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ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatbys zapisaé sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wy-
$lij e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject” umie$¢ swoje nazwisko i imie (w ta-
kiej kolejnosci i bez polskich znakdw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajgc taki mail zgadzasz
sie na to, aby na Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup czton-
kow do ogétu cztonkéw, informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie
rozsyta¢ materiaty kontrolowane przez moderatora, ktérym bedzie Dariusz Stepkowski, sekretarz
Zarzadu Gtownego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mie-
ciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentéw”. Mam nadzieje, ze tg droga poprawi sie stan poinfor-
mowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach naukowych, stypendiach, kursach i wreszcie o ak-
tywnosci poszczeg6lnych oddziatéw naszego Towarzystwa. By¢ moze réwniez ,,Listy do biochemikéw”
redagowane przez p. Terese Wesotowska bedg obok wersji drukowanej kolportowane przez naszg liste.
Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa: www.ptbioch.edu.pl

Dariusz Stepkowski
Sekretarz Zarzagdu Gtéwnego

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Ze smutkiem zawiadamiamy, ze dnia 1 sierpnia 2000 zmart nagle

S.P. Profesor dr hab. Jacek Augustyniak,

wieloletni dyrektor Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Ada-
ma Mickiewicza w Poznaniu, Kierownik Zaktadu Biochemii Biopolimeréw, byty Dziekan
Wydziatu Biologii UAM, wicedyrektor Miedzyuczelnianego Instytutu Biochemii w Pozna-
niu, cztonek Komitetu Biochemii i Biofizyki PAN, Komitetu Biotechnologii PAN, cztonek
Rad Naukowych Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN, Osrodka Informacji Naukowej PAN,
Instytutu Genetyki Ros$lin PAN i Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.

Zmarty byt odznaczony Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski i Ztotym Krzyzem
Zastugi oraz Medalem Komisji Edukacji Narodowej.

Byt znakomitym dydaktykiem, naukowcem, organizatorem, twdrcga Instytutu Biologii Mole-
kularnej i Biotechnologii UAM oraz kierunku studiow Biotechnologia. Zawdzieczamy mu
wiele ttumaczen podrecznikéw akademickich z zakresu biochemii i biologii molekularnej.
Wychowat wielu pracownikow inauczycieli akademickich, sposrdd ktérych wielu pracuje w
roznych czesciach Swiata.

Ogarnat nas wielki smutek po Jego odejsciu.

Oddziat Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Poznaniu
wraz z Redakcjg Kwartalnika ,,Postepy Biochemii”
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Osrodek Badawczo-Rozwojowy lzotopow

wytaczny dystrybutor produktéw do biologii molekularnej firmy NEN Life Science Products
(www.nen.com) oferuje:

Mikroprocesory genetyczne

do porownawczej analizy ekspresji genow (MicromaxT’vI cDNA Microarray Systems):
Micromax Human cDNA Microarray-do analizy ekspresji szerokiego spektrum genéw cztowieka
(2400 znanych genéw)
Micromax Direct System -zawierajacy 250 genéw kodujacych kinazy i fosfatazy
Micromax Direct System -zawierajacy 290 genéw kodujacych wybrane czynniki transkrypcyjne
Micromax Direct System - zawierajagcy 161 onkogendéw igendw supresorowych

Dla badaczy nie posiadajgcych skanera laserowego (GSt Luminocs, Watertown, MA) firma
NEN oferuje skanowanie ptytki oraz opracowanie danych.

Zestaw do nieizotopowego znakowania kwasow nukleinowych

VersiTag-nieenzymatyczny system, oparty na bezposrednim chemicznym wigzaniu kompleksu
platyny w pozycji N7 adenozyny i guanozyny umozliwiajgcy detekcje technika hybrydyzacji in situ ,
Northern, Southern

Nukleotydy oraz ich analogi

znakowane barwnikami fluorescencyjnymi, za pomocg haptenéw (ponad 150 pozycji katalogowych)
oraz izotopowo

Fluo-peptides

biologicznie aktywne, trwate peptydy znakowane nowymi barwnikami fluorescencyjnymi przydatne
w badaniu oddziatywania znakowanego ligandu z receptorami oraz w badaniach cytofluorometrycznych

™
TSA -Tyramidowy System Amplifikujgcy

opatentowany przez firme NEN, wzmacnia chromogenne i fluorescencyjne sygnaty w badaniach
hybrydyzacji in situ oraz badaniach immunohistochemicznych

Filmy, ekrany intensyfikujace sygnaty oraz kasety do autoradiografii

Membrany nylonowe i PVDF

Signal Screen'1Cloned Receptors

preparaty sklonowanych receptoréow btonowych stosowane w Doszukiwaniu nowvch

lekdw wraz ze znakowanymi Ugandami (1251, 3H, 32P, 14C,355,45Ca) i system ElashPlate (96- i 384-
-studzienkowych ptytek titracyjnych) do iloSciowego okre$lenia oddziatywania ligandu z
receptorem bez koniecznos$ci przemywania studzienek

Kodak Digital Science Image Station 440CF

kompaktowy system do analizy ilosciowej sygnatéw chemiluminescencyjnych, fluorescencyjnych,
chromogennych oraz do densytometrii zeli i filméw autoradiograficznych
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ARTYKULY

Mikroprocesory DNA w badaniach biomedycznych

DNA microarrays in biomedical studies

MAREK MIROWSKI1 JACEK BARTKOWIAK?2

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Mikroprocesory oligonukleotydowe

I11.  Mikroprocesory cDNA

IV. Czynniki wptywajace na dziatanie mikroprocesorow
DNA

V. Wykorzystanie mikroprocesoréw oligonukleotydo-
wych

V1. Wykorzystanie mikroprocesorow cDNA

VII. Mikroprocesory DNA w badaniach ekspresji genoéw

VIIIl. Inne obszary zastosowan mikroprocesoréw DNA

IX. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéow: BRCA1 — (ang. Breast Cancer
Gene 1) — gen dziedzicznej formy raka sutka, CFTR — (ang.
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) — re-
gulator przewodzenia transmembranowego, gen warunkujacy
mukowiscydoze, Cy3 i Cy5 — (ang. Cyjanine 3 and 5) — barw-
niki fluorescencyjne: cyjanina 3 i 5, DNP-cDNA — (ang. Dini-
trophenyl-cDNA) — c¢DNA wyznakowany dinitrofenolem,
CMS — (ang. Genomie Mismatch Scanning) — odszukiwanie
sekwencji genomowych btednie sparowanych, HRP — (ang.
Horse Radish Peroxidase) — peroksydaza chrzanowa, 1BD —
(ang. Identity by Descent) — identyczno$¢ genomowych regio-
néw uwarunkowanych dziedziczeniem, PCR — (ang. Polyme-
rase Chain Reaction) — polimerazowa reakcja tancuchowa,
REPSA — (ang. Restriction Endonuclease Protection Selection
and Amplification) — selekcja i amplifikacja fragmentéw chro-
nionych przed dziataniem endonukleaz, RT-PCR — (ang.
Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) — reakcja
odwrotnej transkrypcji z nastepujacag po niej polimerazowg re-
akcja tancuchowa, SBH — (ang. Sequencing by Hybridization)
— sekwencjonowanie za pomocg hybrydyzacji, SNP — (ang.

‘Dr hab., Pracownia Biologii Molekularnej, Zaktad Biochemii
IBSiB AM, ul. Muszyriskiego 1, 90-151 £6dz, Oérodek Badaw-
czo-Rozwojowy lzotopéw, 05-400 Otwock-Swierk, e-mail: mi-
rowski@pharm.am.lodz.pl, tel/fax. 042 678 2927; 2dr hab.,
Zakitad Biologii Molekularnej, Katedra Onkologii AM, ul. Cze-
chostowacka 8/10, 92-216 +6dz, e-mail: j.bartkowiak@
pro.onet.pl; tel. 042 675 7630.
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microarrays

V. Application of oligonucleotide microarrays

V1. Application ofcDNA microarrays

VIl DNA microarrays for gene expression studies

VIIIl. Others areas for DNA microarrays application

IX. Concluding remarks

Single Nucleotide Polymorphism) — polimorfizm pojedyn-
czych nukleotydéw, T-DNA (ang. Transgenic DNA) — DNA
transgenowy, ruchomy fragment DNA plazmidu Ti Agrobacte-
rium tumefaciens lub Ri A. rhizogenes, Tm — (ang. Melting
Temperature) - temperatura topnienia DNA, TMAC — (ang.
Tétraméthylammonium Chloride) — chlorek tetrametylamono-
wy, TSA — (ang. Tyramide Signal Amplification) — tyramido-
wy system wzmacniajgcy sygnat.

I. Wstep

Koncepcja mikroprocesorow DNA (mikrosiatki
DNA; ang.: DNA microarrays, DNA microchips) zo-
stata opracowana przez zesp6t badaczy z Whitehead
Institute for Biomedical Research (Massachusets,
USA) [1], Technologia przygotowywania mikropro-
cesorow DNA opiera sie na wcze$niejszych do-
Swiadczeniach nad hybrydyzacjg oligonukleotydow
unieruchomionych na podtozu statym [2-4], Sprowa-
dza sie ona do umieszczenia na btonach nylonowych,
albo silikonowych lub szklanych ptytkach, bardzo
wielu czasteczek jednoniciowych oligonukleotydow
lub DNA. Pojedyncza czgsteczka zajmuje powierz-
chnie o Srednicy mniejszej niz 250 mikronéw. Han-
dlowo dostepne mikroprocesory zawierajg od 200 do
250 000 takich czasteczek na cm". Zwigzane z
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podtozem oligonukleotydy lub czgsteczki DNA
petnig role sond molekularnych. Nie zawierajg jed-
nak znacznikéw. Wyznakowane barwnikami fluore-
scencyjnymi sg natomiast hybrydyzujgce z nimi ana-
lizowane kwasy deoksyrybonukleinowe lub rybonu-
kleinowe. Za pomoca mikroprocesoréw mozna takze
bada¢ wigzanie z DNA biatek lub innych liganddw.
Zastosowanie czutych technik detekcji fluorescencji
umozliwia precyzyjng identyfikacje kazdego sktad-
nika badanej mieszaniny i ocene ilosciowg jego
wigzania. Uzyskiwane dane sg gromadzone iopraco-
wywane za pomocg zaawansowanych programoéw
komputerowych. Mikroprocesory DNA w jednym
doswiadczeniu pozwalajg na analize tysiecy genow.
Umozliwiajg ich sekwencjonowanie, okre$lanie po-
limorfizmu, atakze szybkie badanie aktywnosci [5].
Mikroprocesory przygotowuje sie przeprowa-
dzajac bezposrednio na ptytce synteze zaprogramo-
wanych oligonukleotydéw lub adsorbujac na niej
czasteczki DNA. Jednoniciowe oligonukleotydy za-
wierajg od 10 do 25 nukleotydéw (mikroprocesory
oligonukleotydowe). Technika mikroosadzania po-
zwala na zwigzanie dtuzszych odcinkéw jednonicio-
wego DNA (0.5-2.0 kz). Najczesciej sg to namna-
zane metodg PCR okres$lone rodzaje cDNA. Taki mi-
kroprocesor
cDNA.

okreslany jest jako mikroprocesor

I1.Mikroprocesory oligonukleotydowe

Przygotowanie tych mikroprocesor6w sprowadza
sie zwykle do syntezy deoksyoligonukleotyddw.
Najchetniej stosowanym podtozem jest szkto, cha-
rakteryzujgce sie obojetnymi witasciwosciami che-
micznymi, niskg wewnetrzng fluorescencjg oraz mo-
zliwoscig chemicznego modyfikowania jego po-
wierzchni. Ograniczeniem techniki syntezy oligonu-
kleotydow na szkle jest ich dtugos¢. Zaletag— mozli-
wos¢ rownolegtej syntezy wielu oligonukleotydéw o
sekwencji zaplanowanej w oparciu o dane z banku
gendéw, bez koniecznosci przeprowadzania dodatko-
wych zabiegéw zwigzanych z klonowaniem.

Stosuje sie kilka strategii uzyskiwania mikropro-
cesoréw oligonukleotydowych. Metoda tzw. odblo-
kowywania $Swiattem (ang. Light-Directed Deprotec-
tion Method), opisana przez Fodora iwsp., [2],
wykorzystuje fosfamidowe pochodne nukleotydéw.
Powierzchnia ptytek pokryta jest chemicznymi
czagsteczkami tgcznikowymi zawierajgcymi na ko-
ncach fotolabilne grupy zabezpieczajgce. Selektyw-
ne naswietlanie okreslonego obszaru podtoza, po-
przez stosowanie ekranéw fotolitograficznych, usu-
wa zabezpieczenia, co umozliwia przytaczenie nu-
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kleotydu do odblokowanego tgcznika. Powtarzanie
procesu pozwala na réwnolegte syntetyzowanie réz-
nych oligonukleotydéw w zaplanowanych miejscach
ptytki. Wyprodukowanie za pomocg tej technologii
mikroprocesora, na ktérym z czterech réznych zasad
zsyntetyzowane bytyby oligonukleotydy o dtugosci
20 zasad, wymaga cyklu kontrolowanej deprotekcji i
wigzania powtdérzonego 80-razy. Technologia tado-
starcza ptytek o bardzo wysokiej gestosci naniesio-
nych elementédw (do 250 000 na cm2). Wydaje sie
by¢ bardziej przydatna w masowej produkcji raz za-
projektowanych mikroprocesorow, niz w opracowy-
waniu mikrosiatek prototypowych.

Inng technologig wykorzystywang do produkcji
mikroprocesoréw oligonukleotydowycgh jest meto-
da drukowania strumieniowego (ang. Ink-Jet Prin-
ting), oparta na bezposrednim dostarczaniu fosfami-
dowych pochodnych nukleotydéw do wybranych
miejsc na ptytce [6]. W tej technice powierzchnia
szkta jest pokryta hydrofobowym materiatem
Swiattoczutym. Wytrawianie fotolitograficzne od-
krywa obszary na ktédrych ma by¢ prowadzona synte-
za. Nastepnie do powstatych ,studzienek” hydrofil-
nych dostarczane sg fosfamidowe pochodne nukle-
otyddéw, gdzie nastepuje ich wigzanie. Technika dru-
kowania strumieniowego pozwala uzyskiwac¢ mikro-
siatki o gestosci wynoszgcej do 10 000 sekwencji nu-
kleotydowych na cm2.

I1l. Mikroprocesory cDNA

Mikroprocesory takie otrzymywane sg w procesie
nanoszenia cDNA o réznych sekwencjach na odpo-
wiednie miejsca szklanej ptytki. Nanoszenie odbywa
sie zwykle z wykorzystaniem mikronakraplania za
pomocg kapilar, w ktérych ilo$¢ nanoszonego DNA
jest Scisle kontrolowana [7-11], Zgodnie z sugestia-
mi South erna [12] najbardziej wygodnym mate-
riatem do przygotowywania tego typu mikroproceso-
row sg ptytki szklane, ktérych powierzchnia, podda-
na modyfikacjom chemicznym, silnie adsorbuje
DNA. Modyfikacje te zwykle polegaja na pokrywa-
niu powierzchni szkta polilizyng [7, 8, 13] lub reak-
tywnymi aldehydami [14, 15]. Roboty stosowane do
produkcji mikroprocesoréw tego typu pozwalajg na
przygotowywanie w ciggu 12 godzin okoto 100
ptytek, z ktérych kazda zawiera ponad 10000 zaad-
sorbowanych sekwencji DNA.

Inng mozliwos$cig jest drukowanie strumieniowe
ze stosowaniem wtryskiwaczy, nanoszgcych roztwo-
ry DNA na powierzchnie szkia. W konstrukcji
urzadzen wtryskowych wykorzystuje sie materiaty
wykazujgce efekt piezoelektryczny [6]. Technike te
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stosuje sie do produkcji mikroprocesorow DNA
stuzacych do poréwnawczej analizy ekspresji genéw
[16]. Niewatpliwg zalety tej technologii jest mozli-
wo$¢ adsorbowania na ptytce r6znych makromolekut
(obok DNA takze przeciwciat, weglowodanow, lipi-
déw).

IV. Czynniki wptywajgce na dziatanie mikro-
procesoré6w DNA

Analiza za pomoca mikroprocesorow oligonukle-
otydowych i cDNA oparta jest na reakcji hybrydyza-
cji. Zjawiska hybrydyzacyjne zalezg od szeregu pa-
rametrow, do ktérych nalezy zaliczy¢ temperature i
site jonowg mieszaniny reakcyjnej, sekwencje nu-
kleotydowg tworzonego heterodupleksu oraz steze-
nia zaadsorbowanych na statym podtozu sond i ste-
zenia nanoszonych kwas6w nukleinowych. Proces
hybrydyzacji prowadzi sie zazwyczaj w temperatu-
rze nizszej od Tm hetereduplekséw. W analizie za
pomoca mikroprocesor6w oligonukleotydowych i
cDNA najczesciej stosowanymi przedziatami tempe-
ratur sg odpowiednio: 25-42°C i 55-70°C. Ponadto,
na przebieg hybrydyzacji majg wptyw kationy jedno-
wartosciowe, zwiekszajgce szybko$¢ formowania
hetereduplekséw poprzez zobojetnianie ujemnie
natadowanych szkieletow fosforanowych, hamu-
jacych oddziatywania pomiedzy zaadsorbowang
sondg a sekwencjg naniesionego kwasu nukleinowe-
go. W przypadku obu typéw mikroprocesoréw zwy-
kle stosuje sie jony sodowe. Sekwencja nukleotydo-
wa jest parametrem, ktory praktycznie pozostaje
poza kontrolg eksperymentatora, ale ktérego znacze-
nie uwidacznia sie w przypadku mikroprocesoréw
oligonukleotydowych. Rézne iloSci wigzah wodoro-
wych pomiedzy parami G:C i A:T powoduja, ze wieg-
kszg stabilno$é wykazuja dupleksy tworzone pomie-
dzy regionami bogatymi w reszty GC. Moze to pro-
wadzié¢ do btedéw w ocenie iloSciowej przy tworze-
niu hetereoduplekséw, a nawet by¢ powodem wymu-
szania niespecyficznej hybrydyzacji. W przypadku
mikroprocesorow oligonukleotydowych stosuje sie
zatem zwiazki chemiczne, ktére rownowazg energie
wigzania pomiedzy zasadami G:C i A:T. Do tego
typu zwigzkéw nalezy m.in. chlorek tetrametylamo-
nowy (TMAC).

Przy stosowaniu mikroprocesoréw DNA nalezy
ustali¢ optymalne warunki prowadzenia analizy i
wprowadzac¢ szereg prob kontrolnych, zaréwno po-
zytywnych, jak i negatywnych. Producenci mikro-
siatek dgzg do tego, aby stezenie sekwencji DNA za-
adsorbowanej na ptytce przewyzszato 10-krotnie ste-
zenie komplementarnej do niej sekwencji obecnej w
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analizowanym kwasie nukleinowym [7, 8, 13, 14,
16-23], Tylko wtedy bowiem kinetyka procesu hy-
brydyzacji ma przebieg zgodny z reakcjg pseudo
I-rzedu, tzn. praktycznie zalezy jedynie od stezenia
nanoszonego kwasu nukleinowego. Dwukrotny
wzrost stezenia badanego kwasu nukleinowego spo-
woduje zatem dwukrotne wzmocnienie sygnatu. W
sytuacji, kiedy stezenie zaadsorbowanego na ptytce
DNA bytoby réwne lub mniejsze od stezenia kom-
plementarnej sekwencji zawartej w analizowanym
kwasie nukleinowym, niewielkie rdznice w steze-
niach immobilizowanego DNA, wynikajgce z tech-
nologii przygotowania mikrosiatek, powodowatyby
znaczne zmiany w efektywnosci procesow hybrydy-
zacji a koncowe odczyty sygnatow obarczone bytyby
znacznymi biedami.

V. Wykorzystanie mikroprocesoréw oligonu-
kleotydowych

Teoretycznie ptytka szklana ze wszystkimi mozli-
wymi sekwencjami 8-merowego fragmentu DNA
umozliwia sekwencjonowanie DNA [24-26], Stoso-
wanie jednak mikrosiatek oligonukleotydowych do
sekwencjonowania DNA poprzez hybrydyzacje nie
zdaje egzaminu. Trudno jest uzyska¢ jednoznaczny
sygnat po procesie hybrydyzacji duzej liczby anali-
zowanych réwnolegle oligonukleotydéw i znalez¢
granice pomiedzy wtasciwym sygnatem a tiem. Wy-
korzystanie mikroprocesoréw oligonukleotydowych
do sekwencjonowania DNA stanie sie mozliwe kiedy
pojawig sie nowe technologie poprawiajace jakos¢
samej phytki i wybiorczos¢ procesu hybrydyzaciji.
Mozliwe jest natomiast stosowanie mikroproceso-
row oligonukleotydowych do identyfikowania zmian
pojedynczych nukleotydéw w ustalonej sekwencji
DNA [17, 18, 23, 27-29], Moga one by¢ przydatne w
poszukiwaniu mutacji warunkujgcych rézne choro-
by. Na mikroprocesorze umieszcza sie serie 4 krot-
kich oligonukleotydéw, ktore rdznig sie jedng cen-
tralnie potozong zasadg (A, G, C lub T). Zmiana mu-
tacyjna w centralnej czesci oligonukleotydu ma
znacznie wiekszy wptyw na destabilizacje wytwa-
rzanego dupleksu niz zmiana wystepujgca w pozy-
cjach skrajnych. Inkubacja tak przygotowanego mi-
kroprocesora oligonukleotydowego z badanym
DNA, wyznakowanym znacznikiem fluorescencyj-
nym, spowoduje najintensywniejszg jego hybrydy-
zacje z oligonukleotydem o catkowicie komplemen-
tarnej sekwencji. Analiza porownawcza intensywno-
Sci fluorescencji kazdego pola mikroprocesora po-
zwala na resekwencjonowanie badanego fragmentu
prawidtowego i zmutowanego DNA. Taka strategia,
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z powodzeniem stosowana w mikroprocesorach pro-
dukowanych przez firme Affymetrix, zyskata miano
strategii dachowkowej (ang. Tiling Strategy). Rese-
kwencjonowanie tg technikg fragmentu DNA o
dtugosci réwnej 10 kz wymaga mikroprocesora za-
wierajacego 40 000 unieruchomionych na podtozu
statym sekwencji oligonukleotydowych. W oparciu
0 te strategie opracowano mikroprocesor pozwa-
lajacy na wykrywanie mutacji w ludzkim mitochon-
drialnym DNA [4]. Kompletna sekwencja ludzkiego
mitochondrialnego genomu moze by¢ zawarta w po-
staci 16 000 20-merowych oligonukleotydéw. Catly
mikroprocesor zawiera 64000 sekwencji iumozliwia
wykrywanie w jednym eksperymencie mutacji obec-
nych w catym genomie mitochondrialnym. Ptytka
taka moze byé wykorzystana réwniez w analizach
poréwnawczych, kiedy celem doSwiadczeniajest po-
rownanie sekwencji DNA uzyskanego z materiatu
badanego i kontrolnego. W tym przypadku oba ro-
dzaje DNA musza by¢ wyznakowane ré6znymi barw-
nikami fluorescencyjnymi [30],

Strategia dachowkowa w mikroprocesorach oli-
gonukleotydowych jest wykorzystywana rowniez do
wykrywania zmutowanych i polimorficznych alleli.
Przyktadem moga by¢ mikroprocesory zaplanowane
do wykrywania zmutowanych alleli w genach CFTR
[18], BRCA1[23] igenie beta-globiny [29], Do anali-
zy genu CFTR wykorzystano 2 mikroprocesory. Je-
den, zawierajacy 428 sekwencji oligonukleotydo-
wych, pozwalajgcy na wykrywanie mutacji w ekso-
nie 11 genu idrugi, zawierajacy 1480 elementow do
wykrywania znanych delecji, insercji i mutacji punk-
towych. Mikroprocesor zaplanowany do detekcji
mutacj i w genie BRCA / sktadat sie z 96600 20 mero-
wych fragmentéw DNA i umozliwiat ich identyfika-
cje w odrebie catego eksonu 11 o diugosci wy-
noszacej 3.45 kz.

VI. Wykorzystanie mikroprocesorow cDNA

Mikroprocesory cDNA mogg by¢ uzyteczne w
identyfikacji genomowych regiondw niedopasowali
(GMS). Metoda ta, oparta na technice hybrydyzacji,
pozwala na szybka identyfikacje u dwéch spokrew-
nionych osobnikéw identycznych genomowych re-
gionéw uwarunkowanych dziedziczeniem (IBD)
bez konieczno$ci okre$lania genotypu lub sekwen-
cjonowania [3 1-35]. Regiony IBD, wyselekcjonowa-
ne za pomocg techniki GMS, sg hybrydyzowane z
mikrosiatkag uporzadkowanych genomowych Kklo-
néw. Dokonuje sie w ten sposéb ich mapowania w
strukturze chromosomoéw. Technika GMS przy uzy-
ciu mikroprocesora jest wiec sposobem badania linii
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genetycznych. Stuzy¢ moze ponadto do wykrywania
miejsc ztaman chromosoméw w trakcie mejotycz-
nych proceséw rekombinacji.

Metoda GMS obecnie jest chetnie i szeroko stoso-
wana w badaniach genetycznych drozdzy Sacchar-
myces cerevisiae ze wzgledu na fakt, ze praktycznie
caly genom drozdzowy zostat juz zsekwencjonowa-
ny [36, 37]. Poznanie nieomal kompletnej sekwencji
genomu ludzkiego pozwala przypuszczac, ze tego
typu badania wkroétce rozpoczng sie takze na tym ge-
nomie.

Pokrewieristwa genetyczne pomiedzy organizma-
mi zwierzecymi lub ro$linnymi mozna takze badac
przy wykorzystaniu mikroprocesoréw z polimorficz-
nymi sekwencjami powtarzajacymi sie (np. Alu,
Alul, Adh). Innym przyktadem metod, ktére opierac
sie moga o technike siatek DNA, jest metoda selekcji
i amplifikacji fragmentéw chronionych przed
dziataniem nukleaz (REPSA) [38], Technika REPSA
jest kombinacjg ciecia DNA enzymami restrykcyjny-
mi oraz unieruchamiania na podtozach statych zam-
plifikowanych metodg PCR fragmentow chronio-
nych przed dziataniem endonukleaz. Pozwala na
identyfikacje analogicznych sekwencji rozpoznawa-
nych przez biatka wigzace sie¢ z DNA.

VIIl. Mikroprocesory DNA w badaniach eks-
presji genow

Mikroprocesory DNA najczesciej i z najwiek-
szym powodzeniem wykorzystywane sg w porow-
nawczej analizie aktywnos$ci genéw. W tego typu ba-
daniach stosowane sg zaréwno mikroprocesory oli-
gonukleotydowe, jak i cDNA [7, 13, 14, 19, 20,
37-39]. W trakcie jednego dos$wiadczenia mozliwa
jest ocena ekspresji nawet wielu tysiecy genéw. Za
pomocag mikrosiatek DNA mozna selekcjonowaé
geny odgrywajace decydujaca role w r6znych proce-
sach biologicznych. Takg droge postepowania zasto-
sowali m. in. He 1ler i wsp. [15] w badaniu proce-
sow zapalnych. Mikroprocesory DNA moga by¢ wy-
korzystywane do przySpieszonej analizy klondw
cDNA, co pozwala ograniczy¢ wykonywanie kla-
sycznych analiz sekwencyjnych [14], Konstruuje sie
takze mikroprocesory DNA z sekwencjami wszyst-
kich gendw ulegajacych ekspresji w danym organi-
zmie [40, 41], Takie mikroprocesory stwarzajg na-
dzieje na odkrycie nowych powigzan pomiedzy szla-
kami metabolicznymi i ich podtozem genetycznym
oraz dajg szanse okre$lenia rzeczywistych funkcji
wielu genéw. Mikroprocesory DNA znajduja coraz
szersze zastosowanie. Obok najbardziej wykorzysty-
wanego pordwnawczego badania ekspresji genow sg
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one rowniez stosowane do sekwencjonowania, bada-
nia polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw, okre-
Slania genotypu i aktywnos$ci antysensowych oligo-
nukleotydow. Niektdre osiggniecia w zakresie bada-
nia genomdéw uzyskane technika mikroprocesorow
DNA przedstawia Tabela 1. Zasade poréwnawczej

dowego systemu wzmacniajgcego sygnat (TSA) —
MICROMAX TSA (Ryc. 3 i 4). System TSA umozli-
wia nawet 1000-krotng amplifikacje sygnatéw chro-
mogennych i fluorescencyjnych w standardowych
procesach hybrydyzacji in situ, a takze w badaniach
immunohistochemicznych. Zastosowanie tego syste-

Tabela 1

Nicktore osiggnigcia w zakresie badania genomoéw uzyskane technika mikroprocesorow DNA

Osiggniecie

Mozliwo$¢ badania ekspresji catego genomu Saccharomyces cerevisiae za pomoca mikroprocesora
zawierajgcego ponad 6000 gendw

Opracowanie bazy danych drozdzowego RNA pozwalajacej na szybka i standaryzowang analize
wynikéw badan funkcjonalnych genomu drozdzy

Identyfikacja genéw Saccharomyces cerevisiae ulegajacych ekspresji w réznych stadiach cyklu ko-
morkowego, w réznych warunkach wzrostu a takze w obecnosci czynnika alkilujagcego, powo-
dujacego uszkodzenia DNA

Zastosowanie mikroprocesora DNA, skonstruowanego w oparciu o poznang sekwencje nukleoty-
déw w genomie Mycobacterium tuberculosis, do monitorowania ekspresji genéw tej bakterii w od-
powiedzi na isoniazyd. Wykazanie, ze lek ten indukuje geny kodujace biatka zwigzane z mechani-
zmem jego dziatania

Okreslenie przydatnosci analizy polimorfizmu alleli 2D6 i 2C19 cytochromu Paso dla oceny wydaj-
nosci metabolicznej lekow

Identyfikacja genow ludzkiego witékniakomiesaka, ulegajacych ekspresji pod wptywem a-, B- i
y-interferonu, jako markeréw skutecznosci terapii

Zidentyfikowanie ponad 100 gendéw ludzkiej biataczki micloblastyczncj HL-60 regulowanych
przez kwas retinowy. Wykazanie m. in., ze marker r6znicowania komérek micloidalnych — maci
ulega indukcji, a protoonkogen bcl2 — represji

Okreslenie za pomoca mikrosiatki cDNA ekspresji genéw w raku jajnika i identyfikacja genéw
istotnych dla procesu kanccrogcnczy

Wyselekcjonowanie genéw kodujacych biatka btonowe o potencjalnej warto$ci diagnostycznej i te-
rapeutycznej (P503S, P504S i P510S) ulegajgcych nadekspresji w tkance prawidtowej lub raku pro-
staty

Opracowanie metody szybkiej identyfikacji gendw zwigzanych z rozwojem raka prostaty do posta-
ci hormononiczaleznej

Wykrywanie i identyfikacja dla klinicznych badan diagnostycznych ibadan populacyjnych substy-
tucji, insercji i delecji w regionach kodujacych onkogenéw BRCA1 i BRCA2 odpowiedzialnych za
dziedziczng predyspozycje do rozwoju raka sutka

Opracowanie mozliwej do stosowania w badaniach populacyjnych bezposredniej metody wykry-
wania kilkudziesieciu mutacji punktowych w regionie kodujagcym supresorowego genu p53

Wykrywanie mutacji w genach kodujacych proteaze i odwrotng transkryptaze wirusa HIV, warun-
kujacych opornos¢ tych kluczowych dla terapii enzyméw na dziatanie inhibitoréw
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analizy aktywnos$ci genéw za pomoca mikroproceso-
ra DNA przedstawiono na Ryc. 1i 2.

Dostepne mikroprocesory. Obecnie kilka firm
oferuje mikroprocesory do poréwnawczych badan
ekspresji genow. Firma NEN Life Science Products
(www.nen.com) opracowata mikroprocesory cDNA
na ptytkach szklanych bez — MICROMAX Direct
(Ryc. 2) izwykorzystaniem opatentowanego tyrami-
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mu w analizach z wykorzystaniem mikrosiatek DNA
pozwala na wykonanie badania przy dysponowaniu

jedynie 4 pg catkowitego RNA. W przypadku mi-

kroprocesoréw nie zawierajgcych tyramidowego
systemu amplifikacji sygnatu wyjsciowa ilos¢ RNA
wynosi okoto 100 fig. Pierwszy dostepny mikropro-
cesor firmy NEN zawierat 2400 znanych gendéw (z 18
réznych rodzin genowych), wyselekcjonowanych z
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http://www.nen.com

ludzkich bibliotek genowych przez firme AlphaGene
(www.alphagene.com). Sposréd gendéw zaadsorbo-
wanych na tej ptytce ponad 40% stanowig geny o
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Ryc. 1. Ekspresyjny mikroprocesor DNA. Ptytka z 600 genami (lub ich
fragmentami) po hybrydyzacji z badanym cDNA wyznakowa-
nym znacznikiem fluorescencyjnym. Geny ulegajace nadeks-
presji lub wyciszeniu sg identyfikowane poprzez okre$lenie sto-
sunku intensywnos$ci sygnatu fluorescencyjnego préby badanej
do préby kontrolnej. Stosunek ten dla genéw metabolizmu pod-
stawowego, tzw. ,,Mouse Keeping Genes", jest bliski 1. Stosu-
nek powyzej 3 $wiadczy o nadekspreji, a wyraznie nizszy od
jednos$ci o wyciszeniu ekspresji badanego genu.

petnej dtugosci, a $rednia dtugo$¢ zaadsorbowanego
genu wynosi 220 kz. Wiekszo$¢ (80%) zaadsorbo-
wanych genéw dotyczy mézgu. W puli 2400 genow
znajduje sie 100 gendw odnos$nikowych. Sg to m.in.
geny kodujgce biatka metabolizmu podstawowego,
zawsze obecne w statych ilosciach w tkankach ssa-

Materia! badany

>
RNA

RT-PCR

7
Cv5-cDNA

t

Odczyt sygnatu fluorescencji

kow (ang. House Keeping Genes) oraz geny pocho-
dzenia ro$linnego. Stanowig one kontrole, ktora
Swiadczy o prawidtowo przeprowadzonej analizie
mikroprocesorowej. Niedawno firma NEN zapropo-
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"QQQ Cy3-cDNA

Hybrydyzacja na ptytce mikroprocesora

nowata mikroprocesory o zawezonym zakresie ge-
néw. Pierwszy z nich zawiera 250 genéw kodujgcych
kinazy i fosfatazy, drugi obejmuje 290 gendéw ko-
dujgcych wyselekcjonowane czynniki transkrypcyj-
ne. Zaproponowano takze ptytke z zaadsorbowany-
mi 161 onkogenami i genami supresorowymi. Szcze-
g6towy wykaz zaadsorbowanych gendw jest dostep-
ny na stronie internetowej firmy NEN.

Gtdwnymi zaletami oceny ekspresji gendéw za po-
mocg mikroprocesora DNA, w stosunku do tradycyj-
nej metody Northern biot, to olbrzymie skrdcenie
czasu analizy i mozliwo$¢ réwnoczesnego badania
szerokiego panelu genow. Intensywnos$¢ sygnatu flu-
orescencyjnego na mikroprocesorze DNA odczyty-
wana jest na czytniku laserowym. Skanery do tego
typu analiz wraz z odpowiednim oprogramowaniem
oferowane sa m.in. przez firmy GSI Luminocs
(www.genscan.com), Genetic MicroSystem
(www.geneticmicro.com), Axon Instruments Inc
(www.axon.com), Clontech-AtlasNavigator 1.0 So-
ftwere (www.clontech-gmbh.com), GenomeSystems
Inc. (www.genome system.com) oraz Affymetrix
(www.affymetrix.com).

Clontech Laboratories GmbH (www.clonthech.
com) rowniez specjalizuje sie w produkcji ekspresyj-
nych mikroprocesoréw DNA. W ofercie handlowej
tej firmy znajdujg sie mikroprocesory z genami zaad-
sorbowanymi na ptytkach szklanych lub na membra-
nach nylonowych. Firma oferuje mikrosiatki, ktore
zawierajg dobrze scharakteryzowane ludzkie geny
przydatne w badaniach proceséw biochemicznych
(Atlas Human Array |). Oferuje takze analogiczne

Materiat kontrolny

Ryc. 2. Zasada dziatania bezposredniego mi-
kroprocesora ekspresyjnego. 1 Wy-
izolowanie catkowitego RNA z mate-
riatu badanego i kontrolnego (ok.
100 gig). 2. Oddzielna synteza cDNA
z materialu badanego i kontrolnego
metoda RT-PCR z uzyciem dUTP
wyznakowanego odpowiednio cyja-
ning 5 (Cy5-cDNA) i cyjaning 3
(Cy3-cDNA). 3. Hybrydyzacja z mi-
kroprocesorem obu potaczonych puli
cDNA. 4. Odczytanie sygnatu fluore-
scencyjnego w skanerze laserowym.

mikroprocesory z genami mysimi i szczurzymi
(Atlas Mouse Array |, Atlas Rat Array I). Obok mi-
kroprocesoréw o szerokim spektrum analizowanych
genow oferowane sg mikroprocesory z genami wyse-
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lekcjonowanymi do badan: procesu nowotworzenia
u ludzi {Atlas Human Cancer Array | — 588 genow),
procesu apoptozy {Atlas Human Apoptosis Array —
440 geny), toksykologicznych {Atlas Stress/Toxico-
logy Array — 234 geny), neurologicznych {Atlas Hu-
man Neurobiology Array — 588 gendéw), hematolo-
gicznych i immunologicznych {Atlas Human Hema-
tology/Immunology Array — 440 geny), interakcji
komérek {Atlas Human Cell Interaction Array —
265 gendw), cytokin iich receptorow {Atlas Human

ba, mézg, nerka, gruczot krokowy, ptuca, gruczot
sutkowy, $ledziona). Genome System Inc. (www.ge-
nome system.com) dostarcza mikroprocesory na
membranach nylonowych pod handlowa nazwg
Gene Discovery Array, zawierajgce 18 376 ludzkich
klonbw cDNA. Research Genetics
gen.com) oferuje mikroprocesory na nylonowych
membranach zawierajgce ponad 5000 ludzkich ge-
néw. Amersham Pharmacia Biotech (www.apbio-
tech.com) wytwarza mikroprocesory z panelem ty-

(www.res-

Ryc. 3. Zasada dziatania mikroproce-
sora ekspresyjnego z tyrami-

Biotynylowany-cDNA dowym systemem wzmac-

Materiat
badany

RNA RT-PCR
Materiat

kontrolny . S@ _—>' / o o

DNP-cDNA

Odczyt A
fluorescencji

Cytokine/Receptor Array — 268 genéw), cyklu ko-
mdrkowego {Atlas Human Celi Cycle Array — 111
gendéw), onkogenow {Atlas Human Oncogene/Tumor
Supressor Array — 190 gendw).

Firmg dominujaca na rynku iprodukujacg najszer-
szy zestaw mikroprocesoréw DNA jest Affymetrix
(www.affymetrix.com). W ofercie tej firmy znajduja
sie mikroprocesory DNA z zaadsorbowanymi gena-
mi ludzkimi, szczurzymi, mysimi, drozdzowymi i
bakteryjnymi. Przeznaczone sg one m. in. do badan
genoméw tych organizméw, badan medycznych i
toksykologicznych. Affymetrix oferuje réwniez
przygotowywanie mikroprocesorow DNA na indy-
widualne zamoéwienia placowek badawczych. Firma
ta wraz z Instytutem Badania Genomu Mercka w
ostatnich latach stworzyta program, ktory umozliwit
powstanie ekspresyjnej bazy danych, dostepnej na
stronach internetowych (www.HUGEindex.org i
www.tigr.org/tdb/tbase.html), pozwalajacej na
znaczacg standaryzacje tego typu badan i ciggte jej
poszerzanie o nowe informacje.

Pojawiajg sie wcigz nowe firmy oferujgce mikro-
procesory DNA. W ofercie firmy Display System
Biotech. (www.displaysystem.com) znajduja sie mi-
kroprocesory zawierajgce geny ludzkie i mysie uzy-
skiwane z poszczegdlnych narzaddéw (serce, watro-
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niajagcym sygnat. 1. Wyizolo-
wanie catkowitego RNA z ma-
teriatu badanego ikontrolnego
(ok. 4 pg). 2. Oddzielna synte-
za cDNA metodg RT-PCR z
uzyciem dCTP wyznakowane-
go biotyng (biotynylowa-
ny-cDNA) lub dinitrofenolem
(DNP-cDNA). 3. Hybrydyza-
cja z mikroprocesorem obu
potaczonych puli cDNA. 4.
Przytaczenie systemu wzmac-
niajagcego sygnat (TSA). 5.
Odczytanie sygnatu fluore-

Hybrydyzacja

scencyjnego w skanerze lase-

rowni.
siecy genow ludzkich, mysich lub drozdzowych.

Ciekawa propozycje poszukiwania zmian w geno-

mie ludzi dotknietych chorobg nowotworowg stwo-
rzyta firma Vysis (www.vysis.com) poprzez opraco-
wanie mikroprocesora o handlowej nazwie Geno-
Sensor. Analiza oparta jest na identyfikacji zwielo-
krotnienia liczby kopii lub delecji okreslonych ge-
now.

VIII. Inne obszary zastosowah mikroproceso-
réow DNA

Hybrydyzacja na mikrosiatkach DNA moze by¢
szybkim sposobem identyfikacji gendw zaanga-
zowanych w oddziatywania biatkami, a takze
utatwiac¢ badania interakcji biatko-biatko oraz iden-
tyfikacje biatek wigzgacych Ugandy w komorce [58,
59]. Fields i Song [59] zaproponowali na modelu
biatka GAL4 Saccharomyces cerevisiae tzw. system
dwuhybrydowy. Analiza wzajemnych oddziatywan
dwdéch badanych biatek wymaga konstrukcji biatek
fuzyjnych. Do jednego z nich dotgcza sie domene
czasteczki GAL4 odpowiedzialng za wigzanie z
DNA. Do drugiego dobudowuje sie domene
czasteczki GAL4 determinujaca aktywacje tran-
skrypcji. W teScie detekcyjnym warunkiem tran-
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skrypcji wskaznikowego genu jest oddziatywanie
obu badanych biatek i konformacyjne zblizenie ich
fuzyjnych aktywnych domen.

1. Inkubacja DNP-cDNA z anty-DNP-
HRP

2. Przylgczenie Cy3-tyramidy

Zaadsorbowany na ptytce

gen lub jego fragment DNP-cDNA

Biotynylowany cDNA

3. Inaktywacja zwigzanej HRP

4. Inkubacja biotynylowanego cDNA z
HRP-streptawidyna

5. Przylgczanie Cy5-tyramidy

Cy5-tyramida

HRP-streptawidyna

"

Niedawno B uly k iw sp. [60] oraz Braun i
w s p. [61] opracowali technologie uzyskiwania mi-
kroprocesordw zawierajacych dwuniciowe d¢oksyo-
ligonukleotydy. Pozwalaja one na analize od-
dziatywan biatek z dwuniciowym DNA w procesie
transkrypcji.

Mikrosiatki DNA mogga byé przydatne réwniez w
wykrywaniu mutantow powstatych pod wptywem
toksycznych czynnikéw $rodowiskowych. Shoe-
m aker iwsp. [22] zaproponowali metode przesie-
wowej identyfikacji mutantow komdrek drozdzy z
delecjami pojedynczych gendéw. Analiza poréwnaw-
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i

cza intensywnosci fluorescencji po hybrydyzacji na
mikrosiatce DNA pozwata na ustalenie genu zablo-
kowanego przez badany czynnik toksyczny. Techni-

Cy3-tyramida

>
&— Anty-DNP-HRP

Ryc. 4. Zasadla dziatania tyrami-
dowego systemu wzmac-
niajagcego sygnat (TSA).
1. Zwiazanie przeciwciata
anty-DNP sprzegnietego z
peroksydaza chrzanowa
(HRP) z DNP-cDNA zhy-
brydyzowanym na ptytce
mikroprocesora. 2. Przy-
taczenie pod wpltywem
HRP tyramidy (kolor zie-
lony) sprzegnietej z cyja-
ning 3 (kolor niebieski) do
biatek  zwiagzanych z
DNP-cDNA. 3. Inaktywa-
cja zwigzanej HRP. 4.
Zwiazanie kompleksu

HRP-streptawidyna z bio-

>
tynylowanym cDNA. 5.
—p

Przytaczanie pod wpty-
wem HRP tyramidy (kolor
zielony) sprzegnietej z cy-
janing 5 (kolor pomara-
nczowy) do biatek
zwigzanych z biotynylo-
wanym cDNA.

ka mikroprocesordw DNA moze by¢ takze stosowa-
na w identyfikacji elementdw insercyjnych w ge-
nach, np. T-DNA w genomie roslinnym [62].

IX. Uwagi koricowe

Mikroprocesory DNA, w powigzaniu z zaawanso-
wanym oprogramowaniem komputerowym, stwa-
rzajg mozliwos¢ olbrzymiego postepu w molekular-
nych badaniach genetycznych. Pozwalajg na analize
tysiecy genéw i ocene ich ekspresji w niezwykle
krotkim czasie w toku jednego dos$wiadczenia. Do-
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skonalenie technologii wytwarzania mikroproceso-
réw i przygotowywanie ich w wersjach zawiera-
jacych rézne panele gendw, umozliwi stosowanie tej
techniki w wielu dziedzinach nauki ipracach aplika-

cyjnych, m.in. w diagnostyce klinicznej.

Mikropro-

cesory DNA z pewnoscig utatwig poznanie funkcji
genow oraz identyfikacje choréb genetycznych i za-
kaznych. Pozwolg na wykrywanie réznic molekular-
nych pomiedzy nowotworami, na precyzyjng ich kla-

syfikacje,

przewidywanie przebiegu klinicznego

oraz na ocene ich reakcji na leki. Mikrosiatki DNA
znajdg szerokie zastosowanie w badaniach wrazli-
wosci osobniczej na leki, optymalizacji dziatania iw
poszukiwaniu nowych lekéw. Umozliwig rozwdj ba-
dan toksykologicznych na poziomie oddziatywania z
genomem toksycznych czynnikéw srodowiskowych
i przemystowych. Dodatkowe mozliwos$ci wykorzy-
stania mikroprocesor6w DNA rysujg sie w zakresie
badania interakcji makroczgsteczek z materiatem ge-
netycznym iregulacji aktywnosci genéw w komdrce.
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Inicjacja replikacji chromosomu u Prokaryota

| Eukaryota

Initiation of chromosome replication in prokaryotes

and eukaryotes

DAGMARA JAKIMOWICZ],

JOLANTA ZAKRZEWSKA- CZERWINSKA2

Spis tresci:

I.  Wstep
Il. Organizacja regionu oriC u pro- i eukariota.
I1-1. Sekwencje wigzace inicjatorowe biatka
11-2. Sekwencje bogate w pary AT
11-3. Sekwencje regionéw oriC rozpoznawane przez
inne biatka
I11. Biatka inicjatorowe u pro- i eukariota
IV. Mechanizm inicjacji replikacji u pro- i eukariota
V. Regulacja inicjacji replikacji

Wykaz stosowanych skrotéw: ACS, 11. nukleotydowy frag-
ment ARS o $cisle zachowawczej sekwencji (ang. ARS core
consensus sequence)’, ARS sekwencje inicjacyjne replikacji
(ang. autonomously replicating sequence)’, FIS, zasadowe
biatko “histonopodobnc” (ang. Factor for Inversion Stimula-
tion)', IHF, zasadowe biatko “histonopodobne” (ang. Integra-
tion Host Factor); MCM - biatka o aktywnos$ci helikazowej
(ang. minichromosome maintenance)’, ORC, kompleks szeSciu
biatek inicjujacy replikacje (ang. Origin Recognition Complex)’,
oriC, region inicjacji replikacji chromosomu (ang. origin of
chromosomal replication) SSB - biatka stabilizujace jednoni-
ciowa strukture DNA(ang. single-strand binding proteins).

I. Wstep

Podzial kazdej komorki pro- i eukariotycznej
musi by¢ poprzedzony podwojeniem materiatu gene-
tycznego. Proces replikacji DNA jest regulowany na
poziomie inicjacji replikacji. Inicjacja replikacji za-

‘Dr; 2r hab., Instytut Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda, Polska Akademia Nauk, Zaktad Mi-
krobiologii, ul. Weigla 12, 53-114 Wroctaw, Tek: 071 373 2274;
Fax: 071 373 2587 "
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Contents:

I.  Introduction
Il. Organization of oriC region in prokaryotes and
eukaryotes
I1-1. Sequences binding initiator proteins
11-2. AT-rich sequences
11-3. Other proteins binding to oriC
I11. Initiator proteins in prokaryotes and eukaryotes
IV. Mechanism of initiation of chromosomal replica-
tion in prokaryotes and eukaryotes

V. Regulation of initiation of replication

tem wydaje sie by¢ najwazniejszym etapem kontro-
lujagcym czesto$¢ podziatéw komérkowych a tym sa-
mym tempo wzrostu komorki.

Replikacja rozpoczyna sie w $cisle okreslonym
miejscu na chromosomie, zwanym oriC (ang. origin
of chromosomal replication). Bakteryjny chromo-
som zawiera jedno takie miejsce, natomiast w euka-
riotycznym chromosomie wystepuje wiele regionéw
oriC (nawet do kilkudziesieciu tysiecy) [1], Ponad
35 lat temu Jacob, Brenner iCuzin [2] zapro-
ponowali model inicjacji replikacji chromosomu
E. coli, w ktorym zatozyli, ze proces ten jest regulo-
wany poprzez specyficzne zwigzanie sie biatka (ini-
cjatora) do miejsca startu replikacji (replikatora).
Dwadzie$cia lat pézniej model ten zostat doSwiad-
czalnie potwierdzony przez Fullera iwsp. [3, 4],
W 1988 r. Kornberg zaproponowat mechanizm
inicjacji replikacji chromosomu E. coli (patrz p. IV i
rye. 2A) [5]. Badania nad inicjacjg replikacji u euka-
riota, ze wzgledu na ztozong strukture chromosomu
oraz brak systemu replikacji in vitro, sg znacznie
mniej zaawansowane niz u bakterii. Wydaje sie jed-
nakze, ze inicjacje replikacji chromosomu organi-
zmdw pro- i eukariotycznych opisuje wspolny me-
chanizm. Poprzez specyficzne zwigzanie sie inicja-
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torowego biatka (biatek) do sekwencji regionu oriC
tworzy sie kompleks nukleoproteinowy, a nastepnie
dochodzi do miejscowego rozplecenia podwdjnej he-
lisy DNA ipowstania oczka replikacyjnego. Rozpla-
tanie DNA jest wynikiem charakterystycznej dla re-
gionu oriC niestabilnosci helikalnej dodatkowo
zwiegkszonej po zwiazaniu biatka. W miejscu roz-
dzielenia nici DNA tworzy sie para widetek replika-
cyjnych.

I1.Organizacja regionu oriC u pro-
i eukariota

Organizacja regionu oriC organizméw pro- i eu-
kariotycznych  najlepiej zostala poznana na
przyktadzie E. coli (Ryc. 1A) i Saccharomyces ce-

A

ROZPLATANIE DNA

B

DOMKNA B3 DOMENA B2

ROZPLATANIE DNA

Ryc. 1. Struktura regionu inicjacji replikacji chromosomu Escherichia coli (A) i Saccharomyces cerevisiae (B). Rl - R4, M

revisiae (Ryc. IB). Badania nad minichromosomami
E. coli oraz drozdzowymi plazmidami
rajagcymi sekwencje ARS (ang. autonomously repli-
cating sequences) umozliwity poznanie funkcji po-
szczegdblnych strukturalnych elementdw regionu ini-
cjacji replikacji. Do najwazniejszych elementow
tego regionu nalezg sekwencje wigzgce inicjatorowe
biatka (11-1) oraz sekwencje w obrebie ktérych roz-
wijana jest podwojna helisa DNA (11-2). Ponadto w
regionie tym wystepuja sekwencje, do ktérych wiaza
sie biatka wptywajgce na architekture kompleksu ini-
cjacyjnego lub aktywatory transkrypcji zwiek-
szajgce wydajnosc replikacji (11-3).

Regiony oriC zawsze wystepujg w nie kodujgcych
odcinkach miedzygenowych, a ich dtugo$¢ wynosi
okoto 250 pz u E. coli i od 100 do 200 pz u drozdzy
[6,7].

zawie-

I1-1. Sekwencje wigzgce inicjatorowe biatka

U bakterii w regionie oriC wystepujg 9-cio nukle-
otydowe niepalindromowe sekwencje wiazace ini-
cjatorowe biatko DnaA, nazwane dalej sekwencjami
DnaA (ang. DnaA box) [6]. Ich sekwencje nukleoty-
dowe w przeciwiefistwie do ich iloSci oraz rozmiesz-
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czenia, sa konserwatywne ws$rod bakterii. W regio-
nie oriC E. coli wystepuje pie¢ sekwencji DnaA (R1
-R4, M; Ryc. 1A). Na podstawie statych powinowac-
twa biatka DnaA do DNA ustalono sekwencje najwy-
zszej zgodnosci: 5’-TT(A\T)TNCACA-3’ [8]. Dla
zachowania aktywnosci replikacyjnej regionu oriC
wazny jest uktad sekwencji DnaA; delecje i insercje
odcinkdw DNA pomiedzy sekwencjami DnaA sgje-
dynie wtedy tolerowane gdy obejmujg petny obrét
helisy [9, 10].

U drozdzy, inicjatorowe biatka wigzg sie do dome-
ny A [11, 12] (Ryc. IB) regionu ARS [13] (Ryc. IB).
W domenie tej wystepuje +l-to nukleotydowy odci-
nek DNA o Scisle zachowanej sekwencji, 5’-(T/A)-
TTTA(T/C)(A/IG)TTT(T/A)-3°, identycznej dla
wszystkich ARS u drozdzy [11, 14]. Sekwencje te

ljo 130

DOMENA BI DOMENA A

- sekwencje DnaA.

nazwano ACS (ang. ARS core consensus sequence).
Inicjatorowe biatka specyficznie rozpoznajg se-
kwencje ACS [15]. Wykazano, ze zar6wno mutacje
punktowe jak idelecje w sekwencji ACS oraz jej in-
wersja zaburzajg funkcje ARS [16]. Ponadto stwier-
dzono, ze inicjatorowe biatka wigzg sie dodatkowo
do domeny BI regionu ARS [14, 17, 18](Ryc. IB).
Jak jednak wykazata analiza mutantéw domeny BI
nie jest ona niezbedna dla specyficznego rozpozna-
nia sekwencji przez biatko [18]. Prawdopodobnie
wiec, wigzanie sekwencji ACS umozliwia istotne,
ale niespecyficzne oddziatywania biatka z innymi
elementami regionu ARS.

I1-2. Sekwencje bogate w pary AT

Najczesciej do miejscowego rozplatania podwoj-
nej nici DNA regionu oriC dochodzi w obrebie se-
kwencji bogatych w pary A-T. U E. coli sg to 3 odcin-
ki DNA o dtugosci 13 pz i sekwencji najwyzszej
zgodnosci 5’-GATCTVTTHWWWK-3" (V=A/G/C,
H=A/C/T, W=A/T, K=G/T) znajdujace sie w poblizu
5’konca regionu oriC [6, 19] (Rye. 1A). Drozdzowy
region oriC charakteryzuje sie podwyzszong zawar-
toscig par A-T na catej swej diugosci. Rozplatanie
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DNA w tym regionie prawdopodobnie rozpoczyna
sie w domenie B2, ale takze zaobserwowano tworze-
nie jednoniciowego DNA we fragmencie A
(Ryc. IB). Obie te sekwencje biorg prawdopodobnie
udziat w tworzeniu oczka replikacyjnego [20].

11-3. Sekwencje regionéw oriC rozpoznawane przez
inne biatka

W obrebie regionu oriC E. coli stwierdzono po-
nadto wystepowanie sekwencji wigzgcych biatka
wptywajgce na architekture kompleksu inicjacyjne-
go. Sg to histonopodobne, zasadowe biatka IHF
(ang. Integration Host Factor) i FIS (ang. Factorfor
Inversion Stimulation), ktére wigzac sie do oriC po-

Tabela 1

Biatka inicjujace rcplikacje chromosomu

Funkcja E. coli

Inicjatorowe biatko

— wigzanie DNA domena IV
— wiazanie ATP domena Il
— oddziatywania migdzyczastcczkowce domena Ii Il
— miejscowe rozpleccnie DNA w obrabie
sekwencji bogatych w pary A-T +

Woprowadzenie helikazy do kompleksu ini-

L DnaC
cjacyjnego

Rozwijanie dwuniciowego DNA DnaB

wodujg zagiecie DNA [21, 22] (Ryc. 1A). Ta zmiana
konformacji DNA utatwia zajscie kolejnych etapow
procesu inicjacji replikacji [23, 24], Obecno$¢
biatek IHF i FIS nie jest konieczna do zaj$cia inicja-
cji replikacji DNA, lecz mutanty pozbawione jedne-
go z tych biatek cechuje asynchroniczno$¢ inicjacji
replikacji (liczba oriC w komérkach jest rézna od 2n)
[25],

Eukariotyczne regiony oriC sg miejscem wigza-
nia aktywatoréw transkrypcyjnych. U drozdzy, ak-
tywator transkrypcyjny ABF1 wigze sie do domeny
B3 regionu oriC [12] (Ryc. IB). Przylgczanie akty-
watora powoduje zwiekszenie wydajnosci replikacji
nawet 1000-Kkrotnie.

I11. Biatka inicjatorowe u pro- i eukariota
Najwazniejszg funkcjg biatka inicjujgcego repli-
kacje DNA jest specyficzne rozpoznanie sekwencji

zlokalizowanych w regionie oriC. Role inicjatora re-
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DnaA (4 domeny,

plikacji u bakterii petni biatko DnaA (Tabela 1). Jak
wykazaty badania replikacji w ekstraktach komérko-
wych, a takze badania z zastosowaniem mutantéw
warunkowych, biatko to jest niezbedne do zainicjo-
wania replikacji u bakterii zardwno Gram-dodatnich
jak i Gram-ujemnych [26, 27, 28, 29]. W trakcie tego
procesu biatko DnaA nie tylko wigze sie specyficz-
nie z sekwencjami DnaA, ale spetnia ono réwniez
dwie inne funkcje: umozliwia rozplatanie podwdjnej
helisy DNA w regionie oriC bogatym w pary A-T
oraz utatwia wprowadzenie do kompleksu helikazy
DnaB [6, 19, 23, 30]. Najlepiej scharakteryzowanym
bakteryjnym inicjatorem replikacji jest biatko DnaA
z E. coli (Tabela 1). Biatko to wystepuje w dwu for-
mach: aktywnej replikacyjnie zwigzanej z ATP oraz

Saccharomyces cerevisiae

ORC (6 biatek, 414 kDa)
Orcl, Orc2, Orc4, Orch
Orcl, Orch

wszystkie

52 kDa)

Cdce

biatka MCM

nieaktywnej, zwigzanej z ADP [6,31], Na podstawie
stopnia podobienstwa sekwencji aminokwasowych
biatek pochodzacych z réznych mikroorganizméw
w DnaA wyrézniono cztery domeny [6, 32, 33]. Po-
dziat ten odpowiada funkcjonalnym domenom.
C-konicowa domena (domena 1V) biatka DnaA jest
odpowiedzialna za wigzanie DNA [34], W domenie
Il znajduje sie miejsce wigzania ATP [35]. Wedtug
najnowszych badan N-korncowa domena (l) oraz do-
mena Ill uczestniczag w oligomeryzacji biatka DnaA
[36, 37], Domena Il charakteryzuje sie duzg zmien-
noscig sekwencji aminokwasowej i nie zawiera zad-
nych konserwatywnych elementéw strukturalnych
[32], Prawdopodobnie domena ta petni funkcje ela-
stycznego tacznika oddzielajagcego czeSci biatka za-
angazowane w rozne oddziatywania. Sugeruje sie,
ze za oddziatywania biatka DnaA z helikaza DnaB
odpowiedzialne sg domeny 1i Ill [38],

Role inicjatora u drozdzy Saccharomyces cereri-
siae przypisuje sie nie pojedynczemu biatku lecz
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kompleksowi biatkowemu ORC (ang. Origin Reco-
gnition Complex) ztozonemu z sze$ciu polipeptydéw
[7, 39] (Tabela 1). Wykazano, ze wszystkie sze$¢
podjednostek kompleksu, za
zmniejszajaca sie masg czasteczkowg od Orclp do
Orcop, sa niezbedne dla przezycia komérek drozdz-
owych [40, 41, 42], Ostatnio sklonowano geny z in-
nych organizmow eukariotycznych (Arabidopsis
thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila mela-
nogaster, Schizosaccharomyces pombe, Xenopus
levis) kodujace biatka o podobieristwie aminokwaso-
wym do elementéw kompleksu ORC oraz ludzkie
geny orc [43], Za specyficzne rozpoznanie sekwen-
cji ACS i BI regionu oriC prawdopodobnie sg odpo-
wiedzialne biatka Orc 1p, Orc2p, Orc4dp i Orchp [44],
Podobnie jak w przypadku biatka DnaA, kompleks
ORC dla zachowania aktywnosci replikacyjnej wy-
maga obecnosci ATP atakze jego hydrolizy. Podjed-
nostkami mogacymi wigza¢ ATP sg Orclp i Orc5p
zawierajgce motyw wigzacy nukleotydy [12],
Doktadna rola ATP w wigzaniu kompleksu ORC nie
jestjeszcze poznana. By¢ moze wigzanie i hydroliza
ATP indukujg zmiany konformacyjne kompleksu
niezbedne do zwigzania DNA.

A

nazwanych wraz

HU
ATP-DnaA
boksy DnaA )

13 mery AT

Ks

KOMPLEKS
) INICJUJACY

KOMPLEKS
OTWARTY

superskrecona
matryca

SYNTEZA STARTERA
ELONGACJA
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IV. Mechanizm inicjacji replikacji u pro-
i eukariota

Inicjacja replikacji jest procesem wieloetapo-
wym, w trakcie ktorego powstajg kompleksy o
ztozonej strukturze trzeciorzedowej z wudziatem
biatka inicjujgcego, biatek wspomagajgcych oraz he-
likazy. Biatka inicjatorowe przytaczajac sie do regio-
nu oriC powodujg zmiany strukturalne DNA (m. in.
zagiecie DNA), ktore w dalszych etapach inicjacji
replikacji prowadzado rozwiniecia podwdjnej helisy
DNA i utworzenia oczka replikacyjnego.

Kornberg iwsp. [1 19] na podstawie obrazow
z mikroskopu elektronowego i ochrony DNA przed
trawieniem DNazgl (DNaselfootprinting) postuluja,
ze w pierwszym etapie inicjacji replikacji chromoso-
mu E. coli okoto 20 do 40 czasteczek biatka DnaA
przytacza sie do regionu oriC tworzac rdzen
biatkowy, woko6t ktérego zostaje owiniety DNA
(Ryc. 2A). Woelker i Messer [45] przedstawi-
li inny model kompleksu inicjujgcego (Ryc. 2A). Po-
stuluja oni tworzenie przez 10 monomerdw biatka
DnaA podwdjnego pieciocztonowego pierscienia.
DNA w tym modelu nie tylko owija pierscien

DnaB. DnaC

©3

PREPRIMOSOM

DnaA

Ryc. 2. Inicjacja replikacji u Escherichia
coli. Kolejne etapy inicjacji repli-
kacji wg. Kornberg a [5], Sche-
mat kompleksu inicjacyjnego wg.
Woelker i Mes sera [e]
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biatkowy ale takze przechodzi przez jego wnetrze.
W powstatym w ten sposob nukleoproteinowym
kompleksie wszystkie sekwencje DnaA majgjedna-
kowa orientacje przestrzenng, a wygiecia czasteczki
DNA utatwiajg biatka IHF i FIS. Ostatnie badania
wykazaty, ze rdzeh biatkowy tworzy sie dzieki od-

we zakrzywienie DNA ufatwia jego rozplatanie.
W miejsce czeSciowego rozplecenia helisy DNA do-
starczana jest, przy udziale biatka DnaA, helikaza
DnaB [30]. Biatko DnaB wystepuje w postaci heksa-
meru i jest wprowadzane w kompleksie z DnaC.
W ten sposéb powstaje preprimosom, ktéry w po-

M kompleks
postRC q
N 2 .OR‘B — )
\} inaktywacja
(o) Clb-Cdc28
co Gl kompleks
0 preRC Cdc Cdc45s
% AN )chm =
Ac 4 "fy.”
L_
'O x
aktywacja przez
E f Clb-Cdc28
O
JO .
NN = 3 3 s — WA
0 Jy
l>\l. aktywacja przez
D / Dbf4-Cdc7
LL inicjacja

replik acji

NN

ETRT

dziatywaniom pomiedzy czgsteczkami biatka DnaA.
Prawdopodobnie za oddziatywania te odpowiedzial-
ne sg domeny | i lll biatka DnaA [26, 36], W nastep-
nym etapie inicjacji replikacji chromosomu E. coli w
wyniku strukturalnych zmian polegajgcych na roz-
plataniu DNA w regionie bogatym w pary A-T do-
chodzi do utworzenia kompleksu otwartego. Etap ten
wymaga hydrolizy ATP zwigzanego do biatka DnaA.
Tworzenie kompleksu otwartego jest stymulowane
przez biatka FIU pokrywajace 3-5% DNA i powo-
dujace wygiecie DNA. Prawdopodobnie to dodatko-
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VAN

S

Ryc. 3. Inicjacja replikacji u Saccharomyces cerevi-
Biatka regulujace inicjacje rcplikacje
wg. Difflcy 'a [49]). Schemat oddziatywa-
nia kompleksu ORC z regionem ARS wg.
Lee i Bella [44). Biatka kompleksu ORC
zaznaczono odpowiednio numerami Orclp
(1) - Orcop (s). Strzatkami zaznaczono od-
dziatywania typu biatko-biatko, biatko-DNA.

siae.

rownaniu do kompleksu otwartego jest wiekszy i
bardziej asymetryczny [46], Helikaza DnaB w kom-
pleksie z biatkiem DnaC jest nieaktywna. Uwolnie-
nie DnaC z preprimosomu aktywuje helikaze DnaB.
Na tym etapie biatko DnaA rdwniez opuszcza kom-
pleks replikacyjny.

Podobnie jak u E. coli, kompleks ORC wigzac sie
do sekwencji ARS powoduje owijanie sie nici DNA
wokdét kompleksu oraz silne zagiecie DNA [7, 39]. W
przeciwieAstwie do E. coli, gdzie rdzen biatkowy
tworzy sie w trakcie pierwszego etapu inicjacji rep l-
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kacji, kompleks szes$ciu biatek ORC tworzy sie jesz-
cze przed zwigzaniem z DNA [41]. Kompleks ORC
nie jest w stanie samodzielnie rozple$s¢ podwdjnej
helisy w regionie oriC, jak ma to miejsce w przypad-
ku biatka DnaA (Tabela 1). Stanowi to drugg istotng
réznice pomiedzy mechanizmem inicjacji replikacji
chromosomu pro- i eukariotycznego (Ryc. 4).
U E. coli, po rozpleceniu DNA biatko DnaA od-
dziatuje zjedng z nici rozplecionej helisy [47]. Nato-

Escherichia coli

a takze zapobiega powtoOrnej inicjacji [14, 51], W
trakcie tworzenia preRC do kompleksu ORC-DNA
kolejno przytagczajg sie Cdc6/Cdc 18 i MCM [52, 53],
Sugeruje sie, ze MCM moze petni¢ role helikazy a
Cdc6/Cdcl8 czynnika odpowiedzialnego za wpro-
wadzenie helikazy do kompleksu [53]. Biatka te za-
tem peitnig analogiczng funkcje do bakteryjnych
biatek DnaB i DnaC. Biatko Cdc6 oddziatuje z ORC
[51]. Kolejnym czynnikiem asocjujacym przed ini-

Saccharomyces cerevislae

wigzanie 2
DnaA biatka ORC
................. inicjatorowego
v & ! N
(> DnaC DnaB CdedSp MCMs AN Cdeo
Qt“ Wprowadzenle ........... i’\.i‘g"\)“ 4 o
........... { \ e e e he“kazy - - - . )I_ X
X+ t’
AR 6 j:
(g rearanzacja e,
........ /)3”,‘ .'3 kompleksu AT I J*?-*l
: nukleoproteinowego 'Y
» A5 wprowadzenie €. ’?b
S ‘( & 13‘;) ...... polimerazy P ‘C——M RS
A — S - g
1

Ryc. 4. Poréwnanie komplekséw nuklcoprotcinowych powstajacych w trakcie inicjacji replikacji chromosomu Escherichia coli i Saccharomyces ce-

revisiae wg. Baker i Bella [41],

miast ORC juz podczas wigzania rozpoznaje tylko
ni¢ Watsona w sekwencji ARS [44], Wigzanie kom-
pleksu biatkowego ORC w obrebie ARS nie jest je-
dynym czynnikiem uruchamiajgcym inicjacje repli-
kacji. Wykazano, ze kompleks ORC pozostaje
zwigzany do ARS przez wiekszg cze$¢ cyklu komér-
kowego: w czasie mitozy i fazy G2 [48]. Doktadniej-
sza analiza kompleksu biatkowego w regionie inicja-
cji replikacji pozwolita na wyodrebnienie dwéch ro-
dzajow komplekséw: preRC (ang. preReplicative
Complex) i postRC (ang. postReplicative Complex)
[14, 49] (Ryc. 3A). Kompleks postRC zbudowany
jest tylko z biatek ORC. Tworzy sie on po zakoncze-
niu syntezy nowych nici DNA ijest niezdolny do za-
inicjowania replikacji. Kompleks preRC jest
zwigzany do ori w fazie Gl i oprécz ORC zawiera
inne biatka niezbedne do uruchamiania inicjacji re-
plikacji. Sa to biatka rodziny MCM (ang. minichro-
mosome maintenance) i Cdcé [12]. Mutanty MCM
sg niezdolne do utworzenia oczka replikacyjnego
[50], Biatko Cdcé syntetyzowane w konhcu fazy M
jest odpowiedzialne za przejscie komorek do fazy S,
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cjacjgjest biatko Cdc45 o dotychczas nieznanej roli,
oddziatujace z ORC i MCM [52], Uruchamianie ini-
cjacji jest procesem regulowanym przez kinazy cy-
klu komérkowego Cdc28/Clb5, Cdc7/Dbf4
dziatajgce na sktadniki kompleksu preRC [12, 14].
Substratem dla Cdc7/ Dbf4 sg prawdopodobnie
biatka MCM. Cdc28/Clb5 oprécz uruchamiania re-
plikacji sa odpowiedzialne takze za hamowanie po-
wtornej inicjacji [12].

W regionie ARS udowodniono wiazanie biatek
SSB rozpoznajacych jednoniciowy DNA [54]; wigzg
sie one w obrebie domeny B. Prawdopodobnie roz-
platanie DNA rozpoczyna si¢ w sekwencji B2, ale
takze zaobserwowano tworzenie 1-niciowego DNA
we fragmencie A. Sekwencje te biorg prawdopodob-
nie udziat w tworzeniu oczka replikacyjnego [20],

U organizmow pro- i eukariotycznych, inicjatoro-
wy kompleks nukleoproteinowy powstaje w wyniku
ztozonych oddziatywan typu biatko-DNA, biatko-
biatko. Architektura inicjatorowych kompleksow
nukleoproteinowych ze wzgledu na ztozono$¢ od-
dziatywan nie jest jeszcze dobrze poznana (Ryc. 4).
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W Dbakteryjnym kompleksie nukleoproteinowym

rdzen biatkowy jest homomultimerem, utworzonym
z czasteczek inicjatorowego biatka DnaA. Biatko to
za pomoca domeny IV wiagze sie do powtérzonych
sekwencji DNA (sekwencji DnaA) regionu oriC. U
drozdzy natomiast sze$¢ réznych biatek kompleksu
ORC oddziatujgc ze sobg tworzg rdzen biatkowy (he-
teromultimer). Ostatnie badania wykazaty, ze az
cztery z szeSciu biatek Orc wchodza w bezpos$redni
kontakt z DNA. Biatka Orclp, Orc2p i Orcdp wigzac
sie do duzej bruzdy DNA rozpoznajg specyficznie
sekwencje ACS, natomiast biatko Orcp5 wigze sie do
sekwencji Bl [44] (Ryc. 3B). Te ztozone od-
dziatywania prowadzg do istotnych zmian w topolo-
gii DNA. Dochodzi do zawiniecia tancucha DNA
woka&t czgsteczek biatka. Wynikiem zmian struktury
DNA jest lokalne rozplecenie podwdjnej helisy w
obrebie sekwencji bogatych w pary A-T. Sekwencje
bogate w pary A-T, w obrebie ktdrych dochodzi do
rozplatania podwdjnej helisy DNA sg niezbedne do
zainicjowania replikacji, ale udowodniono, ze u
E. coli [55] i S. cerevisiae [56] funkcjonalnie moga
by¢ zastgpione przez inne sekwencje charaktery-
zujace sie niestabilnoscia helikalna.

V. Regulacja inicjacji replikacji

Replikacja zachodzi tylko raz w czasie cyklu ko-
mdrkowego i musi by¢ $ciSle powigzana z podziatem
komoérkowym. Czesto$é replikacji jest kontrolowa-
na na poziomie inicjacji. Za regulacje inicjacji repli-
kacji wedtug hipotezy replikonu zaproponowanej
przez Jacoba i wsp. [2] moga odpowiadaé dwa
czynniki dziatajgce cis - miejsce inicjacji replikacji
oraz trans - inicjator.

Zarowno biatko DnaA jak i biatka ORC spetniajg
kryteria inicjatora. U E. coli, nagromadzenie biatka
DnaA w komérce uruchamia replikacje. Zaobserwo-
wano, ze wzrost ilosci biatka DnaA w komorce
E. coli zwieksza czesto$¢ inicjacji replikacji. Na
chromosomie E. coli stwierdzono wystepowanie
1600 sekwencji DnaA nie zaangazowanych w repli-
kacje [25]. Wiagzanie do nich obniza poziom wolne-
go biatka w komérce, dziatajgc negatywnie na cze-
stos¢ inicjacji replikacji [57]. Takze u B. subtilis se-
kwencje DnaA wystepujace w regionach zwanych
inc (ang. incompability) biorg udziat w hamowaniu
inicjacji replikacji. W tych przypadkach sekwencja
DnaA petni funkcje elementu regulujgcego ilosé
wolnego biatka DnaA w komdrce. Postulowano, ze u
E. coli regulujacy wptyw na uruchomienie replikacji
ma wiazanie DnaA do sekwencji DnaA o najnizszym
powinowactwie w regionie oriC np. R3 [8],
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Wyniki badan ostatnich kilku lat potwierdzity, ze
kompleks ORC jest eukariotycznym inicjatorem re-
plikacji. Mutacje w regionie ARS wigzacym biatka
ORC jak i mutacje poszczegdlnych genéw ko-
dujgcych te biatka zaburzajg funkcje ARS lub sg
wrecz letalne dla komorek drozdzy [43].

Oba biatka inicjatorowe DnaA i ORC wykorzy-
stujg energie ATP do rozplecenia DNA w regionie
oriC idlatego poziom ATP reguluje inicjacje replika-
cji zaré6wno w komoérkach prokariotycznych jak ieu-
kariotycznych. W przypadku biatka DnaA wigzanie
ATP nie ma znaczenia przy rozpoznawaniu DNA,
lecz podczas tworzenia oczka replikacyjnego. Ina-
czej sytuacja wyglada u Eukaryota, gdzie udowod-
niono konieczno$¢ hydrolizy ATP przy wiazaniu do
DNA drozdzowego ORC [15]. Dodatkowo, u euka-
riotow aktywnos$¢ kompleksu replikacyjnego regulo-
wana jest w sposéb witasciwy tylko dla tych organi-
zmOow— poprzez fosforylacje biatek replikacyjnych.
Przy przejsSciu do fazy S kluczowg role odgrywajg
specyficzne kinazy cyklu komérkowego [53],

Poza biatkami inicjatorowymi, na czestos¢ inicja-
cji wptywa réwniez architektura regionu inicjacji re-
plikacji, o ktérej decydujg na przyktad oddziatywa-
nia z biatkami histonopodobnymi (HU, IHF i FIS) u
E. coli lub biatkami struktury chromatyny u organi-
zmow eukariotycznych (patrz nizej). Ostatnio wyka-
zano, ze u E. coli przy niskim stezeniu biatka DnaA,
IHF utatwia inicjatorowemu biatku zwigzanie sie do
sekwencji DnaA, R3 (Ryc. 1) [58]. Kolejnym czynni-
kiem wptywajacym na oriC u E.coli sg zmiany kon-
formacji wywotane metylacjg [59]. Majgone znacze-
nie w negatywnej regulacji inicjacji replikacji — po
zajsciu replikacji ni¢ rodzicielska jest zmetylowana
natomiast potomna nie. Hemimetylowany DNA two-
rzy kompleks z btong komdrkowa i dlatego jest nie-
aktywny w replikacji [60]. Postuluje sie takze
zwigzek metylacji z zagieciem DNA [61]. Jednak re-
gulacja przez metylacje moze zachodzi¢ tylko u
E. coli - uinnych mikroorganizméw nie stwierdzono
homologicznych sekwencji w regionie oriC.

Kolejnym elementem kontroli inicjacji replikacji
u organizmdw pro-i eukariotycznych jest aktywacja
transkrypcyjna regionu oriC. U E. coli, transkrypcja
z promotoréw gidA i mioC znajdujgcych sie w po-
blizu oriC aktywuje replikacje oriC [6], Moze sie to
odbywaé przez tworzenie petli R przez RNA hybry-
dyzujace z matrycg DNA lub udziat ujemnych super-
skretbw na DNA indukowanych przez polimeraze
RNA.

W komorkach eukariotycznych aktywacja tran-
skrypcyjna odgrywa znaczgca role w regulacji inicja-
cji replikacji [62], Czynniki transkrypcyjne przede
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wszystkim poprzez oddziatywania typu biatko-
biatko wprowadza¢ moga inne biatka zaangazowane
w inicjacje replikacji. Podobnie jak w przypadku ini-
cjacji transkrypcji, czynniki transkrypcyjne wigzac
sie do regionu ARS mogga réwniez powodowaé “roz-
luznienie” struktury biatek chromatyny umozli-
wiajac tatwiejszy dostep innym skiadnikom kom-
pleksu inicjacyjnego do tego regionu. U drozdzy,
mutacje w domenie B3 wigzacej czynnik transkryp-
cyjny ABF1, prowadzg do znacznego obnizenia ak-
tywnosci replikacyjnej. Dla zachowania odpowied-
nio wysokiej aktywnosci replikacyjnej wazna jest
sama obecno$¢ promotora w regionie ARS, nato-
miast rodzaj promotora odgrywa mniejszg role.
Ostatnio skonstruowano biatko hybrydowe skiada-
jace sie z domeny wiazacej DNA biatka Gal4 oraz
kwasnej aktywacyjnej domeny biatka BRC1 raka
sutka, a sekwencje B3 zastgpiono promotorem Gal4
[63], W uktadzie takim hybrydowe biatko wydajnie
aktywowato replikacje, a mutacje w obrebie domeny
aktywacyjnej prowadzity do znacznego obnizenia
aktywnosci replikacyjnej. Ostatnie badania wyka-
zaty, ze czynniki transkrypcyjne zmieniajgc archi-
tekture regionu oriC poprzez rozluznienie struktury
chromatyny, utatwiajg biatkom szkieletowym ma-
cierzy jadrowej aktywowanie regionow oriC [64],
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Organizacja i ewolucja genomu drozdzy Saccharomyces
cerevisiae a problem sierocych otwartych ramek odczytu

Organisation and evolution of the genome of yeast
Saccharomyces cerevisiae and the problem of ORFANS

PAWEL MACKIEWICZ

Spis tresci:

l.  Znaczenie drozdzy jako organizmu modelowego w ana-
lizie genomoéw eukariotycznych

Il. Ogéblna charakterystyka genomu S. cerevisiae

I1l. Rozktad par GC w chromosomach drozdzowych

IV. Klasyfikacja otwartych ramek odczytu

V. Paradoks sierocych otwartych ramek odczytu

V1. Charakterystyka innych elementéw genetycznych w ge-
nomie drozdzowym

VII.Duplikacje iich rola w ewolucji genomu drozdzowego

Wykaz stosowanych skrétéw: ORF (ang. Open Reading Fra-
nie) — otwarta ramka odczytu, ORFAN (ang. orphan ORF) —
sieroca otwarta ramka odczytu, CAIl (ang. Codon Adaptation In-
dex) — wspotczynnik uzywalnos$ci kodonu.

I. Znaczenie drozdzy jako organizmu mode-
lowego w analizie genoméw eukariotycz-
nych

Odczytanie sekwencji nukleotydowej pierwszego
genomu eukariotycznego — drozdzy Saccharomyces
cerevisiae stato sie jednym z najwazniejszych wyda-
rzef w postepie sekwencjonowania i analizie duzych
genomdéw. Sekwencjonowanie rozpoczeto w 1989 r.
w ramach programu European Community's Bio-
technology Action Programme. W przedsiewzieciu
tym uczestniczyto ponad 100 laboratoriéw z Europy,
USA, Kanady i Japonii. Pierwsza petng sekwencje
chromosomu Il opublikowano w 1992 roku [1]. Se-
kwencja catego genomu zostata skompletowana na
poczagtku 1996 r., a udostepniona w bazach danych w
kwietniu 1996 r. [2-4],

Dr, Instytut Mikrobiologii, Zaktad Genetyki, ul. Przybyszew-
skiego 63/77, 51-148 Wroctaw; e-mail: pamac@ angband.
microb.uni.wroc.pl
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Drozdze S. cerevisiae sg bardzo dobrym modelo-
wym organizmem idogodnym obiektem do badan w
zakresie mechanizméw genetycznej kontroli meta-
bolizmu eukariotow [5, 6], Poznanie sekwencji ge-
nomu drozdzy stworzyto mozliwosci ich wykorzy-
stania w badaniach innych genomow, w tym cztowie-
ka. Genom drozdzy jest ponad 200 razy mniejszy od
genomu ludzkiego ijest gesto upakowany. Ze wzgle-
du na konserwatyzm ewolucyjny struktur i funkcji
komérkowych, wiedza o tym gatunku umozliwi wy-
jasnienie wielu proceséw zachodzacych u wyzszych
eukariotow. Dla 31% biatek drozdzy znaleziono ho-
mologi wsrod biatek ssakow [6], Stwierdzono, ze
wiele gendéw drozdzy wykazuje znaczne podobie-
nstwo do ludzkich genéw zwigzanych z powstawa-
niem réznych choréb [7-10], m.in. nowotworowych i
neurologicznych.

Drozdze sg organizmami jednokomérkowymi, ale
pod wzgledem ztozono$ci budowy komorki nie réz-
nig sie od komérek wyzszych organizmoéw. Ponadto
charakteryzujg sie krotkim czasem generacji oraz
tatwo rosng na réznych podtozach o scisle zdefinio-
wanym sktadzie, co umozliwia uzyskanie duzej licz-
by osobnikéw i tatwg kontrole eksperymentu.
Gtoéwng zaletg drozdzy jest tatwo$¢ stosowania w ba-
daniach nad nimi zaré6wno metod genetyki klasycz-
nej, jak i molekularnej. Dlatego drozdze nalezg do
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najlepiej scharakteryzowanych pod wzgledem gene-
tycznym organizméw. Stosunkowo wcze$nie opra-
cowano mapy fizyczne i genetyczne chromosomow
drozdzowych.

I1. Og6lna charakterystyka genomu
S. cerevisiae

Jezeli za definicje genomu przyjmiemy catkowitg
informacje genetyczna zapisang w kwasach nukle-
inowych, to do genomu drozdzowego nalezy zali-
czy¢:

— genom jadrowy ztozony z 16 chromosoméw (o
wielkosci okoto 13 min pz) [2-4, 13]. Najmniej-
szym jest chromosom | (230 tys. pz), a najwiek-
szym - chromosom XII (2 352 tys. pz, po
uwzglednieniu sekwencji powtdrzonych) —
Tab. 1

— genom mitochondrialny (o wielkosci 86 tys. pz)
zsekwencjonowany we fragmentach przez de
Zamaroczy i Bernardi [11] i w catosci
przez Foury i wspo6tpr. [12]. Jest on dwuni-
ciowa kolistg czagsteczkag DNA, wystepuje $rednio
w 50 kopiach (8-130), koduje aparat translacyjny
oraz 15 % biatek mitochondrialnych.

Ponadto u wielu szczepow zidentyfikowano:

— plazmid 2p (o wielkoSci 6.3 tys. pz) zsekwencjo-
nowany w 1980 r., jest dwuniciowg Kkolistg
czasteczka DNA o diugosci 2 pin, wystepuje w
jadrze komérkowym w 50-100 kopii;

Tabela 1

Wielko$ci chromosoméw genomu drozdzowego

— r6zne wirusowe dwuniciowe RNA (o wielkosci
1.8 do 4.6 tys. pz), wystepujgw cytoplazmie od 10
do 170 kopii, niektore kodujg toksyne ,killer”;

— kolisty jednoniciowy RNA (20S) kodujacy
RNA-zalezng polimeraze RNA.

Wcigz uaktualniane wyniki analiz zgromadzono
w bazach danych dostepnych przez Internet. Waz-
niejsze z nich przedstawiono w Tab. 2.

Wg bazy danych MIPS [14] wielkos$¢ zsekwencjo-
nowanego chromosomalnego DNA wynosi: 12 069
tys. pz, wytaczajgc sekwencje powtérzone. Genom
drozdzowy zawiera ponadto kilka region6w posia-
dajacych wielokrotnie powtdrzone sekwencje, ktére
nie zostaty zsekwencjonowane w catosci, a w bazach
danych reprezentowane sg przez co najmniej dwie
kopie. Catkowita wielko$¢ niezsekwencjonowanych
region6w wynosi 1323 tys. pz i obejmuje:

— 140 kopii rDNA (z chromosomu XIl), kazdy po 9
tys. pz,

— 2 kopie ENA2 (zchromosomu 1V), kazdy po 4 tys.
pz,

— 13 kopii CUP1 (z chromosomu VIII), kazdy po 2
tys. pz,

— po 2 kopie elementu Y’ (z chromosomu 1V i XII),
kazdy po 7 tys. pz,

— < 1tys. pz sekwencji telomerowej z chromosomu
VI.

W sumie catkowita wielko$¢ jadrowego genomu
drozdzowego wynosi 13 392 tys. pz.

Chromosom Dtugosé [tys. pz| Cytowanie
1 230 [40]
" 813 [8]
1 C - 315 [1]
v 1532 [66]
\% 577 [41]
VI 270 [64]

VI 1091 [10]
| 563 [39]
IX ( 440 [57]
X 745 [29]
XI 666 f]
Xl 1078 [72]
Xl 924 [56]
XV 784 [31]
XV . 1091 [32]
XVI B - 948 [73]
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Tabela 2

Bazy danych zwiagzane z genomem drozdzowym, dostapne przez Internet

Baza danych

MIPS — Munich Information
Center for Protein Sequences

SGD — Saccharomyccs
Genome Database

Adres internetowy

http://www.mips.biochem.mpg.de

http://gcnomc-www .stanford.edu

YPD — Yeast Proteome Database

GenBank, National Center for

http://www.proteomc.com

http://ncbi.nlm.nih.gov

Biological Information (NCBI)

I11. Rozktad par GC w chromosomach
drozdzowych

Srednia zawarto$¢ par GC w genomie wynosi
39%. Analizy sekwencji DNA chromosoméw ujaw-
nity wystepowanie mniej lub bardziej wyraznej re-
gionalnej zmiennos$ci w sktadzie par GC, szczegol-
nie w trzeciej pozycji w kodonie (Ryc. 1), pole-

60 T
% GC3 |
56 +

52

48 1

0 50000 100000 150000 200000 250000  30000C

potozenie na chromosomie [pz]

Ryc. 1. Procentowy udziat par GC wzdtuz chromosomu lii w trzecich
pozycjach kodonéw otwartych ramek odczytu.

gajacej na wystepowaniu obszaréw bogatych i ubo-
gich w pary GC [2, 15-17], Przypomina to organiza-
cje chromosoméw wyzszych eukariotéw, stano-
wigcych mozaike regionéw o réznym udziale par
GC, zwanych izochorami [18, 19]. lzochora jest
dtugim odcinkiem DNA (okoto 300 tys. pz) o stosun-
kowo jednolitym sktadzie zasad. Taka organizacja
chromosomoéw moze by¢ zwigzana z rézng presja
mutacyjng na obszarach replikowanych w réznym
czasie cyklu komérkowego [20] lub ze zmnienng
skutecznoscia napraw DNA w ro6znych regionach
chromosomu [21, 22], Innym wyttumaczeniem wy-
stepowania takiej organizacji chromosomoéw jest

POSTEPY BIOCHEMII 46(4), 2000

rézna czesto$¢ rekombinacji w tych obszarach [23].
Rekombinacja jest procesem wymagajgcym napra-
wy DNA i moze prowadzi¢ do wzbogacania napra-
wianych regiondw w pary GC [24], Rekombinacja
zachodzi najczesciej w obszarach miedzygenowych,
ale porekombinacyjna naprawa DNA moze od-
dziatywaé¢ na sktad GC w przylegtych sekwencjach
kodujacych. W przypadku chromosomu Il drozdzy
odkryto, ze obszary bogate w GC (w $rodku ramieni
chromosomu) pokrywajg sie z regionami o wysokiej
czestosci rekombinacji, a obszary bogate w AT (oko-
lice centromeru i telomerdw) z obszarami o niskim
poziomie rekombinacji [25, 26], Najwyrazniejszg re-
gionalng zmienno$¢ i regularno$¢ w rozktadzie par
GC zaobserwowano w pierwszych zsekwencjonowa-

nych chromosomach: Il i XI [1, 7, 15]. Jednakze
taka organizacja nie jest regutg. Zostata ona potwier-
dzona jeszcze tylko dla Il i VIII chromosomu [27],
Ponadto w chromosomie 11l i XI znaleziono korela-

cje miedzy zawartoscig GC w trzecich pozycjach w
kodonie a lokalng gestoscig genéw podobnie jak w
chromosomach kregowcéw [18, 19]. Zjawisko to nie
jest jednak uniwersalne dla wszystkich chromoso-
méw drozdzowych. Bradnam i wspotpr. [17] ba-
dajagc ponownie dystrybucje par GC w chromoso-
mach drozdzowych nie potwierdzili (z wyjatkiem
chromosomu I11) okresowos$ci w sktadzie GC w trze-
cich pozycjach kodonéw (GC3) i korelacji miedzy
upakowaniem genéw i skltadem GC3. Ich wyniki
wskazujg jednak, ze zmienno$¢ w sktadzie GC3 nie
jest catkowicie przypadkowa. Geny o podobnym
sktadzie GC3 sg zgrupowane w chromosomach, co
mozna ttumaczy¢ krétkozasiegowymi korelacjami w
sktadzie GC3 sgsiadujgcych gendw. Wyjatkowosé
chromosomu 11, wykazujgcego najwyrazniejsze
trendy w sktadzie GC, moze byé zwiazana z tym, ze
rekombinacje na tym chromosomie ograniczone sg
tylko do sekwencji determinujgcych typ piciowy
(koniugacyjny) drozdzy [17].
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IV. Klasyfikacja otwartych ramek odczytu

Jedng z najbardziej zaskakujgcych i réznigcych
cech jadrowego genomu drozdzowego, w poréwna-
niu z organizmami wielokomérkowymi, jest mata
ilo§¢ przestrzeni miedzygenowych. Znaczng cze$é
(72%) sekwencji zajmujg otwarte ramki odczytu,
bedace potencjalnymi sekwencjami kodujgcymi
biatko. ORF jest sekwencja DNA rozpoczynajaca sie
kodonem start translacji (najczesciej ATG) i kon-
czacg sie jednym z trzech kodondéw stop translacji
(najczesciej TAA, TAG, TGA). Srednio co 2 tys. pz
w genomie drozdzy znajduje sie ORF dituzszy lub
rowny 100 kodonom [2, 16].

Otwarte ramki odczytu utozone sg na chromoso-
mach nieré6wnomiernie. W wigkszos$ci chromoso-
mow istniejg dtugie regiony (kilkadziesigt tys. pz)
bogate w sekwencje kodujace, rozdzielone zwykle
krotszymi regionami o mniejszej gestosci kodowa-
nia. Na ogoét regiony potozone przy centromerach i
telomerach charakteryzujg sie mniejszg liczbg ge-
now.

W genomie S. cerevisiae zidentyfikowano ponad
6000 otwartych ramek odczytu [2, 16]. Wg bazy
MIPS wszystkich zidentyfikowanych potencjalnych
gendw jest 6361, z tego 28 znajduje sie w genomie
mitochondrialnym. W projekcie genomu drozdzowe-
go przyjeto analizowac¢ i uwzglednia¢ otwarte ramki
odczytu dtuzsze niz 100 kodondéw [1, 7] w celu unik-
niecia duzej liczby przypadkowych i niekodujgcych
krétkich ramek, bowiem prawdopodobienistwo poja-
wienia sie przypadkowych sekwencji kodujacych,
dtuzszych niz 300 pz, jest bardzo mate [28], Jedna-
kze w genomie drozdzowym istniejg kodujgce otwar-
te ramki odczytu, krotsze niz 100 kodonéw [29-32],
Wg bazy MIPS jest ich 178. Identyfikuje sieje ekspe-
rymentalnie, na podstawie odpowiadajgcych tran-
skryptéw [33], poszukujac homologii do znanych ge-
now lub przez analizy komputerowe [34-37]. Anali-
zy te wykorzystujg kryterium dtugos$ci i homologii
oraz regularnosci i reguty w sktadzie aminokwaso-
wym i kodonowym (np. wspotczynnik CAI). Przed
zastosowaniem tych programoéw do rozpoznawania
sekwencji kodujacych, ,uczy sie”je najpierw odroz-
niania zbioru znanych gendéw od wygenerowanych
komputerowo sekwencji niekodujacych. Program
GenMark wykorzystano do identyfikacji regionow
kodujagcych w chromosomie VI [34], Fondrat i
Kalogeropoulos [38] zastosowali do rozpo-
znawania funkcjonalnych gen6w na chromosomie il
metode opartg na identyfikowaniu w obszarze pro-
motora sekwencji regulacyjnych, oddziatywujgcych
z aktywatorami. Z analizy generalnie wykluczano
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krétkie otwarte ramki odczytu znajdujace sie w obre-
bie innych dtuzszych ramek. W przypadku, gdy ram-
ki zachodzity na siebie fragmentami pozostawiano
ramki dtuzsze lub takie, ktore miaty juz okres$long
funkcje, wykazywaty wyrazng homologie do zna-
nych genéw, albo ich wspdtczynnik uzywalnosci ko-
donéw byt bardziej zblizony do CAIl gendw drozdz-
owych o znanej ekspresji [1,7, 39-41], Przyjeto, ze
otwarte ramki odczytu krotsze niz 150 kodondw ipo-

siadajgce CAIl < 0,11 nie koduja [7],

Dominujaca cze$¢ gendw kodujacych biatka w ge-
nomie drozdzowym stanowig sekwencje niepodzie-
lone. Geny zawierajgce introny ieksony stanowig za-
ledwie 3.5% wszystkich potencjalnych genéw ko-
dujgcych biatka (wg bazy MIPS 224 geny). Wiegk-
szo$¢ z nich stanowia geny kodujace biatka ryboso-
malne [30], a introny sg zwykle krétkie i zlokalizo-
wane blisko kodonu start translacji, czesto go roz-
dzielajac. Dzieki wysokiej konserwatywnos$ci miejsc
rozdzielajgcych introny i eksony w genomie drozdz-
owym mozliwe jest stosunkowo proste komputerowe
identyfikowanie intronéw [42],

W zaleznos$ci od podobienstwa ich sekwencji ami-
nokwasowych do innych biatek o znanej lub niezna-
nej funkcji zbidr otwartych ramek odczytu zostat po-
dzielony na sze$¢ klas wg klasyfikacji bazy MIPS
[4], Do okreSlania podobienstwa wykorzystywano
program FASTA [43], a jako miare podobienstwa
przyjeto wartos¢ ,,optimised score” (ze wzgledu na
brak odpowiednikéw tych terminéw w jezyku pol-
skim pozostawiono ich oryginalng pisownie). Ponad-
to w klasyfikacji uwzgledniono wystepowanie moty-
woéw funkcjonalnych w biatkach i dane eksperymen-
talne.

Wydzielono nastepujace klasy:

— klasa 1— znane geny, sekwencje kodujgce biatka
o znanej funkcji, dobrze scharakteryzowane gene-
tycznie i biochemicznie;

— klasa 2 — sekwencje o wysokim podobienstwie
do genow; ,score” > 1/3 ,selfscore” (czyli ,sco-
re” dla biatka poréwnanego ze sobg samym);

— klasa 3 — sekwencje o Srednim (”’score” miedzy
200 a 1/3 ,,selfscore™) lub stabym podobienstwie
do genoéw (,,score” od 100 do 200);

— klasa 4 — sekwencje o podobienstwie do niezna-
nych biatek;

— klasa 5 — sekwencje nie wykazujace podobien-
stw do genow;

— klasa 6 — sekwencje kwestionowane; nic wyka-
zujgce podobienstwa do innych sekwencji, skla-
syfikowane na podstawie niskich wartosci CAIl i
matej diugosci oraz czeSciowego zachodzenia na
dtuzsze otwarte ramki odczytu lub znane geny [7],
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Stan liczebnosci klas przedstawiono na Ryc. 2.

ORF z klasy 6, stanowigce 7% wszystkich se-
kwencji najprawdopodobniej nie kodujg i sg przy-
padkowymi otwartymi ramkami odczytu [7, 16].
Przypuszczalna liczba sekwencji kodujgcych jest
prawdopodobnie zawyzona o kilka procent [32], Po
uwzglednieniu tej poprawki, przyjmowana przez
wielu autoréw liczba kodujgcych otwartych ramek
odczytu w genomie drozdzowym, oceniana jest na
5800-6000 [2-4, 16].

Ryc. 2. Stan liczebny poszczegdlnych klas otwartych ramek odczytu
wg bazy MIPS (stan z 6 kwietnia 2000). Opis klasyfikacji ORF
podano w tek$cie na stronie 294.

Ponad potowa sekwencji (klasa 1) ma funkcje
okreslong eksperymentalnie. Ponad 17% (sekwencje
z klasy 2 i 3) wykazuje mniej lub bardziej wyraZzng
homologie do znanych biatek. Natomiast okoto 25%
sekwencji (z klasy 4 i 5) zwanych jest sierocymi
otwartymi ramkami odczytu, czyli ORFAN, ponie-
waz nic nie wiadomo nawet o przyblizonej ich funk-
cji. Sekwencje z klasy 5 sg pojedynczymi ORFAN,
bo nie posiadajg zadnych homologéw [16]. Nato-
miast sekwencje z klasy 4, zwane blizniaczymi
ORFAN, sg otwartymi ramkami odczytu sierocymi w
parach lub rodzinach, poniewaz posiadajg homologi,
ale réwniez o nieznanej funkcji, bedgce wobec tego
tez sierocymi otwartymi ramkami odczytu [16],

Produkty wielu otwartych ramek odczytu przypi-
sano do kategorii funkcjonalnych, okreslajacych
przynajmniej w przyblizeniu ich role w komoérce [4],
Dokonano tego w oparciu o analizy komputerowe,
homologie do biatek o znanej funkcji, obecnos¢ spe-
cyficznych motywdw, blokéw i domen funkcjonal-
nych, przynaleznos$é do rodzin biatek oraz dane eks-
perymentalne.

Obecnie (wg MIPS) wyr6zniono 14 gtéwnych i
wiele mniejszych kategorii funkcjonalnych, a 3725
otwartych ramek odczytu przypisano do przynajm-
niej jednej z nich. Podziat na gtéwne kategorie funk-
cjonalne przedstawiono na Ryc. 3. Dla 25% ORF nie
udato sie przypisaé¢ funkcji.
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25%

E niesklasyfikowane

~organizacja komérkowa

El metabolizm

E3wzrost i podziat komérki, synteza DNA

O transkrypcja

O modyfikacja biatek

S transport wewnatrzkomérkowy

O ratunek, obrona, $mier¢ i starzenie si¢ komorki
[ synteza biatek

O utatwianie transportu

Wenergia

Ebiogeneza struktur komérkowych

O klasyfikacja niejasna

m komunikacja komérkowa i przesytanie sygnatow
O réwnowaga jonowa

m retrotranspozony i biatka plazmidowe

Ryc. 3. Podziat otwartych ramek odczytu na gtéwne kategorie funkcjo-
nalne wg bazy MIPS (stan z & kwietnia 2000).

V. Paradoks sierocych otwartych ramek od-
czytu

Wraz ze wzrostem liczby nowo odkrywanych ge-
néw irozwojem projektow sekwencjonowania geno-
moéw frakcja sierocych otwartych ramek odczytu, se-
kwencji bez znanej funkcji lub homologii do innych
gendw powinna male¢, natomiast obserwuje sie jej
wzrost [16, 44], Zjawisko to okre$lono tzw. tajem-
nicg (paradoksem) ORFAN. Stanowig one okoto
30% wszystkich ORF nie tylko w genomie drozdz-
wym, ale réwniez w innych genomach. Na pozoér
wydaje sie, ze wystepowanie ORFAN wynika ze zbyt
matej liczby sekwencji obecnych w bazach danych
lub zbyt mato czutych i efektywnych algorytmow
oraz programéw komputerowych poszukujacych ho-
mologii. Jednakze po ponownym przeszukaniu baz
w celu znalezienia homologdéw, sieroce otwarte ram-
ki odczytu w wielu genomach nadal sie wykrywa
[45], Ozier-Kalogeropoulos iwspotpr. [46]
znalezli homologi dla zaledwie 85 ORFAN S. cerevi-
siae wsrod niekompletnego zbioru otwartych ramek
odczytu blisko spokrewnionego gatunku Kluyvero-
myces lactis i sugerujg, ze wiele sposré6d ORFAN po-

295



zostanie bez homologéw nawet po catkowitym
zsekwencjonowaniu K. lactis.

Z powodu braku istotnych homologii do innych
sekwencji, wielu autoréw sktania sie do pogladu, ze
ORFAN sg przedstawicielami nowych nieznanych
nadrodzin biatek lub szybko ewoluujgcych genow
[16, 45], Jedna z tych grup miatyby byé geny specy-
ficzne dla drozdzy [46]. Jednakze niemal kazdy
ORFAN, nie tylko drozdzowy, jest specyficzny (z
wyjatkiem ORFAN w parach lub w rodzinach) i ka-
zdy z nich musiatby by¢ przedstawicielem nowej
nadrodziny biatek. Liczba tych nadrodzin powinna
by¢ wielokrotnie wieksza niz do tej pory przyjmowa-
no i, co wiecej, nadrodziny te powinny by¢ bardzo
zréznicowane miedzy sobg i odlegte ewolucyjnie od
znanych [45]. Dlatego sadzi sie, ze ORFAN moga
by¢ pozostatosciami po nie funkcjonujgcych juz ge-
nach albo pseudogenami lub przypadkowymi, bted-
nie zidentyfikowanymi otwartymi ramkami odczytu
nie ulegajagcymi ekspresji [2, 7, 45], Wystepowanie
przypadkowych ORF i nie majacych homologéw w
genomie drozdzowym zasygnalizowali Termier i
Kalogeropoulos [36], Andrade i wspotpr.
[37] oraz D as iwspOtpr. [47]. Sa to przede wszyst-
kim najkrotsze otwarte ramki odczytu w zbiorze ra-
mek dtuzszych niz 100 kodonow [48]. Jednakze na-
wet po ich odrzuceniu pozostaja ORFAN wsrdd
dtugich ORF [45]. Inne wyttumaczenie tajemnicy
ORFAN przedstawili Cebrat i wspotpr. [49, 50].
Paradoks ORFAN zostaje tatwo rozwigzany przy
zatozeniu, ze szacowana liczba kodujgcych ORF jest
mniejsza od powszechnie przyjmowanej (5800-
6000) i wynosi okoto 4800 [51], a okoto 1000
ORFAN (niestusznie uwazanych za kodujgce) po
prostu nie koduje i zostato wygenerowanych przez
sekwencje kodujgce [48], Wyjasnienie to bierze pod
uwage fakt, ze kod genetyczny i sekwencje kodujgce
posiadajg pewne witasciwosci zwiekszajgce prawdo-
podobienstwo pojawienia sie w nici antysensownej
dtugich niekodujgcych ORF [52, 53]. Znaczna cze$¢
ORFAN byta wczeéniej takimi zachodzacymi otwar-
tymi ramkami odczytu, ktére pozostaty po duplika-
cjach regionéw chromosomoéw i wyeliminowaniu
przez mutacje witasciwych ramek odczytéw gene-
rujacych je gendw. Potwierdzeniem tego sg znalezio-
ne istotne homologie wielu ORFAN czytanych w an-
tysensie do znanych biatek [48], Hipoteza ta jest
réwniez zgodna z dowodami na czeste duplikacje i
rearanzacje w genomie drozdzowym [54],

Przy tym zatozeniu, niezaleznie od przyjetej defi-
nicji ORFAN, ich liczba jest duzo mniejsza (o Kilka-
nascie procent) niz zaktadajg to inni autorzy [1, 16,
44],
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V1. Charakterystyka innych elementow
genetycznych w genomie drozdzowym

W genomie drozdzowym zidentyfikowano ponad-
to geny kodujagce RNA i inne elementy genetyczne,
jak:

— 299 gendw kodujgcych tRNA, z tego 24 geny w
genomie mitochondrialnym,;

— 80 genow kodujacych maty jadrowy RNA
(snRNA), ktéry w potagczeniu z biatkami posred-
niczy i reguluje procesowanie RNA,;

— 140 genow na chromosomie XII kodujgcych rybo-
somalny RNA (rRNA);

— 104 elementy Ty — retrotranspozony, ruchome
elementy genetyczne, organizacjg i funkcjg przy-
pominajace zwierzece retrowirusy;

— diugie powtorzenia terminalne (LTRs — long ter-
minal repeats) w 368 kopiach: Tankujgce z obu
stron istniejace transpozony (Ty-LTRs). Wyste-
pujg one pojedynczo (solo-LTRs) lub niekomplet-
nie i sg $ladami po wczes$niejszych transpozy-
cjach i wbudowanych transpozonach;

— 31 elementéw subtelomerowych X, bedgcymi
prawdopodobnie pozostatosciami sekwencji LTR
z nowej klasy transpozonéw Ty5;

— 21 elementow subtelomerowych Y’, odpowia-
dajacych dtugim rozproszonym sekwencjom po-
wtarzajagcym sie (LINE) w genomach ssakow
[55]; elementy te byty prawdopodobnie dawniej
transpozonami i zawierajg sekwencje, ktore kie-
dy$ kodowaty helikaze RNA [55];

— 32 powtdrzenia telomerowe (CMA);

— 16 centromerdéw zawierajagcych konserwatywne
motywy;

— 750 autonomicznie replikujgcych sie sekwencji
(ARS — autonomously replicating sequence)’,
— pseudogeny; wiekszos$¢ z nich zlokalizowana jest

w regionach subtelomerowych [40, 56, 57]; wy-
kazuja one homologie do znanych gen6w i posia-
daja wewnetrzny kodon stop lub przesuniecie
ramki odczytu, mogaby¢ pozostatosciami po licz-
nych duplikacjach, ktére miatly miejsce w geno-
mie. Mogg one tez by¢ wynikiem bteddéw sekwen-
cjonowania.

VII. Duplikacje iich rola w ewolucji
genomu drozdzowego

Jedng z interesujacych cech genomu drozdzy jest
obecno$é stosunkowo duzej liczby ORF wyste-
pujacych w identycznych lub bardzo podobnych ko-
piach w réznych chromosomach. W genomie znale-
ziono wiele duzych zdupl ikowanych regionéw chro-
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mosomow [4, 31, 39, 54, 58-60] zwanych CHRs —
Cluster Homology Regions [3].

Do dobrze znanych regionow o wysokim podobie-
fistwie nalezg kofce chromosoméw. Na wielu chro-
mosomach w regionach subtelomerowych wystepuja
czesto prawie identyczne duze bloki sekwencji (o
wielkosci kilkadziesiat tys. pz) zawierajgce kilka
otwartych ramek odczytu, co Swiadczy o niedawnej i
prawie nieprzerwanej wymianie odcinkéw miedzy
chromosomami w tych regionach [55], Od dawna
wiedziano o rodzinach wielogenowych (geny SUC,
MAL i MEL) wystepujacych przede wszystkim na
koricach chromosoméw w wielu kopiach niekoniecz-
nie ulegajacych ekspresji [61-63]. Wysunieto przy-
puszczenie, ze akumulacja nadmiarowych sekwencji
zachodzita gtéwnie na matych chromosomach (np.
chromosomie i VI) w celu zwiekszenia rozmiaréw i
polepszenia wtasciwego rozdziatu istabilnosci chro-
mosomoéw podczas podziatu mitotycznego i mejo-
tycznego [40, 64, 65].

Wiele zduplikowanych obszar6w wystepuje w re-
gionach przycentromerowych i w czesciach srodko-
wych ramion réznych chromosoméw [29, 31, 32, 39,
56, 58, 66], Znaleziono 55 takich regionoéw, w kto-
rych zidentyfikowano 376 par homologicznych ge-
néw [54]. Prawdopodobnie istnieje jeszcze wiecej,
mniejszych zduplikowanych regiondw [67]. Szacuje
sie, ze pary gendw, ktore powstaty droga duplikacji
stanowig 16% wszystkich gendéw drozdzowych [68],
Wiele regiondw posiada geny
utozone w tym samym porzgdku i tym samym Kkie-
runku transkrypcji. Srednia wielko$¢ zduplikowane-
go regionu wynosi 55 tys. pz i zawiera $rednio 6.9
zduplikowanych par genow. Zaskakujace jest to, ze
50 (z 55) blokow posiada takg samag (konserwa-
tywna) orientacje w stosunku do centromeru [54],

Zduplikowane regiony mogty powstaé przez wie-
le kolejnych, niezaleznych duplikacji, albo jedno-
cze$nie przez pojedynczg duplikacje catego genomu
[54], O hno [69] zwrdcit uwage na duzg role dupli-
kacji catego genomu jako mechanizmu ewolucyjne-
go. W oparciu o ewolucyjne badania biatek histono-
wych zaproponowano teorie poliploidalnego pocho-
dzenia genomu drozdzowego [70],

W tym przypadku dalszymi etapami ewolucji ge-
nomu, ktora doprowadzita do powstania mozaiki
zduplikowanych blokéw, bytyby wzajemne translo-
kacje pomiedzy chromosomami oraz utrata prawie

homologicznych

85% zduplikowanych, zbytecznych genéw [54], Za-
chowane zostaty prawdopodobnie geny o wysokim
poziomie ekspresji i nowej funkcji dla organizmu
[68], Genom drozdzowy bytby wobec tej teorii zde-
generowanym tetraploidem. Duplikacja genomu
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drozdzy nastgpita najprawdopodobniej po dywer-
gencji rodzaju Saccharomyces i Kluyveromyces
okoto 100 min lat temu. Mogta ona umozliwi¢ adap-
tacje do zycia w warunkach beztlenowych i by¢
zwigzana z intensywnym rozwojem roslin okrytona-
siennych wytwarzajgcych owoce, stanowigcych
pozywke dla drozdzy [54], Duplikacja gendéw odgry-
wa wazng role w ewolucji i umozliwia ewolucyjng
modyfikacje jednej z kopii genu bez niszczenia funk-
cji drugiej.

Kolejnym etapem analizy genomu drozdzowego
jest identyfikowanie funkcji znalezionych potencjal-
nych otwartych ramek odczytu zaréwno metodami
komputerowymi, jak i eksperymentalnymi. W tym
celu stworzono program EUROFAN (European
Functional Analysis Network) [71], ktérego celem
jest systematyczna analiza funkcji i odkrywanie no-
wych genow.
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Wzajemna regulacja translacji mitochondrialnej
| translacji cytoplazmatycznej u drozdzy Saccharo-

myces cerevisiae

Interrelationship between

the mitochondrial and

cytosolic translation in yeast Saccharomyces cerevisiae

AGATA KONOPINSKAIL MAGDALENA BOGUTA2

Spis tresci

I. Wstep
Il. Sktadniki cytoplazniatycznego aparatu
zwigzane z oddychaniem komérkowym
I1-1. Czynniki terminacji translacji eRFI i eRF3
11-2. Czynnik inicjacji translacji elF-4A
11-3. Biatko rybosomalne S18
11-4. Biatko Qsrl
I11. Biatka zwigzane z biogeneza mitochondridéw, a zarazem
z ekspresja genow jadrowych
I11-1. Biatko Nam7/Upfl
111-2. Biatko Nam8
111-3. Wybrane biatka rybosoméw' mitochondrialnych
IV. Biatka biorgce bezposredni udziat w translacji mito-
chondrialnej i cytoplazmatycznej
V. Podsumowanie

translacji

Wykaz stosowanych skré6téow: biatka mrp — biatka ryboso-
méw mitochondrialnych; cyt-mRNA — cytoplazmatyczny
mRNA; Nam7p, Cox3p — biatko kodowane przez gen NAM?7,
COX3 itd.; mit-mRNA — mitochondrialny mRNA; mtDNA —
mitochondrialny DNA; ORF — otwarta ramka odczytu; pre-m-
RNA — prekursorowy (niedojrzaty) mRNA; 5° (lub 3°) UTR —
region mRNA niepodlegajacy translacji; pz — para zasad w
DNA; cs — chtodowrazliwo$¢; ts — termowrazliwos$é.

I. Wstep

Mitochondria nazywane sg organellami autono-
micznymi, poniewaz majg whasny genom i wiasny
aparat ekspresji gen6w. Jednak prawie wszystkie
biatka uczestniczace w ekspresji genomu mitochon-
drialnego sg kodowane przez genom jadrowy. Jak
dotagd zidentyfikowano ok. 80 gendw jadrowych
biorgcych bezpos$redni udziat w translacji mitochon-

*Dr, 2doc. dr bab. Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofi-
zyki PAN, ul. Pawinskiego 5a, 02 106 Warszawa.
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apparatus

drialnej (na podstawie danych z komputerowej bazy
MIPS). Produkty tych gendw to: biatka rybosomow
mitochondrialnych (mrp), mitochondrialne synteta-
zy aminoacylo-tRNA oraz czynniki translacyjne
(Ryc. 1). Wsérdd tych ostatnich znajdujg sie specy-
ficzne dla inicjacji translacji w mitochondriach akty-
watory, wigzace sie z5° UTR mit-mRNA, rybosoma-
mi i wewnetrzng btong mitochondrialng i odpowie-
dzialne prawdopodobnie za specjalizacje translacji
mitochondrialnej w kierunku syntezy silnie hydrofo-
bowych biatek btonowych [1, 2]. Wiadomo jednak,
ze jadrowych genoéw kodujacych skiadniki mito-
chondrialnej maszynerii translacyjnej jest znacznie
wiecej niz 80. 1los¢ samych biatek mrp szacuje sie
obecnie na ponad 100 [3].

W mitochondriach przebiega wiele proceséw me-
tabolicznych, lecz genom mitochondrialny koduje
wytaczne kilka biatek wchodzacych w sktad kom-
plekséw odpowiedzialnych za oddychanie i oksyda-
cyjng fosforylacje. Stad skutkiem uposledzonej eks-
presji gendw mitochondrialnych, wigczajgc zaburze-
nia w mitochondrialnej translacji, jest defekt odde-
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chowy. Utrzymanie w komodrce stanu kompetencji
oddechowej wymaga, poza sprawnym dziataniem
systemu ekspresji genomu mitochondrialnego, jesz-
cze wielu innych aktywno$ci, jak import biatek do
mitochondridw, sktadanie btonowych kompleksdw
oddechowych czy specyficzna proteoliza.

Zwigzek miedzy ekspresjg genow jadrowych a
translacjg w mitochondriach ujawnit sie w badaniach
nad pewnymi klasami mutantéw drozdzowych, ktore

mit~ oraz okoto 200 r6znych genéw PET (na podsta-
wie danych z komputerowej bazy danych MIPS). Za-
rowno klonowanie supresoréw mutacji mit~, jak i
poszukiwanie dzikich genéw PET przez komplemen-
tacje mutacji pet, prowadzi do identyfikacji genow
regulujacych (posrednio lub bezpos$rednio) biogenc-
ze mitochondridw.

Komunikacja pomiedzy mitochondriami ajgdrem
komérkowym jest przedmiotem zainteresowania

Geny translacji mitochondrialnej

JADRO

mitochondrialne
syntetazy aa-tRNA

mitochondrialne

czynniki

translacyjne

MITOCHONDRIUM

Ryc. 1. Udziat genomu jadrowego i mitochondrialnego w kodowaniu biatek zaangazowanych w system translacji mitochondrialnej drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae. Mitochondrialne syntetazy tRNA, czynniki translacyjne ibiatka rybosomalne (précz jednego) sa kodowane w DNA chromo-
somalnym, syntetyzowane w cytoplazmie i transportowane do mitochondréw. Komplet tRNA, rRNA oraz jedno biatko rybosomalne Varl sa

kodowane przez DNA mitochondrialny

utracity zdolno$¢ do pozyskiwania energii przez od-
dychanie. Mutanty takie nie potrafig wykorzystywacé
niefermentowalnych zwigzkéw wegla: glicerolu,
etanolu, mleczanéw, octandéw, a ich fenotyp polega
na braku wzrostu na podtozach zawierajgcych takie
zwigzki jako jedyne Zrdédto wegla i energii, przy
czym zdolno$¢ do wzrostu na pozywkach z fermen-
towalnymi Zzrédtami wegla zostaje zachowana. W
opisanych nizej badaniach wykorzystano przede
wszystkim dwie szczegdlne klasy mutantéow odde-
chowych: mif~ i pet. Mutacje mit~ sg zmianami
punktowymi lub niewielkimi delecjami w genach ko-
dowanych przez mtDNA. W mutantach pet zmienio-
ne sg natomiast geny PET kodowane w DNA chro-
mosomalnym, ktére odpowiadajg za funkcjonowanie
mitochondrialnego systemu oddechowego. Obecnie
znanych jest 37 grup komplementacji dla mutacji

300

biologéw od ponad trzydziestu lat. Jednym z aspek-
tow tego zagadnienia jest wzajemna regulacja trans-
lacji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej. Fizjolo-
giczne znaczenie takiej wzajemnej regulacji wynika
z potrzeby przystosowania metabolizmu komérki do
warunkéw S$rodowiska. Aktywnos$¢ translacji mito-
chondrialnej determinuje tworzenie zasobéw ener-
getycznych komodrki w warunkach, gdy nie sg do-
stepne substraty katabolizowane przez fermentacje.
Szeroko rozumiany metabolizm komoérki musi do-
stosowac sie do podazy energii.

W niniejszym opracowaniu oméwiono wszystkie
znane autorkom wyniki uzyskane w badaniach dro-
zdzy Saccharomyces cererisiae, ktére Swiadczg o ist-
nieniu wzajemnych powigzan miedzy systemami
translacji w cytoplazmie i w mitochondriach.

POSTEPY BIOCHEMII 46(4), 2000



Il1. Skiadniki cytoplazmatycznego aparatu
translacji zwiazane z oddychaniem
komérkowym

Istnieje koncepcja objasniajgca negatywny wptyw
aktywnego procesu oddychania na wierno$¢ transla-
cji cytoplazmatycznej. Opiera sie ona na obserwa-
cjach, ze pewne klasy supresoré6w mutacji nonsens w
genach jadrowych (np. supresorowe tRNA lub nie-
ktére alleleM/pii \sup45— patrz nizej) dziatajabar-

Tabela 1

stanowig niektore geny kodujace syntetazy amino-
acylo-tRNA oraz pewne geny odpowiadajgce za bio-
synteze tRNA, opisane w rozdziale IV. W tym roz-
dziale natomiast przedstawione sg mutacje w genach
kodujacych biatka aparatu translacji cytoplazma-
tycznej, ajednoczes$nie interferujace z translacjg mi-
tochondrialng. W kazdym z omawianych przypad-
kéw autorzy prac dosSwiadczalnych rozwazali mozli-
wos$¢ transportu produktéw badanych gendéw do mi-
tochondriow, gdzie teoretycznie mogtyby one od-

Gceny okres$lajace powiazania miedzy ekspresja genéw jadrowych a biogencza mitochondriow

Nazwa genu Produkt genu Funkcja mitochondrialna

Funkcja w ekspresji genéw jadrowych
czynnik terminacji translacji cytoplazmatycznej

czynnik terminacji translacji cytoplazmatycznej

czynnik inicjacji translacji cytoplazmatycznej

biatko rybosomoéw cytoplazmatycznych

biatko rybosomalne, sktadanie rybosoméw cy-
toplazmatycznych

SUP45 eRFI posrednia (mutanty sup45 maja fenotyp Gly-)
SUP35 eRF3 posrednia (mutanty sup35 maja fenotyp Gly-)
oérednia (nadprodukcja elF-4A powoduje supre-
TIF1 clF-4A p. __( P ! P ! P
sje mutacji w mtDNA)
RPS18 s18 posredﬁla (mutacja rpslsa-l powoduje supresje
mutacji w mtDNA)
osredni: (zaleznos$¢ fenot mutacji qsri-1 od
QSR1 Qsrip p : i: (zalez ypu mutacji qsri-1
funkcjonalnego kompleksu bel)
NAM?7 Nam?7/Upfl wycinanie intronéw w nritmRNA
wycinanie intronéw w
NAMS Namsp
mit-mRNA
NAM9 Nam9p biatko mitochondrialnych rybosomoéw

dziej efektywnie w niskich temperaturach lub wtedy,
gdy dostepne sg tylko substraty niefermentowalne
[4], Takie warunki mozna okre$laé mianem gtodu
energetycznego (ang. energy starvation) i istnieje
koncepcja, ze moga one wymusza¢ zmniejszenie
doktadnosci odczytywania kodon6w przez cytoso-
lowg maszynerieg translacyjng [4], Sens tego hipote-
tycznego zjawiska tkwi w rezygnacji z kontroli po-
prawnosci parowania kodonéw z antykodonami, kt6-
ra — jak wykazano u bakterii — wymaga dodatko-
wych naktadoéw energii [5]. Takiej hipotetycznej,
mniej doktadnej translacji nadano nazwe ,translacji
S.0.S.” i przypisano teoretyczng role w oszczedza-
niu przez komorke zwigzkéw wysokoenergetycz-
nych [4],

Aparaty translacji cytoplazmatycznej i mitochon-
drialnej réznig sie miedzy sobg strukturg i uwaza sie
za mato prawdopodobne, by te same biatka wcho-
dzity jednoczes$nie w ich sktad [2], Zasadniczo sktad-
niki aparatu translacji cytoplazmatycznej kodowane
sg przez inny zestaw genow jadrowych niz sktadniki
tworzgce aparat translacji mitochondrialnej. Wyjatek

POSTEPY BIOCHEMII 46(4), 2000

degradacja cyt-mRNA (szlak NMD)
wycinanie intronéw w cyt-mRNA

posrednia (zalezno$¢ fenotypu mutacji nam9-I
od prionu [Psi+])

dziatywa¢ bezposrednio z aparatem translacyjnym.
Jednak jak dotad takie koncepcje nie znalazty po-
twierdzenia doSwiadczalnego.

I1-1. Czynniki terminacji translacji eRFI i eRF3

Drozdzowe geny SUP35 i SUP45 kodujg biatka
eRF3 i eRFI, bedace sktadnikami kompleksu termi-
nacji translacji cytoplazmatycznej [6], Oba geny sg
komorce niezbedne do zycia. W sumie w tych dwoch
genach otrzymano 118 recesywnych mutacji sup35 i
sup45, ktére byly omnipotencjalnymi supresorami
mutacji nonsens [7], 84 z nich powodowaty w réz-
nym stopniu zaburzenia we wzroscie na niefermento-
walnych Zrddtach wegla: 53 catkowicie utracito
zdolnos$¢ wzrostu, 8 mutantow miato fenotyp ts, 7 fe-
notyp cs, a 16 rosto tylko w podwyzszonej tempera-
turze. Niektdre z mutacji sup35 isup45 byty przecie-
kajgce (ang. leaky), tzn. charakteryzowaty sie bardzo
powolnym wzrostem na substratach niefermentowal-
nych. Mutacje sup35 isup45 nie prowadza do elimi-
nacji mtDNA, zachodzacej w przypadku zaburzen
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translacji mitochondrialnej, co sugerowato, ze biatka
Sup35p i Sup45p nie sg sktadnikami mitochondrial-
nej maszynerii translacyjnej [7].

Istniejg jednak dane, sugerujgce funkcjonalny
zwigzek gendw SUP35 i SUP45 z translacjg mito-
chondrialng. W widmach cytochromowych mutan-
tow sup35 isup45,wykazujacych defekty wzrostu na
niefermentowalnych Zrddtach wegla, obserwowano
znaczny spadek ilosci cytochroméw aa3i b (ktérych
sktadniki syntetyzowane sg w mitochondriach), pod-
czas gdy ilos¢ syntetyzowanych w cytosolu cyto-
chroméw c i G nie zmieniata sie [7]. Analiza kilku
rewertantdw sup45 (w ktoérych na skutek mutacji
wtoérnej nastgpit powr6t do normalnego wykorzysty-
wania glicerolu jako zrodta wegla) pokazata, ze jed-
noczes$nie zachodzi w nich ostabienie supresji non-
sens [8]. Ponadto paromomycyna, antybiotyk inter-
ferujacy z translacjg mitochondrialng, ma wptyw na
wzrost szczepow sup35 isup45 na podtozach testo-
wych zawierajacych glicerol lub etanol jako zrédio
wegla. Sugeruje to, ze mutacje sup35 i sup45
wywotujg w rybosomach mitochondrialnych pewne
zmiany.

Interpretacje wynikéw komplikuje fakt, ze paro-
momycyna dziata réwniez na translacje cytoplazma-
tyczng, obnizajac doktadnos$é odczytywania kodo-
néw w mRNA, aszczepy wrazliwe na ten antybiotyk
zazwyczaj wykazujg defekty genetyczne obnizajace
wiernos¢ translacji [9-11]. Dziatanie paromomycyny
na rybosomy mitochondrialne moze by¢ zatem bez-
posrednie (np. przez dodatkowe obnizenie wiernosci
translacji mitochondrialnej) lub posrednie (np. po-
przez zsyntetyzowane z btedami produkty translacji
cytoplazmatycznej).

Istniejg tez inne dane, ktére mogga sugerowaé wza-
jemne oddziatywanie translacji cytoplazmatycznej z
translacjg mitochondrialng za posrednictwem pro-
duktéw genéw SUP35 i SUP45. Dziedziczacy sig
niemendlowsko czynnik [Psi+] zostat zidentyfikowa-
ny jako zagregowana, prionowa formy biatka
Sup35p [13]. W szczepach [Psi+ (lecz nie [Psi']) za-
obserwowano wzrost czesto$ci powstawania mutacji
rhcT w obecnosci paromomycyny [12]. Byé moze
wiec w komorkach, w ktérych produkt genu SUP35
wystepuje w postaci prionu [Psi+], paromomycyna
zaburza translacje mitochondrialng w takim stopniu,
ze nastepuje destabilizacja mtDNA. Natomiast w
nieobecnosci [Psi+] dziatanie paromomycyny na apa-
rat translacji mitochondrialnej jest stabsze i nie ma
wptywu na mtDNA. Przytoczone dane wskazuja na
Scisty zwigzek funkcji biatek Sup35 i Sup45 petnio-
nej w procesie metabolizowania niefermentowal-
nych zrédet wegla (translacji mitochondrialnej) z
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funkcja petniong przez nie w translacji cytoplazma-
tycznej.

Nie wiadomo, w jaki sposéb czynniki terminacji
translacji cytoplazmatycznej uczestniczg w regulacji
translacji mitochondrialnej. Analiza teoretyczna se-
kwencji genu SUP35 wskazata trzy potencjalne star-
ty translacji. Miedzy drugim a trzecim z nich mozna
wyrézni¢ okoto 40-aminokwasowy segment o ce-
chach typowej sekwencji odpowiadajgcej za import
do mitochondriéw [14]. Nie stwierdzono jednak
obecnosci biatka Sup35 w mitochondriach [15].

Ostatnio w ramach poszukiwania genéw zaanga-
zowanych w terminacje translacji cytoplazmatycznej
otrzymano mutacje crdl2, ktéra kompensuje opisane
wyzej defekty wzrostu mutantéw sup35 isup45 na
podtozu glicerolowym i etanolowym [16]. Efekt ten
jest recesywny. Mutacja crdl2 sama w sobie powo-
duje brak wzrostu na podiozach zawierajgcych nie-
fermentowalne Zrddta wegla. Ten fenotyp jest réw-
niez recesywny i znika w szczepach [Psi+]. Mutacje
crdl2 zlokalizowano w genie ATP 17, kodujagcym
podjednostke mitochondrialnej ATPazy. Wedtug in-
terpretacji autorow stwierdzone oddziatywanie ge-
netyczne mitochondrialnej ATPazy z czynnikami
terminacji translacji cytoplazmatycznej tgczy sie z
procesem ko-translacyjnego importu biatek do mito-
chondridw [16]. Ciekawe jest, ze kombinacja dwéch
mutacji prowadzgcych do braku wzrostu w warun-
kach wymuszajgcych pozyskiwanie energii z
rozktadu niefermentowalnych zZrodet wegla odtwa-
rza ten wzrost. By¢ moze istnieje jaki$ czynnik regu-
latorowy, ,czujnik”, ktérego stezenie w komorce
(lub jej przedziale) jest kluczowe dla wtacza-
nia/wytaczania katabolizmu niefermentowalnych
zrodet wegla. Zaréwno zbytnie zwiekszenie, jak i
zmniejszenie jego stezenia wykluczatoby dziatanie
wspomnianych szlakéw katabolicznych. Mutacje
crdl2 isup35 (lub sup45) mogtyby przeciwstawnie
regulowaé pule takiego ,,czujnika”, co ttumaczytoby
obserwowane zaleznos$ci fenotypowe.

Pomimo ze mutacje w genie SUP35 daja taki sam
fenotyp jak mutacje w SUP45, inny jest fenotyp ko-
morek, w ktorych zachodzi nadekspresja tych gendw
[4], Zwigzku nadekspresji SUP35 z oddychaniem ko-
morkowym nie opisano. Stwierdzono natomiast, ze
w okoto 20% transformantdw, niosgcych gen SUP45
na plazmidzie wielokopijnym, zachodzi staba supre-
sja mutacji nonsens UAA {ochre) w genie LYS9, kto-
ra ujawnia sie tylko wtedy, gdy w podtozu znajduje
sie etanol jako zrodto wegla [4], ZaleznoSci takiej nie
obserwowano w przypadku supresji innych mutacji
nonsens. Zatem tylko wtedy, kiedy komérka drozdz-
owa oddycha, zwiekszenie stezenia eRFI w cytopla-
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zmie obniza (nieznacznie
translacji.

i wybidrczo) wiernos¢

11-2. Czynnik inicjacji translacji elF-4A

Poszukujac gendéw, ktérych nadekspresja powo-
dowataby supresje mutacji missens w mitochondrial-
nym genie COX3, sklonowano gen TIF1 [17], W ge-
nomie S. cerevisiae wystepujg geny TIF1 i TIF2, ko-
dujace ten sam czynnik inicjacji translacji cytopla-
zmatycznej elF-4A (sekwencje biatek kodowanych
przez TIF1 i TIF2 sa identyczne). Przynajmniej je-
den z tych dwo6ch genéw musi by¢ aktywny, by ko-
morka byta zdolna do zycia. Zarowno TIF1, jak i
TIF2 sg stabymi supresorami tej samej mutacji mit~
w genie COX3 tylko wowczas, gdy wystepujg w ko-
morce w duzej liczbie kopii [17]. Jest to kolejny do-
wod, ze cytoplazmatyczny czynnik translacyjny
wptywa na odczytywaniem kodonéw w mitochon-
driach. Autorzy upatrujg tu jednak role czynnika po-
$redniego. Powotuja sie na fakt, iz ssaczy elF-4A jest
zasocjowany z mRNA i uczestniczy w wigzaniu
mRNA do kompleksu preinicjacyjnego 43S (na ktéry
sktada sie mata podjednostka rybosomu 40S, metio-
nylo-tRNA i grupa czynnikdw inicjacyjnych). Rola
elF-4A polega na rozplataniu struktury mRNA i eks-
pozycji jego konca 5°. Jezeli w normalnych warun-
kach nisko eksprymowany elF-4A jest czynnikiem
ograniczajacym szybko$¢ inicjacji translacji, teore-
tycznie rézne klasy mRNA moga konkurowa¢ w
pierwszym rzedzie o wigzanie z elF-4A, za$ potem
— z kompleksem 43S. Zatem nie wszystkie klasy
mRNA bedg podlegaty translacji tak samo efektyw-
nie. Nadekspresja elF-4A moze utatwic¢ inicjacje
translacji z tranksryptow dotychczas stabiej wigza-
nych przez rybosomy, np. kodujgcych biatka mito-
chondrialne bezpos$rednio odpowiedzialne za supre-
sje mutacji mir w genie COX3. Folley i Fox
[18] dyskutowali dziatanie tego samego typu mecha
nizmu posredniej supresji (patrz nizej).

11-3. Biatko rybosomalne S18

Dwa drozdzowe geny RPS18A i RPS18B, ktére
dajg identyczne produkty, lecz ulegajg ekspresji z
rozng wydajnosciag, koduja biatko matej podjednost-
ki rybosoméw cytoplazmatycznych drozdzy SI8.
S18jest homologiem biatka rybosomalnego S17 z E.
coli, bioracego udziat w sktadaniu matej podjednost-
ki rybosomow i kontrolujagcego wiernosci translacji.
Mutanta rpsi8a-I wyselekcjonowano jako supresora
defektu wzrostu mutantéw cox3-l icox2-10 na nie-
fermentowalnych zrédtach wegla. cox3-1 i cox2-10
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sg mutacjami typu zmiany sensu w kodonach starto-
wych genow mitochondrialnych COX3 i COX2 [18].
Genowo niespecyficzny charakter supresji wskazuje
na oddziatywanie mutacji rpsl8a-I na translacje mi-
tochondrialng. Wrazliwo$é mutanta rpsl8a-1 na pa-
romomycyne sugeruje, ze mutacja rpsl8a-l obniza
wierno$¢ translacji. Nie jest jednak jasne, czy me-
chanizm supresji mutacji mitochondrialnych polega
na zmniejszeniu wiernosci lub innych zmianach w
translacji cytoplazmatycznej, czy tez na bezposred-
nim wptywie rpsi8a-1 na rybosomy mitochondrial-
ne.

Postawiono dwie alternatywne hipotezy na temat
mechanizmu funkcjonowania biatka rybosomalnego
S18 w translacji mitochondrialnej. Pierwsza z nich
opiera sie na analizie sekwencji promotora RPS18A i
zaktada bezposSredni udziat SI 8 w translacji mito-
chondrialnej. Okoto 600 pz przed pierwszym ekso-
nem RPS18A znajduje sie ciag 81 aminokwaséw o
cechach sekwencji kierujgcej do mitochondriow. Tuz
za nim znaleziono niemal typowga sekwencje miejsca
sktadania od strony 5 intronu. Gdyby zachodzito al-
ternatywne sktadanie, w jego wyniku sygnat lokali-
zacji mitochondrialnej taczytby sie z eksonem dru-
gim RPSI8A, generujgc mitochondrialng forme S18.
Mimo wielu wysitkow, nie udowodniono jednak tej
hipotezy. Metodg immunodetekcji nie wykryto row-
niez biatka S18 w mitochondriach [18],

Hipoteza druga ttumaczy wptyw S 18 na translacje
mitochondrialng efektami pos$rednimi. Szczepy
niosagce mutacje rpsl8a-l na podtozach z glukozg
maja fenotyp cs [18]. Fenotyp cs czesto wynika z za-
burzen w skitadaniu multimerycznych komplekséw
[19], Rzeczywiscie, w szczepach rpsl8a-1 zmniej-
sza sie ilos¢ podjednostek rybosoméw 40S, co jest
efektem spadku stezenia biatka S 18 [18], Zmniejsze-
nie ilosci aktywnych podjednostek 40S, wywotane
niedoborem S18, wymusza konkurencje miedzy po-
szczegblnymi klasami mRNA o wigzanie z ryboso-
mami cytoplazmatycznymi, wptywajac na wydaj-
nos¢ inicjacji translacji. Zaktéca to wzajemne zba-
lansowanie tempa syntezy kodowanych w jadrze
sktadnikow mitochondrialnego aparatu translacji.
Poprzez zaburzenie stechiometrii miedzy tymi sktad-
nikami translacja mitochondrialng staje sie mniej
doktadna [18],

Nie ma jednak prostego wyttumaczenia mechani-
zmu supresji, tym bardziej, ze niskie stezenie Cox3
w mutancie cox3-1, spowodowany mato wydajng ini-
cjacja translacji z nietypowego kodonu startowego,
nie ulega podwyzszeniu w szczepie supresorowym.
Z drugiej strony, rpsl8a-l jest supresorem specy-
ficznym wobec alleli COX3 i COX2, majgcych kodon
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inicjatorowy zmieniony w AUA, natomiast nie su-
prymuje delecji w 5 UTR mRNA COX3 [18]. By¢
moze w gre wchodzg wiec zmiany w ekspresji innych
gendw mitochondrialnych, wywotane wtérnie przez
niedobor biatka S18.

11-4. Biatko rybosomalne Qsrl

Innym ciekawym genem drozdzowym jest QSR1.
Biatko Qsrlp jest stechiometrycznym skiadnikiem
rybosomalnej podjednostki 60S i wykrywane jest w
rybosomach, ktére sa zwigzane z powierzchnig mito-
chondriéw [20]. Biatko to jest niezbedne do zycia
komérce ijego rola polega na udziale w tgczeniu
podjednostek rybosomalnych 60S i40S [21]. Muta-
cjaqsrl-1 staje sie letalna, jezeli z genomu usunie sie
gen QCR6, kodujgcy mitochondrialne biatko
wchodzace w sktad kompleksu cytochromowego
bej. Postuluje sie, iz w oddziatywaniu biatek Qsrlp i
Qcr6p posredniczy zewnetrzna btona mitochondrial-
na [20], Biatko Qsrlp, kontaktujgc sie fizycznie z
mitochondriami, mogtoby zatem by¢ jednym z
»postancéw” na drodze komunikacji miedzy mito-
chondriami a aparatem cytoplazmatycznej translacji.

I1l1. Biatka zwigzane z biogenezg mitochon-
driow, a zarazem z ekspresjg
genow jadrowych

Poszukiwanie supresor6w mutacji mit doprowa-
dzito do zidentyfikowania sze$ciu gendéw jadrowych,
nazwanych NAM (od ang. Nuclear Accomodation of
Mitochondria) i zwigzanych z ekspresjg informacji
genetycznej zawartej w mtDNA. Dwdém z nich,
NAM7 i NAMS8, opr6cz roli w mitochondrialnej eks-
presji gendéw przypisano rowniez rézne funkcje po-
zamitochondrialne, w tym zwigzane z translacjg cy-
toplazmatyczng. Efekty mutacji w NAM7 i NAMS8 sg
plejotropowe, co sugeruje ich szerokg role w regula-
cji procesow zyciowych komorki [22, 23], Dla kolej-
nego genu, NAM9, opisano specyficzng interakcje z
prionem [Psi"], uwiktanym w translacje cytoplazma-
tyczng [24].

I11-1. Biatko Nam7/Upfl

Gen NAM7 wyizolowano jako wielokopijny su-
presor mutacji w intronach mitochondrialnych, ktére
blokowaty sktadanie pre-mRNA w mitochondriach.
Szczep pozbawiony ORF NAM7 wykazywat fenotyp
cs na podtozu zawierajgcym mleczan [23], co suge-
rowato jego zwigzek z biogenezg mitochondridow.
Jak wynika z pézniejszych badan, produkt genu
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NAM7jest tozsamy z biatkiem Upfl, helikazg RNA,
zaangazowang w szlak NMD (ang. nonsens mediated
decay). Szlak NMD funkcjonuje w cytoplazmie ijest
odpowiedzialny za szybkg degradacje pewnych klas
mRNA, przede wszystkim majgcych w ORF mutacje
stop [25-28], Catkowita inaktywacja genu NAM7/
UPF1 lub mutacje upfl dajg plejotropowe efekty fe-
notypowe, m.in. skrocenie telomerow i defekt w re-
gulacji genow lezacych blisko telomeréw [26] lub
zniesienie blokady cyklu komérkowego w mutancie
ctj13-30, w ktérym zaburzone jest oddziatywanie
centromeru z kinetochorem [28]. Prawdopodobnie
wynika to z roli Nam7p/Upflp jako regulatora
trwatosci wielu rédznych transkryptow.

W doswiadczeniach z drozdzowym systemem
dwuhybrydowym wykazano fizyczne oddziatywanie
Nam7p/Upflp z innymi biatkami Upf[29], Pokazano
takze, ze biatko Nam7p/Upflp, podobnie jak inne
biatka Upf, wigze sie z polisomami lub pojedynczy-
mi rybosomami w zaleznos$ci od warunkéw wzrostu
komorek [30], Wydaje sig, ze trdjsktadnikowy kom-
pleks Upflp-Upf2p-Upf3p oddziatuje z czagsteczka-
mi mRNA zwigzanymi na aktywnych rybosomach
(polisomach), regulujgc ich trwatos¢. Biatko
Nam7p/Upflp moze jednak taczy¢ sie z polisomami
niezaleznie od Upf2 i Upf3 [30], co sugeruje jego do-
datkowg funkcje w regulacji translacji.

Wykazano, ze niezaleznie od wptywu na trwatosé
niektérych mRNA, mutacje w NAM7/UPF1 moga
wptywaé¢ w inny sposéb na ekspresje gendw, na
przyktad wzmacniajg supresje kodonéw nonsens
[31]. Moga tez zwieksza¢ wydajno$¢ programowa-
nej zmiany ramki odczytu mRNA (ang. programmed
frameshifting), bedacej rzadkim mechanizmem regu-
lowania wydajnosci ekspresji genéw [32], Allele
NAM7/UPF1 zmutowane w domenie helikazy inak-
tywujg funkcje produktu tego genu w degradacji
mMRNA, nie wptywajac na zdolno$¢ supresji kodo-
now nonsens [33], co pokazuje, ze rdézne funkcje
Nam7p/Upflp moga byé niezalezne. Z najnowszych
prac wynika, ze biatko Nam7p/Upflp wigze sie in vi-
tro z eRFl i eRF3 (czynnikami terminacji translacji
kodowanymi przez geny SUP45 i SUP35) oraz jest
sktadnikiem prionowego agregatu Sup35p w szcze-
pach [Psi+] [34], Ilustruje to zwigzek szlaku NMD z
terminacjg translacji.

W jaki sposob biatko Nam7p/Upflp oddziatuje z
mitochondriami? Jaka jest jego rola w sktadaniu mi-
tochondrialnych pre-mRNA? Na razie nieznane sg
odpowiedzi na te pytania. Danych na temat zwigzku
NAM7/UPF1 z biogenezg mitochondriow moze do-
starczy¢ analiza transkrypcji tego genu. Na chromo-
somie lezy on bardzo blisko genu MBR3, ktéry wspo-
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maga NAM7/UPF1 w supresji defektu w sktadaniu
mitochondrialnych pre-mRNA, pomimo ze sam nie
wykazuje takiej aktywnosci [35], Cho¢ transkrypcja
obu tych genow jest zupetnie inaczej regulowana
(np. MBR3 podlega represji katabolicznej, a
NAM7/UPF1 nie) i dajg one dwa odrebne transkryp-
ty, w szczepach pozbawionych biatka Haplp, wazne-
go aktywatora transkrypcji genéw zaangazowanych
w oddychanie, powstaje takze mRNA bicistronowy
[36], Nasuwa to przypuszczenie, ze geny
NAM7/UPF1i MBR3 przynajmniej w pewnych wa-
runkach petnig w komorce wspélng role. MBR3 jest
wielokopijnym supresorem mutacji hapl, ajego in-
aktywacja prowadzi do spowolnienia wzrostu w ob-
nizonej temperaturze na podtozu mleczanowym
[37], co przypomina fenotyp szczepu pozbawionego
Nam7p/Upflp. Istnieje koncepcja, ze NAM7/UPF1 i
MBR3 byty niegdys$ jednym genem zwigzanym z bio-
genezg mitochondriéw, ktéry w procesie ewolucji
molekularnej rozdzielit sie na dwa — nadal zwigzane
z tg samg funkcjg komorki, ale wyspecjalizowane
[35], Obraz ten komplikuje jednak fakt, iz genowi
NAM7/UPF1 przypisano réznorodne funkcje poza-
mitochondrialne.

111-2. Biatko NainS

Gen NAMS8, podobnie jak NAM7, takze zostat
sklonowany jako wielokopijny supresor mutacji w
intronach mitochondrialnych [22], O ile gen ten jest
zbedny dla wzrostu wegetatywnego komorki i stabil-
nosci mtDNA, a takze dla sktadania mitochondrial-
nego [38], staje sie niezbedny podczas mejozy [39].
Ostatnio dowiedziono, ze biatko Nam8p, wraz z Ul
RNA, wchodzi w sktad kompleksu odpowiedzialne-
go za selekcje miejsc wycinania intronéw w jadro-
wych pre-mRNA [40, 41], Produkt genu NAMS8 staje
sie niezbedny w sytuacji, gdy ostabione jest rozpo-
znawanie miejsca ciecia 5’ (ang. 5 ’splice site) przez
wielosktadnikowy kompleks wycinajgcy introny
(ang. spliceosom), co sugeruje role Nam8p w kontro-
lowaniu doktadnos$ci wycinania sekwencji introno-
wych [41], Przyczyng stabego rozpoznawania moze
by¢ odbiegajacy od typowego kontekst miejsca cie-
cia 5’. Taka sytuacja dotyczy m.in. pre-mRNA MRE2
— genu niezbednego w trakcie mejozy, ttumaczac
role NAM8 w tym procesie. AMA/#jest takze niezbed-
ny w sktadaniu takze wtedy, gdy mRNA nie ma cza-
peczki [41],

Tak wiec z jednej strony biatko Nam8p moze
petni¢ wazng role w determinowaniu efektywnosci
sktadania jadrowych pre-mRNA, cho¢ zasadniczo
nie jest w nim niezbedne. Z drugiej za$, moze miec
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wptyw na sktadanie mitochondrialnych pre-mRNA
w mitochondriach. Ta analogia sugeruje funkcjono-
wanie Nam8p w jadrze oraz w mitochondriach na
tym samym etapie ekspresji genéw. Nam8p nie po-
siada charakterystycznej N-koncowej sekwencji kie-
rujgcej do mitochondriéw. Niemniej jednak caty po-
lipeptyd Nam8p zawiera duzo reszt zasadowych, se-
ryn i treonin, ktére sg charakterystyczne dla mito-
chondrialnych presekwencji — nie mozna wiec wy-
kluczy¢ istnienia wewnetrznej sekwencji kierujacej
do mitochondridéw [38], W przypadku podjednostki
Va oksydazy cytochromowej nadekspresja biatka
kompensuje brak sygnatu lokalizacji mitochondrial-
nej [42], Teoretycznie podstawg domniemanego im-
portu do mitochondridw biatka Nam8p mogtoby by¢
to samo zjawisko [38],

Mozna réwniez sadzi¢, ze oddziatywanie NAMS8
na mitochondria zachodzi na drodze posredniej —
przez zwiekszenie ekspresji jakiego$ genu zawie-
rajacego intron. O tym, na ktdre z pre-mRNA bedzie
oddziatywat produkt genu NAM8 (i wjakim stopniu),
mogtyby decydowaé sekwencje mRNA, lezgce za
miejscem ciecia od strony 5’ intronu. Wykazano bo-
wiem, ze produkt genu NAMS8 jest niezbedny przy
wycinaniu intronéw, gdy miejsce ciecia od strony 5’
intronu jest stabo rozpoznawane, na przyktad z po-
wodu nietypowego kontekstu [41], Konsekwencja
dziatania Nam8p na te pre-mRNA mogtaby by¢ sty-
mulacja syntezy kodowanych przez nie biatek.
Wptyw zmian stezenia niektorych biatek aparatu
translacji cytoplazmatycznej (w tym biatka ryboso-
malncgo S18) na mutacje mit~ opisano w paragrafie
lic. Jest na przyktad mozliwe, iz Nam8p dziata prefe-
rencyjnie na pre-mRNA biatek rybosomalnych, kté-
re zawierajg introny.

111-3. Wybrane biaka rybosoméw mitochon-
drialnych

Jeszcze inny jadrowy gen, NAMY9, koduje biatko
rybosoméw mitochondrialnych, w ktérym zidentyfi-
kowano domene o duzej homologii do biatek ryboso-
malnych z rodziny S4 [24, 43], Mutacja nam9-1 typu
zmiany sensu w domenie S4 genu genu NAM9 powo-
duje defekty wzrostu na podtozach zawierajgcych
niefermentowalne Zrodta wegla [43, 44], Prawdopo-
dobng przyczyng tych defektow jest spadek wierno-
$ci translacji mitochondrialnej, prowadzacy do syn-
tezy niefunkcjonalnych biatlek zaangazowanych w
oddychanie. Ostatnio udokumentowano, ze defekt
oddechowy zwigzany z mutacjg nam9-1 wystepuje
wytgcznie w szczepach [Psi+] [24], Zidentyfikowano
10 gendéw, ktérych nadekspresja powoduje supresje
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fenotypu mutacji nam9-J na podtozu glicerolowym
[45]. Wiele z nich koduje biatka funkcjonujgce w
translacji cytoplazmatycznej lub majace z nia bliski
zwiazek funkcjonalny. Sa to geny PAB1, SSB1 i
SSB2 oraz SBP1. Produkty silnie homologicznych
gendow SSBJ i SSB2, nalezgce do grupy biatek hsp70,
pozostajg zwigzane z powierzchnig rybosoméw cy-
toplazmatycznych i kotranslacyjnie kontrolujg
fatdowanie powstajgcych na rybosomie polipepty-
déw. PAB1 koduje biatko wigzace sie z traktami
poli(A)+ mRNA, zaangazowane m.in. w regulacje
inicjacji translacji cytoplazmatycznej. SBP1 koduje
biatko, ktdére nie bierze bezposSredniego udziatu w
translacji, ale jest zwigzane z dojrzewaniem rRNA i
biogeneza rybosoméw cytoplazmatycznych, szcze-
gblnie w warunkach wzrostu komdrek na pozywece
glicerolowej. Biatko Shplp moze by¢ wiec jednym z
tacznikow pomiedzy metabolizmem glicerolu (i w
domysle: oddychaniem) a cytoplazmatycznym apa-
ratem translacji. Jest prawdopodobne, ze produkty
sklonowanych gendéw supresorowych oddziatujg z
prionem [Psi+], przez co w spos6b posredni wptywa-
ja na efekt mutacji nam9-1 [45]. Jest to kolejny
przyktad na regulacyjne powigzanie pomiedzy trans-
lacja mitochondrialng i cytoplazmatyczna.

Istniejg przestanki na temat funkcji cytoplazma-
tyczno-jagdrowych innych biatek rybosoméw mito-
chondrialnych. Geny MRP-L4, MRP-L8 i MRP-S9,
kodujace biatka rybosoméw mitochondrialnych
(YmL4, YmL8, Mrp-S9) majg te unikalng ceche, ze
ich inaktywacja jest nie tylko letalna dla wzrostu na
podtozach zawierajacych niefermentowalne Zzrodta
wegla, ale takze spowalnia wzrost na podtozach za-
wierajgcych zrodta wegla fermentowalne [3, 46, 47].
W komdrkach niosgcych zinaktywowany gen
MRP-S9 w warunkach derepresji glukozowej nie wy-
krywa sie pewnych enzymow glukoneogenezy [46].
Komérki te w fazie logarytmicznej wzrostu hodowli
na podiozu glukozowym przybierajg nienaturalnie
duze rozmiary i majg zmienione wakuole. Fazie sta-
cjonarnej nie towarzyszy powiekszenie samych ko-
morek, lecz wakuole nadal pozostajg zmienione [46].
Dane te przemawiajg za petnieniem przez biatko
Mrp-S9 funkcji pozamitochondrialnych.

Mozliwo$¢ syntezy niemitochondrialnej formy
YmL4, opierajaca si¢ na istnieniu mechanizmu opi-
sanego np. dla niektérych mitochondrialnych synte-
taz aminoacylo-tRNA (patrz rozdziat 1V), zostata ra-
czej wykluczona. Graack i wsp. [47] sugerowali
natomiast na podstawie analizy sekwencji biatka
YmL4 obecno$¢ domeny bogatej w proline (charak-
terystycznej dla aktywatora transkrypcji CTF/NF-1),
miejsc fosforylacji i sygnatu importu do jadra. Po-
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dobna kombinacja motywéw wystepuje w sekwencji
rybosomalnego biatka S3 D. melanogaster [47].
Biatko S3 jest znane jako bifunkcjonalne — oprécz
funkcji w rybosomach wykazuje rowniez aktywnos¢
endonukleazy zwigzanej z reperacjag DNA. Istnieje
koncepcja, ze YmL4 jest zaangazowane w przekazy-
wanie sygnatu z mitochondriéw do jadra komorko-
wego [47].

IV. Biatka biorgce bezposredni udziat
w translacji mitochondrialnej i cyto-
plazmatycznej.

Zasadniczo aparaty translacji cytoplazmatycznej i
mitochondrialnej sg kodowane przez odrebne ze-
spoty genow. Jednak istniejg takie geny, ktérych pro-
dukty uczestniczgjednoczes$nie w translacji cytopla-
zmatycznej i mitochondrialnej, petnigc te samg funk-
cje. Nalezg do nich geny kodujace niektore syntetazy
aminoacylo-tRNA oraz enzymy obrébki posttran-
skrypcyjnej i modyfikacji tRNA [48], Przykiadami
sg tu: syntetazy His-tRNA (gen HTS1) i Val-tRNA
(gen PAS/), niezbedna do zycia nukleotydylotransfe-
raza Ccalp, dodajgcg na koncach 3’ tRNA trdjnukle-
otyd CCA, izopentenylotransferaza tRNA kodowana
przez gen MODJ5, oraz produkt genu TRM1, ko-
dujgcego specyficzng metylotransferaze tRNA.

W genach HTS1 i VAS1 oraz TRM1 wystepujadwa
kodony AUG, bedace potencjalnymi startami trans-
lacji. Ekspresja tych genéw regulowana jest przez al-
ternatywng inicjacje transkrypcji. W wyniku tran-
skrypcji powstajg dwie klasy mRNA: dtuzsze, rozpo-
czynajgce sie przed pierwszym kodonem AUG, ko-
dujace mitochondrialng forme biatka, oraz krotsze,
rozpoczynajace sie pomiedzy alternatywnymi starta-
mi translacji i kodujgce forme niemitochondrialng
tego samego biatka [48-50], W regulacji ekspresji
MODS5 oprécz mechanizmu transkrypcyjnego, ktéry
wydaje sie mie¢ mniejsze znaczenie, funkcjonuje ta-
kze mechanizm translacyjny: o wyborze miejsca ini-
cjacji translacji decyduje kontekst kodonu start.
Pierwszy kodon AUG znajduje sie w otoczeniu se-
kwencji nie odpowiadajgcych klasycznemu elemen-
towi inicjacji translacji, totez jest uzywany rzadziej.
Natomiast kontekst drugiego kodonu AUG jest do-
skonatym elementem inicjacyjnym [51],

Przypadek genu CCAL jest bardziej skomplikowa-
ny. W ramce odczytu CCA 1 wystepujg az trzy kodo-
ny startowe, a regulacja syntezy poszczeg6lnych
form biatka Ccalp tgczy w sobie elementy alterna-
tywnej inicjacji transkrypcji i translacji [52],

Mechanizmy regulujgce synteze form biatka:
dtuzszej ikrotszej w istocie decydujg ojego lokal iza-
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cji subkomérkowej. Mogg sie one znacznie réznic
miedzy soba i by¢ jednym ze sposob6éw wzajemnej
regulacji translacji mitochondrialnej i cytoplazma-
tycznej.

W eksperymentach in vivo pokazano, ze w pew-
nych warunkach forma mitochondrialna i cytopla-
zmatyczna tego samego biatka mogg sie nawzajem
zastepowac. Szczepy z delecjami w obrebie lidera
mitochondrialnego w syntetazie His-tRNA wykazujg
fenotyp Pet“ , tzn. m.in. nie majg zdolno$ci wzrostu
na podiozach zawierajgcych niefermentowalne
zrodta wegla. Nadekspresja cytosolowej formy tego
biatka wymusza jego lokalizacje mitochondrialng i
powoduje rewersje do fenotypu PeL. Z kolei forma
mitochondrialna, ulegajgca zwielokrotnionej ekspre-
sji z plazmidu wielokopijnego, moze zastgpi¢ forme
cytosolowg— by¢é moze efekt tenjest spowodowany
wysyceniem maszynerii importu mitochondrialnego
dtuzszg formg syntetazy i zatrzymywaniem jej w cy-
toplazmie [50]. Regulowana ekspresja genu HTSI
mogtaby zatem zmienia¢ pule mitochondrialnej syn-
tetazy i wptywac na translacje mitochondrialng, mo-
dulujac poprzez jej produkty aktywnos$c¢ respiracyjna
komorki.

V. Podsumowanie

Zagadnienie wzajemnej regulacji translacji cyto-
plazmatycznej i mitochondrialnej nie jest poznane
dostatecznie dobrze, zeby robi¢ uogo6lnienia do-
tyczace jego mechanizmdéw. Poza ,,wspllnymi” dla
translacji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej en-
zymami aminoacylujagcymi lub modyfikujgcymi
tRNA, do tej pory u drozdzy S. cerevisiae zidentyfi-
kowano zaledwie kilka jadrowych gendéw zaanga-
zowanych jednocze$nie w regulacje dziatania cyto-
plazmatycznego aparatu translacji i biogeneze mito-
chondriéw. Wszystkie uzyskane do tej pory wyniki
zostaly zebrane w niniejszej pracy.

Wyjasnienie szczeg6towej roli omawianych po-
wyzej biatek w mitochondrialnej ekspresji genow
wymaga jeszcze wielu badan. Tymczasem uwaga ba-
daczy koncentruje sie raczej wokdt funkcji tych ge-
néw w procesach pozamitochondrialnych. Wciaz
znanych jest takze za mato przyktadow powigzan re-
gulacyjnych miedzy mitochondriami a jadrem Kko-
mérkowym. Byé moze w dzisiejszej dobie, kiedy ge-
nom drozdzowy jestjuz zsekwencjonowany, a dzieki
istnieniu sieci informatycznych dane na temat funk-
cji poszczegblnych gendw sa tatwo dostepne, uda sie
wychwyci¢ szczegoOty, ktore doprowadzg do sfor-
mutowania zunifikowanej teorii przeptywu informa-
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cji o stanie fizjologicznym komérki pomiedzy mito-
chondriami a cytoplazmg i jadrem komorkowym.
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Zaburzenia kontroli
podczas onkogenezy

Disorder of G1 phase control

oncogenesis

fazy G1 cyklu

komorkowego

of cell cycle during

RAFAL CZAJKOWSKIL TOMASZ DREWAZ
DOROTA OLSZEWSKA2 ALINA WOZNIAK?2

Spis tresci:

I. Wstep
Il. Regulacja fazy GI cyklu komdérkowego
I11. Biatka fazy G1 w procesie onkogenezy
I11-1.Droga regulacyjna cyklu komoérkowego z
udziatem biatek pl9(ARF)-mdm2-p53
111-2. Droga regulacyjna cyklu komérkowego z
udziatem biatek pl6(INK4a)-cyklina
Dl-cdk4-pRb
1IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: CAK — Kkinazy aktywujace
cdk, cdk — kinazy cyklinozalezne, CKI — inhibitory kinaz cy-
klinozaleznych, EBV — wirus Epstein-Barr, ERK — kinazy re-
gulowane sygnatami zewnatrzkomé6rkowymi, E2F-DP — hete-
rodimerowy czynnik transkrypcyjny, HDAC — deacetylaza hi-
stonowa, HPV — wirus brodawczaka ludzkiego, FITLV — wi-
rus ludzkiej biataczki T-komérkowej, LOF1 — utrata heterozy-
gotycznosci, PCNA — jadrowy antygen proliferujagcych komo-
rek, pRb — biatko supresorowe Rb, SAS — sekwencja zwielo-
krotniona w miesaku, TGF- R — transformujacy czynnik wzro-
stowy R 1

I. Wstep

Wiekszo$¢é komdrek dorostego organizmu wielo-
komérkowego ulega regularnym podziatom. Wsréd
nich najwieksza aktywnos$cig proliferacyjna charak-
teryzujg sie komorki szpiku kostnego oraz komorki
nabtonkéw. Wielokrotnie powtarzajgce sie cykle ko-
mérkowe sg szczeg6towo kontrolowane przez czyn-
niki zewnatrz-, jak i wewnatrzkomorkowe, a od ich
doktadnosci zalezy prawidtowy przebieg proliferacji
oraz homeostaza organizmu.

‘Lek. tned., ‘dr n. med., Katedra i Zaktad Biologii, Akademia
Medyczna im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, ul. Kartowi-
cza 24, 85-092 Bydgoszcz, tel. (052) 341 2893, fax. (052)
341 5933
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Contents:

I. Introduction
Il. Regulation of G1 phase of celi cycle
I1l1. Proteins of G1 phase in oncogenesis
11-1.pI9(ARF)-mdm2-p53 celi cycle regulatory
pathway
111-2.pl6(INK4a)-cyclin DI-cdk4-pRb celi cycle regula-
tory pathway
IV. Concluding remarks

Najczestszymi przyczynami zaburzen kontroli cy-
klu komdrkowego sg amplifikacje gendéw, transloka-
cje genow, mutacje punktowe, delecje homozygo-
tyczne, utrata heterozygotycznos$ci catych fragmen-
tow chromosomu (LOH), zmiany w metylacji pro-
motora oraz insercje wirusowe [1, 2], Zaburzenia
kontroli moga zdarzy¢ sie w kazdej fazie cyklu ko-
maérkowego, jednakze najczesciej wystepujg w fazie
G1[3]

Komdrki, ktére ,uwolnity sie“ spod kontroli pro-
liferacji, ulegajg szybkim podziatom. Liczba komd-
rek z uszkodzonym aparatem genetycznym inten-
sywnie ros$nie, a szybko przebiegajacy cykl komor-
kowy sprzyja powstawaniu nowych mutacji. Uszko-
dzenia aparatu genetycznego, przyczyniajace sie do
obnizenia lub podwyzszenia poziomu odpowiednich
czynnikéw regulujacych cykl komérkowy, jak réw-
niez czynniki patologiczne uniemozliwiajgce pra-
widtowe funkcjonowanie punktéw kontrolnych po-
wodujg zachwianie homeostazy komorki. Zaburze-
nia homeostazy za$ sa przyczyna patologii pro-
wadzgcg m.in. do transformacji nowotworowej. Faza
G lcyklu komérkowego podlega kontroli sprawowa-
nej przez wiele biatek supresorowych oraz protoon-
kogenow. Wiekszos¢ z nich wchodzi w sktad drog re-
gulacyjnych pl 9(ARF)-mdm2-p53 oraz pl6(IN-
K4a)-cyklina DI-cdk4-pRb. Uposledzone funkcjo-
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nowanie biatek regulatorowych jest istotnym ele-
mentem w patogenezie chordb nowotworowych.

Rozwdj nowotworu ztosliwego zalezy takze od in-
nych czynnikéw, do ktérych zaliczy¢ mozna progra-
mowang $mieré komdrki (apoptoza), interakcje mie-
dzykomoérkowe oraz uktad komérka-macierz. Praw-
dopodobnie patologia cyklu komérkowego odgrywa
gtéwng role w inicjacji i progresji nowotworu, a
przez wielu autoréw choroba nowotworowa jest
uwazana za chorobe zaburzonego cyklu komorkowe-
go [3,4].

Il.Regulacja fazy Gl cyklu komdérkowego

Regulacja cyklu komérkowego zachodzi przy
udziale cyklinozaleznych kinaz serynowo-treonino-
wych, cyklin stanowigcych ich podjednostki regula-
torowe oraz endogennych inhibitoréw kinaz. Z bio-
chemicznego punktu widzenia podstawowg zasadg

cyklina D1 + cdk4/cdk6
ERK

pl6(INK4a) kompleks

cyklina D1-cdk4/cdk6
CAK

aktywny kompleks
cyklina D1-cdk4/cdk6
kompleks

pRb-E2F-DP fosforylacja pRb

promotory genéw fazy S

regulacji cyklu komérkowego jest uruchamianie ka-
skadowych reakcji fosforylacji i defosforylacji od-
powiednich biatek [5], W fazie GI wymienione wy-
zej reakcje podlegajg kontroli sprawowanej przez
drogi regulacyjne, w ktorych uczestniczg biatka su-
presorowe pRb oraz p53 [3]. Droga regulacyjna cy-
klu komérkowego przebiegajaca z udziatem pRb
obejmuje liczne biatka posiadajgce wiasciwosci pro-
motoréw lub inhibitoréw cyklu komérkowego. Do
biatek posiadajgcych wtasciwosci promotorow zali-
cza sie cykliny D (D1-D3) oraz kinazy cdk4/cdk6.
Inhibitorami cyklu komoérkowego sg natomiast
biatka pl6(INK4a), pl5(INK4b), pl8(INK4c) oraz
biatko supresorowe pRb [4].

Stymulacja mitogenna uruchamia kaskade proce-
sow biochemicznych prowadzacg do nasilenia eks-
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aktywny
E2F-DP

presji genu kodujgcego cykline DI. Cyklina DI jest
podjednostka regulatorowg kinaz cdk4/cdké [1, 6],
Proces tworzenia komplekséw cyklina DI-cdk4/
edkd przebiega pod kontrolg kinaz regulowanych sy-
gnatami zewngtrzkomdérkowymi (ERK) (Ryc. 1). Po-
wstate kompleksy przenikajg do jadra komérkowe-
go, gdzie zostajg uaktywnione przez kinazy CAK
[7]. Kinazy cdk4/cdk6 fosforylujg biatko supresoro-
we pRb, ktére odigcza sie od heterodimerowego
czynnika transkrypcyjnego E2F-DP. Aktywny kom-
pleks E2F-DP inicjuje ekspresje licznych genow od-
powiedzialnych za przejscie komérki z fazy G1 w
faze S cyklu komoérkowego [2, 7], Jednym z gendw
indukowanych  przez czynnik transkrypcyjny
E2F-DP jest gen kodujacy cykline E. Kompleks cy-
klina E-cdk2, aktywny w p6zZnej fazie GI, odpowia-
da m.in. za hiperfosforylacje biatka supresorowego
pRb [1,3, 7]. Interakcje zachodzgace miedzy biatkiem
pRDb, czynnikiem transkrypcyjnym E2F-DP oraz cy-

Ryc. 1 Droga regulacyjna cyklu ko-
moérkowego z udziatem biatek
pl6(INK4a)-cyklina DI-cdk4-
pRb. Kinazy ERK — kontro-
lujg proces tworzenia komplek-
sow cyklina D 1-cdk4/cdk6. Ki-
nazy CAK — aktywujg kom-
pleksy cyklina DI-cdk4/cdk6.

pRb Znak -» oznacza przejScie do

i ufosforylowane

nastepnego etapu drogi regula-
cyjnej, znak  ioznacza hamo-
wanie procesu tgczenia cyklin
DI z kinazami cdk4/cdk6.
Szczegbtowy opis w tekscie.

kling E sa przyktadem mechanizmu dodatniego
sprzezenia zwrotnego umozliwiajacego przejscie ko-
morki przez tzw. punkt restrykcyjny GI/S [4, 7],
Droga regulacyjna cyklu komdérkowego przebie-
gajaca przy udziale biatka pRb odpowiada réwniez
za zatrzymanie cyklu w fazie GI. W procesie tym
uczestniczg biatka pl6(INK4a), p 15(INK4b) oraz
pl8(INK4c), ktore swoiscie hamuja podjednostki ka-
talityczne kinaz cdk4/cdk6 [4, 6], Biatka INK4 wigza
sie z kinazami cdk4/cdké tworzac kompleksy. Kom-
pleksy te hamujg potaczenie cyklin typu D z kinaza-
mi cdk4/cdk6 itym samym hamujg ich aktywacje, co
powoduje zatrzymanie cyklu komdrkowego [4, 7, 8],
Inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin sg rowniez
tzw. biatka Cip/Kip — p21(Cipl), p27(Kip 1),
p57(Kip2) [6, 7], Udziat biatek Cip/Kip w regulacji
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cyklu komérkowego oraz w procesie onkogenezy zo-
stat opisany w punktach -1 i Ill-2.

Istotng role w kontroli cyklu komoérkowego od-
grywa biatko supresorowe p53. Podstawowag funkcjg
tego biatka jest utrzymanie stabilno$ci genomu nara-
zonego na dziatanie czynnikéw uszkadzajacych, np.:
promieniowanie UV [9]. Uszkodzenie materiatu ge-
netycznego indukuje biatko p53, ktore z kolei nasila
ekspresje genu Cipl. Biatko p21(Cip 1) taczy sie w
nieaktywne kompleksy z dimerem cyklina E-cdk2,
co w efekcie prowadzi do zatrzymania cyklu komor-
kowego w fazie G1 [4, 7]. W przypadku nieefektyw-
nej naprawy uszkodzonego DNA, biatko p53 induku-
je proces apoptozy, chronigc w ten sposdb komorke
przed kumulacjg mutacji i transformacjg nowotwo-
rowg [9]. W warunkach fizjologicznych aktywnos¢

bodzce
onkogenne

kompleks
p19(ARF)

T

mdm?2

uszkodzenie / l

mdm2-p1l9(ARF)

I1l. Biatka fazy G1 w procesie onkogenezy

Rozpatrujagc molekularne podstawy onkogenezy
coraz czesciej skupiamy sie nad przebiegiem wielo-
elementowych drdg regulujacych cykl komdrkowy,
kosztem zainteresowania poszczegélnymi genami,
czy tez ich produktami biatkowymi [4], Wieloele-
mentowe drogi regulacyjne dziatajg jako jednostki
funkcjonalne, ktére sg duzo tatwiejszym celem dla
mutagendw anizeli pojedyncze geny [4]. Pojedyncza
zmiana w obrebie jednego genu prawdopodobnie nie
jest w stanie doprowadzi¢ do transformacji nowo-
tworowej. Zgodnie z hipotezg Knudsona, do rozwoju
nowotworu potrzebny jest caty tor mutacyjny, czyli
kolejno nastepujgce po sobie mutacje w obrebie pro-
toonkogendw lub/i antyonkogendéw [11].

stabilizacja p53 Ryc. 2. Droga regulacyjna cyklu komor-

kowego z udziatem biatek
pl9(ARF)-mdm2- p53. W cen-
trum schematu umieszczono
biatko mdm2 dla podkreslenia
jego roli w regulacji funkcji

DNA = p53 > p53

¥ g5 iy

p21(Cip1)

zatrzymanie cyklu
komorkowego

apoptoza

biatka p53 podlega precyzyjnej kontroli (Ryc. 2).
Role regulatora funkcji biatka p53 spetnia biatko
mdm2. Oddziatywanie miedzy tymi biatkami zacho-
dzi na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego [9].
Biatko p53 nasila ekspresje genu mdm2, natomiast
biatko mdm2 tworzy z biatkiem p53 heterodimer. Po-
wstaty heterodimer powoduje, iz biatko p53 traci
zdolno$¢ indukcji gendw, a biatko mdm2 dziatajac
jako ligaza ubikwitynowa, odpowiada za degradacje
proteolityczng biatka p53 w proteasomie [9, 10]. Ak-
tywnos$¢ enzymatyczna biatka mdm2 podlega kon-
troli sprawowanej przez biatko pl 9(ARF). Interakcja
miedzy tymi biatkami zalezy od konca karboksylo-
wego czgsteczki mdm2 oraz od korica aminowego
biatka pl9(ARF). Kompleks biatek mdm2-
pl9(ARF) pozbawiony jest aktywnosci ligazy ubi-
kwitynowej przez co stabilizuje biatko supresorowe
p53 [10]. Biatko p53 natomiast kontroluje ekspresje
genu INK4d na drodze ujemnego sprzezenia zwrot-
nego [9, 10],
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> degradacja p53 biatka  supresorowego  p53.

Znak — oznacza przejscie do
nastepnego etapu drogi regula-

cyjnej, znak oznacza nasile-

nie ekspresji genu kodujacego
dane biatko, znak oznacza
ostabienie ekspresji genu ko-
dujacego dane biatko, skrét ub
oznacza ubikwityne. Szcze-
gotowy opis w tekscie.

Faza G1 cyklu komdérkowego moze podlegac re-
gulacji sprawowanej przez wiele antyonkogenow i
protoonkogenéw. Dlatego zaburzenia kontroli cyklu
komoérkowego prowadzace do rozwoju choroby no-
wotworowej najczesciej ujawniajg sie w fazie G1
oraz w punkcie restrykcyjnym GI/S [4], W tabelach
1i 2 podano przyktady mutacji/modyfikacji genéw
kodujacych poszczegdlne biatka regulujace cykl ko-
mérkowy i znajdowane w wielu réznych nowotwo-
rach.

I11-1. Droga regulacyjna cyklu komdrkowego
z udziatem biatek pI9(ARF)-mdm2-p53

Gen p53 jest najczesciej uszkodzonym genem w
kc morkach nowotworowych, a jego patologie
stwierdzono w ponad potowie nowotworow wyste-
pujacych u cztowieka [3], NajczeSciej spotykanymi
mutacjami w obrebie genu p53 sg mutacje punktowe
oraz delecje odcinka DNA od eksonu 5 do 8, ktory
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decyduje o aktywnosci biologicznej biatka p53 [12,
13]. Bardzo czesto mutacje punktowe dotyczg reszt
aminokwasowych bezpos$rednio oddziatywujacych z
DNA, np. Arg-248 i Arg-273 [13, 14], Zmutowane
biatko p53 charakteryzuje sie wydtuzonym okresem
pottrwania (z 6-12 minut do okoto 12 godzin) oraz
zdolnoS$cig tworzenia nieaktywnych komplekséw z
prawidtowym biatkiem p53 [11]. Podobne komplek-
sy z biatkiem p53 tworzg réwniez niektére biatka ko-
dowane przez wirusy onkogenne (antygen T wirusa
SV40, onkoproteina E1B adenowirusa oraz biatko
E6 wirusa HPV) [15]. Brak aktywnego biatka p53
uniemozliwia zatrzymanie cyklu komérkowego oraz
hamuje proces apoptozy indukowany przez czynniki
genotoksyczne [10].

W komorkach, ktore ,,uwolnity sie” spod kontroli
drogi regulacyjnej opartej na dziataniu p53 dochodzi

Tabela 1

rowniez na drodze niezaleznej od biatka p53, w
zwiazku z czym jego udziat w onkogenezie wydaje
sie by¢ bardziej ztozony [16], Prawdopodobnie, upo-
Sledzenie funkcji biatka mdm2 moze by¢ réwniez
spowodowane przez mutacje zmiany sensu oraz mu-
tacje typu nonsens w obrebie regionu palca cynkowe-
go czasteczki mdm2 [17],

Jednym z genow regulujgcych cykl komérkowy
jest gen Cipl kodujacy biatko p21(Cip 1). Poniewaz
biatko p21(Cipl) jest jednym z inhibitoréw kinaz
(CK1), nalezatoby oczekiwaé, ze wraz z obnizeniem
poziomu inhibitora wzro$nie zdolnos$¢ proliferacyj-
na komorki. Teza ta zostata potwierdzona jednak w
przypadku nielicznych tylko nowotworéw. Wiek-
szo$¢ nowotwordéw charakteryzuje sie natomiast na-
silong ekspresjg genu Cipl (Tabela 1). Heterogenna
ekspresja genu Cipl w ludzkich nowotworach

Przyktady antyonkogenéw fazy G1 cyklu komérkowego iich udziat w transformacji nowotworowej

Biatko Mutacja/modyfikacja L .
Nowotwory PisSmiennictwo
regulatorowe  genu
p53 mutacje punktowe, delecjc ponad potowa nowotworéw wystepujacych u cztowieka [3, 12, 13]
Rb mutacje punktowe, siatkéwczak ztosliwy, drobnokomérkowy rak phuca, 3, 23]
P hipermctylacja promotora kostniakomiesak, rakowiak '
delecjc homozygotycznc czerniak zto$liwy, rak trzustki, rak szyjki macicy, kostniakomiesak, nic- [36; 48-53]
15(INK4b) drobnokomérkowy rak ptuca, nowotwory uktadu chtonnego, glcjaki
P hipermctylacja promotora rak kolczystokomérkowy, chtoniak Burkitta, ostra biataczka szpikowa, [54-56]
ostra biataczka limfatyczna
delecjc homozygotycznc glcjaki, miedzybtoniak, rak nosogardta, ostra biataczka limfatyczna, rak  [3, 57]
jajnika, rak pecherza moczowego, migsak, chtoniak mézgu
pl6(INK4a) mutacje punktowe rak drog zétciowych, rak przetyku, czerniak zto$liwy, rak trzustki [3, 8, 58, 59]
hipermctylacja promotora ostra biataczka szpikowa, szpiczak mnogi, rak przetyku, rak szyjki ma- [60-64]
cicy, niedrobnokomérkowy rak ptuca
pl9(ARF) delccjc cksonu ip linie komérkowe czerniaka (SK.-MEL-5, A2058) [29]
nadekspresja genu rak watrobowokomoérkowy, rak kolczystokomérkowy, niedrobnoko- [18, 65, 66]
moérkowy rak ptuca
p21(Cip 1) . . , - B .
ostabiona ekspresja genu rak zotadka, rak jelita grubego, rak jajnika, rak przetyku, niedrobnoko- [67-70]

moérkowy rak ptuca

m.in. do czestych mutacji spontanicznych, amplifi-
kacji genéw oraz aneuploidii. Taka niestabilno$¢ ge-
nomu znacznie podnosi prawdopodobiefAstwo trans-
formacji nowotworowej [10].

Ostatnie badania wykazaty, ze amplifikacja genu
mdm?2 pocigga za sobg konsekwencje podobne do
tych powodowanych przez mutacje genu p53. Na-
dekspresja genu mdm2 doprowadza do zahamowania
aktywnosci transkrypcyjnej biatka p53 oraz nasila
jego degradacje na drodze ubikwitynowo-proteaso-
mowej [13]. Na podstawie badan przeprowadzonych
na myszach udowodniono, ze biatko mdm2 dziata
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zwigzanajest prawdopodobnie ze ztozong rolg biatka
p21 (Cipl) jaka odgrywa w regulacji cyklu komérko-
wego. Biatko p21(Cip 1) w zaleznos$ci od stezenia
moze dziata¢ jako czynnik promujacy lub hamujacy
cykl komérkowy. Wiasciwosci promujgce cykl ko-
morkowy ujawniajg sie w przypadku niskiego pozio-
mu biatka p21(Cip 1). Zwigzane jest to z utatwionym
powstawaniem kompleksu cyklina D-cdk4/cdk6,
stabilizacjg kompleksu oraz przyspieszonym jego
transportem do jadra komérkowego [4],

Znacznie trudniej wyttumaczy¢ wptyw nasilonej
ekspresji genu Cipl na proces nowotworzenia. Do
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zahamowania  aktywno$ci  kompleksu cyklina
D-cdk4/cdk6é dochodzi w przypadku przytgczenia
wiecej nizjednej czgsteczki biatka p21(Cip 1) do tego
kompleksu [12]. W przypadku jednoczesnej nadeks-
presji genu kodujgcego cykline DI oraz genu ko-
dujacego biatko p21(Cip 1) moze dojsé¢ do wzgledne-
go obnizenia poziomu inhibitora i ujawnienia jego
aktywnoSci katalitycznej, promujacej cykl komdrko-
wy [18].

Innym wyttumaczeniem zmiennej aktywnosci
biatka p21(Cip 1) moga by¢ mutacje, ktére prowadza
do ostabienia witasciwosci inhibicyjnych biatka
p21(Cip1l) z zachowaniem jego zdolnosci pro-
mujacych cykl komorkowy [4, 19].

Niedawno odkryto nowy mechanizm dotyczacy
inaktywacji biatka p21(Cip 1) przez onkoproteiny
wirusowe. Onkoproteina E7 wirusa HPV-16 upoS$le-
dza hamowanie cyklu komérkowego indukowane
uszkodzeniem DNA nawet przy wysokim poziomie
biatka p21(Cip 1). Onkoproteina E7 wigze sie z kar-
boksylowym koricem czasteczki biatka p21(Cip 1),
odpowiedzialnym za interakcje z kinazami cdk oraz
z antygenem jadrowym PCNA. W zwigzku z tym,
wirus HPV-16 pozbawia biatko p21(Cip 1) mozliwo-
sci inaktywacji kinaz cdk oraz zahamowania replika-
cji zaleznej od PCNA [15, 20],

Jednym z biatek drogi regulacyjnej cyklu komor-
kowego, w ktorej uczestniczy p53 jest biatko
pl9(ARF). Biatko pl9(ARF) wystepuje w komér-
kach mysich, ajego odpowiednikiem w komérkach
ludzkich jest biatko pl4(ARF) [10], Gen kodujacy
biatko pl9(ARF) wystepuje w krétkim ramieniu
chromosomu 9 irazem z genami kodujgcymi biatka
pl6(INK4a) oraz pl5(INK4b) zajmuje locus
INK4A/ARF [21]. Poniewaz biatko pl9(ARF) jest
elementem drogi w ktérej uczestniczy p53, a biatko
pl6(INK4a) sktadnikiem drogi przebiegajacej z
udziatem pRb, locus INK4A/ARF jest jednym z
miejsc, ktorych uszkodzenie moze doprowadzi¢ do
jednoczesnego uposledzenia funkcji obu drég regu-
lacyjnych [22], Na podstawie analizy wielu réznych
nowotworéw stwierdzono, ze uszkodzenie locus
INK4A/ARF zachodzi z podobng czestoScig co
uszkodzenie genu kodujgcego biatko supresorowe
p53. Szczeg6blnie czeste sg zmiany typu delecji ho-
mozygotycznych, utraty heterozygotycznosci catych
fragmentéw chromosomu, mutacje punktowe oraz
zmiany w metylacji promotora (Tabela 1) [22-25],
Wykazano, ze mutacje punktowe genu kodujacego
biatko pl6(INK4a) sg trzy razy czestsze od mutacji
wystepujacych w genie kodujgcym biatko pl9(ARF)
[22], W wiekszosci przypadkéw, mutacje dotyczgce
locus INK4A/ARF nie upoS$ledzajg funkcji biatka
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pl9(ARF), co wigze sie prawdopodobnie z czestym
wystepowaniem mutacji w obrebie eksonu 2, pod-
czas gdy za aktywnos$¢ biatka pt9(ARF) odpowiada
rzadko mutujacy ekson ip [22, 26, 27], Inaktywacja
biatka pl6(INK4a) moze odbywac sie rowniez na
drodze interakcji z biatkami wirusowymi. Jednym z
takich biatek jest czgsteczka Tax produkowana przez
wirusy HTLV-1 wywotujgce, tzw. biataczke T-ko-
maérkowa dorostych. Biatko Tax po przytgczeniu sie
do biatka pl6(INK4a) pozbawia go wtasciwosci in-
hibitora kinaz cdk4/cdk6 doprowadzajgc do progre-
sji cyklu komérkowego [28],

Dotychczas nie okre$lono jednoznacznie roli
biatka pl9(ARF) w procesie onkogenezy. Mutacje
genu kodujacego biatko pl9(ARF) wykazano w réz-
nych guzach pierwotnych oraz liniach komorko-
wych, jednakze towarzyszyty one z reguty innym za-
burzeniom w zakresie genu INK4a tub genup53 [22],
Watpliwos$ci dotyczace udziatu biatka pl9(ARF) w
onkogenezie zostaty czeSciowo rozwiane dzieki ba-
daniom linii komo6rkowych czerniaka (SK-MEL-5,
A2058), w ktérych znaleziono delecje dotyczace je-
dynie eksonu ip. Komérki tych linii syntetyzowaty
prawidtowe biatka pl6(INK4a) oraz pl5(INK4b) w
zwigzku z czym wydaje sie, ze biatko pl9(ARF)
moze bra¢ nieznany dotad udziat w procesie nowo-
tworzenia [29]. Potwierdzeniem tej tezy moze by¢
fakt Swiadczacy o tym, ze myszy pozbawione eksonu
ip chorowaty cze$ciej na nowotwory, pomimo pra-
widtowej ekspresji genu INK4a [26],

111-2. Droga regulacyjna cyklu komoérkowego
z udziatem biatek pl6(INK4a)-cyklina
Dl-cdk4-pRb

Droga regulacyjna cyklu komérkowego, w ktorej
uczestniczg biatka pRb i pl 6(INK4a) obejmuje wiele
antyonkogendw iprotoonkogendw. W$rod biatek su-
presorowych biorgcych udziat w regulacji przebiegu
tej drogi mozna wymieni¢ biatka pl5(INK4b),
p27(Kipl), p57(Kip2) oraz samo biatko pRb. Grupe
protoonkogendw reprezentujg m.in. cykliny D, kina-
zy cdk4/cdk6 oraz cyklina E (Tabela 2). Uszkodzenie
drogi regulacyjnej przebiegajgcej z udziatem biatka
pRb jest bardzo czeste w nowotworach cztowieka.
Zardwno zwiekszona aktywnos$¢ protoonkogenéw
jak i utrata funkcji biatek supresorowych moze pro-
wadzi¢ do transformacji nowotworowej [3].

Najczesciej spotykanymi mutacjami w obrebie
genu CCND1, kodujgcego cykline DI sg amplifika-
cje, translokacje oraz inwersje [1, 23]. Przykiadem
nowotworu w ktérym stwierdzono obecno$¢ mutacji
typu inwersji jest gruczolak przytarczyc. Gen
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CCND1 oraz gen PTH, kodujgcy hormon przytar-
czyc (parathormon), wystepujg w chromosomie 11.
W wyniku inwersji inv(l 1) (p15;q13) gen PTH zo-
staje umiejscowiony w poblizu regionu promotoro-
wego genu kodujagcego cykline DI. Wynikiem takiej
mutacji jest nasilenie ekspresji genu CCNDJ iwzrost
poziomu cykliny DI w komérkach przytarczyc [1,
30]. W chioniakach wywodzacych sie z komérek B
za zwiekszong synteze cykliny DI odpowiedzialna
jest translokacja t(11;14) (ql3;932). W wyniku
translokacji gen CCND1 zostaje przeniesiony w oko-
lice regulatorowe genu kodujacego tancuch ciezki

Tabela 2

komiesakow dodatkowych mechanizméw, niezale-
znych od inaktywacji biatka pRb [33]. Mutacje zmia-
ny sensu (Arg24Cys) w obrebie genu CDK4 odkryto
w wielu czerniakach ztosliwych wystepujgcych ro-
dzinnie. Zmiana ta prowadzi do uszkodzenia domeny
wigzacej biatko pl6(INK4a) uniemozliwiajac tym
samym inaktywacje kinazy cdk4 w komoérce nowo-
tworowej [34, 35].

Biatkami supresorowymi drogi regulacyjnej cy-
klu komérkowego z udziatem pRb sg m. in. biatka
pl6(INK4a), pl 5(INK4b), p27(Kipl) oraz
p57(Kip2). Zmiany w obrebie genéw kodujacych

Przyktady protoonkogcnéw fazy G1 cyklu komérkowego i ich udziat w transformacji nowotworowej

Biatko Mutacja/modyfikacja

Nowotwory

regulatorowe genu

amplifikacja genu

drobnokomérkowy i niedrobnokomaérkowy rak ptuca, rak pe-

PiSmiennictwo

[1, 3; 71-74; 75]

cherza moczowego,

rak kolczystokomérkowy, rak sutka, rak watrobowokomoérkowy,

cyklina DI

nowotwory uktadu pokarmowego, szpiczak mnogi

[1,30]
inwersja: inv(11) (p 15;q 13) gruczolak przytarczyc [30]
translokacja: t(l 1;14) (q13;g32) chtoniaki wywodzace sie z komoérek B, przewlekta biataczka
limfatyczna, biataczka plazmocytowa
nadekspresja genu nowotwory jelita grubego, nowotwory jadra, rak zotadka [1, 76, 77]
cyklina D2 inscrejc wirusowe biataczka T-komérkowa dorostych, chtoniak Burkitta [78, 79]
(HTLV-1, EBV)
Cyklina D3 nadekspresja genu rak sutka, chtoniaki [80]
cyklina E amplifikacja genu rak sutka, rak jelita grubego, rak zotadka [1,771
dk amplifikacja genu kostniakomiesak, glcjaki, rak sutka [32; 81-83]
cdk4
mutacje punktowe czerniak zto$liwy [351
mdm 2 amplifikacja genu kostniakomiesak, glcjakomiesak, rak przetyku, rak zotadka [84-87]

immunoglobuliny. Taka sama mutacja zostata opisa-
na w komérkach nowotworowych pacjentéw cho-
rujacych na przewlekta biataczke limfatyczng oraz
biataczke plazmocytowg [30],

Protoonkogenami drogi regulacyjnej cyklu ko-
morkowego z udziatem biatka pRb sg rowniez kinazy
cdk4/cdk6. Gen CDK4 wystepuje w chromosomie
129 13, w obrebie ktérego znajdujg sie rowniez inne
geny, np. mdm2 igeny SAS. Amplifikacje oraz muta-
cje genow CDK4 i CDK6 sg stosunkowo czeste w
ludzkich nowotworach [23]. Nadekspresje genow
CDK4 oraz mdm2 wykazano w przypadkach wielu
miesakow [31, 32]. Amplifikacja genu CDK4 wyste-
puje gtownie w kostniakomiesakach, a amplifikacja
genu mdm2 w miesakach tkanek migkkich. Nadeks-
presje genu CDK4 stwierdzono rowniez w komér-
kach niezawierajgcych aktywnego biatka pRb. Prze-
mawia to za wystepowaniem w patogenezie kostnia-
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biatka INK4 wykazano w nowotworach wielu typéw.
A to w przeciwienstwie do rzadko mutujgcych ge-
néw kodujgcych biatka Kip sporadycznie wyste-
pujacych w guzach [3]. Najczestszymi zmianami w
obrebie genu INK4b sgdelecje homozygotyczne oraz
hipermetylacja promotora [23], Delecje homozygo-
tyczne sg z reguty tak duze, ze obejmujg réwniez gen
INK4a kodujacy biatko p16. Trudno wiec okresli¢
znaczenie biatka plI5(INK4a) w transformacji nowo-
tworowej [3, 22], Biatko 15(INK4b), podobnie jak
biatko pl6(INK4a), odgrywa istotng role w patoge-
nezie biataczki T-komorkowej dorostych zwigzanej
z infekcjg wirusem HTLV-1. Wirusowe biatko Tax,
po przytgczeniu do czgsteczki pl5(INK4b), prowa-
dzi do jej inaktywacji. Chroni to tym samym zainfe-
kowane komérki T przed zatrzymaniem cyklu ko-
moérkowego indukowanym przez TGF-[31 [28],
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W nowotworach cztowieka bardzo rzadko wyste-
puja zmutowane geny kodujgce biatka p27(Kip 1)
oraz p57(Kip2) [12, 36]. Tylko nieliczne nowotwory
wykazuja zmiany struktury i funkcji biatek Kip. Nie-
prawidtowa funkcja biatek Kip najczesciej wynika z
mutacji punktowych gendéw Kipi iKip2, nasilonego
obrotu biatka p27(Kipl), jego inaktywacji przez on-
koproteiny wirusowe (biatko El A adenowirusa i
biatko E7 wirusa HPV-16) oraz cykline K herpeswi-
rusa HHV8. Wirus ten uwazany jest za czynnik etio-
logiczny wielu choréb limfoproliferacyjnych oraz
miesaka Kaposicgo [15, 23, 37]. Inaktywacja biatka
p27(Kip 1) przez onkoproteiny wirusowe zachodzi
na drodze bezposredniej interakcji typu biatko-
biatko [15]. Cyklina K natomiast tgczy sie z kinazg
cdko, ktora fosforyluje czgsteczke p27(Kipl) w po-
zycji Thr-187 i nasila jej degradacje [37],

Duzo wieksze znaczenie prognostyczne w choro-
bach nowotworowych przypisuje sie biatku
p27(Kipl). W wiekszosci przypadkéw nowotwory
charakteryzujgce sie obnizonym poziomem biatka
p27(Kip 1) cechuje niski stopiefi zr6znicowania no-
wotworu [12]. Zalezno$é taka wykazano w komor-
kach raka sutka, raka okreznicy, raka zotgdka oraz
niedrobnokomoérkowego raka ptuca [38-41], Wysoki
poziom biatka p27(Kip 1) rowniez moze wskazywac
na znaczng zto$liwos¢ nowotworu jak to ma miejsce
w nowotworach szyjki macicy [42],

Zroznicowane poziomy biatka p27(Kip 1) w no-
wotworach poszczegdlnych typow, przy jednocze-
snym braku mutacji w obrebie kodujgcego to biatko
genu, sugeruja udziat mechanizméw potranskrypcyj-
nych ipotranslacyjnych. Niedawno wysunieto nowa
hipoteze, wedlug ktorej inaktywacja biatka
p27(Kip 1) jako inhibitora cyklin edk, wynika z pro-
cesu sekwestracji zachodzacego w cytoplazmie ko-
morki [43].

Ukazato sie bardzo duzo prac wskazujgcych jed-
noznacznie na ogromng role biatka pRb w procesie
transformacji nowotworowej. Najczesciej spotyka-
nymi zmianami dotyczgcymi tego biatka sg mutacje
inaktywujgce, zmiany w metylacji promotora oraz
zahamowanie aktywnosSci biatka pRb poprzez inte-
rakcje z onkoproteinami wirusowymi (antygen T wi-
rusa SV40, onkoproteina E1B-55K adenowirusa
oraz biatko E6 wirusa HPV) [23, 15], W procesie on-
kogenezy istotng role odgrywajg rowniez czynniki
uposSledzajagce tgczenie biatka pRb z deacetylazg hi-
stonowg(HDAC). Zaburzenie interakcji pRb-HDAC
moze byé spowodowane mutacjami punktowymi
genu Rb w obrebie domeny wigzacej HDAC oraz on-
koproteing E7 wirusa HPV, ktora utrudnia tgczenie
pRb z HDAC [2], W wyniku tych zmian nastepuje
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uwolnienie czynnika E2F od represji transkrypcyjnej
sprawowanej przez kompleks pRb-HDAC co przy-
spiesza przejscie komorki do fazy S cyklu komdérko-
wego [2, 15],

Uszkodzenie poszczeg6lnych elementéw drogi
regulacyjnej opartej na dziataniu biatka pRb ma réz-
ne znaczenie w nowotworach poszczeg6lnych ty-
péw. Utrata aktywnosci biatka pl6(INK4) stosunko-
wo czesto wystepuje w czerniakach irakach trzustki,
podczas gdy nadekspresja cykliny DI dotyczy wielu
chtoniakéw, a brak aktywnego biatka pRb stwierdza
sie bardzo czesto w raku drobnokomérkowym ptuca
[23]. Uszkodzenie biatka pRb catkowicie eliminuje
ten wazny punkt kontrolny, podczas gdy zmiany we
wczesniejszych elementach tej drogi, np.: pl6(IN-
K4a), cyklina D}, cdk4/cdk6, mogg jedynie
wspotuczestniczy¢ w procesie onkogenezy [44], W
wielu nowotworach zmiany dotyczg jednocze$nie
obu drég regulacyjnych fazy G 1, ktore wspoétdziataja
w transformacji nowotworowej upos$ledzajac rézne
funkcje sprawowane w komdrce. Klasycznym
przyktadem moga by¢ onkoproteiny wirusowe, ktére
jednoczes$nie upoS$ledzajg funkcje biatka pRb (przy-
spieszenie fazy G1 cyklu komérkowego) oraz neu-
tralizujg biatko p53 (ochrona zmutowanej komorki
przed apoptozg) [10],

IV. Uwagi koncowe

Proces onkogenezy najczeSciej zwigzany jest z
uszkodzeniem fazy G1 cyklu komérkowego. Zrozu-
mienie molekularnych mechanizméw regulujacych
te faze moze mieé istotne znaczenie w poznaniu cho-
roby nowotworowej oraz jej terapii. Dotyczy to
szczegOlnie terapii genowej, w ktdérej przy pomocy
odpowiednich wektorow wprowadza sie do komorki
nowotworowej prawidtowe geny (np. geny kodujace
biatka pl6(INK4a), p21(Cip 1), p53 oraz pRb) [45].
Oznaczanie stezen biatek regulujacych faze G1 ma
rowniez inne implikacje kliniczne. Na podstawie
tych danych mozna czesto wnioskowaé o stopniu
ztosliwosci nowotworu oraz o szansach przezycia
pacjenta [38-40], Oznaczanie poziomu biatek fazy
Gl ma duze znaczenie w diagnostyce niektdrych
choréb nowotworowych, jak to ma miejsce w przy-
padku raka watrobowokomoérkowego [46]. Co wie-
cej, w przypadku niektérych nowotworéw mozna ta-
kze prognozowac skuteczno$¢ ewentualnego lecze-
nia [47]. Dalsze badania nad regulatorami fazy G1
cyklu komérkowego przyczynia sie prawdopodobnie
do poprawienia wynikow terapii oraz wykrywania w
populacji oséb szczeg6lnie narazonych na choroby
nowotworowe.
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Glutation: niezwykte funkcje pospolitego tripeptydu

Glutathione: unusual functions ofthe common tripeptide

KATARZYNA WINIARSKA
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Wykaz stosowanych skrétéw: AIF - czynnik inicjujacy apop-
toze, DHA - dehydroaskorbinian, GCS - syntetaza y-glutamylo-
cysteiny, GEE - monoetylowy ester glutationowy, GSH - zredu-
kowany glutation, GSSG - utleniony glutation, LTA4 - leuko-
trien A4, LTC4 - leukotrien C4, LTE4 - leukotrien E4, NAC -
N-acetylocysteina, OTZ - kwas 2-oksotiazolidyno-4-karboksy-
lowy, PGA, - prostaglandyna A,, PGA” - prostaglandyna A,
9-deoksy-A9 A12PGD2- 9-deoksy-A9,AL2-prostaglandyna D2

I. Wstep

Od odkrycia glutationu (y-glutamylocysteinylo-
glicyny; Ryc.l) uptyneto wprawdzie ponad sto lat,
jednakze biologiczna rola tego zwigzku wcigz kryje
w sobie wicie zagadek. O szczeg6lnym znaczeniu
glutationu $wiadczy juz sama powszechnos$¢ jego
wystepowania. W komdrkach ssakéw tripeptyd ten
jest podstawowym niebiatkowym zwigzkiem Holo-
wym. Jego wewngtrzkomorkowe stezenie waha sie w
zakresie od 0,5 do 10 mM w zaleznoS$ci od rodzaju
tkanki [1], Najwyzsza zawartoscig glutationu cha-
rakteryzujg sie komérki watroby inerki. Niemal 90%
wewngatrzkomérkowego glutationu stanowi pula cy-
tosolowa, okoto 10% - mitochondrialna [2], Ponadto
obecnos$¢ niewielkich ilosci tego zwigzku stwierdzo-
no na terenie jagdra komdrkowego [3] iretikulum en-

Mgr, Zaktad Regulacji Metabolizmu, Instytut Biochemii Uni-
wersytetu Warszawskiego, ul. I. Miecznikowa 1, 02-089 War-
szawa, tel/fax (022) 554 3208,
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doplazmatycznego [4], Glutation wystepuje takze w
ptynach ustrojowych takich jak osocze krwi i z64¢.
Zewngatrzkomdrkowe stezenie glutationu jest jednak
3-4 rzedy wielkos$ci nizsze od wewnatrzkomorkowe-
go [5]-

W warunkach fizjologicznych ponad 98%
wewnatrzkomérkowego glutationu stanowi zreduko-
wana forma tiolowa (GSH). Pozostata cze$¢ to
przede wszystkim utleniona forma dwusiarczkowa
(GSSG) oraz mieszane dwusiarczki (gtownie
GS-S-biatko). Jedynie $ladowe ilosci glutationu sg
obecne w postaci tioeterdw i innych koniugatow
[5,6].

I1.Synteza i degradacja glutationu

Zagadnienia dotyczgce metabolizmu glutationu
byty juz kilka lat temu poruszane na tamach Poste-
péw Biochemii przez Bartosza [7],

Wszystkie komérki ssakéw moga wytwarzaé glu-
tation z prekursorowych aminokwaséw, jednak
gtownym miejscem jego syntezy w organizmie jest
watroba [8], na terenie ktérej odbywa sie produkcja
cysteiny z wykorzystaniem metioniny jako Zzrédia
siarki [9],

Synteza glutationu zachodzi w cytosolu i obejmu-
je dwie kolejne reakcje enzymatyczne, z ktdrych kaz-
da wymaga udziatu energii w postaci ATP:

(1) L-glutaminian + L-cysteina + ATP ->
y-glutamylocysteina + ADP + Pj

(2) y-glutamylocysteina + L-glicyna +ATP -»
GSH + ADP + P;
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Proces wytwarzania glutationu jest regulowany na
etapie pierwszej reakcji (1) katalizowanej przez spe-
cyficzng wzgledem reszty glutamylowej syntetaze
y-glutamylocysteiny (GCS). Enzym ten jest hamo-
wany na zasadzie sprzezenia zwrotnego przez GSH
(Aj=2,3 mM) [10]. W warunkach fizjologicznych de-
cydujagce znaczenie dla aktywno$ci GCS ma jednak
przede wszystkim dostepnos$¢ cysteiny [8, 11], Ak-
tywno$¢ GCS jest ponadto regulowana na poziomie
transkrypcyjnym przez stres oksydacyjny [12-16],
cytokiny: TNF-a iinterleukine ip [17-19], przeciw-

>\\I)I’
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Ryc. 1. Glutation (y-glutamylocysteinyloglicyna)

utleniacze [20, 21] oraz hormony: insuline i gluko-
kortykoidy [22, 23], Stwierdzono réwniez, ze aktyw-
nos$¢ tego enzymu zmienia sie zaleznie od fazy cyklu
komérkowego [24, 25], Drugi, nie podlegajacy regu-
lacji, etap syntezy glutationu (2) katalizuje syntetaza
glutationowa.

Dzieki temu, ze wigzanie peptydowe miedzy cy-
steing a glutaminianem jest tworzone przy udziale
y-karboksylowej grupy glutaminianu, czasteczka
glutationu  wykazuje oporno$¢ na dziatanie
wewnatrzkomérkowych peptydaz [11]. Jedynym en-
zymem zdolnym do hydrolizy tego wigzania jest wy-
stepujaca po zewnetrznej stronic btony komoérkowej
y-glutamylotranspeptydaza [8, 11]. Degradacja glu-
tationu, podobnie jak jego synteza, przebiega w
dwdch etapach:

(1) GSH + aminokwas

L-cysteinyloglicyna

L-glutamylo-aminokwas +

(2) L-cysteinyloglicyna -» L-cysteina + L-glicyna
Uczestniczace W degradacji glutationu enzymy:
y-glutamylotranspeptydaza (1) i dipeptydazy (2) sa
biatkami btonowymi zlokalizowanymi gtéwnie po
stronic apikalnej komdérek nabtonkowych [11].
Szczegolnie wysokg aktywnos$cig tych enzymow

POSTEPY BIOCHEMII 46(4), 2000

charakteryzuja sie kanaliki nerkowe [26, 27], ktére
wydajg sie by¢é ostatecznym miejscem katabolizmu
glutationu w organizmie.

I1l. Glutation jako przeciwutleniacz i regula-
tor wewnatrzkomérkowego stanu redoks

Wszystkie aerobowe organizmy sg potencjalnie
narazone na stres oksydacyjny jako konsekwencje
tlenowego metabolizmu. Wzrost stezenia zwigzkdéw
takich jak OJ lub H202 moze prowadzi¢ do nieod-
wracalnego utlenienienia grup SH w biatkach i do
peroksydacji lipidéw, aw nastepstwie — do trwatego
uszkodzenia komorki. Dzieki zdolnosci do redukcji
nadtlenk6w oraz utrzymywania odpowiedniego sta-
nu zredukowania grup SH w biatkach GSH stanowi
pierwszg linie obrony komdrki przed nastepstwami
stresu oksydacyjnego.

Mechanizm dziatania glutationu jako swoistego
wewnatrzkomorkowego buforu grup SH, zapobie-
gajacego trwatemu utlenieniu reszt cysteiny w
biatkach, zostat szczegdtowo omoéwiony na tamach
Postep6w Biochemii przez Lenartowicz iwsp.
[28]. Wewnatrzkomo6rkowa roéwnowaga tiol-dwu-
siarczek wydaje sie mie¢ istotne znaczenie regulato-
rowe dla przebiegu wielu procesow metabolicznych.
W Tabeli 1zestawiono przyktady enzymoéw, ktérych
aktywno$¢ jest odwracalnie regulowana w wyniku
zmian stopnia zredukowania grup SH. Modyfikacja
aktywnos$ci enzyméw moze przejawiaé sie zmiang
wartosci Vmex lub Km, ale takze zmiang wrazliwosci
na réznego rodzaju aktywatory i inhibitory. Wiek-
szo$¢ opisanych w Tabeli 1 efektéw uzyskiwano w
obecnosci fizjologicznych stezen GSSG, co sugeru-
je, ze moga one mie¢ znaczenie in vivo.

Stopien zredukowania grup tiolowych wptywa
rowniez na aktywno$¢ niektérych czynnikéw tran-
skrypcyjnych. W wielu jednak przypadkach wyniki
doswiadczen, ktorych obiektem byty nienaruszone
komérki, okazujg sie catkowicie odmienne od da-
nych dotyczacych oczyszczonych biatek. Przykita-
dem moze by¢ czynnik transkrypcyjny AP}, tworzo-
ny przez kompleks biatek z rodziny Jun i Fos [36],
Obserwowano wzmozone wigzanie oczyszczonego
AP1 z DNA po przesunieciu réwnowagi redoks w
strone warunkdw redukujgcych [37], natomiast z ba-
dan na hodowli komdrkowej wynika, ze do aktywacji
AP1 wymagane sg warunki utleniajgce[38-40], Po-
dobnie, oczyszczony czynnik transkrypcyjny NFkB
tatwiej wiagze sie z DNA w obecnosci antyoksydan-
téw, z GSH ijego prekursorami wiacznie [41, 42],
ale w nienaruszonych komorkach aktywacja tego
czynnika transkrypcyjnego nastepuje, gdy réwnowa-
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ga redoks zostanie przesunieta w strone warunkdéw
silnie utleniajacych [39, 43-45]. Co wiecej, doswiad-
czalne uzupetnienie wewnatrzkomdérkowego pozio-
mu glutationu za pomocga inkubacji z prekursorami
cysteiny znosi wywotang przez stres oksydacyjny
aktywacje NFkB [45], Takze w domenie wigzacej sie

Tabela 1

Enzymy modyfikowane na drodze wymiany tiol-dwusiarczek

Enzymy PiSmiennictwo

Inaktywowane przez GSSG:

Syntaza glikogenu [29]
Fosfofruktokinaza-1 [30]
Kinaza pirogronianowa [31]
Syntetaza kwaséw ttuszczowych [32]
Cyklaza guanylowa [33]

Aktywowane przez GSSG:

Fruktozo-1,6-bis-fosfataza [34]
Glukozo-6-fosfataza [34]
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa [34]
Kolagenaza [35]

z DNA biatka p53, znanego jako supresor proceséw
nowotworzenia [46], wystepujg wysoce konserwo-
wane reszty cysteiny [47], co pozwala przypuszczac,
ze stopien ich zredukowania moze regulowaé aktyw-
nos$¢ tego czynnika transkrypcyjnego. | w tym przy-
padku uzyskano jednak sprzeczne wyniki w do-
Swiadczeniach prowadzonych na hodowlach komér-
kowych i na izolowanym biatku [48].

Udziat GSH w detoksykacji H20 2, nadtlenkéw or-
ganicznych iwolnych rodnikéw obrazuje Ryc. 2. Re-
dukcja H20 2 i organicznych nadtlenkdéw odbywa sie
gtéwnie w reakcji katalizowanej przez peroksydaze
glutationowg (1), selenoproteine obecng zaréwno w
mitochondriach jak i w cytosolu [49], Szczegb6lnie
wazng role odgrywa peroksydaza glutationowa w
mitochondriach, w ktérych nie wystepuje katalaza,
inny enzym zdolny do detoksykacji H20 2. S-transfe-
razy glutationowe (2) klasy a takze wykazujg aktyw-
no$¢ peroksydazowa, ale jedynie w stosunku do or-
ganicznych nadtlenkéw [6], Powstajacy podczas re-
dukcji nadtlenkéw GSSG podlega redukcji przy
udziale reduktazy glutationowej (3). Odtwarzanie
GSH odbywa sie kosztem NADPH, dowodzgc
Scistego powigzania miedzy oboma uktadami re-
doks. Uktad GSH/GSSG wspétdziata takze z para re-
doks tworzong przez askorbinian i dehydroaskorbi-
nian. Regeneracja askorbinianu z dehydroaskorbi-
nianu odbywa sie z jednoczesnym utlenieniem GSH
do GSSG (4) [50], Utlenienie GSH do GSSG nie
zawsze jednak zachodzi na drodze enzymatycznej,
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moze by¢ réwniez wynikiem bezposSredniej reakcji
GSH z rodnikiem hydroksylowym (5) [5 1]. Jezeli, w
warunkach silnego stresu oksydacyjnego, redukcja
GSSG przestaje byé dostatecznie efektywna, wow-
czas komarka broni sie przed przesunigciem réwno-
wagi redoks usuwajagc GSSG, co oczywiscie prowa-
dzi do obnizenia catkowitej zawartosci glutationu w
komérce [52],

V. Koniugaty glutationowe

Nukleofilowy charakter glutationu sprawia, ze
zwigzek ten szczegdlnie tatwo reaguje zaréwno z en-
do- jak i egzogennymi zwiazkami elektrofilowymi.
Tworzenie koniugatow moze zachodzi¢ spontanicz-
nie, ale zazwyczaj wymaga obecnos$ci S-transferaz
glutationowych [53, 54], ktorych szczegdlnie wy-
sokg aktywnos$¢ wykazujg komaérki watroby. S-trans-
ferazy glutationowe wystepujag gtéwnie w cytosolu,
cho¢ ich obecnos$é¢ stwierdzono takze w retikulum en-
doplazmatycznym. Enzymy te majg posta¢ homo-
lub heterodimerow o masie molekularnej podjedno-
stek mieszczacej sie w zakresie od 24 do 27,5 kDa
[65]. S-transferazy glutationowe wykazujg bardzo

SH
coor Mot W
ch-ch2-ch2-c-N-C-C-N-CH2- COOH
v v ..
> y . — Gy
Au C>s

Ryc. 2. Glutationowy cykl redoks ireakcje z nim powigzane. Utleniony
glutation powstaje podczas redukcji nadtlenkéw (1,2), regene-
racji askorbinianu z dchydroaskorbinianu (DMA) (4) oraz w wy-
niku reakcji wolnorodnikowych (5). Odtwarzanie zredukowa-
nego glutationu odbywa si¢ kosztem NADPH (3).

wysokg specyficzno$¢ wzgledem glutationu i znacz-
nie nizszg wzgledem drugiego substratu [55], Na
podstawie rdznic strukturalnych i immunochemicz-
nych oraz specyficznosci substratowej wyodrebnio-
no cztery klasy S-transferaz glutationowych: a, p, i i
T [56, 57],

Koniugaty glutationowe sg z komorek usuwane do
krwi lub, w przypadku hepatocytoéw, do zdici. Ich ka-
tabolizm przebiega przy udziale tych samych enzy-
mow, ktore uczestniczg w degradacji glutationu. W
pierwszym etapie przy udziale y-glutamylotranspep-
tydazy zostaje usunieta reszta glutamylowa, nastep-
nie dipeptydazy hydrolizujg wigzanie peptydowe
miedzy cysteing a glicyng, uwalniajgc koniugat cy-
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steinowy, kt6ry najczesciej podlegajeszcze N-acety-
lacji. Powstate w ten sposéb merkapturany sg tatwo
wydalane z moczem. Opisany powyzej szlak prze-
mian metabolicznych stuzy detoksykacji wielu kse-
nobiotykdw, ws$rod nich tak popularnego leku jak pa-
racetamol [5].

Udziat GSH w detoksykacji ksenobiotykow jest
znany od dawna, ostatnio natomiast coraz wieksze
zainteresowanie towarzyszy endogennym koniuga-
tom glutationowym (Tabela 2). Ich biologiczna funk-

Tabela 2

Endogenne koniugaty glutationowe

Drugi sktadnik Wystepowanie

wysoka specyficzno$¢ wzgledem obu substratéow
[75]. LTC4moze by¢ przeksztatcany w leukotrien D4
(LTD4) poprzez usuniecie reszty glutamylowej, a na-
stepnie — w leukotrien E4(LTE4) w wyniku odtgcze-
nia glicyny. Leukotrieny cysteinowe uczestniczg w
reakcjach zapalnych i anafilaktycznych [58,76,77],
Przypisuje sie im istotngrole w rozwoju astmy [78],
Prostaglandyny. Te pochodne kwasu arachidono-
wego powstajg na terenie niemal wszystkich komo-
rek ssakow [79], Ich fizjologiczne dziatanie jest nie-

PiSmiennictwo

Leukotrien Ro6zne tkanki [58]
Frostaglandyna A2 Komoérki biataczki mysiej [59]
Prostaglandyna Aj Watroba cztowieka i szczura [60]
Hcpoksylina A3 Mézg szczura [61]
4-hydroksynonenal [62]
4-hydroksyhekscnal [63]
Tlenek azotu Ludzkie neutrofile i drogi oddechowe [64]
Dopamina Moézg [65]
Dopa Komérki melanomy zto$liwej [66]
Koenzym A Watroba szczura [67]
Palmitylokocnzym A Mo6zg i watroba szczura [68]
17-B-cstradiol Mikrosomy watroby chomika [69]
Witamina K3 Srédbtonek tetnicy ptucnej wotu [70]

cja obejmuje m.in. inaktywacje tub regulacje aktyw-
nosci potencjalnie toksycznych zwigzkéw, udziat w
przekazywaniu sygnatéw, stabilizacje nietrwatych
zwigzkéw oraz usprawnianie transportu niektorych
zwigzkdw przez btony. Dzieki zdolnosci do chelato-
wania metali (Cu (I), Cu (Il), Se, Zn, Cr) [71-74] glu-
tation odgrywa istotngrole w magazynowaniu jonow
tych metali oraz ich transportowaniu przez btony
biologiczne. Ponizej przedstawiono krotki przeglad
wybranych endogennych koniugatéw glutationo-
wych.

Leukotrieny. Sg biologicznie czynnymi zwigzka-
mi syntetyzowanymi z kwasu arachidonowego w od-
powiedzi na rozmaite czynniki stymulujgce procesy
immunologiczne i zapalne. Leukotrieny moga by¢
wytwarzane przez biate krwinki (makrofagi, mono-
cyty, neutrofile i eozynofile) oraz komoérki ptuc, $le-
dziony, mézgu iserca [58], Leukotrien C4(LTC4) po-
wstaje w wyniku glutationylacji leukotrienu A4
(LTA4). Reakcje te katalizuje dos¢ nietypowa
S-transferaza glutationowa, jakg jest syntaza leuko-
trienu C4. O niezwyktym charakterze tego enzymu
decyduje nie tylko btonowa lokalizacja, ale takze
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zwykle wszechstronne i obejmuje m.in. regulacje
proliferacji komdrek, reakcje zapalne, wywotywanie
goraczki, regulacje cisnienia krwi oraz inicjowanie
procesu krzepniecia krwi.

Koniugaty z glutationem moga tworzy¢, poten-
cjalnie cytotoksyczne, prostaglandyny A[ (PGAI) i
A2 (PGA2) [59, 60], Stwierdzono, ze charaktery-
zujace sie obnizonym poziomem glutationu komaérki
leukemii mysiej sg niewrazliwe na cytotoksyczne
dziatanie PGAZ2, co mogtoby sugerowaé, ze tworze-
nie koniugatdw PGA2-GSH ma decydujgce znacze-
nie dla cytotoksycznego efektu wywieranego przez
PGA2 [59]. Tworzenie koniugatow glutationowych
moze takze modulowac antyproliferatyczng aktyw-
no$¢ 9-deoksy-A9, Al2-prostaglandyny D2 (9-deo-
ksy-A9, AR -PGD?2) [80],

Hydroksyalkencile. Powstajg podczas utleniania
wielonicnasyconych kwaséw ttuszczowych wcho-
dzacych w sktad lipidéw btonowych. Cytotoksyczne
dziatanie hydroksyalkenali obejmuje m.in. inhibicje
syntezy DNA, RNA ibiatka [81], Uwaza sie, ze two-
rzenie koniugatéow z GSH [62,82] jest sposobem de-
toksykacji hydroksyalkenali.
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Tlenek azotu. Jest niezwykta gazowa czasteczka
sygnatowg, aktywatorem cytosolowej cyklazy gu-
anylowej [83]. W uktadach biologicznych tlenek
azotu jest zwigzkiem nietrwatym, od dawna wiec po-
stulowano istnienie stabilizujacych go czasteczek
nosnikowych pozwalajagcych na zachowanie jego
biologicznej aktywnosci. Ostatnio coraz czesciegj
uwaza sie, ze funkcje te moga petni¢c wiasnie
zwigzki tiolowe, w tym glutation. Obecno$¢ mikro-
molowych stezen S-nitrozoglutationu stwierdzono w
neutrofilach inabtonku dr6g oddechowych [64, 84],

Inne znane endogenne zwiazki tworzace koniugaty
z glutationem to: dopamina [65], dopa [66], hepoksy-
liny [61], palmitylokoenzym A [68], koenzym A [67],
17-P-estradiol [69] oraz witamina K [70].

V. Rola glutationu w procesie apoptozy

W ostatniej dekadzie jeden z gtéwnych trendéw
badan nad glutationem dotyczytjego roli w inicjowa-
niu i przebiegu procesu apoptozy - programowanej
$mierci komorki. Przesuniecie wewnatrzkomorko-
wego stanu redoks w strone S$rodowiska bardziej
utleniajacego jest typowe dla wielu szlakéw indukcji
apoptozy . Prowadzgca do apoptozy zmiana stanu re-
doks komérki moze by¢ nastepstwem zwiekszonego
wytwarzania wolnych rodnikéw lub ostabionego
dziatania ochronnego wewngatrzkomérkowych prze-
ciwutleniaczy. Dwa lata temu w Postepach Bioche-
mii ukazata sie praca przeglagdowa Bartosza do-
tyczaca roli reaktywnych form tlenu w procesie apo-
ptozy [85],

Punktem wyjscia do rozwazan nad znaczeniem
glutationu w apoptozie stata sie obserwacja, ze we
wczesnych jej stadiach obnizeniu ulega wewnatrzko-
maérkowy poziom GSH [86-92], Hipoteze dotyczacy
udziatu glutationu w regulacji procesu apoptozy po-
twierdza réwniez fakt, ze uzupetnianie wewnatrzko-
moérkowego poziomu glutationu opd6znia przebieg
apoptozy [88-91, 93, 94]. Przypuszcza sie, ze obni-
zony poziom GSH itowarzyszgce mu nagromadza-
nie sie wolnych rodnikéw jest przyczyng dysfunkcji
mitochondriéw odgrywajgcej decydujgca role w ka-
skadzie apoptotycznej [91, 92, 95, 96]. Zaburzenie
mitochondrialnego potencjatu btonowego prowadzi
do otwarcia megakanatéw w btonie mitochondrial-
nej, zmiany przepuszczalnos$ci tej btony iprzemiesz-
czenia sie do cytosolu cytochromu c i czynnika ini-
cjujagcego apoptoze (AIF). Zagadnienia te sg przed-
miotem artykutu Grad zkiej zamieszczonego na
tamach tegorocznych Postepéw Biochemii [97],

O istotnej roli glutationu w procesie apoptozy
Swiadczg dane dotyczgce wptywu biatka Bcl-2,
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gtéwnego inhibitora apoptozy [98, 99], na wewnatrz-
komdrkowa zawarto$é tego tripeptydu. Podczas eks-
presji Bcl-2 obserwowano podwyzszenie wewnatrz-
komérkowego poziomu GSH izwiekszenie stosunku
GSH/GSSG [100-103], mimo ze aktywnos$¢ synteta-
zy y-glutamylocysteinowej nie zmienia sie [100],
Wydaje sie wiec, ze podwyzszone przez Bcl-2
wewngtrzkomorkowe stezenie GSH jest wynikiem
zahamowania jego transportu na zewnatrz komarki
[100]. Komdrki wykazujgce nadekspresje Bcl-2 ule-
gajg apoptozie po doSwiadczalnym obnizeniu steze-
nia GSH, chociaz poziom samego Bcl-2 pozostaje
niezmieniony [104], Obserwacja ta stanowi powazny
argument na poparcie hipotezy, ze glutation posred-
niczy w antyapoptotycznym dziataniu Bcl-2. Bardzo
interesujgcy wydaje sie rowniez wptyw, jaki Bcl-2
wywiera na wewngtrzkomérkowe rozmieszczenie
glutationu. Stwierdzono bowiem, ze ekspresji Bcl-2
towarzyszy przemieszczenie GSH do jadra komér-
kowego [3] powodujgce zmiane stanu redoks
wewnatrz jadra, ktéra moze wptywaé na aktywnos$é
czynnikow transkrypcyjnych.

Wiedza o roli glutationu w kaskadzie apoptotycz-
nej jest jednak jeszcze niepetna i wiele szczeg6tow
wcigz wymaga wyjasnienia.

V1. Glutation a stany patologiczne

W Swietle przedstawionych w poprzednich roz-
dziatach faktéw dowodzacych niezwykle istotnej i
wszechstronnej biologicznej roli glutationu nie wy-
daje sie zaskakujgcym, ze niedobory tego zwigzku
towarzyszg wielu stanom chorobowym. Jednakze nie
zawsze do konca wiadomo, czy sg one przyczyng,
czy tez raczej skutkiem okre$lonego zaburzenia me-
tabolicznego.

Starzenie. Upos$ledzona zdolnos$¢ do obrony przed
stresem oksydacyjnym jest uwazana za molekularng
podstawe proceséw starzenia. Zwigzane ze starze-
niem obnizenie poziomu GSH w tkankach obserwo-
wano u myszy [105, 106] iszczura [107, 108], U lu-
dzi zwigzany z wiekiem spadek zawarto$ci GSH
stwierdzono w gatce ocznej [109], Badania nad zale-
zno$cig stezenia GSH w surowicy krwi od wieku wy-
kazaty za$ wyrazny zwigzek miedzy wysokim pozio-
mem GSH a dobrym zdrowiem o0s6b w podesztym
wieku [110], Wydaje siejednak, ze w przypadku pro-
cesOw starzenia decydujgce znaczenie moze miec nie
tyle catkowita zawarto$¢ glutationu w surowicy, co
zmiana proporcji miedzy GSH a GSSG na korzys¢
formy utlenionej [111].

Choroby neurodegeneracyjne. Choroba Parkinso-
na charakteryzuje sie degeneracjg dopaminergicz-
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nych neuron6w substancji szarej mozgu [1 12]. Pato-
geneza tej choroby jest wieloczynnikowa. Jako pod-
stawowa przyczyne tego zespotu chorobowego uzna-
je sie dysfunkcje mitochondridw oraz zaburzenia
wewnatrzkomdrkowej réwnowagi redoks spowodo-
wane wzrostem stezenia wolnych rodnikéw. Po-
twierdzeniem zwigzku miedzy postepowaniem cho-
roby Parkinsona a stanem redoks komoérki wydaje sie
by¢ fakt, ze w substancji szarej moézgu pacjentéw
zmartych na te chorobe obserwowano obnizony po-
ziom GSH [113, 114], DosSwiadczenia prowadzone
na komadrkach mysiej neuroblastomy wykazaty réow-
niez, ze obnizenie wewnatrzkomdrkowego stezenia
GSH prowadzi do zmian apoptotycznych identycz-
nych z obserwowanymi podczas rozwoju choroby
Parkinsona [1 15].

Obrazem histopatologicznym choroby Alzheime-
ra, stanowigcej najpowszechniejszg przyczyne zabu-
rzen intelektualnych w podesztym wieku, sg przede
wszystkim ztogi biatka b-amyloidu obecne na terenie
komérek nerwowych. Biatko to odgrywa zasadniczg
role w patogenezie choroby Alzheimera [116]. Jedna
z hipotez dotyczacych neurodegeneracyjnego dzia-
tania P-amyloidu zaktada, ze biatko to moze wywo-
tywac stan stresu oksydacyjnego [117-120], wiec iw
tym przypadku GSH mogtby sie okazaé¢ czynnikiem
chronigcym przed rozwojem choroby.

Choroba alkoholowa. Patogeneza choroby alko-
holowej jest stabo poznana. Posréd kilku branych
pod uwage czynnikéw istotng role przypisuje sie
stresowi oksydacyjnemu wywotywanemu przez sam
metabolizm etanolu [121]. Dtugotrwate przyjmowa-
nie etanolu powoduje wyrazne (45-60%) iselektyw-
ne zmniejszenie mitochondrialnej puli GSH w hepa-
tocytach [122, 123], Dzieje sie tak wskutek zaburzen
transportu GSH z cytosolu do matriks mitochondrial-
nej. Sytuacja taka w oczywisty spos6b prowadzi do
narastania stresu oksydacyjnego. Obserwowano ta-
kze spowodowane spozywaniem etanolu obnizenie
poziomu GSH w surowicy krwi [124, 125],

Cukrzyca. Dane dotyczace zwigzku miedzy pozio-
mem GSH a patogenezg cukrzycy pochodzg gtéwnie
z badan nad cukrzyca doswiadczalna uzyskiwang u
zwierzat laboratoryjnych w wyniku traktowania
streptozotocyng lub alloksanem [126]. Wiekszosé
badaczy pozostaje zgodna, ze cukrzycy towarzyszy
znaczny spadek stezenia GSH w hepatocytach
[127-130], Sprzecznie (wzrost, spadek, brak zmian)
przedstawiajg sie natomiast doniesienia dotyczace
komarek trzustki inerki [129-131]. Pomiary stezenia
GSH w surowicy krwi wskazujg na znaczne jego ob-
nizenie u pacjentéw cierpigcych na cukrzyce [111].
Stwierdzono tez zmniejszong zawarto$¢ glutationu w
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erytrocytach [132, 133], Jedna z hipotez wigze to zja-
wisko z wystepujgcym podczas cukrzycy wzrostem
stezenia ciat ketonowych w surowicy krwi [134], Za-
obserwowano réwniez, ze wysokie stezenie glukozy
powoduje zaburzenie glutationowego cyklu redoks
w komorkach miesniéwki naczyn krwionosnych ob-
jawiajace sie obnizeniem wewnatrzkomérkowego
stezenia GSH [135],

Infekcja wirusem HIV. Z licznych danych do-
tyczacych korelacji miedzy infekcjg wirusem HIV a
zmianami w poziomie GSH wynika, ze zakazenie wi-
rusem HIV prowadzi do znacznego (do 70%) spadku
stezenia GSH i innych zwigzkow tiolowych w suro-
wicy krwi [136-140] wystepujacego juz w bezobja-
wowej fazie choroby. Podobne obserwacje uzyskano
u matp zakazonych matpim wirusem braku odporno-
sci (SIV) [141], U pacjentéw z zaawansowanymi ob-
jawami AIDS stwierdzono obnizenie poziomu GSH
wewnatrz limfocytow [138, 142],

VII. Zastosowanie glutationu w terapii

Towarzyszace wielu stanom chorobowym niedo-
bory glutationu (Patrz: Rozdziat VI) moga by¢ uzu-
petniane farmakologicznie. Najprostszg metodg wy-
daje sie by¢ podawanie samego glutationu, istnieje
jednak problem w postaci mato wydajnego pobiera-
nia GSH przez komoérki [143]. Cysteina za$, amino-
kwas ograniczajacy synteze GSH, w uktadach biolo-
gicznych btyskawicznie utlenia sie do cystyny [144],
Dobrym rozwigzaniem okazato sie natomiast zasto-
sowanie prekursoréw cysteiny: N-acetylocysteiny
(NAC) oraz kwasu 2-oksotiazolidyno-4-karboksyl-
owego (OTZ). NAC moze by¢ uzyteczna w terapii
AIDS [145]. Obiecujgce wydajg sie takze wyniki ba-
dan dotyczacych hamujacego wptywu OTZ na repli-
kacje wirusa HIV zaréwno w hodowlach komorko-
wych jak i in vivo [146],

Zastosowanie cysteiny ijej prekursoréw ograni-
cza sie jednak tylko do komérek, ktére nie utracity
zdolnosci do syntezy GSH. W sytuacji, gdy synteza
GSH jest zaburzona, pewne rozwigzanie mogg przy-
nies¢ estry glutationowe. NajczesSciej stosowanym
estrem jest ester monoetylowy (GEE). GEE jest
transportowany do wnetrza komérek, gdzie ulega hy-
drolizie do etanolu i GSH, prowadzagc do zwieksze-
nia wewnatrzkomérkowej puli glutationu nawet po
zablokowaniu jego syntezy [147]. Zaobserwowano,
ze monocyty zainfekowane wirusem H1V wykazuja
obnizong replikacje wirusa, jesli pozywka zostanie
wzbogacona GEE [148].

W chronicznych niedoborach glutationu nadzieje
na przyszto$¢ stwarza terapia genowa. Poznano juz
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wiekszo$¢ sekwencji kodujacych enzymy zwigzane z
metabolizmem glutationu, mimo to droga do zasto-
sowania w praktyce terapii genowej zaburzen synte-
zy GSH wydaje sie jeszcze daleka.
VI1Il. Podsumowanie

Biologiczne dziatanie z pozoru zupetnie zwyczaj-
nego tripeptydu, jakim jest glutation, zadziwia swag
wszechstronno$cig. Glutation uczestniczy w regula-
cji wielu procesoéw od narodzin az do $mierci komar-
ki, stanowi podstawowag linie obrony przed stresem
oksydacyjnym, moduluje aktywnosé innych
zwigzkéw. Wydaje sie jednak, ze wcigz jeszcze nie
wiemy o glutationie wszystkiego. Dodatkowe uza-
sadnienie dla dalszych badan nad biologiczng rolg
tego zwigzku stanowi potencjalna mozliwo$¢ zasto-
sowania go w leczeniu wielu choréb.
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Tuftsyna — endogenny immunomodulator
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11-2. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa
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11-3. Inne wtasciwosci tuftsyny
11-4. Analogi tuftsyny iich aktywnos$¢ biologiczna
I11. Synteza tuftsyny
IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skréotéow: ABO — kwas (3S)-2-azabi-
cyklo-[2,2,2]-oktano-3-karboksylowy; AHPA — kwas (2S,3R)-
3-amino-2-hydroksy-fenylo-karboksylowy; AIDS — zesp6t na-
bytego uposledzenia odpornosci; Arg — L-arginina; cyT —
kwas (4S,5R)-5-metylo-2-okso-oksazolino-4-karboksylowy;
DCC — A/V’-dicykloheksylokarbodiimid; DPPA — azydofos-
foran difenylu; EEDQ— I-etoksy-karbonylo-2-etoksy-I,2-dih-
ydrochinolina; EM C— wirus z grupy RNA; GMDP— A-acety-
lo-glukozamino-muramylo-dipeptyd; MSV1 — wirus opryszcz-
ki (herpes simplex); IFA — niekompletny adiuwant Freunda;
IgG — immunoglobulina G; 1L-1 — interleukina 1; IL-6 — in-
terleukina 6; INF-y — interferon y; Lys — L-lizyna; MDP —
muramylodipeptyd (Macetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglut-
amina); mMRNA — matrycowy albo informacyjny RNA; MSV
— wirus miesaka myszy (murine sarcoma virus)’, NK — natu-
ralne komorki zabdjcze (natural killer cells)', PBMC — komorki
mononuklearne krwi obwodowej (peripheral blood mononucle-
ar cells)’, PMN — granulocyt obojetnochtonny (polymorpho-
nuclear leucocyte)'. Pro — L-prolina; T — tuftsyna; THFy2 —
polipetydowy czynnik humoralny grasicy (thymic humoralfac-
tor)', Thr — L-treonina; Thr-Lys-Pro-Arg — tuftsyna; THS —
tyreotropina (thyrotrophin)', TNF-a — czynnik martwicy nowo-
tworu a (tumor necrosisfactor a); TRH — hormon uwalniajacy
tyreotropine (hormonum absolvens thyrotrophinum).

I. Wstep

W ocenie wielu badaczy i praktykéw w leczeniu
chorych coraz wiekszego znaczenia nabiera immu-

'Dr inz., Xtudent, 'prof, dr hab. inz., Katedra Chemii Organicz-
nej, Politechnika Gdanska, ul. G. Narutowicza 11/12, 80-952
Gdarnsk, tel. (058) 347 2736
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noterapia, ktorej dziatanie polega na wzmacnianiu
naturalnych sit obronnych organizmu za pomocg im-
munomodulatorow. Poszukiwania substancji mo-
gacych aktywowaé, jak rdwniez dziata¢ supresyjnie
na uktad immunologiczny doprowadzity do zidenty-
fikowania i przebadania szeregu zwigzkéw o aktyw-
nosci immunologicznej sag wérdd nich takze peptydy.
Wiekszo$¢ obecnie znanych immuno-aktywnych
peptydéw wywodzi sie bezposSrednio ze Swiata mi-
krobiologicznego, np. muramylodipeptyd (MDP,
fragment bakteryjnych écian komérkowych), czy cy-
klosporyna (metabolit grzybow). Odkrycie izastoso-
wanie cyklosporyny wywotato terapeutyczny
przetom w selektywnej regulacji immunologicznej.
Duzg role odgrywajg réwniez immunomodulujgce
peptydy pochodzenia zwierzecego, np. hormony gra-
sicy (tymozyna a, tymopoetyna IlI, czy tymulina)
produkowane przez komdrki grasicy modulujgce
dojrzewanie komdrek T, a takze tuftsyna — natural-
ny tetrapeptyd o wybitnych witasciwos$ciach stymu-
lujacych fagocytarng aktywnos$é granulocytéw obo-
jetnochtonnych. Badania wykazaty, ze niektére neu-
ropeptydy (np. endorfina, enkefalina, angiotensyna,
substancja P czy somatostatyna) odgrywajg wazng
role jako przekazniki sygnatéw z centralnego syste-
mu nerwowego do systemu odpornosciowego. ROw-
niez peptydowe ,,soluble mediators” (cytokiny) takie
jak: interleukiny IL-1, IL-2, IL-3 czy interferon y od-
grywajg bardzo wazng role w funkcjonowaniu syste-
mu odpornos$ciowego. Dziatanie iznaczenie prawie
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kazdego z tych immunoaktywatoréw zastuguje na
uwage.

W tej publikacji skupimy sie jednak tylko najed-
nym z najmniejszych peptydowych endogennych im-
jakim jest tetrapeptyd —
Thr-Lys-Pro-Arg zwany tuftsyng. Zainteresowalis-
my sie blizej nim z uwagi na planowang synteze ana-
logow tuftsyny modyfikowanej przez kowalencyjne
potgczenie z innym immunostymulatorem jakim jest
muramylodipeptyd (MDP) — bioaktywny glikopep-
tyd syntetyzowany na wzor fragmentu Sciany komor-
kowej bakterii. Z literatury wiadomo, ze MDP
wzmacnia dziatanie innych naturalnych immunosty-
mulatoréw, w tym: diestrow trehalozy, lipopolisa-
charydow, Lipidu A czy cytokin. Zaréwno tuftsyng
jak i MDP stymulujg rozmaite funkcje makrofagow
oraz wzmacniajg niespecyficzng odporno$¢ organi-
zmu gospodarza przeciw licznym chorobom. Zgod-
nie z naszym oczekiwaniem potgczenia MDP z tuft-
syng powinny wywotywaé silniejszg stymulacje
uktadu immunologicznego niz kazda z tych substan-
cji z osobna, liczymy takze na przedtuzony czas ich
dziatania. To oczekiwanie wynika z naszych dotych-
czasowych doswiadczen w otrzymywaniu koniuga-
tow inuramylodipeptydu z innymi zwigzkami bioak-
tywnymi [1, 2],

W roku 1999 ukazat sie wprawdzie wyczerpujacy
artykut przeglagdowy Siemiona i wsp. pt. , Tuft-
sin; On the 30-year anniversary of Victor Najjar’s di-
scovery“ [3], uwazamy jednak, ze krotszy artykut dla
polskiego czytelnika moze okazac sie przydatny.

munomodulatorow,

Il. Tuftsyng — endogenny tetrapeptyd
I1-1. Tuftsyng — silny immunostymulator

Tuftsyng jest tetrapeptydem (Thr-Lys-Pro-Arg,
Rye. 1), naturalnie wystepujacym we krwi cztowieka

HNK . NH,

T

H,N NH
N/dOH

OH TR g
NH \O 0 Arg

Pro
H,N 0 Lys

Thr

Ryc. 1. Wzér tufsyny (Thr-Lys-Pro-Arg)

i innych ssakéw. Stymuluje ona odporno$¢ organi-
zmu, w tym aktywuje takie jego elementy jak: mono-
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cyty, makro fagi i neutrofile. Tuftsyng zostata po raz
pierwszy wyizolowana w 1970 roku na Uniwersyte-
cie Tufts w Bostonie (USA) przez V.A. Najjar’a i
K. Nishioka [4], Od tego czasu naukowcy starajg
sie poznac blizej jej wtasciwosci i wyjasni¢ mecha-
nizm dziatania. Tuftsyng jest aktywna w organizmie
wytacznie w formie wolnego peptydu. Ten tetrapep-
tyd stanowi fragment tafcucha (289-292) ciezkiego
Fe immunoglobuliny typu G (1gG), z ktérego uwal-
niany jest przez dziatanie dwéch specyficznych en-
zymow: endokarboksypeptydazy tuftsynowej S$le-
dziony i leukokininazy. Pierwszy z nich powoduje
rozszczepienie wiagzania amidowego pomiedzy
Arg***a Glu™", a drugi zlokalizowany w btonach ko-
morek fagocytujgcych dziata na wigzanie pomiedzy
Lys28a Thr29 [3]. Uwolniony tetrapeptyd powoduje
wzrost ruchliwosci, pinocytozy, fagocytozy, chemo-
taksji i cytotoksycznos$ci zardwno makrofagow jak i
granulocytéw [5, 6], Tuftsyng modyfikuje stezenie
jonbéw Ca2+wewnatrz komérki, ma wptyw na gospo-
darke tyreotropinag, reguluje poziom dopaminy, nora-
drenaliny, serotoniny i kwasu 5-hydroksyindolooct-
owego. Moze réwniez powodowaé zmiany w synte-
zie i degradacji monoamin, acetylocholiny i protein
w strukturach kory i podkorza mézgu [3]. Badania
prowadzone na ludziach izwierzetach wykazaty, ze
u osobnikéw, ktorym usunieto Sledzione wystepuje
niekorzystny dla organizmu nabyty deficyt tuftsyny.
Zwierzeta i ludzie z uszkodzong $ledziong sg powa-
znie narazeni na ostre infekcje spowodowane bra-
kiem tuftsyny. Wykazano zwigzek pomiedzy spad-
kiem prawidtowego funkcjonowania $ledziony a ob-
nizeniem aktywnos$ci tego immunomodulatora [7, 8],
Stan niedoboru tuftsyny wystepuje réwniez w przy-
padku anemii sierpowatej, biataczki Hidgkina i
AIDS [7, 9],

Z dotychczasowych badan wynika, ze AIDS
znaczgco wptywa na obnizenie aktywnosci tuftsyny.
Stwierdzono, ze osoby dotkniete tg chorobg majg
niewystarczajgcg liczbe centréw uwalniajgcych tuft-
syne. Ich uktad immunologiczny jest powaznie
ostabiony i wykazuje skitonnosci do fatalnych w
skutkach infekcji.

11-2.  Aktywno$¢ przeciwbakteryjna, przeciw-
wirusowa i przeciwnowotworowa

Tuftsyng jest zwigzkiem o bardzo szerokim spek-
trum aktywnos$ci biologicznej. Stwierdzono, ze
oprécz immunoaktywnosci wykazuje ona dziatanie
przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwno-
wotworowe. Jedng z wazniejszych jej witasciwosci
jest zdolnos¢ do regulowania cyklu komérek PBMC i
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PMN [8, 10]. Tuftsyna poprawia komunikacje po-
miedzy elementami ukiadu immunologicznego (ma-
krofagami, limfocytami T i limfocytami B) co w re-
zultacie powoduje wzrost produkcji przeciwciat. Ma
rowniez wptyw na zwiekszenie ruchliwosci i chemo-
taksji komdrek fagocytujacych, dzieki czemu wzra-
sta zdolno$é organizmu do obrony przed réznego
typu infekcjami. Tuftsyna wzmacnia cytotoksycz-
no$¢ naturalnych mediatoréw komorkowych, a w
potaczeniu z przeciwciatami zwieksza wydajnosc
prezentacji antygendw przez makrofagi na limfocyty
T [6], Ostatnie badania dowodzg, ze regulacja proce-
sOw immunologicznych odbywa sie juz na poziomie
translacji. Efekt dziatania potaczen tuftsyny z anty-
genem polega na posredniczeniu w syntezie mRNA
kodujgcego IL-1 makrofagéw [11]. Makrofagi trak-
towane tuftsyng stajg sie bardziej aktywne w zwal-
czaniu infekcji bakteryjnych. Stwierdzono, ze tuftsy-
na stymuluje wydzielanie TNF-a przez mysie
otrzewnowe makrofagi a pochodne tuftsyny
zwigzane z czgsteczkami cukru zwiekszajg wydzie-
lanie tego czynnika przez ludzkie monocyty. Udato
sie indukowa¢ wydzielanie TNF-a in vivo w hodow-
li komdrek nowotworowych typu HL-60 oraz u my-
szy po S$rodotrzewnowej iniekcji tuftsyny. Re-
tro-inverso analogi tuftsyny zwiekszajg wydzielanie
INF-y i TNF-a juz przy stezeniu 10'10M [10] w prze-
ciwieAstwie do tuftsyny, ktéra nawet w wyzszych
dawkach nie wykazata takiej aktywnosci.

Tuftsyna w terapii wielolekowej wykazuje
dziatanie synergistyczne. Jej dodatek pozwala na
zmniejszenie skutecznej dawki niektérych lekow
oraz na poszerzenie spektrum ich dziatania. W Tabe-
li 1przedstawione sg eksperymentalne przyktady le-

Tabela 1

czenia infekcji bakteryjnych, pasozytniczych iwiru-
sowych opartych na synergistycznym oddziatywaniu
tuftsyny z wybranymi lekami.

V. N ajjar [12] stwierdzit, ze podawanie tuftsy-
ny myszom z wszczepionym nowotworem L-1210
znacznie wydtuza ich czas przezycia w odniesieniu
do kontroli. Podobny efekt dziatania tuftsyny zauwa-
zono na myszach z wszczepionymi komorkami czer-
niaka typu B16 i C57BL/6 [13]. Zaobserwowano
rowniez znaczne obnizenie $miertelnosci wsrod my-
szy DBA/2J zainfekowanych wirusem biataczki
Friend’a [14], ktore leczono tuftsyng. W przypadku
traktowania tuftsyng innych zto$liwych nowotwo-
row, np. wiokniako-miesaka jej lecznicze dziatanie
jest stabsze. Natomiast tgczne podawanie tuftsyny z
cyklofosfamidem powodowato zahamowanie wzro-
stu niematokomdrkowego nowotworu ptuc (ang.
Non- smali Celi Lung Cancer) [3, 15]. Tuftsyna po-
dawana po zabiegach operacyjnego usuniecia miesa-
kow szyi i glowy przywracata aktywnos$¢ naturalnym
komérkom zabojczym (NK) [16]. Ponadto zaobser-
wowano synergistyczne oddziatywanie tego immu-
nomodulatora z 3-metylo-cholantrenem w leczeniu
zwierzat laboratoryjnych z wszczepionymi komor-
kami raka ptuc Lewis’a oraz widkniako-migsaka
[17]. Te wyniki potwierdzajg przypuszczenie ze,
przeciwnowotworowa aktywno$¢ tuftsyny wynika
ze  zdolnoSci wzmacniania  cytotoksycznych
witasciwosci makrofagow [3].

11-3.  Inne wiasciwosci tuftsyny

Poza wtasciwoSciami omdwionymi wczes$niej tu-
ftsyna wykazuje jeszcze kilka innych:

Eksperymentalne metody leczenia infekcji bakteryjnych, pasozytniczych iwirusowych opartych na synergistycznym oddziatywaniu tuftsyny z wybra-

nymi lckami

Zwiazek

Tuftsyna

Tuftsyna

Tuftsyna

Tuftsyna zamknigta w liposomach
Tuftsyna + Gentamycyna

Tuftsyna + Ivermectin

Tuftsyna + Bcstatyna

Tuftsyna + Amfotcrycyna B (liposomy)
Tuftsyna + Ryfampicyna (liposomy)

Thr-Lys-Pro-Arg-NH-(CH2)2-NHCOC 15H31 (analog tuftsyny)
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Candida albicans

Gruzlica

Plasmodium berghei

Typy infekcji bakteryjnych, pasozytniczych
i wirusowych

Literatura

Nishioka [52]

Candida peritonis Levy [53]
Mycobacterium leprae lyer [54]
Leishmania donovani Guru [55]
Pseudomonas aeruginosa Smith [56]
nicienie Fatma [57]
HIV-1 Mathc [58]
Asparagilloza Owais [48]

Agarwal [59]

Gupta [60]
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— dziala przeciwbdlowo — podanie jej szczurom
powoduje, ze zwierzeta diuzej wytrzymujg test
gorgcej ptytki [18, 19];

— modyfikuje aktywno$¢ monoaminooksydazy i
acetylocholinoesterazy w synaptosomalnych iko-
mdrkowych frakcjach mitochondrialnych pozy-
skiwanych z kory mézgowej [3, 20];

— jest inhibitorem hydrolazy tyrozynowej - jednego
z wazniejszych enzymdéw w szlaku wytwarzania
amin katecholowych [3, 21];

— powoduje ostabienie percepcji w sytuacjach stre-
sowych i normalizuje poziom serotoniny w mo-
zgu szczuréw [3, 22];

— zwigksza intensywno$é oddychania komdrkowe-
go, wzmaga wewngtrzkomorkowe procesy redoks
[3,23];

— tagodzi objawy gtodu narkotycznego u morfino-
zaleznych szczuréw [24];

— powoduje produkcji hormonu
niajagcego tyreotropine (TRH) przez podwzgdérze
a przez to stymuluje wydzielanie tyreotropiny
(THS) [25, 26];

— hamuje kurczenie sie mikronaczynek limfatycz-

wzrost uwal-

nych [27];
— powoduje obnizenie poziomu histaminy w
ptucach, natomiast podnosi jego stezenie w

watrobie i nerkach a takze wywotuje zmiany po-
ziomu histaminy w dwunastnicy i we krwi [28];

— zwieksza cisnienie tetnicze krwi [29];

— wptywa na temperature ciata powodujac przejs-
ciowg hipertermie, po czym nastepuje hipotermia
[30];

— ma wiadciwos$ci przeciwzakrzepowe [31],

11-4. Analogi tuftsyny i ich aktywnos$¢ biologiczna

W wyniku prowadzonych badan biologicznych
okazato sie, ze potowiczny czas degradacji tuftsyny
w organizmie jest stosunkowo Krotki, wynosi bo-
wiem okoto 16 minut. Jest ona tatwo degradowana
pod wptywem licznych proteaz, np. aminopeptydazy
leucynowej, karboksypeptydazy B, pronazy, subtyli-
zyny. Co ciekawe nie ulega rozpadowi pod
wptywem: trypsyny, chymotrypsyny, papainy czy
pepsyny. Produktami hydrolizy enzymatycznej tuft-
syny sg dwa tripeptydy: Thr-Lys-Pro oraz Lys-
Pro-Arg, wykazujgce dziatanie inhibitujgce w sto-
sunku do wyjsciowego tetrapeptydu [32], Podatnos¢
tuftsyny na biodegradacje i antagonistyczne wtasno-
Sci produktdw jej rozktadu zainspirowatly do poszu-
kiwania jej analogéw o diuzszym czasie dziatania,
wyzszej aktywnos$ci biologicznej, tatwiejszych w
oczyszczaniu i bardziej trwatych. Dzieki wysitkom
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wielu o$rodkow akademickich uzyskano liczne ana-
logi tuftsyny o obiecujacych witasciwosciach. Pierw-
sze modyfikacje tuftsyny polegaty na zmianie skiadu
aminokwasowego oraz sekwencji poszczeg6lnych
aminokwaséw w tancuchu [33], Uzyskano szereg

Tabela 2

Wybrane pochodne tuftsyny - ich zdolno$ci stymulujace i inhibitujace
w organizmie

Zwiazek Stymulacja fagocytozy(%) inhibicja fa-
gocytozy (%)

Tuftsyna 96

[Lys]T 30

[Ser']T 20 78

[ValgT - 30

[Ala‘T - 65

[a>-NO2Arg]T
[Des-Thr]T : 44

Acctylo-T - 44

zwigzkow, ktére jednak nie doréwnywaty peptydowi
natywnemu w aktywnosci biologicznej (Tabela 2).
Duzy wktad w poszukiwaniu skuteczniejszych ana-
logéw tuftsyny wniosty zespoty I. Siemiona iD.
Konopinskiej.W 1977 roku w grupie Siemiona
zsyntetyzowano serie tuftsyno-podobnych tetrapep-
tydéw bedacych czescig sekwencji histondw -

biatek zawierajgcych duzo aminokwasow zasado-
wych (arginine, histydyne i lizyne) znajdujacych sie
w chromosomach wszystkich komorek eukariotycz-
nych z wyjatkiem komérek nasion. Niektdre z tych
peptydow wykazywaty wyrazng aktywnos$é stymulo-
wania fagocytozy. Byta to pierwsza publikacja, ktora
zwrécita uwage na peptydy o zblizonej sekwencji do
tuftsyny bedace fragmentami réznych biatek [34], Ta
sama grupa zsyntetyzowata serie analogdw tuftsyny
podstawionej rdéznymi aminokwasami w pozycji 3
tarncucha peptydowego. Stwierdzono, ze analogi pro-
jektowane w oparciu o mutacje Pro' kodonu posia-
dajg wyzszg aktywnos$¢ biologiczng w poréwnaniu z
innymi analogami [35]. Jednym z bardziej znanych
analogéw zsyntetyzowanych w tym os$rodku jest ana-
log tuftsyny o sekwencji (Thr-Lys-Pro-Arg)2zwany
tuftsynylotuftsyng. Wykazuje on silne dziatanie na
komorki biataczki L-1210. W Tabeli 3 zebrano kilka
analogéw otrzymanych przez zesp6t D.Konopih-
skiej.W badaniach in vivo przeprowadzonych na
myszach testowano wptyw tych analogéw na rozwdj
guzéw indukowanych przez wirusy MSV oraz ich
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dziatanie przeciwwirusowe. Okazato sie, ze byty one
aktywne przeciw wirusom z grupy DNA (HSV1) iz

Tabela 3

Analogi otrzymane przez zesp6l D. Konopinskiej

Thr-Lys-Pro-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg |
Ala-Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Gin 11

Arg-Thr-Lys-Pro-Arg 111

Pro-Arg-Thr-Lys-Pro-Arg Y
Lys-Pro-Arg-Thr-Lys-Pro-Arg \Y
Thr-Lys-Pro-Arg-Thr-Lys-Pro-Arg Vi

grupy RNA (EMC) [36, 37], a ich dziatanie byto po-
rownywalne z aktywnos$cig tuftsyny.

Analogi tuftsyny bardziej odporne na dziatanie
proteaz zostaty otrzymane przez zespét G. Mezo
[38], Wzrost stabilnoSci tetrapeptydu w surowicy
udato sie uzyskac dzieki utworzeniu wigzania izo-
peptydowego tgczgcego odpowiedni aminokwas z
e-aminowg grupa lizyny. Zsyntetyzowano naste-
pujace pochodne: Lys(Thr)-Pro-Arg, Lys(Ala)-
Pro-Arg, Thr-Lys(Ala)-Pro-Arg, Thr-Lys(Thr)-
Pro-Arg, Ala-Lys(Ala)-Pro-Arg. Kilka z nich oka-
zato sie lepszymi aktywatorami funkcji makrofagow
niz naturalna tuftsyna.

E. Gershonov iwsp. [32] przygotowali serie
trans-2,4-metano-aminokwasow, ktore postuzyty do
otrzymania pieciu nowych pochodnych tuftsyny
(Ryc. 2). Zastosowanie tak zmodyfikowanych ami-

pl-‘—"\//\,/uu’\)n :.f—\/>/\,c;n /Ckrg}
NNk V" “NH : “NH
N b s i \‘/\\/:"
a0 A
MThr MLys

Ryc. 2. Trans-2,4-metano-aminokwasy wykorzystane przez E. Gcrsho-
nov’a w syntezie mctano-analogéw tufsyny.

nokwaséw miato na celu przede wszystkim zabez-
pieczenie tetrapeptydu przed dziataniem enzymow
proteolitycznych. W badaniach in vitro przeprowa-
dzonych na otrzewnowych makrofagach okazato sig,
ze [MThr']-tuftsyna i [MVal3]-tuftsyna wykazujg
bardzo silne dziatanie. Zwigkszaja one wydzielanie
IL-6 odpowiednio do 125% i 141% w stosunku do
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prob kontrolnych, wykazujac przy tym przedtuzony
czas dziatania w pordwnaniu z naturalnym tetrapep-
tydem. W Tabeli 4 zebrano wartosci przedstawiajace
czasy potowicznej degradacji metano-analogéw tuft-
syny. Mimo, ze pochodna [MOrn2]-tuftsyny ma
znacznie przedtuzony czas degradacji wykazuje jed-
nak duzo stabszg aktywnos$¢ niz wyjsciowy tetrapep-
tyd [32],

Tabela 4

Mctano-analogi tuftsyny oraz czasy ich potowicznej degradacji
w organizmie

Analog Czas 1/2 degradacji
Thr-Lys-Pro-Arg 16
[MThr'jT 90
[MOrrfjT 90
[MVal3]T 25
[MLys2T 13
[MArgfT n

Obiecujgce wyniki uzyskano stosujac retro-inver-
so analogi tuftsyny. Wigzanie pomiedzy Thr a Lys z
uktadu -CONH- zostato zamienione na -NHCO-.
Taka modyfikacja powoduje, ze pseudopeptyd staje
sie catkowicie odporny na dziatanie enzymoéw prote-
olitycznych i moze by¢ podawany doustnie. Ponadto
peptydy o sktadzie: H-Thr-\|/[NHCO](R,S)Lys-Pro-
Arg-OH i H-gThr-(R,S)mLys-Pro-Arg-OH okazaty
sie dziesie¢ razy aktywniejsze od tuftsyny. Zwiek-
szaly cytotoksyczng aktywno$¢ splenocytow oraz
stymulowaty wydzielanie INF-y i TNF-a [6, 10],

Zesp6t F. Arco leo [39] zachecony doSwiadcze-
niami swych poprzednikéw zsyntetyzowat kolejne
analogi retro-inverso-tuftsyny. Modyfikacje w tym
przypadku dotyczyty gtéwnie zmiany sktadu amino-
kwasowego tego tetrapeptydu. W pracy przedstawio-
no kilka nowych analogéw: H-gGly-(R,S)mLys-
Pro-Arg-OH, H-gThr-(R,S)mLys-Pro-Leu-OH i H-
gThr-(R,S)mLys-Pro-GIn-OH, ktore jak sie okazato
indukowaty wytwarzanie przez otrzewnowe makro-
fagi NO, 1L-1 oraz TNF-a.

L. Kraus-Berthier i wsp. [40, 41] w celu
zwiekszenia stabilnosci tuftsyny zastgpili niektére
aminokwasy biatkowe takimi, ktore nie wystepujg w
$Srodowisku naturalnym, a swoja budowg przypomi-
najg aminokwasy biatkowe. Ponizej przedstawiono
aminokwasy, wykorzystane w syntezie niektérych
analogéw tuftsyny (Ryc. 3), w tym: Thr-Lys-A-
BO-Arg, cyT-Lys-ABO-Arg i AHPA-Lys-ABO-Arg.
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Chociaz wyzej wymienione analogi nie byty bar-
dziej aktywne niz tuftsyng, to po wstepnych bada-
niach Kraus-Berthier uwazajednak, ze analog
retro-inverso-tuftsyny o sktadzie Phe-g/fCPUNH]-
Lys-ABO-Arg moze okazaé si¢ obiecujagcym zwigz-
kiem w immunoterapii choréb infekcyjnych i nowo-
tworowych [41].

0
H OH !
COOH HN)\O
(L) | X <" COOH /L J
NH ) H NH, ooc” e,
ABO AHPA oyT

Ryc. 3. Nichiatkowe aminokwasy zastosowane do syntezy analogéw
tufsyny.

Znane sg rowniez tioanalogi tuftsyny. B. Zacha-
rie wraz ze wsp. [42] twierdzi, ze wiekszy promien
jonowy i mniejsza elektroujemnos$¢ atomu siarki w
poréwnaniu z tlenem spowoduja, iz takie pochodne
powinny by¢ bardziej odporne na dziatanie enzyméw
proteolitycznych. Zsyntetyzowali oni nastepujgce tio-
analogi tuftsyny: H-Thr-Lys-Provg[CSNH]Arg-OH,
H-Thr-Lys\|/[[CSNH]Pro-Arg-OH oraz H-Thrv|/[CS-
NH]-Lys-Pro-Arg-OH(e). Niestety dotychczas nie
znaleziono opisu ich aktywnosci biologicznej.

Stosujgc metody komputerowego modelowania
udato sie przewidzieé¢ kilka konformacji analogow,
ktére przyjmujg podobny uktad przestrzenny jak tu-
ftsyna. Do szczeg6lnie obiecujacych nalezg cyklicz-
ne analogi tuftsyny. Kilka z nich, np. c-(Thr-Lys-
Pro-Arg), c-(Thr-Lys-Pro-Arg-Gly), c-(Thr-Lys-
Pro-Arg-Asp) zostato po raz pierwszy zsyntetyzowa-
ne przez Nishioka w 1995 roku [8]. W doSwiad-
czeniach biologicznych, w ktérych badano wptyw
tych zwigzkdw na zdolno$¢ stymulowania fagocyto-

CH,OH
CH,OH 2" 5

HO 0 OH
NHAc NHAc
O

Ala-D-GIy-Thr-Lys-Pro-Arg
GMDP tuftsyna

GMDP
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zy okazato sie, ze peptyd c-(Thr-Lys-Pro-Arg-Gly)
wykazuje takg sama aktywnos$é jak wyjsciowy im-
munomodulator przy stezeniu 50-ciokrotnie niz-
szym. Pozostate pochodne réwniez wykazywaty
znaczng aktywnos$¢, ale nieco mniejszg niz ten najak-
tywniejszy cykliczny peptyd. Do innej grupy analo-
goéw tuftsyny nalezg jej potaczenia z cukrami. W
1984 roku Ro cch i [43] zsyntetyzowat Kilka analo-
gow zawierajgcych reszty cukrowe w réznych pozy-
cjach. W Tabeli 5 zaprezentowano niektére z nich.

Tabela 5

Tuftsyng ijej analogi modyfikowane cukrami

Zdolnos$¢ stymula-
cji fagocytozy

Analog

Thr-Lys-Pro-Arg-NHGIc +
Nu-glukozylo-Thr-Lys-Pro-Arg
N“-glukozylo-Gly-GlIn-Pro-Arg +
Gly-Glu(NH-Glc)-Pro-Arg

Gly-GIn-Pro-Arg-NH-Glc

Nu-gluko-Gly-Glu-Pro-Arg +
(Thr(a+P)-0-glukozyto)'-tuftsyna
(Ptypta+Pj-O-glukozylof- tuftsyng ++

+ stabo aktywny; - nieaktywny; ++ aktywny

Wiekszo$¢ z tych analogéw wykazuje niewielka
zdolno$¢ do pobudzania fagocytozy. Takie modyfi-
kacje nie poprawity stabilnosci tuftsyny i nie dopro-
wadzity do uzyskania zwiazkéw wykazujacych lepsze
niz naturalny peptyd zdolnosci aktywowania poszcze-
g6lnych elementéw uktadu immunologicznego.

Za udane osiagniecie trzeba uzna¢ synteze kilku
potaczen GMDP (A-acetylo-glukozoamino-mura-

|
Ala-D-Gly-Lys-Pro-Arg
|

Thr

Ryc. 4. Potaczenia tufsyny z GMDP wykazujace
tuftsyna

aktywno$¢ zblizong do IFA.
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mylodipeptydu) z tuftsyng (Ryc. 4) wykonang przez
Titova [44], Wysoka aktywno$é adiuwantowg
syntetycznej pochodnej MDP (GMDP) z tuftsyng
wykazano w testach immunologicznych, stwier-
dzajac silne stymulowanie produkcji przeciwciat
przeciw albuminom jaja, stymulacje reakcji nadwra-
zliwos$ci typu péznego (DTH) i aktywowanie fago-
cytozy [44], Zaréwno sama mieszanina GMDP z tu-
ftsyng, jak i GMDP potgczony wigzaniem kowalen-
cyjnym z tym tetrapeptydem podawane w soli fizjo-
logicznej wykazywaty wysokg, poréwnywalng z
IFA (niekompletnym adiuwantem Freuda) aktyw-
no$¢ adiuwantows.

Podjeto rdéwniez proby modyfikacji tuftsyny
przez przytaczenie do niej naturalnych peptydow,
wsrod ktérych nalezy wymieni¢ przede wszystkim
THFy2. P. Granoth [45] zsyntetyzowal dwie takie
pochodne o skiadzie: Ft-THFy2-tuftsyna-OH oraz
H-tuftsyna-THFy2-OH. Oba zwigzki indukowaty
wytwarzanie IL-6 silniej niz tuftsyna i THF-y2 osob-
no. Te ostatnio przedstawione analogi potwierdzaja,
ze planowane przez nas koniugaty MDP z tuftsyng
mogq okazac sie silnymi immunoaktywatorami.

I1l1. Synteza tuftsyny

Chociaz synteze tuftsyny prowadzi sie zgodnie z
zasadami obowigzujacymi w chemii peptydow jej
otrzymywanie nie jest tatwe ze wzgledu na amino-
kwasy, ktére wchodzg w sktad jej budowy (Lys czy
Arg). Sledzac literature mozna zaobserwowaé roz-
norodno$¢ proponowanych rozwigzan syntetycz-
nych oraz metod tworzenia wigzania peptydowego
pomiedzy aminokwasami wchodzgcymi w skiad tu-
ftsyny. Jej synteza najcze$ciej prowadzona jest me-
todg klasyczng w roztworze z wykorzystaniem
EEDQ lub DCC jako odczynnikéw kondensujacych,
rzadziej metodg azydkowa. Po usunieciu grup
ochronnych otrzymany tetrapeptyd zwykle poddaje
sie oczyszczaniu na kolumnie wypetnionej zelem
typu AG 50W-X2, Sephadex G-25 czy zywicgjono-
wymienng typu Amberlite 1R-4B a nastepnie liofili-
zacji. Na uwage zastuguje zastosowanie polimerycz-
nego aktywnego estru 3-nitro-4-hydroksy-benzylo-
-poli-styrenu (PHNB), dzieki czemu otrzymano te-
trapeptyd o czystosci 95% [46], W naszym zespole
do syntezy tuftsyny zastosowalismy azydofosforan
difenylu (DPPA), znany odczynnik kondensujacy.
Metoda ta pozwala na znaczne obnizenie stezenia
produktéw ubocznych powstajgcych, np. w procesie
dysproporcjonowania mieszanego bezwodnika, za-
pewnia wysokg czysto$¢ chiralng otrzymanych pro-
duktéw, dobrg wydajnosé, jest szybka iprosta w wy-
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konaniu. Otrzymany chroniony tetrapeptyd oczysz-
czalismy za pomoca chromatografii radialnej (Chro-
matotron firmy Harrison Research) na ptytach pokry-
tych we witasnym zakresie zelem krzemionkowym z
gipsem (Kieselgel 60 PF254) i na preparatywnych
ptytkach TLC (Merck F254) otrzymujac produkt zwy-
dajnoscig 75%, czysty chromatograficznie. Dodatko-
wo czysto$¢ zostata potwierdzona analizag widm
dwuwymiarowych (COSY, TOCSY) NMR (500
MFIz). Chociaz kilka znanych firm farmaceutycz-
nych (np. Bachem) produkuje tuftsyne w celach ko-
mercyjnych w postaci soli octanowej o czystosci
97% wg HPLC to ciggle trwajg prace nad otrzyma-
niem produktu ojeszcze wiekszym stopniu czystosci.

IV. Podsumowanie

Tuftsyna, bioaktywny peptyd pochodzenia zwie-
rzecego o silnym dziataniu immunomodulujgcym, w
badaniach in vivo wykazuje szerokie spektrum ak-
tywnos$ci biologicznej w tym immunostymulacyjna,
przeciwbakteryjng, przeciwwirusowg i przeciwno-
wotworowg. W eksperymentach przeprowadzonych
na zwierzetach tuftsyna powodowata wzrost produk-
cji komorek krwi w szpiku kostnym. Ponadto uzyska-
no obiecujgce rezultaty w leczeniu infekcji grzybo-
wych i pasozytniczych [47, 48], Dziatanie tuftsyny
na uktad immunologiczny oraz jej niska toksycznos$c
zachecajg wielu badaczy do poszukiwania analogéw
potencjalnie przydatnych w terapii. W 1983 roku
Catane iwsp. [49] wykazat, ze tuftsyna podana w
dawce 0.96 mg/kg nie wykazuje efektéw toksycz-
nych, jednakze prawie u 50% pacjentéw zaobserwo-
wano leukocytoze 4-5 dni po jej podaniu. Duze na-
dzieje budza retro-imverso analogi tuftsyny, ktére in-
dukujg wydzielanie dwoch cytokin: IFN-y i TNF-a
przez PBMC w przeciwienstwie do naturalnej tuftsy-
ny nie wykazujacej takiej aktywno$ci. Jak wiadomo
nawet mate stezenie tych cytokin (femtomolarne) po-
woduje wzrost wiasciwosci immunomodulujgcych i
aktywnosci przeciwirusowej. W lzraelu zastosowano
tuftsyne w leczeniu pacjentébw w zaawansowanym
stadium nowotworowym dzieki temu mozna dowie-
dzie¢ sie czego$ na temat jej dziatania na organizm
ludzki. Podano jg pacjentom chorym na raka, u kté-
rych zawiodta klasyczna chemioterapia. Rezultaty |
fazy badan pokazaty, ze tuftsyna jest substancjg bez-
pieczng w dawkach dochodzgcych nawet do 1 mg/kg
masy ciata, a pacjenci odczuli wyrazng poprawe sta-
nu zdrowia. lzraelscy uczeni opublikowali réwniez
wyniki doswiadczen przeprowadzonych na pacjen-
tach chorych na AIDS. Tuftsyne podawano pacjen-
tom, u ktorych wystepowata utrata wagi, biegunka,
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podwyzszona temperatura ciata i przechodzili infek-
cje grzybowe. Podanie tuftsyny w dawce nie przekra-
czajacej 5 mg na tydzien spowodowato catkowity
spadek gorgczki, ustata biegunka i nastgpita wyrazna
poprawa [50, 51]. Tuftsyna wydaje sie by¢ idealng
substancjg poprawiajgcg wtasciwosci uktadu odpor-
nosciowego. Prognozuje sig, ze otrzymanie nowych
aktywniejszych analogéw i okre$lenie ich dawek
leczniczych dla cztowieka to tylko kwestia czasu.
Wydaje sig, ze tuftsyna bedzie przydatna w leczeniu
pacjentow z brakiem odpornosci, nowotworami lub

w

reumatoidalnym artretyzmie.
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Czy kalcyklina, biatko wigzace jony Ca2+ petni podobng

funkcje jak kalmodulina?

Does calcyclin, a Ca -binding protein, play a similar role

as calmodulin?

ANNA FILIPEK

Spis tresci:

I. Biatka wigzgace jony wapnia

1. Odkrycie i wystepowanie kalcykliny

I11. Struktura kalcykliny

IV. Funkcja kalcykliny
IV-1. Kalcyklina a proliferacja i réznicowanie komérek
1V-2. Kalcyklina pozakomérkowa
1V-3. Kalcyklina - oddziatywanie z biatkami efektoro-

wymi
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: CacyBP — biatko wigzace sie z
kalcykling; CNBr — cyjanobrom; GAPDH — dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego; SDS — siarczan sodowy dode-
cylu

I. Biatka wigzgce jony wapnia

W komorce, w stanie spoczynku, stezenie wol-
nych jonéw wapnia wynosi okoto 10-7 M a w $rodo-
wisku zewnatrzkomoérkowym okoto 10"3M. Dziata-
nie na komdérke ré6znymi zwigzkami moze prowadzi¢
do wzrostu stezenia wolnych jon6éw wapnia w cyto-
plazmie do poziomu 10"510'6 M, a sygnat w postaci
podwyzszonego stezenia Ca2+w cytoplazmie odbie-
rany jest miedzy innymi przez biatka specyficznie
wigzace ten kation [1, 2].

Wsréd biatek wigzacych jony wapnia na szcze-
golng uwage zastugujg biatka posiadajgce w swej
strukturze tzw. motywy ,,EF-hancC. Analiza struktu-
ralna tych biatek wskazuje na bardzo wysoki stopien
podobienstwa w obrebie motywu ,,EF-hand”. Dwa
motywy ,,EF-hand” wystepujace w biatku w bliskim
sgsiedztwie okreslane sg mianem ,,domeny wigzacej

Dr bab., Zaktad Neurobiologii Molekularnej i Komérkowej, In-
stytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pa-
steura 3, 02-093 Warszawa
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wapn”. Biatka zawierajgce motywy ,,EF-hand”, maja
na ogo6t niskag mase czgsteczkowg wynoszacg od 10
do 30 kDa i wystepujg powszechnie w komérkach
eukariotycznych. Kalcyklina, biatko bedace przed-
miotem niniejszego artykutu zawiera dwa motywy
»EF-hand” i zaliczana jest do rodziny biatek S100
[3].

Wsréd biatek zawierajagcych motywy ,,EF-hand”
sg biatka, ktore w komérce petnig funkcje ,,buforéw”
jonéw wapnia oraz biatka, ktére oddziatujg z innymi
biatkami komdérkowymi (zwanymi biatkami efekto-
rowymi) i modulujag ich aktywno$é. Biatka
dziatajace jako ,bufory” jonéw wapnia zmieniajg
nieznacznie konformacje po zwigzaniu Ca2rinie od-
dziatuja z biatkami efektorowymi. Przyktadami ,,bu-
forow” Ca2+ sg parwalbumina i kalbindyna D28K
[4]. Biatka zawierajace motywy ,EF-hand", ktore
oddziatujg =z biatkami efektorowymi zmieniajg
znacznie konformacje po zwigzaniu Ca2+ Najbar-
dziej znanym przyktadem takiego biatka jest kalmo-
dulina [5], W wyniku oddziatywania kalmoduliny z
biatkami efektorowymi (najczesciej enzymami ko-
mérkowymi), zapoczatkowana zostaje kaskada reak-
cji, co ma wptyw na wiele proceséw komorkowych
takich jak np. transkrypcja, proliferacja i réznicowa-
nie sie komdrek, uwalnianie przekaznikéw nerwo-
wych, mitoza, endocytoza, egzocytoza, komunikacja
miedzykomdrkowa, metabolizm glikogenu, proteoli-
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za oraz skurcz mies$ni i ruchliwo$¢ komérek niemie-
$niowych.

Ostatnio zidentyfikowano nieznane dotgd biatko
zawierajgce motywy ,EF-hand” iwigzace sie z DNA
[6, 7]. Biatko to wigze sie z sekwencjgokreslangjako
DRE (Downstream Regulatory Element), odpowie-
dzialng za ekspresje niektérych gendéw. Wykazano,
ze wigzanie sie tego biatka z sekwencjg DRE hamuje
transkrypcje i dlatego tez biatko to nazwano
DREAM (DRE Antagonist Modulator). Zmiana kon-
formacji w biatku DREAM pod wptywem Ca2+pro-
wadzi do dysocjacji kompleksu DREAM — DNA i
aktywacje transkrypcji. Zatem DREAM petni funk-
cje czynnika transkrypcyjnego.

I1. Odkrycie i wystepowanie kalcykliny

Kalcykline po raz pierwszy zidentyfikowano w
komérkach raka wysiekowego Ehrlicha (EAT) [8],
Jednak na istnienie tego biatka wskazywaty wcze-
$niejsze badania dotyczgce ekspresji genéw po poda-
niu komérkom hodowanym in vitro czynnikéw wzro-
stowych [9, 10],

Tabela 1

Wystepowanie kalcykliny

Izoforma kalcykliny Tkanki/komoérki

Kalcyklina ssacza
i Fibroblasty,
phytki krwi,
neurony,
komorki glejowe,
tkanka doczesna,
miesien sercowy,

ptuco

Kalcyklina kurza Miesnie gtadkie

Intensywne badania nad kalcykling rozpoczeto
pod koniec lat 80-tych. Jednym z waznych osiaggnie¢
tego okresu byto uzyskanie kalcykliny w postaci ho-
mogennej [8], Biatko to migruje w zelu poliakrylo-
amidowym w obecnosci SDS na poziomie okoto
10 kDa. Réznymi metodami wykazano, ze kalcykli-
na wigze jony wapnia oraz jony cynku. Po zwigzaniu
jonéw wapnia czasteczka kalcykliny zmienia kon-
formacje [8, 11-13], co w efekcie powoduje zmiane
ruchliwosci tego biatka w zelu mocznikowym, zmia-
ne fluorescencji tyrozynowej, wzrost stopnia hydro-
fobowosci i oddziatywanie z nosnikami hydrofobo-
wymi (np. Phenyl-Sepharose). Innym kierunkiem
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Komorki nabtonkowe

badawczym dotyczacym kalcykliny byta szcze-
g6towa analiza wystepowania tego biatka. Wykaza-
no, ze kalcyklina jest w réznych tkankach i koméor-
kach réznych organizméw (Tabela 1).

I11. Struktura kalcykliny

Kalcyklina ma cechy budowy pierwszorzedowej
typowe dla biatek z rodziny S100 [3]. Zawiera dwa
motywy ,EF-handf wigzgce jony wapnia oraz dwie
domeny hydrofobowe. Wykazano, ze fragmenty kal-
cykliny otrzymane w wyniku chemicznego rozszcze-
pienia czasteczki przy uzyciu CNBr, zawierajgce po
jednym motywie ,,EF-handf, nie wigzgjonéw wap-
nia i nie wigzg sie z nosSnikami hydrofobowymi [25].

Stosujac rozne czynniki sieciujgce wykazano, ze
czagsteczka kalcykliny ma mase wynoszgcag okoto
20 kDa, co odpowiada podwojnej masie czgsteczko-
wej wyznaczonej na podstawie sktadu aminokwaso-
wego tego biatka. Wskazuje to, ze in situ kalcyklina
wystepuje w formie dimeru utworzonego wskutek
oddziatywan wodorowych (dimeru niekowalencyj-
nego) [22, 26]. Wystepowanie kalcykliny w roztwo-

Pismiennictwo

[14]

[18]
[16]
[17]
[18]
[19]
[20]

[21-24]

rze w formie dimeru niekowalencjnego wykazano
tez metodg rozpraszania Swiatta (ang. light scater-
ring) i metodg magnetycznego rezonansu jagdrowego
(NMR) [27]. Z badan NMR wynika, ze monomery
kalcykliny utozone sg antyréwnolegle i tworzg ho-
modimer o wymiarach 38 x 33 x 31A. Monomery
kalcykliny oddziatujg ze sobg domenami hydrofobo-
wymi i fragmentami a-helikalnymi, podobnie jak
monomery biatka S100B [28],

Wiadomo tez, ze niektére izoformy Kkalcykliny
majajedng reszte cysteiny i mogg tworzy¢ dimer ko-
walencyjny. Dimer ten migruje w zelu poliakrylo-
amidowym, w obecnosci SDS i przy braku czynnika
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redukujgcego, na poziomie odpowiadajgcym migra-
cji biatka o masie czgsteczkowej 20 kDa [11, 29].
Nie wiadomo, czy dimer kowalencyjny kalcykliny
tworzy sie w warunkach in vivo. Reasumujac, uzy-
skane wyniki sugerujg, ze oba motywy ,,EF-hand” w
czasteczce monomeru kalcykliny stanowiag domene
funkcjonalng oraz, ze dimer jest formg petniagcg
funkcje w warunkach fizjologicznych.

IV. Funkcja kalcykliny

IV-1. Kalcyklina a proliferacja i r6znicowanie
komérek

Liczne doniesienia dotyczgce kalcykliny wska-
zuja na udziat tego biatka w réznych procesach ko-
morkowych. Juz pierwsze badania sugerowaty, ze
biatko to moze petni¢ funkcje w cyklu komérkowym
[9]. Zaobserwowano miedzy innymi, ze poziom
mRNA kalcykliny wzrasta w fazie Gi cyklu komor-
kowego fibroblastow po stymulacji tych komorek
naskdérkowym badz ptytkowym czynnikiem wzrostu.
Pojawienie sie lub wzrost poziomu mRNA kalcykli-
ny stwierdzono w nowotworach takich jak np. prze-
wlekta biataczka szpikowa, nowotwdr Hodgkina
(rak uktadu limfatycznego), nowotwoOr piersi, czer-
niak, nerwiak zarodkowy [9, 30-32], Wykazano tez,
ze poziom mRNA kalcykliny wzrasta w fibrobla-
stach w wyniku ich transformacji onkogenem h-ras
[33], Szczegolnie wysoka ekspresje mRNA kalcykli-
ny zaobserwowano w nowotworach majacych zdol-
nos$¢ do tworzenia przerzutéw [31]. W tkankach pra-
widtowych kalcyklina wystepuje gtownie w komor-
kach nabtonkowych i fibroblastach. Zatem choroby,
ktore charakteryzuja sie zwiekszong proliferacja
tych komorek (np. marskosé watroby) moga by¢ dia-
gnozowane na podstawie oznaczenia poziomu kalcy-
kliny w tkankach zmienionych patologicznie [14,
34-35],

Wykazano takze, ze poziom mRNA kalcykliny
wzrasta w czasie réznicowania sie komoérek guza
chromochtonnego nadnerczy szczura (komoérek
PC 12) [36], komdrek nerwiaka zto$liwego (neuro-
blastoma) [37] oraz komoérek mieszka wtosowego
[38], Sugeruje sie tez, ze poziom kalcykliny zmienia
sie w czasie rdznicowania sie tkanek narzadow roz-
rodczych ciezarnej myszy [39] oraz w regeneracji
nabtonka rogowki oka [40],

IV-2. Kalcyklina pozakomdrkowa

W 1990 roku po raz pierwszy zaobserwowano, ze
kalcyklina jest wydzielana przez komorki tkanki do-
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czesnej macicy ciezarnej myszy [18] oraz ze znajdu-
je sie w ptynie owodniowym [41], Wykazano tez. ze
kalcyklina dodana do pozywki komérek trofoblastu
oraz pozywki komoérek [3 wysepek Langerhansa
trzustki hodowanych in vitro, stymuluje odpowied-
nio wydzielanie laktogenu [18] iinsuliny przez te ko-
morki [42], W przypadku komérek tucznych hodo-
wanych in vitro, wykazano, ze kalcyklina hamuje
wydzielanie histaminy [43]. Ponadto, istniejg donie-
sienia wskazujgce na udziat kalcykliny w cgzocyto-
zie sktadnikéw Sluzu w komodrkach nabtonkowych
myszy [44],

1V-3. Kalcyklina — oddziatywanie z biatkami
efektorowymi

Zmiana konformacji kalcykliny w wyniku
zwigzania jonow wapnia wskazuje, ze kalcyklina,
podobnie jak kalmodulina, moze oddzialtywaé z
biatkami efektorowymi w komérce i modulowaé ak-
tywnos$¢ tych biatek. Zatem, przeprowadzono szereg
badan majacych na celu identyfikacje biatek
wigzacych sie z kalcykling w sposob zalezny od ste-
zenia jonéw wapnia i wykazano, ze znane dotych-
czas izoformy Kalcykliny oddziatuja z réznymi
biatkami efektorowymi (Tabela 2).

Juz pierwsze badania wykazaty, ze kalcyklina
wiaze sie z aneksynami i enzymem glikolitycznym
— dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH) [50], Szczego6towe badania kompleksu
kalcykliny z GAPDH nie wykazaty wptywu kalcy-
kliny na aktywnos$¢ enzymu [51]. Wigzanie sie kalcy-
kliny z aneksynami i GAPDH zachodzi w obecnosci
jondéw wapnia w stezeniu milimolowym i by¢ moze
w warunkach in vivo, tworzeniu komplekséw kalcy-
kliny z tymi biatkami towarzyszg dodatkowe iigan-
dy. Fakt, ze kalcyklina oddziatuje z aneksynami
zastuguje na szczegdlng uwage. Wiadomo, ze oprécz
kalcykliny, jest kilka innych biatek S100, ktére
wigzg sie z aneksynami. Poniewaz aneksyny regulujg
proces egzocytozy [62], mozliwy jest zatem udziat
kompleksow kalcykliny z aneksynami w tym proce-
sie. Wykazano tez, ze kalcyklina wystepuje w po-
blizu bton komérkowych [63-64] i ze wigze sie z
kwasem sjalowym, bedacym jednym ze skiadnikéw
tzw. bton podstawnych tkanek.

Kalcyklina, podobnie jak biatka SI00A1i S100B,
wystepuje we frakcji biatek rozpuszczalnych i w
mniejszych ilosciach w mikrosomach. Stosujac r6z-
ne metody stwierdzono, ze w mikrosomach, kalcy-
klina wystepuje we frakcji nierozpuszczalnej w Tri-
tonie X-100, co wskazuje, ze wigze sie ona z
biatkami cytoszkieletu podbtonowego [52], Biatka te

POSTEPY BIOCHEMII 46(4), 2000



majg mase czgsteczkowg od 20 do 30 kDa a ich iden-
tyfikacja moze przyczynic sie do okreslenia funkcji
kalcykliny w strukturach btonowych komorki.

Tabela 2

Oddziatywanie kalcykliny z biatkami efektorowymi

lzoforma kalcykliny

Aneksyna I,
aneksyna VI,
aneksyna XI,
GAPDH,
CacyBP

Kalcyklina ssacza

Kaldesmon,
kalponina,
Kalcyklina kurza

lizozym

Stosujgc metode ,gel overlay'” wykazano, ze we
frakcji biatek rozpuszczalnych komdrek Ehrlicha,
kalcyklina wigze sie z biatkiem o masie czgsteczko-
wej 30 kDa (nazwanym CacyBP, od Calcyclin Bin-
ding Protein) [55], Biatko to oczyszczono, a jego
fragment uzyskany w wyniku trawienia a-chym-
otrypsyng poddano analizie sekwencji aminokwaso-
wej. Analiza tej sekwencji wykazata, ze biatko Cacy-
BP nie wykazuje podobienstwa do zadnego znanego
biatka [55]. Stosujgc sonde oligonukleotydowgzsyn-
tetyzowangna podstawie sekwencji aminokwasowej
fragmentu biatka, zidentyfikowano klon cDNA ko-
dujgcy CacyBP. Analiza sekwencji nukleotydowej
tego genu potwierdzita brak podobienstwa do se-
kwencji genéw dostepnych w réznych bazach da-
nych (m. in. w GenBank). Nastepnie wyprodukowa-
no CacyBP w bakteriach E. coli ioczyszczono biatko
rekombinowane. Wykazano, ze wigzanie sie kalcy-
kliny z CacyBP zachodzi w obecnosci jondw wapnia
w stezeniu mikromolowym [56], co wskazuje, ze
kompleks kalcyklina — CacyBP moze mie¢ znacze-
nie w warunkach fizjologicznych.

Analiza sekwencji CacyBP metodami teoretycz-
nymi wskazuje, ze jest to biatko zasadowe (pi =
7.78), niestabilne i posiadajgce krotki okres péttrwa-
nia. Ponadto, biatko to posiada miejsca potencjalnej
N-glikozylacji oraz miejsca potencjalnej fosforylacji
przez kinaze C, kinaze kazeinowag Il i kinaze tyrozy-
nowg. Wykazano, ze w warunkach in vitro kinazy te
fosforylujg CacyBP. Nie stwierdzono jednak fosfo-
rylacji biatka CacyBP w komérkach neuroblastoma
NB-2a w warunkach in situ z uzyciem ortofosforanu
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Biatka efektorowe

tropomiozyna,

znakowanego 2P (wyniki nieopublikowane). Porow-
nanie sktadu aminokwasowego CacyBP (wyznaczo-
nego na podstawie sekwencji

nukleotydowej) ze

PiSmiennictwo

[19, 45-54]

[55-58]

[22-23, 59-61]

sktadem aminokwasowym innych biatek metodg teo-
retyczng opisang przez Hobohm iSander [65],
pokazato, ze istnieje duze podobienstwo pomiedzy
CacyBP i kilkoma hipotetycznymi biatkami, ktérych
geny zidentyfikowano w drozdzach. Sekwencje nu-
kleotydowe genow kodujacych te biatka wykazuja
wysokie podobienstwo do sekwencji genéw ko-
dujgcych biatka z rodziny SSRP (SSRP — DNA
Structure-Specific Recognition Protein), a zatem
wyniki te sugeruja, ze CacyBP moze bra¢ udziat w
regulacji ekspresji gendw. Analiza sekwencji pod
katem obecnosci w biatku charakterystycznych do-
men (sekwencji) wykazata, ze CacyBP zawiera se-
kwencje podobng do sekwencji wystepujacej w nu-
kleoplazminie i kierujacej to biatko do jadra komor-
kowego [66],

Badania prowadzone nad CacyBP metodg western
i northern btot pokazujg, ze biatko to wystepuje w
roznych tkankach i, ze najwyzszy poziom jego eks-
presji zachodzi w mézgu, Sledzionie, watrobie i mie-
$niu gtadkim zotgdka szczura [57]. Analiza immuno-
histochemiczna skrawkéw moézgu wskazuje, ze Ca-
cyBP wystepuje gtéwnie w neuronach moézdzku, hi-
pokampa ikory mézgowej. Te ostatnie wyniki wska-
zujg réwniez na brak wspétwystepowania CacyBP i
kalcykliny w komorkach neuronalnych. Mozliwe
jest zatem, ze kompleks CacyBP — kalcyklina petni
funkcje tylko w niektérych komérkach takich jak np.
komorki nowotworowe Ehrlicha, a w tkance mdzgo-
wej CacyBP wspdtdziata z innym niz kalcyklina
biatkiem wigzgcym wapni. Stosujgc metody biologii
molekularnej zidentyfikowano najkrdtszy fragment
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w biatku CacyBP, wykazujgcy zdolno$¢ wigzania sie
z kalcykling. Fragment ten zawiera reszty amino-
kwasowe 178-229, a jego stata dysocjacji z kalcy-
kling wynosi 0.9 jaM [58].

V. Podsumowanie

W niniejszym artykule opisano odkrycie, wyste-
powanie, strukture i mozliwe funkcje kalcykliny,
biatka wigzgcego Ca2+poprzez motywy ,EF-hand” i
nalezgcego do rodziny biatek S100. Kalcyklina wy-
stepuje w réznych tkankach i komérkach, gtéwnie w
fibroblastach i komdrkach pochodzenia nabtonko-
wego. W warunkach in situ kalcyklina tworzy dimer
niekowalencyjny. Sugeruje sie, ze kalcyklina bierze
udziat w regulacji wielu procesow komorkowych.
Moze wptywaé na proliferacje, r6znicowanie sie ko-
morek lub regulowaé wydzielanie hormonéw i in-
nych czasteczek sygnatowych. Na podstawie naj-
nowszych wynikéw dotyczgcych oddziatywania kal-
cykliny z CacyBP w sposdb zalezny od stezenia Ca2+
mozna sugerowaé, ze kalcyklina podobnie jak kal-
modulina, wywotuje kaskade reakcji i ma wptyw na
rézne procesy komérkowe. Dalsze badania do-
tyczace kalcykliny i CacyBP dostarczg zapewne in-
formacji w jakich procesach bierze udziat kompleks
tych dwoch biatek.
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Mucyna MUCL ijej znaczenie w procesach

nowotworzenia

MUC1 mucin and its signification in cancerogenesis

ANNA PASZKIEWICZ-GADEKY1 ANDRZEJ GINDZIENSKI2

Spis tresci:
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Il. Funkcje mucyny MUC1
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I11-1. Szkielet biatkowy
111-2. Biosynteza i struktura cze$ci weglowodanowej
MUC1
111-3. Biosynteza i struktura O-glikozydowo zwigzanych
oligosacharydéw w nowotworowym MUC1
IV. Immunogenno$¢ MUC1
V. Odpowiedz uktadu immunologicznego na nowotworowg
posta¢é MUC1
VI. Préby immunoterapii nowotworowej opartej na MUC1

Wykaz stosowanych skrétéw: ABO — antygeny grup krwi A,
B, 0; antygen T — Gaipi-3GalNAc-Ser/Thr; antygen sT — sja-
lo-T, SAa2-3Gal(31-3GalNAc-Ser/Thr; antygen Tn — GalNAc-
Ser/Thr; cDNA — komplementarny kwas deoksyrybonukleino-
wy; CTL — cytotoksyczne limfocyty T; ER — siateczka $rod-
plazmatyczna; GalNAc — A-acetylo-D-galaktozoamina; Glc-
NAc — A-acetylo-D-glukozoamina; Gal — galaktoza; pp-Gal-
NAc-T — polipeptydylo-A-acetylogalaktozoaminylotransfe-
raza; IgM, 1gG — immunoglobuliny klasy M , G; kDa — tys.
Daltondw; Lea Lex— antygeny Lewis a i Lewis x; MHC —
gtowny uktad zgodnosci tkankowej; PDTRPAPGSTAPPAH-
GVTSA — Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-
Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala; S.A. — kwas sjalowy;
S.A.-T — sjalo-transferaza; TS — treonina-seryna; TCR — re-
ceptory cytotoksycznych limfocytéw T; VNTR lub TR — inten-
sywnie O-glikozylowany obszar cyklicznie powtarzajacych sie
aminokwasow.

I. Wprowadzenie
Na powierzchni komérek nabtonkowych wyste-
puja wielkoczgsteczkowe glikoproteiny (>200kDa)

zwane mucynami. Uwzgledniajgc ich strukture izna-
czenie, wyr6znia sie mucyny btonowe wchodzace w

’Dr, Zrof. dr hab., Zaktad Chemii Og6lnej i Organicznej Aka-
demii Medycznej, ul. A. Mickiewicza 2a, 15-222 Bialystok
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sktad elementow btony komérkowej i mucyny wy-
dzielnicze, stanowiace podstawowy sktadnik $luzu
[1-3], WSréd mucyn btonowych wyr6zniamy: leuko-
sjaling (CD43), glikoforyne, ASGP-1 (ascites sia-
lo-glycoprotein 1) i polimorficzng mucyne nabton-
kowg (PEM, polymorphic epithelial mucin) [4], Ta
ostatnia zwana jest réwniez episjaling, epitclialnym
antygenem bionowym (EMA), PAS-0 (od nazwy
przeciwciat z nig reagujacych) imucynag MUC 1Jako
produktu ekspresjii genu MUC1 [5],

Od wczesnych lat osiemdziesigtych, po uzyskaniu
swoistych przeciwciat monoklonalnych do identyfi-
kacji MUC1 znacznie wzrosta mozliwo$¢ badania
roli biologicznej tej mucyny. Praca ta stanowi podsu-
mowanie wiadomos$ci o najlepiej przebadanej mucy-
nie btonowej MUC 1, z uwzglednieniem jej roli w no-
wotworzeniu. [4, 5*].

Il. Funkcje mucyny MUC1

Mucyna MUC1, pokrywajaca komérki przewo-
déw gruczotowych inabtonka bton $§luzowych, r6zni
sie  od mucyn wydzielniczych mniejsza masg
czasteczkowg, mniejszg gestoscig O-glikozylacji
oraz tym, ze nie tworzy oligomerdw i nie wystepuje
w formie zelowej [6]. Wystepowanie mucyny MUC 1
stwierdzono na powierzchni komérek nabtonkowych
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przewodu pokarmowego, jamy macicy, przewodow
trzustki, pecherzyka zo6tciowego, gruczotu piersio-
wego. Stanowi ona zewnetrzny sktadnik btony ko-
mdrkowej o grubo$ci 200-500 nm oddzielajacy ko-
mérki od Srodowiska zewnetrznego [7]. Ochrania
wiec komorki przed dziataniem obecnych w $rodo-
wisku czynnikéw zewnetrznych, ktére moga uszka-
dzac strukture zewnetrzng bton $luzowych.

Poziom ekspresji MUC1 w macicy podlega regu-
lacji hormonalnej. W fazie estrogenowej cyklu mie-
sigczkowego obfite wystepowanie mucyny MUC1
na powierzchni nabtonka utrudnia zagniezdzenie sie
zarodka, w fazie progesteronowej nastepuje dra-
styczne poziomu ekspresji genu
MUCL1, coumozliwia zakorzenienie sie zarodka [4],

W prawidtowych nabtonka gru-
czotowego mucyna MUC1 pokrywa tylko wolne po-
wierzchnie zwrdcone do $wiatta przewoddw. W wie-
lu komdrkach nowotworowych ekspresja MUC1
znacznie wzrasta [8, 9], a mucyna wystepuje na catej
powierzchni btony komdrkowej [10], Zwieksza to
odlegtosci miedzy komorkami i obniza sity adhezji
miedzykomdrkowej umozliwiajgc odrywanie sie ko-
moérek od podtoza [11-13]. Mucyna syntetyzowana
przez komorki nowotworowe ma zmieniong struktu-
re glikanbw z wysokg zawarto$cig zjonizowanych
reszt kwasu sjalowego, co powoduje wzajemne od-
pychanie sie komdrek nowotworowych i przenosze-
nie ich przez krew do innych tkanek [12, 14, 15], Co
wiecej niektdre nietypowe dla komédrek pra-
widtowych formy glikanéw moga wykazywac powi-
nowactwo do selektyn $rédbtonka, co umozliwia z
kolei zagniezdzanie sie komérek przerzutowych [16,
17],

zmniejszenie

komaérkach

I1l1. Struktura czasteczek MUC1

I11. 1 Szkielet biatkowy

W szkielecie biatkowym prekursorowej czagstecz-
ki MUC1 wyodrebni¢ kilka
(Ryc. 1A):

1) N —koncowa domene zewnatrzkomdrkowg
wierajgcg kolejno siedem aminokwasOw, za ktorg
znajduje sie hydrofobowa sekwencja sygnatowa
ztozona z 13-stu aminokwasow i region zdegenero-
wanych cyklicznych powtorzen,

2) centralny obszar regularnych powtdrzen
klicznych (VNTR — variable number tandem repe-

mozna obszaréw

Za-

cy-

N- kofncowa
domena zewnatnzkomdfkowa

®
N

t i
sekwencja obszar C - koncowa
sygnatowa yegulapnych domena
cyklicznych cytoplazmaTyczna
powtdrzen (pTR)
domena

obszary zdegenerowanych transbbonowa

cyklicznych powtérzen (zTR)'

©
“.n

1M1 - N-korcowa sekwencja boczna podjednostki mucynowej

1 1~ Obszar regularnych cyklicznych powtérzen (rTR, VNTR)

. ¢ 1- Obszar zdegenerowanych cyklicznych powtérzen (zTR)
Domena transblonowa

fflZA - Domena cytoplazmatyczna

A A - C- koficowy obszar wyjgtkowo dla MUC/sec

i~ Pozakomérkowa sekwencja C-koricowej podjednostki.

Ryc. 1. Schemat budowy rdzenia polipeptydowego réznych izoform
MUC1. A — prekursor MUC1, B - dojrzata forma MUC1,
kompleks podjednostki zewnatrzkomérkowej i transbtonowej,
C - izoforma MUC Usec, D - izoforma MUC1/Y (wedtug F-G
Hanischa iS. Mullcra [23], zmodyfikowany).

at, TR) zawierajgcy powtarzajgce sie 20 aminokwa-
sowe sekwencje,

3) drugi obszar zdegenerowanych cyklicznych po-
wtorzeh aminokwaséw z miejscami do glikozylacji;
wymienione domeny 1,2,3 stanowig pozakomdr-
kowg cze$¢ mucyny (1000-3000 aminokwas6w),

4) hydrofobowg domene transbtonowg (3 1amino-
kwasow) i

5) domene cytoplazmatyczng (69 reszt aminokwa-
sowych) zakonczona wolna grupa karboksylowa
(C-koniec) [18-211].

Kodujacy strukture gen MUC1 wystepuje w chro-
mosomie 1q21-24 i zawiera 7 eksonow. W drugim
jego eksonie znajduja sie sekwencje kodujace cy-
klicznie powtarzajgce sie sekwencje aminokwasowe,
zajmujgce 2/3 rdzenia biatkowego czagsteczki. Kazdy
allel genu zawiera zmienng liczbe cyklicznych po-
wtérzen sekwencji (tandemoéw), co wraz z odmien-

*Niektore wiasciwosci mucyny MUC1 byty tematem artykutu opublikowanego w Postepach Biochemii w 1997 roku (Gindzienski,

Zwierz, 1997)
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nym sposobem wycinania intronéw pre-mRNA (al-
ternative splicing) jest przyczyng polimorfizmu
czagsteczek [22, 23]. Na podstawie struktury cDNA
ustalono, ze region cyklicznych powtdrzen sekwen-
cji aminokwasowych (VNTR), moze zawiera¢ od 21
do 125 powt6rzen sekwencji PDTRPAPGSTAPPA-
HGVTSA z typowymi aminokwasami: Ser, Thr, Pro, i
Gly [18, 24, 25]. NajczesSciej spotyka sie 41 lub 85
powtdrzen [26], a kazde zawiera 5 reszt Ser lub Thr
ktére moga by¢ O-glikozylowane; cztery z nich wy-
stepujg w dubletach Thr-Ser lub Ser-Thr ijak wska-
zujg badania, 2 lub 3 miejsca sg efektywnie glikozy-
lowane [25, 27], Poza regionem VNTR, w poblizu
btony komdrkowej, znajdujg sie rowniez potencjalne

< A < <

logicznym [31]. Masa rdzenia biatkowego czasteczki
MUC1 wynosi 120-220 kDa, a po uwzglednieni! za-
wartosci 50% weglowodanow, catkowita masa czg-
steczkowg glikoproteiny osigga wielko$¢ 240-450
kDa, co jest zgodne wynikami eksperymentalnymi
[18,32],

Dojrzate biatko MUC1 powstaje jeszcze w sia-
teczce $rodplazmatycznej z N-glikozylowanegc pre-
kursora biatkowego (200 kDa) przez proteolityczne
odciecie czesci tancucha polipeptydowego z N-koni-
cem (o masie 20kDa) od fragmentu transbtonowego
w pozycji 65 reszty aminokwasowej (Ryc. 2B) iobie
czesci tancucha tworzg heterodimeryczny, niek)wa-
lencyjnie potaczony kompleks (Ryc. IB i Ryc 2D,

Btona siateczki

endoplazmalycznej ™1
A B C

miejsce
proteolitycznego
rozszczepienia

Fooop
- o o
s 0—1_0
L - | —
2]
32
- o
o
3>—
< < b
Z 77 Brona komdrkowa
D E F

f - N~glikany
I - O-glikany
? - O-glikany sjalowane

Ryc. 2. Etapy potranslacyjnej modyfikacji rdzenia polipeptydowego MUCI. A — N-glikozylowany prekursor, B — N-glikozylowany prekursor ule-
gajacy proteolizic na dwie podjednostki zewngtrzkomérkowa i transbtonowa, C - kompleks obu podjednostek, D — podjednostka zewnatrzko-
morkowa po O-glikozylacji, E— podjednostka zewngtrzkomo6rkowa po wprowadzeniu reszt kwasu sjalowcgo (D, E- etapy glikozylacji rdze-
nia polipeptydowego zachodzace podczas recyklizacji w komérce), F — oddysocjowanie podjednostki zewnatrzkomoérkowej MUC 1 (wedtug

A. Gindzicnskiego iK Zwierza [5], zmodyfikowany).

miejsca N-glikozylacji a w obszarze transbtonowym
i cytoplazmatycznym reszty cysteiny (odpowiednio
trzy i pie¢ reszt). Przypuszcza sie, ze cysteiny z re-
gionu transbtonowego wigzg sie kowalencyjnie z
kwasami ttuszczowymi warstwy lipidowej btony od
strony cytoplazmy, co ma utatwiaé oddziatywania
hydofobowe miedzy biatkiem i podwdjng warstwa li-
pidowg [28]. Domenom cytoplazmatycznej i
transbtonowej przypisuje sie udziat w przewodzeniu
sygnatéw i komunikacji miedzykomdrkowej [20,
29]. Liczne reszty Pro w taricuchu polipeptydowym
MUCI nadajg czasteczce strukture typu beta,
usztywniong dodatkowo z powodu duzej zawartosci
O-glikozydowo zwigzanych tancuchdw oligosacha-
rydowych (O-glikanéw). Pozakomérkowa domena
MUCI siega ponad glikokaliks [30] i moze by¢ jed-
nym z pierwszych elementéw strukturalnych btony
komoérkowej rozpoznawanych w systemie immuno-

344

E). Zawiera on zakotwiczong w btonie komoérkowej
C-terminalng, amfipatyczngpodjednostke (20 kDa) i
duzg hydrofilowa zewnatrzkomdrkowg podjednost-
ke mucynowgz obszarem O-glikozylowanym VNTR
[33].

Opisano takze inne izoformy biatka MUCI
(Ryc. 1C, D), ktore sg skutkiem odmiennego sposéb
wycinania intronéw pre-mRNA lub proteolizy. Jedng
z nich jest, znana jako MUCL1/Y, krotka forma
transbtonowa, 0 masie czgsteczkowej wynoszacej 33
lub 42-45 kDa, zaleznie od stopnia glikozylacji. Izo-
forma ta nie zawiera w domenie pozakomoérkowej
obszaru VNTR (134 aminokwasow) [29]. Inng forma
jest glikoproteina MUC I/sec wykryta w ptynie ho-
dowlanym komérek nowotworowych, zawierajgca
petng strukture obszaru VNTR lecz pozbawiona ob-
szarOw: cytoplazmatycznego i transbtonowego. Po-
chodzenie tej glikoproteiny nie jest znane, wedtug
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jednych autoréw jest ona produktem fragmentacji
proteolitycznej mucyny MUC1 [32-34], wedtug in-
nych ma by¢ skutkiem odmiennego sposobu wycina-
nia intronéw (ang. splicing) mRNA [4, 10, 35, 36],

W uzyskanym drogg klonowania mysim homolo-
gu MUC1 (Mucl), sekwencja tandemowych powto-
rzen wykazuje jedynie 34% zgodnos$ci z ludzkim
MUCL. Ponadto mysi gen Mucl rozni sie od ludzkie-
go tym, ze nie jest polimorficzny. Porownanie struk-
tury homologicznych gendéw réznych gatunkow wy-
kazuje wysoki konserwatyzm domen transbtonowej i
cytoplazmatycznej, co sugeruje istotne znaczenie
biologiczne tych domen. Réznice w strukturze ob-
szaru tandemowych powtdrzen mucyny MUC1 réz-
nych zwierzat sugerujg, ze identycznos$¢ tego obsza-
ru jest mniej istotna i typ VNTRjest cechg gatunku
[37],

I11-2. Biosynteza i struktura czesci weglowo-
danowej MUC1

W wyniku post-translacyjnej modyfikacji rdze-
niowe biatko MUC1 ulega rozlegtej glikozylacji nie
tylko wewnatrz, ale i poza obszarem VNTR. W poli-
peptydowym rdzeniu, miedzy obszarem VNTR iod-
cinkiem transbtonowym stwierdzono obecnos$¢ pie-
ciu potencjalnych miejsc N-glikozylacji [26], N-gli-
kozylacja zachodzi jako pierwsza i polega na ko-
translacyjnym przeniesieniu polimannozowych gli-
kanéw z fosforanu dolicholu na syntetyzowany na
rybosomach tancuch polipeptydowy [38], W dalszej
kolejnosci nastepuje przeksztatcenie N-glikanow do
form kompleksowych (Ryc. 2A), po czym kolejno
nastepuje inicjacja i elongacja O-glikanéw; prawdo-
podobnie w przedziatach cis i trans aparatu Golgie-
go. Wstepnie zsyntetyzowana glikoproteina zostaje
na krétko wyeksponowana na powierzchni btony
plazmatycznej (Ryc. 2D), nastepnie podlega recykli-
zacji przechodzac ponownie przez przedziat trans
aparatu Golgiego, i po 60 minutach pojawia sie na
powierzchni btony jako gotowa, w peini sjalowana
mucyna (Ryc. 2E). W konsekwencji, na powierzchni
btony wystepujg obok siebie jednoczes$nie dojrzata i
niedojrzate formy mucyny MUC1 [39].

O-glikany sg przytaczane do N-glikozylowanego
tarcucha polipeptydowego podczas licznych, kolej-
no nastepujacych po sobie reakcji, katalizowanych
przez glikozylotransferazy i sulfotransferazy. Eks-
presja genéw odpowiedzialnych za synteze transfe-
raz i ich substratéw biatkowych moze zmieniaé sie
podczas wzrostu i réznicowania sie komorek oraz
nowotworzenia. Transferazy cukrowe i sulfotransfe-
razy identyfikuja specyficzne donory cukrowe jak
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UDP-GalNAc, UDP-GIcNAc, UDP-Gal, GDP-Fuc,
CMP-kwas sjalowy i 3’-fosfoadenozyno-5’-fosfo-
siarczan oraz swoiste sekwencje akceptorowe na po-
lipeptydowym czy oligosacharydowym substracie
[40]. Inicjacja O-glikozylacji zachodzi przy udziale
polipeptydylo-a-N-acetylogalaktozaminylotransfer-
azy (pp-GalNAc-T), ktdrej izoenzymy sg kodowane
przez kilka réznych genéw. W organizmach ssakéw
ekspresji ulega jeden lub wiecej izoenzymoéw pp-
GalNAc-transferazy w sposéb tkankowo-specyficz-
ny. Glikozylacja hydroksoaminokwaséw powinna
by¢ uzalezniona od konformacji tancucha polipepty-
dowego, jednak nie wiemy jaka sekwencja determi-
nuje miejsce rozpoczecia O-glikozylacji (tak jak w
przypadku N-glikozylacji glikozylowana jest aspara-
gina w sekwencji Asn-X-Ser/Thr, gdzie X nie moze
by¢ Pro). Obecnie identyfikacja sekwencji bedacej
potencjalnym miejscem O-glikozylacji sprowadza
sie do oceny podobienstwa struktur wokét ustalo-
nych miejsc glikozylacji oraz sprawdzania swoisto-
§ci syntetycznych peptyddw przy uzyciu rekombino-
wanych pp-GalNAc-transferaz [2, 41], Dotychczas
drogg klonowania uzyskano siedem takich enzymow
[42, 43]; r6znigcych sie nieco swoisto$cig w stosun-
ku do peptydowych substratéw [44], W badaniach in
vitro reszty Thr sg glikozylowane czgsciej niz reszty
Ser, natomiast w badaniach in vivo nie wykazano ta-
kich réznic. Ponadto polipeptydy juz glikozylowane
pojedynczymi resztami GalNAc sg glikozylowane
efektywniej niz nie podstawione [45]. Wykazano na-
tomiast, ze pojedyncze podstawniki disacharydowe
wykazujg dziatanie hamujace, niezaleznie od od-
legtosci disacharydu od potencjalnego miejsca na-
stepnej glikozylacji. Zjawisko to sugeruje istnienie
mechanizmu hamowania glikozylacji innych poten-
cjalnych miejsc, jesli rozpoczeta sie juz elongacja
oligosacharydéw [22],

Podczas elongacji oligosacharydow, do pierwszej
reszty A-acetylogalaktozoaminy w czes$ci aparatu
Golgiego zwanej medial przytgczane sa nastepne
monosacharydy (galaktoza, A-acetyloglukozo-
amina, fukoza, A-acetylogalaktozoamina), za$ w
czesci zwanej trans — kwas sjalowy. Dwie lub trzy
reszty cukrowe potgczone z biatkiem noszg nazwe
struktur rdzeniowych. Tabela 1przedstawia 8 takich
struktur rdzeniowych dla O-glikanow. W mucynie
MUC1 znaleziono tylko dwie pierwsze (rdzen 1i 2),
do ktorych dobudowywane sg reszty galaktozy i
A-acetyloglukozoaminy (A-acetylolaktozoamina).
Fukoza (jedna lub dwie reszty) podstawiona na nie-
redukujagcym koncu taricucha do A-actetyloglukozo-
aminy i galaktozy tworzy rdzne warianty struktury
antygenowej Lewis (Lea, Lex, Leb, Ley, Tabela 2);
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Tabela 1

Struktury rdzeniowe O-glikanéw w mucynach*

Typ rdzenia Struktura
1 Gaipi-3GalNAc-R
) GIcNAcpi-6
Gaip 1-3GalKIAc-R
3 GIcNAcpi-3GalNAc-R
4 GIcNAcpi-6
GlcNAcpHIGalNAc-R
5 GalNAca 1-3GalNAc-R
6 GIcNAcpi-6
Att'GalNAc-R
; GalNAca 1-6
"GalNAc-R
8 Galal-3GalNAc-R

*Wcdlug Hanischa

maksymalna liczba monosacharydéw w tancuchu
wynosi zazwyczaj 16 reszt [23],

I11-3. Biosynteza i struktura O-glikozydowo
zwigzanych oligosacharydéw w nowo-
tworowym MUCI

Inna jest struktura i potozenie O-glikanéw w
tancuchu polipeptydowym MUCI, syntetyzowanym
przez komdrki nowotworowe. Z badan struktury tych
glikanéw wynika, ze brak jest aktywnosci pi-6Glc-
NAc-transferazy w wiekszosci linii komdrkowych
raka gruczotu piersiowego [13, 46], natomiast ak-
tywnos$¢ a2-3 sjalotransferazy wzrasta we wszyst-
kich liniach kilkakrotnie [25]. Z powodu wiekszej
ekspresji a2-3sjalotransferazy (a2-3SA-T) niz
[31-6GIcNAc-transferazy zsyntetyzowane, sjalowa-
ne tancuchy oligosacharydowe sg znacznie krotsze.
Przytgczenie reszty kwasu sjalowego do Gaipi-
3GalNAc blokuje dalsze przedtuzanie tafcucha oli-
gosacharydowego, tak ze pozostaje on tylko trisa-
charydem SAa2-3Galpl-3GalNAc (antygen sja-
lo-T) (Ryc. 3 iTabela 2). Tak krétkie glikany powo-
dujg znaczne odstoniecie rdzenia polipeptydowego,
ukrytego pod glikanami w mucynach prawidtowych.
Do innych cech glikanéw z tkanek nowotworowych
mozna zaliczyé mniejszg zawarto$¢ reszt siarczano-
wych a wiekszg zawarto$é reszt kwasu sjalowego
oraz mniejszy stopien O-acetylacji tego kwasu [40].

Antygeny mucynowe T i Tn (Tabela 2) zostaty
wykryte w ptynach ustrojowych w zaawansowanych
stanach choroby nowotworowej. W nowotworach,
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Wystepowanie

MUCI Inne mucyny
mleko, mocz powszechne
mleko, mocz powszechne

n.

. ozn.

. ozn.

. ozn.

. ozn.

. 0zZn

okreznica, smotka ptodowa

drogi oddechowe, smétka ptodowa

smoétka ptodowa, nowotwory odbytu

ptyn nasienny, smétka ptodowa, cysty ajnikéow

n.ozn.

ozn. n.ozn.

iMullera [23]; n. oz., nic oznaczano; R — Scr/Thr

Tabela 2

Struktury sacharydowe antygenéw tkankowych, wystepujace w komar-
kach nowotworowych

Antygen Struktura
Tn GalNAca-Thr/Scr
. SAa2-6
Sjalo-Tn
GalNAca-Thr/Ser
T Gaip 1-3GalNAca-Thr/Ser
SAa2-3
. Gaip 1-3GalNAca-Thr/Ser
Sjalo-T
SAa2-6
Gaip 1-3GalNAca-Thr/Scr
Gaip I-3GIcNACcP 1-3 Gal-
Lea
Fucal-4
SAaz2-3
Sjalo-Lc Gaip 1-3GIcNACp 1-3Gal-
Fucal-4
Gaipi-3GIcNAcpl-3Gal-
Leb
Fucal-2 Fucal-4
Gaip 1-4GIcN ACp 1-3Gal-
Lex
Fucal-3
SAa2-3
Sjalo-Lc' Gaip I-4GIcNACc'P 1-3Gal-
Fucal-3
Gaipi-4GIcNAcpl-3Gal-
Lcy

Fucal-2 Fucal-3

miedzy innymi zotadka [47, 48] gruczotu piersiowe-
go [49, 50] oraz okreznicy [51] stwierdzone réwniez
obecnos$¢ struktur weglowodanowych sjalo-Tn
(SAa2-6GalNAc) oraz zaobserwowano podwyzszo-
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ny poziom antygenu MUC1 we krwi pacjentéw z no-
wotworami przewodu pokarmowego oraz jajnikéw
[52], Miano tych antygen6w oznacza sie w celu pro-
gnozowania i oceny wynikow leczenia [40],

IV. Immunogenno$é MUC1

Odpowiedz uktadu immunologicznego na antyge-
ny wigze sie z prezentacjg na powierzchni kazdej ko-
maorki  proteolizowanych fragmentow wiasnych
biatek, za posrednictwem uktadu zgodnosci tkanko-
wej MHC typu I, lub sfagocytowanych obcych biatek
na komérkach obrony immunologicznej, za posred-
nictwem uktadu MHC typu Il. Wykazano, ze nieim-
munogenne polipeptydy, poddane glikozylacji krot-
kimi tancuchami oligosacharydowymi, nabieraty
cech immunogennych poniewaz podczas prezentacji
przez uktad MHC 1l byty rozpoznawane jako obce
przez receptory komdrek T (receptory TCR) [53, 54],
SzczegOlnie silnie immunogenne sg peptydy gliko-
zylowane pojedynczag resztag N-acetylogalaktozo-
aminy (antygen Tn), ktéra bierze bezposredni udziat
w interakcjach z efektorowymi komoérkami uktadu
immunologicznego (oddziatywania lektynowe) [25].

Pomijajac przypadki autoagresji, odpowiedz im-
munologiczna przeciwko wystepujacej fizjologicz-
nie, nie zmienionej mucynie MUC1 nie powinna
mie¢ miejsca w warunkach zdrowia. Opisano nato-
miast przypadki humoralnej i komdérkowej odpowie-
dzi immunologicznej na r6zne glikoformy MUC1

POSTEPY BIOCHEMII 46(4), 2000

Galpi-3GalNAC-R

SA((2-3GalA1-3GalNAC-R

SA(2-3Galf1-3GalNAc-R

GalNAc-R — GalNAc-R

|« 2-6

SA

Galf1-3GalNAc-R

| < 2-6
SA

Ryc. 3. Etapy O-glikozylacji reszt Ser lub
Thr w prawidtowych (A) i nowo-
tworowych (B) formach MUCI1.

Oznakowanie: x - aminokwasy

najczesciej glikozylowanc; R -
reszty Ser/Thr (S/T); (1) - anty-
gen Tn; (2) - sjalo-Tn; (3) - anty-
gen T istruktura rdzeniowa 1

wystepujagce w pewnych stanach fizjologicznych.
Odnosi sie to do wielorodek i matek blizniagt [55], u
ktérych opisano wystepowanie réznych form mucy-
ny o niekompletnej strukturze weglowodanowej. Ta-
kie postacie mucyny MUC1 wystepujg w btonie $lu-
zowej macicy oraz w surowicy kobiet ciezarnych
[56, 57] i pobudzajg system immunologiczny do
namnazania limfocytéw T anty-MUCI. Zjawisko to
moze wyjasniaé znany fakt rzadszego wystepowania
nowotworéw gruczotu piersiowego u wielorédek
[58].

V. OdpowiedZz uktadu immunologicznego na
nowotworowg posta¢ MUC1

Nowotworowe formy MUC1 moga by¢ jednymi z
pierwszych struktur komérkowych rozpoznawanych
przez uktad immunologiczny z powodu ich wyeks-
ponowanej lokalizacji i szeregu specyficznych
witasciwosci [13]:

1) wzmozonej ekspresji, co najmniej dziesiecio-
krotnie, w poréwnaniu z ekspresjag mucyny prawi-
dtowej,

2) zaburzonej glikozylacji i odstoniecia tancucha
polipeptydowego, ktory stanowi swoistg determi-
nante antygenowsa,

3) determinanta antygenowa (obszar TR) powta-
rza sie w czasteczce co najmniej 30-krotnie, stwa-
rzajagc duzy obszar zdolny do reakcji z przeciw-
ciatami,
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4) mucyna MUCI rozmieszczona jest na catej po- demowe powtdrzenia MUCI (3-6 tandemowych po-

wierzchni btony komoérkowej a nie na wolnej po-
wierzchni jak ma to miejsce w zdrowej tkance.

Wykazano eksperymentalnie, ze proces nowotwo-
rowy stymuluje proliferacje limfocytéw cytotok-
sycznych skierowanych przeciwko peptydowej
strukturze mucyny MUCI [59, 60], OdpowiedZz im-
munologiczng limfocytéw T daje sie zahamowac za
pomocg przeciwciat monoklonalnych (SM3), po ich
reakcji z immunogennymi fragmentami rdzenia pep-
tydowego, wyeksponowanymi z powodu krétkich
tancuchéw oligosacharydowych [13]. Podobnie lize
komadrek nowotworowych przez limfocyty T hamujg
przeciwciata reagujace z receptorami aP cytotoksy-
cznych limfocytow T (receptory TCR) [61, 62]. Brak
hamujgcego wptywu przeciwiat anty-MHC wskazu-
je, ze odpowiedz nie zalezy od epitopéw MUCI pre-
zentowanych przez biatka MHC [61], jest wiec spe-
cyficzna w stosunku do nowotworowego MUCI i
TCR zalezna. Takag samg obserwacje poczyniono u
pacjentow z réznymi szpiczakami (myeloma) [62],
Stad wniosek, ze epitopy sekwencji cyklicznych po-
wtorzed mucyny MUC 1, odstoniete wskutek zmniej-
szonej glikozylacji, reaguja bezposrednio z recepto-
rami TCR chetniej niz poprzez kompleks MHC/TCR
[13].

U 20% sposrod badanych pacjentdw z nowotwo-
rami piersi, trzustki i okreznicy wykryto obecnosé
przeciwciat z grupy IgM, réwniez skierowanych
przeciwko powtarzajgcym sie strukturom peptydo-
wym TR, oraz kompleksy immunologiczne MUCI z
IgG i IgM [63-65], U os6b zdrowych i pacjentéw z
chorobg nowotworowg mate sekwencje peptydowe z
tego obszaru (RPAPGS, PPAHGVT i PDTRP) sgroz-
poznawane przez naturalne przeciwciata z grupy 1gG
i IgM jako obce. Wykazano tez, ze peptydy z obszaru
TR, glikozylowane oligosacharydami rdzeniowymi
typu lindukujg silng odpowiedZ poliklonalng w po-
staci namnazania komdrek Th CD+4 [66-68],

Spotyka sie réwniez informacje o immunosupre-
syjnym wptywie niektérych form MUCI (rozpusz-
czalne formy antygenu MUCI) na proliferacje ko-
mérek T [58]. Podczas badan nad rolg MUCI w no-
wotworzeniu wykazano, ze pochodzgce z komdrek
nowotworowych, oczyszczone za pomocg chromato-
grafii powinowactwa czasteczki MUCI hamuja pro-
liferacje ludzkich komérek T. Przypuszcza sig, ze ha-
mowanie odpowiedzi komorek T nie jest wynikiem
zawady przestrzennej wynikajacej z duzych rozmia-
row MUCI lub wspodtoczyszczenia innych czaste-
czek jak np. transformujgcego czynnika wzrostu
TGFp. Syntetyczne peptydy zawierajgce liczne tan-
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wtérzen) ale mniejsze niz cata czasteczka MUCI,
moga rowniez hamowaé¢ odpowiedz komorek 72 Ta
inhibicja moze zosta¢ odwrocona przez dodanie syn-
tetycznego peptydu MUCI, obejmujgcego mniej niz
1 ,tandem” MUCI [57], sugerujac role rdzenia
biatkowego MUCI w blokowaniu odpowiedz: ko-
moérek T. Rowniez dodawanie egzogennej interleuki-
ny IL-2 lub przeciwciat monoklonalnych do antyge-
nu powierzchniowego CD28 wspoétstymulujacego
komorki-T, odwraca inhibicje odpowiedzi komorek
T, indukowang przez MUCI zwigzany z nowotwora-
mi [69],

VI. Préby immunoterapii przeciwnowo-
tworowej opartej na MUCI

Humoralna i cytotoksyczna odpowiedz immuno-
logiczna przeciwko nowotworowej postaci mucyny
MUCI zwigzana jest z immunogennoscig obszaru
tandemowych powtérzeri (TR), co sktania do prowa-
dzenia préb nad swoistg immunoterapig antynowo-
tworowg u zwierzat, a takze iu ludzi [31]. Syntetycz-
ne peptydy, zawierajgce od jednego do trzech cy-
klicznych powtérzen struktury TR mucyny MUCI,
uzywano do immunizacji myszy. Nastepstwem byto
ostabienie wzrostu implantowanych guzéw i
przedtuzenie przezywalno$ci myszy z guzami nowo-
tworowymi. Immunizacja syntetycznymi peptydami
zawierajacymi struktury TR (antygenami z epitopa-
mi syntetycznych peptydéw) powodowata gtdéwnie
odpowiedz humoralng z matg aktywnoscig przeciw-
nowotworowg [70],

Préba immunizacji pacjentéw za pomocg synte-
tycznego polipeptydu zbudowanego ze 105 amino-
kwaséw, zawierajgcego 5,25 struktur peptydowych
TR zwiekszata co prawda miano przeciwciat, ale nie
stymulowata w istotny spos6b odpowiedzi komdrko-
wej CTL [71]. Wysunieto przypuszczenie, ze jest to
spowodowane krzyzowg reakcjg polipeptydu, praw-
dopodobnie obszaréw TR, z naturalnym przeciw-
ciatem skierowanym przeciwko strukturze Galot 1-
3Gal i powstate kompleksy immunologiczne nie sty-
muluja proliferacji limfocytéw T [72], Uzycie nato-
miast krotkiego, 16 aminokwasowego peptydu o
strukturze rdzenia MUCI 1z poza obszaru TR
(TR < 1) indukowato silng odpowiedZ komo6rkowsa,
zalezng od MHC Kkl I. Stwierdzono takze, ze interleu-
kina IL-2 odwraca hamowanie proliferacji komorek
CTL irazem z peptydem moze by¢ uzyta do préb im-
munizacji pacjentéw [57],
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Do immunoterapii wprowadzono rowniez rekom-
binowane wektory wirusowe z ¢cDNA, kodujgcym
immunogenne biatko nowotworowe MUC1. Szcze-
pionka wirusowa z takiego cDNA, zawierajgca kod
trzech lub czterech tandemowych powtdrzen, przy-
czynia sie do odrzucenia nowotworu w doSwiadczal-
nym modelu mysim, z uzyciem komoérek P815 linii
komdrek mastocytoma (guz z komoérek tucznych)
transfekowanych z MUC1 [73], Rekombinowana
szczepionka wirusowa jest zdolna prezentowac anty-
gen MUC1 w systemie immunologicznym r6znych

Tabela 3

Proponowanc immunogeny oparte na MUC1*

immunizacja cDNA mucyny MUC1 wytwarza dwie
odpowiedzi immunologiczne — humoralng i komér-
kowg. Po immunizacji wykrywano przeciwciata an-
ty-MUCI, co wskazywato ze wprowadzony DNA
ulegat ekspresji, a poziom przeciwciat wzrastat do-
datkowo po pobudzeniu komérkami nowotworowy-
mi syntetyzujacymi MUC1 [13].

W podsumowaniu nalezy doda¢, ze w celu oceny
skutecznosci fragmentow MUC1 jako immunoge-
now testuje sie kilka modeli zwierzecych i wyniki
badan sg obiecujagce. W modelowych systemach im-

1 Komoérki wydzielajagce mucyne

2. Mucyna oczyszczona z komérek nowotworowych

3. Rckombinowane biatko mucynowe

4. Rézne glikoformy mucynowe wytwarzane w transfekowanych komérkach

5. Peptydy lub glikopeptydy oparte na sekwencji VNTR

6. Rckombinowane wirusy z cDNA MUCL1: szczepionki wirusowe, retrowirusowe, adenowirusowe

7. Syntetyczne weglowodany analogiczne do krétkich tancuchéw cukrowych wystepujacych w mucynach nowotworowych
8. Nagi DNA, bez systemu przenoszacego

9. Przeciwciata antymucynowc

*Wedtug Grahama [13]

gatunkéw zwierzat, prowadzac do czesciowego usu-
niecia zmian nowotworowych. Niestety nie uzyska-
no 100% odrzucenia nowotworu, dlatego w prepara-
tach szczepionek stosuje sie immunomodulatory, w
celu wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej
[74],

Rckombinowane szczepionki wirusowe z genem
MUC1 iadiuwantem (cytokinami) oraz szczepionki
wirusowe przenoszgce cDNA mucyny MUCL1 iinter-
leukiny IL2 wykorzystywano w modelu mysim do
badania odpowiedzi komérkowej uktadu immunolo-
gicznego. Uzywano ich réwniez w | fazie badan kli-
nicznych, u pacjentek z zaawansowanym nowotwo-
rem piersi, a uzyskana odpowiedz immunologiczna
sktonita do przeprowadzenia Il fazy badan na pa-
cjentkach z przerzutami nowotworéw piersi (badania
sajeszcze w toku) [25, 74],

W badaniach klinicznych stosowano rdwniez
cDNA mucyny MUC1 jako immunogenu, gdy DNA
wprowadzano bez uzycia nos$nika wirusowego.
Wolff i inni [75] pierwsi wykazali, ze w komérkach
wiékienek miesniowych mozna byto wywotaé eks-
presje obcego genu po iniekcji nagim DNA u
zwierzat réznych gatunkéw (kury i naczelne), lecz
nie udato sie to u ludzi [13]. W modelowym uktadzie
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munogeny posiadajgce struktury MUC1 indukuja
odpowiedz immunologiczng i zapobiegajg wzrosto-
wi nowotworu. Jednym z lepszych immunogenéw
wydaje sie by¢ nagi cDNA mucyny MUCL, cho¢
nadal nie wiadomo na jakiej drodze prezentowany
jest antygen ijaki jest mechanizm odrzucenia nowo-
tworu. Wytworzenie efektywnych immunogenéw
wywodzacych sie ze struktur mucyny MUC1 (Tabe-
la 3) moze mie¢ bardzo duze znaczenie w skutecznej
terapii antynowotworowej i kliniczne badania przy
uzyciu roznych form antygenu MUC1 sg obecnie
szeroko rozwijane.

Artykut otrzymano 11 wrze$nia 2000 r.
Zaakceptowano do druku 13 listopada 2000 r.
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Biochemia w nowym millennium

Biochemistry in the new millenium

MIROSLAWA Z. BARCISZEWSKAZL JAN BARCISZEWSKI2

Dla biologii molekularnej przetom wiekow jest
dobrg okazjg do zastanowienia sie nad jej dokonania-
mi oraz wyzwaniami przysztosci, do ktorych naleza
diagnostyka molekularna, walka z nowotworami, te-
rapia genowa czy nowoczesne rolnictwo.

W drugiej potowie XIX wieku nastapit wyrazny
postep w nauce, a w XX wieku szczego6lnie szybko
rozwijata sie biologia. Majac w $wiadomosci wielkie
dokonania biologii w ostatnim okresie mozna nawet
zapytac€, czy nauka sie skonczyta? Skoro najwazniej-
sze odkrycia w biologii takie jak ewolucja i DNA zo-
staty dokonane, reszta jest uzupeinianiem szcze-
goétéw. Warto zastanowic sie, czy jeszcze co$ wazne-
go w nauce sie wydarzy.

Badania biologiczne w ostatnim wieku skupity sie
na poznaniu ogromnego katalogu skomplikowanych
reakcji i drég metabolicznych zywej komérki. Spe-
cjalizacja, uporzadkowanie i réznorodnos$¢ sg pod-
stawowymi wyrdznikami $wiata biologicznego. Ob-
serwujemy to w wielkiej ztozono$ci organizmoéw
znajdujacych sie w dowolnym segmencie biosfery. Z
tego punktu widzenia biologia wydaje sie by¢ najbar-
dziej intelektualnie satysfakcjonujacg i inspirujaca
dziedzing nauki. ROznice i zasieg nauk biologicz-
nych dobrze ilustruje nastepujace poréwnanie: biolo-
gia molekularna obejmuje znane geny oraz ich znane
produkty, biochemia analizuje znane produkty nie-
znanych genow, a genetyka bada znane geny niezna-
nych produktéw. T. Dobzhansky napisat, ze ,nic w
biologii nie jest wazne, co nie ma zwigzku z ewolu-
cja”. Wiasnie napedowg
ksztattujgcg otaczajacy nas Swiat, poczynajgc od po-
ziomu pojedynczych czasteczek, poprzez genotypy,
fenotypy do populacji gatunkéw oraz wyzszych grup
taksonomicznych. Jest przyczyng, dla ktorej rdzne
fakty w biologii sg takie a nie inne.

ewolucja jest silg

'Prof. dr hab. (mbarcisz@ibch.poznan.pl); 2Prof. dr hab. (jbar-
cisz@ibch.poznan.p), Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk, Noskowskiego 12, 61-704 Poznan.
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Wiek XX rozpoczat sie wspaniatymi pracami P a -
steura iKocha zzakresu mikrobiologii koncen-
trujacymi sie na ludzkich patogenach bakteryjnych,
wirusowych oraz grzybiczych. Rozwijaty sie szcze-
g6towe badania ich wiasciwosci. Pod koniec lat pigé-
dziesigtych pojawit sie poglad wyrazony dobitnie
przezJ. Monoda,zejesSli poznamy bakterie Esche-
richia coli, zrozumiemy biologie stonia. Odkrycie
struktury DNA spowodowato wielkie zainteresowa-
nie bakteriami, ktore wykorzystano jako narzedzie
badawcze do stworzenia podstaw genetyki oraz po-
znania struktury sktadnikéw komdérkowych, a takze
do rozszyfrowania mechanizmdw regulacji ekspresji
genéw. Pojawity sie nowe mozliwosci eksperymen-
talne zdobywania informacji niezbednych do zrozu-
mienia funkcjonowania ztozonych czasteczek i wy-
jasnienia problemoéw biologicznych. Kamieniem we-
gielnym ,,rewolucji” w biologii byta technika klono-
wania genow pozwalajgca usuwaé segment mate-
riatu genetycznego z jego normalnego otoczenia w
genomie i replikowaé go z duzg wydajnosciag np. dla
potrzeb badan strukturalnych, w nowym otoczeniu
genetycznym. Pod koniec lat 70 rozwigzanie kazde-
go powaznego problemu biologii molekularnej upa-
trywano w klonowaniu. W latach 90 metodg z wybo-
ru byto sekwencjonowanie. Obecnie wydaje sie, ze w
przysztosci te prace wykonywane bedg w duzych ko-
mercyjnych centrach naukowo-przemystowych dys-
ponujacych najnowoczes$niejszymi technologiami.
Czesciowo taka sytuacja juz ma miejsce.

U progu nowego millennium dostepne sg olbrzy-
mie, szybko rozwijajgce sie bazy danych molekular-
nych, ktére stanowig dobre i nowoczesne narzedzie
badawcze. Sg one wielkim wyzwaniem dla bioinfor-
matyki, ktora jest potaczeniem biologii oraz mate-
matyki, nauki o komputerach iinzynierii. Olbrzymie
bazy danych oraz dostepno$é sekwencji kilkudzie-
sieciu genoméw, w tym cztowieka, wprowadzaja re-
wolucje réwniez w metodologii nauk. Sugeruje sie
zarzucenie procedur formutowania hipotez i przyje-
cie strategii zbierania jak najwiekszej liczby danych,
poprzez notowanie ich w taki sposob, jak zostaty ze-
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brane. Okreslenie ,,rewolucyjno$é w biologii” odno-
si sie rOGwniez do powstawania nowych dyscyplin i
ich zastosowan. Rewolucja ta widoczna jest szcze-
go6lnie w naukach biomedycznych, inzynierii gene-
tycznej i biotechnologii.

Mozna zastanawiac sie, jakie problemy beda roz-
wigzywane w XXI wieku, w jaki spos6b beda poro-
zumiewali sie uczeni, gdzie lezy granica miedzy roz-
wojem osobistym oraz zawodowym, jakie powstang
narzedzia badawcze, jakie normy etyczne bedg obo-
wigzywaty oraz gdzie iw jaki sposéb naukowcy zdo-
bywac bedg $rodki finansowe na badania. Szczegol-
nie interesujgce bedg problemy pojawiajgce sie na
granicy cztowiek-komputer, a takze te dotyczgce
klonowania i genetyki, ekologii i licznych zagrozen
Srodowiskowych.

Intensywnie rozwija¢ sie beda: biologia struktu-
ralna, biologia rozwoju, badania genoméw, ochrona
zdrowia irolnictwo okre$lane jako genomika i prote-
omika funkcjonalna. Wiele nadziei wigze sie z klo-
nowaniem wyzszych organizmow, poznaniem me-
chanizméw starzenia, alternatywng medycyng, zapo-
bieganiem powstawaniu nowotworéw oraz rozwo-
jem i funkcjg mézgu. Wykorzystujgc osiggniecia ge-
netyki molekularnej oraz bazy nukleotydowych se-
kwencji genomowych rozwinie sie antropologia mo-
lekularna, ktorej celem jest uzyskanie nowych da-
nych o historii cztowieka ijego pochodzenia oraz po-
znanie przyczyn réznic miedzy ludZmi oraz innymi
organizmami.

Zastanawiajac sie, w jakim kierunku podazy bio-
logia molekularna na poczatku nastepnego millen-
nium, warto przywotaé sugestie F. H. C. Cricka,
wspotodkrywcy DNA, poczynione 30 lat temu. W
1969 przewidywatl on szybki rozwdéj komplekso-
wych badan biologii komorki Eukaryota, nowocze-
snych fizycznych i fizykochemicznych technik eks-
perymentalnych, mechanizméw ewolucji a takze
rozwoj szybkich komputerow. Trafne bytyjego suge-
stie masowego rozwoju nauk biologicznych oraz za-
interesowanie psychika ludzka, a szczeg6lnie me-
chanizmami jej sterowania. Z badain zdominowa-
nych przez biologie wynika, ze znacznie wigkszy niz
podejrzewamy wptyw na zycie mogg mie¢ geny. Kil-
ka lat temu J. Watson wyrazit przekonanie, ze los
cztowieka zapisany jest nie w gwiazdach a w genach.
Potwierdzeniem tego sg znajdowane coraz to nowe
fragmenty DNA (geny) majace zwigzek ze sktonno-
§ciami do chorob psychicznych. Sa to przestanki do
powstania nowej dyscypliny psycho-socjobiologii.
Bedzie ona tgczyta elementy biologii molekularnej,
genetyki i neurologii z jednej strony oraz nauk
spotecznych z drugiej. W nadchodzgcych latach
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zblizymy sie do momentu, w ktérym (tak jak obecnie
okres$lane sg predyspozycje do wielu choréb) bedzie-
my mogli przewidywaé zaburzenia umystowe, prze-
jawiajgce sie agresje, zachowania antysocjalne i
sktonnosci do popetniania przestepstw. Wiadomo-
§ci, ze genetyka moze wyjasniac, przewidywaé, a na-
wet modyfikowaé zachowania ludzkie, podawane sg
nie tylko podczas sensacyjnych programéw telewi-
zyjnych, ale rowniez przez najwybitniejszych uczo-
nych. Nie wydaje sie jednak aby na te pytania mozna
byto odpowiedzie¢ po zakoAczeniu sekwencjonowa-
nia genomu cztowieka, ktdre nastgpi w ciggu roku
2001.

Molekularna biologia zajmujac sie gtdwnie gena-
mi oraz biatkami pozostawita na obrzezu zaintereso-
wan mate czasteczki. Jednakze ostatnie odkrycia do-
tyczace komodrkowej roli tlenku azotu a takze anio-
norodnika nadtlenkowego ponownie zwrdécity uwage
na wazng role zwigzkéw niskoczgsteczkowych, kté-
re moga okazaé sie potencjalnymi lekami. Oczeki-
wania dotyczgce nowych lekdw, a szczeg6lnie drob-
noczasteczkowych potaczen, sa olbrzymie. Triumfy
w tym wzgledzie Swieci¢ bedzie zapewne farmako-
genomika, nowy dziat medycyny, zajmujacy sie ba-
daniem genetycznych uwarunkowan metabolizmu
leku w organizmie. Niezaleznie od olbrzymiego po-
stepu w genomice, chemii kombinatorycznej, robo-
tyzacji, przetwarzaniu danych oraz zaangazowaniu
duzych srodkéw finansowych, firmy farmaceutycz-
ne nie posuwajg sie duzo szybciej niz poprzednio w
odkrywaniu nowych lekéw. Aspiryna poznana w
1897, symbol XX wieku, szybko uznana zostata za
panaceum na wszystko iwszedzie. Dzi$jest to najpo-
pularniejszy  $rodek przeciwboélowy, przeciw-
gorgczkowy i przeciwzapalny. Inny popularny i
skuteczny lek o niewielkiej masie czgsteczkowej to
cis-platyna majgca zastosowanie w leczeniu nowo-
tworéw. Projektowanie nowych lek6w wymaga zna-
jomosci struktury przestrzennej badanych biatek, en-
zymoéw, kwaséw nukleinowych i komdrkowych re-
ceptorow powierzchniowych. Budowa przestrzenna
bioczgsteczek jest podstawg dla zrozumienia czaste-
czek zycia. Analizujac specyfike wigzania i
wihasciwosci czasteczek poznajemy ich chemie, ba-
dajgc wiasciwosci elektronowe ispektralne rozumie-
my fizyke, a na podstawie roli spetnianej w syste-
mach fizjologicznych odkrywamy nowe obszary bio-
logii i medycyny.

Jednym z wazniejszych wyzwan biologii moleku-
larnej w XXI wieku bedzie poznanie mechanizméw
starzenia. Jest to gtdwny problem spoteczny iekono-
miczny oraz wielka szansa dla nauki. Starzenie doty-
czy wszystkich organizméw. Wydaje sig, ze jest to
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proces, do ktérego ewolucja nie przygotowata ludzi.
Mozna go nawet uzna¢ za artefakt cywilizacyjny. Za-
daniem biologii oprécz zgromadzenia podstawowej
wiedzy o starzeniu i procesach z nim zwigzanych jest
znalezienie odpowiedzi na pytanie, dlaczego stare
komadrki sg bardziej podatne na choroby anizeli
mtode.

Nalezy sie spodziewa¢ wielu sukces6w w pozna-
niu biologii oraz choréb cztowieka. Bedzie to mozli-
we poprzez nowe kierunki badan jak genomika, pro-
teomika, terapia genowa, kombinatoryczne projekto-
wanie lekéw. Wiekszos¢ genow powodujgcych cho-
roby u cztowieka bedzie znana. Metody molekularne
bedg szeroko wykorzystywane do oceny ryzyka w
zachorowaniach na cukrzyce, schizofrenie, otytos¢ i
wiele innych schorzen. W wielu przypadkach bedzie
mozna unikng¢ chordb poprzez terapeutyczng inter-
wencje.

Czy mozliwe jest zrozumienie duzego podobien-
stwa sekwencji nukleotydowych DNA cztowieka i
innych Eukariontéw? Czy istniejg geny cztowie-
czenstwa? Mozemy powto6rzy¢ pytanie F. Jacoba,
co decyduje, ze z zaptodnionego jaja powstaje mysz,
mucha lub cztowiek? Co decyduje o réznicach w roz-
woju poszczeg6lnych gatunkéw? Jak zrozumieé, ze
spotkanie jaja i zarodka ludzkiego inicjuje lawinowag
kaskade nastepujacych po sobie, naktadajgcych sie
oraz krzyzujacych reakcji chemicznych, ktére
tworzg uporzgdkowane, niezwykle skomplikowane
cykle reakcji i prowadza do powstania cztowieka?
Ostatnie sukcesy w sekwencjonowaniu Kilkunastu
genomoéw (cztowieka, drozdzy, muszki owocowej,
rzodkiewnika, nicienia i myszy) potwierdzity celo-
wo$¢ poznania pierwszorzedowej struktury genomu
okre$lonego organizmu oraz ich dostepnosci w
formie elektronicznej bazy danych.

Molekularna biologia realizowana pod koniec XX
wieku w probdwkach Eppendorfa i pipetach, bedzie
realizowana w przysztosci w komorce zywej oraz w
uktadach zywych tgcznie z transgenicznymi. Geno-
mika, proteomika i bioinformatyka przesuwa swoje
zainteresowania z pojedynczych komponentéw ko-
maorkowych na cate organizmy i systemy. W najbliz-
szym czasie wzro$nie zapotrzebowanie na nowe
technologie umozliwiajgce badania struktury, funk-
cji idynamiki multi-biatkowych kompleksow jak np.
kompleksy transkrypcyjne, a takze metody pozwa-
lajagce bada¢ pojedyncze komorki lub ich agregaty w
postaci zarodka. Oznacza to réwniez badanie aktyw-
nosci komdrek oraz struktur komérkowych.

Petne wyjasnienie dowolnego faktu lub zjawiska
jest limitowane dostepnos$cig metod badawczych,
ktore sg niezbedne dla postepu nauki istuza do prze-
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siewania prawdy. Jest to bardzo istotne, dlatego ze w
wyjasnianie zycia zaangazowanych jest wiele dyscy-
plin naukowych jak chemia ibiochemia, matematyka
i informatyka, fizyka i biofizyka molekularna. Na-
rzedzia chemii, a w szczegdlnosci synteza chemicz-
na i metody spektroskopowe, miaty kluczowy wptyw
na rozwdj biologii, od poznania struktury podwdjnej
helisy do chemicznej syntezy i struktury peptydow
oraz oligonukleotydéw. Lepsze wykorzystanie tych
narzedzi otwiera w nadchodzgcym millennium nie-
ograniczone mozliwos$ci zrozumienia skomplikowa-
nych systeméw biologicznych na poziomie moleku-
larnym, jak réwniez otrzymywania zwigzk6w posia-
dajagcych nowe witasciwosci biologiczne, chemiczne
i fizyczne.

Dotychczasowe technologie oparte o analize poje-
dynczych genéw, rozwing sie w kierunku bardziej
skomplikowanych systeméw, mega baz danych tran-
skryptondw i proteoméw. Inzynieria metaboliczna
bedzie rozwijata sie wokdt modyfikacji genéw iswo-
istych oddziatywan dla osiggniecia zmian fizjolo-
gicznych oraz do produkcji nowych czasteczek. W
przysztosci badania nad konsekwencjami wytgcza-
nia lub ekspresji pojedynczego genu bedg wymagaty
analizy zmian w ekspresji transkryptonu i proteomu.

Genom, transkrypton, proteom oraz bioinforma-
tycznc metody ich analizy i klasyfikacji sa bardzo
poteznymi metodami badawczymi, nie uwzgled-
niajagcymi jednak kinetycznych aspektéw metaboli-
zmu i fizjologii organizméw.

Modelowanie molekularne zostanie wykorzysta-
ne do projektowania matych czgsteczek silnie
wigzacych sie do rozpoznawanej powierzchni biatka
i powodujacych modyfikacje jego witasciwosci.
Technika selekcji in vitro w potgczeniu z amplifika-
cja DNA, tancuchowa reakcjg polimerazy, pozwala
na wyodrebnienie ligandow DNA i RNA wigzacych
dowolne biatko. Na pograniczu chemii i biologii
znajdujg sie nadzieje i szanse wykorzystania kombi-
natoryki do wytwarzania nowych materiatéw synte-
tycznych inieorganicznych oraz do manipulacji szla-
kami metabolicznymi w zywych organizmach. Me-
tody kombinatoryczne daty impuls do syntezy iszyb-
kiej analizy duzych bibliotek zwigzkéw organicz-
nych i nieorganicznych jak np. katalizatory homo-
genne iheterogenne czy materiaty termoelektryczne.
Metody te pozwalajg analizowa¢ zbiory (biblioteki)
zawierajacych np. 104 sekwencji kwaséw nukleino-
wych w ciggu kilku tygodni. Rozwéj kombinatorycz-
nych algorytmdéw bedzie pomocny w inzynierii gene-
tycznej do produkcji antybiotykéw i innych reagen-
téw chemicznych.
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Wiele naszych dotychczasowych informacji o me-
tabolizmie komérkowym jest niepewnych, poniewaz
pochodzi z badahA rozbitych komérek, a przede
wszystkim wyodrebnionych z nich sktadnikéw. Do-
stepne techniki odwzorowania przy pomocy jadro-
wego rezonansu magnetycznego umozliwiajg bada-
nia drég metabolicznych w catych organizmach, ale
nie pozwalajg oglgda¢ reakcji biochemicznych w ko-
morce.

Zrozumienie mechanizmoéw zyciowych wymaga
wiedzy o kompleksowych kaskadach procesdw che-
micznych na poziomie molekularnym. Czynnikiem
limitujacym w zdobywaniu tej wiedzy jest mozli-
wos$¢ wykonania analiz i pomiaré6w w mikroskopo-
wym otoczeniu lub z prébkami w skali mikro. Wa-

Komentarz Redakcji

runki te narzucajg wysoka rozdzielczo$¢ liniowg
(1-100 nanometréw), czasowa (1-1000 mikrose-
kund) oraz czuto$¢ w granicach femtomoli i ponizej.
Ostatnie osiagniecia w mikroskopii dajg mozliwo$¢
uzyskania rozdzielczo$ci atomowej. Techniki mikro-
kolumnowego oraz elektroforetycznego rozdziatu
pozwalajg rozdziela¢ skomplikowane mieszaniny
wykorzystujgc detektory do wybidrczej analizy li-
gandow.

Wielkim wyzwaniem i nakazem bedzie informa-
cyjne sprzezenie zwrotne i wspotpraca miedzy cen-
trami akademickimi, medycznymi oraz firmami bio-
technologicznymi. Konieczne jest wypracowanie
pryncypiéw w badaniach naukowych jak naukowa
doskonatos$é, szeroka wspétpraca oraz otwartosc.

Artykut Prof. Prof. Mirostawy iJana Barciszewskich przedstawia opinie Autoréw na temat wyzwan, jakie
stajg przed naukami przyrodniczymi na przetomie wiekow. Redakcja ,,Postepow Biochemii” wyraza nadzieje,
ze stanie sie on poczatkiem dyskusji na ten i podobne tematy. Zapraszamy do niej naszych Czytelnikdw.
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micznego pod honorowym patronatem Przewodniczacego Komitetu Badan Naukowych prof, dr hab. Andrzeja
Wiszniewskiego, Prezesa Polskiej Akademii Nauk prof, dr hab. Mirostawa Mossakowskiego, prezydenta mia-
sta Poznania Ryszarda Grobelnego, wojewody miasta Stanistawa Tamma, marszatka wojewo6dztwa wielkopol-
skiego Stefana Mikotajczaka oraz wszystkich rektoréw poznaniskich uczelni.

W Zjezdzie wzieto udziat okoto 900 oséb z kraju i zagranicy, w tym szesciu biochemikéw pochodzenia pol-
skiego z Biatorusi, ktérych pobyt sfinansowato Stowarzyszenie ,,Wspdlnota Polska”.

Wydawnictwami Zjazdu byty: dwa komunikaty informujace o organizacji Zjazdu na biezgco, Program Zjaz-
du, Lista Uczestnikéw oraz Streszczenia referatow.

Obrady odbywaty sie w Centrum Kultury ,,Zamek” w samym centrum miasta w dniach 12-14 wrze$nia, nato-
miast inauguracja Zjazdu odbyta sie w pieknej, zabytkowej Auli Uniwersyteckiej Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Wszystkich uczestnikow i zaproszonych gosci powitali Przewodniczacy Oddziatu
Poznanskiego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego prof, dr hab. Witold Walerych oraz Przewodniczaca
Komitetu Organizacyjnego XXXV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego dr hab. Zofia Szweykow-
ska-Kulinska. Nastepnie przedstawiciele wtadz miasta powitali zebranych uczestnikéw Zjazdu. W imieniu JM
Rektora UAM przywitat zebranych Prorektor ds. Nauki prof, dr hab. Bronistaw Marciniak, Prezes Poznanskie-
go Oddziatu Polskiej Akademii Nauk - prof, dr hab. Andrzej Legocki. Listy pozdrawiajgce izyczgce owocnych
obrad do uczestnikow Zjazdu nadestali Przewodniczacy Komitetu Badan Naukowych prof, dr hab. Andrzej
Wiszniewski, Prezes Polskiej Akademii Nauk prof, dr hab. Mirostaw Mossakowski oraz Rektor Akademii Wy-
chowania Fizycznego prof, dr hab. Jerzy Smorawinski.

Nastepnie prof, dr hab. Jolanta Baranska, Przewodniczaca Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, omo6wita biochemiczne wydarzenia oraz dziatalno$¢ Towarzystwa Biochemicznego, po czym
przystapita do uroczystosci wreczania nagréd laureatom r6znych konkurséw. Nagrode im. Prof. Jakuba Parnasa
w konkursie za najlepsza prace biochemiczng wykonang w laboratoriach polskich otrzymat zespdt w skiadzie:
M.Prymakowska-Bossak, M.R.Przewtoka, J.Slusarczyk, M.Kura$, J.Lichota, B.Kiljanczyk i A.JerzmanowsKki
z Uniwersytetu Warszawskiego i Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za prace ,,Linker histones play a role in
male meiosis and the development of pollen grains in tobacco” ogtoszong w Plan Cell w 1999 roku, nr 11 str.
2317-2329. Nastepnie Pan dr Maciej Marlewski - przedstawiciel firmy Sigma-Aldrich wreczyt profesorom
Maciejowi Wiewidrowskiemu i Dawidowi Shugarowi nagrody za wybitne osiggniecia w badaniach kwasdéw
nukleinowych, przyznawane przez Sekcje Kwasow Nukleinowych Zarzgdu Gtdwnego PTBioch i firme Sig-
ma-Aldrich. Nagrode imienia Prof. Antoniego Dmochowskiego za podrecznik akademicki otrzymat zespét
profesorow: P.Weglenski (redaktor) E.Bartnik, M.Chorazy, M.Fikus, W.Gajewski, W.Jachimczyk, A.Jerzma-
nowski, Fl.Krzanowska, B.Lipifiska, W.Zag6rski-Ostoja, K.Staron, P.Stepien, S.Szala, A.Taylor, K.Taylor. Jest
to podrecznik pt. ,,Genetyka molekularna” wydany przez PWN w 1998 roku. Ponadto, w ramach tego samego
konkursu, przyznano wyréznienie za podrecznik ,,Na pograniczu chemii ibiologii” (tomy 1,2,3) wydany przez
Wydawnictwo Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, Poznan 1998-1999. Redaktorami tego podrecznika sg
profesorowie: J.Barciszewski, W.T.Markiewicz, K.Ziemnicki. Nagrode im. Bolestawa Skarzynskiego za naj-
lepszy artykut w kwartalniku ,,Postepy Biochemii” otrzymata dr Alicja Wegrzyn za artykut przegladowy pt.
»Regulacja replikacji DNA bakteriofaga lambda i plazmidéw lambda”, opublikowany w Postepach Biochemii
45(1) 5-11 w roku 1999.
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Uroczystos$ci inauguracyjne uswietnita wyktadem inauguracyjnym pt. ,,Jak zwigza¢ koniec z koricem czyli
splicing prekursor6w mRNA™ profesor Maria Konarska z Rockefeller University w Nowym Jorku.

W czesci artystycznej wystapit chér kameralny pod dyrekcjg Jacka Sykulskiego Nova Gaudia. Na zakonicze-
nie uroczystosci inauguracyjnych wszyscy obecni przeszli do Sali Lustrzanej gdzie odbyt sie bankiet powital-
ny.

0Ogo6lny program Zjazdu przewidywat wyktady plenarne kazdego przedpotudnia, przeznaczone dla wszyst-
kich uczestnikéw. Wyktady te wygtosili: prof, dr hab. Damian Labuda z Montreal University, Kanada, prof, dr
hab. Andrzej Jerzmanowski z Uniwersytetu Warszawskiego, dr Aleksandra Wodnar-Filipowicz z University
Hospital Basel, Szwajcaria, prof. dr hab. Maciej Zylicz z Miedzynarodowego InstytutuBiologii Molekularnej i
Komérkowej w Warszawie oraz prof. dr Dierk Scheel z Institute of Plant Pathology, Halle, Niemcy. Powyk#a-
dach plenarnych odbywaty sie sesje specjalistyczne. Sesji byto czternascie:

1 Organizacja materiatu genetycznego

2.  Replikacja i naprawa DNA

3. Struktura i funkcje RNA

4.  Regulacja ekspresji genetycznej

5. Struktura, funkcje i modyfikacje biatek

6. Btony komdrkowe: sygnalizacja i bioenergetyka

7. Struktura i funkcje bton fotosyntetycznych

8. Diagnostyka genetyczna. Terapia genowa

9. Biotechnologia

10. Odpowiedz organizméw na czynniki biotyczne i abiotyczne
11. Biochemia zywnosci

12. Biochemia kliniczna oraz metabolizm wysitkowy

13. Dydaktyka biochemii, biologii molekularnej i biotechnologii

14. Sesja studencka

Warsztaty sesji 6.

Obrady byty przeplatane przerwami na kawe, herbateiobiady. Dodatkowo wewtorek i $rode pdznym
popotudniem odbyty sie sesje plakatowe. O dobrym poziomie wyktadow w ramach  sesjiniech Swiadczy fakt, z
sale byty wypetnione po brzegi i wiele 0s6b musiato sta¢, cojednak ich nie odstraszato itrwaty dzielnie do ko-
fca sesji.

W trakcie Zjazdu zostaty zorganizowane dwa kursy: ,,Praktyczne wykorzystanie produktéw firmy Eppen-
dorfw biologii molekularnej ze szczegélnym uwzglednieniem reakcji PCR”, organizowany przez firme Meran-
co i drugi ,,Mikroskopia konfokalna” organizowany przez firme Olympus.

W ciagu trwania Zjazdu uczestnicy mieli okazje bra¢ udziat w spacerze z przewodnikiem po miescie Pozna-
niu, a po zakonczeniu Zjazdu w dwoéch wycieczkach: Szlakiem Piastowskim oraz do Kdrnika i Rogalina.

W czasie Zjazdu przeprowadzono dwa konkursy. Konkurs im. Prof. Wtodzimierza Mozotowskiego za naj-
lepszg prace przedstawiong na Zjezdzie przez mtodego biochemika (do 30-tego roku zycia) odbyt sie pod prze-
wodnictwem prof. Witolda Walerycha (Poznan).

Konkurs im. Janiny Opienskiej-Blauth na najlepszg prezentacje przedstawiong przez autora-studenta, ktory
w momencie przystania streszczenia nie posiadat jeszcze dyplomu ukonczenia studiow, odbyt sie pod przewod-
nictwem prof. T. Borkowskiego.

Wsréd innych imprez towarzyszacych duzym zainteresowaniem cieszytly sie liczne wystawy firm ofe-
rujgcych na Zjezdzie aparature i odczynniki. Inng atrakcjg byta uczta na dziedzincu zamkowym (z pieczonymi
dzikami), w ktérej uczestnicy Zjazdu wzieli licznie udziat.

W czwartek (14.09.2000) koto potudnia odbyta sie uroczysto$é zakoriczenia Zjazdu. Pani Przewodniczaca
Zarzadu Gtownego PTBioch, prof. Jolanta Barariska wreczyta nagrody dla mtodych naukowcdéw i studentow,
dr Krzysztof Wypijewski wreczyt nagrody studentom biorgcym udziat w sesji studenckiej. Nagrode im.
Wiodzimierza Mozotowskiego otrzymat dr Krzysztof Kobielak za komunikat pt. “Rola czynnika transkrypcji
LEF-1 i p kateniny w réznicowaniu sie przydatkéw skory. Udziat Sciezki sygnatowej WNT”. Ponadto wyré6z-
nienia otrzymali M. Bobeszko, H. Czapinska, M. Golczak, A. Masny, M. Nawrot, M. Palczewska, M. Schmidt.
Nagrode w konkursie im. Janiny Opienskiej-Blauth otrzymatl Michat Kaszuba za prace ,,Préba przeniesienia
genu syntazy resweratrolowej z winoro$li (Vitis vinifera) do pomidora (Lycopersicon esculentum)”. Dwa wy-
réznienia w ramach tego konkursu otrzymali: Justyna Gotebiewska i Katarzyna Raczynska. Nagrody Fundacji
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UAM za najlepsze komunikaty studentéw UAM otrzymali Matgorzata Sobiesiak, Anna Grala i Magdalena Ki-
stowska. Przewodniczacy poszczegOlnych sesji zjazdowych omowili przebieg naukowy spotkan. Pani Prze-
wodniczgca zamkneta XXXVI Zjazd PTBioch, a koledzy z Uniwersytetu Toruriskiego zaprosili wszystkich
uczestnikdéw Zjazdu poznanskiego do Torunia na wrzesien przysztego roku, gdzie odbedzie sie kolejny Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Na zakonczenie sprawozdania chciatabym jeszcze raz gorgco podziekowaé wszystkim kolegom i kolezan-
kom z Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM oraz kolegom i kolezankom z Poznariskiego Od-
dziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego za ogromng pomoc i zaangazowanie w przygotowanie Zjazdu
oraz za czuwanie nad jego sprawnym przebiegiem. Bez ich pomocy nie bytoby mozliwe zorganizowanie tak du-
zego przedsiewziecia.

Organizatorom XXXVI Zjazdu PTBioch w Toruniu zycze sprawnej organizacji i udanego Zjazdu.

Zofia Szweykowska-Kulinska

Sprawozdanie z Il Konferencji Parnasowskiej

Il Konferencja Parnasowska odbyta sie w dniach 13-18 paZdziernika 2000 r we Lwowie na Ukrainie. Kon-
ferencja im. Jakuba Karola Parnasa to spotkanie naukowcdw gtownie obu krajéw, zapoczatkowane w roku 1996
wspbélnym dziataniem Polskiego i Ukraifiskiego Towarzystwa Biochemicznego, odbywajgce sie co dwa lata na-
przemiennie w Polsce ina Ukrainie. Pierwsza Konferencja Parnasowska odbyta sie we Lwowie (1996), a druga
w Gdansku (1998). Omawiana w sprawozdaniu Ill Konferencja Parnasowska zgromadzita ze strony polskiej 85
0s0b, a ze strony ukrainskiej wzieto w niej udziat okoto 100 naukowcdw i dodatkowo liczna grupa studentéw
nie bedgcych formalnymi uczestnikami spotkania. Tematyka Konferencji, podobnie jak poprzednich, dotyczyta
probleméw przekazywania informacji w komérce (,,Mechanisms of cellular signal transduction and communi-
cation”). Tematyka taka zostata uznana uprzednio jako priorytetowa. Sesja pierwsza dotyczyta udziatu hormo-
néw, cytokin i czynnikow wzrostu w komunikacji komorkowej. Otwierat jg, a tym samym catg Konferencje,
wyktad profesora Aleksandra Koja z Uniwersytetu Jagiellofskiego. W Sesji tej wygtoszono 10 wykiaddéw, z
tego 3 z Polski. Nastepna Sesja dotyczyta szlakdéw przekazywania sygnatéw i w jej ramach wygtoszono 16
wyktadow, z tego 7 z Polski. Kolejna, trzecia Sesja, dotyczyta roli wapnia, tlenku azotu iinnych niskoczgstecz-
kowych molekut w procesach przekazywania informacji. W tej Sesji wygtoszono 11 wyktadoéw, z tego 7 z Pol-
ski. Ostatnia Sesja dotyczyta genetycznych i molekularnych aspektéw nowotworzenia i na 8 wygtoszonych
wyktadow 2 byly prezentowane przez polskich naukowcoéw. Ponadto przedstawiono 85 posterdw.

W porownaniu do dwdch poprzednich, Konferencja obecna stata na rownie wysokim poziomie merytorycz-
nym iorganizacyjnym. Szczegélnie wiele trudu w jej organizacje wiozyli prof. Rostislav Stoika i dr Ludmita
Drobot z Instytutu Biochemii im. Palladina we Lwowie. Osoby przybyte na Konferencje z Polski reprezento-
waty rézne Srodowiska iszeroki przeglad wartosciowych dokonan. Liczna grupa naukowcéw pochodzita z War-
szawy, a takze Wroctawia . Licznie takze reprezentowany byt Krakéw, Gdansk, £6dz i Lublin. Gorzéw, Poznan,
Katowice, Gliwice, Biatystok i Szczecin reprezentowane byty przez pojedyncze osoby. Ze strony ukrainskiej
najliczniejszg grupe stanowili oczywiscie naukowcy Iwowscy, cho¢ takze liczna byta grupa naukowcdw z Kijo-
wa. Strona ukrainska zaprosita rowniez na Konferencje wielu zaprzyjaznionych badaczy ukrainskich, pra-
cujacych w zachodnich laboratoriach.

Obrady, ktérych poziom byt wysoki, toczyty sie w jezyku angielskim.
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Wszystkie zajecia odbywaty sie w pieknym gmachu przedwojennego kasyna oficerskiego. Raz wywieszone
postery byty do wgladu przez caty czas trwania Konferencji. Komisja Konkursowa, ktorej przewodniczyt pro-
fesor Nowak z Instytutu Amin Biogennych z £odzi i w skiad ktérej wchodzili polscy i ukraifiscy naukowcy,
wytonita trzy mtode osoby, ktore prezentowaty najlepsze plakaty. Przyznano dwie pierwsze nagrody dla miode-
go naukowca z Ukrainy iz Polski oraz jedng druga. Nagrody dostaty nastepujgce osoby: O. llnytska, Lwoéw, za
prace: O. llnytska, N. Igumentsewa, S. Kusen, L. Drobot ,,Comparative study of phosphoinositide 3-kinase-d-
epender signalling in K562 cells induced to differentiation and apoptosis with tyrosine kinases inhibitors” oraz
J.E. Sobiesiak-Mirska, M.J. Natecz, K.A. Natecz ,,Regulation of protein kinase C (PKC) activation by palmi-
toylcarnitine in neuroblastoma NB-2a cells” (nagrody pierwsze). Nagrode druga otrzymata O. Oleksyak,
Lwow, za prace: V. Barytka, N. Volod’ko, O. Oleksyak, V. Pyddubnyak, B. Bilnsky, D. Galitsky ,,TGF-(3 levels
in ovarian cancer patients”. Nalezy dodac, ze précz dyplomu nagrody miaty rowniez charakter finansowy iwy-
nosity po 100 USD w przypadku dwo6ch pierwszych nagréd i 50 USD w przypadku drugiej nagrody. Nagrody te
byty ufundowane przez Polskg Sie¢ Biologii Komdérkowej i Molekularnej UNESCO/PAN oraz Instytut Biolo-
gii DoSwiadczalnej im. Nenckiego PAN. Za pomoc finansowag przy organizowaniu tej Konferencji pragniemy
obu tym Instytucjom podziekowac, aw szczegdlnosci wyrazi¢ wdzieczno$¢ profesorowi Maciejowi J. Nateczo-
wi.

Ponadto stronie ukraifskiej przekazalismy 170 podrecznikéw ,,Biochemii klinicznej” autorstwa S. Angiel-
ski, Z. Jakubowski i M. Dominiczak, wydanych wjezyku ukrairfiskim w 2000 roku w Polsce, jako dar Minister-
stwa Zdrowia i Akademii Medycznej w Gdansku. Podreczniki te otrzymat Rektor Instytutu Medycznego we
Lwowie i Konsultant wojewo6dzki do spraw diagnostyki laboratoryjnej wojewo6dztwa Iwowskiego.

Spotkanie charakteryzowato sie niezwykle serdeczng atmosferg. W cze$ci socjalnej zwiedzaliSmy Lwow i
Cmentarz tyczakowski, stuchalismy muzyki organowej w kos$ciele $w. Marii Magdaleny, odbyt sie takze ban-
kiet i oficjalny obiad. Ostatniego dnia pobytu, wracajac do Polski, odwiedzilismy Truskawiec. Wydarzenia na-
ukowe oraz wymienione powyzej towarzyskie, a takze wspélny przejazd autokarami spowodowaty, ze organi-
zowana przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne Konferencja Parnasowska zaczyna obrasta¢ legendg. Jest
pewne, ze mieliSmy wiele okazji, aby si¢ blizej poznaé, nawigzaé przyjacielskie kontakty i zaciesni¢ juz ist-
niejace. Uwazamy, ze odbywajgce sie co dwa lata Konferencje Parnasowskie przyczyniajg sie do zadzierzgnie-
cia owocnej wspotpracy polsko-ukrainskiej istuzg najlepszemu interesowi zaréwno nauki polskiej jak i pol-
skiej racji stanu.

Nastepna, 1V Konferencja Parnasowska, odbedzie sie we Wroctawiu w roku 2002. Serdecznie na nig zapra-
szamy.

Za Komitet Organizacyjny Il Konferencji Parnasowskiej
(polska strona, uczestniczagca w Konferencji)

Stefan Angielski

Matgorzata Balinska

Jolanta Bararnska (Prezes PTBioch.)
Jerzy Duszynski

Janina Kwiatkéwska-Korczak
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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajace nowe osiagniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw,
konferencji i szkdh, w ktorych biora udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutbw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiagnieciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadajg za prawidtowosc¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego pismien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdziaty, ktorych rzeczowe tytuly tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1, 12 Po-
prawnos¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos$¢ i czytelnos¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajgcych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznaczne z
o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie bylta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopismie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(|q)
wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
réow prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegotowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwoch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwdéjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otéwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zaktadéw, w ktérych pracujg Autorzy, adres do korespondencji,
tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na okladce czasopisma (do 25 zna-
kéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrotow w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzordéw i fotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatow z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z toméw serii
opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej
podane przyktady.

1 HildebrandtGR, Aronson NN ( 1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Summer A T (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Frirber
gL Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the Toxico-
logyofMetals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. Delej J, Kesfers K (1975 W: Florkin M, S
totz EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, Nor-
th-Holland, Amsterdam, str. 1-7

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

ILUSTRACIE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist
nieje mozliwos¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponoszg Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydaweca. llustracji nie nalezy
wiaczac w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory zas rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe zas je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,,gora-dot" (otéw-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych
tabel na podstawie danych z pismiennictwa.

Wydruk izatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
whasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

u. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

W zwigzku z reorganizacjg banku obstugujacego rachunek PTBioch prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkow-
skie na nasze nowe konto w PBK XIIl Oddziat Warszawa nr 11101053-411050000371.

Jednoczes$nie uprzejmie informujemy, ze decyzjg Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zostata
zmieniona wysokos$¢ sktadki cztonkowskiej. Od roku 2001 wynosi ona:

dla Cztonkéw rzeczywistych 60.- zt

dla Cztonkéw studentéow 30.- zt

Cztonkowie, ktdrzy optaca sktadke cztonkowskg za 2001 rok, otrzymajg bezptatng prenumerate kwartalnika
PTBioch ,,Postepy Biochemii”.

Osoby, ktére juz dokonaty wptaty za sktadke lub prenumerate na 2001 rok, prosimy o doptacenie réznicy naleznosci.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonk6éw Honorowych Towarzystwa. Natomiast Cztonkowie-Emeryci nadal zwolnieni
z optacania sktadek cztonkowskich - ptacg za prenumerate “Postepéw Biochemii” - 20.- zt

Zaktady- Instytuty ptaeg za prenumerate w 2001 roku - 80.- zt

KOMUNIKAT

W zwiqzku z reorganizacje banku obstugujgcego rachunki Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkowskie i prenumerate kwartalnika
.Postepy Biochemii" na nasze NOWE KONTO w PBK Xl O/Warszawa nr
11101053-411050000371
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