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ARTYKULY

Nagroda Nobla 1995 r. w dziedzinie medycyny i fizjologii:
Embriogeneza i geny homeotyczne

The Nobel prize 1995 in medicine and physiology:
Embryogenesis and homeotic genes

ANDRZEJ KACZANOWSKI],
JANINA KACZANOWSKA?2

Tegoroczng nagrodg Nobla uhonorowano niemiec-
kg uczong z Tybingi (Niemcy), Christine Nusslein-
Volhard, Edwarda Lewisa, emerytowanego amerykar-
skiego profesora z California Institute of Technology
(U.S.A), oraz Erica Wieschausa, Szwajcara od kilku-
nastu lat kierujgcego laboratorium w Princeton Uni-
versity (U.S.A)).

Nagroda ta zostata przyznana za pionierskie studia
nad podstawami funkcjonowania genéw homeotycz-
nych (E. Lewis), odkryciom i opisem roli wielu genéw
kontrolujgcych powstawanie osi ciata zarodka i udziato-
wi mechanizmoéw sygnalizacji w determinacji tych osi
u muszki owocowej Drosophila melanogaster (C.
Nusslein-Yolhard i E. Wieschaus). Ogromne znaczenie
tych badah nad wczesng embriogenezg Drosophila
polega na tym, ze wykryte mechanizmy dotyczg roz-
woju wszystkich typéw zarodkéw Metazoa z cztowie-
kiem wigcznie, a takze roslin. Warto sobie rowniez
uswiadomic, ze jest to dopiero druga nagroda Nobla
przyznana za badania nad rozwojem organizmow
(pierwszg otrzymat niemiecki uczony Hans Spemann
w 1935 r. za odkrycie tzw. organizatora i pierwotnej
indukcji embrionalnej wrozwoju ptazéw). Przyjrzyjmy
sie wobec tego, jakie zasadnicze pytanie dotyczace
rozwoju zarodka postawili sobie tegoroczni noblisci
i jaki byt ich wktad w odpowiedZ na to pytanie.

Badania noblistow, a takze innych wielkich badaczy
pominietych w werdykcie Sztokholmu, dotyczyto fun-
damentalnego pytania, wjaki sposdb genetycznie zako-
dowana instrukcja w DN A moze stuzy¢ jako instrukcja
przestrzenna dla rozwoju zarodka. A moéwigc bardziej
opisowo: jak to sie dzieje, ze w rozwoju zaptodnionego
jaja, lub wczesnego zarodka, tworzy sie okreslony
porzadek przestrzenny réznicowania okolicy, przed-
niej, srodkowej i tylnej oraz zdeterminowanie strony

2Prof. dr hab., Zaktad Cytofizjologii, UW, ul. Krakowskie
Przedmiescie 26/28, 00-927 Warszawa

brzusznej i grzbietowej sugerujacy istnienie mechaniz-
mu programu przestrzennej determinacji loséw komo-
rek powstatych w trakcie mitoz w zaleznosci od ich
potozenia w zarodku?

Badania genetyczne i embriologiczne Nisslein-Yol-
harda, a takze Struhla, Gehringa i innych pozwolity
wykry¢ szereg genow matczynych u Drosophila, ktd-
rych mRNA lub biatka determinowaty powstawanie
poszczegdlnych okolic ciata muszki. Najwczes$niejsze
determinanty dotyczyly wyznaczenia loséw zaledwie
trzech okolic ciata przedniej, srodkowej i tylnej kodo-
wanych przez geny: bicoid, nanos, hunchback i kruppel
i kilka innych) i podobne kilka genéw matczynych
determinujgcych strong brzuszng i grzbietowg zarod-
ka. W jaju poszczeg6lne typy mRNA (a takze niektore
translaty) tworzg nieprzypadkowy gradient gestosci
rozmieszczenia czgsteczek w porzadku przodo-tylnym,
a inne tworza gradient grzbietowo-brzuszny. Zgodnie
z przypuszczeniami poszczeg6lne rodzaje mRNA kodu-
ja rozne biatka o charakterze czynnikéw transkrypcyj-
nych. W zaleznosci od ich stezenia w danym obszarze
zarodka, i ich wzajemnej interakcji poszczeg6lne czyn-
niki transkrypcyjne kontroluja witaczenie, lub wytacze-
nie transkrypcji réznych grup genéw w poszczeg6lnych
jego czesciach. W ten sposéb Nusslein-Yolhard
z wspotpracownikami wykryta, ze mRNA genu bicoid
stanowi determinante przodu, a genu nonos wraz
z innymi determinuje powstawanie czesci tylnych
zarodka (Ryc. 1). Biatko BICOID przez kombinacje
procesOw aktywacji i represji stymuluje transkrypcje
gendw okolicy przedniej, a w strefie sSrodkowej wyrazo-
ny jest HUNCHBACK, a z tylu NANOS.

W trakcie rozwoju, w pewnym porzadku hierar-
chicznym, poprzez kombinacje réznych czynnikéw
transkrypcyjnych dochodzi do wyodrebnienia po-
szczegOlnych regionéw (segmentéw) w okreslonym
porzadku przodo-tylnym wraz z determinacjg grzbie-
towo-brzuszng rozwoju poszczegblnego segmentu
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Przednia cze$¢ zarodka

bicoid mRNA

biatko  stymulacja gen hunchback
BICOID transkrypcji i
MRNA
hunchback MRNA
hunchback

biatko HUNCHBACK,
represja genow odwitoka
i aktywacja transkrypcji

genow gtowy i tutowia
Rye. 1

(Niisslein-Volhard & Wieschaus, 1980, podsumowanie
St. Johnson & Nusslein-Volhard, 1992).

Lewis zauwazyt juz w 1948 r., ze istniejg geny
kontrolujace rozw6j muszki owocowej przez proces
w ktorym kazdy z segmentéw uzyskuje specyficzng dla
siebie determinacje jego przysziego losu, np. drugi
segment tutowia uzyskuje determinacje do rozwoju
jednej pary n6g po stronie brzusznej segmentu, oraz
wytworzenie jednej pary skrzydet po grzbietowej jego
stronie (Ryc. 2 a). Jezeli jednak zarodek bedzie mutan-
tem jednego nawet z genéw wigczonych w hierarchie
proceséw zwigzanych z determinacjg losu poszczegol-
nego segmentu, moze uzyskac btedng informacje co do
swojego potozenia w zarodku i przyjmie program
innego segmentu np. segment glowowy w mutancie
moze wytwarza¢ pare nog (tak jakby byt segmentem
tutowia), zamiast wiasciwych dla segmentu gtowy
czutkow (mutacja genu: Antennapedia). Takie geny
determinujgce specyficzno$¢ rozwoju poszczeg6lnego
segmentu nazwano genami homeotycznymi, albo nad-
rzednymi genami selektorowymi. Mutacje homeotyczne
mogg dotyczyé¢ zaledwie jednego genu homeotycznego,
ale ta zta kontrola powoduje przetaczenie catego szeregu
genow pod kontrole innych czynnikéw transkrypcyj-
nych. Lewis wykryt takze, ze mutanty homeotyczne sg
w genomie Drosophila zgrupowane koto siebie i w po-
rzgdku odpowiadajgcemu przodo-tytnej determinacji
segmentow zarodka (zasada kolinearnosci). Lewis zlo-
kalizowat wystepowanie kompletu genéw homeotycz-
nych w okre$lonym miejscu chromosomu 3-ego okres-
lonego jako zespdt Antennapedia (dla 4 genéw kont-
rolujacych okolice glowy) kontynuowana w nastepnym
zespole nazwanym Bithorax (kontrola tutowia i od-
wioka) (Ryc. 2b) (podsumowanie Lewis, 1878). Gehring
i Garter (w Szwajcarii) i Scott i Kaufman (w USA)
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Tylna cze$¢ zarodka

MRNA i biatka tylnej
czesci jaja
stymulujag

transkrypcje genu nanos
MRNA nanos

biatko NANOS

represja translacji
MRNA hunchback,
aktywacja genow odwtoka

w latach osiemdziesigtych wyizolowali komplety ge-
néw homeotycznych Antennapedia potwierdzajgc me-
todami genetyki molekularnej cytogenetyczne obser-
wacje Lewisa.

W 1983 r. Gehring i McGinnis (z USA) wykryli, ze
wiele gendw homeotycznych ma wsp6lng sekwencje
nukleotydowg nazwang homeodomeng. Biatko kodo-
wane przez homeodomene ma powinowactwo do
DNA i dziata istotnie jako czynnik transkrypcyjny
uruchamiajgc (lub wytaczajgc) kaskadowg transkryp-
cje wielu kontrolowanych genédw. McGinnis i Gehring
wraz zwspo6tpracownikami w 1984 r. dokonali nastep-
nego przetomowego kroku. Wykazali bowiem, ze
podobne komplety genéw homeotycznych znajdujg sie
w genomie kregowcoéw: myszy i cztowieka (McGinnis
iinni, 1984) (Ryc. 2c) ideterminujg losy poszczegélnych
czesci centralnego uktadu nerwowego (Ryc. 2d). Na-
stepnie okazato sie, ze u roslin kontrola morfogenezy
zwigzana jest z obecnos$cig genéw zawierajgcych ho-
meodomene (Schwartz-Sommer i inni, 1990). A ozna-
cza to, ze kontrola rozwoju przez geny homeotyczne ma
charakter uniwersalny.

Jednakze nie wszystkie geny programu maja charak-
ter czynnikéw transkrypcyjnych; w dodatku mutacje
niektérych genéw zmieniajgcych program rozwoju
wczesnych stadiow embriogenezy nie ujawniajg sie
w samym jaju, czy zarodku Drosophila, lecz trans-
krybowane sg w przylegtych do jaja komérkach foliku-
larnych. Niektore biatka kodowane przez geny kont-
rolujgce ustabilizowanie osi przodo-tyinej i grzbietowo-
brzusznej majg charakter biatek sygnalizacyjnych.
Schupbach, Nusslein-Volhard, Wieschaus i inni wyka-
zali, ze np. zdeterminowane juz komorki folikularne
przednie i tylne (przylegajace do przedniej i tylnej
czesci jaja) moga wydziela¢ biatka sygnatowe: np.
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GENY KOMPLETU
BITHORAX

(kodujace segmenty
odwioka)

GENY KOMPLETU
ANTENNAPEDIA

(kodujace segmenty

tutfowia i glowy

chromosom 6
Hox-1

chromosomu
Hox-2

chromosom 15
Hox-3

centralny system nerwowy myszy
e e, S

T
oA

chromosom

S

produkt
tworzy sie
przed
cewka

Ryc. 2

produkt genu tailless oddziatywuje na odpowiednie
receptory znajdujace sie w przylegtej czescijaja. W tym
przypadku sg to receptory TORSO kodowane przez
gen torso). Receptory torso majg charakter recep-
torowych kinaz tyrozynowych (RTK). Ich pobudzenie
przez sygnat TAILLESS powoduje aktywacje pew-

4

nerwowa

rdzen
przedtuzony

nych czynnikéw transkrypcyjnych niezbednych dla
determinacji najbardziej skrajnych czesci ciata (przed-
niego akronu i tylnego telsonu). A wiec otoczenie jaja
i jego odpowiedzi na sygnaly z zewnatrz stanowig
nastepny wazny element w tworzeniu informacji prze-
strzennej programujacej rozwdj zarodka (Wieschaus
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i inni, 1978, podsumowanie Duffy & Perrimon, 1994).

A teraz kilka stéw o tym czym zajmuja sie obecnie
tegoroczni noblisci. Profesor Lewis jest juz cztowie-
kiem w podesztym wieku (77 lat) ale wcigz bardzo
aktywnym intelektualnie. Znacznie mtodsza Dr
Nusslein-Volhard jest osobg zupetnie niezwyklg. Otéz
majac takie ogromne sukcesy w badaniach nad emb-
riogenezg Drosophila, trzy lata temu zmienita obiekt
badan. Obecnie pracuje nad embriogeneza pewnej
matej rybki akwariowej. W ubiegtym roku (1995) po
raz pierwszy w Tuluzie podsumowata imponujacy
wstepny dorobek tych ostatnich trzech lat. Takze Dr
Wieschaus pracuje bardzo aktywnie. Obecnie jego
zainteresowania koncentrujg sie nad najwczesniejszy-
mi etapami oogenezy Drosophila i bada on role
cytoszkieletu i biatek motorycznych w regulacji roz-
woju jaja. Z pewnoscig warto bedzie poznac nie tylko

Zarzad Gtéwny

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

zaprasza do udziatu w Konkursie
na najlepszy wyktad akademicki
w roku 1996

Regulamin nagrody

1. Intencjg nagrody jest popularyzacja bioche-
mii i biologii molekularnej oraz pozyskanie
materiatéw dydaktycznych.

2. Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie
jest przygotowanie wyktadu na wybrany te-
mat uwzgledniajgcy najnowsze osiggniecia
w tej dziedzinie oraz ilustrujgcych go mate-
riatbw w postaci maszynopisu, rysunkow
i kompletu przezroczy. Termin nadsyfania
materiatéw mija 30.04.1996 r.

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego zorganizuje sesje, na ktorej zo-
stang wygtoszone konkursowe wyktady. Mak-
symalny czas wystapienia 2 x 45 minut. W 1995
roku sesja odbedzie sie na poczatku czerwca.
Nagroda Gidéwna i wyrdznienia zostang przy-
znane w dniu Konkursu

Czlonkowie Zarzadu Gtownego tworzg Komisje
Konkursowg. Ocenig oni prezentacje, wartos¢
merytoryczng i dydaktyczng wyktadéw przy-
znajgc od 0 do 10 punktow. Komisja obraduje
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przeszte ale i przyszte dokonania tych niezwyktych
ludzi.

Artykut otrzymano 14 grudnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 14 grudnia 1995 r.
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7. Wieschaus E,Marsh IL, Gehring W (1978) Rous Arch
Dev Biol 184: 75-82

N

niejawnie, a protokoét z obrad i inne materiaty
pozostajg w dokumentacji Towarzystwa. Na-
grode uzyska osoba, ktéra otrzyma najwieksza
liczbe punktow. Nazwisko zwyciezcy Konkursu
zostanie podane do wiadomosci Cztonkéw Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w ,Po-
stepach Biochemii" oraz w ,Listach".

Materialy konkursowe: maszynopis wyktadu,
rysunki, przezrocza i programy komputerowe
stajg sie wilasnoscig Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i beda rozpowszechniane
w placéwkach naukowych i dydaktycznych
jako wyktady autorskie nagrodzonych o0soéb,
rekomendowane przez Oddziaty Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Wymagana jest
pisemna zgoda na przekazanie materiatow na
wiasnosé Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega
sobie prawo do zakupu materiatbw nienagro-
dzonych.

Niniejsza wersja regulaminu zostata uchwalona
przez Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w dniu 5 listopada 1990 roku.



*Reaktywne formy tlenu a regulacja ekspresji genow

*Reactive oxygen species and the control of gene expression

MAREK JURGOWIAK]Y,
KAROL BIALKOWSKIZ2,
RYSZARD OLINSKI3

Spis tresci:

1. Wstep
1. Odpowiedz komorek prokariotycznych na szok tlenowy
(E. colii S. typhimurium)
I11.  Odpowiedz komoérek drozdzy (S. cerevisiae) na podwyz-
szone stezenie tlenu
I11-1. Szok tlenowy u S. cerevisiae
I11-1.1 yAPl/yAP2: jako funkcjonalne homologi
ludzkich czynnikéw transkrypcji (AP-1)
111-1.2. Czynnik Mac-1
1Y. Szok tlenowy a regulacja ekspresji genéw u wyzszych
Eukaryota
IV-1. Biatko HAPl1—czynnik w ochronie komérek
przed skutkami uszkodzern DN A i zmian w kon-
centracji tlenu
1V-2. Nadtlenek wodoru—wtdrny przekaznik w proce-
sie ekspresji roslinnych genéw warunkujgcych
systemowg odporno$¢ na patogeny wirusowe
V. Udziat reaktywnych form tlenu w apoptozie komdrek

Wykaz stosowanych skrotéw: () — kropka przy sym-
bolu rodnika oznacza obecno$¢ niesparowanego elektro-
nu; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; Cu Zn SOD — dys-
mutaza ponadtlenkowa zawierajgca miedz i cynk; Mn SOD
— dysmutaza ponadtlenkowa zawierajgca mangan; GSH
— forma zredukowana glutationu; TNF — czynnik mart-
wicy nowotworu; AP-1, NF-x B, OxyR, Sox R/S, yAPlI,
yAP2, Mac-1 — czynniki transkrypcji; I-xB — podjednostka
inhibitorowa czynnika NF-xB; HAP — zalezne od hemu
aktywatory transkrypcji; bcl-2 — protoonkogen kodujacy
biatko Bcl-2.

W:step

Przyjmuje sie, ze toksyczne wiasciwosci tlenu sg
efektem tworzenia wolnych rodnikéw tlenowych. Row-
niez takie zwiagzki jak H20 2i HCIO, ktére powstaja
endogennie mogg w komdrce ulec przeksztatceniu
w wolne rodniki tlenowe. Wszystkie te czynniki okres-
lane sg mianem ,reaktywne formy tlenu”. Tlen, a do-
ktadniej niektére pochodne jego metabolizmu moga,
jak wykazano, juz w minimalnych stezeniach powodo-
waé uszkodzenia réznych struktur komoérkowych.
W trakcie ewolucji organizméw musiaty wiec dosko-
nali¢ sie specyficzne mechanizmy ochronne zwigzane
miedzy innymi z syntezg enzymow o dziataniu antyok-
sydacyjnym [1-4].

Nr, 2mgr, 3prof. dr hab, Katedra i Zaktad Biochemii
Klinicznej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Kar-
towicza 24, 85-092 Bydgoszcz

Contents:

l. Introduction
1. Oxidative stress response in prokaryotic cells (E. coli
and S. typhimurium)
I1l.  Response to oxygen concentration in yeast cells (S.
cerevisiae)
I11-1. Oxidative stress in S. cerevisiae
I11-1.1 yAPI/yAP2: as a functional homologues
of human transcription factors (AP-1)
111-1.2. Mac-1 transcription factor
IV.  Oxidative stress and control of gene expression in higher
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Modulacja syntezy biatek, bedgca odpowiedzig np.
na szok tlenowy (patrz dalej), objeta jest kontrolg
czynnikéw transkrypcyjnych (aktywatordw transkry-
pcji). Zwigzanie czynnikOw transkrypcyjnych z pro-
motorem genu iregionem wzmacniajagcym (ang. enhan-
cer) inicjuje transkrypcje i prowadzi do wzmozenia
ekspresji produktu genu.

Stan szoku tlenowego nastepuje wowczas, gdy zabu-
rzona zostaje fizjologiczna réwnowaga pomiedzy pro-
dukcja reaktywnych form tlenu i dziataniem systemoéw
antyoksydacyjnych, w tym mechanizméw napraw-
czych [5]. Stan ten charakteryzuje wzmozona produk-
cja takich pochodnych tlenu jak anionorodnik ponad-
tlenkowy O nadtlenek wodoru H20 2irodnik hydro-
ksylowy OH. Wzmozone generowanie reaktywnych
form tlenu moze wynika¢ rowniez z oddzialywania na

*Wcze$niej na tamach Postepéw Biochemii ukazato sie kilka
artykutéw dotyczacych aktywnych form tlenu:
Kwiatowski J.M. Dysmutaza ponadtlenkowa
— struktura, funkcja i filogeneza. Post Biochem 34 (1988),
311-333;

Liczmanski A.E. Toksycznos¢ tlenu. I. Uszkodzenia
zywych komérek. Post Biochem 34 (1988), 273-291;
— Toksycznos$¢ tlenu. Il. Mechanizmy ochronne. Post

Biochem 34 (1988), 293-310;

Sikora E. Udziat aktywnych form tlenu w réznicowaniu,
promocji nowotworu i starzeniu. Post Biochem 35 (1989),
563-574;

Gondko R. Czy przemiany rodnikéw tlenowych w or-
ganizmie przebiegajg cyklicznie? Post Biochem 41 (1995)
243-247.
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komarki takich czynnikéw jak promieniowanie joni-
zujace (gamma, rentgenowskie), UV, czy tez srodkdéw
chemicznych, do ktoérych nalezg np. parakwat, mena-
dion, plumbagina [6]. Mozliwo$¢ odpowiedzi na szok
tlenowy cechuje komorki kazdego organizmu, lecz
stabo poznany jest, jak dotad, jej system regulacyjny.

Reaktywne formy tlenu uszkadzaja DNA, RNA,
biatka i lipidy komorkowe, z czym wigze sie patogene-
ze takich schorzen cztowieka jak: nowotwory, miaz-
dzyca, dysfunkcje mdzgu oraz procesy zwigzane ze
starzeniem sie organizmu [7-11]. Zaréwno komorki
prokariotyczne jak i eukariotyczne eliminuja skutki
szoku tlenowego poprzez wzmozong synteze biatek
przeciwdziatajgcych reakcjom utleniania, w tym en-
zymodw reperujgcych uszkodzenia DNA. W komor-
kach eukariotycznych funkcjonujg nie tylko systemy
chronigce przed skutkami szoku tlenowego, ale row-
niez mechanizmy kontrolujgce generowanie reaktyw-
nych form tlenu, ktére dziatajgc jako wtorne przekaz-
niki aktywujg czynniki transkrypcji. W przypadku
oddziatywania patogenow i odpowiedzi immunologi-
cznej u wyzszych Eukaryota, ta droga transdukcji
sygnatu ma szczeg6lne znaczenie [1].

Systemy regulacyjne genéw zwigzanych z odpowie-
dzig na szok tlenowy sg do$¢ dobrze poznane w przy-
padku komorek bakteryjnych i nizszych Eukaryota,
jednak w przypadku wyzszych organizmow eukarioty-
cznych, gtéwnie ssakéw, ich poznanie napotyka na
znacznie trudnosci [12, 13], W komodrkach ssakéw
odpowiedZ na szok tlenowy wigze sie z aktywacjg
genow oksygenazy hemowej [14] i fosfatazy tyrozyno-
wel [15] oraz promotoréw zaleznych od czynnika
transkrypcyjnego AP-1 i NF-xB (NF-kappaB) [16].

I1. OdpowiedZ komorek prokariotycznych
na szok tlenowy (/:. colii S. typhimurium)

Synteza enzymOw o dziataniu antyoksydacyjnym
moze by¢ indukowana w odpowiedzi na wzrost steze-
nia tlenu. Na przyktad, natlenowanie podtoza hodow-
lanego wzmaga aktywno$é SOD w komdrkach wielu
mikroorganizméw [17]. Przy wzroScie stezenia H20 2
w hodowli stwierdzono indukcje syntezy katalazy
w komarkach S. typhimurium i E. coli [17].

Stosujgc metody elektroforetyczne, wykazano w ko-
morkach E. coli indukcje syntezy okoto 80 biatek
stanowigcych odpowiedZ na szok tlenowy. Za regula-
cje ekspresji genébw w tych warunkach odpowiadajqg
dwa czynniki transkrypcji, okreslane jako OxyR
i SoxR/S. Czynniki te réznig sie wrazliwoscig na
dziatanie reaktywnych form tlenu, ktére pobudzaja je
do odpowiedzi: OxyR aktywowany jest przez H20 2,
a SoxR/S przez O

Z okoto 30 genow, ktérych ekspresja indukowana
jest pod wptywem H20 2 u E. coli i S. typhimurium,
9 zlokalizowanych jest w regulonie oxyR, kontrolowa-
nym przez czynnik transkrypcyjny OxyR [18]. Koduja
one takie enzymy jak: katalaza i reduktaza wodoro-
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tlenkow alkilowych, ktore unieczynniajag toksyczne
formy tlenu. Wczesne badania wykazaty, ze tempo syn-
tezy ipoziom OxyR w komérce, nie zmienia sie po sty-
mulacji komorki przez nadtlenek wodoru [13]. Po-
nadto, wykorzystujac metode identyfikacji regionéw
wigzania DNA-biatko (ang. footprinting) udowodnio-
no, ze izolowany OxyR — zaréwno w stanie utlenio-
nym jak i zredukowanym — wigze sie z sekwencjami
promotorowymi odpowiednich gendw. Jednakze, tyl-
ko izolowany OxyR, zaréwno utleniony, jak izreduko-
wany i nastepnie utleniony in vitro, moze stymulowaé
przebieg transkrypcji [13]. Przypuszcza sig, ze w od-
powiedzi na szok tlenowy OxyR podlega zmianom
konformacyjnym umozliwiajgcym mu aktywacje
transkrypcji, ale tylko zredukowana forma OxyR
funkcjonuje jako represor sekwencji promotorowej.

W przypadku E. coli, warunki tlenowe indukujg
wzmozone generowanie 0\, podobnie jak to ma
miejsce w wyniku oddziatywania na te komorki para-
kwatu. Nastepstwem jest synteza okoto 40 biatek,
ktérych produkcja nie jest indukowana w obecnosci
H?20 2 [19]. Synteza 9 z tych biatek jest warunkowana
przez regulon sox R/S w dwoch loci genowych chromo-
somu E. coli [20, 21]. Przyjmuje sie, ze funkcja tych
biatek jest ochrona komdrki przed skutkami nad-
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego. Sg to
takie biatka jak: Mn SOD kodowana w genie sod A,
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa kodowana
przezzwfedonukleaza IV kodowana w nfo (reperujgca
wolnorodnikowe uszkodzenia DNA), Fum C — fuma-
raza kodowana przezfum C [22]. Regulon sox R/Sjest
réwniez aktywowany przez tlenek azotu (NO ), bedacy
wolnym rodnikiem. Czuto$¢ na NO' warunkuje Sox
R/S zalezng odporno$¢ bakterii na tlenek azotu gene-
rowany przez makrofagi [23].

Locus sox R/S koduje dwa biatka: SoxR i SoxS [24,
25], W proponowanej przez niektérych autorow [12]
hipotezie regulacji przyjeto, ze sygnat generowany
przez O\ wyzwala aktywacje czynnikéw biatkowych
pre-SoxR. Aktywowany SoxR wyzwala nastepnie
transkrypcje genu sox S [26, 27]. Nowo zsyntetyzowa-
ne biatko SoxS (13 kD) nalezagce do grupy Ara
C aktywatoréw prokariotycznych jest aktywatorem
genow regulonu soxR/S. Biatko SoxR (17 kD) jest
zarbwno receptorem wrazliwym na szok wywotany
przez O\ jak i transkrypcyjnym aktywatorem genu
soxS. SoxR jest homologiem aktywatoréw rodziny
Mer R, ktore w obecnosci jonow Hg+2 wyzwalajg
ekspresje operonu mer, uczestniczagcego w metaboliz-
mie tego toksycznego metalu [28]. Produkt Mer
R wigze Hg +2,jednakze sam SoxR nie reaguje z meta-
lami ciezkimi [26]. Wykazano, ze zaktywowany SoxR
indukuje transkrypcje genu dla SoxS, ktére nastepnie
wyzwala wzmozong ekspresje takich genéw jak genu
kodujgcego Mn SOD [24].

Scharakteryzowane zostaty dwie formy czynnika
SoxR: Fe-SoxR zawierajgcy niehemowe zelazo (powy-
zej 1,6 atomoOw na monomer) i apo-SoxR nie zawieraja-
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cy zelaza badz innych metali [23]. Badania spektro-
skopowe wykazaty, ze Fe-SoxR zawiera aktywne oksy-
doredukcyjnie wigzanie zelazo-siarka (Fe-S), ktore
ulega utlenianiu po ekstrakcji z komoérek E. coli.
Czynniki Fe-SoxR i apo-SoxR wiazg sie in vivo z pro-
motorem soxS chronigc ten region przed dziataniem
DNazy | in vitro. Jednakze tylko Fe-SoxR stymuluje
inicjacje transkrypcji soxS w warunkach in vitro,
podobnie jak ma to miejsce in vivo. Stymulacja ta
zachodzi w wyniku zwigzania polimerazy RNA i zaj-
§cia zmian konformacyjnych utlenionego Fe-SoxR
w obrebie promotora soxS. Zréznicowany stan redoks
wigzania Fe-S SoxR maw warunkach in vivo wptyw na
modulacje aktywnosci transkrypcyjnej tych biatek
w odpowiedzi na szok tlenowy. Aktywnos$é transkryp-
cyjna SoxR nie zmienia sie na skutek dziatania chelato-
réw, co jest prawdopodobnie wynikiem silnego zwig-
zania Fe w SoxR.

I11. OdpowiedZz komorek drozdzy (5. cerevi-
siae) na podwyzszone stezenie tlenu

Podobnie jak E. coli, drozdze S. cerevisiae to fakul-
tatywne anaeroby. W $rodowisku tlenowym organi-
zmy te wykorzystujg hemowe grupy prostetyczne jako
sensory tlenowe w regulacji metabolizmu. Hem jest
idealnym sensorem, gdyz wszystkie enzymy niezbedne
do jego syntezy sg obecne w komorce podczas wzrostu
anaerobowego [29]. Wiadomo natomiast, ze tlen moze
by¢ zwigzany z syntezg hemu, a synteza niektérych
hemoproteidow jest indukowana przez tlen [30].

Indukcja ekspresji genéw kontrolowanych przez
hem zachodzi za posrednictwem zaleznych od hemu
aktywatordw transkrypcji okreslanych jako HAP1
i dziatajacych w kompleksie z HAP2/3/4 (ang. heme
activation protein). W przypadku HAP1, zwigzanie
hemu odstania wigzagce DNA domeny, indukujgc
transkrypcje genow cytozolowej katalazy (CTT1) jak
i Mn SOD (sod2). Mechanizm interakcji pomiedzy
hemem i czynnikami HAP2/3/4 pozostaje nadal
niejasny.

Wewnatrzkomdérkowe stezenie hemu podlega Scistej
kontroli, umozliwiajagc organizmowi odpowiedZ na
zmiany w stezeniu tlenu. Wcze$niej powszechnie przyj-
mowano, ze hem jest efektorem posredniczagcym w od-
dziatywaniu tlenu na komorki. Wedtug najnowszych
badan regulacja przez hem i tlen moze by¢ w kilku co
najmniej przypadkach od siebie niezalezna [31].

I11-1. Szok tlenowy u S. cerevisiae

W coraz liczniejszych publikacjach podejmowane
jest zagadnienie szoku tlenowego u drozdzy [32, 33].
Dos¢ wczesnie dokonano interesujgcej obserwacji, ze
komorki S. cerevisiae zawierajg 6,5 razy wiecej SOD
i 2,3 razy wieksza ilo$¢ katalazy podczas wzrostu
w Srodowisku zawierajgcym 100% O 2, niz podczas
wzrostu anaerobowego [17]. Obserwacje, ze inkubacja
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komorek drozdzy z niskimi dawkami H20 2 chroni je
przed wptywem nastepnych wysokich dawek nadtlen-
ku, ktére sg dawkami letalnymi dla S. cerevisiae
wskazujg wyraznie, ze komérki drozdzy posiadaja
mechanizmy ochronne uruchamiane w szoku tleno-
wym [34]. Inkubacja komorek z menadionem, ktéry
jest czynnikiem wyzwalajacym generowanie nadtlenku
wodoru uruchamia mechanizmy obronne. Natomiast
uprzednie dziatanie na komarki H20 2 nie czyni ich
opornymi na menadion, co sugeruje istnienie dwdch
réznych, ale zaleznych od szoku tlenowego drdog
odpowiedzi u S. cerevisiae.

Nadmieni¢ nalezy rowniez o odkryciu u drozdzy
biatka, o masie czgsteczkowej 27-kDa, ktéremu przy-
pisuje sie udziat w ochronie antyoksydacyjnej komorki
[17]. Jakkolwiek sposob indukcji syntezy i mechanizm
dziatania tego enzymu jest stabo poznany (ostatnio
przypisuje sie mu aktywnos$¢ reduktazy nadtlenkdéw
zaleznej od tioredoksyny (J Biol Chem 269: 27670,
1994) to przypuszcza sie, ze indukcja syntezy biatka
27-kDa zachodzi w odpowiedzi na wzrastajgce steze-
nie 0 2, Fe3+, badZ indukuja jg egzogenne zwigzki
tiolowe.

I1-1.1. yAPl/yAP2: jako funkcjonalne homologi
ludzkich czynnikow transkrypcji (AP-1)

Geny YAP1 i YAP2 koduja, zaliczane do rodziny
c-jun, czynniki transkrypcyjne komorek drozdzy [35].
Wyizolowano dwa typy mutantow drozdzowych
— yAPI (okreslane tez jako par-1 badz sng-3) oraz
yAP2, charakteryzujace sie szczeg6lng wrazliwos$cig na
menadion i H20 2. Poprzez homologie z czynnikiem
transkrypcyjnym AP-1 cztowieka [36], sugerowany
jest udziat yAPI i yAP2 w procesie regulacji ekspresji
genéw u drozdzy. Ekspresja czynnika transkrypcyj-
nego AP-1 jest regulowana szokiem tlenowym, co
omdwiono w dalszej czesci pracy. Nadprodukcja yAPI
wzmaga ekspresje gendw biatek odpowiedzi na szok
tlenowy, takich jak: SOD, reduktaza glutationowa
i reduktaza glukozo-6-fosforanowa, podczas gdy po-
ziom wymienionych enzymoéw jest obnizony w przypa-
dku zmutowanych szczepow yAPI [37]. Ponadto,
promotory genéw dehydrogenazy glukozo-6-fosfora-
nowej zawierajg specyficzny dla AP-1 element od-
powiedzi [38], implikujacy udziat yAPIl w regulacji
aktywnosci tego enzymu.

Jak wykazano [39], wzmozona ekspresja yAPI
warunkuje wysokg odpornos¢ komérek drozdzy na
szok tlenowy. Zachodzi tu kontrolowany przez yAPI
wzrost transkrypcji genu tioredoksyny (trx-2). Nie-
dawno przeprowadzone badania dowiodty natomiast,
ze produkt genu YAP2 nie uczestniczy w regulacji
ekspresji trx-2 [35]. Obserwacje, ze zmutowane szcze-
py drozdzy yAPIl wykazujg wzrost produkcji en-
zymOw antyoksydacyjnych w odpowiedzi na szok
tlenowy, wskazujg na istnienie dodatkowych mechani-
zmo6w ochrony tych komorek.
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111-1.2. Czynnik Mac-1

W ostatnim czasie sklonowano drozdzowy czynnik
transkrypcji Mac-1 [40], ktéry wzmaga indukowang
przez H20 2 transkrypcje genu cytozolowej katalazy
(CTT1). Liczne prace wskazujg na fakt pozytywnej
kontroli transkrypcji genu CTT1, z udziatem specyficz-
nych czynnikéw transkrypcyjnych, bedacej odpowie-
dzig na szok tlenowy [30, 41, 42]. Samo zagadnienie
jestjednak na tyle obszerne, ze wymagatoby osobnego,
szczegbdtowego opracowania.

Mac-1 zawiera domene wigzacg jony miedzi i regu-
luje transkrypcje genu katalazy oraz genu czynnika
biatkowego wigzacego miedz i zelazo. Mutanty mac-1
drozdzy sg bardzo wrazliwe na dziatanie metali ciez-
kich iH20 2. Mozna tu znalez¢ homologie do bakteryj-
nego systemu wystepujacego u E. coli [43] (SoxR jako
homolog aktywatoréw MerR-patrz rozdziat I1). Zela-
zo i miedz katalizujg reakcje Habera-Weissa i uczest-
nicza w reakcji Fentona, w ktorych generowane sg
reaktywne formy tlenu [5]. Takie czynnikijak chelato-
ry metali ciezkich redukujg produkcje reaktywnych
form tlenu, a wiec ich obecno$¢ efektywnie ogranicza
skutki szoku tlenowego.

IV. Szok tlenowy a regulacja ekspresji gendw
u wyzszych Eukaryota

Wyzsze Eukaryota to obligatoryjne aeroby wyko-
rzystujace znaczna ilos¢ energii generowanej w proce-
sach oddechowych. Sg one zatem narazone na dziata-
nie reaktywnych form tlenu powstajgcych w procesie
oddychania komdrkowego. Pewna ilo$¢ reaktywnych
form tlenu produkowana jest stale w przebiegu prawi-
dtowego metabolizmu komérkowego. Ponadto stwier-
dzono, ze wiele egzogennych czynnikéw stymulowacd
moze stan szoku tlenowego w komaérce, a przyktadem
moze by¢ ekspozycja na dziatanie niektérych lekow
i promieniowanie jonizujagce. Stan szoku tlenowego
wyzwala¢ moze réwniez przylaczenie czasteczek syg-
natowych, takich jak cytokiny, do receptoréw powierz-
chni komoérkowej (Ryc. 1). Wskazuje sie tu na reaktyw-
ne formy tlenu jako czasteczki o funkcji wtérnych
przekaznikow komorkowych. Zwigzanie cytokin
przez specyficzny receptor wyzwala w komaérce szok
tlenowy, ktérego wynikiem jest podwyzszona koncen-
tracja reaktywnych form tlenu, przekazujgcych tak
generowany sygnat na czynniki transkrypcji aktywuja-
ce ekspresje genow [14].

W przypadku cztowieka, wykazano znaczne im-
plikacje kliniczne zwigzane ze stanem nasilonego szo-
ku tlenowego. W zrastajacg koncentracje reaktywnych
form tlenu wigze sie z etiologig choroby Lou Gehriga
(ALS, ang. amyelotrophic lateral sclerosis, stwardnienie
zanikowe boczne). Pacjentéw z rodzinnym wariantem
tego schorzenia cechuje wystepowanie mutacji w genie
Cu Zn SOD [45]. Odkad wykazano, ze gen Cu Zn
SOD zlokalizowany jest w chromosomie 21 pary,
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trisomia w obrebie tej pary autosomow (zesp6t Dow-
na) wiazana jest z nadprodukcja miedziowo-cynkowej
dysmutazy ponadtlenkowej. Reaktywne formy tlenu
uwzglednia sie rowniez jako czynniki zwigzane
z uszkodzeniem istoty czarnej (substantia nigra) mozgu
pacjentéw zchorobg Parkinsona [46]. Ponadto, przyj-
muje sie coraz powszechniej, ze proces starzenia sie
organizmu moze by¢ wynikiem postepujacej kumulacji
wolnorodnikowych uszkodzen makromolekut komor-
kowych (lipidy, biatka, DNA) [47,11]. W tym aspekcie
istotne wydaje sie zrozumienie mechanizméw regulu-
jacych ekspresje genéw, ktore kodujg enzymy antyok-
sydacyjne u wyzszych Eukaryota.

Jak podano powyzej, w komoérkach prokariotycz-
nych biatko znane jako OxyR, w stanie utlenionym po
dziataniu H20 2, funkcjonuje jako aktywator trans-
krypcji, indukujacy produkcje zaréwno katalazy jak
i Mn SOD. Znane sg, wystepujagce w komorkach
Eukaryota, dwa czynniki o dziataniu podobnym do
bakteryjnego czynnika OxyR, lecz niejasny, jak dotad,
jest mechanizm kontroli przez nie ekspresji genow,
w tym kodujgcych SOD. W jednej z hipotez zaktada sie
wzrost powinowactwa czynnika transkrypcyjnego
AP-1 do DNA, po utlenieniu reszt cysteiny sktadnika
c-fos w obrebie AP-1 [48]. Czynnik transkrypcyjny
AP-1 cztowieka wystepuje w dwéch formach: w komér-
kach HeLa moze by¢ homodimerem biatka c-jun, badz
heterodimerem ztozonym z produktéw protoonkoge-

promieniowanie
UV, gamma,
zwigzki chemiczne

eksplozja tlenowa
(ang oxidativeburst) 02
cytokiny (oddychanie)
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geny biatek geny enzymow
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Ryc. 1 Wiele czynnikdw oddziatujgcych na komdrke zwierzeca
przyczynia sie do wzmozonego generowania reaktywnych
form tlenu, ktérych zmiany stezenia w komdrce maja wptyw
na ekspresje niektérych grup genéw.



néw c-jun i c-fos [49]. Kompleksy utworzone z biatek
rodziny Fos i Jun powodujg, ze AP-1 uczestniczy¢
moze w regulacji ré6znych systemoéw transkrypcyjnych
[50], Zsyntetyzowany pod wptywem szoku tlenowego
AP-1 (heterodimer) wigze sie zodpowiednimi sekwenc-
jami DNA w obrebie promotorow genow takich
enzymdw antyoksydacyjnych jak: NAD(P) reduktaza
chinonowa i podjednostka Ya transferazy S-glutatio-
nowej. Prawdopodobnie, rowniez inne geny odpowie-
dzi antyoksydacyjnej moga by¢ aktywowane przez
czynnik transkrypcyjny AP-1.

NF-kB jest pierwszym poznanym u Eukaryota czyn-
nikiem transkrypcyjnym aktywowanym w odpowiedzi
na szok tlenowy [51] (Ryc. 2). Prawdopodobnie,
utlenienie inhibitorowej podjednostki jadrowego czyn-
nika NF-kB decyduje o wzrosScie jego powinowactwa
do DNA [44, 52]. Aktywna forma NF-kB jest hetero-
dimerem podjednostek p50 i p65 wigzacych DNA,
a wykazano rowniez, ze do kompleksu NF-kB wigcza-
ne mogg by¢ podjednostki nalezace do rodziny czyn-
nikdw transkrypcyjnych rei. Inaktywacja NF-kB w cy-
toplazmie zachodzi poprzez zwigzanie specyficznej
podjednostki inhibitorowej I-kB. Aktywacja NF-kB
jest wynikiem oddysocjowania podjednostki 1-kB,
ktora jest szybko degradowana, a uaktywniona forma
NF-kB podlega translokacji do jadra komdérkowego
[53]. W przeprowadzonych badaniach [51] wykaza-
no, ze obecno$¢ mikromolowych stezen H20 2w pod-
tozu hodowlanym aktywuje NF-kB wielu linii komdr-
kowych. Czynnik transkrypcyjny wiaze sie nastepnie
z sekwencjami DNA, do ktérych wykazuje powinowac-
two. W efekcie, powoduje to aktywacje ekspresji
genéw np. kodujacych cytokiny, biatka ostrej fazy,
czynniki wzrostu, czasteczki adhezji komdrkowej i re-
ceptory cytokin. Wiekszo$¢ genow aktywowanych
z udziatem czynnika NF-kB, to geny wczesnej od-
powiedzi komérki, aktywowane w warunkach patolo-
gicznych [1],

Poziom Cu Zn SOD w przypadku trisomii i mono-

cytoplazma Jjadro komdrki

Ao er—ae

+
szok tlenowy
transkrypcja

Ryc. 2 Mechanizm dziatania czynnika jadrowego NF-xB. Czynnik
ten sktada sig¢ z trzech podjednostek: p50, p65 oraz I-xB. Po
odigczeniu podjednostki inhibitorowej I-xB ijej degradacji
w cytoplazmie czynnik transkrypcyjny wnika do jadra
komarki i reguluje synteze wielu biatek (doktadniejszy opis
w tekscie).
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somii u cztowieka jest odzwierciedleniem ilosci kopii
genu, co sugeruje, ze w stanie nienasilonego szoku
tlenowego ekspresja genu utrzymuje sie na statym
poziomie. Jednakze nasilony szok tlenowy indukuje
wzmozong produkcje Cu Zn SOD lub Mn SOD. Na
przyktad, tlen indukuje synteze Mn SOD, lecz nie
indukuje syntezy Cu Zn SOD w ptucach noworodkéw
szczura [54], Produkcja Mn SOD, peroksydazy gluta-
tionowej i katalazy jest indukowana w tchawiczo-
oskrzelowych komdrkach nabtonkowych przez nad-
tlenek wodoru, podczas gdy anionorodnik ponadtlen-
kowy indukuje synteze wytgcznie Mn SOD [55], Jak
wynika z badan niektérych autorow [56], para-
kwat indukuje synteze CuzZn SOD w leukocytach
ludzkich, a podatno$¢ na indukcje jest odwrotnie
proporcjonalna do wieku osobnika. Synteza Mn SOD
jest, jak wykazano, indukowana poprzez oddziatujgcy
na komérki czynnik martwicy nowotworu (TNF),
wyzwalajgcy produkcje reaktywnych form tlenu [57,
58]. TNF aktywuje réwniez NF-kB, co sugeruje
istnienie zwigzku pomiedzy oksydacyjng aktywacja
tego czynnika a indukcja syntezy Mn SOD. Dowie-
dziono, ze TNF zwieksza ekspresje Mn SOD na
poziomie transkrypcji, co wiecej, komorki nowotworo-
we z konstytucyjng syntezg mRNA dla Mn SOD
wykazujg oporno$¢ na TNF, a komdrki nie produku-
jace mMRNA-Mn SOD sg na ten czynnik wrazliwe.
Wiekszo$¢ komérek nowotworowych ma niewykry-
walny badz obnizony poziom Mn SOD [59], Sg wiec
wrazliwe na niszczgce dziatanie TNF, jakie czynnik ten
wykazuje wobec komorek transformowanych. Moze
to byé wynik mutacji w obrebie genu SOD, badz
nieprawidtowej syntezy czy tez funkcjonowania czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB.

Badania transgenicznych linii komdrkowych moga
rzuci¢ wiecej Swiatta na mechanizmy regulacji genéw
dysmutazy ponadtlenkowej [10]. Wzmozona ekspre-
sja genu Cu Zn SOD cztowieka w komérkach mysich
jest regulowana przez represje genu Mn SOD, nie
wykazano jednakze czy mozliwa jest sytuacja odwrot-
na. Zrozumienie mechanizméw kontrolujacych eks-
presje genéw enzymow antyoksydacyjnych kompli-
kuja obserwacje, ktére wskazujg, ze nasilona ekspre-
sja ludzkiego genu Cu Zn SOD w moédzgach trans-
genicznych myszy nie indukuje syntezy peroksydazy
glutationowej, podczas gdy ma to miejsce w przypadku
linii komérkowych (mysie komérki L i komorki
neuroblastomy NS20Y). Fakt ten moze by¢ jednakze
wynikiem réznic istniejagcych pomiedzy tymi typami
komorek [10].

W Swietle przytoczonych danych wnioskowaé moz-
na, ze badania czynnik6w transkrypcyjnych imechani-
zmoéw regulacyjnych, ktére wplywajg na ekspresje
gendw zwigzanych z odpowiedzig komorki na szok
tlenowy (m.in. znaczenia reaktywnych form tlenu jako
wtérnych przekaznikéw), moga mie¢ duze znaczenie
nie tylko w naukach podstawowych, ale rowniez
miedzy innymi w opracowaniu nowych sposobow
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terapii chorob, ktérych patogeneze wiaze sie z nasile-
niem szoku tlenowego.

IV-1. Biatko HAP1 — czynnik w ochronie ko-
mérek przed skutkami uszkodzenh DNA
i zmian w koncentracji tlenu

Biatko HAP1 (AP endonukleaza/3 fosfodiesteraza),
okre$lane rowniez jako APE/Ref-1, to ludzki enzym
jadrowy uczestniczacy w reperacji apurynowych i api-
rymidynowych miejsc w DNA. Biatko to cechuje
réwniez udziat w regulacji stanu redox produktéw
réznych protoonkogenoéw, jak np. czynnika transkryp-
cyjnego c-Jun [60]. Zrozumienie biologicznej roli
HAP1 stato sie mozliwe dzieki wykorzystaniu zjawi-
ska ekspresji antysensownych HAP1 RNA w komadr-
kach HelLa. Transfekowane (antysensownym HAP1
RNA) komérki HeLa wykazuja, zarowno prawidtowe
tempo wzrostu, jak i cechy morfologiczne, sg jednak
nadwrazliwe na dziatanie czynnikéw uszkadzajgcych
DNA (nadtlenek wodoru, menadion, parakwat). Ko-
marki takie sg rowniez nadwrazliwe na zmiany steze-
nia tlenu. Wykazano ich nasilone zamieranie, w odr6z-
nieniu od komérek kontrolnych, w warunkach niedo-
tlenienia (hipoksji, 1% tlenu), jak i w $rodowisku
0 podwyzszonym stezeniu tlenu (hiperoksji, 100%
tlenu) [61]. W warunkach fizjologicznych komarki
czesto przechodzg tagodny szok wywotany przez zmia-
ny stezenia tlenu. Wysoki poziom tlenu jest jednak
przyczyng nasilonej produkcji w komorkach reaktyw-
nych form tlenu, uszkadzajagcych makromolekuty ko-
modrkowe (np. DNA). Wiele komérek ludzkiego ciata
narazonych jest réwniez na znaczny spadek stezenia
tlenu. Komorki $rodbtonka naczyn krwionos$nych
podlegajg niedotlenieniu na skutek obnizenia stezenia
tlenu we krwi. Odpowiedzig na tego typu szok jest
synteza tzw. biatek stresowych, ktérych funkcja nie jest
blizej poznana, wiadomo natomiast, ze utrzymujg sie
one w komdrce na podwyzszonym poziomie przez caty
okres niedotlenienia.

Wykazano, ze ekspresja biatek HAP1 jest induko-
wana w komadrkach ludzkich podczas wzrostu w wa-
runkach ograniczonego dostepu tlenu, a kom@rki
transfekowane (antysensownym HAP1 i RNA) wyka-
zujg nadwrazliwo$¢ na dziatanie inhibitorow syntezy
glutationu. Najprawdopodobniej, HAP1 odgrywa klu-
czowg role w ochronie komorek przed skutkami
dziatania czynnikow uszkadzajgcych DNA izmianami
spowodowanymi obnizeniem badZz podwyzszeniem
stezenia tlenu [61].

IV-2. Nadtlenek wodoru — wtérny przekaznik
w procesie ekspresji roslinnych genow wa-
runkujacych systemowg odpornos¢ na pato-
geny wirusowe

Roslina zainfekowana wirusem mozaiki tytoniowej
staje sie po kilku tygodniach odporna na ponowne
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Ryc. 3 Czynniki wptywajgce na poziom reaktywnych form tlenu
i ekspresje gendwl zwigzanych z patogeneza w komorce
ro$linnej. Doktadniejsze objasnienia w tekscie.

infekcje, nawet ze strony innych patogenéw [62]. Co
ciekawsze, odporno$¢ taka dotyczy nie tylko miejsca
uprzednio zainfekowanego, lecz catej rosliny. Stad tez
zjawisko to nazwano nabytg odpornoscig systemowg
(ang. systemie aguired resistance). W trakcie nabywania
takiej odpornosci dochodzi do ekspresji kilku rodzin
gendéw, nazwanych og6lnie genami zwigzanymi z pato-
genezg (ang. pathogenesis-related genes lub PR-genes)
[63]. Ekspresja tych genow aktywowana jest poprzez
kwas salicylowy, produkowany przez komarki roslin-
ne i petniacy role czasteczki sygnatowej w procesie
odpowiedzi immunologicznej rosliny (Ryc. 3) [64],
Receptorem wigzacym kwas salicylowy jest rezydujgce
na terenie cytoplazmy biatko, ktdre zostato ostatnio
zidentyfikowane, jako biatko o aktywnosci katalazy
[65]. Potgczenie sie czasteczki kwasu salicylowego
z biatkiem receptorowym powoduje obnizenie o 80%
jego aktywnosci katalazowej, co wyzwala znaczny
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia nadtlenku
wodoru. Dane te sugeruja, ze H20 2moze by¢ mediato-
rem ekspresji genéw zwiazanych z nabytg odporno-
Scig. Sugestie takg potwierdza fakt, iz do ekspresji tych
genéw dochodzi rowniez po nastrzyknieciu liscia ros-
liny 1-5 mM H20 2lub roztworami zwiazkéw promu-
jacych tworzenie sie nadtlenku wodoru wewnatrz
komérek (np. parakwatu). Chociaz czynniki trans-
krypcyjne aktywujgce ekspresje genéw odpowiedzial-
nych za odporno$¢ na patogen nie sg jeszcze znane, to
jednak istnieje duze prawdopodobienstwo, ze sg one
aktywowane poprzez reakcje typu redoks, w ktérej
bierze udziat nadtlenek wodoru.

V. Udziat reaktywnych form tlenu w apop-
tozie komodrek

Proces apoptozy, czyli programowanej Smierci ko-
marki znajduje sie ostatnio w polu zainteresowan
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wielu osrodkéw naukowych. Duze zainteresowanie
apoptozag ma odbicie chociazby w coraz liczniejszych
artykutach ukazujacych sie w polskim pismiennictwie
przeglagdowym [66-68], Jednakze stosunkowo mato
uwagi zwraca sie w tych pracach na udziat rodnikéw
tlenowych w tym ciggle nie do konca poznanym zja-
wisku. Jest to interesujgce, w Swietle omawianych
powyzej zagadniei, poniewaz wzmozong aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB wiaze sie obecnie
z mechanizmem programowanej $mierci komorki [69].

Stan szoku tlenowego jest brany pod uwage jako
jeden z czynnikéw wyzwalajacych apoptoze. Popiera
to zatozenie wiele niezaleznych obserwacji dotycza-
cych rdéznych systemow biologicznych, w ktérych
wykazano indukcje apoptozy poprzez mechanizmy
oksydacyjne [69, 70]. Na udziat reaktywnych form
tlenu w programowanej $mierci komarki wskazujg
obserwacje, z ktérych wynika, ze utleniacze (nadtlenek
wodoru) badZ czynniki wyzwalajagce generowanie re-
aktywnych form tlenu takie jak: promieniowanie UV,
czy TNF-indukujg apoptoze, podczas gdy antyok-
sydanty takie jak: N-acetylocysteina, analogi witaminy
E i peroksydaza glutationowa hamujg procesy wy-
zwalajgce apoptoze. Ekspozycja juz na niskie dawki
(10-100pM) H20 2 indukuje apoptoze r6znego typu
komérek [71]. Réwniez tlenek azotu (NO ) brany jest
pod uwage jako czynnik wyzwalajagcy apoptoze ma-
krofagéw i monocytéw [72], co ciekawe rodnik ten
moze reagowac z tlenem czasteczkowym, czego wyni-
kiem jest powstanie wysoce agresywnej czasteczki
N 02oraz takich aktywnych form tlenu jak O\ i H20 2
[73]. Wykazano, ze limfocyty T zainfekowane wirusem
HIV sg szczeg6lnie podatne na apoptoze indukowang
szokiem tlenowym, co wiecej komarki takie cechuje
znacznie obnizony poziom enzymoOw antyoksydacyj-
nych (SOD, katalaza, peroksydaza glutationowa) [70].
Niektére srodki chemiczne i leki (np. sulfoksamina
butioniny) obniza¢ moga poziom zredukowanego glu-
tationu (GSH), co czyni komorki bardziej podatnymi
na indukowang szokiem tlenowym apoptoze. Podob-
ng zalezno$¢ obserwowano w badaniach ludzkich
limfocytow T. Wykazano mianowicie, ze poziom poza-
komorkowej katalazy moduluje podatnos$¢ tych ko-
madrek na programowang $mier¢ indukowang pod-
wyzszonym poziomem H20 2.Ponadto, protoonkogen
bcl-2, ktérego produkt biatkowy chroni komorki
przed apoptozg jest brany pod uwage jako czynnik
w antyoksydacyjnej drodze ochrony komorki [69],
Podobnie adenowirusowe biatko E1B, bedgce funk-
cjonalnym homologiem biatka Bcl-2 chroni przed
programowang $mierciag indukowana czynnikiem
TNF czy tez p53 [70]. Ostatnio pojawity sie doniesie-
nia, ze biatka Bcl-2 moga chroni¢ komdarki nie tylko
przed apoptoza, ale takze przed $miercig nieprog-
ramowang nastepujacg w wyniku uszkodzenia mecha-
nicznego, niedokrwienia w wyniku zawatu, czy nie-
ktérych chordb degeneracyjnych, a wiadomo, ze stany
te zwigzane sg z nadmiernym gromadzeniem w komdr-
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ce reaktywnych form tlenu [70].

Jedng z bardziej atrakcyjnych hipotez ttumaczgcych
mechanizm aktywacji komoérkowego systemu wyzwa-
lajgcego apoptoze jest hipoteza wigzgca metalo- i rod-
niko-zalezng aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych
prowadzgcg do $mierci komérki. Interesujace jest, ze
1,10-fenantrolina (chelator jonbw Cu — generujacych
w wyniku reakcji Fentona wolne rodniki tlenowe)
blokuje wigzanie aktywnego kompleksu receptora
glukokortykoidowego do DNA [74]. Cytowani auto-
rzy sugeruja, ze aktywowany kompleks jest metalo-
proteing.

Szok tlenowy aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-
kB, a liczne antyoksydanty hamujg ten proces [51].
Jeden ze zwiazkéw blokujacych aktywacje NF-kB
(ditiokarbaminian pirolidyny) w sposdb znaczacy
ogranicza indukcje apoptozy przez deksametazon.
Dane te sugeruja, ze NF-kB odgrywa krytyczng role
w modulacji apoptozy, a ponadto wykazano [75] silng
aktywacje AP-1 i NF-kB w tymocytach ulegajgcych
apoptozie pod wptywem szoku cieplnego i deksameta-
zonu. Na podstawie przeprowadzonych badan [69]
dowiedziono, ze rodniki hydroksylowe generowane
w przebiegu Cu-zaleznej reakcji Fentona wyzwalajg
apoptoze poprzez nasilong aktywacje czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB.

Aktywacja NF-kB wyzwalajgca apoptoze tymocy-
téw jak i rola jonéw metali (np. Cu) oraz wolnych
rodnikbw w tym procesie jest obiektem coraz liczniej-
szych badan, ktorych wyniki moga rzuci¢ nieco wiecej
Swiatta na ten jakze mato przez nas jeszcze poznany
proces. Ponadto zdobyta wiedza bedzie mogta byé
wykorzystywana praktycznie np. do uSmiercania ko-
morek nowotworowych jak i ochrony komoérek ging-
cych na skutek chorob degeneracyjnych takich jak
choroba Parkinsona i Alzheimera.
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Somatyczna terapia genowa — czy jest bezpieczna?

Somatic gene therapy — is it safe?

t UKASZ HUMINIECKI*

Spis tresci:
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11-3. Toksycznos$¢ kationowych liposoméw
11-4. Nabywanie zdolnosci do replikacji
I11.  Efekty uboczne zwigzane z genem terapeutycznym
I11-1. Toksycznos$¢ cytokin
I11-2. Problem strategii antysensu
IV.  Inne niepozadane zjawiska
IV-1. Przedostanie sie nowych odmian wiruséw do
Srodowiska
IV-2. Warunki hodowli in vitro
IV-3. Zanieczyszczenie lipopolisacharydem DNA izo-
lowanego z hodowli E. coli
V1-4. Iniekcje komorek produkujgcych wektor
VI1-5. Zabiegi towarzyszace
V. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrotéow: LTRs — diugie terminalne
powtdrzenia; AAV — wirus adenosatelitarny; BPV-1 — byd-
lecy wirus Papilloma typu pierwszego, PCR — reakcja
tancuchowa polimerazy; MHC Il — kompleks gtéwnych
antygendéw zgodno$ci tkankowej typu drugiego; TNF
— czynnik nekrozy nowotworéw; IL — interleukina; RAC
— Recombinant DNA Advisory Commitee; YAC — Yeast
Artificial Chromosomes; HIV — Human Immunodeficiency
Virus; GTI — Genetic Therapy Incorporation; LPS — lipo-
polisacharyd; MDR-1 — gen opornosci wielolekowej typu
pierwszego; GM-CSF — czynnik stymulujgcy wzrost kolonii
granulocytdw i makrofagéw; G-CSF — czynnik stymulujacy
wzrost kolonii granulocytéw.

I. Wstep

Bardzo wiele pisze sie dzi$ o terapii genowej. Domi-
nujg opinie skrajne, czesto nie oparte na faktach,
a tylko intuicyjnej sympatii badZ niecheci. Entuzjasci
twierdzga, ze kazde z ostatnich stuleci miato swdj wielki
przetom w medycynie: wiek osiemnasty — osiggniecia
w dziedzinie Fizjologii i farmakologii; wiek dziewietnas-
ty — aseptyke i poczatki anestezjologii w chirurgii;
wiek dwudziesty — wprowadzenie do lecznictwa anty-
biotykdw i transplantologii. W praktyce terapeutycz-
nej dwudziestego pierwszego wieku widzg oni za-
stosowanie terapii genowej. Przeciwnicy uwazaja, ze
jest to w rzeczywistosci metoda niebezpieczna, nie-
skuteczna i wyjgtkowo droga.

Rzetelna ocena perspektyw praktycznego wdroze-
nia terapii genowej wymaga doktadnej analizy przede

* Student, Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzeszyni-
ska 32, 60-479 Poznan
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wszystkim dwdch zagadnien: bezpieczenstwa i skute-
cznosci. Na to drugie jest jeszcze zbyt wczesnie.
Obecnie przeprowadzane proby kliniczne | fazy stuzg
bowiem tylko ustaleniu ewentualnych skutkéw ubocz-
nych. Dopiero proby 11 illl fazy pozwolg na oszaco-
wanie skutecznosci terapii genowej i poréwnanie jej
z innymi metodami leczenia. Wtasnie kwestiom bez-
pieczenstwa chciatbym poswieci¢ niniejszg prace. Jej
zrozumienie wymagajednak podstawowej wiedzy o te-
rapii genowej. Dobrym wstepem mogtaby by¢ lektura
mojego poprzedniego artykutu ,Terapia genowa
— wektory i strategie” (Post Biochem 4/95). W dalszej
czesci artykutu zamieszczam krétkie omowienie naj-
czestszych zagrozen oraz metod minimalizowania wy-
nikajacych z nich skutkéw ubocznych.

Il. Efekty uboczne zwigzane z wektorem
I1-1. Insercyjna mutageneza

Zagrozenie to wystepuje np. przy stosowaniu re-
kombinowanych retrowiruséw, bez watpienia najbar-
dziej popularnych obecnie wektoréw w terapii geno-
wej [1]. Dla zrozumienia mechanizmu insercjonalnej
mutagenezy przydatna jest znajomos$¢ struktury pro-
wirusa — rycina 1. DNA retrowirusa moze poprzez
samo swoje wbudowanie w genom komdrki-gospoda-
rza ,wyciszy¢” znajdujacy sie w miejscu wstawienia
(insercji) gen. Ponadto, prawdopodobne jest wzmoze-
nie ekspresji znajdujacych sie zardwno powyzej (ak-
tywnos¢ regionéw wzmacniajgcych znajdujacych sie
w diugich terminalnych powtoérzeniach — LTRs) jak
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i ponizej miejsca wbudowania (skumulowany efekt
obydwu region6w wzmacniajgcych i prawego promo-
tora) [2]. Nie ma powoddéw aby twierdzié, ze insercyj-
na mutageneza dotyczy wytacznie onkogendw i anty-
onkogenow. Wrecz przeciwnie, proces ten zachodzi
z mniej wiecej jednakowg czestoscig w przypadku
wszystkich genéw. Tym niemniej wiekszo$é takich
zaburzen, nawet jes$li doprowadzi do $mierci, czy
rozregulowania funkcji drobnego utamka zainfekowa-
nych komorek, nie bedzie miata znaczenia dla organiz-
mu jako catosci. Grozna bedzie natomiast przemiana,
ktérejs z komoérek w nowotworowg, co moze zaj$é
wiasnie w drodze ,wyciszania” antyonkogendw i ak-
tywacji onkogenow [3].

Czy jest mozliwa stabilna ekspresja z bardzo niska,
czy nawet zupeinie bez insercjonalnej mutagenezy?
Niewatpliwie tak. Ponizej opisuje niektére z mozliwosci.

a) Wiekszos¢ stosowanych obecnie wektorow retro-
wirusowych to pochodne silnie transformujgcych
szczepOow wirusa leukemii mysiej (high-leukemogenie
Moloney Murine Leukemia Virus— MuLV), zawierajg-
cych mocny region wzmacniajacy w regionach LTR.
Nie wykorzystywano szczepow stabo transformuja-
cych (low-leukemogenie) sgdzgc, ze obecny w nich staby
region wzmacniajacy nie bedzie zdolny do stymulacji
wydajnej transkrypcji genu terapeutycznego. Niedaw-
no jednak opracowano metode pozwalajgcg na ich
zastosowanie w strategiach ex vivo [4], Wydajna
ekspresje osigga sie po etapie selekcji zmodyfikowa-
nych komoérek w obecnosSci neomycyny (wektor
oprécz genu terapeutycznego zawiera takze gen opor-
nosci na analog neomycyny — G418). Podobnego
efektu nie obserwuje sie w przypadku wektoréw opar-
tych na wirusie silnie transformujagcym. Mechanizm
niejest w petni poznany, ale przypuszcza sig, ze selekcja
eliminuje komdrki z jednym, znacznie zwigkszajgc
procentowy udziat posiadajacych dwa lub wiecej pro-
wiruséw. Rozwaza sie takze mozliwos$¢ uzycia w podo-
bnej procedurze rekombinatéw pozbawionych zupet-
nie regionu wzmacniajgcego w regionach LTR. Wstep-
ne obserwacje wskazujag na zadawalajagcy poziom
transkrypcji [5, 6].

b) Mozliwos$¢ zastosowania rekombinowanego wi-
rusa adenosatelitarnego (ang. Adeno-Associated Virus
— AAV) omawialem juz w poprzednim artykule.
Dodam, ze wedtug nowych pogladdéw wektory na nim
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oparte uwaza sie nie za pozbawione zupetnie potenc-
jatu onkogennego, lecz za stabo transformujace [7].

c) Stabilng ekspresje bez insercjonalnej mutagenezy
zapewnia episomalny DNA pod warunkiem, ze jest
zdolny do autoreplikacji. Nie chodzi tu o replikacje
catego wektora (do czego potrzebne sg geny kodujace
biatka otoczki), a tylko o kopiowanie plazmidowego
DNA. Przyktadem sg pochodne bydlecego wirusa
Papilloma typu pierwszego (Bovine Papilloma Virus
type-1 — BPV-1) [8, 9]. R6znig sie one od ,dzikiego”
wirusa tym, ze pozbawiono je regionéw onkogennych
E5, E6 i E7 oraz genéw kodujacych biatka otoczki LI
i L2. Mimo przeprowadzonych zmian rekombinaty,
podobnie jak ,dziki” wirus, sg zdolne do stabilnej
i bardzo wydajnej ekspresji, wtadnie dzieki zdolnosci
do powielania sie wewnatrz zainfekowanej komérki
($rednio do 13-30 kopii). Sg to obiecujgce wektory,
dopuszczone juz w USA do prob klinicznych [10].

d) Poznanie minimalnej sekwencji ssaczego centro-
meru [11, 12] oraz dokiadne zidentyfikowanie ssa-
czych miejsc inicjacji replikacji pozwoli na skonstruo-
wanie sztucznych ludzkich chromosoméw (moglyby
one by¢ wprowadzone do komorki za pomocg wek-
torbw o duzej pojemnosci np. jako kompleksy
DNA/liposom czy koniugaty molekularne [13]), kt6re
replikujac zgodnie z cyklem komérkowym podlegaty-
by normalnej mitotycznej segregaciji.

e) Duze nadzieje wigze sie rowniez z tzw. wirusowy-
mi retropozonami (ang. viral superfamily retroposones)
podobnymi do retrowiruséw (zdolno$é do integracji,
przechodzenie przez fazy DNA i RNA, produkcja
odwrotnej transkryptazy), ale nie majgcych w swym
cyklu zyciowym etapu pozakomoérkowego [14] (np.
w genomie cztowieka znajduje sie ok. 100 tysiecy
elementéw LI zaliczanych do wirusowych retropozo-
néw [15]). Przypuszcza sig, ze w czasie ewolucji
musiaty one wyksztatci¢ zdolnos$¢ do preferencyjnego
integrowania sie w pewnych miejscach genomu, tak
aby nie wywotac insercjonalnej mutagenezy. W innym
przypadku doprowadzityby bowiem do wymarcia ga-
tunkéw, w ktérych sie rozwijaja.

f) Ogromnym postepem techniki transferu genow
bytoby zwiekszenie wydajnosci integracji specyficznej
co do miejsca (ang. site-specyfic integration) zachodzg-
cej w drodze somatycznej rekombinacji homologicz-
nej, co umozliwiatoby jej wykorzystanie takze w strate-
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giach invivo. Wiadomo, ze w komérkach bakteryjnych
proces somatycznej rekombinacji homologicznej sty-
muluje biatko recA oraz bedgca trimerem biatek recB,
recC i recD — endonukleaza recBCD [16, 17]. Prze-
prowadzony eksperyment (badanie wydajnosci proce-
su integracji w drodze somatycznej rekombinacji ho-
mologicznej w komdérkach modyfikowanych za pomo-
ca liposomoéw zawierajgcych DNA i biatko recA)
wykazatjednak brak podobnej aktywnosci recA w ko-
morkach ludzkich. Postep w tej dziedzinie uwarun-
kowany jest zidentyfikowaniem biatek odpowidzial-
nych za katalize somatycznej rekombinacji homo-
logicznej w komérkach ssaczych.

Rycina 2 zawiera schematyczny zapis metod osigga-
nia stabilnej ekspresji.

Pocieszajgcy jest fakt, ze w praktyce nigdy nie
zaobserwowano nowotworzenia w wyniku uzycia we-
ktoréw retrowirusowych (badania na matpach od 1985
r. i proby kliniczne terapii ludzi od 1990 r.).

W wyjatkowych przypadkach insercyjna mutagene-
za moze nie by¢ zwigzana z zadnym zagrozeniem dla
organizmu. Sytuacja taka ma miejsce np. w strategiach
dostarczania ,,genéw samoboéjczych”, przy wprowa-
dzaniu genéw kodujacych silnie immunizujgce anty-
geny czy stosowaniu genetycznych szczepionek prze-
ciwrakowych. W tych sytuacjach komdérki modyfiko-
wane sg po prostu eliminowane przez podawanie
odpowiedniego leku, reakcje immunologiczng organi-
zmu, ewentualnie (szczepionki przeciwrakowe) ,,skaza-
ne” na obumarcie w krétkim okresie czasu, przez
nastepujace tuz przed wszczepieniem naswietlenie pro-
mieniami X (doktadna diugos$¢ przezycia zalezy od
pochtonietej energii promieniowania i typu nowo-
tworu).

11-2. Reakcja immunologiczna

Mniej lub bardziej nasilona reakcja immunologicz-
na skierowana jest praktycznie przeciw wszystkim
wektorom wirusowym:

a) W przypadku rekombinowanych adenowirusow
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odpowiedz immunologiczna wywotuja nie tylko wolne
wiriony, ale i stransdukowane komérki. Powodowane
jest to niska konstytutywna ekspresja péZznych genéw
(zachodzacg mimo nieobecnosci wczesnego biatka E|
dziatajagcego jako aktywator transkrypcji po6znych
genéw [18]). Nowa generacja wektorow adenowiruso-
wach, z ktérych oprocz regionu EIl usunieto takze E3
(w celu zwiekszenia pojemnosci), stymuluje jeszcze
silniejsza reakcje zapalng [19]. Region E3 koduje sze$¢
biatek, z ktérych jedno — gpl9k jest zdolne do
zmniejszania sity reakcji limfocytow T cytotoksycz-
nych. Biatko to, zlokalizowane w btonie retikulum
endoplazmatycznego, wigze czgsteczki kompleksu gt6-
wnych antygenéw zgodnosci tkankowej typu pierw-
szego (Major Histocompatibility Complex | — MHC 1),
zapobiega ich umiejscowieniu sie w btonie plazmatycz-
nej i w ten sposéb uniemozliwia prezentowanie za ich
pomocg antygendéw wirusowych. Pozbawienie wek-
tora zdolnos$ci do produkcji biatka gpl9k wzmacnia
zatem reakcje cytotoksyczng. Proponuje sie nawet
konstruowanie wektorow, w ktérych gen kodujacy
biatko gpl9k umieszczony bedzie pod kontrolg silniej-
szego promotora, niz stosunkowo staby w nieobecno-
§ci biatka Ela promotor regionu E3.

Kwestig sporng jest na ile opisane wiasciwosci
immunologiczne adenowirusdw ograniczajg ich za-
stosowanie jako wektorow w terapii genowej [7].
Bezpieczniejszg metodg uzyskiwania podobnych wy-
nikéw (cho¢ zmniejszg wydajnoscia) jest np. lipofekcja.
Tym niemniej wektory adenowirusowe sg catly czas
drugg (po retrowirusach) najpopularniejszg metoda
transferu genéw. Ich zwolennicy twierdzg, ze obser-
wowana w praktyce reakcjaimmunologicznajest staba
i nie ulega wzmocnieniu w miare powtarzajacych sie
kontaktéw z wektorem.

b) Wektory retrowirusowe bedgce pochodnymi wi-

rusa leukemii mysiej sg szybko inaktywowane w krwi
ludzkiej (takze innych naczelnych, ale nie ulegajg
inaktywacji w krwi pozostatych ssakéw) przez uktad
dopetniacza. Z tego powodu transfer retrowirusowy
moze by¢ skuteczny in vivo jedynie lokalnie (np.
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iniekcja wprost do guza, wlew dokanatowy). Prze-
szkode te planuje sie w najblizszym czasie omingc.
Udowodniono juz (w warunkach in vitro) brak inak-
tywacji wektora w surowicy ludzkiej w obecnosci
przeciwciat monoklonalnych, dla ktérego$ z elemen-
téw dopetniacza (Cl, C2, C3, C5, C6, C8 albo C9), przy
czym najlepsze charakterystyki farmakodynamiczne
wykazaty przeciwciata anty-C5, -C6 i -C8 [20, 21].

C) Biatko LI bydlecego wirusa Papilloma typu pier-

wszego wykazuje silne wiasciwosci antygenowe [10].
Nie jest jeszcze pewne, jak bardzo bedzie to ogranicza-
to mozliwos$é zastosowania wektorow opartych na tym
wirusie w strategiach in vivo.

11-3. Toksyczno$¢ kationowych liposomow

Wystepuje w czasie terapii in vivo wysokimi daw-
kami tych liposomoéw. W praktyce podaje sie na tyle
mate ilosci, aby nie wystepowaty zadne objawy tok-
sycznosci. Takie ograniczenie dawki oznacza jednak
zmniejszenie skutecznosci terapii. Opracowuje sie no-
we liposomy np. DMRIE (dimyristyloxy-propyl-3-di-
methyl-hydroxyetyl ammonium)/DOPE (3-N-N’-N’-
-dimethylamino ethanecarbamoyl cholesterol/dioleo-
ylphosphatidylethanolamine), ktére wykazujg efekty
uboczne w wielokrotnie wyzszych stezeniach niz lipo-
somy tradycyjnej formuty np. DOTMA (N[I-(2, 3-dio-
leyloxy)-propyl]-NNN-trimethyloammonium chlori-
de), DOPSA (2, 3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxa-
mido)ethyl]-NN-dimethyl-1-propanaminiumtrifluoro-
acetate). Pozwala to na intensywniejsze leczenie [22],

I1-4- Nabywanie zdolnosci do replikacji

Podstawowg zasada terapii genowej jest uzywanie
jako wektoréw niezdolnych do replikacji pochodnych
wirus6w. Niestety zarbwno w czasie produkcji wek-
torajak i bezposrednio w zainfekowanych komaérkach
moze doj$¢ do powstawania rekombinantéw zdolnych
do replikacji.

a) Rekombinowane adenowirusy. Podstawowym

sposobem w jaki osigga sie zablokowanie replikacji
w wektorach adenowirusowych jest pozbawienie ich
regionu El kodujacego wczesne biatko EIl (regulator
transkrypcji, bez ktérego niemozliwa jest wydajna
ekspresja tzw. genow pdznych i replikacja wirusa).
W czasie produkcji wektora biatko EI dostarczane jest
in trans przez gen umieszczony uprzednio w genomie
komdrek linii pakujacej (ang. packaging cell line). Moze
jednak dojsé do rekombinacji i uzyskania przez wektor
zdolnosSci do samodzielnej produkcji biatka EI, a za-
tem i do replikacji [23], DNA takiej pochodnej wek-
tora bedzie oczywiscie dtuzsze (o gen terapeutyczny) od
DNA ,dzikiego wirusa”. Poniewaz biatkowa otoczka
adenowirusa moze pomiescic¢ tylko o okoto 5% wiecej
DNA niz wynosi dtugo$¢ genomu ,,dzikiego” wirusa,
dtugos$¢ insertu bedzie w oczywisty sposéb limitowata
mozliwo$¢ powstawania opisanych rekombinatow.
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Podobne zjawiska mogg zachodzi¢ in vivo w razie
przypadkowej koinfekcji ,,dzikim” adenowirusem. N a-
wet jesli nie dojdzie do rekombinacji, taki ,, dziki” wirus
bedzie in trans dostarczat biatka konieczne do re-
plikacji. W konsekwencji nastgpi liza stransdukowa-
nych komorek i rozwoéj silnego stanu zapalnego.

b) Rekombinowane retrowirusy. Wektor
wiony jest region6w gag, poi i env, ma natomiast
sygnat pakowania psi. W komdrkach linii pakujacej
znajduje sie prowirus zawierajagcy geny gag, poi i env,
lecz pozbawiony sygnatu pakowania co powoduje, ze
jego genomowe transkrypty nie moga by¢ oplaszczane
przez biatka wirusowego rdzenia. Do rekombinacji
moze dojs¢ zarbwno na poziomie DNA, jak i RNA.
Cykl zyciowy tych wiruséw zachodzi, co prawda, bez
lizy zainfekowanych komoarek, ale rozw6j retrowiru-
séw zdolnych do replikacji oznacza zwiekszenie inten-
sywnosci insercjonalnej mutagenezy, a co za tym idzie
wzrost ryzyka nowotworzenia [24], Przyczyna jest nie
tylko infekowanie komérki przez wiekszg liczbe wirio-
now, ale takze wielokrotne wewnatrzkomdérkowe cyk-
le: odwrotna transkrypcja — integracja — transkryp-
cja zachodzaca dla genomoéw kazdego z nich. W no-
wych generacjach komdrek pakujgcych zmniejsza sie
ryzyko powstania wiruséw zdolnych do replikacji
przez zwiekszenie minimalnej liczby koniecznych do
tego rekombinacji (np. umieszczajgc regiony gag, poi,
env oddzielnie w réznych miejscach genomu) [1].

Opracowano szereg testéw stuzacych zaréwno kon-
troli jakosci wektoréw przed ich uzyciem (szczeg6lnie
w prébach klinicznych), jak istwierdzeniu ewentualnej
obecnosci wirusow zdolnych do replikacji we krwi
pacjentow. Przyktady to: PG4S + L-Assay, Mus dunni
i NIH3T3 Cells Co-Cultivation Studies dla wykrywa-
nia zdolnych do replikacji retrowirusow oraz Ab549-
Assay i PCR ze starterami specyficznymi dla genu El
stosowane w celu stwierdzenia obecno$ci adenowiru-
séw mogacych sie samodzielnie replikowac.

I11. Efekty uboczne zwigzane z genem terapeu
tycznym

Niesposdb w tak krdotkim artykule zasygnalizowaé
choéby ewentualng toksyczno$¢ zwigzang ze wszyst-
kimi mozliwymi genami terapeutycznymi. Kazda cho-
roba dziedziczna wymaga transferu innego genu.
W przypadku nowotworow i infekcji wirusem Human
Immunodeficiency Virus (HIV) juz dzisiaj stosuje sie
kilkanascie réznych genoéw terapeutycznych. Ponizej
podaje jedynie dwa przykiady.

I11-1. Toksyczno$¢ cytokin

Inspiracja dla prob z tzw. genetycznymi szczepion-
kami przeciwnowotworowymi byto niepowodzenie
programOw uktadowej terapii interleuking 2 (IL-2)
[10]. Przypuszcza sie, ze krotkotrwatos¢ takiej terapii
(wymuszona szybkim rozwojem objaw6éw toksyczno-
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§ci)jest najpowazniejszym czynnikiem ograniczajagcym
jej skuteczno$¢. Przewaga genetycznych szczepionek
ma by¢ wieksza specyficzno$¢ indukowanej odpowie-
dzi immunologicznej oraz mniejsze efekty uboczne
(miejscowo tylko wysokie stezenie interleukin). Po-
czatkowo uzywano genu IL-2, obecnie probuje sie
takze stosowac¢ geny wielu innych cytokin (np. IL-4,
IL-5, IL-6, IL-12, TNF, interferony) [25], Dotych-
czasowe wyniki (proby kliniczne fazy 1) wskazujg na
minimalng toksyczno$é, ale i znikomg aktywnos¢
biologiczna.

I11-2. Problem strategii antysensu

Jesliby uzywac¢ genu terapeutycznego, ktdrego
transkrypty hybrydyzuja z mRNA genu docelowego
na catej dtugosci sekwencji kodujgcej oraz stosowacé
metode transferu prowadzgcg do integracji genu tera-
peutycznego z DNA gospodarza, to przy przypad-
kowym whbudowaniu sie w matej odlegtosci ponizej
jakiego$ promotora, mogtyby powstawaé transkrypty
sensowne w stosunku do genu docelowego. Terapia
dawataby wtedy skutki doktadnie odwrotne niz zamie-
rzone (np. jes$li genem docelowym bytby onkogen,
zamiast hamowac rozwo6j nowotworu mogtaby stymu-
lowa¢ jego wzrost). Ponadto dlugie antysensowne
RNA sg paradoksalnie mniej selektywne, gdyz czesto
moga hybrydyzowac tylko fragmentami swojego tan-
cucha (zjawisko wykorzystywane np. w technice PCR
z arbitralnymi starterami [51]). Zatem w strategii
antysensu selektywnos$¢ i wydajno$¢ wyciszania zape-
whniajg odcinki 8-15 nukleotydowe, najlepiej projek-
towane ze znajomos$cig struktury trzeciorzedowej
przyjmowanej przez dany mRNA i takie powinno sie
stosowac w terapii genowej [7],

IV. Inne niepozadane zjawiska

IV-1. Przedostanie sie nowych odmian wiruséw do
Srodowiska

Rekombinaty w takiej sytuacji mogtyby by¢ albo
samodzielnymi, zdolnymi do replikacji wirusami (naj-
bardziej prawdopodobne w przypadku wektoréw ade-
nowirusowych), albo utrzymywaé sie w srodowisku
jako wirusy defektywne, do replikacji wymagajgce
koinfekcji odpowidniego ,,dzikiego” wirusa.

Specjalne $rodki ostroznos$ci podejmuje sie na przy-
ktad przy terapii mukowiscydozy, kiedy zachodzi
mozliwo$é przenoszenia sie rekombinowanych adeno-
wiruséw drogg kropelkowg (celem transferu gendw sg
komérki nabtonka drég oddechowych). W przypadku
zastosowania wektora adenowirusowego technikg
PCR mozna stwierdzi¢ jego obecno$¢ w nozdrzach
pacjentdw do pieciu dni od momentu podania. Przez
ten czas pacjenci nie mogg opusci¢ szpitala, przebywa-
jg w izolacji i noszg specjalne maski [7].

Ostatnio, witasnie dla mukowiscydozy, Doradczy
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Komitet ds. Rekombinowanego DNA (ang. Recom-
binat DNA Advisory Committee — RAC) zatwierdzi!
pierwszy na terenie USA program wykorzystujacy
jako wektor rekombinowany AAV. AAV jest bardzo
odporny na niekorzystne warunki (co wykorzystuje sie
np. przy produkcji opartych na nim wektoréw eliminu-
jac zanieczyszczenia pomocniczymi adenowirusami
metodg termiczng). Badania przedkliniczne (technika
PCR) wykazaty utrzymywanie sie wektora w drogach
oddechowych zwierzat laboratoryjnych do 21 dni po
infekcji. RAC zatwierdzit préby kliniczne pod warun-
kiem przedtuzonej izolacji pacjentow oraz wykorzys-
tywania do dezynfekcji tzw. roztworu wybielajgcego
(ang. bleach solution) szczegdlnie aktywnego wobec
AAV [7],

Trzeba przyznaé, ze mato prawdopodobne jest
utrzymanie na wszystkich poziomach pracy z wek-
torem (produkcja, proby na zwierzetach, préby klini-
czne) srodk6w ostroznosci dajgcych pewnos¢ catkowi-
tej kontroli jego rozprzestrzeniania sie. Mozna jednak
rébwniez watpi¢ czy ewentualna ,ucieczka” rekom-
binowanych wiruséw miataby jakiekolwiek niekorzys-
tne skutki. Manipulacje dokonywane na wirusach
w terapii genowej zmierzajg przeciez do eliminacji ich
patogennosci. Jako gen terapeutyczny (takze mar-
kerowy czy selekcyjny) nie sg wykorzystywane geny
opornosci na leki przeciwwirusowe. Pewnosci oczywis-
cie mie¢ nie mozna. Ryzyko takie jest zresztg prob-
lemem raczej catej biotechnologii niz tylko terapii
genowej. Warto przypomnie¢ jak wielkie byty obawy,
kiedy dokonywano pierwszych manipulacji genetycz-
nych na bakteriach. Dzisiaj rekombinacja bakteryj-
nego DNA, biblioteki cDNA, tworzenie map fizycz-
nych za pomocg klonéw w sztucznych chromosomach
drozdzy (Yeast Artificial Chromosomes — YAC) jest
codzienna praktyka. Szeroko stosuje sie rozmaite geny
opornos$ci na (czesto uzywane réwniez w medycynie)
antybiotyki. Podejmowane S$rodki ostroznos$ci stuza
bardziej ochronie przed zakazeniem hodowli niz za-
bezpieczeniu sie przed ,ucieczkg” z laboratorium re-
kombinantéw [26],

IV-2. Warunki hodowli in vitro

Produkcja wszystkich wektoréw wirusowych prze-
chodzi przez etap hodowli komérkowej in vitro. Latwo
wtedy o zakazenie mikrobiologiczne. Oczywista zatem
jest konieczno$¢ zachowania najwyzszej sterylnosci.
Produkcja winna mie¢ miejsce w specjalnym pokoju
hodowlanym. Personel powinien uzywac rekawiczek
i masek. Osoby zakaznie chore i bezobjawowi nosiciele
nie powinni pracowaé przy hodowlach in vitro. W celu
produkcji wektorow dla préb klinicznych nie mozna
uzywac pozywek opartych na surowicy bydlecej, tylko
na surowicy ludzkiej (konieczne sg negatywne wyniki
testow ELISA na obecno$¢ przeciwciat dla wirusow
zapalenia watroby typu A, B i C oraz HIV). Jeszcze
lepsze sg doktadnie chemicznie zdefiniowane pozywki
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bez surowicy (ang. serum-free media).

W praktyce wektory dla préb klinicznych zazwyczaj
przygotowywane sg przez wyspecjalizowane w terapii
genowej firmy biotechnologiczne (np. Genetic Therapy
Incorporation — GTI, Viagene, Genzyme), niekiedy
tylko przez uniwersytety [30].

IV-3. Zanieczyszczenie lipopolisacharydem plaz-
midowego DNA izolowanego z E. coli

W niektérych przypadkach (miesnie szkieletowe
[31], miesien serca [32], hepatocyty [33]) skuteczng
metoda wywotania przejsciowej ekspresji genu tera-
peutycznego moze by¢ prosta iniekcja roztworu plaz-
midowego DNA. Te szczeg6lng witasciwos¢ ttumaczy
sie specyficzng strukturg w/w tkanek. W czasie prowa-
dzenia préb przedklinicznych zaobserwowano jednak
uktadowg toksycznos$é zalezng od wysokosci dawki
DNA. Doktadne badania wykazaty zanieczyszczenie
izolowanego z hodowli E. coli plazmidowego DNA
lipopolisacharydem (LPS). Analogiczny problem wy-
stepuje przy stosowaniu kompleksdw liposom + plaz-
midowy DNA. LPS jest silnym adjuwantem i mito-
genem dla limfocytow. Stymuluje synteze cytokin
i innych mediatoréw reakcji zapalnej [34-36]. Zadna
z tradycyjnych metod izolowania plazmidu nie zapew-
nia oczyszczenia DNA z lipopolisacharydu. Na potrze-
by terapii genowej opracowano nowg procedure
zmniejszajagcg 10000 razy zanieczyszczenie LPSem
w poréwnaniu do dotychczas stosowanych [37]. Obej-
muje ona przeprowadzenie bakterii w sferoplasty
w srodowisku hypotonicznym, inkubacje z lizozymem
i nastepnie n-octylo--D-tioglukopyranozydem (niejo-
nowy detergent) oraz chromatografie na kolumnie
wypetnionej polimyksyng B.

IV-4. Iniekcje komorek produkujacych wektor

W programach terapii za pomoca strategii HSV-tk/
gancyklowir przewidujgcych podawanie pacjentom
mysich komérek produkujgcych wektor retrowiruso-
wy (linia PA317-GITkISvNa — GTI) obserwowano
znaczgce objawy toksycznos$ci tuz po iniekcji wi/w
komarek (np. b6l gtowy, nadci$nienie, zapalenie opon
moézgowych, infekcje bakteryjne). Cho¢ nie ma jeszcze
catkowitej pewnosci przyczyng moze by¢, albo zanie-
czyszczenie komorek bedace btedem w produkcji, albo
brak tolerancji ludzkiego organizmu na mysie komor-
ki [38].

IV-5. Zabiegi towarzyszace

Terapia genowa wymaga czesto towarzyszacych
drobnych zabiegéw chirurgicznych (np. iniekcje, bio-
psje, wlewy dokanatowe, dozylne itp.). Sg one standar-
dowo wykonywane nie tylko na potrzeby terapii
genowej i nie stwarzajg znaczgcego niebezpieczenstwa.

Liczne programy zwigzane ze strategiag HSV-tk/
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gancyklowir wymagajg systemicznego podawania
gancyklowiru (preparat cytovene). Stosuje sie wlewy
dozylne zazwyczaj po siedmiu dniach od infekcji, przez
dwa tygodnie. W USA gancyklowir podaje sie w celu
leczenia oportunistycznego zakazenia wirusem cyto-
megalii u chorych na AIDS. Podaje sie wtedy bardzo
wysokie dawki przez dtugi okres czasu. U 40% pacjen-
téw obserwuje sie granulocytopenie, 20% trombocyto-
penie u 2% inne objawy ubocznejak anemia, goraczka,
wyprysk skdrny. W programach terapii genowej stosu-
je siejednak nizsze dawki przez zaledwie dwa tygodnie.
Nie obserwuje sie wtedy analogicznych powiktan. Tym
niemniej podajac gancyklowir regularnie kontroluje
sie morfologie krwi pacjentow [39],

W niektérych programach wykorzystuje sie zwiek-
szenie stymulacji apoptozy w komorkach nowotworo-
wych, do ktérych wprowadzono antyonkogen p53,
pod wptywem cytostatyku cisplatyny. Cisplatyna jest
nowoczesnym chemioterapeutykiem nie pozbawio-
nym jednak toksycznosci. Czesto wystepujg silne nud-
nosci i wymioty, ktore thumi sie blokujac jeden z recep-
toréw dla 5-hydroksy-tryptaminy (serotoniny) miano-
wicie 5-HT3, np. za pomocg ondansteronu (preparat
Zofran), czy tropisetronu (preparat Navoban) [40, 41].
Ponadto dla zmniejszenia skutk6w nefrotoksycznosci
cisplatyny konieczne jest nawadnianie oraz wymuszo-
na diureza.

W prowadzonych obecnie prébach leczenia zaawan-
sowanego raka sutka i jajnika [42] polegajgcych
na umozliwieniu intensyfikacji leczenia chemiotera-
peutykami dzieki uprzedniemu zabezpieczeniu komé-
rek szpiku poprzez wprowadzenie do nich genu opor-
nosci wielolekowej (multiple drug resistance type
1 — MDR-1), podawanym lekiem jest taksol, jedno
z najnowszych osiggnie¢ badan nad cytostatykami [40,
41], Najpowazniejszg toksycznos$¢ wykazuje on wtas-
nie w stosunku do szpiku kostnego. Jest efektywnie
usuwany z wnetrza komdrek przez, dziatajaca na
zasadzie pompy ATP zaleznej, glikoproteine p-170
(produkt ekspresji genu MDR-1), a jego niszczace
dziatanie w stosunku do raka sutka ijajnika jest silne
i wzrasta proporcjonalnie do dawki [43]. W opisywa-
nych programach stosuje sie specjalne algorytmy pro-
wadzenia terapii. W kolejnych cyklach podawania
taksolu (w odstepie miesigca) zwieksza sie stopniowo
dawke przechodzgc od objawéw ubocznych lekkich
i $rednich, do ciezkich, kiedy zaprzestaje sie zwiek-
szania dawki. Dopiero efekty uboczne zagrazajace
zyciu oznaczajg konieczno$¢ zmniejszania ilosci poda-
wanego taksolu, za$ ich utrzymywanie sie mimo
zmniejszenia dawki do minimalnej zaprzestania che-
mioterapii.

W wielu programach modyfikacji genetycznej doko-
nuje sie w trakcie autologicznego przeszczepu szpiku
kostnego. Przeszczep taki, cho¢ bezpieczniejszy od
allogenicznego, stwarza wiele mozliwosci powiktan.
Po pobraniu pewnej ilosci szpiku, reszte eliminuje sie
za pomocg chemioterapii myeloablacyjnej. Stosuje sie
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zwigzki alkilujgce (np. cyklofosfamid albo melfalan)
z réwnoczesnym napromieniowaniem calego ciala,
badz samodzielnie (cyklofosfamid jednoczes$nie z tiote-
pa). Zwiazki alkilujace sa najbardziej toksycznymi
i mutagennymi cytostatykami, jednak tylko one sg
w stanie zniszczy¢ wielopotencjalne komdrki macie-
rzyste szpiku (90% tych komdrek znajduje sie w fazie
Go). Inne cytostatyki uszkadzajg przede wszystkim
populacje komdrek proliferujagcych (wstepnie zrézni-
cowane komarki prekursorowe poszczeg6lnych ukita-
déw hemopoetycznych). W kolejnym etapie wstrzyku-
je sie dozylnie zmodyfikowane genetycznie komorki
szpiku. Przez okres 3-4 tygodniowej rekonstytucji
uktadu krwiotworczego, konieczne jest specjalne po-
stepowanie ostaniajgce: podawanie antybiotykdw, le-
kéw przeciwgrzybicznych, przeciwwirusowych, masy
ptytkowej i erytrocytarnej, osocza, czynnikéw przy-
$pieszajacych odnowe szpiku (czynnika stymulujgcego
wzrost kolonii granulocytéw i makrofagbw — GM-
CSF, czynnika stymulujgcego wzrost kolonii granulo-
cytow G-CSF, erytropoetyny). Sumarycznie prawdo-
podobienstwo zgonu w wyniku toksycznosci agresyw-
nej chemioterapii, niewydolno$ci przeszczepu i sepsis
wynosi ok. 5% [44-48].

V. Uwagi konhcowe

Proby kliniczne znajdujg sie pod najlepszg kontrolg
w USA (tam tez przeprowadza sie ich najwiecej).
Prowadzacy majg obowigzek zgtasza¢ obserwowane
efekty uboczne Food and Drug Administration oraz
lokalnym agendom kontroli medycznej. Ponadto in-
formacje te drukowane sg na tamach Humanh Gene
Therapy. Wedtug tych danych nie dos¢, ze objawy
uboczne zwigzane bezposrednio z transferem genow
obserwuje sie u niewielu pacjentéw, to w wiekszosci sa
one lekkie i nie wymagajg przerwania terapii. Nalezy
jednak pamietac, ze obserwacje te prowadzone sg jak
na razie zbyt krétko, aby mie¢ pewno$¢, ze zauwazono
wszystkie efekty uboczne.

Wazne jest, aby zdac¢ sobie sprawe jak wiele efektow
ubocznych powodujg konwencjonalne metody terapii.
Uwaza sie, ze nie ma w ogole lekéw nietoksycznych.
Oto kilka informacji dotyczacych tylko jednej grupy
lekéw. Cytostatyki powszechnie stosowane w leczeniu
nowotworéw powodujg u $rednio 5-10% pacjentow
objawy toksycznos$ci zagrazajgcej zyciu, prowadzac do
Smierci w okoto 0.5% przypadkéw. Statystycznie
potwierdzono, ze przejScie chemioterapii (szczegdlnie
zwigzkami alkilujacymi) lub, co jeszcze gorsze, skoja-
rzonego leczenia cytostatykami i radioterapii zwieksza
ryzyko rozwoju nastepnego nowotworu. Ponadto che-
mioterapia jest najczesciej leczeniem systemicznym
ina mutagenny wplyw cytostatykdw narazone sg takze
komorki linii zarodkowej. Poniewaz pierwsze dosSwia-
dczenia z iperytem azotowym miaty miejsce dopiero
w 1946 r. dzisiaj niesposéb jeszcze oceni¢ wplyw
cytostatykéw na zdrowie nastepnych pokolen. Wiedza
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teoretyczna kaze jednak spodziewac sie czestszych wad
rozwojowych i zachorowan na nowotwory [49, 50],
Obecny etap rozwoju terapii genowej catkowicie
uzasadnia préby jej stosowania w najciezszych choro-
bach cztowieka. W przysztosci, dzieki spodziewanemu
postepowi (szczeg6lnie w technikach wprowadzania
genéw do komérek) moznajg bedzie prawdopodobnie
bez wiekszych obaw stosowaé wszedzie tam, gdzie
transfer gendbw moze mie¢ znaczenie terapeutyczne.

Artykut otrzymano 22 sierpnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 23 listopada 1995 r.
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W:step

Zwigzki alkilujgce dziatajg toksycznie i mutagennie
a u ssakéw moga wywotlywac proces transformacji
nowotworowej. Badania ostatnich trzydziestu lat wig-
zg wszystkie te efekty z alkilacjag DNA.

Reakcja zwigzkdéw alkilujagcych z DNA prowadzi do
powstania kilkunastu modyfikacji [1]. Elektrofilowy
atom wegla grupy alkilowej moze reagowac praktycz-
nie ze wszystkimi dostepnymi heteroatomami azotu
i tlenu stanowigcymi centra nukleofilowe w DNA. Nie
mozna wykluczy¢é udziatu zadnej z tych modyfikacji
w biologicznym efekcie zwigzkéw alkilujacych, jed-
nakze wydaje sie, ze szczeg6lng role w powstawaniu

*Dr., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego
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mutacji oraz inicjacji transformacji rakowej a takze
pewng role w toksycznym efekcie zwigzkéw alkilujg-
cych odgrywa O”-metyloguanina.

Juz w 1969 r. Lovless i wsp. zaproponowali, ze
0 6mG jest uszkodzeniem premutagennym wskazujgc
na teoretyczng mozliwo$¢ tworzenia w DNA pary
06mG: tymina [2]. Badania dyfrakcji promieni X po-
twierdzajg, ze para 06mG:T odpowiada geometrii par
W atson’a Crick’a [3]. | cho¢ inne badania fizykoche-
miczne wskazujg na mniejsza stabilnos¢ 06mG:T
w stosunku do par nukleotydowych naturalnie wy-
stepujagcych w DNA uwaza sie, ze premutagenny
charakter 0 6-metyloguaniny wigze sie z tendencjg
polimerazy do odczytywania tej zmodyfikowanej zasa-
dy jako adeniny [4].

Badania replikacji DNA in vitro potwierdzajg, ze
zaréwno inkorporacja trojfosforanu 0 6-metylodezok-
syguanozyny jak i replikacja matrycy zawierajgcej
O6mG prowadzi do tworzenia par 06mG:T [5,6].
Przypieczetowaniem hipotezy mutagennego dziatania
O6mG in vitro sg wyniki doswiadczeri mutagenezy
sterowanej pokazujgce, ze 0 6-alkiloguanina wstawio-
na w SciSle okreSlone miejsce genu powoduje po-
wstanie w tym miejscu tranzycji G->A [7-9], Tak wiec
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z jednej strony wyniki powyzszych doswiadczen po-
twierdzajg, ze obecno$¢ O6rnG w DNA moze prowa-
dzi¢ do tranzycji GC->AT, z drugiej strony badanie
spektrum mutacji pokazuje, ze tranzycje GC-+AT
stanowig dominujacg klase posrod mutacji indukowa-
nych przez zwigzki alkilujagce. Dla silnych mutagenéw
jak A-methyl-A-nitrozomocznik (MNU) czy N-mety-
10-/V-nitro-iV-nitrozoguanidyna (MNNG) GC->AT
stanowig ponad 98% indukowanych mutacji [10-12].
Mozna przedstawi¢ wprost proporcjonalng zaleznos¢
pomiedzy iloScig O6rnG w DNA a czestoscig mutacji
indukowanych przez dany zwigzek [13].

Silne mutageny jak MNU, MNNG czy powstajgce
endogennie alkilonitrozoaminy sg takze silnymi kan-
cerogenami. Wykazano, ze inicjacja transformacji no-
wotworowej przez zwiazki tego typu moze zachodzic¢
poprzez mutagenng aktywacje onkogenu ras w wyniku
tworzenia O6rnG w DNA [14,15]. Tak wiec reperacja
06rnG w DNA wydaje sie by¢ istotnym czynnikiem
modulujgcym mutagenny i kancerogenny, a takze
w pewnym stopniu toksyczny efekt dziatania zwigz-
kéw alkilujgcych.

Il. Metylotransferazy 0 6-metyloguaniny-
-DNA (E. C. 2.1.1.63)

Gtoéwna droga reperacji 06rnG w DNA wykorzys-
tuje metylotransferaze 0 6-metyloguaniny (MGMT).
Aktywno$é MGMT odkryto w komérkach wszystkich
dotychczas zbadanych organizmdw poczawszy od
bakterii przez nizsze eukarionty az do cztowieka.

11-1. Biatko Ada i odpowiedZ adaptatywna
w Escherichia coli

Kiedy komorki E. coli traktowane sa matymi, sub-
letalnymi, dawkami $rodkéw alkilujgcych wzrasta ich
odpornos$¢ zarbwno na mutagenne jak i toksyczne
dziatanie tych zwigzkéw. To odkryte w konhcu lat
siedemdziesigtych zjawisko nazwane zostato odpowie-
dzig adaptatywng [16]. Pierwszg aktywnoScig, ktora
zauwazono w zaadaptowanych komérkach E. coli
byto gwattowne usuwanie 06mG z DNA [17]. Aktyw-
nos$¢ ta zwigzana jest z biatkiem Ada, produktem genu
ada, petnigcym centralng role w odpowiedzi adaptaty-
wnej.

Ada, okreélana takze jako Mgtl, jest biatkiem o wiel-
kosci 39 kDa i skiada sie z dwdch funkcjonalnie
réoznych domen, N- i C-terminalnej, potgczonych rejo-
nem tgcznikowym wrazliwym na proteazy (Ryc. 1).
Zaroéwno cate biatko Ada jak i powstajgca w wyniku
proteolizy jego czes¢ C-terminalna sg zdolne do réwnie
szybkiej iwydajnej (108M _1s” * reperacji DNA zawie-
rajgcego 06m G [18, 19]. Mechanizm tej reperacji jest
unikalny posréd znanych dotychczas systemow repe-
racyjnych. Grupa metylowa z pozycji O6 guaniny
przenoszonajest na aktywng cysteine wewnatrz czgste-
czki MGMT. Wynikiem tej reakcji jest regeneracja
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nieuszkodzonej guaniny w DNA i nieaktywne biatko,
w ktérym grupa tiolowa aktywnej cysteiny zabloko-
wana jest przez grupe metylowa [20]. Reakcja ta jest
nieodwracalna — nie znaleziono dotychczas zadnego
systemu in vivo lub in vitro, ktdry pozwolitbhy na
regeneracje cysteiny z metylocysteiny powstajgcej
w obrebie MGMT. Tak wiec Ada nie jest prawdziwym
enzymem, reaguje z DNA stechiometrycznie i poziom
aktywnosci MGMT zalezy od liczby jej czasteczek
w komorce.

Badania mechanizmu przeniesienia grupy metylo-
wej z 06m G na aktywng cysteine biatka Ada, z wyko-
rzystaniem analog6w guaniny niosacych siarke lub
selen zamiast tlenu przy szostym weglu, potwierdzajg
klasyczny, stymulowany kwasem, SN2 charakter tej
reakcji [21]. Proponowany jest rownoczesny transfer
protonu z centrum aktywnego MGMT na tlen i nuk-
leofilowy atak grupy tiolowej cysteiny na wegiel grupy
metylowej.

W obrebie biatka Ada znajduje sie dwanascie reszt
cysteinowych, akceptorem grupy metylowej z 06mG
jest grupa SH cysteiny w pozycji 321 [22,23]. Ponad
osiemdziesiecioaminokwasowy rejon otaczajagcy ak-
tywng cysteine jest silnie konserwowany ewolucyjnie,
a sekwencja ProCysHisArg\d/,le zawierajgca miejsce
akceptorowe wystepujgce we wszystkich znanych
MGMT (Ryc. 2). Rola poszczeg6lnych aminokwasow
tej sekwencji byta badana dla Mgt2 produktu genu ogt,
drugiej obok biatka Ada MGMT obecnej w kom@dr-
kach E. coli [24], Mutageneza sterowana prowadzaca
do powstania zmutowanych czgsteczek Mgtll niosa-
cych rézne aminokwasy w obrebie sekwencji kanoni-
cznej, a takze analiza funkcjonalnych rewertantéw
tych mutacji potwierdza, ze sekwencja ProCysHisArg
jest warunkiem sine qua non aktywnos$ci metylotrans-
feazy 0 6-metyloguaniny. Walina znajdujgca sie zaro-
wno w otoczeniu Cys321 jak i w sekwencji akcep-
torowej czasteczek Mgtll moze by zastagpiona przez
szereg aminokwasOw, a co najmniej cztery z nich: lle,
Cys, Leu i Ala dajg wartosci zblizone do orginalnej Val
jesli chodzi o aktywnos¢ MGMT i reakcje z przeciw-
ciatami.

Ostatnio rozwigzano strukture Kkrystaliczng 178-
aminokwasowej C-terminalnej czesci biatka Ada, od-
powiedzialnej za aktywno$s¢ MGMT[25], Biatko to
okres$lone przez autorow jako AdacC sktada sie zdwéch
réznych strukturalnie domen. 88-aminokwasowy frag-
ment N-korica przypomina strukture RNA-zy H.
Domena C-terminalna tego polipeptydu obejmujgca
pozostate 90 aminokwasow zawiera szereg struktur
a-helikalnych powigzanych luznymi petlami, cze$¢
z nich przypomina motyw helix-turn-helix. Motyw ten,
zwykle odpowiedzialny za wigzanie z DNA lezyjednak
daleko od akceptorowej sekwencji ProCysHisArgVal
i moze by¢ zwigzany raczej z niespecyficznym wigza-
niem sie biatka z DNA niz ze specyficznym od-
dziatywaniem MGMT z06mG. Aktywna cysteina nie
znajduje sie zgodnie z oczekiwaniem na powierzchni
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Ryc. | Schemat reperacji DNA przez biatko Ada E. coli i indukcji odpowiedzi adaptatywnej. Czarne prostokaty w proksymalnych cze$ciach

genow odpowiadajg miejscom wigzania Ada.

biatka, lecz w zagtebieniu przestonietym a-heliksem
obecnym na C-koncu biatka. Przedstawiony przez
autorow model reperacji O6mG zaktada zmiane kon-
formacyjng MGMT, po niespecyficznym przytgczeniu
siedo DNA, umozliwiajaca kontakt aktywnej cysteiny
z 00mG. Ze wzgledu na szybko$¢ i brak intermedia-
tow w reakcji przeniesienia metylu z DNA na biatko
nie udato sie dotagd wykrystalizowa¢ kompleksu
MGMT z DNA, ale badania dichroizmu kotowego
i analiza fluorescencyjna oddziatywania ludzkiej
MGMT z DNA potwierdzajag zmiang konformacyjna
MGMT indukowang przez DNA [26, 27].

O6mG nie jest jedynym substratem dla Ada. Cys321
jest takze akceptorem grupy metylowej z DNA zawie-
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rajagcego 0 4-metylotymine (04mT). Uszkodzenie to
powstajgce w DNA traktowanym $rodkami alkiluja-
cymi dziesieciokrotnie rzadziej nizO6mG,jest Zrddtem
btedéw replikacyjnych i moze powodowac tranzycje
T-+C [28], Mgtl reperuje 04m T ze znacznie mniejszg
wydajnoscig niz O6mG [29, 30]. Wydajnosé reperacji
podstawnika alkilowego w pozycji O6 zalezy nato-
miast od dtugosci tancucha weglowego. O 6-etylogua-
nina jest reperowana dziesieciokrotnie stabiej niz
0O6mG [31], podobnie reperowana jest chloroetylowa
pochodna guaniny. Podstawniki o dtuzszym tancuchu
weglowym nie sg praktycznie reperowane przez biatko
Ada. Grupy alkilowe zarbwno O6mG jak i 04mT
wystajg do duzego rowka spirali DNA jednakze inne
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adaC_ECOoli e MTAKQFRHGGENLAVRYALADCELGRCLVAESERGICAILLGDDDATL. ISELQQMFPhADM ..APAD
adaC_S.typ MTAKOFRKGGDMVSVRYALTDWWGRCLVAESERGICAILPGDSDDAL. LAFL//TLFPSARII... ..F.PAD
adab_B.sub METNKPTL YWSLLMFKDVMFY. IASTLKGLVFVGSONK PIEELFF.WAR........... . .KRFPGSLLVEDDDKL,. .. .EFYAV
datl_B.sub MNYYTTAETPLGEL | | AEEEDRITRLFLSQE........ . . DWVDWKETVQMTEMK. . . . F.TPML
ogt_Eco 1li MLRLLEEKI ATPLGPLWVICDEQFRL.RAVEWEEYSEA . MVQLI.DI 1IYRKF.GYER I . . . .FATNP
mouse MAETCKMKYSVLDSPLGKMELSGCERGLHGI RLL.SGKTPMTDPTEAPATPEVf.GGPFGV PE PL.
rat MAEICKMKYTVLDS PLGKIELSGCERGLHGIRFLSGKTPMTDPTEAPAC PEVLGGPEGV......... PEPL
chin .hamst MAETCKMKYTVFUS PLGK | ELCGCERGLHGIRFLSGKTPSSDPKEAPAS PELLGGPEDL.......... PF.Sb

human MDKDCEMKRIILDSPLGKLELSGCEQGLIi£liELLGKGTSAADAVEVPAPAAVLGO
yeast MMKKKIENGRIFDhMGPTMKELLYYTOETEV7\GAFL VFREKTQMLVFASLGMDKL.FLLGK V'FGFLFF/LEKQD'I'MYDL.QELKEA

W \

75 100 125
adaC_Ecoli LMFQC?//VRFVIAFLMQRDTPLTLPLDIR . .GTAFQQQV.WQALRTIPCGETVSYQQLANA IGKPKA VRAVAShC AANK L,
adaC_S .typ ALFOC>RV7R?WAAINTRDVLLSLPLDIO . .GTAFQQQV.WQALCAI PCGETVS YQQLAATIGKPTA VRA VGSACG ANK L
adab_B.sub EITQYLEG . .KRKMF.TVPVEYA. .GTQFQLAV. WNALCEIPYGQTKSYFDIANDFMKPAAVRAVGAhIGANPV
dat 1_D.sub AF.AKOOLQF.YFhG . . ERKTF .SLPLSQK . .GTPFQQKV. WQALERIPYGESRSYADIAAAVGGPRAVRAVGOAMKRMPL
ogt_Ecoli GGLSDKLRDYFAG. .MLSIIDTLPTATG. .GTPPCXFV.IMKTLRTI PCGQVMHYGQLAF.Q,GRPCAARAVGAhMGSNP L
mouse VPCTAVLFA YFFFPAATEGLPLPAL.HMPVFQQDSPTRpVLIVXLLKWKFGETVS YQC?LAALAGNPKAARA VGGAMRSNPV

rat
chin.hamst

VpCTAWLFA YF/fEPAATEGLPL PALHMPVFQQDSPTRQVLWFLLKWKFGEMVS YQOLAALAGMPKAARA VGGAMRFNPV
VPpCTTrVLFAYYQEPAATEGLPLPALHHPVFQODSPTRpVLfWZ.LKWKFGEMVS VCOLAALAGMPKAARAVGGAMRMMPV

human MQCTAWLNA YFHQPEAI EEFPVPALHMPVFQQESPTRpV'LWK'LLKWKFGEVI FYppLAALAGNPKAARA VGGAMRGNPV
yeast ETYFFSTFMyTTCLENKMPLPSGA | PFEFLFGTDPQFFV. fYMFLLMVEHGIIWTYGDIA/<7?IGKPTAAR.9VGRACGGMNL,
A\ o -
150 175
adaC_Ecoli MIIPCHRVYRGDGSL.SGYRWG .VSRKAQLLRREhENEER
adaC_S.typ amvipcmrwrrdgalsgyrwg .vrrkaqgllkreagk.ee
adabB .sub LXIVPCHRyY IGKNGSL.TGYRGG . FFMKTLI/LDLFKRASSEMDVPII
datl_B.sub PIZyPCHRYiIGKNSALTGYAGSKTFIFAFLLMIERISYKEK
ogt._Eco 1i 51W PCHRVIGRNGTMTGYAGG . VQRKEWLLRHEGYLLL
mouse PXLIIPCHRVVRSDGA IGUYSGGGQA VKEWLLAIfEG | PTGQPA .SKGL.GLTGTWL.KSSFESTSFEPSGRM

rat
chin.hamst
human
y°ast

PILi.PCHRVIRSDGA IGMYSGGGQTVFFWI/LA/LEG | PTGQPA .SKGLGI, IGSWLK PSFESSS PKPEG
PXLIPCHRVXCSNGS IGNYSGGGQAVKEWLLAIfEG | PTRQPA .CKDLGLTGTRLKPSGGSTSSKLSG
PILIPCHRW CSSGAVGMYS .GGLA VKEWLLAffEGHRLGK PGLGGSSGLAGAWL.KGAGATSGSPPAGRN
ALLVPCHRIVGSNRKLTGYKWS . CKL.KFQLLNNEKEhIGISI.SRL

Ryc. 2 Porédwnanie sekwencji aminokwasowej C-terminalnej domeny Ada iszeregu MGMT pro- ieukariontycznych. ldentyczne aminokwasy
zaznaczono ttustym drukiem. Nad sekwencjg podano ustalone na podstawie analizy struktury krystalicznej elementy struktury
drugorzedowej AdaC obejmujacej koricowe 180 aminokwaséw Ada. E. coli (strzatlki odpowiadajg strukturom p, wezyki odpowiadajg
strukturom a-heliakalnym). W obrebie sekwencji pozostatych MGMT zaznaczono przewidywane elementy struktury drugorzedowej

(podkreslenia — struktury-P, kursywa a-heliks). Wg. Moore

i wsp. [25] za zgoda autorow.

analogi zasad, w ktorych podstawnik alkilowy znajduje
sie w duzym rowku nie sg reperowane co wskazuje na
istotng role tlenku w specyficznosci dziatania MGMT.
Istotnym czynnikiem jest takze struktura kwasu nuk-
leinowego. MGMT zdecydowanie preferuje dwunicio-
wy DNA nad jednoniciowym, a wydajno$¢ reperacji
oligomerdw ros$nie wraz z ich diugoscig. Dla poréw-
nania sama O6mG jest 107razy gorszym substratem dla
MGMT niz O6mG w dwuniciowym DNA [32],

Ada posiada takze aktywno$¢ alkilotransferazy re-
perujgcej fosfotriestry powstajgce w wyniku alkilacji
fosfocukrowego szkieletu DNA. Metylofosfotriestry
(mPTs) wystepuja w DNA w dwoch izomerycznych
formach R i S. Biatko Ada rozpoznaje jako substrat
tylko stereoizomery S, tak wiec reperowana jest mniej
wiecej potowa wigzan metylofosfotriestrowych
w DNA [33]. Nie ma zadnych wynikow wskazujacych
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na toksyczne dziatanie tych uszkodzen, choc teoretycz-
nie metylacja wigzania fosfodwuestrowego zwieksza
jego podatno$¢ na hydrolize i tworzenie pekniec
jednoniciowych. Akceptorem grupy metylowej w repe-
racji mPTs jest cysteina w pozycji 69 biatka znaj-
dujacego sie w N-terminalnej czesci Ada [34]. Sekwen-
cja PheArgProCysLysArgCys zawierajgca aktywng
cysteine tylko w czesci przypomina miejsce aktywne
dla O6mG, jest natomiast konserwowana w mPTs-
metylotransferazach znalezionych u innych mikroor-
ganizmoéw [35]. 20kDa N-terminalna domena Ada jest
metaloproteidem zawierajagcym $cisle zwigzany atom
cynku. Badania megnetycznego rezonansu jadrowego
113Cd i mutagenezy sterowanej wykazaty, ze jon
cynkowy zwiazany jest przez unikalny motyw Cys-
X3-Cys-X26-Cys-X2-Cys, w ktorym Cys69 stanowi
jeden z czterech ligandéw cysteinowych. Wyniki suge-
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rujag, ze jon cynkowy zaangazowany jest nie tylko
w stabilizacje struktury biatka lecz takze w bezposred-
nig aktywacje cysteiny przyjmujacej grupe metylowg
zmPTs [36-38], Stechiometryczne przeniesienie grupy
metalowej z mPTs na Cys69 Ada powoduje zmiane
konformacyjng biatka umozliwiajgcqg mu specyficzne
wigzanie sie do DNA. Zmetylowana Ada wigze sie do
specyficznych sekwencji zwanych Ada-box znajduja-
cych sie w obszarze promotora genu ada, oraz kilku
innych gendéw biorgcych udziat w odpowiedzi adapta-
tywnej na $rodki alkilujgce. Przylgczenie zmetylowa-
nego biatka Ada do Ada-box ulatwia przytgczenie
polimerazy RNA i stymuluje transkrypcje. Tak wiec
oprécz bezposredniej reperacji premutagennych
uszkodzen DNA, Ada dziata jako chemosensor uszko-
dzen metylacyjnych w komaérce [39]

Petna indukcja odpowiedzi adaptatywnej nastepuje
w wyniku utrzymujacego sie w czasie dziatania $rod-
kéw metylujacych. W stanie podstawowym w komaorce
E. coli znajduje sie zaledwie kilka czasteczek biatka
Ada. Tak wiec zwiekszenie poziomu transkrypcji na-
stepuje stopniowo wraz z kumulacjg czasteczek Ada
metylowanych w reakcji z MPTs. Peina indukcja
wymaga ponad godziny, w tym czasie ilos¢ Magtl
wzrasta z kKilku do kilku tysiecy (3-4 tys.) czasteczek na
komérke [40].

Oprocz Mgtl w zaadaptowanych komérkach kumu-
lujg sie produkty trzech innych genéw. alkB to gen
lezacy w operonie z genem ada (Rye. 1) [40, 41].
Indukcja alkaB powoduje wzrost odpornosci komorki
na dziatanie alkilatoréw wchodzgcych z DNA w reak-
cje dwuczasteczkowe (SN2) jak np. metanosulfonian
metylowy (MMS) czy dwumetylosiarczan (DMS). Do-
ktadna funkcja 27kDa biatka AIKB nie jest znana.
Wprowadzenie genu alkB do komérek drozdzy zwigk-
sza ich oporno$¢ na dziatanie MMS co sugeruje, ze
AlkB nie wymaga innych biatek bakteryjnych do
dziatania [42]. Wydaje sie takze, ze bierze udziat
w reperacji DNA a nie dziata na drodze metabolicznej
detoksykacji srodkéw alkilujacych, gdyz efekt jego
nadprodukcji jest obserwowany nie tylko gdy komor-
ka traktowana jest MMS, ale takze gdy do nietrak-
towanej komaérki wprowadzone jest DNA alkilowane
in vitro [43].

Kolejnym genem E. coli, ktédrego indukcja powoduje
zwiekszenie opornos$ci na toksyczne dziatanie zwigzkow
alkilujacych jest alkA. Gen ten koduje glikozylaze
3metyloadeniny IlI. Jest to glikozylaza o szerokiej
specyficznos$ci, ktéra oprécz 3mA (gtéwnego toksycz-
nego uszkodzenia alkilacyjnego w DNA) wycinaz DNA
takze 3mG, 7mG i 0 2m-pirymidyny [39], Wykazano
takze, ze substratem tego enzymu mogg by¢ modyfiko-
wane zasady o budowie znacznie odbiegajgcej od
pochodnych alkilowych jak etenowe pochodne zasad
powstajgce w DNA pod wplywem $rodowiskowego
mutagenu chlorku winylu [44], Geny ada i alkA nie sg
indukowane identycznie [45]. Wigze sie to miedzy
innymi z r6znym potozeniem Ada-box w stosunku do
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region6w-35 w obrebie promotoréw obydwu gendw.

Czwarty gen indukowany w odpowiedzi adaptatyw-
nej, aidB, koduje dehydrogenaze izowalerylo-koen-
zymuA [46]. Transkrypcja tego genu indukowana nie
jest tylko przez srodki alkilujgce ale takze, niezaleznie
od Ada, przez warunki beztlenowe [46] lub zakwasze-
nie srodowiska [47], Ostatnio wykazano obecnosé
sekwencji wigzgcej aktywng forme Ada w obrebie
promotora aidB [48], Sekwencja ta rdézni sie od
sekwencji ustalonych dla promotorow alkA iada ajest
zblizona do regulatorowych sekwencji wystepujacych
w promotorach odpowiednikéw ada u innych bakterii.
Ada indukuje transkrypcje aidB stabiej niz ada. Induk-
cja aidB wigze sie z odpornoscig komarki na dziatanie
silnego mutagenu i kancerogenu MNNG. Mutagen
ten nie dziata bezposrednio i wymaga aktywacji meta-
bolicznej z udziatem tiolowych grup glutationu. Rola
dehydrogenazy izowalerylo-koenzymu A w ochronie
komorki przed dziataniem MNNG nie jest jeszcze
znana. Wydaje sig, ze enzym ten bierze udziat w meta-
bolicznej detoksykacji MNNG.

Niezaleznie od indukcji szeregu enzymoéw zwiek-
szajacych opornos$¢ komarki na dziatanie czynnikéw
alkilujagcych sama Ada bezposrednio obniza nie tylko
mutagenne ale i toksyczne dziatanie szeregu alkilato-
row. Efekt ten odnosi sie nie tylko do komaérek E. coli,
wprowadzenie genu ada do komaérek roslinnych [49]
czy ssaczych [50] powoduje zwigkszenie opornosci na
dziatanie MNNG czy MNU. Stwierdzono takze ze
myszy transgeniczne niosace gen ada sg bardziej
oporne na dziatanie mutagenne i kancerogenne
MNNG [51,52]. Wyniki te potwierdzajg z jednej
strony role 06mG w mutagennym, toksycznym i kan-
cerogennym dziataniu srodkow alkilujgcych, z drugiej
strony wskazujg na uniwersalny charakter tej drogi
reperacji DNA.

11-2. Inne MGMT pro- i eukariontyczne

Jak wspomniano poprzednio oprécz Ada Escheri-
chia coli posiada druga MGMT kodowang przez gen
ogt [53]. Ogt (Mgt2) jest biatkiem mniejszym od Ada,
jego masa wynosi 19 kDa i zarowno wielkoscig jak
istrukturg drugorzedowg przewidywang na podstawie
sekwencji aminokwasowej odpowiada C-terminalnej
domenie biatka Ada. Zgodnie z tym Ogt zawiera tylko
jedng aktywng cysteine (Cys139) [54] i nie ma zdolno-
§ci do reperacji wigzan metylofosfotréjestrowych.
Cysl39 jest akceptorem grup alkilowych zaréwno
z Oo6-guaniny jak i 0 4-tyminy, jednak specyficznos¢
dziatania Ogt jest r6zna niz Ada. O ile 06mG jest
reperowana przez obie metylotransferazy z podobng
wydajnoscig to badania in vitro wykazaty, ze reperacja
04mT czy 06-etyloguaniny jest odpowiednio 80 i 173
razy wydajniejsza dla Mgt2 niz Ada [55]. Zgodnie
z tym obserwuje sie nadwrazliwo$¢ na mutagenne
dziatanie Srodkow etylujgcych a takze propylujgcych
in vivo w mutantach ogt [56]. Wskazuje to na role
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Mgt2 wochronie przed mutagenezg indukowang przez
Srodki alkilujgce o diuzszym tancuchu alkilowym.
Transkrypcja genu ogt nie jest indukowana i wkomor-
ce E. coli znajduje sie stale okoto 30 czasteczek tego
biatka. Wobec tylko kilku czgsteczek Ada na komorke
wydaje sie, ze to witasnie Ogt a nie Ada jest od-
powiedzialne za reperacje uszkodzen alkilacyjnych
w stanie podstawowym komarki przy pierwszym kon-
takcie z mutagenem. Podwdjne mutanty ada ogt sg nie
tylko silnie nadwrazliwe na dziatanie Srodkow al-
kilujgcych ale takze wykazujg podniesiony poziom
mutacji spontanicznych, co potwierdza znaczenie
MGMT w ochronie komérek przed dziataniem en-
dogennych czynnikéw alkilujagcych [57].

Obecnos$¢ jednej lub Kilku MGMT wykazujacych
wysoka homologie do Ada lub Ogt wykryto w catym
szeregu roznych rodzajow bakterii [przeglad 35],
Wiekszo$¢ z nich jest indukowana przez uszkodzenia
alkilacyjne. U B. subtilis wykazano, ze podobnie jak
u E. coli, aktywatorem transkrypcji jest zmetylowana
forma MGMT powstajgca w wyniku reperacji mPTs
[35]. Aktywno$¢ mPTs-metylotransferazy moze wy-
stepowaé, podobnie jak dla Ada E. coli, w jednej
czasteczce biatka wraz z metylotransferazg O6mG, ale
takze aktywnosci te mogg by¢ zwigzane z niezaleznymi
biatkami. Tak jest w komdrkach B. subtilis gdzie AdaA
ma tylko zdolnos$¢ reperacji mPTS, a AdaB i Dat
reperuja O6mG [58, 59], U M. luteus wykryto trzy
MGMT o roznej specyficznosci: Tl reperuje O6mG,
TI-04mT, a TII-mPTs [60, 61].

Jedynym znanym dotychczas organizmem euka-
riontycznym posiadajagcym aktywno$¢ mPTs- metylo-
transferazy jest A. nidulans [35]. Podobnie jak u bak-
terii w komdrkach A nidulans znajduje sie kilka
MGMT o r6znej specyficznosci. Trzy z czterech
MGMT A. nidulans sg indukowalne [62, 35].

Drozdze (S. cerevisiae) posiadajg tylko jedng
MGMT kodowang przez znajdujacy sie na chromo-
somie czwartym gen MGT1 [63]. Gtéwnym substra-
tem dla MGT1 jest O6mG. Stwierdzono, ze biatko to
moze takze reperowa¢ 04mT cho¢ z wydajnoscig
znacznie mniejszg niz O6mG [30]. Mutanty MG77
wykazujg nadwrazliwo$¢ na mutagenne i toksyczne
dziatanie Srodk6w alkilujgcych, majg tez podwyzszony
poziom mutacji spontanicznych [63]. W eksponencjal-
nie rosngcych hodowlach drozdzy znajduje sie okoto
150 czasteczek MGMT na komorke, dramatyczne
obnizenie aktywnosci MGM T obserwuje sie w hodow-
lach stacjonarnych [64]. Ekspresja genu MG77 niejest
specyficznie indukowana przez $rodki alkilujace [65].
W odréznieniu od szeregu genéw drozdzowych zwia-
zanych z metabolizmem i reperacjg DNA, w tym genu
MAG kodujgcego glikozylaze 3metylo-adeniny,
MG 77 nie jest tez indukowany przez inne uszkodzenia
DNA [63], Analiza regiondw promotorowych wyka-
zata jednakze wspélne elementy regulatorowe dla
MG77 i MAG [66], ktérych delecja zmienia poziom
transkrypcji tych genéw [63]. Sekwencja represorowa
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(URS), homologiczna do sekwencji konsensusowej,
zaproponowana przez Sebastian i wsp. [67] obecna
w promotorze M G77 znajduje sie takze w promotorze
MAG oraz w promotorach dziesieciu innych genéw
zwigzanych z metabolizmem i reperacjag DNA. Ostat-
nio wykazano, ze do tej sekwencji regulatorowej moze
przytgcza¢ sie biatko Rpa — wielofunkcyjne biatko
biorgce udziat w inicjacji i elongacji replikacji DNA,
w reperacji DNA przez wycinanie nukleotydéw iw ho-
mologicznej rekombinacji [68].

W ostatnich latach poznano sekwencje szeregu
MGMT ssaczych w tym chomika, szczura i myszy
[69-71]. Zostat tez sklonowany [72] i zlokalizowany
na koncu dtugiego ramienia chromosomu 10 gen
kodujagcy MGMT cztowieka [73, 74]. Gen ten obej-
muje 170 kb zawierajacych 5eksonéw [72], Wszystkie
poznane MGMT ssakow dziatajg wedtug tego samego
»samobdjczego” mechanizmu reperacji DNA i wyka-
zujg duzg homologie sekwencji aminokwasowej do
Ogt i C-terminalnej czesci Ada (Ryc. 2). Znajdujaca sie
w sekwencji PCHRV cysteina 145 reaguje z O6mG
[75] i z bardzo niskg wydajnoscig z 04mT [75,76].
Reperowana jest takze 0 6-etyloguanina [78] i po-
chodne chloroetylowe O 6-guaniny [79, 80]. Ta ostat-
nia aktywno$¢ ma istotne znaczenie w chemoterapii
z uzyciem haloetylowych pochodnych nitrozomocz-
nika, gdyz obecno$¢ MGMT w komdrce jest jednym
z gtdbwnych czynnikéw opornos$ci na zwigzki tego typu
[81,82],

Komorkowa zawartos¢ MGMT u ssakéw jest rézna
nie tylko dla réznych gatunkow, ale zalezy takze od
organu i rodzaju tkanki [78, 83-86]. Na przyktad
aktywnos¢ MGMT w hepatocytach szczurow jest
znacznie wyzsza niz w nieparenchymalnych komor-
kach watroby [85]. Istniejg takze ogromne réznice dla
poszczegolnych rodzajow komdrek ptuc [86]. Tkanki
zawierajagce mniejszg ilos¢ MGMT, np. moézg, s3
bardziej podatne na powstawanie raka pod wptywem
srodkow alkilujgcych [75, 87],

Metylotransferazy ssacze nie podlegajg indukcji
adaptatywnej, takiej jak opisana u E. coli, jednakze
wczesne doswiadczenia in vivo wykazaty dwu-trzykrot-
ny wzrost aktywnosci MGMT w watrobie szczuréw
chronicznie karmionych dwumetylo-N-nitrozoaming
[88]. Stwierdzono nastepnie, ze indukcja MGMT
moze by¢ spowodowana szeregiem niespecyficznych
czynnikéw jak promieniowanie jonizujgce, hepatotok-
syny czy hormony [89, 90], DosSwiadczenia in vitro
z szeregiem réznych hodowli tkankowych nie potwier-
dzity indukcji MGMT jako zjawiska wystepujacego
powszechnie [90, 91], tym nie mniej w kilku liniach
hepatomy szczuréw icztowieka obserwuje sie indukcje
MGMT pod wptywem Srodkow alkilujgcych i promie-
niowania ultrafioletowego [93-96], a w mysich kom6r-
kach C3H10TI/2 pod wplywem promieniowania joni-
zujagcego lub bleomycyny [95, 97]. Mechanizm tej
indukcji nie jest znany, stwierdzono tylko, ze zwiek-
szeniu aktywnosci MGMT towarzyszy zwiekszony
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poziom mRNA MGMT. Wskazuje to na regulacje na
poziomie transkrypcji [98, 99].

W duzej mierze niewyjasnione jest tez zjawisko
epigenetycznego wyitgczania MGMT w okoto 60%
komérek transformowanych wirusem SV40 lub Eps-
teina-Bara i w 20% innych linii ludzkich komadrek
rakowych. Komoérki takie okreslane jako Mer- albo
Mex- sg wyjatkowo wrazliwe na mutagenne itoksycz-
ne dziatanie Srodkéw alkilujgcych [98], Wiekszos¢
linii Mer- (Mex-) posiada nienaruszony gen koduja-
cy MGMT a brak aktywnosci zwigzany jest z wylacze-
niem transkrypcji tego genu [101, 102] Badania mety-
lacji cytozyn w sekwencjach CpG wykazaty, ze metylo-
wane cytozyny w obrebie promotora [103-105], a tak-
ze wewnatrz kodujgcej sekwencji genu, majg wptyw na
poziom transkrypcji genu MGMT [106-108]. To czy
dana metylacja CpG powoduje wyciszenie czy aktywa-
cje transkrypcji zalezy od jej potozenia w obrebie genu
[105]. Obnizenie ekspresji MGMT w komorkach
Mex- jest powigzanie z wytgczeniem Kilku innych
genow [109]. Znaczenie tej wspdblnej regulacji nie jest
znane.

I1l. Alternatywne systemy reperacji OOmG-
-DNA

Oprécz MGMT 0 6-alkiloguanina moze by¢ rozpo-
znawana i usuwana z DNA w wyniku naprawy przez
wycinanie nukleotydéw (NER). Jest to pierwszy po-
znany i powszechnie wystepujacy system naprawy
DNA, w ktérym rozpoznaniu uszkodzenia towarzyszy
endonukleolityczne naciecie nici DNA po obu jego
stronach. W ten sposéb zostaje wyciety kilkunasto-
nukleotydowy, jednoniciowy fragment DNA zawiera-
jacy uszkodzenie a powstata luka zapetniana jest przez
polimeraze DNA.

U E. coli kompleks rozpoznajgcy i wycinajacy
uszkodzone DNA tworzg produkty genéw uvrA,
B i C [110]. Dziatanie tego systemu tradycyjnie
wigzano z duzymi uszkodzeniami DNA, zmieniajgcy-
mijego strukture, takimi jak powstajgce pod wptywem
promieniowania ultrafioletowego dimery tyminy lub
duze addukty chemiczne. Zgodnie z tym wrazliwosc
mutantéw E. coli w tej drodze reperacji DNA na
dziatanie czynnik6w alkilujgcych rosnie wraz ze wzros-
tem podstawnika alkilowego [111]. To, ze kompleks
UVvrABC rozpoznaje guaninge modyfikowang w pozycji
0O 6 zostato wykazane w doSwiadczeniach mutagenezy
sterowanej, w ktérych badano reperacje 06-butylogu-
aniny [8, 112]. Te same prace przyniosty pierwsze
sugestie, ze kompleks UvrABC moze rozpoznawaé
mate modyfikacje w DNA takie jak 06mG [8, 112].
Reperacja 06mG w drodze wycinania nukleotydow
(NER) zostata nastepnie potwierdzona in vitro [113].
Doswiadczenia mutagenezy E. coli z uzyciem przeciw-
ciat przeciwko 0 6-metylo- i O 6-etyloguaninie wykaza-
ty, ze w ciggu pierwszej godziny po dziataniu czyn-
nikéw alkilujagcych (zanim odpowiedZz adaptatywna
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jest w petni wyindukowana) dominujacg role w usuwa-
niu badanych uszkodzen z DNA odgrywa endonuk-
leaza UvrABC [114].

System reperacji przez wycinanie nukleotyddw pre-
ferencyjnie usuwa uszkodzenia z transkrybowanej nici
DNA [115], z tym zjawiskiem mozna wigza¢ obser-
wowang przez niektérych autorow zaleznos$¢ czestosci
tranzycji GC->AT indukowanych przez MNNG od
poziomu transkrypcji mutowanego genu [116].

Kolejnym systemem reperacyjnym wigzanym z re-
peracjag O6rnG jest postreplikacyjny system korekcji
btednie sparowanych zasad (mismatch repair). Zarow-
no w organizmach pro-jak ieukariontycznych system
ten odpowiedzialny jest za usuwanie btedoéw replika-
cyjnych a takze korygowanie heteroduplekséw po-
wstajgcych pomiedzy homologicznymi fragmentami
DNA w czasie rekombinacji [117]. Biatkiem rozpo-
znajgcym niepasujgce zasady w DNA E. colijest MutS.
Biatko to majace swoje homologi udrozdzy iwkomér-
kach ludzkich [118, 119], wiaze sie z miejscem w DNA
rozpoznawanym jako bilgd co powoduje tworzenie
kompleksu biatek MutS, MutL i MutH. Kompleks ten
umozliwia biatku MutH naciecie nowosyntetyzowanej
nici DNA w najblizszej sekwencji GATC. Naciecie nici
jest sygnatem do jej degradacji az do miejsca uszkodze-
nia i dosyntetyzowania nowej nici przez polimeraze 111
[117]. W tej drodze reperacji wystepujg wyjatkowo
dtugie, do 1 kb, odcinki degradacji i resyntezy DNA
totez zbyt duza liczba uszkodzeri rozpoznawanych
przez ten system lub dodatkowe pekniecia DNA moga
powodowac efekt toksyczny.

Szereg wynikdéw dotyczgcych wrazliwosci i mutage-
nezy indukowanej przez srodki alkilujgce, w szczepach
E. coli niosgcych uszkodzone biatka zaangazowane
w reperacje blednie sparowanych zasad, sugerujg, ze
system ten rozpoznaje pary naturalnych zasad
z 06mG jako biad [120, 121] podobnie jak to ma
miejsce dla innych analogéw zasad.

Ostatnie lata przyniosty wyniki wskazujace na zwia-
zek reperacji btednie sparowanych zasad z wystepuja-
cym wsrod linii komdrek ssaczych zjawiskiem toleran-
cji na dziatanie $srodkéw metylujgcych. Zjawisko to
definiuje sie jako oporno$¢ na toksyczne dziatanie
06mG w DNA, ktéremu nie towarzyszy zwiekszenie
reperacji tego uszkodzenia. Po raz pierwszy zjawisko
to stwierdzono izolujgc komdrki oporne na MNNG
posréd limfoblastoidalnych komdrek TK6 [122], kt6-
re majg charakter Mex- i wykazujg bardzo silng
wrazliwosé na srodki alkilujgce. Oporne izolanty tak
jak komorki rodzicielskie nie majg aktywnosci
MGMT i sg nadwrazliwe na mutagenne dziatanie
MNNG, utracity natomiast charakterystyczng dla
komérek Mex- nadwrazliwo$¢ na toksyczne dziatanie
tego mutagenu [122]. Stwierdzono takze, ze MNNG
oporny wariant komoérek wykazuje czterdziestokrot-
nie podwyzszony poziom mutacji spontanicznych
[122]. W opornych na MNNG izolantach komadrek
HeLaMR pokazano, ze poziom modyfikacji DNA
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powstajagcych pod wptywem Srodkéw metylujgcych,
wtym O6mG, jest taki sam jak w komdrkach rodziciel-
skich [123],

Jeden z modeli ttumaczacych zjawisko tolerancji na
dziatanie $rodkéw metylujgcych [122] zaktada, ze
pary 06mG:C i 06mG:T sg rozpoznawane jako btad
przez system reperacji btednie sparowanych zasad co
inicjuje proces reperacji przez wycinanie. Poniewaz
reperacji podlega nowosyntetyzowana ni¢ DNA to,
gdy O6mG znajduje sie na nici starej, trakty reperacyj-
ne biegng po przeciwnej nici niz OdmG iskazane sg na
niepowodzenie gdyz jakakolwiek zasada bytaby inkor-
porowana na przeciw O6mG powstajgca para bedzie
rozpoznawana jako bigd. Prowadzitoby to do po-
wstania miejsc permanentnej degradacji i resyntezy
DNA. Powyzszy model jest zbiezny z obserwacjg
Day i wsp. [124], ze2 w komoérkach Mex trak-
towanych MNNG wystepuje zwiekszony poziom re-
peracyjnej syntezy DNA i utrzymujg sie pekniecia
jednoniciowe. Uszkodzenie systemu reperacji btednie
sparowanych zasad chronitoby komdrki Mex- przed
tym efektem.

Zgodnie z powyzszg hipotezg szereg linii wykazujg-
cych tolerancje na dziatanie Srodkéw metylujgcych ma
fenotyp charakterystyczny dla uszkodzenia drogi repe-
racji btednie sparowanych zasad tj. podniesiony po-
ziom mutagenezy spontanicznej i niestabilno$¢ sek-
wencji mikrosatelitarnych. Dla czesci tych linii wyka-
zano wrecz brak aktywnosci biatka wigzacego sie do
btednie sparowanych zasad lub reperacji takich bte-
dow in vitro [125-128]. Komplementacja defektu tej
drogi reperacji poprzez wprowadzenie ludzkiego chro-
mosomu 3 niosgcego gen hMLHI (odpowiednik bak-
teryjnego mutl) powoduje nie tylko stabilizacje sek-
wencji mikrosatelitarnych ale takze zwieksza wraz-
liwos¢ na dziatanie MNU [129].

Powyzsze wyniki silnie sugerujg, ze uszkodzenie
systemu btednie sparowanych zasad jest przyczyng
komdrkowej tolerancji na dziatanie Srodkéw metylu-
jacych, jednakze molekularne podstawy tego zjawiska
nie sgjeszcze do konfca poznane i nie mozna wykluczyé
udziatu innych mechanizméw w tym procesie [130,
131]. Niewatpliwie natomiast kumulacja O6mG
w DNA moze stanowi¢ naturalng presje selekcyjng
dajaca przewage komorkom majacym wytgczony sys-
tem reperacji btednie sparowanych zasad co z kolei jak
pokazujg badania ostatnich lat, moze by¢ zwigzane
zinicjalnymi stadiami znacznej czesci rak6w okreznicy
i innych narzadéw ludzkich [132].

1VV. Podsumowanie

O6mG powstaje w DNA pod wplywem zaréwno
wewnatrzkomérkowych jak i srodowiskowych czyn-
nikéw alkilacyjnych. Od reperacji tego uszkodzenia
w zasadniczy sposdb zalezy ochrona komorki przed
toksycznym, mutagennym i kancerogennym dziata-
niem tych czynnikéw.
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Metylotransferaza 0 6-metyloguaniny-DNA wyste-
pujaca we wszystkich dotychczas badanych organiz-
mach jest gtéwnym biatkiem reperacyjnym odpowie-
dzialnym za usuwanie O6mG z DNA. W wyniku
jednostopniowej, stechiometrycznej reakcji grupa me-
tylowa z O6mG zostaje przeniesiona na aktywng
cysteine wewnatrz biatka MGMT. Poniewaz reakcja
ta jest nieodwracalna, a zawierajgca metylocysteine
MGMT jest nieaktywna, to od ilosci czasteczek
MGMT zalezy komdrkowy potencjat obronny przed
mutagennym, toksycznym i kancerogennym dziata-
niem O6mG.

Regulacja ekspresji genéw kodujagcych MGMT jest
dobrze poznana u bakterii gdzie sama MGMT moze
petnié role sensora uszkodzen alkilacyjnych i aktywa-
tora transkrypcji genéw w tzw. odpowiedzi adaptaty-
wnej.

W wiegkszo$ci badanych komérek ssakow poziom
MGMT nie jest indukowalny cho¢ rézni sie on dla
réznych organdéw czy tkanek, mozliwe sg nawet réz-
nice osobnicze dla danego rodzaju komorek. Kilku-
krotna indukcja aktywnosci MGMT moze wystepo-
waé w hepatocytach. W odrdznieniu od odpowiedzi
adaptatywnej u E. coli nie jest to indukcja specyficzna
i moze nastepowaé pod wpltywem szeregu rdéznych
czynnikéw uszkadzajgcych DNA, hepatotoksyn czy
hormondw. Mechanizm tej regulacji nie jest znany.
Podobnie dalszych badan wymaga poznanie moleku-
larnego sygnatu i mechanizmu prowadzgcego do epi-
genetycznego wytaczenia aktywnosci MGMT w ko-
mdrkach Mex~. Obecnie wiadomo tylko, ze istotng
role ekspresji genéw kodujgcych MGMT odgrywa
wzor metylacji CpG w obrebie zaréwno sekwencji
regulatorowych jak i kodujgcych tych gendw.

Udziat innych komdérkowych systemdw reperacji
DNA w usuwaniu O6mG moze mie¢ szczeg6lne
znaczenie w komdrkach, w ktérych aktywnos¢
MGMT jest obnizona w wyniku wysycenia w trakcie
reperacji lub regulacyjnie wytgczona. U E. coli w takich
warunkach istotng role reperacyjng odgrywa endonu-
kleaza UvrABC. Nie wiadomo czy podobnie dziata
analogiczny system w komdrkach ssaczych.

Szereg wynikéw wskazuje, ze pary tworzone przez
O6mG w DNA sg rozpoznawane przez system repera-
cji btednie sparowanych zasad zaréwno w komérkach
pro-jak ieukariotycznych. Szalenie interesujgce, choé
takze wymagajgce dalszych wyjasnien, sg dane poka-
zujace, ze dziatanie tego systemu reperacyjnego zwiek-
sza wrazliwos¢ komorek na toksyczny efekt O6mG
w DNA. Wydaje sie, ze w wyniku dziatania tej drogi
reperacyjnej sygnat obecnosci w DNA tego silnie
mutagennego uszkodzenia jest amplifikowany prowa-
dzac do zatrzymania cyklu komérkowego lub $mierci
komorki.

Reasumujac, ostatnie lata przyniosty wiele szczeg6-
téw dotyczacych molekularnych podstaw regulacji
i reperacji O6mG-DNA u E. coli. Potwierdzono takze
uniwersalno$¢ mechanizmdw reperacyjnych w komar-
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kach pro- i eukariontow. JesteSmy natomiast dopiero

U progu zrozumienia mechanizmow

regulacyjnych

zwigzanych z przekazywaniem sygnatu o uszkodze-
niach DNA, ekspresja genow i modulacjg aktywnosci
systemdw reperacyjnych w komérkach organizmoéw
wyzszych.
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Naprawa oksydacyjnych uszkodzen DNA u Prokaryota

Prokaryotical mechanisms of DNA oxidative damage repair

TOMASZ H. ZASTAWNY™*
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Wykaz stosowanych skrotéw: UNG — Glikozyiaza uracylo-
wa; FPG — N-glikozylaza formamidopirymidynowa;
50HdC — 5-hydroksy-2’-deoksyucytydyna; 50HdU — 5-
hydroksy-2’-deoksyuurydyna; MMS — metylosulfonian me-
tanu (methyl methane sulfonate).

I. Wstep

Wyniki badan nad procesami nowotworzenia wyka-
zujg, ze okoto 80-90% nowotworow ludzkich rozwija
sie w nastepstwie uszkodzeA DNA. Powstajg one
w wyniku zmian metabolizmu komdérek oraz na skutek
dziatania czynnik6w zewnetrznych, takich jak promie-
niowanie jonizujace, promieniowanie ultrafioletowe
oraz karcynogeny chemiczne [1]. Czynniki te od-
dziatywujg na DNA zaréwno w sposéb bezposredni,
powodujac pekniecia tancucha oraz tworzac addukty
badz posrednio indukujac powstawanie wolnych rod-
nikéw tlenowych odpowiedzialnych m.in. za powsta-
wanie oksydacyjnych pochodnych zasad azotowych.

Mechanizm powstawania reaktywnych form tlenu
oraz uszkodzenia DNA, powstajgce na skutek ich
dziatania, byly przedmiotem wielu wyczerpujgcych
prac opublikowanych w ostatnim czasie [2-4]. Jednak
molekularny mechanizm genotoksycznego dziatania
wolnych rodnikéw oraz udziat w tym procesie po-
szczegblnych produktéw reakcji aktywnych form tlenu
z DNA, nadal oczekujg na petne wyjasnienie. Stwier-

* Dr, Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej AM im.
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dzono, ze efekt genotoksyczny wywotujg przede wszys-
tkim rodnik hydroksylowy i tlen singletowy, w przeci-
wienstwie do rodnika ponadtlenkowego oraz nadtlen-
ku wodoru [2-4]. Praktycznie kazda ze skiadowych
czesci DNA moze by¢ receptorem dla aktywnych form
tlenu. Oblicza sig, ze w wyniku dziatania wolnych rod-
nikéw na czasteczke DNA moze powsta¢ ok. 100 réz-
nych rodzajow produktéw oksydacji (Ryc. 1) [1,5-11].

Badania poziomu 8-OHGua w moczu wykazaty, ze
w komorce szczura zachodzi okoto 9 x 104 oksydacyj-
nych uszkodzeri czasteczki DNA w ciggu jednego dnia
[12]. Wysoki poziom uszkodzehn oksydacyjnych
w DNA prowadzi do bloku lub spowolnienia re-
plikacji. Zjawisko to obserwuje sie przede wszystkim
w wyniku nagromadzenia sie w czasteczce DNA
niektdrych oksydowanych pochodnych zasad azoto-
wych jak np. glikolu tyminy, mocznika oraz na skutek
pojawienia sie miejsc apurynowych i apirymidyno-
wych (AP) [9-11]. Ominiecie bloku przez mechanizmy
transkrypcji nastepuje na ogd6t w wyniku indukcji
systemu SOS, ale czesto kosztem misinkorporacji
zasad [11-13]. Na przyktad 8-hydroksyguanina in-
dukuje transwersje typu G->T, natomiast glikol tymi-
ny tranzycje T-*C. Ponadto, wykazano, ze uszkodze-
nia takie jak 7-hydro-8-oksyguanina i produkt deami-
nacji cytozyny - uracyl sg omijane w procesie replikacji
oraz btednie odczytywane przez mechanizmy trans-
krypcji [1,6 14-17].

Dzieki wyksztatceniu sie w procesie ewolucji od-
powiednich dr6g metabolicznych, ilo$¢ oksydacyjnie
zmodyfikowanych zasad w DNA, w warunkach fizjo-
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5-Hydroksy-6- Glikol tymin -Di i -
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(0] NH, NH, (0]
H
OH
A Py OH iy Py
(0] fil H O ff H o) I‘IJ H (0] ?;J H
H H H H
5-Hydroksyuracyl Glikol cytozyny 5-Hydroksycytozyna 5-Hydroksyuracyl
NH,
HN ©
hw® V  oh ) CH, HN H N Jl\
OH OH KN
QT 'N  OH o= e
H 4 H H
5,6-Dihydroksyuracyl S-Hydroksy-5-metylo- 5-Hydroksyhydantoina 8-Hydroksyadenina
hydantoina
0 NH2 o
1 J\ N A \j—NH-CHO HN NH—CHO
HaN" SN SN 0K NH, NH,

H
8-Hydroksyguanina
pirymidyna (FapyAde)

4,6-Diamino-5-formamido-

2,6-Diamino-4-hydroksy-
5-formamidopirymidyna

(FapyGua)
NH, o}
5 :
OH—C” >N N)\H ou—c/L N)\NH
H | O H”
H H H HNy
HH HH
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8,5'-Cyklo-2'-deoksyguanozyna

Ryc. 1 Niektore koncowe produkty reakcji wolnych rodnikéw tlenowych z zasadami azotowymi.

logicznych, utrzymywana jest na statym dla danego
osobnika poziomie. W komdrkach E. coli funkcjonuja
przynajmniej trzy wzajemnie uzupetniajgce sie mecha-
nizmy, ktorych dziatanie prowadzi do redukcji ilosci
oksydowanych zasad azotowych w DNA;

I. Hydroliza oksydacyjnie zmodyfikowanych
trojfosforanéw dezoksynukleotydow (m.in. w wyniku
dziatania pirofosfatazy 8-oksydGTP kodowanej przez
gen mutT).

1. Wycinanie zmodyfikowanych zasad azotowych
z DNA przy udziale N-glikozylaz (biatko FPG, gliko-
zylaza uracylowa).

11, Usuwanie zmodyfikowanych zasad w procesie
wycinania fragmentow polinukleotydéw (UvrABC).

W komoérkach ssakow uszkodzenia czgsteczki DNA
moga prowadzi¢ do transformacji nowotworowej ko-
morki jesli modyfikacja bedzie zlokalizowana w specy-
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ficznych miejscach onkogendow. Szereg danych eks-
perymentalnych dowodzi, ze procesy naprawy DNA
stanowig istotny mechanizm zabezpieczajagcy komar-
ke przed transformacjg nowotworowg. Z drugiej nato-
miast strony, wysoce efektywne mechanizmy naprawy
DNA sg niejednokrotnie waznym czynnikiem odpo-
wiedzialnym za ograniczong skuteczno$¢ terapii prze-
ciwnowotworowej.

W komadrkach bakterii stwierdzono obecnos$¢ kilku
biatek zwigzanych z procesem usuwania oksydowa-
nych zasad. Sg to przede wszystkim:

— DNA-glikozylazy: glikozylaza formamidopirymi-
dynowa (biatko FPG) oraz glikozylaza uracylowa.
— endonukleazy: I, IV, VIII, egzonukleaza IlI,

Przypuszcza sie, ze w komoérkach eukariotycznych
funkcjonujg podobne systemy enzymatyczne napra-
wiajgce oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe,
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co zdajg sie potwierdzaé, nieliczne jak dotad dane
eksperymentalne [18-22].

Il. DNA-Glikozylazy

Oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe mo-
ga by¢ wyciete z tanicucha DNA w wyniku hydrolizy
wigzania N-glikozydowego taczacego zasade z reszty
cukrowg. Stwierdzono obecno$¢ dwdch typéw N-
glikozylaz:

— glikozylazy typu pierwszego — mechanizm ich
dziatania polega na hydrolizie wigzania N-glikozydo-
wego. Prowadzi to do powstania w tancuchu DNA
miejsc apurynowych i apirymidynowych (Ryc. 2).

— glikozylazy drugiego typu nie tylko hydrolizuja
wigzanie N-glikozydowe, ale réwnolegle posiadajac
wiasciwosci liazowe usuwajg miejsca AP w drodze
(3-eliminacji. Jednym z produktow tej reakcji sa wolne
grupy aldehydowe na kornicu 3' przecietego tancucha
DNA, ktore, w dalszym etapie przemian, muszg zosta¢
usuniete, poniewaz hamujg synteze naprawczg DNA
(Ryc. 2). Miejsca pozbawione zasad (AP) powstajg
w DNA zaréwno w wyniku aktywnosci glikozylazowej
jak réwniez pod wptywem spontanicznej hydrolizy. Sg
one usuwane przez odpowiednie endonukleazy AP
rozszczepiajgce wigzania fosfodiestrowe od konca 5'
w bezposrednim sgsiedztwie uszkodzenia (Ryc. 3))
[23]. Niektére endonukleazy AP klasy Il (np. en-
donukleazy Il i IV z komérek E. coli) posiadajg
réwniez aktywnos$é 3' diesterazowg w stosunku do
tancuchéw deoksyrybozy. Ponizej opisano najlepiej
poznane glikozyalazy uczestniczace w procesie usuwa-
nia oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych
z DNA.

IM. Biatko FPG

Obecnos$¢ enzymow wycinajagcych pochodne form-

amidopirymidynowe (Fapy-pochodne, Ryc. 1) zasad
azotowych z DNA stwierdzono u licznych szczepow
bakterii, zar6wno gram-dodatnich (£. coli, Salmonella
typhimurium)jak igram-ujemnych (Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis oraz Lactococcus lactis) [24, 25].
Rowniez w komorkach Bacillusfirmus wykazano obec-
nos$¢ enzymu o strukturze homologicznej z glikozylazg
formamidopirymidynowg (FPG) z komoérek E. coli
i podobnej aktywnosci [26]. Dane poréwnawcze wy-
kazuja, ze enzymy wycinajace formamidopirymidyno-
we-pochodne zasad azotowych sg wysoce konserwaty-
wne ewolucyjnie. Najlepiej poznanym z wymienionych
powyzej enzymow jest glikozylaza formamidopirymi-
dowa (biatko FPG, produkt genu mutM). Biatko to
charakteryzuje sie stosunkowo niskim poziomem eks-
presji w komdrce (100-200 czasteczek/komérke) [27].
Stad tez analiza jego struktury stata sie mozliwa
dopiero po sklonowaniu genu fpg i uzyskaniu szcze-
péw bakterii o wysokim stopniu nadprodukcji enzymu
[27, 28]. Biatko FPG jest globularnym monomerem
0 masie czasteczkowej 30,2 kDa, zbudowanym z 269
aminokwasoéw [28]. Metoda spektrometrii absorpcji
atomowej wykazano, ze na czagsteczke biatka przypada
jeden atom cynku. Analiza struktury doprowadzita do
opracowania modelu C-koricowej domeny FPG,
w ktérej cynk potgczony jest z czterema czasteczkami
cysteiny (Ryc. 4.). Badania kompetycyjne dowiodty, ze
w prezentowanej na rycinie 4 domenie biatka FPG,
moga by¢ wigzane réwniez jony innych metali; Cu(ll),
Cd(ln), Hg(n, i Zzn(Il) [24]. Konkurujg one ze sobg
0 miejsce wigzania z biatkiem [29]. Przypuszczalng
funkcjg prezentowanej powyzej domeny jest rozpo-
znawanie uszkodzenia i wigzanie sie z czasteczkg
DNA. Obecno$¢ podobnej struktury palca cynkowego
uczestniczgcej w rozpoznawaniu uszkodzenia DNA
stwierdzono réwniez w czasteczce biatka uvrA [30],
Mutacja punktowa prowadzgaca do zastgpienia ktdrej-
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Ryc. 2 Mechanizm dziatania glikozylaz
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Ryc. 3 Mechanizm dziatania endonukleaz AP

kolwiek z czterech cystein C-koficowej domeny FPG
glicyna nie tylko prowadzi do braku aktywnos$ci FPG,
ale uniemozliwia rowniez wigzanie sie enzymu z sub-
stratem [29, 31]. Biatko to wykazuje dziatanie N-
glikozylazowe (Ryc. 5. i Ryc. 6.), jednak odmienne niz
obserwowane w przypadku endonukleazy IIl, gdzie
proces ten zachodzi w drodze (3,y-eliminacji [32].
Trzecig aktywnoS$cig tego enzymu jest aktywnos$é
5°-deoksyrybodiesterazowa, ktéra réwniez zwiazana
jest z domeng palca cynkowego.

Biatko FPG poczatkowo zidentyfikowano jako en-
zym usuwajacy z DNA pochodne guaniny, posiadajgce
otwarty pierscien imidazolowy [33] (Ryc. 1.). Powstajg
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Ryc. 4 Struktura C-koncowej domeny biatka FPG
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one zaréwno jako produkty rozpadu metylowanych
pochodnych puryn oraz jako koricowe metabolity
przemian wolnorodnikowych (wyczerpujgce informa-
cje dotyczace przemian wolnorodnikowych zasad azo-
towych znajdzie czytelnik w nastepujacych pozycjach;
[1, 7, 34-36]). Jak wynika z przeprowadzonych ostat-
nio badan, prawdopodobnie jego najistotniejszg funk-
cjajest usuwanie z DNA 7-hydro-8-oksyguaniny w ra-
mach systemu naprawy mutMTY [37]. Pierwotnie
przypuszczano, ze pochodne puryn posiadajgce piers-
ciefh imidazolowy nie sa rozpoznawane przez FPG [38,
39]. Stwierdzono, ze enzym ten moze rowniez na-
prawiaé fapy-adenine powstajgcg w kwasie poli-deok-
syadenylowym pod wptywem promieniowania y [40],
Kompleksowe badania przeprowadzone przy zastoso-
waniu GC/MS dostarczyty szeregu nowych danych
dotyczacych aktywnosSci biatka FPG [41]. Badano
mozliwos$¢ usuwania 13 gtéwnych produktow powsta-
jacych z puryn i pirymidyn w DNA pod wpltywem
promieniowania gamma. Wykazano, ze zadna z bada-
nych pirymidynowych pochodnych zasad nie jest
rozpoznawana przez FPG. Ponadto stwierdzono, ze
obecnos¢ otwartego pierscienia imidazolowego nie jest
jedyng determinantg rozpoznawang przez ten enzym
[41, 42]. Sugeruje sie, ze jego dziatanie moze réwniez
by¢ stymulowane przez zmiany konformacyjne czaste-
czki DNA powstajace w miejscu gdzie zlokalizowane
sg oksydacyjnie zmodyfikowane zasady [43]. Dowo-
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Ryc. 5 Mechanizm glikozylazowego dziatania biatka FPG proponowany przez Grolman i wsp. [118].

dow na indukcje zmian strukturalnych czasteczki
DNA pod wptywem oksydacyjnch modyfikacji zasad
azotowych dostarczylty najnowsze badania konfor-
macyjne [44]. Duzym zaskoczeniem byto doniesienie,
w ktéorym wykazano aktywnos$¢ FPG w stosunku do
5-OHdU oraz 5-OHdC [45]. Udowodniono réwniez,
ze FPG z podobng wydajnoscig jak endonukleaza 111
usuwa z DNA dihydrodeoksytymine [42].

Obecnos$¢ enzymow o aktywnosci podobnej do pro-
duktu genu mutM stwierdzono réwniez u eukariota,
w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisae [46].
CzeSciowo oczyszczony preparat enzymu posiadajace-
go aktywno$¢ N-glikolazy o masie czasteczkowej 30
kDa uzyskano réwniez z grasicy cielecej, jego aktyw-
no$¢ byta niezalezna od obecnos$ci czynnikéw chelatuja-
cych [47]. Enzym usuwajacy z DNA 8-oksoguaning wy-
kryto rowniez w komorkach neutrofilii ludzkich [48],
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Il. Wycinanie S'-koricowego deoksyrybozofosforanu

Ryc. 6 Gtowne reakcje katalizowane przez biatko FPG
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11-2. Glikozyiaza uracylowa (UDG)

Glikozyiaza uracylowa z komoérek E. coli (UDG) jest
monomerycznym biatkiem o stosunkowo niewielkich
rozmiarach (25,6 kDa) i dobrze poznanej strukturze.
Podstawowg aktywnos$cig UDG jest wycinanie z czas-
teczki DNA uracylu, poprzez hydrolize wigzania N-
glikozydowego. UDG wycina uracyl zaré6wno zjedno-
jak i dwuniciowych czgsteczek DNA. Do swej aktyw-
nosci nie wymaga obecno$ci jonéw metali [49].
W przeciwienstwie do endonukleazy 111 i FPG, gliko-
zylaza uracylowa nie wykazuje aktywnos$ci liazowej
[50]. Do niedawna przypuszczano, ze jedynym sub-
stratem dla tego enzymu jest deoksyurydyna oraz
5-fluoro-2'-deoksyurydyna. Nie stwierdzono aktywno-
§ci UNG w stosunku do 5-bromo-2'deoksyurydyny
i 2'-rybourydyny [50, 51]. Najnowsze doniesienia
dowiodty, ze spektrum substratowe glikozylazy uracy-
lowej jest znacznie szersze niz poczatkowo przypusz-
czano. Poza uszkodzeniami wymienionymi powyzej,
glikozyiaza uracylowa moze réwniez rozpoznawaé
i wycina¢ niektore produkty rodnika hydroksylowego
z zasadami azotowymi. Hatahet i wsp. [45]
stosujgc jako substrat dla UNG oligonukleotydy za-
wierajgce 5-hydroksy-2'-deoksyurydyne wykazali ze
enzym ten usuwa z DNA 5-hydroksyuracyl. W kolejnej
pracy [52], podjeto prébe ustalenia, ktére z kilkunastu
gtéwnych produktéw oksydacji zasad powstajgcych
w DNA pod wplywem promieniowania gamma sa
wycinane przez glikozylaze uracylowg. Roztwdr na-
Swietlonego DNA inkubowano z aktywng glikozylaza
uracylowg. Wykazano, ze glikozyiaza uracylowa roz-
poznaje i wycina z DNA kwas izodialurowy (prze-
ksztatcajacy si¢ podczas wycinania w 5,6-dihydroura-
cyl — forme oznaczang ostatecznie technikg GC/MS).
Nie stwierdzono przy tym aktywnosci UNG w stosun-
ku do pietnastu innych produktéw oksydacji puryn
i pirymidyn oznaczanych jednoczes$nie przy zastoso-
waniu GC/MS. W cytowanej pracy, po inkubacji
naprawczej z glikozylazg uracylowg obserwowano
zar6wno obnizenie sie poziomu kwasu izodialurowego
w naswietlanych czasteczkach DNA z jednoczesnym
wzrostem stezenia wolnego produktu w mieszaninie
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reakcyjnej [52]. Badania kinetyczne pozwolity row-
niez na okreslenie rzedowosci reakcji i wyznaczenie
statej Km dla tego procesu [52]. Wycinanie kwasu
izodialurowego z DNA przez glikozylaze uracylowg
wskazuje, ze obecno$¢ pierScienia aromatycznego nie
jest jedyng determinantg rozpoznawang przez ten
enzym. Praca ta nie potwierdzita wynikéw Hata-
hetiwsp. [45] ktére wykazywaty, ze UNG wycina
z DNA 5-hydroksyuracyl.

Powstawanie kwasu izodialurowego w DNA stwier-
dzono in vivo, jak i in vitro w wyniku reakcji rodnika
hydroksylowego z cytozyng lub tez na skutek od-
dziatywania DNA ze zwigzkami o dziataniu oksydujg-
cym [53-57]. Jak dotgd nie sg znane biologiczne
konsekwencje obecnosci kwasu izodialurowego
w DNA. Jednak istnienie w komoérkach enzymu usu-
wajacego go z DNA, wskazuje, ze moze on by¢
przyczyng bloku replikacji lub btednej transkrypcji.

11-3. Glikozylaza hipoksantynowa

Dezaminacja adeniny w DNA prowadzi do po-
wstania hipoksantyny, ktdra moze aczyé sie wigzania-
mi wodorowymi z cytozyna, co moze by¢ przyczyna
mutacji typu tranzycji z A:T do G:C. Obecnos$¢ enzymu
usuwajacego hipoksantyne z DNA stwierdzono zar6w-
no w komaorkach E. coli [58, 59], jak ieukariotycznych
[60]. Enzym ten zostal wyizolowany i czesciowo
oczyszczony [58, 60]. In vitro glikozylaza hipoksan-
tynowa usuwa deaminowang adenine z pojedynczych
par I:T [61]. Jak dotad nie stwierdzono, by enzym ten
wycinat inne btednie sparowane zasady [61].

Badania Saparbaev i wsp. [62] wykazaly
identyczng specyficzno$¢ substratowg i wspétoczysz-
czenie glikozylaz N-metylopuryn z E. coli (AIkA),
drozdzy (MAG), szczura (ADPG) i cztowieka (ANPG)
z glikozylazami hipoksantowymi tych organizmoéw.
Niewykluczone zatem, ze aktywno$¢ enzymatyczna
opisywana dotagd jako glikozylaza hipoksantynowa
jest nieodkryta wiasciwosciag glikozylaz N-metylopu-
ryn. Réwniez, brak jestjednoznacznych danych litera-
turowych wskazujgcych, ze biatka identyfikowane ja-
ko glikozylazy hipoksantynowe, poza hipoksantyna
moga usuwac inne zmodyfikowane zasady, cho¢ nie
mozna tej ewentualno$ci wykluczyc.

I1l. Nukleazy uczestniczace w usuwaniu ok-
sydowanych pochodnych zasad azotowych

I11-1. Endonukleaza Il — biatko NTH

Poczatkowo aktywnos$¢ endonukleazy Il identyfiko-
wano ze zdolnoscig do naprawy DNA poddanego dzia-
taniu wysokich dawek promieniowania ultrafioletowe-
go (254 nm) [63]. W tych warunkach, gtdwnie genero-
wane sg cyklobutadipirymidyny, jednak stwierdzono
réwniez mozliwo$é powstawania innego typu uszko-
dzen jak np. glikolu tyminy oraz miejsc AP [64, 65].
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Oczyszczong endonukleaze Il otrzymano z komo-
rek E. coli [63]. Jednak doktadna charakterystyka
struktury oraz poznanie witasciwosci katalitycznych
endonukleazy Il stato sie mozliwe dzieki amplifikacji
genu nth kodujgcego ten enzym [66], Jest to mono-
meryczne biatko o masie 23 KD, zbudowane z 211
aminokwasoéw, posiadajace punkt izoelektryczny przy
pH 10[63, 66]. Zastosowanie elektronowego rezonan-
su paramagnetycznego pozwolito na poznanie szcze-
gotdw dotyczacych jego struktury [67], Centrum
aktywne biatka Nth utworzone jest przez petle 30
aminokwasO6w stabilizowanag przez atom zelaza [67].
Jego obecnos$c¢ jest warunkiem koniecznym zachowa-
nia aktywnosci katalitycznej endonukleazy 111 [68, 69]
(Ryc. 7.). Jak wida¢ na rycinach 4i7, domeny centrum
aktywnego endonukleazy Ill oraz biatka FPG wyka-
zujg duze podobienAstwo strukturalne.

Endonukleaza Ill jest enzymem o aktywnosci gliko-
zylazy DNA i wykazuje powinowactwo do kilku
produktéw oksydacji zasad azotowych, takich jak
glikol tyminy, 5,6-dihydroksytymina, glikol uracylu,
5,6-dihydroksyuracyl oraz 5-hydroksy-6-hydrouracyl
(Ryc. 1) [40, 64, 70-72]. Stwierdzono réwniez jej
aktywnos$¢é w stosunku do miejsc AP, niezmodyfikowa-
nych oraz alkilowanych hydroksyloaming [73]. Me-
chanizm dziatania endonukleazy 11l jest dwuetapowy.
W pierwszym etapie nastepuje rozpad wigzan N-
glikozydowych, po czym P-eliminacja w wyniku ak-
tywnosci bazowej [74, 75].

Poczatkowo przypuszczano, ze determinantg roz-
poznawang przez endonukleaze Ill jest uszkodzenie
pierscienia heterocyklicznego zasad azotowych (Ryc.
1). Sugestie te poparto rezultatami badan w ktérych
wykazano, ze produkty oksydacji zasad azotowych
posiadajgce nienaruszony pierscien pirymidynowy, ta-
kie jak np. 5-hydroksymetylouracyl nie byty rozpo-
znawane przez endonukleaze IIlI [76, 77]. Jednak
pbézniejsze badania przeprowadzone przez Hata-
heti wsp. [45] zdajg sie temu przeczy¢. W cytowanej
pracy udowodniono, ze 5-OHdC i5-OHdU posiadaja-
ce pierScierr heterocykliczny sg usuwane z DNA przez
ten enzym. Zdaniem autorow [45], elementem umo-
zliwiajgcym rozpoznanie zmodyfikowanej zasady o nie-
naruszonych pierscieniach, przez endonukleaze IlII,
jest obecno$¢ podstawnika w pozycji 50 odpowiednio
duzych rozmiarach sferycznych. Kolejne badania do-
starczyty dowodow, ze endonukleaza 111 moze wycinaé
z DNA pochodng tyminy — 5-hydroksy-6-hydro-
tymine, oraz cztery pochodne cytozyny, 5,6-dihydro-
ksyuracyl, alloksan, 5-hydroksy-6-hydrouracyl i glikol
uracylu [78]. Wyniki cytowanej pracy zdajg sie po-
twierdzaé hipoteze w ktorej zaktadano, ze determinan-
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Ryc. 7 Struktura C-koncowcj domeny biatka NTH
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tg rozpoznawang przez endonukleaze 11l jest zanik
planarnosci czasteczki, co nastepuje w wyniku po-
wstania pojedynczego wigzania w pozycji 5-6 [40, 70].

Poréwnanie danych dotyczacych struktury oraz
aktywnos$ci enzymatycznej biatek NTH i FPG, wska-
zuja, ze pomimo réznic w sekwencji aminokwasow,
petnig one podobng funkcje. Nie mozna zatem wy-
kluczy¢ ich wspolnego pochodzenia. Konserwatyzm
ewolucyjny obu enzyméw stwierdzony w badaniach
poréwnawczych pomiedzy roéznymi organizmami,
wskazuje, ze odgrywajg one istotng role w utrzymaniu
funkcjonalnosci genomu. Funkcja biatek NTH i FPG
jest zabezpieczenie komorek E. coli przed letalnym
i mutagennym efektem dziatania oksydacyjnych
uszkodzen DNA. Uzupetniajac sie wzajemnie enzymy
te moga usungé wiekszos¢ wolnorodnikowych uszko-
dzen DNA powstajgcych po dziataniu promieniowa-
nia jonizujacego oraz czynnikéw oksydujacych.

I11-2. Egzonukleaza 111

Jest to monomeryczne biatko o masie czasteczkowej
28 kDa, wymagajace do swej aktywnosci enzymatycz-
nej obecnosci jon6w magnezu [49, 79].

Egzonukleaza Il tgczy w sobie kilka réznych ak-
tywnos$ci zwigzanych z procesem naprawy DNA [49,
79]. Pierwsza z nich, byto zaobserwowane przez
Richardson i wsp. [80] dziatanie egzonukleoli-
tyczne od kornca 3' do 5. Ponadto enzym ten posiada
aktywnos$c¢ 3'-fosfomonoesterazowg [80,81] oraz 3'-fos-
fodiesterazowa [82]. W komorkach E. coli jest gtow-
nym enzymem rozpoznajagcym i usuwajacym miejsca
AP, poprzez hydrolize wigzania fosfodiestrowego bez-
posrednio przy pozycji 5 miejsca AP [81, 83], czyli
identycznie, jak w przypadku endonukleazy IV. En-
zym ten rozszczepia rowniez wigzanie 5’deoksyrybozy
potaczonej z mocznikiem. Wykazano takze RN-azowe
wiasciwosci egzonukleazy 111 [84]. Zaréwno egzonuk-
leaza Il jak i endonukleaza IV usuwajg miejsca AP
powstajace nie tylko na skutek wycinania uszkodzo-
naprawe utlenionych miejsc AP i fragmentéw deo-
ksyrybozy wytworzonych w wyniku ataku wolnych
rodnikow.

M utanty nie posiadajgce egzonukleazy Il (xthA-) sg
wysoce wrazliwe na dziatanie nadtlenku wodoru,
MMS i promieniowanie UV [82], jednak wiasciwosci
tej nie towarzyszy podwyzszona wrazliwo$¢ na dziata-
nie promieniowania gamma [85]. Przyczyng nadwraz-
liwosci komérek xthA- na dziatanie promieniowania
UV jest kumulacja duzej iloSci nienaprawionych pek-
nie¢ tancucha DNA. Wynika to stad, ze egzonukleaza
Il prawdopodobnie aktywuje konce 3' peknietego
tancucha, czynigc je w ten sposob substratami dla
DNA polimerazy | [82]. Stwierdzono réwniez, pod-
wyzszong wrazliwo$cig mutantdw xthA- na dziatnie
monofunkcyjnych zwigzkow alkilujagcych, ktére mo-
dyfikuja zasady, ulegajace nastepnie spontanicznej
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depurynacji lub wycinane przez glikozylazy [85].
W zwigzku z tym przypuszcza sig, ze egzonukleaza 111
uczestniczy réwniez w naprawie uszkodzeh rozpo-
znawanych rowniez przez glikozylazy [50].

111-3. Endonukleaza 1V

Biatko bedace produktem genu nfo, zostato pocza-
tkowo opisane jako enzym posiadajagcy aktywnos$é
AP-endonukleazy [86]. Nie stwierdzono udziatu en-
donukleazy IV w naprawie uszkodzen powstajacych
pod wptywem promieniowania UV. Uzyskane w p6z-
niejszych latach mutanty nie posiadajgce aktywnej
endonukleazy IV byly nadwrazliwe na oksydacyjne
dziatanie wodoronadtlenku ieri-butylu oraz bleomy-
cyny. Natomiast podwdjne mutanty z nieaktywng
endonukleazg IV iegzonukleazg Ill, charakteryzowata
dodatkowo nadwrazliwo$é na H20 2, MMS i mito-
mycyne C, co byto zwigzane ze specyficznoscig dziata-
nia egzonukleazy Ill. Charakterystycznym dla pod-
wéjnych mutantéw byta przede wszystkim nadwrazli-
wos$¢ na dziatanie promieniowania gamma [85]. Jak
wiadomo, zardwno obecno$é bleomecyny, jak i wodo-
ronadtlenku icri-butylu prowadzi do powstawania
rodnika hydroksylowego, ktdry wywotuje oksydacyj-
ne uszkodzenia zasad azotowych w DNA [87, 88].
Stad tez przypuszcza sie, ze endonukleaza IV uczes-
tniczy w ich naprawie. Potwierdzeniem tej hipotezy
moze by¢ rowniez fakt, ze inne czynniki uczestniczace
w generowaniu rodnikéw ponadtlenkowych — para-
kwat i menadion, moga indukowac¢ jednoczes$nie nad-
produkcje tego enzymu w komarkach [89]. Transfor-
macja plazmidu posiadajgcego wielokrotne kopie ge-
nu nfo, potgczona z indukowang nadprodukcjg en-
donukleazy IV pozwolita na oczyszczenie tego biatka
do stanu homogennos$ci. Umozliwito to pdzniejszg
szczegOtowg charakterystyke jego wiasciwosci fizyko-
chemicznych oraz katalitycznych [90]. Cytowani au-
torzy wykazali, ze endonukleaza IV, podobnie jak
egzonukleaza Il jest nie tylko AP-endonukleazg i 3'-
diesterazg ale dziata réwniez jako 3'-fosfataza. Analiza
struktury endonukleazy IV wykazata, ze jest ona
metaloproteing silnie zwigzang z atomami cynku
i manganu [91]. Jak dotad nie wiadomo, czy obecnos¢
atomow tych metali w czasteczce zwigzanajest z utrzy-
maniem struktury biatka, czy tez bezposrednio uczest-
nicza one w procesach katalitycznych. Stwierdzono, ze
usuniecie jonéw metali z czasteczki (poza silnie zwigza-
nym atomem cynku) prowadzi do utraty aktywnosci,
ktéra moze zosta¢ przywrécona przez dodanie do
roztworu enzymujonéw manganu lub kobaltu. Jednak
dodanie samych jondw cynku nie przywraca aktywno-
sci endonukleazy IV [91]. Pomimo, ze procesy na-
prawy DNA Kkatalizowane zaréwno przez endonu-
kleaze 1V jak i egzonukleaze 111, in vitro moga in-
dukowaé synteze naprawcza DNA uszkodzonego
dziataniem nadtlenku wodoru, to nadprodukcja en-
donukleazy IV w komdrkach xthA- nie przywraca
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opornosci na dziatanie H20 2 [82, 92]. Sugeruje to, ze
enzymy te in vivo rozpoznajg specyficzne dla siebie
uszkodzenia DNA. Dowodoéw na poparcie tej hipotezy
dostarczyty badania wykazujgce, ze obecnos$¢ endonu-
kleazy IV efektywniej niz egzonukleazy Ill, przyczynia
sie do aktywacji primeréw terminalnych DNA chro-
mosomalnego komdrek nfo- traktowanych bleomecy-
ng [91].

I11-4. Endonukleaza VIII

Jak dotad niewiele wiadomo na temat struktury ifun-
kcji endonukleazy VIII. Jest to biatko o masie czastecz-
kowej ok. 29 kDa, wymagajace do aktywnosci, podob-
nie jak endonukleaza Ill, jonéw sodu i magnezu [93].

Mutanty E. coli posiadajgce nieaktywng endonu-
kleaze 111 {nth-), nie posiadaty podwyzszonej wrazliwo-
ci na dziatanie promieniowania X [94]. Wskazywato
to na istnienie, alternatywnego procesu usuwania
z DNA takich produktow oksydacji zasad jak glikol
tyminy, czy mocznik [95,96]. Melamedre i wsp.
[93] zasugerowali, ze endonukleaza VIII moze za-
stepowaé funkcje endonukleazy Il w przypadku bra-
ku tego enzymu w komdrce. Cytowani autorzy wyka-
zali, ze enzym ten posiada aktywno$¢ N-glikozylazy
oraz endonukleazy AP klasy I (Ryc. 3.). Wykazano,
ponadto, ze substratem dla tego enzymu sg czgsteczki
DNA zawierajgce mocznik, glikol tyminy i 5,6-dihyd-
rouracyl [93], Jednak jak dotad nie badano mozliwo-
sci usuwania z DNA innych oksydacyjnie zmodyfiko-
wanych zasad. Aktywno$ci takiej mozna oczekiwad,
jesli istotnie enzym ten przejmuje funkcje biatka NTH
w komdrkach mutantow nth-.

Istnienie w komdérkach E. coli enzyméw dubluja-
cych sie wzajemnie wykazywano juz wielokrotnie. Na
przyktad; dwie glikozylazy 3-metyloadeninowe, pro-
dukty genéw tag i alkA, dwie metylotransferazy
— produkty genéw ada i ogt [97] oraz endonukleazy
AP — biatka XTH i NFO [98]. Interesujagcym jest, ze
jeden z enzymo6w wymienionych par jest enzymem
konstytutywnym, drugi natomiast — indukcyjnym.

I11-5. Endonukleaza V z bakteriofaga T4

Komorki M. Luteus i E. coli zainfekowane bakterio-
fagiem T4 posiadajg wtasciwos¢ szybkiego nabywania
opornos$ci na dziatanie promieniowania UV. Stwier-
dzono w nich obecno$¢ specyficznego enzymu usuwa-
jacego z DNA dimery pirymidynowe [99], Jest to
stosunkowo mate monomeryczne biatko zachowujgce
aktywnos$¢ w obecnosci EDTA. Enzym ten nazywany
endonukleazg V z bakteriofaga T4 (T4Endo V) hydro-
lizuje wigzanie N-glikozydowe przy 5'-pirymidynie
tworzacej dimer, oraz wigzanie fosfodiestrowe przy
koncu 3' powstatego miejsca AP [99]. Wyniki dotych-
czasowych badan wykazaty wysokg specyfike T4Endo
V w stosunku do produktéw powstajgcych pod wpty-
wem promieniowania UV.
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Celem sprawdzenia, czy enzym ten rozpoznaje ok-
sydacyjne zmodyfikowane zasady azotowe, T4endo
V inkubowano z DNA nasSwietlanym promieniami
gamma [100]. Nastepnie, podobnie jak w przypadku
badan nad glikozylaze uracylowg, metodg GC/MS
badano poziom 15 produktéw oksydacji zasad. Wyka-
zano, ze endonukleaza V posiada réwniez aktywnos¢,
polegajacg na wycinaniu z DNA 4,6-diamino-5-form-
amidopirymidyny (FapyAde — Ryc. 1). Nie stwier-
dzono jednocze$nie zdolnos$ci usuwania innych zmo-
dyfikowanych zasad oznaczonych tg metoda.

Wyniki cytowanej pracy, wskazujg, ze T4Endo
V posiada zdolno$¢ naprawy nie tylko dimeréw piry-
midynowych, ale rowniez w stosunku do modyfikacji
typu monomerycznego. Jak wiadomo FapyAde jest
takze substratem dla biatka FPG [41]. Jest to typowy
produkt rodnika hydroksylowego z DNA [53, 101].
W jednej z najnowszych prac wykazano mozliwo$¢
powstawania tej modyfikacji w DNA pod wplywem
niskich dawek promieniowania ultrafioletowego (254
i 310 nm) [102]. Stwierdzono réwniez, ze FapyAde
powstaje w DNA hodowli komorek eukariotycznych
i zwierzat naswietlanych promieniami gamma lub
poddanych dziataniu czynnikéw oksydujacych [55-57,
103]. Podwyzszony poziom tego zwigzku wykazano
takze w chromatynie komérek nowotwordw ludzkich
[104, 105]. Jak dotgd nie jest znana biologiczna rola
FapyAde. Jednakze obecno$¢ enzymu usuwajgcego
ten produkt z DNA moze posrednio $wiadczy¢ o nie-
korzystnym jego wptywie na prawidtowo$¢ proceséw
zwigzanych z funkcjonowaniem genomu.

111-6. Kompleks enzymatyczny UvrABC-endonu-
kleazy

Do niedawna powszechnie przyjmowano, ze rozleg-
te uszkodzenia DNA wywotywane dziataniem zwiaz-
kéw chemicznych, takich jak np. N-acetoksy-2-acety-
loaminofluoren naprawiane sg przez enzymy wycina-
jace nukleotydy. Podczas, gdy uszkodzenia wywotuja-
ce stosunkowo niewielkie zmiany struktury czasteczki
DNA usuwane sg w wyniku aktywnosci glikozylazo-
wej [106]. U E. coli UvrABC-endonukleaza jest jed-
nym z gtdéwnych enzymow funkcjonujgcych w systemie
naprawy przez wycinanie. Kompleks ten wigze sie
z uszkodzong czasteczkg DNA i katalizuje proces
hydrolizy wigzan fosfodiestrowych w sasiedztwie
uszkodzonego miejsca [106].

Struktura oraz mechanizm dziatania UvrABC-en-
donukleazy sg stosunkowo dobrze poznane [ 106-109].
W niniejszej rozprawie ograniczono sie jedynie do
omdwienia zagadnieh zwigzanych z funkcjg tego en-
zymu w naprawie oksydacyjnie zmodyfikowanych
zasad azotowych.

Mutanty  posiadajgce nieaktywng  nukleaze
UvrABC wykazujg podwyzszong aktywno$é na dzia-
tanie promieniowania UV oraz zwigzk6éw alkilujacych.
Nie obserwuje sie jednak podwyzszonej wrazliwosci
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tych komorek na dziatanie promieniowania jonizuja-
cego oraz czynnikéw utleniajgcych. Pierwszym donie-
sieniem wskazujgcym na UvrABC-endonukleaze jako
enzym usuwajacy oksydacyjnie zmodyfikowane zasa-
dy z DNA, byta praca Nabben i wsp. [110].
Autorzy obserwowali obnizong efektywnos$¢ replikacji
DNA faga cpX174 naswietlanego promieniami gamma
w mutantach bakterii posiadajgcych nieaktywny kom -
pleks UvrABC (uvrA- lub uvrC-). Potwierdzeniem
wczeséniejszych sugestii, ze kompleks uvrABC napra-
wia przynajmniej niektdre z uszkodzen rozpoznawa-
nych przez egzonukleaze 111, sg doniesienia, w ktorych
stwierdzono letalny charakter potréjnej mutacji uvrA-
xth- n/o-,jesli komérki posiadajace jg przetrzymywane
sg w warunkach tlenowych [111]. Szanse przezycia
tych komdrek w atmosferze tlenu dawata obecnos$é
dodatkowego defektu — prowadzgca do wyelimino-
wania aktywnosci glikozylazy uracylowej. Wskazuje
to na letalne konsekwencje nagromadzenia sie miejsc
AP powstajacych w wyniku wycinania uracylu (lub
innych uszkodzen oksydacyjnych rozpoznawanych
przez ten enzym). Badania in vitro wykazujg, ze
UvrABC moze rozpoznaé¢ zar6bwno miejsca AP, jak
i glikol tyminy [73]. Jednak stwierdzono, ze dihyd-
rotymina nie jest substratem dla tego enzymu [73].
Prawdopodobnie, dwa inne produkty powstajgce pod
wptywem aktywnych form tlenu — 80HGua i Fapy-
Gua, sg rowniez substratami dla UvrABC [112]. Wy-
niki te znalazty potwierdzenie réwniez w badaniach in
vitro przeprowadzonych przy zastosowaniu techniki
GC/MS (bad. wiasne — dane nie publikowane).

IV. Podsumowanie

W komdrkach prokariotycznych funkcjonuje wiele
enzymodw usuwajgcych z DNA oksydowane pochodne
zasad azotowych. Stanowig one jeden z mechanizmow
zabezpieczajagcych komérki przed genotoksycznym
efektem dziatania aktywnych form tlenu. Obecnos$é
podobnych enzymoéw stwierdzono réwniez w komor-
kach eukariotycznych [21, 47, 48]. Jak wiadomo,
dziatanie aktywnych form tlenu ma charakter muta-
genny [15, 16, 113, 114]. Trudno jednak twierdzi¢
jednoznacznie, czy obecno$¢ oksydacyjnie zmodyfiko-
wanych zasad w DNA prowadzi do procesu kar-
cynogenezy. Przemawiajg za tym opublikowane ostat-
nio dane eksperymentalne [104,105,115-117]. Jesli tak
jest istotnie, to defekty w naprawie oksydowanych
pochodnych zasad azotowych moga prowadzié¢ do
podwyzszenia ryzyka rozwoju choroby nowotworo-
wej. Z drugiej natomiast strony oporno$¢ nowotwo-
row na terapie oparta na lekach indukujacych po-
wstawanie aktywnych form tlenu (np. bleomecyna)
oraz wykorzystujgcg promieniowanie jonizacyjne, mo-
ze by¢ uwarunkowana podwyzszong efektywnoscig
naprawy DNA. Zjawisko to w znacznym stopniu
ogranicza skuteczno$¢ terapii. Stad tez, w ostatnich
latach, obserwuje sie wzrastajgce zainteresowanie pro-
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cesami naprawy DNA w aspekcie klinicznym. Duze
znaczenie terapeutyczne mogg mieé réwniez dane
porownujace kinetyke tworzenia i usuwania oksyda-
cyjnych uszkodzen zasad azotowych z efektywnoscig
radio- i chemioterapii.
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Budowa i funkcja antygenow zgodnosci tkankowej (MHC)

klasy |

Structure and function of the MHC class | molecules
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BOGDAN LIBEREK?2
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Wykaz stosowanych skrotéw: Arg — arginina; Asp — kwas
asparaginowy; /J2m — /J-2 mikroglobulina; CD — kompleks
réznicowania; Cys — cysteina; H — antygeny MHC myszy;
His — histydyna; HLA — antygeny ludzkich leukocytow;
IL — interleukina; LFA — antygeny zwigzane z czynnoscia
limfocytow; limfocyt NK — naturalna komoérka cytotok-
syczna NK; limfocyt Ta/J — limfocyt T posiadajacy receptor
a/J-CD3; limfocyt Ty<6 — limfocyt T posiadajacy receptor y<5
Lys — lizyna; MHC — gtdwny kompleks zgodnosci tkan-
kowej; Pn — n-ta reszta aminokwasowa w sekwencji prezen-

towanego peptydu; Pi2 — ostatnia reszta aminokwasowa
w sekwencji prezentowanego peptydu; TCR — receptor
limfocytu TalJ; Thr — treonina; Trp — tryptofan;

Tyr — tyrozyna; VLA — antygeny bardzo p6zne;

I. Wstep

Specyficzna odpowiedZz immunologiczna powstaje
przeciwko potencjalnie patogennym w stosunku do
gospodarza czgsteczkom, organizmom lub tez wias-
nym komorkom przeksztatconym nowotworowo. Aby
odpowiedZ taka mogta powsta¢, intruz musi zostac
rozpoznany przez uktad odpornosciowy jako obcy,
a wiec przeznaczony do eliminacji. ,,Rozpoznawanie

1 Mgr chemii, lek. med., 2 prof. dr hab. inz, Zesp6t Chemii
Aminokwaséw i Peptydow, Wydziat Chemii, Uniwersytet
Gdanski, ul. Sobieskiego 18, 80-952 Gdansk.
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molekularne” rozumiemy jako proces obejmujacy sele-
kcje i wigzanie substratu przez czasteczke receptora,
ukierunkowany na mozliwie sprecyzowany cel i skutki
tego oddziatywania [1].

Receptory komorek uktadu odpornosciowego nie sg
w stanie identyfikowac¢ antygenow oddzielonych od
nich przez btone komérkowa. W toku ewolucji zostat
wiec wytworzony system przekazywania na powierz-
chnie komérki informacji o wewnatrzkomdrkowej
obecnosci nieproszonego goscia. Powstajgca w nastep-
stwie odpowiedZz immunologiczna winna by¢ specyfi-
czna w stosunku do czynnika wywotujgcego, a zatem
sygnat docierajacy na zewnetrzng strone btony komér-
kowej musi by¢ dla niego charakterystyczny. Jest to
mozliwe dzieki temu, ze w zasadzie kazdy obcy or-
ganizm ma przynajmniej jedno biatko o sekwencji
réznej od biatek gospodarza. Moze by¢ ono jedno-
znacznie reprezentowane przez krdtkg sekwencje pep-
tydowa, rézng od peptydow podobnej diugosci, po-
chodzacych z bialek gospodarza. Peptydy takie sg
syntetyzowane, transportowane na powierzchnie ko-
morki, a tam udostepniane receptorom komodrek ukta-
du odpornosciowego.

Zasadniczg role w prezentacji obcych oraz wiasnych
antygenowych peptydéw limfocytom Ta/J odgrywaja
glikoproteiny MHC (Major Histocompatibility Com-
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plex). Znajomo$¢é budowy, funkcji i metabolizmu czas-
teczcek MHC ma pierwszoplanowe znaczenie przy
prébach ukierunkowanej ingerencji terapeutycznej,
ktérej ramieniem efektorowym miatyby byé komorki
uktadu odpornosciowego i/lub ich liczne produkty.
Coraz bardziej realna wydaje sie tez mozliwos$¢ wpty-
wania na inicjacje i przebieg proceséw chorobowych
zwigzanych z wystepowaniem okreslonych biatek
MHC [2, 3]. Przedmiotem artykutu jest korelacja
pomiedzy elementami strukturalnymi czasteczek
MHC klasy | a ich funkcjg fizjologiczna.

Il. Klasa | antygenébw MHC

Produkty gtéwnego kompleksu zgodnosci tkanko-
wej klasy I, podobnie jak i klasy 11, sa glikoproteinami
powierzchniowymi bton komoérkowych. Biatka obu
klas zaangazowane sg w wigzanie, transport na ze-
wnetrzng powierzchnie komorki i udostepnianie tam
antygenowych peptydow limfocytom Ta/k Zwyczajo-
wo biatka MHC myszy nazywa si¢ antygenami H,
natomiast ludzkie oznaczane sg jako HLA (Human
Leukocyte Antigens).

W skiad klasycznych biatek MHC klasy | u cztowie-
ka wchodzg czasteczki HLA-A, -B i -C. Antygeny te
wystepuja na powierzchni wigkszosci jadrzastych ko-
morek i erytrocytow. Poziom ekspresji MHC | na
poszczegolnych rodzajach komorek jest znacznie zr6z-
nicowany. Charakterystyczng cechg biatek MHC 1jest
silny polimorfizm. Wynika on z istnienia kazdego
z genébw MHC | w postaci do kilkudziesieciu alleli,
a wiec odmian zajmujgcych to samo miejsce (locus)
w chromosomie. Pomiedzy allelami okre$lonego genu
MHC wystepuja réznice sekwencji siegajagce kilkuna-
stu procent zawartoSci.

Kompleks MHC u cztowieka zlokalizowany jest na
krétkim ramieniu chromosomu 6. Ludzkie komorki
heterozygotyczne posiadajg produkty szesciu kodo-
minujacych alleli klasy I (HLA-A, B i C pochodzace od
ojca i matki), odpowiednio po dwa biatka HLA-A, -B
i-C. Poszczeg6lne czasteczki MHC preferujg prezenta-
cje peptydéw o charakterystycznych elementach skita-
dowych, takich jak odpowiednia dtugos$¢, obecnos¢
okreslonych reszt aminokwasowych w pewnych miejs-
cach sekwencji peptydu itp. Zdolno$¢ pojedynczego
osobnika do prezentacji antygenowych peptydéw
wspélnie z czasteczkami klasy 1 jest wiec sumg prefe-
rencji wystepujacych u niego odmian czasteczek HLA.
Dodatkowo allele genow ukiadu HLA wystepujg
w populacji ludzkiej z r6zng czestoscig. Ma to znacze-
nie przy prébach poszukiwania szczepionek opartych
na peptydach prezentowanych przez czgsteczki MHC.
Dobér sekwencji takiego peptydu powinien uwzgled-
nia¢ przydatno$¢ w immunizacji mozliwie szerokiego
kregu ludzi. Mozna to osiggna¢ poprzez wybor pep-
tydu zdolnego do wigzania sie z jak najwiekszg liczbg
odmian czasteczek MHC |, szczegblnie z wystepujacy-
mi najczeSciej w populacji. Zréznicowanie zestawu
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biatek MHC klasy | pomiedzy osobnikami tego same-
go gatunku nadaje im charakter alloantygenéw, tzn.
antygenow rozpoznawanych jako obce przez osobniki
tego samego gatunku réznigce sie genetycznie.

Funkcja molekularng antygenébw MHC 1 jest pre-
zentacja limfocytom Ta/? peptyddéw pochodzgcych
z biatek syntetyzowanych we wnetrzu komorki. Z czas-
teczkami MHC | wigzg sie peptydy pochodzace z bia-
tek wiasnych komorki, biatek egzogennych wnikaja-
cych do cytosolu w wyniku fuzji zinnymi komérkami,
biatek zwigzanych z btonami podlegajgcymi obrotowi
btonowemu, syntezowanych przez komdrke biatek
wirusowych lub biatek produkowanych przez patoge-
ny wewngtrzkomorkowe o lokalizacji cytoplazmatycz-
nej, mitochondrialnej, jadrowej [4]. Takie czasteczki
biatkowe sg degradowane w cytosolu do fragmentow
peptydowych przez endopeptydazy cytoplazmatyczne,
zgrupowane w wielokatalitycznych kompleksach pro-
teosoméw. Wiekszos¢ powstatych peptydéw ulega
catkowitej hydrolizie, jednak cze$¢ przechodzi przy
pomocy specyficznych transporteréw TAP (Transpor-
ter associated with Antigen Processing) do wnetrza
retikulum endoplazmatycznego [5,6]. Tam odpowied-
nie dla danej czasteczki MHC | peptydy #3czg sie
z tancuchami ciezkimi czgsteczek MHC 1 i /?2- mikro-
globuling. Stabilizujg one strukture dupleksu MHC
I-/?2-m. Powstaty trypleks jest transportowany na
powierzchnie komorki [2, 4, 6-7]. Znane sg nieliczne
przykiady wigzania przez MHC | peptyddw pocho-
dzacych z biatek zewnatrzkomérkowych, ktére do-
stajg sie do wnetrza komorki na drodze fagocytozy [8].
Czasteczki MHC klasy | zlokalizowane na powierz-
chni limfocytéw T petnig tez funkcje receptora przeka-
zujacego sygnat do wnetrza komérki [9].

Peptydy potgczone z MHC | rozpoznawane sg
wspolnie z czasteczkg MHC przez limfocyty Ta/?
posiadajagce na swojej powierzchni koreceptor CD8
(limfocyty T CD8 + ). CD8 jest receptorowym biatkiem
btonowym, nalezagcym do nadrodziny biatek immuno-
globulinopodobnych. W procesie rozpoznawania
kompleksu MHC I-peptyd przez TCR, CD8 wigze sie
z czagsteczkg MHC I. Limfocyty T CD8 + stanowig
gtéwnie grupe komdrek cytotoksycznych i supresoro-
wych. W trakcie rozwoju uktadu odpornosciowego
eliminowane sg komorki T rozpoznajace peptydy
pochodzace z whasnych biatek organizmu, a w popula-
cji dojrzatych limfocytow T pozostajg tylko komorki
rozpoznajace peptydy obce. Po rozpoznaniu komplek-
su obcego peptydu i wtasnej czasteczki MHC 1 lim-
focyt T ulega aktywacji. Jest to ztozony proces od-
powiedzi komorkowej, na ktory skiadajg sie m.in.
wejscie w faze Gt cyklu komérkowego i ekspresja
receptoréw dla czynnikéw wzrostowych. Pod wpty-
wem tych czynnikdw aktywowany limfocyt ulega
réznicowaniu w kierunku okreslonej subpopulacji
funkcjonalnej i rozpoczyna proliferacje. Jezeli kon-
cowym efektem tych przemian bedzie powstanie klonu
limfocytéw cytotoksycznych, doprowadzajg one do

POSTEPY BIOCHEMII 42(1), 1996



zniszczenia komorki prezentujgcej antygenowy pep-
tyd. Peptydy prezentowane przez HLA-B i -C rozpo-
znawane sg takze przez limfocyty NK [10].
Niekodowane przez kompleks MHC czasteczki
CDI1 b (nieklasyczne czasteczki MHC klasy Ib), sktada-
jace sie z tancucha ciezkiego znacznie zblizonego
budowga do obecnego w MHC | oraz /?2m, prezentuja
limfocytom Taj? i Ty<S antygeny peptydowe i lipidowe
[11-15]. Podobne biatka H2-M3 wigzg peptydy z N-
formylowanym kofAcem aminowym [16].

I1l. Ogo6lny schemat budowy czasteczek
MHC |

Czasteczki MHC | sg powierzchniowymi hetero-
dimerami biatkowymi. Skiadajg sie z dwoch tancu-
choéw. Ciezki albo a ma mase okoto 40-45 kDa i jest
kodowany w obrebie regionu MHC kodujgcego kla-
se I. Larncuch lekki, czyli (i-2 mikroglobulina (/?2m), ma
mase 12kDa izawiera 96 reszt aminokwasowych. Jego
gen u cztowieka wystepuje w postaci jednej kopii na
chromosomie 15.

tancuch ciezki sktada sie z trzech czesci. Fragment
C-koricowy o diugosci 30-40 reszt aminokwasowych
stanowi cze$¢ wewnatrzkomérkowa. Jest on odcin-
kiem hydrofilowym, okoto potowy tworzacych go reszt
aminokwasowych ma polarne tancuchy boczne. Pozo-
state czesci to wewnatrzbtonowy region hydrofobowy,
utworzony przez okoto 20-25 reszt aminokwasowych
i N-koncowa cze$¢ zewnatrzkomorkowa, stanowigca
pozostate 80% dtugosci taricucha. Czes¢ zewnatrz-
btonowa tworzy trzy domeny, po okoto 90 reszt
aminokwasowych kazda, kolejno zwane al, a2, a3.
Wewnatrz domen a2, a3 i film zawarte sa petle
utworzone przez okoto 60 reszt aminokwasowych
zamknietych wigzaniami disulfidowymi.

Domeny tworzg dwie pary strukturalnie podobnych
jednostek. Pierwsza para jest potozona blisko ponad
btong komoérkowg. Skiada sie¢ z /?2m i domeny a3
tancucha ciezkiego, ktore cechujg sie niewielkim poli-
morfizmem i wykazujg znaczng homologie sekwencji

Ryc. 1 Budowa czgsteczki MHC klasy I. al, a2, a3-domeny tancucha
ciezkiego; j?2m—/?-2 mikroglobulina; S-S — mostki disul-
fidowe; Z — cze$¢ zewnatrzkomérkowa; B — btona komér-
kowa; W — wnetrze komérki; S — szczelina wigzaca
peptydy.
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aminokwasowej. Kazda z nich przypomina statg do-
mene czesdci statej tarficucha przeciwciat [17]. Obec-
nos$¢ /?2m jest zwykle warunkiem ekspresji czgste-
czek MHC 1 na powierzchni komérek, natomiast
po proteolitycznym odcieciu domeny a3 czgsteczka
HLA-Aw68 zachowuje zdolno$¢ do prezentacji pep-
tydu [18].

Druga pare stanowig domeny al i a2. Obie odzna-
czaja sie znacznym polimorfizmem i majag podobng
strukture przestrzenng, stanowigc niemalze lustrzane
odbicia. Kazda sktada sie z czterech biegngcych anty-
réwnolegle odcinkéw (i, ograniczonych zjednej strony
przez dtugi a-heliks (pasmami lub odcinkami fi bedzie-
my w skrécie nazywac¢ odcinki taficucha polipep-
tydowego tworzgce strukture (). Dzieki temu domeny
te formujg wspdlnie pseudosymetryczng powierzchnie
szczytowaq czasteczki, ktdra sktada sie z dna (podtogi)
utworzonego przez 8 antyréwnolegtych pasm fi, oto-
czonego przez dwa diugie regiony a-helikalne. Pasma
/i tacza sie poprzez zawierajagce rdzng liczbe reszt
aminokwasowych petle zwrotne. Pomiedzy obydwo-
ma regionami a-helikalnymi powstaje w szczytowej
czesci czasteczki MHC | gteboka szczelina (nazywana
tez zamiennie wnekg lub rowkiem) o dtugosci okoto
25 A i szerokosci okoto 10 A, pokazana w sposéb
uproszczony na rycinie 2. Sciany szczeliny formowane
sg przez tancuchy boczne reszt aminokwasowych obu
helikséw, natomiast dno przez taficuchy boczne reszt
aminokwasowych czesci centralnych pasm fidomen al
ia2. Szczelina czgsteczek MHC Ijest zamknieta na obu
kornicach przez skrajne czesci heliksow. Obraz taki
otrzymujemy na podstawie struktur rentgenowskich
po ,usunieciu” prezentowanego peptydu, ktory w zwy-
ktych warunkach zajmuje szczeline. Szczeliny pocho-
dzgce z czgsteczek MHC 1| izolowanych z materiatu
biologicznego w badaniach rentgenograficznych wy-
kazujg obecnos$¢ niejednorodnej, pod wzgledem gesto-
Sci elektronowej, zawartosSci, bedacej mieszaning pep-

-al EU-a2 wigzanie disulfidowe

Ryc. 2 Schemat szczeliny wigzacej peptydy czasteczki MHC 1w nie-
obecno$ci peptydu. Zaznaczono wktad domen al i a2
w budowe regionu wiazacego oraz wigzanie disulfidowe
w domenie a2. Przedstawiono takze w sposéb uproszczony
lokalizacje kieszeni szczeliny wigzacej, odpowiednio A-F.
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tydéw prezentowanych limfocytom T CD8 + [19-21].

Czes$¢ domen tancucha ciezkiego biatek MHC 1jest
miejscem glikozylacji. U myszy dochodzi do niej
w pozycjach reszt aminokwasowych 86 (al) i 176 (a2),
natomiast w wypadku cztowieka tylko 86 (al). W nie-
ktérych czasteczkach mysich glikozylacja zachodzi
takze w pozycji 256 (a3) [22].

Struktury czasteczek MHC | analizowano w opar-
ciu o metody krystalografii rentgenowskiej. Antygeny
MHC krystalizowano po izolacji z naturalnych zrodet
w postaci kompleksu z mieszaning endogennych pep-
tydow, ktére otrzymywano dzigki heterologicznej eks-
presji w hodowli komdrkowej lub tez dokonywano
rekrystalizacji ze zdenaturowanych podjednostek
w potgczeniu z okreslonym peptydem. W okresie
o$miu lat zdotano ustali¢ budowe produktdw pieciu
alleli klasy 1 [16, 23].

IV. Budowa szczeliny wigzgcej i mechanizm
prezentacji peptydow

Powierzchnia van der Waalsa szczeliny wigzacej
jest w znacznym stopniu pofatdowana i rozbudowana.
Tworzy ona szereg ,,kieszeni”, bedgcych zagtebieniami
o r6znej wielkosci i réznym charakterze chemicznym,
zaleznym od otaczajacych je aminokwas6w czasteczki
MHC. KieszeA stanowi strukturalnie i funkcjonalnie
wydzielong cze$¢ struktury rowka o indywidualnym
powinowactwie do czesci zawartosci tego rowka (w
wypadku biatek MHC do fragmentu szkieletu lub
tancucha bocznego reszt aminokwasowych ulokowa-
nego w szczelinie peptydu). Ro6znice aminokwasowe
pomiedzy antygenami MHC moga zmieniaé wielko$é,
ksztatt i wiasciwosci fizykochemiczne wnetrza kieszeni
[16,24-26]. Niektdre kieszenie sg studniowato uksztat-
towane, jak wneka lub wgniecenie, i specyficznie pasujg
tylko do jednego fancucha bocznego. Inne nie sg tak
doktadnie wyksztatcone i wéwczas granica pomiedzy
dwiema sasiednimi kieszeniami jest niewyrazna. Od-
powiednio duzych rozmiaréw Kkieszen moze ,prze-
chowywac” wiecej niz jeden tancuch boczny peptydu.
MHC | zawiera w szczelinie 6 kieszeni, nazwanych
odpowiednio A-F, ktérych lokalizacje zaznaczono na
rycinie 2 [27].

Pozycje aminokwasowe biatek MHC I, wykazujace
duzg zmienno$¢ pomiedzy poszczegOlnymi czgstecz-
kami, zlokalizowane sg gtownie wokdt szczeliny wigzg-
cej peptydy [21,28]. W czasteczce HLA-A2 sposrod 17
pozycji o wysokim indeksie zmiennosci, 15 znajduje sie
w obszarze wigzacym peptyd. Jedna z dwu dalszych
silnie polimorficznych pozycji lokuje sie poza tym
obszarem, ale tafcuch boczny wystepujacej tam reszty
aminokwasowej wystaje w kierunku heliksu i ma
wptyw na budowe miejsca wigzacego. W obrebie
szczeliny wiazacej w sekwencjach HLA iznaleziono 10
statych reszt aminokwasowych [29], silnie zachowy-
wanych takze u myszy. Te niezmienne reszty amino-
kwasowe sa rozmieszczone gtéwnie na obu koricach
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wneki, gdzie wiazg aminowy i karboksylowy koniec
prezentowanego peptydu. Pomiedzy sekwencjami
HLA nie ulega zmianie takze co trzecia lub co czwarta
reszta aminokwasowa w a-heliksach domen al i a2.
Reszty te tworzg zachowywana powierzchnie helik-
sO6w, skierowang na zewngtrz od miejsca wigzania
peptydu. Sa one rozpoznawane bezposrednio przez
state czesci receptora TCR lub sg konieczne do utrzy-
mywania struktury MHC.

Peptyd we wnece MHC | prezentowany jest w roz-
ciggnietej konformacji. Podczas badania struktur kry-
sztatbw HLA-B27, zawierajagcych w szczelinie miesza-
nine endogennych peptydéw, stwierdzono wyrazne
podobieAstwo konformacji wszystkich wigzanych cza-
steczek w ich cze$ciach przykonicowych, przy mniej-
szym podobieristwie w centrum [30-32]. W czasie
analizy dawato to efekt w postaci wyraznie zaznaczo-
nej gestosci elektronowej, odpowiadajacej koficowym
odcinkom tancuchow gtownych peptydow, a mnigj
wyraznemu obrazowi ich czesci Srodkowych. Podobng
konformacje wykazywaty peptydy zwigzane z czas-
teczkami HLA-A2 i HLA-Aw68 [19, 25, 32-33], Oba
korice peptydéw sa zagtebione i umocowane w szczeli-
nie, natomiast cze$¢ srodkowa jest wigzana stabiej [19,
34]. Dzieki temu peptydy, o diugosci wiekszej niz
zwykle prezentowana przez dany antygen MHC, moga
sie w pewnych warunkach wigzaé z czasteczkg MHC
I [35-38]. Ich konice znajduja sie wéwczas w ogranicza-
jacych Kkieszeniach, natomiast $srodkowa cze$¢ wy-
brzusza sie ponad szczeline [19,27,30,35, 39]; niekiedy
koniec karboksylowy moze wystawa¢ na zewnatrz
szczeliny [35, 36]. Lancuchy boczne peptyddw prezen-
towanych przez te samg czgsteczke MHC 1 kierujg sie
w rozne strony. Zwigzanie peptydu moze w pewnym
stopniu zmienia¢ strukture czasteczki MHC | — np.
obserwowano powstawanie réznic sterycznych w bu-
dowie biatka MHC w zaleznosci od sekwencji wigza-
nego peptydu [19, 27, 32, 40].

W wypadku obu klas MHC mozemy wyr6zni¢ dwa
rodzaje oddziatywan wigzacych antygenowe peptydy.
Pierwszy jest niezalezny od sekwencji oligopeptydu
i zawiera wigzania wodorowe pomiedzy niezmiennymi
resztami aminokwasowymi czgsteczek MHC a statymi
elementami tancucha peptydowego. Drugi stanowig
oddziatywania pomiedzy polimorficznymi aminokwa-
sami w kieszeniach szczeliny wigzacej czasteczek MHC
a tancuchami bocznymi reszt aminokwasowych specy-
ficznych dla prezentowanego peptydu.

W czagsteczkach MHC | oddziatywania pierwszej
grupy angazujg atomy szkieletu prezentowanego pep-
tydu i jego koncowe grupy funkcyjne, lokujgce sie
odpowiednio w kieszeniach A'i F na koAcach szczeliny
wigzacej [16]. Zwigzanie obu koAcéw peptydu zapew-
nia stabilnos¢ jego konformacji, ale zwykle ogranicza
maksymalng diugo$é. Zachowywane oddziatywania
w korncowych kieszeniach majg duzy wkiad w cat-
kowitg energie wigzania peptydu, stanowigc praw-
dopodobnie gtowny czynnik niezwyktej trwatosci po-
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Ryc. 3 Schemat wigzania N-kofica peptydu w kieszeni A. Za-
znaczono wigzania wodorowe wystepujagce w wiekszosci
wykrystalizowanych komplekséw MHC | — peptyd oraz
tancuch boczny Trp-167 dodatkowo blokujacy wyjscie ze
szczeliny wigzacej.

wstajgcego potgczenia [34, 41].

Kieszenie A i F wigzg zawsze aminowy (kieszen A,
reszta P1)ikarboksylowy (kieszen F, reszta PO) konce
peptydu, umocowane przez rozlegty sie¢ wigzan wodo-
rowych. Dzieki temu ustalona jest polarno$¢ pepty-
dow prezentowanych przez wszystkie czgsteczki klasy
I [31]. Na wewnetrznych powierzchniach obu kieszeni
znajduje sie po kilka polarnych reszt aminokwaso-
wych. Sg one ustawione tak, ze moga oddziatywaé
z atomami szkieletu wigzanego peptydu, a wiec ele-
mentem wspélnym dla wszystkich antygenowych pep-
tydéw prezentowanych przez MHC I

Energia wigzania N-kofca peptydu w Kieszeni A za-
lezy w duzej mierze od obecnosci w niej trzech silnie
zachowywanych reszt Tyr w pozycjach 7, 159 i 171
(Ryc. 3). Grupy hydroksylowe ich tancuchéw bocznych
tworzg wigzania wodorowe z grupg aminowg i tlenem
karbonylowym reszty PIl. Lancuch boczny Pl wystaje
na zewnatrz szczeliny. Pozwala to na wystepowanie
w tej pozycji réznych reszt, pod warunkiem, ze nie sg
zaburzone wiasciwosci elektrostatyczne grupy «-ami-
nowej. Wzmocnieniem wigzania kofAca aminowego
peptydu sg wigzania wodorowe, powstajagce pomiedzy
atomami reszt P2 i P3 jego szkieletu, a potozonymi
w poblizu stabiej zachowywanymi resztami Glu-63,
Lys-66 i Asn-70. Silnie zachowywane reszty Tyr-159,
Trp-167 i Tyr-171 tworzg S$ciane zamykajgca ten
koniec szczeliny wigzgcej.

W wiekszosci biatek MHC | (zwyjatkiem HLA-B27)
dolna czes¢ kieszeni F (wigzacej C-koncowy fragment
tancucha gtéwnego peptydu, (Ryc. 4) ma charakter
hydrofobowy. Natomiast wejscie do tej kieszeni (jej
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cze$¢ gorna) jest hydrofilowe. Grupa karboksylowa
i wodér amidowy reszty PD oraz atom tlenu kar-
bonylowego przedostatniej reszty peptydu tworzg
w okolicy wejscia do Kkieszeni wigzania wodorowe
z tancuchami bocznymi silnie zachowywanych reszt
Tyr-84, Thr-143, Lys-146 (mostek solny), Trp-147
i z umiarkowanie zachowywana resztg Asp-77. Prze-
ciwnie niz w wypadku P1, tancuch boczny reszty PD
kieruje sie w strone dna szczeliny wigzacej. Tak wiec
rozmiar i wiasciwosci chemiczne kieszeni F mogg de-
terminowac C-koncowg reszte peptydu. Reszty Tyr-84
i Thr-143 zamykajg ten koniec szczeliny wigzgcej.

Na uwage zastuguje kieszeri B czagsteczki HLA-B27,
ktéra zawiera zawsze tancuch boczny reszty Arg
wystepujacej w pozycji P2 prezentowanych peptydow
[30, 42]. Trzy z czterech polimorficznych reszt amino-
kwasowych MHC, znajdujgcych sie w dnie tej kieszeni
(His-9, Thr-24 i Glu-45) oraz zwigzana w niej czastecz-
ka wody tworzg planarng sie¢ wigzan wodorowych
z grupg guanidynowg argininy [26, 31]. Obecna
w pozycji 67 cysteina kieruje swojg grupe sulfhyd-
rylowg prawie bezposrednio ponad centralny atom
wegla grupy guanidynowej argininy. Wykazano, ze ta
nie tworzaca wigzania disulfidowego reszta cysteiny
jest modyfikowana kowalencyjnie w zesztywniajagcym
zapaleniu stawOw kregostupa, chorobie skorelowanej
dodatnio z wystepowaniem HLA-B27 [43]. Byé moze
modyfikacja ta lub inne specyficzne cechy budowy
HLA-B27 prowadzg do rozwoju procesu autoimmu-
nologicznego [44].

Mysie czasteczki H-2Kbi H-2Dbwykazujg znaczne
podobienistwo do ludzkich biatek HLA [39, 45-46].
Poszczegblne domeny sg w 70-71% identyczne w od-
niesieniu do sekwencji aminokwasowej HLA-A2
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Ryc. 4 Schemat wigzania C-korica peptydu w kieszeni F. Za-
znaczono wigzania wodorowe wystepujace w wigkszosci
wykrystalizowanych komplekséw MHC | — peptyd.
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i w 84,5% pomiedzy obiema mysimi czgsteczkami.
W dnie centralnej czeéci wneki Db trzy reszty amino-
kwasowe (Trp-73, Tyr-156, Trp-147), ktérych tafcuchy
boczne kierujg sie ku sobie przecinajgc szczeling,
powoduja powstanie wydatnego garbu. Obecno$é hy-
drofobowego grzbietu wymusza kompensacyjne wy-
brzuszenie tancucha gtéwnego prezentowanych pep-
tydow. Na podstawie sekwencji czasteczek MHC
mozna przewidywac, ze taki garb wystepuje w ok. 25%
mysich czasteczek MHC |, nie ma go natomiast
w zadnej ze znanych czgsteczek ludzkich [46].

Okreslenie wptywu reszt aminokwasowych otaczaja-
cych kieszenie na wiasciwosci poszczeg6lnych kieszeni
pozwala przewidzie¢ zdolnosci czasteczek MHC do
wigzania peptydu na podstawie samej sekwencji biatka.

W prezentowanych przez czagsteczki MHC 1 oligo-
peptydach wyrdézniamy odpowiednio (Ryc. 5); cze$é
peptydu wigzang przez TCR — nazwang epitopem
oraz agreto — cze$¢ wigzaca sie z czasteczkg MHC.
Agretopowi odpowiada desetop — cze$¢ czasteczki
MHC wiazaca peptyd oraz paratop — czes$¢ receptora
TCR kontaktujgca sie z peptydem. Cze$¢ biatka MHC
rozpoznawang przez TCR nazywamy histotopem,
a odpowiednig powierzchnie TCR wigzagca MHC
— restitopem. Poszczegdlne reszty aminokwasowe
prezentowanych peptyddéw mogg rownoczes$nie wcho-
dzi¢ w sktad epitopu i agretopu [22, 47].

V. Antygenowe peptydy prezentowane przez
czasteczki MHC |

Poszczegdlne komorki dysponujg kompletem tylko
kilku réznych czasteczek MHC I. Réwnoczesnie uktad
odpornosciowy musi sprosta¢ zadaniu prezentacji
i rozpoznawania ogromnej liczby antygenow (.os
czasteczek HLA-A2 na powierzchni limfocytu wigze
réwnoczes$nie 10s réznych peptydéw [48]).

Peptydy zawarte w szczelinach czgsteczek MHC
I od 1990 roku poddawano izolacji i analizie sekwen-
cyjnej [49]. Obecnie znamy ponad cztery tysigce
ligandéw peptydowych wigzacych sie z antygenami

MHC |

TCRaof3

Ryc. 5 Nomenklatura miejsc oddziatywania pomiedzy czgsteczka
MHC I, prezentowanym peptydem i receptorem limfocytu
Tafi (TCRat). E — epitop, A — agretop, D — desetop,
H — histotop, R — restitop.
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MHC, ktérych sekwencje dostepne sg m.in. poprzez
Internet w banku MHCPEP [50].

Z czasteczek MHC lizolowano oligopeptydy ztozo-
ne w wiekszosci z 9 aminokwaséw (rzadziej s , w poje-
dynczych przyktadach 7, 10-12). Restrykcja diugosci
wynika z faktu, ze rowek w czgsteczkach klasy | MHC
jest zamkniety na obu koncach, co ogranicza rozmiary
wigzanych antygenow. Sekwencje peptydéw prezen-
towanych przez poszczeg6lne czasteczki MHC maja
identyczne lub podobne elementy skiadowe (reszty
aminokwasowe nazwane ,kotwiczgcymi”), znajdujgce
sie w okres$lonych pozycjach peptydéw izolowanych
z potgczenia z dang czasteczkg MHC |. Kazda z czas-
teczek MHC 1 narzuca wiec pewne reguly, nazwane
motywem sekwencyjnym, dotyczgce skiadu amino-
kwasowego idtugosci peptydoéw zdolnych do trwatego
ulokowania sie w szczelinie czgsteczki. Wybo6r sekwen-
cji peptydu ograniczony jest do kilku kotwiczacych
reszt aminokwasowych, ktére zajmujg ré6zne miejsca
w znanych motywach sekwencyjnych [5, 49]. Najczes-
ciej sa to dwie lub trzy reszty, zwykle pozycja P2
i C-kofAcowa albo P5 i C-koficowa. Jedna z nich, jako
kieszeh dla danej czgsteczki gtowna, o najwiekszym
wktadzie do energii wigzania, ma znaczenie decydujg-
ce. Ponadto preferowane sa peptydy ,pasujace” do
jeszcze 1 lub 2 mniej waznych kieszeni. Takie ograni-
czone wykorzystanie kieszeni w wyborze peptydu
pozwala na wiazanie okoto ... réznych peptydow
przez dany antygen MHC 1 [26].

Restrykcja narzucana przez kieszenie moze byc¢
Scista lub stabiej sprecyzowana. W wiekszo$ci czas-
teczek ograniczenia w doborze aminokwaséw w po-
szczegOlnych pozycjach sprowadzajg sie do koniecz-
nosci zachowywania przez ich tancuchy boczne podo-
bienstwa sterycznego lub chemicznego (np. niepolar-
nosci, tadunku, wielko$ci). Dla przykiadu, peptydy
wigzane przez HLA-B27 niezmiennie posiadajg ar-
ginine w pozycji P2, ponadto czesto reszte amino-
kwasowg z aromatycznym #faricuchem bocznym w po-
zycji P3, a arginine lub lizyne jako koniec karbok-
sylowy (PO). Jest to wynik wystepowania w HLA-B27
unikatowej kieszeni B, silnie preferujacej wigzanie Arg
P2 [26, 30-31, 42, 52]. Z HLA-A2 wigzg si¢ peptydy
posiadajgce reszte aminokwasowg z duzym, alifa-
tycznym taricuchem bocznym w pozycji 2 (P2), oraz
z mniejszym hydrofobowym tafcuchem bocznym na
koncu karboksylowym (PO). Odpowiada to dwom
najwydatniejszym kieszeniom szczeliny wigzacej
HLA-A2. Pozostate pozycje charakteryzujg sie duzg
dowolnoscia, jednak w pewnych wypadkach widaé
okre$lone preferencje w doborze aminokwaséw na
miejscach niekotwiczacych [23].

V1. Rozpoznawanie kompleksu MHC-pep-
tyd. Koreceptory CD4 i CD8

Niepobudzony limfocyt Ta/ wymaga do aktywacji
przynajmniej dwoch rodzajow sygnatu. Jeden z nich
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powstaje dzieki rozpoznaniu peptydowego epitopu
wraz z czgsteczkg MHC za pomocg specyficznego dla
danego peptydu TCR [53]. Determinuje on wybhor
limfocytu podlegajacego pobudzeniu. Drugi sygnat nie
jest antygenowo specyficzny i biegnie inng niz TCR
droga. Nazywamy go sygnatem kostymulujagcym, gdyz
nie indukuje on samoistnie pozytywnej odpowiedzi
limfocytu. Jego zrodtem mogg by¢ m.in. czasteczki
koreceptoréw i cytokiny [53-55]. Limfocyt wigzacy
antygen, a nie pobudzony dodatkowo sygnatem ko-
stymulujagcym przechodzi w stan czynno$ciowej inak-
tywacji (anergii) lub ginie. Sygnat dodatkowy reguluje
wiec kierunek odpowiedzi. Konieczno$¢ wzmocnienia
sygnatu aktywujgcego limfocyty wynika takze z po-
trzeby zwiekszenia czutosci uktadu odpornosciowego
na zwykle mate dawki antygenu. Wiadomo, ze tylko
kilkaset identycznych komplekséw peptyd-MHC jest
réwnoczednie prezentowanych na powierzchni komoé-
rki prezentujacej [56]. Ponadto pétokres dysocjacji
kompleksu TCR-MHC jest krotki (ok. 27 s) [567].
Wynika z tego, ze jedynie kilka czgsteczek TCR moze
zwigzaé kompleksy MHC I-peptyd i aby mogta zaist-
nie¢ odpowiedz komaérki na rozpoznawanie, ich sygnat
powinien by¢ zwielokrotniony [58].

Niezaleznie od r6znic w ukierunkowaniu wystaja-
cych na zewnatrz szczeliny tancuchow bocznych pep-
tydu, okoto 300-500 A 2jego powierzchni jest dostepne
dla receptora limfocytu T [23]. Mniej polimorficzne
obszary regionu zmiennego TCR #3czg sie ze statymi
fragmentami regionu wigzacego MHC, podczas gdy
silnie polimorficzne obszary regionu zmiennego TCR
rozpoznajg epitop peptydowy. Dzieki stereotypowe-
mu wigzaniu obszar6w mniej polimorficznych, wno-
szgcemu znaczny wktad w oddziatywanie biatko-biat-
ko, do zapewnienia wiasciwej specyficznosci rozpo-
znania potrzebny jest niewielki udziat energetyczny
oddziatywania TCR-rozpoznawany peptyd [4].

Identyfikacja obcego antygenu i wiasnej czgsteczki
MHC odbywa sie rownoczesnie (Ryc. ). Gdy TCR
wigze sie z fragmentem czasteczki MHC | lub 11
prezentujagcej obcy antygen, czasteczka (koreceptor)
odpowiednio CDs lub CD4, obecna na powierzchni
limfocytu Taj?, wigze monomorficzny fragment tej
samej czasteczki MHC. CD. wigze domene a3 tan-
cucha ciezkiego MHC | [59-60], Opr6cz korecepcji
poprzez CD: lub CD4 do prawidlowej aktywacji
limfocytu Ta/? potrzeba jeszcze innych kostymuluja-
cych oddziatywan. Sg to m.in. oddziatywania z czas-
teczkami powierzchniowymi komorki prezentujacej,
poprzez koreceptory CD2, CD5, CD26, CD28, CD43,
CD45, VLA-4, VLA-5, LFA-1 [53, 61]. Ponadto
réznicowanie i proliferacja limfocytow T wymaga ich
interakcji z cytokinami, takimi jak IL-1, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-s, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15 [22, 59, 61].

Czasteczki CD4 i CDs petnig funkcje antygenow
réznicowania limfocytow Ta/?. W zaleznoSci od tego,
czy na powierzchni dojrzatego limfocytu Ta/? wy-
stepuje koreceptor CD4 czy CDs, méwimy 0 grupie
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LIMFOCYTT TCRafB-CD3
Ryc. 6 Schemat rozpoznawania czasteczki MHC prezentujgcej
antygenowy peptyd przez limfocyt T. K — komoérka

prezentujaca czasteczke MHC wigzaca peptyd; x3 — dome-
na a3; P — antygen peptydowy; CD8 — koreceptor CD8;
TCR — receptor limfocytu Tod/l; a, fi — taricuchy receptora
limfocytu T;y, § £, e — poszczegdlne taricuchy CD3.

limfocytow T CD4 + lub T CD. + . Nie jest to tylko
réznica morfologiczna, ale przede wszystkim czynno$-
ciowa. Obecnosé jednego z tych koreceptoréw deter-
minuje klase MHC, kt6rej restrykcji dana subpopula-
cja podlega. Poniewaz czasteczka CD: rozpoznaje
czasteczke MHC |, limfocyty T CDs + rozpoznajg
peptydy prezentowane wspdlnie z MHC I. Funkc-
jonalnie grupe te, jak wspomniano, stanowig gtéwnie
limfocyty cytotoksyczne i supresorowe.

VII. Uwagi koricowe

Badania struktury i funkcji czasteczek MHC znaj-
dujg sie w centrum zainteresowania immunologii. Stad
duza liczba publikacji sumujgcych, ukazujgcych sie na
ten temat w piSmiennictwie Swiatowym [tylko w ciggu
ostatnich 3 lat m.in. 4-5, 16, 23, 44, 49, 51, 62-64].
Najszersze polskie opracowanie zawarte jest w pod-
reczniku pod red. M. Jakobisiaka [61].

Mimo znacznego postepu pozostajejeszcze do wyja-
$nienia wiele szczegétdw o istotnym znaczeniu. Do-
ktadne sprecyzowanie mechanizmoéw wyboru iprezen-
tacji ligandow przez czasteczki MHC moze otworzy¢
droge do wykorzystania peptydéw o odpowiednich
sekwencjach w profilaktyce i terapii. Wyjasnienie
przebiegu proceséw ,,obrébki” (ang. ,,processing”) na-
tywnych antygendw jest drogg do opracowania skute-
cznych postaci preparatow peptydowych. Wreszcie
metodg terapeutyczng sta¢ sie moze takze modyfikacja
(chemiczna lub genetyczna) czasteczek MHC, w celu
blokowania lub zmiany ich funkcji.

Podziekowanie
Przeglad zrealizowany zostat w zwigzku z projektem
badawczym KBN nr 208019101.

Artykut otrzymano 19 czerwca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 13 listopada 1995 r.
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PiSmiennictwo

Ze wzgledu na ograniczenie objetosci pracy wymieniono tylko
wybrane pozycje piSmiennictwa.
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Zmiany objetosci komorek a modulacja ich metabolizmu

Changes of cell volume and modulation of cellular metabolism

TADEUSZ LIETZ*

Spis tresci:

. Wstep

Il. Regulacyjne zmniejszanie i zwiekszanie objetosci komoér-
ki

I1l. Czynniki wptywajace na objetos¢ komorek

IV. Zmiany w metabolizmie komérek jako efekt zmian ich

objetosci

IV-1. Objetos¢ komorki a metabolizm biatek i amino-
kwasow

1V-2. Wptyw zmian objetosci komdrek na metabolizm
cukrowcow

1V-3. Wptyw zmian objetosci na inne funkcje komoérek
V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: RVD regulacyjne zmniej-
szanie objetosci; RVI — regulacyjne zwiekszanie objetosci;
MDCK — Madin-Darby canine kidney cells

l. Wstep

Wyniki badan prowadzonych od konca lat osiem-
dziesiatych wskazujg, ze towarzyszace dziataniu hor-
mondw oraz czynnikéw niehormonalnych zmiany
objetosci komoérek, mogg wptywac na aktywnosc tych
procesOw biochemicznych, ktéorym nie przypisywano
dotad roli w regulacji objetosci komérek [., :],
Obserwacje te dotyczg gtéwnie komdrek watroby, ale
rowniez erytrocytow, komorek kanalikow nerkowych,
nabtonka jelitowego i innych tkanek. W artykule
opisano udziatl zmian objetosci komdérek w regulacji
ich metabolizmu. Nalezy jednak podkresli¢, ze zmiany
te wptywaja nie tylko na szybkos¢ procesow metaboli-
cznych, ale takze oddziatywujg na ekspresje gendw,
sekrecje hormonow czy organizacje cytoszkieletu [.].

Il. Regulacyjne zmniejszanie i zwiekszanie
objetosci komorki

Pecznienie lub kurczenie si¢ komorek zachodzi
w wyniku zmian osmotycznos$ci ptynu zewnatrz- lub
wewnatrzkomorkowego i powoduje uruchomienie
mechanizmow, ktore prowadzg do pobierania lub
usuwania wody przez komdrke, zapobiegajac nad-
miernemu wzrostowi lub spadkowi jej objetosci. Zda-
niem Parkera [3], umozliwia to zachowanie okres-

*Mgr, Instytut Biochemii U.W., Zaktad Regulacji Metaboli-
zmu Al Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa
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lonego stezenia biatek wewnatrz komérki (,macromo-
lecular crowding”) i warunkuje optymalng szybkos¢
wielu reakcji biochemicznych, a zwitaszcza tych, kto-
rych substratami i produktami sg substancje wielko-
czasteczkowe.

Utrzymanie statej objetosci komérki jest mozliwe
w wyniku regulacji zmian wewngtrzkomdrkowego
stezenia substancji osmotycznie czynnych. Sg nimi
elektrolity oraz niektore niskoczgsteczkowe substancje
organiczne (pewne aminokwasy, metyloaminy, poliole)
zwane osmolitami [1, 2, 4-6]. Umieszczenie komorki
w $rodowisku hipotonicznym powoduje szybkie jej
pecznienie,jednakze juz po uptywie Kilku minut komé-
rka niemal catkowicie odzyskuje swojg pierwotng
objetos¢ [1, 7], Takie zachowanie jest okreSlane mia-
nem regulacyjnego zmniejszenia objetosci (RVD — re-
gulatory volume decrease). Z kolei umieszczenie komé-
rki w $rodowisku hipertonicznym prowadzi poczat-
kowo do jej kurczenia sie, a nastepnie wzrostu objeto-
$ci, az do osiggniecia stanu bliskiego wyjsciowemu.
Zjawisko to okresla sie jako regulacyjne zwiekszenie
objetosci (RVI — regulatory volume increase).

Adaptacja do zmian osmotycznos$ci Srodowiska na
drodze pobierania lub z usuwania przez komorke
elektrolitdow jest procesem wydajnym, nie trwajgcym
dtuzej niz kilka minut. Regulacja wewngtrzkomor-
kowego ci$nienia osmotycznego na drodze zmian
stezei osmolitow powoduje zmniejszanie lub zwiek-
szanie objetosci komérki i polega na spadku lub
stymulacji aktywnos$ci btonowych transporterow
osmolitow, a takze na modulacji szybkosci syntezy lub
degradacji tych zwigzkéw, zarobwno w warunkach in
vitro jak i in vivo [, 9]. Procesy te sg na ogét
dtugotrwate i nie bedg przedmiotem niniejszego ar-
tykutu.

49



Mechanizmy regulacyjnego zmniejszania i zwiek-
szania objetosci (RVD i RVI) w komdrkach ner-
kowych linii MDCK przedstawiono na rycinie 1
Regulacyjne zmniejszanie objetosci komarki jest wyni-
kiem wyptywu elektrolitow [1], Obnizenie osmotycz-
nosci ptynu perfuzyjnego wptywa na zwiekszenie uwal-
nianiajonéw K+, HCOJ, Cl- przez komorki watroby
szczura [10-14]. Wyptyw jonéw potasu obnizajg chini-
dyna lub jony Ba2+ — inhibitory kanatow K+ [12,
13]. Czynniki te hamujg réwniez proces RVD w izo-
lowanych hepatocytach szczura [15]. Przyjmuje sig, ze
wzrost przepuszczalnosci btony dlajonéw K + prowa-
dzi do hiperpolaryzacji btony, co z kolei powoduje
zwigkszanie szybkosSci transportu aniondw przez btone
komérkowa i wzrost objetosci komorki [.., 16].
Stymulacja transportu HCOJ, CP w czasie RVD
moze by¢ wynikiem aktywacji kanatow transportuja-
cychjony CI- [17], stymulacji antyportu HCOJ/CI-
tacznie z K +/H + [18], kotransportu K+/C1- [19-22]
oraz elektrogennego transportu HCOJ [23].

Regulacyjne zwiekszanie objetosci (RVI) jest wyni-
kiem pobierania jonéw przez komorke. Zwiekszony
transport elektrolitow moze by¢ wynikiem aktywacji
kotransportera Na+/K +/2C1- [24-28], jednoczesnej
stymulacji wymiany Na+/H+iHCOJ/CI- [10,13,29]
lub hamowania aktywnosci kanatow K+ i CI- [30],
W perfundowanej watrobie mechanizmy RVI moga

RVD
K" CI, HCO;
ZEWN. I
Blona kom. {Lﬂi& ﬂm@ m
'\
WEWN. ca® L cr, Hco;  LT?
K .
t H
4 CcO, a
RVI

Amiloryd

Furosemid

ZEWN.

.......................................

Blona kom.

...............

- .

K cl Na' K' 2CI” Na' H"Y HCO3

CO: b

Ryc. 1 Transportjonéw przez btone komdrkowga w czasie regulacyj-
nego zmniejszania i zwiekszania objetosci (RVD i RVI)
a) RVD. Pecznienie komérek powoduje aktywacje kanatdw
K + oraz kanatéw transportujgcych aniony. Spadek stezenia
jonéw wewnatrz komarki obniza ci$nienie osmotyczne,
powoduje wyptyw wody i zmniejszenie objetosci komarki.
Kanaty K+ moga by¢ aktywowane przez jony Ca2+ po-
chodzace ze $rodowiska zewngtrzkomérkowego lub uwal-
niane z magazynéw wewnatrzkomorkowych. Leukotrieny
(LT) moga stymulowac¢ aktywnos$¢ kanatdw transportuja-
cych aniony.
b) RVI. Kurczenie komo6rki powoduje aktywacje kotranspor-
tu Na+/K+/Cl_ oraz antyportu Na+/H + i wymieniacza
HCO3/CI-. Aktywno$¢ kanatow K+ i CI" spada, co zapo-
biega utracie tych jonéw przez komérke (Wg F. Langa
i wsp. [2], za zgodg wydawnictwa)
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by¢ wynikiem zmiany piynu perfuzyjnego izotonicz-
nego na hipertoniczny lub hipotonicznego na izo-
toniczny [15]. Natomiast w izolowanych hepatocy-
tach nie obserwowano zjawiska RVI po przeniesieniu
komorek ze Srodowiska izotonicznego do hipertonicz-
nego. Regulacyjne zwiekszenie objeto$ci hepatocytow
zachodzi natomiast w warunkach, gdy osmotyczno$¢
ptynu zewngatrzkomdrkowego jest najpierw obnizona
dla wywotania RVD, a nastepnie zwiekszona. Zjawis-
ko to, zwane ,,wtérnym RV1”, obserwuje sie nie tylko
w hepatocytach, ale takze w innych komdrkach [31-
34]. Zdaniem Haussingera i Langa [1], przy-
czyng ,,wtérnego RVT’ moze by¢ rdézna zdolnos¢ nie
naruszonej tkanki watrobowej i izolowanych hepato-
cytéw do wytwarzania jonéw H + lub usuwania jonow
HCOs . W warunkach niedostatecznej produkcji pro-
tonéw aktywacja antyportu Na+/H + w ramach RVI
w izolowanych hepatocytach moze prowadzi¢ do
szybkiego zalkalizowania wnetrza komérki i zahamo-
wania wymiany Na+/H +.

I1l. Czynniki wptywajace na objeto$¢ komadrek

Utrzymanie statej objetosci komadrki jest zwigzane
z wytwarzaniem gradientu stezen jonoéw (gtdwnie Na +,
K+, HCOJ, Cl-) w poprzek btony komoérkowej.
Kosztem energii ATP, komorki wydalajgjony Na+ na
wymiane z jonami K+, utrzymujgc ujemny potencjat
btony. Stanowi on site napedowa dla transportu jonow
HCOJ iCl- [35]. Zaburzenia w procesach wytwarza-
nia energii prowadzg do spadku potencjatu btonowe-
go, wzrostu wewngtrzkomérkowego stezenia HCOJJ,
Cl- i pecznienia komérki [35-39]. Depolaryzacja
btony wywotana przez zwiekszenie zewngatrzkomor-
kowego stezeniajonow K+, w warunkach zachowania
izotonicznosci ptynu zewngtrzkomdérkowego, powo-
duje wzrost stezenia jonéw CIl- w komorce i w efekcie
— jej pecznienie [36]. Do wzrostu objetosci komadrek
dochodzi takze w warunkach zahamowania aktywno-
§ci ATP-azy zaleznej od jonéw Na+ i K+ przez
strofantyne [36]. Wykazano, ze zmiany objetosci ko-
moérek moga nastepowac réwniez w warunkach stresu
oksydacyjnego [40, 41]. Np. nadtlenek wodoru wy-
twarzany wewnatrz komérki w wyniku utleniania mo-
noamin wywotuje kurczenie hepatocytéw, prawdopo-
dobnie na skutek stymulacji wrazliwych najony Ba. +
kanatow K +. Jak widaé, zmiany objetosci komorki
moga nastepowac nie tylko na skutek manipulowania
osmotycznoscig Srodowiska zewnatrzkomorkowego.

W komodrkach nabtonka jelitowego [42], komor-
kach nabtonkowych kanalikéw nerkowych [43] czy
hepatocytach [44,45], zachodzi zalezny od jon6w Na +
transport metabolitow, takich jak aminokwasy czy
glukoza. Wykazano, ze dodanie do ptynu perfuzyjnego
3mM glutaminy (Ryc. 2) powoduje zwigkszenie pobie-
rania tego aminokwasu przez hepatocyty az do osigg-
niecia stezenia 35 mM [46], W ciagu pierwszych 2 min
nagromadzania glutaminy dochodzi do zwiekszenia
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Ryc. 2 Wplyw glutaminy na mase watroby, poziom jondéw K+

w ptynie perfuzyjnym oraz na wewnatrzkomadrkowe stezenie
glutaminy.
W atrobe perfundowano izotonicznym buforem Krebsa-
-Henseleita (305 mosmol/1) przez 30 min i nastepnie dodawa-
no 3 mM glutamine do ptynu perfuzyjnego. Wewnatrz-
komérkowe stezenie glutaminy oznaczano po zamrozeniu
tkanki po okre$lonym czasie perfuzji. W nieobecnosci
glutaminy w ptynie perfuzyjnym, wewnatrzkomérkowe ste-
zenie tego aminokwasu wynosito ponizej 1 mM. Dos$wiad-
czenia przeprowadzano w warunkach zahamowania syn-
tetazy glutaminowej przez dodanie do ptynu perfuzyjnego
sulfoksyiminy metioniny, inhibitora tego enzymu. Wzrost
stezenia glutaminy w komorkach byt zatem wynikiem
zwigkszonego jej pobierania. (Wg D. Haussingera
i wsp. [46], za zgoda wydawnictwa).

masy watroby, bedacego rezultatem wzrostu stopnia
uwodnienia komoérek. Akumulacji glutaminy towarzy-
szy w poczatkowej fazie nieznaczna stymulacja pobie-
rania jonéw K + przez watrobe, jednakze juz po ok.
. min stezenie tych jonow w plynie wyptywajgcym
z watroby gwaltownie wzrasta, mino dalszego na-
gromadzenia sie glutaminy w komorkach. Proces
pecznienia komdrek zostaje zatrzymany, jednak po-
wrdt masy watroby do wartosSci wyjsciowej nastepuje
dopiero po usunieciu glutaminy z ptynu perfuzyjnego.
Pecznienie komdrek watroby oraz stymulacje kom-
pensacyjnego wydalaniajonéw K +wykazano rowniez
w obecnos$ci takich aminokwaso6w jak alanina, prolina,
seryna, glicyna, fenyloalanina, hydroksyprolina, a tak-
ze w obecno$ci mieszaniny aminokwaséw dodanych
do ptynu perfuzyjnego w stezeniach fizjologicznych
[44-48]. Co wiecej, zalezne od aminokwaséw pecz-
nienie komorek stwierdzono w izolowanych kanali-
kach proksymalnych nerki [49, 50] oraz w komdrkach
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nabtonkach jelit [42]. W kanalikach proksymalnych
nerki krélika, aktywacja kanatdw potasowych w od-
powiedzi na pecznienie wywotane pobieraniem amino-
kwasu prowadzi do niemal catkowitego odzyskania
poczatkowej objetosci komorek [43, 50].

Do zmian objetosci hepatocytéw dochodzi réwniez
w wyniku dziatania hormon6éw. Np. serotonina, wazo-
presyna i CAMP powodujg obnizenie, a adrenalina
zwiegkszenie zawartosci wody wewnatrzkomorkowej
w perfundowanej watrobie szczura [1, 7]. Najwiecej
jednak informacji o mechanizmach hormonalnej regu-
lacji objetosci komérki uzyskano w odniesieniu do
insuliny i glukagonu (Ryc. 3A). Wykazano, ze insulina
powoduje stymulacje antyportu Na+/H + oraz sym-
portu Na+/K +/2C1~, co prowadzi do wzrostu stezenia
jonéw K+ w komdrce i w rezultacie do jej pecznienia
[51-53]. Glukagon stymuluje ATP-aze zalezng od
jondw Na+ i K+ [54], powoduje spadek wewnatrz-
komorkowego stezenia jonéw K+ w perfundowanej
watrobie szczura i kurczenie sie komdérek prawdopo-
dobnie wskutek aktywacji kanatdw K + hamowanych
przez Ba2+ i chinidyne [53, 55]. Co wiecej, glukagon
hamuje wywotane obecnos$cig insuliny pecznienie he-
patocytéw [1, 7].

Dane dotyczace zakresu zmian objetosci komorek
zachodzacych w hepatocytach pod wptywem dziatania
niektdrych hormondéw iaminokwaséw przedstawiono
w tabeli 1 Z wynikéw tych wida¢, ze zmiany objetosci
nastepujagce po dodaniu efektorow zachodzg na ogo6t

glukagon
A / J 4
o\
Na“ cr g
/ (A ) CAMP/—T’ ;;: 0 T

K- bumetanid

\ o
K+

v

&

procesy procesy
anaboliczne kataboliczne

—_—
+insulina  +glukagon

Ryc. 3 Wptyw insuliny i glukagonu na objeto$¢ oraz metabolizm
hepatocytow.
A. Insulina aktywuje wrazliwy na amiloryd (A) wymieniacz
Na+/H + oraz hamowany przez bumetanid (B) kotranspor-
ter Na+/H +/2C1_, jak réwniez ATP-aze zalezng od jonéw
Na+i K +,co powoduje wzrost stezenia jonéw potasu (AK,)
w komérkach iich pecznienie. Zaré6wno akumulacja K +,jak
i pecznienie komérek sg hamowane w obecno$ci amilorydu
i bumetanidu. Glukagon i cAMP powodujg uwalnianie
jonéw potasu przez hepatocyty na drodze aktywacji kana-
tow Cl- oraz kanatéw K+ hamowanych przez chinidyne
i Ba2+, doprowadzajac do kurczenia sie komoérek. B. Pecz-
nienie hepatocytéw powoduje stymulacje proceséw anaboli-
cznych, natomiast kurczenie aktywuje procesy kataboliczne.
(Wg D. Haussingera i F. Langa [1], za zgoda
wydawnictwa)

51



Tabela 1.

Wptyw hormonéw i aminokwaséw na zawarto$¢ wody w komor-
kach watroby

Zmiana zawarto$ci wody
(% kontroli)

Hormon / aminokwas

Insulina (35 nM) 12+1

Glukagon (100 nM) 14+ 3
cAMP (50 pM) 9+1
Wazopresyna (15 nM) 2+ 2
Adrenalina (5 pM) 8+ 1
Wazopresyna (15 nM) + glukagon

(100 nM) 23+ 3
Wazopresyna (15 nM) + cAMP

(15 pM) 16+1
Insulina (35 nM) + glukagon

(100 nM) 3+3

Glutamina (1 mM) 5+ 1

Glutamina (3 mM) 10+1

Glicyna (2 mM) 5+0

Glicyna (2 mM) + Glutamina

(2 mMm) 13+ 2

Wewngtrzkomérkowa zawarto$¢ wody oznaczano w perfundowa-
nej watrobie szczura przy uzyciu [3H] inuliny i [14C] mocznika [55],
Objetos¢ wewnatrzkomérkowej wody zmierzona bez efektorow
(kontrola) wynosita 546 + 9 pl/g. Wyniki oznaczajg procentowe
zmiany objeto$ci watroby po 30 minutach od podania efektora.
Wartoéci pozytywne wskazujg pecznienie, a negatywne — kurczenie
sie komdrek. Zestawione wyniki pochodza z pracy Hiiussin-
gera i Langa [1],

w granicach kilku — kilkunastu procent.

IV. Zmiany w metabolizmie komérek jako
efekt modulacji ich objetosci

Zmiany objetosci komérek moga per se wywierac
wptyw na szybko$¢ przemian metabolicznych w nich
zachodzacych. Wykazano, ze pecznienie komorek pro-
wadzi do aktywacji procesow anabolicznych takich,
jak np. synteza biatek iglikogenu, a takze do hamowa-
nia procesow katabolicznych (proteoliza, glikogenoli-
za). Kurczenie komdrek powoduje natomiast efekty
przeciwne (por. Ryc. 3B). Modulacje objetosci, na-
stepujagce w wyniku dziatania nie tylko aminokwasow
i hormondéw, lecz takze zmian toniczno$ci ptynu
zewnatrzkomorkowego, oddziatywujg na metabolizm
komérek juz po uptywie kilku minut od podania
czynnika powodujgcego ich pecznienie lub kurczenie.
Zmiany w metabolizmie mogg trwa¢ nawet po wyia-
czeniu mechanizméw kompensujacych zmiany osmo-
tycznosci ptynu wewnatrzkomdrkowego (. RVD
i RVI) [1]. Zmiany stopnia uwodnienia cytoplazmy,
bedace wynikiem modulacji transportu jonéw przez
hormony, moga by¢ zatem uznane jako wtdrny prze-
kaznik (second messenger) w dziataniu tych hormo-
néw [1, 35]. Wedlug Haussingera i wsp. [7],
rowniez transport aminokwaséw zalezny od jondw
sodowych rozpatrywaé nalezy nie tylko jako system
translokacji tych zwigzkéw przez btone komérkowa,
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lecz takze jako uktad sygnatowy, wplywajgcy na
funkcje komorki przez zmiany jej objetosci. Przypisa-
nie transportowi aminokwaséw takiej funkcji rzuca
nowe Swiatto na problem heterogennosci systeméw
transportu aminokwaséw wsrdod réznych typéw ko-
morek oraz na kwestie zréznicowanej ekspresji tych
systeméw podczas rozwoju.

Jesli przyjmiemy, ze zmiany objetosci komorki per se
regulujg jej funkcje, to powstaje pytanie, jakie struk-
tury komorkowe rozpoznaja te zmiany, a takze jakie
mechanizmy sygnatowe odpowiadajg za zmiany meta-
bolizmu komorki pojawiajace siejako skutek modula-
cji jej objetosci [7]. Wiadomo, ze w wyniku pecznienia
hepatocytéw, dochodzi do aktywacji nieselektywnych
kanatow transportujgcych kationy, regulowanych
przez stopied naprezenia btony komdrkowej (stretch
— activated cation channels) [56]. Wzrost stezenia
jonow Ca2+ w cytoplazmie zwieksza szybkos$¢ trans-
portujonéw K+ przy udziale kanatéw stymulowanych
przezjony Ca. + [57] (Ryc. 1). Wystepowanie nieselek-
tywnych kanatéw jonowych regulowanych przez na-
prezenie btony komérkowej stwierdzono takze w in-
nych tkankach [58, 59]. W komoérkach kanalikéw
proksymalnych nerki, na przyktad, wykazano obec-
no$¢ kanatow K+, ktére aktywuje wzrost naprezenia
btony komoérkowej [60], a w hepatocytach wykryto
kanaty K+, ktorych aktywnos$¢ nie zalezy od jonow
Ca2+ [61]. Co wiecej, zmiany potencjatu btonowego
— bedace efektem modulacji aktywnos$ci kanatow
jonowych w trakcie pecznienia lub kurczenia komdérek
— mogg wptywac na przepuszczalnos$¢ kanatow Ca: +
regulowanych przez potencjat btonowy [35].

Podczas RVD w kanalikach proksymalnych nerki
dochodzi do zwigkszenia intensywnosci pobierania
jonéw Ca. + przez komorki. Proces ten obniza toksyna
krztusca, co sugeruje udziat biatek G w odpowiedzi na
zmiany objetosci [62]. Pecznienie komorek watroby
w $rodowisku hipotonicznym powoduje stymulacje
syntezy 1,4,5-fosforanu inozytolu [63, 64].

Mechanizmy regulacji aktywnos$ci kanatéw trans-
portujagcych aniony sg stabiej poznane. Wykazano
jednak, ze np. w komorkach MDCK [65] niektore
eikosanoidy stymulujg aktywno$¢ kanatu transpor-
tujgcego jony HCOs i CI* (nie wykazano tego jednak
w hepatocytach [64]). Co wiecej, pecznienie i kurczenie
komorek moze wpitywaé na stopien ufosforylowania
biatek. Pecznienie komorek drozdzy stymuluje kinazy
biatkowe aktywowane przez mitogeny (MAP-kinazy)
[+s]. Wzrost objetosci hepatocytow w $rodowisku
hipotonicznym prowadzi réwniez do zwigkszenia ak-
tywnos$ci wspomnianych kinaz [67], Hamowaniu pro-
teolizy przez aminokwasy w hepatocytach towarzyszy
stymulacja fosforylacji jednego z biatek rybosymal-
nych [+s]. Zdaniem niektérych autoréw [3,69] istotng
role w regulacji metabolizmu komérki moga odgrywacé
zmiany stezenia biatek (,,macromolecular crowding”)
nastepujace w wyniku zmian stopnia uwodnienia
cytoplazmy w trakcie pecznienia lub kurczenia komo-
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rek. Zmiany te wptywajg na aktywno$¢ enzymatyczna
oraz na stopien asocjacji biatek z btonami, moga wiec
wywiera¢ wptyw na aktywno$¢ enzymoéw katalizuja-
cych reakcje fosforylacji / defosforylaciji.

IV-1. Objetos¢ komdrki a metabolizm biatek
i aminokwaséw

Regulacja szybkos$ci proteolizy w hepatocytach
przez insuling, glukagon i aminokwasy jest faktem
znanym juz od dos$¢ dawna, jednakze mechanizm tego
zjawiska pozostawat nie wyjasniony [70, 71]. Obecnie
wydaje sig, ze zmiany objetoSci komdrki odgrywajg
istotng role w kontroli metabolizmu biatek przez
hormony i aminokwasy. Insulina, wywotujaca pecz-
nienie hepatocytow, hamuje szybkos¢ proteolizy oraz
stymuluje synteze biatka, podczas gdy indukujacy
kurczenie hepatocytdw glukagon wykazuje dziatnie
przeciwne [1, 7], Pecznienie komé6rek — wywotane
obnizeniem tonicznosci ptynu zewngtrzkomdrkowego
[47, 48], obecnoscig glutaminy [72], alaniny, proliny
czy seryny [48] lub tez zahamowaniem aktywnosci
kanatéw K+ przez jony Ba2+ [7] — powoduje stymu-
lacje syntezy biatka i obnizenie szybkos$ci proteolizy
w hepatocytach. Z kolei kurczeniu komdrek w $rodo-
wisku hipertonicznym towarzyszy stymulacja procesu
proteolizy oraz zahamowanie syntezy biatka [72].
Zdaniem Langa i wsp. [35], zjawiska te mogg by¢
uznane za formy regulacyjnego zmniejszania i zwiek-
szania objetosci. Stymulacja proteolizy w komdrkach
skurczonych moze bowiem prowadzi¢ do zwiekszenia
wewngatrzkomaérkowego stezenia  aminokwaséw
i wzrostu tonicznos$ci cytoplazmy.

Uzyskane dotychczas dane wskazuja na istotng role
cytoszkieletu w procesie indukowanego przez insuline
pecznienia komoérek [73-76]. Uszkodzenie struktury
mikrotubul za pomocg kolchicyny znosi przeciwprote-
olityczne dziatanie insuliny [74], Zastosowanie oranzu
akrydyny jako fluorescencyjnego wskaznika pH w li-
zosomach, wykazato, ze indukowanemu przez insuline
wzrostowi objetoSci komdrki towarzyszy alkalizacja
whnetrza lizosoméw, a kurczeniu komérek — spadek
pH w tych organellach [77] (Ryc. 4). Poniewaz we-
wnatrzkomérkowa proteoliza zachodzaca w wakuo-
lach autofagalnych zalezy od stopnia zakwaszenia
lizosomoéw, mozna przypuszczaé, ze zmiany lizosomal-
nego pH stanowig element tgczacy stopieri uwodnienia
cytoplazmy z szybkoscig degradacji biatek.

Jak wspomniano wcze$niej (patrz: rozdz. Il1), zalez-
ny od joné6w Na+ transport aminokwaséw odgrywa
istotng role w regulacji objetosci komorek. Badania
z zastosowaniem perfundowanej watroby oraz izo-
lowanych hepatocytéw szczura wykazaty, ze pecz-
nieniu i kurczeniu komorek watroby towarzysza zna-
czne zmiany w metabolizmie aminokwaséw. Pecz-
nienie komdrek stymuluje szybko$¢ transportu amino-
kwaséw [46, 78-80], aktywno$¢ glutaminazy w hepa-
tocytach [46] oraz utlenianie glicyny w perfundowanej
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Ryc. 4 Hipotetyczny mechanizm wptywu insuliny, glukagonu iglu-
taminy na zmiany pH w lizosomach hepatocytéow
A. Insulina, glutamina i jony Ba2+ powodujg pecznienie
hepatocytéw, podczas gdy glukagon i nadtlenki wywotujg
kurczenie sie komdrek. Zmiany stopnia uwodnienia cyto-
plazmy wptywajg na pH lizosomalne prawdopodobnie za
posrednictwem struktur cytoszkieletu.
B. Na wykresie przedstawiono wptyw pecznienia komorek
wywotanego 25% obnizeniem osmotyczno$ci ptynu ze-
whnatrzkomérkowego (Hipo) na fluorescencje oranzu ak-
rydyny (AO) Dodatkowo pokazano zmiany fiuorescencji
w wyniku dodania 2 mM NH4C1 (NH3). Fluorescencja
zwieksza sie w wyniku alkalizacji wnetrza lizosoméw. (Wg F.
Langa i wsp. [35], za zgodg wydawnictwa).
watrobie szczura [81]. Obnizenie tonicznosci ptynu
perfuzyjnego, zawierajgcego mieszaninge aminokwa-
s6w, powoduje zwiekszenie wytwarzania jonéw amo-
nowych oraz mocznika [82, 83]. Stopien uwodnienia
cytoplazmy wptywa prawdopodobnie takze na aktyw-
nos¢ transportu rownowaznikéw redukujacych z cyto-
solu do mitochondriow za pos$rednictwem ukitadu
jabtczan/asparaginian [82].

Stopien indukowanych przez aminokwasy zmian
objetosci komdrek jest — zdaniem Haussingera
i Langa [1] — w duzym stopniu uwarunkowany
zdolnoscig komérek do utrzymywania gradientu ste-
zenia tych zwigzkéw w poprzek btony komadrkowej.
Wewnatrzkomoérkowe przemiany aminokwaséw mo-
ga bowiem prowadzi¢ do wytwarzania metabolitow
tatwo przenikajgcych przez btone komdrkowg i w ten
sposéb znosi¢ rdznice osmotycznosci. Na przyktad
zahamowanie metabolizmu alaniny przez inhibitory
transaminaz znacznie zwieksza indukowany przez
alanine wyptyw jonéw K+ z komoérek watroby [83].
Hormony wptywajgce na metabolizm aminokwaséw
moga wiec przyczyniaé sie do regulacji objetosci
komorki. Zmiany metaboliczne w hepatocytach na-
stepujgce w wyniku zmian ich objetosci zostaty pod-
sumowane na rycinie 5.

1IV-2. Wptyw zmian objetosci komorek
na metabolizm cukrowcow

Pecznienie i kurczenie komoérek watroby wptywa na
szybkos¢ syntezy i degradacji glikogenu. Wzrost ob-
jetosci hepatocytow w S$rodowisku hipotonicznym
powoduje zahamowanie glikogenolizy, prawdopodob-
nie na skutek obnizenia aktywnos$ci formy a fos-
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Ryc. 5 Rola zmian objetosci hepatocytéw w regulacji ich metabo-
lizmu.
A. Pecznienie komdérek wywotane obnizeniem osmotyczno-
$ci ptynu zewnatrzkomérkowego, a takze dziataniem in-
suliny lub aminokwaséw stymuluje synteze glikogenu, bia-
tek, pobieranie aminokwas6w oraz aktywnos$¢ glutaminazy.
W warunkach tych obnizeniu ulega aktywno$¢ glikolizy,
glikogenolizy i degradacji biatek. B. Obnizenie objetosci
komérek powoduje aktywacje degradacji glikogenu, biatek,
stymuluje glikolize oraz wytwarzanie jonéw amonowych
i mocznika. (Wg D. Haussingera i F. Langa [1], za
zgodag wydawnictwa).

forylazy glikogenu, podczas gdy kurczenie komadrek
prowadzi do aktywacji tego enzymu [84]. Jak wspo-
mniano wczesniej, wyniki uzyskane w kilku laborato-
riach wskazuja na zwigzek miedzy zmianami objetosci
komadrki a aktywnosciag procesow fosforylacji / defos-
forylacji biatek [s¢-ss]. Wykazano ponadto, ze zmia-
ny wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw Cl- towa-
rzyszace pecznieniu lub kurczeniu komérek moga
odgrywac istotng role w regulacji aktywnosci fos-
forylazy glikogenu [85]. Pecznienie hepatocytow
szczura w obecnosci takich aminokwasow jak glutami-
na, prolina, asparagina prowadzi do stymulacji syntezy
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glikogenu [86-89]. Wykazano, ze efekt ten jest wyni-
kiem aktywacji fosfatazy syntazy glikogenu i nie moze
by¢ przypisany metabolitom powstajacym w trakcie
przemian aminokwasow [90]. Nalezy zauwazy¢, ze
zmiany w szybkos$ci degradacji lub syntezy glikogenu
wywotane pecznieniem lub kurczeniem sie komorek,
moga zosta¢ uznane (analogicznie do proceséw syn-
tezy i degradacji biatek) za mechanizmy regulacyjnego
zwiekszania lub zmniejszania objetosci [35].

Zmiany w metabolizmie cukrowcéw towarzyszace
pecznieniu lub kurczeniu sie hepatocytdw nie ograni-
czajg sie do modulacji syntezy i degradacji glikogenu.
Pecznieniu hepatocytéw bowiem towarzyszy obnize-
nie aktywnos$ci glikolizy [84], spadek aktywnosci
glukozo-: -fosfatazy [91] oraz stymulacja cyklu pen-
tozofofosforanowego [92]. Co wiecej, w odpowiedzi na
wzrost objetosci komoérek watroby umieszczonych
w $rodowisku hipotonicznym, nastepuje podniesienie
poziomu mRNA karboksykinazy fosfoenolopirogro-
nianiowej — kluczowego enzymu glukoneogenezy
[78]. Wykazano tez, ze dodanie 10 mM asparaginianu
do izolowanych kanalikow kory nerki krolika in-
kubowanych w obecnosci glicerolu lub mleczanu,
indukuje pecznienie komorek i hamuje szybkos¢ glu-
koneogenezy w poréwnaniu z aktywnoscig tego proce-
su obserwowang w obecnosci 1 mM stezenia amino-
kwasu, nie wptywajgcego na objetos¢ kanalikow [49],

IV-3. Wptyw zmian objetosci na inne funkcje
komérek

Zmiany objetosci komérki moga rowniez wptywaé
na aktywnos$¢ innych proceséw. Wykazano, ze w na-
stepstwie pecznienia komdrek watroby w obecnosci
aminokwas6w lub insuliny, badZ w warunkach ob-
nizenia osmotycznos$ci ptynu zewngtrzkomoérkowego
dochodzi do znacznej stymulacji transportu taurocho-
lanu do kanalikow zétciowych [93-94]. Wzrostu szyb-
kosci transportu taurocholanu nie mozna wytluma-
czy¢ ani zmianami poziomu ATP w kom@drce (trans-
port jest zalezny od ATP), ani zmianami potencjatu
btonowego. Stymulacja transportu kwasow zotcio-
wych jest natomiast znoszona w obecnosci kolchicyny,
co wskazuje na role cytoszkieletu w tym procesie [95],
Istniejg dane wskazujgce, ze wzrost objetosci komorki
powoduje szybkie (trwajgce minuty) przemieszczanie
sie transporterow kwasow zétciowych z pecherzykow,
w ktérych sa magazynowane na terenie cytoplazmy, do
btony kanalikéw zdéiciowych [93-97].

Pecznienie komorek @ trzustki prowadzi poczat-
kowo do hiperpolaryzacji btony komé6rkowej w wyni-
ku zwiekszenia aktywnosci kanatow K+, po czym
nastepuje depolaryzacja, prawdopodobnie w wyniku
stymulacji transportu aniondw na zewnatrz komaorek.
Depolaryzacja btony powoduje aktywacje kanatdéw
Ca: + regulowanych przez potencjat btonowy, wzrost
stezenia jonéw Ca2+ w cytozolu i stymulacje wy-
dzielania insuliny z pecherzykéw sekrecyjnych [35].
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Zmiany objetosci komorek mogg posredniczy¢ row-
niez w dziataniu czynnik6w wzrostowych. Wykazano,
ze szereg takich czynnikéw stymuluje aktywnos$¢ bio-
ragcego udziat w regulacji objetosci komarki wymienia-
cza Na+/H +, a takze zwieksza szybkos$¢ kotransportu
Na+/K+/2C1_ [98]. Stwierdzono réwniez, ze w wa-
runkach wzmozonej ekspresji onkogenu ras w jednej
z linii fibroblastow, dochodzi do pecznienia komadrek
[98] oraz wzrostu pH w lizosomach [99].

V. Uwagi koricowe

Objetos¢ komorek zmieniac sie moze w czasie kilku
— kilkunastu minut, tak pod wplywem czynnikéw
hormonalnych (np. insuliny lub glukagonu), jak i nie-
hormonalnych (np. w obecnosci zwiekszonych stezen
aminokwaséw). Zachodzgce w niewielkim zakresie
zmiany objetosci komaérki dziatajg per se jako silny
sygnat modulujgcy aktywnos$é szeregu proceséw meta-
bolicznych (np. syntezy i degradacji biatek i glikogenu,
metabolizmu aminokwaséw), a takze innych funkcji
(np. sekrecji kwasoéw zdétciowych) i moga byé uznane
jako swoisty przekaznik posredniczacy w dziataniu
hormonéw oraz czynnikéw wzrostowych (Ryc. ).
Zmiany objetosci komdrki zachodzace w nastepstwie
aktywacji zaleznego od jonéw N a+ transportu amino-
kwasow Swiadczg, ze aminkowasy, wptywajgc m.in. na
aktywnos$¢ prz;emian biatek iglikogenu, mogg wykazy-
wac¢ podobne do hormonéw dziatanie, wykorzystujac
zmiany objetosci komorki jako system sygnatowy.

Najwazniejszym celem dalszych badan nad wiywem
zmian objeto$ci komorek na ich metabolizm bedzie
poszukiwanie mechanizmdw odpowiedzialnych za to
zjawisko, a w szczegdlno$ci za przekazywanie infor-
macji o zmianie objeto$ci komérki do uktadéw efek-
torowych takich jak enzymy, kanaty jonowe, transpor-
tery btonowe. Intrygujgca jest takze odpowiedz na
pytanie, czy obserwowane in vitro zmiany objetosci
komérek stanowig mechanizm regulacji ich metaboliz-
mu w warunkach in vivo. Wykazano, ze pecznienie ko-
madrek oraz uruchomienie mechanizmoéw regulujgcych
ich objeto$¢ moze zachodzi¢ w obecnosci fizjologicz-
nych stezeh aminokwaséw [46-48]. Indukowane przez
glutamine pecznienie komorek osigga potowe swej
maksymalnej warto$ci w obecnosci 0,6-0. mM amino-
kwasu, tj. przy stezeniach glutaminy wystepujacych
w zyle wrotnej w warunkach normy [83]. Dlatego tez
wahania stezeri aminokwaséw w zakresach fizjologicz-
nych sa, by¢é moze, skorelowane ze zmianami objetosci
komoérek watroby w warunkach in vivo [48, 83].

Na zakonczenie nalezy doda¢, ze wyniki badan
prowadzonych w réznych laboratoriach [:..-art.
przegladowy] wskazujg, iz hormony takie jak gluka-
gon, wazopresyna czy adrenalina, mogg wptywaé na
metabolizm hepatocytéw za posrednictwem zmian
objetosci mitochondriéw. Hormony te powodujg
wzrost objetosci mitochondriéw, czemu towarzysza
liczne zmiany w metabolizmie tych organelli. Pecz-
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Ryc. 6 Zmiany objetosci jako przekaznik informacji w komorce.
(Wg F. Langa i wsp. [35], za zgodg wydawnictwa).

nienie mitochondriow moze prowadzi¢ do aktywacji
takich proceséw jak oddychanie, synteza ATP i cyt-
ruliny, karboksylacja pirogronianu czy hydroliza glu-
taminy. Wydaje sie, ze istotng role w indukowanych
przez hormony zmianach objetosci mitochondriéw
odgrywaja wahania stezenia jon6w wapnia. Wykaza-
no bowiem, ze towarzyszacy dziataniu hormonoéw
wzrost stezeniajondw Ca2+ w mitochondriach powo-
duje spadek aktywnosci pirofosfatazy i zwiekszenie
wewngatrzmitochondrialnego stezenia pirofosforanu,
ktéry stymuluje transport jonéw K+ do wnetrza
mitochondriéw, wywotujac ich pecznienie.
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Fitochrom — struktura i wtasciwosci

Phytochrome structure and properties

ANDRZEJ TRETYN],
JUSTYNA WISNIEWSKA?2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il.  Molekularne wiasciwosci fitochromu
11-1. Budowa gendw fitochromowych
11-1.1. Regulacja aktywnos$ci genéw fitochromo-
wych
11-2. Budowa fitochromu
11-2.1. Mechanizm fotokonwersji fitochromu
11-2.2. Fitochrom labilny i stabilny
I11. Molekularna ewolucja fitochromu

Wykaz stosowanych skrotéw: P — fitochrom; Pr — forma
fitochromu absorbujaca $wiatto czerwone (R); Pfr — forma
fitochromu absorbujaca $wiatto dalekiej czerwieni (FR);
phyA (P1) — fitochrom labilny; phyB (Pil) — fitochrom
stabilny; PHYA — gen fitochromu labilnego; PHYB — gen
fitochromu stabilnego; PHYA — biatkowy sktadnik fito-
chromu stabilnego; PHYB — biatkowy sktadnik fitochromu
stabilnego; Ptot — suma ,,stezeA” obu form fitochromu (Pr
i Pfr) w warunkach réwnowagi; R — $wiatto czerwone; FR
— Swiatto dalekiej czerwieni, tj. podczerwien.

I. Wstep

Swiatto odgrywa szczeg6lna role w regulacji wzrostu
i rozwoju roslin. Stanowi ono podstawowe zrodto
energii pozyskiwanej w procesie fotosyntezy. Ponadto
dostarcza roslinom informacji o zmianach zachodzg-
cych w ich bezposrednim otoczeniu. Sygnaty Swietlne
odbierane sg przez wyspecjalizowane fotoreceptory
roslinne. Oprécz uczestniczacych w fotosyntezie chlo-
rofiléw, karotenoidéw i ksantofili, u roslin wykryto
wiele innych barwnikéw absorbujgcych $wiatto o réz-
nych ditugosciach fal — od ultrafioletowego poprzez
Swiatto niebieskie, a na dalekiej czerwieni kofczac.
Fotoreceptory te, nie uczestniczagc bezpos$rednio
w procesie fotosyntezy, odgrywajg istotng role w regu-
lowanej przez Swiatto morfogenezie roslin. Na tej
podstawie nazywane sg barwnikami fotomorfogenety-
cznymi. Najlepiej poznanym wsrdd nich jest fitochrom;
fotoreceptor absorbujacy S$wiatto czerwone i dalekg
czerwien [1-4].

Fotochrom zostal wykryty na poczatku lat piec-

1 Prof. dr hab., 2 mgr, Pracownia lzotopowa i Analizy
Instrumentalnej oraz Zaktad Fizjologii i Morfogenezy Ros-
lin, Instytut Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika, ul. Gagarina 9, 87-100 Torun
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dziesigtych przez Borthwicka, Hendricksa
i wsp. [5]. Obecnos¢ tego fotoreceptora stwierdzono
w tkankach przedstawicieli wszystkich ro$lin nizszych
i wyzszych [1-2]. Fitochrom jest rozpuszczalng w wo-
dzie chromoproteing o charakterystycznym bitekitnym
zabarwieniu. Zbudowany jest z polipeptydu, ktérego
masa w zaleznosci od gatunku roslin waha sie od
120-130 kD, potaczonego z grupag chromoforowg [s].
Barwnik ten wystepuje w dwo6ch formach molekular-
nych, réznigcych sie miedzy sobg witasciwosciami
spektralnymi i funkcjg biologiczng: Pr, ktéra wykazuje
maksimum absorbcji w zakresie Swiatta czerwonego
(R; ok. 660 nm) i Pfr — pochtaniajacej Swiatto dalekiej
czerwieni (FR; ok. 730 nm). Naswietlajagc rosliny
Swiattem o odpowiedniej diugosci fali mozna prze-
ksztatca¢ jedng forme fitochromu w drugag;

660 nm . - .
< => Pfr -> odpowiedz fizjologiczna

730 nm

FotokonwersjaPr do Pfr powoduje wyzwalanie wielu
odpowiedzi morfogenetycznych [7-8]. Powszechnie
przyjmuje sig, ze jedynie Pfr jest aktywng formg fito-
chromu [3, 5]. Do pojawienia sie odpowiedzi nie wys-
tarcza powstanie aktywnej formy barwnika. Pochtonie-
ciu Swiatta przez Pr towarzyszy uruchomienie sekwencji
przemian metabolicznych, zwanych réwniez tancuchem
transdukcji sygnatu, ktérych zajscie, w zaleznosci od
stanu kompetencji komorki, prowadzi do powstania
adekwatnej odpowiedzi komérkowej [1-4, 7-8].

W wyniku traktowania roslin Swiattem w jej tkan-
kach ustala sie tzw. stan fotostacjonarny, charak-
teryzujacy ilosciowy stosunek obu form barwnika.

Pr

* Praca powstata w trakcie realizacji Grantu 6-6068-92-03
finansowanego przez Komitet Badan Naukowych (KBN).
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W etiolowanych siewkach owsa (jak réwniez innych
gatunkéw rosdlin) fitochrom wystepuje wytacznie w for-
mie Pr. W wyniku naswietlania tych siewek mono-
chromatycznym S$wiattem czerwonym s % Pr prze-
ksztatca sie w Pfr. Natomiast monochromatyczna
daleka czerwien przeksztatca prawie caty Pfr (ok. 99%)
do Pr [1], Ta wiasciwos¢ fitochromu ma niezwykle
wazne znaczenie ekologiczne. Hamujgce wzrost roslin
Swiatto czerwone jest intensywniej pochtaniane przez
wierzchnig warstwe lisci (okap) niz $wiatto podczer-
wone. Przy niskim stosunku R/FR w widmie $wietl-
nym w ro$linie inicjowane sg procesy majace na celu
przyspieszenie tempa jej wzrostu. W ten sposdb zacie-
niony organizm moze wyrasta¢ ponad ograniczajacy
dalszy jej rozwdj okap i korzysta¢ z petnego zakresu
widma stonecznego [7-8].

W zaleznosci od dawki $wiatta niezbednej do zainic-
jowania okreslonej odpowiedzi fizjologicznej wyréz-
niono trzy typy reakcji kontrolowanych przez fito-
chrom. Oznaczane jako LFR (od ang. Low Fluence
Response) reakcje nieskoenergetyczne indukowane sg
niskimi dawkami $wiatta czerwonego (0od : doO 1000
pmol m-2). Tego typu reakcje mozna nazywac klasy-
cznymi gdyz efekt dziatania Swiatta czerwonego zno-
szony jest w wyniku zastosowania po nim pulsu
dalekiej czerwieni. Tej zalezno$ci nie wykazujg nato-
miast reakcje bardzo niskoenergetyczne; VLFR (od
ang. Very Low Fluence Response) oraz wysokoener-
getyczne; HIR (od ang. High Irradiance Response)
[1-3]. Do zainicjowania VLFR wystarczajg minimalne
dawki Swiatta, w granicach od o os0: doo.. pmol m~2.
Ten typ reakcji wywota¢ moze S$wiatto gwiazd lub
ksiezyca czy tez pojedynczy blysk Swiatta (np. nocna
btyskawica). Reakcje typu HIR wywotywane sg w wy-
niku diugotrwatego dziatania na ro$ling Swiatlem
0 duzym natezeniu [:--].

I1. Molekularne witasciwosci fitochromu

Pierwszych kilkadziesigt lat jakie uptynety od od-
krycia fitochromu [5] poSwiecono fizykochemicznej
1biochemicznej analizie tego fotoreceptora. Opraco-
wano metody pozwalajgce na izolowanie niezdeg-
radowanej chromoproteiny [2]. Okre$lono chemiczny
charakter chromoforu [«]. W wyniku wprowadzenia
przeciwciat poli- i monoklonalnych skierowanych
przeciw fitochromowi okreslono jego wewngtrzkomér-
kowg i tkankowg lokalizacje [2]. Krokiem milowym
w badaniach nad tym fotoreceptorem byto jednak
sklonowanie genu fitochromowego i wydedukowanie
na podstawie odpowiedniego cDNA pierwszorzedo-
wej struktury jego biatkowego sktadnika [3-5].

I1-1. Budowa genéw fitochromowych
Budowe genu kodujacego biatkowy sktadnik fito-
chromu poznano u przedstawicieli kilkunastu gatun-

kéw roslin nizszych i wyzszych [2-3, 9-11]. RoSliny
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okrytozalgzkowe zawierajg kilka rodzajéw fitochro-
moéw kodowanych przez odmienne geny. Najlepiej pod
tym wzgledem poznanymi roslinami sg rzodkiewnik
(Arahidopsis thaliana) [2-3, 10, 12-13], pomidor, sorgo
[2, 14] i owies [12]. U rzodkiewnika, pomidora i owsa
wystepuje co najmniej 5 genéw kodujgcych fitochrom.
Z dostepnych danych wynika, ze genom sorgo zawiera
trzy, natomiast ryzu, tytoniu i ziemniaka co najmniej
po dwa odmienne geny fitochromowe [2,12]. U Arahi-
dopsis zidentyfikowane geny oznaczono jako PHYA,
PHYB, PHYC, PHYD i PHYE [10, 13]. Na podstawie
wydedukowanego sktadu aminokwasowego ustalono,
ze najwieksza homologie (ok. 80% identycznosci)
wykazuja geny PHYB i PHYD. Stopief identycznosci
pomiedzy pozostatymi parami genéw fitochromowych
waha sie w granicach od 46 do 55% [10, 12-13],
Ostatnio zsekwencjonowano pie¢ genéw koduja-
cych biatkowy sktadnik fitochromu u pomidora, z kté-
rych jeden jest bardzo podobny do genu PHYA
rzodkiewnika. Dwa kolejne geny (oznaczone jako
PHYB1 i PHYB2) zblizone sg do genu PHYB wspo-
mnianej rosliny. Natomiast dwa pozostate (PHYE
i PHYF) nie odpowiadajg zadnemu z genéw dotych-
czas przebadanych roslin [2, 14]. Z ostatnich badan
prowadzonych w pracowni L. H. Pra.. a wynika, ze
upomidora oprécz wymienionych pieciu moze jeszcze
funkcjonowaé¢ od czterech do o$miu dotad nieziden-
tyfikowanych genéw fitochromowych, przy czym je-
den z nich prawdopodobnie odpowiada genowi PHYC
rzodkiewnika [2, 14]. We wspomnianej pracowni
wykazano réwniez, ze geny fitochromowe u sorgo sg
odpowiednikami PHYA, PHYB i PHYC Arahidopsis
[2]. Petne sekwencje genow fitochromowych poznano
réwniez dla niektérych mszakéw (Ceratodon, Phys-
comitrella) i paprotnikéw (Psilotum, Adiantum, Selagi-
nella) [11, 15-16]. Ponadto cze$ciowo zsekwencjono-
wano geny kodujgce czasteczki fitochromu u glonow
(Mougeotia, Mesotaenium), mchoéw, skrzypéw, pap-
roci, mitorzebu (Gingko biloba) i sosny [16-18].
Wiegkszo$¢ dotad poznanych gendw fitochromo-
wych swa struktura i sktadem nukleotydéw przypomi-
naja geny PHYA i PHYB u Arahidopsis. Rycina
. przedstawia strukture kilku znanych gendw fito-
chromowych [12]. Poréwnujgc dostepne dane ustalo-
no, ze z wyjatkiem mchu Ceratodon [11] struktura
znanych genéw fitochromowych jest bardzo podobna.
Liczba i wielko$¢ eksondw u pozostatych gatunkéw
roslin jest takze bardzo podobna. Zmiany sg wynikiem
obecnosci dodatkowych sekwencji intronowych od
korica 3' (np. u ryzu i owsa oraz prawdopodobnie
u kukurydzy), ktérych znaczenie jest nadal nieokres-
lone [12], Intrygujaca jest odmienna struktura sek-
wencji genu PHYu mchu Ceratodon [11]. Dtugi ekson
konica 5' i krotki (ok. 100 pz) odcinek srodkowego
eksonu posiadajg sekwencje odpowiadajgce regionom
innych genéw fitochromowych. Natomiast duzy ekson
konca 3' zawiera odcinek kodujacy 530 reszty amino-
kwasowe, ktdry nie wykazuje homologii z innymi
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Ryc. 1 Schemat przedstawia budowe genéw fitochromu u przedstawicieli réznych gatunkéw roslin. Linig ciagta oznaczone sg introny,
prostokatami za$ eksony (niezamalowane — sekwencje nie podlegajace translacji; zamalowane — sekwencje podlegajace translacji).
Linig przerywang zaznaczono odcinki niezsekwencjonowane. (Na podstawie [12] — zmodyfikowane).

dotad poznanymi genami PHY. W skiad wspomniane-
go regionu wchodzi miedzy innymi odcinek DNA
kodujacy okoto 300-aminokwasowe biatko, o sekwen-
cji uderzajagco podobnej do katalitycznej domeny
eukariotycznych kinaz biatkowych [11]. Ostatnio
stwierdzono, ze sekwencje zblizone do histydynowych
kinaz biatkowych obecne sg réwniez w czgsteczkach
wiekszosci poznanych fitochromoéw [19].

O wystepowaniu co najmniej pieciu kopii genu PHY
u paprotnika Psilotum doniést ostatnio Schnei-
der-Poetsch i wsp. [16]. Na podstawie porow-
nywania sekwencji aminokwaséw wydedukowanych
z analizowanych cDNA ustalono, ze poszczego6lne
geny rdznig sie miedzy soba jedynie w niewielkim
stopniu; od 4.7 do 22.6%. Uwzgledniajagc niezwykle
duzg liczbe chromosoméw w komodrkach Psilotum
przypuszcza sie, ze zawierajg one jeszcze wiekszg niz
dotad ustalono liczbe genow fitochromowych. Analiza
otrzymanych klonéw wykazata, ze pewna ich czes¢
posiada strukture molekularng znacznie odbiegajacg
od znanych genéw PHY. Na tej podstawie przypuszcza
sie, ze cze$¢ gendéw fitochromowych Psilotum jest
jedynie pseudogenami, nie wykazujacymi aktywnosci
transkrypcyjnej [16].

I1-1.1. Regulacja aktywnosci genéw fitochromo-
wych
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Zarowno S$wiatto, jak i czasteczki aktywnej formy
fitochromu (Pfr) regulujg tempo syntezy i degradacji
fotoreceptora. Aktualny poziom barwnika w komor-
kach jest wypadkowg trzech proceséw: .) tempa
transkrypcji, .) czasu (p6t) trwania fitochromowego
mRNA oraz 3) tempa degradacji apoproteiny [12, 20],
Rycina 2 ilustruje przypuszczalny mechanizm regulacji
aktywnosci transkrypcyjnej genu PHYA u owsa (patrz
powyzej).

W tkankach roslin rosngcych w ciemnos$ci gen
PHYA podlega petnej ekspresji. W wyniku procesow
transkrypcji i translacji dochodzi do statej produkcji
biatkowego sktadnika fitochromu, ktory tgczac sie
zgrupa chromoforowg tworzy funkcjonalne czasteczki
fotoreceptora. Po okresie wzrostu zawarto$¢ fitochro-
mu ustala sie na wysokim, statym poziomie wynikajg-
cym ze zréwnowazenia tempa syntezy i degradacji
czasteczek barwnika (Ryc. 2a).

W ciemno$ci fitochrom syntetyzowany jest w formie
Pr, ktdra podlega akumulacji na terenie cytoplazmy
podstawowej [1-3]. Naswietlaniu etiolowanych siewek
owsa Swiattem czerwonym towarzyszy szybkie ob-
nizanie poziomu fitochromowego mRNA oraz skroce-
nie czasu jego poétrwania. Efekt dziatania czerwieni
mozna czesciowo lub catkowicie odwrdci¢ naswiet-
lajac rosliny daleka czerwienig. Ekspozycja etiolowa-
nych roslin na $wiatto uruchamia (w ciggu milisekund)
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Ryc. 2 Schemat przedstawiajacy fitochromowag regulacje ekspresji genu PHYA owsa — patrz doktadny opis w tekscie. (Na podstawie [9]

— zmodyfikowane).

fotokonwersje Pr do Pfr, ktéra po uptywie 2-5 minut
inicjuje mechanizm represji transkrypcyjnej genu fito-
chromowego (Ryc. 2b). Prowadzi to (w ciggu 30 minut)
do zahamowania syntezy odpowiedniego mRNA. Po-
nadto, powstaty tg drogg Pfrjest bardziej wrazliwy na
zalezng od ubikwityny degradacje biatkowego sktad-
nika fotoreceptora [20]. Kiedy hodowane na Swietle
siewki owsa przeniesione zostang do ciemnosci, po
pewnym okresie czasu dochodzi do odblokowania
genu fitochromowego. Proces ten obserwuje sie od
momentu kiedy pozostata pula Pfr spadnie ponizej
pewnego, krytycznego poziomu, wyznaczanego gtdw-
nie tempem degradacji tej formy fitochromu (czas
poltrwania Pfr wynosi okoto 60 minut). Swiatlo czer-
wone powoduje powstawanie duzej ilosci Pfr (85
relatywnych jednostek), ktéra blokuje gen fitochromo-
wy przez okres dtuzszy od 12 godzin. Daleka czerwien
zastosowana po Swietle czerwonym powoduje spadek
liczebnosci aktywnej formy fitochromu (do ok. . rela-
tywnej jednostki), indukujgc derepresje omawianego
genu w czasie krétszym od 3 godzin (Ryc. 2c). W przy-
padku gdy rosliny sg dtuzej przetrzymywane w ciem-
nosci wéwczas zawartos¢ Pfr spada ponizej krytycz-
nego poziomu co prowadzi do stopniowej aktywacji
genu PHYA, akumulacji mMRNA i syntezy fitochromu
w formie Pr (Ryc. 2d) [12].

Przypuszcza sige, ze poza opisanym istniejg jeszcze
inne mechanizmy kontroli aktywnosci transkrypcyjnej
genéw fitochromowych. W genomie ros$lin jednolis-
ciennych wystepowa¢ moze kilka kopii genu PHYA.
U owsa jest ich az 5, natomiast u ryzu i kukurydzy po
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2 [1-3]. W zaleznosci od warunkow Swietlnych wspo-
mniane geny podlegaja zréznicowanej aktywacji [:-].

Cho¢ z ros$lin dwulisciennych wystepuja tylko poje-
dyncze kopie PHYA, to jednak na ich matrycy po-
wstawa¢ moze kilka, réznigcych sie dtugoscia trans-
kryptow (mRNA). Na bazie PHYA rzodkiewnika
powstajg trzy typy transkryptow (MRNAI-mRNA3),
réznigce sie dtugoscig 5'-koncowego, niepodlegajgce-
go translacji odcinka RNA. Najobficiej transkrybowa-
ny jest najkrotszy z nich (mMRNA3), a w najmniejszym
stopniu najdtuzszy (mRNAI) [21]. Poza rzodkiew-
nikiem réwniez u grochu stwierdzono wystepowanie
trzech odmiennych transkryptéw powstajagcych na
bazie tego samego PHYA. Wydaje sig, ze synteza
okre$lonego transkryptu regulowana jest przez czaste-
czki aktywnej formy fitochromu (Pfr) w odpowiedzi na
warunki Swietlne panujgce w $rodowisku. W grochu
jedynie poziom mRNAI kontrolowana jest przez
Swiatto. Natomiast mRNA2 i mRNA3 sg transkrybo-
wane (w znacznie mniejszym stopniu) bez wzgledu na
warunki Swietlne [..].

11-2. Budowa fitochromu

Od kilku lat znana jest szczeg6towa budowa genu,
oraz powstajgcego najego bazie transkryptu ipetna sek-
wencja biatkowego sktadnika fitochromu owsa [1, 9].

Gen PHYA3 owsa zbudowany jest z 5,94 kpz
i sktada sie z s eksonéw i 5 intronéw. Transkrypcja
mRNA rozpoczyna sie od tandemowej sekwencji
TATA, lezacej w promotorowym odcinku genu (Ryc.
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Ryc. 3 Schemat przedstawiajgcy budowe genu PHYA3 fitochromu owsa, dojrzatego transkryptu oraz produkt translakcji z przytagczong grupa
chromoforowa. Gen: eksony oznaczono jako prostokaty (niewypeilnione — nie podlegajace translacji; wypetnione — podlegajace
translacji), introny ilustruje linia prosta. Nad kazdym odcinkiem zaznaczono ilo$¢ par zasad (patrz doktadny opis w tekscie). (Na

podstawie [4] — zmodyfikowane).

3). Dojrzaty, powstaty w wyniku transkrypcji mRNA
zbudowany jest z 3,78 kpz (lacznie z 3'-koncowgq
sekwencjg poli-A). Pierwszy (142 pz) i ostatni (252 pz)
odcinek mMRNA nie podlegajg translacji za$ centralny
fragment liczacy 3387 pz zawiera sekwencje kodujace
biatko. Dojrzaty mRNA posiada kodon inicjujacy
(ATG) i konficzacy (TGA) transkrypcje [9, 12]. Po-
wstajgce na bazie opisanego mRNA biatko fitochromu
sktada sie z 1128 aminokwasOw (124 kDa). W wyniku
postranslacyjnej obrdbki do jego 321-wszej reszty
aminokwasowej (cysteiny) polipeptydu, poprzez wig-
zanie kowalencyjne przytgczona zostaje, osobno syn-
tetyzowana grupa chromoforowg. Po przytgczeniu
chromoforu do polipeptydu powstajg funkcjonalne
czgsteczki fitochromu [6].

Polipeptyd fitochromu owsa podzieli¢ mozna na
dwa odcinki: N-koncowa (okoto 74 kDa), globularng
domene zawierajgcg grupe chromoforowg oraz krot-
szy fragment C-koincowy (55 kDa) (Ryc. 3 i 4). N-
koncowa domena odpowiada w przyblizeniu pierw-
szemu (duzemu) eksonowi, za$§ C-koncowy fragment
biatka fitochromu kodowany jesz przez trzy kolejne
eksony (Ryc. 3). Globularna domena N-konhcowa
wigze grupe chromoforowg i odpowiada za spektralne
wiasciwosci fitochromu [« ].

Fitochrom wyizolowany z etiolowanych siewek ow-
sa wystepuje w formie homodimeru. Dwie 124 kDa
czasteczki tego fotoreceptora tgczac sie wigzaniami
jonowymi i sitami elektrostatycznymi tworzg dimer
o masie molowej rzedu 253 kDa [+,12]. Jak wykazano,
proces dimeryzacji odbywa sie w wyniku oddziatywan
zachodzgcych pomiedzy C-koficowymi domenami po-
szczegOlnych polipeptyddw fitochromu (Ryc. 4). Czas-
teczki fotoreceptora wchodzace w sktad dimeru sg ze
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sobg luzno zwiazane i tatwo dysocjujg pod wptywem
roztwordw o duzej sile jonowej [22]. Podczas dysoc-
jacji dimeru nie obserwuje sie zmian widma czynno$-
ciowego poszczego6lnych czasteczek fitochromu [s].
Analizujgc strukture pierwszorzedowg czgsteczek
fitochromu owsa (phyA) wykryto, ze w C-koncowej
czesci polipeptydu wystepujg dwie sekwencje amino-
kwasowe (V623-S673 oraz N1049-Q1129), tworzace
cztery segmenty o konfiguracjach charakterystycznych
dla domen odpowiedzialnych za oddziatywanie typu
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Ryc. 4 Domenowa budowa fitochromu owsa. W skfad fragmentu
N-koAcowego (zawierajagcego grupe chromoforowg) wcho-
dza regiony A-E, domena C-koricowa zbudowana jest
z odcinkéw G-K, natomiast rejon tgcznikowy oznaczono
jako F. Grupe chromoforowg ilustruje prostokat. (Na pod-
stawie [6] — zmodyfikowane).
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biatko-biatko. Obecnos$¢ dwdch z czterech wymienio-
nych sekwencji stwierdzono réwniez w czasteczkach
fitochromu typu A, B i C innych gatunkdéw roélin. Na
tej podstawie przypuszcza sig, ze wspomniane domeny
uczestnicza w procesie dimeryzacji réznych typow
fitochromu. Moze to prowadzi¢ do powstawania kilku
typ6w homo- i heterodimeréw (np. phyA-phyA; phyA-
phyB; phyA-phyC, itd) [23]. Pozostate dwie domeny
mogg natomiast odpowiadaé za oddziatywania fito-
chromu z biatkami docelowymi; np. roznego typu
enzymami zwigzanymi ze szlakami transdukcji syg-
natdw [23].

Czasteczki fitochromu A sg bardzo do siebie podob-
ne pod wzgledem budowy molekularnej. W ich sk#ad,
w zaleznosci od gatunku rosliny wchodzi od ::.. do
1131 reszt aminokwasowych. Stopiefi identycznosci
sktadu aminokwasowego czgsteczek phyA rdznych
gatunkow roslin siega 65-90%. Obecnie wiadomo, ze
u rzodkiewnika czasteczki phyB zbudowane sg z poli-
peptydu sktadajgcego sie z 1172, natomiast phyC ze
1111 reszt aminokwasowych. Oba te fitochromy wyka-
zuja jedynie 50% identycznosci sktadu aminokwaséw
wzgledem siebie i w stosunku do phyA [5, 13].

11-2.1. Mechanizm fotokonwersji fitochromu

Absorbcji Swiatta przez fitochrom towarzyszy izo-
formacyjne zmiany w biatkowym sktadniku fotorecep-
tora [+ ]. U owsa natychmiast po pochfonigeciu Swiatta
przez grupe chromoforowg nastepuje jej fotoizomery-
zacja i rotacja wzgledem taricucha polipeptydowego
oraz przemieszczenie sie N-koncowego odcinka poli-
peptydu w gtab czasteczki fitochromu (Ryc. 4). Krdtka,
zbudowana z hydrofilnych aminokwaséw, s kD N-
koricowa domena (na Ryc. 4 zaznaczonajako region A)
fitochromu odpowiada za wspotdziatanie biatkowego
i chromoforowego sktadnika fotoreceptora [+]. Przy-
puszcza sie, ze ten powierzchniowy fragment czgsteczki
Pr ochrania grupe chromoforowa przed zewnetrznym
srodowiskiem wodnym [1,6, 9].

11-2.2. Fitochrom labilny i stabilny

U rodlin etiolowanych fitochrom syntetyzowany jest
i akumulowany w formie Pr. Ta bardzo stabilna
w ciemnosci forma fotoreceptora po naswietleniu
rosliny Swiattem czerwonym przeksztatca sie w pod-
legajacg szybkiej destrukcji forme Pfr. Obok nigj,
u roslin rosnacych na Swietle wystepuje druga frakcja
Pfr — oporna na degradacje [1, 12, 20]. Na podstawie
tych obserwacji wyrézniono dwie fizjologiczne pule
fitochromu: labilng i stabilng. Badania nad strukturg
i ekspresja gendw fitochromowych u Arabidopsis tha-
liana wykazaty, ze fitochrom labilny i stabilny kodo-
wany jest przez odmienne geny. Tylko jeden z 5 genow
fitochromowych zindentyfikowanych u rzodkiewnika
(oznaczony jako PHYA)koduje czasteczki fitochromu
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labilnego. Cztery inne (PHYB-PHYE) odpowiadajg za
powstawanie czgsteczek fitochromu stabilnego [:.-
-13]. Produkty wymienionych genéw oznaczono jako
fitochrom A, B, C, D i E [9]. Tabela 1 przedstawia
wzajemne stosunki liczebnosci mRNA kodujacych
czasteczki wymienionych typow fitochromu w tkan-
kach siewek Arabidopsis wyrostych w ciemnosci i trak-
towanych $wiattem czerwonym [12-13].

Poza rzodkiewnikiem réwniez u pomidora stwier-
dzono wystepowanie dwdch frakcji Pfr; odpornej

Tabela 1.

Wzgledny poziom mRNA kodujacego 5 rodzajéow fitochromu
(phyA-phyE) w siewkach Arabidopsis thaliana wyrostych w ciemno-
sci lub traktowanych $wiattem czerwonym. Poziom PHYC mRNA
przyjmowano za 1 (Na podstawie [9,12-13]).

Rodzaj fitochromu Ciemnos¢ Swiatto czerwone
phyA 500 5
phyB 10 10
phyC 1 1
phyD > 1 > 1
phyE > 1 > 1

i nieodpornej na dziatanie $wiatta. W tkankach pomi-
dora odkryto obecno$¢é mRNA, kodujacego pie¢ od-
miennych rodzajow fitochromu. Tylko w przypadku
jednego z fitochromoéw zywotno$¢ kodujacego go
MmRNA regulowana jest przez Swiatto. Poziom mRNA
dla czterech pozostatych typow fitochromu nie pod-
legat tak Scistej kontroli (Tab. 2).

Prawie wszystkie dotagd poznane geny fitochromowe
wykazujg podobiernistwo strukturalne do genéw PHYA
i PHYB Arabidopsis (Ryc. 1) [2, 12-13]. Na tej pod-
stawie zaproponowano, ze fitochrom labilny (PI),
kodowany u roslin przez geny o strukturze zblizonej
do PHYA rzodkiewnika oznacza¢ jako fitochrom
A (phyA lub PrA i PfrA), natomiast fitochrom stabilny
(Pil) okresla¢ jako fitochrom B (phyB lub PrB i PfrB),
fitochrom C, itd. [12].

Somers i Quail [24] opisali ostatnio wzorzec
ekspresji gendw kodujgcych czasteczki fitochromu
labilnego (phyA) i stabilnego (phyB) w réznych narzga-
dach i fazach rozwojowych Arabidopsis. W tym celu

Tabela 2.

Bezwzgledny poziom (mol/g suchej masy) mRNA kodujacego réz-
ne rodzaje fitochromu w tkankach etiolowanych oraz zielonych po-
midoréw o réznym wieku osobniczym (5 lub 56 dni). (Na podstawie
[2], zmodyfikowane).

Rodzaj fitochromu 5_—dn|owe, S—inowe, 56—F1n|0we,
etiolowane zielone zielone
phyA 5000 800 200
phyBI 80 300 80
phyB2 300 100 70
phyE 50 30 90
phyF 10 10 4
Suma (A-F) 5440 1240 444
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sekwencje promotorowe obu genéw potaczono z sek-
wencjami kodujagcymi genu reporterowego GUS ((3-
glukuronidazy), wprowadzono je za pomocg Agrohac-
terium do komorek rzodkiewnika. Aktywno$¢ enzyma-
tyczng w transformowanych roslinach okres$lano przy
pomocy odpowiedniej metody histochemicznej. Na tej
podstawie wnioskowano zarowno o komdrkowej
i tkankowej lokalizacji okreslonego genu fitochromo-
wego oraz o sposobie jego kontroli i poziomie aktyw-
nosci transkrypcyjnej [24]. Przy pomocy opisanej
techniki wykazano, ze w suchych nasionach rzodkiew-
nika PHYA-GUS transkrybowany jest gtéwnie w ko-
rzonku zarodkowym, natomiast PHYA-GUS w li$-
cieniach i pozostatych czesciach zarodka [24]. Po
dwoch dniach wzrostu siewek w ciemno$ci zaobser-
wowano ponad 25-krotny wzrost poziomu aktywnosci
transkrypcyjnej PHYA-GUS przy stosunkowo statym
poziomie PHYB-GUS. Podobng sytuacje obserwowa-
no w siedmiodniowych, etiolowanych siewkach rzod-
kiewnika. Analizujgc ekspresje obu chimerycznych
genow w liscieniach stwierdzono, ze PHYB-GUS wy-
kazuje podwyzszong aktywno$¢ w komorkach epider-
malnych, podczas gdy PHYA-GUS wykazywat rowno-
mierny poziom ekspresji w komorkach mezofilu [24],
Po przeniesieniu siewek na S$wiatlo obserwowano
szybki spadek aktywnos$ci transkrypcyjnej PHYA-
-GUS.

Wyniki wyzej opisanych doSwiadczeh wskazujg, ze
cho¢ oba typy fitochromdéw (labilny i stabilny) wy-
stepujg w tych samych komorkach lub tkankach, to
poziom aktywnosci transkrypcyjnej kodujacych je
gendw zmienia sie w zaleznosci od fazy rozwojowej
rosliny i od warunkéw Swietlnych otoczenia.

I1l. Molekularna ewolucja fitochromu

W wiekszosci dotad przebadanych roslin nizszych
stwierdzono obecnos$¢ pojedynczego genu fitochromo-
wego. Natomiast u roslin wyzszych funkcjonujg dwa
lub kilka gendéw kodujgcych biatkowych sktadnik tego
fotoreceptora. W zwigzku z tym przypuszcza sig, ze
wszystkie geny fitochromowe wywodzg sie od pragenu,
ktéry w trakcie ewolucji podlegat procesowi dup-
likacji.

Na podstawie podobienstwa istniejagcego pomiedzy
grupa chromoforowg fitochromu a fikocjanin, barw-
nikow wystepujgcym w komaérkach sinic sugeruje sie,
ze ,narodziny” genu fitochromowego nastgpity u tych
prymitywnych organizméw prokariotycznych. W wy-
niku duplikacji wspomnianego pragenu mogto dojsé
do wyodrebnienia dwdch odmiennych typow genu
(zblizonych do PHYA i PHYB Arahidopsis), ktére
poprzez kolejne duplikacje daty poczatek catej rodzi-
nie genéw fitochromowych. Jak juz zaznaczono powy-
zej znaczna cze$¢ roslin nizszych posiada pojedynczy
gen fitochromowy. U Physcomitrella patens (mech),
Psilotum nudum (paproc) i Selaginella martensii (paproé
réznozarodnikowa) gen ten koduje biatkowy sktadnik
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fitochromu wykazujgcy podobienstwo zaréwno do
PHYA, jak i do PHYB ro$lin wyzszych [16]. Kroétki,
N-kohAcowy fragment (~ aa 90-230) polipeptydu ho-
mologiczny jest z podobng domeng fitochromu typu
A (phyA). Natomiast odcinek zawierajgcy reszty ami-
nokwasowe graniczgce z miejscem przytgczania chro-
moforu (~ aa 250-450) wykazuje wysoki stopien
homologii w stosunku do adekwatnego fragmentu
PHYB [16]. Obecny u paprotnikéw gen fitochromowy
najprawdopodobniej ulegt duplikacji dajagc tym sa-
mym poczatek fitochromowi typu A i B. Do wspo-
mnianej duplikacji musiato dojs¢ jeszcze przed po-
wstaniem pierwszych roslin nasiennych. Poniewaz
zaréwno ros$liny dwu- i jednoliscienne posiadajg od-
powiedniki genéw PHYA,PHYB oraz PHYC, to druga
z mozliwych duplikacji nastgpita przed podziatem
okrytozalgzkowych na dwie wyzej wymienione grupy
taksonomiczne [2]. Od tego momentu ewolucja genéw
fitochromowych miata inny przebieg u roslin jedno-
i dwulisciennych. U tych pierwszych szybszej ewolucji
podlegat PH YA. W wyniku jego kolejnych duplikacji
dochodzito do powstawania kolejnych kopii tego
genu. Tak zapewne mozna tlumaczy¢ obecno$¢ pieciu
genéw typu PHYA u owsa [9]. U ros$lin dwuliscien-
nych duplikacje dotyczylty gtéwnie gendéw PHYB
i PHYC, ktére daty poczatek genom PHYB i PHYD
u rzodkiewnika oraz PHYB1, PHYB2, PHYC i PHYF
pomidora (Ryc. 5A) [2].

Nie wszystkie duplikacje prowadzity do powstawa-
nia funkcjonalnych genéw fitochromowych. Przykia-
dowo, u grochu i kukurydzy stwierdzono wystepowa-
nie ,,skroconych”, niefunkcjonalnych genéw PHYA.
Obecnos$¢ tego typu pseudogendéw stwierdzono row-
niez w genomach innych gatunkéw roslin [., 16].

Tempo ewolucji gendw fitochromowych u roslin
nasiennych byto duzo szybsze w poréwnaniu do roslin
zarodnikowych [16]. Filogenetyczny dystans pomie-
dzy fitochromem Selaginella martensii i Physcomitrella
patens (17), ktdrych przodkowie odseparowali sie od
siebie okoto 450 milionoéw lat (Myr) temu, jest duzo
mniejszy od dystansu istniejgcego pomiedzy fitochro-
mami typu A, B i C roslin okrytonasiennych (np. dla
fitochromu typu A i B u ryzu wynosi on prawie 57)
(Ryc. 5B). Fitochrom roslin nasiennych ewoluowat
réwniez znacznie szybciej (okoto :o razy) w poréw-
naniu do innych biatek, takich jak duza podjednostka
karboksylazy rybulozo-1,5-bisfosforanowej — kluczo-
wy enzym ciemnej fazy fotosyntezy.

Ewolucja fitochromu mogta réwniez mie¢ swoje
»Slepe uliczki”. Jak wykazano ostatnio, poza roslinami
réwniez u pewnych grzybow Swiatto o widmie czyn-
nosciowym zblizonym do fitochromu indukuje szereg
odpowiedzi fizjologicznych. U Aspergillus nidulans
czerwien (ok. 680 nm) stymuluje, natomiast zastosowa-
na po nim daleka czerwien (ok. 730 nm) hamuje
wytwarzanie zarodnikéw konidialnych. G riffith
i wsp. [25] wyselekcjonowali mutanta (hrlA) nie-
wrazliwego na dziatanie obu wymienionych diugosci
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Ryc. 5 Ewolucja genéw fitochromowych. A) Przypuszczalny przebieg kolejnych duplikacji pragenu fitochromowego. B) Drzewko filogenetycz-
ne ilustrujgce ewolucje genu fitochromowego u ro$lin ladowych. (Na podstawie [2] i [16], zmodyfikowane).

fal. Gen, w ktdrym zaszta mutacja zsekwencjonowano,
a nastepnie ustalono pierwszorzedowga strukture ko-
dowanego najego matrycy biatka. Ustalono, ze biatko
BRLA zbudowane jest ze 432 reszt aminokwasowych.
W sktad jego domeny C-konicowej wchodza dwa palce
cynkowe; sekwencje wystepujace w polipeptydach po-
siadajacych zdolno$¢ bezposredniego oddziatywania
z DNA. Domena N-korficowa za$ wykazywata stosun-
kowo duzg homologie w stosunku do czasteczek fito-
chromu labilnego (phyA). Jednakze w biatku BRLA nie
wykryto obecnosci odpowiedniej reszty cysteinowej,
ktéra podobnie jak w przypadku fitochromu mogtaby
uczestniczy¢ w wiazaniu odpowiedniej grupy chromo-
forowej. Ponadto BRLA nie zawiera silnie konser-
watywnych sekwencji aminokwasowych bezpos$rednio
sgsiadujgcych ze wspomniang resztg cysteinowg. Na tej
podstawie przypuszcza sie, ze N-kohAcowy fragment
BRLA moze oddziatywaé z peptydem zdolnym do
absorpcji $wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni. Moz-
na przypuszczaé, ze BRLA przedostaje sie do jadra
komorkowego, gdzie oddziatywujac poprzez palce cyn-
kowe z odpowiednim odcinkiem DNA dziata jako
aktywator transkrypcji okre$lonego genu, kontroluja-
cego proces wytwarzania zarodnikow [25].

Artykut otrzymano 20 czerwca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 9 listopada 1995 r.
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Etylen — jego udziat w regulacji dojrzewania owocow
| starzenia sie kwiatow. Aspekty biotechnologiczne

Ethylene. Its role in the ripening and senescing processes of fruits
and flowers. The biotechnological aspects

MALGORZATA JAKUBOWICZ*

Spis tresci:

l. Wstep

11. Biosynteza etylenu w roslinach wyzszych

I11.  Udziat etylenu w regulacji procesu dojrzewania owocow
i starzenia sie kwiatéw

IV.  Udziat etylenu w procesie degeneracji systeméw btono-
wych w czasie starzenia sie komorki roslinnej

V. Biotechnologiczne aspekty badan nad szlakiem biosyn-
tezy etylenu

I. Wstep

Etylen, prosty weglowodo6r z grupy olefin jest waz-
nym fitohormonem uczestniczagcym w regulacji proce-
sow fizjologicznych w ros$linach wyzszych. Bierze on
udziat w regulacji takich zjawisk jak dojrzewanie
owocOw, starzenie sie kwiatéw, kietkowanie nasion,
opadanie lisci, wzrost korzeni itp [1], Rosliny wy-
twarzaja etylen réwniez w odpowiedzi na réznorodne
czynniki stresowe np. zranienie, zmiany temperatury,
dehydratacje, infekcje patogenem itp. [.].

W pracy nie zajmuje sie biosyntezg etylenu induko-
wana stresami, nie analizuje zaleznosci miedzy etylenem
a innymi fitohormonami, wskazuje na role etylenu jako
regulatora i przyspieszacza dojrzewania oraz starzenia
sie klimakterycznych owocow i kwiatow.

Il1. Biosynteza etylenu w roslinach wyzszych

Szlak biosyntezy etylenu w dojrzewajgcych owocach
wyjasniony zostat przez Yanga, Hoffmana
i Adamsa [1, 2]. Udowodnili oni, ze w roSlinach
wyzszych prekursorem etylenu jest metionina. Jej
trzeci i czwarty wegiel wchodzi w skiad etylenu.
W czasie dojrzewania owocéw biosynteza etylenu
zwigzanajest zcyklicznymi przeksztatceniami pochod-
nych powstatych z S-adenozylometioniny, przemiany
te sg okreslane jako cykl Yanga. Cykl ten umozliwia
intensywng produkcje etylenu bez wysokiego we-
wnatrzkomdérkowego stezenia metioniny (Ryc. 1A).

* Dr, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM,
60-371 Poznan, ul. Miedzychodzka 5
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Biosynteza etylenu zachodzi w trzech etapach (Ryc.
1A etap. 1, 2, 3). W pierwszym z nich czasteczka
metioniny przeksztatcana jest w S-adenozylo-L-metio-
ning (SAM). Przemiane te katalizuje enzym syntetaza
AdoMet (S-adenozylotransferaza ATP; metionina, EC
2.5.1.6). W nastepnym etapie SAM przeksztatcana jest
w ACC (kwas :-aminocyklopropano-I-karboksylowy)
przez enzym syntaze ACC (liaza S-adenozylo-L-metio-
nino metylotioadenozynowa, EC 4.4.1.14). Ostatnim
etapem jest przeksztatcenie ACC w etylen. Przemiane
te katalizuje oksydaza ACC. Oprocz ACC w wyniku
dziatania syntazy ACC powstaje réwniez 5-metylo-
tioadenozyna (MTA), ktéra w cyklu Yanga zapoczat-
kowuje biosynteze nowej czgsteczki metioniny (Ryc.
1A). W czasie przeksztatcania ACC w etylen przez
oksydaze ACC, oprdcz etylenu i dwutlenku wegla
powstaje réwniez cyjanowodor (Ryc. 1A etap 3). HCN
— ulega detoksykacji w reakcji z cysteing, w wyniku
ktérej powstaje beta-cyjanoalanina i H2S (Ryc. 1C).
Przemiane te katalizuje enzym syntaza betacyjanoala-
ninowa (EC 4.4.1.9). Enzym ten wystepuje u wszystkich
dotychczas testowanych pod tym wzgledem roslin
wyzszych. Jest to u wiekszosci roslin wyzszych gtéwna
droga detoksykacji HCN [3, 4]. W toku dalszych
przemian beta-cyjanoalanina przeksztatcana jest
w asparagine lub gamma-glutamylo-beta-cyjanoalani-
ne. Wydajny szlak detoksykacji zapobiega utrzymywa-
niu sie wysokiego stezenia HCN w czasie intensywnej
biosyntezy etylenu, co jest bardzo istotne, poniewaz
HCN oprécz roli regulacyjnej (w niektérych procesach
fizjologicznych np. w czasie kietkowania nasion) jest
inhibitorem oddychania komdérkowego. W przypadku
wiekszosci roslin oprocz gtdwnej drogi oddechowej
wrazliwej na HCN funkcjonuje droga alternatywna
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Ryc. 1 1A. Szlak biosyntezy etylenu w roslinach wyzszych wedtug [3.17], Nastepujace enzymy katalizujg poszczeg6lne etapy biosyntezy:
1 — syntetaza AdoMet (S-adenozylotransferaza ATP: metionina, EC 25.1.6.); 2 — syntaza ACC (liaza S-adenozylo-L-metionino
metylotioadenozynowa, EC 4.4.1.14.), 3— oksydaza ACC. Na poszczeg6lnych etapach biosyntezy powstajg: SAM (S-adenozylometioni-
na), ACC (kwas l-aminocyklopropano-l-karboksylowy).

Na poszczegdlnych etapach cyklu Yanga powstajag: MTA (5'-metylotioadenozyna), MTR (5'metylotioryboza), MTR-I-P (5'metylo-
tiorybozo-1-fosforan), KMB (2-keto-4-metylotioma$lan), Met (metionina).

IB. Malonylacja ACC (kwas 1-amino-cyklopropano-l-karboksylowy) katalizowana przez malonylotransferaze wg [17]. Donorem
reszty malonianowej jest malonylo-koenzym A.

IC. Detoksykacja cyjanowodoru powstatego w czasie biosyntezy etylenu poprzez zwigzanie go z L-cysteing i przeprowadzenie
w nietoksyczny zwigzek beta-cyjanoalanine wg [4], Reakcja katalizowana przez synteze beta-cyjanoalaninowg.

ID. Zwigzek pomiedzy szlakim biosyntezy etylenu iszlakiem biosyntezy poliamin w roélinach wyzszych wedtug [24], Stosowane skroty

jak w 1A
niewrazliwa na cyjanek [5], cyklopropano-1-karboksylowy — MACC (Ryc. IB).
W roS$linie, w pewnych warunkach ACC tworzy Przypuszcza sig, ze w warunkach fizjologicznych prze-
koniugaty z innymi zwigzkami. Najlepiej udokumen- ksztatcenie to jest nieodwracalne, chociaz opisano
towanym koniugatem jest kwas I-(malonylo-amino) przypadki, gdy wysokie stezenie MACC indukowato
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przejscie MACC w ACC [+«]. Przypuszcza sig, ze
MACC w zaleznosci od tego wjakiego rodzaju tkance
dochodzi do jego produkcji moze wptywac stymulujg-
co badz hamujgco na produkcje etylenu [7-9]. Etylen
reguluje w bardzo rézny sposéb swojg wiasng biosyn-
teze i zalezy to od rodzaju tkanki oraz bodZca in-
dukujgcego jego produkcje. W dojrzewajgcych owo-
cach oraz starzejgcych sie po zapyleniu koronach
kwiatowych produkcja etylenu podlega regulacji na
zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego [1, 3].

Do tej pory nie udato sie oczySci¢ biatka recep-
torowego etylenu, jakkolwiek w tkankach réznych
roslin scharakteryzowano miejsca wigzace etylen [:o,
11]. Biatko receptorowe zlokalizowane jest btonowo,
daje sie wysyci¢ etylenem, podlega kompetycyjnej
inhibicji analogami etylenu i wykazuje bardzo duze
powinowactwo do etylenu (kdw zakresie 1o ~o-:1CUi:
M) [12].

Modelowg rosling do badan nad biosyntezg etylenu
w czasie dojrzewania owocOw jest pomidor, natomiast
doskonata technikg badawcza okazata si¢ transforma-
cja pomidora ,genami” antysensownych RNA (w
dalszej czesci pracy zamiast terminu antysensowny
RNA uzywam skréotu A-RNA) enzymdw zwigzanych
z dojrzewaniem.

Syntaza ACC jest przedostatnim enzymem w szlaku
syntezy etylenu (Ryc. 1A etap 2). Ostatnim enzymem
jest oksydaza ACC, okre$lana rowniez jako EFE-
enzym (ang. ethyleneforming enzyme). Syntazy ACC
i oksydazy ACC sg kodowane przez wiele genow.
Specyficzne bodzZce i stresy lub stany fizjologiczne
uruchamiaja ekspresje réoznych genéw dla enzyméw
szlaku biosyntezy etylenu. U pomidora syntaze ACC
koduje co najmniej s« genow, sposrdd ktorych dwa
ulegaja ekspresji w czasie dojrzewania owocow i sta-
rzenia sie kwiatow [13-16]. Ich ekspresja w owocach
pomidora (LE-ACS2, LE-ACS4) jest etylenozalezna.
U pomidora oksydaze ACC koduja trzy geny i tylko
jeden z nich przejawia ekspresje zalezng od poziomu
etylenu [17-19]. U petunii stwierdzono istnienie czte-
rech genéw oksydazy ACC, a tylko jeden z nich ulega
etylenozaleznej ekspresji w czasie starzenia sie korony
kwiatu [20]. Kiedy u pomidora zablokujemy A-RNA
MRNA oksydazy ACC (specyficznej dla dojrzewaja-
cych owoc6w), nastepuje opdznienie dojrzewania owo-
cow, tak jak w przypadku zblokowania mRNA syn-
tazy ACC, poniewaz zar6wno zablokowanie przed-
ostatniego jak i ostatniego enzymu szlaku syntezy
etylenu prowadzi do obnizenia poziomu etylenu w ko-
morce. W praktyce zauwaza sie jednak, ze bardziej
drastyczne obnizenie poziomu etylenu uzyskuje sie,
kiedy stosowana jest blokada mRNA syntazy ACC.
Wedtug Oellera i wsp. [21] przyczyng jest
krotki czas zycia polipeptydu syntazy ACC (czas
potowiczego rozpadu tego biatka wynosi 25 minut
[22]). Przypuszczalnie blokada ekspresji genéw przy
pomocy A-RNA jest skuteczniejsza w przypadku ge-
noéw kodujacych biatka o krétkim czasie zycia. Nie
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mozna réwniez catkowicie wykluczy¢ mozliwosci, ze
bezposredni prekursor etylenu, ACC, w roSlinach
z zablokowanym A-RNA mRNA oksydazy ACC,
moze by¢ w niewielkiej ilosci przeksztatcany w etylen
na drodze nieenzymatycznej, powstajace w komdrce
ro$linnej aktywne formy tlenu w postaci wolnych
rodnikéw umozliwiajag przejscie ACC w etylen bez
udziatu enzymu [1, 14, 23]. Obserwacja dojrzewania
»antysensownych” owocow (z zablokowanym A-RNA
mRNA oksydazy ACC) wykazuje, ze dojrzewanie tych
owocOw po podaniu im etylenu jest rdzne i zalezy od
tego w jakim stadium badane owoce zostaly zerwane
z krzaka [14]. Picton i wsp. postulujg, ze rédznica
w dojrzewaniu ,antysensownych” owocéw zalezna od
faktu dtuzszego lub krotszego pozostawania ich na
krzaku sugeruje, ze w dojrzewanie owocow musi by¢
zaangazowany jaki$ czynnik X typu wzmacniacz doj-
rzewania (ang. ripening enhancer) importowany do
owocOw z innych czesci rosliny lub inhibitor tego
procesu eksportowany z owocéw do innych czesci
rosliny [14]. Interesujgcym dodatkiem do tych roz-
wazan jest sugestia Fraya i Griersona [24],
Biosynteza amin sperminy i spermidyny wymaga eta-
pu przeniesienia grupy aminopropylowej z SAM-u
(S-adenozylometioniny, Ryc. ID) na putrescyne.
W skdérkach niektérych owocdédw, w ktérych chemicz-
nie zahamowano synteze ACC, wzrasta poziom sper-
midyny [25]. Sugeruje to, ze szlak biosyntezy etylenu
i szlak biosyntezy poliamin wspétzawodniczy o SAM.
Bezposredni zwigzek polegajacy na wspotzawodnict-
wie tych szlakéw o SAM wykazano dla kilku ro$lin
[25-27]. Wedtug Biondi takie wspotzawodnictwo
zachodzi jedynie wtedy, kiedy w komdrce istnieje
ograniczona ilos¢ SAM-u [28], Hamujacy wpltyw
poliamin na produkcje etylenu moze polega¢ na tym,
ze poliaminy sg komorkowymi likwidatorami (ang.
scavenger) wolnych rodnikéw wymaganych przy prze-
ksztatceniu ACC wetylen [28]. Hagege i wsp. [29,
30] wskazujg réwniez na dodatni wptyw poliamin na
tworzenie MACC. W niektérych roslinach poliaminy
hamujg synteze etylenu oraz procesy starzenia sie [31].
Hamowanie dojrzewania ,antysensownych” owocow
(z zablokowang syntezg etylenu) nalezatoby wiec roz-
patrywac¢ jako wynik zablokowania syntezy etylenu,
jak i zwiekszonej produkcji poliamin lub innych
metabolitow powstajgcych z powodu akumulacji
SAM-u. Wedtug Fraya i Griersona [24] poli-
aminy mogtyby byé wiasnie tym eksportowanym
z dojrzewajacych owocOw do innych partii rosliny
inhibitorem dojrzewania, nieznanym czynnikiem X

I1l1. Rola etylenu w regulacji proceséw doj-
rzewania owocoOw i starzenia sie kwiatow

Wsréd owocdw ze wzgledu na tempo ich oddycha-
nia towarzyszace procesowi dojrzewania wyrézniamy:
owoce o klimakterycznym typie dojrzewania, ktoérych
dojrzewanie zwigzane jest z gwaltownym zwieksze-
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niem intensywnosci oddychania, duzym wzrostem
produkcji etylenu oraz istotnymi zmianami w ich
strukturze i sktadzie, oraz owoce o nieklimakterycz-
nym typie dojrzewania, ktorych dojrzewanie powyzej
wspomnianych cech nie wykazuje. Do owocéw klima-
kterycznych nalezg: awokado, pomidor, jabtko, grusz-
ka, banan, melon, do owocow nieklimakterycznych
zaliczamy np. pomararcze, cytryne, truskawke. Wsraod
roslin kwiatowych klimakteryczny model starzenia
spotykamy u tych, u ktérych zapylenie doprowadza do
wzmozonego wytwarzania etylenu i wiedniecia korony
kwiatowej.

Jesli podamy zewnetrzny etylen dojrzatym zielonym
owocom to doprowadzi to do przys$pieszenia ich
dojrzewania wporéwnaniu zowocami nietraktowany-
mi etylenem, natomiast zablokowanie biosyntezy ety-
lenu w zielonych owocach op6znia ich dojrzewanie.
Dojrzewaniem owoc6w sterujg dwa mechanizmy ko-
madrkowe: mechanizm rozwojowy, niezalezny od etyle-
nu, odpowiedzialny za transkrypcyjng aktywacje badz
represje pewnych genéw; oraz mechanizm zalezny od
etylenu. Rola etylenu polega na jego udziale w ak-
tywacji transkrypcji pewnych genéw zwigzanych
zprocesami dojrzewania ijednoczes$nie regulacji trans-
lacji mMRNA niektdérych biatek. Dla pomidora znanych
jest juz wiele mMRNA specyficznie pojawiajacych sie
w czasie dojrzewania, jednak szczegétowo scharak-
teryzowanych jest kilkanascie. Funkcja wiekszosci
tych biatek nie jest znana. Ponizej przedstawie tylko
kilka przyktadéw. Dla pomidora analizowano ekspre-
sje genéw: E17 (gen biatka wykazujacego homologie
do inhibitora proteinazowego 1), E4 (gen biatka o sek-
wencji aminokwasowej podobnej do sekwencji amino-
kwasowej reduktazy metioninowej z E coli), Es (przy-
puszczalnie gen dioksygenazy spokrewnionej z ok-
sydazg ACC), [32]. Jedynie ekspresja genu biatka E4
wydaje sie by¢ zalezng od poziomu etylenu, poniewaz
w owocach ,antysensownych” (z zablokowanym
MRNA syntazy ACC przez A-RNA) nie ma jego
mRNA; mRNA biatka E17 w owocach ,antysensow-
nych” ma poziom zmniejszony o okoto 50%. W owo-
cach ,antysensownych” potraktowanych etylenem,
MRNA E4 jednak sie nie pojawia, co prowadzi do
konkluzji, ze oprocz regulacji etylenowej ekspresja
genu E4 zalezy jeszcze od innych genéw, prawdopodo-
bnie sterowanych rozwojowo. Transformanty pomi-
dorow z wprowadzonym ,,genem” A-RNA Es (w wy-
niku tego nastepuje zablokowanie ekspresji genu Es)
wytwarzajg w czasie dojrzewania pomidoréw okoto
szesciokrotnie wiekszg ilos¢ etylenu niz rosliny kontrol-
ne. Biatko E: kodowane jest przez kilka genéw [33].
Jego brak prowadzi do przerwania przekazywania
sygnatu etylenowego, co mimo duzej ilosci wytwarzane-
go etylenu, komdrka roslinna interpretuje jako brak
etylenu i uaktywnia mechanizmy zwigkszajgce jeszcze
jego produkcje [17]. Niektérzy autorzy przypisuja
biatku E. funkcje oksydazy receptora etylenowego.
Wedtug nich biatkowy receptor etylenu o charakterze
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metaloproteiny jest utleniany przez oksydaze i jego
utleniona forma podlega aktywacji etylenem [17].
Specyficzng cechg dojrzewajgcych owocow jest ich
»miekniecie” spowodowane zmianami w strukturze
celulozy, hemicelulozy i pektyn bedacych gtéwnymi
sktadowymi $cian komérkowych. Odpowiedzialnymi
za te zmiany sg enzymy okre$lane mianem hydrolaz
$cian komorkowych [34]. Aktywno$¢ ich wzrasta
w czasie procesu dojrzewania. Dotychczas najlepiej
poznana jest poligalakturonaza [35]. Jest ona en-
zymem kluczowym w procesie rozktadu $cian komar-
kowych. Zablokowanie jej mRNA przy pomocy
A-RNA zwalnia tempo miegkniecia i przejrzewania
owocow. W pomidorach zwiekszonej aktywnosci tego
enzymu towarzyszy zaréwno zwiekszenie ilosci jego
MRNA, jak i zwiekszenie ilosci enzymatycznego biatka
[32]. Zablokowanie szlaku biosyntezy etylenu (przy
pomocy A-RNA) nie zmienia poziomu mRNA poliga-
lakturonazy w poréwnaniu zjej poziomem w nietrans-
formowanym owocu kontrolnym, natomiast w trans-
formancie nie wystepuje biatko tego enzymu. Potrak-
towanie takich pomidoréw egzogennym etylenem pro-
wadzi do pojawienia sie¢ w owocach aktywnej poliga-
lakturonazy [32], Nalezy wiec uznaé, ze transkrypcja
genu poligalakturonazy jest regulowana rozwojowo,
natomiast translacja podlega regulacji etylenem [32],
Syntaza fitoenowa i desaturaza fitoenowa papryki
i pomidora sgjednymi z wazniejszych enzymow zaan-
gazowanych w synteze prekursoréw karotenu [36],
W przeciwienstwie do pomidora, papryka jest owocem
nieklimakterycznym, chociaz obydwie rosliny nalezg
do rodziny psiankowatych. Geny desaturaz fitoeno-
wych papryki i pomidora (te geny, ktérych ekspresja
zwigzana jest z dojrzewaniem) wykazujg duzg homo-
logie [37], podobnie duzg homologie wykazujg geny
syntaz fitoenowych z obydwu wymienionych roslin
[38]. W ,,antysensownych” owocach pomidora (trans-
formant z obnizona produkcjg etylenu) obserwuje sie
znaczgco zredukowany poziom mRNA syntazy fito-
enowej i silnie obnizony poziom karotendw (likopenu)
w owocach [39]. Podanie egzogennego etylenu prowa-
dzi do osiggniecia przez te owoce normalnego poziomu
mRNA syntazy fitoenowej ido wzrostu ilosci likopenu.
Ekspresja genu syntazy fitoenowej pomidora jest etyle-
nozalezna. W czasie dojrzewania owocOw papryki
(dojrzewanie niekontrolowane przez etylen) poziom
MmRNA syntazy fitoenowej papryki jest tylko nieco
wiekszy niz normalnie [38]. Mozemy stagd wywnios-
kowadé, ze regulacja ekspresji genu syntazy fitoenowej
tak blisko spokrewnionych roélin jest catkowicie od-
mienna. Dojrzewaniu owocOw papryki towarzyszy
zwiekszajaca sie aktywno$¢ desaturazy fitoenowej, lecz
nie zwigksza sie poziom mRNA tego enzymu. Przypo-
mina to sytuacje z mRNA poligalakturonazy u pomi-
dora, gdzie brak etylenu nie wptywa na poziom mRNA
tego enzymu, jednak warunkuje wystepowanie aktyw-
nego enzymatycznie biatka [32]. Pojawia sie pytanie:
jaki zwigzek badZz zwigzki wpltywajg na zwiekszong
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translacje mMRNA desaturazy u papryki, jaki zwigzek
w owocach nieklimakterycznych petni role analogicz-
ng do roli etylenu?.

Ws$réd mutantow pomidora istniejg takie, ktére
posiadajg zmienione cechy dojrzewania. Zmiany te
czesto polegajg na niezdolnosSci owocéw do zmiek-
niecia i osiggniecia witasciwego smaku i zapachu.
Z analiz genetycznych wynika, ze odpowiada za to
zmutowany gen okreslany w literaturze nazwa rin (ang.
ripening inhibitor). Istnieje hipoteza zgodnie z ktdrg
gen ten miatby kodowac biatko regulatorowe kont-
rolujgce ekspresje catego spektrum genéw zwigzanych
z dojrzewaniem, a miedzy innymi genu poligalak-
turonazy [40, 41]. W czasie dojrzewania owocow
pomidora poziom mRNA poligalakturonazy wzrasta
kilkusetkrotnie, natomiast ws$rod mutantéw rin sg
takie, ktére wykazujg poziom mRNA tego enzymu
rowny 0,5% poziomu normalnego [42]. Zjawisko jest
o tyle intrygujace w przypadku wiasnie poligalak-
turonazy, gdyz w haploidalnym genomie pomidora
istnieje tylko jeden gen tego biatka, natomiast na
poziomie biatka istniejg trzy formy tego enzymu [43],
Tylko jedna z nich jest specyficzna dla dojrzewania
[44] i wiasnie translacja tego transkryptu podlega
kontroli etylenowej. U jednego z mutantéw Nr (ang.
never ripe) opisanego przez Lanahana [45] cechu-
jacego sie niedojrzewajgcymi owocami mutacja polega
na niewrazliwosci na etylen w czasie kwitnienia i doj-
rzewania. Niezapylone kwiaty mutanta Nr pozostajg
na roélinie i ich platki sg niezwiedniete w czasie
dtuzszym niz u kwiatow normalnych. Jesli kwiat Nr
zostaje zapylony to zapoczatkowany rozwo6j owocu nie
wigze sie ze starzeniem ptatkéw kwiatu [45]. Z analiz
genetycznych wynika, ze odpowiedzialny za to jest
jeden gen.

Starzenie sie kwiatow klimakterycznych poprzedzo-
ne jest gwattownym wzrostem produkcji etylenu przez
korony kwiatowe. Etylen zaangazowany jest w ak-
tywacje gendw starzenia (ang. senescence-related gene),
ich wzmozona ekspresja prowadzi do programowanej
$mierci komorki [46-49]. Roéling kwiatowg dobrze
pod tym wzgledem przebadang jest gozdzik ogrodowy
(Dianthus caryophyllus). Zwiekszenie produkcji etylenu
w czasie starzenia sie ptatkow gozdzika ma charakter
autokatalityczny i nastepuje w wyniku biosyntezy de
novo syntazy i oksydazy ACC specyficznej dla ptatkow
[46, 49]. Woodson i wsp. [50] stwierdzili, ze
umieszczenie preklimakterycznego kwiatu gozdzika
w atmosferze egzogennego etylenu prowadzi do poja-
wienia sie w jego ptatkach mRNA syntazy ACC
specyficznej dla starzejagcych sie ptatkow [50], W tkan-
kach wegetatywnych etylen blokuje swojg produkcje
np. mozna zablokowa¢ ekspresje genu syntazy ACC
specyficznie indukowanej w czasie zranienia przez
podanie etylenu z zewnatrz [51]. Zranienie lisci goz-
dzika powoduje szybki wzrost produkcji etylenu przez
te liscie, lecz specyficzny dla starzejagcych sie kwiatéw
transkrypt syntazy ACC [51] jest nieobecny w zranio-
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nych lisciach, jak réwniez jest nieobecny w zranionych
ptatkach kwiatowych, jesli te w czasie ich ranienia byty
w fazie preklimakterycznej [50].

Problemem jest to, wjaki sposob biosynteza etylenu
indukowana jest bez obecnosci etylenu. Wydaje sie, ze
wszystkie roslinne tkanki wytwarzajg minimalng ilo$¢
etylenu. W kwiatach i owocach wraz z osiggnieciem
odpowiedniego stadium rozwoju pojawia sie zdolnosé
odpowiedzi na ten niski poziom etylenu w postaci
zwiekszonej jego produkcji [48, 50, 52, 53]. W od-
powiedzi na etylen w ptatkach akumulujg sie trans-
krypty specyficznej dla ptatkéw syntazy ACC i ok-
sydazy ACC. Podanie Scietym, preklimakterycznym
kwiatom kompetycyjnego inhibitora dziatania etylenu
NBD (2,5-norbornadien) zapobiega akumulacji tych
transkryptéw [53]. Syntaza ACC, ktéra po zapyleniu
kwiatu ulega ekspresji w szyjce stupka jest kodowana
przez inny gen niz syntaza ACC ze starzejacych sie
ptatkéw. Tylko ekspresja genu tej ostatniej jest in-
dukowana etylenem. W lisciach gozdzika potraktowa-
nych auksynami dochodzi od 50 do 100-krotnego
wzrostu produkcji etylenu [50]. Jednak catkowity
RNA wyizolowany z takich lisci nie zawiera transkryp-
tu syntazy ACC specyficznej dla starzejgcych sie
ptatkow ani tez transkryptu syntazy ACC indukowa-
nej zranieniem. W odpowiedzi na auksyny indukowa-
na jest ekspresja jeszcze innego genu syntazy ACC.

U petunii zwiekszona produkcja etylenu nastepuje
juz po 5 minutach od zapylenia, a po 2,5 godzinie
zapylone znamie stupka produkuje .. razy wiecej
etylenu niz znamie niezapylonej petunii kontrolnej [54],
Zastosowanie na znamig inhibitora biosyntezy biatka
przed zapyleniem zapobiega wzrostowi produkcji etyle-
nu po zapyleniu, natomiast zastosowanie inhibitorow
syntezy RNA na znamie petunii zapobiega tylko cze$-
ciowo. Prawdopodobnie mRNA syntazy ACC jest
ciggle obecny w komdrkach znajdujacych sie na powie-
rzchni znamienia, a zapylenie indukuje synteze enzymu
[54]. Zapylenie nie zmienia aktywnosci oksydazy ACC,
ktérej ekspresja w tkankach znamienia sterowana jest
rozwojowo. Pytek zawiera duzg ilos¢ ACC, a na powie-
rzchni znamienia aktywno$¢ oksydazy ACC jest naj-
wyzsza, wiec mogtoby to tlumaczyé nagta synteze
etylenu po zapyleniu. Nie jest to jednak przyczyng
pierwszego gwattownego zwiekszenia produkcji etylenu
przez znamie, poniewaz na jego powierzchni znajduje
sie lepka substancja i skutecznie zapobiega szybkiej
penetracji ACC z pytku do znamienia [54].

Wedtug Woodsona [53] elicytory specyficzne
dla zranienia (wywotanego wskutek wzrastania pytku)
lub specyficzne dla pytku indukujg ekspresje syntazy
ACC specyficznej dla stupka, doprowadza to do zwigk-
szenia poziomu etylenu w stupku, etylen dyfundujac do
ptatkow indukuje tam ekspresje etylenozaleznych ge-
néw syntazy ACC i oksydazy ACC. W ptatkach,
dochodzi do zwielokrotnienia produkcji etylenu i od-
powiedni jego poziom ,wigcza” transkrypcje genéw
lub zwielokrotnia translacje mRNA genéw odpowie-
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dzialnych za przemiany doprowadzajgce do starzenia
sie ptatkow.

Odmiennie niz u gozdzika i petunii nastepuje induk-
cja syntezy etylenu po zapyleniu storczyka Phalaenop-
sis [55], W znamieniu storczyka nastepuje indukcja
ekspresji oksydazy ACC. W znamionach kwiatédw
niezapylonych mRNA tego enzymu jest nieobecny.
Tkanki niezapylonego kwiatu Phalaenopsis sg niezdol-
ne do przeksztatcenia ACC w etylen, z czego nalezy
whnioskowac, ze u Phalaenopsis synteza etylenu (na tym
etapie jego biosyntezy) jest regulowana miedzy innymi
~whaczeniem” ekspresji genu oksydazy ACC [55]. Jest
to sytuacja catkowicie odmienna niz u gozdzika i petu-
nii, u ktérych ekspresja genu oksydazy ACC w znamie-
niu i tkankach stupka jest regulowana rozwojowo.
U Phalaenopsis zapylenie powoduje synteze de novo
oksydazy ACC. RoOwniez sposéb indukcji syntezy
etylenu w ptatkach kwiatu musi by¢ odmienny, ponie-
waz pytek storczykdw umieszczony na znamieniu
kietkuje w ciggu kilku dni, wiec nie jego kietkowanie
jest bodzcem indukujacym synteze de novo oksydazy
ACC. W tym przypadku musi istnie¢ inny, zdolny do
dyfuzji czynnik ,wigczajgcy” po zapyleniu caly pro-
gram autokatalitycznej syntezy etylenu. Starzenie sie
kwiatu Phalaenopsis poprzedza autokatalityczna pro-
dukcja etylenu, tak jak u gozdzika i petunii, i tak jak
w ich przypadku opOZnienie tego procesu mozna
osiggna¢ stosujac kompetycyjny inhibitor etylenu
NBD. Réznica w ekspresji genu oksydazy ACC w zna-
mieniu i stupku, taka jaka istnieje miedzy gozdzikiem
i petunig a Phalaenopsis, moze by¢ odpowiedzialna za
dtugowiecznos$¢ niezapylonych kwiatéw storczyka.

Mechanizmy decydujgce o wiednieciu koron kwia-
tow klimakterycznych nie sg do korica poznane, jed-
nak bez watpienia mozna stwierdzi¢, ze rola etylenu
w przyspieszeniu tego procesu jest ogromna.

IV. Udziat etylenu w procesie degradacji
systemow btonowych komdarki roélinnej

Procesy starzenia sie komorki roslinnej cechujg sie
gwattownymi, nieodwracalnymi zmianami iloSciowy-
mi ijakosciowymi w sktadowych $cian komdrkowych
oraz degeneracja systemu btonowego. Zaburzona zo-
staje kompartmentacja, a tym samym caty metabolizm
komorki. Etylen jest hormonem, ktéry roSlina wy-
twarza przez caly czas swojego zycia. Réznice w ilosci
etylenu produkowanego przez tkanki roslinne sg jed-
nak olbrzymie. Degeneracja bton komdérkowych jest
rowniez zjawiskiem zachodzgcym w ciggu catego zycia
rosliny, jednak przed stadium starzenia sie zachodzi
ona w ograniczonym stopniu ijest elementem normal-
nej wymiany skfadowych blon. Podstawowymi en-
zymami w procesie degradacji lipidow sa fosfolipaza
D oraz fosfataza fosfatydanowa. Enzymy te sg en-
zymami konstytutywnymi, jednak w czasie starzenia
sie tkanek roslinnych aktywnos$¢ ich wzrasta kilku-
krotnie [12]. Aktywnos$¢ ich jest silnie stymulowana
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przez Ca+2. W ptatkach gozdzika katabolizm lipidow
btonowych oraz peroksydacja nienasyconych kwaséw
ttuszczowych ulega przys$pieszeniu po potraktowaniu
ptatkéw egzogennym etylenem [56, 57]. Mechanizm
dziatania etylenu w tym przypadku nie jest znany.
Wedtug Poliyath i Droillard sprawcag pod-
wyzszonej aktywno$ci enzyméw zaangazowanych
w rozktad lipidow jest Ca+2, natomiast uwolnienie
Ca+. z kompartmentéw btonowych, w ktérych nor-
malnie sie znajduje, w duzej czesci zachodzi za sprawg
etylenu [12]. Receptory etylenu zlokalizowane sg
btonowo w obrebie retikulum endoplazmatycznego,
kanaty wapniowe réwniez [12]. Nie zbadano dotad
zwigzkow jakie miedzy nimi zachodzg. Stwierdzono,
natomiast silny wptyw zewnetrznie podanego etylenu
na obnizenie aktywnos$ci pompy Ca+2. W kwiatach
gozdzika w fazie preklimakterycznej mozna uzyskac
50% spadek aktywnosci pompy Ca+. wciggu 5godzin
od potraktowania kwiatdw etylenem [58]. Obnizenie
jej aktywnosci pocigga za sobg podwyzszenie stezenia
Ca+. w cytozolu, to zwiekszenie aktywnos$ci dwu
podstawowych enzyméw ze szlaku katabolizmu lipi-
déw [12]. Produkty rozpadu lipiddw moga w sposéb
jonoforowy prowadzi¢ do dalszego uwalniania Ca+:
do cytozolu. Pewien rodzaj kwasow ttuszczowych np.
krotkie =, 9, 10-cio weglowe kwasy ttuszczowe zwiek-
szajg powinowactwo pomiedzy etylenem ajego recep-
torami [..].

V. Aspekty biotechnologiczne badan
nad szlakiem biosyntezy etylenu

Z chwilg ustalenia szlaku biosyntezy etylenu w doj-
rzewajagcych owocach oraz jego roli przys$pieszacza
i regulatora proceséw dojrzewania istarzenia, stato sie
oczywistym wykorzystanie tej wiedzy do skonstruowa-
nia roslin transgenicznych cechujacych sie spowol-
nieniem wspomnianych proceséw. Najdogodniejszg
rosling okazat sie pomidor, jest on wazny gospodarczo
i jednocze$nie jego transformacja nie stanowi prob-
lemu. Roczna $wiatowa produkcja pomidoréw w 1990
roku wynosita okoto 69 milionéw ton [59]. W dziedzi-
nie biotechnologii roslin eksperymenty z pomidorem
stanowia najbardziej klarowny przyktad tego co moz-
na osiggnac blokujac ekspresje specyficznych gendw ze
szlaku biosyntezy etylenu zwigzanych z dojrzewaniem
owocOw. Najlepsze wyniki w zablokowaniu produkcji
etylenu w owocach pomidora osiggngt Oe:er
i wsp. [60] wprowadzajagc do pomidora ,gen” A-
RNA syntazy ACC. Ws$r6d uzyskanych przez niego
transformantréw znalazt sie taki, ktéry produkowat
0,5% etylenu w poréwnaniu z kontrolnym owocem
nietransformowanego pomidora. , Antysensowne”
owoce tego transformantra umieszczone w otoczeniu
powietrza nigdy nie dojrzewajg, natomiast normalny
pomidor zaczyna produkowaé etylen po okoto 50
dniach od zapylenia, a w petni dojrzewa .o dni péZniej
[17]. ,Antysensowne” owoce tego transformanta
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w ciggu 90-150 dni co najwyzej zabarwiajg sie na kolor
pomaranczowy, lecz nie stajg sie miekkie ani aromaty-
czne [17]. Ich dojrzewanie mozna osiggna¢ podajac
z zewnatrz etylen lub jego analog propylen. Pozo-
stawienie owocéw przez . dni w otoczeniu etylenu
prowadzi do petnego dojrzewania, stajg sie nieodr6z-
nialne od owoc6w normalnych. Usuniecie etylenu
w momencie, kiedy osiggnety juz dojrzato$¢ zapobiega
przejrzewaniu, zjawiska typowego dla normalnych
pomidoréw.

Inne podej$cia zaprezentowat Hamilton i wsp.
[61] wprowadzajac do pomidora ,gen” A-RNA ok-
sydazy ACC, co prowadzi do obnizenia poziomu etyle-
nu w dojrzewajacych owocach pomidora,jednak nie tak
duzego jak w przypadku zablokowania syntazy ACC.

Produkcje etylenu w roslinie mozna obnizy¢ przez
wprowadzenie do rosliny genu enzymu rozszczepiajg-
cego prekursor etylenu ACC. Sposdb ten z powodze-
niem zastosowat K lee [62, 63]. Wprowadzit on do
pomidora gen bakteryjnego enzymu deaminazy ACC.
Deaminaza ACC Kkatalizuje przejscie ACC w alfa-
ketomaslan. Uzyskane przez K lee transformanty
wykazywaty obnizong produkcje etylenu (inhibicja
syntezy etylenu od 90 do 97% [64, 65], Owoce tych
transformantéw pozostajg twarde ijedrne o tygodni
dtuzej niz owoce pomidora nietransformowanego.

Inng metodg obnizajgcg poziom etylenu jest wpro-
wadzenie do rosliny dodatkowych gendéw kodujgcych
enzym malonylotransferaze. Enzym ten przeprowadza
ACC w malonylo-ACC (Ryc. IB) i tym samym obniza
produkcje etylenu [63, 65].

Obecnie na zachodnie rynki trafity transformanty
pomidora z zablokowang A-RNA ekspresja genu
poligalakturonazy (oczywiscie w tym przypadku nie
chodzi o sterowanie dojrzewaniem przy pomocy etyle-
nu). Owoce tych transformantéw cechuja sie wiekszg
jedrnoscig i zahamowanym procesem przejrzewania,
nie wykazujac jednocze$nie zmian w smaku i zapachu
w poréwnaniu z owocami normalnymi [ -5 5],

Znacznie mniej informacji istnieje co do technik
blokowania produkcji etylenu w kwiatach metodami
inzynierii genetycznej. Zastosowanie analogicznego
postepowania jak w przypadku pomidoréw przypusz-
czalnie daje te same wyniki, lecz celem sa kwiaty i czas
ich zycia. Jednak kwiatéw nie jemy i czas ich zycia
mozemy znacznie wydtuzy¢ sposobami chemicznymi.
Znakomitymi przedtuzaczami zycia kwiatow sg in-
hibitory syntezy etylenu (np. AVG, inhibitor syntazy
ACC) lub inhibitory jego dziatania (np. NBD, jony
srebrowe) [69, 70].

W przedstawionym rozdziale nie omawiatam kon-
strukcji transformantow, problemu selekcji (uzycie
antybiotykow) oraz wynikajacych z tego zagrozen przy
pochopnym wprowadzeniu na rynek zmodyfikowa-
nych roslin. Problemy te sg bardzo istotne, lecz nie
mieszczg sie juz w ramach tej pracy.

Artykut otrzymano 22 sierpnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 14 grudnia 1995 r.
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Biochemia w sieci
Biochemistry on the network

MACIEJ DROZDZ

Internet to najwieksza na Swiecie sie€ komputerowa.
Jest ogromnym zbiorem informacji dostepnej dla
kazdego, kto dysponuje komputerem podtgczonym do
niej. Gdy moéwimy o sieci komputerowej mamy na
mysli dwa, lub wiecej, komputery potgczone ze soba
fizycznie, lub bez fizycznego kontaktu (fale radiowe)
w celu wymiany zorganizowanych w pliki danych.

Idea Internetu jest stosunkowo nie nowa. Po-
chodzi z lat 60, ale prawdziwa eksplozja popularnosci
(zwiazana z przezwyciezeniem technicznych trudnosci)
rozpoczeta sie w roku 1990 (dane statystyczne dostep-
ne pod adresem nis.nsf.net). Tak dynamiczny rozwdj
Internetu zwiazany jest zjego niejako wczechobecnos-
cig. Kazdy z uzytkownikéw moze tworzy¢ wiasne
dokumenty, ktore bedac dostepne dla pozostatych,
zwiekszajg 0g06lIng ilos¢ informacji zawartej w sieciach.

Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, ul.
Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Kowanowko ul. Poziomkowa 22 64-600 Oborniki WIkp.
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Prognozy na przyszto$¢ dotyczace sieci komputero-
wych sg bardzo optymistyczne, wtgcznie z wyparciem
tradycyjnego radia i telewizji.

Sie¢ Internetu jest og6lnie dostepna na Swiecie.
Mato jest placéwek badawczych czy uniwersytetow
bez dostepu do sieci. Swoje ,koncéwki” posiadajg
nawet stacje polarne na Antarktydzie.

W Internecie mozemy znalez¢ informacje na kazdy
temat, poczynajac od globalnej sytuacji zywnosciowej
przez satelitarne zdjecia kuli ziemskiej w $wietle wi-
dzialnym i podczerwieni, obrazy komputerowe trze-
ciorzedowej struktury DNA, RNA, enzyméw (mozna
ogladac poszczegblne domeny lub miejsca restrykcyj-
ne) do grup dyskusyjnych, interesujgcych sie jedng
z gier komputerowych.

Istnieje kilka sposobdw korzystania z tych dob-
rodziejstw, mianowicie;

— poczta elektroniczna (ang. electronic mail lub ogol-
nie znana jako e-mail)

— anonimowy ftp (ang. anonymous File Transfering
Protocol)
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Tabela 1.
Podstawowe protokoty Internetu
nazwa zastosowanie przyktady
poczta » przesytanie informacji listy
elektroniczna
(e-mail) * udziat w dyskusjach
(Usenet, listy adresowe,
grupy dyskusyjne)
telnet kontakt z innym komputerem dowolne ko-
rzystanie ze
zbioréw na
zasadzie

client/server
przeszukiwanie
baz danych itp.

talk umozliwia kontakt dwadch IRC
(lub wiecej) uzytkownikéw
sieci w czasie realnym

korzystanie

z zasobow
innych uzytko-
wnikow

FTp* przesytanie plikow

* korzystamy z anonimowego FTP (ang. anonymous FTP)

— telnet

— talk (lub jego rozbudowana i bardzo popularna
ostatnio wersja mianowicie IRC (Internet Relay Chat),
(Tab. 1).

Protokoty te stworzone pierwotnie dla systemu opera-
cyjnego UNIX nie przedstawiaja sie zbyt atrakcyjnie.
W zwigzku z ogromnym zapotrzebowaniem na szyb-
kos¢ i estetyke podania informacji powstaty programy
umozliwiajgce efektywne jej poszukiwania i przyjazng
dla uzytkownika forme prezentacji.

Jednym z pierwszych programdéw przeszukujacych
sieci, a wiasciwie tylko miejsca dostepne dla anonimo-
wego FTP (patrz ponizej) byt stawny juz dzi$s Archie.
Nastepnie powstaty: Gopher, WAIS, oraz WWW (czyli
World Wide Web), najbardziej ekscytujacy sposéb
poszukiwan, dajacy szanse btgdzenia po sieciach, jej
badania i odkrywania. Oprocz programoéw takich jak
Archie czy WAIS powstaty bardzo szybkie programy
umozliwiajace owocne przeszukiwanie sieci w poszuki-
waniu zadanego tematu, do takich nalezy Excite,
Lycos, WebCrawler, WWWW czyli World Wide Web
Worm, (tabela 2). Po wpisaniu stowa lub interesujg-
cych nas stéw kluczowych otrzymujemy liste adresdéw
pod ktérymi mozemy znalez¢ artykuty z poszukiwang
przez nas treScig, uporzadkowang i przedstawiong
w zaleznos$ci od lokalizacji geograficznej bazy danych,
spojnosci dokumentu z poszukiwanym przez nas sto-
wem. Oczywiscie to nie koniec. Powstaty programy
ingerujgce wszystkie podane wyzej jak np. stawny
MOSAIC czy Netscape. Programy te umozliwiajg
korzystanie z telnetu, ftp, e-mail, gophera, WAIS’a
oraz oczywiscie WWW, daje mozliwo$¢ ogladania
obrazow komputerowych, zdje¢ (jak np. aktualizowa-
ne co p6t godziny (!) zdjecie pewnego laboratorium na
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Tabela 2.

Narzedzia Internetu

nazwa adres
Excite http://www.excite.com/
WWWW http://lwww.cs.colorado.edu/

/mchryan/wwww.html
Lycos http://lycos.cs.cmu.edu/

http://webcrawler.cs.washington.edu/
/WebCrawel/WebQuery.html

WebCrawler Searching

WAIS http://server.wais.com/
Archie http://web.nexor.co.uk/archie.html
WWW* telnet://www.njit.edu

telnet://www.w3.org
telnet://www.huji.ad.il

* uzywamy www jako nazwe konta (ang. login name) i hasto (ang.
password).

Bermudach). Warto tez zauwazy¢, ze oba dziataja
w systemie Windows, a wiec wszystko jest dostepne dla
myszy bez znajomos$ci zagadkowych czasem polecen
systeméw UNIX czy DOS). Windows 95 jest juz
standardowo wyposazony w przegladarke (ang. brow-
ser) hypertekstowych stron sieci Internet.

W zwigzku z tym, ze praca biochemika wymaga
czesto zbierania, przegladania i analizowania czasem
olbrzymich ilosci danych, jak chociazby przy poréw-
nywaniu sekwencji aminokwas6w czy zasad azoto-
wych, istnieje wiele biologicznych, a w szczeg6lnosci
biochemicznych adres6w w Internecie.

Miedzy innymi dostepne sg programy stuzgce do
analizy, porobwnywania i wprowadzania do baz da-
nych sekwencji aminokwasow i zasad azotowych, np.
BLAST (analiza), Authorln (wprowadzenie nowych
danych), (Tab. 3.1). Programy prezentujgce kompute-
rowe obrazy czasteczek biatka i kwaséw nukleino-
wych, wraz z jego sekwencjg, autorem, tytutem czaso-
pisma iartykutu (Tab. 3.2). W bazach danych dotycza-
cych biologii molekularnej mozna znalez¢ gotowe
protokoty dotyczace réznych technik laboratoryjnych
(np. ponad 50 artykutéw dotyczacych sekwencjonowa-
nia, izolowania i znakowania DNA), (tabela 3.3).
Mozna znalezé cate ,,grupy” informacji biologicznej,
chociazby takie jak Collection of WWW Sites of
Biological Interest, (tabela 3.4), w ktérym mozemy
odszukaé¢ np. mapy chromosomow ludzkich, (dane sg
aktualizowane co tydzien) (tabela 3.6), a takze miejsca
taczace wszystkie ,biologicznie zorientowane gophe-
ry”, (Tab. 3.7).

Istnieje takze mozliwo$¢ korzystania z Medline
przez siec. Jest to jednak jedna z ustug za ktorg nalezy
ptaci¢. Wymagane jest posiadanie witasnego konta na
komputerze, ktorego Internetowy adres to cdplus.com.
Aby zatozy¢ sobie takie konto nalezy sie bezposrednio
skontaktowaé z CDP Technologies Sales Department
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Tabela 3.
Ciekawe adresy w Internecie

nazwa adres

Blast http://www .bio.cam.ac.uk/seqsrch/
/blast.html

obrazy struktur http://www.gdb.org/Dan/proteins/

/nrl3d.html

spis czasopism,
kalendarium konferencji

http://lwww.ibb.waw.pl/biblioteka/
/journals.html

zbidér danych danych http://mbisg2.sbhc.man.ac.uk/
/special.html

http://lwww.abc.hu:80/biosites.html

mapy chromosoméw
i nie tylko...

http://gdbwww.gdb.org/

Entrez http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
/Search/Entrez

Wybrane serwery WWW  http:/www.lib.utexas.edu/libs/LSL/
dla Biologii Molekularnej /bioint.html
http://lwww .tiac.net/users/dstein/
/nw408.html

W prowadzanie danych
do Genbank

http://atlas.nlm.nih.gov:5700/
/htbinpost/Banklt/submit.htm]

tel. (800) 950-2035 wew. 400. Stosunkowo niedawno
zostat wprowadzony bardzo ciekawy projekt, znany
przede wszystkim z jego wersji na ptytach kompak-
towych, mianowicie program Entrez, ktéry umozliwia
min. korzystanie z Medline (w ograniczonym zakresie)
oraz z kilku odmian programu Blast, (tabela 3.9).
Istniejg oczywiste zalety korzystania z sieciowej wersji
programu,jedng z nich jest fakt ciggtego uaktualniania
danych.

Internet to nie tylko najwieksza na Swiecie biblio-
teka, to takze narzedzie umozliwiajgce szybkg wymia-
ne informacji. Oprécz wykorzystywanej szeroko po-
czty elektronicznej zostaty wprowadzone programy
umozliwiajgce spotkanie kilku uzytkownikow sieci.
Do takich nalezy talk ijego nowa ulepszona wersja
mianowicie IRC czyli Internet Relay Chat. Za pomocg
tego ostatniego mozna kontaktowaé sie z kilkoma
rozmowcami, prowadzgc z nimi swobodny dialog za
pomoca klawiatury (nalezatoby tu jeszcze wspomnieé
0 znanej grze MUD z jej kilkoma odmianami oraz
nowej wersji IRC dajgcej mozliwo$¢ wirtualnego spot-
kania z innymi uzytkownikami sieci).

Mozna wymienia¢ si¢ doSwiadczeniami, spostrzeze-
niami korzysta¢ z ustug Usenetu, ktory zawiera tzw.
grupy dyskusyjne (ang. newsgroups). Takich grup jest
naprawde bardzo duzo, sg podzielone na kilka sekcji
lkazdy moze znalez¢ co$ ciekawego dla siebie (nieko-
niecznie zwigzanego z pracg zawodowg). Oczywiscie
istniejg specjalne grupy tematyczne poswiecone tylko
biologii i wybranym jej dziatom. Oprécz tego mozna
bra¢ udzial w poswieconych tematom biologicznym,
elektronicznych konferencjach BIOSCI (Tab. 4).
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Tabela 4.
Wybrane grupy tematyczne BIOSCI

dyskusje na temat genomu

ARABIDOPSIS . ;
Arabidopsis

BIO-JOURNALS czasopisma o tematyce biologicznej

w tabelach

BIOLOGICAL-
INFORMATION

Zastosowania teorii informacji
w biologii

BIONAUTS Pytania i odpowiedzi dotyczace uzy-

wania sieci, lokalizowanie adreséw
poczty elektronicznej

CHROMOSOME 22 Dyskusje dotyczace mapowania i se-

kwencjonowania ludzkiego chromo-
somu 22

EMPLOYMENT Propozycje pracy

MOLECULAR- Dyskusje na temat ewolucji moleku-
EVOLUTION larnej

NEUROSCIENCE Dyskusje na temat badan w dziedzi-

nie neurobiologii

PROTEIN-ANALYSIS Dyskusje dotyczace badan biatek

TROPICAL-BIOLOGY Dyskusje o postepach badan przyro-

dy tropikalnej

Informacja o pozostatych grupach tematycznych oraz o zasadach
dostepu do nich pod adresem:
i) biosci-server@genbank.bio.net (e-mail)
ii) genbank.bio.net (ftp, katalog ,,pub™)
iii) http://www.bio.net/ (WWW)

W Internecie znajdujemy tez programy pozwalajgce
odszukac¢ adres poczty elektronicznej poszukiwanej
przez nas osoby, sg to min.: Netfinder, Paradise, X500,
(Tab. 5). Korzystajac z ich ustug powinnismy zna¢ imie,
nazwisko i adres (ktéry nie jest konieczny ale przy-
spiesza poszukiwania). Niestety nie wszystkie osoby
posiadajgce adres e-maila figurujg w bazach danych
Ww. programow.

Jak juz wspomniatem specyfika sieci komputero-
wych jako zrodta informacji polega na tym, ze kazdy
moze uczestniczy¢ w jej rozbudowie. Do niedawna
byto to zwigzane z uruchomieniem witasnego serwera,
zakupem odpowiedniego oprogramowania i duzg wie-
dzg. Na poczagtku grudnia 1995 roku pojawita sie
szansa stworzenia wilasnej strony w Internecie (ang.
home page) za darmo. Angielska firma Pipex oferuje

Tabela 5.
Poszukiwanie adreséw poczty elektronicznej
nazwa adres liasto
Paradise telnet://ipxl.mat.torun.edu.pl de
X500 telnet://nic.funet.fi dua
telnet://nic.switch.ch dua
Netfind telnet://netfind.uslib.cz netfind
telnet://nic.uakom.cs netfind
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http://atlas.nlm
mailto:biosci-server@genbank.bio.net
http://www.bio.net/

0.5 MB dla kazdego kto ma ciekawy pomyst, zna Praca zostata napisana podczas pobytu w Instytucie im. M.

interesujace adresy w Internecie i chce si¢ nimi po- Nenckiego PAN w Warszawie.

dzieli¢ z innymi, (adres http://dspace.dial.pipex.com/).
W ostatnich latach mozna zauwazy¢ burzliwy roz-

woj sieci komputerowych takze na terenie Polski.

Istnieje wiele instytucji naukowych (przede wszystkim

uniwersytetéw), panistwowych i komercjalnych posia-

dajacych dostep do Internetu. Zrodta informacji:

i . 1 Internet
Podzigkowania 2. The Internet Unleashed, 1994, Sams Publishing
Dzigkuje koledze Arkadiuszowi Szklarczykowi za 3. New Riders’ Official Internet Directory, New Riders Publishing,
pomyst i pomoc w przygotowaniu powyzszego artykutu. Indianapolis, Indiana

Sprawozdania

Sympozjum "On Structure and Biological Functions of Nucleic Acid Components and their Analogues,
Realted Topics”

W dniach 2-5 wrzes$nia 1995 r. odbyto sie w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie naukowe
Sympozjum dedykowane Profesorowi Davidowi Shugarowi w 80. urodziny. Sympozjum patronowat Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN oraz Zaktad Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Uniwersytetu Warszaws-
kiego. Zorganizowaniem imprezy zajat sie Komitet pod przewodnictwem Kazimierza L. Wierzchowskiego
w skiladzie: Irena Pietrzykowska (vice-przewodniczgca), Daniela Barszcz, Jarostaw Kusmirek, Tadeusz
Chojnacki, Grazyna Muszynska i Ryszard Stolarski. W bezposredniej organizacji catego Jubileuszu uczest-
niczyli pracownicy obu instytucji, w ksztaltowaniu ktérych Profesor D. Shugar uczestniczyt od poczatku
i w ktorych nadal pracuje.

Tematyka Sympozjum, tak rozlegta, jak rozlegte sg zainteresowania Jubilata, zorganizowana byta w blokach
tematycznych, w postaci serii pétgodzinnych referatow. Wyjatkowo ciekawa sesja wieczorna, z refleksyjnym,
spokojnym wystgpieniem Friedricha Cramera z Getyngi ("Emil Fischer's lock and key concept a hundred years
ago and today") ukoronowala pierwszy dzien obraz poswiecony gtdwnie chemicznym aspektom syntezy
i strukturze analogéw kwasoéw nukleinowych.

Naukowg czesS¢ tego dnia zaczat zresztg sam Profesor Shugar pasjonujacym referatem (Untitled)
poswieconym kinazom biatkowym. Jezeli ktos miat jakiekolwiek watpliwos$ci co do miodziericzego tem-
peramentu badawczego Profesora, to szybko je stracit stuchajac z jakag pasja, Swiezo$cig spojrzenia i planami
na przysztos¢ mowit o tych swoich ulubionych obiektach badan ostatnich lat.

Drugi dzien obrad objat tematyke blizsza enzymom i strukturze calych kwasdéw nukleinowych oraz
mutagenezie, trzeci — chemioterapii chor6b nowotworowych iwirusowych. Pozostat mi w pamieci niezwykle
elegancki wyktad Ephraima Katchalskiego-Katzira, siegajgcy takze historycznych juz Jego prac nad syntezg
i wiasciwos$ciami poliaminokwaséw, jednoczesnie wskazujgcy na ich znaczenie rGwniez w najnowoczes-
nieszych odkryciach genetyki molekularnej (dynamiczne mutacje).

Trudno imiennie wyr6zni¢ uczonych, w wiekszosci znanych nam z literatury, cho¢ zawsze ciekawie jest
zobaczy¢ jak wyglada kto$, czyje prace od dawna sie zna, z kim podejmowato sie podobne problemy, a wiec
z kim tgczy nas spos6b mys$lenia. Rzucony na ekran obraz pierwszej strony mojej starej publikaciji, stanowigcej
odnosnik historyczny do wspoéiczesnych prac, sprawit mi duzg przyjemnosc.

Sympozjum miato réwniez swojg cze$¢ towarzyska: od matych spotkan ,starych" przyjaciét w domach
wspoOipracownikéw Profesora i u Niego samego, przy wspaniale przyjecie w Hotelu Prezydenckim,
z wielopietrowym tortem podarowanym przez firme A. Blikle, barokowg muzykg choéralng w wykonaniu
chlopiecego chéru Katedry Sw. Jana i wystgpieniami przyjaciot z Polski i zagranicy, ktérych prawdziwg
ozdoba byt poemat W. Guschlbauera, zaczynajacy sie od stéw "Eighty years ago was born aboy...” ,akonhczacy
— "Long life to King David”.

Zamkniecie bardzo pracowitego Sympozjum (34 referaty) uswietnit wspaniatym, cieptym przemdwieniem
Ephraim Katchalski-Katzir. Przypomniatl swoje kontakty i przyjazh z Jubilatem, z poczuciem humoru
opowiedziat kilka anegdot i wzruszyt nas wszystkich. Profesor Shugar otrzymat album zdje¢ wykonanych
w trakcie Sympozjum, z podpisami uczestnikow i gosci. Nie zapewniliSmy jednego, na co skarzyli sie wszyscy
— pogody. Przez caly czas Sympozjum lat ulewny deszcz, ktéry utrudniat zwiedzanie Warszawy i uczestnikom
i osobom towarzyszacym.
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W Sympozjum udziatl czynny wzieli (w kolejnoSci wystgpien): D. Shugar (Warszawa), H. Vorbriggen
(Berlin), W. Pfleiderer (Konstanz), F. Seela (Osnabriick), W. Stec (L6dz), Bozen a Golankiewicz (Poznan),
Karin Brinbaum (Ottawa), W. Saenger (Berlin), W. Guschlbauer (Gif-sur-Yvette), M. Wiewiorowski
(Poznan), F. Cramer (Géttingen), J.S. Kwiatkowski (Torun), G.V. Fazakerley (Gif-sur-Yvette), Jane K
Setlow (Upton), R H. Haynes (North York), Celina Janion (Warszawa), R Hancock (Quebec), G. E Wright
(Worcester), A. Krayevsky (Moskwa), W. Rode (Warszawa), Katarzyna Bebenek (Bethesda), N. G. Johann-
son (Huddinge), L. A. Pinna (Padova), R Kole (Chapel Hill), E De Clercq (Leuven), D. C-K. Chu (Georgia), Y.
Becker (Jerusalem), K Pankiewicz (New York), G. Gosselin (Montpellier), R. M. Tanguay (Ste-Foy), E
Katchalski-Katzir (Rehovot), V. Murthy (Ste-Foy), S. Caffieri (Padova).

Pelny program Sympozjum znajduje sie w specjalnym, anglojezycznym zeszycie ,Postepow Biochemii",
dedykowanym Profesorowi Davidowi Shugarowi, a znaczna czes¢ referatow publikowana jest w ,,Acta
Biochimica Polonica" vol. 43, zeszyt 1, 1996.

Magdalena Fikus

XXX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Sprawozdanie

W dniach 6-8 wrzesnia 1995 r. miat miejsce w Warszawie XXXI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Obrady odbywaly sie w salach Audytorium Maximum Uniwersytetu Warszawskiego, plakaty zas byty
wystawiane w salach Patacu Staszica Polskiej Akademii Nauk. Honorowy patronat nad Zjazdem objeli prof, dr
hab. Liliana Konarska, prezes Zarzadu Giéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, prof, dr hab.
Leszek Kuznicki, prezes PAN, oraz Jego Magnificencja Rektor Uniwersytetu Warszawskiego,prof, dr hab.
Wiodzimierz SiwiAski. Uroczyste otwarcie Zjazdu odbyto sie w sali im. A. Mickiewicza w Audytorium
Maximum UW. Uczestnikéw Zjazdu i zaproszonych gosci przywitata przewodniczaca Oddziatlu Warszaws-
kiego PTBioch i Komitetu Organizacyjnego Zjazdu prof, dr hab. Barbara Grzelakowska-Sztabert, ktora tez
krotko przedstawita zebranym problemy zwigzane z organizacjg Zjazdu. Nastepnie zabrali gtos goscie Zjazdu:
prof, dr hab. Leszek Kuznicki, prezes PAN, prof, dr hab. Maciej Natecz, dyrektor Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego i polskiej sieci Biologii Komaorkowej i Molekularnej UNESCO/PAN oraz
prof dr hab. Bronistawa Morawiecka, przewodniczaca zespotu Nauk Biologicznych, Nauk o Ziemi i Ochrony
Srodowiska Komitetu Badan Naukowych.

Po przeméwieniach powitalnych zabrala gtos profesor Liliana Konarska przedstawiajac zebranym szereg
wiadomosci organizacyjnych z zycia Towarzystwa Biochemicznego. Nastepnie pani Prezes wreczyta dyplomy
i nagrody tegorocznym laureatom nagréd Towarzystwa.

— 1im. J. Parnasa — A. Szalewskiej-Palasz, A. Wegrzyn, A. Herman i G. Wegrzynowi za prace pt. "The
mechanism of the stringent control of lambda plazmid DNA replication” opublikowana w EM BO
Journal, 13, 5779-5785 (1994)

— im. B. Skarzynskiego — dr Ewie Sikorze za artykut pt. ,Mechanizmy $mierci programowanej
(apoptozy)", opublikowany w , Postepach Biochemii* 40, 150-160, 1994,

Po oficjalnych wystgpieniach prof, dr hab. Maciej Zylicz z Akademii Medycznej w Gdansku wygtosit wyktad

plenarny pt. ,Biatka szoku termicznego”.

Poczawszy od potudnia 6 wrzes$nia obrady toczyly sie w trzech réwnolegtych blokach tematycznych.
Pierwszy z nich, zatytutowany GENY | GENOMY, ktérego organizatorami byli prof, dr hab. Magdalena Fikus
i prof, dr hab. Andrzej Jerzmanowski, obejmowat 5 sesji

— replikacja DNA

— medycyna molekularna

— transkrypcja

— DNA — struktura i funkcja

— biologia molekularna roslin.
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Drugi blok po$wiecony byt szeroko pojetej SYGNALIZACJI KOMORKOWEJ i zawieral 4 sesje:
— rola bton w regulacji proceséw komérkowych
(org. prof. dr Lech Wojtczak i prof. dr hab. Jerzy Duszynski)
— mechanizmy regulacji hormonalnej
(org. prof. dr hab. Roman Lorenz)
— receptory komérkowe
(org. prof. dr hab. Hanna Wehr i doc. dr hab. Barbara Czartoryska)
— przekaznictwo sygnatéw
(doc. dr hab. Jolanta Baranska)
Blok trzeci o tematyce ukierunkowanej na ZAGADNIENIA MEDYCZNE obejmowat 3 sesje i minisympozjum
na temat biologii komérki nowotworowej sponsorowane przez polska sie¢ Biologii Molekularnej i Komoér-
kowej UNESCO/PAN:
— procesy biotransformacji
(org. prof. dr hab. Anna Baranczyk-Kuzma)
— miesnie w normie i patologii
(org. prof. dr hab. Renata Dgbrowska i doc. dr hab. Anna Jakubiec-Puka)
— biologia komorki nowotworowej
(org. doc. dr hab. Matgorzata Balinska idoc. dr hab. Janusz Siedlecki, sponsor sie¢ Biologii Komérkowej
i Molekularnej UNESCO).
Ponadto odbyta sie sesja poSwiecona nauczaniu biochemii, zorganizowana przez prof. dr hab. Zofie Walter.
Oczywiscie tematyka poszczegoélnych sympozjéw zazebiala sie, zwlaszcza w sesjach poswieconych medycy-
nie molekularnej i biologii komérki nowotworowej.

Kazdego dnia prezentowano doniesienia rézne, o tematyce zblizonej do tematyki odbywajacych sie w tym

dniu sympozjow. Te doniesienia rézne, ktére nie miescity sie w problemach poszczegdélnych sesji po-
klasyfikowano arbitralnie w grupy o zblizonej tematyce. Streszczenia wyktadéw (65) wygtoszonych
w poszczegllnych sesjach oraz doniesienia zjazdowe (421) przygotowano do druku ze skltadu kom-
puterowego i wydano w formie ksigzkowej. Znalazly sie tez w nim reklamy (11) firm wystawiajgcych na
Zjezdzie aparature, sprzet i chemikalia niezbedne do badan. Wydano tez program Zjazdu.'
W czasie zjazdu przeprowadzono dwa konkursy. Pierwszy z nich to Konkurs im. Prof. Witodzimierza
Mozotowskiego za najlepszg prace przedstawiong na Zjezdzie przez mtodego biochemika (do 30 roku zycia).
Komisji konkursowej przewodniczyt prof. L. Wojtczak, a laureatem konkursu, w ktdrym uczestniczyto 19 os6b
zostala mgr Agnieszka Szablewska-Patasz z Gdanska za prace,,Niezdolno$¢ faga \ do lizogenizacji mutantéw
Escherichia coli rpoA341 wynika z drastycznie obnizonej transkrypcji z promotoréw pozytywnie regulowa-
nych przez aktywator CII” i ,0Obnizony poziom wczesnych transkryptéw litycznych faga \ w mutancie
Escherichia co/i /y?0A341 nie zakiéca rozwoju litycznego faga”.

Ponadto przyznano 3 nagrody-wyrdznienia dla mgr Adama Sokala z todzi, mgr Grazyny Mosieniak
zWarszawy, mgr Alicji Wegrzyn z Gdanska. Drugim konkursem byt konkurs im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth
za najlepszg prezentacje przedstawiong przez autora-studenta, ktdry w momencie przystania streszczenia nie
posiadat jeszcze dyplomu ukonczenia studiéw. W konkursie wzieto udziat 11 oséb, a komisja obradujgca pod
przewodnictwem prof. Tomasza Borkowskiego wytonita laureata — kol. Krzysztofa Kobielaka z Poznania za
prace pt. ,Podtoze molekularne zespotu Christ-Siemens-Touraine”. Ponadto wyrézniono kol. Dorote
Scieglinska z Poznania, Dobrawe Lisickg z Poznania oraz Magdalene Stanczyk z Warszawy.

Nagrody i wyréznienia zostaly wreczone przez prof. L. Konarskg podczas uroczystosci zakonczenia Zjazdu.

W dniu otwarcia zjazdu uczestnicy spotkali sie wieczorem na koncercie w Galerii Caroll-Porczynskich,
sponsorowanym przez firme Perkin-Elmer. Spotkanie to zakoriczyto sie mitg uroczystoscia ztozenia przez prof.
L. Konarskg gratulacji z okazji 80-lecia urodzin dtugoletniemu redaktorowi Postepow Biochemii, prof. Z
Zielinskiej.

Cze$¢ uczestnikow Zjazdu spotkata sie réwniez w restauraciji Adria, niektorzy tez zwiedzali Zelazowa Wole.

Drugiego dnia Zjazdu odbyto sie walne zebranie cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, na
ktérym wybrano nowe wiadze Towarzystwa. W kadencji 1995-1958 Prezesem ponownie zostata wybrana
prof. Liliana Konarska.

Konczac chcialybySmy w imieniu organizatoré6w warszawskiego zjazdu bardzo serdecznie podziekowaé
kolezankom i kolegom z Zaktadéw Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, cztonkom
i sympatykom naszego Towarzystwa za wspanialg pomoc w dniach poprzedzajacych zjazd i w goracych
dniach trwania zjazdu. Organizatorom XXXII Zjazdu w Krakowie zyczymy samych sukcesow.

Barbara Grze/akowska-Sztabert
Katarzyna Natecz
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Sprawozdanie

z dziatalnosci Zarzadu Gitdwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego XIV Kadencji 1992-1995 r.

W okresie sprawozdawczym liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zgrupowanych
w 12 oddziatach terenowych zwiekszyta sie z 1488 os6b w roku 1993 do 1607 oséb w roku biezagcym (Tab. 1).
W roku 1993,1994 ipierwszej potowie roku 1995 przyjeto 25, 55 i 27 Cztonkéw Rzeczywistych i 22, 27 i 31
Cztonkéw Studentow (Tab. 2). Cztonkdéw, ktérzy z r6znych powodoéw zalegali ponad 2 lata z ptaceniem
sktadem przeniesiono w poczet tzw. Cztonkdw biernych, tracacych jednoczesnie czes¢ przywilejow, jak ulgi
w prenumeracie ,,Postepdéw Biochemii", optacie za uczestnictwo w zjazdach itp. Liczba Cztonkéw biernych
stale wzrasta i w roku sprawozdawczym wynosi az 459 oséb. Pozostali Cztonkowie Towarzystwa placa
sktadke regularnie. Jej wysokos¢ w minionej kadencji wynosita kolejno 40.000 starych zt. w latach 1992
i 1993, 100.000 starych zt. w roku 1994 i 15 z. od 01.03.1 995. Skiadka Cztonkéw Studentéw wynosi 5 zt

Zarzad Gtéwny, przy wspOtpracy z Zarzadami Oddziatéw, prowadzi dzialalnos¢ statutowa poprzez Sekcje,
Komisje i Zespoly powotane do zadahn szczeg6towych. Zgodnie ze Statutem Towarzystwa, kazdego roku
odbyly sie cztery plenarne posiedzenia Zarzgdu Gtéwnego z udziatem przedstawicieli Oddziatéw, or-
ganizatoréw zjazdéw naukowych i innych zapraszanych gosci.

Dyzury cztonkéw Prezydium odbywaly sie we wtorki w biurze Zarzadu Gtéwnego, ktére w roku 1993
zostalo przeniesione z ciasnego pomieszczenia przy ul. Freta 16 do nowej siedziby w budynku Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3 (pokdj 633). Dzieki temu poprawity sie
warunki pracy Zarzadu i mozliwosci kontaktu z Oddziatami terenowymi i oSrodkami naukowymi w kraju
i zagranicg (tel: 658-20-99, fax: 22-53-42). Biuro Zarzagdu Gitéwnego oraz redakcje ,,Acta Biochimica
Polonica" i ,.Postepéw Biochemii" sg teraz zlokalizowane w jednym miejscu co usprawnia prace i daje
mozliwo$¢ znacznych oszczednosci przez korzystanie ze wspdlnego pomieszczenia i sprzetu (komputer,
kserokopiarka). Zarzad Gtéwny dysponuje juz komputerem i odpowiednim programem, ktéry pozwoli na
prowadzenie elektronicznej ewidencji Czlonkéw Towarzystwa. Utlatwi to z pewnosScig prace sekretariatu
Zarzadu Gtoéwnego nastepnych kadenciji.

W okresie sprawozdawczym dziatalnos¢ Towarzystwa — wydawnictwa, zjazdy, sympozja naukowe
i szkolenia dotowane byly przez Komitet Badan Naukowych. W ptywy z tytutu sktadek cztonkowskich powinny

Tabela 1.
Liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1993-1995
Oddziat 1993 1994 1995
Biatystok 48 50 54
Gdarnsk 78 78 88
Katowice 96 98 83
Krakéw 91 91 93
Lublin 95 101 105
todz 158 157 161
Olsztyn 48 48 54
Poznan 165 117 171
Szczecin 50 51 50
Torun 32 32 32
Warszawa 510 552 590
Wroctaw 117 123 126
Ogétem 1488 1552 1607
(zawieszeni, bierni) (236) (380) (459)
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Tabela 2.

Cztonkowie przyjeci do PTBioch w roku:

1993 W tym studenci 1994 W tym studenci 1995 do 30.06.95 W tym studenci
Biatystok 3 1 2 - 3 1
Gdansk 3 1 10 2
Katowice 3 - 3 1 1
Krakow - - 2
Lublin 3 - 7 1 4 2
Loédz 2 2 3 1 12 8
Olsztyn - - - - 6 1
Poznan 2 - 5 - 1
Szczecin 1
Torun
Warszawa 29 18 38 19 27 17
Wroctaw 1 - 12 3 4 2
Razem 47 22 82 27 58 31

wynosi¢ okoto 50 min, w latach 1992 i 1993, i 150 min w latach 1994/1995, przy zalozeniu, ze wszyscy
Cztonkowie Towarzystwa placg regularnie sktadki. W rzeczywistosci mogliSmy liczy¢ na skltadki ptacone
regularnie przez 30-50% Cztonkéw Towarzystwa. Z tych skromnych funduszy pokrywane byly najniezbed-
niejsze wydatki Zarzgdu (optata dwdch urzedniczek, ksiegowej, sktadki FEBS, doroczne nagrody, przesyiki
itp.).

Gloéwnym celem Towarzystwa, okreslonym przez Statutjest popieranie rozwoju biochemii, popularyzacja jej
osiggnie¢ oraz integracja Srodowiska biochemicznego. Zarzgd Gtéwny XIV Kadencji realizowat te cele
poprzez:

— dziatalno$¢ wydawnicza: , Postepy Biochemii", ,,Acta Biochimica Polonica" i Monografie
— premiowanie najwartosciowszych osiagnie¢ naukowych, a ostatnio i dydaktycznych, poprzez konkursy
i nagrody

im. prof. Jakuba
im. prof. Bolestawa Skarzynskiego
im. prof. Wiodzimierza Mozotowskiego
im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth
im. prof. Antoniego Dmochowskiego
— popularyzacje osiggnie¢ nauki Swiatowej poprzez konkursy na najlepiej przygotowany i wygtoszony
wyktad z dziedziny biochemii i biologii molekularnej
— popularyzacje i popieranie stazy naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS
— wspotorganizacje dorocznych Zjazdéw Towarzystwa
— inspirowanie i organizowanie monotematycznych sesji naukowych
— popieranie dziatalnosci zwigzanej z organizacjg nauczania poprzez wymiane doswiadczen dydaktycz-
nych oraz przygotowania pomocy utatwiajgcych prace nauczycieli akademickich i licealnych
— integracje $rodowiska biochemicznego poprzez redakcje ,Listow do Czionkéw Towarzystwa".

Dziatalno$¢ wydawnicza

Kwartalnik ..Postepy Biochemii" rozwija sie pomysinie. W XIV Kadencji redaktor naczelny prof. Zofia
Zielinska oraz pozostali redaktorzy — prof. Grazyna Palamarczyk, prof. Andrzej JerzmanowsKi
idr Anna Szakiel dbali o punktualne ukazywanie sie pisma oraz wysoki merytoryczny i graficzny poziom
drukowanych artykutdw. Prezentowane prace zawierajg wiedze o wspotczesnych kierunkach badan nauk
biologicznych, przyblizaja najnowsze osiagniecia Swiatowych pracowni. ,Postepy Biochemii" w obecnej
formie dostarczajg aktualnych informacji z wielu pokrewnych dziedzin, takich jak biochemia, biologia
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Tabela 3.

Prenumerata ,Postep6éw Biochemii" w roku:

Oddziat
1993 1994 1995 (do 15 VII 95)
Biatystok 12 12 8
Gdansk 12 15 15
Torun 6 2 7
Krakow 24 26 13
Katowice 30 28 23
Lublin 33 33 35
Lodz 33 37 37
Olsztyn 10 6 8
Poznan 19 15 11
Szczecin 24 13 14
Warszawa 56 65 53
Wroctaw 25 23 12
Razem 284 275 236

molekularna, genetyka, biotechnologia oraz nauki medyczne. Kwartalnik jest cennym uzupeinieniem
podrecznikéw akademickich. Stanowi on pomoc w nauczaniu studentéw wydziatow biologicznych Uniwer-
sytetow, Akademii Rolniczych, Akademii Medycznych i Politechnik. Kwartalnik jest dotowany przez KBN
i dzieki temu moze ukazywac sie regularnie i w nowoczesnej formie. W plywy ze sprzedazy sg coraz mniejsze,
poniewaz liczba os6b prenumerujacych to czasopismo systematycznie spada (284 w 1993 roku do 236 w roku
1995, Tab. 3). Stale prowadzona jest sprzedaz pojedynczych numeréw i catych rocznik6w kwartalnika
w Zarzadzie Gtéwnym i podczas zjazdéw i sympozjow organizowanych przez PTBioch. Cze$¢ egzemplarzy
rozprowadzana jest nieodptatnie wsréd nowoprzyjmowanych cztonkéw ijako egzemplarze reklamowe.

Kwartalnik ,,Acta Biochimica Polonica" publikuje oryginalne prace doswiadczalne w jezyku
angielskim. Kwartalnik redagowany jest przez 9-cio osobowy zesp6t. Redaktorem naczelnym jest prof.
Konstancja Raczyrnska -Bojanowska, a 18-osobowej Radzie Redakcyjnej przewodniczy prof. Lech
Wojtczak. Od grudnia 1992 roku czasopismo jest wydawane przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
wspolnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. W roku 1993 zmieniono format, unowoczesniono szate
graficzng pisma i przeniesiono redakcje z pomieszczen PAN w PKiN do pomieszczenia sasiadujacego
z siedzibg Zarzadu Gtéwnego. Kwartalnik jest wydawany z pomoca finansowg KBN, co zapewnia regularne
ukazywanie sie czasopisma. Dzieki temu ,,Acta Biochimica Polonica", po 1,5-rocznym braku indeksacji
powrocity do Current Contents. Czasopismo to indeksowane jest takze w BIOSIS, Chemical Abstracts,
Excerpta Medica, Medline.

Monografie Biochemiczne

Z inicjatywy Sekcji Dydaktycznej Towarzystwa kontynuowano wydawanie monografii. W 1993 r. ukazato
sie drugie wydanie monografii pt. ,Rozpad fosfolipiddw a przekazywanie informacji w komoérce” (uzupet-
nione i rozszerzone) — autor Jolanta Baranska. Ukazata sie réwniez kolejna pozycja ,Budowa i funkcja
bton” autorstwa W. LesSniak iZ Porembskiej.

W 1995 roku zostang wydane dwie kolejne pozycje:

— ,Molekularne mechanizmy przekazywania sygnatéw w komorce” — praca zbiorowa pod red. L.
Konarskiej opracowane na podstawie materiatbw wyktadowych Szkoly Zimowej nt. ,Przekazywanie
Sygnatdbw w Komaérce”, zorganizowanej przez Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w grudniu 1993 r., wydawca PWN.

— ,Witlodzimierz Mozotowski. W stulecie urodzin ,Monografia opracowana przez prof. W. Makarewicza,
wydawca Oddziat Gdarski Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

— W przygotowaniu jest monografia pt. ,Hormony glikoproteinowe: struktura, biosynteza i funkcja ich
oligosacharyddéw” Autorzy: lwona Zaki Marian Drozd. Wydawca: Zarzad Gtéwny PTBioch.

Publikacje zawierajg najnowsze informacje dotyczgce omawianych tematéw. Stanowig cenne uzupetnienie
przestarzatych podrecznikéw akademickich. Moga z nich korzysta¢ zaréwno wyktadowcy i asystenci jak
i studenci.

Wszystkie wydawnictwa spotkaly sie z przychylna oceng recenzentéw i czytelnikow.
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Biuletyn Towarzystwa
,Listy do Cztonkéw PTBioch"

Biuletyn jest redagowany przez dr Terese Wesotowska i wydawany w Szczecinie. W ciggu XIV Kadencji
ukazalo sie 11 listow informujacych o dziatalnosci naszego Towarzystwa. Biuletyn przekazuje aktualne
wiadomosci dotyczgce pracy Zarzadu Glownego, pracy Oddziatow oraz informuje o naukowych imprezach
w kraju i zagranicg. Biuletyn jest otwarty na wszelkie informacje z Oddziatdw i oczekuje na Scislejsza
wspoiprace. Forma redagowania listow, zyczliwy i cieply stosunek redaktora biuletynu do Czytelnikow
zjednuje sympatie Cztonkéw naszego Towarzystwa, powieksza grono czytelnikow i integruje Srodowisko
biochemiczne.

Nagrody

Nagroda im. prof. Jakuba Parnasa za najlepsza prace doswiadczalng z zakresu biochemii wykonang
w pracowni na terenie Polski jest przyznawana regularnie. W okresie sprawozdawczym otrzymali ja:
— Grzegorz Wegrzyn, Alicja Pawtowicz i Karol Taylor w 1993 roku
— Hanna Strzelecka-Gotaszewska, Joanna MOraczewska, Sofia Knaitlina i Malgorzata Mossakowska
w 1994 roku
— Agnieszka Szalewska-Patasz, Alicja Wegrzyn, Anna Herman i Grzegorz Wegrzyn w 1995 roku.
Konkurs maogt sie odbywac dzieki pracy wielu oséb, ktdre wchodzity w skfad komisji w kolejnych latach
1993— 1995, byli to:

Przewodniczacy:

1. Prof. Lech Wojtczak 1993) Warszawa
2. Prof. Andrzej Guranowski 1994) Poznah
3. Prof. Jan Barciszewski 1995) Poznanh

Cztonkowie:

1. Prof. Andrzej Guranowski 1993) Poznan

2. Prof. Wtodzimierz Korohoda 1993) Krakow
3. Prof. Wiestaw Makarewicz 1993) Gdansk
4. Prof. Hanna Wehr 1993) Warszawa
5. Prof. Wiodzimierz Zgdérski-Ostoja 1993) Warszawa
6. Prof. Zbigniew Zak 1993) Krakow
7. Prof. Jan Barciszewski 1994) Poznanh
8. Prof. Tadeusz Chojnacki 1994) Warszawa
9. Dr Michal Komoszynski 1994) Torun

10. Prof. Barbara Lipihska 1994) Gdarnsk
11. Prof. Roman Tarnawski 1994) Katowice
12. Doc. Jolanta Baranska 1995) Warszawa
13. Prof. Andrzej Bierzynski 1995) Warszawa
14. Prof. Teresa Jakubowicz 1995) Lublin

15. Prof. Zofia Kiliahska 1995) tédz

16. Prof. Hjenryk Lach 1995) Krakow
17. Prof. Ryszard Olinski 1995) Bydgoszcz
18. Prof. Anna Podhajska 1995) Gdarnsk
19. Dr Jolanta Zakrzewska [1995) Wroctaw

Nagroda im. prof. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy opublikowany w ,.Postepach
Biochemii" otrzymali:
— Mirostawa Barciszewska, Jan Barciszewski 1993
— Andrzej Kutner 1994
— Ewa Sikora 1995
W skia komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczacy:

1. Prof. Grazyna Palamarczyk (1993) Warszawa
2. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1994) Warszawa
3. Prof. Zofia Zielinska (1995) Warszawa
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Cztonkowie:

1. Prof. Tomasz Borkowski (1993) Lublin

2. Prof. Wanda Dobryszycka (1993) Warszawa
3. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1993) Warszawa
4. Prof. Maciej Zylicz (1993) Gdansk
5. Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert (1994) Warszawa
7. Prof. Anna Lipinska (1994) todz

8. Prof. Anna Podhajska (1994) Gdansk
9. Doc. Ksenia Bykowska (1995) Warszawa
10. Prof. Wojciech Markiewicz (1995) Poznan
11. Prof. Irena Pietrzykowska (1995) Warszawa
12. Doc. Janusz Siedlecki (1995) Warszawa
13. Prof. Zdzistaw A. Wojciechowski (1995) Warszawa

W konkursie im. prof. Wiodzimierza Mozotowskiego na najlepszg prace miodych biochemikéw (do lat 30)
przedstawiang na corocznych Zjazdach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, nagrodzeni zostali:

— Katarzyna Lisowska (nagroda)

— Maltgorzata Czarny (wyréznienie)

— Anna Filipek (wyréznienie)

— Bernard Korzeniowski (wyrdznienie) w 1993 r.
— W. G. Musiat (nagroda)

— Stawomir Dgbrowski (wyréznienie)

— Barbara Niewczas (wyréznienie) w 1994 r.

— Agnieszka Szalewska-Patasz (nagroda)
— Marta Prymakowska-Bosak (wyrdznienie)

— Grazyna Mosieniak (wyréznienie)
— A. Sokal (wyrdznienie)
— Alicja Wegrzyn (wyrdznienie) w 1995 r.

W skitad komisji konkursowych wchodzili:

Przewodniczacy:

1. Prof. Janina Kwiatkowska-Korczak (1993) Wroctaw
2. Prof. Jadwiga Purzycka-Preis (1994) Gdansk
3. Prof. Lech Wojtczak (1995) Warszawa
Cztonkowie:

1. Prof. Liliana Konarska (1993) Warszawa
2. Prof. Aleksandra Kubicz (1993) Wroctaw
3. Doc. Danuta Kwiatkowska (1993) Wroctaw
4. Prof. Mariusz Zydowo (1993) Gdansk
5. Prof. Liliana Konarska (1994) Warszawa
7. Prof. Wiestaw Makarewicz (1994) Gdansk
8. Prof. Tomasz Tyrakowski (1994) Szczecin
9. Prof. Halina Augustyniak (1995) Poznanh
10. Prof. Ewa Bartnik (1995) Warszawa
11. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1995) Warszawa
12. Prof. Mariusz Zydowo (1995) Gdansk

Od 1994 roku przyznawana jest dodatkowo nagroda im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth za szczegdlnie
wartosciowe prace badawcze, zgtoszone i przedstawione na Zjezdzie PTBioch przez studentow.
Otrzymali je w 1994 r.:

| nagrode: Anna Herman

3 réwnorzedne Il nagrody Maciej Krol
Stawomir Majdanik
Aleksandra Rojek

W 1995 r.:

Nagroda Krzysztof Kobielak
Wyréznienie Dorota Scieglifiska
Wyrdznienie Dobrawa Lisiecka
Wyrdznienie Magdalena Stanczyk
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W skfad komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczacy:

1. Prof. Tomasz Borkowski (1994, 1995) Lublin
Cztonkowie:

1. Doc. Jolanta Baranska (1994) Warszawa
2. Prof. Liliana Konarska (1994) Warszawa
3. Prof. Zygmunt Machoy (1994) Szczecin
4. Dr Maria Sanecka-Obacz (1994) Lublin

5. Dr Teresa Wesotowska (1994) Szczecin
6. Prof. Jerzy Duszynski (1995) Warszawa
7. Dr Maria Sanecka-Obacz (1995) Lublin

8. Prof. Roman Tarnawski (1995) Katowice
9. Dr Teresa Wesotowska (1995) Szczecin

Nagrode za najlepszg prezentacje posteru na XXX Zjezdzie PTBioch w Szczecinie, ufundowana przez firme
M&C Lab. otrzymali:
— E Poremba, A. Gozdzicka-J6zefiak, H. Kedzia

Nagrody stanowig nie tylko prestizowe wyr6znienie, od trzech lat zwigzana jest z nimi do$¢ znaczna kwota.

Konkurs na najlepiej przygotowany i wygtoszony wyktad akademicki

Od 6 lat odbywajg sie konkursy na najlepiej przygotowany i wygioszony wyktad z dziedziny nauk
biologicznych, biochemii i biologii molekularnej. Organizacja Konkurséw ma na celu popularyzacje osiggniec¢
nauk biologicznych.

W 1993 roku w finale konkursu wygtoszono 4-y wyktady:

1. Katarzyna Anna Natecz: ,Mechanizmy transportu zwigzkéw niskoczasteczkowych przez blony bio-

logiczne”

2. Maciej Szymanski: ,Mechanizmy inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1"

3. Malgorzata Giel: ,Strukturalne aspekty oddzialywania biatek z DNA”

4. Lucyna Pawilowska-Cwigk: ,Mechanizmy detoksykacji dwutlenku siarki i skutki niewydolnosci jego

unieszkodliwienia” .
Komisja Konkursowa przyznata jedng pierwsza (1), dwie drugie (2, 3) ijedng trzecig Nagrode (4).
W 1994 roku dwie réwnorzedne pierwsze Nagrody uzyskali:
— Janusz Siedlecki za wyktad: ,Molekularne podstawy choréb nowotworowych”
— Adam Szewczyk: ,ATP-wewnatrzkomoérkowy przekaznik informacji”
Dwie réwnorzedne drugie Nagrody uzyskali:
— Mirostawa Siatecka za wyktad: ,Struktura i wiasciwosci syntetaz aminoacylo-tRNA”
— Eliza Wyszko: ,Struktura i wtasciwosci czynnika transkrypcyjnego IIIA (TF Ill A) Xenopus levis"
W roku 1995 Konkurs nie odbyt sie z powodu braku zgloszen.

Wazniejsze uchwaty Organéw Statutowych Towarzystwa
w 1992 roku:

1. Przejecie przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwartalnika ,,Acta Biochimica Polonica". Dawny
wydawca: Komitet Biochemii i Biofizyki PAN, pozostaje wspétwydawca.
2. Zatwierdzenie planu Zjazdéw Towarzystwa w roku 1994 (Szczecin) i 1995 (Warszawa).

w 1993 roku:

1. Podwyzszenie rocznej sktadki cztonkowskiej z40.000 zt. w 1992 i 1993 roku do 100 000 z.. poczynajac od
1994 roku.
2. Powotanie Sekcji Biotechnologii
Przewodniczacy — prof. Stanistaw Bielecki (L6dZ)
Cztonkowie — prof. Tomasz Twardowski (Poznan)
— prof. Antoni Polanowski (Wroctaw)
— dr hab. Marianna Turkiewicz (L6dz)
3. Decyzja o przeniesieniu siedziby Zarzadu Gtéwnego z ul. Freta 16 do budynku Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3.
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w 1994 roku:

1. Podwyzszenie skiadki cztonkowskiej w roku 1995 z 190 zi. do 15 z. Czionkowie Studenci ptacg 5 zi.
2. Powotanie Konkursu i zatwierdzenie regulaminu Nagrody im. prof. Janiny Opienskiej-Bluth, na wniosek
Lubelskiego Srodowiska Biochemicznego. Nagroda jest przyznawana studentom za szczegdlnie warto$ciowe
prace badawcze, zgtoszone i przedstawione na dorocznym Zjezdzie Towarzystwa.

3. Powotanie Konkursu i zatwierdzenie regulaminu Nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego, ktora
przyznawana bedzie co 2 lata za szczegolne osiggniecia dydaktyczne w dziedzinie biochemii. Pierwsza edycja
Konkursu zostanie rozstrzygnieta w 1996 roku.

w 1995 roku:

1. Ustalenie i zatwierdzenie planu Zjazdéw PTBioch w roku 1996 (Krakéw) i 1997 (Katowice).

2. Zgiloszenie Sekcji Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na czionka Europejskiej
Federacji Biotechnologii.

3. Zgtoszenie kandydatury prof. M. J. Nalecza do Komitetu Kurséw FEBS.

Dziatalno$¢ Organizacyjno-Naukowa Towarzystwa

1. Zjazdy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W biezgcej Kadencji odbyty sie trzy Zjazdy PTBioch:
— Wroctaw 1993
— Szczecin 1994
— Warszawa 1995

Spotkania te cieszyly sie duzym zainteresowaniem, czego dowodem byta wysoka frekwencja (600-800
0s0b), oraz liczba i réznorodnos$¢ nadsytanych komunikatéw. Juz od pewnego czasu w programach Zjazdu
znajdujg sie sesje poswiecone biotechnologii, biochemii klinicznej oraz dydaktyce. Coraz liczniejszy jest
rowniez udziat w Zjezdzie os6b nie bedacych Cztonkami naszego Towarzystwa. Liczny jest rowniez udziat
miodych kolegow-biochemikéw oraz studentéw pracujgcych naukowo w Studenckich Kotach Naukowych.
2. Monotematyczne sesje naukowe
— Szkota Zimowa na temat ,Przekazywanie sygnatow w komaorce”

W celu udostepnienia najnowszych osiggnie¢ nauki Swiatowej w dziedzinie regulacji proceséw komor-
kowych, Zarzad Gtéwny zorganizowat Szkote Zimowa dla asystentdw i miodszych pracownikéw nauki na
temat ,Przekazywanie sygnatow w komérce”.

Odbytly 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 — wtérne przekazniki informacji

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

— Biosynteza i fizjologiczna funkcja tlenku azotu

— Sygnaly indukujgce programowana $mieré¢ komorki

Udziat w zajeciach wzielo 140 os6b. Stuchacze potwierdzili dobry merytoryczny poziom wyktaddéw

i wyrazali potrzebe podobnych konferencji ksztalceniowych w przysztosci. Materiaty wyktadowe staty sie
przyczynkiem do ksigzki, ktéra ukaze sie naktadem PWN w IV kwartale 1995 roku.
— Kurs ,Analiza glikokoniugatéw” prowadzony w catosci w jezyku angielskim jako ,Glycobiology Workshop,
Bialystok'93” (22-28 sierpnia 1993). Zorganizowany przez Bialostocki Oddziat Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Instytut Glikobiologii Uniwersytetu w Oxfordzie, Oxford Glycosystems i Zaktad Biochemii
Farmaceutycznej AM w Bialymstoku.

W kursie wzieto udziat 28 uczestnikéw z Polski, Estonii, Biatorusi i Ukrainy. Zajecia prowadzito
6 wyktadowcow z Wielkiej Brytanii i 2 z Polski.

Celem kursu bylo zapoznanie sie z podstawowymi zasadami glikobiologii i znaczeniem glikozylacji
w formowaniu struktury i funkcji glikoprotein. Wyktady byly zintegrowane z zajeciami praktycznymi — tj.
najnowszymi metodami uwalniania i okreslania struktury oligosacharydéw. Kurs byt dotowany przez KBN.
— ,Advanced Course on Applied Biocatalysis” Zakopane, 16-20 maj 1994. Kurs zorganizowany byt przez
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Sekcje Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i Politechnike t6dzka. Potagczony byt z 32
Spotkaniem Grupy Roboczej Biokatalizy Stosowanej Europejskiej Federacji Biotechnologii. Zarzad Gtowny
PTBioch otrzymat oficjalne pisemne podziekowanie za doskonata organizacje i wysoki poziom merytoryczny
kursu podpisane przez sekretarza Grupy Roboczej dr Fernando A. Garcia.
— W roku 1994 Polskie Towarzystwo Biochemiczne byto wspétorganizatorem wraz z Polska Siecig Biologii
Komorkowej i Molekularnej UNESCO/PAN nastepujgcych kurséw i sympozjow dotowanych przez KBN:
— Miedzynarodowe Sympozjum nt. ,Macierz jgdrowa", Wroctaw, czerwiec 1994
— Sympozjum nt. ,Molekularne ifizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej", Krakéw, 7-8 czerwiec 1994
— Miedzynarodowa Szkota Biofizyki Transportu Membranowego, Zakopane, 4-13 maj 1994
— Kurs szkoleniowy: ,Wybrane techniki molekularne", Poznan, 13-16 grudzien 1994
— Sesja n.t. ,Biologia molekularna iinzynieria genetyczna w agrobiotechnologii", Poznan, 18 wrzesnia 1995
organizowana przez Sekcje Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i dotowana przez KBN.
Sesja ta zostata zaplanowana jako wprowadzenie do miedzynarodowej konferencji ,Agrobiotechnology",
Poznan, 17-20 wrzesien 1995, organizowanej przez Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Akademie Rolnicza
w Poznaniu, Instytut Zootechniki w Krakowie, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat w Jastrzebcu i Sekcje
Biotechnologii PTBioch.
3. Spotkania wyktadowcow biochemii i biochemii klinicznej
Coroczne spotkania kierownikow Zaktadéw Biochemii Akademii Medycznych z terenu Polski w biezacej
Kadencji odbyly sie:
— w Poznaniu — organizowane przez prof. Haline Karon (1993)
— w Warszawie — organizowane przez prof. Bogdana Szukalskiego (1994)
— w Gdansku — organizowane przez prof. Mariusza Zydowo (1995)
Tematem Konferencji byly programy nauczania biochemii i biologii molekularnej w Uczelniach Medycznych
w Polsce i Europie.

Tabela 4.

Liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego korzystajgcych z kur-
sOw i stypendiow FEBS w latach 1992-1994

1992 1993 1994
Advanced courses and
youth travel found 15 12 13
Short-term fellowships 3 2 1
Summer fellowships - 1 1
Long-term fellowships - 1 2
tacznie 18 16 17

Staze Naukowe

Staze naukowe sg gorgco popierane przez Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
Cztonkowie naszego Towarzystwa brali udziat w wielu krajach izagranicznych Zjazdach, Sympozjach, kilku
miesiecznych lub rocznych pobytach naukowych w placéwkach zagranicznych. Wspoipraca z FEBS rozwija
sie pomys$inie. Kazdego roku ze stypendiéw FEBS korzystato 16-18 oséb (Tab. 4).

Przynaleznos¢ do Organizacji Miedzynarodowych

1. Polskie Towarzystwo Biochemiczne od roku 1963 jest cztonkiem Europejskiej Federacji Towarzystw
Biochemicznych (FEBS). W roku 1995, po wielu latach przerwy, przedstawiciel PTBioch znalazt sie we
wiadzach FEBS. Podczas 34 Zebrania Rady FEBS w Bazylei, 16.08.1995, prof. Maciej J. Nalecz zostat
jednogtosnie przyjety na cztonka FEBS Advanced Courses Committee.

2. Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest takze cztonkiem (status ,adhering body") Miedzynarodowej Unii
Biochemii i Biologii Molekularnej (IU BMB).

3. W roku 1995 Sekcja Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zostala przyjeta w poczet
Cztonkéw Europejskiej Federacji Biotechnologii.
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Ogodlna Ocena Pracy w XIV Kadencji

Miniona, XIV Kadencja wiadz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, niezaleznie od obiektywnych
trudnos$ci, przebiegata pomy$inie. Odbylo sie wiele interesujgcych imprez naukowych, dydaktycznych,
uzyskano niezaprzeczalne sukcesy wydawnicze. Niewgtpliwym osiggnieciem bylo przeniesienie biura Zarzadu
i redakcji Acta Biochimica Polonica do nowej siedziby na terenie Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im.
M. Nenckiego gdzie miesci sie rowniez redakcja Postepéw Biochemii oraz przyjecie przedstawiciela naszego
Towarzystwa do wiadz FEBS oraz Sekcji Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego do
Europejskiej Federacji Biotechnologii. Wszystkie te poczynania doprowadzity do wigkszej integracji naszego
biochemicznego Srodowiska. Dzieki entuzjazmowi i zaangazowaniu w prawdziwie bezinteresowng prace
spoteczng naszych kolezanek i kolegéw udato sie zrealizowaé wiele inicjatyw i akcji na rzecz rozwoju naszej
dyscypliny, co jest Statutowym celem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Wszystkim cztonkom Zarzadu Gtéwnego, a w szczegdlnosci doc. Jolancie Baranskiej i prof. Edwardowi
Bankowskiemu, przewodniczgcym Oddziatdw i Sekcji Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Czionkom
wszystkich Komisji Konkursowych w minionej kadencji serdecznie dziekuje za wspolng prace i satysfakcje
z wielu owocnych inicjatyw na rzecz polskiej spotecznosci biochemicznej.

Prezes Zarzadu Gtéwnego
XIV Kadencji
prof. dr hab.
Liliana Konarska
Warszawa, 7 wrzesnia 1995

Protokot z XV Zwyczajnego WALNEGO ZEBRANIA
cztonkow Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Warszawa, dnia 07.09.1995 r.

Porzgdek Dzienny

Otwarcie Walnego Zebrania.
Wybér Przewodniczacego i Sekretarza Walnego Zebrania.
Powotanie Komisji Matki, Komisji Skrutacyjnej i Komisji Wnioskéw.
Przejecie protokotu z poprzedniego, XIV Walnego Zebrania w dniu 18.09.1992 (wycigg z protokotu
zamieszczony zostat w , Postepach Biochemii”, 1993, 39 (1), 75-77)
Sprawozdanie z dziatalnosci ustepujgcego Zarzadu Gtéwnego XIV kadencji.
Sprawozdanie komisji Rewizyjnej.
Dyskusja nad sprawozdaniami i wniosek o absolutorium dla ustepujgcego Zarzgdu.
Wybory nowych wtadz Towarzystwa.
Nadanie godnosci cztonkéw honorowych Towarzystwa

prof. Zygmuntowi Machoyowi

prof. Lechowi Wojtczakowi

prof. Tadeuszowi Reichsteinowi
10. Dyskusja na temat dotychczasowej i przysziej dziatalnosSci Towarzystwa.
11. Wolne wnioski.

APwWDNPR
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Zebranie rozpoczeto sie w drugim terminie o godz. 17.00.
Zebranie protokotowata dr Bozenna Sadurska.

ad. 1.2. Zebranie otworzyta Prezes Towarzystwa prof. Liliana Konarska proponujgc na przewodniczgcego
zebrania prof. Tomasza Borkowskiego. Po przyjeciu kandydatury przez aklamacje, przewodniczacy zebrania
powotat dr Bozenne Sadurskg na sekretarza zebrania.

ad 3. Prof. T. Borkowski zaproponowat powotanie:
a) Komisji Matki, w sklad ktérej weszli: prof. Janina Kwiatkowska-Korczak, prof. Jadwiga Purzycka-Preis
i prof. Wiestaw Trzeciak.
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b) Komisji Skrutacyjnej, w skfad ktorej weszli: prof. Anna Lipinska jako przewodniczgca oraz mgr Magdalena
Wiktorek i mgr Justyna Steinbrich jako cztonkowie.
c) Komisji Wnioskéw, w sklad ktérej weszli: prof. Zofia Zielinska i prof. Andrzej Jerzmanowski.

ad 4. Przewodniczacy zebrania zaproponowat przyjecie protokotu z poprzedniego XIV Walnego Zebrania przez
aklamacje na podstawie wyciggu z protokotu zamieszczonego w ,Postepach Biochemii”, 1993, 39 (1) 75-77.
Zgromadzeni jednogto$nie poparli te propozycje.

ad. 5. Prof. Liliana Konarska przedstawita obszerne sprawozdanie z dziatalnosci Zarzgdu Gilownego XIV
Kadencji obejmujgcej lata 1992-1995. Dyskusji nad sprawozdaniem nie byto.

ad. 6.7. Prof. Magdalena Fikus odczytata nastepnie sprawozdanie Komisji Rewizyjnej. Komisja podkreslita
W nim znaczacag i r6znorodng statutowa dziatalno$¢ Zarzadu Giléwnego XIV Kadencji. Wniosek Komisji
0 udzielenie absolutorium ustepujgcemu Zarzgdowi zebrani przyjeli przez gtosowanie, przy jednym gtosie
wstrzymujacym sie.

ad 8. W tajnym gtosowaniu do Zarzadu Gtéwnego PTBioch na XV Kadencje zostali wybrani:
1. Prezes PTBioch — prof. Liliana Konarska (Warszawa)

. Wiceprezes PTBioch — doc. Jolanta Baranska (Warszawa)
doc. Matgorzata Balinska (Warszawa)

prof. Edward Bankowski (Biatystok)

prof. Stanistaw Bielecki (L6dz)

prof. Jan Glogowski (Olsztyn)

prof. Teresa Jakubowicz (Lublin)

prof. Aleksandra Kubicz (Wroctaw)

doc. Piotr Laidler (Krakéw)

. prof. MaciejJ. Natecz (Warszawa)

. prof. Ryszard O/inski (Bydgoszcz)

. prof. Jerzy Popinigis (Gdansk)

. prof. Zofia Porembska (Warszawa)

. prof. Roman Tarnawski (Katowice)

. prof. Tomasz Twardowski (Poznan)

. dr Teresa Wesotowska (Szczecin)
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Do Komisji Rewizyjnej zostaly wybrane:

1. prof. Jolanta Baranczyk-Kuzma (Warszawa)
2. prof. Magdalena Fikus (Warszawa)

3. prof. Marta Stryjecka-Zimmer (Lublin)

ad 9. W uznaniu zastug dla rozwoju Biochemii Polskiej prof. Liliana Konarska w imieniu ZG PTBioch zgtosita
kandydatury na Cztonkéw Honorowych Polskiego Towarzystwa Biochemicznego: prof. Zygmunta Machoya,
prof. Lecha Wojtczaka oraz prof. Tadeusza Reichsteina. Sylwetki nowych kandydatéw na Czionkdéw
Honorowych Towarzystwa przedstawita doc. Jolanta Baranska. Sylwetki tych znakomitych kandydatow
uzupehili w swoich wypowiedziach: dr Teresa Wesotowska — w przypadku prof. Z. Machoya, prof. Liliana
Konarska i prof. Jerzy Popinigis — w przypadku prof. L. Wojtczaka oraz prof. Marek Gniazdowski
— w przypadku prof. T. Reichsteina. Ponadto zebrani obejrzeli film o zyciu, dziatalnosci naukowej i zwigzkoéw
z Polska pran T. Reichsteina. W tajnym gtosowaniu wszyscy zgtoszeni kandydaci zostali wybrani jednomysinie.

ad 10. Prof. Zbikowski z Instytutu Biochemii i Biofizyki poruszyt sprawe wypadniecia polskiego czasopisma
Acta Biochimica Polonica z Current Contents. Nawigzujac do powyzszej wypowiedzi prof. Natecz wyjasnit, ze
bylo to spowodowane nieregularnym ukazywaniem sie kwartalnika na skutek drastycznego zmniejszenia
Srodkow finansowych na nauke w ostatnich latach. Dzieki wysitkom redaktora prof. Konstancji Raczynskiej-
Bojanowskiej, catej Redakcji kwartalnika i ZG PTBioch jako wydawcy, Acta Biochimica Polonica od potowy
1995 r. s ponownie cytowane w Current Contents. Dr Teresa Wesotowska zwrdcita sie do zebranych o liczny
udziatw wspottworzeniu biuletynu informacyjnego PTBioch t.j. ,Listow” . Spotkato sie to zduzg przychylnos-
cig zebranych, a gtos w tej sprawie zabrali: prof. Magdalena Fikus i prof. Tomasz Twardowski.

ad 11. Wolnych wnioskéw zebrani nie zgtaszali. Zamykajgc o godz. 20.00 XV Zwyczajne Walne Zebranie
PTBioch prof. T. Borkowski podziekowat wszystkim uczestnikom za udziat.

Przewodniczgcy Zebrania
Protokotowata
Bozenna Sadurska Tomasz Borkowski
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Nowe Witadze Towarzystwa

Wybrany w dniu 7 wrzesnia 1995 roku przez Walne Zgromadzenie Cztonkdw Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego Zarzad Gtéwny ukonstytuowat sie na posiedzeniu w dniu 7 grudnia 1995 roku w sposéb
nastepujgcy:

Prezes Prof. dr hab. Liliana Konarska
Wiceprezes Dod. dr hab. Jolanta Baranska
Sekretarz Doc. dr hab. Matgorzata Balinska
Skarbnik Prof. dr hab. Zofia Porebska
Cztonkowie Prezydium Zarzadu: Prof. dr hab. Stanistaw Bielecki
Prof. dr hab. Edward Banskowski
Prof. dr hab. Roman Tarnowski
Cztonkowie Zarzgdu: prof. dr hab. Jan Gtogowski
prof. dr hab. Teresa Jakubowicz
prof. dr hab. Aleksandra Kubicz
prof. dr hab. Ryszard Olihski
prof. dr hab. Jerzy Popiginis
prof. dr hab. Tomasz Twardowski
dr Teresa Wesotowska
Komisja Rewizyjna
Prof. dr hab. Magdalena Fikus — Przewodniczgca
prof. dr hab. Anna Barahczyk-Kuzma

prof. dr hab. Maria Stryjecka-Zimmer

Konferencja pt. ,New Frontiers in Celi
and Molecular Biology

W dniu 2 pazdziernika 1995 roku zostata uroczyscie otwarta w Warszawie przez Dyrektora Generalnego
UNESCO Prof. Federico Mayor-Zaragoza, siedziba Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej
i Komo6rkowej UNESCO. Powstanie Instytutu zostalo zagwarantowane w porozumieniu, jakie zawart w maju
tego roku Rzad Polski z UNESCO, i ktore we wrzes$niu byto ratyfikowane przez Polski Parlament. Z punktu
widzenia UNESCO podpisane i ratyfikowane porozumienie jest aktem wystarczajgcym dla uznania istnienia
Instytutu, ktoéry wrecz zostat juz wprowadzony do planéw budzetu Organizacji na lata 1966/67. Poniewaz
jednak obecne ustawodawstwo polskie nie przewiduje mozliwosci tworzenia placéwek o charakterze
miedzynarodowym, formalne powotanie Instytutu w Warszawie bedzie mozliwe dopiero po uchwaleniu
specjalnej ustawy sejmowej ,O powotaniu Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komor-
kowej", bedacej obecnie w przygotowaniu. Nie przeszkadza to jednak toczacym sie pracom organizacyjnym
oraz wykonczeniowym pracom budowlanym w przysziej siedzibie Instytutu (u zbiegu ulic Trojdena
i Pawinskiego, w ramach nowobudowanego ,kampusu naukowego Ochota"). W uroczystosci oficjalnego
otwarcia budynku przysziego Instytutu wzieli udziat przedstawiciele najwyzszych wiadz Polskiej Akademii
Nauk z Prezesem Prof. Leszkiem Kuznickim, Komitetu Badan Naukowych z Sekretarzem KBN dr Janem
Krzysztofem Frackowiakiem, Polskiego Komitetu UNESCO z jego Sekretarzem Generalnym dr Wojciechem
Fatkowskim, Swiatowej Sieci Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO z jej Przewodniczacym Prof.
Angelo Azzi oraz licznie zgromadzeni przedstawiciele naukowych srodowisk z Polski i zagranicy.

Z okazji otwarcia siedziby nowego Instytutu odbyta sie w dniach 2-7 pazdziernika zorganizowana pod
auspicjami Dyrektora Generalnego UNESCO konferencja naukowa pt. ,New Frontiers in Celi and Molecular
Biology" (,Nowe granice biologii komorkowej i molekularnej"), w ktdrej udziat wzieli przedstawiciele
roznych dziedzin nauk biologicznych z zagranicy (USA, Wtoch, lzraela, Wielkiej Brytanii, Szwajcarii, Kanady,
Francji, Niemiec, Austrii, Wegier, Belgii, Szwecji) i z Polski. Tematyka sesji obejmowata szeroko pojete
zagadnienia z zakresu regulacji cyklu komorkowego, uaktywnienia gendw, molekularnych mechanizmow
przekazywania sygnatow biologicznych, programowanej Smierci komorek (apoptoza), molekularnych pod-
staw ruchu i adhezji komdérkowej, mechanizméw transportu przez btony komorkowe, bioenergetyki
iwybranych aspektéw bioinzynierii molekularnej i komorkowej. Wiekszos¢ sesji poprzedzona byta wyktadami
plenarnymi zwigzanymi z tematyka sesji. Jeden wieczér zostat poswiecony dyskusji nad posterami
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prezentowanymi przez mtodych uczestnikdw konferencji. Autorzy najciekawszych plakatéw, wybranych przez
kilkuosobowag komisje profesorska, zostali zaproszeni do ustnej prezentacji swoich wynikéw, ocenianej
w drodze tajnego glosowania przez wszystkich obecnych w czasie sesji uczonych. Sposréd trzynastu
uczestnikow tego konkursu trzy najlepsze gtosy (uzyskujace najwiekszg liczbe gtosow) otrzymaly specjalne
nagrody Dyrektora Swiatowej Sieci Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO. Nagrody, w wysoko$ci
300 dolarow kazda, wreczyt uroczyscie Prof. Angelo AZZI: mgr Grazynie Mosieniak z Warszawy za zajecie
I miejsca, mgr Joannie Cichy z Krakowa za Il miejsce i mgr Arkadiuszowi Szklarczykowi z Warszawy za Il
miejsce.

Konferencja byla wielkim sukcesem naukowym, co dobrze rokuje dla przysztosci tworzonego Miedzy-
narodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO w Warszawie.

MaciejJ. Natecz

Konferencja pt. ,Progress intumour i Biology"

W roku 1995 (31 sierpnia) profesor Mieczystaw Chorgzy obchodzit swoje 70 urodziny. Urodzit sie
w Janowce koto Biatej Podlaskiej. W czasie okupacji niemieckiej byt zoinierzem Armii Krajowej, walczyt
w Powstaniu Warszawskim. Po powrocie z obozu jenieckiego studiowat medycyne na Akademii Medycznej
w Warszawie. Po uzyskaniu dyplomu w roku 1951 zostat nakazem pracy skierowany do gliwickiego oddziatu
Instytutu Onkologi, z ktorym zwigzat cale swoje zawodowe zycie. Poczatkowo pracowat pod kierunkiem Prof.
K. Duxa, a nastepnie Prof. H. Godlewskiego. Stopien doktora nauk uzyskuje w roku 1958, doktora
habilitowanego w roku 1961. W roku 1963 zostaje kierownikiem Zaktadu Biologii Nowotworéw. W roku 1970
uzyskuje tytut profesora nadzwyczajnego, a w roku 1968 profesora zwyczajnego. Profesor Chorazy jest
jednym z inicjatorow rozwoju biologii molekularnej w Polsce. Jego rozlegte zainteresowania naukowe
dotyczyty miedzy innymi metabolizmu zwiazkéw azotowych w komérkach nowotworowych, pobierania DNA
przez komorki eukariotyczne, struktury genomu eukariotycznego, chemioterapii i mechanizmu dziatania
cytostatykéwzgrupy akrydyn, ekspresji onkogendw. W ostatnich latach profesor Chorgzy zainicjowat badanie
$rodowiskowych czynnikéw kancerogennych na ktére narazeni sa mieszkancy Slaska oraz czynnikow
genetycznych majgcych znaczenie w rozwoju raka ptuc. Jest autorem i wspoOtautorem przeszio stu publikaciji
naukowych (prac oryginalnych, przegladowych irozdziatow podrecznikéw). Profesor Chorgzy jest cztonkiem
rzeczywistym Polskiej Akademii Nauk (od roku 1981 w Prezydium PAN). Jest aktywnym cztonkiem wielu
innych polskich i zagranicznych towarzystw naukowych.

Dla upamietnienia jubileuszu Profesora Chorgzego zorganizowana zostata konferencja ,Progress in Tumour
Biology". Konferencja odbyty sie w dniach 13 i 14 pazdziernika 1995, w Instytucie Onkologii w Gliwicach.
Wzieto w niej udziat liczne grono przyjaciét oraz bylych i obecnych wspétpracownikéw Jubilata. Wyktady
gosci z zagranicznych instytucji z ktérymi wspéitpracuje badz wspoitpracowat profesor Chorazy ztozyly sie na
program sesji naukowych. Swoje wyktady zaprezentowali R.A. Baan (Rijswijk, Holandia), S. Eckhardt
(Budapeszt, Wegry), R. Galio (Bethesda, USA), K Hemminki (Sztokholm, Szwecja), J. Kieler (Kopenhaga,
Dania), H. Koprowski (Filadelfia, USA), M. F. Rajewsky (Essen, Niemcy), Z. Steplewski (Filadelfia, USA), J.
Svoboda (Praga, Czechy), R. Tsanev (Sofia, Buigaria), R. Whyatt (Nowy Jork, USA),l. Zbarsky (Moskwa,
Rosja). Tematyka wyktadow dotyczyta mechanizmow procesu nowotworzenia, roli uszkodzen DNA oraz
onkogenow i onkowiruséw, a takze wspoitczesnych (i przysztosciowych) sposobdw terapii nowotworéw.
Czes¢ wynikow prezentowanych w czasie sesji uzyskana zostata we wspoipracy ze wspoétpracownikami
Profesora. Poza swoim programem naukowym Konferencja byla réwniez wydarzeniem towarzyskim.
Miejscem odnawiania starych i nawigzywania nowych znajomosci, a przede wszystkim okazjg do wspomin-
kow i wzruszen dla wszystkich.

Piotr Widtak

Ogtoszenia Zarzgdu Gtownego

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zwraca sie do wszystkich cztonkéw Towarzystwa
z gorgcym apelem o ptacenie sktadek cztonkowskich za rok 1996. Jednoczes$nie przypominamy, ze cztonkiem
Towarzystwa moze zosta¢ réwniez student lub mtody pracownik naukowy nieposiadajacy jeszcze dorobku
publikacyjnego. Dlatego tez przypominamy regulamin statusu cztonka-studenta.
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REGULAMIN
statusu Cztonka-Studenta

1. Celem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest popieranie rozwoju biochemii ijej popularyzacja oraz
integracja srodowiska naukowego zajmujacego sie biochemia.

2. Czlonkiem Zwyczajnym Towarzystwa moze by¢ obywatel polski lub obcy posiadajagcy dorobek naukowy
z biochemii lub dziedzin pokrewnych (przynajmniej 1 publikacja w czasopi$mie recenzowanym).

3. Czlonkami Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na prawach Czitonka-Studenta moga by¢ rowniez
studenci i miodsi pracownicy naukowi nie posiadajgcy wystarczajgcego dorobku naukowego, ktorzy
wykazuja zainteresowanie biochemig i naukami pokrewnymi.

4. Kandydaci na Cztonka-Studenta zostajg przyjeci w poczet Cztonkéw Towarzystwa przez Zarzad Gidwny na
podstawie pisemnej deklaracji podpisanej przez dwéch cztonkéw wprowadzajacych.

5. Cztonkowie-Studenci majg prawo do:

— uczestnictwa w Walnych Zebraniach Towarzystwa, w zjazdach naukowych, sympozjach, konferencjach
itp.

— prenumeraty wydawnictw biochemicznych poprzez Towarzystwo (ze znizka)

— korzystania z ulg w optfatach za uczestnictwo w zjazdach

— ubieganie sie o opinie Wtadz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w przypadku starania sie
o stypendia

6. Cztonkowie-Studenci nie posiadajg czynnego ani biernego prawa wyborczego

7. Czlonkowie-Studenci obowiazani sa:
— przestrzega¢ postanowien Statutu, Regulaminéw oraz Uchwatl Wtadz Towarzystwa
— optacac¢ regularnie skfadki cztonkowskie w wysokosci 1/3 sktadki Czlonka Zwyczajnego

8. Cztonkostwo na prawach Czlonka-Studenta wygasa:

— automatycznie po 6 latach od chwili przyjecia do Towarzystwa, lecz nie pézniej niz w ciggu 3 lat od chwili
ukonczenia studiow

— po przyjeciu do Towarzystwa na prawach Czionka Zwyczajnego

— w przypadku skreslenia z listy cztonkéw przez Zarzad Gtéwny z powodu nie ptacenia skifadek

— w przypadku wykluczenia z Towarzystwa przez Zarzad Gtowny

— w przypadku wystapienia z Towarzystwa zgtoszonego na piSmie do Zarzadu Giéwnego

Zatwierdzony 5.09.1995.

Uprzejmie zawiadamiamy PT Kolezanki i PT Kolegéw
0 przeniesieniu siedziby Zarzadu Giéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
na teren Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
pokdj 632 i 633

Obecny adres:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Tel. bezposredni 658 20 99
Tel. przez centrale 6598571 w. 352
Fax 22 5342

Dyzury biura Zarzgdu odbywac sie bedg jak dotychczas
we wtorki w godz 12-18
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Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego uprzejmie

informujemy, ze w roku 1996

rozstrzygnieta zostanie pierwsza edycja konkursu o nagrode im. prof. dr hab. Antoniego Dmochowskiego za
osiggniecia dydaktyczne w dziedzinie nauczania biochemii. Gorgco prosimy o nadsylanie kandydatur do tej
nagrody do dnia 31 maja 1996. Jednoczes$nie przypominamy regulamin nagrody im. prof. dr hab. Antoniego

Dmochowskiego.

Aby zaprenumerowa¢ ,Po-

REGULAMIN NAGRODY ZA OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE
IM. PROF. DR HAB. ANTONIEGO DMOCHOWSKIEGO

. Intencjg nagrody jest:

a) podniesienie rangi nauczania biochemii w ocenie pracownikdw naukowo-dydaktycznych
b) podwyzszenie poziomu nauczania biochemii w réznych typach szkét wyzszych
c) popularyzacja biochemii i doksztalcanie réznych grup zawodowych w tej dziedzinie

. Nagroda przyznawana bedzie w wyniku konkursu za szczegélne osiggniecia dydaktyczne w dziedzinie
biochemii. O nagrode moga ubiega¢ sie autorzy podrecznikéw, skryptéw, cykli publikacji naukowych
poswieconych dydaktyce, cykli publikacji popularyzujacych wiedze biochemiczna, a takze opublikowa-
nych opracowan programow pracowni eksperymentalnych z biochemii, uwzgledniajacych nowoczesne
metody i najnowsze osiggniecia w tej dziedzinie, realizowanych w warunkach pracownik studenckiej
w Polsce.

. Nagroda jest przyznawana co dwa lata, a prace do niej przedstawiane, obejmujg ostatnie dwa lata przed
rokiem przystapienia do konkursu. W przypadku publikacji cyklicznych, co najmniej jedna praca powinna
ukazac sie w ciaggu tego okresu. O terminie zgtoszen na konkurs powiadamia Zarzad Gtdwny Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

. Nagrode przyznaje Zarzad Gitowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na wniosek powotanej
Komisji Oceniajacej. Nazwisko osoby nagrodzonej zostaje podane do wiadomosci cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

. W skiad nagrody wchodzi medal, dyplom oraz kwota pieniezna, ktérej wielko$¢ bedzie zalezna od
posiadanych funduszy.

. Oprécz nagrody gtéwnej moga by¢ przyznawane wyrdznienia.
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go adresu wraz z kodem po-
cztowym (DRUKOWANYMI
LITERAMI) na wszystkich

twa Biochemicznego) za po- trzech odcinkach przekazu. :
wa Blochemicznego) za po- P Prenumerujac
a przekazu zamieszczo krai I

nego na odwrocie. Zamowio- Prenumerata krajowa dla P t

g ' : instytuciji: ,» OSIePY
ne egzemplarze bedziemy 60.00 zt . “ =y
wysytaé¢ pocztg na adres po- ' B |0Ch emil
dany nam na przekazie. Po- Prenumerata krajowa in- :
niewaz odcinek przekazu do- dywidualna: WSp!eraSZ
cierajgcy do nas jest jedno- 28.00 zt (50% znizki dla SWOJe
czesnie zamdéwieniem, prosi- cztonkéw Polskiego Towa- . |
my o bardzo wyrazne napi- rzystwa Biochemicznego). CzaSOp ISMO!
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Pokwitowanie dla wptacajgcego
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imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X111/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowy
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X111/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel
Pobrano optat

podpis przyjmujacego
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezace osiggniecia, koncepcje
ikierunki badawcze w dziedzinie biochemii inauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady
polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje nade-
stanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferen-
cji iszkot, w ktorych biora 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 krétkich noto najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworzag
spis treéci. Zgodnie z przyjeta konwencja rozdziaty nosza
cyfry rzymskie podrozdziatly odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnos¢. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ograniczaé¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznacznie
zos$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta inie bedzie
publikowana w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
torzy) zamierza(ja) witaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam odpowiednia zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczeg6towych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-
nie czcionkg wielkosci standartowej, z podwdjng inter-
linia, z lewym marginesem ok. 4 cm
W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otéw-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tek$cie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otéwkiem 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

i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autorow, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrot tytutu pracy (do 25 znakow).

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

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

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teks$cie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26]. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢
nowg uproszczonag forme. Sposdb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatéw z tomdéw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréow (4), rozdziatow z tomow 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 bialym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byty dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opiséw stow-
nych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy wtacza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otéwkiem 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 rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuty i objasnienia
rycin sporzgdza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréw
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go6-
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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