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ARTYKULY

Cysteine Regulon of Enterobacteriaceae

MALGORZATA ZATYKA1
AGNIESZKA SIRKO2

GRAZYNA JAGURA-BURDZY?2

MONIKA HRYNIEWICZ?2
DANUTA HULANICKAS3

Abréviations:

CBS-J1 — binding site of CysB protein in the promoter
region of cysJ gene; CBS-K1, CBS-K2 — hinding sites of
CysB protein in the promoter region of cysK gene; OAS
— O-acetyl-L-serine; PCR — polymerase chain reaction;
SBP — sulfate binding protein; TSBP — thiosulfate binding
protein

Sulfate, the main sulfur source in the environment
can be reduced by two distinct enzymatic systems:
a dissimilatory for energy production and an as-
similatory for biosynthetic purpose. Reduction of
sulfate to sulfide and its covalent binding to carbone
occurs mainly in microorganisms and plants which
then provide reduced organic sulfur compounds for all
other life forms. This unique position of cysteine as
a funnel for sulfur assimilation makes the regulation of
its biosynthesis, not only an important aspect of amino
acid metabolism but also a key step in the sulfur cycle
[1, 2, 3].

In Salmonella typhimurium and E. coli cysteine
biosynthesis constitutes a branched, convergent path-
way. Genes coding for enzymes of cysteine biosynthesis
in these bacteria are scattered over the chromosome
forming a regulon. Cysteine regulon in Enterobac-
teriaceae is positively regulated by the CysB, an
activator protein. In addition, derepression of this
pathway requires O-acetyl- serine (OAS), and sulfur
limitation [4].

We have been working on sulfate metabolism in
Enterobacteriaceae for several years, concentrating at
the beginning, on identificaton of unknown cysteine
genes and mechansm of their expression. At that time
growth inhibitors were often used as a tool in studies
on a regulation of gene expression. Studies on the
mechanism of growth inhibition of Enterobacteriaceae
led us to the identification of the cysK gene, coding for

1 mgr, 2dr, 3 prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN, Warszawa, ul. Rakowiecka 36.

46

O-acetylserine (thiol) lyase-A (formely designated
O-acetyl sulfhydrylase) and a finding that the same
enzyme catalyzes a reaction between OAS and 1, 2,
4 triazole giving 1, 2,4-triazolealanine as a product [5,
6, 7, 8,]. This reaction significantly lowers the levels of
several of the enzymes necessary for sulfate reduction
by diminishing the cellular concentration of the inter-
nal inducer — OAS. The inhibition of bacterial growth
probably results from L-cysteine starvation, caused by
a decreased availability of cysteine precursors.

The isolation of the triazole resistant mutant map-
ping in the cysE gene confirmed the triazole resistance
mechanism [9]. A high level of serine transacetylase of
this mutant, the enzyme encoded by cysE gene, resulted
from a mutation in the promotor region. Sequencing of
regulatory region of this mutant a few years later
showed one base change in -10 box of promoter region
as compared with the wild type (unpublished results).

The prototrophy of cysK mutants indicates that
there is another enzyme catalyzing sulfhydrylation of
OAS, O-acetylserine (thiol) lyase-B. We have isolated
mutants lacking the activity of this enzyme. The locus
responsible for this defect has been designated cysM
[10]. A few years later Nakamura etal have found
that O-acetylserine (thiol) lyase-B catalyzes also the
synthesis of S-sulfocysteine from OAS and thiosulfate
[11]. Presumably, S-sulfocysteine is then hydrolyzed
to L-cysteine and sulfate or reduced by glutatione to
L-cysteine and sulfite [12] thereby eliminating the
need to reduce inorganic sulfur to the level of sulfide.
Our observation that cysM mutants when grown
anaerobically are cysteine bradytrophs [13] suggests
that in its natural enteric environment, which is
essentially anaerobic, Enterobacteriaceae prefer to syn-
thesize L-cysteine from tiosulfate via S-sulfocysteine.

Isolation of regulatory mutants facilitates studies on
the mechanism of gene expression. We have developed
methods for the isolation of constitutive regulatory
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mutants in the cysteine regulon. All of these mutations
mapped in the cysB locus. Strains carrying these
mutations showed a high level of cysteine enzymes, not
repressible by cysteine [14, 15].

Since the degree of DNA supercoiling appears to be
an important factor in the control of gene expression
[16], it was of interest to check whether the expression
of cysteine regulon depends on DNA topology. Gyrase
inhibitors of both units of this enzyme, nalidixic acid
and novobiocin, decreased the expression of cysteine
genes being under control of CysB protein [17]. In
addition the expression of cysB, the regulatory gene of
this system was also sensitive to gyrase inhibitors [18].
The amount of cysB specific mRNA found in cells
grown in the presence of inhibitors was significantly
lower as compared with the control. However, gyrase
inhibitors have pleiotropic effects on cellular metabo-
lism. Urea affects thermodenaturation profile of DNA,
but it does not interfere with overall cellular metabo-
lism. This makes urea particularly useful in studies of
the dependence of gene expression on DNA topology.
Urea, like the gyrase inhibitors, decreased the cysB
gene expression [18], which suggested that DNA
topology might play a role in cysteine regulon expres-
sion.

The other line of our research concerned the regula-
tion of the cysB gene expression. The best method to
study the expression of genes the products of which
have no enzymatic activities is a fusion technique [19],
A regulatory region of the studied gene is fused to
a gene with easily monitored product. We have
constructed several operon fusions of the cysB gene
with lacZ gene [20], The observed decrease of B-
galactosidase activity in the presence of cysB+ allele
indicated that the gene is autoregulated. The finding,
that the amount of mMRNA transcribed from cysB gene
promoter is significantly reduced after the introduction
of cysB+gene on multicopy plasmid, suggests that the
CysB protein inhibits the transcription of its own gene
[21]. A few years later our results have been confirmed
by in vitro assay in dr. Kredich s laboratory [22],

Later, when genetic engineering techniques become
available, we cloned and sequenced several cysteine
genes: cysk, cysK, cysM [23-26].

The cysB gene of S. typhimurium and E. coli showed
80,5% identity in the cysB coding region. In both
proteins a helix-turn-helix region has been found,
similar to that found in other DNA-binding proteins
[26, 27].

Recently, we have studied sulfate transport system in
Enterobacteriaceae. The term “sulfate permease” is
commonly used for designation of the active transport
system, which ensures the entrance of sulfate to the
interior of bacterial cell. This process, unlike other
steps of cysteine biosynthesis, has not been well
described. Mutations impairing sulfate uptake, deno-
ted cysA, were localized on chromosome of E. coli and
S. typhimurium [28, 29]. Besides, a sulfate binding
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protein (SBP) of S. typhimurium was isolated, purified
and its amino acids sequence was determined [30].
However, despite numerous attempts the gene coding
for SBP has not been found [31]. Genetic experiment
indicated the presence of three complementation
groups in cysA region [28]. Using mini-Mu replicon
technique we have cloned a region of E. coli [24]
complementing cysA mutants, impaired in sulfate
transport. The cysB dependent promoter governing
the expression of sulfate transport system was iden-
tified in the cloned fragment and the direction of
transcription has been established [32]. Sequencing of
this region (7.000 bp) and its analysis revealed the
presence of five open reading frames, designated cysP,
cysT, cysW, cysA and cysM [33]. The deduced amino
acids sequence of the cysP gene indicates the presence
of a signal peptide. The amino acids sequence of CysP
protein was found to be different from the sequence of
the SBP protein of Salmonella typhimurium. Construc-
tion of a cysP insertional mutant and assays of binding
and uptake of sulfate and thiosulfate by this mutant
identified the cysP gene product as a thiosulfate
binding protein (TSBP) [34]. The deduced amino acids
sequences of cysT and cysW polipeptides include
a substial number of hydrophobic residues. The hydro-
pathy profiles and the location of transmembrane
segments of these polypeptides are similar to memb-
rane-bound components of other, binding protein
dependent transport systems. The cysA sequence sho-
wed similarity with the “conserved” component com-
mon for such systems and contained a consensus
sequence for ATP binding domain. Therefore, it seems
likely that CysA protein serves as an energy coupling
component. Expression of five genes (cysPTWAM) was
analyzed in the T7 promoter-polymerase system [33].

All the above results indicate that the organization
of sulfate transport system in Enterobacteriaceae is
similar to that of other periplasmic permeases [35].

Investigations were also undertaken to identify the
gene encoding SBP, designated, cysX. PCR technique
has been used to amplify the cysX gene from chromo-
somal DNA [36]. The amplified fragment containing
cysX gene has been cloned and its sequence was
determined. Ko hara library on phage has been used
to map cysX on E. coli chromosome [37]. The cysX
gene is located on 89' minute of the chromosome. The
insertion of “kanamycin cassette” into cysX gene in
plasmid and the integration of this mutated gene into
chromosome enabled us the construction of cysX
mutant. Assay of the sulfate binding activity showed its
lack in this mutant [38]. However, the cysX mutant,
similarly to the cysP insertional mutant, is a cysteine
prototroph. Cysteine auxotrophy appeared in the
double mutant cysX cysP [38]. Since mutants lacking
sulfate permease are also defective in thiosulfate uptake
it appears that transport of these two anions (sulfate
and thiosulfate) utilizes the same membrane com-
ponents (cysT, cysW, and cysA proteins).
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Further development of molecular biology tech-
niques such as DNase | footprinting, gel retardation,
runoff transcription enabled the in vitro studies of
protein interactions with the regulatory regions of
genes. Positive regulation of procaryotic gene expres-
sion frequently involves binding of an activator protein
immediately upstream of the -35 promoter region, that
enables formation of a transcription complex, either
through an interaction with RNA polymerase or by
affecting the DNA itself or both [39].

In vitro studies in dr Kredich laboratory (Duke
University, USA) on the interaction of CysB protein
with regulatory regions of the cysJ, cysK and cysP
genes revealed, that “the mode” of CysB binding to the
particular promoters is different. In the case of the cysJ
promoter one binding site CBS-J1 was identified [40],
in the cysK promoter region two binding sites have
been found (CBS-K1 and CBS-K2) [41] whereas, there
were three binding sites in the regulatory region of the
cysP gene [42], The binding of CysB protein proceeds
without the inducers either OAS or N-acetyl-L-serine.
However, the presence of an inducer, not only stimula-
ted the binding of CysB but was necessary for the
transcription initiation. Runoff transcription experi-
ments have showed that sulfide inhibits both transcrip-
tion initiation and binding by competing with the
inducer [42], These findings indicate that sulfide is an
anti-inducer and may explain why the full expression of
the cysteine regulon requires sulfur limitation. L-
cysteine did not affect in vitro transcription initiation
or binding of CysB protein to the cysJ promoter
region. The effects of L-cysteine observed in vivo may
result from its degradation to sulfide by the inducible
enzyme cysteine desulfhydrase [40].

The studies described above resulted in important
findings which allowed the elucidation of the mecha-
nism of cysteine biosynthesis regulation. However,
there are still some obscure points in this system, for
example the regulation of cysE gene expression. This
gene is not under control of CysB protein.

It is worth noting that all the results obtained in the
in vitro experiments using new molecular biology
techniques, confirmed the general picture of cysteine
biosynthesis regulation, established previously by clas-
sical genetic and biochemical methods.

Artykut otrzymano 10 stycznia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 13 lutego 1992 r.
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Gen DM D — najwiekszy gen cztowieka

DMD gene — the largest human gene

JOLANTA KWIATKOWSKAL1
RYSZARD SEOMSKI2

Spis tresci:

I.  Wykrycie genu DMD
Il. Struktura genu DMD
I11. Struktura dystrofiny
IV. Ekspresja dystrofiny
V. LoquaIizacja i funkcja dystrofiny w miesniach szkieleto-
wyc
VI. Dystrofie migsniowe Duchenne’ai Beckera
VII. Mutacje genu DMD
VIII. Korelacja objawéw klinicznych ze zmianami w genoty-
pie
IX. Diagnostyka molekularna
X. Uwagi koncowe

Contents:

I. Discovery of DMD gene
Il. Structure of DMD gene
1. Structure of dystrophin
IV. Expression of dystrophin
V. Localisation and function of dystrophin in skeletal
muscle
VI. Duchenne and Becker muscular dystrophies
VII. Mutations in the DMD gene
VIII. Correlation of clinical symptomes with changes in
genotype
IX. Molecular diagnostics
X. Final remarks

Wykaz stosowanych skrétow: DMD — dystrofia miesniowa
Duchenne’a; BMD — dystrofia miesniowa Beckera; CK
— kinaza fosfokreatyny.

I. Wykrycie genu DMD

W 1861 i 1868 r. Duchenne opisat po raz
pierwszy chorobe, nazwang pdzniej dystrofig miesnio-
wa Duchenne’a. Pierwsze doniesienia o chorobie byty
jak na 6wczesne lata bardzo nowoczesne — zawieraty
doktadne opisy kliniczne uzupetnione wynikami ba-
dan z zakresu fizjologii i histologii mieéni [1, 2, 3].
Jeszcze na dtugo zanim prawa Mendla zostaty uznane
przez nauke zauwazono, ze choroba wystepuje jedynie
U mezczyzn i przenoszona jest przez zdrowe kobiety.
W 1955 r. Bec k e r opisat alleliczng wzgledem DMD,
tagodniejsza postac dystrofii miesniowej, opisang jako
BMD [4]. Przez wiele nastepnych lat starano sie

1 Mgr, 2Prof. dr hab., Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul.
Strzeszynska 32, 60-479 Poznan.
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poznaé¢ przyczyne obydwu dystrofii. Jeszcze 10 lat
temu jedyng potwierdzong obserwacjg byto sprzezenie
choroby z chromosomem X. U wiekszosci chorych
w badaniach cytogenetycznych nie obserwowano jed-
nak anomalii struktury chromosomu.

Rozwdéj nowych technik badawczych w ostatnich
latach umozliwit blizsze poznanie molekularnego pod-
toza dystrofii. W 1986 r. zlokalizowano w prazku Xp21
w chromosomie X gen wywotujacy dystrofie (gen
DMD). Od tej pory rozwdéj wydarzen potoczyt sie
w btyskawicznym tempie. W okresie krotszym niz rok
wyizolowano gen [5, 6], poznano strukture cDNA
i wykryto biatkowy produkt genu, ktéry nazwano
dystrofmg [7, 8]. Okazato sie, ze gen DMD jest
najwiekszym opisanym dotychczas genem u Eukaryo-
ta. Nalezy réwniez do najlepiej poznanych gendéw
cztowieka. Nowe techniki badawcze opracowane do
badania struktury genu DMD znajdujg takze za-
stosowanie do sekwencjonowania innych genéw ludz-
kiego genomu, a takze w rutynowej diagnostyce medy-
cznej.

Il. Struktura genu DM D

Dystrofia miesniowa Duchenne’a jest pierwszg cho-
robg genetyczng cztowieka, do badania ktérej za-
stosowano z powodzeniem strategie badawczg okres-
long mianem odwrotnej genetyki (ang. reverse gene-
tics). Okreslenie to méwi, ze zmiany sekwencji nukleo-
tydow w DNA prowadzace do wystapienia choroby
poznano bez jakichkolwiek wcze$niejszych informacji
o produkcie genu. Technika elektroforezy w zmiennym
polu wykazano, ze gen DMD zawiera 2.5 miliona par
zasad (2.5 Mbp), co stanowi ponad 1% DNA chromo-
somu X (0.001 genomu cztowieka) [9]. Jest wiec ponad
12 razy wiekszy od olbrzymiego genu kodujacego
czynnik VIII krzepniecia krwi. Liczba ekson6w genu
DMD nie jest doktadnie znana, ale przyjmuje sie, ze
jest ich ponad 75 (Rye. 1). Eksony przedzielone sg
intronami o $redniej wielkosci 35 kb [6, 10]. cDNA
dystrofiny jest stosunkowo maty, ztozony z 13973
nukleotydéw, z czego pierwsze 11336 nukleotyddw
koduje biatko, a reszta stanowi region nie ulegajacy
translacji [11]. Z poréwnania sekwencji cDNA genu
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dystrofmy z mieéni szkieletowych cztowieka i cDNA
z komérek miesnia sercowego wynika, ze sekwencje te
sa homologiczne w 88%, a sekwencje na poziomie
aminokwasow w 86% [12].

Xp21

Chromosom X

Gen DMD
2,5 Mb, 75 eksondéw
mMRNA |
14 kb
Dystrofina | ===/

3685 AA

Ryc. 1. Diagram przedstawiajagcy chromosom X cztowieka oraz
lokalizacje i wielko$¢ genu DMD.

I11. Struktura dystrofiny

Dystrofina kodowana przez gen DMD jest duzym
biatkiem, o masie 427 kDa zbudowanym z 3685
aminokwasdw i jest biatkiem mocno konserwatyw-
nym, szczeg6lnie na koncu karboksylowym. Dystrofi-
na jest strukturalnie pokrewna grupie biatek obej-
mujacej a-aktyniny oraz a-i P-spektryny [8, 13].
Analizujac sekwencje aminokwas6w opisang na pod-
stawie zsekwencjonowanego cDNA dystrofiny K o -
enig i wspotautorzy [11] sugeruja, ze biatko
zawiera cztery domeny. N-terminalna domena ztozona
z 240 aminokwasoéw cechuje sie wysokg homologig
z a-aktyning w czesci odpowiedzialnej za wiazanie
aktyny [11,14]. Druga, najwieksza domena skladajgca
sie z 25 potréjnie helikalnych segmentéw, obejmuje
aminokwasy 278-3080 ijest podobna do powtarzaja-
cych sie segmentéw a-aktyniny i spektryny [11, 15].
W 20-tu pierwszych eksonach granice ekson-intron
odpowiadajag kraricom powtarzajacych sie segmentdéw,
co sugeruje, ze ewolucja biatka obejmowata wielokrot-
ne duplikacje. Trzecia domena obejmuje aminokwasy
3080-3360. Na 280 aminokwasow tego segmentu przy-
pada 15 cystein. Domene te porownuje sie z C-
terminalng domeng a-aktyniny, zawierajgcg miejsca
wigzania jonéw Ca2+. Ostatnia, C-terminalna dome-
na, ztozona z 420 aminokwasow, nie wykazuje podo-
bienstwa do zadnego z poznanych biatek.

IV. Ekspresja dystrofiny

Technika Northern blottingu wykazano, Ze gen
DMD ulega ekspresji w mie$niach szkieletowych pto-
doéw i osobnikéw dorostych, lecz nie stwierdzono
ekspresji w komdrkach fibroblastéw skory i komor-

50

kach zarodkowych [16, 17]. Dalsze badania wykazaty
ekspresje w hodowanych in vitro komoérkach miogen-
nych dopiero po wyréznicowaniu sie tych komorek
[18]. W badaniach ekspresji tkankowo-specyficznej
zastosowano bardzo czutg metode enzymatycznej am-
plifikacji odcinkdbw mRNA. Produkty reakcji uzys-
kano na matrycy mRNA z komorek miesni szkieleto-
wych, miesnia sercowego, miesni gtadkich, a takze,
cho¢ w mniejszych ilosciach z mézgu, nerek, ptuc,
tozyska, watroby, $ledziony, hodowli fibroblastéw
i limfoblastéw (Tabela 1). Celem zlokalizowania dys-
trofiny w poszczeg6lnych tkankach centralnego ukia-
du nerwowego u zdrowych i dystroficznych myszy
zastosowano metody immunocytochemiczne [20].
Okazato sie, ze najwiecej dystrofiny wystepuje w moz-
dzku, korze médzgowej i rdzeniu kregowym. Brak
dystrofiny w miesniach szkieletowych prowadzi u czto-
wieka i zwierzat do dystrofii miesniowej [7, 21, 22].

Tabela 1.

Wystepowanie transkryptdéw genu DM D w tkankach cztowieka

Zawarto$¢ trans-
kryptéw genu
DMD w badanej

Tkanka tkance w % ich Pism.

zawartosci w mie-

$niach szkieleto-

wych

Miegsien szkieletowy 100 16,19
Serce 80— 100 16,19
Miesien gtadki 2— 10 16
Nerka 1.6 16
Kora mézgu 1 16
Ptuco 1 16
W atroba 0.05 16
tozysko 0.05 16
Sledziona 0.05 16
Fibroblasty {in vitro) <0.05 16
Hepatoma {in vitro) <0.05 16
Limfocyty {in vitro) 0.01 16

1 transkrypt/
1000 komorek

Limfocyty krwi 50, 51, 52

V. Lokalizacja i funkcja dystrofiny w miegs-
niach szkieletowych

Hoffman i wspotautorzy [13] zastosowali
cDNA dystrofiny myszy, (homologiczny wzgledem
dwoch réznych regionow genu DMD cziowieka) do
uzyskania poliklonalnych przeciwciat, ktére w analizie
biatek z miesni szkieletowych metodag Western blotting
rozpoznawaty biatka o masie czasteczkowej okoto 400
kDa. Nie zaobserwowano sygnatow na filtrach zawie-
rajacych biatka pacjentow z dystrofig. Subkomdrkowe
frakcjonowanie komaérek miesniowych myszy wykaza-
to, ze dystrofina wystepuje razem z biatkami kanatu
wapniowego, we frakcji z triadami. Triady sg kom-
ponentami widkien miesniowych, ztozonymi z uktadu
poprzecznych kanalikéw otaczajacych miofibrylle i be-
dacych wpukleniami sarkolemmy (tzw. kanaliki T)
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oraz terminalnych czesci cystern retikulum sarkoplaz-
matycznego. Do miejsca, gdzie znajdujg sie triady
dochodzg z neuronéw ruchowych sygnaty depolaryzu-
jace blone, po czym nastepuje uwolnienie jonéw
wapniowych z retikulum sarkoplazmatycznego
i skurcz miesnia. Prawdopodobnie funkcja dystrofiny
polega na zakotwiczaniu triad w cytoszkielecie miofib-
rylarnym [21].

Celem doktadnego poznania lokalizacji dystrofiny
w komorkach miesniowych zastosowano przeciwciata
ze znacznikiem fluorescencyjnym [23, 24]. Na prze-
krojach podtuznych i poprzecznych preparatéw mik-
roskopowych widkien miesniowych zaobserwowano,
ze dystrofina wystepuje w sarkolemmie, w postaci
cienkiej, nieprzerwanej warstwy. W preparatach po-
chodzacych od pacjentéw z DM D wynik byt negatyw-
ny, a od pacjentéw z BMD biatko tworzyto przerywa-
ng warstwe [24]. Uzyskane wyniki sugerujg, ze dys-
trofina petni réwniez funkcje biatka strukturalnego
w membranach wiokien miesniowych, a dystrofie typu
Duchenne’a i Beckera sg wynikiem niestabilnosci tych
membran powodowanej niedoborem dystrofiny [13,
22, 23].

Pierwsze eksony mRNA dystrofiny mozgu i mieéni
majg inne sekwencje nukleotydéw co oznacza, ze
ekspresja jest regulowana przez inny promotor. ROw-
niez na koncu 3' transkryptu z mézgu stwierdzono
alternatywny splicing, w wyniku ktérego powstaja
rézne formy domeny karboksylowej. Dystrofina musi
petni¢ tu inng funkcje niz w miesniach szkieleto-
wych [25].

V1. Dystrofie miesniowe Duchenne’a i Bec-
kera

Dystrofie miesniowe zaliczane sg do najczestszych
choréb genetycznych. W oparciu o dane Kkliniczne
i genetyczne wyodrebniono dystrofie sprzezone z chro-
mosomem X (DMD, dystrofie Duchenn’a i BMD,
Beckera oraz dystrofia Emery’ego-Dreifussa), dystrofie
dziedziczone jako autosomalne cechy recesywne (np.
dystrofia konczynowo-obreczowa) ijako autosomalne
cechy dominujace (np. dystrofia twarzowo-topatkowo-
ramieniowa i dystrofia miotoniczna) [26]. DMD jest
chorobg letalng, wystepujacg z czestoscig 1:3500
noworodkéw pici meskiej i w 1/3 przypadkéw jest
nastepstwem nowych, sporadycznych mutacji [27].
BMD wystepuje z ok. 10-krotnie mniejszg czestoscia.

Pierwsze objawy dystrofii Duchenne’a wystepuja
w wieku 3—5 lat i polegaja gtéwnie na trudnos$ciach
w chodzeniu z powodu dystrofii miesni obreczy bio-
drowej. Zmiany postepujg i przesuwajg sie do obreczy
barkowej. Wystepuje przerost rzekomy gtéwnie miesni
tydek, przykurcze mieéniowe, az dochodzi do zaniku
miesni i og6Inego wyniszczenia. Zmiany dotyczg row-
niez miesnia sercowego. Zgon nastepuje w drugiej lub
trzeciej dekadzie zycia.
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Dystrofia miesniowa typu Beckera polega na mniej-
szych ale identycznych jakosciowo nieprawidtowos-
ciach jak w przypadku DMD. Pierwsze objawy klini-
czne wystepujag na og6t w drugiej dekadzie zycia,
nastepuje kolejno dystrofia miesni kofczyn dolnych,
potem gdrnych, przerost rzekomy miesni i w efekcie
wczesne inwalidztwo. BMD w odréznieniu od DMD
niejest letalna ichorzy mezczyzni w czesci przypadkéw
sg zdolni do wydania potomstwa.

Anomalie metaboliczne przejawiajg sie zwiekszo-
nym w surowicy poziomem enzymdéw miesniowych
(aldolazy, fosfokinazy kreatyny, transaminazy, dehyd-
rogenazy mleczanowej). Parametrem diagnostycznym
u chorych moze by¢ poziom fosfokinazy kreatyny
w moczu i surowicy [27, 28]. Na podstawie stopnia
zaawansowania choroby Gillard [29] opracowatl
numeryczng skale dystrofii: 1— oznacza postac ciezka
DMD; 2 — forme tagodniejszga DMD; 3 — forme
posrednig miedzy DMD i BMD; 4 — ciezka postaé
BMD; 5 — tagodng posta¢é BMD. Podkresla sie
ostatnio potrzebe wiagczenia badarn molekularnych
i biochemicznych do diagnostyki klinicznej pacjentéw
z chorobami neuromie$niowymi. Dla przyktadu wielu
pacjentéw z rdzeniowym zanikiem mie$ni [30] lub
dystrofig obreczowo-konczynowag [31] okazato sie po
badaniach DNA, ze sg chorymi na BMD oraz, ze
niektdrzy z pacjentow z diagnoza DM D maja chorobe
autosomalng recesywna. Calkowicie swoista cechg
DMD/BMD jest niedobér dystrofiny w miesniach
szkieletowych i dlatego wspotczesna diagnostyka tych
dystrofii powinna obejmowac, oprocz badan klinicz-
nych, takze badania biochemiczne i molekularne.

VIl. Mutacje genu DMD

Lokalizacja i sklonowanie genu DM D umozliwity
poznanie mutacji wywotujgcych chorobe. Przyczynity
sie takze do okre$lenia nosicielstwa nieprawidtowego
allelu u prawidtowych fenotypowo kobiet, pozwolity
réwniez na prenatalne wykrywanie choroby. Jako
mutacje najczesciej wystepujace w locus DMD/BMD
stwierdzono delecje; stanowiag one 60-65% wszystkich
mutacji [6, 9, 29, 32, 33] i czesto obejmujg duze
fragmenty genu. Po raz pierwszy zostaty wykryte przy
uzyciu sondy pERT87 [34] rozpoznajgcej region
DXS164 genu i sondy XJ [35] z sasiedniego regionu
DXS206. Duplikacje w locus DMD/BMD wykazano
u ok. 5% pacjentdw; obejmujg one zaréwno sekwencje
wewnatrzgenowe jak i potozone w bezposrednim sasie-
dztwie genu. Pozostate mutacje (ok. 30%) to praw-
dopodobnie mutacje punktowe. Zarowno delecje jak
i duplikacje oraz mutacje punktowe prowadza do
zmian w strukturze dystrofiny i w rezultacie do zabu-
rzen funkcji tego biatka.

Wykazano, ze istniejg w genie DM D dwa regiony,
w ktorych najczesciej wystepujag mutacje (ang. hot
spots). W odlegtosci 0,5 miliona par zasad od promoto-
ra, a wiec w regionie DXS164/DXS206 i w czesci
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centralnej genu, tj. 1,2 miliona par zasad od promoto-
ra. U okoto 10% pacjentow wykazano delecje w pierw-
szym z wymienionych regionoéw [36, 37]. W central-
nym regionie genu delecje pojawiajg sie czesciej [6].
Czestos$¢ wystepowania delecji jest taka sama w DM D
i BMD [32, 36].

Duplikacje w genie DMD po raz pierwszy opisat
Bertelson i wspotautorzy [38]. Jak wiele
innych mutacji w genie dystrofiny zostaty one wykryte
metodg blottingu wg Southerna i hybrydyzacji
zsonda pERT87-15. Dalsze badania z uzyciem klonow
genomowego DNA i klonéw cDNA wykazaty, ze
duplikacje stanowig okoto 5% ogdtu mutacji, a wiec
wystepuja ok. 10 razy rzadziej niz delecje [29, 39].

DMD i BMD wystepuja prawie wytgcznie u oséb
ptci meskiej, opisano jednak nieliczne przypadki dys-
trofii u kobiet [40, 41]. Sa one wynikiem translokacji
miedzy locus Xp2l, a réznymi regionami chromo-
somow autosomalnych. Wszystkie przypadki sg wyni-
kiem mutacji de novo, nie stwierdzono zmian struk-
turalnych w materiale genetycznym krewnych pacjen-
tek. Zadziwiajacy jest fakt, ze pomimo wystepowania
dwéch chromosonow X (prawidtowego i zmutowane-
go) inaktywacji ulega chromosom prawidiowy. By¢
moze inaktywacja jest procesem rozprzestrzeniajagcym
sie od centrum inaktywacji na koricu dtugiego ramie-
nia chromosomu X. CzeSciowg ekspresje genu obser-
wuje sie tez niekiedy u nosicielek bez translokacji (ang.
manifesting carrier).

VIIl. Korelacja objawéw klinicznych ze zmia-
nami w genotypie

Z dotychczas opublikowanych prac wynika, ze nie
ma Scistej korelacji miedzy wielkoscia delecji lub
duplikacji, a stopniem zaawansowania choroby [6, 33,
42]. Monaco i wspoOtautorzy [12] wysuneli
hipoteze, ze mutacje nie powodujgce zmiany ramy
odczytu prowadzg do tagodnej postaci dystrofii typu
Beckera, a zmieniajgce rame odczytu powodujg letalng
dystrofie typu Duchenne’a. Badania w innych os$rod-
kach potwierdzity stusznos¢ tej hipotezy dla 92%
przypadkéw [42]. Hipoteza M o nac o nie sprawdza
sie jedynie w przypadku delekcji eksonéw 3-7, w wy-
niku ktorej zmieniona jest ramka odczytu i usunieta
wiekszo$¢ sekwencji domeny N-terminalnej, prowa-
dzaca do posredniego stanu klinicznego miedzy typem
Beckera a Duchenne’a [43]. Réwniez duze delecje
obejmujace ponad 30 eksonéw musza prowadzi¢ do
DMD, gdyz powstajagce na tak zmienionej matrycy
biatko jest zbyt mate, aby petni¢ prawidtowa funkcje
biologiczng. Hipoteza M onaco jednak znajduje po-
twierdzenie w 96% badanych przypadkach. Nie zmie-
niajagce ramki odczytu delecje eksonéw 31-44 powo-
dujg tagodng posta¢ BMD Ilub nawet przebiegaja
bezobjawowo [42]. Wiele delecji rozpoczyna sie w ob-
rebie intronu miedzy eksonem 44 a 45. Prawdopodob-
nie wptywa na to olbrzymia wielko$¢ tego intronu
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(ponad 200 kb). Opisano juz kilkaset delecji rozpo-
czynajacych sie w tym intronie, obejmujacych frag-
menty DNA o bardzo zréznicowanej wielkosci i pro-
wadzacych zarowno do tagodnej jak i ciezkiej postaci
dystrofii.

IX. Diagnostyka molekularna

Wspébiczesna diagnostyka chordb nerwowo-migs-
niowych powinna uwzglednia¢ wyniki badan klinicz-
nych, biochemicznych i molekularnych. Pacjenci spet-
niajacy kryteria kliniczne dystrofii Duchenne’a lub
Beckera i wykazujacy podwyzszony poziom Kinazy
fosfokreatyny poddawani sg w wielu krajach juz
rutynowo nowoczesnej diagnostyce molekularnej.
W naszym kraju badania molekularne wykonuje Za-
ktad Genetyki Cztowieka PAN (Poznan), Instytut
Psychiatrii i Neurologii (Warszawa) i Centrum Zdro-
wia Dziecka (Warszawa). Materiatem do badan moze
by¢ genomowy DNA wyizolowany z krwi obwodowej,
z fibroblastow lub kosmkoéw tozyska, a w przypadku
diagnostyki prenatalnej z fibroblastow ptodu. Pod-
stawowg metoda badawczg zmian strukturalnych ge-
nu dystrofiny byta do niedawna hybrydyzacja geno-
mowego DNA pacjentéw z radioaktywnymi sondami
molekularnymi. Pierwszymi sondami molekularnymi
byty sklonowane, naturalne fragmenty genu jak row-
niez fragmenty DNA flankujace gen. Po sklonowaniu
cDNA, sondy cDNA znalazty natychmiast zastosowa-
nie diagnostyczne i w zasadzie wyparly wczesniej
stosowane sondy genomowe. Obecnie, w metodzie
Southerna, po trawieniu genomowego DNA endonuk-
leazg Hind Ill, stosuje sie najczesciej pie¢ subklonéw
cDNA pokrywajacych caty region kodujacy genu. Ze
wzgledu na olbrzymiag wielko$¢ genu DMD i r6zno-
rodnos$¢ fragmentoéw restrykcyjnych analiza uzyska-
nych wynikéw jest skomplikowana.

Nowszg metodg wykrywania delecji jest amplifika-
cja in vitro (PCR) eksonéw genu DMD. Zasady
metody PCR zostaly przedstawione czytelnikom Po-
stepow Biochemii w artykule Jungerman i Sto-
mskiego [44]. W badaniach genu DMD zastosowa-
no po raz pierwszy wariant PCR (multiplex) umoz-
liwiajacy jednoczesng amplifikacje kilku eksonéw.
W pionierskiej pracy Chamberlaina i wspét-
autorow [45] reakcja multiplex obejmowata szes$¢
eksonow, w regionach genu DMD, w ktérych najczes-
ciej wystepuja delecje. Pojedynczg reakcjg PCR mozna
byto wykry¢ ok. 60% wszystkich delecji. Nic dziwnego,
ze ta reakcja znalazta natychmiastowe zastosowanie
w diagnostyce DMD i BMD. Wkrotce reakcjg multi-
plex objeto jeszcze trzy eksony, a wykrywalnos¢ delecji
wzrosta do 80% [46]. Ostatnio Beggs i wspot-
autorzy wiaczyli do reakcji multiplex jeszcze 9 eks-
onéw i region promotora genu, zwiekszajagc w ten
sposéb wykrywalnos¢ delecji do 98% [47]. Orygi-
nalne doniesienia zaktadaty, ze 19 fragmentéw genu
DMD mozna analizowa¢ w dwoch reakcjach PCR

POSTEPY BIOCHEMII 38(2), 1992



(Tabela 2). W praktyce diagnostycznej rozdziat i ocena
fragmentow o zblizonej wielkosci jest prawie niemoz-
liwy, dlatego z reguty wykonuje sie ok. 5 reakcji PCR.
Autorzy niniejszego opracowania metodg PCR anali-
zuja 20 regionéw genu DMD — region promotora
ieksony 3,4, 6,8,12,13,17,19,43,44,45,46,47,48,49,
50, 51, 52 i 60, wykonujac 6 reakcji typu multiplex.

Tabela 2.

Wykrywanie delacji w genie DMD prowadzacych do dystrofii
miesniowych typu Duchenne’a i Beckera z zastosowaniem metody
PCR.

Eksony objete reakcjag Wykrywal-

Autor metody Pism.
PCR nos¢ delecji
Chamberlain 8, 17, 19, 44, 45, 48 70% 45
i wsp.
Chamberlain 4,8,12,17,19,44,45,48, 80% 46
i wsp. 51
Beggs i wsp. Pm, 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 98% 47
19, 43, 44, 45, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 60
Abbs i wsp. Pm, 3,4, 6, 8, 13, 19, 42, 98% 56
43,44, 45, 47, 48, 50,51,
52, 53, 60

Pm — promotor genu DMD.

Metoda PCR jest rowniez stosowana do wykrywa-
nia nosicielstwa zmutowanego genu DMD w rodzi-
nach z ryzykiem wystgpienia dystrofii. Wykorzystano
tutaj naturalny polimorfizm regionu pERT genu
DMD, oceniany poprzez trawienie uzyskanych produ-
ktéw PCR endonukleazami Xmn I, Barn HI i Tagq
| [48].

Ukazaty sie ponadto doniesienia o wykrywaniu
delecji i ustalaniu nosicielstwa dystrofii poprzez anali-
ze mRNA limfocytéw krwi obwodowej, z wykorzys-
taniem zjawiska nieuprawnionej transkrypcji (ang.
illegitimate transciption) wykazanej po raz pierwszy
przezChellyegoiwspoOtautordw [49]. Mate-
riatem wyjsciowym jest tu catkowity RNA limfocytow.
Na matrycy RNA przeprowadza sie synteze cDNA
stosujac primery specyficzne dla genu DMD, a nastep-
nie dwie reakcje PCR z wewnetrznymi primerami (ang.
nested PCR). Ukazato sie juz kilka doniesiern o za-
stosowaniu tej metody nie tylko do analizy patologicz-
nych transkryptow, lecz réwniez do ustalania nosiciel-
stwa dystrofii [50, 51, 52]. Szczegdlnie cenne jest
bezposrednie ustalanie nosicielstwa, gdyz préby usta-
lenia nosicielstwa metodg hybrydyzacji z subklonami
cDNA, metodg PCR lub poprzez analize sprzezen nie
dajg informatywnych wynikow w wielu przypadkach
0s6b zrodzin zryzykiem DMD. Petna analiza moleku-
larna powinna zawieraé oprécz wynikéw bezposred-
niego badania genu takze wyniki badan produktu
genu. Dystrofine mozna obecnie oznacza¢ technikg
immunoblottingu lub immunofluorescencji [53, 54,
55]. Badania zmierzajg do uzyskania przeciwciat roz-
poznajacych poszczeg6lne domeny dystrofmy i moga
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by¢é stosowane zaréwno w diagnostyce, jak i wy-
krywaniu nosicielstwa dystrofii.

Ryc. 2. Wykrywanie delecji genu DMD metodg PCR w wersji
multiplex (58, 59). Rycina przedstawia rozdzielone elektro-
foretycznie w zelu agarozowym produkty reakcji, w ktérej
jednocze$nie amplifikowano 6 eksonéw (ekson 8,17, 19, 44,
45,48). Tor 1,zdrowa osoba (kontrola pozytywna); tor 2—9,
chorzy na DMD; (u czesci pacjentéw zauwazalne delecje);
tor 10, kontrola negatywna; tor 11, marker wielkoSci.
Przeprowadzenie analizy 20 ekson6éw umozliwia wykrycie
98% delecji.

X. Uwagi koricowe

Poznanie struktury genu DMD i wyjasnienie mole-
kularnego podtoza dystrofii miesniowych Duchnne’a
i Beckera jest przyktadem ogromnego postepu genety-
ki molekularnej w ostatnich latach. W okresie obej-
mujgcym zaledwie jeden rok, przy zastosowaniu od-
wrotnej genetyki poznano biatkowy produkt najwiek-
szego genu cztowieka. Wyjasniono réwniez podstawo-
we mechanizmy prowadzace do wystgpienia DMD
i BMD. Poznawaniu genu DMD towarzyszyto olb-
rzymie zainteresowanie wielu renomowanych osrod-
kéw naukowych. Zaowocowato to wprowadzeniem do
nauki nowych metod badawczych — metody PCR
w wersji multiplex i kompleksowej analizy mutacji
poprzez cDNA-PCR. Roéwniez nieuprawniona trans-
krypcja zostata opisana po raz pierwszy na przyktadzie
tego genu. Badania genu DMD nie zostaty jednak
zakonczone. Poszukiwane sg mutacje punktowe, kt6-
re, az u 30% pacjentéw, prowadzg do wystgpienia
tagodnej lub ztosliwej postaci dystrofii. Prowadzone sg
rébwniez badania DNA i dystrofmy majgce na celu
wyjasnienie réznorodnosci postaci DMD i BMD [56].
Na ostatnim Zjezdzie Europejskich Towarzystw Ge-
netycznych w Leuven [Belgia, 1991] zagadnieniom
dotyczagcym DMD posSwiecono wiele uwagi. Przed-
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stawiono réwniez wstepne informacje o sklonowaniu
catego genomowego DNA w sztucznym chromosomie
drozdzy oraz o kilku mutacjach punktowych.
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Enzymy naprawiajace DNA: UvrABC-endonukleza

Escherichia coli

DNA repair enzymes: UvrABC-endonuclease of

Escherichia coli

CELINA JANION1

Spis tresci:

I Specyficznos¢ naprawy DNA
Il Rola poszczegdlnych biatek
111 Genetyka i ekspresja biatek
IV Metabolizm biatka UvrB
V Preferencyjna naprawa DNA

Contents:

I Specyficity of DNA repair
Il Role of the proteins
Il Genetics and expression of the proteins
IV Metabolism of the UvrB protein
V Preferential DNA repair

Wykaz stosowanych skrotow: UvrA, UvrB, UvrC, LexA,
OmpT, Ada — sg to nazwy biatek kodowanych przez geny
uvrA, uvrB, uvrC, lexA, ompT, ada; IPTG — tiogalak-
topyranozyd izopropylu; System SOS — indukcyjny system
komorkowy obejmujacy w E. coli okoto 20 genéw, ktérych
ekspresja zachodzi gdy, na skutek zbyt licznych uszkodzen
DNA, synteza DNA zostaje zahamowana.

I. Specyficzno$¢ naprawy DNA

Ostatnie lata przyniosty wiele nowych danych na
temat dziatania UvrABC-endonukleazy, enzymu zna-
nego gtdwnie z usuwania dimeréw pirymidynowych
z DNA. Przede wszystkim okazato sig, ze specyficznos¢
substratowa enzymu, zakres uszkodzehA usuwanych
z DNA jest o wiele szerszy niz poczatkowo przypusz-
czano. Utarto sie przekonanie, ze UvrABC-endonuk-
leaza usuwa fragmenty DNA zawierajace tak zwane
“pbulky adducts”, zmodyfikowane zasady o znacznie
zwiekszonej objetosci, powodujace zaburzenia i zagie-

1 Prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-532
Warszawa, ul. Rakowiecka 36.
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cia struktury DNA o 30—50°. Takimi uszkodzeniami
sg dimery i 6-4 fotoprodukty pirymidynowe powsta-
jace pod wptywem promieniowania UV265nm [1—3],
mono i di-addukty réznych pochodnych psoralenu
powstajgce pod wptywem promieni UVA365nm [4],
addukty cis-plytyny [5], benzo(a)pyrenu [6] i wielu
innych zwigzkéw. Okazato sie jednak, ze UvrABC-
endonukleaza usuwa uszkodzenia, ktdre nieznacznie
lub wcale nie zmieniajg struktury DNA, jak np.
miejsca pozbawione zasad i glikol-tyminy [7] lub
O06metyloguanina [8]. Szybkos$¢ naprawy usuwanych
uszkodzen jest rézna. | tak na przykiad fotoaddukty
psoralenu usuwane sg z 5-krotnie wiekszg szybkoscig
niz dimery pirymidynowe, a dimery pirymidynowe
z 5-krotnie wigkszg szybkoscig niz 06metyloguanina

[&].
I1. Rola poszczegélnych biatek

Aktywno$¢ UvrABC-endonukleazy jest wynikiem
wspotdziatania trzech réznych biatek o calkowicie
odrebnej roli. Uszkodzenie ktéregokolwiek z genéw
kodujacych te biatka powoduje zanik aktywnosci
endonukleolitycznej. Biatko UvrA, jako jedyne z po-
$réd nich, ma zdolno$¢ do wigzania sie z dwuniciowym
DNA [9, 10]. W jego skiadzie aminokwasowym znaj-
duja sie sekwencje wskazujgce na istnienie dwoch
palcdw cynkowych — struktur utatwiajacych interak-
cje z kwasami nukleinowymi [11, 12]. Czy te struktury
pomagaja przy wiazaniu biatka UvrA z DNA nie
zostato ustalone.

Biatko UvrA w komadrkach E. coli wystepuje gtow-
nie w formie dimeru UvrA2. Dimeryzacja zachodzi po
przytgczeniu sie do biatka ATP [13, 14]. Przy czym
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ATP nie ulega defosforylacji, chociaz biatko UvrA ma
stabe wiasciwosci ATPazy, a takze GTPazy [10].
Dimer UvrA2 wigze sie z biatkiem UvrB w kompleks
UvrA2B przed lub po przytgczeniu sie do DNA.
Kompleks UvrA2B, w poréwnaniu z biatkiem UvrA2,
wykazuje znacznie zwiekszong aktywno$¢ ATPazy
[15]. Biatko UvrB ma w swej strukturze motyw
spotykany w biatkach o aktywno$ci ATPazy, jednak
natywne biatko UvrB aktywno$ci ATPazy nie wyka-
zuje [16, 17].

Wytworzony kompleks UvrA2B po przytgczeniu sie
irozluznieniu struktury DNA przemieszcza sie wzdtuz
osi DNA w kierunku 5 — 3' (aktywno$¢ translokazy,
lub helikazy [18,19]), czerpiac energie z rozktadu ATP
lub dATP. Po dotarciu do miejsca uszkodzenia
UvrA2B umieszcza sie naprzeciw nici wymagajgcej
naprawy, wtedy przytgcza sie biatko UvrC i przecina
wigzania fosfodiestrowe w dwdch miejscach: wiazanie
8-me w kierunku 5'i wigzanie 4-te lub 5-te w kierunku
3', liczac od zasady uszkodzonej [20]. Wycieciu ulega
wiec 12 lub 13 nukleotydowy odcinek DNA bez
wzgledu na rodzaj uszkodzenia [21]. Powstata luka
ulega wypetnieniu w wyniku dziatania polimerazy
DNAI i nowosyntetyzowany fragment zostaje zwigza-
ny z DNA dziataniem ligazy.

Proces naprawy DNA zawierajgcego di-addukty
psoralenu, ktory wigze jednoczesnie obie nici DNA,
albo zwigzki interkalujgce w sfere obydwu nici DNA,
jest bardziej ztozony i wymaga proceséw rekombinacji
z udziatem biatka RecA [22, 23].

Po wycieciu uszkodzonego fragmentu DNA biatka
nie ulegajg oddysocjowaniu. Oddysocjowanie i obrét
biatek nastepuje w obecnosci helikazy 1l i DNA
polimerazy | [24—26].

Aktywnos$é UvrABC-endonukleazy wycinajacej di-
mery pirymidynowe wzrasta okoto 5-krotnie w obec-
nosci fotoliazy, enzymu, ktéry przy udziale $wiatla
widzianego odwraca proces dimeryzacji i rozbija dime-
ry pirymidynowe z utworzeniem zasad wyjsciowych
[27]. W warunkach gdy monodimeryzacja nie za-
chodzi enzym, poprzez przytgczenie sie do dimeru,
zwieksza prawdopodobnie powinowactwo biatek
UvrA2B do wigzania sie z DNA.

Orren i Sancar [14] uwazajg, ze rolg biatka
UvVrA jest przeniesienie UvrB do miejsca uszkodzenia,
natomiast proces wycinania zachodzi przy udziale
biatek UvrB i UvrC. Zaznaczajg to w nazewnictwie
enzymu przez umieszczenie A w nawiasie: Uvr(A)BC-
endonukleaza (wiasciwie, uzywajg nazwy (A)BC-eks-
cinukleaza, ktorg nie wszyscy akceptujg [28]). Istotnie
w badaniach in vitro obserwuje sie aktywnos$¢ nukleo-

lityczng juz w obecnosci dwéch biatek UvrB i UvrC.

Grossman uwaza jednak, ze jest to proces nie-
specyficzny. Gdy substratem jest natywne DNA, wy-
cieciu ulega fragment 9-cio nukleotydowy, a stezenie
biatek UvrB i UvrC wymaganych do tej reakcji
znacznie przekracza stezenie biatek wystepujacych
w warunkach fizjologicznych [29].
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Z badan nad ochrong DNA przed trawieniem DNaza
I wynika, ze biatko UvrA ochrania przed nukleolizg
fragment o wielkosci 33 par zasad, natomiast po
dodaniu biatka UvrB powierzchnia ochraniana maleje
do 19 nukleotydéow [30]. Moze byé to wynikiem
zarowno oddysocjowania biatka UvrA, jak i zmiany
konformacyjnej biatek po wytworzeniu kompleksu
UvrA2B. Wytworzony kompleks UvrA2B-uszkodzone
DNA jest bardzo trwaty. Okres péttrwania wynosi w/g
Younga iwspo6tautorow 42 minuty [31] w/g
Orrena i Sancara 100 minut [14].

I11. Genetyka i ekspresja biatek

Geny uvrA, uvrB, uvrC kodujgce poszczeg6lne biat-
ka sg rozmieszczone w réznych miejscach chromo-
somu bakteryjnego, a mianowicie na 92, 18, i 42
minucie mapy genetycznej E. coli [32]. Geny te zostaty
sklonowane, zsekwencjonowane, a biatka przez nie
kodowane oczyszczone do homogennosci [33—39].
Ciezar czasteczkowy biatek wynosi (w kDa) 103, 870
(UvrA) 78, 116 (UvrB) i 66, 038, lub 68, 510 (UvrC).
Przez dtuzszy czas sadzono, ze ekspresja tych trzech
genow jest regulowana wspolnie, supresorem jest biat-
ko LexA, a ekspresja zachodzi po indukcji systemu
SOS. System SOS obejmuje wspblng regulacjg okoto
20 genow. Ich indukcja jest nastepstwem wypadkow
zachodzacych po uszkodzeniu i zahamowaniu syntezy
DNA. Promienie UV i wiele innych czynnikéw powo-
duja indukcje regulonu SOS [40]. Tymczasem okazato
sie, ze tylko ekspresja gendw uvrA i uvrB zachodzi po
indukcji SOS, natomiast ekspresja genu i synteza
biatka UvrC przebiega w sposéb konstytutywny [41
— 44]. Ponadto okazato sie, ze gen uvrB ma dwa
czynne promotory, z ktérych tylko jeden jest re-
presorowany przez biatko LexA [42]. Rejon regulato-
rowy genu uvrC jest jeszcze bardziej skomplikowany,
wystepujg w nim trzy promotory chociaz transkrypcja
tylko zjednego z nich pozwala na normalng naprawe
uszkodzen indukowanych ultrafioletem [45]. Zaleznie
od tego, z ktdrego promotora zachodzi transkrypcja,
biatko UvrC sktada sie z 588 lub 610 aminokwasow.
W komorce bakteryjnej w stanie podstawowym znaj-
duje sie okoto 25 czastek biatka UvrA, 250 — UvrB i 10
do 20 czastek biatka UvrC. Po indukcji systemu SOS
ilos¢ biatek na komorke zwieksza sie do 250 w przypa-
dku biatka UvrA ido 1000 w przypadku biatka UvrB
[46 — 4T7].

IV. Metabolizm biatka UvrB

W czasie izolowania z ekstraktow E. coli biatko
UvrB fatwo ulega hydrolizie do krétszego o 40 amino-
kwasow biatka UvrB* [35, 48, 49]. Okazatlo sig, ze jest
to wynik dziatania OmpT-proteazy, enzymu zwigzane-
go z btong komoérkowaq, ktéry bierze réwniez udziat
w obrobce biatka Ada — biatka o dwoch funkcjach
enzymatycznych i jednoczes$nie regulatora regulonu
“the adaptive response” [50]. Ciekawy jest fakt, ze
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ekspresja genu ompT wzrasta 5—7-krotnie po indukcji
termicznej [49], Biatko OmpT nalezy wiec do rodziny
biatek szoku termicznego [51]. Szczep E. coli ze
skonstruowanym genem uvrB, ktérego transkrypcja
zalezy od promotora faga lambda PLblokowanego
cieplochwiejnym represorem Q —hodowany w tem-
peraturze 42° gromadzi w duzych ilosciach gtownie
biatko UvrB* [34].

Biatko UvrB* w odré6znieniu od UvrB ma aktyw-
no$¢ ATPazy i chociaz tgczy sie z biatkiem UvrA
w kompleks UvrA2B*, kompleks ten nie wykazuje
aktywnosci helikazy i nie jest aktywny w reakcji
naprawy DNA. By¢ moze proces proteolizy UvrB
stanowi spos6b na szybkag inaktywacje nadmiaru
UvrABC endonukleazy, ktory moze by¢ dla komorki
szkodliwy [48, 49].

V. Preferencyjna naprawa DNA

Preferencyjng naprawe DNA zauwazono w komor-
kach chomika chinskiego [52], badajac szybko$¢ na-
prawy dimeréw pirymidynowych w DNA uszkodzo-
nym przez UV. Naprawa DNA poprzez wyciecie
fragmentu uszkodzonego zachodzi w sposob podobny
w komorkach eukariotycznych (drozdze — ssaki
— komoérki ludzkie), jak i prokariotycznych (bakterie),
chociaz biatka biorgce udziat w tym procesie u Eukary-
ota sa o wiele mniej znane niz u E. coli. Bohr
i wspétautorzy [52] badajac kinetyke naprawy
DNA w komorkach jajnikow chomika zauwazyli, ze
geny aktywne sg naprawiane o wiele szybciej niz geny
milczace. Podczas gdy w aktywnie transkrybowanym
genie DHFR (gen kodujacy reduktaze dihydrofoliano-
wa) o wielkos$ci 1400 par zasad 70% uszkodzen zostato
naprawione, to w pozostatej masie DNA proces na-
prawy obejmowat tylko 10 — 20% uszkodzen. Dalsze
badania prowadzone na tej samej tkance, jak i na
komérkach ludzkich ujawnity, ze istnieje preferencja
w stosunku do naprawianej nici aktywnego genu: nicig
intensywnie naprawiang w genie DHFR byfa ni¢
transkrybowana [53], Ten kierunek badan jest inten-
sywnie rozwijany, a obiektem badan sa gtownie tkanki
organizmoéw wyzszych [54—57]: Przyczym zwraca sie
uwage nie tylko na preferencje w naprawie DNA, ale
i na preferencje w mutagenezie. Szybsza naprawa
uszkodzen w nici transkrybowanej powoduje, ze muta-
cje bedg zachodzi¢ czesciej na nici nietranskrybowanej
[58].

Preferencyjng naprawe u E. coli wykazano w sposéb
jednoznaczny poprzez poréwnanie szybkosci zanika-
nia dimeréw pirymidynowych z og6lnej masy DNA
oraz z DNA operonu lac bed”ego badz w stanie
represji, badz w stanie transkryp_(i [59]. Okazato sig,
ze naprawa DNA milczacego operonu lac, pozostatej
masy DNA i nici nietranskrybowanej operonu lac
bedacego w stanie ekspresji — przebiega zjednakowa
szybkoscig. Natomiast, transkrybowana ni¢ naprawia-
na jest z szybkoscig 5—7-krotnie wyzsza.

Na pytanie w jaki sposdb transkrypcja moze kiero-
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waé naprawg DNA prébujg odpowiedzie¢ Selby
i Sancar, badajgc te dwa procesy w ukiladach in
vitro przy uzyciu oczyszczonych biatek UvrABC, poli-
merazy RNA i innych czynnikbw wymaganych do
ekspresji genéw i naprawy DNA [60, 61]. Do badah
uzywano dwoch substratow: syntetycznego, liniowego
fragmentu DNA o dlugosci 137-par zasad, ktéry
zawierat w nici transkrybowanej, lub w nici nietransk-
rybowanej pojedynczy dimer tyminy — oraz plazmidu
pBR3274 (pochodna pBR328) stosowanego jako wek-
tora trzech gendéw: umuC transkrybowanego z promo-
tora tac, stabo ulegajacego ekspresji genu amp i bezpro-
motorowego genu cam. DNA plazmidowe uszkadzane
byto przez naswietlanie UV254nm, przez dodanie
pochodnej psoralenu i naswietlanie UVA365nm oraz
przez dodanie cisplatyny. Poprzez uzycie represora
(biatko Lacl) lub induktora (IPTG) operonu lac auto-
rzy mogli swobodnie wptywac na stan ekspresji genu.
Badania te wykazaly, ze obecno$é dimeru na nie-
transkrybowanej (kodujacej) nici DNA nie wptywa na
proces transkrypcji, natomiast obecno$¢ dimeru na
transkrybowanej (matrycowej) nici DNA powoduje
zatrzymanie sie transkrypcji w miejscu wystepowania
dimeru iutworzenie statego kompleksu elongacyjnego.
Efektem tego jest proces odwrotny od spodziewanego:
ni¢ transkrybowana naprawiana byta wolniej [60].
Preferencyjng naprawe transkrybowanej nici DNA,
ktorej intensywnos$¢ zalezata od poziomu transkrypcji
genu, przywracat dopiero izolowany z ekstraktow E.
coli czynnik biatkowy o wielkosci 40— 120 kDa [61].
W jaki sposob ten czynnik moze kierowaé naprawg
DNA niejest wiadomo. Przypisywane mu sg dwie role:
1 Kkierowanie naprawy do nici, ktdra ulega transkryp-
cji i 2. przeciwdziatanie sterycznej przeszkodzie, jaka
stanowi dla naprawy DNA unieruchomiona w proce-
sie transkrypcji polimeraza RNA [61]. Mozna jednak
przypuszczaé, ze biatko spetnia tylko role podang
w punkcie 2. By¢ moze, ze samo zatrzymanie procesu
transkrypcji (poprzez zmiany elektrostatyczne czy za-
burzenia struktury DNA) przycigga biatka naprawy
do uszkodzonego miejsca. Jednak naprawa, zgodnie
Z nasza wiedza zachodzi na dwuniciowym DNA.
Mozliwe jest wiec, ze rolg czynnika biatkowego jest
odcigganie polimerazy RNA z miejsca transkrypcji.
Powoduje to czasowe zamkniecie oczka transkrypcyj-
nego i umozliwia naprawe nici uszkodzonej. Tak wiec
samo zatrzymanie procesu transkrypcji wskazuje na
miejsce naprawy, a oddysocjowanie RNA polimerazy
jest konieczne, aby mogto nastgpi¢ wyciecie fragmentu
i odbudowanie struktury pierwotnej DNA. Nie byta-
bym zdziwiona, gdyby — czynnikiem biatkowym
przywracajgcym preferencyjng naprawe DNA — oka-
zato sie by¢ biatko DnaK ochraniajace RNA poli-
meraze przed denaturacjg [61], lub inne biatko z rodzi-
ny biatek szoku termicznego znanych ze swych funkcji
opiekunczych [62].
Artykut otrzymano 28 stycznia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 18 lutego 1992 r.
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System SOS: Mutagenna odpowiedz komorki na

uszkodzenia DNA

SOS system: Mutagenic responce to DNA damage

ELZBIETA GRZESIUK1

Spis tresci:

l. Wstep

Il. System SOS i jego regulacja

I1l. Wielofunkcyjne biatko RecA

IV. Operon umuDC
IV. 1. ldentyfikacja genéw umuD i umuC
IV. 2. mucA i mucB plazmidowe analogi umuD
i umuC
IV. 3. Biatka UmuD i UmuC — wzajemne oddzia-
tywanie

V. Mutageneza SOS

VI. Uwagi koncowe

Contents:

I. Introduction

Il. SOS system and its regulation

I11. Multifunctional RecA protein

IV. umuDC operon
IV. 1. Identification of umuD and umuC genes
IV. 2. mucA and mucB the plasmids analogs
of umuD and umuC
IV. 3. UmuD and UmuC proteins and their interac-
tions

V. SOS mutagenesis

VI. Conclusions

Wykaz stosowanych skrétow: recA, lexA, umuDC, mucAB
— geny regulonu SOS; RecA, LexA, UmuDC, MucAB
— biatka kodowane przez te geny; system SOS-regulon SOS
— zesp6t gendw regulowanych przez biatka RecA-LexA,
indukowanych w odpowiedzi na uszkodzenie DNA.

l. Wstep

W odpowiedzi na dziatanie czynnikéw uszkadzaja-
cych DNA, lub interferujgcych z jego replikacja,
w komorce bakteryjnej dochodzi do ekspresji szeregu
genow, ktérych produkty biorg udziat w takich proce-
sach jak naprawa DNA, rekombinacja i mutageneza.
Pomimo, ze geny te sa zlokalizowane w roznych
miejscach chromosomu bakteryjnego jednak podlega-
ja wspolnej regulacji. Taki ukitad gendw objetych
wspélng regulacjg okresla sie mianem regulonu. Po-
niewaz ekspresja wspomnianych genow jest odpowie-
dzig komdrki na dziatanie czynnikéw zagrazajgcych
jej zyciu, to zespét tych genéw nazwano regulonem
SOS lub systemem SOS [1, 2]. W wyniku dziatania
czynnikow indukujgcych system SOS dochodzi do

1 Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-532 Warszawa,
ul. Rakowiecka 36.
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powstawania mutacji. Zjawisko to okre$la sie mianem
mutagenezy SOS.

Negatywnym regulatorem systemu SOS jest biatko
represorowe LexA, produkt genu lexA. Biatko LexA
wigzac sie z sekwencjg promotorowa gendéw SOS
zapobiega ich ekspresji. Jednakze promotory takich
genow jak: uvrA, uvrB, i recA wigzg represor LexA na
tyle stabo, ze nawet w niezaindukowanej komorce
poziom biatek kodowanych przez te geny jest dosé
wysoki.

W indukcji gendéw SOS gtdwng role odgrywa biatko
RecA. Pod wplywem dziatania czynnikéw uszkadzaja-
cych DNA w komorce gromadzi sie duzo jedno-
niciowego DNA, ktory w obecnosci ATP powoduje
aktywacje biatka RecA. Takie aktywne biatko powo-
duje proteolityczny rozpad represora, co w konsek-
wencji prowadzi do derepresji genéw regulonu SOS.

Przyktadem uszkodzenia indukujgcego system SOS
sq dimery tyminy, ktore tworzg sie w DNA po
naswietlaniu komarki promieniami UV. Dimer tyminy
nie moze utworzy¢ pary z zadng zasadg i wobec tego
replikacja DNA ulega zahamowaniu. Dopiero induk-
cja systemu SOS umozliwia dalszg synteze DNA.
Mutacja powstajaca zwykle w miejscu uszkodzenia
DNA jest ceng, jakg ptaci komorka za kontynuacje
replikacji, a tym samym za przezycie.

Jednga z najwiekszych zagadek mutagenezy SOS jest
rola operonu umuDC. Indukcja dwoch genéw wcho-
dzacych w skiad tego operonu: umuD i umuC jest
konieczna dla wydajnej mutagenezy. Mutacje umuD
lub umuC blokujg mutageneze SOS leczjedynie w nie-
wielkim stopniu wptywajg na przezywalnos$é komorek
po dziataniu réznych mutagenow.

Sekwencje chromosomalne podobne do umu znale-
ziono jedynie u kilku gatunkéw bakteryjnych. Udato
sie jednak zidentyfikowaé pozachromosomalne loci
kodujace funkcje umu-podobne w przynajmniej dzie-
sieciu plazmidach [3]. Okreslono sekwencje dwoch
loci: mucAB i impAB [2, 3]. Okazalo sig, ze geny te sg
regulowane przez RecA i LexA, ich DNA wykazuje 35
do 50% homologii z umuDC, a biatka przez nie
kodowane sg podobnej do UmuDC wielkosci. Obec-
no$¢ mucAB lub impAB w mutantach umuDC E. coli
powoduje przywrocenie mutabilnosci.

W artykule zostanie omoéwiona rola genow recA,
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umuD i umuC w mutagenezie SOS, a takze mechanizm
powstawania mutacji indukowanych dziataniem UV
i niektérych czynnikéw chemicznych.

Il1. System SOS i jego regulacja

W regulacji odpowiedzi SOS kluczowg role od-
grywajg dwa geny: recA i lexA. Gen lexA koduje biatko
LexA bedace represorem genéw regulonu SOS. Wig-
73c sie z sekwencjami operatorowymi znajdujgcymi sie
na poczatku kazdego genu, biatko LexA blokuje
réwniez ekspresje gendw recA i lexA. Niektére geny,
takie jak recA majg pojedyncze miejsce operatorowe
wigzace LexA, podczas gdy inne, jak lexA i umuDC
majg po dwa operatory.

Sygnat indukcyjny wywotany uszkodzeniem DNA
powoduje przeksztatcenie biatka RecA w forme aktyw-
ng RecA* o wiasciwosciach proteazy. RecA* przecina

Tabela 1
Geny regulonu SOS

Lokalizacja na mapie

biatko LexA w poblizu $rodka czasteczki pomiedzy
Ala 84 i Gly 85 [4]. Dwa proteolityczne fragmenty nie
spetniajg juz roli represora, co prowadzi do wyrazenia
genéw SOS (w tym genu recA) na wysokim poziomie
[1]. Z chwilg gdy komorka uwalnia sie spod dziatania
sygnatu indukcyjnego dzieki temu, ze uszkodzone
DNA zostato naprawione, czasteczki RecA* powraca-
ja do stanu podstawowego. Wobec braku aktywnosci
proteolitycznej RecA, a jednocze$nie dzieki ciggtej
syntezie LexA, pula biatka LexA powigksza sie. Prowa-
dzi to do wigzania LexA z operatorami genéw SOS,
a wiec ich represji i powrotu komorki do stanu
wyjsciowego.

Izolowano szereg mutantéw, ktére fenotypowo wy-
kazujg konstytutywne lub podwyzszone wyrazenie
odpowiedzi SOS (Tabela 2). Wszystkie dotychczas
znalezione mutacje powodujg nieprawidtowosci w me-
tabolizmie DNA lub replikacji.

Produkt genu lub funkcja

Rekombinacja, ciecie represora LexA oraz biatka UmuD, mutageneza SOS, i inne

Inhibitor podziatow komoérkowych

Helikaza Il, rekombinacja zalezna od RecF, naprawa DNA, replikacja DNA
Rekombinacja zalezna od biatka RecF

Rekombinacja zalezna od biatka RecF

Rekombinacja zalezna od biatka RecF

Miejscowo swoista rekombinacja

Gen .
chromosomu (min)

lexA 92 Represor SOS
recA 58

umuD, C 26 Mutagcneza SOS

sulA (sfiA) 22
uvrA 92 Naprawa DNA
uvrB 18 Naprawa DNA
uvrD 85
run 41
recN 58
recQ 85
himA 37

dinA (polB) 2 Polimeraza Il DNA
dinB 8 Nieznany
dinD 80—85 Nieznany
dinF 92 Nieznany

mucA, B (na plazmidzie
pKMIOI) Mutageneza SOS

Tabela 2

Lista genow, ktérych uszkodzenie utatwia lub prowadzi do indukcji regulonu SOS.

Gen Kodowane biatko
dam Metylaza adeninowa DNA
dnaB Helikaza DnaB
dnak Podjednostka a polimerazy Il DNA
dnaG Primaza
Ligaza DNA
polA Polimeraza | DNA
recF Nieznane
ruv Nieznane
ssb Biatko wigzace jednoniciowe DNA
uvrD Helikaza Il DNA

Funkcja biatka

Metylacja adeniny w DNA do 6-metyloadeniny w sekwencji 5'-GATC-3'

Inicjacja replikacji DNA

Replikacja DNA

Inicjacja replikacji DNA

Ligacja fragmentéw DNA

Replikacja DNA, naprawa DNA

Szlak rekombinacyjny RecF i naprawa DNA

Szlak rekombinacyjny RecF i naprawa DNA

Replikacja DNA, rekombinacja

Replikacja DNA, naprawa zle dopasowanych zasad, naprawa przez wycinanie, szlak

rekombinacyjny RecF i naprawa DNA
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I11. Wielofunkcyjne biatko RecA

Biatko RecA odgrywa fundamentalng role w ogélnej
rekombinacji oraz regulacji i wyrazeniu odpowiedzi
SOS. Wroku 1965Clark i Margulies[5] opisali
po raz pierwszy mutanta recA E. coli niezdolnego do
rekombinacji. W dziesie¢ lat pdzniej Gudas i Par -
dee [6] opublikowali pierwszy model regulacji SOS,
w ktorym gtdwng role przypisali ,biatku X”. W roku
1977 stosujac najnowsze metody biologii molekularnej
trzy laboratoria niezaleznie wykazaty, ze ,,biatko X” to
biatko RecA [7, 8, 9].

Jak juz wspomniano biatko RecA musi by¢ za-
ktywowane aby zapoczatkowac ciecie innych biatek.
Na podstawie doswiadczen przeprowadzonych in vitro
Sassanfar i Roberts [10] stwierdzili, ze nie-
odzownym warunkiem aktywacji biatka RecA jest
obecno$¢ w komaérce jednopasmowego DNA (ssDNA)
i trojfosforanu nukleozydowego (NTP). Wobec tego,
ze zarowno RecA jak i NTP sg obecne w komorkach
niezaleznie od tego czy system SOS jest indukowany
czy nie, to kandydatem do roli sygnatu indukcyjnego
pozostaje ssDNA. Aktywacja RecA (i nastepujaca po
niej indukcja SOS) jest spowodowana w pierwszym
rzedzie przez wspotdziatanie RecA z ssDNA, lub
z uszkodzonym dwupasmowym DNA (dsDNA). Re-
akcja ciecia kierowana przez aktywne biatko RecA
wymaga dodatkowo niezidentyfikowanego kofaktora
mononukleotydowego, ktéorym moze by¢ ATP lub
dATP [10],

Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze chociaz biatko
RecA posredniczy w cieciu represora LexA, jak row-
niez biatka UmuD, to RecA nie jest proteaza. Kazde
z wymienionych biatek zawiera autodestrukcyjng do-
mene, w ktdrej jedno z wigzan jest szczegOlnie labilne
i w pH alkalicznym podlega hydrolizie. Tak wiec
RecA* Kkatalizuje jedynie reaktywnos$¢ tych homo-
logicznych domen [11].

Dziatanie biatka RecA jako regulatora jest dobrze
poznane. Biatko to ufatwia ciecie LexA — represora
genéw SOS doprowadzajac do indukcji odpowiedzi
SOS, oraz biatka UmuD, co jest niezbednym warun-
kiem zaj$cia mutagenezy.

Wydaje sie, ze sag dwie mozliwe drogi wznowienia
replikacji w miejscu uszkodzenia DNA: replikacja
poprzez uszkodzenie (ang. translesion replication)i po-
nowny start replikacji (ang. replication restart). Re-
plikacja poprzez uszkodzenie jest odpowiedzialna za
powstawanie mutacji w miejscu uszkodzenia DNA
i stanowi uboczny szlak wznowienia replikacji. Gtow-
na droga jest natomiast nie pozostawiajacy bledow
ponowny start replikacji. Obie drogi wymagajg uczest-
nictwa biatka RecA, ale replikacja poprzez uszkodze-
nie dodatkowo zalezy od biatek UmuDC [12]. Swe -
asy iwspoétautorzy[13] uwazajg, ze oprocz roli
regulatorowej biatko RecA bierze rowniez bezposredni
udziat w replikacji poprzez uszkodzenie.
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IV. Operon umuDC

W 1977 r. Kato i Shinoura[14]i niezaleznie
Steinborn [15] opisali mutacje, ktédrych obecnos¢
powodowata brak zdolnosci komérek E. coli do muta-
genizacji przez l-oksydo-4-nitrochinoline i promienio-
wanie UV. Mutacje te zmapowano w nowym locus na
25 minucie mapy E. coli i nazwano umuC (od ang. UV
nonmutable). Wkrotce okazato sie, ze w miejscu tym
znajdujg sie dwa przylegajace do siebie geny umuD
i umuC [16].

Szczepy zawierajgce mutacje umuD lub umuC nie
ulegajg mutacji nie tylko przez UV i l-oksydo-4-
nitrochinoline, ale rowniez przez inne czynniki, np.
sulfonian metanometylowy (MMS) [17], czy neokar-
cynostatyne [18]. Sgjednakze takie czynniki chemicz-
ne, jak N-metylo-N'-nitro-N-nitrozoguanidyna
(MNNG) i sulfonian etylometanowy (EMS), ktore
indukujg mutageneze w mutantach umuDC. Uszko-
dzenia DNA wywotane przez wymienione mutageny
wynikajg z nieprawidlowego parowania zasad, co nie
wymaga wyrazenia odpowiedzi SOS aby pojawita sie
mutacja [19].

IV. 1 ldentyfikacja genéw umuD i umuC

Elledge i Walker [20] sklonowali geny z locus
umuC E. coli na niskokopiowym plazmidzie pSEIOI.
Zidentyfikowali oni region 2.2kb kodujacy dwa biatka:
16000 oraz 45000 i wykazali, ze oba te biatka sg
wymagane do zajscia mutagenezy UV. Nieco p6Zniej
Kitagawa i wspdtautorzy [21] zsekwenc-
jonowali fragment DNA Pstl/Pstl o wielkosci 2.8kb
i udowodnili, ze na tym fragmencie znajdujg sie dwa
geny umuD i umuC tworzgce dwucistronowy operon,
w ktérym gen umuD zlokalizowany jest przed genem
umuC. Koncowa adenina kodonu UGA, ktory jest
kodonem stop genu umuD jest jednocze$nie pierwsza
zasadg kodonu inicjacyjnego AUG genu umuC. U pro-
kariotow wiele, jeSli nie wszystkie regiony intercis-
tronowe wykazujg Sciste potaczenie, wihasnie takie jak
umuD i umuC i czesto spotyka sie opinie, ze ta
niezwykta bliskos¢ obu sygnatéw odgrywa znaczaca
role regulatorowg w wyrazeniu operonu. Jednakze
takie zachodzenie na siebie genéw niekoniecznie fgczy
sie z wydajng translacjg. Okazato sie, ze w komaérkach
E. coli naswietlanych UV powstaje okoto 30 razy
wiecej UmuD niz UmuC [22]. Nie wiadomo jaki jest
mechanizm regulacji powodujacy takg zr6znicowang
synteze produktow obu genow.

Transkrypcja operonu umuDC in vitro jest specyficz-
nie hamowana przez biatko LexA. LexA wigze sie do
regionu operatorowego umuD, co wykazano okre$lajac
rejon chroniony przez LexA przed trawieniem DNazal
[21], Silne powinowactwo represora LexA do regionu
operatorowego umuD zapobiega mutagenezie w nieza-
indukowanych komdrkach.
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IV. 2. mucA i mucB plazmidowe analogi umuD
i umuC

Plazmid pKMIOI jest 34.5 kb DNA pochodzacym
z plazmidu R46, ktéry zwieksza wrazliwos$¢ E. coli
i Salmonella typhimurium na mutageneze wywotang
przez rozne czynniki chemiczne, a takze UV [23].
Izolowano mutanty insercyjne Tn5 plazmidu pKM 101,
ktore utracity zdolno$é do mutagenezy inaprawy DNA
[24], Mapowanie insercji Tn5 doprowadzito do identy-
fikacji fragmentu wielkosci okoto 2kb okreslonegojako
muc (mutagenesis: UV and Chemical), ktéry byt odpo-
wiedzialny za wzrost wrazliwosci komérek na mutage-
neze i opornosé na UV. Analiza locus muc wykazata, ze
sktada sie on z dwdéch gendéw: mucA i mucB i ze locus
mucAB jest bardzo podobny do kodowanego przez
chromosom locus umuDC. Gen mucA koduje biatko
16000, a mucB 45000. Te dwa geny sg zorganizowane
w operon, w ktdrym gen mucA jest potozony przed
genem mucB, a caly operon jest represorowany przez
biatko LexA [22]. Sekwencja aminokwasowa biatek
UmuD i MucA jest homologiczna z koncem -COOH
represora LexA,jak réwniez represorow bakteriofagéw
X 434 i P22 [25],

IV. 3. Biatka UmuD i UmuC — wzajemne od-
dziatywanie

Badania genetyczne wykazaty, ze aby spetni¢ swoja
role w mutagenezie biatko UmuD musi by¢ przeciete,
a powstaty fragment karboksylowy UmuD'jest zaréw-
no konieczny, jak i wystarczajacy, do spetnienia tej roli
[26]. Proteolityczne ciecie biatka UmuD zapoczat-
kowane przez aktywne biatko RecA* zachodzi w wig-
zaniu Cys-Gly (pozycja 24-25) przy koncu -COOH
czasteczki.

Aby po naswietlaniu komérek promieniami UV
powstaty mutacje konieczne jest fizyczne wspotdziata-
nie UmuD (lub jego pochodnych) z UmuC. Kompleks
formowany przez UmuC i UmuD' wykazuje duzg
trwatos¢. Biatko UmuC jako wysoce zasadowe utatwia
wigzanie kompleksu UmuC-UmuD' z DNA. Wspét-
dziatanie UmuC-UmuD"' z uszkodzeniem w DNA
moze hamowac proces replikacji. Zaktada sie, ze do
przejscia replikacji przez miejsce uszkodzenia koniecz-
ne jest biatko UmuD'. Kompleks inicjacyjny zawiera-
jacy nieprzetworzone biatko UmuD moze by¢ szkod-
liwy dla komdrki poniewaz nadprodukcja biatek
UmuDC inhibuje replikacje DNA [27]. Zjawisko
ciecia UmuD przez RecA* jest duzo bardziej skom-
plikowane jesli porownac je do przypadku represora
LexA czy represorow fagowych. Ciecie tych ostatnich
zainicjowane przez RecA* prowadzi do utraty przez
nie aktywnosci biologicznej, odwrotnie niz biatko
UmuD, ktére musi by¢ przeciete, aby byto aktywne
w mutagenezie. Rola biatka UmuD' nie jest doktadnie
poznana. Niejasne sg tez kolejne etapy procesu muta-
genezy nastepujace po reakcji ciecia UmuD. Wiadomo
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jednak, ze jedng z pierwszych jest reakcja dimeryzacji
czagstek UmuD"' [28, 29] i wigzanie z UmuC [28, 30].

Battista i wspotautorzy [29] wysuwajg
hipoteze, ze biatko UmuD nie jest po prostu nieaktyw-
na formg UmuD' lecz inhibitorem mutagenezy. Auto-
rzy twierdza, ze gdy na skutek naprawy DNA od-
powiedZ SOS zaczyna by¢ wytgczana, biatko UmuD
akumuluje sie w komérce i tworzy heterodimery
z aktywng formg UmuD'. Zwigzane z UmuD bialko
UmuD' nie spetnia swego zadania, a wiec mozna
uzna¢, z¢ UmuD jest dobrym kandydatem do roli
negatywnego regulatora.

V. Mutageneza SOS

Mutageneza spowodowana przez UV i niektore
czynniki chemiczne jest procesem wymagajacym inter-
wencji systemu komorkowego, ktéry przeksztatca
uszkodzone DNA w sposdb prowadzacy do powstania
mutacji. Do zajscia mutagenezy wymagane sg produk-
ty trzech gendéw: recA, umuD i umuC.

Znakomita wiekszo$¢ mutacji zaleznych od SOS
powstaje w miejscach uszkodzenia DNA. Poniewaz
w tych samych miejscach replikacja DNA zatrzymuje
sie wysunieto hipoteze, ze biatka SOS wspotdziataja
z aparatem replikacyjnym, a w szczeg6lnosci z poli-
merazg Il DNA [31]. Bridges i wspotauto-
rzy [32] sugerujg dwustopniowy mechanizm mutage-
nezy UV. W pierwszym etapie (ang. misincorporation)
dochodzi do wbudowania nieprawidtowej zasady na-
przeciwko uszkodzenia w matrycowym DNA. Drugi
etap (ang. bypass) wymaga indukcyjnego poziomu
biatek UmuDC [14] izezwala na replikacje DNA poza
miejsce uszkodzenia. Szereg spostrzezen eksperymen-
talnych wskazuje, ze polimeraza 11l DNA bierze udziat
w mutagenezie SOS [32, 33].

Od dos$¢ dawna wysuwa sie hipoteze, ze kiedy
polimerazy DNA replikujg uszkodzone matryce, ich
zdolno$é do usuwania nieprawidtowych zasad z DNA
musi by¢ zablokowana aby zapobiec ,,utknieciu” kom-
pleksu replikacyjnego w miejscu uszkodzenia [34],
| rzeczywiscie okazato sig, ze oczyszczone biatko RecA
(w doswiadczeniu in vitro) inhibuje aktywnos$¢ 3'->5'
egzonukleazy podjednostki epsilon (e) polimerazy Il
DNA. Funkcjonalny kompleks polimerazy 11l DNA
E. coli jest zbudowany z co najmniej siedmiu biatek
[35]. Podstawowym zadaniem tego kompleksu jest
duplikacja genomu bakteryjnego przy zachowaniu
wysokiej wiernos$ci replikacji [36]. Podjednostka £ po-
limerazy Il DNA kodowana przez gen dnaQ [37]
zapewnia wierno$¢ replikacji poprzez petnienie funkcji
edytorskiej polegajacej na usuwaniu z nowosyntetyzo-
wanego pasma DNA zasady, ktéra tworzy nieprawid-
towq pare z zasadg matrycowego pasma DNA. Inter-
akcja 8 z inng podjednostkg polimerazy 111 DNA
— podjednostkg a kodowang przez gen dnaE prowa-
dzi do 10-80 krotnego podwyzszenia aktywnosci 3'-
>5' egzonukleazy [37]. W pewnych warunkach do-
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chodzi do deficytu e w komérce i w konsekwencji do
obnizenia wiernosci replikacji. Dzieje sie tak wéweczas,
gdy na skutek uszkodzenia zmienia sie struktura DNA.
Wyniki uzyskane przez Jonczyka i wspotau-
toréw [38] wyraznie sugeruja, ze utrata zdolnosci
edytorskiej przez podjednostke e odgrywa krytyczng
role w powstawaniu mutacji podczas odpowiedzi SOS.
Nadprodukcja s uzyskana dzieki wprowadzeniu do
komorki wielokopiowego plazmidu zawierajgcego gen
dnaQ powoduje dramatyczne obnizenie mutagenezy
[31,38]. Foster i wspétautorzy [31] uwazaja,
ze nadprodukcja s blokuje mutageneze interferujac
z etapem ,,bypass”. Blok ten moze by¢ usuniety dzieki
wigzaniu e przez inne biatko indukowane w systemie
SOS. Dobrym kandydatem sg biatka UmuDC, ktore
jak wiadomo rowniez biorg udziat w drugim etapie
mutagenezy.

Obecnie uwaza sie, ze na jednym z poczatkowych
etap6w mutagenezy holoenzym polimerazy 11l DNA
zatrzymuje replikacje DNA w miejscu uszkodzenia
(np. przy dimerze pirymidyny). Polimeraza moze za-
trzymac sie z dwéch powoddw: po pierwsze jesli nie
rozpoznaje wystarczajgco wydajnie zasad nadajacych
sie do wbhudowania gdyz nie zezwala na to nieprawid-
towa matryca, a po drugie nawet prawidtowo wbudo-
wana zasada moze by¢ odczytana jako zle sparowana
przez aktywnos$¢ edytorskg 3'-+5' egzonukleazy. Auto-
rzy uwazaja, ze replikacyjne ominiecie defektu w DNA
zalezy od tworzenia struktury nukleoproteinowej
W miejscu uszkodzenia, tzw mutasomu. Proponuje sie
[39] nastepujacy mechanizm tworzenia mutasomu.
Czasteczki RecA optaszczajg DNA w miejscu uszko-
dzenia tworzgac filamenty. Zwigzanie z DNA powoduje
aktywacje RecA co zapoczatkowuje ciecie LexA ipro-
wadzi do syntezy UmuD i UmuC; nastepnie dochodzi
do przeksztatcania UmuD w aktywny fragment
UmuD'. W miejscu uszkodzenia DNA wigze sie muta-
som, w sktad ktérego wchodzi UmuC, UmuD', RecA
i holoenzym polimerazy Il DNA. Byé moze podczas
indukcji SOS dochodzi do interakcji UmuDC z Pollll,
a skutkiem tego wspétdziatania jest oddysocjowanie
podjednostki e co powoduje obnizenie wiernosci re-
plikacji i pozwala na jej kontynuacje (Ciesla, Z., inf.
ustna).

VI. Uwagi koncowe

Szlak mutagenezy SOS zalezy od dwdéch reakcji
regulatorowych: indukowanej syntezy UmuC i UmuD
oraz przetworzenia UmuD do aktywnej formy
UmuD'. Najnowsze badania dostarczyty dowodéw na
wspotdziatanie systemu SOS z biatkami szoku termicz-
nego, syntetyzowanymi w komérce gdy temperatura
wzrosnie ponad warto$¢ fizjologiczng. Pierwszym syg-
natem uczestnictwa tych biatek w odpowiedzi SOS
byta obserwacja, ze okreslone mutacje w genach szoku
termicznego znoszg zimnowrazliwo$é (niezdolnos¢ do
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wzrostu w 30°C) komorek nadprodukujgcych biatka
UmuDC [27],

Dwa geny groE:groES igroEL znajduja sie w grupie
20 genéw szoku termicznego E. coli, ktérych synteza
jest indukowana w wysokiej temperaturze przez pro-
dukt genu rpoH [40]. Donelly i Walker [41]
stwierdzili, ze mutanty groE nie sg podatne na mutage-
neze indukowang UV, z czego wynika, ze GroES i Gro
EL sg potrzebne aby mogly powstawaé mutacje po
naswietlaniu UV. Autorzy ci wykazali, ze mutacje
w genach groES i groEL powodujg niestabilno$é
biatka UmuC nie wptywajagc na UmuD. Spostrzezenie
to sugeruje, ze biatka GroE pochodzace ze szczepu
dzikiego sg zdolne do fizycznego ostaniania UmuC
przed proteoliza. Istnieje tez mozliwos¢, ze biatka te
poprzez regulacje aktywnosci proteazy majg posredni
wptyw na stabilnos¢ UmuC [41].

W mutagenezie indukowanej UV ilos¢ biatek
UmuD C wydaje sie byé czynnikiem limitujagcym. Fakt,
ze nadprodukcja UmuDC z wysokokopiowego plaz-
midu powoduje przywrdcenie mutagenezy UV w mu-
tantach groES i groEL potwierdzajg ta obserwacje.
Odpowiedni poziom UmuDC komorka naswietlana
UV moze uzyska¢ poprzez indukowang ekspresje
gendéw umuDC lub przez wyrazenie genéw groE, co
prowadzi do podwyzszenia stabilnosci UmuC.

Nieomal kazdy miesigc przynosi nowe dane wyjas-
niajagce jaki$ aspekt mechanizmu mutagenezy SOS.
Ciagle jednak niejestjasna sekwencja zdarzen w miejs-
cu uszkodzenia DNA, jak tez nie wiadomo jakie sg
wzajemne relacje pomiedzy biatkami uczestniczgcymi
w mutagenezie SOS.

Artykut otrzymano 28 stycznia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 9 kwietnia 1992 r.
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Rybozymy — katalityczne czasteczki RNA

Ribozymes — catalytical RNA molecules
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l. Wstep

Zdolno$¢ czasteczek RNA do dziatania w roli bio-
logicznego katalizatora zostata stwierdzona po raz
pierwszy w 1982 roku przez Cecha ijego wspdt-
pracownikow, Kktérzy wykazali, ze intron genu
26S rRNA Tetrahymena thermophila samodzielnie wy-
cina sie z pre-rRNA po przyjeciu aktywnej konformacji
[1], W nastepnych latach wiedza na temat katalitycz-
nej aktywnosci RNA ulegata szybkiemu wzbogaceniu.
W 1983 roku wykazano, ze aktywnym, katalitycznym
sktadnikiem RNazy P jest RNA [2], Dzi$ znanych jest
juz kilka odrebnych klas enzyméw rybonukleinowych
tzw. rybozymdw i wysuwane sa hipotezy na temat
katalitycznej aktywnos$ci wielu innych czasteczek
RNA. O znaczeniu tych odkryé niech $wiadczy fakt, ze
pionierzy prac nad rybozymami, T. Cech i S
Allman, otrzymali w 1989 roku nagrode Nobla
w dziedzinie chemii.

Katalityczny RNA, podobnie jak biatka enzymaty-
czne, ma zdolno$¢ zwiekszania szybkosci reakcji che-
micznej, wykazuje specyficznos¢ wobec substratu
i produktu, ktéry tworzy. Reakcja katalizowana przez
rybozym zachodzi bez zuzycia energii pochodzgcej np.
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z ATP, wymagane jest jedynie odpowiednie stezenie
jonow dwudodatnich (najczesciej Mg2+ lub Mn2+).

Il. Typy rybozymoéw

Najwczesniej wykryte rybozymy sg intronami zdol-
nymi do samodzielnego wycinania sie z pre-RNA
(self-splicing ribozymes). Introny te sg zrdznicowane
pod wzgledem budowy i mechanizmu reakcji. Jedne
z nich to introny okre$lane jako grupa I, do ktorej
zaliczono prawie 70 intronéw mitochondrialnych ge-
now grzybdw nizszych, jadrowych genéw rRNA pier-
wotniakéw, chloroplastowych genéw tRNA roslin
wyzszych, chloroplastowych genow mRNA i rRNA
Chlamydomonas oraz gen6w mRNA bakteriofagow T4
i SPOI. Przedstawicielem tej wiasnie grupy jest pierw-
szy poznany rybozym — intron genu 26S rRNA
Tetrahymena thermophila [3]. Do grupy Il zaliczanych
jest okoto 70 intronéw pochodzacych z gendw mito-
chondrialnych grzybow nizszych i rodlin, a takze
z genéw chloroplastowych roslin i pierwotniakow [4],
W wiekszosci przypadkéw nie wykazano zachodzenia
samowycinania intronu in vitro. Introny te zalicza sie
do rybozyméw tylko na podstawie homologii sekwen-
Cji.

Mniej liczne sg wykryte kilka lat pdzniej tzw.
rybozymy samotnace (self-cleaving ribozymes ), auto-
katalitycznie tngce sie na monomery. Tym mianem
okresla sie mate, potogenne, jednoniciowe RNA roslin-
ne i zwierzece. Sg to: wiroid skazy stonecznej avocado
(ASBV), satelitarny RNA wirusa pierscieniowatej pla-
misto$ci tytoniu (STRSF), cztery wirusoidy towarzy-
szace wirusom roslinnym, transkrypt satelitarnego
DNA 2 traszki Nophtalemus viridescens i RNA wirusa
zOHaczki delta (HDV) towarzyszacego wirusowi z6ta-
czki B [5], Ciecie wymienionych czasteczek zwigzane
jest zich namnazaniem, poniewaz replikacja tych RNA
zachodzi wedtug mechanizmu toczgcego sie kota, dajac
diugie konkatametryczne transkrypty, ktére nastepnie
zostajg pociete na monomery. Dotyczy to albo tylko
nici (+ JRNA lub tez nici (+) i (—). Domeny katalitycz-
ne wiekszosci tych RNA tworzg strukture przypomi-
najagcg gtowke miotka, stad ich nazwa angielska
— hammerhead ribozymes [6]. Wyjatkiem jest tu nié
(—)sTRSV, ktorej aktywna domena katalityczna przyj-
muje ksztatt szpilki (hairpin ribozyme) [7]. Odmienng
strukture tworzy tez HDV[8].

W mitochondriach Neurospora wykryto nieznane
dotad krotkie, koliste czasteczki DNA i kodowane
przez nie multimery i monomery RNA (o dtugosci
jednostki 881 nukleotydéw). Mulrimery RNA ulegaja
samocieciu in vitro nie tworzgc struktur typu ham-
merhead, ich sekwencja wykazuje podobienstwo do
sekwencji intronow grupy | [9],

1 Patrz: B.Seliwanowicz, Post. Biochem., 1988,34,351
2 Patrz: M. Szymanski, J. Barciszewski, Post.
Biochem., 1990, 36, 2
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Dobrze poznang czgsteczkg RNA o wiasciwosciach
katalitycznych, dziatajagcg na odmienny substrat niz na
samg siebie, jest RNowy skiadnik endorybonukleazy
RNazy P. Tnie ona pre-tRNA, usuwajac prekursorowa
sekwencje z 5' konca czasteczki i tworzgc ufosforylo-
wany koniec 5 dojrzatego tRNA. Wykazano, ze przy
wysokich stezeniach soli RNA moze przeprowadzacé te
reakcje bez udziatu biatka [2].

Zaobserwowano, ze in vitro moze nastepowac samo-
wycinanie 20-nukleotydowego intronu z petli anty-
kodonowej ludzkiego pre-tRNATy. Jak wykazano,
nieenzymatyczne ciecie zachodzito gtéwnie na styku 3
(miedzy intronem a eksonem 3). By¢ moze, in vivo
ciecie w tym miejscu takze zachodzi autokatalitycznie,
a na styku 5' przy udziale endonukleazy [10],

25 S RNA — 31-nukleotydowa czgsteczka RNA,
sktadnik glukozylotransferazy z miesni krélika, katali-
zujacej reakcje rozgateziania tafncucha glikogenu, uwa-
zana byta zajedyny rybozym dziatajacy na substrat nie
bedacy kwasem nukleinowym [11]. Wynik ten nie
zostat jednak potwierdzony przez inne laboratoria.

Od kilku lat uwaza sie, ze wiasciwosci katalityczne
moga mieC takze czasteczki RNA, ktére wchodza
w sktad kompleksow rybonukleoproteinowych, takich
jak:
rybosomy — np. 16S, 23S rRNA E. coli posiadajg by¢

moze aktywnos$¢ transferazy peptydylowej a 23S
rRNA prawdopodobnie bierze takze udziat
w translokacji peptydylo-tRNA [12]
spliceosomyl— wchodzace w ich sktad mate, jadrowe
RNA (snRNA) mogg wykazywa¢ aktywnos¢ ka-
talityczna, szczeg6lnie U6, ktory przypuszczalnie
uczestniczy w katalizie ciecia na styku intron-
ekson [13].
By¢ moze, aktywnosci katalityczne majg réwniez inne
snRNA — U3, U7, Uli, biorgce udziat w obrobce
pre-mRNA i rRNA.

Ponadto przypuszcza sie, ze rybozymem moze by¢
RNowy sktadnik enzymu rybonukleoproteinowego
telomerazy, bedacej specyficzng odwrotng transkryp-
tazg, ktéra syntetyzuje bogatg w G ni¢ telomerowego
DNA ztozong z sekwencji powtdrzonych (6-8-nukleo-
tydowych). RNA telomerazy (dtugosci 159-192 nukleo-
tydéw) ma bardzo silnie zachowywang strukture dru-
gorzedowg; jego fragment jest matryca, na ktdrej
syntetyzowane sg powtdrzenia telomerowe [14].

T. Cech wysunat hipoteze (czeSciowo juz potwier-
dzona), ze redagowanie2 RNA moze przebiegaé we-
dtug mechanizmu zblizonego do samowycinania
i wstawiania intronu tj. poprzez reakcje transestryfika-
cji, gdzie intronom odpowiadatyby pojedyncze reszty
urydylowe. Katalizatorem tej reakcji mégtby byé tak
zwany guide RNA, czyli krétfca czasteczka RNA (40
nukleotydéw) z ftancuchem poli(U) na koncu 3', niosa-
ca informacje o insercji lub delecji urydyn [15].

Specyficzna hydroliza w petli D tRNApez drozdzy,
zachodzgca in vitro pod wplywem hydratu Pb2+ (a
takze M g2+, Mn2+,ijonéw lantanowcow) zwigzanego
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w obszarze petli TNPC, uwazana jest przez wielu
autoréw za reakcje katalizowang przez metaloenzym,
w tym przypadku kompleks jonu metalu i czesci 5
tRNA [16].

Il. Struktury rybozymoéw

W rozdziale tym zostang przedstawione podstawo-
we informacje dotyczgce budowy czgsteczek RNA
uznawanych za rybozymy ze szczeg6lnym uwzgled-
nieniem struktur zwigzanych z ich aktywnoscia katali-
tyczna.

I11-1. Introny grupy I

Najlepiej z nich zbadany jest intron z genu 26S
rRNA T. termophila o diugosci 414 nukleotydow.
Mimo znacznych r6znic w sekwencjach intronow
grupy | stwierdzono u wszystkich wystepowanie
w strukturze drugorzedowej podobnego regionu rdze-
nia (ztozonego z okoto 70 nukleotydéw), zawierajgce-
go sekwencje i struktury niezbedne dla funkcji katality-
cznej. Z dodatkowych nukleotyd6éw, tworzacych czes-
to dlugie, otwarte ramki odczytu, uformowane sg
heliksy i petle, potozone peryferyjnie w stosunku do
rdzenia. Wiekszo$¢ zachowywanych nukleotydow ze-
brana jest w czterech krétkich sekwencjach: P, Q, R,

S (Rye. 1). Pozostate prawie niezmienne nukleotydy to
U, poprzedzajacy miejsce ciecia 5' i sparowany z nim
G, para GC w P3 i G stanowigcy ostatni nukleotyd
intronu. Sekwencje P, Q, R i S czeSciowo parujg ze
sobg, tworzac heliksy P4, P6, i P7, przy czym te
fragmenty sekwencji sg bardziej zmienne niz regiony
jednoniciowe [3], W heliksie P7 znajduje sie uniwersal-
na para GC (G264-C311 u Tetrahymena), ktéra praw-
dopodobnie wigze GTP w pierwszym etapie samowy-
cinania i ostatni nukleotyd intronu w drugim etapie
reakcji [17]. W obrebie 20 nukleotyddéw od miejsca
ciecia 5 w wiekszosci intronéw rozpoczyna sie IGS
— internal guide sequence. Region ten hybrydyzuje
z koncem eksonu 5, tworzac heliks PI, a takze,
w wiekszosci intronéw, z eksonem 3', tworzac heliks
PIO (czesto tylko 2 bp) [3]. Powstanie oddziatywan
IGS-ekson konieczne jest do zajScia samowycinania
intronu, szczeg6lnie odziatywanie 1GS-ekson 5', ktore
jest decydujace w wyborze miejsca ciecia 5' oraz
skierowaniu wolnego konca eksonu 5' do ataku na
styk intron-ekson 3'. W wyborze miejsca ciecia 3'i przy
ligacji eksonéw duze znaczenie ma parowanie ozna-
czonejako P9.0(A 314G 313-C413 U412 u Tetrahymena)
[18]. W trzeciorzedowej strukturze, stabilizowanej
przez jony magnezu lub manganu, rdzen katalityczny
znajduje sie we wnetrzu czgsteczki [19].

=[PS
"""""""'""""“C5 """""""""" ! P10
P2 =(pra E
P|l= |
P3 = ? pe |
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P8 s P7 = |= =3
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I ' P9.0
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Ryc. 1. Struktura drugorzedowa intronéw grupy I (wg [16], zmodyfikowano).
Odpowiednimi symbolami oznaczono identyczne dla catej grupy
nukleotydy; P, Q, R, S oznaczaja sekwencje zachowywane, PI...P1O

— state elementy struktury drugorzedowe;j.
Strzatkami zaznaczono miejsca cigcia 5' i 3\
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I11-2. Introny grupy Il

Introny grupy Il to sekwencje diugie (okoto 700
nukleotydéw) o skomplikowanej strukturze drugo-
rzedowej. Skitada sie na nig 6 domen potozonych
peryferyjnie w stosunku do centralnego obszarujedno-
niciowego, ztozonych z fragmentéw heliksow zakon-
czonych petlami. Najwieksza domena |, stanowigca
ponad potowe dtugosci intronu, zbudowana jest z czte-
rech subdomen, z ktérych dwie sg takze ztozone z kilku
obszaréw dwuniciowych i petli. Do nielicznych silnie
zachowywanych sekwencji naleza: pierwsze i ostatnie
nukleotydy intronu, niektére wewnetrzne petle i heliks
V. Po 2 sekwencje eksonu i intronu diugosci okoto
6 nukleotydow, parujgce ze soba, tj. IBS1-EBS1iIBS2-
EBS2 (intron binding sequence — exon binding sequen-
ce) sg zaangazowane w interakcje ekson-intron, konie-
czne do zajscia samowycinania oraz wyboru miejsca
ciecia 5'. IBS1 i 2 znajdujg sie w eksonie 5' przy styku
ekson-intron, natomiast EBS1 i 2 we wnetrzu intronu.
Mutacje w tych regionach, uniemozliwiajace paro-
wanie zasad, powodujg zaburzenie samowycinania
intronu. Jedng z najbardziej statych cech struktury
introndw Il grupy jest ,wystajgca” adenozyna, od-
dalona o 7 lub 8 nukleotydéw od 3' kornca intronu,
ktora petni podstawowg role przy tworzeniu lassa.
Drugim takim elementem jest szpilka V, niezbedna do
zajscia ciecia na styku intron-ekson 5' [4].

Ryc. 2. Budowa centrum aktywnego ry-
bozyméw o strukturze hammer-
head (wg [5], zmodyfikowano). N
Przedstawiono nukleotydy zacho- ' I
wane we wszystkich znanych ry-
bozymach tej grupy. Literami ,N’ N
oznaczono nukleotydy zmienne,
za$ cyframi rzymskimi heliksy, be-
dace statym elementem struktury;
strzatka wskazuje miejsce ciecia.

I11-3. Rybozymy o strukturze hammerhead

W wyniku poréwnania wszystkich znanych sekwen-
cji RNA samotnacych patogendw roslin i transkryptu
DNA 2 traszki powstat model domeny katalitycznej,
identycznej dla calej tej grupy. Skiladajg sie nan
3 heliksy utozone wokdtjednoniciowego regionu rdze-
nia o ksztatcie gtowki miotka, zawierajagcego 11 statych
zasad (Ryc. 2). Sekwencja fragmentéw dwuniciowych
nie jest silnie zachowywana, oprdcz heliksu Ill, ztozo-
nego z 2 niezmiennych par zasad. Ciecie zachodzi za
sekwencjg GUX, gdzie X nie moze byc¢ reszta guanozy-
nowg. Wykazano, ze mozliwe jest samociecie rybo-
zymu ztozonego tylko z 52 nukleotyddw. ASBY i trans-
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krypt satelitarnego DNA 2 traszki, ktore majg bardzo
krétki heliks Il z bardzo matg petla, moga ulegac
samocieciu po utworzeniu struktur dimerycznych.
Ponadto mozliwe jest zachodzenie ciecia trans, gdy
katalizator i substrat znajdujg sie na oddzielnych
czasteczkach, muszg one jednak parowac¢ ze sobag,
tworzgc aktywng strukture hammerhead [5, 6].

I11-4. Rybozym o strukturze hairpin

Jedynym przyktadem rybozymu tworzacego aktyw-
ng strukture szpilki jest ni¢ (—) satelitarnego RNA
wirusa plamistosci tytoniu ((—) sTRSV) o dtugosci 359
nukleotydéw. Na katalityczne centrum sktadajg sie tu
2 sekwencje RNA:RNA katalityczne o diugosci 50
nukleotydéw i RNA substratowe o dtugosci 14 nukleo-
tydéw. Ta nowa struktura zbudowana jest praw-
dopodobnie z czterech regionéw sparowanych zasad
(Ryc. 3.). Dwa heliksy tworzg sie miedzy katalizatorem
a substratem, tj. heliks I — 4 pz i Il — 6 pz, dwa
pozostate w obrebie rybozymu. Sekwencja heliksow
substrat-katalizator moze by¢ dowolnie zmieniana bez
utraty aktywnosci rybozymu pod warunkiem, ze za-
chowane zostato parowanie zasad. Cztery pozostate
nukleotydy substratu tworzg petle o sekwencji AGUC,
gdzie A, za ktorym nastepuje ciecie, moze by¢ za-
stagpione dowolnym nukleotydem [7].

111-5. Wirus delta zéttaczki

Stanowi on odrebny typ rybozymu samotngcego.
Jego genom zbudowany jest z jednoniciowej, kolistej
czasteczki RNA dhlugosci 17 kz i ma wiele cech
wirusoidow i stelitarnych RNA roslin, min. wykazuje
wysoka komplementarno$¢ wewnatrzczasteczkowa
oraz zawiera pewne sekwencje wazne dla replikacji
wiroidéw. RNA HDVjest jednak wigkszy od wiroido-
wego i koduje co najmniej jedno biatko strukturalne
(antygen 5). Replikacja, jak u wiroidéw, zachodzi
wedlug mechanizmu toczacego sie kota, tj. z po-
wstawaniem dtugich nici (+) i (—). Wykazano, ze
autokatalityczne ciecie nastepuje w obu niciach RNA,
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Ryc. 3. Budowa centru katali-
tycznego rybozymu o
strukturze hairpin (wg
[7], zmodyfikowano).
Centrum aktywne two-
rzg dwa fragmenty
(-)RNA sTRSY —
RNA substratu, dtugo-
§ci 14 nukleotydéw (u- U
mieszczony w ramce)
i RNA Kkatalityczny,
dtugosci 50 nukleoty- U
déw. Litery ,N’ ozna-
czajg nukleotydy, kté-
rych zamiana nie wpty-
wa na aktywno$¢ rybo-
zymu, za$ cyfry arabs-
kie heliksy, bedace pod-
stawowym elementem
struktury drugorzedo-
wej. Strzatka oznaczo-
no miejsce ciecia.

RYB0ZVM

GUG GU

w genomowym RNA miedzy U688 a G689, a w anty-
genomowym miedzy G900 i C901, za$ obszary otacza-
jace miejsca ciecia wykazujg znaczne podobieAstwo
(80%) [8, 20]. Srodkowy odcinek genomu jest za-
chowywany, co wykazano ustalajac sekwencje réznych
szczepow. Wydaje sie, ze aby mogto nastgpié ciecie (4-)
i (—)RNA niezbedne sg domeny aktywne obejmujace
sekwencje dtugosci okoto 100 nukleotydow wokot
miejsca ciecia, cho¢ na aktywnos$¢ tych rybozyméw
i ich stabilnos¢ majg wptyw sekwencje bardziej od-
dalone [8, 20, 21]. Sugeruje sie powstawanie aktywnej
struktury ,koniczynki” w genomowym RNA, umoz-
liwiajacej zajscie reakcji [20].

I11-6. RNA — skiadnik RNazy P

Najlepiej znany to MI RNA z E. coli, o dtugosci
375 nukleotydoéw. Kofaktor biatkowy RNazy P (biatko
Cb5) utatwia przyjecie odpowiedniej konformacji ry-
bozymu (te role mogg spetnia¢ jony Mg2+ i Mn2+
[22]. Wiasciwosci katalityczne RNA zwigzane sg z za-
chowywanymi filogenetycznie strukturami, stanowig-
cymi rdzen czasteczki [23]. Zasadniczymi ich ele-
mentami sg 3 jednoniciowe domeny i kilka helikséw,
czesto zakonczonych petlami. Znaleziono 2 regiony
krytyczne dla aktywnosci enzamatycznej tj. nukleo-
tydy 20-95 i 205-255. Giowne regiony oddziatywan
tRNA-RNA rybozymu znajdujg sie miedzy nukleo-
tydami 248-249 i 300-333. Ponadto nukleotyd 92
bierze udziat w wigzaniu tRNA [24, 25]. Usuniecie
kilkudziesieciu nukleotydow z 5' czy 3' konca nie
likwiduje aktywnosci enzymu, o ile nie zmienia sie
rownoczesnie obu koncéw [22],

3 Doktadny opis mechanizmoéw i kinetyki reakcji mozna
znalez¢ m.in. w pracach: M. Z. Barciszewska, J
Barciszewski, Wiad. Chem., 1988, 7-8. 545; D. Hers-
chlag, T. R Cech, Biochemistry, 1990,29, 10159 i 10172
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IV. Mechanizmy reakcji

Reakcje katalizowane przez rybozymy zachodzg in
vitro bez udziatu biatek, w obecnosci jonéw dwuwar-
tosSciowych (Mg2+, Mn2+). In vivo biatka zwigzane
z RNA moga utatwia¢ powstawanie aktywnej konfor-
macji rybozymu lub odpowiedniego $rodowiska reak-
cji. Do jej zajscia niezbedne jest tworzenie wiasciwych
struktur i komplekséw trzeciorzedowych, odpowied-
nio orientujgcych reagujgce grupy. Kompleksy te
obnizajg energie aktywacji wystarczajagco i dos¢ specy-
ficznie, aby nastgpito rozerwanie i przeniesienie (trans-
estryfikacja) lub specyficzna hydroliza okreslonego
wigzania nukleotydowego [5, 26]. Najczesciej propo-
nowanym mechanizmem reakcji jest podstawienie
nukleofilowe typu SN2P [26, 27]. Zmiana energii
swobodnej jest niewielka, reakcja przebiega w poblizu
stanu réwnowagi a o jej przesunieciu w jedng strone
decyduja stezenia substratow i produktow, typ produ-
ktow oraz warunki reakcji (czyli czynniki takie, jak np.
stezenie GTP, Mg2+)3. Procesy samocigcia i samowy-
cinania intronéw sg procesami transestryfikacji tj.
przeniesienia wigzan fosfoestrowych z zachowaniem
catkowitej ich liczby [26].

IV-1. Samowycinanie intronéow

Jest to dwuetapowa transestryfikacja, czyli dwa
nastepujagce po sobie przeniesienia wigzan fosfoest-
rowych; powstajace czasteczki RNA majg grupe OH
na koncu 3' i fosforan na koncu 5.

Introny grupy I. Charakterystyczna dla tej grupy jest
inicjacja reakcji przez wolng guanozyne lub jej po-
chodne. Konieczne jest odpowiednie, ukierunkowanie
reagujacych grup, polegajace na parowainiu IGS z sek-
wencjg potozong na konicu eksonu 5'; oddziatlywania
P9.0, PIO (Ryc. 1) przygotowujg miejsce ciecia 3' na
atak eksonu 5'. Wiazania fosfodwuestrowe w miejscu
ciecia i w miejscu wigzania guanozyny sg szczegdlnie
podatne na atak nukleofilowy. W pierwszym etapie
sktadania grupa 3'OH wolnego GTP, zwigzanego
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wstepnie przez selektywng kieszen RNA (w przypadku
intronu Tetrahymena — nukleotyd G264 i sasiednie),
dokonuje ataku nukleofilowego na wigzanie fosfo-
dwuestrowe na styku (miejscu ciecia) 5' i wigze sie
kowalencyjnie z ostatnim nukleotydem eksonu 5' (Ryc.
4.3). Zwiazanie terminalnej guanozyny intronu z miejs-
cem wigzacym guanozyne aktywuje grupe 3'OH kon-
cowej urydyny eksonu 5' do ataku na miejsce ciecia 3.
W rezultacie nastepuje transestryfikacja prowadzaca
do potaczenia eksondw [18, 26]. Uwolniony intron
podlega serii cyrkularyzacji i specyficznych hydroliz,
dajacych jako produkt liniowy intron bez koAcowych
19 nukleotydow, zawierajacych miejsca cyrkularyzaciji
[26], Reakcja samowycinania jest odwracalna. Udo-
wodniono, ze in vitro, w warunkach wysokiego stezenia
intronu i zligowanych eksonéw, a takze Mg2+, przy
braku guanozyny, nastepuje wstawienie intronu we
wiasciwe potozenie miedzy eksonami [28]. Dla wielu
intronéw grupy | nie wykazano zachodzenia samowy-
cinania in vitro, prawdopodobnie do przyjecia aktyw-
nej konformacji wymagany jest udziat biatka. W przy-
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padku niektérych intronéw mitochondrialnych byta-
by to kodowana przez nie maturaza [29],

Introny grupy Il. Samowycinanie zachodzi tu bez
udziatu wolnych nukleotydéw, mechanizm reakcji
zblizony jest do sktadania jadrowego pre-mRNA, stad
przypuszczenie, ze proces zachodzacy z udziatem spli-
ceosomu jest ewolucjg pochodng samowycinania in-
tronow grupy Il [29]. Do zajscia sktadania konieczna
jest hybrydyzacja sekwencji IBS1-EBS1. Reakcje inic-
juje atak nukleofilowy grupy 2'OH wewnetrznego
nukleotydu intronu — adenozyny (potozonej 7-8 nuk-
leotydow od styku 3') na wigzanie fosfodwuestrowe na
styku 5 (Ryc. 4.b). W wyniku pierwszej transest-
ryfikacji powstaje tzw. lasso, czyli petla zamknieta
przez adenozyne tworzacg wigzanie 2',3'-fosfodwuest-
rowe. Grupa 3' OH eksonu 5' atakuje miejsce ciecia 3'.
W wyniku tak zachodzacej koricowej transestryfikacji
nastepuje taczenie ekson6w i uwolnienie intronu. Re-
akcja ta jest odwracalna in vitro, cho¢ jej rownowaga
przesunieta jest wyraznie w kierunku wycinania intro-
nu [26, 28],
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Ryc. 4. Przebieg samowycinania intronéw grup | i Il (wg [26, 27], zmodyfikowano).
Gieta linig przedstawiono intron (IVS), kreseczkami oznaczono parowanie na styku ekson 5'-intron (a) i EBS-IBS (b).

Doktadny opis w tekscie.
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IV-2. Mechanizm samociecia

Jest to proces jednoetapowej transestryfikacji,
w ktorym ciecie wigzania miedzynukleotydowego na-
stepuje poprzez katalizowany przez Mg2+ atak grupy
2'0H na wigzanie fosfodwuestrowe przy najblizszej
grupie 3" OH. W efekcie powstaje cykliczny 2'.3'
fosforan na 3' koncu jednego produktu i grupa hy-
droksylowa na 5' koncu drugiego. W przypadku
rybozyméw o strukturze hammerhead reakcja ta jest
nieodwracalna. Przy cieciu trans te RNA dzialajg
jak prawdziwe enzymy (o liczbie obrotéw do 1min-1)
[5, 30].

Rybozym o strukturze hairpin. Ulega on samocieciu
prawdopodobnie wg mechanizmu proponowanego
dla rybozymoéw o strukturze hammerhead, powstajg te
same konce (cykliczny 2',3' fosforan i 5'OH). Aby zaszta
reakcja konieczne jest tylko parowanie rybozym-
substrat w heliksach 1 i Il, ich sekwencja wptywa
jednak na warto$¢ Kmi kcat. Najefektywniejszy otrzy-
many dotad rybozym charakteryzowat sie¢ k*, = 7,1
min-1. Samociecie (—) sTRSVjest odwracalne, oba
procesy sg w rownowadze, ktdrej przesuniecie zalezy
od warunkéw reakcji [5, 7].

HD V— samociecie zachodzi prawdopodobnie wedtug
tego samego mechanizmu, jak w przypadku poprzed-
nich rybozymow, powstajg produkty o takich samych
konicach [8]. Wzrost szybkosci reakcji nastepuje pod
wplywem czynnikéw denaturujgcych, takich jak mocz-
nik lub formamid, prawdopodobnie wskutek destabili-
zacji pewnych struktur, tworzonych przez sekwencje
otaczajgce miejsce ciecia i dajagcych forme nieaktywng
rybozymu. Niektére pochodne rybozymu (180-nuk-
leotydowy fragment (—) HDV) zachowujg aktywno$¢
nawet w 18 M formamidzie, w 75°C [21]. Reakcja
zachodzi szybko nawet przy bardzo niskim stezeniu
Mg2+(ka rzedu 1-2 min -1). Samociecie (-F) RNA jest
odwracalne; o kierunku reakcji decyduje obecno$é
jonéw Mg2+, przy ich braku, np. po dodaniu EDTA,
nastapi ligacja, o ile rozciete fragmenty sg jeszcze
potgczone wigzaniami wodorowymi [20, 31].

1VV-3. RNaza P

Do zajScia reakcji odcinania sekwencji prekursoro-
wej z pre-tRNA potrzebne jest wysokie (okoto 100 mM)
stezenie jonéw dwudodatnich (Mg2+, Mn2+) albo
biatko (C5), umozliwiajgce przyjecie przez RNA struk-
tury aktywnej, modyfikujace specyficzno$¢ substrato-
wa, szybkos¢ reakcji, ekranujgce elektrostatyczne od-
pychanie rybozym-substrat tRNA [22, 32]. Wymaga-
ny substrat, jak ostatnio wykazano, musi zawieraé
tylko ramie aminoacyloakceptorowe, dtugosci co naj-
mniej 6 pz, sekwencje CCA na 3' koncu (jej brak lub
zmiany drastycznie obnizajg szybkos¢ reakcji katalizo-
wanej przez sam RNA) oraz kilka nukleotydoéw na 5
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koncu. Heliks moze powstawa¢ poprzez parowanie
substratu z oddzielnym, komplementarnym fragmen-
tem RNA (external guide sequence), mozna wiec cigé
prawie dowolne RNA [24, 33]. Mechanizm reakcji jest
odmienny od dotychczas omowionych, nie przebiega
ona drogg transestryfikacji — prawdopodobnie gtéw-
ng role odgrywa w niej kompleks Mg-H20 iczasteczka
wody, wigzaca sie z nim oraz z rybozymem wigzaniami
wodorowymi. Czasteczka ta, zaktywowana przez en-
zym RNowy i kompleks Mg-H20 atakuje wigzanie
fosfodwuestrowe w pre-tRNA (takze zwigzanym przez
ten kompleks). W wyniku tej specyficznej hydrolizy
powstajg czasteczki z grupg OH na 3' koncu i fos-
foranem na 5' koncu [27].

V. Inne aktywnosci rybozyméw

Rozpoczeto doswiadczenia nad mozliwoscig katali-
zowania przez rybozymy réznych typow reakcji. Naj-
szerzej wykorzystywane sg w tych badaniach pochod-
ne intronu Tetrahymena, np. L-191VS RNA i L-21IVS
RNA — introny liniowe, skrocone, pozbawione sek-
wencji umozliwiajacych cyrkularyzacje.
Endorybonukleaza. Introny grupy | i Il wykazujg te
aktywno$¢ w trakcie samowycinania, ale L-19iVS
RNA przejawia jg takze w stosunku do innych sub-
stratow — jednoniciowych RNA, komplementarnych
do IGS [34]. Specyficzno$¢ substratowa podobna jest
do specyficznosci restryktazy DNA. Ciecie nastepuje
w miejscach odpowiadajagcych miejscu ciecia 5' pre-
rRNA, z udziatem wolnej guanozyny lub GTP, reakcja
przypomina pierwszy etap samowycinania. Rybozym
rozréznia stopnie sparowania — ilo$¢ zasad hyb-
rydyzujacych z IGS, preferuje substraty najbardziej
komplementarne. Prowadzenie reakcji w warunkach
utrudniajgcych parowanie zasad zwieksza jej specyfi-
czno$¢ [34]. Podobnie, jako endorybonukleazy tngce
rézne substraty, wykorzystuje sie rybozymy o struk-
turze hammerhead, hairpin, RNA RNazy P.
Endonukleaza tngca jednoniciowy DNA. L-21 IVS
RNA Scal dziata jako specyficzna endonukleaza, o me-
chanizmie reakcji analogicznym do opisanego powyzej
(zudziatem GTP). Ciecie substratu DNA, komplemen-
tarnego do IGS, zachodzi w tym samym miejscu co
odpowiadajgcego mu RNA. Kmjest jednak wyzsze 104
razy, szybkos¢ reakcji 10 razy mniejsza, co Swiadczy
0 istotnej roli grupy 2'OH rybozy w katalizie prowa-
dzonej przez rybozymy, tj. w wigzaniu substratu
1przyjeciu wiasciwej geometrii heliksu; prawdopodob-
nie jest ona takze konieczna do stabilizacji stanu
przejsciowego kompleksu [35]. Otrzymano mutanta
delecyjnego, ktéry tnie jednoniciowy DNA lepiej niz
dziki rybozym RNA. Prawdopodobnie mechanizm
reakcji jest odmienny, z udziatem katalizowanej przez
rybozym miejscowo-specyficznej hydrolizy [36]. Ry-
bozymy o strukturze hammerhead przeprowadzaja
ciecie oligodezoksynukleotydéw, zawierajgcych 1 lub
2 rybonukleotydy w miejscu ciecia, jednak efektyw-
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nos$¢ reakcji jest znacznie nizsza (7-8 razy) niz dla
substratow RNA, wskutek stabszego wigzania i zmian
w strukturze miejsca aktywnego [37].

Nukleotydylotransferaza. Transfer nukleotydoéw kata-
lizowany jest przez L-19, L-21 IVS RNA. Po kazdej
rundzie reakcji nastepuje regeneracja rybozymu, pole-
gajaca na dysocjacji substratu i pojawieniu sie formy
wyjsciowej rybozymu. Substrat wigze sie z IGS, po
powstaniu kompleksu grupa 3'OH ostatniego nuk-
leotydu intronu G414 dokonuje ataku nukleofilowego

na atom fosforu substratu (przy ostatniej cytydynie)
i powstaje przejsciowo wigzanie kowalencyjne (Ryc.
5.a). Substrat zostaje oddysocjowany, a zwigzany
nukleotyd uwolniony wskutek specyficznej hydrolizy
(miedzy G414 a zwigzanym nukleotydem). Rybozym
moze sie tez zregenerowac¢ po przytgczeniu nowego
substratu, wydtuzajgc go przez transestryfikacje (np.
C5-> C6). Typowgq reakcjg jest dysproporcjonowanie:
np. z dwu czasteczek C5 powstajg czasteczki C4i C6
[26, 38].
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Polimeraza RNA. L-21 Scal RNA Kkatalizuje reakcje
wydtuzania substratu, kwasu pentacytydylowego, na-
wet do dwunastonukleotydu. Miejsce wigzace substrat
(primer), odpowiadajgce IGS, jest zarazem matryca,
ktéra byé moze $lizga sie przez centrum aktywne
w spos6b odpowiadajgcy wiasciwej matrycy (Ryc. 5.b).
Do reakcji niezbedny jest dwunukleotyd CpN, gdzie
N nie moze byé guanozyng, gdyz powoduje to ciecie
substratu. Obserwuje sie wptyw matrycy na dodawanie
nukleotydéw (preferencja tych, ktére tworzg z nig pary
Watsona-Cricka), cho¢ nie jest to w petni polimeryza-
cja matryco-zalezna. Istniejg dwie hipotetyczne drogi
przebiegu reakcji [38]:
dystrybucyjna — primer C5hybrydyzuje z IGS, GpN
przytacza sie za$ do miejsca wigzacego styk in-
tron-ekson 3, nastepuje transestryfikacja, zblizo-
na do drugiego etapu samowycinania — pN
zostaje przeniesiony na 3' koniec C5, wolna gua-
nozyna zostaje oddysocjowana; nastepuje przesu-
niecie — $lizganie oligonukleotydu o 1 zasade
i powtdrzenie procesu po zwigzaniu nowego GpN
(Ryc. 5.b).
procesywna — przyfaczenie C5 zachodzi nieco dalej
w kierunku 3' konica rybozymu i kolejne rundy
dotagczania nukleotydéw zachodza bez oddysoc-
jowania wydtuzanego taricucha.

Stosujac zmutowany rybozym (ze zmienionym miej-
scem wigzacym guanozyne), mozna wydtuzy¢ primer
stosujac wszystkie 4 nukleotydy w formie 2-amino-
puryno-pN [39].

Intron Tetrahymena liguje takze nukleotydy kom-
plementarne do zewnetrznej matrycy, z liczbg obrotow
do 4 min-1 [40]. Innym rybozymem Kkatalizujgcym
reakcje polimeryzacji jest pochodna intronu sunY
— skrécony intron, ze zmieniong nieco sekwencja,
pociety na 3 fragmenty, ktére tworzg aktywny kom-
pleks katalityczny. Intron ten przeprowadza analogi-
czng do intronu Tetrahymena ligacje 9-10-nukleoty-
déw, komplementarnych do zewnetrznej matrycy lub
do jednej z wiasnych podjednostek [41].
Fosfotransferaza i kwasna fosfataza. L-19 IVS RNA
posiada aktywno$é fosfotransferazy przenoszacej 3'
koncowa grupe fosforanowa z jednego nukleotydu na
drugi; zachodzi to prawdopodobnie w tym samym
miejscu aktywnym co inne reakcje rybozymu. Grupa
fosforanowa przenoszona jest na 3' koricowg guanozy-
ne L-19 IVS RNA. Powstaje przejsciowo fosfoenzym,
ktéry moze przenie$¢ fosforan na dodany do reakcji
oligonukleotyd (fosfotransferaza) lub w pH 4.0 ulec
hydrolizie, uwalniajagc nieorganiczny fosforan (fos-
fataza) [26].

Rekombinacja RNA in vitro. Mitochondrialny intron
drozdzowy grupy Il — bil katalizuje miejscowo-
specyficzng rekombinacje RNA in vitro. W wyniku
inkubacji intronu (w postaci lassa lub w formie linio-
wej) z dwiema réznymi czasteczkami RNA, z ktérych
kazda zawiera sekwencje IBS1 — komplementarng do
EBS1 intronu, oprécz normalnych produktéw od-
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wrécenia reakcji samowycinania, powstaja czasteczki
zawierajgce potgczone ze sobg fragmenty r6znych
RNA; miejsce rekombinacji potozone jest bezposred-
nio 3' za IBS1. Prawdopodobnie w pierwszym etapie
wstawiania intronu, czasteczki RNA wchodza w inter-
akcje z lassem poprzez parowanie IBS1-EBS1, po-
wstaje kowalencyjnie powigzany produkt — intron-
ekson 3'izwigzany z intronem niekowalencyjnie ekson
5. W tym momencie moze nastgpi¢ wymiana eksonéw
5, a nastepnie drugi etap reakcji, tj. potgczenie eks-
ondw przez kolejng transestryfikacje [42].

V. Rybozymy w terapii genowej

Wykrycie Kkatalitycznych wiasciwosci czasteczek
RNA, a zwlaszcza zdolnosci do ciecia egzogennego
RNA, doprowadzito do koncepcji wykorzystania tych
aktywnosci w celu otrzymania zmodyfikowanych or-
ganizmoéw, do zwalczania infekcji wirusowych w tera-
pii genowej poprzez ciecie i blokowanie aktywnosci
konkretnych czasteczek RNA w obrebie komorki.
Najbardziej obiecujgcym kandydatem do tej roli wy-
daje sie rybozym o strukturze hammerhead, kolejnym
— rybozym o strukturze hairpin, o wyzszej od poprzed-
niego aktywnosci katalitycznej. Z opisanych dotad
eksperymentow wynika jednak, ze prawie wszystkie
badane rybozymy moga by¢ w przysztosci wykorzys-
tane w terapii genowej.

Przeprowadzono szereg doSwiadczen in vitro z uzy-
ciem rybozymoéw hammerhead skonstruowanych tak,
aby poprzez parowanie rozpoznawaty specyficznie
i ciety konkretne czasteczki RNA. Wiele z tych reakcji
zachodzi z powodzeniem in vivo.

Pierwszymi takimi katalitycznymi RNA byly 3 oli-
gonukleotydy skierowane przeciwko mRNA koduja-
cemu acetylotransferaze chloramfenikolowg (CAT),
zawierajace niezbedne nukleotydy tworzace domene
katalityczng i sekwencje komplementarne do cietego
RNA. Przeprowadzaly one in vitro specyficzne ciecie
substratu [43].

Na razie tylko in vitro uzyskano ciecie RNA PLRV
(wirusa lisciozwoju ziemniaka), stosujgc dwa syntety-
czne rybozymy o ramionach komplementarnych do
fragmentéw sekwencji biatka ptaszcza i RNA-zaleznej
polimerazy RNA, ktore sg niezbedne dla infekcyjnosci
wirusa [44].

W przypadku eksperymentow in vivo mozna za-
stosowac dwie strategie wprowadzania katalitycznych
czasteczek RNA do komoérek. Jedng z nich jest tech-
nika bezposredniego umieszczania w komorkach ak-
tywnych rybozymow. Zaletg tego podejscia jest moz-
liwos¢ wprowadzenia dowolnie skonstruowanego ry-
bozymu (takze zmodyfikowanego w celu zwiekszenia
stabilnosci); wada, ze daje to tylko efekt przejsciowy
— do momentu degradacji rybozymu i wymaga wielu
jego kopii [45]. W jednym z doswiadczen tego typu
wprowadzono do oocytdw Xenopus laevis poprzez
mikroiniekcje rybozym skierowany przeciwko jednej
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zdomen 28S rRNA iwykazano poprawne ciecie rRNA
i inhibicje syntezy biatka [46].

Druga technika polega na wprowadzaniu genéw
kodujacych rybozymy. Mozna to osiagng¢ wstawiajac
np. DNA kodujgcy rybozym do genu transkrybowane-
go przez polimeraze Il lub 11l (Ryc. 6.). Uzyskuje sie
w ten spos6b namnozenie rybozymu, mozliwos¢ jego
dziedziczenia, chronienie RNA np. przez 5' cap i sek-
wencje poli (A) [47].

PROMOTOR

5"CAP

Ryc. 6. Strategia uzycia rybozymu o struk-
turze hammerhead do ciecia wybra-
nych czasteczek RNA. Odcinek DNA
kodujacy rybozym wstawiono do ge-
nu polimerazy II.

W obrebie odcinka kodujacego rybo-
zym ciemnym kolorem zaznaczono
sekwencje substratu i komplementar-
ne do nich fragmenty rybozymu, jas-
nym za$ sekwencje tworzacg centrum
aktywne.

Strzatka oznacza miejsce ciecia.

Te technike zastosowali w swoim eksperymencie
Cotton i Brinstiel, wstawiajagc do petli anty-
kodonowej genu na tRNAMt rybozym skierowany do
ciecia U7 RNA. Po wprowadzeniu chimerycznego
genu na plazmidzie do oocytu Xenopus, obserwowano
jego aktywng transkrypcje, a powstajgca 125-nukleo-
tydowa czasteczka ribtRNA przedostawata sie do
cytoplazmy, gdzie cieta U7 RNA [47]. W innym
doswiadczeniu wprowadzano odcinek DNA kodujacy
rybozym skierowany przciwko mRNA CAT do genu
polimerazy Il, poprzedzonego wczesnym promotorem
SV40 i uzyskano znaczne obnizenie aktywnosci acety-
lotransferazy w transfekowanych komadrkach ssaczych
[48]. Podobna strategia zastosowana zostata w eks-
perymencie, ktory doprowadzit do zablokowania re-
plikacji wirusa HIV-1. Kulture tkankowg komorek
CD4+ HelLa transfekowano ssaczym wektorem eks-
presyjnym, w ktérym za silnym, konstytutywnym
promotorem P-aktynowym umieszczono sekwencije
kodujgce rybozym skierowany przeciwko RNA gag.
Stabilne transformanty produkowaty Kkatalityczny
RNA. Po zainfekowaniu tych komérek wirusem HIV-
1, wykazano powstawanie produktéw ciecia, stwier-
dzono nizszy poziom RNA gag oraz antygenu p24 niz
w komadrkach nietransformowanych. Co wiecej, w ko-
morkach wyrazajacych rybozym bylo okoto sto razy
mniej prowirusowego DNA niz w komodrkach macie-
rzystych [49]. Inna grupa badaczy wykazata efektyw-
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RYBOZYM

ne ciecie RNA integrazy HIV-1 i blokade syntezy
biatka przez rybozymy skierowane przeciwko temu
RNA po wprowadzeniu genéw kodujacych integraze
i rybozymy do komorek E. coli [50].

Zakonczone sukcesem doswiadczenia, w ktérych nie
stwierdzono toksycznosci rybozymdw dla gospodarza,
budzg nadzieje na szersze ich wykorzystanie w terapii
genowej. Konieczna jest optymalizacja dziatania rybo-
zymoOw poprzez odpowiednie dobieranie miejsc ciecia

TERMINATOR

GEN POLIMERAZY 11

TRANSKRYPCJA
DOJRZEWANIE PRE-mRNA

i poli(A)  RYBOZYM
6UC
h SUBSTRAT
GuC
GUC 2" ,3'P
O +
5 HO -----m-
RYBOZYM

(sekwencje zachowywane, bez struktury drugorzedo-
wej, miejsca skiadania, jednoniciowe petle), zwiek-
szenie specyficznosci poprzez dobranie optymalnej
dtugosci sekwencji komplementarnej do sekwencji
wokot miejsca ciecia oraz skierowanie rybozymu do
odpowiedniego przedziatu komoérkowego [47],

VI1I. Nowe poglady na ewolucje

Wykrycie katalitycznych wiasciwosci RNA zmienito
poglady na temat ewolucji prebiotycznej na Ziemi.
Fakt, ze RNA posiada zdolnosci katalityczne i moze
dziata¢ jako witasna polimeraza, pozwala na przyjecie
pogladu, ze RNA byto pierwotng, samoreplikujaca sie
czasteczka i ze wspobtczesne systemy biologiczne po-
wstaty na drodze ewolucji ze Swiata RNA, w ktérym
genomy i enzymy byly RNowe. Przemawia za tym
takze wiele innych danych, $wiadczacych o bardzo
istotnej roli rybonukleotydow iczasteczek RNA w syn-
tezie dezoksyrybonukleotyddw, replikacji DNA ikata-
lizie prowadzonej przez enzymy biatkowe. Te informa-
cje pozwalajg sadzi¢, ze synteza DNA pojawita sie po
ustaleniu systemu kopiujacego RNA, Zze przed poja-
wieniem sie katalizatordw biatkowych mogty powstaé
juz wczesniej ztozone aktywnosci metaboliczne ,,rybo-
organizmow” (,,organizméw” zbudowanych z RNA).
Etapem przejsciowym maégt by¢ Swiat rybonukleop-
rotein. Za stopniowym przejmowaniem funkcji en-
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zymatycznych RNA przez biatka przemawia fakt, ze
kompleksy rybonukleoproteinowe, takie jak ryboso-
my i spliceosomy, odgrywajg wcigz niezwykle istotng
role w metabolizmie, i wysuwane sg przypuszczenia, ze
ich sktadniki RNowe posiadajg aktywnosci katalitycz-
ne [51, 52].

Postulowany przebieg ewolucji [51]:

1 W plynnym i otwartym S$rodowisku bezkomor-
kowym (,,pierwotnej zupie”) przewazaly czasteczki
RNA i proste czasteczki organiczne, m.in. amino-
kwasy, ktére mogty by¢ wykorzystywane przez nosniki
RNowe na szlakach biosyntezy. Szlaki te stawaty sie
coraz bardziej skomplikowane, az do powstania meta-
bolosoméw — organizujacych struktur RNA. Zawie-
raty one rodzaj kodu metabolicznego czyli miejsca
wigzace dla adaptorowych RNA (czasteczek niosgcych
i aktywujacych metabolity). Metabolosomy mogty
wigza¢ sie z btong fosfolipidowa, powstajacg samo-
rzutnie w pierwotnym $rodowisku wodnym; proste
biatka mogly nastepnie tworzy¢ pory umozliwiajgce
transport.

2. Powstawaty zamkniete btong lipidowg komorki,
nastepowato wzbogacanie zestawu aminokwasowe,
wchodzacych w skiad biatek. Te ostatnie stawaty sie
coraz bardziej ztozone strukturalnie i wigzaty sie
z RNA, co wzmacniato i chronito skiadniki RNowe.
Sktadniki biatkowe kompleksow rybonukleoproteino-
wych mogty takze zwiekszaé specyficznos$¢ i szybkos¢
reakcji.

3. Kolejnym etapem ewolucji mogt by¢ wzrost
zawartosci biatka w rybonukleoproteinach, stopniowa
redukcja funkcji RNA, ktory zostat w wielu przypad-
kach sprowadzony do roli kofaktora nukleotydowego.
Kod genetyczny, w ktérym zapisany byt przebieg
metabolizmu zostat zastgpiony kodem zawierajacym
informacje o syntezie biatek. DNA przejat od RNA role
materiatu genetycznego.

Jest to tylko jedna z hipotez opisujacych przebieg
ewolucji. Dalsze badania zmusza z pewnosScig do
zmodyfikowania obecnych poglagdéw. Na pewno jed-
nak wiedza o katalitycznych wiasciwosciach czaste-
czek RNA pozwala wyjasni¢ wiele watpliwosci i ot-
wiera tu nowe perspektywy, podobnie jak w wielu
innych dziedzinach biologii.

Artykut otrzymano 2 grudnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 25 marca 1992 r.
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Wykaz stosowanych skrétow:

ASO — oligonukleotyd specyficzny dla allelu; RFLP — poli-
morfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych; VNTR — tan-
demowe powtdrzenia o duzej zmiennosci.

I. Wstep

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) nalezy obec-
nie do najczesciej stosowanych technik w biologii
molekularnej. Umozliwia uzyskiwanie milionéw kopii
specyficznego fragmentu DNA poprzez jego enzyma-
tyczng amplifikacje. Od opublikowania pionierskiej
pracy Saiki i wspétautordw [1] o amplifikacji
in vitro i analizie genomowych sekwencji (3-globiny
minetojuz kilka lat lecz dopiero ostatnio PCR znalazta
olbrzymie zastosowanie w praktyce. W piSmiennictwie
naukowym przewaza zastosowanie PCR w diagnos-
tyce klinicznej [2]. Podstawy i mozliwosci wykorzys-
tania tej techniki zostaly przedstawione czytelnikom
Postepéw Biochemii w artykule Jungerman
i Stomskiego ,Enzymatyczna amplifikacja DNA”
[3]. Niepokojacy jest prawie catkowity brak oryginal-

1 Prof. dr hab., 2 mgr, 3 dr, Zaktad Genetyki Czlowieka
PAN, 60-479 Poznan, ul. Strzeszynska 32, Institut fir
Humangenetik der Universitdt, Gosslerstr. 12 D, 3400
Gottingen, RFN.
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nych prac o stosowaniu PCR z o$rodkow naukowych
w naszym kraju. Do korica 1991 r. ukazato sie zaledwie
kilka prac (dane z systemu informacyjnego Medline).
Autorzy niniejszej pracy zamierzajg przedstawi¢ zard-
wno aktualne mozliwosci stosowania PCR w diagnos-
tyce klinicznej jak i te, ktore pojawig sie w najblizszej
przysztosci.

Technika PCR dokonata przetomu w diagnostyce
klinicznej dlatego, ze nie wymaga stosowania radioak-
tywnych izotopow, a ilos¢ uzyskiwanego DNA jest
wystarczajgca do bezposredniej obserwacji i oceny
podczas rozdziatéw elektroforetycznych. W celach
diagnostycznych wykonuje sie przecietnie 35 cykli
PCR obejmujacych denuturacje dwuniciowego DNA,
przytaczenie oligonukleotydéw (tzw. primeréw) i syn-
teze. Poczgtkowo w etapie syntezy stosowano termo-
labilng polimeraze Klenowa, co wymagato dodawania
$wiezego enzymu kazdorazowo po denaturacji. Czesto
w reakcji powstawaty niespecyficzne produkty, gdyz
temperatura syntezy ograniczona byta do 37°C i do-
chodzito do niespecyficznego wigzania primerow [4].
Wprowadzenie termostabilnej polimerazy z bakterii
Thermus aauaticus (polimeraza Taq) [5] w znaczacy
sposob uproscito reakcje amplifikacji, obnizyto jej
koszty oraz przyczynito sie do szybkiego zastosowania
tej reakcji w biologii i medycynie. Obecnie na rynku
dostepna jest liczna grupa polimeraz z termofilnych
Prokaryota, nie zmieniajacych swej aktywnosci w pod-
wyzszonych temperaturach.

Il. Zastosowanie PCR w diagnostyce klinicz-
nej

W poczatkowym okresie PCR wykonywano manu-
alnie, przenoszac probdwki reakcyjne do tazni wod-
nych o okres$lonych temperaturach. Wstepna auto-
matyzacja PCR polegata na adaptacji robotéw labora-
toryjnych do przenoszenia probek. W krotkim czasie
pojawito sie wiele specjalistycznych urzadzen, tzw.
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Tabela 1.

Zastosowanie techniki PCR w diagnostyce klinicznej

Gen/genom

. Geny cztowieka
a-N-acetylogalaktozoaminidaza
a-l-antytrypsyna
Aminotransferaza alaniny
Amyloid
Antygeny HLA
Aromataza
R-globina
CFTR
Cytochrom P4501A1
Czynnik VIl krzepnigcia
Czynnik IX krzepniecia
Czynnik von Willebrandta
Dehydrogenaza NADH
DMD
Fosforybozylotransferaza hipoksantyna/guanina
Fosforybozylotransferaza adeniny
Gen Ras
Heksozaminidaza A
1gG (tancuch ciezki VDJ)
Kwasna B-glukozydaza
Receptor LDL
Receptor 8 komorek T
Translokacja t(1;19Xq23;pl3)
Translokacja t(14;18)
tRNA(Lys)

II. Mikroorganizmy
Adenowirus
Aeromonas
Borrelia recurrentis
Clostridium difficile
Cytomegalowirus
Legionella pneumofila
Papillomawirus
Rikettsia tsutsugamushi
Treponema pallidum
Trypanosoma cruzzi
Wirus Epstein-Barr
W irus Hepatitis B
Wirus Hepatitis C
Wi irus Herpes simplex
Wirus HIV-1

Choroba/zastosowanie

Pismiennictwo

Choroba Schindlera [52]
Niedobor [53, 54, 55, 56]
Hiperoksaluria typ | [57]
Choroba Alzheimera [58]
Typowanie dawcow [59, 60]
Rak sutka [61]
Hemoglobinopatie [62]
Mukowiscydoza [31, 63, 64, 65]
Podatno$¢ na nowotwory [66]
Hemofilia A [67]
Hemofilia B [68]
Choroba von Willebrandta [69]
Zapalenie siatkowki i nerwu wzrokowego [70]
Dystrofia migsniowa Duchenne’a [11, 27, 28, 29]
Zesp6t Lesh-Nyhana [71]
Niedobdr enzymu [72]
Ostra biataczka szpiku [73, 76]
Choroba Tay-Sachsa [59, 60]
Chtoniak [75, 76]
Choroba Gauchera [77]
Hipercholesterolemia [78]
Choroba MRD [79, 80]
Ostra biataczka limfoblastyczna [81, 82]
Transplantacja szpiku [83]
Mioklonia [84]
Niezyt jelit [85]
Biegunka [86]
Dur powrotny [87]
Biegunka, zapalenie jelit [88]
Transplantacja szpiku [89]
Zapalenie ptuc [13]
Brodawczak [13]
Choroba tsutsugamushi [90]
Kita [91, 92]
Choroba Chagasa [13]
Chtoniak [93]
Rak watrobowo-komorkowy [94]
Przewlekte zapalenie watroby [96-98]
Opryszczka warg [99]
Brak odporno$ci immunologicznej [100-104]

Informacje o zastosowaniu techniki PCR w diagnostyce klinicznej, ktére ukazaty sie do 1991 roku znajdzie czytelnik w opracowaniu Reissa

i Coopera [2],

thermocyclers. Zapewniajg one witasciwg temperature
i czas kolejnych etapow reakcji, przy czym probki
pozostajg przez caly czas w bloku reakcyjnym. Bardzo
istotna (np. dla sekwencjonowania produktéw PCR)
jest mozliwo$¢é precyzyjnego doboru czasu trwania
reakcji, jak rdwniez zmiany czasu syntezy w kolejnych
cyklach i ochtadzanie probek po zakoniczeniu reakcji.

Najprostszym zastosowaniem reakcji PCR w diag-
nostyce medycznej jest wykazanie obecnosci lub nie-
obecnosci specyficznego fragmentu DNA. Niezwykle
duza czuto$¢ metody powoduje, ze w warunkach
suboptymalnych moze doj$é do amplifikacji niespecy-
ficznego fragmentu. Dla uzyskania wtasciwego produ-
ktu konieczna jest rowniez S$ciSle okreslona ilos¢
poszczegOlnych substratéw oraz doswiadczalnie usta-
lone warunki reakcji. Nieodzowne jest rowniez przygo-
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towanie wspolnej mieszaniny reakcyjnej dla poszcze-
gélnych probek DNA i przeprowadzanie reakcji
w obecnosci pozytywnej i negatywnej préby kontrol-
nej. Kolejne zalecenie dotyczy oddzielnych stanowisk
pracy (najlepiej wytgczonego pomieszczenia) dla wy-
konywania PCR oraz stosowania urzadzen laborato-
ryjnych (przede wszystkim mikropipet) przeznaczo-
nych wylgcznie do tej reakcji [6]. Nalezy réwniez
pamieta¢ o wiekszej w poréwnaniu z enzymem Kleno-
wa mozliwosci pojawienia sie btedu replikacji przy
zastosowaniu polimerazy Taq [7], dlatego nie mozna
dla celéw diagnostycznych stosowaé zbyt matej ilosci
wyjsciowego DNA [8], chociaz mozliwa jest amp-
lifikacja DNA pojedynczej komorki [9]. Niedopusz-
czalne jest przechowywanie produktéw PCR w bezpo-
$rednim sasiedztwie banku DNA lub klondw DNA,

POSTEPY BIOCHEMII 38(2), 1992



gdyz nieuchronnie doprowadzi to do zanieczyszczenia
DNA.

Wykazanie obecnosci lub braku produktu PCR
znalazto zastosowanie w wykrywaniu delecji powodu-
jacych wystepowanie choréb dziedzicznych u hemi-
zygotycznych pacjentdw, np. z dystrofiag miesniowg
Duchenne’a lub Beckera [10,11], w licznych testach na
obecno$é wirusa HIV [12], Hepatitis B, Papillomavi-
rus, Legionella pneumophila i Trypanosoma cruzi [13].
Przy wykrywaniu nosicielstwa chordb genetycznych
wytania sie problem pomiaru ilosci zamplifikowanego
DNA. Opisano szereg podejs¢ badawczych, jednak nie
wydaje sie by znalazty one zastosowanie w rutynowych
badaniach diagnostycznych [14,15,16]. W przypadku
diagnostyki prenatalnej choréb genetycznych koniecz-
na byfa ocena bledu wywotanego zanieczyszczeniem
genomu ptodu przez komarki matki. Wydaje sie, ze nie
ma ono wplywu na wiarygodnos$¢ badan, pod warun-
kiem, ze stopien zanieczyszczenia nie jest zbyt wysoki,
a doswiadczenia sa przeprowadzane z nieodzowng
doktadnoscig [17, 19].

Drugim najwazniejszym zastosowaniem PCR wdia-
gnostyce jest wykorzystanie tej techniki do uzyskania
zwiekszonej ilosci DNA przed jego dalszg analiza.
W badaniach chordéb zwigzanych z polimorfizmem
dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) do nieda-
wna postugiwano sie wylgcznie metoda Southern blot-
ting i hybrydyzacja z radioaktywnymi sondami mole-
kularnymi, przy czym wynik uzyskiwano dopiero po
tygodniu. Technika PCR zastepuje metode Southern
blotting ijest juz rutynowo stosowana do wykrywania
polimorfizmu DNA charakterystycznego dla wielu
chorob genetycznych, m.in. anemii sierpowatej, niedo-
boru a-l-antytrypsyny, hemofilii i dystrofii miesniowej
Duchenne’a [2].

Klasycznym przyktadem postepu jaki nastgpit
w bezposredniej diagnostyce DNA przy pomocy PCR
jestjedna z najczestszych choréb genetycznych — mu-
kowiscydoza. Stosujac metode PCR, Williams
i wspotautorzy juz w 1988 r. przeprowadzili
petng diagnostyke tej choroby w ciagu jednego dnia
[19]. Szybkie zgromadzenie danych z r6znych krajow,
0 typach i czestosci mutacji genu CFTR (genu od-
powiedzialnego za wystepowanie mukowiscydozy),
wkrétce po sklonowaniu genu [20], bytoby niemo-
zliwe bez techniki PCR. W wiekszosci tych badan
potwierdzono juz zidentyfikowang mutacje. Obecnie
stosuje sie PCR celem wykrycia nieznanych jeszcze
mutacji w potaczeniu z takimi technikami jak bez-
posrednie sekwencjonowanie jednoniciowego produ-
ktu PCR (asymetryczna PCR) [21], niesparowanie
chemiczne (ang. chemical mismatch) [22, 23], poli-
morfizm konformacyjny jednoniciowego DNA (ang.
single-stranded conformational polymorphism, SSCP)
[24] i denaturujaca elektoforeze (w zelu) gradientowg
(ang. denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)
[25].

Identyfikacja nie znanych jeszcze mutacji, prowa-
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dzacych do stanéw chorobowych moze by¢ znacznie
uproszczona przez zastgpienie uzywanego do analizy
genomowego DNA przez mRNA. Ukazatly sie juz
doniesienia o wykrywaniu delecji i ustalaniu nosicielst-
wa dystrofii mieSniowej Duchenne’a poprzez analize
mRNA limfocytow krwi obwodowej, z wykorzysta-
niem zjawiska nieuprawnionej transkrypcji (ang. il-
legitimate transcription) wykazanej po raz pierwszy
przez Chelly’ego i wspotautordow [26]. Sto-
sujac jako materiat wyjsciowy catkowity RNA lim-
focytéw przeprowadzono synteze cDNA stosujac pri-
mery specyficzne dla genu DMD, a nastepnie dwie
reakcje PCR z wewnetrznymi primerami (ang. nested
PCR). Ukazato sie juz kilka doniesien o zastosowaniu
tej metody nie tylko do analizy patologicznych trans-
kryptéw, lecz rowniez do ustalania nosicielstwa dys-
trofii [27, 28, 29]. Szczegolnie cenne jest bezposrednie
ustalenie nosicielstwa, gdyz préby ustalenia nosicielst-
wa metodg hybrydyzacji z sondami cDNA, metodg
PCR Ilub poprzez analize sprzezen nie dajg infor-
matywnych wynikéw w wielu przypadkach os6b z ro-
dzin z ryzykiem DMD. Wykorzystanie tatwo dostep-
nych limfocytéw z krwi obwodowej jako zrédta rzad-
kich transkryptéw przedstawiono w pracy, w ktorej
transkrypty specyficzne dla spermatogenezy u cztowie-
ka wykryto w limfocytach nie tylko mezczyzn, ale
i kobiet [30]. Bezposrednia analiza transkryptéw
metodg PCR przyczynita sie réwniez do wykrycia
alternatywnego splicingu genu CFTR [31].

PCR moze by¢ réwniez zastosowana do wykrywa-
nia translokacji specyficznych dla nowotworéw
w mRNA lub genomowym DNA. Najwczes$niej za-
stosowano PCR w diagnostyce biataczek limfoblas-
tycznych. Markerem cytogenetycznym tych biataczek
jest wystepowanie chromosomu Philadelphia, nato-
miast na poziomie molekularnym dochodzi do fuzji
genu BCR na chromosomie 22 z genem ABL na
chromosomie 9 i powstawania chimerycznej formy
mRNA ibiatka. Gdy fuzji towarzyszy rearanzacja genu
BCR dochodzi do chronicznej biataczki myeloblas-
tycznej (CML), a gdy nie wystepuje rearanzacja do-
chodzi do ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL).
mRNA BCR-ABL mogg by¢ poddane odwrotnej
transkrypcji i analizowane metodg PCR [32], a uzys-
kane wyniki wykorzystywane do $ledzenia przebiegu
terapii [33]. Znaczenie tego postepowania wzrosto
jeszcze bardziej po wykryciu mMRNA BCR-ABL u pac-
jentéw, ktorych kariotyp nie wykazywat obecnosci
chromosomu Philadelphia (34).

PCR jest stosowana coraz czesciej do wykrywania
MRNA specyficznych dla nowotworéw, a takze oceny
ich ekspresji i rearanzacji. Olbrzymie znaczenie PCR
dla oceny leczenia pacjentdw wykazano ostatnio w ba-
daniach mutacji genu supresorowego p53 w nowo-
tworach pecherza i drég moczowych [35]. Opisano
takze szereg mutacji punktowych powodujacych alter-
natywny splicing tego genu w nowotworach ptuc [36]
i szyjki macicy [37].
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I1l. Rodzaje PCR stosowane w diagnostyce

Ostatnio pojawito sie w piSmiennictwie naukowym
bardzo wiele doniesien o wariantach PCR. Wydano
rébwniez pierwsze opracowania ksigzkowe [38]. Spo-
§réd wielu nowych wariantow PCR jedynie nieliczne
znalazty szersze zastosowanie w praktyce. Autorzy
niniejszego opracowania przygotowujgc corocznie
specjalistyczne kursy z zakresu biologii molekularnej
wyprébowali wiele nowych wariantow PCR i zalecajg
duzg ostrozno$¢ w ich wdrazaniu. Przede wszystkim
uwaga ta dotyczy substancji dodawanych do mieszani-
ny reakcyjnej celem podwyzszenia wydajnosci i specy-
ficznosci reakcji (np. DM SO, BSA, gp32), ktére w przy-
padkach roznych amplifikowanych sekwencji mogg
mie¢ pozytywny lub negatywny wphyw.

Jak juz wspomniano, PCR, podobnie jak metoda
Southern blotting moze by¢ zastosowana w badaniach
polimorfizmu DNA. Produkty PCR trawi si¢ w tym
celu enzymami restrykcyjnymi. Jesli nie mozna uzy¢
enzymu restrykcyjnego ze wzgledu na brak miejsca
rozpoznawania, przeprowadza sie hybrydyzacje z oli-
gonukleotydami specyficznymi dla allelu (ASO).
W obydwu przypadkach analiza moze by¢ uprosz-
czona przez bezposrednie zastosowanie techniki PCR
specyficznej dla allelu. Dochodzi woéwczas do wybior-
czej amplifikacji konkretnego allelu i w ten sposob
jedna reakcja umozliwia zardwno rozrdznienie alleli
jak i amplifikacje DNA [39, 40].

Polimorfizm DNA wykrywany poprzez PCR za-
stosowano do ustalania nosicielstwa zmutowanego
genu w rodzinach z ryzykiem wystgpienia najczest-
szych choréb genetycznych — mukowiscydozy i dys-
trofii miesniowej. W przypadku dystrofii miesniowej
wykorzystano naturalny polimorfizm regionu pERT
genu DMD, oceniany poprzez trawienie uzyskanych
produktow PCR endonukleazami Xmn |, Barn HI
i Tag I [41].

Na potrzeby diagnostyki klinicznej opracowano
wariant PCR umozliwiajacy jednoczesng amplifikacje
kilku fragmentéw DNA. Po raz pierwszy ten wariant
PCR (multiplex) zastosowano w badaniach najwiek-
szego dotagd poznanego genu cziowieka (gen DMD).
W pionierskiej pracy Chamberlaina i wspot-
autorow [10] reakcja multiplex obejmowata szesé
eksonoéw w regionach genu DMD, w ktdrych najczes-
ciej wystepujg delecje prowadzace do dystrofii. Poje-
dyncza PCR mozna byto wykry¢ ok. 60% wszystkich
delecji. Nic dziwnego, ze ta reakcja znalazta natych-
miastowe zastosowanie w diagnostyce. Wkrétce reak-
cja multiplex objeto jeszcze trzy eksony, a wykrywal-
nos¢ delecji wzrosta do 80%. Ostatnio Beggs
i wspétautorzy wiczyli do reakcji multiplex
jeszcze 9 ekson6w i region promotora genu, zwiek-
szajac w ten sposob wykrywalno$¢ delecji do 98%
[11]. Autorzy niniejszego opracowania metodg PCR
analizuja 20 regionéw genu DMD — region promo-
tora i eksony 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45,
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46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 i 60, wykonujac 6 reakcji typu
multiplex.

Gtéwnym ograniczeniem standardowej PCR jest
wymog znajomosci sekwencji ograniczajacej odcinek
DNA przeznaczony do amplifikacji, niezbedny do
syntezy primerdéw. Ten problem mozna wyeliminowaé
przy pomocy tzw. odwrotnej PCR (ang. inverted PCR)
[42, 43]. PCR prébowano zastosowac do amplifikacji
sekwencji DNA, dla ktorej znany byt tylko jeden
specyficzny primer, a uniwersalny fragment, zawierajg-
cy sekwencje komplementarng do drugiego primera
przytaczono przed amplifikacjg do konica 3' badanego
fragmentu. Z tg technikg wigzano duze nadzieje na
szybkie wykrywanie niepoznanych dotad mutacji [44],
Witasne obserwacje sugeruja, ze ta technika nie znajdu-
je wiekszego zastosowania w badaniach DNA Eukary-
ota, zwitaszcza genomu cztowieka. Bardziej obiecujgca
wydaje sie by¢ inna wersja tzw. zakotwiczona PCR
(ang. anchored PCR), w ktérej koniec 3' amplifikowa-
nej sekwencji wydtuza sie przez dotaczenie homopoli-
meru z zastosowaniem terminalnej transferazy, a na-
stepnie przeprowadza sie amplifikacje w obecnosci
primera specyficznego do konca 5' i dwéch primerédw
wspotdziatajacych z homopolimerem [45].
IV. Perspektywy wykorzystania techniki
PCR w przysztosci

W pismiennictwie naukowym pojawiajg sie donie-
sienia 0 nowych mozliwosciach zastosowania PCR
w diagnostyce klinicznej. Spektakularnym przyktadem
moze by¢ tworzenie nowych, sztucznych miejsc re-
strykcyjnych umozliwiajagcych wykrywanie mutacji
punktowych. To nowe podejscie metodyczne znalazto
juz zastosowanie w diagnostyce mukowiscydozy i fe-
nyloketonurii, bedac znacznie taiszym od sekwenc-
jonowania.

Charakterystyczng cechg wielu choréb cztowieka
jest wystepowanie mutacji w okre$lonych regionach
genéw. Opisano np. kilka mutacji wywotujacych mu-
kowiscydoze, ktore wystepujg w tych samych eks-
onach. Rutynowym podejsciem jest w takich przypad-
kach sekwencjonowanie catych eksondéw, celem wy-
krycia wszystkich mutacji. NajczeSciej przeprowadza
sie amplifikacje eksonu a nastepnie reamplifikacje
stosujgc wewnetrzny primer (ang. nested primer) prze-
dtuzony na koncu 5' o sekwencje komplementarng do
primera sekwencyjnego faga M 13. Przeprowadzenie
PCR w obecnosci primeréw w roznych proporcjach
stezen (np. 50:1, tzw. asymetryczna PCR) prowadzi do
nagromadzenia jednoniciowego fragmentu, ktéry mo-
zna nastepnie sekwencjonowac¢ stosujac primer M 13,
Asymetryczna wersja PCR doprowadzita do opraco-
wania uniwersalnych primeréw M13 zawierajgcych
znaczniki fluorescenycjne i konstrukcji pierwszych
p6tautomatycznych urzadzen do sekwencjonowania.
Oznacza to catkowite zaprzestanie prac z radioaktyw-
nymi izotopami.
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Metoda PCR znajdzie na pewno szersze zastosowa-
nie w medycynie sadowej i kryminalistyce [46, 47],
gdyz umozliwia ustalanie ojcostwa i identyfikacje
$ladéw biologicznych. W tym celu przeprowadza sie
amplifikacje regionébw DNA charakteryzujgcych sie
w populacji znacznym polimorfizmem [48]. Opisano
juz kilka regionéw wykazujacych polimorfizm dtugo-
sci wynikajacy z zawartosci réznej liczby krotkich,
tandemowych powtorzen (ang. variable number tandem
repeats, VNTR). Znajac czestos¢ wystepowania alleli
w populacji mozna obliczy¢ prawdopodobieristwo
pokrewienstwa, co w zasadniczy sposéb rézni te
technike od analizy typu multilocus, skfadajgcej sie na
tzw. DNA fingerprinting. Doktadno$¢ oznaczen po-
przez analize VNTR zblizonajest do 100%. Olbrzymie
znaczenie ma réwniez mozliwos¢ wykonania analizy
na materiale czeSciowo zdegradowanym lub dostep-
nym jedynie w $ladowych iloSciach.

W poréwnaniu z innymi technikami, PCR jest
stosunkowo prostg technikg, nalezy jednak pamietac,
ze wyniki uzyskiwane przy pomocy PCR dla diagnos-
tyki klinicznej powinny by¢ interpretowane wyacznie
przez doswiadczone osoby, znajagce ujemne strony tej
techniki. Nieprzekonywujgce wydaje sie np. wykrywa-
nie specyficznych sekwencji chromosomu Y w krwi
obwodowej ciezarnych kobiet (gdy ptdd byt meski)
[49]. Dazenie do analizy pojedynczych kopii DNA
spowodowato, ze ponownie zwrécono uwage na biedy
mogace wystapi¢ podczas replikacji. Krawczak
1 wspotautorzy [8] oszacowali poziom btedu
analizy pojedynczej kopii na 1%. Metode PCR za-
stosowano z powodzeniem do diagnostyki preimplan-
tacyjnej, w ktdrej, po przeprowadzeniu zaptodnienia in
vitro, pobiera sie z 8-komérkowego stadium zygoty
2 komdrki i w ciggu kilku godzin wykonuje sie na
jednej komorce analize cytogenetyczng, a na drugiej
molekularng najczestszych aberracji chromosomo-
wych i choréb genetycznych [50]. Badania preimplan-
tacyjne sg juz wykonywane w Wielkiej Brytanii
iw 1991 r. umozliwity urodzenie kilkunastu zdrowych
dzieci w rodzinach z wysokim ryzykiem wystgpienia
ciezkich choréb genetycznych [51]. W wielu krajach
diagnostyka preimplantacyjna regulowana jest pra-
wem lub normami etycznymi.

Artykut otrzymano 10 lutego 1992 r.
Zaakceptowano do druku 18 lutego 1992 r.
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Stownictwo glikoprotein, glikopeptydow i peptydoglikandw

Opracowano na podstawie dokumentu Wspélnej Ko-
misji TUPAC-IUB Nomenklatury Biochemicznej
(JCBN): ,,Nomenclature ofglycoproteins, glycopeptides
and peptidoglycans. Recommendations 1985”, naszkico-
wanego przez Nathana Sharona z Weitzmann
Institute of Science, Rehovot, Izrael i opublikowanego
w Eur. J. Biochem. (1986), 159, 1-6 oraz w innych
czasopismach.
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1. Wstep

Ogolng nazwa glikokoniugatéw objeto rézne typy
substancji zawierajgcych weglowodany potgczone ko-
walencyjnie z innymi typami zwiazkéw chemicznych.
Gtéwnymi grupami glikokoniugatow sa glikoprotei-
ny, glikopeptydy, peptydoglikany, glikolipidy i lipo-
polisacharydy. W niniejszym dokumencie uwzgled-
niono pierwsze trzy z tych grup. Stownictwo glikolipi-
déw byto przedmiotem wczes$niejszego dokumentu,
ktory jest obecnie aktualizowany [1],

Wczesnie, bo juz w 1907 r, gdy niewiele bylo
wiadomo na temat glikoprotein, zostaty one okre$lone

POSTEPY BIOCHEMII 38(2), 1992

przez Komisje Nomenklatury Biatek Amerykanskiego
Towarzystwa Chemii Biologicznej i Amerykarskiego
Towarzystwa Fizjologicznego jako ,zwigzki czaste-
czek biatkowych z substancjg lub substancjami zawie-
rajgcymi grupy weglowodanowe inne niz kwas nuk-
leinowy” [2]. Pomimo ogromnego postepu naszej
wiedzy o wystepowaniu, biosyntezie, wiasciwosciach
i funkcjach glikoprotein, definicja ta nadal pozostaje
wiasciwa.

Glikoproteiny sa szeroko rozpowszechnione we
wszystkich formach zycia, z mozliwym wyjgtkiem
eubakterii. Wystepujag w komaérkach, zarébwno w for-
mie rozpuszczalnej jak i zwigzane z btonami oraz
w substancji zewnatrzkomorkowej i w ptynach poza-
komorkowych. Najbardziej pospolitymi glikoprotei-
nami sg te, w ktorych cukier jest zwigzany z biatkiem
wigzaniami glikozydowymi. Glikozylacja jest jedng
z waznych kotranslacyjnych i potranslacyjnych mody-
fikacji biatek.

Termin ,,glikoproteina” powinien obejmowac prote-
oglikany, ktore kiedy$ uwazano za odrebng klase
zwigzkéw. Proteoglikany sg to takie glikoproteiny,
ktorych jednostki weglowodanowe tworza dtugie, nie-
rozgatezione fancuchy powtarzajgcych sie przemiennie
reszt heksozaminy i kwasu uronowego lub galaktozy,
czesto siarczanowanych. Proteoglikanéw nie zalicza-
no dawniej do glikoprotein, poniewaz wydawato sie, ze
ich czes¢ cukrowa rézni sie bardzo znacznie od stosun-
kowo matych, rozgatezionych, zwykle nieusiarczano-
wanych jednostek cukrowych, pozbawionych powta-
rzajacych siejednostek, wystepujgcych w innych gliko-
proteinach. Inng przyczyng bylo jedyne w swoim
rodzaju rozmieszczenie: proteoglikany wystepujg gté-
wnie w tkankach tgcznych, gdzie maja swdj udziat
w organizowaniu oraz we wiasciwosciach fizycznych
substancji zewnatrzkomorkowej. Wiadomo jednak, ze
proteoglikany takze sa glikozylowanymi biatkami,
syntezowanymi przez dziatanie glikozylotransferaz,
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i ze powtarzajgce sie dwucukrowe jednostki wystepuja
réwniez w typowych glikoproteinach. Proteoglikany
sg wobec tego uwazane za podklase glikoprotein.

Terminy ,glukozylacja (lub glikozylacja) biatka”
i ,,glukozylowana (lub glikozylowana) hemoglobina”
byly uzywane niewtasciwie w odniesieniu do produk-
tébw nieenzymatycznych reakcji miedzy glukozg lub
innymi cukrami i wolnymi grupami aminowymi bia-
tek. Zwigzki tworzone w ten sposéb nie sg jednakze
glikozydami, poniewaz powstajg one w wyniku utwo-
rzenia zasady Schiffa z nastepnym przegrupowaniem
Amadorfego, co daje 1-deoksyketozylowe pochodne
biatek. Na przyktad, produktem reakcji miedzy gluko-
zgihemoglobing niejest glukozylowana hemoglobina,
ale A/-(lI-deoksyfruktozylo)hemoglobina. Zaleca sie
stosowanie terminu ,glikacja” na okreslenie wszyst-
kich reakcji polegajacych na przytaczeniu cukru do
biatka lub peptydu, niezaleznie od tego czy tworzy sie
wigzanie glikozydowe czy nie. Produktem glikacji jest
glikoproteina lub, w specjalnym przypadku reakcji
z hemoglobing, glikohemoglobina. W odpowiednich
przypadkach mozna uzy¢ doktadniejszej nazwy, takiej
jak deoksyfruktozylohemoglobina.

Peptydoglikany, czasami zwane mureinami, sg gli-
kokoniugatami znalezionymi tylko w bakteryjnych
Sciankach komorkowych. Chociaz takze skladajg sie
z weglowodanow i aminokwasoéw zwigzanych kowa-
lencyjnie, tworzg odrebng klase zwigzkoéw, poniewaz:
a) nie zawierajg czesci biatkowej; b) zawieraja cukry nie
znalezione gdzie indziej; c) skiadajg sie z liniowych
polisacharydow (klasy glikozoaminoglikanow) zwig-
zanych krzyzowo przy pomocy oligopeptydéw, two-
rzac w ten sposdb ogromna i sztywng sie¢. Dotychczas
brak byto dostepnej oficjalnej nomenklatury gliko-
protein, glikopeptyddw i peptydoglikanéw. Przygoto-
wujac niniejszy dokument stosujemy sie do ogdlnych
zasad stownictwa biochemicznego [3], zw#aszcza tych
nowszych, na temat weglowodandéw [4-7] oraz amin-
kowasow i peptydéw [8].

2. Stownictwo

2.1. Glikoproteiny, proteoglikany i glikozoamino-
glikany

Glikoproteina jest zwiazkiem zawierajgcym
weglowodan (lub glikan) kowalencyjnie zwigzany
z biatkiem. Weglowodan moze by¢ w postaci
monosacharydu, disacharydu(éw), oligosachary-
du(6éw), polisacharydu(éw) lub ich pochodnych
(np. sulfo- lub fosfopodstawionych). W czgsteczce
glikoproteiny moze wystepowac jedna, kilka lub
wiele jednostek weglanowych. Proteoglikany sg
podklasg glikoprotein, w ktérych jednostki weg-
lowodanowe sg polisacharydami zawierajgcymi
aminocukry. Takie polisacharydy sg takze znane
jako glikozoaminoglikany.
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2.2. Glikopeptydy, glikoaminokwasy i glikozyloa-
minokwasy

Glikopeptyd jest zwigzkiem zawierajgcym weglo-
wodan zwigzany z oligopeptydem ztozonym z L- i/lub
D-aminokwasow. Glikoaminokwas jest sacharydem
przytgczonym do pojedynczego aminokwasu za po-
mocg jakiegokolwiek wigzania kowalencyjnego. Gli-
kozyloaminokwas jest zwigzkiem ztozonym z sachary-
du przytaczonego poprzez wigzanie glikozylowe (0O-,
N- lub S-) do aminokwasu. (Wymagane sa tgczniki, aby
nie sugerowaé, ze weglowodan jest koniecznie przyta-
czony do grupy aminowej).

2.3. Peptydoglikany

Peptydoglikan zawiera glikozoaminoglikan utwo-
rzony przez naprzemienne reszty D-glukozoaminy
i kwasu muraminowego {2-amino-3-0-[(S)-I-karbok-
syetylo]-2-deoksy-D-glukozy} albo kwasu L-taloza-
minuronowego (kwasu 2-amino-2-deoksy-L-taluro-
nowego), ktére sg zwykle N-acetylowane lub A-gliko-
zylowane. Grupa karboksylowa kwasu muraminowe-
go jest zwykle podstawiona peptydem zawierajgcym
reszty zaréwno L-jak i D-aminokwaséw, podczas gdy
grupy ta w kwasie L-talozaminurowym jest podsta-
wiona przez peptyd zawierajacy tylko L-aminokwasy.

3. Komentarze
3.1. Rodzaj weglowodanu w glikoproteinach

W wielu glikoproteinach (np. glikoproteinach oso-
cza, takich jak ludzka kwasna o”-glikoproteina lub
fetuina) weglowodan wystepuje w postaci oligosacha-
rydow liniowych lub rozgatezionych, przy czym te
ostatnie zawierajg az okoto 20 reszt monosacharydo-
wych; znane sg rowniez glikoproteiny zawierajgce
jednostki mono- lub disacharydowe, np. kolageny,
glikoproteiny przeciw zamarzaniu (antifreeze) ryb,
glikoproteiny podszczekowe (lub podzuchwowe) ow-
cy, jak tez takie, ktére zawierajg oligosacharydy ztozo-
ne z powtarzajgcych sie jednostek N-acetylogalak-
tozoaminy (np. pasmo 3 blony ludzkich erytrocytow).

3.2. Proteoglikany

Proteoglikan jest biatkiem glikozylowanym przez
jeden lub wiecej (az do okoto 100) glikozoamino-
glikanéw (Tab. 1).

Glikozoaminoglikany proteoglikanéw sg liniowymi
polimerami zawierajgcymi do okoto 200 powtarzajg-
cych sie disacharydowych jednostek, ktore sktadajg sie
z heksozaminy (D-glukozoaminy lub D-galaktozoa-
miny) naprzemiennie z kwasem uronowym (D-gluku-
ronowym lub L-iduronowym) lub cukrem obojetnym
(D-galaktoza). Heksozoaminy sg zwykle N-acetylowa-
ne, a w niektérych glikozoaminoglikanach D-glukozo-
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Tabela 1.
Struktura glikozoaminoglikanéw. Opracowana gtdwnie na podstawie: Lindahl U, Hook M, (1978) Ann Rev Biochem 47: 385-417
iRoden L, (1980) w The biochemistry of glycoproteins and proteoglycans, red. W J Lennerz, Plenum Press, New York, 267-371

Nazwa Powtarzajacy sie disacharyd Siarczanowanie Region taczacy

Kwas hialuronowy GIcNAc(P 1-4)GIcA(J31-3) Brak Nie potwierdzono potaczenia z biatkiem
Chondroityno 4- i6-siarczan GalNAc(pi-4)GIcA(pi-3) GalNAc-4-O-siarczan, 6-0-siar-  GIcA(P 1-3)Gal(P 1-3)Gal(p 1-4)Xyl-(p 1-
czan lub hybrydy -0)Ser

GalNAc-4-O-siarczan; lub GIcA(P 1-3)Gal(P 1-3)Gal(p 1-4)Xyl-(p 1-
6-O-siarczan; kwas L-iduronowy -0)Ser

moze by¢ siarczanowany w po-

zycji 2

W heparynie (bogato siarczano- GicA(p1-3)Gal(p1-3)Gal(P1-4)Xyl-(P1-
wanej) R to gtéwnie S 0 3H itroche -0)Ser

acetylu, w siarczanie heparanu

og6lnie mniej SOaH i wiecej acety-

lu niz w heparynie. Troche N-ace-

tylo-D-glukozoaminy jest 6-0-siar-

czanowanej i troche kwasu L-idu-

ronowego jest 2-0-siarczanowa-

nego

Siarczan dermatanu GalNAc(pi-4)GIcA(pi-3) i

GalN Ac(p1-4)L-1doA(al-3)

Heparyna isiarczan hepara- GIcNR(<xI-4)GIcA(pl-4) i
nu GIcNR(al-4)L-1doA(al-4)

Siarczan keratanu GlcNAc(p 1-3)Gal(P 1-4)

GIcNAc-6-O-siarczan;

Patrz Rys. 1

Gal-6-O-siarczan

amina jest N-siarczanowana. Rézne stopnie usiar-
czanowania wynikaja z wystepowania grup siarczano-
wych w innych pozycjach heksozamin jak tez w kwasie
L-iduronowym. tancuch powtarzajgcych sie jedno-
stek jest przytgczony do biatka przez oligosacharyd
o strukturze odmiennej od powtarzajacych sie jedno-
stek. Ten region taczacy (patrz Tab. 1)jest identyczny
w wiekszosci proteoglikanow (siarczany chondroityny,
siarczan dermatanu, heparyna, siarczan herparanu),
ale jest odmienny w siarczanie keratanu. Ten ostatni
glikozoaminoglikan zawiera powtarzajace sie jedno-
stki N-acetylolaktozaminy, ktére sg O-siarczanowane
(Ryc. 1).

-GIcNAc( M-ZjM anCc¢l-6)n

Fuc(o¢ 1-6)

mi metabolizmu proteoglikanéw, facznie z zespotami
Huntera i Hurlera. Okreslasiejejako mukopo-
lisacharydozy, ale wiasciwszg nazwg bytaby ,gliko-
proteinozy”, gdyz obejmuje ona réwniez inne zaburze-
nia metabolizmu glikoprotein, takie jak mannozydoza
i fukozydoza.

3.3. Mikroheterogennosé

Poszczegdlne glikoproteiny moga wystepowac
w odmianach, ktére roznig sie co do struktury jednej
lub wiecej jednostek weglowodanowych, a zjawisko to
jest znane jako mikroheterogenno$¢. Takie rdznice

Man( ~>1-4)GIcNAc( ~1-4)G1cNAc( £1-N)Asn

-GIcNAc( f>1-2)Man(™ 1-3)

-GlcNACc(

WGalNAc(ck 1-0)Ser  (lub Thr)

NeuAc(o( 2-3)Gal( £1-3)/" ~

Ryc. 1. Region taczacy siarczan keratanu rogéwkowego i szkieletowego. Struktura gérna przedstawia region taczacy w siarczanie keratanu
typu | (rogéwkowego); dolna przedstawia go w siarczanie keratanu typu Il (szkieletowego).

Glikozoaminy proteoglikandw sg anionowymi poli-
elektrolitami, poniewaz zawierajg kwasy uronowe
i ugrupowania siarczanowe, to tez zwno je ,kwasne
glikozoaminoglikany” (réwnoznaczne ze starym ter-
minem ,,kwasne mukopolisacharydy”). Proteoglikany
moga tez zawieraé jeden lub wiecej oligosacharydow
o strukturach podobnych do tych, ktore znaleziono
w innych glikoproteinach.

Wyrézniono kilka choréb wywotanych zaburzenia-
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moga wplywacé zaréwno na wielkos¢ jak i na tadunek
indywidualnych glikoprotein; czasami rdznice moga
by¢ zwigzane wylgcznie ze zmienionymi pozycjami
potaczen wjednostkach weglowodanowych. Na przy-
ktad owoalbumina kurza zawiera pojedynczg glikozy-
lowang reszte aminokwasowg (Asn-293), jednakze
w tym miejscu zidentyfikowano ponad tuzin réznych
oligosacharyddéw. W proteoglikanach indywidualne
tancuchy glikozoaminoglikanowe moga réznié sie co
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do struktury, np. stopniem usiarczanowania, propor-
cja kwasu glukuronowego do kwasu L-iduronowego
i dtugoscig tancucha. Proteoglikany sg wobec tego
wysoce polidyspersyjne, w przeciwienstwie do typo-
wych glikoprotein, ktore pomimo swej mikrohetero-
gennosci sg nieznacznie polidyspersyjne co do wielko-
Sci swych czasteczek.

3.4. Glikopeptydy i inne

Glikopeptydy, gtikoaminokwasy, glikozyloamino-
kwasy i glikozylopeptydy otrzymuje sie drogg enzyma-
tycznej lub chemicznej degradacji glikoprotein albo za
pomocyg syntezy chemicznej lub enzymatycznej. Przy-
ktadami glikozyloaminokwaséw, ktore stanowiag po-
spolite jednostki taczace pomiedzy weglowodanem
a biatkiem w glikoproteinach sg (patrz Tab. 2): 2-acet-
amido-N-(L-aspar-4-ylo)-2-deoksy-|3-D-glukopirano-
zyloamina, to znaczy iV4-(N-acetylo-P-D-glukozoami-
nylo) asparagina, ktdra jest zapisywana skrotowo jako
(GIcNAc-)Asn (nawiasy, obejmujace tutaj weglowoda-
ny umieszczone przy symbolu reszty aminokwasowej
wskazujg podstawienie w jej fancuchu bocznym: patrz
dziat 3AA-17.2 w poz. 8); 0 3-(N-acetyto-a-D-galak-
tozoaminyloj-seryna i treonina, (GalNAc-)-Ser i (Gal-
NAc-)Thr:, 0-(3-D-ksylozyloseryna, (Xyl-)Ser:, 0 5-a-
-D-galaktozylohydroksylizynal, (Gal-)Hyl; oraz p-L-
-arabinozylohydroksyprolina2, (L-Ara-)Hyp. Innym
przyktadem glikoaminokwasu jest [Man9-GIcNAc
(Pl ->4)-GIcNAc-] Asn, wydzielony z mieszaniny po
proteolizie aglutyniny ziaren soi. Taki sktadnik mozna
uwazac¢ za oligosacharyloasparagine.

3.5. A*O-Glikoproteiny

W razie potrzeby sposéb potgczenia miedzy weg-
lowodanem a biatkiem mozna okresli¢ przy pomocy
lokantdow N- lub O-. Lokant N- jest uzywany do
zapisu wigzania N-glikozylowego z asparaging. N-
zwigzane oligosacharydy sa podzielone na dwie gtow-
ne klasy: typ AT-acetylolaktozoaminowy, zawierajacy
N-acetylo-D-glukozoamine, D-mannoze, D-galakto-
ze, L-fukoze i kwas sjalowy; oraz typ oligomannozowy,
zawierajacy N-acetylo-D-glukozoamine i zmienng li-
czbe reszt D-mannozy. Struktury zawierajgce oligo-
sacharydy, zarowno typu oligomannozowego jak i N-
acetylolaktozoaminowego okres$la sie jako typ hyb-
rydowy. Przyktadami N-glikoprotein (lub N-glikozy-
loprotein) sg owoalbumina kurza, rybonukleaza wiep-
rzowa, ludzka kwasna o”-glikoproteina i aglutynina
ziaren soi.

Lokant O- jest uzywany do zapisu wigzania 0-

1 Ten skiadnik mégiby by¢ doktadniej opisany jako 5(a-
D-galaktopiranozyloksy)-L-lizyna, ale ,,hydroksylizyna”jest
uwazana za hazwe zwyczajowa [8], tak wiec na niej oparte sg
nazwy.

2 Hydroksyprolina jest nazwa zwyczajowa trans-4-hydro-
ksy-L-proliny.
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glikozylowego z seryng, treoning, hydroksylizyng lub
hydroksyproling. Glikoproteina podszczekowa owcy,
kolagen, glikoproteiny przeciw zamarzaniu ryb oraz
lektyna ziemniaka sg O-glikoproteinami (lub O-gliko-
zyloproteinami).

Dwa typy wigzania weglowodan-peptyd w tym
samym biatku lub tafcuchu peptydowym mozna zapi-
sa¢ za pomocg kombinacji lokantéw. Stad fetuityna
cieleca, prokolagen, glikoforyna btony ludzkich eryt-
rocytow i gonadotropina kosméwki ludzkiej sg N-
,0-glikoproteinami (lub iV-,0-glikozyloproteinami).

3.6. Asjaloglikoproteiny
i asjalo-agalaktoglikoproteiny

Glikoproteiny, z ktérych zostat usuniety kwas sjalo-
wy (przez potraktowanie enzymem lub tagodnym
kwasem) okresla za pomoca przedrostka asjalo-, np.
asjalo-ar kwasna glikoproteina i asjalofetuityna. Usu-
niecie zarbwno kwasu sjalowego jak i galaktozy daje
asjalo-agalaktoglikoproteiny.

3.7. Zwiezly zapis tancuchow cukrowych

W celu zapisania struktury tancuchdw cukrowych,
koniec nieredukujacy tancucha weglowodanowego na-
lezy zawsze umieszczaé po lewej stronie (patrz odn. 6).
W biezacej praktyce mozna stosowa¢ albo forme
rozszerzong (a) albo forme zwiezig (b), ktére pozwalajg
na przedstawienie struktury w jednej, jak tez w dwu
i wiecej liniach, w ktérych najdtuzszy taincuch powinien
by¢ zawsze tanicuchem gtdwnym:

a) Forma rozszerzona

(3-D-Galp(l  4)-P-D-GIcNAcp-(I > 2)-a-D-
Manp-(1 -> 6)-
3
I
i
a-L-Fucp

b) Forma zwiezta w dwu liniach
Gal(p1-4)GIcNAc(p1-2)Man(a 1-6)

Fuc(al-3)
lub forma zwiezta w jednej linii
Gal(pi-4)[Fuc(al-3)]GIcNAc(pi-2)Man(al-6)

Forma zwiezta jest jednak w dalszym ciggu niepo-
trzebnie dtuga i dlatego nie byloby wiekszej szkody, jesli
te forme skrocitoby siejeszcze bardziej przez (i) pominie-
cie lokantdw anomerycznych atomow wegla, (ii) pomi-
niecie nawiaséw wyszczegdlniajacych wigzanie oraz (iii)
pominiecie, jesli to pozadane, tagcznikéw. Proponujemy
wobec tego bardziej zwieztg albo krétkg forme zapisu

©:
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c) Forma krotka
Gal(34(Fuca3)GIcNAc(32Mancx6-

Podobnie sekwencja glikopeptydu, przedstawiona
w formie zwieztej w dwu liniach jako
Gal(P 1-3)GalN Ac(a 1-0)

I
Ala-Thr-Ala

albo w zwieztej formie w jednej linii jako
-Ala-[Gal(p 1-3)GalN Ac(ocl -0)] Thr-Ala-
moze by¢ zapisana w formie krétkiej wdwu liniach jako
GaipSGaINAcocn
-Ala-Thr-Ala-
albo w krotkiej formie w jednej linii jako
-Ala-(GalR3GaNAca)Thr-Ala-

Tab. 2

6
CH,OH

\ on Ho /OH

HO

3 2

Ryc. 2. Wz6r Hawortha struktury piranozowej monosacharydéw.

3.9. Peptydoglikany

W peptydoglikanach, jednostki peptydowe sasiadu-
jacych polisacharydoéw (glikozoaminoglikanéw) moga
by¢ usieciowane za pomocg wigzania peptydowego
pomiedzy C-koricowg resztg alaniny jednej podjednos-
tki peptydowej a grupa co-aminowg reszty diaminok-
wasu drugiej podjednostki (np. L-lizyny lub kwasu

Pospolicie wystepujace glikozyloaminokwasy. W oparciu o Sharon N, Lis H, (1982) w: The Proteins, wyd. 3. red. H Neurath, RL Hill, t. 5.

Academic Press, New York, 1-144.

Przyktad struktura

CH.OH

N-glikozyd
GEN—Acety}oglukozaminylo—

-asparagina, (GIcNAc-)Asn ik

0-glikozydy
-N-Acetylogalaktozaminylo-
seryna lub -treonina,
(GalNAc-)Ser, (GalNAc-)Thr

CH, OH

NHAcC

$ -Ksylozyloseryna,
(Xyl-)Ser

("-Galaktozylo-hydroksylizyna
(Gal-)Hyl

CH, OH

("-L-Arabinozylo-hydroksyprolina

0,

(L-Ara-)Hyp

2 NH-CO-CH, CH (NH, )CO H
OH
HO

HO,
OH
O-CHR~-CH (NH, ) CO, H
0
0-CH, CH (NH, ) CO, H
OH
OoH

OH
HOH, C
HN

Wystepowanie

Szeroko rozpowszechnione u zwierzat,
roslin i mikroorganizméw

Glikoproteiny pochodzenia zwierzecego

Proteoglikany, tyreoglobulina ludzka

Kolagen

HO, R o-fn-cu.cu.cumn. ) €O,
CH, NH
OH S
OH

Glikoproteiny roslin i glcnéw

a/
Tradycyjnie termin "glikozyd" odnosit sie do zwigzkéw O-zwigzanych; tutaj uzylismy terminu "N-glikozyd"
zamiast "azotowy analog glikozydu", ktéry jest nieporeczny

3.8. Zapis 7V-zwigzanych oligosacharydow

Oligosacharydy N-zwigzane zawierajg z reguty na-
stepujacy rdzen pentasacharydowy:

Mana6\
ManP4GIcNAc(34GIcNAc
M anas/

W celu ujednolicenia, umiejscowienie podstawienia
powinno by¢ pisane jak powyzej w zgodno$ci z wzorem
Hawortha struktury piranozowej monosacharydow,
analogicznie z czgsteczkg glikogenu (Ryc. 2)
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mezo-diaminopimelinowego) urastajac w ten sposob
w gigantyczng makroczasteczke, ktdra tworzy sztywna
Sciane komdédrkowg (,,saccu/us”). Makroczasteczka ta
wyroznia sie tym, ze wystepuje jako jednoczasteczkowa
warstwa pomiedzy btong wewnetrzna a zewnetrzng
u bakterii Gram-ujemnych oraz jako wieloczastecz-
kowa warstwa, czesto zasocjowana kowalencyjnie lub
niekowelancyjnie z réznymi dodatkowymi sktadnikami
(kwasy tejchojowe, obojetne polisacharydy itd.) u bak-
terii Gram-dodatnich.

Szerokie badania peptydoglikandw tysiecy szczepow
bakteryjnych wykazaty istnienie ponad 100 chemo-
typéw u eubakterii [9]. Peptydoglikany eubakterii po-
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dzielono na dwie gtéwne grupy (A i B) i kilka pod-
grup wedtug sposobu usieciowania. W obrebie grupy
A wyrozniono dwie gtowne podgrupy: pierwszg, w kto-
rej C-koncowa reszta alaniny jest bezposrednio przy-
taczona do (o-aminowej grupy diaminokwasu w po-
zycji 3 podjednostki peptydowej sasiadujgcego poli-
sacharydu (glikozoaminoglikanu) oraz druga, w ktorej
usieciowaniu posredniczy wewnatrzpeptydowy mo-
stek ztozony z jednej lub az do 5 reszt amino-
kwasowych (np. typ [Lys- Gly]5, patrz (Ryc. 3). W za-
leznosci od rodzaju diaminokwasu w pozycji 3 i ami-
nokwasdw stuzacych jako mostki wewnatrzpepty-
dowe istnieje wiele odmian tych podgrup mureiny.
W obrebie typéw peptydoglikanowych grupy B wig-
zanie sieciujgce nie wystepuje w pozycji 3 podjedno-
stki peptydowej, ale w pozycji 2, z wykorzystaniem
grupy a-karboksylowej reszty D-glutaminianowej. We-
wnatrzpeptydowy mostek musi zawiera¢ diamino-
kwas, ktdrym moze by¢ lizyna, ornityna lub kwas
diaminomastowy w konfiguracji L do D. Druga szcze-
g6lng charakterystyczng cechg typow peptydoglika-
nowych grupy Bjest zastgpienie reszty L-alaniny w po-
zycji 1 podjednostki peptydowej przez glicyne lub
seryne.

U archebakterii niektére organizmy zawierajg pep-
tydoglikan, ktéry r6zni sie pod pewnymi wzgledami od
opisanych powyzej, typowych dla eubakterii (10, 11).
Zawiera on polisacharyd utworzony przez naprzemien-
ne A-acetylowane, potgczone ((31-3) reszty D-glukozoa-
miny lub D-galaktozoaminy i N-acetylowane, potgczo-

-4 -)GicNAc (£1-4 ) MurNAc (

Ryc. 3. Struktura pierwszorzedowa peptydoglikanu, w ktérym
w usieciowaniu miedzy sasiednimi polisacharydami pod-
stawionymi peptydami posredniczy mostek wewngatrzpep-
tydowy zawierajacy Lys-[Gly]s.

ne (P1-3) reszty kwasu L-talozaminuronowego oraz
peptyd zawierajgcy wylgcznie L-aminokwasy przyig-
czone do grupy karboksylowej kwasu L-talozaminuro-
nowego. Jednostki peptydowe sasiadujacych polisacha-
ryddbw moga byC¢ usieciowane za pomocg wigzania
peptydowego pomiedzy grupg y-karboksylowg kwasu
glutaminowego jednej podjednostki peptydowej oraz
grupe a-aminowag reszty lizyny drugiej podjednostki,
tworzagc w ten sposob sztywng Sciane komorkowa
bakterii metanogennych. Ta wieloczgsteczkowa warst-
wa jest czesto zasocjowana kowalencyjnie, ale takze
niekowalencyjnie z obojetnymi polisacharydami. Do-
tychczas opisano tylko kilka chemotypow takich pep-
tydoglikanow.
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5. Dodatek: Umowne konfiguracje i wielkosci
pierscienia
W zwieztym systemie symboli reszt cukrowych
sugestia o pospolicie wystepujacej konfiguracji i wiel-

kosci pierscienia (zwykle piranoza) zawarta jest juz
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w samym symbolu. Tak wiec Gal oznacza D-galak-
topiranoze; Man, D-mannopiranoze; Fuc, L-fukopira-
noze; GIcNAc, 2-acetamido-2-deoksy-D-glukopirano-
ze lub N-acetylo-D-glukozoamine; Neu5Ac (ktory
moze byé skrocony do NeuAc), kwas N-acetyloneura-
minowy. Symbol Sia oznnacza kwas sjalowy, ogélny
termin, ktéry moze by¢ rowniez uzyty w przypadku,
gdy niejest znana doktadna struktura. Jezeli wiadomo,
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ze konfiguracja lub wielko$¢ pierscienia rozni sie od
powszechnie wystepujacych, nalezy to wskazaé przez
uzycie odpowiednich symboli z rozszerzonego sys-
temu. O ile nie wskazano inaczej, konfiguracja amino-
kwasow jest L. Chociaz takie symbole jak Gal i Man sg
uzyteczne przy przedstawianiu struktur oligosachary-
déw, nie nalezy jednak ich uzywac w tekscie dla zapisu
monosacharydow.
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