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ARTYKULY

Telomeraza i rak

Telomerase and cancer

JANUSZ BLASIAK
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Wykaz stosowanych skrotéw: AL.T — alternatywny mecha-
nizm wydtuzania telomeréw; G4-DNA — czteroniciowe struk-
tury guaninowe; hTERT — podjednostka katalityczna telome-
razy; hTEP| — biatko stowarzyszone z telomerazg cztowieka;
hTR — podjednostka RNA telomerazy; myszy mTR~~— my-
szy z wytagczonym genem kodujacym podjednostke RNA telo-
merazy; PNA — peptydowe analogi kwaséw nukleinowych;
RT — odwrotna transkryptaza; THA1 — telomerowa hipoteza
starzenia sie komérek i ich nieSmiertelnosci; TRF1 i TRE2 —
biatka wchodzace w sktad telomerow.

*Dr hab., Katedra Genetyki Molekularnej Uniwersytetu £6dz-
kiego, ul. Banacha 12/16, 90-237 £6dz,
e-mail: januszb@biol.uni.lodz.pl
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I. Telomery i problem replikacji zakonczen
chromosomow

1-1. Struktura telomerow

Telomery, stanowiace zakonczenia chromoso-
mow eukariontéw, sg kompleksami nuklcoprotein
zbudowanymi z krétkich tandemowych powtérzen
DNA izwigzanych z nimi biatek. Taka struktura od-
roznia telomery od zakonczern chromosomoéw po-
wstatych wskutek ich pekniecia. Sekwencje tande-
mowo powtorzonego telomerowcgo DNA w ewolu-
cyjnie odlegtych eukariontach wykazujg wysoki sto-
pien homologii [1]. Wz6r powtOrzen zawiera zazwy-
czaj bogatag w guaniny sekwencje liczagcg 8-26 pz.
Wiekszos$¢ telomerowcgo DNA ma strukture dwuni-
ciowg, jednakze ich zakonczenia 3’ zawierajgjedno-
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niciowe odcinki liczace 12-16 nukleotyddéw [2]. Pod-
stawowy wzor powtdrzen telomcrowcgo DNA
cztowieka ma posta¢c 5’-TTAGGG-3\ a ich liczba
jest wieksza w komdrkach rozrodczych niz w komor-
1000-3000
[3] W prawidtowych diploidalnych komodrkach

kach somatycznych, w ktérych wynosi

cztowieka znajdujgcych sie w fazie G0 zakonczenia
telomeréw zawierajg jcdnoniciowc odcinki sktada-
jace sie z 45-200 guanin [4],

Gtownymi poznanymi dotad biatkami wcho-
dzgcymi w sktad telomeréw sgTRFI i TRF2 [1, 5],
TRF1 bierze udziat w tworzeniu tclomerowcj struk-
tury drugorzedowej, majacej znaczenie dla regulacji
dtugosci Pekniete chromosomy moga
wywotywaé apoptoze komoérki, jednak ich naturalne

telomerow.

zakonczenia — telomcry — nie wywotuja reakcji
apoptotyczncj dzieki mechanizmowi, w ktérym bie-
rze udziat TRF2 [6], Z TRF1 stowarzyszona jest tan-

kyraza, biatko majgce wtasciwosci polimerazy DNA
[7]. Geny znajdujace sie w sgsiedztwie telomerdw sg
czesto upakowane w trudno dostepne struktury, co
jest przyczyng cpigcnetyczncgo hamowania ich tran-
skrypcji, okreslanego jako efekt wyciszania tclomc-
rowego lub telomcrowcgo efektu pozycyjnego [8].
Znajdujace sie w zakonczeniach telomerow jcd-
noniciowc odcinki bogate w reszty guaninowc moga
przybiera¢ konformacje cztcroniciowych prawo-
skretnych helis (G4-DNA) (Ryc. 1A), zbudowanych
z powtarzajacych sie czterech reszt guaninowych
lezagcych w jednej ptaszczyznie (kwartetéw guanino-
wych) [9], Kazda z guanin jest zaréwno donorem jak
i akceptorem wigzanh
(Ryc. IB). Przypuszcza sie, ze kwartety mogg braé
udziat w taczeniu sie siostrzanych chromatyd w mi-

wodorowych Hoogstcecna

tozie i tworzeniu par homologicznych chromoso-
mow w mejozie, lecz nic zostato to jeszcze potwier-

dzone doswiadczalnie [10],
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1-2. Problem replikacji kohAcdw liniowych chromo-
somow

Replikacja liniowego DNA zjednoniciowymi za-
konczeniami 3’ nie moze by¢ kompletna jezeli jest
prowadzona przez polimeraze DNA wymagajaca
startera i matrycy. Gdy do zakonczenia jednonicio-
wego 3’ zostanie przytagczony starter RNA dla synte-
zy fragmentu Okazaki, to po replikacji i usunieciu
startera jcdnoniciowc zakonczenie 3’ nici opéznio-
nej zostanie odtworzone i nic nastgpi utrata dwuni-
ciowych fragmentéw DNA (Ryc. 3). Jednakze na
koncu nici prowadzacej powstanie zakonczenie dwu-
ktorego diugos$¢ odpowiada diugosci za-
konczenia czgsteczki rodzicielskiej, ale bez jednoni-

niciowe,

ciowcgo zakonczenia 3’. W nastepnej rundzie repli-
kacji powstanie niewypetniony obszar od strony 5°,
prowadzacy do utraty DNA. W komoérkach ssakow

N \> Ryc. 1. Cztcroniciowa struktura DNA przyjmo-
, wana przez jednoniciowc zakornczenia

N N telomeréw. Pojedyncza bogata w gu-
R aniny ni¢c DNA moze przyjmowa¢ kon-

formacja czteroniciowa (A), poprzez

tworzenie kwartetéw guaninowych (B).

utrata telomcrowcgo DNA zachodzi przypuszczalnie
takze na skutek aktywnos$ci 5’->3’egzonukleazy [4],

Problem replikacji koncéw liniowych chromoso-
mow moze by¢ rozwigzywany przez mechanizm z
udziatem telomerazy, odwrotnej transkryptazy, ktora
jest niezalezna od matrycy DNA w nici rodziciel-
skiej. Zamiast tego podjednostka odwrotnej tran-
skryptazy telomerazy uzywa fragmentu zawartego w
niej RNA jako matryce dla syntezy powtdrzen telo-

mcrowych (Ryc. 2).
Il. Telomeraza - struktura i funkcje

U cztowieka aktywna telomeraza jest zbudowana
z co najmniej trzech podjednostek:
RNA, hTR, stanowigcej matryce dla odwrotnej tran-
skryptazy, podjednostki katalitycznej, hTERT, oraz
biatka telomerazg hTEPI
(Ryc. 2).

podjednostki

stowarzyszonego z
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Szczego6towa tréjwymiarowa struktura telomera-
zy nie zostata jeszcze okres$lona, lecz wyniki dotych-
czas przeprowadzonych badan wskazuja, ze podczas
wydtuzania telomerow pomiedzy starterem DNA i
matrycg RNA w rdzeniu kompleksu telomerazy
tworzg sie wigzania typu Watsona-Cricka [11-13].

I1-1. Podjednostka RNA

Podjednostka RNA telomerazy cztowieka, hTR,
zawiera obszar matrycowy obejmujacy 11 nukleoty-
déw o sekwencji 5’-CUAACCCUAAC-3’ komple-
mentarny do powtdrzen telomerowych (TTAGGG),,
[14]. Gen kodujacy hTR znajduje sie w dtuzszym ra-
mieniu chromosomu 3. W obszarze podlegajgcym
transkrypcji genu /z77? znajdujg sie dtugie odcinki na-
stepujacych po sobie reszt tymidylowych, co razem z
wrazliwoscig na a-amanityne pozwala przypusz-
czaé, ze hTR moze byé transkryptem polimerazy
RNA II. Na koncu 3’ transkryptu hTR brak jest od-
cinka poliadenylowego. Wtasciwos$ci te mogg byc
konsekwencjg regulacji ekspresji genu hTR przez
kompleks transkrypcyjny charakterystyczny dla pro-
motoréw genéw matego jadrowego RNA [15].

kodujgcym obszar matrycowy hTR wywotujg zabu-
rzenia funkcjonowania telomerazy - zmiana sekwen-
cji z CUAACCCUA na CAAACCCAA, powoduje
(GGGTTT),,, (GGA-

synteze sekwencji zamiast

TTT), [14].

11-2. Podjednostka katalityczna

Biatko hTERT, ktére u cztowieka zostato niezale-
znie odkryte przez kilka zespotéw i oznaczane cza-
sem jako hTRT [19], hEST2 [20] badz hTCSI [21],
jest przypuszczalnie podjednostkg katalityczng telo-
merazy. U orzeskéw odkryto takze inne biatka
zwigzane z telomeraza - p80 [22], ktérego homolog,
hTLPI lub TEP1, wykryto u cztowieka [23], oraz
p59, jednakze hTR i hTERT wystarczajg dla
osiggniecia aktywnos$ci telomerazy in vitro [24-26],

Cztery domeny biatka hTERT: A-koncowa, zasa-
dowa, domena odwrotnej transkryptazy (RT) i
C-koncowa wykazuja homologie z odpowiednimi
domenami podjednostek katalitycznych telomerazy
orzeska Euplopes aediculatus i drozdzy Saccharo-

myces cerevisiae, z najwyzszym stopniem podobie-

rnstwa w domenie RT [21].

o By e v e Do

Ryc. 2. Telomery itelomeraza. Z telomerami taczg sie dwa biatka TRF1 i TRF2. Telomeraza, sktadajaca sie zpodjednostki katalitycznej, hTREI, ipod-

jednostki RNA, dokonuje syntezy powtérzen telomerowych przy zastosowaniu sekwencji rdzeniowej RNA jako matrycy.

Dtugos$¢ dojrzatego transkryptu hTR wynosi okoto
450 nukleotydéw. Natomiast u orzeskdéw wynosi
153-192 nukleotydéw [12], a u Saccharomyces ce-
revisiae 1300 nukleotyd6éw [13], przy bardzo niskim
stopniu homologii sekwencyjnej. Pomimo braku ho-
mologii w diugosci i strukturze pierwszorzedowej
RNA telomerazy réznych gatunkow, istniejg przes-
tanki pozwalajace na doszukiwanie sie podobieAstw
w strukturze drugorzedowej [16]. W hTR mozna roz-
wazac istnienie dwdéch domen funkcjonalnych: do-
mene 3’ biorgcg udziat w wigzaniu substratu oraz do-
mene 5’ petnigca role matrycy w procesie wydtu-
zania telomerow.

Gen kodujacy hTR znajduje sie w dtuzszym ra-
mieniu chromosomu 3, w obszarze 3q21-q28 [17], a
jego obszar promotorowy lezy 231 pz w gore od
miejsca startu transkrypcji [18]. Mutacje w rejonie

230

Gen kodujagcy hTERT znajduje sie w krétszym ra-
mieniu chromosomu 5, w obszarze 5p 15.33 [20] i za-
wiera 16 cksonéw i 15 intronéw obejmujacych ob-
szar okoto 35 kpz. Promotor hTERT jest bogaty w
pary GC, natomiast nie wykryto w nim kaset TATA i
CAAT [27-28], Miejsce inicjacji transkrypcji jest od-
legte 0 19 pz od pierwszego nukleotydu sekwencji
cDNA hTERT. W promotorze mozna wyrozni¢ se-
kwencje rdzeniowag (181 pz) zawierajgcag kasete E
(CACGTG), bedaca potencjalnym miejscem wigza-
nia czynnikéw c-Myc i Spl. ¢c-Myc moze powodo-
waé bezposrednig aktywacje transkrypcji hTERT
[29], Witasciwosci te wskazujg na S$cistg kontrole
transkrypcyjng ekspresji genu hTERT.

Sekwcncjonowanie klonéw z biblioteki cDNA
pozwolito na zidentyfikowanie szeregu wariantow
sekwencji transkryptu hTERT [21]. Obszar najwiek-

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999
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szcj zmienno$ci obejmuje domene odwrotnej tran-
skryptazy iw mniejszym stopniu obszar C-koricowy,
natomiast nie wykryto wariantow w obszarze A-kon-
cowym i domenie zasadowej. Istnienie wariantow
transkryptow hTERT wskazuje na mozliwos¢ alter-
natywnego sktadania jego mRNA (Ryc. 4). Funkcja
alternatywnych transkryptéw nie zostata jeszcze po-
znana, jednak pozycja miejsc sktadania wskazuje, ze
wiele z nich nie koduje funkcjonalnej odwrotnej
transkryptazy. W konAcowym odcinku 5’ mRNA
hTERT znajduje sie szereg kodonéw CUG zgodnych
z sekwencja najwyzszej zgodnosci Kozaka; w obsza-
rze tym moze leze¢ miejsce inicjacji translacji [21],

I1l. Telomerowa hipoteza starzenia si¢ komo-
rek i ich nieSmiertelnodci

W kazdym podziale komdérkowym nastepuje utra-
ta telomerowcgo DNA, ktérej moze towarzyszy¢ lub
nic jego kompensacja. Proces ten jest nazywany dy-
namika telomeréw. W komdrkach somatycznych
cztowieka dynamika telomerdw ma charakter ujem-
ny — w ciggu cyklu komérkowego wiecej telomero-
wego DNA ubywa niz ulega syntezie [30], Utrata te-
lomerowego DNA w ludzkich fibroblastach wynosi
77 pz/telomer/cykl komérkowy. Ujemna dynamika
moze stanowi¢ wyznacznik zdolnosci proliferacyj-
nej ludzkich komoérek somatycznych. Po okoto 50
podziatach, komérki wkraczajg w faze, w ktorej stajg

wadzacych potomnych

czasteczek DNA.

sie niezdolne do dalszych podziatéw; stan ten jest
umownie nazywany fazg kryzysu [30,31], Model ten
jest znany jako telomerowa hipoteza starzenia sie ko-
moérek i ich nieSmiertelnosci (THAI)L Podstawowy-
mi spostrzezeniami lezagcymi u podstaw THAI sg
skracanie sie telomerow wraz z wiekiem ludzkich
komoérek somatycznych oraz aktywacja telomerazy
w wiekszos$ci ludzkich komdérek rakowych. Pojawie-
nie sie telomerazy zdolnej do wypetniania swej funk-
cji katalitycznej moze by¢ zatem rozwazane jako
krok w drodze komorek do nieSmiertelnosci i ich
zdolno$ci do nowotworzenia [32], Jednakze w ostat-
nich latach pojawito sie szereg watpliwosci do-
tyczagcych THAIL.  Wyniki myszach
majagcych wytaczony gen kodujacy podjednostke
RNA telomerazy (myszy mTR A) wykazaty, ze u
zwierzat tych moze dochodzi¢ do rozwoju nowotwo-

badan na

row, pomimo braku aktywnos$ci telomerazy [33],
Efekt ten ttumaczono poprzez nieadekwatno$¢ my-
szy jako modelu proceséw starzenia i nowotworze-
nia u ludzi oraz poprzez istnienie niezaleznego od te-
lomerazy mechanizmu wydtuzania telomeréw u my-
szy mTR”A~. Jednakze nalezy bra¢ takze pod uwage,
ze u myszy mTR~~, w poréwnaniu z ich réwie$nika-
mi z prawidtowo funkcjonujagcym genem hTR, naste-
powato znaczne przyspieszenie procesOw starzenia
wigzace sie z ostabieniem uktadu odpornosciowego,
nowotworow.

mogacym prowadzi¢ do rozwoju

Wprowadzenie genu kodujgcego podjednostke kata-

Problem telomerowej hipotezy starzenia sie komdrek zostat poruszony w artykule w nr 3 Postepéw Biochemii z 1994 roku.
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lityczng telomerazy, hTERT, do ludzkich komérek,
ktére nic wykazywaty zdolnosci do podziatu i byty
pozbawione telomerazy, powodowato wydtuzenie
tclomerdw iprzedtuzenia okresu ich zycia bez zmian
kariotypowych charakterystycznych dla uniesmier-
telnionych komoérek nowotworowych [34], Nalezy
zatem przyja¢, ze THAI wyznacza jedynie ogolny
obraz regulacji dtugosci tclomeréw w komérkach
cztowieka, jednak w niektorych liniach komorek
unie$Smiertelnionych i komérkach rakowych mozli-
wa jest regulacja dtugosci tclomeréw poprzez me-
chanizmy niezalezne od telomerazy [35, 36],

W jednym z najbardziej spektakularnych do-
Swiadczen ostatnich lat wigzacych telomeraze z pro-
cesami starzenia wykazano, ze wprowadzenie genu
kodujacego biatkowy sktadnik telomerazy do pra-
widtowych ludzkich komérek /2 vitro — fibrobla-
stow i komoérek nabtonka siatkowki po osiggnieciu
przez nie limitu Hayflicka — powoduje wydtuzenie
ich tclomeréw do dtugosci typowej dla mtodych ko-
morek ize komérki te okazujg takze inne cechy cha-
rakterystyczne dla mtodych komoérek — nastepuje
ich ,odmtodzenie” [34, 37, 38]. Wyniki tych do-
Swiadczen nie tylko sugerujg, ze telomeraza moze
by¢ istotnym elementem procesu starzenia sie komo-
rek, lecz takze wskazujg, ze proces ten moze zostac
przesuniety do wcze$niejszego punktu, powodujac
wydtuzenie okresu zycia komdrek nic zwigzanego z
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racje te nic dotyczg punktu kontrolnego G] zaleznego
od biatka p53, co stwierdzono przez funkcjonalng in-
aktywacje biatka p53 w reakcji na promieniowanie i
indukcje p21(WaflCip 1/Sdi 1) [41].

IV. Alternatywny mechanizm wydtuzania te-
lomeréw

Telomeraza moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
wyjscia komérek z fazy poruszanego w poprzednim
podrozdziale kryzysu, gdyz transfekcja komorek ge-
nem hTERT powoduje ich przejscie przez kryzys
[42], Jednak wydtuzanie tclomer6w moze zachodzi¢
w liniach komaérkowych nic wykazujgcych aktywno-
Sci telomerazy, po przejsciu kryzysu i unieSmiertel-
nieniu in vitro [43]. Mozna zatem rozwazac alterna-
tywny mechanizm wydtuzania tclomeréw (ALT),
ktoérego dziatanie jest niezalezne od telomerazy [35,
43]. U drozdzy pozbawionych genu podjednostki ka-
talitycznej obserwuje sie Smier¢ wiekszosci komo-
rek, jednak cze$¢ z nich zachowuje zdolno$¢ do dal-
szego rozwoju poprzez cyrkularyzacje chromoso-
mow albo utrzymanie tclomerédw poprzez rekombi-
nacje [44],
wszystkich unie$miertelnionych komérkach wyka-

Pomimo, ze nie mozna zaktadaé, ze we
zujacych brak aktywnosci telomerazy ma miejsce
jednakowy ALT, tojednak jest bardzo prawdopodob-

ne, ze ALT u cztowieka obejmuje rekombinacje irc-

B
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Hyc. 4. Schemat mRNA podjednostki katalitycznej telomerazy, hTERT. Przedstawiono odcinek pomiedzy zasadami 1500 i 3000. | i 2 sg obszarami

specyficznymi dla telomerazy, natomiast domeny A-D wystepuja w odwrotnych transkryptazach. a i p oznaczaja miejsca alternatywnego
sktadania. Sktadanie w miejscu a daje 36 zasadowg delecje w obszarze wystepujacym w odwrotnych transkryptazach A, sktadanie w miejscu

P daje 182 zasadowga delecje powodujaca mutacje nonsensowng przynoszaca zakonczenie biatka przed obszarem B charakterystycznym dla

odwrotnych transkryptaz.

ich transformacjg nowotworowg [39, 40]. Mozliwe
konsekwencje tych badan pobudzajg wyobraznie, ale
radykalne sformutowanie wnioskdw iokreélenia mo-
zliwosci wptywania na cykl zyciowy organizmow
przez manipulowanie telomerazg wymaga dalszych
badan. Wiadomo, ze wydtuzenie okresu zdolnosci
replikacyjncj komdérek moze nastgpi¢ na skutek inak-
tywacji biatka p53 zwigzanej z utratg stabilnosci ge-
nomowej. Wydtuzenie okresu zycia fibroblastow
wymuszone przez telomeraze powoduje zaburzenia
stabilno$ci genomu ujawniajgce sie w postaci przejs$-

ciowych aberracji chromosomalnych, jednakze aber-
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trotranspozycje [45, 46]. ALT ma miejsce takze w
komérkach linii komérkach po-
chodzgcych z guzéw ztosliwych [36], Wszystkie
zbadane do tej pory komdrki unieSmiertelnionych li-

rak6w oraz

nii oraz komorki rakowe wykazujg albo aktywnos$¢
telomerazy albo ALT [36]. Hybrydy komorek unie-
$Smiertelnionych z komérkami tracacymi po pewnym
czasie zdolnos$¢ do podziatéow, zachowujg sie tak jak
te drugie, co wskazuje, ze fenotyp prawidtowych ko-
morek z zanikiem zdolnosci do podziatéw dominuje
nad fenotypem komoérek unieSmiertelnionych i ze w
tych ostatnich mogta nastgpi¢ utrata, mutacja lub in-
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aktywacja genu lub genéw zwigzanych z unieSmier-
telnieniem [47], Hipotezg tg potwierdza przywrdce-
nie $miertelnosci unieSmiertelnionym komérkom
przez wprowadzenie do nich prawidtowych chromo-
somoéw cztowieka [48], Geny zwigzane z zanikiem
zdolnosci do podziatow komdérkowych zostaty przy-
pisane do 10 rdznych loci [49]. Sugeruje sia, Ze w
unieSmiertelnionych komérkach wykazujgcych brak
aktywnos$ci telomerazy istnieje gen lub geny, ktére
dziatajg jako represory telomerazy i biorg udziat w
utrzymaniu dtugosci telomcrow [50].

Zaobserwowano, ze linie unieSmiertelnionych ko-
morek wykazujacych brak telomerazy zawieraty, za-
rowno w jadrze jak i cytoplazmie, nie zwigzany z
chromosomami DNA hybrydyzujacy z powtdrzenia-
mi tclomcrowymi TTAGGG [51]. Zatem mozna roz-
waza¢ mechanizm pozwalajagcy na utrzymanie
dtugosci tclomerdw, w ktérym nastepuje uwalnianie
fragmentoéw telomcrowych. Pojawianie sig telome-
rowego DNA byto zwigzane z utratg funkcji biatka
p53 w badanych komdrkach.

Lepsze zrozumienie i sformutowanie THAI moze
pomoéc w znalezieniu narzadzi do regulacji dtugosci
tclomeréw w komdrkach cztowieka. Dla osiggniecia
tego celu znaczenie moze mie¢ chromosomowa spe-
cyficznos$¢ dtugosci tclomeréw - krotsze ramie chro-
mosomu 17 ma Kkroétki tclomcr i zaproponowano, ze
witasnie jego dtugos$¢, a nic Srednia dtugo$¢ charakte-
rystyczna dla kariotypu, moze determinowac¢ wska-
zania ,,zegara mitotyczncgo” [52], Gtéwny gen su-
presorowy transformacji nowotworowej, p53, znaj-
duje sie wtasnie w 17p, co stwarza mozliwo$¢ hamo-
wania nowotworzenia przez tclomcr 17p.

V. Rola telomerazy w transformacji nowo-
tworowej

Aktywnos$¢ telomerazy stwierdza sie w wiekszo-
§ci pierwotnych rakéw i liniach komorek rakowych
cztowieka. W raku sutka i ptuc aktywno$é telomera-
zy moze byé wykrywana w bardzo wczesnym sta-
dium - nawet w zmianach przedrakowych obserwo-
wanych uaktualnych ibytych palaczy tytoniu [53],

Gen p53 i kodowane przez niego biatko ulegaja
zmianom w wielu nowotworach zto$liwych. Inakty-
wacjap53 iinnego genu supresorowego,pRB, powo-
duje wydtuzenie zycia komdrek, lecz zazwyczaj nie
prowadzi do ich unieSmiertelnienia [54]. W przedtu-
zonym okresie nastepuje dalsze skracanie tclomeréw
az do osiggniecia fazy kryzysu. Nieliczne komorki,
ktére przetrwaty kryzys sg uniesmiertelnione. Kon-
cowemu komaorek

zréznicowaniu somatycznych

oraz zakonczeniu cyklu komérkowego towarzyszy
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zmniejszenie aktywnos$ci telomerazy [55], Zwigzek
taki wykazano dla szlaku zwigzanego z biatkiem
pRB w raku sutka [56], Badajgac preparaty po-
chodzace ze ztos$liwych guzdéw sutka stwierdzono
rowniez, ze guzy z podwyzszonym poziomem ak-
tywnosci telomerazy wykazywaty akumulacje biatka
p53, co moze by¢ zwigzane z wyzszym tempem pro-
liferacji komoérek takich guzéw [57]. Pewne zasko-
czenie moze stanowi¢ fakt, ze obecno$¢ mutacji w
geniep53 nie byta zwigzana z poziomem aktywnos$ci
telomerazy, jednakze dla ostatecznego sformutowa-
nia braku tego zwigzku niezbedne sg dalsze badania.
Wyniki dotychczasowych doswiadczen wskazuja, ze
aktywacja telomerazy w raku jest poprzedzona inak-
tywacjg genow supresorowych, przy czym zasadni-
cze znaczenie ma tutaj p53, natomiast rola pRB jest
mniejsza [58]. Jednakze cytowane wcze$niej rezulta-
ty zdajg sie sugerowac co innego. W raku sutka, tak
jak i w innych nowotworach zto$liwych, zaburzenia
cyklu komérkowego sg powszechne i prawdopodob-
nie niezbedne dla ich progresji. Zmiany procesow
zwigzanych z p53 ipRB mozna powigzac¢ z aktywno-
$cig telomerazy [56], wobec czego nalezy bra¢ pod
uwage takze szlak aktywacji telomerazy nie
zwigzany z dtugosciag tclomerdw, lecz z zaburzeniem
ekspresji genow supresorowych lub/i ich produktéw.

Biatko Bcl-2, majgce znaczenie w regulacji apop-
tozy, moze modulowaé¢ aktywnos$¢ telomerazy [59].
Wprowadzenie do komdérek rakowych oligonuklco-
tydu TTAGGG powodujgcego hamowanie aktywno-
Sci telomerazy wywotywato zwiekszenie tempa apo-
ptozy indukowanej przez szereg zwigzkow [60], Te-
lomeraza moze hamowa¢ kaskade sygnatéw apopto-
tycznych i prowadzi¢ w ten sposéb do uniesmiertel-
nienia komorek i promocji nowotworow.

Jak wspominano w regulacji ekspresji genu
hTERT moze bra¢ udziat czynnik transkrypcyjny
c-Myc, kodowany przez protoonkogen MYC. W isto-
cie przytaczenie c-Myc do genu hTRT powoduje
transformacje nowotworowg fibroblastow i co wie-
cej, nie moze on by¢ w tym procesie zastgpiony przez
zaden z innych znanych czynnikéw [61]. Zasadni-
czym krokiem w powstawaniu funkcjonalnego kom-
pleksu telomerazy i utrzymaniu jego aktywnosci w
raku sutka moze by¢ fosforylacja hTERT i hTEPI
przez kinaze biatkowy C [62],

W prawidtowych komoérkach somatycznych telo-
meraza moze podlegac supresji, natomiast w komor-
kach nowotworowych ulega¢ aktywacji. Aktywacja
telomerazy powoduje nabywanie fenotypu ztosliwe-
go— telomeraza komdrek raka sutka jest efektywnie
hamowana przez gen lub geny znajdujgce sie w
3pl2-p22 [63],
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VI. Telomeraza jako marker nowotwordéw
V1-1. Znaczenie diagnostyczne

Wyniki szeregu badan wskazujg na telomeraze
jako najbardziej specyficzny marker choréb nowo-
tworowych znany do tej pory — w jednym z nich ak-
tywnos¢ telomerazy stwierdzono w 758 z 895 (85%)
guzow ztosliwych, lecz nie stwierdzono w zadnej z
70 prébek prawidtowych tkanek somatycznych [64].
Wszystkie badane dotad linie komérek rozrodczych
wykazujg aktywno$¢ telomerazy, a staba aktywnos$é
moze byé wykrywana w limfocytach krwi obwodo-
wej (Tabela 1). Po stymulacji prawidtowych limfo-
cytow T mitogenem aktywnos$¢ telomerazy wzrasta
10-1000-krotnie [65], Aktywnos$¢ taka moze by¢
przyczyng zawyzonego wyniku pomiaru aktywnos$ci
telomerazy w guzach, w ktérych wystepuje duza
ilo$¢ infiltrujgcych limfocytow [66]. Obecnos¢ ta-

Tabela 1.

Aktywnos$¢ telomerazy w komérkach nowotworowych i prawidtowych™

Zmiany o charakterze tagodnym i stany

Rodzaj nowotworul

Rak sutka (117/125)

Rak zotgdka (72/85)

Rak jelita grubego (53/56)
Nerwiak niedojrzaty (99/105)
Rak moézgu (42/59)

Rak jajnikéw (7/7)

Rak ptuc (120/147)

Rak drég moczowych (18/20)
Raki krwi (78/111)

Rak watroby (28/33)

Rak nerek (40/55)

Polipy jelita grubego (0/20)
Gruczolaki jelita grubego (0/1)
Gruczolaki zotagdka (1/2)

Zapalenie watroby (19/38)

Metaplazja jelitowa (1/13)

Marsko$¢ watroby (6/8)
Nerwiak zwojowy (0/4)
Oponiak tagodny (4/27)

Miegé$niak gtadki (0/103)

przypisania im charakteru tagodnego przy uzyciu
tradycyjnie stosowanych metod. Telomeraza moze
zatem by¢ markerem bardzo wczesnych zmian no-
wotworowych. W niektdrych przypadkach aktyw-
nos$¢ telomerazy stwierdzono w materiale znacznie
tatwiej dostepnym niz prébki guza, np. w ptynie po-
chodzgcym z przemycia pecherza moczowego przy
raku tego narzadu, plwocinie przy raku ptuc, gtowy i
szyi, czy krwi przy przerzutach raka sutka i gruczotu
krokowego [68]. Aktywno$¢ telomerazy wykrywana
w tych ptynach pochodzita z pewnos$cig z komoérek
nowotworowych ztuszczonych z guza, jej obecnos¢
moze wiec posrednio Swiadczy¢ o aktywnosci nowo-
tworu.

VI-2. Znaczenie prognostyczne

Wysoka aktywno$¢ telomerazy w guzach zotgdka
[68], jelita grubego [69] i nerwiaku [70] jest wy-

Komérki prawidtowe?®

przedrakowe?

Komérki rozrodcze (4/4)
Tkanki somatyczne (0/70)

Limfocyty krwi obwodowej (0-55/124)c

Widkniakogruczolak piersi (2/3)

R6zne nieprawidtowosci sutka (0/6)

‘Kompilacja danych z [64] i[67]; b(liczba przypadkéw, w ktérych wykryto aktywno$¢ telomerazy/liczba zbadanych przypadkéw) cw zalezno-

$ci od liczby badanych limfocytéow

kich limfocytéw moze by¢ przyczyna aktywnosci te-
lomerazy w niewielkiej (okoto 6%) iloSci probek
ograniczajacych guz i nie charakteryzujgcych sie
wystepowaniem zmian histopatologicznych [67],
Zatem wykrywalna aktywnos$ci telomerazy moze
by¢ wyznacznikiem zakresu radykalnego zabiegu
chirurgicznego. Duze znaczenie moze mie¢ wykry-
cie aktywnosci w 14% zmian tagodnych i standw
przcdrakowych. Stwierdzenie aktywnos$ci enzymu w
tych prébkach moze by¢ $wiadectwem btednego
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znacznikiem niekorzystnego rokowania, podczas
gdy u pacjentow, u ktérych nie wykrywa sie aktyw-
nosci telomerazy moze nastepowaé spontaniczna re-
gresja choroby [70], Rowniez w raku sutka istnieje
korelacja pomiedzy szeregiem wskaznikéw progno-
stycznych i poziomem aktywnosci telomerazy [71].
Podjednostka RNA moze by¢ takze rozwazana jako
marker prognostyczny nerwiaka niedojrzatego [72],
Warto$¢ telomerazy jako markera moze by¢ szcze-
golnie przydatna w rakach, w ktorych istniejg $cisle
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okre$lone opcje postepowania klinicznego w zale-
znosci od agresywnosci choroby, na przyktad moze
by¢ silnym markerem prognostycznym raka sutka u
pacjentek bez zajetych weztéw chtonnych, determi-
nujagc zastosowanie lub odstgpienie od chemoterapii
adjuwantowej.

W uzupetnieniu zastosowania telomerazy do pro-
gnozowania przebiegu choroby nowotworowej moze
ona by¢ takze stosowana do okre$lania efektywnosci
terapii przeciwrakowej w oparciu o korelacje pomie-
dzy ekspresjg telomerazy i unieSmiertelnieniem ko-
mérek oraz ich stadium zréznicowania.

VIIl. Telomeraza w terapii przeciwnowotwo-
rowej

Badanie inhibitorow telomerazy moze stwarzaé
szanse na ich wykorzystanie kliniczne. Skracanie te-
lomeréw moze stanowi¢ zasadniczg cze$é procesu
starzenia sie komdrek ijest obserwowane zaréwno iri
vivo jak iw pierwotnych kulturach komdérkowych [3,
72], Po pewnej liczbie podziatéw komdérkowych, ko-
morki kultur w ktérych nie nastepuje ekspresja telo-
merazy zostajg wstrzymane w fazie G| itracg zdol-
no$¢ do dalszych podziatéw. Komérki po transfekcji
niektorymi onkogenami wirusowymi sg zdolne do
okoto 20 dalszych podziatédw, po ktdrych wchodzg w
faze kryzysu, konczacg sie $Smiercig wiekszosci z
nich. Jednakze mata cze$¢ komérek moze przetrwac
kryzys i da¢ poczatek linii komdrek unieSmiertelnio-
nych, ktdrych wzrost prowadzi do rozwoju guza. Po-
niewaz jednak w komérkach rakowych telomery nie
sg znaczaco dtuzsze od telomerow komoérek w fazie
kryzysu, potrzeba hamowania aktywnos$ci telomera-
zy moze by¢ wymagana jedynie przez kilka po-
dziatéw. Zatem inhibitory telomerazy moga by¢ naj-
bardziej przydatne w terapii adjuwantowej ileczeniu
stan6w przcdrakowych oraz w niektérych typach
biataczek, w ktorych przej$cie choroby w faze ostrg
jest zwigzane z zyskaniem aktywnosci telomerazy
[73], Podawanie inhibitorow w tagodnej fazie choro-
by moze zapobiegaé powstawaniu klonéw komoérek
wptywajgcych na agresywny przebieg choroby.

VII-1. Inhibitory odwrotnej transkryptazy

Telomeraza charakteryzuje sie szeregiem niespo-
tykanych u innych enzyméw cech. Zawiera ona
czagsteczke RNA ifunkcjonuje jako polimeraza DNA
zalezna od RNA — odwrotna transkryptaza [75]. Ce-
chy te moga zosta¢é wykorzystane w projektowaniu
lekéw, ktdrych celem bedzie telomeraza. Inhibitory
odwrotnej transkryptazy z ludzkiego wirusa HIV ha-
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muja aktywnos$¢ telomerazy i mogg stanowi¢ proto-
typ tego typu lekéw [76, 77]. Aktywno$¢ enzymu
moze by¢ hamowana przez amidowe pochodne an-
tracenu [78], Holoenzym telomerazy zawiera takze
podjednostke regulacyjng, ktéra moze stanowi¢ po-
tencjalny cel w rozwoju inhibitorow [23, 79, 80], Ak-
tywnos$¢ telomerazy w komorkach guzow sutka
moze by¢ hamowana przez fosfataze biatkowa 2A,
co stwarza mozliwo$¢ regulowania aktywnosci telo-
merazy przez fosforylacje jej podjednostki biatko-
wej [81],

VI11-2. Zwigzki stabilizujgce czteroniciowg struktu-
re telomerow

Obecnos$¢ jednoniciowych bogatych w guaniny
zakonczen 3’ telomer6w sprzyja przyjmowaniu
przez nie r6znorakich konformacji czteroniciowych.
Jednakze optymalng konformacjg substratu telome-
razy jest prostoliniowa struktura jednoniciowa z do-
stepnymi wszystkimi grupami funkcjonalnymi dla
wigzania matrycy. Stabilizacja struktury czteronicio-
wej w telomerach moze uniemozliwia¢ wigzanie te-
lomerazy lub hamowac¢ jej aktywno$¢; wyznacza to
nowe perspektywy dla rozwoju lek6w przeciwnowo-
tworowych.

Szczeg6lna konfiguracja czteroniciowych struk-
tur telomerowych (Ryc. 1) — z czterema rowkami
niejednakowej szerokosci, oddziatujagcych ze sobg
elektrostatycznie — moze by¢ rozpoznawana przez
niewielkie ligandy, ktére mogg sie wigza¢ w rowkach
lub interkalowaé w sposéb podobny do intcrkalato-
row trojniciowego DNA [82], Zidentyfikowano sze-
reg zwigzkow, w tym porfiryny, antrachinony oraz
pochodne pcrylenu, ktére moga rozpoznawaé cztero-
niciowg strukture telomeréw i hamowac¢ aktywno$¢
telomerazy in vitro [83], Jednakze zaden z tych
zwigzkdw nie jest interkalatorem struktury czterom-
ciowej. W obecnosci pochodnych piperydyny, struk-
tura rdzenia formy czteroniciowej pozostaje nie-
zmieniona, poniewaz zwigzki te nie interkalujg lecz
przylegajg do ptaszczyzny wyznaczonej przez skraj-
ny kwartet guaninowy, co moze prowadzi¢ do zespo-
lenia dwoch struktur czteroniciowych. Wigekszos¢ in-
terkalatorow podwdjnej helisy DNA, w tym bromek
etydyny i proflawina, stabo interkaluje struktury
czteroniciowe [84], natomiast specyficzne dla struk-
tur czteroniciowych moga by¢ barwniki karbocyjani-
nowe [84], Specyficznos$é jest jedng z najwazniej-
szych cech, ktére powinny charakteryzowac¢ zwigzki
majgce za cel stabilizacje struktur czteroniciowych,
gdyz substancje te muszg sie z nimi wigza¢ pomimo
zdecydowanej przewagi dwuniciowego DNA w ich
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otoczeniu. Pochodne porfiryny wykazuja dwukrot-
nie wieksze powinowactwo do struktur czteronicio-
wych niz do dwuniciowych [85] i hamujg efektywnie
aktywnos$é telomerazy komoérek rakowych, wstrzy-
mujac wzrost komorek w G2-M [86]. Istnienie struk-
tur G4-DNA nie zostato dotad stwierdzone in vivo,
natomiast in vitro mogga istnie¢ co najmniej trzy kla-
sy takich struktur, zaleznie od orientacji nici i kon-
formacji guanin. Wiekszo$§¢ badan dotyczacych
wigzania ligandow do G4-DNA zostata przeprowa-
dzona na strukturach o niciach réwnolegtych, ale nie
jest pewne, czy inhibitory telomerazy mogg wykazy-
waé specyficzne powinowactwo do tej wtasnie klasy.
Nalezy takze bra¢ pod uwage, ze G4-DNA stanowig
stabilne struktury charakteryzujgce sie znaczng
sztywnoscig i rozdzielenie dwéch kwartetéw guani-
nowych konieczne dla wbudowania interkalatora
wymaga stosunkowo wysokiej energii [87]. Czy za-
tem sygnalizowane wcze$niej wigzanie sie ligandow
na zewngtrz G4-DNA ilustruje og6lng zasade i czy
bedzie w ogéle mozliwe stworzenie duzych ptaskich
czasteczek, ktore beda rzeczywiscie interkalowac
G4-DNA? Odpowiedz na to i inne pytania dotyczace
zwigzkow stabilizujgcych czteroniciowg strukture
DNA na zakonczeniach telomeréw wymaga dal-
szych studiow.

VII-3. Oligonukleotydy antysensowe, rybozymy,
peptydowe analogi kwaséw nukleinowych
i inne zwigzki

Podjednostka RNA telomerazy, hTR, moze by¢
rozwazana jako miejsce w terapii genowej ze wzgle-
du na swojg dostepnos$¢ dla kwasow nukleinowych
oraz zasadniczg funkcje matrycy przy syntezie po-
wtorzen telomerowych (TTAGGG),,. Koncepcyjnie
najprostsze wydaje sie hamowanie aktywnos$ci telo-
merazy przez zablokowanie jej podjednostki RNA w
miejscu matrycy oligonukleotydem do niej komple-
mentarnym, czyli o sekwencji odpowiadajgcej wzo-
rowi powtdrzenia telomerowego. W istocie efekt ha-
mowania aktywnos$ci telomerazy uzyskano poprzez
inkubacje komorek chomika chinskiego V79 z oligo-
nukleotydem o sekwencji (TTAGGG)4 [88], W po-
dobnych badaniach hamowanie aktywnos$ci w ko-
morkach rakowych z ludzkich nerek i komorek HelLa
uzyskano poprzez transfekcje retrowirusem, ktdrego
MRNA zawierato sekwencje UUAGGG komplemen-
tarng do sekwencji matrycy hTR [89]. Hamowanie
aktywnos$ci telomerazy oligonukleotydami antysen-
sowymi do hTR obserwowano takze w ekstraktach
ludzkiego czerniaka [90]. Przy stosowania oligonu-
kleotyddw antysensowych mozna rozwaza¢ dwa me-
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chanizmy prowadzace do zahamowania rozwoju fe-
notypu inwazyjnego: indukcje apoptozy komorek ra-
kowych i stymulacje ich zwiekszonego zréznicowa-
nia [91].

Fosfotiolowe analogi oligodeoksyrybonukleoty-
dow wigzg sie znacznie silniej z jedng z domen
biatkowych telomerazy niz z jej RNA, zatem dla
optymalnego dziatania terapeutycznego mozliwe
jest skonstruowanie chimerycznego oligonukleotydu
zawierajgcego w czesci 5’ modyfikacje fosfotio-
lowg, natomiast w czesSci 3’ sekwencje komplemen-
tarng do matrycy RNA [92]. Zastosowanie 19-to nu-
kleotydowego oligonukleotydu antysensowego do
komoérek ludzkiego glejaka in vitro powodowato ak-
tywacje endorybonukleazy RNazy L, powodujacej
degradacje RNA telomerazy [93]. Oligonukleotyd
ten hamowat takze rozw6j guzéw u myszy, a mecha-
nizmem lezgcym u podstaw obserwowanego efektu
byta indukcja apoptozy.

Réwniez czgsteczki katalityczne RNA (rybozy-
my) moga by¢ zastosowane do hamowania aktywno-
§ci telomerazy przez sekwencyjnie specyficzne tra-
wienie jej podjednostki RNA [94]. Katalitycznie ak-
tywny rybozym zawierat modyfikacje w postaci
2’-0-metylo rybonukleotyddw, zwiekszajgcych jego
stabilnos¢ i byt komplementarny do podjednostki
RNA ludzkiej telomerazy wykazujagc zalezne od ste-
zenia hamowanie aktywnos$ci telomerazy w komor-
kach ludzkiego glejaka. Katalitycznie nieaktywny
rybozym lub rybozym z niedopasowaniem sekwen-
cyjnym nie wykazywat takich zdolnosci.

Opisano szereg peptydowych analogéw kwasow
nukleinowych (PNA, syntetycznych oligoamidéw
zdolnych do tworzenia stabilnych potaczen z kom-
plementarnymi oligonukleotydami), ktére pokry-
waty obszar matrycowy podjednostki RNA telome-
razy [11, 95J. WartosSci IC5 dla PNA zawarte byty
pomiedzy 30 pM dla PNA o sekwencji 5’-TAGA-
CAGBTG-3’ komplementarnego do 3 ostatnich zasad
od strony 5 matrycy i 1 nM dla 5’ -TAG3T2A-
GACAZ2-3’ pokrywajgcego 9 z 11 zasad matrycy.

Powszechnie stosowany lek przeciwnowotworo-
wy cA-diamminodichloroplatyna (cisplatyna) moze
powodowaé hamowanie aktywnosci telomerazy w
komérkach linii ludzkiego raka jajnika [96]. Intere-
sujace, ze nieaktywny przeciwnowotworowo analog
cisplatyny, /ra/is-diamminodichloroplatyna (trans-
platyna), jak rowniez doksorubicyna, bleomycyna i
metotreksat nie wywieraty takiego efektu. Dziatanie
przeciwnowotworowe cisplatyny przypisuje sie two-
rzeniu adduktow z DNA, ktére zaburzajg transkryp-
cje i translacje w ulegajacych podziatom komdérkach
rakowych [97]. Jednak transplatyna takze taczy sie z
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DNA z efektywnos$cig poréwnywalng do cisplatyny.
By¢ moze dziatanie przcciwnowotworowe cisplaty-
ny oparte jest na hamowaniu aktywnosci telomerazy
przez tworzenie adduktéw G-Pt-G z bogatymi w gu-
aniny ni¢mi telomcrdw, natomiast konfiguracja
transplatyny nie sprzyja tworzeniu takich wigzan, co
ttumaczytoby jej nieefektywne dziatanie przcciwno-

wotworowe.
VIIl. Uwagi kohncowe

Klonowanie podjednostek RNA ikatalitycznej te-
lomerazy cztowieka, identyfikacje biatka stowarzy-
szonego z telomerazg, opracowanie metody oceny jej
aktywnosci enzymatycznej oraz wykazanie mozli-
wosci ,,odmtadzania” komoérek sa gtownymi wy-
znacznikami dokonanego w ostatnich latach postepu
w badaniach nad telomerami itelomerazg. Odkrycia
precyzyjne
udziatu telomerazy w procesach starzenia i w raku.

te pozwalajg na bardziej okreslenie

Pomimo wuzasadnionego optymizmu dotyczgcego

diagnostyki i leczenia rakéw, kwestia zrozumienia
mechanizmdw regulujgcych aktywnos$¢ telomerazy,
zarowno na poziomie biatkajak i genu(6éw) pozostaje
wcigz otwarta. Pomimo, ze telomeraza nie wydaje
sie konieczna dla inicjacji transformacji nowotworo-
wej, to dla progresji rakdw niezbedne jest funkcjono-

wanie mechanizmu zapewniajacego utrzymanie

dtugosci telomcrow. Pelniejsze zrozumienie i uzu-
petnienie telomerowej hipotezy starzenia sie komo-
rek iich nieSmiertelnosci moze da¢ narzedzia do sku-
tecznej regulacji dtugosci telomcrow w komoérkach
cztowieka.

Artykut otrzymano 29 kwietnia 1999 r.
Zaakceptowano do druku 8 sierpnia 1999 r.
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Integryny 1 ich znaczenie w progresji

ztosliwych

nowotworow

Integrins and their role in cancer progression

JANUSZ B ASIAK] JOLANTA NIEWIAROWSKAZ2,
MARCIN CIESLAK3 CZESEAW S. CIERNIEWSK 4

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
Il. Ogdlna charakterystyka integryn
11-1. Rozpoznawanie ligandow
11-2. Przesytanie sygnatow
11-3. Rola w adhezji i migracji komorek
I11. Integryny komoérek rakowych
I11-1. Ekspresja w komérkach rakowych
111-2. Udziat w angiogenezie i apoptozic komérek rako-
wych
IV. Rola integryn w progresji nowotworéw ztosliwych
1V-1 Udzial w inwazji i metastazie
1V-2. Zwigzek z uktadem aktywacji plazminogenu
1V-3. Znaczenie prognostyczne i terapeutyczne
V. Ekspresja integryn jako cel antysensowej terapii prze-
ciwinw azyjnej
V-1. Przeciwinwazyjne strategie antysensowe w choro-
bach nowotworowych
V-2, Strategie antysensowe skierowane na ekspresje in-
tegryn
VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: bcl-2 — biatko kontrolujace
apoptozg; EGF — naskdérkowy czynnik wzrostu; FAK — kinaza

ogniskowych potaczen adhczyjnych; ECM — macierz
zewnatrzkomoérkowa; IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzro-
stu 1, KQAGD — sekwencja aminokwasowa Lys-GIn-

Ala-Gly-Asp; ODN — niemodyfikowane oligodcoksyrybonu-
kteotydy; p21(kip 1) — inhibitor cyklu komo6rkowego; p225 —
podjednostka a, o masie 225 kDa; p59ILK — zwigzana z intc-
grynami kinaza biatkowa o masie 59 kDa; PA 1-1 — inhibitor ak-
tywatoréw plazminogenu typu 1, PS-ODN — fosfotiolowe ana-
logi oligodeoksyrybonukleotydéw; RGD — sekwencja amino-
kwasowa Arg-Gly-Asp; Src, Syk — kinazy tyrozynowe; TGF-P
—transformujacy czynnik wzrostowy fk uPA — aktywator pla-
zminogenu typu urokinazowego, urokinaza;, uPAR — receptor
aktywatora plazminogenu typu urokinazowego; YCAM-I —
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adhezyjne biatko komérek naczyniowych-1; VLA — najp6zniej
aktywowane antygeny.

I. Wprowadzenie

Migracja komoérek odgrywa istotng role w prze-
biegu wielu proceséw tak fizjologicznych, jak ipato-
logicznych, w tym w inwazji i metastazie nowotwo-
row ztosliwych. Mechanizmy lezace u podstaw mi-
gracji nic sag w petni poznane, nie ma jednak watpli-
wosci, ze krytyczng rolg odgrywa w nich kontrolo-
wana adhezja komérek do elementow macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM) oraz innych komorek.
Adhezjg komdrek mozna, w duzym uproszczeniu,
sprowadzi¢ do oddziatywania receptorow adhezyj-
nych biony komoérkowej z wysokoczgstcczkowymi
Ugandami. Gtownymi receptorami adhezyjnymi sg
kompleksy glikoprotcinowe zwane integrynami dla
podkres$lenia ich roli w integracji macierzy
zewnatrzkomdrkowej i cytoplazmatyczncj.

Integryny moga wykazywaé¢ aktywno$¢ zaréwno
wewnatrz, jak i na zewnatrz komoérki. Gtdwna funk-
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cjg integryn jest rozpoznawanie adhezyjnych biatek
ECM, takichjak fibrynogen, fibronektyna, witronek-
tyna, kolagen i VCAM-1 [1], Wiele z nich rozpozna-
je krdtkie sekwencje aminokwasowe, najczesciej
RGD (Arg-Gly-Asp), ale takze KQAGD (Lys-GlI-
n-Ala-Gly-Asp) i LDV (Leu-Asp-Val) [2,3],

Integryny posredniczag w przekazywaniu informa-
cji z ECM do komérki i w kierunku przeciwnym,
miedzy innymi przez zmiany stezeniajondw wapnia
oraz aktywacje biatkowej kinazy C ikinaz tyrozyno-
wych, zwtaszcza FAK, Src i Syk [4-6], a takze ha-
mujacego apoptoze biatka bcl-2 [7]. Kluczowe zna-
czenie integryn dla przebiegu adhezji i migracji ko-
moérek oraz udziat w przekazywaniu sygnatéw kon-
trolujagcych ekspresje wybranych gendw sprawia, ze
receptory te moga by¢ rozwazane jako tarcza w le-
czeniu choréb, u podtoza ktorych lezg zaburzenia ich
funkcji i ekspresji.

Il. Ogdlna charakterystyka integryn
I1-1. Rozpoznawanie ligandéw

Integryny sg glikoproteinami btonowymi sktada-
jacymi sie zdwdch podjednostek, a ip. Masa czaste-
czkowa podjednostek waha sie miedzy 90 kDa i
200 kDa. Kazda z nich jest
transbtonowym o duzej domenie zewnatrzkomaérko-

okoto biatkiem
wej i mniejszej cytoplazmatycznej; wyjatkiem jest
p4, ktérej domena cytoplazmatyczna przyjmuje
znaczne rozmiary. Miejsce wigzania ligandéw stano-
wig sekwencje domen zewnatrzkomdrkowych obu
podjednostek, domeny cytoplazmatyczne za$ tacza
sie z cytoszkicletem [8-10]1

Dotychczas zidentyfikowano 17 podjednostek a i
8 [3 mogacych tworzy¢ ponad 20 kompleksow [10,
11], Podczas gdy w komdrkach wielu typow integry-
ny podrodziny Pi sg aktywowane konstytutywnie,
wigzanie ligandow przez integryny podrodzin Pi i f22
réznych rodzajow leukocytéw oraz przez piytkowy
receptor fibrynogenu, anbP3, wymaga aktywacji
[12], Specyficzno$¢ wigzania ligandoéw przez inte-
gryny zalezy od typu komérki, np. w ptytkach krwi
integryna a 2Pi jest receptorem kolagenu, ale w nie-
ktorych komérkach oprocz kolagenu wigze laminine
i fibronektyne [13]. Wigzanie liganda przez integry-
ne prowadzi do konformacji oraz

rozktadu integryn na powierzchni komorki: integry-

zmiany jej

ny przemieszczajg sie w ptaszczyznie btony i gro-
madza w réznych obszarach, zwtaszcza w miejscach

kontaktu z macierzg lub innymi komdérkami. W efek-
cie powstajg wicloczgsteczkowe skupiska tgczace
biatka zewngtrz- i wewngatrzkomoérkowe. Dynamika
powstawania tych skupisk decyduje o migracyjnym
fenotypie komorek. Aktywacja receptoréw integry-
nowych z sukcesywnym powstawaniem punktowych
przyczepéw uruchamia kaskade wtdérnych zdarzen
informacyjnych. Najwazniejszym wtérnym przekaz-
nikiem wydaje sie by¢ kinaza ogniskowych potaczen
adhezyjnych, FAK [1, 14, 15], Mozna zaktada¢, ze
ruch komorek odbywa sie poprzez ciaggty indukcje
powstawania punktowych przyczepédw na krawedzi
wiodacej komérki i reorganizacje cytoszkieletu.
Komdrki poszczeg6lnych typéw na ogo6t rozniag
sie liczbg integryn — od kilku do kilkunastu na ko-
moérke [16, 17], W komorkach typu nabtonkowego
liczba irodzaj receptoréw integrynowych sgrézne na
powierzchni bazalnej i apikalnej. W komodrkach nie-
ktorych typow rodzaj wystepujacych integryn jest
$cis$le powigzany z wykonywang funkcja, i tak na
przyktad anbBs, syntetyzowana w megakariocytach,
jest przekazywana ptytkom krwi, aby braé¢ udziat w
ich agregacji i adhezji [12], Na poziom ekspresji in-
tegryn wptyw ma wiele czynnikéw, m.in. zwigzki
wptywajace na proliferacje i r6znicowanie komoérek
[3], WSrdd tych czynnikdw znajdujg sie gtéwnie cy-
tokiny: czynniki wzrostu (TGFR, PDGF-ab,
PDGF-bb, EGF, NGF, aFGF, bFGF), interleukiny
(IL-4, IL-1R, IL-6), interferon y, rodzina B chemokin
(MPC-1, MIP-1a, RANTES), czynniki martwicy no-
wotwordw (TNF-a,TNF-R), hormony oraz lipopoli-
sacharydy bakteryjne (LPS, endotoksyny). Dotych-
czas opisano rowniez kilkanascie substancji farma-
kologicznych wptywajgcych na ekspresje recepto-
row integrynowych. Sg nimi zwigzki dziatajace na
poziomic przekazywania sygnatu, badz indukujace
roznicowanie komorek: estry forbolu, genysteina —
inhibitor kinaz tyrozynowych, forskolina — pod-
wyzszajgca poziom cAMP, gosypol — bifenolowy
sktadnik z drzewa Portia, talidomid i deksametazon.
Doniesienia ostatnich lat wskazujg rowniez na
niewatpliwy wptyw wielu
(Pneumocystis carinii, HIV i cytomcgalo).

infekcji wirusowych

11-2. Przesytanie sygnatow

Komdrki S$rodbtonka sg zdolne do migracji w
ECM przy udziale odpowiednio integryn av33ia 2Ri
i bez udziatu jakichkolwiek cytokin, czynnikéw

‘Podstawowe cechy strukturalne i funkcjonalne integryn zostaty opisane w ,,Postepach Biochemii numer 40( 1) z 1994 roku.
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wzrostu czy chemoatraktantow [18]. Jony wapnia sg
niezbedne do aktywacji szlaku przenoszenia syg-
natéw zaleznego od biatkowej kinazy C przez recep-
tor naskérkowego czynnika wzrostu (EGF), w wyni-
ku czego dochodzi do, zaleznej od avp5, migracji ko-
moérek w witroncktynic. Przesytanie sygnatdw przy
udziale integryn moze zachodzi¢ poprzez od-
dziatywanie kinazy biatkowej zwigzanej z integryna-
mi o masie 59 kDa, p59ILK, ktéra moze fosforylo-
waé¢ domene cytoplazmatycznapodjcdnostki p, [19].
Nadmierna ekspresja p59I1LK powoduje zaburzenia
struktury komorek $rdodbtonka i hamowanie wigza-
nia integryn z substratami z jednoczesng indukcjg
wzrostu komoérek niezaleznego od ich zakotwicze-
nia. Dla przenoszenia sygnatow zwigzanych ze zmia-
nami stezenia Ca przy udziale integryn zasadnicze

znaczenie ma kalretikulina, ktéra moze takze
wptywaé na funkcje adhezyjne integryn [20], Akty-
wacja integryn pod wptywem sygnatéw prze-
sytanych z wnetrza komdrki przez interl ukine 3
moze zachodzi¢ przy udziale biatka H-Ras [21],

Integryny nic wykazujg aktywnosci kinazowej, a
mimo to wywotujg aktywacje biatek Ras i kolejno:
Raf, MEK i MAPK [22], Podobnie do receptorow
sprzezonych z biatkami G, przesytanie sygnatu indu-
kowane przytaczeniem liganda do receptordw inte-
grynowych wigze sie z aktywacjg rozpuszczalnych
kinaz tyrozynowych. Tc nastepnie, tworzac kom-
pleks z cytoplazmatycznym regionem podjednostek
P (Pi, p2ip3) receptorow intcgrynowych, fosforyluja
je [23].

Dotychczasowe obserwacje pozwalajg sadzi¢, ze
pierwsza faza przesytania sygnatu od receptoréw in-
tcgrynowych do wnetrza ptytek, w wyniku ktorej za-
chodzi aktywacja biatek Ras, moze zachodzi¢ z
udziatem: (a) kinazy FAK [24]. Wiadomo, ze FAK
moze tworzyé kompleks z cytoplazmatyczng do-
meng podjednostki p oraz z biatkiem adaptorowym
Grb2 [25] idzieki niemu przytgczac¢ sie do aktywato-
row biatek Ras, takich jak Sos lub Vav, co prowadzi
do aktywacji Ras; (b) kinaz Sre, Syk lub Lyn. Kinazy
te moga tworzy¢ kompleks z cytoplazmatycznym re-
gionem podjednostki p3receptora fibrynogenu i fos-
forylowac reszte tyrozynowa. Taka reakcja ma miej-
sce podczas agregacji ptytek krwi [26], Podjednostka
ta ulega fosforylacji z udziatem kinaz Sre, Syk i w
mniejszym stopniu Lyn réwniez w warunkach in vi-
tro. Co wiecej, z ufosforylowang domeng cytopla-
zmatyczng tej podjednostki kolejno tworzg kom-
pleks: biatko She, Grb2 i Sos, ktére z kolei aktywuje
biatko Ras [27]; (c) cytoszkiclctu. Receptory ptytko-
we sg potaczone z cytoszkieletem zaréwno w czasie

spoczynku, jak ipo aktywacji. Uaktywnienie podsta-
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wowej integryny ptytkowej, anbPs, prowadzi do re-
organizacji cytoszkiclctu i zmiany witasciwosci
ptytek krwi. W pierwszym etapie dochodzi najczes-
ciej do agregacji receptoréow, przytgczania biatek cy-
toszkiclctu i biatek systemu sygnalizacyjnego, a ta-
kze tworzenia skupisk fibrylarnych. W kompleksy
cytoszkieletowo-integrynowe wbudowanych zostaje
wiele innych biatek, w tym kinazy Sre [28, 29], Syk
[30], FAK [31], biatka z domenami SH2 i SH3 oraz
inne, fosforylowanc w resztach tyrozynowych a ta-

kze biatka nadrodziny Ras [32],
11-3. Rola w adhezji i migracji komorek

Macierz zewngtrzkomorkowa nic jest strukturg
statyczng — podlega nieustannym procesom przebu-
dowy, w ktérych biorg udziat integryny. Tym samym,
biatka te wptywajg na reorganizacje ECM. Przykia-
dem jest udziat integryny a5Pi w wydzielaniu przez
komdrki fibronektyny i odktadanie tego biatka w
ECM [16]. Mechanizm lezacy u podstaw przebudo-
wy ECM przez a5Pi moze polega¢ na zageszczaniu
fibronektyny na powierzchni komdrek oraz zmianie
jej konformacji, w wyniku czego mozliwe staje sie
wprowadzenie tego biatka do wtdkien macierzy. Po-
dobne dziatanie w odniesieniu do kolagenu i ECM
wykazuje integryna a 2Pi [33].

Adhezja komdrek do ECM, odbywajgca sie gtow-
nie przy udziale integryn, ma podstawowe znaczenie
dla wypetniania elementarnych funkcji przez komér-
ki. Komorki prawidtowe in vitro moga witasciwie
dzieli¢ sie i funkcjonowa¢ dopiero po przytgczeniu
sie do statego podtoza. Od adhezji zalezy rowniez
proliferacja ir6znicowanie komdrek, ktore zachodza
przy wspotudziale sygnatéw pochodzacych od inte-
gryn [34], Dzieki udziatowi w procesach adhezji re-
ceptory integrynowe moga wptywaé na migracje ko-
morek, wyznaczajac jej kierunek, szybko$¢ oraz cel.
Komorki przemieszczajg sie po powierzchniach po-
krytych biatkami macierzowymi, a w przypadku po-
jawienia sie niejednorodnos$ci, poruszajg sie w kie-
runku wyznaczonym przez wyzsze stezenie [11],
przy czym zbyt duzy gradient stezenia biatek ECM
moze zwolni¢ ich migracje [35],

I11. Integryny komérek rakowych
I11-1. Ekspresja w komorkach rakowych

Integryna (Xlbp3zostata po raz pierwszy zidentyfi-
kowana w ptytkach krwi [6], w ktorych, na skutek
wigzania fibrynogenu, umozliwia agregacje i bierze
udziat w przesytaniu sygnatéw zaréwno z wnetrza
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komdrki na zewnatrz, jak i w kierunku przeciwnym
[36], Gen am, znajduje sie pod $cistg kontrolg tran-
skrypcyjnajedynie w mcgakariocytach, podczas gdy
ekspresja genu integryny p3jest rozpowszechniona
w wielu komoérkach [37]. W wiekszosci komorek, w
tym rowniez w komdrkach nowotworowych, zamiast
podjednostki integryny anbwystepuje podjcdnostka
av, aw miejsce receptora integryny anbp3 pojawia
sie receptor avp.v Oba receptory tworzg podrodzine
cytoadhczyn. W wielu pracach opisujacych komorki
nowotworowe, receptory te nie zostaly do konca
scharakteryzowane. Najcze$ciej podczas identyfika-
cji uzywa sie przeciwciat skierowanych przeciwko
a.nbP3, a wykryte integryny okresla mianem biatek
antygenowo spokrewnionych z ain,p3. Sugeruje to
wystepowanie integryn anbP3, badz receptoréw z
nimi spokrewnionych w komoérkach eukariotycz-
nych. Istnieje duze prawdopodobienstwo, iz tymi in-
tegrynami reagujacymi krzyzowo z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko anbp3 sg receptory avp3.
Jest prawdopodobne, ze w wyniku zdarzen zwigza-
nych z transformacjg nowotworowga, w niektorych
guzach nastepuje podwyzszenie poziomu transkryp-
cji genu av. Receptor ten umozliwia komérkom od-
dziatywanie z organizmem gospodarza w sposob
analogiczny do ptytek iw rezultacie utatwia metasta-
ze [37, 38], W interakcjach miedzy komdrkami no-
wotworowymi a komdrkami $srodbtonka i ECM intc-
gryna avp3odgrywa podobng role do ocnbp3 w ptyt-
kach krwi [39-41].

Wyniki badan zalezno$ci pomiedzy strukturg i
funkcja obu cytoadhczyn sugerujg, ze moga one wy-
stepowa¢ w dwoch stanach: aktywnym i nieaktyw-
nym [36, 42, 43], Agregacja i adhezja ptytek zacho-
dzi przy udziale integryny ctnbP3w aktywnej konfor-
macji, natomiast nie okre$lano dotychczas konfor-
macji avp3, w ktérej zachodzg oddziatywanie komo-
rek rakowych z ECM. Ekspresje integryny avp3
stwierdzono w szeregu komorek nowotworowych,
miedzy innymi w czerniaku, gruczoloraku prostaty
[44], raku sutka [45] ijelita grubego [46], Dalsze ba-
dania powinny przynie$é¢ wyjasnienie, czy faktycz-
nie gen, o ktérym wiadomo, ze podlega Scistej mega-
kariotycznej kontroli transkrypcji, ulega ekspresji w
komorkach nic wywodzacych sie z mcgakariocytow,
czy tez wykrywane receptory to avp3.

W komérkach ludzkiego raka trzustki, w ktérych
brak jest ekspresji integryny cxvp3, pierwotnym i
podstawowym receptorem witroncktyny jest mtc-
gryna avp5. Komorki te nie sg zdolne do tworzenia
kontaktéw zogniskowanych do witroncktyny i tym
samym nic moga w niej migrowaé. Mogg to czynie
przy udziale kolagenu, z zaangazowaniem integryn
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rodziny [C [47], W wyniku transfekcji tych komorek
cDNA kodujgcym podjednostke p3 uzyskano po-
integryny
avp3, w nastepstwie czego komérki nabywaty nowe

wierzchniowag ekspresje funkcjonalnej

witasciwosci adhezyjne, szczegdlnie mozliwosci mi-
gracji na witronektynic. Zatem podjednostki p3i p5
po potgczeniu sie z podjednostka a v, niogg stymulo-
wac zréznicowang reakcje komérki wywotang obec-
noscig witroncktyny w $rodowisku zewngtrzkomor-
kowym.

I11-2. Udziat w angiogenezie i apoptozie komdrek
rakowych

Angiogeneza — wytwarzanie nowych naczyn
krwionos$nych z naczyn juz istniejgcych — moze by¢
zarowno procesem fizjologicznym (rozw6j embrio-
nalny, cykle rozrodcze u kobiet czy gojenie sie ran),
jak i patologicznym, promujacym proliferacje i in-
wazje komorek rakowych. W procesie tym bierze
udziat kilka rodzajéow komorek, wsrod ktérych ko-
morki srodbtonka odgrywajg kluczowa role. Podczas
wytwarzania nowych naczyn krwiono$nych uczest-
niczag one w proteolitycznej degradacji ECM, mi-
gruja do przestrzeni okotonaczyniowej, intensywnie
proliferujg oraz oddziatuja ze sobg [48]. Badania iii
vitro i in vivo wykazaty, ze procesy te mogg zacho-
dzi¢ dzieki obecnos$ci receptoréw intcgrynowych,
zwtaszcza nalezacych do rodziny oty. Przeciwciata
skierowane przeciwko integrynom a vPs hamuja an-
giogcncze indukowang VEGF, TGFcc i estrami for-
bolu, natomiast skierowane przeciwko otvp3— po-
budzang przez bFGF i TNFa. Hamowanie angioge-
nczy wywotanej tymi ostatnimi czynnikami obser-
wowano rowniez po zastosowaniu syntetycznych
peptydéw zawierajacych sekwencje RGD. W angio-
genezie indukowanej VEGF, poza integryng avp3,
uczestniczg receptory dla kolagenu: cci[3:1ia 2Pi [49],
co potwierdzity rezultaty badan, w ktérych zastoso-
wanie przeciwciat skierowanych przeciwko inte-
grynom ot| i a2spowodowato obnizenie adhezji ko-
morek cndotclialnych do kolagenu typu 1, typu IV i
lamininy-1

Receptory integrynowe uczestniczg w przesytaniu
informacji ze Srodowiska zewnetrznego do komorki i
odwrotnie. Rozpuszczalne przeciwciata lub peptydy
zawierajgce sekwencje RGD dziatgjg antagonistycz-
nie wobec av(V, indukuja apopioze angiogennych
komorek Srodbtonka. Oddziatywanie integryn avp3
z elementem macierzy zewnatrzkomoérkowej wydaje
sie wiec byé niezbednym do generowania antyapop-
totyczncgo sygnatu wewngtrz komorki. Ponadto, in-
tegryna avp3reguluje aktywnos$¢ kinazy MAP kon-
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trolujaccj procesy proliferacji, migracji iréznicowa-
nia komdrek, a wiec procesy o podstawowym zna-
czeniu dla angiogenczy. Zastosowanie antagonistow
avp3powoduje obnizenie aktywnosci tej kinazy, co
w konsekwencji prowadzi do zahamowania angioge-
nczy [50], W intensywnie proliferujgcych komor-
kach $rédbtonka blokowanie wigzania avp3z ligan-
dem powoduje wzrost aktywnos$ci biatka p53 oraz
wzrost ekspresji genu p21" A'l'ilFI [51], Biatkowy
produkt tego genu wigze sie z kompleksami cykli-
na/kinaza zalezna od cykliny i inaktywujc je, blo-
kujgc komoérki w fazie Gi cyklu komdrkowego [52],
Podwyzszona ekspresja p21WAHCIPI prowadzi do
apoptozy proliferujagcych komoérek nabtonkowych
gruczotu sutkowego, co wskazuje na bezposredni
udziat p21 w tym procesie [53], Oddziatywanie
srodbtonkowej avPs z ligandcm prowadzi natomiast
do wiekszej ekspresji czynnika antyapoptotycznego,
biatka bcl-2 oraz do jednoczesnego obnizenia eks-
presji czynnika proapoptotyczncgo, biatka bax [51],
Biatko bcl-2 tworzgc kompleksy z biatkiem bax,
wydtuza czas zycia komorek.

Istotnym zjawiskiem podczas angiogenczy jest
ukierunkowana migracja komorek srédbtonka, ktéra
zalezy od proteolizy biatek tworzgcych macierz
zewnatrzkomdrkowa. Za proteolize biatek ECM od-
powiedzialne sg gtdwnie metaloproteazy. Intcgryna
otvPs utatwia degradacje biatek ECM poprzez wigza-
nie mctaloprotcazy-2 (MMP-2). W doswiadczeniach
in vivo wykazano wspétwystepowanie ocvp3 i
MMP-2 na powierzchni angiogcnnych komorek na-
czyniowych [54]. Ponadto, transfekcja cDNA pod-
jednostki p3 do komérek czerniaka CS-1 zawie-
rajgcych podjednostke av umozliwia wigzanie roz-
puszczalnego, rekombinowanego biatka MMP-2. W
oddziatywaniu otvp3 z MMP-2 uczestniczy C-kon-
cowy fragment MMP-2, nie wykazujacy aktywnosci
proteolitycznej [55], Fragment ten hamuje angiogc-
ncze indukowang bFGF oraz hamuje wzrost guzow
nowotworowych, co stanowi kolejny dowoéd na to, ze
oddziatywanie avp3z MMP-2 ma istotne znaczenie
dla angiogenczy.

Adhezja z udziatem integryn moze zapobiegaé
apoptozic komorek nowotworowych. Komérki ludz-
kiego szpiczaka odporne na apoptoze indukowang
przez doksorubicyne wykazujg zwiekszong ekspre-
sje receptora fibroncktyny adp, [56]. Przeciwciata
skierowane przeciwko otvwywotujg natomiast apop-
toze w komérkach ludzkiego raka jelita grubego
[57], a zwiekszona ekspresja receptora fibroncktyny
cts[3i hamuje ich apoptoze [58],

Pcptydy zawierajgce motyw RGD sg zdolne do
bezposredniej indukcji apoptozy bez udziatu inte-
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gryn na skutek przeksztatcania i aktywacji enzyma-
tycznej prokaspazy-3, biatka o wtasciwos$ciach pro-
apoptotycznych [59], Odkrycie to moze stanowi¢
wyttumaczenie wtasciwosci proapoptotycznych pep-
tydow RGD w angiogenczie, stanach zapalnych i mc-
tastazic.

IV. Rola integryn w progresji nowotworéw

Inwazja i metastaza nowotworéw sa ztozonymi
procesami, u podstaw ktdérych lezy oddziatywanie
komérek rakowych z komdrkami prawidtowymi i
sktadnikami ECM [60], Oddziatywania te zachodza
przy udziale komodrkowych receptoréw adhezyj-
nych: kadheryn, selektyn, adhezyn i integryn [38],

1V-1. Udziat w inwazji i metastazie

Przyczyng ukierunkowanej sity dziatajacej na ko-
mérki nowotworowe i powodujgcej ich migracje
moze by¢ chemotaksja, odgrywajaca gtowng role np.
w migracji przez fibronektyne komérek glejaka pod-
czas jego inwazji [61], Komorki raka prostaty moga
tworzy¢ przerzuty do ko$c¢ca, przy czym istotne zna-
czenie dla tego procesu odgrywataby adhezja komé-
rek rakowych do komorek szpiku kostnego za-
chodzaca gtdwnie przy udziale integryny a2Pi [62],
Wprowadzenie monoklonalnych przeciwciat 17E6
skierowanych przeciwko integrynie avp3 powoduje
natomiast hamowanie powstawania przerzutow w
ptucach myszy z wstrzyknietymi komorkami ludz-
kiego czerniaka M21 [63].

Zréznicowany poziom ekspresji podjednostek av,
P3, Pi ip5stwierdzono w komoérkach pochodzacych z
guzéw mdzgu o réznym stopniu ztosliwosci [64],
Podjednostka a vulega ekspresji niezaleznie od stop-
nia zréznicowania, podobnie jak [f, natomiast eks-
presja p3 ma miejsce jedynie w komorkach stabo
zroznicowanych, o duzym potencjale inwazyjnym.

Wykonano szereg badan zmierzajacych do okre-
Slenia zwigzkow pomiedzy ekspresjg receptorow la-
mininy iprogresja rakow. Po transformacji chemicz-
nej réznych rodzajow komorek cztowieka stwierdzo-
no ponad dziesieciokrotny wzrost poziomu ekspresji
receptoréw integrynowych lamininy i kolagenu:
cx6Pi, a2Pi i a iPi, przy niezmienionej ekspresji re-
ceptordow fibroncktyny [65], Wyniki badan przepro-
wadzonych na komorkach pochodzacych z rakéw
przewodu pokarmowego sugerujg istnienie korelacji
pomiedzy poziomem ekspresji receptorow lamininy
i zajeciem weztdéw chtonnych okolicy guza oraz po-
wstawaniem odlegtych przerzutéow [66], Wysoki po-
ziom ekspresji integryny a 6Pi stwierdzono w liniach

243



komoérek czerniaka B 16/129 o wysokiej zdolnos$ci do
tworzenia przerzutéw [67]. Na podkre$lenie zastu-
guja wyniki badan, w ktérych obserwowano pra-
widtowy poziom ekspresji receptora lamininy, ot6f4,
w przerzutach komérek raka sutka do okolicznych
weztdw chtonnych. Jednocze$nie poziom tej integry-
ny w komdrkach raka pierwotnego i odlegtych prze-
rzutach byt obnizony [68, 69]. Wyttumaczeniem
tego zréznicowania moze by¢ albo selekcja klonalna,
albo wptyw na ekspresje a 684 bezposredniego oto-
czenia komdrek rakowych w organizmie gospoda-
rza.

1V-2. Zwigzek z uktadem aktywacji plazminogenu

Inhibitor aktywatorow plazminogenu typu 1
(PAI-1), odgrywa wazng role w progresji nowotwo-
row i w wielu rodzajach rakajest uznanym markerem
prognostycznym, pozwalajacym na zaliczenie pa-
cjentéw do grupy wysokiego, bgdz niskiego ryzyka
[70, 71]“. PAI-1 moze braé¢ udziat w migracji komo-
rek takze poprzez mechanizmy nic zwigzane z akty-
wacjg plazminogenu: moze hamowa¢ migracje ko-
moérek ludzkiego raka skdry, przy czym hamowanie
to ma miejsce nawet wowczas, gdy bierze w nim
udziat zmutowane biatko PAI-1, pozbawione funkcji
inhibitora aktywatoréw plazminogenu [72]. PAI-1
specyficznie zaburza migracje komérek zachodzaca
przy udziale integryn i witroncktyny, natomiast nie
wykazuje takiego dziatania w odniesieniu do migra-
cji  przy Mechanizmem
lezacym u podstaw tych efektow jest prawdopodob-

udziale fibronektyny.
nie wspotzawodniczenie tego biatka z witronektyng
0 wigzanie z integrynami. Réwniez inny sktadnik
uktadu aktywacji plazminogenu, receptor aktywato-
ra plazminogenu typu urokinazowego (uPAR),
majgcy duze znaczenie w progresji nowotworéw,
moze sie wigzac¢ z niektdrymi cztonkami podrodzin
Bi i B3 linii komorek witdkniakomiesaka [73],

1V-3. Znaczenie prognostyczne iterapeutyczne

Wartos$¢ kryteriow morfologicznych w prognozo-
waniu przebiegu czerniaka jest raczej ograniczona,
wobec czego poszukuje sie nowych wyznacznikéw
prognostycznych tej choroby. Ekspresje integryn ro-
dziny 3mozna wigza¢ ze zwiekszonym szansa prze-
rzutow do ptuc, natomiast ekspresja Bi koreluje z
prawdopodobieAstwem zajecia okolicznych weztéw

chtonnych [74, 75], Ekspresja integryn p3i Pi moze
by¢ zatem markerem prognostycznym czerniaka.
Ekspresja receptorow witroncktyny na powierzchni
komérek czerniaka linii MeWo podlega regulacji
przez kwas retinolowy [76]. Zwigzek ten powoduje
zwiekszenie poziomu mRNA integryny otv, podwyz-
szong adhezje komorek rakowych do ECM oraz
zmniejszong proliferacje, moze zatem by¢ brany pod
uwage w terapii przcciwrakowcj. Zdolno$¢ tworze-
nia przerzutdw do kosci przez komorki raka sutka
jest zalezna od ekspresji podjednostki Pi oraz a2, a 3i
ab[77],

W niektérych komorkach raka prostaty, w ktérych
ma miejsce ekspresja integryny a 3Pi, wystepuje od-
mienna forma podjednostki cc3 o masie czgsteczko-
wej okoto 225 kDa (p225), bezposrednio zwiagzana z
podjednostka Pi [78], Biatko p225 sktada sie z cie-
zkiego tancucha podjednostki ot3 potgczonej wigza-
niem disiarczkowym z monomerem receptora trans-
feryny w miejsce tancucha lekkiego. W komdrkach
wielu typéw poszukiwania tej podjednostki nie przy-
niosto wyniku. Sugeruje to, ze kompleks pomiedzy
podjednostkg a 3ireceptorem transferyny jest specy-
ficzny dla niektorych typow komoérek nowotworo-
wych i moze stanowi¢ cel terapii przcciwrakowcj.
Duze mozliwoS$ci terapeutyczne wydajg sie stwarzaé
wyizolowane z jadu wezy, wigzace sekwencje RGD,
inhibitory integryn, dezintegryny [79]. Dodanie dez-
integryn do inwazyjnych komérek glcjaka zmniejsza
ich adhezje oraz migracje [8],

Transfckcja transformowanych komorek jajnika
powoduje
zmniejszenie tempa ich migracji, szybkosci prolife-

chomika chinskiego integryna a 5Pi
racji i w znacznym stopniu redukuje ich zto$liwos¢
[80], Podobny efekt przynosi transfckcja komaorek
raka sutka integryng a2[3 [81]. Jednakze tworzenie
przerzutéw przez komorki ludzkiego raka sutka
moze by¢ hamowane przez wprowadzenie przeciw-
ciat skierowanych przeciwko receptorowi fibronck-
tyny a 5(3|, podczas gdy iniekcja do organizmu myszy
spolimeryzowanej formy fibronektyny zapobiega
powstawaniu przerzutéw komorek czerniaka, miesa-
ka kosci iraka jelita grubego [82], Cho¢ udziat inte-
gryn w inwazyjnos$ci glejakow jest niewatpliwy [8],
to ztozona zalezno$¢ procesu inwazji od funkcjono-
wania réznych integryn komplikuje ich zastosowa-
nie zaréwno jako markeréw prognostycznych, jak i
do celdéw terapii przcciwnowotworowcj [83]. Obec-

nie brak jest spojnej zaleznos$ci progresji nowotwo-
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row od ekspresji receptoréw integrynowych — w
wielu przypadkach zwiekszonej inwazyjnosci komo-
rek rakowych towarzyszy zmniejszenie ekspresji in-
tegryn, jednakze integryny sg niezbedne dla nabycia
przez komorki fenotypu metastatyczncgo. Migracja
komoérek zachodzaca przy udziale integryn zalezy od
trzech czynnikéw: gestosci Uganda, poziomu ekspre-
sji integryn oraz powinowactwa integryny do sub-
stratu [84], Cechy substratu mogg sie zmieniaé w za-
leznosci od jego potozenia, a ekspresja integryn i ich
powinowactwo do ligandéw mogg byé modulowane
przez wystepujace lokalnie cytokiny [85], Zatem
ekspresja integryn w chorobach nowotworowych
moze odgrywac duze znaczenie, nie obrazuje jednak
ona funkcjonalnej aktywnosci tych molekut, zale-
znej od wielu réznych czynnikéw. Mozliwe sg sytu-
acje, w ktorych pomimo wysokiej ekspresji recepto-
ra integrynowego w komérkach nowotworowych,
poziom jego aktywnos$ci bedzie niski; nie mozna
rowniez wykluczy¢ sytuacji odwrotnych. Stan taki
obserwowano w komérkach raka sutka, ktore wyka-
zywaty wysoki stopien adhezji do witronektyny, w
przeciwienstwie do komoérek pochodzacych z nowo-
tworu tagodnego, przy czym komorki obu typdéw
charakteryzowaty sie takim samym poziomem eks-
presji receptoréw witronektyny a v(3 i cg-Ps [60, 86],
Waznym wnioskiem ptyngcym z przytoczonych spo-
strzezen jest konieczno$¢ kompleksowej interpreta-
cji otrzymanych wynikow poziomu ekspresji inte-
gryn w raku. Wyniki badan immunocytochcmicz-
nych, w ktérych stwierdzono ekspresje integryny
uz2P]w okoto 25% badanych komédrek raka, jednakze
bez zadnej korelacji pomiedzy wystepowaniem inte-
gryny a wielkoscig guza, stopniem zréznicowania,
ancuploidigi stanem okolicznych weztdw chtonnych
nie pozwalajg na wyciggniecie jednoznacznej opinii
na temat jej udziatu w istnieniu tej patologii [87].

V. Ekspresja integryn jako cel antysensowej
terapii przeciwinwazyjnej

V-1. Przeciwinwazyjne strategie antysensowe w
chorobach nowotworowych

Zastosowanie antysensowych oligonuklcotydow
pozwala na hamowanie ekspresji genu w oparciu o
znajomos$¢ jego cDNA\ Zwigzki te sg stosowane w
terapii przcciwnowotworowej ze wzgledu na ich spe-
cyficzne dziatanie hamujace ekspresje onkogendow

oraz innych gendéw majacych znaczenie dla inicjacji i
rozwoju transformacji nowotworowej. Obecnie w |
fazie badan klinicznych znajdujg sie miedzy innymi
leki zawierajgce antysensowe oligonukleotydy ha-
mujace ekspresje gendw H-ras [88], c-#//'[89], bcl-2
[90] czy p53 [91], Antysensowe oligonukleotydy
znajduja zastosowanie przede wszystkim w terapii
rakow krwi, w ktédrych komdrki, na skutek pojedyn-
czej zmiany genetycznej, przejawiaja fenotyp ztos$li-
wy. W przypadku wiekszos$ci statych rakéw nabton-
kowych komdrki przechodzg ztozone zmiany w
swym kariotypie i stajg si¢ mniej podatne na hamo-
wanie funkcji pojedynczego zmutowanego genu, po-
niewaz o ich fenotypie decyduje wiecej zmian gene-
tycznych [92]. Ostatnio zidentyfikowano jednak sze-
reg gendw majacych podstawowe znaczenie dla kon-
troli cyklu komoérkowego, inicjacji apoptozy, prze-
sytania sygnatéw, a wiec proceséw, ktore w przypad-
ku zaburzen moga stanowi¢ o nabyciu fenotypu
ztosliwego. Komérka o fenotypie inwazyjnym, to
komoérka zdolna do migracji i adhezji, ale w nietypo-
wym miejscu i niewtasciwym czasie. Jak juz wspo-
mniano, procesy adhezji komdrek (réwniez nowo-
tworowych) do ECM zachodza poprzez oddziatywa-
nie liganda znajdujgcego sie w ECM z receptorem
zlokalizowanym na powierzchni komdrki. Zatem
geny kodujace receptory integrynowe mogg by¢ ce-
lem terapii genowej wymierzonej przeciw pojawie-
niu sie i rozwojowi fenotypu inwazyjnego.
Zastosowanie strategii antysensowej z uzyciem
oligodcoksyrybonukleotydéw nie poddanych zad-
nym modyfikacjom (niemodyfikowanc oligodcoksy-
rybonuklcotydy, ODN) napotyka na powazne trud-
nosci ze wzgledu na aktywnos$¢ egzonukleaz komor-
kowych. W celu unikniecia degradacji oligonuklc-
otyddw oraz dazenia do poprawienia efektywnosci
ich dziatania wprowadzono szereg modyfikacji
ODN, dotyczacych przede wszystkim szkieletu cu-
krowo-fosforanowego. Zastgpienie w szkielecie ato-
mu tlenu przez siarke powoduje powstanie fosfotio-
lowych analogéw ODN (PS-ODN), odpornych na
dziatanie 3’— 5’ egzonukleaz, stabilnych w ptynach
ustrojowych itatwo pobieranych przez komorki pra-
widtowe i nowotworowe zaréwno in vitro jak i in
vivo [93], PS-ODN mogg specyficznie hybrydyzo-
wa¢ z DNA i RNA. Po potaczeniu PS-ODN z RNA
nastepuje trawienie hybrydy przez RNaze H, pro-
wadzgce do zahamowania ekspresji genu w tran-
skrypcji. Oligonukleotydy antysensowe moga byé¢ z
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powodzeniem stosowane do hamowania ekspresji
PAI-1 iuPAR, ktoérych podwyzszony poziom, co zo-
stato juz podkreslone, towarzyszy wielu chorobom
nowotworowym. W zespole jednego z autorow zsyn-
tetyzowano i zastosowano do hamowania ekspresji
PAI-1 oligonukleotydy oraz ich analogi, ktore byty
komplementarne do obszaru mRNA poprzedza-
jacego kodon startu [94-96],

Morfologia komorek ludzkiego glejaka transfeko-
wanych antysensowymi oligonukleotydami ulega
zmianie, czego konsekwencja jest deformacja cy-
toszkicletu oraz zmniejszona inwazyjnos¢ [97, 98],
W komérkach tych obserwuje sie rowniez zwiek-
szong ekspresje integryny a 3Pi, co sugeruje, ze inwa-
zjatych komérek wymaga skoordynowanej ekspresji
UPAR iintegryn. Komorki glejaka linii SNB19, cha-
rakteryzujacego sie wysokim stopniem inwazyjno-
$ci, po transfekcji wektorem zdolnym do ekspresji
antysensowego transkryptu komplementarnego do
300 zasad na koricu 5’ genu uPAR, charakteryzowaty
sie obnizonym poziomem uPAR oraz zmniejszong
inwazyjnoscig. Podobne wyniki uzyskano dla komo-
rek ludzkiego miesaka kosci transfekowanego tran-
skryptem mRNA komplementarnym do 1021 zasad
na koncu 3’ genu uPA [99],

V-2. Strategie antysensowe skierowane na ekspresje
integryn

Udziat receptordw integrynowych w patogenezie
choréb, w ktérych wystepuje zaburzenie regulacji
adhezji i migracji komdrek, okre$la je jako potencjal-
ny cel terapeutyczny w tych chorobach. Dotychczas
uzyskane wyniki wskazujg, ze inaktywacja integryn
ptytkowych, komérek $rdédbtonka lub miesni gtad-
kich moze zapobiega¢ zakrzepicy lub restenozie,
czyli nawrotowi zwezenia tetnic w miejscu wykony-
wania angioplastyki. Opracowano szereg nisko-
czastcczkowych inhibitoréw receptordw integryno-
wych zawierajgcych sekwencje RGD lub wyka-
zujgcych strukturalne podobieAstwo do polipcpty-
déw RGD, ktére odwracalnie blokujg oddziatywanie
komdérek z ECM. Inhibitory niskoczasteczkowc cha-
rakteryzujg sie jednak krotkim okresem pottrwania i
dla polepszenia ich wtasciwos$ci probuje sie stoso-
waé wymieniane juz dezintegryny, peptydomimety-
ke oraz przeciwciata monoklonalnc [77], Opisano
wiele syntetycznych zwigzkéw, o budowie prze-
strzennej przypominajgcej strukture polipeptydéw
RGD i KQAGD, ktére maja wtasciwosci przeciwza-
krzepowc. Dziatanie tych lekdw jest skierowane na
blokowanie receptoréw, ktore ulegty juz ekspresji.
Taka terapia moze prowadzi¢ do trudnych do przewi-
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dzenia konsekwencji, bowiem zwigzanie ni-
skoczgsteczkowego liganda z receptorem integryno-
wym moze: (a) zmieni¢ aktywno$¢ receptorowg po-
zostatych integryn, doprowadzajac do niepozadane-
go fenotypu komédrkowego; (b) wywotaé szereg
zmian konformacyjnych w czasteczce receptora,
przekazywanych poprzez domeny cytoplazmatyczne
do wnetrza komarki, gdzie przy udziale uktadu kinaz
biatkowych i biatek Ras wytworzona zostaje seria
sygnatéw modyfikujacych funkcje innych recepto-
row integrynowych. Procesy te moga prowadzi¢ do
nieoczekiwanych efektéw biologicznych [21], np.
przeciwciata, ktore blokujg avp3moga jednoczesnie
hamowa¢ fagocytoze zalezng od a 5pi, za$ przytacza-
nie inhibitora przez a4Pi znosi ekspresje metalopro-
teaz zalezng od 51. Blokowanie a.nbp3 inhibitorami
niskoczasteczkowymi, hamuje réwniez adhezje do
fibronektyny, odbywajgca sie za poSrednictwem
a 5Pi; z kolei peptydy z sekwencjg domen wewnatrz-
komorkowych podjednostek p hamuja rownolegle
aktywacje komadrek [22], odtwarzanie macierzy oraz
migracje komorek. Brak takich witasciwosci w wy-
izolowanych integrynach sugeruje, ze domeny cyto-
plazmatycznc podjednostek biorg bezposredni
udziat w hamowaniu funkcji receptorowej. W poszu-
kiwaniu lekéw pozbawionych takich ograniczen za-
stosowano antysensowe oligonukleotydy.

Ekspresja fibronektyny ijej receptora w fibrobla-
stach podlega wspdélnej regulacji, z kolei TGF-P in-
dukuje zwiekszenie zréznicowania fenotypu w ko-
morkach linii raka jelita grubego i zwieksza ekspre-
sje fibronektyny ijej receptora. Zastosowanie anty-
sensowych oligonukleotyddw mRNA fibronektyny
blokuje indukcje fibronektyny wywotang przez
TGF-p. W ten spos6b TGF-P nie jest w stanic ani
podwyzszy¢ ekspresji a5Pi, ani zwiekszy¢ adhezji
komérek rakowych do fibronektyny zlokalizowanej
w ECM [100],

Gen kodujacy podjednostke p, moze ulegac alter-
natywnemu sktadaniu dajgc podjednostke p)C, za-
wierajaca unikatowag sekwencje 48 aminokwaséw
[101], Wariant ten ulega ekspresji w komdrkach
nabtonka ludzkiego gruczotu krokowego razem z in-
hibitorem cyklu komoérkowego p27(kipl). Utrata
tego ostatniego koreluje z niekorzystng prognozag w
raku prostaty. Hamujgcy wptyw plc na proliferacje
komérek moze by¢ catkowicie zniesiony przez zasto-
sowanie antyscnsowych oligonukleotydéw dla
p27(kipl). Wskazuje to na specyficzny mechanizm
hamowania procesu przez integryny i ukazuje role
Pic jako regulatora ekspresji p27, czyniac te podjed-
nostke potencjalng tarcza w antysensowej terapii
raka prostaty.
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V1. Uwagi koncowe

Migracja komérek w organizmach wielokomér-
kowych wymaga skoordynowanego i ukierunkowa-
nego oddziatywania komorek miedzy sobg i z ECM.
Adhezja komdrek do ECM zachodzi gtdwnie przy
udziale integryn. Zaburzenia proces6w migracji i ad-
hezji komdrek, towarzyszace wielu stanom chorobo-
wym, w tym nowotworom zto$liwym, mozna wigzac
z nieprawidtowym poziomem ekspresji integryn.
Komoérki nowotworowe sg zdolne do ekspresji inte-
gryn, a ich poziom jest zazwyczaj rézny od poziomu
w komorkach prawidtowych, z ktérych sie wywodzg.
Poziom ekspresji integryn w komdrkach nowotworo-
wych czesto mozna powigza¢ z ich fenotypem, w
szczegOlnosci z cechami okres$lajgcymi stopien in-
wazyjnosci i zdolnosci do tworzenia przerzutéw.
Stwarza to zjednej strony mozliwos¢ wykorzystania
integryn jako markeréw prognostycznych, z drugiej
za$ wptywania na przebieg choroby nowotworowej
poprzez regulowanie funkcji tych receptorow. Zréz-
nicowanie integryn i roznorodnos$¢ wzajemnych
powigzahn miedzy nimi sprawia, ze w chwili obecnej
nic mozna ustanowi¢ og6lnej, jednoznacznej zale-
znos$ci pomiedzy charakterystyka integryn i klinicz-
nymi wyznacznikami choroby nowotworowej. W do-
tychczas zbadanych przypadkach widoczny jest sil-
ny zwigzek pomiedzy integrynami i uktadem akty-
wacji plazminogenu, ktéry odgrywa wazna role w
progresji nowotworéw. Stwarza to mozliwo$¢ za-
rdwno prognozowania przebiegu nowotwordéw, jak i
postepowania terapeutycznego, zmierzajacego do
hamowania inwazyjnosci i zdolno$ci do tworzenia
przerzutow. Wzajemne powigzania pomiedzy inte-
grynami sprawiaja, ze terapia zmierzajagca do hamo-
wania progresji nowotwordw, polegajaca na zmianie
witasciwosci pojedynczych integryn moze przynosié
nieprzewidywalne skutki. Dlatego tez regulacja eks-
presji na poziomie transkrypcji wybranych integryn
wydaje sie by¢ bezpieczniejsza. Regulacja taka moze
by¢ przeprowadzona przez zastosowanie antysenso-
wych oligonukleotydéw. Poniewaz dla inwazji i mc-
tastazy nowotwordow, obok adhezji i migracji komé-
rek rakowych, konieczne jest takze dziatanie enzy-
mow proteolitycznych, strategia antysensowa skie-
rowana na integryny i sktadniki uktadu aktywacji
plazminogenu moze by¢ skuteczng terapig ograni-

czajaca progresje nowotwordow ztosliwych.

Artykut otrzymano 2$ czerwca 1999 r.
Zaakceptowano clo druku 25 sierpnia 1999 r.
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Antygen CD44: czy wystepowanie jego izoform moze

miec
grubego?

znaczenie w diagnostyce

nowotworow jelita

Antigen CD44: does the presence of its isoforms have
significance in colorectal cancer diagnostics?

PIOTR SZYMCZYKJ ZOFIA M. KILIANSKA2

Spis tresci

l.  Wstep
Il. Struktura molekularna CD44
I11. Regulacja procesu sktadania mRNA antygenu CD44
IV. Interakcje CD44 z kwasem hialuronowym
1V-1. Udzial domeny zewngtrzkomérkowej w interak-
cjach z kwasem hialuronowym
1V-1.1. Regulacja procesu oligomeryzacji CD44
1V-1.2. Glikozylacja CD44 i modyfikacje przez gli-
kozaminoglikany
1V-2. Udziat domeny cytoplazmatycznej i transmem-
branowej w interakcjach z kwasem hialuronowym
V. Ekspresja izoform CD44 w nowotworach jelita grubego
V1. Znaczenie detekcji izoform CD44 w diagnostyce onkolo-
gicznej
VIl.Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: CD — kompleks réznicujacy
(ang. Cluster of Differentiation)’, ELISA — (ang. Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay), ERK — (ang. Extracellular Signal
Regulated Kinase), GAG — glikozoaminoglikan; HA — kwas
hialuronowy, nt — nukleotyd

I. Wstep

Protcoglikany stanowig niejednorodng grupe gli-
koprotcin. Zwigzki te wystepujg zaro6wno wewngtrz-
komoérkowe, jak i w przestrzeni pozakomodrkowej.
Ich czgsteczki buduje rdzen polipeptydowy z ktérym
poprzez wigzania O- lub /V-glikozydowc tgczg sie
oligosacharydy oraz zmienna liczba tancuchow gli-
kozoaminoglikanéw (GAG). Budowe i funkcje do-
brze dotychczas scharakteryzowanych proteoglika-

'Dr., 2prof. dr hab., Instytut Biochemii, Katedra Cytobiochemii
Ut, Zaktad Biochemii Medycznej, ul. Banacha 12/16,
90-237 t6dz
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now przedstawiono wyczerpujaco na tamach ,,Poste-
péw Biochemii” [1-3].

Jednym z transmcmbranowych proteoglikanéw
jest antygen CD44 kompleksu réznicujacego leuko-
cytow (ang. Cluster of Differentiation) wykryty w
1982 roku [4], W literaturze ten proteoglikan jest
opisywany jako homing receptor limfocytéw (gp90),
glikoproteina fagocytujaca 1(pgp-1;phagocytic gly-
coprotein 1), receptor Il macierzy zewngtrzkomor-
kowej (ang. Extracellular Matrix Receptor Ill) czy
receptor kwasu hialuronowcgo (HA) (ang. Hyaluro-
nan Cell Adhesion Molecule, H-CAM) [5-9]. R6zno-
rodno$¢ w nazewnictwie antygenu CD44 (opisywa-
nego rowniez jako biatko CD44) wynika z faktu, ze
petni on szereg funkcji m.in. warunkuje umiejsco-
wienie limfocytéow w strukturach limfoidalnych, bie-
rze udziat w aktywacji leukocytéw, w reakcjach za-
palnych, przytgcza sie do kolagenu, lamininy, fibro-
nektyny i soli kwasu hialuronowcgo, umozliwiajgc
kontakt komoérka-macicrz zewngtrzkomdérkowa, po-
Sredniczy w adhezji miedzykomdrkowej, uczcstni-
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czy w morfogenezic oraz w powstawaniu przerzutéw
nowotworowych [10-17],

Il. Struktura molekularna CD44

Gen CD44,ktdérego strukture opisano w 1982 roku
jest zbudowany z okoto 50-60 kpz izawiera 20 ekso-
now [18], U cztowieka jest usytuowany na ramieniu
krétszym chromosomu 11.(11p 13), za$ jego odpo-
wiednik u myszy — na chromosomie 2. [18, 19],
Wedtug ogolnie akceptowanego schematu struktury
genu kodujacego antygen CD44, zaproponowanego
[5,
6, 10] zawiera on 10 cksondw standardowych (ang.
standard; s) oraz 10 cksonéw zmiennych (ang. varia-
ble; v). Eksony standardowe tego genu zawierajg in-

m.in. przez laboratorium Ursu li Giinthcrt

formacje dla syntezy tzw. standardowej izoformy an-
CD44s,
CD44H (ang. hematopoietic). lzoforma ta wystepuje

tygenu — opisywanej rowniez symbolem

w wiekszosci komorek prawidtowych; jest gtowng

izoformag w limfocytach i komdérkach hcmopoctycz-
nych. Stanowi podstawowy receptor kwasu hialuro-
nowego. Rycina 1 stanowi kompilacje danych do-
tyczgcych struktury genu CD44 oraz produktu jego
ekspresji - antygenu CD44, z uwzglednieniem mo-
zliwosci jego modyfikacji. W genie CD44 eksony
standardowe zajmujg pozycje 1-5 i 16-20, natomiast
eksony zmienne -6-15. Zapis ten moze przyjac row-
niez inng forme, tj. sl-s5, vl-vI0, s6-s10 uwzgled-
niajagc pozycje cksonoéw standardowych i zmiennych
(por. Ryc. la,b). W sposobie zaproponowanym przez
Borlanda i wsp. [20] eksony CD44 sg oznakowane
numerami od 1 do 19., za§ pomiedzy eksonami 5. i 6.
znajduje sie ckson opisywany jako 6a.

Podczas ekspresji genu kodujgcego antygen CD44
moze dochodzi¢ do zjawiska alternatywnego sktada-
nia jego (ang.
zwigzanego z odmiennym ztozeniem gtéwnie ekso-

transkryptu alternalive splicing),

now zmiennych. To witasnie alternatywne sktadanie
MRNA CD44 stanowi o ekspresji przez ten pojedyn-

a) Gen CD44
| 1 8 32
1 =bkpz 1>5kp? | *5Kpz | 3km j- ... SKpZjeo =|. 1 ZKpz jOj B> |} 7 iToteri SKpt 1 W «1*3 5K
r~— it ri i i i roi T t TT 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 16 19 20
1s 2s 3a 4s 5s 1s- 2v 3v 4v 5v 6v 7v 8v 9v 10v Gs 7s Ss Os 10s
™
Antygen CD44
b) Ec
0 n
. domena
domena zewnatrzkomérkowa
cytoplazmatyczna
B 5 . Transkrypt genu CD44 j 5%
M\X\\W e e e s g7/,
st s2 s3  s4 & s5) s10
N\
19N\
BN\

9 10 LB 12 13
‘l l“ N ] I .‘.
! SR L J " [ SRS,
T
vé v5 \'l.; v6 v7 v8 0 \\
) = }\Q N
L 5 R 3
N\ siarczan chondroityny » v : }\
y
=== siarczan heparanu ¢ & N
- R
- & \
“easn  antygen grupowy H e N N

g T

Ryc. 1. Schemat organizacji struktury genu CD44 (a), transkryptu CD44 iproduktu jego ekspresji (b) (kompilacja danych literaturowych [5. 23, 25]).

(a) gen CD44 z zaznaczeniem cksondédw standardowych (s) i zmiennych (v) oraz dtugosci intronéw (kpz);

(b) transkrypt genu CD 44, w ktérym uwzgledniono mozliwo$¢ alternatywnego sktadania. Eksony standardowe s1-s 10 (1-5, 16-20) zaznaczone

prostokgtami wypetnionymi odpowiednio, kratkg (peptyd sygnatowy) iuko$nymi liniami kodujg standardowg izoforme C'D44s. Prostokaty za-

znaczone szarym kolorem reprezentuja eksony zmienne (vI-vI0: 6-15), ktére w réznych kombinacjach w toku alternatywnego sktadania

mRNA dostarczajg informacji dla biosyntezy izofonii CD44v. Dodatkowe miejsca sktadania zaznaczono strzatkami. Na rycinie zaznaczono

schematycznie domeny zewngtrzkomdrkowa, transmembranowg i cytoplazmatyczng antygenu CD44 oraz mozliwe miejsca przytaczenia siar-

czanu chondroityny, siarczanu heparanu oraz antygenu grupowego 11 ze wskazaniem cksonéw, ktére kodujg odpowiednie regiony antygenu

CD44 wigzace te ligandy.
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czy gen wielu polipeptydéw o réznej masie czijstccz-
kowej. Ich modyfikacje przez glikozylacje prowadzg
do powstania wielu glikoprotcin tzw. rodziny CD44.

W strukturze antygenu CD44 wyro6znia sie trzy
domeny (por. Ryc. |Ib), tj. zewngtrzkomdrkowa,
transmembranowg i cytoplazmatyczng. Eksony stan-
dardowe s1.-s7. kodujg domene zewngtrzkomor-
kowa o dtugosci 248 aminokwasow, a ckson s8. —
domene transmembranowg (21 aminokwasow). Ek-
sony s9. i slO. moga by¢ odmiennie wykorzystane
podczas sktadania transkryptu CD44 co prowadzi do
utworzenia krotkiej (3 aminokwasy) lub diuzszej
(70 aminokwas6w) domeny cytoplazmatyczncj anty-
genu CD44 [21], Zsyntetyzowany na eksonach stan-
dardowych polipeptyd rdzeniowy, opisywany jako
CD44s wykazuje mase czasteczkowg okoto 40 kDa
[6, 10, 22], Natomiast jego masa czgsteczkowa okre-
$lana przez SDS-PAGE wynosi 80-95 kDa [21], Oka-
zato sie ze za te r6znice masy czasteczkowej CD44s
odpowiada intensywna N- i O-glikozylacja jego do-
meny zewnatrzkomérkowej [21], Miejsca A-gliko-
zylacji sa gtdwnie zlokalizowane w segmencie do-
meny zewngatrzkomoérkowej polipeptydu bardziej od-
dalonym od

domeny transmembranowej za$

O-glikozylacji — blizej tej domeny [21], W regionie
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blisko
stwierdzono zespoty sekwencji wigzace siarczan

potozonym domeny transmembranowej
chondroityny (por. Ryc. 2). Jak dotad stosunkowo
niewiele wiadomo o strukturze oligosacharydow
wigzacych sie zrdzeniem biatkowym CD44, a wyda-
je sie, ze ta modyfikacja warunkuje w znacznym
stopniu jego funkcje [20].

Badania genetyczne ujawnity, ze zarowno 10 ck-
sonow zmiennych, jak iotaczajgce je eksony standar-
dowe s5. is0., atakze eksony s9. is10. (kodujgce do-
mene cytoplazmatyczng) moga taczy¢ sie w réznych
komhbinacjach, zwiekszajagc mozliwo$¢ wystepowa-
nia wielu izoform biatek rodziny CD44. Uwzgled-
niajac dwa kryptyczne miejsca sktadania w eksonach
v3. i vI0. teoretyczna liczba mozliwych kombinacji
transkryptow genu CD44 przekracza 1000 [23], Do-
tychczas w komédrkach ludzkich opisano jedynie 30
naturalnie wystepujgcych izoform CD44 [5J. W wy-
niku alternatywnego skladania pierwotnego tran-
skryptu CD44 z udziatem cksonéw zmiennych moze
dojs¢ do utworzenia mRNA CD44, na matrycy ktore-
go domena zewngtrzkomdrkowag moze zostac
wydtuzona nawet o 420 reszt aminokwasowych [6],
Wigczenie odcinkow peptydowych czy polipeptydo-
wych, kodowanych przez jeden lub wiecej cksonow

Ryc. 2. Model struktury izoform CD44s i CD44v
(na podstawie [23]).
a) lzoforma CD44s z mozliwymi miejscami
A'-glikozylacji (regiony zaznaczone kropka-
mi), O-glikozylacji (struktury ,drzewek”) i
przytaczenia tancuchéw siarczanu chondro-
ityny (cienkie boczne linie). Na rycinie za-
znaczono prostokatem (wypetnionym uko-
$nymi liniami) — btone komérkowa,
tréjkatem — miejsce ,wstawiania” regio-
néw biatkowych kodowanych przez eksony
zmienne i dodatkowa linia — regiony
wigzania kwasu hialuronowego w N-korncu
czasteczki, b) lzoforma CD44v. Region
wstawiony miedzy tréjkatami stanowi pro-
dukt ekspresji cksonéw zmiennych v2-vI0.
Dodatkowe miejsca potranslacyjnej mody-
fikacji, zaznaczone w tym regionie CD44v,
prowadza do powstania obszaréw o zwiek-
szonej hydrofilowosci (linia przerywana).

Pozostate oznakowania jak w ,,a”.
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zmiennych, odbywa sie¢ miedzy 202. a 203. reszta
aminokwasowg domeny zewnatrzkomoérkowcj izo-
formy CD44s [20, 24-27], OkreSlenie sekwencji
cDNA kilku gatunkéw wykazato wysoki stopien ho-
mologii kodowanych przez nie polipeptydéw. Jedna-
kze najwiecej informacji zgromadzono dotychczas o
izoformach CD44 cztowieka, szczura i myszy.
Biatka rodziny CD44 tych gatunkow cechuje wysoka
homologia sekwencji [10, 23]. Wyniki badan gene-
tycznych wykazaty, ze w komdrkach ludzkich eks-
presji nie ulega ckson vl genu CD44, cho¢ znane sg
izoformy tego biatko zawierajgce produkt wspo-
mnianego cksonu w komdrkach myszy i szczura
[10], Regiony biatek rodziny CD44, kodowane z
udziatem ekson6éw zmiennych (tzw. izoformy
CD44v) moga ulega¢ dalszej glikozylacji (gtdéwnie
O-glikozylacji), a takze przytaczeniu tancuchow
siarczanu chondroityny, siarczanu heparanu badz an-
tygenu grupowego H [5, 23], Analizy genetyczne
wykazaty, ze siarczan chondroityny przytgcza sie do
odcinka biatka kodowanego przez ckson vlO0., siar-
czan heparanu — ekson v3. natomiast antygen gru-
powy H — przez ckson v6. (por. Ryc. Ib). Niektdre
izoformy antygenu CD44 o znacznym stopniu gliko-
zylacji osiagajg mase czasteczkowa 180-220 kDa [5,
I, 28, 29], lzoformy CD44 zawierajgce produkty
ekspresji eksonéw zmiennych wykrywa sie gtownie
w komorkach aktywnie pro!iferujacych nabtonkéw,
w zaktywowanych limfocytach i w komérkach no-
wotworowych [10, 30-37], Jedna z izoform opisywa-
na jako CD44E (ang. epithelial) lub CD44v8-vlO,
dtuzsza o 135 aminokwaséw od CD44s, osigga m.cz.
130-160 kDa i jest syntetyzowana w niewielkiej ilo-
§ci w prawidtowych komorkach nabtonkowych,
a w przypadku ich transformacji nowotworowej ule-
ga nadekspresji [6, 17],

Wysokoczgsteczkowc izoformy proteoglikanu
CD44, zawierajgce sekwencje kodowane przez inne
cksony zmienne wystepujgce w zaktywowanych lim-
focytach to: CD44v6; CD44v9 i CD44v6-vIO; nato-
miast w komoérkach zmienionych nowotworowo —
CD44v3; CD44v6; CD44v4-7; CD44v8-10 i
C'D44v 10 [10, 24-31],

I1l. Regulacja procesu sktadania mRNA anty-
genu CD44

Dotychczasowe badania wskazujg, ze synteza
okreslonej czasteczki rodziny CD44 jest kontrolowa-
na przez biatka regulatorowe (czynniki trans), spe-
cyficzne dla gatunku badz typu komorek [38], Zasto-
sowanie heterokarionéw utworzonych w drodze fu-
zji komérek prawidtowych i nowotworowych lub fu-
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zji komérek zwierzat réznych gatunkéw pozwolito
wykazaé, ze kontrole nad przebiegiem sktadania
pre-mRNA CD44 przejmujg czynniki trans wy-
wodzace sie z jednej z dwu komoérek poddawanych
fuzji. Dochodzi wowczas do zahamowania syntezy
MRNA oraz biatka CD44 charakterystycznego dla
drugiego typu komérek, uzytych do fuzji. Wyniki te
zostaty potwierdzone przez badania immunohisto-
chcmiczne z zastosowaniem specyficznych przeciw-
ciat monoklonalnych oraz technike RT-PCR. Praw-
kierujg procesem

dopodobnie czynnik/i trans

witaczania eksonbw w kierunku

3°(10v)—5’(1lv), za$ wydajnos¢ tego procesu ulega

kolejnych

stopniowemu zmniejszeniu.

Wystepowanie wielu réznorodnych izoform
CD44 mozna wyttumaczyé dziataniem czynnikéw
trans, ktére regulujg sktadanie okreslonych ekso-
néw. Przy pomocy wzorcowego ukiadu cksonu v5,
otoczonego przez odcinki intronowc, udato sie zi-
dentyfikowaé sekwencje cis zwigzane z negatywng
(ang. silencer) i pozytywng (ang. enhancer) regula-
cjg sktadania tego cksonu [39], Domena wzmagajaca
sktadanie cksonu v5 jest zbudowana z dwé6ch frag-
mentow o dtugosci okoto 40 nt. Jeden z nich powo-
duje indukcje sktadania cksonu v5 w linii mysiego
chtoniaka LB 17 2.3. Proces ten nasila sie po zastoso-
waniu estrow forbolu lub transfekcji onkogenem
Ha-ras. Dclecja drugiego fragmentu tej domeny nic
wptywa na wydajnos$¢ procesu sktadania cksonu v5,
co wskazuje, ze uczestniczy on w utrzymywaniu ni-
skiego, podstawowego poziomu syntezy mRNA. Za-
obserwowano ponadto, ze do osiggniecia maksymal-
nej stymulacji procesu sktadania v5 przez estry for-
bolu nieodzowna jest kooperacja miedzy fragmenta-
mi 0 naturze wzmacniaczy i represoréw. Prawdopo-
dobnie aktywacja szlakéw sygnatowych prowadzi do
zmian poziomu fosforylacji biatek zwigzanych z pro-
cesem sktadania oraz ich powinowactwa do prc-mR-
NA. Ostatnio zasugerowano, ze proces stopniowego
zmniejszania sie wydajnos$ci wiaczania kolejnych
eksonow do mRNA biatka CD44, moze by¢ hamo-
wany w wyniku skracania intronéw [40].

IV. Interakcje CD44 z kwasem hialuronowym

Ostatnio zaproponowano rozszerzenie rodziny
biatek wigzacych kwas hialuronowy, tzw. hialoadhc-
ryn o grupe glikoprotcin CD44 [9J). Cechg charakte-
rystycznag hialoadhcryn jest obecnos$¢ zespotu se-
kwencji o homologii z domeng B biatka wigzgcego
chrzgstke (ang. Cartilage Link Protein; CLP). Re-
gion odpowiedzialny za wigzanie HA znajduje sie
w A-koncowej, konserwatywnej ewolucyjnie czesci
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czasteczki biatka rdzeniowego CD44, w domenie
zewnatrzkomoérkowej [9, 29, 41-45], Kwas hialuro-
nowy wystepujacy w macierzy zewnatrzkomorko-
wej jest biologicznie waznym ligandcm biatek rodzi-
ny CD44 [9, 29, 41-43], Wzrost aktywnosci syntazy
hialuronianowej oraz zwiekszenie ilosci HA zaob-
serwowano w wielu nowotworach [46-48]. Badania
wykorzystujgce metode immunofluorcscencyjng i
cytometrie przeptywowag w obecnos$ci przeciwciat
monoklonalnych hamujacych wiazanie HA z C'D44
umozliwity okreslenie w czasteczce antygenu CD44
co najmniej trzech motywdw sekwencyjnych,
uczestniczacych w wigzaniu tego ligandu [48, 49],
Wspomniane motywy stanowig tzw. sekwencje
zgodnosci biatek wigzacych HA, opisywang jako
B(X7)B. Motyw taki stanowi 9-aminokwasowy od-
cinek, w ktdrym skrajne reszty sg aminokwasami za-
sadowymi (B), otaczajacymi 7 dowolnych amino-
kwsow, wsrdd ktorych znajduje sie przynajmniej je-
den aminokwas zasadowy. Motywy wigzgce HA zlo-
150.-158. i 154.-162.

resztgaminokwasowadomeny zewngtrzkomorkowej

kalizowano miedzy: 38.-46.,

CD44 (Ryc. 3). Szczego6lng funkcje w oddziatywa-
niach z HA odgrywa arginina w pozycji 154., usytu-
owana w obrebie dwdch naktadajacych sie motywow
B(X7)B regionu centralnego wspomnianej domeny
CD44. Istotngrole argininy w pozycji 154. w interak-
cjach z HA potwierdzity efekty fenotypowc mutacji
prowadzgce do podstawienia jej przez histydyne.
Dzieki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej
udato sie pozna¢ oddziatywania regionu A-koncow-
ego icentralnego (miedzy 38. a 162. aminokwasem)
czagsteczki CD44 z HA [41, 42], Analiza wigzania z
HA fragmentow czgsteczki CD44 zawierajacych je-
dynie: 131, 145, 186 i 2 10 A-koricowych aminokwa-
sOw wykazata ich asocjacje z HA immobilizowanym
na $ciankach kuwet licznika scyntylacyjnego [49],
Okazato sie jednak, ze dwa krotsze fragmenty
czasteczki 61)44 cechowato nizsze powinowactwo
do HA. Na tej podstawie mozna wnioskowa¢, ze do
efektywnego wigzania ligandu wymagany jest
.Y-koncowy i centralny segment domeny zewnatrz-
komorkowej CD44, ktory ulega zwinieciu, zapew-
niajac zblizenie motywéw B(X7)B z udziatem reszt
argininy w pozycji 41. i 154. (Ryc. 3). Podstawienie
aminokwasow zasadowych przez alanine lub glicyne
w obrebie motywu B(X-)B zmniejsza powinowac-
two do HA. Podobny efekt wywotujg podstawienia
aminokwasowc poza tg sekwencja, ktére wpltywajg
na drugorzedowg strukture domeny CLP [50, 51J.
Prawdopodobnie, zaleznosci te sg bardziej ztozone.
Opisano bowiem dwa podstawienia aminokwasow w
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motywie wigzgcym HA, ktdre nic wptywajg na powi-
nowactwo CD44 do tego ligandu [49, 52],
Otrzymane przez van der Voorta i wsp. [51] wyni-
ki przemawiajg za wystepowaniem pewnej komorko-
wej specyficznos$ci procesu asocjacji CD44s lub
CD44v z HA. Translckcja komérek chtoniaka Na-
malwa i matpich fibroblastéw linii COS za pomoca
cDNA kodujacego CD44s, CD44v3-vlO i
CD44v8-vIO ujawnita, ze wszystkie wymienione
izoformy w zblizonym stopniu wigzg HA w komor-

Domena CLP

B(X,)B'
K(NGRYSIS)R

150 158
R(DGTRYTK)K

R(YTKKGEY)R
154 162

Btona
komorkowa

Kinaza biatkowa C

Ankiryna

Inne sktadniki
cytoszkieletu

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie miejsc wigzania kwasu hialuro-
nowego w czagsteczce CD44 (na podstawie [48]). Na rycinie za-
znaczono: trzy motywy B(X7)B wigzania HA w zewnatrzko-
moérkowej domenie CD44 w postaci prostokagtéw, domene CLP,
ktéra przez trzy mostki disiarczkowc tworzy petle w A-korcu
czasteczki CD44, miejsca wigzania siarczanu chondroityny (o)
oraz prawdopodobne miejsca fosforylacji reszt seryny domeny
cytoplazmatycznej przez kinaze biatkowg C (P). Motywy
B(X7)B', B(X7)B: i B(XAB" przedstawiono za pomoca jednoli-

terowych symboli reszt aminokw'asowych.

kach COS, natomiast w komdrkach Namalwa ligand
ten asocjujc tylko z CD44s. To sugeruje, ze modyfi-
kacje izoform CD44, zawierajgcych produkty eks-
presji eksonéw zmiennych moga by¢é angazowane w
regulacje wigzania HA.
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IV-1. Rola domeny zewngtrzkomoérkowej CD44 w
interakcjach z kwasem hialuronowym

1Y -1.1. Regulacja procesu oligomeryzacji CD44

Badania prowadzone w wielu laboratoriach wska-
zuja, ze wystepowanie okreslonych izoform typu
CD44s lub CD44v nie determinuje ich powinowac-
twa do HA [53-57], Przyjmuje sie, ze okre$lona kon-
formacja regionu zewnatrzkomoérkowego czasteczki
CD44 stanowi o stopniu jej powinowactwa do HA.
Region ten moze dodatkowo podlega¢é zmianom
przez modyfikacje potranslacyjnc biatka, gtéwnie
przez A- i O-glikozylacje oraz przytaczenie niekto-
rych glikozoaminoglikanéw (GAG) [58], Okazato
sie, ze znacznie wyzsze powinowactwo do HA wyka-
zujg czasteczki CD44 w formie dimeréw lub oligo-
merow CD44 niz jako monomery [54, 59], Wiagzanie
tego ligandu przez CD44 w limfocytach moze by¢ in-
dukowane przez przeciwciata monoklonalnc
IRAWB14 lub IRAWB26 (mysz) badZz F. 10.44.2
(cztowiek). Prawdopodobnie mechanizm tego proce-
su polega na asocjacji antygenu CD44 Ilub/i zmia-
nach konformacyjnych jego domeny zewngtrzko-
morkowej. Wigzanie HA przez komérki zachodzi w
obecnos$ci przeciwciat monoklonalnych Ig2a lub oli-
gomerow fragmentéw Fab [59]. Obie postacie prze-
ciwciat agregujg czasteczki CD44 w wieksze ze-
spoty. Monomery CD44 nic tworzg takich agregatow
co wyraza sie okoto 20-50-krotnic nizszym wigza-
niem znakowanego fluorescencyjnie HA. Z kolei po
transfckcji komadrek raka trzustki AS plazmidem, za-
wierajacym informacje dla
CD44v4-v7 obserwowano, Ze powinowactwo zsyn-
tetyzowanego polipeptydu do HA jest nawet okoto
10-krotnic wyzsze w przypadku gdy powstajg jego
dimery (280 kDa) lub oligomery (350 kDa). Nalezy
zaznaczy¢, ze w procesie oligomeryzacji z udziatem

syntezy izoformy

CD44v4-v7 nic uczestnicza obecne na powierzchni
komorek czgsteczki izoformy biatka CD44s. Formo-
wanie agregatow CD44v4-v7 wymaga powstawania
wigzan disiarczkowych, a obecnos$¢ substancji redu-
kujacych (ditiotrcitol) blokuje przebieg oligomcry-
zacji. Powstawanie oligomeréw CD44v4-v7 jest po-
nadto hamowane przez inhibitory A-glikozylacj i np.
tunikamycyne, ktéra blokuje jednocze$nie wigzanie
HA przez stransfekowanc komdrki AS [59],

1Y -1.2. Glikozylacja CD44 oraz modyfikacje przez gliko-

zoaminoglikany

Proces glikozylacji CD44jcst komdérkowo specy-
ficzny [60], Jak dotad zidentyfikowano 5 z 6 miejsc
A-glkozylaeji w A-koncowym regionie domeny
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CLP biatka CD44s. W domenie zewnatrzkomoérko-
wej biatka, przylegtej do regionu transmembranowc-
go, stwierdzono wiele miejsc potencjalnej O-gliko-
zylacji, a takze
Ser-Gly, ktore moga by¢ modyfikowane O-glikozy-
dowo lub przez przytgczenie siarczanu chondroity-
ny, badz innych GAG [20], Okazato sig, ze O-gliko-
zylacja izoformy CD44H zmniejsza adhezje komé-
rek raka jelita grubego linii KML4 i HT29 do ptytek
optaszczonych HA [55], Zahamowanie tej modyfika-
cji fenylo-A-acetylogalaktozoaming zwieksza ich
przyleganie do tego ligandu, podczas gdy A-gliko-
zylacja nic wptywa na ten proces. Z kolei podstawie-

cztery powtdrzenia dipeptydu

nie argininy w pozycji 41. alaning posrednio hamuje
O-glikozylacje izoformy CD44H poprzez zmiany
konformacyjnc w A-koncowej, konserwatywnej pe-
tli B biatka CD44. Cytowane wyniki wskazujg, ze
O-glikozylacja zachodzi w obrebie konserwatywnej
petli B biatka CD44, ktéra moze wigzaé HA.
Dasgupta i wsp. [55] sugeruja, ze modyfikacja ta
zmienia konformacje globularnej domeny A-konh-
cowcj antygenu CD44 lub zmniejsza jego silnie do-
datni tadunek, co przyczynia sie do zwiekszenia po-
winowactwa do HA.

Mutacje w genie kodujgcym regiony CD44 ule-
gajace O-glikozylacji czy modyfikacjom przez GAG
np. dipeptydéw Ser-Gly powoduja spadek o potowe
powinowactwa CD44 do HA [56], Wspomniane mu-
tacje powoduja niewielkie zmiany masy czasteczko-
wej kodowanego biatka co sugeruje, ze w obrebie
reszt seryny przytaczane sg O-glikozydowo krétkie
tancuchy oligosacharydowc, a nic rozbudowane
czasteczki GAG. Efektem zmian konformacyjnych,
wywotanych przez podstawienie seryny w pozycji
258. glicyna, jest wzrost poziomu glikozylacji aspa-
raginy w pozycji 255. Zaburzenia miejsc A-glikozy-
lacji czasteczki CD44 (przez mutacje w genie CD44)
przyczyniaja sie do spadku jej masy czasteczkowej
nawet o 60-62 kDa oraz blokowania przytgczania in-
nych ligandéw m.in. fibronektyny, lamininy, kolage-
nu 1i VI, siarczanu chondroityny oraz siarczanu hc-
paranu. Powinowactwo do UA warunkuje skiad oli-
gosacharydéw przytgczonych A-glikozydowo [61,
62], Zastosowanie kapilarnej elektroforezy powino-
wactwa pozwolito na analize wptywu okreslonych
oligosacharydow na powinowactwo CD44 do HA
[63]. Kwas sjalowy przytgczony wigzaniem a-2,3-
glikozydowym do oligosacharydéw zwigzanych
O-glikozydowo z CD44 hamuje wigzanie HA, efekt
za$ odwrotny wywiera przytaczenie: A-acetyloglu-
kozoaminy wigzaniem A-glikozydowym, A-acctylo-
galaktozoaminy do oligosacharydéw zwigzanych
CD44 oraz

O-glikozydowo z O-glikozylacja
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czasteczki CD44 pozbawionej ~-przytgczonych oli-
gosacharydow.

W komdrkach raka trzustki BSp73 i wtokmako-
miesaka BDX2 analizowano efekt przytgczenia
GAG do
tych izoform do HA [64], Okazato sig, ze izoforma
CD44s wigze jedynie HA, natomiast CD44v4-v7
przytacza ponadto siarczan chondroityny A, B i C,

CD44s i CD44v4-v7 na powinowactwo

heparyng oraz siarczan heparanu. Nic stwierdzono
wigzania siarczanu keratanu. Asocjacjg poszczegol-
nych GAG z izoformami CD44 okreslano po ich in-
kubacji z lizatami komdérkowymi i prccypitacji po-
wstatych komplekséw za pomocg chlorku cctylopi-
rydyny. Obserwacje Chiu i wsp. [65]J wskazujg, ze
domena izoformy CD44 kodowana przez ckson vIO
odgrywa kluczowg role w jej oddziatywaniu z siar-
czanem chondroityny. Wymienione oddzialywania
umozliwiajg agregacje czasteczek CD44 oraz komo-
rek, ktére zawierajg na powierzchni izoforme
CD44v 10.

Wydaje sie, ze modyfikacja izoformy CD44H
(opisywanej réwniez jako CD44s) przez siarczan ke-
ratanu odgrywa istotng role w regulacji wigzania HA
i inwazyjnosci komorek [66]. Badaniami objeto dwa
klony komoérek raka jelita grubego cztowieka, tj.
KM12L4 i KM12C6. Klon KM12L4 ulega intensyw-
nej modyfikacji przez siarczan keratanu za$ stabo
wigze HA i jest silnie inwazyjny. Z kolei klon
KM12G6 keratanu, a
przytacza wiecej reszt HA, co wywotuje spadek

wigze stabiej siarczan
zdolnosci do tworzenia przerzutow. Potraktowanie
keratanazg komérek linii KM 12L4, a takze komérek
HT20, usuwa wiekszo$¢ siarczanu keratanu i umozli-
wia wydajne przytgczanie HA. Siarczan keratanu po-
dobnie jak w przypadku HA przytgcza sie w obrebie
konserwatywnej A'-koncowej domeny biatka CD44H
[66].

Szczego6lna role tworzenia przerzutéw nowotwo-
rowych wydaje sie odgrywac¢ izoforma CD44v3, kté-
ra jest modyfikowana przez siarczan heparanu [67],
Jednym z ligandéw siarczanu heparanu jest czynnik
HGF/SF (ang. Hepatocyte Growth Factor/Scatter
Factor), ktory w jego obecnos$ci nagromadza sie na
powierzchni komoérek lub/i podlega zmianom kon-
formacyjnym zwiekszajgcym powinowactwo do re-
ceptora c-Mct. Skutkiem wymienionych przemian
jest fosforylacja reszt tyrozyny w obrebie c-Mct,
biatek o m.cz. 115 i 125 kDa oraz aktywacja kinaz
ERK-1 i ERK-2. Powyzsze zmiany obserwowano
wytgcznic w obecnosci CD44v3 (nic zachodzity w
obecnosci CD44s oraz CD44v8-10). Enzymatyczne
usuniecie siarczanu heparanu z CD44v3 oraz zasto-
sowanie jako ligandu czgsteczek HGF/SF o nicwicl-
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kim powinowactwie do siarczanu heparanu przyczy-
nia sie do blokowania transdukcji sygnatu przez
c-Mct [67], Nadekspresje izoformy C'D44 wigzace]
siarczan heparanu ireceptor c-Met, ktdra towarzyszy
wielu typom nowotwordw uwaza sie za czynnik pro-
mujacy ich wzrost oraz przerzuty [68, 69],

1V-2. Rola domeny cytoplazmatycznej i transmem-
branowej CD44 w interakcjach z kwasem hia-
luronowym

W interakcji biatek rodziny CD44 z kwasem hia-
luronowym okazat sie réwniez istotny segment do-
meny cytoplazmatycznej czasteczki miedzy 311. a
330. aminokwasem. [20, 52, 57], Fragment tej dome-
ny, zawierajgcy jedynie 6 aminokwaséw umozliwia
wigzanie HA, jezeli domena transmembranowa
CD44 zostanie zastgpiona przez analogiczny frag-
ment czasteczki CD3 (zeta), ktéry stabilizuje dimery

GD44 [70],
Fosforylacja reszt seryny w pozycjach 323. i 325.
domeny cytoplazmatycznej polipeptydu CD44

cztowieka nic wptywa na jego powinowactwo do
opisywanego ligandu [71]. Okazato sie, ze podsta-
wienia czasteczek seryny przez glicyne i alanine
badz kwas asparaginowy i kwas glutaminowy, ktére
nasladujg sterycznic, odpowiednio, nieufosforylo-
wanc i ufosforylowanc reszty tego hydroksyamino-
kwasu nic wptywajg na powinowactwo biatka CD44
do HA [72], Mechanizmy regulujgce interakcje
biatko-ligand na drodze fosforylacji reszt seryny do-
meny cytoplazmatycznej wydajg sie byé gatunkowo
specyficzne. Natomiast fosforylacja seryny w pozy-
cjach 325. i 327. antygenu CD44 zwieksza jego po-
winowactwo do HA [73]. Aktualnie uwaza sie, ze do-
mena cytoplazmatyczng antygenu CD44 petni role
we witasciwym jego usytuowaniu na bionic komér-
kowej, optymalnym dla wigzania HA. Wydaje sie, ze
moze utatwia¢ wigzanie HA albo przez oddziatywa-
nia z innymi czasteczkami tego proteoglikanu albo
przez wigzanie niektérych biatek cytoplazmatycz-
nych [70, 72],

Antygen CD44 wigze sie w obrebie cytoplazmy z
diamentami aktyny za posrednictwem ezryny, radik-
syny i moczymy [74], Wigzanie ezryny zachodzi w
obrebie 9-aminokwasowcj sekwencji, ztozonej z
dwoch ciggow aminokwasow zasadowych. Mutacje
punktowe genu CD44 kodujgcego te sekwencje nie
wptywaja na lokalizacje CD44 w btonie komdrkowej
i interakcje z HA. Prawdopodobnie region ten
uczestniczy w przekazywaniu sygnatow z zewnatrz
komorki do jej wnetrza (ang. outside-in), a nie w kie-
runku przeciwnym [75, 76],
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Przedstawione ostatnio wyniki doSwiadczen B o -
urguignona i wsp. [77] wskazujg na istotny
udziat w przekazywaniu sygnatéw w kierunku na
zewnatrz ido wnetrza komorki (ang. inside-out iou-
tside-in) sekwencji obecnej w domenie cytoplazma-
tycznej CD44 wigzacej ankiryne (NSGNGAVE-
DRKPSGL u cztowieka iNGGNGTVEDRKPSEL u
myszy). Mutacje w genie CD44 kodujagcym cyto-
wang sekwencje hamujg przekaz informacji w obu
kierunkach. Wyjasnienie interakcji

wspomnianego fragmentu domeny cytoplazmatycz-

mechanizmu

nej CD44 z ankiryng w transdukcji sygnatéw w ko-
morkach i ewentualnie w przebiegu karcynogenezy
wymaga dalszych badan.

Wyniki doswiadczeh wykorzystujacych jako ma-
teriat doswiadczalny limfocyty T wykazaty asocjacje
domeny cytoplazmatycznej izoformy CD44s z kina-
zami tyrozynowymi p56Ik i Fyn nalezacymi do ro-
dziny Src [78, 79], Inkubacja limfocytow T w obec-
nosci przeciwciat anty CD44s prowadzita do wzrostu
fosforylacji (na resztach tyrozyny) Kkilku biatek
wewnatrzkomorkowych o m.cz. 140, 125, 100, 70,
50 i 45 IcDa.

Uzyskane wyniki wskazujgce na asocjacje CD44s
z kinazg (badz kinazami) wewnatrzkomdérkowg po-
twierdzita immunoprecypitacja przeciwciatami anty
CD44s ujawniajac aktywno$¢ kinazowa biatka o
m.cz. 55-60 kDa [79],

Ewentualny udziat domeny transmembranowej w
regulacji oddziatywan CD44 z HA nic zostat dotad
rozstrzygniety [80], Prawdopodobnie role w tej inte-
rakcji odgrywa cysteina w pozycji 286., ktorej udziat
nie wydaje sie by¢ zwigzany wytgcznic z procesem
dimeryzacji biatka, gdyz podstawienie jej alaning
wywotuje zmiany konformacyjnc, uniemozliwiajgce
przytaczenie HA nawet w obecno$ci przeciwciat
F. 10.42.2 agregacje
CD44.

powodujgcych czasteczek

V. Ekspresja izoform CD44 w nowotworach
jelita grubego

Dzieki osiggnieciom biologii i onkologii moleku-
larnej zaproponowano model uwzgledniajgcy praw-
dopodobng sekwencje zmian genetycznych w rozwo-
ju nowotworow jelita grubego [81], W procesie
transformacji nowotworowej komorek nastepujg
uszkodzenia i zmiany strukturalne w obrebie gendéw
suprcsorowych, onkogendw i gendw mutatorowych
prowadzace do zmian struktury i funkcji biatek przez
nie kodowanych [82]. Identyfikacja takich zmian to-
warzyszacych rozwojowi fenotypu zto$liwego do-

tychczas prawidtowych komdrek niesie nadzieje w
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znalezieniu markeréw molekularnych o zadowa-
lajacej czuto$ci i swoistosci, stuzacych do detekcji
stan6w poprzedzajgcych nowotworzenie, wczesne
stadia nowotworzenia oraz do prognozowania i mo-
nitorowania choroby nowotworowej. Ws$rdd klinicz-
nych markeréw karcynogenezy jelita grubego (gtow-
nie stadium progresji) wymienia sie przede wszyst-
kim produkt genu p53 oraz czasteczke adhezyjng —
proteoglikan CD44 [83-87],

Badania rozmieszczenia izoform CD44 w obrebie
§ciany jelita grubego metodami immunocytoche-
micznymi ujawnity, ze CD44s dominuje w obrebie
btony wtasciwej (laminapropria) prawidtowej btony
$luzowej jelita [88-90], W mniejszych iloSciach izo-
forma ta wystepuje we wszystkich komoérkach pra-
widtowego nabtonka jelitowego. Natomiast wariant
CD44v9 wykryto jedynie w czes$ci podstawnej pra-
widtowych krypt jelita grubego [83], w ktorej nie
wystepowaty izoformy: CD44v3, CD44v4, CD44v6
i CD44v7. Epitopy domen, zawierajgcych produkt
ekspresji  CD44v2-vlO oraz mRNA
CD44v2-vlo0, rowniez
widtowej btonie sluzowej jelita [83, 89]. Wzrost eks-

izoformy
zaobserwowano w pra-
presji izoform CD44v, oceniany na podstawie zawar-
tosci mRNA i biatek z wykorzystaniem technik hy-
brydyzacji in silu, RT-PCR oraz metod immunocyto-
chcmicznych, wydaje sie byé zjawiskiem charakte-
rystycznym dla wczesnych faz rozwoju raka jelita
grubego [90, 91], Wskazuje na to istnienie zalezno-
§ci miedzy mutacjami genu Apc i zaktéceniami szla-
ku sygnatowego fi-katenina/Tcf-4 [92], Mutacje
genu Apc uniemozliwiajg wigzanie jego niepra-
widtowego produktu biatkowego z (Ukatcning ipro-
wadzg do wzrostu poziomu (3-katcniny w cytopla-
zmic. Z kolei p-katenina asocjuje z czynnikiem tran-
skrypcyjnym Tcf-4 iw formie kompleksu jest prze-
noszona do jadra komorkowego, gdzie reguluje eks-
presje szeregu gendéw, m.in. CD44. Mutacje genu
Apc u myszy transgcnicznych oraz w gruczolakora-
Icach jelita grubego wywotuja wzrost ekspresji CD44
wskutek aktywacji szlaku sygnatowego p-kateni-
na/Tcf-4. Z kolei mutacje genu Tcf-4 u myszy hamuja
ekspresje CD44 w nabtonku jelita [92].

Proces transformacji nowotworowej komdrek
réznych typow, w tym takze komérek nabtonka jelita
grubego, moze przyczynia¢ sie do przemieszczania
sie komdrek zmienionych nowotworowo do struktur
limfatycznych, a w nastepstwie do tworzenia sie
przerzutéw narzadowych [7, 8, 12, 93],

Na podkres$lenie zastugujg zaobserwowane przez
Muldcra iwsp. [83] réznice w ekspresji izoform
CD44v5 iCD44v6 w nabtonku czesdci proksymalncj i
dystalncj jelita grubego. Analiza preparatéw z no-
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wo tworéw tych odcinkéw przewodu pokarmowego
64 pacjentow technikg immunocytochemiczng z za-
stosowaniem przeciwciat monoklonalnych rozpo-
znajacych powyzsze izoformy, wykazata pozytywne
reakcje z przeciwciatami anty CD44v5 w okoto 90%
badanych przypadkéw i z przeciwciatami anty
CD44v6 w okoto 69%. Badacze ci zaobserwowali
ponadto, ze ekspresja obydwu opisanych izoform
biatka CD44 czeSciej wystepuje w proksymalncj cze-
§ci jelita grubego. Pozytywna reakcja z przeciw-
ciatami przeciwko CD44v5 wystepowata w 20 z 23
(87%) rakdw czesci proksymalnej iw 21 z 40 (52%)
rakéw czesci dystalnej. Dane te sugerujg pewna od-
rebnos¢
w wymienionych odcinkach jelita grubego.

Analiza poziomu mRNA izoform: CD44v6-7,
nabtonkowej — CD44E oraz hemopoetyczncj (stan-
dardowej) — CD44s/El
RT-PCR oraz technike hybrydyzacji Southern w dys-
plastycznym (gruczolaki od postaci tagodnej do

genetyczna nowotworéw powstajacych

okreslonego poprzez

ostrej) i zmienionym nowotworowo (gruczolakoraki
0 réznym stopniu zaawansowania) nabtonku jelita
grubego
CD44v6-7 i CD44E pojawiajg siejuz w stadium gru-

44 pacjentow wykazata, ze izoformy
czolaka [91]. Poziom obydwu tych izoform byt $la-
dowy badz
nabtonku jelita, w leukocytach czy w watrobie. Oka-

niewykrywalny w prawidtowym
zuje sie, ze iloraz CD44E/E1 moze wskazywaé na
zmiany w biosyntezie obydwu izoform podczas dys-
plazji i nowotworzenia jelita grubego. lloraz ten byt
zdecydowanie odmienny w komdrkach nabtonka
prawidtowego,
tego narzadu i wynosit odpowiednio: 0,1; 1,8 i 0,7.
Wartosci $rednic ilorazu CD44E/H okreS$lone w gu-

gruczolakach i gruczolakorakach

zach pierwotnych jelita grubego ijego przerzutach
do weztéw chtonnych czy watroby byty zblizone —
odpowiednio: 0,7+0,5 i0,7+£0,6. Parametr ten nic jest
specyficzny zatem dla ujawnienia przerzutéw gru-
czolakorakow jelita grubego, ale wydaje sie by¢
istotny dla wychwycenia zmian dysplastycznych
nabtonka jelita w kierunku konwersji w guz pierwot-
ny [91],

Wykorzystujagc monoklonalnc przeciwciata roz-
poznajagce izoforme CD44v8-vIO o m.cz. okoto 130
kDa, udato sie wykaza¢ brak immunocytochcmicz-
ncj reakcji w $luzéwce prawidtowej, z wyjatkiem
podstawy kryptjelita grubego [94], Natomiast zmia-
ny nowotworowe btony §luzowej, o r6znym stopniu
zréznicowania, 215 pacjentdw cechowat odmienny
poziom immunoreaktywnos$ci tej izoformy. Oszaco-
wano, ze w toku postepujacego nowotworzenia jelita
grubego, opisywanego jako stadium T2, T3 i T4 ro-
$nie odsetek pozytywnych reakcji z przeciwciatami
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anty CD44v8-10, osiggajac odpowiednio: 37,8%,
47,4% i50,7%. Ekspresje CD44v8-vIO zidentyfiko-
wano u 55,3% pacjentdw z przerzutami do weztdw
chtonnych iu 38,4% bez takich przerzutow. Na pod-
kreslenie zastuguje wysoka, wykrywana az w 78,7%,
obecno$¢ CD44v8-vlO u chorych z przerzutami
narzgdowymi.

Prawdopodobnie obserwowane w wielu laborato-
riach rdznice w poziomic ekspresji izoform CD44
okreslane metodg immunocytochemiczng sg wywo-
tane nic tylko zmieniong ich syntezg ale réwniez od-
mienng dostepnos$cig ich cpitopéw spowodowang np.
przez glikozylacje CD44 [90],

VI. Znaczenie detekcji izoform CD44 w dia-
gnostyce onkologicznej

Czeste wystepowanie rdznych izoform antygenu
CD44 w nowotworach, wigzg badacze z ich funkcja,
zarOwno w rozwoju nowotworéw pierwotnych, jak i
w formowaniu przerzutéow [14, 83, 84, 95], Pojawie-
nie sie izoform CD44 w ptynach ustrojowych czy
wydzielinach takich jak $lina, mocz lub kat pacjen-
téw stanie sie by¢ moze w niedalekiej przysztosci sy-
gnatem obecnosci komorek nowotworowych. Guo i
wsp. [93] wykazali, ze w surowicy chorych z rakiem
jelita grubego wystepuje rozpuszczalna forma CD44
pozbawiona domeny transmembranowej i cytopla-
zmatyczncj, ajej poziom koreluje zrozmiarami guza
i zdolno$cig do tworzenia przerzutdw. Okazato sig,
Ze po usunieciu nowotworu dochodzi do spadku ste-
zenia tej formy CD44 w surowicy. Powyzsze wyniki
rodzg nadzieje, ze rozpuszczalne formy CD44 znajda
zastosowanie jako markery progresji choroby nowo-
tworowej i efektow jej leczenia [56, 88, 96, 97],

Analizy surowicy 44 pacjentéw przeprowadzone
przy przy zastosowaniu techniki ELISA (ang. Enzy-
me-Linked hnmunosorbent Assay) wskazujg na

ujemng korelacje miedzy stezeniem izoformy
CD44v6 w osoczu a odsetkiem oséb z 5 letnim okre-
sem przezycia po resekcji guza [98].

Uwaza sie ponadto, ze poziom izoform CD44v6 i
CD44vIO w ztuszczonych komérkach nabtonka jeli-
ta grubego wykrywanych w kale moze stanowic¢
czynnik prognostyczny dla dalszych loséw pacjen-
tow. Okazato sie, ze przy nawrotach choroby nowo-
tworowej lub podczas tworzenia przerzutéw obser-
wuje sie wzrost zawartosci tych izoform [42, 44, 45],
Ponadto, potwierdzono doswiadczalnie, ze zawar-
tos¢ mRNA izoform CD44v6 i CD44vIO stanowic
moze znacznik procesu nowotworzenia, a spadek ich

zawartosci efekt stosowanego leczenia.
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Dotychczas stosowane inwazyjne metody diagno-
zowania nowotworéw wymagajg naruszania powtok
ciata pacjenta w celu pobrania krwi lub fragmentéw
tkankowych. Ostatnio grupa japonskich badaczy
[96] zaproponowata nieinwazyjny test oparty na
technice RT-PCR oraz hybrydyzacji Southern, kto-
rym potwierdza sie ekspresje izoform CD44v6 i
CD44vIO w ztuszczonych komérkach nabtonka jeli-
towego w kale chorych. Testem tym zidentyfikowa-
no w analizowanym materiale izoformy CD44v6 i
CD44vIO odpowiednio u 17 (68%) i 15 (60%) spo-
§rdd 25 pacjentow. Na podkreslenie zastuguje, ze
obecno$¢ tych izoform odnotowano juz we wcze-
snych fazach rozwoju raka jelita grubego. Obie izo-
formy CD44 zidentyfikowano w 5 (62,5%) z 8 anali-
zowanych nowotworéw w stadium zaawansowa-
nia A wedtug Dukcsa. Po usunieciu operacyjnym
guzéw nowotworowych, ekspresja izoform CD44v6
i CD44vIO w ztuszczonych komdrkach nabtonka je-
lita grubego utrzymywata sie odpowiednio u 3 (12%)
i 7 (28%) z 25 pacjentéw. Wydaje sie, ze obecnosg,
wymienionych izoform w badanym materiale czesci
pacjentdw, po zabiegach operacyjnych, moze wyni-
ka¢ z ich ekspresji przez dysplastycznie zmieniony
nabtonek jelitowy (gruczolaki) lub utrzymywanie sie
procesu zapalnego, ktéry powoduje aktywacje limfo-
cytow T [96],

Znaczenie prognostyczne moze mieé réwniez
oznaczanie wzglednej zawarto$¢ izoform CD44v6
iCD44s w komorkach czesci zewnetrznej (nabtonek)
i wewnetrznej guza oraz macierzy zewngatrzkomoér-
kowej jego czesci wewnetrznej [97]. Analizy immu-
nohistochemiczne 133 preparatéw nowotworow jeli-
ta grubego ujawnity, ze izoforma CD44v6 wystepuje
najczesciej w komdrkach nabtonka, a w mniejszym
stopniu w komdrkach cze$ci wewnetrznej guza oraz
w macierzy zewnatrzkomoérkowej, tj. odpowiednio
77, 17 i 12%. Natomiast izoforma CD44s jest roz-
mieszczona bardziej rownomiernie, za$ reakcje po-
zytywne odnotowano odpowiednio w 85, 98 i 90%
komdrek czeSci wewnetrznej izewnetrznej guza oraz
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Brak CD44s w ob-
rebie macierzy zewnatrzkomoérkowej czesci wew-
netrznej guza jest zwigzany z pogorszeniem progno-
zowania.

Duze nadzieje wnoszg wyniki badan wykorzy-
stujacych modulacje poziomu izoformy CD44v6 za
pomocg antyscnsownych RNA, ograniczajace po-
wstawanie przerzutéw narzadowych raka jelita gru-
bego. Wykazano bowiem, ze podanie myszom do-
Swiadczalnym antysensownego RNA blokowato po-
wstawanie przerzutow watrobowych po dootrzewno-
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wej iniekcji komaérek nowotworu jelita grubego —
HT29 [98], Zblizony wynik uzyskano u myszy po in-
iekcji przeciwciat monoklonalnych anty CD44.

Wstepne obserwacje z zastosowaniem przeciw-
cial anty CD44v7 rokuja nadzieje na mozliwos$¢ ha-
mowania rozwoju przewlektych standéw zapalnych
jelita grubego, uwazanych za stany przedrakowe
tego narzgdu [99],

VII. Uwagi konncowe

Biatkowym produktem CD44 jest znacznych roz-
miaréw polipeptyd o zmiennnej diugosci czasteczki
wynikajgcej z alternatywnego sktadania pierwotne-
go transkryptu tego genu oraz réznego stopnia jego
glikozylacji. Mnogos$¢ izoform antygenu CD44, kté-
re tworzg rodzine glikoprotein, a z uwagi na wigzanie
HA — hialoadhcryn, ttumaczy ich udzial w wielu
funkcjach organizmow eukariotycznych, m.in. adhe-
zji, migracji, proliferacji, roznicowaniu komorek,
transdukcji sygnatow [10-17, 76, 78, 79, 92],

Ta rdznorodnos$¢ petnionych funkcji wynika ze
zdolnosci cztonkdéw tej rodziny do interakcji ze
sktadnikami macierzy zewnatrzkomoérkowej (kwas
hialuronowy, kolagen, fibronektyna), a takze
wptywu na organizacje cytoszkiclctu.

Liczne wyniki badah wskazuja, ze karcynogcnc-
zic wielu narzagdéw i komédrek towarzyszy zwiekszo-
na ekspresja réznych izoform CD44, w ktérych wy-
stepujg fragmenty tancucha kodowane przez jeden
czy wiecej cksonow zmiennych genu CD44 [42, 44,
45, 96], Detekcja okreslonych izoform CD44 moze
mie¢ wazkie znaczenie w diagnostyce onkologicznej
umozliwiajac wykrywanie nawet nielicznych komo-
rek nowotworowych w ptynach ustrojowych i wy-
dzielinach pacjentow (krew, $lina, mocz czy kat pa-
cjentéw). Niektdrzy badacze lansujg poglad, ze eks-
presja izoform CD44 zawierajgcych informacje za-
wartg w cksonach zmiennych (m.in. v4, v6, v6-v7,
v 10) moze stanowié¢ jedno z wczes$niejszych wyda-
rzen w rozwiju nowotworow jelita grubego, podob-
nie jak mutacje genu Apc i onkogenu K-ras [81, 82,
91], Duzego znaczenia nabierajg wyniki tych badan
w ktorych udowodniono, ze zwiekszona ekspresja
niektérych CD44 (CD44v3,
CD44v8-vIO) towarzyszy nowotworom jelita grube-
go i innych narzadéw, szczegdlnie w stadium progre-

izoform antygenu

sji, gdy dochodzi do tworzenia przerzutéw nowotwo-
rowych [89, 91, 92], Wykrycie w surowicy pacjen-
tow z nowotworami jelita grubego oraz zotgdka
krazacej izoformy CD44, ktorej poziom koreluje z
wielkoscig guzdéw, a takze zdolnoScig mctastatyczng
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sugeruje, ze moze ona odgrywac role cennego znacz-
nika progresji nowotworéw i monitorowania efek-
tow terapii wielu nowotworow [56, 88, 96, 97].

Chociaz mechanizm(y) udziatu glikoprotein ro-
dziny CD44 w nowotworzeniu jelita grubego (i in-
nych nowotworéw) nic jest sprecyzowany rozwaza
sie kilka mozliwos$ci przez ktére grupa tych ma-
kroczgsteczek moze w nim uczestniczyé:

1° CD44 stanowigc gtéwny komdérkowy receptor
powszechnie wystepujgcego glikozaminoglikanu —
kwasu hialuronowcgo poprzez interakcje z tym li-
gandem moga przyczyniac sie do zwiekszenia ruchli-
wosci komdrek, przyspieszonego wzrostu guzéw
pierwotnych i ich przerzutéw [55, 59];

2° w potaczeniach z siarczanem heparanu (m.in.
izoforma CD44v3) jako siarczanowe proteoglikany
moga petni¢ regulatorowg funkcje we wzroscie i ru-
chliwos$ci komoérek przez wigzanie sie do czynnikow
wzrostu np. HGF/SF i witgczanie drogi sygnatowej
poprzez receptor c-Met [67, 92];

3° nadekspresja izoform CD44 moze blokowac
apoptoze komdrek, a w konsekwencji przedtuzac¢ ich
zycie, prowadzac do rozwoju guzéw pierwotnych, a
nastepnie ich przerzutow.

Te ostatnig mozliwo$¢, jak dotad traktuje sie jako
sygnalng i rozwaza jako jeden z mechanizméw no-
wotworzenia raka sutka [92, 100],

Artykut otrzymano 4 stycznia 1999 r.
Zaakceptowano do druku 30 sierpnia 1999 i:
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Izoformy aktyny — zréznicowanie funkcji, zmiany w

stanach patologicznych

Actin isoforms — functional differentiation, the changes

in the cell pathology

DOROTA NOWAKY MARIA MALICKA-BLASZKIEWICZ2
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I11. Zréznicowanie funkcji izoaktyn cytoplazmatycznych
IV. Aktyna w stanach patologicznych komérki
IV-1. Architektura cytoszkieletu aktynowego w komor-
kach nowotworowych
IV-2. Zmiany ekspresji izoform aktyny w nowotworach
IV-3. Izoformy aktyny w innych procesach chorobo-
wych
V. Podsumowanie

Wykaz skréotéw: aSMA — aktyna a z miesni gtadkich, ySMA

- aktynay /. mie$ni gtadkich, komérki Ito — komérki gwiaz-
dziste, wystepujace w watrobie obok hepatocytéw i komérek
Kup ftera.

I. Wprowadzenie

Aktyna wystepuje powszechnie w organizmach
eukariotycznych niezaleznie od stopnia ich rozwoju.
Mikrofilamenty aktynowe wraz z mikrotubulami i fi-
lamcntami posrednimi tworzg szkielet komorki. Ak-
tyna jest obecna w cytoplazmic i w jadrze, w ktdrym
stanowi komponentg biatek chromatyny, podtrzy-
mujaca jej strukture i strukture jadra [1, 2], Jest
biatkiem wielofunkcyjnym, poza rolg strukturalng
uczestniczy w wielu procesach istotnych dla pra-
widtowego funkcjonowania komorki, takich jak
m.in. wewngatrzkomdérkowy ruch organelli i chromo-
somow [3, 4], wydzielanie [5], przekazywanie infor-
macji i indukcja odpowiedzi biochemicznej [6, 7].

'‘Dr; "prof. nadzw. dr bab., Instytut Biochemii i Biologii Mole-
kularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, Zaktad Patologii Ko-
morki, ul. Przybyszewskiego 63, 51-148 Woroctaw, c-mail:
mmb@angband.microb.uni.wroc.pl
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Zainteresowanych powyzszymi zagadnieniami
odsytamy do wybranych prac przeglagdowych autor-
[8], Carlicr [9],
i Acbi

[10], Janmey iChaponnier [11] oraz literatu-

stwa Pollarda i Coopera
Shctcrlinc’a i wsp. [1], Brcmcra

ry w nich zebranej.

Celem niniejszego opracowania jest proba odpo-
wiedzi na pytanie, jakie jest znaczenie obecnosci
wiciu izoform aktyny w komdrce, czy istnieje zrézni-
cowanie funkcji poszczeg6lnych izoaktyn i ich
zwigzek z okres$lonymi schorzeniami.

Il. Heterogenno$¢ molekularna aktyny
Aktyna jest biatkiem konserwatywnym, wyka-

zujacym
[12-16], Wystepuje w materiale biologicznym w po-

jednakze heterogenno$¢ molekularng
staci szesciu izoform: dwu form w miesniach po-
przecznie prazkowanych (aktyny a z miesni szkiele-
towych iaktyny a z mie$nia sercowego), aktyny a iy
z miesni gtadkich oraz dwu izoaktyn cytoplazma-
tycznych — (3iy. lzoformy aktyny, ze wzgledu na
niewielkie rd6znice punktu izoclcktrycznego (pi),
rozrézniono metodg ogniskowania izoclcktrycznc-
go. Réznice te wynikajg przede wszystkim ze zmian
sktadu aminokwasowego
zmiennym rejonie tancucha polipeptydowego akty-

izoform w najbardziej
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ny, ,kwasnym” konicu N (Tabela 1). Wartos$ci pi izo-
aktyn, okre$lane przez wielu badaczy wahajg sie w
granicach od 5,2 do 5,7 [17-19], przy czym punkty

Tabela 1.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych korica N izoform aktyny

podczas, lub krotko po zakonczeniu translacji. Funk-
cjonalne znaczenie acetylacji nie jest znane. Wiado-
mo jednak, ze zmutowana, niczacctylowana aktyna

k aktynopodobnych wg Herma n [25] (zmodyfikowano).

Sekwencje podkreslone przedstawiajg rejony konserwatywne. Ann: iokwasy zaznaczone ttustym drukiem to czgsteczki usuwane podczas posttransla-

cyjnej modyfikacji koica N. ACTL — ,actin like'", aktyna-RPV -

lzoforma aktyny

R cytoplazmatyczna
y cytoplazmatyczna
y mieéni gtadkich

a migénia sercowego
a miegénia szkieletowego
a miesni gtadkich

biatka aktynopodobne:
Saccharomyces cerevisiae, Act2
Schizosaccharomyces pombe, Act2
Ccienorhabditis elegants, ACTL
Aktyna-RPV

Ccntraktyna

izoelektryczne aktyn cytoplazmatycznych sg zawsze
nieznacznie przesuniete w kierunku alkalicznym w
stosunku do aktyn mie$sniowych. W cytoplazmic ko-
madrek epitelialnych jelita szczura wykazano, obok
izoform P iy, obecno$é dwoch dodatkowych aktyn
nieznacznie r6znigcych sie warto$ciami pi [20], Brak
jednak doniesien na temat szerszego wystepowania
tych biatek u innych gatunkéw kregowcow.
Izoformy aktyny wykazujg specyficzno$é¢ tkan-
kows, przy braku specyficzno$ci gatunkowej. Ozna-
cza to, ze obserwuje sie wiecej roznic w sktadzie
aminokwasowym aktyn z réznych tkanek zwierzat
tego samego gatunku, niz w przypadku aktyn z tych
samych tkanek zwierzat nawet bardzo odlegtych ga-
tunkdw [2, 21], Omawiane izoformy aktyny sa pro-
duktami odrebnych genéw o znacznej homologii se-
kwencji nuklcotydowych, a wystepujacych w wielu,
czesto nic ulegajacych ekspresji kopiach [1, 13, 22],
Cytoplazmatycznc aktyny z komodrek niemiesnio-
wych sg w okoto 93% identyczne z aktynami mie-
$niowymi (réznice dotycza okoto 25 aminokwaséw),
miedzy soba za$ réznig sie podstawieniami czterech
jedynie aminokwaséw o podobnym charakterze w
obrebie konca N czagsteczki. Rdznice sekwencji po-
szczeg6lnych aktyn miesniowych dotycza zaledwie
3 do 6 zastgpien aminokwasowych [12-16, 23].
Cechg charakterystyczng wszystkich izoaktyn jest
zacetylowanie ,,kwasnego” konnica N [1, 23], Modyfi-
kowanie tego fragmentu czgsteczki aktyny nastepuje
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»actin related protein vertebrates

Sekwencja konca N

M-D-D-D-1-A-A-L-V-V-D-N-G-$-G-M-C-K
M-E-E-E-1-A-A-L-V-1-D-N-G-$-G-M-C-K
M-E-E-E-T-T-A-L-V-C-D-N-G-S-G-L-C-K

M-C-D-D-E-E-T-T-A-L-V-C-D-N-G-S$-G-L-V-K
M-C-D-E-D-E-T-T-A-L-V-C-D-N-G-$-G-L-V-K
M-C-E-E-E-D-S-T-A-L-V-C-D-N-G-S-G-L-C-K

M-D-P-H-N-P-1-V-L-D-0-G-T-G-F-V-K
M-A-S-F-N-V-P-1-1-M-D-N-G-T-G-Y-S-K
M-D-$-0-G-R-K-V-1-V-V-D-N-G-T-G-F-V-K
M-E-S-Y-D-V-1-A-N-0-P-V-V-1-D-N-G-$-G-V-1-K
M-E-S-Y-D-V-1-A-N-0-P-V-V-1-D-N-G-S$-G-V-I-K

drozdzy ma obnizong zdolnos¢ polimeryzacji [1J.

W ostatnich latach do izoform aktynowych zali-
czono tez tzw. biatka aktynopodobne (,,actin related
proteins™), ktérych obecno$¢ wykryto w komdrkach
kregowcow, drozdzy (Saccharomyces cerevistac\
Schizosaccharomyces pomhe) oraz w organizmie
prokariotycznym — Spirulina platensis [24, 25].
Biatka te cechuje bardziej zasadowy niz innych ak-
tyn punkt izoclcktryczny, ktérego wartosci wahaja
sie w granicach pH 6,6-6,8, co wynika z r6znic w
sktadzie i sekwencji aminokwaséw w taricuchu poii-
peptydowym (35-47% identycznoséci z aktyna mie-
$niowg). Biatka aktynopodobne posiadajg dodatko-
we reszty aminokwasowc w obszarach pomiedzy
aminokwasami 39-49 oraz 91-103 w tancuchu poli-
peptydowym (insercja). Zawierajag jednak w swojej
strukturze rejon odpowiadajgcy za wigzanie
czasteczki ATP, tak jak ma to miejsce w czasteczce
aktyny. Pozwolito to na okre$lenie ich mianem ,ak-
tynopodobnych” [25],

Pytanie, czy biatka te petnig w komdrce funkcje
podobne jak aktyna, pozostaje dotad bez odpowie-
dzi. Wykazano jedynie, ze wystepujaca w komdr-
kach kregowcdéw ccntraktyna (,,ccnlractin”) taczy
sie z ccntrosomami [26]. Podobng zdolno$¢ wykazu-
je zaliczane do tej grupy biatko okreslane jako akty-
na-RPV (,actin related proteins rertehrates™), sta-
nowigce gtéwng sktadowa kompleksu z dyneina,
obecnego w moézgu kregowcéw [27], Na podstawie
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dotychczasowych badan stwierdza sie, ze biatka ak-
tynopodobne moga uczestniczy¢ w ,,zakotwiczaniu”
centrosoméw, jak réwniez w ruchu wewnatrzkomor-
kowym [25],

I1l. Zréznicowanie funkcji izoaktyn cytoplaz-
matycznych

Szereg danych wskazuje, Zze izoaktyny [1iy wy-
stepujg w réznych obszarach cytoplazmy. co moze
oznacza¢ zréznicowanie ich funkcji [28-31 |. Do roz-
wigzania problemoéw dotyczacych miejsca dziatania
aktyn w komorce stosuje sie m.in.: przeciwciata mo-
noklonalne, rozpoznajace poszczegOlne izoformy
aktyny, wymiane gendéw aktynowych, analize ewen-
tualnych mutacji w tych genach oraz lokalizacje
mRNA aktyn cytoplazmatycznych [22, 28, 29, 31,
32).

Korelacje pomiedzy wzrostem poziomu cytopla-
zmatycznej aktyny iprocesem réznicowania komor-
ki zaobserwowano juz w latach 80-tych [33], Limfo-
cyty micloblastycznej biataczki mysiej charaktery-
zuje wysoki stosunek izoformy [3:7 (7,6), co czyni
izoaktyne y niewykrywalng przy pomocy powszech-
nie stosowanej do tego celu techniki ogniskowania
izoelcktrycznego. Aktyny y nie wykryto réwniez w
ludzkich biataczkowych limfocytach [34] itransfor-
fibroblastach mysich [35],
biataczki mysiej potraktowane czynnikiem wzrosto-

mowanych Komorki
wym przeksztatcajg sie w dojrzate, zdolne do ruchu
makrofagi, czemu towarzyszy dwukrotny wzrost za-
wartosci aktyny [33).

Odrebnos$¢ funkcji izoform aktyny wspierajg dane
o tkankowo-spccyficzncj ich ekspresji, ulegajacej
zmianie w procesie réznicowania [28, 32], Wykaza-
no, ze w tkankach embrionalnych szczura, bez
wzgledu na rodzaj tkanki dominujg izoformy cyto-
plazmatycznc [3iy [32], Nic wiadomo tez, jaka jest
przyczyna zroznicowania poziomu tych izoform w
komérkach nicmiesniowych ssakéw. Stosunek za-
wartosci izoform [3y okre$lony w réznych tkankach
szczura waha sie od wartosci 1:1 (w jadrach), 2,5:1
(w watrobie) do 6:1 (w aorcie) [12. 36], podczas gdy
analiza ilosciowa mRNA kodujgcego zaréwno akty-
ne P jak iy w roznych narzagdach myszy wskazuje na
odmienne molowe proporcje transkryptow tych izo-
form (p:y) [28], Przyjmujg one warto$ci od 1,7 w ner-
ce ijadrach do 13 w sercu i 114 (1) w watrobie. Po-
rownanie danych nasuwa pytanie o przyczyne tak
znacznych rozbhieznosci pomiedzy poziomem tran-
skryptow poszczegdlnych izoaktyn, a poziomem
syntetyzowanych na ich podstawie biatek u tak bli-
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sko spokrewnionych gatunkéw zwierzat jak szczur i
mysz. Rozwaza sie mozliwo$¢ istnienia w komérce
niezaleznych mechanizmdw regulacji ekspresji izo-
form [Liy na poziomie transkrypcji i translacji [23,
28).

W poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie, czy izo-
aktyny cytoplazmatycznc petnig w komdérce odrebne
funkcje, badano ich subkomdérkowa lokalizacje row-
nolegle z lokalizacjg kodujgcego je mRNA. Stwier-
dzono réznice w rozmieszczeniu transkryptéow obu
tych aktyn w mioblastach [29], W obszarze cytopla-
zmy otaczajacej jadro wykryto mRNA aktyny vy, zas
MRNA aktyny [3wystepuje zar6wno w tym rejonie,
jak i na ,peryferiach” komorki. Lokalizacja tran-
skryptow' nie pokrywa sie jednak z lokalizacjg obu
aktyn w mioblastach. Aktyna [3znajduje sie wpraw-
dzie na obrzezach komorki, jednakze forma y wyste-
puje zaréwno podbtonowo, jak iw wigzkach aktyno-
wych [30, 31],

Gromadzenie izoaktyny [L i transkryptu tego
biatka w peryferyjnej cze$ci cytoplazmy zaobserwo-
wano w komdrkach epitclialnych naczyn wiosowa-
tych hodowanych in vilro w odpowiedzi na ich
uszkodzenie mechaniczne. W warunkach in vivo, ro-
zerwaniu $ciany naczynia towarzyszy chwilowa,
wzmozona ekspresja aktyn nicmie$niowych w miej-
sce form dominujacych, typowych dla miesni gtad-
kich [37, 38],

Dowodem potwierdzajagcym zréznicowanie funk-
cjonalne izoaktyn cytoplazmatycznych jest fakt, ze
transfckcja mysich mioblastéw ludzkimi genami ko-
dujgcymi aktyne @luby, powoduje zmiany morfolo-
gii badanych komdrek w zaleznosci od zastosowane-
go do doswiadczen genu [22). Komdrki syntety-
zujace ludzka aktyne @ majg tendencje do zwieksza-
nia swojej powierzchni i utraty wtokien naprezenio-
wych (,,strc.es jihcrs™), podczas gdy mioblasty synte-
tyzujgce izoforme y odznaczajg sie zakraglonym
ksztattem. Wyniki te wskazuja na to, ze rodzaj synte-
tyzowanych izoform aktyny wptywa na morfologie
komérki (22, 39],

W oparciu o dane uzyskane przy zastosowaniu
technik immunologicznych oraz wymiany genow ak-
tynowych, przedstawiono model rozmieszczenia
izoaktyn w komérce zdolnej do ekspresji miesnio-
wych i nicmie$niowych izoform aktyny (Ryc. 1)
[25].

Obserwacje przedstawione w tym rozdziale wska-
zujg na zréznicowanie funkcji izoaktyn cytoplazma-
tycznych. lzoforma [3 zlokalizowana na peryferiach
komérki odpowiada za jej zdolno$¢ do ruchu — two-
rzenie lamelli i pscudopodiéw oraz naprawe uszko-
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dzen. Aktynie y przypisuje sie natomiast role w
utrzymaniu architektury mikrofilamcntéw i w proce-
sach réznicowania komdrki [25],

IV. Aktyna w stanach patologicznych
komarki

Wielu procesom chorobowym towarzyszg zmiany
w obrebie mikrofilamcntow aktynowych. Obserwo-
wano je miedzy innymi badajgc: transformacje no-
wotworowg wraz z procesem metastazy [11, 40-42],
choroby przebiegajace z procesem wioknienia
[43-47], chorobe Hirschprunga [48], anemig sierpo-
watg [49], czy tez bliznowacenie ran [1 1j.

I1V-1. Architektura cytoszkieletu aktynowego w ko-
mdrkach nowotworowych

Rozwdj technik immunofluorescencyjnych oraz
mikroskopii elektronowej pozwolit na obserwacje
zmian w obrebie szkieletu komdrkowego, towa-
rzyszacych pojawieniu sie nowotworowego fenoty-
pu komorki. Badania obejmuja gtéwnie rdzne linie
komdrek transformowanych in vitro, co stwarza mo-
zliwo$¢ pordwnania zmian morfologii i organizacji
cytoszkieletu w stosunku do komaérek normalnych.

Komorki transformowane wirusem, chemicznie,
czy tez spontanicznie cechuje zmiana organizacji mi-
agregatow
F-aktyny w postaci ,tatek” czy ,rozetek”. Natezenie

krofilamcntow aktyny, np. obecnos$é

i lokalizacja zmian uzaleznione sg od rodzaju komé-
rek i typu transformacji [40-42, 50, 51], Dczorgani-
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Ryc.l. Schemat rozmieszczenia izoaktyn w komérce zdolnej do
ekspresji niemie$niowych i mie$niowych izoform akty-
ny wg Herman [25] (zmodyfikowano).

zacja architektury mikrofilamcntow aktynowych
niejednokrotnie zwigzana jest ze wzrostem inwazyj-
nosci komorek rakowych [18, 52],

Obserwacje mikroskopowe uzupetniane sg bada-
niami biochemicznymi, majacymi na celu m.in.
okreslenie zmian poziomu aktyny istopniajej spoii-
meryzowania w cytoplazmic transformowanych ko-
morek. Ocena ilosci aktyny monomcryczncj (akty-
ny G) i filamentarnej (aktyny F) w komdrce nastre-
cza wiele trudnosci ze wzgledu na znacznag dynamike
procesu polimeryzacji aktyny. Zainteresowani wy-
znaczeniem tych parametrow postugujg sie réznymi
technikami m.in. testem, w ktérym wykorzystuje sie
zdolnos$¢ aktyny do hamowania aktywno$ci DNazy |
z trzustki wotu [18, 21, 53-57], czy tez pomiarem flu-
orescencji znakowanej aktyny w cytomctrzc prze-
ptywowym [58], Uzyskane tg drogg wyniki nic sg
jednoznaczne. Z eksperymentow przeprowadzonych
na transformowanych ludzkich keratynocytach [50],
fibroblastach [18], komdérkach szczurzego czerniaka
Walkera 256 [54] oraz micloblastycznej
biataczki [59] wynika, ze w stransformowanych ko-

mysiej

morkach poziom catkowitej aktyny ulega redukcji,
czemu towarzyszy obnizony stopien jej spolimcry-
zowania wyrazony stosunkiem F:G [54, 55, 59]. Do
konca nic wiadomo, co lezy u podstaw tego zjawiska.
Moze to by¢ m.in. wynikiem obnizenia poziomu ak-
tyny monomcryczncj ponizej stezenia krytycznego
dla polimeryzacji [18], co prowadzi do rozpadu mi-
krofilamcntow7 Deozorganizacja architektury fila-
rowniez skutkiem

mentéow aktyny moze by¢

dziatania biatkowych produktéow onkogendw np.
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pp60'“czy tez zaburzenia w oddziatywaniu aktyny
z biatkami regulujacymi jej polimeryzacje [4, 21,
41].

W odr6znieniu od cytowanych wyzej wynikow,
wskazujacych na redukcje zawarto$ci aktyny w roz-
nych komérkach nowotworowych, nasze wtasne do-
Swiadczenia wskazujg na to, ze procesowi wzrostu
nowotworu eksperymentalnego hepcitoma Morris
5123 towarzyszy znaczne podwyzszenie zawartos$ci
aktyny, z maksimum przypadajgcym na okres two-
rzenia pierwszych przerzutéw nowotworu do ptuc
[56, 57], Podwyzszony poziom aktyny filamentarnej
stwierdzono réwniez w komorkach mysiego chito-
niaka BW5147 o zwiekszonej inwazyjnosci [58],
Przypuszcza sie, ze wysoki poziom aktyny i wzrost
stopnia jej spolimeryzowania w komdérce nowotwo-
rowej jest niezbedny do ameboidalnego ruchu tych
komdrek itworzenia pseudopodiéw podczas inwazji
nowotworu do otaczajgcych tkanek w procesie meta-
stazy [60], Rodzi sie tez pytanie, czy zastosowanie
czynnikow regulujacych polimeryzacje aktyny w
charakterze lekow mogtoby stanowi¢ nowy kierunek
terapeutyczny w leczeniu nowotworéw [58].

1V-2. Zmiany ekspresji izoform aktyny w nowotwo-
rach

Wiele danych wskazuje na to, ze u podstaw reor-
ganizacji filamentéw aktynowych w komdrkach no-
wotworowych lezg zmiany w ekspresji poszczegdl-
nych izoform aktyny [35, 45, 61-68], Stwierdzono,
ze wzrost ekspresji aktyn cytoplazmatycznych towa-
rzyszy indukowanym chemicznie nowotworom sko-
ry, watroby, weztéw chtonnych oraz nerek [69], jak
rowniez ludzkim nowotworom piersi i skoéry [45],
Poszukuje sie zwigzku tych zmian ze wzrostem in-
wazyjnosci komdrek nowotworowych. Uzyskiwane
dane sg czesto niejednoznaczne. Limfocyty T synte-
tyzujg aktyne [3w znacznym nadmiarze w stosunku
do aktyny y, podczas gdy ich leukemicznc odpowied-
niki zawieraja obydwie formy w réwnych propor-
cjach [35], Dla kontrastu, komorki biataczki mielo-
blastyczncj MI zawierajg przede wszystkim izofor-
me p i dopiero po indukcji procesdw réznicowania
tych komdrek stwierdza sie wzrost zawartosci catko-
witej aktyny iwzmozong synteze aktyny y [33, 59], o
czym byta mowa w rozdziale Ill niniejszego arty-
kutu. Na szczeg6lng uwage zastugujg opublikowane
ostatnio wyniki badafA inwazyjnych i nieinwazyj-
nych komérek réznych nowotwordéw [70, 71], W ko-
moérkach inwazyjnych linii miesaka zawarto$é akty-
ny Pjest znacznie wieksza w poréwnaniu zjej zawar-
toscig w komdrkach nieinwazyjnych. Wzrostowi po-
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ziomu aktyny p towarzyszy réwniez zmiana jej roz-
mieszczenia w komorce i zageszczenie w szczyto-
wych partiach tworzacych sie pseudopodiow, tj. w
obszarach odznaczajgcych sie znaczng dynamika po-
limeryzacji aktyny (Ryc. 2) [70]. Inwazyjne komdrki
ludzkiego raka $linianek charakteryzuje natomiast
obnizony poziom aktyny y, towarzyszacy dezorgani-
zacji mikrofilamcntéw aktyny i wzrostowi zdolnosci
metastatycznych tych komoérek w poréwnaniu z ko-
morkami nieinwazyjnymi [71],

Zainteresowania wielu laboratoriéw dotycza eks-
presji aktyny z mie$ni gtadkich (aSMA) w réznych
nowotworach [45, 61-64, 68, 72], Wynikiem tego sa
czesto
wzmozonej syntezie tej izoaktyny w komérkach no-

sprzeczne dane o0 obnizonej, badz tez

wotworowych. Fibroblasty stransformowanc wiru-
sem miesaka Rousa, prezentujgce zmieniony, ,po-
rozrywany” uktad mikrofilamcntéw aktynowych,
cechuje obnizona synteza aSMA [68], Znany jest
jednak szereg przyktadéw, w ktérych wzmozonej
ekspresji aSMA towarzyszy zmiana fenotypu ko-
morki na nowotworowy. Taki stan obserwuje sie w
komorkach zrebu szyjki macicy [62], w ludzkich no-
wotworach skéry, piersi, ptuc i weztéw chtonnych
[39, 73] oraz w chemicznie indukowanym nowotwo-
rze watroby szczura [74], W tym ostatnim przypadku
[74] stwierdzono podwyzszong ekspresje tej izofor-
my jeszcze w stadium przednowotworowym, co
moze mie¢ znaczenie diagnostyczne we wczesnym
wykrywaniu tego schorzenia. Badania aSMA w he-
patokarcynogcnczic wykazaty wzmozong ekspresje
tej izoaktyny w otaczajacych nowotwdr komorkach
zrebu watroby [44, 61 ], uczestniczagcych w procesie
nekrozy guza oraz widknicnia tkanki watrobowej
[44], Zmniejszenie ekspresji aSMA w S$cianach na-
czyn krwiono$nych jajnika ludzkiego natomiast to-
warzyszy rozwojowi wytgcznie ztosliwej postaci no-
wotworu [63, 64],

Pomimo, iz opublikowane dane wskazuja badz na
wzrost, bagdZz na obnizenie syntezy aSMA w r6znego
typu nowotworach, obserwujemy ugruntowanie sie
pogladu, ze izoforma ta moze w przysztosci stanowic¢
uzyteczny marker w diagnostyce i monitorowaniu
choréb nowotworowych [39, 62, 73, 74], Podobny
poglad wyrazono ostatnio rowniez w stosunku do ak-
tyny y z mies$ni gtadkich (ySMA). Stwierdzono bo-
wiem brak ekspresji tego biatka w nowotworach mie-
$ni gtadkich [75].

Odrebny aspekt badan nad ekspresjg izoaktyn sta-
nowi obecno$¢ zmutowanych form aktyny w komor-
kach stransformowanych. Pierwsze informacje na
ten temat siegajg poczatkdw lat 80-tych. Stwierdzo-
no wéwczas obecno$¢ dodatkowej izoaktyny e w ko-
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i zmutowang aktyne

morkach miesaka 180 76]
P(Pm) w chemicznie stransformowanych ludzkich fi-
broblastach HUT-14 [35, 65, 66]. Aktyna pmwyste-
puje w nowotworowych fibroblastach w ilosciach
odpowiadajgcych poziomowi izoform [Liy w fibro-
blastach normalnych. Jej punkt izoclcktryczny jest
przesuniety w kierunku kwasnym, a masa czastecz-
kowa nieco wyzsza w poréwnaniu do wartosci wy-
znaczonych dla cytoplazmatycznej aktyny [3 Udo-
wodniono réwniez, ze powstanie tego biatka jest wy-
nikiem somatycznej mutacji wjednym z gendw akty-
nowych, wynikajgcej z zastgpienia reszty glicyny ar-
gining w pozycji 244 aminokwasu w tancuchu poli-
peptydowym. Wiadomo réwniez, ze podwyzszona
synteza tej izoformy, wywotana poprzez transfckcje
fibroblastéw genem aktyny (3m, powoduje zaktocenie
prawidtowego ,utkania” mikrofilamentéw, czemu
towarzyszy jednoczesny wzrost wtasciwosci meta-
statycznych transformowanych fibroblastéw.
Dziatanie genu kodujgcego zmutowang aktyne [3m
wydaje sie byé sprzezone z ekspresjg onkogendéw
myc iras [66].
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Ryc. 2. Lokalizacja eytoplazmatycznych
izoaktyn w epitelialnych komérkach
MDCK, stransformowanych MSY
(Moloney sarcomci virus) [70] (zmo-
dyfikowano). A, B
inwazyjne, C, D — inwazyjne; AC
— reakcja ze znakowanymi fluore-

komérki nie-

scencyjnie przeciwciatami rozpo-
znajacymi aktyne y; B, D — reakcja
ze znakowanymi fluorescencyjnie
przeciwciatami skierowanymi prze-
ciwko aktynie (L, obraz uzyskany w
mikroskopie konfokalnym.

Obecnos$¢ zmutowanej formy aktyny [3stwierdzo-
no réwniez w komoérkach mysiego czerniaka B 16
[67, 77, 78], Stosujac technike elektroforezy dwukie-
runkowej pokazano, ze biatko to wspotistnieje z izo-
termami [Biy. Analiza poréwnawcza cDNA mutanta
oraz cDNA aktyny [Bwykazata, ze w DNA mutanta
nuklcotyd kodujacy argininy zostat zastgpiony przez
nuklcotyd kodujacy izolcucyne w pozycji 28 po-
wstajgcego polipeptydu [78], Transfckcja genem
zmutowanej aktyny komorek czerniaka o wysokiej
inwazyjnosci — powoduje redukcje mozliwosci mc-
tastatycznych tych komérek [67].

IV-3. Izoformy aktyny w innych procesach chorobo-
wych

Zmieniong ekspresje izoform aktyny obserwuje
sie w komoérkach przyrannych w stanach niepra-
widtowego gojenia sie ran, prowadzgcych do przero-
stu blizn oraz w zwtoknieniu (jibrosis) w niektérych
narzadach, takich jak watroba czy ptuca [11. 43, 44,
46, 47, 79J. W trakcie prawidtowego zabliZzniania ran
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fibroblasty przeksztatcajg sie w miofibroblasty, cze-
mu towarzyszy ,,czasowa” ekspresja aktyny a, typo-
wej dla komdrek miesni gtadkich (c/SMA). Aktyna
uczestniczy w kurczeniu sie tkanki ziarninowej w
gojacej sie ranie. Utrzymanie ciggtej ekspresji tej
izoaktyny prowadzi do bliznowacenia ran lub innych
chorob, jak np. marsko$é watroby [1 1, 43, 46],
Poziom syntezy aSMA w fibroblastach jest kon-
sktadniki
zewnatrzkomorkowej (heparyna) oraz cytokiny (in-

trolowany przez niektore macierzy
terferon y i TGF[3] — ,,transformijig growth factor
[1,”). TGFPi stymuluje ekspresje aktyny a w miofi-
broblastach i umozliwia tym samym zabliznianie,
natomiast dziatanie interferonu y wywotuje efekt
przeciwny [80J Podawanie interferonu y pacjentom
cierpigcym na przerost blizn oraz chorobe Dupuytre-
na redukuje poziom a.SMA w komoérkach, a tym sa-
mym ogranicza obszar uszkodzenia [81],

Wydaje sie wiec, ze aSM A moze stuzy¢ jako mar-
ker nie tylko zmian nowotworowych, lecz ro6wniez w
schorzeniach zwiagzanych z procesem wtdknicnia, na
przyktad w chorobach watroby takich jak marskos¢,
chroniczne zapalenie, czy tez nowotwory watroby
[43-45], W zdrowej watrobie, komorki Ito uczest-
niczg w magazynowaniu witaminy A oraz w produk-
cji sktadowych macierzy zewngtrzkomorkowej. W
stanach patologicznych, przebiegajgcych z procesem
wioknicnia, komdrki te proliferujg, nabierajgc mor-
fologicznych cech miofibroblastéw, co jednoczes$nie
wigze sie ze wzrostem ilosci filamentow aktyny oraz
poziomu cxSMA w odpowiedzi na postepujacy pro-
ces zwitdknienia w watrobie [43, 44).

Wzrost ekspresji c/SMA obserwowano réwniez
podczas
srodmigzszowych pecherzykéw piucnych szczura

indukowanego blcomycyng witdknicnia
[79, 47 ] Analogiczna sytuacja moze mie¢ miejsce w
przypadku chronicznej, bakteryjnej infekcji ptuc i
podczas zatrucia wywotanego wdychaniem zwigz-
kow' toksycznych.

Ekspresja c/SMA ulega zmianie u pacjentow cier-
pigcych na chorobe Hirschprunga [48], polegajacej
na zaburzeniach pcrystaltyki jelit oraz niedroznosci
jelita grubego. Badania immunohistochcmicznc mie-
$ni gtadkich jelit pacjentéw nie wykazujg obecnosci
aSMA — jednego z najistotniejszych sktadnikéw
aparatu kurczliwego mieéni gtadkich.

Wzrost syntezy mRNA aktyny [Btowarzyszy do-
Swiadczalnemu uszkodzeniu lewej komory serca u
psow [82], ktdére powoduje jej przerost. Podwyzsze-
nie iloSci mMRNA nic jest jednak skorelowane z iden-
tycznym wzrostem poziomu izoformy f3 Wydaje sie,
ze pojawiajacy sie transkrypt nic ulega translacji,
albo tez jest on zmieniong formg aktyny (3 ktérej nic
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rozpoznano przy zastosowaniu standardowych prze-
ciwciat skierowanych przeciwko izoaktynie [3 Mo-
nitorowanie ekspresji genu aktyny [3 moze wiec
stuzyé za niespecyficzny marker uszkodzenia komor
serca [82],

Posttranslacyjna modyfikacja aktyny [3 pole-
gajaca na utworzeniu mostka dwusiarczkowego po-
miedzy Cys284a Cys™' 7' w tancuchu polipeptydowym
czasteczki, towarzyszy zmianie ksztattu erytrocytow
w anemii sierpowatej [49], Fakt ten, zdaniem auto-
row [49], moze w przysztos$ci wyznaczy¢ kierunek
leczenia anemii sierpowatej.

V. Podsumowanie

Oceniajagc wyniki badan, zmierzajgcych do ustale-
nia celowos$ci istnienia w komorce wiciu izoform ak-
tyny wydaje sie, ze odpowiedZ na to pytanie pozosta-
je nadal sprawg otwartg. Nie mniej jednak wiele da-
nych pochodzacych zréznych laboratoridw, wskazu-
je na zroznicowanie lokalizacji i funkcji aktyny w
komérce oraz zmiany ekspresji izoform aktyny w
roznych stanach patologicznych m.in. w chorobach
nowotworowych.

Jednymi z najbardziej interesujagcych sg doniesie-
nia o mozliwos$ci wykorzystania zmienionej ekspresji
izoformy aktyny a z mieé$ni gtadkich (c/SMA), jako
markera towarzyszgcego pojawianiu sie roznych cho-
réb. Wykazano, ze ekspresja tej izoformy ulega zmia-
nie w nowotworowych komérkach jajnika, szyjki ma-
cicy, skory, piersi, ptuc, weztdw chtonnych i watroby
oraz podczas widknicnia tkanek, prowadzgcego do
przerostu blizn, marskosci i przewlektego wirusowe-
go zapalenia watroby. Na szczegdlng uwage zastuguja
tez spostrzezenia, wskazujgce na wzrost ekspresji izo -
formy 3ijej peryferyjnej lokalizacji w szczytowych
partiach pseudopodiéw w inwazyjnych komdrkach
nowotworowych.

W sSwietle powyzszych informacji, z uwagi na
wielofunkcyjnos$¢ aktyny i jej znaczenie w zyciu ko-
morki, badania zmian iloSciowych i jakosSciowych
tego biatka w materiale patologicznym winny by¢
kontynuowane. Kluczowa rola aktyny w morfologii
komérki ijej zdolnosci do ruchu czyni je istotnymi
na drodze do zrozumienia molekularnego mechani-
zmu wielu chordb, aszczegdlnie procesu wzrostu no-
wotwordw, wczesnego ich wykrywania i zdolno$ci
do tworzenia przerzutow.
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Transport biatek i RNA pomiedzy jadrem komorkowym

a cytoplazmag

Transport of proteins and RNAs between the nucleus and

the cytoplasm

MACIEJ
ARTUR JARMOLOWSKI3

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Jadro komdrkowe. Pory jadrowe
I11. Import
I11-1. Sygnat lokalizacji jadrowej
111-2. Import biatek o klasycznym sygnale lokalizacji
jadrowej
I11-3.Import biatek nie posiadajgcych klasycznego sy-
gnatu lokalizacji jadrowej
111-3.1. Transportyna - receptor importu biatka
AlhnRNP
111-3.2. Receptory importu biatek rybosomowych
111-3.3. Biatka uczestniczgce w imporcie SnRNP
IV. Eksport
1V-1. Sygnat eksportu z jadra komérkowego do cytopla-
zmy
1V-1.1. Elementy czasteczek RN A wazne dla ich
transportu z jadra komoérkowego do cyto-
plazmy. Retencja jadrowa
1V-1.2. Biatka adaptorowe. Sygnaty eksportu z
jadra komérkowego do cytoplaziny
(NES)
1V-1.3. Receptory eksportu - eksportyny
V. Regulacja importu i eksportu
VI. Uwagi kohAcowe

Wykaz stosowanych skrétow: BSA — albumina surowicy
wotu (ang. bovine serum albumin); SNnRNA — jadrowy ni-
skoczgstcczkowy RNA; NLS — sygnat lokalizacji jadrowej
(ang. nuclear localization signal); NES — sygnat eksportu z
jadra komérkowego (ang. nuclear export signal); m7G —
7-metyloguanozyna; m227G — 2,2,7-trimetyloguanozyna; NPC
— porjadrowy (ang. nuclearpore complex); CBC — kompleks
biatek wigzacych sie do czapeczki (ang. cap binding complex);
NRS — sygnat retencji jadrowej (ang. nuclear retention signal);
RRE — element sekwencji RNA rozpoznawany przez biatko
Rev wirusa HIV (ang. Rev response element).

'Mgr., :dr hab., 'dr hab., Zaktad Ekspresji Genéw, Instytut Bio-
logii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, ul. Miedzychodzka 5, 60-371 Poznan
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Il. The nucleus. Nuclear pore complexes
1. Import
111-1.The nuclear localization signal
I11-2. Import of proteins with the classical nuclear locali-
zation signals
111-3. Import of proteins without classical nuclear locali-
zation signals
111-3.1. Transportin - the import receptor for
hnRNP Al
111-3.2. Import receptores for ribosomal proteins
111-3.3. Proteins that participate in import of
SNRNPs
IV. Export
1V-1. The nuclear export signal
1V-1.1. RNA elements important for transport of
RNA from the nucleus to the cytoplasm.
Nuclear retention
1V-1.2. Adaptor proteins. The nuclear export si-
gnals (NES)
IV7-1.3. Export receptors - the exportins
V. Regulation of import and export
V1. Concluding remarks

I. Wstep

Cechg charakterystyczng komorki eukariotycznej
jest obecno$¢ wyodrebnionego morfologicznie i
funkcjonalnie jadra komoérkowego. Rozdzielenie re-
plikacji i transkrypcji zachodzacych w jadrze, od
translacji przebiegajgcej w cytoplazmie, pozwolito
cukariontom na niedostepng organizmom prokario-
tycznym precyzje w kontroli ekspresji genéw isynte-
zy DNA. Z drugiej jednak strony, komorki eukario-
tyczne zmuszone zostaty do statej kontroli stezenia
czasteczek w obu przedziatach komdérkowych oraz
ciggtej wymiany czgsteczek miedzy nimi. Jony, me-
tabolity, a nawet mate polipeptydy transportowane sg
w obu kierunkach biernie, na drodze dyfuzji. Duze
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czasteczki i ich kompleksy przemieszczane sg ak-
tywnie — proces ten wymaga energii.

Do jagdra komoérkowego wedrujg przede wszyst-
kim zsyntetyzowane w cytoplazmie biatka wazne dla
prawidtowej struktury i funkcji jadra. Gtowna grupa
czagsteczek, ktore muszg zosta¢ przeniesione z jadra
komorkowego do cytoplazmy sg natomiast kwasy ry-
bonukleinowe (RNA). Ten prosty schemat transportu
jadrowo-cytoplazmatycznego, tzn. biatka jgdrowe
wedrujagce do jadra komorkowego i czasteczki RNA
przemieszczajgce sie do cytoplazmy, jest w rzeczy-
wistosci duzo bardziej skomplikowany. Wiemy
obecnie, ze niektdére bhiatka sg w pewnych sytuacjach
eksportowane z jadra komérkowego do cytoplazmy.
Opisano
czajacych sie stale miedzy cytoplazmg ijagdrem. Z ra-
cji ich ciggtej wedrowki nazywamy je biatkami wa-
(ang. shuttle). Z kolei niektéore RNA

transportowane sgw komorce z cytoplazmy do jadra.

rowniez grupe polipeptydéw przemiesz-

hadtowymi

Przyktadem takich wtasnie czgsteczek sg niektdre ni-
skoczasteczkowc,
(snRNA),
czasowo przebywajg na terenie cytoplazmy. Chociaz

bogate w urydyne jadrowe RNA
ktore w trakcie swojej biogenczy tylko

tuz po transkrypcji wedrujg one zjagdra komorkowe-
go do cytoplazmy, to jednak powracajg do jadra,
gdzie petnig przypisane im funkcje.

Transport biatek i rybonuklcoprotcin (RNP) przez
pory jadrowe jest procesem selektywnym — sposrod
wielu czgsteczek muszg zostaé wybrane tylko te, kto-
re majag byé przeniesione na druga strone otoczki
jadrowej.
da¢ na swojej powierzchni sygnaty precyzyjnie roz-

e /\?
\_/
y W v

Transportowane czasteczki muszg posia-

poznawane przez maszynerie transportujacg. Sy-
gnaty takie nic tylko wyznaczaja, ktére z czagsteczek
majg zosta¢ przeniesione na druga strone otoczki
jadrowej, ale rowniez informuja o kierunku transpor-
tu

Biatka, ktére sg transportowane z cytoplazmy do
jadra komoérkowego posiadajg sygnat
jadrowej, w skrocie okreslany jako NLS (ang. nucle-
ar localization signal). Z kolei biatka, ktore sg eks-

portowane z jadra do cytoplazmy posiadajg sygnat

lokalizacji

eksportu NES (ang. nuclear export signal). Zaréwno
import jak ieksport polipeptydéw zalezy od specjal-
Zaktada
sie, ze mechanizm importu i eksportu jest podobny.
Receptory
rozpoznajg biatka posiadajgce
jadrowej.
przemieszcza sie przez por otoczki jadrowej, dociera

nych biatek, ktére nazywamy receptorami.

importu znajdujace sie w cytoplazmie
sygnat lokalizacji
Utworzony kompleks substrat-receptor
do nukleoplazmy, gdzie receptor oddysocjowuje od
substratu. Substrat pozostaje w jadrze komérkowym,
a uwolniony receptor powraca do cytozolu po nowy
tadunek. Receptory eksportu z kolei tgczg sie z sub-
stratem w jagdrze komdrkowym. Razem z substratem
docierajg do cytoplazmy. Po wykonaniu zadania re-
ceptor eksportu wraca do jadra komdérkowego pozo-
Po-
niewaz zarowno receptory eksportu jak i importu po-
ruszaja sie ciggle miedzy cytoplazmg i jadrem,
przedstawiony model nazywa sie czasem modelem
wahadtowych receptoréw [1, 2] (Ryc.l).

W transporcie czgsteczek przez otoczke jagdrowg
moga bra¢ udziat takze inne czynniki biatkowe, ktore

stawiajgc w cytoplazmie przeniesiony substrat.

NED

o~

(S
N,

N A A
B <
S
“”‘ | | T
b < Jadro =
7N B
<= | = <~ | - S o
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Ryc. 1L Model ,wahadtowych receptoréw”. R - receptor, S - substrat, NLS - sygnat lokalizacji jadrowej, NES - sygnat eksportu zjadra komérkowego

do cytoplazmy, NPC - porjadrowy [2],
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przytaczajgc sie do substratu umozliwiajg jego roz-
poznanie przez odpowiedni receptor. Biatka takie
nazywamy adaptorami lub biatkami adaptorowymi.
Receptor rozpoznaje w takim przypadku sygnat loka-
lizacji subkomérkowej znajdujacy sie na czasteczce
adaptora. Polipeptydy tego typu odgrywajg olbrzy-
mig role w eksporcie RNA.

I1. Jadro komoérkowe. Pory jadrowe

Jadro komdérkowe otoczone jest otoczka jadrowa
sktadajgcg sie z dwdch bton rozdzielonych przestrze-
nig okotojadrowag (perynuklearng).
otoczka pozostaje w ciggtosci z szorstkim retikulum

Zewnetrzna

endoplazmatycznym (ER) [3], a przestrzen perynu-
klearna w ciggtosci ze sSwiattem ER. Wymiana
czgsteczek miedzy nukleoplazmg a cytozolem odby-
wa sie w $ciSle okreslonych miejscach otoczki jadro-
wej za posSrednictwem tkwigcych w niej struktur
zwanych porami jagdrowymi (NPC) [4]. Por jadrowy
jest olbrzymig strukturg o masie okoto 125 MDa [5],
Jest zatem okoto 30 razy wiekszy od rybosomu. Za-
sadniczym elementem NPC jest cylindryczna czesé
podstawowa tkwigca w otoczce jadrowej. Od strony
cytoplazmatycznej do cze$ci podstawowej przylega
pierscien cytoplazmatyczny, a od strony nukleopla-
zmy pierscien jagdrowy. Od pierScienia cytoplazma-
tycznego odchodzi 8 struktur fibrylarnych zwanych
wiokienkami. Do pierscieniajgdrowego przytagczona
jest struktura morfologicznie przypominajgca kosz
(ang. basket) [6-10]. Wystepujacy w czesci podsta-
wowej kanat o $rednicy okoto 9 nm pozwala na swo-
bodng dyfuzje jonow, metabolitdw oraz matych
biatek 40-60 kDa). Wieksze
czgsteczki muszg by¢ transportowane aktywnie, do

(mniejszych niz

ich transportu wymagana jest energia [11]. Biatka
budujgce NPC nazywamy og6lnie nukleoporynami.
W skiad pojedynczego kompleksu porowego wcho-
dzi okoto 50-100 réznych peptydéw. Wiekszos$¢ z
nich powtdrzona jest w kazdym kompleksie wielo-
krotnie (8 lub 16 razy) dajac w sumie okoto 1000
peptydéw budujacych jeden NPC [12-14], Wiele nu-
kleoporyn posiada charakterystyczne motywy ami-
nokwasowe: wielokrotnie powtdrzong sekwencje
FXFG (np. Nupt53p, p62) [15, 16] lub GLFG (np.
Nup98p) [17], Z badan przeprowadzonych in vitro, a
takze wstepnych badan in vivo wynika, ze motywy te
odpowiedzialne sg za oddziatywanie z czynnikami
kierujgcymi transportem czasteczek. Nuklcoporyny
posiadajg réwniez sekwencje aminokwasowc, ktore
pozwalaja im oddziatywaé¢ ze sobg umozliwiajgc po-
wstanie skomplikowanego kompleksu porowego. Sg
to przede wszystkim sekwencje warunkujace po-
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wstanie a-helis zdolnych do tworzenia struktur typu
»coiled-coiT) czy motywow tzw. zamka lcucynowc-
go. W pewnych nukleoporynach znaleziono réwniez
motywy palcow cynkowych, a takze inne domeny
charakterystyczne dla biatek wigzacych RNA [14],

I11. Import
I11-1. Sygnaty lokalizacji jadrowej

Klasycznym sygnatem lokalizacji jadrowej biatek
(NLS) jest sekwencja kilku zasadowych aminokwa-

wyste-
pujacy w duzym antygenie T wirusa SV 40, to prosta

sow. Najlepiej scharakteryzowany NLS,
sekwencja siedmiu aminokwaséw: PKKKRKYV [18],
Sygnaty tego typu czesto znajdujemy w biatkach
jadrowych. Podobny w charakterze NLS (reszty ami-
nokwasow zasadowych) zostat zlokalizowany w nu-
kleoplazminie [19], Sygnat lokalizacji jadrowej nu-
kleoplazminy jest jednak dwuclementowy — skiada
sie z dwoch zasadowych motywow rozdzielonych
kilkoma resztami aminokwasowymi. Poniewaz w
wielu biatkach jadrowych znaleziono przypomi-
najagce NLS motywy aminokwasowc, sadzono, ze
biatka korzystajg tylko z jednego szlaku wprowa-
dzajacego je do jadra komoérkowego. Szybko jednak
okazato sie, ze jest to zatozenie btedne. Oprocz kla-
sycznego, tzw. zasadowego sygnatu importu, istniejg
jeszcze inne sekwencje aminokwasowc Kkierujgce
biatka z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Jednym
z lepiej scharakteryzowanych sygnatéw NLS o
zupetnie innej strukturze jest tzw. domena M9 wyste-
pujgca w biatku hnRNP Al [20, 21], Biatko Al jest
jednym z biatek komplekséw rybonuklcoprotcino-
wych zawierajagcych mRNA (tzw. ImMRNP). Domena
M9 nic przypomina klasycznego NLS z SV 40, jest
znacznie dtuzsza (38 aminokwasow) [22, 23], zawie-
ra sporo reszt glicynowych oraz aminokwaséw aro-
matycznych. Biatko hnRNP Al jest biatkiem wa-
hadtowym, przemieszczajgcym sie ciggle miedzy cy-
toplazma ijadrem. Ciekawe, ze domena M9 jest nie
tylko sygnatem importu Al do jadra, ale rowniez
umozliwia eksport tego biatka do cytoplazmy.
Odmienny sygnat importu opisano w przypadku
innego biatka kompleksu IMRNP — biatka K. Biatko
to ma dwie sekwencje lokalizacji jadrowej: klasycz-
ny NLS oraz tzw. KNS, element strukturalnie nic
zwigzany z zadnym innym sygnatem importu [24],
KNS podobnie jak domena M9 hnRNP Al odpowie-
dzialny jest nie tylko za import, ale rowniez za eks-
port hnRNP K zjgdra komérkowego do cytoplazmy.
Bardzo ciekawym, i nic do kofAca wyjasnionym,
zagadnieniem jest import biatek rybosomowych do
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nukleoplazmy idalej dojgderka — miejsca sktadania
podjednostek rybosomdw. Nie wiemy czy biatka ry-
bosomowe transportowane sg do jagdra kazde osobno,
czy tez tworzg w cytoplazmie kompleksy i dopiero w
takiej formie forsujg otoczke jadrowg. Badania Kkilku
ludzkich idrozdzowych biatek rybosomowych ujaw-
nity, ze niektore z nich posiadajg kilka niezaleznych
sygnatéw lokalizacji jadrowej. Po utworzeniu pod-
jednostek rybosomdéw sygnaty te muszg by¢ w jakis
sposob maskowane, w przeciwnym razie podjednost-
ki bjtyby ponownie importowane z cytoplazmy, a
przeciez majg tam pozosta¢ i, utworzywszy aktywne
rybosomy, uczestniczy¢ w translacji. Najlepiej scha-
rakteryzowane sygnaty importu biatek rybosomo-
wych sktadaja sie z lub zawierajg krotkie zasadowe
peptydy, ktoére cho¢ przypominajg na pierwszy rzut
oka klasyczny NLS, wykorzystujg inny, specyficzny
dla nich szlak importu [25-30],

Warto réwniez w tym miejscu wspomnie¢ o im-
porcie sSNnRNP. Uczestniczace w wycinaniu intronéw
jadrowe niskoczasteczkowe RNA (snRNA UI, U2,

gen U snRNA
Pol Il

Sm

-

Jadro komodrkowe

—

U4, U5) transkrybowane przez polinaeraze H RNA,
eksportowane sg po transkrypcji zjadra komérkowe-
go do cytoplazmy [31], Tak jak wszystkie inne tran-
skrypty polinaerazy Il RNA, snRNA maja na swoim
koncu czapeczke (ang. cap). Czapeczka to zmetylo-
wana w pozycji 7 guanozyna potgczona z pierwszym
RNA
mostkiem 5°-5” trifosforanowym. W cytoplazmie

transkrybowanym nuklcotydem czgsteczki
snRNA rozpoznawane sa przez grupe biatek zwa-
nych biatkami Sm [32], Biatka Sm rozpoznajg cha-
rakterystyczng sekwencje RNA (PuA(U)nGPu) [33,
34], okre$lang czesto jako miejsce wigzania Sm. Po
utworzeniu kompleksu z biatkami Sm dochodzi w
cytoplazmie do hipermetylacji struktury czapeczki
na 5’ kofAcu czasteczek snRNA — wigczona kotran-
skrypcyjnie monomctyloguanozyna (m7G) otrzymu-
je dwie dodatkowe grupy metylowe tworzac trimety-
loguanozyne (m2,27G) [35], Tak zmodyfikowany ni-
skoczgsteczkowy RNA wraz z od-
dziatujgcymi z nim biatkami wraca do jadra komor-
kowego (Ryc.2).

jadrowy

3mG

Cytoplazma

Ryc. 2.Jadrowo-cytoplazmatyczny transport U snRNA transkrybowanych przez polimeraze Il RNA. Nowo powstate sSnRNA sgeksportowane z jadra

komérkowego do cytoplazmy. W cytoplazmie snRNA rozpoznawane sa przez grupe biatek zwanych biatkami Sm. Zmodyfikowany kotran-

skrypcyjnie koniec 5> snRNA (m7G) zostaje w cytoplazmie dodatkowo zmetylowany tworzac 3mG (m:: 7G). Kompleks snRNP ztozony z

snRNA posiadajgcego trimetyloguanozyne na koicu 5°, biatek Sm oraz dodatkowych peptydéw, powTaca do jadra komdrkowego. Niektére

biatka wchodzace w sktad dojrzatego snRNP transportowane sg z cytoplazmy do jadra komérkowego samodzielnie i dopiero na terenie jadra

przytaczaja sie do snRNP.
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Sygnat snRNP (kompleks snRNA i
biatek) jest dwuczesciowy, sktada sie z jeszcze nic
znajdu-

importu
najlepiej motywu
jacego sie w kompleksie biatek Sm [31, 36] oraz ze
specyficznej, charakterystycznej tylko dla matych
jadrowych RNA czapeczki — trimetyloguanozyny
(m227G) [37-41],

scharakteryzowanego

I11-2. Import biatek o klasycznym sygnale lokaliza-

cji jadrowej

Zgodnie z teorig wahadtowego receptora, biatka
posiadajgce sygnat lokalizacji jadrowej rozpoznawa-
ne sg w cytoplazmie przez receptor i razem z nim
przemieszczane sg na drugg strone otoczki jagdrowej.
Przetomem w poznaniu mechanizmow importu byto
opracowanie systemu in vitro [42-44], ktory dosta-
tecznie dobrze imitowat import zachodzacy w zywej
W systemie tym obserwuje sie import
(jadrowg akumulacje) fluorescencyjnie wyznakowa-
nego substratu przez komorki tagodnie potraktowane
dygitoning. Podczas przygotowania komoérek docho-
dzi do perforacji btony cytoplazmatycznej i usunie-
Aktywny

komérce.

cia rozpuszczalnych sktadnikow komorki.
transport zalezy od dodania do uktadu frakcji cytozo-
lowcj [44], Uktad taki pozwolit na oczyszczenie, a
nastepnie molekularng charakterystyke czynnikdéw
niezbednych w procesie importu biatek do jagdra ko-
moérkowego. Stosujac jako substrat BSA z kowalen-
cyjnie przytaczonymi peptydami zawierajgcymi sy-

gnaty NLS, scharakteryzowano cztery takie czynni-
ki: importyne a (zwang rowniez karioferyng a), im-
portyne p (karioferyna P), ktore jako heterodimer
tworzg wtasciwy receptor sekwencji NLS [45, 46],
oraz dwa inne biatka: matg GTPaze Ran/TC4 [47-49]
i NTF 2 (pp 15 lub plO) [50, 51].

W cytoplazmie biatka posiadajace klasyczny, za-
sadowy NLS rozpoznawane sg przez heterodimer im-
portyn a i P [52, 53], Za wigzanie NLS odpowie-
dzialnajest importyna a. To najej powierzchni znaj-
rozpoznajacy sygnat lokalizacji

duje sie motyw

jadrowej. Na swoim koncu aminowym importyna a
posiada miejsce wigzania importyny p, tzw. domene
IBB (ang. importin p binding) [54, 55]. Importyna p
odpowiedzialna jest za cumowanie kompleksu re-
ceptor-substrat (a/p/NLS) do cytoplazmatycznych
wiokienck poréw jadrowych [56], Etap ten nie wy-
maga energii. Drugi etap importu to translokacja
kompleksu przez kanat NPC. Translokacja jest pro-
cesem zaleznym od energii, wymaga hydrolizy GTP
przez Ran. W procesie translokacji bierze réowniez
udziat biatko NTF 2. Translokacja konczy sie na
pier§cieniu wewnetrznym NPC. Dochodzi tutaj do
rozdziatu a/p/NLS. Substrat zostaje
uwolniony do nuklcoplazmy, a podjednostki recepto-

ra: importyna a i importyna p, niezaleznie od siebie

kompleksu

wracajg do cytoplazmy [57],

Mechanizm importu biatek o klasycznym, zasado-
wym sygnale lokalizacji jadrowej przedstawia sche-
matycznie Ryc. 3a.

A. B.
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Ryc. 3. Import biatek posiadajacych klasyczny NLS (a) i import biatka Al kompleksu hnRNP (b). W imporcie peptydéw posiadajacych klasyczny
NLS biorg udziat importyny a i (3 Receptorem importu Al jest transportyna (T). Zaréwno w jednym jak iw drugim przypadku, w jadrze ko-
moérkowym dochodzi do oddysocjowania substratu (S i Al) od receptora (a/p i T) w wyniku wigzania si¢ GTPazy Ran do receptora. Wysokie
stezenie Ran w formie RanGTP w jadrze utrzymywane jest dzieki dziataniu biatka GEF/RCC1, ktére jest zasocjowane z chromatyna [2],
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W jaki spos6b przemieszczajacy sie w NPC kom-
pleks orientuje sie czy znajduje sie w czeSci cytopla-
zmatycznej, czy tez jest juz w jadrze komérkowym?
Kluczowg role odgrywa tu GTPaza Ran. Ran wyste-
puje w komorkach w duzej ilosci, ichociaz wykrywa
sie jag gtdwnie w jadrze, przyjmuje sie, ze kursuje
miedzy cytoplazmg ijadrem komérkowym. Tak jak
wiekszo$¢ regulacyjnych GTPaz, jej aktywnos$¢
GTPazowa jest niska. Aktywnos$¢ ta wzrasta maksy-
malnie tylko wtedy, gdy Ran wigze sie z dwoma
biatkami: RanGAPI (u drozdzy Rnalp) i RanBP#/
Yrblp. Po hydrolizie GTP, Ran wymaga réwniez
udziatu czynnika, aby wymieni¢ GDP na GTP. Czyn-
nikiem tym jest GEF (ang. guanine exchange factor)
zwany rowniez RCCt (u drozdzy Prp20p). Zasadni-
cze znaczenie dla funkcji Ran ma rozmieszczenie
biatek, ktore z ta GTPaza oddziatujg. Oba biatka sty-
mulujgce aktywno$¢ GTPazowa Ran znajdujg sie w
cytoplazmie [57, 58], natomiast GEF/RCC1 wyste-
puje gtownie w jadrze komérkowym [59], Wpiywa
to oczywiscie na GTPaze Ran: w jadrze komorko-
wym wiekszo$é Ran znajduje sie w formie Ran-GTP,
w cytoplazmie natomiast w formie Ran-GDP. Ran
zwigzany z GTP wigze sie z importyng powodujac
jej dysocjacje z kompleksu a/[3/NLS i uwolnienie
substratu. Proces ten zachodzi w jadrze komorko-
wym [60] (Ryc. 4).

GTP

/Ran\

I11-3. Import biatek nie posiadajgcych klasycznego
sygnatu lokalizacji jadrowej

I11-3.1. Transportyna — receptor importu biatka Al
hnRNP

Jak juz wspomniano wczes$niej, cze$¢ biatek
jadrowych wykorzystuje inne niz klasyczny NLS sy-
gnaty importu do jadra komdrkowego. Domena M9
biatka Al hnRNP rozpoznawana jest w cytoplazmie
bezposrednio przez inny receptor importu - transpor-
tyne [22, 23]. W transporcie Al nie biorg udziatu ani
importyna a, ani importyng [3 ale oczywiscie nie-
zbedna jest GTPaza Ran. Transportyna wigze sie
rowniez do niektorych innych biatek kompleksu
hnRNP, chociaz nie majag one typowej domeny M9.
Ryc. 3b przedstawia schemat importu biatka AL
Funkcjonalnie podobng, ale strukturalnie zupetnie
inng domene posiada biatko K, tzw. KNS. Nic znamy
jeszcze receptora, ktory odpowiedzialny jest za
transport biatka K z cytoplazmy do jadra komorko-
wego.

111-3.2. Receptory importu biatek rybosomowych

Juz pierwsze obserwacje importu biatek ryboso-
mowych u drozdzy sugerowaty, ze biatka te korzy-
stajg ze specyficznego szlaku, odrebnego od drdg

GDP ~
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Ryc. 4. Subkomérkowa lokalizacja dwéch form GTPazy Ran w zalezno$ci od zwigzanego nuklcotydu guaninowego. W cytoplazmie wiekszo$¢ Ran
znajduje si¢ w postaci Ran-GDP. Wjadrze natomiast Ran zwigzany jest gtdwnie z GTP. W obu przedziatach komérkowych stan w jakim znaj-
duje sie Ran reguluja specyficzne biatka. W cytozolu aktywno$¢ GTPazowg Ran stymulujg cytoplazmatyczne GAP/Rnal oraz RanBPI, stad
wysokie stezenie formy Ran-GDP. W jadrze, zasocjowany z chromatyng GEF/RCC1 powoduje z kolei wymiange GDP na GTP, co w konse-

kwencji prowadzi do duzego stezenia Ran-GTP. Stan w jakim znajduje sie GTPaza Ran jest dla kompleksu receptor/substrat sygnatem infor-
mujacym o aktualnym potozeniu w komérce (cytozol versus nukleoplazma) [2].
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wykorzystywanych przez pozostate biatka jgdrowe.
W komoérkach drozdzy z mutacjg w genie kodujgcym
nukleoporyne Nspip [61] uniemozliwiajacg import
biatek o klasycznym sygnale NLS, import polipepty-
dow posiadajacych sygnat pochodzacy z jednego z
biatek rybosomowych (L25) przebiegat normalnie.
Udato sie zidentyfikowa¢ drozdzowe biatka zaanga-
zowane w import biatka rybosomowego L25. Jed-
nym z tych biatek jest Kapl23p. Poniewaz uszkodze-
nie genu Kapl23p w komdérkach drozdzy nie jest le-
talne, poszukiwano innego polipeptydu, ktory jest
receptorem importu dla biatek rybosomowych w
przypadku braku Kapl23p. Okazato sie, ze biatkiem
tym jest Pselp, ktore w zastepstwie Kapl23p rozpo-
znaje sygnat lokalizacji jadrowej L25, taczy sie z nim
i bierze udziat w jego transporcie do jadra komorko-
wego. W przeciwienstwie do genu Kapl23p, delecja
genu Pselp jest dla drozdzy letalna [62, 63], Odpo-
wiednikiem Pselp w komorkach ludzkich jest Ran-
BP5 (ang. Ran bindingprotein 5), ale jego roli w im-
porcie biatek rybosomowych jeszcze nie potwier-
dzono [64], Oba biatka, ktore uwaza sie za receptory
importu biatek rybosomowych (Kapl23p i Pselp),
naleza do rodziny biatek wykazujgcych podobien-
stwo do importyny p.

Nasza wiedza o imporcie biatek rybosomowych
jest nadal szczagtkowa. Nadal nie potrafimy odpowie-
dzie¢ na zasadnicze pytania: czy wszystkie biatka ry-
bosoméw korzystajg z tych samych receptoréw oraz
w jaki sposob sg one transportowane do jadra - poje-
dynczo czy w postaci komplekséw.

111-3.3. Biatka uczestniczace w imporcie snRNP

Jak juz wspomniano przy omawianiu sygnatéw
importu czasteczek do jadra komdrkowego, sygnat
umozliwiajgcy powrot snRNP z cytoplazmy dojadra
jest dwucztonowy: sktada sie ze specyficznie zmo-
dyfikowanej czapeczki — trimctyloguanozyny oraz
z jakiego$ blizej nie scharakteryzowanego elementu
w kompleksie biatek Sm [39,40], O ile biatka Sm sg
niezbedne przy imporcie wszystkich badanych snR-
NA, ito zardwno w oocytach Xenopus laevis, jak iw
komoérkach Hela, to wptyw trimetylowanej czapecz-
ki zalezy od rodzaju snRNA i komédrek uzytych do
badan. W oocytach trimctylowana czapeczka na kon-
cu 5’ czasteczki RNA niezbedna jest przy imporcie
Ul, stymuluje jedynie import U4, aw przypadku U5
jego rola jest jeszcze mniejsza. W komorkach Hela
we wszystkich analizowanych przypadkach czapecz-
ka wptywata jedynie na kinetyke importu, a import
zalezat bezwzglednie od biatek Sm [65],
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Import kompleksow snRNP odbywa sie innym
szlakiem niz import biatek posiadajgcych klasyczny
NLS. Wydaje sie, ze w imporcie nie uczestniczy im-
portyna a, ale bierze w nim udziat importyna p. Nie-
dawno udato sie wyizolowaé¢ z komoérek HelLa biatko
adaptorowe, ktdre uczestniczy w imporcie Ul i U5.
Snurportyna 1, bo tak nazwano to biatko, rozpoznaje
trimetylowang czapeczke na 5’ kofAcu snRNA. Jest to
polipeptyd wykazujacy pewne podobienstwo do im-
portyny a, podobnie jak ona posiada w swojej czesci
N-koncowcj tzw. domene IBB, niezbedng dla wigza-
nia importyny p. Wydaje sie, ze snurportyna nie od-
dziatuje bezposrednio z zadnym z biatek Sm, a po-
niewaz biatka Sm odgrywajg zasadniczg role w im-
porcie SnRNP poszukuje sie obecnie innego polipep-
tydu uczestniczacego w tym procesie [66].

IV. Eksport

Chociaz podstawowg grupg czasteczek transpor-
towanych z jadra komdérkowego do cytoplazmy sg
RNA, to omawiajgc eksport RNA wtasciwie zajmu-
jemy sie eksportem biatek. Czasteczki RNA nie s3
transportowane do cytoplazmy w postaci nagich
taricuchéw rybonukleinowych, ale jako kompleksy
RNA-biatka. Wérod oddziatujagcych z czasteczkami
RNA biatek sa polipeptydy adaptorowe, ktdre posia-
dajg na swojej powierzchni sygnaty eksportu NES.
To wtasnie biatka adaptorowe rozpoznawane s3
przez odpowiednie receptory przenoszgce komplek-
sy rybonukleoproteinowc z jagdra komdrkowego do
cytoplazmy (Ryc. 5). Trudno w to uwierzy¢, ale
biatka zdolne do opuszczania jadra komérkowego
znane sg od dawna. Prawic 40 lat temu, Goldstein do-
niost [67], ze polipeptydy moga, w pewnych sytu-
acjach, opuszczaé jadro komérkowe iby¢ transporto-
wane do cytoplazmy, a potem powraca¢ do jadra. Za-
obserwowano, zejezeli jadro komorki ameby zawie-
rajagce znakowane radioaktywnie biatka przeniesiono
do innej ameby, to radioaktywne biatka po pewnym
czasie wykrywano w obu jadrach. Ten prosty ekspe-
ryment sugerowat istnienie biatek, ktére poruszaja
sie pomiedzy jadrem a cytoplazmag.

Oczywiscie receptor moze réwniez w pewnych
przypadkach rozpoznawa¢ bezposrednio sekwencje
lub strukture czgsteczki RNA. Wiemy juz, ze takjest
w przypadku eksportu czgsteczek tRNA.

Eksport biatek i RNA zjadra komorkowego bada-
my obecnie dwiema metodami: jedng z nich jest
wstrzykiwanie badanych czgsteczek do oocytéw Xe-
nopus laevis oraz do komorek somatycznych (np.
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HclLa), drugg tzw. metoda heterokarionow, czyli fu-
zji komorek pochodzacych z dwéch réznych organi-
zmow. Istotnych informacji dostarczajg badania nad
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nic lata przyniosty szereg waznych obserwacji icha-
rakterystyke pierwszych receptoréw eksportu, ktére
og6lnie nazwano eksportynami.
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Ryc. 5. Etapy eksportu RNA. Czasteczki RNA sa eksportowane jako duze kompleksy RNP. Ws$réd biatek oddziatujacych z RNA znajdujg sie biatka
adaptorowe (A) posiadajace sygnaty eksportu (NES), oraz peptydy warunkujace retencjejadrowa (NR). Biatka adaptorowe rozpoznawane sgw
jadrze komérkowym przez receptory (R). Rozpoznanie adaptora przez biatko receptorowe mozliwe jest w obecno$ci GTPazy Ran zwigzanej z
GTP (RanGTP). Wysokie stezenie RanGTP w jadrze komoérkowym utrzymywane jest dzieki biatku GEF/RCCL1 Peptydy warunkujace retencje
jadrowa musza zosta¢ usuniete z RNP przed opuszczeniem jagdra komdérkowego. Po stronie cytoplazmatycznej receptor odtgcza sie od substratu
pod wptywem dwdéch biatek cytoplazmatycznych (GAP/Rna 1i RanBP 1). ktére stymulujg hydrolize GTP do GDP i przejScie GTPazy Ran ze

stanu RanGTP do stanu Ran GDP [2],

transportem biatek i RNA z jadra komérkowego do
cytoplazmy w komorkach drozdzy.

1V-1. Sygnatly eksportu zjgdra komdrkowego do cy-
toplazmy

W przeciwienstwie do substratow importu, ktoére
sg stosunkowo proste i mate, substraty eksportu sg
czesto duze i ztozone. Z jadra komdérkowego muszg
zosta¢ wyeksportowane wielkie kompleksy RNA i
biatek, takie jak podjednostki rybosomoéw czy tez
IMRNP. W poréwnaniu z naszg wiedzg na temat im-
portu czasteczek z cytoplazmy do jadra komorkowe-
go, dane dotyczace eksportu sg fragmentaryczne.
Wynika to gtéwnie z braku odpowiedniego systemu
in vitro pozwalajgcego na tatwg identyfikacje i cha-
rakterystyke biatek uczestniczacych w transporcie z
jadra komdrkowego do cytoplazmy. Mimo to, ostat-
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IV-1.1. Elementy czgsteczek RNA wazne dla ich trans-
portu z jadra komérkowego do cytoplazmy. Re-
tencja jadrowa

Badania eksportu RNA wykazaty, ze jest to proces
zalezny od energii i mozliwy do wysyccma nadmia-
rem substratu [68-71]. Ta druga obserwacja sugero-
wata istnienie czynnika limitujgcego transport RNA
zjagdra komdrkowego do cytoplazmy. Co wiecej, wy-
kazano, ze czynnik ten jest inny dla réznych rodza-
jow RNA: tRNA, snRNA, mRNA i 55 rRNA [71],
Nalezy pamigtaé, ze czynniki te nic muszg by¢ recep-
torami eksportu per sc, ale moga by¢ rowniez
czasteczkami adaptorowymi, ktére taczg wihasciwy
receptor z odpowiednim rodzajem RNA.

Przed omoéwieniem biatek biorgcych udziat w eks-
porcie czasteczek RNA, zostang krotko oméwione
elementy strukturalne zwigzane z eksportem po-
szczegolnych klas RNA. Sekwencje te sg najczesciej
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miejscami wigzania odpowiednich biatek adaptoro-
wych.

W przypadku snRNA mamy do czynienia z bar-
dzo prostym elementem
biatka adaptorowe. Eksport snRNA zalezy od obec-
nosci 7-metyloguanozyny na 5’ koncu czasteczki
[71].

Na eksport mRNA wptywa wiele r6znych elemen-

rozpoznawanym przez

tow, trudno tutaj wskaza¢ jedng sekwencje warun-
kujgcag transport. State elementy eukariotycznych
MRNA np. czapeczka i sekwencja poli(A), pomimo
ze majg wptyw na kinetyke eksportu, nie sg absolut-
nie niezbedne [71]. Wiadomo, Ze np. histonowe
MRNA nie majg sekwencji poli(A), a sg przeciez
sprawnie przenoszone do cytoplazmy. Na eksport
MRNA wptyw ma sekwencja samego mRNA. Oczy-
wiécie, zuwagi na olbrzymie zr6znicowanie sekwen-
cyjne czasteczek mRNA, nie mozna tutaj oczekiwacé
prostych motywow eksportu, nalezy jednak zwrdcic¢
uwage, ze wszystkie mMRNA rozpoznawane sg przez
biatka kompleksu hnRNP, i w tej postaci transporto-
wane do cytoplazmy. Dla r6znych mRNA sktad kom-
pleksu hnRNP moze by¢ iloSciowo i jako$ciowo
inny. Trzeba wiec chyba z gdry zatozy¢, ze w ekspor-
cie mMRNA bedzie Kkilka biatek
wigzacych sie do RNA, ale nie do $cisle okreslonych

uczestniczyé

motywow nukleotydowych.

Warto rowniez zwro6ci¢ uwage na fakt, ze niektore
czasteczki RNA sa wjadrze komorkowym aktywnie
zatrzymywane (ang. nuclear retention). Dotyczy to
szczegblnie czasteczek, ktére zwykle nie opuszczaja
jadra komorkowego np. U6 snRNA. Nalezy jednak
pamietac, ze ite czgsteczki w specyficznych warun-
kach podziatu mitotyczncgo, tzn. po zaniku btony
jadrowej, pojawiajg sie czasowo w cytozolu. Wiemy,
ze po odtworzeniu btony jadrowej czasteczki U6 po-
trafig wroci¢ z cytoplazmy do nukleoplazmy. W
okresie miedzy podziatami mitotycznymi U6 nigdy
nie opuszczajadra [72], Retencja czgsteczek RNA w
jadrze komdrkowym stanowi niezwykle wazny me-
chanizm kontroli stopnia przygotowania substratu
do eksportu [73], Pre-mRNA zawierajgce introny
najpierw muszg zostaé poddane procesom dojrzewa-
nia, a dopiero po ich zakonczeniu gotowe sg do trans-
portu przez bione jadrowag do cytoplazmy. Od-
dziatywanie pre-mRNA z czynnikami biorgcymi
udziat w wycinaniu intronéw uniemozliwia rozpo-
znanie takiego niedojrzatlego mRNA przez maszyne-
rie transportu. Oczywiscie po zakohczeniu wycina-
nia intronéw biatka ,,przytrzymujace” RNA w jadrze
muszg sie od niego odigczyé. Sporo wiemy juz jak
czynniki tc rozpoznajg pre-mRNA oraz w jaki spo-
sob uczestnicza w wycinaniu intronéw i ligacji ekso-
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néw. Niestety, niewiele informacji dotyczy korco-
wego etapu, na ktorym uwalniany jest dojrzaty
MmRNA. Kandydatem do roli biatka odpowiedzialne-
go za dysocjacje czynnikow uczestniczacych w wy-
cinaniu intronéw jest Prp22p — helikaza nalezgca do
grupy biatek zawierajacej motyw DEAD/H [74],
Proces zmian w obrebie RNP przygotowujgcych
czastke do eksportu jest bardzo ztozony. Niektére
biatka zostajg przed eksportem z RNP usuniete (np.
czynnik ASF/SF2) [75], inne pozostajg zasocjowanc
z RNA (np. hnRNP Al [76]) nawet w cytoplazmie, a
np. CBC — jadrowy kompleks biatek rozpo-
znajacych czapeczke towarzyszy czgsteczkom RNA
posiadajagcym m7G na swoim 5’ koncu w trakcie
translokacji, ale oddysocjowuje po stronic cytopla-
zmatycznej [77],

Niewiele rowniez wiemy jak dziatajg biatka odpo-
wiedzialne za retencje RNA w jadrze. Sygnat reten-
cji (NRS — ang. uuclecir retention signal) scharakte-
ryzowano w przypadku biatka C kompleksu hnRNP.
NRS w tym biatku zdefiniowano jako 78 aminokwa-
sowy segment, ktory przeniesiony do biatka posia-
dajgcego sygnat eksportu z jadra komérkowego po-
wodowat, ze badane biatko fuzyjne nie opuszczato
jadra komorkowego [78], Nadal nie znamy mechani-
zmu retencji, nie wiemy czy biatka odpowiedzialne
za retencje ,kotwiczg” czastki do struktur jadra ko-
morkowego, czy tez wykorzystujg inny nieznany
blizej mechanizm.

Specjalne mechanizmy eksportu RNA zmuszone
byty wypracowaé retrowirusy. Wirusy tc posiadajg w
swoim genomie introny, ktére muszg zostaé wyciete
przed syntezg biatek wirusowych. Proces wyciecia
introndw z RNA wirusowego, podobnie jak i intro-
néw z pre-mRNA komérki gospodarza, zachodzi
oczywiscie w jadrze komérkowym w spliceosomie.
Sprawa komplikuje siejednak kiedy dochodzi do pa-
kowania czgstek wirusowych. Po replikacji, caty ge-
nom RNA wirusa #gcznic z intronami, musi przed-
osta¢ sie do cytoplazmy itam utworzy¢ nowe wirio-
ny. Jak juz wspomniano wczes$niej, w jadrze komé-
mMRNA z
MRNA) zostaje zatrzymany idopiero po wycieciu in-

rek eukariotycznych, intronami (pre-
tronow eksportowany. RNA retrowirus6w musi ja-
ko$ obej$¢ ten mechanizm i wydostac¢ sie z jadra w
stanie ,niedojrzatym”, tzn. z intronami. Genom wi-
rusa HIV zawiera sekwencje, ktora umozliwia eks-
port RNA przed jego ztozeniem. Element ten wyste-
puje w intronic i okre$lany jest jako RRE (ang. Rcv
response element). RRE rozpoznawany jest przez
biatko wirusowe zwane Rcv [79, 80]. Prostsze retro-
wirusy np. MPMV (matpi wirus Mason-Pfizera) czy
RSV (wirus miesaka Rousa) posiadajg w swoim gc-
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nomie element okre$lany jako CTE (ang. cellular
transport element). W przeciwienstwie do wirusa
H1V proste retrowirusy nic kodujg zadnego specjal-
nego biatka umozliwiajgcego eksport wirusowego
RNA, korzystaja one z biatka lub biatek gospodarza
[81, 82],

1V-1.2. Biatka adaptorowe. Sygnaty eksportu z jadra ko-
morkowego do cytoplazmy (NES)

Jednym z najlepiej scharakteryzowanych biatek
adaptorowych jest biatko Rev wirusa HIV. Rev umo-
zliwia transport wirusowego RNA do cytoplazmy
rozpoznajac i taczac sie ze specyficzng sekwencja,
tzw. RRE (ang. Rev response element) wystepujaca
w RNA HIV. Cze$¢ biatka Rev rozpoznajgca RRE
nosi nazwe domeny wigzacej RNA. Wiadomo byto
od dawna, ze opr6cz domeny wigzacej RNA istnieje
w Rev inna domena, tzw. domena aktywujaca, bez
ktorej biatko nie potrafi transportowaé wirusowego
RNA do cytoplazmy. Rev ze zmutowang domeng ak-
tywujacg wigze RNA posiadajacy motyw RRE, ale
nie jest ws tanie wykonaé¢ swojego zadania do konca
— RNA pozostaje w jadrze komorkowym. Przez
dtugi czas nie byto jasne czy Rev bierze bezposred-
nio udziat w transporcie RNA, czy tez hamuje wyci-
nanie introndéw i uwalnia jedynie wirusowy RNA ze
spliccosomu. OdpowiedZz na to zasadnicze pytanie
przyniosty badania wykorzystujace oocyty zaby
szponiastej. Sekwencje RRE wprowadzono do intro-
nu nic zwigzanego zwirusem HIV prekursora mRNA
i taki prekursor wstrzykiwano do jadra komdérkowe-
go oocytu Xenopus laevis . W jadrze zachodzito wy-
cinanie intronéw. Dojrzaty, pozbawiony intronéw
MmMRNA byt eksportowany do cytoplazmy, a intron,
podobnie jak to sie zwykle dzieje, pozostawal w
jadrze. Jezeli jednak oprocz prekursora, do jadra
oocytu wprowadzono hiatko Rcv to intron transpor-
towany byt do cytoplazmy. Badania tc dowiodty, ze
Rev dziata bezposrednio na eksport RNA z jadra ko-
morkowego [83], Blizsze badania domeny akty-
wujacej Rev wykazaty, ze zawiera ona sygnat eks-
portu zjadra komorkowego do cytoplazmy tzw. NES
(ang. nuclear export signal). NES biatka Rcv jest
bardzo prosty — jest to krdtka sekwencja aminokwa-
sowa bogata w leucyne (LPPLERLTLD) [84], Poka-
zano réwniez, ze przeniesienie motywu NES do in-
nego biatka wystarcza do nadania mu zdolnosci
opuszczania jagdra komoérkowego. Nawet chemiczne
zwiazanie kilku peptydoéw (ang. crosslink) zawie-
rajacych sekwencje NES do BSA wystarcza, aby tak
zmieniona albumina, po wstrzyknieciu do jadra,
transportowana byta do cytoplazmy. Wstrzykniecie
duzej ilosci substratu (BSA-NES) powoduje nic ty 1
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ko wysyccnie wtasnego eksportu, ale rowniez wysy-
ca eksport snRNA oraz 5S rRNA, nic wptywajac na-
tomiast na transport tRNA i mRNA. Sugeruje to, ze
w eksporcie snRNA i 5S rRNA uczestniczg biatka
posiadajagce NES typu Rev. Duzo wcze$niej pokaza-
no, ze eksport 55 rRNA zalezy od czynnika tran-
skrypcyjnego TFIIIA oraz od biatka rybosomowego
L5 [85], Czynnik TFIIIA posiada sekwencje, ktéra
przypomina NES wystepujgcy w biatku Rev wirusa
HIV. Co wiecej, sekwencja ta przeniesiona do biatka
Rev funkcjonalnie zastepowata naturalny wirusowy
sygnat eksportu. Mozna wiec sobie wyobrazié, ze
wysyccnie eksportu 5S rRNA przez NES/BSA pole-
miedzy NES/BSA i
TFIITA o wspolny receptor. Wiemy jednak z wcze-

ga na wspdtzawodnictwie

$niejszych prac, ze w eksporcie 5S rRNA moze bra¢
udziat rowniez inne biatko — L5. Biatko to nic posia-
da NES typu Rev. Pomimo to eksport 5S zostaje za-
hamowany, jezeli wysycimy nadmiarem substratu
eksport Rev. Sugeruje to istnienie dodatkowego
czynnika uczestniczgcego w eksporcie 5S, a ktéry
posiada podobny do Rev sygnat eksportu.

Wkrétce sygnaty podobnego typu zostaty opisane
w przypadku innych biatek, ktére potrafig opuszczac
jadro komdrkowe. NES typu Rev zidentyfikowano w
inhibitorze zaleznej od cAMP kinazy biatek (PKI)
[86], inhibitorze czynnika transkrypcyjncgo IkB
[86, 87], biatka wigzacego sie z GTPazg Ran — Ran-
BP1 [88, 89] i kinazy MAPKK [90], We wszystkich
przypadkach stwierdzono, ze sekwencja NES odpo-
wiedzialna byta za lokalizacje cytoplazmatyczng
biatka. Znane sg dwa inne sygnaty eksportu, oba
omawiane juz w czes$ci dotyczacej sygnatow lokali-
zacji jadrowej. Domena M9 biatka ImMRNP A 1i KNS
biatka hnRNP K to dwa przyktady sekwencji, ktore
odpowiedzialne sg za ciggle przemieszczanie sie obu
biatek z cytoplazmy do jadra izjgdra do cytoplazmy.
Whbrew funkcjonalnemu podobienstwu oba sygnaty
wykorzystujg swoiste drogi eksportu, co wiecej, sa
one rézne od szlaku z ktoérego korzystajg biatka wy-
posazone w NES typu Rev.

Eksport niskoczgsteczkowych jgdrowych RNA
(snRNA) transkrybowanych przez polimeraze |l
RNA zalezy od mctylowancj w pozycji 7 guanozyny
na 5' koncu czgsteczki (czapeczka). Jak wspomniano
juz wczesniej, struktura ta jest rozpoznawana w
jadrze komdérkowym przez kompleks dwdch biatek
zwany CBC (ang. cap binding complex) [91-93],
CBC tworza: biatko o wielkosci 20 kDa oraz biatko o
wielko$ci 80 kDa. Zadne z tych biatek samodzielnie
nic potrafi rozpozna¢ struktury czapeczki, dopiero
po utworzeniu heterodimeru kompleks wigze sie do
7-metyloguanozyny. Kompleks CBC odgrywa za-
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sadniczarole w eksporcie snRNA. Przeciwciata roz-
poznajgce CBP 20 wstrzykiwane do jagdra komoérko-
wego oocytuXenopus laevis blokujg eksport SnRNA.
Uzyte w tym eksperymencie przeciwciata uniemozli-
wiajg CBC wigzanie sie do czapeczki [93],
Kompleks CBP 20/CBP 80 wigze sie rdwniez do
czapeczki na kofncu 5’ czgsteczek mRNA. Wykaza-
no, ze CBC uczestniczy w procesie wycinania intro-
noéw z pre-mRNA, a doktadniej wptywa na wigzanie
sie Ul do miejsca styku 5’ egzon/intron pierwszego
tzw. proksymalnego wzgledem czapeczki intronu
[94], Co wiecej, towarzyszy on dojrzatemu mRNA w
porach jadrowych w trakcie translokacji. Zaobser-
wowano, ze w czasie translokacji zwigzany z CBC
koniec 5'mRNA przesuwa sie jako
»Ciggnac” za sobg catg czasteczke mRNA [77]. Wy-

pierwszy,

daje sie jednak, ze w przeciwienstwie do snRNA,
CBC nie odgrywa tak zasadniczej roli w eksporcie
mRNA. Przeciwciata rozpoznajace CBP 20, blo-
kujgce eksport snRNA, nie wptywajg na transport
zadnego z badanych mRNA [93], By¢ moze CBC
uczestniczy jedynie we witasciwym pakowaniu
czastek hnRNP oraz w prawidtowej lokalizacji 5’ ko-
fica czasteczek RNA. Na pewno jednak w przypadku
mRNA nie stanowi gtéwnego biatka adaptorowego.
Wydaje sie rzeczg oczywistg, ze najistotniejszg role
w eksporcie mRNA odgrywajg biatka kompleksu
hnRNP. Jak juz wspomniano wczesniej, niektére z
tych biatek kursujg pomiedzy cytoplazmg ijgdrem
komoérkowym. tatwo sobie wyobrazi¢, ze biatka ta-
kie mogtyby réwniez uczestniczyé w przenoszeniu
RNA zjadra do cytoplazmy. Gtéwnym kandydatem
do tej funkcji jest biatko Al. Wstrzykniecie duzej
ilosci Al do oocytéw zaby szponiastej powoduje za-
hamowanie eksportu mRNA, nic powodujgc zad-
nych zakidécen w eksporcie innych rodzajéow RNA
(tRNA, snRNA) [95]. W opisywanym eksperymen-
cie obserwowano eksport mRNA reduktazy dwuhy-
drofolianowej (DHFR). Eksperyment ten powtdrzo-
no dla kilku innych mRNA i znaleziono réwniez
czasteczki informacyjnego RNA, ktérych transport z
jadra do cytoplazmy nic byt hamowany przez nad-
miar Al. Wskazywac¢ to moze na istnienie kilku réz-
nych biatek adaptorowych uczestniczacych w eks-
porcie mMRNA. Eksport (a takze import) biatka Al
kompleksu hnRNP zalezy od rejonu M9, ktéry roz-
poznawany jest przez transportyne — receptor im-
portu Al. Czy transportyna uczestniczy w eksporcie
MRNA'? Chociaz brak jeszcze definitywnej odpo-
wiedzi kilka danych wskazuje, ze jednak nie. Dopie-
ro jednak po wyizolowaniu i scharakteryzowaniu
witasciwego receptora rozpoznajacego ImRNP Al
bedzie mozna stwierdzié¢ czy biatko to jest transpor-
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tyng, czy tez mamy do czynienia z zupetnie nowym
polipeptydem.

Ciekawych, nowych danych na temat eksportu
MRNA dostarczyty badania mutantéw drozdzowych
0 zaktéconym transporcie poli(A) RNA zjadra ko-
morkowego do cytoplazmy. Szczeg6lnie dwa biatka
drozdzowc: Mex67p i Glclp, wydaja sie byé bezpo-
Srednio zaangazowane w eksport mRNA u drozdzy
[96-98], Ciekawe, ze oba biatka zawierajg funkcjo-
nalne sygnaty eksportu typu Rev. Dodatkowo wyka-
zano, ze Mex67p oddziatuje z innymi polipeptydami
rozpoznajacymi i wigzacymi sie z RNA. Pokazano
réwniez, stosujac technike ,crosslink in vivo”, ze
Mex67p tworzy kompleksy z drozdzowym RNA.
Eksperymenty te sugerujg, ze w eksporcie RNA w
komérkach drozdzy biorg udziat biatka posiadajace
NES typu Rev. Jest to o tyle dziwne, ze w oocytach
zaby szponiastej biatko Rev korzysta z innej niz
MRNA drogi eksportu. Wysycenie eksportu biatka
Rev powoduje w oocytach zahamowanie transportu
5S i snRNA [83],

iV-1.3. Receptory eksportu — eksportyny

Ostatnie lata przyniosty serie prac, w ktdrych
scharakteryzowano pierwsze receptory eksportu.
Biatka te nazwano eksportynami. Pierwszym opisa-
nym receptorem eksportu byto biatko uczestniczace
w transporcie polipeptydéw posiadajgcych sygnat
eksportu typu Rev. Ten dtugo poszukiwany czynnik
okazat sie biatkiem scharakteryzowanym juz wcze-
$niej u drozdzy S. pombe i nazwanym CRM1. Gen
CRM1 zostat sklonowany w trakcie poszukiwania
genow zwigzanych z podziatem komérki, mutacje w
genie CRM1 powodowaty zmiany w morfologii
chromosomoéw [99], Wykazano, ze ssaczy homolog
CRM1 zasocjowany jest z porami jadrowymi wigzac
sie bezposrednio przynajmniej zjedna nuklcoporyna
— CAN/Nup214 [67]. Stwierdzono rowniez, ze wy-
kazuje pewne podobieAstwo do importyny B. Obser-
wacje te sugerowaty, ze by¢ moze CRM1 zwigzany
jest z transportem czasteczek przez btone jadrows.
Sytuacja wyjasnita sie kiedy wykazano, ze biatka o
sygnale eksportu typu Rev, wigzg sie z CRM1 w
obecnosci RanGTP, czyli doktadnie tak jak receptor
eksportu w modelu wahadtowych receptoréw. Do-
datkowych danych dostarczyty eksperymenty wyko-
rzystujace antybiotyk leptomycyne B. Lcptomycyna
B zostata poczatkowo opisanajako bardzo skuteczny
srodek grzybobdjczy. Doktadniejsza analiza wyka-
zata, ze antybiotyk ten dziata na CRM 1 Wstrzyknie-
cie lcptomycyny B do jadra oocytow zaby szponia-
stej powodowato zahamowanie eksportu biatka Rev,
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a eksperymenty in vitro dowiodty, ze w obecnosci
tego antybiotyku nic dochodzi do tworzenia kom-
pleksu Rev/ICRM4. Co wiecej, lcptomycyna B nie
tylko hamowata eksport biatka Rev, ale réwniez eks-
port 55 rRNA i snRNA — czasteczek wykorzy-
stujacych takg samg droge eksportu jak biatka zawie-
rajagce NES. Wykonane eksperymenty wykazaty, ze
CRM1 jest
dajagcych NES typu Rev. Zaproponowano zmiane na-
zwy CRM1 na eksportyna | [100, 101], Warto w tym
miejscu zauwazyé, ze kilka lat wczesniej opisano juz

receptorem eksportu biatek posia-

biatko drozdzowe wigzgce sie do domeny akty-
wujacej Rev. Biatko to nazwano Rip (ang. Rev inte-
racting protein). Rip okazal sie nukleoporyng dos¢
luzno zwigzang z kompleksem porow jadrowych. Po-
biatko
(Rab/hRip). Poczatkowo sadzono, ze biatka tc sg

dobne wyizolowano z komérek HclLa
wiasciwymi receptorami Rev, chociaz nigdy nie po-
kazano w przekonujacy sposob, ze wigzg sie one do
biatka Rev in vitro. Doktadniejsze badania wyka-
zaty, ze wilasciwym receptorem Rev jest jednak
CRM1 (eksportyna I). Wcze$niej obserwowane inte-
rakcje Rib — Rev byty mozliwe tylko w obecnosci
CRM1 [102-104],

W tym samym czasie scharakteryzowano inne
biatko nalezace do grupy receptoréw eksportu —
CAS. CAS zidentyfikowano jako ludzki homolog
drozdzowego biatka Csclp. Mutacje w genic CSE1 u
drozdzy Saccharomyces ccrevisiac zaktocatly proces
podziatu komdrki, powodujgc nienormalng segrega-
cje chromosomoéw w czasie mitozy [105, 106]. Po-
dobnie jak CRM1, CAS réwniez wykazywat pewne
podobienstwo do importyny B, szczegdlnie do jej re-
jonu odpowiedzialnego za wigzanie GTPazy Ran
(cze$¢ N-konncowa CAS). CAS wiagzat sie do impor-
tyny a ito tylko w obecnosci RanGTP. Stosujac sys-
tem in vitro wykazano, ze CAS jest niezbedny przy
eksporcie importyny a z jadra komoérkowego. Brak
biatka CAS powodowat, ze importyna a, uczest-
niczacajak pamietamy w imporcie biatek, pojednym
cyklu pozostawata w jadrze komdorkowym i nie byta
transportowana do cytoplazmy po nowy substrat
[107],

Znamy jeszcze jeden receptor eksportu — ekspor-
tyne tRNA [108, 109], Eksportyna tRNA wigze sie
bezposrednio z czasteczkami tRNA w obecnosci
RanGTP. Iréwniez w tym przypadku scharakteryzo-
wany receptor wykazuje pewne, cho¢ niewielkie, po-
dobieAstwo do importyny R. Eksportyna tRNA wy-
kazuje podohienstwo do drozdzowego biatka Loslp.
Gen LOS1 oraz gen syntazy pseudourydynowej
PUS1 zostaty sklonowane podczas poszukiwania
biatek oddziatujacych z nukleoporyng Nsp 1p [110],
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Wydaje sie, ze wérod biatek nalezacych do rodziny
importyny nalezy spodziewac siejcszczc wielu no-
wych receptoréw eksportu.

V. Regulacja importu i eksportu

Na koniec warto przedstawi¢ kilka wybranych
przyktadéw regulacji transportu miedzy jadrem ko-
moérkowym i cytoplazma.

Wspomniany wcze$niej inhibitor zaleznej od cy-
klicznego AMP kinazy biatek, PKI, posiada sygnat
eksportu zjadra komdérkowego typu Rcv. Zalezna od
cyklicznego AMP kinaza biatek PKA wystepuje w
komoérkach nic pobudzonych w postaci nieaktywne-
go kompleksu czterech podjednostek (heterotetra-
mer): dwoch katalitycznych (C) oraz dwéch regula-
torowych (R). Po pobudzeniu komorki kompleks
rozpada sie umozliwiajac podjednostkom C dyfuzje
do jadra komoérkowego, gdzie fosforylujg specyficz-
ne biatkowe substraty. PKI jest niewielkim biatkiem,
ktore wigze sie z katalityczngpodjednostka C i, dzie-
ki swojemu sygnatowi NES, transportuje jg do cyto-
plazmy. Gwarantuje to, ze podjednostka katalityczna
znajduje sie na terenie jadra komorkowego krotko i
po fosforylacji odpowiednich biatek, czyli wykona-
niu swojego zadania, szybko powraca do cytoplazmy
[86, 111, 112],

Drozdzowe biatko Swi5p jest zaangazowane w
ekspresje cndonukleazy odpowiedzialnej za zmiane
typu koniugacyjnego (a,a) drozdzy. Biatko to w fa-
zie cyklu komoérkowego G1 znajduje sie w jagdrze ko-
morkowym. W pozostatych fazach cyklu komorko-
wego Swibp zlokalizowane jest w cytoplazmie.
Scharakteryzowano 50 aminokwasowy motyw w
Swib5p odpowiedzialny za zalezng od fazy cyklu ko-
morkowego lokalizacje biatka. Segment ten posiada
dwuclcmcntowy (ang. bipartite) NLS oraz dwie
reszty serynowe, ktére mogg ulegaé¢ fosforylacji.
Fosforylacja seryn w tym rejonie powoduje, ze sy-
gnat NLS Swibp jest nieaktywny ibiatko pozostaje w
cytoplazmie. Brak reszt fosforanowych uaktywnia
sygnat lokalizacji jadrowej ibiatko wedruje do jadra
komoérkowego [113],

U kregowcow opisano rodzine biatek NF-AT, kt6-
rych funkcja jest aktywacja okre$lonych gendéw w
komoérkach uktadu odpornosciowego. Chociaz w ko-
morkach nic pobudzonych biatka tc majg zdolnos¢
wigzania sie do odpowiednich sekwencji DNA i ak-
tywacji transkrypcji, nie moga wptywac na ekspresje
genow, poniewaz znajduja sie w cytoplazmie. Dopie-
ro wzrost stezenia wapnia wewnatrz komérki uak-
tywnia fosfataze — kalcyneuryne, ktéra usuwa fos-
forany z reszt serynowych NF-AT. Defosforylacja
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pozwala na transport NF-AT z cytoplazmy do jadra
komoérkowego (,odstania” NLS) i umozliwia akty-
wacjg odpowiednich genéw. Co wiecej, kalcyneury-
na wedruje rowniez do jadra komdrkowego zabez-
pieczajac biatka NF-AT przed ponowna fosforylacja
przez jadrowg kinaze [114-116],

U drozdzy geny zwigzane z metabolizmem fosfo-
ranow podlegajg regulacji w zalezno$ci od dostepno-
sci fosforan6w w pozywce. Biatko Pho4p jest akty-
watorem ekspresji gendw, ktére aktywne sg tylko
przy braku fosforanéw w podtozu. Pho4p w postaci
ufosforylowanej znajduje sie w cytoplazmie, czyli w
przedziale komérkowym w ktérym nie moze petnic
swojej funkcji aktywatora transkrypcji. Na terenie
jadra komérkowego Pho4p moze przebywac tylko w
postaci nic ufosforylowanej. Uwaza sie obecnie, zZe
fosforylacja Pho4p zalezy od kompleksu cykliny
Pho80p i zaleznej od cykliny kinazy Pho85p. Kom-
pleks Pho80p/Pho85p znajduje sie w jadrze komér-
kowym, a aktywowany jest jezeli komorki znajduja
sie w pozywce zawierajgcej nieorganiczny fosforan.
Prowadzi to do fosforylacji aktywatora Pho4p co po-
woduje jego szybki eksport zjgdra komdérkowego do
cytoplazmy [117].

Aktywno$¢ wielu czynnikéw transkrypcyjnych
regulowana jest przez ich retencje cytoplazma-
tyczna. Najczesciej tworzg one w cytoplazmie kom-
pleksy z inhibitorami polipeptydowymi i w takiej
formie nic zdolne sg do wedrdwki do jadra komdrko-
wego. Chyba najlepiej scharakteryzowany przyktad
to regulacja aktywnosci czynnika transkrypcyjncgo
NFkB. NFkB zbudowany jest z dwéch podjedno-
stek: p50 i p65. Jezeli podjednostki te zwigzg sie z
IkBoc to utworzony kompleks pozostaje w cytopla-
zmie. Fosforylacja okreslonej reszty tyrozynowej w
IkBcx powoduje jego dysocjacje od NFkB. Moze
réwniez dojsé¢ do fosforylacji dwoch reszt seryno-
wych w 1k B gc Fosforylacjajest sygnatem do ubikwi-
tynacji, co dalej powoduje degradacje inhibitora
przez proteasom i uwolnienie NFkB. Uwolniony
czynnik transkrypcyjny bez przeszkdd wedruje do
jadra komoérkowego [118-120).

Innymi czynnikami, ktérych aktywnos$¢ sterowa-
najest poprzez lokalizacje subkomorkowg sag np.: re-
ceptor glikokortykoidowy u ssakéw [121], czy czyn-
nik transkrypcyjny szoku cieplnego u muszki owoco-
wej [122], W obu przypadkach za cytoplazmatyczng
retencje odpowiedzialne sg specyficzne biatka inhi-
bitorowe.

Wszystkie opisane do tej pory przykiady doty-
czyty regulacji transportu biatek. Znamy réwniez
przypadki regulacji eksportu RNA. U drozdzy wia-
domo, ze inkubacja komoérek w 42°C powoduje
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wstrzymanie eksportu poli(A) RNA. Niektore
MRNA, np. takie jak mMRNA biatek szoku cieplnego,
muszg jednak przedostawaé sie do cytoplazmy.
Doktadniej przebadano mRNA kodowane przez
SSA4 iokazato sie, ze ten hs mMRNA zawiera co naj-
mniej dwa elementy w swojej sekwencji, ktére po-
zwalajg mu na eksport w warunkach zahamowania
eksportu wiekszosci mMRNA. Elementy te przeniesio-
ne do innego mRNA pozwalajg mu na transport po-
mimo, ze nic jest to mRNA biatka szoku cieplnego.
Nie do konca rozumiemy jak eksportowane sg hs
mRNA. Badania wykazaty, ze eksport ten przebiega
bez zaktécen nawet wtedy, gdy uszkodzone sg geny
biatek niezbednych do transportu innych rodzajéow
czasteczek. Mutacje w genach kodujacych biatka
Gsplp (Ran), Prp20p (RCC1) i Rnalp (RanGAPI)
nie powodujag zaburzen w eksporcie mRNA biatek
szoku cieplnego [123, 124], Prowadzone sg obecnie
intensywne badania nad szlakiem eksportu mRNA
biatek szoku cieplnego w komdrkach drozdzy.

V1. Uwagi kohcowe

Transport biatek i RNA pomiedzy jadrem komor-
kowym a cytoplazmag to temat niezwykle ciekawy,
bedacy w centrum zainteresowania wielu czotowych
grup badawczych. Ichociaz wiemy juz sporo ojadro-
wo-cytoplazmatycznym transporcie makroczaste-
czek, to ciggle na odpowiedz czekajg podstawowe
pytania dotyczace tego procesu np. o mechanizm
translokacji wewnatrz porajadrowego. Nadchodzgace
lata, dzieki bardzo intensywnym badaniom, na pew-
no dostarczag nowych danych, ktére pozwolg na lep-
sze zrozumienie w jaki spos6b makroczgsteczki

przemieszczaja sie przez otoczke jadrows.
Podziekowania

Praca zostata zrealizowana w ramach projektu
grantowego KBN nr 6P04A03511

Artykut otrzymano 1 lutego 1999 r.
Zaakceptowano do druku 12 lipca 1999 r.

PiSmiennictwo

1 Gorlich D, Mattaj IW (1996) Science 271: 1513-1518.

2. lzaurralde E, Adam S (1998) RNA 4: 351 -364.

3. Wilson KL, Wiesc C (1996) Seinin CeltDcv Bioll: 487-496.

4. Fcldherr CM, Akin D (1990) Electron Microsc Rev 3:
73-86.

5. Rcichell R. 11lolzcnburg A, Buhlc EL Jr, Jarnik
M, Engel A, Aebi U (1990) J Celt Biot 110: 883-894.

6. Pante N, Bastos R, McMorrow 1, Burke B, Aebi
U (1994)J Celt Biot 126: 603-617.

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999



10.
11
12.
13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31

32.
33.

34.

35.
36.

37.
38.

39.
40.

41

42.

43.

44.

45.
46.

47.
48.

49.

Goldberg MW, Allen TD (1995) Curr Opin Cell Biol 7:

301-309.

Panto N, Aebi U (1995) J Cel! Sci (suppl.) 19: 1-11.
Hinshaw JE, Carragher BO. Milligan RA (1992)
Cell 69: 1133-1 141.

Akey CW, Radermacher M (1993)./ Cell Biol 122: 1-19.
Davis 1.1 (1995) Anmi Rev Biochem 64: 865-896.

Rout MP, BlobelG (1993)J Cell Biol 123: 771 -783.
Bastos R., Panto N, Burke B (1995) Int Rev Cytol 162B:
257-302.

Doyc V, Hurt E (1997) Current Opinion in Cell Biology 9:
401-41 1

Nu T, Guan T, Gcraec L (1996) J Cell Bio\ 134: 589-601.
Bastos R, Lin A, Enarson M, Burke B (1996) J Cell
Biol 134: 1141-1 156.

Powers MA, Forbers DJ, Dahl berg JE, Lund F

(1997) J Cell Biol 136: 241-250.

Kalderon D, Roberts BL, Richardson WD, Smith
A E (1984) Cell 39: 499-509.

Robbins J, Dilworth SM, Laskey RA, Dingwall
C (1991) Cell 64: 615-23.

Pollard VW, Michael WM, Nakielny S.Siomi
MG, Wang F. Drey fuss G (1996) Cell 86: 985-994.

Fridell RA, Truant R, Thorne L, Benson RE,
Cullcn BR (1997)J Cell Sci 110:1325-1331.
Siom i 11, Drey fuss G (1995) J Cell Biol 129: 551- 560.

Weigh ardt F.
108: 545-555.
Michael WM,
16: 3587-3598.
Moreland RB, Nam IIG, Hereford LM, Fried 11 M
(1985) Proc Natl Acad Sci USA 82: 6561-6565.

Schaap PJ,van 't RietJ, Wo 1dringh CL, Rauc 11A
(1991) J Mol Biol 221: 225-237.

SchmidtC, Lipsius E, Kruppa J (1995) Mol Bio! Cell 6:
1875-1885.

Biamonti G, Riva S (1995) J Cell Sci

Edor PS, Dreyfuss C (1997) EMBO J

Quaye IK, Toku S, Tanaka T (1996) Ear J Cell Biol 69:
151-155.
Russo G, Ricciardelli G, Pietropaolo C (1997) ./

Biol Chem 272: 5229-5235.

Undcrwood MR, Fried 11 M (1990) EMBO J 9: 91-99.
Matt aj IW (1988) W: ML Birnstiel(red) USnRNP assem-
bly and transport, BecrlimSpringer Verlag, str 100-1 14.
Jarmolowski A, Mattaj IW (1993) EMBOJ12: 223-232.
Bran lant C, Krol A. Ebel JP, Lazar E,
I, Jacobs M (1982) EMBO J 7: 1259-1265.
Liautard J-P, Sri-Widada J, Brunei C.
P (1982)J Mol Biol 162: 623-643.

Mattaj IW, De Robertis EM (1985) Cell 40: 111-118.
ILhrinann R, Kastncr B,Bach M (1990) Biocliiin Biophys
Acta 1087: 265-292.

Mattaj IW (1986) Cell 46: 905-91 I.

Namm J. Darzynkiewicz E, Tahara SM, Mallaj
IW (1990) Cell 62: 569-577.

Fischer U, Liithrmaim R (1990) Science 249: 786-790.
Fisc herU, SumpterV, Sekine M, Sato h T. Liihr-
mann R (1993) EMBO J 12: 573-583.
Palacios 1, Nletzer M, Adam S.A .,
(1997) EMBOJ 16: 6783-6792.

Newmeyer DD, Lucocq JM, Burglin TR. De Ro-
bertis EM (1986) EMBO J 5:501 -510.

Ncwmcyer DD. Finlay DR ,Forbes DJ (1986)./ Cell
Bio! 103: 2091-2102.

Adam SA.
807-816.
Adam EI111, Adam SA (1994)./ Cell Biol 125:547-555.
G6rlich D. Kostka S,Kraft R, Laskey RA, Hart-

Bernard

Jeanteur

Mattaj 1w

Marr RS, Gerace L (1990) J Cell Biol 111:

mann E (1995) Curr Biol 5:383-392.

Moore MS, BlobelG (1993) Nature 365: 661 -663.
Melchior F, Paschal B, Evans E, Gerace L (1993)./
Cell Biol 123: 1649-1659.

Corbett AH, Koepp DM, Schlcnstcdt G, Lee MS,

Hopper AK, Silver PA (1995)J Cell Biol 130: 1017-1026.

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999

50.

51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.
69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.
81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.
88.

Moorc MS,
10212-10216.
PaschalB M, Gerace L (1995)./ Cell Biol 129: 925-937.

Gorlich D, Vogel F, Mills AD, La-
skey R A (1995) Nature 377: 246-248.

Weis K, Mattaj IW, lL.amond A1 (1995) Science 268:
1049-1053.

Gorlich D, Henklein P,

Blobc1lG (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:

Hartmann E,

Laskey RA Hartmann E

(1996) EMBOJ 15: 1810-1817.
Weis K, Ryder U, Lamond A (1996) EMBO J 15:
1810-1817.

Moroianu J, Hij ikata M. BlobelG, Radu A (1995)
Proc Natl Acad Sci USA 92: 6532-6536.
Gorlich D (1997) Curr Opin Cell Biol 9: 412-419.

Koepp DM, Silver PA (1996) Cell 87: 1-4.

Ohtsubo M, Okazaki Il. Nishimoto T (1989) J Cell
Biol 109: 1389-1397.

Gorlieh D, Pantc N, Kutay U, Aebi U, Bischoff
F R (1996) EMBOJ 15: 5584-5594.

Nehrbass U, Fabre E, Dihlmann S, Herth W,
Hurt EC (1993) EurJ Cell Biol 62: 1-12.

Rout MP, Blobel G, Aitchison JD (1997) Cell 89:
715-725.

Schlenstedt G, Smirnova E, Deane R, Solsba-

cher J, Kutay U ,etal (1997) EMBO J 16: 6237-6249.
Deane R. Schafer W, Zimmermaim HP, Mueller
L, Gorlich D,etal (1997) Mol Cell Biol 17: 5087-5096.
Fischer U, Tahara SM, Da-
than NA, IW (1991) ./ Cell Biol
113: 705-714.

NubcrJ, Marshallsay C,Crontzhagen U, Sekine
R (1998) EMBO J 17: 4114-4126.
Fornerod M, Deursen J, van Baal S,
nolds A, Davis D, etal (1997) EMBO J 16: 807-816.
Zasloff M (1983) Proc Natl Acad Sci USA 80: 6436-6440.
Bataille N, Helser T, Fried 11 M (1990) J Cell Biol 111:
1571-1582.
Pokrywka
3619-3624.
Jarmolowski A,Boelcns WC, lzaurraldc E, Mat-
taj IW (1994)./ Cell Biol 124: 627-635.
Boelcns WC', Palacios I, Mattaj IW
273-283.

Legrain P. Rosbash M (1989) Cell 57: 573-583.
Ohno M, Shimlira Y (1996) Genes Dev 10: 997-1007.
X, Visa N,

Darzynkie wicz E,

Liihrmann R, Mattaj

M, Lii hrmann

van Rey-

NJ, Goldfarb DS (1995) J Biol Chem 270:

(1995) RNA 1:

Kise-

Alzhanova-Ericsson AT, Sun

leva E, Wurtz T, Dane holl B (1996) Genes Dev 10:
2881-2893.

Visa N, Alzhanova-Ericsson AT, Sun X, Kise-
leva E, Bjorkroth B, etal (1996) Cell 84: 253-264.
Visa N, lzaurralde E, Ferreira J, Daneholt B,
Mattaj IW (1996)J Cell Biol 133: 5-14.

Nakielny S, Drey fuss G (1996) ./ Cell Biol 134:
1365-1373.

Malim Mil, llauberJ, Le SY. Maizel1lJV, Cullen
B R (1989) Nature 338: 254-257.

Zapp ML, Green MR (1989) Nature 342: 714-716.

Saavedra C, Felber B, lzaurralde
7: 619-628.

Bray M, Prasad S. Dubay JW,
KT, Rekosh D, Hammarskjold ML
Acad Sci USA 91: 1256-1260.

Fischer U, Meyer S. Teufel M, Heckel C, Liili-

rmann R. Rautmann G (1994) EMBO J 13: 4105-4112.

E (1997) Curr Biol

Hunter E, Jeang

(1994) Proc Natl

Fischcr U, Huber J, Boelens WC, Mattaj W,
Liithrinann R (1995) Cell 82: 475- 483.

Guddat vV, Bakkcn AH, Pieler T (1990) Cell 60:
619-628.

Wen W, Mcinkoth JL, Tsien RY, Taylor SS (1995)
Cell 82: 463-473.

Fritz CC, Green MR (1996) Curr Biol 6: 848-854.
Richards S.A ., Lounsbury KM, Carey KL, Maca-
ra 1G (1996) J Cell Biol 134: 1157-1168.

283



89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.
97.

98.

Zolotukhin AS, Fel ber BK (1997) J Biol Chem 272:
11356-11360.
Fukuda M, Gotoh I, Gotoh Y, Nishida E (1996) J

Biol Chem 271: 20024-20028.
lzaurralde E, Lewis J,
M, Darzynkiewicz E,
657-668.

Jankowska
(1994) Cell 78:

McGuigan C,
Matt aj IW

lzaurralde E, Stepinski J, Darzynkiewicz E,
Mattaj IW (1992)J Cell Biol 118: 1287-1295.
lzaurralde E, Lewis J, Gam beri C, JarmotowsKki

A, McGuigan C, Mattaj
Lewis JD,

IW (1995) Nature 376: 709-712.
lzaurralde E, Jarmotowski A, McGu-
igan C, Mattaj IW (1996) Genes Dev 10: 1683-1698.
lzaurralde E, Jarmotowski A ,Beisel C, Mattaj
IW, Drey fuss G (1997) J Cell Biol 132: 27-35.

Murphy R, Wente SR (1996) Nature 383:357-360.

Del Priore V, Snay CA, BahrA, Cole CN (1996) Mol
Biol Cell 7: 1601-1621.

Segref A, Sharina K, Doye V, Hellwig A, Huber
J.etal (1997) EMBO J 16: 3256-3271.

99. Adachi Y, Yanagida M (1989)JCellBio\ 108: 1195-1207.

100. Forne rod M, Ohno M, Yoshida M, Mattaj IW
(1997) Cell 90: 1051-1060.

101. Stade K, Ford CS, Guthrie C, Weis K (1997) Cel\
90: 1041-1050.

102. Stutz F, Neville M, Rosbash M (1995) Cell 82:
495-506.

103. Bogerd HP, Fridell RA, Madore S, Cullen BR
(1995) Cel! 82: 485-94.

104. Fritz CC, Zapp ML, Green MR (1995) Nature 376:
530-533.

105. Xiao Z, McGrew JT, Schroeder AJ, Fitzge-
rald -Hayes M (1993) Mol Cell Biol 13: 4691 -4702.

106. Brinkmann U, Brinkmann E, Gallo M, Pastan 1
(1995) Proc Natl Acad Sci USA 92: 10427-1043 1

107. Kutay U, Bischoff FR, Kostka S, Kraft R,
Gorlich D (1997) Cell 90: 1061-1071.

284

108.

109.

110.

111

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Artrs GJ, Forncrod M, Mattaj IW (1998) Curr Biol 8:
305-314.

Kutay V, Lipowsky G, lzaurralde E, Bischoff
FR, Schwarzmaier P, Hartman E, Gorlich D
(1998) Mol Cell 1: 359-369. *

Sinros G, Tekolle Il, Grosjean H, Segref A,
Sharm a K, etal (1996) EMBO J 15: 2270-2284.

Nigg EA, Hilz H, Eppenberger UM, Dutly F

(1985) EMBO J A: 2801- 2806.
Harootunian AT, Adams SR,Wen W, Meinkoth

JL, Taylor SS, Tsten RY (1993) Mol Biol Cell 4:
993-1002.

Moll T, Tebb G, Surana U, Robitsch Il, Nasmy-
th K (1991) Cell 66: 743-758.

Beals CR, Clips tone NA, Ho SN, Crabtree GR

(1997) Genes Dev 11: 824-834
Timmerman LA, Clipstone NA, Ho SN,
throp JP, Crabtree GR (1996) Nature 383: 837-840.

Nor-

Shibasaki F, Price ER, Milan D, McKcon F
(1996) Nature 382: 370-373.
O 'Neill EM,Kaffman A, Jolly ER, O’S hea EK

(1996) Science 271: 209-212.

Henkel T, ZabelU,van Zee K, MullerJM, Fan-
ning E, Baeuerle PA (1992) Cell 68: 1121-1133.
Imbert V, Rupee RA, Livolsi A, PahlHL, Tra-
cnckner EBM ,etal (1996) Cell 86: 787-798.
Traenckner EBM, Pahl11lL,Henkel T, Schmidt
KN, Wilk S, Baeuerle PA (1995 EMBO J 14
2876-2883.

Yamamoto KR (1995) Harvey Led. 91: 1-19.

Zandi E, Tran TNT, Chamberlain W,6 Parker CS
(1997) Genes Dev 11: 1299-1314.
Saavedra CA, Hammell CM,
CN (1997) Genes Dev 11: 2845-2856.
Saavedra C, Tung KS, Amberg DC, Hopper AK, Cole CN (1996)
Genes Dev 10: 1608-1620.

Heath CV, Cole

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999



Znaczenie trombomoduliny w regulacji krzepniecia i

fibrynolizy

Significance of thrombomodulin in the regulation of

coagulation and fibrinolysis

MAGDALENA BONCLERY] CEZARY WATALAZ?

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
Il. Wystepowanie trombomoduliny w ustroju
I11. Struktura i funkcje trombomoduliny
I11-1. Budowa czasteczki
111-2. Znaczenie trombomoduliny w regulacji aktywacji
biatka C
111-3. Udziat trombomoduliny w regulacji fibrynolizy
IV. Polimorfizmy genetyczne oraz regulacja ekspresji genu
trombomoduliny
V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: TM — trombomodulina; APC
—aktywowane biaiko C; Gla — kwas y-karboksyglutaminowy;
ATI 11— antytrombina IIl; HCIl — kofaktor Il heparyny; PCl —
inhibitor biatka C; TAFI (pro-pCPB) — prokarboksypeptydaza
B, inhibitor fibrynolizy (z ang. Thrombin Activatable Fibrinoly-
sis Inhibitor); TAFla (pCPB) — aktywna forma TAFI (karbok-
sypeptydaza B); cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan;
TNF — czynnik martwicy nowotwordw (z ang. Tumor Necrosis
Factor); TGF — transformujacy czynnik wzrostu (z ang. Trans-
forming Growth Factor); DIC — zesp6l wykrzepiama $rédna-
czyniowcgo; ARDS — zesp6t zaburzen oddechowych typu do-
rostych; APCR — oporno$¢ na aktywowane biatko C (z ang.
Activated Protein C Resistance); rhsSTM — rekombmantowa
ludzka trombomodulina; TF — czynnik tkankowy; PL - fosfoli-
pidy blon komérkowych; HMW kininogen - wysokoczastecz-
kowy kininogen; FD P - produkty degradacji fibrynogenu/fibry-
ny; TFPI - inhibitor czynnika tkankowego (z ang. Tissue Factor
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ccsami fibrynolizy. Jakiekolwiek zachwianie takiej
rownowagi prowadzi¢ moze w konsekwencji do na-
silenia lub zahamowania trombinogenezy czyli do
zmian ilosci wytwarzanej i dostepnej w krwiobiegu
trombiny, kluczowego biatka ,kaskady” krzepnie-
cia. Proces powstawania zakrzepu, ktérego kulmina-
Cja jest wytworzenie nierozpuszczalnego wtoknika,
obejmuje szereg reakcji enzymatycznych, na drodze
ktérych nieaktywne formy osoczowych czynnikéw
krzepniecia oraz nieaktywne kofaktory (takie jak
czynnik V i VIII) sg przeksztatcane w aktywne protc-
azy serynowe oraz aktywne kofaktory enzyméw (Vu,
VIll«). Aktywacja proteaz serynowych biorgcych
udziat w wytwarzaniu witéknika uruchamia réwniez
mechanizm aktywacji krwinek ptytkowych. Powo-
duje to zaistnienie stanu nadkrzcpliwos$ci we wszyst-
kich tych przypadkach, kiedy zawodzg mechanizmy
regulacyjne kaskady krzepniecia. Towarzyszg temu
zwykle takze dysfunkcje uktadu fibrynolitycznego,
ktoremu coraz czesciej przypisuje sie réwniez role
sterownika procesu trombinogenezy [1], W warun-
kach normalnych in vivo catoksztatt reakcji hemosta-
zy, obejmujgcej zjednej strony generacje trombiny i
tworzenie zakrzepu, z drugiej za$ szybkie usuwanie
niepozadanych zakrzepéw i zatordw, a tym samym
udraznianic Swiatta naczyn krwionos$nych (przywra-
canie normalnych warunkéw przeptywu krwi), pozo-
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Rye. 1. Schemat kaskady krzepnigecia krwi ukazujacy potagczone ze sobg trzy szlaki reakcji proteolitycznych zwigzanych z aktywacja uktadu krzepnie-

cia, uktadu fibrynolizy oraz uktadu antykoagulacyjnego. W tworzeniu na powierzchni fosfolipidéw bton ptytek krwi (PL) kompleksu protrom-
binazy z aktywnym czynnikiem Xa, oraz powstawaniu kluczowego biatka uktadu krzepnigcia —trombiny, uczestniczy kilkanascie biatek oso-
cza, z ktérych wiekszo$¢ wystepuje w formie zymogendéw proteaz serynowych, a czes$¢, jak na przykiad wysokoczgsteczkowy kininogen
(HMW kininogen), funkcjonuje jako kofaktor przyspieszajgcy przeksztatcenie osoczowych czynnikéw krzepniecia (F) w ich aktywne postaci
(Fa). Trombina odpowiada za ograniczong proteolize fibrynogenu, prowadzac do polimeryzacji monomeréw fibryny, a takze za aktywacje
uktadu fibrynolitycznego, ktérego zadaniem jest usuwanie utworzonego skrzepu na drodze trawienia fibryny i fibrynogenu; wigze sie to /
uwalnianiem produktéw ich degradacji (FDP). W niskich stezeniach trombina tworzy kompleksy z trombomoduling (TM) na powierzchni ko-
morek $rédbtonka i prowadzi do aktywacji kluczowego sktadnika uktadu antykoagulacyjnego - aktywowanego biatka C (APC). Przeciwza-
biatka S.
Naturalng bariere dla dziatania licznych proteaz serynowych uktadu krzepniecia stanowig takze inne biatka inhibitorowe, takie jak np. inhibitor

krzepowa rola biatka C wynika z enzymatycznej proteolizy czynnikéw Va i Villa w obecnosci kofaktora aktywowanego biatka C

czynnika tkankowego (TFPI), jednakze najwigksze znaczenie przypisuje sie antytrombinie Ill. Strzatkami oznaczono kierunek zachodzacych

przemian wiodgcych do uaktywniania biatka (linia ciggta) lub hamowania tego procesu (linia przerywana). Linia przerywana zakoriczona

kropka wskazuje na proces inaktywacji lub degradacji biatka. Kluczowe biatka kaskady krzepniecia przedstawiono w ciemnych polach.

staje pod kontrolg dwdch zasadniczych mechani-
zmow regulacyjnych:

a/ uktadu antykoagulacyjnego (przcciwzakrzepo-
wego), ktéry obejmuje inhibitory aktywnych proteaz
serynowych (takich jak np. ATIII) oraz inhibitory ak-
tywnych form nieenzymatycznych kofaktoréw (ta-
kich jak biatko C czy biatko S), oraz

b/ uktadu fibrynolitycznego, odpowiedzialnego

m.in. za rozpuszczanie widknika i udraznianic
Swiatta naczyn krwionos$nych.

W obecnos$ci biatka S aktywowane biatko C ha-
muje proces krzepniecia krwi na drodze proteolitycz-
nego rozktadu czynnikéw Va oraz VIll«, kofaktorow
niezbednych do aktywowania kompleksu protrombi-

nazy i uruchomienia szlaku wytwarzania trombiny
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(Ryc. 1). Brak aktywowanego biatka C prowadzi do
niekontrolowanego wytwarzania trombiny oraz nasi-
la prokoagulacyjng aktywno$¢ uktadu hemostazy. Z
drugiej strony, hydroliza biatka C do jego aktywnej
formy zachodzi przy udziale $ladowych ilosci trom-
biny. Takie wspomagajace dla uktadu antykoagula-
cyjnego dziatanie trombiny, kluczowego enzymu
.kaskady” krzepniecia, nazwano ,paradoksem trom-
biny”.Na tym wtasnie etapie niskie stezenia trombi-
ny dziatajg ,paradoksalnie”, przeciwstawiajac sie
niejako prokoagulacyjnym szlakom wytwarzania
witoknika. Z ewolucyjnego punktu widzenia taka
mata specyficznos¢ substratowa trombiny niejest ni-
czym niezwyktym; podobng charakterystyke posia-

dajg takze inne proteazy serynowc osocza |1, 2],
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Ogodlnie, prawidtowe funkcjonowanie uktadu biatka
C (aktywowane biatko C, jego kofaktor - biatko S
oraz podatny na hydrolize substrat, np. czynnik Va)
jest niezwykle istotne w utrzymywaniu réwnowagi
uktadu hemostazy [3-5], Z uwagi na silne wtasciwo-
§ci antykoagulacyjne biatka C, przejawiajace sie
jego zdolnoscig do proteolitycznej degradacji proza-
krzepowych biatek kaskady krzepniecia, tj. czynnika
Va i Ville/, proces aktywacji biatka C przeciwdziata
nadmiernej generacji trombiny. Odkrycie genetycz-
nych nieprawidtowosci niektérych biatek uktadu an-
tykoagulacyjncgo sprawito, ze zaczeto poszukiwac
zwigzku miedzy polimorfizmami genetycznymi a
uktadu
wskazywac na znaczenie takich polimorfizmow jako

dysfunkcjami antykoagulacyjncgo oraz
potencjalnych czynnikéw ryzyka zylnej choroby za-
krzepowo-zatorowej. W latach 90-tych zwrdécono
blizsza uwage na kofaktorowc biatko eksponowane
gtownie na powierzchni komorek Srodbtonka, ktore
odpowiada za regulacje procesu aktywacji biatka C i
ktére nazwano trombomoduling (TM) [6, 7], Przez
analogie do wykrytych wczes$niej genetycznych poli-
morfizméw sktadnikéw uktadu biatka C, opisane po-
limorfizmy w genie czgsteczki trombomoduliny,
oraz ich potencjalny zwigzek ze zmianami struktury
i/ lub funkcji TM, rozpatruje sie ostatnio w konteks-
cie dodatkowych czynnikow ryzyka choroby zakrze-

powo-zatorowej [8],
Il. Wystepowanie trombomoduliny w ustroju

W organizmie cztowieka trombomoduling wyste-
puje w najwiekszej ilosci na powierzchni komoérek
Srédbtonka naczyn (w mikrokrgzeniu stezenie TM
siega okoto 500 nmol/L). Poza tym, biatko to wyste-
puje w komoérkach naczyn limfatycznych, tozyska,
jak rowniez w megakariocytach, ptytkach krwi, mo-
nocytach, makrofagach, neutrofilach, oraz komar-
kach miesni gtadkich [9],

Synteza trombomoduliny podlega wptywom réz-
nych czynnikéw. Do zwigzkdw zwiekszajgcych syn-
teze trombomoduliny nalezg liczne czynniki che-
miczne, takie jak cAMP, kwas retinowy, histamina,
mterlcukina-4, defibrotid (pochodna polidezoksyry-
bonukleinowa o aktywnos$ci profibrynolityczncj i
przcciwzakrzcpowej), homocystcina i trombina, jak
rowniez czynniki fizyczne, takie jak np. wstrzas ter-
miczny czy sity $cinajace [10-15], Co ciekawe, za-
rowno homocystcina jak itrombina wptywajg na na-
silenie syntezy mRNA trombomoduliny. Homocy-
stcina wptywa takze na obnizenie aktywnos$ci trom-
bomoduliny jako kofaktora w procesie aktywacji

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999

biatka C przez trombine na powierzchni komorek
$rédbtonka [16, 17],

I1l. Struktura i funkcje trombomoduliny
I11-1. Budowa czgsteczki

Ludzka trombomoduling (TM) jest jednotancu-
chowg glikoproteing zbudowang z 557 aminokwa-
sow. W czasteczce trombomoduliny wyréznia sie
pie¢ domen strukturalnych: 1) zewngtrzkomdrkowg
domene lIcktynowga (reszty aminokwasowe 1-226),
zawierajgcg fragment o budowie homologicznej ze
strukturg pierwszorzedowg domen lektynowych im-
munoglobulin IgE czy biatek z rodziny selcktyn
(reszty 1-154), 2) domene obejmujaca sze$¢ naste-
pujacych po sobie powtdérzen sekwencji homologicz-
nej ze strukturg naskdérkowego czynnika wzrostu (z
ang. Epidennal Growth Factor), 3) domene obfi-
tujgcg w reszty seryny i treoniny, 4) domene
transbtonowg oraz 5) kréotki C-kohncowy odcinek cy-
toplazmatyczny. W obrebie domeny Icktynowcj oraz
domen typu EGF znajduje sie kilka miejsc N-gliko-
zylacji, za$ w regionie bogatym w reszty serynowe i
treoninowe przytaczone sg wigzaniami O-glikozydo-
wymi czasteczki oligosacharydéw. Ponadto, w we-
glowodanowym obszarze biatka, wykazano obec-
no$¢ proteoglikanu — siarczanu chondroityny (w
18% populacji komérek srédbtonka z zyty pepkowej
oraz w 34% populacji komoérek z ludzkiej aorty, po-
chodzacych z hodowli tkankowych). Z punktu wi-
dzenia antykoagulacyjnych wtasnosci trombomodu-
liny szczegdlne znaczenie majag odcinki czwarty,
piaty i szésty w domenie typu EGF, obejmujace
miejsce wigzania trombiny. O ile pierwszy i ostatni z
wymienionych odcinkéw sg niezbedne do samego
‘wiagzania’ trombiny, obecno$é czwartego segmentu
domeny EGF, a takze niewielkiego odcinka amino-
kwasowego w domenie trzeciej, decyduje o aktyw-
nosci trombomoduliny jako kofaktora. Stabilizacje
kompleksu trombina-trombomodulina zapewnia
czasteczka siarczanu chondroityny, ktéra przypusz-
czalnie oddziatuje z dodatnio natadowanym frag-
mentem trombiny, okre$lanym jako Il miejsce
wigzgce aniony (ang. anion binding cwositc i)
[18-21],

I11-2. Znaczenie trombomoduliny w regulacji proce-
su aktywowania biatka C

Efektywnos$¢ dziatania samej trombiny w aktywo-
waniu biatka C na powierzchni fosfolipidowej dwu-
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warstwy bton komdérkowych ptytek krwi jest stosun-
kowo niewielka. W obecnos$ci kompleksu trombi-
na-trombomodulina proces aktywowania biatka C
zachodzi ok. 1000 razy szybciej (Kd~ 0.2 nM). W
tych warunkach trombina wykazuje jedynie mini-
malng aktywnos$¢ proteolityczng w stosunku do in-
nych biatek bedgcych jej substratami (nie dotyczy to
czynnika XI). Reakcja wymaga obecno$ci jondw
Ca”+, ktore sg wiazane przez reszty kwasu y-karbo-
ksyglutaminowego (Gla) w czasteczce biatka C.
Obecnos$¢ fosfolipidow btonowych wptywa na przy-
biatka C [21],

aktywowanego

spieszenie procesu aktywacji

Wiasciwosci antykoagulacyjne
biatka C (APC), tzn. jego zdolno$¢ do proteolitycz-
nej inaktywacji czynnikéw Va i Villa, wzmagajg
dwa biatka osocza: biatko S i czynnik V, dziatajace
synergistycznie jako kofaktory APC [22],
Utworzenie kompleksu trombiny z trombomodu-
ling nic pozostaje bez wptywu na prokoagulacyjng
aktywnos$¢ trombiny, tj. na tworzenie fibryny, akty-
wacje czynnika V i aktywacje ptytek krwi. Wedtug
obserwacji, trombomodulina oddziatujagc z trombing
hamuje proces polimeryzacji fibryny i aktywacji
czynnika V. Ponadto, jak wykazaty pomiary agrega-
cji ptytek oraz pomiary uwalniania serotoniny z ziar-
nistosci wewnatrzptytkowych przez trombine znako-
wang JI2i lub diizopropylofosforotrombine, powsta-
nie kompleksu trombina-trombomodulina ogranicza
i/lub odwraca aktywacje ptytek krwi [7, 23, 24],
Sadzi sie, ze obnizona ekspresja trombomoduliny,
a wiec jej nizsze stezenie w 0soczu, moze przyczy-
niac¢ sie do ostabienia aktywacji uktadu antykoagula-
cyjnego przez trombine, oraz do wzrostu stezenia
wolnej trombiny w osoczu. Przesuwa to rownowage
hemostatyczng ‘na korzy$¢’ szlaku prokoagulacyj-
nego i moze sprzyja¢ tworzeniu zakrzepu w miej-
scach ewentualnego uszkodzenia naczynia czy na
powierzchni rozerwanej blaszki
Trombomodulina umozliwia zatem funkcjonowanie

miazdzycowej.

istotnego z punktu widzenia réwnowagi hemosta-
tyczncj mechanizmu zwanego ‘paradoksem trombi-
ny’. Przy niskich stezeniach trombiny jej immobili-
zacja na powierzchni komérek s$rodbtonka przy
udziale czgsteczki trombomoduliny sprzyja aktywa-
cji biatka C i catego uktadu antykoagulacyjncgo.
Wzrost stezenia trombiny sprawia, ze dziata ona
przede wszystkim prokoagulacyjnie, prowadzac do
polimeryzacji fibrynogenu [2],

Lokalnie i w ograniczonym stopniu TM moze
przeciwdziata¢ zaleznej od trombiny aktywacji ko-
morek poprzez oddziatywanie z receptorem trombi-
ny. W wyniku niedoboru trombomoduliny moze do-

chodzi¢ do wzmozonej aktywacji komoérek $réd-
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btonka, a nastepnie do wzrostu ekspresji biatek adhe-
zywnych i czagsteczek uczestniczacych w procesie
zapalnym, zwiekszajac w ten sposéb ryzyko peknie-
cia blaszki miazdzycowej i/lub przyczyniajac sie do
progresji miazdzycy [25],

Nalezy podkresli¢, ze zalezna od trombomoduliny
regulacja procesow aktywowania szlaku biatka C
oraz neutralizacji trombiny, ma rowniez miejsce pod-
czas oddziatywania trombomoduliny odpowiednio z
prekursorami trombiny, tzn. meizotrombing i mcizo-
trombing (desFl), lub z inhibitorami proteaz, takimi
jak antytrombina Il (ATUI), kofaktor Il heparyny
(HCII), inhibitor biatka C (PCI). Rola trombomodu-
liny w neutralizacji trombiny r6zni sie w zaleznoSci
od rodzaju inhibitora. Jest ona dominujgca w przy-
padku PCI, gdzie warunkiem hamowania aktywnosci
trombiny sg oddziatywania typu biatko-biatko. Prze-
ciwnie, w przypadku aktywacji ATIII i HCII gtéwnga
role odgrywa czasteczka siarczanu chondroityny, zas
oddziatywanie z trombomoduling jest jedynie me-
chanizmem wspomagajgcym [26-28],

I11-3. Udziat trombomoduliny w regulacji fibryno-
lizy

W doniesieniach z kilku ostatnich lat sugeruje sie
udziat trombomoduliny, jak réwniez niektérych jej
rozpuszczalnych fragmentéow (produktéow ograni-
czonej proteolizy czasteczki TM) w regulacji proce-
sow fibrynolizy [29, 30]. Wskazujg na to doswiad-
czenia z zastosowaniem prokarboksypeptydazy B
(pro-pCPB) — jcdnotancuchowego biatka osoczo-
wego, zwanego takze TAF1 (ang. Thrombin Activatci-
ble Fibrinolysis Inhibitor). Procesy molekularne ak-
tywacji TAFI iaktywacji biatka C sg podobne: akty-
wacja zymogendw zachodzi na skutek ograniczonej
proteolizy w obecnos$ci kompleksu trombina/meizo-
trombina-trombomodulina. W kompleksie tym trom-
bina lub meizotrombing tworzg poczatkowo dwu-
(zaréwno z TAFI jak i trombomoduling), a nastepnie
trojsktadnikowe kompleksy TAFI-trombina-trombo-
modulina, ktérych powstawanie jest warunkiem pro-
teolizy TAFI do aktywnej formy TAFla (Ryc. 2). Po-
dobnie jak w przypadku biatka C, aktywacja TAFI
moze zachodzi¢ takze w obecnosci rozpuszczalnych
fragmentéw trombomoduliny, obejmujgcych reszty:
1-462, czy 227-462 (fragment TME zawierajacy
sze§¢ domen EGF). Liczba ‘elementédw’ struktury
pierwszorzedowej trombomoduliny konieczna do
aktywacji TAFI przewyzsza jednak liczbe fragmen-
tow czgsteczki wymaganych do aktywacji biatka C
(réznica dotyczy blizej nieokres$lonych reszt regionu
obejmujgcego domeny 1-3) [30], Karboksypeptyda-
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za B (TAFla), specyficzna dla grup karboksylowych
reszt argininy ilizyny, wykazuje zdolno$¢ aktywacji
protrombiny w obrebie skrzepu oraz wtasciwosci sil-
nego inhibitora fibrynolizy, poniewaz hamuje wigza-
nie plazminogenu z fibryng. Okazuje sie, ze zastoso-
wanie przeciwciat monoklonalnych anty-TAFI znosi
efekt hamowania fibrynolizy przez TAFla. W warun-

T + TAFI < B> T-TAFI
+ +
™ ™
A A
v v
T-TM+ TAFI < >  T-TM-TAFI » TAFla

Ryc. 2. Schemat aktywacji inhibitora fibrynolizy aktywowanego przez
trombine (TAFI). Trombina (lub meizotrombina) tworza
dwusktadnikowe kompleksy zaréwno z TAFI, jak i trombomo-
duling (TM). Oddziatywanie tych dwéch rodzajoéw heterodime-
réw ze sobg prowadzi do utworzenia komplekséw tréjsktadniko-
wych (T-TM-TAFI) iwigze sie z syntezg aktywnej postaci TAFI
(TAFIla) [30],

kach takich, zaznacza sie szczegdlnie profibrynoli-
tyczne dziatanie aktywowanego biatka C w osoczu,
polegajace najego zdolno$ci do hamowania aktywa-
cji protrombiny oraz hamowania syntezy TAFla. Ob-
serwacje te wskazujg jednoczed$nie na biologiczne
znaczenie zaleznej od trombiny aktywacji czynnika
TAFI (pro-pCPB), ktdry okreslany jest czesto jako
ogniwo tgczace krzepniecie i fibrynolize [31, 32],

IV. Polimorfizmy genetyczne oraz regulacja
ekspresji genu trombomoduliny

Gen trombomoduliny zlokalizowany jest na chro-
mosomie 20. Zmiennos¢ w obrebie tego genu byta
jak dotad przedmiotem jedynie pojedynczych badan
obejmujacych niewielkie populacje. Dlatego tez nie
wiadomo z calg pewnoscig jakie znaczenie nalezy
przypisa¢ obserwowanym polimorfizmom genetycz-
nym, czy ich wystepowanie mogtoby mie¢ zwigzek
ze zmianami funkcji czgsteczki trombomoduliny, a
tym samym — czy wystepowanie niektorych form
polimorfizméw mogtoby wywiera¢ jakikolwiek
wptyw na zaktdcenie robwnowagi miedzy procesami
krzepniecia, antykoagulacji i fibrynolizy, a tym sa-
mym prowadzi¢ do zmian czesto$ci wystepowania
choroby zakrzepowo-zatorowej.

Najwieksze zainteresowanie badaczy wzbudza
dymorfizm C 14KT.

nukleotydowy Substytucja
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C 4s—T odpowiada za zamiane 45>Val—=Ala w re-
gionie sz6stego powtdrzenia domeny EGF tancucha
polipeptydowego trombomoduliny. Jest to region
istotny w procesie wigzania trombiny i aktywowania
biatka C, totez nic powinno dziwi¢, ze polimorfizm
ten jest postrzegany jako jeden z potencjalnych czyn-
nikéw prokoagulacyjnych, tzn. przyczyniajacych sie
choroby
[33-35], Przypuszcza sie, ze polimorfizm ten mégtby

do zwiekszania ryzyka zakrzepowej
wptywaé¢ na strukture pierwszorzedowg TM, a w
konsekwencji na funkcje biatka. Nie wyklucza sie ta-
kze, ze taka zmiana strukturalna moze ksztatltowac
zmiany podatnos$ci czasteczki trombomoduliny na
dziatanie enzymoéw proteolitycznych, a tym wpty-
wacé na stezenie TM w osoczu krwi [34]. Analiza cze-
stosci allcli C i T w pozycji 1418, przeprowadzona w
nielicznych populacjach zdrowych ochotnikéw oraz
u osobnikéw charakteryzujacych sie niedoborem
biatka C lub trombofilig (sktonno$cig do rozwoju
choroby zakrzepowo-zatorowej) o niewyjasnionej
etiopatogenezie, nic wykazata réznic w czestosciach
allclu C w pozycji 1418. Z jednej strony, obserwacje
takie podwazatyby istotne znaczenie dymorfizmu
Cl4KT w etiopatogenezie zylnej choroby zakrzepo-
wo-zatorowej. Z drugiej strony jednak, nalezy za-
uwazy¢, ze badane populacje byty mato liczne, totez
trudno wyniki te postrzega¢ jako zalezno$ci o cha-
rakterze epidemiologicznym [35], Wyniki badan
przeprowadzonych w liczniejszych populacjach,
obejmujacych osoby zdrowe oraz z przebytym
zawatem mies$nia sercowego nic sg spdjne: jedynie w
niektdrych grupach pacjentéw z zawatem stwierdzo-
no czestsze wystepowanie allclu C [33, 34]. Prze-
Swiadczenie o potencjalnym znaczeniu dymorfizmu
141sC/T jako czynnika ryzyka zawalu miesnia serco-
wego opiera sie obecnie takze na obserwacjach
czestosé
czasteczki TM z Ala%" w populacjach os6b zdro-

wskazujacych na wiekszg wariantu
wych [34J. Pomiary wartos$ci stezenia TM w osoczu
0s0b reprezentujacych poszczeg6lne warianty geno-
typowe (C/C: 3.28 £ 0.63 ng/ml, C/T: 3.29 £ 0.73
ng/ml i T/T: 3.44 £ 1.21 ng/ml) wydajg sie zaprze-
cza istnieniu prostego zwigzku miedzy polimorfi-
zmem 14,sC/T a stezeniem trombomoduliny. Dlatego
tez, na podstawie uzyskanych dotad wynikow analiz
trudno w spos6b jednoznaczny rozstrzyga¢ o
wptywie dymorfizmu na funkcje czagsteczki TM, ta-
kie jak na przyktad rdéznice w aktywnos$ci formy
tkankowej i osoczowcj TM jako kofaktora.

Mutacja punktowa typu substytucji 127G h>A (opi-
sana po raz pierwszy u 42-letniej kobiety z zakrzc-
pica w zatoce strzatkowej) prowadzi do zamiany
25Ala->Thr w koAcu

aminokwasu aminowym
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zewnatrzkomdérkowej lektynowego
dojrzatego biatka [36], Przypuszcza sie, ze domena

ta mogtaby petni¢ role w regulacji ekspresji TM na

domeny typu

powierzchni komdrek S$rédbtonka [37]. Nie mozna
takze wykluczy¢, ze taka mutacija,
mogtaby powodowaé¢ zmiany konformacyjne w
strukturze domeny typu lektynowego czgsteczki TM,
co z kolei mogtoby prowadzi¢ do zmian w funkcjo-

nowaniu pozostatych domen czgsteczki.

punktowa

Inng réznice w pierwszorzedowej budowie TM,
dotyczacg zamiany 468Asp—Tyr wynikajgcej z sub-
stytucji 145G —T, zaobserwowano u 45-letniego me-
zczyzny z zatorem tetnicy ptucnej [38], U pacjenta
tego (reprezentujacego genotyp heterozygotyczny
1456G/T) stwierdzono istotnie obnizone stezenie TM
w osoczu w stosunku do Sredniej wartosci stezenia
osoczowej TM w populacji osobnikéw zdrowych.
Poniewaz w zadnych innych badaniach populacyj-
nych nie wykryto wystepowania substytucji
1476G—T, ani w grupach pacjentéw z zakrzcpica
zylna ani u osobnikéw zdrowych, mozna przypusz-
czaé, ze wystepuje ona bardzo rzadko inic ma istot-
nego znaczenia epidemiologicznego w przypadkach
dziedzicznej trombofilii [39], Z uwagi na tak rzadkie
wystepowanie, trudno w tej chwili oceni¢ w jakim
stopniu zamiana 14%G-»T mogtaby mie¢ znaczenie
w ksztattowaniu niedoboréw TM w osoczu oraz pod-
wyzszonej sktonnoséci do epizodéw zakrzepowych
[391,

Niespetna 10 innych mutacji, rozproszonych w
obrebie sekwencji kodujgcych genu TM wykryto u
0s6b zdrowych lub chorych z zakrzcpica zylng lub
zawatem serca (wszystkie opisane przypadki byty
heterozygotami) [8], Przypuszcza sie, ze przynajm-
niej niektére z tych mutacji moga mie¢ istotne zna-
czenie w ksztattowaniu zwiekszonej sktonnos$ci ich
nosicieli do rozwoju choréb zakrzepowych (trombo-
filii) [8]. Trudno w chwili obecnej oceni¢ ich znacze-
nie dla zmian funkcjonalnych w czgsteczce TM, jak
rowniez ich wage jako czynnikéw ryzyka w rozwoju
choroby zakrzepowo-zatorowej.

Wystepowanie pojedynczych modyfikacji w se-
kwencji nuklcotydowej DNA opisywano takze dla
regionu promotorowego genu TM w populacjach
0s6b zdrowych oraz pacjentéw z zawatem miesnia
sercowego. W badaniach tych wykazano pieciokrot-
nie wieksza czesto$¢ wystepowania takich modyfi-
kacji wsrod osob z zawatem (5/104 przypadki w po-
rownaniu do 1/104 w grupie kontrolnej) [33], Role
takich modyfikacji w regionie promotorowym trud-
no na razie oceni¢ z uwagi na brak danych doswiad-
czalnych dotyczacych wydajnosci transkrypcji oraz
stezenia TM w osoczu i tkankach u oséb reprezen-
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tujagcych okreslone warianty genotypowe regionu
promotorowego genu TM [25],

V. Uwagi kohAcowe

Trombomodulina wystepuje w organizmie w
dwoéch formach: tkankowej oraz osoczowej. Forme
osoczowgq, ktéra zachowuje wymagang aktywnosé
jako kofaktor w reakcji aktywowania bhiatka C, uwa-
Za sie za pochodng natywnej formy ,tkankowej” [40,
41], Wydaje sig, ze w warunkach nadkrzepliwosci
i/lub przyspieszonej fibrynolizy osoczowa trombo-
modulina peini  funkcje ostonowg wzgledem
srédbtonka naczyniowego, przeciwdziatajac nad-
miernej generacji plazminy, enzymu o matej wybiér-
czosci dziatania wzgledem licznych biatek w komér-
kach $rodbtonka [42], Stezenie rozpuszczalnych
fragmentow trombomoduliny w osoczu wynosi ok.
5-20 ng/ml. Fragmenty te r6znig sie masg czastecz-
kowga oraz pozbawione sg zwykle domeny btonowej i
cytoplazmatycznej. Podwyzszone warto$ci stezenia
TM w osoczu, przekraczajgce nawet 50 ng/ml, moga
Swiadczy¢ o uszkodzeniu $rédbtonka [29, 43], Pod-
wyzszone stezenia trombomoduliny odnotowuje sig
w takich stanach chorobowych jak zesp6t wykrzepia-
nia srédnaczyniowcgo (DIC), cukrzyca, toczen ru-
mieniowaty uktadowy, zatorowo$¢ piucna, zespot
zaburzen oddechowych typu dorostych (ARDS),
przewlekta niewydolno$¢ nerek, ostra niewydolnosé
watroby, zakrzcpica naczyn moézgowych, miazdzy-
ca, choroba niedokrwienna serca, jak rowniez w
przypadkach opornosci na aktywowane biatko C
(APCR) czy hiperhomocystcincmii [44-52], Ponad-
to, stezenie TM wzrasta znaczgco w ciggu 24-48 go-
dzin (wraz ze wzrostem stresu oksydacyjnego) w
osoczu os6b leczonych preparatami trombolityczny-
mi [53], W przeciwienstwie do tego, obnizone steze-
nie TM w osoczu zaobserwowano u pacjentéw po
podaniu niefrakcjonowancj heparyny [54], Zaobser-
wowano, ze stezenie trombomoduliny w osoczu jest
$rednio nizsze u kobiet oraz ze wzrasta ono z wie-
kiem osoby badanej [55],

Problem uzytecznos$ci egzogennej trombomoduli-
ny w terapii chordb zakrzcpowo-zatorowych sktonit
badaczy licznych o$rodkow do podjecia badan nad tg
glikoproteingjako potencjalnym, silnym czynnikiem
przcciwzakrzcpowym stosowanym w prewencji i le-
czeniu powiktan naczyniowych. Uwaza sie, ze poda-
wanie egzogennej trombomoduliny mogtoby prowa-
dzi¢ do obnizenia ryzyka krwawien w poréwnaniu z
terapig heparyna, Jakkolwiek
doktadny molekularny mechanizm przeciwzakrze-

czy warfaryng.

powego dziatania trombomoduliny nie zostat jeszcze
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poznany, wydaje sie, ze wstepne wyniki badan wy-
konywanych na zwierzetach sa obiecujgce [41, 56].
W badaniach tych poréwnywano rekombinantowe
fragmenty trombomoduliny zawierajgce zewnatrz-
komoérkowc domeny ludzkiej trombomoduliny
[57-61] oraz rekombinantowg ludzka rozpuszczalng
trombomoduline (rhsTM),

zewnatrzkomorkowe

zawierajgcg wszystkie
domeny trombomoduliny i
przypominajgca swa aktywnos$cig czgsteczke natyw-
nej trombomoduliny. Poréwnanie aktywnosci nie-
wielkiego rekombinantowego fragmentu czasteczki
trombomoduliny (E456) z rhsTM w badaniach z
zastosowaniem krazenia pozaustrojowego u matp
wykazato, ze aktywnos$ci E456 i rhsTM, jako kofak-
torow w procesie aktywacji biatka C, byty bardzo
badanych TM do-
tyczg okresu pdéttrwania (6.0-9.0 min. dla E456 i 5
godz. dla rhsTM) [57]. Wyniki badan, w ktérych wy-
kazano skutecznos$é rhsTM w zapobieganiu chorobie

zblizone. R6znice witasciwoséci

zakrzepowo-zatorowej u myszy i szczuréw (wywo-
tywanej trombing) czy zespotowi wykrzepiania $rod-
naczyniowego (DIC) (indukowanemu czynnikiem
tkankowym (TF) lub endotoksynami) u matp i szczu-
row wskazujg, ze rhsTM stanowi jeden z bardziej
obiecujacych
[58-62],

zwigzkow przcciwzakrzcpowych
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Plazmidy eukariotyczne

The eukariotic plasmids

KRZYSZTOF LESNIEWICZ*

Spis tresci

l.  Wstep
Il. Lokalizacja siibkomdérkowa i wystepowanie
I11. Struktura
111.1. Iniowe plazmidy DNA
111.2. Koliste plazmidy DNA
111.3. Plazmidy RNA
IV. Ewolucja plazmidéw eukariotycznych
V. Podsumowanie

Wykaz skréotow: pz (tpz) liczba par zasad (tysigce); Da
(kDa) — Daltony (tysigce); ORF — otwarta ramka odczytu; TIR
— ang. terminal inverted repeat.

I. Wstep

Plazmidy eukariotyczne nigdy nie cieszyty sie za-
interesowaniem réwnym temu, jakie towarzyszyto
plazmidom prokariotycznym. Wieloletnie badania
doprowadzity do zgromadzenia licznych danych do-
tyczacych gtéwnie ich budowy i wystepowania, lecz
nic daty odpowiedzi na szereg pytan, z ktérych naj-
wazniejsze dotyczy relacji jakie wigzg je z organi-
zmami zasiedlanych gospodarzy. Niepowodzeniem
skonczyty sie rowniez préby wykorzystania plazmi-
déw eukariotycznych do konstrukcji wektoréw gene-
tycznych. Tym niemniej, stanowig one interesujacy
materiat ze wzgledu na zwigzek z wieloma zagadnie-
niami, takimi jak; ewolucja organelli, wirusow, ele-
mentow mobilnych i intronéw. Ponadto, poznanie
horyzontalnego transferu plazmidéw eukariotycz-
nych moze pomdéc w wyjasnieniu znaczenia symbio-
genezy w procesie ewolucji molekularnej.

Plazmidy eukariotyczne stanowig podgrupe poza-
chromosomalnych elementéw genetycznych, do kté-
rych na ogot zaliczane sgréwniez jadrowe czgsteczki
DNA wyodrebniajgce sie bezposrednio z chromoso-

*Dr., Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, Instytut Biologii
Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im. A.Mickiewi-
cza, ul. Migdzychodzka 5, 60-371 Poznan.
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mow, genomy organcllowe oraz wirusy zasiedlajgce
organizmy eukariotyczne. Pomimo, ze plasmidy wy-
kazuja wiele cech wspdélnych z innymi pozachromo-
sonralnymi elementami genetycznymi, to istnieje
szereg przyczyn dla ktdrych sg one traktowane jako
odrebna grupa czasteczek.

Obecnie, termin plazmidy eukariotyczne stosuje
sie najczesciej do tych czasteczek DNA lub RNA,
ktére jako niezalezne replikony, zdolne s do
trwatego utrzymywania sie w komdrce poza struktu-
rami chromosomoéw jagdrowych iorganellowych (mi-
tochondria i chloroplasty). Do plazmidéw eukario-
tyczne nie zalicza sie jednak tych czgsteczek DNA,
ktére po oddzieleniu sie od chromosoméw mogga eg-
zystowaé w komorce jako niezalezne replikony, lub
niestabilne formy przejsciowe [1, 2|. W przeciwien-
stwie do nich, plazmidy eukoriotyczne na ogét nie
posiadajg homologii do sekwencji obecnych w chro-
mosomach lub homologia ta jest stosunkowo ograni-
czona. Od wiruséw plazmidy eukariotyczne odroz-
niajg sie natomiast tym, ze nic wystepuja w $rodowi-
sku pozakomodérkowym, a takze, z nielicznymi
wyjatkami, nie obserwuje sie typowej dla wiruséw
budowy, czyli czasteczek DNA lub RNA optaszczo-
nych kapsydcm biatkowym. Ponadto plazmidy sa
statym elementem genetycznym charakterystycz-
nym dla przedstawicieli danej jednostki systema-
tycznej, co wynika z faktu, ze czgsteczki te moga by¢
dziedziczone zarowno ptciowo jak i somatycznie.

Termin — plazmid eukariotyczny — zostat przy-
jety zc wzgledu na analogie do plazmidéw prokario-
tycznych, z ktérymi taczy je zdolno$¢ do trwatego
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utrzymywania sie w komorce ireplikowania w stanie
autonomicznym [3], Jednak ze wzgledu na brak da-
nych dotyczacych funkcji wiekszosci plazmidéw eu-
kariotycznych oraz na ich podobienstwo do innych
elementéw genetycznych, niektérzy autorzy stosuja
takze terminy: czasteczki plazmidopodobnc, wiruso-
podobne, episomalne lub minikoliste.

Na podobne trudnosSci napotyka takze proba
przedstawienia jednoznacznej klasyfikacji plazmi-
déw. Podobnie jak w przypadku wiruséw, pochodze-
nie filogenetyczne poszczeg6lnych plazmidéw euka-
riotycznych nie jest znane, a w zwigzku z tym nie
moze stanowi¢ podstawy do ich klasyfikacji. Na ogol
opiera sie ona na podstawie: budowy (koliste, linio-
we, DNA, RNA), grupy taksonomicznej do ktérej na-
lezy gatunek bedacy ich gospodarzem (zwierzeta,
grzyby lub rosliny), lub lokalizacji subkomoérkowej
(jadrowe, mitochondrialne, chloroplastowe lub cyto-
plazmatyczne).

Il. Lokalizacja subkomoérkowa i wystepowa-
nie

Lokalizacja subkomoérkowa plazmidéw eukario-
tycznych wskazuje na wyrazng preferencje do zasie-
dlania mitochondriow. Interesujace jest to, ze tylko
w kilku przypadkach zlokalizowano plazmidy na te-
renie jadra komorkowego [4] i chloroplastow [5].
Preferencja plazmidéw do zasiedlania mitochon-
driéw ma najprawdopodobniej zwugzck ze zréznico-
wanym rozpowszechnieniem tego typu form wsrdd
przedstawicieli poszczeg6lnych podkrélestw. Anali-
za wtasciwosci genomoéw mitochondrialnych grzy-
béw, roslin i zwierzat wskazuje bowiem na szereg
istotnych réznic, ktdre majg swoje odzwierciedlenie
w zdolnoéci do utrzymywania plazmidéw.

Genom
sktadajg sie czasteczki o wielkosci od 14 do 39 tys.
par zasad, w przeciwienistwie do genomoéw mito-

mitochondrialny zwierzat, na ktdry

chondrialnych przedstawicieli pozostatych cuka-

riontéow, wykazuje duza stabilno$¢ oraz
»,0szczedno$¢” przejawiajacg sie brakiem intronéw
oraz dtuzszych, nickodujacych sekwencji miedzyge-
nowych [6], Jakkolwiek nic znana jest przyczyna ta-
kiej struktury genomu mitochondrialnego zwierzat,
to cecha ta dobrze koreluje z brakiem plazmidow na
terenie tych organelli. Obecno$¢ czasteczek, ktore
mogga by¢ uznane za plazmidy mitochondrialne, za-
obserwowano tylko u przedstawicieli Trypanosoma i
Pciramecium. W przypadku Trypanosoma, na genom
mitochondrialny, oprécz duzych czasteczek koli-

stych (ang. maxicircle DNA), sktadajg sie liczne ko-
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pie czasteczek minikolistych (ang. minicircle DNA)
ktore tworzace typowg dla tego rodzaju strukture Ki-
netoplastu [7]. Czasteczki te nie sg jednak na ogdét
klasyfikowane jako plazmidy. Za plazmidy uznaje
sie natomiast pozachromosomalne czgsteczki DNA
wystepujgce w mitochondriach Paramecium [8],
Nalezy jednak pamietaé, ze zaréwno w przypadku
Trypanosoma jak i Paramecium, obecno$¢ plazmi-
dow koreluje z nietypowa dla zwierzat strukturg za-
sadniczego genomu mitochondrialnego.

Odmienne cechy, z stosunku do mitochondriéw
zwierzat, posiadajg natomiast genomy mitochon-
drialnc roslin i grzybow. Charakteryzujg sie one
obecnos$cig znacznych ilosci dodatkowych sekwen-
cji, nic zwiekszajgcych istotnie potencjatu ko-
dujacego tych organelli oraz zréznicowang budowg
fizyczng chromosomoéw mitochondrialnych [9], W
omawianym kontek$cie zwrdéci¢ nalezy uwage na bu-
dowe fizyczng genomu mitochondrialnego roslin,
gdyz w przeciwienstwie do zwierzat, stanowi jgzréz-
nicowana pula czgsteczek DNA powstajgcych w wy-
niku homologicznej rekombinacji sekwencji powté-
rzonych istniejacych w obrebie czgsteczki okre$lanej
jako ,master chromosom". Bogactwo form po-
wstatych w wyniku jego rearanzacji jest tak duze, ze
na tym tle trudno jest méwi¢ o mitochondrialnych
formach pozachromosomalnych, w rozumieniu ana-
logicznym do pozachromosomalnych form gene-
tycznych obecnych wjgdrze komorkowym. Tym nie-
mniej, plazmidy zasiedlajgce mitochondria roslin
stanowig wyraznie odrebng klase czasteczek, tatwa
do odr6znienia od DNA zasadniczego genomu mito-
chondrialnego.

Obecnie, zdecydowana wiekszo$¢ informacji na
temat plazmidéw mitochondrialnych pochodzi z ba-
dan prowadzonych na grzybach, u ktére wystepuja
one najcze$ciej. Dotyczy to przede wszystkim do-
brze scharakteryzowanych genetycznie gatunkow z
rodzajéw: Saccharomyces, Neurospora, Claviceps i
Podospora. W obrebie tylko jednego rodzaju — Neu-
rospora — zidentyfikowano wiele typoéw plazmidéw
apojedyncze szczepy mogg zawiera¢ przedstawicieli
nawet 11 z nich [10],

W przypadku jadra komérkowego, wiekszo$¢
zbadanych pozachromosomalnych elementéw gene-
tycznych sg to czagsteczki powstajgce poprzez wyod-
rebnianie sie fragmentéw DNA z chromosomow.
Tylko w kilku przypadkach w organellach tych od-
kryto czgsteczki typowo plazmidowe. Najlepiej po-
znane z nich to plazmidy 2 pm wystepujace u dro-
zdzy [11] oraz liczne plazmidy wystepujace u gatun-
kow rodzaju Diktyostelium [12, 4], W obu tych przy-
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padkach budzg one zainteresowanie z przyczyn prak-
tycznych, gdyz moga one stanowi¢ cenny materiat do
konstrukcji wektorow genetycznych.

I1l. Struktura
I11-1. Liniowe plazmidy DNA

Pomimo duzego zr6znicowania na poziomic se-
kwencji nuklcotydowej, plazmidy liniowe wyste-
pujace u przedstawicieli wszystkich podkrolestw
wykazujg znaczne podobienstwo pod wzgledem or-
ganizacji genetycznej (Ryc. 1) [13]. Czasteczki te, o

A.

DBU\EOL
g ~dlg;

5 RNA pol.

DNA pol. toks. a+f
O

C. ,

Ryc. 1. Przyktady eukariotycznych plazmidéw liniowych (inwertro-

toks. vy
[E=mmtN
=y

g.op.

néw). Czarne strzatki oznaczaja pozycje poszczegélnych ORF,
czarne tréjkaty oznaczajg sekwencje TIR z czgsteczkami biatek

terminalnych na 5’ koricach obu nici. DNA poi polimeraza

DNA; RNA poi — polimeraza RNA; toks. a, p, y — geny ko-
dujace poszczegdlne toksyny; g.op — gen kodujacy opornosé
na toksyny. A — plazmid mitochondrialny maranhar (7052pz)
z Neurosporu crossu [28], B — plazmid cytoplazmatyczny
pGKLI z Klyveromyces lactis [22], C — modyfikacja plazmidu
kulito. Struktura ,,szpilki do wtoséw™ [26].

wielkosci od kilku do kilkunastu tys. par zasad, po-
siadajg na obu koricach sekwencje powtérzone w od-
wrotnej orientacji (TIR) o ditugosci kilkuset par za-
sad. Konce 5’obu nici DNA potgczone sg kowalen-
cyjnie zpojedynczymi czgsteczkami biatek terminal-
nych, ktdre petnig funkcje starterow w procesie repli-
kacji. Wiekszo$¢ plazmidéw liniowych koduje
biatka zaangazowane w procesy wiasnej replikacji i
transkrypcji. Plazmidy tc, podobnie jak inne formy
genetyczne posiadajgce tego typu budowe (niektore
bakteriofagi, adenowirusy, elementy mobilne) okre-
Slane sa wspdlng nazwajako inwertrony (od sekwen-
cji — ,inrerted repeat”) [14, 9],

Podobnie jak inwertrony wirusowe, plazmidy li-
niowe podlegajg replikacji wg modelu ,odsuwanej
nici” (ang. strand displacement). Analiza sekwencji
kodujacych polimerazy DNA plazmiddw liniowych
wykazata obecno$é¢ konserwatywnych motywow

charakterystycznych dla TPP polimeraz DNA (ang.
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terminal protein primer DNA polimerase) bakterio-
fagéw g) 29, PRD1 [15]. W replikacji prowadzonej
przez TPP polimerazy DNA, biatko terminalne
zwigzane kowalencyjnie z 5’ kofAcem nici DNA petni
funkcje startera, do ktérego przylaczona zostaje 5°
fosforanowg grupa pierwszego mononukleotydu
syntetyzowanej nici DNA [16], Charakterystyczng
cechg TPP polimeraz DNA plazmidéw liniowych
jest obecno$¢ na N koncach tancuchdéw polipcptydo-
wych dodatkowej domeny, nic majacej swojego od-
powiednika u polimeraz bakteriofagowych. Ponie-
waz sekwencja tej domeny zawiera motywy zblizone
do sekwencji poznanych biatek terminalnych niekté-
rych bakteriofagéw (S-Y-K-N), a w plazmidach nic
zidentyfikowano ORF kodujagcej tego typu biatko,
przypuszcza sie ze w tym przypadku moze by¢ ono
zbudowane z N koricowej domeny TTP polimerazy
DNA [17].

Zdecydowana wiekszo$¢ plazmidéw liniowych
tworzy tylko dwa transkrypty, z ktérych jeden koduje
polimeraze DNA, drugi natomiast polimeraze RNA.
Oba zlokalizowane sg naroznych niciach DNA, a ich
promotory znajdujg sie w odpowiednich sekwen-
cjach TIR, co oznacza, ze w obu przypadkach tran-
skrypcja nastepuje w kierunku do $rodka czasteczki.
Sekwencje promotorowe réznych plazmidéw wyka-
zujg znaczne podobieAstwo do promotorow bakterio-
fagéw T7, SP6 a takze niektérych gendéw mitochon-
drialnych [9], PodobieAstwo to wynika najprawdo-
podobniej z faktu, ze we wszystkich tych przypad-
kach w proces transkrypcji zaangazowany jest ten
sam rodzaj polimerazy RNA. Polimerazy tego typu,
zbudowane z jednej podjednostki (ang. single sub-
unit RNA polimerase), kodowane sg zar6wno przez
plazmidy liniowe, jak i niektore bakteriofagi oraz
adenowirusy. RoOwniez kodowane jadrowo mito-
chondrialne polimerazy RNA grzybow, zwierzat iro-
§lin reprezentujg ten typ czasteczek [9, 73],

Pomimo, ze na og6t obserwuje sie powstawanie
dwoch czgsteczek RNA na obu niciach DNA plazmi-
déw liniowych, to znane sg rowniez warianty obej-
mujace inne ilosci transkryptow oraz otwartych ra-
mek odczytu. Np. plazmid mF wystepujgcy w mito-
chondriach Physarium polyeephalum, zawiera 9 se-
kwencji ORF zlokalizowanych na jednej nici DNA,
ktéra ulega transkrypcji prowadzgcej do powstania
co najmniej 5 roznych czasteczek RNA [18]. Przy-
puszcza sie, ze obecno$¢ tak duzej liczby ORF ma
zwigzek z indukowanym przez ten plazmid efektem
fuzji mitochondriéw. Ponadto, niektére plazmidy li-
niowe ros$lin, posiadajg dodatkowe sekwencje po-
chodzace najprawdopodobniej z chloroplastéw. W
plazmidach kukurydzy, zidentyfikowano fragmenty
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genu psbA, oraz petne kopie chloroplastowych ge-
now tRNAPo i tRNAIrp. Oba geny tRNA zlokalizo-
wane sg na plazmidzie 2,3 kb oraz ulegajg transkryp-
cji dostarczajagc mitochondriom jedynego, syntety-
zowanego w tych organellach tRNATp [19].

Innym ciekawym przyktadem plazmidéw, o do-
datkowym potencjale kodujacym, sa niektore pla-
zmidy cytoplazmatycznc [20], Posiadajg one dodat-
kowe ORF, warunkujgce wystepowanie fenotypu
»zabojcy” (ang. killer phenotype) [21]. Fenotyp ten
przejawia sie wydzielaniem do otoczenia toksyny
biatkowej, ktéra niszczy komorki innych szczepow
grzybow. Zjawisko to (typowe réwniez dla niektd-
rych plazmidéw dsRNA) zostato najlepiej scharakte-
ryzowane uszczepédw gatunku Kluyveromyces lactis.
Zawierajg one plazmidy pGKL-1, -2 (Ryc. IB) ko-
dujace biatko bedgce inhibitorem cyklazy adenylo-
wej [22], Opornos$¢é wiasna na toksyczne wtasciwosci
tego biatka uwarunkowana jest czynnikami kodowa-
nymi przez ten sam plazmid, lub przez inny element
genetyczny gospodarza [23],

Nietypowe plazmidy liniowe zidentyfikowano u
Paramecium. W mitochondriach przedstawicieli
tego rodzaju, oprdécz czasteczek o budowie typowej
dla plazmidéw liniowych (klasa IiIll) wystepuja ta-
kze plazmidy, ktérych formy monomeryczne posia-
dajg strukture szpilek do wtoséw (klasa Il). Czaste-
czki te zakoriczone sg na jednym koncu petlg a na
drugim fragmentem jcdnoniciowym. Hybrydyzacja
jednoniciowych koAcow dwoch czasteczek prowadzi
do powstania form dimcrycznych [24], Nalezy przy
tym zwrdci¢ uwage, ze czagsteczki zasadniczego ge-
nomu mitochondrialncgo Paramecium, o wielkoSci
ok. 40 tpz, maja rowniez budowe szpilek do witosow
[25],

Analiza plazmidéow liniowych wykazata, ze
oprocz czasteczek o zasadniczej budowie wystepuja
takze rézne formy pochodne. Powstajg one najcze-
sciej w wyniku rekombinacji réznych czasteczek
plazmidowych, badz w wyniku btedéw zacho-
dzacych w trakcie ich replikacji. W wyniku tych pro-
cesOw powstajag czasteczki z delecjami obej-
mujgcymi centralng cze$é plazmidu, powtdérzeniami
obejmujacymi na ogo6t sekwencje TIR [26] lub o bu-
dowie szpilek do witosoéw, analogicznych jak w przy-
padku Paramecium [27] (Ryc. 1C). Ze wzgledu na
niekompletne sekwencje genéw kodujacych polimc-
razy RNA lub DNA, formy te moga utrzymywac sie
tylko w obecnosci plazmidéw niczmodyfikowanych.

Inny charakter posiada modyfikacja prowadzaca
do powstania czasteczek plazmidowych, ktdére na
obu koncach zawierajg dtugie sekwencje powtorzo-

ne zbudowane z sekwencji zasadniczego genomu mi-
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tochondrialnego. Budzi ona szczegdlne zaintereso-
wanie badaczy ze wzgledu na fakt, ze czesto prowa-
dzi do zmian fcnotypowych gospodarza. Modyfika-
cja tego typu wystepuje u kilku gatunkow grzybow
oraz ros$lin i najlepiej zostata scharakteryzowana u
przedstawicieli rodzajow: Neurospora, [28], Podo-
spora [29] oraz u kukurydzy [30], Kolonie Neuro-
spora, w optymalnych warunkach, majag zdolnos¢
nieograniczonego wzrostu, ktéry moze ulec zahamo-
waniu jedynie na skutek dziatania czynnikow zew-
netrznych. Zaobserwowano jednak, ze kolonie
szczepOw zawierajacych mitochondrialne plazmidy
liniowe kalilo i maranhar wykazujg objawy starze-
nia i $mierci po serii okoto 20 pasazy. Efekt ten
wywotany jest integracjg plazmidu z czasteczka
chromosomu mitochondrialnego, w wyniku ktérej
powstata czgsteczka hybrydowa ulega preferencyj-
nej akumulacji prowadzacej w konsekwencji do za-
burzenia metabolizmu mitochondrium i Smierci ko-
morki. Ustalono, ze procesie tym bierze udziat krot-
ka, okoto 25 nukleotydowa sekwencja z obszaru TIR
wykazujgca ograniczonghomologie z miejscem inte-
gracji w mt DNA [31], Natomiast u Podospora, w
przeciwieAstwie do Neurospora, proces starzenia
stymulowany jest czynnikamijadrowymi imoze ulec
supresji w wyniku integracji plazmidu liniowego
pLA2-1 z genomem mitochondrialnym [29],

Najlepiej poznany przyktad integracji plazmidu
liniowego z genomem mitochondrialnym roslin do-
tyczy plazmidéw kukurydzy. Wystepowanie plazmi-
dow Sl i S2 w postaci wolnej lub zintegrowanej z
mtDNA réznych typéw cytoplazmy (S, C, T, N) w
poczatkowym okresie badan sugerowato istnienie
zwigzku z cechg cytoplazmatycznej meskiej stery -
nosci (CMS) [32], Dalsze badania nic potwierdzity
jednak tego typu zaleznos$ci [33, 34], U roslin proces
rekombinacji moze zachodzi¢ zaréwno pomiedzy
dwoma plazmidami, jak i plazmidem a czasteczka
zasadniczego genomu mitochondrialncgo. Ustalono,
ze plazmid S1ljest formg hybrydowg, powstatg przez
rekombinacje plazmidu R1 i R2 [35], natomiast w
przypadku cytoplazmy N, proces rekombinacji do-
prowadzit do trwatej integracji plazmidéw R1 i R2 z
mtDNA. Proces integracji u kukurydzy, w przeciwie-
nstwie do analogicznego, obserwowanego u grzy-
béw, oparty jest na homologicznej rekombinacji pla-
zmidowego obszaru TIR z fragmentem sekwencji
trwale zintegrowanego z mt DNA plazmidu R. Po-
nadto zaobserwowano wystepowanie sekwencji ho-
mologicznych do plazmidéw SI, S2 i2,3kb wjadro-
wym DNA kukurydzy, co sugeruje mozliwo$¢ prze-
noszenia i rekombinacji plazmidéw takze z DNA
tego przedziatlu komdrkowego [36],
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111-2. Koliste plazmidy DNA

W pordéwnaniu do plazmidow liniowych, plazmi-
dy koliste wykazujg wiekszg réznorodnos$¢é zardéwno
pod wzgledem organizacji genetycznej jak i pocho-
dzenia. Na og6l sg to czagsteczki o wielkos$ci kilku
tys. par zasad, ktére kodujg tylko jeden transkrypt
[9]. Podobnie jak w przypadku plazmidéw linio-
wych, wiekszo$¢ plazmidow kolistych zidentyfiko-
wano na terenie mitochondriow. Do najlepiej pozna-
nych przyktadow plazmidéw grzybowych nalezg
Mauriceville, Varkud [37] i LaBclle [38] wyste-
pujace u Neurospora (Ryc. 2A, C). Zainteresowanie
plazmidami Mauriccvillc i Varkud wynika z faktu, ze
wykazujg one wtasciwosci typowe dla retroelemen-
tow. W postaci monomerycznej majg one wielkosé
odpowiednio 3,6 i 3,7 tpz. aich sekwencje kodujg po-
jedyncze biatko o wielkosci 81 kDa iaktywnos$ci od-
wrotnej transkryptazy (RT polimerazy). Plazmidy tc

A. B. 5'UUG

strukturg tRNA-podobng, petnigca funkcje startera w
sposéb analogiczny jak podczas replikacji niekt6-
rych roslinnych wiruséw RNA [39],

Mechanizm replikacji oparty na odwrotnej tran-
skrypcji, prowadzi¢ moze w niektérych przypadkach
do powstania nowej formy genetycznej o charakterze
retrotranspozonu. Stwierdzono, ze czasteczka pla-
zmidu Varkud, na etapie syntezy nici cDNA, moze
integrowa¢ z jedng z czasteczek rRNA lub tRNA
obecnych na terenie mitochondrium, co prowadzi do
hybrydowej (Ryc. 2B).
Czasteczka ta moze nastepnie integrowac¢ z chromo-

powstania czgsteczki
somem mitochondrialnym na drodze homologicznej
rekombinacji z
tDNA lub rDNA. Dalszg konsekwencja tego procesu
moze by¢ powstanie elementu mobilnego, gdyz w

odpowiednig sekwencjg genow

przypadku gdy zintegrowany plazmid ulegac bedzie
transkrypcji pod kontrolg promotora genu tDNA lub
rDNA, to powstajaca czasteczka hybrydowego RNA
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mt DNA Schemat powstawania elementu

I N mobilnego na skutek integracji

ulegaja transkrypcji, w wyniku ktérej powstaja
czasteczki RNA o wielkos$ci odpowiadajgcej petnej
dtugosci czasteczek DNA (Ryc. 2A). Transkrypty tc
petnig funkcje zarowno mRNA jak i sg matrycg dla
syntezy cDNA podczas replikacji. Synteza ta rozpo-

czyna sie od zwigzania polimerazy z 3’ koncowg
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plazmidu Yarkud z mtDNA (opis
w tekscie) [37], C. Plazmid LaBel-
le [38]. Strzatka oznacza pozycja
ORF kodujaca polimeraza DNA.

moze ponownie ulec odwrotnej transkrypcji, a na-
stepnie wiaczeniu w innym miejscu chromosomu mi-
tochondrialnego [37],

Takze plazmid LaBcllc (Ryc. 2C), mimo Zze nic
jest rctroclcmcentem inie wykazuje homologii do pla-
zmidoéw Mauriceville i Yarkud, posiada pewne cechy
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analogiczne do tej grupy czasteczek. Podobnie jak
one, ulega transkrypcji prowadzacej do powstania
czasteczki RNA, ktora obejmuje niemal peing se-
kwencje plazmidu i ktéra zawiera sekwencje ko-
dujacqg biatko o wielkosci 120 kDa. Biatko to posiada
aktywno$¢ polimerazy DNA, jednak w obrebie jego
sekwencji aminokwasowej zidentyfikowano VII blo-
kow konserwatywnych typowych dla RT polimera-
zy. Podobnie jak w przypadku wielu innych plazmi-
déw grzybow, fragmenty sekwencji LaBelle zidenty-
fikowano takze w obrebie chromosomu mitochon-
rialnego zaréwno u N. crassa jak i N. Intermedia,
mimo ze plazmid w postaci wolnej zlokalizowano do
tej pory tylko w szczepie LaBelle-lIb N. Intermedia
[38],

Poznane do tej pory koliste plazmidy roslin stano-
wig stosunkowo jednorodna grupe. Czasteczki tc
majg na ogot wielkos$¢ od 1do 2 tpz i w przypadkach
gdy ulegaja transkrypcji, tworzg tylko jeden tran-
skrypt o wielko$ci kilkuset pz. W wiekszosci przy-
padkéw transkrypt ten nic zawiera jednak ORF, ktd-
rych dtugos$¢ wskazywataby, ze moga one kodowac
biatka o aktywnos$ci polimeraz. Do chwili obecnej
funkcja tych transkryptow nic zostata poznana.

Analiza pordwnawcza sekwencji plazmidéw koli-
stych roslin nie wykazata zadnej homologii do zasad-
niczego genomu mitochondrialnego gospodarzy. Za-
obserwowano natomiast wystepowanie blokdw se-
kwencji homologicznych pomiedzy plazmidami wy-
stepujacymi w obrebie jednego, lub réznych gatun-
kéw. Interesujgce jest to, ze sg to najczesciej sekwen-
cje powtdrzone w orientacji prostej (ang. direct repe-
at) oraz odwrdconej (ang. inverted repeat) [40].
Konsekwencjg tego typu budowy, jest mozliwos$¢
wystepowania struktur ,szpilek do wtosow”, ktérych
obecno$¢ ma najprawdopodobniej zwiazek z miej-
scem or/ replikonéw mitochondrialnych [9], Suge-
stie te zostaty potwierdzone przez badania przepro-
wadzone na plazmidach Viciafaba, ktére wykazaty,
ze w trakcie ich replikacji widetki rcplikacyjnc
(struktura 0) powstajg w poblizu sekwencji odwréco-
nych [41]. Interesujacy jest réwniez fakt, ze u kilku
badanych plazmidéw miejsce to zwigzane bylo ze
strukturami ,,szpilek do wtoséw”, analogicznych pod
wzgledem diugosci pnia, jak i wielko$ci oraz lokali-
zacji petli gornej i bocznej, pomimo braku wzajem-
nej homologii sekwencji. Sugeruje to, ze w procesie
replikacji czasteczek tego typu, zasadnicze znacze-
nie odgrywa nie budowa Irzedowa, lecz struktura Il
rzedowa nici DNA. Proces replikacji poznano takze
dla mitochondrialnego plazmidu mpl z Chenopo-
dium album, ktéry odbywa sie wg mechanizmu ,to-
czacego sie kota” [42], Plazmid ten, w przeciwien-
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stwic do powyzszych przyktadéw, charakteryzuje sie
brakiem sekwencji Jnverted repeaf\ oraz obecno-
§cig dwoch stosunkowo diugich ORF (171 i246 pz),
ktorych funkcja nic zostata do tej pory poznana.

Podobnie jak w przypadku plazmidéw liniowych,
takze plazmidy koliste mogg tworzy¢ nowe formy re-
kombinacyjne. Oprocz plazmidéw o budowie mono-
mcryczncj, czesto obserwuje sie wystepowanie koli-
stych konkatamerdw powstajgcych w wyniku homo-
logicznej rekombinacji zachodzacej pomiedzy se-
kwencjami kilku czasteczek [43, 44],Mozliwe jest
rowniez tworzenie nowych form w wyniku rekombi-
nacji zachodzgcej obrebie pojedynczej czasteczki
plazmidu [45],

I11.3. Plazmidy RNA

Dwu- ijednoniciowe czasteczki RNA (ds i ssR-
NA), o strukturze liniowej oraz kolistej, nie bedace
transkryptami DNA gospodarza, od dawna byty ob-
serwowane u roznych gatunkdw grzybdw i roslin.
Wiekszo$¢ z nich stanowig genomy wirusé6w RNA
atakujacych organizmy eukariotyczne. Czes$é z nich
posiada jednak cechy typowe dla plazmidéw lub wy-
kazuje cechy wspdlne dla obu tych grup, co powodu-
je, ze czesto sg one okre$lane jako czgsteczki wiruso-
podobne lub plazmidopodobnc. Przyjmuje sie, ze
plazmidami RNA sa tc czgsteczki, ktore nie sg tran-
skryptami genomu gospodarza a ich replikacja odby-
wa sie z pominieciem etapu DNA (jak to ma miejsce
w przypadku retroclcmentéw). Ponadto plazmidy
RNA nie wystepujag pozakomdrkowo w postaci
zwigzanej z biatkami kapsydowymi. Nalezy jednak
zaznaczyc¢, ze u grzybow zaobserwowano wiele cyto-
plazmatycznych, wirusopodobnych czasteczek RNA
(ang. viruslikeparticles-WPs) w postaci optaszczo-
ncj kapsydcm biatkowym [46], Kapsydy tc nic petnig
jednak zwigzanych z przenoszeniem
czasteczki dsRNA pomiedzy r6znymi organizmami,
a jedynie umozliwiajg ich trwatg egzystencje w ko-

funkcji

morce gospodarza [47].

Pomimo intensywnych badaA prowadzonych w
ostatnich latach, plazmidy RNA sg stosunkowo stabo
poznang grupg pozachromosomalnych elementow
genetycznych. Poniewaz obszerniejsze dane, szcze-
golnie sekwencyjne, posiadamy jedynie w kilku
przypadkach, trudno jest o uogdlnienia dotyczace
wielu zasadniczych kwestii zwigzanych z tg grupa
czasteczek. Nic wiadomo miedzy innymi, jak szeroki
jest zasieg ich wystepowanie, oraz jakajest lokaliza-
cja subkomérkowa wiekszosci z nich.

W podkrélcstwic grzybéw, wiekszosé plazmidow
ssRNA i dsRNA zidentyfikowano u gatunkéw pato-
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gennych, symbiotycznych iudrozdzy, u ktérych pre-
zentujg one wyjatkowo duza r6znorodno$¢. Zaréwno
u grzybow jak i u roslin czesto obserwuje sie wyste-
powanie danego plazmidu RNA w postaci zaréwno
jedno jak i dwuniciowcj. Na przyktad, jednoniciowe
koliste plazmidy 20S i 23S posiadajg sekwencje w
petni homologiczng do dwuniciowych, kolistych
czasteczek W i T RNA [48]. Natomiast cecha, ktéra
odréznia plazmidy RNA drozdzy od plazmidow ro-
§lin wyzszych, jest wystepowanie kapsydéw biatko-
wych niezbednych do stabilnego utrzymywania sie
tych czgsteczek w cytoplazmic grzybdw. Stwierdzo-
no, ze biatka te moga by¢ syntetyzowane przez rézne
plazmidy zarowno w uktadzie cis jak i trans [46].

Obecno$¢ wiekszosci plazmidéw RNA nie kore-
luje z zadnymi cechami fenotypowymi. Do
wyjatkdw nalezg plazmidy MI i M2, wystepujace
odpowiednio w szczepach KI i K2 (ang. killer stra-
ins) Saccharomyces cerevisiae. Warunkujg one feno-
typ umozliwiajgcy niszczenie komérek drozdzy in-
nych szczep6w [49], Innym przyktadem funkcji pla-
zmidow RNA jest zjawisko hypowirulcncji. Polega
na ostabieniu wirulencji szczep6w patogennych za-
wierajgcych dang forme dsRNA. Czasteczki tego
typu, o strukturze liniowej i wielkosci ok. 12-14 tpz,
zaliczane sg do rodziny wirusow Hypoviradae [50].
Brak biatek kapsydowych oraz fakt, ze nic wystepuja
one pozakomdrkowo powoduje, ze zaliczane sg row-
niez do plazmidéw. Ustalono, ze czgsteczki te posia-
dajg strukture zblizong do potywiruséw, gdyz ich
ORF (1 lub 2) zlokalizowane sg zawsze najednej nici
RNA iodpowiedzialne sg za synteze jednej czastecz-
ki biatka, ktéra nastepnie ulega fragmentacji na sze-
reg aktywnych biatek. Poznane sekwencje tych ORF
wykazaty istotng homologie do RNA zaleznej poli-
merazy RNA (RDRP) potywiruséow [51],

Liczne dsRNA zaobserwowano takze u wielu ga-
tunkow glonéw. Szczeg6lnie interesujgca sytuacja
ma miejsce u Bryopsis, gdyz gatunki tej klasy zawie-
rajg dsRNA zar6wno w mitochondriach jak i chloro-
plastach. W obu tych organellach wystepuja czgste-
czek o réznej diugosci oraz sekwencji nukleotydo-
wej, ktore tworzg kompleksy z biatkami tworzac
struktury wirusopodobne [52, 5],

Czasteczki plazmidow RNA wystepujg takze u
wiciu gatunkéw ro$lin wyzszych [53, 54]. W wiek-
szosci przypadkdw nic jest znana ich lokalizacja sub-
komérkowa. Z catg pewnoscig korekty wymagajg in-
formacje, o mitochondrialnym pochodzeniu wielu
roslinnych plazmidéw RNA, gdyz moga by¢ one
dziedziczone zaréwno matecznie jak i ojcowsko
[551,
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Jedynym gatunkiem, co do ktorego wszystkie
dane wskazujgjcdnoznacznie na mitochondrialng lo-
kalizacje plazmidow RNA, jest kukurydza [56],
Czasteczki te byty obiektem wnikliwych badan, gdyz
podobnie jak w przypadku dsRNA Phaseolus rulga-
ris [57], ich wystepowanie wykazywato korelacje ze
zjawiskiem cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
(CMS). Z czterech gtéwnych typéw cytoplazmy ku-
kurydzy (C, T, Si N), dsRNA (LBN-1, LBN-2) w
znaczacych ilosciach wystepujg tylko w typie L
(podgrupa typu S), a ssRNA (S/RU RNAa, S/RU
RNAb) w typie S i RU (podgrupa typu N) [58], Za-
stosowanie czulszych metod identyfikacji wykazato
jednak, ze czasteczki te wystepujg takze w pozo-
statych typach cytoplazm, lecz w znacznie mniej-
szych ilosciach [59], Pomimo ze nie znana jest petna
sekwencja nukleotydowa tych plazmidéw, to podej-
rzewa sie, ze we wszystkich tych przypadkach mamy
do czynienia z réznymi formami pochodzacymi od
tej samej czasteczki. Plazmidy S/RU RNAa i S/RU
RNADb sg bowiem jcdnoniciowymi formami dwuni-
ciowych plazmidéw LBN-1 i LBN-2. Natomiast
czasteczki mniejsze sg prawdopodobnie dclccyjnymi
formami odpowiednich czgsteczek diuzszych [60],
Nalezy ponadto zwréci¢ uwage na fakt, ze w wielu
eksperymentach czasteczki jednoniciowe wykazuja
witasciwosci czgsteczek dwuniciowych, co jest wyni-
kiem bogatej struktury drugorzedowej, powstajgcej
przez parowanie komplementarnych fragmentéw
nici RNA [9],

Ryz jest drugim, obok kukurydzy, gatunkiem kto-
rego plazmidy RNA byty obiektem wnikliwych ba-
dan. Zawiera on liczne (ok. 100 kopii na komdrke),
cytoplazmatyczne czasteczki dsRNA charaktery-
zujace sie stosunkowo duzymi rozmiarami. Liniowy
plazmid o wielkosci 13952 pz. zawiera jedng z
najdtuzszych spos$réd znanych u roslin, ORF [54],
Obejmuje ona niemal cata czasteczke (13716 pz) i
koduje enzymy zaangazowane we wtasng ekspresje,
czyli RDRP i helikaze.

IV. Ewolucja plazmiddw eukariotycznych

Do chwili obecnej zgromadzono obszerny mate-
riat opisowy dotyczacy plazmidow eukariotycznych.
Pomimo, ze dane te odnoszg sie do stosunkowo nie-
wielkiej ilosci gatunkow, gtéwnie o znaczeniu eko-
nomicznym, to pozwalajg one na wyciagnigecie szere-
gu interesujgcych wnioskow dotyczacych ewolucji
tego typu czasteczek.

Analiza struktury i sekwencji nuklcotydowej
wskazuje na zwigzek plazmidéw DNA o budowie in-
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wertrondw z adenowirusami i bakteriofagami, nie-
ktérych mitochondrialnych plazmidow kolistych z
retrowirusami, a plazmidéw dsRNA z wirusami ro-
$linnymi, gtéwnie potywirusami. Pomimo, ze fakty
te wskazujg na wirusowe pochodzenie plazmidow, to
teza ta nie jest przyjmowana bezkrytycznie. Biorgc
pod uwage to, ze pochodzenie wirusOw wcigz nie jest
poznane, nic mozna catkowicie wykluczy¢ hipotezy
ktéra przyjmuje, ze przynajmniej niektére plazmidy
sg formami pos$rednimi w trakcie wyodrebniania sie
sekwencji chromosomalnych do postaci niezale-
znych replikon6éw, a nastepnie form o charakterze
wirusowym. Przypuszcza sie, ze przyktadem tego
typu procesu moga by¢ mitochondrialne plazmidy
koliste roslin, ze wzgledu na czeste wystepowanie
sekwencji homologicznych z jadrowym DNA [9].
Ponadto podobieAstwo strukturalne niektérych
czasteczek, np. plazmidéw liniowych z adenowiru-
sami i bakteriofagami, moze by¢ wynikiem konwer-
gencji a nic wspélnego pochodzenia [61]. Teze ta
wspierajg niektore dane sekwencyjne, wskazujace na
brak istotnych homologii sekwencji pomiedzy in-
wertronami plazmidowymi a znanymi adenowirusa-

mi (Ryc. 3) [62], Zdecydowana wiekszo$¢ danych

Adenowirusy (Ad-2,-5,-7,-12

czynnika eliminujgcego tego typu dodatkowy mate-
riat genetyczny. Po drugie, obecno$¢ plazmidow
moze mie¢ zwigzek z istniejgcym mechanizmem im-
portu kwaséw nukleinowych z cytoplazmy do mito-
chondrium. Aczkolwiek mechanizm ten jest bardzo
stabo poznany, jego obecno$¢ nie budzi watpliwosci
ze wzgledu na fakt, ze niektore czgsteczki tRNA
muszg by¢ importowane przez mitochondrium z
jadra komorkowego [65]. W wyjatkowych przypad-
kach mechanizm ten mdgtby by¢ wykorzystywany
przez niektére wirusy RNA lub retrowirusy, ktore ta
droga mogtyby wnika¢ do mitochondriéw. Po trze-
cie, obecno$¢ plazmidéw w mitochondriach moze
mie¢ zwigzek z prokariotycznym pochodzeniem tych
organelli [66]. Zaktadajgc bowiem, ze wiele plazmi-
dow pochodzi od bakteriofagéw, organelle te stano-
wi¢ moga dla nich dogodne $rodowisko, sprzyjajagce
ich utrzymaniu.

Kolejne pytanie dotyczy pokrewiefnstwa pomie-
dzy plazmidami wystepujacymi w roéznych prze-
dziatach komérkowych [67]. Porownanie sekwencji
nuklcotydowych ré6znych inwertronéw wskazuje na
blizszy stopien pokrewienstwa pomiedzy bakteriofa-
gami a plazmidami mitochondrialnymi ros$lin igrzy-

Mitochondrialne plazmidy grzybowe

Wsp6lny
przodek

(pGKL-1,-2, pSKL)

wskazuje jednak na wirusowe pochodzenie plazmi-
dow eukariotycznych. Po pierwsze, stopien homolo-
gii sekwencji nuklcotydowej wiekszo$ci plazmidow
z genomem gatunkdw gospodarza i gatunkow blisko
z nim spokrewnionych, jest stosunkowo ograniczo-
ny. Ponadto sekwencje zawarte w plazmidach tworzg
funkcjonalng cato$¢, w przeciwienstwie do homolo-
gicznych, obecnych w chromosomach, ktére na ogol
sg wynikiem integracji plazmidu na drodze rekombi-
nacji [63, 64] (Ryc. 2B).

Zatozenie o wirusowym pochodzeniu plazmidow
implikuje szereg dodatkowych pytan. Jedno z nich
plazmidow.

dotyczy subkomorkowej

Zdecydowana wiekszo$¢ plazmiddw zostata do tej

lokalizacji

pory zidentyfikowana w mitochondriach. Poniewaz
nic wiadomo jaka jest tego przyczyna, mozna wy-
suna¢ trzy, nic wykluczajgce sig¢ hipotezy. Po pierw-
sze, w mitochondriach ro$lin i grzybow brak jest
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(pCLT5, pCLK"\,maranhar, kalilo, pAl2)

Mitochondrialne plazmidy ro$linne (S 1, S2
Bakteriofagi (PRD1, phi 29)
Cytoplazmatyczne plazmidy liniowe

Ryc. 3. Dendrogram obrazujacy pokrewienstwo
wystepujace pomiedzy réznymi inwertro-
nami, okreslone na podstawie stopnia ho-
mologii sekwencji genéw polimerazy
DNA i RNA [68],

bow, anizeli ktorejkolwiek z tych grup z plazmidami
cytoplazmatycznymi [68] (Ryc. 3). Fakt ten $wiad-
czy niewatpliwie o duzej zachowawczo$ci subko-
moérkowej plazmidéw poszczegdlnych przedziatow
komorkowych.

Interesujgca jest rowniez kwestia stabilnosci pla-
zmidéw w obrebie danego gatunku. By rozwigzac
ten problem, nalezy udzieli¢ odpowiedzi na naste-
pujace pytania. Na jakim etapie filogenezy danego
gatunku doszto do jego zasiedlenia przez wirusy z
ktorych powstaty plazmidy? Jakie sg mechanizmy
ich dalszej propagacji? Jakim przeksztatceniom
czasteczki tc podlegaty w procesie dalszej ewolucji?
Liczne dane, dotyczgace wystepowania poszczegol-
nych plazmidoéw w obrebie danej jednostki systema-
tycznej, pozwalaja stosunkowo precyzyjnie odpo-
wiedzie¢ na pierwsze z tych pytan. Np. w przypadku
niektorych plazmidéw rosélinnych, takich jak plazmi-
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dy tubinu biatego [40], ktore wystepujg w mitochon-
driach wszystkich odmian jednego gatunku w obre-
bie danego rodzaju, mozna przyjac, ze zasiedlenie
przez formy wirusowe nastgpito we wczesnym etapie
specjacji.

Jednak rozprzestrzenienie niektorych plazmidow
w obrebie rdznych jednostek systematycznych, w
kilku przypadkach jest wieksze, niz by to wynikato z
zatozenia o istnieniu wspdélnego przodka. Jeden z mi-
tochondrialnych plazmidéw kolistych o wielkosci
5,2 tpz zasiedla trzy r6zne gatunki: Neurospora cras-
sa, N.intermedia i N.tetrasperme. Badania restryk-
cyjne wykazaty, ze zmienno$¢ wystepujgca w obre-
bie tych plazmidéw jest znacznie mniejsza niz
zmienno$¢ obserwowana pomiedzy tymi gatunkami
[69], Zaobserwowano takze, ze plazmid kalilo moze
zasiedlaé mitochondria przedstawicieli dwéch ro-
dzajow — Neurospora i Gelasinospora [70], Po-
prawna interpretacja takiej dystrybucji plazmidow w
obrebie gatunkéw grzybéw wymaga uwzglednienia
ré6znych mechanizmdw rozprzestrzeniania tych
czasteczek.
zatozy¢, ze oprécz typowego dla mitochondriow pio-
nowego dziedziczenia matecznego, dochodzi réw-

W powyzszych przypadkach mozna

niez do przenoszenia horyzontalnego [71], Mozli-
wos$¢ taka zostata potwierdzona w badaniach labora-
toryjnych w ktoérych wykazano, ze mozliwe jest prze-
niesienie plazmidéw z Ascobolus immersus do Podo-
spora anserina, poprzez kontakt cytoplazm przed-
stawicieli obu gatunkoéw [71].

Zasieg horyzontalnego transferu plazmidéw eu-
kariotycznych moze byé jednak znacznie szerszy,
anizeli w poznanych przyktadach miedzygatunko-
wych krzyzéwek grzyboéw, w obrebie jednego Ilub
dwoch rodzajéw [72], Fakt, ze wiele plazmidéw eg-
zystuje w szczepach grzybdw patogennych lub sym-
biotycznych w stosunku do ro$lin, zwraca uwage na
mozliwo$¢ horyzontalnego transferu tych czasteczek
takze pomiedzy tymi podkroélestwami. Mozliwos$¢
takg potwierdzajg wyniki analizy sekwencyjnej
wskazujgce na wyzszy stopien pokrewieAstwa po-
miedzy niektdrymi plazmidami mitochondrialnymi
roslin i grzybéw, np. Sl i kalilo, anizeli pomiedzy
tymi plazmidami a bakteriofagami, od ktdérych
czasteczki te najprawdopodobniej wywodzg sie [61]
(Ryc.3).

Zaktadajac, ze wiekszos$¢ plazmidoéw pochodzi od
wiruséw, nalezy przyjac¢ ze jednym z podstawowych
trendéw ewolucyjnych, ktérym czagsteczki te podle-
gaja po zasiedleniu gatunkow eukariotycznych, jest
utrata sekwencji zbednych w warunkach trwatego
egzystowania na terenie komdérek. Dotyczy to gtow-

nie sekwencji kodujacych biatka kapsydowc, ktd-

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999

rych brak jest u zdecydowanej wiekszo$ci plazmi-
dow oraz innych genoéw odpowiedzialnych za zdol-
no$¢ do infekcji. Ograniczanie wielko$ci czgsteczek
DNA lub RNA stanowi prawdopodobnie istotng ce-
che adaptacyjng plazmidéw mitochondrialnych, dla
ktérych tempo replikacji ma zasadnicze znaczenie
dla utrzymania sie w tych organellach.

Analiza polimeraz DNA i RNA kodowanych
przez plazmidy nasuwa kilka interesujacych spo-
strzezen. Z ewolucyjnego punktu widzenia szczegdl-
nie istotny jest fakt, ze niektore plazmidy zasie-
dlajgce gatunki eukariotyczne, np. Mauriccvilla i
Varkud, kodujg odwrotng transkryptaze, ktdérej ak-
tywno$¢ moze prowadzi¢ do powstawania elemen-
tow rctrotranspozonowych. Proces ten ma istotne
znaczenie ewolucyjne dla gospodarza plazmidow,
gdyz aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy moze pro-
wadzi¢ do indukowania istotnych rcaranzacji w ob-
rebie ich genomu. Z ewolucyjnego punktu widzenia
ciekawy jest rowniez przyktad polimerazy DNA ko-
dowanej przez plazmid LaBelle. Poniewaz biatko to
zawiera bloki sekwencji homologicznych do RT-po-
limcrazy, niektérzy autorzy uwazaja, ze stanowi ona
przyktad ewolucji molekularnej obrazujgcej przejs-
cie ze ,,Swiata RNA” do ,$wiata DNA” [38], Ponie-
waz jednak wydarzenie to miato miejsce co najmniej
2 miliardy lat temu, jest mato prawdopodobne by pla-
zmid LaBelle byt reliktem z tego okresu.

Innym interesujgcym zagadnieniem jest podobie-
nstwo polimeraz RNA kodowanych przez niektore
plazmidy liniowe i bakteriofagi z polimerazami
RNA zasadniczego genomu mitochondrialncgo [73],
Pomimo, ze w chwili obecnej nie wiadomo, jaki
zwigzek ewolucyjny ono odzwierciedla, to z pewno-
§cig fakt ten musi zosta¢ uwzgledniony w rozwa-
zaniach dotyczacych pochodzenia mitochondriow.

Zasadniczym problemem jaki stoi przed badacza-
mi zajmujacymi sie plazmidami eukariotycznymi
jest poznanie funkcji tych czasteczek. Problem ten w
kategoriach ewolucyjnych sprowadza sie do pozna-
nia kryterium adaptacyjnego ktére powoduje, ze
czasteczki te sg stosunkowo stabilnym elementem
genetycznym organizmow eukariotycznych. Pomi-
mo, ze do chwili obecnej zidentyfikowano wiele pla-
zmidéw, wystepujacych u przedstawicieli réznych
gatunkow, to poznane i przedstawione powyzej
przyktady dotyczace ich funkcji sg stosunkowo nie-
liczne. Istniejg trzy zasadnicze koncepcje dotyczace
tej kwestii.

Pierwsza z nich zaktada, ze plazmidy w zdecydo-
wanej wiekszosci wywierajg zasadniczo negatywny
wptyw na organizm gospodarza. Do najlepiej pozna-
nych przyktadéw oddziatywan ujemnych nalezy pro-
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ces starzenia indukowany lub inhibowany przez nie-
ktére plazmidy oraz ostabienie wirulencji szczepéw
gospodarza. W tego typu przypadkach, niektorzy au-
torzy uwazaja, ze czasteczki te sg przyktadem ,pa-
sozytéw molekularnych” [10]. Takze w sytuacji gdy
nie obserwuje sie wyraznego zwigzku pomiedzy
obecnoscig plazmidu a cecha fenotypowa mozna
przyjac¢, ze konieczno$¢ utrzymania znacznej ilosci
kopii plazmidéw ulegajgcych intensywnej tran-
skrypcji, niewatpliwie obcigza bilans energetyczny
gospodarza.

Koncepcja druga sugeruje, ze obecno$¢ zdecydo-
wanej wiekszosci plazmidow jest obojetna dla orga-
nizmu gospodarza i jak twierdzi wielu autoréw,
czasteczki te reprezentujg typowy tzw. ,,samolubny
DNA™ (ang. selfish DNA), ktérego ewolucja ukie-
runkowana jest wytacznie na wiasne przetrwanie
[10], W tym znaczeniu, plazmidy wykazujg analogie
do licznych sekwencji powtérzonych, obecnych w
chromosomach wiekszos$ci Eukaryota [1], Zwolen-
nicy tezy o neutralnym stosunku plazmidowych dla
gospodarza, powotujg sie na fakt, ze obecnos¢ wiek-
szosci plazmidéw nic koreluje z zadnymi obserwo-
wanymi cechami gospodarza. Fenotypy szczepow
grzybow zasiedlanych przez poszczegdlne plazmidy
w niczym nic rézni sie od fenotypow szczepdéw bli-
sko z nimi spokrewnionych, lecz pozbawionych tego
typu czasteczek.

Trzecia koncepcja sugeruje natomiast istnienie
pozytywnego wptywu plazmidéw na organizm go-
spodarza. Pomimo ze poznano niewiele przyktadéw
tego typu funkcji, to teze tg wspiera kilka istotnych
faktow. Pierwszym z nich jest ewolucyjna trwatos¢
plazmidéw, pomimo wystepowania w postaci nieza-
leznych replikondw. Mechanizm selekcji czgsteczek
DNA podczas podziatéw mitochondriow, oraz segre-
gacji tych organelli podczas podziatéow komdrko-
wych, doprowadzi¢ powinien do szybkiego usunie-
cia niezaleznych replikonéw, nic posiadajgcych zad-
nej funkcji adaptacyjnej. Zjawisko tego typu czesto
obserwuje sie przy probach transformacji organelli,
podczas ktérych bardzo tatwo dochodzi do usuniecia
transgendéw, jezeli nic sa one nosicielami silnego
czynnika selekcyjnego [74]. Tymczasem plazmidy
sg czasteczkami stosunkowo stabilnymi w obrebie
réznych jednostek Kolejnym,
istotnym argumentem na rzecz pozytywnej funkcji

systematycznych.

plazmidow jest fakt, ze wiekszo$¢ plazmidéw wyste-
puje w dzikich szczepach grzybdw, podczas gdy
szczepy laboratoryjne, od lat utrzymywane w opty-
malnych warunkach wzrostu, na ogdél nie posiadaja

tego typu elementdw genetycznych. Fakt ten
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wyttumaczyé mozna jedynie brakiem presji selek-
cyjnej w warunkach hodowlanych, ktéra prowadzi
do eliminacji zbytecznych plazmidow.

V. Podsumowanie

1. Organizmy eukariotyczne, obok innych
pozachromosomalnych elementéw genetycznych,
zawierajg czasteczki DNA i RNA charakteryzujace
sie cechami typowymi dla plazmidéw.

2. Plazmidy eukariotyczne wystepujg u wie-
lu gatunkow grzybéw, niektérych gatunkow roslin i
bardzo rzadko u zwierzat.

3. Wiekszo$¢ plazmidow

zlokalizowana jest w mitochondriach. Niektére typy

eukariotycznych

plazmidéw obecne sgw cytoplazmie iw bardzo rzad-
kich przypadkach na terenie jadra komérkowego lub
chloroplastow.

4. Plazmidy DNA majg budowe liniowg lub
kolistag. Wiekszo$¢ plazmiddw liniowych posiada bu-
dowe typowa dla inwertronéw. Plazmidy koliste cha-
rakteryzuja sie wiekszg zmiennoscig pod wzgledem
organizacji genetycznej. Plazmidy RNA s3g grupa
czasteczek wykazujgcych najwiecej cech wspdlnych
z wirusami.

5. Plazmidy wystepuja takze w réznych mo-
dyfikacjach, bedacych nastepstwem biedéw za-
chodzacych podczas replikacji lub wynikiem inte-
gracji z genomem mitochondrialnym.

6. Analiza sekwencji i organizacji genetycz-
nej wielu plazmidéw sugeruje, ze powstaty one na
skutek trwatego zasiedlenia organizmoéow eukario-
tycznych przez wirusy.

7. Plazmidy ulegaty dalszej ewolucji pole-
gajacej na redukcji materiatu genetycznego, zbedne-
go w warunkach trwatego egzystowania w komor-
kach. Niektére plazmidy ewoluowaty w kierunku
tworzenia form episomalnych, mobilnych lub trwale
zintegrowanych z genomem gospodarza.

8. Rozprzestrzenienie plazmidéw uwarunko-
wanc jest ich historig ewolucyjna, dziedziczeniem
pionowym oraz w niektérych przypadkach zdolno-
$cig do przenoszenia horyzontalnego.

9. Zwigzek plazmidéw z fenotypem gospoda-
rza zidentyfikowano tylko w Kkilku przypadkach.
Funkcja wiekszosci z nich, pozostaje w dalszym
ciggu nic wyjasniona.
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Mechanizm opornosci na zwigzki arsenu u prokariontow
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Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Wtasciwosci chemiczne zwigzkéw arsenu
I11. Witasciwos$ci biologiczne soli arsenu
IV. Zjawisko opornosci organizméw na zwigzki arsenu
IV-1. Operon ars u prokariontéw
IV-2. Mechanizm opornosci drozdzy Saccharomyces ce-
revisiae na sole arsenu
IV-3. Zjawisko opornosci pasozytniczych pierwotnia-
kéw na zwigzki arsenu i antymonu
1V-4. Terapia arszenikowa w biataczce promielocytowej
a oporno$¢ komoérek ssakéw na zwigzki arsenu

Wykaz stosowanych skrétéw: ABC — domena przytaczania
ATP, ATP — adenozynotrifosforan, As(GS)3— komugat arsenu
z glutationem, GR — rcduktaza glutaredoksynowa, Grx — glu-
taredoksyna, GSH — glutation, GSSG — disiarczek glutationu,
NADPU — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego,
ORF — otwarta ramka odczytu, ox — forma utleniona, pz —
pary zasad, red — forma zredukowana, TR - rcduktaza tiore-
doksynowa, Trx — tioredoksyna.

I. Wstep

Zwigzki arsenu i pokrewnego metalu antymonu
byty pierwszymi chemioterapeutykami stosowanymi
w leczeniu chordb zakaznych i pasozytniczych. Juz
prawic sto lat temu niemiecki bakteriolog i lekarz
Paul Ehrlich zastosowat salwarsan w leczeniu
kity i$pigczki afrykanskiej [1]. W 1908 roku Paul
Ehrlich zostat uhonorowany Nagroda Nobla za
synteze tego arsenoorganicznego zwigzku i stworze-
nie podstaw chemioterapii. Jednoczesnie Ehr lich
zaobserwowat, ze komorki chorobotwoércze szybko
stawaty sie oporne na dziatanie salwarsanu.

'Dr, 2prof. dr hab.; 12ZZaktad Genetyki, Instytut Mikrobiologii.
Uniwersytet Wroctawski, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148
Wroctaw
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. Introduction
Il. Chemical properties of arsenie compounds
I11. Biological properties of arsenic salts
IV. Arsenical resistance phenomenon in organisms
IV-1. ars operon in prokaryotes
1V-2. Mechanism of arsenic salts resistance in yeast Sac-
charomyces cerevisiae
IV-3. Arsenic and antimony compounds resistance phe-
nomenon in protozoan parasites
IV-4. Arsenic therapy in promyelocytic leukemia and ar-
senical resistance in mammalian cells

Obecnie chemioterapia jest gtdwng metodg lecze-
nia chordb zakaznych, pasozytniczych i nowotworo-
wych. Powszechnie wystepujgce zjawisko opornosci
na stosowane terapeutyki jest ogromnym problemem
wspo6tczesnej medycyny. Aby skutecznie walczy¢ z
tym zjawiskiem, musimy pozna¢ najpierw moleku-
larne mechanizmy prowadzgace do wystgpienia opor-
nosci na leki.

Zwigzki arsenu i antymonu sa dzisiaj podstawo-
wymi skiadnikami lekéw stosowanych w leczeniu
$pigczki afrykanskiej i leiszmanioz [2, 3]. Z drugiej
strony opornos$¢ na zwigzki arsenu i antymonu cha-
rakteryzuje rowniez komdrki nowotworowe nie-
wrazliwe na leki cytostatyczne [4, 5], W zwigzku z
powyzszym zrozumienie molekularnych mechani-
zmoOw opornosci komérek na zwigzki arsenu i anty-
monu jest niezbedne do opracowania nowych metod
terapeutycznych.

Il. Witasciwosci chemiczne zwigzkéw arsenu

Arsen jest pierwiastkiem piatej grupy gtdéwnej
uktadu okresowego i ma charakter pdtmetaliczny.
Arsen tworzy zwigzki chemiczne w stopniu utlenie-
nia -3, +3 i +5. W przyrodzie wystepujg dwa podsta-
wowe tlenki arsenu: As20 3i As20 5. Trojtlenek arse-
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nu, zwany tez arszenikiem, jest silnie trujacy i byt
stosowany do celéw skrytobdjczych juz w starozyt-
nosci. Arszenik stabo rozpuszcza sie w wodzie,
tworzagc przy tym jony kwasu o/Yo-arsenawego
(HsASOs) ime/a-arsenawego (HAs02). Przy neutral-
nym pH kwas arsenawy wystepuje gtéwnie w formie
nic zjonizowanej As(OH)s [¢], Kwas arsenawy two-
rzy sole jednozasadowe, dwuzasadowec i tréjzasado-
we. Przyktadem moze by¢ meta-arsenin sodowy
(NaAsCP) uzywany jako srodek owado- i chwasto-
bojczy. Pieciotlenek arsenu bardzo tatwo rozpuszcza
sie w wodzie. W neutralnym pH wystepuja w réownej
ilosci jony HAs042i H2As04 kwasu o/Yo-arsenowe-
go (HsAso 4). Sole kwasu 0/70-arscnowego znalazty
zastosowanie jako $rodki owadobdjcze i herbicydy
[71.

Organiczne zwigzki arsenu moga mie¢ budowe
tancuchowg lub pierécieniowg, przy czym arsen
wchodzacy w sktad zwigzku moze by¢ trdj- lub pie-
ciowartosciowy. Arsen pieciowartosciowy moze
tworzy¢ kwas fenyloarsenowy idifenyloarsenowy, a
trojwartosciowy arsenobenzen. Pochodne arseno-
benzenu i kwasu fenyloarsenowego znalazty zasto-
sowanie w leczeniu chordb inwazyjnych spowodo-
wanych przez kretki, trypanosomy i petzaki. Arnino-
hydroksypochodng arsenobenzenu jest wspomniany

juz wczes$niej salwarsan.
I11. Wtasciwosci biologiczne soli arsenu

Toksycznos$¢ arsenu jest w duzym stopniu zalezna
od stopnia jego utlenienia. Arsenin sodowy jest od
10 do 100 razy bardziej toksyczny niz arsenian sodo-
wy [s]. Toksyczno$¢ arseninu jest spowodowana
jego zdolnos$cig do reagowania z grupami tiolowymi
w biatkach [9], Ponadto arsenian jest toksycznym
analogiem fosforanu i konkuruje z Pi podczas aktyw-
nego transportu przez btony komoérkowe do wnetrza
komorki [10] oraz w reakcjach fosforylacji, tworzac
niestabilne arsenowe pochodne (11 j.

Zwigzki arsenu sgtakze czynnikami stresu komor-
kowego 1 indukujg synteze biatek stresowych, po-
dobnie jak to ma miejsce w przypadku szoku ter-
micznego [12, 13], Arsenin, podobnie jak szok ter-
miczny, aktywuje w ludzkich komdrkach nowotwo-
rowych ekspresje genu A/D/?/, kodujacego P-gliko-
proteine warunkujacg wielolekowg oporno$¢ na cy-
tostatyki [14], Najsilniej
przez arsenin w komorce jest dehydrogenaza piro-

hamowanym enzymem
gronianowa [15], Arsen znacznie zwieksza swg tok-
syczno$é w komdrce przez wytwarzanie zwigzkéw z
reaktywnym tlenem [16]. Arsenin prawdopodobnie
generuje powstawanie nadtlenku wodoru przez akty-
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wacje odpowiednich oksydaz flawinowych. Arsenin
hamuje takze reduktaze glutationowg i obniza znacz-
nie poziom glutationu w komérce [17],

Zwigzki arsenu sg karcinogenne dla cztowieka,
zaburzajg cykl komérkowy oraz indukuja cytogene-
tyczne zmiany w wiciu systemach komodrkowych.
Karcinogenne wtasciwos$ci arsenu tréjwartosciowe-
go wynikaja z jego zdolno$ci do indukcji ekspresji
genéw c-fos i c-jun, kodujgcych czynniki stymu-
lujgce proliferacje komorek [18]. Zwigzki arsenu po-
wodujg amplifikacje genow [19], powstawanie pek-
nie¢ i zkaman w chromatydach [20], wymiane chro-
matyd siostrzanych [21], cndorcduplikacje chromo-
somow [22], aberracje chromosomowe [23],

IV. Zjawisko opornosci organizméw na sole
arsenu

IV-LOperon ars

Konsekwencjg powszechnego uzycia zwigzkow
arsenu w postaci herbicydéw i Srodkéw owadobhdj-
czych oraz wzrastajacego przemystowego zanie-
czyszczenia $rodowiska, byta uwarunkowana pla-
zmidowo opornos$¢ na toksyczne aniony arsenianowe
iarseninowe, zaobserwowana u wielu gatunkéw bak-
terii  gram-dodatnich i gram-ujcmnych  [24],
Novick i Roth [25] po raz pierwszy wyizolowa-
li z gram-dodatnicj bakterii Staphylococcus aureus
plazmid pl1258, ktéry warunkowat opornos$¢ na wy-
sokie stezenia soli arsenu. Podobne wtasciwosci wy-
kazywat plazmid R773 pochodzacy z Escherichia
coli [26]. Udowodniono, ze opornos$¢ na sole arsenu
zalezy od aktywnego transportu jon6w arsenu na
zewnatrz komorki bakteryjnej [27, 28]. Analiza ge-
netyczna i molekularna plazmidéw opornosci na sole
arsenu wykazata, ze jedna grupa gendéw nazwana
operonem ars, odpowiedzialna jest za wystgpienie
zjawiska opornosci.

Opcron ars zlokalizowany na plazmidzie R773
[29] sktada sie z pieciu gendow arsR, arsD, arsA, arsB
i arsC (Ryc. 1A). Kilka lat temu zidentyfikowano
operon ars na chromosomie Escherichia coli [30],
Chromosomowa kopia operonu ars zawiera tylko
trzy geny: arsR, arsB iarsC, warunkujgce opornos¢
na niskie stezenia soli arsenu [31]. Wyizolowano i
Nokrcslono sekwencje nuklcotydowag plazmidéw
pl258 ze Staphylococcus aureus [32] i pSX267 ze
Staphylococcus xylosus [33]. Okazato sie, ze operon
ars zawiera rowniez tylko trzy geny: arsR, arsB i
arsC (Ryc. 1B). Ponadto operony ars zidentyfikowa-
no na chromosomie u Bacillus subtilis [34, 35] oraz
na plazmidzie wirulcntnym pYV izolowanym z pato-
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gcnnych bakterii rodzaju Yersinia [36]. Operon ars
warunkuje opornos$¢ nie tylko na sole arsenu piecio-
warto$ciowego i trédjwartoSciowego, ale takze na
sole antymonu [24],

Najlepiej poznanym pod wzgledem molekular-
nym jest operon ars zlokalizowany na plazmidzie
opornosci R773 [29], Sktada sie on z pieciu gendéw
utozonych w nastepujacej kolejnosci: arsR, arsD,
arsA, arsB i arsC (Ryc. 1). Ekspresja operonu ars

arsR arsD

Opornos$¢ na sole arsenu i antymonu kodowana
plazmidowo w komdérkach Escherichia colijest uwa-
runkowana istnieniem ATP-zalezncj pompy aniono-
wej, usuwajagcej toksyczne metale na zewngatrz ko-
morki (Rye. 2A). Pompa ta zbhudowana jest z dwdch
podjednostek kodowanych przez geny arsA iarsB z
operonu ars (Ryc.l).

Biatko ArsA ztozone jest z dwdch homologicz-
nych czesci: N-koncowej Al i C-koncowej A2 [29],

Regulacja

B

Podjednostka ATPa/.owa

Podjednostka membranowa Reduktaza

Ryc. 1. Organizacja operonu ars zlokali-
zowanego na plazmidzie R773 z
Escherichia coli (A) i plazmi-

dzie p1258 z Staphylococcus au-

jest regulowana przez sole metali ciezkich: arsenu,
antymonu i bizmutu [24, 37], Region operonu nie-
zbedny do jego regulacji obejmuje pojedynczg se-
kwencje promotorowg oraz dwa geny regulatorowe
arsR iarsD [33, 38, 39]. Gen arsR koduje biatko re-
presora, ktdre przytacza sie jako homodimer do ope-
ratora w pozycji -35 przed promotorem ars i w ten
sposéb uniemozliwia transkrypcje operonu ars [40].
Arsenin iantymonin powodujg odtgczanie sie biatka
represora od operatora, a przez to powodujg indukcje
ekspresji operonu ars [38],

W operonie ars drugi w kolejnosci gen arsD kodu-
je rowniez biatko represorowe [39], ArsD przytacza
sie do tego samego operatora, co biatko ArsR, ale z
dwukrotnie mniejszg sitg [41]. ArsD odtacza sie od
operatora, podobnie jak ArsR, pod wptywem arseni-
nu, winianu antymonylo-potasowego itlenku fenylo-
arsynowego [41]. Do odtgczenia ArsR od operatora
wystarcza stezenie 10 pM arseninu, podczas gdy w
przypadku ArsD potrzebne jest az 100 pM arseninu
[41]. Wynika z tego, ze ArsR charakteryzuje sie
znacznie silniejszym powinowactwem do indukto-
row niz biatko ArsD. Na podstawie powyzszych da-
nych sformutowano szczegdétowy model regulacji
operonu ars. Tak wiec ArsR kontroluje ekspresje ge-
now strukturalnych operonu ars na poziomic podsta-
wowym tj. przy niskich stezeniach arsenu, a ArsD
kontroluje maksymalny poziom ekspresji przy wyso-
kich stezeniach toksycznych metali [41].
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reus (B). Strzatkami zaznaczono
kierunek transkrypcji operonu.

Kazda z nich zawiera konserwatywng sekwencje
wigzania ATP [42], nazwang odpowiednio miejscem
Al i1 A2. Oczyszczone biatko ArsA wykazuje in vitro
aktywno$¢é ATPazowg indukowang arseninem i an-
tymoninem [43]|. Analiza mutacji w obrebie miejsc
Al i A2 wykazata, ze obie sekwencje wigzania ATP
sg niezbedne dla katalitycznej aktywnos$ci ArsA i
wystgpienia zjawiska opornosci na sole arsenu [44],
Przy braku substratu ArsA wystepuje gtdwnie jako
monomer, ale w obecnos$ci arseninu lub antymoninu
biatko ulega dimcryzacji [45]. Aktywno$¢ ATPazo-
wa ArsA jest rdwniez aktywowana przez tc same sole
metali ciezkich [43],

Druga podjednostke ATPazy Ars stanowi biatko
ArsB zlokalizowane w btonie komoérkowej [47] ipo-
siadajgce 12 regiondw transbtonowych [46]. ArsB
tworzy w btonic komorkowej kanat dla oksoanionow
arsenu i antymonu, a takze jest miejscem przytacze-
nia do btony homodimeru podjednostki katalitycznej
ArsA (Ryc. 2A) [48], Badania in vivo iin vitro wyka-
zaty, ze kompleks ArsA-ArsB funkcjonuje jako obli-
gatoryjna pompa zalezna od ATP [49], Komoérki po-
siadajgce funkcjonalne geny arsA iarsB wymagaty
do usuwania jondéw arsenu tylko energii chemicznej
uzyskiwanej z hydrolizy ATP [27, 50], Sama energia
elektrochemiczna byta niewystarczajgca dla tego
procesu.

Mechanizm opornos$ci na zwiazki arsenu, warun-
kowany przez pieciogcnowy (arsR, arsD, arsA,
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ars13 arsC) opcron ars, moze by¢ poréwnany do me-
chanizmu, zdeterminowanego przez opcron trdjgc-
nowy (arsR, arsB, arsC). Chromosomowa kopia

aureus redukuje arsenian w obecnosci tioredoksyny
(Trx), rcduktazy tioredoksynowej (TR) i NADPH
(Ryc. 2B) [55], Natomiast ArsC kodowane przez pla-

A NADP<—___ @R NADPH
o ) T
2GSH — 7 ~__—>GSSG
Grx(ox) < . ——— Grx(red)
| ASO, < @ ASOy
ATP I} ADP
4
ArsA~
CyI_oAsol 77777
ArsB Btona komaérkowa
- ; _ SR
AsO2
B NADPH o NADP
TR - ]
»
Trx(ox) < —— Trx(red)
:
A$O2 < ASO4
v
Cytosol
ArsB Blona komoérkowa
44+ ++ v 44+

AsOp

opcronu ars u Escherichia coli oraz opcron ars zna-
leziony na plazmidach bakterii gram-dodatnich nie
posiadajg genu arsA, a mimo to umozliwiajg usuwa-
nie z komorki jondw arsenu i antymonu. Broer i
wsp. [51] wykazali usuwanie jonéw arsenu zalezne
tylko od energii elektrochemicznej w komdrkach
Staphylococcus aureus, zawierajacych na plazmi-
dzie opcron ars. Podobne zjawisko zaobserwowano
w komdrkach Escherichia coli, w ktérych ulegat eks-
presji tylko gen arsB, a gen arsA byt nieobecny [52],
Powyzsze dane pozwolity ustali¢, ze przy braku pod-
jednostki ArsA, biatko ArsB katalizuje transport ar-
seninu z uzyciem energii potencjatlu btonowego,
prawdopodobnie jako elektroforetyczny uniporter
(Rye. 2B).

Dane genetyczne sugerowaty, ze oporno$¢ na ar-
senian zalezy tylko od produktu genu arsC [29, 50],
Biatko to zostato wyizolowane ioczyszczone stosun-
kowo szybko, ale jego funkcja ditugo pozostawata
nieznana [53], Dopiero pdZniej udowodniono, ze gen
arsC koduje reduktaze arsenianowg katalizujacg re-
dukcja arsenianu do arseninu [54], Badania in vitro
wykazaty, ze oczyszczone ArsC ze Staphylococcus
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Ryc. 2. Mechanizm opornosci na sole arsenu w komérkach
bakterii Escherichia coli zawierajacych piecioge-
nowy operon ars na plazmidzie R773(A) i Staphy-
lococcus aureus zawierajacych tréjgenowy opc-

ron ars na plazmidzie pl1258 (B).

zmid R773 z Escherichia coli wykazuje aktywnos¢
reduktazowg zalezng od GSH [56], Redukcja arse-
nianu do arseninu in vitro wymaga oprdcz biatka
ArsC takze obecnos$ci zredukowanej glutaredoksyny
[Grx(rcd)], rcduktazy glutationowej (GR) i NADPH
(Rye. 2A) [57], Niezbedno$¢é GSH i glutaredoksyny
dla aktywno$ci katalitycznej ArsC moze wskazywacd
na udziat grup tiolowych w procesie redukcji arse-
nianu . Biatko ArsC kodowane przez plazmid R773
zawiera dwie reszty cysteinowe C12 i C106 [29],
Mutageneza ukierunkowana pokazata, ze C106 nic
jest niezbedna dla aktywnos$ci reduktazowej, pod-
czas gdy zmiana C12 w inny aminokwas powoduje
utrate aktywnos$ci reduktazowej i spadek opornosci
na arsenian [58], Na podstawie powyzszych wyni-
kow zaproponowano ztozony z co najmniej czterech
etapow nastepujacy mechanizm redukcji arsenianu
[57], Jako pierwszy powstaje kompleks enzym-sub-
strat poprzez arsenylacje Cl12. Nastepnie kompleks
ten reaguje ze zredukowang formg glutaredoksyny,
czemu towarzyszy transfer elektrondw iredukcja ar-
senianu do arseninu. Powstaty arsenin odigcza sie z
kompleksu, a zredukowana glutaredoksyna jest od-
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twarzana dzigeki transferowi elektronu z GSH, ktory z
kolei jest redukowany przez reduktaze glutationowg
z uzyciem NADPH (Ryc. 2A).

IV-2. Mechanizm opornosci drozdzy Saccharomyces
cerevisiae na sole arsenu

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sgw wielu ba-
daniach wykorzystywane jako modelowy organizm
eukariotyczny [59, 60], dlatego poznanie mechani-
zmow oporno$ci komérki drozdzowej na sole arsenu
mogtoby utatwié wyjasnienie tego zjawiska i znale-
zienie podobnych genéw opornosci u innych euka-
riontdw, w tym u chorobotwérczych pierwotniakéw i
ludzkich komoérek nowotworowych.

Jeszcze do niedawna mechanizmy opornos$ci dro-
zdzy piekarniczych na sole arsenu byty prawic nie-
znane. Po pierwsze wykazano, ze mutacje w genach
PHO084,- 86 i -87, kodujagcych biatka btonowe wa-
runkujagce pobieranie fosforanu nieorganicznego,
powodujg fenotyp opornosci komoérek na arsenian
[61, 62], W tym przypadku opornos$¢ jest wynikiem

Transkrypcja

ACRI ACR2

ACR3

Acrlp

As(l11)
As(V)
Sb(lll)

zablokowania drogi wnikania oksoanionéw do wne-
trza komdrki. Oprocz powyzszych nie byto zadnych
innych doniesien o istnieniu specyficznego dla soli
arsenu mechanizmu opornoséci u drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae.

W Zaktadzie Genetyki Instytutu Mikrobiologii
Uniwersytetu Wroctawskiego kilka lat temu podjeto
probe izolacji i identyfikacji gendw warunkujacych
oporno$¢ drozdzy na sole arsenu. Z banku genow
drozdzowych wyizolowano dwa fragmenty DNA o
dtugosci 4200 i 5500 pz, ktére w wiciu kopiach nada-
waty fenotyp bardzo wysokiego poziomu opornosci
drozdzy Saccharomyces cerevisiae na arsenin sodo-
wy [63], Dzieki analizie sekwencji nuklcotydowej
wyizolowanych fragmentéw stwierdzono, ze zawie-
rajg one trzy sprzezone ze sobg otwarte ramki odczy-
tu (YPR199c, YPR200c i YPR201w) o nieznanej
funkcji. Zlokalizowano je na koncu prawego ramie-
nia chromosomu XVI. Wyizolowane ORFy nazwano
kolejno ACR1 (Arsenical Compounds Resistance),
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ACR2 i ACR3 (Ryc. 3) [63], Wprowadzenie do ko-
morek drozdzy wielokopijnego plazmidu zawie-
rajagcego gen ACR3 powodowato prawie 5-krotny
wzrost opornos$ci na arsenin. Natomiast nie zaobser-
wowano zadnych zmian w opornosci komdrek na ar-
senian. Dopiero obecno$¢ obu genéw ACR2 i ACR3
na jednym plazmidzie wielokopijnym pozwolita
uzyskaé¢ wysoki poziom opornosci komérek zaréwno
na arsenin, jak i na arsenian. Analiza komputerowa
sekwencji aminokwasowej produktu genu ACR3 wy-
kazata, ze ma on charakter silnie hydrofobowy, po-
siada od 8 do 10 potencjalnych regionow transbtono-
wych iprawdopodobnie zlokalizowany jest w btonie
komoérkowej. Biatkowy produkt gcnuHCAS wykazu-
je duze podobienstwo do pieciu prokariotycznych
biatek, w tym do ArsB odpowiedzialnego za opor-
nos$¢ komdrek Bacillus subtilis na sole arsenu. Biatka
te tworzg nowg rodzine Acr3p. Delecja genu ACR3
byta przyczyng 5-krotnego wzrostu wrazliwos$ci ko-
morek drozdzy na arsenin sodowy i 10-krotnego na
arsenian sodowy [64], Komérki zawierajgce wiele
kopii genu ACR3, charakteryzowaty sie wysokim po-

Ryc. 3. Regulacja ekspresji genéw ACR2 i ACR3.

ziomem opornos$ci na sole arsenu i nic akumulowaty
radioaktywnego or/o-arseninu ~’A s C h [64], Usuwa-
nie arseninu z komoérek mutanta acr3::URA3 byto
catkowicie zahamowane; natomiast komarki z dzika
kopia genu ACR3 wykazywaty wyptyw izotopu arse-
nu. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze
biatko Acr3 transportuje jony arsenu na zewnatrz ko-
morki, co zapewnia utrzymanie nietoksycznego ste-
Zzenia arsenu w cytoplazmie.

System usuwania oksoanionéw arsenu z komorki
przy pomocy transportera Acr3p moze by¢ wspoma-
gany przez inne biatka, np. zwiazane ze zjawiskiem
wielorakiej opornosci na inhibitory, transportujace
wolne aniony arsenu lub skoniugowane z glutatio-
nem na zewnatrz komoérki lub do organelli komorko-
wych, takich jak wakuola. Niedawno wykazano, ze
pecherzyki wakuolarne, wyizolowane z komoérek
drozdzowych typu dzikiego lub  mutantow
acr3::URA3, akumulowaty koniugaty 7'As(GS)3, a
transport ten byt zalezny od ATP [65]. Jednak nie za-
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obserwowano transportu As(GS)3 do pecherzykéw
wakuolarnych preparowanych z komérek, w ktérych
zniszczono gen YCFI [65], Gen ten koduje waku-
olarng pompe S-koniugatow glutationu i warunkuje
oporno$¢ komorek drozdzowych na kadm [66J. Mu-
tanty ycfl wykazywaty wrazliwo$¢ nie tylko na
kadm, ale takze na arsenin, arsenian i winian anty-
monylo-potasowy [65], Zatem toksyczne oksoanio-
ny arseninowe usuwane sg z cytoplazmy komorki
drozdzowej co najmniej dwiema drogami: jako S-ko-
niugaty glutationu do wakuoli za posrednictwem
ATP-zaleznej pompy Ycflp oraz na zewnatrz ko-
morki przy udziale transportera Acr3p.

Nadckspresja genu ACR3 powodowata fenotyp
opornosci tylko na wysokie stezenia soli arsenu troj-
wartosciowego. Dopiero amplifikacja genu ACR3
tacznie z genem ACR2 pozwalata uzyskaé komdr-
kom oporno$¢ réwniez na arsenian [63], Na podsta-
wie powyzszych wynikow wysunieto roboczg hipo-
teze, ze gen ACR2 koduje reduktaze arsenianowsg,
ktdra warunkuje przemiane arsenu pieciowartoscio-
wego w forme trdjwartosciowg, usuwang z komarki
przez biatko Acr3p [63]. Gen ACR2 zostat poddany
analizie funkcjonalnej i okazato sie, ze komorki
szczepu mutanta ze zniszczona kopig genu ACR2
charakteryzowaty sie tylko zwiekszong wrazliwo-
§cig na arsenian w porownaniu do komérek typu dzi-
kiego [67], Biatko Acr2p zostato oczyszczone oraz
zmierzono jego aktywno$é reduktazowa [67], Samo
biatko Acr2p redukowato niewielkie ilosci arsenia-
nu. Dopiero potgczenie cytosolu komérek drozdzy i
oczyszczonego biatka Acr2p spowodowato pojawie-
nie sie wysokiej aktywnosci reduktazowej. Redukcja
arsenianu przez Acr2p nie byta zwiekszona przez do-
danie takich reduktantéw jak NADPH i GSH. Tak
wiec zgodnie z hipotezg Acr2p jest reduktazg arse-
nianowa, ale do swej aktywnos$ci wymaga innych,
nieznanych kofaktoré6w obecnych w cytosolu. Nie
biatka o
witasciwosci reduktazowej, ktore tworzytoby funk-
cjonalny kompleks z Acr2p [67],

Zjawisko opornosci komorek drozdzy na sole ar-

wykluczono rowniez istnienia innego

senu determinowane jest przez wiele gendw, w tym
rowniez przez gen ACR1, zlokalizowany na chromo-
somie XVI w sprzezeniu z genami ACR2 i ACR3
(Ryc. 3). Hipotetyczne biatko Acrl wykazuje podo-
bienstwo do siedmiu czynnikéw transkrypcyjnych,
wtym Yap 1iVYap2, ktére tworzg specyficzng rodzineg
drozdzowych biatek bzZIP [68]. Nadckspresja genu
ACR1 nie zwiekszata fenotypu opornosci na sole ar-
senu, ale uzyskanie maksymalnego poziomu oporno-
§ci wymagato obecnos$ci genu ACR1 na plazmidzie
wietokopijnym razem z genami ACR2 i ACR3 [63],
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Inaktywacja genu ACR1 byta przyczyng fenotypu
nadwrazliwosci na arsenin i arsenian [63]. Ponadto
nadckspresja genu ACR3 w komérkach mutanta acrl
nie powodowata fenotypu bardzo wysokiego pozio-
mu opornosci na sole arsenu, tak jak to miato miejsce
w komorkach typu dzikiego [63], W przypadku mu-
tanta acrl nie obserwowano wyptywu radioaktywnej
formy arsenu na zewnatrz komoérek. Na podstawie
powyzszych wynikow wysunieto hipoteze, ze Acrlp
jest pozytywnym regulatorem transkrypcji genu
ACR3 (Ryc. 3) [63], Ostatnio wykazano, ze ekspresja
fuzji promotorow genéw ACR2 i ACR3 z genem re-
porterowym lacZ jest indukowana przez arsenin, ar-
senian, winian antymonylo-potasowy oraz wymaga
produktu genu ACR1 (Ryc. 3) [69],

Na podstawie dostepnych danych uzyskanych na
temat zjawiska opornosci komoérek drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae na sole arsenu mozna zapropono-
waé nastepujacy mechanizm detoksyfikacji arsenu w
komorce (Ryc. 4). Arsenian wnika do wnetrza ko-

As(1IT)

O
/ As(V) RCL]U'\\'].I
, LGSH

Koniugacja
oy 4
' \ As(GS)
3
’ Wakuola H |

AS(GS) _
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As(IT)
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Ryc. 4. Mechanizm opornosci komorki drozdzowej na sole arsenu.

morki za posrednictwem transporterow fosforano-
wych [61]. Droga wnikania arseninu jest nieznana,
ale przypuszczalnie arsenin w formie nic zjonizowa-
nej przechodzi pasywnie przez btone komodrkowa
albo jest transportowany przez biatka btonowe odpo-
wiedzialne za transport nie zjonizowanych zwigz-
kow organicznych [70], Nastepnie arsenian reduko-
wany jest do arseninu przy udziale Acr2p [63, 67],

Nastepnie arsenin w formie wolnego oksoanionu
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usuwany jest na zewnatrz komérki przez transporter
Acr3p [64], Arsenin moze tez ulega¢ koniugacji z
glutationcm (GSH), a powstate koniugaty As(GS)3
usuwane sg z cytosolu do wakuoli za posrednictwem
ABC transportera Ycflp [65],

Doktadne poznanie mechanizmu obrony komérek
drozdzy przed toksycznym dziataniem soli arsenu,
wiacznie ze sposobami wywotania fenotypu nadwra-
zliwosci komaérek na arsen, umozliwi w przysztosci
ich wykorzystanie jako organizmu modelowego w
poszukiwaniu gen6w opornosci na arsen w genomie
komérek pierwotniakéw chorobotwérczych i ludz-
kich komorek nowotworowych. Zrealizowanie tych
celéw bedzie miato szczegdlne znaczenie praktyczne
w medycynie molekularnej.

1V-3. Zjawisko opornosci pasozytniczych pierwot-
niakdéw na zwigzki arsenu i antymonu

Aromatyczne zwigzki arsenu oraz leki zawie-
rajagce pokrewny metal antymon sg ciggle gtownymi
$§rodkami leczniczymi w zakazeniach pierwotniaka-
mi z rodzaju Trypanosoma i Leishmania. Arsenowe
pochodne melaminy (melarsoprol), pochodne diami-
dyny (pentamidyna) oraz kilka innych lekow stosuje
sie w leczeniu $pigczki afrykanskiej, powodowanej
przez Trypanosoma brucei. Jedynie melarsoprol
dziata skutecznie w péznym okresie choroby [71].
Oporno$¢ na melarsoprol iinne leki zawierajgce ar-
sen zostata zaobserwowana zaré6wno w szczepach la-
boratoryjnych Trypanosoma, jak réwniez w szcze-
pach izolowanych od chorych [71]. Swidrowce opor-
ne na melarsoprol wykazuja krzyzowga opornos¢ na
diamidyny, a takze akumulujg mniej diamidyny [72],
Ostatnia obserwacja moze wskazywa¢ na obecno$¢
wspdlnego systemu transportu komorkowego arsc-
nopochodnych melaminy i diamidyn. Carter i
Fairlamb [73] szukali potccjalnych substratéw
dla tego transportera, konkurujgcych z tlenkiem me-
larsenu. Okazato sie, ze arsenopochodne melaminy
sg transportowane do wmetrza komérki przez trans-
porter adenozyny typu P2. U szczepow Swidrowcow
opornych na zwigzki arsenu nie stwierdzono wyste-
powania tego transportera, co sugeruje, ze opornosé
na mclaninowc pochodne arsenu wynika z zabloko-
wania drogi ich wnikania do komorki pierwotniaka
[73].

Leishmania wystepuje powszechnie na catym
Swiecie i powoduje 400 000 nowych zakazen u ludzi
kazdego roku [74], Wszystkie formy leiszmaniozy
leczy sie przy pomocy lekdw zawierajacych piecio-
wartosciowy antymon: Pentostam (styboglukonian
sodu) i Glucantime (antymonian A-metylo- glukami-
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ny) [75], Niestety u wielu pacjentéw terapia antymo-
nowa jest nieskuteczna i u takich chorych wystepuja
szczepy pierwotniakdw oporne na zwigzki antymonu
[76]. Opisano szczepy Leishmania oporne nie tylko
na antymon pieciowarto$ciowy, ale takze na anty-
mon trojwartosciowy i arsenin [77],

Amplifikacja duzych fragmentow genomu jest
czesto obserwowanym zjawiskiem w szczepach
opornych na arsenin [78], Pierwszym zidentyfikowa-
nym amplifikowanym genem byt pgpA kodujacy
biatko nalezace do rodziny ABC transporterow.
Biatko to wykazuje znaczne podobienstwo do biatka
towarzyszacego zjawisku wielolekowej opornosci
typu MRP [79]. Pézniejsze badania wykazaty, ze na-
dekspresja genu pgpA w komdrkach Leishmania ta-
rentolae i Leishmania major byta przyczyng tylko ni-
skiego poziomu opornos$ci na arsenin [80], Konse-
kwentnie, inaktywacja genu pgpA u Leishmania ta-
rentolae nie powodowata wzrostu wrazliwosci na ar-
senin [81]. Gen pgpA jest czesto amplifikowany
tacznie z genem GSH1 w komédrkach arseno-opor-
nych [82], Ten ostatni koduje syntetaze y-glutamyl-
ocysteinowa biorgcg udziat w syntezie GSH, co
moze sugerowac, ze PgpA rozpoznaje S-koniugaty
glutationu jako substraty [82]. Na podstawie powyz-
szych wynikéw wysunieto hipoteze, ze PgpA trans-
portuje do wewnatrzkomérkowych przedziatéw ko-
niugaty arsenu z glutationcm [83],

Dcy i wsp. [83] zaobserwowali, ze wysoki po-
ziom opornodci na arsenin u Leishmania tarentolae
zalezny byt od aktywnego wyptywu toksycznych
oksoanion6w na zewnatrz komérki. Mechanizm ten
nie miat zwigzku z biatkiem PgpA. Substratem dla
nowo odkrytego systemu transportu moze by¢ arsen
potagczony poprzez grupy tiolowe z GSH lub z trypa-
notionem [84], Nalezy podkresli¢, ze szczepy Leish-
mania oporne na arsenin charakteryzuja sie ponad
40-krotnym wzrostem iloSci trypanotionu w komor-
ce [84], Powyzsze dane pozwolity na opracowanie
modelu mechanizmu opornosci komoérek Leishma-
nia na leki zawierajgce pieciowartosciowc atomy ar-
senu lub antymonu. Model ten obejmowatby co naj-
mniej trzy etapy: (1) redukcje As (V) / Sb (V) do As
(1 /7 sb (11), (2) koniugacje As (I11) / Sb (I11) z try-
panotionem oraz (3) transport S-koniugatéw arsenu i
antymonu na zewngtrz komorki za posrednictwem
ATP-zalezncj pompy [84]. Formowanie sie S-koniu-
gatdw raczej, niz zwiekszenie ilosci czasteczek pom-
py w btonic komérkowej, bytoby krytycznym eta-
pem tego modelu, bezpos$rednio warunkujgcym po-
ziom opornosci. Jak na razie nie zidentyfikowano
biatek reduktazy i ATP-zalcznej pompy arsenowej
warunkujgcych ten proces.
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IV-4. Terapia arszenikowa w biataczce promielocy-
towej a oporno$¢é komdrek ssakéw na zwigzki
arsenu

Linie komérkowe ssakéw oporne na arsenin zo-
staty wyselekcjonowane w wielu laboratoriach [85],
Nowotworowe linie komdrkowe jajnika, uzyskane
ze wzgledu na opornos$¢ na cis-platyne, charaktery-
zowaty sie réwniez krzyzowa opornoscig na arsenin i
winian antymonylo-potasowy [4] lub na melfalan,
chlorambucyl, arsenin ikadm w przypadku komérek
biataczki [5], Opornos$¢ komdrek chomika na arsenin
byta warunkowana zaleznym od energii usuwaniem
jonoéw arsenu z komorki [85], Inhibitory enzymu
S-transferazy glutationowej zmniejszaty wyptyw ar-
seninu , co sugerowato usuwanie As(GS)3[85], Jed-
nak szczeg6towa analiza produktow wyptywu nic
potwierdzita obecnosci As(GS)3.Wang i wsp. [85]
uwazajg, ze arsenian jest redukowany do arseninu ,
ktory jest jedyng forma arsenu usuwang z komorki.
Komdrki jajnika chomika SA7 oporne na arsenin
wykazuja wyptyw arseninu, ktéry jest hamowany
przez czynniki redukujgce poziom GSH, np. przez
dinitrofluorobenzen, a takze przez werapamil i cy-
klosporyne A [86]. Mozliwe, ze arsenin po koniuga-
cji zglutationem usuwany jest z komdrki przez odpo-
wiednig pompe. Ostatnio opisano kilka przyktadow
transporterow S-koniugatow glutationu. Jednym z
nich jest biatko towarzyszace wiclolekowej oporno-
§ci typu MRP1 [87], transportujagce na zewnatrz ko-
moérki S-koniugaty glutationu [88]. Nadckspresja
genu MRPJ zwieksza opornosé komaérek nie tylko na
cytostatyki, ale takze na arsenin, arsenian oraz na
tréj- i pieciowartosciowc zwigzki antymonu [89],
Wykazano rédwniez, ze arsenin stymuluje wyptyw
S-koniugatéw glutationu za posrednictwem MRP1
[90]. Delccja genu kodujacego biatko MRP1 w ko-
morkach embrionalnych byto przyczyng wzrostu
wrazliwosci na arsenin sodowy, etopozyd iinne cy-
tostatyki [91]. Ponadto udato sie wyhodowa¢ myszy
transgeniczne, ktérych genom komorek wszystkich
tkanek miat zniszczone obie kopie genu MRP1 [92],
Takie komérki mysie wykazywaty zwiekszong nad-
wrazliwo$é na etopozyd, ale wrazliwo$¢ na arsenin
sodowy byta taka samajak w komérkach typu dzikie-
go [92], Aktualnie nie udato sie wykaza¢ w bada-
niach in vitro i in vivo, ze MRP1 rzeczywiscie bezpo-
Srednio bierze udziat w transporcie As(GS)3. Pomi-
mo tego wydaje sie, ze MRP1 moze transportowac
obok cytostatykow takze As(GS)3. Nie mozna wy-
kluczy¢ jednak istnienia jeszcze innego, nieznanego
dotychczas i niezaleznego systemu transportu okso-
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anionow arsenu, warunkujgcego wysoki poziom
opornosci komérek ssakéw.

Ostatnio zastosowano z powodzeniem tréjtlenek
arsenu do leczenia nawrotdw ostrej formy biataczki
promielocytowej [93], Podawanie niskich dawek ar-
szeniku przez 12-39 dni spowodowato catkowitg re-
misje nowotworu u H-stu na 12 leczonych pacjen-
tow. Terapia arszenikowa miata bardzo tagodne skut-
ki uboczne, takie jak wysypka, lekki b6l gtowy, uczu-
cie zmeczenia. Efekt leczniczy arszeniku polegat na
eliminacji komérek nowotworowych ze szpiku kost-
nego poprzez indukcje w nich apoptozy. U trzech z
tl-stu pacjentow zaobserwowano jednak nawroét
choroby po terapii arszenikowej, co sugeruje istnie-
nie mechanizméw opornosci na sole arsenu réwniez
w komorkach ludzkich. Wyjasnienie powyzszego za-
gadnienia, tak waznego z medycznego punktu widze-
nia, moze mie¢ duze znaczenie praktyczne w
przysztosci.

Artykut otrzymano 10 maja 1999 r.
Zaakceptowano do druku 26 lipca 1999 r.
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Mutagennos¢ i kancerogennos¢ aflatoksyny AFBI

Mutagenicity and carcinogenicity of aflatoxin AFBI

JOLANTA PIERZYNOWSKAZ ELZBIETA GRZESIUK2
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V. Antymutageny przeciwdzialajgce mutagennemu dzia-
taniu AFB!

V1. Podsumowanie

I. Wstep

Mikotoksyny stanowig grupe ponad 300 r6znych
zwigzkéw chemicznych, ktére pod postacig metabo-
litbw wtérnych sg wytwarzane przez grzyby plesnio-
we [1]. Poniewaz grzyby charakteryzuja sie zdolno-
§cig przezywania w bardzo trudnych warunkach, np.
w $rodowisku o niskiej wilgotnosci to nieomal cala
zywnos$¢ jest narazona na skazenie mikotoksynami.
Ocenia sie, ze okoto 25% produktéw spozywczych
Swiata takich jak maka, przetwory mleczne, jaja,
mieso jest zakazona grzybami wytwarzajgcymi tok-
syny [2], Jesli chodzi o zboza to mogg one by¢ ska-
zone zaréwno w okresie zbiorow jak i podczas prze-
chowywania.

Odkrycie zwigzku pomiedzy skazeniem zywnosci
plesniami wytwarzajgcymi toksyny a chorobami
(czesto Smiertelnymi) wystepujgcymi u zwierzat wy-
zszych i ludzi nic byto proste. Dopiero dwa epizody
zwrdcity uwage naukowcow i producentéw zywno-
§ci na problem sposobu przechowywania zywnosci i
mozliwos$¢ jej skazenia mikotoksynami. Pierwszy
mial miejsce w Rosji w latach 1942-1947 i dotyczyt
wypadkdw Smiertelnych po spozyciu zywnosci ska-
zonej grzybami z rodzaju Fusariwn [3], Drugi zda-
rzyt sie w Anglii w latach 60-tych. Wowczas to setki

‘Lek.wet., Zaktad Oceny Zywienia, Katedra Zywienia Cztowie-
ka SGGW, ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warszawa;
'dr hab., Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa
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V1. Conclusion

tysiecy indykéw padto po zjedzeniu sprowadzonej z
Brazylii paszy, ktdra, jak wykazata analiza mikro-
biologiczna, byta skazona Aspergillus jlavus. Gatu-
nek ten oraz dwa inne: A. parasiticus iA.nomius wy-
twarzajg aflatoksyne, ktdra przez IARC (Internatio-
nal Agencyfor Research on Cancer) zostata zaliczo-
na do klasy I ludzkich karcinogcnow iznalazta sie na
liscie dziesieciu najsilniejszych znanych toksyn
Swiata. Liczne “epidemie” ludzkich ostrych aflatok-
sykoz wystepujg gtownie w potudniowo-wschodniej
Azji i Afryce w rejonach charakteryzujacych sie wy-
sokim endemicznym stezeniem aflatoksyn w trady-
cyjnym pozywieniu, takim jak ryz, kukurydza, soja,
a takze mleko i migso, a szczegdlnie jego przetwory
np. kietbasa typu Salami [4], Epidemie tc objawiaja
sie wystepowaniem nowotwordw watroby i krwa-
wieniem z przewodu pokarmowego. Nowotwory
watroby wywotane spozywaniem skazonej aflatok-
syng zywnosci majg zwigzek ze specyficzng mutacja
w genie p53, ktérego produkt jest najlepiej pozna-
nym antyonkogenem.

Il. Metabolizm wtdrny u Aspergillus

Aflatoksyny sg interesujagcym przykiadem czyn-
nikow uszkadzajacych DNA zwierzat wyzszych,
bedacych jednoczes$nie produktami naturalnego me-
tabolizmu u grzybow. Szlaki metaboliczne, ktérych
produktami sg toksyny, nic sg niezbedne do zycia i
wzrostu grzybdw. Funkcjonujg one tylko w okres$lo-
nych, szczeg6lnych warunkach, niewystarczajacych
do optymalnego wzrostu grzyba; dlatego tez sg one
okreslane jako szlaki metabolizmu wtérnego. Zwy-
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kle nie sg one wyrazane w sposéb konstytutywny,
lecz sg indukowane w odpowiedzi na brak pozywie-
nia lub pojawienie sie organizmoéw kompetycyjnych.
Indukcja szlaku metabolizmu wtérnego, ktéry wyko-
rzystuje alternatywne Zzrédta pozywienia, zwieksza
szanse na przezycie plesni w suboptymalnych wa-
runkach.

Niezmiernie ciekawe jest usytuowanie gendw,
ktorych produkty biorg udziat w metabolizmie wtor-
nym. Okazato sie, ze u grzyboéw wystepujg zgrupo-
wania genow (ang. cluster) pozostajace pod wspdélng
kontrolg genéw regulatorowych. Taki model funk-
cjonowania genomu jest powszechny u Procaryota,
natomiast odkrycie wystepowania grup funkcjonal-
nie spokrewnionych gendéw réwniez u grzybow fila-
mentujacych byto sporym zaskoczeniem [5]. Zgru-
powanie gendw moze by¢ zdefiniowane jako $cisty
zwigzek dwoch lub wiecej gendow, ktérych produkty
uczestniczg we wspolnym szlaku metabolicznym lub
rozwojowym. Grzyby posiadajg liczne wtérne szlaki
metaboliczne, z ktérych najwazniejsze to szlaki kata-
boliczne, funkcjonujace w celu wykorzystania jako
pozywienia niskoczgsteczkowych sktadnikow
podtoza, takich jak prolina czy chinian oraz szlaki
biosyntezy niskoczasteczkowych zwigzkéw, anty-
biotykow i mikotoksyn, ktdre przypuszczalnie petnig
funkcje ochronng [6],

Dwie sposrdod mikotoksyn, aflatoksyna B| isterig-
matocystyna pochodzg z tego samego szlaku meta-
bolizmu wtérnego [7, 8], przyczyni sterigmatocysty-
na jest substratem dla aflatoksyny B|, produktu kon-
cowego tego szlaku. Aflatoksyna wytwarzana jest
tylko przez kilka gatunkdéw z rodzaju Aspergillus
podczas gdy stcrigmatocystyne wytwarza co naj-
mniej 20 gatunkoéw grzybdw. Pierwszym produktem
posrednim szlaku mikotoksyn poliketydynowych,
sterigmatocystyny i aflatoksyny (S/AF), jest czesé
alifatyczna kwasu norsolorynowcgo (Ryc. 1). Aby
doszto do syntezy tego produktu posredniego, wy-
tylko syntaza poliketydynowa
sie okazato,

magana
(PKS),
potaczone w jeden tancuch polipeptydowy zwany
syntazg kwasdw ttuszczowych - FAS (Fatty Acid
Synthase) [8-10], FAS zbudowany z podjednostki a i
P prawdopodobnie katalizuje reakcje, ktorej produk-

jest nie

lecz jak rowniez enzymy

tem jest szescioweglowy kwas ttuszczowy stuzacy

cze$¢ dilurofuranowa
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Ryc. 1 Szlak metaboliczny sterigmatocystyny i aflatoksyny AFB,
(SF/AFB,).
ktory jest pierwszym produktem przejsciowym tego szlaku, jest

Alifatyczny fragment kwasu norsolorynowego,

otoczony ramka.

jako starter dla PKS. Oprécz wspomnianych juz syn-
taz w szlaku metabolicznym S/AF bierze rowniez
udziat 5 monooksygenaz, kilka reduktaz, dehydroge-
naz, mctylotransfcraza i esteraza [8], W zaleznosci
od pH podtoza uruchomiony zostaje albo szlak S/AF
albo ten, ktéry prowadzi do produkcji penicyliny,
przy czym kwasne pH faworyzuje produkcje miko-
toksyn [1 1], a pH zasadowe wytwarzanie penicyliny
[12, 13].

I1l. Biotransformacja aflatoksyny AFB,

Czasteczka aflatoksyny B, (AFB,) zbudowana
jest z systemu pierscieni furofuranowych potaczo-
nych z czes$cig kumaryny, ktdra posiada grupe mc-
toksylowg przytagczong do pier$cienia benzenowego
(Ryc. 2). W warunkach naturalnych wystepujad afla-
toksyny: Bi, B2, G, i G2, przy czym najsilniejszym
kancerogenem jest aflatoksyna Bi a najstabszym G2.

Ryc. 2. Struktura chemiczna AFB,.
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Mutagennos$¢ i kancerogenno$¢ AFB| jest zwigzana
z metaboliczng bioaktywacja jej czasteczki. Wyka-
zano, ze w nieobecnos$ci systemu bioaktywacyjnego
aflatoksyna B, nie wykazuje wtasciwosci mutagen-
nych, ani nie wigze sie kowalencyjnie z takimi ma-
kromolekularni jak DNA. Poniewaz bioaktywacja
AFB, jest wymagana do zapoczatkowania kancero-
gcneczy to wiele uwagi poSwiecono biotransformacji
tej naturalnie wystepujacej mikotoksyny. Poczatko-
wy metabolizm AFB! moze obejmowacé 4 typy reak-
cji; O-dealkilacje, hydroksylacje, epoksydacje oraz
kctoredukcje. biotransformacji
AFB| przedstawia rysunek 4. Jedynie katalizowana
przez reduktaze zalezng od NADPH redukcja AFB:

Gtéwne kierunki

do aflatoksykolu jest odwracalna. Pozostate metabo-
lity: AFM], AFQi, AFP, i AFB2uznaje sie za produk-
ty detoksyfikacji, ktorych powstanie wymaga syste-
mu cytochromoéw P450 (Ryc. 3). Mutagennos¢ i kan-
cerogenno$¢ AFB) wynika przede wszystkim z po-
wstawania AFBr 8,9-epoksydu, formy, ktora reaguje
bezposSrednio z DNA. Wigzanie z DNA jest tak
gwattowne, ze epoksyd nigdy nie zostat wyizolowa-

ny w warunkach in vivo, natomiast wykrycie

trwatego adduktu 8,9-dihydro-8-(N7-guanyl)-9-
AFP
AIFM \ AFB .,
A
// YCH
¥ \FB \
\\
\
AFQ v Atlatoksykol
o) o OCH
AFB,-8.9-cpoksyd \

A FB i-8,9-dihydrol AI'B,-GSH
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hydroksy AFBi (AFBr guanina), ktéry powstaje w
obecnosci systemow aktywacyjnych nie nastreczato
trudnosci [14-16J. Niezaleznie od badanego gatunku
zwierzecego czy rodzaju tkanki aktywacja AFBi do
8,9-epoksydu jest absolutnie niezbedna aby aflatok-
syna wigzata sie z DNA iwykazywata dziatanie kan-
cerogenne i mutagenne.

Oksydacyjna biotransformacja AFB, zachodzi
przy udziale cytochromu P450, ktéry stanowi super-
rodzine polisubstratowych monooksygenez (CYP)
zawierajgcych hem, zdolnych do utleniania i reduk-
cji catej gamy substratéw zaréwno endogennego jak
i egzogennego pochodzenia. Wniosek, iz cytochrom
P450 bierze udziat w biotransformacji AFB| wysnu-
to na podstawie nastepujacych obserwacji:

(i) w uktadzie in vitro metabolizm mikotoksyn
wymaga tlenu czgsteczkowego i NADPH,

(ii) inhibitory i induktory cytochromu P450 maja
wptyw na wrazliwo$¢ zwierzat na kancerogeneze in-
dukowang przez AFB],

(iii) AFB, ulega aktywacji w systemach, ktore za-
wierajg oczyszczony cytochrom P450, reduktaze
NADPH cytochromu P450, NADPH i fosfolipid,

Ryc. 3. Biotransformacja AFB, (opis w tekscie). G-S oznacza reszte
glutationu.
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(iv) przeciwciata przeciwko izoformom cytochro-
mu P450 hamuja aktywacja AFB] katalizowang
przez mikrosomy lub oczyszczony cytochrom P450,
i wreszcie

(v) systemy, w ktorych rézne izoformy cytochro-
mu P450 sa syntetyzowane z cDNA wykazujg
witasciwos¢ aktywacji AFB, [17-22],

Wykazano, ze szereg form cytochromu P450 jest
zaangazowanych w bioaktywacje AFB|. Tabela | za-
wiera gtowne klasy cytochromu P450 iich charakte-

Tabela |

§ciach mutagennych [21]. W badaniach in vitro
stwierdzono, ze gtéwnymi katalizatorami epoksyda-
cji AFB] w watrobie ludzkie sg CYP1A2 i CYP3A4
[34], Wynikiem biotransformacji mikrosomalnej
AFB| u ludzi sg réwniez dwa metabolity rozpusz-
czalne w wodzie AFQ] i AFM], ktérych powstanie
jest katalizowane odpowiednio, przez CYP3A4 i
CYP1A2, a ktdrych witasciwosci kancerogenne s3
tylko niewielka cze$cig potencjatu jaki reprezentuje
forma epoksydowa AFB, [34, 36], W poréwnaniu do

Formy cytochroméw P450 biorace udziat w biotransformacji aflatoksyny AFB, (opis w tekscie)

Podrodzina P540 Induktor

CYP1A PAH*

CYP~™B fenobarbital
CYP2C fenobarbital
CYP3A glukokortykoidy

rystyke. U zwierzat formy cytochromu P450 zdolne
do aktywacji AFB, nalezg do podrodzin 1A, 2B, 2C i
3A [23-26], Pordéwnujac dziatanie réznych indukto-
row cytochromu P450 ustalono, ktdére klasy cyto-
chromu biorg udziat w aktywacji AFBi u poszczeg6l-
nych gatunkéw zwierzat. Stwierdzono, ze traktowa-
nie gryzoni klasycznym induktorem cytochromu
P450 fenobarbitalem prowadzito do znacznego pod-
wyzszenia zdolno$ci mikrosomoéw watrobowych do
wytworzenia adduktow AFB| w DNA [19, 27, 28],
Podobne wyniki uzyskano w badaniach in vitro, w
ktérych wykorzystano frakcjag mikrosomalna izolo-
wang z komdrek watroby szczuréw7i myszy co po-
zwolito wysnu¢ wniosek, ze aktywacja AFB, jest ka-
talizowana przez te izoformy cytochromu P450, kt6-
re sg indukowane fenobarbitalem [29]. Inne wyniKki
uzyskano w przypadku chomika, u ktdrego wyzszga
aktywno$¢ wykazywaty te formy cytochromu P450,
ktére byty aktywowane poijcyklicznymi aromatycz-
nymi weglowodorami (PAH) np. CYP1A [30, 31].
Natomiast u krolikéw iswinek morskich w aktywacji
AFB| braty udziat te same klasy cytochromu P450 co
u myszy i szczurow [32, 33],

U cztowieka biotransformacja AFB| jest proce-
sem kompleksowym kontrolowanym przez kilka izo-
form cytochromu P450 réznigcych sie kinetyka reak-
cji [21, 25, 34, 35], Wymienia sie co najmniej 5 klas
cytochromu P450: CYP1A2 (indukowany przez
PAH), CYP2A6, CYP2A3, CYP2B7 iCYP3A4 (dwa
ostatnie indukowane przez glukokortykoidy) zdol-
nych do aktywacji AFB| do metabolitéw o wtasciwo-
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Specyficzna izoforma

Metabolity AFB i

AFB|-8,9-epoksyd, AFMi

1A 1,1A2

AFBr8,9-epoksyd
2B1, 2B7

AFBr8,9-epoksyd
2C1, 2C2

AFBr8,9-epoksyd,
3A3, 3A4

AFQ,

CYP3A4 dziatanie CYP1A2 prowadzi do wyzszego
stosunku aktywacji do detoksyfikacji, czyli epoksy-
du do AFM]| [34], W literaturze jest jednak pewna
roznica zdan dotyczaca stopnia udziatu CYP1A2 i
CYP3A4 w metabolizmie AFB, u cztowieka, szcze-
golnie przy niskim stezeniu aflatoksyny w pokarmie
co jest przypadkiem najczeSciej spotykanym [25,
34-37], Najnowsze badania kinetyki oksydacji i
wigzania do DNA wykazaty, ze gtéwng role w akty-
wacji AFB| odgrywa CYP1A2 [38], Z badan tych
wynika, ze jest mato prawdopodobne, iz CYP3A4
jest gtdwnym aktywatorem AFB| w watrobie. Z dru-
giej strony stwierdza sie obecno$¢ AFQ] i AFM, w
moczu ludzi eksponowanych na AFB| co $wiad-
czytoby o udziale zar6wno CYP3A4 jak iCYP1A2 w
metabolizmie AFB, in vivo.

IV. Rola genu p53 w karcinogenezie AFB]

Gen p53 jest najlepiej poznanym ludzkim genem
supresorowym karcinogcnezy. Mutacje powstajace
w tym antyonkogcnic sg najczestszg przyczyng za-
poczatkowania transformacji nowotworowej [39,
40], Biatko p53 odgrywa bardzo wazng role w takich
istotnych dla zycia komorki procesach jak: kontrola
cyklu komérkowego, naprawa i synteza DNA, rézni-
cowanie komérek, plastyczno$¢é genomowa iapopto-
za [39, 41, 42], Spektrum mutacji w genie p53 w
przebiegu nowotworzenia jest na tyle charaktery-
styczne, ze moze pomoc zidentyfikowac¢ kancerogen
i zdefiniowa¢ molekularne i biochemiczne mechani-
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zmy odpowiedzialne za genetyczne uszkodzenia w
DNA. AFB| preferencyjnie indukuje transwersje G
do T w trzeciej pozycji kodonu 249 genup53 [43], O
wysokiej specyficznosci tej reakcji $wiadczy analiza
mutagennego dziatania innego kancerogenu, ben-
zo[«]pyrenu, dla ktérego kodon 249 nie jest celem i
w zwigzku z tym nie wywotuje on raka watroby lecz
adduktu
AFBr DNA jest bezpo$rednio zwigzane ze specy-

nowotwory ptuc. Tak wiec tworzenie
ficznoscig mutacji w genie supresorowym p53. Wy-
nik ten jest zgodny ze spektrum mutacji stwierdzo-
nym w probkach pobranych od pacjentéw, ktorzy za-
siedlajgc regiony o wysokiej ekspozycji na AFB]
(Azja, Afryka) zachorowali na raka watroby [44, 45],
Zwigzek pomiedzy wystepowaniem aflatoksyny
AFB, a zapadalno$cig na raka watroby pozwala
(obok wirusa z6ttaczki) uzna¢ AFB, za gtéwny czyn-
nik etiologiczny tego typu nowotworu. H sieh [46]
wyliczyt, ze w Stanach Zjednoczonych konsumpcja
aflatoksyn AFB, w populacji ludzkiej wynosi 25.73
ng/ kg wagi ciata. Wykorzystujgc dane uzyskane
przez Calborga [47] dla mieszkancow Azji i
Afryki wyliczono, ze ryzyko wystgpienia raka watro-
by wynosi w tych cze$ciach Swiata 10 przypadkow
Smicrtclnych/100000 ludzi/l ng AFB]/kg wagi
ciata/dzien. W USA notuje sie 3.24 przypadkow
Smiertelnych/100000 mezczyzn/1 ng AFB]/kg wagi
ciata/dzien [48], Taka $Smiertelno$¢ odpowiada kon-
sumpcji 10.6 ng/kg wagi ciata/dzien. Wynik ten su-
geruje, ze mezczyzni w USA sg dwukrotnie bardziej
odporni na kancerogenne dziatanie AFB] w porow-
naniu do mieszkancéw Azji i Afryki.

V. Antymutageny przeciwdziatajace muta-
gennej aktywnosci AFB!

Zwigzki chemiczne o dziataniu mutagennym sg
powszechne. Naturalng konsekwencjg ich wystepo-
wania jest istnienie antymutagendw, ktoére na drodze
réznorodnych, czesto nic w petni poznanych mecha-
nizmoéw, zapobiegajg dziataniu mutagendéw. Moga
one reagowac bezposrednio z reaktywnymi metabo-
litami mutagen6w zapobiegajac w ten sposéb mozli-
woséci oddziatywania mutagenu z komdérkowym
DNA. Inny mechanizm dziatania antymutagenu po-
lega na zmianie metabolizmu mutagenu poprzez ha-
mowanie procesow aktywacji lub indukcje procesow
detoksykacji albo tez przez oba mechanizmy réwno-
cze$nie. Antymutagcncza moze tez polegac na elimi-
nacji premutagennych i mutagennych uszkodzen
DNA poprzez indukcje mechanizmdédw naprawy
bezbtednej i hamowanie mechanizméw naprawy po-

zostawiajgcej btedy w DNA [49, 50],
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Jedng z najliczniejszych grup antymutagenow i
antykancerogenow sg flawonoidy. Znanych jest po-
nad 2000 zwigzkoéw flawonu rdznigcych sie stop-
niem utlenienia tgcznika tréjweglowcgo -C-C-C,
stopniem hydroksylacji obu pierscieni aromatycz-
nych, podstawnikami O-glikozydowymi grup hy-
droksylowych, wystepowaniem uktadéw oligome-
rycznych (szczegdlnie w przypadku bioflawono-
idow) [51]. W s$rodowisku naturalnym flawonoidy
wystepujg w roslinach (liscie, fodygi, kwiaty, owoce)
w wakuolach komdérkowych jako zwigzki glikozydo-
we [52], a takze jako wolne aglikony flawonoidowc
[53], Przecietnie cztowiek spozywa dziennie ok. 1g
flawonoidéw [54] w tym ok. 50 mg kwercetyny [55].
Przyktadami bioflawonoidéw sg: myrycetyna, kwer-
cetagetyna, kwercetyna ijej ponad 70 znanych O-gli-
kozydow m.in. izokwercytryna, kwercymcrytryna i
rutyna, ponadto katechina, galangina itd. Podstawo-
wym efektem przypisywanym flawonoidom jest ob-
nizenie przepuszczalnos$ci i kruchos$ci naczyn kapi-
larnych, dziatanie antyoksydacyjne i chclatujgce
jony metali, a w szczego6lnosci jony miedzi [56],
Sposrod bioflawonoidéw dziatajgcych przeciwko
AFB, wymienia sie kaempfenol, glikozyd flawono-
lowy rutyne [57], atakze wystepujgce w zielonej her-
bacie katechiny [58],

Liczng grupe antymutagenéw stanowig bioflawo-
noidy o charakterze polifenoli (Ryc. 4.). W wiekszo-
§ci sgone wytwarzane przez roéliny inajczesciej wy-

R4
gy //f ~_R5
I
B s 0 s o7
| |
N “Ri
R2 O

Ryc. 4. Struktura chemiczna flawonoidéw.

stepujg w wakuolach komérek roslinnych w formie
kwasoéw fenolowych potgczonych z cukrami [57].
Wykazano, ze fcnolokwasy takie jak: kwas kawowy,
chlorogenowy i galusowy silnie hamujg aktywnos$¢
mutagenng aflatoksyny AFB] w obecnos$ci watrobo-
wej frakcji mikrosomalnej S9. Mutageneza AFB]
byta catkowicie zahamowana przez 1IOmM kwas ga-
lusowy; w 75% przez 10 mM kwas chlorogenowy iw
40% przez 10 mM kwas kawowy [59]. Przyjmuje sig,
ze mechanizm tych reakcji polegat na wigzaniu silnie
mutagennej formy epoksydowej AFB| przez zwigzKki
polifcnolowe [60], Spos$rod polifenoli silne wtas-

317



ciwosci antymutagenne przeciwko AFBi wykazuje
rowniez kwas elagowy [56, 61]. W tym przypadku
dane doswiadczalne wskazuja, ze jednym z mechani-
zmoOw hamowania mutagenezy AFB| moze by¢ two-
rzenie kompleksu pomiedzy kwasem elagowym a
aflatoksyng [61].

Szeroko rozpowszechnione w Swiecie ro$lin wyz-
szych sgrowniez furanokumaryny, do ktérych nalezy
psoralen. Zwigzki te mogg wystepowac jako natural-
ne sktadniki ro$lin lub by¢ wytwarzane przez ro$liny
w odpowiedzi na dziatanie zwigzkéw chemicznych,
Wspot-
regulujg one wzrost roslin

grzybow lub innych patogenéw [62-64],
dziatajac z hormonami
[65], Okazato sie rowniez, ze furanokumaryny wyka-
zuja bardzo silne dziatanie antymutagenne w stosun-

ku do AFB| [56],
V1. Podsumowanie

Przemiany, udziale cytochromow
P450,
zwierzat i ludzi prowadzg albo do detoksykacji afla-
toksyny, albo do powstania wysoce reaktywnej for-
my epoksydowej, ktora tworzac addukty w DNA za-
poczatkowuje proces mutagenezy i kancerogenezy.

Z tego tez powodu szczeg6lnie duzo uwagi nalezy

jakim przy

podlega aflatoksyna AFBi w organizmie

poSwieci¢ mikrobiologicznej kontroli zywnos$ci za-
rowno w procesie produkcji, jak i podczas przecho-
wywania. Natomiast dobrg wiadomos$cig jest wyste-
powanie w zywnos$ci tak wielkiej ilo$ci naturalnych

substancji, gtdwnie pochodzenia ro$linnego, ktore

neutralizujg mutagenne i kancerogenne dziatanie mi-
kotoksyn.

Artykut otrzymano 1 marca 1999 r.
Zaakceptowano do druku 23 sierpnia 1999 r.
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W dniu 6 pazdziernika 1999 odbyta sie w Warszawie w Sali wyktadowej Instytutu
Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej PAN

Konferencja na temat ,,Nowotwory: biologia, genetyka i
Immunologia”

zorganizowana przez Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Centrum Onkologii-Instytut
im. Marii Sktodowskicj-Curie, Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komdrkowej.

Program konferencji byl nastepujacy:

E. Bartnik — Nowotwory a geny

Z. Pojda — Uktad immunologiczny a nowotwory

B. Grzclakowska-Sztabert — Procesy nowotworowe a apoptoza

M. Balinska — Procesy starzenia sie a nowotwory

P. Janik, M. Matecki — Czynniki angiogenne i antyangiogenne w nowotworach

S. Pikuta — Lipidy w komérce nowotworowej

1 .Duszynski — Metabolizm wapniowy w komoérkach nowotworowych

J.A. Siedlecki — Diagnostyka molekularna choréb nowotworowych

A. Deptuta — Cytokiny a leczenie choréb nowotworowych

1 Kawiak — Immunoterapia nowotworéw w uktadach modelowych i klinice

Konferencja zgromadzita ponad 300 uczestnikow zroznych o$rodkow krajowych, bowiem dzieki programo-
wi zamieszczonemu we wrzeéniowym , Swiecie Nauki” mozna byto rozpropagowad jej tematyke. Konferencje
sponsorowaty nastepujgce firmy: Alexim/ Bccton Dickmson, Bicker, Biokom System, Biomed, Biomibo,
HVL-Holding AG, INC Biomcdicals, Inlab, IntcrMcdic, JW. Elcktronics, Kcndro, Kucharczyk — techniki
clekroforetyczne, Polatom, Polygen, Prospecta, Symbios . Firma Biokom, Polatom, Kcndro przedstawity do-
datkowo swojg oferte na sali wyktadowej. Dzieki sponsorom tres¢ wyktadéw zostanie opublikowana w formie
artykutow przeglagdowych w suplemencie ,Postepéw Biologii Komérki”.

Mediatorzy Konferencji: Matgorzata Balinska i Janusz A. Siedlecki
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Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Struktura modutowa komplekséw enzymatycznych ka-
talizujacych biosynteze potiketydéw ztozonych
I11. Budowa genéw syntaz poliketydowych typu | bakterii
IV. Modyfikacje genetyczne prowadzace do sterowanej bio-
syntezy potiketydéw
1V-1. Manipulacje genetyczne w obrebie modutu
IV-2. Ekspresja gendw syntaz
1V-3. Zastosowanie zmienionych produktéw posrednich
biosyntezy
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéow: PKS — syntaza poliketydowa,
FAS — syntaza kwaséw ttuszczowych, DEBS — syntaza 6-de-
zoksyerytronolidu B, KS — syntaza 3-oksoacylowa (syntaza
P-ketoacylowa), AT — acylotransferaza, ACP — biatkowy
czynnik przenoszacy grupy acylowe, KR — ketoreduktaza, DH
—dehydrataza, ER — cnoiloreduktaza, TE — tioestcraza

I. Wstep

Polikctydy sg grupg zwigzkéw bedacych produk-
tami metabolizmu wtornego bakterii, roslin oraz
grzybow [1-4], Pomimo olbrzymiego zréznicowania
pod wzgledem funkcji biologicznej, zwigzki te tgczy
wspélny schemat biosyntezy. Biosynteza polikety-
déw przebiega na drodze kondensacji reszt acylo-
wych krétkich kwasédw karboksylowych. Pierwotny
produkt kondensacji w dalszych etapach biosyntezy
podlega Przyktady
zwigzkow poliketydowych zostaty pokazane na Ry-

reakcjom modyfikujgcym.
cinie 1

Promieniowce rodzaju Streptomyces — Gram-do-
datnic bakterie glebowe, sg najbogatszym zrodiem
znanych zwigzkdéw poliketydowych. Przewazajgca

'Dr, 2mgr inz., 3mgr, Instytut Immunologii i Terapii DoSwiad-
czalnej PAN, ul. Weigla 12, 53-114 Wroctaw
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Contents:

. Introduction

Il. Modular structure of enzymes catalyzing biosynthesis of
complex polyketides

I11. Gene clusters of type | polyketide synthases

IV. Combinatorial biosynthesis of polyketides through ge-
netic modifications
1V-1. Genetic manipulations within a module
1V-2. Expression of synthase genes
1V-3. Use of alternative biosynthesis intermediates

V. Concluding remarks

cze$¢ zwigzkow poliketydowych wykazuje aktyw-
no$¢ antybiotyczng, czesto o szerokim spektrum
dziatania. Do najbardziej znanych grup antybioty-
kow poliketydowych nalezg makrolidy (erytromycy-
na, spiramycyna), tetracykliny a takze: polieny, po-
lietery i pochodne chinonowe. Niektdre zwigzki po-
likctydowc posiadajg wtasciwos$ci przeciwnowotwo-
rowc (tetraccnomycyna, daunomycyna), przeciw-
grzybicze (rozeofulwina) badZ immunomodulatoro-
we (rapamycyna, zwigzek FK506). W przemyS$le far-
maceutycznym  wykorzystywane jest rdéwniez
dziatanie toksyczne niektérych potiketydoéw wzgle-
dem ptazincow, oblencow iinsektéw. Znane sg row-
niez poliketydy dziatajgce jako inhibitory enzymdéw
[5-11].

Biosynteze potiketydéw katalizuje uktad enzyma-
tyczny syntazy poliketydowej (PKS — ang.: polyke-
tide synthase). Proces biosyntezy jest bardzo podob-

ny do biosyntezy dtugotancuchowych kwasow
ttuszczowych, przeprowadzanej przez kompleks
wieloenzymatyczny — syntaze kwaséw ttuszczo-

wych (FAS — ang.: fatty acid synthase) (Rye. 2A).
Podczas biosyntezy zarowno potiketydow jak i kwa-
sOw ttuszczowych zachodzi kilka cykli kondensacji
reszt acylowych, ktérych donorem jest koenzym A
oraz redukcji grupy karbonylowej powstajacego
tancucha weglowego [3, 12, 13]. Produkty posrednie
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Ryc. 1 Przyktady biologicznie aktywnych zwigzkéw poliketydowych.

przez caly czas pozostajg zwigzane kowalencyjnie
(wigzaniem tioestrowym) z enzymami przeprowa-
dzajacymi ich ,obrobke”.

tancuch poliketydowy najczesciej nie jest jeszcze
biologicznie aktywnym zwigzkiem i podlega dal-
szym przemianom, tzw. modyfikacjom post-polike-
tydowym. Do modyfikacji tych nalezg: metylacje,
oksydacje, hydroksylacje wystepujace
wszystkich prawie zwigzkach glikozylacjc [8,
14-18],

Poliketydy, w odréznieniu od kwaséw ttuszczo-

oraz we

12,

wych, sg bardzo zréznicowane strukturalnie [8], Jest
to wynikiem wystepowania syntaz poliketydowych
roznigcych sie specyficzno$cig substratowg wzgle-
dem czasteczek rozpoczynajgcych synteze (startero-
wych) oraz czasteczek wydtuzajgcych tancuch poli-
ketydowy. Syntazy poliketydowe mogg wykorzysty-
wac roz-

rozne czasteczki starterowe (liniowe i

gatezione reszty kwasowe, reszty zawierajace

tafncuch alifatyczny lub pier$cien aromatyczny) oraz
reszte lub

malonylowg mctylomalonylowg do
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wydtuzania tancucha, podczas gdy syntazy kwaséw
ttuszczowych wykorzystujg reszte acetylowg badz
propionylowg jako starter oraz malonylowg podczas
wydtuzania tancucha. Stopien redukcji grupy karbo-
nylowej tafncucha poliketydu moze by¢ rézny w ko-
lejnych cyklach kondensacji, wynikiem czego jest
pojawienie sie réznych grup funkcyjnych (Ryc. 2A,
produkty oznaczone a-d). Syntaza FAS przeprowa-
dza natomiast petng redukcje grupy karbonylowej w
kazdym cyklu (Ryc. 2A, produkt d). Reakcje kon-
czace synteze tancucha poliketydowego (cyklizacja,
laktonizacja lub tworzenie wigzania amidowego z
aminokwasem) dodatkowo wptywajg na zrdznico-
Dzieki
obecnosci tancuchéw bocznych iréznych grup funk-

wanie struktur zwigzkow poliketydowych.

cyjnych, czasteczki poliketydow zawierajg liczne
centra chiralne.

Kombinacja réznych substratow w poszczegdl-
nych cyklach kondensacji oraz zréznicowany sto-
pien ich redukcji wptywaja na to, ze rdzne syntazy

poliketydowe moga wytwarzac¢ rézne warianty struk-
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Ryc. 2. A — Proces biosyntezy kwasow ttuszczowych ipoliketydéw; a) — produkt kondensacji reszt acylowych; b), ¢) — produkt cze$ciowo zreduko-
wany przy weglu P; d) — produkt catkowicie zredukowany przy weglu P; B — Przyktadowe substraty w biosyntezie poliketydow.

turalne produktu koncowego o takiej samej liczbie
atomow wegla. Ta witasciwos$¢ syntaz poliketydo-
wych zostata wykorzystana w procedurach tzw. bio-
technologii kombinatorycznej. W ciggu ostatnich
kilku lat poznano sekwencje i organizacje moleku-
larng wielu gendw syntaz poliketydowych oraz ge-
now enzymoéw przeprowadzajagcych modyfikacje
post-poliketydowe. Scharakteryzowano sekwencje
odpowiadajgce enzymatycznym
okre$lonej specyficzno$ci substratowej. Zastosowa-
nie metod inzynierii genetycznej, polegajacych na
taczeniu fragmentow gendéw, pochodzacych z réz-

domenom oraz
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nych syntaz poliketydowych lub manipulacji w obre-
bie jednego genu pozwala na wywotanie zmian w
przebiegu wieloetapowego szlaku biosyntezy poli-
ketydéw. W oparciu o znajomos$¢ aktywnosci enzy-
matycznej i specyficznosci substratowej poszczegol-
nych domen kompleksu wielocnzymatycznego syn-
tazy, na zasadach kombinatoryki zostajg potgczone
funkcje enzymatyczne, ktore w nowym potaczeniu
wytwarzaja zmienione, tzn. inne niz wystepujace w
przyrodzie produkty. Eksperymenty biotechnologii
kombinatorycznej beda omdéwione w sposéhb bardziej
obszerny w rozdziale IV.
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Przeprowadzono podziat zwigzkéw poliketydo-
wych na poliketydy aromatyczne (Ryc.t A, B, C, D)
oraz poliketydy nic zawierajace pierscienia aroma-
tycznego (Ryc. 1 E, F, G), zwane poliketydami o
strukturze ztozonej. Za synteza tych dwdch grup
zwigzkow u bakterii, odpowiadajg dwa rodzaje
uktadéw enzymatycznych syntazy poliketydowej
(niearomatycznych — typ I, aromatycznych — typ
I1), r6znigce sie strukturg i organizacja genetyczna.
Typ | syntazy jest analogiczny do syntazy kwasow
ttuszczowych kregowcow i grzybow (FAS typu 1), a
typ Il syntazy — do syntazy kwaséw ttuszczowych
roslin i wiekszosci bakterii (FAS typu I1) [2, 3, 12,
19-24],

Syntazy poliketydowe typu Il prowadzace synteze
poliketydow aromatycznych nic bedg tutaj szcze-
gotowo omawiane. Wiecej informacji na ich temat
znalazto sie w poprzednim artykule [3], Zostang na-
tomiast om6wione syntazy poliketydowe typu I, kt6-
re staty sie przedmiotem wielu badan w zakresie bio-
technologii kombinatoryczncj.

Il. Struktura modutowa komplekséw enzymatycz-

nych katalizujgcych biosynteze poliketydow

ztozonych

Typ Isyntaz poliketydowych bakterii reprezentujg
syntazy makrolidéw, poznane gtdéwnie u promie-
niowcow'. Nalezy do nich syntaza 6-dezoksyerytro-
nolidu B (DEBS) — aglikonowej czesci antybiotyku
erytromycyny Saccharopolyspora erythraea [25]
oraz syntazy takich antybiotykow jak: oleandomycy-
na wytwarzana przez S. antibioticus [26], spiramycy-
na wytwarzana przez S. ambofaciens [27), tylozyna
wytwarzana przez S. fradiae [28] i rifamycyna wy-
twarzana przez Amycolatopsis mediterranei [29, 30).
Do typu | zaliczane sg réwniez syntazy immunosu-
presorow: rapamycyny Streptomyces hygroscopicus
[31] oraz zwigzku FK506 Streptomyces sp. [32, 33],
syntaza awermektyny (zwigzek stosowany przeciw
oblencom) Streptomyces arermitilis [34] oraz synta-
za kwasu orselinowego Penicillium cyclopiitm [35] i
syntaza kwasu 6-metylosalicylowego Penicillium
patulum [36], ktére syntetyzuja najmniejsze znane
zwigzki poliketydowe. Syntaza kwasu 6-metylosali-
cylowego jest pierwszym wyodrebnionym i oczysz-
czonym biatkiem PKS [37],

Bakteryjne syntazy poliketydowe typu | to uktad
kilku multienzymatycznych polipeptydéw o duzej
masie czgsteczkowej: od 130 000 (syntaza kwasu or-
selinowego) do 1070 000 (syntaza rapamycyny).
Kazdy z tych polipeptydéw skupia liczne domeny
spetniajgce funkcje katalityczne. Do najlepiej zbada-
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nych syntaz poliketydowych nalezy wymieniona wy-
zej syntaza DEBS z Saccharopolyspora erythraea.
Wyizolowano i oczyszczono trzy biatka wchodzace
w sktad tej syntazy — DEBS1, DEBS2 i DEBS3, z
ktérych kazde ma mase wynoszaca ok. 300 kDa [38-
40], Schemat budowy syntazy DEBS, a takze sche-
mat organizacji kodujgcych jag gendw pokazano na
rysunku 3A.

W obrebie kazdego polipeptydu mozna wyro6znic
regiony zwane modutami. Sa to funkcjonalne pod-
jednostki zawierajgce domeny enzymatyczne po-
trzebne do przeprowadzenia jednego petnego cyklu
kondensacji iredukcji reszty acylowcj wigczanej do
poliketydu (Ryc. 3A). Domeny acylotransfcrazowe
zawarte w poszczegOlnych modutach sa odpowie-
dzialne za wybor reszty acylowcj podlegajacej kon-
densacji przy udziale domeny ketosyntazowej, a do-
meny redukcyjne warunkujg stopien redukcji reszty
acylowcj. W skiad jednego polipeptydu wchodzg
zwykle 2 lub 3 moduty, moze by¢ ich wiecej, np. w
syntazic awermektyny — 4, aw jednym z polipepty-
déw syntazy rapamycyny — az 6 modutow [24],

Sekwencja aminokwasowa domen enzymatycz-
nych oraz ich funkcja przypomina odpowiednie do-
meny enzymdw FAS. Sg to: syntaza 3-oksoacylowa
(syntaza 3-oksoacyl:AGP), nazywana popularnie
syntazg [3-kctoacylowg lub ketosyntazg (KS), acylo-
(transferaza acetylo-CoA/malony-
lo-CoA:ACP) (AT), biatkowy czynnik przenoszacy

transferaza

grupy acylowc (ACP). Opr6cz wymienionych do-
men podstawowych, odpowiedzialnych za konden-
sacje, modut moze zawiera¢ zréznicowang ilo$¢ do-
men redukcyjnych: KR — ketoreduktaza, DIl — dc-
hydrataza i ER — cnoilorcduktaza, w zaleznos$ci od
stopnia redukcji reszty acylowcj w danym cyklu. Na
N-koncu pierwszego modutu znajdujg sie domeny:
AT i ACP stanowigce tzw. modut starterowy wpro-
wadzajacy pierwszg reszte acylowagdo kondensacji z
resztg wydtuzajacag. Na C-koncu ostatniego modutu
syntazy wystepuje zazwyczaj domena tioesterazowa
(TE) odpowiedzialna za hydrolize wigzania tioestro-
wego i uwolnienie tancucha poliketydu [3, 8, 10].
Kolejnos$¢ utozenia domen w module odpowiada ko-
lejnosci przeprowadzanych reakcji.
Przeprowadzono badania nad wtasciwosciami fi-
zycznymi syntazy DEBS stosujac techniki: wirowa-
nia rownowagowego, ograniczonej proteolizy i ge-
nerowania wigzan krzyzowych miedzy domenami z
réznych modutéw. W wyniku niepetnej proteolizy
polipeptydéw syntazy DEBS mozna uzyska¢ frag-
menty odpowiadajace nienaruszonym modutom.
Wskazuje to na wystepowanie upakowanej struktury
w obrebie modutéw iwyeksponowanych na proteoli-
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nie domeny ER modutu 4 powoduje wytworzenie 6,7 anhydro-pochodnej (3); D — wprowadzenie diketydu bezpos$rednio do KS w module 2
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sktadajaca sie z DEBS1, modutu 3 idomeny TE wytwarza tetraketyd (6).

ze regionow tgczacych. W pewnych warunkach in vi-
tro, wyodrebnione moduty moga samodzielnie pro-
wadzi¢ kondensacje iredukcje tancucha polikctydo-
wego [41, 42],

Na podstawie doSwiadczen z zastosowaniem od-
czynnikéw sieciujgcych okreslono sgsiedztwo cen-
trow aktywnych pomiedzy modutami sgsiadujgcymi
w strukturze przestrzennej biatka. Badania dotyczyty
grupy tiolowe, uczest-
syntazy P-kctoacylowcj i

centrow zawierajacych
niczacych w kondensacji:

biatka przenoszacego reszty acylowe. Na podstawie
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tych badann wnioskowano o powstawaniu funkcjonal-
nych par centréw aktywnych: KS-ACP, 2 ktorych ka-
zde zlokalizowane jest na innym tafAcuchu biatko-
wym (Ryc. 4). Wysunieto hipoteze, ze rdwniez kom-
pleks enzymatyczny o strukturze natywr.ej jest dimc-
rem, w ktorym identyczne moduty sg zasocjowane
przeciwbieznie — ,gtowa-ogon” . Domeny: KS, AT
i ACP tworzg strukture hclikalnga domeny redukcyj-
ne tworzg petle wystajace poza helikalny rdzen, ale
pozostajace w zasiegu fosfopantotcinowego ramie-
nia ACP. Taka organizacja umozliwia cigg konden-
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sacji reszt acylowych przy udziale domen zlokalizo-
wanych na réznych polipeptydach i tworzgcych w
ten sposdb nowe, funkcjonalne jednostki odpowia-
dajgce modutom (domeny: KS i AT aktywne w jed-
nym cyklu sa zlokalizowane na jednym polipepty-
dzic, adomena ACP oraz domeny redukcyjne aktyw-
ne w tym samym cyklu — na polipeptydzie zoriento-
4).
funkcjonowania syntazy poliketydowej potwierdzity

wanym przeciwbieznie) (Ryc. Opisany model

doswiadczenia rekonstrukcji aktywnych komplek-
sOw syntazy z zastosowaniem biatek o zmutowanych
domenach KS i ACP [39, 43-45],

I1l. Budowa genow syntaz poliketydowych

typu | bakterii

Geny kodujace syntazy poliketydowe sg zawsze
zgrupowane na chromosomie bakteryjnym i jesli

okreslony zwigzek ma aktywno$¢ antybiotyczng, to-

warzyszg im geny opornosci [24], Zespoty genow
syntaz typu | sktadajg sie z dtugich otwartych ramek
odczytu, ktore kodujg opisane wcze$niej wieloenzy-
biatka syntazy. Ramki odczytu maja

dtugos¢ od 10 tys. pz (geny syntazy DEBS) do 30 tys.

matyczne

pz (geny syntazy awermektyny irapamycyny), odpo-
wiednio do liczby modutéw. Pierwszym zbadanym
zespotem gendw PKS typu I promieniowcdw sg geny
syntazy DEBS Saccharopolyspora erytbraccy ktore
zostaty wyodrebnione jako region DNA znajdujacy
sie po stronie 3’ genu oporno$ci na erytromycyne
ermE i transkrybowany w przeciwnym kierunku w
stosunku do tego genu [8, 10, 46], Zbadanie i pordw-
nanie kolejnych zespotéw genéw PKS | dostarczyto
informacji dotyczacych struktury domenowej iprzy-
puszczalnej sekwencji aminokwasowej domen. Se-
kwencja aminokwasowa w rejonie centrum aktywne-
KS, AT i ACP
réoznych syntaz charakteryzuje sie duzg zachowaw-

go odpowiadajacych sobie domen:

: AT
: ACP
EAT 1 N
t\A | AGP| KR AT%| KS
T D | 7 W"\‘V'L'/'\'\"[ """""" -~
\KS 2 ATHIKREGACE
KS |ATy kR ?CP f
OB ,W__,.w‘"‘x‘\’_ e P e ‘\\
( ACP’HJ KRIE AT KS & D
AQE\ | AT5,| KS
DEBS 2 K &h
- |
KS 3 ATpH! - KRIACP
AcP KR DR e KS
v : - Ryc. 4. Model funkcjonalnego kompleksu enzy-
matycznego syntazy 6-dezoksyerytro-
AQE KR: AT ‘{’D KS noIi:ilu B.g Bi:Ika )IIDEBSI, DTEB);Z i
: \{6“ DEBS3 tworza dimery potaczone w
| TR SH R E T ) e jedna strukture helikalng. Funkcjonalne
DEBS 3 ‘ \\ KS AT : KR A P moduty sg utworzone przez domeny en-
ST ST TG | @ o\ zymatyczne zlokalizowane na siostrza-
: nych peptydach i pozostajace w zasiegu
KS ATQ | KR CP fosfopantoteinowego ramienia ACP (li-
0"/\; 5 ¢ - nia falista). Kompleks enzymatyczny
(TR gt P TR i AN TE moze katalizowaé jednoczes$nie syntez
ACP KR AT% KS\‘\-'M/ dwoéch tIaﬁcuché:/v poliketydo):/v;ch?

® y
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Kierunek przebiegu syntezy oznaczono
strzatkami. Objasénienia skrotéw w teks-

cie.
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czosScig. Dzieki analizie poréwnawczej sekwencji
réznych syntaz udato sie rGwniez wyznaczyé granice
domen biorgcych udziat w redukcji (KR, DH, ER),
ktore nie wykazuja tak wysokiego podobienstwa se-
kwencji jak domeny podstawowe [39, 47], Analiza
organizacji i sekwencji gendw PKS umozliwita
wyciagniecie wnioskéw dotyczacych
§ci substratowej domen biatek syntazy oraz struktury

specyficzno-

tych duzych komplekséw enzymatycznych. Charak-
terystyczng cechg zespotow gendw syntaz jest znacz-
na dtugos¢ poszczegdblnych gendéw, wystepowanie na
koncu 5’ catego zespotu gendw sekwencji domen od-
powiedzialnych za rozpoczecie biosyntezy (wyste-
pujacych w niektérych syntazach jako osobny gen) i
wystepowanie sekwencji domeny tioesterazowej na
koncu 3’ zespotu gendw. Nastepujgce po sobie geny
moga by¢ transkrybowane w przeciwnym kierunku,
jednakze utozenie domen w poszczegdlnych genach
odpowiada kolejnosci reakcji kondensacji i redukcji
w danym cyklu [24],

IV. Modyfikacje genetyczne prowadzgce do
sterowanej biosyntezy poliketydow

Badania nad poliketydami wytwarzanymi przez

promieniowce zmierzajag do uzyskania nowych
zwigzkow aktywnych biologicznie. Dziatanie natu-
ralnych systemdw opornosci mikroorganizmow, ak-
antybiotykow stosowanych po-

wszechnie, mozna wyeliminowa¢ przez zastosowa-

tywnych wobec

nie w terapii nowych zwigzkéw. Celem tych poszuki-
wan jest rowniez zwiekszenie skutecznos$ci terapeu-
tycznej i zmniejszenie skutk6w ubocznych stosowa-
nych lekdw.

Uktad domen enzymatycznych syntaz poliketydo-
wych typu 1 oraz ich organizacja genetyczna od-
zwierciedla strukture wytwarzanych poliketydow.
Kolejnos¢ utozenia domen wystepujacych w po-
szczeg6lnych modutach biatek syntazy odpowiada
kolejnosci reakcji biosyntezy (Ryc. 3A). Kazdy
modut syntazy i kazda domena modutu sg kodowane
przez osobny region genu isasiadujg ze sobg w linio-
wej strukturze biatka. Kazda domena enzymatyczna
jest aktywna tylko raz podczas biosyntezy, aingeren-
cja w okreslony region genu oznacza zmiane w prze-
biegu pojedynczej reakcji. Tc wtasciwos$ci syntaz po-
liketydowych narzucajg sposob mozliwych zmian
genetycznych, ktére moga prowadzi¢ do uzyskania
poliketydéw innych niz warunkowane przez okres$lo-
ny zespo6t gendw.

Mozna teoretycznie obliczy¢, jakg liczbe réznych
tancuchdéw poliketydowych mozna uzyska¢ modyfi-
kujgc dany zespdét gendéw syntazy [48], W rozwa-
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zaniach tych bierzemy pod uwage nastepujgce para-
metry: liczbe rédznigcych sie specyficznoscig domen
acylotransferazy rozpoczynajgcych synteze (ATL),
liczbe réznigcych sie specyficznoscig domen acylo-
transferazy dziatajacych sie w kolejnych cyklach
wydtuznia (ATE), liczhe enzymdéw decydujacych o
stopniu redukcji (KS+KR+DH+ER=4) oraz liczbe
cykli biosyntezy, ktérej odpowiada liczba modutéw
(M). Jest to tzw. potencjat kombinatoryczny syntazy
poliketydowej (PK) wyrazajgcy sie wzorem:
PK=ATI x (ATe x 4)m

Teoretyczny zbiér kombinacji strukturalnych po-
liketyddw jest znacznie szerszy niz zbiér okres$lony
powyzszym wzorem, ktory nie uwzglednia takich
czynnikéw wptywajacych zréznicowanie struktur
jak: stereospecyficzno$¢ reakcji prowadzonej przez
acylotransferaze i ketoreduktaze, oraz dziatanie
czynnikoéw modyfikujagcych. W praktyce, mozliwos$¢
uzyskania dzieki manipulacjom genetycznym zréz-
nicowanych struktur poliketydowych jest ograniczo-
na specyficznoscig substratowg enzyméw biorgcych
udziat w wieloetapowej syntezie.

Badania nad uzyskaniem na drodze biologicznej
poliketydéw o ,nienaturalnej” strukturze dotycza
przede wszystkim syntazy DEBS Saccharopolyspo-
ra erythraea, ktérej uktad enzymatyczny oraz zespét
kodujacych jg genéw stanowig pierwszy dobrze po-
znany system typu I. Ostatnie badania, ktére dopro-
wadzity do poznania zespotu gendw rowniez innych
syntaz typu I: awermektyny, oleandomycyny, rapa-
mycyny, spiramycyny, tylozyny, zwigzku FK506 iri-
famycyny potwierdzity charakter ,modutowy” orga-
nizacji genow tych syntaz i zapoczatkowaty do-
Swiadczenia nad otrzymywaniem zmienionych
strukturalnie poliketydéw wytwarzanych przez te
syntazy [49-56].

Alternatywny, wzgledem metod biotechnologicz-
nych, sposéb réznorodnych
zwigzkow chemicznych o potencjalnej aktywnosci

otrzymywania

farmakologicznej oferujg metody chemii kombinato-
rycznej. W wyniku syntezy chemicznej uzyskiwane
sg warianty strukturalne tworzace tzw. biblioteki
kombinatoryczne okre$lonego zwigzku. Zwigzki te
sg sprawdzane pod wzgledem wtasciwosci biolo-
gicznych. Metody chemii kombinatorycznej zasto-
sowano w syntezie peptydéw [57], rybozymow [58]
a takze innych, biologicznie aktywnych zwigzkdéw
organicznych [59], Powaznym ograniczeniem w sto-
sowaniu metod syntezy chemicznej sa trudno$ci w
syntezie zwigzkéw o duzej liczbie centréw chiral-
nych [29, 30], Zwigzki takie moga by¢ wytwarzane
przez mikroorganizmy. Stale wzrasta wiec zaintere-
sowanie biotechnologiag kombinatoryczng natural-
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nych polimeréw: poliketydéw iantybiotykéw pepty-
dowych [60-62],

IV-1. Manipulacje genetyczne w obrebie modutu

Podstawowg jednostkag funkcjonalng syntaz poli-
ketydowych typu | jest modut. Zaobserwowano, ze
powstate w wyniku mutacji zmiany aminokwasdéw
unieczynniajgce domeny KS modutéw od N-konca
biatek DEBS nic wptywajg na aktywno$¢ modutéw
potozonych dalej tj. w kierunku C-konca tych biatek.
Przekonano sie o tym w wyniku doSwiadczenia, w
ktorym do komérek z unieczynniong domeng KS
pierwszego modutu podawano substrat bedacy jed-
noczes$nie metabolitem posSrednim na drodze biosyn-
tezy. Jest to diketyd — produkt kondensacji startero-
wej czgsteczki propionylowej z resztg metylomalo-
nylowa (Ryc. 3D). Zwigzek taki, choé¢ nie wystepuje
w postaci wolnej, jest normalnym produktem kon-
densacji prowadzonej przez domene KS z modutu 1
Zostat on ,zaakceptowany” przez domene KS z
modutu 2, ulegat kondensacji i modyfikacji przez
dalsze moduty, az do uzyskania oczekiwanego, nic
zmienionego produktu koncowego 6-dczoksyery-
tronolidu B [43, 44],

Kolinearno$¢ domen kodowanych w obrebie ge-
néw oraz porzadku reakcji katalizowanych przez do-
meny enzymatyczne zostata wykorzystana w do-
Swiadczeniach inaktywacji pojedynczych domen re-
dukcyjnych przez wprowadzenie odpowiednich mu-
tacji w kodujacych je genach. W wyniku delccji (w
obrebie genu) zostata unieczynniong domena ketore-
duktazowa modutu 5 syntazy DEBS, a w wyniku
ukierunkowanej mutagenezy zostata unieczynniong
domena enoiloreduktazowa modutu 4 tej syntazy [8]
(Ryc. 3B-C). Mutanty zawierajace nieaktywng do-
mene redukcyjng wytwarzaty niczrcdukowanc po-
chodne erytromycyny, odpowiednio: 5-okso-pochod-
ng i anhydro-pochodng.

Strategig alternatywng do mutacji genu jest two-
rzenie gendéw mozaikowych, o zmienionej funkcji.
Klonowano pojedynczy gen kodujacy polipeptyd po-
siadajagcy aktywnos$ci dwoch pierwszych modutéw
syntazy w potaczeniu z fragmentem genu kodujgcym
koricowg domene tioesterazowg. Ten uktad gene-
tyczny otrzymat nazwe DEBS1 + TE (Ryc. 3E).
Wprowadzono do niego, na miejsce aktywnej dome-
ny KR modutu 2, region odpowiadajacy domenie ke-
toreduktazy z modutu 3 DEBS, gdzie wystepuje ona
jako domena nieaktywna. W wyniku tej wymiany do-
men otrzymano, zgodnie z oczekiwaniem, niezredu-
kowany triketyd jako produkt zmienionego uktadu
enzymatycznego. Triketyd — produkt dwoch kolej-
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nych kondensacji, jest pierwszym stabilnym produk-
tem posrednim nic zmodyfikowanej syntazy (Ryc.
3E). W podobny sposob przeprowadzono wymiane
tej samej domeny KR z DEBS1+TE na dwie domeny
biorgce udziat w redukcji poliketydu — KR i DH z
syntazy rapamycyny Streptomyces hygroscopicus.
Wynikiem tej zmiany byto otrzymanie przewidywa-
nego zwigzku zawierajgcego wigzanie podwdjne za-
miast grupy hydroksylowej [62], Wymiana domen
redukcyjnych pomiedzy genami syntaz, jak stwier-
dzono na podstawie analizy ich sekwencji, jest mo-
zliwa dzieki wystepowaniu stosunkowo dtugich,
okalajgcych je regionéw DNA, ktdrym nie przypisa-
no okreslonych funkcji biologicznych. Dla modyfi-
kacji genetycznych moga stuzy¢ jako regiony wy-
znaczajgce zakres wymienianego DNA i oddzie-
lajagce miejsca o okreslonej funkcji katalitycznej.

W natywnym biatku syntazy domeny redukcyjne
tworzg petle znajdujace sie poza strukturami helikal-
nymi a ich wymiana nie zmienia tej struktury [8, 41,
66], Okazato sie jednak, ze wymiana fragmentéw
DNA miedzy zespotami gendéw PKS moze dotyczy¢
takze domen acylotransferazowych, wchodzgcych
oprécz KS i ACP, w sktad helikalncgo rdzenia synta-
zy (Ryc. 4). W zespole gendw syntazy platenolidu
Streptomyces ambofaciens (agiikonowej cze$ci anty-
biotyku makrolidowego spiramycyny) wymieniono
sekwencje kodujgcg modut petnigcy funkcje wyboru
reszty starterowej na sekwencje modutu starterowe-
go z zespotu gendw syntazy tylaktonu Streptomyces
fradiae (aglikonowej cze$ci makrolidu tylozyny). W
wyniku ekspresji mozaikowych genéw otrzymano
poliketyd zawierajagcy dodatkowa grupe metylowa
odpowiadajgcg wprowadzeniu przez syntaze propio-
nylowcj reszty starterowej zamiast reszty acctylo-
wej. Nowy zwigzek poliketydowy wytwarzany byt w
ilosciach poréwnywalnych do naturalnego produktu
syntazy. Pozostaje do zbadania wptyw uzyskanej
modyfikacji na aktywno$¢ antybakteryjng zwigzku.
Modyfikacja erytromycyny A w analogicznym re-
gionie czasteczki wptywa bowiem na jej aktywnos$¢
wobec szczepoéw opornych na makrolidy [67],

Pierwsza domena acylotransferazowa syntaz, kto-
ra wprowadza czasteczke starterowg, wykazuje
pewng tolerancje wzgledem ,nienaturalnych” sub-
stratéw. Dotyczy to szczeg6lnie uktadu DEBS 1+ TE
[53, 68], Wprowadzenie substratu innego niz natu-
ralny pocigga za sobg utworzenie zmienionego pro-
duktu
sktadajgcej sie z kompleksu wszystkich trzech
biatek, produkt ten, na skutek zmienionej struktury,
nie zawsze zostaje rozpoznany jako substrat przez

czagstkowego. w przypadku syntazy

kolejno dziatajace enzymy cyklu.
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Syntaza makrolidowego zwigzku — awermekty-
ny moze rozpoczynaé¢ synteze polikctydu wykorzy-
stujac ponad 40 alternatywnych substratéw — kwa-
sow karboksylowych, ktérych reszty najczesciej sta-
nowig rozgateziony tafcuch weglowy [69-71], Te to-
lerancje substratowg starterowej domeny AT syntazy
awermektyny wykorzystano tworzac mozaike ge-
now syntazy awermektyny z genami syntazy DEBS
pozbawionej wtasnej domeny starterowej. W zespole
genéw awermektyny, podobnie jak w DEBS, wyste-
puje sekwencja kodujgca starterowy modut
sktadajacy sie z dwdch domen: AT i ACP. Fragment
DNA kodujacy modut starterowy syntazy awermek-
tyny klonowano w miejscu odpowiedniego fragmen-
tu w uktadzie DEBS t + TE. Uktad enzymatyczny po-
wstaty w wyniku ekspresji mozaiki genow jest zdol-
ny do wykorzystywania szerszego niz DEBS zakresu
alternatywnych czasteczek starterowych, takze o
rozgatezionym tancuchu weglowym i wytwarza
nowe pochodne naturalnego produktu triketydowe-
9°.
Klonowanie powtdorzono w kompletnym zestawie
genéw DEBS aby przekona¢ sie o wptywie zmiany
startera na dalsze etapy syntezy poliketydu, rozpo-
znanie substratowe dalszych podjednostek syntazy
oraz aktywno$¢ antybiotyczng powstajacych po-
chodnych erytromycyny. Do$wiadczenia tc wyka-
zaty olbrzymi potencjat funkcjonalny syntazy DEBS
oraz pozostatych enzymow szlaku biosyntezy erytro-
mycyny, wykazujacych tolerancje wzgledem zmie-
nionych substratow. W wyniku przeprowadzenia
opisanych badan otrzymano wiele nowych pochod-
nych erytromycyny A. Niektére spoérdod nich charak-
teryzowaty sie wysokag aktywnos$cig antybiotyczng
[71].

W przeciwieAstwie do starterowych domen AT,
zréznicowanych pod wzgledem specyficznosci sub-
stratowej, domeny acylotransferazowe aktywne w
kolejnych cyklach kondensacji sg najczesciej specy-
ficzne wzgledem malonylo-CoA albo metylomalo-
nylo-CoA iwtaczajg do poliketydu reszte acetylowg
albo propionylowg. Zaobserwowano, ze na podsta-
wie analizy sekwencji aminokwasowej tych domen
mozna dokona¢ podziatu domen AT pod wzgledem
specyficznos$ci substratowej [72, 73], Zbadano wy-
mienialno$¢ domen AT dwoch pierwszych modutow
syntazy DEBS, warunkujacych witgczanie propionia-
nu, na domeny AT witgczajgce octan i pochodzace z
innych syntaz. Rckombinanty wytwarzaty nowe po-
chodne erytromycyny, nie zawierajgce grupy mety-
lowej w odpowiedniej pozycji pierscienia makroli-
dowego, ajeden z rekombinantéw wydajnos$cig pro-
dukcji doréwnywal szczepowi niezmutowanemu.
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Dwa sposrdd trzech typdw rekombinantow zawie-
raty sekwencje domeny AT pochodzace z zespotu
genow PKS, ktérych produkt poliketydowy nie jest
znany. Charakterystyke domen AT kodowanych
przez te geny przeprowadzono wytgcznie w oparciu
o analize sekwencji nukleotydowych [55, 74], Do-
Swiadczenie to wskazuje na mozliwos$¢ zastosowania
jedynie czeSciowo scharakteryzowanych genow
PKS typu | w inzynierii genetycznej poliketydéw o

strukturze ztozonej.

IV-2. Ekspresja genéw syntaz

Zwiekszenie mozliwosci

zwigzkdow polikctydowych mozna uzyskac przez za-

otrzymania nowych
stosowanie oczyszczonego kompleksu enzymatycz-
nego syntazy, prowadzacego biosynteze polikety-
déw in vitro. W wyizolowanym kompleksie enzyma-
tycznym, w ktérym przenikalno$¢ substratéw, w tym
takze zmodyfikowanych, jest praktycznie nieograni-
czona, mozna stosunkowo tatwo okresli¢ specyficz-
no$¢ substratowg domen syntazy. W tym celu klono-
wano caty zespdél genéw DEBS w wektorze plazmi-
dowym. Znalazty sie tam pod kontrolg silnego, kon-
stytutywnego promotora, pochodzgcego z operonu
aktynorodyny (poliketyd aromatyczny) oraz specy-
ficznego aktywatora transkrypcyjnego. Ekspresje
klonowanych genéw badano w komérkach Strepto-
myces coelicolor, nic posiadajgcych zespotu genow
aktynorodyny [49], Oczyszczono biatka syntazy
DEBS, bedace produktem ekspresji klonowanych
genéw. Postuzyty one jako modelowy uktad, do ktd-
rego w sposob kontrolowany wprowadzano substraty
[42, 63],

Oprécz catego zespotu gendw syntazy DEBS klo-
nowano, opisany przez nas wczes$niej pojedynczy
gen syntazy DEBS w potaczeniu z fragmentem genu
kodujacym koncowg domene tioesterazowg (DEBS 1
+ TE) [38, 43], W wyniku ekspresji uzyskano hybry-
dowe biatko. Biatko to in vitro, w stanie oczyszczo-
nym, przeksztalca podane substraty w tnketyd —
produkt dwoéch kolejnych kondensacji. Produkt ten
ma strukture laktonu (Ryc. 3E). Dzieki swojej pro-
stocie i duzej wydajnosci uzyskiwania triketydéw,
uktad DEBS 1 + TE zastosowano w wielu ekspery-
mentach, w ktérych przez okreslenie specyficznosci
substratowej domen oczekuje sie rozwigzan poma-
gajacych w uzyskaniu zwigzkéw o zaplanowanej
strukturze. Zaobserwowano, ze DEBS1 + TE wyka-
zuje tolerancje wzgledem starterowej reszty acylo-
wej, wilaczajagc oprocz propionylowej takze reszte
acetylowg lub butyrylowg [43, 44, 55], Substratem
dla DEBS 1+ TE moze by¢ takze diketyd — produkt
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pierwszej kondensacji. Stosujac dikctydowy substrat
wykazano, ze to wtasnie domena KS z modutu 2 jest
]Jcgo akceptorem. Tym samym dwie domeny KS roz-
rézniaja, jaki substrat zostanie poddany dalszej kon-
densacji. Wykazano takze, ze DEBS1 + TE prze-
ksztatca podane in vitro substraty w sposéb selek-
tywny pod wzglagdem stereochemicznym. Oznacza
to, ze wykorzystuje substraty o okreslonej konfigura-
cji oraz dokonuje zmiany konfiguracji w obrgbie po-
wstajgcego produktu [47, 63, 64],

Oprdécz wymienionych biatek syntazy otrzymano
kompleksy sktadajgce sie z biatka DEBS1 oraz
modutu 3 z domeng tioesterazowg, ktéra podczas
klonowania zostata umieszczona na koAcu modutu 3
[40] (Rye. 3F), a takze kompleks skiadajgcy sie z
dwdch kompletnych biatek: DEBS1, DEBS2 oraz
modutu 5idomeny tioesterazowej [65], Wszystkie te
kompleksy biatek powstaty przez ekspresjg czesci
naturalnego zespotu genéw wraz z fragmentem genu
kodujagcym domene tioesterazy. Wytwarzajg one
nowe zwigzki poliketydowe isg przedmiotem badan
nad kinetykg enzymatyczng zmodyfikowanego kom-
pleksu enzymatycznego.

Aby okres$li¢ w sposéb ilosciowy specyficznosé
substratowg, zbadano parametry kinetyczne — state
katalityczne kkat i state réwnowagi reakcji Km dla
okre$lonych substratow zaré6wno w systemie DEBS1
« TE jak i w petnym kompleksie syntazy (DEBS1 t
DEBS2 + DEBS3) in vitro [53], Badania te wskazuja
na selektywnos$¢ substratowg domen syntazy. Selek-
tywno$¢ ta wynika z drugo- itrzeciorzedowej struk-
tury biatek syntazy a nic jest wynikiem czysto me-
chanicznego zestawienia domen kontrolujgcych wie-
loetapowgq synteze. Do wyznaczenia parametrow Ki-
netycznych postuzyty biatka syntazy oczyszczone do
stanu homogennego. Mimo, ze s3g to biatka o duzej
masie (DEBS1 +TE — 410 kDa) otrzymano je jako
aktywne podjednostki [40].

Opisane badania nad kinetykg enzymatyczng na-
turalnej i zmodyfikowanej syntazy poliketydowej
pozwalajg na lepsze poznanie sposobu funkcjonowa-
nia tych skomplikowanych komplekséw enzyma-
tycznych istuzg temu, aby w praktyce mozna byto le-
piej wykorzysta¢ potencjat kombinatoryczny syntaz.

1V-3. Zastosowanie zmienionych produktéw po-
$rednich biosyntezy

Jeszcze inny sposob ingerencji w strukture polike-
tydu polega na zastosowaniu zmodyfikowanych pre-
kursoréw z ominieciem pierwszych etapdw syntezy
poliketydu. Juz wczeéniej opisano wiaczanie dikety-
du — produktu dwoch pierwszych kondensacji przez
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syntazeDEBSI +TE[68], Procedure te wykorzysty-
wano wielokrotnie podczas badania specyficznosci
substratowej syntaz. Stwierdzono np. zdolnos$¢ syn-
tazy naringenicyny Nocardia
witaczania jednostki pentaketydowej (produkt pieciu
kondensacji poliketydowych) jako prekursora ma-

argentinensis do

krolidu powstajgcego tacznie w wyniku dziewieciu
kondensacji [75], Jest to najdtuzszy oraz najbardziej
ztozony poliketyd jaki zostat dotychczas wykorzy-
stany przez zesp6t enzymatyczny z ominigciem natu-
ralnej drogi biosyntezy. Wprowadzane podczas bio-
syntezy poliketydu prekursory wspo6tzawodnicza o
miejsca aktywne syntazy z prekursorami naturalny-
mi. W rezultacie powstaje mieszanina zwigzkow: o
strukturze naturalnej oraz wydtuzanych prekursoréw
nienaturalnych.

W zespole gendéw syntazy DEBS wprowadzono
mutacje powodujgca wytaczenie aktywnos$ci dome-
ny KS pierwszego modutu. W ten sposdb nie mogt
powstawa¢ naturalny produkt, a wytacznie jego po-
chodne powstajgce w wyniku witgczania do syntezy
nienaturalnych produktéw posrednich — triketydow
o rozbudowanych resztach, zawierajgcych pierscien
aromatyczny, nasycony tahcuch weglowy, badz tri-
ketydéw o konfiguracji stereochemicznej nie wyste-
pujacej w naturalnych substratach [44] (Ryc. 3D).
Wykorzystanie nienaturalnych substratéw przez syn-
taze DEBS ujawnia jej duzg tolerancje wzgledem
zwiazkdw o zmienionej strukturze. Pozostate enzy-
my szlaku biosyntezy erytromycyny A takze do pew-
nego stopnia wykazujg tolerancje wzgledem zmie-
nionych substratéw. Zastosowanie nienaturalnych
substratow w biosyntezie erytromycyny wywotuje
zmiany w regionie 12-15 atomu wegla czasteczki.
Modyfikacje w tym regionie, jak stwierdzono na
podstawie wczes$niejszych badan nad potsyntctycz-
nymi pochodnymi erytromycyny A, wpiywajg na
zwiekszong aktywnos$¢ zwigzku wzgledem szcze-
pow opornych [76], Zmodyfikowane czasteczki, po-
wstajgce na drodze biosyntezy sg sprawdzane pod
wzgladem ich wtasciwosci farmakologicznych i mo-
zliwosci wykorzystania jako leki. Dzieki zastosowa-
niu zmodyfikowanych prekursoréw biosyntezy za-
grupy
wstajgce poliketydy mogag stanowi¢ substraty dla
dalszych modyfikacji chemicznych [76], Zastosowa-
nie metod biosyntezy kombinatorycznej stanowi do-

wierajgcych reaktywne chemiczne, po-

skonate dopetnienie zastosowania metod syntezy
chemicznej dla otrzymywania nowych zwigzkéw. Na
drodze syntezy chemicznej wytwarzane sg niedo-
stepne w przyrodzie prekursory, ktore z kolei sg wy-
korzystywane przez kompleks enzymatyczny synta-
zy. Wytwarza ona poliketyd, ktoérego otrzymanie
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przez modyfikacje chemiczng naturalnego polikety-
du bytoby skomplikowane i mato wydajne [77J.

Aktywnos$¢ biologiczna nowo uzyskanych polikc-
tydow najczesciej nic jest opisywana w dostepnym
pismiennictwie naukowym. Informacje te zostajg do-
piero zawarte w opracowaniach patentowych otrzy-
mywania nowych lekéw. Wiekszo$¢ tych opracowan
dostarczajg duze przedsiebiorstwa farmaceutyczne:
Rousscl-Uclaf, Abbott Laboratories, Eli Lilly & Co.
oraz Kosan Bioscicnces.

V. Podsumowanie

Opisane doswiadczenia pokazuja dynamiczny
rozwéj badan zmierzajgcych do poznania struktury i
organizacji zespotéw genetycznych syntaz polikety-
dowych typu | oraz struktury komplekséow enzyma-
tycznych tych syntaz. Badania tc dostarczajg infor-
macji niezbednych do poznania sposobu funkcjono-
wania syntaz poliketydowych typu I. Struktura prze-
strzenna kompleksu wielocnzymatycznego syntazy
warunkuje to, ze aktywno$é enzymatyczna domen
kazdego modutu jest niezalezna od aktywnos$ci do-
men modutdw sagsiadujgcych w strukturze liniowej
biatka. Ta wtasciwo$é syntaz ma donioste znaczenie
dla manipulacji genetycznych i oznacza, ze unie-
czynnienic funkcji catego modutu lub jego zamiana
na modut pochodzacy z innej syntazy nie maja
wptywu na reakcje przeprowadzane przez modut
sgsiedni. Stwierdzono, ze kolejno$¢ domen enzyma-
tycznych wchodzacych w sktad modutéw Kkatali-
zujacych kolejne cykle biosyntezy odpowiada struk-
turze chemicznej powstajacego poliketydu. Nasu-
neto to pomyst, ze mozna wprowadzi¢ zaplanowane
zmiany w procesie biosyntezy poprzez ingerencje
genetyczng w strukture modutu. Geny zaréwno zna-
nych, jak i nowych, czesto tylko czesciowo scharak-
teryzowanych syntaz, postuzyty jako sktadniki do
otrzymania mozaikowych zespotéw genow wytwa-
rzajgcych produkty poliketydowe o zmienionej
Postuzono sie
uktadem biosyntezy potiketydow in vitro oraz zasto-

strukturze chemicznej. réwniez
sowano zmodyfikowane prekursory biosyntezy, kté-
re sg przetwarzane przez uktad enzymatyczny synta-
zy. DosSwiadczenia tc doprowadzity do otrzymania
wielu nowych zwigzkéw poliketydowych, ktore
moga stanowic¢ leki lub ich prekursory. Zastosowanie
opisanych metod biotechnologicznych wcigz nic wy-
czerpuje potencjatu kombinatorycznego syntaz poli-
ketydowych typu I. Jego wykorzystanie w praktyce
uzaleznione jest zar6wno od aktywnos$ci enzyma-
tycznej i specyficznoSci substratowej poszczegdl-
nych domen kompleksu wielocnzymatycznego syn-
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tazy jak od rozwoju nowych technik i strategii bio-
technologii kombinatorycznej.
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Zjawisko

indukowanej fluorescencji

chlorofilu jako

zrodto informacji o procesach fotosyntezy zachodzacej w

rosSlinach i stanie srodowiska

Induced chlorophyll

fluorescence as

a source of

Information on photosynthesis in plants and environment

conditions

ANDRZEJ JANKOWSKI*

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Zwigzek krzywej indukcji z fotosyntetycznym transpor-
tem elektrondéw
11-1. Wptyw reakcji fotochemicznej na fluorescencje
11-2. Wyjasnienie mechanizmu wptywu fotosyntezy na
fluorescencje
11-3. Interpretacja krzywych indukcji przy o$wietleniu
ciggtym
Ul. Ttumienie fluorescencji chlorofilu w organizmach foto-
syntetyzujacych
I11-1.Czynniki ttumienia fluorescencji chlorofilu w ro-
$linach
111-2. Badanie sktadnikow ttumienia metoda fluorscen-
cji impulsowej
111-3. Badanie wptywu inhibitorow fotosyntezy na sktad-
niki ttumienia indukowanej fluorescencji chlorofi-
lu
IV. Przyktady zastosowan pomiaréw" fluorescencji chlorofi-
lu
V. Zastosowanie metod luminescencyjnych do badania sta-
nu roslin i stresu

Wykaz uzywanych skrétéw: PSI, PS1l — fotosystem I, foto-
system Il; QA QB— plastochinon A, plastochinon B; RC — cen-
trum reakcji fotochemicznej; SCh — specjalna grupa chlorofilu
w RC.

I. Wstep

Chlorofil jest jednym z barwnikéw roslinnych
uczestniczacych w procesie recepcji energii Swiatta i

*Dr hab., Wyzsza Szkota Pedagogiczna im.T. Kotarbinskiego,
Instytut Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, 65-561 Zielona
Gora ul. Monte Cassino 21b; Uniwersytet Wroctawski, Wydziat
Chemii, ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw
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przeksztatceniu jej w energie swobodng reakcji che-
micznej fotosyntezy.

Zakres absorpcji wszystkich barwnikéw fotosyn-
tetycznych obejmuje niemal cate widmo widzialne-
go Swiatta stonecznego; jednak przy dtugos$é fali po-
wyzej 650 nm absorpcje wykazuje praktyczne jedy-
nie chlorofil. Jezeli wiec bedziemy wzbudza¢ prdbke
Swiattem o diugosci fali wiekszej niz 65C nm, to
mozemy uzyska¢ czyste widmo fotolumincscencji
chlorofilu zawartego w roslinie.

Fluorcscencja chlorofilu w organizmie foiosyntc-
tyzujgcym charakteryzuje sie dwoma pasmami emi-
sji z maksimami
doktadne potozenie maksiméw pasm jest za ezne od

przy okoto 690 i 735 nm —
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stanu organizmu [1, 2], Widmo fluorescencji chloro-
filu A w roztworze acetonowym wykazuje réwniez
dwa pasma emisji z maksimami przy 695 i 710 nm
[3], Wystepowanie dwu pasm emisji dla roztworu
czystej substancji organicznej jest zjawiskiem raczej
wyjatkowym; w danym wypadku mozna je ttuma-
czy¢ istnieniem dimerow/oligomerow w stanic pod-
stawowym lub wzbudzonym [4, 5], Dla chlorofilow
a,b,c,d,e zawartych w ros$linie widma absorpcji i lu-
mincscencji sg zmienione a intensywno$¢ obnizona
wzgledem odpowiednich widm czystych substancji
w roztworze [6, 7]. Jest to wywotane gtéwnie od-
dziatywaniem orbitali molekularnych [8] czgsteczek
potozonych blisko siebie, przy ich okreslonym
uporzadkowaniu zwigzanym z ich rolg w aparacie fo-
tosyntctycznym.

Intensywno$¢ fluorescencji chlorofilu zawartego
w komdrkach, jakg mozemy rejestrowac przy pomo-
cy odpowiedniej aparatury, zalezy od oddziatywania
elektronowego miedzy czasteczkami a takze od
czynnikéw aparaturowych, jak efekt filtru wewnetrz-
nego ircabsorpcja promieniowania emitowanego [4,
5], Zjawisko reabsorpcji promieniowania polega na
tym, ze jezeli pasmo absorpcji nakrywa sie czescio-
W0 z pasmem emisji, to promieniowanie wyemito-
wane przez jedng czasteczke moze by¢ zaabsorbowa-
ne przez sgsiednig molekute i zamienione na inny ro-
dzaj energii. Swiatto fluorescencji emitowane w ra-
mach pasma z maksimum 690 nm jest silniej rcabsor-
bowane przez czgsteczki chlorofilu niz Swiatto emi-
towane w pasmie 735 nm. Stad wzrost stezenia chlo-
rofilu w komdérkach powoduje narastanie intensyw-
nosci pasma 735 nm wzgledem pasma 690 nm [3, 9],
Stosunek intensywnosci tych pasm jest wiec uzywa-
ny jako wskaznik zawartosci chlorofilu w roslinie.
Pomiary takie znajdujg obszerne zastosowanie w
praktyce (zob. nizej rozdz. V).

Z punktu widzenia obecnej tematyki najbardziej
interesujgca jest zalezno$¢ intensywnosci fluore-
scencji chlorofilu od funkcjonowania aparatu foto-
syntctycznego. Intensywnos$¢ fluorescencji w nie-
obecnosci wspomnianych wyzej artefaktéw aparatu-
rowych powinna rosngé proporcjonalnie do stezenia
chlorofilu. Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji dana
wzorem (1) bedzie w tych warunkach wartoscig
stata.

OF = NF/NA = kf/(kf +kn+ kp) (1)
gdzie NF, NA oznaczaja odpowiednio ilos¢ kwantow
Swiatta wyemitowanych w postaci fluorescencji iza-
absorbowanych, za$ kf, kn, kp— sg statymi szybkosci
konku-

odpowiednio emitowania

rujacych z fluoresccncjg w stanic wzbudzonym

fluorescencji,

czasteczki proceséw bezpromicnistych ireakcji foto-
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chemicznej. Wzér (1) wskazuje, ze wydajno$¢ kwan-
towa fluorescencji, awiec ijej intensywnos¢, jest od-
wrotnie proporcjonalna do szybkosci reakcji che-
micznej fotosyntezy. Wydajno$s¢ kwantowa fluore-
scencji chlorofilu w roztworze alkoholowym Of =
0.3 ,podczas gdy dla chlorofilu zawartego w ros$linie
w nieobecnosci fotosyntezy O f= 0.03, a w obecnosci
fotosyntezy Of=0.006 [5] Wida¢ stad, ze otoczenie
chlorofilu w organizmie zywym daje gaszenie flu-
orescencji a ponadto fotosynteza powoduje dalsze
obnizenie intensywnosci.

W latach 20 obecnego wieku fi. Kautsky [10]
zauwazyt, ze jesli rosling umieszczong w ciemnosci
poddamy dziataniu Swiatta widzialnego o niezbyt
duzej intensywnosci, to zaobserwujemy poczatkowo
stabg fluorescencje chlorofilu (FO) ktora szybko na-
rasta do pewnej wartosci maksymalnej (FM). Po pew-
nym czasie intensywno$¢ fluorescencji wykazuje po-
wolny spadek, po czym po kilkunastu minutach
przyjmuje warto$¢ statg (Fs) zblizong do wartosci
opisany przebieg
zmian fluorescencji w czasie — ktory w dalszym

poczatkowej. Aby zrozumied

ciggu bedzie okres$lany jako krzywa indukcji — nale-
zy wziagé pod uwage przebhieg zdarzen jaki ma miej-
sce w komdrkach ro$linnych po zaabsorbowaniu
kwantow Swiatta.

Il. Zwigzek krzywej indukcji z fotosyntetycz-
nym transportem elektrondéw

Czasteczki chlorofilu wchodzg w sktad bton tyla-

koidow (Ryc. 1) co powoduje specyficzne ich
uporzgdkowanie w ramach fotosysteméw i Il (PSI i
psii).

Tylko niewielka ilos¢ chlorofilu uczestniczy bez-
posrednio w reakcji fotochemicznej w centrach reak-
cji (RC). Pozostate czgsteczki sg zawarte w polipep-
tydowych kompleksach antenowych, ktoérych rola
polega na wychwytywaniu energii $wietlnej i dopro-
wadzeniu jej — na zasadzie bczpromicnistej migra-
cji energii — do RC. Szybko$¢ bezpromienistego
przekazywania energii w obrebie komplekséw ante-
nowych jest zalezna od wtasno$ci spektralnych
barwnikow, kata wzajemnego ustawienia momentéw
odlegtosci mie-

ich przejs¢ elektronowych i

dzyczgstcczkowcj.

I1-1. Wptyw reakcji fotochemicznej na fluorescencje

Poniewaz ponad 90 % energii absorbowanej przez
anteny jest zuzywane do inicjowania reakcji fotoche-
micznej, fluoresccncjag chlorofilu wyrazona na krzy-
wej indukcji przez warto$s¢ FO, w czasie dziatania
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Ryc. 1. Transport elektronéw i protonéw w btonie tylakoidu. a) chloroplast, b) btona tylakoidu w powigkszeniu.

aparatu fotosyntetycznego, jest bardzo staba. Gdy
kwant Swiatta o czestotliwo$ci rezonansowej dotrze
do RC, zostaje on pochtoniety przez wystepujaca tu
»Specjalng” molekute chlorofilu (SCh) zwigzang z
polipcptydami D] i D2 tworzac strukture wystajgca
ponad btone tylakoidu. SCh ulega reakcji fotoche-
micznej, polegajacej na uwolnieniu elektronu i prze-
1 — Pheo,
analog chlorofilu pozbawiony jonu metalu) [11, 12].

kazaniu go czasteczce feofityny (Ryc.

SCh zawdziecza swojg ,specjalng” zdolnos¢ do
trwatej separacji tadunkéw wiasciwosciom fizyko-
chemicznym otoczenia i swej strukturze dimerycz-
ncj, zblizonej prawdopodobnie do struktury wyste-
pujacej bakterii

zujacych.

w centrum reakcji fotosyntety-
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W nastepnym etapie elektron jest przenoszony na
czgsteczke plastochinonu (QA) w podjcdnostce D2.
Przeniesienie elektronu z Pheo na QAlcst warunkiem
stabilizacji produktu reakcji fotochemicznej
(SCh’,E"). Redukcja QApowoduje zablokowanie RC
gdyz przy ujemnym tadunku QAnic jest mozliwe po-
nowne uwolnienie elektronu z znajdujacej sie w nie-
wielkiej odlegtosci grupy SCh [5, 13-15],

W tej sytuacji dalsze kwanty energii przenoszone
z anten (A) nie sg zuzywane w RC na inicjowanie re-
akcji fotochemicznej, lecz moga powréci¢ do anten i
ulega¢ przeksztatceniu w fluorescencje. Wyraza sie
to na krzywej indukcji jako wzrost intensywnosci
fluorescencji od wartosci FOdo warto$ci maksymal-
nej (Fm). Produktem redukcji jest semichinon QA
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(anionorodnik) bedacy niestabilng forma krot-
kozyjaca. Nastepuje wiec transport elektronu do dru-
giej czgsteczki plastochinonu (Qb) umieszczonej da-
lej od SCh, w podjcdnostcc Di zbudowanego wedtug
(C2av)

transbtonowego tworzacego PSIlI (Ryc. 1). Powrét
Qa do obojetnej elektrycznie formy chinonowej po-

regut  podwdjnej symetrii kompleksu

woduje odblokowanie RC, a mozliwo$¢ przyjecia
nowych porcji energii (ekscytonéw) z anten do SCh
pocigga za sobg spadek intensywnosci fluoresccncji
widoczny na krzywej indukcji. Jednak ze wzgledu na
to, ze szybkos$¢ przeniesienia elektronu z QA->QB/i
dalej na NADP jest duzo nizsza niz w poprzenich
etapach transportu elektronu z SCh do QA (10°1s)
[13, 16], swobodny transfer energii z anten do RC
jest uzalezniony od szybko$ci dalszych proceséw
transferu elektronu z QB do NADP , ktére muszg
wiec by¢ krotko omoéwione.

Czasteczka plastochinonu QB, znajdujgca sie w
odmiennym otoczeniu niz QA, ulega redukcji do
trwatej formy aromatycznej hydrochinonu przez po-
branie drugiego elektronu i dwoéch protonéw. Na tym
etapie nastepuje potgczenie transportu elektronéw i
Czasteczka QB
przytagczony elektron i proton jest bowiem dalej

protondw. zawierajgca nowo
transportowana
(Cyt b-f, Ryc. 1). Stad elektron przenosi sie do PSI i

jest dalej wykorzystywany do redukcji NADP , co

do kompleksu cytochromowcgo

jest niezbedne do asymilacji C 0 2. Proton jest przeno-
szony na druga strone (wewnetrzng) btony tylakoidu
wbrew gradientowi stezenia, co daje tworzenie gra-
dientu protondw wykorzystywanego do syntezy ATP
lub do transportu innych jonéw potrzebnych do roz-
woju organizmu. Przenoszenie clctronéw z QA—QB
jest hamowane na skutek zalezno$ci od wymienio-
nych ostatnio dalszych etap6w trasportu elektronéw
i protonéw. Powoduje to zmniejszenie szybkosci
otwierania RC izatem spadku intensywnosci fluore-
scencji na krzywej indukcji po przejsciu przez mak-
simum (Fm). Po odpowiednio dtugim okresie czasu
intensywnos$¢ fluoresccncji powinna spasé do pozio-
mu poczatkowego (F0). Ze wzgledu na wspoétzale-
zno$¢ etapéw fotosyntctycznego transportu elektro-
néw, nawet po dtugim czasie obserwacji nic ma pew-
nosci , ze poziom FOzostatjuz osiggniety. Poziom sy-
gnatu, jaki otrzymuje sie po dtugim czasie obserwa-
cji (10-15 minut) okres$la sie jako Fs. Do wyznaczenia
wartosci FOpotrzebny jest pomiar natezenia fluore-
scencji bezposrednio po wiaczeniu Swiatta, co jest
trudne do realizacji z powodu szybkiego narastania
sygnatu w czasie rzedu ps.

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999

I1-2. Wyjasnienie mechanizmu wptywu fotosyntezy
na fluorescencje

W S$wietle opisanych zjawisk przebieg krzywych
indukcji fluoresccncji moégtby by¢é wyjasniony przyj-
mujac, ze obserwowany sygnat pochodzi z fluore-
scencji chlorofilu zawartego w antenach lub w RC.
Wedtug opinii wyrazonej w pracach [17, 18] fluore-
sccncja chlorofilu w roslinach pochodzitaby z re-
kombinacji tadunkéw (SC1L,EY) w RC. Pomiary za-
niku stanu wzbudzonego chlorofilu w izolowanych
RC i identyczno$¢ parametrow fluoresccncji otrzy-
manej przy otwartym (FO0) i zamknietym RC (FM) [9,
11] przemawiajg zdecydowanie za wnioskiem, ze
szybka fluorcscencja chlorofilu w roslinach pocho-
dzi z anten a rekombinacja tadunkéw w RC moze
wigzac sie z stabg opdzniong luminescencjg (LDL).

Procesy zachodzgce w antenach i RC po absorpcji
Swiatta sg zobrazowane na ryc. 2, gdzie zaktada sie,
ze fluorcscencja chlorofilu w roslinach pochodzi
gtownie z anten, a rekombinacja tadunkéw w RC
moze wigzaé sie z stabg opdzniong luminescencja
(LDL) [19-23], Schemat ten (Ryc. 2) przedstawia
krzywe potencjalne czgsteczki SCh znajdujacej sie w
RC w stanic podstawowym (G) iwzbudzonym (E), z
zaznaczonym niektéorymi poziomami oscylacyjny-
mi. Strzatki oznaczajg przej$cia miedzy stanami G,E
cechujace sie szybkosciami kF, kD, kT ,kP(znaczenie
symboli podano w objasnieniach do schematu). Kon-
kurencja miedzy tymi procesami decyduje o inten-
sywnosci fluorescemcji i efektywnos$ci reakcji foto-
chemicznej.

Dawniej przyjmowano [24, 25J, ze k,«kP i ze
czynnikiem ograniczajagcym szybko$¢ reakcji foto-
chemicznej jest migracja wzbudzenia z anten do RC
(kT). Pézniejsze badania wykazaty jednak, ze szyb-
ko$¢ migracji wzbudzenia (ckscytonu) jest znacznie
wieksza niz szybko$¢ separacji tadunkow (kP) [26]
tak, ze proces pobierania energii przy otwartych RC
przebiega w warunkach réwnowagi miedzy kri kT
(Ryc. 2). Wskutek tego przy duzych warto$ciach k, i
kTmierzony czas zycia stanu wzbudzonego chlorofi-
lu w tkance jest stosunkowo krétki (nizszy niz 10°9s)
[26].

Opierajac sie na przedstawionej interpretacji
krzywych indukcji i na schemacie pokazanym na
Ryc. 2, przy paru
czajgcych zatozeniach (zob objasnienia do Ryc. 2),

mozna udowodnié, uprasz-

ze wydajnos$é kwantowa reakcji fotochemicznej (FP)

moze by¢ obliczona tatwo z krzywych indukcji [9,
11, 24, 25],
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Ryc. 2. Przebieg reakcji w RC po przekazaniu kwantu energii z (A) A— anteny, Sch — specjalna grapa czasteczek chlorofilu. kF,va kD, kT, — state
szybkos$ci proceséw dotyczacych anten (A) fluorescencji, absorpcii Swiatta, dezaktywacji bezpromienistej, transferu energii do RC, k,,, krvTi
k D— state szybkoéci proceséw dotyczacych wzbudzonego centrum reakcji (SCh) reakcji fotochemicznej, procesu powrotu energii wzbudze-
nia do A przy zamknietym RC — absorpcji i dezaktywacji bezpromienistej odpowiednio. Pominieto tu mozliwo$¢ zmiany spinu SCh w stanie

wzbudzonym iprzejscia do postaci tripletowej. Mozna zatozy¢, ze maksimum fluorescencji otrzymuje sie przy Ff= kf/ (kf+kD+kD.) aminimum

przy Of= k/(krkD+kD, + kFKT).

Op = NR/NA —Kkp/(kpFkn+kp) —Fy/Fjyj —

(Fm-Fo)ZFm (2)
gdzie wiekszo$¢ symboli ma znaczenie takie jak we
wzorze (1) a NR — ilos¢ kwantow Swiatta zuzytych

na reakcje fotochemiczng. We wzorze (2) dlauprosz-

czenia zastosowano inng symbolike niz w ryc. 2.

Wartosci kni kpwystepujace we wzorze (2) moga by¢

wyrazone nastepujgco przez symbole schematu:
kn= (kD+kD”) i kp = (kP+KkT)

Z wzoru (2) — po odpowiednich przeksztatce-
niach i uproszczeniach — mozna wyznaczy¢ stalg
szybkosci proceséw bezpromienistych (kn) co ma
znaczenie w badaniu wptywu nadmiernego osSwietle-
nia na fotosynteze (zob. nizej — rozdz.1V). Mozli-
wo$C¢ zastosowania wzoru (2) do obliczenia wydaj-
nosci kwantowej fotosyntezy (Op) i wartosci (kn)jest
powodem, ze znaczny wysitek zostat wtozony w
udoskonalenie pomiaréw FMi FO [9].

stanéw wzbudzonych (transferu

Réwnowaga
energii) w kompleksach antenowych [9, 12, 26, 27]
ustala sie w czasie 1.5 x 10'I's a pojedynczy akt prze-
niesienia elektronu z SCh na QA zachodzi w czasie
rzedu 10°10s [13,26]. Przeniesienie elektronu z QAna
Q)W RC (PSU) przebiega duzo wolniej — w czasie
rzedu 2 x 10"4s. Gdyby wiec redukcja QAi zamyka-
nie RC przebiegato jednoczes$nie we wszystkich cen-
trach, to nalezatoby sie spodziewac , ze fluorescencja
bedzie narasta¢ w czasie 10”10s po wigczeniu Swiatta
aw rzeczywistosci obserwuje sie to po czasie rzedu
10'3s. Opo6znienie to ttumaczy sie wspotzaleznosdciag
procesow przeniesienia elektronu z SCh na QAiz QA
na Qb oraz dalszych etapéw fotosyntezy takie jak
magazynowaniem energii w postaci ATP iwydziela-
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nie tlenu [28, 29] (zob. rozdz.IV). Podsumowujac,
przebieg zmian intensywnos$ci fluorescencji po na-
Swietleniu rosliny (krzywa indukcji) da sie wiec za-
dowalajgco wyjasnié¢ przy pomocy aktualnej wiedzy
o transporcie elektronéw w tkankach fotosyntety-
zujacych.

Ponadto za powigzaniem krzywych indukcji z eta-
pami transportu elektrondw przemawiajg naste-
pujace fakty: a) obliczenia statej szybkosci reakcji
fotochemicznej (kP) z danych fluorymetrii stacjonar-
nej [24] dajg warto$¢ 1.95 x 10V !co daje czas reak-
cji (1/kp) zblizony do czasu uzyskanego z pomiarow
zaniku fluorescencji (zob wyzej) b) pomiary przy
uzyciu najnowszej aparatury wykazaty, ze efektyw-
no$¢ fotosyntezy wyliczona z krzywych indukcji jest
zgodna z danymi wymiany gazowej [30] cho¢ w
dawniejszych pracach spotka¢ mozna pewne nie-
zgodnos$ci [28, 31] c) dodatek inhibitorow fotosynte-
zy powoduje wzrost intensywnos$ci na krzywej in-
dukcji, co jest catkowicie zgodne z przewidywania-
mi opartymi na zatozeniu, ze krzywe te sgpowigzane
scisle z fotosyntetycznym tahAcuchem transportu
elektronéw. Do problematyki tej powr6cimy ponizej
w rozdziale Il posSwieconym ttumieniu fluorescen-
cji. Obecnie bowiem nalezy przedstawi¢ rézne typy
krzywych indukcji jakie otrzymuje sie przy zastoso-
waniu rozmaitych warunkéw oswietlenia i detekcji.

11-3. Interpretacja krzywych indukcji przy oSwietle-
niu ciggtym

Oswietlenie tkanki roslinnej pojedynczym impul-
sem daje monotoniczny wzrost fluorescencji do war-
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tosci Fmktéra po pewnym czasie ulega obnizeniu do
statej wartosci Fs. Wzbudzenie prébki ciggtym
Swiattem widzialnym o niezbyt duzej intensywnosci
daje bardziej skomplikowang krzywa [9, 28, 32] typu
przedstawionego schematycznie na rycinie 3.

Wzrost intensywnosci od warto$ci FOdo FMma w
tych warunkach przebieg dwuetapowy. Pierwsze
przegiecie prowadzi do plateau Fi i wigze sie z prze-
niesieniem elektronu na Qa [9, 13]. Poziom sygnatu
Fi (Ryc. 3 ) odpowiada ilosci centrow RC, o obni-
zonej aktywnos$ci spowodowanej zahamowaniem
transportu elektronu z QA do Qb- Przyczyng jest
utrudnienie dostepu do miejsca wigzacego QB [9,
33-38] w niektorych uktadach RC.

Ryc. 3. Schematyczna krzywa indukcji fluorescencji przy oswietleniu

ciagtym.

Interpretacja drugiego przegiecia krzywej induk-
cji dajagcego poziom Fjjest mniej pewna lecz najcze-
$ciej jest ono wigzane z gaszeniem fluorescencji
chlorofilu w antenach przez RC w stanie utlenionym
[9], Przebieg krzywej na ryc. 3jest zalezny od nate-
zenia Swiatta wzbudzajgcego — przy silnym Swietle
pobudzajgcym przegiecia F( i Fj ulegajg zatarciu.
Przy zmienionych warunkach eksperymentalnych
otrzymuje sie inny przebieg zmian fluorescencji przy
oSwietleniu ciggtym [28] niz przedstawiony na ryci-
nie 3. Ksztatt krzywej indukcji otrzymanej w iden-
tycznych warunkach eksperymentu jest zalezny od
stanu tkanki fotosyntetyzujgcej — np. stwierdza sie
znaczne roOznice w przebiegu krzywej dla lisci
z6htych, opadajacych i dla zdrowych lisci zielonych.
Istnieje wiec mozliwo$¢ zastosowania pomiaréw flu-
orescencji przy oswietleniu ciggtym do przyzycio-
wych badan fizjologicznych [32] ze wzgledu na mo-
zliwo$¢ uzycia przenos$nej aparatury dziatajacej w
Swietle stonecznym.
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IIl. Ttumienie fluorescencji chlorofilu w orga
nizmach fotosyntetyzujacych

Jak wspomniano wyzej wydajno$¢ kwantowa flu-
orescencji chlorofilu w ro$linach jest wielokrotnie
nizsza od odpowiedniej warto$ci dla chlorofilu w roz-
tworze. Konkurencja miedzy r6znymi procesami dez-
aktywacji wzbudzonych czasteczek chlorofilu powo-
duje obnizenie wydajnosci kwantowej fluorescencji
(wzér (1)).

I11-1. Czynniki ttumienia fluorescencji chlorofilu w
roslinach

Przyczyna obnizenia intensywnos$ci $wiecenia
moze byé wykorzystanie cze$ci energii zaabsorbowa-
nej nareakcje chemiczng fotosyntezy (wzér (1) —kP)
lub na inne procesy zwigzane z fotosyntezg powo-
dujace zwiekszenie wartosci kn we wzorze (1). W
pierwszym przypadku méwimy o fotochemicznym
ttumieniu fluorescencji (qP) a w drugim o ttumieniu
niefotochemicznym (gN).

Na ttumienie niefotochemiczne skiada sie szereg
procesow z ktérych trzy najwazniejsze to: 1) ttumie-
nie zalezne od energii chemicznej nagromadzonej w
uktadzie qE, zwigzane z tworzeniem gradientu jondw
wodorowych na btonie tylakoidu [9, 39, 40]. Efekt ten
jest przypisywany obnizeniu pH wewnatrz (lumen ty-
lakoidu) i podwyzszeniu pH na zewngtrz (stroma
chloroplastu) co prowadzi do przegrupowania czaste-
czek chlorofilu i zwiekszenia szybko$ci procesow
bezpromienistych (kn — wzér (1)) 2) ttumienie
zwigzane z przejsciem fazowym w chloroplascie qT—
spowodowane fosforylacjg biatek w kompleksach an-
tenowych co warunkuje zmiane struktury gran i lamel-
li [9, 40] powodujaca zwiekszenie odlegtos$ci miedzy
antenami a RC, co prowadzi do zmniejszenia prawdo-
podobienstwa transferu energii miedzy tymi elemen-
tami (zmniejszenie kri kT— zob. ryc. 2) 3) ttumienie
fotoinhibitorowe gi bedace naturalnym mechanizmem
adaptacji roslin do szkodliwego dla organizmu, nad-
miernego osSwietlenia, polegajacym na katalizowanej
enzymatycznie deepoksydacji wiolaksantyny i two-
rzeniu zeaksantyny, ktéra moze posredniczy¢ w prze-
ksztatceniu nadmiaru energii Swietlnej na ciepto [13,
41]. Procesy 1-3 wykazujg wspotzaleznos$é imoga za-
chodzi¢ na siebie — tak, ze separacja ich — a szcze-
golnie g£jest trudna. Najistotniejsze jest rozréznienie
ttumienia fotochemicznego qPod niefotochemicznego
gN. Efekty te mogag by¢ odseparowane przy zastoso-
waniu zaawansowanej aparatury, dajacej mozliwos¢
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uzycia do pomiaréw Swiatta o ré6znej intensywnosci i

czestotliwosci w tym silnych impulséw wysy-

cajacych, ktore powodujg zamykanie wszystkich
RC. Krzywe indukcji moga byé badane przy oSwie-
tleniu ciggtym Swiattem o dtugosci fali 660 nm. Za-
letg takiej metodyki jest mozliwo$¢ uzycia lekkiej
przeno$nej aparatury. Mozna uzyska¢ w ten sposdb
krzywe analogiczne do przedstawionej na rycinie 3,
ktére moga przyczynic¢ sie posrednio do oceny sktad-

nikow ttumienia.

111-2. Badanie sktadnikow ttumienia metoda fluore-
scencji impulsowej

W handlu sg dostepne fluorymetry impulsowe
[30, 41-45] z modulacjg amplitudy, specjalnie skon-
struowane do badania krzywych indukcji fluorcsccn-
cji chlorofilu i oznaczania sktadnikéw ttumienia tej
fluorescencji. Aparaty te pozwalajg na pomiar inten-
sywnosci fluorescencji jako sygnatu modulowanego
o okreslonej czestotliwo$ci, nawet w obecnos$ci sil-
nego osSwietlenia ciggtego (do 106 razy silniejszego
od sygnatu) [42] lecz nie umozliwiaja $ledzenia eta-
pow narastania fluorescencji widocznych na rycinie
3. Oznaczenie sktadowych ttumienia qPiqNna apara-
cie impulsowym wymaga zastosowania trzech ro-
dzajow zrodta Swiatta (Ryc. 4).:

1) Swiatto ciggte pobudzajgce fotosynteze lecz nic
dajgce zamykania RC (150-200 pE m'2s'])

2) $wiatto modulowane nic pobudzajgce fotosyn-
tezy (5-10 pE m'2s'1, A> 650 nm) lecz wzbudzajace
selektywnie fluorcscencje chlorofilu

3) wysycajacy btysk swiatta powodujgcy zamyka-
nie wszystkich RC (>2700 pE m‘25s’1).

Gdy impuls wysycajagcy pada na ro$ling umiesz-
czong w ciemnos$ci otrzymuje sie w efekcie maksy-
malny wzrost fluorescencji charakteryzujacy sie wy-
soka wartoscig Fyi i Fv = (FMFQ) [43-45], Wysokie
wartosci FMi Fv sg wywotane brakiem ttumienia fo-
tochemicznego — gdyz zamkniecie RC uniemozli-
wia przebieg reakcji rozdzielenia tadunkéw (Ryc. 2)
— atakze brakiem ttumienia niefotochemiczncgo —
gdyz wymienione wyzej procesy 1-3, odpowiedzial-
ne za sktadowe ttumienia qE, qT, qgi nie zdazyty roz-
wingc sie przy krétkotrwatym impulsie Swiatta (Ryc.
4a). Jezeli jednak taki sam impuls wysycajacy jest
podany na rosline juz oSwietlong Swiattem ciggtym
nic dajgcym zamykania RC (Ryc. 4b), to uzyskuje sie
nizsze warto$ci maksimum (fm) co wynika z obecno-
$ci procesow ttumienia niefotochemiczncgo przy
braku ttumienia fotochemicznego (qP) zahamowane-
go wskutek zamkniecia RC po podaniu impulsu. Za-
tem udziat ttumienia fotochemicznego i niefotochc-
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micznego mozna oznaczy¢ ilosciowo przez porédw-
nanie krzywych indukcji uzyskanych po impulsie
wysycajgcym podanym w obecnosci i nieobecnosci
oSwietlenia ciggtego. Zasada obliczania wartosci qPi
gNz pomiaréw fluorescencji impulsowej wyjasniona
jest na rycinach 4a-c. Na rycinie 4c wystepuje
natozenie 2 typdw krzywych indukcji : krzywa I, bar-
dziej rozciggnieta w czasie, powstata na skutek
wiaczenia oSwietlenia ciggtego, nie dajacego zamy-
kania RC ikrzywe Il bedgce skutkiem impulsow wy-
sycajacych. Poziom fOna rycinie 4b odpowiada krzy-
wej | na rycinie 4c.

Uzywajagc symboliki ryciny 4 otrzymujemy wzory
(3) i(4) stuzace do wyliczenia sktadowych qPigN.

qP = (fm-f0)/(fm-fo’) (3)
4n = |-(fm-f0’)/(FM-Fo)

Oznaczanie skiadowych ttumienia opisang me-
todg ma duze znaczenia w badaniach fotosyntezy. Al-
ternatywnie sktadniki ttumienia moga takze by¢ roz-
separowane przez dodatek inhibitoréw fotosyntezy i
poréwnanie krzywych indukcji w obecnos$ci i nie-
obecnos$ci inhibitora.

111-3. Badanie wptywu inhibitoréw fotosyntezy na
sktadniki ttumienia indukowanej fluorescen-
cji chlorofilu

Wptyw inhibitoréw fotosyntezy na krzywe induk-
cji przemawia za istnieniem powigzania miedzy cza-
sowym przebiegiem zmian fluorescencji a kolejnymi
etapami fotosyntezy.

Jak wiadomo z pomiaréw wydzielania tlenu, zu-
zycia C02ibadah fluorymctrycznych potraktowanie
liscia 3-(37,4’-dichlorometylo)-N,N'-dimctylomo-
cznikiem (DCMU) hamuje przeniesienie elektronu w
RC z Qana QB— na skutek zablokowania [9, 12] czy
uszkodzenia struktury przestrzennej [13] miejsca
wigzgcego QB w biatku
wchodzagcym w skiad PSIE

Nalezatoby wiec spodziewa¢ sie, ze DCMU blo-
kujgc przeptyw elektron6w bedzie utrwala¢ zreduko-
wang forme QA'itym samym zamknietg forme RC co
wedtug interpretacji podanej wyzej w rozdziale 1po-
winno da¢ w efekcie wzrost fluorescencji. Efekt taki

transmembranowym

w rzeczywistosci jest zawsze w tych warunkach wi-
doczny. Dodatek DCMU do os$wietlonej zawiesiny
chloroplastow [46] z lisci szpinaku daje dwufazowy
wzrost fluorescencji z czasami potowicznego przcrc-
agowania t|=1 s it2=15 s. (Ryc. 5). Pierwszy z tych
proceséw sktadowych wigze sie z przeniesieniem
elektronu z QAna QBi z zanikiem ttumienia fotoche-
micznego gqPa drugi powolniejszy proces przypisuje
sie wtérnemu zanikowi ttumienia zaleznego od ener-
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st

=

gil qE[46], Zatem poréwnanie krzywych indukcji w
obecnos$ci i nieobecnosci DCMU daje mozno$¢ wy-
znaczenia qPi qEgdyz (qP+qE) = (Fn-FO0) (Ryc. 5).
Sktadowa ttumienia qEmoze by¢ selektywnie znie-
siona przez dodatek antymycyny [9]. Mechanizm
tego efektu nie moze by¢ wyjasniony tak tatwo jak w
przypadku DCMU. Powigzanie procesu ,energiza-
cji” btony tylakoidu z syntezg ATP i rozktadem
wody [28, 30] jest powodem utrudnienia interpreta-
cji zjawisk z tym zwigzanych. Jednak efekt ten daje
mozliwos$¢ przyblizonej oceny rozmiaréw qE przez
poréwnanie krzywej indukcji w obecnosci inieobec-
nosci antymycyny.

Ttumienie fotoinhibitorowe qgi moze by¢ selek-
tywnie zniesione przez dodatek ditioerytrytu —
(DTT) czynnika redukujgcego, dajacego hamowanie
deepoksydacji wiolaksantyny [42],

Sktadowa ttumienia qT zwigzana z przejsciem fa-
zowym w chloroplascie moze by¢ selektywnie wy-
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1A

A 4

Ryc. 4. (zmodyfikowany z pracy [42]): Fluorescencja (F) tkanki roslin-
nej jako funkcja czasu (t) mierzona w fluorymetrze impulso-
wym. Ryc. 4a — w nieobecnosci oswietlenia ciggtego. Ryc. 4b

przy o$wietleniu ciggtym (150 pE m'2s'1650 nm , ').< 600

nm). Ryc. 4c - krzywa indukcji (schemat) otrzymana po
witaczeniu (T) o$wietlenia ciggtego pobudzajgcego fotosynteze
przy periodycznie powtarzanych impulsach wysycajacych

(~), modulowane $wiatto (5-10 pE nr2sl1 650 nm), wysy-

cajacy impuls $wiatta (0.5 s, 5000 pE nr2s'1650 nm), stabe

Swiatto pobudzajgce fotosynteze: 100 pE nv2s'.

}\‘
b 4

Ryc. 5. Zmiany fluorescencji (F [jedn.wzgledne]) chloroplastéw po do-
daniu DCMU — jako funkcja czasu (t [sec]). Rysunek schema-
tyczny wedtug pracy [32],
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eliminowana przez dodatek fluorku sodu jako inhibi-
tora fosfatazy, ktéra jest konieczna do ufosforylowa-
nia biatek. Fosforylacja biatek komplekséw anteno-
wych daje bowiem zmniejszenie adhezji w granach
chloroplastu powodujac wzrost odlegto$ci miedzy
czasteczkami chlorofilu w kompleksie, co prowadzi
do zmniejszenia transferu
energii do RC w PSU, oraz do wzrostu k,, (wzor (2))
co z kolei prowadzi do zmniejszenia intensywnosci

prawdopodobienstwa

fluorescencji. Zahamowanie fosfatazy przez NaF
daje wiec zniesienie qT[9, 11, 42] aporéwnanie war-
tosci Fmw obecnosci i nieobecnosci NaF daje mozli-
wos$¢ obliczenia qT.

Badanie sktadowych titumienia fluorescencji qP,
gN, qE qj, qTprzyczyniajg sie do pogtebienia wiedzy
nic tylko o samym procesie fotosyntezy lecz tez o to-
warzyszacych reakcjach i o mechanizmach adaptacji
organizmu do warunkoéw ekstremalnych [31].

IV. Przyktady zastosowan pomiarow fluore-
scencji chlorofilu

Metody lumincscencyjne jako nieinwazyjne i ce-
chujace sie matg bezwtadnos$cia nadajg sie szczegdl-
nie do badania szybkich proceséw transportu elek-
tronu. Poréwnanie wynikéw badanA fluorymetrycz-
nych z wynikami innych metod, takich jak wymiana
gazowa, pomiar potencjatéw czynno$ciowych czy
fotoakustyka [47] umozliwia poznanie zaleznosci
miedzy reakcjami fotosyntezy jak wydzielanie tlenu
w PS 1l iniecykliczny transport elektrondw w PS |
[11, 30, 31, 46]. Wspobitzaleznosci tc sg obiektem in-
tensywnych badan i przedstawienie ich wykracza
poza ramy obecnego przegladu.

Produkcja ATP daje zmniejszenie potencjatu che-
micznego btony (ApH ) co pocigga za sobg zmniej-
szenie gradientu pH i zatem zmniejszenie tlumienia
(gB) [11], Zatem réownoczesne oznaczanie qEi steze-
nia ATP pozwala na $ledzenie zalezno$ci miedzy
gradientem proton6éw, potencjatem btony ifosforyla-
cja ADP [11,28], tak istotnej w Swietle hipotezy chc-
miosmotycznej. Poréwnanie czasowych zmian flu-
orescencji (Fv — zob. réwn.(2)) ze zmianami ab-
sorpcji karotenoidow (515 nm) i zawartos$cig tlenu
daje wglagd w mechanizmy wigzgce wydzielanie tle-
nu z transportem elektronéw [48], Oznaczanie sto-
sunku Fv/[02]jest uzywane jako miara stanu utlenie-
nia uktadow fotosyntetycznych PSU i PSI cojest po-
trzebne w badaniach wptywu rdéznych czynnikow,
jak herbicydy, na fotosynteze [28, 46]. Pordwnanie
zmian fluorescencji i wydzielania C02 umozliwia
poznanie zalezno$ci miedzy ,ciemnymi” reakcjami
fotosyntezy a transportem elektronéw [38], Badanie
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wptywu analogéw plastochinonu, réznigcych sie po-
tencjatem redox, przyczynito sie do wykrycia i wyja-
$nienia roli aktywnych (a) i nieaktywnych ((3) cen-
trow reakcji w PS Il [9, 34], Modyfikacja chemiczna
analogéw plastochinonu (PQ) powoduje okre$lone
zmiany powinowactwa do elektronéw a zatem i po-
tencjatu redoks. Otrzymuje sie w ten sposdb analogi
PQ o wzrastajagcym potencjale redoks ktére wyka-
zujg selektywno$¢ wzgledem poszczeg6lnych stopni
narastania sygnatu na krzywej indukcji typu przed-
stawionego na rycinie. 3 (F|,Fj). W powigzaniu z in-
terpretacjg krzywej indukcji przy osSwietleniu
ciggtym podanej w rozdziale IlIl umozliwia to ocene
roli wybranych proceséw fotosyntezy w roSlinie. Po-
ziom sygnatu Fi jest zwigzany z obecnos$cig nieak-
tywnych form RC, w ktdrych zahamowane jest prze-
niesienie elektronu od QBdo puli komérkowej. Do-
datek analogéw PQ o zwiekszonym potencjale
redoks prowadzi do obnizenia poziomu F, co jest
ttumaczone zmniejszeniem roli centrow niektyw-
nych.

Bez rozwoju metod fluorymetrycznych bytoby
niemozliwe doktadne poznanie zjawiska fotoinhibi-
cji, umozliwiajagcego ochrone ros$lin przed szkodli-
wym nadmiarem energii [13, 49]. Nadmiar taki jest
szkodliwy dla roslin ze wzgledu na mozliwo$¢ po-
wstawania '0 2inadtlenkéw [3 1, 50] ktére, ze wzgle-
du na swg reaktywno$¢ chemiczng powoduja degra-
dacje czy zmiany waznych dla zycia sktadnikow ro-
§liny. Ponadto nadmierne oS$wietlenie powoduje
przewage procesdéw utleniania zwigzanych z PSU
nad procesami redukcji zwigzanymi z PSI, co moze
prowadzi¢ do wzrostu szkodliwego zjawiska fotore-
spiracji [51], Fotoinhibicja polega na uruchomieniu
drogi dezaktywacji stanu wzbudzonego chlorofilu w
antenach i RC (PSII), innej niz przez reakcje fotoche-
miczng. Efekt taki powoduje ttumienie fluorescencji,
jesli dodatkowa droga dezaktywacji polega na bez-
promicnistym zaniku stanu wzbudzonego (wzrost
wartosci kn— réwn. (2)).

Badanie zalezno$ci krzywych indukcji i F\/FMod
intensywnos$ci osSwietlenia pozwolito na poznanie
korelacji miedzy procesami dezaktywacji bczpro-
mienistej wyrazonej przez parametry qNi kn (wzoér
(1)) a poziomem zeaksantyny [52-55] ktora ma by¢
odpowiedzialna za rozpraszanie nadmiaru energii
Swietlnej w postaci ciepta. Proces ten prawdopodob-
nie polega na enzymatycznej dccpoksydacji wiolak-
santyny do zeaksantyny itransferze energii z chloro-
filu w antenach na zcaksantyne [13,31, 52], ktéra po-
siada trudny do wykrycia eksperymentalnego, lecz
dajacy sie stwierdzi¢ metodami obliczeniowymi po-
ziom elektronowy nizszy niz chlorofil [31, 56], Ba-
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dania spektrofluorymetryczne wykazaty [52-54], ze
warto$¢ knjest lepszym miernikiem bczpromicnistc-
go rozpraszania energii przy fotoinhibicji niz gN co
ttumaczy sie tym, ze na ttumienie nicfotochemiczne
(qN) sktadajg sie inne czynniki (qBEqT) opréocz thumie-
nia fotoinhibitorowego (qi). Z drugiej jednak strony
gNjest tatwiejsze do eksperymentalnego wyznacze-
nia niz kn.Wykazano tez wspétzalezno$¢ miedzy dc-
cpoksydacjg wiolaksantyny a transportem elektro-
now i protonéw [31, 57, 58], Badania te nasuwaja
przypuszczenie, ze przemiany barwnikdw ksantofi-
lowych sg zwigzane z przej$ciem konformacyjnym w
obrebie komplekséw antenowych [13, 31, 49],

Metodami fluorymetryczncmi, przy zastosowaniu
techniki impulsowej zbadano [51, 53-55] ttumienie
nicfotochemiczne (gN) i parametry FVVFM i Fv/FO
(wzory (1) i (2)) w zaleznos$ci od intensywnosci
Swiatta aktyniczncgo 700 — 1400 pE m'2s"1). Bada-
nia takie [59] byty przeprowadzone na odmianie cisu
wykazujgcej metabolizm typu CAM, ktéry sam przez
sie niweluje czeSciowo skutki nadmiernego oSwie-
tlenia. Stwierdzono, ze wzrost dawki promieniowa-
nia powoduje wyrazny wzrost ttumienia gN.

Bardzo interesujgce sg badania zmian fluorescen-
eji tkanek ro$linnych przy oSwietleniu pojedynczym
impulsem [60], W pewnych warunkach, przy zasto-
sowaniu czulej aparatury stwierdzono periodyczne
narastanie i zmniejszanie intensywnos$ci fluorescen-
cji, co wyjasniono przez oscylacyjne dochodzenie do
rownowagi wspotzaleznych proceséw transportu
elektronu i protonu i rozktadu wody w PSII.

Metody luminesccncyjnc sg tez szeroko wykorzy-
stywane do badania stanu fizjologicznego roslinno-
$ci, wptywu zanieczyszczen idegradacji srodowiska
na stan organizmow fotosyntetyzujacych.

V. Zastosowanie metod luminescencyjnych
do badania stanu ros$lin i stresu

Dziatalno$é gospodarcza cztowieka powoduje de-
gradacje Srodowiska naturalnego. Prowadzi to do po-
gorszenia warunkow wegetacji a nawet do zaniku ro-
§linnosci na pewnych obszarach. Z tego wzgledu
bytoby bardzo korzystne opracowanie metody szyb-
kiego wykrywania zagrozenia przed pojawieniem sie
nieodwracalnych zmian. Metody lumincscencyjne sg
czesto wykorzystywane do badania stanu roslin.

Duze znaczenie w badaniu stanu srodowiska maja
zdalne pomiary — wzbudzanej laserem z samolotu
czy satelity — fluoresccncji chlorofilu zawartego w
roslinach [1, 30], Przy zastosowaniu $wiatta wzbu-
dzajacego o okreSlonej czestotliwo$ci impulséw i
dtugosci fali mozna bada¢ zdalnie ftuorescencje mi-
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kroorganizméw morskich czy laséw na duzych ob-
szarach przy petnym S$wietle stonecznym [36, 61],
Wyznaczajgc stosunek F6O/F7ss (zob wstep) okresla
sie w ten sposob stopien zagrozenia $rodowiska.

Do okres$lania wptywu czynnikéw stresowych na
rosliny wykorzystuje sie pomiary FMFM ,qP, qN [48,
62, 63]. Do badania struktury i stanu kompleksow
antenowych zastosowanie znajduje fakt, Ze po-
wierzchnia nad krzywg indukcji (P) jest proporcjo-
nalna do ilosci czasteczek chlorofilu w kompleksie

antenowym [3, 9],
t—hu

P= J(FM-F)dt (5)
i=0
gdzie tmoznacza czas w jakim sygnat na krzywej in-
dukcji osigga warto$¢ FM.

Ponadto do diagnozowania stanu roslin stosuje sie
parametry eksperymentalne jak warto$¢ Rfd (Rfd =
(Fm-Fs)/Fs) i wspétczynnik adaptacji Ap = 1-(1+
Rfd7ss)/(1+Rfd6%) [1]. Dla narmalnych organizmoéw
fotosyntetyzujacych zyjacych w bezstresowych wa-
runkach otrzymuje sie najczesciej [1,3, 64] naste-
pujace parametry fluoresccncji: F60F735 = 0.8-1.0,
Fv/Fm= 0.8-0.9, Rfdé0 = 3-5.8, Rfd7% = 1-2.5, qP=
0.8, gP=0.35, Ap =0.1-0.3. Liczne wyniki wskazuja,
ze ochtodzenie powoduje znaczny spadek wartosci
Fv/Fm (od 0.83 do 0.68-0.36) przy statej wartosci FO.
Przegrzanie ros$i n daje zmniejszenie FVIFM przy
wzroscie FO [1, 9], Ttumaczy sie to uszkodzeniem
aparatu fotosyntctyczncgo na skutek przegrzania i
niepetnym wykorzystaniem energii $wietlnej, ktéra
cze$ciowo jest przetwarzana na ftuorescencje. Bada-
no tez wptyw hcrbicydéw][ 1], ultrafioletu (UV-B)
[65, 66], zanieczyszczen powietrza [L] i gleby (np.
metalami) [64, 67] na ftuorescencje chlorofilu w ro-
§linach. W literaturze istnieje wiele danych o zmia-
nach krzywych indukcji pod wptywem czynnikéw
stresowych [1,3, 30, 32, 37, 38, 52, 68-70], Dane te
najczesciej byty uzyskane w réznych warunkach i
przy zastosowaniu odmiennej aparatury. Stad dla
wiekszosci z tych pomiaréw nie mozna znalez¢
wspo6lnej wartosci poréwnawczej. Wzgledne zmiany
obserwowanych parametrow luminescencji powta-
rzajg sie dla zdecydowanej wiekszo$ci eksperymen-
tow. Nadmierne o$wietlenie promieniowaniem wi-
dzialnym powoduje spadek Fv (wzor 2) i qP(111-2 i
wzOor 4) przy wzroscie FO [1, 41], Przy umiarkowa-
nych dawkach UV-B obserwuje sie wyrazne zmniej-
szenie F\/FNprzy statym FOi Fs, [1, 9], W obecnosci
stresowych czynnikéw Srodowiskowych, takich jak
amoniak lub trojtlenek siarki obserwowano spadek
FmiFVIFMi wszystkich sktadnikéw ttumienia [1, 9],
Niedobor sktadnikow mineralnych powoduje znacz-
ne zmniejszenie P (wzor 5) co jest oznakg uszkodze-
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nia anten [9]. Istniejg tez doniesienia o wykorzysta-
niu krzywych indukcji do okre$lania stopnia degra-
dacji laséow [3, 68, 70]. Znaczne uszkodzenie drze-
wostanu powoduje wyrazne zmiany krzywych in-
dukcji ispadek wartosci FVFM. Jednak doktadne ba-
dania wptywu zanieczyszczen powietrza (S03, 0 3)
na $wierki nie wykazaty wyraznych zmian krzywych
indukcji, cho¢ zauwazono efekt tych czynnikéw na
opézniong luminescencje (LDL) [19-22], Poniewaz,
jak opisano to w rozdz. I, krzywe indukcji sg $cisle
zwigzane z transportem elektronow w PSIl badanie
krzywych indukcji nadaje sie do wykrywania szko-
dliwego wptywu tylko takich czynnikdw, ktore po-
woduja uszkodzenie funkcjonowania PSII. Jezeli
uszkodzenie wystepuje w innym etapie fotosyntezy,
moze ono nie dawa¢ wyraznych zmian krzywych in-
dukcji. Dopiero wiec wyniki réznych metod lumine-
scencyjnych w potgczeniu z innymi metodami bada-
nia stanu roslin, jak wymiana gazowa C02i 0 2czy
pomiary elektrycznych potencjaléw czynnoscio-
wych mogga stanowi¢ podstawe do wnioskowania o
zagrozeniu.

Rozw06j metod pomiarowych jest obecnie skiero-
wany na poznanie zaleznos$ci fluorescencji od rodza-
ju tkanki roédlinnej w obrebie jednego organizmu.
Specjalnie zaprojektowane uktady optyczne i elek-
troniczne pozwalaja na badanie przyzyciowe dajace
obraz {image) parametrow fluorescencji tkanki ro-
§linnej — np. catego liscia [30, 68, 69], Pozwala to
na poznanie roznic w przebiegu fotosyntezy w réz-
nych anatomicznych cze$ciach rosliny. Doswiadcze-
nia takie dajag nowe mozliwos$ci poznawcze w fizjo-
logii roslin i botanice niedostepne przy pomocy in-
nych znanych metod badania fotosyntezy.

Probowano tez wykorzysta¢ fluorescencje w réz-
nych zakresach diugosci fali [70] oprocz emisji
dtugofalowej pochodzacej od chlorofilu. Wyniki tc
wykazujg zalezno$¢ od dziatania stresu, lecz ich in-
terpretacja jest utrudniona zc wzgledu na pochodze-
nie obserwowanego sygnatu od rdznych substancji
jak biatka, flawonoidy, chinony i inne zwigzki
wchodzgce w sktad roslin, a nic zawsze dobrze po-
znane.

Podziekowania
Autor pragnie wyrazi¢ serdeczne podzigekowanie
dr F. Slesakowi z Instytutu Botaniki Uniwersytetu

Wroctawskiego za liczne i owocne dyskusje.

Artykut otrzymano 13 pazdziernika 1997 r.
Zaakceptowano do druku 3 grudnia 1998 r.
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SPRAWOZDANIE

Informacja o XXXV Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego

W dniach 13-16 wrzesnia br. obradowat w Olsztynie-Kortowie XXXV Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Organizatorem Zjazdu byt Oddziat Olsztynski Towarzystwa.

Komitet Organizacyjny ukonstytuowat sie wiosng 1998 roku w sktadzie:

Przewodniczacy — prof. dr hab. Jan Gtogowski (Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnos$ci PAN)

Wiceprzewodniczgca — prof. dr hab. Elzbieta Kostyra (Wyzsza Szkota Pedagogiczna)

Sekretarz — dr Maria Miot (Wyzsza Szkota Pedagogiczna)

Cztonkowie — mgr Regina Fraczek, dr Dariusz Hotody, dr Wtadystaw Kordan, mgr Anna

Martiszewicz, mgr Matgorzata Przybylska.

W skiad Komitetu Naukowego ze strony Organizatoréw weszli:

Prof. dr hab. Jerzy Strzezek (Akademia Rolniczo-Techniczna)

Prof. dr hab. Henryk Kostyra (Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnos$ci PAN)

Powotano takze Komitet Honorowy Zjazdu, w skiad ktérego weszli:

Wojewoda Warminsko-Mazurski — Zbigniew Babalski

Prezydent Miasta Olsztyna — Janusz Cichon

Rektorzy:

prof. dr hab. Ryszard Godrecki
prof. dr hab. J6zef Gdrniewicz
ksigdz Jan Guzowski

prof. dr hab. Stefan Smoczynski
prof. dr hab. Andrzej Staniszewski

Dyrektorzy Instytutéw Naukowych:

prof. dr hab. Tadeusz Krzymowski
prof. dr hab. Halina Koztowska
prof. dr hab. Jan Szczerbowski
prof. dr hab. Stanistaw Achremczyk

W dniu 13 wrzesnia w Auli WSP (ul. Gtlowackiego 17) nastgpito uroczyste otwarcie XXXV Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. XXXV Zjazd PTBioch byt trzecim Zjazdem, zorganizowa-
nym przez Oddziat Olsztyniski. Olsztyn, a gtdwnie Wyzsza Szkota Rolnicza, w dziewietnastym roku
swojej dziatalnosci (rok 1968) goscita Uczestnikéw VI Zjazdu. Jubileuszowy, XX Zjazd Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego, obradowal w obiektach Akademii Rolniczo-Technicznej, ktéra Swieto-
wata w tym czasie swoje 35-lecie (rok 1984).

Uroczyste otwarcie XXXV Zjazdu PTBioch zagait Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego oraz
Przewodniczgcy Oddziatu w Olsztynie, profesor Jan Glogowski, a nastepnie przywitat przybytych go-
Sci.

Na uroczyste otwarcie Zjazdu przybyli:

Wicewojewoda Warminsko-Mazurski, Marek Zylinski

JM Rektor Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego, profesor Ryszard Gorecki

| Zastepca Rektora, profesor J6zef GdOrniewicz

Prorektor ds. Nauki, profesor Jan Jankowski

Przewodniczacy Olsztynskiego Forum Naukowego, profesor Tadeusz Krzymowski,

cztonek rzeczywisty Polskiej Akademii Nauk
Wicedyrektor Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badania Zywnos$ci PAN, profesor Adam Ziecik
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Prodziekan Wydziatu Biologii Uniwersytetu W-M, profesor Czestaw Hotdynski

Swiatowej stawy farmakolog, profesor Ryszard J. Gryglewski, Cztonek Rzeczywisty Polskiej
Akademii Nauk, Kierownik Katedry Farmakologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego

Cztonkowie Honorowi PTBioch:
prof. dr hab. Kazimierz Zakrzewski
prof. dr hab. Zygmunt Machoy
prof. dr hab. Jerzy Chmielowski

Witadze Zarzgdu Gidwnego PTBioch:
prof. dr hab. Jolanta Baranska — Prezes Zarzagdu Gitdwnego
prof. dr hab. Liliana Konarska — Wiceprezes Zarzadu Gidwnego
doc. dr hab. Dariusz Stepkowski — Sekretarz Zarzadu Gitéwnego

Dyrektor Wydziatu Rolnictwa i Ochrony Srodowiska Urzedu Wojewdédzkiego w Olsztynie,
inz. Lucjan Wotos

Mgr Barbara Olszewska, reprezentujagca Prezydenta Miasta Olsztyna.

Po powitaniu gosci, gtos zabrat Wicewojewoda, Marek Zylinski, ktéry w imieniu Wojewody, Zbignie-
wa Babalskiego, zyczyt Uczestnikom owocnych obrad iprzyjemnego spedzenia czasu w Olsztynie.

Nastepnie gtos zabrat JM Rektor Uniwersytetu W-M, prof. Ryszard Godrecki.

Przedstawit Uczestnikom Zjazdu strukture nowo utworzonego Uniwersytetu oraz zyczyt wszystkim
owocnych obrad i mitego spedzenia czasu w Kortowie.

Z kolei zabrata gtos profesor Jolanta Baranska, ijako prezes Towarzystwa dokonata wtasciwego
otwarcia XXXV Zjazdu, dziekujgc organizatorom za ich prace a Uczestnikom za przybycie. Nastep-
nie Kol. Prezes powiadomita zebranych o wynikach prac komisji, powotanych przez Zarzad Gitéwny
Towarzystwa do przyznania nagrdod imienia Jakuba Karola Parnasa i Bolestawa Skarzynskiego. Na-
grode imienia Parnasa otrzymali koledzy: Agnieszka Szalewska-Patasz, Alicja Wegrzyn, Adam
Btaszczak, Karol Taylor oraz Grzegorz Wegrzyn za prace opublikowang w Proc. Natl. Acad. Sci
USA. Nagrode imienia Skarzynskiego otrzymaly kolezanki: Agnieszka Krakowiak i Maria Ko-
ziotkiewicz. Nastepnie profesor Barariska wreczyta powotanemu przed rokiem na Cztonka Honoro-
wego naszego Towarzystwa prof. Jerzemu Chmielowskiemu uroczysty dyplom. Wspélnie z przed-
stawicielem firmy Sigma-Aldrich prezes Baranska wreczyta ufundowang przez te firme nagrode za
najlepszg prace z dziedziny kwaséw nukleinowych ktérg otrzymali koledzy Radostaw TomaszewskKi,
Elzbieta Mogielnicka i Andrzej JerzmanowsKi

Wspaniaty wyktad inauguracyjny pt. ,Regulacyjna rola tlenku azotu w uktadzie krgzenia” wygto-
sit wspomniany wyzej profesor Ryszard Gryglewski.

W czesSci artystycznej wystgpit zesp6t kameralny ,Pro Musica Antieua”.

Uroczyste Otwarcie zakohczono tradycyjna lampka wina.

Obrady Zjazdu odbywaly sie w salach dydaktycznych Uniwersytetu W-M w Kortowie w dniach
14-16 wrzes$nia. Wzieto w nich udziat 419 Uczestnikéw, a obrady toczyly sie w oSmiu Sesjach tema-
tycznych:

-1 Komoérkowe i pozakomdérkowe dziatanie enzymow — organizator i przewodniczgcy Sesji — prof.

Grzegorz Bartosz (3 wyktady, 20 doniesien ustnych, 53 postery)

Il. Inhibitory enzymow proteolitycznych — prof. Adam Dubin idoc. Andrzej Ciereszko (2 wykitady,

10 doniesien ustnych, 18 posterdow)

lll. Mechanizm regulacji komoérkowych — Sesja posterowa (20 posteréw)

IV. Biochemia kwasow nukleinowych — prof. Jan Barciszewski (6 wyktaddéw, 7 wystgpien ustnych,

24 postery)

V. Glikoproteiny iich metabolizm — prof. Henryk Kostyra (1 wyktad, 4 doniesienia ustne, 10 poste-

row)

— VI. Biotechnologia molekularna — prof. Andrzej Pt6cienniczak (1 wyktad, 10 doniesien ustnych, 11
posterow)

POSTEPY BIOCHEMII 45(4), 1999 345



— VII. Markery molekularne w diagnostyce klinicznej — prof. Edward Bankowski i prof. Krystyna 01-
czyk (1 wyktad, 24 doniesienia ustne, 27 posterow)

— VIIl. Doniesienia r6zne — prof. Krystyna Zéttowska i dr hab. Zofia Luberda-Bienkowska (8 donie-
sien ustnych, 122 postery)

W trakcie trzydniowych obrad wygtoszono zatem tgcznie 14 wykiaddw sesyjnych oraz zaprezento-
wano 368 doniesienn naukowych, zaréwno w formie ustnych komunikatéw (83 doniesienia), jak iw se-
sjach posterowych (285 doniesien plakatowych). W ZjezZzdzie brato ponadto udziat 20 firm, oferujacych
sprzet laboratoryjny i odczynniki chemiczne. Uczestnicy Zjazdu zakwaterowani byli w DS. 3iDS. 6, a
takze w Hoteliku ,Zak”.Wszyscy podziwiali stan Kortowskich Doméw Studenckich oraz wspaniate wy-
zywienie.

W dniu 14 wrzes$nia ponad 300 Uczestnikdw brato udziat w ognisku na terenie Osrodka Jezdziec-
kiego w Kortowie Ill, a 15 wrzes$nia prawie 90 oséb w Spotkaniu Towarzyskim. Oficjalne zamkniecie
XXXV Zjazdu PTBioch odbyto sie 16 wrzesnia br. o godz. 1330.

Ogtoszono wyniki Konkurséw o nagrody im. Wiodzimierza Mozotowskiego i im. Janiny
Opienskiej-Blauth oraz wreczono nagrody, dyplomy i wyréznienia. Do konkursu im. Wtodzimierza
Mozotowskiego zgtoszono 15 prezentacji. Komisja pod przewodnictwem prof. Jerzego. Duszynskie-
go przyznata nagrode gtébwng kolezance Agnieszce Kobielak. Przyznano tez wyréznienie kolezance
Iwonie Biedrzyckiej.

Komisja do spraw nagrody im. Janiny Opienskiej-Blauth dla prac autorstwa studentéw pod prze-
wodnictwem dr Artura Jarmotowskiego przyznata nastepujgace nagrody:

| nagrode kolegom Jackowi Krajewskiemu i Tomaszowi Stefaniukowi

I nagrode otrzymata Marta Ociepa a wyr6éznienie Urszula Wilczyhska. Po wreczeniu dyplomoéw i
nagrod laureatom obu konkursow prof. Baranska podziekowata organizatorom za wzorowgorganiza-
cje Zjazdu i stworzenie przyjemnej atmosfery.

W jednomysSinej opinii uczestnikdw Zjazd zakonczyt sie sukcesem, zar6wno organizacyjnym, jak i
naukowym, a Kortowo wywarto jednoznacznie pozytywne wrazenie.

Na uroczystym zamknigciu prof. Jan Glogowski podziekowal wszystkim, ktorzy przyczynili sie do
organizacji tak udanego Zjazdu.

Nalezy doda¢, ze nad technicznym zabezpieczeniem Zjazdu czuwata Fundacja im. M. Oczapow-
skiego, przy wspotpracy z Sekcjg Terendw Zielonych i Utrzymania Porzadku, zabezpieczenie socjal-
ne zapewnita Fundacja Pomocy Studentom ,Zak”, a kawe i napoje w czasie przerw w obradach ser-
wowata firma ,Arton”.

Dodatkowo grupa Uczestnikéw Zjazdu w dniu 17 wrzeénia uczestniczyta w wycieczce do Swietej
Lipki.

Jan Gtogowski
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KOMUNIKATY

Komunikat Zarzadu Giobwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego o przyznanych w
roku 1999 nagrodach za dziatalnos¢ naukowa w
dziedzinie biochemii

Nagrode im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszg prace biochemiczna”™ wykonana™ w laboratoriach
polskich w roku 1998 Zarzad Gtéwny na wniosek komisji pod przewodnictwem profesora Grzegorza
Bartosza przyznat zespotowi z Gdanska kierowanemu przez profesora Grzegorza Wegrzyna za prace
zatytutowang “DNA A’ - stimulated transcriptional activation of orilambda; Escherichia coli
RNA polimerase beta subunit as a transcriptional activator contact site” opublikowana”™ w: Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1998, 95,4241-4246 autorstwa kolegéw Agnieszki Szalewskiej-Patasz, Alicji
Wegrzyn, Adama Btaszczaka, Karola Taylora oraz Grzegorza Wegrzyna

Komisja Zarzadu Gtbwnego powotana do przyznania nagrody imienia Bolestawa Skarzynskiego za
najlepsza”™ prace przegladowaw czasopismie Towarzystwa “Postepy Biochemii”w roku 1998, kierowa-
na przez doc. lwone Fijatkowska nagrodzita kolezanki: Agnieszke Krakowiak i Marie Koziotkie-
wicz. Nagroda zostata przyznana za artykut “Oligonukleotydy o witasciwosciach aptamerycz-
nych” opublikowany w Postepach Biochemii, 1998, 4, 306-317.

Dyplomy laureatom tych nagréd wreczono w czasie uroczystosci otwarcia XXXV Zjazdu Towarzy-
stwa w Olsztynie. W czasie tej uroczystosci wreczono takze nagrode przyznawanag przez kapitute kie-
rowang przez prof. Jana Barciszewskiego za najlepszg prace z dziedziny kwaséw nukleinowych wy-
konanalw kraju. Nagroda ta jest fundowana przez firme Sigma-Aldrich. Nagrode wreczali prof. Baran-
ska prezes Towarzystwa wraz z prezesem polskiego oddzialu firmy Sigma-Aldrich dr Aleksandrem
Jankowskim. Nagroda przypadifa w udziale zespotowi: Radostaw Tomaszewski, Elzbieta Mogiel-
nicka, Andrzej Jerzmanowski za prace -“Both the 5SRNA gene and the AT-rich flanks of Xeno-
pus laevis oocyte-type 5S rDNA repeat are required for histone Hl-dependent repression of
transcription of pol Ill-type genes in in vitro reconstituted chromatin” opublikowana w Nucleic
Acids Research 26(24):5596-5601, 1998

Na XXXV Zjezdzie Towarzystwa w Olsztynie komisja pod przewodnictwem prof. Jerzego Duszyn-
skiego po zapoznaniu sie z 15-toma prezentacjami mtodych biochemikéw zgtoszonymi do konkursu o
nagrode im. Witodzimierza Mozotowskiego przyznata nagrode gtéwng mgr Agnieszce Kobielak
wspoétautorce wraz z prof. Wiestawem Trzeciakiem prezentacji plakatowej p.t. “Utrata stabilnosci
genu Msx1l, wywotana mutacjg w regionie kodujagcym 3’-UTR moze powodowac¢ zaburzenia
tworzenia zawigzkéw zebow” Laureatka otrzymata dyplom i nagrode pieniezng ufundowang przez
organizatoréw Zjazdu. Przyznano tez wyrdéznienie za prezentacje pracy: lwona Biedrzycka, Marian
Sektas, Tadeusz Kaczorowski p.t. “Charakterystyka plazmidu pEC156 niosacego geny syste-
mu restrykcyjno-modyfikujgcego EcoVIIl” dla kol. lwony Biedrzyckiej uhonorowane dyplo-
mem.

Komisja nagrody im. Janiny Opienskiej-Blauth dla prac autorstwa studentédw prezentowanych na
XXXV Zjezdzie Towarzystwa w Osztynie pod przewodnictwem dr Artura Jarmotowskiego przyznata
nastepujgce nagrody:

I nagrode (ufundowangprzez Oddziat Lubelski Towarzystwa) za prace autorstwa studentow Jacka
Krajewskiego i Tomasza Stefaniaka z Gdanska p.t. “Rola reaktywnych form tlenu w ekspery-
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mentalnej nefrokarcinogenezie”.Jest to praca z kota naukowego studentéw przy Katedrze Bioche-
mii AM w Gdansku.

I nagrode otrzymata studentka Marta Ociepa za prace “Estrogeny srodowiskowe indukujg
ekspresje genow dla cytochromoéw CYP1Al i CYP1A2 uczestniczagcych we wzmacnianiu
dziatania estrogendéw naturalnych w komérkach linii ustalonej raka sutka MCF-7"

Wyrdéznienie przyznano studentce Urszuli Wilczyhskiej za prace p.t. “Gen IL-12 w plazmidowym
DNA w terapii genowej nowotworéw u myszy.

Dzieki uprzejmosci Polskiego Wydawnictwa Naukowego Il nagroda i wyréznienie zostalty nagro-
dzone ksigzkami “Biochemia” Stryera i“Podstawy Biologii Komo&rki” autorzy Alberts iinni. Laureaci i
wszyscy uczestnicy konkursu im. Janiny Opienskiej-Blauth otrzymali dyplomy.

Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego gratuluje wszystkim laureatom izyczy im
dalszej owocnej pracy. Sktadamy réwniez szczeg6lne podziekowania firmom Sigma-Aldrich iPolskie-
mu Wydawnictwu Naukowemu, ktérych hojnos$¢ pozwolita uatrakcyjni¢ nagrody przyznawane na-

szym laureatom.

Dariusz Stepkowski
Sekretarz Zarzgdu Giéwnego
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ukowych

Indeks autorow prac przegladowych, tom 45,1999

B

Bandorowicz-Pikuta J — Pracownia Biochemii
Lipidow, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Bio-
logii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul.
Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Bania J — Instytut Biochemii i Biologii Moleku-
larnej Uniwersytetu Wroctawskiego, ul. Tamka

2, 50-137 Wroctaw
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Btasiak J — Katedra Genetyki Molekularnej
Uniwersytetu tédzkiego, ul. Banacha 12/16,
90-237 t6dz

Bobrowicz P — Zaktad Genetyki, Instytut Mi-
krobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego, ul.
Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw

Bogucka K — Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093

Warszawa
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Boncler M — Samodzielna Pracownia Zabu-
rzen Krzepniecia Krwi Katedry Diagnostyki La-
boratoryjnej Akademii Medycznej, ul. Narutowi-
cza 96, 90-141 to6dz

Bus R — Zaktad Biochemii Komorki, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

C

Chodorowski Z — I Klinika Choréb Wewnetrz-
nych i Zatru¢ Akademii Medycznej w Gdansku,
ul. Debinki 7, 80-211 Gdansk
Cierniewska-Cieslak A — Centrum Mikrobiolo-
gii i Wirusologii PAN w todzi, ul. Lodowa 106,
93-231 tédz

Cierniewski CS — Zaktad Biofizyki Akademii
Medycznej wtodzi, ul. Lindleya 3, 90-131 t6dz
Cieslak M — Zaktad Chemii Bioorganicznej
Centrum Badan Molekularnych i Makromoleku-
larnych PAN, ul. Sienkiewicza 112, 90-363t6dz

D

Danieluk M — Pracownia Biochemii Lipidéw,
Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteu-
ra 3, 02-093 Warszawa

Dutka P — Katedra iZaktad Biochemii Akademii
Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1, 80-211
Gdansk

G

Gazda M — Katedra iZaktad Biochemii Akade-
mii Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1, 80-211
Gdansk

Grzelakowska-Sztabert B — Zaktad Biochemii
Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa

Grzesiuk E — Zaktad Biologii Molekularnej, In-
stytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego
5A, 02-106 Warszawa

H

Hulanicka D- Zaktad Biochemii Drobnoustro-
jow, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawin-
skiego 5A, 02-106 Warszawa

J

Jankowski A — Uniwersytet Wroctawski, Wy-
dziat Chemii, ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383
Wroctaw
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Jarmotowski A — Zaktad Ekspresji Gendw, In-
stytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uni-
wersytetu im. A. Mickiewicza, ul. Miedzychodz-
ka 5, 60-371 Poznah

Jurgowiak M — Katedra iZaktad Biochemii Kili-
nicznej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera,
ul. Kartowicza 24, 85-092 Bydgoszcz
Juszczuk M — Zaktad Biochemii Drobnoustro-
jow, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawin-
skiego 5A, 02-106 Warszawa

K

Kaletha K — Katedra iZaktad Biochemii Akade-
mii Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1, 80-211
Gdansk

Kierzek R — Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznanh

Kiliannska Z M — Zaktad Biochemii Medycznej,
Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet t6dzki, ul.
Banacha 12/16, 90-237 to6dz

Ktoszewska M — Instytut
Uniwersytet Warszawski, ul.

00-046 Warszawa

Kmieciak M — Zaktad Ekspresji Gendéw, Insty-
tut Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwer-
sytetu im. A. Mickiewicza, ul. Miedzychodzka 5,
60-371 Poznan
Kotowska M —
Doswiadczalnej PAN, ul

Mikrobiologii,
Nowy Swiat 67,

Instytut Immunologii i Terapii
Weigla 12, 53-114

Wroctaw
Kuczek K — Instytut Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej PAN, ul. Weigla 12, 53-114
Wroctaw

L
Le$niewicz K — Zaktad Biologii Molekularnej

Roslin, Instytut Biologii Molekularnej i Biotech-
nologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, ul. Mie-
dzychodzka 5, 60-371 Poznan

M

Makowska A — Zaktad Biochemii Komérki, In-
stytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Malicka-Btaszkiewicz M — Zaktad Patologii
Komorki, Instytut Biochemii i Biologii Molekular-
nej Uniwersytetu Wroctawskiego, ul. Przyby-
szewskiego 63, 51-148 Wroctaw

Matecki M — Zaktad Neurofizjologii, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Markiewicz Z — Instytut Mikrobiologii, Uniwer-
sytet Warszawski, ul. Nowy Swiat 67, 00-046
Warszawa

Michalik J] — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa
Moczarska A — Zaktad Biochemii Mie$ni, Pra-
cownia Molekularnych podstaw Skurczu Mie-
$nia, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ui. Pasteura 3, 02-093 Warsza-
wa

N

Nagel-Starczynowska G — Katedra i Zaktad
Biochemii Akademii Medycznej w Gdansku, ul.
Debinki 1, 80-211 Gdansk

Niewiadomska G — Zaktad Neurofizjologii, In-
stytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Niewiarowska J — Zaktad Biofizyki, Instytut
Biochemii i Fizjologii Akademii Medycznej, ul.
Lindleya 3, 90-131 t6dz

Nieznanski K — Zaktad Biochemii Mie$ni, In-

stytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Nowak D — Zaktad Patologii Komérki, Instytut
Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Wroctawskiego, ul.
51-148 Wroctaw

0

Przybyszewskiego 63,

Olinski R — Katedra izZaktad Biochemii Klinicz-
nej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul.
Kartowicza 24, 85-092 Bydgoszcz

Ostrowska A — Pracownia Biochemii Ekologii,
Instytut Ekologii PAN, ul. Konopnickiej 1, Dzie-
kanéw Les$ny

P

Pankiewicz A — Katedra i Zaktad Biochemii
Akademii Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1,
80-211 Gdansk

Pawlik K — Instytut Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej PAN, ul. Weigla 12, 53-114
Wroctaw

Pawtowska Z — Zaktad Biofizyki Akademii Me-
dycznej w todzi, ul. Lindleya 3, 90-131 to6dz
Piekietko A — Zaktad Biologii Molekularnej, In-
stytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego,
ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa
Pierzynowska ] — Zaklad Oceny Zywienia, Ka-
tedra Zywienia Cztowieka SGGW, ul. Nowoursy-
nowska 166, 02-787 Warszawa
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Piestrzeniewicz D- Katedra Genetyki Moleku-
larnej Uniwersytetu todzkiego, ul.
12716, 90-237 t6dz

Pikuta S — Zaktad Biochemii Komérki, Instytut

Banacha

Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Polanowski A — Instytut Biochemii i Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, ul.
Tamka 2, 50-137 Wroctaw

R

Romanowska E — Zaktad Fizjologii Ros$lin, In-
stytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski, ul. Kra-
kowskie Przedmiescie 26/28, 00-927 Warszawa

S

Schmidt M — Zaktad Wirusologii Molekularnej,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, ul. Mie-
dzychodzka 5, 60-371 Poznan

Stominska E — Katedra i Zaktad Biochemii
Akademii Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1,
80-211 Gdansk

Smolarz B — Katedra Genetyki Molekularnej
Uniwersytetu todzkiego, ul. Banacha 12/16,
90-237 L6dz

Staszczak M — Zaktad Biochemii Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej, Plac M. Cu-
rie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin
Szweykowska-Kulinska Z — Zaktad Ekspres;ji
Gendw, Instytut Biologii Molekularnej i Biotech-
nologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, ul. Mie-
dzychodzka 5, 60-371 Poznan

Szymczyk P — Zaklad Biochemii Medycznej,
Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet todzki, ul.
Banacha 12/16, 90-237 tL6dz

Szotajska E — Instytut Biologii Wyzszej Szkoty

Pedagogicznej, ul. Konopnickiej 15, 25-406
Kielce

S
Swierczynski J — Katedra i Zaktad Biochemii

Akademii Medycznej w Gdansku, ul. Debinki 1,
80-211 Gdansk

u

Utaszewski S — Zaktad Genetyki, Instytut Mi-
krobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego, ul.
Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw

wW

Watata C — Samodzielna Pracownia Zaburzeh
Krzepniecia Krwi Katedry Diagnostyki Laborato-
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ryjnej Akademii Medycznej, ul. Narutowicza 96,
90-141 to6dz

Wegrzyn A — Pracownia Biologii Molekularnej
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN afiliowana
przy Uniwersytecie Gdanskim, ul. Kiadki 24,
80-822 Gdansk

Wegrzyn G — Katedra Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Gdanskiego, ul. Ktadki 24, 80-822

Gdansk

Wysocki R — Zaktad Genetyki, Instytut Mikro-
biologii Uniwersytetu Wroctawskiego, ul. Przy-
byszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw

Z

Zagorski-Ostoja W — Zaktad Biochemii Drob-
noustrojow, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa

Zdunek E — Katedra Biochemii, Szkota Gtowna

im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 26/30, 02-528 Warszawa
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WskazowKki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik .Postepy Biochemii" publikuje prace
przegladowe omawiajgce nowe osiggniecia, koncepcje i
kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady polskie-
go stownictwa biochemicznego, recenzje nadestanych
ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdow, konferencji i szkét, w
ktorych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii" moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac piSmiennictwo i tabele), mini-
reviews (do 10 stron tekstu), oraz krotkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadaja za prawidtowosc¢ i
Scistos¢ podawanych informacji oraz poprawnos¢ cytowa-
nego pismiennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a
przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocg tabel,
rycin; wykresy, schematy, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdzialy i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworza spis
tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdzialy noszg cyfry
rzymskie, podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie,
np. 1-1, 1-2 Poprawnos¢ logiczna i stylistyczna tekstu wa-
runkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelno$é. Autorzy przeto
winni unikaé¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a
takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzonych skrétéw,
nawet jesli bywaja uzywane w pracach specjalistycznych.
Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega ocenie
specjalistdw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja za-
strzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu i wprowadzenia
zmian nie wplywajgcych na tres¢ pracy, deklaruje tez goto-
wo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznaczne z
oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byla i nie bedzie
publikowana w innym czasopismie, jezeli zostanie ogtoszo-
na w ,Postepach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy)
zamierza(ja) wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publiko-
wane przez autoréw prac cytowanych, nalezy uzyskac i
przekaza¢ nam odpowiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegoétowych;

TEKST: prosimy o nadsytanie dwéch egzemplarzy wy-
druku oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w for-
macie IBM PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny (okoto
30 wierszy na stronie i okoto 60 znakéw w wierszu), z le-
wym marginesem okoto 4 cm. W przypadku stosowania w
tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie otéw-
kiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna  jest nienumerowana, zawiera
imiona i nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony,
adresy e-mail zaktadéw, w ktorych pracujg Autorzy, adres

do korespondencji, tytut artykutu w jezyku polskim iangiel-
skim oraz-w prawym dolnym rogu: liczbe tabel, rycin, wzo-
row i fotografii oraz skrécony tytut pracy, zamieszczany na
oktadce czasopisma (do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska Auto-
réw, tytut pracy w jezyku polskim iangielskim, rzeczowy spis
tresci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autorow
i ich miejsce pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail
oraz wykaz stosowanych skrétéw w porzadku alfabetycz-
nym.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje
prace w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26]. Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa,
uproszczong forme. Sposéb cytowania czasopism (1), mo-
nografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (3), roz-
dziatéw z tomow serii opracowanych przez ré6znych redak-
toréw (5) wskazujg ponizej podane przykiady.

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

2. BostockCJ, SummerAT (1978) The
Eucaryotic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amster-
dam

3. Norberth T, PiscatorM (1979) W: Fri-
berg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on
the Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amster-
dam, str. 541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Fl orki n
M, Stotz E H (red) Cmprehensive Biochemistry129B. El-
sevier, North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. Franks NRLieb WR(1981)W: Knight
C G (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physio-
logy, t. 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRAGE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskiet-
ce jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czar-
no-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Istnieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barw-
nych, ale ich koszty ponoszg Autorzy. Na rycinach nie nale-
zy umieszczaé opiséw stownych, lecz postugiwac sie skréta-
mi. Osie wykreséw powinny byé opatrzone napisem tatwo
zrozumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podej-
muje wydawca. llustracji nie nalezy witaczaé¢ w tekst maszy-
nopisu, lecz odpowiednio ponumerowacé: ryciny noszg cy-
fry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu na-
lezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umieszcze-
nia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe
za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin
sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilu-
stracji nalezy na odwrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem
pierwszego z Autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,gora-dot" (otdwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu
na wewnetrzng spoistos¢ artykutu wskazane jest konstru-
owanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa.

Wydruk i zatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dys-
kietke, wiasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w
czasie transportu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa
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