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Wskazéwki dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwartalnik Postepy Biochemii publikuje
prace przegladowe omawiajgce biezace osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze w dziedzinie
biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa
biochemicznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferencji i szkot,
w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w Postepach Biochemii mogg mie¢ charakter artykutow
monograficznych (do 20 stron tekstu nie liczac piSmiennictwa i ilustracji), minirevies (do 10 stron
tekstu), oraz krotkich not o najnowszych osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu). Prace
monograficzne nalezy opiera¢ na mozliwie pelnym pismiennictwie przedmiotu, cytujac jednak tylko
oryginalne prace z ostatnich kilku lat, starsze za$ wskazujac posrednio poprzez odpowiednio dobrane
prace przegladowe z uwzglednieniem artykuléw ogtoszonych wecze$niej w naszym kwartalniku;
minirevies i noty wystarczy oprze¢ na piSmiennictwie przyktadowo wybranym. Cytowanie nazwisk
nalezy ograniczy¢, wskazujac jedynie badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie
w przedstawianej dziedzinie. Omawiane prace numeruje sie w kolejnosci ich cytowania, a w tekscie
zaznacza sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9-26].

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowosé i S$cistos¢ podawanych informacji oraz
poprawno$¢ cytowania pisSmiennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione
zagadnienie zilustrowane za pomocg tabel, rycin (wykresy, schematy, reakcje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdéw monograficznych na rozdzialy i podrozdziaty, ktdrych
rzeczowe tytuly tworzg spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencja rozdziaty nosza cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1,1-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnos¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jezeli
bywaja uzywane w pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega ocenie
specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrocenia tekstu i
wprowadzanie zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu
z Autorami.

Przekazanie artykutu do Redakcji jest rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i
nie bedzie publikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w Postepach Biochemii.
W przypadku, gdy Autor(zy) zamierzajg) wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez
autoréw prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na przedruk.
Autoréw obowigzuje korekta autorska. Poprawki wynikajace z winy drukarni nanosi sie otéwkiem
zwyktym, niezbedne poprawki autorskie niebieskim atramentem lub dtugopisem. Koszty zmian
tekstu

w korekcie ponosza Autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych stawek. Autorzy
otrzymuja 25 odbitek swego artykutu.

Redakcja prosi Autoréw 0 przestrzeganie nastepujacych wskazéwek szczegétowych:

TEKST: Zgodnie z wymogami Panstwowego Wydawnictwa Naukowego, maszynopis powinien

by¢ napisany jednostronnie, czcionka wielkosci standardowej, z podwdjng interlinig, z lewym
marginesem ok. 4 cm i prawym ok. 1 cm, z 30 wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu
(litery+ odstepy), odstepy pomiedzy wyrazami powinny odpowiada¢ jednemu znakowi. Wydaw-
nictwo nie przyjmuje wydrukéw komputerowych z czcionkg obca, drobng i sporzadzong linig
punktowa. W tekscie nie nalezy stosowac zadnych podkreslen, ani rozstrzelonego druku. Ewentualne
sugestie co do charakteru czcionki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na marginesie wpisa¢
otdwkiem ich fonetyczne brzmienie.
Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, zawiera imiona i nazwisko(a) autora(éw),
nazwy, adresy wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polski i angielskim), w ktérych pracuja
autorzy, adres do korespondencji, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu w jezyku polskim
i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrét
tytutu pracy.
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16 sierpnia 1988 roku zmart Bronistaw Filipowicz, profesor i doktor honoris
causa Akademii Medycznej w Lodzi, cztonek honorowy Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, nauczyciel i wychowawca licznych pokolen lekarzy, uczony i
popularyzator biologii wspdtczesnej, w czasie wojny zotnierz Polski Podziem-
nej.

Bronistaw Filipowicz urodzit sie w Warcie koto Sieradza 19 lipca 1904 roku w
rodzinie robotniczej. Lata miodziencze spedzit w Krotoszynie uczeszczajgc do
Gimnazjum im. Hugo KoHataja. Z tych trudnych pod wzgledem materialnym
czaséw, gdy utrzymywat sie —tak, jak i w okresie studiow —z korepetycji, wyniést
tez barwne wspomnienia. Dziatat w harcerstwie, wspotorganizowat i grat w teatrze
szkolnym —tytutowq role w ,,Panu Jowialskim” Fredry zaliczat do osiagnieé, z
ktérych byt szczegélnie dumny. Szkote Srednig ukonczyt w roku 1925, a nastepnie
w roku 1930 studia chemii na Uniwersytecie Warszawskim. Juz przed ich
ukonczeniem podjat prace w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej UW pod kierunkiem
prof. Stanistawa Przylteckiego, a w roku 1931 opublikowat swg pierwszg prace pt.
»Influence of proteins and protein derivatives on the enzymie hydrolysis of starch
by malt diastase” (Biochem. J., 25, str 1874). W roku 1933 obronit na Uniwersy-
tecie Warszawskim prace doktorskg na ten temat. W nastepnych latach publikuje
wspélnie z prof. Przyteckim dalsze prace o tej tematyce w Biochemische
Zeitschrift.

W czasie okupacji Profesor Filipowicz podejmuje dorywcze zajecia. Jednoczes-
nie w r. 1940 pod pseudonimem ,Ochocki” wstepuje do Tajnej Organizacji
Wojskowej, wigczonej pdzniej do Armii Krajowej. W laboratorium uniwersyte-
ckim irdéznych improwizowanych pracowniach gromadzi niezbedne chemikalia,
produkuje materiaty wybuchowe, zapalniki, granaty i trucizny. Byt podwtadnym
Jozefa Skarzynskiego (pseudonim ,Jerzy”), odtagd swego wspOtpracownika i
przyjaciela. W szeregach zgrupowania ,,Radostaw” brat udziat w Powstaniu
Warszawskim. Uzyskuje kolejno stopieri podporucznika, a p6zniej porucznika
zostaje odznaczony ztotym Krzyzem Zastugi z Mieczami i Krzyzem Walecz-
nych.

Po wojnie przenosi sie do todzi, ktérej pozostanie wierny do konca zycia. W
1945 roku podejmuje prace w Zaktadzie Chemii Ogélnej i Fizjologicznej Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu £6dzkiego kierowanym poczatkowo przez prof. Ernesta
Syma, a nastepnie przez prof. Antoniego Dmochowskiego. Byty to pionierskie lata
przesyconej trudem improwizacji — w ciezkich warunkach w zdewastowanym
kraju tworzono nowe uczelnie i laboratoria naukowe. Bronistaw Filipowicz
prowadzi ¢wiczenia i wyktady, opracowuje pierwsze powojenne skrypty i podrecz-
niki. W 1949 roku przejmuje obowigzki kierownika Katedry Chemii Ogdlnej i
Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu £6dzkiego, a po reorganizacji
— Akademii Medycznej w todzi. Jednoczes$nie przez kilka lat kieruje Zaktadem
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Chemii Fizjologicznej powstajacej w Lodzi Wojskowej Akademii Medycznej. W
roku 1954 uzyskuje tytut profesora nadzwyczajnego, a w roku 1965 - profesora
Zwyczajnego.

Zainteresowania naukowe i prace badawcze Profesora Filipowicza i Jego
zespotu koncentrujg sie woko6t przemiany weglowodanowej oraz biochemii
kwaséw nukleinowych, przy czym ta ostatnia problematyka pozostata trwale
zaszczepiona w tradycji kierowanych przezeh Zaktaddw. Lista publikacji Profesora
Bronistawa Filipowicza obejmuje okoto stu piecdziesieciu pozycji stanowigcych
indywidualny jego dorobek i wykonanych ze wspo6tpracownikami. Sg wsrdd nich
prace doSwiadczalne, sa prace przegladowe o rdéznorodnej tematyce biochemii
Swiadczace o rozlegtosci zainteresowan Profesora.

W Jego dorobku na szczeg6lne wyr6znienie zastugujg podreczniki oraz ksigzki i
artykuty popularno-naukowe. Dwutomowy podrecznik biochemii, opracowany
wspdlnie z Whadystawem Wieckowskim, doczekat sie szeregu wydan. Ksigzki takie
jak; ,Gtéd utajony” ,Hormony, eliksiry zycia”, ,Z tajemnic biochemii”, czy
»Chemia i zycie”, oraz liczne artykuty daty Profesorowi Filipowiczowi zastuzony
rozgtos popularyzatora biochemii wspétczesnej, poswiadczony nagrodg miesiecz-
nika ,,Problemy”. Byla to takze ta cze$¢ dziatalnosci, ktéra obok kontaktéw z
ludzmi, dawata mu najwiecej radosci i satysfakciji.

Dorobek naukowy Profesora obejmuje takze ponad dwadzie$cia zakonczonych
pod Jego kierunkiem przewoddw doktorskich. Byt on takze opiekunem Kilku
przewoddw habilitacyjnych, a usamodzielnieni w jego Katedrze nauczyciele
akademiccy Kierujg zaktadami naukowymi w naszej i innych uczelniach. Prowa-
dzit ruchliwy tryb zycia. Czesto zapraszany byt do recenzowania rozpraw
doktorskich i habilitacyjnych. Opracowat tgcznie z wnioskami o nadanie tytutéw
profesora ponad dwiescie recenzji.

Profesor Filipowicz petnit szereg funkcji w Uczelni. Byt m.in. prodziekanem
Wydziatu Lekarskiego. Dowodami uznania Jego pracy i dziatalnosci sg liczne
odznaczenia i nagrody. Profesor Filipowicz odznaczony zostat m.in. Krzyzem
Komandorskim i Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski, Medalem
Komisji Edukacji Narodowej i Krzyzem Partyzanckim. W roku 1984 Uczelnia
przyznaje Profesorowi najwyzsze swe wyréznienie, godno$¢ doktora honoris
causa.

Rownie zywa i ceniona jest dziatalno$¢ Profesora Filipowicza poza Uczelnia.
Profesor Bronistaw Filipowicz byt cztonkiem — zatozycielem Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego oraz drugim, po prof. Bolestawie Skarzyriskim Prezesem
Towarzystwa w latach 1961-63. Byt réwniez wspoizatozycielem tddzkiego
oddziatu Towarzystwa. Jako Prezes Towarzystwa ijako Przewodniczagcy Komitetu
Naukowego Profesor Filipowicz organizowat w todzi we wrze$niu 1963 r.
I Krajowy Kongres Biochemii, pierwsze spotkanie grupujgce liczne grono tak
biochemikow jak i ludzi pracujgcych w dziedzinach pokrewnych. Spotkanie to
miato duze znaczenie dla integracji srodowiska i przyczynito sie do upowszech-
nienia tradycji corocznych zjazdéw o réznorodnej problematyce naukowe;j.
Profesor Filipowicz byt réwniez Przewodniczagcym Rady Redakcyjnej organu



WSPOMNIENIE 207

Towarzystwa, kwartalnika Postepy Biochemii. Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne w dowod uznania obdarzyto Profesora godnoscig cztonka honorowego.

Byt rowniez czynnym cztonkiem szeregu innych krajowych organizacji nauko-
wych. Przez wiele lat byt cztonkiem Komitetu Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk. Byt cztonkiem Biochemical Society.

Przejécie Profesora na emeryture w roku 1974 nie odrazu przerwato jego
aktywnos$¢ naukowga. Nadal pisat, recenzowal prace, uczeszczat w zyciu macie-
rzystej placéwki.

Zawsze, ale moze szczeg6lniej w tych ostatnich latach, gdy zaczynato mu
brakowac sit do wiasnej pracy, czerpat wiasciwg kazdemu dobremu nauczycielowi
szlachetng rados¢ z sukcesow swych ucznidw i mocno przezywat ich niepowodze-
nia. Zawsze cechowatly go wierno$¢ zawartym przyjazniom, pogoda ducha i
poczucie humoru, ktore jednaty mu serca i otwieraty drzwi wielu pracowni takze i
poza granicami kraju. Dzieki jego zyczliwej zapobiegliwosci otwieraty sie drzwi
laboratoriéw zagranicznych pierwszej rangi przed Jego wychowankami.

Ostatnie lata nie wolne byty od refleksji nad wtasnymi dokonaniami. Wdziecz-
nie przyjmowat wyrazy uznania, jakich mu nie szczgedzono. Zdarzato sie, przeciez,
wyznawat, ze Jemu i wielu z Jego pokolenia przyszto zastgpi¢ tych, lepszych i
zdolniejszych, ktérych wojna wyrwata z szeregu. Bylo w tym sporo pokory,
potrosze i autoironii, tej cennej cechy charakteru co skutecznie broni przed
$miesznoScia. Byto tez pewno itroche bezwiednej kokieterii.

Z ta swojg zyczliwoscig i pogodag ducha pozostaje w naszej pamieci.

Uczniowie



Od redakcji

Biezacy zeszyt Postepdw Biochemii zawiera artykuty stanowigce rozwinigcie
referatow przedstawionych na konferencji n.t.: ,,Regulacyjne funkcje fosforylacji
biatek”, ktdra odbyta sie w Lublinie w dn. 14 i 15 czerwca 1988. Sprawozdanie z
konferencji kofAczy materiaty konferencji.
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SELOWNICTWO

Klasyfikacja kinaz biatkowych wyzszych Eukaryota
— wskazania dorazne

An ad hoc classification of the protein Kinases of higher Eukaryotes

A. Kinazy biatkowe serynowo/treoninowe

Kinazy biatkowe zalezne od cyklicznych nukleotydow
1. Kinazy biatkowe A, zalezne od cAMP (typ I'i ll)
2. Kinazy G, zalezne od cGMP

. Kinazy biatkowe zalezne od Ca:+ i kalmoduliny (Ca/CM) w tym: kinaza

fosforylazy, kinazy lekkiego tafcucha miozyny, tzw. kinaza typu Il i
inne

. Kinazy biatkowe zalezne od Ca2+ i fosfolipiddw, w tym: kinazy biatkowe

C
Kinazy biatkowe o innym (badZ nieznanym) sposobie regulacji,
w tym: — kinaza biatkowa zalezna od dwuniciowego RNA,

— kinaza biatkowa indukowana w lizatach retikulocytéw w nieobecnosci
hemu,

— kinazy kazeinowe, typ |i typ II,

— kinaza biatka rybosomowego S 6,

— kinaza syntazy glikogenu 3,

— kinaza dehydrogenazy pirogronianowej itp.

B. Kinazy biatkowe tyrozynowe

Kinazy retrowiruséw i ich komérkowe homologi, w tym m.in.:

— kinazy kodowane przez gen src wirusa miesaka Rousa (szczep ptasi) oraz
c-src,

— kinazy kodowane przez gen abl wirusa leukemii Abelsona (szczep mysi)
oraz c-abl,

— kinazy kodowane przez gen fes wirusa migsaka Snyder-Theilena (szczep
koci) oraz c-fes,

Kinazy receptoréw czynnikdw wzrostowych, w tym: receptora EGF —
naskorkowego czynnika wzrostowego,

receptora PDGF — czynnika wzrostowego z ptytek krwi, receptora
insuliny i inne.

Proponowang klasyfikacje przekonsultowano z przedstawicielami Komisji
Stownictwa Biochemicznego P.T.Bioch. Klasyfikacja wyréznia dwie grupy kinaz
biatkowych w zaleznosci od rodzaju fosforylowanego aminokwasu. Sgto: A. kinazy
serynowo-treoninowe i B. kinazy tyrozynowe. W grupie A umieszczono szereg klas
kinaz réznigcych sie sposobami i mechanizmami regulacji ich aktywnosci enzy-
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matycznej. W grupie B natomiast wydzielono dwie klasy kinaz: | kinazy
kodowane przez onkogeny wirusowe i ich komérkowe homologi, Il — kinazy
receptoréw czynnikéw wzrostowych. W tabeli umieszczono jedynie enzymy
wzglednie dobrze scharakteryzowane. Z klasyfikacji wytgczona zostata grupa kinaz
histydynowo-lizynowych ze wzgledu na brak charakterystyki ktéregokolwiek
enzymu nalezagcego do tej grupy. Tabela nie zawiera réwniez informacji o
wiasciwosciach poszczegdlnych grup i klas kinaz. Informacje takie znajdzie
czytelnik w artykutach niniejszego numeru Postepdw Biochemii oraz w artykutach
przegladowych [1—3].

PISMIENNICTWO:

1 Hunter T.,, Cooper J A (1955), Ann. Rev. Biochem., 5, 897-930.

2. Hunter T, (1987), Celi, 50, 823-829.
3. Edelman AM. Blumenthal D. K, Krebs E. G. (1987), Ann. Rev. Biochem., 56,

567-617.
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ARTYKULY

EUGENIUSZ GASIOR*

Kinazy biatkowe, strukturalne i funkcjonalne
podobienstwa i roznice

Protein Kinases, structural and functional similarities and differences

W ostatnich 10 latach liczba zidentyfikowanych kinaz biatkowych organizmow
eukariotycznych wzrosta do blisko 100 indywidualnych enzyméw. Ta ,,mnogos¢”
kinaz ma wiele zrédet. Stwierdzono np., ze enzymy zaliczane do poszczegdlnych
klas kinaz kodowane sg zwykle przez kilka nieidentycznych genéw. Dotyczy to
kinaz zaleznych od cAMP, kinaz C i innych. Znane sg przypadki powstawania
dwoch lub wiecej rodzajow mRNA ztego samego pierwotnego transkryptu. W ten
spos6b powstajg ,,rodziny” kinaz, pokrewnych sobie, ale nieidentycznych. Wia-
domo od pewnego czasu, iz kinazy biatkowe uczestniczg w regulacji ogromnej
liczby proces6w metabolicznych, biorg udziat w transmisji sygnatéw przez btony
komdrkowe, regulujg procesy wzrostu i roznicowania sie komorek [1]. W
komdrkach wystepuje wiele substratéw biatkowych fosforylowanych przez wiecej
niz jedng kinaze, kazda z nich moze modyfikowaé okreslone miejsca w substra-
cie.

Wiele omawianych tu enzyméw zostato oczyszczonych i dobrze scharaktery-
zowanych. Poznano tez sekwencje aminokwasowag niektdrych z nich, co pozwolito
na badania pordwnawcze struktury pierwszorzedowej réznych kinaz biatkowych.
Poczatki tych badan przyniosty wyniki nieoczekiwane. Stwierdzono bowiem, ze
podjednostka katalityczna kinazy biatkowej A i kinaza tyrozynowa, produkt genu
v-src, wykazujg wysoki stopienn homologii w sekwencji aminokwasowej zawiera-
jacej blisko 300 aminokwaséw [2]. PdZniejsze prace potwierdzily te obserwacje i
pozwolity na sformutowanie, nie podwazanego dzi$ pogladu, ze wszystkie euka-
riotyczne kinazy biatkowe zawierajg pewne homologiczne regiony. Stanowig one
centra katalityczne tych enzyméw i moga $wiadczy¢, ze kinazy biatkowe pochodzg
od wsp6lnego pragenu.

Wykorzystujgc rézne techniki dla charakterystyki centréw aktywnych kinaz
zidentyfikowano szereg aminokwasdw, ktérych obecnos$¢ jest niezbedna dla
zachowania aktywnosci enzymoéw. W przypadku podjednostki katalitycznej
kinazy A takim niezbednym aminokwasem okazata sie lizyna w pozycji 72
tancucha polipeptydowego: a takze triada glicyn w pozycjach 50, 52, 55, dwie

* Prof. dr hab. Eugeniusz Gasior, Zaktad Biochemii Molekularnej, UMCS, ul. Akademicka 19,
20-033 Lublin.
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sekwencje tréjpeptydowe o sktadzie: Asp - Phe -Gly i Ala - Pro -Glu, oraz Asp w
pozycji 166 (Ryc. 1). Mimo wyraznego podobienstwa centréw aktywnych kinaz
serynowo/treoninowych i kinaz tyrozynowych u tych ostatnich wyrdzniono
dodatkowe sekwencje. Jedna z nich zawierajgca tyrozyne ulegajgca autofosforylacji
zlokalizowana zostata pomiedzy wymienionymi wyzej dwoma trojpeptydami [1].
Inng charakterystyczng sekwencjg centrum Kkatalitycznego kinaz tyrozynowych
jest heksapeptyd o sktadzie: Asp -Val - Trp - Ser - Phe - Gly [4].

Miejsce wiazania

substratu
3 :
Y F Miejsce wigzania
HaNf NHz g N LA nukleotydu
\( + S ;—‘5\
\ \\’&/
\ J N
N/‘/\ HEJ\\/NH “}:____,
AV N \
Y = | )
F N ; ‘.‘.,
0. 00 N s,
1 " " | ffmi N\
Ser)-CHy;-0OH 0-P-0-P-0-P-0-C4s , {(Bly}
S e e ¢ o] ‘(}*sa,l‘
w / (Ser!

- 0 o Cl
K[
Miejsce H
s *

katalityczne

Ryc. 1. Hipotetyczna struktura miejsca aktywnego w podjednostce katalitycznej kinazy A wedtug
Taylor [35] — zmodyfikowane. Strzatkami oznaczono aminokwasy wystepujace w regionach
katalitycznych wszystkich kinaz biatkowych.

Z dotychczasowych informacji wynika, ze wiekszo$¢ aminokwaséw wspdlnych
dla domen katalitycznych kinaz wchodzi w sktad miejsca wigzacego ATP. Mg
(Ryc. 1). Sadzi sie na przyktad, ze reszty glicynowe zapewniajg geometrie zgiecia
fragmentu fancucha tworzacego ,kieszen” z ulokowanym w niej miejscem
wigzania nukleotydu [3]. Istniejg dane wskazujgce na udziat reszt kwasu aspara-
ginowego w wigzaniu ATP «Mg2+ poprzez mostki magnezowe [3,5].

Niewiele wiadomo dotad o miejscu katalitycznym kinaz, ktére formuje sie
prawdopodobnie dopiero po przytgczeniu ATP Mg2+. Postulowany jest udziat
blizej niezidentyfikowanych grup nukleofilowych centrum katalitycznego w
aktywowaniu tlenu, ktéry staje sie w nastepstwie akceptorem reszty fosforanowe;j.
By¢ moze w katalizie uczestniczg bezposrednio dwie reszty kwasu asparaginowego
znajdujace sie w miejscu wigzania nukleotydu (Ryc. 1).

Nieco wiecej danych zebrano na temat swoisto$ci miejsc rozpoznanych przez
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kinazy w substratach biatkowych. Swoisto$¢ miejsc fosforytowanych jestjednym z
czynnikéw, ktore réznig poszczeg6lne kinazy czy rodziny kinaz miedzy soba. W
badaniach wykorzystane sg naturalne substraty komérkowe oraz, obecnie coraz
czesciej, syntetyczne oligopeptydy odpowiadajgce sekwencjom fosforylowanym w
naturalnych substratach [6,7]. Nierzadko o fosforylacji odpowiednego miejsca w
substracie decyduje nie tylko I-rzedowa struktura polipeptydu, ale sposéb jego
pofaldowania. Specyficznos¢ fosforylacji zaleze¢ moze takze od lokalizacji w
komérce [7]. Tabela 1 przedstawia przyktady swoistych miejsc rozpoznawanych
przez rézne kinazy biatkowe.

Tabela 1

Strukturalne determinanty miejsc rozpoznawanych przez kinazy biatkowe. S. P (fosfoseryna) w poz.
3 polipeptydu rozpoznawana jest jako aminokwas kwasny przez kinaze kazeinowa Il. D = Asp,
E - Glu, K - Lys, R = Arg, S= Ser, Y = Tyr, X = dowolny aminokwas, P = fosforan. Miejsce
fosforylacji podkreslono

Wymagane minimum

Kinaza biatkowa struktury I-rzedowej Inne dane
polipeptydu
Kinaza A -R(K)-R-X-S(T)-X
Kinaza G -R -S(T)-R Fosforyluje miejsca rozpoznawane przez
kinaze A
Kinaza kazeinowa Il -S(T)Xg—2(E,D,S-n,=3 Kwasne reszty aminokwasowe w poz.

n = 4in-=5o0bnizajg Km dla substratu
fosforylowanego

Kinaza C nieaktywowana -R,,-X-X-S(T)-X-Rn n=24

Kinaza -R,,-X-X-S(T)- Fosforyluje miejsca rozpoznawane przez
C + Ca2++ fosfolipid -S(T)-X-R,,- kinaze A

Kinazy tyrozynowe -E(D)-X-X-X-Y- ? Obserwowana jest duza roznorodnosé

miejsc fosforylacji

Wydaje sie pewne, ze struktura centrum rozpoznajgcego odpowiednie miejsce
w substracie bedzie odmienna w poszczegélnych przypadkach. Tak np. w
przypadku kinazy biatkowej A dwa aminokwasy, Thri97 i Cysi® zlokalizowane w
podjednostce katalitycznej enzymu zdajg sie uczestniczy¢ w rozpoznawaniu
miejsca fosforylacji [8].

@] odmiennosci strukturalnej réznych klas kinaz biatkowych decydujg przede
wszystkim ich regiony regulatorowe. Sg one miejscem przytgczenia swoistych
efektorow czy ligandéw regulujagcych aktywno$¢ kinaz, a w wielu przypadkach
determinujg takze lokalizacje komérkowg tych enzymow.

Badania nad regionami regulatorowymi kinaz, w tym tez nad charakterystyky i
lokalizacjg miejsc przytgczania efektoréw, zostaty w ostatnich latach powaznie
zaawansowane. Podobnie jak w przypadku podjednostki katalitycznej kinazy A
takze podjednostki regulatorowe Ri i Rn tego enzymu zostaty dobrze scharaktery-
zowane. Poznano strukture miejsc wigzacych cAMP, fragmenty N-koncowe
podjednostek odpowiedzialnych za dimeryzacje, miejsce ulegajgce autofosforylacji
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w podjednostce RM czy wreszcie miejsce przytgczania podjednostki katalitycznej.
Stwierdzono, ze region regulatorowy kinazy biatkowej G i podjednostki regulato-
rowe kinazy A zawierajg sekwencje homologiczne. Pomimo tego struktura
czasteczki kinazy G rézni sie wyraznie od struktury kinaz A. Wykazano bowiem, ze
oba regiony, katalityczny i regulatorowy, kinazy zaleznej od cGMP znajduja sie w
jednym tancuchu polipeptydowym. Aktywacja enzymu przez cykliczny nukleotyd
zwigzana jest ze zmianami konformacyjnymi czasteczki kinazy, a nie z oddyso-
cjowaniem fragmentu regulatorowego. Podobnie jednak jak kinaza A takze kinaza
G moze ulega¢ dimeryzacji.

Ostatnie badania dostarczyty wielu nowych informacji dotyczacych regionéw
regulatorowych kinaz C [9], receptora naskdrkowego czynnika wzrostowego [3, 7],
czy kinaz kodowanych przez wirusowe i komodrkowe onkogeny [10]. Warto
podkresli¢, ze w szeregu kinaz tyrozynowych kodowanych przez onkogeny
wykryto ostatnio [10] obecno$¢ 3 konserwatywnych domen zlokalizowanych w
regionach regulatorowych tych enzyméw. Takie same domeny stwierdzono w
fosfolipazie C, enzymie swoistym dla fosfatydylo-inozytydéw, katalizujgcym
powstanie tréjfosforanu inozytolu i diacyloglicerolu. Swiadczyé to moze o
wspblnym btonowym mechanizmie regulacji aktywnosci r6znych enzyméw sta-
nowigcych elementy sktadowe uktadu przekazywania sygnatéw do komérki.

W tym kontekscie warto wspomnie¢ o kinazach biatkowych Prokaryota. Przez
dtugi czas mozliwos¢ fosforylacji biatek bakteryjnych byta kwestionowana.
Dopiero na poczatku lat osiemdziesigtych wykazano ponad wszelka watpliwos¢, ze
wiele bakteryjnych biatek ulega fosforylacji [11, 12]. Obecnie wiadomo, ze
fosforylacja zachodzi u bakterii wtasciwych Gram™ i Gram , oraz u archebakterii
[12]. Fosfoproteiny bakteryjne zawieraja zmodyfikowane reszty serynowe i treo-
ninowe. Prokariotyczne kinazy biatkowe kodowane sg przez genom bakteryjny
niektérych fagéw, miedzy innymi T3i T7oraz T4 [12, 16]. Sposréd ponad 100
biatek ulegajacych fosforylacji [12] jedynie kilka substratoéw zostato dotad ziden-
tyfikowanych. Do nich naleza m.in.: dehydrogenaza izocytrynianowa zalezna od
NADP [17, 18], produkt genu dna AT[19], biatko HPr systemu transportujgcego
cukry [15] u bakterii (fosforylowane w reszcie histydyny a takze seryny) oraz biatka
uczestniczagce w chemotaksji u E.coli [16]. Dehydrogenaza izocytrynianowa jest
kluczowym enzymem cyklu Krebsa. W doSwiadczeniach nad adaptacja E.coli oraz
Salmonella typhimurium do wzrostu na octanie, jako jedynym zrédle wegla w
podiozu, zaobserwowano, iz aktywno$¢ tego enzymu stopniowo spada. Jednoczes-
nie nastepuje indukcja nowych enzymow, liazy izocytrynianowej i syntazy
jabtczanowej, odpowiedzialnych za metabolizm izocytrynianu w cyklu glioksalo-
wym. Blizsza analiza procesu wspomnianej adaptacji wykazata, ze rownolegle z
syntezg enzyméw cyklu glioksalowego pojawia sie enzym fosforylujgcy dehydro-
genaze izocytrynianiu zalezng od NADP. Fosforylacja dehydrogenazy powoduje
zahamowanie jej aktywnosci, co z kolei umozliwia przejscie izocytrynianu z cyklu
Krebsa do cyklu glioksalowego. Zamiana octanu na glukoze w podtozu pozwala na
szybkie odwrdcenie tego procesu. Geny kodujace enzymy cyklu glioksalowego i
enzym fosforylujgcy dehydrogenaze mieszczg sie w tym samym operonie ,ace” i
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znajduja sie pod wspo6lng kontrolg [20], Enzym fosforylujacy zostat juz wyizolo-
wany i scharakteryzowany. Okazato sie, ze cechuje go jednocze$nie aktywnos$é
kinazy biatkowej i fosfatazy biatkowej. Obie aktywnos$ci zlokalizowano w jednej
domenie tancucha polipeptydowego o masie czasteczkowej 66 000 [17, 18]. Te
niezwyktg wiasciwosé kinazy/fosfatazy uwydatniajgjeszcze dodatkowe obserwacje
wskazujace, ze dla aktywnos$ci niezbedne sg ATP lub ADP oraz ze biatko to
katalizuje reakcje ATP-azowa. Co wiecej, aktywno$é ATP-azowa jest wyraznie
wyzsza niz mierzone niezaleznie aktywnos$¢ kinazowa czy fosfatazowa. Wyttuma-
czenie zaobserowanych wiasciwosci wielofunkcyjnego enzymu nie jest tatwe.
Przypuszcza sie, ze aktywnos$¢ fosfatazowa enzymu jest wynikiem odwracalnosci
reakcji kinazowej, S$ciSle sprzezonej z hydroliza ATP. Je$li tak, to proces
defosforylacji dla swojego przebiegu wymagatby utworzenia komplesu potréjnego
zawierajgcego wielofunkcyjng kinaze/fosfataze, ufosforylowang dehydrogenaze
izocytrynianowa (substrat) i ATP. Fosforan za$ przenoszony bytby z ufosforylo-
wanego substratu na ADP (odwrdcenie reakcji kinazowej) a nastepnie na H2D
(reakcja ATP-azowa). Sugerowany mechanizm jest w duzej mierze spekulatywny i
wymaga weryfikacji doswiadczalnej. Gen ace K kodujacy kinaze/fosfataze dehyd-
rogenazy izocytrynianowej zostat ostatnio sklonowany i zsekwencjonowany
[20].

Druga zidentyfikowana fosfoproteina bakteryjna to produkt genu dna K. Warto
podkreslic, zejest to biatko szoku cieplnego (ang. heat shock protein-hsp) zaliczane
do grupy Hsp 70 (o wzglednej masie czgsteczkowej w granicach 68 000 do 74 000) i
charakteryzuje sie wysokim procentem homologii z eukariotycznymi hsp zalicza-
nymi do tej grupy. Z doswiadczeri nad mutantami genu dna K wynika, ze biatko to
uczestniczy w replikacji faga X oraz w konwersji jednoniciowego DNA faga M 13 w
jego dwuniciowa, replikatywng forme. Funkcja biatka dna K w niezakazonej
komorce bakteryjnej nie zostata okreslona, cho¢ wydaje sie by¢ inna od wspom-
nianej funkcji stymulatora replikacji fagowego DNA. Szereg obserwacji wskazuje,
ze biatko to jest istotne dla wzrostu bakterii, przynajmniej w podwyzszonej
(stresowej) temperaturze.

Biatko dna K jest wykrywane w komodrkach E. coli znajdujacych sie w
logarytmicznej fazie wzrostu jako czesciowo ufcsforylowane. Wysoce oczyszczone
preparaty biatkowe tatwo ulegajg in vitro autofosforylacji w resztach teroninowych.
Wydaje sie, ze autofosforylacja biatka dna K nie jest wynikiem zanieczyszczania
preparatu bakteryjng fosfokinazg. Mozna przypuszczac, ze samo biatko wykazuje
wiasciwosci fosfokinazy. Nie ma zadnych danych co do aktywnos$ci fosfatazowej
samego biatka dna K czy tez obecnosci w komdrkach bakteryjnych odrebnej
fosfatazy fosfobiatkowej. Oczyszczone biatko dna K cechuje staba aktywnos$¢
ATP-azowa, co upodabnia je nieco do kinazy/fosfatazy dehydrogenazy izocytry-
nianowej. Nieoczekiwanie, aktywno$¢ ATP-azowa biatka dna Kjest niezalezna od
DNA mimo jego uczestnictwa w replikacji fagowego DNA. Aktywnos¢ ATP-
azowag, zalezng od DNA, wykazujg inne biatka zwigzane z procesem replikacji
DNA jak: biatko dna B, biatko m, helikaza 1i 2. Petniejsze informacje nt. biatka
dna K moze znalez¢ czytelnik w artykutach przegladowych [21, 22].
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Interesujgce sg obserwacje wskazujgce na udziat fosforylacji biatek w chemo-
taksji u E. coli. Jak wiadomo poruszanie si¢ ruchliwych bakterii umozliwiaja
obracajgce sie widkienkowate rzeski. Odpowiednie chemoreceptory btony przyj-
muja ze $rodowiska sygnat o obecnos$ci atraktanta. Sygnat ten przekazywany jest
nastepnie do aparatu ruchowego komorki. W transmisji sygnatu posredniczg 3
cytoplazmatyczne biatka, z ktérych jedno (cheA) ma witasciwosci kinazy biatkowej
i ulega autofosforylacji. Fosforan przytgczony do kinazy przenoszony jest szybko
do dalszych dwoéch biatek (CheY i CheB), ktére, jak mozna przypuszczaé, sa
substraktami kinazy CheA, jakkolwiek sam mechanizm przenoszenia fosforanu
nie jest jasny. Czwarte biatko CheZ moze odigczaé fosforan od ufosforylowanych
posrednikow, co pocigga za sobg ich inaktywacje i ,wylgczenie” systemu
sygnatowego. Mechanizm opisanej tu transmisji sygnatéw nie zostat szczeg6towo
poznany, ale z posiadanych danych mozna wnosié, ze kaskadowa fosforylacja
biatek, wzmacniajgca sygnat, moze stanowi¢ sposob przekazywania informacji z
bakterii nie ograniczajacy sie do chemotaksji [13, 16[.

Prokariotyczne kinazy/fosfatazy nie zawierajg sekwencji charakterystycznych
dla katalitycznych domen kinaz eukariotycznych [14, 15). Jest to zrozumiate, jesli
wezmie sie pod uwage dwufunkcyjnos¢ prokariotycznych enzyméw. Struktura ich
centrow aktywnych powinna by¢ inna niz typowych kinaz biatkowych. Stwier-
dzono jednakze wyrazng homologie sekwencji podjednostek regulatorowych
eukariotycznych kinaz zaleznych od cyklicznych nukleotydéw i bakteryjnych
biatek CRP (ang. catabolite repression protein) wigzacych cAMP [3]. W komdrce
bakteryjnej funkcje cAMP i CRP nie majg zwigzku funkcjonalego z aktywnoscia
kinazowa, ale z regulacja ekspresji niektérych genéw stanowigc podstawowe
elementy kontrolne systemu weglowej represji katabolicznej.

Wykrycie réznego rodzaju konserwatywnych sekwencji w eukariotycznych
kinazach biatkowych stato sie podstawg nowej strategii poszukiwania i identyfi-
kacji gendw kodujgcych te enzymy. Pozwolito na zastosowanie sond molekula-
rnych do przegladu sklonowanych genéw lub tez odpowiednich cDNA. Przyniosto
to dobre rezultaty, wykryto bowiem wiele nowych gendw pokrewnych ze znanymi
rodzinami genéw kinaz biatkowych zaréwno serynowo/treoninowych jak i tyro-
zynowych (cyt. za 1). Techniki inzynierii genetycznej np. ukierunkowanej mutacji
miejscowej (ang. site-directed mutagenesis) w genach kodujgcych kinazy stajg sie
podstawg nowych podej$s¢ eksperymentalnych do badan zaleznosci pomiedzy
strukturag a funkcja biatka.

Realng wydaje sie mozliwo$¢ syntezy odpowiednio zaplanowanych substratéw
swoiscie inaktywujacych np. kinazy tyrozynowe uczestniczace w transformacji
nowotworowej.

Zastosowanie technik klonowania pozwala na uzyskanie wiekszych ilosci
okreslonej kinazy niezbednych do jej oczyszczania, sekwencjonowania i krystali-
zacji. Zrozumienie bowiem mechanizmu katalitycznego dziatania kinaz, a takze
sposobu regulacji aktywnosci enzymow wymaga znajomosci ich trojwymiarowej
struktury. Nie przypadkowo opublikowanie ostatnio wynikéw przedstawiajgcych
trojwymiarowg strukture katalitycznej domeny produktu onkogenu C-H-ras p21
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[23] nabrato tak szerokiego rozgtosu [24]. Publikacja ta jest bowiem wyznaczni-
kiem nowych kierunkéw badan w omawianej tu dziedzinie.

Nowe kierunki badawcze stwarzajg nadzieje, ze wiele niejasnych dotad
zagadnienn wigzacych sie z przestrzenng i czasowa organizacjg przekazywania
sygnatow do komérki, charakterystyka na poziomie molekularnym odpowiedzi
komorki, mechanizmami réznicowania komoérkowego i kontrolg cyklu komérko-
wego, w tym rola genéw CDC (ang. cell division control) moze doczekac sie w
niedtugim czasie wyjasnienia.

Artykut napisano w ramach prac finansowych przez CPBR 3.13. i RP-11.13.

Artykut otrzymano 17 lipca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 30 grudnia 1988 r.
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BOZENA KAMINSKA*

Wiasciwosci biatkowych kinaz tyrozynowych (Minireview)

Properties of protein tyrosine kinases (Minireview)

Aktywnosc¢ kinaz tyrozynowych, katalizujgcych przeniesienie fosforanu z ATP
na tyrozyne w biatkach, wykryto po raz pierwszy w immunoprecypitatach
biatkowych z komoérek zakazonych wirusami onkogennymi polyoma** i wirusem
mysiej biataczki Abelsona — PAb-MuLV [1, 2], Poczatkowo odkrycie to byto
trudne do interpretacji, poniewaz nie znano biatka, ktére bytoby substratem
enzymu z takg aktywnos$cig w komorkach normalnych. Dopiero stwierdzenie, ze
transformujace biatko z trzeciego wirusa onkogennego: wirusa miesaka Rousa
(RSV) ma aktywno$¢ kinazy i moze fosforylowac¢ tyrozyne w substratach in vitro
[4], pozwolito na wyodrebnienie nowej klasy kinaz biatkowych ze specyficznosScia
wzgledem tyrozyny. Ogromny postep w identyfikacji i charakterystyce tej grupy
kinaz, jaki dokonat sie w ciggu 9 lat, ktére uptynety od ich wykrycia, byt
konsekwencjg odkrycia, ze geny kodujgce kinazy tyrozynowe sg onkogenami. Fakt
ten miat podwdjne znaczenie. Po pierwsze stymulowat zainteresowanie badaczy tg
grupg kinaz budzac nadzieje na poznanie mechanizmu nowotworzenia. Po drugie
dostarczat niezwykle uzytecznych metod zaréwno do identyfikacji kinaz jak i do
ustalenia zalezno$ci miedzy strukturg i funkcjg enzymoéw. Wirus miesaka Rousa,
powodujacy ztosliwg transformacje komdrek ptasich, oprécz gendéw niezbednych
do odtworzenia czgsteczek wirusa zawiera gen src (od sarcoma-miesak). Przyjmuje
sie powszechnie, ze gen src zostat pobrany z genomu komodrkowego na drodze
rekombinacji w trakcie zakazenia nieonkogennym poczatkowo retrowirusem. Po
wigczeniu w genom retrowiruséw gen src stat sie aktywnym onkogenem, gdyz
przestat by¢ zalezny od nadzoru komdrkowych elementéw kontrolnych.

Dotychczas poznano kilkanascie retrowirusdéw, ktoére, podobnie jak RSV,
indukujg rézne formy nowotworéw, poniewaz zawierajg aktywny onkogen ,,por-
wany” zgenomu komorkowego [5,6]. Sekwencje nukleotydowe wielu onkogenow i
sekwencja genu src sg podobne. Produkt onkogenu src z RSV, biatko pp60'R
(pp-fosfoproteina), powoduje kompleksowe zmiany w morfologii komorek, ich
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Mgr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego,
02-093 Warszawa, Pasteura 3

** Oczyszczony $redni antygen T polyoma nie ma aktywnosci kinazy tyrozynowej. Stwierdzona
aktywnos¢ pochodzita od komoérkowego biatka pp6O0~ , z ktérym $redni antygen T byt w kompleksie
13].
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wzroscie i metabolizmie prowadzace do transformacji nowotworowej [7, 8].
Odkrycie, ze transformujgce biatko pp60wsrc ma aktywnos$é kinazy tyrozynowej [9],
pozwalato przypuszczac, ze fosforylacja grupy OH tyrozyny odgrywa wazng role w
regulacji metabolizmu komdrkowego. Sugestie te potwierdzity obserwacje niety-
powego wzoru fosforylacji tyrozyny w biatkach i podwyzszonej aktywnos$ci kinaz
tyrozynowych w komdrkach stransformowanych przez wirusy onkogenne [10].
Poznano dotychczas okoto 20 retrowirusow, ktére przenosza onkogeny o duzej
homologii z genem src. Produkty biatkowe wszystkich tych onkogenow sg
kinazami tyrozynowymi.

Badania nad czynnikami kontrolujgcymi wzrost komdrek ujawnity, ze wiele
kinaz tyrozynowych jest integralng czescig receptoréw czynnikéw wzrostowych.
Niektdre produkty onkogen6w sg prawdopodobnie zmienionymi wersjami recep-
toréw czynnikéw wzrostowych, np. biatko p68'etB produkt onkogenu erb B z
wirusa biataczki ptasiej, jest identyczne z cytoplazmatyczng i transhtonowa czescia

Tabela 1
Kinazy kodowane przez onkogeny i odpowiadajgce im kinazy komérkowe
Kinazy tyrozynowe
kodowane przez onkogeny homologiczne kinazy
wirus (W) transformujace biatko komérkowe
W. miesaka Rousa pp60vsIc p60cscz komérek nerwowych [12]
i z ptytek krwi
pél z mézgu [13]
W. miesaka Fujinama p14 0 gagfios ps gz komérek krwiotwor- [12]
czych
W. miesaka PRC Il p 1500 fis
W. migsaka PRC IV p170gagfps
W. migsaka UR 1 P 150gagfps
W. miesaka UR 2 p68gagros gp350 receptor insuliny [14]
W. miesaka Snyder-Theilen p85¢gfs
W. miesaka Gardner-Amstein p95/105gagfps
W. miesaka Y73 p90gRoyes ps 2 cyes z mielocytow [12]
W. migsaka Esh P80y
W. biataczki Abelsona P 16 0GRl pl50cabl z komérek krwio-
tworczych
W. miesaka Hardy-Zuckerman 2 Po gepgred)
W. miesaka Hardy-Zuckerman 4 p80gagkit [15] 9pl80 receptor PDGF [16]
W. migsaka Gardner-Rasheed p70gagfor
W. biataczki erytro-blastycznej
AEV p98/72eb B [12] gpnOO0"6 Breceptor EGF [12]
W. miesaka McDonough gp 180gegfirs [12] gpl70cfbreceptor CSF-1 [12]
W. biataczki Mill-Hill 2 pl100gegril [12]
W. miesaka mysiego 361 I-MuSV p90gagraf [12]
onkogen neu gpl85reu [12] gpl70ceb Breceptor EGF [12]
p40 z grasicy bydlecej [17]

p50 ze $ledziony hydlecej [18]

Wg [11], Tabele zmodyfikowano i rozszerzono (odnos$niki w nawiasach)
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receptora naskérkowego czynnika wzrostowego-EGF [11]. W tabeli 1 przedsta-
wiono znane kinazy tyrozynowe kodowane przez onkogeny i odpowiadajgce im
kinazy komoérkowe.

WS$réd kinaz tyrozynowych mozna wyrdzni¢ kinazy: cytoplazmatyczne i
zwigzane z receptorami czynnik6w wzrostowych, bioragc pod uwage lokalizacje w
komérce i sposdb aktywacji enzymu.

Kinazy tyrozynowe cytoplazmatyczne

Wiasciwosci kinaz tej grupy mozna scharakteryzowaé w oparciu o cechy kinaz
kodowanych przez onkogeny retrowirusowe, gdyz homologiczne kinazy komar-
kowe (z wyjatkiem biatka pp60cs0) sg jeszcze stabo poznane.

Kinazy tyrozynowe cytoplazmatyczne syntetyzowane sg na wolnych ryboso-
mach w cytoplazmie, jednak wieksza ich cze$¢ zwigzana jest z btonami komorko-
wymi jako biatka peryferyczne. Do glicyny znajdujacej sie w N-koncowej czesci
biatek dotgczony jest kwas mirystynowy. Modyfikacja ta sprawia, ze N-koniec
czasteczki jest bardziej hydrofobowy i tatwiej wigze sie z btong komoérkowg. Jezeli
w biatku pp60vsat zamiast N-koricowej glicyny znajduje sie alanina, to tak
zmienione biatko nie ulega mirystylacji ijest znajdowane wytgcznie w cytoplazmie.
Pomimo ze posiada aktywno$¢ kinazy tyrozynowej, nie ma witasciwosci transfor-
mujacych. Sugeruje to, ze zwigzanie kinaz tyrozynowych z btong w istotny sposéb
Yaczy sie z ich zdolnos$cig do transformacji. Pozornym wyjatkiem od tej reguty jest
biatko p68ggrskodowane przez gen ros z wirusa ptasiego miesaka UR2, ktore nie
jest modyfikowane przez mirystylacje. Jednakze w N-koncowym fragmencie biatka
znajduja sie aminokwasy obojetne, ktdre mogtyby by¢ miejscem przyczepienia do
btony komorkowej. Badania nad lokalizacjg biatka p68ggdrswe frakcjach komaor-
kowych wykazywaty jego obecnos¢ we frakcji btonowej. Wydaje sie, ze wigzanie si¢
kinaz tyrozynowych tej grupy z btong komoérkowag odgrywa wazng role w
mechanizmie ich dziatania. Nowo syntetyzowane czgsteczki kinaz tyrozynowych
(pp60ssrc, pp60csc, p90&Y W p 1AQfa k) § zwigzane z dwoma biatkami komorko-
wymi pp88 i pp50. Pierwsze biatko jestjednym z biatek szoku cieplnego, natomiast
funkcja pp50 nie jest znana. Aczkolwiek wigzanie sie biatka szoku cieplnego z
kinazami tyrozynowymi jest bardzo intrygujace, brak na razie danych na temat
funkcjonalnego znaczenia kompleksu. Pewne obserwacje pozwalaja przypuszczaé,
ze biatka pp88 i pp50 dziatajg jako negatywne regulatory aktywnosci fosfotransfe-
raz. Stwierdzono bowiem, ze aktywno$¢ kinazy tyrozynowej p60vsczwigzanej z
tymi biatkami jest nizsza niz formy wolnej od kompleksu. Poniewaz biatek pp88 i
pp50 nie wykrywano w btonach komaérkowych, sugerowano, ze ich rola polega na
utatwieniu transportu kinaz z cytoplazmy do btony komorkowej z jednoczesnym
blokowaniem aktywno$ci na czas transportu [10, 12].

Kinazy receptoréw czynnikéw wzrostowych

Kinazy tyrozynowe sg integralng czescig receptorow czynnikow wzrostowych
takich jak: naskdérkowy czynnik wzrostu-EGF; czynnik wzrostu pochodzacy z
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ptytek krwi-PDGF; insulina; somatomedyna C (IGF-I); czynnik stymulujacy
wzrost kolonii makrofagéw- CSF-I. Receptory czynnikéw wzrostowych sktadajg
sie ztrzech domen funkcjonalnych: domeny zewnatrzkomorkowej wigzacej ligand,
domeny transbtonowej odpowiedzialnej za zakotwiczenie biatka w btonie komor-
kowej i domeny cytoplazmatycznej o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej. Wszystkie
receptory czynnikOw wzrostowych sg glikoproteinami, zwykle wystepujgcymi w
btonie komérkowej w postaci monomeru. Wyjatkiem jest receptor insuliny majacy
forme tetrameru (Ryc. 1).

v-erbB  REGF Rinsuliny R.PDGF R.CSF-1 vkit V-Src
il i!

fragment 3

zewnatrzkomorkowy
fragment
transbtonowy
fragment
wewndtr zko morkowy

T T

Ryc. 1. Topologiczne poréwnanie struktury kinaz tyrozynowych receptoréw czynnikéw wzrostowych i
ich onkogenicznych wariantéw. Wskazano rejony $cistej homologii z kinazami tyrozynowymi z rodziny
src (pole zakropkowane). Wg [21], zmodyfikowano.

Whudowanie receptora w btone komoérkowa jest warunkiem jego aktywacji i
podjecia funkcji biologicznej. Jest to takze czynnik krytyczny dla transformacji.
Wrazliwy na temperature mutant wirusa ptasiej biataczki (AEV), przenoszacy
onkogen v-erb B, w temperaturze restrykcyjnej nie transformuje komoérek. W tych
warunkach produkt wirusowego onkogenu v-erb B, biatko gp74vatB nie jest
syntetyzowane i nie wystepuje na powierzchni komorek. Za wasciwe usytuowanie
czasteczek receptoréw w btonie odpowiada hydrofobowy fragment transbtonowy,
gdyz delecje tego fragmentu w mutantach, uniemozliwiajg wbudowywanie recep-
tora w btone komoérkowga. Takie mutanty delecyjne takze nie majg witasciwosci
transformujgcych [10,12]. Zardwno domena wigzgca ligand jak i domena trans-
btonowa sg niezbedne, aby czasteczka receptora mogta sprawnie funkcjonowac.
Sposob, w jaki zwigzanie ligandu przez receptor zmienia wtasciwosci katalityczne
kinazy tyrozynowej prowadzac do jej uaktywnienia, nie jest dobrze poznany.
Wiadomo jednak, zejest on taki sam w przypadku znanych receptorow czynnikow
wzrostowych. Swiadczg o tym wyniki badan Ullricha i wsp., ktérzy
postugujac sie metodami inzynierii genetycznej, wytworzyli hybrydowy receptor
bedacy potgczeniem zewnatrzkomorkowej domeny receptora wigzacej insuline z
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transbtonowg i cytoplazmatyczng czeScig receptora EGF. Aktywnos$¢ kinazy
tyrozynowej takiego hybrydowego biatka charakterystyczna dla receptora EGF
(inna warto$¢ Kmdla ATP niz w przypadku receptora insuliny) byfa stymulowana
przez insuline [19]. Swiadczy to, ze mechanizm aktywacji kinazy jest taki sam w
przypadku obu receptoréw, pomimo iz ich czesci zewnatrzkomérkowe majg
odmienng strukture i ze receptor insuliny jest tetramerem.

Rozwazane sg dwie hipotezy dotyczace mechanizmu aktywacji kinazy tyrozy-
nowej [20]. Pierwsza z nich flush chain zaktada istnienie (a)-helikalnego tacznika
pomiedzy domeng zewnetrz- i wewnatrzkomoérkowa (ang. membrane-spanning
connector). Zwiazanie ligandu zmienia potaczenie czesci zewnetrznej receptora z
btong komoérkowa, co prowadzi do zmiany pozycji tacznika, a to z kolei powoduje
przeksztatlcenie domeny cytoplazmatycznej. Proponowana hipoteza jest koncep-
cyjnie bardzo atrakcyjna z powodu swojej prostoty, brak jednak dowodéw
empirycznych. Druga hipoteza cluster proponuje, ze zwigzanie ligandu indukuje
skupienie sie monomerycznych receptoréw i tworzenie agregatow, co powoduje
zmiany w strukturze receptorow i aktywacje kinazy. Pewne obserwacje fizjolo-
giczne mogag wskazywac¢ na stuszno$¢ tej hipotezy. EGF rzeczywiscie indukuje
tworzenie sie¢ skupien receptoréw na powierzchni komérek. Przeciwciata mono-
klonalne skierowane przeciwko receptorowi EGF, ktore stymulujg aktywnos$é
kinazy tyrozynowej receptora oraz nasladujg efekty biologiczne EGF np.: stymu-
lacje syntezy DNA i pewnych proceséw wydzielniczych, indukuja takze agregacje
receptorow. Hipoteza ta ma wielu zwolennikéw, miedzy innymi dlatego, ze
agregacja receptoréw po zwiazaniu ligandu jest powszechng witasciwoscig komp-
lekséw ligand-receptor podlegajacych endocytozie. Jednakze sg pewne zastrzeze-
nia wzgledem hipotezy cluster bazujgce na obserwacjach, ze niektére przeciwciata
mogg aktywowac kinaze tyrozynowga receptora bez wywotywania jego agregaciji,
badz indukowaé agregacje nie wptywajac na aktywnos$¢ kinazy. Biorgc pod uwage
wszystkie zastrzezenia, nie spos6b w chwili obecnej wyrokowaé, ktoéra z hipotez
dotyczacych aktywacji kinazy receptorow jest prawdziwa.

Gtoéwna réznice miedzy kinazami cytoplazmatycznymi i kinazami receptoréw
czynnikéw wzrostowych stanowi sposéb aktywacji kinazy wynikajacy z odmiennej
struktury czasteczek. Wiasciwosci strukturalne i enzymatyczne samej domeny
katalitycznej sa podobne na tyle, ze bedg omawiane tgcznie.

Wszystkie kinazy tyrozynowe charakteryzujg sie obecnoscig domeny katali-
tycznej (okoto 30 kDa) w C-koncowej czesci biatka. W Kkilku przypadkach
potozenie domeny katalitycznej zlokalizowano na podstawie badan izolowanych
fragmentow proteolitycznych. W wiekszosci przypadkéw istnienie tej domeny
wydedukowano na podstawie homologii sekwencji zsekwencjg domeny katalitycz-
nej pp60ssc. Domena katalityczna 13 badanych kinaz tyrozynowych jest wysoce
homologiczna; blisko 70 aminokwasdw zajmuje takie same pozycje w C-konicowej
czesci biatek (Ryc. 1) [21]. Stwierdzono tez znaczne podobieAstwo czesci katali-
tycznej kinaz tyrozynowych do domen katalitycznych klasycznych kinaz fosfory-
lujgcych seryne: kinaz zaleznych od cyklicznych nukleotydéw, podjednostki y
kinazy fosforylazy i kinazy lekkiego tafncucha miozyny. Podobienstwo dotyczy
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tych fragmentéw domeny katalitycznej, ktére odpowiadaja miejscu wigzania ATP i
miejscu katalitycznemu. Jedno z miejsc krytycznych dla aktywnosci kinazy
zidentyfikowano przy pomocy analogu ATP. Analog ten wigze sie z lizyng w
sekwencji X-Ala-X-Lys zajmujgcg to samo potozenie we wszystkich kinazach i
hamuje aktywno$¢ enzymatyczng. Przypuszcza sie, ze jest to miejsce wigzania
ATP. W C-koncowej czesci kinaz znajduja sie miejsca homologiczne tylko wgrupie
kinaz tyrozynowych. Prawdopodobnie witasnie te rejony czasteczki odpowie-
dzialne sg za rozpoznanie i specyficzno$¢ substratu-tyrozyny [10].

Mechanizm reakcji fosforylacji przez kinazy tyrozynowe zostat szczeg6towo
zbadany w oczyszczonych do homogennosci preparatach: pp60vsc, p50vadl i
receptora EGF. Analiza kinetyczna wskazuje, ze najpierw wigze sie peptyd, potem
ATP, nastepnie odigczany jest ufosforylowany substrat, a ostatni uwalniany
produkt to ADP (ang. ordered BiBi reaction). Nie stwierdza sie wystepowania
ufosforylowanego enzymu jako posrednika [22]. Wiekszo$¢ kinaz wykorzystuje
wytacznie ATP jako substrat, tylko nieliczne moga uzywac réwniez GTP (pp60vscti
p50vadl), ale wartos¢ Km dla GTP (100 |iM) jest duzo wyzsza niz dla ATP
(10 —30jiM). Wszystkie kinazy tyrozynowe wymagaja obecnosci jonow Mg+: lub
Mn+2. Zadna z kinaz tyrozynowych nie wykazuje zaleznosci od cyklicznych
nukleotydéw i nie znane sg niskoczasteczkowe modulatory aktywnosci tych
fosfotransferaz.

Role regulatora aktywnosci kinaz odgrywa fosforylacja [10]. Wszystkie znane
kinazy tyrozynowe zawierajg przynajmniej jedno, a czesto kilka miejsc, w ktdrych
fosforylowana jest seryna lub treonina. Fosforylacje seryny katalizuje kinaza
zalezna od cyklicznego AMP i ta fosforylacja, aczkolwiek podwyzsza nieznacznie
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej, nie ma wiekszego znaczenia regulatorowego. Duze
znaczenie ma natomiast fosforylacja kinaz tyrozynowych katalizowana przez
kinaze C. Kinaza C, aktywowana przez ester forbolu-TPA w catych komoérkach lub
dodawana in vitro do preparatow receptora EGF, katalizuje fosforylacje treoniny
(Thr 654) w czasteczce receptora. Fosforylacja Thr 654 obniza powinowactwo
receptora wzgledem EGF i zmniejsza aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Kinaza C
katalizuje réwniez fosforylacje seryny w biatku pp60cstcw pozycji 12, ktéra
odpowiada doktadnie pozycji Thr 654 w czasteczce receptora EGF (jezeli
poréwnuje sie czes¢ cytoplazmatyczng liczac od btony) [23]. Przypuszcza sie, ze
fosforylacja katalizowana przez kinaze C moduluje aktywno$¢ kinaz tyrozyno-
wych, gdyz hamujac ich aktywno$é powoduje, ze dziatajg one tylko przez kroétki
okres czasu. Dzieki temu w warunkach fizjologicznych fosforylacja tyrozyny w
biatkach ma charakter przejsciowy (pulsowy) i moze petni¢ role sygnatu aktywu-
jacego procesy komérkowe.

Charakterystyczng cechg kinaz tyrozynowych jest autofosforylacja. In vivo
wiekszos$¢, a in vitro wszystkie kinazy tyrozynowe zawierajg ufosforylowang
tyrozyne, ajej potozenie w C-koricowej czesci domeny katalitycznejjest podobne w
kilku badanych kinazach wirusowego pochodzenia. Zamiana Tyr w tej pozycji na
inny aminokwas w biatkach pp60' stip 1408glmspowoduje zmniejszenie aktywnosci
kinazy i ogranicza zdolno$¢ do transformowania komorek (mutant pp60'stz taka
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substytucjg wywotywat mniej rakéw u kurczat niz typ dziki i wolniej indukowat
ogniska komérek stransformowanych w hodowli). Ponadto stwierdzono, ze
ufosforylowany preparat pp60vstma aktywno$¢ dwu-trzykrotnie wyzsza niz forma
nieufosforylowna. Wzrost aktywnosci kinazy receptora EGF obserwowany in vitro
jest takze konsekwencjg autofosforylacji. Prawdopodobnie autofosforylacja petni
role pozytywnego regulatora aktywnosci enzymu, chociaz gwoli $cistosci trzeba
dodaé, ze niektdrzy badacze negujg znaczenie regulatorowe autofosforylacji,
widzac w niej tylko przejaw aktywnosci enzymu [10].

Warto doda¢ w tym miejscu, ze w komérkowym biatku pp60cscfosforylowana
jest tyrozyna w zupetnie innym miejscu (Tyr 527) niz w biatku pp60vsci taka
fosforylacja obniza aktywno$¢ enzymu. Obserwacja, ze w biatku wirusowym nie
wystepuje fosforylacja Tyr 527 zmniejszajaca aktywno$¢ kinazy, tylko fosforylacja
Tyr 416, ktoéra podwyzsza aktywno$¢ enzymu, ma duze znaczenie. Pozwala
bowiem zrozumie¢, dlaczego transformujgce biatko retrowirusowe ma wyzsza
aktywno$¢ specyficzng niz jego komdrkowy odpowiednik. Réznice aktywnosci
specyficznych obu kinaz powoduja, ze komorki normalne zawierajg dziesiecio-
krotnie nizszy poziom fosfotyrozyny w biatkach niz komorki stransformowane,
nawet jezeli iloSci obu kinaz sg podobne [10]. Pozwala to przypuszczaé, ze
podwyzszenie poziomu ufosforylowanej tyrozyny w biatkach, odgrywa istotna role
w transformacji komorek indukowanej przez onkogenne retrowirusy [24, 25].
Wzrost ilosci fosfotyrozyny w biatkach powodujg takze czynniki kontrolujgce
proliferacje komadrek [26 —28], a wiec identyfikacja substratow komdérkowych dla
kinaz tyrozynowych, moze byé kluczem do poznania zar6wno mechanizmu
nowotworzenia jak i kontroli cyklu komérkowego.

Identyfikacja komdérkowych substratéw kinaz tyrozynowych przez diugi czas
nastreczata wielu trudnosci, poniewaz ilo$¢ ufosforylowanej tyrozyny w biatkach
jest bardzo mata; zwykle stanowi okoto 0,03% ufosforylowanych aminokwaséw w
biatku catkowitym [29]. Konwencjonalne metody oparte na elektroforetycznym
rozdziale biatek izolowanych z komérek preinkubowanych z 32P, byly mato
przydatne do identyfikacji, gdyz wiekszo$¢ ufosforylowanych biatek stanowia
polipeptydy zawierajgce fosfoseryne. Dopiero obserwacja, ze fosfotyrozyna jest
bardziej stabilna w warunkach alkalicznych niz fosfoseryna, pozwolita na identy-
fikacje prawdziwych substratow kinaz tyrozynowych. Obecnie stosuje sie takze
przeciwciata rozpoznajgce ufosforylowang tyrozyne do izolowania zawierajgcych
ja peptydéw przy pomocy chromatografii powinowactwa. Przy uzyciu takich
przeciwcial mozna bada¢ rozmieszczenie biatek z ufosforylowanag tyrozyng w
komorce.

W tabeli 2 przedstawiono biatka fosforylowane w komadrkach przez kinazy
tyrozynowe: pp60vsti kinazy receptoréw czynnikow wzrostowych. Substratami
kinaz tyrozynowych sg: enzymy glikolityczne ibiatka cytoszkieletu. W komdrkach
stransformowanych przez wirusy onkogenne enolaza, mutaza fosfoglicerynianu i
dehydrogenaza mleczanowa sg fosforylowane przez kinazy tyrozynowe w tym
samym miejscu co in vitro. W komdrkach normalnych Zzaden z tych enzymdw nie
zawiera fosfotyrozyny. Poczatkowo sgdzono, ze fosforylacja enzymow glikolitycz-
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Tabela 2

Substraty kinaz tyrozynowych w komérkach prawidtowych i transformowanych

Substraty kinaz tyrozynowych w komoérkach

zarazonych traktowanych

wirusem RSV .
EGF Insuling PDGF

1,6-difosfofruktokinaza
dehydrogenaza mleczanowa
enolaza

dehydrogenaza malonowa
mutaza fosfoglicerynianu
p 36

p 42

p 81

winkulina

biatka mikrotubul
tubulina

+ 4+ + 4+ o+ o+ o+
+ o+ + + o+

Opracowano na podstawie [9, 11, 29, 31]

nych ma duze znaczenie fizjologiczne, tym bardziej, ze w komérkach stransfor-
mowanych poziom glikolizy jest podwyzszony dwu-trzykrotnie. Jednakze w
szczeg6towych badaniach wykazano, ze katalizowana przez pp60vscfosforylacja
enzymoOw glikolitycznych nie podwyzsza ich aktywnosci i zaden z nich nie wydaje
sie by¢ enzymem ograniczajagcym reakcje glikolizy [12].

Substratami kinaz tyrozynowych sg tez biatka cytoszkieletu: winkulina,
fodryna, tubulina, MAP-2, [10, 31, 32]. Stwierdzono, ze w komdrkach stransfor-
mowanych przez RSV oraz w komorkach traktowanych mitogenami: EGF i
PDGF, biatka zawierajgce fosfotyrozyne zlokalizowane sg po wewnetrznej stronie
btony komérkowej w miejscach zw. ogniskami adhezji (ang.focal adhesion plates).
Sa to miejsca stuzace do przyczepiania wigzek filamentéw aktyno-miozynowych
do btony komdérkowej, uczestniczace jednoczes$nie w zakotwiczaniu komorek do
podtoza. Jednym z biatek wigzacych wigzki mikrofilamentéw z biong jest
winkulina bedgca substratem Kkinaz tyrozynowych. Fosforylacja tyrozyny w
winkulinie jest dziesieciokrotnie podwyzszona w komdrkach stransformowanych.
Biatko pp60vscznajdowane jest zwykle w ogniskach adhezji, ma wiec doskonalg
pozycje, aby fosforylowac¢ winkuline. Komarki stransformowane przez RSV majg
zmniejszong zdolno$¢ adhezji do podtoza i zdezorganizowany system mikrofila-
mentéw, czego konsekwencja sg zmiany morfologii komdrek. Sugerowano, ze za
zmiany morfologii komorek moze by¢ odpowiedzialna fosforylacja winkuliny
zakotwiczajacej cytoszkielet w btonie komorkowej [33]. W normalnych komor-
kach pod wptywem czynnikéw wzrostowych nastepuje przejsciowy rozpad kon-
taktow miedzykomérkowych i ognisk adhezji, a ufosforylowana winkulina ulega
przemieszczeniu. Stwierdza sie zalezno$¢ miedzy intensywnoscig fosforylacji
tyrozyny irozpadem kontaktow miedzy komorkami [34], W komorkach stransfor-
mowanych przez RSV sytuacja wyglada podobnie z tg r6znicg, ze stan ten nie ma
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charakteru przejsciowego i prowadzi do drastycznych zmian w morfologii komé-
rek. Kinazy tyrozynowe zaréwno wirusowe jak i kinazy receptoréw czynnikow
wzrostowych fosforylujg takze klasyczne sktadniki cytoszkieletu: fodryne i biatka
mikrotubul (tubuling, MAP-2, tau). Jednakze szczeg6towa analiza fosforylacji tych
biatek ujawnia subtelne réznice w zestawie substratéw fosforylowanych przez
poszczegdblne kinazy [31]. Specyficznos¢ substratowa kinaz tyrozynowych recep-
torow insuliny i EGFjest podobna, natomiast kinaza wirusowa pp60vstwykazuje
rézng specyficznos$¢ substratowga. Konsekwencjg obserwowanych réznic specyficz-
nosci substratowej kinaz wirusowych i kinaz receptorow, moze by¢ odmienny
sposOb reorganizacji cytoszkieletu. Pozwala to zrozumie¢, dlaczego zmiany w
morfologii komérek wywotywane przez retrowirusy sg rézne od tych indukowa-
nych przez mitogeny [31]. Inne biatka komérkowe, ktérych fosforylacja przez
kinazy tyrozynowe moze mie¢ duze znaczenie fizjologiczne, to: p35 i p36.

Tabela 3

Poréwnanie specyficznosci substratowej kinaz tyrozynowych

fosforyluja
fosforyluja

fosforylacja
fodryny

fosforyluja

fosforylujg MAP-2

Kinazy receptoréw EGF i insuliny

P-podjednostke fodryny
stabo spektryne (a > P)

hamowana przez F-aktyne

gtéwnie MAP-2, stabiej tau i tubuline

w tych samych miejscach

Kinaza pp60Vsrc
a-podjednostke fodryny
znaczgco, P-podjednostke spektryny

nie hamowana przez F-aktyne

gtéwnie tubuline, stabiej MAP-2 itau

w unikalnym miejscu

fosforyluja kinaza receptora EGF preferuje

P-podjednostke tubuliny, a kinaza
receptora insuliny a-podjednostke
tubuliny

Wykazano, ze substraty kinaz tyrozynowych sg podobne do lipokortyny I i 11,
dwoch biatek komérkowych hamujacych aktywnos$é fosfolipazy Az. Enzym ten
kontroluje synteze biologicznie aktywnych substancji takich jak prostaglandyny i
leukotrieny. Stwierdzono, ze w komdrkach traktowanych mitogenami fosforylacja
lipokortyn zmniejsza ich zdoIno$¢ do hamowania fosfolipazy Az.Jednakze nie ma
pewnosci, czy witasnie kinazy tyrozynowe odpowiedzialne sg za ten efekt [35].
Gdyby jednak tak byto, to kinazy tyrozynowe fosforylujagc p36/p36 mogtyby
uwalnia¢ fosfolipaze Az. Konsekwencjg bytoby uruchomienie kaskady kwasu
arachidonowego isynteza zwigzkéw o charakterze hormondw, np.: prostaglandyn
E2il>, ktore podwyzszajg poziom cAMP w komodrkach iaktywuja szereg proceséw
tacznie z syntezag DNA.

Kinazy tyrozynowe moga tez gra¢ pewng role w regulacji metabolizmu
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A B C
N-koniec
5 @)
%,Tyr (1162) %/Phe(ﬂ&) @ % i+ | «—cytoplazmatycz
TPK domena
C-koniec p 68 gag-ros
Typ dziki Mutant Mutant ~ Mutant Mutant
wiazanie insuliny + + - - +
TPK aktywnos$¢ + - + + +
transport glukozy +m — + - _

Ryc. 2. Badania zaleznosci miedzy strukturg i funkcja kinaz tyrozynowych przeprowadzone przez Ellisa
i wspétautorow. A. Autofosforylacja receptora warunkuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej i odpowiedz
fizjologiczng; B. Nieobecno$¢ domeny wigzacej ligand powoduje konstytutywng aktywacje kinazy; C.
Kinaza tyrozynowa hybrydowego receptora powstatego z potaczenia domeny wigzacej insuling i
domeny innej kinazy jest aktywowana przez insuling, ale brak specyficznej odpowiedzi fizjologicz-

nej.

fosfatydyloinozytoli. Wykazano, ze biatko pp60vsrc, kinaza tyrozynowa kodowana
przez onkogen ros oraz receptor EGF majg takze aktywnos¢ kinazy lipidéw i moga
przeksztatca¢ fosfatydyloinozytol do odpowiednich mono- i difosfofosfatydyloino-
zytoli [37 —39]. Te obserwacje pozwalajg przypuszczaé, ze kinazy tyrozynowe
stymulujgc metabolizm inozytoli, mogg pos$rednio bra¢ udziat w tworzeniu
przekaznikow Il rzedu: trisfosforanu 1, 4, 5-inozytolu i diacyloglicerolu.

Poznanie molekularnych oddziatywan zwiazanych z odpowiedzia fizjologiczna
wymaga nie tylko okreslenia strukturalnych i funkcjonalnych domen czasteczek,
ale takze interakcji tych domen w trakcie wytwarzania odpowiedzi komaérkowej.
Wspaniatym przyktadem badafA nad zalezno$cig miedzy strukturg i funkcja
enzymoOw sg eksperymenty przeprowadzone przez Ellisa i wsp. [40]. Wyniki
tych badan stanowig jednocze$nie podsumowanie witasciwosci kinaz tyrozyno-
wych. Ellis i wsp. przy pomocy ukierunkowanej mutagenezy lub delecji
fragmentéw genu wprowadzali specyficzne zmiany w DNA kodujacym receptor
insuliny. Tak zmienione geny wprowadzono do hodowanych in vitro komoérek
jajnika chomika chinskiego CHO, ktére nie maja endogennych receptorow
insuliny. Nastepnie izolowano stabilne linie mutantéw i mierzono w nich
aktywno$¢ kinazy tyrozynowej receptora (TRK) i efekty fizjologiczne po podaniu
insuliny (schemat tych doswiadczeA przedstawiono na ryc. 2). Wyniki badan
Elis i wsp. Swiadczg, ze:

1) autofosforylacja receptora warunkuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej i
odpowiedz fizjologiczna;

2) nieobecnos$¢ domeny wiagzacej ligand powoduje konstytutywng aktywacje
kinazy;

3) kinaza tyrozynowa hybrydowego biatka jest aktywowana po zwigzku ligandu
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czyli mechanizmu aktywacji kinazy receptora jest uniwersalny, ale brak specyficz-
nej odpowiedzi fizjologicznej; sugeruje to, ze domena Kkinazy uczestniczy w
specyficznosci odpowiedzi poprzez selekcje substratow.

Biorgc pod uwage wszystkie opisane zjawiska wydaje sie, ze fosforylacja
katalizowana przez kinazy tyrozynowe odgrywa wazng role w kontroli metabo-
lizmu komorki. Transformujace biatka kodowane przez onkogeny sg prawdopo-
dobnie zmienionymi wariantami kinaz komdérkowych, w ktérych zmiany struktu-
ralne powodujg podwyzszong lub konstytutywng aktywno$é kinazy. Konsekwen-
Cjg tego jest stata aktywacja pewnych proceséw komorkowych prowadzaca do
rozregulowania mechanizmoéw kontrolnych i w konsekwencji do transformacji
nowotworowej [40]. W poznaniu fizjologicznej roli fosforylacji tyrozyny niezwykle
pomocne moga okazac cie specyficzne inhibitory kinaz tyrozynowych, ktérych
intensywne poszukiwania rozpoczeto [41].

Artykut otrzymano 15 pazdziernika 1988 r.
Zaakceptowano do druku 12 lutego 1989 r.
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Struktura i wtasciwosci kinaz kazeinowych

Structure and properties of casein kinases
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Wykaz stosowanych skrotow: PMSF-fenylometylosulfofluorek.

. Wstep

Kinazy kazeinowe stanowig niewielka cze$¢ olbrzymiej, bardzo intensywnie w
ostatnim dziesigcioleciu badanej grupy enzymoéw katalizujgcych fosforylacje biatek
(prace przegladowe 1i2). Pomimo, ze kinazy kazeinowe sg pierwszymi odkrytymi
ponad trzydziesci lat temu kinazami biatkowymi [3], wiedza na ich temat jest

* Mgr, Zaktad Biochemii Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532
Warszawa
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bardzo fragmentaryczna. Po odkryciu kinaz zaleznych od cAMP uwaga badaczy
skoncentrowata sie na fosforylacji zaleznej od wtérnych przekaznikéw (cAMP,
cGMP), a ostatnio w centrum zainteresowania sg kinazy biatkowe zalezne od
kalmoduliny, kinazy C oraz duza grupa kinaz fosforylujgcych tyrozyne w biatku
akceptowanym. Ciggle natomiast mato wiadomo na temat kinaz kazeinowych.

Nazwa kinazy kazeinowe (CK)jest nazwg zwyczajowo przyjetg lecz nie w petni
uzasadniong i przez to troche mylgcg. Nie nalezy utozsamia¢ kinaz kazeinowych z
enzymami fosforylujgcymi in vivo kazeine w gruczole mlecznym ssakéw. Kazeina
jest jedynie egzogennym substratem, rutynowo uzywanym przy oznaczaniu
aktywnoS$ci enzymatycznej. Obecno$¢ kinaz kazeinowych stwierdza sie we wszys-
tkich organizmach eukariotycznych [1, 4, 5], poczawszy od ssakow [6, 7, 8, 9],
poprzez owady [10], ptazy [11], rosliny wyzsze [12, 13, 14], az do eukariotow
nizszych - drozdzy [15] i plesni [16]. Najlepiej poznane sg kinazy zwierzece.
Wyizolowano je z grasicy, serca, mézgu, watroby, $ledziony, nerek, retikulocytow,
erytrocytéw, itd—

Il. Podstawowe witasciwosci kinaz kazeinowych

1. Kinazy kazeinowe nalezg do grupy enzymoéw fosforylujacych Ser/Thr w
biatku akceptorowym.

2. Sg niezalezne od zadnego z dotychczas znanych wtdrnych przekaznikow
(cAMP, cGMP, Ca2+, kalmoduliny czy fosfolipidow).

3. Fosforylujg kwasne biatka. Najlepszymi egzogennymi substratami sg kazeina
i foswityna.

4. Cechuje je niespotykana ws$réd innych kinaz zdolno$¢ do wigzania sie z
fosfocelulozag. Chromatografia na tym ztozu wystepuje w wigkszosci znanych
procedur oczyszczania kinaz kazeinowych.

Sa to podstawowe wtiasciwosci pozwalajace na zaliczenie enzymu do grupy
kinaz kazeinowych. Grupa ta nie jest jednorodna. Na podstawie analizy w#asci-
wosci fizykochemicznych, zwierzece kinazy kazeinowe podzielono na dwa typy;
kinazy kazeinowe-1(Ck-1) i kinazy kazeinowe-2 (CK-2) wedtug kolejnosci elucji
enzymdw w trakcie chromatografii na DEAE-celulozie (jonowymieniaczu, ktéry
podobnie jak fosfocelulozg jest stosowany do oczyszczania enzymoéw) [7]. Kinaza
kazeinowa-1 nie wigze sie lub wigze sie bardzo stabo z DEAE-celulozg i jest
wymywanajuz 0.07-0.13M KCI/NaCl, natomiast kinaza kazeinowa-2 moze by¢
wyeluowana dopiero 0.15 + 0.3M KCI/NaCl.

Oprdcz najczesciej stosowanego nazewnictwa CK-1 i CK-2, w literaturze
mozna spotkaé¢ inne okre$lenia. Kinaza kazeinowa-1 bywa nazywana kinazg
kazeinowg A, ze wzgledu na to, iz donorem grupy fosforanowej moze by¢ jedynie
ATP, lub tez kinazg kazeinowa S, gdyz w kazeinie aminokwasem fosforylowanym
moze by¢ tylko seryna. Dla CK-2 uzywa sie natomiast okreslenia kinaza kazeinowa
G, co oznacza ze zarowno ATP jak i GTP mogg by¢ donorami fosforu lub kinaza
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kazeinowa TS, gdyz oordcz seryny fosforyluje ona treonine. Obecnie uwaza sie, ze
istotng cechg kinaz kazeinowych jest nie specyficzno$¢ substratowa w stosunku do
okreslonego aminokwasu, lecz specyficzno$¢ miejsca fosforylacji (otoczenia fosfo-
rylowanego aminokwasu), CK-1 i CK-2 zasadniczo rdznig sie wyborem miejsca
fosforylacji.

Inne skroty, ktére pojawiaja sie w literaturze to kinazy NI i Nil (odpowiednio
CK-1iCK-2) izolowane zjgder oraz MI i M1 - kinazy izolowane z mitochondriow.
Podstawowe dane dotyczace obu typow kinaz, CK-1 i CK-2 zebrane sg w
tabeli 1.

Tabela 1
Klasyfikacja i podstawowe wiasciwosci zwierzecych kinaz kazeinowych0*
CK-1 (A, S) CK-2 (G, TS)

Mr 25000 +-50 000 120000-180000
budowa monomeryczna oligomeryczna
donor fosforu ATP ATP i GTP
reszty aminokwasowe fosforylowane w
kazeinie Ser Seri Thr
(z ang. whole casein)
reszty aminokwasowe fosforylowane w
P kazeinie Ser2 Thrdl
wptyw 1nM heparyny na aktywnos$¢ brak wptywu inhibicja
wplyw 1 mM sperminy na aktywnos$é brak wptywu stymulacja

<Wg [9]

I11. Kinazy kazeinowe typu-1 (CK-1)

Kinazy kazeinowe-1to monomeryczne biatka o Mr 25 000 50 000 ulegajace
autofosforylacji. Autofosforylacja nie ma wptywu na aktywno$é enzymatyczng
[18]. W reakcji fosforylacji wykorzystuja ATP jako zrodto grup fosforanowych
(KmAIP =7-5- 22%iM). GTP jest znacznie gorszym donorem fosforu (KmGIP *
1 mM). Fosforylujg gtéwnie reszty serynowe w biatku akceptorowym (w R kazeinie
jest to seryna 22 [19]).

Do niedawna uwazano, ze kinazy kazeinowe-1sg zdolne do przenoszenia grup
fosforanowych tylko na seryne [20, 21], jednak obecnie wiadomo, ze w szczegdl-
nych wypadkach np. w kazeinie oui i lekkim tafcuchu miozyny mozliwa jest
réwniez fosforylacja treoniny. Fosforylacja treoniny w kazeinie cui katalizowana
byta przez kinaze izolowang z Saccharomyces cerevisiae odpowiadajacg swymi
wiasciwosciami kinazie kazeinowej-1 [23], natomiast w miozynie przez CK-1
izolowang z miesni szkieletowych krdlika [22]. Seryna jest aminokwasem prefero-
wanym w reakcji katalizowanej przez CK-1, jednakze zasadniczg role odgrywa
otoczenie aminokwasu ulegajacego modyfikacji.

3 Postepy Biochemii 3/89
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22
(3-kazeina -Leu-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Ser-lle-Thr-

49
osi -kazeina -Ser(P)-Glu-Ser(P)-ItiL-Glu-Asp-Glin-

13
ct2-kazeina -Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-Se£-lle-Thr-

135
-Thr-Ser(P)-Glu-Glu-Asn-Sei-Lys-Lys-

Zawsze, jak wida¢ na przyktadzie fragmentéw p, osi i as2 —kazeiny (wyrdzniono
miejsca fosforylacji katalizowanej przez CK-1 [4, 5,105], fosforylowana seryna lub
treonina poprzedzona jest kilkoma kwasnymi aminokwasami takimi) jak kwas
asparaginowy czy glutaminowy. Podobng role moze spetnia¢ rowniez uprzednio
ufosforylowana seryna Ser(P). Jest to warunek konieczny, lecz jak stwierdzono nie
wystarczajacy. Do tej pory nie udato sie uzyskac krétkiego, syntetycznego peptydu,
ktéry bytby dobrym substratem kinazy kazeinowej-1. Istotng role odgrywa
najprawdopodobniej takze konformacja fosforylowanego biatka oraz inne ugrupo-
wania, ktére mimo, ze czesto sg odlegle od miejsca fosforylacji, to moga mie¢ wptyw
na oddziatywanie czasteczki enzymu z substratem. W procesie fosforylacji
katalizowanej przez CK-1 konieczna jest obecno$é Mg2+ (optymalne stezenie
15 -r 20mM). Inne jony dwuwarto$ciowe nie sg w stanie zastgpi¢ jondw magne-
zowych. Stwierdza sie stymulacje aktywnos$ci CK-1 przez jednowarto$ciowe
kationy (100 300mM), jednakze stopien stymulacji bardzo zalezy od rodzaju
substratu [24, 25].

Nieznane sg zadne specyficzne regulatory aktywnosci kinaz kazeinowych-1
Heparyna, silny inhibitor CK-2, hamuje aktywno$¢ CK-1 dopiero w bardzo
wysokich stezeniach (1% = 100 -i- 300nM) [26]. Stabym, niespecyficznym inhibi-
torem jest takze kwercetyna (flawonoid), inhibitor kompetycyjny w stosunku do
ATP. Nieznaczng aktywacje CK-1 przez insuline i glukagon, stwierdzono w
warunkach in vivo [27, 28], lecz zwigzki te réwniez trudno uwazaé za specyficzne
regulatory aktywnosci CK-1.

Enzymy charakteryzujgce sie oméwionymi w tym rozdziale witasciwosciami
wyizolowano z tkanek zwierzecych [6,9,17], drozdzy [29] i roslin wyzszych [12,14,
30]. U drozdzy stwierdzono ponadto obecno$¢ enzyméw o wiasciwosciach
posrednich miedzy CK-1iCK-2 [31]. Pomimo, ze Sternbach i Kiintzel [31]
zaliczylije do CK-1, wniniejszym artykule zostaty opisane w rozdziale dotyczagcym
kinaz podobnych do CK-2.

IV. Kinazy kazeinowe typu-2 (CK-2)

Druga grupa kinaz kazeinowych to kinazy kazeinowe-2 (CK-2). Zasadnicze
cechy odrézniajace je od CK-1 zostaty zebrane w tabeli 1
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1V-1. Struktura podjednostkowa

Kinazy kazeinowe-2 to biatka o Mr 120 000 140 000 i budowie podjednost-
kowej. Typowa struktura to: a2$i, lub aa'fi> gdzie Mra 30 000 -i- 40 000, Ma'jest o
1000 -i- 5000 mniejszy, Mrp 24 000 26000. Peptydy a i a' to podjednostki
katalityczne [32—35] i w nich mieszczg sie domeny Kkatalityczne [2, 36, 37]
charakterystyczne dla wszystkich analizowanych do tej pory kinaz biatkowych.
Istniata hipoteza, ze podjednostka a' powstaje w wyniku proteolizy podjednostki a
[4, 35]. Jednak w 1984 r. Dahmus wykazat [38], ze w przypadku kinaz
izolowanych z grasicy cielecej w warunkach wykluczajgcych proteolize, podjed-
nostka a' jest obecna w preparacie a w trakcie preparatyki i przechowywania
enzymu stosunek a do a' nie ulega zmianie. Sprzeczne jest to z hipoteza
proteolitycznego pochodzenia podjednostki a'. D ah m us sugerowat, ze podjed-
nostki a ia'sg produktami dwéch réznych genéw lub tego samego genu jako wynik
odmiennego sktadania mMRNA. Réznicowanie moze zachodzi¢ réwniez w trakcie
potranslacyjnej modyfikacji biatka. Ostatnie badania wykazaty, ze podjednostki a i
a' sg produktami réznych genéw [36, 39]. Rola podjednostki p nie jest w petni
wyjasniona. Wiadomo jedynie, ze podjednostka p ulega autofosforylacji oraz ze
ufosforylowana forma enzymu wykazuje nizszg aktywnos$¢ kinazowg [35].

Wszystkie CK-2 wyizolowane do tej pory z cytosolu zwierzat posiadajg
strukture a: @ lub aa'?. Opisywane sg natomiast dwie rézne struktury jadrowych
kinaz kazeinowych-2 (NU). Jedna analogiczna do struktury kinaz cytosolowych t.j.
aa'™, druga to homodimer zbudowany z dwéch identycznych podjednostek o Mr
70 000 -r 95 000. Kinazy o budowie homodimeru wyizolowano z jader watroby
$wini (dwie podjednostki o Mr 95 000 [40]) oraz z jader watroby szczura (dwie
podjednostki o Mr 72 000 [41]). Przy izolowaniu tych ostatnich stosowano duze
stezenie inhibitora proteaz (LmM PMSF). Stwierdzono, ze tak wyizolowany enzym
podczas inkubacji bez inhibitorow proteaz przeksztatca sie z dimeru w tetramer
podobny do kinaz cytosolowych [4, 5]. Delpech i wsp. [41] uwazajg, ze
dimeryczna forma enzymu odnajdywana wjadrze moze by¢ formg natywng CK-2.
Sugerujg mozliwo$¢ udziatu enzymoéw proteolitycznych (np. zwigzanych z nukleo-
somami [42]) w przeksztatceniu jadrowego dimeru w tetramer izolowany z cytosolu
[8] i czastek RNP [43] oraz rozwazajg role proteolizy w przemieszczaniu kinaz z
jadra do cytoplazmy. Hipoteza ta, jak do tej pory nie zyskata eksperymentalnego
potwierdzenia, co wiecej wykazano m.in. poprzez analize miejsca wigzania
ATP/GTP, ze jadrowa (dimeryczna) kinaza Nil itetrameryczna cytosolowa CK-2
z watroby $wini sg réznymi enzymami [44], Budowa niektérych CK-2 izolowanych
z drozdzy, plesni iroslin wyzszych jest inna niz kinaz zwierzecych; dlatego kinazy
te bywajg nazywane ,,enzymami podobnymi do CK-2” (CK-2 — like enzymes).
Kinazom tego typu poswiecony bedzie osobny rozdziat.

W drozdzach wystepujg jednak kinazy, ktére pomimo niewielkich réznic w
budowie, zaliczane sg bez watpliwosci do CK-2. W Saccharomyces cereuisiae
wystepuje kinaza o Mr 130 000 spetniajgca wszystkie kryteria pozwalajgce na
sklasyfikowanie jej w grupie CK-2 [15, 45]. Poczatkowo sgdzono, ze ma ona
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budowe takgjak enzymy izolowane ze zwierzat aa'p2 (Mra4l 000, Mra' 37 000, Mrp
24 000). Jednak w 1984 r. udato sie za pomocg sgczenia na zelu Bio-Gel A—0.5 m
usuna¢ z enzymu podjednostke p [15]. Aktywno$¢é enzymatyczna zachowana byta
mimo nieobecnosci peptydu p. Badania poréwnawcze CK-2 z Saccharomyces
cerevisiae i Drosophila [39] przy uzyciu przeciwciat przeciwko podjednostce a
i podjednostce P CK-2 z Drosophila wykazaty, ze kinaza drozdzowa ma budowe
aa'PP', przy czym p i P' majg wyjatkowo duze ciezary czasteczkowe: Mra 42 000,
Mra' 35 000, Mrp 41 000 oraz Mrp 32 000. Z catg pewnoscig nie stwierdza sie
obecnosci peptydu po Mr 24 000. Ani wdrozdzach, ani w plesniach ani wros$linach
wyzszych nie znaleziono, jak do tej pory, kinazy kazeinowej, w skiad ktorej
wchodzitaby podjednostka o Mr 24 000 26 000 ulegajaca autofosforylacji.

Omawiajgc strukture CK-2 nalezy wspomnieé¢ o ich zdolnosci do tworzenia
agregatéw. Badania G lovera na CK-2 z Drosophila [47] wykazaly, ze obnizenie
sity jonowej w roztworze powoduje agregacje biatka enzymatycznego, wyrazajacg
sie tworzeniem filamentéw. Im nizsza sita jonowa, tym filamenty sg wieksze i
bardziej usieciowane. Sadzi sie, ze moze to by¢ jedna z drég regulacji aktywnosci
CK-2 w zywym organizmie, poniewaz fizjologiczne stezenie soli daje mozliwosci
odwracalnego tworzenia filamentéw.

1V-2. Regulacja aktywnosci

Znanych jest wiele regulatoréw aktywnosci CK-2, zar6wno inhibitorow jak
i stymulatoréw. Najsilniejszym, specyficznym i najcze$ciej stosowanym inhibito-
rem jest heparyna. Wiasciwosé te wykorzystuje sie do okre$lania typu badanej
kinazy [4, 5, 48]. Stata inhibitorowa 1% = InM. Heparyna jest inhibitorem
kompetycyjnym w stosunku do substratu biatkowego. Innymi inhibitorami tego
typu sa polianiony takie jak; kwas poliglutaminowy i poliasparaginowy,
2,3 dwufosfoglicerynian (2,3 DPG), sze$ciosiarczan inositolu, fosforan pirydoksalu
[4, 5, 49]. Znane sg takze inhibitory kompetycyjne w stosunku do donora fosforu.
Do zwiagzk6w takich zaliczyé mozna DRB (z ang. 5, 6 dichloro-1 D ribofuranosyl-
benzimidazole) [46] oraz kwercetyne [81]. Oprdécz negatywnej regulacji aktywnos-
ci, stwierdza sie rowniez regulacje pozytywng [4, 5,49, 50]. Aktywatorami CK-2 sg
polikationy takie, jak poliaminy (spermina, spermidyna, putrescyna) oraz zasa-
dowe polipeptydy (poliarginina, polilizyna) [50, 51, 52]. Wszystkie te badania
dotycza efektu in vitro. W komérce sytuacja jest o wiele bardziej skomplikowana.
Efektywnos$¢ regulatoréw zalezy bowiem w duzym stopniu od rodzaju fosforylo-
wanego substratu oraz od $rodowiska, w ktorym znajduje sie enzym [50, 53, 54].
Mechanizmy regulacji aktywno$ci CK-2 in vivo nie zostaly jeszcze poznane.
Jednak obecno$¢ w komorce zwigzkow o charaktetrze kwasnym, wykazujacych
dziatanie hamujace aktywno$¢ CK-2 [55, 56, 57] oraz zasadowym (poliamin
i polipeptydéw) — aktywatoréw CK-2, sugeruje mozliwo$¢ istnienia takich drég
regulacji in vivo [58]. Nalezy wspomnie¢, ze do dziatania kinaz kazeinowych-2
podobnie jak dla CK-1 konieczne sgjony magnezowe [1,4]. Optimum aktywnosci
uzyskuje sie przy stezeniu Mg2+ ok. 10 mM. Pewien udziat w regulacji aktywnosci
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CK-2 wykazujg kationy jednowarto$ciowe (Na+ i K+). Stezenie 100 mM Na~/K*
powoduje podwyzszenie aktywnosci CK-2 o ok. 30%—100%, wyzsze stezenie
natomiast, powyzej 200 mM Na+/K +, dziatajg hamujgco na CK-2 [1, 4].

1V-3. Specyficznos¢ miejsca fosforylacji

Badania pozwalajagce na okreslenie specyficznosci miejsca fosforylacji prowa-
dzone sg przy uzyciu syntetycznych, krétkich peptyddw, potencjalnych substratéw
CK-2 [5, 59 —62]. Budowa niektorych z nich zostata przedstawiona w tabeli 2.
Peptydy rdznig sie miedzy sobg aminokwasem zdolnym do przytaczenia grupy
fosforanowej (Ser, Thr, Tyr) oraz otoczeniem tego aminokwasu.

Tabela 2
Syntetyczne peptydy — potencjalne substraty CK-2(l)
Peptyd ) @ Km(nM)

1L Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ser < |

2. Ser-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu 100 0.27
3. Thr-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu 10 6.25
4. Tyr-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu <1 —

5. Ser-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala 35 4.52
6. Ser-Glu-Glu-Glu-Ala-Ala 27 5.90
7. Ser-Glu-Glu-Ala-Ala-Ala <1 —

8. Ser-Ala-Ala-Glu-Glu-Glu 62 6.60
9. Ser-Glu-Glu-Glu-Ala-Glu 100 1.52
10. Ser-Glu-Glu-Ala-Glu-Glu 4 171
11. Ser-Glu-Ala-Glu-Glu-Glu 75 1.95
12. Ser-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu 89 5.55

<'Wg [5]

@ Vm, - wyrazona w %, w stosunku do Vna< (100%) dla peptydu Ser-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu
Podkreslono reszty aminokwasowe ulegajace fosforylacji.

Na podstawie analizy wydajnosci fosforylacji stwierdzono, ze:

— seryna tatwiej ulega fosforylacji niz treonina, natomiast tyrozyna nie jest wcale
fosforylowana (Tab. 2 peptydy 2, 3, 4);

— konieczne jest sasiedztwo co najmniej trzech aminokwaséw o charakterze
kwasnym (Glu, Asp, Ser(P)) od strony C-konca fosforylowanego aminokwasu
(Tab. 2, peptydy 1, 2, 5, 6, 7);

— im dtuzsza sekwencja kwasnych reszt aminokwasowych tym fosforylacja jest
wydajniejsza (Tab. 2, peptydy 2, 5, 6);

— kwasny aminokwas w pozycji +3 w stosunku do modyfikowanej Ser/Thr
warunkuje fosforylacje; obecno$¢ w pozycji +3 obojetnego aminokwasu (np.
Ala) zamiast kwasnego (Glu) powoduje, ze reakcja fosforylacji nie przebiega;
peptydy 9, 11, 12 sg bardzo dobrymi substratami, podczas gdy peptyd 10
praktycznie nie ulega fosforylacji (Tab. 2);

— istotny, lecz nie zasadniczy wptyw na wydajnos$¢ fosforylacji ma aminokwas
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zajmujacy pozycje + 5; zmiana Glu w tej pozycji na Ala powoduje obnizenie ilosci
wigczonego do peptydu fosforu.

Analiza miejsc fosforylacji w substratach biatkowych, zaréwno egzo- jak
i endogennych (Tab. 3) jest potwierdzeniem badari na syntetycznych pepty-
dach.

Tabela 3

Miejsca fosforylacji dla CK-2 w substratach biatkowych

Sekwencja aminokwasowa

Biatko z wyréznionym miejscem fosforylacji Pismiennictwo
4
P-kazeina -GIn-GIn-Thr-Glu-Asp-Glu-Leu- [4.5]
130

a®kazeina -Leu-Ser(P)-Thr-Ser(P)-Glu-Glu-Asn- [4.5]
syntaza glikogenu -GIn-Ser-Glu-Asp-Glu-Glu-Glu-Glu- [63]
podjednostka regulatorowa -Asp-Ser-Glu-Ser-Glu-Asp-Glu-Glu-
Rn kinazy zaleznej od cAMP -Glu- [64]
inhibtior-2 biatkowej fosfatazy -Glu-Ser-Ser-Gly-Glu-Glu-Glu-Asp-

-Ser-Asp- [65]
kalmodulina -Asp-Thr-Asp-Ser-Glu-Glu-Glu-lle- [66]
dekarboksylaza ornitynowa -Gly-Ser-Asp-Asp-Glu-Asp-Glu-Ser- [92]

Reszty aminokwasowe ulegajace fosforylacj zostaty podkreslone.
Ser(P) oznacza ufosforylowang przed inkubacja z CK-2 reszte serynowa w biatku akceptorowym.

V. Enzymy podobne do kinaz kazeinowych typu-2 (CK-2-like enzymes)

Nazwg tg okre$la sie wszystkie wyizolowane do tej pory ro$linne enzymy,
zblizone witasciwosciami do wiasciwosci kinaz kazeinowych-2 pochodzenia zwie-
rzecego. Ponadto, do grupy tej zaliczyé mozna kinazy kazeinowe eukariotéw
nizszych (drozdzy, plesni), ktérych witasciwosci sq posrednie miedzy CK-1 i CK-2
[31, 16]. Zasadnicze rdznice miedzy CK-2, a ,,CK-2-podobnymi enzymami"
widoczne sg w ich budowie. W przypadku ,kinaz podobnych do CK-2" nie
stwierdza sie budowy heterotetrameru aa'pz. Z tkanek roslinnych wyizolowano co
najmniej dwa rdzne typy enzyméw przypominajgcych kinazy kazeinowe-2:
CK-lIIA(®) i CK-1IB(> CK-1IA to kinazy o Mr 120000 - 140000 i budowie
podjednostkowej. Struktura jest jednak inna niz zwierzecych CK-2. Na przyktad
kinaza izolowana z soi [12] sktada sie tylko z trzech podjednostek i ma budowe aa'f3
(Mra 52 000, Mra' 37 000, Mrp 35000). Kinaza nazywana CK-2, izolowana z
Dictyostelium discoideum jest homooligomerem o Mr podjednostki 40 000 [16].
Druga grupa enzyméw — CK-1IB to monomeryczne biatka najczesciej o Mr
30 000 h- 60 000 [13, 14, 30, 31]. Budowg CK-IIB przypomina kinazy kazeinowe-
1 Jednakze wiasciwosci CK-IIB sg catkiem odmienne od CK-1. CK-IIA i CK-IIB
reagujg podobnie do typowych CK-2 na dziatanie efektorow — inhibitorow i

() nazewnictwo wprowadzone przez autora
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aktywatorow (jedyna rdznica to brak stymulacji przez spermine). W reakcji
fosforylacji wykorzystujag obok ATP takze GTP. Réwniez specyficzno$¢ miejsca
fosforylacji pozwala na zaklasyfikowanie ich do grupy kinaz typu-2. Badania
prowadzone na CK-Il1A i CK-1I1B obecnych w siewkach kukurydzy [68] przy uzyciu
modelowych peptydow wykazaty, ze substraty biatkowe tej grupy kinaz muszg
spetnia¢ wszystkie wymagania stawiane substratom zwierzecym CK-2. Jest to
warunek konieczny ale nie wystarczajacy. Okazato sig, ze dla kinaz roslinnych
(badania na CK-IIB z siewek kukurydzy), bardzo istotng role odgrywa charakter
aminokwasu w pozycji + 1w stosunku do ulegajacej modyfikacji seryny (Tab. 4).
Peptydy 2, 3 (Tab. 4) sg dobrymi substratami dla CK-2 izolowanej z watroby
szczura, natomiast nie sg zupeinie fosforylowane przez CK-11B z siewek kukury-
dzy. Podobnie podstawienie kwasu glutaminowego przez alaninge w pozycji +4 i
+ 5 powoduje wiekszy spadek fosforylacji katalizowanej przez CK-11B w porow-
naniu z fosforylacjg przy udziale CK-2 z watroby szczura (Tab. 4). Wydaje sie, ze
kinazy kazeinowe z siewek kukurydzy, a moze wszystkie kinazy ,,podobne do
CK-2", sg enzymami o wiekszej specyficznosci niz zwierzece kinazy kazeinowe
typu-2.

Tabela 4

Fosforylacja syntetycznych peptydéw przez CK-11B z siewek kukurydzy i CK-2 z watroby szczura
(dane kinetyczne)()

CK-11B CK-2
Peptyd z kukurydzy z watroby szczura
Viex(%)<2> Km(nM) Vi(%) (@ Km(nM)
1 Ser-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu 100 0.25 100 0.27
2. Ser-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu <1 — 89 1.10
3. Ser-Ala-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu <1 — 116 1.06
4. Ser-Glu-Ala-Glu-Glu-Glu 130 0.57 75 1.90
5. Ser-Glu-Glu-Ala-Glu-Glu <1 — 4 1.79
6. Ser-Glu-Glu-Glu-Ala-Glu 102 0.38 100 1.52
7. Ser-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala 68 0.41 35 2.15
8. Ser-Glu-Glu-Glu-Ala-Ala <1 27 5.30

Reszty aminokwasowe ulegajace fosforylacj zaznaczono ttustym drukiem.
">Wg [68],
@Vm, wyrazona w %, w stosunku do V™, (100%) dla peptydu Ser-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu.

V1. Rola fizjologiczna kinaz kazeinowych

Pomimo, ze kinazy kazeinowe znane sg od bardzo dawna, o ich roli w komdrce
wiadomo ciagle niewiele, zdecydowanie mniej, niz o roli innych kinaz biatkowych
[prace przegladowe 1, 2].

CK-1 moze fosforylowaé wiele biatek (cze$¢ z nich przedstawiono w Tab. 5),
jednak tylko w kilku przypadkach widoczne sg funkcjonalne zmiany biatka
wywotane tg fosforylacja. Ufosforylowane formy; kinazy fosforylazy [69], poli(A)
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Substraty biatkowe CK-1

[10]

Tabela 5

Biatko PisSmiennictwo
RNA polimeraza Il 72
poli(A) polimeraza 70, 71
syntaza glikogenu 18
aminoacyl tRNA syntaza 73
acetyl CoA karboksylaza 78
kinaza fosforylazy 69
tubulina 102
spektryna 104
elF-4B, elF-5 4

Substraty biatkowe CK-2

Tabela 6

Biatko PiSmiennictwo

elF-2, elF-3, elF-4B, elF-5 [
RNA polimeraza | [76]
RNA polimeraza Il [77]
DNA topoizomeraza | [74]
DNA topoizomeraza Il [75]
biatka zwigzane z mRNP [89, 103, 43]
jaderkowe biatko B23 [97]
jaderkowe biatko C23 [98]
HMG biatko 17 [90]
HMG biatko 14 [91]
syntaza glikogenu [63, 88]
dekarboksylaza ornitynowa [92]
troponina T [94, 95]
acetyl CoA karboksylaza [78]
miozyna [100, 101]
spektryna [79]
fibrynogen [80]
kalmodulina [66]
90 kDa biatko szoku cieplnego [93]
receptor androgenu [99]
R,, podjednostka regulatorowa kinazy [64]

biatkowej Il zaleznej od cAMP
inhibitor-2 fosfatazy biatkowej [65]

polimerazy [70, 71] i RNA polimerazy Il [72] wykazujg wyzszg aktywnos$¢
enzymatyczng, natomiast aktywnos$¢ syntazy glikogenu [18] i aminoacyl tRNA
syntazy [73], wrecz przeciwnie —jest hamowana przez dziatanie CK-1.

Wiecej wiadomo na temat naturalnych substratéw CK-2. Znanych jest ich
obecnie ok. trzydziestu. Tabela 6 przedstawia niektore z nich.

Kinazy kazeinowe-2 fosforylujg biatka biorgce udziat w ekspresji genéw np.
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topoizomeraze li ll [74, 75], polimerazy RNA 1i Il [76, 77], czynniki translacyjne
[4], kluczowe biatka wielu szlakéw metabolicznych [63, 78], niektdre biatka
strukturalne [79, 80] oraz biatka szoku cieplnego [93]. Fosforylacja zaréwno
topoizomerazy | i Il jak i polimeraz RNA 1 i Il zaleznych od DNA powoduje
kilkukrotny wzrost ich aktywnos$ci enzymatycznej. Rowniez fosforylacja podjed-
nostki B czynnika elF-2 sprawia, ze translacja zachodzi wydajniej [82,83]. Fakty te,
w pewnym stopniu, moga ttumaczy¢ znaczny wzrost aktywnosci CK-2 w trakcie
réznicowania sie komorek (badania na komoérkach 3T3-L1 [84]) oraz podczas
embriogenezy myszy [85]. Zwiekszong aktywno$¢ CK-2 wykazujg ,,ustalone linie”
komérkowe, oraz komérki transformowane [86], Udziat kinaz kazeinowych-2
stwierdzono w procesie mejotycznego podziatu komérkowego [87].

Nie zawsze efekt fosforylacji jest jednoznaczny. Podobnie jak dla CK-1, czesto
nie jest widoczna zadna zmiana funkcjonalna fosforylowanego biatka. Nie
Swiadczy to jednak o tym, ze zmiany takiej nie ma. Obecnie coraz wiecej wiadomo
na temat kaskadowych mechanizmow fosforylacji, stanowigcych sieci $cisle ze sobg
powigzanych reakcji fosforylacji i defosforylacji. Réwniez kinazy kazeinowe majg
w nich swéj udziat. CK-2 fosforyluje podjednostke regulatorowg Rn kinazy zaleznej
od cAMP [64], oraz inhibitor-2 biatkowej fosfatazy [65]. Znany jest takze fakt
tworzenia przez CK-2 miejsc rozpoznawania dla innych kinaz. Fosforylacja
syntazy glikogenu przez kinaze kazeinowg-2 umozliwia dalszg fosforylacje syntazy
przez kinaze 3 syntazy glikogenu [88]. To, ze czesto jedna fosforylacja warunkuje
nastepng, widoczne jest takze na uktadach modelowych. W przypadku substratéw
kinaz kazeinowych (patrz Tab. 3), obecnos¢ ufosforylowanej wczeséniej przez inng
kinaze seryny, umozliwia nastepnie fosforylacje biatka przez kinaze kazeinowa.

Do tej pory wiadomos$ci dotyczace roli fizjologicznej kinaz kazeinowych sg
bardzo fragmentaryczne. Jednak intensywnie prowadzone badania majgce na celu
wyjasnienie regulacyjnej roli fosforylacji w komérce, przy wykorzystaniu coraz
doskonalszych technik badawczych, niewatpliwie w niedalekiej przysztosci rozsze-
rza naszg wiedze dotyczacg struktury i funkcji kinaz kazeinowych.

Dzigkuje serdecznie Panu profesorowi Eugeniuszowi Gasiorowi za zachecenie mnie do napisania
niniejszego artykutu oraz Pani docent Grazynie Muszynskiej za krytyczne uwagi przy jego pisaniu.

Artykut otrzymano 12 wrze$nia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 24 stycznia 1989 r.
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JOZEF ZAJAC*

Heterogenno$¢ kinazy biatkowej C

The heterogeneity of the protein kinase C

Kinaza biatkowa aktywowana przez fosfolipidy, zalezna od Ca2+ i diacylogli-
cerolu (kinaza C) jest szeroko rozpowszechniona u Eukaryota [1,2], a jej udziat w
rozlicznych funkcjach komorek jest dobrze udokumentowany i powszechnie
akceptowany [3,4]. Kinaza C wewnatrzkomdrkowo wystepuje w frakcji rozpu-
szczalnej, a w wiekszosci komdrek jest takze zwigzana z btonami. lloSciowe
rozmieszczenie enzymu miedzy btony i frakcje rozpuszczalng jest zmienne i zalezy
od stanu fizjologicznego komarek.

Kinaza C jest monomerem o masie czgsteczkowej 77 kDa i katalizuje
fosforylacje siarczanu protaminy, natomiast w obecnosci fosfolipidow, Ca2+ i
diacyloglicerolu ujawnia sie jej aktywnos$¢ wobec innych substratéw [5]. Diacylog-
licerol moze by¢ zastagpiony przez niektdre estry forbolu [6], badZ antybiotyki jak
mezereina, teleocydyna i aplysiatoksyna [6]. Nieodwracalna aktywacja kinazy C
nastepuje réwniez podczas ograniczonej proteolizy za pomocg trypsyny lub
kalpainy [7], poniewaz powstaty fragment o masie czgsteczkowej okoto 51 kDa jest
aktywny w nieobecnos$ci wyzej wymienionych kofaktoréw. Ponadto stwierdzono,
ze nienasycone kwasy tluszczowe o konfiguracji cis rowniez efektywnie stymulujg
aktywnos$¢ kinazy C [8,9]. Z powyzszego wynika, ze rozne sposoby aktywacji
kinazy C przynajmniej w cze$ci moga ttumaczyé réznorodnos¢ jej wpltywu na
procesy komoérkowe [10].

Przez dlugi czas kinaza C uwazana byla za jednorodne biatko. Jednakze
niekiedy obserwowano, ze homogenne preparaty enzymu podczas elektroforezy na
zelu poliakryloamidowym ulegaty rozdzieleniu na blisko potozone pasma. Bar-
dziej przekonujgcym dowodem heterogennos$ci kinazy C byt rozdziat homogen-
nego preparatu z moézgu na kolumnie z hydroksyapatytu na trzy frakcje, ktére
oznaczono jako typ I, Il i Il zgodnie z kolejnos$cig elucji gradientem stezen
ortofosforanu [11, 12].

Jednoczes$nie w kilku o$rodkach metodami molekularnego klonowania z
bibliotek DNA mézgu szczura [13 —16], krélika [17], wotu i cztowieka [18, 19]
wyizolowano komplementarne cDNA kodujgce rozne warianty kinazy C. Ze

* Dr. Zaktad Chemii Fizjologicznej, Akademii Medycznej w Lublinie, ul. Lubartowska 85,
20—123 Lublin
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wzgledu na rozmaite oznakowania tych samych wariantdw enzymu przez réznych
autoréw zaproponowano [20]jednolity system zalecajgcy uzywania kolejnych liter
alfabetu greckiego wedlug Coussens i wsp. [19]. Zgodnie z tg propozycja
uporzadkowano dotychczas poznane klony cDNA i kodowane przez nie warianty
kinazy C (Tab. 1). W dotychczasowych publikacjach warianty kinazy C oznaczane
sq rowniez literami alfabetu greckiego zgodnie z odpowiednimi klonami cDNA.

Tabela 1

Zestawienie poznanych klonéw cDNA kinazy C iich korelacja z typami enzymu wykrytymi w mézgu

cDNA

Systematyka

proponowana [20] a pi w y 8 e c
Przewidywana liczba

aminokwasow 672 671 673 697 673 737 —
Subfrakcje enzymu z

mozgu [11] Typ HI Typ Il Typ 1 — — —
Mézg cztowieka i wo-

tu 18, 19] a P y — — -
Mozg krélika [17] y P « — — — —
Mézg szczura [15] — PKC Il PKC Il PKC I — — —
Mdzg szczura [16] — RP41? — — — —
Mézg szczura [13, 14] X? Typ | Typ 1l — — — —
Mdzg szczura [23] — — — — 5 e c

Warianty enzymu odpowiadajgce klonom a-,fi- i y-cDNA kodowane sg przez geny
znajdujace sie na réznych chromosomach, ale charakteryzujg sie duzym podo-
bienstwem budowy. Klon (3-cDNA koduje dwa subwarianty kinazy C [21, 22] [3Li
(3 powstajgce na skutek alternatywnego ciecia i sktadania premRNA, a réznigce
sie jedynie na odcinku 50 aminokwaséw od C-konca. Kolejne odkryte warianty
S-.e- i e-cDNA kodujace kinaze C w mobzgu szczura nie sg jeszcze dostatecznie
zbadane, ale wiadomo, ze r6znig sie znacznie budowga od poprzednio wymienio-
nych [23].

Warianty kinazy C kodowane przez a-, [3 i y-cDNA sg monomerami o duzej
homologii sekwencji aminokwasowej. Cze$¢ N-koricowa obejmujaca okoto 300
aminokwasoéw stanowi domene regulatorowg, natomiast pozostata czes¢ C-
koncowa stanowi domene katalityczng (Ryc.). Ta ostatnia wykazuje duze podo-
biefstwo budowy z regionami katalitycznymi innych kinaz biatkowych, szczeg6l-
nie zalezych od cAMP icGMP oraz src [18]. W strukturze wariantéw a, 3, @iy
kinazy C wystepuja cztery regiony state (Ci —Ca)i pie¢ zmiennych (Vi —Vs, Ryc. 1).
Regiony state (ang. conserved) o niemal identycznej sekwencji aminokwasowej
okreslaja podstawowe witasnosci i funkcje enzymu, natomiast regiony zmienne, jak
sadzi sie, w spos6b bardziej precyzyjny modulujg wiasnosci i funkcje enzymu w
zr6znicowanych komoérkach czy nawet strukturach subkomoérkowych, a ich
ekspresja uzalezniona by byta od potrzeb komorki.
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Reszty aminokwasow

100 200 300 400 500 600

KlOﬂy i t i i
cDNA Domena regulatorowa Domena katalityczna

a v, G V2 Cc2 v3 c3M c4 1)
fil/fili 11 L

7 Bloki cysteiny ATP (ATP)?

Miejsce wigzace
6 C, c3 (£

G-X-G -X-X-G - XI6-Lys
Me Me

Bloki cysteiny regionu C, Miejsce wiazania ATP
W regionie C3

Ryc. 1. Schematyczne poréwnanie struktur dwéch grup wariantow genetycznych kinazy biatkowej C.

C1-C4 - regiony state, V|-Vs - regiony zmienne. Me - jony metalu, G - glicyna, X - rozne
aminokwasy, kotka oznaczaja cysteine, a strzatki wskazuja kierunek od N- do C-korica.

W pierwszym statym regionie (Ci) na poczatku wystepuje sekwencja amino-
kwasow -Arg-Lys-Gly-Ala:?-Leu-Arg- o charakterze pseudosubstratu ze wzgledu
na typowe rozmieszczenie aminokwaséw zasadowych i alaniny w pozycji 25
zamiast seryny, czy treoniny, ktére wystepujg w miejscach fosforylacji biatek przy
udziale kinazy C [24]. Ta pseudosubstratowa sekwencja w domenie regulatorowej,
jak sagdzg House i Kemp [25], powoduje blokowanie domeny katalitycznej w
nieobecnos$ci aktywujacych kofaktoréw. Na poparcie tej tezy autorzy wykazali, ze
syntetyczny polipeptyd o sekwencji enzymu od pozycji 19 do 36 jest efektywnym
inhibitorem zaréwno autofosforylacji kinazy C jak i fosforylacji substratéw
biatkowych, a w przypadku zastgpienia alaniny w pozycji 25 seryng, polipeptyd ten
jest dobrym substratem dla kinazy C. Ponadto interesujaca osobliwos$cia statego
regionu Ci jest wystepowanie dwoch blokéw bogatych w cysteing o sekwencji
-Cys-X2-Cys-Xi3(i4)-Cys-X2-Cys-X7-Cys-X7-Cys-, gdzie X oznacza rézne amino-
kwasy. Podobna sekwencja blokdw cysteinowych wystepuje w produktach eks-
presji protoonkogendw c-rafi A-raf, ktore majg wiasnosci kinazy biatkowej [26], a
takze w wielu metaloproteinach ibiatkach wigzacych sie z DNA i uczestniczacych
w regulacji transkrypcji [8]. Wskazywaloby to na udziat kinazy C w regulacji
ekspresji gendw. Hipoteza ta wymaga dosSwiadczalnej weryfikacji, a wykazanie
wystepowania kinazy C w jagdrach komdrek mdzgu i watroby sugeruje mozliwos¢
jej udziatu w regulacji proceséw zwigzanych bezposrednio z DNA istanowi kolejny
krok w tym kierunku [27].
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Niewatpliwie stale regiony Ci i C2 stanowia gtoéwny trzon domeny regulatorowej
kinazy C. Jednakze, jak to wynika z sekwencji aminokwasowej, brak jest w nigj
typowej struktury dla wiazania Ca2+ jak w kalmodulinie, czy innych biatkach
wigzacych Ca2+. W obrebie pozycji od 292 do 303 wystepujg sekwencje kwasu
asparaginowego i glutaminowego, ktére moga stanowi¢ miejsce wigzace Ca~+,
chociaz dotychczas nie ma na to dowodéw. Z sekwencji aminokwasowej wynika, ze
takze inne miejsca mogg wigza¢ Ca2+, a nawet sugeruje sie wystepowanie dwoch
miejsc wigzacych o réznym powinowactwie, ale dotychczas ich nie zlokalizowa-
no.

Zgodnie z aktualnym pogladem fosfolipidy uczestniczace w aktywacji kinazy C
wigzg sie z domeng regulatorowg. Przemawia za tym doswiadczenie, w ktérym
wykazano, ze uwolniona proteolitycznie domena katalitycznajest w petni aktywna
w nieobecnosci fosfolipidéw i Ca2" [28]. Jednakze w regionach Ci i C2 czesci
regulatorowej nie stwierdza sie typowych miejsc hydrofobowych mogacych wigzaé
fosfolipidy i diacyloglicerol, czy estry forbolu, a ogdlny charakter domeny
regulatorowej jest hydrofilny. W centrum aktywnym fosfolipazy Az wystepujg
bogate w cysteine sekwencje podobne jak w kinazie C [29], zatem po$rednio mozna
sadzié, ze tego typu struktury w tancuchu polipeptydowym sa odpowiedzialne za
oddziatywanie z fosfolipidami.

Znana jest aktywacja kinazy C na drodze ograniczonej proteolizy przy udziale
trypsyny lub kalpainy [7]. Proteoliza ma miejsce na granicy regionéw C:z i V3,
najprawdopodobniej miedzy miejscem wigzgcym Ca' i domeng katalityczng
wystepuje petla podatna na proteolize w przedziale 292 —317 sekwencji amino-
kwasdw zawierajacej arginine i lizyng. Rola fizjologiczna ograniczonej proteolizy
kinazy C niejestjeszcze wyjasniona. Moze ona mie¢ znaczenie w inicjacji proceséw
nieodwracalnych i zapoczgtkowaniu degradacji enzymu [7].

Trzeci staly region C3, bedacy czeScig domeny katalitycznej, zawiera miejsce
wigzania ATP o charakterystycznej dla wielu kinaz biatkowych sekwencji
-Gly-X-Gly-X2-Gly-Xi6-Liz- (18, X oznacza r6zne aminokwasy). Ale kinaza C w
przeciwienstwie do innych kinaz biatkowych posiada dodatkowo podobnie
zbudowane miejsce w statym regionie C4. Jaka jest jego rola nie wiadomo.
Natomiast stwierdzono, ze kinaza C w przeciwienstwie 'do kinazy zaleznej od
cAMP moze wykorzysta¢ [3S-y]-tio-ATP w fosforylacji biatek btonowych [30], co
wskazywatoby na mniejszg specyficznos$¢ przynajmniej jednego z miejsc wigzacych
ATP. Ponadto obecno$¢ dwdch miejsc wigzacych ATP moze mie¢ znaczenie w
specyficznosci kinazy C wobec substratow biatkowych, poniewaz katalizuje ona
fosforylacje seryny lub treoniny w poblizu zasadowego aminokwasu potozonego od
N-konca, badz C-korica, a takze z obydwu stron. Pod tym wzgledem kinaza C jest
bardziej uniwersalna niz kinaza zalezna od cAMP, ktéra preferencyjnie katalizuje
fosforylacje seryny poprzedzonej aminokwasami zasadowymi tylko do N-konca
[24],

Domena katalityczna zawiera rdwniez cysteine, chociaz w mniejszej ilosci niz
domena regulatorowa. Znana jest wrazliwo$¢ kinezy C na aktywujace dziatanie
zwigzkow sulfhydrylowych, a takze na inhibitory blokujgce grupy -SH [31] i
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utlenianie [32], ktére powodujg inaktywacje enzymu. Chociaz domena regulato-
rowa zawiera znacznie wiecej cysteiny niz domena katalityczna, to wigzanie estrow
forbolu jest mniej wrazliwe na hamujgce dziatanie N-etylomaleimidu niz fosfory-
lacja histonu [31].

Warianty kinazy C kodowane przez 5-, e- ie-cDNA, a zwlaszcza ten ostatni, sg
mniej poznane, ale wiadomo, ze ich budowa znacznie rézni si¢ od omoéwionych
wczes$niej (Ryc. 1). Warianty 5ie maja tylko trzy state regiony wspdlne (Ci,C3iG),
a w zwigzku z tym wieksze regiony zmienne. Zachowane zostaly najbardziej
charakterystyczne regiony dla tej rodziny kinaz biatkowych, to znaczy domena
katalityczna wspdlna u wszystkich kinaz biatkowych i region bogaty w cysteine w
domenie regulatorowej, ktéry jak sie wydaje wyrdznia je sposrdd innych typéw
kinaz biatkowych, z wyjatkiem c-raf i A-raf.

Jak wczesniej wspomniano preparat kinazy C z mdzgu ulega rozdziatowi na
kolumnie z hydroksyapatytu na trzy frakcje, ktére oznaczono jako typ I, I1i 111 [11,
12]. Poréwnanie kazdego z powyzszych typéw kinazy C z wariantami, ktore ulegaja
ekspresji w komérkach COS7 po transfekcji odpowiednimi cDNA [20] wykazato,
ze typ lodpowiada enzymowi kodowanemu przez y-cDNA, typ Il —[3-cDNA, a typ
Ill—a-cDNA. Taka samg zbiezno$¢ typow kinazy C z poszczeg6lnymi wariantami
stwierdzono takze za pomocg specyficznych przeciwciat dla poszczegdlnych typéw
enzymu [33]. KJon p-cDNA jest zrédtem dwdch subwariantéw (I i Il), ktore z
kolumny hydroksyapatytowej eluowane sg razem w postaci pojedyinczego szczytu
jako typ Il kinazy C [21]. Obydwa subwarianty ulegty ekspresji w komdrkach
COS7, a rozrézniono je za pomoca specyficznych przeciwciat [21, 22]. Obecnie
problem czy pozostate typy kinazy C skladajg sie z subwariantéw pozostaje
otwarty.

Wielos¢ funkcji przypisywanych kinazie C moze by¢ ttumaczona subtelnymi
réznicami poszczeg6lnych wariantow i subwariantéw oraz zrédznicowaniem ich
ekspresji uzaleznionej od rodzaju sygnatdw regulacyjnych. Poszczegdlne warianty
enzymu moga w tych samych komorkach spetnia¢ podobne, ale rdéznigce sie tylko
w szczegoOtach funkcje. Obecne badania zmierzajg zatem zar6wno do odkrycia
dalszych wariantéw i subwariantéw tego enzymu, poniewaz dane do$wiadczalne
wskazujg na mozliwo$¢ ich istnienia, jak i do poznania szczeg6towych ich
wiasnosci oraz ekspresji w zr6znicowanych funkcjonalnie komaérkach.

Stwierdzono, ze podczas autofosforylacji kinazy C przytacza sie 1—2 mole
P/mol enzymu. Najszybciej autofosforylacji ulega typ | kinazy [34]. W typach 1i Il
fosforylacji ulega seryna, a w Il seryna i treonina. Mapy fosfopeptydéw po
trypsynolizie wskazujg na rézne miejsca fosforylacji zar6wno w poszczegélnych
typach kinazy C, jak i w obrebie tych samych typow [34]. Autofosforylacja
heterogennego preparatu kinazy C powoduje ostabienie oddziatywania jej z
btonami poprzez zmniejszenie powinowactwa do Ca2+ [35]. Dotychczas brak jest
danych odnos$nie znaczenia autofosforylacji w przypadku indywidualnych warian-
téw enzymu.

Kinaza C pod wptywem stymulacji hormonalnej ulega translokacji do bton i
degradacji proteolitycznej. Doswiadczenia ze stymulacjg za pomoca surowicy i
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estrow forbolu wskazujg, ze w komarkach miesni gtadkich aorty krdlika wystepujg
frakcje kinazy C wrazliwa i niewrazliwa na wewnatrzkomorkowga degradacje [36].
Typ kinazy C wrazliwy na proteolize wykazuje dziatanie proliferacyjne lub
antyproliferacyjne w zaleznosci od sposobu stymulacji komdrek. Natomiast typ
kinazy C nie ulegajacy proteolizie nie posiada powyzszych funkcji [36]. Te tylko
wstepnie rozpoznane roznice w wrazliwosci na wewnatrzkomdrkowa proteolize i
udziale w proliferacji ré6znych frakcji kinazy C wymagajg dalszych badan, ktore
powigzatyby powyzsze funkcje z poznanymi typami enzymu.

Poszczeg6lne typy kinazy C sa w wyraznie zréznicowany sposob aktywowane
nienasyconymi kwasami ttuszczowymi i Ca:+ [9]. Typ ljest najmniej wrazliwy na
powyzsza aktywacje, posrednio zachowuje sie typ Il, natomiast stymulacja typu Il
w optymalnych warunkach jest pordwnywalna z podobnym dziataniem fosfatydy-
loseryny i diacyloglicerolu. Jest wielce prawdopodobne, ze ten alternatywny
spos6b aktywacji niektérych wariantéw kinazy C moze mieé¢ znaczenie w
okreslonych stanach fizjologicznych komérek [9].

Pelosin i wsp. [37] udato sie rozdzieli¢ kinaze C z mo6zgu szczura na
kolumnie z hydroksyapatytu stosujac krzywoliniowy gradient ortofosforanu na
cztery frakcje, ktére réznity sie powinowactwem do diacyloglicerolu, estréw
forbolu i réznych substratow biatkowych. Frakcje te nie byty pordwnywane ze
znanymi wariantami enzymu. R6znice w powinowactwie do Ca2+ i estréw forbolu
poznanych trzech typéw kinazy C stwierdzili réwniez inni badacze [12].

Fosforylacja receptora EGF (ang. epidermal growth factor) przez kinaze C
powoduje czeSciowe lub catkowite zniesienie jego funkcji. Wykazano, ze w btonach
komorkowych raka naskdrka (A431) receptor EGF najefektywniej jest fosforylo-
wany przez typ Il kinazy C z moézgu, ktéry jako jedyny ulega ekspresji w tych
komoérkach [11]. Pozostate typy kinazy C zmdzgu sg mniej efektywne w fosforylacji
receptora EGF [11]. W zwiazku z powyzszym wynika zagadnienie specyficznosci
substratowej réznych wariantow kinazy C bedace jednym z przedmiotéw dalszych
badan.

Kolejnym zagadnieniem juz cze$ciowo rozpoznanym jest zré6znicowana eks-
presja wariantéw kinazy C w rozmaitych tkankach i typach komérek. Zastosowa-
nie kombinacji technik biochemicznych, cytochemicznych i immunologicznych z
uzyciem specyficznych przeciwciat pozwolito na badanie rozmieszczenia pozna-
nych wariantéw kinazy C w réznych tkankach i indywidualnych komoérkach, a
szczegblnie w wyodrebnionych strukturach mézgu, gdzie aktywno$¢ tego enzymu
jest wyjatkowo duza [38,39]. Typ I kinazy C ulega ekspresji po urodzeniujedynie w
mozgu i rdzeniu kregowym. Najwiekszg jego aktywno$¢ stwierdzono w czesci
korowej moézdzku i hipokampie, natomiast najmniejszg w rdzeniu kregowym.
Kinaza C Il typu w duzych iloSciach wystepuje jako przewazajacy wariant we
wszystkich strukturach moézgu z wyjatkiem moézdzku. Subwarianty kinazy C typu
Il (3L i @) ulegajg ekspresji w moézgu i innych tkankach w rdznych ilosciach.
Zwykle subwariant (311 przewaza nad (31, a niemal catkowicie w korze mézgowej i
hipokampie. Wzglednie duza aktywnos$¢ subwariantu pi wystepuje w rdzeniu
kregowym. Typ Il kinazy C wystepuje w wielu tkankach i rozmaitych komadrkach.
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W réznych strukturach mézgu wystepuje mniej wiecej robwnomiernie, z przewaga
jedynie w rdzeniu kregowym [38] i opuszce nerwu wechowego [39]. Wykazano
réwniez wzrost ekspresji trzech wariantow kinazy C w ludzkich promielocytach
linii HL-60 podczas réznicowania wywotanego sulfotlenkiem dwumetylu i kwa-
sem retinojowym [40]. Nalezy zaznaczyé, ze aktywno$¢ kinazy C typu | w tych
komadrkach jest niewielka.

Jakkolwiek lista wariantéw i subwariantow kinazy C jest jeszcze otwarta, jak
réwniez ich ekspresja w roznych typach komdrek jest w trakcie badan, to nie ulega
watpliwosci, ze te wielorakie formy enzymu uczestniczag w réznorodnych i
specyficznych funkcjach komorkowych, bedacych przedmiotem biezacych i
przysztych badan.

Artykut otrzymano 15 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 12 stycznia 1989 r.
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JANINA KWIATKOWSKA*

Kinaza biatkowa C a transmisja sygnatéow w komdrce (minireview)

Protein kinase C and signal transmission in the cell (minireview)

Spis tresci:

1. Aktywacja kinazy biatkowej C
I1. Fizjologiczna funkcja kinazy C
I11. Rola kinazy biatkowej C w autoregulacji i modulacji innych ukfadéw regulatorowych

Contents:

I. Activation of protein kinase C
I1. Physiological function of protein kinase C
I11. The role of protein kinase C in autoregulation and in the other regulatory system modulation

Wykaz stosowanych skrétéw: ANF —przedsionkowy czynnik natriuretyczny; 1X} —diacylogli-
cerol; EGF — nabtonkowy czynnik wzrostowy; FGF — czynnik wzrostu fibroblastéw; 11-2 -
interleukina 2; PAF —czynnik aktywujacy ptytki; PDGF —czynnik wzrostowy pochodzacy z plytek;
PK-C —kinaza biatkowa C; TPA — 12-tetradekanoiloforbolo-13-octan.

I. Aktywacja kinazy biatkowej C

Kinaza biatkowa C (PK-C) zostata odkryta w 1977 r w pracowni Y.
Nishizuka, jako enzym o nieznanej funkcji fizjologicznej, powszechnie wyste-
pujacy w tkankach ssakéw. Pierwszym wykrytym sposobem aktywacji enzymu
byta kontrolowana proteoliza, przy ktérej uwalnia sie C-koncowy fragment biatka
zawierajgcy domene katalityczng [1]. P6Zniejsze badania wykazaty, ze taki typ
aktywacji PK-C ma miejsce w homogenatach tkankowych, a takze izolowanych
leukocytach i ptytkach krwi pod wptywem kalpainy, proteazy aktywowanej przez
wapn. Utrzymuje sie do dzi$ hipoteza zakladajgca, ze pod wptywem sygnatu
aktywujacego kalpaine, katalityczny fragment kinazy C moze by¢ uwalniany do
cytoplazmy lub btony, wcigz jednak brak dowodéw na fizjologiczne znaczenie
takiej aktywacji ijej istnienie in vivo [2, 3].

*Prof. dr hab. Zaktad Biochemii AM, ul. Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw
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Wkroétce po odkryciu kinazy C okazato sie, ze natywny, nienaruszony enzym
moze by¢ tez aktywny, wymaga to jednak obecnosci fosfatydyloseryny i wysokich,
niefizjologicznych stezen wapnia. Domeny regulatorowe mieszczg sie w N-
koncowym fragmencie czasteczki.

Wiasciwe zainteresowanie kinazg biatkowa C zaczeto sie w latach 80-tych, wraz
z odkryciem, ze enzym ten moze by¢ odbiorcg sygnatow, przekazywanych przez
hormony, neurotransmitery i czynniki wzrostowe. Efektorem w tym przekazie
sygnatéw jest fosfolipaza C, hydrolizujgca fosfatydyloinozytydy z uwolnieniem
trisfosfoinozytolu mobilizujgcego wapn w komaérkach, oraz diacyloglicerolu(DG).
Minireview na ten temat ukazato sie w ,Postepach Biochemii” w 1986 r [4].
Diacyloglicerol jest aktywatorem kinazy C, ktéra w jego obecnos$ci nadal wymaga
dla aktywnosci fosfatydyloseryny, ale dziata w niskich stezeniach wapnia. Dodat-
kowym impulsem do badarn PK-C stato sie odkrycie, ze sktadniki oleju krotono-
wego, estry forbolowe, znane jako promotory nowotworéw, sg analogami DG,
trwale aktywujgcymi kinaze C [5].

Wyjasnienie mechanizmoéw transmisji sygnatéw z receptoréw na efektory
pozwala zrozumie¢ powigzanie miedzy uktadami aktywujacymi kinaze C a innymi
systemami regulatorowymi. Mechanizm ten jest zdumiewajgco jednolity, bez
wzgledu na r6znorodno$é substancji sygnatowych, receptoréw, efektorow. Do
efektoréw zalicza sie cyklaze adenylanowa, cyklaze guanylanowg, fosfolipaze C,
fosfodiesteraze cGMP oraz kanaty jonowe. W kazdym przypadku transduktorem
informacji s3 homologiczne biatka G. Poznano i scharakteryzowano kilka typéw
biatek G. W tabeli 1 przedstawiono w jakich ukigdach regulacyjnych biorg one
udziat.

Tabela 1
Udziat biatek G w transmisji sygnatéw
Efektor Biatko G Dziatanie
cyklaza adenylanowa Gs aktywacja
cyklaza adenylanowa G, hamowanie
fosfolipaza C G( GO aktywacja
fosfolipaza A2 GO, Gt aktywacja
fosfodiesteraza cGMP Gt aktywacja
kanaty jonowe (K +, Na+, Ca2+, Cl-) GO, G, modulacja

Jak wida¢, uktadowi fosfolipazy C, generujacej aktywator kinazy C przypisuje
sie dwa biatka: GO i Gi. Gi jest tez transduktorem uktadu hamujgcego kinaze
adenylanowa, a GO uczestniczy w przekazywaniu sygnatéw na kanaty jonowe.
Wystepowanie tego samego biatka G w réznych uktadach regulacji moze ttuma-
czy¢ powigzanie wzajemne tych uktadow.

Wszystkie biatka G sg heterotrimerami ztozonymi z podjednostek a, piy.
Podjednostce a przypada gtéwna rola w rozpoznawaniu receptora, wigzaniu
nukleotydow guanylowych i ich hydrolizie. W stanie niepobudzonym podjednos-
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tka a jest zwigzana z GDP. Po pobudzeniu receptora przez odpowiedni sygnat,
GDP zostaje wyparty przez GTP zdomeny wigzacej w podjednostce a, co pocigga
za sobg odtgczenie tej podjednostki od kompleksu p/y. W aktywacji efektora moze
bra¢ udziat zar6wno podjednostka a, (jak w przypadku stymulacji cyklazy
adenylanowej i fosfodiesterazy cGMP), jak i kompleks p/y (np przy otwieraniu
kanatow potasowych serca pod wptywem acetylocholiny). W kazdym przypadku
dziatanie na efektor jest krétkotrwate, gdyz nastepuje hydroliza GTP z uwolnie-
niem Pi i reasocjacja podjednostek.

Coraz powszechniej méwi sie o tym, ze w aktywacji fosfolipazy C uczestniczacy
kompleks (3/y. Jesli tak, to istnieje mozliwos$¢ jednoczesnego dziatania podjednos-
tki a w innym uktadzie.

Ostatnio pojawity sie informacje wskazujgce, ze rozkiad inozytolofosfatydéw
nie jestjedynym zrodtem DG. Powstawac one mogg tez z fosfoinozytydoglikanéw
pod wptywem insuliny i insulinopodobnych biatek. Powstaly diacylogliceryd
zawiera reszty kwasu mirystynowego [6, 7].

Niezbednym wymogiem, ktéry musi spetnia¢ digliceryd jako aktywator kinazy
C jest konfiguracja 1, 2-sn, oraz wolna grupa hydroksylowa przy C 3. Dlugos¢
tancucha acyli nie jest warunkiem determinujacym aktywacje PK-C, ale wptywa na
jej sprawnos¢ i site. Stosujac diglicerydy o réznych podstawnikach da sie zauwazy¢
10- i 100-krotne réznice w aktywnos$ci PK-C. Obecnos$¢ nienasyconej reszty
acylowej nie jest konieczna, ale wzmaga stopien aktywacji. Przy hydrolizie
inozytolofosfatydow powstajg diglicerydy zawierajgce gtdwnie kwas stearynowy i
arachidonowy, silnie aktywujagce PK-C. Stabszg aktywno$¢ wykazujg mirysty-
dyloglicerole, generowane przez insuling. Mata swoistos¢ PK-C wzgledem reszt
acylowych w DG pozwala stosowa¢ w badaniach syntetyczne diglicerydy, tatwo
przenikajagce przez biony komédrkowe, jak np s«-l, 2-dioktanoiloglicerol lub
s/?-1-palmitoilo-2-acetyloglicerol [8]. Aktywacja kinazy C przez DG jest krétko-
trwata, zostajg one nastepnie badz uzyte do resyntezy lipidéw, badz ulegaja
hydrolizie. Natomiast estry forbolowe wigzg sie z PK-C nieodwracalnie, trwale jg
aktywujgac.

Role naturalnych aktywatoréw PK-C przypisuje sie ostatnio takze wolnym
m-nienasyconym kwasom ttuszczowym, np. oleinowemu, linolenowemu itp. W
ich obecnosci enzym nie wymaga do swej aktywnosci nie tylko jonéw Ca2+, ale i
fosfatydyloseryny [9]. Kwasy te sa uwalniane z fosfolipiddow pod wpltywem
fosfolipazy A?. Enzymowi temu przypisuje sie obecnie role odrebnego efektora.
Np. stymulacja adrenergicznego receptora ai przez wazopresyne i adrenaline, lub
rodopsyny przez $wiatto, pobudza aktywno$é zardwno fosfolipazy C jak i A:.
Niektorzy autorzy uwazajg, ze sg to dziatania niezalezne [10], inni za$ s zdania, ze
aktywacja fosfolipazy A?jest nastepstwem fosforylacji i unieczynnienia lipokortyn,
inhibitorow tej fosfolipazy, przez PK-C [11, 12].

Aktywacja PK-C moze wigza¢ sie z translokacjg enzymu wewnatrz komarki.
Aktywacja przez estry forbolowe idzie zazwyczaj w parze z translokacjg kinazy z
cytosolu do btony. Zjawisko to obserwowano w wielu tkankach, np. w fibrobla-
stach, komdrkach krwi, trzustce, przysadce [13 —16]. Dtugotrwate dziatanie TPA
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(12-tetradekanoilforbolo-!3-octanu) i innych estréow forbolowych prowadzi z
czasem do zmniejszenia liczby miejsc wigzacych aktywatory w kinazie C, nastepnie
do zanikania jej aktywnos$ci na skutek proteolizy [17, 18]. Traktowanie komorek
estrami forbolowymi przed zadziataniem odpowiedniego sygnatu usuwa kinaze C z
uktadu. Trzeba jednak mie¢ na uwadze, ze trwata aktywacja PK-C i jej silna
asocjacja z btonami pod wptywem TPA nie jest zjawiskiem fizjologicznym i nie
zawsze mozna ocenia¢ zjawiska indukowane przez estry forbolowe jako naturalne.
Istotnie, w limfocytach i fibroblastach, w kt6rych obserwowano silng translokacje
PK-C do btony po zadziataniu TPA, dodanie diglicerydéw powoduje jedynie stabg
i krotkotrwalg asocjacje enzymu z biong, za$ naturalne sygnaty stymulujace
aktywacje PK-C (bombezyna, FGF, PDGF) w ogdle nie zmieniajg lokalizacji PK-C
[13, 19]. W innych tkankach obserwowano jednak przemieszczenie PK-C do btony
pod wptywem naturalnych stymulatoréw PK-C, takich jak TSH w tarczycy [20],
peptydu chemotaktycznego w neutrofilach [14], interleukiny-2 w limfocytach [21],
angiotensyny Il wnadnerczu [22] itp. Mechanizm takiej translokacji nie jest w petni
wyjasniony. Moze mie¢ w nim udziat peroksydacja lipidéow, sprzeganie PK-C z
biatkami bton, a w przypadku TPA —silne hydrofobowe wigzanie w kompleksie
enzym-fosfolipid-TPA [19].

Przemieszczanie PK-C do bton nie jest regutg. Translokacja z bton do cytosolu
zachodzi np. w nadnerczu pod wptywem ACTH, w adipocytach pod wptywem
insuliny, w limfocytach pod wptywem konkanawaliny oraz przy elektrostymulacji
nerwéw w miesniach (23 —25).

I1. Fizjologiczna funkcja kinazy C

Do czynnikéw pobudzajgcych synteze DG i aktywacje PK-C zaliczamy wiele
hormondw (adrenalina, angiotensyna, bradykinina, hormony przysadki, insulina,
pankreozymina i in.), neurotransmiteréw (acetylocholina, serotonina, histamina),
czynnikéw wzrostowych i mitogennych (EGF, PDGF, bombezyna, trombina itp), a
takze antygeny i interleukiny. Nienasycone kwasy tluszczowe powstajg przy
stymulacji rodopsyny, receptorow adrenergicznych a i 3

Juz samo wyliczenie stymulatorow PK-C wskazuje na udziat tego enzymu w
wielu ré6znorodnych funkcjach organizmu. Potwierdzajg to dane na temat natura-
Inych substratow kinazy C, fosforylowanych przez nig in vivo i in vitro. Przyktady
tych substratow przedstawiamy ponizej:

Kinaza fosforylazy glikogenu, Receptor insuliny,

Syntaza glikogenu, somatomedyny, C

Karboksylaza acetylo-CoA, transferyny,

Oksydoreduktaza NADP, acetylocholiny,

Hydroksylaza tyrozyny, adrenergiczny,
antygenow,

Biatko tau, EGF,

Miozyna, komplementu,



[5] KINAZA C A TRANSMISJIA SYGNALOW 257

Aktyna G,
Troponina Ci T, Polimeraza DNA (a),
Kaldesmon, Rybosomalne biatko S6,

Czynniki inicjacji 1F-e2,
ATPaza transportujgca Ca2+
ATPaza transportujgca Na+/K/ Biatlko podstawowe mieliny,
Biatko transportujgce Na+/H+, Biatko bton neurondw,
Biatko transportujgce glukoze, Biatko bton miocytéw,
Kanaty wapniowe, Biatka piytek krwi.

Kinazy C, podobnie jak A i C fosforylujg reszty serynowe i treoninowe w
substratach biatkowych. O ile jednak wiadomo, ze kinazy A sg swoiste wzgledem
reszt serynowych, w ktorych sgsiedztwie znajdujg sie conajmniej dwie reszty
aminokwasoéw zasadowych, to dotychczas nie ustalono, co determinuje wybér
reszty fosforylowanej przez kinazy C. W niektérych biatkach mogg to by¢ te same
reszty, ktére sg fosforylowane przez kinazy A, w innych za$ kazda z kinaz dziata na
odmienne reszty. Np. w histonie HI substratem kinazy A jest seryna 38
N-konicowego fragmentu polipeptydu, a substratami kinazy C —reszty serynowe i
treoninowe w odcinkach C-terminalnych (26).

Nie tylko ustalenie swoisto$ci substratowej PK-C nastrecza wiele trudnosci, ale
takze trudno jest precyzyjnie ustali¢ konkretne reakcje, ktére ona reguluje. Procesy
fizjologiczne, w ktérych enzym uczestniczy sg przewaznie bardzo ztozone isktadajg
sie na nie zarbwno mechanizmy zalezne, jak i nie zalezne od PK-C. Czesto
obserwuje sie tez dodatnig lub ujemng korelacje z innymi uktadami regulacyjnymi,
ktore mogg modulowac kinaze C iby¢ wzajemnie przez nig modulowane. Oprécz
szybkich, krdtkotrwatych efektow dziatania kinazy C obserwuje sie tez dziatania
dtugoterminowe, polegajace na modulacji ekspresji genow i syntezy biatek.

Kinaza biatkowa C wptywa na metabolizm ttuszczéw, cukréw i aminokwasow,
szczegOlnie za$ na lipogeneze i przemiane glikogenu, jako mediator insuliny i
hormonu wzrostu [27, 28].

Wiele doswiadczen, przeprowadzonych in vitro i in vivo wskazuje na udziat
PK-C w tworzeniu cytoszkieletu i w funkcji biatek kurczliwych. Miedzy innymi
kinaza C katalizuje fosforylacje sprzezonych z tubuling biatek tau, odpowiedzia-
Inych zajej taczenie sie zaktyng [29]. PK-C fosforyluje tez aktyne G, przy$pieszajac
jej polimeryzacje, inaczej niz kinaza A, ktéra utrudnia powstawanie aktyny F [30].
Substratami PK-C jest tez miozyna, a takze troponiny C oraz T i kaldesmon [31,
32].

W tkankach endo- i egzokrynnych PK-C jest jednym z mediatoréw proceséw
sekrecji i egzocytozy. Uczestniczy ona w wydzielaniu hormonéw przysadki (LSH,
FSH, TSH, ACTH ii.), a takze posredniczy w ich dziataniu na docelowe gruczoty
dokrewne, m.innymi pobudzajgc sterydogeneze i synteze tyroksyny [5, 32 —34]. W
procesach tych PK-C zazwyczaj wspotdziata z trisfosfoinozytolem i innymi
przekaznikami wtérnymi. Kinaza C pobudza sekrecje katecholoamin, kalcytoniny
i parathormonu, a takze i degradacje tego ostatniego [35]. Sekrecja insuliny i jej
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modulacja przez glukoze jest regulowana przez PK-C [36]. Kinaza C kontroluje
wydzielanie enzymdw i innych bialek w ukiadzie trawiennym, np. mucyny i
amylazy w Sliniankach, pepsyny i HCL w zotadku, amylazy i innych enzymoéw
trzustki [37]. Enzym uczestniczy tez w ztozonym mechanizmie aktywacji leuko-
cytow obojetnochtonnych w procesach zapalnych. Wykazano, ze estry forbolowe
pobudzajg agregacje, degranulacje i cytotoksycznos$¢ leukocytéw [38]. Procesy
oksydacyjne, tak wazne w fagocytozie sg $cisle zalezne od stymulacji PK-C. Jej
aktywatory stymuluja, a inhibitory hamujg produkcje jonu ponadtlenkowego oraz
aktywnos$¢ oksydoreduktazy NADPH i jej translokacje w komdérkach
[26, 39].

Jednym z pierwszych poznanych efektéw fizjologicznych, mediowanych przez
kinaze C jest aktywacja ptytek krwi, stymulowana przez trombine, czynnik
aktywujacy ptytki (PAF), kolagen i i. Estry forbolowe i inne aktywatory PK-C
stymulujg agregacje ptytek, sekrecje serotoniny oraz fosforylacje lekkiego taficucha
miozyny i biatka 40 kDa [40]. Acz niezbedna, PK-C nie jest jedynym regulatorem
funkcji ptytek. I'tak, wptywa ona na Il, ale nie wptywa na | faze agregacji, ado petnej
aktywnosci konieczne sgjony Ca:+ [5, 41]. W centralnym i obwodowym uktadzie
nerwowym PK-C bierze udziat w wydzielaniu neurotransmiteréw (np. acetylocho-
liny, dopaminy itp), oraz petni funkcje ich mediatoréw. Przypada jej tez niemata
rola w modulacji stezeniajondw oraz ich transportu przez btony, tak w neuronach
jak iinnych komorkach. Wyniki wielu badah wskazuja na to, ze PK-C wptywa na
stezenie wapnia za pomocg réznorodnych mechanizmoéw: modulacji aktywnosci
ATPaz transportujagcych wapn, kanatéw wapniowych sprzezonych z receptorami
oraz kanatéw potencjato-zaleznych. PK-C wptywa tez na hydrolize fosfatydyloi-
nozytydéw a wiec i na uwalnianie trisfosfoinozytolu. Dziatanie PK-C wigze sie
zaréwno z mobilizacjg wapnia w komaorkach, jak i zjej hamowaniem, zaleznie od
rodzaju pierwotnego sygnatu i tkanki. W fibroblastach obserwowano blokowanie
kanatéw wapniowych pobudzanych przez prostaglandyny, a w hodowli neurondw
PC-12 iwganglionach - hamowanie kanatow potencjato-zaleznych [42]. Sugeruje
sie, ze mogg istnie¢ subpopulacje kanatéw wapniowych (potencjato-zaleznych) nie
zaleznych izaleznych od kinaz C [43]. W neuronach Aplysia, oraz w osteoblastach i
komérkach osteosarcoma, a takze w miocytach obserwowano wzmozenie doptywu
wapnia pod wptywem estrow forbolowych [44].

Substratami kinaz C sg biatka bton uczestniczgce w transporcie sodu: ATPaza
transportujgca Na+ i K+, kanaty sodowe oraz biatko transportujgce Na+/H \
Udowodniono tez modulacje przeptywu potasu i chlorkéw przez potencjato-
zalezne kanaty w neuronach i miesniach pod wptywem PK-C [5, 45].

Ogromne zainteresowanie budzi udziat PK-C w procesach podziatu i prolife-
racji komoérek. Jednym z mechanizmow jej dziatania jest wspomniana juz
stymulacja wymiany Na+/H* przez btony, prowadzaca do alkalizacji cytoplazmy,
poprzedzajacej jak wiadomo inicjacje replikacji DNA [46]. PK-C wplywa tez
bezposrednio na polimeraze DNA a, aktywujac ja i zwiekszajac wiernos$é odczytu z
matrycy [47]. Diglicerydy i estry forbolowe stymulujg ekspresje genéw takich
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biatek jak interferon, aktyna, prolaktyna, aktywator plazminogenu, dekarboksy-
laza histydyny i inne. Szczegdlne znaczenie przypisuje sie modulacji ekspresji
gendéw c-fos i c-myc przez kinaze C, gdyz wigze sie to z procesami r6znicowania [5,
48]. Estry forbolowe wywotujg znaczny przyrost mRNA kodowanego przez gen
c-fos w promielocytach i przys$pieszajg ich réznicowanie. Dzialanie PK-C na
ekspresje genow jest zréznicowane dodatnio wptywa ona na indukcje transkrypcji
c-fos i c-myc przez PDGF i FGF, hamuje jednak transkrypcje indukowang przez
prostaglandyny E [42].

PK-C bierze aktywny udziat w procesach proliferacji limfocytéw pobudzanej
przez antygeny i interleukiny: pobudza synteze receptora Il-2, przyspiesza jej
uwalnianie ijest mediatorem jej dziatania [5, 49, 50].

Kinaza C wptywa na synteze biatek nie tylko przez regulacje transkrypcji, alei
translacji: uczestniczy w fosforylacji biatka rybosomalnego S6, pobudzanej przez
wazopresyne i prostaglandyny F, a takze w fosforylacji czynnika inicjacji IF-e2
[51, 52].

I11. Rola kinazy biatkowej C w autoregulacji i modulacji innych uktadow

Nie mozna rozpatrywaé fizjologicznego dziatania kinazy C bez uwzglednienia
jej modulujacego wptywu na wszystkie uktady regulacyjne, wiacznie z tym, ktérego
jest mediatorem. W tym ostatnim uktadzie dziata ona jako bezpos$redni autoregu-
lator, oraz jako modulator innych sktadnikéw uktadu (receptoréw, biatek G,
fosfolipazy C). Diglicerydy i estry forbolowe pobudzajg autofosforylacje reszt
serynowych domen katalitycznych i regulatorowych kinazy C, w wyniku czego
wzrasta aktywnos$¢, powinowactwo do substratu i szybko$sé maksymalna enzymu.
[53]. Aktywacja enzymu drogg autofosforylacji zachodzi sprawniej w dimerach
PK-C oraz w enzymie zwigzanym z btong [54].

Samoregulacja uktadu przez PK-C moze zachodzi¢ tez drogag fosforylacji
receptora sygnatéw pierwotnych. Kinaza C, aktywowana droga stymulacji adre-
nergicznego receptora cii katalizuje fosforylacje peptydu 40 kDa tego receptora,
czego wynikiem jest zmniejszenie liczby miejsc wigzgcych hormony i zahamowa-
nie stymulacji receptora [55]. PK-C hamuje tez receptor EGF, fosforylujac jego
C-koncowe domeny [566]. W tym przypadku jest to jednak dziatanie krotkotrwate,
gdyz PK-C wywotuje tez wzmozong ekspresje genu, co prowadzi do zwiekszenia
liczby receptorow EGF w bilonach [57]. W niektérych uktadach wykluczono
mozliwo$¢ dziatania PK-C na receptory, i przypuszcza sie, ze autoregulacyjne
blokowanie uktadu zachodzi drogg fosforylacji biatek G oraz hamowania ich
interakcji z fosfolipazg C. Taki mechanizm postuluje sie w przypadku pobudzania
aktywnosci PK-C przez trombine w fibroblastach oraz receptoréw muskarynowe-
go, cholinergicznego i a-adrenergicznego w astrocytach [58, 59].

Kinaza biatkowa C jest tez modulatorem innych ukitadéw regulacyjnych.
Wzajemna modyfikacja dziatania kinaz biatkowych A i C moze zachodzi¢ na
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poziomie substratu. Jak juz wspomniano, w niektérych biatkach reszty seryn i
treonin moga by¢ fosforylowane przez obydwie kinazy, mozna wiec méwic o ich
konkurencji o substrat. Tam gdzie fosforylacji ulegaja inne reszty, mozna sadzi¢, ze
efekt jednej z kinaz moze by¢ ostabiany lub wzmacniany przez dodatkowg
fosforylacje substratu. Wzajemne oddziatywanie uktadow regulacyjnych moze by¢
tez daleko bardziej skomplikowane i zachodzi¢ na poziomie receptoréw, biatek G i
efektorow. Oddziatywanie to moze by¢ synergiczne (jednokierunkowe) lub anta-
gonistyczne (dwukierunkowe) [5,60]. Dziatanie synergiczne, przy ktérym kinaza C
wzmagata synteze cAMP i/lub aktywno$¢ kinaz A obserwowano w wielu tkankach:
szyszynce, przysadce, limfocytach, miesniach gtadkich, korze mozgu itp. Np.
noradrenalina zwigzana z receptorem ai pobudzajgc PK-C wielokrotnie zwiek-
szata produkcje cAMP, stymulowang przez receptor [3-adrenergiczny [11]. Podob-
nie wazopresyna i angiotensyna Il stymulujg aktywacje cyklazy adenylanowej
posrednio, przez kinaze C [61]. Antagonistyczne dziatanie PK-C na uktad kinaz A
obserwowano w neutrofilach, limfocytach T, ptytkach krwi ijajnikach [60].

Poczatkowo typ wzajemnego oddziatywania kinaz biatkowych A i C wigzano
gtéwnie z rodzajem tkanki, obecnie jednak coraz wiecej danych wskazuje na
zwigzek z rodzajem sygnatu pierwotnego. W leukemicznej linii komoérek T
aktywacja kinazy C poteguje synteze cAMP indukowang przez adenozyne, hamuje
za$ synteze indukowana przez prostaglandyny [62]. W ptytkach krwi estry
forbolowe hamujg produkcje cAMP indukowang przez prostaglandyne Dz, nie
okazujac wptywu na synteze stymulowang przez prostaglandyny Iz i F2,adenozyne
i adrenaling [63]. Nie wyklucza sie bezposredniego wptywu PK-C na cyklaze
adenylanowa, coraz wiecej autoréw skiania sie jednak ku mysli, ze w wielu
przypadkach wzajemnych oddziatywan przyczyn szuka¢ nalezy w modulacji
biatek G. Skoro w aktywacji fosfolipazy C, indukujacej aktywacje kinaz C
uczestniczg podjednostki p/y biatek G, to jednocze$nie moze zachodzi¢ oddziaty-
wanie podjednostki a (dodatnie lub ujemne) z cyklazg adenylanowg. Mozliwa jest
tez fosforylacja biatek Gsi Gi przez PK-C.

Ze swej strony kinazy A wptywajg tez na kinaze C. W wysepkach Langerhansa i
w przysadce obserwowano dziatanie synergiczne, w ptytkach, neutrofilach i
limfocytach —antagonistyczne. Dziatanie to moze mieé charakter zr6znicowany:
w mieloblastach wzrost ilosci cAMP i aktywnosci kinaz A idzie w parze z
hamowaniem cytoplazmatycznej formy kinazy C, pozostajac bez wptywu na forme
zwigzang z btong [60].

Kinaza C jest modulatorem uktadu cyklazy guanylanowej. Uwaza sie, ze
czynniki aktywujgce PK-C sg ujemnymi regulatorami cyklazy, indukowanej przez
ANF. Wiadomo tez, ze ANF wptywa hamujgco na fosforylacje kinazy C, przy czym
jest to droga nie zalezna od cGMP [64, 65].

Kinaza biatkowa C katalizuje fosforylacje réznorodnych receptoréw btono-
wych, np. receptora transferyny, somatomedyny C, komplementu i antygenow,
receptorow alfa- i beta-adrenergicznych iinnych. Przyczynia sie to do internalizacji
ufosforylowanych receptoréw do wnetrza komérki [66]. Przypisuje sie temu
procesowi szczegOlne znaczenie, gdyz internalizacja stymulowana z udziatem
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PK-C nie prowadzi do rozktadu hydrolitycznego receptoréw, ale do ich recyklizacji
i ponownego osadzania w btonach. Kinaza C moze by¢ gtéwnym modulatorem
recyklizacji [67].

Jak wida¢ z przytoczonych przykiadéw kinaza biatkowa C jest sktadnikiem
wzajemnie powigzanych uktadéw regulacyjnych. Badania zalezno$ci wzajemnych
réznych uktaddw transmisji sygnatéw sg dopiero w zalgzku, ale mozna oczekiwac
ich pomysinego rozwoju i petnego wyjasnienia skomplikowanych mechanizméw
regulacji w ustroju.

Artykut otrzymano 15 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 28 grudnia 1989 r.
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JERZY KAWIAK*

Wptyw estrow forbolu na funkcje komérek

Influence of phorbol esters on cell functions

Spis tresci:

. Wprowadzenie
1. Jak bada sie wptyw estréw forbolu na funkcje komérek
I1l. Czas od zadziatania estrem forbolu do odpowiedzi komoérki zalezy od dtugosci szlakéw metabo-
licznych

IV. Estry forbolu moga wptywaé na btonowe uktady transdukcji sygnatéw i endocytoze

V. Estry forbolu zmieniajace transporty przez btony

VI. Wptyw estréw forbolu na réznicowanie komérek
VII. Przenoszenie sygnatéw z plazmolemy do jadra komérkowego; podsumowanie

Contents:

I. Introduction
II. How to test influence of phorbol esters on cell functions

IIl. Time from phorbol ester treatment to cellular response depends on length of metabolic
pathways

IVV. Phorbol esters may influence membrane signal transduction systems and endocytosis
V. Phorbol esters change membrane transports

VI. Influence of phorbol esters on cell differentiation

VII. Transduction of signals from plasmolemma to cell nucleus; summary

Wykaz stosowanych skrotéw: TPA - 12-O-tetradekanoylo 13-acetylo forbol, PDBu - 12,
13-dibutyrylo forbol, 4 PDD — 12, 13-didekanoylo 4 forbol, IL-2 —interleukina-2, IL-2R —receptor
interleukiny-2, EGF - naskdrkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor), EGF-R —receptor
naskérkowego czynnika wzrostu

I. Wprowadzenie

Estry forbolu sg wykorzystywane jako narzedzie dla poznania biologicznych
funkcji kinazy C. Dziatanie estrow forbolu polega na aktywacji kinaz biatkowych C
zaréwno in vitro, w oczyszczonych preparatach tego enzymu [1,2, 3], jak réwniez
in vivo, w komérkach [4, 5]. Estry forbolu wnikajg do komorki iaktywujg kinazy C
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omijajac droge fizjologicznej aktywacji tego enzymu. Zwykle aktywacja ta naste-
puje poprzez ligand, jego receptor btonowy, biatka G, fosfolipaze C i produkty jej
aktywnosci diacyloglicerole. Inny produkt aktywnosci fosfolipazy C, 1,4, 5-
trisfosfoinozytol, przenika do cytoplazmy i oddziatywuje z siateczkg $rédplazma-
tyczng uwalniajgc z niej Ca:+ [6, 7]. Diacyloglicerole aktywujg kinazy C, ale ich
dziatanie jest krotkotrwate, bo podlegajg szybkim przemianom. Ester forbolu
wigzacy sie z kinazg C w tym samym miejscu co diacyloglicerol jest metabolizo-
wany stosunkowo wolno [5]. Dlatego stan aktywnos$ci kinazy C wywotany przez
estry forbolu trwa dtugo. Warto pamietaé, ze w krotkim doniesieniu [8] opisano
dziatanie estru forbolu na komorki nie zwiagzane z aktywacjg kinazy C.

Wieksze zainteresowanie estrami forbolu zaczeto sie w latach piecdziesiatych
od prac Berenbluma [9], ktéry zajmowat sie etapowym rozwojem nowotwo-
réw. Opisat on doswiadczenia, w ktérych podawat na skére myszy 3-metylocho-
lantren w dawkach nie wywotujgcych nowotworu ale powodujgcych transformacje
nowotworowg komdrek naskdrka. Po tym pierwszym etapie, jeszcze bez objawow
wzrostu nowotworowego, podawat wielokrotnie olejek krotonowy na to samo
miejsce skory. To dopiero z duza regularnoscia prowadzito do wzrostu nowotworu.
Olejek krotonowy nie zawiera karcynogendw, a jego dziatanie okreslano jako
promocyjne. Substancjami czynnymi w olejku krotonowym okazaty sie estry
forbolu, o ktérych dzisiaj wiemy, ze sg aktywatorami kinazy biatkowej C. Najlepiej
poznane ze wzgledu na silne dziatanie promocyjne sg 12-0-tetradekanoylo
13-acetylo forbol (TPA albo PMA) oraz 12,13-dibutyrylo forbol (PDBu). Znane sg
takze nieaktywne estry forbolujak np. 12,13-didekanoylo 4-a forbol (4aPDD), nie
powodujace promocji nowotworéw w stezeniach zwykle stosowanych u myszy.
Ponadto jest znana grupa zwigzkéw nasladujacych dziatanie estréw forbolu. Sg one
réwniez promotorami nowotor6w i konkurujag o te same miejsca wigzace w
komdrce, ale majg zupetnie rédzng budowe. Przyktadem moga by¢ teleocidyna B,
alkaloid izolowany ze Streptomyces [10, 11] i mezereina [4].

Skdra myszy okazata sie wyjatkowo dobrym materiatem dla tego rodzaju badan
ze wzgledu na brak w niej hydrolaz estréw forbolu [12]. W skérze chomika, szczura,
swinki morskiej, krélika obecno$¢ tych hydrolaz skutecznie zmniejsza promocyjne
dziatanie estrow forbolu mimo podobnego poziomu kinazy C w skorze tych
zwierzat. Wiadomo obecnie, ze dziatanie promocyjne estréw forbolu nie zalezy od
zdolno$ci wywotywania przez nie odczyndw zapalnych. Okazato sie bowiem, ze
czynnik wywotujgcy zapalenie w 100 razy nizszym stezeniu niz TPA jak
resiniferotoksyna nie jest promotorem nowotworéw [13]. Wobec tego te dwie
aktywnosci biologiczne mozna rozdzielic.

Il. Jak bada sie wpltyw estrow forbolu na funkcje komorek

W tym przegladzie chciatbym ograniczy¢ sie do opisu odpowiedzi catych
komorek na dziatanie estrow forbolu. Zwykle takie doSwiadczenia prowadzi si¢ z
komaérkami hodowanymi in vitro. Pozwala to blizej okresli¢ rodzaj komarek, ich
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stan przed i po doSwiadczeniu, stezenie estru forbolu iczasjego dziatania, stezenie
réwnoczes$nie dziatajagcych innych czynnikéw, jak réwniez umozliwia bardziej
precyzyjny pomiar odpowiedzi komodrek. Wykorzystuje sie pierwotne i wtdrne
hodowle komorek, badz linie komorkowe. Interpretacja otrzymanych wynikow
polega zwykle na poréwnaniu obserwowanych odpowiedzi komérek na ester
forbolu o dziataniu promocyjnym z reakcjg na ester nie majacy takiego dziatania,
ktory nie aktywuje kinaz C. Na przyktad w doSwiadczeniu na wtdrnych osteobla-
stach mysich hodowanych in vitro prébowano ustali¢, jakie biatka sg fosforylowane
w wyniku aktywacji kinazy C estrem forbolu (nie publikowane). Ester forbolu
dodawano do hodowli, ktérych komorki zawieraty zsyntetyzowany 32P-ATP.
Komorki homogenizowano i wykonywano autoradiogramy fosforylowanych 2P-
biatek komdrkowych rozdzielonych elektroforetycznie i pochodzgcych z komorek
traktowanych TPA oraz z innych hodowli traktowanych 12, 13-didekanoylo
4a-forbolem (4aPDD), a wiec nieaktywnym promotorowo estrem. W obu rozdzia-
tach byto ponad 30 ufosforylowanych biatek. Tylko te ufosforylowane biatka, ktore
znaleziono w preparacie traktowanym TPA, a ktérych nie bylo w preparacie
traktowanym 4aPDD uznano za wynik dziatania kinazy C aktywowanej w
komorce. Biatka te miaty Mr 100, 80, 70, 64, 56 kD.

Stezenie iczas dziatania estru forbolu ma zasadnicze znaczenie dla odpowiedzi
komdrki. Najczesciej stosuje sie stezenia TPA i PDBu od 1do 100 nM [5, 6, 16]
oraz krotki, trwajgcy minuty czas dziatania. Wyzsze stezenie estru forbolu badz
przedtuzenie czasu jego dziatania do godzin powoduje spadek ilosci czasteczek
kinaz C w komdrce [17] mierzony zdolnoscig wigzania 3H-PDBu przez komorki
[5]. Dziatanie dtugotrwate i duzymi stezeniami estru forbolu powoduje rozpad i
wyczerpanie w komoérce zapaséw kinaz C (18). Bowiem aktywowane czasteczki
kinazy C podlegajg proteolizie przy udziale proteinaz zaleznych od Ca2+, kalpain
[19].

Poziom kinazy C w komdrce, aktualne jej rozmieszczenie oraz obecne
wewnatrzkomaérkowe substraty warunkujg odpowiedz komorki na aktywacje
enzymu estrem forbolu. Tak okreslony stan komorki moze podlega¢ zmianom. Na
przyktad komorki ludzkiej biataczki mieloidalnej HL-60 pod wptywem dodania do
srodowiska hodowlanego 1,25-dihydroksy witaminy Di zwiekszajg poziom kinaz
C [20]. Towarzyszy temu réwniez rozptaszczanie sie komorek. Insulina powoduje
zwiekszone powstanie diacyloglicerolu w plazmolemie miocytow hodowanych in
vitro i w ten sposéb aktywuje kinazy C (23). Traktowanie adiopocytdw insuling
zwieksza poziom kinazy C we frakcji cytozolowej homogenatu komorek [21].
Podobny jest wptyw konkanawaliny A na monocyty cztowieka, w ktérych ponadto
ro$nie ogo6lny poziom enzymu (22). R6zne linie komorek 3T3 transformowane
onkogenem ras dajag zmniejszong odpowiedz na TPA mierzong fosforylacjg biatka
80kD w porédwnaniu z komdrkami nietransformowanymi (24). Zwykle ttumaczy
sie to tym, ze biatka kodowane przez onkogen ras sa podobne do aktywnej czesci
biatek G. Stad utrzymujg one stalg aktywacje fosfolipazy C i uwalnianie przez nig
diacylogliceroli. To z kolei prowadzi do ciagtej aktywacji kinaz C i wyczerpania ich
zapaséw w komorce.
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Keratynocyty skéry myszy zaleznie od stanu ich zréznicowania réznie wigza
"H-PDBu, co dowodzi réznic poziomu kinazy C w komdrkach [25]. Niewatpliwie
stan komaorek okreslany poziomem, uprzednig aktywacjg i rozmieszczeniem kinaz
C moze by¢ zmieniony przez wptywy obecnych w $rodowisku czynnikéw i moze
modyfikowaé odpowiedz na dziatanie estrow forbolu.

Obserwowane odpowiedzi catych komérek sg wypadkowga dziatania estru
forbolu, hamowania aktywnosci kinaz C przez ich inhibitory komoérkowe np.
kalmoduling-Ca2+, biatko S-100 [14], jak réwniez wptywu fosfataz fosfoprotein
zmieniajacych ufosforylowane produkty [15). Nalezy stale pamieta¢ o duzej
ztozonosci zdarzen biegnagcych w komorce czesto réwnoczes$nie, co utrudnia
precyzyjng interpretacje wynikéw.

I11. Czas od zadziatania estrem forbolu do odpowiedzi komérki zalezy od dtugosci
szlakéw metabolicznych

Odpowiedzi komorki dobrze jest rozpatrywaé w czasie uptywajacym od chwili
dodania do $srodowiska estru forbolu. Pozwala to uporzgdkowaé¢ w pewien sposob
rézne opisywane odpowiedzi komorek [26].

Limfocyty >

Limfocyty T krwi obwodowej cztowieka pozostajgce w fazie Go cyklu mito-
tycznego moga zosta¢ pobudzone mitotycznie antygenem. Podobna odpowiedz
mozna otrzymac réwnoczesnym dziataniem estru forbolu ijonoforu wapniowego
na te komorki [27, 28]. Badano odpowiedzi limfocytdw T polegajace na espresji
réznych genow, ktérych produkty majg zwigzek z proliferacjg tych komoarek.
Ekspresja c-fos mMRNA w komodrkach byta maksymalna juz po 0.5 godzinie od
dodania do srodowiska estru forbolu ijonomycyny, natomiast c-myc m RNA po 1
godzinie. Dopiero po 3 godzinach obserwowano maksymalng ekspresje m RNA
interleukiny-2 (IL-2 mMRNA), czynnika wzrostu limfocytéw T,a m RNA receptora
IL-2 (IL-2R mRNA) dopiero po okresie dtuzszym niz 24 godziny. Komorki mysiej
linii tymoma EL4 po 12 godzinach od zadziatania PDBu maksymalnie syntetyzujg
IL-2 mRNA [29], a wiec nieco p6zniej. Stwierdzono, ze chodzi o synteze nowego
IL-2 mRNA, a nie o wigkszg stabilno$¢ tych czasteczek. Takiej odpowiedzi nie
obserwuje sie bowiem w komodrkach traktowanych nieaktywnym analogiem
uzytego forbolu. Ekspresje IL-2 mRNA mozna zahamowac inhibitorami syntezy
biatek, cykloheksimidem bgdz puromycyng w okresie do 1godziny od zadziatania
estrem forbolu. W tym okresie zachodzg wiec zjawiska poprzedzajgce transkrypcje
odpowiedniego genu zalezne od biosyntezy biatek. Opisano takze wariant komdrek
EL4 niewrazliwy na dziatanie estréw forbolu. Nie stwierdzono réznic wigzania
estrow forbolu, aktywnos$ci kinazy C ani utraty aktywnos$ci kinazy C we frakcji
cytosolu homogenatu komdrek wariantu wrazliwego i niewrazliwego. Mimo to
brak jest syntezy IL-2 mRNA po dziataniu estrem forbolu na komérki wariantu
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EL4 niewrazliwego, co moze $wiadczyé o braku przekazywania sygnatu z kinaz C
do uktadu transkrypcji badz translacji. Og6élnie mozna wiec powiedzie¢, ze
ekspresja poszczegblnych gendw majgcych zwigzek z proliferacjg limfocytéw T
zachodzi w réznej sekwencji czasowej w komérkach dwoch réznych rodzajow oraz,
ze do$¢ poOzno po zadziataniu estrow forbolu zachodzi synteza IL-2, ktora
prawdopodobnie zalezy od przekazania sygnatu z kinaz C do jadra komorkowego.
Sygnat ten jest przenoszony przez czasteczki biatka syntetyzowane w pierwszej
godzinie po zadziataniu PDBu.

Komorki z receptorami naskérkowego czynnika wzrostu

Wczesng odpowiedzig komérek na TPA, obserwowang juz po kilku minutach,
jest fosforylacja receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGF-R) na Thr 654
[31]. Powoduje to zahamowanie aktywnosci kinazy tyrozynowej EGF-R oraz
zmniejszenie jego powinowactwa do EGF [31, 32, 33]. Natomiast, podobnie jak w
przypadku receptora interleukiny 2, rowniez ekspresja genu receptorow EGF w
komérkach linii MDA 468 (ludzkiego raka sutka) zachodzi po dtugim okresie od
zadziatania estrem forbolu [30]. Maksymalng synteze prekursora EGF-R w tych
komdrkach obserwuje sie po 8 godzinach. Tak wiec réwniez w przypadku

nask6rkowego czynnika wzrostu obserwuje sie sekwencje czasowg réznych odpo-
wiedzi.

IV. Estry forbolu mogg wplywa¢ na btonowe uklady transdukcji sygnatéw
i endocytoze

Estry forbolu poprzez aktywacje kinaz C moga zmienia¢ dziatanie btonowych
uktadow transdukcji sygnatow [34]. Wptyw ten miedzy innymi zalezy od fosfory-
lacji receptoréw btonowych czasteczek sygnatowych.

Receptory zwigzane z aktywnoscig kinaz biatkowych

Oprécz wspomnianego juz wptywu na EGF-R, estry forbolu zwiekszajg
fosforylacje receptoréw insuliny i somatomedyny C [35]. Fosforylacja receptora
insuliny powoduje mniejsze wigzanie insuliny przez komaérki [36] i zmniejszong
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej receptora insuliny. Rowniez receptor limfocytéw T
(komorek linii LSTRA) bedacy kinaza biatkowg tyrozynowg (pp56Tce”) jest
fosforylowany pod wptywem estréw forbolu na reszcie Ser i ma zahamowang
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej [37].

Receptory sprzegane przez biatka G

Podobnie pod wptywem estru forbolu, a wiec poprzez aktywacje kinaz C, sg
fosforylowane receptory sprzegane przez biatka G [34]. Na przyktad komorki
miesniowe gladkie traktowane estrem forbolu w hodowli majg ufosforylowane i
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»,0dczulone” receptory al-adrenergiczne; to samo dotyczy receptoréw choliner-
gicznego muskarynowego i [3-adrenergicznego w innych komérkach.

Regulacja metabolizmu fosforandw inozytoli

TPA blokuje stymulowane karbacholem tworzenie fosforanéw inozytoli w
komdrkach [59], co mogto by Swiadczy¢, ze kinaza C przez sprzezenie zwrotne
reguluje metabolizm fosfoinozytoli.

Endocytoza

Estry forbolu regulujg tez endocytoze receptoréw i ich krazenie. Duze stezenia
TPA powoduja w komérkach linii ludzkiej biataczki K562 zmniejszenie biosyn-
tezy receptoréw transferyny do 10—20% wartosci w kontroli [38]. Receptory
transferyny [38, 39] oraz asjaloglikoprotein w komdérkach hepatoma [39] prze-
mieszczaja sie do cytoplazmy pod wptywem estréw forbolu bedacych promotora-
mi. OdpowiedzZ ta zalezy od temperatury i dawki estru forbolu, ale nie wywotuje jej
4-PDD. W ciggu 10 minut zmniejsza sie wigzanie obu rodzajéw ligandéw do
receptorow. W przypadku receptoréw transferyny jest to spowodowane przesuwa-
niem ich do wnetrza komérki, a w przypadku receptoréw asjaloglikoprotein —
zmniejszonym powinowactwem do ligandu. W makrofagach natomiast pod
wptywem estru forbolu obserwowano wzrost liczby receptoréw réznych ligandéw
np. diFe-transferyny, kompleksu a2-makroglobuliny —trypsyny badz mannozy-
lowanej albuminy surowicy bydlecej [40]. Jest to spowodowane zahamowaniem
przesuwania receptorow do wnetrza komarki i rbwnoczesnym przyspieszeniem
krgzenia receptorow miedzy plazmolema, a przedziatem rozprzegania receptoréow
i ligandéw (CURL).

V. Wplyw estrow forbolu na transporty przez btony

Estry forbolu zmieniajg transport glukozy, aminokwasow i rézne transporty
jonowe.

Transport glukozy

Trzeba okoto 5 godzin preinkubacji z estrem forbolu dla zaobserwowania
maksymalnego wzrostu pobierania 2-deoksyglukozy przez komorki glejowe [41].
Podobny wzrost transportu glukozy pod wptywem PDBu obserwowano w
komorkach linii 3T3 Swiss [42], ale brak jest tego wptywu na hodowane in vitro
neurony (41). Poniewaz aktywacja kinaz C estrem forbolu zachodzi szybko, a
wzrost transportu glukozy jest wolny, mozna domyslaé sie, ze cze$¢ tej odpowiedzi
zalezy od syntezy biatka transportujgcego cukier. Rzeczywiscie w komadrkach linii
3T3 Swiss stwierdzono zahamowanie tej odpowiedzi cykloheksimidem.
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Transport aminokwasow

W nie dzielgcych sie komo6rkach nabtonkowych nerki LCC-PK1 hodowanych
in vitro szybkos$¢ dziatania uktadu transportu aminokwaséw zaleznego od Na+
(uktad A) jest mata [42A], Mierzy sie te szybko$¢ pobieraniem przez komorki
kwasu l4C-metyloaminoizomastowego wjednostce czasu. Po okresie preinkubacji
w srodowisku bez surowicy i aminokwasow, ale w obecnosci glukozy, komérki
odpowiadajg na TPA krotkotrwatym wzrostem aktywnosci uktadu A. Transport
powraca do poziomu kontroli po 10-20 minutach. Po 30 minutach rozpoczyna
siejednak wtdrny duzy itrwajacy dtugo zwiekszony transport. Wstepna odpowiedz
prawdopodobnie bezposrednio zalezy od fosforylacji regulatora badz transportera
aminokwasOw przez kinaze C, natomiast odpowiedZz p6zna zalezy od syntezy
nowego biatka. Ten wtérny, zwiekszony transport aminokwasow réwniez we
wczesnym etapie prawdopodobnie jest zwigzany z fosforylacjg jakiego$ blizej nie
okreslonego czynnika.

Wymiana Na+/H +

Transporty jonowe czesto sg ze sobg sprzezone. TPA zwieksza naptyw jonéw
Na+ do komdrek linii 3T3 (Swiss) mierzony w obecnos$ci ouabainy, inhibitora
pompy Na+/K+, dla zapobiezenia wtérnemu wyrzucaniu tych jonéw [42, 43].
Odpowiedz tajest maksymalnie nasilona po 1—1.5 godzinach od zadziatania TPA
i jest ona widoczna réwniez bez ouabainy. Zwiekszony naptyw jonéw Na+ do
komarki wtdrnie zwieksza aktywno$¢ pompy Na+/K +, co prowadzi do usuwania z
cytoplazmy Na+ i zastgpienia ich przez K+. Ten wtorny efekt mozna stosunkowo
tatwo mierzy¢ zwiekszeniem transportu 8Rb+ do komdrki. Mozna tez jonoforem
— monenzyna, ktéra ma 10-krotnie wieksze powinowactwo do Na+ niz do K
zwiekszy¢ naptyw do komérki Na+. W tych warunkach TPA nie zwieksza juz
transportu8lRb+. Na tej podstawie wnioskowano, ze w warunkach petnej aktywacji
pompy Na+/K" ester forbolu nie moze juz dodatkowo zwiekszy¢ dziatania
pompy.

Stosunkowo szybkag odpowiedzig na dziatanie estru forbolu jest chwilowa
zmiana objetosci komorki, co jest spowodowane wzmozonym pobieraniem Na+do
komorki uktadem wymiany Na+/H + [44,45,45 A]. Podobng odpowiedZz wywotujg
niektére czynniki wzrostu np. PDGF [45]. Ukiad wymiany jondw Na+/H + jest
wbudowany w plazmoleme [46]. Wzmozona wymiana Na+/H+ pod wptywem
czynnikéw wzrostu moze powodowaé podwyzszenie pH cytoplazmy komdérki co
najmniej o okoto 0.15 jednostki. Maksimum tego podwyzszenia obserwuje sie juz
po 10 minutach itrwa ono 1godzine badZ dtuzej od dodania mitogenu. Podobnie
zwigkszong juz po 10 minutach aktywno$¢ wymiennika Na+/H + pod wplywem
estru forbolu obserwowano w réznych komdérkach, miedzy innymi w komaérkach
neuroblastoma myszy [48, 49] i réwniez powodowato to zmiany pH w komorce
oraz czasem prowadzito do mitoz. Sugerowano, ze pobudzenie wymiany Na+/H +
jest konieczne dla stymulacji proliferacji komorek [50], ale wydaje sie, ze nie
wystarcza do rozpoczecia mitozy.
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Kotransport Na+K+Cl~

W komorkach linii BALB/c 3T3 okreslonych jako preadipocyty, bardzo
wczednie po zadziataniu TPA nastepuje zahamowanie pobierania XRb" [51]. Jest
to wiec odpowiedz przeciwna tej, jaka obserwuje sie w komérkach 3T3 Swiss
wykazujgcych wzrost szybkosci transportu XRb" do cytoplazmy wywotany przez
TPA [42,43]. Uktad transportu hamowany przez TPA w komorkach linii BALB/c
3T3 nie jest wrazliwy na ouabaing, ale jest hamowany furosemidem. Jest to uktad
kotransportu Na+K+C r. Badano tez linie mutanta komérek BALB/c 3T3, w
ktérej TPA nie hamuje wrazliwego na furosemid transportu ¥Rb" do komoérek
[52]. W tych komorkach TPA nie indukuje wzrostu aktywnos$ci dekarboksylazy
omitynowej obserwowanego w linii rodzicielskiej odpowiadajgcej na ester forbolu.
Sugerowano, ze szybkie zmiany przeptywu jonédw przy udziale uktadu kotrans-
portu Na*K+CP sg konieczne dla wystepowania zmian ekspresji genéw w
komérkach odpowiadajacych na TPA. Ten ukiad kotransportu Na+K+CI" ma
réwniez wtérny zwigzek z odpowiedzig mitotyczng wspomnianych komérek [53].
Linie komérek z zaburzonym uktadem kotransportu nie odpowiadajg badz stabo
odpowiadajg wzrostem liczby komdérek lub wiaczaniem 3H-tymidyny do jader
komdérkowych w poréwnaniu z komérkami rodzicielskimi ze sprawnym ukta-
dem.

Transport Mg2-*

W komérkach chtoniaka S49 myszy ester forbolu stymuluje bardzo silnie
naptyw jonéw Mg2+ bez zmiany wyptywu Mg2+ i transportu jonéw Ca2t (54).
Stezenie réwne potowie maksymalnego dla tej odpowiedzi wynosi 10nM TPA. Nie
wywotuje tej odpowiedzi 4 PDD, ani tez nie jest to zjawisko zwigzane z wymiang
Na+/H +. Hamuje ten transport izoproterenol.

Mobilizacja Ca2+ wewnatrz komoérki

Jednym ze skutkéw aktywacji kinaz C estrem forbolu jest hamowanie
mobilizacji wewnatrzkomérkowego Ca2f. Obserwowano to w izolowanych hepa-
tocytach [55], neutrofilach [56] i izolowanych komorkach gruczotéw przytarczo-
wych bydlecych [57]. Te ostatnie komorki w Srodowisku o wysokim stezeniu Ca2+
(2 mM) miaty zahamowany wzrost wewnatrzkomorkowych jonéw Ca: pod
wptywem TPA. Nie obserwowano takiej zmiany oraz zmiany wydzielania
parathormonu gdy komérki umieszczono w srodowisku o niskim, 0.5 mM stezeniu
Ca2+. Podobne obserwacje hamowania wzrostu stezenia Ca2+ w cytoplazmie pod
wptywem TPA obserwowano w hodowanych liniach komoérkowych [58, 59,
70].
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V1. Wpltyw estréw forbolu na réznicowanie komoérek

Wiele przyktadéw omowionych w poprzednich odcinkach mozna przyjac¢ za
przejawy roznicowania sie komdrek. Zwykle r6znicowaniem nazywamy przyjmo-
wanie pewnych specjalistycznych funkcji przez komdrke lub grupe komoérek w
organizmie wielokomérkowym. Te funkcje w zréznicowanej komérce wynikaja z
ekspresji gendw, ktdre najczesciej sg obecne réwniez w komodrkach niezréznico-
wanych, bagdz zréznicowanych w innym kierunku, ale sg tam nieaktywne. Do tego
repertuaru specjalistycznych genéw nie wlicza sie gendéw, ktére zapewniajg
komoérce podstawowe, niezbedne dla niej funkcje jak oddychanie, transport,
podziat komorki. Przy takich zatozeniach zatrzymanie podziatéw przez komaorke
badz ich wznowienie nie jest przejawem réznicowania sie komorki ani braku jej
zréznicowania. Artykut przegladowy na temat zagadnien zwigzanych ze znacze-
niem kinaz C w réznicowaniu komoérek przedstawit Schwanke i wsp.
[60].

Komoérki ludzkiej biataczki promielocytowej HL-60 rosngace in vitro wykorzy-
stywano do obserwacji ich réznicowania sie [10,61,62]. Komorki te mozna sktonic
do dojrzewania w komérki podobne do makrofagéw uzywajgc estréw forbolu [10,
61]. Sprzyja temu obecno$é kwasu retinowego w srodowisku [63]. Dojrzewanie jest
spowodowane aktywacjg kinaz C. Sfinganina hamujgca aktywacje kinaz C w
komérkach hamuje bowiem réznicowanie linii HL-60 [64]. Mozna tez wywotaé
dojrzewanie tych komorek w granulocyty dziataniem dimetylo sulfotlenku
(DMSO) i w takich komdrkach obserwowano, ze TPA powoduje produkcje
anionéw nadtlenkowych [65]. Wzrostowi tworzenia nadtlenkdéw i dojrzewaniu
komorek HL-60 towarzyszy pojawienie sie ufosforylowanych biatek pp212, pp 134
i pp76. Stad przypuszcza sie, ze te biatka biorg udzial w powstawaniu anionoéw
nadtlenkowych pod wptywem estréw forbolu podczas dojrzewania w komarki
podobne do granulocytéw.

Keratynocyty myszy w ré6znym stadium dojrzewania réznie wigzg 3H-PDBu
[5]. Maja wiec rézny poziom kinazy C.

VIl. Przenoszenie sygnatéw z plazmolemy do jadra komdrkowego;
podsumowanie

Skutki wywotane przez estry forbolu w komodrkach nie tylko bezpos$rednio
zalezg od aktywacji kinaz C i fosforylowania przez nie substratéw, co powoduje
zmiane funkcji komorki w ciggu minut, lecz takze od aktywacji genéw kontrolu-
jacych zjawiska odlegte w czasie. Prébowano blizej okreslié wspdlne okolice
promotoréow roznych gendw indukowanych estrami forbolu np. kolagenazy,
stromelizyny, SV 40 [66, 67]. Okolice te majg zachowawczy element z 8 do 9 par
zasad. Syntetyczne kopie tych bardzo podobnych sekwencji nukleotydowych mogg
przenosi¢ zdolnosci do indukcji przez TPA promotoréow heterologicznych. Kopie
elementow odpowiadajagce na TPA sg rozpoznawane przez wsp6llne biatko
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komérkowe, czynnik translacji AP-1 (Activator Protein-1). Traktowanie estrem
forbolu hodowanych komérek prowadzi do szybkiego 3-4-krotnego wzrostu
zdolnosci wigzania AP-1 wywotanego mechanizmem potranslacyjnym. Sugerowa-
no, ze aktywne kinazy C zwigzane z plazmolemg prawdopodobnie biorg udziat w
fosforylacji AP-1. To ufosforylowane biatko tworzy z innymi biatkami kompleksy
[68] i posredniczy w przenoszeniu sygnatu miedzy kinazami C zwigzanymi z
plazmolema, a uktadem transkrypcji wjadrze komorkowym. Jest interesujace, ze
znaleziono co najmniej 4 —5 takich czynnikéw biatkowych o réznej budowie i
aktywowanych przez TPA (transacting factors), ale wigzacych sie z podobnymi
miejscami (elementami) na DNA. Taka réznorodnos$¢ czynnikéw uczestniczacych
w odpowiedzi na TPA stanowi zasadniczg ré6znice w poréwnaniu z indukcjg genéw
przez jony metali ciezkich i glikokortikoidy [69], gdzie znajdowano jedno biatko
posredniczace. Ro6znica ta moze, jak sie zdaje, thumaczy¢ zmienne odpowiedzi
komérek na dziatanie estrami forbolu.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze pod wpltywem estréw forbolu w
komorkach sg aktywowane kinazy C. Poziom irozmieszczenie kinaz C oraz ilos¢ i
jako$¢ dostepnych dla nich substratow zalezy od rodzaju i aktualnego stanu
komérki. Wczesdniej dziatajgce na komérke czynniki mogg modulowac ten stan.
Fosforylacja okre$lonych biatek przez kinazy C wywotuje rézne odpowiedzi
komarki. Odpowiedzi te obserwuje sie w okreslonej sekwencji czasowej co pozwala
domysla¢ sie, ze oprécz bezposrednich, szybkich skutkéw fosforylacji biatek,
niektore ufosforylowane kinazg C biatka uruchamiajg dtuzsze szlaki metaboliczne,
ktére w komadrce sg od siebie izolowane w pewien spos6b. Przenoszenie sygnatéw
ze zwigzanej z plazmolemg kinazy C na geny indukowane przez TPA odbywa sie
przy udziale kilku réznych czynnikow biatkowych wigzacych sie z podobnymi
elementami promotorow.
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Addendum

Notatka dopisana w styczniu 1989.

Do transkrypcji tafcucha kappa (x) w limfocytach B konieczna jest obecno$é
aktywnego czynnika transkrypcyjnego, NF-xB, ktéry wigze sie z enhancerem
(wzmacniaczem) transkrypcji. W komdrkach nie wykazujacych ekspresji taricucha
x immunoglobulin, czynnik transkrypcyjny wystepuje w cytoplazmie w formie
nieaktywnej, zwigzanej z hamujacym biatkiem (IxB) o Mr 60 000 —70 000. Kinaza
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C aktywowana estrem forbolu powoduje w komdrce (in vivo) przeksztatcenie
nieaktywnej formy NF-xB w aktywng, prawdopodobnie przez fosforylacje inhibi-
tora, oraz translokacje juz aktywnej formy NF-xB z cytoplazmy do jgdra. W jadrze
czynnik transkrypcyjny wigze sie z docelowym enhancerem transkrypcji.
(Baeuerie P. A, Baltimore D., (1988), Science, 242, 540-546.)
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I. Wprowadzenie

Badania struktury i funkcji cytoszkieletu maja dos¢ krotka historie. Do potowy
lat siedemdziesigtych wiekszos$¢ biologéw nie uswiadamiata sobie faktu istnienia, a
tym bardziej znaczenia cytoszkieletu w zywej komérce. Jednak juz w kilka lat
p6zniej, dzieki intensywnym badaniom z zastosowaniem nowych technik bioche-
micznych, immunologicznych i mikroskopowych, powszechnie zaakceptowano
fundamentalng role cytoszkieletu w najrozmaitszych zjawiskach zwiazanych z
ruchliwoscig komérkowsg.

Podstawowymi elementami cytoszkieletu komdrki eukariotycznej, w tym takze
cytoszkieletu komaorki nerwowej, sg trzy typy struktur filamentowych: mikrotu-
bule, mikrofilamenty i tzw. filamenty posrednie, w przypadku komorki nerwowej
zwane neurofilamentami [1,2, 3]. Wymienione filamenty potgczone sg ze sobg
przy udziale biatek tworzgcych tzw. mostki poprzeczne. Dzigki temu powstaje
gesta sie€ struktur biatkowych wypetniajgca wnetrze komarki. Zarazem, filamenty
te, za posrednictwem szeregu innych biatek, potagczone sg z btong komorkowa,
zapewniajac w ten sposéb integralnos¢ komorki. Stwarza to mozliwos¢ utrzymania
odpowiedniego ksztattu komoarki, stabilizacji btony komorkowej, a takze przeka-
zywania sygnatéw z zewnatrz komarki przez btone do cytoplazmy [1, 2].

Cytoszkieletjest strukturg bardzo dynamiczng, ulegajaca ciagtej reorganizacji w
zaleznos$ci od stanu fizjologicznego komérki. Reorganizacja ta polega na nieustan-
nym tgczeniu sie badz dysocjacji struktur filamentowych miedzy sobg, wzmacnia-
niu lub rozluznianiu ich potaczen z btong komdérkowa, oraz na powstawaniu badz
rozpadaniu sie samych filamentow. Zdolno$¢ cytoszkieletu do szybkiej reorgani-
zacji umozliwia i determinuje wiele zachodzgcych w komaorce nerwowej procesow
zwigzanych z ruchliwoscig komorkowa, takich jak podziat komorki ijej wzrost,
powstawanie r6znych wypustek komdrkowych, transport aksoplazmatyczny, czy
tez wydzielanie neurotransmiterow bgdz hormondw [2]. Zmiany struktury cyto-
szkieletu majg zazwyczaj jedynie lokalny charakter ijest zrozumiate, ze muszg by¢
precyzyjnie regulowane. Jednym z czynnikow determinujacych stan organizacji
cytoszkieletu jest modulacja jego biatkowych sktadnikow poprzez procesy ich
odwracalnej fosforylacji/defosforylacji [4].

I1. Organizacja cytoszkieletu w komdrce nerwowej

Charakterystyczny wysoce polarny ksztatt komérki nerwowej znajduje
odzwierciedlenie w zréznicowanym utozeniu poszczegélnych elementdw cyto-
szkieletu w réznych jej regionach, co zwigzane jest ze specyficzng funkcja petniong
przez dany region komorki.

Najlepiej poznana jest budowa cytoszkieletu aksonu, ktérego dominujacga rolg
jest transport réznych organelli i struktur komdérkowych [5]. Wewnetrzny region
aksonu wypetniony jest rownolegle utozonymi neurofilamentami i mikrotubula-
mi, pomiedzy ktérymi wystepujg liczne potaczenia [6, 7, 8]. W centrum akso-
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plazmy mikrotubule tworzg duze wiazki i stanowig jakby tory, po ktorych
przesuwac sie moga rézne organelle. W$r6d mikrotubul obecnych w tym regionie
obserwowano niekiedy nieliczne, krotkie mikrofilamenty [9].

Bardziej skomplikowana jest budowa cytoszkieletu w regionie podbtonowym
zaréwno aksonu, dendrytoéw, jak i licznych wypustek nerwowych. Szybkie procesy
zwigzane z transmisjg sygnatéw przez btone komorkowg powodujg dynamiczng
reorganizacje w tym regionie komorki. Wyrézni¢ tu mozna gestg sie¢ krotkich
mikrofilamentéw [6, 8 —11], ktore sg potaczone z btong komoérkowa przy udziale
fodryny, analogu spektryny erytrocytow, gtéwnego sktadnika cytoszkieletu btono-
wego [12]. W przeciwienistwie do mikrofilamentéw, mikrotubule wtym regionie sg
nieliczne [8, 11], a obecnosci neurofilamentéw nie stwierdzono, aczkolwiek nie
mozna jej wykluczy¢ [13, 14].

11-1. Mikrofilamenty

Mikrofilamenty, o $rednicy okoto 8 nm, zbudowane sg ze spolimeryzowanych
liniowo globulamych monomeréw aktynowych [15]. Taka forme aktyny nazwano
F-aktyng, w odr6znieniu od formy monomerycznej — G-aktyny. Obie te formy
pozostajg ze sobg w rownowadze kontrolowanej przez szereg biatek, ktore
zmieniajg takze stan organizacji filamentow aktynowych tworzac siatke lub wigzki
filamentow [16, 17]. Filamenty te zawierajg takze inne biatka, przede wszystkim
tropomiozyne. Aktyna jest jednym z podstawowych biatek aparatu kurczliwego
miesni i wraz z tropomiozyng tworzy tzw. cienkie filamenty, bedace odpowiedni-
kiem mikrofilamentdéw w komadrkach niemiesniow'ych.

11-2. Mikrotubule

Mikrotubule tworzg sie w wyniku tgczenia dimerow tubuliny sktadajacych sie z
podjednostek a i 3[18]. Podobnie jak w przypadku obu form aktyny, mikrotubule
pozostajg w stanie rownowagi z dimerami tubuliny. Mikrotubule zawierajg takze
biatka o wysokiej masie czgsteczkowej tzw. biatka zwiagzane z mikrotubulami
(microtubule-associated proteins) — MAP, oraz grupe biatek o nizszej masie
czasteczkowej — biatka tau. Biatka MAP i tau przys$pieszaja polimeryzacje
tubuliny istabilizujg utworzone mikrotubule [18, 19,20]. Zlokalizowane sg one na
zewnetrznej powierzchni mikrotubuli i stanowig potaczenia pomiedzy mikrotu-
bulami [7, 21 —23], jak rdwniez tgczg mikrotubule z mikrofilamentami [24 —26],
neurofilamentami [27 —31], oraz z organellami komérkowymi [7].

11-3. Neurofilamenty

Neurofilamenty sa najbardziej stabilnymi strukturami cytoszkieletu. W ich
sktad wchodzg trzy rodzaje podjednostek o masach czgsteczkowych 200 kDa, 150

6 Postepy Biochemii 3/89



282 B BARYLKO [4]

kDa i 68 kDa [3]. Podjednostki o m.cz. 68 kDa tworzg trzon filamentu o $rednicy
okoto 10 nm, z ktdrym potgczone sg fragmentami swych czgsteczek dwie pozostate
podjednostki. Pozostate fragmenty tych dwu podjednostek wystajg na zewnatrz
filamentu [28, 32, 33] i tworzg liczne poprzeczne potaczenia z innymi neurofila-
mentami [34]. Zaréwno podjednostka 68 kDa jak i podjednostka 200 kDa sg
zaangazowane w oddziatywanie neurofilamentéw z mikrotubulami [27 —31].

Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie budowe i wzajemne potaczenia
pomiedzy mikrotubulami, mikrofilamentami i neurofilamentami

mikrofilament mikrotubula neurofilament

0%
|
8nm % l 10nm

Ryc. 1. Schemat mozliwych potaczen mikrotubuli z mikrofilamentami i neurofilamentami. W
mikrofilamencie kotka oznaczaja monomer aktyny, a pateczki tropomiozyne. W mikrotubulach —
sprzezone biate i czarne kétka oznaczajg dimery tubuliny. Mikrofilamenty i neurofilamenty moga
taczy¢ sie z mikrotubulami za pomocg biatka MAP2 ibiatka tau. Dodatkowo neurofilament taczyc¢ sie
moze z mikrotubulami poprzez biatka 200 kDa. Srednice mikrofilamentu, mikrotubuli i neurofila-
mentu podano w dolnej frakcji ryciny.
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11-4. Cytoszkielet btonowy

Plan budowy cytoszkieletu btonowego wydaje sie by¢ wspdlny dla wszystkich
komaérek eukariotycznych. Zatem, cytoszkielet btonowy neuronu zapewne nie
rézni sie zasadniczo od cytoszkieletu btonowego erytrocytow —komaorek najlepiej
pod tym wzgledem poznanych [35]. Do wysuniecia takiego wniosku upowaznia
fakt, ze z tkanki mozgowej wyizolowano biatka analogiczne pod wzgledem
struktury, aktywnosci i lokalizacji komoérkowej z biatkami erytrocytéw. Podsta-
wowym biatkiem cytoszkieletu btonowego jest fodryna [36]. Czasteczka tego
biatka, podobnie jak spektryny erytrocytdw, ztozona jest zdwoéch heterodimerdw,
ktore sgq potgczone ze sobg gtowa-gtowa, tworzac diuga, cienka pateczke. Kazdy
tetramer moze oddziatywaé z szeregiem biatek, z ktdrych najistotniejszym wydaja
sie byé kalmodulina, aktyna, biatko 4.1 oraz ankiryna. Ankiryna i biatko 4.1 —
powierzchniowe biatka btonowe —t3czg fodryne z btong plazmatyczng [37, 38].
Zarazem biatko 4.1, oddziatywujac z koncowg czescig tetrameru fodryny taczy
poszczegOlne tetramery ze soba. W wyniku tych potaczen tworzy sie gesta sieé
fodrynowa, przylegajaca do cytoplazmatycznej powierzchni btony. Ponadto biatko
4.1 tgczy tetramery fodryny z krotkimi filamentami aktynowymi, zawierajgcymi
tropomiozyne [39].

Neuronalne biatko 4.1 do tej pory budzi liczne kontrowersje. Istniejg dane
wskazujace na identyczno$¢ tego biatka z biatkiem 4.1 erytrocytéw (38), ale takze
prezentowane sg wyniki $wiadczace o obecnosci w tym regionie komorki kilku
innych biatek o wiasciwosciach strukturalnych i funkcjonalnych podobnych do
wiasciwosci biatka 4.1. Nalezy do nich synapsyna [40,41], znane od dawna biatko
lokalizowane w zakoriczeniach synaptycznych [42, 43, 44], jak réwniez niedawno
wyizolowane biatko, nazwane ameling [45].

[ FILAMENT MIOZYNOWYJ

[MIKROTUBULA] [ NEUROFILAMENT|
AA 4\

41
mikro- 4.1 LA
filament

todryna {
s/ ankiryna

\\ BLONA\) KOMORKOWA
\ N\

kanat jonowy

Ryc. 2. Schemat budowy cytoszkieletu btonowego (na pdst. 35).
Strzatkami zaznaczono oddziatywania zachodzace pomiedzy elementami cytoszkieletu btonowego a
mikrotubulami, neurofilamentami i filamentami miozynowymi.
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Intensywne badania prowadzone na wyizolowanych i oczyszczonych biatkach
sugeruja, ze organizacja regionu podbtonowego komorki nerwowej jest bardziej
ztozona niz przedstawia to powyzszy opis. Stwierdzono, ze fodryna wykazuje duze
powinowactwo nie tylko do mikrofilamentdw, ale takze do mikrotubuli [46, 47] i
neurofilamentéw [14]. Ankiryna réwniez moze wigzaé sie z mikrotubulami [37], a
jej wigzanie z neurofilamentami wydaje sie by¢ bardzo prawdopodobne, gdyz
wykazuje ona wysokie powinowactwo do innych filamentéw posrednich [13].
Ostatnio wyizolowano z erytrocytéw i z tkanki mdzgowej jeszcze jedno biatko,
ktore ma zdolno$¢ wigzania fodryny z aktyng — adducyne [48, 49].

Omawiajac cytoszkielet komorkowy nie mozna poming¢ miozyny. Biatko to we
wspotdziataniu z aktyng jest generatorem skurczu mies$nia [50], a w komorkach
niemiesniowych bierze udziat w procesach zwigzanych z ruchliwoscia komérkowa
[61, 52]. W komorce nerwowej najwiekszg koncentracje miozyny wykryto w
zakonczeniach nerwowych oraz, w regionie podbtohowym aksonu [53].

Utozenie wymienionych biatek cytoszkieletu btonowego przedstawiono sche-
matycznie na rycinie 2.

I11. Fosforylacja biatek cytoszkieletowych

Szereg biatek cytoszkieletowych ulega fosforylacji katalizowanej przez kinazy
biatkowe. Modyfikacje te w istotny sposéb wptywajg na ich wzajemne potacze-
nia.

111-1. Fosforylacja tubuliny

Tubulina ulega fosforylacji w wyniku dziatania szeregu réznych kinaz, tj.
kinazy zaleznej od cAMP [54], kinazy kazeiny Il [55, 56] oraz zaleznej od
kompleksu Ca z kalmoduling (CaCM) kinazy typu Il, [57 —60]. Zmiany witasci-
wosci tubuliny pod wptywem fosforylacji przez kinaze zalezng od cAMP dotych-
czas nie sg poznane. Najwiecej uwagi poswiecono fosforylacji tubuliny przez kinaze
zalezng od CaCM, ktéra w dramatyczny sposéb zmienia whasciwosci strukturalne i
funkcjonalne tubuliny. Ustalono, ze wszystkie trzy miejsca ulegajgce fosforylacji
przez te kinaze znajdujg sie w krétkim fragmencie o dtugosci okoto 4 kDa
znajdujacym sie na C koncu biatka [60], a wiec we fragmencie zaangazowanym w
procesie polimeryzacji tubuliny [61, 62]. W wyniku tej modyfikacji czgsteczka
tubuliny ulega zmianom konformacyjnym - wyeksponowane zostajg jej regiony
hydrofobowe [63]. Konsekwencjg tych zmian jest z jednej strony zahamowanie
zdolnos$ci tubuliny do polimeryzacji i wigzania MAP 2, za$ z drugiej strony
zwiekszenie powinowactwa tubuliny do bton lipidowych. Z kolei tubulina
ufosforylowana przez kinaze kazeiny Il nie traci zdolnosci do polimeryzacji, a
mikrotubule zawierajgce tubulinge ufosforylowang przez te kinaze wykazujg
zwiekszong stabilno$¢ [55, 56].
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Przedstawione obserwacje sugeruja, ze fosforylacja tubuliny jest czynnikiem
regulujgcym stan organizacji tego biatka ijego przemieszczanie pomiedzy mikro-
tubulami i btong plazmatyczng.

I11- 2. Fosforylacja biatka tau

Biatko tau sktada sie z czterech izomerycznych polipeptydéw o masie
czgsteczkowej od 50 do 70 kDa [64]. Kazdy polipeptyd posiada dwa miejsca
ulegajace fosforylacji: jedno z nich fosforylowane jest przez kinaze zalezng od
CaCM, drugie za$ w wyniku dziatania kinazy C [65-67]. Znaczenie tej drugiej
fosforylacji pozostaje nadal niewyjasnione. Obserwacje wskazujg, ze fosforylacja
biatka tau jedynie przez kinaze zalezng od CaCM prowadzi do zmian konforma-
cyjnych, ktdre wywotujg z kolei zmiany jego aktywnosci. Mianowicie, biatko tau
ufosforylowane przez te kinaze znacznie hamuje proces polimeryzacji tubuliny,
podczas gdy tau zdefosforylowane indukuje polimeryzacje tubuliny [67] i stabili-
zuje utworzone mikrotubule [20].

Fosforylacja biatka tau reguluje réwniez jego oddziatywanie z aktyng; zdefo-
sforylowane biatko tau posiada zdolnos$¢ sieciowania filamentéw aktynowych w
przeciwienstwie do jego formy ufosforylowanej, ktéra nie wykazuje tej aktywnosci
[68]

111-3. Fosforylacja MAP 2

Drugim biatkiem, ktérego wplyw na dynamike tworzenia sie mikrotubul
regulowany jest przez fosforylacje, jest MAP 2. W czgsteczce MAP 2 mozna
wyrézni¢ dwie, funkcjonalnie r6zne, domeny [22]. Jedng z nich stanowi kroétki
fragment (25 —35 kDa), zlokalizowany na koficu czasteczki, ktéry wykazuje
wysokie powinowactwo do tubuliny i jest odpowiedzialny za przys$pieszenie jej
polimeryzacji. Przylega on do zewnetrznej powierzchni mikrotubuli. Drugi,
znacznie diuzszy fragment (okoto 250 kDa) wystaje na zewngtrz mikrotubuli i
tworzy tzw. mostki poprzeczne. Obie wymienione domeny MAP 2 ulegajg
fosforylacji [21]. Cata czgsteczka tego biatka posiada az okoto 50 miejsc ulegajgcych
fosforylacji przez rézne kinazy, w tym przez kinaze zalezng od cAMP [69 —74],
kinaze zalezng od CaCM [74 —78], oraz kinaze C [75, 79]. Zaréwno tak duza liczba
miejsc fosforylacji, jak i roznorodno$¢ modyfikujacych je kinaz nastreczajg wiele
trudnoSci metodycznych w ustaleniu doktadnej liczby miejsc fosforylacji, ich
lokalizacji, specyficznosci dla danej kinazy, a takze wptywu ich fosforylacji na
wiasciwosci czasteczki. Uzyskanie odpowiedzi na powyzsze pytania utrudnia
ponadto fakt, ze wyizolowane i oczyszczone biatko MAP 2 zawiera okoto 10 reszt
fosforanowych, bardzo odpornych na dziatanie fosfataz [70, 73, 75]. Uzyskane
dotychczas wyniki dotyczace fosforylacji MAP 2 mozna podsumowac nastepuja-
co:

1 kinaza zalezna od CaCM rozpoznaje okoto 12 miejsc, a kinaza zalezna od
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cAMP - okoto 10 miejsc. Wiekszo$¢ miejsc fosforylowanych przez te dwie kinazy
znajduje sie w domenie wigzacej tubuline [73, 75].

2. fosforylacja miejsc w domenie wigzacej tubuling wydaje sie by¢ gtéwnym
czynnikiem zmniejszajgcym powinowactwo MAP 2 do tubuliny [72, 80] oraz jego
zdolno$¢ do indukowania tworzenia mikrotubul [69, 70, 74, 80]. Analiza
kinetyczna dynamiki mikrotubul w obecnosci MAP 2 ufosforylowanego wskazuje,
ze malejgca wraz ze wzrostem ufosforylowania tego biatka szybkos$¢ polimeryzacji
tubuliny jest wynikiem zwiekszonej statej dysocjacji dimerdéw tubuliny na koicach
mikrotubul [69, 70].

3. miejsca fosforylacji trudno dostepne dla fosfataz sg zlokalizowane w domenie
wystajacej na zewnatrz mikrotubuli [73, 75]. Prawdopodobnie miejsca te sg
fosforylowane przez kinaze C [75].

4. kinaza C moze dodatkowo ufosforylowaé okoto 15 miejsc, z ktérych
wiekszo$¢ znajduje sie w domenie ,wystajacej” [75].

Fosforylacja biatka MAP 2 modyfikuje réwniez jego wspotdziatanie z filamen-
tami aktynowymi [23, 68, 79]. Zdolnos¢ MAP 2 do sieciowania filamentow
aktynowych jest obnizona po ufosforylowaniu tego biatka. Wydaje sie, ze za
obserwowane zjawisko odpowiedzialna jest fosforylacja w domenie ,,wystajgcej”
[79].

111-4. Fosforylacja neurofilamentow

Wszystkie trzy podjednostki neurofilamentoéw sa fosfoproteinami. Szczeg6lnie
duzg liczbe reszt fosforanowych zawierajg podjednostki 150 kDa i 200 kDa
[81 —84]; wiekszos¢ z nich zlokalizowana jest w rejonach czasteczek wystajgcych
na zewnatrz filamentu [85—87]. Defosforylacja tych podjednostek prowadzi do
zmian ich konformacji. Swiadczy o tym m.in. réznica w oddziatywaniu form
ufosforylowanej i nieufosforylowanej obu podjednostek ze specyficznymi przeciw-
ciatami [84, 88]. Jednakze, pomimo dos$¢ intensywnych badan, nie uzyskano
jednoznacznych wynikéw zaréwno odnosnie liczby miejsc fosforylacji, jak i nie
wyjasniono jaka kinaza lub kinazy je fosforylujg. Trudnosci te wynikajg gtownie z
faktu, ze biatka neurofilamentéw sg bardzo trudno rozpuszczalne i badania
fosforylacji i defosforylacji muszg by¢ prowadzone w warunkach, gdy podjednostki
te sg zagregowane. Takze znaczenie fosforylacji sktadnikéw neurofilamentow
pozostaje niejasne. Jedne obserwacje $wiadczg o tym, ze stopien ufosforylowania
podjednostek neurofilamentéw nie ma wptywu na ich rozpuszczalno$¢ [89], ale
inne wyniki wskazujg na zwiekszenie rozpuszczalnos$ci podjednostki 150 kDa po
jej zdefosforylowaniu [83]. Badania subkomaérkowej lokalizacji neurofilamentéw
wykazywaty, ze dtugie filamenty obecne w aksonie, zawierajg gtéwnie podjednostki
w formie ufosforylowanej, natomiast w perikarionie, dendrytach i ich wypustkach,
a wiec w regionach, w ktorych zachodzg dynamiczne procesy zwigzane z
reorganizacjg cytoszkieletu, podjednostki 150 kDa i 200 kDa neurofilamentow
wystepujg zwykle w formie nieufosforylowanej [88]. Przedstawione wyniki zdaja
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sie sugerowac, ze fosforylacja tych podjednostek ma stabilizujagcy wptyw na
neurofilamenty, a zwitaszcza na ich wzajemne potgczenia.

111-5. Fosforylacja fodryny

Fosforylacji ulegajg oba rodzaje podjednostek fodryny (a i f3 wyizolowanej z
tkanki mdzgowej [90, 91]. Kinaza zalezna od cAMP fosforyluje jedno miejsce
zlokalizowane w podjednostce p. Fodryna ulega réowniez fosforylacji w wyniku
dziatania kinazy tyrozynowej. W dimerze fodryny zidentyfikowano cztery miejsca
rozpoznawane przez te kinaze, z ktérych jedno znajduje sie w podjednostce p, a trzy
w podjednostce a [91]. Przez analogie ze spektryng erytrocytéw [92] mozna
przypuszczaé, ze wszystkie miejsca fosforylacji fodryny znajdujg sie w krotkim
fragmencie na C-koncu czasteczki. Interesujacy wydaje sie wptyw fosforylacji
fodryny najej oddziatywanie z aktyng. Wprawdzie w wyniku fosforylacji zdolnos$¢
fodryny do sieciowania filamentéw aktynowych pozostaje nie zmieniona [91, 93],
jednakze w wyrazny spos6éb zmienia si¢ jej oddziatywanie z aktyng, o czym
Swiadczg zmiany aktywno$ci ATPazy miozynowej aktywowanej aktyng. Stymu-
lujacy wptyw fodryny na aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej [94, 95] ulega
obnizeniu po jej ufosforylowaniu przez kinaze zalezng od cAMP [90], podczas gdy
fosforylacja przez kinaze tyrozynowg w znaczacy sposob zwieksza te stymulacje
[91].

111-6. Fosforylacja ankiryny

Ankiryna, jak juz wspomniano powyzej [3], jest biatkiem zlokalizowanym na
cytoplazmatycznej powierzchni btony komdrkowej, tgczacym ja z cytoszkieletem
btonowym. Aczkolwiek dotad nie prowadzono badan struktury ankiryny z tkanki
mézgowej, wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze jest ona podobna do ankiryny
erytrocytéw [96, 97]. Czasteczka ankiryny ma charakter dwupolarny; domena
zasadowa, 83 kDa ipi 8.0, fgczy sie bezposrednio z gtdwnym integralnym biatkiem
btonowym stanowigcym kanat anionowy (tzw. biatko 3). Druga domena, obojetna,
zawiera fragment oddziatywujacy ze spektryng oraz wszystkie miejsca fosforylacji.
W wyniku fosforylacji ankiryny zmniejsza si¢ czterokrotnie jej powinowactwo do
tetramerow spektrynowych [98].

I11-7. Fosforylacja synapsyny

Na szczegblng uwage zastuguje synapsyna, specyficzna fosfoproteina neurono-
wa, bedgca przedmiotem bardzo intensywnych i wszechstronnych badan [99,100].
Jest ona obecna w duzej ilosci w zakoriczeniach nerwowych na cytoplazmatycznej
powierzchni pecherzykéw synaptycznych [42-44] i petni kluczowg role w
procesach neurosekrecji [101]. Synapsyna wykazuje duze powinowactwo zar6wno
do bton komérkowych [41, 102,103], jak i wszystkich znanych struktur cytoszkie-
letowych, a wiec mikrofilamentéw [104, 105], mikrotubuli [41, 106], neurofila-
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mentow [102] oraz fodryny [36, 40, 102]. Jest ona wysoce zasadowym biatkiem,
sktadajgcym sie z dwdch tancuchdw polipeptydowych o podobnej masie czgstecz-
kowej [99]. W czasteczce synapsyny mozna wyrdzni¢ cze$¢ globulama, bezposred-
nio zwigzang z btong oraz fragment pateczkowaty, przypuszczalnie wigzacy inne
elementy cytoszkieletu. W czgsteczce synapsyny znajdujg sie trzy miejsca fosfory-
lacji; jedno, wczesci globularnej, fosforylowanejest przez kinaze zalezng od cAMP,
a dwa pozostate, fosforylowane przez kinaze zalezng od CaCM, znajduja sie w
czesci pateczkowatej. Oddziatywania synapsyny ze strukturami cytoszkieletu sg
regulowane przez jej fosforylacje. Fosforylacja synapsyny w znacznym stopniu
redukuje jej powinowactwo do bton plazmatycznych i do biatkowych sktadnikow
cytoszkieletu (Ryc. 3). Jako przykiady moga postuzy¢ nastepujgce obserwacje:
fosforylacja synapsyny pieciokrotnie zwieksza statg dysocjacji synapsyny od
pecherzykéw synaptycznych [103], obniza zdolno$¢ synapsyny do tworzenia
wigzek filamentoéw aktynowych [104, 105] oraz zmniejsza wiazanie synapsyny do
podjednostki 68 kDa neurofilamentu [102]. Obserwacje wskazuja, ze wszystkie trzy
miejsca fosforylacji sag odpowiedzialne za zmiany wiasciwosci synapsyny, jednak

BtONA

PLAZMATYCZNA

FODRYNA

NEUROFILAMENT

MIKRO-
/ FILAMENT
PECHERZYK
SYNAPTYCZNY MIKROTUBULA

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie interakcji synapsyny i réznych subkomorkowych elementéw
neuronu. P —przy synapsynie oznacza miejsca mozliwych fosforylacji; nozyczki oznaczajg obnizenie
powinowactwa synapsyny po jej ufosforylowaniu wobec wskazanych elementéw subkomérkowych.
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fosforylacja w czesci pateczkowatej wydaje sie mie€ znacznie wieksze znaczenie niz
fosforylacja w czesci globularnej.

Informacje dotyczace fosforylacji biatek cytoszkieletowych podsumowano w
tabeli 1. Przedstawione wyniki, uzyskane z badan in vitro, wskazuja, ze fosforylacja
danego biatka z reguty zmniejsza jego powinowactwo do pozostatych biatek
cytoszkieletu.

Tabela 1

Fosforylacja biatek cytoszkieletowych

Substrat biatkowy Miejsca fosforylacji

Rodzaj kinazy

. cz. (kD .
m. cz. (kDa) Liczba Lokalizacja
Tubulina zalezna od CaCM 3 C-koniec, 4 kDa
(55) kazeiny Il ? ?
Biatko tau zalezna od CaCM 1 dwa rézne miejsca
(50—70) kinaza C 1
MAP 2 zalezna od CaCM « 12 w domenie wiazacej tubuline
(280) zalezna od cAMP 10— 14
kinaza C 10*+ 15 wiekszo$¢ w domenie ,,wystajg-
cej”
Neurofilamenty
200 endogenna 19—100 domeny ,wystajace” 60% od
150 ? 9—25 korica C
68 -3
Fodryna zalezna od cAMP 1 podjednostka P
(a-240, B-235) tyrozynowa 4 1— podjednostka P
3 podjednostka a
Ankiryna ? 7 domena wiazaca fodryne
(210, 220)
Synapsyna zalezna od cAMP 1 domena globularna
(76, 80) zalezna od CaCM 2 domena pateczkowata

* reszty fosforanowe trudno usuwane przez fosfatazy

IV. Rola fosforylacji biatek cytoszkieletu w regulacji proceséw komérkowych

Wiekszos¢ posiadanych przez nas informacji dotyczacych fosforylacji biatek
cytoszkieletowych pochodzi z badan in vitro. Pozostaje problem odniesienia tej
wiedzy do procesdw zachodzgcych w zywych komorkach. Szereg przestanek
pozwala przypuszczaé, ze fosforylacja biatek cytoszkieletu rzeczywiscie odgrywa
powazna role regulacyjng in vivo. W kilku przypadkach wykazano w komérce
nerwowej obecno$¢ obu form biatek — ufosforylowanej i nieufosforylowanej, np.
biatka tau [107], synapsyny [108], podjednostek 150 kDa i 200 kDa neurofilamen-
tow [88]. W wielu przypadkach obserwowano takze Scistg korelacje subkomaorko-
wej lokalizacji kinazy ijej cytoszkieletowego substratu, np. integralnym sktadni-
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kiem mikrotubul jest kinaza zalezna od cAMP fosforylujgca MAP 2 (109). Poza
tym, przynajmniej niektére z biatek cytoszkieletowych, np. MAP 2, mogg by¢
defosforylowane przez specyficzne fosfatazy [110].

Najlepiej udokumentowana jest regulujgca rola fosforylacji synapsyny w
procesie neurosekrecji [99], (Ryc. 4). Synapsyna nieufosforylowana jest silnie
zwigzana z btong pecherzykdéw synaptycznych zawierajgcych neurotransmiter, a
zarazem potgczona jest ze strukturami cytoszkieletowymi. Potgczenia te powodu-
ja, ze pecherzyk jest unieruchomiony. Sygnat zewnetrzny, aktywujac dang kinaze,
bedzie impulsem do ufosforylowania synapsyny. W rezultacie przerwane zostaje
potaczenie pecherzyka z filamentami cytoszkieletu, co umozliwia jego przemiesz-
czenie sie, a z drugiej strony rozluznione zostaje polaczenie synapsyny z
pecherzykiem, co umozliwia jego fuzje z btong, a w dalszym etapie uwolnienie
neutransmitera.

blona
presynaptyczna

fosforylacja Synapsyny fuzja
3 przemieszczania i uwolnienie

2 i pre-fuzja neurotransmitera
p&»\
Pp
7
cytoszkielet
podblonowy

Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie wptywu fosforylacji synapsyny na proces uwalniania neurotrans-
mitera. Kropki oznaczajg czasteczki neurotransmitera.

‘pecherzyk
ynagtycany.

Wydaje sie takze wysoce prawdopodobne, ze fosforylacja biatek cytoszkieleto-
wych moze regulowaé ich potaczenie z btong komorkowa. Na przyktad w wyniku
fosforylacji ankiryny czy tez biatka 4. 1lub jego analogu (synapsyny lub ameliny)
potaczenie cytoszkieletu fodrynowego z aksolemma moze ulec rozluznieniu.
Bardzo interesujgca jest koncepcja mechanizmu transportu zachodzgcego w
regionie podbtonowym opartego na wspotdziataniu filamentow aktynowych z
miozynowymi [111], (Ryc. 5). Zgodnie z powszechnie przyjeta teorie $lizgowa,
oddziatywanie filamentow aktynowych z miozynowymi prowadzi do ich przesu-
wania sie wzgledem siebie [50]. W rezultacie biatko zwigzane z filamentem
aktynowym, np. fodryna, moze réwniez ulec przesunieciu. Sadzi¢ mozna, ze
przesuwanie sie fodryny wzdituz aksonu jest regulowane przez fosforylacje biatek
taczacych jg z aksolemma. Nalezy jednak podkresli¢, ze zarbwno mechanizm tego
transportu, jak i udziat w nim modulowanych przez fosforylacje biatek pozostaje
dotad w sferze hipotez.
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Ryc. 5. Hipotetyczny mechanizm transportu podbtonowego fodryny. A. Filament miozynowy,
oddziatywuje z dwoma mikrofilamentami potaczonymi z kompleksem fodryna-ankiryna. B. W wyniku
oddysocjowania fodryny od ankiryny po fosforylacji tej ostatniej oraz przesuwania sie filamentu
miozynowego i mikrofilamentéw wobec siebie nastepuje ruch fodryny wzgledem powierzchni btony
komérkowe;j.

Przedstawione powyzej wyniki i hipotezy nie wyczerpujg naszej i tak w duzym
stopniu fragmentarycznej wiedzy o roli fosforylacji w reorganizacji cytoszkieletu w
réznych stanach fizjologicznych komérki. Niemniej jednak, pozwalajg na wysu-
niecie sugestii, ze w rejonie aktywacji kinaz gesta sie¢ struktur cytoszkieletowych
moze ulec rozluZznieniu, bgdZ nawet rozerwaniu. A zatem, cykliczna fosforylacja i
defosforylacja biatek cytoszkieletu wydaje sie by¢ jednym z istotnych czynnikow
regulujgcych unieruchomienie i przemieszczanie sie r6znych organelli i struktur w
cytoplazmie, co ma zapewne olbrzymie znaczenie w szeregu proceséw komorko-
wych.
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Fosforylacja miozyny — fakty i hipotezy

Phosphorylation of myosin — facts and hypotheses

Wykaz stosowanych skr6téw: LMM - lekka meromiozyna, S i —gtéwka miozyny, S - fragment
ogona miozyny, MLCK —kinaza lekkiego taricucha miozyny, NEM - imid kwasu N-etylomaleino-
wego.

Czasteczka miozyny jest heksamerem ztozonym z dwéch ciezkich tancuchdw i
dwadch par lekkich tancuchow. Jedna para z nich to tzw. fancuchy regulatorowe,
ktére moga ulegac fosforylacji i wigzaé kationy dwuwartosciowe, lekkie tancuchy
drugiej pary nie majg tych wiasciwosci. Natywna czasteczka miozyny ma mase
okoto 500 000 oraz ksztalt asymetryczny. Strukturalnie mozna wyrdznié¢ w niej:
dwie gtéwki o budowie globulamej i cze$¢ pateczkowatg zwang ogonkiem.

Gtéwka miozyny zbudowana jest z N-kofcowego odcinka cigezkiego taricucha i
dwdch lekkich tancuchdéw: regulatorowego i nieregulatorowego. W gtdwkach
znajduja sie miejsca wigzania aktyny oraz miejsce enzymatyczne zdolne do
hydrolizy ATP do ADP i P,. Szybko$¢ hydrolizy ATP przez miozyne jest mata, ale
znacznie wzrasta po jej interakcji z aktyng. Mowi sie wtedy o stymulacji ATPazy
miozynowej przez aktyne lub o aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej. Aktywno$¢
ta wyznacza poziom interakcji miozyny z aktyng in vitro i odzwierciedla proces
zachodzacy in vivo w czasie aktywnosci skurczowej.

Ogonek miozyny zbudowany jest z C-konncowych odcinkéw obu ciezkich
tancuchdw, znajdujacych sie w konformacji alfa-heliksu i skreconych wokot siebie.
W roztworach zawierajgcych niskie stezenie soli ogonki miozyny reagujg ze sobg
tworzac wieloczasteczkowe, uporzgdkowane strukturalnie polimery, zwane fila-
mentami. In vitro i in vivo miozyna moze wystepowa¢ w postaci dwupolarnych
filamentow, o réznej liczbie czasteczek, a takze w postaci monomerow i dime-
row.

Miozyna wystepuje we wszystkich komoérkach eukariotycznych. Szczeg6lnie
duzo jestjej w mie$niach, gdzie razem z aktyna bierze udziat w skurczu. Zgodnie z
powszechnie uznawang teorig skracanie miesnia polega na $lizganiu sie filamentéw
aktyny i filamentéw miozyny wzgledem siebie. Uwaza sie, ze podobnie jest w
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komaérkach niemiesniowych, ktoérych niektore przejawy ruchliwosci komorkowej
takie jak: ruch wzgledem podtoza, ruch organelli wewngtrz komorki oraz zmiany
ksztattu — polegajg na podobnej interakcji aktyny z miozyng. Miozyna petni
funkcje lokomotoryczne tylko w potgczeniu z aktyna.

Istniejg dwa gtéwne uktady regulujace interakcje aktyny z miozynga: ukitad
troponiny ztropomiozyng oraz uktad biatek odwracalnie fosforylujgcych miozyne.
Pierwszy (troponina-tropiomiozyna) wystepuje wytgcznie w miesniach szkieleto-
wych i sercowych ijest odpowiedzialny za regulacje cyklu skurczowo-rozkurczo-
wego. Drugi uktad (odwracalnie fosforylujgcy miozyne) - wystepuje praktycznie
we wszystkich komdérkach eukariotycznych, réwniez w miesniach szkieletowych i
sercowych. W artykule opisze fosforylacje miozyny w mieéniach gtadkich i w
komorkach niemiesniowych, tj. w tych komérkach, w ktérych proces ten jest
pierwszorzedowym czynnikiem regulujgcym zjawiska ruchowe.

Pod wzgledem rodzaju podjednostek ulegajagcych fosforylacji mozna wyréznié
trzy grupy biatek: do pierwszej grupy zalicza sie miozyny z miesni szkieletowych i
sercowych oraz miozyny z niektérych komérek niemiesniowych kregowcow,
ktorych tylko lekkie tancuchy sa fosforylowane. Do drugiej grupy zalicza sie
miozyny, ktorych lekkie i ciezkie tancuchy ulegajg fosforylacji. Jest to grupa, w
ktérej umieszcza sie obecnie niektére miozyny z grupy pierwszej, np. miozyne z
mies$ni gtadkich aorty. Zmiana klasyfikacji wigze sie ze stwierdzeniem, iz niektére
miozyny moga by¢ fosforylowane na ciezkich tafAcuchach jesli zahamuje sie
endogenne proteazy, ktére odcinajg konce ciezkich tancuchéw z resztami ulega-
jacymi fosforylacji. W trzeciej grupie jest miozyna izolowana z Acanthamoeba,
ktorej tylko ciezkie tancuchy sg fosforylowane.

Lekkie tancuchy regulatorowe miozyny z miesni gtadkich maja ciezar okoto 20
kDa. Sg one fosforylowane przez rdzne kinazy, z ktérych najwazniejszgjest kinaza
zalezna od wapnia i kalmoduliny (MLCK). Fosforyluje ona seryne 19. Stopien
ufosforylowania miozyny izolowanej z mies$ni gtadkich wpltywa na dwie jej
wiasciwosci zwigzane ze skurczem: na aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej oraz
na zdolnos$¢ do tworzenia filamentdw. W roztworach zawierajacych fizjologiczne
stezenie soli i MgATP ufosforylowana w serynie 19 miozyna jest w postaci
filamentéw, podczas gdy nieufosforylowana miozyna wystepuje jako monomer z
podwajnie zgietym ogonkiem, o statej sedymentacji 10S. Fosforylacja monomeréow
10S, ktére sg niezdolne do polimeryzacji powoduje prostowanie sie ogonkow, a
nastepnie utworzenie normalnych filamentow.

Wykazano ostatnio, ze kinaza biatkowa C - enzym aktywowany przez Ca: i
diacyloglicerol fosforyluje lekkie tafcuchy miozyny izolowane z mie$ni gtadkich w
innym miejscu niz MLCK, a mianowicie w treoninie 9. Miozyna ufosforylowana
przez MLCK i przez kinaze biatkowg C ma obnizong aktywno$¢ ATPazy
aktomiozynowej w poréwnaniu z miozyng ufosforylowang wytacznie przez
MLCK. Ponadto, fosforylacja treoniny 9 utatwia powstawanie monomeréw 10S, a
wiec dziata destabilizujgca na filamenty miozynowe.

W miesniach gtadkich fosforylacja lekkiego tancucha ma kluczowe znaczenie
regulujgce. W badaniach z uzyciem skrawkéw mieséni lub odbtonionych miesni
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stwierdzono, iz w stanie spoczynku poziom ufosforylowania lekkiego tancucha jest
niski i ze po stymulacji miesni wzrasta szybko do wysokiego poziomu. Nastepnie
obserwuje sie obnizenie ufosforylowania lekkiego tafncucha do poziomu wyjscio-
wego chociaz napiecie miesni, czyli sita izometryczna skurczu, utrzymuje sie. Na
podstawie takich badan wykazano, iz fosforylacja lekkiego taricucha jest bezpo-
$rednio zwigzana z inicjacja skurczu, tj. z szybkoscig przytaczania i odigczania
gtowek miozynowych do aktyny. Poniewaz, mimo defosforylacji miozyny sita
skurczu jest utrzymana, sugeruje sie, ze w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczo-
wego miesni gtadkich, oprocz fosforylacji miozyny biorg udzial jeszcze inne
mechanizmy regulujgce. Jedng z hipotez ttumaczacych to zjawisko jest hipoteza
tzw. mostkow zahaczonych. Proponuje sie, ze podczas potgczenia ufosforylowanej
miozyny z aktyng zostaje ona zdefosforylowana i nie moze odtgczyc sie od aktyny.
Powstaje w ten sposob energetycznie ekonomiczne potgczenie utrzymujace
napiecie miesci, ale bez hydrolizy ATP.

W miesniach szkieletowych i sercowych obserwuje sie w czasie cyklu skurczo-
wo-rozkurczowego zmiany poziomu ufosforylowania lekkich taAcuchow, ale
zmiany te nie maja kluczowego znaczenie w inicjacji lub zakonczeniu cyklu. Maja
prawdopodobnie dziatanie modulujace site lub energetyke skurczu tych miesni.

Lekkie tafcuchy miozyny znajdujg sie w gtdwce miozynowej, a wiec ich miejsca
fosforylacji znajduja sie blisko miejsca wigzania aktyny przez miozyne oraz miejsca
hydrolizy ATP. Mozna wiec tatwo wyobrazi¢ sobie mechanizm regulacji ATPazy
aktomiozynowej polegajacy na oddziatywaniu miejsca regulatorowego i centrum
aktynowego w tej samej czasteczce. Miejsca fosforylacji lekkich tancuchéw sa
jednak daleko od korica ogonka miozyny, ktory bierze udziat w inicjacji polime-
ryzacji. Jak zatem wytlumaczy¢ wptyw fosforylacji na tworzenie filamentéw? Do
tego pytania powrdce po omdwieniu fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny w
komérkach niemiesniowych oraz fosforylacji ciezkich fancuchéw.

Wszystkie miozyny izolowane z komorek niemiesniowych z wyjatkiem mio-
zyny z Acanthamoeba mogg by¢ ufosforylowane na lekkich taficuchach przez
kinaze zalezng od wapnia i kalmoduliny. We wszystkich badanych przypadkach,
niezaleznie od tego czy dana miozyna byta fosforylowana na ciezkim tancuchu czy
nie, fosforylacja seryny na lekkim t#ancuchu zwigkszata aktywnos$é¢ ATPazy
aktomiozynowej istabilno$é filamentéw, tak samo jak to ma miejsce w przypadku
miozyny z miesni gtadkich.

Badania dotyczace fosforylacji miozyny in vivo w komérkach niemig$niowych
sg znacznie mniej zaawansowane niz analogiczne badania w migé$niach gtadkich.
Moze to byé zwigzane m.in. z r6znymi technicznymi trudno$ciami takimi, jak
niskg zawartosciag miozyny w komaérkach niemiesniowych. Wiekszo$¢ tych badan
przeprowadzono na ptytkach krwi, ktére stanowig wygodny model do badania in
vivo korelacji miedzy poziomem fosforylacji miozyny, a zjawiskami ruchowymi.
Stymulacja ptytek réznymi czynnikami powoduje zmiane ksztaltu i agregacje
ptytek, wydzielanie m.in. serotoniny i retrakcje skrzepu. W zaleznos$ci od uzytego
bodZzca mozna badac te zjawiska osobno. W ptytkach w stanie spoczynku poziom
ufosforylowania lekkiego tafcucha jest niski. Po stymulacji trombing — powodu-
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jacg wydzielanie serotoniny —obserwuje sie zwiekszony poziom ufosforylowania
miozyny. Natomiast uzycie inhibitorow kalmoduliny, a wiec zablokowanie
aktywnosci kinazy lekkiego tancucha miozyny powoduje, nie tylko zahamowanie
fosforylacji miozyny, lecz réwniez zahamowanie uwalniania serotoniny. Sugeruje
to, iz oba procesy: fosforylacja i wydzielanie — sg ze sobg powigzane.

W cytoszkielecie ptytek wspoczynku miozyna nie jest potgczona z aktyng, gdyz
jest nieufosforylowana. Po aktywacji ptytek ilos¢ miozyny zwigzanej ze strukturg
cytoszkieletu znacznie wzrasta rownolegle ze zwiekszong fosforylacja miozyny.
Inhibitory kalmoduliny lub czynniki relaksacyjne, hamowaty fosforylacje lekkiego
tancucha miozyny ijednoczes$nie obnizaly asocjacje miozyny z aktyng. Dane te
sugeruja, ze fosforylacja miozyny z ptytek krwi reguluje jej asocjacje z cytoszkie-
letem.

Uzycie ADP i EDTA wywotuje zmiane ksztattu ptytek bez ich agregacji i
wydzielania. W tej sytuacji obserwuje sie szybka fosforylacje lekkich tancuchow
miozyny, ktéra poprzedza zmiane ksztattu ptytek na kulisty. Po kilku minutach
poziom ufosforylowania lekkiego taficucha obniza si¢ do poziomu charaktery-
stycznego dla niestymulowanych plytek, ale ksztatt kulisty pozostaje. Swiadczy to o
tym, iz fosforylacja miozyny jest potrzebna do zainicjowania zmiany ksztattu, ale
nie jest potrzebna do jego utrzymania. Proces ten przypomina inicjacje skurczu
mies$ni gtadkich w wyniku fosforylacji, w ktérych napiecie utrzymuje sie mimo
zachodzacej nastepnie defosforylacji miozyny.

Pewng cze$¢ badan wykonano z uzyciem innych komérek eukariotycznych i
wykazano korelacje miedzy fosforylacja lekkich tancuchéw miozyny, a skurczem
fibroblastow.

W leukocytach stymulowanych chemicznie obserwowano powstanie lamello-
podia, a jednoczes$nie obserwowano fosforylacje lekkiego taricucha miozyny.
»Capping” indukowany w limfocytach przy pomocy kolchicyny zachodzit réw-
nolegle z fosforylacjg. Podobnie limfocyty traktowane przeciwciatami reagujgcymi
z powierzchniowymi immunoglobulinami wykazywaty zwiekszong lokomocije i
zwiekszony stopien ufosforylowania miozyny. Wszystkie te dane sugerujg, ze
niektére procesy ruchliwosci komorek niemiesniowych sg inicjowane poprzez
fosforylacje miozyny.

We wszystkich badanych dotgd przypadkach miejsca fosforylacji ciezkiego
taricucha miozyny znaleziono na kofcu ogonka. Ufosforylowanie ciezkich tancu-
chéw miozyny izolowanej z Physarum wptywa stymulujgco na aktywno$¢ ATPazy
aktomiozynowej i stabilizujagco na filamenty. Odwrotny efekt ma fosforylacja
ciezkich tancuchoéw miozyny izolowanej z Acanthamoeba, Dictyostelium i z
komdrek biataczki szpikowej. A mianowicie, zdefosforylowana forma tych miozyn
wykazuje wysoka aktywno$é ATPazy aktomiozynowej itworzy stabilne filamenty,
a ufosforylowana forma ma niskg aktywno$¢ ATPazy i tworzy niestabilne,
rozktadajgce sie w obecnosci ATP filamenty. Dotychczas nie stwierdzono by
fosforylacja cigzkich faficuchdw miozyny izolowanej z mézgu, makrofagéw i
komorek raka wysiekowego Ehrlicha miata wptyw na stabilno$¢ filamentow lub
aktywnos$¢ ATPazy aktomiozynowej.
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Badania, ktore wyjasni¢ moga role fosforylacji ciezkich tancuchéw miozyny in
vivo byly prowadzone na komdrkach Dictyostelium. Uzyskane wyniki nie sg
jednoznaczne, ale pozwalajg sformutowac nastepujacy wniosek. Poziom fosfory-
lacji ciezkiego tancucha miozyny z Dictyostelium discoideum zmienia sie w
zaleznosci od stanu funkcjonalnego komorki. Stymulacja agregacji tych ameb
przez cAMP prowadzi do defosforylacji ciezkich tancuchéw.

Ostatnio opisano fosforylacje ciezkich taricuchow miozyny in vivo w migs$niach
gtadkich mieczakéw. Przedstawiono dane wskazujace, iz defosforylacja miozyn
moze by¢ odpowiedzialna za utrzymanie diugotrwatego napigecia tych miesni w
stanie ,,catch” (zacisku muszli), charakteryzujgcego sie niskim stopniem zuzycia
ATP.

Miejsca fosforylacji ciezkiego tancucha sg zlokalizowane na koficu ogonka nic
wiec dziwnego, ze wptywaja na zdolno$¢ do tworzenia filamentéw. Jak jednak
wyttumaczyé ich wplyw na aktywno$¢ ATPazy, ktérej centrum aktywne jest
zlokalizowane na drugim koncu czasteczki?

Do odpowiedzi na te pytanie wykorzystam wyniki badan przy uzyciu miozyny
izolowanej z Acanthamoeba. Jej ciezki tafncuch ulega fosforylacji, ale lekkie
taricuchy nie sg fosforylowane. Ufosforylowana miozyna jest nieaktywna i tworzy
mate, niestabilne filamenty. Natomiast nieufosforylowana miozyna jest formg
aktywnag: tworzy stabilne filamenty i reaguje z aktyng, wyrazem czego jest wysoka
aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej. Hipoteza zaproponowana w pracowni
Korna zaktada, ze regulacja ATPazy aktomiozynowej Acanthamoeba dokonuje sie
na poziomie filamentéw, dzieki oddziatywaniom miedzyczasteczkowym, a nie w
wyniku oddziatywan w obrebie pojedynczej czasteczki. Wedlug tej hipotezy
filament uzyskuje aktywng lub nieaktywng konformacje w zaleznosci od catkowitej
liczby reszt fosforanowych.

Podstawowe obserwacje, ktdre sa podtozem tej hipotezy zostalty dokonane przy
uzyciu czterech form miozyny: nieufosforylowanej, ufosforylowanej, nieufosfory-
lowanej potaczonej z NEM oraz ufosforylowanej po trawieniu chymotrypsyna.

Doswiadczenia polegaty na pomiarach aktywnosci ATPazy aktomiozynowej i
zdolnosci do tworzenia filamentow wspomnianych form miozyny, czyli homopo-
limeréw oraz heteropolimeréw, czyli filamentéw, zbudowanych z dwéch form
miozyny. Stwierdzono, ze w warunkach pomiaru aktywnosci ATPazy aktomiozy-
nowej in vitro miozyna z Acanthamoeba jest zawsze w postaci filamentow, co
wyklucza bezposredni kontakt miedzy gtéwka (miejscem hydrolizy ATP), a
koncem ogonka (miejscem fosforylacji) tej samej czasteczki. Ponadto wykazano, ze
czasteczki nieufosforylowanej miozyny (aktywnej) w filamencie zawierajgcym
czasteczki ufosforylowanej miozyny (nieaktywnej) majg obnizong aktywnos$é.
Natomiast w mieszaninie homopolimeréw ufosforylowanej i nieufosforylowanej
miozyny ta ostatnia ma normalng aktywnos$¢. A zatem, tylko wtedy nieaktywne
czasteczki ufosforylowanej miozyny hamujg aktywnos$¢ czasteczek aktywnych, gdy
znajdujg sie w tym samym filamencie. Ponadto stwierdzono, ze miozyna enzyma-
tycznie pozbawiona korica ogonka zawierajgcego miejsca fosforylacji ciezkiego
vhancucha traci zdolno$¢ do polimeryzacji ijednocze$nie traci aktywno$é ATPazy
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aktomiozynowej, chociaz jej centrum aktywne nie jest zdegradowane. Podobnie,
rézne przeciwciata monoklonalne lub poliklonalne przytaczajgce sie do ogonka
depolimeryzuja filamenty i powodujg zanik aktywnosci. Wykazano réwniez, ze
heteropolimery ztozone z dwdch rodzajow czasteczek miozyny, ktérych homopo-
limery byly nieaktywne wykazujg aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej. Jeden
rodzaj czgsteczek to ufosforylowana forma, a drugi rodzaj czasteczek to zdefosfo-
rylowana miozyna, ktérej aktywno$¢ nieodwracalnie zniszczono przez zablokowa-
nie grup SH. Fakt, ze heteropolimery tych dwdch rodzajow czgsteczek wykazywaty
aktywno$¢ wskazuje, ze czgsteczki miozyny moga wykazywaé aktywno$¢ mimo
tego, ze majg ufosforylowane ogonki. Aktywnos$¢ ta jest uzyskana dzieki obecnosci
w filamentach czasteczek zdefosforylowanych, ktére nadajg filamentowi aktywna
konformacje mimo, ze same majg nieaktywne gtéwki. A zatem, wszystkie gtéwki w
filamencie miozynowym majg potencjalnie jednakowg aktywno$¢ niezaleznie od
tego czy sg potgczone z ufosforylowanymi ogonkami czy z nieufosforylowanymi.
Aktywno$c¢ czasteczek zalezy bowiem od konformacji filamentu, a ta od globalnego
stanu ufosforylowania tego filamentu.

W miozynie Acanthamoeba, podobnie jak w miozynie mieSniowej mozna
wyrdznié rejon zawiasowy, dzielagcy ogonek miozyny na domene S2 i domene
LMM. Zawias ten umozliwia ruchy domen wzgledem siebie oraz wzgledem osi
filamentu. Mozna spekulowaé, ze miejsca fosforylacji dziatajg jako zatrzask
unieruchamiajgcy domene S2 nalezgcg do sasiedniej czgsteczki. W ten sposob
aktywna lub nieaktywna konformacja filamentu zaleze¢ bedzie od stopnia
ufosforylowania konca ogonka, ktéry w stanie ufosforylowania (nieaktywnym)
zatrzaskuje domene S2 i potgczong z nig gtéwke uniemozliwiajgc potgczenie z
aktyna, a po defosforylacji nastepuje otwarcie zatrzasku, uwolnienie domeny S2, a
tym samym istnieje mozliwo$¢ wykonania przez gtéwke cyklu hydrolizy ATP na
aktynie.

Hipoteza powyzsza zostata opracowana dla miozyny z Acanthamoeba, ale
moze dotyczyé innych miozyn, ktérych ciezkie tafcuchy ulegajg fosforylacji.

W tym miejscu, chce przypomnie¢ pytanie, ktére wczesniej pozostawitem bez
odpowiedzi. Brzmiato ono: w jaki sposéb stopien ufosforylowania lekkich tancu-
chow miozyny wptywa na tworzenie sie filamentow? Ot6z sugeruje, iz mechanizm
ten moze by¢ podobny do tego, ktéry zaproponowano dla miozyny Acanthamoeba,
mimo, ze fosforylowana jest ona na ciezkim, a nie na lekkim taincuchu. Moja
sugestie opieram przede wszystkim na tym, ze istnieje pewna prawidtowos$é
dotyczaca dwoch podstawowych wiasciwosci miozyny niezbednych dla petnienia
przez nig funkcji lokomotorycznej. Prawidtowos$¢ ta polega na tym, iz zdolno$é do
tworzenia dwupolarnych filamentéw i wysoka aktywno$¢ ATPazy aktomiozyno-
wej (czyli zdolno$¢ do reagowania z aktyng) sg ze sobg sprzezone. Ta forma
miozyny, ktéra ma niska aktywno$¢ ATPazy, czyli ma obnizone powinowactwo
wobec aktyny, tworzy nietrwate filamenty, ktdre w obecnosci ATP depolimeryzuja
do monomeréw z podwoOjnie zgietym ogonkiem. Natomiast forma aktywna
miozyny tworzy stabilne filamenty. Prawidtowo$¢ ta okazuje sie prawdziwa nawet
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w przypadku miozyny z mie$ni szkieletowych i sercowych. Miozyny te wykazujg
wysokg aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej, a ich filamenty sg stabilne niezalez-
nie od stopnia ufosforylowania ich lekkich tancuchéw. Inaczej moéwiac, zar6wno
forma ufosforylowana jak i forma nieufosforylowana ma wysokg aktywnos$c
ATPazy i tworzy stabilne filamenty.

Na zakonczenie chce podsumowac¢ w punktach najwazniejsze tezy mojego
artykutu:

1 Miozyna jest fosforylowana w prawie wszystkich komdrkach eukariotycz-
nych.

2. Fosforylacji ulegajg albo tylko lekkie taricuchy (tak jak w mie$niach
szkieletowych i sercowych), albo tylko ciezkie tancuchy (Acanthamoeba), albo
(najczesciej) zardwno ciezkie jak i lekkie tancuchy.

3. Fosforylacja lekkich tancuchow petni pierwszorzedowa funkcje w regulacji
skurczu miesni gtadkich i w niektérych typach ruchliwosci komérek niemigsnio-
wych. W komoérkach tych w spoczynku poziom ufosforylowania jest niski, ale
wzrasta po aktywacji komorek inicjujac tym aktywno$¢ ruchowa taka jak skurcz,
wydzielanie, zmiane ksztattu, ,capping”, czy lokomocje. W odpowiedzi na
czynnik relaksacyjny obserwuje sie defosforylacje miozyny i hamowanie ruchli-
wosci komorkowej.

4. Oprocz omawianej fosforylacji lekkich tancuchéw przez kinaze zalezng od
wapnia i kalmoduliny na uwage zastuguje fakt, iz lekkie fanicuchy miozyny z miesni
gtadkich i z komdrek niemiesniowych moga ulega¢ fosforylacji pod wplywem
innych kinaz takich jak np. kinaza biatkowa C.

5. Fosforylacja ciezkich tancuchoéw miozyny wptywa réwniez na lokomoto-
ryczne wiasciwosci miozyny: na aktywnos$¢ ATPazy aktomiozynowej oraz na
strukture filamentow. Nie wyjasniono dotychczas jednoznacznie w jaki sposob
miejsca fosforylacji zlokalizowane na koncu ogonka wplywajg na aktywnos$¢
ATPazy aktomiozynowej, ktorej centrum aktywne znajduje sie na przeciwnym
koncu czasteczki. Wg hipotezy Korna i wsp. thumaczy¢ to mozna regulacja na
poziomie filamentéw, a nie na poziomie pojedynczej czasteczki.

6. Wszystkie dostepne dane wskazujg, ze ta forma miozyny, ktéra tworzy
stabilne filamenty posiada wysoka aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej. Mozna
przypuszczaé, ze nie jest to przypadek, ale ze odzwierciedla to wymagania
fizjologiczne dla miozyny jako motora zjawisk ruchowych, szczeg6lnie w tych
tkankach, w ktérych filamenty miozynowe ujegaja ciaggtej polimeryzacji i depoli-
meryzacji in vivo, a wiec przede wszystkim w komérkach niemigéniowych. Po to by
ruch byt efektywny miozyna musi byé w stanie zdolnym do reagowania z aktyng
oraz musi tworzy¢ dwupolarne struktury, na ktérych $lizgajg sie filamenty
aktynowe.

Artykut otrzymano 22 wrze$nia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 29 grudnia 1988 r.
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TERESA JAKUBOWICZ*

Fosforylacja biatek rybosomowych u wyzszych i nizszych
Eukaryota

Phosphorylation of ribosomal proteins in higher and lower Eukaryotes

Wykaz stosowanych skrétéw: RSV - wirus migsaka Rousa, AbMuLV - wirus biataczki mysiej
Abelsona, EGF —naskérkowy czynnik wzrostowy, FGF —fibroblastyczny czynnik wzrostowy, MAP 2
- ang. microtubule associated protein 2.

Rybosomy sa podstawowym strukturalnym i funkcjonalnym elementem apa-
ratu translacyjnego w komdrce. Chociaz u odlegtych ewolucyjnie organizmow
omawiane organella zachowaty ten sam og6lny schemat budowy i cho¢ petnig w
komorce te sama funkcje, to w ich strukturze obserwuje sie wiele réznic. Dotyczy to
zarobwno rRNA, jak i biatek rybosomowych. Dlatego wydaje sie, ze analiza
poréwnawcza strukturalnych komponentéw rybosomu, u odlegtych filogenetycz-
nie organizmdw, przyblizy nas do poznania zmian jakim ulegly one podczas
ewolucji. Pozwoli takze wyjasnié, ktdre z komponentow rybosomu sg odpowie-
dzialne za zachowanie jego funkcji w procesie translacji. Istniejg np. sugestie, ze
badania poréwnawcze rRNA matej podjednostki rybosomowej, bedg juz wkrotce
przystowiowym kamieniem z Rozety w ustalaniu filogenetycznego pokrewienstwa
miedzy grupami organizmow [1].

W badaniach poréwnawczych biatek rybosomowych na szczeg6lng uwage
zastugujg biatka ulegajgce fosforylacji. Ten typ modyfikacji zostat, jak dotad
wykazany jedynie u organizmdw eukariotycznych. Nie obserwuje sie go u
prokariontdw. Sposrod ponad 70 biatek rybosomowych Eukaryota, intensywnej
fosforylacji in vivo i in vitro ulegajgjedynie trzy. Dwa z nich to biatka o charakterze
kwasnym, ktore zlokalizowane zostaly w wiekszej podjednostce rybosomowej.
Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych tych biatek izolowanych z
tkanek odlegtych ewolucyjnie organizmow eukariotycznych jak drozdze [2],
Artemia salina [3,4], watroba szczura [5] i komorki ludzkie [6], wykazata duzy,
osiggajacy 60%-stopien homologii. Sugeruje sig, ze biatka te pochodzg od jednego,
wspdlnego pra-genu [7]. Pewng homologie w strukturze pierwszorzedowej wyka-
zano takze miedzy omawianymi biatkami Eukaryota i Archaebacteria [5, 7] ale
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zupeiny jej brak w odniesieniu do kwasnych biatek rybosomowych bakterii
wiasciwych [5,7].

Kwasny charakter omawianych biatek wynika z duzej (18%) zawartosci reszt
kwasu glutaminowego, ktére rozmieszczone sa gtownie w C koncowym fragmen-
cie. W ich skfad wchodzi zaledwiejedna badZ dwie reszty argininy aaz 20% stanowi
alanina [5].

Pomimo braku wyraznej homologii w sekwencji aminokwasowej kwasnych
biatek rybosomowych Eukaryota i Prokaryota, posiadajg one podobng organizacje
strukturalng w rybosomie. Wystepujag w wielu kopiach w formie unikalnej,
pentamerycznej struktury ztozonej z dwdéch par dimeréw tych biatek przytgczo-
nych do wspdlnego biatka [4]. By¢ moze tego typu organizacja strukturalna ma
istotne znaczenie dla funkcji rybosomu. Zaréwno u Pro- jak i u Eukaryota biatka
kwasne zaangazowane sg w procesie biosyntezy biatka w reakcjach zaleznych od
GTP, a zwlaszcza w translokacji peptydylo-tRNA [8, 9]. Nie wydaje sie jednak,
zeby fosforylacja tych biatek u Eukaryota odgrywata istotng role regulacyjna.
Wystepujg one w rybosomie w formie ufosforylowanej, niezaleznie od fazy wzrostu
komorki. Kwasne biatka rybosomowe nalezg do wymiennych (ang. exchangeable)
biatek rybosomu. Obserwowano ich wymiane miedzy cytoplazmag a rybosomami
miedzy innymi u drozdzy [10]. Jest prawdopodobne, ze przytgczanie i odtgczanie
tych biatek od rybosomu in vivo zalezy od stopnia ufosforylowania. W fosforylacji
tych biatek biorg udziat kinazy kazeinowe 1i 2 [2, 11, 12].

Oprécz kwasnych biatek rybosomowych, fosforylacji ulega zasadowe biatko
matej podjednostki rybosomowej oznaczone jako S6 wg nomenklatury Mc Con -
keya i wsp. [13]. W odr6znieniu od kwasnych biatek rybosomowych, poziom
fosforylacji biatka S6 ulega dynamicznym zmianom w zalezno$ci od stanu
fizjologicznego komérki oraz warunkédw Srodowiska [14]. Bardzo czesto wzrost
fosforylacji biatka S6 skorelowany jest ze wzrostem syntezy biatka. Wykazano, ze
stopien fosforylacji S6 jest wyzszy w polisomach niz monosomach 80S [15,16].
Szereg badan in vitro wykazuje, cho¢ niejednoznacznie, ze modyfikowane w biatku
S6 podjednostki 40S, posiadajg zdolno$¢ wybidrczej translacji okreslonych klas
mRNA [17,18] i wiaczenia kompleksow inicjujacych do polisoméw [19]. Sugeruje
sie, ze ta zréznicowana wybiorczo$¢ podjednostek 40S wigze sie ze zmianami
konformacyjnymi 18S rRNA w regionie, ktéry odpowiedzialny jest za przytacze-
nie mRNA do 40S [20, 21]. Warto tutaj dodaé, ze istnieje szereg doniesien
wskazujgcych na brak funkcjonalnej réznicy miedzy podjednostkami o r6znym
stopniu ufosforylowania [22, 23, 24].

Stosujac technike ustalania sekwencji aminokwaséw drogg automatycznej
degradacji Edmana [25] oraz sekwencji nukleotydow w rekombinacyjnych cDNA
[26], poznano strukture pierwszorzedowg biatka S6 izolowanego z watroby szczura
i z Saccharomyces cerevisiae [25, 26, 27]. Wykazano, ze jedynym aminokwasem,
ktory ulega fosforylacji jest seryna. W czasteczce tego biatka izolowanego z watroby
szczura, ztozonego z 249 aminokwaséw, zidentyfikowano 15 reszt serynowych
przy czym az 7 z tych reszt zlokalizowano w osiemnastoaminokwasowym
fragmencie na koncu C biatka S6:
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W atroba szczura Arg Arg Leu Ser Ser Leu Arg Ala Ser Thr Ser

Lys Ser Glu Ser Ser Glu Lyscoo-
S. cerevisiae Arg Arg Ala Ser Ser Leu Lys Alacoo-
Od 1- 5 sposr6d wspomnianych siedmiu reszt serynowych ulega fosforylacji in
vivo oraz in vitro. Wydaje sie, ze ten fragment biatka S6 jest wyeksponowany na
powierzchnie rybosomu i przez to tatwo dostepny dla kinaz biatkowych. Udziat
enzymoéw w ztozonym mechanizmie fosforylacji biatka S6 opisany zostat wczesniej
[14] i jest zilustrowany na uaktualnionym schemacie (Rye. 1).

Na przedstawionym schemacie zwraca uwage ré6znorodno$é czynnikow, ktore
oddziatywujac z réznymi receptorami na powierzchni komdrki ,uruchamiajg”
szereg reakcji enzymatycznych, prowadzacych do powstawania od 1—5, w réznym
stopniu ufosforylowanych, form biatka S6.

Wykazano, ze reszty serynowe w pozycjach 1i2 fosforylowane sg przez kinazy
zalezne od cyklicznych nukleotydow. Ponadto, opisano szereg innych Kkinaz,
niezaleznych od cyklicznych nukleotydéw, ktére réwniez fosforylujg to biatko.
Nalezy tu wymienié kinaze aktywowang na drodze organicznej proteolizy PAK Il
oraz zalezng od jonéw Ca++ i fosfolipidow kinaze C [14, 28]. Obydwa enzymy
fosforyluja reszty serynowe w pozycjach 1,2 i 3 biatka S6. Kinazy te charakteryzuje
niska specyficzno$¢ substratowa. Centralng role regulacyjng w fosforylacji biatka
S6 odgrywa kinaza specyficznie fosforylujagca S6 —kinaza S6 (Rye. 1). Enzym ten
aktywowany jest przez surowice [29, 30], czynniki wzrostowe [30, 31, 32, 33, 34],
insuline [35, 36], estry forbolu [37] i inne czynniki [38, 39]. Nie wiadomo
dotychczas ile i ktore reszty serynowe sg fosforylowane przez ten enzym. Czy jest to
jedna kinaza katalizujgca fosforylacje pieciu reszt serynowych C korca biatka S6,
czy tez kilka enzymow fosforylujgcych jednocze$nie czy kolejno 2 —3 reszty w
réznych pozycjach. Ostatnio w niezaptodnionych jajach Xenopus laevis wykazano
obecno$¢ dwéch réznych kinaz S6 - KS 61 i KS 6 Il [40, 41]. Przeciwciata
skierowane przeciw KS 611 nie dajg reakcji immunologicznej z kinazg S 61.
Dodatnig reakcje immunologiczna wykazano natomiast z homologiczng kinazg S6
izolowang z oocytéw Xenopus laevis stymulowanych surowicg i progesteronem
[41]oraz z fibroblastow kurczecia stymulowanych surowicg lub transformowanych
wirusem RSV [41]. Sugeruje to, ze omawiane enzymy posiadajg wsp6lng domene
antygenowa [42].

Ostatnio drogg klonowania rekombinacyjnego cDNA kinazy S6 Il zjajowoddw
Xenopus laevis, wykazano, ze enzym rdzni sie strukturg od innych kinaz [42].
Zawiera on dwie rézne domeny kinazowe. Na odcinku 366 aminokwaséw do korica
N zidentyfikowano region posiadajacy duze podobiefAstwo do miejsca wigzania
ATP w kinazie C, podjednostce katalitycznej kinazy A oraz G. W pozostatej czesci
enzymu od konica C wykazano duzy stopied homologii do miejsca wigzania ATP
podjednostki katalitycznej kinazy fosforylazy b [42]. By¢ moze ta niezwykia
organizacja strukturalna enzymu daje mozliwos¢ modyfikacji wszystkich pieciu
reszt serynowych na C koAcu biatka S6.

Aktywacja kinazy S6, podobnie jak fosforylacja biatka S6 in vivo jest szybka i
przejSciowa. W komorkach 3T3 stymulowanych przez EGF obserwuje sie
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maksymalny poziom jej aktywnosci juz po 5—15 minutach od podania czynnika
wzrostowego a nastepnie powolny spadek w ciggu 2 —3 godzin [34]. Aktywnos¢
omawianej kinazy in vitro mozna wykaza¢ jedynie w obecnos$ci inhibitoréw
fosfataz [34]. Obserwacje te posrednio wskazujg, ze fosfatazy fosfobiatkowe moga,
poprzez defosforylacje powodowaé inaktywacje kinazy S6. Ostatnio wykazano, ze
oczyszczony preparat fosfatazy 2A obniza wtasciwosci katalityczne kinazy S6 [43].
Fosfataza 1 réwniez, choé w mniejszym stopniu, wptywa na zahamowanie
aktywnos$ci omawianego enzymu [42]. Dane te wskazuja, ze aktywno$¢ kinazy S6
jest regulowana przez odwracalng fosforylacje. Przypuszcza sie, ze fosforylacja
kinazy S6 zachodzi przy udziale nie zidentyfikowanej dotychczasjednej badz kilku
kinaz biatkowych. Szereg obserwacji wskazuje, ze kinazy tyrozynowe [37], kinaza
C [37, 44] a ostatnio rowniez kinaza A [45] moga niezaleznie od siebie w sposob
posredni wptywac na aktywacje kinazy S6.

Ostatnio wykazano, ze w komdrkach 3T3 stymulowanych przez insuline
zachodzi szybka aktywacja serynowo/treoninowej kinazy MAP 2 [46]. Aktywacja
tego enzymu zachodzi szybciej niz kinazy S6. Co wiecej kinaza MAP2 wykorzy-
stuje kinaze S6 jako substrat fosforylacji oraz powoduje wzrost jej aktywnos$ci in
vitro [46].

Wydaje sie, ze blizsza charakterystyka enzymdw w tej fosforylacyjnej kaskadzie
dostarczy istotnej informacji odnosnie szlaku przekazywania sygnatéw do komoérki
a by¢ moze takze regulacji wzrostu komérkowego.

Dynamiczne zmiany w poziomie fosforylacji biatka S6 obserwuje sie zarowno u
wyzszych jak i nizszych organizmow eukariotycznych jak grzyby, pierwotniaki i
glony (Tab. 1.).

Dotyczy to réwniez drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Funkcjonalnym i
strukturalnym homologiem zwierzecego biatka S6 w drozdzach jest biatko SIO [25,
26]. Wykazano, ze modyfikacja biatka SIO zachodzi w fazie ekspotencjalnego
wzrostu, podczas kietkowania spor oraz w krétkim czasie po podaniu $wiezego
podtoza [47, 48]. Natomiast brak fosforylacji tego biatka obserwowano w
komaérkach pochodzacych z fazy stacjonarnego wzrostu, w sporach drozdzowych a
takze w warunkach stresu cieplnego [48].

Analiza poréwnawcza struktury pierwszorzedowej zwierzecego biatka S6 z
biatkiem SIO drozdzy, wykazata okoto 70% homologii. Istotng réznice obserwuje
sie na koncu C omawianych biatek (Ryc. 1). Wykazano mianowicie, ze w
drozdzowym biatku SIO brakuje 10 aminokwasowej sekwencji, ktéra u wyzszych
eukariotow stanowi substrat fosforylacji dla kinaz S6 stymulowanych czynnikami
mitogennymi. | tak C koncowy fragment drozdzowego biatka SIO posiada tylko
dwie, homologiczne do zwierzecego S6 reszty serynowe. Seryny w tych pozycjach
fosforylowane sg przez kinazy zalezne od cAMP [54]. Powstaje zatem pytanie czy
oprocz kinazy A, istniejg w komorkach drozdzy inne niezalezne od cyklicznych
nukleotydéw kinazy, ktére uczestniczag w modyfikacji tego biatka?

Wykazano ostatnio, ze podanie glukozy do hodowli komorek drozdzy zatrzy-
manych w fazie Go/Gi pobudza hydrolize fosfolipidéw inozytolowych i w
konsekwencji prowadzi do akumulacji fosforanéw inozytolu [55, 56]. Przemiany te



[5]

FOSFORYLACJA BIALEK. RYBOSOMOWYCH

Fosforylacja/defosforylacja S6 u mikroorganizméw eukariotycznych
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revisiae
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faza ekspotencjalnego wzro-
stu

estry forbplowe,
e

Warunki defosforylacji

faza stacjonarnego wzrostu,
gtodzenie, tworzenie spor,
spory w stanie spoczynku,
szok cieplny

we wszystkich fazach wzrostu

faza ekspotencjalnego wzro-
stu

faza ekspotencjalnego wzro-
stu, gtodzenie

gtodzenie

sporulacja

glukagon,

| —
kinazy tyroZymowe kinZa © ~kinaza A
X e
kinazy S6 _
S6 & S6-P

fosfatazy 56

Ryc. 1. Mechanizm fosforylacji biatka S6.
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prowadza przypuszczalnie do aktywacji kinazy C. Istnienie tego enzymu u drozdzy
zostato ostatnio eksperymentalnie potwierdzone [57]. Mozna wiec przypuszczac,
ze wzrost fosforylacji S6 spowodowany podaniem $wiezego podtoza (zawierajgcego
glukoze jako zrodto wegla) moze by¢é wywotany dziataniem kinazy C. Drozdzowe



308 T JAKUBOWICZ [61

biatko SIO ulega takze fosforylacji przez homologiczng i heterologiczng kinaze
aktywowang drogg ograniczonej proteolizy [13]. Dane te wskazujg na duze
podobienstwo mechanizmu fosforylacji drozdzowego biatka SIO do systemu
zwierzecego.

Nie jest jasne czy fosforylacja drozdzowego biatka SIO speinia istotng role
fizjologiczng. Ostatnio w pracowni Warnera [58], drogg ukierunkowanej mutacji,
obydwie reszty serynowe w C korncowym fragmencie biatka SIO zostaty zastgpione
alaning. Uzyskane w ten sposdéb mutanty posiadaty nie zmieniong w stosunku do
szczepow dzikich zdolno$¢ komérkowego wzrostu i réznicowania [58]. Zdaniem
tych badaczy fosforylacja biatka SIO oraz jego homologéw u innych mikroorga-
nizmoéw eukariotycznych, stanowi nieistotng dla proceséw zyciowych komorki
ewolucyjna pozostatos¢. Na przyktad gtodzenie, ktére u wiekszoSci przebadanych
organizméw prowadzi do defosforylacji biatka S6 u Tetrachymena pyriformis i
Dictyostelium discoideum wzmaga jego fosforylacje (Tabela 1.).

Wydaje sie, ze jesli nawet fosforylacja S6 u nizszych eukariotow nie spetnia
istotnej roli fizjologicznej, to badania tego zjawiska majg wcigz duze znaczenie
poznawcze. Szybkie zmiany w poziomie fosforylacji tego biatka w zaleznosci od
warunkéw $rodowiska mogag by¢ wykorzystane jako dosy¢ czuta ,,sonda” do
$ledzenia przekazywania okreslonych bodzcéw do komarki. Jest to istotne, gdyz,
jak sie ostatnio wydaje przekazywanie sygnatéw zewnatrzkomérkowych u
mikroorganizmow eukariotycznych i u kregowcéw zachodzi podobnie.

Artykut napisano w ramach prac finansowanych przez CPBR 3.13. i RP-11-13.

Artykut otrzymano 17 lipca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 12 stycznia 1989 r.
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WIESLAW KUDLICKI*

Udziat peptydow spektryno-podobnych w regulacji inicjacji
syntezy biatka w retikulocytach krolika

Participation of spectrin-related peptides in regulation of protein synthesis
initiation in rabbit reticulocytes

rowy metionylo-tRNA, dsRNA —dwuniciowy RNA, RSV —wirus miesaka Rousa, GEF —czynnik
odpowiedzialny za wymiang nukleotydow guaninowych, HCR —inhibitor translacji regulowany przez
heming, DAI — inhibitor translacji aktywowany przez dwuniciowy RNA, hsp — biatka szoku
termicznego

Z badan nad ekspresjg informacji genetycznej w komorkach eukariotycznych
wynika, ze u organizmow wyzszych translacja stanowi wazne miejsce regulaciji.
Modyfikacja wielu komponentéw aparatu translacyjnego w drodze sprzezonych
proceséw fosforylacji i defosforylacji jest doskonatym przykitadem takiej regulacji.
Powszechnie znana jest fosforylacja niektérych czynnikéw inicjujacych takich, jak
elF-2, elF-3, elF-4B, biatka S6 podjednostki rybosomowej 40S czy komplekséw
mRNP. Szczegdlnie wiele uwagi w dotychczasowych badaniach poswiecono
fosforylacji podjednostki a czynnika elF-2. Uwaza sig¢, ze modyfikacja tego biatka
petni istotng role w mechanizmie kontroli inicjacji syntezy polipeptydu [1, 2,
3].

Inicjacja jest pierwszym a zarazem najbardziej ztozonym etapem translacji
mRNA [3,4]. Duza ztozono$¢ procesu inicjacji wynika z rozbudowanego aparatu
translacyjnego u ogranizmow wyzszych. Zapoczatkowanie syntezy polipeptydu
wymaga obecnosci przynajmniej dziewieciu czynnikéw enzymatycznych zwanych
czynnikami inicjujgcymi. Katalizujg one przebieg czastkowych reakcji sktadaja-
cych sie na proces inicjacji zakofAczony utworzeniem kompleksu inicjujacego 80S.
Jednym z lepiej poznanych pod wzgledem struktury i funkcji czynnikdw inicjuja-
cych jest czynnik elF-2 [1, 4]. Jest to biatko ztozone przewaznie z trzech
podjednostek a, (3 y réznigcych sie ciezarem czasteczkowym. Czynnik elF-2 tworzy
wraz z Met-tRNAi i GPT tak zwany kompleks potrojny, ktory przenoszony jest w
poczatkowej fazie inicjacji do podjednostki rybosomowej 40S.

Uwaza sie, ze za wigzanie GTP odpowiedzialna jest podjednostka a tego

*Dr, Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
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czynnika, natomiast podjednostka y uczestniczy w wigzaniu Met-tRNAj i mMRNA
[2, 3].

Podjednostka a czynnika elF-2 jest fosforylowana przez specyficzne kinazy
biatkowe. Proces ten zachodzi zarGwno w warunkach in vitrojak in vivo, ajedynym
fosforylowanym aminokwasem jest seryna. Fosforylacja elF-2 zostata najlepiej
udokumentowana w uktadzie retikulocytamym. Badania przeprowadzone na tym
materiale przyczynity sie w duzym stopniu do poznania mechanizmoéw oraz
znaczenia fosforylacji elF-2a w kontroli syntezy polipeptydu. Wiadomo, ze w
lizatach retikulocytamych za fosforylacje elF-2a odpowiedzialne sa dwie rézne
kinazy biatkowe: enzym aktywowany w lizacie w warunkach braku heminy (HCR,
ang. hemin controlled repressor) oraz kinaza aktywowana w obecnosci niskich
stezen dsSRNA (DAI, ang. ds RNA activated translational inhibitor) [1,5,6]. Uwaza
sie, ze fosforylacja podjednostki a przez HCR lub DAI wptywa na zmiane
aktywnosci czynnika elF-2 i blokuje synteze biatka na etapie inicjacji. Wykazano
réwniez, ze skutek dziatania obu kinaz moze by¢ odwracany przez specyficzng
fosfataze biatkowg obecng w lizatach retikulocytéw [1,2,6]. Podobny mechanizm
kontroli translacji zostat potwierdzony réwniez w innych typach komorek
eukariotycznych [2, 3]. Ponadto, szereg ostatnich doniesiefi wskazuje na istotne
znaczenie fosforylacji elF-2a podczas dziatania czynnikéw stresowych [7, 8, 9].
Mozna powiedzie¢, ze komorki, ktére znalazty sie przejsciowo w warunkach
niekorzystnych dla swojego wzrostu (brak heminy w retikulocytach, szok termicz-
ny, gtodzenie aminokwasowe, infekcja wirusowa, brak surowicy) reagujg w
podobny spos6b indukujac fosfokinazy biatkowe odpowiedzialne za fosforylacje
elF-2a i hamowanie syntezy biatek niestresowych.

Przez dtugi czas nie bytojednak jasne wjaki sposob fosforylacja elF-2 a wptywa
na zmiane jego aktywnos$ci biologicznej i prowadzi do zahamowania inicjacji
syntezy polipeptydu. Obecnie wiadomo, ze aktywnos¢ elF-2 zalezy od obecnoSci
dodatkowych czynnikéw biatkowych. Jednym z nich jest dobrze juz poznany i
scharakteryzowany czynnik GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor) [1,2,3,
4].Wystepuje on zazwyczaj w formie kompleksu z elF-2, bagdZz w stanie wolnym w
cytoplazmie. Jest to biatko o masie czgsteczkowej 250 000 —300 000, ztozone z
5—6 réznych polipeptydéw. Juz od poczatku badan wiadomo byto, ze czynnik
GEF dodany do lizatow retikulocytamych pozbawionych heminy przywracat ich
zdolno$¢ do syntezy biatka, nie wptywat jednak na poziom fosforylacji elF-2a.
Obecnie wiadomo, ze czynnik ten utatwia usuniecie GDP z kompleksu [elF-
2-GDP] i umozliwia zastgpienie go przez GTP. Wiadomo bowiem, ze po
zakonczonym cyklu inicjacji syntezy polipeptydu, elF-2 uwalniany jest z rybo-
somu w formie kompleksu [elF-2-GDP] iw takiej postaci pozostaje on nieaktywny.
Jego dalszy udziat w translacji uzalezniony jest od wymiany GDP na GTP w tym
kompleksie. Ma to zasadnicze znaczenie dla regeneracji fizjologicznej aktywnosci
elF-2, poniewaz tylko kompleks [elF-2-GTP] jest w stanie przytgczy¢ inicjatorowy
tRNA i rozpocza¢ kolejng runde inicjacji. Proces ten w jezyku angielskim
okreslany jest jako ,recycling” czynnika elF-2. Szczegdty omawianej reakcji
przedstawia skrotowo Ryc. 1A.
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Ryc. 1. Schemat obrazujacy udziat czynnika odpowiedzialnego za wymiane nukleotydéw guanmowych
elF-2(GEF) w regulacji inicjacji syntezy biatka. A — przebieg inicjacji translacji w obecnosci
nieufosforylowanego czynnika elF-2, B — przebieg inicjacji translacji po fosforylacji podjednostki a
czynnika elF-2 przez kinaze HCR. (wg. 2, zmodyfikowany).

Fosforylacja podjednostki a czynnika elF-2 przez HCR lub DAI blokuje reakcje
wymiany nukleotydow GDP na GTP. Ufosforylowany elF-2(a-P) zachowuje
zdolnos$¢ reakcji z GEF, tworzy z nim jednak trwaly kompleks. Wiadomo, ze w
kom@orce retikulocytamej stezenie molowe czynnika GEF jest dwudziestokrotnie
mniejsze niz stezenie elF-2. W ten sposéb niewielkie ilosci czynnika GEF
odpowiedzialnego za regeneracje elF-2 unieczynniane sg w formie kompleksu
[elF-2(a-P)GEF]. Fosforylacja elF-2 a pozwala wiec na udziat tej czgsteczki w
przebiegu tylko jednej rundy inicjacji. Jego defosforylacja przywraca czynnikowi
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zdolnos¢ dysocjacji GEF i pozwala na ponowne przytgczenie GTP. Mechanizm
kontroli translacji poprzez fosforylacje/defosforylacje elF-2 a przedstawia
Ryc. IB.

Badania nad kontrola syntezy biatka w retikulocytach krolika majgjuz 15 letnig
historie. Doprowadzity one do poznania mechanizmu i roli fosforylacji elF-2 a w
regulacji procesu translacji. Istniejg jednak nadal pewne watpliwos$ci dotyczace
miedzy innymi kinazy regulowanej przez hemine. Niejasny jest ciggle mechanizm
aktywacji tego enzymu w warunkach nieobecnosci heminy jak i réwniez miejsce
jego wystepowania w komdrce. Wiadomo, ze obecno$¢ heminy w $rodowisku
kinazy hamuje jej aktywnos$¢ w stosunku do elF-2 a, brak jestjednak jednoznacznej
odpowiedzi o miejscu dziatania heminy w czasteczce enzymu i sposobie jego
inaktywacji. Szereg watpliwos$ci dotyczy rowniez budowy strukturalnej HCR i
mechanizmoéw regulujacych jego aktywno$é w komorce. Badania ostatnich lat
przyniosty pewien postep w tej dziedzinie.

Enzym zostat wyizolowany z frakcji supematantu postrybosomowego retiku-
locytow krolika i oczyszczony okoto 2000 razy [10, 11]. Zaktywowana forma
kinazy charakteryzuje sie statg sedymentacji 5.2—5.8S a jej masa czasteczkowa
waha sie w granicach od 140000-180 000. W zelu poliakrylamidowym z
dodatkiem SDS enzym obserwowany jest jako pasmo o masie czasteczkowej od
80 000 do 100000. Masa czagsteczkowa kinazy w warunkach sgczenia na zelu
wynosi 300 000 —350 000 a wielkos$¢ jej czasteczki wyrazona promieniem Stokesa
réwnajest 78A. Stata asymetrii (f/t) zostata oszacowana na 1.73 do 2.1 i $wiadczy o
duzej niesymetrycznosci czasteczki enzymu. Jej ksztatt geometryczny przypomina
wydtuzong pateczke, w ktérej stosunek osiowy wynosi 23:1 [11].

Ostatnie dane z pracowni Hardesty’ego [11, 12, 13] wydajg sie wyjasniaé
ten nietypowy ksztat czasteczki kinazy. Zdaniem tej grupy wynika on z obecnosci
fragmentow spektryny w preparacie kinazy oraz ze ztozonej struktury samego
enzymu. Wykazano bowiem, ze wysoko oczyszczone preparaty kinazy HCR, obok
podjednostki katalitycznej enzymu o masie czasteczkowej 95 000—100 000,
zawierajg réwniez w swoim sktadzie polipeptydy rozpoznawane przez przeciwciata
monoklonalne specyficzne dla spektryny [12, 13]. W zaleznosci od preparatu
kinazy, masa czasteczkowa towarzyszacych enzymowi polipeptydéw wynosi
odpowiednio 90 000,94 000, lub 120 000 daltonéw [11]. Spektryna, gtdwne biatko
szkieletu plazmatycznego retikulocytéw, znana jest z asymetrycznego ksztattu [14,
15]. Jej podstawowym elementem strukturalnym jest dimer ztozony z elastycz-
nych, pateczkowatych podjednostek a (m.cz. 240 000) i p (m.cz. 220000) o
dtugos$ci 100 nm kazda. Podjednostki te majg zdolno$¢ polimeryzacji, tworzac a2p2
heterotetramer o tgcznej dtugosci 200 nm. Ich sktad aminokwasowy wskazuje na
wysoki stopieri homologii i, jak stwierdzono, zbudowane sg one z powtarzajgcych
sie fragmentow zawierajagcych po 106 aminokwaséw [15].

Polipeptyd o masie czgsteczkowej 90000 dominuje iloSciowo w preparacie
kinazy ijemu w dotychczasowych badaniach poswiecono najwiecej uwagi [11,13,
16). Daje sie on czesciowo oddzieli¢ od aktywnosci kinazy w drodze elektroforezy w



[5] PEPTYDY SPEKTRYNO-PODOBNE A INICJACJA SYNTEZY BIALKA 315

zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujgcych. Przeciwciata monoklo-
nalne dla biatka 90 000 krzyzowo reagujg z taricuchami a i P spektryny.
Oczyszczony polipeptyd 90 000 nie fosforyluje elF-2a, natomiast jego obecno$é w
preparacie kinazy zwigksza okoto trzykrotnie poziom fosforylacji tego czynnika
inicjujagcego. Podobnie zachowuja sie réwniez tancuchy a i p spektryny [11].
Wiasciwosci fizyczne biatka o masie czgsteczkowej 90 000 zblizone sg do tych jakie
obserwowano w przypadku oczyszczonej frakcji HCR [16]. Wykazano, ze zaréwno
tancuch p spektryny jak i polipeptyd 90 000 fosforylowane sa in vitro przez kinaze
kazeinowg Il oraz katalityczng podjednostke kinazy zaleznej od cAMP [13]. W
przypadku p spektryny fosforylowane miejsca zlokalizowane sg w C-koncowym
fragmencie biatka o ciezarze czgsteczkowym 20 000. W obu przypadkach funk-
cjonalne znaczenie tej modyfikacji nie jest jeszcze znane. Obserwacje te skionity
autoréow do wysuniecia wnioskow, ze polipeptyd 90 000 zasocjowany z kinaza
HCR jest genetycznie spokrewniony z frakcjg p spektryny albo stanowi fragmentjej
C-konca uwolniony w drodze proteolizy. Sugerowano réwniez, ze polipeptyd
90 000 moze by¢ miejscem dziatania heminy w czasteczce inhibitora. Zaobserwo-
wano bowiem, ze hamujacy wptyw heminy na aktywno$¢ enzymatyczng kinazy
odwracany byt w obecnosci wzrastajgcych stezen biatka 90 000. Znane sg réwniez
doniesienia wskazujgce na wigzanie sie heminy z frakcjg spektrynowgq oraz jej
wplyw na organizacje i polimeryzacje taricuchdw a, p spektryny [11, 13].

Duzym i ciekawym zaskoczeniem byto stwierdzenie, ze sekwencja aminokwa-
sow N-koncowego fragmentu biatka 90 000 retikulocytéw krélika jest bardzo
podobna do analogicznej sekwencji biatka szoku termicznego 83 000 Drosophila
(20 sposrod 22 aminokwas6w). Podobienstwo to zostato potwierdzone rowniez w
odniesieniu do innych znanych biatek Hsp (ang. heat shock proteins) 83 —90 kDa, a
miedzy innymi biatka drozdzy oraz komdrek limfatycznych myszy [16]. Wszystkie
one posiadajg wydituzong strukture a w przypadku biatka Hsp 90 000 komoérek
HelLa wiadomo, ze jego stata sedymentacji i promien Stockesa sg zblizone do tych,
jakie opisano dla polipeptydu 90000 obecnego w preparacie HCR retikulocy-
tow.

Z fizjologicznego punktu widzenia interesujgcy jest fakt, ze indukcja syntezy
biatka Hsp 90 000 w komdrkach HelLa potgczona jest z rownoczesnym hamowa-
niem translacji innych biatek komo6rkowych. Wiadomo, ze w odpowiedzi na szok
termiczny komérki te reaguja wzmozong fosforylacjg elF-2 a [7, 9]. Kinaza
odpowiedzialna za te fosforylacje w komdrkach HelLa wrazliwajest na hemine ajej
aktywnos$¢ hamowana jest przez przeciwciata skierowane przeciwko frakcji HCR
retikulocytow [17). Z drugiej strony biatko 90 000 syntetyzowane przez komorki
HelLa w warunkach szoku cieplnego rozpoznawane jest podobnie jak analogiczne
biatko retikulocytdw przez przeciwciata specyficzne dla spektryny. Jest rzeczg
prawdopodobng, ze wilasnie to biatko odpowiedzialne jest za modulowanie
aktywnosci elF-2a kinazy podczas stresu cieplnego. Juz wczesniej obserwowano
potaczenie biatek Hsp 83 —90 kDA z ré6znymi kinazami tyrozynowymijak réwniez
z kinazg kazeinowa Il [13]. Trudno jest na obecnym etapie badan wyjasni¢ dlaczego
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biatka zidentyfikowane jako biatka szoku termicznego rozpoznawane sgjednoczes-
nie przez przeciwciata specyficzne dla spektryny i dajg z nimi krzyzowe reakcje
immunologiczne.

Godnym podkresleniajest fakt, ze biatko o masie czgsteczkowej 120 000 obecne
w niewielkich ilosciach w preparacie kinazy towarzyszy réwniez fosfatazie
fosfobiatkowej, defosforylujacej w uprzywilejowany sposéb podjednostke a czyn-
nika elF-2. Jest ono rozpoznawane rowniez przez przeciwciata specyficzne dla
spektryny i obok bhiatka o masie czasteczkowej 35 000 stanowi gtéwny sktadnik
wspomnianej fosfatazy. Jego obecno$¢ ma istotne znaczenie dla aktywnosci
enzymatycznej fosfatazy w stosunku do elF-2 (a-P) [11, 12].

Interesujacy jest réwniez fakt, ze polipeptyd p spektryny dodany do lizatu
retikulocytarnego hamuje synteze biatka w stezeniach zblizonych do tych, jakie
uzywano w badaniach HCR. Przeprowadzone badania kinetyczne wskazuja, ze
hamowanie ma miejsce na etapie inicjacji, jednak jego precyzyjny mechanizm nie
jest znany [18].

Ostatnie lata przyniosty réwniez znaczny postep w badaniach dotyczacych
samego czynnika elF-2. Przyczynity sie one do lepszego poznania wiasciwosci
fizykochemicznych poszczegolnych jego podjednostek, ich sktadu aminokwaso-
wego oraz przyblizonej funkcji biologiczne;j.

Okreslona zostata struktura pierwszorzedowa polipeptydu a czynnika elF-2
komérek fibroblastdw ludzkich HelLa, mdzgu szczura oraz czesciowo retikulocy-
tow krdlika [19, 20, 21]. W kazdym z tych przypadkow skiad aminokwasowy jest
bardzo zblizony i wskazuje na znaczny konserwatyzm ewolucyjny omawianej
czasteczki. Zardwno u szczurajak i u cztowieka podjednostka a ztozonajest z 315
aminokwasow (m.cz. 36.1 kDa) a ich sekwencje wskazujg bardzo wysoki stopien
homologii (99%). Sekwencja pierwszych 52 aminokwaséw N-koAcowego fra-
gmentu elF-2a retikulocytdw krélika jest zgodna z analogicznymi odcinkami
obserwowanymi u szczura i cztowieka [19, 20].

Zidentyfikowane zostaty miejsca fosforylowane w podjednostce a w warunkach
hamowania inicjacji syntezy polipetydu. Wykazano, ze spos$réd 16 reszt seryny
obecnych w elF-2a jedynie 2 ulegajg fosforylacji. Sg to: seryna w pozycji 48 [20]
oraz w pozycji 51 [22, 23, 25] zlokalizowane w poblizu N-kofica omawianej
czasteczki. Nizej przedstawiony fragment N-korica podjednostki a zawiera zazna-
czone, potencjalne miejsce fosforylacji dla kinazy regulowanej przez heminge w
retikuloc™tach krélika [20, 22].

-Leu-Leu-Ser48-Glu-Leu-Ser5l-

I |
P04 PO4

Zaobserwowano, ze w warunkach in vitro obraz fosforylacji elF-2 a ulega
zmianie pod wptywem tancuchow a lub P spektryny. Obserwowano wzmozong w
ich obecnosci fosforylacje polipeptydu a w miejscu seryny 51 [22], natomiast przy
braku spektryny seryna 48 byta gtéwnym modyfikowanym aminokwasem [20]. W
badaniach nad identyfikacjg miejsc fosforylowanych przez HCR w podjednostce a
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bardzo przydatny okazat sie syntetyczny polipeptyd ztozony z 13 aminokwasow:
lle-Glu-Gly-Arg-lle-Leu-Leu-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Arg-Arg, o sekwencji odpo-
wiadajacej aminokwasom 41-54 N-koncowego regionu podjednostki a retikulo-
cytow krdlika. W tym przypadku seryna w pozycji 51 byta jedynym biorcg
fosforanu z ATP, w reakcji katalizowanej przez kinaze regulowang przez hemine, a
warto$¢ Km dla tego substratu wynosi 80 jiM [23]. Jest to zgodne z obserwacjami
Colthurst i wsp. [23], ktérzy sugeruja, ze seryna 51 jest gtbwnym fosforylo-
wanym w elF-2 a miejscem wspolnym dla obozu znanych inhibitorow translacji —
HGR i DAI.

Inne podejscie eksperymentalne w kierunku okre$lenia miejsc fosforylacji we
elF-2 a zastosowata ostatnio grupa Hershey’a [19]. Wyizolowali oni z komérek
ludzkich HeLa informacyjny RNA ztozony z 1600 nukleotyd6éw, stanowigcych
transkrypt genu dla podjednostki a czynnika elF-2. W drodze ukierunkowanych
mutacji punktowych w otrzymanych komplementarnych DNA uzyskali oni
mutanty z zablokowanymi miejscami fosforylacji w pozycji seryny 48 lub seryny
51. W miejscu wspomnianych reszt seryny zostata podstawiona alanina. Fra-
gmenty sekwencji DNA mutantow w serynie 48 i w serynie 51 oraz wprowadzone
zmiany nukleotydéw przedstawia schemat [24]:

Typ dziki:
ATT CTT CTT AGT GAA TTA TCC AGA CGA CGT ATC
lle Leu Leu Ser Glu Leu Ser Arg Arg Arg lle

Mutant w Ser-48:

ATT CTT CTT GCT GAA TTA TCC AGA CGA CGT ATC
lle Leu Leu Ala Glu Leu Ser Arg Arg Arg lle

Mutant w Ser—51:
ATT CTT CTT AGT GAA TTA GCC AGA CGA CGT ATC

lle Leu Leu Ser Glu Leu Ala Arg Arg Arg lle
48 51

Zmutowane cDNA byty transkrybowane in vitro oraz poddane translacji w lizatach
retikulocytow krolika. Wykazano, ze w przypadku typu dzikiego i mutanta z
zablokowang seryng 48 zsyntetyzowane polipeptydy a byly intensywnie fosfory-
lowane przez enzymy obecne w lizacie. Dodatkowe ilosci kinazy regulowanej przez
hemine oraz kinazy aktywowanej przez dwuniciowy RNA wzmagaty w obydwu
przypadkach fosforylacje elF-2 a. W przypadku mutanta w pozycji seryny 51
obserwowano nieznaczng fosforylacje polipeptydu a a wprowadzenie dodatko-
wych ilosci HCR i DAI nie wptywato na zmiane obrazu fosforylacji. Zdaniem
autoréw seryna w pozycji 51 stanowi witasciwe miejsce fosforylacji zaréwno dla
HCR jak i DAI, ktérego modyfikacja prowadzi do zahamowania inicjacji syntezy
biatka.

O tym, ze biony hiologiczne, zar6bwno wchodzace w sktad cytoszkieletu, jak i
plazmatyczne, poza funkcjami strukturalnymi odpowiadajg takze za sterowanie
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szeregiem proces6w metabolicznych istotnych dla zycia komérki, byto wiadomo
juz od dawna. Obecnie proponuje sie, ze spektryng, biatko szkieletu plazmatycz-
nego retikulocytdw, bierze rowniez udziat w regulacji procesu translacji, wptywajac
na aktywnos$¢ enzyméw uczestniczacych w fosforylacji i defosforylacji elF-2a.
Przemawia za tym obecnos¢ polipeptydow spektryno-pochodnych w preparatach
kinazy i fosfatazy jak rowniez ich udziat w modulowaniu aktywnos$ci tych
enzymow w stosunku do elF-2 a. Przypuszcza sig, ze zarowno kinaza jak fosfataza
wystepujg w komorce w formie zwigzanej z btonami szkieletu plazmatycznego,
skad moga by¢ uwalniane do cytoplazmy w wyniku proteolizy. Przejscie do frakcji
biatek rozpuszczalnych wigzatoby sie z jednoczesng aktywnosciag enzymoéw.
Wiadomo bowiem, ze w $wiezo otrzymanych ekstraktach komoérkowych, kinaza
HCR wystepuje w duzym stopniu w formie nieaktywnego prekursora. Potrakto-
wanie takiego ekstraktu proteazg (np. trypsyna) zwieksza znacznie aktywnos$¢
obecnej w nim kinazy w stosunku do elF-2 a.

Strona zewnetrzna

Blona cytoplazmatyczna [
Strona wewnetrzna Biatko 3
Biatko 4,1
Ankiryna Fosfataza
(o) biatkowa

tancuchy @ i g
F - aktyma spektryny

Kinaza
biatkowa

Ryc. 2. Hipotetyczny schemat komérkowego rozmieszczenia enzymoéw uczestniczacych w fosforylacji i
defosforylacji podjednostki a czynnika elF-2 (wg. 25, zmodyfikowany)

Hipotetyczny schemat wewnatrzkomdrkowej lokalizacji enzymdw bioracych
udziat w modyfikacji podjednostki a czynnika elF-2 przedstawia Rycina 2.

Artykut napisano w ramach prac finansowanych przez CPBR 3.13. i RP-11-13.

Artykut otrzymano 17 lipca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 5 stycznia 1989 r.
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ANDRZEJ JERZMANOWSKI*

Wptyw postsyntetycznych fosforylacji na strukture histonu HI
i jego funkcje w chromosomach (Minireview)

Effect of postsynthetic phosphorylation on the structure and chromosomal function
of histone HI (Minireview)

Chromosomy organizméw eukariotycznych zbudowane sg z pojedynczego,
ciggtego dupleksu DNA potaczonego na catej swej diugosci z wystepujacymi
periodycznie, regularnymi kompleksami matych, zasadowych biatek - histonéw.
Podstawowa podjednostka strukturalna chromosomu — nukleosom, skiada sie z
biatkowego rdzenia zawierajagcego 8 czgsteczek histonéw rdzeniowych (po parze
kazdego z 4 rodzajéw: H2 A, H2B, H3 i H4), owinietego wokot tego rdzenia odcinka
DNA o dtugosci ok. 200 par zasad (z czego z powierzchnig rdzenia oddziatywuje
§cisle 146 par zasad) oraz jednej czasteczki histonu HI. Ta ostatnia jest blisko dwa
razy wieksza od czasteczek histonéw rdzeniowych. Umieszczona jest na zewnatrz
biatkowego rdzenia nukleosomu i przypuszczalnie stabilizuje pozycje dupleksu
DNA w miejscujego wejscia i zejscia z powierzchni rdzenia. HI oddziatywuje takze
z fragmentem DNA (z tzw. tacznikiem),** przebiegajacym pomiedzy sasiaduja-
cymi nukleosomami.

Pojedynczy tancuch nukleosomdw tworzy widkno cienkie chromatyny (chro-
matyna i chromosom sa terminami uzywanymi wymiennie w literaturze bioche-
micznej) o grubosci 10 nm (jest to $srednica nukleosomu). Wtdkno cienkie tworzy z
kolei struktury wyzszego rzedu. Pierwszg z nich jest wtékno grube o Srednicy 30 nm
zwane tez solenoidem poniewaz powstaje przez Sciste, spiralne zwiniecie wtdkna 10
nm. W solenoidzie najeden skret spirali przypada 6 nukleosoméw. W tym stadium
stopien upakowania DNA jest juz dos$¢ znaczny, odcinek solenoidu zawiera
bowiem ok. 40-krotnie dtuzszy od siebie fragment DNA. Solenoid moze tworzyé
struktury jeszcze wyzszego rzedu, az do stadium maksymalnego upakowania DNA,
ktore osigganejest w czasie mitotycznej kondensacji chromosoméw. Dtugosé DNA
zawartego w pojedynczym chromosomie przekracza ok. 10000 razy dtugosé
samego chromosomu.

Regularna, nukleosomowa struktura chromatyny jest uniwersalng cecha orga-
nizacji materiatu genetycznego eukariontéw. Uniwersalno$¢ te zapewnia silnie

* Doc. dr hab., Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego, 02-089 Warszawa, Zwirki i
Wigury 93
** nazwa angielska: linker
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konserwatywna ewolucyjnie struktura trzeciorzedowa histonéw (w wypadku H3 i
H4 silnie konserwatywna ewolucyjnie jest réwniez struktura pierwszorzedowa).
Nie ulega watpliwosci, ze obecno$¢ nukleosomoéw i tworzonych przez nie struktur
wyzszego rzedu jest absolutnie niezbedna dla funkcjonowania komérki eukario-
tycznej. Jakie ma znaczenie dla komérki ta skomplikowana, przestrzenna organi-
zacja DNA? Po pierwsze umozliwia ona zredukowanie do rozsgdnych wymiaréw
niezwykle dtugich czasteczek DNA isprawne operowanie nimi w procesach takich
jak np. podziat komorki. Po drugie umozliwia bardzo skuteczne zablokowanie
dostepu do informacji genetycznej. Ta druga funkcja jest niezwykle istotna ze
wzgledu na spos6b funkcjonowania komdrki eukariotycznej. W odr6znieniu od
komorki prokariotycznej replikuje ona swéj DNA tylko w Scisle okreSlonej fazie
cyklu komorkowego i jest zdolna do réznicowania, ktére wymaga skutecznego
powstrzymania transkrypcji w znacznych obszarach genomu.

Obecnie powszechnie akceptowany jest poglad, ze jedng z najwazniejszych
konsekwencji skompleksowania DNA z histonami jest represja transkrypcji i
replikacji [1]. Kluczowg role w tej represji gra histon HI. Jest on tym sposrod
histonéw, ktéry odpowiedzialny jest za tworzenie z cienkiego widkna chromaty-
nowego solenoidu i kolejnych struktur wyzszego rzedu. Wtasnie te struktury, a nie
sama obecno$¢ nukleosomoéw, stanowig zapore dla proceséw wymagajacych
aktywnego udzialu DNA. Pozbawienie chromatyny histonu HI umozliwia sku-
teczng inicjacje transkrypcji in vitro pomimo skomplikowania DNA z rdzeniami
nukleosomowymi [2].

Kluczowym elementem akceptowanego dzisiaj modelu regulacji dostepnosci
DNA chromatyny dla transkrypcji i replikacji jest modulacja represyjnej funkcji
HI. W jaki spos6b modulacja ta moze sie w komdrce dokonywac? Wydaje sieg, ze
moga tu wchodzi¢ w gre co najmniej dwa, funkcjonujgce niezaleznie mechanizmy.
Jeden zwigzany jest z istnieniem wariantow sekwencyjnych HI (w komdrce ssaka
istnieje co najmniej 5-6 wariantéw sekwencyjnych HI), drugi z jego postsynte-
tycznymi modyfikacjami.

Na podstawie danych do$wiadczalnych pokazujgcych, ze warianty sekwen-
cyjne HI r6znig sie miedzy sobg zdolnoscig do kondensowania DNA ichromatyny,
a takze, ze sg niejednolicie rozmieszczone w chromatynie, Cole zaproponowat,
ze roznice w stopniu skondensowania chromatyny (heterochromatynizacji)
widoczne pod mikroskopem wywotane sg nieréwnomiernym rozmieszczeniem
wariantdw HI. Wedtug koncepcji Cole’a wzdr skondensowania chromatyny
moze okres$li¢ kolejnos¢ replikacji poszczeg6lnych jej rejonéw i decydowac o typie
zréznicowania komdrkowego [3].

Jesli idzie o modyfikacje postsyntetyczne, HI moze w chromatynie ulegac
poli(ADP)rybozylacji, fosforylacji, a takze metylacji. Sposréd tych modyfikacji
zdecydowanie najistotniejsza wydaje sie fosforylacja, o niej tez wiadomo najwie-
cej.

Dla oméwienia znaczenia fosforylacji pomocne bedzie krdtkie przedstawienie
budowy czasteczki HI i danych dotyczacych jej funkcjonowania w chromatynie.

Histon HI (Srednio ok. 220 aminokwas6w) jest biatkiem o budowie mieszanej.
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Dwie struktury nieuporzadkowane i bogate w aminokwasy zasadowe (Lys, Arg)
fragmenty koncowe: krotszy N-koncowy (35-40 aminokwasow) i diuzszy C-
koncowy (100—110 aminokwasow) przedzielone sg globulamym rejonem czg-
steczki, zbudowanym z 80 —90 aminokwaséw. Rejon globulamy zawiera wiek-
szo$¢ aminokwasow hydrofobowych i catos¢ struktury 2-go i 3-cio rzedowej
wykrywanej w czgsteczce HI. In vitro, w roztworze, faldowanie rejonu hydrofobo-
wego typowego (np. ssaczego) HI nastepuje juz od ok. 0,3 M NacCl.

Szereg danych doswiadczalnych wskazuje na to, ze to wtasnie czes¢ globulama
HI, umieszczona w specyficznym dla siebie miejscu wigzania na powierzchni
nukleosomu, ,,spina” schodzacy i wchodzacy dupleks DNA wymuszajgcy charak-
terystyczne zygzakowate utozenie nukleosomow we witdknie cienkim chromatyny.
N- i C-koncowe czesci niezestrukturalizowane oddziatywujg prawdopodobnie
gtéwnie z linkerem, to jest miedzynukleosomowym fragmentem DNA. Doktadny
sposOb ich zwigzania z DNA nie jest znany. Ze wzgledu na znaczng czes$¢ dodatnich
tadunkdéw moga one skutecznie neutralizowac sporg czes¢ ujemnie natadowanych
grup fosforanowych w linkerowym DNA.

Mechanizm dziatania HI w chromatynie nie jest catkowicie jasny. Dla efektu
kondensacyjnego (indukcji struktur wyzszego rzedu) niezbedna jest przede wszys-
tkim skuteczna neutralizacja grup fosforanowych DNA. Stwierdzono, ze izolo-
wane C-koricowe fragmenty HI sg zdolne do samodzielnego kondensowania
chromatyny in vitro.

W czasteczce HI fosforylacji ulega seryna itreonina. Nie stwierdzono do tej pory
fosforylacji tyrozyny. Wszystkie miejsca fosforylacji rozmieszczone sg w nieze-
strukturalizowanych N- i C-koAcowych ,,ogonach” czgsteczki. W zadnym bada-
nym do tej pory HI nie znaleziono fosforylacji w czesci globulamej. W typowej
czasteczce HI ssakow maksymalnie fosforylacji ulega 8 miejsc (6 seryn i 2
treoniny).

W komdrkach eukariotycznych mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje fosforylacji Hl:
a) fosforylacje charakterystyczng dla komdrek stacjonarnych (niedzielagcych sieg)
b) fosforylacje charakterystyczng dla komadrek dzielgcych sie.

W komorkach niedzielagcych sie (ze zréznicowanych tkanek) obserwuje sie
fosforylacje niewielkiej puli HI (ok. 1% HI zwigzanego z chromatyng) po indukcji
takimi bodzcami, jak: hormony podawane in vivo (glukagon w przypadku HI z
watroby szczura, TSH w przypadku HI z tarczycy cielecia), dibutyrylo-cAMP
(stacjonarne komorki z kultur tkankowych), szok termiczny (Tetrahymena) [4], We
wszystkich opisanych przypadkach fosforylacja jest bardzo wybidrcza. Ogranicza
sie na 0got (u ssakéw) do wprowadzeniajednego fosforanu w tak zwane miejsce A w
HI (Ser 37) lezace w N-koncowym fragmencie czasteczki tuz przed poczatkiem
rejonu globulamego. Fosforylowana w miejscu A seryna lezy w charakterystycz-
nym otoczeniu: Lys-Ala-Ser/P04-Gly-Pro-Pro-Val-Ser-Glu-Leu-lle-Thr-Lys.
Identycznej fosforylacji dokonuje in vitro kinaza zalezna od cAMP z tym, ze
fosforylacji w miejscu A ulega wtedy 100% obecnych w roztworze czgsteczek HI.
Sadzi sie, ze ta sama, zalezna od cAMP Kkinaza dziata takze in vivo. Poniewaz
stymulacja fosforylacji w miejscu A wspomnianymi wyzej bodZzcami dotyczy
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niewielkiej puli HI i skorelowana jest z pojawieniem sie w komdrkach nowego
RNA przypuszcza sig¢, ze posredniczy ona w otwieraniu dla transkrypcji jakich$
wybranych rejonéw chromatyny. Pomimo iz fosforylacja w miejscu A nie wywiera
dramatycznego wplywu na konformacje catego HI (badang in vitro) ostabia ona
wyraznie site wigzania N-koricowego fragmentu z DNA [4].

Fosforylacja HI w komérkach dzielgcych sie jest zjawiskiem zachodzgacym na o
wiele wieksza skale. Jest to tez zjawisko uniwersalne ws$réd eukariontow. Za
wyjatkiem drozdzy, u ktorych wcigz jeszcze sporna jest sprawa identyfikacji Hl,
fosforylacje HI zwigzang z cyklem mitotycznym wykryto u ssakéw [5], owadéw [s],
pierwotniakéw [7], a takze u tak prymitywnych eukariontéw jak $luzéwce [s]. Za
fosforylacje te odpowiedzialna jest kinaza zwana wzrostowg, enzym niezalezny od
cAMP, ktory, jak sie wydaje, moze ulega¢ aktywacji przez fosforylacje. Kinaza ta
rozpoznaje sekwencje: Lys-Ser(Thr)/P04/-Pro-Lys, a wiec inng od rozpoznawanej
przez kinaze zalezng od cAMP.

Sposéb fosforylacji HI w cyklu podzialowym zostat szczegdtowo przebadany u
ssakOw [5] oraz u nizszego eukarionta Physarum polycephalum [s]. U ssakéw (linia
komaérek chomika CHO) fosforylacja HI zaczyna sie w fazie G1 od wprowadzenia
jednej grupy fosforanowej do C-kohAcowego fragmentu ok. 50% czasteczek. W
okresie syntezy DNA (faza S) fosforylacja typu G1 jest kontynuowana, pojawia si¢
takze dodatkowo cze$ciowa fosforylacja (ok. 10% czasteczek HI) w nowym miejscu
fragmentu C-konicowego. Fosforylacja w fazie G2 jest podobna do tej w G1 i S,
wzrasta nieco ilos¢ czasteczek z przynajmniej dwoma grupami fosforanowymi.
Zasadnicza zmiana w sposobie fosforylacji nastepuje, gdy komorki wchodzg w
okres mitozy. Rozpoczyna sie wowczas zjawisko zwane superfosforylacja HI. Caty
chromatynowy HI (wszystkie warianty sekwencyjne) ulega fosforylacji, przy czym
wszystkie czgsteczki uzyskujg maksymalng liczbe (od ¢ w przypadku HI chomika)
fosforandw. Fosforylacje nastepujg zaré6wno w C- jak i N-koricowym fragmencie
czasteczki i dotycza zardwno seryny jak i treoniny. Po zakoniczeniu mitozy, w
czasie dekondensacji chromatyny wszystkie fosforany obecne w HI sg usuwane.
Fosforylacja HI w cyklu komdrkowym komorek odbywa sie wedtug z grubsza
podobnego schematu.

W naszym laboratorium badalismy szczeg6towo sposdb fosforylacji histonu HI
u Physarum polycephalum, sluzowca, ktéry jest typowym przedstawicielem
nizszych eukariontéw, o niewielkiej zdolno$ci do r6znicowania. Histon HI u tego
organizmu, podobny zaréwno pod wzgledem sktadu aminokwasowego jak i
podstawowych wiasnosci do HI ssaczych, jest najwiekszym z dotagd poznanych
przedstawicieli tej klasy biatek (zawiera ok. 320 aminokwaséw, jest wiec 0 V3
dtuzszy od HI ssakdw). W Physarum wystepuje tylkojeden wariant sekwencyjny Hl

[&] Physarum jest niezwykle dogodnym materiatem do badan zjawisk w cyklu
komdrkowym ze wzgledu na naturalng synchronie podziatéw jagdrowych. Przepro-
wadzone przez nas badania sposobu fosforylacji HI w cyklu komérkowym P.
polycephalum wykazaty, obok podobienstw, takze bardzo interesujgce réznice w
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stosunku do fosforylacji HI u ssakéw. By¢ moze rdznice te mogg rzuci¢ pewne
Swiatto na og6lng role fosforylacji HI w komorce.

Podobnie jak u ssakéw, HI w Physarum ulega w cyklu komoérkowym bardzo
intensywnym fosforylacjom, ktérych kulminacjg jest masowa i odwracalna super-
fosforylacja podczas mitozy, scisle skorelowana czasowo z mitotyczng kondensacjg
chromosomdw. Physarum rdzni sie od ssakdw przede wszystkim tym, ze w czasie
interfazy fosforany wprowadzane sg nie do czesci, a do wszystkich czgsteczek HlI i ze
ta interfazalna fosforylacja nie jest usuwana po mitozie, lecz utrzymuje sie (w
starym HI) réwniez w nastepnym cyklu komoérkowym. Mamy tu do czynienia z
niespotykang u innych organizmow, nieodwracalng modyfikacje HI przez fosfory-
lacje. Dopiero na te nieodwracalg fosforylacje interfazowg natozona jest odwra-
calna superfosforylacja mitotyczng, w czasie ktérej ilos¢ fosforanow na czasteczke
HI zwieksza sie przejSciowo z ok. 8—12 w interfazie do ok. 16—24 w metafazie
mitozy.

Szczeg6towe badania loséw nowozsyntetyzowanego HI w Physarum wykazaty,
ze po syntezie (w fazie S) odktadany jest on w chromatynie w formie niezmodyfi-
kowanej. Pierwszg zachodzgcq modyfikacjg nie jestjednak fosforylacja, a metylacja
(jest to pierwszy przypadek, w ktérym wykazano ten rodzaj modyfikacji w Hl).
Polega ona na przytgczeniu grup metylowych do reszt epsilon-NH2w 15—20%
lizyn w czasteczce HI. Dopiero po zakonczeniu tej nieodwracalnej juz po6zniej
metylacji moze sie rozpoczg¢ interfazowa fosforylacja HI [8].

Jaka moze by¢ funkcja fosforylacji HI w dzielacych sie komdrkach? O ile
fosforylacjom interfazowym (GI, S i G2) przypisywano na ogét znaczenie w
rozluznieniu struktury chromatyny (gtéwnie na podstawie badan fizyko-chemicz-
nych w modelowych ukfadach in vitro), to w przypadku superfosforylacji
mitotycznej postulowano wielokrotnie odwrotng role — udziat w kondensacji
chromosomoéw w mitozie. W tym ostatnim przypadku gtéwnym argumentem byta
Scista korelacja czasowa obu zjawisk, a takze to, ze ostabienie tadunku HI przez
fosforylacje nie musi zmniejsza¢ jego zdolnosci do kondensacji poniewaz:

a) ostabienie $cistego oddziatywania N- i C-kofAcowych fragmentéw HI z tgczni-
kowymi odcinkami DNA moze prowadzi¢ do zmiany sposobu wigzania HI:
zamiast spina¢ nukleosomy w pojedynczym widoknie moze on tworzyé mostki
taczace rézne widkna, stajac sie przez to silnym czynnikiem agregujacym.

b) niektére rodzaje fosforylacji, mimo iz sumarycznie zmniejszajg ilos¢ dodatnich
tadunkéw w HI moga oddziatywac na stabilno$¢ konformacyjng czesci globulamej,
zwiekszajac np. jej powinowactwo do nukleosmu i wptywajac na wzrost zdolnosci
do kondensowania DNA.

W szeregu wykonywanych ostatnio badan fizyko-chemicznych nad efektem
kondensacyjnym fosforylacji w N- i C-kofAcowych rejonach HI nie stwierdzono
opisanego wyzej sieciowania widkien chromatynowych [9, 10]. Trudniejsza do
rozstrzygniecia jest sprawa ewentualnego wptywu fosforanéw na konformacje
czesci globulamej. U ssakow, ze wzgledu na stosunkowo niewielka ilo$¢ reszt
fosforanowych wprowadzanych do czagsteczki HI, wplyw taki nie jest tatwy do
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zauwazenia. Bardzo pomocny okazat sie tu jednak HI z Physarum. Ze wzgledu na
niespotykang u innych organizméw nieodwracalno$¢ fosforylacji interfazowej
postanowilismy sprawdzic¢ jakiego fragmentu czasteczki ona dotyczy ijaki wywiera
wptyw na oddziatywanie HI z chromatyng.

W wyniku podjetych badan stwierdziliSmy, ze fosforylacja interfazalna w HI z
Physarum nie dotyczy czesci globulamej, ani rejonu N-koricowego, grupuje sie
natomiast w ok. 70-cio aminokwasowym fragmencie rejonu C-koricowego bezpo-
$rednio przyleglym do czesci globulamej czasteczki [11]. Stosujac dichroizm
kotowy do badania przebiegu renaturacji i denaturacji czesci globulamej w histonie
HI z Physarum zawierajagcym i niezawierajagcym interfazowych fosforanéw we
wspomnianym rejonie stwierdziliémy, ze obecno$¢ grup fosforanowych wywiera
bardzo silny wptyw na formowanie sie struktury 2-go rzedowej w czesci globular-
nej. Grupy fosforanowe muszg wiec by¢ umieszczone w bardzo ,strategicznym”
potozeniu w stosunku do czesci globulamej. Badanie tworzenia sie struktury 3-cio
rzedowej w catej czasteczce wykazato, ze rejon zawierajacy fosforany interfazowe,
w odrdznieniu od pozostatej czesSci fragmentu C-korcowego, jest czesciowo
uporzadkowany (cho¢ wyraznie stabiej niz cze$é¢ globulama) [11]. By¢ moze,
wiasnie to uporzagdkowanie powoduje, ze reszty fosforanowe znajdujg sie blizej
czesci hydrofobowej czasteczki. Jaka moze by¢ funkcja takiego rozmieszczenia
grup fosforanowych? Cze$ciowej odpowiedzi na to pytanie udzielity doswiadcze-
nia, w ktérych badano zdolnosci do fatdowania czesci globulamej HI w zaleznoSci
od stezenia soli. Badania te pokazaly, ze sekwencja aminokwasowa czesci
globulamej w HI z Physarum jest zdecydowanie mniej ,dopracowana” ewolucyj-
nie niz analogiczna sekwencja w HI ssakéw. Objawia sie to przede wszystkim
réznicg w zdolnos$ci do tworzenia stabilnej struktury trzeciorzedowej. Do utwo-
rzeniajej w przypadku HI z grasicy cielecej potrzeba tylko ok. 0,5 M NaCl, podczas
gdy w przypadku HI z Physarum —az 1,2 M NaCl. Jednak —i tu tkwi by¢ moze
odpowiedZ na pytanie o znaczenie nieodwracalnej modyfikacji przez fosforylacje
— obecno$¢ fosforandw interfazowych w C-koficowym rejonie strukturalizuja-
cym” obniza wymagane do fatdowania stezenie NaCl do ok. 0,9 M, a wiec az 0 0,3
M. Wydaje sie wiec, ze HI z Physarum dzigki nieodwracalnej fosforylacji nadrabia
jakby braki w uktadzie aminokwaséw i staje sie bardziej zblizony do HI z
organizmow wyzszych. W zréznicowaniu stopnia nieodwracalnej fosforylacji
interfazowej (co ma miejsce u Physarum) tkwia jednoczes$nie znaczne mozliwosci
regulacji stabilnosci obszaru globulamego HI.

Zwiekszona zdolno$¢ HI do fatdowania czesci globulamej spowodowana
fosforylacjg mogtaby wywotywa¢ zmiane stopnia skondensowania chromatyny.
Aby sprawdzié te mozliwos$¢ zbadaliby$Smy jakie efekty w chromatynie z erytro-
cytow kurczecia spowoduje wymiana rodzimych histonéw z grupy HI na ufosfo-
rylowany lub nieufosforylowany HI z Physarum. Usuwanie HI nie jest operacjg nie
pozostawiajgcg Sladu w natywnej strukturze chromatyny. Stad petna chromatyna
rekonstytuowana z chromatyny pozbawionej uprzednio HI nie odpowiada w 100%
uktadowi natywnemu. Tym niemniej, jesli zmiany konformacyjne w ufosforylo-
wanym HI pociagatyby za sobg znaczne efekty kondensacyjne powinno to by¢
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fatwo zauwazalne. Wyniki naszych doswiadczen pokazaty jednak, ze ufosforylo-
wany HI z Physarum kondensuje chromatyne nie mocniej, awyraZnie stabiej niz Hi
nieufosforylowany [12].

Naszym zdaniem dane te Swiadczg, ze fosforylacja HI w interfazie, bez wzgledu
nato czy wptywa wytgcznie na ostabienie wigzania N- i C-korficowych fragmentéw
do DNA, czy tez prowadzi do stabilizacji czesci globulamej biatka, stuzy przede
wszystkim relaksacji DNA, czyli zmniejszenia stopnia jego upakowania.

Analiza dostepnych danych [13] oraz ostatnie wyniki badan fizykochemicz-
nych nad chromatyng rekonstytuowang z HI o wysokim (mitotycznym) stopniu
fosforylacji [10] pokazuja, ze réwniez superfosforylacja podczas mitozy nie jest
czynnikiem sprzyjajagcym kondensacji, a przeciwnie prowadzi raczej do rozluznie-
nia struktury chromatyny.

Jaki jednak sens dla komdrki miatoby rozluznienie struktury chromatyny w
fazie (mitoza), w ktérej chromosomy osiagajg najbardziej zwartg postac? Rezultaty
uzyskane przez nas w badaniach mitotycznych superfosforylacji u Physarum
uzasadniajg dwa wazne wnioski: po pierwsze mitotyczna superfosforylacja HI musi
by¢ zjawiskiem o bardzo podstawowym, archetypowym znaczeniu u eukariontéw,
skoro zachodzi zaréwno u ssakéw jak i w tak odlegtym od nich ewolucyjnie
organizmie, jak nalezacy do $luzowcéw Physarum, po drugie réwnie wazne jak
wprowadzenie fosforanéw do HI w mitozie musi by¢ dla komérki ich pozniejsze
usuniecie. Przypuszczalnie determinujg one jaki$ jednorazowy stan komorki,
dozwolony tylko w ustalonej fazie cyklu podziatowego.

Szczegllne znaczenie dla interpretacji zjawiska mitotycznej superfosforylacji
HI majg ostatnie prace Wu iwsp. pokazujgce, ze w miedzygatunkowych hybrydach
komérkowych wymiana HI miedzy chromosomami na miejsce tylko podczas
mitozy, HI jest natomiast na stale zwigzany z wiasnymi chromosomami w
interfazie [14]. Mogtoby to wskazywac, ze superfosforylacja umozliwia, pomimo
maksymalnego skondensowania chromosomoéw, aktywng wymiane HI. Superfo-
sforylacja poprzedza takze wymiane wariantdw HI zachodzgcg w czasie dojrzewa-
nia meskiego pronukleusa u jezowca [15].

Biorgc te wszystkie fakty pod uwage wydaje sie, ze superfosforylacja HI w
mitozie moze stuzy¢ umozliwieniu jego wymiany na dowolne biatko (o poréwny-
walnym powinowactwie do DNA), w dowolnym rejonie DNA. Jak pokazali
Schlissel i Brown [2] dodanie HI skutecznie blokuje transkrypcje chroma-
tyny, z ktérej przedtem sztucznie HI usunieto, nawetjesli do uktadu takiego dodaje
sie nastepnie egzogenne czynniki transkrypcyjne. Jezeli jednak chromatyna bez Hl
inkubowana byta z czynnikami transkrypcyjnymi zanim dodano egzogennego HI
ten ostatni nie byt juz w stanie zahamowaé transkrypcji. Ma tu wiec miejsce
bezposrednia konkurencja o miejsce wigzania (nie musi to byé to samo miejsce)
wedlug zasady pierwszenistwa. Na podobnej zasadzie znaczne ostabienie sity
wigzania HlI z DNA na skutek superfosforylacji mitotycznej, moze umozliwiaé
dotgczenie w tym czasie czynnik6w warunkujgcych zajscie replikacji DNA w
najblizszej fazie S. Wytgczajac z rozwazan mitotyczng kondensacje chromosomow
replikacja DNA jestjedynym procesem, ktory mogtby przekonywujgco uzasadnic
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uniwersalno$¢ i absolutng niezbedno$¢ mitotycznej superfosforylacji HI wsrod
eukariontéw. Osiaggnietego stanu aktywacji replikacyjnej DNA nie mogtaby juz
zmieni¢ defosforylacja HI, ktéra u ssakdw ma miejsce w fazie Gl. Warto zauwazy¢,
ze u Physarum faza Gl w ogoéle nie wystepuje, a synteza DNA zaczyna sie
bezposrednio po metafazie, gdy HI jest jeszcze w peini ufosforylowany.
Podsumowujgc omoéwione wyzej fakty wydaje sig, ze najsilniejszym represorem
w stosunku do transkrypcji i replikacji DNA chromatyny jest niezmodyfikowany
HI. Fosforylacje stanowia czynnik przejsciowo (lub stale, jak w przypadku
interfazowej fosforylacji u Physarum) ostabiajacy te represje: miejscowo i selek-
tywnie w czasie interfazy, catkowicie i niespecyficznie w czasie mitozy. Superfo-
sforylacja mitotyczna HI miataby szczegdlne znaczenie, jako mechanizm powodu-
jacy przejsciowe odblokowanie dla oddziatywan z czynnikami regulatorowymi
10% komorkowego genomu. T o ostatnie jest, teoretycznie rzecz bioragc, warunkiem
sine qua non pomysSinej replikacji catego genomu. Tego rodzaju przypuszczenie
ttumaczytoby znany od dawna fakt, ze do osiagniecia potencjalnej zdolnosci do
replikacji DNA komorka eukariotyczna musi bezwzglednie przejs¢ przez faze
mitozy.
Artykut otrzymano 15 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 5 stycznia 1989 r.
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1. Wstep

Hormony tarczycy regulujg wzrost, rozwdj i r6znicowanie wasciwie wszystkich
komdrek ssakdw, ale przede wszystkim podwyzszajg mechaniczng aktywnos$¢ serca
i mesni szkieletowych [1]. Wplywaja tez na metabolizm biatek [2, 3] i zwiekszaja
wrazliwo$¢ tkanek na inne hormony [4], W przypadku hypertyreodemii stwierdza
sie podniesienie czestosci skurczu jak i zwiekszenie objetosci krwi wyrzucanej
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przez serce [5]. Pewne obserwacje sugeruja, ze zmiany te moga by¢ spowodowane
posrednio przez zmieniong wrazliwo$¢ miesnia sercowego na katecholoaminy [4],
spowodowang modyfikacja receptorow p-adrenergicznych. Nie bez znaczenia jest
obserwacja, ze propranolol —zwiazek blokujacy p-receptory byt z powodzeniem
stosowany w leczeniu pewnych przejawdw tyreotoksykozy n.p. tachykardii [6].

Z kolei inne doniesienia wskazujg na wywotane hypertyreozg zmiany w funkcji
sarkoplazmatycznego retikulum (SR). Organellum to odpowiedzialne jest za cykl
gromadzenia i uwalniania wewngtrzkomdérkowego wapnia i w ten sposéb reguluje
proces skurczowo-rozkruczowy miesni. Tyroksyna in vivo powoduje aktywacje
pomp wapniowych w SR serca [7, 8] i mie$ni szkieletowych [9, 10].

Do tej pory niewiele byto prac dotyczacych wptywu tyroksyny na funkcje bton
zewnetrznych komoérek kurczliwych (sarkolemy). Biony te zawierajg trzy unikalne
uktady, ktérych nie ma w strukturach SR. Sg to:

i receptory B-adrenergiczne
ii endogenna kinaza biatkowa zalezna od cAMP (kinaza A)
iii pompa wapniowa zalezna od kalmoduliny (Ca-ATPaza zalezna od CaM).

Uktady te nie tylko stanowig o odrebnosci sarkolemy (SI), ale i o specjalnej
funkcji petnionej przez te strukture jaka jest przenoszenie informacji z ,,makro-
Swiata” do wnetrza komarki i utrzymywanie homeostazy jonowej. Jako przyktad
moze tu postuzy¢ Scisty zwigzek pomiedzy poziomem hormonoéw tarczycy we krwi
a aktywnosciag pompy sodowo-potasowej (Na"/K+ATPazy) [11, 13], enzymu
odpowiedzialnego za utrzymanie rownowagi sodowo-potasowej, a wiec za repola-
ryzacje komorki po skurczu [4].

I1. Wptyw tyroksyny na funkcje receptora f}-adrenergicznego i fosforylacje biatek
zalezng od cAMP

Najcze$ciej spotykanym sposobem badania wptywu tyroksyny na funkcje bton
biologicznych jest wywotanie u zwierzat doswiadczalnej hypertyreozy przez
podskérne podawanie L-tyroksyny. Z tak przygotowanych zwierzat pobiera sie
serca lub tzw. szybkie miesnie szkieletowe, ktére stuzg za materiat potrzebny do
otrzymywania preparatdw sarkolemy. W tabeli 1przedstawiono poziom tyroksyny
i jej aktywnego biologicznie metabolitu tréjjodotyroniny po siedmiu dniach
podawania hormonu. Pomiary przeprowadzono przy zastosowaniu techniki
radioimmunologicznej.

Tabela 1

Poziom tyroksyny i tréjjodotyronniny we krwi krélikéw. Opracowano
na podstawie [14]

Stan hormonalny Tyroksyna Trojjodotyronina
zwierzat ngrioo mi (igrioo ml
Eutyreoza 6.2 68

Hypertyreoza 70 340
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Mierzac wigzanie pochodnej propranolu — [3]-dihydroalprenolol (DHA)
ocenia sie ilos¢ receptoréw P-adrenergicznych w preparatach Sl [13]. Wykorzystu-
jac te mozliwos¢ okreslono wptyw hypertyreozy na w.m. receptor. Dane te
przedstawiono w tabeli 2. W preparatach Sl z serca obserwuje sie w stanie
hypertyreozy znaczacy wzrost ilosci receptorow p-adrenergicznych. Jednoczesnie
w tym stanie wzrasta poziom cAMP w komorkach [15] i obserwuje sie wewnatrz-
komorkowe efekty jego dziatania. Przyktadem moze tu by¢ p-adrenergiczna
aktywacja fosforylazy glikogenu [16] w stanie hypertyreozy (3). Skoro hormony
tarczycy powodujg zwiekszong odpowiedZ serca na katecholoaminy nalezy sie
spodziewaé zmian jakosSciowych i ilosciowych w ufosforylowaniu biatek btony SI.

Tabela 2

Wigzanie DHA przez sarkoleme z serca krdlika. Opracowano na
podstawie (14).

Wiazanie catkowite

Stan hormonalny
pmole DHA/mg

Stata wigzannia

zwierzat . nM
biatka
Eutyreoza 2.6 3,2
Hypertyreoza 3,9 31
Tabela 3

Aktywnosci kinaz biatkowych ekstrahowanych z sarkolemy ko-
marek serca i miesni szkieletowych. Substratem dla kinaz byta
protamina. Aktywnos¢ kinaz w obecnosci cCAMP podano po od-
jeciu warto$ci uzyskanych dla fosforylacji niezaleznej od cAMP.
Opracowano na podstawie [14, 18]

Aktywnos¢ kinaz biatkowych

Stan hormonalny ‘ .
nmolew: P/mg siatka/:o min.

zwierzat

-CAMP + cAMP
Sl z serca
Eutyreoza 75+0,6 18,2+ 15
Hypertyreoza s.2to0.8 9.3+0,4
Sl z miesni szkieletowych
Eutyreoza 6.6 £0,5 14,4+0,4
Hypertyreoza 16,9+0,9 9.4+0,4

Kinazy biatkowe mogg wystepowac¢ w cytosolu komoérkowym jak i wigzaé sie do
bton SI. Stosujac tagodng ekstrakcje Tritonem X-100, enzymy te mozna oddzielié
od bton i mierzy¢ ich aktywnos$ci wobec egzogennego substratu —protaminy (18).
Wyniki takiego doswiadczenia przedstawia tabela 3.

Aktywnos¢ kinaz(y) zaleznych od cAMP jest znacznie nizsza w preparatach Sl
otrzymanych ze zwierzat bedacych w stanie hypertyreozy. Na podstawie tego
wyniku mozna sugerowac, ze tyroksyna rzeczywiscie wptywa na procesy komar-
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kowe regulowane przez cAMP. Jak juz wiadomo hypertyreoza powoduje podwyz-
szenie poziomu cAMP w komdrkach. Ten za$ z kolei powodowac bedzie
wzmozong dysocjacje holoenzymu kinazy. Tak wiec zahamowanie aktywnosci
kinazy A w hypertyreozie moze by¢ pozorne, albowiem najprawdopodobniej
spowodowane jest uwolnieniem podjednostki katalitycznej kinazy z biony do
cytosolu [17]. Natomiast aktywnos$¢ kinaz niezaleznych od cAMP wzrasta w stanie
hypertyreozy. Szczegdlnie wyraznie wida¢ to w preparatach Sl otrzymywanych z
miesni szkieletowych. W chwili obecnej nie jesteSmy w stanie wykazac czy jest to
wynikiem zwiekszenia sie ilosci kinazy w btonie, czyjej aktywacji. Do rozwigzania
tego zadania niezbedne sa bezposrednie badania wykorzystujgce techniki immu-
nologiczne i fotoznakowanie.

Pewne dane dotyczace wptywu tyroksyny na fosforylacje biatek mozna uzyskaé
badajac stopieh wigczenia reszty fosforanowej gamma z czgsteczki ATP do biatek
Sl.

Analiza autoradiogramow preparatow fosforylowanych in vitro niesie za sobg
pewne niebezpieczeAstwo. llos¢ wolnych reszt serynowych lub treoninowych w
peptydach uwarunkowana jest wypadkowa aktywnosci kinaz i fosfataz in situ [19].
Bardzo pomocna jest w takich przypadkach tzw. technika powtérnej fosforylacji
(back phosphorylation). Pokroétce, zasada metody polega na poréwnaniu wydaj-
nosci ufosforylowania danego preparatu nie traktowanego i traktowanego uprzed-
nio fosfatazg biatkowg. R6znica w iloSci wigczonego fosforanu $wiadczy o tym w
jakim stopniu dane biatko byto ufosforylowane in situ.

Tabela 4

Wptyw tyroksyny na zalezng od cAMP fosforylacje pepty-
déw Sl z serca. Opracowano na podstawie [14]. Fosforylacje
biatek bton nie traktowanych fosfatazg przyjeto za 100 %

Stan hormonalny W zrost wigczenia

zwierzat Peptyd fosforanu
%
Eutyreoza 55 169%
45 256%
25 205%
Hypertyreoza 55 341%
45 268%
25 207%

Preparaty SI komérek serca zawierajg szereg peptydow podlegajacych fosfory-
lacji przez kinaze A. Najwydajniej fosforylowane sg peptydy o wzglednej masie
czasteczkowej 55 kDa, 45 kDa i25 kDa [20]. Wptyw tyroksyny na fosforylacje tych
peptydow przedstawiono w tabeli 4. Z danych przedstawionych w tej tabeli wynika,
iz peptyd 55 kDa jest gtownym obiektem fosforylacji w Sl podczas hypertyreo-

zy.
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Obraz endogennej fosforylacji peptydéw SI komorek miesni szkieletowych jest
bardziej ztozony [21]. Hypertyreoza powoduje obnizenie fosforylacji peptydéw 30
kDa i47 kDa. Natomiast bardzo wyraznie podwyzsza sie fosforylacja niezalezna od
CAMP peptydéw 60 kDa i 7 kDa [18].

111. Wptyw tyroksyny na aktywno$¢ pompy wapniowej zaleznej od kalmoduliny

Jednym z dobrze poznanych enzymow w SI, ktérego aktywnos$c¢ reguluje kinaza
A, jest Ca-ATPaza zalezna od kalmoduliny [18, 22, 23]. Kinaza aktywuje te
ATPaze nawet w obecnosci kalmoduliny, a wiec wptyw obu czynnikéw reguluja-
cych aktywnos$¢ ATPazy sumuje sie. Jak wykazujg dane zamieszczone w tabeli 5
hypertyreoza takze powoduje zwiekszenie aktywnosci ATPazy.

Tabela 5

Wplyw tyroksyny na aktywnos$¢ Ca-ATPazy w Sl komoérek serca i mie-
$ni szkieletowych. Opracowano na podstawie [18 i 24],

Stan hormonalny Aktywnosé
zwierzat Umole P/mg biatka/godz.
serce miesnie szkieletowe
Eutyreoza 3,78 6,9
Hypertyreoza 8,46 12,4

Tabela 6

Wplyw defosforylacji i refosforylacji biatek Sl na aktywnos$¢ Ca-ATPa-
zy zaleznej od CaM. Opracowano na podstawie [18]

Stan hormonalny zwierzat
Modyfikacja bton Eutyreoza Hypertyreoza
Umole P/mg biatka/godz.

Bez modyfikacji 6.8 13,5
Defosforylacja 35 6.8
Refosforylacja 6.8 135

Powstaje pytanie wjaki sposéb podanie tyroksyny powoduje ,,ekstra” aktywa-
cje enzymu, skoro aktywnos$¢ ATPazy jest u zwierzat kontrolnych stymulowana
przez CaM ikinaze A? Bezposredni wptyw hormonu na aktywno$¢ ATPazy zostat
wykluczony [18]. Preparaty Sl izolowane z mie$ni zwierzat kontrolnych i z
hypertyreozg nie r6znity sie wrazliwoscig na CaM. Pozostaje pytanie czy aktywacja
ATPazy moze by¢ wynikiem zmian aktywno$ci kinaz biatkowych wywotanych
stanem hypertyreozy.

Ca-ATPaza obecna w preparatach Sljest zwykle w formie petni aktywnej i aby
zademonstrowac jej stymulacje przez kinaze A nalezy btone uprzednio poddaé
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defosforylacji [18, 22]. Proces ten (patrz tabela 6) powoduje znaczne obnizenie
aktywnosci enzymu niezaleznie od tego, czy badano preparat Sl otrzymany ze
zwierzat kontrolnych czy tez otrzymujgcych hormon. Pomimo to roznice w
aktywnos$ci ATPazy pozostajg. Fosforylacja endogenna bton prowadzona w
obecnosci cAMP przywraca wyjsciowe wartoSci aktywnosci ATPazy lecz w
dalszym ciggu pozostaje r6znica wywotana hypertyreoza. Tak wiec tyroksyna nie
wptywa na aktywacje ATPazy przez kinaze A.

Inng mozliwoscigjest zwiekszenie przez tyroksyne liczby aktywnych czgsteczek
ATPazy w btonie SI. Ca-ATPaza zalezna od CaM tworzy w obecnosci ATP i Ca
przejsciowa forme wysokoenergetyczng zwang ufosforylowanym intermediatem.
Rézni sie on od typowych estréw fosfoserynowych tworzonych przez kinazy i
stanowi prawdopodobnie bezwodnik kwasowy utworzony z gamma grupy fosfo-
ranowej ATP i grupy karboksylowej reszty kwasu asparaginowego [25]. Sledzac
tworzenie intermediatu w warunkach zapewniajagcych maksymalna wydajnosé¢
tego procesu [26] mozna wyznaczy¢ ilos¢ aktywnych czgsteczek enzymu. Rycina 1
przedstawia szybkosé tworzenia intermediatu ijego maksymalng ilo$¢ w btonach
SI. Wynika zen, ze preparat Sl otrzymany z mies$ni zwierzat bedacych w stanie
hypertyreozy zawiera wiecej czasteczek ATPazy zdolnych do tworzenia ufosfory-
lowanego intermediatu [27].

10 e
B¢
5F .
B o .
“B
0 5 30 45 60 120

Czas, sekundy

Ryc. 1. Kinetyka tworzenia ufosforylowanego intermediatu Ca-ATPazy zaleznej od CaM w prepara-
tach SI komérek miesni szkieletowych izolowanych ze zwierzat kontrolnych (m) i bedgcych w stanie
hypertyreozy (). Opracowano na podstawie [18, 27].

IV. Uwagi koricowe

Zwigzek pomiedzy poziomem hormonéw tarczycy a wybranymi funkcjami
bton komdrek serca i miesni szkieletowych zaznacza sie wyraznie w warunkach
doswiadczalnej hypertyreozy. Znamienng obserwacjg jest, iz tyroksyna moze
posrednio wplywaé na procesy regulowane przez cAMP i Ca2+, a wiec dwa
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najwazniejsze posredniki wewnatrzkomdrkowe. Przyczyng zwiekszonej wrazli-
wosci komorek na katecholaminy jest podwyzszenie ilosci (3-adrenergicznych
receptoréw. Spowodowany przez to zwiekszony poziom cAMP nieuchronnie
prowadzi do wzmozonej fosforylacji miedzy innymi biatek btonowych. Szczeg6linie
widoczne jest to na przyktadzie peptydu 55 kDa w SI komérek serca. Peptyd ten
moze by¢ identyfikowany jako podjednostka regulatorowa kinazy A typu Il, kt6ra
ulega auto- lub egzofosforylacji [28, 29]. Z kolei fosforylacja tej podjednostki
utatwia dysocjacje podjednostki katalitycznej w obecnosci cAMP [17, 30].
Zwiekszenie ilosci podjednostek katalitycznych w cytosolu moze prowadzi¢ do
zwiekszonej fosforylacji réznych biatek.

Ufosforylowany peptyd 55 kDa moze by¢ takze produktem proteolitycznej
degradacji czasteczki kanatu wapniowego. Masa czgsteczkowa nienaruszonego
kanatu wynosi 170 kDa, a peptyd powstajacy wskutek dziatania wewngtrzkomor-
kowych proteaz faktycznie zawiera miejsce fosforylacji przez kinaze A [31]. Nalezy
podkresli¢, ze fosforylacja czasteczek biatkowych stanowigcych kanaty wapniowe
[32] i kanaty potasowe zalezne odjonéw wapnia [20] katalizowana jest przez enzym
niezwigzany z btong (lub zdysocjowang podjednostke katalityczng enzymu).
Prowadzi to do zwiekszonego naptywu jonéw wapnia do komérki i wptywu jonéw
potasu, a wiec jej depolaryzacji. Natomiast fosforylacja Ca-ATPazy zaleznej od
CaM katalizowana jest przez kinaze A zwigzang z btong i nie podlega modulacji
przez tyroksyne [18, 21, 22]. Natomiast aktywacja pompy jest niewatpliwie
zwigzana z wywotanym przez tyroksyne wzrostem ilosci aktywnych czasteczek
ATPazy w btonach SI. Wydajniejsza, na skutek tego wypompowywania jonéw
wapnia z komorki moze mie¢ duze znaczenie dla skrécenia czasu relaksacji miesni,
a wiec dla przyspieszenia teinpa skurczu. Podobng zalezno$¢ pomiedzy poziomem
hormonéw tarczycy, aktywnosci Na+/ K+ ATPazy i czestoscig skurczu wykazano
jednoznacznie badajgc miesien sercowy [1].

Praca zostata wykonana w ramach problemu badawczego C.P.B.P. 0. 4.01

Artykut otrzymano 15 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 3 stycznia 1989 r.
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I. Wprowadzenie

Badania nad fosforylacjg biatek chloroplastowych datujg sie dopiero od 1977 r.
[1]. Jednakze postep prac w tej dziedzinie jest bardzo szybki. Artykut przegladowy
naten temat, ktéry ukazat sie w 1987 r. w Postepach Biochemii [2] moznajuz dzisiaj
uzupetni¢ o szereg interesujgcych faktow tak, ze moga one staé¢ sie przedmiotem
nowego opracowania.

Il. Substraty kinaz biatkowych w chloroplastach nie wykazujgce wiasciwos'ci
enzymatycznych

W otoczce chloroplastow fosforylacji ulega okoto 10 réznych biatek. Wiekszos¢
z nich znajduje sie w zewnetrznej btonie otaczajgcej organelum [3, 4].

Fosforylacja biatek wystepujacych w btonach tylakoidéw tj. biatek wchodza-
cych wsktad LHC (kompleks chlorofil a/b —biatko, zbierajgcy energie) o masach
czasteczkowych 23 000 i 25 000, nazwanych przez Bennella dubletem biatko-
wym [5] oraz biatka o masie 9 000, zostata ostatnio dobrze scharakteryzowana.
Szczegoblnie duzo uwagi poswiecono biatku o masie 9 000, ze wzgledu na rozbiezne
poglady odnosnie jego roli biologicznej. Poczatkowo utozsamiano je z cytochro-
mami: bses [5, 6] lub bsss [7] albo z proteolipidem wrazliwym na DCCD
(N,N'-dicykloheksylokarbodiimid) [8],wchodzacym w skiad syntetazy ATP. Jed-
nak z pordwnania N-koricowych sekwencji aminokwasowych tych biatek [9—11]
wynika, ze fosforylowane biatko nie moze by¢ utozsamiane z zadnym z nich.
Badania z zastosowaniem detergentow Tritonu X-100 i p-oktyloglukozydu
sugeruja, zejest ono peryferyjnym skitadnikiem kompleksu rozszczepiajgcego wode
[9, 12].

Ostatnio opisano tez zalezng od Swiatta fosforylacje kompleksu rdzeniowego
PS II: biatka o masie czasteczkowej 43 000 i dwdch biatek o masach 32 000,
okreslanych jako DI [12, 13] i D2 [12]. Ich fosforylacja moze regulowac strukture
i/lub funkcje PS Il [12-14].

Pierwszym i na razie jedynym opisanym przyktadem biatka stromy fosforylo-
wanego przez kinaze biatkowg zwigzang z btonami tylakoiddw, jest biatko o masie
12 000. Szczeg6towe badania wykazaty, ze jest ono rozpuszczalnym biatkiem
jedynie w formie ufosforylowanej, zas nieufosforylowane wigze sie z btonami. Jego
fosforylacje hamuje DCMU (patrz punkt IlI). Rola biologiczna tego biatka jest
nieznana [16].

Ponadto wstromie chloroplastow fosforylacji ulega kilka biatek rybosomowych
[14a, 15] oraz enzymatycznych [15].

I11. Kinazy fosforylujgce dublet biatkowy LHCP oraz biatko o masie
czasteczkowej 9 000

Przez pewien czas przedmiotem dyskusji byto, czy dublet LHCP i biatko o
masie czgsteczkowej 9 000 fosforyluje ta sama kinaza biatkowa [17, 18] czy dwie
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odrebne [19]. Fosforylacja obu substratow wykazuje szereg cech wspolnych.
Zarowno w LHCP, jak i w biatku o masie 9 000 fosforylacji ulega reszta(y) treoniny
w poblizu N-konca taficucha polipeptydowego, skierowanego ku stromie [20 —22],
Sekwencje aminokwasowe tych biatek w poblizu miejsca fosforylacji wykazuja
wysoki stopien homologicznosci [20]. Ich fosforylacja jest mozliwa jedynie w
przypadku zredukowania plastochinonu, dzieki przeprowadzeniu reakcji na
Swietle lub w obecnos$ci zwigzkdw umozliwiajgcych jego redukcje [19]. Réwno-
czesnie jednak fosforylacja obu biatek rozni sie szeregiem wiasciwosci:

1 W obecno$ci ATP zwigzki oddziatywujgce z grupami tiolowymi w mniej-
szym stopniu reagujg z LHCP niz z biatkiem o masie czgsteczkowej 9 000 [23].

2. Analog nukleotydéw adeninowych 5'-fluorosulfonylobenzyloadenozyna
(FSBA) [24] hamuje fosforylacje pierwszego z wymienionych biatek w 95%, za$
drugiego tylko w 35% [25].

3. Jony Zn2+ silniej stymulujg fosforylacje LHCP niz biatka o masie 9 000 [26,
27].

4. Fosforylacja obu biatek rézni sie wrazliwos$cig na inhibitory fotosyntetycz-
nego transportu elektronéw np. fosforylacja LHCP jest w przeciwienstwie do
fosforylacji biatka o masie 9 000 wrazliwana DBMIB [14,19] ibardziej wrazliwa na
chlorek kobaltu [19].

5. Dwutlenek wegla (NaHCOs) stymuluje jedynie fosforylacje biatka o masie
9000 (19) (Ryc. 1). Fakty te wskazujg bezsprzecznie na istnienie dwu odrebnych
kinaz biatkowych, jednej fosforylujgcej LHCP, drugiej biatko o masie 9 000.
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Ryc. 1. Zréznicowany wptyw NaHCOs na wydzielanie tlenu (¢) oraz fosforylacje biatka o masie
czasteczkowej 9 000 (m) i LHCP (O) w nienaruszonych chloroplastach szpinaku. Wg Foyer [19],
dzieki uprzejmosci autorki i Biochemical Society Editorial Office.
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Szczegdlnie interesujacg cecha tej ostatniej jest jej wrazliwos$¢ na dwutlenek wegla.
Jest on w fotosyntezie nie tylko substratem karboksylazy RuBP i karboksylazy
PEP, lecz takze jest niezbedny dla fotosyntetycznego transportu elektronéw w
PS II. Jego brak hamuje reakcje Hilla [28]. Stymulacji fosforylacji biatka o masie
czasteczkowej 9 000 towarzyszy zwiekszenie szybkosci wydzielania tlenu przez
chloroplasty. Wydaje sig, ze fosforylacja tego biatka hamuje cykliczny transport
elektronéw w PS |1 [2], dzieki czemu nastepuje zwiekszenie intensywnosci reakcji
Hilla. W przeciwienstwie do roslin chtodoodpornych (np. jeczmien) fosforylacja
LHCP w ro$linach chtodowrazliwych (np. ryz.) jest hamowana przez obnizong
temperature [30]. Ostatnio rozstrzygnieto pomiedzy dwoma mozliwymi wyjasnie-
niami tego zjawiska: hamowaniem aktywnosci kinazy biatkowej a ograniczeniem
dostepnosci jej substratu w niskich temperaturach. Okazato sie bowiem, ze
fosforylacja histonu* w przeciwienstwie do LHCP jest niezalezna od temperatury w
zakresie 5—25°C. Niedostepno$¢ miejsc fosforylacji moze by¢ wynikiem zmian
konformacyjnych polipeptydéow LHCP, zatem ograniczenia dostepnosci substratu
w obnizonej temperaturze [31].

Couglan i Hind [32, 33] wyizolowali z bton tylakoidéw szpinaku kinaze
biatkowa o masie czgsteczkowej 64 000 fosforylujgcg LHCP. Jej nizsza aktywno$é
in vitro niz in vivo moze by¢ wynikiem niekorzystnych modyfikacji biatka
wywotanych dziataniem detergentdw stosowanych w czasie preparatyki [32].
Autorzy potwierdzili wystepowanie opisanego wczesniej [34, 35] biatka o masie
czasteczkowej 25 000 oraz jego aktywno$¢ kinazy biatkowej w reakcji z histonem
[33]. Rdwnoczesnie udowodnili, ze biatko o masie czgsteczkowej 38 000, uwazane
poprzednio tez za kinaze [34, 35] nie tylko nie posiada takiej aktywnosci, lecz z
badan immunologicznych wynika bezsprzecznie, ze jest to oksydoreduktaza
ferredoksyna: NADP+ [33]. Przypisywana jej wczesniej aktywnos$¢ kinazy [34, 35]
wynikata prawdopodobnie z zanieczyszczenia preparatu trudnym do wyizolowa-
nia, nie zidentyfikowanym wtedy, biatkiem o masie czgsteczkowej 64 000. Stanowi
ono bowiem tylko 0,02% wszystkich biatek bton tylakoidéw [33]. Brak kontroli
aktywnosci kinazy biatkowej przez stan oksydoredukcyjny tancucha fotosyntetycz-
nego transportu elektronéw moze wynikaé z nastepujgcej w czasie izolowania
enzymu dysocjacji nie zidentyfikowanej podjednostki regulatorowej wigzgcej
plastochinon [32].

Biatko o0 masie czasteczkowej 50 000, opisywane wcze$niej przez Farchausa i
w s p. [24], uwazane tez za kinaze nie zostalo wyizolowane przez Coughlana i
H inda [32]. Wynikato to prawdopodobnie z opornosci tego biatka na stosowane
w drugim przypadku detergenty. Wymaga to jednak dalszego potwierdzenia
[32].

Podobnie jak w przypadku fosforylacji, rowniez defosforylacja biatek LHCP i
biatka o masie czasteczkowej 9 000, wydaje sie by¢ zalezna od odrebnych
enzymoéw. Wskazujg na to m.in. réznice w wymaganiach wobec kofaktoréw. Dla
defosforylacji LHCP wymagane jest okoto 200-krotnie wieksze stezenie Mg2+ niz

* Histony moga by¢ stosowane jako sztuczne substraty kinaz biatkowych tylakoidéw [26],
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dla biatka o masie 9000. Nie moznajednak wykluczy¢, ze defosforylacje obu biatek
katalizujejedna fosfataza, za$ obserwowane réznice wynikaja z odrebnos$ci sposobu
interakcji roznych substratow zjedng fosfatazg. Defosforylacja opisywanych biatek
przebiega niezaleznie od $wiatta, przy optimum pH okoto 9 [14].

IV. Regulacja rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy fotouktadami
przez fosforylacje biatek

Zmieniajgce sie warunki oSwietlenia roslin sg przyczyng nierbwnomiernosci
wzbudzenia fotouktadow. Silne Swiatto stoneczne jako bardziej krotkofalowe jest
absorbowane gtdwnie przez PS II, za$ stabe oSwietlenie jest lepiej wykorzystywane
przez PS |, absorbujacy dtuzsze fale [36,37]. Przekazywanie energii wzbudzenia do
ograniczajgcego fotouktadu ma istotne znaczenie dla poprawienia wydajnosci
kwantowej fotosyntezy [37,38]. Umozliwia to istnienie precyzyjnego mechanizmu
regulujacego, ktérego podstawg jest fosforylacja biatek bion tylakoidéw: LHCP
oraz wg najnowszej hipotezy Allena i Holmesa [18], rowniez fosforylacja
biatka 0 masie 9 000. Swiatto wzbudzajace gtéwnie PS Il, tj. o dtugoéci fali ponizej
680 nm, sprzyja redukcji puli plastochinonu, aktywujgcego kinazy biatkowe
fosforylujace LHCP zwigzane z lamelami gran oraz biatko o masie czasteczkowej

PSi
PS I e 1
Hiaveios LA T ]
fosforylacja o defosforylacja

odpychanie

e :'::"" t elektrostatyczne
- @
przemieszczanie ,

sie ufosforylowanego
LHC z lameli aran
do lameli stromy

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy odwracalne przemieszczanie sie LHC z lameli gran do lameli stromy
na skutek fosforylacji/defosforylacji biatek dubletu. Wg Andersona [38a], dzieki uprzejmosci
Elsevier Science Publishers.
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9 000 (Ryc. 2). Po fosforylacji czes¢ LHC tzw. ruchliwa pula, przemieszcza sie do
lameli stromy, natomiast biatko o masie 9000 pozostaje w lamelach gran.
Elektrostatyczne odpychanie ufosforylowanych form tych biatek sprzyja prze-
mieszczaniu si¢ LHC do lameli stromy, co zmniejsza mozliwo$¢ przenoszenia
energii pomiedzy centrami PS Il na skutek ograniczenia sprzezenia pomiedzy nimi
[39,40]. W zwigzku z tym zwieksza sie ilo$¢ energii wzbudzenia przekazywanej do
PS | w poréwnaniu z PS Il. Natomiast wzbudzenie gtéwnie PS | na skutek
o$wietlenia chloroplastéw Swiattem bardziej dtugofalowym, o dtugosci przekracza-
jacej 680 nm jest przyczyng utlenienia plastochinonu, zatem defosforylacja LHCP i
biatka 0 masie 9 000. Ruchliwa pula LHC wraca do lameli gran, co zwigksza
sprzezenie pomiedzy centrami PS Il. Dzigki temu nastepuje zwiekszenie ilosci
energii wzbudzenia przekazywanej do PS Il w poréwnaniu z PS | [39, 40].

V. Biatka enzymatyczne fosforylowane w chloroplastach

V-l. Karboksylaza/oksygenaza RuBP

Karboksylaza/oksygenaza RuBP nalezy do biatek najsilniej fosforylowalnych w
stromie chloroplastow [41]. Za reakcje te jest odpowiedzialna kinaza biatkowa
niezalezna od $wiatta, prawdopodobnie rozpuszczalny enzym stromy. Ze wzgledu
na to, ze tylko duza podjednostka enzymu* jest syntetyzowana w chloroplastach,
za$ mata w cytoplazmie, te ostatniag mozna tez wykry¢ jako biatko zwigzane z
otoczkg organelum [4]. Jego fosforylacja moze mie¢ istotne znaczenie dla jej
transportu do wnetrza chloroplastu. Czasteczki karboksylazy/oksygenazy RuBP
zwigzane z otoczkg sg bez watpienia fosforylowane przez kinaze biatkowg
wystepujacg takze w zewnetrznej btonie otaczajacej organelum [4].

Jony Mg2+ stymulujg aktywno$¢ tej kinazy, natomiast ADP jestjej inhibitorem.
W zakresie pH 7—8 jest ona niewrazliwa na zmiany pH [4]. Dla swej aktywnoSci
wymaga fosfolipidéw, jak fosfatydyloseryna i fosfatydylocholina oraz jonéw C a2+
(44). Oprocz matej podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuBP, fosforyluje ona
tez polipeptyd o masie czasteczkowej 24 000 [4]. By¢ moze jest ona identyczna z
opisywanym wczes$niej przez Lina i wsp. [34] biatkiem wykazujacym wias-
nosci kinazy biatkowej.

V-2. Fosfotransferaza ATP: pirogronian, Pi

Fosfotransferaza ATP: pirogronian, Pi jest enzymem roélin typu Gt** i
niektérych gruboszowatych (tzw. sukulenty). Umozliwia ona odtworzenie pierwot-

* Karboksylaza/oksygenaza RuBP ma mase czasteczkowg okoto 560 000 i sktada sie zs duzych
masie 56 000) oraz s matych (o masie 16 000) podjednostek [42, 43].

** Rosliny typu Cs (np. rodzina Graminae) charakteryzujg sie tym, ze pierwszym trwatym
produktem fotosyntezy jest w nich zwigzek czteroweglowy —szczawiooctan. Natomiast w ro$linach
typu Cs (wiekszo$¢ roslin wyzszych) analogiczng role petni zwigzek tréjweglowy —3-fosfoglicerynian.
W zwigzku z tym pierwotnym akceptorem dwutlenku wegla w pierwszej grupie roslin jest fosfoenolo-
pirogronian, za$ w drugiej rybulozo-1,5-hisfosforan [42],
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V-3. Karboksylaza PEP

nego akceptora dwutlenku wegla, PEP. Enzym ulega aktywacji przez fosforylacje.
Modyfikacji tej ulega reszta histydyny w centrum aktywnym biatka. Nastepnie
fosforan jest przenoszony na pirogronian z utworzeniem produktu reakcji.
Jednakze enzym z ufosforylowang histydyng moze zosta¢ zdezaktywowany przez
biatko regulacyjne wykorzystujgce w reakcji fosforylacji ADP [45, 46]. Fosforan z
pozycji P-nukleotydu jest przenoszony na reszte treoniny enzymu. Ponowna
aktywacja enzymu jest mozliwa dzieki dziataniu tego samego biatka regulacyjnego,
w obecnosci fosforanu. Swiatto jako czynnik sprzyjajacy powstawaniu ATP,
kosztem obnizenia poziomu ADP sprzyja aktywacji enzymu, za$ ciemno$¢
dezaktywacji. Regulacja aktywno$ci fosfotransferazy przez fosforylacje/defosfory-
lacje ma szczeg6lny charakterze wzgledu na to, zejest ona zalezna tylko od jednego
biatka regulacyjnego. Wykorzystuje ono ADP jako donor reszt fosforanowych w
procesie inaktywacji enzymu lub powoduje fosforylityczne odszczepienie fosfo-
ranu od nieaktywnego enzymu, co umozliwia katalizowanie reakcji [45].

V-3. Karboksylaza PEP

Karboksylaza PEP, jest enzymem katalizujacym wigzanie dwutlenku wegla w
roslinach typu Ca i gruboszowatych z wytworzeniem szczawiooctanu. Aktywnos$¢
tego biatka ijego wrazliwo$é na efektory zalezy od modyfikowanej przez $wiatto
fosforylacji. Enzym izolowany z ro$lin gruboszowatych przetrzymywanych na
Swietle, jest hamowany przez jabiczan, ale ulega aktywacji pod wplywem
glukozo-s -fosforanu. Natomiast biatko izolowane z roslin rosngcych w ciemnosci
jest niewrazliwe na te zwiazki [47]. Warunki Swietlne nie wptywajg na specyficz-
no$¢ substratowa, ani na ilo$¢ enzymu (badania immunologiczne) [48], moga
natomiast kontrolowaé posttranslacyjng modyfikacje enzymu. Zgodnie z tg
sugestia, stwierdzono specyficzne wobec karboksylazy PEP i zachodzgce jedynie w
ciemnosci, wigczaniez P. Inkubacja preparatu enzymatycznego z roslin rosngcych
w ciemnosci z fosfataza, nadaje mu wrazliwo$¢ na jabtczan [15]. Wyniki te
potwierdzajg znaczenie fosforylacji karboksylazy PEP w regulacji jej aktywnosci
enzymatycznej.

VI. Podsumowanie

Zagadnienie udziatu kinaz biatkowych w regulacji aktywnosci fotosyntetycznej
chloroplastéw pozostaje nadal problemen bardzo aktualnym i kryjgcym wiele
zagadek. Biologiczna rola ostatnio opisanej fosforylacji biatek PS II: DI i D2 oraz
biatka o masie 43 000 jest dopiero w sferze hipotez [12, 13]. Biatko o masie 12 000
zwigzane z btonami tylakoidow lub nie w zaleznosci od stopnia jego fosforylacji nie
zostato utozsamione z zadnym z poznanych do tej pory biatek chloroplastowych
[16]. Niejasne jest tez znaczenie fosforylacji podstawowego enzymu cyklu Calvina
karboksylazy/oksygenazy RuBP, w kazdym raziejej duzej podjednostki [41]. Nie sg
tez zakoniczone prace nad charakterystyka kinaz biatkowych fosforylujacych biatka
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chloroplastowe. Nieliczne sg prace, w ktérych powiodto sie ich wyizolowanie, a
nawet te, ktére poczytujg sobie to za sukces, sg nim tylko potowicznie. Izolowane
kinazy biatkowe charakteryzuja sie bowiem czesto zmiang witasciwosci w poréw-
naniu z wystepujagcymi in vivo (np. utrata zalezno$ci aktywnos$ci od stanu
oksydoredukcyjnego tancucha fotosyntetycznego transportu elektronéw w przy-
padku kinazy biatkowej LHCP [32]). Rozwigzanie tych probleméw przyniosa
niewatpliwie najblizsze lata.

Pragne wyrazi¢ serdeczne podziekowania Panu Prof. Zbigniewowi Kaniudze za zachecanie mnie
do napisania niniejszej pracy oraz cenne uwagi podczas jej przygotowania.

Artykut opracowano w ramach badan nad struktura i funkcja aparatu fotosyntezy ro$lin chtodowraz-
liwych (temat 1.09 w problemie CPBR 05.02).

Artykut otrzymano 15 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 5 stycznia 1989 r.
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Kinazy biatkowe osrodkowego uktadu nerwowego w ontogenezie

Protein Kinases of Central Nervous System during Ontogenesis
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Wykaz stosowanych skrotow: EGF — naskorkowy czynnik wzrostowy, NGF —czynnik wzrostu
nerwéw, cCAMP - cykliczny 3', 5'adenozynomonofosforan, kD - kilodaltony cGMP - cykliczny 3',
5' guanozynomonofosforan, OUN — osrodkowy uktad nerwowy.

. Wstep

Ontogeneza moézgowia, podobnie jak i innych narzagdéw, obejmuje procesy
wzrostu, réznicowania i specjalizacji komorek. Procesy wzrostu i ré6znicowania
wiekszosci komorek zachodzg w zyciu ptodowym [1], natomiast specjalizacja
funkcjonalna komorek, dokonuje sie w ciggu catego zycia osobniczego [2].

* Dr, Zaktad Chemii Fizjologicznej A. M. w Lublinie ul. Lubartowska 85, 20-123 Lublin.
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Zmiany rozwojowe zachodzace pod wptywem Srodowiska zewnetrznego (sen-
sorycznego) okreslamy mianem plastycznosci rozwojowej [2]. Plastyczno$¢ mdzgu
jest bardzo duza we wczesnym okresie zycia i zmniejsza sie wraz z wiekiem. Dla
wielu procesdw rozwojowych jest ona duza tylko we wczesnych, okreslonych
okresach zycia - moéwimy wtedy o okresach krytycznych. Przyjmuje sie, ze
poczatek okresu krytycznego wigze sie z dojrzewaniem okreslonych neuronéw do
ich funkcji, ajego koniec z utrata przez nie plastycznos$ci rozwojowej. Tylko cze$¢
neurondéw zachowuje plastyczno$é w ciggu catego zycia osobniczego, ale dzieki tym
neuronom, mozliwe jest uczenie sie i procesy kompensacyjne po uszkodzeniu
maézgu.

Podkresli¢ nalezy, ze rownolegle z rozwojem wystepuja procesy inwolucyjne.
Neurony i ich wypustki sg produkowane w nadmiarze, a nastepnie znaczna ich
cze$¢ degeneruje sie [1, 2]. W pdZznym okresie zycia procesy inwolucyjne nasilajg
sie, a otepienie starcze jest okresem catlkowitego zatamania sie plastycznosci
neuronéw.

Zarowno rozw06j morfologiczny, jak i specjalizacja funkcjonalna (plastycznos$é
rozwojowa) sg precyzyjnie regulowane miedzy innymi poprzez fosforylacje
réznych biatek. Procesy fosforylacji w mézgu sg znacznie intensywniejsze niz w
innych tkankach [3], poniewaz oprécz og6lno-komoérkowych funkcji regulacyj-
nych, fosforylacja w mézgu zaangazowana jest w specyficzne funkcje neuronow [3,
4], Schematycznie przedstawiono to na Rycinie:

SYGNALY  ZEWNATRZKOMORKOWE

Przekazniki Neurotransmiter, hormon, EGF, NGF, insulina, impuls nerwowy
I-rzedu

SYGNALY WEWNATRZKOMORKOWE

Przekazniki cAMP  cGMP
ll-rzedu kalmodulina ~ fosfolipidy
Kinaz vy
u
Przekazniki Biatkowe substraty Biatkowe substraty
I1l-rzedu ufosforylowane nieufosforylowane
/
Fosfatazy
Przekazniki \ /
IV-rzedu
i dalsze /

ODPOWIEDZ BIOLOGICZNA KOMORKI

Sygnaty zewngtrzkomorkowe, okreslane jako przekazniki | rzedu, bezposred-
nio lub posrednio poprzez cAMP, cGMP, Ca2+ (przekazniki Il rzedu) dziatajg na
kinazy biatkowe, fosforylujagce rézne substraty. W efekcie nastepuje ekspresja
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gendéw, réznicowanie, proliferacja, zmiana aktywnosci enzymoéw, transport akso-
nalny, reorganizacja synaps (plastyczno$¢), wytworzenie impulsu nerwowego [3,4,
5,6, 7]. Te i inne efekty okreslamy mianem odpowiedzi biologicznej komorki.
Wszystkie ogniwa systemu fosforylacji zmieniajg si¢ podczas rozwoju.

W niniejszym artykule przedstawiono ontogenetyczne zmiany aktywnosci
wazniejszych kinaz biatkowych osrodkowego uktadu nerwowego. Kazdy z podroz-
dziatéw poprzedzono krétka charakterystyka omawianych kinaz. Nieco wiecej
uwagi poswiecono kinazom zaleznym od Ca2+ i kalmoduliny, nieomawianym w
innych artykutach tego tomu, natomiast mniej uwagi poswiecono kinazie zaleznej
od cyklicznego AMP, opisanej w Postepach Biochemii w 1987 roku [8].

Zebrany materiat nie wyczerpuje w petni omawianego zagadnienia, pozwoli
jednakze zorientowac sie w zakresie badan i pogladéw na ten temat.

Il. Aktywnos$¢ kinaz biatkowych serynowo/treoninowych

Wsrod kinaz biatkowych serynowo/treoninowych wyrézni¢ mozna, w zalez-
nosci od sposobu aktywacji, kinazy: 1 —zalezne od cyklicznych nukleotydéw, 2 —
zalezne od jonéw wapnia i kalmoduliny, 3 — zalezne od jonéw wapnia i
fosfolipidéw i 4 — o innym lub nieznanym sposobie aktywacji.

Wszystkie enzymy tej grupy przenoszg kornicowg reszte fosforanowg z ATP na
seryne lub (i) treonine biatkowych substratéw. Sekwencja aminokwaséw sasiadu-
jacych z hydroksyaminokwasem bedgcym akceptorem fosforanu jest istotnym [3],
ale nie jedynym czynnikiem determinujacym specyficzno$¢ substratowg, bowiem
niektore miejsca mogg byé fosforylowane przez kilka kinaz, inne wymagajg
enzymu swoistego [5,9,10]. Wszystkie kinazy podlegajg autofosforylacji, ale nie sg
substratami nawzajem dla siebie.

Kinazy wykrywane w mdzgowiu sg specyficznymi formami kinaz wystepuja-
cych w innych tkankach organizmow wyzszych. llosciowo przewazajg kinazy
zalezne od Ca:+ i kalmoduliny, stanowigce 1—2% og06lnej ilosci biatek danego
obszaru [11], natomiast pozostate kinazy stanowig od 0,01 do 0,1% [12, 13].

I1-1. Kinazy zalezne od cyklicznych nukleotydow

W osrodkowym uktadzie nerwowym wystepujg dwie odrebne kinazy zalezne od
cyklicznych nukleotydéw: kinaza A zalezna od cyklicznego AMP i kinaza G
zalezna od cyklicznego GMP.

Kinaza zalezna od cAMP (kinaza A) jest tetramerem (R2C2), wystepujgcym w
dwu odmianach izomerycznych (typ | i typ Il), rézniacych sie podjednostka
regulatorows.

W moézgowiu wystepujg oba izoenzymy [14, 15, 16], ale pod wzgledem
ilosciowym przewaza typ Il, zwany neuronalnym [5, 17]. Podjednostka regulato-
rowa (Rn) kinazy neuronalnej posiada odmienne wtasnos$ci fizykochemiczne od
podjednostki analogicznej Rn wystepujgcej w tkankach nienerwowych [5, 8, 18].
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Kinaza tajest rownomiernie rozmieszczona we wszystkich obszarach mézgowia z
wyrazng lokalizacjg neuronalng [14, 17, 19, 20, 21, 22].

Aktywnos$¢ kinazy A zalezy w duzym stopniu od badanego obszaru i okresu
rozwoju. W okresie postnatalnym nie obserwowano istotnych zmian aktywnosci
kinazy zaleznej od cAMP w surowych preparatach kory mézgowej szczuréw [23],
myszy [24] i ludzi [25]. Istotny wzrost stwierdzano w mdézgu kurczat w okresie
embrionalnym [26], San ecka-Ob acz M., Szyszka R ., (dane niepubliko-
wane) oraz w moézdzku szczura w okresie postnatalnym. W mdézdzku szczura,
najpierw pojawia sie typ I kinazy A, adopiero po 10dniach typ Il, oba typy osiagaja
szczyt aktywnos$ci w tym samym czasie, okoto 25 dnia zycia i w p6zniejszym
okresie poziom kinazy nie zmienia sie [27]. Ponadto obserwowano, w preparatach
wzbogaconych w bilony synaptyczne [28, 29], oraz w homogenatach kory
wzrokowej [30, 31], zalezny od rozwoju wzrost fosforylacji endogennej, stymulo-
wanej przez cykliczny AMP. Wskazuje to na udziat kinazy zaleznej od cAMP oraz
jej biatkowych substratdw w dojrzewaniu (plastycznosci rozwojowej) synaps.

Kinaza zalezna od cyklicznego GMP (kinaza G) jest dimerem. Kazda podjed-
nostka posiada obszar regulatorowy wigzacy 2 czasteczki cGMP i obszar katali-
tyczny. Zwigzanie cGMP wywotuje zmiany konformacyjne w enzymie i ujawnia
wiasciwosci katalityczne. Obie podjednostki potgczone sg trwale przez dwa mostki
siarczkowe [3]. Najwyzsze stezenie kinazy G znaleziono w mézdzku, natomiast
bardzo niskie stezenia w pozostatych obszarach [32, 33].

Dotychczas w mézdzku, opisano tylko jeden fizjologiczny substrat dla kinazy
zaleznej od cGMP, zwany substratem G [3, 5]. Jest to termostabilne, rozpuszczalne
w kwasach biatko o masie 23 kD. Po ufosforylowaniu (2 reszty treoniny), wykazuje
ono wiasnosci inhibitora fosfatazy biatkowej 1i2A [5]. Dwa dalsze substraty kinazy
G, biatko A (90 kD) i biatko B (54 kD), znaleziono w zwojach szyjnych gornych
[34].

Zarowno w mdzdzku [35] jak i w catym mozgu [36] obserwowano wzrost
aktywnosci kinazy G w okresie postnatalnym. Np. w mézdzku nowonarodzonych
szczurOw jej poziom jest niski, wzrasta w okresie od 10 do 25 dnia i u osobnikdw
dorostych pozostaje niezmieniony. Rownolegle do wzrostu aktywnosci kinazy G
wzrasta w moézdzku poziom cyklicznego GMP [37],

Tak wiec, kinazy zalezne od cyklicznych nukleotydéw wykrywano w réznych
okresach ontogenezy. Aktywno$¢ ich wyraZznie ro$nie w okresie intensywnej
synaptogenezy: w mézgu — w okresie prenatalnym, a w mézdzku — w okresie
postnatalnym. U osobnikéw dorostych poziomy obu kinaz nie zmieniaja sie.

Interesujgcym jest, ze w nowotworach moézgu, pojawia sie typ | kinazy zaleznej
od CAMP i wzrasta poziom kinazy zaleznej od cGMP [38].

11-2. Kinazy zalezne od wapnia i kalmoduliny

Z mozgu wyodrebniono 4 kinazy nalezace do tej grupy. Sa to: kinaza lekkiego
tancucha miozyny, kinaza fosforylazy i dwie tzw. kinazy zalezne od wapnia i
kalmoduliny typ | i typ Il. Specyficzne funkcje neuron6w zwigzane sg z
aktywnos$cig dwu ostatnich kinaz.
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Kinaza zalezna od Ca2+ i kalmoduliny typu Ijest monomerem, aktywowanym
przez kompleks kalmodulina-wapn. Jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w
moézgu [39,40,41]. Wykrywano jg we wszystkich strukturach subkomorkowych, a
zwiaszcza w synapsach [42]. Fosforyluje ona te same miejsca w synapsynie (miejsce
1) i w biatku Ill, co kinaza zalezna od cAMP [5, 40, 42].

Kinaza zalezna od Ca2+ i kalmoduliny typu Il jest multimerem, zbudowanym z
podjednostek alfa (a 50 kD) i beta (360 kD). Obie podjednostki wigzg kalmoduline
w obecnosci wapnia [43, 44] i w kompleksie tym wykazuja aktywno$¢é kinazowa
oraz zdolno$¢ do autofosforylacji [43,44,45,46]. Mapy peptydéw otrzymanych w
wyniku ograniczonej proteolizy podjednostek alfa i beta sa rézne, natomiast
monoklonalne przeciwciata wytwarzane przeciwko podjednostkom alfa, rozpo-
znajg rowniez podjednostki beta enzymu, izolowane z tego samego i z rozmaitych
obszarow maézgu [44]. Podjednostki alfa i beta sg zatem biatkami odrebnymi, ale
immunologicznie spokrewnionymi.

Zalezna od wapnia i kalmoduliny kinaza typu Il fosforyluje wiele substratéw
fizjologicznych [11, 43, 45, 47]. W oS$rodkowym uktadzie nerwowym, kinaza ta
wystepuje w znacznym stezeniu i rozmieszczonajest nierbwnomiernie w poszcze-
gblnych obszarach i strukturach subkomdérkowych [11,21, 22]. W catym mdzgu
stanowi ona okoto 1% biatek catkowitych, natomiast w poszczegélnych obszarach
ilos¢ jej waha sie od 0,1% biatek catkowitych w moscie do 1,3% w korze i 2% w
hipokampie [11]. Badania immunocytochemiczne [49] wskazujg na lokalizacje
neuronalng, z duzym zageszczeniem enzymu w potgczeniach synaptycznych
(synaptic junction - SJ) [50], w zageszczeniach postsynaptycznych (postsynaptic
density — PSD) [51, 52], w neuronalnym cytoszkielecie [47, 53, 54], a takze w
jadrze [52].

Enzymy izolowane z réznych czeSci mdzgowia, a takze z réznych struktur
subkomadrkowych wykazujg znaczne réznice w liczbie i proporcji obu podjednos-
tek [21,22,48, 53]. Drastyczne réznice wykazujg izoenzymy kory mézgowe;j (o9 63,
550 kD) (i mo6zdzku (02”8, 615 kD) [44]. Siatkbwka zawiera enzym o0 ciezarze
czgsteczkowym 275 kD, zbudowany tylko z podjednostek alfa [55].

Podjednostki alfa i beta enzymow pochodzacych z r6znych zrodet nie rdznig sie
miedzy soba [44, 56], natomiast poszczeg6lne izoenzymy r6znig sie wptywem
autofosforylacji na aktywnos$é¢ katalityczng. Na przyktad, autofosforylacja enzymu
zsiatkOwki przeksztatca kinaze zalezng od Ca2+ i kalmoduliny w kinaze hamowang
przez wapn i kalmoduling a bardzo aktywna w nieobecnos$ci wapnia [55]. Wplyw
autofosforylacji izoenzymu z kory mézgowej najego aktywno$¢ zalezy od stezenia
ATP [57]. Przy niskim, ale wysycajgcym stezeniu ATP (5[iM) autofosforylacja
powoduje 75% redukcje aktywnosci kinazy, przy czym pozostata aktywnos$é jest w
dalszym ciagu zalezna od wapnia i kalmoduliny. Przy wysokim, ale fizjologicznym
stezeniu ATP (5007iM), przeciwnie — autofosforylacja powoduje konwersje
enzymu do form aktywnych w nieobecnos$ci wapnia i kalmoduliny bez obnizenia
jego aktywnosci [57, 58].

Obserwowane w dojrzatym moézgu ogromne zréznicowanie izoenzymow; ich
nierbwnomierne rozmieszczenie w poszczegdlnych obszarach i strukturach sub-
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komérkowych jest wynikiem dynamicznych zmian zachodzacych w procesie
dojrzewania, gtdwnie we wczesnym okresie postnatalnym [53].

W mézdzku na przyktad, bezposrednio po urodzeniu, poziom podjednostki alfa
jest niski i tylko minimalnie wzrasta w ciggu pierwszego i drugiego tygodnia
odpowiednio w cytosolu i w cytoszkielecie. Natomiast poziom podjednostki beta,
juz wyjsciowo kilkakrotnie wyzszy ro$nie gwattownie, osiggajac szczyt w drugim
tygodniu w cytosolu i w cytoszkielecie, a w czwartym tygodniu wjadrach. W korze
moézgowej iloSciowo przewaza réwniez podjednostka beta, ale poziomy obu
podjednostek wzrastajg proporcjonalnie w ciggu pierwszych 10 dni, po czym
nastepuje gwattowny wzrost stezenia podjednostki alfa —do wartosci maksymal-
nej wdrugim tygodniu w cytosolu, a w trzecim tygodniu w cytoszkielecie ijadrach
[53]. Tak wiec we wczesnym okresie postnatalnym w obu obszarach iloSciowo
przewaza podjednostka beta, a w czasie rozwoju tylko w korze mézgowej nastepuje
odwrocenie tego stosunku.

Zmiane (wzrost) warto$ci stosunku podjednostek alfa do beta podczas rozwoju
obserwowali takze inni badacze [51, 59]. Wyniki te sugerujg wystepowanie w
mézgu réznych form izoenzymow regulowanych w sposdb zalezny od wieku.

Izoenzymy takie zostaly wyizolowane i oczyszczone przez Rostasa i wsp.
[60]. Masa czasteczkowa enzymu izolowanego z kory mozgowej szczuréw 10
dniowych wynosita 500 kD, przy stosunku molowym podjednostek alfa/beta 1:1,
za$ szczuréw dorostych 700 kD i stosunku 3:1.

Ponadto w zageszczeniach postsynaptycznych wystepujg dwie dodatkowe

formy kinazy zaleznej od Ca2+ i kalmoduliny typu Il, ,,aktywna” i ,,nieaktywna”,
réznigce sie zdolnoscig autofosforylacji podjednostek alfa w nich zawartych
[51].

W czasie rozwoju obserwuje sie zmiany rozmieszczenia subkomdrkowego. W
mobzgu osobnikéw nowonarodzonych, poziom kinazy jest czterokrotnie wyzszy w
cytosolu niz we frakcjach sedymentujgcych (particulate), a wraz z wiekiem
stosunek ten odwraca sie [48].

Obserwowane podczas rozwoju moézgu zmiany stymulowanej przez wapn i
kalmoduline kinazy typu Il, sg $cisle zsynchronizowane z synaptogenezg i stanowig
przyktad molekularno-funkcjonalnego dojrzewania synaps.

11-3. Kinazy zalezne od wapnia i fosfolipidéw (kinaza C)

Kinazy zalezne od wapnia i fosfolipidow sg monomerami. Mozna je rozdzieli¢
chromatograficznie, na kolumnie z hydroksyapatytu na trzy izoenzymy: typ 1 (y),
typ Il (pipn) i typ Il (a) [61, 65]. Wszystkie izoenzymy majg podobne ciezary
czasteczkowe (82 kD), posiadajg aktywnos$¢ katalityczng i zdolno$¢ autofosforylacji
w obecnos$ci Ca2" i fosfatydyloseryny lub dioleinianu, oraz wigza estry forbolu [66].
Rdznig sie profilem elucji z hydroksyapatytu, miejscem autofosforylacji (seryna w
typie 1'i Il, seryna i treonina w typie Ill) [62], determinantg antygenowg [62, 64] i
strukturg I-rzedowg [67]. Wystepujg w réznych obszarach osrodkowego uktadu
nerwowego i w réznych frakcjach subkomorkowych.
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Najwyzsze stezenie kinazy typu | obserwowano w mézdzku [61, 63], w
hipokampie i wjadrze migdatowatym [63], typu Il w korze mbézgowej [61, 63] i we
wzgo6rzu [63], za$ typu Il w rdzeniu kregowym [61] i w opuszce wechowej [63].
Analizujac wzajemne proporcje miedzy poszczegbélnymi typami nalezy stwierdzi¢,
ze w badanych obszarach mézgu najwiekszym wahaniom ilosciowym podlegaja
kinazy typu l'i lll. W mo6zdzku na przyktad typ | stanowi 56%, typ Il — 10%; w
rdzeniu kregowym typ | prawie nie wystepuje, a typ Il stanowi ponad 50%. Typ Il
natomiast, rozmieszczony jest prawie rownomiernie we wszystkich obszarach i, z
wyjatkiem mézdzku, stanowi najwyzszy odsetek aktywnos$ci catkowitej.

Badania immunocytochemiczne i autoradiograficzne wskazuja na lokalizacje
neuronalng, gtéwnie w zakonczeniach pre- i postsynaptycznych [68, 69, 70], a w
mézdzku, w komérkach Purkinjego i w ich dendrytach [65, 66].

Kikkawa i wsp. [68] wykazali, ze okoto 1/3 catkowitej aktywnosci zaleznej
od wapnia i fosfolipidéw znajduje sie we frakcji cytosolowej, pozostata czes¢ we
frakcjach sedymentujacych (particulate). Nie znaleziono réznic miedzy enzymami
z obu zrédet [68].

Aktywnos$¢ enzymu i subkomorkowe rozmieszczenie podlega spontanicznym
zmianom zaleznym od stanu komérki. W komaérkach proliferujgcych aktywnos$é
kinazy C jest wysoka i odnajduje sie jg gtownie w ziarnistoSciach, natomiast w
komorkach spoczynkowych aktywno$¢ ta jest nizsza i wystepuje gtdwnie w
cytosolu. [71].

Przejsciowy wzrost poziomu Ca2+ i diglicerydéw w komdrce [72, 73] a takze
estry forbolu [74] przesuwajg kinaze C z cytoplazmy, gdzie jest nieaktywna, do
bton, gdzie moze by¢ aktywowana. Translokacja kinazy C pokrywa sie z
fosforylacjg gtéwnego sktadnika biatkowego bton presynaptycznych, a zarazem
gtébwnego substratu tego enzymu [75, 76, 77] i z wytworzeniem dtugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego (long-term potentiation — LTP). Istniejg przestanki
by sadzié, ze zjawisko to (LTP) odgrywa duzg role w plastycznosci rozwojowej i
pamieciowej neuronéw [76, 77, 78, 79].

Poziom kinazy C w mdzgu zmienia sie w czasie dojrzewania [69,80,81, 82]. W
korze mozgowej, moézdzku i w srédmédzgowiu Swinki morskiej, na 20 dni przed
porodem poziom Kkinazy jest niski i wzrasta nierownomiernie w poszczegdlnych
obszarach. Najwiekszy wzrost obserwowano w korze mdzgowej, nieco mniejszy w
mozdzku; wobu obszarach aktywnos$¢ osigga maksimum okoto 5 dnia po porodzie,
a po dalszych 10 dniach nieco spada. W $r6dmdézgowiu, wzrost jest najmniejszy;
maksymalny poziom osiggany jeszcze przed porodem, a w okresie postnatalnym
obserwuje sie réwniez obnizenie aktywnosci [80],

W mozgu szczuréw wzrost poziomu kinazy C nastepuje nieco pézniej, okoto 30
dnia po porodzie, po czym obniza sie, zachowujagc w okresie dojrzatym 60%
wartosci maksymalnej [69, 81]. Czasowe przesuniecie wystgpienia aktywnosci
maksymalnej w obu grupach badanych zwierzat, odpowiada roznicy czasowej
osiggniecia przez nie maksymalnego ciezaru moézgu [83]. A zatem w obu grupach
zwierzat wzrost poziomu kinazy C przypada na okres synaptogenezy i mieliniza-
cji.
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Interesujgcym jest, ze aktywnos$¢ kinazy C odmywana z frakcji rybosomalnej
KC1 (salt wash), mierzona zaré6wno wobec substratu egzogennego (histonu H3), jak
i substratow endogennych, jest znacznie wyzsza u szczuréw 2 miesiecznych w
poréwnaniu z4 —10 dniowymi. Ponadto, w obu grupach wiekowych, podjednostki
alfa i beta czynnika inicjujgcego 2 (elF-2) fosforylowane sg z r6zng wydajnos$cig. U
dorostych zwierzat obserwuje sie wzrost fosforylacji podjednostki beta zjednoczes-
nym hamowaniem fosforylacji podjednostki alfa [82].

Dotychczas nie ustalono zwigzku miedzy typem kinazy C a jej specyficzng
funkcja w neuronach. Jednakze zgromadzone obserwacje odnos$nie kinazy typu I
(wystepuje tylko w osrodkowym uktadzie nerwowym ito w gérnych jego pietrach,
nie wystepuje w okresie ptodowym, a pojawia sie dopiero po urodzeniu i wzrasta w
okresie postnatalnym) sugeruja, ze wtasnie ona spetnia istotng funkcje w plastycz-
nosci synaps zwigzanej z procesem uczenia sie i pamieci.

11-4. Kinazy o innym lub nieznanym sposobie aktywacji

Oprécz kinaz aktywowanych przez cykliczne nukleotydy i jony wapnia w
madzgu, podobnie jak i w innych tkankach, wystepujg tzw. kinazy niezalezne
(independent). Nazwy tych kinaz pochodzg najczesciej od substratow, na ktére
dziataja. S to np. kinazy kazeinowe, kinazy neurofilamentéw, kinazy zasadowych
biatek mieliny i inne.

Z mobzgu wyodrebniono dwie kinazy kazeinowe; typ | i typ Il [84, 85, 86].
Wykrywano je w roznych frakcjach suBkomdrkowych [82, 85, 86], a poziom ich
aktywnos$ci nie zmienia sie w czasie rozwoju [82], (Sanecka-Obacz M.,
Szyszka R., dane niepublikowane). Wtasnosci fizykochemiczne ispecyficznosé
substratowa kinaz kazeinowych mozgu [87, 88] sa podobne do analogicznych
enzymoOw wystepujacych w innych tkankach [89].

Niezalezne kinazy neurofilamentow, znaleziono w moézgu wotu [90], Swinki
morskiej [91] i szczura [92]. Z egzogennych substratow kinazy te przedkiadajg
kazeine nad histon, ale i kazeina jest stabym akceptorem fosforu [93]. Substratami
naturalnymi sg wszystkie trzy neurofilamenty (NF 200, NF 145, NF 68), a ponadto
cztery inne biatka neurofilamentéw (53, 55, 65, 300 kD), dwa zasadowe biatka
mieliny (18, 21 kD) i dwa biatka cytoszkieletu — kwasne fibrylame biatko gleju
(glial fibrillary acidic protein) i vinetyna (vinetin) [95]. Egzogenny MAP-2, gtéwne
biatko mikrotubul, zwieksza szybkos$¢ fosforylacji neurofilamentow i sam jest
intensywnie fosforylowany przez kinaze ,,niezalezng” [93]. Sugeruje to mozliwos$é
udziatu tej kinazy w fizjologicznym oddziatywaniu mikrotubul i neurofilamentow.
W dostepnej literaturze nie znaleziono danych odnos$nie zmian aktywnosci kinaz
neurofilamentow w ontogenezie.

Zasadowe biatka mieliny (14,17,18,5,21,5 kD) sg substratami dla wielu typéw
kinaz in vitro. Chociaz w mielinie wykazano obecno$é¢ kinazy zaleznej od cAMP
[94], od Ca2+ i kalmoduliny [95], od Ca2+ i fosfolipidow [96], to nie ma pewnosci
czy biatka mieliny sg substratami dla wszystkich tych kinaz réwniez in vivo.
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Cykliczny AMP znacznie obniza fosforylacje zasadowych biatek mieliny oligo-
dendrocytéw w hodowli tkankowej [97].

Aktywnos$¢ kinaz niezaleznych od wapnia i cyklicznych nukleotydéw w
mielinie jest bardzo wysoka [98,99,100]. Biatka mielinowe fosforylowane sgjuz w
oligodendrocytach, a wiec przed utworzeniem ostonek mielinowych [97, 100],
Intensywnos$¢ fosforylacji zasadowych biatek mieliny obniza sie wraz z wiekiem
[101, 102, 103]. We wszystkich badanych okresach rozwoju, fosforylacja seryny
przewyzsza inkorporacje fosforanu do treoniny [103]. Aktywnos$¢ kinaz ,,niezalez-
nych” obserwowano ponadto w potgczeniach synaptycznych (synaptic junction —
SJ) [50], w zageszczeniach postsynaptycznych (postsynaptic density - PSD) [104,
105], we frakcji btonowej [82, 106], we frakcji rybosomalnej [107] i wcytosolu [82,
108]. Poziom aktywnosci kinaz niezaleznych rosnie z wiekiem [82, 107, 108].

W ostatnich latach ukazaty sie doniesienia o wystepowaniu w moézgu kinaz
aktywowanych w inny sposéb niz przez cykliczne nukletydy ijony wapnia. Sa to
kinazy aktywowane przez termostabilne biatka wystepujgce w surowym preparacie
inhibitora kinazy biatkowej [109, 110] oraz biatko S-100 [111, 112]. Poniewaz
naturalne substraty tych kinaz nie sg znane, okre$la sie je roboczo jako kinaza S
[110] i Kkinaza X [111]. Kinaza S — eluowana z DEAE celulozy 0,06 mM
fosforanem potasu, preferuje histon 2B jako substrat, za$ kinaza X, eluowana z
DEAE celulozy 150 mM NacCl, preferuje protamine jako substrat. Jakkolwiek, oba
te enzymy aktywne sajedynie w obecnosci termostabilnego biatka wydaje sie, ze
reaguje ono raczej z substratem niz z enzymem. Kinaza S wykazuje zalezny od
rozwoju wzrost aktywnosci [110].

Z mozgu $winki morskiej wyizolowano i oczyszczono do homogennosci kinaze
biatkowa, aktywowang przez fosforylacje [113]. Metodg elektroforezy na zelu
poliakryloamidowym stwierdzono, ze zawiera ona jedng podjednostke o masie 36
kD. Enzym jest bardzo aktywny wobec biatek zasadowych mieliny i histonéw (HI,
H2A, H2B). Trypsyna catkowicie znosi aktywno$¢ enzymatyczng. W stanie
nieufosforylowanym, kinaza jest nieaktywna, ale staje sie w petni aktywna po
fosforylacji w stosunku molowym 1:1. | odwrotnie, stopniowa defosforylacja
powoduje obnizenie aktywnosci enzymu. Kinetyczne, katalityczne i fizykoche-
miczne wiasnosci enzymu wskazujg, ze jest to enzym odrebny od dotychczas
opisanych [113]. Jedng z jego funkcji moze by¢ fosforylacja biatek mieliny.

I11. Aktywnos$é kinaz biatkowych — tyrozynowych

Zdolno$¢ przenoszenia reszty fosforanowej z ATP na tyrozyne (aktywnos$é
kinazy tyrozynowej) wykazujg biatkowe produkty gendéw wirusowych (pp60l"' ~
homologicznych genéw normalnych komdrek (pp60c a takze receptory bito-
nowe réznych czynnikow wzrostowych [5, 6, 114].

W mozgu, jak i w innych tkankach aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej wykazuja
receptory insuliny [115, 116], epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF) [117]
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oraz innych czynnikéw wzrostowych [118, 119, 120] i neurotransmiterow [5]. A
ostatnio, z mézgu zwierzat dojrzatych wyizolowano i oczyszczono kinaze tyrozy-
nowg (pp60cirf) [121, 122, 123]. Poziom kinazy tyrozynowej w moézgu kregowcow
jest wyzszy niz w innych tkankach nieproliferujacych [124], co sugeruje mozliwo$é
udziatu kinazy tyrozynowej w specyficznych funkcjach komérek neuronalnych
[123, 125, 126].

Rozmieszczenie regionalne aktywnos$ci kinazy tyrozynowej (pp60c jest
podobne do rozmieszczenia kinazy C. Wysokg aktywno$¢ kinazy tyrozynowej
obserwowano w mozdzku, hipokampie i w opuszce wechowej [127, 128]. We
wszystkich obszarach mdzgu aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej zwigzana jest z
sedymentujagcymi frakcjami komdrki [128]. Szczeg6lnie bogata w te kinaze jest
frakcja bton synaptycznych i pecherzykéw synaptycznych [123, 127, 128, 129].

Zgodnie z regionalnym i subkomdrkowym rozmieszczeniem aktywnosci kina-
zy, rozmieszczone sg biatka zawierajgce fosfotyrozyne (substraty endogenne) [127,
128]. W homogenacie calego mézgu, dodatnig reakcje z przeciwciatem dla
fosfotyrozyny dajg biatka w zakresie 26, 38, 87, 96, 114, 135, 164 i 195 kD. Przy
czym stezenie biatka 87 kD jest wysokie w mo6zdzku, a biatek 26, 38 i 96 kD w
btonach i pecherzykach synaptycznych. Biatko 38 kD zidentyfikowane jako
synaptofizyna (synaptophysin), jest gtéwnym skiadnikiem biatkowym pecherzy-
kéw synaptycznych i gtdwnym substratem kinazy tyrozynowej [129].

Manes i wsp. badajgc mozg w réznych etapach rozwoju wykazali, ze
kinaza tyrozynowa pojawia sie w okresie r6znicowania, po czym poziom jej
wzrasta i pozostaje wysoki u osobnikéw dojrzatych [130, 131, 132].

Wysokie stezenie kinazy tyrozynowej w dojrzatym mézgu, a takze regionalne i
subkomadrkowe rozmieszczenie enzymu oraz jego biatkowych substratéw wskazujg
na role fosforylacji tyrozyny w funkcji synaps, takg jak uwalnianie neurotransmi-
terdw (sekrecja) i modulowanie receptoréw btonowych lub kanatéw jonowych.
Potwierdzeniem udziatu kinazy w sekrecji neurotransmiteréw moze by¢ fakt
wystepowania duzego jej stezenia réwniez w ziarnisto$ciach chromochtonnych
(chromaffin granule) [133].

IV. Regulacja aktywnosci kinaz biatkowych

Intensywnos$¢ procesow fosforylacji regulowana jest nie tylko przez ilos¢
enzymu, co wykazano w poprzednich rozdziatach [26,27, 35,36, 53, 80, 110, 130,
131], ale takze przez inne dodatkowe mechanizmy, ktérych doktadne oméwienie
przekracza ramy tego artykutu. Sygnalizujgc najwazniejsze z nich, nalezy wymie-
ni¢ regulacje poprzez: 1-stezenie wihasciwych aktywatoréw cAMP, cGMP, Ca2+,
2-stezenie wiasciwych biatkowych aktywatoréw iinhibitoréw, wtym podjednostek
regulatorowych enzymu, 3-stezenie biatkowych substratéw, 4-autofosforylacje,
5-translokacje, 6-ograniczong proteolize i inne.

Poziom cAMP zalezy od sprawnosci uktadu cyklaza adenilowa/fosfodiesteraza
i podczas rozwoju w mozgu nie ulega zmianie [134], poziom cyklicznego GMP
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wzrasta [37, 134], natomiast odno$nie poziomu wapnia wykazano wszystkie trzy
mozliwosci. W médzgu psa, $Swinki morskiej i cztowieka obserwowano wzrost
poziomu, a w mozgu szczura obnizenie lub niezmienny poziom we wszystkich
badanych okresach (cyt. wg [135]).

Nadmiar podjednostki regulatorowej, obserwowany w niektérych typach
nowotworéw mézgu pozwala na utrzymanie niskiego poziomu aktywnosci kinazy
A przy wzro$cie poziomu cAMP [38].

Odnos$nie stezenia substratbw w mdzgu, podczas ontogenezy najczesciej
obserwuje sie wzrost ilosci biatek specyficznych podlegajacych fosforylacji [3, 30],
chociaz w niektérych obszarach (hipokamp), czy strukturach subkomorkowych
(synapsy) stezenie niektérych biatek ulega obnizeniu [66, 136].

Autofosforylacja kinaz biatkowych moze mie¢ charakter katalizy wewnatrz-
lub miedzyczasteczkowej i wywiera r6zny wptyw na aktywno$¢ katalityczng. Na
przyktad fosforylacja kinazy C, zwieksza powinowactwo do Ca2+ i estréw forbolu
[137], natomiast w przypadku kinazy zaleznej od Ca2+ i kalmoduliny typu Il
eliminuje zalezno$¢ od wapnia i kalmoduliny tworzac formy autonomiczne [55,57,
58]. Aktywno$¢ tych form zalezy od stopnia ufosforylowania, przy czym ATP
dziatajako modulator allosteryczny ijego stezenie determinuje miejsce podlegajace
autofosforylacji [57]. Fosforylacja podjednostki regulatorowej (Rn), uniemozliwia
reasocjacje z podjednostkg katalityczng i zwieksza powinowactwo do cAMP [3, 5,
8]. *

Translokacja nie wywotuje oczywiscie zmian w samym enzymie, ale stwarza
lepsze warunki kontaktu z substratem lub aktywatorem i jest mechanizmem
szczegOlnie waznym dla zjawisk zachodzacych w btonaeh [71, 74].

Ograniczona proteoliza prowadzi do powstania aktywnych form enzymow,
dziatajgcych w nieobecnosci wiasciwych sobie aktywatorow. Proteoliza kinazy C
daje fragment 51 kD zwany kinazg M [58]. Z podjednostki regulatorowej Rn
powstaje fragment 35 kD, wigzacy cAMP, ale nie wigzacy podjednostki katalitycz-
nej. W obu wypadkach nastepuje przedtuzenie dziatania aktywnych form enzy-
mow i ze wzgledu na nieodwracalno$é procesu proteolizy, regulacja poprzez ten
mechanizm moze mie¢ miejsce w zjawiskach dtugo utrzymujacych sie w syna-
psach.

V. Uwagi koncowe

Przedstawiony przeglad informacji odnosnie kinaz biatkowych os$rodkowego
uktadu nerwowego (OUN) w ontogenezie wskazuje, ze w ostatnich latach
dokonano znacznego postepu w tej dziedzinie. Miedzy innymi wykazano, ze
kinazy moézgowe w przewazajacej czesci sa specyficznymi formami kinaz wyste-
pujacych w innych tkankach. Specyficzne kinazy m6zgowe, a zwtaszcza zalezna od
Ca2 i kalmoduliny kinaza typu Il oraz kinaza C, wystepujg w stezeniu 10—100
krotnie wyzszym niz odpowiadajace im formy w tkankach nienerwowych. Kinazy
te wykazujg duzg heterogenno$¢ strukturalng (r6zng budowe podjednostkowa) i
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nierobwnomierne rozmieszczenie (stezenie) w poszczegdlnych obszarach, przy
czym najwyzsze stezenia wystepujg w tzw. gérnych pietrach OUN. Wykrywano je
we wszystkich cze$ciach neuronéw z wyraznym zageszczeniem kinazy zaleznej od
CAMP typu Il'i kinazy C w zakonczeniach presynaptycznych, a zaleznej od Ca2+ i
kalmoduliny kinazy typu Il w zageszczeniach postsynaptycznych.

Wykazano, ze heterogennos¢ strukturalna, rozmieszczenie i stezenie w poszcze-
goInych obszarach mézgu, a takze w réznych czesciach neuronéw regulowane sg w
sposéb zalezny od wieku. W ontogenezie poziom tych kinaz wzrasta, zwlaszcza w
okresie intensywnej synaptogenezy, a ponadto nastepuje przemieszczanie enzy-
mow z frakcji rozpuszczalnej do frakcji zwigzanych z btonami. Stanowi to przykitad
molekularno-funkcjonalnego dojrzewania neuronéw (plastyczno$ci rozwojowej).
Z drugiej strony, ogromna heterogenno$¢ strukturalna kinazy zaleznej od wapnia i
kalmoduliny typu Il, moze stanowi¢ przyktad ,,adaptacji” enzymu do funkcjijakg
ma spetnia¢ w réznych neuronach. Wydaje sie, ze znalezienie specyficznych
substratow dla tych izoenzyméw, pozwoli na zrozumienie wielu aspektéw
synaptycznej transmisji.

Badania takie sa prowadzone w wielu pracowniach i nalezy oczekiwa¢ ze beda
rozszerzone na nowe rodzaje neurondw. Nalezy réwniez oczekiwaé potwierdzenia
powszechnego wystepowania w OUN kinaz nie wykrywanych w tkankach
nienerwowych, a znalezionych dotychczas w mézgowiu pojedynczych gatun-
kow.

Sktadam serdeczne podziekowanie Pani Dr Barbarze Czartoryskiej za cenne uwagi redakcyjne.

Artykut otrzymano 5 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 3 lutego 1989 r.
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EMILIA PALEN*

Fosfatazy fosfoproteinowe

Phosphoprotein phosphatases

Wykaz stosowanych skrétow; kinaza biatkowa A —kinaza zalezna od cyklicznego AM P;GSK-3 -
kinaza fosforylujaca syntaze glikogenu w miejscu 3; PCSh.m.l - fosfatazy stymulowane przez
polikationy: odpowiednio formy: H —ciezka, M —$rednia, L —lekka; DARPP-32 —rozpuszczalne w
kwasie cieptotrwate biatko cytosolowe o masie 32 kDa, ktére w komérkach nerwowych ulega
fosforylacji stymulowanej dopaming i cAMP; pp 60vsc — produkt onkogenu wirusa Rousa;
EGF-receptor — receptor naskérkowego czynnika wzrostowego.

Poziom fosforylacji kazdej fosfoproteiny in vivo zalezy od aktywnosci fosfory-
lujacych je kinaz biatkowych, jak rowniez odpowiednich fosfataz ijest wypadkowg
dziatania tych enzymdw. Fosfatazy fosfoproteinowe, podobnie jak kinazy, stano-
wig istotne ogniwo w mechanizmie regulacji licznych proceséw komérkowych.
Badania ostatnich lat dostarczyty wiele nowych interesujgcych faktéw odnosnie
kinaz biatkowych. Ciagle brak jest wyczerpujacych wiadomos$ci odnoénie fosfataz
fosfoproteinowych. Badania nad fosfatazami fosfoproteinowymi rozpoczety sie od
prac nad metabolizmem glikogenu. Zagadnienie to zostato przedstawione wczes-
niej w Postepach Biochemii [1]. Pierwotnie w pracowni Cohena [2, 3, 4]
wyrozniono dwa typy tych fosfataz: typ 1-preferencyjnie defosforyluje podjed-
nostke p kinazy fosforylazy, typ 2 natomiast -podjednostke a. Ponadto typ 1
hamowany jest przez dwa cieptotrwate biatka okreslone jako inhibitor 1 i 2.
Stwierdzono jednak w cytoplazmie obecnos$¢ czterech aktywnosci fosfatazowych,
defosforylujgcych zaréwno reszty serynowe jak i treoninowe. Przebadano szeroki
asortyment 13 substratow fosfoproteinowych zaangazowanych w metabolizm
glikogenu,w glikolize, glikoneogeneze, synteze kwasoéw ttuszczowych oraz skurcz
miesni, w ktérych 7 rdznych kinaz mogto fosforylowaé 19 reszt serynowych lub
treoninowych. W wyniku tej analizy zidentyfikowano 4 fosfatazy mieszczace sie w
obrebie wspomnianych wyzej dwu typéw. W chwili obecnej podziat ten pozostaje
w dalszym ciggu aktualny. Wiadomosci dotyczace wiasciwosci poszczegélnych
fosfataz zostaly jednak znacznie rozszerzone i pogiebione [4]. Wyizolowano i
oczyszczono do stanu homogennosci podjednostke katalityczng fosfatazy 1. Jej
mase czasteczkowg okreslono na okoto 35 kDa. Stwierdzono, ze fosfataza 1 moze
rébwniez wystepowa¢ w formie przejsciowo nieaktywnej, w postaci kompleksu
podjednostki katalitycznej z inhibitorem 2. Aktywacja tej formy fosfatazy 1

* Dr, Zakfad Biologii Molekularnej, UMCS ul. Akademicka 19, 20—033 Lublin
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[3] FOSFATAZY FOSFOBIALKOWE 365

nastepuje podczas preinkubacji z Mg2+-ATP w obecnosci GSK-3. W mies$niach
szkieletowych dominujgcg formg fosfatazy 1jest kompleks podjednostki katali-
tycznej z podjednostkg G o masie 103 kDa (ang. glycogen —binding subunit), ktéra
jest jej podjednostka regulatorowg [4].

Inhibitory biatkowe 1 [5] oraz 2 [6] z mie$ni szkieletowych krolika zostaty
oczyszczone do stanu homogennosci. Okreslono ich struktury pierwszorzedowe.
Inhibitor 1zawiera 165 aminokwaséw;jego masa czasteczkowa wynosi 18,6 kDa.
Inhibitor 2 0 masie 22,8 kDa zbudowany jest z 203 aminokwaséw. Oba sa biatkami
odpornymi na denaturacje cieplng, nie tracg aktywnos$ci po precypitacji kwasem
trojchlorooctowym, jak réwniez w obecnosci SDS. Dodatkowe podobieAstwa
miedzy tymi biatkami dotycza: niskiej zawarto$ci aminokwaséw hydrofobowych,
braku cysteiny, niskich wspotczynnikéw sedymentacji; nie sa one takze biatkami
globulamymi. Inhibitor 1 hamuje aktywno$¢ fosfatazy typu 1 po uprzedniej
fosforylacji przez kinaze A reszty treoninowej w pozycji 35. Nalezy podkresli¢, ze
taka sama fosforylacja zachodzi in vivo pod wptywem hormondéw dziatajgcych
poprzez powstajgcy cCAMP. Bardzo podobne pod wzgledem struktury i funkcji do
inhibitora ljest biatko DARPP-32, wystepujace obficie wtkance nerwowej. Uwaza
sieje za pewng odmiane inhibitora 1. Biatko DARPP-32 ulega rdwniez fosforylacji
przez kinaze A. Stwierdzono 60% identycznosci w sekwencji obu biatek w regionie
decydujacym o biologicznej aktywnosci inhibitora 1. Inhibitor 2 moze oddziatywaé
na fosfataze 1 w dwojaki sposéb. Przy niskich stezeniach inhibitora (—0,1 nM)
powstaje wspomniany wcze$niej kompleks, ktéry ulega reaktywacji w obecnosci
Mg2+ i ATP oraz kinazy GSK-3. Aktywacja kompleksu nastepuje w wyniku
fosforylacji specyficznej reszty treoninowej w inhibitorze 2. Jest to pierwszy i
jedyny dotad znany przyktad posredniej aktywacji fosfatazy fosfoproteinowej przez
kinaze. Wyzsze (—0,5 nM) stezenia inhibitora 2 prowadzg do nieodwracalnego
zahamowania aktywnos$ci fosfatazy 1, przypuszczalnie w wyniku wigzania inhibi-
tora do dodatkowych miejsc enzymu.

Oprécz wspomnianej wyzej regulacji aktywnosci fosfatazy 1 poprzez fosfory-
lacje i defosforylacje inhibitoréw istnieje mozliwos$¢ bezposredniej jej inaktywaciji.
Stwierdzono, ze in vitro fosfataza 1 ulega fosforylacji przez pp 60vstw obecnosci
Mg2+ i ATP w resztach tyrozynowych [7]. Fosforylacja taka prowadzi do utraty
aktywnoSci fosfatazy 1. Fizjologiczna rola tej fosforylacji nie jest jeszcze doktadnie
okreslona. Wiadomo, ze fosfataza 1jestenzymem defosforylujagcym miedzy innymi
rybosomalne biatko S6 [8]. Jej inaktywacja moze zatem zapewni¢ utrzymywanie
znacznej liczby reszt fosforanowych biatka S6, fosforylowanego przez swoiste
kinazy indukowane przez czynniki wzrostowe i niektére hormony.

Typ 2 fosfataz obejmuje trzy rézniace sie miedzy sobg enzymy: 2A, 2B, 2C.
Fosfataza 2A daje sie rozdzieli¢ chromatograficznie na trzy frakcje. Kazda z nich
posiada identyczng podjednostke katalityczng o masie 36 kDa (C) oraz podjednos-
tki (B) o masach 60 kDa lub 54 —55 kDa. Typ 2A fosfataz fosfoproteinowych
odpowiada fosfatazom PCSh, PCSm, PCSI (ang. polycation — stimulated),
wyizolowanym przez grupe Merlevede [9,10]. Aktywatorami tych fosfataz sg
histon HI, protamina, polilizyna oraz spermina.
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Fosfataza fosfoproteinowa 2B [11] jest aktywowana przez waphn i kalmoduline.
Stwierdzono jej identyczno$¢ z kalcineuryng, ktéra zostata odkryta wczesniej jako
inhibitor fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydéw. Sktada sie z dwu podjednostek:
a-o masie 60-61 kDa oraz p-o masie 15—19 kDa po#gczonych w stosunku 1:1.
Podjednostka a zawiera domene wigzacg kalmoduline; w jej obrebie znajduje sie
centrum katalityczne. Podjednostka p zawiera cztery domeny wigzace Ca2+
homologiczne do regionu wigzacego wapn w kalmodulinie czy troponinie C.
N-koniec podjednostki p jest zablokowany przez kwas mirystynowy. Istniejg
sugestie, ze ta zmiana odgrywa istotng role w interakcji enzymu z substratem lub
btonami. Kalcineuryne wykryto w wielu réznych tkankach i nie jest ona jak
przypuszczano, biatkiem wystepujagcym jedynie w mdzgu. Poczatkowo sgdzono, ze
kalcineuryna posiada waska specyficznos¢ substratowa. Defosforyluje: inhibitor 1,
ufosforylowany przez kinaze A, podjednostke a kinazy fosforylazy oraz tancuch
lekki miozyny. Obecnie wiadomo, ze kalcineuryna defosforyluje rowniez podjed-
nostke regulatorowga zaleznej od cAMP kinazy typu Il. Fosfoproteiny mdzgowe:
DARPP-32, synapsyna, fosforylowane przez rozne kinazy zaréwno w resztach
serynowych jak i treoninowych sg réwniez defosforylowane przez kalcineuryne w
obecnos$ci Ca2+ i kalmoduliny. Kalcineuryna wykazuje rowniez specyficzno$¢ w
stosunku do reszt fosfotyrozynowych, defosforylujac catkowicie receptor naskor-
kowego czynnika wzrostowego ufosforylowany w resztach serynowych ityrozyno-
wych. Wykazuje ponadto wysoka aktywno$é w stosunku do wolnej fosfotyrozyny,
podczas gdy fosfoseryna i fosfotreonina sg defosforylowane w znacznie mniejszym
stopniu. Kalcineuryna jest enzymem wrazliwym najony metali. Jest metaloenzy-
mem zawierajgcym dwa typy mocno zwigzanych kationéw — Zn2+ i Fe3+.
Aktywnos$¢ fosfatazowa kalcineuryny moze by¢ regulowana przez jony: Ni2+,
Mn2+; Co2+ w réznym stopniu w zaleznos$ci od substratu. Nie znany jest jednak
sposOb wigzania tych jonow z enzymem. Kalcineuryna moze wystepowaé w
licznych konformacjach w zaleznos$ci od rodzaju zwiazanego jonu metalu.
Wiasciwos¢ taka stwarza mozliwosc regulacji aktywnosci enzymu w stosunku do
réznych substratow. Fosfataza 2B uwazanajest obecnie za wielofunkcyjng fosfataze
zalezng od wapnia i kalmoduliny. Nie znane sgjednak dotagd mechanizmy regulacji
oraz jej specyficznosci in vivo.

Fosfataza fosfoproteinowa 2C [2, 4] jest enzymem wymagajacym Mg2+. Jej
masa czgsteczkowa wynosi 45 kDa, wystepuje w postaci dimeru. Wykazuje szerokg
specyficzno$¢ substratowg. Ostatnio fosfataza 2C zostata wyizolowana zaréwno z
mies$ni jak i z watroby w postaci izozymdw: 2Ci i 2Ci o masach czasteczkowych
odpowiednio 44 kDa i42 kDa [12]. Obie te formy nie sg wynikiem proteolitycznej
degradacji jednej z nich. Dowodzi tego poréwnanie map fosfopeptydowych obu
izoenzyméw. Fosfataza 2C defosforyluje liczne biatka, ktére sa rdwniez substra-
tami dla fosfatazy 1oraz 2A. Fosfatazy te rdznig sie jednak stopniem zapotrzebo-
wania na jony Mg2+ oraz szybkoscig z jakg defosforylujg poszczeg6lne substra-
ty.

) Omawiane tutaj fosfatazy 2A, 2B i 2C wykrywane sg gtownie w cytoplazmie.
Natomiast 50-60% fosfatazy 1 z mies$ni szkieletowych wystepuje w formie
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skompleksowanej gtéwnie z glikoproteinami, fragmentami retikulum oraz w
mniejszej iloSci z aktyng i miozyng [13]. Istnieje ponadto zr6znicowanie iloSciowe
poszczegblnych fosfataz w zaleznosci od tkanki. W miesniach szkieletowych
dominuje fosfataza 1; fosfatazy 2A i 2C wykrywane sa w znikomych iloSciach.
Najbogatszym zrédiem fosfatazy 2B jest tkanka moézgowa a nastepnie miesnie
szkieletowe [11, 13]. Fosfatazy: 1, 2A i2C izolowane z mig$ni, mézgu, watroby i
tkanki ttuszczowej roznig sie tez znacznie swoistg aktywnoscig [13].

Wyizolowane i oczyszczone zostaty rowniez trzy fosfatazy mitochondrialne
[14, 15]. Ro6znig sie one znacznie, zaréwno strukturg jak roéwniez sposobem
regulacji, od ich cytoplazmatycznych odpowiednikdw. Charakteryzujg sie wysoka
specyficznoscig w stosunku do okreslonych, witasciwych im substratow. Mito-
chondrialna fosfataza dehydrogenazy pirogronianowej o masie 150 kDa [14] sktada
sie z dwu podjednostek: o masach 97 kDa i 50 kDa. Podjednostka wigksza jest
flawoproteing i zawiera jeden mol FAD na czasteczke. Funkcja FAD nie jest
jeszcze okreslona. Centrum katalityczne zlokalizowane jest w obrebie podjednostki
mniejszej wrazliwej na proteolize. Fosfataza ta jest wysoce specyficzna w stosunku
do dehydrogenazy pirogronianowej. Jest niewrazliwa na cytosolowe inhibitory
biatkowe 1 i 2 oraz kalmoduline. Fosfataza dehydrogenazy rozgatezionego
2-ketokwasu (ang. branched-chain 2-oxoacid) wystepuje w dwu formach: o masie
czasteczkowej 460 kDa oraz 230 kDa [14]. Zawiera podjednostke katalityczng o
masie 33 kDa. Nie defosforyluje fosforylazy a, aktywno$¢ jej nie zalezy od
obecnosci jonéw dwuwartosciowych, jest natomiast hamowana przez dwu- i
tréjfosfonukleotydy, podczas gdy monofosfonukleotydy pozostajg bez wplywu.
Wyizolowano réwniez mitochondrialny cieptotrwaty inhibitor biatkowy o masie
33 —36 kDa wysoce specyficzny dla tej fosfatazy. Inhibitor ten nie hamuje
cytosolowych fosfataz 1oraz 2A. Hamujacy wptyw mitochondrialnego inhibitora
biatkowego moze by¢ odwracany przez poliaminy w obecnosci Mg2+. Z mito-
chondriéw nerki wotu wyizolowano réwniez aktywno$¢ fosfatazowg o masie
140- 170 kDa [15]. Fosfataza ta jest niezalezna od jonéw dwuwarto$ciowych,
ulega stymulacji pod wptywem sperminy i wykazuje specyficzno$¢ w stosunku do
dwu wyzej omawianych substratdw dla fosfataz mitochondrialnych. Wykazuje
pewne podobienstwo do fosfatazy 2A.

Fosfatazy fosfoproteinowe mozna tez pogrupowacé ze wzgledu na defosforylo-
wang reszte aminokwasowg w nastepujacy sposob [16]:

a) defosforylujace fosfoseryne/fosfotreonine,

b) defosforylujgce fosfotyrozyne,

c) defosforylujgce fosfotyrozyne i/ lub fosfoseryne,

Do grupy defosforylujacej fosfoseryne/fosfotreonine naleza fosfatazy wczesniej
przedstawione: fosfataza 1, 2A, 2B, 2C. Informacje o fosfatazach specyficznych w
stosunku do fosfotyrozyny sa ciagle niewystarczajgce azeby je klasyfikowac.
Obecnos¢ ich stwierdzono w cytoplazmie jak réwniez we frakcji btonowej, skad
moga by¢ uwalniane w wyniku proteolizy. Jest to interesujgca grupa fosfataz, a ich
lokalizacja w btonach wskazuje na mozliwo$¢ udziatu tych enzymoéw w defosfo-
rylacji receptoréw in vivo [17].
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Ostatnia z wymienionych grup obejmuje ,,kwasne” i ,alkaliczne” fosfatazy,
ktore w Swietle ostatnich badan defosforylujg rdwniez wydajnie substraty biatkowe
[16, 18].

Fosfatazy fosfoproteinowe defosforylujgce reszty serynowo/treoninowe w natu-
ralnych substratach komorek organizméw wyzszych wykazujg optimum aktyw-
nosci w odczynie obojetnym [13]. Fosfatazy fosfotyrozynowe natomiast preferuja
odczyn lekko alkaliczny (pH 8,5—9,0) [19].

Specyficzno$¢ substratowg fosfataz (podobnie jak kinaz), mozna rozpatrywaé
na réznych poziomach [16]. Moze by¢é ona determinowana juz przez kompart-
mentacje subkomdrkowg. Zmiany konformacji substratow moga tez prowadzi¢ do
wyeksponowania badz maskowania specyficznych miejsc rozpoznawanych przez
odpowiednie fosfatazy. O specyficznosci fosfataz moze réwniez decydowaé struk-
tura pierwszorzedowa substratu oraz rodzaj fosfoaminokwasu. Badania specyficz-
nosci fosfataz przy uzyciu odpowiednich fosfopochodnych syntetycznych pepty-
déw podjeto w pracowni Pinny [16]. Ogélne informacje jakie uzyskano mozna
przedstawi¢ nastepujgco:

1. Inne determinanty struktury pierwszorzedowej decydujg o specyficznosci
fosfataz fosfoproteinowych a inne kinaz.

2. Potwierdzita sie generalna zasada, ze fosfatazy fosfoproteinowe sg enzymami
o0 szerszej specyficznosci anizeli kinazy biatkowe.

3. Zaobserwowano, ze w przypadku fosfataz 1i 2A najkrotszym rozpoznawa-
nym fosfopeptydem jest tetrapeptyd z seryng w pozycji drugiej (X-Ser (P)-Y-2);
Swiadczyto to, iz pewne strukturalne wiasciwosci w sgsiedztwie miejsca defosfory-
lacji odgrywajg istotng role.

Badania te [16] doprowadzity do og6lnej konkluzji, ze o specyficznos$ci fosfataz
fosfoproteinowych moga decydowac struktury wyzszych rzedéw, i to zaréwno
substratu jak ienzymu. W przypadku fosfataz fosfoproteinowych, fakt ten wydaje
sie odgrywaé role bardziej istotng anizeli dla kinaz.

Liczba zidentyfikowanych fosfataz fosfoproteinowych jest znikoma w poréw-
naniu z iloscig kinaz. Jednak pozornie matospecyficzne, wielofunkcyjne fosfatazy
fosfoproteinowe sg w stanie zapewnic¢ przeciwwage dla ré6znorodnych proceséw
fosforylacji dzieki ztozonym procesom regulacji. Mechanizm regulacji fosfataz
fosfoproteinowych w dalszym ciggu wymaga badan.

Artykut przygotowano w ramach prac finansowanych przez CPBR 3.13. RB-11-13.

Artykut otrzymano 15 sierpnia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 12 stycznia 1989 r.
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WELODZIMIERZ S. OSTROWSKI*

Mechanizm transfosforylacji w katalizie niespecyficznych
fosfomonoesteraz

Mechanism of transphosphorylation in the reaction catalysed by nonspecific
phosphomonoesterases.

Ortofosforan wystepuje we wszystkich zywych komdrkach. Jego swoiste
wiasnosci chemiczne wykorzystywane sg przez wszystkie organizmy dla wytwa-
rzania zwigzkow o réznej reaktywnosci, stabilnosci i biologicznej funkcji. Dlatego
estry, bezwodniki fosforanowe i potaczenia fosfoamidowe dominuja we wszystkich
ustrojach zywych. Estry fosforanowe sg istotnymi posrednikami w biologicznych
syntezach i w procesach degradacji, posiadajg zasadnicze znaczenie we wszystkich
praktycznie procesach metabolicznych. Czym mozna uzasadni¢ ta dominujaca
role fosforanéw w procesach biologicznych?

Jedng z przyczyn, dla ktérej natura wybrata fosforan do petnienia tak waznych
funkcji biologicznych jest fakt, ze pK| kwasu fosforowego, a takze fosfomono- i
fosfodwuestrow ma warto$¢ ok. 2,0 co powoduje, ze wszystkie zwigzki fosforanowe
w pH fizjologicznym sg zjonizowane [1]. Dzieki temu sg utrzymywane w obrebie
komarki i nie moga swobodnie dyfundowac poprzez btony komdérkowe. ZwiazKki
elektrycznie obojetne posiadaja stosunkowo znaczng rozpuszczalno$é w ttuszczach
i tatwo dyfundujg poprzez btony komdrkowe.

Transport, szybko$¢ przemian oraz efektywnos$¢ metaboliczna fosforanu ijego
pochodnych $cisle zalezy od aktywno$ci miedzy innymi fosfomonohydrolaz,
enzymow, ktére potocznie nazywamy kwasnymi i alkalicznymi fosfatazami. Obie
grupy enzymow posiadajg zdolno$¢ rozszczepiania wigzania fosforanowego
niskodrobinowych estréw, w fosfoproteinach, w oligo- i polinukleotydach (Wzér I).
Stad fosfatazy sgq szeroko rozpowszechnione w Swiecie zywym i wystepujg we
wszystkich organizmach.

/OH
R-C-0- P=0
OH

* Prof. dr med. hab., Instytut Biochemii Lekarskiej Akademii Medycznej im. M. Kopernika, ul.
Kopernika 7, 31-034 Krakow
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Prawie wszystkie niespecyficzne fosfomonoesterazy wykazujg zdolnos¢ prze-
noszenia reszt fosforanowych z substratu na odpowiedni akceptor a zatem
katalizujg reakcje transfosforylacji oprécz reakcji hydrolizy. Natomiast fosfomo-
noesterazy o waskiej specyficznosci substratowej tej wiasciwosci nie posiadajg [2].
Analizujgc wyniki kinetycznych badan nad alkaliczng fosfatazg E. coli, Lazdun-
ski i wsp. [3] przedstawili koncepcje duwetapowej reakcji hydrolizy estrow
fosforanowych Kkatalizowanej przez ten enzym. W pierwszym etapie zachodzi
uwolnienie czesci alkoholowej substratu i utworzenie fosforyloenzymu jako
przejSciowego posrednika, ktéry w drugim etapie reakcji ulega hydrolizie w
obecnosci czasteczki wody lub stosowanego akceptora (Reakcja 1i 2):

RQIIFII
E+S=—>E-S E-P

Reakcja 1. Powstawanie fosforylo-enzymu.

E-P + R'-OH—-E+R'-0-P

Reakcja 2. Przeniesienie ortofosforanu na zewnetrzny akceptor.

Powyzszy schemat reakcji postuluje zatem udziat kowalencyjnego posrednika E-P,
ktéry ulega nastepnie hydrolizie w drugim etapie, co prowadzi do powstania
ortofosforanu wzglednie nowego estru, kiedy akceptorem fosforanu jest alkohol.
Jak to zobaczymy pOzniej zaproponowny schemat reakcji okazat sie stuszny
zardwno w przypadku alkalicznych jak i kwasnych fosfomonoesteraz charaktery-
zujacych sie szeroka swoistoscig substratowa.

W ostatnich latach wiele uwagi poSwieca sie poznaniu mechanizmu katalizy
kwasnych fosfataz, ktére w aspekcie transfosforylacji réznig sie istotnie od
analogicznych enzymow dziatajagcych w pH zasadowym. Jako enzymy modelowe
do badan w tym zakresie wykorzystywano kwasna fosfataze kietk6éw pszenicy,
watroby szczura [4] oraz ludzkiego gruczotu krokowego [5].

W ludzkich tkankach wystepujag kwasne fosfatazy réznigce sie lokalizacja,
wiasciwosciami fizykochemicznymi i katalitycznymi. Sg to kw. fosfataza erytro-
cytow, lizosomalna fosfataza, fosfataza zwigzana z btonami plazmatycznymi oraz
fosfataza prostatowa. Kazdy powyzszy typ kwasnej fosfatazy posiada charaktery-
styczne spektrum izoenzymowe, odmienne wiasciwosci immunologiczne i jest
kodowany przez odrebny gen. Posrod wszystkich fosfataz kwasnych z ludzkich
tkanek tylko fosfataza ze stercza jest enzymem sekrecyjnym, wydzielanym do
ptynu nasiennego. Jest produkowana przez gruczotowe komdrki nabtonkowe i
moze by¢ tatwo wykazana metodami immunohistochemicznymi. Stezenie enzymu
w gruczole krokowym i w ptynie nasiennym jest bardzo wysokie, ok. 1000 razy
wyzsze niz stezenie innych kwasnych fosfataz w pozostatych tkankach ludzkich
[61.
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Kwasna fosfataza ze stercza ludzkiego (PAP), wyosobniona po raz pierwszy w
naszym laboratorium w czystym stanie [7] stata sie przedmiotem licznych studiéw
takze w innych pracowniach, gtéwnie z uwagi na jej praktyczne zastosowanie w
badaniach strukturalnych nad fosfoproteinami i polinukleotydami oraz w Kklinicz-
nej diagnostyce raka gruczotu krokowego. PAP jest typowym biatkiem globula-
mym o0 miernej asymetrii czgsteczki zbudowanym z dwu jednakowych podjednos-
tek powigzanych wigzaniami niekowalencyjnymi [8]. W podjednostce PAP
znajduja sie 382 reszty aminokwasowe oraz 40 reszt cukrowych wchodzgcych w
skiad trzech tancuchéw weglowodanowych zakonczonych resztg kwasu neurami-
nowego (Ryc. 1). Masa czasteczkowa enzymu dimerycznego wynosi 100 kDa. PAP
jest wiec sjaloglikoproteing, przy czym odszczepienie reszt kwasu sjalowego lub
wszystkich tancuchow weglowodanowych nie wplywa w istotny sposob na
aktywnos$¢ katalityczng enzymu, natomiast zmienia sie jego konformacja przez
wzrost formy helikalnej czasteczki biatka.

S
-+ T L et
H_*+ 'y Aktywne centrum o
4 e
N-Arg - -
BEL v

~4=—=4= tancuchy weglowodanowe

Ryc. 1. Schematyczny obraz dimerycznej czasteczki kwasnej fosfatazy stercza ludzkiego; linie
przekreslone oznaczajg fancuchy oligosacharydowe.

W naszych badaniach nad reakcjg transfosforylacji istotne byto poznanie
sekwencji poszczegolnych etapdw w procesie przeniesienia fosforanu z substratu na
stosowny akceptor i w przypadku powstawania kowalencyjnego intemrediatu E-P,
wyodrebienie go. 11o$¢ przeniesionego fosforanu mozna m.in. okre$li¢ na podstawie
réznicy uwolnionego nieograniczanego fosforanu i czesci alkoholowej substratu
podczas jego hydrolizy w obecnosci zewnetrznego akceptora fosforanu. W
przypadku, kiedy nie zachodzi proces transforylacji, ilo§¢ Pi i uwolnionego
alkoholu w réznych czasach inkubacji enzymu z substratem i akceptorem winna
by¢ taka sama. Jednak w naszych doswiadczeniach z p-nitrofenylofosforanem jako
substratem i etanolem jako akceptorem Pi, ilos¢ p-nitrofenolu uwalnianego
podczas reakcji byta systematycznie wyzsza niz ilos¢ uwalnianego do roztworu
Pi (Rys. 2). Stwierdzono takze, ze zakres transfosforylacji nie zalezy od rodzaju
donora fosforanu, natomiast w istotny sposéb zalezy od przejmujgcego fosforan
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Ryc. 2. Analiza produktéw reakcji kwasnej fosfatazy stercza ludzkiego podczas inkubacji enzymu z
p-nitrofenylofosforanem (p-NP) jako substratem i etanolem jako zewnetrznym akceptorem fosforanu.
Et-P, fosforan etanolu [5].

alkoholu. llos¢ przeniesionego fosforanu osiggata warto$¢ ok. 80% w przypadku
réznych glikoli jako akceptorow i obserwowano zazwyczaj wzrost ilosci przenie-
sionego Pi wraz ze wzrostem ilosci atomow wegla w czasteczce alkoholu. Powyzsze
obserwacje mozna interpretowac, ze podczas reakcji tworzy sie kowalencyjny
intermediat E-P, niezaleznie jaki substrat jest donorem Pi. Je$li ufosforylowany
enzym jest posrednikiem w procesie katalizy to, jesli w srodowisku reakcji znajduje
sie oprécz wody inny akceptor fosforanu, stosunek reakcji transfosforylacji do
hydrolizy powinien by¢ niezalezny od uzytego w reakcji substratu. Dla przesle-
dzenia tej zaleznosci, PAP inkubowano z r6znymi substratami znakowanymi 1P,
oraz z etanolem i etanoloaming jako akceptorami. Produkty fosforylacji analizo-
wano za pomocg chromatografii jonowymiennej w analizatorze aminokwasow,
dzieki czemu etylofosforan wzglednie O-fosforyloetanoloamina mogty by¢ catko-
wicie oddzielone od nadmiaru substratu i nieograniczonego fosforanu. Analize
produktow reakcji przeprowadzono po osiggnieciu statego stosunku reakcji
transfosforylacji do reakcji hydrolizy (tj. ilosci ufosforylowanego akceptora do
shydrolizowanego substratu), co osiggano po czasie 30 —60 min. Z tabeli 1widac,
ze w przypadku etanolu stosunek ten wynosi ok. 0,25, a w przypadku etanolaminy
0,044 niezaleznie od uzytego substratu. Staty stosunek alkohololizy do hydrolizy
sugeruje, ze w reakcji bierze udziat wspdélny intermediat i ze grupa chemicznie
réznych substratow daje takie same wyniki zakceptorami (etanol, etanoloamina) o
catkowicie rdéznej wydajnosci reakcji transfosforylacji. Z powyzszych danych
wynika réwniez, ze PAP dyskryminuje wode jako akceptor fosforanu, gdyz zakres
transfosforylacji jest stosunkowo wysoki mimo, ze woda wielokrotnie przewyzsza
molarne stezenie akceptora w $rodowisku reakcji. Wskazywato to réwniez na
hydrofobowy charakter aktywnego centrum PAP, o czym bedzie mowa pézniej.

Celem wykazania udziatu posrednika E-P w reakcji katalitycznej PAP podjeto
szereg prob nad chemiczng modyfikacjg enzymu oraz jego fosforylacjg w odmien-
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Tabela 1

Przeniesienie fosforanu na etanol i etanoloamine. Stosunek molowy reakcji
transfosforylacji do hydrolizy w obecnosci etanolu i etanoloaminy jako ze-
wnetrznych akceptoréw po 30 min. inkubacji w 37°C [5],

Stosunek
Substrat
Etanol Etanoloamina

Fosforan p-nitrofenolu 0.30 0.044
Fosforan fenolu 0.26 0.044
3'-UMP 0.27 —
3-AMP 0.30 0.046
R-Glicerofosforan 0.23 0.041

$rednia 0.27 0.044

nych warunkach niz to czyniono w przypadku alkalicznych fosfataz. Z szeregu
doswiadczen przeprowadzonych w naszej pracowni oraz w innych mozna byto
wnosi¢, ze takie aminokwasy jak tyrozyna, tryptofan, cysteina, lizyna i seryna nie
biorg bezposredniego udziatu w mechanizmie katalizy. Inaktywacja PAP przez
dziatanie monochlorku jodu wzglednie N-bromobursztynimidu byta zwigzana z
modyfikacjg reszt tyrozynowych i tryptofanowych [9, 10], lecz te aminokwasy
przypuszczalnie raczej tworzg $srodowisko hydrofobowe woko6t aktywnego cen-
trum, dzieki czemu moze tworzy¢ sie tatwiej kompleks enzym-substrat, natomiast
nie biorg bezposredniego udziatu w reakcji katalitycznej. Traktowanie PAP JC1 lub
N-bromobursztynimidem prowadzito takze do modyfikacji reszt histydynowych,
co sugerowato ew. udziat tego aminokwasu w katalitycznej reakcji enzymu. Przeto
w dalszych naszych pracach nad strukturg aktywnego centrum PAP skoncentro-
wano uwage nad rolg tego aminokwasu w mechanizmie reakcji.

Najpierw podjeto badania nad fotooksydacjag enzymu w obecnosci biekitu
metylenowego irézu bengalskiegojako uczulaczy. Oba barwniki w stezeniu ok. 0.1
mg/ml przy naswietleniu powodowaty nieodwracalng inaktywacje PAP. Obecnos¢
substratu lub kompetytywnego inhibitora chronita enzym przed inaktywacja.
Przebieg fotooksydacji w zaleznosci od pH wykazywat charakterystyczne zatama-
nie krzywej przy pH ok. 6.0, (Ryc. 3) co jest zgodne z warto$cig pKA 6.5 reszt
histydylowych znajdowang w innych biatkach [11]. Analiza sktadu aminokwaso-
wego fotolitycznie zmodyfikowanego enzymu wskazywata jednoznacznie, ze
gtéwnie reszty histydynowe ulegaty w tych warunkach modyfikacji, $rednio 19
reszt na mol biatka enzymu. Podobne wyniki uzyskano kiedy PAP inkubowano z
dwuetylopyrokarbonianem w roztworze o pH 6.0. Charakterystyczna zmiana
widma przy 242 nm karbetoksylowanego enzymu wskazywata na modyfikacje
reszt histydynowych, ktérej towarzyszyt rownolegty spadek aktywnosci katalitycz-
nej.

Dalszym potwierdzeniem istotnej funkcji reszt histydynowych w reakcji
katalitycznej PAP bylo dziatanie Zelazianu na aktywno$¢ enzymu. Zelazian,
K2Fe04 jest strukturalnym analogiem ortofosforanu i rownoczesnie silnie dziata-
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Ryc. 3. Przebieg fotooksydacji kwasnej fosfatazy stercza ludzkiego w zaleznos$ci od pH [11], w obecnosci
rozu bengalskiego (kotka jasne) i btekitu metylowego (kétka ciemne).

jacym utleniaczem reszt aminokwasowych zaangazowanych w wigzanie substratu
z enzymem [12]. Potraktowanie PAP Zzelazianem przy pH 5.0 prowadzito do
natychmiastowej i nieodwracalnej utraty aktywnosci enzymu. Inaktywacji towa-
rzyszyta modyfikacja dwdch reszt histydynowych, czterech lizynowych i czterech
metioninowych. Utlenienie reszt histydynowych byto blokowane przez molibde-
nian jako kompetytywny inhibitor, podczas gdy pozostate aminokwasy byty
ochraniane tylko czesciowo (lizyna) wzglednie, jak w przypadku metioniny, wptyw
inhibitora jest niewidoczny (Tab. 2).
Tabela 2
Utlenianie PAP zelazianem potasu. Poréwnanie sktadu aminokwasowego PAP przed i po ut-

lenieniu zelazianem, w obecnosci i nieobecnosci inhibitora kompetytywnego [12].

Enzym utleniony
zelazianem w obecnosci
molibdenianu

Enzym utleniony

Aminokw Enzym natywn . .
okwas y ywny zelazianem

11o$¢ reszt aminokwasowych na mol PAP

Metionina 19.7 15.3 15.8
Lizyna 44.3 40.3 42.0
Histydyna 28.0 26.2 27.8

Celem potwierdzenia powyzszych obserwacji wskazujacych na istotny udziat
reszt histydynowych w Kkatalitycznej funkcji PAP, enzym fosforylowano w
srodowisku alkalicznym za pomocg [3P]-p-nitrofenylofosforanu a nastepnie
hydrolizowano w roztworze 3 M KOH [13]. W srodowisku kwasnym szybkos$é
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defosforylacji przewyzsza znacznie szybkosci fosforylacji enzymu, przeto fosfory-
loenzym w takich warunkach nie daje sie uchwyci¢. Alkaliczny hydrolizat
fosforyloenzymu rozdzielano na kolumnie z Dowex 1X 8 i wydzielony radioak-
tywny produkt zidentyfikowano jako 3-fosfohistydyne.

Z doSwiadczen z radioaktywnym substratem wynikajg nastepujgce stwierdze-
nia:

a) Fosforylacja enzymu zachodzi tylko w $rodowisku zasadowym, przy pH 8,0
lub wyzszym i fosforyloenzym mozna wyizolowa¢ po zatrzymaniu reakcji za
pomocg roztworu silnie alkalicznego.

b) W powyzszych warunkach ok. 1 mol 3P wigze sie z 1 molem enzymu. (Tab.
3).

¢) Po hydrolizie [12P]-enzymu w 3 M KOH, jedynym radioaktywnym amino-
kwasem, ktéry mozna wykry¢ i wyizolowac jest fosfohistydyna.

Tabela 3

Fosforylacja PAP w zaleznosci od pH. Inkorpora-
cja 32P do PAP po inkubacji enzymu z p-nitrofe-
nylo-[3P]-fosforanem, przy pH 7.5 oraz pH 85
[131.

3P wbudowany

pH (moli/mol enzymu)
7.5 0.60
85 0.71

Mc Tigue i van E1len [14] wykazali, ze cykloheksanedion modyfikuje
reszty arginylowe PAP i kiedy dwie grupy argininy na czasteczke dimeru sg
zablokowane, enzym traci catkowicie aktywnos$¢ katalityczng. Autorzy sugerujg
przeto, ze, podobnie jak i w przypadku alkalicznej fosfatazy wyosobnionej z
réznych zrédet, pozytywnie natadowane reszty arginylowe stanowig miejsce
wigzania negatywnie natadowanych grup fosforanowych czasteczki substratu.
Tego typu oddziatywania elektrostatyczne ulegajg aktywacji w Srodowisku o
nizszej statej dielektrycznej, co obserwowano przy badaniu aktywnosci PAP w
obecnosci rozpuszczalnikdw organicznych [15]. Biorgc powyzsze dane pod uwage

przebieg reakcji katalizowanej przez PAP mozna przedstawi¢ nastepujgco (Reak-
cja 3):

0 R-OH 0
E¥R-0-POIH " E*P -0 -RNE-P"E- POHI
0- K2 0-1c

e*h2pod

Reakcja 3. Schemat fosforylacji enzymu i przeniesienia fosforanu na czasteczke wody.
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Jonizacje kompleksu E.S mozna rozpoznaé z przebiegu zaleznosci log/V/Km/ i
pH na skutek wyraZznego zagiecia krzywej przy pH 6.0. Zalezno$¢ warto$ci Km i
Vimaxod pH dla r6znych substratéw takze przemawia za udziatem grup zjonizowa-
nych w tworzeniu kompleksu enzym-substrat, stad wystepowanie fosfohistydylo-
enzymu jako posrednika reakcji dobrze ttlumaczy nastepujacy schemat reakcji
(Reakcja 4):

Biatko Biatko Biatko
I A 11111111z ZI

o By

@ +H,0
20,p-n n-h® * « 203p-fl N*H_H—gﬁ'N NH
\s NS P07 N

jonizacja deprotonacja protonacja

Reakcja 4. Schemat udziatu histydyny w reakcji transfosforylacji.

Poniewaz jedynymi ugrupowaniami zdolnymi do jonizacji zaréwno w czastecz-
kach substratow, jak i kompetytywnych inhibitoréw PAP (L/+/-winian, nieorga-
niczny fosforan, molibdenian) sg atomy tlenu, wszystko wskazuje na to, ze
poczatkowa interakcja enzymu i substratu jest zwigzana z oddziatywaniem
atoméw tlenu w czesci fosforanowej substratu z odpowiednio pozytywnymi
grupami aktywnego centrum enzymu. Przy pH 5.0, optimum dziatania PAP, obie
grupy OH organicznego estru fosforanowego, dla ktérych wartosci pK wynoszg
odpowiednio 1.9 i 5.4 prawdopodobnie uczestniczg w reakcji substratu z powierz-
chnig aktywnego centrum enzymu tworzac kompleks Michaelisa, jak to schema-
tycznie przedstawia powyzszy schemat reakcji. Interakcja enzymu z substratem
poprzez oddziatywania elektrostatyczne prowadzi do powstania kompleksu,
ktérego stata dysocjacji wynosi Ks. Kompleks enzym-substrat ulega przeksztatce-
niu w reakcji k2, w ktérej alkohol R-OH (lub fenol) zostaje uwolniony i powstaje
kowalencyjny posrednik N-fosfo-histydylo-enzym. Ten z kolei w obecnosci
czasteczki wody lub stosowanego akceptora w reakcji k3 przeksztatca sie w
niekowalencyjny kompleks enzym-Pi, co ostatecznie prowadzi do uwolnieniajonu
fosforanowego lub ufosforylowanego akceptora i regeneracji wolnego enzymu. W
reakcji k2 reszta histydyny aktywnego centrum enzymu jest odpowiedzialna za
nukleofilny atak na atom fosforu czasteczki substratu, co jak wspomniano,
prowadzi do uwolnienia czesci alkoholowej substratu i wytworzenia kowalencyj-
nego posrednika fosforylo-enzymu. Tak wiec mechanizm reakcji katalizowanej
przez PAP ma charakter reakcji SN2 (podwojnego przemieszczania) gdyz elektro-
statyczne ugrupowanie czasteczki substratu jest odszczepiane z nastepujacym
utworzeniem kowalencyjnego wigzania pomiedzy atomem P i N reszty histydy-
nowej enzymu. Z kolei uprotonowana fosfohistydyna ulega rozktadowi na skutek
nukleofilnego ataku czgsteczki wody. Silnie nukleofilny charakter PAP ttumaczy w
pewnym zakresie szeroka specyficzno$¢ enzymu w stosunku do rodnika R
substratu.



[9_' TRANSFORYLACIJE f>RZEZ FOSFOMONOESTERAZY 379

Z powyzszym zagadnieniem wigze sie takze zmiana konfiguracji atomu fosforu
podczas reakcji transfosforylacji. Saini i wsp. [16] rozwiazali ten problem
stosujgc znakowanie tlenu fosforanowej czesci czasteczki substratu réznymi
izotopami tlenu, tj. 160, ' O i IsO. Z ich badan wynika, ze atom fosforu podczas
reakcji katalitycznej podlega parzystej iloSci przemieszczen, z réwnoczesnym
odwrdceniem, co oznacza dwukrotne odwrdcenie atomu P i utworzenie pojedyn-
czego posrednika P-E. Zatem przy catkowitym przebiegu reakcji atom fosforu
zachowuje ostatecznie wyjsciowg konfiguracje.

PAP defosforyluje wszystkie znane nukleotydy, jakkolwiek z r6zng szybkoscia.
Najszybciej defosforyluje pirymidynowe nukleotydy, przy czym dezoksy- sg
defosforylowane szybciej niz rybonukleotydy oraz 3'-fosfonukleozydy szybciej niz
5'-fosfonukleozydy [17]. Poniewaz nukleotydy wystepuja w konformacji anti i syn
istotnym byto sprawdzenie zachowania si¢ enzymu w stosunku do obu form
konformacyjnych nukleotydéw. W tym celu uzyto 5'-fosfonukleozydéw puryno-
wych i ich pochodnych jako substratéw. Z badan tych wynika, ze PAP nie
rozpoznaje konformacji anti i syn i obie formy izomeryczne nukleotydéw sg
defosforylowane jednakowo aktywnie [18].

Jak wspomniano wcze$niej przy omawianiu wiasnosci transfosforylacyjnej, w
obecnosci zewnetrznego akceptora fosforanu, PAP dyskryminuje w znacznym
stopniu wode mimo molamej przewagi tego odbiorcy rodnika fosforanowego w
srodowisku reakcji. Wskazywato to na hydrofobowy charakter powierzchni
czasteczki w poblizu aktywnego centrum enzymu. Celem wykazania centrow
hydrofobowych w PAP zastosowano sondy hydrofobowe, kwas I-anilino-8-
naftalenosulfonowy (ANS) oraz zielen indocyaninowg (ING) w stosowanych
warunkach [19]. Interakcje enzymu z wymienionymi substratami mozna $ledzi¢
przez wzrost natezenia fluorescencji i przesuniecia maksimum widma emisyjnego
(ANS), wzglednie przez zmiane absorpcji przy 780 nm(ING). W obu przypadkach
enzym byt hamowany kompetytywnie, przy czym charakter kompetytywny

5A

Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie przypuszczalnej struktury aktywnego centrum kwasnej fosfatazy
stercza ludzkiego. Pola zakreskowane oznaczajg regiony hydrofobowe.

12*
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hamowania obserwowano zaréwno w stosunku do substratéw jak i kompetytyw-
nych inhibitorow, tj. winianu, fluorku i molibdenianu. Na podstawie analizy
krzywych Scatcharda ustalono, ze enzym posiada dwa odrebne centra hydrofo-
bowe na powierzchni czasteczki biatka, jedno o wartosci k§ = 6.7 X 10'6M idrugie
o wartosci K§ = 1.0 X 105 M. Stanowia one jeden z elementéw strukturalnych
mikrosrodowiska otaczajgcego aktywne centrum, ktérego obraz wytania sie z
licznych badan kinetycznych, spektralnych i réznych danych fizykochemicz-
nych.

Fragment polipeptydu stanowigcy aktywne centrum posiada konformacje
helikalng z silnie pozytywnym tadunkiem pochodzacym od reszty argininowej.
tadunek pozytywny dominuje w zakresie pH 4.6 —5.0, tj. w punkcie izoelektrycz-
nym i optymalnej aktywnos$ci enzymu. Przy tym pH PAP wykazuje réwniez
najwyzsza termostabilnos¢. W poblizu reszty argininowej zlokalizowany jest
pierscien imidazylowy histydyny, (Ryc. 4) ktéry, jak wykazano, petni zasadnicza
funkcje w mechanizmie reakcji katalitycznej. Obraz struktury aktywnego centrum
PAP uzupetniajg dwa regiony hydrofobowe o réznej sile wigzania zlokalizowane w
poblizu aktywnego centrum, ktore petnig istotng role przy witasciwym dopasowa-
niu sie czesci rodnikowej substratu z aktywnym centrum enzymu.

Artykut otrzymano 30 czerwca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 3 stycznia 1989 r.
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GRAZYNA MUSZYNSKA*

Rozdziat fosfoprotein na unieruchomionych jonach zelazowych

Separation of phosphoproteins on gel-immobilized ferric chelate

Spis tresci:

I. Chromatografia powinowactwa na unieruchomionych jonach metali, wprowadzenie
I1. Powinowactwo biatek do unieruchomionych dwuwartosciowych jonéw metali
111. Powinowactwo biatek do unieruchomionych jonéw zelazowych
111-1. Selektywny rozdziat enzymatycznie fosforylowanych form biatek
111-2. Zro6znicowany rozdziat fosfoprotein z komplekséw lipidowo-biatkowych
111-3. Mozliwo$¢ izolacji fosfoprotein i kwaséw nukleinowych zhomogenatéw tkanek zwierzecych i
roslinnych
111-4. Oddziatywania odpowiedzialne za wigzanie biatek z unieruchomionymi jonami zelazo-
wymi
IV. Uwagi koncowe

Contents:

I. Immobilized metal affinity chromatography

I1. Affinity of proteins to immobilized divalent metal ions

I11. Affinity of proteins to gel-immobilized ferric chelate
I11-1. Selective separation of enzymatically phosphorylated proteins
I111-2.Differential separation of phosphoproteins from lipoprotein complexes
111-3. Possibility of isolation phoshoproteins and nucleic acids from crude extracts of animal and

plant tissues

111-4. Interactions responsible for binding of proteins on gel- immobilized feroic chelate

IV. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrétéw: IMAC - chromatografia powinowactwa na unieruchomionych
jonach metalu, IDA — kwas iminodwuoctowy, TED —tris (karboksymetyl) etylenodwuamina.

I. Chromatografia powinowactwa na unieruchomionych jonach metali (IMAC)
Metale grupy przejsciowej tworzg wzglednie trwate kompleksy z niektérymi

wolnymi aminokwasami oraz ich reaktywnymi ugrupowaniami w biatkach [1].

* Doc. dr hab., Zaktad Biochemii Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36,
02-532 Warszawa.
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Wykorzystujac te whasciwosci Porath i wsp. [2] opracowali technike chroma-
tograficznego rozdziatu zaréwno biatek jak i innych makroczasteczek. Zasadg tej
metody jest unieruchomienie okreslonego jonu metalu na nierozpuszczalnym
podtozu poprzez zwigzek chelatujagcy metal. Metoda ta zostata nazwana [3]
chromatografia powinowactwa* na unieruchomionych jonach metalu (z ang.
Immobilized Metal Affinity Chromatography — IMAC). Warunki, ktérych
spetnienie jest niezbedne do prawidtowej adsorpcji biatek na IMAC sg nastepuja-
ce:

— wiasciwy, obojetny, hydrofilny, trwaty nosnik;

— odpowiednia metoda aktywacji nosnika;

— stabilne i selektywne ligandy wigzace jony metalu;

— mozliwo$¢ odwracalnego kompleksowania biatek z unieruchomionymi
jonami metalu w warunkach uniemozliwiajgcych ich oddysocjowanie z nos$ni-
ka;

— czeSciowa lub catkowita eliminacja przeszk6d przestrzennych w oddziaty-
waniach jonéw metalu z biatkiem [4, 5].

Najczesciej stosowang matryca w chromatografii powinowactwa, podobnie jak
w s3gczeniu na zelu, jest paciorkowa agaroza i syntetyczne polisacharydowe
pochodne typu Sephadex i Sepharose [6, 7]. Porowato$¢ tych matryc umozliwia
tworzenie otwartej, usieciowanej struktury. Ten typ zelu, o wystarczajgco duzej
porowatosci, ogranicza w wysokim stopniu tworzenie przeszkdd przestrzennych w
oddziatywaniach miedzy aktywnym ligandem a biopolimerem.

Jedyng dotychczas znang metodg aktywacji ztoza do unieruchamiania jondw
metali jest aktywacja epichlorohydryng [3]. Zaktywowana matryca umozliwia
taczenie chelatujgcych adsorbentéw. Dwa nastepujgce adsorbenty, uprzednio
zwigzane z tancuchem bocznym odstepnika (z ang. spacer), znalazty praktyczne
zastosowanie:

— iminodwuoctano-Sepharose 6B (IDA-Sepharose 6B); oraz

— tris (karboksymetyl) etylenodwuamino-Sepharose 6B (TED-Sepharose
6B).

Hipotetyczng strukture unieruchomionych komplekséw metali zadsorbentami
typu IDA i TED ilustruje wzor Ii Il

W porownaniu z IDA-zelem, TED-zel tworzy bardziej stabilne kompleksy z
jonami metali, anizeli z biatkami. Prawdopodobnie, w TED-zelu tylko jedno
miejsce wigzania jest dostepne dla biatka. TED-zel wigze metale praktycznie
nieodwracalnie, natomiast IDA-zel tworzy z metalem kompleksy odwracalne.
IDA-zel zawierajgcy unieruchomiony jon metalu wykazuje zdolno$¢ wigzania
znacznie wiekszej ilosci biatek, niz TED-zel, poniewaz prawdopodobnie w tym

** Powinowactwo jest unikalng wiasciwoscig biologiczng makroczasteczek, polegajaca na selek-
tywnym rozpoznawaniu i oddziatywaniu z innymi ugrupowaniami. Oddziatywania te moga by¢
fizyczne i chemiczne, uczestnicza w nich sity van der Waalsa oraz wigzania jonowe, hydrofobowe i
wodorowe. Powinowactwo chromatograficzne jest powszechnie stosowang technikg oczyszczania
makroczasteczek a szczegdlnie biatek. Technika ta wykorzystuje odwracalne oddziatywania makro-
czasteczek z innymi czasteczkami.
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zelu sg dostepne trzy miejsca wigzania biatek. Z tego powodu dotychczas jedynie
IDA-zel znalazt powszechne zastosowanie w technikach rozdziatu biatek i jest
dostepny handlowo w firmach Pharmacia (,,Chelating-Sepharose”) i Pierce
(,,Immobilized Iminodiacetic Acid”).

I1. Powinowactwo biatek do unieruchomionych dwuwartosciowych jonéw metali

Przewazajgca wiekszos$¢ zastosowan IMAC dotyczy oczyszczania biatek na
unieruchomionych dwuwarto$ciowych jonach metali (Zn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+) [1,
8]. Do 1986r. oczyszczono tg technikg ponad 200 biatek, niektore z nich o wysokim
stopniu oczyszczenia otrzymano przy zastosowaniu tylko IMAC. Jednakze,
zastosowanie IMAC nie ogranicza si¢ do oczyszczania biatek. Sulkowski i
wsp. [8,9,10] wykorzystali unieruchomione jony jako komplementarng sonde do
badania rozmieszczenia reaktywnych ugrupowan na powierzchni biatek. Powyzsze
badania wykazaty, ze za taczenie z unieruchomionymi jonami metalu sg, w
przewazajgcej mierze, odpowiedzialne pierscienie imidazolowe histydyny. Zna-
lazto to bezposrednie potwierdzenie w wynikach badan nad oddziatywaniem
unieruchomionych jonéw metali z dwiema resztami histydyny w centrum
aktywnym apokarboksypeptydazy A [11].

Odmiennym zastosowaniem jest ,odwrotna” (z ang. ,reversed”) IMAC gdzie
metal jest strukturalnym komponentem biatek [12]. Metal w metaloproteinach
wykazuje zréznicowane powinowactwo do wyzej opisanych unieruchomionych
chelatoréw. Rycina 1 obrazuje mozliwos¢ interakcji biatek z IDA- i TED-zelem
zaréwno zawierajacych jony metalu jak i wolnych od tych jonéw (Ryc. 1). Wolny
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ZEL BIALKO

/ Ryc. 1 Schemat obrazujacy: A - typowe wigzanie biatek z
metalem unieruchomionym na IDA-zelu; B - wigzanie biatek
z metalem unieruchomionym na TED-zelu; C - oddziatywa-
nie metaloprotein z TED-zelem nie zawierajacym jonow
metali, w wyniku ktérego metal zostaje przekazany z biatka do
zelu; D —oddziatywanie apoprotein z metalem zwigzanym na
IDA-zelu, w wyniku ktérego metal zostaje przekazany z zelu
do biatka. Strzatki wskazujg kierunek przekazywania jon6w
metalu.

od jonéw metalu TED-zel silnie chelatuje jony metali. Muszynska i wsp.
[11, 13] wykorzystali to powinowactwo do chromatograficznego usuwania jonow
cynku z centrum aktywnego metaloenzymoéw. Natomiast wolne od jonéw metali
metaloproteiny mogga ,,odbiera¢” metal unieruchomiony na IDA-zelu [12, 14].

I1l. Powinowactwo biatek do unieruchomionych jonéw zelazowych

Porath i Bele w [12] wykazali, ze adsorpcja biatek na unieruchomionych
jonach metali jest wysoce zalezna od pH. Jon zelazowy silnie wigze biatka w
roztworach o niskiej sile jonowej i lekko kwasnym $rodowisku (pH okoto 5).
Dlatego tez, w tych warunkach Fe3+-adsorbent moze wykazywa¢ wiasciwosci
jonowymienne. Przypuszczenie to uzyskato potwierdzenie doswiadczalne. Biatka
nieufosforylowane, o bardzo niskich punktach izoelektrycznych nie wigzg sie w pH
6 z unieruchomionymi jonami zelazowymi, podczas gdy biatka lekko kwasne o
pi >4 wigzg sie ze ztozem. Bialka zasadowe zwigzane z Fe3+-IDA-agarose w pH 6,
moga by¢ eluowane ze ztoza gradientem NaCl i pH [14, 15].

W przeciwienstwie do dwuwartosciowych jonéw Zn2+, Co2+, Ni2" i Cu2+ —
jony zelazowe tworzg stabe wigzania koordynacyjne z parg elektronéw atomow
azotu, natomiast silnie kompleksujg z tlenem. W tym przypadku mozliwa jest
interakcja miedzy Fe3+ a tlenem grupy fosforanowej. | tak dane literaturowe
wykazaly, ze stata wigzania fosfoseryny do Fe3+ jest powyzej 101 [16]. Z tego
powodu wydawato sie celowym wykorzystanie Fe3+-zelu jako adsorbentu do
rozdziatu biatek ufosforylowanych. | tak wstepne badania wykazaty [17], ze
albumina zjaja kurzego (ovoalbumina) i pepsyna po chromatografii na kolumnie z
unieruchomionymijonami zelazowymi (Fe3+ —IDA-zel) rozdzielajg sie na frakcje
réznigce sie zawartoscig fosforu.
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111-1. Selektywny rozdziat enzymatycznie fosforylowalnych form biatek

Celem okreslenia wptywu ilosci reszt fosforanowych w biatkach na ich wigzanie
przez unieruchomione jony zelazowe podjeto badania modelowe. W tych bada-
niach uzyto dwa biatka: histon H2a i foswityne, biatka krancowo rdézniace sie
stopniem fosforylacji [18]. Foswityna, najbardziej ufosforylowana ze znanych
dotychczas biatek, jest ztozona z okoto 220 aminokwaséw, z ktérych ponad potowe
stanowi fosfoseryna [19, 20]. Fosfowityna z z6ttka jaja kurzego silnie wigze sie w
Felf -IDA-ztozem. Defosforylacja foswityny alkaliczng fosfatazg zmienia zasad-
niczo obraz elucji. Najsilniej zdefosforylowane frakcje foswityny wymywaja sie z
kolumny przy znacznie nizszych warto$ciach pH. Wyniki te potwierdzity uprzed-
nie przypuszczenia, ze sita wigzania fosfobiatek ze ztozem jest skorelowana z ich
zawartoscig fosforu, co najmniej w zakresie 5-33 moli PO4mol biatka (Tabela 1).
Do bardziej szczeg6towej charakterystyki wigzania grup fosforanowych z Fe3+
-IDA-ztozem, wybrano biatko o znanej strukturze, w ktérym fosforylacja jest
ograniczona do pojedyAczych reszt aminokwasowych. W histonie H2a jest

Tabela 1
Desorpcja biatek z Fe3+-IDA-ztoza
Lp. biatko Hlosc grup fosforano- Warunki desorpcji Pismiennictwo
wych w czasteczce biatka

1 Ovoalbumina 0 pH 5,0 [17]
2. . 11*> pH 6,3
3, Y 21%> pH 6,7
4. Pepsyna 0 pH 5,0 [17]
5. 1 pH 5,0+ 20mM

Foswityna po defosfo- NaH2P 04

rylacji
6 fr. 1 5 pH 6,0 [18]
7. fr. 2 8 pH 8,0
8. fr. 3 33 pH 8,9
9. Histon H2a o> pH 7,2 [18]
10. . 145> pH 8,0
11. ” 14> pH 7,2+ 25mM

fosfoseryna

12. , fr. 1 0,9*’ pH 7,2-f0,4M MgCI2
13. , fr.2 19> pH 7,2+ 0,75M MgCL
14.  Heksozodifosfataza 0*» pH 8,2 [22]
15. 8,0* pH 8,2+ 0,38M MgCL

Biatka z siewek

kukurydzy

16. fr. 1 12,7%%* pH 6,8 [29]
17. fr. 2 46,2%*>*> pH 8,0
18. fr. 3 81,1%*)*) pH 9+ IM MgCI2

*>warto$ci pochodza z przeliczenia zawarto$ci fosforu oznaczanego spektrofotometrycznie (Lp. 1—8,16- 18) lub poprzez po-
miar radioaktywnosci enzymatycznie fosforylowanych biatek w obecnosci x 3P ATP (Lp. 9—15;.
** przeliczono na c. cz. 67.000. Jest to gtéwna frakcja biatek w preparacie z siewek kukurydzy.
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fosforylowana seryna 18 i/lub seryna 19 przez kinaze biatkowga zalezng od cAMP,
w obecnos$ci ATP jako donora fosforu [18,21]. Fosforylacja 1—2 reszt serynowych
histonu zwieksza site wiazania zmodyfikowanego biatka ze ztozem, czego efektem
jest koniecznos$¢ uzycia eluentu o wyzszym pH (z pH 7,2 do pH 8,0) (Tabela 1).
Ufosforylowalne biatka mozna eluowaé ze ztoza po wprowadzeniu do buforu
fosfoseryny lub chlorku magnezu. Elucja histonéw w obecnosci jondw magnezo-
wych umozliwita otrzymanie dwu frakcji (fr. 1 i fr. 2) r6znigcych sie stopniem
fosforylacji, a takze iloSciowy rozdziat enzymatycznie ufosforylowanej formy
heksozodifosfatazy (EC 3.1.3.11) od enzymu niezmodyfikowanego (Tabela 1).

Fosforylacja reguluje aktywno$¢ zaréwno heksozodifosfatazy [23] jak i wielu
innych enzymoéw [24]. Odwracalne zmiany w aktywnosci enzymoéw powodowane
przez specyficzne procesy fosforylacji sg trudne do $ledzenia z powodu obecnosci w
materiale fosfataz i proteaz degradujgcych fosfoproteiny. Dlatego tez, prosta i
szybka metoda rozdziatu ufosforylowalnych form enzymdéw moze by¢ precyzyj-
nym narzedziem w poznaniu rolijaka petnig poszczeg6lne fosfoenzymy w regulacji
metabolizmu.

I11-2. Zr6znicowany rozdziat fosfoprotein z komplekséw lipidowobiatkowych

Rozdziat biatek modelowych na zelu zawierajagcym schelatowane jony zelaza
zasugerowat mozliwos$¢ izolowania fosfoprotein bezposrednio pochodzacych ze
zrddet biologicznych.

Szczego6lnie waznym wydawato sie podjecie proby frakcjonowania sktadnikow
btonowych sktadajacych sie z lipo- i fosfoprotein. Lipowiteliny, zasadniczy
sktadnik granuli z6ttka [25], sg sferycznymi czgsteczkami o m. cz. okoto 400 000
[26]. Skiadajg sie one z okoto 80% biatka , 12% fosfolipidow i 8% lipidéw
obojetnych [25]. Lipowiteliny jaja kurzego, a mianowicie a- i P-lipowiteliny majg
bardzo podobny sktad aminokwasowy i lipidowy, a rdznig sie jedynie zawartos$cig
fosforu; a-lipowiteliny zawierajg okoto 0,5% P04, za$ p-lipowiteliny o potowe
mniej fosforu [25]. Dlatego tez, frakcja lipowitelin z z6ttka jaja kurzego wydawata
sie odpowiednim materiatem do badar oddziatywan z unieruchomionymijonami
zelazowymi. Lipowiteliny silnie wigzg sie z Fe3+-IDA-agarozg. Wigzanie to jest
znacznie silniejsze anizeli nalezatloby sie spodziewa¢ z zawartosci fosforu w
porownaniu z foswityng. Lipowiteliny w odréznieniu od foswityny, tylko
czeSciowo wymywaja sie z Fe3+-IDA-ztoza elucjg w roztworze o wysokim pH w
obecnosci IM NaCl. Swiadczy to, ze nie tylko oddziatywania metal-fosfor sa
odpowiedzialne za wigzanie sie ze ztozem [27]. Dlatego wiec, w celu ograniczenia
oddziatywan biatko-adsorbent zastosowano matryce TED blokujacg wieksza ilos¢
wigzan unieruchomionego metalu (patrz wzor 1). R6znice w oddziatywaniach
lipowitelin z Fe3+-IDA- i Fe3+-TED-agarozg obrazuje tabela 2. W obecnosci IM
NaCl lipowiteliny wymywane sg z Fe3+-TED-zelu przy pH 7 w pojedynczym,
symetrycznym szczycie. Dodatek jondw magnezu do buforu wymywajacego
powoduje rozdziat materiatu na dwie frakcje znacznie r6znigce sie zawartoscia
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Tabela 2

Poréwnanie desorpcji fosfoprotein z zéttka jaja kurzego z Fe3+IDA-ztoza i z

Fe3+-TED-ztoza (27, zmodyfikowane)

pH desorpcji odzysk biatka %

Biatko
Fe3+-IDA-zel Fe3+-TED-zel Fe3+-IDA-zel Fe3+-TED-zel
Foswityna 8,6 6,1 100 100
Lipowiteliny > 8,9 7,0 17 100

Préby nanoszono na kolumne w buforze o pH 5,7 zawierajacym IM NaCl. Do elucji biatek stosowano liniowy gradient
pFl (5,7—8,9) w obecnosci 1M NacCl.

0280 pH
10r 2 1 80
A x
II “ /
) \ f
470
05
4 6.0
—f —K — —X
0 ,‘0"'°~o-,---u---o -——== L "
20 40 60 80 96

ml  eluatu
Ryc. 2 Profile elucji lipowitelin z Fe3+-TED-zelu w gradiencie pH (x) przy uzyciu buforu zawierajagcego
IM NacCl (linia przerywana O) oraz IM MgCI2(linia ciggta ).
Tabela 3

Zawarto$¢ fosforu w tipowitelinach wymywanych z Fe3+-TED-zelu roztworem
zawierajagcym wzrastajgce stezenia jonéw magnezowych

Stezenie MgCI2(M)
w eluowanej frakcji lipowitelin

% grup fosforanowych
w tipowitelinach

0,20 1,0
0,50 25
0,62 6.1
0,66 9.8

fosforu (Rycina 2). Elucje lipowitelin o wyzszym stopniu ufosforylowania mozna
uzyskaé stosujac eluent zawierajgcy jony magnezowe w wyzszym stezeniu.
Tabela 3 przedstawia zalezno$¢ miedzy wymaganym stezeniem MgCl2a stopniem
fosforylacji eluowanych biatek.
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111-3. Mozliwo$¢ izolowania fosfoprotein i kwaséw nukleinowych z homogcnantéw tkanek zwierzecych i
roélinnych

Do izolowania okresSlonych biatek konieczne sg duze ilosci wyjsciowego
materiatu biologicznego. W tym celu zalecane jest stosowanie wydajnych etapow
oczyszczania biatek. Jednymi z najbardziej zdumiewajgcych witasciwosci kolumn z
unieruchomionymi jonami zelazowymi jest zarowno ich preferencyjnie selek-
tywna zdolno$¢ wigzania fosfoprotein jak i ich wysoka pojemno$¢ wiazania.
Wiasciwosci te zaczyna sie wykorzystywaé¢ do wyodrebniania ufosforylowanych
biatek nawet z surowych nieoczyszczonych preparatéw biatkowych. Wiekszos$¢
nieufosforylowanych biatek mozna rozdziela¢ na kolumnach z unieruchomionymi
jonami zelazowymi stosujgc wzrastajacy gradient pH (w zakresie pH 6,0 —7,5),
desorpcja fosfobiatek jest mozliwa w roztworze o wyzszym pH i po zastosowaniu
biospecyficznej elucji. Zastosowanie tej procedury umozliwito ostatnio bezpos$red-
nie wyizolowanie ufosforylowanej formy heksozodifosfatazy z hepatocytéw [28],
oraz fosfoprotein z homogenatéw siewek kukurydzy (Tabela 1). Chromatogra-
ficzne frakcjonowanie homogenatu siewek kukurydzy wykazato, ze we frakcji nie
zwigzanej z unieruchomionymi jonami zelazowymi — eluowanej w buforze
réwnowazacym (pH 6,0) - znajduja sie zaréwno biatka jak i kwasy nukleinowe
[29]. Mozna przypuszczaé, ze frakcja ta zawiera kompleks RNA-biatko (RNP), co
jednak nie zostato jeszcze potwierdzone eksperymentalnie. Jednakze, wydaje sie, ze
ztoze Fe3+-IDA mozna bedzie prawdopodobnie wykorzysta¢ do szybkiego i
wydajnego oddzielania kwasow nukleinowych od biatek jak réwniez do ewentual-
nej izolacji komplekséw RNP. Do eluowania frakcji nieufosforylowanych biatek
roslinnych, stosowano roztwory o pH 6,8 natomiast dwie frakcje fosfoprotein
(stanowigce okoto 12% ogO6lnej ilosci biatka) eluowano w roztworze o pH 8 i w
roztworze o pH 9 zawierajgcym chlorek magnezu. Frakcje fosfoprotein wymywang
w roztworze o pH 9 zawierajacym Mg2’ cechuje prawie dwukrotnie wyzsza ilo$é
grup fosforanowych w poréwnaniu z frakcja eluowang w roztworze o pH 8. Chociaz
przeliczenia ilosci grup fosforanowych obecnych w czasteczce biatka majg
charakter szacunkowy (patrz wyjasnienie w Tabeli 1), rozdziat fosfoprotein
roslinnych jest kolejnym dowodem wysokiej zdolnosci rozdzielczej ztoza z
unieruchomionymijonami zelazowymi, gdzie zasadniczym czynnikiem odpowie-
dzialnym za rozdziat jest zawarto$¢ ufosforylowanych reszt aminokwasowych w
biatku. Stwarza to nowe mozliwosci metodyczne $ledzenia dynamiki oraz zmian
ilosciowych i jakoSciowych zachodzacych w procesie fosforylacji/defosforylacji
biatek.

111-4. Oddziaty wania odpowiedzialne za wigzanie biatek z unieruchomionymi jonami zelazowymi

Desorpcja biatek ze ztoza z unieruchomionymijonami zelazowymi dostarczyta
danych wskazujgcych, ze oddziatywania Fe3* z grupg fosforanowg biatek mozna
sklasyfikowa¢ jako powinowactwo. Wigzanie fosfoprotein z unieruchomionym
ligandem jest znacznie silniejsze anizeli typowe wigzanie jonowymienne.

Klasycznym sposobem elucji biatek ze ztoza jonowymiennego jest stosowanie
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eluentbw o wzrastajacej sile jonowej. Rozdziat fosfoprotein na kolumnach
zawierajacych unieruchomione jony zelazowe przeprowadzano w obecnosci 0,5M
KCL [22, 29] lub IM NaCl [18, 27]. Te stezenia soli uniemozliwialy tworzenie
typowych wigzan jonowymiennych miedzy biatkami a unieruchomionym ligan-
dem. Przekonywujacym przyktadem Swiadczacym o powinowactwie jondw zelaza
do fosfoprotein jest desorpcja histonu z kolumny Fe3+-IDA-zel. Nieiifosforylo-
wany histon wymywa sie ze ztoza w pH 7,2. Po fosforylacji 1-2 resztserynowych w
czasteczce tego biatka nawet zwiekszenie stezenia chlorku sodu do 4M nie
wystarcza do elucji [18]. O selektywnym powinowactwie ufosforylowanych biatek
do unieruchomionych jonow zelaza $wiadczy efektywno$¢ zastosowania biospecy-
ficznej elucji. Obecnos$¢ w eluencie fosforanu lub fosfoseryny umozliwia desorpcje
fosfoprotein ze ztoza. IloSciowa elucja ufosforylowanego histonu z Fe3+-IDA-zelu
przez 25 mM fosfoseryne w pH 7,2, bezposrednio wskazuje na specyficznos$¢
interakcji miedzy fosfobiatkiem a adsorbentem powinowactwa (z ang. ,affinity
adsorbent”).

Zakladajac, ze podczas fosforylacji tworzy sie kompleks pomiedzy jonami Mg2+
a grupami fosforanowymi, logicznym byto zastosowanie eluentu zawierajgcego
jony tego metalu do specyficznej elucji fosfoprotein. Wyniki zawarte w tabeli 1,
dotyczace rozdziatu ufosforylowanych biatek z Fe3+-IDA-zelu Swiadczg, ze jony
magnezowe sg niezwykle istotnym sktadnikiem eluentu, ich obecno$¢ umozliwia
rozdziat nawet mono- i dwufosfopochodnych histonéw oraz lipowitelin na frakcje
rézniace sie zawartoscia fosforu.

Przedstawione wyniki wyraznie wskazujg na specyficzno$¢ interakcji miedzy
fosfoproteinami i unieruchomionymi jonami zelazowymi. Jest faktem dobrze
znanym, Ze jony magnezowe tworzg kompleksy chelatujgce z grupami fosforano-
wymi. Mg2+ i Fe'f majg podobny promien jonowy i oba te metale posiadajg
zdolno$¢ tworzenia struktur oktameru. Jednakze, z powodu nizszej zdolnosci
odciggania elektronéw, jony magnezowe wykazuja mniejszg anizeli jony zelazowe
tendencje do tworzenia wigzad koordynacyjnych z tlenem. Cecha ta moze
wyjasnia¢ dlaczego do oddysocjowania fosfoprotein z kompleksu z unieruchomio-
nymi jonami zelazowymi potrzebne sg roztwory o wysokim stezeniu chlorku
magnezu (0,3 —1,0 M). Nalezy zaznaczy¢, ze powinowactwo grup fosforanowych
do Fe3+ wykazujg gtéwnie ufosforylowane reszty aminokwasowe w biatkach,
podczas gdy DNA [30]jak i RNA [29] nie wigzg sie (w pH 6,0) z Fe3+-IDA-zelem.
Jest to prawdopodobnie wynikiem znacznie mniejszej przestrzennej dostepnosci
grup fosforanowych kwaséw nukleinowych, niz reszt fosfoaminokwaséw w
biatkach.

IV. Uwagi koncowe

W zrastajgce zainteresowanie procesami fosforylacji —regulujgcymi wielorakie
procesy komorkowe —spowodowato konieczno$é opracowania nowych wysoce
selektywnych metod badawczych, miedzy innymi do izolowania fosfoprotein.
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Powyzej opisano zastosowanie chromatografii powinowactwa na zelu ze schelato-
wanymi jonami zelazowymi, do frakcjonowania fosfoprotein i ich rozdziatu od
kwaséw nukleinowych. Poniewaz sita wigzania biatek ze ztozem jest proporcjo-
nalna do ilosci ufosforylowanych reszt aminokwasowych w biatkach, zréznico-
wany rozdziat biatek zawierajgcych pojedyncze reszty fosforanowe staje sie
mozliwy. Na zakorczenie warto podkresli¢, ze zastosowanie chromatografii na
unieruchomionych jonach zelazowych umozliwia:

— rozdziat fosfoprotein i kwasow nukleinowych nawet z ,,surowego” cytoso-
lowego materiatu;

— rozdziat biatek zawierajgcych rézne ilosci reszt ufosforylowanych;

— ilosciowe izolowanie ufosforylowanych form enzymoéw;

— zroznicowany rozdziat fosfoprotein z komplekséw lipofosfoproteino-
wych;

Oprécz selektywnosci zaleta tej metou/ jest szybko$¢, co chroni¢ moze
izolowane fosfoproteiny przed degradujacym dziataniem endogennych fosfataz i
proteaz, a wysoka pojemno$¢ ztoza z unieruchomionymi jonami zelazowymi
umozliwia wyodrebnienie fosfoprotein nawet z homogenatéow tkanek.

Nalezy zaznaczyé¢, ze unieruchomione jony zelazowe dziatajg zaréwno jako
anionowy wymieniacz, jak i wykazujg preferencyjne powinowactwo do fosfopro-
tein. Mechanizm tych oddziatywan nie jest jeszcze wystarczajgco poznany.

Artykut otrzymano 12 wrze$nia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 7 stycznia 1989 r.
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SPRAWOZDANIE Z KONFERENCIJI

Il Konferencja n.t.:
»Regulacyjne funkcje proceséw fosforylacji biatek”
— Lublin, 14—15 czerwca, 1988.

W dniach 14 i 15 czerwca b.r. odbyta sie w Lublinie konferencja poswiecona
problematyce fosforylacji biatek. Inicjatorem konferencji byt Zarzad Gtowny
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, organizatorami za$ pracownicy Zaktadu
Biologii Molekularnej UMCS.

Liczba nowo-odkrytych i czeSciowo scharakteryzowanych kinaz biatkowych
wzrosta w ostatnim dziesiecioleciu bardzo wyraznie. Wykazano udziat tych
enzymdw, a takze fosfataz biatkowych w regulacji kilkudziesigciu szlakéw
metabolicznych komaérki. 1los¢ nowych informacji odnoszgcych sie do wspomnia-
nej problematyki wzrasta nadal niemal lawinowo. W takiej sytuacji proba
omoéwienia i przedyskutowania nowych danych wydata sie organizatorom konfe-
rencji w peini uzasadniona. Ze wzgledu na ogrom materiatu program konferencji
nie mogt objg¢ catoSci problematyki. Ominieto np. zagadnienia zwigzane z
charakterystyka i funkcjg kinaz zaleznych od cyklicznych nukleotydow. Byly one
bowiem przedmiotem kilku opracowarn przeglagdowych opublikowanych w ostat-
nich latach wjezyku polskim. Potozono natomiast nacisk na sprawy uczestnictwa
niektérych kinaz biatkowych w transmisji sygnatéw do komdrki, przedstawiono w
miare petng charakterystyke szeregu klas kinaz biatkowych i ich znang badz
prawdopodobng role biologiczng. W niewielkim zakresie uwzgledniono takze
wiasciwosci, klasyfikacje oraz funkcje fosfataz biatkowych.

Ogo6tem przedstawiono na konferencji 17 wyktadoéw, wiekszo$¢ z nich miata
charakter przegladowy. Niektdre byty oparte takze o wiasny materiat doswiadcza-
Iny. A oto szczeg6towa tematyka:

— Wplyw postsyntetycznych fosforylacji na strukture histonu HI ijego funkcji w
chromosomach, Andrzej Jerzmanowski (Warszawa),

— Rola fosforylacji bialek w organizacji cytoszkieletu komdrek nerwowych,
Barbara Barytko (Warszawa),

— Kinazy biatkowe w ontogenezie moézgu, Maria Sanecka-Obacz (Lu-
blin),

— Fosforylacja miozyny — fakty i hipotezy, Jacek KuZnicki (Warszawa),

— Wplyw tyroksyny na fosforylacje biatek i transport wapnia przez btone
komoérkowag, Anna Wojtczak i Konrad Famulski (Warszawa),

— Mechanizm transfosforylacji w katalizie niespecyficznych fosfomonoesteraz,
Witodzimierz Ostrowski (Krakow)

— Wiasdciwosci kinaz tyrozynowych, Bozena Kaminska (Warszawa),

13*
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— Ogolne wiasciwosci kinaz biatkowych C, J6zef Zajagc (Lublin),

— Kinaza C a transmisja sygnatéw w komoérce, Janina Kwiatkowska-
Korczak (Wroctaw),

— Wptyw estrow forbolu na funkcje komdrek, Jerzy Kawiak (Warszawa),

— Rozdziat fosfobiatek na unieruchomionych jonach metali, Grazyna
Muszyhska (Warszawa),

— Kinazy biatkowe a aktywno$¢ fotosyntetyczna chloroplastéow, Joanna
Gemel (Warszawa),

— Struktura i wasciwosci kinaz kazeinowych, Grazyna Dobrowolska,
(Warszawa)

— Fosforylacja biatek rybosomowych, Teresa Jakubowicz (Lublin),

— Udziat frakcji spektrynowej w regulacji inicjacji syntezy biatek w retikulocytach
krélika, Wiestaw Kudlicki (Lublin),

— Kinazy biatkowe — strukturalne i funkcjonalne podobieAstwa i r6znice,
Eugeniusz Gasior (Lublin),

— 0Ogo6lna charakterystyka fosfataz fosfobiatkowych, Emilia Palen (Lu-
blin).
Konferencja zgromadzita ponad 50-ciu uczestnikdw obrad z r6znych o$rodkow

akademickich Kraju. Byla okazjg do osobistego kontaktu osdb zajmujgcych sie

réznymi aspektami problematyki fosforylacji biatek.

Eugeniusz Gasior
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ARTYKULY

EDWARD BANKOWSKI,* JERZY PALKA,**

Polimorfizm molekularny kolagenu: kolageny typow VI —XII

Molecular polymorphism of collagen: type VI —XII collagens
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. Wstep

Kolagen, podstawowe biatko strukturalne tkanki tgcznej (wystepuje takze w
innych tkankach), do kofca lat sze$¢dziesigtych byt uwazany za biatko jednorodne.
Drobne réznice gatunkowe i narzgdowe w sktadzie i sekwencji aminokwasowej
przypisywano mutacjom punktowym lub zmiennym warunkom jego potranslacyj-
nej modyfikacji.

Badania lat siedemdziesigtych i osiemdziesigtych wykazaty, ze kolagen jest
grupa co najmniej 12 réznych biatek, r6znigcych sie sktadem podjednostkowym,
masg czgsteczkowag, sktadem i sekwencjg aminokwasowg, stopniem hydroksylacji
reszt prolilowych i lizylowych stopniem glikozylacji reszt hydroksylizylowych,
strukturg przestrzenna, lokalizacjg tkankowag, specyfika biosyntezy i potranslacyj-
nej modyfikacji. Wykaz poznanych dotychczas typéw kolagenu ich sktad podjed-
nostkowy oraz gtéwne miejsca ich wystepowania przedstawia tabela 1

Tabela 1
Sktad podjednostkowy i gtdwne miejsca wystepowania réznych typéw kolagenu.
Typ kolagenu Sktad podjednostkowy Gtowne miejsca wystepowania
Typ i [<x]2 1) skora, kosci, Sciegna, $ciany tetnic, maci-
[of(n1s ca
Typ Il [<x,(11)]3 chrzastka
Typ I [eX|mn3 skora, Sciany tetnic, macica
Typ IV [a,(1V)3 [aAIV)]3 btony podstawne
Typ V a,(V)aaVv)a3yVv) tozysko, rogéwka, skdra, kosci
Typ VI ®I(VNHaVI)a3x\Vl) Sciany tetnic, macica, tozysko, rogéwka
Typ VI [a,(VID]3 btony ptodowe, skéra
Typ VI [a,(VI1I)]3 $rodbtonki naczyniowe, btona Desceme-
ta, niektére nowotwory
Typ IX a,(1X)a1Xx)a31Xx) chrzastka
Typ x [ot,(X)]3 chrzastka
Typ XI loc2a3a chrzastka
Typ XII nieznany $ciegna embrionalne

I1. Wspdlne cechy kolagenoéw roznego typu

Czasteczki kolagenéw wszystkich typoéw sa zitozone z trzech tancuchéw
polipeptydowych, zwanych podjednostkami a. Czasteczki te mogg by¢ homotri-
merami, ztozonymi z 3 identycznych podjednostek (a.i)3 lub heterotrimerami,
zawierajagcymi 2 jednakowe podjednostki ijedng inng, np. (ai)2i a2albo 3 rdzne
podjednostki: ai, a2 aj (Ryc. 1)

We wszystkich kolagenach znaczny fragment czgsteczki ma strukture potréjnie
helikalng, pozostata cze$¢ (lub czesci) stanowiag obszary globularne (,globular
domains”). Obszary globularne wystepuja najcze$ciej na kohAcu aminowym i
karboksylowym czgsteczki. W niektorych kolagenach znajdujg sie one w giebi
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Ryc. 1. Potréjnie helikalna struktura czasteczki kolagenu, mozliwo$¢ wystepowania jednakowych badz
réznych tancuchéw a.
Linie poprzeczne oznaczajg miedzytaficuchowe wigzania wodorowe.

czasteczki, rozdzielajac obszar potréjnie helikalny na kilka czeéci. Obydwa obszary
(potréjnie helikalny iglobulamy) r6znig sie strukturg pierwszorzedowg, wielkoscig
i funkcja zaleznie od typu kolagenu. Obszary potréjnie helikalne istniejgce w
prekursorowej formie kolagenu (prokolagen) zachowujg sie w dojrzalej, widknistej
jego postaci, podczas gdy obszary globularne albo uczestniczg w tworzeniu form

Ryc. 2. R6zne rozmieszczenie obszaréw globulamych w czasteczkach kolagenu: A — na koncach
czasteczki, B — na koncach i w $rodku czasteczki, Rysunki ,,a” i ,b” przedstawiajg uproszczone
schematy tych czasteczek. Grube linie ciggte przedstawiajg obszary potréjnie helikalne, a kota obszary
globularne.
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widknistych, albo tez zostajg usuniete na drodze proteolizy, w okresie poprzedza-
jacym proces fibrogenezy [1] (Ryc. 2).

Obszary potrojnie helikalne kolagenéw réznych typow sa strukturalnie podob-
ne. Cechujg sie rownomiernym rozmieszczeniem glicyny, ktéra zajmuje co trzecig
pozycje aminokwasowg. Stabilno$¢ potrojnej helisy wymaga istnienia miedzytan-
cuchowych wigzan wodorowych z udziatem reszt hydroksyproliny. W celu
wytworzenia potrojnej helisy poszczegdlne taficuchy muszg zblizy¢ sie na odlegto$¢
umozliwiajgcg dziatanie sit van der Waalsa. Zblizenie takie jest mozliwe wtedy, gdy
glicyna znajdzie sie na przeciwko hydroksyproliny. Na jeden zwdj helisy kolage-
nowej przypada 3,2 reszt aminokwasowych. Potrdjnie helikalna struktura nadaje
czasteczce kolagenu wiasciwosci gietkiego, nierozciggliwego preta i stanowi o
opornosci tego biatka na dziatanie nieswoistych proteaz. Przerwy w ciggtosci
struktury potrojnie helikalnej wystepuja prawdopodobnie w miejscach, gdzie
pozadane jest zgiecie czasteczki lub jej zwiekszona elastyczno$¢. Miejsca te sg
podatne na dziatanie nieswoistych enzyméw proteolitycznych [1].

Wszystkie kolageny zawierajg hydroksyproline i hydroksylizyne. Hydroksyla-
cjareszt proliny ilizyny jest mozliwa tylko w substracie nie posiadajgcym struktury
potréjnie helikalnej. Niektore reszty hydroksylizyny ulegajg glikozylacji. Moga
wigza¢ Gal lub Gal-Glc. Rola skiadnika cukrowego jest nieznana, a stopien
glikozylacji waha sie w szerokim zakresie zaleznie od typu kolagenu [1].

Stopien glikozylacji zalezy od aktywno$ci enzyméw glikozylujacych i czasu
pozostawania kolagenu w komérce. Na przyktad kolagen typu | jest szybko
syntetyzowany i szybko wydzielany, stad zawarto$¢ sktadnikéw cukrowych w
kolagenie tego typu jest niewielka. Kolageny typu 1V, V, VI i VIl sg syntetyzowane i
wydzielane wolniej, a w konsekwencji sg w wyzszym stopniu glikozylowane.
Kolagen typu Il, powstajagcy w chrzastce jest szybko syntetyzowany i szybko
wydzielany, lecz stopien jego glikozylacji jest wysoki. Prawdopodobnie jest to
spowodowane wysoka aktywnoscia enzyméw glikozylujagcych w chondrocytach
1].

W Obszary globularne (zwane takze fragmentami ,,niekolagenowymi”) czasteczek
kolagenu r6znig sie wielkosScig i konformacjg zaleznie od typu kolagenu. Przypisuje
sie im liczne funkcje. Te obszary czasteczki sg czesto miejscem wystepowania
wewnatrztanicuchowych i miedzytancuchowych mostkéw dwusiarczkowych. W
niektérych kolagenach, np. w kolagenie typu IX, sg one miejscem wigzania
polisacharydu. Og6lnie przyjmuje sie, ze C-koricowy fragment globulamy jest
odpowiedzialny za specyficzng agregacje tancuchéw a i wytwarzanie struktury
potrojnej helisy. W tym obszarze wystepujg miedzytancuchowe wigzania dwu-
siarczkowe [1], ktére utatwiajg wiasciwe ustawienie podjednostek a wzgledem
siebie w czasie tworzenia struktury przestrzennej czasteczki kolagenu. Wykazano,
ze w kolagenie typu Il zwijanie tancuchdw postepuje od korica karboksylowego w
kierunku konca aminowego [2]. Przypuszcza sie, ze w podobny spos6b zwijaja sie
taricuchy kolagen6éw innych typéw [1]. Po utworzeniu struktury potréjnej helisy
C-koncowy i N-koncowy fragment globulamy ulega proteolitycznemu odtgczeniu
(przynajmniej w kolagenie typu I, I1 i Ill) lub moze byé zachowany, whudowujac sie
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wraz z fragmentem potrojnie helikalnym do widkna kolagenowego [1]. N-
koAcowym fragmentom globulamym, uwalnianym w trakcie konwersji prokola-
genu w kolagen, przypisuje sie udziat w zwrotnym hamowaniu biosyntezy
kolagenu [3] i w regulacji procesu fibrogenezy [4].

I11. Specyficzne cechy kolagenéw poszczegélnych typow

Kolageny typu |- V zostaty szczeg6towo omoéwione w poprzednim artykule na
temat polimorfizmu molekularnego kolagenu [5], dlatego w niniejszej pracy
koncentrujemy sie na omdwieniu kolagendw typu VI do XII.

111-1. Kolagen typu VI

Kolagen typu VI wystepuje w podscielisku wielu narzadow. Zostat wykryty w
tozysku ludzkim [6, 7], w zotagdku kurzym [8], macicy, tetnicy gtdwnej [9], rogéwce
[10] oraz hodowlach fibroblastow [11 —13].

Czasteczka kolagenu typu VI jest heterotrimerem ztozonym z trzech podjed-
nostek cii (VI), a2 (V1) i a3 (VI) [14]. Sg one potgczone licznymi mostkami
dwusiarczkowymi. Prawdopodobnie mostki S-S wiaza ten kolagen réwniez z
biatkami niekolagenowymi [6, 15].

Istnieje pewna rozbieznos$¢ opinii co do wielkosci tych fancuchow i ich mas
czasteczkowych. Zastosowanie ograniczonej proteolizy tkanek do izolacji kola-
genu typu VI prowadzi do daleko posunietej degradacji tego biatka, a uzyskany
produkt zawiera podjednostki mniejsze od wystepujacych w tkankach [15, 16].

Z produktéw proteolizy tozyska ludzkiego i bydlecego' wyizolowano kolagen
typu VI o krotkich tancuchach a. Ich masa czasteczkowa zawarta jest w przedziale
37 —48 kDa. tancuchy te sg wiec ponad dwukrotnie mniejsze od podjednostek
kolagenu typu I, Il i lll. Z tego powodu kolagen typu VI nazwano ,kolagenem
krotkotancuchowym?™ (short-chain collagen, SC —collagen). Poszczeg6lne taricu-
chy okre$lano symbolami SC-1, SC-2 i SC-3. Odpowiadajg one symbolom cii (VI),
a2 (VI) i a3 (VI). Sktad aminokwasowy tych podjednostek charakteryzuje sie
stosunkowo niskg zawartoscig hydroksyproliny oraz duzga iloscig hydroksylizyny,
cysteiny, kwasu asparaginowego i tyrozyny [7, 9].

Pézniejsze badania wykazaty, ze kolagen typu VI nie zastuguje na nazwe
»kolagenu krotkotancuchowego”. Udato sie wyizolowaé to biatko z pominieciem
trawienia pepsyna. Schreier i wsp. wyizolowali z zotgdka kurzego niezde-
gradowany kolagen typu VI [8] i potwierdzili jego tréjtancuchowg strukture.
Jednakze masa czasteczkowa tych taricuchdw okazata sie znacznie wigksza niz
przypuszczano. tancuch ai (VI) wykazywat mase czgsteczkowg 140 kDa, taricuch
a2(VI) 130 kDa, a taficuch a3(VI) okoto 180 kDa.

Czasteczka kolagenu typu VI ma unikalng strukture przestrzenng. Potrojnie
helikalny (,,kolagenowy”) fragment stanowi zaledwie 1/3 molekuty i jest zlokali-
zowany wjej centralnej czesci [11]. Od strony N-konicowej i C-koricowej wystepuja



402 E. BANKOWSKI, J. PALKA [6]

obszary globulame (,,niekolagenowe”). Tworzg one kuliste zakonczenia, przy
czym kazdy z tadcuchéw wytwarza swojg odrebng globularng strukture [11,
14].

Czasteczka kolagenu typu VI ma dtugos$é okoto 150 nm. Cze$¢ centralna ma
ksztatt pateczkowaty, o dtugosci okoto 60 nm. Po obu stronach zakonczona jest
tworami kulistymi [15]. Te duze ,,niekolagenowe” obszary globularne sg usuwane
przez pepsyne w trakcie preparatyki tego biatka [9]. StopieA degradacji tych
fragmentow jest rézny, w zaleznosci od tkanki i warunkéw proteolizy. Jest to
zrédtem roznic w ocenie masy czasteczkowej tego biatka.

Kolagen typu VI powstaje w komdrce syntetyzujgcej w ostatecznej formie. W
odroznieniu od innych kolagenéw a podobnie jak kolagen typu IV, nie ulega on
pozakomorkowej, ograniczonej proteolizie przed wbhudowaniem do widékna kola-
genowego. Wewnatrzkomérkowa i pozakomoérkowa forma tego biatka wykazuje ta
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Ryc. 3. Wewnatrzkomoérkowa agregacja czasteczek kolagenu typu VI prowadzaca do powstania
tetrametréw [15].

samg mase czgsteczkowag [11, 15]. Poglad ten nie jest podzielony przez T riieb i
wsp. [17]. Uwazaja oni, ze podjednostka at (VI) powstaje w formie duzego
prekursora i podlega pozakomaérkowej proteolizie. W przeciwienstwie do kolagenu
innych typow, czasteczki kolagenu typu VI ulegajg wewnatrzkomdrkowej agregacji
i s§ wydzielane do przestrzeni pozakomo6rkowej w postaci tetrameru (Ryc. 3)
[15].
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Kolagen typu VI cechuje sie wysokim stopniem glikozylacji [6]. Zawiera
glukozoamine [6, 7]. Pomimo niskiej zawarto$ci hydroksyproliny, temperatura
denaturacji cieplnej kolagenu typu VI jest bliska tejze kolagenu typu I. Wynika to z
obecnosci licznych mostkéw dwusiarczkowych zespalajacych podjednostki tego
biatka. Redukcja mostkéw S-S powoduje spadek temperatury denaturacji cieplnej
do wartoséci 31 —35°C [14, 17].

Zawarto$¢ kolagenu typu VI wtkankach jest trudna do oceny. Triieb i wsp.
[14] uwazajg, ze stosowane dotychczas metody izolowania kolagenu typu VI dajg
znikomy odzysk. Z 1 kg tkanki odzyskuje sie okoto 10—60 mg kolagenu [18].
Zastosowanie ekstrakcji tkanek 6 M roztworem chlorowodorku guanidyny
pozwala na zwielokrotnienie odzysku do 500 mg/kg tkanki. Kolagen typu VI jest
wiec, przynajmniej w niektdrych tkankach (np. w rogéwce), jednym z gtéwnych
typéw kolagenu [10].

Otrzymano swoiste przeciwciata przeciwko kolagenowi typu VI. Nie reagujg
one krzyzowo z kolagenami innych typow. Pozwolity one na $cistg lokalizacje tego
biatka. Powstaje ono w fibroblastach i w komdrkach miesni gtadkich. Wykazano
jego obecnos$¢ w Scianach duzych naczyn, w nerkach, w skérze, w watrobie i w
mieé$niach. Nie wystepuje w chrzastce ani w btonach podstawnych. Tworzy cienkie
»,bezpostaciowe” filamenty bez poprzecznego prazkowania [11].

111-2. Kolagen typu VII

Kolagen typu VII zostat wyizolowany po raz pierwszy z produktéw proteolizy
ludzkich bton ptodowych [19]. Jego wzgledna masa czgsteczkowa wynosi okoto
510 000, jest wiec najwyzsza w poréwnaniu z kolagenami innych typéw. Sktada sie
ztrzech jednakowych tancuchéw ai(VII), z ktérych kazdy wykazuje wzgledng mase
czasteczkowg 170000 [20]. Sg one potgczone mostkami dwusiarczkowymi.
Kolagen typu VII stanowi okoto 2 —3% catkowitej ilosci kolagenu bton ptodowych.
Z powodu duzej masy czasteczkowej, nazwano to biatko kolagenem LC (,long
chain collagen”). Dtugo$¢ czasteczki wynosi okoto 450 nm. Okoto 90% dtugosci
czasteczki jest objete strukturg potrojnie helikalng. W srodku czasteczki wystepuje
miejsce podatne na dziatanie pepsyny. Pod dziataniem tego enzymu czgsteczka
kolagenu typu VII rozpada sie na dwa fragmenty podobnej wielkosci [19].

Sktad aminokwasowy kolagenu typu VII wykazuje pewne odrebnosci. W
poréwnaniu z najlepiej poznanym kolagenem typu |, zawiera mniej glicyny, sporo
cysteiny. Zawarto$¢ waliny jest dwukrotnie wyzsza, a alaniny dwukrotnie nizsza
niz w tancuchu ai(l). Zawiera duzo hydroksyproliny [19].

Pozniejsze badania wykazaty, ze czasteczki kolagenu typu VII sg wieksze od
tych, ktore izolowano z produktéw proteolizy tkanek. Pod dziataniem pepsyny
dochodzi bowiem do strawiania znacznych fragmentéw czasteczki, nie objetych
strukturg potrdjnej helisy. Biatko to jest syntetyzowane przez komorki nabtonkowe
[21,22]. Jego prekursorowa forma (prokolagen typu VII)jest biatkiem o ogromnej
masie czgsteczkowej. Ocenia siejg na okoto 1000 000. Oprocz fragmentu potrojnie
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helikalnego (omoéwiono wyzej), od strony korica karboksylowego i aminowego
wystepuja ,niekolagenowe” obszary globularne, NC-1 i NC-2 [22]. W odrdznieniu
od czesci potrdjnie helikalnej fragmenty te sa oporne na dziatanie kolagenazy
bakteryjnej. Enzym ten trawi obszar potrdjnie helikalny i uwalnia fragmenty NC-1
i NC-2 [22], Fragment NC-1 ma mase czasteczkowga 450 kDa i sktada sie z trzech
identycznych tancuchéw o masie czasteczkowej 150 kDa, potgczonych mostkami
dwusiarczkowymi. Badania mikroskopowe wykazaty, ze fragment N C-1ma ksztatt
kuli, od ktérej odchodza 3 ramiona. Prawdopodobnie kazde z tych ramion jest
utworzone przez oddzielny tancuch [22] (Ryc. 4). Masa czasteczkowa NC-2 jest
oceniana na okoto 96-102 kDa [21].

«———426nm—4
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Ryc. 4. Schemat dimeru kolagenu typu VII [22], Linie réwnolegte przedstawiajg potréjnie helikalne
fragmenty czasteczek. Fragmenty globularne NC - 1 obydwu czasteczek oznaczono symbolem C.
Fragmenty globularne NC - 2 oznaczono symbolem N.

Fragment NC-1 wystepuje zarébwno w prekursorowej formie kolagenu typu VII
(w prokolagenie), jak i wjego formie tkankowej. Ta ostatnia nie zawiera fragmentu
NC-2. Nalezy sadzi¢, ze przemiana prokolagenu typu VII w kolagen typu VII
polega na proteolitycznym odtgczeniu fragmentu NC-2. Fragment NC-1 w catosci,
lub jego znaczna czes$¢, przechodzi z formy prekursorowej do ostatecznej [21].

Czasteczki prokolagenu typu VII ulegaja pozakomdrkowej dimeryzacji. Biorg
w tym udziat wigzania dwusiarczkowe. Powstanie dimerow utatwiajg fragmenty
NC-2 (Ryc. 4). Po wytworzeniu dimeréw fragmenty te ulegajg odtgczeniu [21]. Po
redukcji mostkéw dwusiarczkowych dimery rozpadajg sie do monomerow, a
odtworzenie dimerdw jest niemozliwe nawet po usunieciu czynnika redukujgcego.
Pozwala to sadzi¢, ze fragmenty NC-2 s niezbedne do procesu dimeryzacji
[21].

Lunstrum i wsp. [21] uwazajg, Zze tkankowa forma kolagenu typu VII ma
mase czgsteczkowg okoto 960000. W trakcie preparatyki kolagenu typu VII z
udziatem pepsyny fragment NC-1 ulega proteolizie, pozostaje jedynie czton
potrdjnie helikalny. Wieloczgsteczkowy produkt proteolizy staje sie rozpuszczalny
w rozcieficzonym kwasie octowym.

Wykazano, ze kolagen typu VII jest gtownym skiadnikiem oddzielnych
elementéw ultrastrukturalnych, tzw. ,widkien kotwiczacych” (,anchoring
fibrils”). Witokna te sg prazkowanymi strukturami o dtugosci okoto 800 nm
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zlokalizowanymi w warstwie podpodstawnej (lamina subbasalis) niektorych
tkanek. Stabilizujg one przyleganie btony podstawnej do lezgcego pod nig
podscieliska poprzez tworzenie widknistej sieci, ktora ,usidla” rézne elementy
tkanki tgcznej i wnika bezposrednio do ,,lamina densa” [22, 23].

111-3. Kolagen typu VIII

Kolagen typu VIII zostat wyizolowany po raz pierwszy z hodowli komorek
srodbtonkowych aorty bydlecej, stad wywodzi sie jego nazwa ,,kolagen endotelia-
Iny” (,,endothelial collagen”, w skrocie EC) [24]. Jego obecnos$¢ wykazano takze w
btonie Descemeta [25] oraz w hodowlach komérek pochodzgcych z ludzkich
nowotwordw, jak gwiazdziak (astrocytoma) [26], miesak Ewinga, gruczolakorak
(adenocarcinoma) i rak pierwotny watroby (carcinoma hepatocellulare) [27].

Czasteczka tego kolagenu sktada sie z trzech jednakowych tanicuchéw ai(VI11I).
Masa czgsteczkowa kolagenu typu VIII jest trudna do oznaczenia. Z materiatu
biologicznego wyizolowano 3 tftancuchy: EC-1 (m.cz. 177 000) EC-2 (m.cz.
125 000) oraz EC-3 (m.cz. 100 000) [24, 28]. Produktem biosyntezy jest prawdo-
podobnie tahncuch EC-1, a pozostate sa produktami czeSciowej proteolizy tego
taficucha [29]. Lancuch EC-1 uwaza sie za identyczny z podjednostkag ai(VIII)
[29].

Potrdjnie helikalna struktura przestrzenna kolagenu typu VIII nie jest ciggta.
Na przemian wystepujg fragmenty o strukturze kolagenowej i ,,niekolagenowej”
[29, 30]. Biatko to zawiera cysteine, lecz nie posiada mostkoéw dwusiarczkowych
[4].

Czasteczka kolagenu typu VIII, o masie czgsteczkowej okoto 500 000 sktada sie
z trzech rownych fragmentéw tréjspiralnych rozdzielonych dwoma fragmentami o
innej strukturze przestrzennej [29]. Trawienie pepsyng uwalnia z kolagenu typu
VIII fragmenty potrdjnie helikalne, ztozone z tancuchéw o masie czasteczkowej
okoto 50 000, natomiast trawienie kolagenazg bakteryjng powoduje degradacje
fragmentéw kolagenowych (potrdjnie helikalnych) i uwalnia fragmenty ,,niekola-
genowe” 0 masie czasteczkowej okoto 10000 [28, 29].

Potréjnie helikalne (,kolagenowe”) fragmenty kolagenu typu VIII, pomimo
rownych mas czgsteczkowych, sg niejednakowe. Z produktéw ograniczonej
proteolizy bton Descemeta pepsyng, wyizolowano 2 polipeptydy o masie czastecz-
kowej 50 000. Rdznig sie one znacznie sktadem i sekwencjg aminokwasowa [4].

Potrojnie helikalne fragmenty kolagenu typu VIII sg oporne na dziatanie
kolagenazy tkankowej, podczas gdy kolagenaza bakteryjna trawi je do produktéw
drobnoczasteczkowych. Sg one czeSciowo trawione przez trypsyne, chymotry-
psyne i proteaze wyizolowang z komérek tucznych [28]. Przemawia to za
odmiennoscig ich struktury w poréwnaniu z kolagenami innych typow [28].

Odmienny poglad na temat struktury kolagenu typu VIII reprezentuja Benya
i Padilla [31]. Uwazajg oni, ze czasteczka tego biatka sktada sie z 3 faricuchéw
oii( V1) o masie czasteczkowej 61 000. Produkty o masie 120 000 (EC-2) i 180 000
(EC-1) miatyby by¢ dimerami i trimerami podjednostek ai(VIII). Tworzg one
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ciagta, potrojnie helikalng strukture, a obszary globularne znajdujg sie na obu
koncach czasteczki [31]. Podjednostki te sg zespolone dos¢ trwatymi wigzaniami
niekowalencyjnymi, odpornymi na dziatanie SDS, lecz rozpadajacymi sie w
kwasnym Srodowisku. Oprécz nich wystepujg miedzytancuchowe wigzania kowa-
lencyjne. Ten poglad na strukture kolagenu typu VIII jest jednak odosobniony.
Powszechnie uwaza sie, ze kolagen typu VIII jest biatkiem o wysokiej masie
czasteczkowej [11, 32].

111-4. Kolagen typu IX

Kolagen typu IX wystepuje wytgcznie w chrzgstce [33 - 35]. Jego czasteczkajest
heterotrimerem o sktadzie <Xi(IX), aIX), cis(IX). Poszczegdlne tancuchy sa
zespolone mostkami dwusiarczkowymi [34].

Izolowanie nienaruszonej czasteczki kolagenu typu IX jest bardzo trudne,
poniewaz zastosowanie ograniczonej proteolizy chrzgstki pepsyng prowadzi do
jego czesSciowej degradacji [36]. Kolagen typu IX zostat wyizolowany po raz
pierwszy w postaci wielkoczasteczkowych produktéw degradacji, to jest fragmen-
téow: HMW (high molecular weight) i LMW (low molecular weight) [37 —40],
okreslonych tez symbolami Mi i M2 [41].

Jest to spowodowane faktem, iz potréjnie helikalna struktura kolagenu typu IX
nie jest ciggta. Fragmenty o strukturze kolagenowej ,,Col” sg przerwane fragmen-
tami ,NC”, o strukturze ,niekolagenowej”. Zrekonstruowano model faricucha
cii(IX). Jak wynika z Ryc. 5, tancuch cti(1X) zawiera 4 fragmenty niekolagenowe:
NC-1, NC-2, NC-3, NC-4. Miedzy nimi znajdujg sie 3 fragmenty kolagenowe:
Col-1,Col-2,iCol-3 [34,42]. Pod dziataniem pepsyny zostajg ,,wyciete” fragmenty
HMW i LMW.

tancuch a2IX) wigze kowalencyjnie jeden lub dwa tancuchy siarczanu
chondroityny lub siarczanu dermatanu [43, 44]. Miejscem wigzania fancucha
cukrowego jest fragment NC-3 tafcucha aZI1X) [45]. Kolagen typu IX jest wiec
proteoglikanem. Okazat sie substancjg identyczng z opisanym wczesniej proteog-
likanem PG-Lt [46-48].

tancuch glikozoaminoglikanowy jest odtgczany od kolagenu typu IX pod
dziataniem chondroitynazy [48]. Oprocz tancucha glikozoaminoglikanowego
biatko to zawiera inny tancuch wielocukrowy, znakujacy sie radioaktywng
mannozg (nie wystepujgcg w glikozoaminoglikanach). Wigze sie on z biatkiem
poprzez asparagine [48].

Aminokwasem wigzacym tafncuch glikozoaminoglikanowy jest seryna wyste-
pujaca w sekwencji Val-Glu-Gly-Ser-Ala-Asp [49, 50]. W innych proteoglikanach
glikozylacji podlega reszta Ser w sekwencji Ser-Gly. Pierwszym cukrem wigzacym
sie z Serjest ksyloza. Proces ten jest katalizowany przez ksylozylotransferaze [49].
Nastepnym cukrem jest galaktoza wiaczona przez galaktozylotransferaze [51].

(3-ksylozydy sg ihibitorami kompetycyjnymi reakcji wigzania galaktozy przez
ksylozowany rdzen biatkowy proteoglikanéw. Wykazano, iz P-ksylozydy nie
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Ryc. 5. Schemat taicucha of (IX). Rozmieszczenie obszaréw potréjnie helikalnych ,,Col” i globula-
mych ,NC”. Przedstawiono sekwencje aminokwasowg fragmentéw NC. Strzatki wskazujg miejsca
podatne na proteolityczne dziatanie pepsyny. Gwiazdkami oznaczono reszty cysteiny uczestniczace w
tworzeniu miedzytancuchowych wigzan dwusiarczkowych [34],

hamuja reakcji syntezy tancucha glikozoaminoglikanowego kolagenu typu IX.
Pozwala to sadzi¢, ze wigzanie sktadnikdw cukrowych przez kolagen typu IX
zachodzi inaczej, niz w innych proteoglikanach [51].

Masa czasteczkowa kolagenu typu IX wynosi okoto 300 kDa ijest wieksza od
sumy mas czasteczkowych poszczegolnych podjednostek. Wynoszg one
cti(IX) —84 kDa, a2(1X)—115 kDa ias(1X) —68 kDa. Wynika to z faktu, iz tafcuch
aIX) wigze glikozoaminoglikan. Pozbawiony tego skfadnika wykazuje mase
czgsteczkowg 68 kDa [43, 48, 52-54],

Kolagen typu IX wykazuje sktonno$¢ do wiazania sie zré6znymi powierzchnia-
mi, jak szklo, plastik, materiaty stosowane w chromatografii. Ma to prawdopo-
dobnie istotne znaczenie fizjologiczne. Zdolno$¢ te wykazuje przede wszystkim
tancuch ai(IX) [43].

Kolagen typu IX towarzyszy kolagenowi typu Il. Ten ostatni tworzy sie¢
przestrzenng krzyzujacych sie widkien. Kolagen typu IX wystepuje w miejscu
krzyzowania sie wtokien kolagenu typu Il [55]. Przypisuje si¢ mu role czynnika
zespalajgcego widkna kolagenu typu Il i zapobiegajacego jego nadmiernej, bocznej
agregacji [55]. Eyre i wsp. [56] wykazali, ze kolageny wymienionych typéw
taczg sie ze sobg wigzaniami kowalencyjnymi. ,In vitro” kolagen typu II,
pozbawiony kolagenu typu IX, tworzy inne niz w chrzastce, grube witdkniste
agregaty [57]. Ponadto kolagenowi typu IX przypisuje sie role czynnika zespala-
jacego kolagen z proteoglikanami chrzastki. W chrzgstce embrionéw kurzych,
biatko to jest rozmieszczone réwnomiernie {55], natomiast w chrzgstce ssakow
wystepuje gtdwnie w przestrzeni okotokomdrkowej chondrocytéw [58, 59].
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Nie wiadomo, czy tancuchy kolagenu typu IX ulegaja proteolizie podczas
konwersji prokolagenu w kolagen. Prawdopodobnie nie, ajesli tak to proteolizie
ulega jedynie nieznaczny fragment czasteczki, od strony kofica aminowego [34],

111-5. Kolagen typu X

Kolagen typu X, biatko o krétkich tahncuchach, zostat wykryty w warstwie
chondrocytow hypertroficznych [60, 61] a nastepnie w hodowli chondrocytéw
mostka kurzego [62, 63] oraz w kroliczej [64, 65] i bydlecej [66, 67] chrzgstce
wzrostowej. Jego forma prekursorowa (prokolagen) o masie czgsteczkowej 59 000
[68 —72] sktada sie z 3 identycznych tafcuchdw. Czasteczka ma dtugos$é 138 nm z
globulamym zakonfczeniem od strony korica karboksylowego [70, 73]. Dojrzata
postaé tkankowa tego biatka, izolowana z bydlecej chrzastki wzrostowej sktada sie z
fanicuchdéw o masie czgsteczkowej 49 000 [72].

Globulame zakonczenia czasteczki kolagenu typu X sg podatne na proteolize
pepsyna. Pod jej dziataniem uwalnia sie fragment potréjnie helikalny ztozony z
tanicuch6w o masie czasteczkowej 45 000 [74]. Kolagen typu X jest trawiony przez
kolagenaze tkankowg inaczej, niz kolageny innych typéw. Czasteczka tego biatka
zawiera 2 miejsca podatne na dziatanie kolagenazy tkankowej (kolageny innych
typow majag 1ltakie miejsce). Pod dziataniem tego enzymu kolagen typu X rozpada
sie na 3 fragmenty wielkoczasteczkowe [70]. Kolagen typu X wykazuje znaczng
termostabilno$¢. Temperatura denaturacji termicznej tego biatka jest okoto 7 —10°
wyzsza niz kolagendéw typu Il i IV. Przyczyny tego zjawiska nie sg znane [75,
76].

Kolagenowi typu X przypisuje sie sktad podjednostkowy [ai(X)]3 Istniejg
watpliwosci, czy w potrdjnie helikalnym obszarze czasteczki kolagenu typu X
wystepujg miedzytaricuchowe wigzania dwusiarczkowe. Ich obecno$é¢ wykryto
jedynie w chrzgstce bydlecej [66, 67, 72]. Nie ma ich natomiast w kolagenie
chrzgstki kurczecia i krélika [64,71]. £ancuch ai(X) prokolagenu typu X sktada sie
z 680 reszt aminokwasowych o poznanej sekwencji [77]. Obszar potréjnie
helikalny obejmuje 460 reszt aminokwasowych. Duzy, C-koncowy fragment
»niekolagenowy” obejmuje 170 a maly N-koricowy obszar ,niekolagenowy”
obejmuje 50 reszt aminokwasowych [77].

Przeciwciata monoklonalne pozwolity na poszukiwania kolagenu typu X w
réznych tkankach i narzadach. Obecno$¢ tego biatka wykazano jedynie w
kostniejacych obszarach chrzgstki mostka [78], okolicy stawu skokowego, kregdw i
struny grzbietowej [58, 79]. W chrzgstce mostkowej 19-dniowego kurczecia
kolagen typu X jest obecny w dogtowowej czesci mostka (czesci kostniejacej), nie
wystepuje w czesci ogonowej, ktéra pozostaje chrzastkowa [80 —83].

Chondrocyty po transformacji wirusowej tracg zdolnos¢ do syntezy kolagenu
typu X [66, 74, 84]. Podobne zjawisko obserwowano w starzejgcych sie hodowlach
chondrocytéw oraz w hodowlach tych komdrek poddanych dziataniu bromode-
zoksyurydyny [85]. Chondrocyty hodowane in vitro zawsze syntetyzujg kolagen
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typu Il itylko niekiedy (zaleznie od sktadu podtoza) kolagen typu X [86], Zdolnos¢
chrzastki do produkcji kolagenu typu X zmienia sie w trakcie rozwoju osobniczego
[74, 83]. Nie jest on syntetyzowany przez wczesne formy rozwojowe chrzastki.
Wystepuje jedynie w miejscu i w okresie kostnienia chrzastki [74, 83]. W chrzastce
17 dniowego embrionu kurzego, kolagen typu X jest najobficiej syntetyzowanym
kolagenem. Poziom odpowiedniego m RNA jest wtedy najwyzszy. W pdzniejszym
okresie zawartos¢ tego biatka w chrzastce mostka maleje. Przewage uzyskuje
kolagen typu Il. Stosunek kolagenu typu X do Il ustala sie osiggajagc warto$¢ 1:15
[74]. Kolagen typu X pojawia sie takze wbliznach kostnych w przebiegu gojenia sie
ztaman [87].

111-6. Kolagen typu XI

Biatko to zostato wykryte w ludzkiej chrzastce szklistej [88, 89], a nastepnie w
kurzej chrzastce mostkowej [90]. Dla odr6znienia od kolagenéw innego typu
tanicuchom tego biatka przypisano symbole la, 2a i 3a [88, 90]. Ich masy
czasteczkowe, wiasciwosci chromatograficzne oraz sktad aminokwasowy wskazujg
na podobienstwo kolagenu typu XI do innych kolagenéw. Podjednostka la jest
podobna do tanicucha ai(V), a podjednostka 2a do taricucha a2 V). Podjednostka 3a
jest natomiast zblizona sktadem aminokwasowym i wiasciwos$ciami chromatogra-
ficznymi do tancucha ai(ll) [90]. W chrzastce ludzkiej podjednostki la, 2a i 3a,
wystepujg w relacjach ilosciowych 1:1:1 [88].

Pozwala to sadzi¢, ze czasteczka kolagenu typu XI sktada sie z trzech wyzej
wymienionych podjednostek [91 —95]. Nie jest jednak wykluczone, ze podjednos-
tki kolagenu typu XI moga wystepowa¢ w innych kombinacjach [90 —95].

Wszystkie trzy podjednostki kolagenu typu XI sg oporne na dziatanie kolage-
nazy tkankowej [93].

Z hodowli chondrocytéw wyizolowano prekursorowg posta¢ kolagenu typu XI.
Skiada sie on z 3 podjednostek pro la, pro 2a, pro 3a, zespolonych mostkami
dwusiarczkowymi. Ich masa czgsteczkowa waha sie w granicach od 170 000 do
200 000. S wiec one wieksze od podjednostek pro ai(ll) [94]. Pod dziataniem
chymotrypsyny uwalniajg sie podjednostki la, 2a, 3a wolne od mostkow
dwusiarczkowych. Morris i Bachinger [95] proponuja okre$lenie tych
podjednostek symbolami a ((XI), a2(Xl), a3 Xl).

Kolagen typu XI wystepuje w bezposrednim sasiedztwie chondrocytow [96,
97]. Biatko to wykazuje zdolnos$¢ interakcji z substancjami wielkoczasteczkowymi
0 charakterze polianionowym np. z heparyng [98] a takze z proteoglikanami
chrzastki [99, 100]. Ma to prawdopodobnie istotne znaczenie w konstrukcji
substancji miedzykomadrkowej chrzgstki. Okotokomdrkowe rozmieszczenie kola-
genu typu Xl sprzyja wiec wigzaniu proteoglikanéw w sasiedztwie chondrocytow.
Nie jest wykluczony mechanizm odwrotny. W obu przypadkach efekt koncowy
bytby ten sam. Woko6t chondrocyta wytwarza sie substancja miedzykomoérkowa
zbudowana z kompleksu proteoglikanéw z kolagenem typu XI [98].

14 Postepy Biochemii 3/89
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111-7. Kolagen typu XII

Z produktéw trawienia Sciegien embrionéw kurzych pepsyng wyizolowano dwa
kolagenowe produkty o masie czagsteczkowej 32 000 i 46 000. Pierwszy z nich
rozpadat sie w wyniku redukcji i alkilacji na podjednostki o masie czgsteczkowej 10
kDa. Produkty te stanowig okoto 0,5% kolagenu Sciegien embrionu kurzego. Ich
wiasciwosci fizykochemiczne nie odpowiadajg zadnemu ze znanych typow kola-
genu. Uznano je za produkty degradacji nieznanego dotad biatka kolagenowego,
ktéremu przypisano nazwe kolagenu typu XII. Nie jest znany sktad podjednost-
kowy ani masa czasteczkowa tego biatka. Wykazuje ono pewne podobiefistwo do
kolagenu typu IX. Nie jest wiadomo, czy wigze ono tancuchy proteoglikanowe
[101, 102].

IV. Patofizjologiczne znaczenie polimorfizmu molekularnego kolagenu

Jak wynika z powyzszego kolagen stanowi dos$¢ liczng rodzine genetycznie
odmiennych biatek. Prawdopodobnie kolagen kazdego typu petni inng funkcje.
Przemawia za tym obecno$¢ kolagenu réznych typow w rdéznych strukturach
pozakomoérkowych. Zaleznie od rodzaju tworzonych przez kolageny struktur
histologicznych Burgeson [1] wyr6znia 4 ich grupy. Pierwsza z nich (kolageny
typu i Ill, a w chrzagstce kolagen typu Il) tworzy system duzych, pragzkowanych
widkien. Druga grupa to kolageny tworzace system matych widkien, bez charak-
terystycznego dla poprzednich pragzkowania. Zalicza sie do niej kolageny typu Vi
VI, a w chrzastce kolagen typu XI. Trzecig grupe stanowig kolageny uczestniczace
w budowie struktur specjalnych, jak: biony podstawne (kolagen typu 1V) lub
witokienka kotwiczace (kolagen typu VII). Czwartg grupe stanowig kolageny, ktore
nie majg odpowiednika strukturalnego. Zalicza sie tu: kolagen typu VIII, a w
chrzastce kolagen typu IX i X.

Dla prawidtowego funkcjonowania narzadéw, zawierajacych tkanke tgczna,
potrzebna jest nie tylko odpowiednia zawarto$¢ kolagenu, lecz takze okreslone
relacje iloSciowe poszczegdlnych kolagenow. W przebiegu niektdrych proceséw
chorobowych (np. zwioknienie ptuca, marsko$¢ watroby, zwyrodnienie kostno-
stawowe) dochodzi nie tylko do wzrostu zawartosci kolagenu, lecz takze do
naruszenia wzajemnych relacji iloSciowych pomiedzy r6znymi kolagenami.

Artykut otrzymano 5 listopada 1988 r.
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Z zycia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Chronicie of the Polish Biochemical Society

W dniach od 13 do 16 wrze$nia odbyt sie w Toruniu XXV Zjazd Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego. Podczas Zjazdu w dniu 14 wrze$nia odbyto sie X1l Walne Zebranie Cztonkéw Towa-
rzystwa, na ktorym sprawozdanie z dziatalnosci w okresie XII kadencji ztozyt prezes doc. dr Zofia
Porembska. Walne zebranie wybrato nowe wiladze Towarzystwa.

Sprawozdanie ustepujacego Zarzadu oraz sktad nowych Wtiadz Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w zatgczeniu.

Sprawozdanie
z dziatalno$ci Zarzadu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w X1l Kadencji 1987— 1989

W XII Kadencji Polskie Towarzystwo Biochemiczne liczyto okoto 1400 cztonkéw, zgrupowa-
nych w 12 Oddziatach. 150 cztonkéw, ktoérzy z réznych powodow zalegali ze sktadkami zostato
przeniesionych w poczet tzw. cztonkéw biernych, tracac jednoczesnie cze$¢ przywilejow jak ulgi w
prenumeracie Postepéw Biochemii, optatach za uczestnictwo w zjazdach itp. Pozostali 1250 os6b
ptaci sktadke regularnie, jej wysoko$¢ w minionej kadencji wynosita 500 zt. Podjeto wstepne prace
w celu przygotowania elektronicznej listy cztonkéw naszego Towarzystwa.

Budzet finansowy Towarzystwa w obecnej chwili jest rowny okoto 800.000 zt ijest catkowicie
dotowany przez Polskg Akademie Nauk. Dotacje PAN wptywajg regularnie, jednak ich wysoko$¢
z trudem pokrywa najniezbedniejsze wydatki Zarzadu (wynagrodzenia dwdéch urzedniczek, doroczne
nagrody, delegacje i przesyiki).

Zarzad Gtdwny urzedowat stale, dyzurujac w lokalu Towarzystwa Chemicznego przy ul. Freta
16, raz na tydzien, we wtorki. Plenarne zebrania Zarzadu Gtdwnego odbywaly sie raz na kwartat.
Uczestniczyli w nich oprocz cztonkéw Zarzadu petnomocnicy, przewodniczagcy Oddziatéw oraz
organizatorzy dorocznych Zjazdow.

W biezacej kadencji wazniejszymi uchwatami dotyczacymi zadan statutowych byto:

— uchwalenie regut powolywania petnomocnikéw oraz okre$lenie zakresu ich dziatania.
Dotyczyto to funkcji redaktora Postepow Biochemii, redaktora Monografii, redaktora Listow do
cztonkéw Towarzystwa oraz przewodniczacego Komisji do spraw nomenklatury i sekcji histo-
rycznej.

— sformutowania i uchwalenia zmian w regulaminie nadawania nagrody im. J. Parnasa,
zobowigzujacej laureata do przedstawienia nagrodzonej pracy przynajmniej w dwdch osrodkach
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

— ustalenie regut nadawania tytutu cztonka Honorowego Towarzystwa.

— podwyzszenie sktadki cztonkowskiej z 200 z+ na 500 zt oraz uzaleznienie jej wysokosci od
warto$ci biezacego kursu dolara.

Gtéwnym celem Towarzystwa, okre$lonym przez Statut jest popieranie rozwoju biochemii,
popularyzacja jej osiagnie¢ oraz integracja srodowiska biochemicznego.

Zarzad Gtoéwny XII Kadencji starat sie realizowac te cele poprzez:

— Dziatalno$¢ wydawnicza: Postepy Biochemii i Monografie
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— Premiowanie najwartosciowszych osiagnie¢ naukowych w postaci nagréd im. prof. Jakuba
Parnasa, im. prof. Bolestawa Skarzynskiego, im. prof. Wtodzimierza Mozotowskiego;

— Popularyzacje stazy naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS;

— Integracje srodowiska biochemicznego poprzez redakcje Listow do Cztonkow;

— Organizacje dorocznych zjazdéw Towarzystwa;

— Inspirowanie i popieranie organizacji monotematycznych sesji;

— Popularyzacje zebran oddziatowych;

— Inspirowanie i wspomaganie organizacji spotkan dydaktycznych;

Dziatalno$§¢ wydawnicza: Kwartalnik ,Postepy Biochemii”, dzieki prof. Zofii Zielif-
skiej naczelnemu redaktorowi, doc. Grazynie Palamarczyk i doc. Andrzejowi Jerzmanowskiemu oraz
mgr Matgorzacie Szyszko sekretarzowi redakcji, rozwijat sie pomys$inie. W czasie ostatniej kadencji
przygotowano tom 33 (1987), 34 (1988), 35 (1989) oraz opracowano artykuty do dwoch pierwszych
numerdw tomu 36 (1990 r.). Niestety zlecenia wydawnicze sa wykonywane opieszale. W okresie stanu
wojennego cykl wydawniczy przedtuzyt sie do 13 miesiecy, obecnie trwa okoto 10 miesiecy. W
zwigzku z tym ukazat sie ostatnio 3 zeszyt tomu 34 (1988 r.) podczas gdy kolejne pozostajg wcigz w
drukarni. Z inicjatywy redakcji udato sie przygotowac kilka numeréw monotematycznych,
tworzacych nastepujace serie wydawnicze: proteinazy, peptydowe czynniki wzrostu, aktywne formy
tlenu w metabolizmie komérkowym, regulacyjna forma fosforylacji biatek, transport przez btony
biologiczne. Dwa zeszyty tomu 35 (1989 r.) rozpoczynajg serie publikacji przygotowanych dla
uczczeniajubileuszu Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego. Redakcja nie narzeka na
brak artykutdow, nadchodzg sukcesywnie, a Warszawa, Poznan i Lublin przodujg w ilosci
dostarczonych prac. Na podkreslenie zastuguje wzrost honorarium autorskiego, w 1988 roku
osiggneto ono warto$¢ 80.000 zt za arkusz. Bolaczkg redakcji jest brak sekretarki, nawet na
kilkanascie godzin miesiecznie. Podejmowane przez Redakcje i Zarzad Gt6wny starania rozwigzania
tej sprawy nie daty pozytywnych rezultatéw. Zatatwianie korespondencji, poczty oraz sporzadzanie
autorskich list ptac w duzym stopniu obcigza redaktora naczelnego i sekretarza oraz redakcje
naukowa pisma, zabierajac czas przeznaczony na wihasciwg prace redakcyjna.

Monografie Biochemiczne niebyly przedmiotem zainteresowania autoréw w biezacej
kadencji. Udato sie wznowi¢ Il wydanie Elementéw Enzymologii, wydawnictwa poszukiwanego,
jako materiat seminaryjny dla studentéw. Monografia pt. ,,Glikoproteidy” jest juz po recenzjach
i czeka na druk.

Komisja Stownictwa Biochemicznego pracujgca w ramach Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego kierowana przez prof. Janing Kwiatkowska, kontynuowata dziatalnosé¢
rozpoczetg w poprzednich kadencjach. Jej celem jest popularyzacja zalecen IUPAC-IUB. Obecnie
przettumaczono, skonsultowano z Polskim Towarzystwem Chemicznym i przekazano do druku w
Postepach Biochemii cztery dokumenty dotyczace stownictwa: tokoferoli, prenoli, retinoidéw oraz
folianéw. Opracowywane sg réwniez dokumenty dotyczace konformacji polinukleotydéw oraz
glikoprotein. Ponadto komisja zweryfikowata stownictwo uzywane w artykutach drukowanych
w Postepach Biochemii. Z duza satysfakcjg nalezy podkresli¢, ze zaréwno autorzy jak i redakcja
uwzgledniajg zalecenia komisji.

Nagrody im. prof. Jakuba Parnasa oraz im. prof. Bolestawa Skarzyrskiego za
najciekawsza prace doSwiadczalng oraz najlepszy artykut przegladowy opublikowany w kwartalniku
,Postepy Biochemii” sa przyznawane regularnie. Pig¢ nagréd im. prof. W¥odzimierza Mozo-
+owskiego otrzymujag kazdego roku mtodzi biochemicy, ktérzy na dorocznym Zjezdzie Towa-
rzystwa najlepiej prezentowali swe prace.

Staze naukowe s goragco popierane przez Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Z prawdziwg satysfakcja nalezy podkresli¢, ze cztonkowie naszego Towarzystwa
brali udziat w wielu krajowych i zagranicznych zjazdach, sympozjach, kilkumiesiecznych lub
rocznych pobytach naukowych w placowkach zagranicznych. Nadsytane do Zarzadu Giéwnego
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sprawozdania dowodzity celowosci tych wyjazdéw, ajednocze$nie informowaly o zainteresowaniach
idokonaniach oséb odbywajgcych szkolenie. Wspétpraca z FEBS rozwijata sie zadowalajgco. Okoto
6 do 10 0séb corocznie korzystato ze stypendium FEBS dla przeprowadzenia okreslonych badan lub
zapoznania sie z nowymi technikami badawczymi. Dzieki pomocy FEBS kontynuowane jest
rozprowadzanie bezptatnej prenumeraty Biochemical Education, ktdre otrzymuja o$rodki akade-
mickie.

Biuletyn Towarzystwa pod nazwg ,Listy do cztonkéw Towarzystwa” redagowany jest
przez dr Wesotowska i wydawany w Szczecinie. Przekazano cztonkom 10 Listéw informujacych o
dziatalnosci naszego i innych Towarzystw. Biuletyn ten przekazuje aktualne wiadomosci dotyczace
cztonkdw naszej spotecznosci, informacje o naukowych imprezach w kraju i zagranica. Jest trybung
porozumienia miedzy Zarzadem, Oddziatami i poszczegélnymi cztonkami. Biuletyn otwarty jest na
wszystkie informacje z Oddziatow i nieustannie oczekuje na listy korespondentow.

Doroczne Zjazdy Towarzystwa w biezacej kadencji odbyty sie w Biatymstoku
(1987 r.), w Poznaniu (1988 r.) i w Toruniu (1989 r.). Spotkania te cieszyly sie duzym zainteresowa-
niem, czego dowodem byta wysoka frekwencja (500—600 os6b) oraz ilo$¢ i r6znorodnosc
nadsytanych referatow i komunikatéw. Coraz liczniejszy udziat oséb nie bedacych cztonkami
naszego Towarzystwa, stwarzat okazje do szerokiej wymiany pogladéw miedzy przedstawicielami
réznych pokrewnych dyscyplin naukowych. Organizowane zwykle imprezy towarzyszace sprzyjaty
nawigzywaniu kontaktow osobistych i naukowych. Po raz pierwszy w Toruniu zorganizowano sesje
poswiecong nauczaniu biochemii na wyzszych uczelniach oraz prezentacje pomocy dydaktycznych,
utatwiajgcych ten proces.

Monotematyczne sesje naukowe zyskujg coraz wigksze powodzenie i sg organi-
zowane coraz systematyczniej. W biezacej kadencji sesje takie odbyty sie:

W Szczecinie, na terenie Akademii Medycznej, zorganizowana przez dr Wesotowska, pt.
~Patogeneza miazdzycy”. W spotkaniu udziat wzieli biochemicy, lekarze i biolodzy. Ta $wietnie
zorganizowana sesja potwierdzita znaczenie i konieczno$¢ integracji pokrewnych dyscyplin.

W Szczecinie, zorganizowana przez prof. Machoya w ramach dziatalnosci Szczecinskiego
Oddziatlu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego pt. ,Metabolizm fluoru”. Bylo to czwarte
spotkanie z tego cyklu.

W Szczecinie pt. ,,Biochemia stosowana w naukach rolniczych”, zorganizowana przez Zaktad
Biochemii A.M. oraz Zaktad Biochemii Instytutu Przechowalnictwa.

W Lublinie Il Konferencja pt. ,,Regulacja Funkcji proceséw foforylacji biatek”, zorganizowana
przez prof. Gasiora i kierowany przez niego Zaktad Biologii Molekularnej Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej. Spotkanie byto Swietnie przygotowane tak pod wzgledem organizacyjnym jak i
merytorycznym, stworzyta wspaniate forum do dyskusji i wymiany pogladéw, zacie$niajac kontakty
miedzy biochemikami i biologami, zainteresowanymi mechanizmami regulacji.

W Warszawie, na terenie Instytutu Matki i Dziecka, przygotowana przez prof. Lorenca, prezesa
sekcji Metabolizmu fosforowo-wapniowego. Transport fosforanéw byt tematem dyskusji. W spot-
kaniu udziat wzieli goscie z Gdanska i z Warszawy.

Z inicjatywy Zaktadu Biochemii A.M. oraz Oddziatu Towarzystwa w Gdansku zorganizowano
trzykrotnie miedzywydziatowe sesje naukowe zwigzane z uroczysto$ciami w Gdansku dla uczczenia
pamieci prof. Mozotowskiego. Spotkania te staty siejuz tradycja, uczestnicza w nich uczniowie i przy-
jaciele profesora, goscie z kraju i ze $wiata.

Sekcje Polskiego Towarzystwa Biochemicznego maja na celu integrowanie biochemikéw
zainteresowanych podobnymi specjalnosciami. W ramach towarzystwa sg powotane cztery sekcje:
Tkanki taczne, Metabolizmu wapniowego, Glikokoniugatéw oraz Biotechnologii. Dwie pierwsze
pracuja bardzo aktywnie, organizujg coroczne spotkania, manifestujg swojg obecno$¢ na corocznych
Zjazdach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz miedzynarodowych imprezach zblizonych
tematycznie. Cztonkowie sekcji Tkanki £acznej biorg czynny udziat w pracy miedzynarodowej Unii
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Tkanki tacznej, wchodzag w skiad zarzadu, a w lipcu 1990 roku organizujg w Biatymstoku
Miedzynarodowy Zjazd Unii Tkanki tacznej. Sekcja trzecia, glikokoniugatow planuje organizacje
wiasnych sesji co dwa lata w ramach Zjazdéw PTBioch.

Sesje dydaktyczne odbywaly sie kazdego roku i poswiecone sg nauczaniu biochemii na
Akademiach Medycznych w Polsce. Biorag w nich udziat kierownicy zakladéw oraz osoby
odpowiedzialne za organizacje dydaktyki. Podczas tych spotkan dyskutowane sa merytoryczne i
metodologiczne sposoby realizacji programéw oraz formowane postulaty do wiadz uczelni oraz
Ministerstwa Zdrowia. Takie pierwsze spotkanie odbyto sie z inicjatywy prof. Zydowo w Gdansku,
od tego czasu miato miejsce 5 sesji, w biezacej kadencji we Wroctawiu, Szczecinie i Krakowie.
Ostatnio Zarzad Gtowny nawigzat kontakt z dydaktykami nauczajagcymi biochemie na wydziatach
lekarskich Uniwersytetu Paryskiego. Wymieniono programy, skrypty i pytania testowe. Nawigzano
wspotprace majacg na celu wymiang doswiadczen, pomocy naukowych a w przysztosci organizo-
wanie wspolnych spotkan. Zarzad Gtéwny otrzymat zaproszenie na organizowang przez Francuzéw
w marcu 1990 r. w Arie sesje pt. ,,Przekazywanie sygnatéw” a grupujaca dydaktykow wyktadajgcych
w jezyku francuskim.

W trosce o nauczanie i popularyzacje osiggnie¢ Biochemii z inicjatywy Zarzadu Gtéwnego, po
raz pierwszy w tym roku zaproszono na zjad do Torunia gosci z Czechostowacji, ktérzy od kilku lat
przygotowujg pomoce niezbedne przy realizacji programéw nauczania nauk biologicznych (filmy,
modele, tablice). To spotkanie bylo okazjg do zapoznania si¢ a nawet zakupienia prezentowanych
prac. Zarzad Gtéwny ma nadzieje, ze sesje poswiecone dydaktyce bedg kontynuowane na kolejnych
zjazdach Towarzystwa i stang sie inspiracjg do stworzenia sekcji przygotowujacej takie pomoce.
Warto zwr6ci¢ uwage, ze redakcja Postepéw Biochemii udostepnita swoje tamy dla artykutow
dotyczacych dydaktyki.

Z inicjatywy Oddziatu Gdanskiego, przygotowano pierwszg Szkote Jesienna, zorganizowang
przez prof. Makarewicza we wrze$niu w Cetniewie. Ma ona na celu zapoznanie asystentéw A.M.
z najnowszymi osiagnieciami dotyczacymi ,Mechanizmu dziatania hormonéw”. To czterodniowe
spotkanie bedzie doskonatg okazjg do wymiany pogladéw oraz pogiebienia wiasnych wiadomosci.

Miniona XIl Kadencja wtadz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przebiegata, podobnie
jak poprzednie wsrdd wielu trudnosci tak finansowych jak i organizacyjnych, jednak jak sie wydaje,
doprowadzita do wigkszej integralnosci naszej biochemicznej spotecznosci. Wykazata konieczno$¢
czestszego organizowania wspolnych spotkan, podejmowania nowych inicjatyw i akcji na rzecz
rozwoju naszej dyscypliny. Pokazala, ze przedsiewziecia, ktére wydajg sie trudne do zrealizowania,
przy wspoélnych wysitkach, moga jednak mie¢ miejsce.

Docent dr Zofia Porembska
Prezes Zarzadu Gtéwnego
X111 Kadencji

Nowe Witadze Towarzystwa

Zarzad Gtéwny wybrany w dniu 14 wrzesnia 1989 r. przez Walne Zgromadzenie cztonkéw
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ukonstytuowat sie na posiedzeniu odbytym w dniu 30
pazdziernika 1989 r. w sposéb nastepujacy.

Prezes doc. dr hab. Zofia Porembska
wiceprezes prof. dr hab. Tadeusz Wilusz
sekretarz doc. dr hab. Jacek Kuznicki
doc. dr hab. Krzysztof Zwierz
skarbnik dr Ewa Wieniawska-Szewczyk
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Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim,
rzeczowy spis tresci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z autoréw i ich miejsce pracy
z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrétow.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy, pismiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia
rycin, wzoréw i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pismiennictwa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania
w tekscie, a wiec w spos6b nieuporzadkowany alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne winny miec¢
forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii
Biochemikéw (IUB). Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatbw z ksigzek
jednotomowych (3), rozdziatéw z tomdéw serii opracowanej przez tych samych redaktorow (4),
rozdziatdbw z tomow serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej podane
przyktady:

1. HildenbrandtG.R.,AronsonN.N., (1980), Biochim. Biophys. Acta, 631,499-502.

2. Bostock C. J.,, Sumner A. T., (1978). The Eukaryotic Chromosome, 233-268,
North-Holland, Amsterdam.

3. Norbeth T., Piscator M., (1979), Handbook on the Toxicology of Metals (red.
Friberg L., Nordberg G. F., Vonk V. B.), str. 541-553, Elsevier/MNorth-Holland,
Amsterdam.

4, DelLeyl., KestersK., (1975), w Comprehensive Biochemistry, (red. Florkin M., Stotz
E. H.), t. 29 B, str. 1-77, Elsevier, Amsterdam.

5 Franks N. P., Lieb W. R., (1981), w Research Monographs in Cell and Tissue
Physiology, t. 7 (red. Knight C. G.), str. 243-272, Elsevier/North-Holland, Amsterdam.

ILUSTRACIJE: llustracji nie nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz sporzadzi¢ oddzielnie
iodpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny nosza cyfry arabskie, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umieszczeniatabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele
odpowiednio porubrykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakdw graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod
rycing, rysunkowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje odpowiednio ponumerowane nalezy oprécz tego podpisa¢ nazwis-
kiem pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,,gora-dét” (otéwkiem, na
odwrocie). Podobnie opisuje sie fotografie sporzadzone kontrastowo na matowym papierze.
Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin
i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), wiasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem
w czasie transportu, nalezy przesyta¢ na adres:
Redakcja kwartalnika ,,Postepy Biochemii”.
Zaktad Biochemii Komoérki Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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