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ARTYKULY

Przewidywanie struktur drugorzedowych kwaséw rybo-

nukleinowych (RNA)

Predicting of the secondary structures of the ribonucleic acids

(RNA)

KRZYSZTOF ZIOMEKY
RYSZARD KIERZEK?2

Spis tresci:
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1-1. Definicja struktury drugorzedowej RNA
Il. Metody oznaczania struktur drugorzedowych RNA
11-1. Analiza filogenetyczna
11-2. Metody uwzgledniajgce enzymatyczng i chemiczng
reaktywnos¢ RNA
11-2.1. Modyfikacja enzymatyczna
11-2.2. Modyfikacja chemiczna
11-3. Inne metody okreslania struktury drugorzedowej
I11. Metody przewidywania struktur drugorzedowych RNA
oraz wyznaczania parametréw termodynamicznych okre-
Slajacych trwato$¢ termodynamiczng RNA
I11-1. Metoda graficzna
111-2. Model najblizszego sgsiedztwa
IV. Metody pomiaru parametréw termodynamicznych dup-
leksow RNA
IV-1. Metoda topnienia duplekséw
1V-2. Metoda kalorymetryczna
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: tRNA transferowy RNA;
mRNA —informacyjny RNA; rRNA — rybosomalny RNA;
AH — zmiana entalpii; AS — zmiana entropii; AG — zmiana
energii swobodnej; Tm — temperatura topnienia oligomeru;
DSC — ro6znicowa kalorymetria skaningowa.

I. Wstep

Kwasy rybonukleinowe (RNA) sktadajg sie z kilku-
dziesieciu do kilku tysiecy nukleotyddéw. Najmniejsze
z nich — transferowe kwasy rybonukleinowe (tRNA)
zawierajg ich ponad 70. Kwasy rybonukleinowe,
w przeciwienstwie do kwaséw deoksyrybonukleino-
wych (DNA), oprocz fragmentow helikalnych (dwu-
niciowych) zawierajg wiele niehelikalnych elementéw
strukturalnych. Kwasy rybonukleinowe (tRNA,

1 Dr. 2 doc. dr hab.; Instytut Chemii Bioorganicznej PAN.
Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan
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Contents:

. Introduction
I-1. Definition of the secondary structure of the RNA
Il. Methods of the RNA secondary structures determination
I1-1. Phylogenetic analysis
11-2. Methods based on enzymatic and chemical activity
of the RNA
11-2.1. Enzymatic modification
11-2.2. Chemical modification
11-3. Other methods of determination of secondary struc-
ture
I11. Methods predicting the RNA folding and determination
of the thermodynamic parameters of RNA
I11-1. Graphic method
I11-2. Nearest neighbor model
IV. Methods of the measurments of the thermodynamics
parameters of the RNA duplexes
1V-1. UV melting method
IV-2. Calorimetric method
V. Conclusion

MRNA, rRNA) biorg udziat we wszystkich procesach
biologicznych komdrki, a dla biologicznej funkcji
istotna jest ich struktura drugo- i trzeciorzedowa [1].

Stosunkowo tatwo okresli¢ strukture pierwszorze-
dowag RNA, czyli jego sekwencje. Ustalenie struktury
drugorzedowej jest bardziej ztozone. Istniejg zasad-
niczo trzy podejscia do rozwiazania tego problemu:

1) metoda filogenetyczna — porownujgca sekwen-
cje wielu homologicznych RNA i probujgca okres-
lic wspélny dla nich schemat oddziatywan drugo-
rzedowych

2) metoda mapowania chemicznego i enzymatycz-
nego — wykorzystujgca rézna reaktywnos$¢ chemiczna
i enzymatyczng fragmentéw jednoniciowych i dwu-
niciowych RNA

3) metoda przewidywania pofatdowania RNA.
Opiera sie ona na zatozeniu, ze termicznie najtrwalsze
sq struktury drugorzedowe RNA o0 najnizszej energii
swobodnej (AG®). Znajac uwarunkowania okresSlajgce
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trwato$¢ termodynamiczng fragmentdw helikalnych
oraz wszystkich niehelikalnych motywow struktural-
nych RNA mozliwe jest przewidzenie struktury drugo-
rzedow;ej RNA o0 najnizszej energii swobodnej.

W sieci internetowej dostepne sg dwa programy
pozwalajgce okreslic¢ strukture drugorzedowsg
RNA na podstawie ich sekwencji. Sg one umiesz-
czone na stronie internetowej D.H. Turner’a
(www.chem.rochester.edu/Faculty/Turner.html) oraz
M. Zucker’a (www.ibc.wustl.edu/~zucker/rna).

I-1. Definicja struktury drugorzedowej RNA

W RNA wystepujg oddziatywania, ktorych rzedo-
wos¢ trudno jest niejednokrotnie okreslic. W celu
rozréznienia oddziatywan drugo- i trzeciorzedowych,
sekwencje RNA nalezy zapisa¢ na ptaszczyznie [2]. Po
potaczeniu parujgcych sie zasad liniami mozna okres-
li¢ rzedowos$¢ oddziatywan. Jezeli linie nie przecinajg
sie, w RNA wystepuja jedynie oddziatywanie drugo-
rzedowe, jezeli natomiast krzyzujg sie — wystepuja
oddziatywania trzeciorzedowe. Jest to definicja oparta
na modelu ,przecinajacych sie strun” (ang. chord
crossing). Schematycznie przedstawiono to na rycinie 1

Il. Metody oznaczania struktur drugorzedo-
wych RNA

I1-1. Analiza filogenetyczna

Analiza filogenetyczna poréwnuje sekwencje wielu
homologicznych RNA i prébuje okresli¢ wspdlny dla
nich szkielet oddziatywan drugorzedowych [3]. Za-
ktada sie, ze jesli w rodzinie homologicznych RNA
pewne fragmenty sg ze sobg komplementarne to
tworzg one struktury helikalne. Najlepsze rezultaty
uzyskuje sie, gdy porownuje sie sekwencje homologicz-

nych RNA rdznigce sie pomiedzy sobg od 20 do 40%
sktadu nukleotydowego, a zmianie sekwencji jednej
nici potencjalnego fragmentu helikalnego towarzyszy
komplementarnie uzupeiniajgca zmiana w sekwencji
drugiej nici RNA. Struktury przewidziane na pod-
stawie podobieAstwa sekwencji czesto rdznig sie od
rzeczywistych i prowadzg do zaproponowania kilku
struktur alternatywnych. Wynika to stad, ze analiza
filogenetyczna nie bierze pod uwage oddziatywan
innych niz Watsona-Cricka oraz wielu elementow
strukturalnych RNA, ktére wplywajg na trwatosc
termiczng RNA idecydujg o najtrwalszej termodyna-
micznie strukturze RNA. Sposrod istniejgcych metod
analiza filogenetyczna pozwala na najdoktadniejsze
okre$lenie struktury drugorzedowej RNA, dotyczy to
zwlaszcza duzych czasteczek RNA takich, jak 16S
i 23S rRNA czy rybozymdéw grupy I

11-2. Metody uwzgledniajgce reaktywno$¢ enzy-
matyczng i chemiczng RNA

Drugorzedowa struktura RNA moze byé takze
wyznaczana metodami wykorzystujgcymi roznice
w enzymatycznej i chemicznej reaktywnos$ci fragmen-
tow jedno- i dwuniciowych RNA. Metody te dostar-
czaja takze ograniczonych informacji o trzeciorzedo-
wej strukturze RNA i stanowig cenne uzupetnienie
analizy filogenetycznej.

11-2.1. Enzymatyczna modyfikacja

Wiekszo$¢ endonukleaz (TI, Sl) przecina jedno-
niciowe fragmenty RNA szybciej niz dwuniciowe [4],
Na tej obserwacji opiera sie¢ metoda enzymatycznego
mapowania struktury RNA. W tym celu znakowany
RNA poddaje sie trawieniu endonukleazg w warun-
kach natywnych i pow-state fragmenty RNA analizuje

a
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Ryc. 1. Graficzna metoda rozréznienia oddziatywan drugo- itrzeciorzedowych na przyktadzie tRNA. Sekwencje tRNA przedstawia sie w formie
graficznej, jak pokazano na powyzszej rycinie. Nukleozydy oddziatujgce (przedstawione na rysunku jako kropki) z sobg poprzez
wigzania wodorowe tgczy si¢ liniami. Jedli linie nie przecinajg si¢ to jest to oddziatywanie drugorzedowe (Ryc. la), natomiast, gdy linie sie
krzyzujg $wiadczy to o oddziatywaniach trzeciorzedowych w RNA (Ryc. Ib).
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sie metodg elektroforezy na zelu poliakryloamidowym.
Od kilku lat szeroko stosuje sie takze inng metode,
ktora wykorzystuje wiasciwosci rybonukleazy H do
przecinania jednoniciowego fragmentu RNA na
3-koncu dupleksu RNA/DNA. Pozwala to okresli¢
jednoniciowe fragmenty wystepujgce w strukturze ba-
danego RNA.

11-2.2. Chemiczna modyfikacja

Analiza struktury drugorzedowej RNA metodg che-
micznej modyfikacji moze by¢ przeprowadzona dwo-
ma sposobami. Pozwalajg one na odréznienie struktur
jednoniciowych i dwuniciowych fragmentow RNA
przez reagenty uzyte do chemicznej modyfikacji.
Pierwsza z metod wykorzystuje zdolno$é wigzania sie
niektdrych kationéw (Pb2+, metali ziem rzadkich)
z fragmentami jednoniciowymi RNA, a nastepnie
hydrolizy wigzan fosfodiestrowych [5-7], Druga meto-
da okres$lania struktur drugorzedowych wykorzystuje
zwigzki chemiczne (na og6t czynniki alkilujace), ktore
specyficznie reaguja z fragmentami jednoniciowymi
RNA [8, 9], Oddziatywania z komplementarna niciag
chronig nukleotydy uwiktane w wigzania wodorowe
i dlatego nie ulegajag one chemicznej modyfikacji.
Oznaczenie miejsca specyficznej modyfikacji nukleoty-
déw nastepuje poprzez zatrzymanie biosyntezy DNA
podczas odwrotnej transkrypcji. Zastosowanie elek-
troforezy na zelu poliakryloamidowym pozwala na
okreslenie miejsc modyfikacji RNA.

11-3. Inne metody okreslania struktury drugorze-
dowej

Omowione wczesniej metody sa najpowszechniej
stosowane iniejako ukierunkowane na ustalanie stru-
ktur drugorzedowych RNA. Istnieje takze wiele metod
pozwalajgcych okre$li¢ mniej lub bardziej doktadnie
struktury trzeciorzedowe RNA oraz pewne elementy
ich oddzialywan drugorzedowych. Nalezg do nich
metody: krystalograficzne [10, 11], magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) [12], fluorescencyjne
i dichroizmu kotowego.

I1l. Metody przewidywania struktur drugo-
rzedowych RNA oraz wyznaczania para-
metrow termodynamicznych okres$laja-
cych trwato$¢ termiczng RNA

I11-1. Metoda graficzna

W 1970r. Tinoco i wsp. zaproponowali graficz-
ng metode ustalania struktury drugorzedowej RNA na
podstawie znajomosci jego sekwencji (bez uwzgled-
niania wptywu sasiadujacych ze sobg par zasad) [13,
14]. Przyjeto wowczas nastepujace zatozenia:

1 entalpia (AH) oraz entropia (AS) sa niezalezne od

temperatury i powigzane z energig swobodng (AG)

76

rownaniem:
AG = AH-TAS

2) tworzenie struktury zachodzi
w dwoch etapach:

a) tworzenia pierwszej pary zasad (ang. initiation),

b) tworzenia nastepnych par zasad (ang. propaga-
tion)',

3) oba wymienione etapy tworzenia dupleksu skita-
daja sie na jego catkowitg energie swobodng (AG);

4) najbardziej termicznie stabilng jest struktura
0 najnizszej energii swobodnej (AG)

5) przejscie dupleks -> tancuch jednoniciowy za-
chodzi wedtug schematu ,,zamka”, tzn. nie ma stanéw
posrednich;

6) przyjeto nastepujace wartosci ,punktéw”, okres$-
lajgce stabilnos$¢ dupleksu RNA: G-C (4-2), A-U (4 1),
G-U (0), struktury szpilkowe (od -5 do -7), wybrzusze-
nia wewnetrzne (od -4 do -7), wybrzuszeniajednostron-
ne (od -2 do -6).

Warto$¢ jednego ,,punktu” okreslono jako rowng
-1.2 kcal/mol (AG). Zaproponowany przez Tinoco
model zawierat pewne niedoskonatosci, wynikajace
z zastosowanych przyblizen. Najbardziej bitednym
okazato sie zatozenie, ze wartosci ,,punktéw” okres-
lajacych stabilno$¢ duplekséw RNA sg zawsze takie
same dla kazdej pary zasad, niezaleznie od rodzaju
nukleotydéw, z ktorymi one sgsiadujg.

dwuniciowej

I11-2. Model najblizszego sgsiedztwa

W roku 1974 Borer, Dengler i Tinoco
wykazali, ze stabilno$é termiczna dupleksu RNA zale-

A U C G
u A G C

AA LA CA GA
uu AU GU CU

AU UU CuU GuU
UA AA GA CA

AC UC CC GC
UG AG GG CG

AG UG CG GG
UC AC GC CC

Ryc. 2. Wszystkie mozliwe kombinacje parametréw termodynami-
cznych modelu najblizszego sasiedztwa duplekséw RNA.
Na ,skrzyzowaniu" par zasad zapisanych pionowo ipozio-
mo otrzymuje sie 16 mozliwych kombinacji. Pochytym
pismem, szarg czcionka przedstawiono 10 mozliwych kom-
binacji, pozostate to uktady powtarzajace sie.

OO OO0 »C Cr»
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zy nie tylko od dtugosci tancucha i sktadu nuk-
leozydowego, ale przede wszystkim od sekwencji czyli
najblizszego sasiedztwa danej pary zasad [15]. Stwier-
dzili mianowicie, ze wartosci temperatur topnienia
pieciu réznych heksameréw RNA, posiadajacych po
dwie pary G C i po cztery pary AU zawieraly sie
pomiedzy -1.3°C i +28.3°C. Uzyskane wyniki dowo-
dzity, ze istotna jest takze sekwencja dupleksu idlatego
zaproponowali model, ktoéry uwzgledniat sekwencje
pary zasad znajdujacej w najblizszym sasiedztwie.
Nazwali go modelem najblizszego sgsiedztwa (ang.
nearest neighbour model).

Sekwencje dowolnego dupleksu RNA mozna ,zapi-
sa¢” za pomocg 10 mozliwych kombinacji, bowiem
kazda para zasad typu Watsona-Cricka, ze wzgledu na
swoje otoczenie, tworzy witasnie 10 mozliwych ukta-
déw (Ryc. 2). Wszystkie parametry termodynamiczne
(entalpia AH, entropia AS, energia swobodna AG)
zostaty wyznaczone w roku 1986 przez Freier [16],
dzieki rozwigzaniu uktadu réwnan z 12 niewiadomy-
mi. Parametry termodynamiczne uzyskano w oparciu
o wyniki topnienia 45 réznych duplekséw RNA.
W ostatnim czasie rozszerzono zbiér analizowanych
duplekséw RNA do 90 [17]. Wprowadzono takze
dodatkowy parametr termodynamiczny rozrézniajacy
dupleksy RNA majace pary zasad G-C i A-U w pozycji
terminalnej (Tab. 1).

Do obliczenia parametréw termodynamicznych
okre$lajacych trwato$¢ termiczng dupleksu RN A (np.:
energii swobodnej A G °dup,eksu) nalezy uwzglednié cztery
sktadniki: parametr zwigzany z inicjacjg tworzenia
dupleksu (A G “inicjacjiy, parametr zwigzany z propagacja
dupleksu (A G °propagaciji), parametr symetrii zalezny od
tego, czy tworzacy sie dupleks jest samokomplemen-
tarny czy niesamokomplementarny (a c °syretrii), para-
metr uwzgledniajgcy efekt terminalnej pary aA-u
(AG terminalnej pary zasad)- Energia SWObodna (AG dupleksu)
dowolnego oligorybonukleotydu jest wiec sumg czte-
rech czastkowych energii swobodnych:

o o H o 1 H
Ar dupleksu — A\;I inicjacji -I A\;J propagacji !a't symetrii—lﬁ

it AT terminalnej pary zasad
Eksperymentalnie zmierzone wartosci entalpii (AH )
oraz entalpii (AS )stuza do obliczenia energii swobod-
nej dla temperatury 37°C (AG°37) w oparciu o na-
stepujacg zalezno$¢:

AG 37 = AH -TAS = AH —310.15AS

IV. Metody pomiaru parametréw termodyna-
micznych duplekséw RNA

Istniejg dwie metody pozwalajgce na pomiar para-
metréw termodynamicznych RNA:

1) metoda optyczna (topnienie monitorowane
zmiang wiasciwosci UV dupleksu), ang. UV melting
technique

2) metoda kalorymetryczna (réznicowa kalorymet-

POSTEPY BIOCHEMII 45(2), 1999

Tabela 1.

Parametry termodynamiczne (entropia, entalpia i energia swobod-
na) okreslajace trwato$¢ duplekséow RNA obliczone na podstawie
modelu najblizszego sasiedztwa [17].

Sekwencja AH°® ASO AG 37
kcal/mol cu kcal 'mol
AA
uu -6.82 - 19.0 -0.93
AU
UA -9.38 -26.7 -1.10
UA
AU 7.69 20.5 1.33
CA
GuU -10.44 -26.9 -2.11
CcuU
QA -10.48 -27.1 -2.08
GA
-12.44 -32.5 -2.35
cu
Gu
CA -11.40 -29.5 -2.24
CG
- 10.64 -26.7 -2.36
QcC
Gce
cG -14.88 -36.9 -3.42
GG
cc -13.39 -32.7 -3.26
Inicjacja 3.61 -1.5 4.09
Terminalna 3.72 10.5 0.45
para AU
Korekcja sy-
metrii (samo-
komplcmen- 0 14 0.43
tarny)
Korekcja sy-
metrii (nie-
samokomple-
mentarny) 0 0 0

ria skaningowa), ang. differential scanning calorimetry
(DSC)

IV-1. Metoda topnienia dupleksow

Przejscie pomiedzy formag natywng (dwuniciowa)
i zdenaturowang (jednoniciowg) dupleksu RNA jest
monitorowane przez zmiane absorpcji UV [15-17],
Zalezno$¢ zmiany absorbancji UV i temperatury po-
miaru wyznacza tzw. krzywg topnienia dupleksu (Ryc.
3). Pomiar zmiany absorbancji dupleksu prowadzi sie
przy dtugosci fali 260 nm dla dupleks6w zawierajgcych
gtéwnie pary A-U lub przy 280 nm dla duplekséw’
zawierajacych gtdéwnie pary G-C, a obserwowana
zmiana absorbancji jest funkcjg temperatury i prowa-
dzi do otrzymania tzw. krzywych topnienia dupleksu
(Ryc. 3). W niskiej temperaturze dw;a komplementarne
jednoniciowe oligomery oddziatujg ze sobg tworzac
strukture helikalng, wraz ze wzrostem temperatury
nastepuje zaburzenie sit stabilizujgcych strukture heli-
kalng (oddzialywan wodorowych i warstwowych)
irozplatanie sie dupleksu prowadzace do powstawania

7
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Ryc. 3. Krzywe topnienia duplekséw RN A: a) przejScie niekooperatywne, b) przejScie kooperatywne (A-stan dwuniciowy, B-stan jednoniciowy).

Punkt Tm odpowiada temperaturze topnienia dupleksu.

fragmentdw jednoniciowych. Zerwanie oddziatywan
wodorowych i warstwowych fizycznie przejawia sie
przejsciem struktury dwuniciowej w jednoniciowa,
a spektroskopowo wzrostem absorbancji przy dtugo-
§ci fahi, dla ktérej dokonano pomiaru (260 lub 280 nm).
Rycina 3a pokazuje typowy profil korelacji absorban-
cji RNA itemperatury, bedacy rezultatem termicznego
zaburzenia struktury helikalnej i przejscia w stan
jednoniciowy. Dla okreslonego stezenia dupleksu tem-
perature dla ktorej = 0.5 nazywa sie temperaturg
topnienia (Tm) (ang. melting temperature), fizycznie
oznacza to temperature, w ktérej 50% dupleksu ulega
rozpleceniu. Temperature topnienia dupleksu dla ste-
zenia 10“4M przyjmuje sie jako pordéwnawczg dla
trwatosci termicznej roznych duplekséw i oznaczang
przez Tm.

Dla obliczenia wartosci entalpii (AH ) wazne jest
»ustalenie” linii podstawowej krzywej topnienia, gdyz
moze to w istotny sposob zmieni¢ jej warto$¢. Z tego
tez powodu dla uzyskania poprawnych wynikéw waz-
ne jest rozpoczecie topnienia oligomeru w temperatu-
rze 0°C i zakonhAczenie w 90°C. Pozwala to uzyskac
dobrg dolng i gorng linie podstawowa, gdyz oligomer
w pewnym zakresie niskich i wysokich temperatur
utrzymuje odpowiednio strukture podwdjnej lub poje-
dynczej nici. Trudnos$ci w uzyskaniu poprawnej warto-
§ci AH° moga wynikaé takze z charakteru topnienia
oligomeru. Jedli topnienie przebiega wg modelu dwu-
stanowego, to uzyskuje sie zazwyczaj poprawne linie
podstawowe. Takie przejscie nazywane jest kooperaty-
wnym i charakteryzuje sie tym, iz zmiana absorbancji,
zwigzana z przejsciem ze stanu dwuniciowego do
jednoniciowego, odbywa sie w waskim zakresie tem-
peratur (Ryc. 3a). Je$li jednak topnienie dupleksu
przebiega z tworzeniem pewnej populacji stanéw’
przejsciowych, to przejscie zachodzi w znacznie szer-
szym zakresie temperatur, a sama krzywa nie wykazuje
charakterystycznego ,,skoku”.Takie przej$cie nazywa-
ne jest niekooperatywnym (Ryc. 2b).

Tworzenie dupleksu z dwéch samokomplementar-
nych lub niesamokomplementarnych jednoniciowych
oligomeréw RNA jest procesem dwuczasteczkowym,
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co mozna obserwowac przez liniowg zalezno$¢ tem-
peratury topnienia (Tm) od stezenia oligomeru (InCT)
(Ryc. 4). Zalezno$¢ InCx od 1/Tmumozliwia obliczenie
wartosci entalpii (AH ) i entropii (AS ) dla przejscia
dupleksu w strukture jednoniciowg. Na rycinie 3 na-
chylenie prostej jest rowne 2.3R/AH, a rzedna jest
rowna AS/AH. Sa one powigzane z energig swobodng
(na og6t obliczong dla temperatury 37 C ioznaczong
jako AG°37) i stalg rownowagi (K) nastepujacg zalez-
noscia:

AG 37 = —RTInK = AH°-TAS"®

Z wykorzystaniem parametrow termodynamicz-
nych modelu najblizszego sasiedztwa [16,17], mozliwe
jest obliczenie wszystkich parametrow termodynami-
cznych oraz temperatury topnienia dowolnego samo-
komplementarnego lub niesamokomplementarnego
dupleksu. Przecietne rozbieznosci pomiedzy paramet-
rami termodynamicznymi przewidywanymi na pod-
stawie modelu najblizszego sgsiedztwa, a otrzymanymi
eksperymentalnie wynoszg dla entalpii 6.0%, entro-

-In Cy

Ryc. 4. Zalezno$¢ odwrotnos$ci temperatury topnienia (I/Tm) od
catkowitego stezenia oligorybonukleotydu (In C,). Liniowa
zalezno$¢ $wiadczy o dwustanowym charakterze przejscia
dupleks <— w»struktura jednoniciowa. Z zaleznoSci tej ob-
liczy¢ mozna entalpie (AH )ientropie (AS )tego przejscia.
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pii 6.8%, energii swobodnej 3.2% i temperatury top-
nienia 1.3 C.

Dla samokomplementarnego dupleksu RNA tem-
perature topnienia Tmoblicza sie z zalezno$ci [13-15]:

Tn( C) = 273.15

AS +RIn(CyY
gdzie: C, stezenie oligomeru obliczone na podstawie
absorbancji w temperaturze 80 C (jako formy jedno-
niciowej).

Dla dupleksu niesamokomplementarnego zasada
obliczania parametrow termodynamicznych jest taka
sama, rozni sie jedynie parametrem dotyczgcym sy-
metrii dupleksu, natomiast przy obliczaniu temperatu-
ry topnienia uwzglednia sie inne stezenie oligomeru
(0/4).

Dla niesamokomplementarnego dupleksu RNA te-
mperature topnienia Tm oblicza sie z zaleznosci
[13-15]: ~

AH

'(n W 4, 27,15

IV-2. Metoda kalorymetryczna

Do pomiaru réwnowagi helisa <—>tancuch jedno-
niciowy wykorzystuje sie takze metode rdznicowej
kalorymetrii skaningowej (ang. dijferential scanning
calorymetry — DSC)[19], W metodzie kalorymetrycz-
nej dla monitorowania przejs¢ fazowych mierzy sie
ciepto wiasciwe zwigzane z przejSciem dupleksu w for-
me jednoniciowg. Bada sie termicznie indukowane
przejscie endotermiczne kuwety zawierajacej badany
oligomer wzgledem kuwety referencyjnej. Mierzona
jest ilos¢ energii elektrycznej, jaka nalezy uzy¢ do
podgrzania kuwety eksperymentalnej, aby jej tem-
peratura byta taka sama jak kuwety referencyjnej.
Pozwala to uzyska¢ krzywa obrazujaca zaleznos¢
ciepta wtasciwego od temperatury. W przeciwieAstwie
do omawianej wcze$niej metody optycznej, pomiar
wartosci AH° metoda kalorymetryczng jest niezalezny
od natury przejscia (ij. czy jest ono kooperatywne czy
niekooperatywne). Z pomiaru kalorymetrycznego
otrzymujemy bezposrednio warto$¢ entalpii przejscia.
Poréwnanie warto$ci entalpii przejScia otrzymanych
metodg optyczng w oparciu o model van’t Hoffa
(AH Vll) i entalpii przejscia obliczonej z pomiaréow
kalorymetrycznych (AH ca) pozwala oceni¢ nature
przejscia. Jezeli warto$¢ AHat jest mniejsza niz AHa,
to nalezy spodziewac sie istotnego udzialu stanow
posrednich podczas przejscia helisa —»tancuch jedno-
niciowy. Jezeli natomiast obie wartosci AH sg sobie
rowne, to nalezy wnioskowac, iz przejscie helisa -+ tan-
cuch jednoniciowy ma charakter dwustanowy. Meto-
da rdéznicowej kalorymetrii skaningowej ma kilka
ujemnych stron: do pomiaréw potrzeba ok. 2-3 mg
oligomeréw (ok. 50-70 O D 260), jest to 20 razy wiecej
niz do pomiaréw metoda optyczna, przy stosowanym
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wyzszym stezeniu oligomeru moze dochodzié¢ do jego
agregacji, wysokie stezenia oligomeréw stosowane do
pomiaréw kalorymetrycznych znacznie odbiegajg od
stezen, w ktorych oligomery wystepujg w uktadach
biologicznych.

V. Podsumowanie

Dla biologicznej funkcji kwasow rybonukleinowych
wazna jest ich struktura pierwszo-, drugo- i trzeciorze-
dowa. W wielu przypadkach juz znajomo$¢ struktury
drugorzedowej pozwala powigza¢ witasciwosci bio-
logiczne ze strukturg RNA. Istnieje kilka metod wy-
znaczania struktury drugorzedowej, ktére z rozng
doktadnoscig pozwalajg okresli¢ fragmenty helikalne
i niehelikalne RNA. Najbardziej znane metody to
analiza filogenetyczna, mapowanie enzymatyczne
i chemiczne. Rowniez znajomo$¢ uwarunkowan deter-
minujacych trwato$¢ termodynamiczng fragmentow
helikalnych i niehelikalnych RNA pozwala przewi-
dzie¢ jego pofatdowanie. Metoda ta oparta jest na
modelu najblizszego sasiedztwa, wedlug ktdérego
0 trwatosci termodynamicznej dupleksu RNA decydu-
je sekwencja oligomeru, nie tylko suma par zasad A-U
1G-C w oligomerze. Zaktada sie, ze struktura RNA
0 najnizszej energii swobodnej (AG) jest strukturg
najtrwalszg i najbardziej zblizong do biologicznie
aktywnej. Potrzebne parametry termodynamiczne (en-
tropia, entalpia i energia swobodna) zostaty obliczone
na podstawie analizy krzywych topnienia oligorybo-
nukleotydéw, obrazujacych zmiane absorpcji UV
RNA w wyniku jego przejscia ze struktury dwu-
niciowej w jednoniciowg. Nalezy jednak pamietac, ze
réwnoczesne zastosowanie kilku metod okreslania
struktury drugorzedowej RNA pozwala na uzyskanie
najlepszych wynikdw i najdoktadniejsze okreS$lenie
struktury drugorzedowej RNA.

Podzigkowania
Praca finansowana przez Komitet Badan Naukowych, pro-
jekt badawczy 3 TO9A 107 10.

Artykut otrzymano 10 sierpnia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 25 lutego 1999 r.

PiSmiennictwo

1 The RNA World (1993) Gesteland RF, Atkins JF (red) Cold
Spring Harbor Laboratory Press

2. Chastain M, Tinoco Jrl (1991) Progress in Nucleic Acids
Reserarch and Molecular Biology 4F 131-177

3. Jaeger JA, SantaLucia Jr J,Tinoco Jrl (1993) Ann
Rev Biochem 62: 256-281

4 Loren/ S Hartmann RK, Piel N, Ulbrich N
Erdmann V A (1987) Eur J Biochem 163: 239-246

5. Butzow JJ, Eichhorn GL (1975) Nature (Lond) 254:
358-359

6. Brown RS. Dewan JC. K1lug A (1985) Biochemistry 24:
4785-4801

7. Ciesiotka J, Lorenz S Erdmann VA (1992) Eur
J Biochem 204: 575-581

8 Pan T,Uhlenbeck OC (1992) Biochemistry 31: 3887-3895

79



9. Banerjee AR, Jaeger JA Turner DH (1993) Bio-
chemistry 32: 153-163

10. Pley HW, Flaherty KM, McKay DB (1994) Nature
(Lond) 372: 68-74

11. Cate JH, Gooding AR Podell E, Zhou K, Golden
BL, Kundrot CE, Cech TR, Doudna JA (1996)
Science 273: 1678-1699

12. Chou S-H, Flynn P, Reid B (1989) Biochemistry 28:
2422-2435

13. Tinoco Jrl, Uhlenbeck OC, Levine MD (1971)
Nature (Lond) 230: 362-367

14. Tinoco Jrl, Borer PN, Dengler B, Levine MD,

Uhlenbeck OC, Crothers D M, Gralla J (1973) Nature
New Biology 246: 40-41

15. Borer PN, Dengler B Tinoco Jr I, Uhlenbeck
O C (1974) J Mol Biol 86: 843-853

16. Freier SM, Kierzek R, Jaeger JA, Sugimoto N,
Caruthers MH, Neilson T, Turner DH (1986) Proc
Natl Acad Sci USA 83: 9373-9377

17. Xia T, Santa Lucia JrJ, Burkard ME, Kierzek R
Schroeder SJ, Jiao X Cox C, Turner DH (1998)
Biochemistry 37: 14719-14735

18. Serra MJ, Turner DH (1995) Methods in Enzymology 259:
242-261

19. Freire E Biltonen RL (1978) Biopolymeres 17: 463-485

Drugorzedowe motywy strukturalne RNA

The secondary structural motives of the RNA

KRZYSZTOF ZIOMEK1
RYSZARD KIERZEK?2

Spis tresci:

I. Wstep
Il. Podwdjna helisa (spirala) RNA
I11. Niesparowania nukleotyddw
I11-1. Pojedyncze niesparowania
I11-2. Tandemowe niesparowania
111-2.1. Tandemowe niesparowania G-U
111-2.2. Tandemowe niesparowania G-A
111-2.3. Inne tandemowe niesparowania
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V. Terminalne niesparowania nukleotydéw
VI. Terminalna para zasad
VII. Stabilno$¢ podwdjnej helisy zawierajgcej wybrzuszenia
VII-1. Wybrzuszenia jednostronne
VII-2. Wybrzuszenia dwustronne (wewnetrzne)
VI1-3. Wybrzuszenia szpilkowe
VII1-3.1 Wybrzuszenia szpilkowe zawierajace
czteronukleotydowe petle
VI1Il. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skr6téow: AG — zmiana energii swobod-
nej; NMR — magnetyczny rezonans jadrowy; CD dich-
roizm kotowy; Y — nukleotyd pirymidynowy; R nuk-
leotyd purynowy.

I. Wstep

Kwasy rybonukleinowe zbudowane sg z pojedyn-
czego tancucha, ktory faldujac sie tworzy oprocz
fragmentéw helikalnych szereg drugo- i trzeciorzedo-
wych motywow strukturalnych. Najpowszechniej wy-

1 Dr,2 doc. dr hab.; Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
Noskowskiego 12/14, 61-705 Poznan
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Il. Double helix
I1l. Nucleotides mismatches
I11-1. Single mismatches
I11-2. Tandem mismatches
111-2.1. G-U tandem mismatches
111-2.2. G-A tandem mismatches
111-2.3. Other tandem mismatches
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VI. Terminal base pair
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VIIl. Conclusion

stepujacym w drugorzedowej strukturze RNA elemen-
tem struktury jest podwdjna helisa (dupleks, spirala)
(ang. double helix), zawierajagca najczesciej 6-10 par
zasad. Najwazniejsze niehelikalne motywy struktural-
ne w RNA to: pojedyncze niesparowania (ang. single
mismatches), wybrzuszenia jednostronne (ang. bulges),
wybrzuszenia dwustronne (ang. internal loops), 5 i 3’-
niesparowane konce (ang. 3'- and 5'-dangling ends),
terminalne niesparowania (ang. terminal mismatches),
struktury szpilkowe (ang. hairpin loops), wspdtosiowe
oddziatywania warstwowe (ang. coaxial stacking), pseu-
dowezty (ang. pseudoknots), wybrzuszenia wieloramien-
ne (ang. multibranch loops) (Ryc. 1). Wszystkie one
determinujg catkowitg trwato$é termiczng RNA [1],
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Poznanie regut determinujgcych termiczng trwato$¢
poszczegdlnych motywow strukturalnych RNA (wpty-
wu ich sekwencji, wielkosci, symetrii, sgsiedztwa in-
nych fragmentdéw RNA) pozwala okresli¢ ich wptyw na
stabilno$¢ calego RNA. Termodynamicznie najtrwal-
sza jest struktura RNA o0 najnizszej energii swobodnej
(AG*°37), ktoéra jest sumg energii swobodnej fragmen-
tow' helikalnych i wszystkich niehelikalnych motywéw
strukturalnych wystepujgcych wrczasteczce RNA.

Il. Podwoéjna helisa (spirala) RNA

Gtownym motywem strukturalnym kwasow rybo-
nukleinowych jest podwojna helisa, utworzona przez
komplementarne pary zasad G-C i A-U, wystepujaca
w formie A lub A', z konformacjg czasteczek rybozy
- C3'-endo. Podwdjna helisa RNA sktada sie z dwéch
tancuchéw polirybonukleotydow'ych utozonych anty-
rownolegle wzgledem siebie iskrecajgcych sie w prawo
wokot wspolnej osi [2], W czasteczkach RNA helisy
stanowig ponad 50% wszystkich elementow struktury
(dla poré6wnania - DNA wystepuje prawie wytgcznie
w formie podwéjnej helisy). Wigzania wodorowa iod-
dziatywania warstwowe to dwa podstawowe oddziaty-
wania determinujgce strukture podwdjnej helisy. Na
stabilno$¢ termodynamiczng helisy RNA ma wpltyw'jej
sekwencja.

I1l. Niesparowania nukleotydéw
I11-1. Pojedyncze niesparowania

Bardzo czesto w taincuchach oligorybonukleotydo-
wych, naprzeciw siebie, wystepujg inne pary zasad niz
G i C lub A i U. Powstajg wtedy wybrzuszenia
utworzone przez pojedyncze nukleotydy, nazywane
pojedynczymi niesparowaniami (Ryc. 1) (3], Wyste-
powanie niesparowan G-U i G-A jest szczegdlnie
czeste w RNA i zostanie omowione ponizej bardziej
szczego6towo.

Stabilizacje dupleksu powodujg pojedyncze niespa-
rowania G-U orazG-G. Niesparowanie C-A praktycz-

struktura szpilkowa
wybrzuszenie
jednostronne

cG CuAc ACC
c ceGucccu  uccc U
H:rn: 111

nie nie ma zadnego wptywu na trwato$¢ termiczng
dupleksu, a wszystkie pozostate wykazujg efekt de-
stabilizujagcy. Wptyw pojedynczych niesparowan zale-
zy od sekwencji nukleotydow znajdujacych sie po obu
stronach niesparowania. Je$li w obu komplementar-
nych tancuchach na 5-koncu niesparowania znajdujg
sie puryny to dupleks jest zawsze bardziej trwaty (o ok.
1.5 kcal mol) niz wprzypadkach, gdy sg to pirymidyny.
Gdy zamykajacymi niesparowanie sg pary zasad G-C
to efekt zaburzenia trwatosci dupleksu jest mniejszy niz
dla A-U. Prawidtowos$¢ takg obserwowano dla kilku
pojedynczych niesparowan (U-U, A-A oraz G-G)
i wydaje sie by¢ ogo6lng dla wszystkich pozostatych
pojedynczych niesparowan. Ponadto dla dupleksow
zawierajgcych to samo niesparowanie oraz te same
zamykajace pary zasad, jego wplyw' na stabilno$¢
dupleksu zalezy od potozenia w oligomerze. ,,Przesu-
wanie” niesparowania w kierunku konca helisy powo-
duje zmniejszenie efektu destabilizacji. Analiza wielu
sekwencji 16S i 23S rRNA wykazuje, ze najczesciej
wystepuja W nich te pojedyncze niesparowania, ktore
w najmniejszym stopniu zaburzajg stabilno$¢ termicz-
ng dupleksow'. Ponadto dla kazdego tego typu nie-
sparowania populacja pojedynczych niesparowan, sa-
siadujacych od 5' konca z guanozynag, jest wieksza niz
z cytydyng. Ciekawym jest takze spostrzezenie, ze
pojedyncze niesparowania oddzielone sg najczesSciej
1-2 parami zasad od koncéw fragmentédw niehelikal-
nych.

Najczesciej spotykanymi pojedynczymi niesparo-
waniami sg G-U i G-A. Na podstawie zebranych wy-
nikow eksperymentalnych mozna okresli¢ ich wptyw
na stabilno$¢ termiczng dupleksu. Stwierdzono ze:

1) wystepowanie pojedynczych niesparowan G-U
w pozycji terminalnej dupleksu zwieksza jego trwatos¢
od 1.0 do 16 kcal mol (odpowiada to zwiekszeniu
trwatoéci jakg wnosi do dupleksu para A-U), nato-
miast w pozycji wewnetrznej pary zasad zwieksza
trwato$¢ dupleksu od 0.6 do 1.9 kcal mol. w zaleznosci
od otoczenia, w ktérym wystepuja [3-5], Spostrzezenia
te sugeruja, iz o wptywie G-U na trwato$¢ termiczng
dupleksu decydujg oddziatywania nie tylko z sasiadu-

wybi*zuszenie
rozgatezione

c CCCCCGG  ACCC A i
% e A helisa v
c-c 40 A-‘U
C-C so A-U
UAC C u c-ccu
CACGC CG  CGAUCGCUUG CU CACC  cucCC UGUAGUC  CCUAUCCCA CGG GUC UCC  CACUAAGUCGGCAU A
PEEEETE TeoLTIETIE iU | 14110 1101200 1121%cl:e 00 L1 11 101 it1es 11:111: A
uyucucuc cc CACACCGAAC CC CUCC  caccu ACCUCAC CCAUAACUC UCC ccC ACC CUCAUCAAGUCGUC [¢]
( c U XA U CA cu CC-GAG
c-C
A u:c
. . c-c
wybi®zuszenie
wolny koniec 3’ pojedyncze dwustronne

niesparowanie

Ryc. 1. Typowe motywy strukturalne wystepujace w RNA na przyktadzie fragmentu ludzkiego SRP-RNAB (ang. Sicjiial Recoynition Particie
RN AB). Na rycinie przedstawiajacej strukture SRP-RNAB strzatkami wskazano motywy strukturalne najczesciej spotykane w RNA
iomdéwione w pracy.
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jacymi parami zasad, lecz takze oddziatywania wy-
kraczajagce poza najblizszych sagsiadéw G-U (tzw.
oddziatywania dalekiego zasiegu).

2) w pojedynczych niesparowaniach G-A [3-6] po-
wstate wybrzuszenia w szerokim zakresie wptywajg na
stabilno$¢ termiczng duplekséw (obserwowano de-
stabilizacje wynoszacg nawet 7 kcal/mol). Ponadto
jesli w tym samym dupleksie wystepuja dwa roz-
dzielone pojedyncze niesparowania G-A, to efekt des-
tabilizacji zalezy od odlegtosci pomiedzy nimi.

I11-2. Tandemowe niesparowania

W RNA bardzo czesto wystepuja dwa niesparowa-
nia sgsiadujgce bezposrednio ze sobg, mowimy wtedy
0 tzw. tandemowych niesparowaniach. Mogg one by¢
takze rozpatrywane jako symetryczne podwdéjne wy-
brzuszenia, jednak ze wzgledu na ich specyficznos¢
pozwolimy sobie omdwié¢ je osobno. Najbardziej roz-
powszechnione sg tandemowe niesparowania zawiera-
jace G-U i G-A.

111-2.1. Tandemowe niesparowania G-U

Szczeglblnie ciekawe sg tandemowe niesparowania
typu G-U. Sa one jednymi z najczesciej spotykanych
w RNA. Dla okre$lenia ich wptywu na trwatosé
termiczng dupleksu badano wiele modelowych oligo-
rybonukleotydow [7-9]. Uzyskane wyniki pozwalajg
stwierdzi¢, ze wptyw jaki wywierajg tandemowe nie-
sparowania G-U na trwatos¢ dupleksow w duzym
stopniu zalezy od sekwencji par sasiadujacych z nie-
sparow'aniem (tzw. par zamykajacych niesparowanie).
Stwierdzono, ze tandemowe niesparowania zawsze
stabilizujg dupleks (AG°37)o0 1.0do 1.9 kcal/mol ijest
to niezalezne od sekwencji pary zamykajacych. Nato-
miast tandemowe niesparowania [)[* stabilizujg lub
destabilizujg dupleks w zalezno$ci od sekwencji pary
zamykajacej niesparowanie. Stwierdzono, ze Sugc
lgugc oraz Uuga destabilizujg dupleks o 1.0 do 16
kcal/mol, natomiast cugc stabilizuje dupleks o 0.04 do
0.7 kcal/mol. Analiza czestotliwo$ci wystepowania
tandemowych niesparowan G-U w 23S i 16S rRNA [7]
wykazuje, ze tandemowe niesparowania [JC (ktore
zawsze stabilizujg dupleks RNA) wystepujg w nich 98
razy, natomiast tandemowe niesparowania [ (ktére
na og6t destabilizujg dupleks) jedynie 10-krotnie.
Widma CD i 'H NMR s3g podobne i nie wyjasniaja
przyczyn czestotliwos$ci wystepowania tandemowych
niesparowan {" i

I111-2.2. Tandemowe niesparowania G-A

Tandemowe niesparowania G-A podobnie jak G-U
sag rownie czeste w RNA. Podobnie jak poprzednio
zbadano wiele modelowych oligorybonukleotydéw
zawierajagcych tandemowe niesparowania G-A i A-G
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[10-14], Pomiary wskazujg, ze trwato$¢ dupleksdw
RNA zalezy od sekwencji tandemowego niesparowa-
nia (A-G lub G-A). Srednia warto$¢ zmiany energii
swobodnej (AG°37) wywotana przez ag wynosi -0.9
kcal/mol, a dla (Y( -0.5 kcal mol. Dla poréwnania
wartos¢ AG°37 dla aajest rowna + 1.6 kcal/mol. Aby
okresli¢, jak oddziatuje para G-A dokonano sub-
stytucji grup funkcyjnych bioragcych udziat w parowa-
niu G-A. Badania wykazaty, ze dodatkowe wigzania
wodorowe powstajace w niesparowaniu GA stabilizu-
ja dupleks RNA o 1.4 kcal mol.

Informacje o strukturze oligorybonukleotydu
(GGCGAGCC)2 uzyskano przy pomocy réznych te-
chnik dwuwymiarowego NMR [13], Stwierdzono, ze
wszystkie nieterminalne rybozy posiadajg konforma-
cje C3'-endo. natomiast wszystkie zasady wystepuja
w konformacji anti. Cala helisa ma forme A. W obrebie
tandemowych niesparowan G-A stwierdzono wyste-
powanie wigzan wodorowych, w ktérych w guanozy-
nie biorg udzial grupa aminowa w pozycji 2 i atom
azotu w pozycji 3. Natomiast wadenozynie w wigzania
wodorowe zaangazowana jest grupa aminowa w pozy-
cji 6 oraz atom azotu w pozycji 7. Bardzo charakterys-
tyczne sg oddziatywania warstwowe w obrebie G-A.
Obserwuje sie silne, miedzytancuchowe oddziatywania
G-G i A-A w obrebie tandemowego niesparowania
ag,a takze stabe warstwowe miedzy G-A iparami G-C
sgsiadujacymi z niesparowaniem. Obecnos$¢ tandemo-
wego niesparowania Yg nie wnosi wyraznych zaburzen
w cze$¢ helikalng trzeciorzedowej struktury dupleksu
(GGCGAGCCU

W strukturze (CGGACGC), stwierdzono istnie-
nie jminowych wigzan wodorowych w obrebie nie-
sparowania a takze brak wyraznych zmian w struk-
turze helikalnej oligorybonukleotydu [14]. Struktury
(GGCGAGCC), i (GCGGACGC), rdznig sie zasad-
niczo w obrebie tandemowego niesparowania, po-
twierdzajac tym samym teze, iz zamiana dwo6ch par
zamykajacych niesparowanie moze mie¢ radykalny
wptyw na strukture dupleksu poprzez wprowadzenie
zupeinie nowych oddziatywan [14].

Przeprowadzono tez bardziej szczeg6towe badania
dotyczgce wptywu par zasad sasiadujgcych z tan-
demowym niesparowaniem G-A na trwato$¢ termo-
dynamiczng dupleksu. Badania te wykazaty zaleznos¢
podobng jak w przypadku tandemowych niesparowan
G-U, tj. rézng trwatos¢ w zaleznosSci od sekwencji
zamykajgcej niesparowanie.

W oligorybonukleotydach zawierajacych sekwencje
XGAY wartos¢ AG(\- wybrzuszenia wynosi od -2.9
do +2.0 kcal mol, przy czym wybrzuszenia sg najbar-
dziej stabilne gdy XV to GC ($rednio -2.7 kcal mol),
a dla XY bedacych UG lub CG wybrzuszenia GA sg
nieznacznie stabilizujgce. Gdy zamykajgcymi parami
zasad-XY-sg AU. UA lub GU to obserwuje sie de-
stabilizacje wybrzuszenia od +0.1 do +2.0 kcal mol
[13].

Po przeanalizowaniu czestotliwo$ci wystepowania

POSTEPY BIOCHEMII 45(2), 1999



tandemowych niesparowan G-A w 16S i 23S rRNA
mozna zauwazy¢, iz najczeSciej spotykane sg takie
aranzacje tandemowych niesparowan GA, ktore naj-
bardziej stabilizujg dupleks, na 142 przypadki 123
stanowity te, ktére wnosity najwiekszy wktad w trwa-
tos¢ dupleksu.

111-2.3. Inne tandemowe niesparowania

W czgsteczkach RNA najczesciej spotykane sg tan-
demowe niesparowania G-A i G-U, jednakze nie sg
one jedynymi wystepujgcymi. Badania trwatosci ter-
modynamicznej wielu oligorybonukleotydéw zawiera-
jacych inne tandemowe niesparowania pozwalajg
wnioskowac, iz ich obecno$¢ zmienia stabilno$¢ dup-
leksu od -0.6 do +2.3 kcal/mol [15, 16]. Sa to duze
réznice, zwtaszcza jes$li uswiadomimy sobie, ze dla
wielu suboptymalnych struktur RNA, zawierajgcych
przyktadowo 400 nukleotydow, réznice energii swobo-
dnej (AG°37)moga wynosic¢ tylko kilka kcal/mol [17].
Uzyskane rezultaty sugerujg [15], iz istniejg dwa
rodzaje tandemowych niesparowan — pierwsze to
takie, ktdre stabilizujg dupleks RNA i posiadajg silne
wigzania wodorowe w obrebie niesparowania. Do tej
grupy nalezg niesparowania tandemowe utworzone
przez G-A, A-G, G-U, U-G i U-U, stabilizujg one
dupleks RNA o -0.1 do -0.6 kcal/mol. Drugi rodzaj
tandemowych niesparowan destabilizuje dupleks, nie
tworzg one wigzan wodorowych w obrebie niesparo-
wania. Do tej grupy nalezg niesparowania utworzone
przez G-G, C-A, A-A, C-U, U-C, C-C i A-C.

W przypadku niesparowan stabilizujgcych dupleks
tworzenie sie wigzan wodorowych potwierdzity widma
'H NMR i substytucja atomowa niektérych grup
funkcyjnych zasad heterocyklicznych, natomiast
w przypadku niesparowan destabilizujgcych dupleks,
nie stwierdzono oddziatywan poprzez wigzania wodo-
rowe. Zauwazy¢ nalezy, ze niektdre oligorybonuk-
leotydy zmieniajg trwato$¢ termodynamiczng w zalez-
nosci od wartosci pH, w ktérej prowadzono pomiar (w
standardowych pomiarach warto$¢ pH buforu wynosi
7.0). Na przykiad trwato$¢ (CGCCCGCG)2w pH 55
zmienia warto$¢ AAG°37 0 -2.5 kcal/mol, a TMwzrasta
0 12 C w stosunku do warunkéw standardowych.

Eksperymenty poszerzono takze o badania wptywu
sekwencji zamykajgcych tandemowe niesparowania
na trwatoscig termodynamiczng duplekséw'. Po prze-
badaniu wielu oligorybonukleotyddw zawierajgcych
tandemowe niesparowania stwierdzono, ze zaréwno
sekwencje niesparowan jak ipary zasad zamykajgcych
niesparowanie majg wptyw na jego trwatos¢. W opar-
ciu o zebrane wyniki utozono wszystkie tandemowe
niesparowania w ,uktad okresowy”, w ktorym ze-
stawiono sekwencje tandemowego niesparowania
zsekwencjg zamykajgca i efektem termodynamicznym
jaki wywotuje [15, 16]. Dane te wskazuja, ze stabilnosé
tandemowych niesparowan maleje w nastepujacym
szeregu:
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UG ~ GU . GA . AG . UU CA ™~ CU~ UC CC-~ AC AA
GU UG -> AG GA ~ Ul ~ AC ->UC= CU—-CC= CA= AA

Natomiast wptyw sekwencji zasad zamykajgcych tan-
demowe niesparowania na trwatosé termodynamiczng
dupleksow uktada sie w nastepujacej kolejnosci:

~ 5 U 5'A

56 ~ 5C
3C ~ 3G 3A > 3U

IV. 5’- i 3’-niesparowane nukleotydy

Czesto na 3’i (lub) 5" koncach fragmentéw helikal-
nych RNA wystepujg niesparowane nukleotydy. Na-
zywa sieje 5-niesparowanym korfcem (ang. 5-dangling
end) lub 3'-niesparowanym koncem (ang. 3'-dangling
end) (Ryc. 1). Przeprowadzone badania dotyczgce ich
wptywu na trwato$¢ termiczng RNA [18-20] pozwala-
ja wyciagnac nastepujace wnioski:

1) zaréwno 5’-jak i 3-niesparowany nukleotyd stabili-
zuje trwatos$é termiczng dupleksu RNA, efekt stabiliza-
cyjny, jaki wnosi do trwatosci dupleksu 3’-niesparowa-
ny nukleotyd jest wiekszy niz ten, ktéry powoduje
5’-niesparowany nukleotyd;

2) wielkos¢ efektu stabilizacji 3’-niesparowanego nuk-
leotydu zalezy od sekwencji pary zasad zamykajgcej
strukture helikalna;

3) 3’-niesparowany nukleotyd w dupleksie zakonczo-
nym luX stabilizuje dupleks bardziej niz gdy zakon-
czony jest 1 gX W przypadku obydwu dupleksow, gdy
X jest puryna efekt stabilizacji dupleksu jest wiekszy
niz gdy X jest pirymidynag;

4) w przypadku 3’-niesparowanego nukleotydu uktad
I [ x stabilizuje dupleks bardziej niz I£ x. Tutaj takze,
gdy X jest puryng to efekt stabilizacji dupleksu jest
wiekszy niz gdy X jest pirymidyna;

5) efekt 5-niesparowanego konca jest prawie staty dla
wszystkich duplekséw RNA i nie zalezy od rodzaju
nukleozydu i od sekwencji zamykajacej helise.

Efekt stabilizacyjny 3’-niesparowanego konca ttu-
maczy sie tym, iz 3’-niesparowany nukleotyd znajduje
sie w przestrzeni doktadnie nad przeciwlegtym tan-
cuchem RNA iprzez tojego oddziatywanie warstwowe
jest zblizone do tego, jakie wystepuje w terminalnej
parze zasad. Brak jest natomiast oddziatywarn wodo-
rowych, dlatego efekt termodynamiczny wnoszony
przez 3’-niesparowany koniec jest mniejszy niz ten, jaki
wnosi terminalna para zasad. Inaczej przedstawia sie
sytuacja dla 5-niesparowanego nukleotydu, bowiem
nie oddziatuje on warstwowo z przeciwlegtym tan-
cuchem dupleksu, tym samym efekt termodynamiczny
przez niego wnoszony jest o wiele mniejszy.

Analiza r6znych RNA sugeruje, iz stabilnos¢ wno-
szona przez 3’-niesparowany nukleotyd moze odgry-
wac¢ wazng role w stabilnosci trzeciorzedowej struk-
tury RNA. Oto kilka przyktadow:

a) 3’-nukleotydem w stosunku do antykodonu w tRNA
jest zawsze nukleotyd purynow'y. W stosunku do
minihelisy kodon-antykodon wystepuje on jako
3’-niesparowany nukleotyd. Purynowy 3’-niesparowa-
ny nukleotyd purynowy bardziej stabilizuje trwatosc
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helisy niz pirymidynowy [21].

b) sugeruje sig, ze supresja amber (UAG) moze by¢
spowodowana efektem 3’-niesparowanego nukleoty-
du, szczegdlnie ze wieksza supresja obserwowana jest
dla UGAR niz dla UAGY (gdzie, Y oznacza nukleotyd
pirymidynowy, a R nukleotyd purynowy).

c) efekt 3’-niesparowanego konca uwidacznia sie
w tRNA. W tRNA 12 nukleotydéw bezposrednio
sgsiaduje z fragmentami helikalnymi ramion tRNA.
Na podstawie struktury krystalograficznej stwierdzo-
no, ze dla 12 przypadkéw w 7 obserwuje sie od-
dziatywania warstwowe z sasiadujgcymi uktadami
helikalnymi. Doktadna analiza tych 7 przypadkdéw
wskazuje, ze sg one usytuowane jako 3’-niesparowane
konce i ich wktad w stabilizacje fragmentow helikal-
nych wynosi ok. 1 kcal/mol [20],

V. Terminalne niesparowane nukleotydy

Gdy 5’- i 3’-niesparowane nukleotydy znajdujg sie
naprzeciwko siebie i gdy nie sg to pary GC lub AU. to
mowimy wtedy o terminalnych niesparowaniach [4,
22], W przypadku terminalnych niesparowan pirymi-
dyna-pirymidyna oraz CA parametry termodynamicz-
ne sg sumg wartosci wnoszonych przez oba 3- i 5’-
-niesparowane nukleotydy. Natomiast dla terminal-
nych niesparowan puryna-puryna te oddziatywania sg
mniejsze. Nie ma termodynamicznych dowodéw na
oddziatywanie zasad w pozycji terminalnych niesparo-
wan, wyjatkiem jest GU, gdzie obserwowany efekt jest
wiekszy niz wynikatoby to z sumy efektéw 5’- i 3’-
-niesparowanych nukleotydéw. Badania wykazaty, ze
terminalna para GU wzmacnia trwato$¢ dupleksu
RNA o 14 do 2.3 kcal/mol, co odpowiada efektowi
pary AU i jest to okoto 1 kcal/mol mniej niz dla
pary GC.

VI. Terminalna para zasad

Model najblizszego sasiedztwa zaktada, ze stabil-
no$¢ termiczna wewnetrznych i terminalnych par
zasad w dupleksie jest taka sama. Wcze$niej sgdzono,
iz terminalna para zasad jest mniej stabilna niz we-
wnetrzna, co tlumaczono ekspozycjg wiazan wodo-
rowych do wody otaczajgcej oligomer [23], Jakkol-
wiek Papanicolaou i wsp. nieco pozniej suge-
rowali, Ze jest to teoria niestuszna [24],

Powtdrna analiza parametréow termodynamicznych
dla 90 rdéznych oligorybonukleotydow wykazata, ze
najlepszg zgodno$¢ danych eksperymentalnych iteore-
tycznych uzyskuje sie dla modelu, w ktérym przyjmuje
sie, ze terminalna para AU destabilizuje dupleks RNA
o0 +0.45 kcal/mol [25], Z tego tez powodu w para-
grafie omawiajagcym model najblizszego sgsiedztwa
odliczajac wartos$ci entalpii, entropii i energii swobod-
nej dodano parametr uwzgledniajacy sekwencje ter-
minalnej pary zasad.
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VII. Stabilno$¢ podwojnej helisy zawierajacej
wybrzuszenia

Wybrzuszenia (petle, ang. loops) sg regionami niepa-
rujgcych sie nukleotydéw ograniczonych przez jedna
lub wiecej helis [ 1]. Istniejg cztery rodzaje wybrzuszen:
wybrzuszenia jednostronne (ang. bulge loop), wybrzu-
szenia dwustronne (wewnetrzne) (ang. infernal loop),
struktury szpilki (ang. hairpin loop), wybrzuszenia
rozgatezione (ang. multibranched loop, junction).

Wybrzuszenia wystepujg gtownie w RNA, czastecz-
ka DNA jest zasadniczo podwdjng helisg i jedynie
sporadycznie tworzy struktury wybrzuszone. Okre-
$lenia efektow termodynamicznych wywotanych przez
wybrzuszenie (np.: AG°37 whrasznia) dokonuje sie przez
pomiar parametréw termodynamicznych oligorybo-
nukleotydu zawierajgcego wybrzuszenie i odjeciu od
nich parametréw termodynamicznych zmierzonych
dla oligorybonukleotydu bez wybrzuszen oraz uwzgle-
dnieniu parametréw termodynamicznych modelu naj-
blizszego sasiedztwa, ktore zostaty zaburzone przez
obecnos¢ wybrzuszenia. Na przykitad:

A
ZqA/C,\J037 wybrzuszenia A ﬁACAJ rg7tCéGCCG’ ,888\ ~

— A G °37(cgccgc) + A G °37 (cc)
V1I-1. Wybrzuszenia jednostronne

Wybrzuszenia jednostronne powstajg wtedy, gdy
niesparowane nukleotydy znajdujg sie tylko wjednym
taricuchu poddjnej helisy (Ryc. 1). W naturalnych RNA
najczestszym przypadkiem wybrzuszenia jednostron-
nego jest takie, ktore zawiera tylko jeden nukleotyd
ijest to najczesciej adenozyna. Sadzi sie, iz fakt ten jest
wazny dla oddziatywania RNA z biatkami oraz two-
rzenia struktury przestrzennej RNA. Chemiczna mo-
dyfikacja czgsteczek RNA sugeruje, ze struktura wy-
brzuszenia jednostronnego moze by¢ zalezna od sek-
wencji zamykajgcych par zasad [26], Badania NMR
wskazuja, ze gdy wybrzuszonym nukleotydem jest
adenozyna to interkaluje ona z helisgs RNA (ang.
bulge-in), natomiast dla wybrzuszen tworzonych przez
C i U nukleotyd istnieje poza strukturg helikalng (ang.
bulge-out).

Badania wielu modelowych oligorybonukleotydow
[27] pozwolito sformutowaé prawidtowosci, ktére
okreslaja wptyw sekwencji, wielko$ci wybrzuszenia
oraz par zasad sasiadujacych z wybrzuszeniem na
trwato$¢ dupleksu RNA. Stwierdzono, ze:

1) wszystkie wybrzuszenia jednostronne destabilizuja
dupleks;

2) wybrzuszenia A i U zawierajgce taka samg ilosé
nukleotydow destabilizujg dupleks RNA w podob-
nym stopniu;

3) wybrzuszenia A3 mniej destabilizujg dupleks, gdy

GCG CGC
sekwencja fragmentu helikalnego jest ccc niz geg.

Dla wybrzuszen A i A2nie ma to duzego znaczenia,
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ale dla A3 jest korzystniej wtedy, gdy jest ono
ulokowane pomiedzy G(A3)G niz C(A3)C. Ro6znica
energii swobodnej wynosi okoto 2 kcal/mol;

4) oddziatywania dalszego zasiegu niz z najblizszym
sgsiadem mogg mie¢ wptyw na trwalos¢ termo-
dynamiczng dupleksu zawierajgcego wybrzuszenie.
Dla przyktadu, wybrzuszenia w GCGANRGCCA
destabilizujg dupleks o 2 kcal/mol bardziej niz w
GCGANGUCA. Zmiany dwéch par zasad nie sasia-
dujacych bezposrednio z wybrzuszeniem wywotujg
istotng zmiane w trwato$ci termicznej dupleksu.

5) dtuzsze wybrzuszenia nukleotydowe nie zawsze
destabilizujg dupleks bardziej niz wybrzuszenia
krotsze;

6) wybrzuszenia wywotujg ,,zgiecie” struktury duplek-
su RNA;

7) wybrzuszenia powodujg zmniejszenie oddziatywan
warstwowych w dupleksie.

VII-2. Wybrzuszenia dwustronne (wewnetrzne)

Wybrzuszenia dwustronne powstajg wtedy, gdy
podwdjna helisa jest przerwana przez nukleotydy
znajdujace sie naprzeciw' siebie w réwnolegtych tan-
cuchach inie tworzgce pary Watsona-Cricka (Ryc. 1).
O wielkosci wybrzuszenia dwustronnego informuje
og6lna liczba nukleotydow w wybrzuszeniu. Wybrzu-
szenia sg symetryczne, gdy liczba niesparowanych
nukleotyddw jest taka sama w obu tafcuchach, a niesy-
metryczne gdy liczba ta jest r6zna. Osobng grupe
dwustronnych wewnetrznych wybrzuszern stanowia
przypadki, gdy w dupleksie naprzeciw siebie mamy
jedynie po jednym niesparowanym nukleotydzie (poje-
dyncze niesparowania).

Na podstawie pomiardw dotyczacych termodyna-
micznej stabilnosci dupleksow RNA zawierajacych
dwustronne wewnetrzne wybrzuszenia mozna wycigg-
ng¢ nastepujace wnioski [28-30]:

1) wewnetrzne wybrzuszenia destabilizujg dupleks;

2) symetryczne wybrzuszenia destabilizujg dupleks
mniej niz asymetryczne. RéOznica w destabilizacji
wywotanej przez asymetryczne i symetryczne wy-
brzuszenia zalezy od sekwencji wybrzuszenia i od
sekwencji fragmentdéw helikalnych zamykajacych
wybrzuszenie. Rdznice te wynoszg ok. 0.9 kcal/mol.
Analiza czestotliwosci wystepowania dwustron-
nych wewnetrznych wybrzuszen w 16S i23S rRNA
potwierdza, ze dwustronne wybrzuszenia mniej
destabilizujace dupleks wystepuja czesciej;

3) stabilno$¢ termiczna wybrzuszenia nie zalezy
w prosty sposdb od wielkoSci wybrzuszenia ani
oddziatywah warstwowych z pierwszg parg zasad
tworzaca dupleks.

VI11-3. Wybrzuszenia szpilkowe

Struktury szpilkowe powstajg wtedy, gdy tancuch
kwasu nukleinowego ,,zwinie sie z powrotem” i utwo-
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rzy dupleks, pozostawiajgc niesparowane nukleotydy

w petli (Ryc. 1). Proces tworzenia sie struktur szpil-

kowych jest procesem jednoczasteczkowym.

Parametry termodynamiczne struktur szpilkowych
okre$la sie podobnie jak dla struktur dwuniciowych
omoéwionych wczeé$niej. Przejscia fazowe w struktu-
rach szpilkowych sg bardzo kooperatywne, co umoz-
liwia w sposob prosty ustalenie linii podstawowej, a Tm
nie zalezy od stezenia oligorybonukleotydow.

Na podstawie dostepnych danych termodynamicz-
nych [31-34], dotyczgacych trwatosci struktur szpil-
kowych, mozna wyciagngé nastepujgce wnioski:

1) energia swobodna tworzenia sie petli w strukturze
szpilkowej jest zawsze niekorzystna (AG°37 pH
dodatnie);

2) dla RNA najkorzystniejszymi strukturami szpil-
kowymi, tzn. powodujacymi najmniejszg destabili-
zacje sa petle sktadajgce sie z 4-6 nukleotydow;

3) trwatos¢ struktur szpilkowych zalezy od: wielkosSci
i sekwencji petli, sekwencji par zasad sasiadujacych
z petlg, sekwencji par zasad zamykajgcej dupleks,
sekwencji i dtugosci dupleksu budujgcego trzon
(fragment helikalny) struktury szpilkowej.
Struktury szpilkowe spotykane sg bardzo czesto

w naturalnych RNA. Na przyktad, blisko 70% catego

RNA w 16S rRNA z E. coli wystepuje w formie matych

struktur szpilkowych, w ktérych dla 85% parg zamy-

kajgcg trzon jest G-C lub C-G [34], Badania termo-
dynamiczne struktury szpilki o sekwencji GG XAUA-

AUAYCC, gdzie X iY byly odpowiednio parami: CG,

GC, AU, UA, GU, UG [32-34] umozliwiajg porow-

nanie energii swobodnej tworzenia petli (AG°37 ptii).

Otrzymane dla szeSciu struktur szpilkowych wyniki

pozwalajg stwierdzi¢, ze:

1) stabilnos¢ struktury szpilkowej zalezy od pary
zamykajgcej trzon;

2) struktury szpilkowe nalezy podzieli¢ na dwa ro-
dzaje:

a) struktury szpilkowe, w ktorych dupleks zamykaja

pary GC, CG lub GU i energia swobodna (AG°37)

tworzenia sie petli wynosi $rednio 3.4 kcal/mol;

b) struktury szpilkowe, w ktorych dupleks zamykaja

pary AU, UA Ilub UG i energia swobodna (AG°37)

tworzenia sie petli wynosi $rednio 4.6 kcal/mol.

Wyttumaczeniem réznicy w energii swobodnej two-
rzenia sie petli struktur szpilkowych wymienionych
powyzej moze by¢ wystepowanie dodatkowego wig-
zania wodorowego dla struktur szpilkowych, w kto-
rych trzon szpilki zamkniety jest przez pary G-C,
C-G i G-U.

V11-3.1. Wybrzuszenia szpilkowe zawierajace
czteronukleotydowe petle

Metoda filogenetyczna oparta na analizie sekwen-
cyjnej prowadzi do powstania drugorzedowych struk-
tur rRNA, w ktérych bardzo czesto wystepujg struk-
tury szpilkowe zawierajace czteronukleotydowe petle
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[34]. Stanowig one 55% wszystkich struktur szpil-
kowych wystepujagcych w rRNA. Druga najczesciej
spotykana rodzina struktur szpilkowych zawiera pie-
cionukleotydowag petle i stanowi 13% catej populacji.
Dla 23S rRNA czteronukleotydowe petle stanowig
38%, a petle piecionukleotydowe 24% catej populacji
struktur szpilkowych.

Czteronukleotydowe petle typu GNRA i UNCG
(gdzie N=A, C, G lub U, a R= A lub G) sg czesto
spotykane w strukturach szpilkowych 16Si23S rRNA
[34], Przypuszczano, ze jedng z przyczyn czestego ich
wystepowania moze by¢ ich trwato$¢ termiczna, dlate-
go przebadano wiele struktur szpilkowych nalezacych
do tej rodziny. Z analizy danych [31] wynika, ze petla
UUCG jest najbardziej stabilna z badanych, energia
swobodna petli (AG°37 petiiy wynosi + 1kcal/mol. Dru-
ga pod wzgledem stabilnosci jest UACG, dla ktorej
AG°37pdu jest rowne +1.6 kcal/mol. Przypomnijmy,
ze dla innych struktur szpilkowych, energia swobodna
petli (AG°37 petiiy zawarta jest pomiedzy +3.4 i +4.6
kcal/mol. Dane te demonstruja, iz dla petli czteronuk-
leotydowych istotna jest sekwencja wybrzuszenia oraz
sekwencja par zasad zamykajacych trzon struktury
szpilkowej. I tak na przyktad zamkniecie trzonu szpilki
parg C-G zamiast G-C zwieksza trwato$¢ (AG°37 petu)
o 1.9 kcal/mol.

Przyjmuje sie, ze petle czteronukleotydowe moga
termodynamicznie stabilizowa¢ strukture szpilkows
(dane eksperymentalne wykazuja, ze AAG®37 petii Wy-
nosi okoto -2.5 kcal/mol) oraz by¢é wazne dla od-
dziatywan z innymi fagmentami rRNA Ilub innymi
biomolekutami i wywotywa¢ zmiany w oligomerze,
w ktérym sie znajduja.

VIl. Podsumowanie

Kwasy rybonukleinowe, w przeciwienstwie do kwa-
sow deoksynukleinowych, oprécz fragmentdw helikal-
nych zawierajg wiele fragmentdéw niehelikalnych (tzw.
motywy strukturalne RNA). Wszystkie one determinu-
ja drugorzedowg i trzeciorzedowg strukture RNA.
Najwazniejsze niehelikalne motywy strukturalne RNA
to: pojedyncze niesparowania, wybrzuszenia jedno-
stronne, wybrzuszenia dwustronne, 5’ i 3’- niesparo-
wane konce, terminalne niesparowania par zasad,
struktury szpilkowe, wsp6tosiowe oddziatywania war-
stwowe, pseudowezly, wybrzuszenia wieloramienne.
Wszystkie one wptywajag na trwatos$¢ termodynamicz-
ng dupleksow RNA, w ktérych sie znajduja. Pozwala
to okres$li¢ ogdline iloSciowe zalezno$ci determinujgce
trwatos$¢ termodynamiczng RNA. Uzyskane paramet-
ry termodynamiczne (entropia, entalpia i energia swo-
bodna) zostaty wigczone do tzw. programu Zuc-
ker’a stuzacego do przewidywania pofatdowania
duzych czasteczek RNA. Na podstawie pomiarow
stwierdzono, ze: (i) wiekszo$¢ motywow struktural-
nych RNA destabilizuje helise, w ktdrej sie znajduje, (ii)
wielkos$¢ efektu destabilizujgcego wywotanego przez
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motywy strukturalne RNA zalezy od sekwencji i dtu-
gosci niesparowania lub wybrzuszenia, sekwencji
i orientacji par zasad sasiadujacych z niesparowaniem
lub wybrzuszeniem, potozenia niesparowania lub wy-
brzuszenia w dupleksie RNA, (iii) w naturalnych RNA
wystepujg przewaznie takie rodzaje motywoéw struk-
turalnych, ktére spos$rod mozliwych w najmniejszym
stopniu destabilizujg RNA.
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Mechanizm ekspresji genomu wiruséw (+ ) RNA

Gene expression of positive stranded RNA viruses
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Wykaz stosowanych skrétéw: LS — sekwencja liderowa; FS

- zmiana ramki odczytu; gRNA genomowa ni¢ RNA
wirusow; sgRNA — subgenomowa ni¢ RNA wiruséw; SGP
—subgenomowy promotor; VPg biatko kowalencyjnie
przytaczone do genomowego RNA; elF — eukariotyczne
czynniki inicjacyjne; GUS — p-glukurunidaza; BMV — wi-
rus mozaiki stoktosy; TYMV — wirus z6ttej mozaiki rzepy;
AMYV — wirus mozaiki lucerny; TMV wirus mozaiki
tytoniu; TRV — wirus kedzierzawki tytoniu; TEV — wirus
cetkowanej plamistosci tytoniu.

I. Wstep

Wirusy roslinne o genomie (4- )RNA, bedacym mat-
rycg w procesie translacji, rozwinety mechanizmy

1 Mgr,23 prof. dr hab. Zaktad Biochemii Drobnoustrojéw,
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN ul. Pawinskiego 5A.
02-106 Warszawa e mail: dankahup« ibbrain.ibb.waw.pl
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zar6wno na poziomie transkrypcji, jak i translacji,
umozliwiajgce synteze produktéw niezbednych w cyklu
zyciowym tych patogenéw [1], Genomowy RNA
(gRNA) wiruséw koduje obok biatek niezbednych
w jego replikacji biatka tworzace wiriony. biorgce
udziat W rozprzestrzenianiu sie wirusdw' w rodlinie,
biatka oddziatujagce z wektorem i gospodarzem. Po-
nadto genom zawiera sekwencje kontrolujgce roz-
poczecie replikacji, translacji i modulujgce ekspresje
gendéw'. Mimo stosunkowo prostej organizacji geno-
mow' wiruséw proces ich ekspresji jest ztozony. Wpty-
wa na to wiele czynnikéw, takich jak: ograniczona
wielko$¢ genomu, co pociaga za sobg Sciste upakowa-
nie poszczeg6lnych ramek odczytu, a czesto ich wzaje-
mne naktadanie sig, zalezno$¢ syntezy biatek wiruso-
wych od aparatu translacyjnego gospodarza, struktura
drugorzedowa i trzeciorzedowa RNA.
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Il. Struktury RNA wplywajgce na ekspresje
genomu wirusowego

Dla przedstawienia mechanizméw ekspresji geno-
mow (+) RNA wiruséw konieczne jest oméwienie
znaczenia przestrzennej struktury RNA. Znaczenie
pewnych sekwencji RNA, choéby kontekst zasad wo-
két kodonu inicjatorowego, czy sygnatly decydujace
0 poliadenylacji znane byly od dawna, natomiast
wptyw drugo- i trzeciorzedowych struktur RNA na
ekspresje genow stat sie przedmiotem intensywnych
badan dopiero w ciggu ostatnich lat [2], Wiadomo, ze
odpowiednie struktury przestrzenne genomowego
RNA umozliwiajagce oddziatywanie z biatkami wirusa
1 gospodarza, kontrolujg przebieg cyklu zyciowego
wirusa, jednym z dobrze juz poznanych zjawisk jest
spowalnianie proceséw translacji przez struktury pnia
i petli (ang. steru and loop). W tej pracy ograniczymy sie
do krdtkiego przedstawienia roli tych elementéw prze-
strzennych, ktérym ostatnio przypisuje sie najwieksze
znaczenie, to jest strukturze pseudowezta i strukturze
przypominajacej tRNA (ang. tRNA-like) [3],

Struktura pseudowezta przedstawiona jest na ryci-
nie 1 Struktury takie wptywajg zar6wno na replikacje
jak itranslacje wirusow [3], Pseudowezty oddziatywu-
ja na translacje zar6wno na etapie inicjacji, regulujac
jej wydajnos¢, jak réwniez na etapie elongacji stymulu-
jac zmiane fazy ramki odczytu (ang.frameshift-FS) czy
odczytywanie kodonow terminujacych.

Wystepowanie struktury przypominajgcej tRNA,
zlokalizowanej po raz pierwszy w regionie 3’ nie
ulegajagcym translacji u wirusa zotej mozaiki rzepy
(ang. turnip yellow mosaic virus — TYM V) jako tzw. 3’
UTR(ang. 3'-untranslated region). Poczgtkowo uwaza-
no, ze wptyw struktury “tRNA-like” sprowadza sie
jedynie do stabilizacji RNA, ale prace grupy Skuze-
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wirusa TMV.

ski’ego wykazaty, ze aminoacylacja kornca 3" wpty-
wa na ekspresje genomu [4],

Poniewaz replikacja wirusa zaczyna sie od konca 3"
sugerowano, ze struktura przypominajagca tRNA moze
odgrywac role w syntezie ujemnej nici RNA. Potwier-
dzity to badania in vitro replikacji RNA TYMYV, ktére
wykazaty, ze jej brak prowadzit do zmniejszenia wy-
dajnos$ci syntezy potomnych nici RNA o 50% [5],
Wystepowanie struktury przypominajacej tRNA ro-
dzaju struktur w regionach 3’ UTR genomow stwier-
dzono réwniez u wielu innych wirusow, miedzy innymi
u wirusa mozaiki tytoniu (ang. tobacco mosaic virus

TMV) [6], Dlaczego ijak elementy te stymulujg
translacje nie wiadomo, ale izolacja z ro$liny biatka
102 kDa, specyficznie wigzacego sie do regionéw 5’i 3’
wirusowego RNA i wykazanie, ze inaktywacja tego
biatka w uktadzie in vitro przez swoiste przeciwciata
hamuje translacje, sugeruje iz 3° UTR zawierajace
strukture tRNA podobng kontroluje réwniez transla-
cje [7]. Jednakze u wielu wirus6w np. u wirusa mozaiki
stoktosy (ang. brome mosaic virus — BMV) struktury
wystepujace na koncu 3" wptywajg gtéwnie na replika-
cje a nie na translacje [8],

I11. Regulacja ekspresji genomu

Proces ekspresji genoméw wirusowych podlega re-
gulacji na etapie transkrypcji, a takze posttranskryp-
cyjnie, czyli na poziomie translacji i ten wtasnie etap
odgrywa dominujaca role w regulacji ekspresji geno-
mu (+ ) RNA wirusow.

I11-1. Regulacja transkrypcyjna

Typowym przyktadem regulacji ekspresji genow
RNA wirus6w na poziomie transkrypcji jest synteza
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subgenomowych RNA. Subgenomowe RNA (sgRNA)
powstajg w wyniku wewnetrznej inicjacji transkrypcji
na (—) nici RNA. sgRNA koduje 3’proksymalne geny
policistronowego wirusowego RNA. Translacja euka-
riotycznych mRNA rozpoczyna sie zwykle od pierw-
szego 5’ konca inicjatorowego kodonu AUG. W poli-
cistronowym mRNA odczyt otwartych ramek odczytu
(ORF), lezacych w rejonie 3’ wymaga wiec istnienia
swoistych mechanizmdw. Jednym z nich jest tworzenie
sgRNA co ,przybliza” dystalne ramki do konca 5’,
utatwiajac ich translacje.

Powstawanie sgRNA stwierdzono u przedstawicieli
kilku supergrup wiruséw (alpha-, carmo- i sobemo-)
0 znacznie rdznigcej sie organizacji genomu i mechani-
zmach ekspresji. Wyniki badan prowadzonych zarow-
no in vitro jak i in vivo wskazuja, ze sgRNA jest
syntetyzowane pod kontrolg wewnetrznych promoto-
row przez wirusowe polimerazy RNA zalezne od RNA,
tzw. replikazy (RdRp).

Promotor sgRNA (SGP) zwykle wystepuje w tzw.
regionie miedzycistronowym (ang. intercistronic region
— IR), ale zdarza sig réwniez, ze inicjacja transkryp-
cji zachodzi w 3’-terminalnym regionie genu poprze-
dzajagcego IR. Porownanie sekwencji nukleotydowej
koncéw 5 gRNA z sgRNA, przeprowadzone dla
wielu wiruséw wykazato wystepowanie regionéw ho-
mologicznych siegajacych od paru do kilkunastu za-
sad [9], Zachowawczo$¢ sekwencji, zwitaszcza pierw-
szego nukleotydu konca 5° sgRNA, ma zasadnicze
znaczenie [10].

Intesywne badania prowadzone nad wirusem mo-
zaiki lucerny (ang. alfalfa mosaic virus AMV) i BMV
[11, 12] doprowadzity do stwierdzenia, ze w SGP
wyrozni¢ mozna dwie domeny tzw. core promoter

najmniejszy region umozliwiajacy rozpoczecie
transkrypcji sgRNA — oraz tzw. regiony wzmac-
niajgce (ang. — enhancer), ktére wptywajg na zwiek-
szenie wydajnosci transkrypcji.

SGP obejmuje Srednio okoto 150 nt, a przeniesienie
tego regionu w inne miejsce genomu inicjuje synteze
sgRNA [11], Jak juz wcze$niej wspomniano, genomo-
we isubgenomowe RNA syntetyzowane sg na tej samej
matrycy, ujemnej nici RNA. Rdéwniez struktura kon-
cow 3’obu RNA jest taka sama. Jesli genomowe RNA
zakonczone jest taricuchem poliA lub strukturg przy-
pominajgcg tRNA, to na subgenomowym znajdowac
sie bedzie odpowiednio poliA lub struktura przypomi-
najagca tRNA.

Jak dotad niewiele wiadomo o regulacji syntezy
sgRNA. Obserwowano modulacje syntezy sgRNA
w zaleznos$ci od miejsca lokalizacji promotora. Na og64
najwydajniej syntetyzowane sg te sgRNA, ktorych
promotory sg zlokalizowane blizej 3-kofAca genomu.
Najlepiej poznane sg promotory saRNA dwdch wiru-
séow: AMV i BMV [1],

Subgenomowe RNA czesto sg optaszczane i wy-
stepujg w wirionach, ale niekiedy np. u luteowiruséw,
czy potexwiruséw w kapsydzie znajduje sie tylko
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gRNA, a sgRNA syntetyzowane sg w komorce roslin-
nej. W przypadku TMV iwirusa kedzierzawki tytoniu
(ang. tobacco rattle virus — TRV), z dwédch syn-
tetyzowanych sgRNA, tylko wiekszy sgRNA ulega
optaszczeniu razem z gRNA [1],

I11-2. Regulacja translacyjna

Jak juz wcze$niej wspomniano translacja odgrywa
zasadniczg role w modulacji ekspresji genomu (+)
RNA wirusow i zalezy nie tylko od aparatu translacyj-
nego gospodarza, ale réwniez od organizacji struktury
genomu wirusa. Translacja sktada sie z trzech etapow,
a) inicjacji, kiedy dochodzi do utworzenia kompleksu
rybosomalnego 80S i powstania pierwszego wigzania
peptydowego; b) elongacji, gdzie ma miejsce transloka-
cja rybosomoéw wzdtuz mRNA zjednoczesng synteza
tancucha polipeptydowego i c) terminacji — na tym
etapie nastepuje uwolnienie utworzonego peptydu
i kompleksu rybosomalnego 80S.

I11-2.1. Inicjacja translacji

Gtéwnym etapem, na ktérym dochodzi do regulacji
ekspresji jest inicjacja. U wiekszosci (+ ) RNA wiru-
séw, podobnie jak w przypadku komérkowych
mRNA, na koncu 5’ znajduje sie 7-metyloguanidyna
(m7Gppp) tzw. czasteczka kap. Translacja rozpoczyna
sie od przytagczenia do konca 5° mRNA czynnikow
inicjujacych (elF), podjednostki rybosomalnej 40S, do
ktorej dotgczone sg elF2, met-tRNA i GTP. Powstaje
wowczas kompleks rozpoznajacy, zwany réwniez ter-
nary complex (Rye. 2). Jeden z czynnik6éw inicjujacych
elF-4F przytgcza sie do czasteczki kap, a nastepnie
dotgczajg sie czynniki elF-4A ielF-4B, ktdre wykazuja
aktywnos$¢ helikazy. Po usunieciu struktury drugorze-
dowej regionu 5 w wyniku dziatania helikazy, na-
stepuje przesuwanie sie kompleksu wzdiuz mRNA
w poszukiwaniu kodonu inicjatorowego AUG.
W miejscu tym dochodzi do dotgczenia drugiej podjed-
nostki rybosomalnej 60S i powstaje aktywny kompleks
rybosomalny 80S zdolny do rozpoczecia translacji.
Jest to najczesciej spotykana droga inicjacji translacji
eukariotycznych mRNA. Model ten. nazwany ,ska-
ningowym?” zaproponowany zostat przez M. Kozak
w 1989 r. [13] ijest ogblnie przyjetym dla organizmow
eukariotycznych.

111-2.2. Czynniki wplywajgce na inicjacje trans-
lacji

Wptyw zasad otaczajacych kodon inicjatorowy.
Translacja nie zawsze rozpoczyna sie od pierwszego
napotkanego przez kompleks rybosomalny kodonu
AUG. Inicjacja translacji zalezy od rodzaju zasad
otaczajacych kodon AUG, czyli jego kontekstu, przy
czym najwieksze znaczenie ma pozycja —3 i +4. liczac
adening A kodonu AUG jako +1. Sekwencja
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Ryc. 2. Model tworzenia kompleksu preinicjujacego. Skroty przedstawiaja odpowiednio: 40S — mata podjcdnostka rybosomu; m Gppp

— struktura kap; 4A — inicjatorowy czynnik elF-4A; 4B — inicjatorowy czynnik elF-4B: 4F --

inicjatorowy czynnik elF-4E; 4G

— inicjatorowy czynnik elF-4G; PAB — biatka wigzace sie do poliA; AUG — kodon startu translacji; UAG — kodon terminacji

translacji.

CA/GCC/IUGG jest optymalnym kontekstem dla
eukariotycznych mRNA. W przypadku roslinnych
MmRNA sekwencja konsensusu inicjacji jest nastepuja-
ca: AACAUGG [14]. Czesto sie zdarza, ze aktywny
kompleks mija pierwszy kodon AUG zlokalizowany
w ,,ztym” konteks$cie irozpoczyna translacje od nastep-
nego. Jest to tzw. model translacji ,przeciekajacy”
czesto spotykany u wiruséw [1].

W pewnych przypadkach inicjacja translacji moze
zaczynaé sie od kodonu CUG. Jednakze u wiruséw
roslinnych kodon AUG jest jedynym inicjatorowym
kodonem, z jednym jak dotad opisanym wyjatkiem.
W przypadku wirusa amerykanskiej mozaiki pszenicy
(ang. soil borne wheat mosaic virus — SBMV) gen
biatka ptaszcza rozpoczyna sie kodonem CUG [15],
Grupa dr Rhode’go wykazata, ze w uktadach
chimerycznych zawierajgcych lider wirusa TMV igen
reporterowy GUS translacja rozpoczyna sie réwniez
od kodonu AUU wystepujacego w sekwencji liderowej
wirusa [16].

Sekwencje liderowe. Miedzy koncem 5 genomu
a kodonem inicjatorowym znajduje sie region nieule-
gajacy translacji, zwany sekwencjg liderowg (SL) lub
okreslany jako 5 UTR (ang. — 5’untranslated region).
Ten fragment genomu moze wpltywac¢ na inicjacje
translacji biernie, przez swag wielko$¢ czy strukture
drugorzedowg, ale rowniez aktywnie wigzac biatka
regulujace translacje. Wielkosci sekwencji liderowych
sg rozne, od kilkunastu do kilkudziesieciu nukleoty-
dow (od 9 do 193 nt), najczesciej 40-90 nt. Wiekszos¢
danych o wptywie SL na translacje pochodzi z prac nad
wirusami RNA. Sekwencje liderowe sg czesto bogate
w nukleotydy A-U. Na og6t nie obserwuje se homo-
logé pomiedzy réznymi SL, a zsekwencjonowano ich
juz kilkadziesiat [17],

Najwiecej prac ukazalo sie na temat sekwencji
liderowej wirusa TMV, zwanej rowniez sekwencja
Q [18]. Dziatanie sekwencji Q jako stymulatora trans-
lacji stwierdzono zar6wno w systemach in vitro jak iin
vivo. [19-21]. Obecno$¢ sekwencji Q przed wprowa-
dzonym genem tzw. transgena powodowato 4-6-krot-
ny wzrost iloSci produktu transgenu [22], Oczywiscie,
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wynik ten wzbudzit duze zainteresowanie biotech-
nologéw.

Sekwencje liderowe innych wiruséw réwniez wywo-
tuja zwiekszenie translacji, totez czesto sa one okres-
lane jako stymulatory translacji (ang. translational
enhancer) [21]. ale nie we wszystkich przypadkach SL
dziata jako stymulator translacji, np. SL TYMV nie
wzmaga translacji [23, 24], a niekiedy, jak wykazaty
nasze prace, SL dziata hamujgco lub zmienia stosunek
syntetyzowanych produktow z poszczegdlnych ramek
[25], Mechanizm dziatania SL jako stymulatora trans-
lacji nie jest jeszcze znany.

Elementy strukturalne koncéw genomu. Jak juz
wyzej wspomniano u wigkszos$ci (+) RNA wiruséw na
koncu 5 genomu znajduje sie czasteczka kap a koniec
3’jest poliadenylowany. Ale u wielu wiruséw zamiast
czgsteczki kap znajduje sie wirusowe biatko VPg (ang.
Viral protein genome linked) kowalencyjnie dotgczone
do pierwszego nukleotydu. U niektérych za$ wirusow
nie stwierdzono obecno$ci ani czasteczki kap ani
biatka VPg na koncu 5’ genomu.

Organizacja 3’UTR genomu wirusdw nie zawieraja-
cych poliA bywa rowniez rézna; niekiedy wystepu-
je struktura przypominajagca tRNA (TMV, TYMV).
niekiedy, np. w przypadku luteoviruséw koniec 3'
nie tworzy swoistych struktur drugo- czy trzeciorze-
dowych.

111-2.3. Model translacji wspotzaleznej

W ostatnich latach zauwazono, ze rola czasteczki
kap i tancucha poliA nie sprowadza sie jedynie do
stabilizacji matrycy w trakcie translacji. Okazato sie.
ze elementy strukturalne wystepujace na koncach
genomu oddziatywajg na siebie [26], W roku 1996
G allie zaproponowat model wspotzaleznej trans-
lacji, ktéry przedstawiony jest na rycinie 3. Synergizm
elementéw strukturalnych na 5' i 3' koficach genomu
sugeruje wzajemne oddziatywanie poprzez zasocjowa-
ne biatka. Metodag opdznienia wedrdwki kompleksu
w zelu wykazano specyficzne wigzanie inicjatorowych
czynnikéw elF-4F ielF-4B z tancuchem poliA. a po-
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Ryc. 3. Model translacji wspoétzaleznej zaproponowany przez Galliego.

Wszystkie skroty uzyte w tym schemacic sg opisane na rycinie

nadto czynniki te stabilizujg asocjacje biatka (ang.
polyA binding protein - PAB) wigzacego sie do tan-
cucha poliA. Wyniki te wskazuja, ze czasteczka kap
wraz z inicjatorowymi czynnikami elF-4F, i elF-4B
i poliA tworzg kompleks, ktdry jest stabilny dzieki
oddziatywaniu biatko — RNA i biatko — biatko. Jest
to tzw. model wspo6tzaleznej translacji (ang. termin-co-
-dependent translation) [26]. Interakcja miedzy kohA-
cami 5’ i 3’ stabilizuje asocjacje aparatu translacyj-
nego z mRNA i umozliwia ponowne wykorzystanie
matrycy.

Ponadto jest wiele grup wirusdw o innej niz wyzej
omoéwionej strukturze koncdw genomu. Genomy tych
wiruso6w réwniez ulegajg wydajnej translacji. TMV
(grupa tobamo wirus6w) na koncu 5' zawiera kap
natomiast na koncu 3’ znajduje sie region (177 zasad)
nie ulegajacy translacji i tworzacy strukture pieciu
pseudoweztow, z ktdrych dwa koncowe tworzg struk-
ture o przestrzennym Kksztalcie przypominajacym
tRNA. Poprzedzajgce trzy pseudowezty tworzg tzw.
domene UPD (,upstream pseudoknot domain") wpty-
wajaca na wydajnos¢ translacji [27].

W roSlinach wykryto biatko 102kDa wigzgce zarow-
no koniec 5’ genomu, jak i UPD [28]. Podobnie jak
w przypadku genoméw poliadenylowanych stymula-
cja translacji przez UPD jest zalezna od obecnosci kap
na koncu 5°,a zatem struktura wystepujgca na koncu 3’
TMV ,zastepuje” tancuch poliA w procesie wspét-
zaleznej translacji. Innym przyktadem wspétdziatania
koAcdw 5’i 3 genomu jest wirus cetkowanej plamisto-
§ci tytoniu (ang. tobacco etch virus TEV). Na koncu 5’
RNA tego wirusa wystepuje sekwencja liderowa a nie
ma czasteczki kap. Koniec 3’ jest poliadenylowany.
Region lidera zastepuje funkcje czgsteczki kap w funk-
cjonalnej interakcji ztancuchem poliA, jak to wykazaty
badania z genem reporterowym w komédrkach roslin-
nych i zwierzecych [29, 30]. Podobng, wspodtzalezng
stymulacje translacji stwierdzono u BMV [31]. Wska-
zuje to, ze w celu utatwienia translacji mozliwe jest
zastagpienie funkcji tancucha poliA inng strukturg.
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W trakcie ewolucji powstaty r6znorodne mechanizmy
umozliwiajgce interakcje miedzy koricami genomowe-
go RNA mimo braku czasteczki kap itancucha poli-A,
a co za tym idzie prowadzenie wydajnej translacji
genomu wirus6w. Zatem, model wspotzaleznej trans-
lacji wydaje sie by¢é og6lnym mechanizmem translacji
w przypadkach rozpoczynania syntezy biatka od pier-
wszego kodonu inicjatorowego.

IV. Mechanizmy ekspresji genomu wiruso-
wego

Inicjacja translacji wedtug oméwionego wyzej mo-
delu (rozdziat — 111-2.1) jest powszechnie spotykanym
mechanizmem ekspresji monocistronowych eukario-
tycznych mRNA. Wystepowanie wiruséw o genomie
podzielonym, ztozonym z paru monocistronowych
RNA kodujacych pojedyncze biatka jest przyktadem
adaptacji wiruséw do mechanizmow translacji dziata-
jacych w systemach eukariotycznych. Policistronowe
genomy wielu wiruséw roslinnych zawierajg zwykle
pare otwartych ramek odczytéow, ktdérych wzajemne
pozycje mogg by¢ rézne, co umozliwia dziatanie
roznych strategii ekspresji. Na rycinie 4 przedstawiono
znane typy utozen otwartych ramek odczytu. Ze
wzgledu na ograniczong wielko$¢ genomu naktadanie
sie ramek odczytu jest czesto spotykane u wielu grup
wirusow.

IV-1. ,,Mijajacy” skanning

Zgodnie z ogélnie przyjetym modelem translacji
inicjacja rozpoczyna sie od pierwszego kodonu AUG,
ale zdarza sie, ze ten kodon nie znajduje sie w od-
powiednim konteks$cie zasad, wtedy kompleks rybo-
somalny omija pierwszy kodon i przesuwa sie dalej,
a translacja startuje z nastepnego kodonu o odpowied-
nim kontek$cie. Ten sposob odnajdywania wtasciwego
inicjatora nosi nazwe ,,mijajacy” skanning (ang. leaky
scanning).
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Rozpoczecie translacji z dalszego AUG zalezy prze-
de wszystkim od kontekstu zasad, ale réwniez i inne
czynniki, jak odlegto$¢ miedzy kodonami inicjatoro-
wymi, czy obecno$¢ struktur drugorzedowych maja
wptyw7 na wydajno$¢ inicjacji translacji. Ten sam
mechanizm moze réwniez dziata¢ kiedy dwie ramki
odczytu wzajemnie sie naktadajg. W tym przypadku
niektore rybosomalne kompleksy 80S rozpoczynajg
translacje z pierwszego AUG. a inne z kodonu AUG
drugiej ramki odczytu.

Jesli kompleks rybosomalny mija pierwsze AUG
z pewng czestoscig i rozpoczyna proces translacji
z nastenego AUG znajdujgcego sie w tej samej fazie,
wtedy powstajag dw@éa biatka r6znigce sie jedynie
N-koncem. Jesli naktadajgce sie ramki znajduja sie
w roznych fazach to ,mijajacy skaning” prowadzi do
powstania dwu zupetnie rdznych peptydoéw. Przy-
ktadem moze by¢ translacja drugiej ramki odczytu
wirusa znieksztatcenia orzecha ziemnego (ttumaczone
bezposr. z ang. — peanut clump virus). [32]. Innymi,
dobrze udokumentowanymi przyktadami, jest ekspre-
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translacji; UAG — kodon ter-
minacji translacji; f — miejsce
rozpoczecia skaningu.

PROTEOLIZA

sja. ORF4 u wirusa lisciozwoju ziemniaka, przed-
stawiciela drugiej grupy luteo. Ramka ta znajduje sie
wewnatrz ORF3 biatka ptaszcza, ale w innej fazie
odczytu [25],

IV-2. Zmiana ramki odczytu — frameshift

Innym mechanizmem ekspresji genomu czesto spo-
tykanym u wirusé6w roslinnych jest zmiana ramki
odczytu (ang.frameshift) — FS. Mechanizm ten umo-
zliwia regulacje ekspresji genéw na poziomie elongacji
translacji [33, 34], Na jednym mRNA powstajg dwa
biatka okreslane jako ,,frame" iJransframe”. Biatka te
sg identyczne w czeSci N-terminalnej a rdznig sie od
siebie w czeSci dystalnej w wyniku zmiany ramki
odczytu. Zmiana ramki odczytu przebiega na ogé6t
z niewielkg wydajnoscig. Znaczy to, ze tzw. biatka
Ltransframe” sg syntetyzowane w znacznie mniejszej
iloSci niz biatka ,frame”. Cofniecie sie rybosomu
w kierunku 5’ prowadzi do —1FS ijest mechanizmem
znacznie czesciej spotykanym niz przesuniecie w kie-
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runku konca 3’ + 1 FS. Ten rodzaj zmiany ramki jest
rzadko spotykany u wiruséw roslinnych, prawdopo-
dobnie wystepuje tylko u closterowirusow.

Zmiana ramki odczytu w kierunku konca 5' to
znaczy — 1 FS wymaga:

a) Obecnos¢ charakterystycznego heptanukleotydu
tzw. miejsca poslizgu (ang. slippery site). W wiekszoSci
przypadkow sekwencja ta  jest nastepujaca
X XXY.YYZ gdzie X =A,G,U; Y = A U;
Z = A, C, U. Hipoteza Jacks i wsp. [35] zaktada,
ze dwie czasteczki tRNA dotgczone do XXY w rybo-
somowym miejscu P i YYZ w miejscu A jednocze$nie,
z niewielka czesto$cig cofajg sie o jeden nukleotyd
i odczytywane sg kodony XXX.YYY.Z,

b) Mozliwos$¢ tworzenia przez mRNA za miejscem
poslizgu struktur pseudowezta lub pnia i petli,

c) Odpowiednia odlegto$¢ (4-9 nukleotydéw) mie-
dzy miejscem poslizgu a strukturg trzeciorzedowa.
Ciekawe jest, ze w przypadku niektdrych wirusow
(wirus M ziemniaka, wirus zachodniej zdttaczki bura-
ka, wirus zOttej kartowatosci jeczmienia i wirusy
gozdzikow) kodon terminacyjny biatka ,frame”, wy-
stepujacy bezposrednio za miejscem poslizgu, ma
wptyw na wydajnos$é procesu zmiany ramki odczytu.
Zmiana tego kodonu w sensowny, czyli zdolny do
odczytywania przez t-RNA, powoduje znaczne ob-
nizenie tworzenie biatka ,transfame” [1].

Mechanizm zmiany ramki odczytu jest czesto od-
powiedzialny za synteze wirusowych polimeraz RNA
zaleznych od RNA.

IV-3. Odczytywanie kodonu terminacyjnego (ang.
»readthrough”)

Odczytanie kodonu stop UAG Ilub UGA jako
sensownego przez odpowiednie tRNA supresorowe
jest mechanizmem wystepujagcym u wiruséw roslin-
nych. Mechanizm ten, zwany supresja kodonu stop,
umozliwia regulacje ekspresji na poziomie terminacji.
Supresja kodonu stop prowadzi do otrzymania dwéch
biatek tzw. ,,stop-protein "i,readthrough-protein\ kté-
re na catej dilugosci biatka ,stop” sg identyczne.
Supresja stop kodonu przebiega z niewielkag wydajnos-
cig totez biatka ,,stop” sg syntetyzowane w wiekszej
ilosci niz biatka ,,readthrough” biatka przedtuzone-
go odczytu.

Stosunkowo mato wiadomo o regulacji wydajnosci
odczytywania kodonow stop. Wiadome jest, ze dwa
kodony potozone ponizej kodonu stop ulegajgcemu
odczytaniu odgrywajag role w wydajnosci supresji. Do
tej pory opisano jedynie supresje kodonow UAG
i UGA.

Swoiste supresorowe tRNA wyizolowano z tytoniu,
pszenicy itubinu. Dwa tRNAtr (antykodon S-GT'A-
-3”) zostaty wyizolowane z tytoniu i one, jak wskazujg
wyniki doswiadczen invitro i in vivo sg odpowiedzialne
za supresje kodonu UAG. Supresja kodonu UGA,
ktérej ramka wirusa TMV i wirusa TRV przeprowa-
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dzana jest przez tRNAftp i tRNAos wyizolowane
z tytoniu [25, 36, 37],

IV-4. Obrobka proteolityczna

U wielu wiruséw w wyniku translacji genomu
powstaje jeden polipeptyd, ktdry nastepnie ulega ogra-
niczonej proteolizie przez proteazy wirusowe lub gos-
podarza. Powstajgce produkty sg aktywnymi biatkami
niezbednymi w cyklu zyciowym wirusa. Proteoliza
moze zachodzi¢ zaré6wno w trakcie jak i po ukoiczeniu
translacji. Poznanie wtasciwosci proteaz wirusowych
jak ieukariotycznych umozliwia wykazanie podobien-
stwa budowy i funkcji tych biatek. Obecnie wyréznia
sie cztery grupy proteaz w zaleznosci od budowy
centrum aktywnego proteaz [38].

Do pierwszej grupy zaliczamy proteazy serynowe,
w ktérych centrum katalitycznym znajdujg sie amino-
kwasy His, Asp i Ser. W niektérych grupach wiruséw
seryna moze by¢ zastgpiona cysteing. Mechanizm
dziatania proteaz serynowych jest do$¢ doktadnie
opisany. Ten typ proteaz jest charakterystyczny dla
wirusow roslinnych z rodziny: Potyniridae, Comotnri-
dae, Nepoi iridae, Luteoniridae i Sobemoviridae [38].

Do drugiej grupy nalezg proteazy cysteinowe (tiolo-
we). W ich centrum aktywnym wystepujg charakterys-
tyczne diady sasiadujagcych ze sobg cysteiny i his-
tydyny. | w tym przypadku mechanizm dziatania jest
doktadnie poznany. Do grupy posiadajgcej ten rodzaj
proteinaz nalezg wirusy z rodziny Potyviridae, Furovi-
ridae i Tymoniridae [38],

Trzecig grupe twoOrz wirusowe proteinazy asparagi-
nowe, gdzie centrum aktywne tworza dwa asparaginia-
ny. Mechanizm dziatania tego typu proteinaz jest
nieznany, mimo ze sg do$¢ rozpowszechnione w $wie-
cie wirusow i wystepujg u wiruséw z rodziny Caulimo-
idridae i Badmwiridae [38],

U wiruséw roslinnych nie znaleziono dotychczas
proteaz typu czwartego czyli metaloproteinaz.

V. Uwagi koncowe

Podsumowujgc warto zwréci¢ uwage na niezwykitg
réznorodno$¢ mechanizmow ekspresji genomu (+)
RNA wiruséw roslinnych i jego regulacje. Ponadto
warto podkresli¢ fakt, ze wtasnie badania nad transla-
cja u wirusdw doprowadzity do poznania szeregu
niekonwencjonalnych strategii, ktére jak wykazaty
pézniejsze prace dziataja rowniez w komdrkach gos-
podarzy. Czesto zdarza sie, ze wirus wykorzystuje nie
jedng strategie, ale kilka w procesie ekspresji genomu.
Przyktadem moga by¢ wirusy grupy luteo, u ktérych
stwierdzono operowanie niemal wszystkich znanych
drog ekspresji genomu to jest: leaky seanning, zmiana
ramki odczytu, supresja kodonu stop i jak ostatnio
wykazaty nasze prace obrébka proteolityczna.

Nalezy podkresli¢, ze poznanie organizacji i eks-
presji genomu wirusa jest niezbednym etapem dla prac
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biotechnologicznych takich jak np. uzyskanie roslin
odpornych na infekcje wirusowe czy zastosowanie
wirusow jako wektoréow.
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Oscylacje wapniowe uczestniczg w procesie regulacji

ekspresji genow

Calcium oscillations participate in the regulation of gene

expression

AGNIESZKA MAKOWSKA*

Spis tresci:

I.  Oscylacje wapniowe jako element szlaku sygnalowego
w komoérce
Il. Mechanizm powstawania oscylacji wapniowych
I1l. Nowe metody badania roli oscylacji wapniowych
Il11-1. Metoda oparta na trwalym otwarciu kanatow
wapniowych
111-2. Metoda wykorzystujgca fotolabitng pochodng IP3
1V. Badania przeprowadzone w oparciu 0 nowe metody
1V-1. Doswiadczenia wykorzystujgce trwate otwarcie ka-
natéw wapniowych
1V-2. Doswiadczenia wykorzystujgce nowg pochodng IP3
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: [Ca2+]t — stezenie jonow
wapnia w cytosolu; IP3 - trisfosfoinozytol; ER — retikulum
endoplazmatyczne; NFAT  ang. nuclearfactor ofactivated
Tcells, biatko jadrowe z aktywowanych limfocytéw T: N FkB
- ang. nuclear factor of kappa chain B cells, czynnik
transkrypcyjny tancuchéw kappa limfocytéw B; Oct/OAP
—ang. octamer/octamer-associated protein, czynnik trans-
krypcyjny z limfocytow T; IL2 interleukina 2; 1IL8
interleukina 8

I. Oscylacje wapniowe jako element szlaku
sygnatowego w komoarce

Jednym z najciekawszych tematéw badan prowa-
dzonych w ostatnim dziesiecioleciu w dziedzinie sy-
gnalizacji komdrkowej sa oscylacje wapniowe, czyli
cykliczne zmiany stezenia jon6w wapnia w cytoplaz-
mie. Wystepujg one w komdrkach niemal wszystkich
typow, w7tym rowniez w komdrkach niepobudliwych
elektrycznie. Pobudzenie kazdej komorki nastepuje na
skutek przytgczenia do receptora btonowego specyfi-
cznego agonisty. W komoérkach niepobudliwych,
w7 przeciwienstwie do komodrek elektrycznie pobud-
liwych, pobudzenie nie wigze sie ze zmiang potencjatu
elektrycznego btony komdérkowej. Polega ono na
uruchomieniu wielu sekwencji nastepujacych po sobie
i wzajemnie zaleznych proceséw, ktérych efektem jest
odpowiedz komorki na pobudzenie. Te sekwencje

* Mgr, Zaktad Biochemii Komo6rki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa
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zdarzen sg nazywane szlakami sygnatowymi. Jednym
z nich jest tzw. szlak sygnatu wapniowego. Na jego
przebieg sktadaja sie: hydroliza fosfatydyloinozyto-
lo(4,5)bisfosforanu w btonie komorkowej i powstawa-
nie trisfosfoinozytolu (1P 3), otwarcie IP3— zaleznych
kanatéw wapniowych w btonie retikulum endoplaz-
matycznego (ER), opréznienie magazyndéw wapnio-
wych ER oraz naptyw jonéw wapnia do komorki
zzewnetrznego Srodowiska [1, 2], W efekcie nastepuje
podwyzszenie stezenia jon6w wapnia w cytoplazmie
komdrki. Jest ono czynnikiem modulujagcym aktyw-
no$¢ wielu enzymdéw komorkowych i w7 ten sposéb
prowadzacym do uzyskania fizjologicznej odpowiedzi
komorki [3, 4],

Zjawisko oscylacji wapniowych odkryto po zastoso-
waniu w badaniach nad przekazywaniem sygnatu
wapniowego technik, takich jak mikroskopia kon-
fokalna i komputerowa analiza fluorescencji w obrazie
mikroskopowym, umozliwiajagcych obserwacje proce-
sow zachodzacych w pojedynczych komérkach. Zau-
wazono wtedy, ze w pewnych okre$lonych granicach
stezen wywotywana przez nie zmiana stezenia jonow
wapnia w cytoplazmie nie ma charakteru statego
podwyzszenia, lecz zachodzi w postaci oscylacji [5-10].
W wielu komodrkach oscylacje wapniowe majg stalg
amplitude, natomiast ich czestotliwo$¢é wzrasta wraz
z intensywnos$cig pobudzenia, czyli stezeniem agonis-
téw. W innych komérkach oscylacje moga mie¢ zmien-
ng amplitude i czestotliwos$¢ [11, 12],

W chwili odkrycia oscylacji wapniowych pojawity
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sie dwa podstawowe pytania, ktérych wyjasnienie
stato sie celem intensywnych badan:

— jak powstajg tego rodzaju zmiany stezenia jonow
wapnia w komorce?

— jakie jest ich fizjologiczne znaczenie?

Il. Mechanizm powstawania oscylacji wap-
niowych

W efekcie prowadzonych badan wysunieto wiele
hipotez prédbujacych opisaé sposdb powstawania i re-
gulacji oscylacji wapniowych [13]. Jedne z nich za-
ktadaja, ze czynnikiem wywotujacym oscylacyjne
zmiany stezenia jondéw wapnia w cytoplazmie sg
cykliczne wahania poziomu trisfosfoinozytolu [14-16],
Inne wyjasniajg powstawanie oscylacji wystepowa-
niem sprzezenia zwrotnego pomiedzy szybkos$cig wy-
ptywu jondéw wapnia zmagazyn6w a stezeniem wapnia
w cytoplazmie. Poczatkowo sprzezenie to ttumaczono
istnieniem kanatéw wapniowych innego niz IP3 - za-
lezne rodzaju, tzw. rianodynowych, ktore otwierajg sie
pod wptywem podwyzszonego poziomu wapnia w cy-
toplazmie [17]. Nowsze hipotezy opierajg sie na
odkryciu, ze aktywnos$¢ IP3 - zaleznych kanatow
wapniowych jest regulowana przez stezenie jonow
wapnia w cytoplazmie [18, 19]. Pojedynczy kanat
wapniowy moze otworzy¢ sie po przytaczeniu czaste-
czki IP3 oraz jonu wapniowego. W miare wzrostu
[Ca2+]c spowodowanego wypltywem wapnia z ER
coraz wieksza ilo$¢ kanatow ulega otwarciu i catkowity
wyptyw jest coraz szybszy. Gdy [Ca2+]c wzro$nie
powyzej pewnej granicy, kanaty wapniowe przytaczajg
drugi jon wapnia, co powoduje ich zamkniecie. Taka
zalezno$¢, w potgczeniu z aktywnoscig ATP-az ob-
nizajagcych [Ca2+]cprzez pompowanie jon6w wapnia
z powrotem do magazyn6w oraz na zewnatrz komor-
ki, moze odpowiada¢ za powstawanie oscylacji wap-
niowych.

W ostatnich latach badania ograniczaty sie w zasa-
dzie do potwierdzenia i rozwiniecia zaproponowanych
wczesniej hipotez. Badano na przyktad jaki wptyw na
oscylacje wapniowe majg aktywnos$ci kinazy trisfos-
foinozytolu i fosfotazy trisfosfoinozytolu, gtéwnych
enzyméw odpowiedzialnych za obnizanie poziomu
IP3w cytoplazmie [20], Sprawdzano czy zmiany pH
[21] i temperatury [22] moga wptywaé na procesy
zwigzane z przekazywaniem sygnatu wapniowego.
Odkryto niepojemnos$ciowy, czyli niezalezny od stop-
nia opréznienia magazynow, naptyw jondw' wapnia do
komérki, indukowany przez kwas arachidonowy i ma-
jacy miejsce tylko podczas oscylacji wapniowych [23.
24], Poszukiwano réwniez zwigzku pomiedzy cechami
morfologicznymi, takimi jak wielko$¢ i ksztatt ko-
morki oraz jadra komdérkowego, ilos¢ i rozmieszczenie
magazynéw wapiennych oraz miejsce wytwarzania
IP3na przebieg oscylacji wapniowych [25]. Zapropo-
nowano nawet hipoteze, wedtug ktérej kluczowgq role
w procesie wytwarzania oscylacji [Ca2+]c odgrywaja
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zmiany objetosci komorki i potencjatu btonowego,
zwigzane z uaktywnieniem Ca2+ — zaleznych kana-
tow potasowych [26]. Wiele prac dotyczyto zaleznosci
pomiedzy pojawieniem sie oscylacji a stopniem napet-
nienia magazyndéw wapniowych ER oraz stezeniem
jonéw wapnia w $rodowisku komorki [23, 26, 27].

I1l. Nowe metody badania roli oscylacji wap-
niowych

Chociaz wysunieto tak wiele hipotez wyjasniajgcych
powstawanie oscylacji wapniowych w komérce, fizjo-
logiczne znaczenie tego zjawiska pozostawato nie-
znane. Bariere w badaniach stanowit brak odpowied-
niej metody pozwalajagcej na wytwarzanie oscylacji
wapniowych o scisle dobranych parametrach, takich
jak czestotliwo$¢ i amplituda. Co wiecej, pobudzanie
komorki przez oddziatywanie na receptory btonowe za
pomocg réznych agonistdw moze uruchomié¢ wiele
dodatkowych szlakow sygnatowych. Uzyskiwana
w ten sposob odpowiedz komaérki nie mogta wiec by¢
interpretowana jedynie jako efekt oscylacji wapnio-
wych. Dlatego wazne stato sie opracowanie metody
zapewniajgcej powtarzalnos¢ doswiadczen i pozwala-
jacej na odniesienie wynikéw do okreslonych warun-
kow doswiadczalnych. Dopiero w 1998 r. opracowano
dwie takie metody, ktore jak sie wydaje, pomoga
wyjasni¢ role oscylacji w regulacji proceséw fizjo-
logicznych w komorce. Pozwalajg one sztucznie wy-
twarza¢ w komdrce oscylacje wapniowe juz na pozio-
mie uwalniania Ca2+ z magazyndéw wapniowych,
z catkowitym pominieciem wszystkich wczes$niejszych
etapéw przekazywania sygnatu wapniowego. Uzys-
kiwane oscylacje moga mie¢ precyzyjnie dobrang
czestotliwo$¢, amplitude i czas trwania. Metody te
moga wiec umozliwié¢ odkrycie izréznicowanie zmian
pojawiajgcych sie w komdrce w odpowiedzi na oscyla-
cje wapniowe o réznym charakterze.

I11-1. Metoda oparta na trwalym otwarciu kana-
tow wapniowych

Zgodnie z wiekszoscig hipotez podtozem oscylacji
wapniowych jest przeptyw jondw wapnia pomiedzy
magazynami wapniowymi ER a cytoplazmg. Wobec
tego trwate oproznienie magazynow wapniowych po-
winno zablokowa¢ naturalne wytwarzanie oscylacji
wapniowych. Jednoczes$nie kanaty wapniowe w btonie
komorkowej zostang trwale otwarte. Na takim zatoze-
niu opiera sie dosSwiadczenie przedstawione przez
Dolmetsch’a, Xu i Lewis’a [28], ATP-aza
wapniowa w ER ktéra pompuje Ca2+ do magazynéw
wapniowych, zostaje zahamowana za pomocga tap-
sygarginy. W wyniku tego nastepuje catkowite oproz-
nienie magazynéw na drodze dyfuzji Ca2+ przez btone
ER, ktéra powoduje otwarcie kanatow wapniowych
w blonie komorkowej. Blona komdrkowa staje sie
przepuszczalna dla jonéw wapnia. Poprzez usuwanie
bagdZz dodawanie Ca2+ do S$rodowiska, w Kktorym
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znajduje sie komdrka, moze wytwarzaé¢ sztuczne os-
cylacje wapniowe. Taki rezultat osiggnieto hodujac
komorki w specjalnych kapilarach, przez ktére w cza-
sie trwania eksperymentu przeptywa medium do-
Swiadczalne. Moze ono naprzemiennie wyptywac
z dwoch pojemnikéw podigczonych do kapilary.
Zmiane medium z bezwapniowego na wapniowe moz-
na w tych warunkach przeprowadzi¢ otwierajac wy-
ptyw zjednego pojemnika izamykajac drugi. Odbywa
sie to szybko i bez kitopotliwych procedur takich jak
usuwanie medium iptukanie komdrek. Caty proces jest
zaprogramowany i sterowany komputerowo.

I11-2. Metoda wykorzystujaca fotolabilng pochod-
na IP,

Druga metoda, opracowana w laboratorium
Tsien'a [29], opiera sie na zatozeniu, ze oscylacyjne
zmiany [Ca2+]csa efektem cyklicznych zmian pozio-
mu IP3. Aby moéc wytwarzaé tego rodzaju zmiany
zsyntetyzowano sztuczng pochodng IP3, nieaktywng
biologicznie, ktorej aktywacja nastepuje po naswiet-
leniu UV. W czgasteczce tego zwigzku do grupy hydro-
ksylowej w pozycji 6 trisfosfoinozytolu, odpowiedzial-
nej za specyficzne wigzanie IP3 z receptorem, jest
przytagczona w miejsce wodoru grupa 4,5-dimeto-
ksy-2-nitrobenzylowa. Wigzanie to jest wrazliwe na
promieniowanie UV iulega fotolizie w czasie naswiet-
lania. W odréznieniu od wcze$niej stosowanych podo-
bnych pochodnych IP3 ma ona wszystkie grupy fos-
foranowe estryfikowane propionyloksymetylem, co
umozliwia jej swobodne przenikanie przez btone ko-
morkowg. W komodrce wigzania estrowe sg hydro-
lizowane przez niespecyficzne esterazy. Czasteczki po-
chodnej, nie mogac juz dyfundowaé przez bitony,
nagromadzajg sie w cytoplazmie. Sg one jednak nadal
nieaktywne i dopiero naswietlanie komdrki pulsami
UV powoduje fotolize okreslonej ilosci pochodnej,
ktéra staje sie aktywna biologicznie. Jej aktywnosé
odpowiada 75% aktywnosci tej samej ilosci natural-
nego IP3, co sprawia, ze jest to najbardziej aktywna
pochodna IP3z wszystkich dotychczas zsyntetyzowa-
nych. Odpowiednie dobranie mocy i dtugosci trwania
pulséw UV pozwala na uzyskiwanie oscylacji wap-
niowych o okreslonych parametrach. Metoda ta umo-
zliwia wytwarzanie sztucznych oscylacji bez przerywa-
nia ciggtosci bton i sztucznego blokowania kanatow,
jest wiec w; petni nieinwazyjna w stosunku do komérki.

IV. Badania przeprowadzone w oparciu o no-
we metody

Przedmiotem badan z zastosowaniem nowych me-
tod byt w'ptyw parametrow oscylacji wapniowych na
stopien aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych. Wy-
krycie takich zaleznosci stanowitoby niepodwazalny
dowod na to, ze przekazywanie sygnatu wapniowego
w postaci oscylacji petni bardzo istotng funkcje bio-
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logiczna, pozwalajac na regulacje metabolizmu na tak
podstawowym poziomie jakim jest indukcja ekspresji
genow.

IV-1. DosSwiadczenia wykorzystujgce trwate ot-
warcie kanatéw wapniowych

Grupa Lewis’a badata aktywacje trzech zalez-
nych od wapnia czynnikéw transkrypcyjnych: NFAT.
Oct OAP i NFkB, oraz genéw kodujagcych inter-
leukiny IF2 i IF8. ktorych transkrypcja jest indukowa-
na przez te czynniki. Do monitorowania aktywnosci
czynnikdw transkrypcyjnych postuzyli sie aktywowa-
nymi przez nie genami reporterowymi: lac Z lub genem
lucyferazy. Miare aktywno$ci danego czynnika trans-
krypcyjnego stanowita ekspresja lac Z lub genu lucyfe-
razy w komdrce, mierzone za pomoca standardowych
testow.

W komdrkach zawierajagcych gen reporterowy
NFAT//ac Z wywotywano zmiany [Ca2+]cdwojakie-
go rodzaju: trwate podwyzszenie lub oscylacje. Oscyla-
cje miaty tak dobrg amplitude, zeby Srednie stezenie
jondw wapnia w cytoplazmie byto takie samo jak przy
trwatym podwyzszeniu. Przy $rednim stezeniu wapnia
wyzszym niz 300nM aktywnos$¢ czynnika transkryp-
cyjnego byta w obu przypadkach jednakowo wysoka.
Gdy obnizono $rednie stezenie wapnia, tylko w ko-
morkach, w ktérych wytwarzano oscylacje wapniowe
aktywno$¢ NFAT utrzymywata sie na tym samym
wysokim poziomie. State [Ca2+]c nizsze niz 300nM
aktywowato ten czynnik transkrypcyjny w znacznie
stabszym stopniu. Wyniki te potwierdzajg hipoteze, ze
przekazywanie sygnatu wapniowego w postaci 0s-
cylacji wapniowych pozwala uzyskaé, przy nizszym
Srednim [Ca24]c, takg samg odpowiedZ komorkowa
jaka wywotuje trwate podwyzszenie [Ca2']c. Jest to
korzystne dla komérki, poniewaz diugo utrzymujacy
sie wysoki poziom wapnia zaburza przebieg procesow
komorkowych [30],

Dalsze badania, dotyczace aktywacji takze dwdch
innych  czynnikéw  transkrypcyjnych  (Oct/OAP
i NFkB) przeprowadzono w celu sprawdzenia, czy
sygnat wapniowy przekazywany w postaci oscylacji
wjednakowym stopniu oddziaty wuje na r6zne procesy
regulowane przez wapn. Juz z wcze$niejszych badan
wynikato, ze w wielu komérkach czestotliwos$¢é os-
cylacji, a w niektdrych takze amplituda, ro$nie w miare
wzrostu sity bodzca pobudzajgcego [11, 12]. Wykaza-
nie zwigzku pomiedzy parametrami oscylacji wap-
niowych a aktywacjg okre$lonych czynnikéw trans-
krypcyjnych stanowitoby dowodd, ze oscylacje moga,
w zaleznosci od rodzaju bodzca, indukowac¢ specyficz-
nag odpowiedZz na poziomie ekspresji genow. Zespét
Lewis’a potwierdzit istnienie takiego zwigzku po-
rownujac aktywacje trzech czynnikéw transkrypcyj-
nych w zaleznosci od amplitudy i czestotliwo$ci os-
cylacji. Dodatkowo poréwnano indukcje wytwarzania
dwoch interleukin, IL2 i IF8. Jak wiadomo, ekspresja
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genu kodujgcego IL2 jest regulowana przez wszystkie
trzy badane czynniki transkrypcyjne, natomiast genu
kodujacego IL8 tylko przez NFkB. RoOzny stopien
indukcji tych dwdch interleukin powinien wobec tego
odzwierciedla¢ réznice w aktywacji czynnikow trans-
krypcyjnych przez oscylacje wapniowe o okreslonych
parametrach.

Badania wykazaty, ze przy statym podwyzszeniu
[Ca2+]caktywnosci badanych czynnikéw transkryp-
cyjnych sg podobne, a w miare rozwoju [Ca2+]L
zmieniajg sie w taki sam sposdb. Natomiast oscylacje
wapniowe, w zalezno$ci od czestotliwosci, maja zroz-
nicowany wptyw na stopien aktywacji tych czynnikow.
Aktywno$¢ NFAT i Oct/OAP utrzymywata sie na
wysokim poziomie tylko przy oscylacjach o okresie
ponizej 400 s, przy mniejszych czestotliwosciach gwat-
townie spadata. Podwyzszona aktywnos$é czynnika
N F kB utrzymywata sie dtuzej, nawet przy dwukrotnie
mniejszej czestotliwo$ci oscylacji. Poniewaz w natural-
nych warunkach okres oscylacji moze mie¢ rozpietos¢
od kilku sekund do kilkunastu minut [31, 32], mozna
wyciagna¢ wniosek, ze oscylacje o niskiej czestotliwo-
§ci indukujg tylko NFkB i regulowane przez ten
czynnik geny, a oscylacje o wysokiej czestotliwosci
takze pozostate dwa czynniki. Przyjmujac zatozenie, ze
rozna wrazliwos¢ na czestotliwo$¢ oscylacji dotyczy
wielu wystepujgcych w komorce czynnikow transkryp-
cyjnych, mozna wysung¢ hipoteze, ze jest ona czyn-
nikiem zapewniajagcym specyfike odpowiedzi w zalez-
nosci od sygnatu. Wynika to z tego, ze od rodzaju
uaktywnianych czynnikéw transkrypcyjnych zalezy,
jaka pula genow ulegnie ekspresji. Oznaczona w bada-
niach indukcja produkcji interleukin 1L2 i IL8 doktad-
nie odpowiadata aktywacji regulujgcych jg czynnikow
transkrypcyjnych, co dodatkowo potwierdza takg hi-
poteze.

U podstaw zréznicowanego wptywu czestotliwosci
oscylacji na aktywnos$¢ réznych czynnikéw transkryp-
cyjnych moze leze¢ dtugos$¢ okresu trwania w jadrze
komorkowym aktywnej formy danego czynnika.
W przypadku NFAT cytoplazmatyczny kompleks
tego zwigzku jest defosforylowany przez Ca2+-zalezng
fosfotaze, kalcyneuryne. Aktywna podjednostka prze-
mieszcza sie do jadra komodrkowego, gdzie indukuje
transkrypcje okreslonych genéw [33, 34]. Podjednost-
ka ta ulega w jadrze szybkiej refosforylacji i powraca
do cytoplazmy w czasie krotszym nizjedna minuta [35,
36], dlatego utrzymanie podwyzszonej aktywnosci
NFAT wymaga wysokiej czestotliwosci impulséw wa-
pniowych. Natomiast aktywny N FkB pozostaje wjad-
rze przez ponad 16 min. [36], co ttumaczy utrzymujaca
sie, podwyzszonag aktywno$¢ tego czynnika, nawet
przy dtugim okresie oscylacji.

IV-2. Doswiadczenia wykorzystujgce nowag po-
chodng IP3

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFAT byta
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rowniez przedmiotem badan przeprowadzonych w la-
boratorium T siena z wykorzystaniem nowej po-
chodnej IP3. Do jej monitorowania postuzono sie
genem reporterowym (3-galaktozydazy. Stosujac od-
powiednio dobrane czas trwania i intensywnos$¢ na-
Swietlania UV uwalniano okre$long ilos¢ IP3. W kaz-
dym eksperymencie catkowita ilos¢ uwalnianego IP3
byta taka sama, ale jego stezenie w komorce podwyz-
szalo sie w rézny sposob. Uzyskiwano jego trwale
podwyzszenie, krotkotrwate i wysokie lub niewielkie
i rozciggniete w czasie, albo wytwarzano oscylacje
0 réznych czestotliwo$ciach. Takze te badania wyka-
zaly, ze w okreslonych granicach czestotliwosci oscyla-
cje w wiekszym stopniu aktywujg czynnik transkryp-
cyjny niz stale podwyzszenie stezenia jon6w wapnia
w cytoplazmie, zwiekszajagc w ten sposob efektywnosé
dziatania stabych bodzcéw. Wyniki tych doSwiadczen
pozwolity grupie T siena wysunac hipoteze, ze prze-
kazywanie sygnatu w postaci oscylacji wapniowych,
u podtoza ktorych lezg cykliczne zmiany poziomu 1P 3,
zapobiega odwrazliwieniu receptoréw IP3.

V. Podsumowanie

Badania oscylacji wapniowych przeprowadzone
w obu laboratoriach stanowiag przetom w prébach
wyjasnienia biologicznej funkcji tego zjawiska. Meto-
dy uzyskiwania oscylacji o dobranych parametrach,
z ominieciem uaktywniania w komdrce szeregu réz-
nych szlakéw sygnatowych, pozwalajg na powtarzal-
nos$¢ eksperymentow i interpretacje wynikéow w od-
niesieniu do warunkéw doswiadczalnych. Juz wczes-
niejsze badania wykazaty, ze oscylacyjne zmiany steze-
nia wapnia w cytoplazmie powodujg wiekszy i diuzej
trwajacy wzrost aktywnosci dehydrogenaz mitochon-
drialnych niz utrzymujace sie podwyzszenie poziomu
wapnia [37], Potwierdzato to przypuszczenia, Ze prze-
kazywanie sygnatu wapniowego w postaci oscylacji
moze by¢ sposobem odréznienia rzeczywistego pobu-
dzenia od przypadkowego, niewielkiego podwyzszenia
[Ca2+]c oraz zapobiega¢ odwrazliwieniu receptoréow
przy silniejszym pobudzeniu komorki. Nie byto jednak
wowczas mozliwe znalezienie $cistych powiazan po-
miedzy parametrami oscylacji a zmianami aktywnosci
enzymow. Wyniki uzyskane przez obie grupy badaczy
wykazujg taka zalezno$¢. Ponadto mozna na ich
podstawie wysungé hipoteze, ze oscylacje wapniowe sg
sposobem zréznicowanego przenoszenia informacji
pomiedzy powierzchnia komdrki i jej materiatem
genetycznym. Czestotliwo$¢ oscylacji, w potaczeniu
z jej zréznicowanym wplywem na aktywacje czyn-
nikdw transkrypcyjnych, determinuje rodzaj genow,
ktore ulegaja ekspresji w odpowiedzi na pobudzenie
komérki. W ten sposdéb sita bodzca pobudzajgcego
znajduje odzwierciedlenie w procesach lezacych u pod-
staw funkcjonowania komorki. W przysztosci nowe
metody zastosowane w obu laboratoriach mogg sie
przyczyni¢ do wyjasnienia sposobu regulacji wielu
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proces6w komoérkowych zaleznych od wapnia.
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Efekt Crabtree wyrazem strategii metabolicznej szybko
rosngcych nowotwordéw i innych komorek proliferujgcych

The Crabtree effect as a metabolic strategy of fast growing
tumours and other rapidly proliferating cells

KRYSTYNA BOGUCKAL
LECH WOJTCZAK?2
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I11. Mechanizmy powodujace przestawienie sie komorek pro-
liferujgcych na glikolize
I11-1. W mitochondriach
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zmiany aktywnos$ci enzyméw oksydacyj-
nej fosforylacji
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111-2. W cytosolu
IV. Efekt Crabtree
I1V-1. Hamowanie oddychania przez glukoze
1V-2. Udziat jondw Ca2+ w efekcie Crabtree

I. Wstep

Podstawowym zrédtem energii w komérkach or-
ganizméw o metabolizmie tlenowym jest mitochon-
drialny proces oksydacyjnej fosforylacji. Dostarcza on
ponad 90% ATP. Pozostate okoto 10% powstaje
w procesie glikolizy zachodzgcej w cytosolu. W warun-
kach hipoksji komdrki mogg przezywac kosztem prze-
mian glikolitycznych. Podczas reoksydacji i wigczenia
mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji szybkos¢ gliko-
lizy ulega obnizeniu. Jest to tak zwany efekt Pasteura.

W komérkach proliferujgcych, w tym takze w szyb-
ko rosngcych nowotworach niezr6znicowanych. na-
stepuje przetagczenie metabolizmu tlenowego na gliko-
lityczny. Jest to spowodowane miedzy innymi wzmo-
zong ekspresjg genow kodujacych synteze enzymow
glikolitycznych. W wyniku tego ponad 80% ATP
niezbednego dla potrzeb metabolicznych komorki te
czerpig z rozpadu glukozy (glikolizy). Glikoliza po-
zwala na przezywanie komorek nowotworowych na-
wet kilkadziesigt godzin w warunkach beztlenowych,
a reoksydacja nie prowadzi do jej zahamowania.
W komorkach tych glukoza powoduje obnizenie in-

'Dr. 2prof. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego PAN. ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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tensywnos$ci metabolizmu tlenowego, zjawisko znane
jako efekt Crabtree, zwany rowniez odwrotnym efek-
tem Pasteura.

W wolno rosngcych nowotworach nie obserwuje sie
przestawienia fenotypu tlenowego na glikolityczny.
Nalezy doda¢, ze komérki szybko rosngcych nowo-
tworédw', na przyktad nowotwordéw watroby, w przeci-
wienstwie do nietransformowanych hepatocytéw, ma-
ja niskg aktywno$¢ enzymow regulujacych szlak glu-
koneogenezy [1],

Mimo 75-letniej historii badan tyle bowiem czasu
uptyneto od odkrycia przez Warburga [2] przewa-
gi glikolizy nad oddychaniem tlenowym w nowo-
tworach (nazywanej niekiedy efektem Warburga)
- zjaw isko to wcigz nie jest w petni zrozumiate. Wciaz
mato wiemy o przyczynach, dla ktérych komorki
normalne uruchamiajgce procesy proliferacji oraz
transformowane nowotworowo rezygnujg z niewspoét-
miernie bardziej wydajnej energetycznie oksydacyjnej
fosforylacji na rzecz mniej efektywnej glikolizy oraz
jakie wtaczajg mechanizmy wrcelu realizacji tej strate-
gii. Jedng z tych przyczyn jest uposledzony dostep
tlenu. Dotyczy to zwlaszcza nowotworéw wysieko-
wych oraz innych rosngcych szybko i tworzacych
zbitki komorek (ang. clusters), w ktérych dyfuzja tlenu
jest ograniczona. Na skutek tego ich wewnetrzne
Srodowisko znajduje sie w stanie hipoksji.
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Il. Przyczyny przestawienia komérek z meta-
bolizmu tlenowego na glikolityczny w pro-
cesach proliferacji i transformacji nowo-
tworowej

Mimo znacznie gorszej wydajno$ci energetycznej
glikolizy w poréwnaniu z oksydacyjng fosforylacja, ta
pierwsza pod pewnymi wzgledami moze okazaé sie
korzystniejsza. Dlatego w toku ewolucji wyksztatcone
zostaty mechanizmy przeksztatcajgce jeden typ prze-
mian energetycznych w drugi. Rozpatrzymy tu dwa
takie cele, ktdrym moze stuzy¢ przestawienie metaboli-
zmu tlenowego na glikolityczny.

I1-1. Utrzymanie wysokiego potencjatu reduk-
cyjnego

W komérkach transformowanych nowotworowo
i prawidtowych szybko proliferujagcych obserwuje sie
korelacje szybkosci glikolizy z szybkos$cig wzrostu
i intensywnosciag biosyntezy DNA, RNA, biatek i lipi-
dow. Procesy te, poza zapotrzebowaniem na energie
w postaci ATP, wymagaja wysokiego stosunku
NAD(P)H/NAD(P) czyli potencjatu redukcyjnego.

Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie wspdit-
zaleznos$¢ glikolizy (A), cyklu kwasow tréjkarbo-
ksylowych (B) oraz oksydacyjnej fosforylacji (C). Pro-
cesy te wsp6tzawodniczg ze sobg o ADP. a glikoliza
i cykl kwaséw trdéjkarboksylowych dostarczaja sub-
stratow i NAD(P)H do biosyntez. NADH pochodze-
nia glikolitycznego utlenia si¢ w mitochondrialnym
tanicuchu oddechowym dzieki istnieniu mechanizméw,
przekazujacych réwnowazniki redukcyjne z cytosolu
do mitochondridow.

W komédrkach proliferujgcych istnieje zatem kon-
kurencja miedzy zapotrzebowaniem na energie a zapo-
trzebowaniem na rownowazniki redukcyjne do proce-
sow biosyntez. W zwigzku z tym komorki proliferujgce
muszg dysponowac specjalnymi mechanizmami regu-
latorowymi utrzymujgcymi optymalny stosunek ak-
tywnosci glikolizy do aktywnos$ci oksydacyjnej fos-
forylacji w celu zachowania potrzebnego poziomu
potencjatu redukcyjnego, a zarazem uzyskiwania wy-
maganych ilosci ATP. Zachodzi to na drodze czes-
ciowego przetgczania metabolizmu tlenowego na gli-
kolityczny. Warto doda¢, ze przygotowanie komdrek
do zmiany fenotypu tlenowego na glikolityczny za-
czyna sie juz w bardzo wczesnych stadiach transfor-

glukoza
< v
DNA < dezoksyrybo_ ____ 1 ___),k020-6-P
nukleotydy 1
lipidy<— glicerol  <-dq--}-—~- aldehyd ATP
3-fosfoglicerynowy K
biatka<— aminokwasy «--1-----glicerofosforan \ADP
pirogronian/
mleczan
liidy «— Ccholesterol || | _
PIY =" w. ttuszczowe® acetylo-CoA
ATP
biatka <— aminokwasy <--H+r-+--- B
ADP
NAD(P)H
ATP
g 02
Rye. 1. Schematyczne  przedstawienie  trzech  systemow  dostarczajacych  ATP —\
A - Uklad glikolizy; B — cykl kwasow trojkarboksylowych (produkcja ATP
w wyniku fosforylacji substratowe)): C - oksydacyjna fosforvlacja na poziomic HQO
tancucha oddechowego. Wedltug [77] ADP
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macji nowotworowej (przed proliferacja).
I1-2. Ochrona przed stresem oksydacyjnym

Podczas transportu elektronéw przez tahcuch od-
dechowy okoto 2% tlenu pobieranego przez komaérki
0 metabolizmie tlenowym zostaje zredukowane do
tzw. reaktywnych form tlenu, przede wszystkim anio-
norodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru.
Zwigzki te powstajg gtownie w reakcjach z tlenem
biatek zawierajagcych zelazo w ,cyklu Q” tancucha
oddechowego. Przy niedoborze antyoksydantéw,
a wiec przy zachwianiu réwnowagi prooksydan-
ty/antyoksydanty, oddziatywanie reaktywnych form
tlenu z kwasami nukleinowymi, biatkami i lipidami
moze prowadzi¢ do drastycznego zaburzenia funkcji
komorki. Niedawno Brand i Hermfisse [3,4]
opublikowali ciekawe dane z doswiadczen nad tymo-
cytami. Komarki te sg znakomitym modelem w bada-
niach przejscia metabolizmu tlenowego w glikolitycz-
ny [5]. Mozna bowiem pobudzi¢ je do wejscia w cykl
komoérkowy (proliferacji) przy pomocy mitogendw,
komorki za$ niepobudzone, spoczynkowe, traktowac
jako materiat porownawczy. Wyniki tych badan wyka-
zaly, ze w komorkach spoczynkowych 88% syntetyzo-
wanego ATP byto pochodzenia mitochondrialnego,
podczas gdy w komaorkach proliferujgcych tylko 14%.
Przejéciu tymocytow ze stanu spoczynkowego w cykl
komorkowy towarzyszy niemal catkowite zahamowa-
nie produkcji reaktywnych form tlenu. Podobne wyni-
ki uzyskano w doswiadczeniach z ludzkimi promielo-
cytami HL-60 [3], Znacznie obnizona zdolno$¢ do
peroksydacji lipidow jest dobrze udokumentowang
cechg tkanek szybko rosnacych i szybko proliferuja-
cych komorek nowotworowych [6]. Zatem przejscie
na metabolizm glikolityczny moze by¢ sposobem na
zminimalizowanie produkcji reaktywnych form tlenu
podczas krytycznych stadiow wzmozonej biosyntezy
lpodziatow komérkowych. W dodatku przejscie to nie
tylko ogranicza produkcje reaktywnych form tlenu, ale
takze wzmacnia system antyoksydacyjny przez wzmo-
zong produkcje kwasu pirogronowego, bedacego nie-
zwykle aktywnym wymiataczem tych zwigzkéw [7-9],
Potwierdzajg to doswiadczenia z nieproliferujagcymi
tymocytami inkubowanymi w obecnos$ci pirogronia-
nu, ktory juz w stezeniu 10 pM hamowat w tych
komérkach produkcje reaktywnych form tlenu o 50%,
a w stezeniu 1 mM znosit ja catkowicie.

Jest rzeczg znang, ze brak glukozy w Srodowisku
komérek nowotworowych wywotuje ich Smier¢. Praw-
dopodobnie jest to spowodowane miedzy innymi
upos$ledzeniem funkcji komorek przez stres oksydacyj-
ny. Pracujgc z komdrkami ludzkiego raka sutka
(MCF-7/ADR), Lee i wsp. [10] wykazali, ze kinaza
biatkowa MAPK (mitogen activated protein Kkinase)
byta aktywowana, kiedy komorki byly pozbawione
glukozy. Brak cukru wywotywat po 3 godzinach stres
oksydacyjny przejawiajacy sie, miedzy innymi, trzy-
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krotnym wzrostem zawartos$ci utlenionego glutationu.
Podanie glukozy hamowato aktywno$¢ Kkinazy.
Wzmozona aktywno$¢ MAPK towarzyszgca stresowi
oksydacyjnemu sugeruje, ze kinaza ta bierze udziat
w przenoszeniu sygnatu. Powigzanie metabolizmu
glukozy z przenoszeniem sygnatu przez kinaze ak-
tywowang przez mitogen moze przyczyni¢ sie do
zrozumienia mechanizmu zmian fenotypowych zwig-
zanych z nowotworzeniem.

Jak wida¢, fenotyp glikolityczny komorek proliferu-
jacych zapewnia tym komdrkom obrone przed stresem
oksydacyjnym przez wytgczenie Zrodta reaktywnych
form tlenu, wzmozong produkcje kwasu pirogronowe-
go i utrzymanie wysokiego potencjatu redukcyjnego.

I1l. Mechanizmy powodujgce przestawienie
sie komérek proliferujgcych na glikolize

I11-1. W mitochondriach

I11-1.1. Redukcja liczby mitochondriéw oraz
zmiany aktywnosci enzymow oksydacyj-
nej fosforylacji

Juz Warburg [11] przypuszczat, ze powodem
przewagi metabolizmu glikolitycznego nad tlenowym
moga by¢ zmiany w tancuchu oddechowym powstate
podczas transformacji nowotworowej. Hipoteza ta
inspirowata pdzniejsze badania poréwnawcze ener-
getyki komorek normalnych itransformowanych. Wy-
kazaty one, ze mitochondrialny DNA jest bardziej
podatny na dziatanie czynnikéw kancerogennych niz
jadrowy. Zatem mutacje mitochondrialnego DNA
mogtyby by¢ powodem powstawania defektow w me-
chanizmie oksydacyjnej fosforylacji [12-14], Wiele
nowego w tej dziedzinie wniosty prace Luciak o-
vej i Kuzeli [15], ktorzy badajagc szybko rosngce
nowotwory watroby zaobserwowali paradoksalng sy-
tuacje w bioenergetyce tych komdrek. Okazato sie
bowiem, ze ekspresja genow jadrowych kodujacych
niektére podjednostki mitochondrialnej FjFO-
-ATP-azy (syntazy ATP. kompleksu F,FO0) oraz ok-
sydazy cytochromowej, a takze ekspresja gen6w mito-
chondrialnych kodujacych niektdre podjednostki
kompleksdw7tannicucha oddechowego w nowotworach
watroby byly nieoczekiwanie wyzsze niz w hepatocy-
tach zdrow;ej watroby. Nalezato zatem oczekiwaé, ze
aktywnos$¢ oksydacyjnej fosforylacji w komorkach
nowotworowych bedzie wyzsza niz w komdrkach
normalnych. Tymczasem byta ona nizsza. Okazato sie
jednak, ze podtokres trwania syntetyzowanych biatek
byt krétszy w komérkach nowotworéw. Wnioskowa-
no zatem, ze przyczyng zmniejszonej aktywnos$ci od-
dechowej nowotworéw moze byé zredukowana liczba
mitochondridw (opisywana juz dawniej [1]) spowodo-
wana wzmozong ich degradacjg na skutek zwiekszonej
aktywnos$ci mitochondrialnych proteaz w nowotwo-
rach [16], Luciak ova i Kuzela [15] wykazali.
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ze badane przez nich szybko rosnace nowotwory
watroby zawieraty pieciokrotnie mniej mitochondriow
niz hepatocyty normalnej watroby.

Wielce przydatnym modelem w badaniach poréw-
nawczych nad metabolizmem energetycznym komo-
rek nieproliferujacych i proliferujgcych. ale nietrasfor-
mowanych nowotworowo jest regenerujgca watroba.
W procesie regeneracji hepatocyty przechodzg przez
stadium przejsciowe ,retror6znicowania” (ang. redif-
ferentiation). W stadium tym podstawowym Zrodiem
energii jest glikoliza. Procesowi retroréznicowania,
podobnie jak w komérkach proliferujgcych transfor-
mowanych nowotworowo, towarzyszy obnizenie ak-
tywnosci kompleksu F tF(. Zgodnie zwynikami badan
zespotu Papy [19-23] obnizenie aktywnos$ci ok-
sydacyjnej fosforylacji jest zwigzane z uposledzeniem
syntezy podjednostki /3 syntazy ATP oraz peptydéw
kompleksu FO, przy jednoczesnym wzroscie mRNA-
-13Fj. Oznacza to, ze we wczesnej fazie retroréz-
nicowania zachodzi aktywacja replikacji DNA oraz
transkrypcji gendw podjednostki (i i prawdopodobnie
peptydéw kompleksu FO. Zjawisko to w koricowym
efekcie podobne jest do opisanego wyzej dotyczgcego
szybko rosngcych nowotworéw watroby. Proces
translacji podjednostek syntazy ATP byt mniej aktyw-
ny w tej fazie retrord6znicowania. W drugiej fazie
regeneracji watroby, mianowicie intensywnego wzros-
tu masy watroby, nie obserwowano juz represji trans-
lacji podjednostki fi. Enzymy mechanizmu oksydacyj-
nej fosforylacji odzyskiwaty normalng aktywnos$é row-
nolegle z odzyskiwaniem pierwotnej masy watroby.
Podobnie dzieje sie w watrobie noworodkdw. Mozna
zatem wnioskowaé, ze podczas regeneracji oraz post-
natalnego rozwoju watroby wymagana jest harmonij-
na ekspresja podjednostek kompleksu FjFO. Inaczej
jest w komdrkach nowotworowych, w ktérych zwiek-
szona ekspresja gendw kodujacych podjednostki tego
enzymu prowadzi do ,nieproduktywnego” poziomu
MRNA. Mozna zatem wnioskowaé, ze defekt w bio-
syntezie F,FO0 wyrazajacy sie obnizeniem syntezy naj-
wazniejszej (bo zawierajgcej centrum aktywne enzymu)
podjednostki fi oraz atak enzymdw proteolitycznych
na zsyntetyzowane juz biatka mitochondrialne s
gtéwnymi przyczynami niskiej aktywnosci oddecho-
wej nowotworow.

W rozwazaniach nad zmniejszong aktywno$cig syn-
tazy ATP w mitochondriach nowotworéw nie sposob
poming¢ roli naturalnego inhibitora tego enzymu. Jest
to niewielki peptyd (okoto 10 kDa) [24-27], ktory

* Mitochondrialny kompleks enzymatyczny, oznaczony
jako F,FO0, w energetycznie sprzezonych izenergizowanych
mitochondriach funkcjonujejako syntaza ATP; w mitochon-
driach zdeenergizowanych katalizuje reakcje odwrotng,
czyli hydrolize ATP. i dlatego bywa okreslany jako
F, FO-ATP-aza. W dalszym konteks$cie oba te terminy bedg
uzywane wymiennie. Czytelnika zainteresowanego budowa
i funkcjg kompleksu FjF( odsytamy do opublikowanych
przez autor6w niniejszego opracowania artykutéw prze-
gladowych [16, 17],

POSTEPY BIOCHEMII 45(2), 1999

wigze sie odwracalnie z enzymem, petnigc funkcje
regulatora jego aktywnosci. Podczas wzmozonej gli-
kolizy. na skutek zakwaszenia wnetrza komdrki, wy-
stepujg szczegdlnie dogodne warunki wigzania in-
hibitora. Ponadto, zgodnie z danymi Luciakovej
i Kuzeli [28], w komoérkach nowotworowych za-
chodzi wzmozona ekspresja genu kodujgcego ten
inhibitorowy peptyd. Jego zawarto$¢ w tych komor-
kach jest czterokrotnie wyzsza niz w komorkach
normalnych, nietransformowanych. Moze by¢ on za-
tem waznym czynnikiem w regulowaniu stosunku
aktywnosci oksydacyjnej fosforylacji do glikolizy
w komdrkach nowotworowych. Zgodnie z sugestig
Papy i wsp. [29], ktérzy zsyntetyzowali segmenty
peptydu odpowiedzialne za hamowanie FjFO-
-ATP-azy, mdgtby on nawet odegra¢ wazng role
w terapii nowotwordw, bowiem poli- i monoklonalne
przeciwciata inhibitora moga mie¢ zastosowanie
w diagnostyce nowotworow.

I11-1.2. Rola jonéw Ca2

Mitochondria tkanek prawidtowych, zré6znicowa-
nych, zdolne sg do gromadzenia w matriks ograniczo-
nych ilosci jon6w Ca2+ bez istotnych zmian w mecha-
nizmie oksydacyjnej fosforylacji [30-32], Inaczej jest
w mitochondriach nowotworéw. Zaobserwowano, ze
po nagromadzeniu nawet niewielkich iloSci wapnia
w mitochondriach raka wysiekowego Ehrlicha oraz
nowotwordw watroby zachodzi hamowanie oddycha-
nia sprzezonego z oksydacyjng fosforylacjg [32-35],
Nalezy dodac, ze przy niemal catkowitym zahamowa-

EATC

aY

Ryc. 2. Hamowanie oksydacyjnej fosforylacji przez jony Ca2'
w uprzepuszczalnionyeh komoérkach raka wysiekowego
Ehrlicha. A — Zuzycie tlenu mierzone przy pomocy
elektrody tlenowej; B — potencjat btonowy mitochond-
riow, AT, rejestrowany przy pomocy elektrody jonoselek-
tywnej wrazliwej najon tetrafenylofosfoniowy. Oznaczenia:
EATC — Zawiesina komorek raka Ehrlicha uprzepuszczal-
nionych digitoning: CCCP — karbonylocyjanek m-chloro-
fenylohydrazonu.
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niu oksydacyjnej fosforylacji w mitochondriach tych
nie obserwowano zmian przepuszczalnosci btony mi-
tochondrialnej indukowanej jonami wapnia (permea-
bility transition effect), co ma miejsce w mitochond-
riach tkanek prawidtowych ,,przetadowanych”jonami
Ca2+ iprowadzi do spadku mitochondrialnego poten-
cjatlu btonowego (At/) i rozprzezenia oksydacyjnej
fosforylacji [36]. Jak pokazano na rycinie 2, po
akumulacji Ca2+ i zahamowaniu oksydacyjnej fos-
forylacji At¥ w komdrkach raka wysiekowego Ehrlicha
utrzymuje sie na wysokim poziomie i co wiecej, nie
ulega obnizeniu przez ADP. Jednak czynniki roz-
przegajace oksydacyjng fosforylacje w peini znoszg
efekt hamowania przez Ca2+ oddychania mitochond-
riow, co wyklucza hamowanie taficucha oddechowego
przezjony wapnia. Wszystko to wskazuje, ze w komér-
kach nowotworowych akumulacja Ca2+ hamuje ok-
sydacyjna fosforylacje nie na zasadzie jej rozprzegania
(jak w mitochondriach tkanek prawidtowych) lecz
przez zahamowanie syntazy ATP. Podobnie dziata np.
uzywany czesto w badaniach oksydacyjnej fosforylacji
antybiotyk oligomycyna.

Badajagc wptyw jondw wapnia na aktywnos¢ kom-
pleksu FjFo w komérkach raka wysiekowego Ehrlicha
[37] oraz watrobiaka Zajdela [37A] autorzy niniej-
szego artykutu stwierdzili, ze — w przeciwienstwie do
zdrowej watroby — jony te juz w mikromolarnych
stezeniach hamowaty ATP-aze mitochondrialng. Co
wiecej, okazato sig, ze efekt hamowania mozna byto
obserwowac jedynie w czgstkach submitochondrial-
nych zawierajagcych naturalny inhibitor ATP-azy. Po-
zbawienie mitochondriéw tego peptydu znosito hamo-
wania ATP-azy przez Ca2+. Mozna zatem przypusz-
czac¢, ze jony wapnia sprzyjaty wigzaniu sie inhibitora
z enzymem w mitochondriach komérek nowotworo-
wych. By¢ moze, do hamowania enzymu przez Ca2+
przyczynia sie takze wieksza zawarto$¢ tego natural-
nego inhibitora w komdrkach nowotworowych niz
w komodrkach nietransformowanych [28], Przyczyny
tak znacznej wrazliwosci ATP-azy mitochondrialnej
nowotworéw na hamujgce dziatanie jonéw wapnia nie
sg jednak w petni wyjasnione.

11-2. W cytosolu

Badania ostatnich dwudziestu lat wykazaty, ze hek-
sokinaza (enzym rozpoczynajacy szlak przemian gli-
kolitycznych), a szczegélnie jej izoforma Il, odgrywa
kluczowg role winicjowaniu izachowywaniu wysokiej
szybkosci glikolizy w szybko rosngcych niezréznico-
wanych nowotworach [38-40], Glukozo-6-fosforan,
produkt reakcji heksokinazy ipoczatkowy intermediat
szlaku przemian glikolitycznych, jest réwniez, poprzez
cykl pentozowy, prekursorem syntezy nukleotydow
i kwaséw nukleinowych (Ryc. 1) a takze dostarcza
NADPH, dawcy elektronéw dla redukcyjnych proce-
sow biosyntez. W komaérkach nowotworowych obser-
wowano wzrost liczby kopii genu heksokinazy typu II,
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co wpltywa na zwiekszong zawarto$¢ tego izoenzymu
w komorce. Heksokinaza Il ma szczeg6lng wtasciwosé
wigzania sie z zewnetrzng blong mitochondrialng.
Wigzanie to zachodzi przede wszystkim w miejscach
fuzji miedzy btong zewnetrzng a wewnetrzng, tak
zwanych miejscach kontaktowych [41], W poblizu
tych miejsc zlokalizowana jest rowniez poryna, biatko
kanatowe btony zewnetrznej, oraz translokaza nuk-
leotydéw adeninowych, specyficzny transporter ATP
i ADP wewnetrznej btony mitochondrialnej. Dzieki
takiej topografii heksokinaza, zwigzana z btong mito-
chondrialng, ma tatwiejszy dostep do syntetyzowane-
go w mitochondriach ATP, natomiast chroniona jest
przed obecnym w cytosolu glukozo-6-fosforanem, in-
hibitorem tego enzymu. Innymi stowy, taki , kanato-
wy” system transportu utatwia heksokinazie ,prze-
chwytywanie” mitochondrialnego ATP [42-45].

Wymienione szczeg6lne wiasciwosci heksokinazy Il
charakterystycznej dla komorek szybko rosngcych
nowotworéw pozwalajg przypuszcza¢, ze moze by¢é
ona gtdwnym ogniwem w tancuchu przemian za-
chodzacych w procesie ,przetgczania” metabolizmu
tlenowego na glikolityczny.

Innym waznym enzymem w tych przemianach jest
kinaza pirogronianowa [46], Wzmozona ekspresja
genu tego enzymu powoduje, ze, podobnie jak hek-
sokinaza, odgrywa on istotng role w metabolizmie
energetycznym komérek nowotworowych. Zwieksze-
nie zawarto$ci enzymu w cytosolu wywotuje zwiek-
szone zapotrzebowanie na ADP (substrat kinazy piro-
gronianowej). Podtrzymywaniu aktywno$ci enzymu
sprzyja zapewne wzmozona aktywno$¢ heksokinazy,
jednego z ,dostawcdw” ADP. Jednak gtéwnym do-
stawcg ADP wedlug Rackera [47] jest Na+,
K +-ATP-aza, ktérej aktywno$¢ w komérkach nowo-
tworow jest wysoka.

Na uwage zastuguje tez stwierdzona w niektdrych
nowotworach wzmozona ekspresja genu kodujgcego
izoforme A dehydrogenazy mleczanowej, LDH-A,
wywotana aktywacjg genu przez czynnik transkrypcyj-
ny c-Myc [48] odpowiedzialny takze za nadekspresje
omoéwionych wyzej enzyméw glikolitycznych [49],

EATC EATC
i J
DOG

CCCP }

A \ B \
Ryc. 3. Efekt Crabtree w komérkach raka wysiekowego Ehrlicha
wywotany gluko/a (A) i dezoksyglukoza (B). Oznaczenia:
EATC zawiesina komdérek raka Ehrlicha; G — glukoza
(ostateczne stezenie Uy mM); DOG — dezoksyglukozg (10

mM): CCCP 2 pM.
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Izoforma A enzymu komodrek normalnych, w przeci-
wienstwie do izoformy B, wykazuje wieksze powino-
wactwo do pirogronianu. Zatem reakcja przeksztat-
cenia pirogronianu w mleczan zjej udziatem przebiega
szybciej.

W cytosolu komdrek nowotworowych istniejg tez
inne mechanizmy mogace ogranicza¢ aktywnos$¢ ok-
sydacyjnej fosforylacji. Na przyktad LaNoue
i wsp. [50] zwrocili uwage, ze oba znane mechanizmy
przenoszenia réwnowaznikow redukcyjnych z cyto-
solu do mitochondriéw, mianowicie glicerolo-3-fos-
foranowy i jablczanowo-asparaginianowy, sa mniej
aktywne w komérkach nowotworowych niz wnormal-
nych. Uposledzony transport elektronéw z cytosolo-
wego NADH na tancuch oddechowy sprzyja utrzyma-
niu cytosolowego potencjatu redukcyjnego na wyso-
kim poziomie.

IV. Efekt Crabtree
IV-1. Hamowanie oddychania przez glukoze

Wyrazem przetgczenia metabolizmu energetyczne-
go z tlenowego na glikolityczny w komorkach prolife-
rujacych jest hamowanie przez glukoze intensywnosci
ich oddychania, zjawnsko nazwane od nazwiska jego
odkrywcy efektem Crabtree. Crabtree [51] pierw-
szy zaobserwowat, ze zuzycie tlenu przez skrawki
niektérych tkanek nowotworowych ulega obnizeniu
po dodaniu glukozy, podczas gdy w tkankach normal-
nych, przeciwnie, obserwuje sie nawet nieznaczng
aktywacje. Po latach stosunkowo matego zaintereso-
wania efektem Crabtree zaczat on przyciaga¢ uwage
badaczy dopiero w latach 50-tych, kiedy to wykazano
hamowanie oddychania przez glukoze komoérek raka
wysiekowego F.hrlicha [52-58],

Na rycinie 3 przedstawiono efekt Crabtree w komor-
kach raka Fhrlicha zarejestrowany przy pomocy elek-
trody tlenowej. Jak widac z przebiegu krzywych, glu-
koza bedaca substratem glikolizy i dezoksyglukoza
bedaca jej inhibitorem hamujg oddychanie komodrek
po jego krotkotrwatej aktywacji. Hamowaniu oddy-
chania przez glukoze towarzyszy zakwaszenie $rodo-
wiska w wyniku aktywacji glikolizy oraz redukcja
nukleotydéw nikotynamidowych (nie pokazana na
rycinie). Poczatkowa aktywacja pobierania tlenu przez
komorki jest wynikiem fosforylowania obu cukréw
przez ATP i powstania ADP. Aktywacja za$ zahamo-
wanego pod wptywem obu cukrow oddychania przez
czynnik rozprzegajacy oksydacyjng fosforylacje
(CCCP) moze Swiadczy¢ o przypuszczalnym miejscu
hamowania kompleksie enzymatycznym F xF ().

Zwraca uwage podobienstwo hamowania przez
glukoze oddychania catych komdrek do pokazanego
na rycinie 2 hamowania pobierania tlenu przez izo-
lowane mitochondria raka Fhrlicha pod wptywem
jonéw Ca2+. Obecnie, kiedy wiemy juz duzo o fenoty-
pie glikolitycznym komorek nowotworowych, efekt
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Crabtree wydaje sie by¢ jego naturalnag konsekwencja,
a przebieg wydarzen prowadzacych do hamowania
oddychania przez glukoze mozna przedstawi¢ naste-
pujaco: 1) aktywacja glikolizy po podaniu glukozy; 2)
na skutek aktywacji glikolizy zmniejsza sie podaz ADP
(substratu syntazy ATP) oraz fosforanu, ktérych nie-
dobdr powinien ogranicza¢ oksydacyjng fosforylacje;
3) mitochondria przechodza na wyzszy poziom ener-
getyczny i nastepuje hamowanie oddychania sprzezo-
nego z oksydacyjnag fosforylacjg. Model ten zaktada
zatem konkurencje o ADP iprawdopodobnie fosforan
nieorganiczny miedzy glikolizg a oksydacyjng fos-
forylacjg.

Jednakze doktadniejsze badania wykazaty, ze me-
chanizm ten nie wyja$nia wszystkich danych doswiad-
czalnych dotyczacych efektu Crabtree. Na przykiad
kwasyjodo- ibromooctowy oraz aldehyd glicerynowy,
inhibitory glikolizy, nie znosza efektu hamowania
oddychania przez glukoze [55]. Dezoksyglukoza, cu-
kier tatwo transportowany do komérek, ktéry obniza
w nich poziom ATP a podwyzsza ADP na skutek
fosforylowania go przez heksokinaze, natomiast nie
ulega dalszym przemianom w szlaku glikolizy, wywo-
tuje podobny do glukozy efekt hamowania oddychania
(patrz Ryc. 3). Wskazuje to, iz nie konkurencja o ADP
miedzy glikolizag a oksydacyjng fosforylacja jest gtow-
nym mechanizmem efektu Crabtree. Nie nalezy jednak
zapominaé, ze drastyczny spadek ATP w komorce
wywotywany przez fosforylowanie dezoksyglukozy
moze zaburzy¢ jej podstawowe funkcje. Moze sie
okaza¢, ze mechanizm hamowania oddychania przez
dezoksyglukoze jest inny niz w przypadku glukozy,
a podobienstwo jest przypadkowe. Innym faktem
doswiadczalnym, trudnym do wyjasnienia przy pomo-
cy ,modelu konkurencyjnego”, jest brak znoszenia
efektu Crabtree przez podwyzszenie stezenia fosforanu
w komdrce. W niektérych przypadkach obserwuje sie
nawet pogtebienie hamowania przez glukoze oddycha-
nia w obecnosci nadmiaru fosforanu [57],

Ta sytuacja sktonita do poszukiwan innych mecha-
nizméw mogacych ttlumaczy¢ efekt Crabtree.

IV-2. Udziat jonébw Ca2+ w efekcie Crabtree

Jedng z podstawowych funkcji mitochondriéw (o-
bok oksydacyjnej fosforylacji) jest zalezne od energii
gromadzenie jonow wapniowych. Wysoki potencjat
(okoto - 180 mV) na blonie mitochondrialnej. wraz
z obecnoscig specyficznego transportera jonéw Ca2",
stanowi niezwykle aktywny system transportu Ca2+
do mitochondriow. Do niedawna uwazano, ze system
ten stuzy gtéownie do regulowania stezenia wolnego
wapnia w cytosolu. Stosunkowo niedawno wykazano
[59-73], ze wazng funkcjg tego systemu jest rowniez
przekazywanie sygnatéw Ca2+ do matriks mitochond-
rialnej podczas zaleznej od hormonoéw [59. 72. 73] lub
ATP (agonisty receptorow purynergicznych) [65] mo-
bilizacji jonéw Ca2+ w cytosolu. Moze on zatem

105



odgrywac role czynnika regulatorowego metabolizmu
mitochondriéw in vivo.

Obecnos$é jondw Ca2+ w matriks mitochondrialnej
aktywuje dehydrogenazy a-ketoglutaranowa, izocyt-
rynianowg i pirogronianowg, powodujgc zwiekszenie
podazy rownowaznikéw redukcyjnych na tancuch
oddechowy, co w efekcie prowadzi do aktywacji oksy-
dacyjnej fosforylacji, a wiec syntezy ATP. Ostatnio
Robb-Gaspers i wsp. [73], badajgc wplyw
wazopresyny na mobilizacje Ca2+ w cytosolu hepato-
cytow, stwierdzili, ze niezaleznie od aktywacji wymie-
nionych dehydrogenaz, rowniez aktywno$¢ tancucha
oddechowego wulega stymulacji przez jony Ca2+.
W komdrkach prawidtowych stymulacja dehydroge-
naz oraz tancucha oddechowego przez jony wapnia
daje w rezultacie wzmozong synteze ATP, co umoz-
liwia podwyzszenie aktywno$ci pompy wapniowej
w btonie plazmatycznej. Inaczej jest prawdopodobnie
w komdrkach nowotworowych (raka Ehrlicha, hepa-
tomy Zajdela), w ktérych by¢ moze hamujacy wptyw
jonéw Ca2+ na syntaze ATP przewyzsza ich wptyw
aktywujacy na oksydacyjng fosforylacje, prowadzac
w konsekwencji do hamowania syntezy ATP.

Autorzy niniejszego artykutu wraz ze wspo6tpracow-
nikami wykazali istotnie, ze jony Ca2+ wprowadzone
do komdrek raka Ehrlicha (dzieki ich uprzepuszczal-
nieniu) powodujg obnizenie szybkosci syntezy ATP juz
w stezeniach nieco wyzszych od tych, jakie wystepuja
w cytosolu [74], Juz wcze$niej jednak, stosujac fluores-
cencyjng ,sonde molekularng”, fura-2, ktérg mozna
przyzyciowo wprowadzi¢ do komdrki, pokazalismy, ze
w komorkach raka wysiekowego Ehrlicha [75] oraz
watrobiaka Zajdela [37A] glukoza i dezoksyglukoza
wywotujg podwyzszenie stezenia jonéw Ca2+ w cyto-
solu (Ryc. 4). Wyniki te, otrzymane dla zawiesiny
komdrek, udato sie nastepnie potwierdzi¢, analizujac
za pomocg komputerowego systemu obrdbki obrazu,
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w pojedynczych komérkach nowotworu [76], Ponie-
waz podwyzszenie cytosolowego stezenia Ca2+ pod
wptywem glukozy lub dezoksyglukozy zachodzito row-
niez w srodowisku bezwapniowym, mozna byto sa-
dzié, iz pojawiajgce si¢ jony wapnia pochodzity z we-
wnatrzkomdérkowych magazynéw Ca2+ a nie z ze-
wnatrz. Potwierdzity to obserwacje, ze po podwyz-
szeniu stezenia wolnych jonéw wapnia w cytosolu
przez glukoze, inne czynniki wywotujgce mobilizacje
Ca2+ z magazynow siateczki endoplazmatycznej, jak
ATP (agonista receptoréw purynergetycznych) i tap-
sigargina (inhibitor Ca2+-ATP-azy), dziataty znacznie
stabiej. Mozna zatem przypuszcza¢, ze podwyzszenie
pod wptywem glukozy lub dezoksyglukozy cytosolo-
wego stezenia jondw Ca2+ w komorkach nowotworo-
wych pocigga za sobg zwiekszone pobieranie tych
jondw przez mitochondria, co z kolei wywotuje hamo-
wanie oksydacyjnej fosforylacji przez hamowanie
kompleksu F1FO.

Przytoczone obserwacje nie wyjasniajg jednak me-
chanizmu, w jaki glukoza powoduje podwyzszenie
stezeniajondw wapnia w cytosolu. Jednym z propono-
wanych wyjasnien [77] jest wzmozona w komdrkach
nowotworowych aktywno$¢ heksokinazy (opisana wy-
zej) prowadzgca do gwattownego fosforylowania glu-
kozy (i dezoksyglukozy), a co za tym idzie, do szyb-
kiego spadku stezenia ATP wywotujgcego spadek
szybkosci usuwania jonow wapnia przez obie Ca2+-
-ATP-azy — w blonie plazmatycznej oraz w btonie
siateczki endoplazmatycznej. Hamowanie pierwszej
z wymienionych mogtoby prowadzi¢ do upo$ledzenia
procesu wypompowywania jonéw Ca2+ z cytosolu na
zewnatrz komérki, hamowanie za$ drugiej do ob-
nizenia transportu wapnia z cytosolu do magazynéw
siateczki endoplazmatycznej. Oba procesy moglyby
zaktocié istniejaca w normalnych warunkach réwno-
wage miedzy naptywem Ca2+ ajego wypompowywa-
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- DOG
.
200+
t
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Ryc. 4. Wptyw glukozy (A) idezoksyglukozy (B) na stezenie wolnych jonéw Ca2 Tw cytosolu komdérek raka Ehrlicha. Stezenie Ca2+ wcytosolu
([Ca2 +],) mierzono fluorymetrycznie przy pomocy sondy molekularnej fura-2. Srodowisko inkubacyjne zawierato CaCl, w stezeniach:
(*)2mM, (0)0.1mM lub (*) O mM (= 2 mM EGTA). Wedtug [75],
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niem. W przypadku glukozy jednak ttumaczenie takie
nie wydaje sie prawdopodobne, gdyz wysoka aktyw-
nos$¢ glikolizy zapobiega niedoborowi ATP. Innym
mozliwym wyja$nieniem mechanizmu mobilizacji jo-
now Ca2+ przez oba cukry moze by¢ hamowanie obu
Ca2+-ATP-az na skutek ich nieenzymatycznej gliko-
zylacji. Taki efekt glukozy na pompe wapniowg zaob-
serwowano w bionie erytrocytow [78, 79], Glikozyla-
cja Ca2+-ATP-azy w siateczce endoplazmatycznej
mogtaby prowadzi¢ do efektu podobnego do wywoty-
wanego przez tapsigargine. Natomiast glikozylacja
Ca2+-ATP-azy w btonie plazmatycznej komoérek no-
wotworowych uniemozliwiataby wypompowywanie
jonow Ca2+ z cytosolu do srodowiska. W obu przypa-
dkach wzrastatby w cytosolu poziom jonéw Ca2+,
ktore przy dostatecznie wysokim stezeniu mogtyby byé
pobierane przez mitochondria. Ostatnie badania istot-
nie wykazaty kowalencyjne wigzanie sie glukozy idez-
oksyglukozy do biatek komérek raka Ehrlicha oraz
zwolnienie tempa usuwania Ca2+ z cytosolu po za-
dziataniu na te komdrki glukozg [37A],

Podsumowujac wyniki tych badan, mozna postawié
teze, ze jony wapnia petnig w komdrkach proliferujg-
cych role wtérnego przekaznika przetgczajacego me-
tabolizm energetyczny z tlenowego na glikolityczny.
W mysl zaproponowanej hipotezy [37, 37A, 80] efekt
Crabtree jest wynikiem nastepujgcej sekwencji wyda-
rzen:

1 Glukoza wywotuje uwolnienie jonéw Ca2+z ma-
gazynow siateczki endoplazmatycznej komérek no-
wotworowych lub/i ich naptyw do cytosolu ze $érodo-
wiska.

2. Zwiekszenie stezenia jondw Ca2+ w cytosolu
powoduje ich akumulacje w mitochondriach. Sprzyja
temu szczeg6lnie aktywny system transportu wapnia
obserwowany w mitochondriach nowotworowych.

3. Nagromadzony w mitochondriach wapn hamuje
syntaze ATP (kompleks FjFq) prawdopodobnie po-
przez wzmaganie dziatania naturalnego inhibitora
tego enzymu.

4. Hamowanie kompleksu FtFO prowadzi do ob-
nizenia intensywnosci zuzycia tlenu sprzezonego z syn-
tezg ATP, co jest istotg efektu Crabtree.

Mozna réwniez oczekiwaé, ze inne czynniki wywo-
tujace mobilizacjejonéw Ca2+ w cytosolu, na przyktad
niektére hormony, bedg miaty podobny efekt. Propo-
nowana hipoteza moze zatem przyczynic¢ sie do wyjas-
nienia mechanizmu zmiany fenotypu metabolicznego
komorek w procesie nowotworzenia.

Artykut otrzymano 4 stycznia 1999 r.
Zaakceptowano do druku 4 lutego 1999 r.
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Wspotdziatanie receptora urokinazowego aktywatora
ptazminogenu z integrynami podczas adhezji i migracji

komorek

Interaction of urokinase-type plasminogen activator receptor
with integrins during cell adhesion and migration

CZESLAW S. C1IERNIEWSKI

ALEKSANDRA CIERNIEWSKA-CIESLAK2,

ZOFIA PAWLOWSKAS

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
Il. Oddziatywanie komérek z macierzg zewngtrzkomérko-
wa podczas adhezji i migracji
I11. Aktywacja ptazminogenu na powierzchni komérek
I11-1. Receptor urokinazowego aktywatora plazminoge-
nu
111-1.1. Rola receptora urokinazowego aktywato-
ra ptazminogenu w wytwarzaniu plazminy
na powierzchni komérkowej
111-1.2. Bezposrednie oddzialywanie receptora
urokinazowego aktywatora ptazminogenu
ze sktadnikami macierzy
111-1.3. Receptor urokinazowego aktywatora plaz-
minogenu i transdukeja sygnatu
IV. Uwagi konhcowe

Wykaz stosowanych skrétéow: bFGF zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastéow; EGF — naskérkowy czynnik wzrostu;
GM-CSF czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-
-makrofagowe; 1FN interferon; 1L interleukina;
M-CSF czynnik stymulujacy kolonie makrofagowe; NGF

czynnik wzrostu nerwu; PAI-1 inhibitor aktywatoréw
ptazminogenu typu 1 PAI-2 inhibitor aktywatorow
ptazminogenu typu 2; PDGF — plytkopochodny czynnik
wzrostu; TGFf transformujgcy czynnik wzrostu 3 TNF

czynnik martwicy nowotworéw; t-PA tkankowy
aktywator ptazminogenu; u-PA aktywator ptazminogenu
typu urokinazowego; u-PAR receptor aktywatora plaz-
minogenu typu urokinazowego.

I. Wprowadzenie

Aktywacja ptazminogenu stanowi nie tylko pod-
stawowy etap procesu fibrynolizy, ale takze zachodzi
wszedzie tam, gdzie pojawia sie potrzeba proteolitycz-
nego rozpuszczenia barier biologicznych. Ma to miejs-
ce podczas proceséw zapalnych, implantacji trofoblas-
tu. owulacji, rozwoju tkanek, angiogenezy. regeneracji

1 Prof. dr hab., 3 dr hab.. Zaktad Biofizyki, Akademia
Medyczna w todzi, ul. Lindleya 3. 90-131 £6dz. 2 mgr.
Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w todzi, ul
Lodowa 106. £6dz.
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nerwu, gojenia ran, procesdw nowotworowych i in-
wazji komorek nowotworowych [1-4]. Tak olbrzymia
roznorodno$¢ procesdw zwigzanych z dziataniem pla-
zminy podkresla znaczenie precyzyjnych mechaniz-
mow kontrolujgcych jej aktywnos$¢ i ograniczajacych
jej miejsce oraz czas dziatania. Obejmujg one zaréwno
inaktywacje plazminy, jak izahamowanie jej powsta-
wania. Ten ostatni mechanizm jest szczegdlnie istotny
podczas regulacji pojawiania sie aktywnos$ci proteoli-
tycznej plazminy, a kontrolowany jest przez inhibitory
aktywatorow ptazminogenu (PAI-1, PAI-2).

Przebieg wyzej wymienionych proceséw uwarun-
kowany jest takze harmonijnym oddziatywaniem wie-
ki biatek btony komdrkowej, zwitaszcza receptorow
integrynowych, z elementami macierzy zewnatrzko-
moérkowej [5-8], Tak wiec, rowniez i swoista adhezja
komérek odgrywa w nich kluczowag role. Z tego
powodu biatka btony komdrkowej odpowiedzialne za
adhezje komérek do macierzy zewnatrzkomorkowej
oraz sktadniki uktadu fibrynolitycznego znajdujg sie
w centrum zainteresowania wielu dziedzin biologii

* Artykut opracowany na podstawie wyktadu wygtoszone-
go podczas XXIV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego w Biatymstoku.
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i medycyny. Ostatnio, do grupy biatek odpowiedzial-
nych za adhezje i migracje komérek dotgczono réow-
niez receptor urokinazowego aktywatora plazminoge-
nu, okres$lany jako u-PAR [9]. Tak splatajg sie ciagi
reakcji, ktore z jednej strony prowadzg do specyficz-
nego ,rozpoznania czasteczkowego”, a z drugiej od-
powiedzialne sg za pojawienie sie aktywnosci proteoli-
tycznej. Warto tu wspomnie¢, iz rowniez PAI-1 oprocz
funkcji inhibitora enzymoéw proteolitycznych bezpo-
Srednio moze wpitywa¢ na adhezje komdrek [10].
Krétka charakterystyka u-PAR oraz udziat tego biat-
ka w progresji nowotworow przedstawiona zostata
ostatnio w Postepach Biochemii w artykule J. Bta-
siaka i wsp. (zeszyt 1, tom 45, 1999).

Il. Oddziatywanie komoérek z macierzg ze-
wnatrzkomorkowg podczas adhezji i mig-
racji

W zaleznosci od typu komdrki i sktadu macierzy
zewnatrzkomdérkowej, adhezja komoérek moze zacho-
dzi¢ dzieki r6znym zestawom receptoréw adhezyjnych.
Wsréd nich, w kohcowej fazie zaangazowane sg zawsze
receptory integrynowe. Budowa receptoréw integry-
nowych, mechanizm ich dziatania i udziat w syg-
nalizacji komaérkowej, rozmieszczenie w komorkach
i specyficznos¢ tkankowa, ekspresja oraz ocena ich roli
w adhezji komorkowej, rodzaj rozpoznawanych przez
nie ligandéw, a takze znaczenie dla morfologii i ruch-
liwosci komoérek — byty przedmiotem wielu prac
przeglagdowych [6, 11-14], Receptory integrynowe
tworzg duzg rodzine biatek odpowiedzialnych za roz-
poznawanie i przyleganie komorek do elementow
macierzy zewngtrzkomodrkowej oraz oddziatywanie
komoérek miedzy sobg. Charakterystyczng cecha tych
receptordw jest to, ze wymagajg one aktywacji i w ten
sposéb odwracalnie zwigekszajg powinowactwo wigza-
nia czasteczek biatek adhezyjnych, niezaleznie od tego,
czy sg one unieruchomione w macierzy zewnatrz-
komorkowej lub w btonie innych komérek, czy tez sg

rozpuszczone w ptynach ustrojowych. Receptory in-
tegrynowe majg heterodimeryczng czgsteczke zbudo-
wang z podjednostki a i (3 Najczesciej reagujg z fib-
ronektyna (oc5(3j, a4 (31, witronektyng (ov(33. av(3),
lamining (a6(3j), a takze kolagenem (oc2PH) (Ryc. 1).

Zestaw receptordw bioracych udziat w adhezji zale-
zy réwniez od rodzaju aktywatora komérkowego.
Aktywacja receptordw czesto wigze sie ze zmiang
konformacyjna czasteczki receptora w czesci zewnatrz-
komérkowej, zachodzacg pod wplywem sygnatéw
wystanych z wnetrza komoérki. Samo przytaczenie
liganda biatkowego do receptora réwniez pobudza
wystanie serii sygnatéw, tym razem w przeciwnym
kierunku, tj. do wnetrza komorki.

Mechanizmy powodujace wyjscie komodrek z tego
pozornie stabilnego stanu, w jakim znajduja sie pod-
czas adhezji, nie sg jeszcze znane. Ostabienie przyczep-
nosci oraz ukierunkowana migracja komorek jest
efektem harmonijnego wspdtdziatania wielu biatek
komoérkowych, w tym wielu odmiennych receptoréw
[13], ktére ze wzgledu na budowe i mechanizm
dziatania mozemy uja¢ w pie¢ grup (Ryc. 2), tj. (a)
zbudowane z siedmiu transbtonowych domen (tzw.
receptory serpentynowe), sprzezone i wspotpracujace
z heterotrimetrycznymi biatkami G. Nalezg tu np.
receptory trombiny, katepsyny G, adrenaliny, czyn-
nika aktywujgcego ptytki (PAF) itromboxanu A2. (b)
receptory zawierajace domene o aktywnos$ci kinazy
tyrozynowej (receptory czynnikdéw wzrostu), (c) recep-
tory cytokin powigzane z uktadem kinaz JAK i biatek
STAT (szlak JAK-STAT) oraz ze szlakiem sfingolipi-
dowym, (d) receptor urokinazowego aktywatora plaz-
minogenu oraz (e) receptory pozbawione aktywnosci
kinazowej, ale mogace po zwigzaniu liganda tworzy¢
kompleksy z rozpuszczalnymi wewnatrzkomoérkowy-
mi kinazami tyrozynowymi, jak np. receptory integ-
rynowe. Przytgczenie aktywujgcej czgsteczki do recep-
tora z pierwszych czterech grup przeksztatca ten,
przewaznie u$piony, receptor w stan aktywny. Wy-
zwala to cigg bardzo szybkich reakcji, polegajacych na

lamini

fia fibronektyna Kolagen

Ryc. 1. Oddziatywanie komodrek z macierza zewnatrzkomérkowa podczas procesu adhezji. Receptory integrynowe biorgce udziat w adhezji:
a4p! — receptory fibronektyny; avP3, avP5 — receptory witronektyny; a(pt — receptor lamininy; 'x2~ — receptor kolagenu.
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fosforylacji i defosforylacji ré6znych biatek, tworzeniu
kompleksow dwu- iwiecej czgsteczkowych oraz trans-
lokacji réznorodnych biatek do odpowiednich, prze-
waznie okotobtonowych przestrzeni w komérce. Do-
prowadza to do szeroko rozumianej reakcji na prze-
stane sygnaty, odmiennej w poszczegélnych komér-
kach. Zanim jednak nastgpig zmiany morfologiczne,
uruchomione zostajg ciagi reakcji biochemicznych
przesytajagce sygnal o aktywacji. Receptory biatek
adhezyjnych, w tym receptory integrynowe, nie maja
wtasnej drogi transdukcji sygnatdw, a korzystaja
w tym celu z biatek zbierajgcych sygnaly z receptorow
zawierajagcych domene kinazowg. Sg to receptory
gtdwnie czynnikdw wzrostu, ktére majg rowniez zna-
czny wptyw na poziom ekspresji integryn, zmieniajac
czesto ich skiad i tym samym stan komérki. Np.
komérki srddbtonka, w stanie normalnym majace
wysoki poziom receptora witronektyny (av(33), tworza
monomolekularng warstwe wyscietajacg $ciane na-
czyn krwionos$nych. Pod wptywem czynnika wzrostu
fibroblastéw bFGF, receptor av(J3zamieniony zostaje
przez otv(®, a komarki srodbtonka nabierajg zdolnoSci
do przemieszczania sig, zapoczatkowujgc proces an-
giogenezy [15].

Sygnaty przesytane przez odpowiednie receptory
btony komoérkowej docierajg do uktadu biatek Ras i po
przekazaniu do jadra, moga wptynaé na poziom
ekspresji integryn, jak rowniez i innych biatek komdr-
kowych. W niektérych przypadkach, sygnaty zebrane
zjednych receptoréw integrynowych przez biatka Ras,
przekazywane sg do innych integryn obecnych w bto-
nie modyfikujac ich aktywnos$¢ ligandowg [16]. Tak
wiec, ten pozornie stabilny proces adhezji komérkowej
obejmuje niezwykle ztozony uktad sygnalizacyjny,
w ktérym sygnaty generowane przez rézne receptory
btonowe sg przetwarzane przez biatka regulujace.
Wiecej szczegotow na temat budowy i funkcji biatek
Ras w procesie adhezji mozna znaleZ¢ w naszej ostat-
nio opublikowanej pracy [17].

Tuz przed migracja, w komdrkach, ktére odrywajg
sie od macierzy zewnatrzkomorkowej obserwuje sie
wzrost wewngtrzkomérkowego stezenia jondw Ca
[18], fosforylacje Kkilku biatek [13], a takze zmiane
zestawu receptoréw integrynowych i ich aktywnosci
na powierzchni btony komérkowej [11], wzrost eks-
presji u-PAR [1], indukcje genu PAI-1 [19, 20]
iaktywatoréw plazminogenu — typu tkankowego lub
urokinazowego [21], oraz wytgczenie genu kolagenu,
indukcje genu kolagenaz i zmiane ekspresji genu
inhibitorow metaloproteinaz [22], Powyzsze zmiany
pojawiajg sie w komdrkach normalnych, np. w fibro-
blastach podczas gojenia sie ran, czy tez w komoérkach
Srédbtonka podczas angiogenezy, ale réwniez w ko-
morkach nowotworowych. Morfologicznie, komorki
zmieniajg swoj wyglad, na biegunie przednim (w
kierunku poruszania si¢) pojawiajg sie lamellopodia
(Ryc. 3), a na ich powierzchni skupiajg sie receptory
integrynowe oraz u-PAR [23], Uwolnione z komdrki
aktywatory i inhibitory aktywatoréw plazminogenu
wigzg sie z roznymi receptorami, ograniczajac w ten
sposdb do bezposredniego sasiedztwa tych receptoréw
strefe, w ktérej pojawia sie aktywno$¢ proteolityczna.

I1l. Aktywacja plazminogenu na powierzchni
komadrek

Szczegdlng role w regulacji generacji plazminy na
powierzchni komdrek majg tzw. (a) receptory ak-
tywujgce czyli te, ktore przyczyniajg sie do lokalnego
zageszczenia aktywatorow iinhibitorow aktywatordéw
plazminogenu na bionie komoérkowej oraz (b) recep-
tory umozliwiajace ,clearance” tych biatek [24], Wy-
kazano obecnos$¢ receptoréw komérkowych plazmi-
nogenu w ptytkach krwi, monocytach. granulocytach,
limfocytach, komdrkach $rédbtonka, itp. Wérdd tych
receptor6w nalezy wymieni¢ a-enolaze, biatko spo-
krewnione z receptorem LDL, amphoteryne, biatko
o0 masie 45 kDa, a takze aneksyne Il, ktéra funkcjonuje

Receptory
cytokin

integryny

integryny

Ryc. 2. Szlaki przesytania sygnatéw. Receptory z aktywnos$cig kinazy tyrozynowej (RTK), receptory aktywatora plazminogenu typu
urokinazowego (u-PAR), receptory serpentynowe zbudowane z siedmiu transbtonowych domen. Przytaczenie aktywujacej czasteczki
do receptora (opr6cz receptora integrynowego) przeksztatca go w stan aktywny, co wyzwala cigg bardzo szybkich reakcji, wzajemnie ze
sobg powigzanych i samoczynnie regulujgcych sie za pomocg wielu petli ujemnego i dodatniego sprzezenia zwrotnego, przesytajacych

sygnat o aktywacji.
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rowniez jako receptor t-PA. Poszczegblne rodzaje
komérek charakteryzujg sie odmiennym zestawem
receptor6w plazminogenu i tym mozna wyttumaczy¢
rézne powinowactwo, zjakim plazminogen si¢ do nich
wigze. Stosunkowo wysokie powinowactwo jest wow-
czas, gdy wigzanie odbywa sie poprzez struktury
kringle (gtéwnie trzy pierwsze) z resztami Lys, najcze-
sciej znajdujacymi sie na C-korncu tancucha biatka
btonowego. Aktywatory i inhibitory aktywatoréw
plazminogenu usuwane sg z krazenia w znacznym
stopniu za pomocg biatka o budowie podobnej do
receptora LDL. Receptor ten poczatkowo opisany byl
jako biatko umozliwiajagce endocytoze (3-YLDL i i 2-
-makroglobuliny, a ostatnio wykazano rdéwniez, ze
usuwa kompleksy t-PA-PAI-1.

I11-1. Receptor u-PA

Szczegdlne znaczenie fizjologiczne ma receptor uro-
kinazowego aktywatora plazminogenu (u-PAR) [25-
-27]. Jest to pojedynczy tancuch peptydowy o masie 55
kDa. Az 40% masy u-PAR stanowig reszty cukrowe.
Receptor u-PA nie posiada domeny transbtonowej
izwigzany jest z btong komorkowga poprzez glikozylo-
fosfoinozytol. Powinowactwo wigzania u-PAR z uro-
kinazowym aktywatorem plazminogenu opisane jest
statg dysocjacji rowng 5x 10“10 M. Ekspresja recep-
tora u-PA wzrasta w komorce pod wptywem rdznych
czynnikéw, w tym bFGF, EGF, TGFfJ oraz estréw
forbolu i osigga wysoki poziom w komérkach mig-
rujgcych, tak normalnych jak i nowotworowych [28].
Ze wzrostem liczby czgsteczek receptora u-PA na
powierzchni komdrek obserwuje sie zwiekszenie ich
niejednorodno$ci oraz spadek ich powinowactwa wig-
zania urokinazowego aktywatora plazminogenu. Ob-
serwowana niejednorodno$¢ u-PAR w takich warun-
kach wynika z r6znego stopnia glikozylacji czgsteczek
receptora [28], W osoczu krwi spotyka sie réwniez
rozpuszczalng forme u-PAR.

Doswiadczenia, w ktérych zastosowano rézne prze-
ciwciata do immunoprecypitacji biatek btonowych
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Ryc. 3. Migracja komdérek. Zmianie przyczepnosci

i komoérek do matriksu towarzyszy pojawienie
/"/ sie na biegunie przednim (w kierunku poru-
ronekiyna szania sie) lamellopodiéw, a na ich powierz-

chni skupiaja sie receptory integrynowe oraz
u-PAR. Uwolnione z komoérki aktywatory
iinhibitory aktywatoréw plazminogenu wia-
73 sie z réznymi receptorami, ograniczajac
w ten spos6b do bezpos$redniego sgsiedztwa
tych receptoréw strefe, w ktérej pojawia sie
aktywnos$¢ proteolityczna.

wykazaty, ze u-PAR wystepuje w kompleksie z inte-
grynami (3,, (2 lub (3, a takze innymi biatkami, np.
kaweoling [15, 29-31]. Tworzenie odwracalnych kom-
plekséw z okre$lonymi biatkami btony jest warunkiem
witasciwego funkcjonowania receptora u-PA. Dowo-
dzg tego ostatnie obserwacje, ktore rowniez dokumen-
tuja znaczng role u-PAR w procesie adhezji i migracji
komérki polegajaca na: (a) bezposSrednim udziale
w generowaniu aktywnosci proteolitycznej na powie-
rzchni komorki, (b) wigzaniu niektorych sktadnikéw
macierzy lub biony innych komérek, a takze (c)
regulacji przyczepnosci komorek przez przesytanie
sygnatow, ktore moga modulowaé ekspresje recep-
toréw integrynowych.

111-1.1. Rola u-PAR w wytwarzaniu plazminy na
powierzchni komoérkowej

Proenzym (pro-u-PA) oraz forma czynna u-PA
wigze sie z receptorem przez N-koncowag domene
czasteczki o budowie podobnej do struktury EGF [32,
33]. Wystepowanie u-PA i pro-u-PA, a takze siado-
wych ilosci plazminy powigzanej z btong komo6rkowa,
umozliwia bardzo szybkg kinetyke aktywacji plaz-
minogenu (Ryc. 4).

tancuch reakcji aktywujacych rozpoczyna plazmi-
na, ktéra przeksztatca pro-u-PA, po hydrolizie poje-
dynczego wigzania peptydowego, w czynny u-PA.
a ten z kolei aktywuje zwigzany z btong plazminogen.
Rola receptora u-PA w tym procesie polega na swois-
tym ,zageszczaniu” na powierzchni komorki, sub-
stratbw i enzymow biorgcych udziat w generowaniu
aktywnosci proteolitycznej [34], Plazmina powstata
w ten sposob nie ulega inaktywacji przez 7.2-antyplaz-
mine, natomiast u-PA nawet wéwczas, gdy jest zwigza-
ny z receptorem, moze by¢ hamowany przez PAI-1
i PAI-2 [35-37], Powstate kompleksy u-PA u-PAR s3
usuwane na drodze internalizacji badz degradacji [38],
przy udziale receptora 72-makroglobuliny [39].

Receptor u-PA w kompleksie z urokinazowym
aktywatorem plazminogenu najczesciej znajduje sie
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Ryc. 4. Aktywacja plazminogcnu na
powierzchni komérek. Wy-
stepowanie zaréwno u-PA
jak i pro-u-PA na powierz-
chni komérki umozliwia bar-
dzo szybka kinetyke aktywa-

cji plazminogcnu. Sladowe p'a

ilosci plazminy powiazanej

z btong komoérkowa moga

aktywowa¢ pro-u-PA, po hy-

drolizie pojedynczego wigza-

nia pcptydowego. do u-PA,

ktéry z kolei aktywuje zwig-

zany z btong plazminogen. pro
W tym mechanizmie aktywa- u-PA
cji plazminogenu, receptor
u-PA stuzy jako ,matryca”,
ktéra umozliwia zblizenie
u-PA ipro-u-PA do ich sub-
stratu — plazminogenu, na
powierzchni btony komérko-
wej. Dziatanie u-PA po jego
zwigzaniu z receptorem moze
by¢ hamowane przez inhibi-
tory PAI-1 i PA1-2.

\o-V 7

w miejscach kontaktu komorek z macierzg zewnatrz-
komorkowa [40], Ulega on przemieszczeniu w komar-
kach migrujgcych do prowadzgcej krawedzi lamel-
lopodiow (the leading edge). Taka lokalizacja receptora
u-PA wraz z ligandem w migrujgcych komdrkach
normalnych i nowotworowych, a takze wzrost eks-
presji u-PAR w takich komodrkach pozwala przypusz-
czaé, ze moze on by¢ bezposrednio odpowiedzialny za
inwazyjno$¢ komérek nowotworowych [23], Potwier-
dzity to doswiadczenia z liniami komérek nowotwo-
rowych, w ktérych zablokowanie powierzchniowej
aktywnos$ci enzymatycznej u-PA za pomocg Swoi-
stych przeciwcial, w znacznym stopniu hamowato
zdolno$¢ komorek do infiltracji réznych bton bio-
logicznych [41],

Ze wzgledu na swoja role w generacji aktywnosci
proteolitycznej na powierzchni komérek, receptor
u-PAR posrednio uczestniczy w aktywacji réznych
cytokin iw ten sposdb wptywa na przebieg proliferacji
iréznicowania sie komorek (Tab. 1). u-PA, a zwitaszcza
plazmina przeksztatca nieaktywne formy cytokin. kto-
re po uwolnieniu z komo6rek mozna znaleZz¢ na po-
wierzchni komoérek. Wiadomo, ze plazmina i u-PA
przeksztatcajg nieaktywne czasteczki prekursorowe
odpowiednio IL-1 i TGFft oraz HGF/SF do aktyw-
nych biologicznie cytokin, a te z kolei bezposrednio
indukuja, podobnie jak inne cytokiny, ekspresje genu
u-PAR, u-PA i PAI-1 w réznych komérkach [9], Co
wiecej, powstate cytokiny zmieniajg réwniez ekspresje
odpowiednich podjednostek receptoréw integryno-
wych. przyczyniajgc sie do zmiany ,garnituru” inte-
gryn eksponowanych na powierzchni komérek. Po-
wstaje w ten spos6b wiele petli sprzezenia zwrotnego
dodatniego, ktore poteguja dziatanie czynnikow sys-
temu fibrynolitycznego.

Tak wiec, aktywnos$¢ proteolityczna pojawiajgca sie
w poblizu komorki pochodzi zaréwno od plazminy.
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N\, pro

u-PAR

PAI-1
PAI-2

u-PA

Tabela 1

Wptyw cytokin na ekspresje biatek uktadu fibrynolizy
oraz podjednostek integryn

u-PAR TGFp. 1L-1, IL-2, . TGFp. TNFx IFNy,

1L-3. IL-6. bFGF. IL-13 NGF
GM-CSF, M-CSF o »2 TGFp, bFGF, HGF.
u-PA — TGFp. IFNy, 1L-1. PDGF, IL-Ip
IL-2, 11.-3. . «5 TGFp, bFGF, IL-Ip,
GM-CSF, M-CSF IL-6, M-CSF
PAI-1 TGF@ TNF'/. IL-1. TGF, 1L-4
PA 1-2 TNFx IL-1, IL-2 e I|h TGFp, PDGF, IL-6
. 15 TNFx bFGF.
GM-CSF, IFNy
(obniza)
u-PA — aktywator plazminogenu typu urokinazowego; u-PAR

receptor aktywatora plazminogenu typu urokinazowego, PAI-1

inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 1, PAI-2 inhibitor
aktywatoréow plazminogenu typu 2. TGF transformujacy czynnik
wzrostu. 1L - interleukina. bFGF - zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow, GM-CSF czynnik stymulujacy kolonie granulocy-
tarno-makrofagowe. M-CSF czynnik stymulujacy kolonie mak-
rofagowe, IFN interferon, TNF czynnik martwicy nowo-
tworow, NGF czynnik wzrostu nerwu, HGF naskérkowy
czynnik wzrostu, PDGF ptytkopochodny czynnik wzrostu.

jak iu-PA. Plazmina, ze wzgledu na szersze spektrum
dziatania, jest w stanie hydrotizowaé nie tylko fib-
rynogen i wtoknik, ale i wiekszo$¢ sktadnikéw macie-
rzy zewngatrzkomérkowej. Ponadto, gra bardzo wazng
role w uaktywnianiu czasteczek prekursorowych cyto-
kin, a takze podczas aktywacji proenzymu u-PA.
Z kolei u-PA, poza aktywacjg plazminogenu, moze
czeSciowo hydrotizowaé witronektyne. W ten sposéb
odstania prawdopodobnie nowe epitopy tego biatka
iumozliwia jego oddziatywanie z innymi czasteczkami
biatkowymi. Posiada rowniez ograniczony wptyw na
aktywacje niektorych cytokin.

Receptor u-PA prawdopodobnie bierze udziat takze
w chemotaksji neutrofili, a mechanizm tego dziatania
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nie zalezy od aktywnos$ci proteolitycznej [42], Row-
niez w neutrofilach, u-PAR lokalizuje si¢ na wiodacej
krawedzi wedrujagcych komoérek w gradiencie czynnika
chemotaktycznego. Preinkubacja monocytéw z prze-
ciwciatem blokujagcym u-PAR oraz antysensowymi
oligonukleotydami dla mRNA u-PAR znosi reakcje
komorek na formyloMet-Leu-Phe i chemotaktyczny
peptyd 1 [43]. Chemotaksja neutrofili nie zmienia sie
jednak pod wptywem przeciwcial neutralizujgcych
aktywnos¢ u-PA.

I11-1.2. Bezposrednie oddziatywanie u-PAR ze
sktadnikami macierzy

Inhibitory enzymow proteolitycznych, w tym PAI-1
i PAI-2, a takze przeciwciata dla u-PA, ktdre neu-
tralizujag aktywnos$¢ tego enzymu, tylko czeSciowo
hamujg migracje komorek. Oznacza to, ze opré6cz
aktywnos$ci proteolitycznej generowanej na powierz-
chni migrujagcych komaorek, migracje regulujg jeszcze
inne procesy zachodzace na btonie komdrkowej. Wia-
domo, ze u-PAR stanowi gtdowne miejsce przytaczenia
rozpuszczalnej witronektyny do komérek Srdédbtonka,
a oddziatywanie to zachodzi przez inny region recep-
tora niz ten, z ktdrym wigze sie u-PA. Co wiecej,
powinowactwo wigzania witronektyny wzrasta o rzad
wielko$ci wéwczas, gdy receptor ten przylaczy naj-
pierw czasteczke u-PA [44, 45], Receptor u-PA moze
wiec bezposrednio oddziatywac¢ z macierzg zewnatrz-
komoérkowag i w ten spos6b bra¢ udziat w adhezji
komérek. Co wiecej, dzieki utworzeniu kompleksu
z odpowiednimi integrynami, u-PAR moze zmieniac
nie tylko ich powinowactwo wigzania, ale réwniez
specyficzno$é wigzania w stosunku do réznych sktad-
nikdbw macierzy. Wskazujag na to dosSwiadczenia,
w ktérych transfekowano komérki embrionalne nerki
plazmidem zawierajgcym cDNA dla u-PAR i w ten
sposdb podwyzszano poziom ekspresji u-PAR w bada-
nych komorkach. Tak zmienione komorki tracity
zdolno$¢ adhezji do fibronektyny, a w zamian za to
przylegaty do witronektyny. Wykazano tez, ze w takich
komorkach, u-PAR tworzyt kompleks z integrynami
(3 i powstanie takiego kompleksu byto warunkiem
pojawienia sie zdolnosci komoérek do reagowania
z witronektyng. Dowodzi tego fakt, iz swoiste roz-
dysocjowanie kompleksu u-PAR z integrynami przy-
wracato wyjsSciowg zdolno$¢ komoérek do reakcji z fib-
ronektyng. Oddziatywanie u-PAR z integryng (3 za-
chodzito znacznie tatwiej wtedy, kiedy receptor inte-
grynowy byt w formie aktywnej, np. wdwczas, gdy
przejScie w stan aktywny receptora wymuszano za
pomocga przeciwciat aktywujgcych (anty L1BS). Proce-
sy prowadzgce do takiego fenotypu byly odwracalne
imoznaje byto zahamowaé przeciwciatami blokujacy-
mi u-PAR. a takze inhibitorami peptydowymi, ktore
uniemozliwiaty tworzenie kompleksu u-PAR z recep-
torem integrynowym, a nie miaty wptywu na wigzanie
witronektyny i u-PA do u-PAR.
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Bezposrednie oddziatywanie u-PAR z receptorem
integrynowym, tym razem oM(3, wykazano takze
w monocytach. W komodrkach tych, po aktywacji
estrami forbolu, pojawiajg sie na powierzchni aktywne
czasteczki aM(32 oraz receptory integrynowe nalezace
do grupy (3t (30). Te pierwsze wigza wiele réznorod-
nych ligandéw, w tym fibrynogen. Te drugie natomiast
umozliwiajg adhezje monocytow do fibronektyny.
Przeciwciata dla u-PAR wybiérczo hamujg wigzanie
fibrynogenu do stymulowanych estrami forbolu mo-
nocytow, a nie majg wptywu na ich adhezje do
fibronektyny [30], Rowniez obnizenie ekspresji
u-PAR za pomocg antysensowych oligonukleotydow
wywotywato ten sam efekt, ktéry mozna byto odwré-
ci¢ dodaniem rozpuszczalnej formy receptora u-PAR.
Tak wiec zablokowanie syntezy u-PAR i obnizenie
stezenia receptora na powierzchni komoérek wywotato
wzmocniong adhezje komdérek do fibrynogenu, czyli
wspomagato funkcje aM(®, tj. adhezje komdrek do
fibrynogenu.

TGFoc oraz PMA podwyzszajg ekspresje u-PAR
i u-PA w komoérkach nowotworowych linii FG irdw-
noczesnie pobudzajg ich migracje na powierzchniach
optaszczonych witronektyng [46], Migracja tych ko-
morek hamowana jest przez (a) przeciwciata swoiste
dla receptora witronektyny av (3, (b) przeciwciata dla
u-PAR, ktore blokujg wigzanie u-PA do u-PAR, (c)
inhibitory proteolityczne, w tym PAI-1, a takze (d)
rozpuszczalng forme u-PAR. Pal-1 wigze sie z wit-
ronektyng poprzez miejsce, ktére w czasteczce wit-
ronektyny znajduje sie w poblizu sekwencji RGD, tj.
motywu rozpoznawanego przez repeptory integryno-
we [47], W poblizu tego miejsca znajduje sie rowniez
region, poprzez ktory witronektyna oddziatuje
z u-PAR [48], Dzieki temu, prawdopodobnie przez
zawade przestrzenng, PAI-1 moze hamowac nie tylko
wigzanie witronektyny z u-PAR, ale takze adhezje
komérek do witronektyny. Warto wspomnieé, ze ko-
morki moga rowniez przylegaé do PAI-1. Oznacza to
wiec, ze PAI-1 wpitywa na przebieg adhezji i migracji
komérek bezposrednio, dostarczajac miejsc wigzacych
dla komorek oraz posrednio — hamujac generacje
plazminy na powierzchni btony komdrkowej.

111-1.3. u-PAR i transdukcja sygnatu

Liczne obserwacje wskazujg na to, ze przytaczenie
u-PA do u-PAR wigze sie z przekazaniem roznorod-
nych sygnatéow do wnetrza komérki. Wykazano bo-
wiem, ze u-PAR — (a) wspdtizoluje sie z niektérymi
kinazami z rodziny src (p60fyn p53/p561lyn, p56/p59hck
p59fy) co wskazuje na to, ze biatka te mogg wy-
stepowac¢ w kompleksie z receptorem urokinazy [49],

- (b) w niektérych komoérkach u-PAR powoduje
aktywacje szlaku JAK 1/STAT 1[31], — (c) indukuje
fosforylacje tyrozyny biatka p38 [50], — (d) wzmaga
synteze cAMP [51] oraz — (e) synteze de novo
diacyloglicerolu [52], — (f) przyczynia sie do wzrostu
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wewnatrzkomdérkowego stezeniajonow Ca [53], — (9)
podwyzsza ekspresje genu c-fos [50], — (h) jest powig-
zany z cytoszkieletem [54],

Receptor u-PA, jako biatko nie posiadajagce domeny
cytoplazmatycznej, w celu przestania sygnatu do wnet-
rza komorki musi tworzy¢ kompleks z biatkami inte-
gralnymi btony, prawdopodobnie z integrynami typu
Px. P2 i P3 oraz kaweoling, aby w ten sposéb potaczy¢
sie z roznymi wewngtrzkomorkowymi szlakami syg-
nalizacyjnymi. Przypuszcza sig, ze w zaleznosci od typu
komérki, u-PAR moze réwniez w tym celu wykorzys-
tywaé komdrkowo-specyficzne biatka, tak jak np.
w komoérkach nabtonka nerki w tym celu prawdopo-
dobnie stuzy gpl30 [31].

IV. Uwagi konicowe

Przedstawione obserwacje jednoznacznie wskazuja
na to, ze u-PAR jest biatkiem wielofunkcyjnym, ktére
odgrywa nie tylko podstawowg role podczas komdr-
kowej aktywacji procesu fibrynolizy, ale takze bierze
udziat w adhezji i migracji komérek, bezposrednio
wigzac witronektyne oraz posrednio, przez modyfiko-
wanie funkcji receptorow integrynowych. Migracja
komorek jest wiec efektem wspdétdziatania wielu roz-
norodnych biatek, a u-PAR umozliwia aktywacje
plazminogenu na powierzchni komérek i zmienia
preferencje receptoréow integrynowych w stosunku do
biatek adhezyjnych. Generowana w poblizu u-PAR
aktywnos$¢ proteolityczna moze by¢ wykorzystana do
usuwania barier biologicznych, na ktoére napotyka
komorka, a takze prowadzi do aktywacji wielu cyto-
kin. W ten sposéb ukitad u-PAR/u-PA posrednio
wptywa na wiele funkcji komdérkowych, w tym prolife-
racje i réznicowanie sie komodrek. u-PAR przekazuje
sygnaty do wnetrza komorki za pomocg transbtono-
wego biatka adaptorowego, ktérym w zaleznosci od
typu komorki moga by¢ integryny jak i inne biatka.
u-PAR bezposrednio wptywa na ruchliwo$¢ komadrek
dzieki oddziatywaniu z witronektyng. Przypuszcza sig,
ze zmiany w ekspresji elementéw tego uktadu moga
leze¢ u podstaw mobilnosci komoérek, a w przypadku
komérek nowotworowych ich inwazyjnosci.

Artykut otrzymano 2 listopada 1998 r.
Zaakceptowano do druku 14 stycznia 1999 r.
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Biatka choroby Alzheimera

Proteins of Alzheimer’s disease

AGNIESZKA PIEKIELKO>*

Spis tresci:
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VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skréotow: AA—aminokwasy; AD cho-
roba Alzheimera (ang. Alzheimer's disease): A[3— (3-amyloid;
(3APP —biatko prekursorowe (3-amyloidu (ang. amyloid pre-
cursor protein): ApoE apolipoproteina E: kDa tys. dal-
tondw; koniec C—koniec karboksylowy biatka; koniec
N  koniec aminowy biatka; PS—presenilina.

I. Wstep

Choroba Alzheimera (AD) jest najczestszg formg
postepujacego zespolu otepiennego, powodujacego
stopniowg utrate pamieci, zdolnosci myslenia i orien-
tacji. Chorobie towarzysza zmiany patologiczne w mé-
zgu. prowadzace do neurodegeneracji i powstawania
tzw. splotéw neurofibrylarnych oraz ptytek amylo-
idowych [1-4]. AD najczesciej wystepuje w formie
sporadycznej [2], znane sg rowniez formy dziedziczne:
wczesna (zachorowania przed 60 rokiem zycia) ip6zna
(zachorowania po 60 roku zycia) [1,3].

Wydaje sie, ze molekularnym podtozem AD jest
wadliwe funkcjonowanie w uktadzie nerwowym Kkilku
biatek. Obecne badania koncentrujg sie na nastepujg-
cych biatkach: (3APP (ang. amyloid precursor protein).

*Studentka V roku Wydziatu Biologii UW, Instytut Bio-
chemii Zaktad Biologii Molekularnej, ul. Zwirki i Wigury 93
02-089 Warszawa
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presenilinie 1(PS 1), presenilinie 2 (PS2), oraz apolipop-
roteinie E (ApoE). Powodem szczegdlnego zaintereso-
wania (3APP jest fakt, ze powstajgcy z niego (3-amyloid
jest gtownym sktadnikiem ptytek amyloidowych, pod-
stawowej zmiany patologicznej w chorobie Alzheimera
[2, 5], Jak stwierdzono, mutacje w genach presenilin
odpowiadajg za wiekszo$¢ przypadkéw wczesnej for-
my AD [6, 7], Natomiast apolipoproteina E, a zwtasz-
cza jej forma alleliczna e4, zostata uznana za ,,czynnik
ryzyka”: homozygotycznosé pod wzgledem allelu e4
predestynuje do zachorowania na AD [1, 3, 8, 9],
Dotyczy to zaréwno form dziedzicznych choroby, jak
i formy sporadycznej.

Dotychczasowe dane pozwolity na skonstruowanie
modelu rozwoju AD. Model ten przypomina mecha-
nizm choréb wywotanych przez priony, zaproponowa-
ny przez S. Prusinera (Nobel w 1997 r.): normalnie
wystepujgce w organizmie biatko (w przypadku AD:
(3APP) przyjmuje konformacje [3-kartki. co z kolei
prowadzi do powstawania nierozpuszczalnych agrega-
tow biatkowych, indukujacych szereg zmian, kon-
czacych sie $miercig komorki [ 10]. Mozliwe, ze mecha-
nizm ten niejest czyms$ wyjatkowym lecz dotyczy wielu
choréb neurodegeneracyjnych (np. choroby Hunting-
tona. Parkinsona).

Niniejsza praca jest prdbg zwieztego podsumowania
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Tabela 1.

Udziat biatek w réznych formach choroby Alzheimera. pAPP: biatko prekursorowe P-amyloidu; ApoH: apolipoproteina K [wg 2. 3. 7. 44].

Forma choroby Charakterystyka Wzér dfied/iczenia Gen Produkt
1 dziedziczna
1.1. wczesna e zachorowania przed 60. ro- <« autosomalne, dominujg- < 219212 * pAPP
(ang. early onset) kiem zycia; ce: e 149243 e presenilina-1
¢ 1931-42 ¢ presenilina-2
e 199 13.2 e ApoH
1.2. pézna (ang. late 0 zachorowania po 60. e autosomalne, dominuja- < 19q13.2 e ApoH

onset) roku zycia;

ce, wptyw wielu dodatko-

wych czynnikdéw;

2. sporadyczna * wigkszo$¢ przypadkow;
najczesciej zwiazana z uszko-

dzeniami gtowy

obecnej wiedzy na temat udziatu biatek w patologii
AD. Krdétko charakteryzuje poszczeg6lne biatka
i przedstawia molekularny model choroby.

Il. pAPP i p-amyloid

PAPP jest prekursorem p-amyloidu — gtdwnego
sktadnika ptytek amyloidowych [2. 5], Gen p-APP.
znajdujacy sie na chromosomie 21 zawiera co najmniej
19 eksonow [11-14], Fragmenty eksonow 16 i 17
kodujg sekwencje P-amyloidu. [11, 15]. Dzieki kilku
drogom sktadania pierwotnego transkryptu powstaje
wiecej niz 10 form PAPP. Giéwnymi produktami,
zawierajacymi sekwencje P-amyloidu sg formy: 695,
714, 751 i 770 aminokwasowa [ 1, 2, 12, 13, 16], Gen
PAPP ulega ekspresji we wszystkich typach tkanek
[11, 17], jednak forma 695-aminokwasowa syntetyzo-
wana jest niemal wytgcznie w neuronach [17, 18],

PAPP jest transbtonowg glikoproteing [2, 14, 19]
0 masie ~ 90-130 kDa [1, 18, 20], Zaczynajgc od
N-konca polipeptydu mozna wyrézni¢ w (3APP na-
stepujace rejony: 1 sekwencja sygnatowa, kierujaca
syntetyzowany peptyd do retikulum endoplazmatycz-
nego, 2. rejon bogaty w reszty cysteiny, 3. domena
0 wysokiej zawartosci aminokwaséw o tadunku ujem-
nym, 4. domena transbtonowa, zawierajgca sekwencje
P-amyloidu. 5. domena cytoplazmatyczna (dane dla
formy 695-aminokwasowej) [12, 14],

PAPP jest kontranslacyjnie transportowany do reti-
kulum endoplazmatycznego. a nastepnie do aparatu
Golgiego. W trakcie tej podrézy biatko podlega:
fosforylacji, N- i O-glikozylacji oraz przytaczaniu grup
siarczanowych [5, 18, 21-23], Po dotarciu do btony
komorkowej PAPP poddawany jest dalszej obrébce na
jednej z dwoch mozliwych drog.

W pierwszej z tych drdg, tzw. nieamyloidogennej,
sekretaza 7 rozcina tancuch polipeptydowy [3APP
miedzy miedzy Lys687 a Leu688, co odpowiada pozy-
cjom 16 17 w sekwencji P-amyloidu (numeracja formy
770 aminokwasowej). W wyniku tego powstaje tzw.
rozpuszczalny APP (sAPP7), oraz zwigzany z blong
fragment o masie 9-10-kDa, zawierajacy jedynie czes¢
sekwencji P-amyloidu [2. 5. 20,24. 25], Podczas drugiej
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e 19q 13.2 ¢ ApoH

drogi obrobki, tzw. amyloidogennej, PAPP ulega en-
docytozie dzieki sekwencji YFNPTY [25], Nastepnie
sekretaza P tnie PAPP miedzy Met671 a Asp672,
w wyniku czego powstaje rozpuszczalny sAPPp, oraz
zakotwiczony w btonie fragment o masie 11-12-kDa.
Ten ostatni jest dalej rozcinany przez sekretaze y. co
daje w efekcie fragment bedacy P-amyloidem [2, 5, 21,
23, 26-30],

Jak wynika z powyzszego schematu, dwie drogi
obrobki proteolitycznej PAPP prowadzg do catkowi-
cie roznych konsekwencji fizjologicznych. Efektem
obrobki na drodze nieamyloidogennej (czestszej) jest
czastka sSAPPx ktora tgczac sie ze swoim receptorem
w bionie komorkowej neurondéw, chroni te ostatnie
przed zwyrodnieniem [31]. Obrdbka na drodze amy-
loidogennej prowadzi do powstania P-amyloidu, ktory
nastepnie moze agregowac, indukujac szereg zmian
doprowadzajgcych do $mierci komdrek nerwowych
(patrz rozdz. V).

Stosowany przy opisie przeksztatcen [3APP termin
»Sekretazy” jest umowny, gdyz enzymy te nie zostaty
dotad zidentyfikowane. Wydaje sie, ze ciecia przypisy-
wane poszczegolnym sekretazom sg w istocie wyni-
kiem dziatania kilku enzymoéw [25].

Funkcje pAPP nie sg znane. W wiekszosci form
PAPP stwierdzono w cze$ci N-koncowej sekwencje
homologiczna z sekwencjg inhibitora proteinaz sery-
nowych z rodziny Kunitza [12. 13, 16. 17. 19, 32],
Stwierdzono takze, ze SAPP7 ma aktywno$¢ czynnika
wzrostu i wywiera pozytywny wptyw na wzrost neuro-
néw w hodowlach komoérkowych [33]. SAPP7 stymu-
luje kaskade sygnatowa kinaz MAP w hodowlach
komorkowych [34], Wydaje sie rowniez, ze sAPP7
moze by¢ sktadnikiem substancji zewnatrzkomérko-
wej 1 posredniczy¢ zaré6wno w interakcjach miedzy-
komérkowych jak i kontaktach komdrki z innymi
czynnikami [33, 35].

Znanych jest szereg mutacji genu PAPP. Mutacjom
w pozycjach 670 671. 717 oraz 692 towarzyszy zwiek-
szony poziom p-amyloidu oraz powstawanie dtugich,
bardziej amyloidogennych form tego biatka [2, 36].
Mozna przypuszczaé, ze opisywane mutacje moga
wptywac na obrdbke pAPP. Przemawia za tym takze
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a)

O\ 687/688

to, ze mutacje zlokalizowane sg w poblizu miejsc ciecia
dla sekretaz [2].

[3-amyloid (AQ) jest peptydem o masie ~4 kDa [29,
37], Skiada sie z 39-43 aminokwasow. Ptytki amylo-
idowe sg zbudowane gtownie z formy 42/43-amino-
kwasowej [14, 38], P-amyloid angiopatii amyloidowej
ma w wiekszos$ci dtugos¢ 39/40 AA [39], ale znaleziono
takze formy 42-aminokwasowe [40], Obecno$¢ P-a-
myloidu (tzw. rozpuszczalnego p-amyloidu, SAP)
stwierdzono rowniez w ptynach ustrojowych i mediach
hodowli komoérkowych [1. 37, 41, 42], Pewne dane
wskazujg na to, ze za agregacje czgsteczek P-amyloidu
moze by¢ odpowiedzialna dtuzsza, 42/43-aminokwa-
sowa forma Ap [43], Ustalono, ze P-amyloid indukuje
apoptoze w hodowlach neuronéw na drodze zwigzanej
z generowaniem wolnych rodnikéw inaptywem jonéw
Ca2+ do cytoplazmy [44-46].

I1l. Preseniliny
Wiekszo$¢ przypadkow wczesnej formy AD wigze
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Rvc. 1. Schemat obrébki proteolity-
cznej PAPP. a) droga niea-
myloidogenna, b) droga amy-
loidogenna; czarny prosto-
kat: sekwencja P-amyloidu; a,

= B P, y: sekretazy; liczby ozna-

czajg pozycje w 770-amino-

(‘(x;‘l‘;" kwasowym pAPP. Szczegdty

w tekscie, [wg 2, 7, 16. zmo-
dyfikowane].

sie z mutacjami w genach presenilin: pierwszej (PSl)
— na chromosomie 14 i drugiej (PS2) — na chromo-
somie 1 [6, 7, 47], Kodujg one, odpowiednio, 467-
-aminokwasowe biatko PSI o masie 43-50 kDa [47-
-52] i biatko PS2, zbudowane z 448 aminokwasow,
0 masie 53-55 kDa [7, 48]. Oba biatka wykazuja
wysoki stopien homologii (63%), najwyzszy w obrebie
domen transbtonowych (61-95%) [7],

Obecnie znanych jest 45 mutacji w genie PSI
13 w genie PS2 [48, 53, 54], Ekspresja presenilin
zachodzi w neuronach moézgu i wielu innych tkankach
[3, 7 54],

Miejscem lokalizacji komorkowej presenilin jest
btona retikulum endoplazmatycznego i aparatu Gol-
giego [49, 54, 53]. Biatka prawdopodobnie posiadaja
6 do 8 domen transhtonowych [47, 49, 53, 55],

Preseniliny podlegajg obrdbce proteolitycznej. W jej
wyniku PSI jest cieta na dwa polipeptydy o masie
27-28 kDa (czes¢ N-koncowa) i 16-18 kDa (cze$é
C-koncowa) [51, 52], Obrébka PS2 prowadzi do
powstania fragmentu N-koricowego o masie 35 kDa
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i fragmentu C-konncowego o masie 20 kDa [48],
Preseniliny sg rowniez fosforylowane w resztach sery-
ny [49],

Role presenilin prébuje sie ustali¢ poszukujac ho-
mologii z innymi biatkami o znanej funkcji, a takze na
podstawie efektéw fenotypowych mutacji w genach
presenilin.

Stwierdzono homologie genéw presenilin do dwéch
genoéw Caenorhabditis elegans: sped i sel12 [56, 57],
sped reguluje transport biatek w aparacie Golgiego
w procesie spermatogenezy [58], By¢ moze preseniliny
spetniajg podobng funkcje, uczestniczac w transporcie
(3APP. 80% znanych mutacji w genach presenilin
dotyczy sekwencji konserwowanej w sel12 [1, 57],
Biatko to wspoétdziata zjednym z receptoréw rodziny
Notch, zwigzanej z determinowaniem loséw komdrek
[57-59], Rola sel 12 nie jest jednak doktadnie poznana.
Myszy pozbawione genu PSI wykazujg fenotyp podo-
bny do obserwowanego u myszy z mutacjami Notch
[60, 61], oraz zaburzenia rozwoju centralnego uktadu
nerwowego [60], Na zwigzek presenilin z rozwojem
moézgu i funkcjonowaniem neurondéw wskazujg tez
dane o zmiennej na réznych etapach rozwoju obrébce
proteolitycznej tych biatek [50].

Preseniliny wywierajg tez wptyw na uwalnianie
jondw wapnia z wnetrza retikulum endoplazmatycz-
nego, na co wskazujg zaburzenia tego procesu w ko-
mdrkach eksprymujgcych zmutowang PSI [62],

Stwierdzono, ze mutacje w genach presenilin uwraz-
liwiaja hodowane neurony na apoptoze indukowang
(3-amyloidem [62, 63], Zwiekszong wrazliwo$¢ na
apoptoze zaobserwowano rowniez w komodrkach
z nadekspresjg genu PS2 [64],

Preseniliny biorg prawdopodobnie udziat w obréb-
ce (3APP. W hodowlach komdrkowych i myszach
transgenicznych mutacje w genach presenilin powodu-
ja wzrost produkcji dtuzszej, 42-aminokwasowej for-
my (3-amyloidu i zmniejszenie poziomu sAPPoc, dziata-
jacegojako neuroprotektor [65-67], By¢ moze mutacje
w genach presenilin faworyzujg w jaki$ sposéb jedng
z sekretaz [50], Moze to stanowi¢ wskazéwke co do
roli presenilin w patologii AD (patrz rozdz. V).

IV. Apolipoproteina E

Apolipoproteina E (ApoE) jest 299-aminokwasowg
glikoproteing o masie 34 kDa. Fizjologicznie zwigzana
jest z transportem cholesterolu [68],

Gen ApoE zlokalizowany jest na chromosomie 19
i zawiera 4 eksony [69], Ulega ekspresji w wiekszosci
tkanek. Gtdwnym miejscem syntezy ApoE jest wa-
troba, na drugim miejscu pod tym wzgledem znajduje
sie mozg [68]. Znanych jest kilka alleli ApoE, z kto-
rych najczesciej wystepuja; s2, e3, ed. Formy alleliczne
biatka réznig sie miedzy sobg jednoaminokwasowymi
podstawieniami w pozycjach 112 i 158. Dla c3 sg to:
Cysl 12 i Arg 158, dla c2: Cysl 12 i CyslI58, dla c4: Arg
112 i Arg 158 [69], Zrédiem polimorfizmu biatka
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ApoE oprocz istnienia alleli jest jego glikozylacja [68],

ApoE a zwiaszcza forma Apoa4d jest uznawana za
czynnik ryzyka w chorobie Alzheimera. Czesto$¢ wy-
stepowania allelu s4 w og6le populacji wynosi 11-15%
[69], natomiast w grupie chorych na p6zng forme AD,
czesto$¢ jest zwiekszona do 50% [70]. Biatko Apoe4d
wigze sie do (3-amyloidu in vitro i jest sktadnikiem
ptytek amyloidowych oraz splotéw neurofibrylarnych
[70-72].

Stwierdzono silne powigzanie allelu Apoc4 z wczes-
ng [8], p6zng [70, 73, 74] i sporadyczng [73] formga
choroby Alzheimera. Wystepowaniu Apoc4 towarzy-
szy zwiekszone odktadanie ztogéw [3-amyloidu [75].
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nie wszyscy nosiciele
allelu e4 zapadajg na chorobe Alzheimera i odwrotnie,
osoby nie posiadajgce tej formy ApoE takze chorujg na
AD. Zmniejszona czesto$¢ zachorowan zaobserwowa-
no wsrdéd nosicieli allelu Apos2 [76].

Nie wiadomo, w jaki sposéb ApoE bierze udziat
w patologii AD. Uwaza sie, ze biatko tojest czynnikiem
utatwiajacym rozwdj i wptywajacym na przebieg cho-
roby. Eksperymenty na myszach transgenicznych po-
kazaty, ze Apos4 sprzyja agregacji (3-amyloidu in vivo
[77], Stwierdzono takze, ze ApoE wiagze sie do roz-
puszczalnej formy (3-amyloidu in vitro [78], Praw-
dopodobnie wiec apolipoproteina E wigzgc sie do
(3-amyloidu zmniejsza jego rozpuszczalnos$é, co moze
utatwia¢ agregacje peptydu. Sugeruje sie, ze ApoE
petni role tzw. patologicznego biatka chaperonowego,
ktdre wigzac sie do innego biatka — w tym wypadku
(3-amyloidu — wymusza zmiane konformacyjng pro-
wadzacg do rozwoju choroby [71].

V. Przebieg choroby na poziomie moleku-
larnym

Szereg danych wskazuje na to, ze kluczowg role
w rozwoju AD odgrywa (3-amyloid. Zagregowany
(3-amyloid jest toksyczny dla neuronow in vitro [79,
80], oraz komdrek siatkéwki in vivo [81],

Ptytki amyloidowe sg gtéwnie zbudowane z diuz-
szej, 42-aminokwasowej formy (3-amyloidu (A(3,_42)
[38, 82]. Forma tajest mniej rozpuszczalna niz (3-amy-
loid 40-aminokwasowy (A(3,_40) [83, 84],

Badania nad agregacjg réznych form (3-amyloidu
wskazujg na to, ze tworzenie ptytek amyloidowych
przez A(31_40 moze by¢ indukowane przez $ladowe
ilosci form A(3,_43 i A(31_42 [43].

U transgenicznych myszy, w ktoérych komorkach
zachodzi ekspresja zmutowanego (3APP [85], lub jego
C-konncowego fragmentu [86] rozwijaja sie zmiany
patologiczne, charakterystyczne dla AD. Stwierdzono,
ze mutacje (3APP w pozycjach: 717, 670/671, 692
(numeracja formy 770-aminokwasowej) zwigzane sa ze
zwiekszong produkcjg (3-amyloidu [36, 87-90], Oma-
wiane mutacje zlokalizowane sg w/ poblizu miejsc
ciecia sekretaz. Sugeruje to wptyw mutacji na obrébke
(3APP. a przez to na poziom uwalnianego amyloidu
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smierc neuronéw

i potencjalng agregacje [2],

Agregacja (3-amyloidu moze by¢ zwigzana ze zmiang
struktury drugorzedowej peptydu. Pewne dane wska-
zujg na to, ze sekwencja aminokwasowa [3-amyloidu
pozwala na przyjmowanie w cze$ci N-konncowej dwoch
stanow konformacyjnych: a-heliksu i [3-kartki. Roz-
puszczalny (3-amyloid (SA[3), normalnie wystepujacy
w ptynach ustrojowych ludzi, przyjmuje konformacje
oc-helikalng. Konformacja [3-kartki jest charakterys-
tyczna dla (3-amyloidu nierozpuszczalnego, tworzgce-
go ztogi amyloidowe, wystepujace u os6b chorych na
AD [90, 91], Wydaje sig, ze zmiana konformacji moze
zachodzi¢ w wyniku dziatania szeregu czynnikow
zwigzanych ze starzeniem (np. zmiany pH, obecnos$¢
wolnych rodnikéw), zwiekszonego poziomu [3-amylo-
idu, powstawania formy A[3 _42, interakcji z pewnymi
jonami metali (np. Zn2+, Al3+), modyfikacji posttrans-
lacyjnych, obecnosci tzw. patologicznego biatka cha-
peronowego [84, 90-92], Wedtug tej ostatniej hipotezy
ApoE wigze sie do [3-amyloidu, wymuszajac zmiane
konformacji, bagdz wspomagajgc utrzymanie juz zmie-
nionej struktury [71], Za tg ostatnia mozliwoscia
przemawia fakt preferencyjnego wigzania ApoE do
[3-amyloidu w konformacji [3-kartki [92],

Z przedstawionych tutaj danych wytania sie na-
stepujagcy mozliwy przebieg choroby: bezposrednia
przyczyng $mierci neuronéw wydaje sie by¢ apoptoza
indukowana zagregowanym (3-amyloidem. Agregacja
peptydu moze zachodzié¢ na skutek zwiekszonej produ-
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inne biatka
(al-antychymotrypsyna,
glikozoaminoglikany itd.)

ApoE

Ryc. 2. Przebieg choroby Alzhei-
mera na poziomie mole-
kularnym. Opis w tekscie,
[wg 7. 16. 85]

kcji [3-amyloidu, zwtaszcza formy A[3, _42 (powstajacej
w wyniku zmiennej obrdbki proteolitycznej prekur-
sora, (3APP), oraz zmian konformacyjnych, obejmuja-
cych przejscie ot-helis —»3-kartka. Powodem nieprawi-
dtowej obrdbki [3APP moga byé¢: 1 mutacje (3APP,
zlokalizowane w poblizu miejsc ciecia dla sekretaz. 2.
dziatanie zmutowanych presenilin (np. poprzez fawo-
ryzowanie jednej z sekretaz), 3. mutacje w genach
sekretaz. Zmiany konformacji (3-amyloidu mogag za-
chodzi¢ na skutek oddzialywania z patologicznym
biatkiem chaperonowym (np. ApoF.).

V1. Podsumowanie

Przedstawiony tutaj przebieg AD na poziomie mole-
kularnym nie jest do konca potwierdzony. Stwier-
dzono. ze podwyzszone stezenie (3-amyloidu u myszy
transgenicznych niekoniecznie musi prowadzi¢ do
agregacji peptydu [93]. Wykazano, ze nie ma wyraznej
korelacji miedzy poziomem [3-amyloidu w ptynie mdz-
gowo-rdzeniowym a zapadalno$cig na AD [42], Moz-
liwe wiec, ze w agregacji [3-amyloidu biorg réwniez,
udziat inne czynniki.

(3APP i [3-amyloid. preseniliny oraz apolipoproteina
E nie sg jedynymi biatkami zwigzanymi z AD. Z po-
wstawaniem ptytek starczych wydajg sie tez by¢ zwig-
zane ApolJ [78], NAC (nieamyloidowy sktadnik ptytek
starczych ang. non-Afi component Alzheimer's plaque
= olL-synueleina) [94], osoczowy skitadnik amyloid
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P [95], glikozoaminoglikany [96], al-antychymotryp-
syna [97, 98], sktadniki dopeiniacza [98], Oprédcz
ptytek starczych, druga gtdwnag zmiang patologiczng
w mozgu ludzi chorych na AD, sg sploty neurofibrylar-
ne, ktéorych podstawowym sktadnikiem jest i-biatko
zwigzane z mikrotubulami, ufosforylowane ponad
normalny poziom [99, 100],

Mechanizm choroby Alzheimera jest ztozony i nie
do korica poznany. Stad tez problem stanowi znalezie-
nie skutecznej metody leczenia. Sposrdéd wielu czyn-
nikéw uczestniczacych w rozwoju choroby centralng
role wydaje sie peini¢ (3-amyloid i jego prekursor
(3APP. Opierajac sie na tej hipotezie So to i wsp.
[101, 102] skonstruowali 5-aminokwasowy peptyd,
hamujgcy tworzenie widkien amyloidowych przez for-
my Ap,_40 i A(3,_42 in vitro. Peptyd zapobiega
rowniez indukowanej zagregowanym (3-amyloidem
$mierci hodowanych neuronéw izmniejsza odktadanie
ztogow amyloidowyeh u szczuréw, u ktérych wywota-
no objawy AD.

Proponowany wyzej przebieg agregacji (3-amyloidu
wskutek zmiany struktury drugorzedowej przypomina
przedstawiony przez nobliste z 1997 r,, S. Prusine-
ra, mechanizm rozwoju chordb prionowych, opieraja-
cy sie na przyjmowaniu konformacji (5-kartki przez
biatko PrPc [10], Przejscie konformacyjne katalizo-
wane jest przez hipotetyczne biatko ,,X”. By¢ moze
mechanizm ten dotyczy catego szeregu chordb neuro-
degeneracyjnych (np. Parkinsona, Huntingtona, czy
Creutzfeldta-Jakoba) [103], Wskazuje na to réwniez
obecnos$é ApoE w ztogach amyloidowych obserwowa-
nych w mézgach ludzi chorych na choroby prionowe
[72]. Intensywne badania prowadzone obecnie nad
rolg biatek w rozwoju AD mogg wiec poméoc w wyjas-
nieniu patologii catej grupy choréb atakujgcych uktad
nerwowy i w znalezieniu skutecznych metod leczenia.
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Bakteryjna opornos¢ na wankomycyne i inne antybiotyki
glikopeptydowe: rosngce zagrozenie

Bacterial resistance to vancomycin and other glycopeptides: an
emerging threat

MALGORZATA KLOSZEWSKA1
ZDZISEAW MARKIEWICZ2

Spis tresci: Contents:
l.  Wstep I.  Introduction
Il. Budowa wankomycyny Il.  Structure of vancomycin
I1l1. Mechanizm dziatania glikopeptydéw I11. Mechanism of glycopeptide action
IV. Genetyczne i biochemiczne podstawy opornosci na wan- IV. Genetic and biochemical basis of vancomycin resistance
komycyne IV-1.  Enterococci
IV-1.  Enterokoki IV-1.1. ClassAvancomycin resistance
IV-1.1.  Wankomycyno-oporno$¢ klasy A IV-111. ClassB vancomycin resistance
IV-1.1l. Wankomycyno-opornos$¢ klasy B IV-LIll.  ClassC vancomycin resistance
IV-1.111. Wankomycyno-oporno$¢ klasy C IV-1.1V. ClassD vancomycin resistance
IV-1.1V. Wankomycyno-oporno$¢ klasy D IV-11. Staphylococci and streptococci
IV-1l. Gronkowce i paciorkowce IV-111. Other gram-positive bacteria
IV-111. Inne bakterie gramdodatnie V. Outlook

V. Perspektywy

Wykaz stosowanych skrétéw: PBP (ang. Penicillin Binding znakowang penicyling; MIC (ang. Minimum Inhibitory Con-
Protein) — biatko wigzace penicyline; numer przy skrécie centration) — najnizsze stezenie antybiotyku catkowicie
PBP, np. PBP2 oznacza kolejne na fluorogramie biatko hamujgce wzrost bakterii; NCCLS (ang. National Committee
z kilku charakterystycznych dla danej bakterii wigzace for Clinical Laboratory Standards) - USA, ORF (ang. Open

Reading Frame) otwarta ramka odczytu; PG — peptydog-
likan, syn. mureina; ASM (ang. American Society for Mic-

1 Mgr, 2 prof. dr hab.. Instytut Mikrobiologii, Uniwersytet robiology), CDC (ang. Center for Disease Control) - Atlanta,
Warszawski, Nowy Swiat 67, 00-046 Warszawa USA.
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I. Wstep

Przez wiele lat od wprowadzenia penicyliny do
uzytku w 1942 r. antybiotyk ten, oraz jego liczne
syntetyczne i poisyntetyczne pochodne, byt gtownym
lekiem z wyboru w przypadku wielu choréb spowodo-
wanych przez bakterie, przede wszystkim gramdodat-
nie. Jednak juz pod koniec lat czterdziestych opisano
pierwsze przypadki bakteryjnej opornosci na penicyli-
ne, spowodowane aktywnoscig [3-laktamazy (penicyli-
nazy). Obecnie oporno$¢ taka jest bardzo szeroko
rozpowszechniona [1] i w réznym stopniu dotyczy
prawie wszystkich stosowanych antybiotykéw (3-lak-
tamowych — odsetek metycylino-opornych szczepéw
gronkowca ztocistego, produkujacych dodatkowe bia-
tko wigzace penicyline, PBP2, wzrdést w Stanach Zjed-
noczonych od 2% w 1975 r. do 35% w 1996 r,
a w Japonii ponad 60% wszystkich szczepdw gron-
kowca ztocistego, zbadanych w latach 1992-1993, byto
opornych na ten antybiotyk [2], Obecnie w niektdrych
szpitalach w USA i Hiszpanii odsetek metycylino-
-opornych szczepdw gronkowca siega nawet 90%.
Szybko wzrasta liczba szczepéw dwoinki zapalenia
ptuc wyizolowanych ze $rodowiska szpitalnego (poto-
cznie zwanych szczepami szpitalnymi), wobec ktdrych
minimalne stezenie hamujgce (MIC) penicyliny jest
nawet do 5 tysiecy razy wyzsze niz wobec szczepu
standardowego R6 [3]. Podobna jest sytuacja w przy-
padku wielu innych bakterii gramdodatnich, ale opor-
no$¢ na beta-laktamy nie jest tez. rzadkoscig wsrod
bakterii gramujemnych. Na to zjawisko naktada sie,
coraz powszechniej spotykana u bakterii, opornosé
wieloraka, zwana tez wielokrotng. Liczne szczepy
dwoinki zapalenia ptuc, oprécz opornos$ci na penicyli-
ne, wykazujg rownoczeé$nie oporno$¢ na aminogliko-
zydy, tetracykline oraz antybiotyki fluorochinolowe.
Podobnie enterokoki, ktore zajmuja niechlubne trzecie
miejsce, po gronkowcach i Escherichia coli, jako przy-
czyna zakazen szpitalnych, sg coraz czesSciej oporne na
praktycznie wszystkie powszechnie stosowane anty-
biotyki [4-6], Wedtug amerykanskiego o$rodka CDC
w Atlancie, w 1996 r. w Stanach Zjednoczonych na
zwalczanie infekcji powodowanych przez bakterie
oporne na antybiotyki wydano ponad 4 miliardy
dolarow [7],

W przypadku bakterii gramdodatnich wydawato
sie, ze role antybiotykow [Maktamowych z powodze-
niem przejmg antybiotyki glikopeptydowe, przede
wszystkim wyizolowana w 1956 r. wankomycyna,
aw 1978 r, teikoplanina [8], Wprawdzie po wstepnych
nadziejach zwigzanych u wankomycyng, wprowadze-
nie metycyliny, bardzo aktywnej wobec penicylino-
-opornych szczepéw gronkowca ztocistego, jak réw-
niez toksycznos$¢ pierwszych preparatdéw samej wan-
komycyny ze wzgledu na stopien ich zanieczyszczenia,
spowodowato odwrdcenie sie od wankomycyny az do
momentu pojawienia sie pierwszych gronkowcow
opornych na metycyling [9, 10], Po wielu latach
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skutecznego stosowania wankomycyny iinnych gliko-
peptydéw, w drugiej potowie lat osiemdziesigtych
wyizolowano pierwsze enterokoki niosgce plazmido-
wo-kodowang opornos$¢ zardwno na wankomycyne,
jak iteikoplanine, a nastepnie opisano pierwsze przy-
padki infekcji wywotanych przez wankomycyno-opor-
ne szczepy Enterococcusfaecium [11,12], Od 1989 r. do
1993 r. liczba opornych na wankomycyne enteroko-
kéw, izolowanych z materiatu klinicznego, wzrosta
26-krotnie [13], W 1993 r. wsréd wszystkich en-
terokokdw izolowanych z krwi pacjentow w centrum
medycznym University of Pennsylvania, 28% wykazy-
wato opornos$¢ na wankomycyne. W szpitalu miejskim
w Cincinatti, USA, 43% wszystkich szczepéw E.
faecium, izolowanych z materiatu klinicznego, byto
opornych na wankomycyne, a w o$rodku dla wetera-
néw w innym duzym miesScie amerykanskim odsetek
opornych na wankomycyne szczepow E.faecium siegat
67% [14], Najbardziej niepokojace dane dotycza
duzego szpitala w Nowym Jorku — Cornell Medical
Center, gdzie na oddziale dzieciecym liczba opornych
szczepow szpitalnych E. faecium wzrosta od 16,7%
w 1990 r. do 89,8% w 1995 r. [15].

Dane europejskie sg duzo korzystniejsze. Wywiad
obejmujacy 70 oSrodkoéw mikrobiologicznych w 9 kra-
jach Zachodniej Europy wykazat obecnos$¢ s$rednio
2,3% szczepow enterokokéw opornych na wankomy-
cyne, oraz 1,7% enterokok6éw opornych na teiko-
planing. Oporno$¢ na antybiotyki glikopeptydowe
wystepuje dziesie¢ razy cze$ciej u E. faecium niz u E.
faecalis [16], W jednym z mniejszych szpitali w Szwe-
cji, po wprowadzeniu maksymalnych $rodkéw ostro-
zno$ci, odsetek wankomycyno-opornych szczepow
szpitalnych E.faecium wykazat nawet spadek do blisko
zera na przestrzeni trzech lat. Jednakze na dane
europejskie moze wptywaé technika badania entero-
kokowych szczepdw szpitalnych. Wprowadzenie w kil-
ku osrodkach w Stanach Zjednoczonych bardziej
rygorystycznych technik badawczych zaowocowato
znacznym wzrostem liczby izolowanych enterokokéw
opornych na antybiotyki glikopeptydowe.

Oporno$¢ na wankomycyne nie jest ograniczona do
E. faecium i E. faecalis. Liczne szczepy Enterococcus
gallinarum, E. casseliflavus, E. avium i E. raffinosus
rowniez przejawiajg stosunkowo niski stopien oporno-
$ci na wankomycyne, pozostajgc wrazliwymi na teiko-
planine [17-19]. W latach 1989-1996 opisano réwniez
szereg przypadkéw opornosci na wankomycyne szcze-
pow Staphylococcus haemolyticus i S. epidermidis [20],
wyrazajgc przy okazji obawe przed pojawieniem sie
opornych na ten antybiotyk szczepéw S. aureus, zwias-
tujgcych poczatek konca ery antybiotykowej. Obawy
te byty prorocze. W latach 1987-1994 opisano kilka
szczepOw gronkowca ztocistego o jedynie 4- do 8-krot-
nie zmniejszonej wrazliwosci na wankomycyne. In
vitro z powodzeniem stwarzano tez warunki do przejs-
cia genow warunkujgcych oporno$¢ na wankomycyne
z E.faecium do Staphylococcus aureus [21], W 1996 r.
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w laboratorium A. Tomasza [22] w wyniku presji
antybiotykowej otrzymano spontanicznego mutanta
S. aureus o 66-krotnie zwiekszonej opornosci na wan-
komycyne (wzrost MIC wankomycyny z 1,5 pg/ml do
100 mg/ml) a podobne mutanty S. aureus uzyskano m.
in. w pracowniach R. Dauma [23]iK. Hirama-
tsu [24]. W tym samym roku w Japonii, a w rok
pézniej w Stanach Zjednoczonych i ponownie w Japo-
nii [5, 25], zidentyfikowano przypadki infekcji wywo-
tanych szczepem gronkowca ztocistego o posredniej
opornos$ci na wankomycyne (MIC pomiedzy 8 i 16
mg/ml). Hodowla szczepéw o posredniej opornosci
w obecnos$ci wankomycyny prowadzita do zwiekszenia
MIC wobec tych szczepow do 32 mg/ml [26], Znana
jest tez naturalna opornos$é na antybiotyki glikopep-
tydowe bakterii nalezagcych do rodzajéw Lactoccocus,
Leuconostoc i Pediococcus, jak rowniez bakterii Bacil-
lus popilliae stosowanej z powodzeniem od Kkilku-
dziesieciu lat do zwalczania zuka Popilia japonica
niszczacego wiele gatunkéw upraw [27]. W 1997 r.
pojawity sie pierwsze doniesienia — o opornych na
wankomycyne paciorkowcach — Streptococcus bo-
vis, a w 1998 r. — o0 opornych szczepach Bacillus
circulans [28].

W warunkach laboratoryjnych, w wyniku presji
antybiotykowej, uzyskano szczepy Listeria monocyto-
genes o0 posredniej opornosci na wankomycyne
(Markiewicz, dane nie publikowane). Jeszcze tat-
wiej udaje sie na drodze koniugacji w laboratorium
przekaza¢ plazmid kodujacy opornos$¢ z E.faecium do
L. monocytogenes, uzyskujac klony listerii oporne na
526 mg wankomycyny/ml [29, 30 oraz Markie-
wicz, dane nie publikowane]. Obydwa wspomniane
gatunki wspotzyjg w przewodzie pokarmowym bardzo
wielu ludzi.

Rozpowszechnianie sie oporno$ci bakterii gram-
dodatnich na wankomycyne, uwazang za lek ostatniej
szansy, ma tez swoéj wymiar ekonomiczny. Koszt
leczenia jednego przypadku bakteriemii wywotanej
przez wankomycyno-oporne enterokoki wynosi od 30
do 40 tysiecy dolardw, a itak ponad 40% przypadkow
konczy sie zgonem [31, 32],
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Il. Budowa wankomycyny

Wankomycyna zostata wyizolowana z produktéw
fermentacji prowadzonej przez Streptomyces orientalis
(gatunku promieniowca znalezionego w prébce gleby
pochodzacej z dzungli na Borneo), ale poznanie jej
struktury byto procesem tak trudnym, ze zakonczono
go dopiero w latach 80-tych. Pomijajac szczegoty
budowy, ktére zostaty juz wczesniej zaprezentowane
w licznych pracach, réwniez przeglagdowych [17, 33],
a nie sg istotne dla omawianego tutaj tematu, nalezy
jednak nadmieni¢, ze czasteczka wankomycyny jest
zbudowana z liniowego szkieletu heptapeptydowego.
Jest to charakterystyczna cecha budowy wszystkich
antybiotykéw glikopeptydowych. Wankomycyna, od-
kryta jako pierwszy antybiotyk glikopeptydowy, jest
jedynym antybiotykiem z tej grupy, ktory zawiera
tylko pie¢ pierscieni aromatycznych — pozostate maja
ich siedem (Ryc. 1).

Teikoplanina (wyizolowana réwniez z promieniow-
cow — Streptomyces teichomyceticus — jako produkt
prowadzonej przez nie fermentacji) zostata odkryta
znacznie p6zniej, bo dopiero w 1978 r. Ma ona bardziej
tipofitowy charakter niz wankomycyna, stad lepiej
penetruje tkanki i komérki, dtuzszy jest tez jej okres
pottrwania w surowicy [34].

IIl. Mechanizm dziatania glikopeptydéw

Wankomycyna, tak jak iinne glikopeptydy, zaburza
trzeci i ostatni etap syntezy mureiny bakteryjnej,
w ktérym (3-1,4-disacharydopentapeptyd, prekursor
peptydoglikanu, jest transportowany przez btone cyto-
plazmatyczng i przytagczany do juz istniejgcej mureiny
w reakcjach transglikozylacji (polimeryzacji powtarza-
jacych sie jednostek disacharydo-pentapeptydowych
do utworzenia liniowego tancucha ,nowego” pep-
tydoglikanu) i transpeptydacji (tworzenia wigzan po-
przecznych pomiedzy bocznymi tahcuchami peptydo-
wymi [34] (Ryc. 2)).

Transpeptydazy oraz D,D-karboksypeptydazy, en-
zymy tworzace wigzania poprzeczne miedzy tancucha-

HO

Ryc. 1 Budowa czasteczki teikoplaniny. Grupa
R oznacza specyficzng reszte kwasu ttusz-
czowego.
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mi peptydoglikanu, rozpoznajg D-alanylo-D-alanine
pentapeptydu. Odszczepiaja D-alaning w pozycji
5 i najczedciej, tworzg wigzanie peptydowe pomiedzy
grupg karboksylowg D-alaniny w pozycji 4 jednego
peptydu bocznego a wolng grupg aminowg kwasu
diaminopimelinowego drugiego peptydu.

W przeciwieAstwie do antybiotykéw |3-laktamo-
wych, ktére takze zaburzajg trzeci etap biosyntezy
mureiny bedac analogami substratow enzymoéw katali-
zujacych ten proces, wankomycyna nie wchodzi w in-
terakcje z enzymami biosyntezy mureiny, lecz wigzac
sie w prekursorami peptydoglikanu. zwigzanymi z ich
lipidowym przeno$nikiem przez blone cytoplazmaty-
czng — baktoprenolem, uniemozliwia ich wbudowa-
nie do mureiny [3, 33]. Wigzanie to blokuje regenera-
cje baktoprenolu, zatrzymujac reakcje polimeryzacji
peptydoglikanu (PG) i powodujac nagromadzenie
prekursoréw undekaprenolo-disacharydo-pentapep-
tydowych  (GIcNAc-MurNAc-pentapeptydo-P-P-li-
pidowych) w komdrce bakteryjnej [36], Efektem dzia-
tania tego antybiotyku jest wiec obnizenie mechanicz-
nej wytrzymatosci bakteryjnej $ciany komdérkowej, co
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POWIERZCHNIA
KOMORKI

P-P- MurNAc-pentapeptyd
GlcNAc
|
MurNAc-pentapeptyd

GlcNAc

F-P-MurNAc- Pentapeptyd

GlcNAC

Ryc. 2. Ogo6lny schemat szlaku biosyntezy peptydoglikanu.

nieuchronnie prowadzi do lizy komdrki na skutek
ci$nienia osmotycznego.

Badajagc powinowactwo wankomycyny do réznych
peptydow wykazano, ze wigzanie antybiotyku z pre-
kursorami PG zachodzi przez terminalna, acylowang
D-alanylo-D-alanine, ktoéra dopasowuje sie prze-
strzennie do ,kieszonki" w czasteczce antybiotyku.
Oddziatywanie to zachodzi przez tworzenie pieciu
wigzan wodorowych pomiedzy terminalng reszta
N-acyl-D-Ala-D-Ala prekursora PG a peptydowym
szkieletem czasteczki wankomycyny [33, 34] (Ryc. 3).

Taki sam jest mechanizm dziatania teikoplaniny
(oraz innych antybiotykéw glikopeptydowych), nato-
miast powinowactwo czasteczki tego antybiotyku do
D-Ala-D-Ala jest okoto czterokrotnie wieksze niz
powinowactwo wankomycyny.

Prawie wszystkie bakterie syntetyzujg prekursory
peptydoglikanu zakonczone D-Ala-D-Ala, poniewaz
jednak czasteczka wankomycyny jest zbyt duza (ok. 1,5
kDa) by przenika¢ przez poryny w bionie zewnetrznej,
dlatego antybiotyk ten, aktywny wobec praw'ie wszyst-
kich bakterii gramdodatnich, nie jest skuteczny wobec
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bakterii gramujemnych [37-39].
IV. Genetyczne i biochemiczne podstawy

opornosci na wankomycyne

Aktywnos$¢ wankomycyny i innych glikopeptydow
jest zdeterminowana przez specyficzno$¢ substratowg
enzyméw warunkujacych strukture prekursoréw pep-
tydoglikanu [16]. Mechanizm opornosci na ten an-
tybiotyk opisany dla szczepow bakterii z rodzaju
Enterococcus polega na syntezie zmienionych prekur-
soréw PG [20, 40] ijest zjawiskiem niezwyktym, bo
wymagajacym zmian specyficznos¢ niejednego biatka,
ale catego zestawu enzymoéw uczestniczagcych w bio-
syntezie mureiny [41]. Tak zmienione prekursory PG,
syntetyzowane (podobnie jak ,naturalne” prekursory)
w cytoplazmie komorki bakteryjnej (I etap syntezy
mureiny) itranslokowane przez btone cytoplazmatycz-
ng w cyklu baktoprenolu (Il etap syntezy mureiny)
majg znacznie obnizone powinowactwo do wankomy-
cyny i innych antybiotykéw glikopeptydowych [42],
Podobnie dzieje sie, jak sie wydaje, takze u paciorkow-
cOw z rodzaju Streptococcus [43]. Natomiast wan-
komycyno-oporne (VMR) szczepy bakterii z rodzaju
Staphylococcus syntetyzujg pogrubiong $ciane komar-
kowa i majg nieznacznie zmienione iloSciowe propor-
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Ryc. 3. Wigzanie terminalnych reszt prekursoréw peptydcglika-
nu: pentapeptydowych (zakofnczonych N-acylo-D-alany-
lo-D-alaning) i pentadepsypeptydowych (zakonczonych
N-acylo-D-alanylo-D-mleczanem) do czasteczki wanko-
mycyny. Wigzania tworzone miedzy czasteczka antybioty-
ku a terminalnymi resztami prekursor6w zaznaczono
liniami przerywanymi. Zamiana grupy amidowej w czgs-
teczce pentapeptydu na estrowg w czasteczce pentadep-
sypeptydu eliminuje wigzanie zaznaczone grubszg linig
przerywang.

cje biatek zwigzanych z ostonami komaérkowymi [39].
Nie nalezy jednak zapominac, ze oprécz, pojawiaja-
cych sie ostatnio coraz czeSciej, szczepow bakterii
wykazujacych rozny poziom indukowanej opornosci
na antybiotyki glikopeptydowe, istnieje wiele gatun-
kow mikroorganizmdw legitymujacych sie natural-
nym, statym poziomem opornoséci na te antybiotyki.
Dotyczy to promieniowcow (producentéw glikopep-
tydow) igatunkow bakterii kwasu mlekowego zrodza-
jow Leuconostoc, Pediococcus i Lactohacillus (wykazu-
jace wysoki poziom opornosci), a takze szczepow
Enterococcus gallinarum i Enterococcus casseliflaims
(wykazujgcych niski poziom opornosci) [44],

1V-1. Enterokoki

Juz wczesne wyniki badan porownawczych prepara-
tow bton komdrkowych pochodzacych z wankomycy-
no-opornych szczepéw Enterococcusfaecalis (wykazu-
jacego wysoki poziom opornosci) lub Enterococcus
faecium (wykazujacego niski poziom opornosci) wska-
zywatly, ze wankomycyna nie powoduje inaktywacji
enzymow bakteryjnych, lecz indukcje ekspresji gendow
odpowiedzialnych za pojawianie sie nowych biatek,
ktore nie wystepujag w blonie cytoplazmatycznej en-
terokokéw wankomycyno-wrazliwych [39, 45, 46],
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Tabela 1

Opornoé¢ enterokokdw na wankomycyne.

Cechy charakterystyczne

VanA

Charakter opornosci MIC (pg/ml) nabyta

wankomycyny 64— 1000

teikoplaniny 8-3¢
Ekspresja indukowana
Lokalizacja gendéw van plazmid
Transfer przez koniugacje +
Elementy ruchome Tn1546

Geny kodujace

specyficzne ligazy vanA
Produkty tych ligaz D-Ala-D-Lac
Gatunki enterokok6éw Enterococcus spp.

Biatka te r6znig sie nieznacznie masa (odpowiednio 39
i 39,5 kDa), nie dajg antygenowych reakcji krzyzowych
(co Swiadczy o istniejacych miedzy nimi réznicach
strukturalnych), a skierowane przeciw nim przeciw-
ciata nie reaguja z biatkami z preparatéw bton cyto-
plazmatycznych komorek, ktdre nie byty wczesniej
inkubowane z wankomycyng [47], Wykazano takze,
ze frakcje oston komérkowych izolowane z wankomy-
cyno-opornych szczepdw E.faecalis A256 (wykazuja-
cego wysoki poziom opornosci) i E. faecium D366
(wykazujgcego niski poziom opornosci) miaty zdol-
nos$¢ wigzania wankomycyny, jesli hodowla bakteryj-
na byta prowadzona w podiozu bez antybiotyku. Te
same frakcje izolowane z hodowli prowadzonych
w podtozach zawierajgcych niskie stezenie wankomy-
cyny (8 pg/ml) nie miaty prawie zupetnie zdolnosci
wigzania antybiotyku, ale witasciwos$¢ ta byta przy-
wracana po zagotowaniu probek z 4% SDS w celu
oczyszczenia preparatow z biatek [48].

Biatko o masie 39 kDa nazwano VanA, a kodujacy
je gen — vanA [45] natomiast dla biatka o masie 39,5
kDa zaproponowano nazwe VanB (vanB).

Pod wzgledem opornosci na wankomycyne entero-
roki nie sg jednorodne ani fenotypowo, ani genotypo-
wo [49], Na podstawie poziomu wankomycyno-opor-
nosci, mozliwosci jej indukowania oraz opornosci
krzyzowej na wankomycyne/teikoplanine wsrdd en-
terokokéw wankomycyno-opornych wyréznia sie trzy
dobrze poznane klasy fenotypowe: VanA, VanB
i VanC [20, 50, 51] (Tab. 1). Catkiem niedawno
opisano enterokoki o nowych cechach opornosci na
antybiotyki glikopeptydowe, ktore wstepnie zakla-
styfikowano do klasy VanD.

Zwazywszy, ze enterokoki VmR pojawity sie nagle,
dopiero po okoto 30 latach uzywania wankomycyny
do celow klinicznych, niezwykle interesujacym pyta-
niem jest: skad sie wziety? [52], Rozprzestrzenianie sie
tego typu opornosci jest efektem przekazywania ge-
néw van miedzy komdrkami bakterii, oraz eliminacji
prekursor6w naturalnie syntetyzowanych przez ko-
morke gospodarza [53], Wiemy, ze oporno$¢ na
wankomycyne jest cechg kodowang chromosomalnie
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Klasa fenotypowa

VanB VanC
nabyta naturalna
4— 1000 2- 32
05—1 05—1
indukowana konstytutywna/indukowana

plazmid/chromosom chromosom

+ -

90— 250 kb _
vanB iranC-1, canC-2, canC-3
D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser

E. faecium, E. faecalis E. gallinarum. E. cassiflavus, E.ftavescens

lub plazmidowo przez geny van, ale ich pochodzenie
u enterokokow nadal jest zagadka.

Sekwencje aminokwasowe zaréwno VanA, jak
i VanB, wykazujg wysoki stopien podobieAstwa do
sekwencji ligaz D-alanylo-D-alaninowych (Ddl) po-
chodzacych ze Streptomyces orientalis (producenta
wankomycyny) i Streptomyces toyocaeusis (producenta
innego glikopeptydu — A47934) — ponad 60% podo-
bienstwa. Ligaza D-Ala:D-Ala tego ostatniego wyka-
zuje przy tym zdolno$¢ wykorzystywania jako sub-
stratu kwasu D-mlekowego [54], Sugeruje to moz-
liwos¢ pozyskiwania przez enterokoki genéw vanA
i vanB od bakterii wytwarzajgcych antybiotyki gliko-
peptydowe, byé moze poprzez jednego lub kilku
»posrednikdéw” bakteryjnych [54]. W Swietle takiego
przypuszczenia niepokojace moga by¢ doniesienia
0 wykrywaniu zanieczyszczen niektorych partii an-
tybiotykéw przez DNA bakterii systetyzujgcych te
antybiotyki [55],

IV-1.I1. Wankomycyno-oporno$é klasy A

Enterokoki nalezace do tej klasy wykazujg induko-
wang oporno$¢ zaréwno na wysokie stezenie wan-
komycyny, jak i teikoplaniny [52, 56] (Tab. 1).

Dziewie¢ genow warunkujgcych fenotyp VanA wy-
kryto na niosgcym wysoki poziom opornosci na
wankomycyne, nie-koniugacyjnym plazmidzie plP816
(34-kb) ze szczepu E. faecium BM4147. Szczep ten
zostat wyizolowany w 1986 r. z komorek bakterii
znajdujacych sie we krwi pacjenta zmartego w wyniku
infekcji enterokokami opornymi zaréwno na antybio-
tyki P-laktamowe, jak i glikopeptydowe [57], Wan-
komycyny i teikoplaniny hamujace wzrost tych bak-
terii M i C byty dramatycznie wyzsze (odpowiednio
1024 (ig/ml i 512 fig/ml) w poréwnaniu ze szczepem
wrazliwym, wyleczonym z plazmidu (odpowiednio
4 (ig/ml i 1(ig/ml) [58], Plazmid plP816jest pierwszym
1stad najlepiej poznanym, ale nie jedynym plazmidem
niosagcym oporno$¢ na antybiotyki glikopeptydowe.
wystepujacym w tej grupie enterokok6w. Prdcz niego
zidentyfikowano tez inne plazmidy warunkujgce wy-
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f=s

IR,

transpozaza resolwaza regulator kinaza

odpowiedzi histydynowa

transpozycja regulacja

dipeptydaza D,D-karboksy- ?
peptydaza

dehydrogenaza ligaza

biatka towarzyszgce

Ryc.4. Mapa Tn 1546. Kolejne strzatki oznaczaja sekwencje kodujace. Strzatki opisane IR, i IRroznaczajg odpowiednio lewg iprawa sekwencje
odwrécong (“inverted repeat”) transpozonu. Strzatki o grubszych konturach oznaczajg geny niezbedne i wystarczajace do nabycia

wankomycyno-opornoéci typu VanA.

stagpienie wankomycyno-opornos$ci, ale rdéznigce sie
pod wzgledem wielkos$ci, profilu restrykcyjnego, moz-
liwosci przekazywania do innych komorek bakteryj-
nych oraz kodowanymi determinantami antybiotyko-
-opornoéci [30, 57, 59, 60]. Stwierdzono tez, ze w nie-
ktorych szczepach E.faecium i E.faecalis przekazywa-
nie opornos$ci na wankomycyne nie jest w ogdle
zwigzane z plazmidowym DNA [60],

Analizujagc sekwencje przylegajace (ang. flanking
regions) do zespotu gendw van na plazmidzie plP816
wykazano jego podobienstwo do transpozonéw z ro-
dziny Tn3. Charakterystyka molekularna plazmidu
pozwolita na indentyfikacje odcinka o dtugos$ci 10851
par zasad, nazwanego Tn 1546 [40, 61]. Transpozycja
Tn 1546 do plazmidow koniugacyjnych, a nastepnie ich
transfer przez koniugacje do innych komérek bak-
teryjnych, jak réwniez jego transpozycja do innych
replikondw, wydajg sie by¢ czynnikami decydujgcymi
0 rozprzestrzenianiu sie tego typu wankomycyno-
-opornosci [40, 49], Zidentyfikowano najmniejszy
odcinek DNA plazmidu piP816 niezbedny do in-
dukowania wankomycyno-opornos$ci typu VanA. Jest
to fragment 5,5-kb, w ktérym znajduje sie skupisko
pieciu genéw (vanR,vanS, vanH, vanA ivanX) koniecz-
nych i wystarczajgcych do nabycia wysokiego pozio-
mu opornosci na wankomycyne. Trzy z nich sg genami
strukturalnymi (vanH, vanA ivanX),a dwa — regulato-
rowymi (vanR i vanS) [62],

Poza ta grupa gendw Tn 1546 koduje jeszcze cztery
polipeptydy, z ktérych dwa, jak juz wspomniano,
petnig role w transpozycji (ORF1 i ORF2), jeden
— uczestniczy w hydrolizie prekursoréw PG (biatko
VanY), a funkcja jednego z nich (biatka VanZ) jest
dotad nieznana [50] (Ryc. 4).

Jako pierwszy zostat zidentyfikowany gen vanA.
Fragment restrykcyjny plazmidu piP816, wielkosci
1,761 par zasad, sklonowano w E. coli i, w wyniku
sekwencjonowania, znaleziono w nim jedng otwartg
ramke odczytu (ORF) wielko$ci 1,029 par zasad, kt6rg
nazwano vanA [45]. Sekwencja aminokwasowa biatka
VanA wykazuje podobieAstwo do sekwencji ligaz
D-Ala:D-Ala enterobakterii, to jest enzymow, ktdre
syntetyzujg w cytoplazmie dipeptyd D-alanylo-D-ala-
nine, przytaczany nastepnie do UDP-MurNAc-tripep-
tydu przez enzymy dodajace [ang. adding enzymes].
Ligazy D-Ala:D-Ala sg wysoce specyficzne substrato-
wo jesli chodzi o D-Ala w N-terminalnej czesci dipep-
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tydu, a mniej — pod wzgledem jego czesci C-terminal-
nej [63],

W badaniach in vitro stwierdzono, ze VanA syn-
tetyzuje dipeptydy, ale w przeciwienstwie do ligaz
DdIA i DdIB bakterii gramujemnych, nie tylko
z D-alaniny, ale takze z D-izomerdéw innych amino-
kwasow hydrofobowych: D-norwaliny, D-norleucyny,
D-metioniny i D-fenyloalaniny. Warunkiem koniecz-
nym aktywnos$ci enzymatycznej VanA byta obecnos¢
D-Ala w mieszaninie i za pomocg HPLC stwierdzono,
ze znajduje sie ona nawsze w N-terminalnej pozycji
dipeptydéw [56]. Udowodniono tez, ze VanA nie ma
aktywnosci D,D-karboksypeptydazy, ani transferazy
aminokwasowej. Biatko inkubowane z UDP-
-MurNAc-pentapeptydem o wyznakowanych [14C]
resztach alaninowych ani nie odcina Ala od pentapep-
tydu, ani nie zamienia ostatniej reszty Ala najakis$ inny
sktadnik [56],

Tak wiec VanA jest ligazg D,D-dipeptydowa, struk-
turalnie ifunkcjonalnie podobng do ligaz D-Ala:D-Ala
wystepujacych u Enterobacteriaceae, ale o znacznie
rozszerzonym spektrum substratowym [56. 64],
W przeciwieAstwie do ligaz Ddl, ma takze zdolnos¢
do katalizowania tworzenia wigzania estrowego po-
miedzy D-Ala i kwasami D-hydroksykarboksylowymi
[52], Innejest tez miejsce wystepowania tych enzymoéw
w komérce bakteryjnej — ligazy gramujemnych bak-
terii jelitowych sg enzymami cytoplazmatycznymi,
natomiast VanA lezy w btonie cytoplazmatycznej [52].
Jednakze zostato udowodnione, ze zamiana tylko
jednej reszty aminokwasowej w pozycji 215 Ddlb
z E. coli (z tyrozyny na fenyloalanine) zdecydowa-
nie zmienia specyficzno$¢ substratowg zmutowane-
go enzymu tak, ze nabywa on aktywnos$ci ligazy
D-Ala:D-Lac [65],

Analizujgc dalej plazmid piP816 powyzej kodonu
inicjujacego ATG sekwencji vanA znaleziono sekwen-
cje 983 par zasad [67], Sekwencja ta, zachodzgca na
sekwencje vanA na odcinku 5 par zasad [62] koduje
biatko sktadajgce sie z 322 aminokwasdw, nazwane
VanH. Sekwencja biatka VanH wykazuje 19 do 30%
podobienstwa do sekwencji aminokwasowej NAD +-
-zaleznych dehydrogenaz kwaséw hydroksykarbok-
sylowych, enzymoéw, ktére utleniajg D-2-hydroksyk-
wasy do odpowiednich ot-ketokwaséw [66], Jednakze
charakterystyka oczyszczonego VanH idalsze badania
wykazaty, ze enzym ten katalizuje reakcje odwrotng tj.
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redukcje 7-ketokwasow itworzenie kwaséw D-a-hyd-
roksykarboksylowych, ktére moga by¢ alternatyw-
nymi substratami dla biatka VanA.

Kofaktorem VanH moze by¢ zaréwno NADPH, jak
i NADH, natomiast najlepszymi substratami dla tego
enzymu sa kwas pirogronowy (redukowany do kwasu
mlekowego) i kwas 2-keto-mastowy. Obie te cechy,
podobniejak charakterystyka kinetyczna, wskazujg na
podobienstwo VanH do dehydrogenaz kwasu D-mle-
kowego (D-LDH), wystepujagcych u wielu gatunkdéw
bakterii z rodzajéw Lactobacillus i Leuconostoc, co
sugeruje ich pokrewienstwo ewolucyjne. Aktywnos$¢
oczyszczonego VanH jest in vitro poréwnywalna z ak-
tywnoscig enzyméw D-LDH z Leuconostoc mesen-
teroides i Lactobacillus leichmanii.

W celu identyfikacji kwasu D-hydroksykarboksylo-
wego tworzonego przez VanH uzyto szczepu E.faeca-
lisJH2-2, zawierajacego inaktywowany insercyjnie gen
vanH sklonowany na plazmidzie wektorowym pATBO.
Ta inaktywacja spektakularnie redukowata MIC wan-
komycyny dla E. faecalis JH2-2 (z 1024 pg/ml do
1pg/ml) [66], Wprawdzie in vitro najlepszymi, spo$rdd
hydroksykwasow, substratami dla VanA sg kwas
D-2-hydroksymastowy i D-2-aminomaslowy, ale in
vivo wykorzystywany jest przede wszystkim kwas
D-2-hydroksymlekowy. Dodawany do hodowli szcze-
pu E. faecalis JH2-2, zawierajacego inaktywowany
insercyjnie gen vanH, przywracat temu szczepowi
oporno$¢ na wankomycyne w stezeniu pieciokrotnie
mniejszym niz kwas D-2-hydroksymastowy. Dodat-
kowym potwierdzeniem tej hipotezy byto wyizolowa-
nie z cytoplazmy entrokokéw VmR prekursoréw
UDP-MurNAc-tripeptydo-D-Ala-D-Lac w kilku la-
boratoriach badawczych [15, 67], Wykazano tez in
vitro [52], ze je$li wszystkie tancuchy boczne mure-
iny koncza sie depsypeptydem D-alanylo-D-mle-
czanowym (D-Ala-D-Lac), to wankomycyna wigze
sie z nig z powinowactwem ok. 1000 razy mniejszym
w porownaniu do mureiny natywnej. Zamiana grupy
NH- w wigzaniu amidowym dipeptydu alanylo-alani-
nowego na atom O w wigzaniu estrowym depsypep-
tydu eliminuje wigzanie wodorowe pomiedzy grupa
NH-dipeptydu a wankomycynag, jedno z pieciu, ktory-
mi czasteczka antybiotyku wigze sie z N-acyl-D-Ala-
-D-Ala (Ryc. 3).

Tak wiec enzymy VanA i VanH wspotuczestniczg
w syntezie depsypeptydu D-Ala-O-D-Lac [15, 52, 67,
68], ktéry jest przytaczany do cytoplazmatycznych
prekursoréw PG w miejsce D-Ala-D-Ala przez, kodo-
wane chromosomalnie, enzymy dodajace [45], Jak
wykazano dla enzyméw dodajgcych E. coli (MurF),
reakcja ta jest efektywniejsza kinetycznie niz reakcja
przytgczania do UDP-MurNAc-tripeptydéw alterna-
tywnych substratéow VanA (D-Ala-D-Met czy D-Ala-
-D-Phe). Tak wiec wigzanie amidowe D-Ala-D-Ala nie
jest cechg warunkujgcg rozpoznanie substratu przez te
enzymy [52]. Reakcja ta zachodzi jeszcze zanim pre-
kursory zostang zwigzane z ich lipidowym przenos$-
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nikiem przez blone cytoplazmatyczng — baktopre-
nolem [68, 69],

Reasumujac, w komdrkach enterokokéw klasy
VanA, dipeptyd D-Ala-D-Ala jest syntetyzowany za-
rowno przez ligazy Ddl, jak i biatka VanA. Natomiast
depsypeptyd D-alanylo-D-mleczanowy syntetyzuje
tylko para VanA/VanH. Poniewaz VanA nie preferuje
syntezy zadnego z produktow, nie jest mozliwa repre-
sja syntezy D-Ala-D-Ala wyltagcznie przez represje
transkrypcji genu ddl. Jedynym efektywnym sposobem
eliminacji D-alanylo-D-alaniny jest hydroliza tego
dipeptydu itaki wtasnie proces zachodzi za posrednict-
wem biatka VanX [68].

Biatko VanX, o masie 38 kDa, okazato sie by¢
niezwykta, zalezng od Zn2' dipeptydazg [68, 70],
ktéra nie tnie wigzan estrowych, lecz hydrolizuje
wigzanie amidowe wytgcznie dipeptyddw z wolnymi
koncami NH, i COOH, a wiec D-Ala-D-Ala [71, 72],
VanX hydrolizuje dipeptydy D-Ala-D-Ala okoto 105
razy efektywniej niz depsypeptydy D-alanylo-D-mle-
czanowe, co powoduje obnizenie poziomu syntetyzo-
wanych przez komérke pentapeptydoéw i tym samym
zwiekszenie puli pentadepsypeptydow. Skorelowane
dziatanie enzymow VanA, VanH iVanX prowadzi do
tak efektywnej syntezy pentadepsypeptydow, ze stano-
wig one 98% puli ,péZnych” prekursoréw cytoplaz-
matycznych (podczas gdy pentapeptydy tylko 2%)
[70], Dotychczas nie jest jednak poznane miejsce
aktywne VanX, odpowiedzialne za selektywno$¢ sub-
stratowg tego enzymu.

Funkcja genu vanX pozostawata dtuzej nieznana
gdyz sekwencja DNA tego genu nie wykazywata
znaczacego podobienstwa do sekwencji zadnego ze
znanych biatek [61]. VanX nie jest podobne do
zadnych znanych peptydaz, oprécz D-stereospecyficz-
nej aminopeptydazy bakterii Ochrobactrum anthropi,
hydrolizujgcej nie tylko dipeptyd D-Ala-D-Ala, ale
takze tri- i tetrapeptydy, amidy i estry. Jednakze
aktywnos¢ tej ostatniej, w przeciwienstwie do VanX.
jest hamowana przez antybiotyki (3-laktamowe. Biatko
VanX lezy w btonie cytoplazmatycznej, ale nie zawiera
zadnego skupiska aminokwaséw hydrofobowych, co
wyklucza jego potozenie transhtonowe [70]. Ostatnio
przeprowadzone badania krystalograficzne czystej for-
my VanX wykazaly podobienstwo stereochemiczne
tego biatka do zaleznej od Zn2+ karboksypeptydazy
D-alanylo-D-alaninowej ze Streptomyees albus G [73].

Czwarty gen strukturalny, vanY, koduje biatko (Va-
liY) o masie ok. 35 kDa, lezace transbtonowo [74]
w blonie cytoplazmatycznej. Jego synteza jest induko-
wana przez wankomycyne [74-76], a insercyjna inak-
tywacja genu vanR powoduje zanik aktywnosci D.D-
-karboksypeptydazy w komdrkach bakteryjnych [77.
78], co sugeruje, ze transkrypcja vanY moze by¢
regulowana tak, jak transkrypcja operonu van {vanH.
vanA ivanX). VanY odcina in vitro C-terminalng reszte
D-Ala od UDP-muramylo-pentapeptydu [48, 75, 76]
i C-terminalng reszte D-Lac od UDP-muramylo-pen-
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tadepsypeptydu [76]. Jest wiec jednoczes$nie D,D-
-karboksypeptydaza i D,D-karboksyesterazg [57],
Enzym ten nie ma aktywnoS$ci transpeptydazy ani
(3-laktamazy [56], Mimo podobienstwa funkcjonal-
nego nie wykazuje jednak podobiefAstwa struktural-
nego do biatek wigzacych penicyline (PBP), a jego
aktywnos$¢ niejest hamowana przez antybiotyki (3-lak-
tamowe [75, 76]. VanY nie jest tez biatkiem koniecz-
nym do indukowania wankomycyno-opornosci typu
VanA. Jego aktywno$¢ tylko nieznacznie (zaledwie
czterokrotnie) podwyzsza poziom opornosci na ten
antybiotyk u enterokokéw klasy VanA [37] i jest
istotna dla komorki bakteryjnej wasciwie tylko wtedy,
gdy dipeptydy D-Ala-D-Ala unikajg hydrolizy przez
VanX. By¢ moze jego rola ogranicza sie do odcinania
dowolnej C-terminalnej reszty aminokwasowej tylko
po to, by ograniczy¢ pule prekursorow PG do UDP-
-muramylo-tetrapeptydoéw, do ktérych wankomycyna
nie ma powinowactwa [42, 72].

Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej
postulowano, ze biatka VanS i VanR (27 kDa) tworzg
dwusktadnikowy system regulujacy ekspresje gendw
vanH, vanA i vanX na poziomie transkrypcji, in-
dukowany obecnos$ciag wankomycyny w podtozu ho-
dowlanym [62]. Podobne systemy sg bardzo czesto
spotykane u bakterii jako sposdb reagowania na
zmiany warunkdéw Srodowiska [79, 80], Na przykitad
w komdrce E.coli moze znajdowaé¢ sie nawet 50
roznych tego typu systemow. Stanowiag je zwykle
biatko sensorowe — kinaza histydynowa, ktéra, w naj-
prostszym przypadku, lezy w btonie cytoplazmatycz-
nej i regulator odpowiedzi, ktory jest biatkiem cyto-
plazmatycznym.

Sekwencje aminokwasowe zaréwno VanS, jak
i VanR zawierajg domeny charakterystyczne dla biatek
tworzacych dwusktadnikowe systemy regulatorowe:
VanS — N-terminalng domene zawierajgcg dwa seg-
menty aminokwaséw hydrofobowych (co wskazuje na
jej charakter transbtonowy), peinigcg role sensora
i C-terminalng domene ,transmisyjng”, charakterys-
tyczng dla kinaz histydynowych, natomiast VanR
— charakterystyczng dla N-terminalnej domeny cyto-
plazmatycznych biatek regulatorowych. Oczyszczone
biatko VanS ulega in vitro autofosforylacji (His 164),
a nastepnie przenosi reszte fosforanowa na reszte
Asp53 biatka VanR, wykazuje wiec aktywno$¢ HPK..
Ufosforylowana forma VanR (P-VanR) jest stabilna
i selektywnie wigze sie z sekwencjg DNA zawierajacg
promotor operonu vanHAX [51]. VanR wigze sie ok.
pieciokrotnie silniej do promotora transkrypcji vanR
(PR)niz operonu vanHAX (PH), ale jego forma P-VanR
wykazuje czterdziestokrotnie wieksze powinowactwo
do promotora genéw wankomycyno-opornos$ci niz do
promotora vanR. Fosforylacja biatka VanR zdecydo-
wanie podwyzsza jego powinowactwo do DNA: okoto
pie¢setkrotnie — do promotora transkrypcji operonu
vanHAX iokoto sze$édziesieciokrotnie - do promo-
tora vanR. Insercyjna inaktywacja vanR znosi trans-

130

krypcje gendw opornosci na wankomycyne, co wska-
zuje na role VanR (w formie ufosforylowanej) jako
aktywatora transkrypcji [62]. Natomiast insercyjna
inaktywacja vanS nie wptywa na poziom wankomycy-
no-opornosci chociaz w rezultacie obniza sie poziom
transkrypcji gendéw opornos$ci na ten antybiotyk. Wo-
bec braku VanS w komodrce bakteryjnej nastepuje
catkowita aktywacja obu promotoréw, PKi PH, tak
wiec indukcja operonu vanHAX zachodzi przez wigza-
nie ufosforylowanej formy VanR do promotora P,
i wzmozenie transkrypcji genow vanR i vanS [81].
Wskazuje to takze na zdolno$¢ VanR do autofos-
forylacji, by¢ moze przez acetylofosforan, lub moz-
liwos¢ fosforylacji tego biatka przez jakg$ inng kinaze
histydynowag.

Wobec braku wankomycyny w poditozu hodow-
lanym VanS negatywnie reguluje aktywnos$é¢ VanR,
prawdopodobnie za pomocg jego defosforylacji. Nie
zostato jednak jak dotgd ostatecznie stwierdzone, czy
sygnatem indukcji systemu VanS/VanR sa jedynie
strukturalne wtasciwosci wankomycyny ijej obecnos$¢
w S$rodowisku [50], czy interakcja wankomycyny
z terminalnymi resztami D-alanylo-D-alaniny i za-
blokowanie reakcji transglikozylacji, czy tez jakie$
produkty degradacji mureiny, gdyz podobnie do wan-
komycyny dziatajg tez inne zwiazki (np. teikoplanina
i moenomycyna).

Funkcja biatka VanZ pozostaje nieznana, gdyz nie
wykazuje ono znaczacego podobieAstwa struktural-
nego do zadnego ze znanych biatek [37, 61] wydaje sie
jednak, ze jest ono odpowiedzialne za opornos$é na
teikoplanine. Wyrazanie sie genu vanZ sklonowanego
na plazmidzie wektorowym w szczepie E.faecalis JH2-
-2, podwyzszato czterokrotnie MIC teikoplaniny tego
szczepu, ale nie wptywato na MIC wankomycyny
wobec niego [82]. Sugeruje to istnienie jakiego$ innego
mechanizmu niskiego poziomu opornosci na antybio-
tyki glikopeptydowe, kodowanego przez transpozon
Tn 1546, w ktérym uczestniczy biatko VanZ. Aktyw-
no$¢ VanZ nie powoduje bowiem zadnych wykrywal-
nych zmian w puli rozpuszczalnych, cytoplazmatycz-
nych prekursoréw PG, ajednocze$nie insercyjna inak-
tywacja vanZ znosi oporno$¢ E. faecalis JH2-2 na
teikoplanine [42, 82].

Poniewaz w ostatnim etapie polimeryzacji PG na-
stepuje odciecie C-terminalnej reszty zmodyfikowane-
go prekursora, ostateczna struktura ,dojrzatego” PG
powinna pozostawac nie zmieniona. Tak jest w istocie.
Badania struktury mureiny wankomycyno-opornych
szczepow E.faecium (opornos¢ typu B), E.faecalis oraz
L. monocytogenes hodowanych bez wankomycyny
wskazujg, ze reszta kwasu mlekowego nie zostaje
wbudowana do sakulusa [20, 63. 83, Markiewicz,
dane nie publikowane]. Mureina szczepdw opornych
charakteryzuje sie, w przeciwienstwie do mureiny
szczepdw wrazliwych, catkowitym brakiem pentapep-
tydowych tancuchéw bocznych.
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IV-1.11. Wankomycyno-oporno$é klasy B

Szczepy Enterococcusfaecalis i Enterococcusfaecium
nalezgce do tej klasy fenotypowej wykazujg indukowa-
ng opornos$¢ na rozne stezenia wankomycyny w dos$é
szerokich granicach [84], (Tab. 1) ale, w przeciwien-
stwie do enterokokéw klasy VanA, sg wrazliwe na
teikoplanine [42, 85], Mechanizm tolerancji na penicy-
line (i inne antybiotyki (3-laktamowe) przejawianej
przez te szczepy jest dotad niejasny. Nie jest on jednak,
jak ostatnio stwierdzono, zwigzany ani z nizszym
poziomem sekrecji enzymow autolitycznych, ani z ich
obnizona aktywnos$cia enzymatyczng [41].

Dane dotyczace czestoSci wystepowania szczepoéw
klasy B moga by¢ obarczone btedem metody iden-
tyfikacji i przez to zanizane, gdyz niezbyt dogodna jest
stosowana do ich wykrycia metoda dyfuzyjno-krgz-
kowg. Antybiotyki glikopeptydowe stabo dyfundujg
w agarze idlatego nasaczone nimi krazki antybiotyko-
we dajg z reguty mate strefy zahamowania wzrostu.
Szczepy wykazujgce wysoki (MIC ~ 256 pg/ml)
poziom oporno$ci mogg by¢ identyfikowane tg meto-
da, ale inne — moga by¢ btednie zaklasyfikowane pod
wzgledem poziomu VmR a przez to zaliczone do
niewtasciwej grupy fenotypowej. Dodatkowe rdznice
moga wynika¢ ze stosowania innego, niz zalecane
przez NCCLS, podtoza, wielkosci inokulum i czasu
inkubacji [39],

Mimo rdznic w wartosciach MIC wankomycyny dla
poszczegdlnych szczepdw z tej grupy, zalicza sie je do
jednej klasy fenotypowej na podstawie zdolnosci hyb-
rydyzacji sondy vanB do ich totalnego DNA [84]
niezaleznie od ich poziomu opornosci na ten an-
tybiotyk.

W przeciwienstwie do grupy genoéw vanA, kodowa-
nych przez transpozon Tn/546 lub jemu podobne,
geny grupy vanB przynalezg do duzych (90-250 kb)
elementéw koniugacyjnych, ktére mogg sie znajdowac
na chromosomie bakteryjnym lub na plazmidach [85,
86]. Poniewaz homologia pomiedzy genomami E.
faecium i E.fecalis wynosi zaledwie 20-30%, najpraw-
dopodobniej proces rozprzestrzeniania sie gendw gru-
py vanB zachodzi przez rekombinacje nieuprawniong
[86]. Wydaje sie obecnie, ze moze on by¢ wynikiem
dwoch mechanizméw [49]:

— translokacji duzych elementéw chromosomalnych
zgenomu do genomu, co prowadzi do przekazywa-
nia wankomycyno-opornosci pomiedzy réznymi
szczepami bakteryjnymi
transpozycji gendéw opornosci na wankomycyne
z replikonu do replikonu w obrebie tego samego
szczepu, jako czesci transpozon6w ztozonych znaj-
dujacych sie wewnatrz elementow koniugacyjnych.
Na odcinku DNA wielkosci 7.160 bp, w chromo-

somie E.faecalis V583, zidentyfikowano siedem otwar-

tych ramek odczytu, a kodowane przez nie geny, przez
analogie do skupiska genéw vanA, nazwano: vanRB,

vanSB, vanYB, vanW, vanHB, vanB i vanXB[84] (Ryc. 5).

Podobnie jak w przypadku grupy genéw vanA, efek-

tem dziatania grupy genéw vanB jest syntetyzowanie

przez komorki VmR prekursorow peptydoglikanu

w postaci UDP-MurNAc-pentadepsypeptydow, za-

kohAczonych resztami kwasu mlekowego [17, 88],

Sekwencje aminokwasowe genéw vanHB,vanB ivanXB

wykazujg znaczny stopien podobienstwa do sekwencji

gendw operonu vanHAX — odpowiednio 67%, 76%

i 71% [38, 39], podobna jest takze ich aktywnos¢

katalityczna [85, 88].

Jak wynika z analizy sekwencji aminokwasowych,
biatko VanXBjest przypuszczalnie D,D-dipeptydaza,
a VanHB— dehydrogenazg, ale charakterystyka bio-
chemiczna funkcji tych biatek nie zostata dotychczas
przeprowadzona [42].

Gen vanB koduje ligaze o specyficznosci substrato-
wej podobnej do specyficznosci VanA. Oczyszczone
biatko VanB syntetyzuje D-Ala-D-Ala z aktywnoS$cia
katalityczng zblizong do efektywnos$ci VanA. Podob-
nie jak VanA syntetyzuje mieszane dipeptydy z D-Ala
i innych aminokwaséw hydrofobowych: D-fenyloala-
niny, D-metioniny, D-waliny, D-norleucyny i D-izo-
leucyny, ale wartosci KmVanB sg dla nich 2-5 razy
wyzsze w poréwnaniu z VanA. Syntetyzuje tez dep-
sypeptydy preferujac substraty z dtuzszym tancuchem
bocznym — kwas D-2-hydroksymastowy, D-2-hydro-
ksywalerianowy i D-mlekowy, ale jego aktywnos$¢
katalityczna wobec tych substratéow jest 5-35 razy
nizsza w poréwnaniu do aktywnos$ci VanA. In vivo
VanB. podobnie jak dla VanA, syntetyzuje D-alanylo-
-D-mleczan [85].

vanB vanS, )— vanYy X vanv‘:/> vanH>

Ryc. 5. Poréwnanie zespotu ge-
néw vanA [ Tul546

vanA

vanS D vanH>
% identycznosci

sekwencji 33 19 67
aminokwasowej
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76 71 30 vany

! ivanBz E.faecalis V583.
ani vanY Ko!ejne strzai!(l ozna-
czajag sekwencje kodu-

jace. Linia gesto prze-
rywana pokazuje réz-
nice w potozeniu genu
wobec  genéw
vanH, A, X.
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Znacznie mniejsze podobienstwo sekwencji amino-
kwasowej wykazujg biatka VanS i VanSBoraz VanR
i VanRB — odpowiednio 23 i 34% podobienstwa.
Jednak oba te biatka sg pod wzgledem struktury
podobne do biatek tworzgacych dwusktadnikowe sys-
temy regulatorowe. VanSBma w C-terminalnej czesci
swojej sekwencji pieé grup aminokwasow charakterys-
tycznych dla modutéw ,transmisyjnych” kinaz his-
tydynowych, a takze charakterystyczng reszte His,
odpowiadajacg ich miejscom autofosforylacji [88],
Zawarto$¢ i uktad aminokwaséw hydrofobowych
w sekwencji VanSB podobny do tego, jaki wystepuje
w sekwencji VanS i biatka EnvZ (sensorowego biatka
w blonie cytoplazmatycznej Escherichia coli, ktore
wraz z biatkiem OmpR uczestniczy w regulacji syntezy
poryn OmpF i OmpC w btonie zewnetrznej) sugeruje
podobne umiejscowienie tych biatek w blonie cyto-
plazmatycznej. VanRB natomiast wykazuje w N-ter-
minalnej czesci swojej sekwencji aminokwasowej po-
dobienstwo do domen ,,odbiornikowych” regulatoréw
odpowiedzi. Zawiera ono takze, charakterystyczng dla
tych biatek, reszte Asp. Podobienstwo struktury tych
biatek sugeruje, ze moga one dziataé jak system
regulacji transkrypcji podobny do systemu EnvZ-
-OmpR [75]. Aktywacja transkrypcji genow grupy
vanB wydaje sie by¢ zwigzana z funkcjonalng aktywa-
cjg kinazy histydynowej VanSB przez wankomycyne,
prowadzgcg do fosforylacji i aktywacji regulatora
odpowiedzi VanRB Induktorem tego procesu (syg-
natem aktywujgcym) niejest jednak, w przeciwieAstwie
do uktadu VanS-VanR, teikoplanina, a jedynie wan-
komycyna [88],
Sekwencje aminokwasowe biatek VanYB i YanY
wykazujgjedynie 30% podobienstwa, ale oba te biatka
sg D,D-karboksypeptydazami indukowanymi obec-
nos$cig wankomycyny w podtozu hodowlanym i leza-
cymi w btonie cytoplazmatycznej. Aktywnos$¢ katality-
czna obu tych biatek nie jest hamowana przez an-
tybiotyki (3-laktamowe. Nie wykazano zadnego zna-
czacego podobieAstwa pomiedzy VanYB a innymi
karboksypeptydazami [88].
Funkcja biatka VanW pozostaje natomiast nie-
znana, a jego sekwencja aminokwasowa nie wykazuje
znaczacego podobienstwa do sekwencji zadnego ze
znanych biatek.
Mimo duzych podobienstw genéw z grup vanA
i vanB (wysoki stopien podobieAstwa struktury ifunk-
cji biatek, podobny sposob regulacji transkrypcji) nie
mozna jednak zapomnie¢ o rdznicach:
w kazdej z tych grup gendw istnieja takie, ktdre nie
maja wzajemnie swych odpowiednikéw (vanZ
i vanW) co moze nasuwaé przypuszczenie, ze
wankomycyna nie indukuje syntezy biatek ,,dodat-
kowych” (ang. accesory proteins), ktére odpowia-
dajg, by¢ moze, za opornos$¢ na teikoplanine [42]

— geny vanY ivan YBznajdujg sie w roznych miejscach
w stosunku do pozostatych genéw wankomycyno-
-opornosci (Ryc. 5)
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- cho¢ obie grupy gen6w wystepujg w obrebie trans-
pozonéw [43, 48], to jednak sg one strukturalnie
i funkcjonalnie rézne.

Nizszy poziom opornos$ci na wankomycyne szcze-
pow klasy vanB, w stosunku do szczepow klasy vanA,
moze by¢ zwigzany z nizszym poziomem syntezy
biatek kodowanych przez geny grupy vanB lub ich
nizsza aktywnosciag katalityczng w poréwnaniu z biat-
kami kodowanymi przez geny grupy vanA.

Natomiast ich wrazliwo$¢ na teikoplaning moze by¢
wynikiem specyfiki systemu regulujagcego ekspresje
genow grupy vanB, gdyz w ich przypadku teikoplanina
nie jest induktorem tego systemu. W przeciwienstwie
do szczepow klasy VanA, u ktorych aktywno$¢ VanX
ijednoczesna obecno$¢ w komérce obu typédw prekur-
sorow PG (pentapeptydowych i pentadepsypeptydo-
wych) jest wykrywalna nawet przy braku indukcji,
w komorkach nieindukowanych szczepéw klasy VanB
nie wykryto znaczacego poziomu D,D-dipeptydazy.
Wydaje sie wiec, ze ekspresja wankomycyno-oporno-
Sci typu VanB podlega Scislejszej kontroli niz ekspresja
wankomycyno-oporno$ci typu VanA [88].

IV-1.111. Wankomycyno-oporno$¢ klasy C

Determinanty wankomycyno-opornos$ci typu VanC
znajdujg sie na chromosomie szczepéw z gatunkow
ruchliwych enterokokéw: Enterococcus casseliflavus,
Enterococcusflavescens i Enterococcus gallinarum [89].
Wykazujag one niski poziom naturalnej opornosci na
wankomycyne (Tab. 1), ale sg wrazliwe na teikoplanine
[44, 50, 90], Zdarzaja sie przypadki kolonizacji prze-
wodu pokarmowego przez te szczepy, lecz kliniczne
przypadki infekcji wywotywanych przez nie sg nad-
zwyczaj rzadkie i stanowig zaledwie < 1% infekcji
enterokokowych [38, 90],

Szczepy tej klasy wankomycyno-opornosci syntety-
zujg w stosunku 3:1 dwa rodzaje prekursorow PG:
prekursory zakornczone D-alanylo-D-seryng [17, 71,
88] i prekursory naturalne, zakonczone D-alanylo-D-
-alaning [71],

W komdrkach E. gallinarum wykryto dwa geny
kodujgce biatka podobne pod wzgledem struktury
aminokwasowej do ligaz D-Ala-D-Ala [17, 89]. Jeden
z nich, nazwany vanC-1, sklonowano i zsekwen-
cjonowano [89], Gen ten nie jest przekazywany iznaj-
duje sie w wysoce konserwowanych regionach chro-
mosomow wszystkich zbadanych szczepéw E. gal-
linarum. Jego przewidywana sekwencja aminokwaso-
wa wykazuje nieznaczny stopien podobienstwa do
ligaz VanA (29%) i nieco wiekszy do sekwencji ligaz
Ddl z E. coli (38%) [64]; nie znaleziono go dotychczas
u innych gatunkéw enterokokéw poza E. gallinarum.
Oprécz ranC-1, w komaérkach E. gallinarum wykryto
tez aktywnosci D,D-dipeptydazy [70] i D,D-karbo-
ksypeptydazy zlokalizowane w cytoplazmie i nie ha-
mowane przez penicyline. Wspotdziatanie wszystkich
tych enzymoéw zapobiega syntezie normalnych prekur-
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soréw PG isynteze prekursorow o obnizonym powi-
nowactwie do wankomycyny, zakonczonych D-Ala-
-D-Ser [39]. Insercyjna inaktywacja vanC-l w szczepie
E. gallinarum BM4174 (szczep wyizolowany z ma-
teriatu klinicznego, naturalnie oporny na niskie ste-
zenie wankomycyny) powoduje zanik aktywnosci
D,D-dipeptydazy i D,D-karboksypeptydazy w cyto-
plazmie, synteze prekursor6w PG zakonczonych
D-Ala-D-Ala i o$miokrotne obnizenie MIC wanko-
mycyny [39, 71]. Na tej podstawie mozna wnioskowac,
ze transkrypcja genow kodujacych D,D-dipeptydaze
iD,D-karboksypeptydaze jest wjaki$ sposéb zwigzana
z transkrypcja genu vanC-l chociaz pozycje genow
kodujacych te dwa biatka w stosunku do pozycji
vanC-l nie zostaty ustalone [39], Sugeruje to réwniez
istnienie w komédrkach tego szczepu drugiej, chro-
mosomalnie kodowanej ligazy, syntetyzujacej norma-
Ine, nie zmienione prekursory PG. We frakcji oston
komérkowych znaleziono tez druga, penicylino-wra-
zliwg D,D-karboksypeptydaze, ktdra byé moze nalezy
do biatek PBP.

Wankomycyno-oporno$¢ w szczepach E. gallinarum
moze by¢ wyrazana zarowno indukcyjnie, jak i kon-
stytutywnie (zaleznie od szczepu) [90, 91], co nasuwa
przypuszczenie, ze regulacja tego zjawiska moze bhy¢
rozna w réznych szczepach. W przypadku konstytuty-
wnego wyrazania sie tej cechy ekspresja, z definicji, nie
zalezy od obecnos$ci antybiotyku w Srodowisku, ele-
menty systemu regulatorowego mogg wiec by¢ inne niz
system sensor-regulator (VanS-VanR) zidentyfikowa-
ny w szczepach klasy VanA. Szczepy, ktore sa kon-
stytutywnie oporne na wankomycyne majg taki sam
czas trwania fazy logarytmicznego wzrostu niezaleznie
od tego, czy sa hodowane w podtozu zawierajgcym ten
antybiotyk, czy tez nie. Natomiast faza logarytmicz-
nego wzrostu hodowli szczepéw, u ktérych opornosé
na wankomycyne jest indukowana, jest o 3-4 godziny
dtuzsza gdy hodowla jest prowadzona w obecnosci
tego antybiotyku, w poréwnaniu do hodowli prowa-
dzonej bez wankomycyny [92], Podobne wyniki otrzy-
mano dla badanych szczepow E. casselijlavus, ktorych
krzywe wzrostu dowodzg, ze réwniez w przypadku
tych szczepéw oporno$¢ na wankomycyne moze byé
indukowana [92],

W przeciwieAstwie do wankomycyno-opornych
szczepdw klasy VanA i VanB. w prekursorach PG
syntetyzowanych przez enterokoki klasy VanC nie
zachodzi zamiana pentapeptydéw na pentadepsypep-
tydy, co bytoby réwnoznaczne z zamiang wigzania
peptydowego na estrowe i powodowatoby w efekcie
drastyczne obnizenie powinowactwa wankomycyny
do prekursoréw PG. Zamiana reszty D-alaninowej na
D-serynowg w komérkach tych baterii nie zmienia
wiec takze liczby wigzan wodorowych tworzonych
miedzy czasteczkg wankomycyny a zmienionym pre-
kursorem PG, jednak sita tego oddziatywaniajest inna.
Powinowactwo czasteczki wankomycyny do celu jej
oddziatywaniajest najwieksze gdy grupag R terminalnej
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reszty aminokwasowej prekursora PG jest grupa me-
tylowa [73], natomiast obecno$¢ grupy hydroksyme-
tylowej w reszcie terminalnej seryny powoduje szescio-
krotne obnizenie tego powinowactwa w poréwnaniu
do szczepéw Vms co w konsekwencji wyjasnia wyzsze
MIC tego antybiotyku [69], Nie powoduje to jednak
znaczacych zmian w powinowactwie do teikoplaniny.

Nie znamy jak dotagd biochemicznych podstaw
wyrazania fenotypu VanC przez E. casselijlavus i E.
flavescens. W szczepach tych zidentyfikowano jedynie
dwa geny, nazwane odpowiednio vanC-2 i vanC-3,
wykazujagce ok. 98% identyczno$ci nukteotydowej,
jednak miedzy nimi i miedzy vanC-1 z E. gallinarum nie
zachodzi krzyzowa hybrydyzacja [18].

Roéwniez w komdrkach E. casselijlavus znaleziono
dwa geny kodujace ligazy, ddlEcass i vanC-2, ktérych
przewidywana sekwencja aminokwasowa jest podob-
na do sekwencji ligaz Ddl gramujemnych bakterii
jelitowych [18].

IV-1-1V. Wankomycyno-opornos$¢ klasy D

Jedyny dotychczas opisany szczep enterokoka za-
klasyfikowanego do klasy D charakteryzuje sie kon-
stytutywng opornoscig na stosunkowo wysokie steze-
nia wankomycyny (MIC 64 gg/ml) oraz na niskie
stezenia teikoplaniny (MIC 4 pg/ml).

IV-11. Gronkowce i paciorkowce

Odkrycie wankomycyny byto wynikiem prowadzo-
nego w latach 50-tych programu poszukiwan nowych
antybiotykow skutecznych wobec pojawiajgcych sie
wtedy coraz cze$ciej klinicznych szczepéw S. aureus
opornych na erytromycyne, tetracykline i penicyline.
Wobec pojawiajgcych sie w latach 80-tych licznych
szczepOw enterokokdédw opornych na wankomycyne,
powszechna byta ijest obawa przed pojawieniem sie
VmRszczepdédw gronkowcoéw, wobec ktorych antybio-
tyki glikopeptydowe sg lekami najskuteczniejszymi
[44], Szczepy takie, jak wspomniano we wstepie,
jednak sie pojawity.

Nie sposéb ich zaliczy¢ do jakiejkolwiek wspdlnej
klasy fenotypowej, gdyz poszczegd6lne izolacje wykazu-
ja albo opornos¢ jedynie na wankomycyne, albo tylko
na teikoplanineg, albo na oba te antybiotyki jednoczes-
nie. Znane sa rowniez przypadki korelacji miedzy
opornoscig na wankomycyne a opornoscig na an-
tybiotyki (3-laktamowe [23], Jakkolwiek wczesne
szczepy S. aureus izolowane ze Srodowiska szpitalnego
wykazywaty jedynie opornos$¢ na teikoplanine [39], to
jednak in vitro (przez selekcje mutantéw opornych na
wankomycyne lub przez koniugacyjny transfer genéw
kodujacych oporno$¢ na wankomycyne z enteroko-
kéw) otrzymano juz VmRszczepy tego gatunku [5, 26],

Z obserwacji w mikroskopie elektronowym wynika,
ze komérki VmRszczepdéw gronkowcOw majg, w sto-
sunku do komorek szczepéw Vms, pogrubiong iniere-
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gularng Sciang komorkowga [22]. Nie wiadomo jednak
czy jest to skutkiem, czy tez przyczynag wykazywania
przez nie wankomycyno-opornosci. Sg one réwniez
bardziej wrazliwe na lize lizozymem, a w ich frakcji
oston komorkowych znajdujg sie dwa nowe rodzaje
biatek o masie 35 i 39 kDa, maja takze podwyzszony
poziom biatek wigzacych penicyline PBP-1 i PBP-2,
a czasem réwniez PBP-3 i PBP-4 [86]. Biatko o masie
39 kDa, a wiec takiej samej jak masa VanA, nie
wykazuje jednak podobienstwa sekwencji aminokwa-
sowej do sekwencji VanA. Sktad aminokwasowy i sto-
pien usieciowania mureiny komorek szczepéw opor-
nych na teikoplanine nie rézni sie od cech PG komérek
szczepow teikoplanino-wrazliwych [23], a w komor-
kach szczepu Staphylococcus haemolyticus opornego
na antybiotyki glikopeptydowe stwierdzono, ze tylko
1,7% prekursordw PG jest zakonczonych resztg
D-Lac [20]. Usieciowanie mureiny ujednych mutan-
tow VmRS. aureus jest zwiekszone, u innych — zmniej-
szone [23]. Stwierdzono réwniez zwiekszony wzrost
liczby nie-amidowanych muropeptydéw w mureinie
szczepdw VmR S. aureus [24], W mostkach pep-
tydowych mureiny szczepdw opornych cze$¢ reszt
glicyny zastgpiona jest przez seryne. Zmniejszonej
amidacji zawsze towarzyszy zmniejszony stopien usie-
ciowania mureiny [44]. Tak wiec biatka 35 kDa i 39
kDa nie wydaja sie by¢ ligazami D-Ala: D-Ala o roz-
szerzonej specyficznosci substratowej. Ostatnio jednak
w genomie VmR szczepu S. aureus udato sie ziden-
tyfikowac¢ gen ddh, kodujacy biatko Ddh (37 kDa),
ktérego przewidywana sekwencja aminokwasowa wy-
kazuje do 40% identycznos$ci ido 61% podobieAstwa
z sekwencjami biatek nalezgcych do rodziny dehyd-
rogenaz D-2-hydroksykwasow, a wiec tej samej, do
ktorej nalezg takze VanH i enzymy D-LDH z Lac-
tobacillus i Leuconostoc. Jest to biatko cytoplazmatycz-
ne, ale jego charakterystyka biochemiczna nie zostata
dotychczas przeprowadzona.

Pierwsze doniesienie o wyizolowaniu z materiatu
klinicznego wankonomycyno-opornego szczepu z ro-
dzaju Streptococcus pochodzi z 1997 r. Jest to szczep S.
bovis wykazujacy niski (MIC 64 fig/ml) poziom opor-
nosci na wankomycyne i wrazliwy na teikoplanine
(MIC lag/ml), a oporno$¢ na oba te antybiotyki jest
indukowana przez wankomycyne. Za pomoca PCR
(amplikacja fragmentu vanB)wykryto gen wykazujacy
96% identycznosci zczescig sekwencji aminokwasowej
vanB z E.faecalis V583 [87],

IV-111. Inne bakterie gram-dodatnie

Wsrod bakterii kwasu mlekowego z rodzaju Lac-
tobacillus, Leuconostoc i Pediococcus naturalna opor-
no$¢ na wysoki poziom zaré6wno wankomycyny, jak
iteikoplaniny, wystepuje do$é czesto. Znane sg przypa-
dki bakteriemii wywotywanej przez wankomycyno-
-oporne szczepy z rodzajow Leuconostoc i Lactobacil-
lus [9, 11], ale trudno jak dotad okresli¢ nasilenie tego
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zjawiska. Ekspresja cechy opornosci na wankomycyne
jest konstytutywna [17, 93], a dotychczasowe dane
wskazujg na obecno$¢ w komédrkach tych szczepéw
tylko jednego rodzaju ligazy D-alanylo: D-alaninowej
[17, 91, 93],

Pordwnanie sekwencji aminokwasowej ligaz D-Ala:
D-Ala tych szczepéw nie wykazuje znaczacego podo-
bienstwa do sekwencji VanA lub VanB (zaledwie 26%
i32% homologii), a sondy vanA ivanB nie hybrydyzuja
z DNA tych bakterii [86]. Zostato jednak ostatnio
dowiedzione, ze zamiana tylko jednej reszty amino-
kwasowej (tyrozyny na fenyloalaning) w sekwencji
ligazy D-Ala: D-Ala (Ddl) z Leuconostoc mesenteroides
powoduje, ze zmutowany enzym nabywa zdolnosci do
wykorzystywania jako substratu zaréwno D-Ala, jak
i D-Lac, podobnie jak to sie dzieje w przypadku
zmutowanego biatka Ddl z E. coli [65].

Wankomycyno-oporne szczepy z gatunkéw Lac-
tobacillus casei i Pediococcus pentosaceus syntetyzujg
prekursory PG zakonczone resztami D-Lac. Nato-
miast w komérkach badanego szczepu Leuconostoc
mesenteroides nie wykryto tego typu prekursorow.
Nie wykryto tez prekursoréw zakonczonych D-ala-
nylo-D-alaning. Stwierdzono, ze prekursory mure-
iny tego szczepu stanowiag urydylo-disacharydo-hek-
sadepsypeptydy (UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-L-Lys-
-(L-Ala)-D-Ala-D-Lac [93],

W chromosomie naturalnie opornej na wankomycy-
ne bakterii B. popiliae wystepuje sekwencja DNA
0 blisko 70% identycznos$ci ze znanymi sekwencjami
genéw vanA i vanB [27], Z kolei w DNA klondéw
szczepow VmR B. circulans izolowanych z materiatu
klinicznego stwierdzono wystepowanie zespotu genow
warunkujacych opornos$¢ typu VanA [28].

V. Perspektywy

Wankomycyna jest dzi$ jedynym skutecznym le-
kiem w przypadku wielu schorzeA powodowanych
przez gronkowce, paciorkowce i inne bakterie gram-
dodatnie. Niestety, szeroko rozprzestrzeniona opor-
nos$¢ na ten antybiotyk ws$rdd enterokokow, tatwosé
z jakg oporno$¢ typu VanA przekazywana jest przez
enterokoki do takich bakterii jak S. aureus czy L.
monocytogenes, obecnos¢ determinant opornosci
wsérod bakterii mlekowych oraz bakterii z rodzajow
Leuconostoc i Pediococcus powoduje, ze wiele spec-
jalistbw moéwi o poczatku korica ery antybiotykow.
Pojawity sie tez pierwsze doniesienia o wankomycyno-
-zaleznoS$ci wérod enterokokow [94], Opisano przypa-
dki, w ktorych dtugotrwate podawanie wankomycyny
doprowadzito do gwattownego rozwoju bakteriemii
spowodowanej wankomycyno-zaleznym enteroko-
kiem [95]. Mechanizm wankomycyno-zaleznosci wy-
daje sie polega¢ na zmianie w genie kodujgcym ligaze
D-alanylo: D-alaninowg [96], W kazdym razie zjawis-
ko wankomycyno-zalezno$ci wskazuje na mozliwos¢
daleko idacych zmian adaptacyjnych u bakterii w obec-
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nosci presji antybiotykowej. Wankomycyna jest dzi$
stosowana bardzo powszechnie. Wydatki na wan-
komycyne stanowig do 15% budzetu na wszystkie leki
w wielu szpitalach w Stanach Zjednoczonych. Tak
powszechne stosowanie tego antybiotyku stwarza zje-
go strony presje, w wyniku ktérej nalezy sie spodzie-
wac dalszego, gwattownego narastania opornosci [97],
Niedawno opisano przypadek, pacjenta ktéry otrzy-
mujagc wankomycyne w celu zwalczenia zakazenia
metycylino-opornym gronkowcem ztocistym zmart
w wyniku rozwoju listeriozy majgcej posta¢ bakterie-
mii. l1zolowany szczep L. monocytogenes wykazywat in
vitro jedynie nieznacznie zmniejszong podatno$¢ na
wankomycyne [98],

Sytuacja jest o tyle grozna, ze w ostatnich dziesieciu
latach pojawit sie tylko jeden catkowicie nowy typ
antybiotyku, Synercid, bedacy mieszaning dwéch stre-
ptogramin [4], Jest on wcigz w fazie préb klinicznych.
Jest tez kilka zmodyfikowanych antybiotykdw (3-lak-
tamowych, czesto stosowanych w potaczeniu z in-
hibitorami (3-laktamaz (np. piperacylina - tazobak-
tam) oraz nowych antybiotykéw fluorochinolowych.
Wigze sie tez nadzieje z ewerninomycynami, znanymi
od 1964 r., ktére jednak w obecnej strukturze charak-
teryzujg sie¢ wysoka nefrotoksycznoscig [99], Nowych
klas antybiotykéw na horyzoncie nie widaé, tym
bardziej, ze wediug danych ASM, potowa firm far-
maceutycznych w USA zaprzestata, badZ planuje za-
przestanie finansowania badan nad nowych lekami
przeciwbakteryjnymi. Wprowadzenie nowego anty-
biotyku na rynek wymaga $rednio okoto 12 lat badan
oraz naktadéw w wysokosci ponad 300 milionéw
dolaréw. Ten naktad czasu i pieniedzy moze w krotkim
czasie by¢ zniweczony przez zmiane pojedynczego
nukleotydu w genie bakteryjnym lub wymiane mate-
riatu genetycznego pomiedzy réznymi bakteriami.

Do rozwoju opornosci na antybiotyki glikopep-
tydowe, tak jak w przypadku innych antybiotykdw,
przyczynia sie przede wszystkim ich niekontrolowane
przepisywanie i stosowanie, jak rowniez dodawanie
do paszy dla zwierzat. Juz obecnie amerykanski komi-
tet HICPAC przy CDC w Atlancie zaleca ich przepisy-
wanie jedynie w szczeg6lnie uzasadnionych przypad-
kach. W przypadku opornosci na wankomycyne,
potaczonej z opornoscig na inne antybiotyki, np.
(3-laktamowe, zaleca si¢ sieganie po kombinacje innych
antybiotykow (np. aminoglikozydowe + fluorochino-
lowe) lub wrecz po antybiotyki bedace jeszcze w trakcie
testowania (np. wspomniane wyzej streptograminy)
[4], Najwieksze nadzieje wigze sie jednak z pdisyn-
tetycznymi antybiotykami glikopeptydowymi nowej
generacji.

Zaobserwowano, ze podstawienie aminocukru wan-
komycyny tancuchami lipofilowymi znacznie zwieksza
aktywno$¢ antybiotyku wobec opornych enteroko-
kéw. Z kolei p-chlorobenzylowa pochodna wankomy-
cyny, ulegajac dimeryzacji, wigze na powierzchni btony
cytoplazmatycznej rownocze$nie dwie reszty D-Ala-
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-D-Lac. Ponadto, hydrofobowy tancuch boczny tej
pochodnej nadaje jej korzystng witasciwosé kotwicze-
nia sie na powierzchni blony. Nalezy tylko mieé
nadzieje, ze bakterie nie ,,znajdg” sposobu i na te
zmodyfikowane pochodne wankomycyny.

Pozostaje jeszczejedna mozliwos¢, o ktorej mysli sie
coraz czesciej — szczepionki przeciw wszystkim gtow-
nym gramdodatnim patogenom.

Artykut otrzymano 26 pazdziernika 1998 r.
Zaakceptowano do druku 7 stycznia 1999 r.
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Bakulowirusy — specyficzne wirusy owadzie. Budowa,
Infekcyjnos¢ 1 wykorzystanie w ekspresji obcych genow

Baculoviruses — insect specific viruses. Structure, infectivity and
heterologous genes expression system
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Spis tresci:
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11-1.1. Fazy pierwotna i wtérna
11-1.2. Proces infekcji w owadzich liniach komar-
kowych i wektory ekspresyjne
I1l1. Organizacja, regulacja i funkcjonowanie genomu bakulo-
wirusa
111-1. Mapa genomu i obszary ORFs
111-2. Geny wplywajace na replikacje DNA
I11-3. Geny zwigzane z wytwarzaniem otoczki i geny
kodujace biatka strukturalne wirionu
I11-4. Geny ,,niekoniecznie potrzebne”
IV. Oddzialywanie wirus— gospodarz
1V-1. Wplyw wirusa na ekspresje genéw gospodarza
1V-2. Czynniki determinujgce Kkrag nosicieli bakulo-
wirusa

Wykaz stosowanych skrétéw: hr homologous region, rejon
homologiczny; ORFs —otwarte ramki odczytu; lef  pdzne
czynniki ekspresyjne; pe protein envelope, biatko otoczki;
ACMNPV wirus poliedrozy jadrowej larw sowki.

l. Wstep

Bakulowirusy z rodziny Baculoviridae sg duzg rodzi-
ng wiruséw patogennych wystepujagcych u stawono-
géw. Infekujg sporadycznie skorupiaki, gtownie jed-
nak owady przede wszystkim z rzedéw Lepidoptera,
Diptera i Hymenoptera. Nieznani sg nosiciele wirusa
spoza grupy stawonog6w. Przedrostek baculo- ozna-
cza charakterystyczny, pateczkowaty ksztatt kapsydu
wirusa. Wewnatrz kapsydu DNA w potaczeniu z nie-
wielkim zasadowym biatkiem bogatym w argininy,
zwanym biatkiem p6.9, tworzy rdzen (core). Wirion
bakulowirusa pokryty jest zwykle grubg warstwg
krystalicznego biatka, syntetyzowanego w jadrze ko-
morkowym gospodarza [1, 2],

Wirusowe ciata wtretowe tworzone sg na terenie
jadra komérkowego ipowlekajg wirion grubg warstwa
krystalicznego biatka, tworzac poliedry [3, 4], Wirusy

1 Dr hab.. 2 dr. Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa, Instytut Biologii, WSP,
ul. Konopnickiej 15, 25-406 Kielce

POSTEPY BIOCHEMII 45(2), 1999

Contents:

. Introduction
Il.  Baculovirus structure
I1-1. Progress of infection in the insects
I1-1.1. Primary and secondary phases
11-1.2. Infection in insect cell lines and expression
vectors
I1l. Genome organization, regulation and function
I11-1. Physical map and ORFs
I11-2. Genes related to DNA replication
111-3. Occlusion related genes and those coding for virion
structural proteins
I11-4. Nonessential genes
IV. Virus-host interactions
IV-1. Virus effects on host gene expression
1V-2. Baculovirus host range

zrodziny Reoriridae (wirusy poliedrozy cytoplazmaty-
cznej) tw'orzg podobne ciata wtretowe w cytoplazmie
zakazonych komodrek owadzich. Poliedry otacza btona
zewnetrzna, bogata w glikoproteiny i liczne grupy
tiolowe, tgczgce te bione z biatkiem otoczki. Bitona
zewnetrzna zwigksza znacznie stabilno$é poliedru.

Poza najpowszechniej wystepujacymi wirusami po-
liedrozy jadrowej istniejg rowniez powleczone otoczka
biatkowa wirusy granulozy. W przeciwienstwie do
pierwszej grupy wiruséw, charakteryzujacych sie two-
rzeniem duzych ciat wtretowych, wirusy granulozy
wytwarzajg niewielkie ciata wtretowe zawierajgce po-
jedynczy wirion. Otoczka zbudowana jest z biatka
zwanego granuling. Nalezy wspomnie¢, ze istnieje
réw niez nieliczna grupa wiruséw nie wytwarzajacych
zewnetrznej biatkowej warstwy ochronnej.

Duze zainteresowanie bakulowirusami wynika z po-
tencjalnych mozliwos$ci wykorzystania ich jako specy-
ficznych i bezpiecznych insektycydow, a takze jako
wektorow do wprowadzania iekspresji obcych genow
[5], Nalezy podkresli¢, iz produkty biatkowe, uzys-
kane w systemie bakulowirusa in vitro poddawane sg
modyfikacjom potranslacyjnym, charakterystycznym
dla komérek eukariotycznych. Materiatem genetycz-
nym bakulowiruséw jest dwuniciowy, kolisty DNA
pokaznych rozmiaréw od 80 do 200 tysiecy par zasad,
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charakterystyczny dla konkretnego wirusa. Pierwszym
zbadanym i catkowicie zsekwencjonowanym geno-
mem bakulowirusowym byt genom bakulowirusa po-
liedrozy jadrowej s6wki Autographa californica— Mu-
Itiple Nuclear Polyhedrosis Virus (MNPV) wielkosci
134 tysiecy par zasad, zawierajgcy okoto 150 gendw
[6]. Ostatnio ustalono peing sekwencje genomu dru-
giego bakulowirusa poliedrozy jagdrowej o zblizonej
wielko$ci z Orgyia pseudotsugata [7],

Il. Budowa bakulowirusa
11-1. Infekcja w organizmie owada
I1-1.1. Fazy pierwotna i wtérna
Naturalny cykl infekcji gasienic owada odbywa sie

wg schematu przedstawionego na rycinie 1 Poliedry
zjedzone wraz z pozywieniem przez owada ulegajg

sunigcie

\uplaszczzl R
N7\
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/Y

/ /

fuzja z

komérka |‘

®

infekcja
pierwotna
i

Ryc. 1. Cykl infekcyjny wirusa poliedrozy jadrowej.
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rozpuszczeniu w alkalicznym $rodowisku jelita $rod-
kowego uwalniajac wiriony, ktore z kolei przedostajac
sie do jader komorek epitelialnych wyscielajacych
jelito zakazajg je. Dochodzi tam wkrétce do wy-
tworzenia formy paczkujacej bakulowirusa (BV). Wi-
rus ten posiada zdolnos$¢ rozprzestrzenienia sie w réz-
nych tkankach owada takich jak hemocyty, komarki
ciata ttuszczowego, miesnie i nerwy [8, 9], Nawet
podczas zmasowanej infekcji wirusowej gasienica owa-
da dtugo zeruje a wnetrze jej ciata moze by¢ podtozem
dla dziesieciu kolejnych pokolen wirusa. Okoto 25%
suchej masy owada stanowi¢ moga poliedry.

I1-1.2. Proces infekcji w owadzich liniach komor-
kowych i niektére wektory ekspresyjne

Bakulowirusy moga by¢ wykorzystywane jako wek-
tory ekspresyjne. Gen poliedryny nie jest konieczny do
replikacji DNA wirusa w owadzich liniach komdr-

btona plazmatyczna
btona jadrowa

por blony jadrowej

poliedry
uwalniane do
Srodowiska
\U paczkowanie \
infekcja
wtorna
|
potkniecie

przez owada

wirus paczkujacy rozpuszczenie
(BV) poliedru

y W jelicie
Srodkowym

wirus pochodzacy
z poliedrow
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kowych. Dlatego konstruujgc bakulowirusowy system
ekspresyjny, gen poliedryny zastagpi¢ mozna genem
heterologicznym pod kontrolg wydajnego promotora
poliedryny [10]. Dodatkowa zaleta takiej konstrukcji
jest otrzymanie rekombinanta tatwego do odrdznienia
od formy dzikiej. Innym powszechnie stosowanym
promotorem jest promotor dla genu plO syntetyzowa-
nego z duzag wydajnoscia w bardzo po6znej fazie
rozwoju bakulowirusa. Uzyskany rekombinant za-
chowuje zdolno$¢ syntezy ochronnej otoczki biatkowej
[11, 12]. W zakazeniu linii komérkowych wyr6zniamy
3 fazy; wczesng, p6zng i bardzo po6zng. W fazie
wczesnej zachodzi intensywna transkrypcja przy
udziale polimerazy Il komoérek gospodarza, wiruso-
wych transaktywatoréw i sekwencji wzmacniajgcych
(enhanceréw), umozliwiajacych rozpoczecie replikacji
wirusowego DNA. W fazie p6znej nastepuje intensyw-
na synteza DNA, ekspresja genoéw pdéznych itworzenie
czastek wirusowych [13].

I11. Organizacja, regulacja i funkcjonowanie
genomu bakulowirusa

I11-1. Mapa genomu i obszary ORF

Regiony homologiczne w AcMNPV (hrs) ziden-
tyfikowane po raz pierwszy przezCohana i Faul-
knera (1983) opisano doktadniej w 1992 i latach
nastepnych [14-16], Zawierajg one sekwencje palin-
dromowe z miejscem restrykcyjnym Eco RI w central-
nej czesci kazdego palindromu [17]. W genomie
AcMNPYV wystepuje osiem takich regionéw na terenie
genomu a ich wielko$¢ waha sie od 0.2 do 1.0 tysiecy
par zasad a kazdy z nich zawiera wielokrotnie po-
wtarzane (od dwéch do o$miu razy), zbudowane z 30
par zasad niedoskonate palindromy. Palindromy maja
cechy wspdlne jak np. sekwencje rdzenia diugosci
10-12 par zasad z 2 obszarami niezgodno$ci w nuk-
leotydzie 4 lub 5i 10 lub 11 od miejsca restrykcyjnego
EcoR F Sg one oddzielone 83-34 nukleotydami. Fun-
kcjonujg one jako enhancery wczesnych gendw pod-
czas transkrypcji isg punktami startu replikacji DNA
[18-21],

Geny bakulowirusa ulegajg ekspresji w kaskadowej
transkrypcji, w ktorej kazdy nastepny etap uzalez-
niony jest od ekspresji genow etapu poprzedniego.
Geny nalezgce do grupy gendéw wczesnych ulegaja
transkrypcji przy udziale polimerazy Il komérek gos-
podarza [22] natomiast geny ,,p6Zne” transkrybowane

@) 2
(0-131) 30 20 (0-131)
Sekwencja Palindrom Sekwencja
wtracona wtracona
(b)
- 22 -30- +20
hr3-1 TTTG-TAATCAAAATTCAACTC P ATGATCAAGGGATGATGTCA
hr3-2 TTTGTTTTTGAAAACTAAACTC P ATAATCAAGAGATGATGTCA
hr3-3 TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ATAATCAAGAGATGATGTCA
hr3-A TTTGTTTTTT AAAACTAAACTT P ATAATCAAGAAATGATGTCA
hr3-S TTTGI117TT- AAACTGAACAT P ACAATCAAGAAATGATGTCA
6r3-6 TTTGTTTTTCAAAACCGAACTC P ACGATTAGTGGATGATGTCA
hr3-7 TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ACGATCAATTATTAGTCATA
hrl-I TTTGTTTTTCAAAACTGAACTG P ATGATCAAGGGATGATGTCA
hrl-3 TTTGI1111CAAAACCGAACTC P ATAATCGAAAGATGATGTCA
hrl-A TTTGTTTTTTAAAATTGAACTG P ACAATCGAGAGATGATGTCA
hr2-s TTTG1l 1(1CAAAACTAAACTC P ACGCCCAAGGGATGATGTCA
hr2-e TTTGTTTTTCAAAACTGAACTC P ACAATCAAGCGATGATGTCA
hr2-7 TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ACAATCAAGGGATGATGTCA
hrl-4 TTTG-TTTTCAAAACTGAACTC P ACAATCAGGGGATGATGTCA
hrl-S TTTGI1111CAAAACTAAACTC P ACAATCGAGGGATAATGTCA
hrAb-2 TIGTTTTTTTAAAATTCAACTC P ACAATCGAGGGATGATGTCA
hrAb-3 TTTGTTTTTCAAAACCGAACTC P AAGATCGGTGGATGATGTCA
hrsS-1 TTTGTTTTTAAAATTGAA-CTG P ACAATCAAGTAT- -GAGTCA
hrS-A TTTGTTTTTC AAAACCGAACTT P ACAATCAAAAAGATGATGTCA
hr5-5 TTTGTTTTTCAAAACTGAACTC P ACAATCAAGAAATGATGTCA

consensus TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC

Ryc. 2. Regiony homologiczne w genomie bakulowirusa Autographa californica wg Koola i wsp. [17],
a) Schemat budowy obszaru homologicznego. 30 par zasad niedoskonatego palindromu otacza sekwencja 22 i 20 par zasad. Takze
sekwencje zbudowane z 72 par zasad tworza tandemowe powtérzenia, oddzielone réznej dtugosci fragmentami DNA od 0 do 131 par

zasad.

b) Zgodno$¢ 20 najbardziej zakonserwowanych sekwencji otaczajacych palindrom w rejonach homologicznych.
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sg przez specyficzng dla wirusa polimeraze RNA
z unikalnym sktadem podjednostek, odporng na a-a-
manityne [23] inicjujaca transkrypcje od 5’ nukleoty-
dowego elementu p6znego promotora tj. sekwencji
AIG/T TAAG [24], Ekspresja p6znych genow zalezy
od replikacji wirusowego DNA i nie zachodzi, gdy
replikacja jest zahamowana [25, 26].

W genomie AcMNPV zidentyfikowano 18 gendéw
po6znych czynnikéw ekspresji (lefs) niezbednych do
podtrzymania optymalnego poziomu ekspresji regulo-
wanej péznym promotorem (vp39) [27, 28]. Czesc
z tych gendéw jest zaangazowana w replikacje DNA,
ktora jest niezbednym warunkiem dla ekspresji p6z-
nych genow [29]. Pozostate geny prawdopodobnie
biorg udziat w rozpoznawaniu pdznych promotorow
lub stabilizacji péznych transkryptéw. Lef-8 i Lef-10
biorg bezposredni udziat w transkrypcji jako podjed-
nostki polimerazy RNA [30].

Po uruchomieniu replikacji DNA wiekszo$¢ pdz-
nych gendw jest transkrybowana lecz poziom ich
ekspresji zmniejsza sie z czasem. Jedynie ekspresja
genu poliedryny kodujgcego gtéwne biatko powlekajga-
ce wirion zachodzi z bardzo wysoka wydajnoscia
w fazie bardzo péznej po infekcji. Rowniez gen koduja-
cy niewielkie biatko plO biorgce udziat w tworzeniu
otoczki i lizie komérki ulega ekspresji z bardzo duza
wydajnoscig w p6znej i bardzo p6znej fazie po infekcji
[3, 31]. Uzyskane dane dotyczgace replikacji bakulowi-
rusowego DNA pozwalajg zidentyfikowaé sekwencje
DNA umozliwiajgce replikacje plazmidom w trans-
fekowanych bakulowirusem owadzich liniach komar-
kowych. Od tych sekwencji najprawdopodobniej roz-
poczyna sie replikacja DNA. Opracowano rowniez
metode pozwalajgca identyfikowac¢ geny bakulowirusa
biorgce udziat w replikacji DNA [17],

Miejsca startu replikacji bakulowirusa po raz pierw-

) pe-38 lef-2
ie-2

Hindll-K

" 75% 134 kb 25%

1 hrdb

polimeraza
DNA

helikaza lef-3

Ryc. 3. Lokalizacja genéw poczatku replikacji oraz obszaréw
homologicznych (hrs) w genomie bakulowirusa Autographa
californica. Cyfry wskazujg ilo$¢ powt6érzen w kazdym
obszarze homologicznym. Duze i mate strzatki pokazuja
kierunek utozenia (orientacje) gendw a mate — obszary
homologiczne (hrs). Na podstawie zmodyfikowanych da-
nych Ayresa [6],
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szy zidentyfikowat Blinov w 1983 r. Nastepnie
okreslono analogiczne regiony u wiruséw Autographa
californica (AcMNPV) i Anagrapha falcifera
(CfMNPV) wumozliwiajagce plazmidom replikacje
w uktadach eukariotycznych in vitro [32], Obecnie
stosuje sie dwie strategie identyfikacji startu replikacji
bakulowirusa: pierwsza — uzycie wirusa z powaznymi
delecjami w genomie ale posiadajgcego sekwencje
aktywujace potrzebne do replikacji DNA i druga
— oparta na badaniu zdolnosci sklonowanych sek-
wencji DNA do replikacji DNA bakulowirusa w zain-
fekowanych komodrkach owadzich [33]. Genomy nie-
peine (defective genomes) powstajg przy wielokrotnym
pasazowaniu AcMNPV w komérkach S. frugiperda.
Analiza DNA tych mutantdw wykazata, ze pierwsze
delecje w genomie wystepujag miedzy pasazem dzie-
sigtym i pietnastym. Dalsze pasazowanie rozszerzato
delecje do prawie 50% genomu. Byla to prawdopo-
dobnie granica umozliwiajgca zachowanie sekwencji
niezbednych w procesie replikacji, pakowania i zaka-
zania [17].

I11-2. Geny wptywajgce na replikacje DNA

Stosujac test przejsciowej replikacji zidentyfikowa-
no 6 gendéw niezbednych i 3 geny stymulujgce zaan-
gazowane w replikacje DNA. Geny niezbedne kodujg
nastepujace biatka: DNA polimeraze i helikaze kto-
rych funkcje przewiduje sie na podstawie homologii
sekwencji LEF-3, biatko wiazace jednoniciowy DNA
[34]; IE-1, aktywator transkrypcji wigzacy sie z miejs-
cami startu replikacji; LEF-1 zawierajgce motyw pry-
mazy i tworzgce z nim oligomery LEF-2. Warunkiem
replikacji jest udziat obu potaczonych ze sobg biatek
[35]. Produkty genéw stymulujacych replikacje to:
dwa transaktywatory transkrypcji ie-1, ie-2 oraz pe-38
bioragce udziat w ekspresji genéw wczesnych, petnig
w replikacji DNA posrednia role: IE-2 i PE38 oraz
P35, odpowiedzialne za blokowanie apoptozy [36].

I11-3. Geny zwigzane z wytwarzaniem otoczki
i geny kodujace biatka strukturalne

Poliedry z zatopionymi w nich wirionami sktadaja
sie z poliedryny i biatka ostony. Geny specyficznie
zaangazowane w wytwarzanie formy okluzyjnej to
polh, fp25, clx i plO. W genomie znajduje sie jedna
kopia genu polh kodujacego biatko wielko$ci 29 kD,
stanowigcego 95% poliedru i ponad 18% puli biatek
komérkowych. Polh jest najbardziej zakonserwowa-
nym genem a jego sekwencja u bakulowiruséw in-
fekujacych Lepidoptera jest w ponad 80% identyczna.
Poliedry otacza ostonka zbudowana zweglowodanéw,
z ktorg zwigzane jest biatko PE [13] produkt genu clx.
Biatko to jest ufosforylowane i moze taczy¢ sie wigza-
niami tiolowymi z glikoproteinami stanowigcymi do-
minujacy sktadnik ostony. Drugim genem ulegajgcym
hyperekspresji w po6znej fazie po infekcji jest plO.
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Produkt tego genu tworzy wiokniste struktury widocz-
ne w jadrach icytoplazmie zainfekowanych komdrek.
Badania mutantéw delecyjnych wykazaty, ze PIO jest
zaangazowane w jadrowg dezintegracje i morfogeneze
poliedrow.

Porownanie sekwencji genu plO dziesieciu réznych
bakulowirusé6w wykazuje niski stopien homologii
przewidywanych sekwencji aminokwasowych. Nato-
miast istnieje duze podobieAstwo struktur drugorze-
dowych i specyficznych domen [37],

Wszystkie pdzne i bardzo pdzne transkrypty roz-
poczynajg sie od tetranukleotydu TA AG [25], Mo-
tyw ten jest czesScig 12 nukleotydowej sekwencji
TAAATAAGTAAGTATT, ktora jest silnie zakonser-
wowana w genie poliedryny wszystkich bakulowiru-
sow i bardzo zblizona do startu transkrypcji RNA plO
(TAATAAGAATT). W genomie AcMNPV motyw
TAAG znajduje sie w odlegtosci 50 i 70 nukleotydow
przed miejscem startu translacji poliedryny i plO.

Transkrypcja poliedryny jest aktywowana przez
przytaczenie czynnikow transkrypcyjnych do obszaru
promotora wptywajacych na bardzo wysoki poziom
ekspresji w poznej fazie po infekcji [38]. Zidentyfiko-
wano pewne geny ACMNPYV zaangazowane w ekspre-
sje z udziatem promotora poliedryny [39, 40] a jedy-
nym poznanym dotychczas czynnikiem bezpos$rednio
oddziatujacym z promotorem jest biatko — PPBP
[41], Powstanie kompleksu PPBP z nicig kodujaca
moze utrzymywac obszar promotora w postaci jedno-
niciowej po przejsciu polimerazy, utatwiajac rozpocze-
cie kolejnej rundy transkrypcyjnej. Postulowany me-
chanizm tlumaczytby wyjatkowg aktywnos$é promoto-
ra poliedryny.

Poznane geny kodujace biatka wirionu to vp39, cor
i gp64. Gtowne biatko kapsydu p39 zawiera osiem
cystein, tworzacych mostki dwusiarczkowe decydujace
o strukturze p39. Bakulowirusy majg duzy genom,
ktory ulega kondensacji i upakowaniu w nukleokap-
sydzie w wyniku potaczenia z bogatym w arginine
biatkiem p6,9. Wysoka zawartosciag zasadowych ami-
nokwasow biatko przypomina protaminy obecne wja-
drach plemnikéw, zaangazowane w powstawanie sil-
nie skondensowanego DNA. Gtoéwna glikoproteina
formy paczkujacej wirusa gp64 jest niezbedna do
produkcji infekcyjnych wirionédw i przenoszenia ich
pomiedzy komorkami gospodarza [9, 43, 44],

I11-4. Geny ,,niekoniecznie potrzebne”

Pewne geny AcMNPV sg konieczne do replikacji
wirusa, podczas gdy obecno$¢ innych moze by¢ po-
minieta bez utraty zdolnosci do jego namnazania. Do
grupy znanych obecnie kilkunastu takich gendéw lub
obszarow otwartych ramek odczytu nalezg np. gen
poliedryny, gen biatka plO, gen egt, kodujacy enzym
blokujacy metamorfoze owadoéw, clx — kodujacy
biatko zwigzane z zewnetrzng ostong poliedru, pena
kodujacy homolog czynnika podziatow komérko-
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wych (proliferating celi nuclear antigen) oraz szereg
innych [17],

IV. Oddziatywanie wirus — gospodarz

Bakulowirusy moga wptywaé¢ na rozwdéj zainfeko-
wanego gospodarza owadziego poniewaz genom ich
zawiera gen UDP-glukozylotransferaze ekdysteroi-
déw [45]. Enzym ten katalizuje sprzeganie czasteczki
ekdysteroidu z glukozg unieczynniajgc hormon i blo-
kuje w ten sposdb dalszg metamorfoze owada [46,47],

W procesie infekcji wirusowej wazng role odgrywa
gtéwne biatko otoczki wirusa, glikoproteina gp 64,
posredniczace w penetracji wirusa do wnetrza komar-
ki gospodarza na drodze endocytozy [48]. N-glikozy-
lacja tego biatka odgrywa zasadniczg role w jego
transporcie na powierzchnie komérki, infekcyjnosé
bakulowirusa ijego aktywnos$¢ fuzjogenna powoduje
zahamowanie ekspresji genéw gospodarza. Spadek
poziomu mRNA rozpoczyna sie 12 godzin po infekcji,
a po 18 godz. obserwuje sie znaczny spadek syntezy
biatek gospodarza. Po 24 godz. od infekcji nastepuje
wytacznie ekspresja gendéw wirusa.

IV-1. Wplyw wirusa na ekspresje gendw gospo-
darza

Apoptoza — programowana $mier¢ komaérki obser-
wowana powszechnie u kregowcoéw zostaje zapoczat-
kowana w owadzich komdérkowych liniach zainfeko-
wanych bakulowirusem AcMNPV podczas replikacji
wirusowego DNA [49], Produkt wirusowego genu
poliedrozy p35 AcMNPV [50], a takze gen iap polied-
rozy OpMNPYV i granulozy Cydia pomonella CpGV
[51] zapobiegajg procesowi apoptozy. Mutant baku-
lowirusa z delecjg genu p35 lub modyfikacjg tego genu
wykazywat wiekszg zjadliwo$¢ w procesie usmiercania
roznych linii komoérkowych [52], Odpowiedz komorki
gospodarza w postaci apoptozy stanowi zabezpiecze-
nie przed infekcjg wirusowg na poziomie organizmu
a gen p35 determinuje grupe potencjalnych gospoda-
rzy podczas infekcji bakulowirusem [53]. Apoptoza
wyraznie redukuje tworzenie formy bezotoczkowej
wirusa AcMNPV i catkowicie hamuje powstawanie
formy otoczkowej w linii komérkowej IPLB-Ld-65z
r Lymantria [54], Uwazana jest zatem za efektywng
obrone komoérki gospodarza przed infekcjg wirusowa.
Funkcje biatka p35 hamujgcego kaspazy ttumaczy sie
jego udziatem w indukowanej przez te enzymy apop-
tozie. Innym typem genu supresorowego w procesie
apoptozy jest inhibitor apoptozy zidentyfikowany
w bakulowirusie granulozy (iap) [55],

IV-2. Czynniki determinujgce krag nosicieli baku-
lowirusa

Bakulowirusy majg stosunkowo waski krag gos-
podarzy. Z reguty moga infekowac tylko kilka takso-
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nomicznie zblizonych owaddéw. Zasady blokowania
infekcji wirusem w komdrkach ssakéw i owadéw sg
inne, chociaz nukleokapsydy BV moga wnika¢ na
drodze fagocytozy do komoérek ssakow, jednak nigdy
nie docierajg do jadra [56, 57]. Czynnikiem deter-
minujagcym Kkrag potencjalnych gospodarzy wirusa
wydaje sie byé zarobwno w AcCMNPV jak iBmNPV gen
helikazy [58-60]. Zidentyfikowano réwniez gen hrf-1
(host rangefactor) odpowiedzialny za replikacje baku-
towirusa AcMNPV w niepermisywnych liniach ko-
moérkowych [61-63] oraz gen zwiekszajacy infekcyj-
no$¢ wirusa w roznych liniach komdérkowych [64],
Nadal jednak mechanizm selektywnego wyboru gos-
podarza pozostaje intrygujaca zagadka.
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Bioinsektycydy a mechanizmy obronne owadow

Bioinsecticides and insect defense mechanisms

JACEK BANIAL
ANTONI POLANOWSKI2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il.  Czynniki wirulencji
111. Grzybowe pasozyty owaddéw
IV. Rola hydrolaz w mechanizmie wirulencji grzybéw
V. Mechanizmy obronne owaddéw
V-l. Inhibitory proteinaz
V-2. Oksydaza fenolowa

Wykaz stosowanych skrotéw: BAEEaza — enzym rozktada-
jacy ester etylowy N-benzoilo-L-argininy; (3GRP — biatko
rozpoznajace (3-1,3 glukan; BLEE — ester etylowy N-ben-
zoilo-L-lizyny; BOC-GIn-Ala-Arg-MCA — N-tetrabuto-
ksykarbonylo-L-glutamylo-L-alanylo-L-arginylo-4-
-metylokumaryna; BPTI — zasadowy trzustkowy inhibitor
trypsyny typu Kunitza, DOPA — L-3,4-dihydroksyfenyloa-
lanina; FPI inhibitory proteinaz grzybowych; HLE

elastaza z ludzkich leukocytéw; HLTI — inhibitory
trypsyny z hemolimfy Manduca sexta: Ka— ogdlna réwno-
waga stata asocjacji kompleksu enzym-inhibitor; LMC1
—inhibitor chymotrypsyny z Locusta migratoria: NaGaza

N-acetylo-glukozaminidaza; NPGP 4-nitrofenylo-4’-
-guanidynobenzoesan sodu; PGRP — biatko rozpoznajace
peptydoglikan; PPAE — enzym aktywujacy prooksydaze
fenolowg; PPE — elastaza z trzustki wieprzowej; PSTI

trzustkowy wydzielniczy inhibitor trypsyny typu Kazata;
SCI inhibitory chymotrypsyny z hemolimfy Bombyx mory
SW-AChy — antychymotrypsyna z hemolimfy Bombyx mory
SW-AT — antytrypsyna z hemolimfy Bombyx mory Tos-
-Arg-Metyl-Ester — ester metylowy.N-4'-tosylo-L-ar-
gininy.

l. Wstep

Owady stanowig grupe organizméw majacych zna-
czny wptyw na gospodarke cztowieka. Sg ws$rod nich
szkodniki, organizmy pozyteczne, jak réwniez owady
0 znaczeniu ekonomicznym. Owady wytworzyty sze-
reg mechanizmdéw’ obronnych przeciwko ich natural-
nym wrogom: grzybom i bakteriom, czesto sg to
mechanizmy sw'oiste, charakterystyczne tylko dla tej
grupy zwierzat. Z kolei organizmy atakujace owady
posiadajg szereg wyspecjalizowanych przystosowan,
realizowanych poprzez synteze tzw. czynnikéw wiru-
lentnych, ktére utatwiajg im opanowanie organizmu

1 Dr, 2 prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biologii Moleku-
larnej Uniwersytetu Wroctawskiego, ul. Tamka 2. 50-137
Wroctaw’
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owada. Poznanie tych przystosowan, wraz z relacjami
zachodzacymi miedzy owadami iich wrogami ma duze
potencjalne znaczenie w gospodarce, gdyz cechy te sg
czesto wykorzystywane przez cztowieka do opracowy-
wania tagodnych, proekologicznych metod walki ze
szkodnikami upraw ros$linnych, laséw, produktow
paszowych, czy wobec przenosicieli choréb inwazyj-
nych. Zastepowanie pestycydéw, chemicznych $rod-
kow owadobdjczych, srodkami biologicznymi, zwany-
mi biopestycydami wymuszone jest zarowno wzgleda-
mi ekonomicznymi jak i zdrowotnymi. Biopestycydy,
to zréznicowana grupa preparatéow, w ktdrych czyn-
nikami aktywnymi sg badZ zywe organizmy, najcze-
Sciej mikroorganizmy, badz syntetyzowane przez nie
biodegradowalne, organiczne zwigzki chemiczne, wy-
kazujgce dziatanie toksyczne wobec szkodnikow.

Il. Czynniki wirulencji

Od dziesiagtkow lat najpowszechniej wykorzystywa-
nymi mikroorganizmami do produkcji biopestycydow
sg rozne szczepy Bacillus thuringiensis. Ta gram do-
datnia bakteria wytwarza kilka substancji toksycz-
nych zwanych a, @ vy i 5 ro6znigcych sie zaréwno
budowg chemiczng, jak i witasciwosciami biologicz-
nymi [1], Z uwagi na specyficzno$¢ i skutecznos$¢
dziatania najwiecej uwagi posSwiecono delta endotok-
synom. Jest to duza grupa parakrystalicznych biatek
o charakterze protoksyn, ktére powstajg w czasie
sporulacji na zewngtrz egzosporium jako ciata paras-
poralne, wtretowe. Mechanizm dziatania toksycznego
tych biatek jest podobny. Krysztaty po dostaniu sie per
os do jelita owada rozpuszczajg sie, a nastepnie
w wyniku ograniczonej proteolizy ulegajg aktywacji.
Zmieniona konformacyjnie czgsteczka toksyny reagu-
je ze swoistymi receptorami na powierzchni komorek
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szczoteczkowego nabtonka gospodarza [2], Wskutek
dziatania toksyny powstajg zaburzenia w selektywnej
przepuszczalno$ci kationdw przez btone lipidowa,
w rezultacie nastepuje pecznienie komorki ijej liza.
Obecnie uzycie preparatéw zawierajacych spory i kry-
sztaty deltatoksyny, mimo ich specyficznosci izaledwie
kilkudniowej trwato$ci w $rodowisku, jest wcigz sto-
sunkowo mate. Pewnym ograniczeniem w stosowaniu
polowym delta endotoksyny jest jej podatnos¢ na
fotodegradacje wynikajgca z tatwosci oksydacji wol-
nymi rodnikami reszt aminokwaséw aromatycznych,
szczegOlnie tryptofanu [3].

W licznej grupie mikroorganizméw bedacych
w przyrodzie naturalnymi regulatorami populacji
owadoéw w réznych ekosystemach, istotng role od-
grywajg bakulowirusy. Wirusy te, jako patogeny Lepi-
doptera, dzieki swej specyficznosci, stanowia wyjat-
kowe zrodto bioinsektycydéw. Bakulowirusy jako
jedyna grupa bezpiecznych dla $rodowiska wiruséw
zostata dopuszczona przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia do wykorzystania w kontroli populacji owa-
dzich szkodnikéw. Praktyczne wykorzystanie bakulo-
wiruséw jako srodkdw kontroli ogranicza stosunkowo
wolne ich dziatanie, gdyz owadobdjcze efekty pojawia-
ja sie dopiero po 5-10 dniach od chwili zastosowania.
Bakulowirusy stosuje sie jako preparaty wirusa szcze-
pu dzikiego lub jako rekomhbinanty, zawierajagce w ge-
nomie dodatkowg sekwencje kodujgcg toksyny, en-
zymy lub neuropeptydy zaburzajgce podstawowe pro-
cesy fizjologiczne owada. Rekombinanty charaktery-
zujg sie zwykle wyzszg skutecznoscig i szybszym
dziataniem niz szczepy dzikie [4, 5],

I1l. Grzybowe pasozyty owaddow

W walce ze szkodliwymi owadami zaawansowane sg
rowniez badania nad wykorzystaniem pasozytniczych
grzybéw. Badania te zaowocowaty produkcjg insek-
tycydow zawierajgcych zarodniki lub ciata strzepkowe
takich grzybéw jak Beauueria bassiana, Yerticillium
lecani, Metarhisium anisopliae i Hirsutella thompsonii
[6], Opracowano wiele preparatow do zwalczania
owadow opartych na grzybie Verticilium lecanii(Myco-
tal, Vertalec). Preparat oparty na Beauueria brongniar-
tii jest stosowany w Szwajcarii do zwalczania ped-
rakow Melolontha melolontha. W Japonii stosuje sie
preparat Asper G zawierajacy Aspergillus sp. do zwal-
czania kornika Bursaphelenchus lignicolus. Preparat
BIO 1020, oparty na szczepie grzyba Metarhizium
anisopliae jest stosowany przeciw ryjkowcowi Otior-
hynchus sulcatus.

Istnieje réwniez nowa strategia opracowywania
mykoinsektycydéw polegajagca na wprowadzaniu
zmian w genach entomopatogena wywotujacych nade-
kspresje toksycznej proteinazy. Celem podniesienia
poziomu proteinazy jest zwiekszenie szybkosSci lik-
widacji owada przez entomopatogena. Dokonano tego
w przypadku Metarhizium anisopliae, wstawiajgc w je-
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go genom dodatkowe kopie genu kodujgcego protei-
naze PR-1. W wyniku manipulacji genetycznej protei-
naza ta jest konstytutywnie nadprodukowana po
wniknieciu strzepek grzyba do hemolimfy Manduca
sexta (szkodnika tytoniu), owada atakowanego przez
Metharizium. Wnikniecie grzyba i nadprodukcja pro-
teinazy wywotujg aktywacje systemu oksydazy fenolo-
wej i $mier¢ owada. Stwierdzono, ze zarazenie trans-
genicznym grzybem powoduje skrécenie czasu $mierci
owada 0 25% iredukcje konsumpcji pozywienia o ok.
40%, w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Zaobser-
wowano rowniez, ze zarazone owady szybko pokrywa-
ty sie pigmentem, co powodowato stabg sporulacje
grzyba, a w rezultacie redukcje puli transgenicznego
grzyba w srodowisku [7]. Mimo wysokiej skutecznosci
preparaty zawierajgce zywe kultury grzybowe cechuje
niewielka wybiorczo$¢. Ponadto, wykazano, ze prepa-
raty te wywotujg przypadkowe grzybice u zwierzat go-
spodarskich iludzi, wiec technika polegajaca na sprys-
kiwaniu preparatami zawierajagcymi zywe komorki
grzybow budzi powazne zastrzezenia. Alternatywna
stategia to izolacja toksyn z grzybow owadobéjczych
i opracowanie na ich podstawie insektycydow bez-
piecznych dla otoczenia i dziatajacych selektywnie.

IV. Rola hydrolaz w mechanizmie wirulencji
grzybow

Grzyby pasozytnicze wnikajag do wnetrza owada
przebijajagc zewnetrzne powtloki ciata gospodarza.
Oskérek owadoéw zbudowany jest z fibrylii chityno-
wych zanurzonych w biatkowym matrix. Rodzaj biatek
tworzacych matrix oraz ich ilo$¢ jest zmienna i zalezy
od gatunku owada, tkanki oraz stadium rozwojowego.
Ogolnie biatka stanowig od 55 do 80% wszystkich
sktadnikow oskdrka. Wiele biatek oskorka tworzy
z fibryllami chitynowymi trwate potgczenia. Badania
ultrastrukturalne wykazaty, ze w penetracji grzyba
przez oskérek odgrywa role zaréwno mechaniczne
parcie strzepek jak idegradacja jego sktadnikow przez
zewnatrzkomorkowe hydrolazy wydzielane przez en-
tomopatogena. To ostatnie wydaje sie posiadac¢ decy-
dujace znaczenie w tym procesie. W zwigzku z koniecz-
noscig pokonywania barier o zr6znicowanym sktadzie
i strukturze grzyby pasozytnicze wydzielaja zespot
hydrolaz: chitynazy, proteinazy i lipazy [8]. Role
hydrolaz w mechanizmie wirulancji pasozytow grzy-
bowych opisano szczeg6towo w pracy M. Kotacz-
kowskiej i wsp. [9],

V. Mechanizmy obronne owadéw

System obronny owaddw rézni sie od systemu
immunologicznego znanego u kregowcéw. Nie posia-
dajg one pamieci immunologicznej, nie majg immuno-
globulin, reaguja tylko na kilka antygen6w powszech-
nie wystepujacych na powierzchni ciata ich natural-
nych wrogoéw ((3-1,3 glukan, lipopolisacharyd) [10, 11],
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Uktad odpornosciowy owadow opiera sie o trzy, $ci-
$le ze sobg powigzane, mechanizmy. Pierwszym z nich
jest indukcja kaskady enzymow proteolitycznych be-
daca odpowiedzig na zakazenie mikroorganizmami,
badZz wywotang zranieniem owada. Sg to kaskady
krzepniecia hemolimfy iaktywacji oksydazy fenolowej.
Drugim z mechanizmoéw jest reakcja odpowiedzi ko-
morkowej, polegajaca na fagocytozie, np. przez hemo-
cyty oraz optaszczaniu niepozgdanych, obcych ciat
(nodulacja, inkapsulacja). Trzeci sposéb obrony wy-
tworzony przez owady to produkcja peptydéw an-
tybakteryjnych i antygrzybowych, wydzielanych do
hemolimfy (cekropiny, attacyny). Cecha ta jest cha-

Tabela 1.

Inhibitory protcinaz serynowych z hemolimfy owadéw [15].

Masa czg-
Hamowane enzymy Zrédto pochodzenia steczkowa

[kDa]
Chymotrypsyna Manduca sexta 48.0
Chymotrypsyna Manduca sexta 47.0
Trypsyna Manduca sexta 46.0
Elastaza trzustkowa Manduca sexta 47.0
Trypsyna Bombyx mori 41.8
Chymotrypsyna Bombyx mori 43.0
Chymotrypsyna Bombyx mori 41.0
Trypsyna Manduca sexta 8.3
Chymotrypsyna. plazmina, Manduca sexta 9.1
PPAE
Chymotrypsyna Bombyx mori 7.0
Chymotrypsyna Bombyx mori 7.3
Chymotrypsyna Bombyx mori 7.2
Chymotrypsyna, plazmina, Sarcophaga bullata 6.4
trypsyna, trombina, PPAE
Chymotrypsyna Locusta migratoria 3.7
Chymotrypsyna, PPAE Locusta migratoria 3.7
Trypsyna. HLE, Heliotis zea 18.0
chymotrypsyna
Katepsyna G, Heliotis zea 6.3
chymotrypsyna
Katepsyna G, Apis mellifera 5.9
chymotrypsyna,
proteinazy grzybowe
Subtylizyna BPN, Bombyx mori 6.1

proteinazy grzybowe
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rakterystyczna dla owadoéw stojgcych wyzej w ewo-
lucji [12].

V-I. Inhibitory proteinaz

Hemolimfa owaddéw, podobnie jak osocze krwi
kregowcdw zawiera inhibitory enzymdw proteolitycz-
nych. Uwaza sie, ze wiele z ich fizjologicznych funkcji
w organizmie owada pokrywa sie z tymi, ktore opisano
w przypadku kregowcéw. [13, 14]. Jednakze owady
charakteryzujg sie kilkoma swoistymi procesami, nie
wystepujacymi u kregowcow jak np. przeobrazenie czy
obecnosé¢ systemu oksydazy fenolowej. Procesy te sg

Centrum Charaktery- Nazwa Rodzina

Odnos$nik
reaktywne styka inhibitora inhibitorow
— sktad a-a, sekw. — Serpiny 39
N-konca
— sktad a-a, sekw. — Serpiny 39
N-konca
— sktad a-a, sekw. — Serpiny 39
N-konca
Ala-Ser sekw. cDNA Ala-serpina Serpiny 39, 40
Lys-Val sekw. cDNA SW-AT Serpiny 38. 41
Thr-Ser sekw. cDNA SW-Achy 1 Serpiny 39, 42, 43
Phe-Met sekwencja SW-Achy I Serpiny 44
Arg-Ala sktad a-a, sekw. HLTI A BPI | 34
N-korica
Arg-Ala sktad a-a, sekw. HLTI B BPTI 34
N-konca
Phe-Ala sekwencja SCI-1 BPTI 45, 46
Phe-Ala sekwencja SCI-11 BPTL 45, 46
Phe-Gly sekwencja SCI-111 BPTI 45, 47
—_ sekwencja —_ BPTI 48, 49
Arg-Lys sekwencja LMCI-I — 35
Leu-Lys sekwencja LMCI-II — 35
Arg-X sktad a-a, sekw. Multistatyna PSTI 50
Met-X N-korica
— sktad a-a, sekw. — BPTI 50
N-konca
Met-Glin sekwencja AMCI Ascaris 52
Thr-Val sekwencja FPI-F Bombyx 19, 51
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kontrolowane przez proteinazy, ktére moga je zapo-
czatkowywac, jak réwniez braé udziat w ich amp-
lifikacji poprzez kaskade aktywacji kolejnych zymoge-
noéw. Istnieje tu potencjalna mozliwo$¢ udziatu in-
hibitorow w zabezpieczaniu organizmu przed przy-
padkowym uruchomieniem tych mechanizmdéw. Spo-
§rod poznanych i scharakteryzowanych inhibitorow
z hemolimfy znakomitg wiekszo$¢ stanowig inhibitory
proteinaz serynowych, zebrane i opisane przez A
Polanowskiego i T. Wilusza [Tab. 1] [15].
Inhibitory z hemolimfy owaddéw podzielono na dwie
zasadnicze grupy: inhibitory wielkoczgsteczkowe (o-
koto 45 ka), nalezace do rodziny serpin oraz inhibitory
niskoczgsteczkowe (ponizej 10 kDa), z reguty nalezgce
do rodziny inhibitorow typu Kunitza.

Uwaza sie, ze inhibitory proteinaz, stanowigce zna-
czng cze$¢ biatek hemolimfy sg réwniez czynnikami
chronigcymi owady przed atakiem pasozytniczych
mikroorganizméw. Stwierdzenie to sformutowano na
podstawie wynikdw badan wskazujgcych, ze inhibito-
ry z hemolimfy owadéw hamujg aktywnos$¢ proteinaz
pasozytniczych grzybow, utrudniajac ich wnikanie do
whnetrza ciata owada, co stanowi kluczowy etap inwazji
pasozyta. Inhibitory hamujg rdwniez proteinazy grzy-
ba po jego wniknieciu do hemolimfy [16]. Niektore
inhibitory z hemolimfy majg wptyw na rozwdj i roz-
mnazanie pasozytniczego grzyba. Np. inhibitor F z Bo-
mbyx mori dodany do hodowli Beauveria bassiana
powoduje obserwowane mikroskopowo skutki w po-
staci zahamowania wzrostu strzepek grzyba oraz
tworzenia konidiéw [17]. Inhibitory oddziatujace
z grzybowymi proteinazami FPI (fungal prcteinase
inhibitors) podzielono na grupe termostabilnych in-
hibitorow niskoczgsteczkowych (Mr6300-12000) i ter-
mowrazliwych inhibitoréw wysokoczasteczkowych
(Mr 43000) [18]. Sposrdd wielu inhibitorow hamuja-
cych grzybowe proteinazy doktadnie scharakteryzo-
wano inhibitor FPI-F z Bombyx mori. Hamuje on
proteinazy grzybowe (proteinaze z Beauveria bassiana
z Ka= 11x 107 M _1) oraz subtylizyne, wykazujac
niskg aktywnos$¢ wobec chymotrypsyny i trypsyny.
Sktada sie z 55 reszt amonokwasowych (Mr6100), nie
zawiera alaniny, metioniny i tryptofanu. Posiada czte-
ry mostki dwusiarczkowe. Centrum reaktywne tworzg
reszty Thr (29) i Val (30). Nie udato sie ustali¢ jego
homologii z zadnym ze znanych inhibitoréw, dlatego
zaproponowano utworzenie nowej rodziny inhibito-
row — rodziny Bombyx [19]. Trzy, czesciowo scharak-
teryzowane, izoinhibitory majgce zdolno$¢ hamowa-
nia proteinaz Pr 1oraz Pr 2 z Metarhizium anisopliae
wykazano w hemolimfie Galleria mellonella [20]. Sa to
inhibitory niskoczgsteczkowe, lecz pobiezna charak-
terystyka tych biatek nie pozwala zaklasyfikowac ich
do zadnej z gup inhibitorow.

V-2. Oksydaza fenolowa
Zupetnie odmienng grupe biatek biorgcych udziat
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w obronie organizmu owada przed ciatami obcymi
stanowig oksydazy fenolowe, rodzina biatek zawiera-
jacych w swej strukturze miedz. Badania nad nimi sg
prowadzone od 50 lat. Enzymy te wystepuja w oskérku
i w hemolimfie i uczestniczg w sklerotyzacji. zabliz-
nianiu ran, w wytwarzaniu pigmentu — melaniny oraz
w reakcjach obrony przeciwko obcym ciatom. W zro-
zumieniu roli oksydaz fenolowych podstawowe zna-
czenie ma poznanie mechanizmu ich dziatania. Ok-
sydaza fenolowa jest enzymem potencjalnie groznym
dla organizmu owada, poniewaz utlenia ona fenole do
odpowiednich chinonéw, ktére sg bardzo reaktywne
i niebezpieczne tak dla obcych ciat, ktédre wniknety do
hemocelu, jak i dla owada. Uwaza sig, ze gtdwny
mechanizm dziatania oksydazy polega wiasnie na
wytwarzaniu chinonow, reaktywnych intermediatéw
syntezy melanin. Niekontrolowana aktywacja oksyda-
zy prowadzi¢ moze do $mierci organizmu. Dlatego tez
enzym wydzielany jest w formie nieaktywnej. Wszyst-
kie znane oksydazy wystepujg w formie prekursorow
i sg aktywowane poprzez selektywng proteolize. Ak-
tywacja zachodzi w sposob kaskadowy zapoczatkowy-
wany przez sktadniki $cian komdrkowych bakterii:
(3-1-3-glukan, peptydoglikan ilipopolisacharyd. W or-
ganizmach owadéw znane sg dwa typy oksydaz feno-
lowych: typ lakazy (EC. 1L 10 3. 2, oksydoreduktaza
p-difenol: 0 2) oraz typ tyrozynazy, nazwanej krotko
oksydazg fenolowg (EC. 1 10. 3. 1, oksydoreduktaza
o-difenol: O,). Lakaza wystepuje w oskérku owada
i bierze udziat w procesie sklerotyzacji. W hemolimfie
wystepuje jeden typ oksydazy fenolowej (tyrozynazy),
zaangazowanej w procesy immunologiczne, natomiast
dwa inne typy oksydazy wystepuja w oskorku. Jest to
oksydaza uczestniczagca w zabliznianiu sie ran oraz
oksydaza biorgca udziat w pigmentacji oskoérka [21].

Homogenne preparaty prooksydazy udato sie wy-
izolowac¢ z hemolimfy stosunkowo niewielu gatunkow
owadoéw, ze wzgledu na takie jej wiasciwosci jak:
niestabilnos$¢, utrata aktywno$ci podczas oczyszcza-
nia, nierozpuszczalnos$¢, czy wasciwos$¢ przylegania do
powierzchni statych. Prooksydaza fenolowa z larw'
Bombyx mori ma mase czagsteczkowg 80 kDa (SDS-
-PAGE) isktada sie zdwu podjednostek o masach 40
kDa. Zawiera 0.15-0.16% miedzi [22], Proo-
ksydaza fenolowa z Manduca sexta sktada sie z podjed-
nostek o masach 71 i 77 kDa tworzgcych heterodimer
0 masie od 100-150 kDa, zawiera 0.18% miedzi [23].
Jak juz wspomniano, oksydaza fenolowa posiada
zdolno$¢ utleniania monofenoli idifenoli, np. katecho-
lamin do chinonéw, co prowadzi do powstawania
melaniny. Najlepszymi substratami dla oksydazy fe-
nolowej z Manduca sexta sg: N-(3-alanylodopamina
14-metylokatechol, natomiast DOPA jest duzo gor-
szym substratem dla oksydaz, mimo tego jest najczes-
ciej uzywanym substratem w badaniach laboratoryj-
nych [24].

Jak wspomniano, aktywacja prooksydazy fenolowej
jest procesem kaskadowym, w ktorym udziat biorg
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rowniez proteinazy. Do tej pory w hemolimfie owadow
znaleziono dwa zymogeny proteinaz serynowych; pre-
kursor enzymu aktywujacego prooksydaze fenolowg
(PPAF) oraz enzym majacy zdolno$¢ hydrolizy BAEE
(BzArgOEtaza. BAEEaza).

Uwazano, ze proBAEEaza, PPAE oraz prooksyda-
za fenolowa sa kolejno aktywowane w kaskadzie
zapoczatkowanej przez dodanie do plazmy owada
sktadnikow $ciany komorkowej bakterii. Zaobserwo-
wano bowiem, Zze BAEEaza jest pierwszg serynowg
proteinazag pojawiajacg sie po dodaniu peptydoglika-
nu czy B-1-3-glukanu. Jednakze, jak dotgd nie udato sie
jednoznacznie dowie$¢, ze BAEEaza uczestniczy w ka-
skadzie aktywacji prooksydazy fenolowej. BAEEaza
dodana do plazmy nie ma zdolnos$ci aktywacji proo-
ksydazy fenolowej. Masa czasteczkowa proBAEEazy
wyznaczona elektroforetycznie wynosi 39 kDa. Jej
aktywacja za pomocag zymosanu lub peptydoglikanu
w obecnos$ci jonow wapnia prowadzi do powstania
biatka o masie 38 kDa, co dowodzi, ze aktywacja
zachodzi na drodze ograniczonej proteolizy. Nie ziden-
tyfikowano jednakze czynnika bezpos$rednio aktywu-
jacego proBAEEaze. Aktywny enzym posiada specy-
ficzno$¢ wyzsza niz trypsyna. Najlepiej hydrolizuje
substraty z argining w pozycji Pl. Substraty z lizyng sg
hydrolizowane znacznie wolniej. Wtasciwo$¢ aktywo-
wania BAEEazy przez sktadniki scian komérkowych
bakterii sktania wielu badaczy do uznania, ze enzym
ten odgrywa jaka$ role w systemie obrony u owada.
Przypuszcza sie, ze BAEEaza moze uczestniczy¢ w sys-
temie krzepniecia hemolimfy zapoczatkownym przez
sktadniki $cian komérkowych mikroorganizmow lub
tez, ze podobnie jak trombina, posiada zdolno$¢
stymulacji komérek do hemokinezy. chemotaksji, re-
plikacji fibroblastow czy opsonizacji [25],

Enzym aktywujacy prooksydaze fenolowg (PPAE)
wystepuje w hemolimfie oraz w oskorku. PPAE
z oskdrka Bombyx mori jest proteinazg serynowg
sktadajgcg sie zdwu podjednostek o masie 15 kDa oraz
32 kDa potgczonych mostkiem dwusiarczkowym. Wy-
kazuje specyficzno$¢ trypsynopodobng, bazujacg na
aktywnosci esterazowej. Hydrolizuje BAEE, Tos-Arg-
-Metyl Ester, Boc-GIn-Ala-Arg-MCA z Km = 0.62
mM [33], ale nie hydrolizuje BLF.E ani Tos-Lys-Metyl
Ester, nie hydrolizuje réwniez substratéw dla chymo-
trypsyny, jak Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa. Witasciwos-
ciami tymi rézni sie on od trypsyny (jest enzymem
bardziej specyficznym), ale jest zblizony do MFP-1
(moliing fluid proteinase), proteinazy wydzielanej przez
owady w trakcie wylinki [8], Jednakze funkcja PPAE
z oskdrka pozostaje niejasna mimo, iz udokumen-
towano, ze PPAE z oskorka aktywuje prooksydaze
z hemolimfy. Nie udowodniono bowiem, zeby enzym
ten madgt by¢ transportowany do hemolimfy, chociaz
stwierdzono, ze tatwo uwalnia sie z oskorka przy jego
uszkodzeniu [26],

PPAE z hemolimfy, o podobnych wiasciwosciach
jak PPAE z oskdrka, jest hamowana przez inhibitory
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proteaz serynowych: p-nitrofenylo-guanidynobenzoe-
san i PMSF. Zymogen tej proteinazy znaleziono
w hemolimfie Bombyx mori. [27]

Aktywacja prooksydazy fenolowej byta badana na
oczyszczonych preparatach tego zymogenu i PPAE
z oskérka B. mori. Stwierdzono, ze w trakcie ograni-
czonej proteolizy proenzymu nastepuje uwolnienie
peptydu o masie 5 kDa izymogen przechodzi w forme
aktywna. Aktywna oksydaza fenolowa ma mase 70
kDa. Stwierdzono, ze PPAE z hemolimfy i PPAE
z oskorka hydrolizuje to samo wigzanie w proo-
ksydazie fenolowej, dlatego tez w badaniach nad
aktywacja prooksydazy z hemolimfy czesto stosuje sie,
tatwiejszg do uzyskania, PPAE z oskorka. Niektdrzy
autorzy podaja, ze aktywacja prooksydazy zachodzi
nie tylko w obecnosci PPAE. Wtasciwo$¢ te posiada
rébwniez, oochymotrypsyna, a ponadto wiele innych
substancji organicznych np., SDS. kwasy ttuszczowe,
etanol i inne rozpuszczalniki organiczne. Jednakze,
tylko dwu autorow podaje, ze prooksydaza jest ak-
tywowana nie przez PPAE: w przypadku aktywacji
prooksydazy z Tenebrio molitor przez kwasy ttusz-
czowe C-18 oraz aktywacji prooksydazy B. mori i M.
sexta przez oc-chymotrypsyne [23. 28], Aktywne cz3s-
teczki oksydazy fenolowej majg tendencje do tgczenia
sie ze sobg oraz z innymi czgsteczkami w heterogenne
agregaty. Adsorbujg sie réwniez na powierzchniach
takich jak szkto czy poliweglany. W hemolimfie B. mori
zaobserwowano tworzenie kowalencyjnych agregatéow
oksydazy z biatkami plazmy [29], Optaszczanie i two-
rzenie stragtow biatkowych wokdt obcych ciat, ktére
wniknety do hemocelu wydaje sie istotng wtasciwoscia
oksydazy fenolowej. Straty te zawierajgce bakterie czy
strzepki grzybni sa otaczane melaning produkowang
przez oksydaze i w ten sposob przestajg by¢ szkodliwe
dla organizmu owada.

Nieaktywna prooksydaza musi by¢ w jaki$ sposob
aktywowana przez bakterie czy grzyby wnikajace do
whnetrza ciata owada. Prooksydaza fenolowa jest spon-
tanicznie aktywowana przy pobieraniu hemolimfy
przez naciecie zewnetrznych powtok ciata. Mozna tego
unikna¢ wstrzykujagc owadowi przed pobraniem he-
molimfy roztwér cukru trzcinowego. Tak potraktowa-
ng hemolimfe uzywa sie do badan nad aktywacja
prooksydazy za pomocg zymosanu, polisacharydu
z drozdzy zawierajgcego (3-1-3-glukan. Zymosan nie
posiada zdolno$ci do bezposredniej aktywacji proo-
ksydazy. Aktywuje on tylko pewien etap kaskady.
Zymosan wymaga do dziatania obecnosci dwuwarto-
sciowego kationu np. wapnia. Aktywacja przez zymo-
san jest hamowana przez p-nitrofenylo-guanidynyno-
benzoesan, co oznacza, ze zymosan aktywuje proteina-
ze lub proteinazy, ktore aktywuja prooksydaze. Jedng
z tych proteinaz wydaje sie by¢é PPAE z hemolimfy.
Raz zaktywowana PPAE nie wymaga do dalszego
dziatania obecno$ci jonéw wapnia. Oprocz PPAE
z hemolimfy, zymosan aktywuje réwniez inng seryno-
wg proteinaze: BAEEaze. Sposrod glukanéw system
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oksydazy aktywujg zwigzki z wigzaniem (31-3-gliko-
zydowym. Substancjg pochodzgcg z bakterii gramm-
dodatnich aktywujaca kaskade oksydazy fenolowej
jest peptydoglikan. Lipopolisacharyd nie we wszyst-
kich przypadkach aktywuje kaskade, ajezeli to w duzo
wiekszych stezeniach niz peptydoglikan (peptydo-
glikan w stez. ng/ml, natomiast lipopolisacharyd
w stez. pg/ml). Wigzanie (3-1-3-glukanu do biatka
rozpoznajacego zapoczatkowuje kaskade aktywacji
prooksydazy fenolowej. Biatko wigzgce (3-1-3-glukan
((3GRP), jak sie wydaje nie posiada aktyw nosci proteo-
litycznej. Wigzanie (3-1-3-glukanu moze powodowac
zmiane koformacyjng biatka rozpoznajacego, ktora
moze wywotywaé aktywacje zymogenu proteinazy,
dalszego sktadnika kaskady. Wydaje sie, ze istniejg
dwa typy biatek rozpoznajgcych zapoczatkowujgcych
kaskade aktywacji prooksydazy, biatka rozpoznajace
peptydoglikan (PGRP) oraz biatka rozpoznajace (3-1-
-3-glukan ((3GRP). To ostatnie biatko zostato wyizolo-
wane z hemolimfy B. mori. Stwierdzono, ze wykazuje
ono bardzo silne powinowactwo do glukanéw z wigza-
niem (3-1-3-glikozydowym i nie wykazuje aktywnosci
amidazowej wobec licznych syntetycznych substratéw
roznych proteinaz. Nie jest niestety jasne wjaki sposob
biatko rozpoznajgce (3-1-3-glukan wptywa na aktywa-
cje nastepnego sktadnika kaskady. Biatko o masie 19
kDa wyizolowane z hemolimfy B. mori ma powinowac-
two do peptydoglikanu, lecz nie stwierdzono zdolnosci
wigzania (3-1-3-glukanu przez to biatko. Nazwano je
biatkiem rozpoznajagcym peptydoglikan (PRGP).
W nieobecnosci PRGP peptydoglikan nie inicjuje

Peptydoglikan, LPS, (3-1,3 - glukan

— O\

PPAE BAEE-aza
N — Cl-13 SWAT

Prooksydaza fenolowa

Trypsyna. chymotrypsyna, BAEE-aza

Ryc. 1. Schemat przedstawiajgcy zaleznosci w systemie aktywacji
oksydazy fenolowej Bombyx mori. Strzatki ciggte wskazuja
na interakcje miedz> sktadnikami kaskady w postaci ak-
tywacji lub inhibicji. Strzatka przerywana przedstawia
cze$ciowo udokumentowana interakcje wymienionych en-
zymow z prooksydaza fenolowa. SWAT (Silk Worm-Anty-
Trypsin).
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kaskady aktywacji prooksydazy fenolowej [30], Nie
stwierdzono do tej pory w hemolimfie obecnosci biatka
rozpoznajagcego inny czynnik rozpoczynajacy kaskade
aktywacji oksydazy — lipopolisacharydu. Na pod-
stawie obecnego stanu badan mozemy wnioskowac
o kolejnosci reakcji obronnych zachodzgcych w hemo-
limfie w nastepstwie wnikniecia do niej cial obcych:
peptydoglikan lub (3-1-3-glukan wigze sie z rozpoz-
najaca je czasteczka biatka prowadzac do nastepuja-
cych po sobie aktywacji dwu proteinaz serynowych,
BAEEazy oraz PPAE. Obydwie proteinazy wymagaja
do aktywacji obecnosci jondw wapnia. Nastepnie
w/ wyniku selektywnej proteolizy zachodzi aktywacja
prooksydazy fenolowej [Ryc. 1],

Stwierdzono, ze kaskada aktywacji prooksydazy
fenolowej moze by¢ hamowana przez inhibitory z he-
molimfy. Do tej pory zbadano kilka przypadkow
takiego oddziatywania. Inhibitory CI-13 z B. mori nie
hamujg aktywnosci oksydazy fenolowej, ale majg
wptyw na jej aktywacje. Zbadano trzy izoformy in-
hibitora CI1-13: C1-13 a, b i c. Wszystkie sktadajg sie
z 63 amonokwasdw, ich masy czasteczkowe wynoszg
ok. 7 kDa, zawierajg 6 reszt cysteiny [31]. Stwier-
dzono, ze najwiekszy wptyw na hamowanie akty-
wacji prooksydazy ma Cl1-13 ¢c. Uwaza sie, ze hamuje
on PPAE. Jednakze w trakcie badan wykazano, ze
CI-13 hamuje aktywno$¢ PPAE wobec Boc-Gin-
-Ala-Arg-MCA tylko w potowie. Ponadto jak wiado-
mo PPAE jest wysokospecyficznym enzymem try-
psynopodobnym, a inhibitory CI specyficznie hamujg
chymotrypsyne. Testy wykazujgce aktywno$¢ oksyda-
zy fenolowej, wykonuje sie w warunkach in vitro
dodajgc do mieszaniny, zawierajgcej prooksydaze oraz
lizat hemocytéw lub homogenat oskorka (zawierajacy
sktadniki kaskady aktywacji) enzymu aktywujgcego:
chymotrypsyny lub trypsyny. Prooksydaza z B. mori
jest aktywowana in vitro chymotrypsyng a nie try-
psyna. [26], W plazmie Locusta migratoria aktywacje
prooksydazy wywotuje sie in vitro trypsyna. Stwier-
dzono. ze inhibitor z Locusta migratoria hamuje ak-
tywacje prooksydazy. Ma on mase czasteczkowg 14
kDa, hamuje chymotrypsyne z Ka = 83 x 10" M-1,
HLF.: elastaze z ludzkich leukocytéw z Ka = 5.5 x 10
M ~\ nie hamuje natomiast trypsyny. trombiny, sub-
tylizyny, ani PPF.: elastazy z trzustki wieprzowej. Jest
wiec wysoce specyficzny. Wiekszos$¢ autordw uwaza, ze
prooksydaza fenolowa nie jest bezposrednio aktywo-
wana ani przez trypsyne, ani przez chymotrypsyne
[32], Przypuszcza sie. ze w aktywacji prooksydazy
miedzy trypsyna a aktywnym enzymem musi by¢
jeszcze jeden etap kaskady, musi tam dziata¢ proteina-
za chymotrypsynopodobna. Jak do tej pory nie wy-
kryto w hemolimfie owadéw zymogenu takiej protei-
nazy [33]. Stwierdzono rowniez, ze kaskada aktywacji
uruchomiona lipopolisacharydem lub (3-1,3-glukanem
jest niewrazliwa na dziatanie inhibitoré6w. Moze to
znaczy¢, ze sa dwie drogi aktywacji, w ktérych uczest-
niczg rézne enzymy [34], W hemolimfie M. scxtLi
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wykryto dwa niskoczasteczkowe inhibitory: HLTI
A oraz HLTI B. HLTI A ma mase 14 kDa, natomiast
HLTI B: 8 kDa. Obydwa hamuja trypsyne (Ka HLTI
A z trypsyna wynosi 6.8 x 107 M _1), chymotrypsyne
i plazmine, nie hamuja elastazy, papainy, pepsyny,
subtylizyny ani termolizyny. Stwierdzono, ze inhibito-
ry HLTI hamujg aktywacje prooksydazy fenolowej
zainicjowanej przez PPAE z oskdrka [35]. Z hemolim-
fy Locusta migratoria wydzielono niskoczasteczkowe
inhibitory LMCI | o masie 3760 Da oraz LMCI I
0 masie 3800 Da. Zawierajg one 6 reszt cysteiny.
Hamujg chymotrypsyne ze statymi asocjacji odpowie-
dnio 83 x 109 M -1 i 4x 109 M~L LMCI | hamuje
HLE ze statg asocjacji 55 x 107 M “1, natomiast
LMCI Il hamuje PPE ze statg asocjacji 2.5 x 107 M~ 1.
Zaden z nich nie hamuje trypsyny. Wykazano, ze
LMCI hamujag aktywacje prooksydazy fenolowej
w ekstraktach hemocytow z Locusta, nie hamujac
rébwnocze$nie samej oksydazy [36]. Dwa wielkoczga-
steczkowe inhibitory aktywacji prooksydazy znale-
ziono w Pacifastacus leniusculus. Sg to biatka o masach
155 kDa oraz 340 kDa [37], Wykazano takze zdolnos$¢
hamowania spontanicznie wywotanej aktywacji pro-
oksydazy fenolowej przez alaserpine, o masie 47 kDa,
z Manduca sexta [38],

Roéwniez BAEEaza jest hamowana przez inhibitory
z hemolimfy. Moze to byé powodem, ze aktywnos$¢
BAEEazy stosunkowo krdtko utrzymuje sie w hemo-
limfie B. mori, w przeciwienstwie do zymogenu tej
proteinazy, ktory jest biatkiem stabilnym. Z hemolimfy
B. mori wyizolowano serpiny SW-AT oraz SW-Achy
(Silk Worm — Anty Trypsin oraz Silk Worm — Anty
chymotrypsin). Okazato sig, ze SW-AT, o masie czas-
teczkowej 41 805 Da, przewidzianej zcDNA [39], jest
gtéwnym inhibitorem regulujgcym poziom BAEEazy.
Jest to, jak dotad, jedyny przypadek ustalenia docelo-
wego enzymu dla serpiny z hemolimfy. Stwierdzono
ponadto, ze ani SW-AT ani SW-AChy nie hamuja
PPAE [Ryc. 1].

Artykut otrzymano 5 stycznia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 18 stycznia 1999 r.
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Komitet Organizacyjny i Programowy | Krajowego Kongresu Biotechnologii maja

zaszczyt poinformowaé, ze Kongres odbedzie sie we Wroctawiu w dniach od 20 do 25
wrzesnia br.

Celem Kongresu jest diagnoza polskiej biotechnologii w Swietle Swiatowych osiggniec,
oraz integracja Srodowiska zajmujacego sie ta dziedzing nauki jak réwniez pokazanie
mozliwosci rozwoju biotechnologii w Polsce.

Informacje o Kongresie mozna znalez¢ w Internecie'.
http:\\www .iic.pwr.wroc.pl\~chemia-zjazdy

Prof. Bronistawa Morawiecka Prof. Pawet Kafarski
Przewodniczgca Przewodniczgcy
Komitetu Programowego Komitetu Organizacyjnego
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SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z Konferencji ,,Modyfikowane Kwasy
Nukleinowe” poswieconej Profesorowi Bronistawowi

Filipowiczowi

W dniach 12, 13 listopada 1998 r. w Lodzi w ramach
Sekcji Kwasow Nukleinowych Polskiego Towarzyst-
wa Biochemicznego odbyta sie Konferencja ,,Modyfi-
kowane Kwasy Nukleinowe”. Byta ona posSwiecona
pamieci zmartego przed 10 laty Profesora Bronistawa
Filipowicza, doktora honoris causa Akademii Medy-
cznej w todzi i cztonka honorowego Towarzystwa.
Spotkanie przygotowane staraniem Jego ucznidéw zor-
ganizowane przez Akademie Medyczng pod protek-
toratem JM Rektora prof. Henryka Stepnia oraz przez
Oddziat P.T. Bioch. w todzi. Celem konferencji byto
przedstawienie badan struktury i modyfikacji kwaséw
nukleinowych oraz biologicznych aspektéw tych mo-
dyfikacji.

Cze$¢ spotkania dedykowana Profesorowi Broni-
stawowi Filipowiczowi rozpoczeta sie od Mszy Swietej
i ztozenia kwiatdw na grobie Profesora i Jego mat-
zonki. W czesci konferencji poSwieconej Profesorowi
wzieto udziat okoto 150 os6b. Podstawowe fakty
z zyciorysu i sylwetke Profesora przypomniata prof.
Wanda Leyko.

Profesor Bronistaw Filipowicz (1904-1988) ukonczyt

studia chemii na Uniwersytecie Warszawskim w 1930
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roku. W trzy lata po6zniej uzyskal stopien doktora
filozofii na podstawie rozprawy na temat hydrolizy
skrobi pod wptywem amylazy — wykonanej pod
kierunkiem Prof. Stanistawa Przyteckiego. Wyniki jej
opublikowat wraz z promotorem w czotowych woéw-
czas czasopismach biochemicznych: Biochemical Jour-
nal i Biochemische Zeitschrift. W konspiracji i podczas
powstania warszawskiego (pseudonim ,,Ochocki”)
zajmowat sie wytwarzaniem materiatbw wybucho-
wych igranatow, bedac w Armii Krajowej podkomen-
dnym swego odtagd wieloletniego wspodtpracownika
i przyjaciela, Prof. J6zefa Skarzynskiego. W 1945 roku
rozpoczat prace w todzi w Katedrze Chemii Ogo6lnej
i Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Ldédzkiego kierowanej kolejno przez Prof. Ernesta
Syma i Prof. Antoniego Dmochowskiego. Po od-
dzieleniu Wydziatu Lekarskiego i Farmaceutycznego
od Uniwersytetu i utworzeniu Akademii Medycznej
(1952) Prof. Filipowicz obejmuje Katedre Chemii
Ogdlnej i Fizjologicznej, ktdrg kieruje do przejscia na
emeryture w roku 1974, Biochemia kwasow nuk-
leinowych i przemiana weglowodanowa byly przed-
miotem jego zainteresowan i wykonywanych pod Jego
kierunkiem i z Jego inspiracji prac doSwiadczalnych,
rozpraw doktorskich i habilitacyjnych. Obok pracy
nauczycielskiej i badawczej bardzo wazna byta dla
Niego dziatalno$¢ popularyzatorska. Owocem jej byto
wiele artykutéw i kilka ksiazek z dziedziny biochemii,
wsérod nich ,Chemia i zycie”. Pisanie ich sprawito
Profesorowi wiele radosci, bo pioro miat lekkie

i przyniosto zastuzone uznanie szerokiego grona
czytelnikow.

W tej kroétkiej, trwajacej niespetna godzine sesji,
w dalszych wystgpieniach i rozmowach, takze w nade-
stanych do organizatoréw listach, miesci sie wiele
serdecznych i cieptych wspomnien dzieci i przyjaciét
Profesora oraz Jego uczniéw. Mdéwiono o tym, co jest
wtasnoscig tych co Go znali, a czego nie sposdb
wcisng¢ w ramy sprawozdania. Byly to Swiadectwa
trudu lat powojennych, budowy pracowni uniwer-
syteckich i nie zawsze bezpiecznej wiernosci starym
przyjazniom, nocnych godzin spedzonych przy biurku
- to wtedy powstawaty ksigzki i artykuty, ale takze
recenzje rozpraw' doktorskich ihabilitacyjnych — byto
ich ponad dwiescie... Byty to swiadectwa pogody ducha
i poczucia humoru Profesora, ktdry nie wytgczat zen
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wiasnej osoby. Dowodem tej autoironii jest opu-
blikowany w Streszczeniach* szkic autobiograficzny
Profesora. Byty takze Swiadectwa ostatnich lat zycia,
gdy do wtiasnej pracy sit nie stawato — czerpat rados¢
zdokonan swych uczniow iprzezywat ich niepowodze-
nia — piekny rys dobrego nauczyciela.

Czes$¢ naukowg Konferencji otworzyt wyktad prof.
Davida Shugara (W-wa) na temat kinaz biatkowych
wirusow i komdrek gospodarza jako potencjalnych
miejsc zaczepienia (receptoréow) lek6w przeciwwiruso-
wych. Wyktad W. J. Steca (£6dZ) poswiecony byt oligo-
(nukleozydotiofosforanom), ktérych stereokontrolo-
wang synteze na atomie fosforu opracowano w praco-
wni autora i wykazano istotno$¢ stereochemii kon-
figuracji wigzania fosfodiestrowego dla oddziatywan
fizykochemicznych i biologicznych z komplementar-
nymi polinukleotydami. Naturalnym modyfikacjom
RNA poswiecony byt referat W. Filipowicza (Bazylea)
na temat nowego enzymu prawdopodobnie hioracego
udziat w posttranskrypcyjnej obrobce RNA, cyklazy
3’-koncowego fosforanu RNA katalizujacej jego prze-
miane w cykliczny 2’,3’-fosfodiester. J. Barciszewski
(Poznan) zajat sie oddziatywaniem RNA biatkami na
przyktadzie oddziatywan biatka Tat, biorgcego m.in.
udziat w aktywacji transkrypcji genomu HIV zrozpoz-
nawang przez to biatko sekwencjag TAR-RNA. Dwa
nastepne referaty posSwiecone byly wlasciwosciom
zmodyfikowanych syntetycznych fragmentéw petli an-
tykodonéw tRNA (A. Matkiewicz i wsp., £6dz, Rale-
igh) ianalogéw korica 5’mRNA (Darzynkiewicz i wsp.,
Warszawa). Prace kojarzace synteze analogéw z bada-
niami wiasciwosci fizykochemicznych syntezowanych
fragmentdéw i ich komplekséw z odpowiednimi biat-
kami pozwalajg na poznanie znaczenia poszczegol-
nych elementéw struktur dla ich wtasciwosci biologicz-
nych. Pierwszy dzien spotkania zamykat referat Alek-
sandry Wodnar-Filipowicz (Bazylea) na temat mecha-
nizmu ekspresji czynnikéw wzrostowych regulujacych
hematopoeze. Regulacja ta moze nastepowac na po-
ziomie transkrypcji (erytropoetyna), translacji (inter-
leukina 3) i po translacji, jak to ma miejsce w przypad-
ku badanego przez autorke czynnika FL.

Drugi dzien konferencji poswiecony réznym aspek-
tom modyfikacji DNA otwierat referat R. Olinskiego
(Bydgoszcz) na temat wiasciwo$ci mutagennych utle-
nionych zasad azotowych w strukturze DNA. J. Kus-
mierek (Warszawa) omoéwit powstawanie cyklicznych
adduktéw zasad DNA iich reperacje. Tak zmienione
zasady moga by¢ nie tylko wynikiem reakcji z DNA
czynnikéw Srodowiskowych lecz takze substancji en-
dogennych np. produktow preoksydacji lipidéw. Cha-
rakterystyke mechanizméw molekularnych dziatania
cistplatyny przedstawita Z. Walter (LddZ). Dwa refera-

*Modyfikowane Kwasy Nukleinowe, Streszczenia, £6dzZ
1998, str. 5-8. Obszerniejszy szkic biograficzny o Profesorze
Filipowiczu tamze str. 3 a takze Post. Biochem. (1989) 35,
205.
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ty z Poznania poswiecone byty modyfikacjom DNA
pod wptywem wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych. W pierwszym (W. Baer-Dubowska)
omawiano badania doswiadczalne adduktéw diben-
zo(a,j)antracenu z DNA. W drugim (K. Szyfter i wsp.)
omawiano badania DNA w raku krtani zaleznym od
palenia tytoniu. Spektrum czynnikéw modyfikujacych
w tym przypadku byto oczywisci szersze i obejmowato
inne genotoksyczne sktadniki dymu tytoniowego. A.
Ptucienniczak i wsp. (Warszawa) przedstawili metode
wykrywania w strukturze DNA metylowanych w po-
zycji 6 adeniny w oparciu o wysoka oporno$¢ metylo-
wanej adeniny podczas sekwencjonowania metoda
Maxama i Gilberta. Analogom nukleozyddw i nuk-
leotydéw jako potencjalnym lekom przeciwnowotwo-
rowym lub przeciwwirusowym poswiecony byt referat
T. Kulikowskiego (Warszawa). J. Rzeszowska-Wolny
(Gliwice) oméwita oddziatywanie biatek z DNA uszko-
dzonym w wyniku dziatania lekéw przeciwnowotwo-
rowych i kancerogenow. Oddziatywania te mogg pro-
wadzi¢ do naprawy uszkodzenia ale takze do jego
maskowania. Wptyw lek6w nowotworowych na regu-
lacje transkrypcji moze polega¢ na blokowaniu specy-
ficznych oddziatywan czynnikéw transkrypcyjnych
z DNA ale moze tez polega¢ na tworzeniu ,,nienatural-
nych” miejsc wigzacych przez kowalencyjne addukty
(M. Gniazdowski, £6dz).

Na konferencji przedstawiono 26 komunikatéw
w formie plakatowej, z ktédrych okoto potowa uzupet-
niata tematyke referatdw, pozostate reprezentowaty
tematyke r6zna. W bardziej specjalistycznych sesjach
brato udziat 40-60 osdb.

Powodzenie konferencji zawdziecza¢ nalezy wspar-
ciu finansowemu Wydziatu Il Nauk Biologicznych
i Komitetu Biochemii i Biofizyki PAN, Doc. H.T.
Panuszowi (Ld8dZ), Powszechnemu Zaktadowi Ubez-
pieczen w todzi oraz instytucjom z Warszawy: A.G.A.
Analytical, Instytutowi Biotechnologii i Antybiotykow
i Prospecta sp. z 0.0. a takze goscinno$ci Wydziatu
Farmaceutycznego AM w todzi

Marek Gniazdowski

~=-_ Wydawca prosi

o kontakt tych,
ktérzy chcieliby wykorzystac
tamy ,Postepow Biochemii”
do reklamowania

swych produktow i ustug
zwigzanych z biochemia,
biologia molekularng

i biologig komorki.
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Cieszg nas, Redakcje Kwartalnika ,,Postepy Biochemii”, liczne nadsytane nam artykuty. Dziekujemy za nie
Z uznaniem.

Coraz czesciej jednak w wykazach pismiennictwa znajdujemy btedy w zapisie skrétow czasopism.
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INFORMACJE

BioCentrum «raxsw

Badawcze Laboratoria Ustugowe
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Szanowni Panstwo,

Wychodzgc naprzeciw potrzebom krajowego srodowiska naukowego oraz biorgc pod uwage koniecznosé
petniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagiellonski utworzyt
Biocentrum-Krakéw. Jednostka ta skupia obecnie sze$¢ laboratoriow badawczych Instytutu Biologii
Molekularnej oraz Wydziatlu Chemii UJ, ktére podjely sie petni¢ funkcje ustugowe oraz szeroko pojete
doradztwo metodyczno-naukowe w zakresie nauk biomolekularnych obejmujgcych biochemie, biologie
i chemie strukturalng, biologie komorki i genetyke molekularng. Analiza biatek i kwaséw nukleinowych
stanowi serce nowoczesnych badan biomolekularnych idlatego jest szeroko reprezentowana w naszej ofercie.

Oferujemy nasze ustugi w zakresie:

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

* biochemii kwasdw nukleinowych (synteza i sekwencjonowanie DNA)

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

e cytometrii przeptywowej

* mikroskopii konfokalnej

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

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

Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum Krakéw, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Al. Mickiewicza 3, 31 -1 20

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

Nasze przedsiewziecie nie jest nastawione na zysk, ale na zapewnienie ciag/ej gotowosci do pracy
posiadanych nowoczesnych przyrzagdéw badawczych — dlatego tez nasze ceny sg konkurencyjne.
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Pokwitowanie dla wptacajacego

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S A. XIIl/0O Warszawa
11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Pokwitowanie dla wptacajgcego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VINI/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

Stempel
Pobrano optate
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Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XI11/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/0 Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XI11/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
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Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/0O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Prenumerata POSTEPOW

BIOCHEMII rok 1999

dla nie zrzeszonych w PTBioch 40, — z
dla cztonkéw PTBioch 20, — zt
dla zaktadéw i bibliotek 70, — zt
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace przegladowe oma-
wiajace biezace osiaggniecia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze
zjazdow, konferencji i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

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

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

Wskazany jest podziatartykutoéw monograficznych na rozdzialty
i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci. Zgod-
nie z przyjeta konwencja rozdziaty nosza cyfry rzymskie, podroz-
dziaty odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, 1-2. Poprawnos$¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢
i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skrotow, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy, deklaruje tez gotowos¢
konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazoéwek szczegobtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionka wielkoéci standartowej, z podwdéjna interlinia, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W tek$cie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otbwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w teks$cie 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 korespondenciji, nr telefonu

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 skrot tytutu pracy
(do 25 znakow).

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

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnos$ci ich cytowania w tekécie, zaznacza sie je liczbami
porzagdkowymi ujetymiw nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9— 26].
Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ nowa uproszczona forme.
Sposbéb cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatobw ztomow serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatow z tomow
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przykfady:

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

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

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

4. Delej'J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, North-Hol-
land Amsterdam, str. 1-77

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny byé¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcja mozna propo-
nowac reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykonaé¢ tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od przysziej
reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry ilitery stuzace do opisu rysunku
powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszczac¢ opis6w stownych, lecz postugiwac sie skréta-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wtgcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny nosza cyfry arabskie,
wzory za$ 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
umies$ci¢ w podpisie pod rycina, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stlowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,go6ra-dot" (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatagczniki (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



http://rcin.org.pl
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