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Warszawa dn. 09.05.1996.

Wielmozna Pani
Profesor Stella Niemierko

Wielce Szanowna Pani Profesor

Z okazji pieknego jubileuszu dziewiecdziesieciolecia urodzin mam zaszczyt
zlozy¢ Pani Profesor, Cztonkowi Honorowemu Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego i Znakomitemu Biochemikowi, najserdeczniejsze zyczenia pomysl-
nosci i zdrowia od Zarzgdu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
i calej spotecznosci biochemikéw polskich.

Przywilej reprezentowania Towarzystwa pozwala mi takze wyrazi¢ naszg
wdziecznos¢ za wielki wktad Pani Profesor w odbudowe po zniszczeniach
wojennych, tak waznej placéwki badawczej, jaka jest Instytut imienia M. Nenc-
kiego; za stworzenie w nim dynamicznie rozwijajgcej sie szkoty biochemii uktadu
nerwowego, a przez to zainicjowanie w Polsce badan neurochemicznych.

tacze wyrazy uznania oraz najgtebszego powazania

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Profesor dr Liliana Konarska
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Warszawa, 4 czerwca, 1996

Wielmozny Pan
Profesor Tadeusz Korzybski

Z okazji pieknego jubileuszu dziewiecdziesieciolecia urodzin mam zaszczyt
ztozy¢ Panu Profesorowi, Znakomitemu Biochemikowi, Cztonkowi Zatozycielowi
i Cztonkowi Honorowemu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, najserdecz-
niejsze zyczenia zdrowia i pomys$inosci. Zyczenia te wraz z gratulacjami sktadam
w imieniu Zarzadu Gtownego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i calej
spotecznosci biochemikéw polskich.

Przywilej reprezentowania Towarzystwa pozwala mi takze na wyrazenie nasze-
go uznania za znaczacy wktad Pana Profesora w rozwaoj biochemii w naszym kraju,
a zwlaszcza wiedzy dotyczacej antybiotykow.

Pamietamy tez o udziale Pana Profesora w organizacji i dziatalnosci Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, a w szczegdlnosci jego Komisji Stownictwa
Biochemicznego. Na nasza wdziecznos¢ zastuguje takze fakt, ze jako uczen
Profesora Jakuba Karola Parnasa umiat Pan utrwali¢ pamie¢ o tym wielkim
uczonym wsréd biochemikéw kilku pokolern — poprzez swoje publikacje, odczyty
i chetnie udostepniane wspomnienia oraz zgromadzone pamigtki.

Z wyrazami najgtebszego szacunku i powazania

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Profesor dr Liliana Konarska
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ARTYKULY

Artykut ten dedykujemy Pani Profesor Dr hab. Zofii Zielinskiej

w dowoOd naszego szacunku i przyjazni

Polaryzacja komorki, biatka polarne i cytokineza

Cell polarity, polar proteins and cytokinesis

JANINA KACZANOWSKAI,
DOROTA WLOGA?Z,
ANDRZEJ KACZANOWSKII3

Spis tresci:

I.  Polarnos¢ komorki stanowi instrukcje strukturalng
W rozwoju
Il.  Zewnetrzne sygnaty mogg wywotaé reorganizacje cyto-
szkieletu
I1l.  Mechanizmy powstania polarnosci komorki i wyznacza-
nia potozenia bruzdy podziatowej w trakcie paczkowania
drozdzy Saccharomyces cerevisiae
I11-1. Przebieg paczkowania jest zwigzany z reorganiza-
cja cytoszkieletu w trakcie cyklu komdrkowego
111-2. Septyny drozdzy moga stanowic instrukcje struk-
turalng dla wyznaczania miejsca paczkowania
111-3. Zewnetrzny bodziec moze wywotac reorganiza-
cje cytoszkieletu i wyznaczy¢ miejsce gromadze-
nia biatek biegunowych
IV. Funkcje bialek biegunowych w komorkach réznych
typow
V. Biegunowosc¢ jaja robaka Caenorhabditis elegans i wy-
znaczanie potozenia bruzd podziatowych w embriogenezie
VI. Powstawanie osi w jaju Drosophila melanogaster jako
przejaw wzajemnego oddziatywania na siebie oocy-
tu i komdrek folikularnych
VII. Whioski i pytania

Wykaz stosowanych skrétéw: EGF — (ang. epidermal growth
factor)epidermalny czynnik wzrostu; PDGF — (ang. platelet
derived growth factor) ptytkowy czynnik wzrostu; LPA
— (ang. lysophosphatidylic acid) kwas lizofosfatydylowy; Ras
— produkt protoonkogenu genu ras posredniczacy w szlaku
przekazu bodzca do jadra; Rho — (ang. Ras homologues)
grupa biatek o podobnej strukturze i funkcji do biatka Ras;
Rac — (ang. Reorganization of actin cytoskeleton) biatka
zblizone do Ras bezposrednio zwigzane z reorganizacja
cytoszkieletu aktynowego; CDC42 — produkt genu cdc42
Saccharomyces cerevisiae o strukturze i funkcji podobnej do
biatka Ras; GEF — (ang. guanine nucleotide exchangefactor)
czynnik regulujacy GTPazowa funkcje biatka Ras; GAP
— (ang. GTPase activating protein) aktywator funkcji GTPa-
zowej biatek Ras; CLbl, Clb 2— (ang. cyclin binding proteins)

13 Prof. dr hab., 2 mgr Zakiad Cytofizjologii, Uniwer-
sytet Warszawski, Warszawa 00-927, ul. Krakowskie Przed-
miescie 26/28
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Contents:

. Cell polarity is a developmental instruction
I1. External signals serve as the stimuli for the cytoskeletal
reorganisation
I11. Mechanisms of appearance of cell polarity and deter-
mination of position of the fission line during budding of
Saccharomyces cerevisiae
I11-1. Morphogenesis of the bud is coupled to reorgani-
zation of the cytoskeleton during cell cycle
111-2. Yeast septines may function as structural deter-
minans for selection of the sites of budding
111-3. External signal induces reorganization of the
cytoskeleton and determines the site of nucleation
of the polar proteins
IV. Functions of polar proteins in various cellular systems
V. Polarity of the Caenorhabditis elegans egg and deter-
mination of the pattern of fission lines in embryogenesis
VI. Development of antero-posterior and ventro-dorsal axes
in the Drosophila melanogaster egg as an interplay of
signals between the oocyte and the follicular layer
VII. Conclusions and questions

aktywatory cyklino-zaleznej kinazy biatkowej Saccharomy-
ces cerevisiae: Myo 2 — produkt genu myo 2 bedacy
homologiem miozyny w Saccharomyces cerevisiae; septyny
— (ang. septins) kompleks biatek szkieletowych z domeng
wigzacg nukleotyd wyznaczajagcych potozenie bruzdy po-
dziatowej; bud — zesp6t gendw kontrolujgcych powstawanie
miejsca pgczkowania u Saccharomyces cerevisiae; cdc24,
cdc43, bem 1, bem 3, rsr 1, spa2, gtpb — geny Saccharomyces
cerevisiae kontrolujgce tworzenie kompleksu biatek biegu-
nowych; GDI — (ang. guanine nucleotide dissociation in-
hibitor) biatko negatywnej kontroli funkcji Ras; ERM
— (ang. ezrin, radixin, moesin family) biatka cytoszkieletu
wystepujace albo w cytoszkielecie miejsc przylegania komo-
rki do podioza, albo wrbruzdzie cytokinetycznej; cdcl5,
peanut — geny kodujace biatka charakterystyczne dla bruz-
dy podziatowej; MAP kinaza — (ang. Mitogen activated
protein kinase) kinaza serynowo-treoninowa uczestniczaca
w szlaku kaskady kinaz przenoszacych mitogenny sygnat
zewnetrzny z cytoplazmy do jadra; c-jun, c-fos — geny
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kodujgce powstanie czynnika transkrypcyjnego (AP-1)
w wyniku dziatania mitogenéw na komorki; par — geny
kodujace biatka kontrolujgce potozenie bruzd podziatowych
w trakcie bruzdkowania robaka Caenorhabditis elegans;
bicoid, staufen, nanos, oskar, gurken — geny matczyne
Drosophila melanogaster kodujace determinanty osi jaja;
MTOC — (ang. microtubules organizing center) kompleks
biatek zdolnych do nukleowania polimeryzacji mikrotubuli,
zwykle jest to zespdt biatek otaczajacych centriole tworzaca
razem strukture zwang centrosomem; rTGF — (ang. tranfor-
mation growth factor receptor) biatko receptora btonowego
przytaczajagcego czynnik transformujacy; torpedo — gen
kodujacy biatko receptorowe eksprymowane w niektérych
komérkach folikularnych otaczajacychjajo Drosophila mela-
nogaster; torso — gen matczyny kodujacy biatko o charak-
terze receptorowej kinazy tyrozynowej eksprymowany wja-
ju Drosophila melanogaster.

. Polarnos$é komoérki stanowi w trakcie roz-
woju instrukcje strukturalng

Celem tego artykutu jest przedstawienie mechaniz-
mow powstawania osi ciata komoérek somatycznych
i zaptodnionychjaj w odpowiedzi na sygnaty zewnetrz-
ne. Komorka, poprzez transdukcje tych sygnatow,
reorganizuje w okreslony sposob swdj cytoszkielet
oraz uruchamia nowe transkrypcje. Powstanie nie-
przypadkowego rozmieszczenia struktur w komarce
w wyniku takiej reorganizacji wzdtuz osi przednio-
tylnej i grzbietowo-brzusznej stanowi jej instrukcje
strukturalng. Ta instrukcja wyznacza potozenie bruz-
dy podziatowej w trakcie cytokinezy, oraz w przypad-
ku zaptodnionej komorkijajowej — takze organizacje
przestrzenng zarodka. Blastomery powstate z przed-
niej czesci komaérki jajowej stanowic¢ beda przod ciata
zarodka. Blastomery powstate z tylnej czesci komérki
wytworzg tyt zarodka. Oznacza to, ze uktad struktur
w zaptodnionej komaorce jajowej determinuje przyszty
plan przestrzennego rozwoju zarodka. Mechanizm
powstawania polarnosci jaja, a takze pewnych komé-
rek spolaryzowanych (np. neurondw) jest prawdopo-
dobnie uniwersalny i wigze sie z uporzagdkowaniem
przestrzennym rozmieszczenia kompleksu tzw. biatek
biegunowych.

Il. Zewnetrzne sygnaty moga wywotywaé re-
organizacje cytoszkieletu

Komdrka eukariotyczna moze by¢ komaérka apolar-
ng. Oznacza to, ze organizacja struktur cytoszkieletal-
nych nie wykazuje zadnego uporzgdkowania o charak-
terze osiowym. O$ taka moze pojawi¢ sie w niektorych
komérkach pod wptywem czynnikOw zewnetrznych
np. chemoatraktantéw. W obecnosci takiego czynnika
komorka reorganizuje swoj cytoszkielet i powstaje
przéd komorki z nibynézkami przesuwajacymi ko-
madrke w kierunku zrodta chemoatraktanta [1]. Przy-
ktadem moga byc¢ fibroblasty myszy, ktére pod wpty-
wem czynnikow wzrostowych, takich jak epidermalny
czynnik wzrostu (EGF), ptytkowy czynnik wzrostu
(PDGF), czy tez kwasu lizofosfatydylowy (LPA) wy-
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twarzajg ptatowate nibynozki (lammellipodia) i rusz-
towanie cytoszkieletu w postaci aktynowych kabli
(ang. actin cables).

Centralng role w przewodzeniu bodZca wyzwalaja-
cego przemiany w cytoszkielecie grajg r6zne biatka
0 charakterze GTPaz zblizonych do biatka Ras okres-
lanych jako Rho (ang. Ras Homolgues = Rho), od-
miana GTPaz typu Rac zwigzanych bezposrednio
z reorganizacjg cytoszkieletu aktynowego (ang. Re-
organization ofActin Cytoskeleton = Rac) (Rye. 1)i by¢
moze kluczowe biatko CDC42 (w niektérych publika-
cjach uzywana jest pisownia Cdc42p) nalezace do
grupy GTPaz typu Ras [2, 3]. Te same bodZce mogg
réwniez prowadzi¢ do aktywacji czynnikéw trans-
krypcyjnych, a nastepnie do syntezy nowych biatek.

Niektdre poznane dotad drogi transdukcji sygnatow
1 aktywacji poszczeg6lnych szlakéw metabolicznych
zwigzane sg z r6znymi biatkami Ras (Rye. 1). Schemat
ten jest jeszcze niekompletny poniewaz obecnie po-
szukuje sie biatek posredniczacych w przenoszeniu
sygnatu od odpowiedniego receptora komorkowego
do biatek typu Ras, Rac i CDC42. Biatka posred-
niczace powinny zawiera¢ domeny SH2 i SH3 od-
dziatywujgce z pobudzonym receptorem oraz domeny
aktywujgce biatka typu Ras. W procesie aktywacji
biatka Ras wystepuje wymiana GDP na GTP; zatem
pewne biatka posredniczace muszg spetniaé funkcje
wymieniacza tych nukleotydow (ang. GEF = Guanine
nucleotide Exchange Factor), a inne regulowac
aktywacje hydrolitycznej funkcji GTPazy (ang. GAP
= GTPase Activating Protein). Aktywacja biatek Ras
z kolei aktywuje poSredniczgcy system kinaz biat-
kowych aby uruchomic¢ systemy efektoréw (z jednej
strony mechanizmy reorganizacji  cytoszkieletu,
a z drugiej aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych).

W wyniku zadziatania bodZca powstaje kompleks
biatek: uczestniczagcych w transdukcji sygnatu (Rac,
Rho, Ras, CDC42 GEF etc.), osrodka inicjujagcego
reorganizacje cytoszkieletu (ang. nucleating center),
oraz biatek szkieletowych reorganizowanych pod
wptywem bodzZca (aktyna, biatka regulujgce polimery-
zacje aktyny, miozyny, mikrotubule i towarzyszgace im
biatka motoryczne etc). Taki ztozony kompleks biatek
moze stanowi¢ zespél biatek biegunowych decydujacych
0 polarnosci komdrki. Wspdéiczesne badania skupiajg
sie na poznaniu skitadu, funkcjonowaniu i trwatosci
kompleksu biatek biegunowych, a szczeg6lnie na po-
znaniu ich roli jako instrukcji strukturalnej w trakcie
réznicowania i embriogenezy.

Po okresie interfazy zarowno komdrka polarna jak
lapolarna mogg wchodzi¢ w stadium mitozy. Wrzecio-
no kariokinetyczne wyznacza potozenie bruzdy po-
dziatowej, ktéra powstaje prostopadle do osi wrzecio-
na [4]. Jak powstaje o$ wrzeciona? Jaki wpltyw ma
polarno$¢ komorki na determinacje potozenia bruzdy
podziatowej? Jakie znaczenie w rozwoju ma wyznacze-
nie przestrzennego utozenia bruzd podziatowych? Py-
tania te na razie pozostajg bez jednoznacznych od-
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Ryc. 1 Uproszczony i hipotetyczny schemat zaleznosci stymulacji biatek G, Ras, Rho, Rac i CDC42 z aktywacjg reorganizacji cytoszkieletu
(grube strzatki) i pobudzaniem aktywnosci niektérych kinaz biatkowych (kompilacja schematéw wielu autoréw gtéwnie [3,16,44, i 45]).
FAK — kinaza specyficzna dla miejsc przylegania komérek do podtoza (ang.foci adhesion kinase), ERM — (ang. ezrin, radixin, moesin)
biatka cytoszkieletu zwigzane z wytwarzaniem miejsc przylegania do podtoza i wystepujace w bruzdzie cytokinetycznej, Gs— biatko
G stymulowane hormonalnie (wzrost stezenia cCAMP) i Gj — biatko G stymulowane kwasem lizofosfatydylowym (LPA) (obnizenie
poziomu cAMP) powoduje aktywacje fosfolipazy a nastepnie aktywacje kinazy biatkowej C (PKC), aktywacje kinazy fos-
fatydylonoizytolu (PI3K) i Rac (RAC), oraz aktywacje Rho (by¢ moze z udziatem niereceptorowych kinaz tyrozynowych (src i JAK); Przy
dziataniu LPA i czynnikéw wzrostowych (IGF i EGF) obserwuje sie aktywacje szlaku Ras. Stymulacja szlaku Ras jest sprzezona
z aktywacjg CDC42 by¢ moze przez wspdélny czynnik aktywujacy GAP.

powiedzi. Jednakze postep badah nad mechanizmami
paczkowania drozdzy, powstawania polarnosci jaja
robaka Caenorhabditis elegans i wyznaczania potoze-
nia bruzd w trakcie embriogenezy, oraz badania nad
mechanizmem powstawania osi ciata wjaju Drosophila
melanogaster rokujg nadzieje na rozwiktanie tych
zaleznosci.

I1l. Mechanizmy powstania polarnosci komo-
rki i wyznaczania potozenia bruzdy po-
dziatowej w trakcie paczkowania drozdzy
Saccharomyces cererisiae

I11-1. Przebieg paczkowania jest zwigzany z re-
organizacjg cytoszkieletu w trakcie cyklu
komdrkowego

Paczkowanie drozdzy S. cerevisiae jest asymetrycz-
nym podziatem komdrki. W po6znym stadium G1
komdrka rodzicielska osigga maksymalne rozmiary
po czym przestaje rosnag€ i przygotowuje sie do re-
plikacji DNA. W okresie wchodzenia w replikacje
(stadium GI/sDNA) komdrka rodzicielska zaczyna
tworzyé paczek (Ryc. 2a). Powstaje pierwotna polar-
no$¢ wzdtuz osi ,komodrka rodzicielska-pgczek”
(Ryc. 3d). Powstawanie paczka jest zalezne od ak-
tywacji kinazy biatkowej zaleznej od cykliny
(CIn/Cdc28) inicjujacej replikacje DNA poprzez przy-
taczenie dwéch biatek (Clbl i Clb2 = Cyclin Binding
proteins) (Ryc. 2a i b). A wiec tworzenie paczka jest
bezposrednio zwigzane z cyklinami kontrolujgcymi
przebieg cyklu komoérkowego. Pomiedzy komorka
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rodzicielskg a paczkiem powstaje charakterystyczny
pierscien ztozony z biatek biegunowych. Ten pierscien
wyznacza potozenie przysztej bruzdy cytokinetycznej
(Ryc. 2b). Przyrost paczka odbywa sie wytgcznie
w obrebie pierscienia. Tu tworzy sie palczasty wyros-
tek z szybko rosngcym czubkiem. W czubku takze sg
biatka biegunowe (wzrost apikalny) (Ryc. 2c). Do
czubka przemieszcza sie réwniez wiele sktadnikow
cytoszkieletu np. aktyna, mikrotubule wraz z kinezyna,
kaldesmon, kalmodulinaiinne biatka zwigzane zkont-
rolg stanu polimeryzacji aktyny. Do czubka sg trans-
portowane pecherzyki stanowigce zapas btony komar-
kowej; pecherzyki te drogg egzocytozy na czubku
paczka powodujg szybki jego wzrost (Ryc. 3d).
W transporcie tym uczestniczy homolog miozyny
ludzkiej kodowanej przez gen Myo 2 drozdza.

aktywacja przez
fosfataze

aktywacja kinazy
cdc 28 +Clb1/2

degradacja
G 1-sDNA I *cyklin
Clb1/2 cdc28
cytokineza

. biatka

bna(:@ biegunowe

szyf i N e szyjka
| mszvika
b. c

rozpraszanie
przejécie wzrostu biatek
apikalnego biegunowych
w izometryczny
Ryc. 2 Zmiany w rozmieszczeniu biatek biegunowych w trakcie
paczkowania Saccharomyces cerevisiae. Uproszczony sche-
mat wg [5]. Szczegétowy opis w tekscie.
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W nastepnym stadium cyklu komoérkowego (sta-
dium przejScia sSDNA/G2) zmienia sie typ wzrostu
paczka, z biegunowego wydtuzajgcego sie palca, na
izometryczny, czyli wydtuzajacy sie palec staje sie
rbwnomiernie rosnacg kulg z rownomiernie sekreto-
wanymi pecherzykami na catej powierzchni pgczka.
Moment tego przejscia z wzrostu apikalnego na izo-
metryczny jest pod kontrolg genetyczng (ang. api-
cal/isometric switch) [5]. Aktywacja czynnikéw Clb 1/2
przez fosfataze jest warunkiem niezbednym do zmiany
typu wzrostu pagczka. Towarzyszy temu rozproszenie
wszystkich sktadnikéw biatek biegunowych w obrebie
catego paczka, a wiec przejsciowy zanik osiggnietej
uprzednio polarnosci (Ryc. 2d).

Inaktywacja kompletu biatek Clb 1/2 CIn/Cdc28
(przez proteolize cykliny) w trakcie fazy M (Ryc. 2e)
wigze sie z powtdrnym zgrupowaniem aktyny iinnych
sktadnikow kompleksu biatek apikalnych w regionie
bruzdy cytokinetycznej. W tym miejscu tworzg sie
teraz dwa rownolegte pierscienie szyjki, jeden dla
paczka, drugi dla komorki macierzystej. W trakcie
cytokinezy pierScienie te zostang rozdzielone do ko-
morek potomnych wyznaczajagc miejsce skupienia
kompleksu biatek biegunowych (Ryc. 2e i f).

Oznacza to, ze w trakcie paczkowania pierwszym
etapem jest wyznaczenie pewnego specjalnego miejsca
w ktérym tworzy sie paczek, i gdzie w przysztosci
odbedzie sie cytokineza, a wiec wyznaczenie granicy
tylnej paczka. Z kolei w obrebie tego miejsca, zwanego
miejscem szyjki (ang. neck filament site), w postaci
pierscienia podczepionego do btony komdrkowej gru-
puja sie zarowno biatka biegunowe o charakterze
enzymoéw jak ispolimeryzowane pewne specyficzne dla
bruzdy podzialowej biatka cytoszkieletowe np. sep-
tyny (ang. septins), radyksyna (ang. radixin), obok
niespecyficznych biatek szkieletowych (np. aktyny).
W $rodku tego pierscienia wyodrebnia sie kompleks
biatek apikalnych (ang. bud site proteins) nie zwigza-
nych z septynami, ale z niespecyficznymi biatkami
szkieletowymi, ktdre zgrupujg sie na rosngcym czubku
paczka. A wiec kolejno tworzg sie dwa bieguny paczka,
z charakterystycznymi kompletami biatek bieguno-
wych, przejsciowo rozpraszanymi w trakcie wczesnej
mitozy i przemieszczanymi i kondensowanymi ponow-
nie z septynami w trakcie cytokinezy [5-7].

I11-2. Septyny drozdzy mogg wyznaczy¢ miejsce
tworzenia kolejnego paczka

Biatka filamentu szyjki, wraz z wielocukrem o chara-
kterze chityny tatwo zabarwi¢ barwnikiem zwanym
kalkofluorem. Pozwala to na wybarwienie pierscienia
na powierzchni drozdza interfazalnego, jako blizny, po
odbytej uprzednio cytokinezie po oddzieleniu paczka
(Ryc. 21). Jezeli komdrka paczkowata wielokrotnie,
mozna sprawdzié, czy istnieje okre$lona prawidtowos¢
przestrzenna w rozmieszczeniu tych pierscieni. A wiec
mozna sprawdzié, czy komplet biatek szyjki jest infor-
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macjg strukturalng dla wyznaczenia miejsc pgczkowa-
nia w kolejnych cyklach komoérkowych. Badania pro-
wadzone w pracowniach DrPringle’a i Hers-
kowitza pozwolity wyrézni¢ dwa podstawowe typy
wzoru przestrzennego paczkowania u S. cerevisiae; a)
typ osiowy, (Ryc. 3a) i b) typ biegunowy (Ryc. 3b) [1,6].

Odzywione drozdze, ktére czesto paczkuja charak-
teryzuje osiowy typ paczkowania. W trakcie kolejnych
paczkowan poprzedni pierscien szyjki stanowi instruk-
cje przestrzenng dla wyznaczenia miejsca tworzenia
nastepnego paczka w tej samej okolicy. Wobec tego po
kilku pagczkowaniach komdrka macierzysta wykazuje
uprzywilejowang strefe na powierzchni drozdza w po-
stacijakby naszyjnika, badz lokalnego skupienia kolej-
nych pierscieni (Ryc. 3a).

Jezeli jednak komdérka dtugo nie paczkuje (zostaje
zgtodzona), albo w miedzyczasie przeszta przez zaptod-
nienie, wtedy zmienia sie reguta wyznaczania miejsca
nastepnego paczkowania na dwubiegunowy typ pacz-
kowania (Ryc. 3b). Paczek tworzy sie na biegunie
przeciwnym w stosunku do miejsca poprzedniego
paczkowania. Okazjonalnie takze powstajg komorki

a.typ osiowy b.typ dwubiegunowy

' f

(o

t f

@

gto?zenie
protlzes
seksualny

c.typ metameryczny

Ryc. 3 Determinacja potozenia miejsc tworzenia pgczkéw S. cere-
visiae: a. typ osiowy, b. typ dwubiegunowy i metameryczny,
id.ie poréwnanie morfogenezy paczka i wyrostka koniuga-
cyjnego shmoo. Wg [1, i 45] uproszczone. Objasnienia
w tekscie.
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0 metamerycznej symetrii wyznaczania miejsc pacz-
kowania (Ryc. 3b, najnizszy rzad). Wobec tego przypu-
szcza sig, ze biatka pierscienia szyjki sg zrddiem
sygnatu wyznaczajgcego miejsce paczkowania (zapew-
ne septyny sa zwigzane z biatkami biegunowymi), ale
informacja ta z czasem zanika (np. w trakcie gtodzenia
po zaprzestaniu paczkowania biatka biegunowe zo-
stajg rozproszone), a powtdrne ich zgrupowanie od-
bywa sie wraz z nowo polimeryzowanymi septynami
w najdalszym miejscu w stosunku do ,starego” piers-
cienia (po procesie seksualnym).

Wyizolowano szereg mutantow procesu paczkowa-
nia grupy bud, (,paczka”), czyli genéw zwigzanych
z wyznaczaniem miejsca paczkowania u S. cerevisiae.
Biatka BUD nie majg zasadniczego wptywu na prze-
bieg samego paczkowania. Dotycza wytacznie instruk-
cji 0 miejscu tworzenia paczka [1, 6, 7]. Mutanty loci
bud 1-5 tworzg paczki w dowolnym miejscu ciata i bez
wzgledu na rozmieszczenie poprzednich piescieni szyj-
kina komorce. Biatka BUD1 i BUD3 (azapewne iinne
biatka BUD) gromadzg sie w pierscieniu szyjki w trak-
cie kazdego paczkowania przytaczajac biatka recep-
torowe (RS1 i SPA2) [3, 6, 7], oraz biatko kotwiczgce
w postaci septyny AFR1 (neck filament protein) [8].
Ten jeszcze stabo poznany kompleks oddziatywujg-
cych na siebie biatek moze byé Zrédtem sygnatu
w ktorym uczestniczy produkt BUD1. Sklonowanie
genu budl pozwolito bowiem wywnioskowaé, ze jest to
gen kodujacy GTPaze typu Ras. Produkty gendéw bud
215 sg biatkami typu GEF (czynnik wymiany nukleo-
tydu GDP na GTP) i GAP (aktywator GTPazy).
(GAP). A wiec biatka biegunowe drozdzy stanowig
istotnie instrukcje topograficzng w wyznaczaniu miejs-
ca paczkowania i sg regulowane przez mechanizm
sygnalizacji z posrednictwem pewnych typow biatek
typu Ras [9].

111-3. Zewnetrzny bodziec moze wywota¢ reorga-
nizacje cytoszkietetu i wyznaczy¢ miejsce
gromadzenia biatek biegunowych

Zgtodzone komdrki dwoch typéw piciowych wy-
dzielajg do $rodowiska feromony (gamony) oddziatu-
jace na receptory komaérki o przeciwnym typie ptcio-
wym. W odpowiedzi na gamony, dwie komorki réz-
nych typow piciowych przypadkowo znajdujgce sie
blisko siebie zaczynajg tworzy¢ rosngce ku sobie
palczaste wyrostki (ang. shmoo). W ten sposéb do-
chodzi do potgczenia obu komorek. Szczegotowe
badania morfologiczne i molekularne wykazaty, ze
w rosngcych wyrostkach tworzy sie kompleks biatek
biegunowych, a procesy morfogenezy pgczka i wyrost-
ka sg bardzo podobne (poréwnaj Ryc. 3d i 3e).
Oznacza to, ze lokalizacja i tworzenie kompleksu
biatek biegunowych wyrostkow stanowi rzeczywiscie
odpowiedZz na sygnat (w tym przypadku gamonu
sekretowanego przez komdrke odmiennej pici).

Badania genetyczne i molekularne pozwolity na
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wykrycie drugiego zespotu mutantéw (innych niz
mutanty bud) zwigzanych z tworzeniem kompleksu
biatek biegunowych [3, 6, 10-13]. Mutacje gendéw
cdc24, cdc42, cdc43, bem 1, bem 3 i kilku innych
charakteryzuje utrata zdolnos$ci do wytwarzania piers-
cienia inicjujgcego powstawanie pgczka (lub shmoo).
Mutacje tych genéw powodujg, ze komdrka macierzy-
sta w trakcie mitozy powieksza réwnomiernie swoja
powierzchnie, a nie tworzy zlokalizowanego miejsca
wzrostu paczka. Obecnie wykryto, ze w tych mutan-
tach zachodzi apolarna sekrecja pecherzykow niosa-
cych zapas bton, dezorganizacja cytoszkietetu, nie
tworzg sie aktynowe kable, a biatka normalnie zlokali-
zowane wyitgcznie w rosngcym czubku (w stadium
GIl/sDNA), badz tez w szyjce (w stadiach M i G1) sg
rozproszone na catej powierzchni komarki.

Po raz pierwszy model tgczacy procesy sygnalizacyj-
ne w trakcie paczkowania drozdza z kontrolg morfo-
genezy przedstawili Chant i Herskowitz [6]
(Ryc. 4). Wszystkie zebrane dane z ostatnich czterech
lat pozwalaja przypuszczaé, ze biatko CDC42 jest
uniwersalng determinantg bieguna przedniego (apikat-
nego) komorki monopolarnej [12-17], CDC42 jest
matym biatkiem wigzagcym GTP, o charakterze GTPa-
zy sprzezonej z kontrola przemian w cytoszkielecie
[11] pod wplywem czynnikéw wzrostu [2, 3, 16, 17].
Biatko to ma charakterystyczny koniec karboksylowy
(typu CAAX), ktore utatwia modyfikacje tego zakon-
czenia pod wpltywem transferazy geranylgeranylowej
z formy biatka cytosolowej na forme zakotwiczong
w btonie plazmatycznej. GTPaza CDC42 w drozdzach
gromadzi sie w rosngcym czubku paczka w btonie
plazmatycznej; a zaréwno podczepienie do btony
plazmatycznej, jak i aktywno$é GTPazowa sg warun-
kami koniecznymi dla wytworzenia paczka. Inny pro-
dukt tej grupy genéw CDC43 stanowi jednostke beta
transferazy geranyl geranylowej. Nalezy przypuszczad,
ze dziatanie tego enzymu aktywuje CDC42 umoz-
liwiajagc mu trwate zakotwiczenie w btonie plazmatycz-
nej [10]. Z kolei CDC24 dziata na CDC42 aktywujgco
poprzez wymiang GDP na GTP w CDC42 (ang.
guanine nucleotide exchange factor — GEF). Pordw-
nanie sekwencji aminokwaséw w ludzkim homologu
CDC24 (zwanym DBL i oddziatywujgcym na ludzki
homolog biatka CDC42) z sekwencjami CDC24 droz-
dzy wykazuje wyrazng homologie jednej domeny [14].
Posrednio, na podstawie badan genetycznych sugeruje
sie, ze w biatku drozdzowym CDC24 istnieje jeszcze
inna domena wrazliwa na GTPaze typu BUD1. To
ttumaczy funkcjonalny zwigzek pomiedzy biatkami
BUD i biatkami polarnymi CDC42, 43, 24, BEM1
i BEM3. Geny bem 1ibem 3 kodujg biatka regulujace
aktywnos¢ CDC42 [7, 14]. Ponadto biatko BEM1,
ktdre jest niezbedne dla utrzymania apikalnego wzros-
tu paczka, zawiera dwie domeny SH3 (a wiec ma
cechy biatka posredniczacego w transdukcji sygnatu).
W sktad kompletu biatek biegunowych czubka wcho-
dzg rowniez biatka receptorowe RSR1 i SPA-2 nie-

231



RSR 1/ BUD 1 =GTPB +SPA 2+ BUD 1

RSR 1/ SPA2/BUD 1 CDC 42

GTPaza._—

-»DETERMINACJA MIEJSCA
PACZKOWANIA

polimeryzacja
ak

tyny | POCZATEK TWORZENIA

/ \& lokalny wzrost KOMPLETU
kaskada BIEGUNOWEGO
CDC 43 kinaz (?)
geranyl/geranyl CDk(% 24 . ?
aktywator
transferaza  prpi-gap wymiany aktywacja WZROST PACZKA
GDP na GTP transkrypcji(?) NA DLUGOSC
ROZPAD LUB TRANSLOKACJA
SKEADNIKOW KOMPLETU ” . 9RIC
BIEGUNOWEGO SW L ti tri

POWSTANIE NIEAKTYWNEGO
KOMPLETU ,SZYJKI”

NA MIEJSCU CYTOKINEZY

CYTOKINEZA

Ryc. 4 Schemat zmian w komplecie biatek biegunowych w trakcie pgczkowania S. cerevisiae. Opis w tekscie. Wg [3, 44].

zbedne dla utrzymania wzrostu polarnego. Z przyto-
czonych tutaj danych wynika schemat przemian
w biatkach biegunowych niezbednych dla realizacji
kolejnych stadiéw paczkowania [3] (Ryc. 4). Schemat
ten jest uproszczony i nie uwzglednia kontroli przez
dziatanie inhibitor6w aktywacji Ras lub Rho typu
GDI (ang. guanine nucleotide dissociation inhibitors)
wygaszajacych mechanizm sygnalizacji [16]. Praw-
dopodobnie w trakcie morfogenezy drozdzy istnieje
pewna hierarchiczna kolejno$¢ aktywacji GTPaz
BUD1, CDC42 i Rho 1-4 uczestniczacych w selekcji
miejsca pagczkowania, a wiec w tworzeniu pierscienia
szyjki [9, 13, 19, 20].

Rola CDC42 wraz z kompleksem biatek nie ograni-
cza sie do kontroli reorganizacji cytoszkieletu i wy-
znaczenia miejsca paczkowania we wczesnej fazie
cyklu. Réwnoczesnie ze stymulacjg cyklu komérkowe-
go i powstawaniem paczka, odbywa sie aktywacja
kinazy threoninowo-serynowej nalezacej do grupy
MAP kinaz (uczestniczacych w Sciezce aktywacji
transkrypcji wczesnych genéw w cyklu komérkowym)
[21]. W badaniach in vitro wykazano, ze CDC42 jest
zrédtem aktywacji pewnych charakterystycznych dla
koniugacji kinaz biatkowych [15]. Wynik ten oznacza,
ze CDC42 jako przekaznik sygnatéw feromonowych
spetnia jednoczesnie potréjna role; wyznacznika miejsca
inicjacji reorganizacji cytoszkieletu, utrzymania polar-
nosci wzrostu paczka i aktywatora ekspresji genow [22].

IV. Funkcje biatek biegunowych w komor-
kach roznych typéw

W przypadku fibroblastéw myszy aktywacja GTPa-
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zy typu Rho prowadzi do wytworzenia kabli ak-
tynowych cytoszkieletu i do wytworzenia miejsc przy-
legania do podtoza (adhesionfoci), a aktywacja CDC42
do wytworzenia wiodacej cienkiej nibynézki zwanej
filopodium. Mikroinjekcja biatek Rho, Rac i CDC42
do komérek spoczynkowych stymulowata wyjscie ko-
morek ze stadium G1 irozpoczecie SDNA. W trakcie
cytokinezy tych komoérek, biatko — Rho jest przemie-
szczane z cytosolu do bruzdy podziatowej, a towarzy-
szg temu przemieszczanie sie aktyny i biatek cyto-
szkieletowych z grupy ERM (ezryny, radiksyny i moe-
zyny). Biatka grupy ERM wystepuja, albo w cyto-
szkielecie przylg (regionéw przylegania komoérek do
podtoza) w okresie interfazy, albo sg w bruzdzie
w trakcie cytokinezy [3].

Istniejg rowniez posrednie przestanki, aby sadzi¢, ze
niektére biatka kompleksu biatek biegunowych o cha-
rakterze septyn sa przemieszczane do bruzdy po-
dziatowej w trakcie cytokinezy i mogga petni¢ funkcje
zarowno przekaznika w transdukcji sygnatu jak i o$-
rodka polimeryzacji innych biatek cytoszkieletu.

W badaniach nad podziatem drozdza Schizosac-
charomyces pombe w obrebie sekwencji nukleotydéw
genu cdcl5 o charakterze septyny, znaleziono fragment
homologiczny wobec domeny kodujgcej SH3, a takze
domeny charakterystycznej dla biatek na ktorych
moze odbywac sie polimeryzacja innych biatek. Biatko
CDC15 jest silnie ufosforylowang fosfoproteing w tra-
kcie catego cyklu, za wyjatkiem mitozy i tylko wtedy
staje sie o$rodkiem kondensacji F-aktyny i pos$red-
nikiem w podczepieniu cytoszkieletu do btony komor-
kowej. Biatko CDC 15 moze byé uniwersalnym posred-
nikiem w wyznaczaniu miejsca bruzdy cytokinetycznej
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poniewaz sekwencje homologiczne wzgledem sekwen-
cji cdcl5 znaleziono w genomie S. cerevisiae, przywry
i myszy [23]. Podobnie w trakcie tworzenia blastoder-
my w zarodku Drosophila melanogaster wykryto, ze
produkt prawidtowy genu veanut zwigzany z cyto-
kinezg wykazuje znaczne podobieristwo do septyn
drozdzy [24].

Nalezy sobie réwniez zdawaé sprawe, ze podane
tutaj wiadomosci dotyczace podobienstw w skiadzie
i organizacji bruzdy podziatowej w komérkach r6z-
nych typow, nie dotyczg kontroli sprzezenia potozenia
bruzdy podziatlowej z wyznaczaniem osi wrzeciona
mitotycznego. Wiadomosci na ten temat sg skape.
Wiadomo, ze w niektdrych przypadkach sprzezenie osi
wrzeciona mitotycznego i prostopadiego potozenia
bruzdy moze by¢ regulowane przez interakcje jednego
z biegunoéw wrzeciona z biatkami biegunowymi (Ryc.
3c) [25].

W fibroblastach myszy wykryto specjalizacje funkcji
poszczegdlnych GTPaz w przekazywaniu bodzcéw
uruchamiajgcych nowe transkrypcje [16]: wytgcznie
Ras aktywuje kaskade kinaz pobudzanych czynnikami
wzrostu (Ryc. 1). Natomiast biatka Rac i CDC42 (ale
nie Rho) stymulowaty aktywacje specyficznej kinazy
serynowo-treoninowej fosforylujagcej czynnik trans-
krypcyjny c-Jun. Fosforylacja ta wzmacnia transak-
tywacje czynnika transkrypcyjnego AP-1 (tzn. koope-
rujgcych c-Jun ic-Fos) niezbednej dla wejscia komorek
w podziaty [17]. Rho i CDC42 aktywowaty rowniez
kinaze serynowo-treoninowg z mdzgu (neuronalna)
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[26]. Podobna specjalizacje funkcji GTPaz, Rac, Rho
i CDC42 wykazano w przebiegu odmiennych typéw
reorganizacji aktyny [22].

Badania molekularne dotyczace produktéw gendéw
cdc42, rho, rac oraz odkrycie funkcjonalnych homo-
logéw tych produktéw w genomie ludzkim [27],
a takze u robaka Caenorhabditis elegans [28] i innych
modelowych komorkach ssakéw pozwalajg przypusz-
czaé, ze mechanizm uzyskania polarnosci przez komoé-
rke jest uniwersalny i bardzo konserwatywny ewolu-
cyjnie. W zalezno$ci od bodZca i rodzaju komorki,
biatka biegunowe uczestniczag w uruchamianiu no-
wych transkrypcji, oraz ré6znych typdéw reorganizacji
cytoszkieletu. Reorganizacja cytoszkieletu moze pro-
wadzi¢ do wyznaczania kierunku i stymulacji ruchu
komérki, w innych przypadkach do wytworzenia
miejsc przyczepu do podioza i prawdopodobnie do
(stabo jeszcze poznanej) koordynacji powstawania osi
wrzeciona ipotozenia bruzdy. Biatka polarne (septyny)
zwigzane sg rowniez z wyznaczaniem miejsca i re-
organizacja cytoszkieletu w trakcie tworzenia bruzdy
podziatowej w stadium cytokinezy. Kolejne pytanie
dotyczy roli biatek biegunowych w rozwoju.

V. Biegunowos¢ jaja robaka Caenorhabditis
elegans i wyznaczanie potozenia bruzd po-
dziatowych w embriogenezie

W trakcie oogenezy Metazoa, albo po zaptodnieniu,
badz tez po kilku podziatach bruzdkowania odbywa
sie determinacja przestrzenna rozwoju zarodka. Pro-
ces ten jest dobrze poznany w przypadku oogenezy
robaka C. elegans. 70 minut po zaptodnieniu oocytu
robaka, filamenty aktynowe gromadza sie na przednim
koncu jaja, natomiast pecherzyki P (ang. P-granules)
gromadzg sie w biegunie tylnym jaja. W trakcie
nastepnych 30 minjadro jaja (pronucleus zeriski) zlewa
sie zjadrem plemnika (pronukleusem meskim). Jadro
zygoty przesuwa sie do tylnego bieguna jaja i zaczyna
tworzy¢ wrzeciono mitotyczne wzdiuz osi przednio-
tylnej zygoty. Przesuniecie do tytu wrzeciona mitotycz-
nego powoduje, ze bruzda cytokinetyczna rozdziela
asymetrycznie wiekszy przedni blastomer (nazywany
blastomerem AB) od tylnego mniejszego blastomeru

Ryc. 5 Schemat dwoch podziatéw bruzdkowania jaja robaka Cae-
norhabditis elegans. A i P — 0§ przednio-tylnajaja w trakcie
pierwszego podziatu, a. drugi podziat bruzdkowania w nor-
malnym zarodku; z blastomeru AB tworzg sie dwie komorki
ABa i ABp; w blastomerze Pl zachodzi rotacja wrzeciona
mitotycznego i potomne komorki EMS i P2 uzyskuja
prawidtowa konfiguracje (strzatka), b. rozmieszczenie ak-
tywnego produktu PAR1 przez interakcje z biatkiem biegu-
nowym (homolog biatka CDC42); c. obrét wrzeciona mito-
tycznego w mutancie par 3 uniemozliwiajgcy otrzymanie
prawidtowej konfiguracji blastomeréw; wystepuje symet-
ryczny charakter miejsca przyczepu wrzecion (strzatka), d.
fenotypy mutantéw par 1,2, 4, 5 o ztej konfiguracji czterech
blastomeréw zwiazanej z brakiem rotacji wrzeciona mito-
tycznego w blastomerze P1 i brakiem miejsca podczepienia
wrzeciona do bruzdy AB/PI. Inne objasnienia w tekscie.
Rysunek kombinowany wg [28-30].
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Pl (Ryc. 5). Migracja jadra do tytu i orientacja
potozenia bruzd w trakcie bruzdkowania podlega
kontroli genetycznej kilkunastu produktéw gendéw
typu par (ang. partition).

Sklonowanie genu par-1 wykazato, ze produkt tego
genu stanowi kinaze serynowo-treoninowa rozmiesz-
czong rownomiernie w obrebie jaja [29]. W trakcie
pierwszego podziatu jaja biatko PAR1 przemieszcza
sie do tylnego blastomeru, a na tylnym biegunie tej
kom6rki pojawia sie skupienie biatka homologicznego
do CDC42. W drugim podziale bruzdkowania, wytgcz-
nie w blastomerze Pl wrzeciono mitotyczne podlega
rotacji o 90°, a potozenie bruzdy w tym blastomerze
staje sie prostopadte w stosunku do osi jaja. Rotacja
wrzeciona mitotycznego koriczy sie podczepieniem do
btony komorkowej jednego z biegunéw wrzeciona
mitotycznego komorki PI w miejscu znajdujagcym sie
na bruzdzie podziatowej (ang. cortical site) rozdzielajg-
cej blastomery AB i Pl [30, 31] (Ryc. 5a). W tym
okresie, kinaza PAR1 jest aktywowana przez GTPaze
CDC42 ipowstaje gradient tylno-przedni aktywacji tej
kinazy (Ryc. 5b).

Mutanty genu par 1 nie sg zdolne do segregowania
PAR-1 na kofcu ciata, a takze zanikajg inne cechy
biegunowosci jaja. Inhibicja funkcji kazdego z dwdch
enzymow, zarowno kinazy PAR1 jak i GTPazy
CDC42 powoduje w zarodku depolimeryzacje zarow-
no mikrotubulijak i rusztowania aktynowego. Wobec
tego takie zarodki nie sg zdolne do przeprowadzenia
rotacji i podczepienia wrzeciona mitotycznego do
miejsca bruzdy podziatowej pomiedzy blastomerami
AB/PIl. Powstaje wtedy zarodek ztozony z czterech
komorek o nieprawidtowej segregacji granul P i zaro-
dek ginie (Ryc. 5d) [29]. Dziatajgc inhibitorami poli-
meryzacji aktyny na prawidtowe i normalne genetycz-
nie jaja uzyskano fenokopie takiego nieprawidtowego
braku rotacji wrzeciona w blastomerze P1 [32].

Inne mutanty typu par powodujg rowniez nieprawi-
dtowe wyznaczanie potozenia bruzd podziatowych
w trakcie cytokinezy i wszystkie prowadzg do zlego
wzajemnego potozenia blastomerow i $mierci zarod-
kéw (Ryc. 5d). Nieco inny charakter ma mutacja par 3.
Ot6z fenotypy mutanta par 3 majg dwa osrodki
podczepiania wrzecion mitotycznych do bruzdy
AB/PI po obu stronach przegrody (Ryc. 5c; strzatka),
podczas gdy w zarodkach dzikich taki os$rodek na
przegrodzie jest tylko w blastomerze tylnym (poréwnaj
schemat Ryc. 5a i 5c). Zatem w fenotypach par 3 rotacji
podlegajg oba wrzeciona mitotyczne zardwno w blas-
tomerze ABjak i PI. Prowadzi to do nieprawidtowego
utozenia wzgledem siebie blastomeréw i braku kon-
taktu komaérki P2 z ABp (Ryc. 5¢) i oczywiscie zarodek
ginie.

Prawdopodobnie biatko biegunowe CDC42 aktywuje
kinaze PAR1 wyznaczajac gradient tylno-przedni ak-
tywacji jaja, a inne biatka PAR uczestniczg w wy-
znaczaniu biegunowosci zarodka niezbednej dla prawid-
towego rozwoju robaka [19, 29, 31, 32]. Jednak wyniki
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te, aczkolwiek imponujace, dotyczg tylko embriogene-
zy jaj o rozwoju determinacyjnym.

V1. Powstawanie osi w jaju Drosophila mela-
nogaster jako przejaw wzajemnego od-
dziatywania na siebie oocytu i komorek
folikularnych

W jaju Drosophila melanogaster biatka biegunowe
wykryto w bruzdach podziatowych w blastodermal-
nych komoérkach, a wiec w bardzo p6znym stadium
bruzdkowania [24]. Determinacja osi ciata odbywa sie
wczesniej, w trakcie oogenezy, i jest pod kontrolg
somatycznych komorek folikularnych otaczajgcych
jajo. Badania wykazaty, ze powstanie osi ciata jest
ztozonym procesem kolejnych wzajemnych oddziaty-
wan pomiedzy jajem a otaczajacg warstwg komaorek
folikularnych. Te oddzialywania majg charakter pew-
nej sekwencji wysytania sygnatéw i odbierania ich,
a nastepnie reakcji na sygnat w postaci reorganizacji
cytoszkieletu i powstawania nowych transkryptéw
zar6bwno w jaju, jak i w poszczegdlnych komdrkach
folikularnych (metaforycznie méwigc istnieje rozmowa
pomiedzy oocytem, a komédrkami folikularnymi).
A wiec instrukcja strukturalna w jaju muszki owoco-
wej tworzy sie przez pierwotne zréznicowane podtoza
cytoplazmatycznego jaja na etapie poprzedzajagcym
pierwszy cykl mitotyczny przez kolejne interakcje jaja
z poszczegoOlnymi grupami przylegajacych komadrek
folikularnych.

Dla wyznaczenia osi przednio-tylnej i grzbietowo-
brzusznej w oocycie D. melanogaster ma zasadnicze
znaczenie okre$lone rozmieszczenie poszczeg6lnych
rodzajéow mRNA i biatek wielu produktéw gendéw
matczynych. Wczesne stadia tworzenia polarnosci
oocytu kontroluje kilka gendéw matczynych, ktore
podlegajg translacji w trakcie oogenezy. mRNA bicoid
stanowi determinante przedniego konca osi przednio-
tylnej, a mRNA staufen, nanos, oskar i pare innych
determinujg tylny koniec osi. mRNA gurken i biatko
GURKEN determinujg grzbietowg czes$¢ osi grzbieto-
wo-brzusznej jaja, a nastepnie zarodka. Ustalenie tych
osi w postaci gradientéw skupienia tych mRNA i bia-
tek wyznacza porzadek przestrzenny loséw poszczeg6-
Inych czesci zarodka (szczegbtowe omdodwienie St.
Johnston & Niisslein-Yolhard [33]%).
(W obrebie tych czesci zarodka odbywa sie pierwotna
i wtdrna segmentacja, ale te p6zne etapy nie stanowig
przedmiotu tego artykutu). Badania nad oogenezg
wykazaty jak wazng role w tym procesie odgrywa
pierwotne funkcjonowanie cytoszkieletu, migracjajadra
i r6zne formy kontaktu jaja z komdrkami oSciennymi.
A oto gtdwne stadia tego ztozonego procesu [34, 35]:

* W utrzymywaniu tego porzadku biorg udziat m.in. wy-
specjalizowane regulatory transkrypcyjne dziatajace na po-
ziomie chromatyny, o ktérych mowi artykut na stronie 238
niniejszego numeru ,,Postepdw Biochemii”.
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selekcja pro-oocytu komorki

odzywcze
8%
mMa

postepujacy rozw6j 16 komo—k
w jajniku Drosophila

S DO

kanaty doprowadzajace
mRNA i biatka
do oocytu

— T TN N N N N

Objasnienia:mpNA grzbietowej
determinanty GURKEN
»-  mRNA bicoid

Etapy rozwoju jaja

— mRNA determinanta
bieguna tylnego
jaja

Ryc. 6 Oogeneza Drosophila melanogaster. Wedtug [34] uprosz-
czony, a. schemat selekcji oocytu i komérek odzywczych, b.
schemat powstawania kanatéw doprowadzajgcych m RNA
do oocytu, c. schemat powstawania w owarioli coraz
bardziej zaawansowanych zespotéw komérek sktadajgcych
sie z komorek odzywczych i oocytu otoczonego warstwg
komérek folikularnych, d. kolejne stadia rozwoju jaja
w zespole komdrek i stopniowe pojawianie sie, strefowego
wystepowania determinant w jaju. W pdznym stadium
rozwoju po stronie grzbietowej ostonkijajowej pojawiajg sie
wyrostki (jeden przedstawiony na schemacie). Inne objas-
nienia w tekscie.

Jajnik Drosophila sktada sie z 16 owarioli; w ktérych
powstajg zespoty komorek otaczajagcych jajo. Wraz
z rozwojem poszczegblne zespoty komérek towarzy-
szgce oogenezie sg przesuwane ku tytowi ovarioli,
a w przedniej czeSci powtarza sie proces tworzenia
nowego zespotu (Ryc. 6a). Oogeneza Drosophila rozpo-
czyna sie asymetrycznym podziatem komorki wyj-
sciowej na proksymalnym kofAcu owarioli na potomng
komaérke wyjsciowg i na komérke zwang cytoblastem.
Cytoblast przechodzi przez kolejne cztery podziaty
ktérym towarzyszg niepetne cytokinezy (Ryc. 6a; M I-
M4). W rezultacie powstaje cysta 16 siostrzanych
komorek potaczonych miedzy sobg mostami cytoplaz-
matycznymi zwanymi kanatami. Dwie komdérki w ob-
rebie 16-tu sg potgczone z innymi najwiekszg liczbg
kanatéw a jedna z tych dwoéch uprzywilejowanych
komérek staje sie oocytem. Mechanizm tej deter-
minacji nie jest znany. Tak wiec tylko jedna komdrka
stanie sie oocytem, a pozostate 15 komodrek stanowig
poliploidalne komdrki odzywcze (ang. nurse cells),
ktére przekazujg poprzez kanaty mRNA i cytoplazme
do oocytu (Ryc. 6b). Taka cysta jest otoczna warstwg
diploidalnych somatycznych komorek folikularnych
i stanowi komore jajowg (ang. egg chamber) przesuwa-
ng do czesci tylnej owarioli (Ryc. 6¢, Ryc. 7a). W ciagu
79 godzin, kolejne 13 stadiéw rozwoju prowadzi do
powstania dojrzatej komorki jajowej (Ryc. 6d). Wraz
z przesuwaniem sie ku tytowi oocytu wszystkie kanaty
poczatkowo gwiazdziscie potgczone miedzy sobg stajg
sie wydtuzonymi kanatami z wigzkami mikrotubuli
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skierowanymi ku centrosomowi (ang. microtubule or-
ganization center, MTOC) oocytu (Ryc. 7a).

Szczegbétowe badania wykazaty, ze w stadiach 1-6
rozwoju, wigzki mikrotubuli sg dekorowane dyneing
iwobec tego cytoplazmajest transportowana aktywnie
z komérek odzywczych ku centrosomowi oocytu.
W tym okresie jadro wraz z centrosomem znajduje sie
w $rodku oocytu i tam naptywajg przede wszystkim
mRNA oskar, a takze mRNA i biatka STAUFEN
i GURKEN, a nieco p6zniej mRNA bicoid. Mimo, ze
nie ma jeszcze wyraznej strefowosci w jajo, biatka
STAUFEN i GURKEN sg w tylnej okolicy oocytu
[34, 35] (Ryc. 6d).

Wyraznie strefowe rozmieszczenie poszczegélnych
typéw mRNA i bialek pojawia sie w 7 i 8 stadium
oogenezy ijest zwigzane ze zmiang kierunku transpor-
tu cytoplazmy wzgledem centrosomu. Centrosom
wraz z jadrem przesuwa sie ku tylowi oocytu i wobec
tego najpdzniej transportowany mRNA bicoid zostaje
energicznie przesuniety do bieguna przedniego jaja,
a pozostate produkty do konca tylnego jaja. Szczegéto-
we badania nad mutantami tego procesu, i badania
nad rolg mikrotubuli w polaryzowaniu siejaja [34, 35]
zostaty potwierdzone wykryciem udziatu kinezyny
a. Sygnat biatka GURKEN

determinuje tylne komérki
folikularne.

b. Zmiana kierunku transportu
na mikrotubulach (strzatki),
ostateczna segregacja

mRNA biegunéw

Migracja na mikrotubulach(strzatki)
materiatu mRNA do jaja (wstepna segregacija).

sygnat biatka
GURKEN
determinuje grzbietowe
komérki folikularne

Wedréwka jadra (gruba strzatka)
ku grzbietowej stronie jaja.

Schemat powiekszenia
fragmentu grzbietowego jaja.

Biatko GURKEN sekretowane(—)
odziatywuje ra receptory
TORPEDO! >—) powodujac
determinacje grzbietowych
komoérek folikularnych.

Ryc. 7 Schemat podwdéjnego pojawiania sie kolejno determinacji
komoérek folikularnych tylnych i grzbietowych przez sek-
retowanie biatka GURKEN w trakcie migracjijadra wjaju
Drosophila melanogaster.

a. determinacja tylnych komarek folikularnych (pogrubione
obrysy komérek) w stadium 6-8 rozwoju, b. determinacja

grzbietowych komérek folikularnych (pogrubione obrysy

komorek) w stadium 8-10 rozwoju, c. schemat oddziatywa-

nia jaja w stadium 8-10 na przylegte komérki folikularne

(system sygnatbw GURKEN i receptoréw TORPEDO).

Wedtug danych [40]. Inne objasnienia w tekscie.
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w tym transporcie ku peryferiom jaja [36].

W tym okresie biatko GURKEN znajdujgce sie na
tylnym koncu oocytu jest wydzielane na zewnatrz jaja
jako biatko sekrecyjne i zaczyna oddziatywaé jako
bodziec na oscienne komoérki folikularne. Odebranie
tego sygnatu przez tylne komorki folikularne powoduje
ich okres$long determinacje jako tylne komorki folikula-
rne (Ryc. 7a; pogrubione komarki folikularne). Jak sie
okazato biatko GURKEN jest analogiem czynnika
TGF alfa (ang. transformation growthfactor a) i zawiera
powtorzenia sekwencji charakterystycznych dla EGF.
GURKEN uwalniane z tytu oocytu oddziatywuje
aktywujgco na biatko receptora btonowego (o charak-
terze TGFr) w przylegtych komaorkach folikularnych
[37, 38]. To biatko receptora komorek folikularnych
jest kodowane przez gen torpedo i przytgczenie sygnatu
GURKEN powoduje uruchomienie syntezy czynni-
kow transkrypcyjnych w komaorkach folikularnych
i wyznacza ich nieodwracalng determinacje (Ryc. 7c).

Najbardziej jednak niezwyklym odkryciem byto
stwierdzenie, ze genotyp i determinacja losu poszczeg6l-
nych komorek folikularnych oddziatywujg zwrotnie na
polarno$¢ i losy jaja. Ot6z mutanty genu torpedo,
dotyczgce przeciez biatek pojawiajgcych sie wytgcznie
w komorkach folikularnych, a nie w jaju, nie tworzyty
prawidtowej osi przedniotylnej oocytu, a defektywny
zarodek obumierat. Transplantacja dzikiego (normal-
nego) jaja do komory jajowej mutanta torpedo prowa-
dzita do Smierci zarodka, podczas gdy zmutowane jajo
torpedo implantowane do prawidtowej komory jajowej
znormalnie zdeterminowanymi komorkami folikular-
nymi rozwijato sie prawidtowo pomimo mutacji. Po-
dobne badania wykazaty, ze mala grupa komérek
folikularnych przednich kontroluje prawidtowa lokali-
zacje mRNA bicoid w jaju Drosophila. Dalsze badania
potwierdzity, ze determinacja osi przedniotylnej jaja
wymaga aby zdeterminowane komorki folikularne
przednie i tylne wydzielity specyficzne biatka sekrecyj-
ne oddziatywujace zwrotnie na odpowiednie receptory
w przylegtych czesciach jaja. Procesy zwrotnego od-
dziatywania zdeterminowanych komoérek folikular-
nych na poszczegdlne czesci oocytu majg istotnie
charakter odbioru sygnatu kontrolujagcego prawid-
towg polarnos¢ jaja, bo np. produkt genu torso wczes-
nie pojawiajacy sie na powierzchni oocytu jest recep-
torowga kinazg tyrozynowag, ajej wczesna i prawidtowa
aktywacja warunkuje prawidtowy rozwdj zarodka [39].

W nastepnych stadiach rozwoju (8 do 10), jadro
oocytu przemieszcza sie wraz z przylegtg cytoplazma
zawierajgca biatko GURKEN z potozenia tylnego
ku stronie grzbietowej oocytu (Ryc. 7a; gruba strzat-
ka). Mechanizm tego przemieszczania jadra nie jest
znany. W stadium 10 przemieszczone jadro aktywuje
powtdrnie sekrecje biatka GURKEN. Przylegta cyto-
plazma bogata w GURKEN rozpoczyna sygnalizacje
oddziatywujac tym razem na przylegte komorki foliku-
larne grzbietowe (Ryc. 7b; pogrubione komérki foliku-
larne). Komorki folikularne odbierajg ten sygnat i sta-
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ja sie komaérkami zdeterminowanymi (grzbietowymi)
(Ryc. 7c). Latwo uchwytnym przejawem tej grzbieto-
wej determinacji komorek folikularnych jest ich zdol-
no$¢ do wytwarzania charakterystycznego uksztat-
towania chorionu (czyli ostonkijaja) w postaci wyrost-
kéw (Ryc. 6d; ostatnie stadium rozwoju). Tak zdeter-
minowane grzbietowe komorki folikularne oddziaty-
wujg zwrotnie na przylegty cze$¢ jaja rozpoczynajac
serie kolejnych przemian w wyniku czego powstaje
determinacja osi grzbietowo-brzusznej jaja. Tak wiec
obie osie jaja Drosophila: przednio-tylna i grzbietowo-
brzuszna powstajg w wyniku dwukrotnego powtoérzenia
sekrecji sygnatu GURKEN z oocytu, odbieranego przez
komdrki folikularne, ktére po zdeterminowaniu ich
réznicowania oddziatywujg zwrotnie na ten oocyt nada-
jac mu okreslong determinacje okolic przedniej, tylnej
i grzbietowej [40].

VII. Whnioski i pytania

Wszystkie przytoczone tu przyktady wskazujg na
role proceséw odbierania odpowiednich bodzcow na
determinacje polarnosci ciata komaérek. W wielu przy-
padkach udato sie juz powiazaé role sygnatéw z ze-
wnatrz z nieprzypadkowg reorganizacjg cytoszkieletu,
a nawet zbada¢ mechanizm transdukcji sygnatu za
posrednictwem biatek typu Ras, Rac, Rho i CDC42.
Istnieja powazne przestanki aby sadzi¢, ze odkryte
mechanizmy sg uniwersalnymi mechanizmami tworze-
nia instrukcji przestrzennej w réznicowaniu i em-
briogenezie. Jest znaczny postep w badaniach dotyczga-
cych organizacji i funkcjonowania bruzdy cytokinety-
cznej i septyn [41]. Niezwykle istotne sg rowniez
badania nad wptywem sygnatow na uruchamianie
i przetgczanie jednego szlaku morfogenezy (np. po-
dziatowej), na inny typ morfogenezy (np. pod wptywem
gamonu) [42, 43].

Jak dotad brak jednak wiadomosci o udziale biatek
polarnych we wczesnej embriogenezie Drosophila*,
i kregowcéw. Nadal nieznany jest mechanizm regulu-
jacy instrukcje przestrzenng dotyczgcg migracji aktyny
w cyklu komérkowym i wyznaczania osi wrzeciona
mitotycznego. Nieznane sg mechanizmy wczesnych
etapdw tworzenia sie pierwotnej organizacji cytoszkie-
letu jaj i migracji struktur wewnatrz komorki np.
przesuwania sie jadra jaja Drosophila niezbednego dla
prawidtowej determinacji osi ciata. Stabo poznany jest
mechanizm regulacji kolejnosci (tzw. zegara) przemian
cytoplazmatycznych w embriogenezie i réznicowaniu.
W tej chwili badane sg mechanizmy zwrotnych od-
dziatywan komorek réznych typéw na przebieg ich
réznicowania i uzyskania polarnosci. Odkrycie witas-
nie tych mechanizmdw jest obecnym wyzwaniem; nic
dziwnego, ze wiasnie tymi procesami zajmuja sie

* Wiasnie ukazata si¢ publikacja na ten temat: Murphy
AM, Montell DJ (1996) J Celi Biol 133: 617-630
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obecnie ubiegtoroczny noblista Dr Wieschaus
[44] iniemniej stynny Dr N urse [45,46] — odkryw-

ca

uniwersalnej roli cyklin w sterowaniu cyklem ko-

morkowym.
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Rola komplekséw chromatynowych w regulacji ekspresji

gendw podczas rozwoju

Chromatin complexes in regulation of gene expression during

development
TOMASZ T. CALIKOWSK I*

Spis tresci:

. Wprowadzenie

Il. Drosophila melanogaster — organizm modelowy do
badan nad rozwojem

I1l. Grupa genéw Polycomb (Pc-G) — represory ekspresji
genow
I11-1. Modele dziatania Pc-G

IV. Grupa genéw trithorax (trx-G) i mechanizmy ich dziata-
nia

V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: ANT-C — kompleks genéw
homeotycznych Antennapedia; BX-C — kompleks genéw
homeotycznych Bithorax; Ubx — gen homeotyczny Ultra-
bithorax; hb — gen segmentacji hunchback; Pc-G — grupa
genéw Polycomb z Drosophila; trx-G — grupa genéw trit-
horax z Drosophila.

. Wstep

Rozwd6j organizmu wielokomdrkowego mozliwy
jest dzieki istnieniu systemu regulacyjnego, kierujgce-
go ekspresja genéw w poszczeg6lnych polach morfo-
genetycznych zarodka. Ekspresja genow u Eukariota
zalezy od dostepnosci matrycy DNA dla polimerazy
RNA iczynnikéw transkrypcyjnych. DNA w komorce
eukariotycznej upakowany jest w ztozone kompleksy
nukleoproteinowe — chromatyne. Podstawowg jed-
nostkg chromatyny sg nukleosomy zbudowane z bia-
tek histonowych i owinietego wokdét nich DNA [32].
Struktura chromatyny wplywa w istotny sposéb na
dostepno$¢ DNA dla czynnikéw regulacyjnych. Nie-
ktére geny (tak zwane geny milczace, ang. silent genes),
pozostajg nieaktywne mimo obecnosci w komdrce
biatek potrzebnych do ich transkrypcji. Geny te pozo-
staja w stanie zablokowanym rdéwniez po przejsciu
komérki przez mitoze. Tego rodzaju efekty przypisuje
sie czesto tworzeniu specyficznych struktur chromaty-
nowych. Blokowanie ekspresji genéw moze wynikac
nie tylko z wystepowania kompleksow nukleosomow
w okreslonej pozycji (zwykle po promotorach gendéw

* Mgr, Pracownia Biologii Molekularnej Roslin, Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN, ul. PawiAskiego 5a, 02-106
Warszawa
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[33, 34]), ale rowniez z tworzenia kompleks6w chro-
matynowych wyzszego rzedu. Chodzi tu w szczegélno-
§ci o kondensacje chromatyny prowadzacg do utworze-
nia nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny.

Podczas rozwoju, w sterowaniu aktywnos$cia za
pomoca struktur chromatynowych biorg udziat dwa
ztozone systemy regulatorowe — represyjnie dziataja-
ca grupa genéw Polycomb {Pc-G) i aktywatorowa
grupa gendw trithorax (trx-G). Geny Pc-G biora udziat
w tworzeniu struktur silnie skondensowanej nieaktyw-
nej transkrypcyjnie heterochromatyny w rejonach
DNA zawierajacego geny, ktére majg ulec trwatemu
wyltaczeniu. Geny trx-G przeciwdziataja tej represji
rozluzniajgc chromatyne iczyniacjg bardziej dostepng
dla czynnikéw aktywatorowych [3-5]. Produkty obu
grup genow zaangazowane sg réwniez w wiele pozor-
nie nie zwigzanych ze sobg zjawisk takich jak wygasza-
nie ekspresji genow (silencing) u drozdzy [52], kontrola
genéw rozwojowych u Drosophila i myszy a takze po-
wstawanie niektérych biataczek u cztowieka [36, 39, 40].

Il. Drosophila melanogaster — organizm mo-
delowy do badan nad rozwojem

Wiele czynnikow zidentyfikowanych u Drosophila
bierze udziat w ksztattowaniu podstawowego planu
ciata juz w bardzo wczesnych etapach rozwoju [2].
Geny zwigzane z rozwojem u Drosophila podzieli¢
mozna na trzy klasy: geny mateczne, geny segmentacji
i geny homeotyczne. ROznig sie one organizacjg mole-
kularng, sposobem dziatania i funkcjg. | tak geny
mateczne (okoto 30) dziatajg jako pierwsze podczas
oogenezy okreslajagc gtéwne osie jaja. Geny te od-
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powiadajg za wyksztatcenie gradientow wzdtuz osi
przéd-tyt i géra-dot zarodka, a tym samym za wy-
tworzenie wstepnych wzorow rozwoju. Dziatanie ich
rozpoczyna sie jeszcze przed zaptodnieniem. Przed-
stawicielami genéw matecznych sa bicoid, nanos i Toll
[1, 2, 6]. W kolejnym etapie rozwoju kaskadowa
ekspresja genéw segmentacji (okoto 25) dzieli zygote
na typowy u much szereg powtarzajacych sie segmen-
tobw. Geny segmentacji ulegaja ekspresji po zaptod-
nieniu jaja, za$ ich mutacje wptywajg na liczbe lub
orientacje segmentow zarodka. Przedstawicielami tej
grupy sa geny hunchback, even skipped i hedgehog.
Ostatnim typem gendéw rozwojowych sg geny homeo-
tyczne dziatajgce wzdluz osi przéd-tyt. Dostarczajg
one segmentom, za pomoca specyficznej kombinacji
produktéw, informacje niezbedng do wytworzenia
struktur i przydatkéw charakterystycznych dla seg-
mentow. Geny homeotyczne kontrolujg tozsamos$¢
i potozenie segmentéw, lecz nie wptywajg na ich liczbe,
orientacje lub wielko$¢. Mutacje w obrebie tych genéw
prowadzg do przeksztatceniajednej czesci ciata w inng.
I tak na przyktad potréjna mutacja w genach homeo-
tycznych abx, bx i pbx prowadzi do przeksztatcenia
segmentu T3A (zawierajacego przedzmianki czyli zre-
dukowane skrzydia) w tkanke typowg dla segmentu T2
(niosgcego skrzydia). W rezultacie powstaje mucha
z dwiema parami skrzydet zamiast jak zwykle z jedng
[1, 2, 7]. Geny homeotyczne zgrupowane sg w dwa
bardzo duze kompleksy genowe liczgce 300— 350 kb
(tysiecy par zasad) kazdy: kompleks genéw Anten-
napedia (ANT-C), ulegajacy ekspresji w przedniej
(tutowiowej) czesci zarodka oraz kompleks Bithorax
(BX-C) zwigzany z rozwojem segmentéw odwtoko-
wych. W rozwdéj Drosophila zaangazowanych jest
8 gendw homeotycznych, z czego 5 wystepuje w kom-
pleksie ANT-C (miedzy innymi geny Antennapedia
i Deformed), a 3 w kompleksie BX-C (geny Ultrabit-
horax, Abdominal-A i Abdominal-B). Podobnie zor-
ganizowane kompleksy genéw homeotycznych wy-
stepuja réwniez u kregowcow, w tym u myszy i czto-
wieka [45]. Ekspresja genow homeotycznych jest
konieczna nie tylko do przejScia komoérek w stan
zréznicowany, ale réwniez — w przeciwienstwie do
wczesnych genéw matecznych i segmentacji — do
podtrzymania zr6znicowanego stanu komorki. Dlate-
go tez geny homeotyczne sg gtownymi regulatorami
rozwoju. Wszystkie czynniki dziatajgce na wczesnych
etapach rozwoju (geny mateczne, segmentacji i homeo-
tyczne, a takze ich produkty) majg Scisle ograniczony
czas dziatania. Na przyktad produkt genu segmentacji
hunchback (hb) dziata jako represor homeotycznego
genu Ultrabithorax (Ubx) przez okoto cztery godziny
embriogenezy ograniczajgc ekspresje Ubx w przedniej
czesci zarodka (granica ekspresji Ubx jest parasegment
5) [10]. Mimo krdtkiego okresu dziatania hb ograni-
czona ekspresja genu Ubx jest zachowana podczas
dalszych etapdw rozwoju. Decyzje rozwojowe bedace
konsekwencjg aktywnos$ci pierwotnych regulatorow

POSTEPY BIOCHEMII 42(3), 1996

muszg by¢ zatem podtrzymane przez osobny mecha-
nizm zwany ,pamiecig komdrkowa”. Taka dziatajaca
na duza odlegtos$¢ i przez diugi czas regulacja oparta
jest u Drosophila na kontroli kondensacji chromatyny
przez duze kompleksy biatkowe, aktywujgce lub re-
prymujace dtugie regiony chromosomowe. Wazng
cechg ,,pamieci komdrkowej” jest zdoIno$¢ do rozpo-
znawania aktywnego lub nieaktywnego stanu ekspresji
genéw i do jego utrzymania przez wiele podziatow
komdérkowych. W przeciwienstwie do wczesnych regu-
latorow rozwoju, sktadniki takiej ,,pamieci” wystepuja
powszechnie we wszystkich komdrkach.

IIl. Grupa genow Polycomb (Pc-G) —
represory ekspresji genow

Geny Pc-G zostaty zidentyfikowane jako represory
gendéw homeotycznych. Mutacje w poszczeg6lnych
genach tej grupy prowadzg do transformacji przypo-
minajgcych transformacje wywotane mutacjami w sa-
mych genach homeotycznych [1] jak na przyktad
pojawienie sie ndg pierwszej pary w miejscu nég
drugiej itrzeciej pary. Do tej pory poznano kilkanascie
(11-15) gendw tej grupy, z ktérych najlepiej zbadane
zostaty geny Polycomb (Pc) [1, 11], extra sex combs
(esc) [12], Additional sex combs (Asx), Posterior sex
combs (Psc), Sex comb on midleg (Scm) [14], Polycomb-
like (Pci), Super sex combs (Sxc) [15], polyhomeotic (ph)
[16], Sex combs extra (See) [17], Enhancer of zeste
(E(2)) [18,19] (Tab. 1). Liczbe gendw tej grupy szacuje
sie na okoto 30-40 [8]. Geny grupy Pc-G sg niezbedne
do represji genéw kontrolujgcych tozsamos$¢ segmen-
téw (genéw homeotycznych) ANT-C i BX-C w ciggu
rozwoju. Zaobserwowano, ze w zarodkach niosgcych
mutacje w genach Pc-G wczesny wzor ekspresji genow
homeotycznych jest identyczny jak w zarodkach ,,dzi-
kich”, nie majacych mutacji w genach Pc-G. W ten
spos6b wykazano, ze Pc-G nie sg zaangazowane
w wytworzenie wzorca ekspresji genOw homeotycz-
nych, ale raczej w jego podtrzymanie [20]. Z tego
powodu geny Pc-G uwaza sie za kluczowe elementy
systemu pamieci komdrkowej. Zaktada sie, ze produk-
ty Pc-G mogtyby rozpoznawac nieaktywny stan kon-
kretnego genu homeotycznego, bedacy rezultatem
dziatania wczesnych genéw rozwojowych, a nastepnie
utrzymywatyby ten stan w stabilny i dziedziczny
sposOb przez wiele podziatow komérki podczas roz-
woju. Elementem kierujgcym kompleks biatek Pc-G do
wiasciwej sekwencji DNA moze by¢ represor wigzacy
sie tylko przejsciowo do celu (na przykiad wczesny
czynnik transkrypcyjny zwigzany z DNA). Prawdopo-
dobnym kandydatem do takiej funkcji moze by¢
produkt genu hunchback (hb) [42], Stwierdzono, ze
geny Pc-G kontrolujg nie tylko geny homeotyczne, ale
réwniez znaczng liczbe innych gendw (bedacych czesto
regulatorami proceséw rozwojowych) prowadzac do
ich inaktywacji [8, 21]. Ustalono na przyk#ad, ze jeden
z genow Pc-G, E(z), jest niezbedny do utrzymania
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stabilnej represji dwoéch genéw segmentacji, ktére sg
przejSciowo blokowane przez czasteczki biatka hb
— knirps i griant. Wykazano, ze fragment regionu
regulacyjnego knirps (1.8 kb) zawierajacy liczne miejsca
wiazania dla hb wykazuje prawidtowy wz6r ekspresji
genu reporterowego (podtaczonego w opisywanym
doswiadczeniu do tego regionu) tylko w obecnosci
E(z), co Swiadczy o wspdlnej sekwencji docelowej dla
wczesnego represora hb oraz dla kompleksu Pc-G [41].
Do tej pory scharakteryzowano na poziomie moleku-
larnym trzy geny grupy Pc-G. Polycomb (PC) jest
matym genem (4 kb) kodujagcym biatko jadrowe o dtu-
gosci 390 aminokwasow (44 kDa) [22]. Zar6wno sam
transkryptjak i biatko rozmieszczone sg rownomiernie
we wszystkich tkankach, chociaz najwiecej biatka Pc
stwierdza sie w takich silnie proliferujgcych tkankach
jak osrodkowy uktad nerwowy, dyski imaginalne
i komdrki hodowane in vitro [23, 27]. Biatko Pc
zawiera konserwowany ewolucyjnie motyw — chro-
modomene, ztozony z 48 aminokwas6w i potozony
blisko N-korica czasteczki. Motyw ten wystepuje mie-
dzy innymi w biatku HP1 (biatko zwiazane z hetero-
chromatyng Drosophila melanogaster) [25] jak réwniez
w biatkach M31 i M32 myszy oraz w mysim biatku
CHD-1 zdolnym do wigzania DNA. Mimo tych zwigz-
kéw z chromatyng nie wykryto ani wigzania biatka Pc
do DNA invitro, ani tez nie wykazano istnienia w tym
biatku znanych motywoéw wigzacych sie z DNA.
Swiadczy to o dziataniu Pc poprzez dodatkowe czyn-
niki. Biatka Pc, polyhomeotic (ph) i Posterior sex combs
(Psc) a takze biatko Polycomb-like (Pel) wigzg sie
w okoto 80-100 ré6znych, lecz niemal wspdlnych dla
tych czterech biatek, miejscach na chromosomach

Tabela 1.
Sklonowane geny z grupy Polycomb i ich produkty [3].

Znane motywy

politenicznych, przy czym biatko Pcl wigze sie do
chromosoméw samodzielnie jeszcze w innych miejs-
cach. Wyniki takie uzyskano za pomocg przeciwciat
skierowanych przeciwko tym biatkom [23, 24]. Biatko
polyhomeotic (ph) zostato dobrze poznane pod wzgle-
dem molekularnym; ph jest duzym biatkiem (168 kDa)
[24], zawierajagcym motyw pojedynczego palca cyn-
kowego, co sugeruje zdolno$¢ wigzania do DNA.
Réwniez biatko Posterior sex combs (170 kDa) zawiera
region bogaty w cysteiny zdolny teoretycznie do
tworzenia palcow cynkowych ido wigzania DNA [26].

Biatko Psc wystepuje w 75% miejsc chromosomo-
wych, w ktérych wigzga sie biatka Pc iph [29]. Wspélna
immunoprecypitacja biatek tej grupy wskazuje, ze
Pc-G dziatajg w duzych multimerycznych komplek-
sach zawierajacych co najmniej 10 skiadnikéw [4].
Bezposredni dowdd na zwigzek biatek represyjnych ze
strukturg chromatyny pochodzi z badan nad Enhancer
ofzeste (E(z)),jedynym przedstawicielu grupy Pc-G, dla
ktérego opisano termowrazliwg mutacje [29]. Inak-
tywacja biatka E(z) poprzez podniesienie temperatury
hodowli larw Drosophila do warto$ci niepermisywnej
(zmiana z 23°C do 29°C) powodowata ogdlng dekon-
densacje (rozluznienie struktury) chromosomoéw poli-
tenicznych. Brak produktu E(z) powodowat dysrupcje
kompleksu Pc-G i odigczenie biatek Psc, ph i Pc od
genow docelowych. Wyniki te Swiadczag o wptywie jaki
multimeryczne biatka Pc-G wywierajg na wyzszy po-
ziom organizacji chromatyny — usuniecie jednego
tylko biatka tej grupy prowadzi do widocznych cyto-
logicznie zmian organizacji chromatyny.

Podobnie interesujace sa wyniki badan nad ssaczym
homologiem genéw Psc i Su(z)2 — mysim genem bmi-1

Gen Masa czasteczkowa biatkowe Homologi
Polycomb (Pc) 44 kDa chromodomena Su(var) 2-5
(Drosophila)
M33 (mysz)
polyhomeotic (ph) 169 kDa palec cynkowy rae 28 (mysz)
Posterior sex 170 kDa palec RING BMI-1 (mysz/
combs (psc) cztowiek)
mell8 (mysz)
Polycomb-like (Pcl) 95 kDa nieznane —
Enhancer of zeste 87 kDa domena trx, palec trx, Su(var) 2-9,
E(z) cynkowy ssacze
Suppressor of zeste 144 kDa palec RING BMI-1 (mysz/
2 (S«[z]2) cztowiek
extra sex combs 48 kDa powtoérzenia WD TUP-1 (drozdze)
(esc) (oddziatywania i ssacze

biatko-biatko)

Chromodomena Pc jest niezbedna do dziatania biatka [27], natomiast domeny typu palcéw cynkowych w biatkach ph
i E(z) i palcébw RING (Psc, Su(z)2) nie sg nieodzowne do funkcjonowania tych biatek [26, 28].
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(znany jest réwniez ludzki homolog tego genu [37]).
Gen ten jest zaangazowany w powstawanie biataczek
komdrek B i T [35, 36], zas$ jego brak u myszy bmil
prowadzi do przeksztatcenia przednich czesci szkieletu
osiowego w struktury tylnych kregéw [37]. Nadeksp-
resja bmi-1 u zwierzat tramgenicznych ujawnia prze-
ciwny fenotyp: tym razem dochodzi do przesuniecia
ekspresji licznych genéw homeotycznych (w tym genu
Hoxc-5) ku tytowi ciata i szeregu deformacji roz-
wojowych. Deformacje te, to miedzy innymi przemie-
szczenie wyrostka o$cistego (processus spinosus) z dru-
giego kregu piersiowego na trzeci (zmiana tozsamosci
kregu z T3 na T2), wydtuzenie i pogrubienie zeber LI
i zlanie sie tukow neuronalnych na kregach szyjnych
Cl i C2 [38]. Represja genéw Hox przez gen bmi-1
przypomina zatem funkcje genéw Psc i Su(z)2 w sto-
sunku do genéw homeotycznych Drosophila. Nato-
miast produkt drozdzowego homologu genu extra sex
combs (esc), Tup-1, choé nie jest zdolny do bezposred-
niego wigzania sie z DNA, jest w stanie tworzy¢ duze
multimeryczne kompleksy zdolne do stabilizowania
nukleosoméw w dtugich szeregach, co powoduje re-
presje transkrypcyjng [43]. Jest wiec mozliwe, ze
podobne zjawisko zachodzi réwniez podczas regulacji
gendéw homeotycznych.

111-1. Modele dziatania genéw grupy Pc-G

Zaproponowano dwa mozliwe mechanizmy inak-
tywacji ekspresji genéw przez biatka Pc-G. Pierwszy
polega na organizacji nici chromatynowej przez biatka
Pc-G w struktury wyzszego rzedu (Ryc. la) [21]. DNA
zawieratby miejsca reagujgce na biatka Pc-G (elementy
odpowiedzi — ang. Pc-G response elements, PRESs), od
ktérego rozpoczynatoby sie pakowanie chromatyny
w struktury wyzszego rzedu. Wewnatrz takiego kom-
pleksu mogtyby zostaé¢ ukryte enhancery, niedostepne
w ten sposob dla aktywujgcych czynnikéw transkryp-
cyjnych. Drugi mechanizm to tworzenie przez kom-
pleksy Pc-G przedzialtdw wewnatrzjagdrowych (Ryc.
Ib), w ktérych elementy odpowiedzi (PRE) stuzg jako
punkty zaczepienia chromatyny do biatek Pc-G. Im
wiecej DNA zawiera taki kompleks, tym mocniejsza
jest represja DNA [30, 31]. W zwigzku z tym mogta to
byéjedna z przyczyn skupienia genéw homeotycznych
w duzych blokach (kompleksach) podczas ewolucji.
Stabilna represja tych genow jest najtatwiejsza do
osiggniecia wtedy, gdy ich organizacja chromosomo-
wa pozwala na zbudowanie duzych komplekséw re-
presyjnych [21].

IV. Grupa genow trithorax (trx-G) —
aktywatorow ekspresji genéw

Druga grupe genow biorgcych udziat w regulacji
genow homeotycznych jest grupa trithorax (trx-G)
[44]. Produkty genowe przedstawicieli tej grupy sag
zdolne do aktywacji gendéw rozwojowych poprzez
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ni¢ chromatyny I\ aktywator
O kompleks Pc-G enhancer
element odpowiedzi O inhibicja

.na Pc-G
Ryc. 1 Dwa modele dziatania Pc-G na chromatyne [21]

przeciwdziatanie represji wywotanej przez kompleksy
Pc-G, nukleosomy iinne czynniki dziatajgce w trans na
poziomie chromatyny. Mutacje w genach trx-G ob-
nizajg ekspresje gené6w homeotycznych podczas péz-
niejszych etapow rozwoju. Niektére z tych gendw sg
supresorami mutacji w genach Pc-G, lecz w przeciwien-
stwie do tych ostatnich nie tworzg wspotdziatajgcych
kompleks6w, za$ ich oczyszczone produkty moga
(przynajmniej w niektérych przypadkach) wigzac sie
do DNA in vitro [46]. Biatka tej grupy sg heterogenne
pod wzgledem sekwencji, struktury oraz miejscaizape-
wne mechanizmu dziatania. Sposrdd poznanych do tej
pory przeszto 18 przedstawicieli grupy [44,47] doktad-
niej poznano trzy geny iich produkty. Sg to: trithorax
(trx) [40, 48], brahma [49, 50] i trithorax-like (tri),
ktorego produkt zwany jest tez czynnikiem GAGA
[51] (Tab. 2).

brahma jest niezbednym genem Drosophila — mu-
tanty homozygotyczne brahma ging pod koniec
embriogenezy [53]. Mutacje w brahma sg supresorami
transformacji spowodowanych przez mutacje w ge-
nach Polycomb. Biatko brahma wykazuje uderzajgce
podobienstwo do drozdzowego aktywatora trans-
krypcyjnego Snf2/Sm2, znanego rowniez jako GAM1
i TYE3 [54]. U drozdzy Snf2/Swi2 jest czynnikiem
koniecznym do transkrypcji wielu regulowanych ge-
néw. Snf2/Swi2 nie wigze sie bezposrednio do DNA,
lecz taczy sie z biatkami Swil, Swi3, Snf5, Snfo
i piecioma innymi, tworzgc ogromny kompleks biat-
kowy o masie 2 MDa zaangazowany w aktywacje

241



Tabela 2.

Konserwowane domeny w biatkach grupy trithorax i ich homologi [4],

Biatko Motyw biatkowy
trithorax (trx) domena SET
palce PHD
brahma (brm) bromodomena,

DNA-zatezna ATPaza,

helikaza
E(var)3-93D

trithorax-like (tri)/czynnik
GAGA cynkowy

transkrypcyjng [50]. Podobienstwo biatek brahma
i Swi2 jest najwieksze w dwu regionach; pierwszym
z nich jest domena ATPazy zaleznej od DNA (500
aminokwaséw), za$ drugim motyw tak zwanej bromo-
domeny (77 aminokwasow), wystepujacy czesto w eu-
kariotycznych biatkach regulatorowych [4,'50]. Przy-
puszcza sie, ze elementy te mogg bra¢ udziat w roz-
bijaniu struktur nukleosomowych i wspomagac
czynniki i aktywatory transkrypcyjne w wigzaniu do
odpowiednich elementow DNA (na przykiad wig-
zanie aktywatoréw transkrypcyjnych GAL4-VP16
i GAL4-AH) [55, 56]. Ludzki homolog genu brahma,
BRG1, bierze rowniez udziat w kontroli cyklu komor-
kowego poprzez tworzenie kompleksow z biatkiem
retinoblastoma; odgrywa takze role w integracji prowi-
ruséw [57],

Czynnik GAGA jest aktywatorem transkrypcji wig-
zacym sie do miejsc w DNA bogatych w powtérzenia
(GA)n [46]. Czynnik ten kodowany jest przez gen
z grupy trx-G, trithorax-like (tri), i ma 519 amino-
kwaséw [51]. Mutacje w genie tri prowadzg do
transformacji homeotycznych przypominajacych mu-
tacje w genach homeotycznych Abd-B i Ubx (na
przyktad powiekszenie przedzmianek i przeksztatcenie
segmentéw odwiloka), czyli prowadza do obnizenia
ekspresji tych genéw homeotycznych. Stwierdzono, ze
in vitro czynnik GAGA wiaze sie¢ do DNA w poblizu
promotorowego bloku TATA, a nastepnie wykorzy-
stujgc energie w postaci ATP, usuwa nukleosomy
umozliwiajgc w ten sposob wigzanie sie polimerazy Il
RNA i czynnika transkrypcyjnego TFIID [58, 59].
Ponadto czynnik GAGA przeciwdziata represji trans-
krypcyjnej bedacej rezultatem dziatania histonu H1 [59].

Gen trithorax (trx) koduje co najmniej dwie izofor-
my biatkowe — trxl o masie 368 kDa i trxIl o masie
404 kDa, z ktorych obie przechodza ztozony proces
obrobki proteolitycznej [44, 48]. Biatka trx zawierajg
region bogaty w cysteiny, potozony w centralnej czesci
biatka i zdolny do tworzenia palcow cynkowych [21,
44]. Mimo to nieudowodniono bezposredniego wigza-
niatrx do DNA. W trx wystepuje réwniez drugi motyw
biatkowy, potozony blisko jego C-konca i wspolny dla
wielu biatek Drosophila, w tym dla Enhancer of zeste,
przedstawiciela grupy Pc-G. trx wiaze sie do chromo-
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motyw tramtrack

Homologi
Htrx-1, (HRX, MLL, ALL-1)
(cztowiek/mysz)

Swi2/Snf2 (drozdze)
brgl (mysz/cztowiek)
Hbrm (cztowiek)

motyw tramtrack, palec -

somo6w politenicznych w 16 roznych miejscach. Miejs-
ca te w duzym stopniu pokrywaja sie z miejscami
wigzania biatka Pc-G (na przyktad E(z) [48]). Wskazu-
je to na podobienstwa w mechanizmie dziatania biatek
obu tych grup. U Drosophila zarodki i doroste owady
z mutacjg trx wykazujg transformacje homeotyczne
podobne do obserwowanych w mutantach Sex combs
reduced (Ser), Ubx, Antennapedia (Antp), Abdominal-A
i Abdominal-B. Swiadczy to, ze trx jest konieczny do
normalnej ekspresji tych genéw, nalezagcych do kom-
pleks6w ANT-C i BX-C [60]. Niezwykle ciekawe jest
dziatanie ludzkiego homologu trx, ALL1 (MLL,
HRX). Gen MLL-1 (z ang. mixed-lineage leukaemia)
potozony jest na chromosomie 11, za$ jego rearanzacje
(gtdwnie typu translokacji) prowadza do onkogenezy
i powstawania biataczek u dzieci [61]. Gen HRX
(MLL) jest niezwykle dtugi (okoto 100 kb), zawiera
przynajmniej 21 eksondéw, za$ jego produkt, biatko
0 dtugosci 3910 aminokwaséw, ma trzy regiony homo-
logii z trithorax Drosophila. Ocenia sie, ze 75% ostrych
biataczek niemowlecych zwigzanych jest z rearanzacjg
genu HRX (lokus 11g23) [61, 62]. Heterozygotyczne
mutacje w genie M LL u myszy prowadzg natomiast do
zahamowania wzrostu, transformacji homeotycznych
szkieletu osiowego i deformacji mostka [63]. Brak
MLL (-/-) jest embrionalnie letalny. Dysrupcja jednej
kopii genu (MLL +/-) powodowata przesuniecie gra-
nic ekspresji genéw homeotycznych Hoxa-7 i Hoxa-9
ku tytowi ciata, ale aktywnos$¢ tych genéw homeotycz-
nych byta zniesiona w zarodkach MLL(-/-). Tak wiec
homolog genu trithorax jest konieczny do okre$lenia
tozsamosci segmentow ciata i do kontroli ekspresji
genow Hox.

Mechanizmy dziatania przedstawicieli grupy trx-G
sg zréznicowane. Postuluje sie [21], ze biatka trx-G
tworzg kaskade regulacyjng — czynniki brahma
1Tri/lGAGA mogtyby rozluznia¢ strukture chromatyny
z naktadem energii, a trx bylby czynnikiem ,kot-
wiczacym” na poziomie DNA, koniecznym do prze-
ciwdziatania represyjnym biatkom Pc-G. Waznym
mechanizmem dziatania trx-G moze by¢ ponadto
wypetlanie DNA, dzieki czemu odlegte enhancery
lokujg sie blisko miejsc promotorowych [44] i wzmac-
niajg transkrypcije.
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V. Podsumowanie

Oméwione prace dowodzg, ze regulacja ekspresji
genoéw rozwojowych obejmuje nie tylko oddziatywanie
biatek z DNA, ale odbyw? sie w jadrze réwniez na
innych poziomach. W miare poznawania sktadnikéw
kompleksow regulacyjnych bedzie mozna wyjasnic¢
wjaki sposéb stan transkrypcyjny gendéw utrzymywa-
ny jest stabilnie przez wiele podziatéw komérkowych.
Jest niemal pewne, ze w procesach tych struktura
chromatyny odgrywa istotng i trudng do przecenienia
role.

Podziekowanie.

Chciatbym podziekowa¢ panu profesorowi dr hab. An-
drzejowi Jerzmanowskiemu za wnikliwe i pomocne uwagi
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Kinazy MAP 1 ich rola w regulacji poziomu, sktadu

podjednostkowego oraz stopnia fosforylacji czynnika
transkrypcyjnego AP-1
Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) — their role in

regulation of protein level, subunit composition and degree of
phosphorylation of the transcription factor AP-1

IRENEUSZ W. BIEDERMANN™*
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Il.  Ogolny schemat kaskady MAPK

Il.  Kaskady MAPK wystepujgce u kregowcow

IV. Réznicowy wplyw czynnikow zewnatrzkomérkowych
na aktywnos$¢ poszczegolnych kaskad MAPK

V. Mechanizmy aktywujace kaskady MAPK

VI. Czynniki transkrypcyjne jako substraty kinaz MAP

VII. Regulacja aktywnosci czynnika transkrypcyjnego AP-1
jako efekt wspotdziatania réznych kaskad MAPK

VIII. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: MAPK, kinaza MAP — kina-
za biatkowa aktywowana przez czynniki mitogenne, MKP
— fosfataza kinazy MAP; MAPKK — kinaza kinazy MAP
(kinaza aktywujgca kinaze MAP); MAP3K — kinaza kinazy
aktywujacej kinaze MAP; MAP4K — kinaza kinazy kinazy
aktywujacej kinaze MAP; MAPKAPK — kinaza biatkowa
aktywowana przez kinaze MAP; ERK — kinaza regulowana
przez sygnaty zewnatrzkomoérkowe (ang. Extracellular-sig-
nal Regulated Kinase), dawniej okre$lana jako kinaza MAP;
MEK — kinaza aktywujgca ERK; Raf— kinaza aktywujgca
MEK; PKC — kinaza biatkowa C; AP-1 czynnik transkryp-
cyjny AP-1 (ang. Activator Protein-1), dimer biatek Fos i Jun;
JNK — kinaza biatka c-Jun (ang. c-Jun N-terminal Kinase);
SAPK —kinaza biatkowa aktywowana przez stres, synonim
dla JNK; JNKK, SEK — kinaza aktywujgca JNK; MEKK
— kinaza aktywujgca JNKK, dawniej uwazana za kinaze
aktywujacg MEK; FRK — kinaza biatka c-Fos (ang. c-Fos
Regulating Kinase); p38/RK — kinaza reaktywujaca MAP-
KAP kinaze-2, (ang. Reactivating Kinase); RKK — kinaza
aktywujaca p38/RK; GTP — tréjfosforan guanozyny; Ras,
Racl, Cdc42, RhoA — niskoczasteczkowe GTP-azy (nisko-
czasteczkowe biatka wigzace GTP, niskoczgsteczkowe biat-
ka G); PAK —kinaza aktywowana przez biatka Racl i Cdc42
(ang. p21-Cdc42/Rac-activated kinase); SRF — czynnik
transkrypcyjny (ang. Serum Responce Factor) uczestniczacy
w regulacji genu c-fos; TCF — czynnik transkrypcyjny (ang.
Ternary Complex Factor) uczestniczacy w regulacji genu
c-fos; ATF2 — czynnik transkrypcyjny uczestniczacy w regu-
lacji genu c-jun.
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. Wstep

Funkcjonalnym wyréznikiem aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego AP-1 jest zdolnos$¢ do specyficznego
wigzania sie z sekwencjg TGA(C/G)TCA, przy czym
— o ile sekwencja ta wystepuje w regionie promotoro-
wym jakiego$ genu — zwigzanie sie z nig czynnika
transkrypcyjnego AP-1 moze prowadzi¢ do wzmozo-
nej ekspresji produktu tego genu. Nalezy zauwazy¢, ze
termin ,czynnik transkrypcyjny AP-1” jest uzywany
jako zbiorowe okreslenie homo- i heterodimerow
biatek rodziny Jun (c-Jun, Jun B, Jun D), oraz hetero-
dimerdw biatek Jun z biatkami rodziny Fos (c-Fos, Fos
B, Fra-1 i Fra-2). Istotng cechg genow kodujacych
biatka rodzin Jun i Fos, pozwalajaca zaliczy¢ te geny
do tzw. grupy genéw odpowiedzi wczesnej (ang. Im-
mediate Early Genes, IEG), jest to, ze aktywacja
transkrypcji tych gendéw nie wymaga uprzedniej bio-
syntezy biatka [1, 2].

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego AP-1, czy to
poprzez de novo synteze jego skiadnikow, czy tez
poprzez fosforylacje uprzednio istniejgcych, nastepuje
wskutek zadziatania na komdrke wielu r6znych czyn-
nikéw (hormony, neuroprzekazniki, czynniki wzros-
towe, cytokiny, czynniki rakotwércze, szok osmotycz-
ny, inne) i posredniczy w réznorodnej, adekwatnej do
dziatajacego czynnika, odpowiedzi komorki (réznico-
wanie, proliferacja, transformacja nowotworowa, apo-
ptoza, inne). Chociaz wobec duzej liczby mozliwych
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wariantdw czynnika AP-1 nie powinno dziwi¢, ze
czynnik ten uczestniczy w tak réznorodnych reakcjach
komorek, to jednak wyjasnienia wymaga mechanizm,
dzieki ktéremu dziatajace czynniki zewnetrzne deter-
minujg poziom, sktad podjednostkowy i stopien ufos-
forylowania czynnika AP-1.

Do odpowiedzi na postawione wyzej wazne i cieka-
we pytanie zblizyto nas niewatpliwie odkrycie w ostat-
nich latach nowych kinaz biatkowych [3-6], nalezg-
cych do grupy tzw. kinaz aktywowanych przez czyn-
niki mitogenne (kinazy MAP, MAPK). Kinazy MAP
sg kluczowym ogniwem taricucha kolejno aktywowa-
nych kinaz biatkowych, tworzgcego kaskade fosforyla-
cji, zwang kaskadg MAPK. Ta ostatnia uwazana jest
za wspolny dla kregowcoéw, drozdzy i innych organiz-
mow eukariotycznych podstawowy mechanizm sprze-
gajacy zachodzacg na poziomie btony komorkowej
pierwotng reakcje komorki na dziatanie czynnikow
zewnetrznych z wiasciwg, czesto wymagajacg zmiany
poziomu ekspresji odpowiednich genéw, odpowiedzig
komorki na dany bodziec [3, 4],

Dla omawianych tutaj zagadnien szczegolne znacze-
nie ma fakt, ze dwie z trzech nowoodkrytych kinaz
MAP, a mianowicie JNK (ang. c-Jun N-terminal
Kinase, [5] i FRK (ang. Fos Regulatin Kinase, [6]
bezposrednio fosforylujg skitadniki czynnika AP-1.
W arto réwniez nadmienié¢, ze dotychczas znana kinaza
MAP, okre$lana ostatnio jako ERK (ang. Extracel-
lular-signal Regulated Kinase), najprawdopodobniej
uczestniczy w aktywacji czynnika AP-1 [4] oraz, ze
udziat kolejnej kinazy MAP w tym procesie jest
postulowany [7].

Zasygnalizowane powyzej fakty jasno sugerujg, ze
pytanie o mechanizm modulowania aktywnosci czyn-
nika transkrypcyjnego AP-1 poprzez dziatajace na
komérke czynniki zewnetrzne mozna rozhi¢ na dwie
czesci, mianowicie: (i)jak czynniki zewnetrzne wptywa-
ja na aktywnos$¢ poszczegdlnych kinaz MAP, oraz (ii)
jak rézne kinazy MAP modulujg poziom, sktad pod-
jednostkowy i stopien fosforylacji czynnika transkryp-
cyjnego AP-1. Celem niniejszego artykutu jest, poprze-
dzona skrotowga charakterystyka omawianych kinaz
MAP i odpowiadajgcych im kaskad MAPK, préba
odpowiedzi na tak sformutowane pytania.

Il. Ogolny schemat kaskady MAPK

Sktadnikami wystepujgcymi we wszystkich znanych
obecnie wariantach kaskady MAPK, zar6wno u kre-
gowcow jak i u drozdzy, sg: (i) kinaza MAP (MAPK,
ang. Mitogen-Activated Protein Kinase), (ii) kinaza
aktywujaca kinaze MAP, okres$lana jako MAPKK
(ang. MAP Kinase Kinase), oraz (iii) kinaza kinazy
aktywujacej kinaze MAP, okre$lana jako MAPKKK
lub MAP3K (ang. MAP Kinase Kinase Kinase). Ta
ostatnia kinaza, podobnie jak dwie poprzednie, moze
by¢ aktywowana przez fosforylacje, z tym, ze funkcje
odpowiedzialnej za ten proces kinazy, okreslanej cza-
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sami jako MAP4K, mogg w poszczegblnych realizac-
jach kaskady MAPK petni¢ rozne, aktywowane przez
receptory btonowe, kinazy biatkowe, w szczegdlnosci
kinaza biatkowa C, kinazy tyrozynowe, czy tez blizej
nieokreslone kinazy aktywowane przy wspétudziale
biatek wigzacych GTP [3, 4, 8]. Nalezy tutaj podkres-
li¢, ze mechanizmy aktywacji MAP3K nie sg do konca
wyjasnione. W szczeg6lnosci wydaje sig, ze przynaj-
mniej niektére MAP3K moga by¢ aktywowane w proce-
sie nie wykorzystujacym fosforylacji (patrz rozdziat V).
O ile zarébwno MAP3K jest zwykle kinaza specyficz-
ng dla odpowiadajacej jef MAPKK, jak i MAPKK jest
kinazg specyficzng dla okreslonej kinazy MAP, o tyle
ta ostatnia moze fosforylowac rézne substraty, rowniez
inne kinazy, okreslane jako ,kinazy biatkowe ak-
tywowane przez MAPK” (MAPKAPK) i uwazane za
kolejne ogniwo kaskady MAPK. Istotng grupg sub-
stratdw kinaz M AP stanowig czynniki transkrypcyjne
[3-6, 8], fosforylowane in vivo po przemieszczeniu sie
kinazy MAP do jgdra komorkowego [9].
Omowione powyzej relacje miedzy kinazami i ich
substratami zilustrowano na rycinie 1. Jak widag,

& (MAP4K)

_ MAP3K
MAPKK

v ZoEE . MAPK

4 p A

| .
ezynniki
;,éj

Ryc. 1 Aktywacja kaskady MAPK jako podstawowy mechanizm

umozliwiajacy modulacje aktywnosci czynnikow transkryp-
cyjnych w odpowiedzi na pobudzenie receptoréw btono-
wych.
Poza przedstawiong tutaj aktywacja MAP3K poprzez fos-
forylacje obecnie znane sg inne, prawdopodobnie niezalezne
od fosforylacji, mechanizmy aktywacji tej kinazy. Ufos-
forylowana kinaza MAP moze fosforylowaé substraty cyto-
plazmatyczne, lub — po przemieszczeniu sie do jadra
komérkowego — substraty jadrowe, gtdwnie czynniki trans-
krypcyjne. Kinazy poziomu MAP4K i MAPKAPK nie
wystepuja (lub tez nie zostaty dotychczas zidentyfikowane)
w czeéci obecnie znanych kaskad MAPK. Stosowane skroty
uwzgledniono w wykazie pod spisem tresci.

substraty
cytoplazmatyczne S
transkrypcyjne
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Ryc. 2 Regulacja aktywnos$ci kinazy MAP (MAPK) przez kinaze

aktywujaca kinaze MAP (MAPKK) i fosfataze kinazy MAP
(MKP).
Zaktywowana (ufosforylowana przez MAPKK) kinaza
MAP (MAPK) po przemieszczeniu sie do jadra komor-
kowego fosforyluje czynniki transkrypcyjne (Cz. tr.) zwiaza-
ne ze specyficznymi sekwencjami w rejonie promotorowym
genu fosfatazy kinazy MAP (MKP). Prowadzi to do syntezy
de novo MKP. Nowopowstata fosfataza poprzez defos-
forylacje inaktywuje MAPK. Inhibitory translacji przerywa-
jac widoczng tutaj petle sprzezenia zwrotnego prowadzg do
nagromadzenia mRNA bedacego produktem transkrypcji
genu MKP i innych genéw odpowiedzi wczesnej (ang.
Immediate Early Genes, 1EG). Opracowano wg [4, 11, 57].
Nie mozna wykluczy¢ udziatu innych fosfataz biatkowych
w regulacji MAPK [10].

przedstawiony tam schemat pokazuje jak docierajgcy
do biony komédrkowej sygnat aktywujac kaskade
MAPK, uruchamia zalezne od niej procesy. Na sche-
macie tym nie pokazano natomiast, poznanego w zna-
cznie mniejszym stopniu, mechanizmu wy#gczajgcego
kaskade MAPK. Wydaje sie, ze pewng role moga
odgrywac tutaj fosfatazy biatkowe takie jak fosfataza
PP-2A i fosfataza tyrozynowa [10]. Istniejg tez dane
wskazujgce, ze istotnym skladnikiem tego mechaniz-
mu jest specyficzna dla kinazy M AP fosfataza (MKP,
ang. MAP Kinase Phosphatase) [11], kodowana przez
jeden z genéw odpowiedzi wczesnej [4]. Tak wiec (Ryc. 2)
kinaza MAP, aktywujac poprzez fosforylacje czyn-
nikdw transkrypcyjnych, transkrypcje genéw odpo-
wiedzi wczesnej, uruchamia jednoczes$nie petle ujem-
nego sprzezenia zwrotnego prowadzacg do jej dezak-
tywacji poprzez defosforylacje w wyniku aktywnosci
zsyntetyzowanej de novo fosfatazy kinazy MAP.
W chwili obecnej nie sg dostatecznie poznane mechani-
zmy prowadzgce do wytgczenia kaskady MAPK na
poziomie MAPKK czy MAP3K.

Opisany tutaj ogdélny schemat kaskady M APK jest,
z niewielkimi modyfikacjami, wspélny dla wszystkich
obecnie znanych kinaz MAP. Kinazy te wykazujg
takze znaczne podobiefistwa strukturalne i funkcjonal-
ne. W szczegdlnosci nalezy odnotowad, ze (i) wszystkie
kinazy MAP sg aktywowane poprzez jednoczesng
fosforylacje reszty treoniny i tyrozyny oraz (ii) wszyst-
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kie kinazy MAP fosforylujg w substratach reszty
seryny lub treoniny wystepujagce w bezposrednim
sgsiedztwie reszty proliny (ang. proline-directed kina-
ses) [3].

I11. Kaskady MAPK wystepujace u kregow-
cow

Przewazajagca wiekszos¢ badan nad kaskadami
MAPK prowadzona jest na dwéch doswiadczalnych
uktadach modelowych: drozdzach i hodowanych in
vitro komorkach zwierzecych (zwilaszcza ssaczych).
Poniewaz znaczna cze$¢ wynikéw, dotyczacych regu-
lacji aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego AP-1,
pochodzi réwniez z badan wykorzystujgcych ten osta-
tni model, ogranicze sie w tym opracowaniu do
bardziej szczegdétowego omowienia czterech gtdwnych
klas kinaz M AP wystepujacych u kregowcow. O trzech
znich wspomniano we wstepie do tego artykutu (ERK,
JNK, FRK), czwarta okre$lana bywa najczesciej jako
p38/RK.

Pierwsza z wymienionych kinaz, ERK, wystepuje
w dwoch izoformach: ERKI (44 kDa) i ERK2 (42 kDa)
[12]. Warto odnotowaé, ze kinaze te pierwotnie otrzy-
mano ze stymulowanych insuling adypocytéw i na
podstawie oznaczanej in vitro specyficznosci substrato-
wej nazwano kinazg biatka MAP-2 (ang. Microtubule-
Associated Protein-2 kinase) [13]. P6zniej nazwe tej
kinazy zmieniono na MAPK (ang. Mitogen-Activated
Protein Kinase), i to okreslenie, chociaz zalecane jest
obecnie dla catej rodziny kinaz MAP, bywa uzywane
jako synonim ERK [8].

Pod réznymi nazwami wystepuje réwniez JNK.
Mianowicie, wystepujgce w komorkach cziowieka
izoformy tej kinazy okresla sie jako JNK1 (46 kDa)
i INK2 (55 kDa) [5, 14-16], a izozymy wystepujgce
u szczura oznacza sie jako SAPKa (55 kDa, ang.
Stress-Activated Protein Kinase), SAPK(3 (55 kDa)
oraz SAPKy (45 kDa) [17].

Kolejna kinaza, odkryta we wrzesniu 1994 r. FRK
(88 kDa) jest jeszcze stosunkowo mato poznana
i — jako jedyna z omawianych tutaj kinaz MAP
— nie zostata dotychczas sklonowana [6].

Ostatnia z omawianych tutaj kinaz, p38/RK, zostata
zidentyfikowana jako wystepujacy u ssakdw homolog
drozdzowej kinazy MAP, okre$lanej jako HOG1
(High-Osmolarity Glycerol response 1) [18, 19]. Nieza-
leznie opisano ten enzym jako kinaze zdolng do
reaktywacji zdefosforylowanej in vitro MAPKAP Kki-
nazy-2 (ang. Reactivating Kinase, RK) [20].

Wyzej wspomniano, ze aktywacja kinaz MAP za-
chodzi poprzez jednoczesng fosforylacje reszty treoni-
ny i tyrozyny. Reszty te, wraz z rozdzielajagcym je
pojedynczym aminokwasem, tworzg tak zwane miejs-
ce podwdjnej fosforylacji. Odpowiadajgcag temu miejs-
cu sekwencjg jest Thr-Glu-Tyr (TEY) w ERK [12],
Thr-Pro-Tyr (TPY) w INK [14-17] oraz Thr-Gly-Tyr
(TGY) w p38/RK [18]. Te rézne warianty miejsca
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podwdjnej fosforylacji rozpoznawane sg przez specyfi-
czne kinazy aktywujace kinazy MAP (MAPKK). Sag
nimi, odpowiednio, MEK [21], INKK [22] (zwana tez
SEK [23, 24]) i RKK [20],

Znane sg dwa izozymy MEK [21], okre$lane jako
MEK1 (44 kDa) i MEK2 (45 kDa) lub tez jako MKK1
i MKK2. Scharakteryzowano tez dwie dalsze
MAPKK-MKK3 i MKK4 [25]. Pierwsza z tych kinaz
aktywuje specyficznie p38/RK i przypuszczalnie jest
izozymem RKK. Druga kinaza (MKK4) aktywuje
zar6wno JNK jak i p38/RK, ale pomimo tego uwazana
jest za izozym JNKK.

Jak sie przypuszcza kinazy aktywujgce kinazy MAP
(MAPKK) sg rowniez aktywowane poprzez podwdjng
fosforylacje, zachodzacg w tym przypadku w obrebie
sekwencji ztozonej z dwdch reszt seryny i/lub treoniny
rozdzielonych trzema innymi aminokwasami [26].
Kinazg odpowiedzialng za aktywacje MEK (poprzez
fosforylacje w obrebie sekwencji Ser-Met-Ala-Asn-Ser,
SMANS) jest biatko Raf-1 [27, 28], analogiczng funk-
cje w kaskadzie JNK petni, przypisywane poczatkowo
do kaskady ERK, biatko MEKK [24, 29]. Przypusz-
cza sieg, ze ktory$ z czterech znanych izozyméw MEKK
petni funkcje MAP3K w kaskadzie p38/RK [3, 8].
Obecnie nie sa znane biatka poziomu MAPKK
i MAP3K kaskady FRK.

Dwie z omawianych kaskad, ERK i p38/RK, sg
rozszerzone o kinaze biatkowg aktywowang przez
MAPK, odpowiednio MAPKAPK-1 [30] i MAP-
KAPK-2 [20, 30]. Pierwsza z tych kinaz, opisana
pierwotnie jako kinaza fosforylujgca rybosomalne
biatko S6, okreslana jest czesto jako RSK [31].

Opisana w Kkilku ostatnich akapitach organizacja
wystepujacych u kregowcéw wersji kaskady MAPK
zostata podsumowana w tabeli 1. Nalezy zaznaczy¢, ze
w najblizszym czasie lista znanych kinaz MAP i od-
powiadajacych im kaskad M APK zostanie prawdopo-
dobnie rozszerzona o nowych przedstawicieli.

Powyzszy zarys obejmuje niezbedne minimum in-
formacji o kaskadach MAPK. Wiecej szczegétow
zainteresowany Czytelnik znajdzie w poswieconych

Tabela 1.
Obecnie znane kaskady MAPK wystepujace u kregowcow

Kaskada ERK

Kaskada JNK

kaskadom MAPK pracach przeglagdowych [3, 4, 8].
Pominiete tutaj zupeinie kaskady MAPK drozdzy
omoéwiono w [32].

IV. RoOznicowy wplyw czynnikow zewnatrz-
komorkowych na aktywno$¢ poszczegol-
nych kaskad MAPK

Kilkukrotny, czasami nawet kilkudziesigciokrotny,
wzrost aktywnosci kinaz MAP mozna zaobserwowac
juz w kilkanascie sekund po zadziataniu na komorki
wielu réznych czynnikow. Niektdére z tych czynnikow,
przyktadowo szok osmotyczny [7, 18], prowadza
zwykle do aktywacji wszystkich badanych kinaz MAP;
inne — jak naskorkowy czynnik wzrostowy (EGF)
— wykazujg efekt zalezny od rodzaju stosowanych
w badaniach komorek [5]. Znane sg tez czynniki
aktywujace stosunkowo selektywnie wybrane kinazy
MAP. Jednakze, poniewaz JNKK (MKK4) moze
fosforylowaé zaréwno JNK, jak i p38/RK, nie powinno
dziwi¢, ze czynniki wywotujgce wzrost aktywnosci INK
pobudzajg réwniez w pewnym stopniu p38/RK [25].

Z omawianych kinaz jedynie ERK reaguje znacz-
nym wzrostem aktywnosci na potraktowanie komaorek
znanym aktywatorem kinazy biatkowej C (PKC) — es-
trami forbolu [17,18]. Z kolei ponad 30-krotny wzrost
aktywnosci JNK obserwuje sie w komorkach pod-
danych dziataniu krétkofalowego promieniowania ul-
trafioletowego. W tych samych warunkach praktycz-
nie nie obserwuje sie zmiany aktywnosci ERK, nato-
miast widoczny jest kilkukrotny wzrost aktywnosci
p38/RK [5, 7]. Do podobnych wynikéw prowadzi
potraktowanie komorek kwasem okadajowym lub
anizomycyng [5, 33]. Pierwsza z tych substancji jest
znanym inhibitorem fosfataz biatkowych PP1 i PP2A,
druga roéwnie znanym inhibitorem translacji. Jest
ciekawe, ze juz przy stezeniach anizomycyny nie
wystarczajgcych do petnego zahamowania translaciji,
obserwuje sie wyrazny wzrost aktywnosci JNK [33].

Wazng grupe substancji aktywujgcych kinazy M AP
stanowia, dziatajgce za posrednictwem swoistych rece-

Kaskada p38/RK Kaskada FRK

MAP3K Raf [27, 28] MEKK [24, 29] ? ?
Raf-1 (70-75 kDa) 4 izoformy
MAPKK MEK [21] INKK (SEK) [22-25] RKK [20, 25] ?
MEK1 (44 kDa, MKK1) INKK RKK
MEK?2 (45 kDa, MKK2) SEK1 MKK3
MKK4 MKK4 (?)
MAPK ERK [8, 12, 13] INK (SAPK) [5, 14-17] p38/RK [18-20] FRK [6]
ERKI (44 kDa) INK1 (46 kDa) p38 (RK, Mpk2) FRK (88 kDa)
ERK2 (42 kDa) INK?2 (55 kDa)
SAPKa (55 kDa)
SAPK(3 (55 kDa)
SAPKYy (45 kDa)
MAPKAPK MAPKAPK-1 (RSK) [30, 31] - MAPKAPK-2 [20, 30] -
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ptoréw btonowych hormony [13], neuroprzekazniki
[34], czynniki wzrostowe i cytokiny.

Aktywacje INK i p38/RK obserwowano w komor-
kach traktowanych, zaliczang do cytokin, interleuki-
ng-1 [14, 17]. Bardziej selektywng aktywacje p38/RK
wywotuje, dziatajgca za posrednictwem specyficznego
receptora, endotoksyna bakteryjna (lipopolisacharyd,
LPS) [18].

Stosunkowo niewiele wiadomo o czynnikach wpty-
wajacych na aktywno$¢ FRK. Aktywno$¢ tego en-
zymu nie zmienia sie w komdérkach poddanych dziata-
niu promieniowania ultrafioletowego, czy tez potrak-
towanych estrami forbolu, natomiast kilkukrotnie
wzrasta w komorkach traktowanych EGF [6]. Ten
ostatni czynnik w wiekszosci badanych komorek wy-
wotuje takze wzrost aktywnosci zarowno ERK, jak tez
— chociaz zwykle w mniejszym stopniu — JNK [5,
33]. Z odwrotng sytuacja, czyli silnym wzrostem
aktywnosci JINK a stabym ERK, mamy do czynienia
w komorkach traktowanych, zaliczanym do cytoklin,
czynnikiem martwicy nowotworéw (TNF, ang. Tumor
Necrosis Factor) [15, 17].

Chociaz obecnie uwaza sie, ze kinazy MAP posred-
niczag w odpowiedzi komo6rki na wigkszo$¢ czynnikéw
zewnatrzkomorkowych, to jednak powyzsze omdwie-
nie wilasciwie wyczerpuje liste czynnikéw, ktérych
wpltyw na aktywnos$¢ roéznych kinaz MAP poréw-
nywano. Przyczyng tego stanu rzeczy jest to, ze w ciggu
niespetna dwoch lat, ktdre uptynety od odkrycia
nowych kinaz MAP, gtdwny wysitek badaczy zostat
skoncentrowany na probach ustalenia mechanizmu
wigzacego aktywacje réznych receptoréw btonowych
z poszczegOlnymi kaskadami MAP. Przejdziemy teraz
do omowienia wynikdéw tych badan.

V. Mechanizmy aktywujgce kaskady MAPK

Do niedawna jedynym stosunkowo dobrze pozna-
nym byt mechanizm prowadzacy do aktywacji kas-
kady ERK. Pod koniec czerwca 1995 r. ukazaty sie
dwie prace [35, 36] wyznaczajgce gtowne zarysy
mechanizmu aktywujgcego kaskade JNK. Nadal nie-
wiele wiadomo o mechanizmach aktywujgcych kas-
kady p38/RK i FRK.

Wyzej wspomniano, ze do aktywacji kaskady ERK
dochodzi wkomaorkach traktowanych estrami forbolu,
co wskazuje na udziat w tym procesie kinazy biatkowej
C. Faktycznie wykazano, ze kinaza biatkowa C, zarow-
no in vitro jak in vivo, jest zdolna do aktywacji biatka
Raf-1 poprzez bezposrednig fosforylacje [37].

Jest rzeczg ciekawa, ze opisano drugi, niezalezny od
kinazy biatkowej C, mechanizm prowadzacy do ak-
tywacji biatka Raf-1, a tym samym do ,wikgczenia”
kaskady ERK. Mechanizmem ten posredniczy w ak-
tywacji kaskady ERK przez czynniki wzrostowe dzia-
tajace poprzez receptory wykazujgce aktywnosé kina-
zy tyrozynowej.

Gtdbwnym ogniwem omawianego mechanizmu sg
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biatka rodziny Ras, ktére wraz z biatkami rodzin Rab,
Arf i Rho tworzg nadrodzine biatek Ras [38, 39].
Wszystkie one zaliczane sg do tak zwanych niskoczgs-
teczkowych biatek wigzacych GTP, okreslanych tez
mianem niskoczasteczkowych biatek G. Jak wiadomo
biatka G wystepujg w formie nieaktywnej — zwigzanej
z GDP, i w formie aktywnej — zwigzanej z GTP.
Aktywacje biatek G, zachodzacg poprzez wymiane
zwigzanego z nimi GDP, na GTP, katalizuja specyfi-
czne biatka okre$lane jako ,biatka wymieniajgce nu-
kleotydy” (ang. nucleotide exchange protein). Inak-
tywacja biatek G jest wynikiem hydrolizy GTP, za-
chodzacej dzieki wykazywanej przez biatka G aktyw-
nosci GTP-azy. Proces ten zachodzi przy wspétudziale
specyficznych biatek okreSlanych jako GAP (ang.
GTP-ase Activator Protein).

Zgodnie z obecnie panujagcymi pogladami [40-42],
aktywacja kaskady ERK przez receptory czynnikow
wzrostowych obejmuje nastepujgcg sekwencje zda-
rzen: (i) zwigzanie liganda z receptorem prowadzi do
aktywacji kinazy tyrozynowej receptora, (ii) wskutek
autofosforylacji receptor uzyskuje zdoIno$¢ do wigza-
nia ,adaptorowego” biatka Grb2, (iii) to ostatnie
biatko taczy sie z cytozolowym biatkiem Sos, kot-
wiczgc je przy cytoplazmatycznej powierzchni btony
komodrkowej, (iv) tutaj Sos (bedacy biatkiem wymienia-
jacym nukleotydy guanidynowe) spotyka biatko Ras,
stale zakotwiczone przy cytoplazmatycznej powierz-
chni btony, (v) biatko Ras, zaktywowane przez biatko
Sos, wigze sie z biatkiem Raf-1 (vi) wskutek bezposred-
niego oddziatywania z biatkiem Ras dochodzi w blizej
nie znany sposob do aktywacji biatka Raf-1 [43,44], co
jest rwnowazne z ,wigczeniem” kaskady ERK.

Wazng role w badaniach prowadzgcych do rozwi-
ktania wyzej om6wionego mechanizmu, a takze w ba-
daniach nad mechanizmami aktywacji innych kaskad
MAPK [6, 35, 36], odegrato wykorzystanie dwdch
réznych typéw mutacji biatek G.

Pierwszy typ obejmuje mutacje ktdre pozbawiajac
biatka G aktywnosci GTPazy prowadza do ich per-
manentnej aktywnosci. Ekspresja takiego zmutowane-
go biatka G w badanych komérkach, mozliwa w wyni-
ku transfekcji tych komorek odpowiednio skonstruo-
wanym plazmidem, jest wykorzystywana do aktywacji
procesdéw zaleznych od danego biatka G. Aktywacja
taka nie wymaga oczywiscie stymulacji komaérek czyn-
nikami zewnatrzkomdrkowymi. Warto nadmienic, ze
takie permanentnie aktywne mutanty biatek G sg
znanymi onkogenami.

Drugi typ mutacji, okre$lany jako ,dominujacy
mutant negatywny”, powoduje zwiekszone powino-
wactwo danego biatka G do GDP. Tak zmutowane
biatko nie moze zosta¢ zaktywowane przez wymiane
GDP na GTP, ale wiaze sie z biatkiem wymieniajagcym
nukleotydy guanidynowe. Dlatego tez ekspresja domi-
nujagcego mutanta negatywnego biatka G prowadzi do
wysycenia komérkowej puli odpowiedniego biatka
wymieniajgcego nukleotydy guanidynowe i tym sa-
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mym hamuje aktywacje proceséw zaleznych od obec-
nego w komorce niezmutowanego biatka G.

Wiasnie stosujgc oba wymienione typy mutantow
biatka Ras wykazano udziat tego biatka w aktywacji
FRK. Stwierdzono mianowicie, ze w komdérkach F9
(linia mysich komérek nowotworowych pochodzenia
embrionalnego) kinaza ta jest aktywowana przez eks-
presje permanentnie aktywnego mutanta biatka Ras,
natomiast w komérkach A431(linia ludzkich komorek
nowotworowych pochodzenia naskorkowego) akty-
wacja FRK przez EGF jest catkowicie znoszona przez
ekspresje dominujgcego negatywnego mutanta biatka
Ras [6].

Podobne doswiadczenia wykazaty, ze w stymulowa-
nych EGF komorkach HeLa (linia ludzkich komdérek
nowotworowych pochodzenia nabtonkowego) akty-
wacja JNK jest catkowicie znoszona przez ekspresje
dominujgcego negatywnego mutanta biatka Ras [35].
W tych samych komdrkach ekspresja tak zmutowane-
go biatka Ras nie miata za to wiekszego wplywu na
aktywacje JNK w odpowiedzi na czynnik martwicy
nowotworéw (TNF). Wskazywato to, ze biatko Ras nie
posredniczy w odpowiedzi komorek HeLa na TNF.
Ten sam zesp6t badaczy [35] wykazat dalej, ze (i)
wywotana przez EGF aktywacja JNK jest czeSciowo

RECEPTORY

Biatko G

MAP4K

MAP3K

MAPKK MEK

MAPK ERK FRK

znoszona przez ekspresje dominujgcego negatywnego
mutanta biatka Racl nalezgcego do rodziny biatek
Rho, (ii) ekspresja permanentnie aktywnego mutanta
biatka Racl, a takze innego przedstawiciela biatek
Rho, biatka Cdc42, prowadzi do aktywacji JNK, (iii)
aktywacja JNK przez ekspresje badanych biatek Rho
jest addytywna z aktywacjg wywotang przez ekspresje
permanentnie aktywnego mutanta biatka Ras, oraz (iv)
ekspresja permanentnie aktywnych biatek Racl
i Cdc42 nie aktywuje ERK. Niezaleznie [36] podobne
wyniki uzyskano w badaniach wykorzystujgcych ko-
madrki COS-7 (transformowane wirusem SV40 ko-
morki nerki malpy), przy czym dodatkowo stwier-
dzono, ze (v) ekspresja dominujgcych negatywnych
mutantéw biatlek Racl i Cdc42 czesciowo znosi ak-
tywacje JNK w komorkach stymulowanych TNF.
Ponadto obydwa zespoty stwierdzity, ze (vi) biatko
RhoA (takze nalezgce do rodziny biatek Rho) nie jest
zaangazowane w aktywacje kaskady JNK [35, 36].
Omodéwione w poprzednim akapicie wyniki wskazujg
wiec na udziat biatek rodziny Rho (Racl i Cdc 42, ale
nie RhoA) w aktywacji kaskady JNK. Jednoczes$nie
obydwa zespoty sugerujg, ze w odrdéznieniu od ak-
tywacji kaskady ERK, gdzie dochodzi do bezposred-
niej interakcji biatka Ras z biatkiem Raf, aktywacja

BLONOWE

RhoA

PAK(?)

MEKK

JNKK

i
INK

Ryc. 3 Rola niskoczasteczkowych biatek G w aktywacji znanych kaskad MAPK wystepujacych u kregowcéw. Obecnie uwaza sie, ze
niskoczasteczkowe biatka G posredniczg w aktywacji kaskad MAPK w odpowiedzi na stymulacje wiekszosci receptoréw btonowych,
aktywujac odpowiednie MAP3K bezposrednio lub za posrednictwem MAP4K. Ze wzgledu na stosowang metodyke badan (patrz
rozdziat V) powigzania miedzy réznymi receptorami a poszczegdlnymi biatkami G nie sg dokfadnie poznane i zostaly tutaj
przedstawione schematycznie jako przerywane pogrubione linie. Ciagtymi i przerywanymi liniami normalnej grubos$ci przedstawiono
(odp. gtéwne i alternatywne) drogi prowadzace do aktywacji poszczegdlnych kinaz MAP. Hipotetycznej kinazie MAP aktywowanej
przez szlak zalezny od biatka RhoA przypisuje sie pewna role w regulacji ekspresji genu c-fos (Ryc. 4). Stosowane skréty uwzgledniono

w wykazie pod spisem tresci.
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kaskady JNK nie jest wynikiem bezposrednim od-
dziatywania biatek Rho z biatkiem MEKK. Przypusz-
cza sie raczej, ze posredniczy tutaj biatko PAK [45,
46], bedace homologiem drozdzowego biatka STE20,
petnigcego funkcje MAP4K w jednej z drozdzowych
kaskad MAPK [32].

Omawiane tutaj zaleznos$ci miedzy biatkami G
a kaskadami MAPK zilustrowano na rycinie 3.
Funkcje przedstawionej tam hipotetycznej kaskady
MAPK aktywowanej przez biatko RhoA [7], beda
dyskutowane w rozdziale VII.

VI. Czynniki traskrypcyjne jako substraty
kinaz MAP

Istniejg dane wskazujace, ze ERK fosforyluje biatka
c-Fos i c-Jun, jednakze, fosforylacja ta prowadzi do
obnizenia aktywnosci czynnika transkrypcyjnego [47,
48]. Podobny efekt ma fosforylacja biatka c-Fos przez
aktywowang przez ERK kinaze, okreslang jako RSK
[47], Z kolei fosforylowanej przez RSK kinazie syn-
tetazy glikogenu (GSK-3) przypisuje sie analogiczng
funkcje wobec biatka c-Jun [49]. Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze niewiele wiadomo o znaczeniu fizjologicz-
nym omawianych w tym akapicie procesow.

Wykazano tez, ze ERK in vitro fosforyluje, nalezgce
do rodziny Fos, biatka Fra-1 i Fra-2, przy czym
fosforylacja ta zachodzi w miejscach istotnych dla
aktywacji tych czynnikéw in vivo [50]. Czynnikiem
transkrypcyjnym aktywowanym przez ERK jest, nie-
watpliwie, EIKI/TCF [51, 52]. Uwaza sie, ze czynnik
ten moze by¢ takze aktywowany przez JINK [52].

Ta ostatnia kinaza zostata odkryta jako enzym
fosforylujacy dwie reszty seryny (Ser63 i Ser73) w biat-
ku c-Jun [5, 14-17]. Wykazano, ze fosforylacja tych
reszt prowadzi do zwiekszenia aktywnos$ci biatka
c-Jun jako czynnika transkrypcyjnego. Innym czyn-
nikiem transkrypcyjnym fosforylowanym przez JNK
jest ATF-2 [53]. Réwniez w tym przypadku fosforyla-
cja czynnika transkrypcyjnego prowadzi do podniesie-
nia jego aktywnosci. Warto w tym miejscu zauwazyg,
ze wykazano iz biatka c-Jun i ATF-2 mogga tworzyc¢
heterodimer [54]. Jego role w regulacji genu c-jun
omawiamy w nastepnym rozdziale.

Jedynym obecnie znanym substratem FRK jest
biatko c-Fos. Fosforylacja tego biatka zachodzi na
reszcie treoniny (Thr232), znajdujgcej sie w pozycji
homologicznej do jednej z reszt seryny (Ser73) fos-
forylowanej w biatku c-Jun przez JNK [6].

Brak jest obecnie danych o czynnikach transkryp-
cyjnych fosforylowanych przez p38/RK.

VII. Regulacja aktywnosci czynnika trans-

krypcyjnego AP-1 jako efekt wspotdzia-
tania réznych kaskad MAPK

Przedstawione w poprzednim rozdziale dane jasno
sugeruja, ze trzy z omawianych kinaz MAP, mianowi-
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cie ERK, JNK i FRK, moga poprzez bezposrednig lub
posrednia fosforylacje biatek c-Fos i ¢c-Jun modulowaé
aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego AP-1.

Jednakze wykazano tez, ze dwie z tych kinaz (ERK
1INK) wptywajg z calg pewnoscig na poziom ekspresji
biatek c-Fos i c-Jun. Wyzej wspomniano, ze substraty
JNK, c-Juni ATF-2,tworzg dimer. Uwaza sig, ze dimer
taki zwigzany jest w regionie promotorowym genu
c-jun i odpowiada za wzmozong transkrypcje tego
genu w odpowiedzi na fosforylacje biatek c-Jun i ATF-
2 [54].

Jednym z wazniejszych elementow regulatorowych
genu c-fos jest tak zwane miejsce SRE (ang. Serum
Response Element) rozpoznawane przez specyficzny
czynnik transkrypcyjny okreslany jako SRF (ang.
Serum Responce Factor) [55]. Czynnik ten moze
wprawdzie sam aktywowac transkrypcje, jednak ak-
tywnos$c¢ jego zostaje znacznie zwiekszona po utworze-
niu kompleksu z czynnikiem okreslanym jako TCF
(ang. Ternary Complex Factor) [56]. Jak wspomniano
wyzej czynnik EIKI/TCF jest aktywowany przez ERK
i INK [51, 52].

Oczywiscie kompleks czynnikéw SRF/TCF moze
byé regulowany réwniez przez modulacje aktywnosci
czynnika SRF. Ostatnio wykazano, ze aktywacja czyn-
nika SRF w komodrkach stymulowanych wystepuja-
cym w osoczu czynnikiem mitogennym — kwasem
lizofosfatydylowym — jest zalezna od biatek G zrodzi-
ny Rho (Racl, Cdc42, a takze RhoA). Udziat w tym
procesie kolejnej, nowej kinazy MAP uwaza sie za
wysoce prawdopodobny [7].

Omdwiony tutaj wptyw kinaz M AP na regulacje
ekspresji genéw c-fos i c-jun zostat przedstawiony
schematycznie na rycinie 4. Schemat ten uwzglednia
rowniez fosforylacje biatek c-Fos i c-Jun przez FRK
i INK. Chociaz pominieto tam pozostatych przed-
stawicieli rodzin Fos i Jun (ktérych regulacja przez
kinazy M AP niejest dostatecznie poznana), ze schema-
tu tego jasno wynika, ze zarbwno poziom, jak i sktad
podjednostkowy (w tym przypadku proporcja homo-
dimeru c-Jun i heterodimeru c-Jun/c-Fos) a takze
stopien ufosforylowania czynnika transkrypcyjnego
AP-1 sg ztozong funkcja aktywnos$ci réznych kinaz
MAP.

Warto zwréci¢ uwage na jeszcze jeden ciekawy
problem. Jest oczywiste, ze fosforylacja nowopow-
statego biatka c-Jun jest mozliwa jedynie w obecnosci
aktywnej JNK. Tymczasem z por6wnania ryciny 4.1 2.
jasno wynika, ze jednocze$nie z biatkiem c-Jun syn-
tetyzowana jest fosfataza (MKP) inaktywujgca kinazy
MAP [11, 57]. Wzglednie wysoka aktywno$¢ JNK
w obecnosci MKP moze by¢ utrzymana jedynie wtedy
gdy wcigz aktywna jest kinaza aktywujgca JNK
(JNKK). Zdaje sie to wskazywac, ze dodatkowym
czynnikiem regulujacym stopien ufosforylowania no-
wopowstatych czynnikéw transkrypcyjnych moze byé
czas przez jaki utrzymywana jest aktywno$¢ odpowie-
dnich kaskad MAPK.
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Ryc. 4 Wspotdziatanie réznych kinaz MAP w regulacji aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego AP-1 (schemat uproszczony).
Przedstawiajagc wptyw réznych kinaz MAP na regulacje genéw c-fos i c-jun pominieto wiekszos¢ miejsc regulatorowych wystepujacych
w promotorach tych genéw. Uwzgledniono jedynie miejsce regulatorowe SRE genu c-fos (ztozone z sekwencji rozpoznawanych przez
czynniki transkrypcyjne SRF i TCF) oraz nietypowe miejsce regulatorowe AP-1 genu c-jun (rozpoznawane przez dimer ATF2/c-Jun).
Pytajnikiem (?) oznaczono hipotetyczng kinaze MAP aktywowang przez szlak zalezny od biatka RhoA (Ryc. 3) i uczestniczaca
prawdopodobnie wregulacji ekspresji genu c-fos [7]. W prawej czesci ryciny schematycznie zaznaczono, ze — przy braku wspoétdziatania
z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, czy tez przy niedostatecznym ufosforylowaniu czynnika AP-1 — samo przylgczenie czynnika
AP-1 do odpowiedniej sekwencji regulatorowej nie musi automatycznie prowadzi¢ do transkrypcji regulowanego przez nig genu. Poza
pokazanym tutaj heterodimerem c-Jun/c-Fos, znane sginne warianty czynnika transkrypcyjnego AP-1. Stosowane skroty uwzgledniono

w wykazie pod spisem tresci.

VIII. Uwagi koncowe

0Ogo6lny schemat kaskady MAPK znany byt juz od
poczatku lat dziewigédziesigtych, nie byto jednak jasne
jak ten pojedynczy szlak moze posredniczy¢ w przeka-
zywaniu sygnatéw miedzy calg paletg ré6znorodnych
receptoréw obecnych na powierzchni kazdej komérki
a rownie liczng i zréznicowang pulg obecnych w jej
jadrze czynnikéw transkrypcyjnych. Przypuszczano
wprawdzie, ze kaskada M APK to raczej jaki$ ogolny
schemat, a niejeden konkretny szlak,jednakze dopiero
odkrycie, a witasciwie sklonowanie, JNK zmienito to
przypuszczenie w pewnosc.

Chociaz postepu badan ktéry dokonat sie w ciggu
ostatnich dwoch lat, nie sposdb nie doceniaé, warto
uzmystowié sobie, ze jest to dopiero poczatek drogi do
zadowalajgcego poznania wzajemnych relacji miedzy
réznymireceptorami btonowymiiréznymi kaskadami
MAPK oraz roznymi kaskadami MAPK i réznymi
czynnikami transkrypcyjnymi.

Zauwazmy chociazby, ze samo wyjasnienie regulacji

POSTEPY BIOCHEMII 42(3), 1996

aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego AP-1 wymaga
szczeg6towej znajomosci mechanizméw regulujgcych
ekspresje trzech genéw jun i czterech genéw fos.
Ekspresja tych genow prowadzi do powstania osiem-
nastu mozliwych podstawowych wariantdw czynnika
AP-1 iznacznie wiekszej liczby wariantéw rézniacych
sie stopniem fosforylacji.
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Molekularne podstawy cytoplazmatycznej meskosterylno-

sci u roslin wyzszych

Molecular basis of cytoplasmic male sterility in higher plants
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Spis tresci:
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I11-1. Zmiany w organizacji genomu mitochondrialnego
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IV. Geny przywracajgce ptodnosc

V. Funkcja i lokalizacja URF13

VI. Zastosowanie w hodowli

VII. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétdw: CMS — cytoplazmatyczna
meskosterylnos¢; kp — tysigc par zasad; mtDNA — mito-
chondrialny DNA; urf, orf — otwarta ramka odczytu; cox I,
cox Il — geny kodujace odpowiednio podjednostke I, 1l
mitochondrialnego kompleksu oksydazy cytochromowej;
rrn26 — gen kodujacy 26S rybosomalny RNA; trnR
(tRNAAY — gen kodujacy RNA transportujacy arginine;
kDa — kilodalton; R f— gen przywracajacy ptodnos¢; atp6
— gen kodujacy podjednostke 6 mitochondrialnej syntazy
ATP; URF 13 — biatko kodowane przez gen urfl3 wy-
stepujgcy w linii CMS-T kukurydzy; HmT — Helmintho-
sporium maydis szczep T; Pm — Phyllosticta maydis.

I. Wstep

Informacja genetyczna komorek roslinnych jest po-
dzielona miedzy jadro, mitochondria i chloroplasty,
a prawidtowe funkcjonowanie rosliny wymaga wspét-
dziatania produktow genow pochodzacych z tych
organelli. Zaburzenie interakcjijadra i mitochondriow
jest przyczyna cytoplazmatycznej meskosterylnosci
(CMS) u roslin wyzszych. Najogolniej ceche te mozna
okresli¢ jako niezdolno$¢ rosliny do wytwarzania
funkcjonalnego pytku, a wiec do zapylania [1-3].
Rozw0j pytku moze by¢ zaburzony na réznych eta-
pach. W wiekszosci przypadkéw morfologia roslin
sterylnych jest normalna, a jedynie mikrosporogeneza
jest nieprawidtowa [1, 4]. Czesto zwigzane jest to
z niewlasciwym funkcjonowaniem tapetum [1, 5]
— tkanki petnigcej odzywczg funkcje w rozwoju pytku
[6]. Rzadziej rosliny sterylne nie wytwarzajg pytku
z powodu zmienionej morfologii kwiatu. W kwiatach

1 Dr, 2 mgr, Instytut Biochemii, UW, ul. Tamka 2,
50-137 Wroctaw
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sterylnego tytoniu (Nicotiana) preciki nie powstajg lub
sq przeksztatcane w struktury podobne do ptatkéw
albo stupka [7]. W rzadkich przypadkach wytworzony
pytek nie jest zdolny do zapylania [3]. Cytoplaz-
matyczng meskosterylno$¢ zaobserwowano u ponad
140 roélin kwiatowych. Sterylne osobniki pojawiajg sie
niekiedy spontanicznie w populacji roslin, ale wiek-
szo$¢ otrzymano w rezultacie krzyzowah wewnatrz-
gatunkowych, miedzygatunkowych oraz miedzyro-
dzajowych. Krzyzowanie miedzygatunkowe prowa-
dzace do alloplazmii, czyli umieszczeniajgdra komar-
kowego jednego gatunku w Srodowisku cytoplazmy
innego gatunku, jest Zzrédtem 3/4 znanych fenotypow
CMS.

Nazwa cytoplazmatyczna meskosterylno$¢ nawia-
zuje do pozajagdrowego, matecznego dziedziczenia
w odrdznieniu od meskosterylnosci warunkowanej
przez genom jadrowy nazywanej jagdrowg lub Mend-
lowskg meskosterylnoscig (MST) [3], Uwaza sie, ze
mutacje w genomie mitochondrialnym, a nie chloro-
plastowym, sg przyczyng cytoplazmatycznej mesko-
sterylnosci [1]. Fenotypowe zmiany bedace rezultatem
tych mutacji sgjednak obserwowane tylko w obecno-
$ci odpowiedniego genomu jadrowego. Jesli genom
jadrowy zawiera specyficzne restorery (geny przywra-
cajagce ptodnos$¢) to roslina mimo mutacji w genomie
mitochondrialnym jest ptodna. Obecnos$¢ restorerow
nie jest warunkiem koniecznym do tego, aby rosliny
z niezmutowanym genomem mitochondrialnym staty
sie ptodne. Okazato sie, ze r6zne typy CMS (powodo-
wane przez inny rodzaj mutacji w genomie mitochon-
drialnym) wymagajg réznych genéw przywracajacych
ptodnos¢ [8]. W niektdrych przypadkach niezbedna
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jest obecno$¢ nawet wiecej niz jednego genu do
odzyskania ptodnos$ci [8, 9]. Zazwyczaj wplyw re-
storerdw nie jest trwaty — ro$liny ponownie stajg sie
sterylne, gdy usuniemy te geny poprzez odpowiednie
krzyzowanie. Sugeruje sie, ze geny przywracajgce
ptodnosé uczestniczg w posttranskrypcyjnej i/lub po-
sttranslacyjnej regulacji ekspresji genéw zwiazanych
z cechg CMS.

Meskosterylne rosliny sa cennym materiatem gene-
tycznym nie tylko do badania oddziatywarh miedzy
mitochondrium ajadrem, ale réwniez odgrywajg istot-
ng role w produkcji nasion mieszancowych.

Il. Organizacja genomu mitochondrialnego

Genomy mitochondrialne roslin nalezg do najwiek-
szych wérdd dotychczas poznanych. Ich wielko$¢ waha
sie od 200 kpz [10] do 2500 kpz [11]. Dla poréwnania
genom mitochondrialny ssakow ma wielkos$¢ okoto 15
kpz, a drozdzy 75 kpz [12]. Innymi stowy najmniejszy
genom mitochondrialny roslin wyzszych jest ponad 10
razy wiekszy od genomu mitochondrialnego cztowie-
ka, a najwiekszy jest wielkosci potowy chromosomu
E. coli. Zr6znicowanie wielkos$ci wykryto nawet u ros-
lin blisko spokrewnionych. Na przykiad mtDNA
arbuza (330 kpz) jest ponad siedmiokrotnie mniejszy
od mtDNA melona (2500 kpz) [11]. Jak dotychczas nie
znaleziono racjonalnego wyttumaczenia tak duzych
réznic w rozmiarach mitochondrialnego DNA.

Mimo badan trwajacych juz ponad pdt wieku,
organizacja roslinnego genomu mitochondrialnego
jest ciggle kontrowersyjna. Nadal nie wiadomo, czy
mitochondrialne DNA wystepuje w formie kolistej, czy
liniowej [13,14]. Kontrowersje dotyczg réwniez ilosci
niezaleznie replikujacych sie czasteczek DNA (chro-
mosomow) [15-18]. Wedtug klasycznej teorii, mito-
chondrialny genom roslin wyzszych sktada sie z wielu
kolistych czasteczek o roznej wielkosci. Najwieksza
z nich, zwana chromosomem gtéwnym (ang. master
chromosome), zawiera catg informacje genetyczng ge-
nomu i jest jedyna czasteczka mtDNA zdolna do
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replikacji [19,20], Pozostate czgsteczki sg produktami
rekombinacji homologicznych zachodzacych miedzy
duzymi sekwencjami powtdorzonymi chromosomu gtd-
wnego (ang. large repealed sequence) [21, 22]. Duze
jednostki powtdrzone sg to sekwencje nukleotydowe
dtugosci 1-14 kpz wystepujace przewaznie w dwéch
trzech kopiach. W zaleznosci od wzajemnej orientacji
sekwencji powtérzonych powstajg formy izomeryczne
(Ryc. 1A) lub czasteczki koliste o innej wielkosci (Ryc.
IB). Zdaniem badaczy tego zjawiska rekombinacja
homologiczna duzych sekwencji powtdrzonych jest
procesem odwracalnym, a uczestniczace w niej czaste-
czki mtDNA sg w stanie réwnowagi dynamicznej.
Liczba, uktad i orientacja duzych sekwencji powtorzo-
nych okre$la ztozono$¢ mitochondrialnego genomu
[22-24],

Roslinne genomy mitochondrialne zawierajg réow-
niez mate sekwencje powtorzone (ang. small repeated
sequence) o dtugosci 10-1000 pz. [25]. Rekombinacje
zachodzg miedzy nimi rzadko i sg zrodtem nowych
struktur. Tak powstate czasteczki DNA wystepuja
w niskim stezeniu, ale mogg by¢ w trakcie ewolucji
amplifikowane, co doprowadza do zmiany struktury
genomu [26, 27]. Nieodwracalno$¢ rekombinacji ma-
tych sekwencji powtdrzonych jest przypuszczalnie spo-
wodowana ograniczonym prawdopodobienstwem ich
ponownego potgczenia sie ze wzgledu na wielko$é tych
sekwencji. Uwaza sie, ze czesto obserwowane u roslin
duplikacje i delecje fragmentéw mitochondrialnego
DNA sg konsekwencja rekombinacji miedzy matymi
sekwencjami powtérzonymi [25-27].

W przeciwieAstwie do ogromnej zmiennos$ci struk-
turalnej, genomy mitochondrialne roslin wyzszych
wykazujg mate zréznicowanie sekwencji nukleotydo-
wych [28]. Nawet u blisko spokrewnionych gatunkéw
roslin obserwuje sie r6zng kolejnosé gendw w mtDNA,
pomimo ze sekwencje nukleotydowe tych gendw sa
konserwatywne. Geny moga by¢ prostymi ramkami
odczytu badZ zawieraé introny [29]. Rezultatem cze-
stych rekombinacji sg geny chimeralne skiadajgce sie
z fragmentdw DNA pierwotnie nie sasiadujacych ze

Ryc. 1 Rekombinacja homologiczna du-
zych sekwencji potworzonych zlo-
kalizowanych w kolistej czasteczce
DNA mitochondrialnego.

A. Produktem rekombinacji du-
zych  sekwencji  potworzonych
0 przeciwnej orientacji (ang. inver-
ted repeat) jest izomeryczna forma,
w ktérej nastgpita inwersja frag-

—— mentu b-c.
P U B. Produktami rekombinacji du-
\ zych sekwencji powtérzonych o tej

l: ‘ samej orientacji (ang. direct repeat)
3 sg dwie koliste czasteczki DNA
zwane subgenomowymi (ang. sub-
genomic circles).
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sobg, geny te moga rowniez zawiera¢ sekwencje o nie-
znanym pochodzeniu [24]. W DNA genomu mito-
chondrialnego roslin zidentyfikowano regiony homo-
logiczne z DNA chloroplastowym ijadrowym [30,31].
Sadzi sie, ze obecnos$¢ tych fragmentdw jest wynikiem
przenoszenia informacji genetycznej pomiedzy orga-
nellami w czasie ewoluciji.

Mitochondria niektérych ros$lin moga zawierac,
specyficzne dla gatunku, liniowe i koliste plazmidy
oraz dwuniciowe czgsteczki RNA [2, 32, 33], W nie-
ktorych przypadkach prébowano skorelowaé¢ obec-
no$¢ tych czasteczek z cechg cytoplazmatycznej mes-
kosterylnosci. Mimo ze zaobserwowano wiecej plaz-
midow w liniach roslin meskosterylnych niz w liniach
roélin ptodnych, ich zwigzek z CMS nie jest potwier-
dzony.

I11. Charakterystyka zmian towarzyszacych
CMS

Mitochondrialny genom roslin jest zbyt duzy, aby
mozna byto lokalizowaé w nim zmiany specyficzne dla
linii meskosterylnych poprzez sekwencjonowanie.
Dlatego najczesciej identyfikuje sie zmutowane regio-
ny, poréwnujac profile restrykcyjne (podrozdziat I11-
1), transkrypcyjne czy polipeptydowe (podrozdziat
111-2) ros$lin sterylnych z ptodnymi. W przypadku
niektérych gatunkéw roslin poréwnano takie profile
wiasciwe dla okazéw ptodnych i sterylnych somatycz-
nych hybrydéw [34, 35]. Nie kazda zaobserwowana
réznica w profilach musi wskazywaé na gen, trans-
krypt lub biatko odpowiedzialne za pojawienie sie
meskosterylnosci. Jest to spowodowane zréznicowa-
niem organizacji mitochondrialnego genomu roslin
wyzszych, nawet w obrebie tego samego gatunku.
Poszukuje sie zatem ros$lin jak najblizej spokrew-
nionych, aby zminimalizowa¢ ilo$¢ réznic nie zwigza-
nych ze sterylnoscia. Dlatego cennym materiatem sg
rewertanty pojawiajgce sie czasami spontanicznie
wsérdd roslin sterylnych. W badaniach nad CMS
wykorzystuje sie rowniez roéliny bedace rezultatem
krzyzéwek linii CMS z linig, ktérej genom jadrowy
rézni sie tylko obecno$cig gendéw przywracajgcych
ptodnos$¢. Rosliny te odzyskaty ptodnos$¢, czyli nie
mogg zawieraC transkryptéw badz biatek powoduja-
cych wystapienie cytoplazmatycznej meskosterylnosci
lub zawierajg ich mniej.

I11-1. Zmiany w organizacji genomu mitochon-
drialnego

Fragmenty genomu mitochondrialnego charaktery-
styczne dla CMS mozna identyfikowac¢, poréwnujgc
wzory restrykcyjne mtDNA linii sterylnych i ptodnych.
Izolacja czystego mtDNA jest czesto trudna i praco-
chtonna, dlatego najczesciej do wykrycia réznic struk-
tury genomu mitochondrialnego linii sterylnych i pto-
dnych stosuje sie hybrydyzacje sond mitochondrial-
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nych z catkowitym DNA komdrkowym strawionym
enzymami restrykcyjnymi [36-39]. Jako sondy czesto
stosowane sg heterologiczne geny mitochondrialne.
Metoda ta jest rowniez uzywana do odrézniania
typow CMS w obrebie jednego gatunku [40, 41].
Najpetniejszych jednak danych o zmianach w or-
ganizacji genomu mitochondrialnego dostarcza po-
rownanie map fizycznych mtDNA (kolejnosci frag-
mentow restrykcyjnych w genomie) linii ptodnych
i sterylnych [16, 34, 42-44].

Zidentyfikowane regiony genomu mitochondrial-
nego specyficzne dla linii meskosterylnych bardzo
czesto zawieraja unikalne geny chimeralne, w ktérych
powstawaniu biorg udziat wielokrotne rekombinacje.
Geny chimeralne odkryto w mtDNA kukurydzy typu
T-CMS (urfl3) [1, 9], fasoli zwykiej (pvs) [4, 45],
stonecznika (orfH522) [46], hybrydach petunii (pcf)
[1, 47]. Dwa typy CMS rzepaku zawierajg dwa rdzne
geny chimeralne — orfl 38 jest charakterystyczny dla
typu Ogura [35], a pol-urfdla typu polima [44].

W innych przypadkach okazato sie, ze regiony
skorelowane z cechg CMS zawierajg zmutowane geny
mitochondrialne. Rearanzacje sekwencji nukleotydo-
wych moga wystepowa¢ w regionie kodujgcym genu
(np. cox 1 sorgo [48]) lub w 5 i 3" sekwencjach
flankujgcych (np. 5' flankujacy region genu cox Il
buraka cukrowego [49], 3' flankujgca sekwencja atpd
u ryzu [50]).

Ponizej doktadnie opisano region charakterystycz-
ny dla CMS typu T kukurydzy — najlepiej poznanego
systemu cytoplazmatycznej meskosterylnosci na po-
ziomie molekularnym (Ryc. 2). Region ten zawiera
dwie ramki odczytu: urfl3 i orf221 (poprzednia nazwa
orf25) [1, 9]. Gen urfl3 jest chimeralny i skfada sie
z fragmentow 3' sekwencji flankujacej i kodujacej genu
rrn26 oraz fragmentu o nieznanym pochodzeniu. Jest
unikalny — wystepuje tylko u meskosterylnosci typu
T kukurydzy. W kierunku 3' w stosunku do chimeral-
nego genu znajduje sie gen orf221, normalny mito-
chondrialny gen zawierajgcy fragment sekwencji chlo-
roplastowego genu trnR (tRNAAg) [51]. Obie ramki
odczytu sg regulowane przez te samg sekwencje homo-
logiczng do regionu regulatorowego atp6. Uwaza sie,
ze przynajmniej 7 zdarzen rekombinacyjnych brato
udziat w tworzeniu regionu skorelowanego z mesko-
sterylno$cig u kukurydzy. W poblizu tego regionu
znajduje sie rekombinacyjnie aktywna sekwencja po-
wtdrzona. Jej bliskie potozenie moze byé przypadkowe
badZz odzwierciedlaé¢ jej udziat w powstawaniu locus
CMS. Regiony mtDNA powigzane z cechg cytoplaz-
matycznej meskosterylnosci u petunii i fasoli zwykiej
réwniez sg zlokalizowane w poblizu dtugich jednostek
rekombinacyjnych [16, 18].

I11-2. Zmiany w ekspresji

Przedstawione w poprzednim podrozdziale wyniki
badan dotyczyty réznic w organizacji mitochondrial-
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nego DNA roslin sterylnych i ptodnych. Badania
porbwnawcze prowadzi sie réwniez nad ekspresja
genomu mitochondrialnego. Transkrypty pojedyncze-
go genu mitochondrialnego roslin czesto rdznig sie
pod wzgledem wielkos$ci [32, 52]. Jest to konsekwencjg
wielu miejsc inicjacji i terminacji w procesie transkryp-
cji oraz zjawisk posttranskrypcyjnych. Transkrypty
gendw chimeralnych czy zmutowanych genéw mito-
chondrialnych skorelowanych z cytoplazmatyczna
meskosterylno$cig wykazujg rowniez taka heterogen-
nos¢. Geny chimeralne sg czesto kotranskrybowane
z jednym [46, 53-56] lub wielu normalnymi genami
mitochondrialnymi [1, 57]. Opisane r6znice wzorow
transkrypcyjnych roslin sterylnych i ptodnych dotycza
pojawienia sie u ros$lin sterylnych specyficznych trans-
kryptow [9, 35, 36, 38, 39, 53, 58, 59]. Dalsze badania
niekiedy ujawniajg, ze niektdére zaobserwowane specy-
ficzne transkrypty nie majg zwigzku z cytoplazmatycz-
ng meskosterylno$cig [58, 60]. Blizszych informacji
o transkryptach odpowiedzialnych za sterylno$¢ do-
starczajag pordwnania map transkrypcyjnych roSlin
sterylnych z ro$linami o takim samym genomie mito-
chondrialnym, ale ptodnych dzieki obecnosci restore-
row w genomie jgdrowym (rozdziat 1V).

Ostatnio opublikowano kilka prac sugerujacych, ze
zaburzenia procesu redagowania (ang. editing) [50, 61,
62] lub sktadania RNA (ang. splicing) [53] moga by¢
przyczyng CMS. Jeden z takich przypadkéw przed-
stawimy w rozdziale 1V. Zmiany na poziomie trans-
krypcji zostaty opisane u wielu gatunkéw roslin, ale
tylko w kilku przypadkach zidentyfikowano biatka
unikalne dla roslin sterylnych. Dwie metody badawcze
umozliwiajg takg identyfikacje. Jedna z nich opiera sie
na poréwnaniu biatek powstajgcych w obecnosci ra-
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Ryc. 2 Struktura regionu mtDNA skore-
lowanego z CMS typu T kukury-
dzy (TURF 2H3). Duze prostokaty
reprezentuja otwarte ramki odczy-
tu. Pierwsze 1145 par zasad tego
regionu jest homologiczne do %'
sekwencji flankujacej atpé. Gen
chimeralny urfl3 ztozony jest z fra-
gmentéw 3' sekwencji flankujacej
i kodujacej rrn26. Orf221 jest nor-
malnym genem mitochondrialnym
zawierajgcym sekwencje homolo-
aiczna z odpowiednig sekwencja
chloroplastowego genu trnR po-
chodzgcego z tytoniu. Wg [1] zmo-
dyfikowano.

= sekwencja atpd

n sekwencja rrn26

¢ sekwencja o nieznanym
pochodzeniu
sekwencja orf221

| : sekwencja chloroplastowe-
104 pz go trnR tytoniu

dioaktywnych aminokwaséw w mitochondriach izo-
lowanych ze sterylnych i ptodnych ros$lin. Druga
metoda wykorzystuje przeciwciata skierowane przeciw
syntetycznemu peptydowi skonstruowanemu na pod-
stawie sekwencji genu skorelowanego z meskosteryl-
noscig. Stosujac te metody, najwczes$niej wykryto
biatko URF13 o masie 13 kDa, wystepujace tylko
w CMS typu T kukurydzy [1, 63]. Podobne badania
umozliwity rozpoznanie produktow gendéw chimeral-
nych u petunii (gen pcf biatko o masie 25 kDa) [1, 64],
u rzodkiewki (orfl38, biatko o masie 20 kDa) [65],
u pszenicy (orf256, biatko o masie 7 kDa) [66]
i u stonecznika (orfC, biatko o masie 15 kDa) [67, 68].
Cechg wspdlna tych biatek jest ich lokalizacja w btonie
mitochondrialnej. Jednak sposob ich potgczenia z bto-
ng jest najprawdopodobniej rézny [1].

IV. Geny przywracajace ptodnosé

Jak juz wspominano, fenotypowe ujawnienie sie
mitochondrialnej mutacji odpowiedzialnej za CMS
jest uzaleznione od jadrowej informacji genetycznej.
Z badan wynika, ze wiekszo$¢ gendéw jadrowych
przywracajacych ptodnos$¢ dziata posttranskrypcyjnie
i/lub posttranslacyjnie [1-3]. Powodujg one zmiany
lokalizacji koncow transkryptéw regionéw skorelowa-
nych z cechg CMS [69, 70] i/tub inne stosunki
ilosciowe miedzy transkryptami [57]. W konsekwencji
obserwuje sie obnizenie ilosci [64,65,71] lub brak [66]
biatek charakterystycznych dla cytoplazm mesko-
sterylnych. Stwierdzono, ze redukcja poziomu tych
biatek moze zachodzi¢ tylko w pewnych czesciach
rosliny, na przyktad w tkance rozrodczej fasoli zwykiej
[71], w kwiatach i lisciach rzodkiewki [65]. Ciagle
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jednak bardzo mato wiadomo o mechanizmach opisa-
nych zmian. Niedawno, prébujagc wyjasni¢ dziatanie
genu Rf-1 w procesie przywracania ptodnosci u ryzu
zaproponowano hipoteze [50], zgodnie z ktdra gen ten
koduje enzym uczestniczacy w dojrzewaniu prekur-
sora mtRNA jednej z kopii genu atpd. Kopia ta jest
obecna wytacznie w mitochondriach roslin sterylnych.
Badania wykazaty, ze tylko mtRNA powstaty w wyni-
ku dziatania tego enzymu moze by¢ efektywnie redago-
wany, tak aby nastepnie mdgt stanowi¢ matryce do
syntezy funkcjonalnego biatka. Pod nieobecnos¢ re-
storera nieprzeksztatcony transkrypt nie jest prawi-
dtowo redagowany, a syntetyzowane biatko jest zmie-
nione i zaburza dojrzewanie pytku przez obnizenie
aktywnosci ATPazowej.

Wrdd restoreréw wyjatkowym dziataniem charak-
teryzuje sie jeden zjagdrowych gendéw przywracajacych
ptodnos¢ meskosterylnej linii fasoli zwyktej [72, 73].
Powoduje on usuniecie regionu mtDNA odpowie-
dzialnego za sterylno$¢ poprzez eliminacje czasteczki
zawierajgcej ten region [16]. W zwigzku z tym, nawet
po jego usunieciu, kolejne pokolenia roslin sg ptodne.
Z ostatnich badahA wynika, ze zmiana struktury geno-
mu mitochondrialnego kierowana tym genem zacho-
dzi w czasie rozwoju kwiatu, jest zalezna od ekspresji
regionu CMS oraz wymaga dwéch alleli dominujgcych
do trwatego przywrécenia ptodnosci [74].

Obecnie trwaja badania nad lokalizacjg genow
restorer6w [8,75], ale zaden z nich nie zostatjak dotad
sklonowany i zsekwencjonowany.

V. Lokalizacja i funkcja URF13

Biatko URF13 jest odpowiedzialne nie tylko za
CMS typu T u kukurydzy, ale rdwniez za jej wraz-
liwos¢ na grzybowe toksyny HmT i Pm oraz ich
funkcjonalny analog — $rodek owadobdjczy metomyl
[76]. Dziatanie toksyn i metomylu powoduje pecz-
nienie mitochondriow, rozprzegniecie fosforylacji
oksydacyjnej, zahamowanie oddychania, zwiekszenie
przepuszczalnos$ci btony, co w konsekwencji doprowa-
dza do masowego ,przecieku” jonéw. Objawow tych
nie obserwowano w mitochondriach roslin ptodnych.

Brak efektywnego sposobu transformacji kukury-
dzy spowodowat zastosowanie innych organizmdéw do
badania roli URF13. Transformacja E. coli potwier-
dzita jego btonowg lokalizacje i odpowiedzialno$é za
wrazliwo$¢ na toksyny i metomyl [77]. Drozdze
rowniez stawaty sie wrazliwe na toksyny i metomyl, ale
tylko wtedy gdy produkt translacji zakotwiczat sie
w btonie wewnetrznej mitochondriéw [78, 79]. Dlate-
go byly one transformowane genem chimeralnym
ztozonym z genu urfl3 i mitochondrialnej sekwencji
kierujgcej. W obecnosci metomylu transformanty
drozdzowe wykazywaty brak aktywnosci oddechowej.
Badania transgenicznego tytoniu pokazaty, ze produkt
genu urfl 3 nie musi by¢ zwigzany z btong mitochon-
drialng, aby te ro$liny wykazywaty wrazliwo$¢ na
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toksyny [3]. Gdy biatko URF13 zlokalizowane jest
w mitochondriach, staje sie toksyczne dla tytoniu.

Prowadzone sg réwniez intensywne badania struk-
tury kompleksu URF13 z toksynami (lub metomylem)
[80]. Zwiazane z btong biatko jest receptorem toksyn
i w wyniku oddziatywania pomiedzy nimi tworza sie
hydrofilowe pory w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej.

Mimo ogromnego postepu w zrozumieniu zwigzku
biatka URF13 z wrazliwoscig mitochondriow CMS-T
kukurydzy na toksyny i metomyl, sposéb, w jaki to
biatko zaburza rozwdj precikdw, jest ciggle nieznany.
Wedtug hipotezy Flavella [81] preciki zawierajg
organospecyficzne biatko oddziatujgce z URF13 tak
jak grzybowe toksyny i metomyl.

V1. Zastosowanie w hodowli

Meskosterylne rosliny sag od dawna wykorzystywa-
ne w hodowli odmian mieszaricowych [82, 83], Otrzy-
mane z nich rosliny przewyzszajg swoich rodzicow
wielkoscig plondw, odpornos$cig na choroby i zmiany
Srodowiskowe. Uzycie linii meskosterylnych jako zen-
skiego partnera w krzyzédwce wyklucza niebezpieczen-
stwo samozapylenia, dzieki temu nie ma potrzeby
recznego usuwania precikow. Bardzo czesto rosliny
pokolenia FI sg réwniez meskosterylne. Nie ma to
znaczenia, jesli produktem waznym dla hodowcy sg
tkanki wegetatywne (liscie tytoniu, bulwy ziemniaka).
Jesli natomiast rosliny sg uprawiane dla nasion, jak
w przypadku stonecznika czy kukurydzy, ptodnos¢
mieszarca jest niezbedna. W takiej sytuacji jako par-
tnera meskiego stosuje sie linie zawierajagcg w swym
genomie restorery. Linie CMS po skrzyzowaniu z takg
liniag dajg ptodne potomstwo.

Najstarszym sposobem otrzymywania roslin me-
skosterylnych w hodowli jest krzyzowanie konwen-
cjonalne. Stosuje sie rowniez somatyczng hybrydyza-
cje, ktoérej celem jest przeniesienie cechy CMS z jed-
nego gatunku do drugiego [3]. W czasie fuzji proto-
plastébw moze nastgpi¢ rekombinacja rodzicielskich
genomow mitochondrialnych — powstaje wtedy nowy
typ genomu. Do takiej rekombinacji nie moze dojs¢
w czasie krzyzowania konwencjonalnego, poniewaz
roslinie potomnej przekazywany jest wytgcznie genom
mitochondrialny linii matecznej. Ostatnio pokazano,
ze sterylnos¢ roslin mozna wywotaé, stosujagc metody
inzynierii genetycznej [2, 83]. Rosliny transformuje sie
genem zaburzajgcym rozwdj precikow, ktérego eks-
presja regulowana jest przez promotor aktywny jedy-
nie w tej czesci rosliny. Rybonukleaza, powstajgca
wylgcznie w tapetum dzieki specyficznemu dla tej
tkanki promotorowi, powodowata meskosterylnosc
transgenicznego tytoniu i rzepaku [84]. Tego samego
promotora uzyto do ekspresji inhibitora rybonukleazy
w innych roélinach transgenicznych dziatajgcych
w krzyzowaniu tak, jak linie przywracajgce ptodnos$c
[85]. Stworzono w ten sposéb sztuczny system z genem
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powodujacym sterylnos¢ i genem dzialajagcym jak
restorer.

VII. Uwagi kohcowe

Moze powstaé pytanie, dlaczego defekt mitochon-
driow, obecnych przeciez we wszystkich tkankach
rosliny, w sposob specyficzny uposledza pytek. Fakt
ten ttumaczy sie wzrostem ilosci mitochondriéow w cza-
sie rozwoju meskich komdrek rozrodczych [86]. Licz-
ba mitochondriéw wzrasta wtedy dwudziestokrotnie
w tkance sporogenicznej, a w tapetum — az czterdzies-
tokrotnie. Mutacja w genomie mitochondrialnym mo-
ze wiec mie¢ o wiele bardziej drastyczne konsekwencje
dla rozwoju pytku niz dla innych proceséw nie wyma-
gajacych tak duzej aktywnos$ci mitochondriow [1].
Mozliwe jest rowniez, ze zwiekszenie liczby mitochon-
driéow doprowadza do wzrostu ilosci biatka mitochon-
drialnego, ktore jest toksyczne dla komoérek roslin-
nych. Sugeruje sie rowniez, ze biatka wystepujace tylko
w precikach odpowiadajg za organospecyficzne ujaw-
nianie sie mutacji mitochondrialnej [81].

Mimo niewatpliwego postepu w identyfikacji mito-
chondrialnych regionéw, specyficznych transkryptéw
i biatek zwigzanych z CMS, molekularny mechanizm
wywotywania sterylnosci przez te biatka jest ciggle
hipotetyczny. Wyjasnienie jest trudne ze wzgledu na
brak bezposredniej metody transformacji mitochon-
driéw roslinnych. Coraz powszechniej uwaza sie, ze
mechanizm ten nie jest uniwersalny, a raczej specyficz-
ny dla kazdego typu CMS.
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Rola genomu jadrowego w regulacji funkcjonowania
mitochondriéw Saccharomyces cerevisiae

Nuclear control of mitochondrial functions in Saccharomyces

cerevisiae

MAGDALENA BOGUTA*
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I1l.  Mutacje mitochondrialne
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nia mtDNA
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VI.  Stabilnos¢ i obrobka transkryptéw mitochondrialnych

VIIl.  Translacja mitochondrialna

VIIl. Modyfikacja, degradacja i wkaczanie biatek mitochon-
drialnych w kompleksy

IX.  Mitochondria regulujg funkcje jadra komorkowego

X.  Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétdw: mt — mitochondrialny; bp
— para zasad.

. Wstep

Mitochondria sg organellami obecnymi w prawie
wszystkich komoérkach eukariotycznych (wyjatek sta-
nowig erytrocyty i niektore ameby). Podstawowgq
funkcjg mitochondriéw jest wytwarzanie energii w ka-
skadzie reakcji utleniania zachodzgcych w mitochon-
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drialnym taricuchu oddechowym. Warunkiem kom-
petencji oddechowej komdrki eukariotycznej jest eks-
presja genomu mitochondrialnego. System organizacji
i ekspresji mitochondrialnego DNA jest unikalny
z punktu widzenia biologii molekularnej, cho¢ w ob-
rebie roznych eukariontow mtDN A wykazuje wysokie
zréznicowanie wielkos$ci i ilosci gendw. Ilo$¢ infor-
macji genetycznej zawartej w mtDNA jest znikomo
mata w poréwnaniu z informacjg pochodzgcg z chro-
mosomalnego DNA i dotyczgcg funkcji mitochon-
drialnych. Wysoki stopied ztozonosci organizacji
mtDNA isprzezenia ekspresji genomu mitochondrial-
nego i jadrowego sugeruja, ze nawet drobne defekty
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Tabela 1.
Testowanie mutacji zmieniajagcych funkcje mitochondriéow S. cere-
visiae.

Typ mutacji Wzrost Wzrost
na glukozie na glicerolu

typ dziki + +
jadrowa, w genie kodujacym
biatko mitochondrialne +
mitochondrialna +
supresor mutacji
mitochondrialnej + —

genetyczne moga powodowaé u organizmow wyzszych
krytyczne efekty patologiczne. Szybko ros$nie doku-
mentacja molekularna chordb cztowieka zwigzanych
z mtDNA. Zaburzenia funkcji mitochondrialnych
u roslin wyzszych, ktéore moga wynika¢ z defektow
wmtDNA lub nieprawidtowej komunikacji mitochon-
drium-jagdro komérkowe mogg prowadzi¢ do zjawiska
meskiej sterylnosci, kluczowego dla produkcji rolnej.
Dlatego poznanie molekularnych mechanizmow regu-
lacji funkcjonowania mitochondriébw ma tez wazne
znaczenie praktyczne.

S. cerevisiae jest modelowym organizmem stuzgcym
do badan genetyki i funkcji mitochondrialnych gdyz,
w odréznieniu od wiekszosci innych organizmow, jest
fakultatywnym anaerobem. W praktyce oznacza to, ze
jesli oddychanie nie jest mozliwe, organizm jest zy-
wotny, gdyz moze czerpaC energie z procesu fermen-
tacji. Testowanie funkcji mitochondrialnych moze sie
odbywac poprzez proste manipulowanie pozywkami
zawierajacymi glukoze jako fermentowalne i glicerol
lub etanol jako niefermentowalne Zrédto wegla
(Tab. 1).

Il. Mitochondrialny genom Saccharomyces
cerevisiae

DNA mitochondrialny (mtDNA) S. cerevisiae jest
kolistg czasteczka o wielkosci 74-85 kb, w zaleznosci
od szczepu i stanowi 5-15% catkowitego DNA komor-
kowego [1]. Kotowa mapa mtDNA jest przedstawio-
na na rycinie 1. Nalezy jednak pamiegtac, ze czasteczki
koliste stanowig tylko cze$¢ populacji mtDNA S.
cerevisiae, ktora w warunkach in vivo zawiera takze
dtugie liniowe konkatamery [2].

Poznano dotychczas sekwencje 92% mtDNA S.
cerevisiae. Analogicznie jak w mtDNA innych organi-
zméw, w sktad mtDNA drozdzy wchodzg dwa geny
kodujace rRNA, peten zestaw gendw tRNA oraz geny
kodujgce niektore podjednostki enzyméw oddecho-
wych (Tab. 2). Dwa geny kodujgce biatka (COB i COXI,
patrz Ryc. 1) oraz gen LSU kodujgcy 21SrRNA posia-
dajg introny. Dodatkowe geny, VARI i RPMI, ktore
nie zawsze majg swoje odpowiedniki w mitochondrial-
nych genomach innych organizméw, kodujg biatko
Varlp zwigzane z mata podjednostkg rybosomoéw
mitochondrialnych oraz RNA wchodzgace w skiad
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mitochondrialnej RNAzy P odpowiedzialnej za ob-
robke tRNA. Sekwencjonowanie ujawnito ponadto
dwie ramki odczytu, z ktérych jedna, ENS2, koduje
podjednostke endonukleazy zaangazowanej w rekom-
binacje mtDNA. Sekwencje intronowe, czesto w pota-
czeniu z poprzedzajgcymi eksonami, kodujg endonuk-
leazy odpowiedzialne za propagacje intron6w oraz
maturazy wymagane do obrobki mitochondrialnych
transkryptow. mtDNA drozdzy nie zawiera genéw ko-
dujacych podjednostki NADH dehydrogenazy, obec-
nych w wiekszo$ci mtDNA innych organizmdw [3].

Charakterystyczng cechga mtDNA drozdzy jest nie-
zwykle niska zawarto$é par GC (18%), ktére tworzg
skupiska. Poszczegdlne geny sg rozdzielone diugimi
sekwencjami AT o nieznanej funkcji. Wysoce homo-
logiczne sekwencje bogate w GC o dtugosci 50-100 bp
odgrywajg prawdopodobnie role w procesach rearan-
zacji mtDNA [4]. Mitochondrialny genom drozdzy
wykazuje stosunkowo wysoka zmienno$¢ ze wzgledu
na mozliwos$¢ tworzenia delecji o duzym zasiegu [5]
oraz duplikacji i transpozycji intronow.

U drozdzy, jak tez u grzybow nitkowatych, obser-
wuje sie réwniez frapujace zjawisko migracji mtDNA
do jadra komdrkowego, ktére prawdopodobnie od-
grywa role w ewolucji. W genomie jadrowym drozdzy
zidentyfikowano sekwencje pochodzace zmtDNA [6].
Wedrowke DNA z mitochondriéw do jadra badano
eksperymentalnie i zidentyfikowano jadrowy gen
YMEI odpowiedzialny za to zjawisko [7]. Transmisja
materiatu genetycznego z mtDNA do jadra komor-
kowego wiaze sie z procesem starzenia u Neurospora
crassa.

Klasyczne metody transformacji sg zawodne przy

Tabela 2.
Produkty genéw mitochondrialnych Saccharomyces cerevisiae.

gen/intron kodowany produkt
COXI podjednostka | oksydazy cytochromu c
intron ail maturaza ail
intron ai2 maturaza ai2
intron ai3  endonukleaza IScelll
intron ai4  endonukleaza IScell
intron ai5a endonukleaza IScelV
intron ai5b
COX2 podjednostka Il oksydazy cytochromu c
COX3 podjednostka I11 oksydazy cytochromu c
ATP6 podjednostkg VI ATPazy
ATP8 podjednostkg VIII ATPazy
ATP9 podjednostkg IX ATPazy
CcOB cytochrom b
intron bi2  maturaza bi2
intron bi3  maturaza bi3
intron bi4  maturaza bi4
VARI biatko rybosomalne
ENS2 endonukleaza
RF1, RF2 ?
LSU rybosomalny RNA 21S
intron © endonukleaza IScel
SSuU rybosomalny RNA 15S
RPMI sktadnik RNA mt RNAzy P

25 genéw tRNA komplet mt tRNA
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wprowadzaniu DNA do mitochondriéw. Sukces osig-
gnieto bombardujgc komorki czgstkami metali po-
krytymi DNA. Udato sie w ten sposéb wprowadzi¢ do
mitochondriéw fragmenty mtDNA, ktére byty stabil-
ne i ulegaty replikacji [8, 9].

1. Mutacje mitochondrialne

Wspblna cechag mutantdéw mitochondrialnych S.
cerevisiae jest brak zdolnosci do wzrostu na pozywce
zawierajgcej niefermentowalne zrodto wegla. Wyréz-
nia sie trzy podstawowe typy mutacji zwigzanych
z defektami oddechowymi: mit~,rho~irho0. Mutacje
mit~ sg to mutacje punktowe lub mate delecje w ge-
nach kodujacych biatka wchodzace w sktad enzymow
oddechowych. Zasadniczo efektem mutacji mit~ jest
brak syntezy lub aktywnos$ci pojedynczego biatka.
Mutacje mit~ w intronach mitochondrialnych moga
mie¢ bardziej skomplikowane fenotypy [10].

Mutacje rho ~ zwane petite, sg ogromnymi delecjami
obejmujgcymi co najmniej 50% calej czasteczki
mtDNA. Zachowany odcinek ulega kompensacyjnej
amplifikacji, prowadzacej w efekcie do odtworzenia
czasteczki mtDNA o wielkosci odpowiadajacej
mtDNA szczepu dzikiego. Fragmenty mtDNA za-
chowane u mutanéw rho~ s3g wiernie replikowane,
cho¢ nie muszg zawieraé miejsc inicjacji replikacji [11].
mtDNA moze by¢ takze catkowicie wydeletowany
i takie szczepy nazywamy rhoO.

Podstawowym problemem, nie do korca rozstrzy-
gnietym przez genetykdw, jest segregacja wielokopij-
nych genoméw mitochondrialnych, ktéra nie stosuje
sie do klasycznych praw Mendla. Jesli zdwdch komo-
rek o genetycznie r6znych mtDNA tworzy sie zygota
lub jesli w pojedynczej czasteczce mtDNA powstaje
mutacja to mamy do czynienia zkomadrkg heteroplaz-
matyczng. Bez wzgledu na to wjaki spos6b tworzy sie
heterogenna populacja mtDNA, obserwuje sie szybka
segregacje mitochondrialnych genoméw w czasie ko-
lejnych podziatow i utworzenie populacji homogennej
[12]. Nie doktadnie wiadomo wjaki sposdb okreslony
wariant genomu mt osigga przewage selektywng nad
catg populacja. Szczegélna sytuacja dotyczy hetero-
plazmatycznego diploida powstatego w wyniku krzy-
z6wki pomiedzy szczepem rho+ i szczepem rho~. Jesli
sekwencja amplifikowana w mutancie rho~ zawiera
jeden z gtéwnych startow replikacji (Ryc. 1), to moze
zaj$¢ sytuacja, ze genom rho~ bedzie sie replikowat
szybciej niz rho+. Mamy wtedy do czynienia ze zjawis-
kiem supresyjnosci petitow.

Stwierdzono, ze mtDNA tworzy w komdrce agrega-
ty zwane chondrillami, ktére mozna uznac¢ za niezalez-
nie segregujace ,jednostki” mtDNA. Skionnos$é
mtDNA do agregacji zwigzana jest z wydajng rekom-
binacjg. llos¢ chondrilli zalezy od produktu genu
MG TI, endonukleazy przecinajgcej ztacza rekombina-
cyjnych struktur DNA. Inaktywacja genu MGT1 po-
woduje zmniejszenie ilosci chondrilli, a co za tym idzie
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zwiekszenie wydajnosci rekombinacji i zmniejszenie
iloSci podziatbw wymaganych do osiggniecia homo-
gennej populacji mtDNA [13].

IV. Dziedziczenie mitochondriéw i mecha-
nizm utrzymywania mtDNA

Transmisja mitochondriéw do komdrki potomnej
zalezy od szeregu gendw jadrowych, ktdrych funkcje
nie sa do konca znane. W komérce drozdzy obser-
wowano utozenie mitochondriow wzdtuz wiékien ak-
tyny [14]. Znane sg mutanty w genie kodujgcym
aktyne ACTI, w ktérych morfologia i dziedzicze-
nie mitochondriéw sa zaburzone [15]. Przypuszcza
sie, ze biatko analogiczne do miozyny poS$redniczy
w ATP-zaleznym wigzaniu mitochondriow do witdkien
aktyny, a konsekwencjg tych oddziatywan jest stero-
wanie ruchem mitochondriow wzdtuz torow wyzna-
czonych przez cytoszkielet, czyli kontrola pozycji
mitochondriow w komorce oraz ich transmisja do
komorki potomnej w czasie podziatu. Niezaleznie od
cytoszkieletu aktynowego sugeruje sie istnienie w ko-
morce drozdzy struktury mikrofilamentéw, ktora jest
zaangazowana w proces dystrybucji organelli. Opisa-
no mutanta mdml, ktéry w temperaturze restryktyw-
nej wykazuje brak transmisjijgdra i mitochondriéw do
komorki potomnej [16]. Gen MDM1 koduje biatko
niezbedne dla komdrki, ktére wykazuje podobienstwo
sekwencji do biatek ludzkich, bedacych skiadnikami
cytoplazmatycznej siateczki mikrofilamentéw. Innym
dowodem na powigzanie mitochondriéw z cytoszkie-
letem jest zmieniona morfologia i degradacja mtDNA
w mutantach w genie MGM1, ktéry koduje dynamine,
biatko wigzace mikrotubule [17]. Niezaleznie stwier-
dzono, ze zmiany w cytoszkielecie wywotane mutacjg
w genie VPR1/MDP2 kodujacym werproline wptywaja
posrednio na funkcje mitochondrialne zmieniajac
transport biatek do mitochondriow [18].

Drugim, poza cytoszkieletem, elementem zasadni-
czym dla dystrybucji mitochondriéw jest wiasciwa
struktura bton. Charakterystyka mutanta mdm2 wska-
zuje na niezbedny udziat nienasyconych kwasow ttusz-
czowych w dziedziczeniu mitochondriow. W tempera-
turze restryktywnej nie nastepuje w mutancie mdm2
transmisja mitochondriéw do pgczka komérki potom-
nej, podczas gdy inne organelle sa przenoszone prawi-
dtowo. Biatko Mdm2p jest desaturazg A 9 kwasow
thuszczowych [19].

Aby zapewni¢ komdrce kompetencje oddechowsa,
transmisji mitochondriéw w czasie podziatu musi
towarzyszy¢ przenoszenie mtDNA. Doktadny mecha-
nizm segregacji mtDNA i molekularny mechanizm
kontroli tego procesu nie sg do kornca poznane.
Wiadomo, ze stabilno$¢ genomu mitochondrialnego
rho+ wymaga aktywnej translacji mitochondrialnej,
czego nie wymaga dziedziczenie genomu rho~ [20].
Nie wiadomo jednak czym ré6zni sie mechanizm za-
pewniajacy stabilno$¢ genomu rho+, od analogicznego



mechanizmu dla genomu rho~. Istnieje mozliwos$¢, ze
uboczny produkt translacji mitochondrialnej uczest-
niczy w replikacji lub transmisji mtDNA rho+, a jest
zbedny dla utrzymania mtDNA rho~ [3]. Podobnie
nie wiadomo, na jakiej zasadzie do stabilnoSci mtDNA
wymagana jest obecno$é produktu genu PIM 1, prote-
azy odpowiedzialnej za degradacje nieprawidtowo
fatldowanych biatek importowanych do mitochond-
riow [21]. Wykryto tez ostatnio interesujgce powigza-
nie miedzy syntezg aminokwaséw a stabilnoScig
mtDNA. Stwierdzono, ze inaktywacja genu ILV5
kodujacego reduktoizomeraze kwasu hydroksyocto-
wego, ktéra katalizuje jeden z etap6w syntezy amino-
kwaséw o tancuchu rozgatezionym, powoduje nie-
stabilno$¢ mtDNA [22].

Istnieje Scista zalezno$¢ miedzy zywotnoscig komar-
ki, mitochondriami i funkcjonalnym mtDNA. Jakkol-
wiek mitochondria sg absolutnie niezbedne dla zycia
komorki, utrata funkcjonalnego mtDNA jest tolero-
wana przez S. cerevisiae [23]. Istniejg jednak mutanty,
ktére nie tolerujg utraty lub degradacji mtDNA.
Tolerancja ta jest warunkowana poprzez oksydacyjng
fosforylacje; szczepy z mutacjg opl w genie kodujacym
przenosnik ADP/ATP sg letalne w potgczeniu z geno-
mem mitochondrialnym rho~ [224]. Warunkiem utra-
ty funkcjonalnego mtDNA jest zatem aktywna fosfory-
lacja oksydacyjna. Letalno§¢mutantéw rho~ powodu-
jg takze mutacje w genie YMEL1 odpowiedzialnym za
migracje mtDNA do jadra komdrkowego [7].

V. Replikacja i transkrypcja mtDNA

W zaleznos$ci od szczepu drozdzy, mtDNA zawiera
7-8 startow replikacji (ori), ktére zidentyfikowano na
podstawie podobieristwa sekwencji do analogicznych
startow w DNA innych organizméw [25]. Delecja
przynajmniej trzech sekwencji startowych (ori 1, 21i7)
pozostaje bez efektu, podczas gdy inne starty (ori 3) sg
konieczne do przebiegu replikacji [3]. Zidentyfikowa-
na szereg lat temu mitochondrialna polimeraza DNA
nigdy nie zostata oczyszczona [26]. Prawdopodobnie
enzym ten jest kodowany przez jadrowy gen MIP1
[27], ktory wykazuje podobienstwo sekwencji poli-
merazy mtDNA do polimeraz E. coli, bakteriofagéw
i eukariontéw. O naprawie uszkodzen w mtDNA
niewiele wiadomo; prawdopodobnie biatko kodowane
przez gen jadrowy MSH1, homolog genu MutS z E.
coli, uczestniczy w naprawie postreplikacyjnej typu
»mismatch” [28]. Zidentyfikowano dwa biatka kodo-
wane w jadrze zwigzane z rekombinacjag mtDNA:
endonukleaze kodowang przez gen MGTI (patrz
Rozdz. Il1) oraz ATP-zalezng DNA helikaze kodo-
wang przez gen PIF1 [29]. Wiadomo, ze gen PIF1
kontroluje réwnocze$nie dtugos¢ telomerow w DNA
jadrowym. PIF1 stanowi ciekawy przykiad genu,
ktéry poprzez wykorzystanie dwoch alternatywnych
startdw translacji koduje dwa biatka rdézniace sie
sekwencjg N-konca — biatko diuzsze kierowane do
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mitochondriéw i biatko krétsze transportowane do
jadra komorkowego [30].

Transkrypcja mtDNA zachodzi z udziatem mito-
chondrialnej polimerazy RNA kodowanej przez gen
jadrowy RPO041. Biatko to przypomina raczej poli-
merazy RNA bakteriofagéw T3, T7 i SP6 niz RNA
polimerazy eukariotyczne [31]. Mitochondrialna poli-
meraza RNA wspoétdziata z czynnikiem transkrypcyj-
nym kodowanym przez gen MTF1 iprzypominajgcym
bakteryjny czynnik 8 [31]. Miejsca inicjacji transkryp-
cji w mtDNA drozdzy oznaczono na rycinie 1. Mito-
chondrialne transkrypty sa wielogenowe, a poszcze-
g6lne geny w mtDNA nie posiadajg wtasnych promo-
toréow, co umozliwia wielostopniowy system regulacji.
Pierwotne transkrypty sag ciete, a motywem rozpo-
znawanym przez endonukleaze jest charakterystyczna
sekwencja dodekameru [33], mMRNA nie majg struk-
tury czapeczki na 5' kornicu ani posttranskrypcyjnie
syntetyzowanego poliA na 3' koncu [3].

Transkrypty mt tRNA sg dodatkowo przycinane na
obu konhcach. W procesie obrdbki konica 5' mt tRNA
bierze udziat mitochondrialny analog RNazy P. En-
zym ten sktada sie z czeSci biatkowej kodowanej przez
jadrowy gen RPM 2 [34] oraz RNA kodowanego przez
mitochondrialny gen RPM1 [35], Poszczegdlne zasa-
dy w mt tRNA sg chemicznie modyfikowane z udzia-
tem enzymow kodowanych przezjagdrowe geny CCAI,
MOD5, TRM1 i TRM2. Poprzez wykorzystanie alter-
natywnych startow transkrypcji i translacji geny te
kodujg izoenzymy, ktére sg sortowane do réznych
kompartmentow komorkowych i odpowiadajg za ana-
logiczne modyfikacje tRNA mitochondrialnych
i tRNA cytozolowych [36]. Rycina 2 przedstawia
schematycznie ekspresje genu MOD5 oraz lokalizacje
wewngtrzkomorkowga powstajgcych izoenzymow [37].

VI. Stabilno$¢ i obrdébka transkryptéw mito-
chondrialnych

3' konce transkryptéw mitochondrialnych powstajag
poprzez ciecie specyficznej dodekamerowej sekwencji
(patrz wyzej). Sekwencja ta peini prawdopodobnie
dodatkowg role wigzac kompleks biatek, ktére od-
powiadajg za stabilnos¢ transkryptu [38]. Stwierdzo-
no, ze w skiad kompleksu stabilizujgcego wchodzg
biatka kodowane przez geny jadrowe SUV3 i DSS1
[39-41]. Sekwencje stabilizujgce 5' koniec mt trans-
kryptow nie zostaty dotychczas scharakteryzowane.

Zidentyfikowano szereg gendéw jadrowych odpowie-
dzialnych, w sposéb bardziej lub mniej specyficzny, za
stabilnos$¢ transkryptéw mitochondrialnych. Opisano
szczeg6towo gen CBP1, ktorego ekspresja warunkuje
specyficznie stabilnos¢ mRNA cytochromu b [42].
Dwa inne geny jadrowe, AEP1 i AEP2, kodujg biatka
odpowiedzialne za obrébke i trwato$¢ mMRNA podjed-
nostki 9 ATPazy [43]. Zidentyfikowano takze mutan-
ty jadrowe, takie jak SUV3 czy NAMI, ktore oprécz
destabilizacji transkryptow miaty wptyw na wycinanie
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intron6w mitochondrialnych. Gen SUV3 koduje heli-
kaze RNA, a produkt genu NAMI nie wykazuje
istotnego podobienstwa do innych biatek [40, 44, 45].

Trzy geny mitochondrialne S. cerevisiae, COXI,
COB i LSU zawieraja introny (Ryc. 1). llo$¢ intronéw
jest zalezna od szczepu; gen COXI zawiera maksymal-
nie 7 introndw, gen COB — maksymalnie 5 intronéw,
za$ gen LSU posiada 1intron lub wystepuje w formie
bezintronowej. Skonstruowano szczep laboratoryjny,
ktéry nie posiadat w ogdle intronéw mitochondrial-
nych. Brak intronéw nie wywotuje zauwazalnych
zmian fenotypowych i nie zaburza funkcji mitochon-
drialnych [46].

Introny mitochondrialne dzieli sie na dwie grupy (I
i 1) w zaleznosci od przewidywanej struktury drugo-
rzedowej. Wykazano, ze w warunkach in vitro introny
mitochondrialne sa zdolne do samowycinania, a me-
chanizm tej reakcji r6zni sie nieznacznie dla intronéw
obu grup [47]. Wigkszo$¢ intronow mitochondrial-
nych grupy | zawiera otwartg ramke odczytu (ORF)
kodujacg bgdz biatko uczestniczace w wycinaniu (ma-
turaze), badz w rozprzestrzenianiu (endonukleaze)

MOD5-M2

MOD5-M1 [ T pU*

Ryc. 1 Genom mitochondrialny S. cerevi-
siae [3]. Geny kodujagce rRNA
i znane biatka oznaczano na czar-
no. W przypadku genéw zawiera-
jacych introny, na czarno oznaczo-
no kodujace sekwencje eksonowe.
Introny  pozostawiono  biate,
a w przypadku intronéw, Kktore
wystepujg tylko w niektérych
szczepach drozdzy, zaznaczono
miejsca ich insercji. Introny grupy
Il oznaczono gwiazdka. Na biato
oznaczono takze geny kodujace
hipotetyczne biatka RF1, RF2
i ENS2. Geny tRNA oznaczono
wedtug odpowiednich aminokwa-
sow w kodzie jednoliterowym. Cyf-
ry podano dla tRNA izoakceptoro-
wych. Miejsca wystepowania sek-
wencji startu replikacji oznaczono
biatymi tréjkacikami, za$ miejsca
startu transkrypcji — czarnymi
tréjkacikami.

kodujacego je intronu. Nalezg one do rodziny biatek
zawierajgcych charakterystyczne motywy sekwencji
aminokwasowej LAGLI-DADG. Introny grupy Il
kodujg maturazy, ktére wykazujg znaczace podobien-
stwo sekwencji do odwrotnych transkryptaz retro-
wirusow [3].

Sekwencje intronowe kodujgce maturazy sg zgodne
w fazie i ciagte z sekwencjami poprzedzajgcych ek-
sonéw, co umozliwia kaskadowy proces wycinania
kolejnych intron6w przedstawiony schematycznie na
rycinie 3. Wyciecie pierwszego intronu genu COB,
niezalezne od maturazy, powoduje potgczenie sie
dwoch pierwszych eksondéw, Bl i B2. Translacja obu
tych eksondéw wraz z sekwencjg kodujgcag stanowigcg
5' koniec drugiego intronu prowadzi do powstania
maturazy. Katalityczna ilo$¢ maturazy wystarcza do
wyciecia drugiego intronu, co prowadzi do potaczenia
BIl, B2 i B3. Teraz sekwencja kodujaca intronu trzecie-
go lezy bezposrednio za sekwencja trzech potgczonych
eksonow itak moze ulegac translacji nastepna matura-
za, ktora bierze udziat w wycinaniu trzeciego intronu.
Ilo§¢ maturazy w komorce jest tak niska, ze jej

MITOCHONDRIA CYTOPLAZMA JADRO KOMORKOWE

+ +

+ +

Ryc. 2 Lokalizacja subkomo6rkowa powstajacych izoenzyméw MODS5 [37]. Dwa kodony inicjacyjne AUG s3 zgodne w fazie i odlegte 0 12
aminokwaséw. Sekwencje odpowiedzialne za transport do mitochondriéw przedstawiono jako czarny blok, sekwencje kierujgce do

jadra komorkowego zakreskowano.
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Ryc. 3 Wstepne etapy dojrzewania mRNA cytochromu Tkb |
b (COB) S. cerevisiae [25]. Eksony B1-B6 zaczer- !
niono, obszary 5' i 3' nie ulegajace translacji '
zakreskowano, za$ sekwencje kodujgce w intro- _ =
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nach pozostawiono biate.

indentyfikacja jest mozliwa jedynie w mutantach,
w ktérych wystepuja specyficzne defekty w wycinaniu
intronow [48].

Czes¢ intron6w mitochondrialnych grupy | koduje
endonukleazy, ktére umozliwiajg mobilnos¢ intronu,
co wykazano metodami klasycznej genetyki [11].
Mechanizm proceséw zwigzanych z mobilno$cig in-
tronow grupy | przedstawiono schematycznie na ryci-
nie 4 [49]. Delecje i addycje intronéw mitochondrial-
nych znajdujg potwierdzenie doSwiadczalne. Zaréwno
powielanie intronow jak ich delecje nie wptywajg na
funkcje oddechowa mitochondriéw. Stwierdzono ist-
nienie spontanicznych mitochondrialnych rewertan-
téw, w ktérych nastepuje delecjajednego lub wiekszej
iloSci introndw. Delecja intronu nastepuje doktadnie
na granicy intron-ekson. Addycje intronu grupy
I w homologiczne miejsce genu bezintronowego naz-
wano “intron homing”. Endonukleaza powstata w wy-
niku translacji sekwencji intronowej rozpoznaje specy-
ficzne miejsce w DNA homologicznego genu nie

DELECJA INTRONU

P ————
72 n SR D] Intron
S —

posiadajgcego intronu i nacina obie nici. Dwuniciowa
przerwa jest naprawiana na bazie istniejgcej matrycy,
ktérg stanowi gen wraz z intronem. Takze i sekwencje
sgsiadujace z intronem ulegajg powieleniu. Wbudowa-
ny intron moze ulega¢ ekspresji produkujac endonu-
kleaze.

Ostatnio opisano takze mechanizm addycji dla
introndw grupy Il na przyktadzie intronu ai2 genu
COXI. Proces ten nazwano “retrohoming”, gdyz prze-
niesienie intronu do allelu bezintronowego zachodzi
poprzez odwrotng transkrypcje mRNA allelu zawiera-
jacego intron. Biatko kodowane przez intron ai2
spetnia réwnocze$nie 3 funkcje: maturazy, endonu-
kleazy i odwrotnej transkryptazy, przy czym za kazdg
z funkcji odpowiada okre$lona domena biatka [50].

Opisano ciekawg mutacje w sekwencji endonu-
kleazy intronu czwartego genu COXI, ktéra kompen-
suje defekt maturazy genu COB [51]. Zatem pojedyn-
cza substytucja aminokwasu wystarczy aby endonu-
kleaza byta zdolna do funkcjonowaniajako maturaza.

Gen X Gen X
ADDYCJA INTRONU
SRR ngon EONEREREN eemwweanms | von | NS
Gen X Gen X
/ =
A AR SAITRENTT e
Gen X Gen X
TRANSPOZYCJA INTRONU
EEEEEES  [DUON — e 000D f—
— r —_—
GenX Gen X
\ B ¢
Ryc. 4 Uproszczone schematy procesow -—m
zwigzanych z mobilnoscig intro- B 2 7] Intron .
GenY Gen Y

néw mitochondrialnych [49].
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Transpozycja intronu nie zostata potwierdzona do-
$wiadczalnie. Opisano jednak u drozdzy efektywny
mechanizm rozprzestrzeniania sie sekwencji introno-
wych obejmujacy wstawienie sekwencji intronowych
w niehomologiczne miejsca poprzez odwrotng trans-
krypcje i integracjg powstatego cDNA do genomu
mitochondrialnego [52].

W procesie wycinania intronéw z mt transkryptow
bierze takze udziat szereg biatek kodowanych w jadrze
i transportowanych do mitochondriow. Wiekszo$é
tych biatek zidentyfikowano metodami genetycznymi.
Niektdre z nich uczestniczg takze w mitochondrialnej
syntezie biatek. Wykazano na przykitad, ze mitochon-
drialna syntetaza tRNA kodowana przez gen NAM?2
jest bezposrednio zaangazowana w wycinanie okre-
$lonych intronéw genéw COB i COXI [53, 54].
Produkty innych gendéw jadrowych regulujg synteze
maturaz, przez co majg posredni wptyw na wycinanie
intronbw mitochondrialnych [55].

Bezposredni zwigzek miedzy translacjg a procesem
wycinania intronéw jest teoretycznie mozliwy witasnie
jedynie wmitochondrialnym systemie ekspresji gendw.
Mitochondria stanowig bowiem unikalny system,
gdzie oba procesy moga zachodzi¢ ,fizycznie” w tym
samym miejscu podczas gdy oddzielenie jadra komér-
kowego komorki eukariotycznej poprzez btone jad-
rowg powoduje ich rozdzielenie.

VII. Translacja mitochondrialna

Naszg obecng wiedze o mitochondrialnym systemie
translacji drozdzy zawdzieczamy gtéwnie eksperymen-
tom genetycznym. Badania biochemiczne sg ograni-
czone, gdyz do tej pory nie udato sie odtworzy¢
mitochondrialnego systemu translacji in vitro. Szacuje
sie, ze w skfad mitochondrialnego aparatu translacji
wchodzi okoto 150 réznych biatek i czasteczek RNA
[56]. Co najmniej 77 biatek wchodzi w skfad rybo-
somu mitochondrialnego, czyli mitorybosomu [57].
Za synteze, obrébke, modyfikacje i aminoacylacje
mt tRNA odpowiada co najmniej 50 genéw. Ostatnig
grupe biatek stanowig generalne czynniki transla-
cyjne oraz specyficzne dla poszczeg6lnych mitochond-
rialnych transkryptéw aktywatory translacji. Nalezy
podkres$li¢, ze mitochondrialny system translacji wy-
maga skoordynowanej ekspresji genomu jagdrowego
i mMtDNA. Kompletny zestaw tRNA, 15S i 21S rRNA,
a takze Varlp, jedno z biatek mitorybosomow oraz
podjednostka enzymu odpowiedzialnego za obrébke
mt tRNA sg kodowane w mt DNA. Wszystkie, poza
Varlp, biatka mitorybosoméw oraz pozostate sktad-
niki aparatu translacji sg kodowane w jadrze komor-
kowym, syntetyzowane w cytozolu, a nastepnie trans-
portowane do mitochondriéw.

Mitorybosomy, ktore dysocjujag na podjednostki
54S i 37S, przypominajg pod pewnymi wzgledami
rybosomy prokariontow, a mniej sg podobne do
cytozolowych rybosomow eukariotycznych [58]. Po
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pierwsze szereg zidentyfikowanych biatek mitoryboso-
mow wykazuje podobienstwo sekwencji do biatek
rybosomow bakteryjnych. Zestaw antybiotykow, kto6-
re hamujg translacje mitochondrialng przypomina te,
ktére dziatajg na rybosomy bakteryjne. Takze mito-
chondrialne czynniki translacyjne przypominajg bar-
dziej czynniki translacyjne prokariontéw niz euka-
riontow [3]. Mitorybosomy zawierajg jednak wiekszg
liczbe biatek, ktore tez czesto sa inne, a czasem
podobne, ale wieksze od analogicznych biatek bak-
teryjnych [59]. Sposréd 23 biatek mitorybosomalnych,
ktérych sekwencje sa znane, prawie wszystkie sg
niezbedne dla funkcjonowania translacji, ale tylko 10
wykazuje homologie do znanych biatek rybosomal-
nych E. coli [60]. Unikalng cechg mitorybosomdw jest
zdolno$¢ do oddziatywania ze specyficznymi aktywa-
torami translacji oraz z btong mitochondrialng.

Translacja co najmniej pieciu spos$réd oSmiu pod-
stawowych mt mRNA wymaga jednego lub wiekszej
ilosci specyficznych aktywatorow [25]. Sugeruje sie, ze
biatka te funkcjonujg poprzez oddziatywanie z mito-
rybosomem, 5' sekwencjg wiodgcg mRNA i wewnetrz-
ng btong mitochondrialng [61]. Rola aktywatorow
polega na rozpoznaniu miejsca startu translacji, co
moze by¢ utrudnione, gdyz mitochondrialne mRNA
nie majg czapeczki, sg dtugie, a ich drugorzedowa
struktura jest mato zréznicowana ze wzgledu na
znaczgcg przewage reszt AT. Sugeruje sie takze, ze
aktywatory translacji prawdopodobnie utatwiajg
wbudowanie powstajgcego produktu biatkowego
w kompleksy oddechowe, ktére funkcjonujg w btonie
mitochondrialnej [62, 63]. Natomiast niespecyficznym
represorem translacji mitochondrialnej, biatkiem, kt6-
re wigze sie do 5' konca wszystkich mitochondrialnych
mRNA, jest dehydrogenaza izocytrynianu. Jest to
jeden z podstawowych enzyméw cyklu Krebsa, ktory,
jak sie niedawno okazato posiada zdolno$¢ wiazania
siec z RNA i petni alternatywng funkcje w regulacji
translacji mitochondrialnej. Ten dualizm funkcji dehy-
drogenazy izocytrynianu pozwala na sprzezenie trans-
lacji mitochondrialnej z generalnym metabolizmem
komorkowym [64]. Zidentyfikowano tez biatka o nie-
znanej funkcji, ktére sa prawdopodobnie zwigzane
z rybosomami mitochondrialnymi [65].

Poza pewnymi aspektami struktury mitoryboso-
moéw, specyficzno$¢ mitochondrialnego systemu trans-
lacji polega na stosowaniu kodu genetycznego od-
miennego od kodu uniwersalnego [66, 67], U S.
cerevisiae kodony AUA i CUN oznaczajg odpowied-
nio metionine i treonine, za$ kodon UGA jest ttuma-
czony na tryptofan [68]. Ograniczona liczba 25 typéw
mt tRNA uniemozliwia translacje wediug reguty
chwiejnosci sformutowanej przez Cricka, a brak
izoakceptorowych tRNA wymusza uproszczong regu-
fe odczytywania [69]. W odrdznieniu od roslin, u droz-
dzy nie ma koniecznoS$ci transportu cytozolowych
tRNA do mitochondriéw. Stwierdzono jedynie import
cytoplazmatycznego tRNA lys, ktory jednak nie fun-
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kcjonuje w aparacie translacyjnym, a jego funkcja
w mitochondriach jest nieznana [70].

Mitochondrialne rRNA nie zawierajg metylowa-
nych zasad, a metylacja rybozy jest $cisle ograniczona
do jednej guanozyny w pozycji w 21S rRNA, podczas
gdy 16S rRNA pozostaje niezmodyfikowany. Za mo-
dyfikacje odpowiada gen PET56, ktdrego ekspresja
warunkuje powstanie mitorybosomow [71].

Unikalng cechg mitorybosoméw S. cerevisiae jest
brak czgsteczki 5S rRNA.

VI1Il. Modyfikacja, degradacja i wigczanie
biatek mitochondrialnych w kompleksy

Wszystkie produkty mitochondrialnej translacji, za
wyjatkiem Varlp ibiatek kodowanych w intronach, sg
hydrofobowymi biatkami btonowymi wchodzgcymi
w skiad kompleks6w oddechowych zlokalizowanych
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Pomimo, ze
powigzanie mitorybosomow i aktywatorow translacji
z btong mitochondrialng powinno utatwia¢ wigczanie
powstajacych polipeptydéw w btone, zidentyfikowano
biatka, ktére utatwiajg ten proces. Gen ABC1 jest
niezbedny do utworzenia kompleksu bel [72]. Geny
SCOI i OXA1l sg niezbedne do powstania oksydazy
cytochromu ¢, a brak ich aktywnos$ci prowadzi do
destabilizacji okreslonych podjednostek tego enzymu
[73, 74].

Kodowane jgdrowo i transportowane do mitochon-
driéw biatka sa w wiekszosci przypadkéw pozbawiane
N-koncowej sekwencji kierujacej. Obrobka ta zacho-
dzi podczas lub zaraz po transporcie z udziatem
wysoce specyficznych proteaz zlokalizowanych w mat-
rix lub wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Metalo-
proteaza MPP, ztozona z dwéch podjednostek kodo-
wanych przez geny MAS1 i MAS2, odcina sekwencje
kierujace do matrix i czes¢ sekwencji kierujagcej do
przestrzeni miedzybtonowej [75]. Odpowiednik prote-
azy MPP u Neurospora i u ros$lin wchodzi w skitad
kompleksu oddechowego bel [76], co wskazuje na
wspdlng regulacje biogenezy mitochondriéw i ich
aktywnoS$ci energetycznej. Proteaza IMP odpowiada
za odcinanie sekwencji kierujgcej do przestrzeni mie-
dzybtonowej. Enzym ten skiada sie z katalitycznych
podjednostek IMP1 i IMP2 o odmiennej specyficzno-
Sci [77].

Oprocz specyficznych enzymdéw, mitochondria po-
siadajg proteazy, ktdre funkcjonujg w ATP-zaleznym
procesie degradacji biatek o nieodpowiedniej konfor-
macji lub takich, ktérych synteza nie byta kompletna
[78]. W mitochondriach wystepujg homologi proteaz
La i Cip E. coli, kodowane odpowiednio przez geny
drozdzowe PIM | i HSP78. Biatko Pim| wspdétdziata
z mitochondrialnym biatkiem szoku cieplnego w roz-
poznaniu i degradacji niew}asciwie pofatdowanych
biatek, a jednoczes$nie warunkuje stabilnos¢ mtDNA
[79]. Brak biatka Hsp78 nie zaburza istotnej funkcji
mitochondridw ijego rola nie jest poznana [80].
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Rosénie liczba biatek mitochondrialnych ATPazo-
podobnych z rodziny nazwanej AAA, ktorych funkcja
nie jest, wyjasniona. Do tej klasy nalezg produkty
genéw jadrowych BCS1, AGF3, RCAl i YMEL. Sek-
wencje wszystkich tych biatek posiadajg dwie domeny
po okoto 200 aminokwasow, ktdre zawierajg charak-
terystyczne dla ATPaz motywy odpowiedzialne za
wigzanie nukleotydéw. Pomimo podobiefistwa sek-
wencji nie mozna przypisa¢ wymienionym biatkom
analogicznych funkcji. Bceslp i Rcalp majg udziat
w formowaniu mitochondrialnych komplekséw od-
dechowych [81, 82]. Wspomniane uprzednio w obec-
nym artykule biatko Ymel wptywa na migracje
mtDNA do jadra komorkowego [7]. Agf3 prawdopo-
dobnie petni rownoczesnie funkcje biatka chronigcego
(chaperon) i proteazy, przez co jednocze$nie pomaga-
toby biatkom mitochondrialnym przybraé witasciwg
konfromacje i degradowatoby ,,nienormalne” polipep-

tydy [3].

IX. Mitochondria regulujg funkcje jadra
komérkowego

Komérka drozdzowa jest w stanie zmieniaé ekspre-
sje réznych genow jadrowych w zaleznosci od stanu
fizjologicznego mitochondriéw, a takze stanu mtDNA.
Zjawisko to jest znane jako regulacja typu retro, co
podkres$la mozliwo$s¢ komunikacji organelli w prze-
ciwnym kierunku w stosunku do udokumentowanego
obszernie ruchu informacji jgdro komorkowe-mito-
chondria. Przyktadem regulacji retro jest wptyw nie-
funkcjonalnych mitochondriéow w mutantach rho® na
podwyzszenie poziomu transkrypcji genu CIT2, ktéry
koduje peroksysomalng forme syntazy cytrynianu.
Efekt ten jest sterowany przez sekwencje UAS w 5
niekodujacej sekwencji genu CIT2 za posrednictwem
biatek regulatorowych kodowanych przez geny RTG1
iRTG2 [83]. Produkty genéw RTG warunkujg wzrost
drozdzy na pozywce z kwasem olejowym i sg niezbed-
ne do syntezy biatek peroksysomalnych. Sugeruje sie,
ze biatka Rtg funkcjonujg w systemie komunikacji
miedzy mitochondriami, peroksysomami ijgdrem ko-
morkowym [84].

X. Podsumowanie

W ciggu ostatniego dziesieciolecia wyizolowano
kilkaset genéw jadrowych odpowiedzialnych za funk-
cje mitochondrialne Saccharomyces cerevisiae. Po-
przez identyfikacje gendéw zwigzanych z importem
biatek do mitochondriéw, dziedziczenie mitochon-
driéw i ich oddziatywaniem z cytoszkieletem stwier-
dzono istotng role mitochondriow w procesach wzros-
tu i podziatu komérki. Metody klonowania pozwolity
na izolacje genéw, ktére w wypadku nadekspresji sg
supresorami znanych mutacji mitochondrialnych.
Strategia ta umozliwita okreslenie hipotetycznego
wspotdziatania produktéw roéznych genéw odpowie-
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dzialnych za funkcje mitochondrialne. Wreszcie po-
przez realizacje projektu sekwencjonowania genomu
Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano szereg ge-
néw, ktdrych inaktywacja powodowata defekty w fun-
kcjonowaniu mitochondriow. Analiza sekwencji po-
zwolita na stworzenie rodzin biatek homologicznych
gdyz biatkom danej rodziny przypisuje sie analogiczne
funkcje. Przyktadem jest rodzina biatek mitochon-
drialnych AAA, ktére regulujg oddziatywania biatko-
biatko warunkujgc powstawanie komplekséw i czas
zycia biatek. Stwierdzono tez, ze mitochondria mogg
wptywac na ekspresje gendéw jadrowych. Niewatpliwie
charakterystyka oddziatywan jadro komérkowe-mito-
chondria pozwala na gtebsze zrozumienie zjawiska
komunikacji miedzy organellami komoérkowymi.
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Plant respiratory chain
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IV. Uwagi koricowe

l. Wstep

Wydajno$¢ energetyczna oddychania wptywa na
wiele procesdw zwigzanych ze wzrostem i rozwojem
roslin. Koncowy etap oddychania zachodzi w mito-
chondriach, gdzie zlokalizowany jest tancuch odde-
chowy i cykl Krebsa. Ros$liny oddychajg nie tylko
w ciemno$ci, ale rowniez na $wietle, podczas fotosyn-
tezy. W komorkach fotosyntetyzujgcych zrédtem sub-
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IV. Concluding remarks

stratbw oddechowych dla mitochondriow moze by¢
nie tylko glikoliza (pirogronian, jabtezan), ale rowniez
posrednio fotosynteza (jabtezan) lub fotooddychanie
(glicyna). Doptyw tych substratbw moze podlegac
zmianom, nie tylko w warunkach S$wiatto-ciemnos¢,
ale réwniez na Swietle w zaleznosci od intensywnosci
fotosyntezy lub fotooddychania. W komorkach niefo-
tosyntetyzujgcych ilos¢ substratdw rowniez moze sie
zmieniaé w zaleznosci od metabolizmu i od wptywu
warunkéw $rodowiskowych, np. przy zmianach tem-
peratury.

Mitochondria uwaza sie za centrum przetwarzania
energii w komaérce. Gtowng ich funkcjg jest utlenianie
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substratdéw zwigzane z transportem elektronéw sprze-
zonych z syntezg ATP. Lancuch oddechowy sktada sie
z wielobiatkowych komplekséw bioragcych udziat
w przenoszeniu elektronéw z réznych substratdw na
tlen czasteczkowy. Cztery gtdwne kompleksy to: kom-
pleks I — oksydoreduktaza NADH: ubichinon, kom-
pleks Il — oksydoreduktaza bursztynian: ubichinon,
kompleks Il — oksydoreduktaza ubichinol:cyto-
chrom c i kompleks IV — oksydaza cytochromowa
(Ryc. 1). W bionie mitochondrialnej znajduje sie roz-
puszczony w niej mobilny ubichinon, ktéry taczy ze
sobg kompleksy enzymatyczne dehydrogenaz tarcu-
cha oddechowego z oksydazami regulujac przeptyw
i dystrybucje elektrondw na tanicuch cytochromowy
(kompleks 111, cytochromy b-c2 oraz kompleks IV,
oksydaza cytochromowa) lub oksydaze alternatywna.
Zlokalizowany po zewnetrznej stronie btony wewne-
trznej, cytochrom c dziata jako mobilny przenosnik
elektronow tgczacy kompleks 111 z kompleksem IV.
Podobnie jak w mitochondriach zwierzecych kom-
pleksy I, 111 i IV sg utozone w poprzek btony i uczest-
nicza w wytwarzaniu gradientu protonéw. Gradient
ten wykorzystywany jest przez syntaze ATP (FO Fj
— ATPaze) do syntezy ATP.

W mitochondriach roélinnych, dzieki obecnosci
dodatkowych kompleksow enzymatycznych, mozliwy
jest transport elektronéw na tlen z pominieciem tych
fragmentéw tancucha oddechowego, ktore sg zwiagzane
z translokacjg protonéw (Ryc. 1). Ze wzgledu na
mozliwo$é przenoszenia elektron6w bez syntezy ATP,
mitochondria ro$linne moga charakteryzowac sie niz-
szym stopniem sprzezenia (stosunek P/O). Roslinny
tancuch oddechowy jest wiec bardziej ztozony niz
zwierzecy tancuch oddechowy, a centralnym jego
cztonem jest ubichinon. Mitochondria roslinne réznig

H+ NAD (P)H

f Przestrzen miedzybtonowa U
C32+

sie od mitochondriéw zwierzecych:

— rozbudowanym systemem utleniania NAD(P)H;
dodatkowa (oprécz kompleksu 1), wewnatrz mito-
chondrialng dehydrogenazg NADH, niewrazliwg na
rotenon oraz mozliwoscig utleniania cytosolowego,
zewnatrz mitochondrialnego NAD(P)H przez zwigza-
ng z tancuchem oddechowym zewnetrzng dehydroge-
naze NAD(P)H;

— obecnoscig tzw. oksydazy alternatywnej, niewra-
zliwej na cyjanek, dzieki ktérej mozliwy jest transport
elektronéw na tlen z pominieciem taficucha cytochro-
mowego.

— obecnos$cig w mitochondriach enzymu jabtczano-
wego (dehydrogenazy jabtczanowej dekarboksylujg-
cej, specyficznej dla NAD).

— zdolnoscig do utleniania glicyny przez mitochon-
dria izolowane z lisci roslin, u ktorych wystepuje
fotoodychanie.

Wszystkie te cechy odzwierciedlajg bardziej ,plas-
tyczng” funkcje mitochondriéw w komorce roslinnej.
Wynika ona z koniecznosci szybkiego przystosowywa-
nia sie do zmiennych warunk6w metabolicznych oraz
wspotdziatania z innymi organellami przetwarzajacy-
mi energie (chloroplasty) lub z peroksyzomami bio-
racymi udziat w fotooddychaniu. Z tego tez wzgledu
funkcja mitochondriow w komadrce roslinnej nie moze
by¢ rozwazana w oderwaniu od innych organelli oraz
od tkanki (np. lisci tub korzeni) i warunkow zewnetrz-
nych (np. $wiatto, ciemnos$¢) w jakich znajduje sie cata
roslina. Wiele cech wspélnych z mitochondriami roslin
wyzszych wykazujg mitochondria ameb [1]. W ostat-
nich latach ukazaty sie artykuty przegladowe opisujgce
zaréwno budowe ros$linnego taficucha oddechowego
jak i funkcje mitochondriow [2-6]. Badania z za-
stosowaniem technik biologii molekularnej okazaty sie

deh.z
>
} > Q
B.w // X
- NADH [ \v O
i NAD(P)H
burszt.
Matriks
Ryc. 1 Schemat ro$linnego faricucha oddechowego, zmodyfikowano wg [6 i 10], Bw. — wewnetrzna btona mitochondrialna, w ktorej
umieszczony jest taficuch oddechowy; I, 11, 111 i IV — oznaczono kolejno kompleksy taficucha oddechowego, strzatkami oznaczono

miejsca i kierunek translokacji protonow; podwo6jnymi strzatkami oznaczono fragmenty tancucha, z ktérych przeniesienie elektronow
niejest zwigzane z translokacja proton6w; gruba kreska oznaczono miejsce hamowania przez rotenon, KCN i SHAM; Q — ubichinon;
deh.z. i deh.w. — odpowiednio zewnetrzne i wewnetrzne dehydrogenazy NAD(P)H, niewrazliwe na rotenon; Alt. — oksydaza
alternatywna; b, clc, a3 a — cytochromy tworzgce tzw. tancuch cytochromowy.
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niezmiernie przydatne do okreslenia struktury i miejs-
ca powigzania niektérych komponentdw taricucha
oddechowego (oksydaza alternatywna) oraz mechani-
zmow regulacji przeptywu elektronéw. Artykut ten jest
podsumowaniem ostatnich badan dotyczacych struk-
tury i funkcji dodatkowych, charakterystycznych dla
roslin, fragmentow tancucha oddechowego.

Il. Dehydrogenazy NAD(P)H roslinnego
tancucha oddechowego

Roslinny taficuch oddechowy ma dwa systemy dehy-
drogenaz zwigzane z utlenianiem NAD(P)H: zewnetrz-
ne dehydrogenazy NAD(P)H, utleniajgce NAD(P)H
cytosolowe i dehydrogenazy wewnetrzne, utleniajgce
NADH wytworzone w matriks. Mitochondrialnym
dehydrogenazom NAD(P)H w ostatnich latach po-
Swiecono szereg artykutéw przegladowych [7-10].

I1-1. Zewnetrzne dehydrogenazy NAD (P)H

I1-1.1. Charakterystyka zewnetrznych dehydroge-
naz NAD(P)H

Izolowane mitochondria roslinne, w odr6znieniu od
mitochondriow zwierzecych, aktywnie utleniajg doda-
ne, egzogene NAD(P)H. Wynika to z obecnosci w ros-
linnym taricuchu oddechowym dehydrogenazy utle-
niajgcej NAD(P)H cytosolowe i przekazujgcej elektro-
ny na ubichinon [11,12]. W zwigzku z tym utlenianiu
zewnatrz mitochondrialnego NADH towarzyszg dwie
fosforylacje [9]. Kontrowersyjne jest zagadnienie czy
jest to jedna dehydrogenaza specyficzna zaréwno dla
NADH jak i NADPH czy tez sg to dwie dehyd-
rogenazy. Na obecnos$¢ jednej dehydrogenazy wskazy-
waty prace Moliera i wsp. [10]. Ostatnie badania
przy zastosowaniu przeciwciat wykazaty jednak obec-
no$¢ co najmniej dwoch dehydrogenaz, r6znigcych sie
optimum pH ispecyficznoscia substratowa w stosunku
do NADH i NADPH [13].

Utlenianie NAD(P)H przez dehydrogenaze zewne-
trzng jest zalezne od pH. Optimum utleniania NADH
zachodzi przy pH miedzy 0.8-7.2, natomiast utlenianie
NADPH zachodzi przy pH nieco nizszym [14-17],
a wiec jest to pH bardzo zblizone do pH cytosolowego
(7.1-7.6) [18]. Utlenianie egzogennego NAD (P)H przez
mitochondria roslinne jest stymulowane przez katio-
ny, szczegélnie za$ przez jony wapnia [14]. Funkcja
jaka peinig jony Ca2+ w regulacji aktywnos$ci zewne-
trznej dehydrogenazy NADH nie jest wyjasniona.
Obecnie sadzi sie, ze jony Ca2+ nie stymulujg aktyw-
nosci dehydrogenazy natomiast utatwiajg przekazy-
wanie elektron6w na ubichinon znajdujacy sie w lipi-
dowej frakcji btony, co wskazuje, ze miejscem dziatania
Ca2+jestraczej ubichinon [19]. Stymulacja utleniania
NADH przez jony Ca2+ obserwowana jest przy pH
obojetnym, spada natomiast przy pH ponizej 7 [20].
Usuniecie jonéw Ca2+ (np. przez dodanie czynnikow
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chelatujgcych) powoduje zahamowanie utleniania
NADH przez izolowane mitochondria [20]. Gdy
dehydrogenaza NADH uwolniona jest z btony mito-
chondrialnej przez sonifikacje lub traktowanie deter-
gentem, zalezno$¢ aktywnosci od jonéw Ca2+ spada,
aczkolwiek enzym ten w dalszym ciggu redukuje
analogi ubichinonu [21, 22]. Godnym odnotowania
jest fakt, ze maksimum stymulacji przypada na steze-
nia Ca2+ bliskie stezeniom wystepujgcym w cytosolu
u wiekszosci roslin, ktére to stezenie podlega regulacji
i zmienia sie¢ podczas wzrostu i rozwoju oraz pod
wptywem zmiennych warunkdéw $rodowiskowych.
Stymulacje przez jony Ca2+ obnizajg tez regulatory
wzrostu, poliaminy [23].

I1-1.2. Rola fizjologiczna zewnetrznych dehydro-
genaz NAD(P)H

Zewnetrzne dehydrogenazy NAD(P)H moga regu-
lowaé¢ stezenie NAD(P)H w cytosolu. Regulacja nad-
miaru sity redukcyjnej, przy powigzaniu dehydrogena-
zy zewnetrznej NAD(P)H z droga alternatywna, mo-
gtaby zachodzi¢ bez produkcji ATP. Jednakze podczas
utleniania cytosolowego NADH lub NADPH elektro-
ny przekazywane na ubichinon przeptywajg na droge
cytochromowga z jednoczesng syntezg dwéch cza-
steczek ATP [24-27]. Nie wyjasnionyjest brak dostepu
zewnetrznej dehydrogenazy NADH do drogi alter-
natywnej u roslin nietermogennych [12,23, 27]. Tylko
u Araceae, u ktérych poziom oddychania cyjanood-
pornego podczas kwitnienia jest bardzo wysoki, utle-
nianie zewngatrz mitochondrialnego NADH moze za-
chodzi¢ prawie wylacznie przy udziale drogi alter-
natywnej [12, 26].

NADH utleniane jest bardzo intensywnie przez
mitochondria wiekszosci roslin, Kmdla NADH waha
sie pomiedzy 10-100 pM [8], natomiast stezenie
NADH w cytosolu w lisciach szpinaku na Swietle
wynosi zaledwie 0.6 pM [28]. Ponadto szereg sub-
stratdw (glicyna, jabtczan) utlenianych jest preferencyj-
nie na Swietle przez mitochondria roslinne w poréw-
naniu zNADH [29, 30]. Tak wiec wydaje sie, ze in vivo
utlenianie NADH cytosolowego jest na do$¢ niskim
poziomie i zachodzi gtdwnie przy udziale drogi cyto-
chromowej. Aczkolwiek nie jest wykluczone, ze przy
duzym wzroscie stezenia NAD(P)H w cytosolu udziat
w jego utlenianiu zewnetrznej dehydrogenazy
NAD(P)H moze sie zwiekszac.

I1-2. Wewnetrzne dehydrogenazy NADH

Zrédtem NADH wewnatrz mitochondriéw jest gtd-
wnie cykl Krebsa, dehydrogenaza jabtczanowa dekar-
boksylujgca, oksydaza glicyny oraz system przenoszg-
cy NADH/NAD z cytosolu. NADH wytwarzane we-
wnatrz mitochondriow moze by¢ utleniane przezjedng
z dwéch dehydrogenaz NADH tancucha oddechowe-
go (Ryc. 1)lub transportowane na zewnatrz mitochon-
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driow przez przenosnik jabtczan/szczawiooctan obec-
ny w btonie mitochondrialnej [31, 32].

Jesli rozne enzymy wytwarzajace NADH w matriks
miatyby taki sam dostep do dehydrogenaz tancucha
oddechowego, trudno bytoby zrozumie¢ w pewnych
warunkach tzw. preferencyjne utlenianie poszczegol-
nych substratow np. glicyny, jabtczanu [33, 34]. Przy-
puszcza sie, ze poszczeg6lne enzymy redukujagce NAD
mogg znajdowaé sie w sasiedztwie odpowiednich de-
hydrogenaz taricucha oddechowego i tworzy¢é kom-
pleksy zwane metabolonami [35].

Stosunek NADH/NAD w cytosolu w czasie foto-
syntezy, jest okoto 70-krotnie nizszy niz wewnatrz
mitochondriéw podczas utleniania substratowego
w stanie 3 [36], Wskazuje to na S$cistag regulacje
transportu NADH z matriks mitochondriéw do cyto-
solu zabezpieczajagcg w matriks wiasciwe stezenie
NADH niezbedne do wytwarzania ATP w fancuchu
oddechowym.

NADH w matriks moze byé utleniane przez dwie
dehydrogenazy — dehydrogenaze NADH kompleksu
I, hamowang przez rotenon i zwigzang z syntezg ATP,
lub dehydrogenaze nie hamowang przez rotenon i nie
uczestniczgcg w przemieszczaniu protonéw w poprzek
btony (brak syntezy ATP). Obie wewnetrzne dehyd-
rogenazy NADH badano w tzw. pecherzykach bton
mitochondrialnych, w ktérych btona wewnetrzna byta
odwrdcona na zewnatrz. Otrzymuje sie je poprzez
sonifikacje mitochondriow przy wysokim stezeniu soli,
a nastepnie poprzez wirowanie réznicowe [15, 37-39].

11-2.1. Dehydrogenaza NADH (hamowana przez
rotenon), kompleks |

Dehydrogenaza NADH zwigzana z kompleksem
| jest bardzo podobna do dehydrogenazy kompleksu
I wmitochondriach zwierzecych [10]. Kompleks I nie-
dawno wyizolowano i oczyszczono z mitochondriéow
buraka czerwonego [40]. Jest to duzy kompleks biat-
kowy o ciezarze 680 kDa [10] lub 400 kDa [40],
sktadajacy sie z co najmniej 6 polipeptyddéw i zawiera-
jacy flawine [41-43]. Kmdla NADH wynosi 8 pM [5],
wskazuje to na znacznie wyzsze powinowactwo do
NADH niz dehydrogenazy niewrazliwej na rotenon.

11-2.2. Dehydrogenaza NADH niewrazliwa na

rotenon

Obecnos¢ wewnetrznej dehydrogenazy NADH nie-
wrazliwej na rotenon irolajakag petni w przenoszeniu
elektron6w byta dyskutowana przez wiele lat. Zasad-
niczg trudnoscig w badaniach jest brak specyficznego
inhibitora tej dehydrogenazy albowiem zewnetrzna
dehydrogenaza NADH réwniez nie jest hamowana
przez rotenon [5, 10]. Wewnetrzna dehydrogenaza
NADH niewrazliwa na rotenon zostata wyizolowana
z buraka czerwonego, jest ona prawdopodobnie dime-
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rem sktadajacym sie z dwéch identycznych jednostek
0 masie 43 kDa [10].

W odrdznieniu od dehydrogenazy kompleksu I,
dehydrogenaza niewrazliwa na rotenon wykazuje nis-
kie powinowactwo do NADH [8, 9], a wiec moze
dziata¢ tylko, gdy stezenie NADH w matriks jest
wysokie (Km= 80 pM), podczas gdy Kmdehydrogena-
zy NADH kompleksu | jest 10-krotnie nizsze, a wiec
moze dziataé przy bardzo niskim stezeniu NADH
w matriks [44]. Wysokie stezenie NADH moze wy-
stepowa¢ w matriks, gdy zwieksza sie aktywnos$¢
enzymOw cyklu Krebsa lub utlenianie jabtczanu przez
obecng w mitochondriach ro$linnych dehydrogenaze
jabtczanowg dekarboksylujacg oraz przy duzej aktyw-
nosci przenosnika jabiczan/szczawiooctan. Lance
[45] sugerowal powigzanie dziatania dehydrogenazy
jabtczanowej dekarboksylujgcej (wytwarzajgcej we-
wnatrz mitochondriéw pirogronian i NADH) z dehy-
drogenazg niewrazliwg na rotenon i oksydazg alter-
natywng. W ten sposéb, w matriks, przy wysokim
poziomie NADH jego utlenianie mogtoby sie odbywac
bez syntezy ATP. Obecnie wydaje sie jednak, ze
przyczyna obserwowanej niewrazliwosci oddychania
na cyjanek przy wysokim stezeniu NADH w matriks
jest stymulacja oksydazy alternatywnej przez piro-
gronian wytwarzany przez dehydrogenaze jabtczano-
wg dekarboksylujgca.

Rola fizjologiczna dehydrogenazy NADH niewraz-
liwej na rotenon nie jest do tej pory wyjasniona, by¢
moze dziata ona tylko in situ [10, 39].

1. Oksydaza alternatywna

Jedng z najdawniej poznanych, charakterystycznych
cech roslinnego tancucha oddechowego, jest obecnos$¢
koricowej oksydazy alternatywnej, ktora katalizuje
przeniesienie elektronéw z ubichinonu na tlen, z pomi-
nieciem tanicucha cytochromowego (Ryc. 1). Oksydaza
ta jest nazywana réwniez oksydaza niewrazliwg na
cyjanek, drogg niewrazliwg na cyjanek i odpowiedzial-
na jest za tzw. oddychanie cyjanoodporne. Tego typu
oddychanie obserwowane byto u roélin juz od pocza-
tku stulecia. Najlepiej scharakteryzowana jest rola
fizjologiczna oddychania cyjanoodpornego u roslin
z rodziny Araceae, u ktérych oddychaniu podczas
procesu kwitnienia towarzyszy wydzielanie duzych
ilosci ciepta [46-48]. Artykut poswiecony charakterystyce
biochemicznej i roli fizjologicznej oksydazy alternaty-
wnej opublikowany byt w ,Postepach Biochemii” [49].

I11-1. Charakterystyka oksydazy alternatywnej

Pomimo wielu préb, do tej pory metodami bio-
chemicznymi, nie udato sie wyizolowaé oksydazy
alternatywnej. CzeSciowo o0czyszczony enzym uzys-
kano z kolb Arum maculatum, Sauromatum guttatum
oraz Symplocarpus foetidus [50-56]. Przyczyng braku
sukceséw jest po pierwsze trudno$¢ uwolnienia kom-
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pleksu oksydazy alternatywnej z btony mitochondrial-
nej, a ponadto brak odpowiedniego donora elektro-
néw dla oksydazy alternatywnej in vitro (zastepujacego
kompleks I lub Il in vivo). Z niewiadomych przyczyn
durochinol, ktory jest dobrym donorem elektronéw
dla oksydazy alternatywnej wyizolowanej z Araceae,
ma bardzo staba aktywnos$¢ dla oksydazy alternatyw-
nej izolowanej z ro$lin nietermogennych [5, 56].
Oczywiste ograniczenie badan powoduje wiec koniecz-
no$¢ wykorzystania ro$lin z rodziny Araceae, ktére
kwitng tylko raz w roku. Ponadto uwolniona z bton
oksydaza alternatywnajest bardzo niestabilna, w ciggu
12-24 godz. wykazuje w temp. 0°C znaczny spadek
aktywnosci [4, 53]. Jedng z przyczyn tej niestabilnosci
jest prawdopodobnie wysoka aktywnos$¢ proteazy
sulfhydrylowej w tkance Araceae [56]. Wszystkie te
trudnos$ci sprawity, ze do tej pory nie udato sie uzyskag,
metodami biochemicznymi, homogennego preparatu
oksydazy alternatywnej.

Oksydaza alternatywna wyizolowana z Arum macu-
latum lub Sauromatum guttatum czy tez z Symplocarpus
foetidus jest kompleksem matych biatek [53-56]. Wy-
izolowanie z Sauromatum guttatum i nieznaczne oczy-
szczenie oksydazy alternatywnej pozwolito E 11h o -
nowi i Mclntoshowi otrzyma¢ przeciwciata
mono ipoliklonalne dla oksydazy alternatywnej, ktore
okazaty sie specyficzne dla trzech polipeptydéw 37, 36
i 35 kDa [54, 55, 57]. Zapoczatkowato to badania
oksydazy alternatywnej z zastosowaniem technik bio-
logii molekularnej [6, 58]. Przeciwciata te wykazywaly
krzyzowa aktywnos$¢ ze wszystkimi roélinami posiada-
jacymi aktywnos$¢ oksydazy alternatywnej, mogty wiec
stuzy¢ jako sondy molekularne do jej wykrywania
[59-63]. Przeciwciata te uzyto do wyizolowania i zsek-
wencjonowania pojedynczego klonu cDNA dla ok-
sydazy alternatywnej z Sauromatum guttatum, Arabido-
psis thaliana oraz tytoniu [64-66]. Wykazano, ze
aktywno$¢é oksydazy alternatywnej i zwigzane z nig
oddychanie niewrazliwe na cyjanek jest wynikiem
dziatania jednego genu jadrowego [64], Zapropono-
wano strukture biatka oksydazy alternatywnej jako
dimeru, w ktérego sktad, w zaleznosci od rosliny, moga
wchodzi¢ biatka o ciezarze od 32-39 kDa [5, 6, 58].
Czasteczka oksydazy alternatywnej umieszczona jest
w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej, korice
C tanicucha polipeptydowego znajduja sie po stronie
matriks, a S heliks po stronie przestrzeni miedzy-
btonowej [6, 67]. Dimer potgczony jest mostkiem
disiarczkowym, w formie utlenionej jest on mniej
aktywny niz w formie zredukowanej. Stan reduk-
cji/utlenienia mostka disiarczkowego reguluje wiec
Vnds oksydazy alternatywnej [6, 68].

Juz od dawna obserwowano, ze w wyizolowanych
mitochondriach aktywno$¢ oksydazy alternatywnej
jestrozna w zaleznos$ci od substratu, najwyzsze aktyw-
nosci obserwowano z jabtczanem i bursztynianem,
anajnizsze zNADH [24]. Rdznice te moga zanikac po
dodaniu a-keto kwaséw organicznych [69]. W mito-
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chondriach soi niewielka aktywnos$¢ oksydazy alter-
natywnej obserwowana z bursztynianem moze by¢
znacznie stymulowana przez pirogronian [70]. Kwas
pirogronowy jest efektorem obnizajagcym Kmoksydazy
alternatywnej w stosunku do ubichinolu [6, 71].
Aktywno$¢ oksydazy alternatywnej wzmaga réwniez
wytwarzanie pirogronianu wewnatrz mitochondridéw
podczas utleniania bursztynianu lub jabtczanu [70].
Wydaje sie wiec, ze w izolowanych mitochondriach
réznice aktywnosci oksydazy alternatywnej przy réz-
nych substratach mozna ttumaczyé odmienng ich
zdolnoscig do wytwarzania endogennego pirogronia-
nu. Doptyw pirogronianu z glikolizy aktywuje droge
alternatywng, podobnie jak wytwarzanie pirogronianu
wewnagtrz mitochondriéw np. przez enzym jabtczano-
wy [69]. Ttumaczy to, jak sie zdaje, zaobserwowane
wczedniej powigzanie aktywnos$ci enzymu jabtczano-
wego w mitochondriach z dziataniem oksydazy alter-
natywnej [72].

W transgenicznym tytoniu z zwiekszong ekspresja
biatka oksydazy alternatywnej, mitochondria wyizolo-
wane z lisci, wykazywaty stosunkowo niskg aktywnos$é
drogi alternatywnej, aktywnos$¢ ta zwiekszata sie do-
piero po dodaniu czynnika redukujgcego i pirogronia-
nu [73]. W mitochondriach tych duza cze$¢ biatka
oksydazy alternatywnej byta w postaci zwigzanego
kowalencyjnie utlenionego (mniej aktywnego) dimeru,
dodanie za$ czynnika redukujacego (DTT), jak row-
niez izocytrynianu i jabtczanu powodowato redukcje
biatka oksydazy alternatywnej do zwigzanego nieko-
walencyjnie (bardziej aktywnego) dimeru. Przypuszcza
sie, ze czynnikiem regulujgcym stan utlenienia/reduk-
cji dimeru oksydazy alternatywnej mogtaby by¢ nie
tioredoksyna [6, 68], ale przede wszystkim NADPH
powstajacy wewnatrz mitochondriow [73]. W procesie
izolowania mitochondriéw dimer moze ulegac utlenie-
niu, dlatego wydaje sie, ze oksydaza alternatywna
moze by¢ duzo bardziej aktywna in vivo niz w wyizolo-
wanych mitochondriach. W tkance ponadto stan utle-
nienia/redukcji biatka oksydazy alternatywnej moze
podlegac regulacji poprzez zmienng ilos¢ sity redukcyj-
nej wytwarzanej wewnatrz mitochondriow [68, 73].

Konncowym produktem redukcji tlenu przez ok-
sydaze alternatywna jest woda [6, 49, 74]. Oksydaza
alternatywna ma mniejsze powinowactwo do tlenu niz
oksydaza cytochromowa (Kmdla 0 2 oksydazy alter-
natywnej wynosi 10-20 pM, podczas gdy oksydazy
cytochromowej 0.1-0.6 pM [75]. Jednakze w zakresie
stezert tlenu (100-200 pM) uzywanych do pomiaru
oddychania, aktywnos$é oksydazy alternatywnej jest
praktycznie niezalezna od stezenia tlenu [5].

Od dawna sugeruje sie obecno$¢ w centrum aktyw-
nym oksydazy alternatywnej zelaza zwigzanego niehe-
mowo [6, 49, 76]. Jednak zadna z dotychczasowych
analiz wyizolowanego biatka oksydazy alternatywnej
nie potwierdzita w sposdb jednoznaczny obecnosci
zelaza [5]. Ostatnio zaproponowano hipotetyczng
strukture centrum aktywnego oksydazy alternatywnej,
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analogiczng do metalo-biatka mono oksygenazy me-
tanu [6, 77].

I11-2. Regulacja przeptywu elektronéw przez dro-
ge cytochromowa i alternatywng

Do oznaczania udziatlu w oddychaniu drogi alter-
natywnej i cytochromowej uzywano metody Bahra
i Bonnera polegajgcej na miareczkowaniu aktyw-
nosci obu drog odpowiednio inhibitorami drogi alter-
natywnej (kwas salicylohydroksamowy) lub cytochro-
mowej (cyjanek potasu) [49, 78-80]. Metoda ta znalaz-
fa zastosowanie nie tylko w odniesieniu do izolowa-
nych mitochondriow, ale rowniez do tkanek i catych
roslin [80, 81].

Przy uzyciu inhibitoréw drogi alternatywnej i cyto-
chromowej wykazano, ze droga alternatywna dziata
przy wysyconej drodze cytochromowej [78, 79]. Obie
drogi rozgateziaja sie na poziomie ubichinonu, maja
jednak w stosunku do niego odmienne witasnosci
kinetyczne. Aktywnos$¢ drogi cytochromowej zalezna
jest od stopnia redukcji ubichinonu w sposob liniowy,
natomiast aktywnos$¢ drogi alternatywnej nie wykazu-
je tej zalezno$ci i ujawnia sie dopiero, gdy pula
ubichinonu jest zredukowana powyzej 35-40% [82,
83]. Tylko u roS$lin termogennych zalezno$¢ aktywno-
$cidrogi alternatywnej od stopnia redukcji ubichinonu
jest zalezno$cia liniowg [83].

Wyniki pomiaréw woltametrycznych poziomu re-
dukcji ubichinonu wykazaty, ze jego redukcja moze
by¢ dwustopniowa [84]. Zaproponowano model regu-
lacji przeptywu elektronéw przez pule ubichinonu na
droge alternatywna, tlen reagowatby z oksydazg alter-
natywng, gdy osiggnie ona stan cztero elektronowej
redukcji [84]. Potwierdzatoby to brak translokacji
proton6w przez oksydaze alternatywng [11], w przeci-
wienstwie do oksydazy cytochromowej dziatajgcej
jako pompa protonowa [85],

Na stan redukcji ubichinonu wptywa aktywnos$¢
dehydrogenaz tancucha oddechowego. W wiekszosci
doswiadczen w izolowanych mitochondriach wysyce-
nie obu drég oznaczano dodajac jako substrat bur-
sztynian [86, 87]. W tych warunkach droga cyto-
chromowa prawdopodobnie nigdy nie osigga stanu
wysycenia, bo np. dodanie NADH jednocze$nie z bur-
sztynianem sprawia, ze oddychanie poprzez droge
cytochromowg, w tych samych mitochondriach, jest
znacznie wyzsze [88]. Ponadto oznaczenia aktywnosci
obu drég przy uzyciu inhibitorow (tzw. miareczkowa-
nia inhibitorami) wykazaty, ze zahamowanie drogi
alternatywnej moze prowadzi¢ do wzrostu oddychania
drogg cytochromowg [87, 88]. Wskazuje to na brak
wysycenia drogi cytochromowej przy dziatajgcej dro-
dze alternatywnej oraz na mozliwo$¢ jednoczesnego
przeptywu elektronéw przez obie drogi i wsp6tzawod-
nictwo o elektrony [86, 89]. Bioragc pod uwage czyn-
niki wptywajace na aktywnos$¢ oksydazy alternatyw-
nej, wydaje sie, ze regulacja przeptywu elektronéw na
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droge alternatywngjest o wiele bardziej skomplikowa-
na niz to poczatkowo przypuszczano. Pytanie o me-
chanizm regulacji stale czeka na odpowiedz.

I11-3 Oznaczanie aktywnosci drogi alternatywnej

Opisane powyzej badania wykazatly, ze oznaczana
przy uzyciu inhibitoréw aktywnos$¢ drogi alternatyw-
nej, zarbwno w catych ros$linach jak izolowanych
mitochondriach, moze by¢ nizsza niz wystepujaca in
vivo [87-89]. W izolowanych mitochondriach zaréwno
poziom pirogronianu jak i czynnika redukujacego
mostki disiarczkowe dimeru oksydazy alternatywnej
moze by¢ r6zny od poziomu tych czynnikéw w mito-
chondriach w tkance. Ponadto, pobieranie tlenu ha-
mowane przez inhibitor drogi alternatywnej nie moze
by¢ miarg jej aktywnosci in vivo, albowiem zahamowa-
nie drogi alternatywnej moze powodowaé przeptyw
elektronéw na niewysycong droge cytochromowa.
Przy uzyciu inhibitoréw mozna wiec jedynie okre$lac¢
typ oddychania; np. cyjanoodporne lub wrazliwe na
kwasy hydroksamowe (SHAM), podkreslajac jedno-
czesnie, ze warto$¢ tego oddychania waznajest wytacz-
nie dla danych warunkdw eksperymentalnych (od-
dychanie w obecnosci inhibitora), moze natomiast by¢
rozna w warunkach in vivo, (przy braku inhibitora)
[87], Wyrazem krytyki oznaczania aktywnos$ci ok-
sydazy alternatywnej przy uzyciu inhibitorow jest
artykut w dziale ,,viewpoints” jednego z ostatnich
numeréw Plant Physiology pod znamiennym tytutem
»Oksydaza niewrazliwa na cyjanek: hamowac czy nie
hamowac, oto jest pytanie”. Konkluzja i odpowiedz na
postawione w tytule pytanie brzmi — nie hamowacg, nie
oznacza¢ aktywnoS$ci oksydazy alternatywnej przy
pomocy inhibitorow [90]. Wobec tego jak oznaczaé
aktywnos$¢ drogi alternatywnej in vivo?

Ostatnio rozwineta sie technika oznaczania aktyw-
nosci drogi alternatywnej poprzez oznaczenie stopnia
dyskryminacji (tzn. nierownomiernie nizszego) pobie-
rania z powietrza izotopu 180 2 w stosunku do 160 2
[91-93]. Dyskryminacja pobierania 180 2 przez droge
alternatywngjest wieksza niz przez droge cytochromo-
wa. Stopienn dyskryminacji pobierania przez droge
cytochromowa wynosi 17,1-20%, natomiast przez dro-
ge alternatywng 23,5-25,5%, warto$ci te w przypadku
réznych roslin sg nieco odmienne [91-93]. Przy za-
stosowaniu tej techniki wykazano, ze w izolowanych
mitochondriach soi w warunkach stanu 3 (w obecnosci
ADP), po dodaniu pirogronianu, przy niskim pozio-
mie redukcji ubichinonu, obie drogi wspdtzawodniczg
0 zredukowang pule ubichinonu [93]. Zastosowanie
do tych samych warunkow tradycyjnej metody pomia-
ru oddychania elektrodag Clarka i uzycie inhibitoréow
nie wykazato udziatu drogi alternatywnej [93].

Wydaje sie, ze technika dyskryminacji pobierania
izotopu tlenu jest obecnie jedyng wiarygodng i niein-
wazyjng (bez uzycia inhibitoréw) metodg oznaczania
in vivo udziatu drogi alternatywnej w oddychaniu. Nie
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ulegajednak watpliwosci, ze jest nieco bardziej czaso-
chtonna i wymagajgca specyficznej aparatury (chro-
matograf gazowy, spektrometr masowy).

I11-4. Rola fizjologiczna drogi alternatywnej

Rola fizjologiczna drogi alternatywnej jako procesu
generujacego ciepto wydaje sie by¢ bezsporna jedynie
u Araceae [47], U innych roélin poziom wytwarzania
ciepta przez droge alternatywng jest zbyt maty, aby
miat jakiekolwiek znaczenie fizjologiczne. Hipoteza
»przelewu” (overflow) wysunieta przez Lambersa
opisywata stany fizjologiczne w jakich moze funkc-
jonowac droga alternatywna, przy wysyconej drodze
cytochromowej [94-96]. W pewnych warunkach (np.
wzrost zawartosci cukrow w komorce i wynikajacy
z tego intensywniejszy ich przeptyw przez szlak glikoli-
tyczny) moze wystgpi¢ brak rownowagi pomiedzy
oksydacyjnym metabolizmem wegla a mozliwoscig
przeptywu elektronéw przez taicuch cytochromowy.
Droga cytochromowa moze byé wysycona przy spad-
ku ADP, ograniczeniu aktywnosci jednego ze skiad-
nikéw tancucha oddechowego [66, 73, 79], lub przy
deficycie Pi [97, 98]. Wtedy, przy zwiekszonym meta-
bolizmie oksydacyjnym, nastepuje uruchomienie drogi
alternatywnej. Wydaje sie jednak, ze hipoteza ta musi
ulec pewnej modyfikacji i uwzgledni¢ udziat drogi
alternatywnej przy nie catlkowicie wysyconej drodze
cytochromowej, a takze uwzglednic¢ regulacje aktyw-
nosci drogi alternatywnej tn vivo przez pirogronian
i potencjat redukcyjny wewnatrz mitochondriéw. Jak
wykazaty ostatnie badania, w izolowanych mitochon-
driach tytoniu, warunkiem uruchomienia drogi alter-
natywnej jest spadek poziomu ADP, wzrost sity reduk-
cyjnej wewnatrz mitochondriow, (niezbednej do re-
dukcji wigzania disiarczkowego) oraz obecnos$¢ piro-
gronianu (potrzebna do stymulacji zredukowanej for-
my oksydazy alternatywnej) [73].

Inng interesujaca hipotezg opisujaca role fizjologicz-
ng oksydazy alternatywnej jest jej udziat w regulacji
poziomu ponadtlenkéw i nadtlenk6w wodoru w tkan-
ce [87, 101]. Nadtlenki wodoru mogg odgrywac role
w indukcji ekspresji genu oksydazy alternatywnej [87].
W warunkach stresu spowodowanego chtodem [99-
101], inwazjg pasozytéw, zranieniem [96], czy tez
ograniczong dostepnoscia fosforanu [97,98] nastepuje
uruchomienie oddychania niewrazliwego na cyjanek.
Wtedy, przy ograniczonej aktywnosci drogi cytochro-
mowej i zwiekszonej redukcji ubichinonu, na terenie
mitochondriéw moze dochodzi¢ do wytwarzania po-
nadtlenku lub nadtlenku wodoru [101]. Sugeruje sie,
ze udziat w oddychaniu drogi alternatywnej moze
ograniczac ich wytwarzanie [87, 101]. Zaproponowa-
na ostatnio hipoteza regulacji aktywnosci i indukcji
oksydazy alternatywnej uwzglednia zaréwno stymula-
cje aktywnos$ci oksydazy alternatywnej przez kwasy
organiczne zapobiegajacg zwiekszonej redukcji ubichi-
nonujak iudziat nadtlenkéw windukcji ekspresji genu
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odpowiedzialnego za synteze biatka oksydazy alter-
natywnej [87]. Ta niezmiernie interesujgca hipoteza
jest obecnie testowana.

IV. Uwagi koncowe

W ciggu ostatnich pieciu lat techniki biologii mole-
kularnej niewatpliwie bardzo posunety naprzdd bada-
nia nad strukturg i rolg fizjologiczng oksydazy alter-
natywnej. Dostepnos$¢ przeciwciat oksydazy alternaty-
wnej oraz klonow cDNA pozwala $ledzi¢ ekspresje
oddychania niewrazliwego na cyjanek na poziomie
RNA i biatka z jednoczesnymi pomiarami gazomet-
rycznymi (pobieranie tlenu). Otrzymanie ro$lin trans-
genicznych ze zwiekszong lub zmniejszong ekspresja
oksydazy alternatywnej umozliwi okreslenie jej roli
w procesach wzrostu i rozwoju roslin.

Oznaczenie udziatu w oddychaniu niefosforylujgcej
drogi alternatywnej oraz mechanizméw zwigzanych
z regulacja tego udziatlu ma ogromne znaczenie dla
okreslenia wydajnosci energetycznej oddychania
[102]. U pewnych roslin (Lolium perenne) obserwuje
sie negatywng korelacje miedzy wysokoscig plonowa-
nia a intensywnoscig oddychania. Moze to by¢ m.in.
wynikiem roznej intensywnosci oksydacyjnej fosfory-
lacji [95]. Wydaje sie wiec, ze okreslenie udziatu
w oddychaniu drogi alternatywnej jest o wiele bardziej
istotne niz to sie do tej pory wydawato, a dotych-
czasowe wyliczenia wydajnosci energetycznej oddy-
chania roélin in vivo moga by¢ na znacznie zanizonym
poziomie. Do tych zadan niezbedny jest rozw6j no-
wych metod pozwalajagcych na precyzyjne okreslenie
udziatu obu drég, drogi alternatywnej i cytochromo-
wej w oddychaniu roslin.

Napisanie tego artykutu byto mozliwe dzieki sfinansowaniu
przez Grant KBN 6P2043705 uczestnictwa autorki w Kon-
ferencji ,,Plant Mitochondria from Gene to Function”.

Artykut otrzymano 6 lutego 1996 r.
Zaakceptowano do druku 20 marca 1996 r.
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Sterowana biosynteza antybiotykow poliketydowych

Engineered biosynthesis of polyketide antibiotics

KATARZYNA KUCZEK],
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MARIAN MORDARSKI3

Spis tresci:

I Wstep
Il.  Syntazy poliketydowe
IIl.  Geny syntaz poliketydowych
Y. Proby sterowania biosynteza
IV-1. Badanie mutantéw zablokowanych na poszcze-
golnych etapach biosyntezy
IVV-2. Heterologiczna ekspresja genéw
1V-3. Badanie funkcji natywnego kompleksu syntazy
podlegajgcego ekspresji w komérkach Escheri-
chia coli
1'Y-4. Badanie funkcji wyselekcjonowanego zespotu en-
zyméw PKS w uktadzie pozakomorkowym
IV-5. Analiza sekwencji genéw
V.  Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: PKS — syntaza poliketydowa;
minPKS — minimalny zestaw genéw' syntazy; DEBS — syn-
taza 6- dezoksyerytronolidu B; SU —jednostka syntazy; AT
— acylotransferaza; ACP — biatkowy czynnik przenoszacy
grupy acylowe; KS — syntaza P-ketoacylowa; KR — ketore-
duktaza; DH — dehydrogenaza; ER — enoiloreduktaza; TE
— tioesteraza; CLF — czynnik determinujacy dtugosc
faricucha; ARO — aromataza; CYC — cyklaza; MT
— 0-metylotransferaza.

I. Wstep

Nazwa ,potiketydy” oznacza klase zwigzkéw wy-
twarzanych w wyniku szeregu reakcji kondensacji
reszt acylowych krdtkich kwaséw karboksylowych
oraz reakcji ich redukcji w sposob podobny do syntezy
kwasow tluszczowych. Jest to heterogenna grupa

3Dr, 2mgr inz.,3prof., Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN ul. Czerska 12, 53-114 Wroctaw.
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zwigzkow, do ktorej zalicza sie roslinne flawonoidy,
toksyny grzybowe oraz liczne zwigzki pochodzenia
bakteryjnego [1-3] (Ryc. 1). Wiele z nich wykazuje
wiasciwosci przeciwbakterjne, przeciwgrzybicze, prze-
ciwnowotworowe, a nawet toksyczne wobec pasozy-
tow przewodu pokarmowego kregowcéw [3-7]. Nie-
ktore potiketydy pochodzenia grzybowego i bakteryj-
nego odgrywaja role regulatorow wzrostu i réznicowa-
nia komorki [8]. Funkcja biologiczna wiekszosci
z nich nie jest jednak znana. Bogatym zrodtem poli-
ketydow sg promieniowce — Gram-dodatnie bakterie
glebowe. Charakteryzujg sie ztozonym cyklem roz-
wojowym, podczas ktérego wytwarzajg wiele metabo-
litbw wtdérnych, m.in. zwigzkdw poliketydowych. Naj-
bardziej znanymi z tej grupy sag antybiotyki makro-
lidowe oraz tetracykliny. Nalezg do nich ponadto:
antracykliny, polieny, polietery oraz pochodne chino-
nowe [9]. Badania dotyczace mechanizmu biosyntezy
poliketydéw zmierzajg do utworzenia kontrolowane-
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Ryc. 1 Struktury zwigzkéw poliketydo-
wych: stilben — poliketydowy pre-
kursor fitoaleksyn (zwigzkéw po-
chodzenia roslinnego); aflatoksyna
Bl — toksyna Aspergillus flavus
oryzae; tetracenomycyna C — zwia-
zek o aktywnosci przeciwnowo-
tworowej wytwarzany przez Strep-
tomyces glaucescens; aktynorody-
na, erytromycyna A, monenzyna
A, oksytetracyklina i tylozyna
— antybiotyki wytwarzane przez
rézne szczepy Streptomyces.

go uktadu dostarczajgcego zwigzkOw o zaprogramo-
wanej strukturze.

1. Syntazy poliketydowe

Wszystkie syntazy poliketydowe (PKS) sg pod
wzgledem budowy i mechanizmu dziatania podobne
do syntazy kwasow ttuszczowych. Sg to wielofunkcyj-
ne zespoty enzymatyczne. Katalizujg powtarzajace sie
dekarboksylacyjne kondensacje (Claisena) miedzy
acylotioestrami koenzymu A: acetylowym, propionyl-
owym, malonylowym lub metylomaionylowym. Rza-
dziej miedzy estrami innych krétkich kwasow karbok-
sylowych a acylotioestrami potgczonymi z cysteing
centrum aktywnego enzymu kondensujgcego [9]
(Ryc 2). Produkty kondensacji uzyskuja zré6znicowanie
strukturalne w wyniku przejscia przez caty, lub tylko
cze$¢ cyklu redukcyjnego, ktory obejmuje reakcje:
ketoredukcji, dehydratacji i redukcji enoilu przy grupie
P-ketonowej rosngcego fancucha poliketydowego.
tancuch weglowy o diugosci charakterystycznej dla
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specyficznego produktu zostaje uwolniony z syntazy
wskutek hydrolizy reszty acylowej (tiolizy). Dtugosé
tancucha weglowego i wybdr reszt acylowych buduja-
cych taficuch dodatkowo wptywajg na olbrzymie zr6z-
nicowanie strukturalne naturalnie wystepujgcych poli-
ketydoéw. Szkielet poliketydowy najczesciej nie jest
ostatecznym produktem i ulega dalszym przemianom,
tzw. modyfikacjom post-poliketydowym, co réwniez
zwiegksza réznorodno$é powstajagcych zwigzkéw. Do
tych reakcji naleza: cyklizacja, tworzenie pierscieni
aromatycznych, laktonowych, glikozylacja, metylacja,
utlenienie.

Zwigzki poliketydowe mozna zaliczyé do dwoch
typdw strukturalnych — poliketydy aromatyczne oraz
0 strukturze ztozonej. Odzwierciedleniem tego po-
dziatu sg dwa rozne typy organizacji komplekséw
enzymatycznych syntazy.

Typ | stanowijeden lub kilka duzych polipeptydow.
Kazdy z nich to multifunkcjonalny enzym analogiczny
do eukariotycznej syntazy kwasow ttuszczowych isyn-
tazy kwasu 6-metylosalicylowego Pénicillium patulum
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przeniesienie

jednostki
wydluzajacej

Ryc. 2 Schemat syntezy poliketydow (wg
[9]., reprodukcja za zgodg Annu
Rev Inc). Asymetryczne atomy we-
gla oznaczono kétkiem. Zmiana
koloru z biatego na czarny oznacza
inwersje konfiguracji. ACP — bial-
kowy czynnik przenoszacy grupy
acylowe, KS — syntaza P-ketoacy-
lowa.

[10]. Wielofunkcyjny polipeptyd sktada sie z powtd-
rzonych regionéw, zwanych jednostkami syntazy (syn-
thase units - SU), katalizujgcych kolejne cykle reduk-
cyjne. Kazda jednostka skupia centra katalityczne
poszczegdlnych reakcji doprowadzajacych do konden-
sacji i catkowitej lub czesciowej redukcji powstajgcego
tancucha. Wszystkie SU zawierajg syntaze P-ketoacy-
lowg (KS), acylotransferaze (AT) i biatkowy czynnik
przenoszacy grupy acylowe (ACP), roznig sie liczbg
domen ketoreduktazy (KR), dehydrogenazy (DH)
i enoiloreduktazy (ER). Domeng konczaca synteze
szkieletu poliketydowego jest tioesteraza (TE). Kazde
centrum aktywne jest wykorzystywane tylko raz pod-
czas syntezy jednej czasteczki produktu.

Do typu | zaliczana jest m.in. syntaza aglikonowej
czesci makrolidu — erytromycyny Saccharopolyspora
erythraea oraz inne makrolidowe syntazy promieniow-
cow i awermektyny Streptomyces avermitilis, tylozyny
Streptomyces fradiae, spiramycyny Streptomyces am-
bofaciens oraz karbomycyny Streptomyces thermotole-
rans [11-13].

Syntaza typu Il stanowi kompleks kilku zasoc-
jowanych enzyméw, z ktérych kazdy jest wielokrotnie
aktywny w ciggu syntezy jednego zwigzku [9]. Te
enzymy to KS, AT, ACP, czynnik determinujacy
dtugos¢ tancucha (chain length determining factor
- CLF), KR, cyklaza (CYC) i aromataza (ARO). Do
typu Il nalezy syntaza kwaséw ttuszczowych Escheri-
chia coli oraz wszystkie znane syntazy aromatycznych
poliketydéw u promieniowcéw rodzaju Streptomyces.

Ze wzgledéw funkcjonalnych zostat wyr6zniony
trzeci typ syntazy, wystepujacy wytgcznie u roslin
wyzszych. Charakteryzuje sie¢ on brakiem ACP. Jego
funkcje przejmuje koenzym A zestryfikowany kwasami
karboksylowymi [14, 15].

Genetyczne podstawy programowania struktury
poliketydu byty do niedawna catkowicie nieznane.
Prowadzone obecnie w kilku osrodkach badania zmie-

278

0
)\\ kundultun
’
|
8

)chu ]
©- o
IL(lukq.l/(nmlu

Iulundulu@){fk(hh\dr l[lLJl
R
; / R

‘\

l
\ | / o
s—« \\ : / /@_S/uf\R
o] 0
~-Met S
r ! / d / ’
| /
OH O / /
/‘\(‘\ F
NOWY CYKL <t ) '/ / F
@
o /
V4

rzaja do ich wyjasnienia i wykorzystania w programo-
waniu syntez nowych zwigzkéw in vivo.

1. Geny syntaz poliketydowych

Wyodrebniono i sklonowano geny kilkunastu syn-
taz poliketydowych promieniowcéw. Geny kazdego
z dotychczas scharakteryzowanych zespotdw syntaz sg
zgrupowane w jednym regionie genomu. Towarzyszg
im geny opornosci (je$li poliketyd jest antybiotykiem)
oraz geny enzyméw wprowadzajacych postpolikety-
dowe modyfikacje w szkielecie zwigzku.

W przypadku wszystkich zbadanych syntaz typu
I geny sg diugimi jednostkami transkrypcyjnymi (ok.
10 tysiecy par zasad). Kazda z nich koduje wszystkie
enzymy uczestniczgce kolejno w cyklach wydtuzania
i redukcji fancucha weglowego. Peing sekwencje nuk-
leotydowg poznano jedynie w przypadku gendéw syn-
tazy dezoksyerytronolidu B (6-deoxyerythronolide
B synthase - DEBS) czyli aglikonowej czesci eryt-
romycymy A. Sekwencja ta obejmuje okoto 56 tys. par
zasad tworzacych trzy jednostki transkrypcyjne (ot-
warte ramki odczytu): eryAl, eryAll ieryAlll (Ryc. 3).
Kazda ramka odczytu zawiera po dwa moduty, z kt6-
rych kazdy koduje cigg domen enzymatycznych skta-
dajacych sie na jednostke syntazy. Liczba modutow
w zespole genow syntazy odpowiada liczbie cykli
kondensacji i redukcji. Tak wiec w zespole gendéw
DEBS wystepuja trzy jednostki transkrypcyjne sku-
piajace po dwa moduty. Odpowiada to tgcznie szesciu
reakcjom kondensacji i towarzyszacych im redukcji
podczas syntezy erytromycyny. Ponadto, ciagg domen
enzymatycznych kodowanych przez dany modut od-
powiada doktadnie kolejnosci reakcji, ktore zachodzg
w okre$lonym cyklu. Tak wiec struktura i diugosé
tancucha poliketydu jest zaprogramowana przez linio-
wa sekwencje genéw [16].

Analiza DNA izolowanego z r6znych szczepow
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Ryc. 3 Organizacja genetyczna syntazy 6-dezoksyerytronolidu B (DEBS) ijej modyfikacje (wg [28], zmodyfikowano, reprodukcja za zgodg Am

Assoc Adv Sei).
(1) — naturalny produkt DEBS, 6-dezoksyerytronolid B;

(2), (), (4) produkty DEBS zmodyfikowanej przez, odpowiednio, delecje domeny KR z modutu 5, inaktywacje domeny ER z modutu 4,

przeniesienie domeny TE z modutu 6 na koniec modutu 2.

AT — acylotransferaza, ACP — biatkowy czynnik przenoszacy grupy acylowe, KS — syntaza R-ketoacylowa, KR — ketoreduktaza, DH

— dehydrogenaza, ER — enoiloreduktaza, TE — tioesteraza.

Streptomyces, kodujgcego enzymy biosyntezy innych
makrolidow takich jak: tylozyna, spiramycyna, awer-
mektyna, karbomycyna czy kandycydyna sugeruje
podobng organizacje molekularng. Zespoty gendw
biosyntezy tych makrolidéw obejmujg znacznie wiek-
szy region genomu w poréwnaniu z zespotem eryt-
romycyny: awermektyny — 95 tys. par zasad, tylozyny
— 80 tys. pz i kandycydyny — 105 tys. pz.

W kompleksie syntazy typu Il poszczeg6lne enzymy
sa kodowane przez osobne geny. Utozenie tych genow

Ryc. 4 Geny syntaz poliketydowych typu Il od-
powiedzialnych za synteze aktynorodyny
(act) przez Streptomyces coelicolor, grana- act
tycyny (gra) — S. violaceoruber, tetraceno-
mycyny (tem) — S. glaucescens, frenolicy- gra
ny (fren) — S. roseofulvus, gryzeuzyny
(gris) — S. griseus oraz barwnika zarod-
nikéw (whiE) — S. coelicolor (wg [48], tem
zmodyfikowano, reprodukcja za zgoda
Macmillan Magaz Ltd.). fren
KR — ketoreduktaza, KS — syntaza
P-ketoacylowa, AT — acylotransferaza, gris
CLF — czynnik determinujacy dtugosé
fancucha, ACP — biatkowy czynnik prze-
noszacy grupy acylowe, ARO — aromata-
za, CYC — cyklaza, MT — o-metylotran-
sferaza.

whiE
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jest bardzo podobne we wszystkich syntazach (Ryc. 4).
Geny rdznych syntaz kodujagce KS, AT, CLF i ACP
maja niemal identyczng wielko$¢ i wzajemne potozenie
[17-24]. W przypadku tego typu organizacji utozenie
gendw nie pozwala wnioskowa¢ o kolejnosci reakcji,
a co za tym idzie — o strukturze produktu.

IV. Proby sterowania biosynteza

Doswiadczenia prowadzace do otrzymania polike-

K AT> OF P> ARO cYc
KS AT> QF > ACP> CfCs
Ks AT> OQF laCP>ARSL M
kS AT> QF AP> KR*> ARO~> CYCs
KS AP> OF P> KRy  AROs
KS AT> OF  |[aCP>
SYNTAZA"MINIVALNA!
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tydow nie wystepujacych w naturze sg bardzo Scisle
powigzane z badaniami nad mechanizmem biosyntezy.
W tych badaniach wykorzystano wiele metod eks-
perymentalnych, ktére umozliwity poznanie struktury
zwigzkdw przejsciowych, przypisanie funkcji produk-
tom poszczegdlnych genéw i okreSlenie specyficznosci
enzymow. Metody te opisano ponizej.

IV-1. Badanie mutantow zablokowanych na
poszczegblnych etapach biosyntezy

»Kolinearno$¢” genow syntaz typu | iich produk-
tébw narzuca sposdb potencjalnej zmiany struktury
wytwarzanego zwigzku przez modyfikacje genetyczne
powodujgce unieczynnienie fragmentow okreslonego
modutu. Stosujac takie podejscie eksperymentalne
Donadio i wsp. [25] dokonali zmian w obrebie
zespotu syntazy dezoksyerytronolidu B, majgcych
wptyw na redukcje tancucha weglowego (Ryc. 3).
Powodujac delecje genomowego DNA w obrebie catej
domeny ketoreduktazy w podjednostce pigtej otrzy-
mano, w efekcie koncowym, spodziewang pochodng
nie zredukowang przy weglu pigtym, co jednoczes$nie
potwierdzito, ze ta ketoreduktaza jest aktywna przy
piatej kolejno reakcji kondensacji. W podobny sposéb
poprzez inaktywacje domeny enoiloreduktazy z mo-
dutu czwartego uzyskano pochodng zawierajgcg wia-
zanie podwdjne w pozycji C-6 — C-7 zamiast normal-
nie wystepujacej grupy metylenowej [26]. Obydwa
zmodyfikowane zwiazki to prekursory antybiotykow
0 szerokim spektrum dziatania.

Zesp6t enzyméw DEBS wydaje sie tolerowac, przy-
najmniej do pewnego stopnia, zmiany w programie
syntezy i prowadzi ,,obrébke” zmienionego poliketydu
przez dwa lub trzy dalsze cykle. Szkielet poliketydowy
jednak rzadko reprezentuje produkt koficowy, a zmie-
niony w wyniku manipulacji genetycznych poliketyd
moze nie stanowic substratu dla enzyméw modyfikuja-
cych. Stwarza to potencjalne ograniczenia takich ma-
nipulacji. Badania dotyczace przemian postpolikety-
dowych dowiodty jednak, ze enzymy modyfikujgce
wykazujg dos$¢ duzg ,elastycznos$¢” w stosunku do
zmienionych substratdw. Na przyktad, podczas syn-
tezy erytromycyny z dezoksyerytronolidu B najpierw
nastepuje hydroksylacja w pozycji C-6 prowadzona
przez produkt genu eryF, a nastepnie glikozylacja
szkieletu w pozycji C-3 i C-5, hydroksylacja przy C-12
1 O-metylacja jednej z reszt cukrowych. Szczep ze
zinaktywowanym genem eryF prowadzi wszystkie
pozostate modyfikacje substratu nie majgcego grupy
hydroksylowej przy weglu széstym i produkuje 6-
dezoksyerytromycyne A — antybiotyk znacznie bar-
dziej stabilny w warunkach kwasnych niz erytromycy-
na A [27].

Ostatnio Cortes i wsp. [28] opisali inng modyfi-
kacje DEBS polegajacag na przeniesieniu aktywnej
domeny katalitycznej w inne miejsce w obrebie kom-
pleksu syntazy (Ryc. 3). Gen kodujacy tioesteraze
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dziatajaca jako cyklaza odpowiedzialna za zakon-
czenie syntezy i laktonizacje szkieletu zostat umiesz-
czony na korncu drugiego modutu DEBS. Spowodowa-
to to wczesniejsze zakonczenie syntezy — po dwdch
cyklach kondensacji i redukcji — i utworzenie oczeki-
wanego zwigzku triketydowego (ztozonego z trzech
jednostek dwuweglowych).

Nowe pochodne awermektyny otrzymano w wyniku
mutacji szczepu Streptomyces avermitilis [29-31]. Wie-
le z nich ma zwiekszone wiasciwosci owadobojcze
i toksyczne wzgledem nicieni. Mogg tez stuzyé jako
substraty do modyfikacji chemicznych.

Badanie mutantéw zablokowanych na poszczegél-
nych etapach biosyntezy byto w mniejszym stopniu
wykorzystywane do badania syntaz poliketydéw aro-
matycznych, poniewaz mutacje w obrebie gendw od-
powiedzialnych za synteze szkieletu poliketydowego
najczesciej przerywaja synteze na bardzo wczesnym
etapie [32]. Metoda ta okazata sie przydatna do
okreslenia funkcji enzyméw modyfikujagcych PKS ty-
pu Il [33].

IV-2- Heterologiczna ekspresja genow

Heterologiczna ekspresja gendw obejmuje Kkilka
réznych typéw doswiadczen:

a) komplementacja mutacji gospodarza za pomocg
plazmidu zawierajgcego odpowiedni fragment genéw
syntazy z innego organizmu [34],

b) wymiana genéw na chromosomie gospodarza w wy-
niku podwdjnego crossing-over [35],

c) wprowadzenie do komdérek gospodarza — promie-
niowca nie majagcego endogennych genéw PKS plaz-
midu zawierajgcego catg ,,kasete ekspresyjng” ztozong
genow jednej lub kilku syntaz [36-43],

d) wprowadzenie heterologicznych genéw syntaz do
komdrek gospodarza majgcego witasny zestaw gendw
PKS [44-47].

Doswiadczenia nad programowaniem poliketydéw
typu | wykazaty, ze specyficzno$¢ substratowa po-
szczegO6lnych modutéw DEBS jest zwigzana nie tylko
z ich liniowym utozeniem determinujagcym kolejnosc
reakcji [42] (Ryc. 3). Syntazy rozpoznaja bowiem
podstawowe cechy strukturalne produktéw posred-
nich. Na przyktad podawane z zewnatrz znakowane
zwigzki posrednie — diketydy w postaci tioestrow byty
przyjmowane jako substraty przez drugi modut syn-
tazy wprowadzonej do Streptomyces coelicolor dajac
prawidtowy produkt koncowy. Wiaczanie diketydow
do erytronolidu potwierdza funkcjonowanie bez za-
rzutu syntaz poddanych ,,obrébce” w heterologicznym
gospodarzu. Badania te stwarzajg system bezposred-
niego testowania strukturalnych i stereochemicznych
podstaw specyficznoSci przy zastosowaniu analogéw
substratow.

Wprowadzenie genu carE ze Streptomyces ther-
motolerans (odpowiedzialnego za przytgczenie reszty
kwasu izowalerianowego do karbomycyny) do Strep-
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tomyces ambofaciens spowodowato acylacje spiramy-
cyny — naturalnego produktu S. ambofaciens [44].
W wyniku wprowadzenia do komoérek Streptomyces
galilaeus (wytwarzajgcego aklacynomycyne) genu ze
Streptomyces peucetius (producenta doksorubicyny),
kodujacego hydroksylaze aklawinonu (produktu po-
$redniego w syntezie obydwu zwigzkéw) otrzymano
hydroksylowany analog aklacynomycyny. Zwigzek
ten wykazywatlwysoka, specyficzng cytotoksycznos$c¢ in
vitro wzgledem linii komérek biataczkowych i czer-
niaka [45].

taczac kilka petnych szlakéw biosyntezy w komdr-
kach jednego szczepu uzyskano opr6cz naturalnych,
zupetnie nowe produkty. Klasycznym juz dzisiaj przy-
ktadem jest dihydrogranatyrodyna — hybrydowy pro-
dukt syntaz: aktynorodyny i granatycyny [46]. Ostat-
nio dokonano proby potgczenia trzech zespotow ge-
néw syntaz: tetracenomycyny, elloramycyny i urdamy-
cyny [47].

Analiza struktury poliketydéw produkowanych
przez szczepy zawierajgce r6zne kombinacje gendw
pochodzacych z jednej lub wielu syntaz umozliwita
okreslenie funkcji i specyficznosci poszczeg6lnych
podjednostek budujgcych syntazy poliketydowe. Na
tej podstawie wyodrebniono w zespole gendw PKS
typu Il tzw. ,syntaze minimalna” (minPKS) obej-
mujacg KS, AT, CLF i ACP (Ryc. 4). Jest to zestaw
trzech genéw niezbednych do utworzenia najprost-
szego, niezredukowanego szkieletu poliketydowego
(Ryc. 5), np. 16-weglowego (SEK4) w przypadku
minPKS aktynorodyny (act) lub 20-weglowego
(SEK15) w przypadku minPKS tetracenomycyny
(tem). Uzyskanie analogu SEK4 zredukowanego w po-
zycji C-9 (SEK34) wymagato wprowadzenia dodat-
kowo genéw KR i ARO. Analogiczne podjednostki
réznych syntaz r6znig sie specyficznoscia. Na przyktad
act KR prowadzi redukcje tancucha zaréwno 16- jak
i 20-weglowego (SEK4 i SEK15), natomiast act ARO
nie jest w stanie utworzy¢ pierscienia aromatycznego

w SEK15. Stwierdzono takze zjawisko spontanicznej
cyklizacji tancuchow niezredukowanych.

Wyzwaniem dla badaczy stato sie znalezienie takich
kombinacji syntaz minimalnych i pozostatych podjed-
nostek, ktdre pozwolg na uzyskanie produktéw o ocze-
kiwanej strukturze. Omoéwione wyzej badania do-
prowadzity do sformutowania wnioskow, ktére mozna
traktowac jako zasady projektowania nowych poli-
ketyddw aromatycznych przez ingerencje we wczesne
etapy ich biosyntezy [48]. Przedstawione wskazowki
dotyczg diugosci tancucha, ketoredukcji, cyklizacji
i aromatyzacji poszczegdlnych pierscieni.

IV-3. Badanie funkcji natywnego kompleksu
syntazy podlegajacego ekspresji w komor-
kach Escherichia coli

Jako przykitad moze postuzy¢ eksperyment, w kté-
rym jeden z gendow syntazy 6-dezoksyerytronolidu
B (eryAlll) zostal wprowadzony, w odpowiednim
systemie wektoréw ekspresyjnych, do komorek Es-
cherichia coli. Uzyskano w stosunkowo duzych ilos-
ciach oraz oczyszczono do stanu bliskiego homogen-
nemu natywne biatko DEBS3. Wystepuje ono w po-
staci dimeru, ktérego podjednostki majg mase 330
kDA i sg wielofunkcyjnymi biatkami o dziewieciu
centrach katalitycznych. Biatko to nie podlega po-
translacyjnej modyfikacji przez enzymy gospodarza.
Uzyskanie oczyszczonego biatka DEBS stwarza moz-
liwo$¢é poznania specyficznosci substratowej jego do-
men [48].

IV-4. Badanie funkcji wyselekcjonowanego zespo-
tu enzymoéw PKS w ukladzie pozakomor-
kowym

Eksperymenty te przeprowadzono m.in. w odniesie-
niu do zespotu syntazy tetracenomycyny u Strep-
tomyces glaucescens [5, 50, 51]. W komdrkach tego

0~ ﬁ 0
SEK4 (act minPKYS) [),9 N 0ol

Ryc. 5 Struktury zwigzkéw  poliketydowych
otrzymanych w wyniku kombinacji pod-
jednostek syntaz poliketydowych typu II.
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szczepu spowodowano zablokowanie ekspresji witas-
nych genéw syntazy tetracenomycyny. Ekspresji pod-
legat natomiast wprowadzony z zewnatrz niepeiny
zestaw genoOw tej samej syntazy, stanowigcy odpowied-
nio dobrang kombinacje. Z komorek tych uzyskano
ekstrakty biatkowe — funkcjonalne zestawy enzymaéw.
Poszczeg6lne enzymy mozna wybiérczo usuwaé (me-
todg immunoprecypitacji), do uktadu mozna tez doda-
wac¢ rozne substraty szlaku biosyntezy poliketydu.
Stosujagc opisang metode potwierdzono aktywnos¢
»minimalnego” zestawu biatek PKS oraz to, ze mozna
skonstruowac zestaw optymalny pod wzgledem ak-
tywnos$ci przez wigczenie biatka cyklazy.

Metoda systemu pozakomdérkowego moze byc¢ sto-
sowana do badania innych enzyméw PKS typu II.
Umozliwia uzyskanie do dalszych badan oczyszczo-
nych biatek oraz rekonstrukcje aktywnej syntazy z wy-
branych sktadowych kompleksu.

1Y-5. Analiza sekwencji genow

Sekwencje odpowiednich gendw réznych syntaz sg
bardzo zblizone (ok. 70% identycznych zasad). Row-
niez sekwencje biatek wyprowadzone na podstawie
sekwencji nukleotydowych sg zachowawcze, szczeg6l-
nie w rejonie przypuszczalnego centrum aktywnego
[18,21,52, 53]. Umozliwia to przypisanie okre$lonych
funkcji biologicznych otwartym ramkom odczytu no-
wo oznaczanych sekwencji nukleotydowych [20, 43,
54-58]. Oznaczanie funkcji gen6w na zasadzie porow-
nania sekwencji sprawdzito sie w przypadku kilkunas-
tu nowo poznanych syntaz. Zespotly kodujacych je
genow zostaty odkryte na podstawie podobiefstwa
kodowanych przez nie biatek z podstawowymi en-
zymami szlaku biosyntezy poliketydéw [6, 11, 17-20,
23, 24, 33],

Poréwnanie gendéw réznych syntaz pozwala wycia-
gna¢ wnioski dotyczace wspolnego schematu ich or-
ganizacji. Daje to teoretyczng podstawe wszelkich
ingerencji w synteze poliketydéw, tj. zaréwno tworze-
nia zwigzkoéw bedacych produktem mozaiki genow,
jak i manipulacji w obrebie poszczeg6lnych gendw.

V. Podsumowanie

Medycyna nieustannie poszukuje nowych lekéw
0 silniejszym dziataniu terapeutycznym, mniejszych
skutkach ubocznych, wiekszej trwatosci. Zwigzki po-
chodzenia naturalnego nie zawsze majg pozadane
wiasnosci farmakologiczne, a ponadto ich pozyskiwa-
nie i oczyszczanie jest bardzo kosztowne. Trudno$ci te
rozwiazuje czesciowo synteza chemiczna lub modyfi-
kacja produktéw naturalnych.

Wraz zrozwojem metod inzynierii genetycznej wzra-
sta znaczenie modyfikowanych genetycznie mikroor-
ganizmow jako producentéw nowych lekéw. Drobno-
ustroje o odpowiednio dobranym zestawie genow
moga wyprodukowac substancje, ktdrych otrzymanie

282

w inny sposo6b jest bardzo trudne lub niemozliwe [59].

Pierwsze eksperymenty prowadzgce do otrzymania
Lhybrydowych” zwiagzkéw poliketydowych zostaty
przeprowadzone przez Kopwooda i wsp.
w 1985 r. [46]. Coraz doktadniejsze wyjasnianie me-
chanizméw biosyntezy zwiazkdw poliketydowych po-
zwala na przejscie od eksperymentalnego tgczenia
gendéw roéznych syntaz do racjonalnego programowa-
nia zgdanych produktdw poprzez ingerencje w struk-
ture i utozenie genéw odpowiedzialnych za konkretne
etapy syntezy [48, 60, 61].
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Niedobor aktywnosci arylosulfatazy A jako podtoze leuko-

dystrofii metachromatycznej

Deficiency of arylsulfatase A activity as a basis of metachromatic

leucodystrophy

AGNIESZKA tUGOWSKA],
ANNA TYLKI-SZYMANSKA?2

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Arylosulfataza A i substrat jej dziatania

I1l. Defekt biochemiczny przyczyng leukodystrofii meta-
chromatycznej

IV. Aktywator SAP-B

V.  Pseudodeficyt arylosulfatazy A

VI. Defekt posttranslacyjnej modyfikacji sulfataz

VII. Molekularne podstawy defektow arylosulfatazy A

Wykaz stosowanych skrétéw: LDM — leukodystrofia meta-
chromatyczna; ASA — arylosulfataza A; Tf-a ASA — prze-
ciwciata przeciw ASA, potaczone z transferyng; SAP-B
— ang. sphingolipid activator protein-B; GABA — kwas
y-aminomastowy; ASA-PD — pseudodeficyt arylosulfatazy
A; MSD — ang. multiple sulfatase deficiency, brak wielu
sulfataz; pz — pary zasad; nt — nukleotyd.

I. Wstep

Leukodystrofia metachromatyczna (LDM) jest ge-
netycznie uwarunkowanym schorzeniem metabolicz-
nym, spowodowanym deficytem aktywnosci arylosul-
fatazy A (ASA) (EC 3.1.6.1.) prowadzagcym do spich-
rzania galaktozylosulfatydu (siarczanu cerebrozydu)
w lizosomach komorki. Mimo, ze spichrzanie galak-
tozylosulfatydu dotyczy wszystkich komérek organiz-
mu, to jednak zmiany patologiczne przebiegajg gtow-
nie w mielinie osrodkowego uktadu nerwowego oraz
mielinie nerwéw obwodowych. Galaktozylosulfatyd
oraz laktozylosulfatyd (w mniejszym stopniu) spich-
rzajg sie rowniez w nerkach, pecherzyku zoétciowym
oraz innych narzgdach wewnetrznych. Sulfatydy sg
wydalane w duzych iloSciach z moczem i zbkcig.
W preparatach histologicznych sulfatydy tworzg
struktury kuliste, barwigce sie metachromatycznie pod
wptywem fioletu krezylu (metachromazja) [1].

1Mgr, Instytut Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka, Za-
ktad diagnostyki Laboratoryjnej, Al. Dzieci Polskich 20,
04-736 Warszawa,

2doc. dr hab n. med., Instytut Pomnik Centrum Zdrowia
Dziecka, Zesp6t Chorob Metabolicznych, Al. Dzieci Pol-
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U pacjentow z leukodystrofia metachromatyczng
obserwuje sie postepujacg demielinizacje, ktora jest
przyczyng objawdéw neurologicznych, takich jak: zabu-
rzenia chodu, ataksja, niedowtad konczyn, zanik ner-
woéw wzrokowych, napady drgawek, demencja.

Wyrdznia sie trzy typy leukodystrofii metachroma-
tycznej na podstawie wieku wystgpienia pierwszych
objawéw oraz przebiegu choroby [1]: pdZnoniemo-
wlecy (pierwsze objawy w wieku 1-2 lat), mtodzienczy
(3-16 lat), dorostych (powyzej 16 lat). Postep choroby
u dorostych jest powolny i charakteryzuje sie obecnos-
cig objawdw psychotycznych.

Il. Arylosulfataza A i substrat jej dziatania

Arylosulfataza A (ASA) jest spotykana we wszyst-
kich tkankach i ptynach ustrojowych. Biatko enzymu
zostato wyizolowane z réznych Zrodet, m.in. ludzkiej
watroby, tozyska i moczu, tkanek jezowca, szczura,
Swini [2-4].

ASA jest kwasng glikoproteing o niskim pi, co wigze
sie zduzg zawarto$cig kwasu glutaminowego i aspara-
ginowego. Zawiera rdwniez duze iloSci proliny. Powy-
zej pH 6.5 enzym istnieje jako monomer o0 masie
czasteczkowej ok. 100 kDa. ASA moze polimeryzowaé
w zaleznosci od pH $rodowiska tworzgc dimer przy pH
45. Enzym pochodzacy z ludzkiego moczu skiada sie
z dwoch podjednostek o masach 54 i 63 kDa, nato-
miast pochodzacy z ludzkiej watroby, tozyska i fibro-
blastow sktada sie z dwoch podjednostek o masach 55
i 64 kDa [5, 6].

W komérce ASA jest umiejscowiona w lizosomach,
gdzie prawdopodobnie tworzy dimery.
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Podobnie,jak w przypadku innych enzymow lizoso-
malnych, ASA jest syntetyzowana na szorstkim retiku-
lum endoplazmatycznym jako N-glikozylowany pre-
kursor. Nastepnie przenika ona przez retikulum endo-
plazmatyczne i aparat Golgiego, gdzie do N-zwigza-
nych tancuchow oligosacharydowych dotgczane sg
reszty fosforanowe i siarczanowe [7]. Przed transpor-
tem prekursora do kompartmentu prelizosomalnego
(kwasnego endosomu) w aparacie Golgiego zachodzi
synteza markera mannozo-6-fosforanowego. Jest on
rozpoznawany przez receptor enzymu w btonie kwas-
nego endosomu, lizosomu, jak réwniez w btonie ko-
morkowej. Strukturg rozpoznawang jest reszta kwasu
fosforowego zwigzanego z szostym atomem wegla
reszty mannozowej, ktdra jest potgczona z tancuchem
oligosacharydowym wigzaniem al->2. Synteza mar-
kera zachodzi w dwoch etapach. W pierwszym — N-
acetyloglukozoaminotransferaza przenosi N-acetylog-
lukozoamino-I-fosforan z UDP-N-acetyloglukozoa-
miny na C6 mannozy. W drugim etapie nastepuje
odszczepienie N-acetyloglukozoaminy i zwigzanie re-
szty fosforanowej z C6 mannozy [8]. Stwierdzono, ze
w hodowanych fibroblastach skéry powstaje prekur-
sorowy polipeptyd o masie 62 kDa, ktéry za posrednic-
twem receptora wigzgcego mannozo-6-fosforan prze-
mieszcza sie do kwasnego, prelizosomalnego endoso-
mu [9]. Przed osiagnieciem lizosomu, od C-konca
prekursora odcinanych jest ok. 50 aminokwasow.

Diesner i wsp.stosujac przeciwciata skierowane
przeciw ASA, potaczone z transferyng (Tf-aASA) udo-
wodnili, ze nowosyntetyzowana ASA przechodzi przez
kompartmenty komorkowe zawierajagce receptor
transferyny do dojrzatego lizosomu [10]. W kompart-
mentach zawierajgcych receptor transferyny, tzn.
w kwasnych endosomach i btonie komoérkowej, nowo-
syntetyzowana ASA wiaze sie z koniugatami Tf-aASA,
powraca na powierzchnie komarki, czes¢ enzymu jest
uwalniana do $rodowiska zewnatrzkomérkowego.

Centrum aktywne ASA zawiera histydyne oraz dwie
(lub wiecej) argininy. Aniony: S042~, P043-,S032-,
F _ oraz kationy: Ag+, Cu2+ i Hg2+ w stezeniach
milimolarnych sa inhibitorami aktywnos$ci enzymu.
Reakcja katalizowana przez ASA podlega réwniez
inhibicji pod wptywem hydrokortyzonu, 2-hydroksy-

INONININNENS

dopaminy oraz zwigzkéw karbonylowych w obecnos-
ci Cu2+.

Arylosulfataza A (EC 3.1.6.1) jest enzymem umiej-
scowionym we wnetrzu lizosoméw. Wraz z biatkiem
SAP-B (ang. sphingolipid activator protein-B) wchodzi
w sktad 3-sulfohydrolazy cerebrozydo-3-siarczanowej
(EC 3.1.6.8.) [1]. ASA Kkatalizuje | etap degradacji
sulfolipidéw — odszczepia grupe chemiczng zawiera-
jaca reszte siarczanowa. Termin ,sulfolipidy” odnosi
sie do wszystkich lipiddw zawierajgcych w swej czgs-
teczce atom siarki. Spos$réd tej grupy zwigzkéw or-
ganicznych substratami ASA sa:

— galaktozylosulfatyd, czyli siarczan cerebrozydu;
— laktozylosulfatyd;

— seminolipid, czyli sulfogalaktoglicerolipid;

— siarczan psychozyny.

Sulfatydy sg estrami siarczanowymi galaktocerebrozy-
du z grupa siarczanowg przylagczong w potozeniu
C3-hydroksyl czgsteczki galaktozy. Schematyczng bu-
dowe galaktozylosulfatydu przedstawia rycina 1.

Galaktozylosulfatyd jest waznym sktadnikiem mie-
liny. Zwigzek ten znajduje si¢ na powierzchni mieliny
iprawdopodobnie jest zwigzany z biatkami podstawo-
wymi i biatkami proteolipidow poprzez dziatanie sit
jonowych. Ponadto galaktozylosulfatyd uczestniczy
w aktywnym transporcie N a+jako kofaktor dla Na-K
zaleznej ATP-azy. Galaktozylosulfatyd aktywuje kal-
modulinozalezng fosfodiesteraze cyklicznych nukleo-
tydéw, znajduje sie w miejscach wigzacych opiaty oraz
jest jednym ze sktadnik6w miejsca rozpoznawania
GABA.

I11. Defekt biochemiczny przyczyng leuko-
dystrofii metachromatycznej

Brak aktywnos$ci ASA, ktéry uznano za pierwotng
przyczyne leukodystrofii metachromatycznej, obser-
wowano u chorych w: moczu, leukocytach krwi ob-
wodowej, hodowanych fibroblastach skéry, surowicy,
tzach, $linie, hodowanych limfocytach, hodowanych
komdrkach szpiku kostnego, hodowanych komaorkach
ptynu owodniowego.

Przeciwciata przeciw ludzkiej ASA reagujag krzyzo-
wo z polipeptydami syntetyzowanymi przez hodowane

AAANNANAANAANF=0

Ryc. 1 Schematyczna budowa galaktozylosulfatydu
i miejsce dziatania arylosulfatazy A.
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fibroblasty skéry pacjentow trzech typow LDM [11].
W materiale od pacjentéw z leukodystrofiag meta-
chromatyczng typu pdznoniemowlecego stwierdzono
obecno$¢ glikoprotein reagujacych krzyzowo z prze-
ciwciatami anty-ASA zar6wno w sposéb pozytywny
(co oznacza, ze polipeptyd enzymu podlega syntezie),
jak inie reagujgcych pozytywnie (co Swiadczy o tym, ze
synteza polipeptydu enzymu nie zachodzi). Komorki
fibroblastow od pacjentéw z LDM typow: miodzien-
czego i dorostych syntetyzujg i wydzielajg polipeptydy
ASA w tempie wynoszacym 20-70% tempa komorek
kontrolnych. Jednak nowosyntetyzowane, zmutowane
czasteczki enzymu sg gwattownie degradowane po
przedostaniu sie do wnetrza lizosomu [12]. Po za-
stosowaniu inhibitor6w proteinaz cysternowych ob-
serwuje sie materiat reagujacy krzyzowo z przeciw-
ciatami anty-ASA oraz czeSciowg aktywno$¢ ASA
w fibroblastach niektérych pacjentéw z LDM typu
mtodziericzego lub dorostych.

Podczas badania aktywnos$ci proceséw katabolizmu
siarczanu cerebrozydu (tzn. galaktozylosulfatydu) in
situ w kulturach tkankowych spostrzezono, ze w ko-
moérkach pochodzacych od pacjentéw z LDM typow
poznych wykrywa sie pewng resztkowg aktywnosé
ASA i zaleznos$¢ czasowg miedzy zdolnoscig hodowa-
nych komdérek do degradowania dostarczanego do
pozywki sulfatydu, a wiekiem wystgpienia pierwszych
objawow klinicznych u pacjenta [1]. Taka obserwacja
ttumaczy zjawisko pseudodeficytu, w ktorym niska
aktywnos$¢é enzymu, wynoszaca 10-30% Srednich war-
tosci normalnych, bytaby wystarczajgca do zachowa-
nia normalnego metabolizmu komorki [12-14].
Conzelmann i Sandhoff [15-17] wysuneli hi-
poteze zakladajgca, ze powyzej pewnego Krytycznego
progu aktywnosci enzymu komodrka moze pozbywaé
sie nadmiaru substratow, takich np. jak sulfatyd. Ste-
zenie danego substratu w lizosomie okresla rownowa-
ga dynamiczna zachowana miedzy tempem naptywu
katabolitu do lizosomu a kinetycznymi parametrami
enzymu degradujgcego 6w substrat (Km Vnex). Wedtug
hipotezyConzelmanna i Sandhoffa przejscie
od stanu fizjologicznej normy do patologicznego spi-
chrzania substratu (np. sulfatydu) mogtoby nastepo-
waé w sytuacji, gdy aktywno$¢ resztkowa enzymu
bytaby nizsza od zatozonego krytycznego progu akty-
wnosci. Hipoteza ta stanowi probe wyjasnienia bioche-
micznych podstaw wystepowania pierwszych obja-
wow klinicznych w r6znym wieku u pacjentéw z leuko-
dystrofiag metachromatyczng réznych typéw.

IV. Aktywator SAP-B

Hydroliza niektérych sfingolipidow wymaga dziata-
nia matych glikoprotein zwanych SAP (ang. sphin-
golipid activator proteins) lub sapozynami. Biatka te
dziatajg jak detergenty rozpuszczajagc hydrofobowe
substraty lipidowe lub bezposrednio aktywujg nie-
ktére enzymy lizosomalne. ASA moze hydrolizowac
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swoje substraty tylko przy wspdtdziataniu z SAP-B
[18]. Biatkowy aktywator SAP-B wptywa na rozpusz-
czalno$¢ siarczanu cerebrozydu i czyni go dostepnym
dla enzymu [19]. Rzadko spotykana forma leukodyst-
rofii metachromatycznej jest spowodowana brakiem
aktywatora SAP-B. Do 1992 r. opisano zaledwie
szesciu pacjentéw [20]. Obraz kliniczny przypomina
typ mitodziericzy lub pdznoniemowlecy leukodystrofii
metachromatycznej [21, 22], U pacjentéw z brakiem
biatka SAP-B stwierdza sie wydalanie sulfatydow
w moczu i réwnocze$nie aktywno$¢ ASA mierzong
w leukocytach lub fibroblastach w normie lub tylko
nieznacznie obnizona.

Cztery biatka aktywatorowe zwane sapozynami A,
B, Ci D powstajg ze wspdlnego prekursora — prosa-
pozyny. Prosapozyna jest glikoproteing ztozong z 524
aminokwaséw. Zbudowana jest ona z czterech homo-
logicznych domen biatkowych i obszaréw rozdzielaja-
cych [23, 24]. Prosapozyna jest syntetyzowana jako
glikoproteinowy prekursor o masie 65 kDa. W tej
postaci przedostaje sie ona do aparatu Golgiego, gdzie
podlega glikozylacji dajac ztozony polipeptyd o masie
73 kDa. Niewielka czes¢ puli polipeptydu 73 kDA jest
wydzielana do cytozolu. Jednak znaczna cze$¢ puli
polipeptydu 73 kDa przechodzi etap enzymatycznej
obrobki w lizosomach [25]. W wyniku proteolizy
z prosapozyny powstajg cztery aktywne biatka sapozy-
nowe; SAP-B powstaje z drugiej domeny [26].

Vielhaber i Sandhoff stwierdzili,zeendocy-
toza czgsteczek prosapozyny do wnetrza lizosoméw
odbywa sie w spos6b catkowicie niezalezny od recep-
torow mannozo-6-fosforanu [27].

Gen kodujacy prosapozyne znajduje sie w chromo-
somie 10 [28]. Kodujgcy DNA (cDNA) prosapozyny
sklonowano niezaleznie w zespotach O 'Briena
i Firsta w 1988 r. [23, 24]. Region kodujgcy ma
dtugos$¢ ok. 1,6 tys. pz. Region nie podlegajacy trans-
lacji od konica 3’ma dtugos$¢ ok. 1,2 tys. pz Sapozyny A,
B, C, D wykazujg porownywalng homologie, ktora
szczegOlnie odzwierciedla zachowanie reszt cysterno-
wych i potencjalnych miejsc N-glikozylacji. Gen kodu-
jacy prosapozyne zostat sklonowany, chociaz informa-
cje o budowie eksonu 1sg nadal niekompletne [29,30].
Gen kodujacy prosapozyne ma diugosé ok. 20 tys. pz
i prawdopodobnie sktada sie z 13-tu eksonéw. Dome-
na SAP-B jest kodowana przez eksony 5-7. Dotych-
czas opisano trzy mutacje w genie prosapozyny usz-
kadzajace biatko SAP-B: T2171 [31, 32], C241S [33,
19], oraz 777 + 1895C>A [34, 35].

V. Pseudodeficyt arylosulfatazy A

Niskg aktywnos$¢ ASA obserwuje si¢ réwniez w oko-
to 5-15% og6lnej populacji. W grupie tej znajdujg sie
osoby klinicznie zdrowe [36], jak rdwniez ,,nietypowi”
pacjenci z innymi niz LDM schorzeniami neurologicz-
nymi lub psychiatrycznymi [37]. Zjawisko obnizenia
aktywnosci ASA do 10-30% S$rednich wartosci nor-
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malnych uznano za polimorfizm w obrebie genu ASA
i nazwano pseudodeficytem. Uzywajac zwykle stoso-
wanych substratdw nie mozna rozrézni¢ pseudodeficy-
tu ASA (ASA-PD) od LDM tylko na podstawie
aktywnosci enzymu. U o0s6b z pseudodeficytem nie
obserwuje sie wydalania sulfatydow w moczu. Czeste
wystepowanie ASA-PD wymaga szczeg6lnej procedu-
ry w pre- i postnatalnym diagnozowaniu leukodyst-
rofii metachromatycznej.

V1. Defekt posttranslacyjnej modyfikacji
sulfataz

Stwierdzono rowniez inny defekt zwigzany z bra-
kiem aktywnosci nie tylko ASA, lecz rowniez arylosul-
fataz B i C oraz innych sulfataz biorgcych udziat
w degradacji mukopolisacharydéw. Schorzenie to
okreslono jako brak wielu sulfataz (ang. multiple
sulfatase deficiency, MSD). Brak wielu sulfataz opisano
dotychczas u ok. 50 pacjentow z cechami klinicznymi
LDM typu p6znoniemowlecego oraz mukopolisacha-
rydoz.

Wedtug najnowszych doniesien sulfatazy wymagaja
dla swojej aktywnos$ci pewnej posttranslacyjnej mody-
fikacji, ktora w przypadku MSD przebiega nieprawi-
dtowo. W przypadkach arylosulfataz A i B opisano
nieznany dotad rodzaj posttranslacyjnej obrdbki bia-
tek tych enzymo6w, ktora polega na zamianie cysteiny
na kwas 2-amino-3-oksopropionowy. Poréwnano sek-
wencje aminokwasowg wszystkich znanych sulfataz
u Eukaryota. Stwierdzono, ze cysteina znajduje sie
w tym fragmencie sulfataz, ktory jest zachowany we
wszystkich przebadanych enzymach (fragment konser-
watywny). Natomiast w nieaktywnych polipeptydach
ASA i ASB, pochodzacych z fibroblastdéw od pacjenta
z MSD, nie zauwazono obecnoS$ci reszty cysternowej.
Fakt ten potwierdza przypuszczenie, ze brak cysteiny
we fragmencie konserwatywnym jest przyczyng deficy-
tu aktywnosci sulfataz u chorych z przejawami MSD
[38, 39].

VII. Molekularne podstawy defektow arylo-
sulfatazy A

Gen kodujacy ASA przypisano metodg hybrydyza-
cji komorek somatycznych do chromosomu 22 [40].
Obecnie wiadomo, ze gen ASA znajduje sie na dtugim
ramieniu chromosomu 22 w regionie pragzka ql3. Gen
kodujacy biatko aktywatora SAP-B ijego prekursora
— prosapozyny przypisano do chromosomu 10.

W 1989r.Stein i wsp.sklonowalicDNA koduja-
cy ludzka ASA. Jednak peing i obecnie przyjetg
strukture genu ASA opublikowat Kreysing i wsp.
[41,42]. Gen kodujacy ASA jest do$¢ maty — dtugosci
3,2 tys. pz i sktada sie z 8 ekson6w. Region 5' nie
podlegajgcy translacji zawiera miejsce cap mMRNA przy
ok. -370nt, a ponadto cztery sekwencje GC-box w po-
tozeniu -10, -40, -50, -60, ktére sg typowymi pozycjami
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wigzania sie z transkrypcyjnym czynnikiem promoto-
rowym Spl. Tylko GC-box w potozeniu -10 jest
zorientowany w dobrym Kkierunku. Region 5' nie
podlegajacy translacji nie zawiera sekwencji typu
TATA lub CAAT-box, co jest do$¢ rzadkim zjawis-
kiem wséréd genéw Eukaryota. Region kodujacy pod-
legajacy translacji rozpoczyna sie kodonem inicjuja-
cym ATG, za ktérym nastepuje sekwencja 18-amino-
kwasowego peptydu sygnatowego i 489-ciu amino-
kwasow biatka enzymu. Ramka odczytu konczy sie
kodonem terminacyjnym TGA. W odlegtosci ok. 100nt
od kodonu TGA znajduje sie sygnat poliadenylacji
AATAAC (1621nt) i ok. 20nt za nim ogon poliA.
Region 3' nie podlegajacy translacji ma dtugos¢ 140 pz
W normalnych ludzkich fibroblastach powstajg 3 r6z-
ne rodzaje mRNA dla ASA: 2.1,3.7,4.8 tys. pz [41]. 2.1
tys. pz mRNA stanowi ok. 30-40%, mRNA dtugosci
3.7 0oraz 4.8 tys. pz stanowig ok. 60-70% catosci mMRNA
dla ASA.

Wyliczona masa czgsteczkowa biatka kodowanego
przez ASA-cDNA wynosi 62 kDa, co pozostaje w zgo-
dzie z wynikami otrzymanymi na drodze biosyntezy
[6]. Oprécz polipeptydu o masie czasteczkowej 62
kDA wykrywa sie rowniez formy ASA o masie czg-
steczkowej 54-59 kDA [6, 43]. Przypuszcza sie, ze
polipeptyd o masie czgsteczkowej 62 KDA jest prekur-
sorem ASA, ktory podlega obrébce proteolitycznej
dajac formy o mniejszej masie czasteczkowej [44].
W genie kodujgcym ASA wystepujg sekwencje dla
3 miejsc mozliwej N-glikozylacji czasteczki biatka
enzymu, z ktorych faktycznie dwa sg wykorzystywane.
Strukture genu ASA przedstawia rycina 2.

W 1989r. Gieselmann i wsp. [45] sklonowali
i zsekwencjonowali gen kodujgcy ASA w materiale
pochodzacym od osoby bedgcej homozygotg pseudo-
deficytu ASA. Wykazano obecno$¢ dwoch tranzycji
A-»G. Jedna z nich zamienia asparagine w potozeniu
1049nt cDNA na seryne, co powoduje utrate miejsca
N-glikozylacji czasteczki biatka ASA oraz zmniej-
szenie masy czgsteczkowej enzymu o 2.5 kDa, co
jednak nie jest zasadniczg przyczyng pseudodeficytu
ASA.

Druga tranzycja A->G zmienia sekwencje pierw-
szego sygnatu poliadenylacji za kodonem ,,stop” z AA-
TAAC na AGTAAC. Mutacja ta powoduje brak
obecnosci matego 2.1 tys. pz mRNA, ktéry odpowiada
za ok. 90% poli(A+) mRNA arylosulfatazy A i ob-
nizenie aktywnosci enzymu do 10-30% normy. Niska
aktywnos$é ASA u o0s6b z pseudodeficytem wynika
zatem z czeSciowo zahamowanej syntezy biatka en-
zymu, a nie z zaburzenia jego stabilnosci [46].

Dotychczas w genie kodujacym ASA wykryto blisko
60 mutacji zwigzanych z leukodystrofig metachroma-
tyczna; wérdd nich jest: 6 delecji, 5 mutacji typu ,,splice
site” i 47 tranzycji nukleotydowych [46]. Wyrdznia sie
dwa typy mutacji w genie ASA [47-50]. Mutacja typu
0 (lub I) powoduje catkowite zahamowanie syntezy
produktu genu ASA. Mutacje typu O w stanie homo-
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Ryc. 2 Schemat genu kodujacego arylosulfataze A. Przyktadowo pokazano 15 mutacji.
Pola czarne wskazujg eksony; linie — introny, pola zakreskowane — 5'i 3' regiony nie podlegajace translacji. ATG oznacza kodon
inicjujagcy, TGA — kodon terminacyjny translacji. AATAAC wskazuje sygnat poliadenylacji.

zygotycznym prowadzg do p6Zznoniemowlecej formy
LDM. Mutacje typu R (lub A) cechujg sie niska
aktywnoscig resztkowg enzymu. W stanie homozygo-
tycznym mutacje typu R prowadzg do postaci doro-
stych LDM. Heterozygotyczno$¢ mutacji typu
0 i R wystepuje najczesciej u pacjentow z typem
miodzieficzym LDM.

Dwa spos$rod zmutowanych alleli — 459+ 1G> A
oraz P426L — stanowia razem ok. 50% wykrywanych
mutacji u pacjentow z LDM [48, 49, 51]. Mutacja
459 + 1G > A (typ 0) polega na zamianie G->Aw pozy-
cjint 609 genu, czego skutkiem jest utrata donorowego
miejsca ciecia dla posttranskrypcyjnej obrobki mRNA
— skitadania (splicing). U pacjentow bedacych homo-
zygotami tego allelu prawie nie wykrywa sie ASA
mRNA. Mutacja P426L (typ R) polega na tranzycji
C->T w pozycji nt 2381 genu, co powoduje zamiane
Pro426 w Leu. Produkt zmutowanego genu wykazuje
pewng aktywno$¢ enzymatyczng, ale jest bardzo nie-
stabilny.

Honke zauwazyt, ze mutacje LDM grupujg sie
w regionie 5' genu, szczeg6lnie w eksonach 2 i 3 [52].
Okoto potowy wszystkich mutacji umiejscowiono wta-
$nie w tych dwoch eksonach [46]. Gdy por6éwnano
sekwencje aminokwasowe sulfataz izolowanych od
réznych ssakow stwierdzono, ze stopien homologii
maleje od regionu N-koricowego w kierunku regionu
C-koncowego. Najwiekszy stopien homologii wykaza-
no poréwnujac sekwencje kodowane przez ekson 2.
Jesli stopiern homologii sekwencji aminokwaséw od-
zwierciedla funkcjonalne znaczenie danego regionu
czasteczki enzymu, to grupowanie sie mutacji w pew-
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nych okreslonych rejonach genu nie jest niczym nie-
zwyktym.

Leukodystrofia metachromatyczna jest chorobg
dziedziczong autosomalnie, recesywnie. Ogdlng cze-
stos¢ wystepowania LDM mozna oszacowac tylko
w przyblizeniu, gdyz jest ona rézna w zaleznosci od
badanej populacji i wykrywalnosci klinicznej choroby
(rozpoznawalnosci). W p6inocnej Szwecji czestosé wy-
stepowania péznoniemowlecego typu LDM ustalono
na 1:40000 [53], we Francji — 1:130000 [54], wsrod
Zydoéw habanickich w Izraelu — 1:75 [55], w USA
— 1:100000 urodzen [1], w stanie Washington
— 1:40000 [46]. Czestos¢ wystepowania allelu pseu-
dodeficytu arylosulfatazy A (ASA-PD) w ogdélnej po-
pulacji ustalono na 7.3-15% [1, 57-59], natomiast
homozygot PD/PD na 0.5-2% [1].
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Izoenzymy fosfolipazy C specyficznie hydrolizujacej
fosfatydyloinozytole i regulacja ich aktywnosci

Phosphatidylinositol-specific phospholipase C isozymes and

regulation of their activity

TADEUSZ PAWELCZYK*

Spis tresci:
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IV-1. Regulacja aktywnosci izoenzyméw fosfolipazy
C typu p o ) _
IV-2. Regulacja aktywnosci izoenzymow fosfolipazy
C typu y e . :
IV-3. Regulacja aktywnosci izoenzymow fosfolipazy
C typu 8
IV-4. Regulacja aktywnosci fosfolipazy C przez kinaze
biatkowg C i kinaze biatkowg A
V.  Wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie izoenzyméw fos-
folipazy C
VI. Rola fosfolipazy C w patofizjologii

Wykaz stosowanych skrotow: PLC—fosfolipaza C;
DAG—diacyloglicerot; Ins—inozytol; 1P 3—inozytolotrisfo-
sforan; Pl—fosfatydyloinozytol; PIP—fosfatydyloinozytolo
4-fosforan;  PIP2—fosfatydyloinozytolo  4,5-bisfosforan;
PD G F—ptytkowopochodny czynnik wzrostu; EGF—czyn-
nik wzrostu naskérka; CSF—czynnik stymulujacy komorki
macierzyste (colony-stimulating factor); NGF—czynnik
wzrostu nerwu; PMA-octan mirystoilo forbolu; PKC—Kina-
za biatkowa C; SM—sfingomielina.

I. Wstep

Biatka receptorowe zlokalizowane w btonie komor-
kowej umozliwiajg komorce odbieranie sygnatéw
z otaczajacego ja Srodowiska. Zwigzanie czastki syg-
natowej z receptorem prowadzi do powstania i uwol-
nienia do wnetrza komorki odpowiedniej substancji
przekaznikowej, ktora poprzez stymulacje lub zaha-
mowanie okreslonych przemian wewnatrz komorki
zmienia jej metabolizm lub funkcje. Klasycznym przy-
ktadem takiego przekaznika jest cykliczny AMP po-
wstajacy w reakcji katalizowanej przez cyklaze adeny-
lanowga. Zwigzanie hormonu z receptorem prowadzi
do aktywacji biatka G i zwigzania GTP z podjednost-
kg a biatka Gslub G;. Powstaty kompleks Ga-GTP
wplywa na aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej.

Odmiennym mechanizmem przekazywania infor-
macji w komorce jest kaskada przemian zapoczat-

*Dr hab., Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej, Akade-
mia Medyczna, ul. Debinki 7, 80-211 Gdansk
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kowana hydrolizg fosfatydyloinozytoli w wewnetrznej
warstwie btony komorkowej (Ryc. 1). Zwigzanie sub-
stancji sygnatowej z receptorem powoduje aktywacje
fosfolipazy C specyficznie hydrolizujgcej fosfolipidy
inozytolowe [1,2]. W rezultacie dochodzi do hydrolizy
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP2)i powsta-
nia diacyloglicerolu (DAG) oraz inozytolotrisfosfora-
nu (IP3). IP3jako zwigzek rozpuszczalny w $rodowis-
ku wodnym dyfunduje z btony komérkowej do cyto-
plazmy, a nastepnie po zwigzaniu ze swoistymi recep-
torami w btonach retikulum endoplazmatycznego in-
dukuje uwolnienie wapnia z wewnatrzkomdérkowych
zapasow [2-4]. Wzrost stezenia Ca2+ stymuluje szereg
przemian komdérkowych zaleznych od tego jonu. Mie-
dzy innymi dochodzi do aktywacji kinaz biatkowych
zaleznych od Ca2+ i kalmoduliny. Fosfolipaza C oraz
kinaza biatkowa C réwniez aktywowana jest przez
Ca2+. Diacyloglicerot jako zwigzek nierozpuszczalny
w $rodowisku wodnym pozostaje w btonie komar-
kowej i przemieszczajac sie w niej moze oddziatywac
z kinazg biatkowa C, ktérej jest fizjologicznym ak-
tywatorem [5]. Dotychczas poznano 11 izoenzymow
kinazy biatkowej C [6]. Substratami kinazy biatkowej
C in vivo sg biatka zwigzane z przekazywaniem infor-
macji w komadrce, biatka szlakéw metabolicznych oraz
regulatorowe biatka zwiazane z ekspresja gendéw [7,8].
Powstaty w wyniku dziatania fosfolipazy C IP 3 ulega
przemianom w wyniku ktérych nastepuje odtworzenie
PIP2[9, 10].
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Ryc. 1 Schemat gtéwnych przemian fosfatydyloinozytoli zachodzacych w komérce z udziatem fosfolipazy C (PLC). Dla przejrzystosci rysunku
zaznaczono tylko gtéwne przemiany istotne dla sygnatowania komérkowego opartego o przemiany P1P2 pomijajac szereg istotnych
czynnikéw bioracych udziat w przemianach fosfatydyloinozytoli. Stosowane oznaczenia: R, receptor; H, hormon; DAG, diacytoglicerol
PIP2, fosfatydyloinozytolo 4,5-bisfosforan; PIP, fosfatydyloinozytolo 4-fosforan; PI, fosfatydyloinozytol; Ins, inozytol; PKC, kinaza
biatkowa C; PS, fosfatydyloseryna; RE, retikutum endoplazmatyczne.

Opublikowane dotychczas dane wskazujg, ze hydro-
liza PIP2przez fosfolipaze C inicjuje kaskade przemian
majgcych istotne znaczenie dla szeregu podstawowych
funkcji komoérki. Wymieni¢ tutaj mozna aktywnos¢
metaboliczna, wydzielnicza, nerwowa i skurczowag
oraz podziat komérkowy.

Il. 1zoenzymy fosfolipazy C

Wi iele fosfolipaz C wyizolowano i oczyszczono zroz-
maitych tkanek zwierzecych [11-14]. Na podstawie
cDNA ustalono sekwencje aminokwasowe 14 enzy-
mow z tkanek ssaczych i 2 sekwencje enzymow z mu-
szki owocowej Drosophila [15, 16]. Posrod fosfolipaz
C mozna wyro6znié trzy gtowne typy, nazwane: PLC
@ (155 kDa), PLC y (145 kDa) i PLC 5 (85 kDa).
Czasteczka kazdej fosfolipazy C zbudowana jest z po-
jedynczego tancucha biatkowego. W obrebie kazdego
typu fosfolipazy C mozna wyr6znic kilka izoenzymow.
I tak zidentyfikowano wérdd fosfolipaz C typu @Bizoen-
zymy: (3L, (32 (33, (3% i norpA (enzym z Drosophila).
W przypadku fosfolipazy C typu y znaleziono izoen-
zymy yl i y2. Natomiast fosfolipaza C typ 6 wystepuje
w postaci izoenzymdw 61, 82, 83, 84 [13]. Fosfolipazy
C poszczegOlinych typow sg w matym stopniu homo-
logiczne. W obrebie struktury kazdego z izoenzymoéw
fosfolipazy C, znaleziono tylko dwa homologiczne
konserwatywne regiony, ktére oznaczono X i Y (Ryc.
2). Domena X sktada sie z okoto 170 aminokwasOw,
a domena Y z 260 aminokwaséw [11, 16]. Wszystkie
izoenzymy fosfolipazy C zawierajg okoto 300 amino-
kwasOw, ktére poprzedzajg domene X od N konca.
Izoenzymy typu @i 8 zawierajg krétka sekwencje 50-70
aminokwasOw rozdzielajagcg domeny X i Y [15-17].
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W izoenzymach typu y, pomiedzy domenami X iY wy-
stepuje region okoto 400 aminokwaséw, w ktorym
zawarta jest struktura homologiczna do struktury src.
Mozna w niej wyodrebni¢ domeny SH2 i SH3, wy-
stepujace réwniez w kinazach tyrozynowych rodziny
src [18]. W izoenzymach PLC (3znajduje sie okoto 450
aminokwasow miedzy domeng Y a C koricem. Region
ten jest znacznie krétszy w izoenzymach fosfolipazy
C y oraz fosfolipazy C 8 [19]. Wszystkie ssacze
izoenzymy fosfolipazy C zawierajg réwniez jedng lub
dwie domeny PH (domena po raz pierwszy opisana
w biatku plekstrynie) sktadajgce sie z okoto 100
aminokwasow. Domeny te obecne sg u wielu biatek
sygnatowych [20, 21]. W izoenzymach PLC domena
PH potozona jest na N koncu taricucha biatkowego.
Izoenzymy y posiadajg dodatkowg domene PH poto-
zong miedzy domenami X i Y, ktdra jest rozdzielona
domenami SH (Rys. 2) [22]. Wiekszo$¢ biatek posiada-
jacych domene PH jest biatkami ktére do aktywacji

PLC typ 3

noris—  1ZZ- MMM ‘
PH X Y
PLC typ Y
"-iiff—1 [BMWWWHIMilt C
PH X PH SH2 SH2 SH3 PH Y
PLC typ 8
N -Effl \Hwwawfl- ¢
PH X Y

Ryc. 2 Organizacja tancuchéw peptydowych trzech podstawowych
typéw fosfolipazy C. Jedyng cechg strukturalnie wspdélng
w obrebie wszystkich dotad poznanych izoenzyméw jest
obecno$¢ domen X i Y oraz domeny PH. Identyczno$¢
pomiedzy poszczegdlnymi izoenzymami w obrebie domeny
X 1Y wynosi odpowiednio okoto 60% i40%. Domena PH
uczestniczy w wigzaniu z PIP2.
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wymagaja asocjacji z btong komorkowg. Wykazano,
ze w obrebie domeny PH znajdujg sie miejsca o duzym
powinowactwie do PIP2[24,25]. Wskazywaé to moze
na PIP2jako miejsce wigzania pewnej klasy biatek
sygnatowych.

W pismiennictwie mozna rowniez znalez¢ informa-
cje na temat fosfolipazy C o ciezarze czgsteczkowym
57-70 kDa [23, 26-29]. Enzym ten oznaczono sym-
bolem PLC a. Na podstawie struktury cDNA opu-
blikowano sekwencje aminokwasowg tego enzymu
[27], brakuje jednak dotad informacji o ekspresji
aktywnego enzymu. Struktura sklonowanej fosfolipa-
zy C a nie jest podobna do struktur innych znanych
fosfolipaz C [27], jest natomiast niemal identyczna ze
strukturg uprzednio wyizolowanego z mikrokosmkow
watroby blizej nie scharakteryzowanego biatka o ma-
sie 58 kDa, ktore nie wykazuje aktywnosci fosfolipazy
C [30]. Mozna przypuszcza¢, ze izolowane mate biatka
o aktywnosci fosfolipazy C sa w rzeczywistosci frag-
mentami proteolizy znanych fosfolipaz C. Wykazano,
ze we frakcji btonowej przeciwciata przeciw fosfolipa-
zie C 5reagujg z biatkami o masach 45i 43 kDa [31].
Stwierdzono rowniez, ze fosfolipaza C 8 ulega tatwo
proteolizie w miejscu miedzy domenami X i Y. Po-
wstate fragmenty o masach 30 i 40 kDa posiadajg
zdolnos$¢ oddziatywania ze sobg z wytworzeniem stru-
ktury o masie 70 kDa posiadajacej aktywno$¢ fos-
folipazy C [32].

1. Wiasciwosci katalityczne fosfolipazy C

Aktywnos$¢ fosfolipazy C zalezy od Ca2+ zaré6wno
w warunkach invitrojak i in vivo [33-37]. W zalezno$ci
od substratu i typu fosfolipazy C, wpltyw Ca2+ na
aktywnos$¢ enzymu obserwuje sie zarbwno w zakresie
stezeh mikromotowych jak i milimolowych. Dotych-
czas nie ma danych na temat bezposredniego wigzania
Ca2+ przez fosfolipaze C. Mutacje lub delecje wprowa-
dzone w obrebie domeny PLC 5(144-236) zawierajacej
motyw EF (struktura uczestniczgca w wigzaniu wap-
nia) prowadzg do znacznego obnizenia aktywnosci
enzymu, lecz nie znoszg zaleznosci aktywnosci od
Ca2+, co zdaje sie wskazywaé na istnienie wiekszej
liczby miejsc wigzacych waprn [38]. Inni autorzy
postulujg, ze miejscem wigzania wapnia w fosfolipazie
C jest domena Y, ktéra w czesci jest homologiczna
z domenami wigzagcymi Ca2+ w fosfolipazie A2i kina-
zie biatkowej C [39].

Substratem fosfolipaz C wszystkich typdw sg trzy
fosfolipidy zawierajgce inozytol, tj.: fosfatydyloinozy-
tol (PI), fosfatydyloinozytolo 4-fosforan (PIP) i fos-
fatydyloinozytolo 4,5-bisfosforan (PIP2), przy czym
PIP2iPIP sgsubstratami preferowanymi. Powinowa-
ctwo poszczegdblnych fosfolipaz C do PIP2przedstawia
sie nastepujgco: PLC p>PLC 5>PLC y [41]. Inne
fosfatydyloinozytolofosforany wystepujace w komorce
w niewielkich ilosciach, jak fosfatydyloinozytolo 3-fos-
foran, fosfatydyloinozytolo 3,4-bisfosforan i fosfatydy-
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loinozytolo 3,4,5-trisfosforan, nie sg hydrolizowane
przez zaden z izoenzyméw fosfolipazy C [40, 41]. Jak
wspomniano powyzej, produktami reakcji katalizowa-
nej przez fosfolipaze C jest diacyloglicerol oraz IP3.
Wykazano, ze IP 3 powstaje w postaci cyklicznej oraz
jako produkt niecykliczny [43]. Najwiecej cyklicznego
inozytolotrisfosforanu powstaje w reakcji katalizowa-
nej przez PLC P, a najmniej w reakcji katalizowanej
przez PLC y [43]. Analiza stereochemiczna powstawa-
nia IP3 wykazata, ze w reakcji katalizowanej przez
fosfolipaze C najpierw powstaje cykliczny produkt,
ktéry jest uwalniany badz przemieniany do zwiazku
niecyklicznego [44]. Wykazano, ze komdrki zmniejszg
zawartoscig cyklicznego IP3rosng w hodowli komor-
kowej do gestosci nizszej niz komorki z wyzszg zawar-
toscig tego zwigzku, co sugeruje, ze stezenie cyklicz-
nego IP3 moze regulowac proliferacje komaérek [1].

IV. Regulacja aktywnosci izoenzymow fosfo-
lipazy C

IV-1 Regulacja aktywnosci izoenzymow fosfoli-
pazy C typu p

Toksyna krztusca podobnie jak toksyna cholery
moze katalizowa¢ ADP-rybozylacje biatek G co po-
woduje zmiane ich wiasciwosci. Wptyw toksyny krztus-
ca na przebieg niektérych przemian komoérkowych
wskazuje posrednio na udziat biatek G w tych przemia-
nach. Dlatego, obserwowane w niektorych komaorkach
zahamowanie przez toksyne krztusca hormonalnej
stymulacji fosfolipazy C, wskazuje na udziat biatek
G w przekazywaniu informacji od receptora do fos-
folipazy C [45, 46]. Wykazano rowniez, ze w komor-
kach niewrazliwych na te toksyne, nie podlegajace
metabolizmowi analogi GTP, oraz fluorek glinowy
zwiekszajg efektywnos¢ hydrolizy endogennego PIP2
[46-50]. Fakt ten wskazuje na udziat innego rodzaju
biatek G w regulacji aktywnosci fosfolipazy C. Nature
biatek G niewrazliwych na toksyne krztusca zbadano
niedawno, i zakwalifikowano je jako podrodzine Gg
Otrzymano i okreslono sekwencje szeregu cDNA
odpowiadajgcych nieznanym uprzednio podjednost-
kom a podrodziny Gq[51-53]. Obecnie znanych jest 15
réznych podjednostek Goc, ktdre na podstawie sekwen-
cji aminokwasowej zostaty pogrupowane w cztery
podrodziny; Gs GV¥GO0 Gqi G12. W biatkach pod-
rodziny Gqwystepujg podjednostki Gocg, Gocl1l? Gocl4,
Gaj5i Gal6 [15]. Wykazano, ze Gaqi Gajj aktywujg
fosfolipaze C (3L, natomiast nie majg wpltywu na
aktywno$¢ fosfolipazy C yl ifosfolipazy C 51 [54, 55].
Biatko G a3l potgczone z receptorem purynergicznym
P 2y aktywuje fosfolipaze C pi w erytrocytach indyka
[56, 57]. Expresja Gag Gan,Galdi Galébw komor-
kach linii Cos-7 i nastepnie uzycie bton tych komdrek
w badaniach nad aktywacjg fosfolipazy C pi i p2
wykazato, ze wszystkie cztery biatka G stymulujg
aktywnos$¢ obu izoenzymoéw. Najbardziej efektywnymi
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Ryc. 3 Przypuszczalny mechanizm aktywacji fosfolipazy C @przez
biatko ag. Znak zapytania wskazuje, ze nie jest znany
mechanizm przemieszczenia fosfolipazy C [3z cytoplazmy do
miejsca zwigzania z biatkiem ag Na rysunku przedstawiona
jest PLC pi jako izoenzym najbardziej podatny na stymula-
cje przez aq Jak to zaznaczono w tekscie, inne izoenzymy
PLC p réwniez ulegajg aktywacji przez aqlecz w znacznie
mniejszym stopniu.

w aktywacji fosfolipazy C (3L okazaty sie biatka G ag,
Gall? natomiast fosfolipaza C (3 jest najbardziej
stymulowana przez G a16 [58]. Wyniki te wskazuja na
specyficzno$¢ oddziatywania biatek G z poszczegol-
nymi izoenzymami fosfolipazy C @ DosSwiadczenia
z trzema subtypami receptora a adrenergicznego ftj.
alA alBi alc wykazaly, ze kazdy z tych receptoréw
oddziatywa ze swoistym izoenzymem fosfolipazy
C (B poprzez odpowiednie biatko G [59]. Sposrdd re-
ceptoréw, ktére po aktywacji stymulujg fosfolipaze C
poprzez biatka Gaqi G alt wymieni¢ mozna receptory
tromboksanu A2, bradykininy, angiotensyny, histami-
ny, wazopresyny i acetylocholiny (Ryc. 3) [61-64].
Hormonalna aktywacja fosfolipazy C w komdrkach
jajnika chomika, miesniéwki gtadkiej naczyn, komor-
kach hodowlanych HL-60 granulocytéw i komdérkach
mezangialnych nerki hamowana jest przez toksyne
krztusca [45, 65-67]. DoSwiadczenia przeprowadzone
z uzyciem ludzkich granulocytéw linii HL-60 wykaza-
ty, ze za aktywacje fosfolipazy C typu p w komdrkach
tych odpowiedzialnajest dimeryczna podjednostka (3y
biatka G (Ryc. 4) [68]. Dalsze badania wykazaly, ze
podjednostka py aktywuje fosfolipaze C p2 [69, 70].
Receptorami ktdrych aktywacja prowadzi do stymula-
cji PLC P za pomocg dimerycznego biatka Py sg
receptory muskarynowe podtyp m2 i m4 oraz receptor
dlainterleukiny 8 [71]. W oddziatywaniu PLC Pz biat-
kami G biorg udziat r6zne domeny biatkowe tego
enzymu. Podjednostka a biatka Gq oddzialtywuje
zregionem C koncowym PLC Plezagcym zadomeng Y,
natomiastdimer Py posiada powinowactwo do N kon-
cowego fragmentu PLC p zawierajgcego domene PH
[72,73]. Obecnos¢ osobnych miejsc w obrebie ktorych
dochodzi do oddziatywania PLC p zbiatkami G wska-
zuje, ze izoenzymy PLC p moga by¢ aktywowane
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addytywnie przez podjednostki biatek G. Podatnos¢
poszczeg6lnych izoenzyméw PLC P na aktywacje
przez biatka G jest r6zna. Wrazliwos$¢ izoenzyméw
PLC Pnastymulujace dziatanie G g maleje w kolejno-
sci pl>p3>P4>p2 [74, 75]. Z kolei dimeryczne
biatko Py najbardziej aktywuje PLC P3, stabiej PLC P2
i najstabiej PLC pi [76, 77]. 1zoenzym PLC p4 nie jest
aktywowany przez biatko py [75]. Przytoczone powy-
zej dane wskazujg na réznorodno$¢ mechanizmoéw
biorgcych udziat w kontroli aktywnos$ci PLC typu P,
co przy zréznicowanym poziomie ekspresji poszczego-
Inych izoenzymow w réznych typach komérek zabez-
piecza precyzyjng regulacje aktywnosci tego enzymu.

IV-2. Regulacja aktywnosci izoenzymow fosfoli-
pazy C typuy

Polipeptydowe czynniki wzrostu, takie jak ptyt-
kowopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik
wzrostu naskérka (EGF), czynnik stymulujacy komor-
ki macierzyste (CSF-1), czynnik wzrostu nerwow
(NGF) oraz insulina wywierajg swo6j wptyw na komér-
ke docelowg poprzez przytaczenie do receptorow obec-
nych w btonie komdérkowej. Wszystkie te receptory
oprocz podobnej budowy posiadajg w swojej cytoplaz-
matycznej domenie aktywno$¢ kinazy tyrozynowej.

Aktywacja receptora np. PDGF lub EGF powoduje
autofosforylacje jego domeny cytoplazmatycznej, cze-
mu towarzyszy przemieszczenie fosfolipazy C z cyto-
plazmy do przestrzeni btonowej [78, 79]. Dalsze
badania wykazaly, ze dochodzi do zwigzania fos-
folipazy C typu y z ufosforylowang domeng receptora.
Wsrod pieciu autofosforylowanych miejsc receptora
EGF miejscem wigzacym fosfolipaze C yl jest Tyr-992
[80, 81]. Po aktywacji receptora NGF, PDGF lub
EGF obserwuje sie réwniez fosforylacje fosfolipazy
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Ryc. 4 Mechanizmu aktywacji fosfolipazy C @ przez dimeryczng
podjednostke py biatka G. Znak zapytania wskazuje, ze nie
jest znany mechanizm przemieszczenia PLC p z cytoplazmy
do miejsca zwigzania z podjednostkg py biatka G. Na
rysunku przedstawiona jest PLC P3jako izoenzym najbar-
dziej podatny na stymulacje przez (3y. lzoenzymy pi i P2
znacznie stabiej sg aktywowane przez Py. Izoenzym P4 nie
jest aktywowany przez Py.
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C y [82-84]. W komdrkach posiadajacych wszystkie
trzy typy fosfolipazy C stymulacja receptora NGF
powoduje fosforylacje tylko typu y a nie P lub 5 [85,
86]. Stymulacja receptora insulinowego lub CSF-1 nie
wptywa na aktywno$¢ fosfolipazy C i nie obserwuje sie
fosforylacji zadnego izoenzymu fosfolipazy C [87, 88],
pomimo duzego podobienstwa strukturalnego tych
dwéch receptor6w do receptoréw dla takich czyn-
nikdw wzrostu jak: EGF, NGF, PDGF lub EGF.

W obrebie czgsteczki fosfolipazy C y zidentyfikowa-
no cztery miejsca fosforylacji. W wyniku stymulacji
receptora EGF w fosfolipazie C yl ulegajg fosforylacji
reszty tyrozynowe w pozycji 771, 783, 1254 oraz 472
[82, 89]. Natomiast w czasteczce fosfolipazy C y2
znaleziono tylko dwa miejsca fosforylacji Tyr-753
i Tyr-759 [19]. Fosforylacja fosfolipazy C y nie wptywa
na aktywno$¢ enzymu w oznaczeniach in vitro z eg-
zogennym PIP2jako substratem. Przy uzyciu techniki
mutacji punktowej wykazano, ze fosforylacja Tyr-783
i Tyr-1254 niezbednajest do aktywacji fosfolipazy C yl
in vivo [55, 70]. Wykazano, ze tylko enzym ufos-
forylowany posiada zdolno$¢ do hydrolizowania sub-
stratu zwigzanego z biatkiem typu profaliny [90, 91].
Przypuszcza sie, ze w warunkach in vivo znaczna cze$¢
substratu dla fosfolipazy C czyli PIP2 wystepuje
w formie zwigzanej z profaling i innymi biatkami
cytoszkieletu [109].

Przedstawione powyzej dane wskazujg, ze fosforyla-
cja izoenzymow fosfolipazy C typu y jest koniecznym
warunkiem ich aktywacji. W komdrkach niektdrych
typéw w przenoszeniu sygnatu od receptora EGF
bierze udziat biatko G. W hepatocytach indukowane
przez EGF wytwarzanie IP3 oraz diacyloglicerolu
hamowane jest przez toksyne krztusca, nie jest zaha-
mowana natomiast fosforylacja fosfolipazy C y [92-
94]. Ponadto obserwuje sie indukowane przez EGF
wigzanie biatka Giaz fosfolipazg C y. Mikrowstrzyk-
niecie do pojedynczej komorki hepatocyta przeciwciat
przeciwko Giahamuje indukowany przez EGF wzrost
Ca2+ [94]. Dane te wskazujg, ze fosforylacja fos-

Biona

ATP

Ryc. 5 Mechanizm stymulacji fosfolipazy C y przez receptor zawie-
rajagcy w swojej strukturze kinaze tyrozynowa. W niektérych
typach komérek w procesie tym uczestniczy réwniez biatko
Gia. Y, tyrozyna; Y-P, fosfotyrozyna.
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folipazy C y w odpowiedzi na stymulacje receptora
EGF jest warunkiem koniecznym, ale nie wystarcza-
jacym do aktywacji enzymu. Na rycinie 5 przedsta-
wiono przypuszczalny mechanizm aktywacji fosfolipa-
zy C y z udziatem receptorowej kinazy tyrozynowej.

Fosforylacje reszt tyrozynowych prowadzacg do
aktywacji izoenzymdw fosfolipazy C typu y obserwuje
sie rowniez w wyniku dziatania kinaz tyrozynowych
nie zwigzanych z receptorem, ktére sg aktywowane
w wyniku pobudzenia receptorow w limfocytach,
w zasadochtonnych komdrkach biataczkowych, mo-
nocytach i komérkach NK (Ryc. 6) [95-99]. Fos-
folipaza C y1ljest fosforylowana w limfocytach T w od-

ANTYGEN

Biona
komdrkowa

Ryc. 6 Aktywacja fosfolipazy C y przez receptor antygenowy
z udziatem cytozolowej kinazy tyrozynowej. Znak zapytania
wskazuje, ze nie jest znany mechanizm oddzialywania
receptora z cytoplazmatyczng kinaza tyrozynowg oraz
p6zniejsze przemieszczenie ufosforylowanej PLC y do btony
komérkowej. Y, tyrozyna; Y-P, fosfotyrozyna.

powiedzi na aktywacje kompleksu receptorow (TCR)
[100,101]. za fosforylacje reszt tyrozynowych w PLC
y odpowiadajg kinazy nalezgce do rodziny src, p56Ilk
i p59fin w limfocytach T oraz p56Iik i p53n w lim-
focytach B [102]. W limfocytach B gtéwnym sub-
stratem kinaz tyrozynowych jest PLC y2 [103]. Zwig-
zanie antygenu z receptorem IgE w biataczkowych
komdérkach zasadochtonnych RBL indukuje fosforyla-
cje reszt tyrozynowych w PLC yl [91]. Natura i me-
chanizm oddziatywania niereceptorowych kinaz tyro-
zynowych, fosfolipazy C i receptoréw leukocytéw, jak
na razie, nie sg znane.

IV-3. Regulacja aktywnosci izoenzymow fosfoli-
pazy C typu 8

Aktywnos¢ fosfolipazy C typu 5 stymulowana jest
przez Ca2+, poliaminy oraz biatka zasadowe [34,105].
Przypuszcza sie, ze role fizjologicznego regulatora
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fosfolipazy C 8 moze odgrywal spermina, Kktorej
poziom w komoérce zmienia sie wraz z rozwojem
komérki [106, 107]. Jak dotad, nie znany jest zaden
receptorowy mechanizm aktywacji tej fosfolipazy C.
Zaden izoenzym fosfolipazy C 8 nie jest substratem
kinaz tyrozynowych. Biatka G regulujgce fosfotipaze
C 3nie majg wptywu na aktywnos¢ fosfolipazy C 8. By¢
moze regulacja aktywnosci PLC 8 jest zwigzana
z innymi biatkami nalezagcymi do rodziny biatek Ras.
Ostatnio wykazano, ze PLC 81 jest aktywowana przez
biatko pl22-RhoG AP bedace aktywatorem GTPazo-
wym dla biatka Rho A [108]. Wskazywaé to moze na
udziat PLC 81 w regulacji organizacji biatek cyto-
szkieletu. Wykazano, ze w erytrocytach okoto 70%
P1P2uczestniczy w wigzaniu biatek cytoszkieletu tzw.
frakcji 4.1 z btong komo6rkowg [108]. Aktywacja PLC
81 i hydroliza PIP2 moze zatem pocigga¢ zmianeg
architektury i oddziatywania biatek cytoszkieletu. Wy-
kazano, ze izoenzym 81 wigze sie z btonami fos-
folipidowymi zawierajacymi PIP2 lub sfingomieline
(SM) [110, 111]. Na podstawie stezen fosfolipidow
potrzebnych do zwigzania fosfolipazy C 81 w 50% oraz
zawartos$ci PIP2i SM w komdrce mozna wnioskowag,
ze znaczaca czg$¢ tego enzymu moze wystepowac in
vivo w formie zwigzanej z btong komoérkowg [111].
Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ doniesienie
0 wybiérczym wigzaniu sie fosfolipazy C 81 z miejs-
cami syntezy PIP2w obrebie bton miocytéw psa [112].
Badania z uzyciem fosfolipazy C 81 oczyszczonej
z watroby szczura oraz fosfolipazy C 81 z ludzkich
fibroblastéw indukowanej w E. coli pokazaty, ze
aktywnos¢ tego izoenzymu silnie zalezy od sfingomieli-
ny oraz jej metabolitow [113, 114]. Wykazano, ze
sfingomielina jest silnym inhibitorem PLC 81, podczas
gdy sfingozyna (metabolit sfingomieliny oraz silny in-
hibitor kinazy biatkowej C) stymuluje ten enzym [113].

Dane powyzsze wskazywa¢ mogg na powigzanie
regulacji aktywnoséci PLC 81 z metabolizmem sfin-
gomieliny. Do zmian zawartosci sfingomieliny w ko-
maérce dochodzi zar6wno w warunkach fizjologicz-
nych jak i w niektérych stanach patologicznych [115-
120]. Zainteresowanie sfingolipidami utrzymuje sie od
momentu odkrycia, ze produkty rozpadu tej klasy
lipidéw sa aktywne biologicznie. Sfingolipidy i lizosfin-
golipidy wplywaja na wazne funkcje komoérki oraz
przejawiajg wtasciwosci przeciwnowotworowe w wielu
komdrkach zwierzecych [21]. Dane na temat metabo-
lizmu sfingomieliny w komdrce, zdajg sie wskazywaé
na udziat tych przemian w przekazywaniu informacji
wewnatrz komaérki [122, 123]. Zalezno$¢ regulacji
fosfolipazy C 81 od metabolizmu sfingomieliny moze
by¢ ogniwem wigzacym szlak przenoszenia informacji,
w ktdrym kluczowga role odgrywa fosfolipaza C typu
8 ze szlakiem przekazywania informacji opartym
0 przemiany sfingomieliny.

IV-4. Regulacja aktywnosci fosfolipazy C przez
kinaze biatkowg C i kinaze biatkowg A
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W komorkach niektorych typoéw aktywacja kinazy
biatkowej C oraz kinazy A ostabia stymulowang
receptorowo aktywnos¢ fosfolipazy C. Wskazywacé to
moze na kontrole aktywnosci fosfolipazy C na zasadzie
sprzezenia zwrotnego. Wykazano, ze w komaorkach
glejaka C6Bul, komdrkach 3T3 oraz ludzkich biatacz-
kowych limfocytach T fosfolipaza C typu y moze by¢
fosforylowana na reszcie serynowej (Ser-1248) w spo-
s6b zalezny od cAMP przez kinaze biatkowg A [124,
127]. Fosfolipaza C typu P i 8 nie ulega takiej
fosforylacji. Fosfolipaza C y moze by¢ réwniez nega-
tywnie regulowana przez kinaze biatkowg C. W komo6-
rkach miesni gtadkich linii Jurkat potraktowanych
estrem forbolu (octan mirystoilo forbolu — PMA)
obserwuje sie fosforylacje reszty serynowej 1248 fos-
folipazy C yl [124]. Fosforylacja taka zmienia od-
dziatywanie fosfolipazy C y z niereceptorowymi kina-
zami tyrozynowymi lub fosfatazg tyrozynowg [128].
Inng drogg, na ktorej kinaza bialkowa biatkowa
C reguluje aktywno$¢ fosfolipazy C y jest fosforylacja
receptora, odpowiedzialnego za stymulacje PLC V.
Fosforylacja Thr-654 receptora EGF przez PKC
obniza zdolno$¢ receptorowej kinazy tyrozynowej do
fosforylacji fosfolipazy C yl, co zapobiega jej akty-
wacji [129].

Rowniez fosfolipaza C typu p fosforylowana jest
przez kinaze biatkowa C. Potraktowanie komdrek
PC 12, C6Bul lub NIH 3T3 estrem forbolu powoduje
fosforylacje Ser-887 fosfolipazy C pi, natomiast nie
dochodzi do fosforylacji fosfolipazy C typu y i 8 [130].
Réwniez w warunkach in vitro oczyszczona fosfolipaza
C pl fosforylowana jest przez PKC w pozycji Ser-887
[130]. Dotychczas nie jest znana rola i znaczenie tej
fosforylacji.

V. Wewnatrzkomdrkowe rozmieszczenie
izoenzymow fosfolipazy C

Funkcjonowanie cyklu przemian fosfoinozytoli
w blonie komérkowej od szeregu lat jest tematem
intensywnych badan [131-133]. Obecno$¢ aktywnosci
fosfolipazy C stwierdzono réwniez wjadrach komdrek
fibroblastéw linii NIH 3T3, linii Swiss 3T3 oraz
komérek watroby [134-136]. Badania immunocyto-
chemiczne wykazaty, ze poszczeg6lne izoenzymy fos-
folipazy C wystepuja w réznych przestrzeniach ko-
marki oraz, ze stymulacja odpowiednich receptorow
powoduje przemieszczenie poszczegblnych typéw fos-
folipazy C w obrebie komérki. W komérkach fibro-
blastéw linii Swiss 3T3 fosfolipaza C typu y obecnajest
w cytoplazmie, a fosfolipaza C typu P w jadrze
komorkowym [136]. Stymulacja komoérek 3T3 in-
sulinopodobnym czynnikiem wzrostu (IGF) indukuje
wytwarzanie IP3 prawie wytgcznie w jagdrze komor-
kowym. W komdérkach tych nie stwierdzono obecnosci
fosfolipazy C 8 w cytoplazmie i frakcji jadrowej [136].
Immunocytochemiczna analiza komdérek nowotworo-
wych rdzenia nadnerczy linii PC 12 wykazata, ze fos-
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folipaza C y wystepuje w cytoplazmie oraz jadrze
komérkowym, natomiast fosfolipaza C 8 obecna jest
tylko w cytoplazmie. Z kolei fosfolipaza C P znajduje
sie wytgcznie w jadrze tych komorek [138]. Badania
z uzyciem izolowanych jader komérek watroby wska-
zuja, ze jedynym typem fosfolipazy C wystepujacym
w jadrze tych komdrek jest fosfolipaza C typu pi,
jakkolwiek frakcja jadrowa stanowi tylko 5% komor-
kowej zawartosci tego izoenzymu [31]. W szczurzych
fibroblastach ptodowych fosfolipaza C y obecna jest
w formie wolnej w cytoplazmie oraz w formie zwigza-
nej z filamentami aktyny. Stymulacja tych komaérek
przez PDGF powoduje zwiekszone nagromadzenie
PLC y w miejscach kontaktu btony komorkowej
z filamentami aktyny [139].

Dane te wskazuja, ze rozmieszczenie poszczeg6l-
nych izoenzymoéw fosfolipazy C zalezy od typu ko-
morki. Ponadto mozna przypuszczaé, ze w réznych
organellach komadrki cykl inozytolowy jest kontrolo-
wany przez r6zne izoenzymy fosfolipazy C.

VI. Rola fosfolipazy C w patofizjologii

Z uwagi na to, ze fosfolipaza C odgrywa znaczacg
role w aktywacji szeregu funkcji w komdrce mozna
przypuszczaé, ze w wielu stanach patologicznych do-
chodzi do zaburzeA w funkcjonowaniu tego enzymu.
Stwierdzono, ze w nadci$nieniu samoistnym aktyw-
nos¢ fosfolipazy C w komérkach kanalika proksymal-
nego nerki szczura jest podwyzszona [140]. DosSwiad-
czenia z uzyciem skrawkow kory nerki szczura wyka-
zaly, ze odpowiedZ nerki na dopamine, mierzona
wzrostem aktywnosci fosfolipazy C jest nizsza u szczu-
réw z nadcisnieniem samoistnym [140] . U szczuréw
z nadci$nieniem wywotanym przez podawanie octanu
deoksykortikosteronu jednocze$nie z hypertonicznym
roztworem soli aktywnos$¢ fosfolipazy C jest podwyz-
szona w komoérkach rdzenia nerki, natomiast ob-
nizona w korze nerki oraz w komdrkach $cian tet-
niczych [141]. Pomiary ilosci P13 i diacyloglicerolu
w komodrkach aorty u szczuréw z nadci$nieniem
samoistnym wykazaty, ze ilos¢ IP3 i DAG u tych
zwierzat jest znamiennie wyzsza niz u szczuréw nor-
malnych. Aktywno$¢ fosfolipazy C 81 w komorkach
aorty zwierzat z nadci$nieniem samoistnym jest wyz-
sza, a poziom PIP2 obnizony [142]. Ponadto enzym
ten jest bardziej wrazliwy na stymulujace dziatanie
niskich stezen Ca2+ [142]. Za podwyzszong wraz-
liwos¢ fosfolipazy C 81 na stymulujgce dziatanie
wapnia odpowiedzialna jest jak wydaje sie, mutacja
punktowa w czasteczce enzymu [142,143]. Aktywnos$é
fosfolipazy C y stymulowana jest przez szereg czyn-
nikbw wzrostu co wskazywa¢ moze na jej udziat
w przekazywaniu komadrce sygnatu do podziatu. Mi-
krowstrzykniecie fosfolipazy Cy lub [3do fibroblastow
indukuje synteze DNA [144], kt6ra jest zahamowana
po mikrowstrzyknieciu przeciwciat przeciw tym en-
zymom [145]. Wykazano, ze szereg komorek nowo-
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tworowych posiada podwyzszong aktywnos$¢ fosfoli-
pazy C. Komérki nowotworu piersi [146] oraz ludz-
kiego czerniaka [147] zawierajg podwyzszony poziom
fosfolipazy C y. Dane te sugerujg, ze podziat komorek
rakowych moze byé stymulowany przez podwyzszony
poziom fosfolipazy C. Szereg choréb neurodegenera-
cyjnych u ludzi zwigzanych jest z akumulacjg PLC
8 w regionach mézgu zmienionych chorobowo [148].
U pacjentow cierpigcych na chorobe Alzheimera
stwierdzono, ze enzym ten jest nadmiernie nagroma-
dzony w zwojach neurofibryli i neuronach otaczaja-
cych plamki starcze. Analiza technikg ,,Western biot”
wykazata, ze fosfolipaza C 8 skoncentrowana jest we
frakcji sparowanych filamentéw hetikalnych moézgu
[149. 150]. Stwierdzono, ze aktywnos$¢ specyficzna
tego enzymu jest znacznie obnizona w mdézgu pacjen-
tow z chorobg Alzheimera [151].

Artykut otrzymano 28 marca 1996 r.
Zaakceptowano do druku 16 maja 1996 r.

Notatka uzupetniajaca

Juz po wystaniu tego artykutu do druku, w Nature* ukazat
sie artykut poswiecony strukturze fosfolipazy C 81. Dane
otrzymane w wyniku badan krystalograficznych wykazaly,
ze enzym ten posiada w swojej N koncowej czesci cztery
domeny EF, kt6re sg umieszczone parami w dwdch petlach.
Domena EF1 i EF2 uczestniczy w wigzaniu wapnia, podczas
gdy domena EF3 i EF4 tworzaca petle drugg nie posiadata
zwigzanego wapnia. Autorzy pracy na podstawie analizy
struktury krysztatlu PLC 81 proponujg mechanizm od-
dziatywania enzymu z btona plazmatyczng, w ktérym to
procesie bratyby udziat domeny PH oraz domena C2.
W zaproponowanym modelu domena PH zlokalizowana na
N koncu czasteczki miataby odpowiada¢ za wigzanie en-
zymu do btony lipidowej, natomiast domena C2 (626-756 aa)
odpowiadataby za wihasciwg orientacje enzymu w stosunku
do substratu. W podsumowaniu autorzy stwierdzaja, ze
architektura domen biatkowych PLC 81 wskazuje na typ
czagsteczki zdolnej do odwracalnej asocjacji z btong plaz-
matyczng, co jest cechg charakterystyczng szeregu biatek
sygnatowych takich jak kinaza biatkowa C, cytoplazmatycz-
na fosfolipaza A2 czy fosfatydyloinizytolo 3-kinaza.
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I. Wstep

W latach osiemdziesigtych ubiegtego stulecia T h u -
dichum wyizolowat i scharakteryzowat sktadnik
wyciggu eterowego moézgu, ktéry nazwat sfmgomieli-
na. Poczatkowo tgczono obecno$¢ tego zwigzku z fun-
kcjonowaniem moézgu, ale po stwierdzeniu powszech-
nego wystepowania we frakcji lipidéw btonowych
i w mielinie zaczeto uwazaé, iz petni on funkcje
strukturalne. W nastepstwie odkrycia przezOkaza -
kiego i wsp. [1], ze witamina D 3stymuluje aktyw-
nos$¢ sfingomielinazy dziatajacej w zakresie obojetnego
pH (nSM-aza), powodujgc nagromadzanie ceramidu
w komdrkach HL-60, rozpoczeto intensywne badania
nad metabolizmem sfingomieliny jako potencjalng
droga przenoszenia sygnatu w komérce. Wkrotce
potem stwierdzono, ze do czynnikéw aktywujgcych
nSM-aze nalezg roéwniez dziatajgce plejotropowo w or-
ganizmie cytokiny TNF-a, INF-y i IL-1 [2]. Waznym
nastepnym etapem badahn bylo wykazanie przez
Hannuna ijego grupe [3], ze krétkotancuchowe,
przechodzace przez btony komdérkowe ceramidy, wy-
wotuja wiele biologicznych efektéw identycznych do
powodowanych aktywacjg nSM-azy, co sprawito, ze
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ceramidy zostaty uznane za wtdrne przekazniki syg-
natu. Najlepiej dotychczas scharakteryzowanym uk#a-
dem jest aktywacja nSM-azy przez TNF-a, dokonana
przez zespot Kolesnicka [praca przeglgdowa: 4],
Ostatnie badania wigzace dziatanie TNF-a z aktywa-
cja btonowych kinaz biatkowych i fosfatazy biatkowej
nalezacej do typu fosfataz P-2A niewatpliwie stawiajg
sfingomieline ijej metabolity w centrum zainteresowa-
nia badaczy nowych drég przekazywnia sygnatdw
w komorce [praca przeglagdowa 5].

W ,,Postepach Biochemii” ukazatly sie dotychczas
dwa artykuty przeglagdowe dotyczace roli sfingomieli-
ny [6, 7] do ktérych kierujemy czytelnikéw, traktujac
naszg prace jako uzupetnienie wiadomosci o tej gwat-
townie rozwijajacej sie dziedzinie badan.

Il. Wptyw metabolitéw sfingomieliny na roz-
nicowanie i proliferacje komorek

Analogicznie do rdznych fosfolipaz, ktore wytwa-
rzajg wewnatrzkomorkowe wtérne przekazniki beda-
ce metabolitami glicerofosfolipidéw zaproponowano,
ze sfingomielinaza dziatajgca w obojetnym zakresie pH
(nSM-aza) [fosfodiesteraza sfingomielinowa (EC
3.1.4.12)] moze stanowié pierwszy etap w szlaku syg-

DE NOVO
PALMITOILO-Co A + SERYNA

v
SFINGANINA

KW. TL. ﬂ

DIHYDROCERAMID

l

natowym (Ryc. 1) [9, 10], Enzym ten jest zlokalizowa-
ny wraz ze swym substratem na zewnetrznym listku
btony plazmatycznej [11].

Stwierdzono, ze hydroliza sfingomieliny ma znacze-
nie w réznicowaniu ludzkich promielocytéow biatacz-
kowych HL-60 indukowanym przez witaminge D3 [1,
12], czynnik martwicy nowotworédw (TNF-a) i inter-
feron-y [2]. Ponadto Spiegel i wsp. [13] wyka-
zali, ze egzogenna sfingomielinaza stymulowata proli-
feracje mysich fibroblastéw 3T3, za$ dodana razem
z takimi czynnikami wzrostowymi jak insulina, na-
btonkowy czynnik wzrostu (EGF) lub bombezyna,
potegowata ich dziatanie. Traktowanie komorek sfin-
gomielinazg powodowato znaczacy spadek poziomu
sfingomieliny, czemu towarzyszyl wzrost poziomu
ceramidu. Egzogenne, krdtkotaricuchowe ceramidy
stymulowaty wigczanie radioaktywnej tymidyny
i dziataty synergistycznie z wyzej wspomnianymi czyn-
nikami wzrostu. Zatem ceramidy mogg by¢ zaan-
gazowane takze w regulacje proliferacji komarek, a nie
tylko jako pos$rednik w ich réznicowaniu. Z badan nad
wptywem ceramidoéw i sfingozyny na proliferacje
i wzrost ludzkich keratynocytéw DJIM-1 wynika, ze
syntetyczne krétkotancuchowe ceramidy promowaty
réznicowanie tych komorek, podczas gdy sfingozyna

wit.D3
TNF &
INF ¢

@ SFINGOZYLOFOSFOCHOLINA

sfingomielinaza
FOSFOCHOLINA

GLIKOSFINGOLIPIDY z=== CERAMID =
ceramidaza J

@ kw.Te. + SFINGOZYNA

kinaza
sfingozynowa
@ A 4
SFINGOZYNO-1-P

PDGF
SUROWICA

FOSFATYDYLOCHOLINA

= SFINGOMIELI
——— OMIELINA

DIACYLOGLICEROL

FOSFOETANOLAMINA

HEKSADEKANAL

Ryc. 1 Drogi metabolizmu sfingolipidéw. Na podstawie prac przegladowych [6-8], z uwzglednieniem nastepujagcych modyfikacji, odzwiercie-
dlajacych obecne poglady: (i) wprowadzenie podwojnego wigzania 4-trans odbywa siejuz po reakcji acylacji, zatem wolna sfingozyna nie
jest posrednikiem w syntezie sfingolipidow de novo; (ii) biosynteza sfingomieliny polega na przeniesieniu fosfocholiny z fosf-
atydylocholiny na ceramid i uwolnieniu diacyloglicerolu; (iii) sfingozyna, ktéra powstaje w wyniku hydrolizy ceramidu, moze by¢
przemieniana z powrotem do ceramidu lub degradowana, co obejmuje fosforylacje do sfingozyno-I-P oraz lityczny rozpad do fosforanu
etanoloaminy i trans-2-heksadekanalu. Zaznaczono wptyw czynnikéw regulatorowych. Dla uproszczenia pominieto niektére substraty,

produkty, a takze nazwy enzymoéw.
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stymulowata wzrost [14].

Sfingozyna, wraz z innymi dtugotancuchowymi za-
sadami: stearyloaming, 3-ketosfinganing i sfinganing
hamuje specyficznie kinaze biatkowg C (PKC) [15],
kluczowy enzym zaangazowany we wzrost i transfor-
macje nowotworowg komorek. Dziatanie jej jest wiec
przeciwstawne dziataniu diacyloglicerolu, ktory jest
aktywatorem PKC [10, 16,17]. Zhang i wsp. [18]
pokazali, ze niskie stezenia sfingozyny < 20 pM sty-
mulujg proliferacje mysich fibroblastow spoczynko-
wych 3T3, a takze, ze sfingozyna poteguje odpowiedz
komdrek na czynniki wzrostowe dziatajgce niezaleznie
od PKC. Dziakanie sfingozyny moze polega¢ na modu-
lacji aktywnos$ci enzymow potencjalnie zaangazowa-
nych w przenoszenie sygnatéw: fosfolipazy D (PLD)
[19, 20], fosfohydrolazy kwasu fosfatydowego [21],
80 kD izoenzymu kinazy diacyloglicerolowej [22]
i kilku cytosolowych kinaz biatkowych [23, 24].

Sposréd metabolitow sfingomieliny obok sfingozy-
ny takze N,N-dimetylosfingozyna, SPP i sfingozylo-
fosfocholina maja wptyw na proliferacje komodrek
drogg niezalezng od PKC. N,N-dimetylosfingozyna
jest silniejszym niz sfingozyna inhibitorem kinazy
biatkowej C, a ponadto aktywuje kinazy tyrozynowe:
kinaze src i kinaze receptora EGF [25, 26]. Sfin-
gozyno-I-P jest silnym mitogenem dla mysich fibro-
blastow 3T3 [27]. W odpowiedzi na mitogenne steze-
nia sfingozyny poziom SPP wzrastat prawie dziesiecio-
krotnie. Mimo ze SP i SPP dziataty synergistycznie
z insuling i EGF, nie obserwowano synergizmu ani
addytywnosci, gdy zastosowano optymalne dawki SP
(20 pM) i SPP (5 pM), co wskazuje, ze oba zwigzki
modulujg proliferacje komdrek tg samg drogg. Ponad-
to, kompetycyjny inhibitor kinazy sfingozynowej, DL-
treo-dihydrosfingozyna [28], hamowat zar6wno po-
wstawanie SPP jak i synteze DNA [29].

Sfingozylofosfocholina jest silnym stymulatorem
wzrostu wielu typéw komérek [30]. Jej dziatanie jest
silniejsze niz insuliny czy EGF, lecz réwnie efektywne
jak surowicy ptodowej [31]. Z badan wynika, ze SPC
nie wspoétzawodniczy z estrami forbolu o miejsce
wigzania do PKC w fibroblastach 3T3, a dziala
synergistycznie z TPA stymulujgc mitogeneze, co
sugeruje, ze SPC nie dziata poprzez hamowanie kinazy
biatkowej C. Nie mozna wykluczy¢jednak pewnej roli
tego enzymu w mitogenezie indukowanej przez SPC,
gdyz obserwowano wyrazny spadek syntezy DNA po
zahamowaniu PKC. Zatem SPC moze dziata¢ zardwno
drogg zalezng jak i niezalezng od kinazy biatkowej C.

I1-1. Wplyw pochodnych sfingozyny na poziom
kwasu fosfatydowego

Poszukujgc drog, jakimi sfingozyna moze induko-
wac proliferacje komorek zwrécono uwage na fakt, ze
jej wptywowi towarzyszyto dwukrotne podniesienie
poziomu kwasu fosfatydowego (PA) — silnego mito-
genu dla mysich fibroblastow 3T3 [20]. Wzrost wew-
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natrzkomaérkowego poziomu PA moze by¢ spowodo-
wany stymulacjg fosfolipazy D, hamowaniem fosfohy-
drolazy kwasu fosfatydowego, zwiekszeniem acylacji
glicerolo-3-P i podwyzszeniem fosforylacji diacylog-
licerolu katalizowanej przez kinaze diacyloglicerolo-
wa. Wykazano, ze sfingozyna stymuluje aktywnosé
fosfolipazy D w wielu typach komérek: NG 108-15,
fibroblastach 3T3, fibroblastach NTH 3T3 iw komar-
kach $rodbtonka naczyn krwionos$nych ptuc [19]. In
vitro stwierdzono hamowanie fosfohydrolazy kwasu
fosfatydowego przez sfingozyne [32]. W ludzkich
komdrkach biataczkowych Jurkat T bogatych w 80
kD izoenzym kinazy diacyloglicerolowej sfingozyna
powodowata akumulacje PA [33].

W wielu typach komérek kwas fosfatydowy wywo-
tuje efekty podobne dziataniu czynnikéw wzrosto-
wych: podnosi warto$¢ pH cytoplazmy, indukuje eks-
presje protoonkogendéw c-fos i c-myc i powoduje
hydrolize fosforanéw fosfatydyloinozytolu [34], Po-
nadto dziata synergistycznie z czynnikami wzrostowy-
mi: EGF, FGF lub cielecg surowicg ptodowg oraz
estrami forbolu [20]. Uwaza sig, ze PA jest powiazany
z dziataniem biatka Ras [35], ktére posredniczy we
wczesnych etapach przenoszenia sygnatéw stymuluja-
cych wzrost komérek [36]. Wykazano réwniez, ze
PDGF i TPA stymulujg wytwarzanie PA w wyniku
aktywacji fosfolipazy D [37]. Jest wysoce prawdopo-
dobne, ze kwas fosfatydowy funkcjonuje jako we-
wnatrzkomorkowy wtérny przekaznik w kaskadzie
sygnatow mitogennych [38].

Dziatanie PA ma wazne implikacje dla biologicznej
funkcji sfingozyny. Wiadomo, ze w fibroblastach 3T3
i innych typach komdrek PA hamuje nagromadzanie
sie c-AMP imoze zapoczatkowywacé hydrolize lipidow
fosfatydyloinozytolowych, co powoduje zwiekszenie
stezenia trisfosfoinozytolu (IP3) [39]. Podobne skutki
wywotujg mitogenne (10 pM) stezenia sfinogozyny
[20]. Sfinogozyna takze indukuje uwalnianie wapnia
z magazynow wewngtrzkomdrkowych w nienaruszo-
nych fibroblastach nawet pod nieobecno$¢ wapnia
zewnatrzkomdrkowego [40], co zostanie omdwione
w dalszej czesci artykutu. Zaréwno indukowanie uwal-
niania wapniajak iproliferacja komdrek sg specyficzne
dla izomeru D-erytro-sfingozyny.

Sfingozylofosfocholina rdwniez stymuluje nagroma-
dzanie sie kwasu fosfatydowego prawdopodobnie
przez aktywacje fosfolipazy D [31]. Jednakze nie jest
ono tak znaczgce jak w przypadku SP i SPP i nie
wydaje sie zeby PA byt zaangazowany w mechanizm
dziatania SPC. W komadrkach traktowanych SPC nie
obserwuje sie zmiany ilosci c-AMP, ktory pod wpty-
wem SP lub SPP obniza sie drastycznie [20], co
wskazuje, ze ten klasyczny przekaznik sygnatow nie
ma wptywu na mitogeneze i mobilizacje wapnia wywo-
tywang dziataniem SPC. Zaobserwowano natomiast,
ze mitogenne stezenia SPC powodujg uwalnianie
kwasu arachidonowego z fosfolipidéw bton mysich
fibroblastéw 3T3. Kwas arachidonowy w obecnosci
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wapnia aktywuje wystepujacy w tych komorkach
izoenzym PKC-oc [41, 42]. Dodanie sfinogozyny ha-
mowato zaréwno stymulowane przez SPC uwalnianie
kwasu arachidonowego jak i mitogenne dziatanie SPC,
co potwierdza role kwasu arachidonowego w tym
procesie.

1. Rola metabolitow sfingomieliny w apop-
tozie

Rozw6j organizmoéw wielokomérkowych jest regu-
lowany przez procesy proliferacji i r6znicowania oraz
programowanej Smierci komdrek, zwanej apoptozg
[praca przegladowa: 43]. Komorki ulegajg apoptozie
w odpowiedzi na réznorodne bodZce fizjologiczne
i farmakologiczne. Nasza wiedza o sygnatach induku-
jacych proces apoptozy w komodrkach jest ciggle
niekompletna.

Obserwacje, ze w komodrkach biataczkowych TNF
powoduje fragmentacje DNA prowadzgcg do apop-
tozy, zwrécity uwage na udziat w tym procesie jednego
z produktéw hydrolizy sfingomieliny — ceramidu
[44]. Syntetyczny ceramid C2 dodany do komérek
U937 biataczki monoblastycznej (wjakich TNF powo-
duje apoptoze) wywotywat internukleosomatng frag-
mentacje DNA, co jest uwazane za wczesny objaw
apoptozy. W komérkach HL-60, U937, L929/LM
i WEHI1164/13, dziatanie sfingomielinazy i ceramidu
byto znoszone przez fosfolipaze C i syntetyczne diacy-
loglicerole, co Swiadczy, ze ceramid dziata antagoni-
stycznie do DAG. Stwierdzono, ze fosfolipaza A2,
kwas arachidonowy i fosfolipaza D nie powodowaty
uszkodzenn DNA [45] . Dzialanie cytotoksyczne cera-
midu jest stereospecyficzne i ogranicza sie do D-
erytro-ceramidu i odpowiadajgcych mu syntetycznych
agonistéw; dihydroceramid jest nieaktywny [46].
Przebieg reakcji cytotoksycznych indukowanych
przez ceramid byt analogiczny do wywotanych dziata-
niem TNF w tych samych liniach komdérkowych
i wpodobnych warunkach. Quintans i wsp. [47]
opisali udziat ceramidu w apoptozie komorek WE-
HI231 powodowanej przez przeciwciata, kortykoste-
roidy i promieniowanie UV. Sg tez dowody na role
ceramidu w procesie apoptozy komorek T indukowanej
zakazeniem wirusem HIV [48]. Réwniez egzogenny
ceramid indukowat apoptoze w tych komadrkach [49].

Pozbawienie komoérek biataczkowych Molt4 suro-
wicy, powodowato zatrzymanie przebiegu cyklu ko-
mdrkowego i apoptoze, czemu towarzyszyt dramaty-
czny i dtugotrwaty wzrost poziomu wewngtrzkomor-
kowego ceramidu. Te same efekty powodowat eg-
zogennie dodany ceramid. Prawdopodobnie w za-
trzymaniu cyklu komoérkowego na granicy faz Go/GI
przez ceramid posredniczy defosforylacja produktu
genu Rb (uwazanego za wazny regulator cyklu komor-
kowego), gdyz linie komdrkowe, ktorym brak Rb lub
w ktorych on nie funkcjonuje na skutek dziatania
indukowanych adenowirusem biatek wiazacych Rb
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[50], nie podlegajg hamowaniu przebiegu cyklu ko-
morkowego wywotywanemu przez ceramid. Co wiecej,
estry forbolu lub DAG nie przeciwdziatajg zaleznemu
od ceramidu hamowaniu cyklu komérkowego, nato-
miast zapobiegajg apoptozie indukowanej ceramidem,
co sugeruje wystepowanie roznych drég przenoszenia
sygnatu przez ceramid w tych procesach. Mozliwe, ze
to, czy proces apoptozy w komdérce bedzie przebiegat
zalezy nie tyle od bezwzglednych stezen ceramidu
i diacyloglicerolu, ale od ich stosunku [51].

Ostatnio Sawai i wsp. wykazali [52], ze w ludz-
kich komdrkach biataczkowych HL-60 ceramid in-
dukuje aktywacje c-jun/AP-1 we wczesnym etapie
apoptozy. Autorzy udowodnili, ze poziom m-RNA
genu c-jun, poziom biatka c-Jun i aktywnos$¢ wigzania
AP-1 do fragmentéw DNA (wigzacych czynnik AP-1
po stymulacji estrami forbolowymi) wzrastajg pod
wpltywem ceramidu. Kurkumina (inhibitor aktywacji
czynnika AP-1) znosita zahamowanie wzrostu komoé-
rek i fragmentacje DNA, ktére obserwowano pod
wptywem ceramidu. Podobnie dziataty nukleotydy
antysensowne dla c-jun. Wyniki te wskazuja, ze w ko-
mdérkach HL-60 czynnik transkrypcyjny AP-1 ma
kluczowe znaczenie w przebiegu procesu apoptozy i ze
wewnatrzkomorkowy  przekaznik  sfingolipidowy
— ceramid moduluje przenoszenie sygnatu indukuja-
cego apoptoze poprzez aktywacje tego czynnika. Z ko-
lei Brach i wsp. [53] wykazali powigzanie ak-
tywacji szlaku sfingomielinowego przez TNF i na-
gromadzania ceramidu z pojawieniem sie aktywnosci
wigzacej czynnika AP-1 w komdrkach.

Droga za posrednictwem ktorej ceramid powoduje
aktywacje czynnika transkrypcyjnego AP-1 nie jest do
konca poznana. Sposrdd wielu kinaz serynowo/treoni-
nowych, kinazy MAP s3g aktywowane przez ceramid
[54]. Ostatnio postuluje sie istnienie grupy Kkinaz
aktywowanych stresem (SAPK, JNK kinazy lub kina-
zy N-konca biatka c-Jun) [55]. Wiasnie te kinazy moga
stymulowac aktywnos$¢ transkrypcyjng c-jun poprzez
fosforylacje N-koricowych aminokwaséw [56]. Wyda-
je sie, ze ceramid moze posredniczyé w przenoszeniu
sygnatu do indukcji apoptozy aktywujac czynnik
transkrypcyjny AP-1 za posrednictwem JNK, ponie-
waz TNF-a i promieniowanie UV zwiekszaja poziom
ceramidu i aktywujg kinazy INK. Wyniki te pozwalajg
wnioskowac, ze ceramid posredniczy w reakcjach
stresowych w komadrkach.

Najnowsze badania wykazujg udziat aktywowa-
nych przez ceramid kinaz [57,58] i fosfatazy biatkowej
[59, 60], ktore moga posredniczy¢ w apoptozie stymu-
lowanej przez ceramid (Ryc. 2). Udziat CAPP zostat
potwierdzony w badaniach Wolffa i wsp. [61],
ktorzy wykazali, ze kwas okadajowy (inhibitor CAPP)
hamuje apoptoze indukowang ceramidem i znosi
hamowanie ekspresji protoonkogenu c-myc.

Nalezy podkresli¢, ze posredniki przenoszenia syg-
natu do apoptozy moga by¢ rézne zaleznie od typu
komorek. W ludzkich neutrofilach traktowanych TNF
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Ryc. 2 Udziat metabolitéw sfingomieliny w postulowanym mechanizmie przenoszenia sygnatu receptoréw TNF i Fas/APO-1. Receptor TNF
(TNF-R55), aktywujac w blonie komoérkowej sfingomielinaze (nSM-aze), powoduje uwolnienie ceramidu, ktory z kolei aktywuje
specyficzng kinaze biatkowa (CAPK) inicjujaca kaskade przenoszenia sygnatéw od kinazy Raf, przez kinaze MAPK (MEK) lub kinazy
aktywowane strestem (SAPK), do kinazy MAP (MAPK). MAPK stymuluje aktywnos$¢ fosfolipazy A2 (PLA2) oraz czynnikéw
transkrypcji AP-1 i NFkB, stymulujacych proliferacje i apoptoze. Ceramid indukuje réwniez aktywnos$¢ specyficznej fosfatazy biatkowej
(CAPP), uczestniczacej w procesie apoptozy. Biatko TRADD, homologiczne do domeny $mierci TNF-R55, posredniczy w apoptozie
oraz aktywacji i translokacji NFkB. Jednocze$nie TNF-R55 stymuluje aktywno$¢ lizosomalnej aSM-azy przez DAG uwolniony po
aktywacji PC-PLC. Ceramid powstajagcy w tym przedziale komérkowym jest odpowiedzialny za przenoszenie sygnatu wytacznie do
apoptozy. Fas/APO-1 aktywuje rdwniez obie sfingomielinazy, ale potwierdzono tylko przenoszenie sygnatu do apoptozy (generowanego
analogicznie jak po aktywacji TNF-R55), natomiast nie stwierdzono indukcji ekspresji genow.

[62] sfingozyna indukowata apoptoze. Ceramid i SPP
nie dziataty w tych komorkach. Dimetylosfingozyna
i H-7 (inhibitor PKC) takze indukowaty apoptoze co
sugeruje, ze zjawisko to moze byé zwiazane zhamowa-
niem PKC przez sfinogozyne. W niestymulowanych
ludzkich neutrofilach stezenie ceramidu jest bardzo
wysokie (ok. 200 pM) co poddaje w watpliwosé
znaczenie egzogennie dodawanego ceramidu. Wynika
z tego, ze w tych komorkach endogennym modulato-
rem posredniczagcym wywotywaniu apoptozy przez
TNF moze by¢ sfingozyna.

Y. Wplyw sfingozyno-I-P na ruchliwos¢
komorek nowotworowych

Ze wzgledu na fakt, ze SPP podobnie jak czynniki
wzrostu, zwieksza poziom wapnia i kwasu fosfatydo-
wego w komaorkach, zbadano wptyw SPP na wzrost
i r6znicowanie dwéch linii komérkowych raka piersi:
MCF-7 i MDA-MB-231 [63]. Komérki MCF-7
majg funkcjonujace receptory estrogenowe i in
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vitro ich wzrost zalezy od estrogenu, za$ komorki
MDA-MB-231 nie majg takich receptorow i sg oporne
na dziatanie antyestrogenow [64]. SPP w stezeniu
1-10 pM hamowat wzrost komaérek obu linii. Pod
wptywem SPP komdrki MDA-MB-231 zmieniaty fe-
notyp na bardziej prawidtowy i charakteryzowaty sie
zmniejszong znacznie inwazyjnoscig [63]. Sfingozyna
nie miata wplywu na te cechy. Wyniki badan nad
wptywem SPP na ruchliwo$¢ chemotaktyczng i in-
wazyjnos¢ kilku linii komé6rkowych, mysiego i ludz-
kiego czerniaka oraz ludzkiego kostniakomiesaka do-
wodzg hamujacego wptywu SPP na inwazyjno$é ko-
morek nowotworowych. Z drugiej strony, SPP nie
wptywat na ruchliwos$¢ ludzkich komaérek $rédbtonka
i wtokniakomiesaka [65]. Zreferowane wyzej wyniki
badan nad pozytywnym oddziatywaniem SPP z ko-
maorkami niektérych linii nowotworowych sugerujg, ze
ta nietoksyczna ufosforylowana pochodna sfinogozy-
ny moze zmniejsza¢ inwazyjno$¢ nowotwordw. Takie
dziatanie posrednika sfingomielinowego szlaku prze-
sytania sygnatu moze otwiera¢ nowe mozliwosci tera-
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pii przeciwnowotworowej.

V. Regulacja homeostazy wapniowej w komor-
ce przez metabolity sfingomieliny

Regulacja mobilizacji wewngtrzkomdrkowego
Ca2+ nalezy niewatpliwie do istotnych oddziatywan
metabolitow sfingomieliny, ktére mogg mie¢ znaczenie
dla procesow fizjologicznych i patologicznych [8].
Liczne badania przeprowadzone na réznych mode-
lach: izolowanych komaérkach, uprzepuszczalnianych
komdrkach i izolowanych pecherzykach retikulum
endoplazmatycznego wskazywaly, ze sfingozyna moze
dziata¢ na mobilizacje jonéw Ca2+ zaréwno przez
aktywacje fosfolipazy C i hydrolize fosforanéw fos-
fatydyloinozytolu [66] jak i bez wtaczania tego mecha-
nizmu [67, 68].

Najwczesniej ustalono role egzogennej sfingozyny
w uwalnianiu jondw wapnia z wewnetrzkomorkowej
puli zarowno zaleznej jak i niezaleznej od IP3 [praca
przeglagdowa: 69] oraz w hamowaniu naptywu Ca2+
przez btone komdrkowg [70]. Dziatanie to moze by¢
realizowane poprzez stymulacje metabolizmu fosfora-
noéw fosfatydyloinozytolu i nagromadzanie IP3 [60]
lub przez ufosforylowany produkt sfingozyny, SPP,
jak to stwierdzono w hodowli komorek miesni gtad-
kich uprzepuszczalnianych saponing [40]. Ta ostatnia
droga jest niezalezna od hydrolizy fosforan6w fosfa-
tydyloinozytolu i uwalniania kwasu arachidonowego
[66, 71], jakkolwiek kilku badaczy uzyskato dane, ze
egzogenny SPP moze powodowac produkcje IP3[72].
By¢ moze SPP dziata bezposrednio na kanaty wap-
niowe pozostajgce pod kontrolg receptoréw rianidy-
nowych lub IP3 [71].

Badacze z grupy Sabbadiniego wykazali, ze
w stezeniu submikromolarnym sfingozyna hamuje
uwalnianie Ca2+ z bton retikulum sarkoplazmatycz-
nego (SR) miesni szkieletowych w wyniku oddziatywa-
nia na receptor rianidynowy, zmniejszajgc jego powi-
nowactwa do rianidyny, bez udziatu fosforylacji tego
receptora. Sfingozyna powodowata rowniez wyrazne
hamowanie uwalniania wapnia pod wpltywem fizjo-
logicznych czynnikéw stymulujgcych. W wyzszych
stezeniach zar6wno sfingozyna jak i SPC indukowaty
bezposrednio uwalnianie wapnia z SR [73]. Jest moz-
liwe, ze sfingozyna stanowi fizjologiczny regulator
poziomu wapnia w sercu.

Réwniez SPC jest silnie dziatajgcym czynnikiem
uwalniajagcym jony wapnia z wewnatrzkomaérkowej
puli zaleznej od IP3 [40]. W komdrkach Swiss 3T3
Desai i wsp. [31] nie stwierdzili akumulacji
inozytolofosforanéw po stymulacji przez SPC. Inni
autorzy jednak wykazali [72], ze w komé6rkach HL-60
SPC w dawce ponizej 30 pM aktywuje fosfolipaze C,
powodujgc nastepnie mobilizacje Ca2+. Sfingozyno-
1-P dziata prawdopodobnie poprzez niezidentyfiko-
wany jeszcze receptor sprzezony z biatkiem lub biat-
kami G hamowanymi toksyng ksztusca.
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Wydaje sig, ze drogi uwalniania wewnatrzkomor-
kowego Ca2+ przez sfingozyne, SPP i SPC sg rdzne,
zaleznie od rodzaju komdrek istopnia ich zréznicowa-
nia. Ok ajima i Kondo [72] wysuwajg hipoteze,
ze tylko w niezréznicowanych komoérkach SPC dziata
poprzez aktywacje fosfolipazy C. Nalezy zaznaczy¢, ze
jakkolwiek SPC moze by¢ produkowana w pewnych
warunkach experymentalnych oraz w patologii np.
w $ledzionie chorych z syndromem Niemann-Picka
oraz w komérkach nowotworowych [31], nie potwier-
dzono nagromadzania tego zwigzku w warunkach
fizjologicznych.

Nalezy zaznaczy¢, ze nie znaleziono wptywu cerami-
du ani na uwalnianie wapnia ani na akumulacje IP3
w komorkach [66]. Natomiast stwierdzono, ze cera-
mid oraz SPP i SPC hamuja wzrost wewngatrzkomér-
kowego [Ca2+]i wywotywanego aktywacjg receptora
EGF w ludzkich komdérkach A431, co sugeruje, ze
odpowiedZz na sygnat EGF moze by¢ modulowana
przez sfingolipidowe wtérne przekazniki sygnatu [74].

Mechanizm uwalniania Ca2+ z puli wewnatrzko-
morkowej przez sfingolipidy nie jest jeszcze wyjas-
niony. Wyniki Ok ajima i Kondo [72] sugeruja,
ze SPC powoduje wzrost cytosolowego Ca2+ na
drodze mechanizmu wigczajgcego aktywacje PLC
poprzez receptor sprzezony z wrazliwym na toksyne
ksztu$ca biatkiem G. Ostatnio Kindman i wsp.
[69] opisali nowy rodzaj kanatu wapniowego zalez-
nego od sfingolipidow i zlokalizowanego w endoplaz-
matycznym retikulum komdérek bazocytowej biataczki
szczura oraz w ludzkich komaorkach srodbtonkowych
[75, 76].

V1. Rola metabolitéw sfingomieliny w przeno-
szeniu sygnatow cytokin i czynnikéw
wzrostu w komoérkach

Istotne dla rozwoju badan nad sfingomieling prace
Okazakiego i wsp. [1, 12] wykazaly, ze roz-
nicowanie komdérek ludzkiej biataczki promielocyto-
wej HL-60 pod wptywem 1-a, 25-dihydroksywitaminy
D 3 zachodzi ze wzrostem poziomu ceramidu i SPC
w wyniku stymulacji nSM-azy. Kim i wsp. przeba-
dali nastepnie wptyw innych czynnikéw indukujgcych
réznicowanie komérek HL-60, co doprowadzito do
odkrycia, ze metabolizm sfingomieliny moze by¢ waz-
nym mechanizmem posredniczagcym w przekazywaniu
sygnatu TNF-a i INF-y w procesie réznicowania
komorek. Procesowi temu towarzyszyto hamowanie
ekspresji mMRNA dla protoonkogenu c-myec.

Ostatnie badania dostarczaja coraz wiecej danych
dotyczacych wyjasnienia mechanizmu przenoszenia
sygnatu cytokin w komdrkach docelowych. Dwie
cytokiny IL-1 i TNF-a, wykazujgce plejotropowe
dziatanie o podobnym i naktadajgcym sie zakresie
oddziatywan biologicznych, powoduja szybkie i przej-
Sciowe tworzenie dwu wtdérnych lipidowych przekaz-
nikéw sygnatdw: diacyloglicerolu produkowanego
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przez specyficzng dla fosfatydylocholiny fosfolipaze
C (PC-PLC) i ceramidu, tworzonego przez dwie rézne
sfingomielinazy: nSM-aze, zlokalizowang w btonie
komérkowej i aSM-aze, zlokalizowang w lizosomach
i endosomach [praca przegladowa: 77].

Do najlepiej poznanych nalezy niewatpliwie udziat
sfingomielinaz i ich metabolitéw w przenoszeniu syg-
natu przez receptory nalezace do grupy receptoréw
czynnika martwicy nowotworéw (TNF). Schemat tych
reakcji jest pokazany na rycinie 2.

Czynnik martwicy nowotwordéw indukuje wzrost
i réznicowanie wielu rodzajéw komdrek oraz jest
waznym parakrynnym i endokrynnym modulatorem
reakcji zapalnych i immunologicznych. Powoduje
réwniez nekroze pewnych typéw nowotworow i jest
cytotoksyczny w sposéb synerergistyczny z INF-y dla
wielu komdrek nowotworowych in vitro. Jest tez
jednym z czynnikéw wywotujacych apoptoze [prace
przegladowe: 78, 79]. Plejotropowe dziatanie TNF
w procesach immunologicznych i zapalnych sprawia,
ze jest on waznym czynnikiem w patogenezie wielu
chordb. Poznanie mechanizmow przekazywania syg-
natdbw przez te cytokine jest wiec istotne nie tylko ze
wzgledéw poznawczych, ale takze jako istotny element
terapii chordb autoimmunologicznych i raka.

VI-1. Receptory dla TNF

Receptory dla TNF wystepujg w btonach komoér-
kowych prawie wszystkich jadrzastych komdrek.
Scharakteryzowano i sklonowano dwa rézne typy
receptorow dla TNF [prace przegladowe: 79, 80].
Receptory TNF-R55 i TNF-R75 rbéznig sie masg
czasteczkowg i statg dysocjacji dla TNF, ktérej warto-
§ci wynoszg odpowiednio 500 pM i 100 pM. Ekspresja
gendéw kodujacych te receptory jest w rézny sposéb
regulowana i niska konstytucyjna ekspresja TNF-R55
i indukowana ekspresja TNF-R75 prowadzg do zréz-
nicowanych odpowiedzi fizjologicznych. Biologicznie
czynng formg TNF sg jego trimery. Aktywacja obu
receptoréw zachodzi poprzez ich oligomeryzacje po
przytagczeniu homotrimeru TNF-a lub TNF-@ (lim-
fotoksyny-a). Obie cytokiny aktywujg obydwa typy
receptorobw TNF, po czym nastepuje szybka inter-
nalizacja i degradacja tych kompleks6w w endoso-
mach. TNF-R75 wykazuje podobng aktywnos$¢ bio-
logiczngjak TNF-R55, zwtaszczaw komdrkach T iko-
morkach ze zwiekszong ekspresja biatka p75, ale
w wiekszosci komorek rola TNF-R75 polega na
wiazaniu TNF iprzekazywaniu tego ligandu na recep-
tor TNF-R55, charakteryzujgcy sie mniejszym powi-
nowactwem do ligandu. Stwierdzono wystepowanie
specyficznych regionéw receptorow TNF odpowie-
dzialnych za wytwarzanie réznych sygnatow. Region
btonowy receptora powoduje aktywacje nSM-azy pro-
wadzacg do aktywacji ,ukierunkowanych proling”,
serynowo/treoninowych kinaz biatkowych (PDP
— proline directed protein kinases), powodujacych
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aktywacje kinazy Raf, fosfolipazy A2 i czynnika trans-
krypcji AP-1 [81, 82]. Z kolei odcinek okoto 80
aminokwaséw konca C receptora, tzw. domena syg-
natu $mierci, jest odpowiedzialny za sygnat prowadza-
cy do cytotoksycznosci i apoptozy [83, 84], stymulacji
syntezy NO i prawdopodobnie do aktywacji aSM-azy
i czynnika transkrypcji NFkB [81].

Ostatnio opisano biatka, nazwane FADD i TRADD
zawierajgce domeny homologiczne wobec domen
Smierci w receptorach odpowiednio Fas/APO-1
i TNF-R55.

Zwiekszenie ekspresji TRADD indukuje apoptoze
iaktywuje NF kB, co sprawia, ze biatko to jest uwazane
za ogniwo sygnatu TNF-R55 dla obu tych procesow
[praca przegladowa: 85].

VI-2. Receptor Fas/APO-1

Btonowy receptor Fas/APO-1 nalezy do rodziny
receptoréw TNF iposiada homologiczny region w cze-
$ci zawierajagcej domene $mierci, analogicznie do TNF-
R55, ktory generuje sygnat do apoptozy [83]. Receptor
Fas/APO-1 jestjednym z najistotniejszych czynnikdéw
regulacji czynnosci uktadu immunologicznego, ponie-
waz umozliwia on ograniczenie wzrostu klondw i na-
gromadzania limfocytow po wniknieciu antygenu do
narzadéw limfatycznych. Jest on réwniez odpowie-
dzialny za procesy eliminacji, przez komo6rki wyposa-
zone w ligandy dla tego receptora, zaktywowanych
i proliferujacych limfocytdw obwodowych, a takze
komérek, ktére ulegly transformacji nowotworowej
lub infekcji wirusowej [86]. Podobniejak wprzypadku
TNF-R55, aktywacja Fas/APO-I-R przez ligandy mo-
ze réwniez prowadzi¢ do aktywacji komaérek [87].

VI-3. R6zne drogi przenoszenia sygnatu pocho-
dzacego od nSM-azy i aSM-azy

Wyro6znienie regiondw TNF-R55 odpowiedzialnych
za aktywacje nSM-azy i aSM-azy i rézna lokalizacja
tych enzymow w komérce sugeruje rézne funkcje tych
dwu enzyméw w przenoszeniu sygnatu TNF-R55, co
znalazto potwierdzenia w badaniach Wiegmanna
i wsp. [81]. Zgromadzone obecnie dane pozwolity na
zaproponowanie sekwencji reakcji zilustrowanych na
rycinie 2.

Po aktywacji nSM-azy powstajacy ceramid aktywu-
je zwigzang z btonami specyficzng kinaze biatkowg
(CAPK), ktora fosforyluje receptor nabtonkowego
czynnika wzrostu (EGF-R) w komdrkach A431 [88].
W zrost aktywnosci tej kinazy obserwowano réwniez
w pierwszych minutach po podziataniu TNF-a na
komérki HL-60. Szybka aktywacja, zdolnos$¢ analo-
gow ceramidu do wywotywania efektow ligandu oraz
rekonstytucja kaskady reakcji w uktadzie bezkomor-
kowym pozwolity uzna¢ ten szlak sfingomielinowy za
istotng droge przenoszenia sygnatu pochodzacego od
TNF [4]. CAPK nalezy do grupy kinaz PDP, ktére
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fosforylujg fragment X-Ser/Tre-Pro-X substratu. Do
grupy tej nalezg rdwniez kinazy MAP (MAPK) i kina-
zy cdc2. CAPK wymaga do fosforylacji najmniejszego
fragmentu zawierajgcego Leu-Tre-Pro [89, 90].

Réwnoczes$nie wykazano, ze TN F-a aktywuje kina-
ze MAP w fibroblastach [91], a w komérkach HL-60
traktowanych sfingomieling lub ceramidem dochodzi
do fosforylacji i aktywacji kinazy p42 MAP [54].
Kinazy MAP sg kinazami serynowo/treoninowymi,
ktére odgrywajg wazna role w przenoszeniu sygnatu
mitogennego pochodzgcego od wielu receptorow sty-
mulowanych przez rdzne ligandy, wilaczajac w to
kinazy tyrozynowe receptoréw i receptory sprzezone
z biatkiem G. Kinazy MAP, do ktérych nalezg naj-
lepiej poznane 42 kDa ERKI czyli p42 MAPK i
44 kDa ERK2 czyli p44 MAPK, sg aktywowane na
skutek fosforylacji reszt tyrozyny i treoniny przez
specyficzne kinazy MAPK: MEK1 i MEK2. Z kolei
kinazy MEK sg regulowane przez fosforylacje seryny
w ich czasteczce przez kinazy kinazy MEK i kinaze
Raf. Zr6znicowanie kinaz kinazy MEK uwaza sie za
gtéwny czynnik umozliwiajagcy zréznicowanie drog
sygnatowych prowadzacych do MAPK [92-94].

W nastepnych badaniach stwierdzono, ze stymula-
cjakomorek HL-60 przez TNF powoduje w przeciaggu
sekund fosforylacje kinazy Raf, kinazy serynowo/treo-
ninowej, ktora bierze udziat w przenoszeniu sygnatu
mitogennych cytokin, co sugeruje, ze Rafmoze posred-
niczy¢ w przenoszeniu sygnatu generowanego przez te
cytokine [82]. Podobny efekt uzyskano dziatajgc na
komarki ceramidem lub sfingomielinazg. Grupa K o -
lesnicka wykazata, ze CAPK tworzy kompleks
z Raf i fosforyluje tg kinaze powodujgc wzrost jej
aktywnosci wobec MEK kinazy w komérkach HL-60.
W ten sposdb droga przenoszenia sygnatu sfingomieli-
nowego zostata powigzana ze szlakiem MAPK [95].
Belka i wsp. [82] uzyskali wyniki sugerujace, ze
nSM-aza, a nie aSM-aza, bierze udziat w wywotywanej
przez TNF-a fosforylacji i aktywacji kinazy Raf.

Kinaza MAP z kolei fosforyluje i aktywuje cyto-
solowg fosfolipaze A2 [96] w odpowiedzi na ceramid
utworzony przez nSM-aze [81]. Aktywacja PLA?2
wydaje sie by¢ odpowiedzialna za nagromadzanie
kwasu arachidonowego i jego metabolitow, leuko-
trienow i prostaglandyn, powodujacych reakcje zapal-
ne w wyniku dziatania TNF.

Badania in vitro wptywu ceramidu na fosforylacje
biatek doprowadzity do wykrycia serynowo/treonino-
wej fosfatazy biatkowej (CAPP) aktywowanej bezpo-
$rednio i w specyficzny spos6éb przez ceramid [59].
Fosfataza ta nalezy do grupy fofataz PP2A w sktad
ktéorych wchodzg trzy podjednostki: A — o nieziden-
tyfikowanej funkcji, B— regulatorowej i C — katality-
cznej, mogacych wystepowa¢ w formie mono-di-, lub
trimeru. Ceramid aktywuje wytgcznie forme trimeru
dziatajgc na podjednostke B. CAPP jest hamowana
przez niskie stezenia kwasu okadajowego, specyficz-
nego inhibitora tego typu fosfataz [60]. Nanomolarne
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stezenia kwasu okadajowego powodujg zahamowanie
wywotywanej przez ceramid apoptozy i ekspresji c-
myc w komoérkach HL-60, podobnie jak to obser-
wowano po traktowaniu TNF-a, co potwierdza role
CAPP w tych procesach [61].

Metabolity sfingomieliny biorg réwniez udziat
w przenoszeniu sygnatu do aktywacji i translokacji
czynnika transkrypcji NFkB. Kronke i wsp. [97]
wykazali, ze egzogenna sfingomielinaza i ceramid
powoduje degradacje I-kB, fizjologicznego inhibitora
N FkB i aktywacje tego czynnika transkrypcji. Nie jest
jasne czy aktywacja kinazy Rafwystarcza do aktywacji
i translokacji NFkB jak to sugerowaly badania
Finco i Baldwina [98]. Ostatnio uzys-
kano dane Swiadczace o tym, ze ceramid nagromadzo-
ny w komérkach w wyniku aktywacji aSM-azy przez
DAG, utworzony przez zaktywowang PC-PLC, jest
odpowiedzialny za aktywacje N FkB. Aktywacja aSM-
azy jest zalezna od tej samej domeny receptora, ktéra
jestodpowiedzialna za aktywacje PC-PLC [81]. Auto-
rzy ci sugeruja, ze aktywacja aSM-azy zachodzi w en-
dosomach, w ktérych znajduje sie DAG utworzony po
aktywacji PC-PLC i internalizowany razem z TNF-
R55.

Coraz wiecej danych dotyczy wystepowania nowej
drogi przenoszenia sygnatu, ktdéra jest specyficznie
wigczana w odpowiedzi na stres np. pod wptywem
TNF lub uszkodzenie tkanek w wyniku hipoksji,
promieniowania UY czy chemioterapii. Czynniki te
aktywujg zarowno nSM-aze i aSM-aze jak i aktywo-
wane stresem kinazy biatkowe (SAPK, JNK). West-
wiek i wsp. [99, 100] wykazali aktywacje SAPK
przez TNF, co powoduje stymulacje zaleznej od AP-1
transkrypcji genéw i indukcje translokacji NFkB do
jadra itranskrypcji genow zaleznych od tego czynnika.
Potencjalnym posrednikiem tych proceséw jest cera-
mid powstajagcy w wyniku aktywacji sfinogomielinaz.
Stwierdzono natomiast tylko niewielkg stymulacje
aktywnosci MAPK przez TNF-a i hamowanie tych
kinaz przez ceramid [100].

Stosunkowo mniej danych dotyczy udziatu sfin-
golipidow w przenoszeniu sygnatu Fas/APO-1. Ci-
fone i wsp. [101] wykazali aktywacje nSM-azy,
aSM-azy, PLA2i PC PLC po stymulacji Fas/APO-1
i udziat ceramidu w inicjacji apoptozy przez ten
receptor. Uzyskano réwniez dane o aktywacji kinazy
MAP i udziale kinazy Raf w tym procesie [101].
Natomiast nie udato sie stwierdzi¢ aktywacji NFkB
przez sygnat Fas/APO-1 [102]. Wydaje sig, ze sygnat
receptora Fas/APO-1 do apoptozy przenoszony przez
ceramid nie wymaga i nie jest zalezny od ekspresji
genow [103].

VI-4. Receptor PDGF
Badania przeprowadzone przez Kestera i wsp.
[104] wskazujg na powigzanie sfingozyny z procesem

mitozy niezaleznym od kinazy biatkowej C. Na modelu
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in vitro komdérek mezangialnych oraz w ukladzie
bezkomé6rkowym wykazano, ze ptytkowy czynnik
wzrostu stymuluje tworzenie mitogennych metaboli-
téw sfingolipidow poprzez aktywacje ceramidazy dzia-
tajacej w zasadowym zakresie pH, degradujacej cera-
midy, oraz sfingomielinazy dostarczajacej ceramidu,
podczas gdy cytokiny IL-1 i TNF-a aktywujg sfin-
gomielinaze pozostajgc bez wpltywu na ceramidaze
[104]. Autorom tym udato sie uzyskaé oddzielenie
zaleznej od czynnika wzrostu mitogenezy od powodo-
wanych przez cytokiny réznicowania i apoptozy ko-
morek, zaleznie od rodzaju metabolitu sfingolipidowe-
go nagromadzanego w wyniku specyficznej aktywacji
odpowiednich enzyméw szlaku sfingomielinowego.

Wyniki Olivera i Spiegel [105] pokazaly, ze

PDGF powoduje gwattowny i przejsciowy wzrost
poziomu sfingozyny i SPP w fibroblastach Swiss 3T3,
podczas gdy nie obserwowano tych zmian w obecnosci
EGF. Autorki stwierdzity przejSciowy wzrost aktyw-
nosci cytosolowej kinazy sfingozynowej, co w konsek-
wencji reguluje wewnatrzkomorkowy poziom SPP
i potwierdza role tego czynnika w przenoszeniu syg-
natu PDGF (Ryc. 4). Rowniez w komdrkach mies$ni
gtadkich naczyn PDGF podnosi poziom sfinogozyny
przy robwnoczesnym obnizeniu wewnatrzkomérkowe-
go poziomu ceramidu. Ponadto L-cykloseryna, in-
hibitor syntezy sfingolipidéw, a takze DL-treo-dihyd-
rosfingozyna, inhibitor kinazy sfingozynowej hamujg
stymulowang przez PDGF synteze DNA, pozostajac
bez wptywu na prolifercje komérek wywotywang EGF
[106]. Z badah Su i wsp. [107] wynika, ze SPP
indukuje synteze DNA i podziaty komodrkowe przez
aktywacje czynnika transkrypcyjnego AP-1. Inhibitor
kinazy sfingozynowej (DL-treo-dihydrosfingozyna)
znositzdolno$¢ wigzania AP-1 do DNA. SPP powodu-
je réwniez gwaltowny wzrost stezenia kwasu fosfa-
tydowego oraz wzrost stezenia wewnagatrzkomorkowe-
go wapnia [Ca2+]j, jak to zostatlo opisane wczesniej.
Kwas fosfatydowy jest waznym aktywatorem Ras
[108] i kaskady kinaz MAP, a takze stymuluje zdol-
nos¢ AP-1 do wigzania DNA [107]. Proponowany
przez Spiegel i wsp. [8] schemat udziatu metabo-
libw sfingomieliny w przenoszeniu sygnatu PD G F jest
pokazany na rycinie 3.

Ostatnio Hudson i wsp. [74] wykazali, ze
w ludzkich komdrkach raka naskdrka A431 sfin-
gozyna nie ma wptywu na wewnagtrzkomorkowe steze-
nie wolnego wapnia [Ca2+]; natomiast znacznie sty-
muluje naptyw wapnia stymulowany przez EGF. To-
warzyszy temu fosforylacja reszt serynowych dwu
niezidentyfikowanych biatek, ktére prawdopodobnie
sg wigczone w przenoszenie sygnatu receptora EGF.
Inni badacze stwierdzili, ze ceramid stymuluje fos-
forylacje receptora EGF w tych samych komadrkach,
co sugeruje udziat ceramidu w tym procesie [109].
Badania Kestera i wsp. [104] sugerujg, ze PDGF
stymuluje nSM-aze w mezangialnych komdrkach kie-
bkowych nerek szczura poprzez fosforylacje reszt
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Ryc. 3 Udziat metabolitéw sfingomieliny w przenoszeniu sygnatu
indukowanego aktywacjg receptora PDGF. Przylgczenie
PDGF do receptora powoduje fosforylacje tyrozyny biatka
receptorowego, co umozliwia przytgczenie biatek adaptero-
wych Grb2, fosfolipazy C.f (PLCy) i biatka aktywujgcego
GTP-aze (GAP). Wigzanie Grb2 prowadzi do aktywacji
uktadu Ras i rozpoczyna kaskade kinaz biatkowych od
kinazy Raf do MAPK, powodujgc aktywacje czynnika
transkrypcyjnego AP-1. Jednocze$nie PDGF-R aktywuje
fosfolipaze D (PLD), kinaze sfingozynowg (SPK), ktéra
katalizuje powstanie sflngozyno-I-P (SPP). SPP réwniez
aktywuje PLD, powodujgc nagromadzenie kwasu fosfaty-
dowego (PA), prowadzace do wzrostu cytosolowego steze-
nia wapnia, niezaleznie od inozytolotrisfosforanu (IP3) gro-
madzonego w wyniku aktywacji PLCr SPP hamuje takze
polimeryzacje aktyny w komoérkach nowotworowych.

tyrozynowych. Obserwacja ta stanowi punkt wyjscia
do spekulacji na temat réznorodnych odpowiedzi
komorek na dziatanie czynnikéw wzrostu i cytokin.

VII. Uwagi konhcowe

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze sfingozyna,
SPP i ceramidy posiadajg witasciwosci predestynujace
je do roli wtérnych posrednikéw przekazywania syg-
natu pomiedzy btong komdérkowa, w ktorej sg zlokali-
zowane receptory czynnikdw wzrostu i cytokin, pulg
wewnatrzkomoérkowego wapnia, kaskadami kinaz
i fosfataz biatkowych i czynnikami regulujgcymi eks-
presje genéw w procesach prowadzacych do podzia-
tow, roéznicowania i apoptozy komorek. Metabolity
sfingomieliny wywotujg zréznicowane odpowiedzi ko-
morkowe, wystepujg w komdérce w niskich stezeniach,
ktére po stymulacji ulegajg gwattownemu i przejs-
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ciowemu podwyzszeniu powodujgc uwalnianie wap-
nia z puli wewnatrzkomérkowej przez mechanizm
niezalezny od IP 3 aktywacje PDP kinaz i specyficznej
fosfatazy oraz czynnikéw transkrypcji. Moga one réw-
niez wzmacniaé lub ostabiaé¢ kaskade reakcji poprzez
efekt pozytywnej lub negatywnej kontroli zwrotnej.

Artykut otrzymano 25 kwietnia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 16 maja 1996 r.
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Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w 1996 roku

Z przyjemno$cig informuje naszych Czytelnikédw o przyznaniu przez Zarzad Gtowny Towarzystwa:

dorocznej nagrody im. Jakuba Karola Parnasa za najlepsza prace doswiadczalng wykonang catkowicie
w laboratoriach krajowych i opublikowang w minionym roku;

dorocznej nagrody im. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut opublikowany w kwartalniku Postepy
Biochemii w roku poprzednim;

dorocznej nagrody za najlepszy wyktad akademicki wygtoszony w b.r. w ramach Konkursu organizowanego
przez Sekcje Dydaktyki P.T. Bioch.;

po raz pierwszy nagrody im. Antoniego Dmochowskiego za szczeg6lne osiagniecia dydaktyczne w dziedzinie
biochemii.

Nagroda im. J. K. Parnasa:

Kol. Kol. Alicja Wawrzynéw i Maciej Zylicz z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego za prace
pt. " Divergent effects of ATP on binding of the DnaK nad DnaJ chaperones to each other, or to
their various native and denaturated protein substrates”, J. Biol. Chem. 270 (33), 19300— 19306,

1995.
Nagroda im. B. Skarzynskiego:

Kol. Barbara Grzelakowska-Sztabert z Instytutu Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie za
artykut pt. ,,Regulacja cyklu komdérkowego — udzial biatkowych inhibitoréw kinaz cyklinozalez-
nych", Post. Bioch. 41 (2), 80—93, 1995.
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Nagroda za wyktad akademicki:

Kol. Hanna Czeczot z Katedry i Zakladu Biochemii Akademii Medycznej w Warszawie za wyktad pt.
,Biochemia nasienia".

Kol. Zygmunt Pojda z Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii w Warszawie, za wyktad pt. ,,Cytokiny
w regulacji odpowiedzi uktadu krwiotwérczego™.

Laureaci konkursu na najlepszy wyktad akademicki w roku 1996: dr Hanna Czeczot, prof. dr hab. Zygmunt Pojda.

Nagroda im. A. Dmochowskiego:

Kol. Leokadia Klyszejko-Stefanowicz z Uniwersytetu todzkiego za podrecznik pt. ,,Cytobiochemia",
opublikowany w 1995 r. przez PWN.
Kol. Grzegorz Bartosz z Uniwersytetu £ddzkiego za podrecznik pt. ,,Dwa oblicza tlenu" opublikowany
w 1995 r. przez PWN (wyrdznienie).

Wszystkim Laureatom sktadamy serdeczne gratulacje i najlepsze zyczenia.

Redakcja

SPRAWOZDANIA | KOMUNIKATY

Sprawozdanie z VII Sympozjum Fluorowego

W dniach 26-27 kwietnia 1996 r. odbyto sie w Szczecinie siodme sympozjum z cyklu Metabolizm Fluoru
zorganizowane przez Katedre i Zaktad Biochemii i Chemii Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie oraz
szczecinski oddziat Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W obradach uczestniczylty 64 osoby. Tematem
wiodgcym sympozjum byta analityka zwigzkow fluoru. Po raz pierwszy oprocz czesci teoretycznej zor-
ganizowano warsztaty bedace czescig praktyczng sympozjum.

310 POSTEPY BIOCHEMII 42(3), 1996



Spotkanie rozpoczelo sie referatem Prof. dr hab. Zygmunta Machoya pt. ,25 lat kompleksowych badan
metabolizmu fluoru w Szczecinie", podsumowujgcym stan badan prowadzonych w Katedrze Biochemii
i Chemii w Szczecinie oraz omawiajacym wczes$niej organizowane sympozja fluorowe.

Kolejne referaty dotyczyly analityki zwigzkéw fluoru. W pierwszym Prof. dr hab. Wojciech Czarnowski
z Katedry Toksykologii AM w Gdansku, przedstawit réozne sposoby przygotowania prébek materiatu
biologicznego do analizy fluoru, zagadnienie niezwykle wazne dla tych, ktérzy zajmujg sie tg problematyka.
W drugim referacie, przedstawionym przez dr Tadeusza Ogoniskiego z Katedry Biochemii i Chemii PAM
w Szczecinie zostaly oméwione metody stosowane w analityce fluoru ze szczegdlnym uwzglednieniem
dwoéch z nich — potencjometrycznej i chromatografii gazowej — stosowanych rutynowo w PAM
w Szczecinie. Kolejny referat nt. oznaczania fluoru potencjalnie przyswajalnego z zywnosci wygtosita dr hab.
Anna Wedzisz z Zaktadu Bromatologii IBSB AM w todzi. Cze$¢ referatowa zakonczylo wystapienie mgr
Andrzeja Sudera, przedstawiciela firmy Jenoptik Polska z Poznania, na temat zastosowania wyrobow firmy
Eppendorfw mikroanalityce. Wyroby te (pipety, wyroby polietylenowe) ze wzgledu na bardzo wysoka jako$¢
oraz duzag niezawodnos$¢ bardzo dobrze nadajg sie do prac wymagajacych wysokiej doktadnosci dajgc petng
gwarancje uzyskania precyzyjnych i powtarzalnych wynikow.

W drugiej czesci sympozjum przedstawiono streszczenia z 17 prac doswiadczalnych. Wszystkie prezen-
towane prace zostaly uprzednio poddane recenzji oraz ogtoszone drukiem w wydawnictwie pt. ,Analityka
zwigzkow fluoru" (ISBN 83-86342-19-6) wydanym przez organizatorow pod redakcjg Tadeusza Ogon-
skiego, Doroty Samujto oraz Zygmunta Machoya. Tematyka prezentowanych prac obejmowata zagadnienia
z zakresu biochemii oraz ekologii zwigzkéw fluoru ze szczegdinym uwypukleniem zagadnien metodycznych.
Prace zostaly wykonane w nastepujgcych osrodkach akademickich Polski — Gdansk, Krakéw, Lublin, £6dz,
Poznan, Sosnowiec, Szczecin, Tychy.

Sympozjum zgromadzito rowniez wiele osOb zainteresowanych aktualnym stanem wiedzy w dziedzinie
badan nad metabolizmem fluoru w Polsce lub uczestnictwem w warsztatach praktycznych w dniu 27 kwietnia
1996 r. Ku zadowoleniu organizatoréw w zajeciach praktycznych wzieto udziat 20 oséb. Uczestnikom
warsztatow przedstawiono zestawy aparatury oraz omowiono sposoby przygotowania prébek do oznaczania
fluoru w materiale biologicznym. Pracownicy Katedry omawiali zasady postepowania analitycznego oraz
prezentowali praktyczne mozliwosci wykorzystania chromatografii gazowej oraz metod potencjometrycznych
(elektrod fluoroselektywnych) do oznaczania fluoru w réznorodnym materiale biologicznym. W pod-
sumowaniu sympozjum Pracownia Analityki Fluoru Katedry Biochemii i Chemii PAM w Szczecinie, przyjeta
na siebie zobowigzanie okresowego organizowania sympozjow fluorowych oraz utworzenia w Szczecinie
osrodka koordynujgcego catoksztatt prac z zakresu metodyki badan zwigzkow fluoru na terenie Polski.

Tadeusz Ogonski
Kierownik Katedry

SEKCJA KWASOW NUKLEINOWYCH
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

W grudniu 1995 r. Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, na mdj wniosek, powotat do
zycia Sekcje Kwaséw Nukleinowych. Celem tej inicjatywy jest integracja Srodowiska badaczy podejmujacych
tematyke kwaséw nukleinowych, ich funkcji, struktury i wkasciwosci. Powinna to by¢ rowniez ptaszczyzna
rzeczowych dyskusji nie tylko teoretycznych ale rowniez szczegétowych problemow warsztatowych. Forma
dzialalnosci sekcji bedg spotkania i konferencje naukowe organizowane w roznych osrodkach naukowych.
Beda one dotyczyly réznych aspektéw biologii molekularnej kwaséw nukleinowych. Bedzie to réwniez
platforma prezentacji i promocji mtodych biochemikéw oraz laureatéw konkurséw organizowanych przez
Polskie Towarzystwo Biochemiczne.

W celu przyspieszenia obiegu informacji otwarta zostata w sieci Internet strona WWW (Word Wide Web), na
ktérej umieszczane beda wszelkie wiadomosci i komunikaty dotyczace aktualnych zamierzen i dziatalnosci
sekcji. Jest mozliwo$¢ nadsytania i umieszczania na tej stronie wtasnych wypowiedzi, uwag i komentarzy na
temat aktualnych zadan badawczych, udoskonalen technicznych, ciekawych wynikéw. Jest mozliwosé
zamieszczania wszelkich sugestii, notatek, informacji o konferencjach, nowych ksigzkach, metodach,
wizytach gosci zagranicznych, wiasnych pracach opublikowanych, seminariach lokalnych oraz wszelkich
innych sprawach, ktére moga by¢ interesujgce dla biochemikéw kwaséw nukleinowych i nie tylko. Mozna
podzieli¢ sie swoimi przemysleniami dotyczagcymi ogélnych probleméw nauki. Materialy te moga stanowié
podstawe do publikacji na WWW biuletynu informacyjnego naszej sekcji. Strona WWW i jej adres widoczne
sg na ryc. 1
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Polskie Towarzystwo Biochemiczne

Sekcja Kwaséw Nukleinowych

Przewodniczacy: Prof, dr hab. Jan Barciszewski

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
Noskowskiego 12/14

61-704 Poznan mk
mm

tel: (061) 52-85-03 i

fax: (061) 52-05-32 i

e-mail: jbarcisz(cbibch.poznan.pl

«J

Informuje jednoczednie, ze pierwsze spotkanie naukowe juz sie odbylo. Konferencja miatla na celu
podkreslenie waznosci i uczczenie 30 rocznicy odkrycia kodu genetycznego. Oprocz referatow dotyczgcych
probleméw rozpoznawania kwasow nukleinowych i biatek, ktére wygtosili: Dr hab. G. Wegrzyn, Prof. dr hab.
R Adamiak, Dr hab. J. Zakrzewska-Czerwiniska, Prof. dr hab. T. Twardowski, Dr hab. Z. Szweykowska-
Kulinska, Doc. dr hab. K Szyfteri Dr A. Przykorska, odbyta sie sesja otwarta, w ktérej kazdy z uczestnikéw maogt
wciggu 5 minut przedstawi¢ wiasne wyniki badawcze. W ses;ji tej wystapili: Doc. dr hab. W. Baer-Dubowska,
Prof. dr hab. R. Olinski, Prof. dr hab. A. Matkiewicz, Dr M. Figlerowicz, Mgr M. Oczkowski, Mgr K Lesniewicz

i Mgr W. Kaczmarek.
Zapraszam do czytania stron WWW.,

Jan Barciszewski

Uprzejmie informujemy, ze nasze pismo Acta Biochimica
cta Pdlonicajest indeksowane przez Biochemistry &Biophy-
B p A -l sics Citation Index (19, US.A), BICSIS (USA), Chemi-

1ochimica e Astract (Colurbus, USA), Current Awareness in
Polonica Biological Sciences (England), Excerpta Medica (Else-
vier, Holland), Medline (USA).
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SEKCJA MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ
i

ODDZIAL POZNANSKI TOWARZYSTWA PATOLOGOW

organizujg Sympozjum Mikroskopii Elektronowej. Odbedzie sie ono 6 grudnia 1996 r. w Katedrze i Zakladzie
Patomorfologii Klinicznej A.M. w Poznaniu, ul. Przybyszewskiego 49. Planujemy sympozjum jednodniowe
w godzinach od 9.00 do 17.00.

Tematem przewodnim bedg; ultrastruktura ptuca w fizjologii i patologii oraz diagnostyka ultra-
strukturalna. Przewidujemy takze tematy wolne. Termin nadsylania zgloszeh uczestnictwa czynnego
i biernego uptywa z dniem 30 pazdziernika.

Streszczenia nalezy nadestac takze do dnia 30 pazdziernika. Streszczenia bedg drukowane jako wydawni-
ctwo Patologii Polskiej w jezyku angielskim. Akceptujemy takze streszczenia polskie (czasopismo posiada
wiasnego ttumacza).

Koszt uczestnictwa wyniesie 15 zt. Noclegi w cenie ok. 80 zt mozemy zabezpieczy¢ w Hotelu ,Olimpia”
w poblizu miejsca obrad.

Serdecznie zapraszamy do wziecia udzialu.

Prof, dr hab. W. Salwa-Zurawska Prof, dr hab. W. Biczysko

Prace prosimy nadsyta¢ na adres:;
Pracownia Mikroskopii Elektronowej
Katedra i Zaktad Patomorfologii Klinicznej
Akademia Medyczna w Poznaniu
ul. Przybyszewskiego 49
60-355 Poznan

tel. 0-61/673-481
lub 0-61/67-68-41 wewn. 481, 482, 483
fax. 0-61/673-481

Nr konta bankowego Oddzialu Poznariskiego Polskiego Towarzystwa Patologéw:
PKO BP | Oddz. w Poznaniu nr 63513-9827-132

W. Mejbaum-KatzenellenbogerTs
Seminars on Molecular Biology

4. Nuclear Organization and
Intracellular Transport

(ARF and Protein 14-3-3)
Wroclaw/Szklarska Poreba, June 23—25
Info: Prof. Jan Szopa

Uniwersytet Wroctawski, Inst. Biochemii
ul. Przybyszewskiego 63/77

51-148 Wroctaw, Poland

Fax (48) +71 252-930
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Wskazowki
dla autoréow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajgce biezgce osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksiazek oraz sprawozdania ze
zjazdoéw, konferencji i szko6t, w ktérych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutbw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac pismiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scisto$¢ poda-
wanych informaciji oraz poprawnos$¢ cytowania pismiennictwa.
Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienie
zilustrowane za pomoca tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak-
cje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdw monograficznych na rozdzialy
i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuly tworza spis tresci. Zgod-
nie z przyjeta konwencja rozdzialy noszg cyfry rzymskie, podroz-
dzialy odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$é
i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unikaé sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skrotéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajgcych na tre$¢ pracy, deklaruje tez gotowos¢
konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgcych
wskazéwek szczegbtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

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

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za-
wiera imiona i nazwisko (a) autora (6w), nazwy, adresy wraz
z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim i angielskim),
w ktérych pracuja autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu
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i ewentualnie fax, adresy prywatne autorow, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrét tytutu pracy
(do 25 znakéw).

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

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

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

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo-
some, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg GF,
Von VB (red) Handbook on the Toxicology of Metals.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, North-Hol-
land Amsterdam, str. 1-77

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

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

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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UWAGA

Zawiadamiamy o zmianie numeru konta prenumeraty Postepéw Biochemii.
Nowy numer konta: PBK XIII O/Warszawa 370044-1225-2720-3-69

Aby zaprenumerowaé¢ ,Po-
stepy Biochemii” w 1996 r.
nalezy wptaci¢ odpowiednig
kwote na konto bankowe wy-
dawcy (Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego) za po-
moca przekazu zamieszczo-
nego na odwrocie. Zamowio-
ne egzemplarze bedziemy
wysyta¢ pocztg na adres po-
dany nam na przekazie. Po-
niewaz odcinek przekazu do-
cierajgcy do nas jest jedno-
czesnie zamowieniem, prosi-
my o bardzo wyrazne napi-

POSTEPY BIOCHEMII 42(3), 1996

sanie imienia, nazwiska (lub
nazwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem po-
cztowym (DRUKOWANYMI
LITERAMI) na wszystkich
trzech odcinkach przekazu.

Prenumerata krajowa dla
instytuciji:
60.00 zt

Prenumerata krajowa in-
dywidualna:

28.00 zt (50% =znizki dla
cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac
»,Postepy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

Pokwitowanie dla wptacajgcego

Zh, e . zh...... L Zho e,
StIOWNIE. ..o SHOWNIE. ..o .
wptacajgcy wptacajgcy WPHACAJACY v

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

na rachunek na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XIII/O W-wa. Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIIl/O W-wa. Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
Pobrano optate

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIlI/O W-wa. Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
Pobrano optate

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego
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