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Profesor Jézef Zborowski — Wspomnienia

Profesor J6zef Zborowski
1937— 1993

25 grudnia 1993 r. zmart nagle w wieku 56 lat
profesor Jozef Zborowski. Jego osiggniecia naukowe
stanowig cenny wkiad w rozwdéj nauk biologicznych.

Kariera naukowa profesora Jézefa Zborowskiego
zwigzana byta z Instytutem Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego, w ktérym pracowat przez ponad 30
lat. Prace badawczg w Instytucie rozpoczgt jeszcze
jako student Wydziatu Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego w 1962 roku, wykonujac pod kierunkiem
prof. Lecha Wojtczaka prace magisterskg. Bezposred-
nio po ukonczeniu studiow pracowat przez rok w Ka-
tedrze Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Warszaws-
kiego, a nastepnie w latach 1963— 1967 odbyt studia
doktoranckie w Instytucie Nenckiego, specjalizujac sie
w zakresie bioenergetyki mitochondriéw i metaboliz-
mu fosfolipidéw. Stopien doktora nauk przyrodni-
czych uzyskat w roku 1968, a doktora habilitowanego
w 1983 roku. W trzy lata pézniej utworzyt Pracownie
Biochemii Lipidéw w Zakladzie Biochemii Komérki
Instytutu Nenckiego. W roku 1992 uzyskat tytut
profesora.

Profesor Jozef Zborowski odbyt Kilka stazy badaw-
czych w powaznych os$rodkach zagranicznych spec-
jalizujacych sie w biochemii lipidow oraz w badaniu
organizacji i funkcji bton biologicznych, miedzy in-
nymi w laboratorium Chemii Fizjologicznej w Gronin-
gen (prof. G. Scherphof) i Zaktadzie Biochemii Uniwer-
sytetu Teksanskiego w San Antonio (prof. N. C. Robin-
son). Ponadto wspdtpracowat z laboratoriami w Utre-
chcie, Helsinkach, Pradze, Perugii i Londynie, propa-
gujac polska nauke i utrzymujac wysoki poziom badan
prowadzonych przez swdj zespdét. Zdaniem prof.

L. M. G. van Golde (Utrecht) byt On doskonatym
Ambasadorem Instytutu Nenckiego. Swe liczne prace
doswiadczalne, monograficzne i przeglagdowe publiko-
wat w czotowych czasopismach naukowych. W czasie
pobytéow za granicg wygtaszat wyktady i odczyty
seminaryjne, a takze aktywnie uczestniczyt w wielu
sympozjach krajowych i miedzynarodowych. Dowo-
dem uznania dokonan naukowych profesora Zborow-
skiego jest fakt, ze profesorowie L. L. van Deenen, B. de
Kruijff (Holandia), P. Somerharju (Finlandia) i L.
Corazzi (Wtochy) wyrazajac zal z powodu przedwczes-
nego odejscia ich przyjaciela, deklarujg che¢ wspét-
pracy z grupg Jego uczniéw.

Prace badawcze profesora J6zefa Zborowskiego
koncentrowaly sie wokdét probleméw zwiazanych
z biosynteza fosfolipidéw, gtownie fosfatydyloinozyto-
lu i fosfatydyloseryny, ich wewnatrzkomérkowym tran-
sportem oraz funkcjg w btonach biologicznych. Doty-
czyly one réwniez oddziatywan lipidéw z biatkami
btonowymi i wptywu skiadu lipidowego btony na aktyw-
nos¢ niektérych enzymaéw. Wiele uwagi poswiecit tak-
ze konstruowaniu liposoméw, mozliwosci ich wykorzy-
stania do docelowego wprowadzania lekéw do komad-
rek watroby oraz badaniom interakcji liposoméw z bia-
tkami osocza krwi. Zdaniem prof. G. L. Scherphofa
badania te otworzyty nowe perspektywy badawcze.

W Instytucie Nenckiego profesor Jozef Zborowski
sprawowat przed kilku laty funkcje zastepcy Dyrek-
tora do spraw Naukowych, a takze zastepcy kierow-
nika, koordynowanego przez Instytut jednego z Cent-
ralnych Programoéw Badawczych, a ostatnio — koor-
dynatora miedzynarodowego programu TEMPUS.
Bral takze udzial, jako redaktor lub recenzent w pra-
cach redakcji Postepow Biochemii, Acta Biochimica
Polonica, Biochimica et Biophysica Acta, Diabetes,
Nutrition and Metabolism (Clinical and Experimen-
tal).

Profesor Jdzef Zborowski zawsze stawiat sobie
wysokie wymagania naukowe i moralne. Jego bezkom-

Od lewej stoja: Pentti Somerharju (Zaktad Chemii Medycznej,
Uniwersytet w Helsinkach), J6zef Zborowski, Giinther Daum (In-
stytut Biochemii, Uniwersytet Techniczny w Graz, Austria)
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promisowos$¢ nieraz przysparzata mu kiopotéw. Byt ze
wszech miar cztowiekiem zyczliwym i lojalnym. W sy-
tuacjach kryzysowych zawsze mozna byto liczy¢ na
jego pomoc i zrozumienie. Byt niezwykle interesuja-
cym rozmowcg, a jego szeroka wiedza, niekonwenc-
jonalny sposéb myslenia oraz humanistyczne zaintere-

Zarzad Gitowny

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

zaprasza do udzialu w Konkursie
na najlepszy wyktad akademicki
w roku 1994

Regulamin nagrody

1. Intencjg nagrody jest popularyzacja bio-
chemii i biologii molekularnej oraz pozys-
kanie materiatbw dydaktycznych.

2. Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie
jest przygotowanie wyktadu na wybrany
temat uwzgledniajgcy najnowsze osiggnie-
cia w tej dziedzinie oraz ilustrujgcych go
materiatdbw w postaci maszynopisu, rysun-
kow i kompletu przezroczy. Termin nad-
sylania materiatdbw mija 31.03.1994 r.

3. Przewidziana jest Nagroda Gtéwna w wy-
sokosci 3 milionéw ztotych oraz dwa
wyréznienia. Srodki finansowe na Nagrode
zapewnia Zarzad Gtéwny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego.

4. Zarzad Gtléwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego zorganizuje sesje, na kt6-
rej zostang wygtoszone konkursowe wy-
ktady. Maksymalny czas wystapienia 2 x 45
minut. W 1994 roku sesja odbedzie sie na
poczatku czerwca. Nagroda Gitéwna iwy-
réznienia zostana przyznane w dniu Kon-
kursu.
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sowania czynity z niego posta¢ barwng i petna osobis-
tego uroku. Profesor Jozef Zborowski byt naszym
dobrym kolegg i przyjacielem i takim pozostanie
W naszej pamieci.

Przyjaciele i wspdtpracownicy

5. Cztonkowie Zarzadu Gtéwnego tworzg Ko-
misje Konkursowg. Ocenig oni prezentacje,
wartos¢ merytoryczng i dydaktyczng wy-
ktadéw przyznajac od 0 do 10 punktéw.
Komisja obraduje niejawnie, a protokoét
z obrad i inne materialy pozostajg w doku-
mentacji Towarzystwa. Nagrode uzyska
osoba, ktéra otrzyma najwiekszg liczbe
punktéw. Nazwisko zwyciezcy Konkursu
zostanie podane do wiadomosci Cztonkéw
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w ,Postepach Biochemii” oraz w ,Lis-
tach”.

6. Materialy konkursowe: maszynopis wykia-
du, rysunki, przezrocza i programy kom-
puterowe stajg sie yylasnoscig Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i bedg roz-
powszechniane w placdwkach naukowych
i dydaktycznych jako wyktady autorskie
nagrodzonych  os6b, rekomendowane
przez Oddzialy Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Wymagana jest pisemna
zgoda na przekazanie materiatdw na wias-
no$¢ Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega
sobie prawo do zakupu materiatdw niena-
grodzonych.

7. Niniejsza wersja regulaminu  zostata
uchwalona przez Zarzad Gtoéwny Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w dniu 5 li-
stopada 1990 roku i wchodzi w zycie
z dniem uchwalenia.



Nagrody Nobla z fizjologii lub medycyny oraz z chemii

w 1993 r

Noble prizes 1993 in physiology or medicine and chemistry

EWA BARTNIK*

W tym roku zaréwno nagroda Nobla z medycyny,
jak i nagroda Nobla z chemii zostaty przyznane
faktycznie za osiggniecia w dziedzinie biologii moleku-
larnej. Nagrode Nobla z medycyny otrzymali Phil-
lip A Sharp i Richard J Roberts za wy-
krycie intron6w, a nagrode Nobla z dziedziny chemii
Michael J Smith za ukierunkowang mutageneze
iKary Mullis za reakcje ftahcuchowg polimerazy.
Obie metody wptynety na niestychane przyspieszenie
tempa badan w biologii molekularnej w ciggu ostat-
nich 10-15 lat.

W tym roku mija 40 lat od opublikowania przez
Watsona iCricka pracy o strukturze DNA, za
ktérg otrzymali Nagrode Nobla w 1962 r. Od Kilku-
dziesieciu lat caty szereg nagréod Nobla zostat przy-
znany uczonym, ktorzy umozliwili zrozumienie po-
szczegblnych etapéw funkcjonowania zywych organiz-
méw — kodowania informacji genetycznej, replikacji
DNA, struktury gendéw itp. Nagroda dla Sharpa
i Robertsa S$wietnie pasuje do tego ciggu.

W 1977 r. znane byty juz podstawowe fakty dotycza-
ce struktury gendw, transkrypcji i translacji u bakterii.
Wiadomo byto nawet, ze u Eukariota istnieje odwrotna
transkryptaza. Opracowywane przez caty szereg uczo-
nych w latach 70-tych techniki klonowania i sekwenc-
jonowania genow zaczynaly przynosi¢ pierwsze dane
o strukturze genéw organizméw eukariotycznych,
ktore byly dotad jakby ,,czarng dziurg”, cho¢ podej-
rzewano, ze nie réznig si¢ od genéw bakterii. W 1977 r.
w czerwcu odbyto sie XLIlI Cold Spring Harbor
Symposium for Quantitative Biology — niestychanie
prestizowe coroczne spotkanie uczonych, tym razem
poswiecone chromatynie. Na tym zebraniu szereg
pracowni — Sharpa iRobertsa, ale takzeiJa-
mesa Darnella, doniosty o catkowicie niespodzie-
wanych wynikach otrzymanych przy badaniu gendw

* Zaktad Genetyki Uniwersytetu
Aleje Ujazdowskie 4, 00-478 Warszawa

Warszawskiego,

4

jednego z ulubionych modelowych obiektow — ade-
nowirusa. Ten wirus, wyizolowany pierwotnie z drég
oddechowych cztowieka, daje sie tatwo namnazac
w laboratorium w hodowlach tkankowych, i ma
niewielki genom (40000 bp) ztozony z dwuniciowego,
liniowego DNA. Przy badaniu powstajgcych po infek-
cji komorek transkryptéw adenowirusa okazato sie, ze
pewne odcinki jego genomu, Ktére nie lezg koto siebie
w DNA przylegajg do siebie w dojrzatym RNA.
A priori mozna byto to ttumaczy¢ na kilka réznych
sposobo6w, ale ostatecznie doSwiadczenia wykazaty, ze
najpierw na DNA adenowirusa powstaje tzw. pierwo-
tny transkrypt, z ktérego wycinane sg pewne sekwen-
cje, a po ich wycieciu pozostajace fragmenty RNA
tacza sie ze sobg. Gilbert zaproponowat nazwanie
tych wycinanych sekwencji intronami, za$ pozostatych
sekwencji eksonami (od ekspresji).

Odkrycie istnienia introndw bylo przetlomowym
momentem w biologii molekularnej, stanowito ztama-
nie pewnego dogmatu o kolinearnosci DNA-RNA-
-biatko i stanowito punkt wyjsciowy wielu doswiad-
czen, majacych na celu zrozumienie struktury i dziata-
nia genomaAw organizmow eukariotycznych.

Pierwszym komentarzem wynikéw Sharpa iRo-
bertsa bytartykut redakcyjny w Nature pt. “Adeno-
virus amazes at Cold Spring Harbor”. Wyniki zostaty
potem opublikowane zaréwno w czasopismach nau-
kowych, jak i w ksigzce wydawanej przez organizato-
réw sympozjow w Cold Spring Harbor. Rychto znale-
ziono tez introny w genach kodujgcych biatka u ssa-
kéw, w genach rRNA i tRNA u calego szerego
organizmow, a takze w DNA réznych organelli — mi-
tochondriéw ichloroplastéw. Przez wiele lat zajmowa-
no sie mechanizmem wycinania introndw, jest ich kilka
w zaleznosci od typu intronu (Tabela 1). W szeregu
pracowni wyjasniono mechanizm wycinania w genach
jadrowych kodujacych biatka, wielkie zastugi w tej
dziedzinie ma m.in. pracownia Sharpa. Stwierdzono,
ze za wycinanie tych intronéw odpowiedzialny jest

POSTEPY BIOCHEMII 40(1), 1994



Tabela 1.
Rodzaje intronéw i mechanizmy ich wycinania
T T Cech
. P Lokalizacja yp ,y
intronu katalizy szczegolne
mRNA jadro RNA udziat snRNP,
(Jadrowy) 0] lariat jako
produkt posredni
grupa | jadro (rRNA)
mitochondria wewnetrzne
chloroplasty RNA ORFY,
eubakterie (auto- Udziat maturaz,
fagi kataliza) specyficzna
grupa Il mitochondria integracja
chloroplasty
tRNA jadro biatkowa wielofunkcyjna
ligaza
arche- arche- biatkowa wewnetrzne
bakteryjny bakterie ?) ORFY

duzy kompleks, wielkosci rybosomu, zawierajacy 5 ro-
dzajow czgsteczek sn (male jadrowe) RNA i wiele
biatek.

Stwierdzono tez, analizujgc kolejne geny u ssakow,
ze introndéw jest bardzo duzo w genach (Tabela 2), i ze
w niektorych genach — np. w genie kodujgcym
dystrofme — 99% genu to sekwencje intronow, a eks-
ony stanowig tylko niewielkg cze$¢ catosci.

Zrozumienie, ze istniejg introny ma implikacje dla
medycyny — zar6éwno poznawcze jak i praktyczne.
Przynajmniej w przypadku jednej choroby — zwigza-
nej z wytwarzaniem niewtasciwego rodzaju P-globiny
tzw. P-talasemii — wykazano, ze niektére warianty
choroby wynikajg z btednego wycinania intronow.
Niedawno udato sie dwém polskim uczonym pracujg-
cym w Stanach — Dominskiemu i Kole (Proc
Natl Acad Sci USA (1993) 90: 8673-8687) — skorygo-
wac ten defekt in vitro, co otwiera perspektywy dla
terapii tej choroby w przysztosci by¢ moze nie tylko
metodami wprowadzania witasciwego genu, ale takze
przez naprawianie sktadania niewtasciwego produktu
genu.

Nagroda Nobla w dziedzinie chemii zostata przy-
znana za metody, majace kolosalny wptyw na rozwdj
biologii molekularnej. Takie nagrody otrzymali juz np.
Sanger i Gilbert za ustalenie metod sekwenc-
jonowania DNA i Berg za proces klonowania.

Tabela 2.
Liczba intronéw w niektérych genach u cztowieka
Wielkosé Wielko$é i
Gen genu MRNA . L'CZb,a
(kb) (kb) intronéw

a-globina 0,8 0,5 2
insulina 14 0,4 2
albumina 25,0 4,2 14
receptor LDL 45,0 55 17
czynnik V11 186,0 9,0 26
dystrofina 2300,0 16,0 75
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Michael Smith umozliwit genetykom realizacje
ich marzen — uzyskiwanie konkretnych mutacji
w konkretnych genach, i badanie nastepnie ich efek-
tow. Genetyka klasyczna polegata na uzyskiwaniu
mutantow — np. muszki owocowej czy Escherichia coli
0 zmienionym fenotypie, nastepnie mapowaniu genu
w ktérym zaszta mutacja, a takze wnioskowaniu o jego
funkcji w oparciu o jak najdoktadniej przeprowadzona
analize fenotypu. Po opracowaniu metod klonowania
gendw zaczeto przeprowadzaé ich mutowanie in vitro,
ale stosowane metody nie umozliwiatly wprowadzania
mutacji w konkretnych miejscach genu. Smith przez
zastosowanie starteréow do replikacji DNA in vitro,
ktére maja pojedyncze, niekomplementarne do mat-
rycy nukleotydy, umozliwit wprowadzanie pozagda-
nych mutacji w konkretnych miejscach genu, co po-
zwala na badanie ich efektéw na dziatanie genu.

Kary Mu 1lis wymyslit PCR — tahcuchowg
reakcje polimerazy, pozwalajaca na uzyskanie milio-
now kopii pojedynczej sekwencji DNA. Ta ,,molekula-
rna kserokopiarka” to prawdziwa rewolucja — w tej
chwili ma zastosowania i w praktyce, i w nauce tak
rozlegte, ze samo ich wyliczenie zajetoby pare stron.
W praktyce stosuje sie te metode do wykrywania
patogenéw (m.in. HIV), do diagnostyki medycznej
umozliwiajgcej stwierdzenie nie tylko czy w genie jest
mutacja, ale czy zaszta ona w konkretnym miejscu
w konkretnym genie. W laboratoriach badawczych
stosowana jest m.in. do klonowania gendw, a takze do
analizy ewolucji DNA dawno juz wymartych organiz-
moéw (cho¢ jednak nie do wskrzeszania dinozaurdw!)
poniewaz niewielkie ilosci nawet mocno zdegradowa-
nego DNA znajdowane w tkankach kopalnych or-
ganizmow wystarczajg do amplifikacji poszczeg6lnych
sekwencji technikg PCR.

Artykut otrzymano 7 stycznia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 7 stycznia 1994 r.
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I. Wstep

Wsrod genow, ktérych mutacja przyczynia sie do
rozwoju nowotworu mozna wyrézni¢: (1) protoon-
kogeny, (2) geny supresorowe zwane takze genami
hamujgcymi transformacje nowotworowga lub antyon-
kogenami (ang. tumor suppressor genes) oraz (3) geny
zwiekszajgce czesto$¢ mutacji w genomie. Szczegdlng
uwage badaczy przycigga ostatnio ludzki gen sup-
resorowy okreslany jako gen p53. Mutacja w tym genie
jest najczestszym defektem genetycznym stwierdza-
nym w nowotworach wszystkich typéw [1-5]. Trans-
formacja nowotworowa wywotana przez defekt genu
p53 pojawia sie w przypadku zadziatania dwustop-
niowego mechanizmu: (i) inaktywacji biatka p53 na
skutek mutacji punktowej w jednym allelu i (ii) utraty
drugiego allelu [6].

Produkt genu p53 znany jest pod nazwami: ,,biatko
p53” oraz ,,biatko TP53”. Dostepne sg opracowania
przegladowe na temat postepu badan nad genem p53
[2-5,7].

Il. Struktura genu p53
W komérkach myszy znaleziono gen p53 w chromo-

somie 11. W genie tym wyro6zniono 11 eksondw;

* Doc. dr hab. Henryk Berbe¢, Katedra i Zaktad Chemii
Fizjologicznej Akademii Medycznej, 20-123 Lublin, ul. Lu-
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zawiera on okoto 12,5 kpz [8]. W chromosomie 14
zidentyfikowano ponadto bezintronowy pseudogen
p53, niezdolny do produkcji petnej dtugosci biatka [8].

W haploidalnym genomie komorek organizmu czto-
wieka wystepuje pojedynczy gen p53. Zlokalizowano
go w chromosomie 17p, w strefach 12-13,3 [9]. Or-
ganizacja genu p53 cztowieka i myszy jest podobna.
Gen p53 cztowieka (Rye. 1) zawiera w swoim skiadzie
réwniez 11 eksonoéw, lecz jest wiekszy od funkcjonal-
nego genu myszy, zawiera bowiem 20,3 kpz [10].

Badania filogenetyczne wykazaty, ze kodujgce sek-
wencje genu p53 réznych zwierzat charakteryzuja sie
znaczng homologia. Wyrdznia sie pie¢ regionéw o wy-
sokiej konserwatywnosci (ang. highly conservative do-
main, HCD) obejmujgcych nastepujgce pozycje amino-
kwaséw: 13-19 (HCD 1), 117-132 (HCD 1), 171-181
(HCD I11l), 234-258 (HCD 1V) i 270-286 (HCD V)
[5,11].

bEE,  EsEg & flfs 510 Eqy

Ryc. 1. Struktura genu p53 (wg [10] oraz Gene Bank).

20 kpz

I1l. Mutacje w genie p53

W ponad potowie przypadkéw nowotworow u ludzi
stwierdzono mutacje w genie p53 [1, 3, 5]. Rozrzut
mutacji badany wzdtuz catego genu nie jest réwno-
mierny (Ryc. 2). Mutacje wystepuja gtéwnie w obrebie
eksondéw 5-8, gdzie znajduja sie cztery domeny o wyso-
kiej konserwatywnosci (HCD I1-Y). Wyrdéznia sie 3,
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Ryc. 2. Czesto$¢ mutacji w genie p53 cztowieka. Przedstawiono
ilos¢ mutacji zmieniajgcych kolejne aminokwasy budujace
biatko p53 w 350 przypadkach nowotworéw (opracowano
na podstawie [5]). W goérnej czesci ryciny zaznaczono
lokalizacje regionéw o wysokiej konserwatywnosci (HCD)
oraz ,goracych miejsc” (HSR).

4 lub nawet 5 tzw. ,,gorgcych miejsc” (ang. hot spot
region, HSR), czyli regionéw DNA szczeg6lnie podat-
nych na mutacje [5], Najczesciej dochodzi do mutacji
w obrebie nastepujgcych kodonow: 132-143 (HSR A),
172-179 (HSR B), 237-249 (HSR C), 272-286 (HSR D)
i 151-159 (HSR A") [5]. W wyszczegdlnionych pieciu
regionach (goracych miejscach) wykrywa sie ponad
70% wszystkich mutacji w genie p53 [5], Dla poréw-
nania, w genie ras z rodziny protoonkogenow, stwier-
dzono mutacje transformujgce jedynie w dwéch kodo-
nach [12].

Najliczniejsze mutacje w genie p53 cztowieka znaj-
dowano w trzech kodonach CG(N) kodujacych ar-
ginine: 175, 248 i 273 [5]. Moze to mieC zwigzek ze
znaczng podatnoscig na spontaniczne mutacje dinuk-
leotydu CpG. W wymienionych trzech kodonach
dochodzi najczesciej do tranzycji Cw T lub G w A

Posréd ponad 350 przypadkéw roznych typdéw
nowotwordw, w ktorych stwierdzono mutacje w genie
p53 [5], najczestsze byly mutacje zmiany sensu. Inser-
cje stanowity 2%, mutacje nonsensowne 6%. Potowa
ostatnich mutacji polegata na zmianie kodonu CGA
w TGA i dotyczyta regionu pomiedzy pozycjami 196
a 213 w biatkowym produkcie genu.

IV. Struktura biatka p53

Strukture pierwszorzedowa biatka p53 poznano
sekwencjonujgc cDNA [13, 14]. Masa czgsteczkowa
biatka p53 cztowieka wynosi 53000 [15] (stad wypro-
wadzono nazwe genu ijego produktu). Biatko to skia-
da sie z 393 aminokwasow. Koniec karboksylowy biat-
ka zawiera region bogaty w aminokwasy zasadowe,
koniec aminowy jest bogaty w aminokwasy kwasne.
Natywne biatko p53 jest fosfoproteing. Reszte fos-
foranowg znaleziono przy serynie w pozycji 315 [16].

Poréwnanie sekwencji ludzkiego i mysiego cDNA
biatka p53 wskazuje na 78% homologie [13]. Najwiek-
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szg homologie (92%) stwierdza sie w obrebie kodonow
156-288. Przypuszcza sig, ze ten wiasnie region jest
szczegblnie wazny dla funkcji biatka p53 [13]. Wykry-
to polimorficzne formy biatka p53 cztowieka, ktdre wy-
nikaty z réznic w strukturze kodonow 72 [17] i 21 [18].

V. Wiasciwosci i rola biologiczna biatka p53
V-1. Wiasciwosci biatka p53

Okres potowicznego rozpadu biatka p53 wynosi ok.
20 min [19]. Jego krotka trwato$¢ biologiczna utrud-
nia prowadzenie badan. Prawidlowe biatko p53 wy-
krywane jest w jgdrze komérkowym [20], podczas gdy
forma zmutowana — jedynie w cytoplazmie [21].

Funkcjonalna postacig biatka p53 jest czgsteczka
oligomeryczna, najprawdopodobniej tetrameryczna
[22]. Sekwencja aminokwasow w poblizu C-korca czg-
steczki biatka p53 determinuje mozliwos$¢ oligomery-
zacji i transportu do jadra komérkowego [11, 23].

Zasadniczym efektem dziatania prawidtowego bial-
ka p53 jest hamowanie wzrostu [24-27] i réznicowania
[28, 29] hodowanych in vitro komdrek myszy i czto-
wieka. Prawidtowe biatko p53 ma zdolnos$¢ indukowa-
nia apoptozy*, podczas gdy biatko zmutowane hamuje
ten proces [30].

Biatko p53 wykazuje zdolno$¢ wigzania sie z biat-
kowymi produktami onkogennych wiruséw: wirusa
SV40, adenowirusa Elb [31], wirusa papilloma E6
[32], a takze z czynnikiem o najwyzszej wsrod wymie-
nionych biatek aktywnosci transformacyjnej — z pro-
duktem genu mdm2 [33, 34]. Biatko p53 zwigzane
z produktem wirusa papilloma E6 jest rozpoznawane
przez ubikwityne i ulega proteolizie [32], Wykazano,
ze wymienione wyzej biatka przytaczajg sie do czaste-
czki biatka p53 w réznych miejscach [33,35]. Zdolnos¢
wigzania sie z biatkiem p53 wykazujg réwniez kinazy
biatkowe cdc2 [16] oraz kinaza kazeinowa Il [36],
a takze biatka z rodziny biatek szoku termicznego, np.
Hsc70 [37],

Prawidtowe biatko p53 wykazuje ponadto zdolno$¢
wigzania sie z dwuniciowym DNA. Charakter wigza-
nia moze by¢ zaréwno niespecyficzny jak i specyficzny
(wigzanie z okreSlonymi sekwencjami DNA) [6,
38-41]. Jedno takie miejsce wigzania zidentyfikowano
w N-kohAcowym odcinku biatka, w obrebie amino-
kwasow 1-42 [40], gdzie zgrupowane sg aminokwasy
kwasne. W wyniku przebadania wielu genomowych
DNA stwierdzono, ze prawidiowe biatko p53 ma
zdolno$é wigzania sie z 20-nukleotydowym palindro-
mem wystepujacym w niektéorych DNA [38-41]. Zdol-
nos¢ wigzania sie z DNA maja formy tetrameryczne
biatka p53 [39]. Interesujace jest, ze zdolno$¢ biatka
p53 do wigzania sie z DNA zanika, gdy biatko to jest

* Problem apoptozy (zaprogramowanego obumierania ko-
morek) zostat oméwiony w artykule Ewy Sikory Post.
Biochem. (1993) 39: 212-220



zwigzane z duzym antygenem T wirusa SV40 [39],
z produktem genu mdm2 [39], lub tworzy hetero-
oligomer (zawierajacy w swoim sktadzie zmutowane
czgsteczki biatka p53) [6, 39, 42],

Wykazano, ze biatko p53 wigzac sie z DNA moze
aktywowac transkrypcje gendw przylegtych do miejsca
wigzania [6, 39-43]. W niektérych doswiadczeniach
uzyskiwano efekt odwrotny: hamowanie transkrypcji
przez prawidtowe biatko p53 [6, 44]. Mutacje w obre-
bie czterech HCD (l11-V) pozbawiajg czgsteczke tego
biatka zdolnosci wptywania na transkrypcje [6, 42],
Heterooligomery — kompleksy zmutowanego biatka p53
z prawidtowym — nie sg zdolne do wigzania sie z DNA
i nie wywierajg wptywu na transkrypcje [6, 23,42]. Jak
juz wspomniano wczesniej, biologicznie czynna forma
biatka p53 jest czasteczka tetrameryczna [22].

V-2. Charakterystyka zmutowanych form biatka
p53

Czasteczki zmutowanych form biatka p53 wykazuja
dtuzszy okres potowicznego rozpadu niz biatko prawi-
dtowe. By¢ moze, dlatego w komorkach stransfor-
mowanych obserwuje sie wiekszg zawartos¢ biatka p53
[34]. Biologiczne wiasciwosci okreslonych form biatka
p53 zalezg od rodzaju mutacji [6, 23], Na przykiad
mutacje w obrebie kodonéw 135-175 powodujg zmia-
ne konformacji biatka [34, 44], czego nie zauwaza sie
w przypadku mutacji w kodonie 273.

Czasteczki biatka p53 zmienione na skutek mutacji
przewaznie nie maja zdolnosci hamowania wzrostu
komoérek [25]. Czasteczki biatka p53, ktére na skutek
mutacji typu nonsens ulegly skroéceniu od C-konca,
tracg zdolno$¢ do oligomeryzacji oraz do wnikania do
jadra komérkowego [11, 23].

W cytosolu fibroblastéw szczura transformowanych
jednocze$nie przy uzyciu zmutowanych czgsteczek
biatka p53 i onkogenu ras zaobserwowano pojawianie
sie komplekséw utworzonych ze zmutowanych i pra-
widlowych czgsteczek biatka p53 [21]. Kompleksy
takie nie hamowaty transformacji nowotworowej [6,
23, 42, 33]. Przyjmuje sie, ze zmiany konformacji
zmutowanej czgsteczki biatka p53 przenoszg sie na
konformacje czgsteczki prawidtowego biatka p53
z chwilg utworzenia wspo6lnego kompleksu [2, 23], co
powoduje, ze utworzone heterooligomery nie wykazu-
ja biologicznej aktywnosci prawidtowego biatka.

V-3. Udziat biatka p53 w cyklu komérkowym*

Wyniki badan $wiadczg o udziale produktu genu
p53 w regulacji cyklu komdrkowego [16, 20, 21, 33,
45-49] i w roznicowaniu komorek [28, 29]. Zauwazo-
no, ze w hodowli prawidtowych komdrek myszy

* Regulacja cyklu komorkowego zostata wyczerpujgco
omowiona w artykutach Barbary Grzelakow-
skiej-Sztabert w Post. Biochem. (1992) 38: 98-107;
(1993), 39: 16-25.
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poziom biatka p53 (i odpowiadajgcego mu mRNA)
zmienia sie w poszczegllnych fazach cyklu komor-
kowego, osiggajac w fazie G1 najwyzsze wartosci [45,
48]. W innych doswiadczeniach zauwazono, ze wnik-
nigcie biatka p53 do jadra komdrkowego powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego w poznej fazie G1
[21, 47, 49],

Rola biatka p53 w cyklu komoérkowym staje sie
szczegblnie widoczna w warunkach stresu komoér-
kowego [47]. Na przykiad w uszkodzeniu DNA
promieniowaniem jonizujgcym produkcja biatka p53
w komdrkach ulega szybkiemu zwiekszeniu, a w kon-
sekwencji nastepuje zahamowanie podziatlu komdrek
poprzez blokowanie replikacji DNA [47]. W nie-
ktérych komérkach, w ktdrych doszto do uszkodzenia
DNA, obserwuje sie charakterystyczne zmiany (frag-
mentacje jadra). Przyjmuje sie, ze dochodzi do indukcji
apoptozy (zaprogramowanego obumierania komarek)
przy udziale biatka p53 [30],

Biatko p53 jest fosforylowane przez kinaze cdc2
[16]. Maksymalny poziom fosforylacji osiagany jest
podczas fazy M [16],

V-4. Biatko p53 a transformacja

Gen p53 byt poczatkowo uwazany za onkogen,
poniewaz doswiadczenia wskazywaty, ze jego produkt
wywotuje transformacje nowotworowg. Dopiero
w ostatnich latach okazato sig, ze jedynie zmutowane
formy biatka p53 wykazujg aktywnos$é transformacyj-
na [2, 6, 33, 42].

Badajac komorki linii hodowanych in vitro wykaza-
no, ze transformacje wywotang za pomoca genéw one
hamuje prawidtowa forma biatka p53 [24]. Wykazano
doswiadczalnie, ze wprowadzenie genu p53 typu dzi-
kiego lub cDNA do stransformowanych komorek
zatrzymuje ich wzrost w fazie G1 cyklu [21,25, 26,49].

Zmutowane biatko p53 wzmaga aktywnos$¢ trans-
formacyjng genu ras [50], podczas gdy prawidtowe
biatko wydatnie hamuje kotransformacje prowadzong
jednoczesnie przez forme zmutowang biatka p53 oraz
przez gen ras [24, 50]. Interesujgce jest, ze aktywnos¢
transformacyjna zmutowanych czasteczek biatka p53
zalezy od rodzaju zmian do jakich w nim doszto na
skutek mutacji. Wykazano na przykiad, ze biatko p53
zmutowane w kodonie 175 wykazuje 3 do 10 razy
wiekszag aktywnos$¢ transformacyjng niz wtedy, gdy
mutacja dotyczy kodonu 273 [34].

V-5. Gen p53 a kancerogeneza

Doswiadczenia ostatnich lat wykazaty jednoznacz-
nie, ze produkt prawidtowego genu p53 hamuje nowo-
tworzenie [24- 27, 35, 46, 49]. Jedynie produkt genu
zmutowanego wywotuje transformacje nowotworowa.
Dlatego obecnie istnieje petna zgodnos$¢ wsérod bada-
czy (na przykiad [2-5, 39, 51]), ze gen p53 nalezy
zaliczy¢ do klasy genéw — supresoréw transformacji
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nowotworowej.

Jak juz podano, w ponad potowie nowotworéw
u ludzi stwierdza sie mutacje w genie p53. Analiza
mutacji wskazuje na pewng wspoétzaleznos¢ pomiedzy
rodzajem mutacji, a narzadem, w ktérym rozwija si¢
nowotwor [5]. Swiadczy to, byé moze, ze zachodzi
jaki$ zwigzek przyczynowy pomiedzy rodzajem zmian
mutacyjnych w genie p53 a charakterem komoérek lub
tkanek, w ktérych dochodzi do nowotworzenia. Za-
uwazono na przykiad, ze do$¢ czesto mutacja w ob-
rebie kodonu 175, spotykana w DNA licznych nowo-
twordw, nigdy nie wystepuje w DNA raka ptuc [5].
W przypadkach raka watroby u os6b zyjacych na
obszarach geograficznych, w ktdrych za czynnik ryzy-
ka uwaza sie aflatoksyne Bl oraz wirusa B zapalenia
watroby, wiekszo$¢ mutacji znajdowano w kodonie
249 [3].

Przeprowadzajgc analize materialu obejmujgcego
ponad 350 przypadkéw, w ktérych réznym typom
nowotworéw towarzyszylty mutacje w genie p53 za-
uwazono [5], ze w DNA komérek nowotworow jelit,
madzgu i uktadu limfatycznego przewazaly tranzycje,
podczas gdy w DNA komoérek raka ptuc i watroby
czestsze byly transwersje, szczeg6lnie GC w TA. Wska-
Znik transwersji wyraznie zalezat od typu nowotworu.
W DNA komdrek raka jelita grubego transwersji nie
stwierdzono, w DNA komorek raka watroby trans-
wersje obejmowaty 20% badanych przypadkow, za$
w DNA komoérek raka ptuc az 40%.

Sposrdd 27 nukleotydow DNA regionu HSR A’
genu p53, 25 stanowig G lub C. W raku ptuc potowa
mutacji przypadata na ten region, podczas gdy w przy-
padku raka jelita grubego nie obserwowano w tym
regionie DNA mutacji [5], Fakt ten ma przypuszczal-
nie zwigzek z rodzajem kancerogenéw, na jakie dany
narzad jest narazony. Pluca sg narzadem szczeg6lnie
narazonym na bezposredni kontakt z kancerogenami
pochodzenia zewnetrznego zawartymi w dymie papie-
rosowym, w pyfach itp. Prawdopodobny jest zwigzek
licznych mutacji znajdowanych w komodrkach raka
ptuc w regionie HSR A' genu p53 z podatnoscig
guaniny DNA na atak zewnetrznych czynnikéw che-
micznych [52],

Chyba najbardziej szczegétowo badano mutacje
genu p53 w DNA komorek jelita grubego. W okoto
80% przypadkéw stwierdzano anomalie w obrebie
obydwu alleli: delecje i mutacje punktowe [9, 25].
W ok. 75% przypadkdw znajdowano w chromosomie
17p obszar delecji [9]. Fakty te moga wskazywac, ze
rak jelita grubego rozwija sie przede wszystkim wtedy,
gdy brak jest prawidtowego produktu genu p53.

W rzadkim zespole Li-Fraumeni charakteryzujg-
cym sie czestym wystepowaniem roznych nowotwo-
row w miodym wieku stwierdzono dziedziczenie muta-
cji w genie p53 w jednym allelu [2]. Przy tym na 17
mutacji, az 13 znaleziono w eksonie 7 w rejonie HSR
C [5].

Badajac komorki linii HL 60 ostrej biataczki pro-
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mielocytarnej, wykazano, ze z powodu duzej delecji
w genie p53, komorki byly catkowicie pozbawione
produktu tego genu (nie znajdowano tez odpowiadaja-
cego mu mRNA) [14]. W komérkach tych zauwazono
zwiekszony poziom produktu genu myc. Mozna spe-
kulowaé, ze jeden z mechanizméw przeciwnowotworo-
wego dziatania biatka p53 polega na hamowaniu
ekspresji onkogenu myc [4, 24].

Wykazano, ze komorki produkujgce zmutowane for-
my biatka p53 czesciej ulegajg transformacji nowotwo-
rowej niz komoérki pozbawione tego biatka [53, 54].

V-6. Molekularny mechanizm dziatania biatka
p53

Wysunieto dwie hipotezy ttumaczace molekularny
mechanizm dziatania produktu genu p53. Na pod-
stawie doswiadczen, w ktérych badano in vitro wplyw
biatka p53 na synteze DNA [21, 25, 26, 46, 47, 55]
sformutowano hipoteze, ktéra przyjmuje, ze funkcja
biologiczna biatka p53 polega na hamowaniu re-
plikacji DNA na etapie inicjacji [55]. Przypuszcza sig,
ze prawidtowe biatko p53 wiaze sie z jeszcze nie
zidentyfikowanym biatkiem replikacyjnym, co powo-
duje zablokowanie syntezy DNA i uniemozliwia wejs-
cie komorki w faze S. Prawdopodobnie istnieje komar-
kowy odpowiednik antygenu T, ktéry bierze udziat
w inicjacji replikacji DNA [35, 55]. Zwigzanie sie
biatka p53 z tym komorkowym odpowiednikiem wiru-
sowego antygenu uniemozliwia replikacje.

Wedtug drugiej hipotezy, zasadniczg funkcja biatka
p53 w komorce jest regulacja transkrypcji. Biatko p53
moze dziataé jak transaktywator transkrypcji, stymu-
lujgc lub hamujgc synteze mRNA. Biatko p53 w formie
tetrameru przytgcza sie specyficznie do okreslonych
region6w DNA ioddzialywuje na transkrypcje genéw
przylegtych do miejsca wigzania [39]. Za aktywacje
(badZz hamowanie) transkrypcji odpowiedzialny jest
kwasny region zlokalizowany w obrebie N-konca
biatka p53. Zdolnos$¢ wigzania sie z DNA i wplywania
na transkrypcje zanika, gdy dochodzi do mutacji
w Kktérej§ z czterech ewolucyjnie konserwatywnych
domen biatka p53 (zmutowane biatko p53 nie tworzy
aktywnych tetramerdéw [23]). Zdolno$¢ oddziatywania
na transkrypcje zanika réwniez wtedy, gdy biatko p53
zostaje zwigzane z biatkowym produktem wirusa
SV40, adenowirusa Elb, wirusa papilloma E6 Ilub
z produktem genu mdm2 [39].

Biatko p53 moze pobudzaé transkrypcje gendw
przyczyniajacych sie do hamowania wzrostu komorki
lub powodowaé represje gendw dziatajagcych przeciw-
nie [39], stad ostatecznym efektem dziatania biatka
p53 jest hamowanie wzrostu komdarki.

Lane [51] przedstawit interesujgca koncepcje roli
biologicznej produktu genu p53. Wedtug tego autora,
w prawidtowo funkcjonujgcej komérce biatko p53
dziata jako ,,molekularny straznik” pilnujgcy integral-
nosci genomu. Gdy DNA ulega uszkodzeniu, biatko
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p53 nagromadza sie i wytgcza replikacje, azeby zapew-
ni¢ czas na naprawe uszkodzen. Gdy reperacja nie
dochodzi do skutku, biatko p53 przyczynia sie do
uruchomienia (aktywacji) procesu apoptozy, co po-
zwala na wyeliminowanie nieprawidtowej komérki ze
srodowiska. W komérkach, w ktérych biatko p53
zostato zinaktywowane przez mutacje lub zostato
zwigzane z biatkami blokujgcymi jego funkcje, uszko-
dzony DNA ulega replikacji. Nie dochodzi do za-
trzymania cyklu komdrkowego w fazie GI. Komarki
ulegajg przyspieszonemu wzrostowi i podziatom.
W nadmiernie szybko dzielagcych sie komorkach do-
chodzi do czestych mutacji i rearanzacji chromo-
sowowych, co doprowadza do szybkiej selekcji uztos-
liwionych klonéw.

VI. Uwagi koricowe

Produkt genu p53 mozna uwazac¢ za wazny czynnik
regulujgcy wzrost, proliferacje i réznicowanie koma-
rek. Jego prawidtowa funkcja zabezpiecza komorke
przed transformacjg nowotworowg. Badania nad biat-
kiem p53 dostarczyty wielu informacji, ktére jednak
nie wystarczajg do sporzgdzenia petnego obrazu jego
udzialu w procesach zyciowych komoérki. Na iden-
tyfikacje i blizsza charakterystyke oczekujg hipotety-
czne biatka jadrowe, za posrednictwem Kktérych do-
chodzi do hamowania replikacji przy udziale biatka
p53. Potrzebne sg badania nad identyfikacjg gendéw,
ktére sa przypuszczalnie regulowane przy udziale
biatka p53. W celu lepszego zrozumienia wplywu
okreslonych mutacji w genie p53 na transformacje
nowotworowg, konieczne sg badania nad oddziatywa-
niami pomiedzy biatkami onkogenicznymi, a prawid-
towym i zmutowanym biatkiem p53. Poznanie zalez-
nosci pomiedzy miejscem i rodzajem mutacji w genie
p53, azmianami w strukturze przestrzennej biatka p53,
jakie te mutacje wywotuja, moze pozwoli¢ na przewi-
dywanie wptywu okreslonych mutacji na funkcje tego
biatka.

Artykut otrzymano 10 paZdziernika 1993 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1993 r.
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Mechanizm inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1

Mechanism of HIV-1 reverse transcription initiation

MACIEJ SZYMANSKI1,
JAN BARCISZEWSKI2,

MIROSLEAWA Z. BARCISZEWSKA3

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Odwrotna transkryptaza
I1l. Starterowe tRNA

IV. Rybonukleaza H

V. Biatko nukleokapsydu

Wykaz stosowanych skrotéw: pbs — miejsce wigzania star-
tera (ang. primer binding site); ppt — odcinek polipurynowy
(ang. polypurine tract); AZT — azydotymidyna; ddl — dideo-
ksyinozyna; CNBP — biatko komdérkowe wigzace kwasy
nukleinowe (ang. cellular nucleic acid binding protein).

. Wstep

Ludzki wirus nabytego zespotu uposledzenia odpor-
nosci (ang. Human Immunodeficiency Virus 1—HIV-1)
zaliczany jest do grupy wiruséw zwierzecych zwanych
retrowirusami. Materiatem genetycznym zawartym
w kapsydach retrowiruséw jest jednoniciowy RNA
(Rye. 1). W cyklu zyciowym retrowiruséw, w procesie
odwrotnej transkrypcji dochodzi do przepisania infor-
macji genetycznej, zawartej w genomie wirusa na
DNA (Ryc. 2). Powstajgca w ten sposob kopia DNA
ulega integracji z genomowym DNA komdrki (tzw.
prowirus) stanowi matryce dla transkrypcji gendéw

1 Mgr, 2 prof. dr hab., 3 doc. dr hab., Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Po-
znan
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wirusowych kodujgcych biatka strukturalne wirionéw
oraz biatka odpowiedzialne za proliferacje wirusa.

Odwrotna transkrypcja (Ryc. 2) katalizowana jest
przez wielofunkcyjny enzym wirusowy — odwrotng
transkryptaze, ktéra posiada dwie aktywnosci: poli-
merazy DNA zaleznej od RNA i DNA oraz rybonuk-
leazy H. Polimeraza DNA Katalizuje synteze 3'-konh-
cowego odcinka nici (-()DNA na matrycy RNA przez
wydtuzanie starterowego RNA, zwigzanego z miejs-
cem pbs (ang. primer binding site) znajdujgcym sie
100-150 nukleotydéw od korica 5" wirusowego RNA.
Utworzony w ten spos6b pierwszy produkt odwrotnej
transkrypcji, tzw. strong stop cDNA, przenoszony jest
na koniec 3' tej samej lub innej czgsteczki wirusowego
RNA. Tam swoiscie wigze sie z rejonem R i petni
funkcje startera dla dalszej syntezy nici (-)DNA. ROw-
nolegle z tworzeniem nici (-()DNA zachodzi degradacja
matrycowego RNA przez rybonukleaze H, ktéra pozo-
stawia krotki odcinek wirusowego RNA, przy koncu
3', zwigzany z nicig (-)DNA. Odcinek ten jest bogaty
w puryny (ang. polypurine track — ppt) i stuzy jako
starter inicjacji syntezy nici (+ )DNA na matrycy
DNA [1],

Proces odwrotnej transkrypcji jest kluczowym eta-
pem proliferacji retrowiruséw. Zrozumienie tego zja-

n



tat

rev
vif
p0| ) . |n vvu tat I D
5' us prot I pol ijPA ~inT gpl20 gp41l | U3l r| 3°
RNazaH vpr env
cap -ttt -T*T- oli(A
pbs ppt Poli(A)

Rye. 1. Schemat budowy genomu HIV-1. Geny czytane sg w trzech ramkach zaznaczonych na r6znych poziomach, gag — gen kodujacy biatka
wewnetrznej otoczki wirusa;pol — gen kodujacy odwrotng transkryptaze(pol, RNazaH), proteazg(prot)i intcgrazg¢(int); vif— wirusowy

czynnik infecyjny (ang. viral infectivity factor)', vpu, vpr — biatka wirusowe U i R; env — gen glikoprotein otoczki zewnetrznej gp120
i gp41; tat, rev, nef— geny biatek regulatorowych.

wiska moze stanowi¢ punkt wyjscia do badan nad odwrotnej transkrypcji oraz roli, jakg w tym procesie
potencjalnymi inhibitorami poszczeg6lnych etapéw odgrywa czasteczka tRNA.
i w konsekwencji, projektowania lekdw, ktére mogty-
by by¢ zastosowane w leczeniu choréb wywotywanych Il. Odwrotna transkryptaza
przez retrowirusy.

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie ak- Jedynym enzymem wirusowym, ktéry jest niezbed-
tualnego stanu wiedzy na temat mechanizmu inicjacji ny do syntezy prowirusowego DNA jest odwrotna
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Ryc. 2. Schemat przebiegu odwrotnej transkrypcji: A — Starterowy tRNA wiaze sie z genomowym RNA w miejscu pbs i inicjuje synteze nici

(-)DNA; B — Hydroliza RNA przez RNaze H pozwala na hybrydyzacje regionu R (-)DNA z inng czasteczka wirusowego RNA, co
pozwala na kontynuacje syntezy nici (-)DNA; C — Po ukonczeniu syntezy nici (-()\DNA RNaza H degraduje matrycowy RNA
pozostawiajgc odcinek polipurynowy (ppt), D — odcinek polipurynowy stanowi starter syntezy nici (+ )DNA; E — Po zakoniczeniu
syntezy pierwszego odcinka (+ )DNA RNaza H odcina starterowy RNA (tRNA) od nici (-)DNA i ppt od nici (+ )DNA;

F — Hybrydyzacja komplementarnych odcinkéw pbs; G — Po hybrydyzacji odcinkéw pbs ukofczona zostaje synteza obydwu nici
DNA; H — Prowirusowy DNA.
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transkryptaza (EC 2.7.7.49), kodowana przez region
pol genomowego RNA HIV-1 (Ryc. 1). Jest to poli-
meraza DNA, katalizujgca synteze taricuchéw polinu-
kleotydowych na matrycy RNA lub DNA. Ponadto
enzym ten wykazuje aktywno$¢ RNazy H hydro-
lizujgcej wigzania fosfodwuestrowe RNA w hybrydach
DNA-RNA [2]. Podobnie jak w przypadku odwrot-
nych transkryptaz innych retrowiruséw, aktywnosci
polimerazy DNA i rybonukleazy H zlokalizowane sg,
odpowiednio, w aminowej i karboksylowej czesci
czasteczki biatka [2], Zaréwno w wirionach, jak
i w zainfekowanych komoérkach odwrotna transkryp-
taza HIV-1 wystepuje w postaci heterodimerow ztozo-
nych z tahcuchéw polipeptydowych o masach czas-
teczkowych 66 kD (p66) i 51 kD (p51) [2]. Biatko p66
powstaje w wyniku proteolizy prekursorowego biatka
pl60 powstajgcego w wyniku translacji produktu genu
poi Mniejsza podjednostka (p51) powstaje przez od-
ciecie polipeptydu (p15) od konca karboksylowego
biatka p66. Homodimer p66/p66 ulega asymetrycznej
proteolizie w jednym z odcink6éw tgczacych odcinang
domene pl5 z resztg biatka. Przypuszczalnie jedna
zdomen RNazy H (pl 5) w homodimerze jest czeSciowo
rozwinieta eksponujac fragment tancucha polipepty-
dowego, w ktérym nastepuje ciecie (Ryc. 3) [3]. Proces
ten katalizowany jest najprawdopodobniej przez pro-
teaze wirusowa chociaz nie wykluczony jest udziat
enzymow proteolitycznych komorki gospodarza. Eks-
presja genu odwrotnej transkryptazy w komdrkach

e —
@ \
(Pt (Ra)

(Ra) Pol )

/ N\

[Pl (&) — [ Pol (&)
FE\Ew e
\Q\n) Pol ) Rn,;\_ Pol Ss/

Pol n) ol

O

Ryc. 3. Proponowany mechanizm tworzenia heterodimeréw od-
wrotnej transkryptazy. W luZzno zwigzanych asymetrycz-
nych homodimerach p66/p66 jedna zdomen rybonukleazy
H jest czesciowo rozwinigta umozliwiajgc dziatanie pro-
teazy. Symbole Pol i Rn oznaczajg odpowiednio domeny
polimerazowg i RNazy H.
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E.coli prowadzi do powstania zaréwno homodimerow
p66/p66, jak i heterodimerdéw p66/p51. Mniejsza pod-
jednostka powstaje w tym przypadku w wyniku dziata-
nia proteaz bakteryjnych [4], Heterodimery mozna
réwniez uzyskac przez trawienie homodimeru chymo-
trypsyna [2], Prawdopodobnie tylko jedna z podjed-
nostek heterodimeru p66/p51 jest aktywna w procesie
polimeryzacji DNA, podczas gdy druga zapewnia
optymalna konformacje biatka [5]. Domeny poli-
merazy DNA i RNazy H odwrotnej transkryptazy
wirusa HIV-1 wykazujg wysokg homologie sekwencji
z odpowiadajgcymi im analogicznymi fragmentami
enzymow innych retrowiruséw. W niektérych przypa-
dkach mozliwe jest rozdzielenie funkcjonalnych regio-
now odwrotnej transkryptazy, wykazujgcych aktyw-
nos$¢ polimerazy i RNazy H. Nie jest to jednak mozliwe
w przypadku enzymu HI V-1, gdzie domeny te wykazu-
ja bardzo wysoki stopien wspotzaleznosci funkcjonal-
nej [6].

Polipeptyd odpowiadajgcy RNazie H (p 15) uzyska-
ny w wyniku trawienia homodimer6éw przez proteaze,
lub w wyniku ekspresji w E. coli nie wykazuje aktywno-
§ci enzymatycznej. Podobnie, sama podjednostka p51
nie jest w peini aktywna w reakcji polimeryzacji
DNA [6].

Ostatnio rozwigzano strukture krystaliczng kom-
pleksu odwrotnej transkryptazy HIV-1 z nienukleoty-
dowym inhibitorem — newiraping [7], oraz struktury
domen polimerazy [8] i RNazy H [6, 9], Poréwnanie
tych wynikéw z wcze$niej okreslonymi strukturami
innych enzymow wykazuje, ze struktury domen poli-
merazowej i RNazy H odwrotnej transkryptazy HIV-1
sg podobne, odpowiednio, do fragmentu Klenowa
polimerazy DNA i RNazy Hz E. coli [7,9,10]. Analiza
struktury kompleksu z newiraping pozwolita na zro-
zumienie sposobu wzajemnego oddziatywania podjed-
nostek odwrotnej transkryptazy. Kompleks ten jest
asymetryczny, tzn. podjednostka p51 oddziatuje z do-
mena RNazy H podjednostki p66. Podjednostka p66
tworzy bruzde, w ktdrej wigzana jest matryca i nowo
syntetyzowany DNA. Wcze$niej proponowany model
zaktadat rownolegte utozenie podjednostek [2]. Anty-
réwnolegte utozenie podjednostek potwierdza hipo-
teze powstawania heterodimerdw zaproponowang
przez Hostomsky’ego i wsp. [6], Poznanie
struktury odwrotnej transkryptazy oraz mechaniz-
mow kluczowych proceséw w replikacji retrowiruséw
moze mie¢ istotne znaczenie przy projektowaniu no-
wych lekéw antywirusowych blokujgcych dziatanie
réznych sktadnikéw aparatu genetycznego wirusa.
Niektére analogi nukleotydow, jak 3'azydodeoksyty-
midyna (AZT) i dideoksyinozyna (ddl), blokujg aktyw-
no$¢ odwrotnej transkryptazy i sa wykorzystywane
w terapii AIDS [11-13], Jak wiadomo zwigzki te (AZT
i ddl) nie zawierajg grupy hydroksylowej przy atomie
wegla 3' deoksyrybozy i po wbudowaniu do nowo-
tworzonego taficucha DNA powodujg terminacje jego
syntezy.
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11l1. Starterowe tRNA

Wspélng cechg enzymoéw katalizujgcych synteze
DNA jest ich niezdolnos¢ do inicjacji taricucha de novo.
W kazdym z dotychczas poznanych przypadkéw syn-
teza DNA jest inicjowana przez starterowe RNA,
posiadajace wolna grupe hydroksylowa na korcu 3,
do ktoérej polimeraza przytgcza kolejne deoksynuk-
leotydy komplementarne wobec matrycy. Wszystkie
dotychczas opisane odwrotne transkryptazy retrowi-
rusowe wykorzystujg, jako startery w procesie inicjacji
odwrotnej transkrypcji, czgsteczki transferowych
RNA gospodarza [14]. Sekwencje 3'-koncowych frag-
mentéw tych tRNA sg komplementarne z sekwencjami
pbs w genomowym RNA wirusa (Ryc. 4). Czasteczka

Enzymy wiruséw ptasich z grupy AMV/ASV
(A M Avian Myeloblastosis Virus, ASV-Avian Sarco-
ma Virus) wykorzystuja jako startery syntezy DNA
czgsteczki tRNATp [19, 20]. W przypadku MulLV
(Murine Leukemia Virus) starterem jest tRNAPwo [21],
a w przypadku MMTY (Mouse Mammary Tumor
Virus) i HIV-1 tRNAAM5[22], Wydaje sig, ze o specyficz-
nosci oddziatywania tRNA z odwrotng transkryptazg
decyduje budowa czgsteczki enzymu. Monomeryczny
enzym MuLV wigze kilka ré6znych tRNA z podobnym
powinowactwem, a dimeryczne enzymy wiruséw pta-
sich wykazuja podobnie wysoka specyficzno$¢ w sto-
sunku do tRNATpjak enzym HIV-1 w stosunku do
tRNALs [2,23]. W komoérkach ssakéw stwierdzono
trzy tRNA specyficzne dla lizyny [24]. Wszystkie one
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Ryc. 4. Struktury drugorzedowe niektdrych tRNA wykorzystywanych jako startery inicjacji odwrotnej transkrypcji. Linig przerywang
zaznaczono fragmenty sekwencji komplementarne wobec pbs w genomowych RNA. Na strukturach tRNALsi tRNATPpzaznaczono

regiony oddziatujgce z odwrotng transkryptaza.

tRNA, zwigzana z genomowym RNA poprzez sekwen-
cje pbs, wydiluzana jest przez odwrotng transkryptaze
w czasie syntezy 3'-koricowego odcinka nici (-)DNA.
Transferowe RNA petnigce funkcje starteréw syntezy
(-)DNA, oprdcz komplementarnosci 3'-koncowej sek-
wencji nukleotydowej do pbs, muszg wykazywac row-
niez inne cechy strukturalne, ktére decyduja o rozpo-
znawaniu ich przez odwrotng transkryptaze. Specyfi-
czne oddziatywanie tRNA z odwrotng transkryptaza
moze by¢ podobne do oddziatywania tRNA z syn-
tetazg aminoacylo-tRNA. Analogia ta jest tym bar-
dziej uderzajaca, ze w przypadku obydwu kompleksow
istotng role odgrywa petla antykodonu [15-18]. Od-
wrotne transkryptazy réznych retrowiruséw wykazuja
zréznicowang specyficzno$¢ w stosunku do tRNA.
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tworzg stabilne kompleksy z odwrotng transkryptazg
i powoduja inhibicje jej aktywnosci in vitro [18, 25].
Oligomery powstajgce w wyniku hydrolizy lizynowych
tRNA rybonukleazg TI, zawierajgce fragment 3' ra-
mienia antykodonowego i petli antykodonu w takim
samym stopniu obnizajg aktywnos$¢ odwrotnej trans-
kryptazy jak natywne czasteczki tRNALs (Ryc. 4).
Wyrazng inhibicje obserwowano réwniez w przypad-
ku tRNATpi tRNAR®g podczas gdy tRNAPo tRNAGy
i tRNAVA nie miaty zadnego wpltywu na aktywnos$é
tego enzymu [18]. Inhibicja odwrotnej transkrypcji
przez tRNALs dotyczy wylacznie heterodimeru
p66/p51 [26]. W przypadku homodimeru p66/p66
zjawisko inhibicji nie jest obserwowane, prawdopodo-
bnie ze wzgledu na obecno$¢ w nim dodatkowej
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domeny RNazy H [18]. Interesujgce byto stwierdzenie,
ze tRNALgsjest rowniez inhibitorem polimerazy DNA
azoocytéw X. laevis [18]. W procesie replikacji HIV-1
jedynym aktywnym tRNA jest tRNAN5 ktdrego 18
nukleotydéw od konca 3' sg komplementarne z sek-
wencjg pbs w genomowym RNA wirusa.

Topografie kompleksu tRNA”5z odwrotng trans-
kryptaza HIV-1 badano przy pomocy ograniczonego
trawienia rybonukleaza A. Wykazano, ze biatko
ochrania przed dziataniem enzymu dwa regiony
tRNA: petle antykodonowg oraz petle dwuhydroury-
dyny [17] (Ryc. 4). Oddziatywania z antykodonem
i petla dwuhydrourydyny moga odgrywac istotng role
w selekcji tRNA wiasciwego dla procesu inicjacji
odwrotnej transkrypcji [17]. Podobne wyniki uzys-
kano badajgc kompleksy odwrotnej transkryptazy
AMYV z tRNATp technikami fotozszywania (ang.
cross-linking) [23]. Z drugiej strony wydaje sie, ze
specyficznos¢ oddziatywania odwrotnej transkryptazy
z tRNA jest ograniczona. Swiadczy o tym mozliwo$é
zastapienia natywnego tRNAj¢5 przez pozbawiony
modyfikacji transkrypt genu tego tRNA [27], a nawet
przeztRNAQuz E. coli [28]. W tym drugim przypadku
niezbedna jest obecno$¢ w matrycy sekwencji kom-
plementarnej wobec 3'-koficowego regionu tRNA
(cze$¢ ramienia rybotymidyny i ramie akceptorowe).
Oddziatywanie odwrotnej transkryptazy z niezmodyfi-
kowanym transkryptem tRNALgsjest identyczne, jak
w przypadku natywego tRNA, przy czym obecnosc
zmodyfikowanych nukleotydéw wptywa na zwieksze-
nie stabilnosci kompleksu [27].

Tworzenie kompleksu tRNA z odwrotng transkryp-
tazg powoduje rozluznienie struktury ramienia akcep-
torowego tRNA [15, 23], Swiadczgce o zdolnosci
odwrotnej transkryptazy do czesSciowego rozplatania
ramienia akceptorowego, co jest niezbedne dla hyb-
rydyzacji tRNA z komplementarnym miejscem pbs
[18]. Ze wzgledu na duzg zawartos¢ par G-C ramiona
akceptorowe i rybotymidyny sa najbardziej stabilnymi
elementami struktury tRNA i nie mogg ulegac¢ spon-
tanicznemu topnieniu i hybrydyzacji z pbs [25].

Jak juz wspomnieliémy, dla inicjacji syntezy DNA
przez polimeraze istotna jest obecno$¢ na koncu 3'
starterowego RNA wolnej grupy hydoksylowej.
W przypadku odwrotnej transkryptazy AMV wykaza-
no, ze ma ona zdolno$¢ do deacylacji tryptofany-
lo-tRNA czynigc grupe 3'-OH dostepna dla inicjacji
syntezy prowirusowego DNA [25].

Poza specyficznym starterowym tRNA, w wirionach
retrowirusow stwierdzono obecno$¢ innych tRNA.
Cze$¢ z tych tRNA jest zwigzana z genomowym RNA,
lecz ich rola nie jest znana [29].

IV. Rybonukleaza H
W procesie odwrotnej transkrypcji réwnolegle

z synteza DNA nastepuje degradacja matrycowego
RNA. Za proces ten odpowiedzialna jest rybonukleaza
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H odwrotnej transkryptazy. RNaza H HIV-1 wykazu-
je aktywno$¢ endonukleazy oraz egzonukleazy 3' -> 5
[30]. W przeciwienstwie do innych enzymoéw retro-
wirusowych, dla ktérych mozliwe jest rozdzielenie
funkcjonalnych domen polimerazy i RNazy H, od-
wrotna transkryptaza HIV-1 wykazuje wysoki stopien
wspotzaleznosci tych funkcji. Polipeptyd p 15, powsta-
jacy w czasie dojrzewania homodimerdw p66/p66
opisywany jako domena RNazy H nie wykazuje
aktywnosci enzymatycznej. Utrata aktywnosci RNazy
H wywotana moze by¢ réwniez przez r6zne mutacje,
nie tylko w domenie pl 5, co sugeruje, ze za aktywnos$é
te odpowiedzialne sg roéwniez inne regiony czasteczki
[31]. RNaze H mozna rekonstytuowac in vitro z pod-
jednostek p51 i pl5 [32]. W rekonstytuowanym en-
zymie, polipeptydy p15ip51oddziatujag prawdopodo-
bnie w taki sam sposo6b jak w heterodimerze p66/p51,
tworzac miejsce aktywne RNazy H.

RNaza H odwrotnej trankryptazy niezbedna jest
réwniez przy tworzeniu i usuwaniu startera syntezy
nici (+ )DNA oraz odcinaniu starterowego tRNA od
nici (-()DNA [31]. Tworzenie startera syntezy nici
(+ )DNA zachodzi poprzez przeciecie matrycowego
RNA w rejonie sekwencji ppt (ang. polypurine track
— odcinek polipurynowy). Hydroliza nastepuje
w dwdch gtéwnych miejscach ograniczajacych frag-
ment o dtugosci 19 nukleotydéw (Ryc. 5) [1]. Specyfi-
czno$¢ hydrolizy RNA w procesie tworzenia star-
terowej sekwencji ppt zapewniajag prawdopodobnie
elementy struktury drugorzedowej zlokalizowane po-
za samg sekwencjg starterowg. Wskazuja na to wyniki
badarn mutantéw HIV-1, w ktérych stwierdzono, ze
pojedyncza delecja po stronie 5 ppt powoduje od-
powiadajace jej skrocenie startera. Po inicjacji syntezy
nici (+ )DN A odcinek pptjest usuwany przez hydrolize
na granicy miedzy sekwencja startera i regionem U3
genomu wirusa, niezaleznie od tego, czy jest to aktual-
ne miejsce potgczenia DNA/RNA. Prawdopodobnie,
miejsce to jest Scisle zdeterminowane sekwencjg nuk-
leotydowa.

Badania aktywnos$ci rybonukleazy H HIV-1 przy
uzyciu syntetycznych duplekséw RNA/DNA wykaza-
ty, ze odcinanie starterowego tRNA zachodzi w wyni-
ku hydrolizy wigzania pomiedzy cytozyng i koficowg
adenozyng startera. Produktem reakcji jest DNA
z przytaczong do korica 5' nici (-)DNA rybo-adenozy-

i i Ui
5’-gccaculUUUUAAAAGAAAAGGGGGGacuggaag-3’
I ppt If u3

Ryc. 5. Schemat tworzenia i usuwania starterowego odcinka poli-
purynowego, dla syntezy nici (+ )DNA. Nad sekwencja
zaznaczono miejsca hydrolizy RNA przez RNaze H w pro-
cesie tworzenia startera. Glowne cigcia zaznaczone sg
dtugimi strzatkami. Kroétkie strzatki oznaczajg miejsca
dodatkowych cie¢. Pojedyncze cigcie podczas usuwania
startera z nici (-)DNA na granicy ppt i U3 zaznaczone jest
strzatka pod sekwencja.
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ng (p-rA-DNA) [33], W przypadku odwrotnej trans-
kryptazy AMV odciecie starterowego tRNATp za-
chodzi w wyniku endonukleolitycznego trawienia do-
ktadnie w miejscu potaczenia DNA-RNA uwalniajgc
nienaruszong czgsteczke tRNA [34], Usuniecie tRNA
zachodzi dopiero po syntezie DNA komplementar-
nego wobec kohicowych nukleotydéw tRNA odpowie-
dzialnych za wigzanie do pbs.

Oprodcz aktywnosci RNazy H, hydrolizujacej RNA
w dupleksach RNA/DNA, odwrotna transkryptaza
wykazuje aktywnos$¢ nukleazowa, ktorej substratem sg
dupleksy RNA/RNA. Aktywnos$¢ ta, okreslana ter-
minem RNazy D, jest niezalezna od RNazy H i wyka-
zuje takg samg specyficzno$¢ w stosunku do substratu
jak RNaza Il E. coli [35, 36].

V. Biatko nukleokapsydu

Jednym z podstawowych sktadnikéw wirionéw re-
trowiruséw jest zasadowe biatko nukleokapsydu (NC)
powstajagce w wyniku dojrzewania prekursora kodo-
wanego przez region gag genomu wirusowego [37],
Biatko to wraz z odwrotng transkryptazg oraz dip-
loidalnym genomem wirusowym tworzy rybonukleo-
proteinowy rdzen retrowirusa. Oprocz funkcji struk-
turalnej biatko nukleokapsydu odgrywa istotng role
w procesie tworzenia dimeréw genomowego RNA [38,
39], upakowywaniu wirusowego RNA w wirionach
oraz inicjacji odwrotnej transkrypcji [40-42]. Biatka
nukleokapsydu réznych retrowiruséw, pomimo réznic
wielkosci, wykazuja duze podobienstwo strukturalne
przejawiajgce sie w trojdomenowej strukturze. N-kon-
cowa domena bogata jest w aminokwasy zasadowe.
Centralna domena zawiera jeden (plO MuLV) lub dwa
(p12 RSV, p15 HIV-1, p14 MMTV) motywy tzw. palca
cynkowego. Fragment przy koncu karboksylowym
jest bogaty w reszty proliny [40]. Motyw palca cyn-
kowego o ogdlnej sekwencji Cys-X2-Cys-X3-
-His-X4-Cys jest potencjalnym miejscem wigzania
atomu cynku podobnie jak w strukturach palcéw
cynkowych wystepujgcych w biatkach wigzacych
DNA [43], czy RNA [44]. Motyw ten nazwany jest
palcem cynkowym typu retrowirusowego, dla odro6z-
nienia od klasycznego palca cynkowego wystepujace-
go w czynnikach transkrypcyjnych, od ktérego rozni
sie sekwencja i strukturg przestrzenng. Réznice te maja
swe konsekwencje funkcjonalne. Opisane dotychczas

KEG

H
C /T
N\ /A

nh2rknv aprkk-cooh

Ryc. 6. Schemat palca cynkowego typu retrowirusowego na przy-
ktadzie pierwszego palca p15 wirusa HIY-I.
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biatka zawierajgce ten motyw obejmujace poza biat-
kami retrowirusowymi biatko kodowane przez trans-
pozon copia drozdzy i ludzkie biatko wigzace kwasy
nukleinowe (CNBP), wykazujg specyficzno$¢ w sto-
sunku do jednoniciowych regionéw kwaséw nukleino-
wych [45], natomiast czynniki transkrypcyjne, w kt6-
rych wystepuja klasyczne palce cynkowe, wiazg dup-
leksy DNA [44]. Obecno$¢ domen palca cynkowego
jest niezbedna dla prawidtowego przebiegu upakowy-
wania RNA w wirionach, ale nie jest konieczna dla
hybrydyzacji tRNA z pbs [41]. W tym przypadku
istotna wydaje sie by¢ krotka sekwencja ograniczajgca
pierwszy palec od strony korica aminowego.

Funkcja biatek nukleokapsydu polega prawdopo-
dobnie na rozplataniu odcinkéw RNA o rozbudowa-
nej strukturze drugo- i trzeciorzedowej oraz wigzaniu
regiondw komplementarnych, co odgrywa istotng role
zarébwno w procesie dimeryzacji genomu, jak i przy
inicjacji odwrotnej transkrypcji. Biatko nukleokapsy-
du jest niezbedne dla hybrydyzacji starterowego tRNA
z pbs. Jego rola polega na rozplataniu ramienia amino-
kwasowego tRNA i stabilizacji jednoniciowej struk-
tui-y matrycowego RNA [42]. Udziat biatka nukleo-
kapsydu w inicjacji odwrotnej transkrypcji wymagane
jest tylko w przypadku, gdy matrycg dla syntezy DNA
jest natywny genom wirusowy. W badaniach in vitro,
w ktérych inicjowano odwrotng transkrypcje krétkich
odcinkéw RNA, brak biatka nukleokapsydu nie miat
wptywu na efektywnos¢ inicjacji [28],

Artykut otrzymano 13 kwietnia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 23 wrze$nia 1993 r.
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ZAWIADOMIENIE WSTEPNE

We wrze$niu (14-16 1X) 1994 roku odbedzie sie w Szczecinie

Ogélnopolski

Zjazd Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego.

Jednym z zasadniczych tematéw Zjazdu bedzie tematyka zwigzana
z molekularno-biochemicznymi aspektami biataczek bydta i chorob
zwierzat hodowlanych wywotywanych przez wirusy oraz wewnatrz-

komorkowe fakultatywne

patogeny bakteryjne

(Listeria spp.,

Brucella spp., Mycobacterium spp., Salmonella spp., i inne).
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Nowe perspektywy strategii

biosyntezy biatka

antysensu — regulacja

New possibilities of antisense strategy — regulation of protein

biosynthesis

EWA BOHUN ]I,
TOMASZ TWARDOWSKI?2

Spis tresci:

. Wstep
Il. Klasyfikacja i pojecie zwigzkéw antysensowych
I111. Badania rybosomalne z udzialem zwigzkdéw antysenso-

wych

IV. Zastosowanie strategii antysensu na poziomie regulacji
biosyntezy biatka

V. Pismiennictwo

Wykaz stosowanych skrotéw: a-DNA, a-RNA — otrzymany
w wyniku syntezy chemicznej tub ekspresji genu krotki
oligonukleotyd DNA lub RNA o sekwencji antysensowej;
L-rRNA — rybosomalny RNA duzej podjednostki rybo-
somalnej.

. Wstep

W ciggu ostatnich dwudziestu lat zwigzki antysen-
sowe znalazty szerokie zastosowanie w badaniach
ekspresji genu. Zastosowanie zwigzkéw antysenso-
wych do interpretacji mechanizméw regulatorowych
translacji, a zwtaszcza zachodzacych na rybosomie jest
zagadnieniem stosunkowo nowym. W szczegélnosci
ciekawe sg rezultaty prac zwigzanych z zastosowaniem
syntetycznych antysensowych oligodeoksynukleoty-
déw (a-DNA) komplementarnych do okreslonych fra-
gmentéw rybosomalnych RNA. Taka hybrydyzacja
powoduje zablokowanie biosyntezy biatka. Perspek-
tywy wykorzystania tego typu zwigzkéw w praktyce
medycznej i w rolnictwie sg coraz szersze, a w szczego6l-
nosci wykorzystanie rybozyméw oraz oligonukleoty-
déw tworzacych kompleksy trdjniciowe (tzw. troj-
niciowa ,,helisa”) stwarza nowe mozliwosci.

Il. Klasyfikacja i pojecie zwigzkéw antysen-
sowych

Pojecie ,,antysensu” zwigzane jest bezposrednio ze
zdolnos$cig kwaséw nukleinowych do wzajemnej inter-

1 Mgr, 2 prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego, 12 61-704 Poznan
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akcji poprzez hybrydyzacje. Dwie przeciwbiezne nici
kwasu nukleinowego komplementarnie oddziatujgc ze
sobg jednoczesnie blokujg mozliwos¢ innych oddziaty-
wan biologicznych. Doskonatym, klasycznym przy-
ktadem tego typu oddziatywania jest parowanie zasad
kodonu i antykodonu, ktére kiedy$ okre$lano ter-
minami ,,kodon” i ,,nodok”. Antysensowym oligonuk-
leotydem jest krotki oligomer (na og6t od kilku do
kilkudziesieciu nukleotydow), ktéry w wyniku specyfi-
cznego rozpoznania i hybrydyzacji komplementarnej
sekwencji blokuje aktywno$¢ biologiczng zwigzana
z dziataniem tego fragmentu. Ta naturalna wtasciwos¢
kwasow nukleinowych wynika ze specyficznosci paro-
wania zasad, czy to w klasycznym ujeciu Watso-
na-Cricka, czy to na zasadzie oddziatywan grup dono-
rowych i akceptorowych réznych ligandow zwigza-
nych z poszczegélnymi zasadami, jak np. wigzania
wodorowe typu Hoogsteena (Ryc. 1). Strategie anty-
sensu wymagajg stosowania oligonukleotydéw RNA,
DNA lub ich analogéw wykazujacych komplementar-
ng, ,,antysensowg”, sekwencje wobec kodujgcej czyli
»sensowej” nici kwasu nukleinowego [1].

W zaleznosci od metody pozyskiwania antysen-
sowych zwigzkéw mozna wyro6zni¢ powstate na drodze
chemicznej, albo w wyniku ekspresji genu.

Synteza chemiczna — pozwala otrzymywac kroétkie
oligonukleotydy DNA Iub RNA, z ewentualnymi
modyfikacjami chemicznymi (na og6t o dtugosci do 30
jednostek), ktdre stosuje sie w celu hybrydyzacji do
okreslonych, wzajemnie sie uzupetniajacych sekwencji
RNA (pre-mRNA, mRNA, rRNA) [2]. W przypadku
wprowadzania tak otrzymanych antysensowych oligo-
nukleotydéw do komorki — efekt ich dziatania in vivo
jest krotkotrwaty, zalezny od czasu péttrwania w ukia-
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Ryc. 1. Klasyczne wigzanie wodorowe Watsona-Cricka (W-C) po-
miedzy parg zasad tymina-adenina oraz wigzanie wodoro-
we typu Hoogsteen’a pomiedzy adening i dodatkowg
tyming w kompleksie tréjniciowym.

dach biologicznych.

Ekspresja genu — w konsekwencji wprowadzenia
odpowiedniego genu do genomu danego uktadu bio-
logicznego zachodzi synteza stosunkowo dtugich (po-
wyzej 50 jednostek) antysensowych RNA. W wyniku
transkrypcji odpowiednich antysensowych sekwencji
genowych DNA otrzymywane sg zaprogramowane
a-RNA bedace endogennymi elementami tego ukfadu
biologicznego. W zaleznosci od wybranego promotora
produkcja antysensowych RNA in vivo moze by¢
chwilowa lub diugotrwata [3-5].

Uzyskane antysensowe transkrypty mozna stoso-
waé do zahamowania translacji w wyniku tworzenia
komplementarnych hybrydéw typu (mMRNA-antysen-
sowy DNA) [3], W potaczeniu z modyfikacjami, np. po
wigczeniu do antysensowej nici DNA sekwencji kodu-
jacej strukture rybozymu, mozliwe jest otrzymanie
antysensowych DNA zawierajgcych katalityczng do-
mene pozwalajacg cig¢ docelowy fragment RNA
w okreslonym miejscu [4]. Ma to istotne znaczenie dla
zahamowania replikacji RNA wirusow.

Niezaleznie od zrédta pozyskiwania oligonukleoty-
déw specyficzno$é i skuteczno$¢ dziatania antysen-
sowego zwigzku zalezy od.

— dostepnosci docelowej ,,sensowej” sekwencji,

— struktury drugorzedowej nici ,,sens” i ,,antysens”,

— wyjatkowosci (niepowtarzalnosci) sekwencji doce-

lowej,

— mocy wigzania pomiedzy sekwencjg kodujaca i an-

tysensowa,

— sposobu inhibicji wywotywanej przez zwigzek an-

tysensowy,

— odpornosci na nukleazy (szczegblnie istotne

w przypadku oligonukleotyddéw otrzymywanych
droga chemiczng),
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— zdolno$ci wnikania do komdrki oraz migracji
miedzy jadrem komoérkowym a cytoplazma (w
zaleznos$ci od metody wprowadzania antysensowe-
go zwigzku do komorki).

Poczatkowo jako strategie antysensu okreslano te
koncepcje eksperymentalne, ktérych celem byta kont-
rola ekspresji genu na poziomie mMRNA. W szczegélno-
sci inhibicja translacji mMRNA w wyniku hybrydyzacji
wprowadzanego z zewnatrz do komdrki antysensowe-
go oligonukleotydu, komplementarnego wobec specy-
ficznego fragmentu mRNA [1, 5]. W ciggu ostatnich
lat zastosowanie strategii antysensu rozszerzono:
— blokowanie tzw. splicingu prekursorowego mRNA;
— inhibicje transkrypcji genomowego DNA poprzez
tworzenie tréjniciowych komplekséw (ang. ,.triple-
stranded complexes” [5], lub ,triple helix” [6]; — dzia-
tanie rybozymow, czy tez — efekty wynikajgce z dziata-
nia RN-azy H [1, 6] — (Ryc. 2).

Jednakze analiza zastosowan strategii antysensu na
réznych poziomach przenoszenia informacji genetycz-
nej nie jest przedmiotem tego artykutu, a zainteresowa-
nych Czytelnikéw odsytamy do obszernych opraco-
wan: [1-2, 6-9, 37]. Omoéwione zostaty w nich przy-
ktady strategii antysensu prowadzacych do zabloko-
wania replikacji genetycznej oraz przerwania ekspresji
genu. Szczegélnie efektywne byto dziatanie antysen-
sowych oligonukleotydéw skierowanych wzgledem
MRNA w miejscu wigzania czynnikdw inicjatorowych,
kodonu START czy tez sekwencji kodujgcej.

Regulacja biosyntezy biatka zwigzkami antysenso-
wymi na poziomie kompleksu rybosomalnego jest
w tym kontekscie zagadnieniem nowym i tym bardziej
interesujgcym.

L. Tworzei Dwuniciowe Blokowanie
komple fragmenty transkrypcji
cigcie <hromosomalnego
DNA
-PiPiPiPiPI -
- PUPUPUPUPU_
PIPIPIPIPI
2. Tworzenie podwdjnych Jednoniciowe B'““G‘WQ“‘E
nici hybrydowych fragmenty trans "‘I"l'
zwiazek antysensowy (— 7 i translacji
- kwas nukleinowy,
cigcie RN-azy H N
S
— o
Hydroliza kwas
nukleinowego Transkrypeja.
w zdefiniowane cappang, poliadenylacs
Cop- 20y veon (B0 0
Sphicing
Cop === AMA
Jadro
Cytoplazma Transpon
Cop — AUG — [ p=)y - AAA
Translacia

Ryc. 2. Strategie eksperymentalne wiazace sie¢ z zastosowaniem
antysensowych zwigzkéw.
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I11. Badania rybosomalne z udziatem zwigz-
kéw antysensowych

Badania mechanizmoéw regulatorowych, w ktérych
uczestniczy rybosom i przylgczajace sie do niego
ligandy (np. aminoacylo-tRNA, peptydylo-tRNA,
tRNA), polegaja przede wszystkim na stosowaniu
syntetycznych oligonukleotydéw DNA i RNA oraz ich
analogéw, a nie na stosowaniu produktéw naturalnej
ekspresji genu. Wiekszos$¢ badan ukierunkowano w ce-
lu poznania wasciwosci rybosomalnych kwasow nuk-
leinowych. Juz w 1967 roku alkilowane pochodne
oligorybonukleotyddw uzyto do wprowadzenia specy-
ficznej modyfikacji rybosomalnego RNA [10], a w trzy
lata pézniej komplementarne oligodeoksynukleotydy
zastosowano do préb wyjasnienia struktury 55 rRNA
[11]. Za pomoca hybrydyzacji sond cDNA oraz
mikroskopu elektronowego okreslono og6lng morfo-
logie podjednostki 30S E. coli [12]. Natomiast, gtow-
nie przy zastosowaniu oligodeoksynukleotydow za-
wierajgcych fotolabilne grupy zdolne do wytwarzania
wigzan krzyzowych, zidentyfikowano rybosomalne
komponenty biatkowe, sgsiadujace z odcinkiem 23S
rRNA zaliczanym do centrum transferazy peptydylo-
wej [13]. Krotkie, syntetyczne oligomery DNA stuzy¢
mogg do badania interakcji rybosomalnych RNA
miedzy soba oraz miejsc wigzania (tRNA * rRNA)
z rozdzielczoscig nawet do jednej czy dwdch zasad, co
mozna ogdlnie okreslic jako funkcjonalne regiony
tRNA [14-15], Odrebne zagadnienie stanowig zmiany
konformacyjne rRNA wewnatrz podjednostek rybo-
somalnych. Badania tych przemian réwniez sg realizo-
wane z zastosowaniem a-DNA. Przykiadem sg prace
dotyczace struktury 16S rRNA podjednostki 30S z E.
coli [16], czy tez fragmentéw 23S rRNA zaangazowa-
nych w wigzanie deacylowanego tRNA w miejscu
E [17], Syntetyczne sondy DNA znalazty zastosowa-
nie rowniez jako chromosomalne markery rybosomal-
nych RNA Apis mellifera i Triticum monococcum [18,
19], a antysensowe transkrypty RNA umozliwity ba-
danie interakcji biatek rybosomalnych z rybosomal-
nymi kwasami nukleinowymi (np. biatka S7 z 16S
rRNA [20] i$ledzenie ,,dojrzewania” rybosomoéw [21].

Szczeg6lne zainteresowanie budza fragmenty rybo-
somalnych RNA zaangazowane w uniwersalne funkcje
rybosomu, jak np. synteza wigzania peptydowego czy
tez wydtuzanie tancucha polipeptydowego. Te frag-
menty strukturalne rRNA maja czesto forme pojedyn-
czych tancuchéw wyeksponowanych na powierzchnie
rybosomu, co warunkuje ich oddziatywanie z innymi
ligandami. Dostepno$¢ tych fragmentéw struktural-
nych dla innych komponentéw uktadu translacyjnego
pozostaje w Scistym zwiazku z ich funkcja biologiczna.
Nalezy sadzi¢, ze elementy rRNA zaangazowane
w uniwersalne funkcje rybosomu charakteryzuja sie
zachowawczos$cig sekwencji oraz strukturami prze-
strzennymi identycznymi lub bardzo podobnymi, nie-
zaleznie od pochodzenia materialu biologicznego
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[22-24]. Zablokowanie takiej domeny funkcjonalnej
relatywnie matym zwigzkiem, np. krotkim (10-20 za-
sad) antysensowym oligonukleotydem, winno spowo-
dowac¢ inhibicje aktywnos$ci biologicznej. Podobny
efekt moze nastgpi¢ w przypadku zastosowania rybo-
zymu i programowej hydrolizy funkcjonalnego frag-
mentu RNA w specyficznym, wczes$niej zaplanowa-
nym, miejscu. Takie podejscie eksperymentalne umoz-
liwia precyzyjne badanie funkcji danej struktury RNA,
jak réwniez mechanizmu molekularnego danego pro-
cesu.

W przeprowadzonych pracach eksperymentalnych,
dotyczacych analizy znanych struktur pierwszorzedo-
wych 23S i 26S rRNA oraz przez poréwnanie wy-
branych fragmentéw o okreslonej funkcji biologicznej,
wybraliSmy Kkilka potencjalnie istotnych dla funk-
cjonowania rybosomu elementéw strukturalnych
rRNA. Badano tzw. domene a-sarcyny duzego rybo-
somalnego RNA (L-rRNA). Za pomoca antysenso-
wych sond oligonukleotydéw DNA wykazalismy
uczestnictwo tego fragmentu rRNA duzej podjednos-
tki rybosomalnej w procesie wigzania aminoacy-
lo-tRNA i wydtuzania taricucha polipeptydowego [23,
24]. Mozliwa jest hybrydyzacja a-DNA z wolnym
rybosomem, tj. nie zaangazowanym w proces syntezy
polipeptydu. Natomiast rybosom ze zwigzanym nowo
syntetyzowanym polipeptydem nie jest zdolny do
hybrydyzacji a-DNA. Przytaczenie tylko aminoacy-
lo-tRNA nie zabezpiecza rybosomu przed hybrydyza-
cja a-DNA z domeng a-sarcyny.

Zastosowanie syntetycznych sond oligonukleotydo-
wych, komplementarnych wobec réznych fragmentéw
roslinnych 5S rRNA, pozwolito na uzyskanie nowego
narzedzia badawczego do analizy mechanizmu wigza-
nia fenyloalanylo-tRNA z rybosomami oraz syntezy
polifenyloalaniny [25]. Wykazano wyrazne roznice
w zdolnosci do hybrydyzacji poszczeg6lnych sond
oraz odmienny efekt inhibitorowy w procesie wigzania
fenyloalanylo-tRNA i syntezy polifenyloalaniny. Spo-
$réd testowanych oligonukleotyddéw najwiekszy efekt
inhibitorowy wykazywata sonda komplementarna wo-
bec zachowawczej sekwencji w petli ,,C” czgsteczki 5S
rRNA [25],

IV. Whnioski i perspektywy zastosowania stra-
tegii antysensu efektywnych podczas regu-
lacji biosyntezy biatka

Poczgwszy od lat siedemdziesigtych oligonukleoty-
dy i ich analogi znalazty szereg waznych zastosowan
w biologii molekularnej. Sg one stosowane do klono-
wania i sekwencjonowania, jako elementy ,,blokowe”
stuzgce do konstrukcji syntetycznych genéw oraz jako
startery (“pr/mcrs”) reakcji PCR (fancuchowa reakcja
polimeryzacji).

Uniwersalno$¢ prawa parowania zasad — bedgca
podstawg strategii antysensu — prowadzi do wielo-
rakich mozliwosci ich wykorzystania. Przykiadem
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tych zastosowah sga badania cyklu komérkowego
i namnazania komdrek, identyfikacja genéw odgrywa-
jacych istotng role w rozwoju embrionalnym, analiza
proceséw regulatorowych transkrypcji i translacji,
testowanych zarédwno in vivo jak i in vitro [1, 2, 5, 6].
Antysensowe oligonukleotydy znalazty praktyczne za-
stosowanie w diagnostyce medycznej [26-29] i wetery-
naryjnej [30] (gtéwnie jako sondy hybrydyzacyjne
wzgledem 16S rRNA bakterii chorobotwdérczych),
a nalezy sadzi¢, ze w niedalekiej przysztosci stang sie
takze istotnym czynnikiem terapeutycznym, zwiaszcza
w odniesieniu do choréb wirusowych i nowotworo-
wych.

Po raz pierwszy in vivo udato sie zastosowac strate-
gie antysensu do zahamowania proliferacji wirusa
miesaka Rous sarcoma w kulturach tkankowych — po
dodaniu do medium komoérkowego niezmodyfikowa-
nych oligodeoksynukleotydéw, komplementarnych
wobec wirusowego RNA [31]. Podejscie to stanowito
podstawe do opracowania dalszych strategii anty-
wirusowych, a ostatnio takze terapii genowej w przy-
padku AIDS. Terapia ta zaklada zablokowanie eks-
presji okre$lonych genéw w komdrkach zainfekowa-
nych wirusem HIV [32], czy tez wstrzymanie replikacji
samego wirusa w zainfekowanym uktadzie biologicz-
nym (np. za pomocg antysensowego wektora RNA,
sprzezonego z katalityczng domenag typu “hammer-
head” [33]). Wiekszo$¢ badan in vivo na poziomie
translacji prowadzono za pomocg antysensowych oli-
gonukleotydéw RNA czy DNA komplementarnych
wobec informacyjnego RNA (mRNA). Antysensowa
sekwencja specyficznie blokuje synteze kodowanego
biatka w wyniku utworzenia dwuniciowego hybrydu,
co pocigga za soba niemozno$¢ odczytania przez
rybosomy informacji kodowanej w mRNA. Szczeg6to-
we badania prowadzone zaréwno w uktadach poza-
komoérkowych, jak i w kulturach tkankowych, wyka-
zaly jednakze, ze efekt dziatania antysensowego zwigz-
ku rzadko stanowi wytgcznie czysto mechaniczne
zablokowanie translacji [6]. Efekt ten zalezy m.in. od
umiejscowienia a-DNA wzgledem fragmentu mRNA.
To znaczy czy a-DNA wystepuje przed czy za kodo-
nem startowym, czy pokrywa sie z miejscem wigzania
podjednostek rybosomalnych lub faktoréw inicjuja-
cych, czy tez wytgcznie z sekwencjg kodujacg (por.
praca przegladowa Helene i Toulme [6]). Zaro6-
wno w komorkach pro- jak i eukariotycznych stwier-
dzono, ze obecnos$¢ antysensowego RNA (lub a-DNA)
moze hamowac synteze biatka, a takze obniza¢ poziom
docelowego transkryptu. Powoduje on destabilizacje
wzglednie uaktywnienie RNaz specyficznych dla
RNA-RNA hybrydéw [6]. R6zny stopien efektywno-
$ci blokowania translacji zalezny jest od miejsca
przytgczania antysensowego zwigzku. Przyktadowo
antysensowy transkrypt komplementarny wzgledem
odcinka 3' mRNA wykazuje wyzszg skuteczno$¢ niz
komplementarny wzgledem promotorowego odcinka
5', wigcznie z kodonem startowym AUG, a takze
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regionéw kodujacych [33, 34]. Specyficzne zabloko-
wanie translacji na poziomie rRNA, z pominigciem
mRNA, pozwolitoby unikngé¢ wystepowania ,,efektow
ubocznych”. Jest to mozliwe zwtaszcza w przypadku
zastosowania syntetycznych oligonukleotydow. Stra-
tegia ta wymaga zewnetrznego podania do komérek
a-DNA, np. w wyniku mikroiniekcji, czy tez poprzez
pobranie z podioza. Zastosowanie takiego podejscia
eksperymentalnego pozwala unikngé ewentualnych
modyfikacji a-DNA czy tez nawet hydrolizy tej czgste-
czki, a zatem proceséw mogacych zachodzi¢ podczas
transportu z jadra komoérkowego do cytoplazmy.
Taka mozliwo$¢ istnieje w przypadku antysensowych
transkryptow powstatych w komoérce w wyniku wpro-
wadzenia antysensowych genow. ,,Zainfekowanie” ko-
marki z zewnatrz prowadzi wytgcznie do hybrydyzacji
w cytoplazmie. Synteza chemiczna pozwala réwniez na
wprowadzenie do czgsteczki antysensowego zwigzku
grup funkcyjnych, zwiekszajgcych stabilnos$¢ i odpor-
nos¢ na enzymy nukleolityczne oraz powinowactwo
do sekwencji docelowej. Zachodzi réwniez poprawa
przenikania przez btony komoérkowe lub pobierania
a-DNA przez komorke (zainteresowanych odsytamy
do opracowan [5, 35-37]).

Odpowiednio przygotowane, antysensowe zwigzki
komplementarne wzgledem specyficznej sekwencji
rRNA mogtyby stanowié preparat terapeutyczny. Is-
totna bytaby w tym przypadku mozliwos¢ podawania
tych preparatéw tylko w okresie obecnosci patogenéw
w organizmie.

Takze badania prowadzone w uktadach roslinnych
z wykorzystaniem antysensowych oligonukleotydow
regulujacych biosynteze biatka na poziomie rRNA
uzasadniajg stwierdzenie, ze antysensowe zwiazki stu-
zy¢ mogg celom poznawczym i aplikacyjnym.

Artykut otrzymano 12 pazdziernika 1993 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1993 r.
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l. Wstep

Aktywnos¢ biologiczna wielu kancerogenow i cyto-
statykow jest uwarunkowana ich kowalencyjnym wig-
zaniem z DNA [1, 2]. Czesto reakcje te mozna
odtworzy¢ i bada¢ w prostych uktadach bezkomor-
kowych. Jednym z nich jest ukiad zaleznej od DNA
polimerazy RNA [3-8]. Zaletg jego jest wysoki stopien
wiernosci procesu tranksrypcji. Wiernos¢ ta wiasciwa
jest zwiaszcza uktadom prokariotycznym. | tak np.
polimeraza RNA izolowana z Escherichia coli syn-
tezuje wobec DNA faga T7 produkt odpowiadajgcy
RNA powstajgcemu w komorce bakteryjnej bezpo-
$rednio po zakazeniu fagiem. Dzieje sie tak dlatego, ze
enzym bakteryjny rozpoznaje promotory, ,,sensowng”
ni¢ fagowego DNA, kolejne zasady w trakcie elongacji
tancucha RNA i sygnaty terminacji [3-8]. W artykule
omawiam wptyw kowalencyjnych modyfikacji DNA,
polegajacych na podstawieniu lub przytgczenia drob-
noczasteczkowych zwigzkéw, na funkcje DNA jako
matrycy. Badania zmodyfikowanego DNA pozwalaja
na lepsze poznanie z jednej strony oddzialywan en-
zym-matryca, z drugiej — natury samego uszkodzenia.

I1. Chemiczna modyfikacja DNA

Przeglad ograniczam do tych zwigzkéw, ktdrych
produkty reakcji z kwasami nukleinowymi byty bada-
ne w ukiadzie syntezy RNA in vitro. Sg to substancje
bardzo rézne, poczynajac od tak prostej jak cis-diami-
nodichloropiatyna(ll) (cisplatyna), poprzez iperyt azo-
towy i inne leki dwualkilujace, wielopierscieniowe
zwigzki aromatyczne, z ktdrych najczesciej badane
byty przeciwtuszczycowe pochodne furokumaryn, az
do silnych mutagendéw i kancerogenow, jakimi sg
benzo(a)piren i 2-aminofluoren, czy chlorek winylu
(Rye. 1.

I1-1. Specyficznos¢ wigzania

Wiele zwigzkow reaguje przede wszystkim z zasa-
dami purynowymi kwasow nukleinowych, zwitaszcza
guaning, przy czym miejscem wigzania jest czesto
pozycja N7. Te atomy azotu o wysokiej gestosci
elektronowej eksponowane do wiekszej bruzdy DNA
w konformacji B, reagujg z czynnikami elektrofilowy-
mi. N7 guaniny ulega reakcji z monoalkilujacymi
zwigzkami, takimi jak metylo- czy etylometanosul-
fonian, i ze zwigzkami dwualkilujgcymi, wywodzacymi
sie z iperytu [9-11]. Cechg tych ostatnich sg dwie grupy
chloroetylowe (Rye. 1, 2). Z N7 guaniny jest réwniez
wigzana (Rye. 1, 2) aktywowana przy udziale frakcji
mikrosomalnej aflatoksyna Bj [12, 13]. Atomy N7
puryn, najczesciej guaniny, sg takze miejscem wigzania
atomu centralnego cisplatyny. Plaskokwadratowa
struktura kompleksu warunkuje istnienie dwoch ste-
reoizomerow: cis- i transplatyny (Rye. 1). Obydwa
reagujag z DNA, przy czym podstawienu ulegajg jeden
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Rye. 1. Struktury omawianych zwigzkow.

I metylometanosulfonian; Il etylomctanosulfonian; zwiazki
dwualkilujace: Ill iperyt azotowy; IV mefalan; V chlor-
ambucil; VI aktywowana pochodna cyklofosfamidu — 4,5-
(propienowy kwasj-sulfidocyklofosfamid; VII cisplatyna;
VIl transplatyna; I1X chlorek winylu i jego metabolity:
X tlenek chloroetylenu i Xl aldehyd chlorooctowy; XII
aflatoksyna B,; XIIl 2-aminofluoren; XIV N- acetylo-2-a-
minofluoren; XV N-hydroksy-2-aminofluoren; XVI chlor-
promazyna; XVII mitomycyna A; XVIII mitomycyna C;
XIX benzo(a)piren; XX benzo(a)piren-9,10-epoksy-8,7-diol;
XXI nitrakryna; XXII adriamycyna (doksorubicyna); XXIII
3'-(3-cyano-4-morfolinylo)-3'-deaminoadriamycyna; XXIV
psoralen; XXV angelicyna.

lub dwa atomy chloru. Tylko jeden z izomerdéw,
cisplatyna, okazat sie uzyteczny w terapii nowotworéw
[14-16],
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Ryc. 2. Struktury niektérych adduktow.

1— 1V addukty metabolitéw chlorku winylu: | 7-(2-ok-
soetylo)guanina; Il N2, 3-etenoguanina; Il I,N6-etenoade-
nina; IV 3,N4-etenocytozyna; V produkt alkilacji dwufunk-
cyjnej dwoch guanin iperytem azotowym; VI dwufunkcyjnie
zwigzana mitomycyna C; addukty benzo(a)pirenu (VII)
i aflatoksyny B, (VIII) z guaning; IX struktura jednego
z fotoadduktéw psoralenu z tyminami; X prawdopodobna
struktura adduktu chlorpromazyny, na podstawie budowy
produktu reakcji chlorpromazyny z GMP [19]; addukty
2-amino- (XI) i N-acetylo-2-aminofluorenu (XII) z C8
guaniny oraz N-acetylo-2-aminofluorenu z grupa NH,
guaniny (XIII).

Pochodne 2-aminofluorenu tworzg podczas inkuba-
cjiz DNA dwa typy adduktéw o strukturach identycz-
nych ze strukturami adduktéw wyodrebnionych z wat-
roby szczuréw. Przewaza ilosciowo produkt podsta-
wienia na atomie C8 guaniny. Cze$¢ kancerogenu
wigze sie z grupa 2NH2zasady [17, 18]. Z C8 guaniny
jest takze wigzany lek antypsychotyczny, chlorproma-
zyna (Ryc. 1. 2) [19].

Mitomycyna C (aktywowana czynnikami redukcyj-
nymi) wigze sie selektywnie z grupami 2N H 2 guaniny
[4, 20, 21], dajac dwa rodzaje monoadduktéw oraz
diaddukt (Ryc. 2). Gtdbwnym miejscem przytaczenia
pochodnych benzo(a)pirenu do DNA jest réwniez
grupa 2NH2 guaniny (Ryc. 2), rzadziej atom N7
puryny [22].

24

Preferencjg w stosunku do puryn w reakcji reduk-
tywnego wigzania z DNA w obecnosci zwigzkéw
sulfhydrylowych charakteryzuje sie nitrakryna (Leda-
krin) (Ryc. 1). Struktura powstajgcego adduktu nie jest
znana [23, 24]. Adriamycyna (doksorubicyna, Ryc. 1)
w obecnosci jonéw Fe(ll1) tworzy nieodwracalne pota-
czenie z DNA prawdopodobnie w wyniku katalitycz-
nej redukcji ditiotreitolem [25], W inny sposéb reaguje
z DNA bardzo aktywna biologicznie cyjanomorfolino-
wa (Ryc. 1) pochodna adriamycyny [26, 27]. Istotng
role odgrywa tu podstawienie grupy cyjanowej. W obu
przypadkach miejscem wigzania jest guanina. Struk-
tura tych adduktéow jest przedmiotem domystéw
[26-29].

Oddziatywania furokumaryn z DNA sa tematem
szeregu artykutow przegladowych [30-32], takze na
tych tamach [33]. Skondensowane pierscienie uktadu
furokumaryny sg utozone liniowo (psoralen) lub kato-
wo (angelicyna) (Ryc. 1). Pochodne psoralenu reagujg
z DNA tworzac pod wptywem naswietlania w zakresie
320-400 nm monoaddukty. Wigzanie nastepuje przez
uktad cyklobutanowy miedzy atomami wegla 4' i 5
w pierscieniu furanowym lub 3 i 4 w pierscieniu
pironowym a atomami 5 i 6 zasady pirymidynowej,
najczesciej tyminy. Monoaddukt utworzony wzdtuz
krawedzi furanu moze by¢ przeksztatcony w wyniku
dalszego naswietlania w diaddukt (Ryc. 2) poprzez
cykloaddycje miedzy pierécieniem pironowym a piry-
midyna (tymina) w komplementarnej nici DNA
[30-33],

Wiasciwosci matrycowe DNA ulegajg modyfikacji
pod wptywem chlorku winylu, a wiasciwie jego meta-
bolitow (Ryc. 1), tlenku chloroetylenu i aldehydu
chlorooctowego [34], W wyniku ich reakcji z kwasami
nukleinowymi powstaja produkty podstawienia na
atomie N7 guaniny oraz pochodne zasad okreslane
jako ,,eteno”, ktérych wspdlna cechg jest dodatkowy
uklad pierscieniowy (Ryc. 2). O tworzeniu adduktu
decyduje nie tylko specyficznos¢ reakcji w stosunku do
danej zasady, lecz takze otoczenie reagujgcej zasady.
Ten kontekst sekwencyjny to takze jeden z celow
badan transkrypcji zmodyfikowanej matrycy (por.
m-2,4).

11-2. Struktura przestrzenna uktadu addukt-DNA

Utozenie wielopierscieniowego fragmentu adduktu
w stosunku do heliksu moze mie¢ znaczenie dla
wiasciwosci DNA. Cykliczne uktady mitomycyny
C [35], benzo(a)pirenu [22] czy 2-aminofluorenu [18],
jesli ten ostatni zwigzany jest z grupa aminowg guani-
ny, leza w mniejszej bruzdzie heliksu nie wywotujac
wiekszych zmian konformacyjnych. Zwigzany kowa-
lencyjnie pierscien psoralenu jest interkalowany mie-
dzy sgsiadujace pary zasad [30-33] i takze nie powodu-
je destabilizacji wigzan miedzy komplementarnymi
zasadami. Jedli natomiast acetyloaminofluoren potg-
czony jest z C8 pierscienia guaniny, nastepujg znaczne
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zmiany konformacyjne [36]. Podstawiona reszta gua-
niny w formie syn jest ,,wynicowana” na zewngtrz
heliksu podczas gdy uktad pierscieniowy kancerogenu
jest wsuniety w strukture dwuniciowg (“insertion-dena-
turation model”). Struktura taka moze przyjmowaé
konformacje Z [37, 38]. Bichara i Fuchs [39]
podkres$laja réznice miedzy dwoma skadingd bardzo
bliskimi sobie adduktami. Jesli bowiem z DNA zwigza-
na jest reszta aminofluorenu (brak grupy N-acetylo-
wej), to denaturacja DNA nie nastepuje, a wielopiers-
cieniowy addukt lezy w wezszej bruzdzie DNA w nie-
wielkim stopniu zmieniajgc przestrzennag strukture
heliksu.

Sposrod  wielu rodzajéw wigzania cisplatyny
z DNA, szczegdlng uwage przycigga ten, w ktorym
atom centralny kompleksu spina dwie sgsiednie pury-
ny w tej samej nici DNA poprzez atomy N7. Ten typ
wigzania jest charakterystyczny dla izomeru cis, a nie
wystepuje wsérod produktéw reakcji izomeru trans
[14-16], lzomer trans ze wzgledu na odlegtosci miedzy
centrami reaktywnymi czasteczki (Ryc. 1) moze nato-
miast wigza¢ dwie puryny w tym samym tancuchu
przedzielone trzecig zasada, najczesciej pirymidynowa
(por. 111-4). Wewnatrzniciowe wigzanie cisplatyny po-
woduje zaburzenie struktury DNA, lokalne zerwanie
wigzan wodorowych i zagiecie heliksu [15].

Alkilacja zasad moze zwigkszaé tendencje do przyj-
mowania przez DNA struktury Z [40]. Zwigzki, ktore
mogg reagowac¢ z DNA dwufunkcyjnie: iperyty i inne
leki dialkilujgce [10], pochodne psoralenu [30-33],
mitomycynaC [20,21], cisplatyna [14-16] cyjanomor-
folinoadriamycyna [27] oraz w pewnym stopniu nit-
rakryna [24] tworzg wigzania miedzyniciowe stabili-
zujace heliks. W przeciwienistwie do psoralenéw, an-
gelicyny ze wzgledu na katowe utozenie pierscieni (Ryc.
1), tworzg wytacznie monoaddukty [31, 33].

I11. Wplyw adduktéw na synteze RNA

Badania substancji wigzacych sie kowalencyjnie
z DNA w ukfadzie syntezy RNA obejmujg oznaczanie
catkowitej syntezy RNA na zmodyfikowanej matrycy,
okreslanie ich wpltywu na wigzanie polimerazy RNA
z DNA, na inicjacje tancuchéw polinukleotydowych
i na elongacje.

I11-1. Inhibicja catkowitej syntezy RNA

Najtatwiej uchwytna konsekwencja chemicznej mo-
dyfikacji DNA jest obnizenie jego aktywnosci mat-
rycowej, czyli zmniejszenie catkowitej ilosSci syntezo-
wanego RNA. Zalezno$¢ miedzy procentowym ob-
nizeniem syntezy RNA, a liczbg adduktéw na matrycy
przedstawiona na wykresie logarytmicznym stanowi
w wielu przypadkach linie prostg. Moze to by¢ przy-
datne dla oznaczenia liczby adduktow, gdy brak innej
metody pomiaru. Kompilacja danych pochodzgcych
z kilku pracowni (Gniazdowski, Cera, w przy-
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gotowaniu) wykazata, ze pomiary aktywnosci mat-
rycowej dokonywane w réznych warunkach (rézne
typy matryc, polimerazy RNA z roznych zrodet) dajg
podobne wartosci. W przypadku wielopierscienio-
wych adduktéw 8-metoksypsoralenu, 4,5-dimetyloan-
gelicyny [41, 42], benzo(a)pirenu [43], pochodnych
2-aminofluorenu [43, 44] i nitrakryny [45] obser-
wowano zahamowanie syntezy RNA do 50% przy
liczbie adduktéw wynoszacej 0,2-0,8 na 103 pz DNA.
Czynnikiem mogacym wptywaé na wyniki pomiardw
aktywnosci jest dtugos¢ transkryptu [46].

Prostsze zwigzki alkilujagce w mniejszym stopniu
hamuja synteze RNA. 50% hamowania obserwowano
przy 1,6 czasteczek iperytu azotowego przypadajacych
na 103 pz DNA faga T7 [47]. Dziatanie czynnikow
monoalkilujacych: dimetylosiarczanu i metylo- lub
etylometanosulfonianu daje analogiczny efekt dopiero
przy 14 alkilowanych zasadach na 103 pz [48].

Obnizenie aktywnosci matrycowej moze wskazac na
powstawanie adduktéw, a badanie krzywej inhibicji
w zaleznosci od gestosci adduktéw, potwierdzi¢ ich
réznice stukturalne [43]. Zmniejszenie aktywnosci
bakteryjnej polimerazy RNA w obecnosci poli (dI-dC)
uprzednio traktowanego aflatoksyng Bl stato sie prze-
stankg wskazujgca na wigzanie tego kancerogenu
z resztami cytozyny [49, 50].

Kowalencyjnie zwigzane ligandy wywieraja o wiele
wiekszy efekt na synteze RNA niz ligandy oddziatywu-
jace z DNA niekowalencyjnie. | tak np. niekowalencyj-
nie cho¢ silnie wigzace sie bis- i trisakrydyny hamowa-
ty synteze RNA przy stosunku molowym
ligand/DNA: 120/103 pz [51].

111-2. Wiernos$¢ transkrypcji

Wiele zmian witasciwosci matrycowych DNA jest
w jakim$ sensie naruszeniem wiernosci transkrypcji.
W tym miejscu ograniczam sie do dwoéch jej aspektow:
wyboru przez enzym wiasciwej nici heliksu i wtasciwo-
§ci kodujacych zmodyfikowanych zasad.

Pierwszym zagadnieniem zajety sie w zapomnianych
obecnie badaniach Boule-Charest i Ma-
met-Bratley. Autorki stwierdzity, ze przy stopniu
inhibicji odpowiadajacym wigzaniu 4 czasteczek ipery-
tu azotowego na 103 pz, powstajacy RNA jest nadal
komplementarny, podobnie jak w kontroli, do jednej
tylko nici DNA faga T7 [52].

Wiasciwosci kodujace zmodyfikowanych zasad byty
badane z zastosowaniem tak polimeraz DNA jak
i polimeraz RNA. Zdaniem Singer polimerazy
RNA maja te przewage, ze pozbawione sa gmatwajacej
wyniki aktywnosci ,,korygujacej” wiasciwej polimera-
zie DNA | [563]. Niektére modyfikacje DNA jak
podstawienie guaniny w pozycji 7 resztg 2-oksoetylo-
wa, pochodzaca z metabolitu chlorku winylu, tlenku
chloroetylenu [54] hamujg transkrypcje nie zmieniajgc
wiasciwosci kodujgcych zasady. Metylacja 04 tyminy
lub 06 guaniny zwieksza wydatnie prawdopodobien-
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stwo blednego kodowania [54], 8-Hydroksyguanina
produkt uszkodzenn DNA rodnikami tlenowymi kodu-
je zaréwno cytozyne jak i adenine [55]. Réwniez
reakcje cykloaddycji metabolitéw chlorku winylu
(Ryc. 2) z adening, guaning lub cytozyng prowadzgce
do pochodnych etenowych daja matryce o zmienio-
nych wiasciwosciach kodujacych. | tak np. stwierdzo-
no, ze prawdopodobienstwo kodowania uracylu przez
etenocytozyne wynosi 33% [34]. Etenoguanina wy-
stepujaca w strukturze poli C powoduje wbhudowywa-
nie obok cytozyny takze adeniny i uracylu [56].
Wiasciwosci kodujgce zmodyfikowanej zasady zaleza
od jej otoczenia. Ta sama etenoguanina jako przeryw-
nik w strukturze poli A jest odczytywana przez poli-
meraze RNA jak adenina jesli odpowiedni substrat,
CTP, nie wystepuje w nadmiarze [57].

111-3. Wigzanie polimerazy RNA ze zmodyfiko-
wang matrycg i inicjacja

Specyficzno$¢ transkrypcji zalezy od znalezienia
przez enzym rejonu promotora i rozpoczecia od niego
syntezy RNA. Wiagzanie enzymu ze zmodyfikowang
matryca byto badane stosunkowo rzadko. Wynikato
to prawdopodobnie z zalozenia, ze przy gestosci
adduktdéw nie przekraczajgcej na ogdtjednej czgsteczki
na 102 pz, prawdopodobiefAstwo uchwytnych doswia-
dczalnie zmian w obrebie promotora, jest niewielkie.
Nie stwierdzono duzych réznic w wigzaniu przez
enzym z DNA faga T7 zawierajgcego 40 reszt nitrakry-
ny lub 12 reszt 8-metoksypsoralenu na 103 pz i wigza-
niu DNA kontrolnego [58]. W przypadku DNA
zmodyfikowanego nitrakryng, kompleks enzym-ma-
tryca byt bardziej wrazliwy na podwyzszong site jono-
wag [58, 59]. Metylacja zasad DNA grasicy cielecej do
poziomu 5% nie zmniejszata wigzania polimerazy [60].

Badania inicjacji przemawiajg za tym, ze modyfika-
cje chemiczne zmieniaja oddziatywania polimerazy
RNA z promotorem. Badania te polegajg na oznacza-
niu liczby inicjowanych tarncuchéw RNA lub badaniu
inicjacji poronnej. W pierwszym przypadku uzywane
sg jako substraty ATP i/lub GTP znakowane 32P
w pozycji y, poniewaz tancuchy RNA z reguly rozpo-
czynaja sie od nukleotydéw purynowych ay i 8 32P
pozostajg na koncu 5' pierwotnego transkryptu. Jesli
w doswiadczeniach jest takze substrat, o znakowanej
zasadzie, to mozna obliczy¢ Srednig dtugos¢ syntezo-
wanych tancuchoéw [2, 44, 59]. Poronna inicjacja
polega na powtarzajacej sie syntezie oligonukleotydow
przez enzym zwigzany z promotorem. Mozna jg badac
pomijajac niektdre substraty w mieszaninie reakcyjnej.
Diugos¢ produktu jest wyznaczona przez pojawienie
sie na kodujacej nici zasady komplementarnej wzgle-
dem brakujgcego nukleozydotrifosforanu. | tak np.
polimeraza E. coli w obecnosci tylko ATP i UTP
syntezuje pppApU na promotorach Al i A3 DNA faga
T7. Niekiedy wyznacza sie miejsce startu na matrycy
poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej odpowied-
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niego komplementarnego dinukleotydu [8].

Synteza pppApU na DNA faga T7 jest hamowana
w zblizonym stopniu przez 8-metoksypsoralen i po-
chodne angelicyny [42, 58, 61]. Efekt inhibicyjny jest
znacznie mniejszy niz hamowanie catkowitej syntezy
RNA. Jest to zrozumiate bowiem inicjacja nastepuje na
krétkim odcinku DNA, podczas gdy w fazie elongacji
prawdopodobienstwo natkniecia sie na addukt jest
odpowiednio wieksze. Tworzenie adduktu w miejscach
startu promotoréw Al i A3, w ktdrych nastepuje
synteza pppApU (ApT) jest mato prawdopodobne.
8-Metoksypsoralen wigze sie z tg sekwencjg stosun-
kowo rzadko [62, 63]. Za inhibicje moze by¢ wiec
odpowiedzialny addukt oddalony o kilka par zasad.

Jesli poréwnywano inkorporacje y 32P-ATP lub
GTP i catkowita synteze RNA, z reguly bardziej
hamowana byta catkowita synteza RNA. Niewielkie
zmiany lub brak zmian w liczbie inicjowanych fan-
cuchéw obserwowano na metylowanym DNA z M.
lysodeicticus lub grasicy cielecej o trzykrotnie obnizo-
nej aktywnosci matrycowej [60]. Nitrakryna hamuje
w wiekszym stopniu synteze tancuchow rozpoczynajg-
cych sie od GTP niz od ATP [59]. W przypadku
benzo(a)pirenu [43] i, w mniejszym stopniu, w przypa-
dku acetylo-2-aminofluorenu [44] obserwowano
wzrost liczby inicjowanych fancuchow, gdy catkowita
synteza RNA byta zahamowana do kilkunastu pro-
cent. Jezeli w badaniach uzyto matryce konstruowane
w taki sposob, ze addukty benzo(a)pirenu byty zwigza-
ne asymetrycznie z kodujaca albo niekodujgca nicia,
wzrost szybkosci inicjacji byt obserwowany tylko
w pierwszym przypadku [64].
jaki spos6b: 1° enzym szybciej, niz w przypadku
niezmodyfikowanej matrycy, koriczy synteze tahicucha
napotykajac addukt, dysocjuje, powraca do miejsca
startu i reinicjuje nastepny tancuch; 2° zmiany konfor-
macyjne wywotane przez addukt w regionie promoto-
ra zwiekszajg prawdopodobieristwo inicjacji. Ta druga
hipoteza znajduje poparcie w doswiadczeniach Cor-
dy i wsp. [65]. Badacze ci zsyntetyzowali dwa
rodzaje dwuniciowych polinukleotydoéw, w ktérych
wystepowaly jako powtarzajgce sie motywy eikozanu-
kleotydy réznigce sie jedynie w $rodku taricucha. Jeden
z nich miat jednostke dinukleotydowag d(GpG), drugi
— jednostke d(ApG), obydwa zawieraly zwigzane
w centrum reszty cisplatyny (Ryc. 3). Stosujac rozne
inicjujgce dinukleotydy i odpowiednie substraty bada-
no inicjacje i transkrypcje na niciach zmodyfikowa-
nych platyng i niciach komplementarnych. Wyniki
otrzymane z polimerazg E. coli i polimerazg Il z zarod-
kow pszenicy oraz obydwoma wariantami, d(GpG)
i d(ApA), byly podobne [65]. Enzym magt inicjowad
w bardzo ograniczonym stopniu transkrypcje, jesli
miejsce startu naktadalo sie czesciowo na miejsce
wigzania platyny lub znajdowato sie przed adduktem
(Ryc. 3). Warto przypomnie¢, ze w miejscu dwufunk-
cyjnie zwigzanej z sgsiednimi zasadami platyny na-
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A
5 C-T-T-C-T-C-T-T-C-T-G-G-T-C-T-T-C-T-C-T

A-A-G-A-G-A-A-G-A-C-C-A-G-A-A-G-A-G-A-G &

Ryc. 3. Powtarzajaca sie sekwencja w polinukleotydzie w doswiad-
czeniach z cisplatyng [65, 66].
Badano dwa warianty: z d(GpG) (na rycinie) lub z d(ApG)
w $rodku sekwencji w uktadzie z polimerazg E. coli lub
polimeraza izolowang z zarodkéw pszenicy. Cisplatyna
byta zwigzana ze Srodkowym dinukleotydem jak wskazano
(A)- W poszczegdlnych doswiadczeniach dinukleotydy
komplementarne do nici platynowanej lub dolnej wyzna-
czaty inicjacje w kierunku wskazanym strzatkami, a dtugos¢
transkryptu wyznaczona byta poprzez odpowiedni zestaw
substratéw. Jesli np. zastosowano UTP i GpG nastgpowata
synteza trinukleotydu na nici dolnej.

stepuje rozerwanie wigzan wodorowych i rozwiniecie
heliksu [15]. Stad zapewne na nici komplementarnej
zaobserwowano wzrost inicjacji [65]. Dalsze badania
wykazaty, ze wigzanie polimerazy bakteryjnej z poli-
nukleotydem zawierajgcym sekwencje d(ApG)-Pt
w centrum powtarzajgcego sie motywu nie ulega
zmianom. Natomiast Kmenzymu dla wariantu d(GpG)
zawierajgcego addukt jest 4-5 razy wyzsza niz dla
polinukleotydu niezmodyfikowanego [66]. Oznacza
to, ze enzym w rdzny sposéb oddziatywuje z tymi
dwoma rodzajami adduktow.

Dos$wiadczenia te byly pierwszymi, w ktérych bada-
no wigzanie enzymu i inicjacje za pomocg matrycy, na
ktérej addukt byt umieszczony tak precyzyjnie [65,
66]. Obecny stan techniki syntezy polinukleotydéw
pozwala spodziewac sie podobnych badan z innymi
adduktami.

I11-4. Elongacja

W wielu pracowniach stwierdzono, ze najbardziej
widoczng konsekwencjg obecnosci adduktéw w mat-
rycy jest powstawanie krotszych tancuchéw RNA.
Zaobserwowano to w przypadku pochodnych amino-
fluorenu [44], nitrakryny [59], benzo(a)pirenu [67],
8-metoksypsoralenu [58] i metylowanego DNA [60].
Wyniki te nasunety dalsze pytania: Czy kazda czgstecz-
ka adduktu blokuje elongacje, czy tez enzym moze
niekiedy ja oming¢? Czy addukty hamujg synteze RNA
jedynie wowczas gdy znajdujg sie na transkrybowanej
nici? Czy sg roznice miedzy mono- i diadduktami
w efektywnoSci przerywania syntezy? W jakiej odlegto-
§ci od adduktu enzym przerywa synteze tancucha
polinukleotydowego? Czy mechanizm blokowania en-
zymu zalezy od wielkosci czasteczki enzymu, struktury
wyzszych rzedow lub pochodzenia? Czy enzym w nie-
naturalnym miejscu terminacji pozostaje zablokowa-
ny w kompleksie trojsktadnikowym matryca-polime-
raza-nowosyntetyzowany RNA, czy tez kompleks ten
ulega dysocjacji i enzym moze ponownie reinicjowac
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synteze?

Poréwnanie adduktéw benzo(a)pirenu, acetylo-2-
-aminofluorenu i 2-aminofluorenu wykazato, ze wszys-
tkie trzy kancerogeny blokuja w okreslonych miejs-
cach synteze tancuchoéw [43]. Liczba tych miejsc
w przypadku benzo(a)pirenu odpowiadata gestosci
roztozenia adduktéw. Natomiast reszty aminofluore-
nu, a w mniejszym stopniu silnie zaburzajgcego struk-
ture DNA acetyloaminofluorenu (por. 11-2) moga by¢
omijane przez polimeraze faga T7 [43], przy czym
enzym bezbtednie odczytuje zmodyfikowang guanine
wstawiajgc w transkrypcie cytozyne [55], Dodajmy, ze
polimeraza Il z oocytow Xenopus laevis jest blokowa-
na przez te addukty [68].

Zastosowanie matryc, w ktorej jedna tylko ni¢
— transkrybowana albo nietranskrybowana, byta ob-
cigzona benzo(a)pirenem pozwolito na stwierdzenie, ze
addukty blokujg elongacje przede wszystkim wtedy,
gdy zwigzane sg z nicig kodujacag. Stwierdzono to
zarowno z polimerazg faga T7 [64], jak i w bardziej
ztozonym ukitadzie z polimerazg Il [68]. Gdy uzyto
matryce ze zmodyfikowang nicig nietranskrybowang
obserwowano niewielki wzrost terminacji w stosunku
do nie modyfikowanego DNA [64], Nath i Ro-
mano ttumacza to raczej wptywem adduktéw na roz-
wijanie heliksu, zwolnieniem elongacji i pauzg w syn-
tezie niz jej przerwaniem. Podobne wnioski wysnuto
z doswiadczen, w ktérych 4'-hydroksymetylo-4,5",
8-trimetylopsoralen zwigzany byt z jedng nicig [69].

Ostatnio pordwnano transkrypcje polinukleoty-
déw, w ktérych dwie guaniny w tej samej nici spiete
byly cis- lub transplatyng [70], W przypadku cisplaty-
ny byta to sekwencja d(GpG) (por. Ryc. 3) lub wariant
tego polinukleotydu z sekwencja d(GpTpG) centrum
powtarzalnego motywu. W przypadku transplatyny
mozliwe jest utworzenie diadduktu wewngtrzniciowe-
go tylko w sekwencji d(GpTpG) (por. 11-1). Wykazano,
ze cisplatyna zaréwno zwigzana z sasiadujgcymi gua-
ninami jak i z sekwencjg d(GpTpG) na nici trans-
krybowanej stanowi dla enzymu nieprzekraczalnag
bariere, transplatyna, natomiast, nie [70]. Analizujgc
transkrypcje produktéw reakcji cis- i transplatyny
wykazano jeszcze jedng réznice miedzy nimi. Wigzania
miedzyniciowe cisplatyny wystepujg miedzy guanina-
mi w komplementarnych sekwencjach d(GpC), nie
obserwuje sie ich w sekwencjach d(CpG) [71] nato-
miast nieaktywny stereoizomer tworzy wigzania dwu-
funkcyjne taczac komplementarng pare dGdC [72].
Monoaddukty cisplatyny mogg by¢ omijane przez
polimeraze [70].

Decuyper i wsp. [73], Shi i wsp. [69]
badali odlegto$¢ miedzy miejscem terminacji tancucha
od adduktu furokumaryny. Analizowano RNA syn-
tetyzowany na SV40 DNA, zawierajacym zaleznie od
warunkoéw naswietlenia minimalng albo maksymalng
ilo$¢ diadduktdéw. Poréwnanie sekwencji transkryptu
z potencjalnymi miejscami wigzania psoralenu wska-
zywalo na to, ze synteza RNA zatrzymywana jest
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w odlegtosci dwdch zasad zaréwno przed monoadduk-
tem, jak i diadduktem [73]. W pracowni Hearsta
zastosowano syntetyczne polinukleotydy zawierajge
mono- lub diaddukt wstawiony 30 zasad ponizej
miejsca startu. Jest ono na tyle odlegte od adduktu, ze
transkrybujacy enzym opuszcza promotor, przesuwa
sie wzdtuz matrycy, oddysocjowuje podjednostke sig-
ma i ulega przeksztatceniu w forme charakterystyczng
dla kompleksu elongacyjnego. Analiza transkryptu
wykazata, ze polimeraza koriczy taricuch RNA nukleo-
tydem kodowanym bezpos$rednio przed monoadduk-
tem lub przed wigzaniem miedzyniciowym. Enzym
pozostaje zablokowany w kompleksie z DNA i RNA
[69], Identyczne wyniki otrzymano z polimeraza faga
T7 [74].

Badania z polimeraza E. coli na DNA modyfikowa-
nym mitomycyna C wykazaly, ze wiele tancuchéw
RNA ulega terminacji jedng zasade przed tg, ktora jest
kodowana przez guanine. W taricuchu RNA oznacza
to przerwanie syntezy na X w sekwencji XpC [75].
W tej samej pracy wykazano, ze terminacja tanicuchéw
RNA przez adriamycyne w obecnosci jonow Fe(ll) lub
Fe(l1l), jest bardziej selektywna. Nastepuje ona bo-
wiem na reszcie guaniny poprzedzajacej reszte cytozy-
ny w tafcuchu RNA. Swiadczy to o powstawaniu
specyficznych adduktéw, byé moze wigzan miedzy-
niciowych, nie wykrywanych innymi metodami [25,
75], Cyjanomorfolinoadriamycyna (Ryc. 1) reagujgca
z DNA w odmienny spos6b [26, 27] powoduje bloko-
wanie transkrypcji na sekwencjach CpC i GpG, a takze
na sekwencji GpC [28,29]. Blokowanie na tej ostatniej
moze odpowiadaé wigzaniom miedzyniciowym. Nato-
miast bloki na sekwencjach CpC i GpG mogg zalezeé
od diadduktéw wewnatrzniciowych. Jesli reszty cyto-
zyny nie ulegaja modyfikacji to zablokowanie trans-
krypcji przy dwoch kolejnych guaninach na nici nie-
transkrybowanej oznacza, ze w tym przypadku diad-
dukt na tej nici rowniez blokuje synteze RNA [29].
W badaniach Philipsa i wsp. [75] mitomycyna
C hamuje transkrypcje, jak sie wydaje, niezaleznie od
tego czy sg to miedzyniciowe diaddukty czy monoad-
dukty na nici transkrybowanej.

Istniejg wyniki wskazujace na to, ze efekty adduk-
tow zaleza od rodzaju enzymu. Polimeraza faga SP6
byta blokowana przez dwufunkcyjnie zwigzang mito-
mycyne A na 3-4 zasady przed wigzaniem miedzy-
niciowym. Natomiast wiele monoadduktow byto omi-
janych przez ten enzym i powstawat transkrypt o dtu-
gosci takiej jak na DNA nie modyfikowanym (Cera
i Crothers maszynopis).

Badania zwigzkow dwualkilujgcych: iperytu azoto-
wego, mefalanu, chlorambucilu i pochodnej cyklofos-
famidu (Ryc. 1) wykazatly, ze tylko trzy pierwsze
powodowaly zahamowanie syntezy RNA przez poli-
merazy faga T7 lub SP6 w okre$lonych miejscach.
Miejsca te nie zawsze pokrywaly sie z charakterystycz-
nymi miejscami alkilacji matrycy, jakimi sg reszty
guaniny [76]. Dalsze badania w tej pracowni do-
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prowadzity do wnioskéw, ze uszkodzeniami matrycy
prowadzacymi do zatrzymania transkrypcji sa, w przy-
padku iperytu azotowego, wigzania dwufunkcyjne
miedzy sgsiadujacymi guaninami w tej samej nici.
W przypadku mefalanu i chloroambucilu sg to raczej
wigzania miedzy kolejnymi adeninami [77]. Warto
wspomnie¢, ze role dwufunkcyjnych wigzan w obrebie
tej samej nici DNA w hamowaniu syntezy RNA przez
iperyty podkreslaty juz Degre-Couve i Ma-
met-Bralley [47]. Analiza terminacji przy wyso-
kich stezeniach iperytu azotowego wskazuje [78], ze
enzym bakteryjny przerywa synteze jedna zasada
przed dwoma kolejnymi guaninami, lecz takze, w prze-
ciwienistwie do wynikéw Piepera i wsp. [76,77],
przed pojedynczo wystepujagcymi guaninami. Niektdre
z tych ostatnich miejsc terminacji ze wzgledu na
blisko$¢ drugiej guaniny w nici komplementarnej
moga odpowiada¢ wigzaniom miedzyniciowym [78],

Polimeraza RNA zatrzymana przez psoralen pozo-
staje w kompleksie ztozonym z enzymu, matrycy
i nowosyntezowanego RNA [69, 74]. Architektura
takiego zamrozonego przez addukt kompleksu elon-
gacyjnego byta przedmiotem badan [74, 79, 80], a ich
wyniki byly niedawno omdwione [33]. Warto to
omodwienie uzupetni¢ o nowsze publikacje [81, 82],
Badania kompleksu polimerazy T7 z polinukleotydem
o dtugosci 66 pz i mostkiem psoralenowym w pozycji
+ 36/-1-37 liczac od miejsca startu wykazaly, ze za-
trzymany przez diaddukt enzym jest mocno zwigzany
z niekodujacg nicig DNA, a powstajacy fafncuch RNA
tworzy z transkrybowang nicig hybryd o dtugosci 7 pz
[81]. Z tego trdjsktadnikowego kompleksu mozna
oddysocjowa¢ RNA dziataniem heparyny uzyskujac
trwaty kompleks ,,quasi elongacyjny” [81]. Trwaltos¢
wigzania enzymu ze zmodyfikowanym DNA [74, 79,
81, 82] stanowi potwierdzenie innych danych wskazu-
jacych na to, ze polimeraza napotykajgc na addukty
tworzone przez acetyloaminofluoren [44], ben-
zo(a)piren [67], pochodne psoralenu lub angelicyny
[42] jest zatrzymana. Trwato$¢ tego wigzania w miejs-
cu modyfikacji jest rozna dla réznych adduktow.
Zwiekszenie bowiem liczby inicjowanych tahcuchéw
na DNA zmodyfikowanym przez benzo(a)piren [43,
64] swiadczy o tym, ze w przypadku tego adduktu enzym
moze dysocjowac i rozpoczynaé nastepng runde.

W niektérych pracowniach stwierdzono, ze mono-
addukty: pochodne promazyny [73], monofunkcyjnie
zwigzana mitomycyng (Cera i Crothers, maszy-
nopis), benzo(a)piren [46], czy aminofluoren [55] nie
zawsze blokujg elongacje. Obserwuje sie to na ogo6t
z niewielka, bo o masie 105 daltonéw, polimerazg T7
lub SP6 [46, 55], rzadziej z multimerycznym enzymem
bakteryjnym lub eukariotycznym [55, 68,73]. W wiek-
szosci przypadkow duze addukty powodujg termina-
cje. Trudno powiedzie¢ w jakim stopniu zalezy to od
struktury adduktu, w jakim od ,kontekstu” zasad.
Polimeraza moze natomiast czesto omingé proste
reszty mono i dialkilowe na DNA [78].
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IV. Uwagi koncowe

Wiekszo$¢ kowalencyjnych modyfikacji DNA blo-
kuje elongacje. Stwierdzono to dla monoadduktéw na
nici transkrybowanej i wigzacych dwie nici diadduk-
tow psoralenu. Mechanizm blokowania przez te
uszkodzenia moze by¢ rézny [69], Monoaddukt znosi
wiasciwosci kodujace tyminy, natomiast diaddukt blo-
kuje synteze RNA poprzez uniemozliwienie rozdziele-
nia komplementarnych nici. W niektérych przypad-
kach przypuszcza sig, ze enzym moze oming¢ uszko-
dzenie, a takze zmieni¢ transkrybowana ni¢ [43], cho¢
na to ostatnie brak jest dowoddéw. Inne zmiany
w ukfadzie transkrypcji to zaburzenia wigzania en-
zymu i inicjacji. Zaburzenia struktury DNA moga
zwiekszy¢ liczbe inicjacji z pierwotnych promotoroéw,
moga tez powodowaé powstanie nowych miejsc ini-
cjacji. Latwo wyobrazi¢ sobie, ze mostki miedzynicio-
we inaktywujg promotory. Modyfikacja zasad moze
zmieniaé kodujace ich wiasciwosci.

Badania zmodyfikowanych matryc pozwalaja na
poznawanie mechanizmoéw transkrypcji. Analiza od-
dziatywania enzymu w miejscach terminacji induko-
wanych przez psoralen [69, 74, 79, 81, 82] lub badania
platynowanych polinukleotydoéw [65, 66] sg tego naj-
lepszymi przyktadami. Transkrypcja stuzy wreszcie
jako narzedzie wykrycia adduktow i okreslenia ich lo-
kalizacji w DNA i tak jest stosowana w wielu ostatnio
publikowanych pracach. Wyniki badan w ktérych w pro-
stych uktadach subcelularnych widzi sie réznice mie-
dzy lekiem ajego nieaktywnym analogiem lub stereo-
izomerem [70] to szczegdlny dar natury dla biologa
molekularnego. Z drugiej strony nie sposob nie zauwa-
zy¢, ze leki przeciwnowotworowe i kancerogeny w opi-
sywanym uktadzie niejednokrotnie zachowujg sie tak
samo [25, 29, 49, 60, 70-72, 74-78, 83],

Obecny stan wiedzy pozwala na wysuniecie wielu
nowych pytan i powtdérzenie tych, na ktére dotychczas
odpowiedzi sg fragmentaryczne. Czy wierno$¢ trans-
krypcji jest zachowana, gdy enzym dochodzi do miejs-
ca terminacji wyznaczonego przez addukt? Jesli ma to
miejsce to jak polimeraza omija addukt? Jakie sg
strukturalne cechy adduktéw decydujgce o wymuszo-
nej terminacji? W przypadku powstawania wiecej niz
jednego typu adduktu nasuwa sie pytanie o roéznice
mechanizmoéw inhibicji wasciwe formom izomerycz-
nym. Sgdzgc z ostatnich publikacji, a takze nie pub-
likowanych informacji, na wiele z tych pytan po-
szukuje sie odpowiedzi.
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Molekularne podstawy mutagennego dziatania chlorku

winylu

Molecular basis of mutagenic activity of vinyl chloride

MALGORZATA M. MROCZKOWSKA-SLEUPSKA],

JAROSEAW T. KUSMIEREK?

Spis tresci:

1 Chlorek winylu — toksyczny czynnik Srodowiskowy

Il.  Aktywacja metaboliczna chlorku winylu i detoksykacja
jego metabolitow

I11.  Reakcja metabolitéw chlorku winylu z zasadami kwasow
nukleinowych

IV. Molekularna dozymetria adduktdéw chlorku winylu

V. Mutagenno$¢ i kancerogenno$¢ tlenku chloroetylenu
i aldehydu chlorooctowego

VI. Wiasciwosci kodujgce adduktow

VII. Reperacja adduktow

Wykaz stosowanych skrétéw: chlorek winylu — VC; aldehyd
chlorooctowy — CAA,; tlenek chloroetylenu — CEO; 7-(2-0-
xoetylo)guanina — 70eG; 3,N4-etenocytozyna — 3,N4eC;
3,N4-(N4-a-hydroksyetano)cytozyna—3,N4eC «H 20;
I,N6etenoadenina — I,N6eA; |,N6-(N6-a-hydroksyeta-
no)adenina — I,N 6eA mH20; N2 3-etenoguanina — N 2,3eG;
I,N 2etenoguanina — |,N 2eG.

I. Chlorek winylu — toksyczny czynnik $rodo-
wiskowy

Chlorek winylu (VC-ang. vinyl chloride) jest po-
wszechnie stosowanym zwigzkiem chemicznym. Uzy-
wa sie go do produkcji polimeréw i kopolimeréw
wykorzystywanych w przemysle tworzyw sztucznych.
W latach pieédziesigtych rozpoczeto masowq produk-
cje PCW i kopolimeréw VC np. z chlorkiem winilidy-
ny, co spowodowato olbrzymi wzrost produkcji chlor-
ku winylu [1]. Roczna produkcja PCW na Swiecie
przekroczyta w 1988 r. 18 milionéw ton [2] w Polsce
w 1990 r. wyprodukowano okoto 200000 ton PCW [3].

VC nalezy do rodziny halogenowych pochodnych
etylenowych. Jest gazem o przyjemnej woni i w niewiel-
kich stezeniach wywotuje euforie oraz stan przypomi-
najacy upojenie alkoholowe. W wyzszych stezeniach
doprowadza do snu narkotycznego, dawniej wykorzy-
stywano go do znieczulenia og6lnego [4]. W za-
truciach ostrych wywotuje zaburzenia czynnosci ukta-
du nerwowego: oszotomienie, béle, zawroty glowy
i zaburzenia widzenia. U ludzi narazonych na diugo-
trwate dziatanie chlorku winylu stwierdzono zmiany
naczyniowe i kostne, charakteryzujgce sie brakiem

1Dr, 2doc. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa
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czucia w palcach dioni i stop, nadwrazliwoscig na
zimno oraz degeneracjg koncowych odcinkéw kosci
palcéw [5].

Dobrze udokumentowany jest réwniez zwigzek po-
miedzy diugotrwatg ekspozycjg na VC, a powstawa-
niem nowotworéw u ludzi [1]. W badaniach dotycza-
cych $miertelnosci w latach 1940-1974 wéréd pracow-
nikow zaktaddw produkcyjnych VC w Wielkiej Bryta-
nii, stwierdzono statystycznie znaczacy wzrost $mier-
telnosci z powodu raka watroby [6], Podobne badania
przeprowadzone w bylym Zwigzku Radzieckim réw-
niez wykazaty zwigzek pomiedzy ekspozycjg na VC
pracownikow przemystu chemicznego, a wzrostem
$miertelnosci spowodowanej nowotworami [7]. O za-
grozeniu rakotworczymi skutkami dziatania VC szer-
szej populacji ludzi nie tylko zwigzanych z produkcja
VC lub jego polimerow, Swiadczy fakt, ze jest on
znajdowany w produktach spozywczych pakowanych
w tworzywa zawierajace PCW [8].

Niezaleznie od badan epidemiologicznych prowa-
dzone sg intensywne badania nad mechanizmami
kancerogennego i mutagennego dziatania VC i jego
metabolitow. Badania te dotyczg aktywacji metaboli-
cznej VC, specyficznosci mutacyjnej jego metabolitow,
molekularnej dozymetrii adduktéw VC do zasad
DNA, identyfikacji tych adduktéw, wtasciwosci kodu-
jacych adduktéw oraz ich reperacji.

Il. Aktywacja metaboliczna chtorku winylu
i detoksykacja jego metabolitow

Chlorek winylu metabolizowany jest w watrobie
przy udziale cytochromu P450 Il E 1L Enzymy cyto-
chromu P450 katalizujg utlenianie wielu czynnikéw
egzogennych, w tym toksyn i kancerogendéw Srodowis-
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kowych, a takze substancji endogennych, takich jak
steroidy, kwasy ttuszczowe czy rozpuszczalne w ttusz-
czach witaminy. W organizmach zwierzecych istnieje
ponad 30 réznych form cytochromu P 450, rézniacych
sie miedzy sobg specyficznoscig substratowa i regula-
cja. Ludzki cytochrom P450 Il E 1 jest gtéwnym
katalizatorem oksydacji benzenu, styrenu, wielu halo-
genkow alkilowych, chlorku i bromku winylu, karb-
aminianu winylu i etylu oraz akrylonitrylu. Wiadomo
tez, ze enzym ten u ludzi indukowany jest przez etanol
[9-H]T.

Pierwotnym produktem utleniania VC przez cyto-
chrom P450 Il E 1, jest tlenek chloroetylenu
(CEO-ang. chloroethylene oxide) [9, 12]. CEO jest
zwigzkiem wysoce nietrwatym i w roztworach wod-
nych ulega szybko przegrupowaniu do aldehydu chlo-
rooctowego (CAA-ang. chloroacetaldehyde) oraz hyd-
rolizie do aldehydu glikolowego, ktére sg zwigzkami
trwatymi [13] (Ryc. 1).

Sumaryczna stata szybkosci rozktadu CEO w D 20
w tem. 4 C wynosi 141 h-1 (t1/2—30 min) przy czym
stata przegrupowania CEO do CAA wynosi 041 h_1
(ti/2=100 min). Natomiast w temp. 37°C t12 przemia-
ny w CAA i aldehyd glikolowy wynosi okoto 1 min.
Reakcja przegrupowania CEO -» CAA jest katalizowa-
na przez jony chlorkowe i w obecno$ci 0.15M NacCl
(stezenie fizjologiczne) przebiega kilka razy szybciej [13].

Oba metabolity zawierajgce chlor, CEO i CAA, s3
zwigzkami aktywnymi chemicznie i reaguja zaréwno
z kwasami nukleinowymi jak i z biatkami [14], Oba
zwigzki posiadajg dwie aktywne grupy funkcyjne,
chlor i ugrupowanie epoksydowe w przypadku CEO
oraz chlor i grupe aldehydowg w przypadku CAA,
w zwigzku z czym w reakcji z kwasami nukleinowymi
tworzg addukty cykliczne zasad (etenopochodne) oraz
wigzania krzyzowe (patrz dalej).

CEO i CAA sa produktami metabolizmu nie tylko
chlorku winylu, ale réwniez wielu innych zwigzkéw za-
wierajgcych chlor (np. 1,2-dichloroetanu), z kolei wie-
le innych zwiazkéw (np. akrylonitryl, karbaminian etylu)
daje metabolity o strukturze podobnej do CEO i CAA.
W rezultacie powoduje to odnajdywanie adduktéw
charakterystycznych dla chlorku winylu w DNA po-

cl H
c—=—¢C
H™ H
T aylu (Vv
ytochros
450 2E1
(o] cl ° H o
HOCH , ac\ it ¢ ¢ preegrupovenie cicH, — ©
" 5 “H H

ldebyd glikolowy Tlenek chloroetylens Aldebyd chlorcoctovy

ceo (CAA)

Ryc. 1. Aktywacja metaboliczna chlorku winylu.
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ddanym dziataniu wielu réznych zwigzkéw [11],

Gtowna droga detoksykacji obu metabolitéw chlor-
ku winylu zachodzi poprzez sprzezenie z glutationem,
co prowadzi do wydalenia z moczem S-(2-hydro-
ksyetylo)cysteiny i kwasu tiodiglikolowego [15, 16].
Prawdopodobnie CEO jest réwniez substratem dla
hydratazy epoksydowej, ktéra przeksztatca go w nie-
stabilny diol wigczany nastepnie do cyklu kwasu
cytrynowego i wydalony w postaci dwutlenku wegla
[2, 17].

1. Reakcja metabolitéw chlorku winylu z za-
sadami kwasow nukleinowych

Dotychczas zidentyfikowano w DNA zwierzat do-
Swiadczalnych poddanych dziataniu VC cztery adduk-
ty; 70eG; I,N6eA; 3,N4sC i N2,3eG [18], Struktury
tych (i innych) adduktéw przedstawiono na rycinie 2.

CHO
0 o, o o
'\ |
HNA- N HN- N SN N
HNAS N N NAoN-—N Nty ~~N
\= H
ety “3-etenoguan N -ete s
2 0eG N$3- G «
OH oH
N N N N
N N~ NN NN
o N o N NN NN

Ryc. 2. Struktura adduktéw chlorku winylu do zasad DNA.

Prowadzone od szeregu lat badania in vitro reakcji
CAA i CEO z DNA oraz modelowymi polinukleoty-
dami i nukleozydami pozwolity uzyskaé informacje
o mechanizmach tych reakcji, produktach przejscio-
wych, wiasciwosciach poszczeg6lnych adduktow,
a takze przewidywa¢ modyfikacje dotychczas niewy-
kryte in vivo. Przyktadem moze by¢ tu wykazanie
tworzenia wigzan miedzyniciowych w reakcji CAA
z DNA [19].

CAA byt uzywany od dawna do syntezy etenopo-
chodnych cytozyny i adeniny [20, 21]. Ze wzgledu na
silng fluorescencje I,N 6eA i wykorzystanie tego zjawis-
ka w badaniach biochemicznych i biofizycznych wiele
prac poswiecono modyfikacji reszty adeninowej w nu-
kleozydach, nukleotydach, koenzymach i polinukleo-
tydach. Wyczerpujacy przeglad prac poswieconych
syntezie i wiasciwosciom etenopochodnych zawiera
praca Leonarda [22].

Prowadzono szczeg6towe badania mechanizmu rea-
kcji CAA z resztami adeniny i cytozyny w nuk-
leozydach i w tRNA [23, 24]. We wstepnym etapie
nastepuje wytworzenie zasady Schiffa w reakcji grupy
aldehydowej CAA z egzocyklicznymi grupami amino-
wymi 6-NH2 adeniny lub 4-NH 2 cytozyny. Nastepnie
zachodzi cyklizacja w wyniku alkilowania przez ugru-
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powanie -CH2Cl endocyklicznego atomu azotu w naj-
blizszym sasiedztwie grupy -NH2. Powstale w ten
sposéb stosunkowo stabilne produkty przejsciowe
(tzw. hydraty) 1,N6eA H 20 i 3,N4eC H 20 (Ryc. 2)
w wyniku dehydratacji ulegajg przeksztatceniu od-
powiednio w I,N 6eA i 3,N4eC.

Badania mechanizmu reakcji CEO (i homologicz-
nego tlenku bromoetylenu) z adenozyng i cytydyng
wykazaty, ze odwrotnie niz w przypadku CAA, w pier-
wszym etapie nastepuje alkilowanie endocyklicznego
atomu azotu, a nastepnie cyklizacja i dalej, identycznie
jak w przypadku reakcji CAA, powstate hydraty
1,N6eA H 20 i 3,N4eC H 20 ulegajg przeksztatceniu
odpowiednio w 1,N6eA i 3,N4eC [25, 26].

Potowiczny czas dehydratacji w pH 7.25 reszt
1,Nee AH20 w poli(A) wynosi 1.4 godz. w 37°C
natomiast reszt 3,N4eC H 20 w poli(C) 4.9 godziny
w 50°C. Szybkos¢ dehydratacji wzrasta znacznie wraz
z obnizeniem pH i, co jest oczywiste, wraz ze wzrostem
temperatury [27]. Wzglednie duza stabilnos¢ obu
produktow przejsciowych (szczeg6lnie 3,N4e C H 20)
sugeruje, ze mogg one odgrywac niezalezng od 1,N6eA
i 3,N4eC role w mutagenezie (patrz dalej).

Guanozyna w pH 6.4 reaguje z CAA bardzo wolno.
Po kilku dniach izolowano z mieszaniny reakcyjnej
1,N 2-etenoguanozyne z zaledwie kilkuprocentowg wy-
dajnoscig [28]. Znacznie wyzsze wydajnosci uzyskano
w reakcji guanozyny [29] i deoksyguanozyny [30]
z haloacetaldehydami w $rodowisku bezwodnym lub
zawierajacym niewielkie ilosci wody w obecnosci czyn-
nikéw zasadowych. W zadnym z wymienionych przy-
padkéw nie badano mieszanin reakcyjnych na obec-
nos¢ izomeréw N 2,3-eteno. N 2,3-etenopochodne syn-
tetyzowano natomiast w reakcji odpowiednich 6-pod-
stawionych pochodnych guaniny z CAA lub bromoa-
cetaldehydem. Po usunigciu grupy chroniacej z pozycji
6 uzyskano w ten sposéb N 2,3-etenopochodne guaniny
[28], guanozyny [31] i dezksyguanozyny [32].

Oba izomery 1,N2eG i N 2,3eG powstajg w reakcji
CAA z DNA i polinukleotydami, przy czym ich
stosunek ilosciowy zalezy w duzym stopniu od tego czy
ulegajace modyfikacji reszty guaniny wystepujg w stru-
kturze jednoniciowej czy dwuniciowej [30]. Mecha-
nizm powstawania adduktow guaniny nie byt badany.
Mozna jednakze przypuszcza¢, ze analogicznie jak
1,N6eA i 3,N4eC, powstajg one via a-hydroksyetano-
pochodne.

W wielu laboratoriach badano reakcje CAA z nuk-
leozydami i nukleotydami zawierajgcymi reszty uracy-
lu lub tyminy. Wszystkie proby wykazaly, ze te nieza-
wierajace egzocyklicznych grup aminowych zasady nie
ulegajg modyfikacji przy dziataniu CAA, co wydaje sie
oczywiste w Swietle badan nad mechanizmem tej
reakcji [22]. Nie sg znane jednakze autorom niniej-
szego przegladu badania reaktywnosci reszt tyminy
lub uracylu w stosunku do CEO. Mozliwosci takiej
reakcji nie mozna wykluczy¢ zwazywszy na fakt, ze
bliski analog CEO, tlenek etylenu reaguje z resztami
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tyminy dajac 3(2-hydroksyetylo)pochodng [33],

Oba metabolity chlorku winylu, CEO i CAA r6znia
sie w dwu zasadniczych cechach. Reaktywno$¢ CEO
jest co najmniej dwa rzedy wielkosci wyzsza od
reaktywnosci CAA itylko CEO, w przeciwienstwie do
CAA powoduje powstawanie 70eG reakcji z DNA
[34]. Addukt ten stanowi ponad 90% liczby adduktéw
w reakcji CEO z DNA in vitro [34] jak rowniez
w reakcji VC in vivo [18], W reakcji CEO z DNA in
vitro 70eG powstaje okoto 30 razy szybciej niz 1,N6eA,
ktéra z kolei powstaje ok. 20 razy szybciej niz N 2,3eG
(powstawania innych adduktéw w tej pracy nie bada-
no) [34]. W analogicznej reakcji CAA z DNA N 2,3eG
powstaje w ilosciach poréwnywalnych z 3,N4eC
i 1,N6eA, natomiast 1,N2eG powstaje w ilosciach $la-
dowych  (3,N4eC > 1,N6eA > N 2,3eG 1,N2eG).
Stosujagc modelowe polinukleotydy wykazano, ze sto-
sunek N 2,3eG do 1,N2eG w znacznym stopniu zalezy
od struktury drugorzedowej kwasu nukleinowego.
Sugeruje to, ze w odcinkach jednoniciowych DNA (np.
w widetkach replikacyjnych) 1,N2eG moze powstawac
z wydajnosciag podobng do wydajnosci powstawania
innych adduktow [30],

Zaleznos$¢ stopnia modyfikacji zasad od struktury
kwasu nukleinowego wykazano juz dawno poréw-
nujgc reaktywno$¢ natywnego i denaturowanego
DNA oraz modelowych jedno i dwuniciowych polinu-
kleotydow [27, 35, 36]. Ostatnio ukazuje sie wiele prac,
donoszgacych o uzyciu CAA (lub aldehydu bromooc-
towego) jako sondy do badania strukturalnych osob-
liwosci DNA takich jak formy krzyzowe [37], Z-DNA
[38], formy trojniciowe [39] czy zmiany strukturalne
DNA pod wptywem duzych adduktéow [40]. Reaktyw-
ne miejsca zasad w tych strukturach sg bardziej
eksponowane niz te same miejsca zasad w B-DNA.
Powoduje to, ze w reakcji z CAA takie struktury
ulegajg modyfikacji w znacznie wiekszym stopniu niz
B-DNA.

IV. Molekularna dozymetria adduktéw chlor-
u winylu

Detekcja i ilosSciowe oznaczanie adduktéw powsta-
jacych w reakcji CEO i CAA z DNA invitro prowadzo-
na jest zazwyczaj po hydrolizie kwasnej lub enzymaty-
cznej modyfikowanego DNA (lub tez kombinacji obu)
i nastepnie rozdziale produktéw przy pomocy HPLC.
Do detekcji wykorzystuje sie absorpcje UV produk-
tow, jak réwniez fluorescencje 1,N6eA, 70eG i N 2,3eG.
1,N2eG wykazuje stabg fluorescencje jedynie jako
anion, natomiast 3,N4eC fluoryzuje stabo jako kation
[11, 22, 30, 34],

Zastosowanie metody znakowania 32P w pozycji 5'
3'-nukleotyddéw (ang. 32P-postlabelling) uzyskanych po
enzymatycznej hydrolizie DNA traktowanego CAA in
vitro w pofagczeniu z rozdziatem metodg EI1PLC po-
zwolito na detekcje pojedynczych adduktéw 1,N6eA
i 3,N4eC na 107-108 nukleotydéw w 10 pg prébce
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DNA [41]. Prowadzono takze Kinetyczne i iloSciowe
badania 32P znakowania 1,N6eA, 3,N4eC i I,N2eG
[42], jednakze jak do tej pory nie ukazaty sie prace
opisujace zastosowanie tej techniki do analizy DNA
zwierzat doswiadczalnych poddanych dziataniu VC.

Stosowanie radioaktywnego 14C-VC o wysokiej
aktywnosci specyficznej podawanego drogg inhalacji
lub injekcji pozwala wykry¢ 70eG w DNA watroby
zwierzat doswiadczalnych w ilosciach od kilku do 25
adduktow na 106 niemodyfikowanych reszt guaniny.
N 2,3eG wykryto w ilosci 0.25 adduktu /106G w do-
Swiadczeniu gdzie 70eG wykrywano w ilosci 25 adduk-
tow/ 106G. Generalnie, stosowanie 14C-VC pozwala
na oznaczenie jedynie 70eG, adduktu powstajacego
z najwiekszag wydajnoscia. Addukty etenowe zasad,
powstajgce w znacznie mniejszych ilosciach, nie moga
by¢ tg metodg wykryte i oznaczone w sposob nie
budzacy watpliwosci [14, 43].

I,N6eA i 3,N4eC wykryto natomiast w DNA
watroby szczuréw, ktérym podawano przez dwa lata
wode pitng zawierajgca nieradioaktywny VC o steze-
niu 250 ppm. Addukty te zidentyfikowano stosujgc
chromatografie gazowg w potgczeniu ze spektrometriag
masowg. Autorzy nie podajg jednak danych iloscio-
wych [44].

Metodg pozwalajagcg na oznaczenie kilku reszt
N 2,3eG na 108G w DNA szczuréw poddanych dziata-
niu VC opracowano w laboratorium Swenberga
[45, 46]. W metodzie tej zastosowano potgczenie
chromatografii gazowej ze spektrometriag masowa
W wariancie jonizacji chemicznej w trybie jondéw
ujemnych (GC — NICI MS). W wyniku badan stwier-
dzono znaczne r6znice w zawartosci N 2,3eG i 70eG
oznaczonej przy pomocy HPLC z detekcjg fluoroscen-
cji w zaleznosci od wieku szczuréw i analizowanego
narzadu. Jednak niezaleznie od wieku zwierzat i narzg-
du, stosunek N 23,eG :70eG mierzony natychmiast po
zakonczeniu ekspozycji na VC byt staly i wynosit
ok. 1:100.

Niewatpliwie znacznym postepem w detekcji i ilos-
ciowym oznaczaniu adduktéw VC do zasad DNA byto
zastosowanie przeciwciat monoklonalnych. Pierwsze
przeciwciata monoklonalne przeciwko |,N6eA (1G4)
i 3,N4sC (6F5) otrzymali Young i Santanella
[47]. Przeciwciata te pozwalajg wykry¢ oba addukty
testem ELISA w proporcji 1/107 zasad. Eberle
i wsp. [48] rowniez uzyskali przeciwciata mono-
klonalne przeciwko 1,N6eA (EM-A-1) i 3,N4eC
(EM-C-1). W tescie radioimmunowspoétzawodnictwa
(RIA) granica detekcji dla EM-A-1 wynosi 1 reszta
I,N6eA na 2.2 x 108 A i dla EM-C-1 — jedna reszta
3,N4eC na 3.1 x 108 C. Zastosowanie przeciwciat
EM-A-1 i EM-C-1 do analizy DNA ro6znych organéw
szczurow poddanych dziataniu VC pozwolito ozna-
czy¢ zawarto$é 1,N6eA i 3,N4eC w DNA [48, 49].
Podobnie jak w przypadku oznaczenia zawartosci
N23eG i 70eG [46] réwniez i w tym przypadku
stwierdzono rdéznice zalezne od wieku i organu zwie-
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rzat. Niezaleznie od wykrywanych roznic 3,N4eC
wystepowata zawsze w ilosci 2-4 razy wiekszej niz
I,N 6eA.

Swenberg i wsp.[18] podajg zestawienie wyni-
kow ilosciowego oznaczania adduktéow VC roznymi
metodami: 70eG — HPLC i fluoroscencja [46];
N 2eG—GC-NICI MS [46] oraz I,N6eA i 3,N4eC
— przeciwciata monoklonalne [49]. W porownywal-
nych warunkach ekspozycji na VC nowonarodzonych
szczurow zawarto$¢ 70eG w DNA watroby jest ok. 100
razy wyzsza od zawartosci N 2,3eG, z kolei zawarto$¢
N 2,3eG jest ok. 10 razy wyzsza od zawartosci 3,N4eC,
a zawarto$¢ 3,N4eC przekracza 4-krotnie zawarto$c¢
I,N 6sA (patrz Tabela I). Proporcje adduktéw prezen-
towane w tym zestawieniu nie sg sprzeczne z wynikami
uzyskanymi wczesniej w doswiadczeniach z radioak-
tywnym VC, gdzie rdéwniez okreslono stosunek
N 23eG :70eG jako 1:100, a etenopochodnych
A'i C nie oznaczano, ze wzgledu na ich niskg zawartosc
(patrz wyzej [43]).

Wydaje sie, ze mimo stosowania diametralnie réz-
nych metod analitycznych dla oznaczenia poszczegdl-
nych adduktow, obraz modyfikacji DNA zwierzat
doswiadczalnych poddanych dziataniu VC jest wyjat-
kowo spéjny. Tym bardziej wymaga komentarza
sprzeczno$¢ widoczna przy pordéwnywaniu tego ob-
razu z wynikami reakcji CEO i CAA z DNA in vitro.
Jak juz wspomniano N23eG w reakcji CEO z DNA
powstaje z wydajnoscig ok. 20-krotnie mniejsza niz
1,N6eA [34], Podobnie jest w przypadku reakcji CAA
z DNA, gdzie r6znice sg mniej drastyczne, ale N 2,3eG
powstaje takze z wydajnoscia mniejszg od 3,N4eC
i 1,N6eA [30]. Natomiast w reakcji VC z DNA
w organizmach szczuréw sytuacja jest odwrotna, tj.
N23eG jest wykrywana w DNA w ilosci ponad
10-krotnie wiekszej od 3,N4eC i 1,N6eA. Zatoze-
nie, ze stosunkowo trwale addukty przejsciowe
3,N4eCH20 i 1,N6eA-H20 sg szybko reperowane
w organizmie szczura jest logicznym, chociaz jak na
razie pozbawionym weryfikacji doswiadczalnej wy-
tlumaczeniem tego zjawiska. Koricowe produkty reak-
cji metabolitow VC, 3,N4eC i 1,N6eA, nie sg raczej
przedmiotem efektywnej reperacji w watrobie szczura.
Obserwowane in vivo powolne zmniejszanie sie wraz
z uplywem czasu zawartosci tych adduktéw nalezy
przypisaé raczej ich rozcieficzeniu zwigzanym z re-
plikacjag DNA, a nie ich aktywnej reperacji [18]. W ten
spos6b wykrywane addukty 3,N4sC i 1,N6eA bylyby
tg czescig pierwotnych modyfikacji, ktore ulegty dehy-
dratacji zanim zostaly usuniete przez enzym lub en-
zZymy reperujace.

Ostatnio w laboratorium F o iles’a [50] otrzyma-
no przeciwciata monoklonalne przeciwko N 23eG
(ETH-I) i 1,N2eG (ETH-2). Granica detekcji testem
ELISA dla ETH-l1 wynosi jedna reszta N2,3sG na
1.5 x 106 zasad, a dla ETH-2 jedna reszta 1,N2eG na
2.2 x 105 zasad. Autorzy zastosowali te przeciwciata
wraz przeciwciatami 1G4 6F5 [47] do iloSciowego
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Tabela 1.

Powstawanie adduktéw chlorku winylu w DNA i wiasciwosci kodujace tych adduktéw

Czestos¢
wystepowania
adduktow w

Addukt DNA watroby
szczuréw System
eksponowanych
na VCa
7-0eG 2.0/104 pol |
RNA P
N2, 3eG 3.8/106 AMV RT
Klenowc
pol ac
HIV RTC
RNA P
3, N4eC 4.8/107 pol 1
pol |
AMV RT
1, N6e A 1.3/107 Klenowec

in vitro

Wiasciwosci kodujgceh

in vivo

Rodzaj mutacji Rodzaj mutacji
brak —
O - A G -»A
C-»T C-»T (80%)
C->A C- A (20%)
A-»C brak
A -»C mutacji
A->A (A->A)
A -»C A>T
A>T A-+C

A G

a. dane z przegladowej pracy Swenberga i wsp. (1990). Szczury byly eksponowane przez 10dni na chlorek winylu o stezeniu w powietrzu
500 ppm. llosci adduktow wyrazone sg w stosunku do ilosci odpowiedniej niemodyfikowanej zasady

b. skroty oznaczaja: pol | — | polimeraza DNA z E. coli; AMV RT — odwrotna transkryptaza z wirusa szpiczaka ptasiego AMV; Klenow
— fragment Klenowa polimerazy 1z E. coli; pola — polimeraza DNA a z Drosophila melanogaster; HI'V RT odwrotna transkryptaza z wirusa

HIV; RNA P — polimeraza RNA z réznych zrédet

c. dane z doswiadczen w ktérych modyfikowana zasada w postaci dezoksytréjfosforanu wstawiana byta naprzeciw okreslonego miejsca

w matrycy, przy pomocy roéznych enzymow

oznaczania etenoadduktéw w DNA komodrek G-12
(wariant komdrek chinskiego chomika V-79) podda-
nych dziataniu CAA. W analizowanym DNA stwier-
dzono najwyzsza zawartos¢ |,N6eA, 2-3 razy mniej
3,N4eC i okoto 10 razy mniej N 2,3eG. Nie stwierdzono
natomiast obecnosci I,N2cG, co jest zapewne wyni-
kiem z jednej strony niskiej czutoSci przeciwciat
ETH-2, a z drugiej — znikomej wydajnosci reakcji
powstawania tego adduktu w DNA [30]. W tym
przypadku proporcje adduktéw sg zblizone do propo-
rcji tych adduktow w reakcji CAA z DNA in vitro [30],
natomiast roznig sie znacznie od proporcji okres-
lonych dla DNA watroby szczuréw poddanych dziata-
niu VC (Tabela I). Rdznice te sg najprawdopodobniej
odbiciem roznic w poziomie enzymow reperujgcych
w organizmie zwierzecia i w kulturze komérkowej.

V. Mutagenno$¢ i kancerogennos¢ tlenku
chloroetylenu i aldehydu chlorooctowego

Mutagenno$¢ obu metabolitéw, CEO i CAA, byla
badana intensywnie w wielu laboratoriach, zaréwno
w systemach bakteryjnych jak i w komérkach eukario-
tycznych [51-55]. CAA stosowany w pordéwnywalnych
dawkach jest stabszym mutagenem od CEO i w nie-
ktérych typach testéw nie wykazuje mutagennosci.
Wykazano na przyktad, ze CAA jest aktywnym muta-
genem w szczepie TA 100 Salmonella typhimurium
0 podwyzszonej wrazliwosci na mutageny, natomiast
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nie powoduje mutacji w szczepie TA 1535 tego samego
gatunku [56].

Oba metabolity wykazujg podobng specyfike muta-
cji. Badania indukowanych przez CEO rewersji roz-
nych mutantéw trpA u E. coli wykazaly, ze dominuja-
cym typem mutacji jest tranzycja GC -> AT, a nastep-
nie transwersja AT-» TA [55]. Podobnie badania
rewertantow Arg A u E. coli, wykazaly, ze najczest-
szym typem mutacji powodowanym przez CAA jest
tranzycja GC -» AT (65%) i nastepnie transwersja
AT ->TA (12%) [57],

Warto zauwazy¢, ze zaden z etenowych adduktéw
nie powoduje mutacji, gdy jest dodawany do hodowli
baterii w postaci zasady, nukleozydu lub nukleotydu.
Rybo- i deoksyrybonukleozydy 3,N4eC i I,N 6eA nie
powodujg powstawania mutacji w szczepie S. typ-
himurium T100 [58]. Podobnie rybo- i deoksyrybonu-
kleozydy oraz nukleotydy N2,3sG i I,N2G dodawa-
ne do hodowli E. coli nie powodujg podwyzszenia
mutacji w stosunku do hodowli kontrolnych [59, A.
Bukowska i JT. Kusmierek dane nieopub-
likowane].

Kancerogenne dziatanie CEO podawanego drogg
iniekcji podskdrnej, stwierdzono u myszy. Ze wzgledu
na silne dziatanie nekrotyzujace CAA nie mogt byc
podawany przez iniekcje i jego kancerogennos$¢ bada-
no w tedcie naskérnym. Podczas gdy CEO réwniez
i w tym teScie wykazywat silng kancerogennos¢, liczba
nowotworow powodowanych przez CAA nie przewyz-
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szata liczby nowotworéw u zwierzat kontrolnych [60].
Wyniki te potwierdzajg wczesniejsze badania, w kto-
rych CAA stosowano w tescie naskdrnym oraz poda-
wano dozotadkowo [61].

V1. Wiasciwosci kodujgce adduktow

Wiasciwosci  kodujace adduktow powstajgcych
w reakcji metabolitow VC z kwasami nukleinowymi sg
przedmiotem badan wielu laboratoriéw. Badania te sg
prowadzone zaréwno in vitro jak i in vivo. In vitro,
w uktadach bezkomérkowych, polimery zawierajace
modyfikowane zasady sg kopiowane przez rézne en-
zymy polimeryzujgce kwasy nukleinowe. W innym
typie doswiadczen, addukty wystepuja w reakcji poli-
meryzacji w postaci tréjfosforandéw stanowigc potenc-
jalne substraty dla enzyméw prowadzacych reakcje.
W kolejnym typie doswiadczen DNA modyfikowany
in vitro np. CAA, wprowadzany jest do komorek
bakteryjnych, w ktérych podlega naprawie i powiela-
niu. Ostatni typ eksperymentéw to doswiadczenia
z mutagenezg sterowang, w ktorych w zdefiniowanym
miejscu genomu bakteryjnego lub fagowego, umiesz-
czona jest badana zasada.

Sposrod siedmiu modyfikacji powstajgcych w reak-
cji metabolitéw VC z kwasami nukleinowymi (Ryc. 2),
70eG jest adduktem, ktéry uwaza sie za niemutagenny.
W uktadzie bezkomérkowym, w ktéorym poli(dG-dC)
zawierajgce 70eG bylo kopiowane przez polimeraze
I DNA z E. coli, stwierdzono inkorporacje jedynie
komplementarnych do matrycy G i C [62]. Brak
znacznych réznic w spektrum mutacji u E. coli in-
dukowanych przez CEO, ktéry powoduje powstawa-
nie gtownie 70eG oraz przez CAA, ktory w ogoéle nie
daje 70eG w reakcji z DNA rdwniez sugeruja, ze rola
tego adduktu w mutagenezie VC nie jest istotna [55,
57]. Do powstawania mutacji prowadzi¢ moze nato-
miast depurynacja w miejscu wystepowania 70eG,
gdyz dotgczenie grupy oksoetylowej do 7 pozycji
guaniny zwieksza labilno$¢ wigzania glikozydowego,
poza tym addukt ten moze by¢ substratem dla glikozy-
laz naprawiajgcych DNA.

I,N 6eA jest modyfikacjg wykazujgcg niejednoznacz-
ne wiasciwosci kodujgce. Wyniki dotyczace jej wias-
ciwosci kodujacych rdznig sie miedzy soba, w zalezno-
sci od ukiadu doswiadczalnego w ktérym byly uzys-
kane. I,N6eA obecna w matrycy poli(dA) w uktadzie
polimerazy | DNA E. coli (fragment Klenowa) i od-
wrotnej transkryptazy wirusa ptasiego szpiczaka
(AM V), powodowata stabg inkorporacje G [63], Zasa-
da ta, obecna w matrycy poli(rC) w uktadzie poli-
merazy RNA z E. coli, powodowata gtdwnie inkor-
poracje A, w mniejszym stopniu U [64], Stosujgc
natomiast |,N6edATP w ukiadzie polimerazy | DNA
wykazano, ze trojfosforan ten moze zastepowaé dATP
oraz z mniejsza czesto$ciag dCTP idTTP [65], Podob-
nie niejednoznaczne wyniki w odniesieniu do I,N 6eA,
uzyskano w grupie Humayuna, gdzie modyfikowa-
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ny in vitro przy pomocy CAA, jednoniciowy fragment
genu faga M3, byt replikowany in vivo. Na 170
znalezionych mutantéow tylko 9 dotyczyto zmian
w miejscu wystepowania A. Chociaz poziom modyfi-
kacji adeniny, byt poréwnywalny z poziomem modyfi-
kacji cytozyny, 3,N4eC powodowata wystepowanie
mutacji z czestoscig znacznie wieksza, co wskazuje na
to, ze I,N6cA czytana jest czesto jako A [66, 67].

Chociaz I,N6eA w poréwnaniu z innymi etenowymi
modyfikacjami nie ma silnie wyrazonych wiasciwosci
btednego kodowania, jej rola w mutagenezie nie moze
by¢ pomijana. W badaniach kancerogennego dziatania
karbaminianu winylu u myszy (karbaminian winylu po
aktywacji reaguje z adening w DNA dajac |,N6cA)
stwierdzono, ze w szesciu z siedmiu badanych nowo-
tworéw, zaszta transwersja AT do TA w drugiej pozycji
61-ego kodonu onkogenu resH, za co odpowiadac
moze |,N6eA [68].

Nie prowadzono badan witasciwosci kodujacych ad-
duktu I,N6eA *H20 ze wzgledu na jego duza nietrwa-
tos¢ (t1/2 = 1,4 godz, 37°, pH 7 [27], patrz rozdziat I11).

W poréwnaniu do wiasciwosci kodujgcych I,N 6sA
wiasciwosci kodujace 3,N4eC sg bardziej jednoznacz-
ne, cho¢ réwniez w tym przypadku wystepujg pewne
réznice zalezne od modelu doswiadczalnego. Btedna
inkorporacje nukletydéw powodowang obecnoscig
3,N4eC w matrycach poli(C) lub poli(dC) badano
w uktadzie DNA-zaleznej polimerazy RNA z E. coli
i grasicy cielecej, a takze polimerazy | DNA z E. coli
[70, 71]. Obserwowano gtownie inkorporacje U lub
T naprzeciw badanego adduktu, chociaz w przypadku
polimeraz RNA stwierdzono réwniez poréwnywalng
inkorporacje A. Natomiast w przypadku dwuniciowej
matrycy poli (dG—dC) ¢poli(dG—dC) modyfikowanej
CAA, w ukladzie polimerazy | DNA obserwowana
inkorporacja A byla wyzsza od inkorporacji T [72],

W nowszych pracach cytowanego juz zespotu H u -
may una, modyfikowano in vitro aldehydem chloro-
octowym jednoniciowy fragment genu lac Z w dwu-
niciowej formie replikatywnej faga M13AB28, a na-
stepnie tak przygotowanym DNA transfekowano ko-
morki E. coli uzyskujac in vivo replikacje DNA zawie-
rajagcego 3,N4eC i I,N6eA. Sekwencjonowanie DNA
pozwolito stwierdzié, ze mutacje wywotane przez CAA
powstajg gtéwnie w nastepstwie modyfikacji cytozyny
oraz, ze 80% tych mutacji to tranzycje C—>T,
a pozostate to gtéwnie transwersje C— >A [66, 67].
Swiadczy to, ze in vivo obecno$¢ 3,N4sC w DNA
powoduje przede wszystkim inkorporacje A, a nastep-
nie inkorporacje T.

W dalszych pracach tego zespotu badano inkor-
poracje nukleotydéw naprzeciw 3,N4eC, w zdefinio-
wanym miejscu syntetycznego oligodezoksynukleoty-
du i stwierdzono rowniez, ze addukt ten powoduje
przede wszystkim inkorporacje A, potem T, podczas
gdy G i C inkorporowane byty w nieznacznym stopniu
[73]. Podobne wyniki uzyskano przeprowadzajgc mu-
tageneze sterowang, gdy badang zasade umieszczono
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w okreslonym miejscu genomu faga M 13AB28 i obser-
wowano powstate w tym miejscu mutacje. Réwniez
w tym doswiadczeniu gtéwnym typem obserwowa-
nych mutacji byly tranzycja C— >T, za ktérg szia
transwersja C— > A [74],

Duza trwato$¢ powstajagcej w pierwszym eta-
pie reakcji CEO lub CAA hydratowanej pochodnej
3,N4CH20 (tl/20k. 24 h, 37°C, pH 7.0 [27], patrz
rozdziat I1l) pozwala na pordwnanie jej wiasciwosci
kodujgcych z wiasciwosciami 3,N4sC. Przy uzyciu
polimerazy RNA z E. coli stwierdzono, ze
3,N4eC «H20 powoduje wyzszg inkorporacje A od U,
natomiast dehydratowany addukt odwrotnie, wyzszg
inkorporacje U niz A [69]. Z kolei w uktadzie polime-
razy | DNA nie stwierdzono inkorporacji T powodo-
wanej przez 3,N4e C H 20, podczas gdy dehydratacja
powodowata inkorporacje T proporcjonalng do stop-
nia dehydratacji [71]. Natomiast w cytowanych wyzej
pracach grupy Humayuna [66, 67], gdzie zawiera-
jacy addukty fagowy DNA byt replikowany w komor-
kach E. coli, nie stwierdzono istotnego wptywu dehyd-
ratacji na spektrum mutacji.

Modyfikacjg o najbardziej jednoznacznie wyrazo-
nych wiasciwosciach kodujacych jest N 2,3eG. Modyfi-
kacja ta zaréwno w doswiadczeniach in vitro jak i in
vivo powoduje gtéwnie mutacje typu G— > A, poprzez
tworzenie pary eG-U lub eG-T. W badaniach trans-
krypcji matrycy poli(C; N 2,3eG) przy pomocy odwrot-
nej transkryptazy z wirusa szpiczaka ptasiego [75]
stwierdzono, ze N23eG powoduje inkorporacje
C i T w stosunku okoto 4:1. W uktadzie polimerazy
RNA z E. coli N23eG obecna w matrycy poli(C)
powodowata inkorporacje C i U w stosunku okoto 1:1
Dodatkowo w tym uktadzie obserwowano powodo-
wang przez N 2,3eG inkorporacje ATP [59], W przeci-
wienstwie do matryc poli(C) addukt ten, w matrycach
poli(A) powoduje jedynie inkorporacje U, gdy matryce
sa kopiowane przez polimeraze RNA i dTTP gdy
uzywa sie odwrotnej transkryptazy. Autorzy postuluja,
ze obserwowany in vitro wptyw rodzaju sgsiadujgcych
zasad na wiasciwosci kodujace N 2,3eG moze réwniez
mie¢ miejsce podczas replikacji DNA in vivo [76].

Przy pomocy réznych enzyméw polimerazujacych
DNA (patrz Tabela 1) badano insercje N23edGTP
naprzeciwko C lub T umiejscowionych w zdefiniowa-
nej sekwencji syntetycznego oligodezoksynukleotydu.
W badaniach tych stwierdzono réwniez, ze N 2,3eG
moze tworzyé pare zréowno z C iz T [77],

Badania N23sG w matrycach dezoksy utrudnia
fakt, ze wiazanie glikozydowe w N 23edGuo jest
nietrwate [32] inie jest mozliwe uzyskanie tych matryc
standardowymi metodami chemicznej syntezy oligo-
deoksynukleotyddéw. Za pomocg opisanej wyzej tech-
niki insercji mozliwe bylo jednak wstawienie
N23edGTP w okreslone miejsce genomu faga
M 13G* 1 Fag ten byt nastepnie replikowany w komor-
kach E. coli. Sekwencjonowanie DNA powstatych
mutantow wykazato, ze najczestszym typem mutacji
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(134 mutacje na 135 znalezionych) byla tranzycja
GC — > AT [78]. Tak wiec we wszystkich przeprowa-
dzonych badaniach N 2,3eG wykazuje jednoznaczne
wiasciwosci kodujace.

Najmniej poznang ze wszystkich modyfikacji jest
1,N2eG. Ze wstepnych badan wynika jednak, ze
1,N2eG obecna w matrycy poli(C) hamuje synteze
komplementarnej nici przez DNA — zalezng polime-
raze RNA z E. coli i odwrotng transkryptaze z wirusa
szpiczaka ptasiego w stopniu znacznie wiekszym, niz
N 2,3eG. Z powodu niskiej wydajnosci reakcji trudno
jest stwierdzi¢ jakie wasciwosci kodujace posiada ten
addukt. Wydaje sie jednak, ze w systemie polimerazy
RNA nie preferuje on inkorporacji zadnego z nuk-
leotydéw do nowo syntetyzowanej nici (A. Bukow -
ska i J T. Kusmierek — dane niepublikowane).

Informacje na temat witasciwosci kodujgcych adduk-
tow omawiane w tym rozdziale, zebrane sg w Tabeli 1

VI1l. Reperacja adduktow

Reperacja adduktéw VC do DNA nie zostata jeszcze
zbadana w sposob pozwalajacy na wyciagniecie ogél-
nych wnioskdw. Swenberg i wsp. [18] podajag
zestawienie zmian zawartosci adduktow w DNA wat-
roby szczuréow poddanych dziataniu VC, po zakon-
czeniu ekspozycji przez 14 dni. Z zestawienia tego
wynika, ze zanik 1,N6eA i 3,N4eC nastepuje bardzo
wolno i nalezy raczej przypisywacé to zjawisko rozcien-
czeniu zwigzanemu z replikacja DNA niz aktywnej
reperacji adduktéw. Natomiast usuwanie N 2,3eG
(t12 > 30dni), aszczegdblnie 70eG (t12 = 62h) przebie-
ga szybciej [46]. Okresy te sa jednakze poréwnywalne
z czasami spontanicznego uwalniania N2,3eG z po-
li(dC-dG, N 2,3EG)(tl/2 > 30 dni [32]) oraz 7-metylo-
guaniny z DNA (t12 = 105 h [79]), co Swiadczy, ze
usuwanie tych adduktéw w watrobie szczura ma
charakter nieenzymatyczny.

Obserwowane roznice w zawartosci adduktow
w DNA w zaleznosci od narzadu i od wieku szczuréw
eksponowanych na VC [46, 48, 49] mogg $Swiadczy¢
o0 réznicach w reperacji. Z drugiej strony moga by¢ one
odzwierciedleniem zréznicowanej aktywacji VC w ro6z-
nych tkankach jak réwniez wynikiem réznic w trans-
porcie VC i/lub jego metabolitdw do poszczeg6lnych
narzadow.

Z powyzszych rozwazan wynika, ze nie ma przeko-
nywajacych dowoddw na istnienie efektywnej reperacji
adduktow VC w organizmie szczura. Obecno$¢ en-
zymoOw reperujacych tego typu addukty stwierdzono
natomiast w homogenatach tkankowych jak réwniez
u bakterii.

Oesch i wsp. [80] stwierdzili, ze po inkubacji
DNA modyfikowanego CAA z ekstraktem komorek
raka mozgu szczurzego, mozna zaobserwowac wycina-
nie 1,N6eA i N23eG. Sugeruje to istnienie w tych
komoérkach glikozylaz specyficznych dla naprawy ad-
duktéw etenowych.
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W pracowni Singer wykryto w homogenatach
réznych ludzkich linii komoérkowych i réznych narza-
déw ludzkich, a nastepnie czeSciowo oczyszczono
z tozyska ludzkiego biatko silnie wigzgce sie z dwu-
niciowym DNA zawierajacym I,N 6eA. Stata wigzania
z oligodeoksynukleotydem o diugosci 25 par zasad
zawierajgcym pare I,N6cA-T lub IN6eA-C wynosi
109M -1. Wykazano rdéwniez, ze biatko to posiada
wiasciwosci nukleazy nacinajgcej 25-mer za strony 5'
I,N 6eA. W dalszych badaniach stwierdzono, ze biatko
to wycina |,N6eA i jest prawdopodobnie identyczne
z ludzkg glikozylazg 3-metyloadenina-DNA [81-83].

Z kolei w pracowni Ludluma wykazano, ze
glikozylaza Il 3-metyloadenina-DNA z E. coli usuwa
N2,3eG z DNA modyfikowanego CAA [84]. Enzym
ten wycina tez N 2,3-etanoguaning, bliski analog stru-
kuralny N 2,3eG z DNA modyfikowanego przy pomo-
cy chloroetylonitrozomocznika [85].

Glikozylaza Il 3-metyloadenina-DNA jest induko-
walnym enzymem wchodzgcym w skiad systemu od-
powiedzi adaptacyjnej E. coli na $rodki alkilujace,
kodowanym przez gen alkA. Enzym ten wykazuje
szerokie spektrum aktywnosci i usuwa N-3-
i HN-7-podstawione puryny oraz 0 2-podstawione
pirymidyny z alkilowanego DNA [86].

Badania naszego zespotu wykazaty, ze indukcja
systemu odpowiedzi adaptacyjnej znacznie obniza
czesto$¢ tranzycji GC —> AT powodowanych przez
CAA zaréwno u E. coli [87] jak i w dwuniciowej
replikatywnej formie faga M13glyU [88], Doswiad-
czenia z mutantami alkA oraz z bakteriami, w ktorych
mutacja ta byta komplementowana przez wprowadze-
nie plazmidu niosacego alkA wykazaty, ze obnizenie
czestosci tranzycji GC — > AT zalezy od genu alkA
[57]. Badano réwniez wptyw odpowiedzi adaptacyjnej
na mutacje pochodzaca wytacznie z modyfikacji C.
W tym celu traktowano CAA jednoniciowego faga
M13glyU, co umozliwiato selektywnga detekcje tran-
zycji C— > T [88]. Wykazano, ze indukcja systemu
adaptacyjnego w komdrkach E. coli transfekowanych
modyfikowanym fagiem M\3glyU znacznie obniza
czestos¢ fagowych tranzycji C— > T. Nie stwierdzono
istotnych rdznic w zaleznosci od tego, czy zrodltem
obserwowanego efektu jest 3,N4eC- H20, czy tez de-
hydratowana forma 3,N4eC. Sugeruje to, ze zaréwno
3,N4eC- H20 jak i 3,N4eC usuwane sg w komorkach
E. coli przez glikozylaze Il 3-metyloadenina-DNA.
W obecnym stadium zaawansowania badarn nie jest
mozliwe stwierdzenie w jakim stopniu zachodzace
w wyniku adaptacji obnizenie czestosci tranzycji
GC — > AT jest skutkiem usuwania przez glikozylaze

Il adduktu G, a wjakim adduktu C (E. Borys, M. M.

Mroczkowska-Stupska i J T. Kusmie-

rek — dane niepublikowane).

Artykut otrzymano 9 listopada 1993 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1993 r.
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studenta winni wnosié¢ roczna optate w wysokos$ci 50 000 zt

Zachecamy takze do zaprenumerowania ,Postepow Biochemii”.
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Funkcja biatkowych kinaz tyrozynowych podczas

aktywacji ptytek krwi

Role of protein tyrosine kinases during platelets activation

Urszula Kralisz*
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Wykaz stosowanych skrétow: EGF-naskdrkowy czynnik
wzrostowy (ang. Epidermal Growth Factor), PDGF-czynnik
wzrostowy pochodzacy z piytek (ang. Platelet Derived
Growth Factor); PAF-czynnik aktywujacy ptytki (ang. Plate-
let Activating Factor); PLC-y- fosfoliaza c-y; pp—fosfopro-
teina; GAP—biatko aktywujgce GTPaze (ang. GTPase
activating protein); 1P3—trifosforan inozytolu (ang. inositol
triphosphate); RSV—wirus migsaka Rausa (ang. Rous sar-
coma virus); Gp—aglikoproteina; SH — (ang. src-homology);
vWF—czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand Fac-
tor); kinaza PI-3—kinaza 3'-fosfatydyloinozytolu (ang. PI-3
kinase).

. Wstep

Biatkowe kinazy tyrozynowe, selektywnie fosforylu-
jace tyrozyne w biatkach, biorg udziat w regulowaniu
normalnego wzrostu i rozwoju komorek oraz w proce-
sach ich transformacji wywotanej przez wigkszo$é
retrowiruséw [1-6].

Wysoka zawartos$¢ biatkowych kinaz tyrozynowych
w piytkach krwi, a takze w innych w petni zroz-
nicowanych komdérkach (np. neurony czy neutrofile),
nie jest zwigzana z procesami réznicowania sie i wzros-
tu [7-9]. Coraz wigcej danych doswiadczalnych wska-
zuje na udziat kinaz tyrozynowych w przewodzeniu
informacji w komadrce, umozliwiajgc jej prawidtowg
odpowiedzZ na dziatanie wielu fizjologicznych stymula-
toréw. Mechanizm przewodzenia informacji w plyt-
kach krwi za posrednictwem biatkowych kinaz tyrozy-

* Dr, Zaktad Biofizyki, Instytut Fizjologii i Biochemii,
Akademia Medyczna, ul. Lindleya 3, 90-131 t6dz

40

Contents:

. Introduction

Il.  Structure of nonreceptor tyrosine kinases

I1l.  Concentration and localization of protein tyrosin kina-
ses in platelets

IVV. Association of tyrosine kinases with membrane recep-
tors

V.  Role of Gpllb-Illa in protein tyrosine phosphorylation

VI. Mechanism of activation of tyrosine kinases by
Gpllb-111a

VII. ldentification of tyrosine kinases substrates

VIII. Concluding remarks

nowych jest stabo poznany mimo tego, ze sg one
doskonatym obiektem do tego typu badan. Odpowie-
dzi ptytek na dziatanie wielu aktywatorow takich jak,
np. trombina, ADP, kolagen, plytkowy czynnik ak-
tywujacy (PAF) towarzyszy gwattowna fosforylacja
reszt tyrozynowych w biatkach [10-15].

Kinazy tyrozynowe wystepujace w plytkach krwi
nalezg do klasy kinaz niereceptorowych. Budowa
i dziatanie kinaz receptorowych, ktérych przyktadami
sg receptory czynnikéw wzrostowych iinsuliny zostata
omdéwiona uprzednio na tamach Postepéw Biochemii
[16-17],

Celem tego artykutu jest przedstawienie aktualnego
stanu wiedzy o biatkowych kinazach tyrozynowych
wystepujacych w plytkach krwi ze szczeg6lnym
uwzglednieniem ich funkcji w przewodzeniu informacji
wewnatrz komorki.

Il. Budowa niereceptorowych kinaz
tyrozynowych

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe nie zawierajg
domeny zewnatrzkomdérkowej zdolnej do wigzania
ligandu i domeny transbtonowej. Kinazy te wystepuja
w cytoplazmie komdrek i moga tgczy¢ sie z niektérymi
receptorami btonowymi, rozpoznajac krotkag sekwen-
cje ich domen cytoplazmatycznych [3, 18-19],
N-koncowy aminokwas kinaz potgczony jest wigza-
niem amidowym z resztg mirystynowag, ktéra zwieksza
hydrofobowo$¢ tego regionu i ufatwia polgczenie
czasteczki z btong [3, 16], Wszystkie niereceptorowe
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biatkowe kinazy tyrozynowe zawierajg bardzo podob-
na domene utworzonag z 250-300 reszt aminokwaso-
wych, odpowiedzialng za aktywno$¢ enzymatyczna.
Biatka kodowane przez geny rodziny src , ktore sg
najlepiej poznanymi kinazami niereceptorowymi, za-
wierajg dwa krotkie regiony o wysokiej homologii
nazwane regionami SH-2 i SH-3 (SH-ang. src homo-
logy). Regiony te wystepujg réwniez w niektdrych
biatkach nie wykazujacych aktywnosci kinaz tyrozy-
nowych, np. w fosfolipazie Cy (PLC-y) czy w biatku
GAP (GTPase activating protein). Region SH-3 wy-
stepuje z kolei w biatkach wigzacych aktyne, np.
w spektrynie i miozynie. Poniewaz delecja regionu
SH-3 eliminuje wigzanie sie tych biatek z aktyng oraz
wywotuje transformacje komorek wydaje sig, ze region
SH-3 odpowiada za potgczenie Kkinaz z biatkami
cytoszkieletu. Region SH-2 kinazy uczestniczy w re-
presji aktywnosci kinazowej, a region SH-2 substratu
np. PLC-y, jest miejscem rozpoznajacym fosfotyrozy-
ne w kinazie. Segment GSFLVRES regionu SH-2
stanowi minimalng sekwencje zdolng do rozpoznawa-
nia fosfotyrozyny [3, 20].

Transformujgce biatko wirusowe pp60vst ma zna-
cznie wiekszg aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej niz jego
normalny komaérkowy analog, biatko pp60cst. Poréow-
nanie budowy tych dwoéch biatek umozliwito znalezie-
nie mechanizmu regulujacego ich aktywnos¢.

W C-koricowym regionie biatka pp60cst w pozycji
527 znajduje sie ufosforylowana tyrozyna. Desfos-
forylacja Tyr 527 zwieksza aktywno$é kinazowag. Biatl-
ko pp60vsctw tej pozycji zawiera fenyloalanine. Punk-
towa mutacja Tyr-Phen uniemozliwiajgca fosforylacje
biatka w pozycji 527 jest wiec przyczynag zwigkszonej
aktywnos$ci pp60vst. Wg. ostatnio wysunietej hipotezy
dziatania kinazy pp60cst domena SH-2 wigze C-kon-
cowy region tej samej czgsteczki kinazy w miejscu,
gdzie wystepuje ufosforylowana Tyr 527 (head to tail
self association) [3], co przedstawiono na (Ryc. 1).
Polgczenie takie uniemozliwia tgczenie kinazy z sub-
stratem. Reszty Tyr 527 sg catkowicie ufosforylowane

in vivo, co wyjasnia obnizong aktywno$¢ pp60csrc.

Kinaza fosforylujgca pp60cst nazywana kinaza c-src,
zostata wyizolowana z mézgu ptoddéw szczura. Chara-
kteryzuje sie ona niezwykle wysoka specyficznoscia
— fosforyluje tylko Tyr 527 biatka pp60csrc; nie
fosforyluje innych substratéw i innych reszt tyrozyno-
wych [21]. Kinaza pp6Ocst takze zawiera Tyr 416,
ktéra réwniez uczestniczy w regulowaniu aktywnosci
czasteczki. Autofosforylacja Tyr 416, (Tyr 416 jest
zupetnie zdefosforylowana in vivo) zwieksza aktywnos$é
kinazy pp60cst [3].

I1l. Zawartos¢ i lokalizacja biatkowych kinaz
tyrozynowych w ptytkach krwi

Dotychczas poznane geny kodujgce niereceptorowe
kinazy tyrozynowe zawarte sg w tabeli 1 Kinazy
tyrozynowe wystepujgce w ptytkach krwi nalezg do
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Ryc. 1. Schemat ilustrujgcy aktywacje kinazy pp60csrc (wg. Cant-
ley C. i wsp. [3], zmodyfikowano).
W czasteczce kinazy nieaktywnej (A) Tyr 527 jest ufos-
forylowana, co powoduje jej wigzanie z regionem SH-2 tej
samej czasteczki. W kinazie aktywnej (B) defosforylacja Tyr
527 uniemozliwia wytwarzanie wewnetrznych kompleksow
w czasteczce kinazy; region SH-2 kinazy jest wiec uwolniony
i moze taczy¢ sie z substratem.

biatek kodowanych przez geny rodziny src i fak
[22-26]. W plytkach krwi stwierdzono obecnos$¢ na-
stepujacych ich produktéw-pp60csrc, pp60fyn pp62yes,
pp6lhk pp54/58n ppl25fk [7, 25-26]. Zawartos¢
kinazy pp60cst w ptytkach jest szczegdlnie wysoka
i stanowi 0.2-0.4% wszystkich biatek ptytkowych [7,
11]. Stezenie pp60cstw plytkach krwijest prawie takie
samo jak w limfocytach krwi obwodowej, komorkach
nerwowych (moézg szczura), fibroblastach mysich
transformowanych wirusem miesaka Rausa (Rous sar-
coma virus, RSV), ale jest kilkadziesiat razy wyzsze niz
w migsniach, nerce, grasicy, erytrocytach i az 150 razy
wyzsze niz w fibroblastach [11]. Wysoki poziom
pp60csic w pitytkach krwi odpowiada za duzg ilosé
biatek ptytkowych zawierajgcych ufosforylowang ty-
rozyne. Stanowig one az 80% wszystkich ufosforylo-
wanych biatek btony cytoplazmatycznej. Dla porow-
nania w fibroblastach i btonach erytrocytarnych biatka
z ufosforylowanymi resztami tyrozynowymi stanowig
odpowiednio 0.3% i 13% wszystkich fosforylowanych
biatek [7]. Zawarto$¢ pozostatych biatkowych kinaz
tyrozynowych w ptytkach krwi jest znacznie nizsza.
Kinazy pp60fini pp62ys wystepuja w ilosciach okoto
5-10 razy mniejszych niz pp60cst llo$¢ ta jest 20-40
razy wieksza niz w fibroblastach [25-27]. Dostepnos¢

Tabela 1.
Przyktady genéw kodujacych niereceptorowe biatkowe kinazy
tyrozynowe
1 rodzina src src, yes, fgr, fyn, lyn,
lek, hek, blk
2. rodzina fes fer, fes/fps
3. rodzina abl abl, arg
4. rodzina fak fak

Opracowano na podstawie (22-24)
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i tatwos¢ izolowania plytek krwi oraz duza w nich
zawartos$¢ kinazy pp60csrc umozliwita wyodrebnienie
tego enzymu przez Feder i Bishopa [28]. Auto-
rzy ci otrzymali 0.5 mg kinazy z 30 koncentratéw
ptytkowych (okoto 3 x 1012ptytek). Wyizolowane biat-
ko o masie 60 kDa odznaczato sie duzg czystosScig.
Pozbawione byto nie tylko zawartosci innych bialek,
ale rowniez proteolitycznych produktdéw degradacji
0 masie 47-57 kDa, ktdre nieodtgcznie mu towarzyszg
[29]. Charakterystyka wyizolowanej kinazy podana
jest w tabeli 2. Poréwnanie wyizolowanego preparatu
pp60cstz ptytek krwi z kinazami innych komdérek jest
jak dotychczas niemozliwe z powodu roznej czystosci
otrzymanych enzymow oraz stosowania odmiennych
warunkoéw doswiadczalnych [28-30].

Badania lokalizacji pp60cst w ptytkach krwi przy

Tabela 2.
Charakterystyka kinazy pp60cscz ptytek krwi.
szybkos$¢ fosforylacji donory grupy wymagania
enolazy fosforanowej jonowe
60 kDa 25 nMol P x ATP Mg +2 20 mmol
min“1lx mg*“1 GTP Mn +2 3 mmol

Opracowano wg. [28]

uzyciu przeciwciat wykazaty, ze wystepuje ono tuz pod
powierzchnig btony komdrkowej oraz w poblizu bton
systemu kanalikowego zwigzanego z powierzchnig
[31]. Taka lokalizacja doskonale umozliwia pp60cst
przewodzenie informacji od transbtonowych biatek
receptorowych do wnetrza komorki.

Biatko pp 125fkzawiera domene kinazowa, ale w od-
réznieniu od bialek kodowanych przez geny src, nie
zawiera domen SH-2 i SH-3 [24]. Lokalizacja tego
biatka oraz jego zawarto$¢ w plytkach nie jest jeszcze
poznana.

IV. Wytwarzanie komplekséw kinaz tyrozy-
nowych z receptorami btonowymi

Poniewaz aktywacja ptytek krwi wywotuje gwat-
towny wzrost fosforylacji wielu biatlek uwaza sie, ze
kinazy odpowiedzialne za ich fosforylacje sg stymulo-
wane przez biatka receptorowe. Typowym przyktadem
takiej stymulacji jest oddziatywanie pp56Ik z recep-
torami CD 4 i CD 8 w limfocytach, w wyniku ktérego
kinaza tworzy niekowalencyjny kompleks z cytoplaz-
matyczng domeng receptoréw. Przeciwciata wigzace
sie z receptorami wywotuja wzrost aktywnosci kinazo-
wej pp56lk co z kolei powoduje fosforylacje tyrozyny
wielu biatek wewnatrzkomoérkowych [18-19].

W ptytkach krwi kinazy pp60fyn pp54/58y" i pp62yes
tacza sie z glikoproteing 1V (GplV/CD 36) i taki
kompleks mozna znalezé w immunoprecypitatach
otrzymanych po uzyciu przeciwciat dla GplV [26].
Wytwarzanie kompleksoéw tych kinaz z GplV sugeru-
je, iz petnig one funkcje w przewodzeniu informacji
podczas interakcji GplV z ligandami, ktérymi naj-
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prawdopodobniej sg kolagen i trombospondyna
[32-34]. GplV tworzy kompleksy z tymi samymi
kinazami w komorkach czerniaka C 32 i komérkach
erytroleukemicznych [26]. O stabilnosci kompleksow
GplV z kinazami $wiadczy ich trwato$¢ w buforach
zawierajacych jonowe i niejonowe detergenty, a o spe-
cyficznosci fakt, ze inne glikoproteiny ptytkowe, np.
Gpllb-llla, ktérych zawarto$é w blonie przewyzsza
okoto 4 krotnie GplV, nie tworzyty podobnych pota-
czen. Feder i Bishop [35] zidentyfikowali cztery
biatka btonowe o masach 32, 50, 92 i 105 kDa, ktore
taczyty sie ze znakowanymi peptydami pochodzacymi
z N-kohcowego odcinka kinazy pp60csrt Nie podano
blizszej charakterystyki tych biatek oraz nie udowod-
niono, ze facza sie one z rodzima czgsteczka kinazy.
Tak wiec, dotychczas wykazano, ze z wielu receptoréw
wystepujgcych w bionie cytoplazmatycznej, jedynie
GplV faczy sie z kinazami tyrozynowymi. Cytoplaz-
matyczna domena GplV odpowiedzialna za potacze-
nie z kinazami nie zostata dotychczas zidentyfikowana.
Odcinek C-koncowy tancucha biatkowego GplV po-
siada motyw sekwencji Cys-X-Cys-zasadowy amino-
kwas-X-zasadowy aminokwas-X-X-Lys, Kktory jest ta-
ki sam jak motyw sekwencji receptora CD 4 i CD
8 w limfocytach. Motyw ten jest odpowiedzialny za
wigzanie receptora CD 4 i CD 8 z dwiema grupami
sulfhydrylowymi wystepujagcymi w kinazie pp56ik
Kinazy ptytkowe nie zawierajg jednak wolnych grup
sulfhydrylowych i najprawdopodobniej ich tgczenie
z GplV nie przebiega zgodnie z mechanizmem opisa-
nym dla limfocytéow [19, 36],

V. Udziat Gpllb-Illa w fosforylacji tyrozyny
w biatkach

Gpllb-11lla, integryna o R jest specyficznym dla
ptytek receptorem, odgrywajgcym zasadniczg role
podczas adhezji i agregacji [37]. Stezenie Gpllb-llla
w btonie komdérkowej wielokrotnie przewyzsza zawar-
to$¢ innych glikoprotein. Na powierzchni niezaak-
tywowanych plytek wystepuje okoto 40 000 czgsteczek
Gpllb-Illa, 10000 czasteczek GplV i 1000 czasteczek
Gpla-lla [38-41], Gpllb-Illa swoiscie wiaze wiele
ligandéw biatkowych zawierajacych sekwencje RGD,
tj. gtdwnie fibrynogen, a takze czynnik von Willebran-
da (VWF), fibronektyne i witronektyne [42-45], Wigza-
nie fibrynogenu i czynnika vVWF z Gpllb-Illa jest
niezbedne dla normalnej adhezji i agregacji ptytek krwi
[46-47]. Pytki niezaaktywowane nie wigzg tych bia-
tek, pomimo wystepowania w ich btonie wielu czas-
teczek Gpllb-llla. Dopiero po aktywacji ptytek trom-
bing, ADP czy kolagenem wywotane zostajg w czas-
teczce Gpllb-l1la zmiany konformacyjne, ktdre powo-
duja udostepnienie miejsc receptorowych dla wspo-
mnianych ligandéw [43-46, 48]. Mechanizmy odpo-
wiedzialne za aktywacje Gpllb-llla nie sg doktadnie
poznane. Jednym z nich moze by¢ bezposrednia fos-
forylacja cytoplazmatycznej domeny kompleksu
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Gpllb-llla. Rzeczywiscie wykazano, ze podjednostka

Gpllla zawiera ufosforylowang seryne i treonine po

aktywacji ptytek trombing i nadtlenkami prostaglan-

dyn [49], ale bardzo niska wydajnosc¢ tej reakcji (okoto

2-4% czgsteczek ufosforylowanych) i brak zaleznosci

od przytaczania fibrynogenu z receptorem wskazuje na

jej znikome znaczenie fizjologiczne [50], Cytoplaz-

matyczna domena Gpllla zawiera Tyr w pozycji 747,

ktéra ze wzgledu na podobne sgsiedztwo aminokwaso-

we do tego, ktore otacza reszty Tyr ufosforylowane

w receptorach EGF i insuliny, moze by¢ kandydatem

do fosforylacji [51-52]. Tyr 747 byta ufosforylowana

po inkubacji wyizolowanej Gpllla z y-ATP, ale jak
dotychczas nie wykazano fosforylacji Tyr 747 w catych
ptytkach [49-50]. Doswiadczenia z zastosowaniem
tyrfostiny, inhibitora kinaz tyrozynowych, réwniez nie
dostarczyly przekonywujgcych dowoddéw wskazujg-
cych na bezposrednig role kinaz w regulowaniu ak-
tywacji Gpllb-Illa [53]. Wyniki doswiadczen wskazu-
ja na zalezno$¢ odwrotna, tj. na regulowanie aktywno-
sci kinaz przez Gpllb-l1lla. Gpllb-llla reguluje fos-

forylacje tyrozyny w trzech biatkach o mcz. 126, 108

i 100 kDa w ptytkach stymulowanych trombing [13,

14]. Swiadcza o tym nastepujace dane:

1. Peptydy RDGS i H12 oraz przeciwciata blokujgce
wigzanie tancuchdéw a iy fibrynogenu z Gpllb-Illa
hamowaty fosforylacje tych biatek,

2. Fosforylacji tych biatek nie obserwowano w plyt-
kach os6b chorych z Trombastenia Glanzmanna,
charakteryzujgcych sie brakiem lub obnizong liczbg
Gpllb-Illa, oraz w ptytkach, gdzie natywny recep-
tor rozdysocjowano za pomocg EDTA.
Aktywacja Gpllb-Illa i wigzanie fibrynogenu nie sa

wystarczajace do fosforylacji tych biatek, poniewaz nie

obserwowano jej wtedy, gdy ptytki nie agregowaty bez
mieszania w kuwecie agregacyjnej. Tak wiec, zalezny
od obecnosSci receptora Gpllb-Illa kontakt miedzy
ptytkami podczas agregacji, wywotany aktywacjg

Gpllb-llla i zwigzaniem fibrynogenu, jest niezbedny

dla fosforylacji tych trzech biatek.

Nastepnego przykiadu udziatu Gpllb-l1la w ak-
tywacji biatkowych kinaz tyrozynowych dostarczyty
doswiadczenia z komoérkami embrionalnymi ludzkich
nerek (HEK 293). Komdrki te po transfekcji cDNA dla
podjednostek a]b i P3nabieraty zdolnos$¢ przylegania
do fibrynogenu. Towarzyszyta temu fosforylacja tyro-
zyny w biatku o masie 125 kDa. Adhezji tych komoérek
do kolagenu, posredniczonej przez integryne a3Pr
towarzyszyta fosforylacja biatka o tej samej masie
czasteczkowej [54]. Adhezja ptytek krwi do kolagenu
réwniez byla potgczona ze specyficzng fosforylacja
biatka 0 masie 120 kDa [55]. Przypuszcza sie, ze to
fosforylowane biatko moze odpowiadaé ostatnio opi-
sanej przez Schallera i wsp. kinazie tyrozynowej
nazwanej ppl25fkifocal adhesion kinase) [24].

Adhezji komdrek raka nabtonka (human epidermoid
carcinoma cells, KB cells), oraz fibroblastbw myszy
i szczura do kolagenu, fibronektyny, lamininy i wit-
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ronektyny towarzyszyta fosforylacja kinazy ppl25fk
[56, 57]. Fosforylacja byta zalezna od integryn obec-
nych na powierzchni tych komorek, a w przypadku
komdrek raka nabtonka gtdwnie integryn zawieraja-
cych podjednostki a3i Pj [58].

Fosforylacja kinazy ppl25fk jest wiec specyficzng
odpowiedzig na sygnat przekazywany przez integryny,
w tym receptora Gpllb-Illa, podczas adhezji wielu
typow komorek do réznych substratéw. Fosforylacja
tej kinazy w piytkach krwi, jak wykazaly ostatnio
badania Lipferta i wsp. [59], jest silnie zwiazana
z aktywacja Gpllb-llla tj. z wigzaniem fibrynogenu
i agregacja ptytek.

V1. Mechanizm aktywacji kinaz tyrozyno-
wych przez Gpllb-llla

Mechanizm aktywacji biatkowych kinaz tyrozyno-
wych przez integryne anb i P3 (Gpllb-l11la) nie jest
wyjasniony. Poniewaz nie wykazano bezposrednio
potaczenia tej integryny z kinazami [13, 25] uwaza sig,
ze w aktywacji kinaz biorg udziat czasteczki posred-
niczace. Fosforylacja biatka o masie 125 kDa, zalezna
od Gpllb-Illa, uwarunkowana byta mobilizacja we-
wnatrzkomdrkowego wapnia [54]. Jony wapnia sg
z kolei uwalniane przez 1, 4, 5-trifosforan inozytolu
(IP3, ktéry powstaje dzieki aktywacji fosfolipazy c-y
(PLC-y) i kinazy PI-3 [60, 61]. Enzymy te sg powigza-
ne z cytoszkieletem plytki, a ich zawarto$¢ we frakcji
cytoszkieletu zwieksza sie kilkukrotnie po aktywacji
ptytek [62, 63]. Aktywacja ptytek wywotuje réwniez
translokacje pp60csrt przypuszczalnego regulatora ak-
tywnosci tych enzymoéw, do frakcji cytoszkieletu [3, 6,
63, 64]. W zwigzku z tym, ze Gpllb-llla wigze sie
z biatkami cytoszkieletu [59, 65] wielu autoréw suge-
ruje role biatek systemu cytoszkieletarnego w posred-
niczeniu aktywacji biatkowych kinaz tyrozynowych
[53, 55, 63, 66]. Przemawia za tym rowniez wy-
stepowanie na powierzchni wielu komérek podczas ich
adhezji do réznych substratéow tzw. ognisk adhezji
(ang. focal adhesions), w ktérych gromadzg sie integ-
ryny, biatka cytoszkieletu i skupiska ufosforylowanych
biatek [24, 56].

Zaznaczy¢ nalezy, ze biatka cytoszkieletu nie sg
jedynie miejscem gdzie przebiegaja te reakcje, ale biorg
one aktywny w nich udziat. Aktywacja ptytek wywotu-
je ich reorganizacje, a wiele z nich jest substratami
kinaz biatkowych, gtéwnie serynowo-treoninowych
[67-68].

VII. ldentyfikacja substratow biatkowych
kinaz tyrozynowych

Technika zwana ,,putapkowaniem kinaz”, wykorzy-
stujaca stabilno$¢ komplekséw kinaz ze swoimi sub-
stratami, umozliwia identyfikacje substratow wraz
z kinazami odpowiedzialnymi za ich fosforylacje. Te-
chnika te polega na immunoprecypitacji catego kom-
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pleksu utworzonego przez kinaze z substratem za
pomocg przeciwciat dla jednego z biatek kompleksu.
Po raz pierwszy, stosujgc przeciwciata dla GAP,
zastosowano ja do wyodrebnienia kompleksu przewo-
dzgcego informacje podczas dziatania PDGF na fibro-
blasty. W skiad tego kompleksu wchodzg: receptor
PDGF, PLC, kinaza PI-3, kinaza Raf-1, seryno-
wo-treoninowa i biatko GAP [2, 6, 69]. Zastosowanie
przeciwciat przeciwko GAP pozwolito na wyodreb-
nienie kompleksu kinaz wraz z substratami biorgcymi
udziat w przewodzeniu informacji podczas stymulacji
ptytek trombing. W kompleksie tym poza biatkiem
GAP znajdowaly sie trzy kinazy tyrozynowe pp60fyn
pp54/58n pp62yes oraz dwa biatka o masach 59 i 68
kDa. Wszystkie te biatka miaty ufosforylowang tyrozy-
ne, a obecno$é¢ w/w kinaz w otrzymanym kompleksie
sugeruje, ze sg one odpowiedzialne za ich fosforylacje.
Inny kompleks, powstajgcy réwniez podczas dziatania
trombiny na plytke, utworzony z kinazy pp60csrc
i pp54/58hn z kinazg PI-3 wyizolowano stosujgc do
immunoprecypitacji przeciwciata przeciwko kinazom
tyrozynowym. Kinazy te sg najprawdopodobniej od-
powiedzialne za regulowanie aktywnosci kinazy PI-3,
poprzez jej fosforylacje [63, 66, 70]. Znaczng role
w tworzeniu tych komplekséw przypisuje sie biatkom
cytoszkieletu.

VIIl. Podsumowanie

W pracy tej dokonano przegladu biezgcych wiado-
mosci dotyczacych biatkowych kinaz tyrozynowych
w ptytkach krwi. Dane doswiadczalne, omowione
tutaj, wskazuja na ogromna role kinaz tyrozynowych
w przewodzeniu informacji w plytkach krwi, umoz-
liwiajac im odpowiedz na dziatanie zewnatrzkomor-
kowych stymulatordéw. Bezposrednia aktywacja kinaz,
polegajagca na ich potgczeniu sie z receptorem, jest
odpowiedzialna za przesytanie informacji od GplV,
receptora kolagenu i trombospondyny. Posrednia ak-
tywacja Kkinaz, nie wymagajgca taczenia sie kinaz
z receptorem, ale wymagajgca min. biatek cytoszkiele-
tu jako posrednikéw pomiedzy receptorem a kinaza-
mi, odpowiada za przesytanie informacji od
Gpllb-Illa. Uaktywnione kinazy, dziatajagc w sposéb
kaskadowy, wywotujg aktywacje wielu enzymow
i w koncowym efekcie doprowadzajg do fizjologicz-
nych odpowiedzi ptytek, takich jak np. adhezja czy
agregacja. Pomimo ogromnego postepu badan infor-
macje o udziale kinaz tyrozynowych w regulacji funkcji
ptytek sa ciggle niepetne. W chwili obecnej wiekszos¢
biatek zawierajacych ufosforylowang tyrozyne okresla
sie przez podanie mas czgsteczkowych. Tylko niekt6re
z tych biatek zostaly zidentyfikowane np. GAP czy
biatka kodowane przez geny src. Tak wiec jednym
z waznych celow przysztych badan bedzie identyfika-
cja substratow kinaz tyrozynowych.

Artykut otrzymano 24 listopada 1993 r.
Zaakceptowano do druku 4 stycznia 1994 r.
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Receptory integrynowe sg to biatka odpowiedzialne
za rozpoznawanie i przyleganie komdrek do elemen-
tow matriksu zewnatrzkomaérkowego oraz oddziaty-
wanie komérek miedzy sobg. Szczegdlng cecha recep-
toréw integrynowych jest to, iz w wyniku aktywacji
zmienia sie odwracalnie ich powinowactwo wigzania
czasteczek ligandu. Reaguja one woéwczas z okres$lo-
nymi biatkami obecnymi w macierzy zewnatrzkomor-
kowej, w btonie innych komorek, lub rozpuszczonymi
w ptynach ustrojowych. Dzigki temu, integryny umoz-
liwiajg swoistg adhezje komdrek, ich agregacje lub
ukierunkowang migracje. Ma to miejsce podczas ta-
kich proceséw jak embriogeneza, organogeneza, he-
mostaza, czy tez proceséw skiadajacych sie na od-
powiedZz immunologiczng organizmu.

Badania ostatnich kilku lat wykazaty, ze integryny
posredniczg nie tylko w biernym oddzialtywaniu ko-
morek, ale takze w przesytaniu informacji w obu
kierunkach, tj. ze Srodowiska zewnetrznego do wnet-
rza komorek (ang. outside-in signalling) oraz z wnetrza
komérek na zewnatrz (ang. inside-out signalling).

I. Ogdlna charakterystyka receptorow integ-
rynowych

Czagsteczki receptoréw integrynowych sg hetero-
dimerami, utworzonymi z dwéch podjednostek o ma-
sie 120-180 kD oraz 90-110 kD, okresSlanych od-
powiednio a i p. Do chwili obecnej opisano 14
podjednostek a oraz 8 (3 ktére taczac sie moga tworzyé
21 odmiennych receptorow. Sekwencja cDNA wszyst-
kich podjednostek integrynowych zostata juz ustalona
(1-6). Znane do tej pory podjednostki a i P wykazuja
odpowiednio 20% i 40% homologii w strukturze
pierwszorzedowej [1-7]. Szczegblnie w podjednost-
kach P spotyka sie diugie fragmenty o silnie konser-
watywnej sekwencji aminokwasowej. Nazwe recep-
torow integrynowych tworzy sie zestawiajgc typy
podjednostek a i P skiladajgce sie na czgsteczke.
Niektérzy autorzy uzywajg réwniez nazw potocznych
lub pochodzacych z klasyfikacji antygenéw réznico-
wania komoadrek (systemu CD, cluster differentiation
antigens) [4]. | tak np. piytkowy receptor dla fib-
rynogenu moze by¢ opisany jako integryna anbp3
kompleks CD41/CD61, albo najczesciej jako
GPIlIb/Illa [8]. Podjednostki a w wiekszosci tworza
kompleks wytgcznie z jednym typem tanicucha p.
Niektére z nich, np. av, wystepuja w kompleksie
z wieloma podjednostkami P (Tab. 1).

Poszczegblne receptory integrynowe moga rozpo-
znawac wiecej niz jeden ligand biatkowy i odwrotnie
— ro6zne biatka moga reagowa¢ z kilkoma odmien-
nymi integrynami. Prawdopodobnie wynika to stad, ze
niektére integryny rozpoznaja krotkie sekwencje ami-
nokwasowe, obecne w czasteczkach ligandéw bial-
kowych. I tak, integryny a5p,, a,,bps, avpi, avp3 avp5§
avpbé rozpoznajg sekwencje Arg-Gly-Asp (RGD). Sek-
wecje te, jako miejsce wigzania z integrynami, po raz
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pierwszy wykryto w fibronektynie [9]. Pdzniej okazato
sie, iz wystepuje ona réwniez w czgsteczkach, wielu
niespokrewnionych z fibronektyng biatek, nie zawsze
jednak w takiej konfiguracji, aby mogta reagowac
z integrynami [10-17]. Czasteczki receptoréw reaguja-
ce z sekwencjg RGD majg podobng budowe. Przy-
puszcza sie, ze segmenty czasteczki o szczegdlnie
konserwatywnej strukturze pierwszorzedowej po-
szczegOlnych podjednostek tworzg miejsca, ktore bez-
posrednio uczestnicza w wigzaniu ligandéw biatko-
wych. Integryna anbp3 znana jako piytkowy receptor
fibrynogenu, reaguje réwniez z sekwencjg Lys-GIn-
-Ala-Gly-Asp-Val (KQAGDV) wystepujg wytgcznie
w C-koncu tancucha y fibrynogenu [13]. Ostatnio
wykazano, ze inne receptory integrynowe rowniez
moga reagowac z krotkimi segmentami peptydowymi,
np. integryna o”Pj wigze segment o sekwencji
Asp-Gly-Glu-Ala (DGEA) wystepujacy w kolagenie
typu | (14), a4Pj reaguje z Glu-lle-Leu-Asp-Val (E-
ILDV) obecng w fibronektynie [1], a integryna axP2
rozpoznaje Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP), tj. sekwencje
pochodzacg z fibrynogenu [15]. Wiadomo takze, iz
integryny reagujace z biatkami btonowymi nalezacymi
do grupy biatek o budowie podobnej do immunog-
lobulin, np. z ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, NCAM Ilub
PECAM-1, swoiscie rozpoznajg jedng z ich domen
biatkowych [16, 17]. Sekwencja rozpoznawanych seg-
mentéw w tym przypadku nie jest jeszcze poznana.

Il. Ptytkowy receptor integrynowy
I1-1. Budowa ptytkowego receptora fibrynogenu

Kompleks glikoprotein ptytkowych Ilb/Il1a (anbp3),
ze wzgledu na duze stezenie oraz funkcje, jaka peini
podczas agregacji plytek, jest najwczesniej i najlepiej
poznanym przedstawicielem receptoréw integryno-
wych (Ryc. 1).

Otrzymany w mikroskopie elektronowym obraz
czgsteczki ocbp3 wbudowanej w dwuwarstwe lipido-
wag, przedstawia strukture globularng o wymiarach
8x12-15 nm, utworzong przez N-korficowe regiony
skompleksowanych podjednostek allbi P3 zakotwiczo-
ng w btonie dwiema odnézkami o dtugosci 12-15 nm [18],

tancuch polipeptydowy P3 (GPIllla) zawiera 762
reszty aminokwasowe formujgce nastepujace regiony:
(a) cytoplazmatyczny C-koncowy fragment zbudowa-
ny z 41 aminokwasow, (b) hydrofobowy fragment
transbtonowy, (c) centralny fragment obejmujacy oko-
to 25% podjednostki, w ktorym zlokalizowana jest
wiekszos¢ wigzan disiarczkowych, oraz (d) N-koricowy
region tworzacy wielka petle dzieki powigzaniu most-
kiem disiarczkowym z cze$cig centralng podjednostki
[19-22].

Podjednostka allb utworzona z 1170 reszt amino-
kwasowych syntetyzowana jest jako pojedynczy tan-
cuch, z ktorego podczas modyfikacji potranslacyjnej
wyciety zostaje krétki fragment peptydowy [19, 21].
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Tabela 1.
Receptory integrynowe

Integryna*

a b
Podrodzina Pi
CiPi CD49a/CD29
a2pl CD49b/CD29
a3Pi CD49c/CD29
a4p, CD49d/CD29
a5p. CD49e/CD29
2 6Pi CD49f/ICD29
a7Pi
a8Pi
@y Pi CD51/CD29

Podrodzina p2

aLP2 CDI la/CD18
aMP2 CDI Ib/CD18
axp2 CDIlIc/CD18
Podrodzina p3

®IIbP3 CD41/CD61

avps  CD51/CD61

Inne
“6P4
avpb
avp6
Q4P7
“ielP?
avP8

VLA-1
VLA-2
VLA-3
VLA-4
VLA-5
VLA-6

LFA-1
Mac-1
p 150,95

GPIlIb/llla

VLA-Gaii
VNR

VLA-4dt
2

?

Rozpoznawane

Biatko

kolagen, laminina

kolagen, laminina

kolagen, laminina, fibronektyna
fibronektyna, VCAM-1
fibronektyna

laminina

laminina

7

fibronektyna, witronektyna

1CAM-1, ICAM-2
ICAM-1, C3b, czynnik X, fibrynogen
fibrinogen, C3b

fibrynogen,

fibronektyna, witronektyna,
trombospondyna

czynnik von Willebranda
fibrinogen, fibronektyna
witronektyna, trombospondyna
czynnik von Willebranda
osteopontina, kolagen

laminina

witronektyna, fibronektyna
fibronektyna

fibronektyna, VCAM-1

Sekwencja

DGEA
RGD
EILDV
RGD

RGD

GPRP

RGD, K.QAGDV

RGD
RGD
RGD
RGD
RGD
RGD
RGD

RGD
RGD
EILDV

* Nazwa integryn podana zgodnie z ostatnio przyjeta nomenklaturg (a), wedtug klasyfikacji CD (b) oraz jako nazwa zwyczajowa (c)

l. ag, 294-314

2. B, 109-136
3. B,210-22]
4. 9

Ryc. 1. Schemat czasteczki receptora fibrynogenu anbP3 utworzonej przez kompleks dwoch podjednostek a i P (rycina A). NH 2-kofAcowe
regiony podjednostek znajduja sie we wnetrzu ptytki krwi, w C-koficowym regionie obu podjednostek zlokalizowana jest kieszen
wigzgca czasteczke fibrynogenu. Na rycinie B przedstawione jest miejsce wigzace czgsteczke fibrynogenu utworzone przez kilka
fragmentow peptydowych podjednostek anb i P3-Dwa fragmenty peptydowe anb 294-314 i P3 109-136 wchodzace w sktad tego miejsca
pochodzg z regionéw oddziatujgcych z jonami Ca2+. Natura czwartego fragmentu budujgcego miejsce wigzace ligand w czasteczce

otnbP3 nie jest jeszcze poznana.
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Tak wiec, dojrzalg podjednostke anb stanowig dwa
tancuchy zwigzane jednym mostkiem disiarczkowym.
tancuch ciezki, o masie 115 kD jest w catosci utozony
na zewnatrz komorki, podczas gdy tancuch lekki,
0 masie 22 kD jest zakotwiczony w bionie ptytkowej,
a jego 21 reszt aminokwasowych zanurzonych jest
w cytoplazmie.

Struktura i funkcja kompleksu aMBRs jest Scisle
uzalezniona od obecnosci jonéw Ca2+. Po zastosowa-
niu réznorodnych metod (dializa wyréwnawcza, utle-
nianie jonéw izotopu kobaltu 58Co zwigzanych z rece-
ptorem, metoda spektrometryczna) wykazano, ze
anbRs wigze z réznym powinowactwem pie¢ jonéw
Ca2+ [23, 24], Jeden jon reaguje z miejscem o wysokim
powinowactwie wigzania (Kd= 80+ 30 nM), a cztery
z miejscami o niskim powinowactwie wigzania
(Kd= 40+15 pM). Wypetnianie jonem Ca2+ miejsca
0 wysokim powinowactwie wigzania w kompleksie
anbB: ma decydujgce znaczenie dla stabilnosci czags-
teczki. Podjednostki a i B zawierajg odpowiednio
cztery i dwa segmenty utworzone przez 12 reszt
aminokwasowych o sekwencji charakterystycznej dla
petli “EF hand” wigzacej jony Ca2+, tj.
1(X)-3(Y)-5(Z2)-7(-Y)-9(-X)-1 1(-2), w  ktérych X,
Y i Z okreSlajg pozycje reszt najczesciej Asp i Glu.
Budowa petli wigzgcych jony Ca2+ w allbi B3jest tylko
czesciowo zgodna z ogblnym planem miejsc “EF
hand”, poniewaz nie majg one reszt koordynujacych
jon Ca2+w pozycji X lub -Z. Ponadto, w troponinie C,
kalmodulinie oraz innych biatkach wigzgcych jony
Ca2+ petle te ograniczone sg krotkimi odcinkami
a-helikalnymi, ktérych brakuje w przypadku allo33
Spektroskopia fluorescencyjna z zastosowaniem jo-
néw terbu (Tb3+) wykazata, ze pie¢ syntetycznych
peptydéw, ktére odpowiadaty 4 segmentom alb
(242-255, 296-309, 364-377,425-438) oraz jednemu z 33
(118-131) wiaze jony Caz2 [25].

11-2. Mechanizm oddziatywania ptytkowego rece-
ptora dla fibrynogenu z Ugandami biatkowy-

mi i peptydowymi

W czasteczce integryny anbfs, po zastosowaniu
ré6znorodnych metod chemicznych i biofizycznych
oraz uzyciu bardzo wielu przeciwciat monoklonalnych,
zidentyfikowano regiony czasteczki, ktére tworza
miejsce wiazace ligand biatkowy. Integryna allb3s
rozpoznaje dwie sekwencje peptydowe, tj. RGD oraz
KQAGDYV. Krétkie peptydy zawierajace te sekwencje
hamuja przyleganie komdrek do fibronektyny, a takze
blokujg wigzanie fibronektyny, fibrynogenu, czynnika
von Willebranda oraz witronektyny z ptytkami krwi
linnymi komérkami [10-15]. W dimerycznej czasteczce
fibrynogenu sekwencja RGD wystepuje w czterech
miejscach, tj. podwdjnie w pozycjach 95-97 (RGD-F)
i 572-574 (RGD-S) tancucha Aa, a sekwencja
KQAGDV dwa razy w tancuchach y w pozycjach
406-411. Mimo, ze tetrapeptydy RGDS i RGDF sg

48

odpowiednio pieé¢ i dziesie¢ razy silniejszymi inhibito-
rami od KQAGDYV istniejg dowody na to, ze sekwen-
cja KQAGDV odgrywa bardzo wazng role w od-
dziatywaniu fibrynogenu z plytkami krwi [26, 27],
Peptyd KQAGDYV, chociaz nie wystepuje w czgstecz-
kach fibronektyny, witronektyny oraz czynnika von
Willebranda, hamuje wigzanie tych bialek do ak-
tywowanych ptytek [28]. Mozna by sadzi¢, ze RGD
i KQAGDYV oddziatujg z tym samym miejscem obec-
nym w czasteczce anb33 albo tez miejsca, do ktérych
przylaczajg sie oba peptydy powigzane sg allosterycz-
nie (Ryc. 1).

W celu identyfikacji miejsc integryny anbBs, ktére
wigza peptydowe ligandy, ptytki preinkubowano z pe-
ptydami GRGDSPKY lub HHLGGAKQAGDYV zna-
kowanymi izotopem jodu (125J). Peptydy zwigzane
Z receptorem sprzegano nastepnie kowalencyjnie z czg-
steczkg anbR3 przy pomocy odczynnikéw ,,spinaja-
cych”, np. DMS. Te ostatnie, ze wzgledu na obecnos$é
dwoch aktywnych grup reagujacych z resztami NH 2,
tworzg mostki wigzgce kowalencyjnie peptyd wow-
czas, gdy tworzy on kompleks z receptorem. Po
wyodrebnieniu integryny anb33z tak potraktowanych
ptytek krwi ijej hydrolizie enzymatycznej, identyfiko-
wano fragmenty receptora zawierajgce peptyd znako-
wany izotopem jodu. Ligand peptydowy z sekwencja
RGD wykryto przede wszystkim w podjednostce 133,
kowalencyjnie zwigzany z fragmentem 109-171, praw-
dopodobnie z resztg Lys w pozycji 125 [30]. W podob-
nych badaniach integryny avR3, wyodrebniono frag-
ment R3 65-220 zawierajacy zwigzany kowalencyjnie
peptyd ze sekwencjg RGD [31]. Udziat fragmentu
109-171 podjednostki B3w budowie miejsca wigzgcego
ligand peptydowy potwierdzajg takze nastepujgce ob-
serwacje: (a) stezenie integryny ald33w ptytkach krwi
chorych z trombastenig Glanzmanna typu CAM jest
prawie normalne, a mimo to plytki nie wigzg fib-
rynogenu i innych biatek oddziatujacych z tym recep-
torem. Takie ptytki nie agreguja [32]. U chorych
z trombastenig, analiza sekwencji cDNA kodujacego
podjednostke B3, wykazata obecno$¢ mutacji punk-
towej. W pozycji 119 reszta Asp zastgpiona zostala
w nieaktywnym receptorze resztg Tyr; (b) mutanty
receptora anbR3otrzymane w komérkach CHO meto-
da rekombinacji, w ktérych reszta Asp119 podstawio-
na zostata innymi aminokwasami, utracity zdolno$¢
wigzania peptydu RGD [29]; (c) przeciwciata mono-
klonalne rozpoznajgce epitopy zlokalizowane w tym
regionie podjednostki B3 hamowaty wigzanie peptydu
RGD ifibrynogenu z ptytkami [33-35]; (d) syntetyczny
fragment 33 118-131 tworzy kompleks stechiometrycz-
ny 1:1 z peptydami zawierajagcymi sekwencje RGD
(GRGDSP, RGDF), opisany stalg KD réwng 75pM.
Kompleks taki mozna wykry¢ za pomoca spektromet-
rii masowej [36]; (e) warunkiem oddziatywania regio-
nu B3 118-131 z czgsteczkg ligandu jest zwigzanie przez
ten region jonéw Ca2+. Po zastosowaniu spektromet-
rii fluorescencyjnej opartej na pomiarze przeptywu
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energii z reszt aromatycznych peptydu P3 118-131 do
jonéw Th3+ wykazano, ze peptyd ten wigze jony Ca2+.
Oddziatywanie to ulega wielokrotnemu ostabieniu
wowczas, gdy Aspl19 zastgpiona zostaje resztg Ala [25].

W podjednostce P3, po zastosowaniu w badaniach
wielu krétkich peptyddw syntetycznych skitadajgcych
sie na sekwencje 1/3 tancucha podjednostki, wykryto
jeszcze jeden region oddziatujgcy z ligandem [37].
Stwierdzono, ze zwitaszcza dwa peptydy 204-222 oraz
211-229 silnie hamowaly wigzanie fibrynogenu z integ-
ryng anbp3 Peptyd 211-222 nie tylko hamowat wigza-
nie fibrynogenu i pozostatych biatek adhezywnych
z integryna anbp3 ale i wiazatl sie z fibrynogenem,
a swoiste przeciwciata dla tego peptydu hamowaty
agregacje ptytek.

Powierzchnia miejsca wigzacego czgsteczke fibryno-
genu w integrynie ailbp3utworzona jest réwniez przez
reszty aminokwasowe innych segmentéw podjedno-
stki anb. Jednym z nich jest region 296-306, z ktérym
wigze sie peptyd HHLGGAKQAGDYV znakowany
izotopem jodu 125J [38], Fragment peptydowy allb
296-306 ma Kkilka charakterystycznych wiasciwosci
wskazujacych na to, ze uczestniczy on w oddziatywa-
niu z fibrynogenem: (a) syntetyczny peptyd anb296-306
bezposrednio wigze sie z fibrynogenem i hamuje jego
wigzanie z integryna al)p3 a takze agregacje ptytek
krwi [40]. Aktywno$¢ hamujaca tego peptydu znika po
podstawieniu reszty Asp302 przez Glu; (b) przeciwciato
dla peptydu allb 296-306 hamuje oddziatywanie fib-
rynogenu zaréwno z tym peptydem, jak i z integryng
ocnhfb iz pltytkami krwi; (c) zawiera typowy motyw
aminokwasowy “EF hand” bialek wigzgacych jony
Ca2+ i wigze jony metali; (d) w pozycji 302-304 ma
segment z sekwencja DGR, tj. odwrécona RGD.
Oligopeptydy z tg sekwencjg hamujg adhezje komoé-
rek; (e) wjego poblizu znajduje sie segment o sekwencji
GAPL (reszty 309-312), ktory jest hydrofobowo kom-
plementarny do sekwencji RDGS [39].

Niektére zwymienionych regionéw zgodnie z teoriag
hydrofobowosci, sa predysponowane do #gczenia sie
w kompleksy z peptydami zawierajacymi sekwencje
RGD i KQAGD [41]. Wedtug tej teorii, reszty amino-
kwasowe kodowane przez komplementarne nici
cDNA maja wihasciwosci tworzenia komplekséw ze
sobg. Na podstawie analizy sekwencji DNA przewi-
dziano, ktore z fragmentow czasteczki anb@3 moga
oddziatywac z peptydami RGD i KQAGDYV [42-44].
Udziat wykrytych w ten sposdb sekwencji peptydo-
wych w oddzialywaniu receptoréw integrynowych
z ligandami biatkowymi potwierdzono eksperymen-
talnie: (a) syntetyczny peptyd NLGT o komplementar-
nej hydrofobowosci do sekwencji RGDS obecnej w fib-
ronektynie hamuje adhezje komérek do fibronektyny
i agregacje ptytek krwi, a przeciwciata antypeptydowe
reagujg z podjednostkg pj receptora fibronektyny
a5Pt oraz P3 receptora fibrynogenu anbp3 [39]; (b)
syntetyczne peptydy APLRV i GAPL, tj. fragmenty
peptydu GAPLRY o sekwencji komplementarnej hyd-
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rofobowo do segmentu PRGDSQ, ktdry wystepuje
w czgsteczce czynnika von Willebranda, hamujg agre-
gacje ptytek, retrakcje skrzepu i przytgczajg sie bezpo-
$rednio do fibrynogenu [39]. Segmenty o sekwencji
hydrofobowo komplementarnej do peptydow zawiera-
jacych reszty RGD wystepujg w regionach 128-132,
129-133 i 109-113 podjednostki P3, a takze w 309-314
podjednostki anb. We wszystkich przypadkach zlokali-
zowane sg w poblizu reszt aminokwasowych, ktdrych
oddziatywanie z sekwencjg RGD wykazano réwniez
za pomocg innych metod.

Wykrycie kilku fragmentoéw peptydowych integryny
anbp3 ktére hamujag funkcje receptora przemawia za
obecnoscig w czgsteczce receptora wiecej niz jednego
obszaru kontaktujgcego sie z ligandem. W Swietle
réznych obserwacji mato prawdopodobny jest model,
wedtug ktorego tylko jeden z opisanych regiondéw
czasteczki receptora jest aktywny, a pozostate sg
zamaskowane w natywnej czgsteczce all33 Duza
powierzchnia obszaréw kontaktujacych sie w kom-
pleksie receptora z ligandem jest typowa dla od-
dziatywan o wysokim powinowactwie [45]. Taka
ztozona struktura miejsca wigzgcego czgsteczke ligan-
du w anb33 ttumaczy dlaczego powinowactwo wigza-
nia calej czgsteczki biatkowej jest 30-100 razy wyzsze
od tego, ktore charakteryzuje oddziatywanie receptora
z krotkimi fragmentami peptydowymi zawierajacymi
sekwencje RGD lub KQAGDV.

Na podstawie dotychczasowych badan mozna
wskazac trzy regiony anbR3 ktére biorg udziat w od-
dziatywaniu z czasteczkg ligandu. Sg to: (1) aM
294-314, (2) R3 109-136, oraz (3) R3212-222. Pierwszy
z tych regionow preferencyjnie reaguje z sekwencjg
KQAGDV, drugi z RGD, a ostatni z nich z nieopisang
jeszcze sekwencjg fibrynogenu. Peptydy RGD
i KQAGDYV wzajemnie hamujg swoje wigzanie z integ-
ryng anbR3 Jedna z teorii ttumaczy to tym, iz oba
peptydy przyjmuja podobng konformacje i dzieki
temu mozliwa jest ich krzyzowa reakcja z obu miejs-
cami receptora. Zgodnie z drugg, zwigzanie jednego
z peptydéw z anbR3wywotuje zmiany konformacyjne
receptora, ktoére wykluczajg przytaczenie drugiego
peptydu.

Mozna sadzi¢, iz oprécz gtdwnych miejsc kontaktu
w czgsteczce ailtR3 wystepuje jeszcze wiele innych,
0 nizszym powinowactwie wigzania. Wynika to z ana-
lizy struktury i specyficznosci receptorowej poszcze-
golnych integryn. Dotychczas opisane miejsca po-
chodza z regionéw podjednostek a i B, ktére charak-
teryzujg sie niewielkg zmiennoscig ewolucyjng i wy-
stepujg prawie w tej samej postaci w wiekszosci
podjednostek. Mimo to, receptory utworzone z dime-
row réznych podjednostek a i B, wybidrczo rozpoznajag
ligandy biatkowe. W poszczeg6lnych integrynach mu-
sza wiec istnie¢ regiony odpowiedzialne za taka specy-
ficzno$¢ rozpoznawania. Po dysocjacji heterodimeru
afl} zanika aktywnosc¢ receptorowa i zadna z podjedno-
stek indywidualnie nie reaguje z ligandem. Wynika
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stad wniosek, iz miejsca oddziatujgce z RGD lub
KQAGDYV utworzone sg wytacznie przez kompleks
oonbi33 wystepujacy we wiasciwej konformacji. W od-
powiednim uktadzie eksperymentalnym mozna wyka-
zaé, ze wigzanie ligandu z receptorem integrynowym
zachodzi fazowo. Poczatkowo luzno zwigzany z recep-
torem integrynowym ligand tworzy z czasem nie-
odwracalny, stabilny kompleks.

11-3. Aktywacja ptytkowego receptora fibrynoge-
nu

Liczba czgsteczek integryny aMPs w bionie plyt-
kowej nie zmienia sie po aktywacji ptytek krwi wywo-
fanej trombing, ADP lub kolagenem. Zmienia sie
natomiast ich stan. Czasteczki te przechodzg w postac
czynna, tj. nabierajg zdolnosci wigzania fibrynogenu
i innych ligandéw biatkowych. Istotng role w regulacji
aktywnosci receptorowej integryny anth odgrywaja
fragmenty cytoplazmatyczne obu podjednostek. Do-
wod6éw na to dostarczyly badania, w ktoérych za-
stosowano mutanty czgsteczek receptorow integryno-
wych. Okazato sie, ze zdolno$¢ do wiazania ligandu
przez poszczegblne receptory jest regulowana oddzia-
tywaniem ich domen cytoplazmatycznych z biatkami
wewnatrzkomorkowymi oraz z elementami cytoszkie-
letu. Wszystkie podjednostki 3maja podobne domeny
cytoplazmatyczne podczas gdy poszczeg6lne podjed-
nostki a zawierajg bardzo réznorodne domeny we-
wnatrzkomérkowe. Obserwacje w mikroskopie Swietl-
nym i elektronowym wykazaty, ze receptory integ-
rynowe majg ograniczong ruchliwo$¢ w ogniskach
kontaktowych (ang. focal contacts), tj. w obszarach
btony komdrkowej, poprzez ktére komorki przylegaja
do siebie lub podtoza. Wykazano, ze fragmenty po-
chodzgce z cytoplazmatycznych domen podjednostek
P oddziatuja z takimi biatkami jak talina lub a-aktyni-
na [46]. Podjednostka pozbawiona domeny cyto-
plazmatycznej nie gromadzi sie w ogniskach kontak-
towych [47]. Receptory reagujgce z tym samym ligan-
dem w r6znym stopniu oddziatujg z cytoszkieletem, np.
receptory fibronektyny gromadza sie w ognis-
kach kontaktowych, a oCjPi nie tworzg takich skupisk
[48]. Podobnie receptory witronektyny avP3wystepu-
ja w ogniskach, a avP5 w nich nie wystepuja [49].
Oznacza to, ze rézne integryny po utworzeniu kom-
pleksu z tym samym ligandem biatkowym wywotujg
odmienne reakcje w komdrkach. Delecja fragmentu
cytoplazmatycznego allbprowadzi do uzyskania zmu-
towanej czasteczki receptora, ktéra jest nieodwracal-
nie aktywna [50]. Zamiana cytoplazmatycznej dome-
ny oub na takg, ktéra wystepuje w a5, takze prowadzi
do powstania stale aktywnego mutanta. Oznacza to, ze
cytoplazmatyczna domena anb w szczeg6lny sposob
kontroluje stan zewnatrzkomdrkowych regionéw czg-
steczki, tj. utrzymuje receptor anbPs: w stanie nieczyn-
nym. Wptyw podjednostki anbzostaje wyeliminowany
z chwilg aktywacji ptytek krwi. Trudno wyjasni¢ w jaki
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sposéb sie to odbywa. Jedng z mozliwosci jest zmiana
w strukturze receptora wywotana fosforylacjg czgs-
teczki integryny allbPs lub biatek z nig powigzanych.
Integryna oonbPs w niewielkim stopniu ulega fosforyla-
cji, dlatego przypuszcza sie, ze wywotana w ten sposob
modyfikacja czgsteczki receptora nie ma wplywu na
jego funkcje [51, 52].

Proces aktywacji plytek wigze sie z przestaniem
informacji do wnetrza komorki przy pomocy przenos-
nikdw biologicznych, powstatych podczas metaboli-
zmu fosfatydyloinozytolu i kwasu arachidonowego,
a takze posredniczony jest wzrostem wewngtrzkomor-
kowego stezenia jonow Ca2+ i zmiang pH [52].
Towarzyszy temu takze aktywacja kilku biatek G i ki-
naz biatkowych. Nie wiadomo jednak, czy wymienione
szlaki przyptywu informacji sg powigzane z aktywacjg
anbPs- Zmiana stezenia ww przekaznikéw w komor-
kach eukariotycznych, do ktérych wprowadzono me-
todami inzynierii genetycznej integryne anbPs, nie
aktywuje tego receptora [53]. O ztozonos$ci mechani-
zmu aktywacji anbPs $wiadczy tez fakt, ze rézne ilosci
aktywnych komplekséw receptora pojawiajg sie na
powierzchni ptytek krwi w zaleznos$ci od tego jak silny
czynnik wywotuje agregacje ptytek krwi. W wyniku
dziatania trombiny na powierzchni ptytek pojawia sie
prawie 50% wiecej aktywnych receptoréw niz pod
wptywem ADP [54].

W badaniach mechanizmu aktywacji czgsteczki
ocnbPs powszchnie uzywane sg przeciwciata monoklo-
nalne, ktore rozpoznajg epitopy specyficzne dla po-
szczegOlnych standw kompleksu anbps, tj. reagujace
wytacznie z postacig aktywng lub nieczynng receptora,
albo tez z poszczeg6lnymi podjednostkami. Niezwykle
pomocne okazaly sie przeciwciata monoklonalne re-
agujgce z epitopem zlokalizowanym w miejscu przyta-
czania fibrynogenu. Blokujg one wigzanie tego biatka,
a ich wigzanie z ptytkami jest hamowane przez fib-
rynogen i jego aktywne fragmenty peptydowe. Prze-
ciwciata monoklonalne np. PAC-1, ze wzgledu na
wyzsze powinowactwo wigzania i szybszg Kinetyke
przytaczania, umozliwiajg badania aktywacji recep-
tora przy uzyciu cytometru przeptywowego.

Przejscie integryny anbPs w stan aktywny obserwuje
sie nie tylko podczas aktywacji ptytek czynnikami
agregujacymi, ale mozna wywotac je tez w inny sposob,
np. (a) rozbiciem ciggtosci btony komorkowej [51]; (b)
adsorpcjg wyodrebnionego kompleksu na powierzch-
ni plastikowej [37]; (c) przytaczeniem pewnych prze-
ciwciat monoklonalnych [50-58]; (d) zwigzaniem pep-
tydu zawierajacego sekwencje RGD lub KQAGDV
[59]. Oba peptydy zachowujg sie wiec nie tylko jako
ligandy, ale rowniez jako aktywatory integryny otubfb.
Peptydy te wigzg sie z receptorem bedgcym w stanie
nieczynnym i wywotujg zmiane konformacyjna w czas-
teczce kompleksu anbPs typowag dla receptora w stanie
aktywnym. Nowy stan czagsteczki charakteryzuje sie
wzgledng stabilno$cig. Po oddysocjowaniu ligandu
peptydowego receptor pozostaje przez krétki czas
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w stanie aktywnym i powraca do stanu nieczynnego.

Niektére przeciwciata monoklonalne otrzymane dla
kompleksu anbPs z peptydem GRGDSP, selektywnie
rozrdzniajg epitopy pojawiajace sie w czgsteczce ak-
tywnego receptora [58]. Przeciwciala te, okreslane
anty-LIBS (ang. Ugand induced binding site), mozna
podzieli¢ na trzy grupy: (a) przeciwciala hamujace
agregacje pitytek krwi, (b) przeciwciala aktywujace
agregacje oraz (c) przeciwciata, ktérych zwigzanie
z receptorem nie wptywa na funkcje ptytek. W przypa-
dku dwéch przeciwciat aktywujacych, tj. anty-LI1BS-1
i anty-LIBS-2, zlokalizowano rozpoznawane przez nie
epitopy w regionie (33600-700. Oznacza to, ze zwigza-
nie matych ligandéw peptydowych z ,kieszenig wigza-
cq” receptora pobudza zmiany konformacyjne w regio-
nie podjednostki (33, odlegtym o kilkaset reszt amino-
kwasowych od miejsca wigzania. Mozna tez sadzi¢, ze
przytaczenie przeciwciat do regionu 600-700 podjed-
nostki P3wywotuje przejscie konformacyjne receptora
do stanu, typowego dla jego aktywnej postaci.

I11. Sygnaly wewnatrzkomorkowe a aktywa-
cja integryn

I11-1. Aktywacja integryn pod wptywem sygnatow
przesytanych z wnetrza komorek (inside-out
signalling)

Wiele obserwacji wskazuje na to, ze podwyzszenie
powinowactwa integryny anbp3do czasteczek ligandu
biatkowego odbywa sie dzieki sygnatom przesytanym
z wnetrza komorki (Ryc. 2). Aktywacja receptora,
ktéra zachodzi w wyniku zmian konformacyjnych
indukowanych wzdtuz tahcucha a i P, prawdopodob-
nie prowadzi do odstoniecia lub utworzenia kieszeni
wigzacej ligand. W pilytkach krwi i leukocytach, ak-
tywacja wiekszosci receptoréw, np. anbp3 ocmP:, GEP:,
adp,, abp, i abPi, nie wigze sie ze zmiang ich stezenia
w bionie komdrkowej [60-62]. Tylko niektére integry-
ny z podrodziny PI5 np. otjPj i w limfocytach T,
wystepuja w bionie komdrkowej w znacznie podwyz-
szonych ilosciach po aktywacji komoérek antygenem
lub estrami forbolu [63].

Aktywne receptory integrynowe po pewnym czasie
»zamykaja sie”, tj. powracajg do wyjsciowego stanu
nieczynnego. Oprocz plytkowej integryny anbp3zaob-
serwowano to takze w przypadku integryny Ten
ostatni receptor, podczas rozwoju keratynocytéw oraz
komoérek chtoniaka ztosliwego, traci zdolnos$¢ reago-
wania z fibronektyng [64]. Réwnocze$nie z utratg
aktywnosci receptorowej a5Pt obserwowano zahamo-
wanie fosforylacji receptora. Powigzanie fosforylacji
integryn Pj z ich inaktywacjg takze w komoérkach
transformowanych wirusem wywotujacym zmiane
w budowie pp60st Zmutowana kinaza pp60gc traci
zdolnos$¢ fosforylowania pojednostki Pi a transfor-
mowane komarki nie przylegajg do fibronektyny [65].
Roéwniez w komorkach podlegajgcych podziatowi mi-
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ZMIANY KONFORMACYJNE
CZASTECZKIINTEGRYNY

SYGNALY Z WNETRZA SYGNALY Z ZEWNATRZ

AKTYWACJA aUB FOSFORYLACJA TYROZYNOWA
- plytki krwi - ptytki
- fibroblasty
AKTYWACJA INTEGRYN 02
- monocyty ALKALIZACJA CYTOPLAZMY
- neutrofile - plytki
- limfocyty - fibroblasty
- komérki érédbtonka
AKTYWACJA INTEGRYN /3
- limfocyty

- limfocyty

AKTYWACJA LIMFOCYTOW
INAKTYWACJA a,/?,
- keratynocyty AKTYWACJA SEKRECIJI
- mitoza - monocyty
- neutrofile
- fibroblasty

ROZNICOWANIE KOMOREK
- mioblasty
- Keratynocyty

Ryc. 2. Zmiany wywotywane w komodrkach w wyniku sygnatéw
przesytanych za pos$rednictwem integryn ze $rodowiska
zewnetrznego do komorek oraz z wnetrza komérek na
zewnatrz.

totycznemu, jedna z reszt serynowych receptora
ulega fosforylacji i takie komérki takze traca zdolnosé
przylegania do fibronektyny. Powyzsze przyktady wy-
kazuja, ze regulacja aktywnosci receptoréw integryno-
wych, moze by¢ pod kontrolg proceséw zachodzacych
we wnetrzu komérki, w tym takze oddziatywaniem
domen cytoplazmatycznych receptora z elementami
cytoszkieletu lub innymi biatkami komdrkowymi.

111-2. Przesytanie sygnatu do wnetrza komérek za
posrednictwem integryn (outside-in signal-

ling)

Integryny mogg przesyta¢ informacje réwniez do
wnetrza komorki wptywajac na wewngtrzkomérkowe
stezenie jonéw Ca2+, zmiane cytoplazmatycznego pH,
przemianeg inozytolowg oraz fosforylacje biatek kom@-
rkowych.

W piytkach krwi aktywowanych trombing lub ADP
zachodzi fosforylacja reszt tyrozynowych niektorych
biatek ptytkowych, ale tylko wéwczas, gdy integryna
otilpp3skompleksowana jest z fibrynogenem [66]. Wy-
mienione czynniki aktywujgce ptytki rozpoznawane sg
przez ten sam typ receptora, ktéry wyrédznia sie
obecnoscig siedmiu transbtonowych segmentéw, cha-
rakterystycznych dla receptoréw oddziatujacych z bia-
tkami G. Przy braku ocbp3 np. w ptytkach trombas-
tenicznych, lub po zahamowaniu wigzania fibrynoge-
nu przez przylgczenie do kompleksu przeciwciat lub
peptydow, mimo aktywacji ptytek w/w czynnikami,
zahamowana jest rowniez fosforylacja reszt tyrozyno-
wych.

W ptytkach krwi tylko glikoproteina IV (GPIV)
wystepuje w kompleksie z kinazami tyrozynowymi,
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nalezacymi do rodziny src [68, 69]. GPIV jest nieinteg-
rynowym receptorem trombospondyny, a prawdopo-
dobnie réwniez kolagenu. Wiadomo, ze trombospon-
dyna i fibrynogen oddziatuja ze sobg swoiscie i tworza
kompleksy takze podczas agregacji ptytek. Reakcja
miedzy tymi biatkami moze wiec utatwiaé wystepowa-
nie w kompleksie ich receptoréw, tj. allpp3 GPIV, a by¢
moze i a ™. Ta ostatnia integryna reaguje z kolage-
nem i bierze udziat w adhezji i agregacji ptytek Kkrwi.
Mozna sadzi¢ wiec, ze wszystkie te receptory wspoét-
dziataja z receptorami aktywatoréw plytkowych
w przesytaniu sygnatu do wnetrza plytek.

Biatka btony komdérkowej z ufosforylowanymi tyro-
zynami skupiaja sie gtownie w strefach, w ktérych
komorki kontaktujg sie ze sobg lub z podiozem.
Rozpoznawanie fosforylowanych przez kinazy biatek
zawierajagcych domene SH2 (src homology 2) umoz-
liwia tworzenie swoistych komplekséw biatek struk-
turalnych i regulatorowych z elementami cytoszkieletu
w ogniskach kontaktowych [70].

Adhezja fibroblastow, komodrek S$rodbtonka oraz
limfocytow do fibronektyny, a takze rozpostarcie
komérek wywotuje zmiany we wnetrzu komérki po-
dobne do tych, ktére indukowane sg przez substancje
wzrostowe lub onkogeny [71]. Obserwuje sie wow-
czas, oprécz zmian stezenia wewngtrzkomorkowego
jonéw Ca2+ipodwyzszenia cytoplazmatycznnego pH,
fosforylacje réznych bialek. Pozwala to przypuszczad,
ze w wielu komdérkach po zwigzaniu liganddw biat-
kowych, integryny dziatajg synergistycznie z recep-
torami aktywatoréow komdrkowych i wzmacniajg
przesytany sygnat do wnetrza komorki.

Zgodnie z tym pogladem sygnat stymulujacy prolife-
racje komdrek, wysylany do wnetrza po zwigzaniu
receptora limfocytu T z biatkiem CD3, w wyniku
przytgczenia ligandu biatkowego do integryn
adp!, abPxi ulega wzmocnieniu [72, 73], Wiado-
mo tez, ze przytgczenie fibronektyny do a5Pj indukuje
czynnik AP-1 niezbedny do transkrypcji interleukiny
2. Z kolei integryna avP3 bierze udziat w przesyfaniu
sygnatu stymulujgcego synteze interleukiny 4 w ko-
morkach yT. Dowodzi to, ze adhezja komorek do
elementéw matriksu zewnatrzkomdérkowego wywiera
istotny wptyw na aktywacje limfocytow T oraz, ze
odbywa sie to za posrednictwem integryn.

Przyleganie monocytow do skiadnikéw matriksu
zewnagtrzkomaérkowego indukuje geny kodujace me-
diatory stanu zapalnego [74]. Adhezja neutrofili po-
$redniczona integrynami P2jest bodZzcem wspoétdziata-
jacym z cytokinami podczas wybuchu tlenowego (ang.
respiratory burst) [75]. Taka adhezja pobudza réwniez
ruchliwos¢ komorek oraz przemieszczanie jonow
Ca2+ w cytoplazmie [76].

Nieznany jest mechanizm uczynniania integryn pod
wptywem sygnatéw przekazywanych z wnetrza ko-
morki. Integryny nie majg wewnetrznej aktywnosci
kinaz tyrozynowych, a takze brak dowoddw na to, aby
swoiscie tworzyty kompleksy z rozpuszczalnymi kina-
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zami lub innymi biatkami sygnalnymi. Mechanizm ten
poznany jest dla receptoréw z domenami SH2, np. dla
receptorow czynnikéw wzrostu. Po zwigzaniu czas-
teczek czynnika wzrostu, receptory tworzg kompleksy
dwu- lub wiecej-czasteczkowe i wzajemnie fosforyluja
odpowiednie swoje reszty tyrozynowe. Dzieki temu
nastepuje dalsza aktywacja kinaz i fosforylacja kolej-
nych substratéw biatkowych. Mozna sadzié, ze mecha-
nizm przekazywania sygnatu przez integryny uwzgled-
nia, po agregacji kilku czasteczek receptoréw, takze
utworzenie miejsc wigzacych z wysokim powinowact-
wem rozpuszczalne kinazy tyrozynowe, wzajemnie
aktywujagce sie w wyniku fosforylacji. Jak do tej pory,
brakuje dowodéw potwierdzajacych ten model.

Z powyzszych przyktadéw wynika, ze integryny
biorg udziat w przesytaniu sygnatu w obu kierunkach,
oraz, ze skompleksowanie ligandu biatkowego Iub
przeciwciata przez odpowiednie receptory integryno-
we moze modulowac ekspresje genowa oraz proces
réznicowania komorek.

IV. Regulacja powinowactwa i specyficznosci
wigzania ligandu przez inne integryny

Komérki regulujg swoje wiasciwosci adhezyjne,
dzieki selektywnej ekspresji poszczeg6lnych recepto-
row integrynowych na powierzchni blony, a takze
modulacji ich powinowactwa wigzania ligandu biat-
kowego. Poszczeg6lne integryny majg wyraznie za-
znaczong swoistos¢ wytwarzania komplekséw z okres-
lonymi biatkami. W przypadku niektérych receptoréw
swoisto$¢ ta ujawnia sie w réznym stopniu w zalezno-
§ci od typu komorki. Przyktadem moze by¢ receptor
kolagenu w ptytkach krwi — a2PI5 ktdry w innych
komérkach dodatkowo rozpoznaje laminine [77],
Moze to wynikaé¢ z bardzo niewielkiej réznicy struk-
turalnej, np. spowodowanej punktowg mutacja czgs-
teczki o2P1l. Za innym mechanizmem przemawiajg
obserwacje, wedtug ktérych integryny po wyodreb-
nieniu z komaérek majg odmienng specyficznos¢ ligan-
dowg w zaleznos$ci od rodzaju lipidéw Iub jonéw
metali wystepujacych w $rodowisku [78],

Zmiennos$¢ specyficznosci i powinowactwa wigzania
czasteczek ligandu jest najistotniejsza cechg wszyst-
kich integryn, przy czym mechanizm tej zmiennoSci
jest najlepiej poznany w przypadku ptytkowej integ-
ryny allbP3oraz integryn z podjednostkg P2 obecnych
w neutrofilach, monocytach i limfocytach. Integryny te
wystepujg w stanie nieczynnym, a ich aktywnos$¢
receptorowa ujawnia sie dopiero po aktywacji komo-
rki. Zachodzg wéwczas zmiany konformacyjne w czas-
teczce integryn, ktére mozna rejestrowaé przy pomocy
przeciwciat monoklonalnych. Podobnie jak w przypa-
dku integryny allbP3 przeciwciata aktywujg lub rozpo-
znaja tylko aktywng postac integryny a,(32 [79].

Szczeg6lng wiasciwoscig receptorow integrynowych
jest to, ze ich funkcja moze by¢ regulowana sygnatami,
tak ze $rodowiska zewnetrznego, jak i z wnetrza
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komorki. Przykiadem jest receptor cdVf®, ktory ulega
aktywacji w monocytach pod wptywem estréw forbolu
[80] albo tez w wyniku przylegania komérek do
fibronektyny [81]. Mechanizm dziatania receptoréw
rodziny P2 najlepiej poznany jest w przypadku granu-
locytéw i limfocytéw. Integryny rodziny P2odgrywaja
niezwykle istotng role podczas pozanaczyniowej mig-
racji komorek. Przy ich braku, leukocyty nie przylega-
ja do $rodbtonka, co jest przyczyng choroby dziedzicz-
nej LAD (ang. Leukocyte Adhesion Deficiency). W nor-
malnie przebiegajacym procesie migracji leukocytow
z krazenia, w pierwszej fazie komorki te toczag sie po
$rodbtonku dzieki oddziatywaniu selektyn, tj. recep-
toréw, ktorych ekspresja na powierzchni komdérek
$rédbtonka pojawia sie w stanach zapalnych [82, 83].
Luzny kontakt leukocytéw z powierzchnig $rédbtonka
posredniczony selektynami nie wystarcza do adhezji.
W tym celu niezbedna jest aktywacja leukocytéw
i uaktywnienie integryn, np. réznymi mediatorami
procesu zapalnego — czynnikiem nekrotycznym
(TNF), Cba, czynnikiem aktywujgcym plytki (PAF)
lub tripeptydem fMet-Leu-Phe. Niedawno opisano
mediator lipidowy, wyodrebniony ze stymulowanych
neutrofili, ktéry aktywowal integryny aM3 oraz
a,(32nie tylko obecne w btonie komérek, ale takze po
ich wyodrebnieniu [78]. Wiadomo, ze specyficznos$¢
dziatania receptoréw rodziny (R zalezy od skiadu
lipidowego liposoméw, w ktére s wbudowane.

Integryny z podjednostkg [ petnig takze istotng
funkcje podczas reakcji limfocytow T z komorkami
prezentujacymi antygen. Za specyficzno$é takiego od-
dziatywania odpowiedzialne sg receptory T, ktére
rozpoznajg peptydy skompleksowane z czgsteczkami
gtdwnego kompleksu zgodnosci tkankowej. Adhezja
limfocytéw odbywa sie wtedy za poSrednictwem integ-
ryny 0L(® ktéra wigze sie z ICAM-1 [1].

W odro6znieniu od integryny a!lo@3 ktdra po syntezie
w komérkach heterologicznych w celu wigzania ligan-
du wymaga aktywacji, receptor a,(32 syntetyzowany
w tych samych warunkach jest aktywny. Po transfekcji
tego receptora do linii komdrek iimfoblastycznych
charakteryzujacych sie niedoborem podrodziny (&
typowym dla wrodzonego zespotu LAD, pojawia sie
ekspresja receptora a,[32 W celu wigzania ligandu
(ICAM-1), receptor ten wymaga aktywacji komorek
estrami forbolu. Po usunieciu metoda rekombinacyjng
domeny cytoplazmatycznej i podjednostki (2 receptor
traci aktywnos$¢, ktéra mozna byto odtworzy¢ przy
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udziale przeciwciata monoklonalnego NKI-L16 lub
po aktywacji komoérek estrami forbolu. W monocytach
i neutrofilach, cytoplazmatyczna domena |3 ulega
fosforylacji, ale nie wiadomo, czy ma to zwigzek
z mechanizmem aktywacji receptora.

Uwagi koncowe

Szczeg6lng wiasciwoscia integryn jest to, ze po
zaktywowaniu umozliwiajg swoista adhezje komoérek.
Integryny uczestniczg réwniez w przeptywie informacji
w obu kierunkach, tj. ze srodowiska zewnetrznego do
wnetrza komdrki oraz w kierunku przeciwnym. W wie-
kszosci komorek, receptory integrynowe moga funkc-
jonowadé synergistycznie z receptorami, ktérych dziata-
nie powigzane jest z systemem bialek G lub z recep-
torami zawierajacymi domeny kinazowe SH2. W przy-
padku wiekszosci integryn, rozpoznanie swoistych
ligandéw biatkowych i utworzenie kompleksu jest
sygnatem do aktywacji fosfolipaz, przemiany fosfaty-
dyloinozytolu, alkalizacji wnetrza komérek, wzrostu
wewnagtrzkomoérkowego stezenia jondw Ca2+ oraz
aktywacji biatkowej kinazy C. Przypuszcza sie, ze
agregacja czgsteczek integryn w btonie, spowodowana
przytagczeniem wielowartosciowych ligandow biatko-
wych lub przeciwcial, umozliwia aktywacje rozpusz-
czalnych kinaz tyrozynowych.
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Agryna — budowa i rola w tworzeniu synaps nerwowo-

miesniowych

Agrin — structure and role in neuromuscular junction

ANNA FILIPEK™*
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Wykaz stosowanych skrétow: ACh — acetylocholina;
AChR(s) — receptor (y) acetylocholiny.

I. Wstep — odkrycie agryny

Poznanie mechanizméw przekazywania informacji
miedzy komdrkami jest od dawna przedmiotem inten-
sywnych badan. Dotyczy to zaréwno przekazywania
sygnatu pomiedzy komérkami nerwowymi w mozgu,
jak tez pomiedzy neuronami i komérkami migénio-
wymi. Przesylanie sygnatu zwigzane jest z transportem
wzdtuz aksonu czgsteczek przekaznikéw, tzw. neuro-
transmiteréw, ktére sg nastepnie uwalniane na ze-
wnatrz z zakonczenia komorki nerwowej. Z uwagi na
fakt, ze potaczenia miedzy neuronami w mézgu chara-
kteryzuja sie duzg gestoscig i r6znorodnoscig, wczes-
niejsze badania skupiaty sie na lepiej poznanym ukia-
dzie, jakim jest potgczenie neuronu z komdrka mies-
niowg. Potgczenie to zwane jest synapsg nerwo-
wo-miesniowa.

Jednym z najwcze$niej poznanych zwigzkéw uczest-
niczacych w przekazywaniu informacjijest acetylocho-
lina (ACh), syntetyzowana i wydzielana m.in. przez
neuron ruchowy. Acetylocholina, po zwigzaniu sie
z receptorem acetylocholiny (AChR) w btonie komorki
miesniowej, wywotuje kaskade reakcji prowadzacych
do skurczu migsnia. Receptor acetylocholiny jest pen-
tamerem zbudowanym z dwéch podjednostek a oraz
polipeptydoéw Ry8. W btonie nieunerwionych witokien
tzn. wiokien miesniowych zarodka lub w btonie odner-
wionych wiékien dojrzatego miesnia, receptory acety-
locholiny przemieszczajg sie swobodnie i rozmiesz-
czajg w btonie réwnomiernie. W kilka godzin po
wytworzeniu synapsy nerwowo-migsniowej, receptory
acetylocholiny tworzg agregaty w btonie postsynap-

* Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Zaktad Biochemii Migsni, 02-093 Warszawa ul. Pas-
teura 3
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tycznej, gdzie jest ich okoto 1000 razy wiecej niz
w pozostatych obszarach btony miesniowej.

W latach siedemdziesigtych McMahan i wsp.
[1] zaobserwowali, ze w btonie widkien miesniowych
hodowanych in vitro receptory acetylocholiny skupiaja
sie w tych miejscach, gdzie znajduje sie potgczenie
wiokna z neuronem. Te obserwacje skionity badaczy
do poszukiwania substancji odpowiedzialnej za agre-
gacje receptoréw. Przypuszczano, ze substancja taka
moze znajdowac sie w blonie podstawowej miesnia
— btonie, ktéra zwykle pozostaje nieuszkodzona mi-
mo zniszczenia zardéwno wiokna miesniowego jak
i dochodzacego do niego zakonczenia nerwowego.

W 1984 roku udato sie wyodrebni¢ z narzadu
elektrycznego dretwy Torpedo californica biatko, ktore
powodowato agregacje receptoréw acetylocholiny
w hodowanych in vitro wiéknach miesniowych kur-
czecia [2, 3]. Biatko to ze wzgledu na posiadana
zdolnos$¢ agregowania biatek postsynaptycznych na-
zwano agryng. Wkrotce potem wykazano, ze biatko
0 podobnych wiasciwosciach wystepuje w bionie pod-
stawnej otaczajgcej wtokna miesniowe zaby i kurczecia
[4]. Badania immunocytochemiczne wykazaty, ze
agryna jest transportowana wzdtuz aksonu do zakon-
czenn komorki nerwowej [5, 6], a nastepnie jest uwal-
niana i wbudowywana w blone podstawng widkna
miesniowego (Ryc. 1). Obecno$¢ agryny w btonie
powoduje agregacje receptorow acetylocholiny [7, 8].
Przedstawiony powyzej mechanizm dziatania agryny,
zaproponowany przez McMahana [8], poddano
w watpliwos¢, kiedy okazato sig, ze agryna wystepuje
takze w innych tkankach [9]. Nastepne badania,
prowadzone przez Reist i wsp. [10], mialy wiec na
celu stwierdzenie, ktdra agryna (pochodzaca z tkanki
nerwowej czy miesniowej) ma wiasnosci agregujace
receptory acetylocholiny. Przekonujacych danych do-
starczyty wyniki doswiadczeh przeprowadzonych na
hodowlach widkien miesniowych in vitro. Zaobser-
wowano, ze w hodowli mieszanej komérek miesnio-
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Ryc. 1. Schemat dziatania agryny w agregacji receptoréw acetylo-
choliny.

wych kurczecia z motoneuronami kurczecia lub szczu-
ra, agregacja receptorow acetylocholiny w btonie post-
synaptycznej wystepuje w obu przypadkach. Nato-
miast, kiedy do obu hodowli dodano przeciwcial, ktore
hamuja jedynie aktywno$¢ agryny z kurczecia, stwier-
dzono brak agregatéw AChRs tylko w hodowli, w kto-
rej byly obecne motoneurony kurczecia. Te wyniki
wskazywaty, ze agryna pochodzaca z neurondw (a nie
z miesni) powoduje agregacje receptorow acetylocholi-
ny w blonie komorek migsniowych. Rola agryn po-
chodzgcych z tkanek nienerwowych pozostaje niewy-
jasniona. Sadzi sie jedynie [10], ze moga one petnié
pomocnicze funkcje w tworzeniu polgczen nerwo-
wo-mie$niowych.

Il. Budowa i wihasciwosci czasteczki agryny

Zastosowanie metod inzynierii genetycznej w bada-
niach czasteczki agryny datuje sie od 1990 roku.
Metody te, z zastosowaniem cDNA komplementar-
nego z mMRNA przyczynity sie do poznania pierwszo-
rzedowej struktury agryny pochodzacej z réznych
Zzrédet [8, 11-13]. Na podstawie analizy sekwencji
zasad w mRNA wykazano, ze czgsteczka agryny
kurczecia i szczura jest zbudowana z okoto 1900 reszt
aminokwasowych i ma mase okoto 200 kDa. Schema-
tycznie strukture tego biatka przedstawiono na rycinie
2. Analiza sekwencji agryny wskazuje na obecnos$¢
w niej wielu domen, ktére sg homologiczne z domena-
mi wystepujacymi w innych znanych biatkach, np.
w lamininach (biatkach wystepujacych w duzych ilo-
$ciach w blonie podstawowej mies$nia) czy inhibitorach
proteaz z grupy Kazata.

Najblizej N-konca czasteczki agryny znajduje sie
hydrofobowy fragment (reszty 22-50) zawierajgcy gt6-
whnie waling, leucyne i izoleucyne. Przypuszcza sieg, ze
fragment ten moze utrzymywac czasteczke agryny
w btonie presynaptycznej. Usuniecie reszt 22-50 wsku-
tek trawienia proteolitycznego moze uwalnia¢ czgs-
teczke agryny z btony presynaptycznej i powodowac
jej migracje w kierunku btony podstawnej.

W dalszej czesci sekwencji agryny wyrdznia sie
9 domen, ktore wykazujg wysoki stopien homologii
z domenami wystepujacymi w inhibitorach proteaz
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z grupy Kazata. Domeny te charakteryzujg sie nastepu-
jacym motywem struktury: CX6CX7C X 10CX2C X 17C,
gdzie litera C oznacza reszte cysteiny a X — inne reszty
aminokwasowe. Reszty cysteiny w domenach inhibito-
row proteaz tworzg wigzania dwusiarczkowe pomie-
dzy sobg: pierwsza cysteina z czwartg (Cj-C4), druga
z pigtg (C2-Cb) oraz trzecia z sz6stg (C3-C6) [14, 15].
Poniewaz czagsteczka agryny zawiera az 9 domen
homologicznych z domenami wystepujgcymi w in-
hibitorach proteaz, przypuszcza sie, ze moze ona
regulowac aktywno$¢ réznych biatek enzymatycznych.

Pomiedzy 8 i 9 domeng podobng do domen wy-
stepujacych w inhibitorach proteaz, w czgsteczce agry-
ny wyroéznia sie fragment polipeptydowy siadajacy sie
z dwéch potgczonych ze sobg homologicznych domen,
podobnych do tzw. domeny 11l wystepujacej w lamini-
nach. Domena ta w czgsteczce agryny charakteryzuje
sie obecnos$cig 18 reszt cysteiny oraz duzg liczbg reszt
glicyny. Reszty cysteiny, podobnie jak w domenach
homologicznych z domenami wystepujgcymi w in-
hibitorach proteaz, moga tworzy¢ mostki S-S. Reszty
glicyny prawdopodobnie zapewniaja gietko$¢ struk-
turze biatka i umozliwiajg powstawanie matych petli
na skutek utworzenia wigzan dwusiarczkowych. Trzy
domeny o wysokim stopniu homologii z lamining
A wystepuja w czasteczce agryny w poblizu C-konca.
Przypuszcza sie, ze domeny te mogag wykazywaé
aktywno$¢ mitogenng oraz wptywac na adhezje komar-
kowa.

Centralng cze$¢ czasteczki agryny zajmuja dwie
domeny bogate w reszty serynowe itreoninowe. Pierw-
sza domena sklada sie ze 123 reszt aminokwasowych
i zawiera 16 reszt treoniny, 29 reszt seryny i 19 reszt
proliny. Na druga domene sktada sie 69 aminokwa-
séw, a wsréd nich jest 18 reszt treoniny, 5 reszt seryny
i 11 reszt proliny.

W czesci czasteczki potozonej w poblizu C-kohca
znajdujg sie cztery fragmenty homologiczne zdomena-
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Ryc. 2. Organizacja domen w obrebie czasteczki agryny szczura.

1 — N-koncowy fragment hydrofobowy; 2 — domeny
homologiczne zdomenami w inhibitorach proteaz; 3— po-
tencjalne miejsca N-glikozylacji; 4 — domena homologicz-
na z domeng Il w lamininach; 5 — domeny seryno-
wo-treoninowe; 6 — domeny EGF; 7 — domeny homo-
logiczne z lamining A.
Literami A i B oznaczono pozycje w czasteczce agryny,
w ktérych moga wystepowaé dodatkowe fragmenty poli-
peptydowe. Reszty aminokwasowe w tych fragmentach
przedstawiono w kodzie jednoliterowym.
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mi EGF. Motyw EGF sklada sie z szesciu reszt
cysteiny oddzielonych innymi aminokwasami zgodnie
ze wzorem: CX4_6CX5_6CX4_15CXCX3_8C. W do-
menach EGF pierwsza cysteina taczy sie z trzecig,
druga z czwarta, a pigta z szésta. Domeny EGF zwykle
wystepujg w zewngatrzkomoérkowych fragmentach bia-
tek btonowych oraz w biatkach wydzielonych w proce-
sie egzocytozy.

Agryna zawiera réwniez w swej sekwencji cztery
miejsca, ktére moga ulega¢ N-glikozylacji oraz dwa
fragmenty tancucha o skladzie leucyna-arginina-kwas
glutaminowy (LRE). Jedna sekwencja LRE znajduje si¢
wewnatrz siodmej domeny homologicznej zdomenami
wystepujgcymi w inhibitorach proteaz. Drugi taki
tripeptyd wystepuje pomiedzy fragmentami bogatymi
w seryne i treonine. Przypuszcza sie, ze sekwencje LRE
moga oddziatywaé z biong presynaptyczng neuronu
jak i btong postsynaptyczng komaorki miesniowej [16].

I11. lzoformy agryny i ich wystepowanie

Badania genetyczne wykazaly, ze w wyniku roz-
nicowej obrobki pre-mRNA (procesu zwanego “alier-
native splicing”) powstaje wiele izoform agryny [12,
17-19], réznigcych sie w poblizu C-kohca czgsteczki.
Analiza sekwencji izoform agryny szczura wskazata na
mozliwo$¢ wystepowania dwéch fragmentéw polipep-
tydowych w pozycji A i B (Ryc. 2). Pierwszy fragment
(pozycja A) odpowiada sekwencji 4 aminokwaséw,
a drugi (pozycja B) — sekwencji 19 aminokwasow.
W rzeczywistosci na fragment w pozycji B sktadaja sie
dwie krotsze sekwencje zawierajgce 8 i 11 reszt amino-
kwasowych. lzoformy agryny, w ktérych wystepuja
fragmenty 8- lub 1l-aminokwasowe w pozycji B nazy-
wane sg odpowiednio B8i Bxl.lzoforma nie zawierajg-
ca zadnego fragmentu w pozycji B oznaczona jest
symbolem BO, a izoforma posiadajaca obydwa frag-
menty w pozycji B— symbolem B19. Podczas obrdbki
pre-mRNA agryny, sekwencje w pozycjach A i B moga
pozostawaé w mRNA lub tez moga by¢ usunigte.
Teoretycznie istnieje wiec mozliwos¢ syntezy 8 réznych
izoform agryny na bazie tego samego genu. Zauwazo-
no jednak, ze wszystkie izoformy posiadajgce w swej
sekwencji dowolny fragment aminokwasowy w pozycji
B, zawieraja takze 4-aminokwasowy fragment w pozy-
cji A, co ogranicza ilos¢ mozliwych izoform agryny.

Badania agryny szczura [20] wykazaty, ze izoformy
tego biatka roznig sie zdolnoscia do agregacji recep-
toréw acetylocholiny. 1zoformy B8, BII5 Bis agryny
powodujg w réznym stopniu agregacje receptorow
acetylocholiny. Obecnos¢ izoformy BOnie prowadzi do
powstania agregatow AChRs. Podobne wyniki otrzy-
mano w badaniach agryny z kurczecia [19]. W oby-
dwu przypadkach najbardziej aktywna izoforma (w
najwiekszym stopniu powodujgcag agregacje recepto-
row acetylocholiny) jest izoforma B19. Izoforma B19
jest tez gtdwna formg wystepujaca w motoneuronach
kurczecia i szczura.
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Tabela 1.

Lokalizacja izoform agryny w zarodku kurczaka.
BO B, B 19

Osrodkowy uktad nerwowy
przodomoézgowie
pokrywa wzrokowa
moézdzek
rdzen kregowy
siatkowka
nerw wzrokowy
cewka nerwowa

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

Obwodowy uktad nerwowy
zwoje rzeskowe
zwoje grzbietowe + + +

Inne tkanki
mig$niowe szkieletowe
watroba
nerka
miesien sercowy

+ o+ + o+

Badania wystepowania réznych izoform agryny
w 10-13 dniowym zarodku kurczecia, tzn. w okresie,
kiedy liczba tworzonych potgczen nerwowo-miesnio-
wych jest najwieksza, wykazaty, ze aktywne formy tego
biatka wystepujg tylko w tkance nerwowej. Forma
nieaktywna (B0O) wystepuje natomiast we wszystkich
badanych tkankach (Tab. 1). Przedstawione wyniki
sugerujg, ze sposréd rdéznych form agryny, izoforma
powodujaca agregacje receptoréw pochodzi z neuro-
now. Pozostaje pytanie, jakie fizjologiczne znaczenie
moga mie¢ izoformy pochodzenia nieneuronalnego?
Jak dotad przypuszcza sie jedynie, ze mogg one
odgrywac jaka$ dodatkowa role w agragacji recep-
toréow acetylocholiny lub uczestniczy¢ w agregacji
innych biatek w bionie postsynaptycznej.

IV. Mechanizm dziatania agryny

Sposo6b, w jaki agryna dziala na receptory acetylo-
choliny powodujac ich agregacje nie jest dotychczas
wyjasniony. Na podstawie danych dostepnych w lite-
raturze mozna przypuszczaé, iz agryna dziata poprzez
swoisty receptor (rézny od AChR) wystepujacy w bto-
nie komadrki miesniowej. Wyniki badan wigzania sie
agryny z komoérkami miesniowymi hodowanymi in
vitro wskazuja, ze miejsca wigzania sie jej w bionie
postsynaptycznej nie odpowiadajg rozmieszczeniu re-
ceptordw acetylocholiny. Ten wynik oraz stwierdzenie,
ze wigzanie sie agryny z btong postsynaptyczng jest
procesem zaleznym od jondw wapnia wskazujg na
prawdopodobienstwo istnienia swoistego receptora
agryny [21].

Wyniki niektérych doswiadczen pozwalajg przypu-
szcza¢, ze udziat agryny w agregacji AChRs polega na
indukcji fosforylacji tyrozyny w [3podjednostce recep-
torow acetylocholiny [22]. Ufosforylowana @podjed-

57



nostka receptora acetylocholiny moze nastepnie od-
dziatywaé¢ z podbtonowym biatkiem 43 kDa (ktore
wystepuje w stosunku 1:1 z receptorem acetylocholi-
ny) [23] i powodowaé unieruchomienie swobodnie
przemieszczajacych sie wzdtuz btony receptoréw ace-
tylocholiny. W tworzeniu agregatow AChRs mozliwe
jest uczestnictwo innych biatek cytoszkieletu, oprécz
biatka 43 kDa. Przedstawiony przebieg zachodzacych
zjawisk wydaje sie by¢ prawdopodobny w przypadku
wiokien miesniowych kurczecia. We widknach mies-
niowych ssakéw nie wykryto ufosforylowanych reszt
tyrozyny w [3podjednostce AChRs idlatego przypusz-
cza sig, ze jest inny mechanizm dziatania agryny w tych
komorkach [24].

V. Uwagi koncowe

Agryna jest biatkiem o masie ok. 200 kDa, zawiera-
jacym w swej sekwencji domeny homologiczne zdome-
nami wystepujacymi w innych znanych biatkach. Obe-
cno$¢ kilku fragmentéw polipeptydowych w czgstecz-
ce agryny homologicznych z domenami wystepujgcy-
mi w inhibitorach proteaz, z domenami w lamininach
oraz z domenami EGF, sugeruje udzial tego biatka,
oprécz uczestnictwa w tworzeniu synaps nerwo-
wo-miesniowych, w wielu procesach komérkowych.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze sposréd
réznych izoform agryny, tylko izoformy pochodzenia
neuronalnego biora udziat w tworzeniu synaps ner-
wowo-mie$niowych. Dziatanie agryny poprzez swoisty
receptor czyni wysoce prawdopodobnym udziat tego
biatka w tworzeniu potgczeh miedzy komdérkami ner-
wowymi w moézgu. Wysoki poziom agryny w moézgu
i w rdzeniu kregowym obserwowany podczas rozwoju,
wydaje sie potwierdza¢ te hipoteze. Dalsze badania
nad struktura agryny oraz mechanizmem jej dziatania
moga w niedtugim czasie dostarczy¢ nowych infor-
macji na temat roli agryny w ukladzie nerwowym,
a w szczeg6lnosci w procesach zwigzanych z uczeniem
sie i pamiecia.
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Kompleks cytochroméw b/f z bton chloroplastowych

Cytochrome b/f complex of chloroplast membranes
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Wykaz stosowanych skrotow: cyt.—cytochrom;
DBMIB—2,5-dwubromo-3-metylo-6-izopropylo-benzochi-
non; DNP-INT — eter 2-jodo-6-izopropylo3-mety-
lo-2’,4,4’-trzynitrodwufenylu; EPR—elektronowy rezonans
paramagnetyczny; FNR — reduktaza ferredoksy-
na-NADP +; HQNO — N-tlenek 2-(n-heptylo)-4-hydroksy-
chinoliny; UHDBT — 5-(n-undecylo)-6-hydrok-
sy-4,7-dwuoksobenzotiazol.

. Wstep

Wszystkie biony fotosyntetyczne zawierajg kom-
pleks cytochromowy b/cl lub b/f katalizujacy utlenia-
nie chinonéw i redukcje wysokopotencjatowych prze-
nosnikow elektronéw, takich jak cytochrom c2 lub
plastocjanina. Kompleks cytochromowy b/f z bion
chloroplastowych gra centralng role w transporcie
elektronéw pomiedzy fotosystemami PS Il i PS I [1],
od plastochinonu do wysokopotencjatowego akcep-
tora elektronéw — plastocjaniny oraz w cyklicznym
transporcie elektronow wokét PS | [2]. Transportowi
elektronéw towarzyszy kierunkowe przenoszenie pro-
tonow poprzez btony. W konsekwencji prowadzi to do
wytwarzania elektrochemicznego potencjatu protono-
wego umozliwiajgcego synteze ATP [3].

Fotosyntetyczny kompleks cytochromowy b/f
— w odniesieniu do funkcji i sktadu — jest analogiem
kompleksu 11l znajdujgcego sie w mitochondriach
[4,5]. Kompleks mitochondrialny zostat odkryty
w 1960 r. Dalsze, klasyczne juz badania tego komplek-
su doprowadzity do wyizolowania aktywnej formy
dziatajgcej jako ubichinon-cytochrom c oksydoreduk-
taza [6,7].

Kompleks cytochromowy b/fz chloroplastéw zostat
wyizolowany po raz pierwszy w 1972 r. przez Ne l -
sona i Neumanna [8], ale byt on nieaktywny.

Katalitycznie aktywny kompleks, wyizolowat w 1981 r.

Hurt i Hauska [9]. Uzyto kombinacji dwéch

* Dr, Zak}ad Fizjilogii Roslin Il, Uniwersytet Warszawski
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detergentéw cholan/oktyloglukozyd dla uptynniania
bton i selektywnej ekstrakcji kompleksu. Przed uzy-
ciem detergentéw biony przemywano NaBr w celu
usuniecia syntazy ATP. Kompleks oczyszczono przez
frakcjonowanie siarczanem amonu, nastepnie przez
wirowanie w gradiencie gestosci sacharozy. Opraco-
wano wiele innych metod izolowania kompleksu cyto-
chromowego [9-13], a wiekszos¢ ich opiera sie na
metodzie Hurta i Hauski [9].
Tematem obecnego artykutu jest przeglad najnow-
szych wynikow badanh dotyczgcych:
a) struktury i funkcji kompleksu cytochromowego b/f
b) rozmieszczenia kompleksu w btonach chloroplas-
towych
c) organizacji gendw kompleksu cytochromowego b/f.

Il1. Skiad kompleksu cytochromowego b/f

Kompleks cytochromowy b/f u organizméw euka-
riotycznych i cyjanobakterii sktada sie z 4 gtdwnych
polipeptydéw: cytochromu f (34 kDa), cytochromu
b (23 kDa), biatka Rieskego Fe-S (20 kDa) oraz
podjednostki IV (17 kDa)[3, 5]. W kompleksie tym
wyizolowanym z lisci kukurydzy, znaleziono réwniez
biatko o masie czgsteczkowej 4 kDa o niezidentyfiko-
wanej funkcji, ktére nazwano podjednostka V [14].

W 1992r. Romanowska i Albertsson[15]
stosujgc metody immunologiczne, stwierdzili obecnos¢
biatka 4 kDa oraz plastocjaniny w kompleksie cyto-
chromowym b/f z lisci szpinaku. Inni badacze [10, 14,
16] takze obserwowali obecno$¢ biatek niskoczastecz-
kowych (< 10 kDa) w kompleksie b/f, ale nie udowod-
nili, ze sg one komponentami kompleksu. Stwierdzono
ponadto [17], obecnos$¢ jednej czasteczki plastochino-
nu zwigzanego z tym kompleksem.

Jedng z cech charakterystycznych kompleksu cyto-
chromowego, jest obecnos¢ ,,czterech grup transportu
elektronéw”. Dwie z nich majg wysoki potencjat
oksydoredukcyjny (Em > +250 mV). Sg to cyto-
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chrom f (c-typ hemu, Em = +340 mV) i biatko
Rieskego Fe-S (Em = +290 mV). Do niskopotencja-
towych przeno$nikéw naleza dwie grupy hemowe
zwigzane z cytochromem b (Em = -50 mV i -170 mV).
Podjednostka IV (17 kDa) nie zawiera grup przenosza-
cych elektrony, uwaza sig, ze jednostka ta wigze
plastochinon w kompleksie b/f (18) i/lub stabilizuje
pozostate komponenty w kompleksie [19]. W bionach
mitochondrialnych znaleziono 10-12 komponentéw kom-
pleksu cytochromowego b/cl, ale nie wykazano by 6-8
jego podjednostek uczestniczyto w transporcie elektro-
now i funkcja tych podjednostek jest nieznana [20].

Masa czgsteczkowa kompleksu cytochromowego
b/f wynosi 95-160 kDa [11, 21], co wskazuje na forme
monomeryczng kompleksu. Pomiar wielkosci kom-
pleksu cytochronowego rekonstruowanego w btonach
liposomalnych [22] sugeruje jednak strukture dimery-
czng. Fakt, ze jedna czgsteczka inhibitora niecyklicz-
nego transportu elektronéw — DBMIB hamuje cat-
kowicie przeptyw elektrondéw przez dwie czasteczki
cytochromu, przemawia za dimeryczng strukturg
kompleksu [23]. Niektérzy badacze [24] uwazajg, ze
aktywng forma kompleksu jest posta¢ dimeryczna,
inni natomiast [25], ze aktywna forma jest mono-
merem. Wydaje sie przez analogie do kompleksu
mitochondrialnego, ktory dziata jako dimer [26, 27],
ze chloroplastowy kompleks cytochromowy b/f réw-
niez funkcjonuje w postaci dimerycznej. Stwierdzono
[28], ze usunigcie podjednostek niskoczgsteczkowych
z kompleksu mitochondrialnego powodowato zmiane
réwnowagi monomer-dimer i wptywato na aktywnosc
enzymatyczng kompleksu. Mozna przypuszczaé, ze
zmiana rownowagi monomer dimer w kompleksie
cytochromowym b/f moze kontrolowaé¢ cykliczny
i niecykliczny transport elektronéw w fotosyntezie [4].
Problem ten, jak dotychczas, nie zostat jeszcze roz-
strzygniety.

I11. Rozmieszczenie kompleksu cytochromo-
wego b/f w btonach chloroplastowych

Rozmieszczenie kompleksu cytochromowego b/f
w btonach tylakoidowych u ro$lin wyzszych i glonéw
zielonych jest nadal przedmiotem badan. Wysunigto
trzy hipotezy:

1) cytochrom jest rGwnomiernie rozmieszczony w bito-

nach gran i stromy [29, 30],

2) cytochrom znajduje sie wytgcznie w membranach

stromy [31],

3) cytochrom jest rozmieszczony na obrzezeniu gran

[32, 33].

Hipotezy te opierajg sie na danych eksperymental-
nych, brak jednak dowodow bezposrednich. Immuno-
cytologiczna lokalizacja kompleksu cytochromowego
w btonach chloroplastowych wskazuje na réwnomier-
ng dystrybucje kompleksu pomiedzy btony gran i stro-
my [34, 35]. Rozmieszczenie kompleksu cytochromo-
wego b/f w btonach chloroplastowych ustalono na
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podstawie badan: proteolitycznych, immunologicz-
nych oraz izotopowych.

Cytochrom fwystepuje w btonie w postaci pojedyn-
czej a helisy zbudowanej z 285 reszt aminokwasowych
[36], rejon wiazacy grupe hemowag znajduje sie w Swie-
tle tylakoidéw [37, 38] i jest duzym hydrofilowym
obszarem blisko kornica N tancucha polipeptydowego,
ktéry przekazuje elektrony na plastocjanine. Ligan-
dami grupy hemowej, ktéra ma uktad prostopadty do
ptaszczyzny btony chloroplastowej, sg dwie czasteczki
cysteiny [39], Krotki koniec C (15 aminokwaséw)
tancucha polipeptydowego znajduje sie po stronie
stromowej. Sekwencja aminokwaséw cytochromu
f wykazuje niski stopien homologii z jego analogiem
— cytochromem cl z kompleksu b/cl. Sktad amino-
kwasowy cytochromu fu réznych gatunkéw wydziela-
jacych tlen jest identyczny w 80% [40].

Cytochrom b i podjednostka IV sg najbardziej
hydrofobowymi komponentami kompleksu. W kom-
pleksie mitochondrialnym cytochrom b wystepuje
w postaci pojedynczego polipeptydu (380 reszt amino-
kwasowych) o masie czgsteczkowej 42 kDa [20],
W kompleksie cytochromowym b/f z chloroplastéw,
cytochrom b jest homologiem N korca, a podjednost-
ka IV-C konca tancucha polipeptydowego mitochond-
rialnego cytochromu b [41, 42]. Cytochrom b chloro-
plastowy ma mase czgsteczkowg 23 kDa (215 reszt
aminokwasowych), a podjednostka IV — 17 kDa (160
reszt aminokwasowych) [41]. Oba biatka chloroplas-
towe wykazuja wysoki stopien konserwatywnosci
— ok. 90% [20]. Ich sktad aminokwasowy jest homo-
logiczny w 40% w stosunku do sktadu aminokwaso-
wego mitochondrialnego cytochromu b. Cytochrom
b i podjednostka IV zbudowane sg z siedmiu trans-
membranowych a helis [41], a nie z o$miu, jak
dotychczas przypuszczano [44,45]. Cytochrom b skia-
da sie z czterech transmembranowych tancuchéw
polipeptydowych, ktérych korice N i C znajdujg sie po
stronie stromowej btony [46]. Zawiera on dwie grupy
hemowe, réozne pod wzgledem spektralnym [47] i re-
doks [48], o uktadzie prostopadtym do powierzchni
btony chloroplastowej [44], Dwie pary histydyn znaj-
dujace sie na przeciwlegtych stronach btony tylakoi-
dowej petnig funkcje ligandéw tych grup [42, 49, 50].
Hem po stronie stromowej utrzymywany jest przez
HIS-100 i HIS-202, a po stronie $wiatta tylakoidu
przez HIS-86 i HIS-187 [36].

Podjednostka IV zbudowana jest z 3 tancuchow
transmembranowych. Koniec N tahcucha polipepty-
dowego znajduje sie po stronie stromowej, a koniec
C w Swietle tylakoidu [41, 42]. W koncu C tancucha
wystepuje odcinek zbudowany z 4 reszt aminokwaso-
wych (Pro-Glu-Trp-Tyr) silnie konserwatywny we
wszystkich dostepnych sekwencjach [51]. Sekwencja
ta odpowiedzialna jest za wigzanie plastochinonu
w miejscu Qo [20].

Biatko Reskego Fe-S zbudowane jest z 179 amino-
kwasow 0 masie czgsteczkowej 18.8 kDa [52]. Sekwen-

POSTEPY BIOCHEMII 40(1), 1994



cja aminokwaséw dedukowana z sekwencji nukleo-
tydéw jadrowego DNA wykazata obecno$¢ dwodch
wysoce konserwatywnych regionow: Cys-Tyr-His-
Leu-Gly-Cys i Cys-Pro-Cys-His-Gli-Ser, zlokalizowa-
nych blisko konca C tancucha polipeptydowego lezg-
cego w lumen tylakoidéw [20]. Do niedawna uwaza-
no, ze cztery cysteiny w poblizu korica C biatka
Rieskego sg ligandami dla grupy Fe-S [53]. Wskazuje
sie obecnie na mozliwo$¢ potaczenia pomiedzy grupa
Fe-S a histydyng i cysteing. Wigzanie to tworzy sie
prawdopodobnie pomiedzy His-110 i Cys-113 oraz
Cys-126 i His-129 [20]. W tej czesci tancucha bial-
kowego znajdujg sie dodatnio natadowane amino-
kwas arginina i/lub lizyna, ktore moga by¢ ligandami
dla atomow azotu (N). Badania spektroskopowe wy-
kazaly, ze biatko Rieskego zawiera dwa takie atomy
azotu [54-56]. Ich obecno$¢ w czagsteczce biatka Ries-
kego moze wyjasnia¢ niezwykle wysoki potencjat
oksydoredukcyjny tego biatka. Dysocjacja biatka Rie-
skego z tego kompleksu powoduje utrate jego aktyw-
nosci enzymatycznej [57, 58]. Doktadniejsze potozenie
tego biatka nie jest znane. Wysunieto alternatywne
hipotezy lokalizacji biatka Rieskego w membranach:
1) oba konhce N i C znajduja sie w Swietle tylakoidu,
przez analogie z biatkiem Rieske z mitochondridw,
gdzie N i C koniec jest na zewnetrzenj stronie wewnet-
rznej btony mitochondrialnej [59].

2) koniec N znajduje sie po stronie stromowej,
a C w swietle tylakoidu gdzie moze oddziatywac
z grupg hemowg cytochromu f [52].

Poniewaz biatko Rieskego ma charakterystyczny
sygnat EPR, moze to by¢ zatem cechg diagnostyczng
na obecno$¢ kompleksu cytochromowego w bionach
[60, 61]. Rozmieszczenie podjednostek kompleksu
cytochromowego b/f w btonach tylakoidowych u ros-
lin wyzszych przedstawiono na rycinie 1

RIESKE Fes CYTOCHROMf  CYTOCHROM b 563 PODJEDNOSTKA IV
Ceas N Cns N

.
2 5

Ryc. 1. Schemat rozmieszczenia sktadnikéw kompleksu cytochro-
mowego b/fw btonach chloroplastowych. N-iC- oznaczajg
konce taricuchéw polipeptydowych. Liczby oznaczaja po-
zycje aminokwaséw w peptydach liczone od korica N-.
Kwadratem, kotkiem oraz gwiazdg oznaczono odpowied-
nio: grupe hemowa, grupe Fe-S oraz miejsce wigzania
plastochinonu.

STROMA

IV. Dziatanie kompleksu

Kompleks cytochromowy sprzega fotosyntetyczny
transport elektronéw z transportem protonéw w po-
przek btony tylakoidowej. ,,Cykl Q” Mitchella [62,63]
i ,cykl-b” Wikstroma i wsp. (64, 65) to aktualne
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Ryc. 2. Cykl-Q opisujagcy mechanizm transportu elektronéw i pro-
tonéw poprzez chloroplastowy kompleks cytochromowy
b/f. Linia przerywang oznaczono miejsca gdzie wigzg sie
plastocjanina (PC) i ferredoksyna (Fd). Liczby oznaczajg
miejsce dziatania inhibitorébw. 1 — DBMIB, DNP-INT,
UHDBT; 2 — myksotiazol; 3— HQNO.

hipotezy opisujace dziatanie kompleksu cytochromo-
wego. Hipoteza ,,cyklu-Q” (Ryc. 2) zaktada obecnosc
w kompleksie dwéch miejsc wigzacych chinon zlokali-
zowanych na przeciwlegtych stronach btony. Jedno
z tych miejsc jest oznaczone symbolem Qo (miejsce
utleniajgce plastochinol), drugie Qr (miejsce redukuja-
ce plastochinon). W przypadku bton chloroplastowych
Qo jest blisko wewnetrzenj przestrzeni btonowej, pod-
czas gdy Qr jest blisko zewnetrznej (stromowej) powie-
rzchni btony. W miejscu Qo plastochinol jest utleniany
dwustopniowo. Pierwszy uwalniany elektron jest
transportowany do wysokopotencjatowego biatka
Rieskego, a drugi do niskopotencjatowego hemu typu
b zlokalizowanego przy Qo. Elektron przenoszony do
biatka Rieskego jest nastepnie transportowany do
cytochromu f-drugiego wysokopotencjatowego prze-
nosnika elektronéw i stad do ostatniego akceptora
elektronéw — plastocjaniny. Drugi elektron z hemu
niskopotencjatowego jest przenoszony w poprzek bto-
ny do drugiego hemu b — wysokopotencjatowego,
znajdujgcego sie w miejscu Qr. Elektron ten jest
nastepnie wykorzystywany do redukcji czasteczki pla-
stochinonu do semichinonu. W drugim obrocie cyklu,
drugi elektron w miejscu Qr moze zredukowac semi-
chinon do — plastochinolu. W wyniku dwdéch obrotéw
cyklu utleniane sg dwie czasteczki plastochinolu, jedna
czgsteczka plastochinonu ulega redukcji, dwa elektro-
ny przeniesione sg na plastocjanine i cztery protony
zostajg zdeponowane w lumen tylakoidéw. ,,cykl-b”
rozni sie od ,,cyklu-Q” wjednym zasadniczym punkcie.
Redukcja plastochinonu do semichinonu w miejscu Qr
nie zachodzi, gdyz powstaty w miejscu Qo semichinon
przesuwa sie do miejsca Qr ijest tam redukowany do
plastochinolu przez cytochrom b wysokopotencjato-
wy.

Jesli kompleks cytochromowy funkcjonuje w po-
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staci dimeru wystarczy jeden obieg do petnej redukcji
plastochinonu. Wedtug Cramera i wsp [4] forma
dimeryczna kompleksu cytochromowego odpowie-
dzialna jest za niecykliczny transport elektronéw.
Plastochinol jest wowczas utleniany do plastochinonu
przez dwa centra Fe-S biatka Rieskego. Nie powstaje
semichinon a niskopotencjatowy cytochrom b nie
ulega redukcji. Jesli natomiast warunki metaboliczne
preferuja cykliczny transport elektronéw, cytochrom
jest przeksztatcany do formy monomerycznej, a plas-
tochinol jest utleniany przez jedno centrum Fe-S do
semichinonu, ktory redukuje cytochrom b niskopoten-
cjatowy. Ferredoksyna lub/i FNR redukuje wysoko-
potencjatowy cytochrom b, co inicjuje cykliczny trans-
port elektronéw. Dziatanie ,,cyklu-Q” i ,cyklu-b”
w blonach zostato wielokrotnie potwierdzone eks-
perymentalnie [64-68]. Chociaz opisane hipotezy
w petni nie wyjasniajg mechanizmu transportu elektro-
now i protonéw przez kompleks cytochromowy b/f
[69-71)] to wynika z nich, ze poczatkowy stan redox
cytochromu b moze decydowac o tym, czy potencjat
elektrochemiczny powstaje na drodze ,,cyklu-Q” czy
tez ,,cyklu-b” [72, 73]. Szczegbétowe informacje o funk-
cjonowaniu obu cykli zostaly zawarte w artykule
przegladowym Hope [74].

V. Organizacja genéw kompleksu
cytochromowego b/f

U organizméw eukariotycznych informacja genety-
czna o0 komponentach kompleksu cytochromowego
b/f, oraz innych skfadnikach bton tylakoidowych zawar-
ta jest zarowno w jadrze, jak i w chloroplastach [36].

Genom chloroplastowy koduje cztery podjednostki
kompleksu: cytochrom f, cytochrom b, podjednostke
IV i V. Bialko Rieskego Fe-S kodowane jest przez
genom jadrowy (gen pet C) [36, 41, 75, 76]. Geny
chloroplastowe zorganizowane sg w dwie grupy, od-
dalone od siebie 0 20 kb [20]. Gen kodujacy cyt.f (pet
A) znajduje sie w innym operonie niz geny pozostaitch
komponentéw kompleksu cytochromowego (gen pet
B, pet D, pet E dla cytochromu b, podjednostki IV i V)
i jest niezaleznie transkrybowany [77]. Obecnos$é
intronow w genie pet Bipet D [78, 79] sugeruje, ze nie
sg one kotranskrybowane i podlegajg niezaleznej regu-
lacji. Poznano sekwencje aminokwasowg wszystkich
komponentow kompleksu cytochromowego na pod-
stawie sekwencji nukleotydéw DNA. Komponenty
kompleksu cytochromowego sg syntetyzowane w po-
staci prekursora o wyzszym ciezarze czasteczkowym
w poréwnaniu z forma dojrzatg, bedaca sktadnikiem
kompleksu [77, 80, 81].

U organizmdw prokariotycznych, gdzie pojedynczy
operon koduje trzy podjednostki kompleksu b/cl,
tworzenie stechiometrycznych ilosci poszczegdlnych
podjednostek jest proste [82, 83]. U organizmdw
eukariotycznych genom jadrowy i chloroplastowy
muszg wspoétdziataé w powstawaniu podjednostek
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kompleksu cytochromowego b/f. Istnieje opinia, ze
potaczenie komponentéw kompleksu cytochromowe-
go sterowane jest produktem gendéw jadrowych [84].
Stwierdzono, ze biatko Rieskego jest konieczne do
potaczenia komponentéw kompleksu cytochromowe-
go [85]. Miles [84] sugeruje, ze biatko to moze petnié
funkcje ,,klucza” pochodzenia jagdrowego odpowie-
dzialnego za integracje sktadnikéw kompleksu.

VI. Uwagi koncowe

Kompleks cytochromowy b/f jest centralnym ele-
mentem w fotosyntetycznym transporcie elektronéw
i protondw. Budowa i funkcja tego kompleksu nie jest
wystarczajgco dotagd wyjasniona pomimo ogromnego
postepu badan w ostatnich latach. Struktura krys-
taliczna rowniez jest nieznana. Poznanie struktury
przestrzennej kompleksu cytochromowego b/f powig-
ze wyniki badan z genetyki molekularnej i biologii
strukturalnej dla petnego zrozumienia zaleznos$ci po-
miedzy jego budowa i funkcja.

Artykut otrzymano 29 wrze$nia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 28 grudnia 1993 r.
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Sprawozdanie

z dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w roku 1993

DziatalnosS¢ organizacyjna

1.

Sktad osobowy Zarzadu Gtdwnego

Prezydium: prezes — prof. Liliana Konarska
wiceprezes — prof. Zofia Porembska
sekretarz — dr Ewa Turska
skarbnik — doc. Jolanta Baranska
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WAZNIEJSZE UCHWALY ORGANOW STATUTOWYCH TOWARZYSTWA

1

DZIALALNOSC ORGANIZACYJNO-NAUKOWA TOWARZYSTWA

Czlonkowie Z. G. prof. Edward Bankowski Biatystok

Zarzad Giléwny dziala poprzez Oddzialy Terenowe usytuowane:

w Gdansku
Toruniu
Krakowie
Katowicach
Lublinie
todzi
Olsztynie
Szczecinie
Wroctaw
Warszawie
Biatymstoku
Poznaniu

prof. Andrzej Guranowski Poznan
dr Maria Kotaczkowska Wroctaw
prof. Michat Komoszynski Torun
prof. Antoni Polanowski Wroctaw
prof. Marta Stryjecka-Zimmer Lublin
prof. Roman Tarnawski Katowice
dr hab. Marianna Turkiewicz t6dz
prof. Tomasz Twardowski Poznan
dr Teresa Wesotowska Szczecin
doc. Maria Wojtas-Wasilewska Lublin
prof. Krzysztof Zwierz Bialystok

Przewodniczgcy prof. W. Makarewicz
dr A. Leznicki
pfof. Z. Zak
dr hab. K Olczyk
dr M. Sanecka-Obacz
prof. S. Bielecki
prof. W. Damiez
dr T. Wesotowska

doc. M. Malicka-Btaszkiewicz
prof. B. Grzelakowska-Sztabert

prof. K Zwierz
prof. W. Walerych

Kierownik Biura Zarzadu Giéwnego Weronika Kaminska.
Komisja Rewizyjna prof. Magdalena Fikus

Podwyzszenie rocznej sktadki cztonkowskiej z40.000 zt w roku 1992 i 1993 do 100.000 zt poczynajac od r.

1994.

prof. Anna Baranczyk-Kuzma
prof. Marian Wolny

Zarzad Gtowny przy wspotpracy z Zarzgdami Oddziatdw prowadzi dziatalno$¢ statutowa poprzez Sekcje,
Komisje i Zespoly powotane do zadan szczegdtowych. Jak co roku, zgodnie ze Statutem, odbyly sie cztery
plenarne posiedzenia Zarzadu Gtdwnego z udzialem przedstawicieli Oddziatéw. Dyzury cztonkéw Prezydium
odbywaty sie we wtorki w biurze Zarzadu Gtéwnego, w budynku Polskiego Towarzystwa Chemicznego przy
ul. Freta 16, a od pazdziernika w nowym lokalu Towarzystwa Biochemicznego na terenie Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3; tel. 658-20-99, FAX 22-53-42.

Powotanie Sekcji Biotechnologii

przewodniczgcy
cztonkowie

— prof. Stanistaw Bielecki £6dz

— prof. Tomasz Twardowski Poznan
— prof. Antoni Polanowski Wroctaw
— dr hab. Marianna Turkiewicz £6dz

Doroczny Zjazd Ogoélnopolski, Sesje i Konferencje

1.

64

XXIX Zjazd Towarzystwa odbyt sie w dniach 15-17 wrzes$nia 1993 roku we Wroctawiu z udziatem ok. 600
uczestnikéw z kraju i zaproszonych gosci z zagranicy. Obrady odbyly sie w ramach 9 Sympozjow p.t.
— Biotechnologia — projektowanie i synteza zwigzkéw biologicznie czynnych

Struktura i funkcja biatek

Rola glikozylacji w procesach biologicznych
Lipidy i btony biologiczne

Postepy w biochemii klinicznej

Struktura i funkcja aparatu genetycznego
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— Zastosowanie i wykorzystanie komputeréw w biochemii
— Jony metali w biologii i medycynie
— Doniesienia rézne

Przedstawiono 66 referatéw sympozjalnych i 441 doniesien. Coroczne Zjazdy Towarzystwa cieszg sie
niestabnacym zainteresowaniem. Coraz liczniejszy jest udziat os6b niebedacych cztonkami n/Towarzyst-
wa. Te spotania stwarzajg okazje do szerokiej wymiany pogladéw miedzy przedstawicielami pokrewnych
dyscyplin naukowych.

Szkota Zimowa na temat ,Przekazywanie sygnatéw w komorce”.

W celu udostepnienia najnowszych osiggnie¢ nauki Swiatowej w dziedzinie regulacji procesow
komorkowych Zarzad Gtowny w dniach 2 i 3 grudnia 1993 zorganizowat Szkote Zimowg dla asystentow
i mtodszych pracownikéw nauki na temat ,Przekazywanie sygnatdw w komaorce” . Odbyly sie nastepujgce
wyktady:

— Budowa i funkcja bton

— Molekularne mechanizmy transportu

— Receptory, klasyfikacja i funkcja

— Receptory czynnikéw wzrostu, budowa i funkcja

— Budowa i funkcja biatek G

— CAMP i cGMP — wtdrne przekazniki informacji

— Udziat pochodnych inozytolu w przekazywaniu informacji
— Wapn — wtérny przekaznik sygnatow

— Biosynteza i fizjologiczna funkcja tlenku azotu

— Sygnaly indukujgce programowang smier¢ komorki.

Zajecia odbywaly sie w Miedzynarodowym Centrum Biocybernetyki w Warszawie. Udziat w zajeciach
wzieto 140 oso6b. Stuchacze potwierdzili dobry merytoryczny poziom wyktadéw i wyrazali potrzebe
podobnych konferencji ksztatlceniowych w przyszitosci.

Planujemy wydanie w 1994 roku materiatow konferencyjnych ze Szkoty Zimowej w postaci monografii.
Spotkanie wyktadowcéw biochemii i biochemii klinicznej

Coroczne spotkanie kierownikéw Zaktadoéw Biochemii Akademii Medycznych zterenu Polski odbyto sie
w dniu 22 maja 93 r. w Poznaniu, w Katedrze i Zaktadzie Chemii Fizjologicznej AM, kierowanej przez prof.
Haline Karon.

Tematem Konferencji byly programy nauczania biochemii i biologii molekularnej na Uczelniach
Medycznych w Polsce i w Europie.
I Ogdélnopolska Konferencja ,Nauczanie Biochemii i Biotechnologi i".

Spotkanie zostato zorganizowane przez prof. Zofie Walter w Lodzi na terenie Domu Pracy Twérczej U. L.
w dniach 7-8 czerwca 1993 r. Obrady odbywaly sie w dwéch zespotach biochemii i biotechnologii.
W zespole biotechnologicznym tematem dyskusji byt rozwdj biotechnologii w Polsce i mozliwosé
technicznej realizacji osiggnie¢ biochemikéw i biologow polskich. Nauczanie biochemii w szkotach
wyzszych i formy wymiany doswiadczen w tym zakresie, a takze ranga osiggnie¢ dydaktycznych przy
ocenie i awansach pracownikéw naukowo-dydaktycznych bylo tematem dyskusji w zespole biochemicz-
nym. W konferencji udziat wzieli takze nauczyciele szkot licealnych i Srednich szkét zawodowych.

Kurs p.t. ,Glycobiology Worshop — Glycoprotein Analysis, Advanced Approaches, Techniques
and Automated Methods”

Kurs zorganizowany byt w Biatymstoku w okresie 22-28 sierpnia 1993 r. wspoOlnie przez Zakiad
Biochemii Farmaceutycznej AM w Bialymstoku, Instytut Glikobiologii Uniwersytetu w Oxfordzie, Oxford
Glycosystems i Oddziat Biatostocki PTBioch. Zarzad Gtowny PTBioch. uzyskat dofinansowanie z KBN,
ktore w czesci pokryto koszty tego bardzo udanego pod wzgledem naukowym i organizacyjnym kursu.
Przewodniczgcym Komitetu Organizacyjnego byt prof, dr hab. Krzysztof Zwierz z AM w Bialymstoku.
Zajecia byly prowadzone w jezyku angielskim. Niewatpliwg korzyscig kursu byla mozliwos¢ zaprojek-
towania wspdlnych polsko-brytyjskich badan naukowych, a takze umozliwienie uczestnikom z Estonii
i Biatorusi, Ukrainy i Polski zapoznania sie z najnowszymi osiggnieciami glikobiologii.

DZIALALNOSC WYDAWNICZA

1

Postepy Biochemii

Wydano 4 numery Postepow Biochemii. Kwartalnik jest dotowany przez KBN. Pismo rozwija sie
pomysinie, w obecnej formie dostarcza najnowszych informacji z dziedziny biochemii, biologii molekular-
nej i genetyki. Jest cenng pomocg do nauki dla studentéw Wydziatbw Biologicznych i Akademii
Medycznych. Jest uzupetnieniem podrecznikéw akademickich.
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Acta Biochimica Polonica

Acta Biochimica Polonica jest kwartalnikiem publikujgcym oryginalne prace doswiadczalne w jezyku
angielskim. Od listopada 1992 r. Acta Biochimica Polonica jest wydawana przez Polskie Towarzystwo
Biochemiczne wspdlnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. W 1993 r. wydano 4 numery kwartalnika
w zmienionym formacie i unowoczes$nionej szacie graficznej. Kwartalnik jest wydawany z pomoca
finansowg KBN.

Listy do Cztonkow

Biuletyn jest redagowany przez dr Terese Wesotowskag iwydawany w Szczecinie. Informuje o dziatalno-
&ci naszego Towarzystwa iinnych Towarzystw. Wychodzi systematycznie, a zyczliwy stosunek Redaktora
do Czytelnikéw sprzyja integracji cztonkéw naszego Towarzystwa.

Monografie biochemiczne

Z inicjatywy Sekcji Dydaktycznej Towarzystwa kontynuowano wydawanie monografii. W 1993 r.
ukazato sie drugie wydanie monografii p.t. ,Rozpad fosfolipidow a przekazywanie informacji w komaorce”
(uzupetnione irozszerzone); autor: J. Baranska, oraz ukazata sie kolejna pozycja ,Budowa ifunkcja bton”;
autorki: W. Les$niak i Z. Porembska.

Nagrody

Nagrody: im. prof. Jakuba Parnasa za najlepszg prace doswiadczalng z zakresu biochemii wykonang
w pracowni na terenie Polski oraz im. prof. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy
opublikowany w ,.Postepach Biochemii" sg przyznawane regularnie. Nagrode im. prof. Wiodzimierza
Mozotowskiego otrzymuje corocznie mtody biochemik na Zjezdzie Towarzystwa za najciekawszg i najlepiej
prezentowang prace.

W roku obecnym Nagroda im. J. Parnasa zostala przyznana zespotowi: G. Wegrzyn, At Pawiowicz i K
Taylor za dwie Scisle zwigzane ze sobg prace opublikowane w Journall of Mo/ecular Bio/ogy (226:
675-680 i 226: 681-688) (1992).

Nagrode im. B. Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy otrzymali Mirostawa iJan Barciszewscy
z Inst. Chemii Bioorganicznej w Poznaniu {Postepy Biochemii, 38 t. 171-178) (1992).

W Konkursie im. Mozotowskiego na najlepsze prace biochemikéw (do 30 lat) przedstawione na XXIX
Zjezdzie PTBioch. Komisja nagrodzita Katarzyne Lisowska, oraz wyrdznita Matgorzate Czarny, Anne Filipek
i Bernarda Korzeniowskiego.

KONKURS NA NAJLEPIEJ PRZYGOTOWANY I WYGLOSZONY WYKLAD.

Organizacja Konkurs6w ma na celu popularyzacje osiagnie¢ nauk biologicznych. W roku biezacym w finale

Konkursu wygtoszono 4-y wyktady:

Doc. dr hab. Katarzyna Anna Nalecz: ,Mechanizmy transportu zwigzkéw niskoczgsteczkowych przez
btony biologiczne”
Dr Maciej Szymanski: ,Mechanizm inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa HIV — 1"
Dr Matgorzata Giel: ,Strukturalne aspekty oddziatywania biatek z DNA”
Dr Ludwika Pawlowskie-Cwiek: ,Mechanizmy detoksykacji dwutlenku siarki i skutki niewydolnosci jego
unieszkodliwienia” .

Komisja Konkursowa przyznata jedng pierwszg, dwie drugie ijedng trzecig nagrode.

STAZE NAUKOWE

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego goraco popiera krajowe i zagraniczne staze

naukowe. Wspobtpraca z FEBS rozwija sie zadawalajgco. W roku 1993 15 os6b przebywato badz na

Sz

koleniowych konferencjach organizowanych przez FEBS, badz na krotko — czy dtugoterminowych stazach

naukowych finansowanych przez FEBS.
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Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
przyznane w 1993 roku

Nagroda im. Jakuba Karola Parnasa za najlepsza prace doswiadczalng, wykonang catkowicie w polskich
laboratoriach iopublikowang w roku 1992, zostata przyznana za dwie $cisle wigzace sie ze sobg prace autoréw
z Zaktadu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego.

1. G. Wegrzyn, A. Pawtowicz i K Taylor (1992) ,Stability of coliphage lambda DNA replication initiator, the
lambda o protein”. Journal of Molecular Biology 226: 675-680

2. G.Wegrzyn i K Taylor (1992) Jnheritance of the replication complex by one of two daughter copies during
lambda plasmid replication in Escherichia Coli”. Journal of Molecular Biology 226: 681 -688

Nagroda im. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut opublikowany w kwartalniku Postepy
Biochemii zostala przyznana zespotowi z Instytutu Chemii Bioorganicznej, PAN w Poznaniu.

1. M.Z. Barciszewska i J. Barciszewski (1992) ,,Zaleznos¢ funkcji kwasow nukleinowych od struktury”.
Postepy Biochemii 38 (4) 1992, 171-178

Nagroda im. Witodzimierza Mozotowskiego dla mitodych biochemikéw za najlepsza prace przed-
stawiong na XXIX ZjeZzdzie Towarzystwa we Wroctawiu zostatla przyznana:

Katarzynie Lisowskiej z Zakfadu Biologii Nowotwordéw Instytutu Onkologii w Gliwicach, za prace pt.
.Klonowanie, ustalenie sekwencji nukleotydowej oraz analiza wzoru ekspresji genu HSP70 szczura”

Dodatkowo przyznano wyrdznienia:

1. Matlgorzacie Czarny z Zaktadu Biologii Komorki Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
w Warszawie za prace pt. ,W ptyw jonoforu A23187, tapsigarginy, kofeiny i heparyny na zalezng od ATP
I Mg2+ synteze fosfatydyloseryny w mikrosomach watroby szczura”.

2. Annie Filipek z Zaktadu Biochemii Mies$ni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
w Warszawie za prace pt. ,Monomeryczne i dimeryczne formy kalcykliny — biatka wigzgcego wapn
z rodziny S-100".

3. Bernardowi Korzeniewskiemu z Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonnskiego w Krakowie
za prace pt. ,Czy model matematyczny moze przewidzie¢ wynik eksperymentu biochemicznego?”.

Errata do artykutu z numeru 3/1993

~Sekwencjonowanie genomu drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae. Cele, strategie, rezultaty” (autorzy:
Ewa Grzybowska, Andrzej Migdalski, Marek Zagulski) z na-
stepujgcymi poprawkami:

— str. 159, wiersz 11 od goéry: ,Bal 31" zamiast ,Bal I"
— str. 160, komentarz do ryc. 5, wiersz 12 od géry
.Streptomycyne” zamiast ,tetracykline”.
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezace osiggniecia, koncepcje
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady
polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje nade-
stanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferen-
cji iszkot, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii" moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krotkich noto najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ iscistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowania pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przed-
stawione zagadnienie zilustrowane za pomoca tabel,
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutbw monograficznych na
rozdziaty i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjetag konwencjg rozdzialy nosza
cyfry rzymskie podrozdzialy odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos¢ i czytelnos¢. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢é konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii". W przypadku, gdy Au-
tor(zy) zamierza(jg) wiaczyé do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegoétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-

nie czcionka wielkosci standartowej, z podwdjng inter-
linig, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwnaé¢ do prawego
marginesu).
W teksScie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,

zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim
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i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nrtelefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autoréw, tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrét tytutu pracy (do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis
tresSci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z auto-
réw iich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz
stosowanych skrotow.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy,
pismiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzo-
réw i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26], Odnosniki bibliograficzne winny mie¢
nowg uproszczong forme. Spos6b cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatéw z tomow serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatéw z toméw serii opraco-
wanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej
podane przyktady:
1 Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢é nie mniejszg niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opisOw stow-
nych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy witacza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele i ryciny nosza cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otdwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw
graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycina, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréw
i pierwszym stowem tytutlu pracy oraz oznaczy¢ ,g6-
ra-dot’ (otowkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzng spoistos¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatagczniki (w dwu egzemplarzach), wtas-
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, nalezy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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o+ 4 3rd International Union of Biochemistry

and Molecular Biology Conference
“MOLECULAR RECOGNITION”

23 to 27 April 1995, Singapore

SCIENTIFIC PROGRAMME

PLENARY LECTURES INCLUDE :

* Dr. A R Fersht :
* Dr. D Metcalf :
* Dr. S Nakanishi

Protein Folding
The Molecular Regulation of Blood Cell Formation
Molecular Biology of Glutamate Receptors and their

Roles in Brain Functions

SYMPOSIA

SIGNALS AND RECEPTORS

* lon channels

* Inhibins and activins

* Kinases

* Phosphatases

* G proteins and accessory factors
* Growth factors and cytokines

* Gaseous mediators

MOLECULAR RECOGNITION IN
CATALYSIS AND DRUG ACTION

*

Catalytic centres

* Protein engineering and unconventional
enzymes

* Drug receptors and drug metabolizing
enzymes

* Toxins

* Computer modelling of binding sites and

drugs
Biosynthesis and recognition of
glycoconjugates

* Enzyme biotechnology

*

Colloquia and Poster Sessions

Welcome reception with cultural
show

Mid-week Chinese banquet

Sight-seeing tours in Singapore
and neighbouring countries

Trade exhibition

NEUROBIOLOGY

* Neurodevelopment

* Neurotrophic factors and receptors
Gene regulation in the nervous system

* Neuronal signalling

* Neurochemistry of sensor systems

* Molecular neuropathology

* Neuroglia

MOLECULAR IMMUNOBIOLOGY

* Major histocompatibility molecules
and antigen presentation

* Vaccine design and development

* T-cell and B-cell development and
function

* AIDS

* Gene rearrangements in the immune
system

* Apoptosis

* Immune modulation in medical
therapeutics

For details contact :

Dr. Hoon-Eng Khoo

Hon. Secretary, 3rd IUBMB Conference
Department of Biochemistry

National University of Singapore

Kent Ridge

Singapore 0511.

Phone : 65-7723250

Fax: 65-7791453

Email : bchkhe@]leonis.nus.sg

Conference Secretariat:

Ken-Air DMC Pte Ltd. 35 Selegie Road, #09-19 Parklane Shopping Mall. Sinaapore 0718
Tel: (65).336-8857/8 Fax; (65);336-3613
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