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WSPOMNIENIA

Profesor Maria Guminska

1928-1998

Profesor dr hab. med. Maria Guminska byta wielo-
letnim pracownikiem naukowo-dydaktycznym Insty-
tutu Biochemii Lekarskiej, poczgtkowo Akademii Me-
dycznej, a nastepnie Collegium Medicum Uniwer-
sytetu Jagiellonskiego. Jej dziatalno$s¢ naukowa kon-
centrowata sie gtéwnie na zagadnieniach zwigzanych
z biochemiag nowotwordw i chemiag kliniczng a kil-
kanascie ostatnich lat zycia poSwiecita zagadnieniom
ekologicznym zwigzanym z ochrong $rodowiska.

Maria Guminska urodzita sie 4 stycznia 1928 r.
w Zakopanem, w znanej rodzinie nauczycielskiej Zdy-
béw. Dyplom lekarza medycyny otrzymata w 1952 r.
na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej w Kra-
kowie gdzie, bedac jeszcze studentka, rozpoczeta prace
jako miodszy asystent w Zaktadzie Chemii Fizjo-
logicznej pod kierunkiem Profesora Bolestawa Skar-
zynskiego. W 1961 r. uzyskata stopien doktora medy-
cyny w tej samej uczelni, w 1968 r. habilitowata sie
iw 1980 r. otrzymata tytut profesora nadzwyczajnego,
aw 1988 r. profesora zwyczajnego. W tym samym roku

wspomnienie

zostata powotana na stanowisko kierownika Zaktadu
Biochemii Ogdlnej w Instytucie Biochemii Lekarskiej
AM, na ktérym to stanowisku pozostawata do konca
swego zycia.

Od poczatku swej dziatalnosci naukowej, zwtaszcza
po kilkukrotnym pobycie w Instytucie Fibigera w Ko-
penhadze, Jej badania i zainteresowania koncentrowa-
ty sie szczegblnie na metabolizmie cukrow w komor-
kach nowotworowych. Szereg prac, opublikowanych
wraz ze swymi wspdipracownikami, poswiecita funkc-
jonowaniu i wtasciwosciom kinazy pirogranianowej,
a zwtaszcza jej izoenzymowi pojawiajgcemu sie pod-
czas transformacji nowotworowej. Opisata rowniez
nieznany przedtem defekt enzymatyczny erytrocytow
ludzkich manifestujgcy sie odmiang wrodzonej anemii
hemolitycznej. Kilkanascie waznych i przyjetych z za-
interesowaniem prac profesor Maria Guminska po-
Swiecita toksycznemu dziataniu zwigzkéw fluoru na
proces glikolizy w ludzkich erytrocytach oraz w komdr-
kach nowotworu wysiekowego Ehrlicha i hepatomy
Morrisa. W tych badaniach wykazata rowniez korzy-
stny wpityw soli magnezu na tagodzenie skutkdéw
dziatania fluorkow. Kilka ciekawych prac, zwtaszcza
we wczesnym okresie swej dziatalno$ci poswiecita
molekularnemu mechanizmowi dziatania lekow, gtdw-
nie czynnikow antykoagulacyjnych.

W ostatniej dekadzie swego zycia profesor Maria
Guminska skoncentrowata sie szczeg6lnie na pro-
blemach ekologicznych w aspekcie ochrony zycia
ludzkiego przed zgubnym dziataniem niektérych czyn-
nikéw' Srodowiskowych. Jej liczne prace, artykuty
iekspertyzy z tej dziedziny, gtdwnie dotyczace toksycz-
nego dziatania fluorkéw, metali ciezkich, chlorowco-
pochodnych weglowodordw i innych czynnikéw wy-
dzielanych do atmosfery igleby przez zaktady przemy-
stowe skoncentrowane wok6t Krakowa, przystuzyty
sie znacznie dla ksztattowania $wiadomos$ci ekologicz-
nej i skutecznego przeciwdziatania pojawiajacym sie
w S$rodowisku naturalnym, i majagcym negatywny
wptyw na zdrowie, zagrozeniom. Dzieki dziatalnosci
profesor M. Guminskiej zamknigeto m.in. najbardziej
toksyczne wydziaty Huty Aluminium w Skawinie oraz
rozwinieto bardziej efektywng dziatalno$¢ Polskiego
Klubu Ekologicznego, ktérego byta wiceprzewodni-
czacg od 1990 r. Za powyzszg dziatalnos¢ profesor
Maria Guminska otrzymata szereg nagréd i odzna-
czen, w tym Zilotg Odznake za prace dla miasta
Krakowa i Ziemi Krakowskiej, Ztota Odznake za
zastugi dla Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wod-
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nej. Nagrode Fundacji Alfreda Jurzykowskiego w No-
wym Jorku oraz Krzyz Orderu Odrodzenia Polski.
Z ramienia Klubu Ekologicznego uczestniczyta w spe-
cjalistycznych konferencjach miedzynarodowych
w Szwecji, USA, Brazylii i Japonii.

Profesor Maria Guminska byta wysoko cenionym
nauczycielem akademickim i wychowawcg miodej
kadry. Od 1972 r. wyktadata biochemie i chemie
kliniczng na Wydziale Farmacji, a w latach 1981-1984
petnita na nim funkcje prodziekana. Spos$réd swoich
wspoltpracownikéw wypromowata dziewieciu dokto-
row iprzeszkolita liczne grono pracownikéw laborato-
riow klinicznych, z réznych osrodkow w kraju. Wspdl-
nie ze wspotpracownikami opublikowata ponad 140
prac dosSwiadczalnych oraz kilkadziesiat artykutow

Profesor Kazimierz Kleczkowski

1924-1998

Z gtebokim smutkiem zawiadamiamy, Zze w dniu
8 sierpnia 1998 roku zmart w Warszawie Profesor
doktor habilitowany Kazimierz Kleczkowski, wsp6t-
tworca Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, wybitny
biochemik, uznany specjalista w dziedzinie biologii
molekularnej roslin.
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popularnonaukowych, skryptéw i podrecznikow stu-
denckich. Przez zgorga 40 lat systematycznie pracowata
przy stole laboratoryjnym poswiecajac caty swoj czas,
a nawet zycie rodzinne, ulubionej dziedzinie nauki
biochemii. Przez wiele lat byta rdéwniez zaan-
gazowana w pracy spotecznej, ktéra przyniosta Krako-
wowi i krajowi konkretne wyniki w zakresie ochrony
Srodowiska.
Profesor Maria Guminska odeszta niespodziewanie
6 lutego 1998 roku w petni sit tworczych i plandw na
przyszto$¢. Pozostanie w naszej pamieci jako cztowiek
niezwykle pracowity, prawy, gteboko religijny i bez
reszty oddany ochronie zdrowia i zycia ludzkiego.

Witodzimierz S. Ostrowski

wspomnienie

Profesor Kleczkowski rozpoczynat swa droge nau-
kowg we wczesnych latach powojennych, wkrétce po
demobilizacji z I-ej Armii Wojska Polskiego, w szere-
gach ktoérej brat udziat w walkach na frontach Il-gj
wojny Swiatowej. Za waleczno$¢ i odwage zostat On
uhonorowany wieloma medalami i odznaczeniami
wojennymi. W roku 1953 ukonczyt studia wyzsze na
Wydziale Rolniczym Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego (SGGW), uzyskujac stopien magistra in-
zyniera rolnictwa ze specjalizacjg Technologii Rolno-
-Spozywczej. Bezposrednio po studiach podjat prace
dydaktyczng i badawczg w Katedrze Biochemii
SGGW, by w roku 1954 rozpocza¢ 4-letnie studia
doktoranckie pod kierunkiem Profesora Ignacego
Reifera w nowopowstajacym Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN (IBB PAN), w organizowaniu ktérego
brat czynny udziat i z ktérym byt nieprzerwanie
zwigzany do konca swoich dni, przechodzac przez
kolejne szczeble kariery naukowej. Od 1954 roku przez
blisko dwie dekady zainteresowania Profesora Klecz-
kowskiego skupiaty sie na badaniach dotyczacych
wystepowania enzymow cyklu ornitynowego w ro$-
linach wyzszych, dzieki czemu zdobyt sobie pionierska
pozycje w tej dziedzinie biochemii roslin. Wyniki tych
badan byly kolejno przedmiotem zaréwno Jego pracy
doktorskiej, jak i rozprawy habilitacyjnej. Stopien
doktora nauk przyrodniczych otrzymat w 1958 roku,
za$ doktora habilitowanego w 1964 roku.

W roku 1965 zostat powotany na stanowisko docen-
ta, obejmujac kierownictwo Pracowni Metabolizm
Zwigzkéw Azotowych, a w roku 1969 otrzymat nomi-
nacje na stanowisko Kierownika Zaktadu Biochemii
Roslin IBB PAN. W roku 1971 uzyskat tytut profesora
nadzwyczajnego, a w roku 1978 profesora zwyczaj-
nego. Obok badan nad cyklem ornitynowym u roslin,
zainteresowania naukowe Profesora Kleczkowskiego



dotyczyty poznania mechanizmoéw hormonalnej regu-
lacji ekspresji genomu ro$linnego, a takze — w ostat-
nim okresie — prob uzyskania roslin transgenicznych
posiadajgcych ulepszone cechy uzytkowe — problemu
niezwykle aktualnego we wspoélnej biologii molekular-
nej roslin.

Podczas swej wieloletniej pracy badawczej Profesor
Kleczkowski nawigzat bliskg wspdtprace z wieloma
uznanymi os$rodkami naukowymi na S$wiecie. Jako
stypendysta Fundacji im. J. D. Rockefellera, a takze
Fundacji im. A. Humboldta odbyt diugoterminowe
staze naukowe na Uniwersytecie Wisconsin, Madison
(Prof. P. P. Cohen), Uniwersytecie w Marburgu (Prof.
Kating) oraz w Instytucie Hodowli Tkanek im. M.
Plancka w Kolonii (Prof. J. Schell), a takze jako
profesor wizytujgcy odwiedzit m.in. Uniwersytet im.
Goethego we Frankfurcie nad Menem, Uniwersytet
Harvarda w Bostonie, Uniwersytety w Tokio, Kal-
kucie i Bombaju oraz wiele innych. Na Jego dorobek
naukowy sktada sie ponad 100 prac eksperymental-
nych oraz 12 artykutdw przeglagdowych i monografii
ogtoszonych w uznanych czasopismach krajowych
izagranicznych. Wychowat liczng rzesze biochemikéw

i biologbw molekularnych ros$lin, byt promotorem
1 -tu przewoddw doktorskich oraz inspiratorem 5-ciu
rozpraw habilitacyjnych. Byt cztonkiem Rad Nauko-
wych szeregu Instytutow Polskiej Akademii Nauk,
a przez 35 lat nieprzerwanie byt czionkiem Rady
Naukowej IBB, PAN, wchodzac w sktad lub przewod-
niczac wielu komisjom naszej Rady. Profesor Klecz-
kowski petnit przez 2 kadencje (1978-83) funkcje
zastepcy Sekretarza Wydziatlu Nauk Biologicznych
PAN, a takze byt naczelnym Dyrektorem naszego
Instytutu (1987-90). Potozyt On wielkie zastugi w bu-
dowie nowej siedziby IBB PAN.

Profesor Kleczkowski byt Osobg niezwykle przyjaz-
ng i zyczliwg ludziom. Kazdy z Jego wspdtpracow-
nikow zawsze mogt liczy¢ na zrozumienie i pomoc
w chwilach trudnych, wymagajacych Jego autorytetu,
czy po prostu wsparcia duchowego.

Odchodzac nazbyt wczes$nie pozostawit w zatobie
wielkie grono przyjaciot i wspétpracownikdéw, ktérzy
pamie¢ o Nim zachowajag na zawsze z szacunkiem
i wdziecznoscia.

Uczniowie, Wspotpracownicy i Przyjaciele

Errata

W zeszycie 3 tomu 44 z 1998 roku w artykutach autorstwa Iwo Bohra i Jadwigi Gniot-

-Szulzyckiej oraz Marty Bobeszko i

FOSFATAZA.

Jolanty

Baranskiej btednie zapisano termin

Za niedopatrzenie Redakcja przeprasza Autorow i Czytelnikow.
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ARTYKULY

Regulacja replikacji DNA bakteriofaga X i plazmidow X

Regulation of replication of X bacteriophage and X plasmid DNASs

ALICJA WEGRZYN],
GRZEGORZ WEGRZYN2

Spis tresci:

1. Wstep

1. Replikacja DNA w cyklu zyciowym bakteriofaga X
1. Plazmidy X

IV. Biochemiczny mechanizm inicjacji replikacji z orik
V. Regulacja replikacji plazmidow X w komoérkach

E-scherichia coli

VI. Regulacja przetaczenia replikacji typu 0 w replikacje
typu a podczas rozwoju bakteriofaga X

VII. Mechanizm rozpadu kompleksu replikacyjnego X

VIIl. Replikacja plazmidow X w cyklu komorkowym
E-scherichia coli

IX. Uwagi koncowe

I. Wstep

Bakteriofag X odegrat znaczacg role w rozwoju
biologii molekularnej jako podstawowy model badaw-
czy [1], Badania procesdw zachodzacych w trakcie
rozwoju tego faga w komdrkach Escherichia coli
pozwolity na poznanie molekularnych podstaw takich
proceséw jak aktywacja i represja inicjacji transkryp-
cji, antyterminacja transkrypcji, udziat biatek szoku
termicznego w tworzeniu odpowiedniej struktury ma-
kromolekut a takze inicjacja replikacji DNA [2].
Uzyskane wyniki miaty takze znaczenie praktyczne,
gdyz zmodyfikowane fagi lub elementy genomu X sg
obecnie szeroko wykorzystywane jako narzedzia w in-
zynierii genetycznej [2]. Aktualnie mimo duzego po-
stepu w badaniach nad znacznie bardziej skompliko-
wanymi organizmami fag X jest w dalszym ciagu
waznym modelem badawczym w biologii molekularnej.

Jak wspomniano wyzej, jednym z proceséw, w bada-
niu ktérych bakteriofag X stat sie podstawowym
modelem doswiadczalnym jest replikacja DNA. Pod-
czas rozwoju w zakazonej komérce gospodarza, kté-

1 Dr. Pracownia Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii
1Biofizyki Polskiej Akademii Nauk afiliowana przy Uniwer-
sytecie Gdanskim, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk

2 prof. dr hab.. Katedra Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Gdanskiego, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk
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Contents:
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V. Regulation of X plasmid replication in Escherichia coli

VI. Regulation of the switch from 0 replication to <« re-
plication during bacteriophage X development
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IX. Concluding remarks

rym jest bakteria E. coli, do replikacji materiatu
genetycznego wirusa wykorzystywane sg zar6wno
produkty dwoch gendw' fagowych (O i P) jak i komér-
kowe biatka replikacyjne. Enzymologia replikacji
DNA E. coli jak i wspdtdziatanie biatek fagowych
i bakteryjnych w replikacji DNA bakteriofaga X byty
przedmiotem niedawno opublikowanych artykutéw
przegladowych [3, 4] i sa w tej pracy przedstawione
jedynie bardzo ogdlnie. SkoncentrowaliSmy sie nato-
miast na molekularnych mechanizmach warunkuja-
cych precyzyjng regulacje inicjacji replikacji DNA
bakteriofaga X oraz plazmidéw' pochodzacych od tego
faga (tak zwanych plazmidéw7X) w komoérkach E. coli.

Il. Replikacja DNA w cyklu zyciowym bak-
teriofaga X

Po zakazeniu komorki E. coli rozwdj faga X moze
przebiega¢ na dwa alternatywne sposoby (szczegbétowa
informacje na ten temat zawarte sag w ostatnio opub-
likowanych pracach przeglagdowych [2, 5]). Rozwdj
lityczny prowadzi do replikacji DNA wirusa, ekspresji
wiekszosci jego gendéw, utworzenia wirion6w potom-
nych oraz ich uwolnienia po lizie komorki gospodarza.
Alternatywng drogg rozwojowg jest cykl lizogeniczny
polegajacy na integracji DNA faga do genomu gos-
podarza i jego przejscie w stadium profaga. W tej
postaci materiat genetyczny fagajest replikowany wraz



Adsorpcja faga
Penetracja DNA faga

lerkuIaryzacja DNA faga

Liza & — Lizogenia
Niskie m.o.i Wysokie m.o.i
Bogata pozywka Uboga pozywka
Wysoka temp Niska temp

Replikacja «— Wyciecie Integracja DNA faga do
DNA faga

profaga r\ chromosomu gospodarza

Morfogeneza kapsydéw, pakowanie DNA, T Utrzymywanie profaga
formowanie wirionéw potomnych
Czynniki indukujace system
‘L SOS (np. promienie UV,
inhibitory replikacj DNA)

Liza komérki i uwolnienie fagéw potomnych

Ryc. 1. Schemat rozwoju bakteriofaga X w komérkach Escherichia
coli. Po adsorpcji faga na komérce bakteryjnej i wniknieciu
jego materiatu genetycznego do wnetrza komérki nastepuje
cyrkularyzacja DNA wirusa. Dalszy rozw6j faga zalezy od
warunkéw Srodowiskowych i fizjologii komérki gospoda-
rza. Bogata pozywka, stosunkowo wysoka temperatura oraz
zakazenie jednej komdrki $rednio jednym fagiem (niska
wielokrotno$¢ zakazania, czyli niskie m.o.i.) sprzyjaja roz-
wojowi litycznemu, podczas ktérego nastepuje replikacja
DNA faga, synteza biatek strukturalnych, morfogeneza
wirionéw potomnych i ich uwolnienie po lizie komorki
gospodarza. W warunkach gtodowych, stosunkowo niskiej
temperaturze oraz przy zakazeniu jednej komérki wieloma
fagami (wysokiej wielokrotno$ci zakazania, czyli wysokim
m.o.i.) preferowany jest cykl lizogeniczny, podczas ktérego
genom faga zostaje wtgczony do chromosomu bakteryjnego
i jest biernie replikowany wraz z nim. Czynniki stresowe
(takie jak np. promieniowanie UV) moga spowodowa¢c
indukcje profaga i przejscie wirusa w cykl lityczny.

z chromosomem bakteryjnym a ekspresja wiekszosci
genoéw wirusa jest zahamowana (Ryc. 1)

Jezeli wybrana zostaje lityczna droga rozwoju bak-
teriofaga X jednym z najwazniejszych procesow jest
replikacja DNA wirusa. Po infekcji komorki E. coli
DNA faga replikuje sie najpierw wedtug modelu 0 (z
jednej kolistej czasteczki powstajg dwie koliste czgste-
czki potomne), a nastepnie po okoto 15 minutach od
momentu infekcji przechodzi w replikacje typu a (czyli
replikacje wedtug modelu toczgcego sie kota). Produk-
tami tego typu replikacji sg dtugie konkatameryczne

Rvc. 2. Mapa genetyczna genomu bakteriofaga X oraz typowego
plazmidu X Skala podana jest w tysigcach par zasad (kb).
Zaznaczono rejony genomu faga zawierajace geny. ktérych
funkcja jest niezbedna w poszczegélnych etapach cyklu
zyciowego wirusa; wskazano takze potozenie niektérych
genéw. Gtoéwne transkrypty zaznaczone sg strzatkami (kie-
runek strzatki oznacza kierunek transkrypcji). Terminatory
oznaczone sa krétkimi pionowymi kreskami.

czasteczki DNA, ktdére nastepnie sg ciete na odcinki
odpowiadajgce jednostkom genomu faga i pakowane
do rdéwnoczes$nie powstajagcych gtéwek fagowych.
W wyniku tego powstajg wirony potomne, ktére po
dziataniu fagowych biatek lizy opuszczaja komérke
gospodarza.

Il. Plazmidy X

Fragment genomu faga X obejmujacy wszystkie
geny i sekwencje regulatorowe niezbedne do replikacji
moze by¢ wyciety i po cyrkularyzacji replikuje sie
w komédrkach E. coli jako plazmid, ktory zwany jest
plazmidem X W odréznieniu od genomu faga X
plazmidy od niego pochodzace replikujg sie wytgcznie
wedtug modelu 0 [6], Plazmidy te sg zatem bardzo
wygodnymi modelami w badaniach nad replikacjg
DNA (Ryc. 2).

Poniewaz plazmidy X utrzymujg sie w statej liczbie
kopii na komoérke (w zaleznosci od warunkéw wzrostu
komérek gospodarza, takich jak rodzaj pozywki i tem-
peratura, od 20 do 50 [2, 6],) musza istnie¢ mechaniz-
my kontrolujgce czestos¢ inicjacji replikacji tych plaz-
midow w komorce, tak aby jedna czasteczka repliko-
wata sie $rednio raz podczas jednego cyklu komér-
kowego.

IV. Biochemiczny mechanizm inicjacji repli-
kacji z oiiX

Do inicjacji replikacji DNA faga i plazmidu X
rozpoczynajacej sie w rejonie oriX potozonym w ob-
rebie genu O, konieczne sg kodowane przez faga biatka
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0 i P oraz szereg biatek gospodarza. Pierwszym
etapem tworzenia sie kompleksu replikacyjnego w ob-
rebie sekwencji oriAjest wigzanie sie biatka O z cztere-
ma 19-nukleotydowymi sekwencjami (zwanymi itero-
nami) i utworzenie nukleoproteinowej struktury zwa-
nej O-somem [7],

Kolejnym etapem tworzenia kompleksu replikacyj-
nego X jest przytaczenie sie do O-somu biatek
P i DnaB. Biatko P moze oddziatywaé z biatkiem XO
[8], jednak do O-somu wigze sie kompleks biatek
P DnaB [9], Poniewaz biatko P jest rdwnocze$nie
silnym inhibitorem aktywnosci helikazy DnaB [10-
-13], powstaty kompleks oriA mO P «DnaB. mimo ze
jest stabilng strukturg, nie moze przeprowadza¢ kolej-
nego etapu inicjacji replikacji — rozwijania dwu-
niciowej struktury DNA itworzenia widetek replika-
cyjnych [9, 14, 15].

Nastepne etapy inicjacji replikacji DNA X po
powstaniu nukleoproteinowego kompleksu oril/.
*O P «DnaB, wymagajg funkcji biatek szoku termicz-
nego DnaK, Dnal i GrpE [16]. Dzieki ich dziataniu
mozliwe staje sie przeksztatlcenie  kompleksu
oriA- O *P eDnaB w taki sposdb, ze helikaza DnaB
zostaje uwolniona od hamujgcego jej aktywnos$¢ biat-
ka P [14, 17, 18].

Kolejnym etapem inicjacji replikacji DNA X jest
rozwijanie dwuniciowej struktury DNA przez helikaze
DnaB. Reakcja rozwijania DNA rozpoczyna sie od
oriA. Odbywa sie ona jedynie w przypadku czasteczek
DNA bedacych w formie superzwinietej [14]. Do
efektywnego rozwijania DNA konieczna jest takze
funkcja gyrazy DNA. Wigze sie to z pojawianiem sie
bariery energetycznej wynikajgcej z utworzenia pozy-
tywnych supersketow przed widetkami replikacyjnymi
w wyniku rozplatania DNA [14]. Po lokalnym roz-
winieciu DNA mozliwa jest stabilizacja odcinkéw
jednoniciowych przez biatka SSB oraz tworzenie pri-
merow wykorzystywanych nastepnie przez polimeraze
DNA 111 [16, 19].

V. Regulacja replikacji plazmidéw Xw komoér-
kach Escherichia coli

Ze wzgledu na to, ze plazmidy X zawierajg rejon
replikacyjny DNA faga X obejmujacy wszystkie geny
1sekwencje sygnatowe niezbedne do inicjacji replikacji,
a ponadto sa one stosunkowo matymi replikonami,
ogromna wiekszo$¢ danych na temat regulacji re-
plikacji DNA X pochodzi z badan wi#asnie nad tymi
plazmidami. Do niedawna powszechnie akceptowany
byt model regulacji replikacji plazmidéw Xzapropono-
wany przez M atsubare [20] iprzedstawiony sche-
matycznie na rycinie 3.

Wedtug tego modelu zasadniczg role w kontroli
czestosci inicjacji replikacji odgrywa wigzanie sie biat-
ka inicjatorowego O do rejonu oriA oraz autore-
gulacyjna petla represora Cro. Wczesniej pokazywano,
ze biatko O jest bardzo niestabilne in vivo [21, 22],
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Ryc. 3. Schemat regulacji replikacji plazmidéw X w komérkach
Escherichia coli zaproponowany przez Matsubare
[20], Transkrypcja z promotora pR powoduje powstanie
mRNA dla syntezy biatek replikacyjnych i represora Cro
oraz dziata jako aktywacja transkrypcyjna oriX. Zwigzanie
sie biatka O z rejonem oriifin jest pierwszym etapem inicjacji
replikacji DNA (START). Poniewaz réwnocze$nie zwieksza
sie stezenie represora Cro, transkrypcja z promotora pR
a zatem takze inicjacja nowych rund replikacji DNA.
zostaje zahamowana (STOP) az do momentu rozciefAczenia
represora w wyniku wzrostu objeto$ci komarki.

zatem sadzono, ze po inicjacji biatko to jest szybko
degradowane i do nastepnej rundy replikacji koniecz-
na jest synteza nowej puli biatka O. Synteza biatka
O moze zachodzi¢ tylko wtedy gdy aktywny jest
promotor pR(Ryc. 2 i 3). Jest on reprymowany przez
produkt genu cro, gdy obecny jest on w stosunkowo
duzym stezeniu w komdérce. Wzrost objetosci komorki
w trakcie cyklu komorkowego powoduje zmniejszenie
stezenia represora Cro, odblokowanie promotora pR
synteze biatka O i inicjacje replikacji plazmidu. Jed-
noczes$nie nastepuje transkrypcja genu cro i synteza
nowej puli represora co prowadzi do ponownej represji
promotora pR Gdy proponowano ten model, wiado-
mo byto takze, ze transkrypcja rozpoczynajaca sie
z promotora pR jest niezbedna w replikacji DNA
plazmidu X nie tylko w celu produkcji mRNA genow
replikacyjnych, lecz réwniez w procesie tzw. aktywacji
transkrypcyjnej origin czyli aktywnej transkrypcji
przebiegajacej w rejonie inicjacji replikacji DNA [23].
Mimo iz wiedziano, ze aktywacja transkrypcyjna oriAjest
niezbedna w replikacji DNA X, to jednak w owym czasie
procesowi temu nie przypisywano roli regulacyjnej.
Wyzej opisany model regulacji replikacji plazmidow
X byt prosty, elegancki i zostat powszechnie zaakcep-
towany. Jednakze prace rozpoczete przed kilkoma laty
wykazaty, ze nie moze on by¢ uznany jako gtowny
mechanizm kontrolujgcy czesto$¢ inicjacji replikacji
z oriL Badajac replikacje plazmidow X w komorkach
E. coli w warunkach gtodu aminokwasowego, gdy
synteza wiekszos$ci biatek, w tym biatka O. byila
zahamowana, stwierdzono, ze plazmidy Xreplikuja sie
w dalszym ciagu jesli mozliwa jest transkrypcja [24,



25]. Zjawisko takie zachodzito w gtodzonych mutan-
tach relA~. Replikacja ta byta zalezna od funkcji
biatka O [25,26], co wskazywato, ze inicjacja replikacji
zonzjest mozliwa bez syntezy nowych czasteczek tego
biatka. Dalsze badania potwierdzity, ze biatko O jest
szybko degradowane w komdrkach E. coli, ale tylko
wtedy gdy znajduje sie w stanie wolnym w cytoplazmie
[27], Wykazano jednocze$nie obecnos¢ frakcji stabil-
nego biatka O, ktora okazata sie by¢ ztozona z czas-
teczek tego biatka zawartych w kompleksie replikacyj-
nym ichronionych przed proteolizg przez inne elemen-
ty tego kompleksu [27, 28]. Doktadne badania kinety-
ki syntezy DNA oraz doSwiadczenia pozwalajace
$ledzi¢ losy replikujgcych sie czagsteczek DNA w komdr-
kach doprowadzity do wniosku, ze replikacja plaz-
midow X zachodzgca bez syntezy nowych czasteczek
biatka O odbywa sie w oparciu o kompleksy re-
plikacyjne utworzone przed gtodzeniem idziedziczone
po kazdej rundzie replikacji przez jedng z dwu potom-
nych kopii plazmidowych [26, 29].

Powyzsze wyniki podwazaty zasadno$¢ modelu Ma-
tsubary (Ryc. 3). Ponadto, w warunkach odpowiedzi
rozluznionej (czyli w gtodzonych mutantach relA~)
synteza represora Cro nie moze zachodzi¢, co dodat-
kowo wskazywato na inng regulacje replikcaji plaz-
midc’)w X niz poprzednio zaproponowana Co zatem
z ori/A Replikacja plazmidéw X moze zachodzi¢ pod-
czas odpowiedzi rozluznionej (w gtodzonych mutan-
tach reiA) jest natomiast zahamowana podczas od-
powiedzi Scistej (w gtodzonych szczepach relA+). Wy-
kazano, za zahamowanie to jest wynikiem znacznie
obnizonej aktywno$ci promotora pR w tych warun-
kach [30-32]. Wyniki te zwrécity uwage na role
aktywacji transkrypcyjnej orik jako potencjalnego
czynnika regulujacego replikacje.

Kolejnym etapem badan bylto stwierdzenie czy pro-
ces replikacji plazmidéw X oparty o dziedziczony
kompleks replikacyjny zachodzi jedynie w gtodzonych
komorkach czyjest on zjawiskiem wystepujacym takze
w normalnych warunkach wzrostu, oraz czy szybki
rozpad biatka O ma znaczenie regulacyjne w tych
warunkach. Juz pierwsze badania wykazaty, ze zarow-
no brak jak i nadmiar proteazy ClpXP (ktéra de-
graduje biatko O) nie wplywajg ani na replikacje
plazmidéw X ani na rozw0j lityczny bakteriofaga
X [33]. Zatem szybka proteoliza biatka O nie ma
istotnego znaczenia w kontroli replikacji DNA X
Doktadniejsze badania udowodnity, ze replikacja plaz-
midow Xoparta o dziedziczony kompleks replikacyjny
zachodzi takze w komodrkach rosngcych w bogatych
pozywkach — zjawisko to nazwane zostato ..dziedzi-
czeniem biatka” [34]. Ostatnio wykazano, ze zaréwno
w gtodzonych komérkach jak i w normalnych warun-
kach wzrostu nie ma preferencji w dziedziczeniu kom-
pleksu replikacyjnego przez zadng z potomnych kopii
plazmidowych — zaréwno potomna czgsteczka posia-
dajgca rodzicielskag ni¢ / jak i czasteczka niosgca
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Ryc. 4. Schemat replikacji plazmidéw k zaktadajacy dwie ..drogi"
replikacji. Po kazdej rundzie replikacji, kompleks replika-
cyjny (zaczernione ko6tko) jest dziedziczony prze/ jedna
z dwoéch potomnych kopii plazmidowych. Na czasteczce
pozbawionej kompleksu replikacyjnego musi utworzy¢ sie
nowy kompleks z udziatem kodowanych na plazmidzie
biatek O i P oraz biatek bakteryjnych (w tym helikazy
DnaB). Do rozpoczecia replikacji zaré6wno przez kompleks
dziedziczony jak inowo powstaty konieczna jest aktywacja
transkrypcyjna orik oraz funkcja biatek szoku termicznego
DnaK, Dnal i GrpE.

—
R\

rodzicielska ni¢ r mogg z réwnym prawdopodobierst-
wem dziedziczy¢ kompleks replikacyjny [35],

Zaproponowano dwie ,,drogi” replikacji plazmidow
Xw komérkach E. coli: jedna oparta o funkcjonowanie
dziedziczonego kompleksu replikacyjnego i druga,
podczas ktérej nowe kompleksy replikacyjne muszg
by¢é utworzone z nowo syntetyzowanych biatek re-
plikacyjnych (Ryc. 4). Badania genetyczne sugerujg
jednak, ze utworzenie kompleksu replikacyjnego nie
jest sygnatem do rozpoczecia replikacji [34-38]. Kom-
pleks orik «O «P «DnaB musi zosta¢ przeksztatcony
przez biatka szoku termicznego DnaK, Dnal i GrpE
a reakcja ta wydaje sie by¢ sprzezona z aktywacja
transkrypcyjnag orik i czasowym rozdzieleniem nici
DNA. Dzieki temu mozliwe jest prawidtowe umiej-
scowienie kompleksu replikacyjnego w rejonie origin
[29, 36, 37]. Obecnie najbardziej prawdopodobna
ijednoczes$nie najatrakcyjniejsza hipoteza zaktada, ze
sygnatem do rozpoczecia replikacji plazmidu X jest
aktywacja transkrypcyjna orik [6],

Jezeli hipoteze o decydujacej roli aktywacji trans-
krypcyjnej ori/. w regulacji replikacji plazmidow
Xuzna¢ za prawdziwa, to transkrypcja rozpoczynajaca
sie z promotora pRi przechodzaca przez rejon origin
powinna by¢ bardzo precyzyjnie regulowana. Wczes$-
niej zaznaczylismy juz, ze represor Cro nie odgrywa
znaczacej roli w regulacji replikacji plazmidéw Xw gto-
dzonych komédrkach [25. 26], Ostatnio skonstruowa-
no plazmidy X pozbawione catkowicie funkcji cro
(zcro-null). Plazmidy te sg stabilnie utrzymywane
w komoérkach E. coli wykazujac zwiekszong w porow-
naniu do plazmidoéw /.cro+, lecz statg liczbe kopii na
komorke [39], Wyniki te Swiadczg o tym, ze w przeci-
wieAstwie do modelu Matsubary (Ryc. 3) represor Cro
nie odgrywa kluczowej roli w replikacji plazmidéw X
Oczywiscie produkt genu cro jest represorem promo-
tora pRijego inaktywacja powoduje wiekszg czestos¢
inicjacji transkrypcji, a zatem posrednio wiekszg liczbe
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kopii plazmidu X w komérce, jednak wahania stezenia
biatka Cro w cyklu komoérkowym nie sg tak duze lub
nie majg tak duzego znaczenia jak uprzednio sgdzono.
Pojawito sie zatem pytanie: co jest czynnikiem regulu-
jacym aktywno$¢ promotora pR, a zatem posrednio
efektywno$¢ aktywacji transkrypcyjnej orik i inicjacji
replikacji plazmidu A? Niespodziewanie okazato sie, ze
aktywno$¢ promotora pRjest obnizona w komdrkach
E. coli przy braku funkcji genu dnaA [40], Fakt ten
moégt wyttumaczyé obserwacje, ze plazmidy X nie moga
replikowac sie w niektérych mutantach dnaA [41, 42],
Pojawita sie zatem atrakcyjna hipoteza, ze biatko
DnaA, ktére w komdrce spetnia role inicjatora re-
plikacji DNA chromosomu, réwniez reguluje czestosé
inicjacji replikacji plazmidéw X poprzez stymulacje
aktywacji transkrypcyjnej orik. Ostatnio wykazano,
biatko DnaA dziata w tym procesie bezposrednio (a nie
poprzez regulacje aktywnosci hipotetycznego genu,
ktéry wpitywatby na aktywno$¢ pR), gdyz moze ono
stymulowac transkrypcje z promotora pRin vitro [43],
Badania te pozwolity na zaproponowanie stymulowa-
nej przez biatko DnaA aktywacji transkrypcyjnej orik
jako gtéwnego procesu kontrolujgcego czesto$é inic-
jacji replikacji plazmidow X

VI. Regulacja przetgczenia replikacji typu 0
w replikacje typu a podczas rozwoju bak-
teriofaga X

Replikacja DNA faga X krétko po zakazaniu komér-
ki gospodarza zachodzi wedtug modelu dwukierun-
kowej replikacji typu O, a nastepnie przechodzi w re-
plikacje typu a (wedtug modelu ,toczacego sie kota”).
Akceptowany obecnie model zaktada, ze w przeciwien-
stwie do zachodzgcej we wczesnych etapach rozwoju
faga dwukierunkowej replikacji typu 0, jednokierun-
kowa replikacja 0 moze przechodzi¢ w replikacje
a dzieki odepchnieciu konica 5' przez rosnacy koniec 3'
nowo syntetyzowanej nici [14], Badania in vitro wyka-
zaly, ze bez aktywnosci polimerazy RNA replikacja
DNA X zachodzi jednokierunkowo, natomiast trans-
krypcja rejonu origin powoduje pojawienie sie struktur
DNA replikujacych sie dwukierunkowo [44], Mozna
zatem przypuszczac, ze biatko DnaA poprzez stymula-
cje promotora pRma istotny wptyw na kierunkowos$¢
replikacji DNA faga X Zapewne we wczesnej fazie
infekcji biatko DnaA stymuluje aktywacje transkryp-
cyjng orik co prowadzi do dwukierunkowej replikacji
typu 0, natomiast pojawienie sie wielu kopii DNA faga
X w komdérce powoduje wymiareczkowanie biatka
DnaA, a brak stymulacji promotora pRdoprowadza do
jednokierunkowej replikacji typu 0 przechodzacej w
replikacje typu a. Potwierdzeniem tej hipotezy moze
by¢ fakt. ze w mutantach dnaA zakazonych fagiem
X obserwowano struktury replikacyjne typu a juz we
wczesnych etapach infekcji [45], Dodatkowo wykaza-
no, ze w genomie faga X istnieje wiele sekwencji
wigzacych biatko DnaA [46], co jeszcze bardziej
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Ryc. 5. Schemat regulowanego przez biatko DnaA przetaczenia
replikacji typu 0 w replikacje typu o podczas rozwoju faga
X. W pierwszych etapach rozwoju komdrkowe biatko DnaA
stymuluje aktywacje transkrypcyjna oriX co umozliwia
dwukierunkowg replikacje typu 0. W wyniku kilku (5-6)
rund takiej replikacji powstaje okoto 50 kopii DNA faga X
Sekwencje wigzace biatko DnaA obecne w DNA X powodu-
ja wymiareczkowanie tego biatka, co uniemozliwia stymula-
cje aktywacji transkrypcyjnej oriX. W takich warunkach
rozpoczyna siejednokierunkowa replikacja typu 0, ktéra po
jednej rundzie przechodzi w replikacje typu a w wyniku
odepchniecia konca 5 przez rosnacy koniec 3' nowo
syntetyzowanej nici. Dla uproszczenia schematu pokazano
jedynie ni¢ DNA syntetyzowana w sposdb ciagty podczas
replikacji.

przemawia za mozliwosciag wymiareczkowania tego
biatka przez szybko rosngcg liczbe kopii DNA bak-
teriofaga w wyniku Kkilku rund replikacji typu O.
Schemat regulowanego przez biatko DnaA przetagcze-
nia replikacji 0 w replikacje a przedstawia rycina 5.

VII. Mechanizm rozpadu kompleksu replika-
cyjnego >

Jdak zaznaczono wyzej, replikacja plazmidow X przy
braku syntezy biatka O odbywa sie dzieki funk-
cjonowaniu dziedziczonego kompleksu replikacyjnego
zawierajgcego biatko O chronione przed proteolizg
przez inne elementy tego kompleksu. Mimo Zze obecnie
nie jest znana doktadna budow a dziedziczonego kom-
pleksu replikacyjnego, badania genetyczne wskazujg,
ze W jego skitad obok fagowych biatek O i P wchodzi
jeszcze co najmniej helikaza DnaB [28, 47],

Dziedziczony kompleks replikacyjny jest strukturg
bardzo stabilng, mogaca funkcjonowaé¢ co najmniej
przez kilkadziesigt generacji komorkowych [34], Jed-
nakze okazato sie, ze w specyficznych warunkach, na
przykitad po przeniesieniu hodowli bakteryjnej z 30 do



43°C, kompleks ten moze ulega¢ rozpadowi a uwol-
nione biatko O staje sie substratem dla proteazy
ClpXP [48], Okazato sie, ze w procesie rozpadu
kompleksu replikacyjnego X po szoku termicznym
konieczna jest funkcja biatek GroEL i GroES [48],
Jednakze sama nadprodukcja tych biatlek nie jest
wystarczajgca, gdyz konieczne jest takze szybkie pod-
wyzszenie temperatury. Wykazanie, ze rozpad kom-
pleksu repliacyjnego X nie zachodzi po zahamowaniu
aktywnosci gryrazy DNA [49] doprowadzito z kolei
do stwierdzenia, ze w wyniku szoku termicznego
dochodzi do czesciowej i przejsciowej relaksacji DNA
X [49], Proces powrotu do wyjsciowego stanu super-
skrecenia DNA odbywajacy sie dzieki aktywnosci
gyrazy DNA jest natomiast przyczyng dysocjacji kom -
pleksu replikacyjnego od DNA [49]. Biatka GroEL
i GroES powodujg nastepnie rozbicie kompleksu
i uwolnienie biatka O, ktdére jest degradowane przez
proteaze CIpXP [49]. Proces ten jest przedstawiony
schematycznie na rycinie 6.

Niespodziewanie zaobserwowano, ze do rozpadu
kompleksu replikacyjnego po szoku termicznym nie
dochodzi w przypadku plazmidéw Xcro~ w dzikiego
typu bakteriach [34, 49], Niemniej jednak nawet brak
biatka Cro nie zapobiegat rozpadowi kompleksu re-
plikacyjnego X w mutantach dnaA [50]. Rowniez
usuniecie niektéorych sekwencji wigzacych biatko
DnaA z plazmidu Xcro~ powodowato destabilizacje
kompleksu replikacyjnego w dzikiego typu bakteriach
[50], Na podstawie tych wynikéw zaproponowano, ze
biatko DnaA uczestniczy w stabilizacji kompleksu
replikacyjnego X ajego dziatanie jest bardziej efektyw-
ne w przypadku braku biatka Cro. Biatko DnaA moze
wigzac sie z DNA X oraz oddziatywac z pozostatymi

30-»43 C
Gyraza
(A k'

© ®
| e Biatkoo | CipP @.J
o Kompleks ClpX - @

replikacyjny

O DnaA GroEL /GroES
30-43°%C
Oo%oo —y —
Gyraza
(B)

Ryc. 6. Schemat rozpadu kompleksu replikacyjnego X po szoku
termicznym (A) oraz mechanizm stabilizacji tego komplek-
su przez biatko DnaA w przypadku mutanta ero (B). Szok
termiczny powoduje cze$ciowa i przejsciowg relaksacje
DNA, a katalizowany przez gyraze DNA powrdt do
wyjsciowego stanu superskrecenia DNA powoduje dysocja-
cje kompleksu replikacyjnego X a nastepnie jego rozkitad
w wyniku dziatania biatek GroEL i GroES. Uwolnione
z kompleksu biatko O jest degradowane przez proteaze
CIpXP. W przypadku braku funkcji biatka Cro. biatko
DnaA moze efektywnie oddziatywac¢ jednocze$nie z DNA
Xjak izelementami kompleksu replikacyjnego zwigkszajac
tym samym stabilno$¢ tej struktury.
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sktadnikami kompleksu replikacyjnego zwiekszajgc
jego stabilno$¢. Biatko Cro takze wigze sie do DNA A
zatem mozliwa jest konkurencja obu tych biatek
(DnaA i Cro) o wigzanie sie do DNA X w rejonie
replikacyjnym. Stad przy braku Cro, biatko DnaA
moze efektywniej stabilizowaé kompleks replikacyjny
X (Ryc. 6).

VIIl. Replikacja plazmidéw Xw cyklu komér-
kowym Escherichia coli

Doswiadczenia nad replikacjg naturalnych plazmi-
dow pochodzgcych od bakteriofaga X przeprowadzone
przed wielu laty sugerowaty, ze dzikiego typu plazmidy
replikujg sie niezaleznie od cyklu komoérkowego E. coli
[61]. Niedawne badania przeprowadzone nad plaz-
midami X skonstruowanymi in vitro potwierdzity tam-
te obserwacje, dostarczyty jednakze nowych cieka-
wych danych, mianowicie ze plazmidy z mutacjg
w genie cro replikujg sie zaleznie od cyklu komor-
kowego i kazda czgsteczka replikuje sie raz podczas
jednej generacji komdrkowej [52]. By¢ moze biatko
DnaA (ktére wydaje sie odgrywa¢ kluczowa role
w regulacji replikacji chromosomu bakteryjnego w cy-
klu komdérkowym) jest odpowiedzialne za kontrole
inicjacji replikacji plazmidu X w okres$lonej fazie cyklu
komorkowego [52],

IX. Uwagi koncowe

Badania ostatnich lat potwierdzity raz jeszcze, ze
bakteriofag X moze by¢ nadal znakomitym modelem
badawczym w biologii molekularnej. Prace nad me-
chanizmami regulacji replikacji DNA X przyniosty
wyniki 0 ogélnym znaczeniu. Wydaje sie prawdopodo-
bne, ze wykryte po raz pierwszy u plazmidow X zjawis-
ko dziedziczenia kompleksu replikacyjnego, moze wy-
stepowa¢ w zmodyfikowanej formie takze w komor-
kach eukariotycznych [53-57], Zaproponowany me-
chanizm przejscia replikacji typu 9 w replikacje typu
a podczas rozwoju faga X moze stanowié¢ punkt
wyjscia do badan nad analogicznymi mechanizmami
replikacji materiatu genetycznego innych wiruséw,
u ktorych replikacja DNA zachodzi w podobny spo-
so6b (np. wirusa Herpes simplex) [58], Zjawisko roz-
padu kompleksu replikacyjnego X po szoku termicz-
nym byto pierwszym przyktadem udziatu biatek
GroEL i GroES w rozktadzie ztozonych struktur
biologicznych. Podobna aktywno$¢ biatka GroEL
zostata potwierdzona ostatnio w innych uktadach
doswiadczalnych [59], Wykazanie zaleznej od cyklu
komorkowego gospodarza replikacji plazmidéw
X niosgcych mutacje w genie cro daje szanse uzycia
tych plazmidéw w dalszych badaniach jako najprost-
szych znanych replikonéw, ktérych replikacja jest
specyficznie inicjowana w okres$lonej fazie cyklu komar-
kowego [52],
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Regulacja ekspresji genow miozyn miesniowych ssakow

Regulation of mammalian muscle myosin genes expression

KRZYSZTOF NIEZNANSKI*

Spis tresci:

I Wstep

Il.  Tkankowo-specyficzna ekspresja genéw miozyny

I11. Ekspresja genéw miozyny specyficzna dia etapu roz-
woju migsnia

IV.  Zmiany poziomu ekspresji genéw miozyny w dojrzatym
migsniu

V. Elementy sekwencyjne i czynniki transkrypcyjne od-
powiedzialne za regulacje ekspresji genéw miozyny

VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: MHC — myosin heavy chain,
taricuch ciezki miozyny; MLC — myosin light chain, tafcuch
lekki miozyny; Sp — Semimembranosus proprius, miesien
pétbtoniasty wiasny; Sa — Semimembranosus accessorius,
miesien potbtoniasty dodatkowy; SRF — serum response
factor, czynnik odpowiedzi na surowice; TEF-1 — transcrip-
tion enhancer factor-1, czynnik 1wzmacniacza transkrypcji;
bHLH domain — basic-helix-loop-helix domain, zasadowa
domena helisa-petla-helisa; MEF-2 — myocyte enhancer
bindingfactor-2, czynnik 2 wiagzacy specyficzny dla miocytow
wzmacniacz transkrypcji; CSS — cardiac specyfic sequence,
sekwencja sercowo-specyficzna

I. Wstep

Miozyna klasy Il, tzw. miozyna konwencjonalna,
jest biatkiem motorycznym wchodzgcym w skiad
aparatu kurczliwego mies$ni wszystkich typéw [1], Jej
czasteczka jest heksamerem ztozonym z dwéch tan-
cuchéw ciezkich, z ktérych kazdy wigze sie z jednym
istotnym ijednym regulujgcym tancuchem lekkim [2],
Opisano wiele izoform tancuchéw ciezkich (MHC)
i lekkich miozyny (MLC). W wiekszosci, izoformy te sg
produktami réznych genow [3-6]. Jedynie niektdre
izoformy powstajg na drodze alternatywnego wycina-
nia intronéw (ang. alternative splicing) [7, 8], Wykaza-
no, ze w miesniach réznych typow wystepujg na ogot
rozne izoformy tancuchéw ciezkich i lekkich miozyny.
Jest to konsekwencja tkankowo-specyficznej regulacji
ekspresji genow kodujacych te izoformy. Specyficzne
zmiany we wzorze ekspresji izoform tancuchéw ciez-
kich i lekkich miozyny zachodzg podczas rozwoju
miesnia, a takze w dojrzatym miesniu [9-14], Zmiany
te wpltywajg na wiasciwosci kurczliwe mies$nia. Po-

*Dr, Zaktad Biochemii Mies$ni, Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3
02-093 Warszawa
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znanie mechanizmow regulujagcych ekspresje genow
miozyny przyczyni sie¢ do zrozumienia molekularnych
podstaw zjawiska adaptacji aparatu kurczliwego mie-
$ni do wymagan funkcjonalnych. Specyficzna ekspre-
sja izoform miozyny w komdrkach miesniowych moze
stanowi¢ ponadto doskonaty uktad doswiadczalny do
badania mechanizmow regulacji ekspresji genéw. Stad
tez zagadnienie to cieszy sie duzym zainteresowaniem.

Il. Tkankowo-specyficzna ekspresja genow
miozyny

Jak dotad opisano kilkanascie izoform tafAcuchow
lekkich i kilkanascie izoform tancuchow ciezkich mio-
zyny (Tab. 1). Te rézne izoformy sg specyficzne eks-
presjonowane w komdrkach miesnia szkieletowego,
sercowego lub gtadkiego. Tylko nieliczne izoformy sg
wspoélne dla miesni réznych typdw.

W komorkach miesnia sercowego ssakéw ulegaja
ekspresji dwa geny kodujgce MHC; oc-MHC i [3-MHC,
utozone w tandemie na chromosomie 14 [15-17],
Izoforma (Bwystepuje w mie$niu komdr sercowych, za$
wystepowanie izoformy a ograniczone jest do miednia
przedsionkéw. Jedynie u drobnych ssakéw, ot-MHC
jest ekspresjonowany zaréwno w miesniu komor jak
i przedsionkow, natomiast (3-MHC nie ulega ekspresji
w sercu dorostego organizmu [22]. Izoforma (3-MHC
wystepuje takze w mieé$niach szkieletowych wolno
kurczacych sie (tzw. wolnych) [27], W sercu wykryto
5 réznych izoform MLC: 3 regulatorowe, w tym
VLC-2 i VLC-2* specyficzne dla komoér i ALC-2
specyficzng dla przedsionkéw oraz dwie izoformy
istotnego tancucha lekkiego: VLC-1wystepujacg w ko-
morach i ALC-1 wystepujacg w przedsionkach [18-
-20]. ALC-1 ulega ponadto ekspresji w catym mie$niu
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Tabela 1

Izoformy tancuchow lekkich i ciezkich miozyny oraz miejsce ich wystepowania (na podstawie [11, 15-27, 29, 32-34, 36-41, 43-46] J.

Typ miegénia Izoformy tancuchéw ciezkich

komora P-MHC = MHC-I
sercowy
przedsionek ot-MHC

wolny MHC-I, MHCemb, MHCpn
szkieletowy
szybki MHC-Ila, Ilb, IIx d. MHCemb,
MHCpn
SMMHC-1 A -1B
gtadki SMMHC-2A, -2B
SMMHCemb(NMMHC-B)
NMMHC-A

sercowym i miesniach szkieletowych zarodkéw ssa-
kow, stad izoforme te nazywa sie czesto embiornalnym
MLC (MLC-1 emb) [18], izoformy komorowe: VLC-1
i VLC-2 sg ekspresjonowane takze w mie$niach szkie-
letowych wolnych dorostego organizmu [21, 22],

Wykazano, ze rézne typy wiokien miesni szkieleto-
wych charakteryzujg sie réznym wzorem ekspresji
izoform miozyny [3, 23], W wolno kurczacych sie
witdknach miesniowych typu loraz szybko kurczgcych
sie widknach typu Il (tzw. szybkich) wystepuja rézne
izoformy MHC, ktoére wykazujg rézna aktywnosé
ATPazowg i sag odpowiedzialne za r6zng szybkos¢
kurczenia sie. W mies$niach szkieletowych dorostych
ssakéw7mozna wyro6zni¢ 3 subpopulacje wtdkien typu
Il: 1A, 11B i 11X/D, w ktorych ulegaja ekspresji
odpowiednie izoformy tancuchéw ciezkich. MHC-lla,
-llb i -1Ix/d [24-26], We wibéknach typu | ekspres-
jonowana jest izoforma MHC-I identyczna z komoro-
wag izoformg (3-MHC [27], Najnowsze badania wska-
zuja na istnienie nawet trzech izoform tancucha ciez-
kiego we widéknach wolnych [28], Ponadto w roz-
wijajacym sie miesniu szkieletowym zarodka wykrywa
sie dwie izoformy MHC zwane embrionalng i okotou-
rodzeniowg [11, 29], Ostatnio wykazano, ze izoforma
sercowa ot-MHC w'ystepuje takze w mies$niu pozaocz-
nym i zwaczu — dwoéch wyspecjalizowanych miegs-
niach szkieletowych [30, 31], W mies$niach szkieleto-
wych ssakow ulegajg ekspresji 4 rozne izoformy istot-
nych tancuchéw lekkich: MLC-1S i MLC-1S' we
witoknach typu | oraz MLC-1F i MLC-3F we wiok-
nach typu Il, a takze dwie izoformy regulujgcych
taricuchéw lekkich: MFC-2S we widknach typu
i MFC-2F we wioknach typu Il [21, 32-34], Izoforma
M FC-1Sjest identyczna zkomorowg izoformg VFC-1,
a MFC-2S z komorowg izoformag VFC-2 [21, 33],
Jedynie MFC-1F i -3F sg produktami jednego genu,
powstajagcymi w wyniku alternatywnego wycinania
intronéw [8, 32, 35],

W komdrkach miesni gtadkich wystepujg 4 izofor-
my tancuchéw ciezkich. SMMHC-1A. -2A, -IB, -2B,
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Izoformy tahncuchéw lekkich

istotnych regulujacych
VLC-1 = MLC-IS VLC-2 = MLC-2S, VLC-2*
ALC-1 = MLC-1 emb ALC-2

MLC-1S, MLC-IS”. MLC-1 emb MLC-2S

MLC-1 F, MLC-3F, MLC-1 emb MLC-2F

L C 17a(L C 17nm) 1c20
L C 17h(LC 17gl) L C20m

ktére sg produktami jednego genu [7, 36-38], Ponad-
to, podczas wczesnych etapéw rozwoju miesnia gtad-
kiego wykrywane sa dwie izoformy: NMMHC-A
iNMMHC-B (SMMHCemb), kodowane przez dwa
rozne geny [39-41], lzoformy SMMHC sg ekspres-
jonowane specyficznie w komaérkach mies$ni gtadkich,
natomiast NMMHC-A i -B ulegajg ekspresji takze
w komdrkach niemie$sniowych [42], W komdrkach
miesni gtadkich wykryto dwie izoformy istotnych
tancuchéw lekkich: FC17b (FC17gi) specyficzng dla
miesni gtadkich oraz FC17a (FC17nm) wystepujaca
takze w komdrkach niemiesniowych [43-45], lzofor-
ma FC17b przewaza w mieé$niach trzewnych, za$
FC17a w mies$niach gtadkich naczyh krwionos$nych.
Obie izoformy istotnych MFC s3g produktami jednego
genu, powstajacymi na drodze alternatywnego wycina-
nia intronéw [45], W miocytach mies$ni gtadkich
ulegajg ekspresji takze dwie izoformy regulujgcych
MFC: FC20,specyficzna dla tych mie$ni oraz FC 20nm,
wystepujgca takze w komérkach niemiesniowych [46],

I1l. Ekspresja gendw miozyny specyficzna dla
etapu rozwoju miesnia

Ekspresja gendéw kodujgcych izoformy tancuchéw
ciezkich itancuchdw lekkich miozyny jest specyficzna
takze dla etapu rozwoju miesnia. Kolejno$¢ pojawia-
nia sie poszczegdlnych izoform jest scisle skorelowana
z okreslonymi etapami rozwoju mies$ni zarodka i no-
worodka.

Jak dotad najbardziej szczeg6towo opisano kolej-
nos$¢ pojawiania sie izoform miozyny podczas rozwoju
miesni szkieletowych ssakéw (Tab. 2). Pierwszym
tancuchem ciezkim wykrywanym w rozwijajagcym sie
miesniu szkieletowym zarodka jest MHCemb [11].
Pojawia sie on w miotomie, czyli pierwszym mieéniu
szkieletowym formujacym sie w zarodku, w okoto 9-10
dni po zaptodnieniu (u myszy) i staje sie izoformga
dominujgcg. W tym okresie wykrywana jest tez izofor-
ma komorowg (3-MHC/MHC-I [11, 27], lzoforma ta
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Tabela 2.

Kolejno$¢ pojawiania sie izoform miozyny podczas rozwoju miesni szkieletowych zarodka myszy (wg [11]). Gwiazdka zaznaczono pierwsze
pojawienie sie biatka w rozwijajacym sie mie$niu. Znakami réwnosci lub wiekszo$ci przedstawiono relatywny poziom ekspresji poszczeg6lnych

izoform. Skrét d p.c. oznacza dni po zaptodnieniu.

9-10 d p.c. 10,5 d p.c.
MHCemb¥*, MHCpn*
p-MHC*, MHCemb > MHCpn = p-MHC
ALC-1%*, ALC-1 > MLC-1F ALC-1
MLC-1 F*

jest ekspresjonowana podczas catego okresu rozwoju
embrionalnego, lecz na znacznie nizszym poziomie niz
MHCemb. W okoto 9-10 dni po zaptodnieniu wmioto-
mie myszy pojawiajg sie tez dwie izoformy istotnych
tancuchéw lekkich, a mianowicie przedsionkowa izo-
forma ALC-1 iizoforma MLC-1F, charakterystyczna
dla mieéni szkieletowych szybkich [47, 11]. W tym
przypadku izoforma sercowa jest izoformag dominuja-
cg. Dominacja izoformy ALC-1 nad MLC-1F utrzy-
muje sie w mies$niach szkieletowych zarodka myszy do
okoto 12 dnia po zaptodnieniu, kiedy to poziom
ekspresji obu izoform ulega wyrdwnaniu. Dopiero
w 15-dniowym zarodku izoforma MLC-1F zaczyna
przewazac¢ nad izoformg przedsionkowg. Kolejna izo-
forma tancucha ciezkiego tzw. okotourodzeniowa
(MHCpn), pojawia sie po okoto 10 dniach od zaptod-
nienia i stopniowo zaczyna zastepowac izoforme emb-
rionalng [11]. W 12-dniowym zarodku myszy ekspre-
sja obu izoform tancucha ciezkiego jest wyréwnana,
apo 15dniu rozwoju embrionalnego izoforma okotou-
rodzeniowa zaczyna przewaza¢ nad izoformg emb-
rionalng. Mimo ze MLC-1F i MLC-3F sg produktami
tego samego genu, izoforma MLC-3F wykrywana jest
dopiero po 15dniu od zaptodnienia [11,48], Wtedy tez
po raz pierwszy pojawia sie izoforma komorowa
taricucha istotnego VLC-1, tozsama z izoformg MLC-
-1S [11]. Po urodzeniu izoformy tancuchoéw ciezkich
MHCemb i MHCpn przestajg by¢ wykrywane [10],
Przypuszcza sig, ze ekspresja obu izoform moze pod-
lega¢ wsp6lnemu mechanizmowi negatywnej regulacji.
Wyjatek stanowig specyficzne miesnie pozaoczny
i zwacz, w ktdrych MHCpn oraz MHCemb (tylko
w miesniu pozaocznym) ulegajg ekspresji takze w do-
rostym organizmie ssaka [51, 52], Takze ekspresja
ALC-1 zanika po urodzeniu w mies$niach szkieleto-
wych, a zostaje utrzymana w mies$niu przedsionkéw
serca [48, 53]. lzoformy MHC typu Il nie sg wy-
krywane przed urodzeniem [9, 11]. Komdrki mies$ni
szkieletowych zarodka wykazujg taki sam wzér ek-
spresji gendw miozynowych, niezaleznie od tego czy sg
prekursorami witokien szybkich czy wolnych [49],
Determinacja typu wtdkna nastepuje dopiero po uro-
dzeniu [49, 54, 55]. Uwaza sie, ze zasadniczg role w tej
determinacji odgrywa, rozwijajagcy sie w peini po
urodzeniu, typ unerwienia motorycznego charakterys-
tycznego dla typu wiokna [49], Na roznicowanie
wiokien ma wptyw takze hormon tarczycy — tréj-
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MHCpn

12,5 d p.c. 155 d p.c.

= MHCemb > p-MHC
MLC-1F

MHCpn > MHCemb > P-MHC
MLC-1F > ALC-1

jodotyronina, ktdry hamuje ekspresje izoformy wolnej
MHC-1/(3-MHC [27, 50], R6znicowanie sie witdkien
mies$ni szkieletowych zwigzane jest z zahamowaniem
ekspresji izoformy MHC-1/(3-MHC i rozpoczeciem
ekspresji izoform typu Il w formujgcym sie widknie
szybkim oraz zwiekszeniem ekspresji MHC-1/(3-MHC
w formujgcym sie witoknie wolnym [49, 54], Na uwage
zastuguje fakt, ze ekspresja izoform miozyny ma
charakter sekwencyjny — podczas rozwoju izoformy
embrionalne zastepowane sg przez okotourodzeniowe,
a te z kolei przez izoformy charakterystyczne dla
dorostego organizmu.

Nieco inny wzor ekspresji izoform miozyny obser-
wowany jest podczas rozwoju embrionalnego miesnia
sercowego niz miesnia szkieletowego. Miozyna jest
wykrywana w sercu zarodka myszy wcze$niej niz w
mies$niu szkieletowym zarodka, bo juz okoto 8 dnia po
zaptodnieniu [11, 56, 57], W odrd6znieniu od embrional-
nego miesnia szkieletowego, w miesniu sercowym nie
wystepuje MHCemb i MHCpn [11], W sercu zarodka
izoformy ALC-1 i VLC-1 s3g koekspresjonowane, przy
czym izoforma ALC-1 przewaza w migs$niu przedsion-
kéw, za$ VLC-1 w migs$niu komor [11, 57], Zahamowa-
nie ekspresji izoformy ALC-1 w komorach i izoformy
VLC-1 w przedsionkach obserwowane jest dopiero po
urodzeniu [57]. Wzér ekspresji izoform regulujgcych
MLC juz na wczesnych etapach rozwoju miesnia ser-
cowego przypomina wzor charakterystyczny dla doros-
tego organizmu ssaka. lzoforma VLC-2 pojawia sie
w miesniu komor serca zarodka juz 8 dnia po zaptod-
nieniu iod samego poczatku jej ekspresjajest ograniczo-
na wylgcznie do tej czeSci miesnia sercowego [56].
Izoforma ALC-2 wykrywana jest gtéwnie w mieéniu
przedsionkow serca zarodka [58], Podobnie jak w przy-
padku miesni szkieletowych, charakterystyczny dla
dorostego organizmu wzor ekspresji izoform sercowych
MHC, obserwowany jest dopiero po urodzeniu. Pod-
czas rozwoju embrionalnego w mieéniu przedsionkdw
i komér zachodzi koekspresja izoformy (3-MHC
i oc-MHC [57], W 9,5 dnia po zaptodnieniu ekspresja
(3-MHC zaczyna byc¢ ograniczana do komdr, natomiast
00MHC jest nadal ekspresjonowany w catym mieéniu
sercowym zarodka, przy czym na wyzszym poziomie
w przedsionkach.

W rozwijajagcym sie mie$niu gtadkim ulegajg eks-
presji dwie niemiesniowe izoformy tancucha ciezkiego:
NMMHC-A i NMMHC-B/SMMHCemb [39-41],
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SMMHCemb jest dominujgcg izoformg w mie$niu
gtadkim zarodka i noworodka, a nastepnie jego eks-
presja, w dojrzaltym miesniu, ulega zahamowaniu.
Jedynie w miesniach gtadkich naczyn dorostego ssaka
obserwowany jest niski poziom ekspresji izoform
niemie$niowych. Izoformy SMMHC-1A i -IB poja-
wiajg sie wczesniej niz SMMHC-2A i -2B i sg wy-
krywane podczas rozwoju embrionalnego i okotouro-
dzeniowego [59, 60], SMMHC-2A i-2B pojawiajg sie
dopiero po urodzeniu, a \Vokoto 20 dni po urodzeniu
poziom ekspresji izoform SMMHC-1 i-2 ulega wyréw-
naniu [61, 62], Jedynie te cztery izoformy wystepujg
w dojrzatych miesniach gtadkich. Zaleznie od rodzaju
mieénia proporcja izoform SMMHC wzgledem siebie
moze ulega¢ zmianie [63]. Regulacja ekspresji tych
izoform odbywa sige na poziomie alternatywnego wyci-
nania intronéw [7],

IV. Zmiany poziomu ekspresji genéw miozy-
ny w miesniu dorostego organizmu

Zmiany poziomu ekspresji genéw izoform miozyny
obserwuje sie nie tylko podczas rozwoju miesni, ale
takze w dojrzatych mies$niach. Znane od dawna zjawis-
ko plastycznos$ci miesni zwigzane jest ze zdolnoScig
komorek miesniowych do modulowania poziomu eks-
presji biatek aparatu kurczliwego w odpowiedzi na
bodzce Srodowiskowe. Zdolnos$¢ ta pozwala dojrzatym
miesniom na adaptacje do funkcjonalnych wymagan.

Juz w 1960 roku Bu ller wykazat, ze wiasciwosci
miesni szkieletowych sg $cisle zalezne od ich uner-
wienia motorycznego [12], WHasciwos$ci migénia szkie-
letowego sg zmieniane w wyniku odnerwienia (od-
taczenia nerwu motorycznego), unerwienia krzyzowe-
go lub elektrycznej stymulacji impulsami o czestot-
liwosci charakterystycznej dla stymulacji mies$nia in-
nego typu [64-67]. Jak poOzZniej wykazano, zabiegi te
prowadzg do zmian w poziomie ekspresji izoform

Tabela 3

Zmiany we wzorze ekspresji izoform MHC w mie$niu Semimemb-
ranosus proprius unerwionym Kkrzyzowo nerwem motorycznym
miegénia szybkiego Semimembranosus accesorius (cze$¢ A) oraz w od-
nerwionym mie$niu Semimembranosus accesorius poddanym stymu-
lacji impulsami o czestotliwo$ci 10 Hz (cze$¢ B) [wg 72],

Czas trwania

- . Procentowy udziat izoform MHC
dosSwiadczenia

(miesigce) | Ila 1x lid 1ib pn
Kontrola 100

1 90 6

2 83 9 8

3 76 n 13

5 37 42 19
Kontrola - 9 20 71

1 24 28 47

15 57 18 25

2 96 2 2

3 96 i 2
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miozyny iwskazujg na istotng role unerwienia motory-
cznego, a tym samym specyficznego wzoru aktywnosci
motorycznej, w regulacji ekspresji miozyny [68-71],
Przedstawione w tabeli 3 wyniki dosSwiadczen B a-
co u i wsp. [72] najlepiej obrazuja wptyw unerwienia
motorycznego na ekspresje izoform miozyny w komaor-
kach miesni szkieletowych. Doswiadczenia te polegaty
na oznaczeniu poziomu ekspresji réznych izoform
MHC po odnerwieniu i krzyzowym unerwieniu mies-
nia wolnego Semimembranosus proprius (Sp) nerwem
mie$nia szybkiego Semimembranosus accessorius (Sa)
oraz po odnerwieniu i elektrycznej stymulacji Sa
impulsami o czestotliwos$ci 10 Hz czestotliwosci
charakterystycznej dla stymulacji miesnia wolnego. Sp
jest miesniem wolnym, w ktérym ulega ekspresji
wytgcznie izoforma MHC-I oraz tzw. wolne izoformy
MLC. Samo odnerwienie Sp nie wywotuje zmian
w ekspresji MHC, a jedynie indukuje ekspresje emb-
rionalnego MLC. Dopiero 5-miesieczne krzyzowe
unerwienie Sp indukuje de noro ekspresje izoform
szybkich MHC lla. lIx/ll1d oraz 11b iznacznie obniza
ekspresje izoformy wolnej MHC-I. Zmiana w typie
unerwienia mie$nia wolnego nie powoduje jednak
catkowitej transformacji w miesien szybki. Natomiast
dwumiesieczna stymulacja impulsami o niskiej czestot-
liwosci miesnia Sa, w ktorym wykrywane sg wytgcznie
izoformy MHC typu Il, wystarcza dla nieomal cat-
kowitej transformacji tego miesnia w miesiern typu
wolnego, w ktérym wystepuje gtownie MHC-1. Powyz-
sze wyniki badan pozwolity na okredlenie stopnia
wrazliwosci ekspresji réznych izoform MHC na uner-
wienie motoryczne. Wrazliwos$¢ ta zmienia sie zgodnie
ze schematem: MHC-IIb > 1Ixd > 1la > I. Zatem
najbardziej wrazliwa na specyficzne unerwienie jest
ekspresja izoformy MHC-I1b charakteryzujgcej sie
najwyzsza aktywnosciag ATPazowa, a najmniej wraz-
liwa ekspresja izoformy MHC-I -0 najnizszej aktyw-
nosci ATPazowej. Ekspresja izoform MLC wykazuje
mniejszg zalezno$¢ od unerwienia niz ekspresja izo-
form MHC, niemniej w odnerwionym mie$niu szyb-
kim stymulowanym impulsami o czestotliwos$ci chara-
kterystycznej dla stymulacji mie$nia wolnego, obser-
wuje sie re-ekspresje MLC-1S i obnizenie ekspresji
MLC-1F, MLC-2F, MLC-3F [14. 73], W tym przypa-
dku najbardziej wrazliwa jest ekspresja izoformy
MLC-2F.

Zmiany w poziomie ekspresji miozyny zachodzg
takze w warunkach przecigzenia mechanicznego mies-
nia [74-76], Podczas wywotanej przecigzeniem mecha-
nicznym hipertrofii miesnia szkieletowego obserwuje
sie stymulacje ekspresji izoformy MHC-I. Przy hiper-
trofii pojawiajg sie tez niewielkie ilosci MHCemb
i MHCpn [76], Nie wykrywa sie natomiast istotnych
zmian w ekspresji izoform MLC.

Od dawna wiadomo, ze hormony tarczycy sg istotne
dla prawidtowego rozwoju mies$ni szkieletowych kre-
gowcow [77, 78]. Wykazano, ze ekspresja wszystkich
cztonkéw wielogenowej rodziny tancuchdédw ciezkich
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miozyny jest wrazliwa na tréjjodotyronine [50, 79, 80].
Traktowanie wolnego mie$nia soleus, w ktorym eks-
presjonowana jest w okoto 90% izoforma MHC-I, 8%
MHC-Ila oraz w $ladowych ilosciach MHC-IIb
i -lIx/d, trojjodotyroning prowadzi do znacznego
obnizenia ekspresji MHC-1 oraz stymulacji ekspresji
izoform szybkich MHC-1la i -lIx/d [80], Trojjodoty-
ronina stymuluje rdwniez ekspresje izoform MLC-1F,
-2F, -3F we witbéknach miesnia soleus.

Takze miocyty sercowe mogg adaptowaé sie do
warunkoéw zwiekszonego obcigzenia mechanicznego,
zmieniajac poziom ekspresji izoform MHC i MLC
[22], Podczas hipertrofii miesnia sercowego obserwuje
sie wyrazne zmiany w poziomie ekspresji genow
a-MHC i (3-MHC [81, 82], W ci$nieniowo przecigzo-
nym sercu dochodzi do nadekspresji (3-MHC i ob-
nizenia poziomu ekspresji izoformy a-MHC, co jest
charakterystyczne dla odpowiedzi hipertroficznej.
Zatem zardwno w hipertroficznym mies$niu szkiele-
towym, jak i hipertroficznym mie$niu sercowym,
nastepuje zwiekszenie ekspresji izoformy MHC-I/
/(3-MHC. Ponadto, podczas zwigekszania obcigzenia
hemodynamicznego, ulega zmianom wz04r ekspresji
MLC [22], Przedsionkowa izoforma ALC-1, u dzieci
z wrodzonymi chorobami serca, ulega ekspresji na
wysokim poziomie w przero$nietym miesniu prawej

Tabela 4.

komory [83], Ekspresja de novo ALC-1 jest obserwowa-
na takze w przecigzonym miesniu lewej komory pacjen-
tow z chorg zastawka serca [84, 85]. Interwencja chirur-
giczna, normalizujaca stan hemodynamiczny, prowa-
dzi do obnizenia ekspresji ALC-1 w komorze sercowej.

Na poziom ekspresji sercowych izoform miozyny
wptywajg takze hormony tarczycy [86]. Wykazano, ze
podobnie jak w mie$niach szkieletowych, hormony te
silnie hamuja ekspresje izoformy (3-MHC w mies$niu
sercowym [27, 87, 88].

Przecigzenie mechaniczne mies$ni gtadkich, podob-
nie jak miesni prazkowanych, wywotuje zmiany we
wzorze ekspresji izoform MHC. Zaobserwowano, ze
w miesniach gtadkich dochodzi do zwiekszenia eks-
presji SMMHC-2 na skutek stresu mechanicznego
[89]. W stanach patologicznych ekspresja MHC ulega
znacznym zmianom. W komdrkach arterioskierotycz-
nych dochodzi do re-ekspresji SMMHCemb [39].
Komoérki te charakteryzujg sie ponadto dominacja
izoformy SMMHC-1, a zatem przypominajg komarki
mies$ni gtadkich zarodka [39].

Ekspresja MHC w dorostych miesniach gtadkich,
podobnie jak w innych typach miesni, podlega regula-
cji hormonalnej. Ostatnio wykazano, ze ekspresja
izoform SMMHC w mies$niu gtadkim macicy jest pod
kontrolg estrogenu [90],

Elementy sekwencyjne iczynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za regulacje ekspresji genéw miozyny (na podstawie
[93, 96-101, 103, 107, 113, 114, 124-128, 131, 132, 134]). Znakiem j zaznaczono aktywacje, za$§ znakiem j hamowanie

transkrypcji.

Gen Element sekwencyjny

a-MHC E-box - M-CAT T (EM)
GATA j
sekwencja wigzaca MEF-2 j
CArG-box

P-MHC E-box - M-CAT 1
GATA 1

CArG-box -
E-box

MHC-lla

SMMHC CArG-box j

podobny do CArG-box j
GC-box j

E-box

sekwencja wigzaca MF.F-2

ALC-1 E-box 1
CArG-box
GATA

VLC-1 CArG-box j
GATA

MLC-1F -3F CArG-box j
sekwencja wigzaca MEF-2 }

GATA 1

VLC-2 CArG-box |
E-box
CSS|
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Czynnik transkrypcyjny

Max (E-box), TEF-1 (M-CAT)
biatko GATA-4

MEF-2

SRF

biatko bHLH, TEF-1
biatko GATA-4

SRF
biatko 7 rodziny MyoD

SRF

podobny do SRF
Spl

biatko bHLH
MEF-2

biatko bHLH
SRF
biatko GATA

SRF
biatko GATA

SRF
MEF-2
biatko GATA

SRF
Max
CSSBP1, CSSBP2
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V. Elementy sekwencyjne i czynniki trans-
krypcyjne odpowiedzialne za regulacje
ekspresji genow miozyny

W ciggu ostatnich lat przeprowadzono wiele badan
majacych na celu wyjasnienie mechanizméw regulacji
specyficznej ekspresji gendw miozyny. Wykazano, ze
ekspresja tych genéw regulowana jest gtdwnie na
poziomie transkrypcji. Jak dotad nie dla wszystkich
gendéw miozyny znaleziono motywy sekwencyjne oraz
czynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za regulacje
ich ekspresji. Poznane motywy sekwencyjne oraz od-
dziatujgce z nimi czynniki transkrypcyjne zebrano
w tabeli 4.

Jednym z najczesciej wystepujacych motywow sek-
wencyjnych w regionach promotorowych genéw ko-
dujacych biatka aparatu kurczliwego jest motyw
CC(AIT)6GG, zwany CArG-box [91-95]. CArG-box
wykryto w regionie promotorowym genow: oc-MHC,
ALC-1, VLC-1, VLC-2, MHC-Illa, MLC-1F/-3F oraz
SMMHC [93, 96-101], Sekwencja CArG-box wigze
czynnik odpowiedzi na surowice (SRF) [102], Wyka-
zano, ze zwigzanie SRF z CArG-box stymuluje tkan-
kowo-specyficzng transkrypcje genu VLC-1, VLC-2,
MLC-1F/-3F oraz SMMHC [93, 98-100], W obrebie
sekwencji promotorowej genu SMMHC wykryto az
trzy motywy CArG-box oraz podobng do CArG-box
sekwencje regulujgcg pozytywnie ekspresje tego genu
w komaérkach mies$ni gtadkich [100], Znaczenie moty-
wu CArG-box w regulacji ekspresji genéw oc-MHC
i ALC-1 nie jest w petni jasne.

Sgsiadujgce ze sobg motywy sekwencyjne E-box
i M-CAT wykryto w regionach promotorowych ge-
now kodujacych izoformy sercowe biatek aparatu
kurczliwego: [3-MHC, aktyny itroponiny T [103-106].
W obrebie sekwencji promotorowej genu kodujacego
przedsionkowg izoforme oc-MHC oba te motywy za-
chodzg na siebie, stad tez nazwano je motywem
hybrydowym EM (ang. EM hybrid motif) [107], E-box
charakteryzuje sie konsensusowg sekwencja
CANNTG, zas§ M-CAT sekwencjg CATTCCT [106,
108]. Wykazano, ze oba motywy sa niezbedne dla
pozytywnej regulacji ekspresji genu oc-MHC. Przypu-
szcza sie, ze za posrednictwem motywow E-box-M-
-CAT regulowana jest ekspresja genu oc-MHC w od-
powiedzi na aktywno$¢ kurczliwg kardiomiocytéw.
Z motywem EM wigzg sie czynniki transkrypcyjne:
biatko Max z motywem E-box i TEF-1 (ang. transcrip-
tion enhancer factor-1) z M-CAT [109], Czynnik
transkrypcyjny Max nalezy do nadrodziny zasado-
wych biatek posiadajacych motyw strukturalny helisa-
-petla-helisa (tzw. bHLH, ang. basic-helix-loop-helix),
za$ TEF-1 jest cztonkiem rodziny czynnikéw' trans-
krypcyjnych TEA/ATTS [110, 111], Dopiero po utwo-
rzeniu kompleksu Max z TEF-1 dochodzi do zwigza-
nia motywu EM i aktywacji transkrypcji. Wiadomo
obecnie, ze TEF-1 jest niezbedny dla prawidtowego
rozwoju miesnia sercowego, albowiem uszkodzenie
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lub usuniecie genu TEF-1 prowadzi do $mierci zarod-
ka na skutek nieprawidtowego rozwoju komory ser-
cowej [112]. Wykazano, ze ekspresja genu (3-MHC,
podobnie do oc-MHC, jest pozytywnie regulowana za
posrednictwem sasiadujgcych ze sobg sekwencji E-box
i M-CAT, wiagzacych blizej nieokreslone biatko z nad-
rodziny bHLH i TEF-1 [103], Ponadto samodzielnie
wystepujagcy motyw E-box (tzn. bez M-CAT) zaan-
gazowany jest w regulacje transkrypcji genow ser-
cowych izoform ALC-1 i VLC-2, tancuchéw ciezkich
miozyny mieéni gtadkich oraz genu MHC-lla mies$ni
szkieletowych [97,101,113,114], W regionie promoto-
ra genu ALC-1 wykryto az 4 motywy E-box, z ktérych
tylko dwa sg krytyczne dla regulacji ekspresji [97],
W komodrkach mieéni szkieletowych zmotywem E-box
wigzg sie specyficzne czynniki transkrypcyjne z rodzi-
ny MyoD, takie jak MyoD, miogenina, myf-5 i MRF-4
(nazywany tez herkuling lub myf-6), nalezace do nad-
rodziny biatek bHLH [115, 116], Czynniki te s3g
specyficzne ekspresjonowane w miegsniach szkieleto-
wych i nie wystepujg w zadnym innym typie mieéni
[117, 118]. W zwigzku z tym uwaza sig, ze biatka
z rodziny MyoD sg odpowiedzialne za tkankowo-
-specyficzng ekspresje izoform miozyny w miesniach
szkieletowych. Wigzanie z motywem E-box istymula-
cja transkrypcji odpowiednich gendw nastepujg dopie-
ro po utworzeniu kompleksu biatka z rodziny MyoD
z powszechnie wystepujagcym czynnikiem z nadrodziny
biatek bHLH, takim jak E 12 lub E47 [119], Ostatnio
wykazano, ze ekspresja biatek z rodziny MyoD jest
wrazliwa na unerwienie motoryczne miesnia szkieleto-
wego [120-122], Stymulacja elektryczna oraz krzyzo-
we unerwienie réznych typéw mieéni szkieletowych
prowadzi do zmian w poziomie ekspresji MyoD
i miogeniny. Ponadto zaobserwowano, ze biatko My-
oD wystepuje gtéwnie w mied$niach szybkich, za$
miogenina w wolnych [123], Jak wskazujg badania,
ekspresja MyoD i miogeniny regulowana jest przez
hormon tarczycy. Mozna zatem przypuszczac, ze biat-
ka z rodziny MyoD biorg udziat w determinacji typu
witdékna podczas miogenezy, jak i modulujg wzér
ekspresji izoform miozyny w dojrzatych miesniach
szkieletowych.

Kolejnym elementem sekwencyjnym wystepujagcym
w regionie promotorowym gendw kodujgcych sercowe
izoformy: oc-MHC, [3-MHC, ALC-1 i VLC-1 jest
specyficzny motyw sekwencyjny GATA [124-127],
Zwigzanie biatka GATA-4 przez ten motyw prowadzi
do stymulacji ekspresji genu. Biatko GATA-4 jest
specyficznie ekspresjonowane w mieéniu sercowym
i nie jest wykrywane w miesniach innych typow'
Niemniej, motyw' sekwencyjny GATA wykryto takze
w regionie promotorowym genu MLC-1F/-3F [128],
Stymulacja transkrypcji tego genu w mies$niach szkie-
letowych odbywa sie jednak przy udziale izoformy
biatka GATA innej niz GATA-4, by¢ moze GATA-2
lub GATA-3, gdyz te izoformy wystepuja w miesniach
szkieletowych.
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Czynnikiem transkrypcyjnym ekspresjonowanym
na wysokim poziomie w mieé$niach wszystkich typéw
jest MEF-2 (ang. myocyte enhancer binding factor-2)
[129-131]. Wykazano, ze zwigzanie biatka MEF-2
z sekwencjg CTA(A/T)4ATAA regionu promotorowego
stymuluje ekspresje genu oc-MHC w mie$niu serco-
wym, genu MLC-1F/-3F w mieé$niach szkieletowych
i prawdopodobnie genu SMMHC w mieéniach gtad-
kich [114, 128, 131, 132]. MEF-2 wspdtdziata z biat-
kami bHLH podczas aktywacji ekspresji genéw miegs-
niowych [129], MEF-2 moze wigzac¢ sie z kompleksem
MyoD/E12 w komédrkach mies$ni szkieletowych iregu-
lowac¢ ekspresje genéw miozyny, znajdujacych sie pod
kontrolg motywu E-box lub/i motywu wigzacego
MEF-2. MEF-2 uwazany jest za wczesny marker
aktywacji programu ro6znicowania mig$nia. Dowie-
dziono bowiem, ze bierze on udziat w stymulacji
ekspresji genu miogeniny [133],

Niewiele wiadomo na temat elementéow sekwencyj-
nych regulujgcych w sposdb negatywny ekspresje
gendéw miozynowych. W obrebie regionu promotoro-
wego genu SMMHC wykryto motyw CCCGCCC tzw.
GC-box wigzacy biatko Spl [100]. Zwigzanie Spl
przez tg sekwencje powoduje zahamowanie ekspresji
genu SMMHC. W regionie promotorowym genu
VLC-2 wykryto tzw. element CSS, sekwencje sercowo-
-specyficzng (ang. cardiac specific sequence), zawieraja-
cg motywy GAAG/CTTC [134]. Z sekwencjg tg moga
wigza¢ sie biatka CSSBP1 i CSSBP2. Oba biatka
wystepuja w dorostych miesniach szkieletowych, za$
w miesniu sercowym jedynie biatko CSSBP1. Do-
Swiadczenia wykazaty, ze dla zahamowania ekspresji
genu VLC-2 niezbedna jest obecno$¢ obu biatek,
a zatem represja transkrypcji genu VLC-2 moze za-
chodzi¢ za posrednictwem elementu CSS tylko w mies-
niach szkieletowych.

VI. Uwagi koncowe

W komadrkach mies$nia sercowego, szkieletowego
i gtadkiego ulegajg ekspresji wielogenowe rodziny
izoform tancuchow lekkich iciezkich miozyny. Ekspre-
sja tych izoform charakteryzuje sie wysokg tkankowg
specyfieznoscig. Wystepowanie niektorych izoform
miozyny ograniczone jest nie tylko do danego typu
miesnia, lecz takze do specyficznych regiondw mieénia
np.: komory lub przedsionka mie$nia sercowego, wo-
kien szybkich lub wolnych mies$nia szkieletowego.
Wzér ekspresji izoform miozyny jest ponadto specyfi-
czny dla poszczegélnych etapow rozwoju miesnia.
Przeprowadzone w ciagu ostatnich lat badania do-
prowadzity do odkrycia wielu motywow sekwencyj-
nych iczynnikéw transkrypcyjnych, zaangazowanych
w regulacje ekspresji genéw miozyny. Wciaz jednak
jestesmy dalecy od peinego poznania mechanizmoéw
odpowiedzialnych za specyficzng ekspresje tych ge-
ndéw. Wiele réznych genéw kodujgcych izoformy tan-
cuchéw lekkich i ciezkich miozyny posiada wspdlne
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motywy sekwencyjne regulujace ich transkrypcje. Wy-
daje sie zatem, ze za selektywnag ekspresje roznych
izoform miozyny odpowiedzialne sa, ekspresjonowane
specyficznie w mieé$niu danego typu, czynniki trans-
krypcyjne oraz wspotdziatanie kilku réznych moty-
wow sekwencyjnych regionu promotorowego. Znajo-
mos$¢é motywoéw sekwencyjnych i mechanizméw od-
powiedzialnych za regulacje ekspresji gen6w miozyny
stanowi podstawe dla prowadzonych obecnie badan
majacych na celu opracowanie terapii genowej scho-
rzen miesnia sercowego [135, 136],
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Drogi przekazywania sygnatu przez czynnik wzrostu ner-
wow (NGF) i jego receptory TrkA i p75NIR

Signal transduction of the nerve growth factor (NGF) by TrkA

and p75NIR receptors

GRAZYNA NIEWIADOMSKA]L,

MACIEJ MALECKI?2

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Struktura biochemiczna NGF warunkuje jego wasciwo-
$ci sygnatowe

ILI. Receptory NGF — biatka btonowe o wysokim i niskim
powinowactwie wigzania liganda
I11-1. Receptor o aktywnosci

— TrkA

I11-2. Receptor P75NIR

IV. Zdarzenia wewnatrzkomérkowe
IV-1. Przekazywanie sygnatu przez receptor TrkA
IV-2. Przekazywanie sygnatu przez receptor p75NIR

V. Receptor p75NIR moduluje funkcje troficzng receptora
TrkA

VI. Podsumowanie

kinazy tyrozynowej

Wykaz stosowanych skrotdow: NGF — czynnik wzrostu
nerwow; p75NIR — receptor neurotrofin o niskim powinowa-
ctwie do liganda; TrkA — receptor NGF o aktywnosci
kinazy tyrozynowej; kDa — kilodalton; TNF — czynnik
martwiczy nowotworu; NF-kB jadrowy czynnik trans-
krypcyjny; JNK N-koncowe kinazy Jun; PLC — fos-
folipaza Cy; IP3 inozytolo (1,4,5) trifosforan; PIP2 — fos-
fatydyloinozytolo (4, 5) bisfosforan; DAG — diacyloglicerol;
PKC kinaza biatkowa C; PI-SK — 3-kinaza fosfatydylo-
inozytolu; Akt  serynowo treoninowa kinaza Akt (produkt
protoonkogenu c-akt), DAP — kinaza biatkowa zalezna od
jonéw Ca2+ i kalmoduliny; PP3 - fosfatydyloinozytolo (3.
4, 5) trifosforan; She — biatko adaptorowe; Grb 2 — biatko
zwigzane z receptorem czynnikéw wzrostu; Sos — czynnik
wymieniajacy nukleotydy guaninowe; GTP — guanozyno-
trifosforan; GDP — guanozynodifosforan; Ras — rodzina
biatek onkogennych; Raf — kinaza serynowo treoninowa;
MEK kinaza kinazy MAP-Erk; MAPK — Kkinaza
biatkowa aktywowana przez mitogeny; CREB czynnik
transkrypcyjny aktywowany na drodze fosforylacji przez
kinaze biatkowg A; CRE — regulatorowe sekwencje DNA
wigzace czynniki transkrypcyjne aktywowane na drodze
fosforylacji przez fosfokinaze A iwarunkujgce odpowiedzZ na
cAMP; SRF (ang. serum responsive factor) — czynnik
transkrypcyjny; SRE (ang. serum responsive element) — regu-
latorowe sekwencje DNA wigzace czynniki transkrypcyjne;
EIki — czynnik transkrypcyjny; IEG (ang. immediate early
genes) — geny wczesnej odpowiedzi komérkowej; IEG-RE
(ang. immediate early genes responsive element) — sekwencje

1 Dr, 2 mgr. Zaktad Neurofizjologii, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3. 02-093
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regulatorowe genow wczesnej odpowiedzi komorkowej;

DRG (ang. delayed response genes) — geny odroczonej
odpowiedzi komorkowej; pl EG (ang. protein produket of
IEG) biatkowe produkty genéw wczesnej odpowiedzi
komérkowej.
. Wstep

Czynnik wzrostu nerwéw (NGF, ang. nerce growth
factor) jest jedng z wielu substancji sygnatowych
w obwodowym i oSrodkowym uktadzie nerwowym,
okre$lanych jako substancje neutroficzne. Wraz z po-
chodzacym z mézgu czynnikiem neurotroficznym
(BDNF, ang. brain dericed neurotrophic factor) oraz
neurotrofinami 3 (NT-3), 45 (NT-4 5), 6 (NT-6)
i 7 (NT-7) (obecnos$ci ostatnich dwu nie stwierdzono
u ssakéw) stanowi rodzine tzw. klasycznych neuro-
trofin [1. 2], W obwodowym uktadzie nerwowym
NGF dziata jako substancja sygnatowa pomiedzy
komérkami, ktére go syntetyzujg - komdrki narza-
déw obwodowych - i komoérkami, ktére nan od-
powiadajg — neurony zwojow obwodowych. W czasie
rozwoju embrionalnego i w okresie postnatalnym
NGF wptywa na namnazanie sie, migracje, przezy-
walno$¢ i réznicowanie sie komoérek nerwowych oraz
na wytwarzanie wtasciwych im potgczen. W naturalnie
rozwijajagcym sie uktadzie nerwowym NGF jest do-
stepny w ograniczonych ilosciach. Rozrastajgce sie
zakonczenia neuron6w obwodowych konkurujg ze
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sobg o dostep do substancji troficznej. Ta kompety-
cja jest jednym z elementéw mechanizmu reguluja-
cego liczbe neuron6w w dojrzewajacym uktadzie ner-
wowym.

N GF wplywa takze na rozwéj osrodkowego uktadu
nerwowego [3]. W mézgu populacjag neuronéw szcze-
go6lnie zalezng od NGF sa neurony cholinergiczne,
ktorych substancja przekaznikowag jest acetylocholina
(ACh). NGF jest niezbedny do przezycia i zachowania
prawidtowej morfologii tych neuron6w nie tylko
w czasie rozwoju, ale takze w ciggu catego zycia [1].
NGF, podawany domdzgowo, zapobiega zmianom
degeneracyjnym neuron6w cholinergicznych po eks-
perymentalnych uszkodzeniach okolic mézgu, w kto-
rych leza te neurony oraz zmianom wywotanym proce-
sem starzenia sie [4].

Poza uktadem nerwowym neurotrofiny petnig funk-
cje sygnatowg réwniez w uktadzie hormonalnym i od-
pornosciowym. W ostatnich latach stwierdzono, ze do
komdrek odpowiadajagcych na NGF nalezg, obok
neurondéw, takze limfocyty, makrofagi, komorki zerne,
inne komdrki pochodzenia ektodermalnego, np. kera-
tynocyty i melanocyty oraz elementy komérkowe
uktadu hormonalnego [5], Ros$nie liczba doniesien
sugerujacych, ze NGF jest substancjg integrujaca
dziatanie uktadu nerwowego, odpornosciowego i hor-
monalnego [5]. W badaniach tych szczegdlng uwage
zwraca sie na komdrki zerne. Ich wszechobecno$¢
w tkankach, mozliwo$¢ reagowania na bardzo szeroki
zakres bodzcoéw pochodzacych ze Srodowiska oraz ich
wrazliwo$¢ na NGF stanowig cechy dzieki, ktdrym
moga one posredniczy¢ w integracji odpowaedzi neu-
ronalnych, hormonalnych iodpornosSciowych organizmu.

NGF wywiera réznorodne dziatania regulacyjne
poprzez oddziatywanie z obecnymi w btonie cytoplaz-
matycznej receptorami TrkA (ang. tyrosine Kkinase
receptor A) i p75NrR (ang. p75 neurotrophin receptor) [6,
7]. Najnowsze badania wskazujg, ze poszczeg6lne
zdarzenia wewnatrzkomdérkowe indukowane przez
NGF zalezag od typu komdrek, w ktorych ma to
miejsce oraz od sposobu aktywacji receptorow obu
typow. Na przyktad, aktywacja wytgcznie receptorow
TrkA zapewnia przezywanie komérek nerwowych,
indukuje jednak $mieré komérek guzow neuronal-
nych. Jezeli za$ dochodzi do indukcji receptora p75NIR
pod nieobecno$¢ mocnego sygnatu pochodzacego od
receptorow TrkA, to obserwujemy $mieré neuronow
wskutek apoptozy. Natomiast w przypadku, gdy eks-
presja receptorow p75NR i TrkA wystepuje rowno-
cze$nie, to sygnat troficzny przekazywany przez recep-
tory TrkA ulega wzmocnieniu [8], Te rdéznorodne
odpowiedzi wskazuja na bardzo ztozone zaleznosci
wystepujace pomiedzy regulowanymi przez neurotro-
finy mechanizmami warunkujgcymi przezywalnos¢,
réznicowanie i $mier¢ komorek nerwowych. Mechani-
zmy przekazywania sygnatéw w komorce przez NGF
ijego receptory, ktore lezg u podstawy wymienionych
procesow sg przedmiotem niniejszej monografii.
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Il. Struktura biochemiczna NGF warunkuje
jego wiasciwosci sygnatowe

Czynnik wzrostu nerwow jest biatkiem, ktorego
czasteczka sktada sie z trzech podjednostek a,
Biy (stechiometria: a2-[3-y2) o tacznej masie czastecz-
kowej 130 kDa. Stata sedymentacji tego kompleksu
wynosi 7S. Natywny kompleks 7S syntetyzowany jest
jedynie w $liniankach podzuchwowych samcéw myszy
[9], U zwierzat innych gatunkéw wystepuje niepetna
forma NGF w postaci podjednostki p. Aktywnos¢
troficzna NGF zwigzanajest wytacznie z tg podjednos-
tkg. P-NGF jest dimerem o tgcznej masie czgstecz-
kowej 26,5 kDa [10], zbudowanym z dwéch identycz-
nych tancuchéw aminokwasowych (118 aminokwasow
w kazdym), potgczonych tzw. weztami cysteinowymi
(Ryc. 1). Monomery P-NGF sg syntetyzowane jako
duze czgsteczki prekursorowe, ktore nastepnie ,doj-
rzewajg” w cytoplazmie komoérki do postaci biologicz-
nie czynnej. Sekwencja nukleotydowa DNA, koduja-
cego czasteczki prekursora NGF zostata poznana
u wielu gatunkéw zwierzat oraz u cztowieka. Wysoki
stopien identycznosci tych sekwencji $Swiadczy o du-
zym konserwatyzmie ewolucyjnym NGF. NGF zawie-
ra trzy pary antyréwnolegtych P-widkien powigzanych
wydtuzonymi, skreconymi petlami o strukturze spinki
do wioséw (ang. P-hairpin) [11-13], Witasciwosci trofi-
czne P-NGF zalezg od jego struktury trzeciorzedowej,
zawierajacej trzy mostki dwusiarczkowe. Chemiczne
zredukowanie mostkow siarczkowych znosi aktyw-
no$¢ biologiczng P-NGF.

Sekwencja aminokwasowa NGF zawiera specyficz-
ne fragmenty — domeny — tancucha odpowiedzialne
za rozpoznanie receptora, za stabilizacje uktadu li-
gand-receptor, wreszcie za ekspresje przenoszonej
przez NGF informacji [11, 14], Uwaza sie, iz za
stabilizacje czasteczki NGF odpowiedzialne sg gtéwnie
aminokwasy aromatyczne. Stabilizacje dimeru zapew-
niaja przede wszystkim Tyr w pozycji 52 i 79 oraz Trp
w pozycji 21, 76 i 99 [11]. Na powierzchni czasteczki
NGF wystepuje réwniez siedem reszt argininowych.
Badania wskazuja, ze odgrywaja one gtdéwnie role
strukturalng i podobnie jak aminokwasy aromatyczne
biorg udziat w stabilizacji czasteczki NGF. Nie stwier-
dzono wudziatu reszt argininowych w interakcjach
z receptorami [15]. Funkcje strukturalng petnig réow-
niez trzy reszty asparaginianowe — Asp 16, 30, 72 oraz
reszta kwasu glutaminowego w pozycji 55. Modyfika-
cje reszt asparaginianowych na drodze ukierunkowa-
nej mutagenezy potwierdzajg, iz stabilizacje czasteczki
zapewniajg rowniez reszty Asp 24 i 30 [15, 16],

Z o$miu reszt lizynowych wystepujacych w czastecz-
ce NGF i umieszczonych na jej szczycie, lizyny zaj-
mujace pozycje 32, 34 i 95 biorg udzial w wigzaniu
NGF z receptorem p75NrR. Modyfikacje tych reszt
powodowaty zmiany powinowactwa wigzania NGF
z receptorem p75NIR bez zmiany jego biologicznej
aktywnosci [15], Na podstawie badan, w ktorych
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Ryc. 1. Schematyczna ilustracja pierwszerzedowej struktury biochemicznej mono-

meru podjednostki (1 warunkujacej troficzng aktywnos$¢ czynnika wzrostu

4 i) 'w“zan'e receptoréow IrkA

uzywano syntetycznych peptydéw do blokowania ak-
tywnosci NGF uwaza sie, ze region od 28 do 38
aminokwasu odgrywa istotng role w interakcji NGF
z receptorem p75NIR [17].

Sposrdd reszt histydynowych na uwage zastuguje
histydyna w pozycji 84, ktora lezy w regionie czgsteczki
NGF odpowiedzialnym za wigzanie z receptorem
TrkA [18]. Na powierzchni NGF znajdujg sie dwa
Scisle ograniczone miejsca odpowiedzialne za wigzanie
i aktywacje receptora TrkA [19]. Pierwszy motyw
zbudowany jest z Val 48, Pro 49 i Glu 96 i znajduje sie
na szczycie dwoch (3-petli. Drugi motyw jest usytuowa-
ny w proksymalnej czesci N-konca i zawiera Pro
5i Phe 7. Okazuje sie, ze w wigzaniu i aktywacji TrkA
przez NGF wazne sg rowniez reszty fenyloalaninowe

Phe 53 i Phe 54. Stosujac zrekombinowane formy
ludzkiego NGF. ktore zamiast wspomnianych fenylo-
alanin zawieraty alaniny, udowodniono [20], iz bio-
logiczna aktywno$¢ tak zmodyfikowanego NGF i fos-
forylacja receptoréw TrkA po jego zwigzaniu jest
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nerwdéw. Literowe oznaczenia aminokwaséw zgodne sg z miedzynarodowym
kodem biochemicznym.

nizsza niz w normalnych warunkach. Wedtug kilku
doniesien [21, 22] poczatkowe reszty (1-9 i 9-13 lub
1-10, w zaleznos$ci od autoréw) N-konca czasteczki
NGF sg istotne dla utrzymania zdolnoSci wigzania
NGF zreceptorami TrkA. Jednak zwraca sie uwage na
to, iz C-koniec oraz. petla na powierzchni NGF,
zawierajgca reszty od 60 do 80 s takze wazne dla
wigzania NGF z receptorami TrkA [23],

I1l. Receptory NGF — biatka btonowe o nis-
kim i wysokim powinowactwie wigzania
liganda

Analiza biochemiczna i farmakologiczna biatek bto-
nowych wigzagcych NGF pozwala wyrdzni¢ dwa typy
jego receptoréw [24], Identyfikuje sie receptory o nis-
kim i o wysokim powinowactwie do NGF. Sg to
odpowiednio receptory: p75NIR, ktéry wigze niespecy-
ficznie takze pozostate neurotrofiny oraz TrkA, ktory
wigze specyficznie NGF. Ogdlny schemat budow'y obu
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fragment przyblonowy

subdomena
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Ryc. 2. Schemat ilustrujagcy budowe recepto-
row NGF. p75NIR — receptor o nis-
kim powiniwactwie do NGF; TrkA
— receptor o wysokim powinowact-
wie do NGF (o aktywnos$ci kinaly
tyrozynowej); DZ — domena ze-
wnatrzkomérkowa; DS — domena
$rédbtonowa; DW domena we-
wnatrzkomérkowa (cytoplazmatycz-
na); p75 ICD (ang. intrcicelullar doma-
in) — wewnatrzkomérkowy motyw
receptora p75NrR zawierajacy domene
$mierci.

typoéw receptordw jest podobny. Wyrdznia sie tu trzy
domeny: zewngtrzkomorkowsa, $rédbtonowg i we-
wnatrzkomaérkowa, czyli cytoplazmatyczna.

Obszerng charakterystyke receptoréw nurotrofin,
w tym takze receptorow NGF, zawierajg dwa pol-
skojezyczne opracowania opublikowane w 1997 roku
[25, 26], W zwigzku z tym w niniejszym rozdziale
przytoczono jedynie informacje niezbedne do dalszych
rozwazan.

I11-1. Receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej
— TrkA

Receptor TrkA jest produktem protoonkogenu trk.
Ze wzgledu na swoistg konfiguracje receptor TrkA
uwazany jest za zwigzany z btong komdérkowg enzym
allosteryczny [27], Jego domena zewngtrzkomorkowa
sktada sie z pieciu poddomen (Ryc. 2). Wyr6znia sie tu
poddomeny cysteinowe okalajace poddomene powto6-
rzen leucynowych oraz dwie poddomeny immuno-
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globulinopodobne. Zasadniczg role w wigzaniu NGF
z receptorem peini zewnetrzna poddomena immuno-
globulinowa, za$ o specyficzno$ci substratowej decydu-
je poddomena imunoglobulinowa blizsza cze$ci $rod-
btonowej [28, 29]. Pojedyncza, hydrofobowa domena
Srédbtonowg przekazuje sygnat na domene cytoplaz-
matyczng receptora, wykazujacg aktywno$¢ kinazy
tyrozynowej [30, 31], Fragment receptora o aktywno-
§ci kinazy tyrozynowej jest najbardziej konserwatyw-
ng czescig receptora TrkA. Jego aktywno$¢ biologicz-
na inicjowana przez NGF sprowadza sie do aktywno-
§ci enzymatycznej kinazy tyrozynowej, przeprowadza-
jacej reakcje fosforylacji reszt tyrozynowych. Proces
ten warunkuje dalsze etapy transdukcji sygnatu wywo-
tanego zwigzaniem NGF z jego receptorem.

I11-2. Receptor p75NIR

Receptor p75NLHjest glikoproteing o masie czastecz-
kowej 75 kDa strukturalnie podobng do receptoréw
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cytokin, do ktorych nalezg receptory: czynnika mart-
wiczego nowotworu typu 1 i typu I (TNFRI
i TNFRII), komorkowego antygenu powierzchniowe-
go Fas/Apol (lub CD95), antygenéw powierzchnio-
wych limfocytéw T i B, takich jak 0X40, mu4-IBB,
CD40, CD24, CD30 i DR3 oraz receptor limfotoksyny
(3[32-34], Jego domena zewnatrzkomérkowa zawiera
powtarzajgce sie fragmenty bogate w reszty cysterno-
we. Pojedyncza domena $r6dbtonowa poprzedza krot-
kg domene cytoplazmatyczng. Ta ostatnia nie posiada
aktywnosci kinazy tyrozynowej natomiast zawiera
tzw. domene $mierci (ang. death domain) uczestniczacg
w indukcji zaprogramowanej $mierci komdarki, czyli
w procesie apoptozy [35],
Badania z wykorzystaniem jgdrowego rezonansu
magnetycznego (NMR) pozwolity ustali¢ strukture
czesci receptora p75N[R zawierajagcg domene S$mierci
i nazywanag p75ICD (ang. intracellular domain) [36],
Rézni sie ona od domeny S$mierci, ktdra zawierajg
receptory z rodziny TNF. Ten podtyp domeny $mierci
podobny jest do domeny $mierci obecnej w rodzinie
biatek, do ktdérej nalezg jadrowy czynnik kB (NF-kB),
kinaza DAP oraz biatko myD88 [37]. Sktada sie ona
ze 145 aminokwasdw tworzacych dwa prostopadite
fragmenty, zawierajace po trzy helisy upakowane
w globularng strukture. Polipeptydowy segment 3czga-
cy domene $rodbtonowa zdomeng $mierci oraz bogaty
w seryne/treonine C-koncowy fragmentg p75ICD ce-
chujg sie bardzo duzg elastyczno$cig. Obszar na po-
wierzchni domeny $mierci pozbawiony jest natadowa-
nych reszt aminokwasowych, co moze wskazywac, iz
jest to miejsce interakcji z substancjami przenoszacymi
informacje ,,w dét” kaskady przekazywania sygnatu
[36]. Badania ostatnich lat dowodzg, ze pobudzenie
receptora p75NIR prowadzi do wzrostu aktywnosci
sfingomielinazy i do powstania wtdrnego przekaznika
- ceramidu, natomiast w aktywacji transkrypcji ge-
néw uczestniczy jadrowy czynnik kB [38], Wydaje sie,
iz Smieré komoérek w wyniku apoptozy jest skorelowa-
na ze wzrostem poziomu ceramidu iaktywacjg kinazy
c-Jun [39]. Mutacje w domenie S$mierci receptora
p75NIR zdajg sie znosi¢ zjawisko apoptozy [38].

IV. Zdarzenia wewngtrzkomoérkowe

Wiekszoé¢ danych dotyczacych mechanizmu prze-
kazywania sygnatu przez NGF pochodzi z badan in
vitro na komoérkach linii PC 12. Te komdrki nowo-
tworowe, pochodzace z rdzenia nadnerczy szczura,
prowadzone w hodowli majg 48h cykl podziatéw
i morfologie komdrek chromafinowych. Dodanie do
hodowli czynnikéw wzrostu, np. NGF powoduje roz-
nicowanie tych komorek tak, ze morfologicznie i bio-
chemicznie przypominaja one neurony wspoéiczulne.
Rozrastanie sie neurytow w komoérkach PC 12 po-
ddanych dziataniu czynnikow troficznych stanowi
model do badania mechanizmdw ré6znicowania komg-
rek neuronalnych oraz roli jakg w nich odgrywaja
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neurotrofiny iich receptory. Podobne badania in vitro
przeprowadzane sg takze w hodowlach na liniach
komérek nerwowych pobranych w okresie embrional-
nym lub bardzo wczesnym postnatalnym.

IV-1. Przekazywanie sygnatu przez receptor TrkA

Pierwszym etapem transmisji sygnatu troficznego
jest zwigzanie sie NGF z TrkA (Ryc. 3). Zwiazanie
NGF z receptorem prowadzi do agregacji sasiaduja-
cych receptorow', czyli oligomeryzacji [25, 27, 40].
Oligomeryzacja powoduje réwniez wzrost powinowa-
ctwa receptora do liganda [29], Zdarzenia te indukujg
zmiany konformacyjne w czesci zewngtrzkomodrkowej
receptora. Prowadzi to do pobudzenia czesci cytoplaz-
matycznej. do autofosforylacji reszt tyrozynowych
i wzrostu aktywnosci kinazy tyrozynowej.

Zwigzanie neurotrofiny z receptorem Trk powoduje
aktywacje dwoch wewnatrzkomdrkowych szlakéw
przekazu sygnatu, zaleznych i niezaleznych od biatek
Ras. Fosfotyrozyny iotaczajace je reszty aminokwaso-
we sg w czasteczce TrkA miejscami rozpoznawanymi
przez biatka efektorowe, ktore zawierajg motyw — do-
mene SH2 [7], Domeny SH2, czyli domeny homologdé
z biatkami Src, wystepujag w rdéznych czasteczkach
sygnatowych. Ich tafncuch polipeptydowy zbudowany
jest zokoto 100 reszt aminokwasowych. Podobienstwo
struktury domeny SH2 do niekatalitycznego regionu
pp60 Src kinazy tyrozynowej [41] Swiadczy o jej
duzym konserwatyzmie ewolucyjnym [42],

Do biatek, ktére w wyniku interakcji z fosfotyrozy-
nami TrkA sg fosforylowane nalezg biatka enzymaty-
czne, takie jak fosfolipza Cy (PLCy), kinaza fos-
fatydyloinozytolu-3 (PI-3K) oraz biatko adaptorowe
Shc(Ryc. 3) [7]. Kazde z tych biatek przekazuje sygnat
w sposdb dla siebie specyficzny. Aktywacja PLCy
prowadzi do powstania przekaznikéw drugiego rzedu

diacyloglicerolu i trifosforanu inozytolu, ktére
aktywujg kinaze biatkowag C oraz podwyzszajg we-
wnatrzkomorkowy poziom wapnia.

Kinaza PI-3K jest heterodimerem zbudowanym
z podjednostki regulatorowej (85 kDa) zawierajacej
domene SH2 oraz podjednostki katalitycznej (110
kDa). PI-3K katalizuje fosforylacje pierscienia inozy-
tolu w pozycji D-3 i bierze udziat w przemianach
fosftydyloinozytoli (Ryc. 3). Stwierdzono, iz inhibitory
kinazy PI-3K indukujg apoptoze komorek PC 12
w obecnosci NGF [7], Badania dowodza réwniez, ze
aktywacja PI-3K moze prowadzi¢ do pobudzenia
kinazy rybosomalnej pp70 S6 [43], Nalezy zaznaczy¢,
ze in vivo, w organizmie NGF wigze sie gtéwnie
z receptorami TrkA zlokalizowanymi na zakoncze-
niach aksonalnych komdrek nerwowych. Zwigzanie
NGF z receptorem zapoczatkowuje proces endocyto-
zy kompleks6w NGF-TrkA. Internalizacja kompleksu
NGF-TrkA oraz jego wsteczny transport aksonalny
do ciata komdrki warunkuja transdukcje sygnatu [44,
45], Kinaza PI-3K bhierze prawdopodobnie udziat we

25



/

kinaza CREB

Rye. 3. Schemat wewnatrzkomérkowych drég przekazywania sygnatu NGF (opis w tek$cie). BK — btona komérkowa; C — cytoplazma; JK

— jadro komérkowe; PLCy — fosfolipaza Cy; IP3 — inozytolo(l,4,5)trifosforan; PIP2 — fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; DAG
— diacyloglicerol; PKC — kinaza biatkowa C; P1-3K — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu; PP3 — fosfatydyloinozytolo(3,4,5,)trifosfo-
ran; She — biatko adaptorowe; Grb 2 — biatko zwigzane z receptorem czynnika wzrostu; Sos — biatkowy czynnik wymieniajacy
nukleotydy guaninowe; GTP — guanozynotrifosforan; GDP — guanozynodifosforan; Ras — rodzina biatek onkogennych; Raf
— kinaza serynowo/treoninowa; MEK — kinaza kinazy MAP-Erk; MAPK — kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny; CREB
(ang. cAMP responsive element-binding protein kinase) — czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za indukcje genéw zaleznych od
cyklicznego AMP, aktywowany na drodze fosforylacji przez kinaze biatkowg A; CRE (ang. cCAMP responsive element) —regulatorowe
sekwencje DNA wigzace czynniki transkrypcyjne (np. CREB). aktywowane na drodze fosforylacji przez fosfokinaze A i warunkujace
odpowiedZz na cAMP; SRF (ang. serum responsive factor) — czynnik transkrypcyjny; SRE (ang. serum responsive element) — regulatorowe
sekwencje DNA wigzace czynniki transkrypcyjne; EIki — czynnik transkrypcyjny; IEG (ang. immediate early genes) — geny wczesnej
odpowiedzi komoérkowej; IEG-RE (ang. immediate early genes responsive element) — sekwencje regulatorowe gendéw' wczesnej
odpowiedzi komérkowej; DRG (ang. delayed response genes) — geny péznej odpowiedzi komdrkowej; plEG (ang. protein products of

IEG) — biatkowe produkty genéw wczesnej odpowiedzi komdérkowej.

wstecznym transporcie aksonalnym, uczestniczac w in-
ternalizacji kompleksu NGF-TrkA [43, 46],

Biatko She i Ras uczestniczg w aktywacji transdukcji
sygnatu z udziatem serynowo/treoninowej kinazy Raf
i kinaz MAP (ang. mitogen activated protein kinases)
(Rye. 3). Uaktywnienie drogi sygnatu Ras-MAP na-
stepuje w chwili zwigzania sie biatka adaptorowego
She z uaktywnionym (ufosforylowanym) receptorem
TrkA. Biatko She nie ma wtasnosci katalitycznych.
Wigze sie ono z resztg tyrozynowag (Tyr 490) receptora
zlokalizowang w regionie przybtonowym (ang. jux-
tamembrane region) [47] i staje sie substratem recep-
torowej kinazy tyrozynowej. Ufosforylowane She wia-
ze sie wowczas z biatkiem Grb2 zawierajgcym domene
SH2 i SH3. Uczestniczg one w interakcji biatka Grb2
z biatkiem Sos (czynnik wymieniajacy nukleotydy
guaninowe) [7], Biatko Sos z kolei uaktywnia zwigza-
ne z wewnetrzng powierzchnig btony plazmatycznej
biatko Ras. W nastepstwie jego uaktywnienia do-
chodzi do pobudzenia serynowo/treoninowej kinazy
Raf [48], Uaktywniona Raf fosforyluje i stymuluje
kinaze MEK1. Jej fosforylacja, katalizowana przez Raf
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zachodzi w dwoch miejscach: Ser 217 i Ser 221.
Substratami MEK1 sg kinazy MAPI i MAP2. Ufos-
forylowane kinazy M AP nie dziatajg wytacznie w po-
blizu btony komoérkowej, ale ulegajg przemieszczeniu
do jadra komorkowego. WsSrod substratéw kinaz
MAP jest kilka czynnikéw transkrypcyjnych oraz
kinazy rybosomalne S6 (pp90rsks) [49],

Zasadniczag konsekwencjg transdukcji sygnatu
z udziatem kinaz M AP jest regulacja ekspresji genow'
(Ryc. 3), w wyniku czego dochodzi do aktywacji
komaérek neuronalnych iich réznicowania [49], Kina-
zy MAP wptywajg na transkrypcje protoonkogenu
o/os. Udato sie zidentyfikowaé¢ kilka kluczowych
fragmentéw promotora o/os, ktére posrednicza
w transdukcji sygnatu NGF. na przyktad ztozony z 20
par zasad fragment SRE (ang. serum responsive ele-
ment) zlokalizowany w poblizu miejsca inicjacji syn-
tezy mRNAc-Fos. Rdzen SRE tworzy fragment CArG
zbudowany z sekwencji CC(A/T)6GG. Wiaze on czyn-
nik transkrypcyjny SRF (ang. serum responsive factor)
[50, 51]. SRF jest stymulatorem transkrypcji o/os.
W aktywacji c-fos wazng role odgrywa rowniez sek-
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wencja CAGGAT przylegajaca do fragmentu DArG.
Jest ona miejscem wigzania czynnika transkrypcyj-
nego Elki [52], Elki nalezy do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych, do ktorej zalicza sie takie czynniki,
jak Sapla, SapIb. Net [53]. Kazdy z tych czynnikéw
moze tworzy¢ trzyczesciowy kompleks z SRF i SRE.
Badania na komdérkach PC 12 udowodnity, ze SRF
i EIki posrednicza w zaleznej od SRE transkrypcji
c-fos indukowanej przez NGF [54],

Oprécz kompleksu potréjnego w regulacji trans-
krypcji indukowanej przez NGF biorg udziat rowniez
inne czynniki. Z promotorem c-fos moze takze wigzac
sie czynnik transkrypcyjny CREB (ang. cCAMP regula-
tory element-binding protein) [47, 55], Droga przez
biatko Ras aktywowana jest kinaza CREB, ktéra
przemieszcza sie do jagdra komdrkowego i fosforyluje
czynnik CREB na state zwigzany z DNA (Ryc. 3).
W wyniku tego CREB wigze sie z sekwencjg regulato-
rowg cAMP-Ca (Ca-CRE) i aktywuje geny wczesnej
odpowiedzi komoérkowej (IEG, ang. immediate early
genes). Wiele z biatek, bedacych produktami genow
IEG jest rowniez czynnikami transkrypcyjnymi
(plIEG), ktore z kolei wiazg sie z sekwencjami regulato-
rowymi IEG-RE (ang. immediate early genes responsive
elements), obecnymi w obszarach regulacji transkrypcji
genéw pozniej odpowiedzi komdérkowej DRG (ang.
delayed response genes). Uwaza sig, ze biatka plEG
aktywuja transkrypcje genéw DRG wspo6lnie z czyn-
nikiem CREB, wigzacym sie z obszarem promotoro-
wym genow DRG [44],

N GF jest biatkiem, ktére po zwigzaniu ze swoistym
receptorem powoduje indukcje wielu ré6znych czyn-
nikéw transkrypcyjnych. Nalezy do nich czynnik
transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein-l) i AP-27.
[56] oraz produkty genéw wczesnej odpowiedzi ko-
morkowej indukowanych przez NGF (NGFI, ang.
nerve growth factor inducible genes), takie jak NGFI-A
(tozsamy z czynnikiem transkrypcyjnym Zif-268),
NGFI-B i NGFI-C [57], a takze produkt genu VGF
[58]. Indukowane przez NG F czynniki transkrypcyjne
biorg udziat w regulacji ekspresji genéw kodujacych
biatka zwigzane z procesami neurotransmisji i neuro-
modulacji, na przyktad acetylotransferazy cholinowej,
neuropeptydu Y i substancji P, a takze w regulacji
ekspresji genu kodujacego sam NGF [59], Gen dla
NGF zawiera sekwencje rozpoznawang przez czynnik
AP-1, potozong w miejscu potaczenia egzonu 1i in-
tronu 1, 35 par zasad ,w déit" od miejsca inicjacji
transkrypcji [60], W komorce czynnik AP-1 moze by¢
indukowany przez bardzo wiele bodzcéw. Jednym
z nich jest takze sygnal powstaty w wyniku zwigzania
NGF z receptorami TrkA. Wiadomo, ze poziom
syntezy NGF w fibroblastach zalezy od obecnosci
funkcjonalnego czynnika AP-1 [61]. AP-1 jest hetero-
dimerem utworzonym przez biatka c-Fos iJunB, takze
produkty genéw wczesnej odpowiedzi komorkowej,
aktywowanym przez Kkinazy biatkowe A (PKA)
i C (PKC). Udowodniono, ze wzrost ekspresji genu
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NGF obserwowany po uszkodzeniach uktadu ner-
wowego zalezy od aktywnosci biatka c-Fos [62].
Réwniez wzrost poziomu NGF wywotany stymulacja
receptorow (3-adrenergicznych zwigzany jest z aktywa-
cja genu c-fos [63].

Dotad przyjmowano, ze w komorkach neuronal-
nych funkcjonujg przynajmniej trzy wzajemnie nieza-
lezne drogi przekazywania sygnatu w odpowiedzi na
NGF: droga z udziatem PLCy, droga z udziatem
P1-3K oraz droga zwigzana z biatkiem Ras. Przypusz-
cza sie, ze drogg z udziatem kinazy PI-3K przekazywa-
ny jest sygnat, ktéry wptywa na regulacje przezywalno-
§ci komdrek nerwowych [64]. W procesy te zaan-
gazowana jest serynowo/treoninowa kinaza Akt, ktdra
zaréwno in vitro, jak i in vivo aktywowana jest przez
fosfatydyloinozytol. powstajagcy w wyniku aktywnosci
P1-3K. Zatem kinaza Akt bytaby kolejnym ogniwem
tej drogi odpowiedzi na NGF. Udowodniono, ze
aktywnos$¢ kinazy Akt jest konieczna do przezycia
neuronow mézdzku u szczura w okresie rozwoju [65,
66], Natomiast przekazywanie sygnatu drogg Ras-
-MAP ma znaczenie przede wszystkim w regulacji
procesOw réznicowania komorek i neurytogenezie.
Wykazano jednak, ze w komdrkach PC 12 aktywnos¢
kinazy PI-3K jest kontrolowana przez fragment recep-
tora TrkA wigzacy She i wptywa nie tylko na prze-
zywalnosé, ale takze na inicjowanie neurytogenezy [67,
68]. By¢ moze istnieje wzajemne oddziatywanie pomie-
dzy drogami przekazywania sygnatu wywotanego
NGF, jednak nie znamy dotgd wszystkich tgczacych je
ogniw.

IV-2. Przekazywanie
p75NIR

sygnatlu przez receptor

Pobudzenie receptoréw p75N,R moze wywotywacé
efekty troficzne, takie jak pobudzenie migracji i réz-
nicowania neurondw, ale moze réwniez prowadzic,
podobnie jak stymulacja innych receptoréw z tej
rodziny, do hydrolizy sfingolipidéw, produkcji cerami-
du iw konsekwencji do programowanej $mierci komo-
rek, czyli apoptozy. Jakkolwiek zwigzek pomiedzy
aktywnos$cig receptorow p75NR i programowang
$miercig komdrki zostat udowodniony, to nadal ist-
niejag rozbiezne opinie na temat tego, czy proces ten
indukowany jest w spos6b zalezny, czy tez niezalezny
od NGF [39, 69], Mechanizm przekazywania obu
rodzajéow sygnatéw przez p75NrR nie jest tak dobrze
poznany, jak w przypadku receptorow TrkA, ktore
w ostatnich latach gtdwnie przyciggaty uwage badaczy.

Wiadomo, ze u szczura pobudzenie receptora
p75NR przez NGF w komérkach Schwanna (rodzaj
komérek glejowych wytwarzajacych ostonke mielino-
wa neuronéw obwodowych) prowadzi do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB [38], natomiast
w komérkach oligodendrocytéw?7 (rodzaj komérek
glejowych obecnych w mézgu) [39] i w komorkach
zwhjow'ych siatkéwki [69] powoduje wzrost poziomu
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ceramidu, aktywacje kinaz JNK (ang. Jun N-terminal
kinases) i w konsekwencji $mier¢ komodrek w procesie
apoptozy. Nalezy przy tym podkresli¢, ze w komér-
kach tych nie odnotowano ekspresji receptorow TrkA.

Wykazano, ze w komdrkach Schwnna oraz w tans-
formowanych fibroblastach, przejawiajacych ekspresje
receptora p75NrR, podawanie NGF powoduje trans-
lokacje czynnika NF-kB do jagdra komdrkowego.
NF-kBjest dimerem zbudowanym z biatkowych pod-
jednostek p65 i p50 [38]. W niepobudzonych komdr-
kach czynnik ten obecny jest w cytoplazmie w formie
nieaktywnej, co zapewnia zwigzany z nim specyficzny
inhibitor IkB. Inhibitor IkB maskujac fragment zawie-
rajagcy sygnat lokalizacji jadrowej uniemozliwia prze-
mieszczanie sie NF-kB do jadra. Zwigzanie si¢ biatek
z rodziny TNF ze swoistymi dla nich receptorami
powoduje aktywacje kinazy biatkowej (sadzi sie, ze jest
to PKCy), ktéra fosforyluje i degraduje inhibitor 1kB.
Umozliwia to przemieszczenie sie NF-kB do jadra
komorkowego, gdzie aktywuje on transkrypcje okres-
lonych gendw. Llwaza sig, ze receptor p75NIRspokrew-
niony z rodzing biatek TNF mdgtby dziata¢ w podob-
ny sposob [70]. Jednym z mozliwych gendéw docelo-
wych dla NF-kB maogtby by¢ gen kodujacy biatko
adhezji komérkowej FIl. Podawanie NGF w steze-
niach nanomolarnych powodowato wzrost poziomu
biatka FI w komdrkach PC 12 oraz w komdrkach
Schwanna [71], Zwiekszony pozim FI moégtby by¢
odpowiedzialny za szybszg migracje komorek
Schwanna obserwowang wowczas, gdy komorki te
poddano dziataniu NGF. Efekt ten byt blokowany
przez przeciwciata skierowane przeciw receptorowi
p75NIR [72], Wiele danych wskazuje na to, ze przeno-
szenie efektow troficznych przez receptor p75NIR od-
bywa sie droga z udziatem czynnika transkrypcyjnego
NF-kB.

Receptor p75NIRmajednak dwojaka nature iw pew-
nych okoliczno$ciach stymuluje synteze ceramidu oraz
indukuje apoptoze. Nie wiadomo w jaki sposob recep-
tor p75NIR raz dziata jako czynnik neuroprotekcyjny,
a innym razem jako czynnik promujacy apoptoze.
O pewnych mechanizmach jego dziatania mozemy
domniemywac na podstawie podobienstwa p75NR do
receptoréw z rodziny TNFR. Receptory z tej rodziny
charakteryzujg sie tym, ze ich wewngtrzkomorkowe
domeny moga oddziatywac ze specyficznymi biatkami
cytozolowymi, nazywanymi interaktorami receptora
(ang. receptor interactors) [33]. Biatka te majg zdol-
no$¢ przenoszenia sygnatu S$mierci z domeny we-
wnatrzkomaérkowej na kolejne ogniwa kaskady zda-
rzen molekularnych prowadzonych do apoptozy. Za-
ktada sig, ze rdwniez receptor p75NIR posiada specyfi-
czne dla siebie biatko interaktorowe. Ostatnio ziden-
tyfikowano biatko [73] nazwane NF1R (ang. neuro-
trophin receptor interacting factor) i wykazano, ze ma
ono zdolno$¢ do interkacji z domeng p75ICD recep-
tora w sposéb zalezny od liganda, tj. NGF. Byé moze
jest ono ogniwem w przenoszeniu sygnatu do apop-
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tozy, jednak nie wykazano tego eksperymentalnie.

V. Receptor p75NIR moduluje funkcje troficz-
ng receptora TrkA

Wiele badan potwierdza, ze receptor p75NR modu-
luje aktywnos$¢ receptora TrkA [67], Uzywajac specy-
ficznych przeciwciat monoklonalnych jako liganddw,
pozwalajgcych odrozni¢ p75NR od TrkA stwierdzono,
iz nie zwigzany p75NIR moze modyfikowaé aktywnos$é
receptora TrkA [74]. W komodrkach, ktére przejawiaty
ekspresje TrkA, ale nie miaty ekspresji p75NIR zwigza-
ne liganda przez TrkA prowadzito do znaczacej trofi-
cznej odpowiedzi na sygnat. W komdrkach, w ktérych
ekspresji ulegaty zaréwno receptory TrkA, jak
i p75NIR, ale tylko TrkA byty zwigzane z przeciw-
ciatlem, obserwowano znaczacy, lecz suboptymalny
sygnat. Optymalng odpowiedz troficzng uzyskano
w sytuacji zwigzania zaréwno TrkA, jak i p75NR
z przeciwciatami. W takiej kombinacji wzrosty réwniez
efekty troficzne NGF podawanego w stezeniach sub-
optymlanych réwnoczes$nie z przeciwciatami. Zaobser-
wowano takze, iz komorki z ekspresjg tylko p75NIR
wykazywaty bardzo ograniczony efekt troficzny lub
jego brak. Réwniez inne badania in vitro dowodza, ze
wigzanie NGF nastepuje w wyniku interakcji miedzy
receptorami o niskim i wysokim powinowactwie. Wy-
kazano, ze przeniesienie odpowiedzi troficznej wyma-
ga asocjacji obu typéw receptoréw przy czym asocja-
cja ta zalezy od zewnatrz- i wewngtrzkomdérkowych
domen obu receptoréow [75], Ponadto, NGF podlega
endocytozie tylko w tych komaérkach, ktoére cechuje
ekspresja TrkA, ale nie w tych, w ktoérych obecny jest
jedynie receptor p75NIR Jednak w komoérkach wyka-
zujacych ekspresje obu receptoréw proces endocytozy
NGF regulowany jest takze przez wewnatrzkomor-
kowg domene receptora p75NIR

Jaki zatem jest udziat i wzajemne oddziatywanie
receptoréw obu typoéw w procesach regulowanych
przez NGF? Uwaza sig, ze rodzaj odpowiedzi ak-
tywowanej przez oba receptory zalezy od poziomu ich
ekspresji w komorce neuronalnej i ze, w zaleznosci od
sytuacji, moga one antagonizowa¢ lub wspomagac
swoje wzajemne oddziatywanie (Ryc. 4) [8]. WysoKi
poziom aktywacji receptora p75NIR pod nieobecnos$¢
receptordw TrkA prowadzi do: zwiekszonej migracji
komoérek, indukcji procesow rdéznicowania lub tez do
apoptozy (Ryc. 4a) [39, 69, 71, 76-78], Jezeli poziom
ekspresji receptora p75NLRjest wysoki, a receptor TrkA
ulega ekspresji na poziomie suboptymalnym, to efek-
tem tego jest indukcja apoptozy ittumienie troficznego
sygnatu TrkA przez receptor p75NIR W wyniku tego
obniza sie przezywalnosé komorek neuronalnych
(Ryc. 4b). Z kolei przy wysokim poziomie ekspresji
receptoréw TrkA przenoszony przez nie sygnat troficz-
ny ulega wzmocnieniu dzieki wspotdziataniu z recep-
torem p75NTR Ponadto wysoka aktywnos$¢ receptoréow
TrkA hamuje synteze ceramidu i blokuje sygnat uru-
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Ryc. 4. Informacja niesiona przez NGF jest przekazywana do komadrki przez receptory dwu rodzajéw; p75NrRoraz TrkA. Schemat przedstawia
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transkrypcyjny kappa B; PI-3K — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu; Ras — rodzina biatek onkogennych; JNk (ang. Jun N-terminal

kinases) — N-koncowe kinazy Jun.

chamiajacy proces apoptozy przekazywany przez rece-
ptor p75NIR (Ryc. 4c) [8, 79],
V1. Podsumowanie

Odkryty ponad 40 lat temu czynnik wzrostu ner-
wow jest jednym z najintensywniej badanych czyn-
nikow wzrostowych. W okresie rozwoju organizmu
wptywa on na proliferacje rédznicowanie i przezywal-
no$¢ komdérek nerwowych. Ma takze istotne znaczenie
w ich prawidtowym funkcjonowaniu w dojrzatym
organizmie. Transdukcja sygnatu niesionego przez
NGF obejmuje procesy zwigzane z btong komdrkowa,
z wstecznym ipostepujgcym transportem aksonalnym,
wreszcie z aktywacjg czynnikéw transkrypcyjnych
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iregulacja ekspresji genéw. W ostatnich latach znaczg-
cym przetomem w badaniach nad przekazywaniem
sygnatu przez neurotrofiny bylo opisanie roli, jaka
w tych procesach odgrywa receptor p75N,R. Okazato
sie, ze p75NIR nie jest tylko pomocniczym receptorem
wspomagajagcym aktywno$é receptorow TrkA, ale
moze niezaleznie peini¢ szereg istotnych funkcji. Naj-
bardziej frapujaca z nich jest jego udziat w indukowa-
niu programowanej $mierci komdrek neuronalnych,
zarOwno w; czasie naturalnego ich wymierania w roz-
wijajacym sie uktadzie nerwowym, jak i po uszkodze-
niach uktadu nerwowego. Najwazniejsze obecnie pyta-
nie dotyczy mechanizméw przekazywania sygnatu do
apoptozy oraz tego w jaki sposob receptor p75NIR
z jednej strony gra role wzmacniajgcg efekty troficzne
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przenoszone przez receptor TrkA, z drugiej natomiast
jest biatkiem indukujgcym $mieré komdrek. Kolejnym
problemem jest wyjasnienie mechanizmdéw wzajem-
nego oddziatywania receptorow obu typow. Wyniki
badan na poziomie fizjologicznym wskazuja, ze w ko-
morkach neuronalnych wystepuje réznorodne wzaje-
mne oddziatywanie obu receptoréw. Znaczny postep
dokonat sie takze w wyjasnieniu mechanizméw prze-
kazywania sygnatow troficznych przez receptory
TrkA, wliczajagc w to odkrycia z ostatnich lat, czyli
zidentyfikowanie drog z udziatem biatka Ras i kinazy
P1-3K oraz Akt. W odniesieniu do tego powstajg
kolejne pytania, np. czy opisane drogi przekazywania
sygnatu sg od siebie niezalezne, czy tez oddziatujg na
siebie wzajemnie. Jezeli tak, to ktédre z komorkowych
zdarzen molekularnych sa tgczacymi je ogniwami.
Ponadto, wcigz jeszcze nie wiemy, czy wszystkie komor-
ki nerwowe wykorzystujg te same drogi transdukcji
sygnatow troficznych niesionych przez neurotrofiny.

Badania zmierzajagce do zrozumienia mechanizmu
przekazywania sygnatu przez NGF i pozostate neuro-
trofiny majg znaczenie dla ewentualnego wykorzys-
tania czynnikéw neurotroficznych w postepowaniu
klinicznym. Potencjalne mozliwosci zastosowania
neurotrofin jako substancji terapeutycznych w regene-
racji uszkodzonego uktadu nerwowego, w chorobach
neurodegeneracyjnych (np. w chorobie Alzheimera),
a takze w chorobach nowotworowych stanowig bar-
dzo istotny bodziec do badan nad mechanizmami ich
dziatania.
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Proteoliza wewnatrzkomorkowa

Intracellular proteolysis
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Il.  Lizosomalna degradacja biatek
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I1l.  Wakuolarna degradacja biatek
IV. Proteoliza endosomalna
V. Proteoliza zalezna od ATP u Prokaryota
V-1. Proteaza Lon
V-2. Proteaza Cip
V-3. Proteaza FtsH
VI. Pozalizosomalna proteoliza zalezna od ATP
u Eukaryota
VI-1. ATP-zalezna proteoliza w mitochondriach
VI1-2. ATP-zalezna proteoliza w chloroplastach
V1-3. Proteoliza z udziatem 26S proteasomu
VII. Proteoliza z udziatem kalpain
VIII. Proteoliza w retikulum endoplazmatycznym
IX. Proteoliza w aparacie Golgiego
X.  Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéow: AAA — ATP-azy zwigzane
z réznymi aktywnos$ciami komoérkowymi; ACE — enzym
przeksztatcajacy angiotensyne; CAD — biatka zawierajace
konserwatywng domene ATP-azowg; CANP - neutralne
proteazy aktywowane przez Ca2+; Cip — proteaza potaczo-
na z biatkiem opiekuriczym; E-64 — L-trans-epoksybursz-
tynylo-leucyloamido(-3-metylo)butan; ERAD — degradacja
biatek zwigzana z endoplazmatycznym retikulum; hsc 73

konstytutywne biatko szoku termicznego o m. czast. 73
kDa; KFERQ — sekwencja Lys-Phe-Glu-Arg-Gln; PEST
— region peptydowy bogaty w proline (P), kwas glutamino-
wy (E). seryne (S), treonine (T); t-CANP — tkankowo-
-specyficzne neutralne proteazy aktywowane przez Ca2+;
u-CANP powszechnie wystepujagce neutralne proteazy
aktywowane przez Ca2+

I. Wstep

Proteoliza odgrywa wazng role zar6wno w proce-
sach katabolicznych jak tez regulatorowych — jej
wynikiem moze by¢ catkowita hydroliza tancuchow
polipeptydowych Ilub jedynie usuniecie niektérych
sekwencji aminokwasowych. Catkowita hydroliza wa-
runkuje, poza degradacjg biatek egzogennych, tak

'Dr, 2mgr, Zaktad Biochemii Uniwersytet Marii Curie-
-Sktodowskiej, Plac M. Curie-Sktodowskiej 3. 20-031 Lublin
e-mail: magda(a hermes.umcs.lublin.pl

Katedra Biochemii. Szkota Gtdwna Gospodarstwa Wiejs-
kiego, ul. Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa
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wazne funkcje komérek, jak: modulowanie wielkosci
puli kluczowych enzyméw i biatek regulatorowych,
usuwanie biatek nieprawidtowych, a takze rozktad
zbednych biatek komdérkowych — szczegdlnie istotny
w warunkach gtodu lub rdéznicowania. Natomiast
ograniczonej proteolizie przypisywany jest udziat
w procesie dojrzewania biatek obejmujacym: (a) usu-
niecie metioniny lub N-formylometioniny z nowo
syntetyzowanych tancuchow polipeptydowych, (b)
przeksztatcanie pre- lub preprobiatek zwigzane z usu-
waniem peptydu sygnatowego warunkujgcego trans-
port przez btony [1, 2], (c) przeksztatcanie w aparacie
Golgiego nieaktywnych probiatek, np. prekursorow
biatek lizosomalnych i sekrecyjnych, w formy bio-
logicznie aktywne [3.4], (d) uwalnianie przez sekretazy
(secretases, membrane protein convertases, sheddases)
rozpuszczalnych izoform biatek btonowych [5]. Prze-
ksztatcanie pre- i preprobiatek katalizujg peptydazy
sygnatowe stanowigce nowy typ proteinaz serynowych
(nie wymagajacych His) [2], ktére znajduja sie w7bto-
nach retikulum endoplazmatycznego, w matriks i bto-
nie wewnetrznej mitochondriow, w stromie i btonie
tylakoidow. Natomiast wiekszo$¢ sekretaz to metalo-
proteazy katalizujgce ciecie biatek btonowych w rejo-
nie bliskim zewnatrzkomdérkowej powierzchni btony,
ktére powoduje uwolnienie fizjologicznie aktywnych
biatek np. enzymu przeksztatcajgcego angiotensyne
ACE (angiotensin converting enzyme), receptorow, li-
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gandow receptoréw [5]. Ograniczona proteoliza sta-
nowi réwniez podstawe dziatania kalpainl w wyniku
ktorego dochodzi m.in. do zmiany aktywnos$ci (ak-
tywacji /inaktywacji) lub zmiany mechanizmu regulacji
aktywnos$ci danego biatka [6],

Procesy degradacyjne poszczeg6lnych biatek prze-
biegajag z ro6zna szybkoscig [7-9], Przyczyny roznic
w okresie pottrwania biatek wewngtrzkomdérkowych
nie sg w petni wyjasnione. W latach 70-tych prébowa-
no ustali¢ korelacje pomiedzy szybkos$cig degradacji
a og6lnymi wiasnosciami fizykochemicznymi biatka
substratowego [7, 8], takimi jak ciezar czgsteczkowy,
punkt izoelektryczny czy ilo$¢ powierzchniowych ob-
szarow hydrofobowych. Za sygnaty wyznaczajace biat-
ka do degradacji uwazano modyfikacje czasteczek
biatkowych, takie jak np. glikozylacja, fosforylacja,
oksydacja, acetylacja, deamidacja [7-10]. Wedtug jed-
nej z nowszych hipotez tzw. ,reqguty N-konca” [11]
0 okresie poéttrwania czasteczki biatkowej decyduje
N-kohcowa reszta aminokwasowa. W komdrkach
eukariotycznych biatka ulegajg degradacji zgodnie
z regutg N-konca po potaczeniu z ubikwityng?2, przy
udziale zaleznego od ATP kompleksu proteasomowe-
go 26S3[12]. Tempo degradacji moze zaleze¢ réwniez
od sekwencji przy C-koncu czasteczki biatka [13].
Poza sygnatami wystepujgcymi przy koncach tan-
cucha polipeptydowego, o stabilnosci biatka moga
decydowa¢ wewnetrzne sekwencje aminokwasowe.
W obrebie wielu biatek, ktore ulegajg szybkiej de-
gradacji zlokalizowano tzw. sekwencje PEST — regio-
ny bogate w proline (P), kwas glutaminowy (E), seryne
(S), treonine (T) [14, 15]. Fosforylacja regiondw PEST
moze przyspiesza¢ degradacje niektorych biatek [15].

W komorkach eukariotycznych funkcjonujg dwa
degradacyjne szlaki proteolityczne (Tab. 1) tj. lizoso-
malny [7, 16]/wakuolarny [10,17, 18] (mniej selektyw-
ny) oraz pozalizosomalny (bardziej selektywny). W li-
zosomach degradacji ulegajg biatka pochodzace badz
z przestrzeni zewnatrzkomérkowych (w wyniku endo-
czy pinocytozy) badz z wnetrza komorki (w wyniku
autofagocytozy lub selektywnego transportu). Miejs-
cem degradacji tych biatek, oprécz ostatecznych lizo-
somow, moga by¢ rowniez prelizosomalne struktury
szlaku endocytarnego [19]. Pozalizosomalny szlak
proteolityczny obejmuje procesy degradacyjne zacho-
dzace w cytosolu, przede wszystkim z udziatem kom-
pleksu proteasomowego 26S [20, 21] i uktadu kal-
painowego [6, 22], oraz proteolize w obrebie orga-

10 kalpainach pisata A.Jakubiec-Puka PostBiochem
(1993) 39: 251-258

20 ubikwitynie pisaty: U. Piotrowska Post Biochem
(1993) 39: 8-16 oraz A Tobiasz i T. Zotgdek Post
Biochem (1997) 43: 91-97

O degradacji cyklin przy udziale systemu ubikwitynowego
pisata B. Grzelakowska-Sztabert Post Biochem
(1993) 39: 16-25

' O degradacji dekarboksylazy ornitynowej przez 26S prote-
asomy pisata M. Manteuffel-Cymborowska Post
Biochem (1996) 42: 113-120
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Tabela 1

Szlaki proteolizy w komodrkach eukariotycznych

Szlak proteolityczny Przyktady enzymoéw

1 Szlak lizosomalny wakuo-
larny
1 lizosomalna degradacja Katepsyny B, D, E, H, L
biatek endogennych
(makroautofagocyatoza,
mikroautofagocytoza,
krinofagocytoza, z u-
dziatem biatka hsc 73)
la. proteoliza endosomalna
2. wakuolarna degradacja
biatek
— proteoliza w wakuo- PrA, PrB. CPY. CPS, API,
lach drozdzy APY, DPAP-B
proteoliza w wakuo-

lach roslin papaina, ficyna, bromelaina

II. Szlak pozalizosomalny
1 Procesy proteolizy w cy-
tosolu
— z udziatem 26S pro- ATP-zalezny kompleks protea-
teasomu somowy 26S
z udziatem systemu /i-CANP (u-CANPI),
kalpainowego m-CANP (U-CANP2), // m-kal-
painy, nCL-1 (t-CANPsk),
nCL-2 (t-CANPsm)
2. Procesy proteolizy w or-
ganellach subkomoérko-
wych
degradacja biatek w ATP-zalezna endopeptydaza
mitochondriach homolog proteazy Lon E.
coli, ATP-zalezne proteazy spo-
krewnione z bakteryjng metalo-
proteaza FtsH
degradacja biatek w ATP-zalezna proteaza spokre-
chloroplastach wniona z bakteryjna proteaza
Cip (proteaza CIpCP), proteaza
homologiczna do bakteryjnej
ATP-zaleznej metaloproteazy

FtsH
— degradacja biatek proteasomy
zwigzana z retikulum
endoplazmatycznym
(ERAD)
proteoliza w aparacie zalezne od Ca2+ serynowe pro-
Golgiego teazy typu subtylizyny (matura-

ses) — np. furyna
proteoliza w btonach peptydazy sygnatowe — sery-

plazmatycznych nowe proteinazy nie wymagaja-

ce His (w btonach ER. mito-
chondriéw, tylakoidéw). sekre-
tazy {secretases, sheddases)

nelli subkomdrkow'ych tj. mitochondriéw [23, 24],
chloroplastow [10, 25, 26], retikulum endoplazma-
tycznego [1, 27], aparatu Golgiego [3, 10] oraz bion
plazmatycznych [1, 5],

Przy omawianiu procesow proteolizy mozna wspo-
mnie¢ rédwniez o wyspecjalizowanych komorkach,
ktérych potencjat proteolityczny jest czesto wiekszy
niz lizosoméw, zwitaszcza w odniesieniu do biatek
egzogennych trawionych w neutralnym pH. Szczegol-
nie wazne sg takie komarki jak neutrofile, makrofagi
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[28, 29] czy osteoklasty [30, 31]. Zachowanie rowno-
wagi miedzy serynowymi proteinazami uwalnianymi
z neutrofili i makrofagéow a inhibitorami tych en-
zymoéw, z grupy serpin (serpins) [32-35], ma istotne
znaczenie przy utrzymaniu homeostazy organizmu.
Zakltécenie tej rownowagi powoduje m.in. zaburzenia
w metabolizmie tkanki tgcznej, prowadzace np. do
rozwoju chordb ptuc [35, 36],

Omoéwienie wszystkich aspektdw proteolizy jest
niemozliwe w ramach tego opracowania. Wazne zaga-
dnienia dotyczace wudziatlu proteaz komérkowych
— tzw. kaspaz w przebiegu apoptozy zostaty opisane
w artykutach opublikowanych wczes$niej na tamach
Postepéw Biochemii4.

Il. Lizosomalna degradacja biatek

W lizosomach degradacji ulegajg biatka egzogenne
jak réwniez endogenne [7, 16]. Degradacja biatek
wewngtrzkomorkowych zachodzi gtéwnie w warun-
kach stresu, np. gtodu [37].

11-1. Szlaki proteolizy lizosomalnej

Biatka wewngtrzkomdérkowe moga wnika¢ do lizo-
soméw co najmniej na 4 r6zne sposoby: makroautofa-
gocytozy, mikroautofagocytozy, krinofagocytozy
[16], a takze selektywnego transportu [38] z udziatem
hsc 73 — konstytutywnego biatka szoku termicznego
o m. czast. 73 kDa (heat-shock cognate protein) rozpoz-
najacego specyficzne sekwencje aminokwasowe: Lys-
-Phe-Glu-Arg-GlIn (tzw. KFF.RQ) [7, 39].

Makroautofagocytoza (klasyczna autofagocytoza)
polega na pobraniu czesci cytoplazmy do wakuoli
autofagocytowych, ktére powstajg z bton pochodza-
cych gtédwnie z retikulum endoplazmatycznego gtad-
kiego [38], Utworzony w ten sposob autofagosom
taczy sie z lizosomem pierwotnym lub wtérnym,
powodujgc powstanie autofagolizosomu [16, 17, 38,
40], Udziat lizosomalnej degradacji biatek w we-
wnatrzkomorkowej proteolizie moze w zaleznos$ci od
typu komérki wynosi¢ do 80% [40]. Fizosomalna
proteolizg jest procesem nieselektywnym [38], gdyz
podlegaja jej biatka réznych struktur komoérkowych,
m.in. mitochondriéw, peroksysomoéw, rybosomédw,
bton retikulum endoplazmatycznego, a takze obecne
w lizosomach biatka rozpuszczalne [41]. Biatka cyto-
solu sg za$ gtéwnie substratami cytosolowych szlakéw'
proteolizy. Ostatnio wykazano [42], ze rOwniez prote-
asomy ulegajg degradacji w7 lizosomach, gtéwnie na
drodze autofagocytozy, chociaz w warunkach gtodu
prawdopodobnie takze poprzez specyficzny transport
z udziatem biatka hsc 73. Uwaza sie, ze proces makro-
autofagocytozy odpowiada raczej za dostosowanie

40 roli kaspaz w apoptozie pisali: B. Grzelakowska -
-Sztabert Post Biochem (1998) 44: 8-21 oraz P. Wid lak
Post Biochem (1998) 44: 252-254
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ogblnego poziomu biatek wewngtrzkomérkowych do
aktualnych potrzeb, niz za specyficzng regulacje pozio-
mu poszczeg6lnych biatek [7].

Mikroautofagocytoza polega na pobraniu matych
porcji cytoplazmy lub cytosolu do pecherzykéw po-
wstajacych przez inwaginacje btony lizosomu, w wyni-
ku czego nastepuje utworzenie wakuoli autofagocyto-
wych wewnatrz lizosomu [7], Podczas gdy proces
makroautofagocytozy zachodzi gtéwnie w warunkach
gtodu ijest regulowany przez poziom aminokwasow,
to mikroautofagocytoza odpowiada za degradacje
biatek dtugowiecznych w warunkach stanu podstawo-
wego [7, 40].

Fizosomalna degradacja produktow sekrecji okres$-
lana jest mianem krinofagocytozy [43]. Jest to proces
polegajacy na fuzji pecherzykéw wydzielniczych z lizo-
somami lub translokacji biatek sekrecyjnych bezpo-
$rednio do lizosomoéw, zamiast do pecherzykéw wy-
dzielniczych [7, 16, 43]. Krinofagocytoza moze by¢
dodatkowym mechanizmem regulacyjnym, zabezpie-
czajagcym komdrke przed przecigzeniem produktami
wydzielniczymi, np. hormonami, gdy tempo sekrecji
jest zbyt niskie [7, 43],

W warunkach dtugotrwatego gtodu, biatka dostajg
sie do lizosomdéw w drodze selektywnego transportu
z udziatem biatka hsc 73 [38]. Biatka rozpoznawane
przez hsc 73 (np. rybonukleaza A) zawierajg N-ter-
minalng 20-aminokwasowg sekwencje, w obrebie kt6-
rej znajduje sie specyficzny region peptydowy obej-
mujacy reszty od 7 do 11. W przypadku RNazy A jest
nim pentapeptyd Fys-Phe-Glu-Arg-Gln, tzn. sekwen-
cja (motyw) KFERQ [39], Pokrewne sekwencje wy-
kryto u okoto 30% biatek cytosolowych. m.in. kilku
enzymow glikolitycznych [41]. Podobne motywy sg
prawdopodobnie odpowiedzialne za selektywng de-
gradacje proteasomow w lizosomach [42].

11-2. Mechanizm proteolizy lizosomalnej

Degradacja biatek wewnatrz lizosomdw jest praw-
dopodobnie inicjowana przez endopeptydazy (protei-
nazy), a kontynuowana przez lizosomalne egzopep-
tydazy: dipeptydylopeptydazy, karboksypeptydazy,
dipeptydazy [44,45], Wsrod wykrytych endopeptydaz
stwierdzono proteinazy cysternowe, takie jak katep-
syny B. H. F oraz aspartylowe, jak katepsyna
D i E [45]. Najwieksze znaczenie w wewnatrzlizoso-
malnej degradacji biatek przypisuje sie katepsynom
D i F [45]. Na istotny udziat proteinaz cysternowych,
poza aktywnymi w kwasnym pH proteinazami aspar-
tylowymi, wskazuje stopiern zahamowania tej proteoli-
zy przez specyficzne w stosunku do cysternowych
proteinaz inhibitory, jak np. E-64, leupeptyna.

I1l. Wakuolarna degradacja bialek

Wakuole roslinne [10], podobnie jak wakuole droz-
dzy [17. 46]. zawierajg réznorodne enzymy hydro-
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lityczne i z tego wzgledu sa czesto uwazane za funk-
cjonalne odpowiedniki lizosoméw zwierzecych. Ostat-
nie dane wskazuja, ze w ro$linach wystepujg dwa typy
wakuoli, z ktorych jeden charakteryzuje sie kwasnym
pH podobnie jak lizosomy [10]. W wakuolach komé-
rek roslin wykryto wszystkie rodzaje hydrolaz pep-
tydylopeptydow. W wakuolach drozdzy wykazano
obecnos$¢ dwoch endopeptydaz: aspartylowej protei-
nazy A (PrA) i serynowej proteinazy B typu sub-
tylizyny (PrB), dwdch karboksypeptydaz: Y i S (CPY,
CPS), dwdch aminopeptydaz 1iY (API, APY — praw-
dopodobnie identycznej z opisywang wczesniej ApCo
[18]) oraz dipeptydylowej aminopeptydazy B (DPAP-
-B) w btonie wakuoli [18, 47], Szlaki biosyntezy
wymienionych proteaz drozdzy oraz potranslacyjne
modyfikacje, obejmujace réwniez zachodzacy w waku-
olach proces kaskadowej aktywacji odpowiednich
proenzymoOw, opisano szczeg6towo w pracy przegla-
dowej [18], Uwaza sie, ze w wakuolach moga ulega¢
degradacji liczne biatka cytosolowe o dtugim okresie
pottrwania, szczeg6lnie w warunkach gtodu [48].
Wyspecjalizowane formy wakuoli ro$linnych tzw. ciata
biatkowe (protein bodies), z ktérych wyizolowano
proteazy odpowiadajgce katepsynom ssakow, sg gtow-
nym miejscem degradacji biatek w kietkujgcych nasio-
nach [10], Ten sposéb mobilizacji biatek zapasowych
obserwowano réwniez w innych tkankach np. lisciach,
podczas niedoboru azotu lub w procesie starzenia
[10], Poziom wakuolarnych proteinaz u drozdzy jest
stosunkowo niski podczas wegetatywnego wzrostu
i znacznie wzrasta w warunkach stresu wywotanego
niedoborem podstawowych sktadnikéw pokarmo-
wych oraz przy sporulacji [18, 49], W komdrkach
Saccharomyces cerevisiae tej wakuolarnej proteolizie
ulegaja np. permeaza uracylu [50] i transporter mal-
tozy [51],

IV. Proteoliza endosomalna

Do niedawma sadzono, ze degradacja makroczas-
teczek pobranych na drodze endocytozy, jak rowniez
autofagocytozy, zachodzi wytacznie w ostatecznych
lizosomach. Najnowsze badania wykazaty, ze cze$-
ciowa lub nawet catkowita hydroliza biatek moze mie¢
miejsce w prelizosomalnych strukturach szlaku en-
docytarnego (wczesnych i p6znych endosomach) [19].

Endosomalnej proteolizie przypisuje sie gtownie
[19, 52]: (a) aktywacje lizosomalnych proteaz, takich
jak katepsyny D i B, ktéore moga by¢ zaangazowane
w degradacje biatek w endosomach; (b) inaktywacje
hormon6w biatkowych, np. naskdérkowy czynnik
wzrostu EGF (epidermal growth factor) jest czesciowo
degradowany w strukturach prelizosomalnych, a na-
stepnie przenoszony do lizosoméw w celu catkowitej

degradacji, — insulina i glukagon sg catkowicie de-
gradowane w endosomach; (c) aktywacje hormonow
biatkowych, np. parathormon — PTH {parathyroid

hormone) jest aktywowany w endosomach na drodze
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ograniczonej proteolizy; (dj udziat w prezentacji an-
tygenow.

V. Proteoliza zalezna od ATP u Prokaryota
V-I. Proteaza Lon

Proteaza Lon (okre$lana réwniez jako La; [53])
bedaca produktem genu lon (od ang. long form; [54])
Escherichia coli jest proteazag zalezng od ATP, ktdra
peini wiele funkcji regulacyjnych w tym organizmie
[53], Geny lon zidentyfikowano takze u innych bak-
terii gramujemnych i gramdodatnich [24], Aktywna
proteaza jest tetramerem zbudowanym z identycznych
podjednostek, z ktérych kazda o m. czast. 87 kDa
zawiera centrum ATP-azy, jak rowniez centrum prote-
azy serynowej [53, 55], Aktywnos$¢ ATP-azowa jest
stymulowana przez DNA, a proteaza Lon wigze sie
z DNA w sposoéb specyficzny — do bogatego w deo-
ksytymidyne i deoksyguanozyne elementu promotora
[24], Funkcje regulatorowe proteazy Lon dotycza
m.in. opornos$ci bakterii na promieniowanie, podziatu
komorkowego oraz proteolitycznej degradacji anor-
malnych polipeptyddéw i pewnych krétkozyjacych bia-
tek regulatorowych takich jak inhibitory podziatu
komoérkowego SulA i RcsA [24, 53]. Proteaza Lon
zostata takze zidentyfikowana jako element odpowie-
dzi E. coli na szok termiczny5 [53],

V-2. Proteaza Cip

Izolowana z E. coli proteaza Cip (chaperone-linked
protease), znana rdwniez jako Ti [53], skiada sie
zdwoéch niehomologicznych podjednostek: proteolity-
cznej (ClpP) i regulatorowej o aktywnos$ci ATP-azy
(ClpA lub ClpX) [10, 53, 56], Podjednostka CIpP (o m.
czast. 21,5 kDa), zawiera proteolityczne centra aktyw-
ne, z ktérych dwa sg charakterystyczne dla katalitycz-
nej triady proteaz typu serynowego [56]. Sama ClpP
nie moze hydrolizowa¢ biatek, funkcjonuje ona jako
peptydaza zdolna jedynie do degradowania krdétkich
peptydow (ponizej 7aminokwaséw) i do petnej aktyw-
nosSci proteolitycznej wymaga potaczenia z CIpA.
Uwaza sie, ze ClpX stymuluje aktywnos$é ClpP w sto-
sunku do substratow biatkowych nie rozpoznawanych
przez CIpA [56], Podjednostka regulacyjna CIpA (o m.
czast. 84 kDa) jest ATP-azg wykorzystujgca hydrolize
ATP do aktywacji ClpP irozfatdowywania substratéw
biatkowych [55, 56]. ATP zwigzany przez CIpA zdwie-
ma odmiennymi strukturalnie ifunkcjonalnie domena-
mi (ATP-1 i ATP-2)jest potrzebny w réznych etapach
degradacji [56], ATP-1 jest niezbedny do utworzenia
stabilnych oligomerow' CIpA ido aktywowania prote-
olizy przez ClpP, prawdopodobnie dzieki zmianom
konformacyjnym wynikajacym z wigzania nukleoty-

50 odpowiedzi E. coli na szok termiczny pisat K. Liberek
Post Blochem (1995) 41: 94-102
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CipA
Rye. 1. Schemat budowy proteazy CIpAP.
ClpP — podjednostka proteolityczna, CIpA — podjednost-
ka regulatorowa
(Opracowano na podstawie danych literaturowych [10, 56])

du. ATP-2 jest w gtéwnej mierze odpowiedzialny za
zalezne od energii etapy niezbedne w degradacji sub-
stratow biatkowych. Podjednostka CIpA uwazana jest
za modelowe biatko Cip z rodziny biatek Clp/HsplOO
[56]. CIpA z E. coli moze in vitro przejawia¢ funkcje
charakterystyczne dla systemu biatek opiekunczych
(molecular chaperones) Hsp70. Przypuszcza sie, ze
ClpA funkcjonuje rowniez jako biatko opiekuncze
w obrebie proteazy Cip, udostepniajagc podjednostce
proteolitycznej przeznaczone do degradacji biatka
w stanie rozfaldowanym. Pierwotnie przypuszczano,
ze zaréwno ClpP jak i CIpA tworzg in vitro hek-
sameryczne pierscienie, ktdre asocjujg przejsciowo
podczas proteolizy. Wykazano jednak, ze ClpP jest
tetradekamerem tworzacym dwa pierscienie — kazdy
po 7 monomer6w, natomiast w Swietle ostatnich
danych CIpA nadal przypisuje sie konfiguracje hek-
sameryczng, co implikuje asymetryczne utozenie oligo-
meréw ClpP i CIpA [10, 56]. Uwaza si¢ zatem, ze
w obecnos$ci ATP proteaza CIpAP sktada sie z tet-
radekameru ClpP zasocjowanego z jednego lub obu
koncéw z heksamerem CIpA (Rye. 1), przypominajac
swojg strukturg 26S proteasom u Eukaryota i Ar-
chaehacteria (por. Ryc. 2). Wnetrze kompleksu ClpP
jest prawdopodobnie wystarczajgco szerokie, by wig-
za¢ duze rozfaldowane polipeptydy, ale zbyt ograni-
czone, by wigza¢ nawet mate, pofatdowane biatka [56],
Niezdolno$¢ do wigzania natywnych polipeptydéw
bytaby zatem przyczyng niemoznos$ci samodzielnego
degradowania biatek przez ClpP. Proteaza Cip bierze
udziat w degradacji niefunkcjonalnych polipeptyddéw
i spontanicznie pojawiajacych sie agregatow biatko-
wych [56] zgodnie z reguta N-kornca [57],

V-3. Proteaza FtsH

Proteaza FtsH (okreslana réwniez jako HfIB; [58])
jest produktem genu ftsH (od ang. Jilamentation tem-
perature sensitive; [59]), ktéry okazat sie identyczny
z genem hflB (od ang. high frequency oflysogeny; [58]).
FtsH jest ATP-zalezng metaloproteazg o masie czast.
74 kDa, zaangazowang w odpowiedzi E. coli na szok
termiczny (patrz przypis5) oraz uczestniczgcg w de-
gradacji niecatkowicie uformowanych biatek E. coli
[26]. FtsH jest biatkiem zakotwiczonym w bitonie
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cytoplazmatycznej dwiema transbtonowymi helisami,
z miejscem wigzania ATP i domeng katalityczng
skierowanymi do cytosolu. Domena ATP-azowa nale-
zy do rodziny AAA—ATP-az zwigzanych z réznymi
aktywnos$ciami komérkowymi (ATPases Associated
with various cellular Activities), a domena proteazowa
zalezna jest od jonéw cynku [60],

VI. Pozalizosomalna proteoliza zalezna od
ATP u Eukaryota

VI1-1. ATP-zalezna proteoliza w mitochondriach

W mitochondriach watroby szczuréw wykazano
[53] obecnos$¢ proteolitycznej aktywnosci zaleznej od
ATP. Enzym odpowiedzialny za te aktywno$¢ okazat
sie endopeptydazg o m. czast. 550 kDa, aktywng
w alkalicznym pH tylko w obecnosci jonéw Mg2+
i ATP, wykazujgcag szereg podobienstw do proteazy
Fon E. coli [23]. Homologi Fon wykryto réwniez
w mitochondriach drozdzy (S. cerevisiae) i cztowieka
[24], Sa one u tych organizméw kodowane przez
genom jadrowy. Enzymy te sg zaangazowane w de-
gradacje anormalnych biatek syntetyzowanych w mi-
tochondri~ch i niektérych enzymow mitochondrial-
nych o kfcétkim okresie péttrwania [23].

W mitochondriach drozdzy wykryto réwniez dwie,
zlokalizowane, w wewnetrznej btonie, ATP-zalezne pro-
teazy spokrewpione z bakteryjng ATP-zalezng metalo-
proteazg FtsH [60], ktdre uczestnicza w degradacji nie
w petni uformowanych biatek mitochondrialnych i nie-
catkowicie zsyntetyzowanych polipeptydéw [25, 26],
Jedna z nich jest biatkiem heteromultimerycznym siega-
jacym do matriks, a druga homomultimerem skierowa-
nym do przestrzeni miedzybtonowej.

VI1-2. ATP-zalezna proteoliza w choloroplastach

Chloroplasty zawierajg do 50% wszystkich biatek
tkanki fotosyntetyzujacej. Przypuszczano, ze biatka
chloroplastow sg degradowane przez proteazy wakuo-
larne [10] lub na szlaku ubikwitynowym [48]. Jednak
obecnie wydaje sie, ze w procesie degradacji zaan-
gazowane sg wystepujace w chloroplastach proteazy,
z ktorych pewne wymagaja ATP [10, 25, 61] (obser-
wowano réwniez ATP-niezalezng proteolize [25, 62]).
Szybka degradacja biatek w chloroplastach ma miejsce
np. gdy kompleks sktadajacy sie z kilku podjednostek
pozbawiony jest jednej z nich.

Jedna z chloroplastowych proteaz zaleznych od
ATP jest spokrewniona z bakteryjng proteaza Cip.
Biatka homologiczne do podjednostek ClpP i CIpA
wykryto w stromie chloroplastéw. Podjednostka pro-
teolityczna ClpP jest kodowana przez genom chloro-
plastowy (u pomidorow — w jadrze [25]), a podjed-
nostka regulatorowa, oznaczana u roslin jako ClpC
[10], przez genom jadrowy. Podobnie jak u E. coli,
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asocjacja pomiedzy ClpC i ClpP zalezy od obecnosci
ATP. Ostatnio stwierdzono, ze stanowigca okoto 10%
subpopulacja ClpC jest zasocjowana z wewnetrzng
btong chloroplastu. Ekspresja podjednostek proteazy
Cip jest konstytutywna [61, 63], chociaz w przypadku
ClpC obserwowano pewng stymulacje $Swiattem [63].
Przypuszcza sie, ze proteaza CIpCP petni u rodlin
funkcje biatka ,,gospodarczego” (housekeeping), pod-
czas gdy ClpC funkcjonuje takze niezaleznie jako
biatko opiekuncze [25],

Ostatnio zidentyfikowano w chloroplastach kilku
roslin wyzszych biatko o m. czgst. 78 kDa, wykazujace
immunologiczne podobienstwo do bakteryjnej ATP-
-zaleznej metaloproteazy FtsH, ktdérego ekspresja zale-
zy od Swiatta (brak go u roslin etiolowanych) [26], Jest
ono integralnym biatkiem btony tylakoidu, z hydro-
fitowa czedciag wyeksponowang ku stromie. Geny tej
proteazy znaleziono w chloroplastach krasnorostow
i brunatnie, natomiast u zielenic i ro$lin wyzszych
biatko to jest kodowane w jadrze i importowane do
chloroplastu. Transbtonowa lokalizacja sugeruje
udziat tej proteazy w degradacji zaré6wno rozpuszczal-
nych biatek stromy jak tez nowo wbudowywanych
biatek tylakoidow.

VI1-3. Proteoliza z udziatem 26S proteaégmu

Gtéwny nielizosomalny szlak degradacji biatek sta-
nowi duzy (2 MDa) ATP-zalezny kompleks proteolity-
czny — 26S proteasom (26S proteaza, 26S kompleks
proteasomowy), ktéry wykryto w cytosolu i jadrze
wszystkich komaérek eukariotycznych [20, 60, 64-67],
Kompleks ten sktada sie z 20S proteasomu (700 kDa)
[68] tworzacego proteolityczny rdzen w ksztalcie
cylindra (beczutki) oraz zasocjowanych na jego kon-
cach dwoch asymetrycznych komplekséw regulatoro-
wych o statej sedymentacji 19S tzw. ,,19S caps'’ (okres-

Kompleks
regulatorowy

-113A-

Ryc. 2. Schemat budowy proteasomu 20S i 268S.

lanych réwniez jako PA700 lub // particie) (Ryc. 2).
Kompleksy ,,19S caps" zawierajg ok. 15-20 réznych
podjednostek (doktadna liczba nadal nie jest znana)
0 m. czast. 25-110 kDa [52, 56], majg aktywnosci
ATP-azowe [65, 69], wigzace ubikwityne [70] oraz
izopeptydazowe [70, 71]. Dotychczas zidentyfikowa-
no 6 blisko spokrewnionych podjednostek o aktywno-
$ci ATP-az, zaliczanych do rodziny biatek AAA [65]
okreslanych tez jako CAD — biatka zawierajgce
konserwatywng domene ATP-azowg (Conserved ATP-
-ase containing Domain proteins) [72], Podjednostki te
prawdopodobnie biorg udziat w dysocjowaniu irozfat-
dowywaniu substratow biatkowych przed ich trans-
lokacjg do rdzenia proteolitycznego. Okre$lane sg ze
wzgledu na petniong funkcje jako ,unfoldases" lub
»reverse chaperones” [60], Inne podjednostki kom-
pleksu ,,cap” odpowiedzialne za selektywnos$¢ proteoli-
Zy sg zaangazowane W rozpoznawaniu substratéw
biatkowych niosgcych sygnaty do degradacji. Kowa-
lencyjne przytaczenie ubikwityny (z utworzeniem tan-
cucha multiubikwitynowego) do biatka substratowego
jest zasadniczym [9, 21, 70, 73], lecz nie wytgcznym
[74] (patrz rowniez przypis3), sygnatem do proteolizy.

Podczas gdy obecno$é kompleksdw 26S stwier-
dzono dotychczas jedynie w komdrkach eukariotycz-
nych, to 20S proteasomy — ATP niezalezne proteazy
wykryto poza Eukaryota, rowniez u Archaehacteria np.
Thermoplasma acidophilum [68, 75] oraz niektorych
Euhacteria (Actinomycetes) np. Rhodococcus erythro-
polis [65, 75], Wiadomo, ze prokariotyczne 20S prote-
asomy mogg degradowac jedynie catkowicie rozfat-
dowane biatka [76], jednak mechanizm rozpoznawa-
nia i rozfatldowywania substratow nie jest doktadnie
poznany. Nalezy doda¢, iz najnowsze badania nad
udziatem proteasomow w schorzeniach uktadu ner-
wowego typu choroby Alzheimera [77, 78] wskazuja,

ze biatko amyloidu tworzy bezposredni kompleks
26S Proteasom Koniugat
198 ubikwitynowo-

biatkowy

Thr — treonina w centrum aktywnym, Ubgq — ubikwityna. (Reprodukowano z: Plant Molecular Biology, vol. 32. o 1996. p. 283,
Proteolysis in plants: mechanisms and functions. Vierstra R.D. [10], fig. 4. za pozwoleniem Khover Academic Publishers oraz R.D. Vierstry.

Zmodyfikowano)
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z katalitycznym wnetrzem proteasomu, co sugeruje
odmienne, w stosunku do prokariotycznych, wymaga-
nia eukariotycznych proteasomoéw dotyczace konfor-
macji degradowanych polipeptydow [78].

Molekularna architektura 20S proteasomu ma cha-
rakter konserwatywny, pomimo wzrastajgcej w toku
ewolucji ztozonosci w skiadzie podjednostek. Wiegk-
szo$¢ prokariotycznych 20S proteasoméw zbudowana
jest zdwdch rodzajow podjednostek: aifi [68], chociaz
u Rhodococcus stwierdzono dwa typy podjednostek
a (alb a2) i dwa typy podjednostek fi (/i,, fi2) [75].
Eukariotyczne 20S proteasomy zawierajg 14 r6znych,
ale spokrewnionych podjednostek, ktére moga by¢
klasyfikowane na podstawie podobienstwa sekwencji

jako podjednostki typu a lub fi [75], Proteasomy
kregowcow osiagnety nawet wyzszy stopien ztozono-
§ci: oprocz podjednostek konstytutywnych istnieje
kilka indukcyjnych podjednostek typu /3, ktére moga
zastepowac ich konstytutywne odpowiedniki i w ten
sposéb wptywaé na specyficzno$¢ substratowg [65].
20S proteasom tworzy cylindryczny kompleks sktada-
jacy sie z 28 podjednostek utozonych w cztery wspot-
osiowe 7-cztonowe pierscienie (patrz Ryc. 2). Dwa
zewnetrzne pier$cienie tworzg podjednostki a, a dwa
wewnetrzne — podjednostki fi (a7/?7/?7a7) [65, 68].
Eukariotyczny proteasom 20S jest ztozonym dimerem
0 symetrii C2, a lokalizacja podjednostek typu
a i 3 w obrebie odpowiednich pierscieni nie jest
przypadkowa, lecz okreslona przez sgsiednie podjed-
nostki [79],

Katalityczna aktywno$¢ proteasomu ograniczona
jest do podjednostek fi Uformowany przez pierscienie
podjednostek wewnetrzny kanat tworzy (potaczone
przewezeniami) trzy wydrazenia, z ktérych $rodkowe
chroni centra aktywne. Budowa centrum aktywnego
20S proteasomu pozwala zaliczy¢ go do rodziny biatek
nowego rodzaju, okre$lanych jako Nth hydrolazy
(N-terminal nueleophile hydrolases) [60, 65], ktorych
wspoblna cechg jest centrum aktywne tworzone przez
pojedynczg reszte: ta sama N-korficowa reszta amino-
kwasowa dostarcza ugrupowanie nukleofilowe i petni
funkcje akceptora protonéw. W proteasomie jest to
reszta Thrl, a dodatkowo wymagana jest Lys33
1GIlul7. Udziat treoniny stat sie réwniez podstawa do
wyodrebnienia pigtej grupy enzymoéw proteolitycz-
nych — proteinaz treoninowych [80]. W przeciwienst-
wie do podjednostek a, wiekszo$¢ prokariotycznych
i eukariotycznych podjednostek typu /7jest syntetyzo-
wana w formie nieaktywnych prekursoréw, Kktére
muszg ulec ograniczonej proteolizie w procesie ,,doj-
rzewania proteasomu”, uwalniajac reszte centrum ak-
tywnego [79, 81], Usuwanie propeptydow (4-70 reszt)
nastepuje drogg autolizy dopiero po zamknieciu pod-
jednostki typu fi w obrebie kompleksu.

Kompleks proteasomowy 26S jest zaangazowany
w degradacje nieprawidtowo zbudowanych izdenatu-
rowanych biatek, jak tez biatek o krotkim okresie
pottrwania istotnych w procesie proliferacji komaorki
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1 regulacji cyklu komoérkowego [82], Ponadto 26S
proteasomy majg bezpo$redni wptyw na regulacje
transkrypcji poprzez przeksztatcanie NFkB idegrada-
cje IkB, jak réwniez poprzez proteolize czynnikdéw
transkrypcyjnych takich jak c-Fos i c-Jun. Ostatnio
wykazano Sciste powigzanie mechanizmu kontroluja-
cego progresje cyklu komérkowego i mechanizméw
aktywujacych program $mierci komdrkowej [83],
Uzyskane wyniki wskazujg, ze 26S proteasom zajmuje
kluczowg pozycje funkcjonujgc jako ,przetgcznik”,
decydujacy o tym czy komorka przystapi do prolifera-
cji czy tez podda sie apoptozie.

VIIl. Proteolizg z udzialem kalpain

Kalpainy scharakteryzowano jako wewnatrzkomar-
kowe neutralne proteinazy cysteinowe (EC 3.4.22.17),
ktére do aktywnosci proteolitycznej wymagajg jonéw
Ca2+ CANP [6, 22, 84], Enzymy te sg szeroko
rozpowszechnione w $wiecie zwierzat. W przeciwienst-
wie do wiekszosci proteaz hydrolizuja tylko 1 lub
2 wigzania w biatkach [85] i w drodze ograniczonej
proteolizy zmieniajg aktywno$¢ lub funkcjonowanie
biatek substratowych [6]. Kalpainy uczestniczg w ta-
kich procesach fizjologicznych, jak: przenoszenie syg-
natéw, réznicowanie komarek, regulacja cyklu komor-
kowego oraz w procesach patologicznych, np. w cho-
robach zwyrodnieniowych miesni i nerwow, w rozwoju
nadci$nienia, w procesie powstawania katarakty [6,
84], Kalpainy, podobnie jak wspomniane wczesniej
kaspazy czy proteasomy, sg zaangazowane w przebieg
apoptozy [84],

Podziatl izolowanych z tkanek ssakéw kalpain na
dwa powszechnie wystepujgce typy: p- i m- (aktywne
odpowiednio przy //-molarnych i m-molarnych steze-
niach Ca2+), zostat zmieniony po odkryciu nowego
rodzaju kalpainy — p94 (nCF-1), ktorej obecnosé
stwierdzono jedynie w miesniach szkieletowych. Kolej-
ny tego typu enzym wyizolowano z zotgdka [6],
Zaproponowany w zwigzku z tymi odkryciami podziat
[86] kalpain obejmowal dwie grupy: kalpainy po-
wszechnie wystepujace (konwencjonalne) itkankowo-
-specyficzne (nowe). Do pierwszej grupy nalezg //-kal-
painy, m-kalpainy oraz wykryte tylko w tkankach
kurczat ///m-kalpainy [87], o pos$redniej w stosunku
do //- im-kalpain wrazliwo$ci na Ca2+. Do tkankowo-
-specyficznych kalpain zaliczono n-kalpaine-1 (nCF-1)
oraz izolowane z zotgdka n-kalpaine-2 in-kalpaine-2’.

Zgodnie z najnowszg propozycjg nazewnictwa [22]
powszechnie wystepujace kalpainy {ubiquitous calpa-
ins) oznacza sie jako u-CANPI (poprzednio //-CANP)
i U-CANP2 (poprzednio m-CANP). W przypadku
tkankowo-specyficznych enzyméw, liczac sie z od-
kryciem nowych izoform, po akronimie t-CANP sto-
suje sie kod literowy identyfikujacy tkanke lub organ,
np. izoforma specyficzna dla miesni szkieletowych
powinna by¢ oznaczana jako t-CANPsk (dotychczas
nCL-1, p 94), a w przypadku mieé$ni gtadkich jako
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t-CANPsm (dotychczas nCL-2).

Kalpainy powszechnie wystepujgce (u-CANPs) sg
enzymami heterodimerycznymi skiadajgcymi sie z duzej
(80 kDa) podjednostki katalitycznej, w obrebie ktdrej
wyroznia si¢ 4 domeny (I-1V) oraz matej podjednostki
regulatorowej (30 kDa) zawierajgcej dwie domeny (IV'
i V). N-koncowe domeny podjednostki duzej i matej (I
i V), ulegajg autoproteolizie w obecnosci Ca2+.

Tkankowo-specyficzne kalpainy uwaza sie za en-
zymy istniejagce w formach monomeréw lub oligo-
merdw podjednostki katalitycznej [84], Kalpaina
nCL2’ ze wzgledu na brak domeny IV okre$lana jest
jako atypowa [84],

W przeciwiefAstwie do powszechnie akceptowanego
faktu, ze in vitro rozcinanie substratow przez CANP
jest zawsze poprzedzone jej aktywacjg uwarunkowang
autoproteoliza domen 1 i V, mechanizm aktywacji
kalpain in vivo nadal nie jest w peini wyjasniony.
Autoproteolityczne rozcinanie podjednostek katality-
cznych i regulatorowych wymaga stezenia Ca2+ co
najmniej o rzad wielko$ci wiekszego of fizjologicznego
stezenia Ca2+ panujgcego w cytosolu. Te sprzecznos$c
probujag wyjasnié rézne hipotezy. Jedna z nich zaktada,
ze kalpaina w postaei dimeru 80/30 kDa wystepuje
w tkankach jako nieaktywny proenzym, ktéry w obe-
cnosci Ca2+ ulega autokatalitycznemu przeksztatce-
niu do aktywnej postaci CANP 76 18 kDa (z pro-
duktem posrednim autolizy podjednostki katalitycz-
nej o masie 78 kDa) [22], Cytosolowe czynniki ak-
tywujgce (biatka, fosfolipidy, DNA) mialyby by¢ od-
powiedzialne za obnizenie stezenia Ca2+ niezbednego
do autolizy. Wedtug innej hipotezy, aktywacja CANP
jest niezalezna od jej autolizy, wymaga asocjacji z bto-
ng komdérkowa i konczy sie dysocjacja podjednostki
regulatorowej od katalitycznej [22, 84]. Yoshiza-
wa i wsp. [88, 89] wykazali, ze kalpainy dysocjuja
na podjednostki w obecnosci jonéw' Ca2+ w stezeniu
wymaganym do wyrazenia aktywnosci [88], oraz
ze oddysocjowana podjednostka 80 kDa posiada
petng aktywnos$¢ enzymatyczng [89]. In vivo autoliza
moze nie byé obligatoryjna, a asocjacja z btonami
biologicznymi mogtaby wystarcza¢ do uwolnienia cen-
trum aktywnego i uczynienia go dostepnym dla sub-
stratdéw przy fizjologicznym stezeniu Ca2+. Nieod-
wracalny proces autolizy moze mie¢ miejsce in vivo
tylko w warunkach ekstremalnych takich jak nekroza
komorki lub apoptoza, podczas gdy aktywacja w no-
rmalnych warunkach komérkowych moze po prostu
odzwierciedla¢ odwracalng asocjacje proteinazy z bto-
ng (i/lub cytoszkieletem), gdzie substraty moga by¢
rozcinane w odpowiedzi na ograniczone zmiany cy-
tosolowego stezenia Ca2l. Zatem mozliwe jest fun-
kcjonowanie kalpain in vivo jako monomeréw pod-
jednostek 80 kDa, jak rowniez w autolizowanej formie
76 kDa.

Dodatkowym mechanizmem kontroli proteolitycz-
nej aktywnosci CANP madgtby by¢ poziom fosforyla-
cji defosforylacji jej endogennego inhibitora (kalpas-
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tatyny) [22]. Kalpastatyna blokuje zaktywowang nie-
odwracalnie forme 78 kDa. ktéra opuszcza btone po
autolizie i ktora jesli jest przeksztatcona w aktywna
forme 76 kDa mogtaby by¢ niebezpieczna dla komé-
rki. Niedawno zaproponowano model aktywacji
m-kalpainy na drodze kaskady kalpainowej [90],

VIIl. Proteoliza w retikulum endoplazmaty-
cznym

W endoplazmatycznym retikulum (ER) ma miejsce
przeksztatcanie prebiatek lub preprobiatek: wszystkie
biatka sekrecyjne, lizosomalne, wiekszos¢ integralnych
biatek btonowych jest syntetyzowana w postaci preku-
rsoréw zawierajagcych N-koncowga sekwencje sygnato-
wa (presekwencje), ktorej odszczepienie odbywa sie
zwykle kotranslacyjnie przy udziale endopeptydazy,
nalezgcej do nowego typu proteinaz serynowych (nie
wymagajacej His) [2], ktéra jest umiejscowiona na
wewmetrznej cysternowej powierzchni btony retikulum
endoplazmatycznego. Odszczepiony prepeptyd ulega
natychmiastowej proteolizie do wolnych aminokwa-
sow [1],

Kontrola jakoSciowa nowo syntetyzowanych biatek
zapewnia, ze tylko prawidtowo sfatdowane, odpowied-
nio uformowane biatka opuszczajg retikulum endo-
plazmatyczne isg dalej transportowane poprzez szlak
sekrecyjny. Wiekszo$¢ biatek nie osiggajgcych stanu
odpowiedniego do tego transportu ulega degradacji
[91] na szlaku okre$lanym jako ER AD (ER-associated
protein degradation pathway) [27], ktory jest wysoce
selektywny w stosunku do niecatkowicie uformowa-
nych lub nieprawidtowych biatek. Wykazano, ze kal-
neksyna (calnexin) biatko opiekuncze retikulum
endoplazmatycznego odgrywa istotng role w procesie
degradacji biatek zwigzanym z ER. co wskazywatoby
iz wiasnie biatka tej klasy determinujg selektywnos$¢
substratowg [92], Chociaz poprzednie badania suge-
rowaly. ze w omawianym procesie degradacji ucze-
stniczg niezidentyfikowane proteazy zlokalizowane
w retikulum endoplazmatycznym, to najnowsze dane
wskazujg na udziat proteasomoéw [27, 92, 93], Stwier-
dzono, ze degradacja nieprawidtowych biatek retiku-
lum endoplazmatycznego zachodzi w cytoplazmie
[27], Udowodniono réwniez udzial proteasomoéw’
w degradacji integralnego biatka bton — transbtono-
wego regulatora mukowiscydozy CFTR (cysticJibrosis
transmembrane conductance regulator) [92], Lokaliza-
cja kompleksdw proteasomowych zaangazowanych
w degradacje biatek zwiazang z retikulum endoplaz-
matycznym mogtaby nie ogranicza¢ sie do cytosolu,
poniewaz udokumentowano mozliwo$s¢ wykrywania
proteasomow w strukturach pre-Golgi [94].

IX. Proteoliza w aparacie Golgiego

Istotny etap w procesie dojrzewania biatek stanowi
przeksztatcanie prekursorow biatek sekrecyjnych i li-
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zosomalnych (probiatek) w ostateczng postac. Jest ono
zwigzane z odcinaniem dodatkowego peptydu tzw.
sekwencji propeptydowej w miejscu wyznaczonym
przez pare aminokwas6w zasadowych, zwykle Lys-
-Arg lub Arg-Arg, rzadziej Arg-Lys, Lys-Lys [3, 10].
U wyzszych Eukaryota w proteolitycznym przeksztat-
caniu prekursoréw biatek biorg udziat zalezne od
jonéw Ca2+ serynowe proteazy typu subtylizyny,
stanowigce nowga rodzing komorkowych proteinaz
okres$lanych jako ,convertases" lub ,,maturases” [4].
Wykryto 5 tego typu proteaz spokrewnionych z bak-
teryjna proteaza KEX2: PC2, PC3/PC1, PC4, furyne,
PACE4 [3, 10], Sa one integralnymi biatkami btony
w aparacie Golgiego [95] iodpowiadajg za przeksztat-
canie prekursoré6w prawie wszystkich neuropeptydéw
i hormonow peptydowych, wielu czynnikow wzrostu
i ich receptoréw, a takze toksyn komdrkowych [3].

X. Uwagi koncowe

Dane dotyczgce bakteryjnych, roslinnych izwierze-
cych systemoéw proteolitycznych wskazujg, ze organi-
zacja tych systeméw i sposoby rozpoznawania biatek
docelowych czesto majg charakter zachowawczy. Po-
zwala to na tworzenie pewnej ,,bazy danych” z infor-
macji uzyskiwanych przy badaniu organizmoéw nalezga-
cych do roznych krdlestw. Mozliwo$¢ wykorzystywa-
nia zebranych informacji ma znaczenie zaréwno dla
badan podstawowych, jak réwniez przy opracowywa-
niu strategii terapeutycznych w stosunku do schorzen,
w rozwoju ktorych istotng role odgrywa proteoliza.

Praca wykonana w ramach dziatalno$ci statutowej Zaktadu
Biochemii UMCS, przy wsparciu Komitetu Badan Nauko-
wych, KBN BS/BiNoZ/4.
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V. Receptor aktywatora plazminogenu typu urokinazowe-
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VI.  Regulacja ekspresji genéw ukladu aktywacji plazmino-
genu przez onkogeny

VIIl. Uktad aktywacji plazminogenu jako cel terapii an-
tynowotworowej

VIII. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotow: ECM — macierz zewnatrz-

komérkowa, uPa — aktywator plazminogenu typu urokina-
zowego, urokinaza; pro-uPa proenzym uPa. prourokina-
za; UPAR receptor uPA; PAI-1 i PAI-2 — inhibitory
aktywatoréw plazminogenu typu 1i2; EGF — naskérkowy
czynnik wzrostu; HGF - czynnik wzrostu hepatocytow;
HM W uPA dwutancuchowa forma uPA o duzej masie
czasteczkowej; LMW uPA - dwutancuchowa forma uPA
0 malej masie czasteczkowej; uPAR — receptor aktywatora
plazminogenu typu urokinazy; tPA — tkankowy aktywator
plazminogenu; pz pary zasad; 1L interleukina; TGF

transformujacy czynnik wzrostowy, PLAUR gen
receptora aktywatora plazminogenu typu urokinazowego;
UTS obszar nie podlegajgcy translacji.

I. Wprowadzenie

Progresja nowotworéw, obejmujgca inwazje i meta-
staze, jest ztozonym, wieloetapowym procesem, zawie-
rajacym odtgczenie komérek nowotworowych od pier-
wotnego miejsca, ich migracje przez naczynia krwio-
nos$ne lub wezty chtonne, adhezje do elementdw macie-

1 Dr hab., 2 mgr, 3 studentka V roku genetyki w Katedrze
Genetyki Molekularnej Uniwersytetu £ddzkiego, ul. Bana-
cha 12/16, 90-237 L6dz
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rzy komorkowej i zewnatrzkomérkowej (ECM) or-
ganow docelowych, degradacje proteolityczng biatek
macierzowych i proliferacje komodrkowa (przeglad
w [1]). Z ECM moze oddzialtywaé szereg enzymow
—zarowno tych, ktdre sg integralng czescig macierzy,
jak i zwigzanych z zewnetrzng strong biony plaz-
matycznej komodrek. Funkcje proteolityczne tych en-
zymow sg regulowane przez odpowiednie inhibitory,
ktére razem z enzymami ksztattujg biochemiczng
charakterystyke ECM. W procesie progresji nowo-
tworéw oddziatywanie pomiedzy komdrkami nowo-
tworowymi i ECM jest niezbedne. Przy tworzeniu
odlegtych przerzutéw konieczne jest naruszenie pota-
czen miedzykomorkowych w! guzie pierwotnym,
a uwolnione komorki muszg mie¢ zdolno$¢ do poko-
nywania barier w postaci ECM. wyscidtki guza iscian
naczyn. Aby oddziatywania te byty mozliwe, konieczne
sg zmiany w ECM, ktére zachodzag przy udziale
enzymow proteolitycznych uwalnianych przez komor-
ki rakowe [2, 3],

Progresja guza pierwotnego obejmuje trzy gtowne
etapy: przytaczenie i oddzialywanie komorek rako-
wych z elementami btony podstawnej i ECM, lokalng
proteolize i migracje komérek nowotworowych [4],
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Proteoliza moze zachodzi¢ przy udziale proteaz czte-
rech klas: (1) metaloproteaz macierzowych: kolagenaz,
zelatynaz i stromielizyn [5-8]; (2) proteaz cysterno-
wych: katepsyn B i L [9-13]; (3) proteazy aspartylowej
katepsyny D [14-16] oraz proteaz serynowych, w tym
sktadnikéw urokinazowego uktadu aktywacji plaz-
minogenu [17-21], Potencjalnie duza rola uktadu
aktywacji plazminogenu w procesach inwazji nowo-
twordw jest przedmiotem zainteresowan od kilku-
dziesieciu lat (przeglad w [17]).

Il. Urokinazowy szlak aktywacji
nogenu

plazmi-

Gtéwnymi sktadnikami urokinazowego uktadu ak-
tywacji plazminogenu s3: aktywator plazminogenu
typu urokinazowego (uPA), jego receptor (UuPAR)
i inhibitory (PA 11 i PAI-2) (Ryc. 1)

Aktywator plazminogenu typu urokinazowego jest
proteazg serynowg uwalniang z komoérek w postaci
nieaktywnego proenzymu (pro-uPA) jako pojedynczy
tancuch polipeptydowy [22], Receptor pro-uPA ulega
transformacji proteolitycznej do dwutancuchowej, ak-
tywnej formy uPA, ktora przeksztalca nieaktywny
zymogen plazminogen do aktywnej plazminy. Plaz-
mina moze aktywowac pro-uPA, jednakze mechanizm
pierwotnej aktywacji pro-uPA w warunkach fizjo-
logicznych nie zostat jeszcze doktadnie wyjasniony.
Zarowno pro-uPA jak i uPA mogg sie taczyC ze
specyficznym komdrkowym receptorem powierzch-
niowym, uPAR [23-25], co przy wigzaniu plazminoge-
nu ze swym receptorem, znacznie zwigksza tempo
powstawania plazminy [25, 26]. Aktywno$¢ uPA jest
regulowana przez inhibitory aktywatoréw plazmino-
genu typu 1(PAI-1)itypu 2 (PAI-2) oraz neksyne [27],
Kompleksy uPA- inhibitor sa internalizowane przez
komdrki w procesie zaleznym m.in. od uPAR [28, 29].

Wyniki badan immunohistochemicznych fragmen-
tow tkanki z guzéw ztoSliwych wskazujg na obecnosé
sktadnikow uktadu aktywacji plazminogenu na po-
wierzchni komorek biorgcych bezposredni udziat w in-
wazji guza oraz komdrkach wysciotki guza [30].
Sugeruje to istnienie ztozonych oddziatywan pomiedzy
komorkami guza i wysciotki w procesie inwazji nowo-

plazminogen ----- » plazmina

pro-uPA > uF\’/A » UPA-uPAR m— UuPAR

/

PAI-1/2

Ryc. 1. Uproszczony schemat urokinazowego uktadu aktywacji
plazminogenu. uPA — aktywator plazminogenu typu uro-
kinazowego; pro-uPA — proenzym uPA; uPAR — receptor

uPA; PAI-1/2 — inhibitor aktywatoréw plazminogenu
typu 1 lub 2. Linie ciagte symbolizujag aktywacje, linie
przerywane —hamowanie.
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tworéw. Podobne oddziatywanie ma miejsce przy prze-
mieszczaniu sie komoérek prawidtowych, jednakze ko-
morki nowotworowe charakteryzujg sie wyzszym po-
ziomem ekspresji receptoréow aktywatoréw plazmino-
genu, co pocigga za soba wieksza ilos¢ aktywnych
enzymodw proteolitycznych na powierzchni komérek
rakowych [31], Poza tym nalezy odrdézni¢ przemiesz-
czanie sie komdrek prawidtowych od inwazji komérek
rakowych, ktéra ma charakter czynnej penetracji ECM.

I1l. Aktywator plazminogenu typu urokina-
Zowego

I11-1. Biatko i gen

Aktywator plazminogenu typu urokinazowego,
uPA (urokinaza), jest proteazg serynowg 0O masie
czasteczkowej 55 kDa, zawierajaca 411 reszt amino-
kwasowych. Fragment C-koncowy czasteczki uPA
zawiera centrum aktywne, natomiast fragment N-kon-
cowy — domene kringle i domene majaca strukture
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF). Urokinaza
przeksztatca nieaktywny zymogen plazminogen w pla-
zmineg, ktéra bierze udzial w degradacji biatek ECM
[17,32], Aktywator uPA jest uwalniany przez komarki
prawidtowe i nowotworowe jako jednotancuchowy
zymogen (pro-uPA, prourokinaza), nie wykazujacy
aktywnosci proteolitycznej. Trawienie szkieletu biatka
pro-uPA, mogace by¢ katalizowane m.in. przez plaz-
mine, prowadzi do powstania aktywnej dwutancucho-
wej formy uPA o duzej masie czasteczkowej, HM W
uPA, ktdra na skutek dalszego trawienia moze ulec
przeksztatceniu w dwutancuchowg forme uPA o matlej
masie czasteczkowej, LMW uPA, i fragment amino-
konncowy zawierajacy domene kringle i domene EGF
[4], Zardwno pro-uPA, jak i uPA mogag by¢ wigzane
z takim samym powinowactwem do powierzchniowe-
go receptora aktywatora plazminogenu typu urokina-
zowego (uPAR).

Gen uPA cztowieka znajduje sie w dtuzszym ramie-
niu chromosomu 10 i zawiera 6,4 kpz [33]. W genie
tym znajduje sie jedenascie eksonow o dtugosci 87, 87,
27, 107, 174. 9E 219, 148, 140, 148 i 1105 pz prze-
dzielonych intronami o dtugosci 305, 416, 145, 602,
192, 156, 220, 664, 3451988 pz. W obszarze promotoro-
wym genu wystepujg powtdrzenia Alu, sekwencje
wzmacniajagce i wyciszajgce [34], Ponadto, obszar
promotorowy zawiera szeScionukleotydowg sekwen-
cje GGCGGG, powtarzajacya sie trzykrotnie pomiedzy
kasetami CAAT i TATA, mogaca mie¢ znaczenie dla
aktywnosci promotora [35], Znane sg dwa rodzaje
polimorfizmu genu uPA: zamiana C na T w eksonie
8 i rzadziej wystepujacy, powodujacy zastgpienie leu-
cyny przez proling w domenie kringle [36].

I11-2. uPA a nowotwory
Komorki, w ktorych zachodzi ekspresja uPA moga
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by¢ identyfikowane przez hybrydyzacje in situ lub
metodami histochemicznymi. Badania rozktadu czas-
teczek uPA w guzach nowotworowych, pozwolity na
stwierdzenie jego duzej niejednorodnos$ci — najwiek-
sza gestos¢ czasteczek znajdowana byta zazwyczaj
w obszarach peryferyjnych guzéw, obejmujgcych miej-
sca kontaktu z tkankg prawidtowg [37], Wskazuje to,
ze uPA, obecny przede wszystkim na ,inwazyjnych
krawedziach” guza, bierze czynny udzial w progresji
nowotwordw. llos¢ uPA wytwarzanego przez komorki
rakowe jest dodatnio skorelowana z ich inwazyjnoscia
— co zostatlo potwierdzone w szeregu badan prze-
prowadzonych zarédwno na tkance rakowej, jak i li-
niach komoérek nowotworowych o réznym stopniu
ztosliwosci [38]. Mozliwe jest zatem ustanowienie
korelacji pomiedzy poziomem uPA izr6znicowaniem
guza, bedgcym podstawowym parametrem decydujg-
cym o jego ztosliwosci, a tym samym inwazyjnosci.
Obok zréznicowania pod uwage moga by¢ takze brane
zaawansowanie kliniczne nowotworu oraz wystepo-
wanie lub brak przerzutow. Potwierdzaja to wyniki
badan, w ktérych stwierdzony wyzszy poziom uPA
w rakach zotgdka dajgcych przerzuty, niz w rakach bez
przerzutéw [39]. Podobnie, w glejaku guzy o wysokim
(3 lub 4) stopniu zaawansowania wykazywaty od
czterech do pieciu razy wieksza zawarto$¢ urokinazy
od guzoéw o0 mniejszym zaawansowaniu (2 stopien)
[40]. Ponadto stwierdzono znaczgco wyzszy poziom
aktywnosci uPA w ogniskach wtérnych nowotworéw
w pordwnaniu z normalng tkanka i guzami pierwo-
tnymi [41, 42].

Zwigzek poziomu uPA zobrazem klinicznym nowo-
tworu pozwala na rozwazanie mozliwosci zastosowa-
nia go jako markera transformacji nowotworowej.
Zaobserwowano, ze wysoki poziom uPA korelowat
z krotszym czasem catkowitego przezycia pacjentow
z rakiem sutka [43], Stwierdzono, ze 93% chorych na
raka sutka z niskim poziomem PAI-1 przezywato
3 lata po radykalnym zabiegu bez objawoéw choroby,
natomiast w$réd chorych z wysokim poziomem uPA
odsetek ten wynosit tylko 55% [44], Urokinaza moze
by¢ uzytecznym markerem raka sutka, szczegdlnie
w przypadku pacjentow z dodatnimi receptorami
estrogenowymi, zaréwno bez przerzutow jak iz prze-
rzutami do weztéw chtonnych [45]. Poza rakiem sutka
poziom uPA moze by¢ markerem wielu nowotworéw
ztosliwych, m.in. raku ptuc [46, 47], pecherza moczo-
wego [48], jelita grubego [49], szyjki macicy [50],
jajnikéw [51], nerek [52], moézgu [53], prostaty [54]
i innych [55].

Degradacja ECM przy udziale uPA moze nastepo-
waé w wyniku trawienia sktadnikéw ECM: lamininy
i kolagenu typu IV przez plazmine powstatg na skutek
aktywacji plazminogenu przez uPA [56], uPA moze
takze aktywowa¢ czynnik wzrostu hepatocytow
(HGF) [57], ktéry jest homologiczny sekwencyjnie
z uPA i wystepuje w formie jednotancuchowej mito-
genicznie nieaktywnej lub w aktywnej formie dwutan-
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cuchowej. Forma jednotahcuchowa jest trawiona
przez uPA, co powoduje aktywacje HGF, ktéry wow-
czas staje sie silnym mitogenem i moze stymulowacd
angiogeneze. Wykazano, ze wysoki poziom uPA jest
dodatnio skorelowany z indukcjg angiogenezy iinwa-
zja naczyniowa [58], wobec czego uPA moze braé
udziat w progresji nowotwor6w przez mechanizm
z udziatem HGF.

IV. Inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 1
IV-1. Biatko i gen

Inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu 1, PAI-1,
jest gtikoproteing o masie 50 kDa, nalezagcg do nad-
rodziny inhibitoré6w proteaz serynowych, Serpin [59],
Jednotancuchowa czasteczka PAI-1 zawiera 379 reszt
aminokwasowych ijest inhibitorem aktywatoréw pla-
zminogenu: tkankowego (tPA) i urokinazowego.
cDNA PAI-1 koduje prebiatko o dtugosci 402 amino-
kwaséw, zawierajgce 23 aminokwasowy hydrofobowy
fragment sygnalny, po strawieniu ktérego przy
N-koncowej reszcie serynowej pozostaje 379 amino-
kwasowe biatko stanowigce czasteczke PAI-1 [82].
PAI-1 jest syntetyzowany gtownie przez komorki
$rédbtonka, megakariocyty, komorki naczyniowe mie-
$ni gtadkich i komaérki watroby [60].

Gen PAI-1, znajdujacy sie w 7g21.3-q22, ma 12,3
kpz, tworzacych 9 eksonow rozdzielonych 8 intronami
[60]. Dtugosé eksondw zawiera sie w przedziale 84-
-1823 pz, dtugos$¢ intronéw wynosi od 119 pz do 1764
pz. W genie PAI-1 zidentyfikowano 12 sekwencji,
ktére charakteryzujg sie wysokim stopniem homologii
z powtorzeniami Alu oraz powtarzajgce sie diugie
odcinki polipurynowe. Obszar flankujacy od strony 5’
genu PAI-1 zawiera elementy regulacyjne typu cis:
odcinki CCAAT i TATAA oraz sekwencje homo-
logiczne z elementami wzmacniajgcymi transkrypcje
u eukariontéw. Obszary genu nie podlegajace trans-
lacji (UTS) od strony 5’ i 3" liczag odpowiednio 145
i 1800 pz, a 3'-UTS zawiera kilka miejsc poliadenylacji.
Gen PAI-1 nalezy do genéw polimorficznych — zna-
nych jest jego 8 polimorfizméw (Tab. 1) [61]. Przypu-
szcza sie, ze polimorfizm 4G/5G w regionie promotora
genu PAI-1 moze mie¢ funkcjonalne znaczenie w regu-
lacji jego ekspresji [61].

PAI-1 moze odgrywac istotng role zar6wno w regu-
lacji procesow fizjologicznych jak i patologicznych.

IV-2. Rola w progresji nowotworéw

Inhibitor PAI-1 reguluje aktywnos$¢é uPA, jednego
z kluczowych enzymdw proteolitycznych biorgcych
udziat w metastazie. Regulacja nastepuje poprzez
tworzenie kompleksu kowalencyjnego enzym-inhibi-
tor, przy czym hamowaniu podlega zaréwno wolny
uPA jak izwigzany ze swoim receptorem, uPAR [62],
Rola PAI-1 w biologii nowotworéw nie jest jeszcze
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Tabela 1.
Polimorfizmy genu PAI-1.

Miejsce Rodzaj podstawienia
-844 N4 O

-675 4G - 5G

-200 (CA)n

+ 6320 (CA)n

+ 9785 N4 0

+ 11320 insercja/delecja sekwencji

9-nukleotydowej

w koricowym RFLP Hind Il
obszarze 3’
+ 11053 G ->T

Komérka nowotworowa

uPAR
/ \

kompleks uPA/uPAR/PAI-1|
P v

\ [ uPA
| ‘ V »}A’ Pro-uns el
/ plazmina » plazminogen

proteoliza
(btona podstawna, macierz zewngtrzkomérkowa)

PAI-1

Ryc. 2. Schemat wzajemnych oddziatywan pomiedzy aktywatorem
plazminogenu typu urokinazowego, uPA, jego receptorem,
uPAR i inhibitorem PAI-1 w procesie migracji komédrek
nowotworowych. Aktywacja jest oznaczona strzatkami, na-
tomiast hamowanie — figurag w ksztatcie obr6conej litery T.

doktadnie okreslona. Rezultaty niektérych badan su-
geruja, ze PAI-1 ochrania komdrki nowotworowe
przed degradacjg proteolityczng, ktora obejmuje wte-
dy przylegajace komdrki prawidtowe umozliwiajac
inwazje nowotworow [62], PAI-1 moze wigzac¢ si¢ ze
znajdujgcym sie na powierzchni komérek kompleksem
UPAR/UPA, tworzac w ten sposéb nieaktywny en-
zymatycznie tréjsktadniowy kompleks receptor-prote-
aza-inhibitor (Ryc. 2), ktory jest internalizowany przez
komérki nowotworowe [4], Tempo uwalniania PAI-1
zwiekszajg cytokiny pochodzace z komdérek nowo-
tworowych i naciekajgcych guzy makrofagow. Wzrost
aktywnoséci PAI-1 obserwowano w réznych nowo-
tworach: raku sutka, szyjki macicy, jajnikéw, zotadka,
okreznicy, ptuc, mézgu, nerek [4], Korelacja poziomu
PAI-1 z przebiegiem klinicznym raka jest podstawg
stosowania stezenia PAI-1 jako markera w wielu
chorobach nowotworowych. Pacjenci chorzy na no-
wotwory sg zaliczani do grupy wysokiego, badZ nis-
kiego ryzyka zaleznie od poziomu PAI-1 we wczesnym
stadium nowotworu [4],

Do podwyzszonej ekspresji genu PAI-1, obserwo-
wanej w wielu chorobach nowotworowych, moze
przyczynia¢ sie polimorfizm 4G/5G, ze wzgledu na
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Sekwencja alleli

- 855- CAGCTCG AAGAAGT -
-855 -CAGCTCGAGGAAGT-
- 680- CGTGGGGAGTCAGCC
- 680- CGTGGGGG AGTCAGC
sekwencje powtarzajace sie w regionie promotora
sekwencje powtarzajace si¢ w intronie IV
+ 9782 CCACCTGGGCGACAG
+ 9782 CCGCCTGGGCGACAG
+ 11320 CGCGCCCCCGCGC
+ 11320 GCGC
istnienie lub brak dodatkowego miejsca
restrykcyjnego dla HindlU w obszarze koricowym 3’
+ 11044 GGAAGAAAGGTCAGA
+ 11044 GGAAGAAATGTCAGA

swoje potozenie w pozycji — 675 obszaru promotoro-
wego, ktorego sekwencja moze okresla¢ charakter
oddziatywania z 5 obszaru promotorowego, ktdérego
sekwencja moze okreslaé charakter oddziatywania
zczynnikami transkrypcyjnymi, wptywajgcego na eks-
presje genu. Rezultaty badan wstepnych wskazuja, ze
rowniez warianty konstytutywne genu PAI-1 moga
mieé znaczenie dla ryzyka wystgpienia choroby nowo-
tworowej [63].

Trudno jest podaé przyczyne zwiekszonego pozio-
mu PAI-1 wnowotworach ztoSliwych, tym bardziej, ze
w niektdrych badaniach obserwowano hamowanie
inwazji nowotworéw przez PAI-1 [64], Ten zmienny
efekt PAI-1 moze by¢ zwigzany z wptywem nadmiernej
aktywacji plazminogenu na inwazje nowotworow.
Obecny w nadmiarze w stosunku do swego receptora
uPA nie tylko nie stymulowat lecz hamowat inwazje;
podobny efekt obserwowano w uktadach modelo-
wych, gdy na skutek réznic gatunkowych nie na-
stepowato wigzanie uPA z uPAR [65]. Zatem wy-
twarzanie duzej ilosci plazminy moze powodowac
degradacje ECM do stopnia, ktéry zagraza adhezji
komérek potrzebnej przy ich przemieszczaniu. Podob-
nie, pomimo, ze duze ilosci PAI-1 mogg chroni¢ ECM
przed inwazja przez proteolityczne dziatanie plazminy,
niewielkie ilosci PAI-1 moga ostania¢ biatka ECM
niezbedne dla przemieszczania sie komérek. Zapropo-
nowano takze, ze PAI-1 moze modulowaé wigzanie
uPAR z ECM, wskutek czego komdérka rakowa prze-
mieszcza sie w sposéb oscylacyjny, bedac na przemian
wigzana i odtgczana od ECM.

V. Receptor aktywatora plazminogenu typu
urokinazowego

V-1. Biatko i gen

Receptor uPAR =zostat zidentyfikowany po raz
pierwszy w monocytach jako amfifilny, pojedynczy
tancuch polipeptydowy wigzgcy z duzym powinowac-
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twem (5x 10 10 M) N-kohAcowy fragment uPA [23,
29, 66],

W wigzaniu uPA z uPAR bierze udzialt domena
EGF uPA [27]. uPAR jest glikoproteing kodowang
jako polipeptyd sktadajgcy sie z 355 aminokwasow,
ktéry jest przeksztatcany do tafncucha zawierajgcego
283 aminokwaséw [67]. uPAR skiada sie z trzech
domen o takiej samej strukturze, nalezacych do nad-
rodziny biatek Fy-6/uPAR, charakteryzujgcych sie
wystepowaniem mostkow disiarczkowych pomiedzy
rownoodlegtymi resztami cysteinowymi. Jak do tej
pory udato sie okresli¢ trojwymiarowgq strukture tylko
jednego cztonka rodziny Fy-6/uPAR, biatka CD59
[68], potwierdzajac szereg przypuszczeh o podobienst-
wie strukturalnym tego biatka, jak réwniez innych
biatek rodziny Ly-6/uPAR, do rodziny a-neurotoksyn
z jadu zmij [69, 70]. PodobieAstwa te pozwolity na
okredlenie hydrofobowych miejsc wigzania w uPAR
[69, 70],

Pierwotnie zaktadano, ze fragment N-korhcowy
UPAR zawiera wszystkie elementy potrzebne do wig-
zania uPA [71], jednakze zasadnicze znaczenie dla
tego procesu ma trojdomenowa struktura receptora,
co zostato wykazane przez identyfikacje Tyr57 jako
czesci miejsca wigzania uPA [70]. W badaniach z za-
stosowaniem rozpuszczonego uPAR stwierdzono jed-
nakze, ze uwolnienie domeny 1 uPAR zmniejsza jej
zdolno$¢ do wigzania uPA okoto 1500 razy, co wska-
zuje na mozliwo$¢ uczestniczenia w wigzaniu takze
pozostatych domen [69],

Gen uPAR, czesto nazywany PFAUR, znajduje sie
w obszarze chromosomowym 19q 13.1-13.2 [72] i za-
wiera siedem eksonow i sze$¢ intronéw [73], Eksony
0 diugosci 101, 111, 144, 162, 135, 147 i 563 pz sa
rozdzielone intronami o dtugosci 2,04, 2,62, 8,42,0,906,
3,10 2,78 kpz. Eksony 1-7 kodujg polipeptydy zawie-
rajace odpowiednio 19, 37, 48, 54, 45, 49 i 83 amino-
kwasow. W genie PFAUR zlokalizowano wyspy CpG
lsekwencje zwigzane z czynnikami transkrypcyjnymi
AP-1, AP-2 ic-Jun, lecz brak jest informacji dotyczg-
cych sekwencji bedgcych potencjalnymi miejscami
kaset TATA i CAAT [73], Znane polimorfizmy genu
PFAUR to powtdrzenia CA/GT w intronie 3[74] oraz
polimorfizmy diugosci fragmentéow restrykcyjnych
Pstl [72] i EcoR\ [75],

V-2. Znaczenie w progresji nowotworow

Jak podkre$lano poprzednio, degradacja EMC ko-
nieczna dla progresji nowotwordw, jest rezultatem
oddziatywania pomiedzy komdrkami rakowymi i ko-
mdrkami btony podstawnej. Jezeli w oddziatywaniu
tym bierze udziat uPA, tojego dziatanie proteolityczne
zalezy od tego czy jest on zwigzany ze swoim recep-
torem, czy wystepuje w formie niezwigzanej. Wynika
stad, ze progresja nowotworow moze zaleze¢ od lokali-
zacji UPAR. Potwierdzajg to wyniki badan, w ktérych
na 60 przypadkéw inwazyjnego raka sutka typu
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przewodowego w 49 stwierdzono umiejscowienie
UPAR w komérkach rakowych lub w ich bezposred-
nim sasiedztwie [76]. W innych badaniach z zastoso-
waniem przeciwciat poliklonalnych dla uPAR. stwier-
dzono immunoreaktywno$¢ uPAR w 49 na 59 bada-
nych przypadkow inwazyjnego raka sutka [77], Doda-
tkowo stwierdzono ekspresje uPAR w makrofagach
infiltrujacych guzy w 21 przypadkach. Podobny rezul-
tat uzyskano w badaniach nad gruczolakorakainijelita
grubego [78],

Potencjalny udziat uPAR w progresji nowotworéw
sktania do rozwazenia mozliwos$ci jego zastosowania
jako markera. W raku jelita grubego, poziom uPAR
moze byé uwazany za niezalezny marker prognostycz-
ny [79], Rowniez w raku sutka wysoki poziom uPAR
jest zwigzany z krétszymi okresami remisji i krotszym
okresem przezycia [80, 81]. Co wiecej, poziom uPAR
moze by¢ niezaleznym markerem prognostycznym
w ptaskonabtonkowym raku ptuca, jednakze nie od-
grywa on takiej roli w wielkokomérkowych rakach
tego narzadu [82]. Przyczyna takiego zréznicowania
nie zostata jeszcze wyjasniona. Stwierdzono takze, ze
wysoki poziom uPAR w szpiku kostnym chorych na
nowotwory zotgdka moze by¢ silnie zwigzany z na-
wrotami choroby, co réwniez nie jest tatwo jedno-
znacznie wyjasni¢ [83]. Uzycie poziomu receptora
uPAR jako markera prognostycznego w chorobach
nowotworowych jest oparte najego roli jakg odgrywa
on w progresji nowotworow i rezultatach badan
klinicznych, jednakze konieczne sg dalsze badania dla
bardziej precyzyjnego okres$lenia jego przydatnosci
jako markera.

VI. Regulacja ekspresji genow ukiladu akty-
wacji plazminogenu przez onkogeny

Jezeli zmiany funkcjonowania uktadu aktywacji
plazminogenu obserwowane w nowotworach ztosli-
wych sg z nimi jednoznacznie zwigzane, to przy-
czynami tych zmian, przynajmniej w czesci, moga by¢
czynniki genetyczne wplywajgce na przebieg transfor-
macji nowotworowej. W$rdd nich istotne moga by¢ te,
ktére wptywajg na ekspresje gendw kodujacych biatka
uktadu aktywacji plazminogenu. Ekspresja tych ge-
now moze by¢ regulowana przez niektére onkogeny
i ich produkty, w tym takie, o ktérych wiadomo, ze
odgrywaja role w progresji nowotwordéw, tak jak ma to
miejsce w regulacji ekspresji genu uPA przez Tpr-Met.
biorgce udziat w metastazie [84],

W regulacji syntezy i uwalniania PA 1-1 bierze udziat
wiele czynnikoéw, jednakze mechanizm leza:y u pod-
staw tej regulacji nie jest jeszcze doktadnie poznany
[85], Czynnikiem transkrypcyjnym mogacym wpty-
waé na regulacje ekspresji genu PAI-I przez ak-
tywatory kinazy biatkowej C, takie jak sole forbolu lub
czynniki wzrostu, jest biatko AP-1 [86], AP-1 jest albo
homodimerem biatka Jun albo heterodimerem biatek
Jun i Fos i moze by¢ aktywatorem transkrypcji genow,
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ktére w obszarze promotorowym majg sekwencje
TGAgQg/cTCA [87], Obszar flankujagcy od strony 5’
genu PAI-1 zawiera cztery potencjalne miejsca wigza-
nia elementu AP-1: sekwencje TGAGTTCA w pozycji
od -58 do -50, sekwencje TGAGTGA w pozycji -79 do
-72, sekwencje TGACACA w pozycji -721 do -714 oraz
sekwencje TGTATCA w pozycji -662 do -656 [88],
W regulaji ekspresji genéw uktadu aktywacji plaz-
minogenu moze bra¢ udziat szereg onkogendw i ich
produktéw, m.in. \-mos, nm23, c-erbB-2, c-Jun, \-ras
[89, 90],

Jezeli ekspresja gendéw uktadu aktywacji plazmino-
genu moze by¢ regulowana przez onkogeny, to moga
one przyczynia¢ sie do zmian funkcjonowania tego
uktadu w nowotworach zto$liwych. Zmiany w on-
kogenach sprzyjajg promocji transformacji nowotwo-
rowej, a zmienione onkogeny oddziatujg z genami
uktadu aktywacji plazminogenu, zwiekszajac ich eks-
presje, co doprowadza do zwiekszonego poziomu
proteaz w guzie ijego otoczeniu, co z kolei przyczynia
sie do progresji nowotworu: inwazji i metastazy.
Regulacja ekspresji przez onkogeny moze zaleze¢ od
wersji polimorficznej danego genu, co moze mie¢
znaczenie dla rokowania w raku. Jezeli bowiem wsrod
alleli danego genu znajdzie sie taki, ktorego ekspresja
na skutek oddziatywania z aktywnymi onkogenami
lub ich produktami bedzie podwyzszona w stosunku
do innych alleli, to jego wykrycie np. we krwi, pozwoli
na dobdér odpowiedniej terapii, np. radykalnego zasie-
gu chirurgicznego z nastepujgcymi po nim chemio-
i radioterapiag. Dodatkowa terapia nie musiataby to-
warzyszy¢ operacji, w przypadku wystapienia wersji
allelicznej, ktorej ekspresja jest utrzymywana na nie-
zmienionym poziomie bez wzgledu na proces transfor-
macji nowotworowej w komorce. Stwarza to potenc-
jalne mozliwos$ci wykorzystania polimorfizmoéow ge-
now uktadu aktywacji plazminogenu jako tatwo do-
stepnych markeréw prognostycznych w chorobach
nowotworowych. Mozna rozwazaé rowniez sytuacje,
w ktérej allel o normalnym poziomie ekspresji, ulega
mutacji na skutek proceséw transformacji nowotwo-
rowej. Wersja zmutowana genu moze by¢ podatna na
oddziatywanie z onkogenami lub ich produktami,
powodujacy podwyzszony poziom jego ekspresji.
W takiej sytuacji zmieniona wersja genu, nie bedaca
wersjg konstytutywma, nie mogtaby by¢ wykrywana
we krwi, lecz jedynie w tkance objetej procesem
nowotworowym, jednakze takze woéwczas mozliwe
jest zastosowanie polimorfizméw genéw ukitadu ak-
tywacji plazminogenu jako markeréw prognostycz-
nych w raku.

VII. Uktad aktywacji plazminogenu jako cel
terapii antynowotworowej

Z przeprowadzonych wcze$niej rozwazan wynika,
ze wartosci stezenia biatek uktadu aktywacji plaz-

minogenu moga by¢ traktowane jako markery pro-
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gnostyczne w chorobach nowotworowych. Jako po-
tencjalne markery moga tez by¢ rozwazane polimorfi-
zmy kodujacych je genéw. Opr6cz tego mozna roz-
wazac sktadniki uktadu aktywacji plazminogenu i ko-
dujace je geny jako cel terapii antynowotworowej.
W Swietle danych o roli tego uktadu w progresji
nowotwordw, celem tak ukierunkowanej terapii byto-
by ograniczenie inwazyjnos$ci nowotworow i ich zdol-
nosci do metastazy.

Terapia przeciwnowotworowa moze by¢ realizowa-
na przez zastosowanie substancji hamujacych wigza-
nie uPA do swego receptora, uPAR, i w ten sposdb
ograniczenie proteolitycznej aktywnos$ci uPA [91].
Efekt ten moze by¢ rowniez osiggniety przez specyficz-
ne hamowanie aktywno$ci enzymatycznej uPA Ilub
modyfikacje innych niz proteolityczne funkcji uPA
i UPAR [92].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach doty-
czacych sktadnikow uktadu aktywacji plazminogenu
jako celu terapii antynowotworowej stosunkowo duza
grupe badan stanowig eksperymenty z zastosowaniem
terapii genowej. Stosujgc transfer cDNA PAI-1 do
komorek czerniaka w myszach przy uzyciu adenowiru-
sa zaobserwowano zmniejszenie o potowe liczby zwie-
rzat, u ktérych nastepowat wzrost przerzutéw w wat-
robie, natomiast u zwierzat z rozwinietymi ogniskami
przerzutowymi w 78% obserwowano zahamowanie
dalszego ich wzrostu [93]. Obok zachecajacych wyni-
kéw tych badan, sa one kolejnym przyktadem, pod-
kreslanej wczesniej, zréznicowanej roli PAI-1 w proce-
sie progresji nowotworow. W ramach terapii genowej
nowotworéw stosowano takze strategie antysensowg
w odniesieniu do sktadnikéw uktadu aktywacji plaz-
minogenu. Stosujgc antysensowe oligonukleotydy po-
wodujgce zahamowanie ekspresji genu uUPAR o0sigg-
nieto catkowite zahamowanie inwazyjnosci fibroblas-
tow prawidtowych itransformowanych wirusem SV40
[94], W badaniach ludzkich epidermalnych komaérek
rakowych o wysokim stopniu ztosliwosci stwierdzono,
ze ich transfekcja rekombinacyjnym DNA zdolnym do
ekspresji antysensowego transkryptu komplementar-
nego do 300 zasad na koncu 5" genu uPAR, wiaczajac
w to kodon ATG, powodowata znaczace zmniejszenie
inwazyjnosci badanych komorek [95],

Pomimo przytoczonych pozytywnych efektéw tera-
pii skierowanej na uktad aktywacji plazminogenu
nalezy bra¢ pod uwage, ze hamowanie aktywnosci
wytgcznie tego uktadu moze nie powodowaé zmniej-
szenia inwazyjnosci i metastazy nowotworow ze wzgle-
du na mozliwo$sé uczestniczenia w tych procesach
takze innych uktadow enzymatycznych. Teze te po-
twierdzajg rezultaty badan na myszach z zablokowa-
nymi funkcjami genéw uPAR. uPAR i PAI-1, ktdre,
pomimo pewnych zaburzen Fizjologicznych, zachowa-
ty podstawowe funkcje zyciowe [92], Moze to $wiad-
czy¢ o tym, ze inne uktady proteaz, np. metaloproteazy,
moga przejmowac funkcje nieaktywnych sktadnikéw
uktadu aktywacji plazminogenu.
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VIIl. Uwagi koncowe

Korelacja pomiedzy stezeniami uPA i uPAR oraz
ztym rokowaniem dla chorych na raka potwierdza
zatozenie, ze wigzanie uPA przez uPAR na powierz-
chni komoérek rakowych sprzyja ich inwazji i metas-
tazie. Jednak brak jest zgodno$ci pogladow dotycza-
cych identyfikacji typu komérek, w ktérych nastepuje
ekspresja uPA i UPAR w obszarach objetych nowo-
tworem [92]. Rezultaty badan histochemicznych oraz
wykonanych z zastosowaniem hybrydyzacji in situ
pozwalajg na przypuszczenie, ze rola sktadnikéw uro-
kinazowego uktadu aktywacji plazminogenu w raku
nie ogranicza sie do udziatlu w migracji i inwazji
komorek rakowych, lecz obejmuje réowniez zmiane
struktury tkanek otaczajagcych nowotwdr. Niektdre
z tych zmian, np. angiogeneza, moga mie¢ znaczenie
dla procesu metastazy, wobec czego poziomy uPA
i UPAR, biorgcych udziat w tych procesach, moga
korelowaé¢ ze ztym rokowaniem. Mozliwo$é stosowa-
nia inhibitora PAI-1 jako silnego markera prognos-
tycznego w raku moze by¢ odniesiona do jego bezpo-
$redniej roli w przemieszczaniu i inwazji komdrek
rakowych. Jednakze zrdéznicowana ekspresja uPA
i UPAR przez r6zne typy komdrek w rdznych ob-
szarach tkanki przy jednoczesnej zr6znicowanej eks-
presji PAI-1 moze prowadzi¢ do ukierunkowanej
proteolizy, sprzyjajacej inwazji. W takiej sytuacji PAI-
-1 odgrywatby role w przeksztatcaniu struktury tkanek
przez selektywng ochrone fragmentéw ECM w cent-
ralnych obszarach skupisk komorek rakowych i ko-
mdrkach prawidtowych otaczajacych te obszary.

Jednym z giéwnych problemoéw dotyczacych roli
urokinazowego uktadu aktywacji plazminogenu, kté-
ry powinien zosta¢ rozwigzany w najblizszej przyszto-
Sci, jest precyzyjne okreslenie znaczenia PAI-1 w pro-
gresji nowotworéw. Jedng z drég prowadzacych do
osiggniecia tego celu moze by¢ doktadniejsze okres-
lenie proceséw zachodzacych w nowotworach, w kt6-
rych biorg udziat uPA, uPAR i PAI-1, zjednoczesnym
okresleniem relacji pomiedzy strukturg i funkcja po-
szczegblnych biatek. W badaniu proceséw z udziatem
uPA, jego receptora i inhibitora nalezatoby zwrécic
uwage takze na efekty nie zwigzane bezposrednio z ich
funkcjami proteolitycznymi, mogace mie¢ znaczenie
w progresji nowotwordéw. Efekty te moga obejmowac
oddziatywania z biatkami macierzy zewnatrzkomaor-
kowej, receptorami adhezyjnymi czy czasteczkami
sygnatowymi.

Wsréd genetycznych uwarunkowan funkcjonowa-
nia uktadu aktywacji plazminogenu w raku, istotne
moga by¢ oddziatywania onkogendw i produktéw ich
ekspresji z genami uPA, uPAR i PAI-1.0ddziatywanie
produktéw onkogendw jako czynnikdw transkrypcyj-
nych z genami uktadu moze modulowac transkrypcje,
a tym samym ekspresje tych genow, wptywajac na
zmiane stezenia sktadnikdw uktadu w nowotworach,
ktorym towarzyszy aktywacja protoonkogendw. Po-
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niewaz geny sktadnikéow uktadu aktywacji plazmino-
genu sa polimorficzne, regulacja ich ekspresji przez
produkty onkogendw lub inne biatka zwigzane z trans-
formacjg nowotworowa, moze zaleze¢ od wariantu
oddziatujgcego genu. Stwarza to mozliwo$¢ wykorzys-
tania polimorfizméw gendw skitadnikoéw uktadu jako
tatwo dostepnych markeréw prognostycznych w cho-
robach nowotworowych. Na szczegblng uwage, ze
wzgledu na swoje potozenie, zastuguje polimorfizm
insercyjno-delecyjny 4G/5G obszaru promotorowego
genu PAI-1. Polimorfizm ten jest zwigzany z podwyz-
szonym poziomem PAI-1 obserwowanych w niekto-
rych chorobach sercowo-naczyniowych.

Artykut otrzymano 18 czerwca 1998 r.
Zaakceptowano do druku 26 pazdziernika 1998 r.
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Rola reaktywnych form tlenu w procesach mutagenezy

| karcynogenezy

Reactive oxygen species in mutagenesis and carcinogenesis

RYSZARD OLINSKIL
MAREK JURGOWIAK:

Spis tresci:

l. Wstep
Il. Wolne rodniki
I1-1. Mechanizmy kontrolujgce produkcje wolnych rod-
nikéw (czynniki antyoksydacyjne)
I11. Oksydacyjne modyfikacje zasad azotowych
IV. Mutagenny potencjat oksydacyjnie zmodyfikowanych
zasad azotowych. Mutageneza indukowana dziataniem
RFT w komérkach Prokaryota i Eukaryota
V. Znaczenie RFT w karcynogenezie
V1. Znaczenie RFT jako regulatora proliferacji komoérek
i przekazywania sygnatow w komorce
VII. Zakonczenie

Wykaz stosowanych skrétéw: WRT wolne rodniki tleno-
we; RFT — reaktywne formy tlenu; O, — anionorodnik
ponadtlenkowy; 'OH — rodnik hydroksylowy; HOC1
—kwas podchlorawy; H20 2 — nadtlenek wodoru; NO'
—tlenek azotu; 0 3— ozon; SOD — dysmutaza ponadtlen-
kowa; GC/MS — chromatografia gazowa ze spektroskopia
masowg A T, G, C literowe skréty oznaczajg zasady
azotowe: adenina, tymina, guanina, cytozyna; 8-okso-dGTP
— 8-0kso0-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforan; dGTP  deo-
ksyguanozyno-5'-trifosforan; 8-OH G 8-hydroksyguani-
na (8-oksoguanina; 7, 8-dihydro-8-oksoguanina); Fapy
G — 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna;
5-OH-C — 5-hydroksycytozyna; 2-OH-A - 2-hydroksya-
denina.

. Wstep

Organizm cztowieka zbudowany jest z okoto 60
bilionow komorek, wsréd ktorych wyrdzni¢ mozna
250 ich rodzajéw, wchodzacych w sktad licznych
typéw tkanek, tworzacych rozne organy. Populacje
komédrek, ktore tworzg organizm mozna opisaé uzy-

1Prof. dr hab.,2Dr, Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej,
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Kartowicza 24,
85-092 Bydgoszcz
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Contents:

I. Introduction
. Free radicals
11-1. Endogenous antioxidant defences
I11. Oxidative DNA base defences
IV. Mutagenicity of oxidative DNA base modifications.
Reactive oxygen species as mutagens
V. Meaning of reactive oxygen species in carcinogenesis
V1. Role of reactive oxygen species in cell proliferation nad
signal transduction
VII. Conclusions

wajac termindéw ekologicznych: narodziny komorki,
Smier¢, srodowisko zycia, ograniczenia terytorialne,
wielko$¢ populacji. Jeden termin charakteryzujacy
kazdg populacje jest tu jednak nieobecny — tzn.
naturalna selekcja. Jakakolwiek trwata zmiana, ktora
umozliwiataby komdrce somatycznej zachowanie nie-
zalezne ianarchiczne w stosunku do potrzeb iprawidet
struktury oraz funkcji narzadéw, niesie w sobie zalgzek
katastrofy. Dochodzi do niej w przypadku choroby
nowotworowej. Komédrka staje sie nowotworowg
z chwilg utraty kontroli nad procesami wzrostu i po-
dziatu, a zmiany prowadzgce do transformacji nowo-
tworowej majg charakter mutacji [1, 2],

Czynnikéw indukujgcych nowotwory moze by¢
wiele (endogennych i egzogennych), a ws$rdéd nich
wymieni¢ nalezy czynniki fizyczne i chemiczne o dzia-
taniu mutagennym, prowadzace do powstania zmian
w matriale genetycznym komaorki. Do czynnikéw tych
zalicza sie, miedzy wieloma innymi, takze wolne rod-
niki tlenowe (WRT).

Wolne rodniki, generowane w wyzszych organiz-
mach, powstawa¢ moga pod wptywem dziatania roz-
nych czynnikéw egzogennych, jak np. w wyniku
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jonizacji wody przez promienie X czy tez dziatanie
promieniowania UV, iendogennych np.: w mitochon-
drialnym tancuchu oddechowym, podczys metaboliz-
mu komorek stanow zapalnych tzn. neutrofili, mono-
cytow i eozynofili (przedtuzajace sie stany zapalne sa
kojarzone z nowotworami) generujacych oksydanty
[3,4], Powstajgce w wyniku tego WRT tzn. 0 2'~, ‘OH
jak i nie bedgce rodnikami reaktywne formy tlenu
(RFT), takie jak H20 2 (toksyczny poniewaz tatwo
przeksztatcany jest w grozny rodnik hydroksylowy),
uszkadzajag makroczgsteczki komdérkowe, a w tym
DNA. Inne produkty tlenowego metabolizmu fagocy-
tow np. HOC1, chloraminy iutlenione lipidy, indukuja
réwniez uszkodzenia DNA. Metabolizm komérkowy
roznych ksenobiotykow (np. benzopirenu)jest rowniez
odpowiedzialny za powstanie RFT. Dane te sugeruja,
ze zaréwno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomaérkowo
generowane wolne rodniki lub/i stan pro-oksydacyjny
moze mie€ istotne znaczenie w rozwoju réznych typéw
nowotworéow [5, 6],

Od dawna wiadomo, ze karcynogeneza jest proce-
sem wieloetapowym. Najprostszy model zaktada obec-
nos$¢ trzech etapdw: inicjacji, promocji i progresji
[7, 8]. Obecnie nikt juz nie kwestionuje faktu, ze
uszkodzenia DNA (utrwalone w postaci mutacji) od-
grywaja kluczowg role w kazdym z tych etapdw.
Genetyczne podioze procesu nowotworzenia, z jednej
strony zwigzane jest z czynnikami pobudzajgcymi
wzrost (onkogeny i czynniki wzrostowe), a z drugiej
strony z czynnikami hamujacymi wzrost czyli genami
supresorowymi (ang. tumor suppressor genes), lub
z produktami gendéw mutatorowych. Produkty gendw
przeciwnowotworowych dziatajg hamujgco w proce-
sach regulacji podziatdw komoérkowych itym samym
ograniczaja proliferacje komorek. Obecnie przyjmuje

Tabela 1

Charakterystyka reaktywnych form tlenu (dane kompilowane z r6z-
nych wydawnictw a gtéwnie wg Yu B.P., 1994 [51])

Czasteczka Symbol Charakterystyka
Anionorodnik 02 Dobry reduktant, staby
ponadtlenkowy utleniacz
Rodnik hydroksy- 'OH Ekstremalnie reaktywny.
lowy Dyfunduje na niewielkie od-

legtosci.
Rodnik  wodoro- ho?2 Silny oksydant, o wiekszym

nadtlcnkowy powinowactwie do lipidéw
niz 02 . Moze inicjowac

peroksydacje lipidow.

Rodnik nadtlenko- ROO' Gorsza zdolno$¢ do utlenia-

wy nia niz 'OH ale lepsza zdol-
no$¢ do dyfuzji.

Rodnik alkoksylo- RO Reaktywno$¢ z lipidami po-

wy $rednia pomiedzy ROO
a 'OH.

Nadtlenek wodoru H,0, Oksydant. lecz reakcje z
substratami organicznymi
powolne. tatwo dyfunduje.

Tlen singletowy ‘02 Silny czynnik oksydacyjny

o okresie pottrwania 10~6s.
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sie, ze proces nowotworowy powstaje w skutek za-
ktécenia rownowagi w dziataniu tych czynnikdw.
Nadmierna aktywno$¢ czynnikéw pobudzajacych na
skutek nadprodukcji lub mutacji prowadzacych do
niekontrolowanego wzrostu przyczynia sie do nowo-
tworzenia, tak jak i niedob6r produktéw genow sup-
resorowych lub ich mutacje sg przyczyng zaniku ich
funkcji prowadzac do karcynogenezy. Zgodnie z opi-
nig, ze nowotwadr powstaje w wyniku nagromadzenia
sie zmian materiatu genetycznego mozna zatozy¢, ze
reprezentujg one sukcesywnie nastepujgce po sobie
mutacje. Obliczenia wskazujgce na 5-7 mutacji nie-
zbednych do transformacji komaérki prawidtowej w pe-
tni uksztattowang komadrke nowotworowg zgadzajg
sie z obserwowana zaleznos$cig ilosci zachorowan od
wieku pacjenta. Mozna przyjaé¢, ze potencjalnym kar-
cynogenem jest kazdy czynnik reagujacy z DNA
i w nastepstwie modyfikujacy te makroczgsteczke.
Znaczacy wkiad w powstanie takich zmian moga
zatem mie¢ uszkodzenia DNA indukowane wolnymi
rodnikami.

Il. Wolne rodniki

Okreslenie reaktywne formy tlenu (RFT) obejmuje,
zaréwno rodniki tlenowe, jak i nie bedace rodnikami
pochodne tlenu, takie jak: H20 2, tlen singletowy,
HOC1 czy ozon 0 3. Natomiast czasteczki lub atomy
znane jako wolne rodniki, sg wysoce reaktywnymi
czynnikami, posiadajacymi niesparowany elektron na
orbicie zewnetrznej (obecnosé¢ takiego elektronu ozna-
cza sie kropka przy symbolu rodnika). Przyktadem
rodnikéw tlenowych moga by¢: anionorodnik ponad-
tlenkowy 0 2*~, rodnik hydroksylowy 'OH, tlenek
azotu NO' (Tab. 1. Kazda komodrka aerobowa wy-
twarza w przebiegu metabolizmu pewne ilosci RFT [3,
4], Przyjmuje sie, ze w zdrowym organizmie dorostego
cztowieka powstawaé¢ moze okoto 2 kg anionorodnika
ponadtlenkowego w przeciggu roku. W $rodowisku
komorkowym przemiany anionorodnika ponadtlen-
kowego moga prowadzi¢ do powstania H20 2, zarow-
no na skutek spontanicznej jak i katalizowanej przez
enzym dysmutaze ponadtlenkowg (SOD) reakcji dys-
mutacji. Nadtlenek wodoru w warunkach in vivo
powstaje prawdopodobnie gtéwnie z 0 2'- w mito-
chondriach wielu komédrek. H20 2, ktéry nie jest
wolnym rodnikiem, tatwo przenika przez btony komé-
rkowe i przeksztatcany moze by¢ w forme wolnorod-
nikowg. Czasteczka tg jest rodnik hydroksylowy ktory
powstaje w komorkach wedlug reakcji Fentona
z udziatem jondw zelazawych Fe +2bgdz Cu +1iCo +2.
Ten dos$¢ ztozony proces mozna ostatecznie przed-
stawi¢ jako reakcje: 0 2“+H 20 2—»O0OH + OH“+ 0 2
Obecnos$¢ 0 22w komdrce moze prowadzi¢ zatem do
generowania o wiele bardziej niebezpiecznego dla
komorki rodnika 'OH.

Wiele egzogennych czynnikéw przenikajac do ko-
morek ireagujac zendogennym H20 2moze powodo-
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waé powstawanie rodnikéw hydroksylowych. Nalezg
do nich metale ciezkie, takie jak chrom i nikiel.
Zrodtem rodnikow jest takze dym powstajgcy podczas
palenia tytoniu. Substancje smoliste znajdujgce sie
w jednym wdechu dymu tytoniowego zawierajg az
1014 rodnikow, z ktérych wiekszos$¢ jest bardzo stabil-
na. W dymie papierosowym obecny jest réwniez
w wysokim stezeniu tlenek i dwutlenek azotu. Dym
papierosowy zwieksza liczbe granulocytéw obojetno-
chlonnych w ptucach, stymulujgc je do wytwarzania
0 22~iH20 2. Zwieksza sie ponadto liczba zaktywowa-
nych makrofagéw w ptucach, ktore tez wydzielajg
0 2*~i H20 2. W substancji smolistej zawartej w dymie
tytoniowym znajduja sie zwigzki o charakterze aroma-
tycznym oraz stabilne wolne rodniki semichinonowe
w formie polimeréw [3]. Natomiast w ekstrakcie
wodnym substancji smolistej stwierdzono obecnos¢
0 2”7 i nadtlenkéw. Zaréwno dym tytoniowy jak
iekstrakt wodny substancji smolistej powodujg uszko-
dzenia DNA w warunkach in vivo i in vitro.

I1-1. Mechanizmy kontrolujgce produkcje wol-
nych rodnikéw (czynniki antyoksydacyjne)

Paradoksalnym wydaje sie fakt, ze aerobowe or-
ganizmy eukariotyczne moga zy¢ tylko w obecnosci
tlenu, ktéry jednoczes$nie jest dla nich toksyczny
i prawdopodobnie moze by¢ czynnikiem ograniczaja-
cym (terminacyjnym) czas zycia tych organizmoéw.
Drugie, mroczne oblicze tlenu, to wszechobecne, reak-
tywne jego formy (RFT). W trakcie ewolucji organizmy
wyksztatcity caly szereg mechanizméw ograniczaja-
cych destrukcyjne dziatanie RFT, w tym szczego6lnie
ich form wolnorodnikowych. Doktadniejsze dane do-
tyczace czynnikdw antyoksydacyjnych, czy tez szerzej
réznych mechanizméw chronigcych organizmy przed
dziataniem RFT, znajdzie czytelnik w licznych pracach
przegladowych [3, 4, 9, 10].

Poniewaz poziom RFT jest zmienny w czasie, or-
ganizmy tlenowe moga adaptowac sie do takich zmien-
nych warunkéw indukujgc synteze enzymow antyok-
sydacyjnych lub/i enzymoéw naprawiajagcych oksyda-
cyjne uszkodzenia biologicznie waznych makromole-
kul, w tym DNA [11-13]. Pomimo obecnosci catego
szeregu barier antyoksydacyjnych, w tym mechaniz-
mow' naprawczych, uszkodzenia struktur komorko-
wych spowodowane generowaniem wolnych rodni-
kow tlenowych sa nieunikniong konsekwencja zycia
w atmosferze tlenowej.

I1l. Oksydacyjne modyfikacje zasad azo-
towych

Z powodu olbrzymiej reaktywnosci WRT moga
oddziatywa¢ praktycznie z kazdg napotkang makro-
czasteczka, a zatem, moga modyfikowac biatka, lipidy,
weglowodany i kwasy nukleinowe. Szczego6lnie duze
zagrozenie dla organizmu niosg z sobg reakcje WRT
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z DNA. Reagujagc z DNA wolne rodniki mogg powo-
dowaé jedno- i dwuniciowe pekniecia DNA (ss i ds)
iréznego rodzaju modyfikacje zasad azotowych. Nie-
ktore sposréd oksydacyjnych modyfikacji zasad azo-
towych majg znaczenie mutagenne. Do chwili obecnej
zidentyfikowano ponad 20 réznego rodzaju oksyda-
cyjnych modyfikacji zasad azotowych, ale biologiczna
rola niektorych spos$réd nich nie jest dostatecznie
poznana. (Ryc. 1) Znanym i akceptowanym jest fakt
wystepowania pewnej ilosci oksydacyjnych modyfika-
cji DNA w prawidtowej komorce (w dalszym ciggu nie
wiadomo jednak, jakiego rzedu sg to wielkosci).

Ames i Gold wyliczyli, ze w pojedynczej komor-
ce szczura znajduje sie 105 oksydacyjnych uszkodzen
DNA. Analizujagc zawarto$¢ 8-okso- dG w moczu,
Loft i wsp. [14], doszli do wniosku, ze w pojedyn-
czej komdrce cztowieka moze powstawaé kilkaset
uszkodzen typu 8-okso- G/dzien. Wedtug innych da-
nych 8oxo-dG wytwarzana jest w ilosci 178 czgsteczek
na komoérke kazdego dnia [15],

IV. Mutagenny potencjat oksydacyjnie zmo-
dyfikowanych zasad azotowych.
Mutageneza indukowana dziataniem RFT
w komorkach Prokaiyota i Eukaiyota

8-oksoguanina jest jednym z najczesciej powstajg-
cych i najgruntowniej przebadanych, produktéw mo-
dyfikacji zasad DNA przez reaktywne formy tlenu.
8-0kso-G moze tworzy¢ stabilne pary zasad, zar6wno
z cytozyna jak i adening [16]. W tym ostatnim
przypadku moze to prowadzi¢ do transwersji
GC ->TA [17, 18, 19]. W badaniach in vivo wykazano,
ze obecnos$¢ 8-okso-dG w DNA jest odpowiedzialna za
0,7% czesto$¢ zamiany guaniny w tymine podczas
procesu replikacji [17]. Okazato sig, ze produkt ok-
sydacyjnej modyfikacji dGTP, 8-okso-dGTP jest dob-
rym substratem polimeraz DNA. Inkorporacja 8-ok-
so-dGTP do DNA jest Zrédtem dodatkowych mutacji-
(oméwienie tego problemu znajdzie czytelnik w ar-
tykule przeglagdowym) [20],

Mutagenny potencjat zmodyfikowanych zasad azo-
towych powinien znajdowa¢ odbicie w mozliwosci
tworzenia btednych par zasad przez takg modyfikacje.
Wyniki eksperymentéw' prowadzonych w wielu labo-
ratoriach w ciggu ostatnich lat wykazaly, ze rowniez
inne, niz 8-oksoguanina modyfikacje zasad azotowych,
wykazujg takie wiasciwosci. Przyjmuje sie, ze obec-
nos$¢ 8-oksoadeniny w DNA moze prowadzi¢ do trans-
wersji A-*C itranzycji A->G [21] wrgenach c-Ha-ras
(Tab. 2). Jednak badania in vitro z uzyciem réznych
polimeraz DNA (fragmentu Klenowa-polimerazy |,
polimerazy alfa i beta) jak rowniez wyniki doswiadczen
wykorzystujgcych komoérki E. coli wskazujg na znacz-
nie stabsze (okoto rzad wielkos$ci) wtasciwosci muta-
genne tak zmodyfikowanej adeniny anizeli 8-oksogua-
niny [22]. 2-OH-adenina moze tworzy¢ pary zasad nie
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Ryc. 1. Zmodyfikowane formy zasad
azotowych, bedace wynikiem
oddziatywania z rodnikiem
*OH.

8 - hydroksyguanina

tylko z tymina, ale réwniez z guaning, adening i cyto-
zyna, co indukuje transwersje A->T i A->C itranzycje
A->G [21, 23]. Wykazano réwniez, ze 2-OH-dATP
jest wigczany naprzeciw tyminy lub cytozyny przez
polimeraze alfa [17, 21], Moze to prowadzi¢ do
tranzycji CG-» TA, a wiec zmian najbardziej typo-
wych dla mutacji spontanicznych [24], Transfekcja

Tabela 2.

Spektrum mutacji indukowanych obecnos$cia oksydacyjnie zmodyfi-
kowanych zasad azotowych w DNA (kompilacja réznych danych
literaturowych — zmienione).

Wynik inkorporacji

Na.zwa . Charakter zmodyfikowanej zasady
zmodyfikowanej substytucji do nici DNA (nowo
zasady syntetyzowanego)
8-OH-guanina G ->T AT CG.
GC ->TA
8-OH-adenina A-»G
2-OH-adenina A-»T, A-»C CG -»TA
A->G
5-OH-cytozyna C-»T.C->G
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wektora zawierajgcego 2-OH-A do komdrek E. coli
wykazata, ze czesto$¢ mutacji indukowanych obecno$-
cig 2-OH-A (potencjat mutagenny) jest podobna do
wartosci zaobserwowanych dla 8-okso-G i wynosi
0,3-0,8% [24].

Gtéwnymi produktami reakcji cytozyny z rodni-
kiem ‘OH, sg 5-OH-cytozyna i 5-OH-uracyl. Okazato
sie, ze rowniez takie modyfikacje majg witasciwosci
mutagenne. Obecno$¢ 5-OH pochodnych cytozyny
w DNA moze prowadzi¢ do tranzycji C-»T itranswer-
sji C->G [25]. Wprowadzenie fragmentu DNA zawie-
rajagcego 5-OH-C do komérek E. coli byto, jak wykaza-
no, odpowiedzialne za wystgpienie substytucji C-*T
z czestoscig 2,5% [26]. 5-OH-dCTP jest substratem
dla fragmentu Klenowa polimerazy | i moze tworzy¢
pary zasad, zaréwno z G jak iz A [25], 5-OH-cytozyna
moze wiec mie¢ najwigksze znaczenie w procesie
mutagenezy indukowanej wolnymi rodnikami tleno-
wymi.

Wyniki niektérych doswiadczen sugeruja, ze obec-
no$¢ Fapy G moze prowadzi¢ do transwersji GC-CG
[27], Generalnie przyjmuje sie jednak, ze zar6wno obie
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formamidopirymidyny, jak i glikol tyminy, blokuja
proces replikacji DNA [28].

W celu okreslenia spektrum mutacji indukowanych
przez RFT wykorzystano jednoniciowy kotowy DNA
M 13 mp2 zawierajgcy gen reporterowy lacZ [29]. Po
ekspozycji na RFT DNA ulegat replikacji in vivo
w komaérkach E. coli lub in vitro przy udziale réznych
polimeraz DNA. Wykorzystanie jednoniciowej mat-
rycy umozliwito proste wyznaczenie korelacji miedzy
modyfikacjg wytworzong przez RFT w okre$lonym
miejscu i mutacja, ktdra powstaje w wyniku replikacji
zmienionego miejsca. Zastosowanie takiego modelu
pozwolito na stwierdzenie, ze najczestszym typem
zmian indukowanych RFT, ktére w wyniku replikacji
w komorce E. coli moga zapoczatkowa¢ mutacje sg
tranzycje C-»T i transwersje G->T i G->C, oraz pod-
wojne, tandemowe tranzycje CC-»TT. Nalezy pamie-
ta¢ o tym, ze trudno jest bezposrednio ekstrapolowacé
otrzymane w opisanych badaniach wyniki na komarki
ludzkie. Po pierwsze, zaobserwowane mutacje doty-
czyty miejsc, ktore nie zostaty zreperowane w komor-
kach bakteryjnych. W komérkach ludzkich rozpoz-
nawanie i naprawa takich modyfikacji moze podlegac
odmiennym regutom [29], Co wiecej, zaobserwowane
mutacje zalezg od indukcji bakteryjnego systemu SOS
i od wiasciwosci bakteryjnego aparatu reptikacyjnego.

Wyniki badan z uzyciem eukariotycznych polimeraz
(polimerazy alfa i beta) wykazaty, ze uszkodzenia DNA
indukowane RFT moga by¢ zrédtem innego spektrum
mutacji, niz te obserwowane w komaérkach bakteryj-
nych. Najbardziej intrygujace byto stwierdzenie, ze ten
sam typ uszkodzenia moze by¢ zrédtem innego rodza-
ju zmian mutacyjnych w zaleznosci od rodzaju uzytej
polimerazy. Na przyktad w wyniku modyfikacji cyto-
zyny dochodzi do réznych substytucji, jezeli matryca
ulega replikacji przez polimeraze beta. Natomiast
wykorzystanie polimerazy alfa do kopiowania tej
samej matrycy prowadzi do powstania wylgcznie
transwersji C->A. Zatem, polimeraza beta jest mniej
specyficzna w rozpoznawaniu uszkodzonych czaste-
czek cytozyny. Co wiecej, niektére konkretne uszko-
dzenia, lub sgsiedztwo okreslonych zasad w obrebie
uszkodzenia moga decydowaé¢ o tym, ze modyfikacja
moze by¢ Zrédtem mutacji tylko dlajednej z polimeraz.
Polimerazy DNA petnig wiec wazng role w okreslaniu,
zar6wno miejsca, jak i typu mutacji jaka moze by¢
wynikiem dziatania RFT na DNA [29]. Zdecydowana
wiekszo$¢ oksydacyjnych zmian DNA o charakterze
promutagennym usytuowana jest w tych czesciach
genomu, ktére pozostaja bez wptywu na podstawowe
funkcje komorki. Bardzo niewielka cze$¢ tych uszko-
dzen moze wystepowaé¢ w obrebie komérkowych on-
kogenéw, badz gendéw supresorowych, co z Kkolei,
mogtoby zapoczatkowac transformacje nowotworowga
i niekontrolowang proliferacje komorki, zawierajacej
takie mutacje.

Dane eksperymentalne potwierdzajg, ze rodniki
tlenowe indukujg mutacje w ,goragcych miejscach”
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antyonkogenu p53. Kodon 248 tego genu (CGG) jest
miejscem, ktdre najczesciej ulega mutacjom w przypa-
dku kilku ludzkich nowotworow [30]. Okazato sie,
ze stres oksydacyjny indukowany dziataniem
H 20 2/FeCl3 na ludzkie fibrobtasty jest odpowiedzial-
ny za transwersje G ~ C w drugiej pozycji i tranzycje
G->A w pozycji trzeciej. Nie wyjasniono, jaka modyfi-
kacja G prowadzi do takich zmian. Natomiast spekt-
rum mutacji w kodonach 249 (AGG) i 250 (CCC)
zdominowane jest transwersjami G->T i C->G, zmia-
nami typowymi dla obecnosci 8-o0xo0-G i 5-OH-C.

W przypadku onkogenu ras jednym z kodonow,
najczesciej ulegajgcym mutacjom, jest kodon 12
(GGC), w ktérym guanina ulega transwersji do tyminy.
Wiaczenie do wektora plazmidowego czesci onkogenu
zawierajgcej, w miejscu G1 lub G2 kodonu 12, 8-Oxo-
-G prowadzito do transwersji G->T [31].

W zgodzie z tymi obserwacjami pozostaje fakt, ze
transwersje GC-+TA, typowe dla btednego parowania
8-0x0-dG, sg bardzo czesto przyczyng mutacji antyon-
kogenu p53 komdrek raka ptuc i protoonkogenu ras
w przypadku raka watroby cztowieka. Nalezy tez
podkresli¢, ze ten sam typ zmian jest typowy dla
adduktow DNA z benzopirenem iaflatoksynag Bl [30].

V. Znaczenie RFT w karcynogenezie

Warto zwréci¢ uwage na dwa typy nowotworow
cztowieka, ktorych charakterystyka wskazuje na
udziat wolnych rodnikéw tlenowych w procesie kar-
cynogenezy. W obu przypadkach progresja zmian
komorkowych, prowadzacych do uzto$liwienia ko-
marki zachodzi w przeciggu diugiego okresu czasu,
nierzadko rozciggajgcego sie na dziesieciolecia co
sugeruje akumulacje wielorakich mutacji.

Rak ptucjestjedng z najczesciej wystepujacych form
nowotwordw, zarowno u Kkobiet, jak i mezczyzn.
Wiadomo obecnie, ze 90% przypadkoéw raka phuc
powigzanych jest z paleniem tytoniu [32, 33]. Zaobser-
wowany fakt pozwolit na stosunkowo precyzyjne
ustalenie przedziatu czasowego, jaki uptywa od chwili
ekspozycji na czynnik karcynogenny do momentu
pojawienia sie w petni uformowanego guza. Dla wiek-
szosci przypadkow jest to okres okoto trzydziestu lat.
Wiadomo tez, ze niezbedna jest stata ekspozycja na
czynnik(i) karcynogenny(e), poniewaz, jak wykazano,
rezygnacja z natogu palenia tytoniu znacznie zmniej-
sza ryzyko wystgpienia choroby. Przypuszczalnie pod
wptywem dymu tytoniowego (zawartych w nim skitad-
nikéw) zachodzi cata seria zmian niezbednych do
transformacji nowotworowej komérki. Jednym z ro-
dzajéw takich zmian moga by¢ oksydacyjne uszkodze-
nia komoérkowego DNA, indukowane wolnymi rod-
nikami tlenowymi. Nie jest to hipoteza pozbawiona
podstaw eksperymentalnych [34]. Rezultatem ekspo-
zycji kultur komérkowych na dym tytoniowy jest
akumulacja 8-OH-guaniny, a w moczu palaczy tytoniu
zaobserwowano znacznie podwyzszony poziom zmo-
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dyfikowanych dziataniem wolnych rodnikdéw tleno-
wych, zasad azotowych.

Rak prostaty jest czestag chorobg wieku podesztego
u mezczyzn [35], chociaz typowe postacie rozrostow
prostaty dosy¢ czesto spotyka sie¢ u mezczyzn w wieku
50 lat. Niewykluczone, ze w skiad hipertroficznych
ognisk mogag wchodzi¢ komoérki ze zmianami przed-
nowotworowymi. Sytuacja moze przypomina¢ wielo-
stopniowy model formowania raka jelita grubego,
gdzie w stadium przednowotworowym wystepujg hi-
pertroficzne polipy. Poniewaz rak prostaty wystepuje
najcze$ciej u mezczyzn w wieku 70-80 lat, mozna
wnioskowaé, ze zmiany prowadzace do rozwoju tej
jednostki chorobowej akumulujg sie w przeciggu 30-40
lat. Nieznane sg jakiekolwiek zwigzki chemiczne, kto-
rych obecno$¢ mogtaby by¢ powigzana z ryzykiem
wystagpienia raka prostaty, brak jest rowniez jakichkol-
wiek znanych $rodowiskowych, czy zwigzanych z pra-
cg zawodowg, czynnikoéw ryzyka. Wszystkie przed-
stawione dane sugeruja, ze formowanie sie raka pro-
staty powigzane jest zendogennymi procesami komor-
kowymi, a RFT sg najbardziej prawdopodobnymi
czynnikami odpowiedzialnymi za karcynogeneze.

Na niebagatelng role, jakg moga petni¢ oksydacyj-
nie zmodyfikowane zasady azotowe w procesie Kkar-
cynogenezy u cztowieka, wskazujg wyniki badan,
w ktérych wykazano znacznie podwyzszong zawartosé
tych uszkodzen w tkankach nowotworowych w poro-
wnaniu z tkankami wolnymi od zmian nowotworo-
wych [36], Stosujgc technike chromatografii gazowej
ze spektroskopiag masowag GC/MS, badano poziom
typowych, dla reakcji wolnorodnikowych z DNA,
modyfikacji zasad azotowych w chromatynie izolowa-
nej z roéznych tkanek nowotworowych cztowieka
i z odpowiadajgcych im obrzezy, z punktu widzenia
histopatologicznego, wolnych od zmian nowotworo-
wych. We wszystkich badanych przypadkach stwier-
dzony zostat podwyzszony poziom produktéw reakcji
wolnych rodnikéw z DNA w tkankach nowotworo-
wych w poréwnaniu z tkanka kontrolna. Ilo$¢ modyfi-
kacji zalezata od rodzaju tkanki nowotworowej i typu
modyfikacji. W tkance ptucnej uzyskanej od palaczy
stwierdzono najwyzsze wartosci zmodyfikowanych za-
sad. Réwniez w nowotworach zotgdka, jajnikéw imdz-
gu wykryto statystycznie istotne zmiany zawartos$ci
oksydacyjnych uszkodzen DNA w poréwnaniu z od-
powiadajgcymi im obrzezami [36].

Podwyzszony poziom zmodyfikowanych zasad
w tkankach nowotworowych moze by¢ czesciowo
wynikiem obecnos$ci w guzach duzej ilosci leukocytow.
Aktywowane leukocyty sa zrédtem FFCF, ktdry moze
penetrowaé bitone komoérkowa i otoczke jadrowa,
i wjadrze powodowac specyficzne uszkodzenia DNA
wynikajace z wytwarzania rodnika 'OH w reakcji
z metalami zwigzanymi z DNA. Z przeprowadzonych
badan wynika, ze ekspozycja ludzkich komorek na
aktywowane estrami forbolowymi leukocyty indukuje
w DNA izolowanym z tych komoérek zmiany charak-
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terystyczne dla ataku rodnika 'OH [37],

Innym powodem wzrostu zawartos$ci zmodyfikowa-
nych zasad azotowych w DNA guzéw nowotworo-
wych moze by¢ produkcja znacznej ilosci H20 2 przez
komorki transformowane [38], Co wiecej, z licznych
danych doswiadczalnych wynika, ze komérki nowo-
tworowe majg znacznie obnizong aktywno$¢ i poziom
niektérych enzyméw antyoksydacyjnych, w porow-
naniu z komdérkami prawidtowymi [34, 39-41], Niski
poziom SOD i katalazy moze prowadzi¢ do stresu
oksydacyjnego, ktorego wynikiem moga by¢ uszko-
dzenia DNA w komorkach nowotworowych.

W celu wykazania zaleznosci pomiedzy oksydacyj-
nymi uszkodzeniami DNA a aktywnos$cig enzymow
antyoksydacyjnych w tkankach nowotworowych
i w tkankach wolnych od zmian nowotworowych,
badano poziom zmodyfikowanych zasad oraz aktyw-
nos¢ SOD, katalazy i peroksydazy glutationowej
w prawidtowych i zmienionych nowotworowo tkan-
kach ptuc cztowieka [34], W zgodzie z powyzej
opisanymi badaniami stwierdzono wyzszy poziom
uszkodzen DNA w tkankach nowotworowych w poro6-
wnaniu z obrzezami wolnymi od zmian nowotworo-
wych. Najbardziej wyrazne zmiany dotyczyty 8-OH-
-G i 8-OH-A. Aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyj-
nych byta nizsza w tkance nowotworowej w poréw-
naniu do tkanek prawidtowych [34], Podobne zmiany
stwierdzono w tkankach stercza pochodzgcych od
pacjentéw z BPH (tagodny rozrost prostaty, BPH ang.
henign prostatic hyperplasia), jednak tylko u czesci
z badanych pacjentéw [39],

Do konca jednakze nie wiadomo, czy zaobserwowa-
ne podczas badan zjawiska sa bezposrednig przyczyng
procesu nowotworzenia, czy tez sg raczej skutkiem
toczacych sie proceséw chorobowych. Warto jednak
pamietaé, ze podobne zmiany zmodyfikowanych zasad
azotowych wyprzedzajg formowanie nowotworu w or-
ganach docelowych, w przypadku karcynogenezy in-
dukowanej zwigzkami generujagcymi RFT. Do tego
typu zwigzkéw naleza pochodne niklu, ktére po poda-
niu szczurom indukuja raka nerki. W 24 godziny po
podaniu octanu niklu obserwowano wzrost zawartosci
oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych
w DNA izolowanych zaréwno z nerki jak i watroby
szczura. Dwa tygodnie pdéZniej zawarto$é tych uszko-
dzen wracata do poziomu kontrolnego w przypadku
watroby, podczas gdy w nerce poziom niektérych
modyfikacji (np 8-0x0-G)jest niezmiennie wysoki [42],
Mozliwe, ze utrzymujacy sie przez diugi okres czasu
podwyzszony poziom mutagennej modyfikacji DNA
moze odpowiadac za indukcje raka nerki.

Nalezy rowniez podkreslié, ze w petni rozwinietej
komérce nowotworowej wzrost zawartosci zmodyfi-
kowanych zasad azotowych moze przyczynia¢ sie do
wzrostu niestabilno$ci genetycznej i wzrostu poten-
cjatu metastatycznego — (wzrostu mozliwosci tworze-
nia przerzutéw). Sugestia ta zostata ostatnio potwier-
dzona przez Malinsa i Haimanot [43], ktorzy
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wykazali, ze w przypadku ludzkich rakow piersi poten-
cjat metastatyczny (przerzutowania) wzrastat wraz ze
wzrostem liczby oksydacyjnych uszkodzen DNA.

Niemalze wszystkie S$rodki stosowane w terapii
przeciwnowotworowej majg wtasciwosci wtérnych ka-
rcynogenow. Niektdre z tych Srodkéw generujg wolne
rodniki tlenowe. Najbardziej typowym przyktadem
jest promieniowanie jonizujace, ale niektdre sposrdd
zwigzkéw uzywanych w chemioterapii, takie jak np.
pochodne adriamycyny, sa rdwniez odpowiedzialne za
akumulacje RFT. Z przeprowadzonych analiz wynika,
zedozylne podanie epirubicyny (pochodna adriamycy-
ny) jest odpowiedzialne za znaczne podwyzszenie
poziomu oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azoto-
wych w DNA izolowanym z limfocytéw krwi pacjen-
tow pobranej po uptywie godziny od infuzji leku [44],
Zdecydowana wiekszo$é tych uszkodzen jest usuwana
z DNA przez komdérkowe systemy naprawcze, ponie-
waz 24 godziny po podaniu leku w zdecydowanej
wiekszosci przypadkow zawarto$¢ zmodyfikowanych
zasad wracata do poziomu obserwowanego w materia-
le kontrolnym. U niektérych pacjentéw poziom tych
uszkodzen pozostaje jednak podwyzszony. Przyjmuje
sie, ze nienaprawione uszkodzenia DNA dlugozyja-
cych limfocytdw B mogg prowadzi¢ do nowotworzenia
[45]. Niepodlegajace naprawie oksydacyjne modyfi-
kacje zasad azotowych o charakterze mutagennym,
takie jak 8-0kso-G, czy 5-OH-C lub 2-OH-A mogg by¢
zatem zrédiem wtérnej karcynogenezy i w przypad-
kach opisanych powyzej prowadzi¢ do powstania
biataczek.

VI. Znaczenie RFT jako regulatora prolifera-
cji komorek i przekazywania sygnatdow
w komérce

U cztowieka, w wieku dojrzatym, rézne typy koma-
rek charakteryzuja sie okreslong liczbg podziatéw. Na
przyktad, komaorki macierzyste krwi i skdry dzielg sie
w odstepie kilku godzin czy dni, podczas gdy komdérki
nerwowe traca bezpowrotnie zdolno$¢ do podziatow
we wczesnym okresie zycia cztowieka. Komorki nie
proliferujace znajduja sie w fazie G0, jednak niektore
z nich (limfocyty) moga pod wptywem r6znych czyn-
nikéw mitotycznych ponownie wchodzi¢ w cykl ko-
morkowy. Natomiast niekontrolowany wzrost, nawet
pojedynczej komérki, moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworu. Zatem, istotne wydaje sie zrozumienie
mechanizmdéw dziatania czynnikéw okreslanych jako
regulatory wzrostu i réznicowania komorek w wa-
runkach Fizjologicznych i stanach patologicznych
komorki.

Wolne rodniki tlenowe moga byé uwazane za kom-
pletne karcynogeny poniewaz majg znaczenie muta-
genne, jak i moga stymulowa¢ podzialty komorkowe
[46] (Ryc. 2).

Od dawna przypuszczano, ze RFT moga odgrywac
znaczacg role w przekazywaniu sygnatéw komodrko-
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wych. Okazuje sig, ze komorki z uaktywnionym proto-
onkogenem ras wytwarzajg znacznie wiecej anionoro-
dnika ponadtlenkowego anizeli komérki kontrolne.
Co wiecej, jak wykazano, wynikiem inaktywacji biatka
p21 (produktu onkogenu) jest spadek stezenia aniono-
rodnika ponadtlenkowego. Ciekawy jest mechanizm
prowadzacy do zaleznego od onkogenu ras wytwarza-
nia anionorodnika. Okazato sig, ze produkcja 0 2'~
jest niezalezna od tancucha oddechowego zlokalizo-
wanego w mitochondriach. Zalezy natomiast od ok-
sydazy NADPH, enzymu wykorzystywanego przez
fagocyty do produkcji RFT. Nieznany jest, jak do tej
pory, mechanizm, ktéry wyjasniatby zwigzek przy-
czynowo-skutkowy miedzy wzmozong produkcjg
RFT i sygnatem decydujacym o rozpoczeciu syntezy
DNA. Mozliwe, ze RFT dziatajagc jako aktywatory
procesu transkrypcji (czynniki transkrypcyjne aktywo-
wane moga by¢é pod wplywem szoku tlenowego)
wptywajg réowniez na regulacje cyklu komdrkowego
[47]. Powyzsze dane uzupetniajg takze doniesienia
poparte obserwacjami, ze PDGF, wzmagajac powsta-
wanie nadtlenku wodoru, wyzwala proliferacje komé-
rek miesni gtadkich naczyn [48].

VIl. Zakonhczenie

Dodatkowych argumentow przemawiajacych za
udziatem RFT w procesie karcynogenezy dostarczajg

- Anionorodnik
\.__ponadtienkowy

e (T
Jadro

Proliferacja komorki
\.,

Ryc. 2. Komo6rki zuaktywnionym protoonkogenem ras wytwarzaja
duzg ilo$¢ anionorodnika ponadtlenkowego. Produkcja
O 2 — zalezna jest od oksydazy NADPH. Rodniki tlenowe
dziatajac jako aktywatory transkry pcji (czynniki transkryp-
cyjne aktywowane moga by¢ pod wptywem szoku tlenowe-
go) wptywaja na regulacje cyklu komérkowego (na pod-
stawie [46] — zmodyfikowane).
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dane epidemiologiczne [49]. Z danych tych wynika, ze:

- okoto 1/3 wszystkich przypadkéw nowotworéw
cztowieka zwigzana jest z paleniem tytoniu,

- 1/3 zawdzieczamy niewtasciwej diecie,

pozostatg 1/3 wszystkim pozostatym czynnikom,
takim jak czynniki karcynogenne powigzane z wyko-
nywaniem zawodu, czynniki $rodowiskowe, wirusy
onkogenne, promieniowanie UV ijonizujace.

O udziale RFT w wymienionych pierwszej i trzeciej
grupie czynnikéw ryzyka traktuje powyzszy tekst.
Okazuje sie rowniez, ze niewtasciwa dieta moze by¢
zrédtem RFT. Na przyktad przygotowanie potraw
w obecnos$ci olei zwigzane jest z generowaniem nad-
tlenkow lipidowych. W przeprowadzonych na mate-
riale zwierzecym eksperymentach wykazano rowniez
zwigzek miedzy nadmiarem kalorii a procesami pro-
wadzacymi do nowotworzenia. Restrykcja kaloryczna
jest natomiast czynnikiem zapobiegajgcym rozwojowi
zmian bedacych przyczyng karcynogenezy. Poniewaz
bezsporna jest korelacja miedzy iloscig kalorii w diecie
a tempem metabolizmu tlenowego, to niewykluczone
jest, ze bogatokaloryczna dieta odpowiedzialna jest za
generowanie nadmiernych ilosci RFT. Wiadomym jest
rowniez, ze witaminy o wtasciwosciach antyoksydacyj-
nych zapobiegajg w pewnym stopniu karcynogenezie.
Nowotwory sg jedng z choréb wieku podesztego. Nie
wszyscy zdajg sobie sprawe z faktu, Ze jedng z teorii
ttumaczacych proces starzenia jest teoria wolnorod-
nikowa [50], Paradoksalnie zatem tlen, ktéry w przy-
padku organizmoéw aerobowych jest niezbednym wa-
runkiem ich zycia, bytby réwniez, czynnikiem limituja-
cym diugos¢é zycia organizmu.
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Adaptacja bton tylakoidowych do zmiennych warunkow

swietlnych srodowiska

Adaptation of thylakoids membranes to environmental light

conditions

ELZBIETA ROMANOWSKA*

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Kompleksy biatkowe bton tylakoidowych

I11. Molekularna organizacja bton tylakoidowych w warun-
kach niskiego i wysokiego natezenia $wiatta

IV. Rozdziat energii $wietlnej pomiedzy PSI i PSII — przejs-
cie ze stanu 1 do stanu 2

V. Fotoinhibicja

VI. Regulacja organizacji i funkcji bton tylakoidowych

VIIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: Chi — chlorofil; CP25, CP27,
CP29, LHCII — kompleksy chlorofil a/b-biatko PSIl; CP43
- kompleks chlorofil a z biatkiem psbC PSIl; CP47
kompleks chlorofil a z biatkiem psbB PSII; PSI — fotouk-
tad I; PSII fotouklad Il

I. Wstep

Zmieniajgce sie warunki Swietlne podczas wzrostu
roslin indukuja procesy adaptacyjne zachodzace w ob-
rebie bton tylakoidowych. Przystosowanie ros$lin do
Swiatta jako czynnika srodowiskowego zachodzi zasa-
dniczo w dwoch kierunkach: maksymalnego wykorzy-
stania tego czynnika oraz ochrony przed jego nadmier-
nym dziataniem. Duze natezenie $wiatta wigze sie
czesto ze wzrostem temperatury, zaréwno rosliny jak
i otoczenia, co z kolei ma wptyw na bilans wodny.
Dlatego w wielu przypadkach trudno jest rozgraniczy¢
dziatanie poszczegblnych czynnikéw S$rodowisko-
wych. Niekorzystne warunki $wietlne srodowiska mo-
ga indukowa¢ dtugotrwate zmiany ewolucyjne czesto
sprzezone z odpowiedzig na inne czynniki stresowe np.
susze i doprowadzi¢ do modyfikacji obejmujacych

* Prof. dr hab., Zaktad Fizjologii Roslin, Instytut Botaniki.
Uniwersytet Warszawski, 00-927 Warszawa, Krakowskie
Przedmie$cie 26/28
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Il.  Protein complexes of thylakoid membranes

I1l.  Molecular organization of thylakoid proteins in low and
high light

IV. The distribution of energy between PSI and PSII — state
1 — state 2

V. Photoinhibition

VI. Regulation of thylakoid membrane organization and
function

VI1Il. Concluding remarks

zmiany w budowie anatomicznej lisci oraz struktury
chloroplastow. Krétkotrwaty wzrost natezenia Swiatta
powoduje przystosowania modulacyjne zmierzajgce
do zmniejszenia o$wietlenia powierzchni np. poprzez
ruch chloroplastéw w komaorce czy ruchy lisci. Dtugo-
trwate zmiany warunkow Swietlnych wyzwalajg u ros-
lin procesy adaptacyjne polegajace na zmianie sktadu,
organizacji i struktury bton tylakoidowych. Zdolnos$¢
aparatu fotosyntetycznego do adaptacji wywotywa-
nych zmianami srodowiskowymi sugeruje, ze zar6wno
organizacja jak ifunkcja membran tylakoidowych nie
jest statyczna lecz dynamiczna. Zmiany w wielkosci
anten energetycznych fotosystemow, stechiometria
gtownych przenos$nikéw elektronow, optymalizujg od-
powiedzi roslin na zmiany $rodowiskowe. Adaptacja
bton tylakoidowych do nowych warunkéw wymaga
zmian strukturalno-funkcjonalnych i biosyntezy no-
wych komponentdw. Dochodzi wiec do interakcji
procesu transkrypcji, translacji, transportu biatek
itworzenia nowych komplekséw btonowych w obrebie
chloroplastu.

Il. Kompleksy biatkowe bton tylakoidowych

W chloroplastach ro$lin wyzszych mozemy wyréz-
ni¢ dwa systemy bton tylakoidowych: tylakoidy gran
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Ryc. 1. Fotosyntetyczny aparat transportu elektronéw cytb6 — cytochrom b6; cyth559 — cytochrom b559; cytf— cytochrom f; CP43, CP47
— zbierajace $wiatto kompleksy chlorofil a — biatko z kompleksu rdzeniowego PSU; DI i D2 — biatka stanowiace centra reakcji PSII;
FD — ferrodoksyna; FNR — oksydoreduktaza ferredoksyna:NADP +; LHCI(LHCII) — zbierajagcy Swiatto kompleks chlorofil
a/b-biatko zwigzany z PSI(PSIlI); OEC — kompleks biatkowy uczestniczacy w wydzielaniu tlenu; PC — plastocjanina; PSI-A, PSI-B,
PSI-C, PSI-D, PSI-E, PSI-F, PS1-H — podjednostki wchodzace w sktad fotouktadu I; PQ — plastochinon; PQH* — semichinon; PQH,
— plastochinol; P700 — centrum reakcji PSI; P680 — centrum reakcji PSII; PSI — fotouklad I; PSU — fotouklad Il; QA — pierwszy
chinonowy akceptor elektronéw w PSU; QB — drugi chinonowy akceptor elektronéw w PSU; Rieske Fe-S — biatko Rieske; IV

— podjednostka IV kompleksu cytochromowego b/f.

oraz tylakoidy stromy. Zachodzg w nich reakcje
Swietlne fotosyntezy zwigzane z syntezg ATP oraz
NADPH. Wnetrze chloroplastu wypetnia stroma,
w ktorej zachodza reakcje ciemniowe fotosyntezy
zwigzane z asymilacjg C 0 2. W btonach tylakoidowych
wystepuja 4 gtowne kompleksy biatkowe uczestniczgce
w reakcjach Swietlnych fotosyntezy: PSI, PSIIl, kom-
pleks cytochromowy b/f i syntaza ATP (Ryc. 1)
Kompleksy te sg heterogenne zaréwno pod wzgledem
sktadu jak i funkcji. Rycina 2 przedstawia model
organizacji bton tylakoidowych. W centrum gran
wystepuje PSlloc [1] charakteryzujacy sie duzym sys-
temem antenowym. W PSI lot stosunek chi a/b wynosi
1.8-2, a wielko$¢ anteny to 250 czasteczek chlorofilu
i 0,5 cytochromu b/f/ na centrum reakcji [2]. Posiada
on wewnetrzne anteny energetyczne (CP47 i CP43),
silnie zwigzane z biatkami rdzeniowymi zawierajace
ok. 80 czasteczek chlorofilu a [3, 4] oraz zewnetrzne
anteny (CP25, CP27, CP29 i LHCII) réznigce sie
sktadem biochemicznym, organizacjg strukturalng.

zawierajgce zmienng ilo$¢ czasteczek chlorofilu (a + b)
oraz ksantofile, i w rézny sposob zbierajgce energie
[5-7]. Pierscien peryferyczny obejmujacy obrzeza gran
stanowi PSloc gdzie stosunek chi a/b wynosi 3.6, przy
wielkosci anteny 260-290 czasteczek chlorofilu/P700
[8], W lamellach stromy wystepuje gtéwnie PSIQ3
ktory ma anteny mniejsze o0 60-70% niz PSloc [8] oraz
nieco PS11(30 antenach okoto dwukrotnie mniejszych
niz PSllot [9], Prekursorem PSllot jest prawdopodob-
nie PS11@[4], W czasie rozwoju plastydow PSIIP jest
formag dominujgca. Mutanty chlorofilowa pozbawione
PSllot nie posiadajg anten pochtaniajgcych Swiatto.
PSI 17 obecny u mutanta jeczmienia chlorina f2, ktéry
zawiera tylko 50 czasteczek chlorofilu a i jest cat-
kowicie pozbawiony chlorofilu b oraz LHCII, moze
by¢ wejsciowg formg dla PSllot. Zapoczgtkowane
syntezy chlorofilu b inicjuje tworzenie anten wewnetrz-
nych i powstawanie PSlIp. Nastepnie zachodzi przyta-
czenie anten zewnetrznych i powstaje PSllot (Ryc. 3).
Wielkos$¢ anten energetycznych PSII i PSI zalezy od

@ PSll« @ Psip 8 ATP - syntaza
@ psie @ psip

@ Kompleks cytochromowy b/f

. ? :
IR S i N mn nry
* : n ﬂOlml‘?.

Ryc. 2. Model organizacji tylakoidow ilustrujacy lateralng heterogenno$¢ rozmieszczenia komplekséow biatkowych w btonach. PSla (PSI[3

i PSlloc (PSIIP) — a centra (3 centra) Ii Il uktadu fotosyntezy.
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natezenia Swiatta podczas wzrostu roslin [10]. Dtugo-
trwate dziatanie niskich natezen $Swiatta stymuluje
powstawanie wiekszych anten energetycznych zarow-
no w PSU jak i PSI, a wysokie natezenie Swiatta
powoduje zmniejszenie wielkosci anten [11, 12], Zmia-
ny w wielko$ci anten wigzg sie ze zmianami zewnetrz-
nych anten PSlla zar6wno pod wzgledem skitadu
peptydowego jak i zawartosci chlorofilu [13]. Jak
stwierdzono u Chlorella vulgaris anteny zewnetrzne
moga zawieraé od 80 do 280 czasteczek chlorofilu
(a+ b) na kompleks, najmniejsze anteny PSlla zawie-
rajg 210 czasteczek Chi (a+ b) [14] a najwieksze ok.
400 czasteczek Chi (a+ b) [15], Molekularny mecha-
nizm regulacji wielko$ci anten jest nieznany. Oba
fotouktady stromowe majg mniejsze systemy anteno-
we niz granowe, poniewaz pozbawione sg anten ze-
wnetrznych [3, 16]. Ponad 85% PSIlI znajduje sie
w tylakoidach gran, a tylko 15% w tylakoidach stromy
ina brzegach gran. Natomiast PSI zlokalizowany jest
gtdwnie w tylakoidach stromy (65%), a 35% tego
fotouktadu znajduje sie na brzegach gran [6]. Kom-
pleks cytochromowy b/f jest rozmieszczony réwno-
miernie pomiedzy oba typy bton, cho¢ roézni sie
zaréwno skitadem jak i funkcjg [17], U organizmow
eukariotycznych i sinic sktada sie on z 4 gtéwnych
polipeptyddw: cytochromu f, cytochromu b, biatka
Rieskego i podjednostki IV [18]. W kompleksie tym
stwierdzono ponadto obecno$¢ biatek niskoczgstecz-
kowych (< 10 kDa) i plastocjaniny [19]. Czastki
kompleksu cytochromowego b/f pochodzace z bton
granowych i stromowych wykazujg pewien stopien
heterogennosci wyrazajacy sie zmienng zawartoscia
biatka 4 kDa, plastocjaniny oraz blizej nie poznanego
biatka 15 kDa [20, 21]. Poniewaz wyizolowany kom-
pleks cytochromowy b/f jest mieszaning monomeru
idimeru [22] towgCramera i wsp. [23] przejscie
monomer-dimer moze by¢ mechanizmem regulujgcym
cykliczny i niecykliczny transport elektronéw w chlo-
roplastach, forma dimeryczna bytaby odpowiedzialna
za liniowy transport elektronéw, a forma mono-
meryczna za nieliniowy. Wysoki stosunek NA-
DPH/NADP+ preferuje cykliczny transport elektro-
noéw, kompleks cytochromowy b/f funkcjonuje wtedy
w formie monomerycznej; stad transport liniowy prze-
biegatby w obrebie gran, a cykliczny wytgcznie w ob-
rebie tylakoidow stromy. Cykliczny transport elektro-
néw moze by¢ mechanizmem, ktéry w warunkach

PS Il y (~50 Chl a)
LHC H——
(wew.)

PS I3 (~130 Chl a+b)
LHC I,
(zew.)

PSIla  (~210 Chl a+b)

Ryc. 3. Schemat objasniajacy etapy powstawania anten energetycz-
nych w PSII. Objasnienia w tekscie.
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zagrozenia fotoinhibicjg rozprasza energie wzbudzenia
w obrebie PSIlI przez dezaktywacje termiczng, co
stwierdzono eksponujac rosliny na Swiatto o wysokim
natezeniu [24, 25]. Syntaza ATP wystepuje na brze-
gach gran oraz w tylakoidach stromy [26]. Szczeg6to-
wo budowe molekularng btony tylakoidowej opisano
w artykule przegladowym [6].

I1l. Molekularna organizacja bton tylakoido-
wych w warunkach niskiego i wysokiego
natezenia Swiatta

Na schemacie (Ryc. 4B) przedstawiono zmiany
adaptacyjne zachodzace w obrebie bton tylakoido-
wych spowodowane dfugotrwatym dziataniem niskich
i wysokich natezen $wiatta. Swiatto o niskim stezeniu
stymuluje powstawanie duzych anten peryferycznych
PSlla. Zwigzane jest to ze zwiekszong synteza chloro-
filu b i ksantofili, gtownie luteiny. Taki sktad barw-
nikowy umozliwia lepsze wykorzystanie $wiatta nie-
bieskozielonego [27]. W warunkach niskiego nateze-
nia Swiatta, gdzie jest ono czynnikiem ograniczajgcym
fotosynteze stwierdzono 50-70% obnizenie ilosci cyto-
chromu b-559, cytochromu b-563, cytochromu f, plas-
tochinonu (w przeliczeniu na zawarto$¢ chlorofilu)
[28]. W silnym Swietle, gdzie czynnikiem ograniczaja-
cym fotosynteze jest szybko$¢ transportu elektrondéw,
notowano zwigkszenie ilosci cytochromu f[29]. Nate-

A. Krétkotrwate adaptacje

silne wysoka
$wiatlo temperatura

siine slabe
$wiatlo $wiatlo

degradacja
PS Il rdzen ,
wew LHC II PS Il rdzen
“Jew LHC I wew, LHC Il wolny zew. LHC |I

[f] PSI ‘f fosforylacja biatka

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy krétkoterminowe idtugotermino-

we zmiany adaptacyjne zachodzace w obrebie bton tylakoi-
dowych na skutek dziatania $wiatta lub temperatury.
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zenie $Swiatta stanowi czynnik regulujacy synteze chlo-
rofilu aib, co przejawia sie zwiekszeniem stosunku Chi
a/b w Swietle o duzym natezeniu, poniewaz obnizona
jest synteza Chi b. Ponadto w warunkach wysokigo
natezenia Swiatta obserwuje sie zwiekszenie zawartosci
[3-karotenu i mniej ksantofili (gtdwnie luteiny i neo-
ksantyny) w poréwnaniu z ro$linami rosngcymi w nis-
kich natezeniach $wiatta [30], Liniowa zalezno$¢ po-
miedzy ilosScig plastochinonu, cytochromu f, podjed-
nostkami CF1 syntazy ATP a natezeniem S$wiatla,
sugeruje, ze mechanizm regulujagcy biosynteze tych
zwigzkéw jest podobny [31], Struktura aparatu foto-
syntetyczngo roslin wyzszych rosngcych w niskich
natezeniach Swiatta, jest taka jak u roslin cieniolub-
nych lub rosngcych w S$wietle wzbogaconym w czer-
wien. Natomiast rosliny rosngce w wysokich nateze-
niach Swiatta wytwarzaja aparat fotosyntetyczny jak
rosliny Swiattolubne lub rosngce w Swietle wzbogaco-
nym w S$wiatlo niebieskie [32-34], Badania Hum -
becka i wsp. [35] pokazaty, ze Swiatto niebkieskie
stosowane podczas wzrostu glonéw Scenedesmus pro-
wadzito do takich samych zmian jak niskie natezenia
Swiatta biatego; natomiast Swiatto czerwone, powodo-
wato takie zmiany jak wysokie natezenia $wiatta
biatego. Glony rosngce w $wietle niebieskim cechowata
wieksza zawarto$¢ chlorofilu i LHCII w komorce,
w poréwnaniu z rosngcymi w S$wietle czerwonym.
Wyniki tych badan dowodzga, ze réznice adaptacyjne
do Swiatta niebieskiego i czerwonego u glonéw mogty

wynikaé z przystosowania do $rodowiska, w ktdrym
Zyja, poniewaz ze wzrostem giebokos$ci zwieksza sie
pochtanianie Swiatta czerwonego, a dociera gtownie
Swiatto niebieskozielone [36], Podsumowujac, rosliny
przystosowane do wysokich natezen Swiatla cechuja
nastepujgce parametry: mniej tylakoidéw przypadaja-
cych na granum, mniej LHCII ichlorofilu b; wykazuja
natomiast wyzszag warto$¢ stosunku chlorofilu a/b,
zwiekszong zawarto$¢ przenos$nikéw elektronow (np.
cytochromu f, ferredoksyny), majg wyzsze natezenie
reakcji Hilla oraz wyzsze natezenie wigzania C 0 2 [30,
32, 37], Zmiany warunkow Swietlnych, zaréwno nate-
zenia jak ijakos$ci obejmujg np. lis¢, korone drzew, tan,
pietra lasu i zbiorniki wodne.

IV. Rozdziat energii Swietlnej pomiedzy PSI
i PSII — przejscie ze stanu 1 do stanu 2

Mechanizm molekularny wyjas$niajacy w jaki spo-
sob warunki Swietlne wptywajg na rozdziat energii
pomiedzy PSI i PSII nazywamy przejSciem od stanu
1do stanu 2 (Ryc. 5. W warunkach krotkotrwatego
dziatania silnego S$wiatta, pula plastochinonu ulega
redukcji (stan 2), a kinaza zwigzana z cytochromem b/f
aktywacji, i fosforyluje gtéwnie biatko 25 kDa anten
energetycznych zewnetrznych PSI13 Larsson
i Andersson [38] wydzielili z lisci szpinaku dwie
klasy LHCII: 25 oraz 27 kDa i stwierdzili, ze w sktad
mobilnej puli peryferycznej, wchodzi gtéwnie biatko 25

Scieénione Nieécieénione

Blona o et
tylakoidowa f*im —_—
& It aaaes I - PS |
PS I '
LHC Il
hv
STAN 1
Migracja LHC Il
do regionu Aktywacja kinazy
sciesnionego i fosforylacja LHC Il
— R == o———/;;’
Aktywacja fosfatazy
i defosforylacja LHC I
Migracja LHCP
STAN 2

Ryc. 5. Schemat obrazujacy przejscie ze stanu
1 do stanu 2 pod wptywem Swiatta.

Opis w tekscie.
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kDa. Fosforylacja biatek tylakoidowych PSII przez
aktywowang S$wiattem kinaze powoduje obnizenie
transportu elektronéw w obrebie PSII [39], Aktyw-
no$¢ kinazy jest regulowana zardwno przez stan
redoks puli plastochinonowej [40, 41] jak i stosunek
ATP/ADP; ADP jestinhibitorem kinazy, nawet w obe-
cnosci zredukowanego plastochinonu [42, 43]. Stwier-
dzono, ze aktywno$¢ kinazy FHCII wymaga obecnosci
kompleksu cytochromowego b/f [44]. U mutantéw
Lemma pozbawionych kompleksu cytochromowego
b/f stwierdzono brak fosforylacji FHCII, podczas gdy
fosforylacja innych biatek PSII byta niezmieniona
[45]. Autorzy uwazaja, ze kontrola aktywnosci kinazy
FHCII znajduje sie w miejscu Qo (utleniajgcym plas-
tochinol) kompleksu cytochromowego b/f, a za fos-
forylaje biatek PSII odpowiedzialne sg rézne kinazy.
Gal i wsp. [46] wykazali, metodg immunologiczng,
ze kinaza FHCII zlokalizowana jest na brzegach gran,
co jest spojne z koncepcja, ze FHCII tylko z tej czesci
gran ulega przemieszczaniu do lameti stromy. Fos-
forylacja biatek FHCII powoduje zmianeg ich struktury
trzeciorzedowej, rozpad form trimerycznych na mono-
mery, ktdre nastepnie oddysocjowujg z PSlla i prze-
mieszczajg sie latealnie do membran stromowych gdzie
ulegajg asocjacji z PSI(3 [47-49]. Przemieszczanie si¢
anten FHCII z lamelli granowych do stromowych
potwierdzity badania z zastosowaniem mikroskopu
elektronowego itechniki ,Jfeeze-fracture” [49]. Asoca-
cje FHCIl zPSlI@udowodniono przy pomocy spektro-
skopii fluorescencyjnej [50], Gdy pula PQH?2 ulega
utlenieniu (stan t), obniza si¢ aktywnos$¢ kinazy i za-
chodzi defosforylacja FHCII przy udziale fosfatazy,

a utrata tadunku ujemnego powoduje jego powro6t do
gran i potaczenie z PSlla. Powstaje trimer FHCII
bedacy anteng peryferyczng PSII. Strategia ta zmniej-
sza wielko$¢ anten PSlla a zwieksza PSIfk Jest to
krotkotrwaty regulatorowy mechanizm chronigcy
PSII przed fotoinhibicjg i pozwalajgcy na rownomier-
ny rozdziat energii wzbudzenia pomiedzy oba fotosys-
temy. Adaptacja ta funkcjonuje na etapie posttrans-
lacyjnej modyfikacji istniejgcych biatek. Brak jest
jednak bezposrednich danych doswiadczalnych, ze
ufosforylowny FHCII moze przekazywac energie do
PSI@Horton i Black [39] uwazajg, ze fosforyla-
cja FHCII i dysocjacja z PSIlI pozwala jedynie na
zmniejszenie przekazu energii wzbudzenia do centrow
PSIlI. Jansson i wsp. [51] wykazali, ze biatka
FHCII; 25127 kDa sg produktami réznych cap genéw.
Adaptacja dtugoterminowa do wysokich natezen Swia-
tta moze wiec by¢ realizowana na etapie transkrypcji
iprowadzi¢ do zmian stechiometrii PSI i PSII. Obecnie
uwaza sie, ze ten sam ,,czujnik redoksowy” odpowie-
dzialny jest zaréwno za zmiane stanow (adaptacja
krotkoterminowa) jak i stechiometrie uktadéw (adap-
tacja dtugoterminowa) [48, 52], Proponowany przez
Allena i Nilssona (1997) mechanizm adaptacji
przedstawiono na rycinie 6. Termin ,czujnik redok-
sowy” jest proponowany dla przenos$nika elektronéw
zlokalizowanego w btonach tylakoidowych chloro-
plastow lub w wewnetrznej btonie mitochondrialnej.
Czujnik ten kontroluje ekspresje genéw poprzez zmia-
ny potencjatlu oksydoredukcyjnego powstajgce przy
jego autofosforylacji, prowadzagc w koncowym efekcie
do fosforylacji regulatora odpowiedzi redoks. Regula-
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Ryc. 6. Mechanizm krotkoterminowej i dtugoterminowej
adaptacji aparatu fotosyntetycznego poprzez kont-
role stanu redoksowego fotouktadéw (wg [48],
zmodyfikowane). Objasnienia w tekscie.
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tor odpowiedzi redoks natomiast, jest biatkiem wigzga-
cym sie z DNA, ktérego fosforylacja jest niezbedna do
przytaczenia polimerazy RNA i inicjacji transkrypcji
genu. Wedtug Allena ,czujnik redoksowy” (ang.
redox sensor) zawiera domene czujnikowga oraz regula-
torowa, i jesli kinetycznie faworyzowana jest droga
wewnatrzczasteczkowego przeniesienia fosforanu to
fosforylacja asparaginianu (Asp) domeny regulatoro-
wej czujnika inicjuje aktywacje kinazy LHCII (stan 2)
i mamy do czynienia z adaptacjg krotkoterminowa.
Jesli natomiast kinaza jest w peini zaktywowana,
zachodzi fosforylacja asparaginianu ,regulatora od-
powiedzi redoksowej”, (ang. redox response regulator)
odpowiedzialnego za regulacje stechiometrii fotosys-
temow (adaptacja diugoterminowa). Odbywa sie to
poprzez kontrole ekspresji gendéw a ,,czujnikiem” jest
stopien redukcji puli plastochinonowej [53]. Stwier-
dzono [54], ze 10-krotne obnizenie natezenia Swiatta
powodowato u glonu Dunaliella tertiolecta juz w ciggu
9 h czterokrotny wzrost Ihcb mRNA i trzykrotne
zwiekszenie zawartosci LHCII. Escoubas i wsp.
[55] wykazali, ze ekspresja genu Lhch jest regulowana
na poziomie transkrypcji.

W niskiej temperaturze brak jest migracji LHCII
cho¢ kinaza jest aktywowana [56]. Brak przemiesz-
czania LHCII w tych warunkach zwigzany jest zmniej-
szq ptynnos$cig dwuwarstwy lipidowej. Krytyczng tem-
peraturg jest 10 C. Dynamiczne i odwracalne zmiany
w organizacji bton tylakoidowych obserwowano réw-
niez po krétkotrwatym dziataniu wysokich tempera-
tur. Powyzej 30 C obserwuje sie, ze zewnetrzne anteny
energetyczne PSlla oddysocjowujg od fotouktadu
(Ryc. 4A), ale nie migruja do membran stromowych.
Anteny zewnetrzne pozostajg w granach, a do bton
stromowych migruje reszta kompleksu PSlla i taczy
sie z PSI[3 W tym przypadku ciepto indukuje ob-
nizenie energii wzbudzenia PSlla ichroni przed foto-
destrukcjg.

V. Fotoinhibicja

Wysokie natezenia Swiatta dziata destrukcyjnie gto6-
wnie na PSIl [567-59], Czutym wskaznikiem zaburzen
w btonach chloroplastowych sg pomiary indukowanej
fluorescencji chlorofilu a [60], Fluorescencja rejest-
rowana w temperaturze pokojowej pochodzi gtéwnie
z PSII, natomiast schtodzenie lisci do 77 K pozwala
uzyskaé widmo emisji fluorescencji obu fotouktadow.
Pomiary sygnatu indukowanej fluorescencji ujawnity,
ze nadmierne oSwietlenie liscia powodowato obnizenie
fluorescencji. Dotyczyto to fluorescencji maksymalnej
(Fm), zmiennej (Fv), fluorescencji piku (Fp) i stanu
stacjonarnego (Ft). Natomiast fluorescencja podsta-
wowa (Fo) zalezata od gatunku i warunkéw wzrostu
roslin [61]. Rozmiary fotoinhibicji najlepiej odzwier-
ciedla stosunek fluorescencji zmiennej do maksymal-
nej (Fv/Fm), ktory jest miarg potencjalnej wydajnosci
pierwotnych reakcji fotochemicznych PSII. Fotoin-
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hibicji towarzyszy obnizenie warto$ci Fv/Fm [62, 63],
Przyczyng obnizenia intensywnosci fluorescencji moze
byé zwiekszenie termicznego rozpraszania energii
wzbudzenia w kompleksach antenowych PSII spowo-
dowane tworzeniem zeaksantyny z wiolaksantyny
w cyklu ksantofilowym [64], Diugotrwate dziatanie
wysokich natezen $wiatta na rosliny prowadzi do
utraty aktywnosci fotochemicznej PSII oraz degrada-
cji biatka DI. (Ryc. 7). Przypuszcza sie, ze nadmierne
natezenie Swiatta powoduje znaczng redukcje puli PQ
[65], a przez to akumulacje rodnikéw chinonowych
w miejscu QB biatka DI. Aniony te mogag ulegac
autooksydacji pod wptywem tlenu czasteczkowego
z wytworzeniem anionu ponadtlenkowego, ktory in-
dukuje reakcje prowadzace do powstania rodnikéw
hydroksylowych. Rodniki hydroksylowe i tlenowe
odpowiedzialne sg za uszkodzenie biatka DI, a w kon-
sekwencji za jego degradacje [60, 65, 66]. Degradacja
biatka DI w centrach PSlla powoduje czeSciowy
rozpad rdzeniowego kompleksu PSIl, a nastepnie
indywidualng migracje niektérych podjednostek kom-
pleksu do tylakoidow stromowych [67], Przypuszcza
sig, ze ruch podjednostek PSII ze $ciesnionych regio-
now chloroplastow do niesciesnionych jest elementem
cyklu naprawczego PSII [67, 68], Wiadomo, ze preku-
rsor biatka DI jest wbudowywany do btony lamelli
stromowych, gdzie tgczy sie z pozostatymi komponen-
tami kompleksu tworzgc PSlla; PSII|3jest odporny na
fotoinhibicje [9]. Procesy odpowiedzialne za rozpra-
szanie energii wzbudzenia i adaptacje aparatu fotosyn-
tetycznego do Swiatta o zwiekszonej intensywnosci,
a takze reaktywacja PSII spetniajg wazng role w utrzy-
maniu aktywnosci fotosyntetycznej ro$lin w warun-
kach nadmiernego os$wietlenia. Podatno$¢ roslin na
fotoinhibicje jest zdeterminowana genetycznie, a po-
nadto zalezy od przystosowania ro$lin do wzrostu
w okre$lonych warunkach Swietlnych [69, 70], Roéliny
rosngce w warunkach stabego oswietlenia ulegaj sil-
niejszej fotoinhibicji pod wptywem nagtego wzrostu

Silne $wiatto

Ryc. 7. Rozpad PSII po degradacji biatka DI na skutek dziatania
silnego $wiatta.



natezenia Swiatta niz rosliny rosngce w wysokich
natezeniach Swiatta, gdyz posiadaja one bardziej roz-
budowane uktady zbierajagce Swiatto [57, 69, 70],
Swiatto istresy $rodowiskowe wywieraja synergistycz-
ny wptyw na proces fotoinhibicji [71-73], Synergizm
przejawia sie w wiekszym stopniu na poziomie ochro-
ny i naprawy niz w procesie fotoinaktywacji. Stwier-
dzono rézng wrazliwo$¢ na fotoinhibicje u réznych
gatunkow roslin. Molekularny mechanizm fotoinhibi-
cji opisano w pracy [74].

V1. Regulacja organizacji i funkcji bton tyla-
koidowych

Mechanizm optymalizujgcy wielko$¢ komplekséw
w btonach fotosyntetycznych poprzez zmiany pdl
metabolitdbw komoérkowych regulowany jest warun-
kami Srodowiskowymi. Giéwng role w transmisji
sygnatdw Srodowiskowych odgrywajg tu ATP
iNADPH, ktérym przypisuje sie istotng role w regula-
cji ekspresji genow [21], Niektére czynniki Srodowis-
kowe powoduja hamowanie transportu elektronéw
w obrebie PSII. W takich warunkach przeno$niki
elektronéw pomiedzy dwoma fotosystemami sg utle-
nione (identyfikacja sygnatu). Hamowaniu niecyklicz-
nego transportu elektrondw towarzyszy wzmozenie
transportu cyklicznego i zwiekszenie syntezy ATP co
powoduje wzrost stosunku ATP/NADPH w stromie
[75]. Modulacja puli ATP/NADPH odgrywa wazng
role w transmisji sygnatu $rodowiskowego. (Ryc. 8).
Moze ona przejawia¢ sie w dwdch kierunkach: a.
poprzez regulacje ekspresji gendéw dla wzmozenia
syntezy kompleksu PSII, b. poprzez wzrost aktywnosci
proteaz degradujgcych inne komponenty bton tylakoi-
dow. Odpowiedz bton fotosyntetycznych (adaptacja)
jest koordynowana poprzez biosynteze i degradacje
kompleksdw w chloroplastach. Poniewaz cze$¢ biatek
komplekséw chloroplastowych kodowana jest zar6w-

Sygnat srodowiskowy

Identyfikacja sygnatu

(wptyw na transport elektronéw w chloroplastach)

Modulacja puli ATP/NADPH

}

Transdukcja i transformacja sygnatu
(ATP, NADPH)

f ' 1
Regulacja Fosforylacja
ekspresji genu biatek tylakoidowych

(biosynteza) \ (degradacja)
Odpowiedz (adaptacja)
Ryc. 8. Schemat regulacji struktury, organizacji i funkcji bton

fotosyntetycznych poprzez modulacje pél metabolitow.
Opis w tekscie.
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no przez genom wiasny jak i jadrowy, transmisja
sygnatu wymaga wspdtdziatania obu genomoéw. Regu-
lacja i koordynacja genomdw w procesie transkryp-
cji/translacji oraz biosyntezy/organizacji kompleksow
bton tylakoidowych nie jest w peini wyjasniona.

VIl. Podsumowanie

Zmiana warunkéw S$wietlnych podczas wzrostu ros-
lin prowadzi do powstania w obrebie bton chloroplas-
towych przystosowan warunkujgcych utrzymanie ak-
tywnos$ci fotosyntetycznej roslin w wyniku:

1) syntezy nowych komponentéw fotouktadéw lub/o-
raz przenos$nikéw elektronéw

2) zmiany rozdziatu energii pomiedzy Pil i PSI wsku-
tek przemieszczania sie komplekséw biatkowych

3) chwilowej degradacji oraz odbudowywaniu uszko-
dzonych struktur.

Napisanie tego artykutu byto mozliwe dzieki sfinansowaniu
przez Grant KBN 6 P04C 001 14 uczestnictwa autorki w XI
Miedzynarodowym Kongresie Fotosyntetycznym.

Artykut otrzymano 24 wrze$nia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 23 listopada 1998 r.
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SPRAWOZDANIE

Nadanie bibliotece Instytutu Biochemii

I Biofizyki Polskiej Akademii Nauk imienia
Jozefa Hellera

W dniu 24 listopada 1998 roku w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk na posiedzeniu
Rady Naukowej odbyta sie uroczysto$¢ nadania instytutowej bibliotece imienia Prof. J6zefa Hellera,
zalozyciela i pierwszego dyrektora Instytutu. Na posiedzenie przybyta Rodzina Profesora: Jego corki, p. Maria
Heller z mezem i p. Zofia Wojnowska, oraz wnuczka itrzej wnukowie, jeden z nich z zong, atakze prawnuk
i prawnuczka. Obecny byt takze prof. Tadeusz Korzybski, dzi§ emerytowany kierownik Zaktadu Biochemii
Poréwnawczej PAN — zaczatku Instytutu tworzonego przez Prof. Hellera. W audytorium Instytutu
uroczysto$¢ zagait witajac Gosci dyrektor IBB, prof. Wtodzimierz Zagorski-Ostoja. Nastepnie jeden z pierw-
szych uczniéow prof. Hellera, prof. Przemystaw Szafranski, nakre$lit Jego sylwetke i przypomniat historie
organizowania przez Profesora Zakiadu Biochemii Polskiej Akademii Nauk obejmujgcego poczatkowo kilka
pracowni, a przeksztatconego w Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w 1957 roku. W swoim przemowieniu prof.
Szafranski podkreslit jak dalekowzroczng wizje kierunkéw badan w Instytucie miat Prof. Heller, a takze Jego
zastugi w promowaniu wynikéw juz prowadzonych badan na miedzynarodowym forum naukowym. Gos$¢
Instytutu, prof. Wactaw Szybalski, ktéry mowit o przedwojennych czasach lwowskich swojej znajomosci
z Profesorem, wspomniat tez o swojej wizycie w Instytucie w latach 60-tych izaskoczeniu bardzo trudnymi
warunkami pracy w laboratoriach w zestawieniu z publikowanymi znaczgcymi osiggnieciami naukowymi.
Odstoniecia tablicy z napisem ,Biblioteka im. Jézefa Hellera"” umieszczonej w holu wejsciowym Instytutu
dokonata prof. Maria M. Jezewska, ostatnia doktorantka Profesora. Po zwiedzeniu biblioteki Goscie wraz
z prof. prof. Jezewska, Korzybskim, Szafrahnskim, Zagorskim i doc. Wielgatem w gabinecie Dyrektora przy
kawie wspominali r6zne zdarzenia z zycia z prof. Hellera. Przywotano czas Jego medycznych studiéw,
rozpoczetych w 1916 r. na Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie i przeplatanych Kkilkuletnig stuzbg
w Legionach Pitsudskiego. Wspomnienia o wyktadach chemii fizjologicznej i fizjologii na Tajnym Uniwer-
sytecie Warszawskim w czasie okupacji niemieckiej, wywézce w 1944 roku do obozu pracy w Hanowerze
i 0 stuzbie wojskowej po wyzwoleniu przez aliantow w Polskich Sitach Zbrojnych na Zachodzie, uswiadomity
nam nieztomny patriotyzm Profesora i Jego wewnetrzng potrzebe podejmowania rozmaitych spotecznych
dziatan nawet w bardzo trudnych warunkach. 0 tym gtebokim poczuciu spotecznych powinnos$ci swiadczy
powojenna, wszechstronna dziatalno$¢ Profesora na rzecz odbudowy irozwoju polskiej biochemii — nauko-
wa, dydaktyczna, organizacyjna i wydawnicza. Po powrocie do Polski w 1946 r. Profesor objgt Katedre
Fizjologii Zwierzat na Wydziale Przyrodniczym Uniwersytetu we Wroctawiu jednoczesnie organizujac filie
Panstwowego Zakladu Higieny w Szczecinie. W 1951 r. przeniést sie do Warszawy na Katedre Chemii
Fizjologicznej Akademii Medycznej. Rok pd6zniej powstat Komitet Naukowy Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk, ktéremu Profesor przewodniczyt do 1969 r. realizujagc powierzone Mu zadanie stworzenia
centralnej placéwki biochemicznej — Instytutu Biochemii i Biofizyki. Wspomnielismy spokojny sposéb bycia
Profesora nie zdradzajacy Jego rozlicznych obowigzkéw jak udziat w Radach Naukowych wielu placowek
naukowych, praca organizacyjna i redaktorska na rzecz licznych czasopism naukowych, krajowych i za-
granicznych, czy reprezentowanie Polski w Miedzynarodowej Unii Biochemicznej, ktérej byt vice-prezyden-
tem przez 6 lat. Jego umitowaniem byta jednak nauka izawsze znajdowat czas na pogawedki w laboratoriach
0 naszych badaniach. Cérki Profesora wspominaty Jego ulubiony obiekt doswiadczalny — jedwabniki
snujace kokony nawet w domu Profesora i kolorowe wilczomleczki oraz Jego wspaniatlg pamie¢ petng nie
tylko naukowych teorii iwiadomosci zréznych dziedzin lecz takze ,lliady" po grecku, ksiag ,Pana Tadeusza”
1r6znych piosenek wojskowych. Czas niestety szybko zbiegt i wiele zdarzen i refleksji zwigzanych z postaciag
prof. Hellera, tak zastuzonego dla zycia naukowego biochemikéw w Polsce, pozostato niewypowiedzianych.

Maria M. Jezewska
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Sprawozdanie z Il Konferencji poswieconej
pamieci Prof. Jana Jakuba Parnasa

Mys$la i wola wszystkich tych, ktérzy poczuwajg sie do dziedzictwa naukowego Profesora Jana Jakuba
Parnasa, w Gdansku, w dniach 11— 13 wrze$nia 1998 roku odbyta sie druga, polsko-ukrainska konferencja
poswiecona pamieci tego wielkiego biochemika. Doszto do niej dzieki ogromnemu zaangazowaniu dwéch
osOb: prof. Rostislava Stoiki ze Lwowa i prof. Stefana Angielskiego z Gdanska. Konferencja znalazta tez swoja
unikalng oprawe w Starym Gdansku, jako ze zostala wkomponowana w Ill-cie Dni Ukrainy w Gdansku a jej
obrady odbywaty sie w przepieknej sali Dworu Artusa.

Do udzialu w Konferencji zgtosito sie 112 os6b, w tym ponad 40 z Ukrainy. Przybyto tez sporo gosci,
przyjaciét Polski i Ukrainy z innych krajéw: Austrii, Litwy, totwy, Szwajcarii, Szwecji i USA.

Po oficjalnym otwarciu Konferencji i jednoczes$nie Dni Ukrainy, po potudniu dnia 11 wrze$nia, witasciwe
obrady rozpoczety sie nastepnego dnia rano sesjg poswiecong roli wapnia w regulacjach procesow
biologicznych. Sesje te zdominowaly dwa obszerne i Swietnie przedstawione wykitady poswiecone pompie
wapniowej w btonach plazmatycznych (prof. Ernesto Carafoli, Zurich) oraz jonom wapnia jako czynnika
regulujacego funkcje wewnatrzkomaérkowe (prof. Platon Kostyuk, Kijow). Z tymi tez problemami wigzato sie
10, kolejno wygtoszonych komunikatow i kilkanascie doniesien plakatowych.

Sesja popotudniowa poswiecona zostata roli nukleotydéw itlenku azotu w regulacji funkcji i metabolizmu
komérek. W problematyke sesji wprowadzity uczestnikoéw konferencji dwa niezwykle ekscytujgce wyktady
0 udziale tlenku azotu w: regulacji funkcji $rédbtonka naczyn (prof. Ryszard Gryglewski, Krakéw) oraz
w regulacji funkcji bijacego serca (prof. Tadeusz Malinski, Rochester). Sesje te, po wystuchaniu 6-ciu
kolejnych doniesien, zamknat wyktad wieczorny poswiecony roli integryn w procesie morfogenezy (prof.
Reinhard Faessler, Lund). Dalsze obrady tego dnia przeniesiono do znajdujgcego sie nieopodal ,,Cotton
Club", gdzie, przy dobrym jedzeniu, zimnym piwie i Iwowskich piosenkach uczestnicy Konferencji gorgco
dyskutowali do pdznych godzin wieczornych.

Drugi dzien obrad obejmowat szerokie spektrum zagadnien, z ktérych szczeg6lnie uwypuklona zostala rola
cytokin. Osnowa staty sie wyktady: o roli jakg odgrywa transformujacy czynnik wzrostowy beta w procesach
chorobowych (prof. Rostislav Stoika, Lwoéw), o kontrolowanej $mierci monocytow (prof. Juliusz Pryjma,
Krakéw) i o genetycznie modyfikowanych szczepionkach przeciw-nowotworowych (prof. Andrzej Mac-
kiewicz, Poznan).

Roéznorodnos¢ poruszanych probleméw i mozliwo$¢é prezentowania odmiennych czesto spojrzen na
omawiane zagadnienia sprawity, ze Konferencja znacznie przyblizyta do siebie dwa, dotychczas sztucznie
rozdzielone, srodowiska naukowe. Ukazata tez jak ogromne sag checi, ale i mozliwosci dalszej ich wspoétpracy.
Mysle, ze Konferencja ta w oczach jej uczestnikow zostawita trwaty slad w myslach iche¢ do kontynuowania
tych spotkan w latach nastepnych.

Jan Stepinski

Addendum

Z okazji I Konferencji Parnasowskiej zostat wydany tom: ,Biochemia Kliniczna”, autorstwa Stefana Angielskiego, M. H.
Dominiczaka i Z. Jakubowskiego, w ukrainskiej wersji jezykowej. Podrecznik przettumaczyli: W. O. Loginskij, O. D. Lucik,
L.W. Martyniec i R.S. Stoika.

W naktadzie 1000 egzemplarzy wydata tom firma Perseusz, Sopot, Plac Rybakoéw 16.

100 egzemplarzy rozdano uczestnikom Konferencji, a pozostate 900 przekazano firmie Cormay z Warszawy, ktéra
sponsoruje i rozprowadza podrecznik na Ukrainie.
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KOMUNIKATY

KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO

Niniejszym informujemy, ze na XVI Walnym Zebraniu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w dniu 16
wrze$nia 1998 r. w Biatymstoku zebrani cztonkowie Towarzystwa wybrali w gtosowaniu tajnym prezesa
i wiceprezesa, Komisje Rewizyjng oraz 14 cztonkdéw Zarzadu.

Prezesem Towarzystwa zostata wybrana prof. dr hab. Jolanta Baranska (Warszawa), a wiceprezesem prof.
drhab. Liliana Konarska (Warszawa). W dniu 16grudnia 1998 Zarzad Gtéwny ukonstytuowat sie nastepujaco:
Sekretarzem zostat doc. dr hab. Dariusz Stepkowski (Warszawa), Skarbnikiem - dr Ewa Turska (Lédz),
a cztonkami Prezydium Zarzadu zostali: prof. dr hab. Edward Bankowski (Biatystok) i prof. dr hab. Lech
Wojtczak (Warszawa). Czionkami Zarzadu sa: dr Teresa Wesotowska (Szczecin), prof. dr hab. Roman
Tarnawski (Katowice), dr hab. Piotr Laidler (Krakéw), prof. dr hab. Stanistaw Bielecki (L6dz), prof. dr hab.
Aleksandra Kubicz (Wroctaw), prof. dr hab. Teresa Jakubowicz (Lublin), dr hab. Michat WoZniak (Gdarsk), dr
hab. Jan Gtogowski (Olsztyn), dr Artur Jarmotowski (Poznan).

W sktad Komisji Rewizyjnej zostali wybrani:
prof. dr hab. Marta Stryjecka-Zimmer (Lublin) przewodniczgca oraz prof. dr hab. Barbara
Grzelakowska-Sztabert (Warszawa) i prof. dr hab. Jerzy Popinigis (Gdansk) cztonkowie.

Informacja o XXXV Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego

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

Powotany Komitet Organizacyjny Zjazdu ukonstytuowat sie w nastepujagcym skiadzie:

prof. dr hab. Jan Gtogowski (IRZiBZ) przewodniczacy

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

dr Maria Mtot (WSP) sekretarz

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

prof. dr hab. Henryk Kostyra (IRZiBZ) w-ce przewodniczacy Komitetu Naukowego
prof. dr hab. Krystyna Z6ttkowska(WSP) — czionek

dr hab. Zofia Luberda-Bienkowska (ART) — czlonek

dr Wiadystaw Kordan (ART — cztonek

dr Dariusz Hotody (ART) — cztonek

Powotano takze Komitet Zjazdu w kiad ktéorego wchodzg: wojewoda olsztynski, prezydent Olsztyna oraz
rektorzy wyzszych uczelni i dyrektorzy placowek naukowych, majgcych swoje siedziby na terenie Olsztyna.

Obrady Zjazdu odbywac sie beda na terenie Olsztyna -Kortowa, w obiektach Akademii Rolniczo-Technicznej.
W domach akademickich, zlokalizowanych na terenie kampusu tej uczelni istnieje mozliwos¢é zakwaterowania
wszystkich Uczestnikow a w stotdwce akademickiej mozliwos¢ wyzywienia.

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

BioCentrum.......

Badawcze Laboratoria Ustugowe
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Szanowni Panstwo,

Wychodzac naprzeciw potrzebom krajowego $srodowiska naukowego oraz biorgc pod uwage koniecznos¢
petniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagiellofiski utworzyt
Biocentrum-Krakéw. Jednostka ta skupia obecnie szes¢ laboratoriow badawczych Instytutu Biologii
Molekularnej oraz Wydziatu Chemii UJ, ktére podjety sie petni¢ funkcje ustugowe oraz szeroko pojete
doradztwo metodyczno-naukowe w zakresie nauk biomolekularnych obejmujacych biochemie, biologie
i chemie strukturalng, biologie komdrki 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 peptydow, elektroforeza i elektroblot biatek do
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

* biochemii kwaséw nukleinowych (synteza i sekwencjonowanie DNA)

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

 cytometrii przeptywowej

* mikroskopii konfokalnej

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

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

Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum 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 ciggtej gotowosci do pracy
posiadanych nowoczesnych przyrzadow badawczych — dlatego tez nasze ceny sg konkurencyjne.
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajace biezace osiagniecia, 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 mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

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

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

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegbtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionka wielko$ci standartowej, z podwdéjna interlinig, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W teks$cie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreélen, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w teks$cie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otd6wkiem ich fonetyczne
brzmienie.

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

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je liczbami
porzgdkowymi ujetymiw nawiasy kwadratowe, np. [3,7, 9— 26].
Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ nowg uproszczong forme.
Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatdow
z ksiazek jednotomowych (3), rozdziatébw ztom éw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréow (4), rozdziatow z tomow
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg
ponizej podane przyktady:

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

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

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

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

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny byé gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcjg mozna propo-
nowa¢ reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykonaé¢ tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byty dwukrotnie wieksze od przysziej
reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce do opisu rysunku
powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach me
nalezy umieszczac¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skréta-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wiagcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczyé¢
otbwkiem 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
umieséci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin sporzadza si¢ w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,g6ra-doét" (otdwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z pi$miennictwa.

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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Pokwitowanie dla wptacajgcego

zt

S

townie ....cveeeiiiennn.

wptacajacy ......eeeee...

st

imige, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S A. XIII/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

empel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Pokwitowanie dla wptacajacego

imige, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Odcinek dla posiadacza rachunku

wptacajgcy

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

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

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujgcego

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/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

wptacajgcy

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XI111/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujgcego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791 -270-201 -111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Prenumerata POSTEPOW

BIOCHEMII rok 1999
dla nie zrzeszonych w PTBioch 40,— z

dla cztonkéw PTBioch 20, — z
dla zaktadéw i bibliotek 70, — zt

Sktadka P.T.Bioch.
za rok 1999 30, — z
studenci 10, — z
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