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PROFESOR ZOFIA KASPRZYK (1917-2002)

Profesor doktor Zofia Kasprzyk urodzita sie w podkrakowskich Bronowicach Matych 2 lutego 1917 roku. W 1936 roku
podjeta studia na Wydziale Rolniczym Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tam tez rozpoczeta swq
prace dyplomowa pod kierunkiem prof. Michata Korczewskiego, w Zaktadzie Fizjologii Roslin. Wybuch wojny spowodowat
przerwanie studiéw, okupant bowiem zawiesit dziatanie wyzszych uczelni i szkét stopnia licealnego. Wkrotce po wojnie Zofia
Kasprzyk podjeta swe studia. Tytut zawodowy magistra inzyniera rolnika uzyskata w roku 1945 na podstawie pracy pt.
"W ptyw wiedniecia na pobieranie azotu i synteze biatka w lisciach tytoniu", wykonanej pod kierunkiem swego przedwojen-
nego opiekuna naukowego. Réwnolegle z finalizowaniem pracy magisterskiej w Szkole Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego
rozpoczeta studia w kierowanym przez prof. Kazimierza Bassalika Zaktadzie Fizjologii Roslin Wydzialu Matematyczno-Przy-
rodniczego Uniwersytetu Warszawskiego. Studia te ukonczyta w 1949 roku uzyskujgc tytut magistra biologii. W roku 1948, a
wiec jeszcze przed uzyskaniem magisterium, rozpoczeta prace w Zakladzie Biochemii Glownego Instytutu Chemii Prze-
mystowej w Warszawie, pod kierunkiem prof. Ireny Chmielewskiej. Tam tez przygotowata rozprawe doktorska pt. "Substancje
czynne nagietka" obroniong w roku 1951 na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Warszawskiego. W
roku 1956 przyznany Jej zostat tytut docenta na podstawie prac wykonanych w Gtéwnym Instytucie Chemii Przemystowej,
majacych charakter aplikacyjny iw zwigzku z tym tylko w niewielkiej czesci publikowanych. W 1953 roku, jeszcze w okresie
zatrudnienia w Instytucie Chemii Przemystowej, uruchomita i poprowadzita, w Katedrze Fizjologii Rodlin Uniwersytetu War-
szawskiego, pierwszag w historii Uniwersytetu Warszawskiego pracownie z biochemii dla studentéw biologii. Uczestniczyta
tez pdzniej, pod kierunkiem prof. Ireny Chmielewskiej, w organizacji Katedry Biochemii na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Warszawskiego, uruchomionej ostatecznie w 1958 roku.

Waznym epizodem w biografii naukowej Zofii Kasprzyk byt dwuletni staz naukowy, w latach 1958-00, w stynnym Ra-
diation Laboratory Uniwersytetu Kalifornijskiego w Berkeley, kierowanym przez p6zniejszego nobliste, prof. Melvina Calvina,
gdzie uczestniczyta w badaniach nad cyklem fotosyntetycznej asymilacji CO2. Po powrocie z USA, od roku 1964, kierowata
jednym z Zaktadéw Katedry Biochemii UW, przeksztatconej w 1968 roku w Instytut Biochemii UW. Zaktadem tym, ktéry od
1976 roku nosi nazwe Zaktadu Biochemii Roslin, kierowata az do przejécia w 1987 roku na emeryture. W roku 1967 uzy-
skata tytut naukowy profesora nadzwyczajnego a w roku 1974 tytut profesora zwyczajnego.



Biochemia rodlin byta wielkg pasjg Pani Profesor. Najwazniejszym wgtkiem badan prowadzonych przez Niq i Jej
wspétpracownikéw byly badania struktury chemicznej, lokalizacji wewnqtrzkomorkowej, biosyntezy, transportu i funkcji biolo-
gicznych terpenoidéw roslinnych, a ulubiong rosling modelowq w tych badaniach byt nagietek lekarski [Calendula officina-
lis) - rodlina nadzwyczaj bogata w réznego rodzaju substancje natury terpenoidowej. Symboliczng wymowe ma fakt, ze
pierwsza z Jej prac eksperymentalnych ogtoszona w 1951 roku w "Pracach Badawczych Giéwnego Instytutu Chemii Prze-
mystowej" nosita tytut "Substancje czynne nagietka [Calendula officinalis)" a ostatnia, opublikowana w roku 1989, a wiec
juz po przejsciu ha emeryture, umieszczona w cenionym, miedzynarodowym czasopismie "Steroids", byta zatytutowana "Di-
stribution of oleanolic acid glycosides in vacuoles and celi walls isolated from protoplasts and cells of Calendula officinalis".
Pomiedzy tq pierwszq a ostatniq pracq opublikowanq przez Paniq Profesor miesci sie okoto 70 innych prac doswiadczalnych,
w ogromnej wiekszosci po$wieconych terpenoidom roslin rodziny Compositae, a przede wszystkim terpenoidom nagietka le-
karskiego, opublikowanych w wiekszosci w prestizowych czasopismach miedzynarodowych, m.in. w Phytochemistry, Nature,
Physiologia Plantarum, Steroids, Tetrahedron. Poczgtkowo prace te dotyczyly gtéwnie wystepowania, budowy chemicznej
oraz metod izolowania i oznaczania r6znego rodzaju substancji terpenoidowych, pozniej punkt ciezkosci przesungt sie w kie-
runku wyjasniania szlakoéw biosyntezy i przemian tych zwiqzkow a jeszcze pc¢zniej w kierunku badan dotyczqcych subkomér-
kowej lokalizacji tych substancji oraz ich transportu wewngqtrz- i miedzykomdrkowego. Wiernos¢ problematyce terpenoidow
roslinnych i konsekwencja w rozwijaniu i unowoczesnianiu tych badan sprawita, ze kierowane przez Paniq Profesor laborato-
rium stopniowo zyskiwato sobie opinie jednego z wazniejszych w Swiecie osrodkéw prowadzgcych prace w tym zakresie.

Bardzo owocna byta réwniez dziatalno$¢ dydaktyczna profesor Zofii Kasprzyk. Wychowata calq rzesze biochemi-
kéw. Pod Jej kierunkiem wykonato prace magisterskie 107 studentéw. Wypromowata 8 doktoréw. Wielu Jej wychowankow
zajmuje obecnie stanowiska profesorskie w réznych uczelniach wyzszych i innych instytucjach naukowych w kraju i zagra-
nicg. Niektérzy z nich kontynuujg problematyke naukowq zapoczqtkowanq przez Paniq Profesor.

Profesor Zofia Kasprzyk zmarta nagle w Warszawie 24 lipca 2002, w wieku 85 lat. W naszej pamieci pozostanie nie tyl-

ko jako wybitny naukowiec, lecz takze jako mqdry i szlachetny Cziowiek, mqdry doradca, zyczliwy swoim studentom
i wspOtpracownikom opiekun.

Uczniowie i wspltpracownicy
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ARTYKULY

Segregacja materiatu genetycznego u Prokaryota

DNA segregation in Prokaryota

DAGMARA
CZERWINSKAZ3

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Segregacja plazmidéw do potomnych komoérek
I1-1. Sekwencja parS
11-2. Biatko ParA
11-3. Biatko ParB
11-4. Mechanizm segregacji plazmidu Pl do potomnych
komédrek
I11. Segregacja chromosomoéw do potomnych komdrek
I11-1. Rozmieszczenie sekwencji parS na chromosomie
111-2 Bacillus subtilis
111-3. Caulobacter crescentus
111-4.Escherichia coli
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: HTH — helisa-skret-helisa
(ang. helix-turn-helix)\ IHF — zasadowe biatko ,histonopodob-
ne” (ang. Integration Host Factor)', oriC — region inicjacji re-
plikacji chromosomu (ang. origin ofchromosomal replication)’,
parS — sekwencje centromerowe (ang. partition sequences)’, pz
— par zasad; ter — region terminacji replikacji.

I. Wstep

Podziat kazdej komérki pro- i eukariotycznej
musi byé poprzedzony podwojeniem materiatu gene-
tycznego orazjego segregacjg do nowopowstajacych
komorek. Replikacja kolistego chromosomu bakte-
ryjnego rozpoczyna sie w $cisle okreslonym miejscu
na chromosomie - oriC (ang. origin ofchromosomal

'Dr; 2prof. dr hab., alnstytut Immunologii i Terapii DoSwiad-
czalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polska Akademia Nauk,
Zaktad Mikrobiologii, ul. Weigla 12, 53-114 Wroctaw, tel.: 071
373 22 74; fax: 071 373 25; e-mail: zakrzew@immu-
no.iitd.pan.wroc.pl, blohn Innes Centre, Norwich Research
Park, Colney, Norwich NR4 7UH
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JAKIMOWICZ lah,

JOLANTA ZAKRZEWSKA-

Contents:

I.  Introduction
Il. Plasmid segregation
I1-1. parS sequences
11-2. ParA protein
11-3. ParB protein
11-4. Mechanism of Pl plasmid segregation
I1l. Chromosome segregation
I11-1. Distribution of parS sequences
111-2 Bacillus subtilis
111-3. Caulobacter crescentus
111-4. Escherichia coli
IV. Concluding remarks

replication) i postepuje dwukierunkowo do miejsca
terminacji (ter), ktore jest potozone naprzeciw oriC
[1]. Wszystkie etapy replikacji chromosomu proka-
riotycznego: inicjacja, elongacja oraz terminacja sg
stosunkowo doktadnie zbadane. Jednakze w przeci-
wienstwie do organizmoéw eukariotycznych, mecha-
nizm segregacji chromosoméw bakteryjnych do ko-
mérek potomnych nie zostatjeszcze dobrze poznany.
Wiadomo, ze komdrki bakteryjne nie majg aparatu
mitotycznego, charakterystycznego dla komorek eu-
kariotycznych, tzn. nie odkryto u bakterii zadnego
odpowiednika eukariotycznego
dziatowego. Do niedawna uwazano, Ze segregacja
bakteryjnych chromosomdéw jest procesem pasyw-
nym, niewymagajacym naktadu energii. Prawie 40
lat temu, Jacob i wsp. [:] przedstawili hipoteze,
ktéra zaktadata, ze chromosomy wigzg sie z btong
komorkowg lub $ciang komdrkowga, po czym roz-
dzielane sg w wyniku wzrostu komorki. Obecnie
wiadomo, ze segregacja chromosomdéw do komdrek
potomnych u Prokaryota zachodzi w sposéb aktyw-
ny, co potwierdzono zaréwno dla organizméw

wrzeciona po-
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Gram-dodatnich (na przyktadzie Bacillus subtilis),
jak i Gram-ujemnych (na przyktadzie Caulobacter
crescentus, Escherichia coli). Pierwsze prace do-
tyczgce tego zagadnienia ukazaty sie zaledwie kilka
lat temu. Koronnym dosSwiadczeniem, dzieki ktére-
mu wykazano, ze segregacja prokariotycznych chro-
mosomoOw jest procesem aktywnym, byta subkomor-
kowa lokalizacja poszczegdlnych regionéw chromo-
somu w trakcie replikacji i podziatu komérki bakte-
ryjnej. W tym celu przygotowano mutanty, w kto-
rych w rézne regiony chromosomu wprowadzono se-
kwencje operatorowg Oiac, po czym stransformowa-
noje plazmidem zawierajgcym fuzyjny gen lacl-gfp,
kodujacy represor operonu laktozowego Lacl w fuzji
z zielonym biatkiem fluorescencyjnym GFP (ang.
green fluorescent protein) [3, 4]. Fuzyjne biatko
Lacl-GFP wigze sie do sekwencji operatorowej
wprowadzonej w dany region chromosomu. Mikro-
skopia fluorescencyjna wykazata, ze fragmenty
DNA zawierajgce sekwencje operatorowe zlokalizo-
wane w poblizu nowozreplikowanych regionéw oriC
sg przemieszczane z centrum komérki w strone prze-
ciwlegtych biegunéw komdrki. Natomiast potozenie
sekwencji Oiac wprowadzonych w region terminacji
replikacji {ter) ulega nieznacznej zmianie w trakcie
replikacji chromosomu i po jej zakonczeniu;
kwencje te pozostajg w centrum komorki bakteryj-
nej. Proces aktywnej segregacji chromosomoéw bak-
teryjnych przypomina wiec mitoze w tym, ze regiony
oriC powstate w trakcie replikacji chromosomu i
pierwotnie umiejscowione w centrum (B. subtilis)
lub najedym z biegundw (E. coli) komo6rki macierzy-

se-

stej sg przed podzialem komoérkowym aktywnie
przemieszczane w przeciwnych kierunkach, w po-
blize biegunéw komérki — centréw przysztych ko-
morek.

Tabela 1

Pézniejsze badania wykazaty, ze pomimo podo-
bienstwa mechanizméw segregacji chromosomow
do potomnych komdrek organizméw nalezacych do
odrebnych filogenetycznie grup, istniejg pewne
istotne réznice zwilaszcza pomiedzy E. coli a pozo-
statymi analizowanymi organizmami (B. subtilis,
C. crescentus i S. coelicolor) (p. 111-4).

U bakterii, proces segregacji zreplikowanego
DNA zostat najlepiej poznany na przyktadzie pla-
zmidow i dlatego na wstepie zostanie on szerzej
oméwiony. Wiedza na temat segregacji plazmidow
do potomnych komoérek w znaczny sposob utatwita
zrozumienie analogicznego procesu dotyczacego se-
gregacji bakteryjnych chromosomow.

Il1. Segregacja plazmidéw do potomnych
komorek

Plazmidy wystepujace w kilku kopiach w komadr-
ce sg dogodnym modelem do badania mechanizméw
segregacji prokariotycznego materiatu genetyczne-
go do komorek potomnych. Najwazniejszymi ele-
mentami odpowiedzialnymi za rozdziat plazmidéw,
sg krotkie sekwencje DNA, czesto nazywane proka-
riotycznymi centromerami oraz dwa biatka [5, s ].
Jedno z nich wigze specyficznie sekwencje centro-
merowe, natomiast drugie wykazuje aktywnosé
ATP-azowa, ktérajest niezbedna w procesie segrega-
cji. W zalezno$ci od rodzaju plazmidu, biatka te i se-
kwencje centromerowe sg oznaczane réznymi sym-
bolami (Tabela 1).

Mechanizm rozdziatu plazmidéw najlepiej wyja-
$niono na przyktadzie plazmidu PI (profaga) w ko-
morkach E. coli [4, s ]. Plazmid ten wystepuje wjed-
nej lub dwdch kopiach na komdrke. Zajego segrega-
cje do komdrek potomnych sg odpowiedzialne biatka

Kluczowe elementy odpowiedzialne za segregacje wybranych plazmidéw i chromosoméw do komérek potomnych

Plazmid Sekwencja Biatko wigzace Biato wykazujace
chromosom centromerowa centromer aktywnos$é¢ ATP-zowg
Pl parS ParB ParA

F sopC SopB SopA

RK2 0,3 KorB IncC

R I/R 100 parC ParR ParM

NR1 - StbA SthB

B. subtilis parS Spo0OJ Soj

C. crescentus parS ParB ParA

S. coelicolor parS ParB ParA

POSTEPY BIOCHEMII 48(4), 2002
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ParA-ATP-aza i ParB, wigzace sekwencje centrome-
rowa (ang. partition) oraz sekwencja parS. Geny
parA iparB, kodujace odpowiednio biatka ParA i
ParB sg zorganizowane w operon. W regionie pro-
motorowym operonu (parOP) jest zlokalizowana se-
kwencja, do ktérej specyficznie wigze sie biatko
ParA (ryc. 1). Natomiast za operonem znajduje sie
centromerparS wigzany przez biatko ParB (Ryc. 1).

wigzac sie do regionu promotorowego tego operonu
(Ryc. 1). Wykazano, ze biatko ParB stymuluje prze-
jScie postaci ParA-ATP w posta¢ ParA-ADP [7]. Hy-
droliza ATP prawdopodobnie zwieksza zdolnos¢
tego biatka do wigzania sie z DNA, powodujac, ze
staje sie ono represorem wrazliwym na poziom steze-
nia biatka ParB. Natomiast postacig aktywng w pro-
cesie segregacji plazmidu do komdérek potomnych

BI Al A2A3B2 A4

T —

parB

kompleks
podzialowy

e
e
.
\
/

Pi hydroliza
' ATP

segregacja
plazmidow

Ryc. 1. Regulacja ekspresji operonu p<3Mfi plazmidu PI, wg Bouet i Funnell |7J. Powyzej przedstawiono schematycznie organizacje centromeru
par$S, zaznaczajac sekwencje A i B oraz miejsce wigzania biatka IHF. Ponizej przestawiono nukleoproteinowy kompleks odpowiedzialny za se-

gregacje plazmidu do komérek potomnych.

11-1. Sekwencja parS

Dtugos$¢ centromeru parS plazmidu Pl wynosi
okoto 80 pz, awjego obrebie wyrdzniono cztery asy-
metrycznie rozmieszczone 7-merowe sekwencje A
oraz dwie s -merowe sekwencje B (Ryc. 1, Tabela 2)
[7]. Pomiedzy nimi jest zlokalizowana sekwencja
specyficznie wigzaca zasadowe biatko IHF.

11-2. Biatko ParA

Biatko ParA plazmidu Pl skiada sie z 398 amino-
kwasoOw i, tak jak inne biatka z tej rodziny, wykazuje
aktywnos¢ ATP-azowg [5, « ]. ParA wystepuje w po-
staci zwigzanej z ADP lub ATP. Wigzanie i hydroliza
ATP wptywa na konformacje oraz stabilno$¢ biatka
ParA. Biatko ParA wystepuje w postaci dimeru i to
zaréwno wtedy, gdy jest zwigzane z ATP, jak i ADP.
ParA-ADP peini funkcje represora operonu parAB

244

jest ParA-ATP. Biatko ParA-ATP nie wigze sie do
regionu parS, ale przez oddziatywanie z ParB wcho-
dzi w sktad nukleoproteinowego kompleksu, ktory
uczestniczy w segregacji plazmidu Pl do komorek
potomnych.

11-3. Biatko ParB

Biatko ParB plazmidu Pl sktada sie z 333 amino-
kwasow. W roztworze wystepuje w postaci dimeru.
Za tworzenie dimerdw jest odpowiedzialna C-konco-
wa domena biatka ParB (Ryc. 2). Jednakze w biatku
tym nie stwierdzono obecnos$ci zadnych znanych
motywow strukturalnych uczestniczacych w dimery-
zacji, np. zamka leucynowego. N-koniec ParB od-
dziatuje z biatkiem ParA. Region tenjest rdwniez od-
powiedzialny za oligomeryzacje biatka ParB. W
$§rodkowym regionie biatka znajduje sie motyw HTH
(helisa-skret-helisa) (Ryc. 2). Region ten specyficz-

POSTEPY BIOCHEMII 48(4), 2002



Tabela 2

Sekwencje centromerowe wybranych plazmidéw i chromosoméw

Plazmid

B

Sekwencja centromerowa

Titcgcca ttcaajlatttcactattaactgactgtttttaaagtaaattact

PI  (parS)

A2

IHF

A3 r- E2

CTAAAATTTCAIICiiTGAAA TpGCCHCAATTTCACICTTGG

FI (sopC)

RK2 (Ob3)

Chromosom

B. burgdorferi
B. subtilis
C. crescentus
M. tuberculosis
S. coelicolor

S. pyogenes

>

GGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTC

TTTAGCSGCTAAA
* >

Sekwencja konsensowa centromerow

TGTTCCACGTGGAACA
TGTTNCACGTGAAACA
t GTTNCACGTGAAACa
TGTTTCACGTGAAACA
t GTTTCACGTGAAACa
TGATTCACGTGAAACA

Strzatkami przerywanymi i ciagtymi zaznaczono odpowiednio sekwencje powtérzone i odwrotnie powt6rzone.

nie rozpoznaje i wigze sekwencje A centromeru
parS. W C-koncowej domenie dimeryzujacej dodat-
kowo wystepuje miejsce DRS (ang. discriminator
recogintion sequence), odpowiedzialne za rozpozna-
wanie sekwencji B w obrebie parS (Ryc. 2) [s], Nie
wiadomo czy DRS oddziatuje bezposrednio z se-
kwencjg B, czy tez zapewnia takg konformacje

biatku ParB, dzieki ktorej wigze sie ono do parsS.

I1-4. Mechanizm segregacji plazmidu Pl do potom-
nych komérek

W segregacji plazmidu P I, poza parg biatek ParA i
ParB, bierze réwniez udziat biatko IHF. Biatka ParB
i IHF wigzg sie do DNA w sposdb kooperatywny,
przy czym IHF wigze centralny region parS, nato-
miast ParB oddziatuje z sekwencjami A i B, ktore
okalajg miejsce wigzania IHF. Biatko IHF powoduje

1 50 100 150
i [ i
ParA
oligomeryzacja

HTH

zagiecie DNA przyblizajac do siebie sekwencje AiB
dzieki temu, powinowactwo biatka ParB do DNA
zwieksza sie okoto 1000 razy. W ten sposéb powstaje
kompleks podziatowy (ang.partition complex) zbu-
dowany prawdopodobnie z rdzenia biatkowego owi-
nietego przez DNA (Ryc. 1) [9]. W sktad tego kom-
pleksu — oprécz biatek ParB i IHF — wchodzi réw-
niez biatko ParA [7], kt6ére oddziatuje z ParB [10].
Analiza mikroskopowa z zastosowaniem biatka
Lacl-GFP (p. 1) wigzacego sie do sekwencji O [a
wprowadzonej w sasiedztwo parS wykazata, ze w
mniejszych komoérkach ogniska fluorescencji obser-
wowane byty gtéwnie w centrum komarki [4]. Nato-
miast w komodrkach o wiekszych rozmiarach ogniska
te byty zlokalizowane w % i & diugosci komérki.
Ostatnio zaobserwowano, ze biatko ParB ma zdol-
nos¢ do wyciszania transkrypcji genow sasia-
dujacych z centromerem parS [11]. Biatko to po

200 250

300
| |

333

|
DRS
dimeryzacja

Ryc. 2. Domenowa struktura biatka ParB odpowiedzialnego za segregacje plazmidu Pl wg Surtees i Funnell [9], DRS — motyw odpowiedzial-
ny za rozpoznawanie sekwencji B centromeruparS, HTH — helisa-skret-helisa, motyw wigzacy sekwencje A centromeruparS, ParA-miejsce

oddziatywania z biatkiem ParA.
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zwigzaniu sie zparSoddziatuje posrednio lub bezpo-
Srednio z DNA pozacentromerowym blokujac tym
samym dostep innym biatkom, np. polimerazie
RNA. Stosujgc immunoprecypitacje in vivo oraz
przeciwciato skierowane przeciwko ParB, wyizolo-
wano kompleksy tego biatka z sekwencjami DNA
oddalonymi nawet o pare tysiecy pz od parS. Praw-
dopodobnie zwigzanie biatka ParB z sekwencjami
centromerowymi zapoczatkowuje wigzanie dodatko-
wych czasteczek tego biatka do pozacentromero-
wych sekwencji DNA. Jednakze nie udato sie uzy-
skac in vitro komplekséw ParB z sekwencjami DNA,
sasiadujacymi z parS. Swiadczy to prawdopodobnie
0 tym, ze ParB oddziatuje posrednio z tymi sekwen-
cjami z udziatem dotychczas nieznanego biatka.

Sekwencje plazmidowych centromerédw sg zréz-
nicowane (Tabela 2). Biatko SopB plazmidu F wigze
12 powtdrzonych sekwencji kazda o dtugosci 43 pz
[12]. W kazdym z tych odcinkéw wyrézni¢ mozna
dwie sekwencje powtdérzone oraz jeden palindrom
(Tabela 2). Centromer Ob3 plazmidu RK2 ma row-
niez charakter palindromu. Jego dtugo$¢ wynosi 13
pz [13]. W przeciwienstwie do plazmidu PI, wigza-
nie biatek SopB i KorB do centromeréw nie wymaga
obecnosci biatka IMF.

I11. Segregacja chromosomow do potomnych
komorek

Pierwsze badania nad rozdziatlem chromosomoéw
bakteryjnych do komérek potomnych dotyczyty
E. coli [4, 14], Bacillus subtilis [3, 15-17] i Caulo-
bacter crescentus [18, 19]. W przypadku B. subtilis,
C. crescentus iStreptomyces coelicolor [20] zidenty-
fikowano gtdwne elementy odpowiedzialne za roz-
dziat chromosoméw: (i) 14-16-nukleotydowe palin-
dromowe sekwencje parS, (ii) dwa biatka: Soj i
SpoOJ u B. subtilis oraz ParA i ParB u C. crescentus,
charakteryzujgce sie wysokim stopniem homologii
w stosunku do plazmidowych biatek ParA i ParB. W
genomach innych Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
organizmow stwierdzono rowniez obecno$¢ homolo-
gicznych genow, ktére kodujg potencjalne biatka na-
lezagce do rodziny biatek ParA, B. Natomiast, u
E. coli i Haemophilus influenzae geny takie nie wy-
stepuja.

W przeciwienstwie do plazmidéw delecje chro-
mosomalnych gendwparA iparB — z wyjatkiem —
C. crescentus [18] nie dajg wyraznych efektéw feno-
typowych. Pomimo wystepujacych zaburzen w se-
gregacji chromosomu przezywa znaczny odsetek ko-
morek B. subtilis [21] i S. coelicolor [20]. Moze to
wskazywac, ze biatka te sgjedynie elementami wiek-
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szej maszynerii segregacyjnej. Obecnie sugeruje sie,
ze ich rola ogranicza sie do prawidtowej lokalizacji
regionu oriC po replikacji, a za transport chromoso-
mu ijego kondensacje odpowiadajg inne biatka (np.
SMC, ang. structural maintenance ofchromosomes).

Dotychczas ukazato sie zaledwie kilka prac
przegladowych dotyczacych segregacji potomnych
chromosomow [22-26].

W przedstawionych ponizej modelach segregacji
chromosomdéw dla uproszczenia opisano segregacje
chromosoméw w komdrkach wolnorosnagcych. Jed-
nakze nalezy pamieta¢, ze inicjacja replikacji zalezy
od szybkosci wzrostu komorek. Przy szybkim tempie
wzrostu komérek, inicjacja drugiej rundy replikacji
moze rozpoczat sie jeszcze przed zakonczeniem
pierwszej rundy. W takim przypadku komorki po-
tomne otrzymaja chromosomy, ktére sgjuz czescio-
wo zreplikowane.

I11-1. Rozmieszczenie sekwencji parS na
chromosomie

Obecnos$¢ sekwencji parS stwierdzono u wielu
bakterii, gtéwnie Gram-dodatnich (Tabela 2). Sa to
14-16 nukleotydowe palindromowe sekwencje. W
przeciwienstwie do sekwencji plazmidowych centro-
merow charakteryzujg sie wysokg homologig (Tabe-
la 2). Liczba sekwencji parS jest rédzna dla réznych
gatunkow bakterii i waha sie od dwéch u Mycobacte-
rium tuberculosis [27] do 21 u S. coelicolor A3(2)
[20] (Ryc. 3). Sekwencje parS sg przewaznie umiej-
scowione w okolicy regionu oriC. U C. crescentus .
sekwencji parS zlokalizowanych jest na odcinku o
dtugosci okoto 5 kpz, pomiedzy operonem parAB a
regionem oriC (Ryc. 3). U S. coelicolor A3(2) wiek-
szo$¢ sekwencji parS potozonych jest w $rodku li-
niowego chromosomu w poblizu regionu oriC
(Ryc. 3). Osiem sekwencji parS B. subtilis jest roz-
mieszczonych centrycznie wokot oriC, ale w przeci-
wienistwie do innych bakterii na stosunkowo diugim
odcinku — okoto 800 kpz, co stanowi » 0 % chromo-
somu (Ryc. 3) [27].

111-2. Bacillus subtilis

Segregacja chromosomu B. subtilis zachodzi z
udziatem biatek SpoOJ i Soj, zaréwno podczas wzro-
stu wegetatywnego, jak i wytwarzania endospor.
Biatka te sg kodowane przez geny potozone w opero-
nie spoOJ/soj lezagcym w poblizu regionu oriC
(Ryc. 3) [28]. Biatka SpoOJ i Soj wykazujg wysoki
stopien homologii w stosunku do plazmidowych
biatek ParA i ParB. Za pomocg immunoprecypitacji
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in vivo wykazano, ze biatko SpoOJ wigze silnie 5 se-
kwencji parS [27]. Biatko Soj oddziatuje ze SpoOJ
[29] i ma aktywno$¢ ATP-azy [30, 31].

Oprécz udziatu w segregacji chromosomu, biatka
Soj i Spo0OJ (ang. sporulation protein) petnig funk-
cje regulatorow sporulacji. Soj jest negatywnym re-
gulatorem promotoréw odpowiedzialnych za ekspre-

B. subtilis

:

C. crescentus
4.0 Mbp pars

parA g8

M. tuberculosis

—t

Konstrukcja szczepu B. subtilis, w ktdrym gen
spoOJ lub soj zostat zastgpiony odpowiednio fuzyj-
nym genem spoOJ-gfp Ilub soj-gfp, umozliwita
wewnatrzkomoérkowa lokalizacje biatka SpoOJ oraz
jego kompleksow z sekwencjami parS [15, 31, 32].
Zaobserwowano rowniez, ze biatko Soj pulsowo
przemieszcza sie pomiedzy biegunami komérki [31].

L-Il--_ B aE R E O Iy @ ECilan
spoQJ  so yyaB gidB gidA
aA

thdF  jag spollld mpA onCl dnaA  oiCll dnaN
1pmH

W

I .
thaF hemE  oriC rpsT dnaA

4.4 Mbp porA  paB W8 of od  od mpA pmH dnaA oiC dnaN

el

parA gioB jag of  od mpArpmH dnaA onC dnaN

@ regionoriC

H |
LRI T

é 1 sekwencje parS ‘l;
R <

telomer ~

o

A sekwencje ter ~~

1y

L ol

S. coelicolor A3(2) 8.6 Mbp

Ryc. 3. Rozmieszczenie sekwencji parS na chromosomach wybranych bakterii. Po lewej stronie oraz na dole ryciny przedstawiono schematycznie lo-
kalizacje sekwencji parS na koliscie zamknietych chromosomach: B. subtilis, C. crescentus i M. tuberculosis oraz liniowym chromosomie
S. coelicolor A3(2). Po prawej stronie przedstawiono organizacje regionéw parAB-oriC wymienionych mikroorganizméw. Czarnymi
strzatkami zaznaczono sekwencje parS wystepujace w regionach parAB-oriC, natomiast szarymi sekwencje z poza tych regionéw.

sje gendéw zaangazowanych w wytwarzanie endo-
spor. Mutanty delecyjne genu spoOJ nie sporuluja.
Wykazano, ze SpoOJ hamuje represorowg funkcje
biatka Soj umozliwiajgc tym samym inicjacje sporu-
lacji [30].
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Oddziatywanie Soj z biatkiem SpoOJ, zwigzanym z
DNA jest niezbedne do powstawania duzych nukle-
oproteinowych agregatow. Zastosowanie mikrosko-
pii fluoroscencyjnej pozwolito przesledzi¢ pozycje
nukleoproteinowych komplekséw SpoOJ-par6' i re-
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gionu oriC w komérce w czasie cyklu komdrkowego
i zaproponowa¢ model segregacji chromosomoéw u
B. subtilis (Rye. 4A) [3, 15-17]. Proces segregacji
rozpoczyna sie w podczas replikacji chromosomu,
zaraz po inicjacji replikacji. Czasteczki biatka
SpoOJ wigzg sie do sekwencji parS, zlokalizowa-
nych w poblizu nowozreplikowanych regionéw
oriC. Badania in vitro wykazaty, ze wigzanie to ma
charakter kooperatywny. W centrum komorki tworzg
sie nukleoproteinowe kompleksy uwidocznione w
mikroskopii fluorescencyjnej jako dwa ogniska. Na-
stepnie kompleksy te wraz z potomnymi regionami
oriC przesuwajg sie w strone przeciwlegtych biegu-
noéw komorki. Komdrka wydtuza sie, a nowozrepli-
kowane potomne regiony chromosomu sukcesywnie
przesuwajg sie w kierunku biegunéw komérki. Chro-
mosomy potomne ulegajg kondensacji, a w ptaszczy-
Znie podziatu komorki tworzy sie przegroda oddzie-
lajgca zreplikowane chromosomy [17]. Jest ona zbu-
dowana z biatka FtsZ, ktore jest bakteryjnym homo-
logiem tubuliny. W p6Zniejszej fazie przegroda zani-
ka i powstajg dwie komdrki potomne.

U mutantdw z delecjg gendéw spoOJ isoj zaobser-
wowano zaburzong wewnatrzkomorkowga lokaliza-
cje regionéw oriC. Nastepstwem tego byto powsta-
wanie komdrek potomnych pozbawionych chromo-
somow; okoto :-: % komérek nie miato chromoso-
mu; 100 razy wiecej niz w niezmutowanych komar-
kach [ ]

U B. subtilis wykazano, ze sekwencje centromero-
weparS sklonowane w plazmidy dziatajg na nie sta-
bilizujgco, umozliwiajgc precyzyjne przekazanie ko-
pii zreplikowanych plazmidéw do komdrek potom-
nych.

B. subtilis wytwarza formy przetrwalne — endo-

spory, zdolne do przetrwania okreséw gtodu czy su-
szy. Proces wytwarzania endosporjest ztozony iwie-
loetapowy. Rozpoczyna sie on asymetrycznym po-
dziatem komorki; wewnatrz komérki macierzystej
powstaje endospora. Poprzedza go replikacja chro-
mosomu; jeden z potomnych chromosoméw pozo-
staje w komorce macierzystej, natomiast drugi jest
przekazywany do prespory. Gtowng rdznice pomie-
dzy podziatem chromosomu do prespory, a po-
dziatem wegetatywnym stanowi miejsce tworzenia
przegrody (Ryc. 4A,B).

Chromosom w trakcie transportu do prespory
musi zosta¢ odpowiednio ,,upakowany” tak, by mdgt
zmiescic¢ sie w presporze, ktéra jest znacznie mniej-
sza od komdrki macierzystej (Ryc. 4B). Biatkiem od-
powiedzialnym za translokacje potomnego chromo-
somu do prespory jest SpolllE [33-35]. Biatko to
tworzy kanal wewnatrz przegrody, przez ktory chro-
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mosom jest aktywnie przemieszczany do endospory
(Ryc. 4B). Pierwotnie biatku temu przypisywano je-
dynie funkcje regulatora ekspresji genéw zaanga-
zowanych w sporulacje. Funkcja biatek Soj, SpoOJ
w przekazywaniu potomnego chromosomu do pre-
spory zostata okreslona na podstawie badan mutan-

(=)
(@&
S

Ryc. 4. Segregacja chromosomoéw do komdérek potomnych u Bacillus
subtilis wg Lin iwsp. j17], Kolorem szarym schematycznie za-
znaczono chromosom. A. Komorki wegetatywne; B. Wytwarza-
nie endospor.

(@)
(&)
)

00oo-

e region oriC

@ translokaza SDoili

téow delecyjnych gendw kodujacych te biatka. Mu-
tanty delecyjne soj/spoOJ wykazujg zaburzong za-
wartos¢ DNA w endosporze, prawdopodobnie na
skutek niewtasciwej lokalizacji regionu oriC pod-
czas tworzenia prespory.

111-3. Caulobacter crescentus

C. crescentus charakteryzuje sie bardziej
ztozonym niz u innych bakterii cyklem rozwojo-
wym. Cykl ten polega na kolejnym wystepowaniu
osiadtej komorki z todyzka i powstajacej z niej ko-
morki ruchliwej, urzesionej (Ryc. 5). Z komdrki
osiadtej w wyniku niesymetrycznego podziatu po-
wstaje ruchliwa urzesiona komdrka oraz osiadta ko-
madrka todyzkowa. Powstata komdrka urzesiona
osiedla sie, wytwarza todyzke i caty cykl sie powta-
rza. Replikacja chromosomu zachodzi tylko w ko-
maérce osiadtej.

U C. crescentus za rozdziat chromosoméw odpo-
wiedzialne sg biatka ParA i ParB, kodowane przez
geny wystepujace podobnie jak u innych organi-
zmoOw w operonieparAB (Ryc. 2) [18]. Wykazano, ze
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Ryc. 5. Segregacja chromosoméw do komérek potomnych u Caulobacter crescentus wg M o h | iwsp. [19]. Schematycznie przedstawiono osiadtg ko-

morke z todyzka oraz komérke ruchliwg, urzesiona.

w przeciwienstwie do B. subtilis, mutacje delecyjne
gendw parA iparB sg $Smiertelne dla C. crescentus.
Zaobserwowano rdwniez zaburzong segregacje
chromosoméw w komérkach nadprodukujgcych
biatka ParA, B [18]. Podczas cyklu komérkowego
stezenie biatek ParB i ParA jest state, ale zmienia sie
subkomadrkowa lokalizacja obu biatek. Zaobserwo-
wano, ze w komdrce osiadtej biatko ParB jest zloka-
lizowane gtownie na jednym z biegunéw komorki.
Po replikacji, a przed podziatem komdérkowym, kom-
pleks biatka z nowozreplikowanym regionem oriC
przemieszcza sie w strone przeciwlegtego bieguna
komérki, co powoduje rozdziat zreplikowanego
chromosomalnego DNA. Przemieszczenie komplek-
sow jest mozliwe dzieki oddziatywaniu biatka ParB z
biatkiem ParA, ktére ma wiasciwosci ATP-azy.
Ostatnie badania wykazaty, ze biatko ParA spetnia
dodatkowg funkcje, hamuje tworzenie przegrody ko-
mdrkowej zanim chromosomy zostang catkowicie
rozdzielone (Ryc. 5) [19].

111-4. Escherichia coli

W genomie E. coli nie zidentyfikowano homolo-
goéw gendéwparA, parB, ani sekwencji homologicz-
nych do sekwencji parS wystepujgcych u innych
bakterii. Mikroskopia fluorescencyjna wykazata, ze
w trakcie replikacji potomny region oriC wraz z se-
kwencjami Oiac wprowadzonymi w jego okolice
(p. 1) ulegaja przesunieciu w strone przeciwlegtego
bieguna komérki [4]. Po zakoriczeniu replikacji po-
tomne regiony oriC sg umiejscowione w poblizu
przeciwlegtych biegundéw komérki (Ryc. ). Do-
Swiadczenie to wskazuje, ze w okolicy regionu oriC
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wystepowaé powinny sekwencje centromerowe. Do-
tychczasowe proby zlokalizowania centromeréw,
polegajace miedzy innymi na wklonowywaniu réz-
nych fragmentéw sgsiadujacych z oriC w plazmidy
charakteryzujace sie matg stabilnosciag (p. 111-2 ), nie
powiodty sie.

Gen mukB byt pierwszym zidentyfikowanym ge-
nem, ktdrego obecno$¢ sugerowata, ze w komdrkach
E. coli istnieje odpowiednik eukariotycznego apara-
tu mitotycznego [36]. Mutacje w genie mukB zabu-
rzaja subkomorkowa lokalizacje region6w oriC. Wy-
kazano, ze biatko MukB wigze DNA, ale w przeci-
wienstwie do biatka ParB wigzanie to ma charakter
niespecyficzny. Struktura domenowa MukB przypo-
mina strukture domenowagbiatek SMC. Biatka te wy-
stepujg zar6wno u prokariontéw, jak iu eukariontow.
Biatko MukB, analogicznie do biatek SMC, jest
prawdopodobnie odpowiedzialne za kondensacje
chromosomoéw [36]. Ponadto, biatko MukB wykazu-
je homologie do eukariotycznej dynaminy wigzgacej
mikrotubule i — jak wykazano doswiadczalnie-
wigze bakteryjne biatko FtsZ [37]. Innym opisanym
biatkiem, ktére prawdopodobnie bierze udziat w se-
gregacji chromosomdéw u E. coli jest biatko SegA.
Poczatkowo biatku temu przypisano role negatywne-
go regulatora czestosci inicjacji replikacji. Biatko to
wigze hemimetylowane (metylacja adeniny w se-
kwencji GA*TC) oriC, uniemozliwiajgc inicjatoro-
wemu biatku DnaA dostep do miejsca inicjacji repli-
kacji [38]. Ostanie badania sugeruja, ze biatko SeqA
wigzac sie do nowozreplikowanych regionow oriC
tworzy dwa biatkowe kanaty, przez ktére przechodzg
kolejno zreplikowane fragmenty chromosoméw po-
tomnych [39]. Wydaje sie, ze biatka MukB i SegA
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Rye. 6. Segregacja chromosomoéw do komoérek potomnych u Escherichia coliwgJensena i Shapiro [44]. Kolorem szarym schematycznie za-

znaczono chromosom.

wykazuja antagonistyczne dziatanie. Mutacja w ge-
nie segA powoduje supresje niektorych fenotypo-
wych cech mutantow genu mukB i vice versa.

Obserwujac migracje biatek biorgcych udziat w se-
gregacji chromosomoéw E. coli do potomnych komo-
rek, zaproponowano dwa modele koreplikacyjnego
rozdziatu chromosomalnego DNA, tzw. model ,,prze-
mieszczajgcego sie aparatu replikacyjnego” (ang.
translocating replication factory) oraz ,,nieruchome-
go aparatu replikacyjnego” (ang.fixed replicationfac-
tory) [39]. W pierwszym modelu zaktada sie, ze po
przytgczeniu biatka SeqA, miejsce inicjacji replikacji
oraz nowosyntetyzowane nici DNA wraz z widetkami
replikacyjnymi sg stopniowo rozdzielane i przemiesz-
czajg sie w przeciwnych kierunkach. Wedtug drugie-
go modelu, kompleksy biatka SeqA z nowosyntetyzo-
wanymi niémi DNA przemieszczaja sie w pozycje 'Ali
A komorki, a aparat replikacyjny pozostaje w centrum
komorki az do terminacji replikacji.

Nieruchomy aparat replikacyjny stwierdzono w
komérkach B. subtilis, natomiast przemieszczenie
aparatu replikacyjnego z bieguna komérki dojej cen-
trum w poczatkowym stadium replikacji zaobserwo-
wano w komdrkach C. crescentus.

W genomach B. subtilis, C, crescentus iS. coelico-
lor nie stwierdzono obecno$ci genu kodujgcego
biatko SeqA. Ponadto, sekwencje GATC nie ulegaja
metylacji w tych organizmach. Sugeruje to, ze biatko
ParB, analogicznie do biatka SegA, moze tworzyé
kanaty biatkowe. Zjawisko wyciszania genow przez
biatko ParB zaobserwowane na przykiadzie plazmi-
du PI (p. 11-4) cze$ciowo potwierdza te hipoteze.

IV. Uwagi koncowe

Analiza sekwencji genoméw kilkudziesieciu ga-
tunkéw bakterii wykazata, ze u wiekszo$ci z nich
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obecne sg homologi genéw parA iparB. Sekwencje
tych genéw sg stosunkowo dobrze ewolucyjnie za-
chowane nawet w przypadku organizméw filogene-
tycznie bardzo odlegtych. Sugeruje to, ze u organi-
zméw prokariotycznych segregacja materiatu gene-
tycznego do potomnych komdrek jest procesem
uksztattowanym w stosunkowo wczesnych fazach
ewolucji. Ostatnie badania wykazaty, ze mechanizm
ten charakteryzuje sie uniwersalnoscig dziatania;
elementy odpowiedzialne za segregacje funkcjonujg
nawet po przeniesieniu ich z organizméw Gram-do-
datnich do Gram-ujemnych. Plazmid zawierajgcy
miejsce wigzania centromeru chromosomu B. subti-
lis oraz geny spoOJisoj podlegat aktywnej segrega-
cji w komorkach E. coli [40].

Dotychczasowe badania nad segregacjag bakteryj-
nych chromosomdw dotyczyty chromosomdw kol i$-
cie zamknietych. Chromosomy Borrelia burgdorferi
oraz Streptomyces coelicolor wystepujg w postaci li-
niowej typowej dla organizméw eukariotycznych.
Chromosom S. coelicolor (s.s Mpz)jest prawie dzie-
sieciokrotnie wiekszy od chromosomu B. burgdorfe-
ri (0.91 Mpz). Organizmy nalezgce do rodzaju Strep-
tomyces charakteryzujg sie ztozonym cyklem zycio-
wym, ktéry upodabnia te mikroorganizmy do niz-
szych organizmdéw eukariotycznych — grzybdéw
[41]. W czasie rozwoju tworzg one grzybnie, w kto-
rej nie dochodzi do tworzenia przegréd komorko-
wych pomiedzy nowozreplikowanymi chromosoma-
mi. Ich precyzyjna segregacjajest niezbedna dopiero
w trakcie tworzenia zarodnikéw. U Streptomyces re-
plikacja rozpoczyna sie w $rodku liniowego chromo-
somu i podgza dwukierunkowo do koncow chromo-
somu (telomerdw) [42, 43]. Nasze ostatnie badania
wykazaly, ze biatko ParB wigzgc kilkanascie se-
kwencji parS w regionie oriC (Rys. 3) tworzy duzy
nukleoproteinowy kompleks [20]. Obecnie badamy
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wewnatrzkomdrkowa lokalizacje segregacyjnych
kompleksow. Ponadto, interesujgcym wydaje sie
okre$lenie potozenia koncéw tak duzego liniowego
chromosomu w trakcie replikacji oraz podziatu ko-
morek 8treptomyces.
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Rola macierzy jadrowej w przestrzennej organizacji

procesow jadrowych

The role of the nuclear matrix in the spatial organization

of the nuclear events
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I. Wstep

Macierz jadrowa (NM) jest strukturg szkieletowg
jadra komorkowego przestaniang przez masy chro-
matyny oraz frakcje biatek rozpuszczalnych. Jej uwi-
docznienie wymaga sekwencyjnego przemywania
oraz usuniecia zalegajgcego w jej strukturze DNA.
Struktura tajest definiowanajako pozostato$¢ jadro-
wa, zrab jgdrowy czy tez frakcja biochemiczna opor-
na na dziatanie detergentow oraz wysokich stezen
soli. W czasopismiennictwie polskim zostata obszer-
nie opisana przez prof. Zofie Kilianskaw ko-
lejnych pracach [1-3].

Sposoby pozyskiwania NM wywotuja wcigz zywa
dyskusje nad faktem jej istnienia [4]. Sceptycy wska-
zuja, iz zastosowanie nieznacznie réznigcych sie me-
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tod izolacji prowadzi do otrzymania preparatéw o
zrbznicowanym skiadzie biochemicznym. Ponadto
w trakcie pozyskiwania macierzy jagdrowej moze do-
chodzi¢ do licznych artefaktdw w postaci strgcania
kompleksow biatkowych, wyptukiwania ATP, zmia-
ny stopnia utlenienia poszczeg6lnych sktadnikéw
NM oraz zjawiska niespecyficznej polimeryzacji ry-
bonukleoprotein tworzacych wewnetrzng sie¢ fibry-
larno-granularng. Jednakze, zakotwiczenie specy-
ficznej klasy sekwencji DNA w macierzy sugeruje
jej udziat w tworzeniu strukturalnych i funkcjonal-
nych przedziatow wewnatrzjgdowych. Dlatego tez,
niezaleznie od tego na ile macierz jgdrowa odzwier-
ciedla szkielet jadrowy istniejgcy in vivo, pozostaje
ona niezwykle uzyteczng strukturg w badaniu orga-
nizacji jadra komérkowego i zachodzacych tam pro-
cesOw. Ponadto wyniki ostatnich doswiadczen, w
ktérych podobng strukture NM pozyskiwano rézny-
mi metodami izolacji [5], dowodzg izjest ona realng
czescig struktury szkieletowej komorki.

Il. Metody izolacji macierzy jadrowej

Jedng z pierwszych obserwacji macierzy jgdrowej
byto stwierdzenie obecnos$ci nierozpuszczalnej frak-
cji biatek jagdrowych w roztworach o duzej sile jono-
wej [s ], P6Zniejsze doSwiadczenia [7], w ktorych do-
datkowo usunieto chromatyne przez trawienie nukle-
azami, doprowadzity do wyizolowania ciggtej, prze-
strzennej struktury macierzy jadrowej. Metoda izola-
cji, rozwinietaprzezBerezney’a i Coffe y’aw
latach siedemdziesigtych, byta modyfikowana tak,
by zblizy¢ warunki izolacji do fizjologicznych
[s-10] i unikngé powstawania licznych artefaktow w
postaci strgcania komplekséw transkrypcyjnych, czy
tez niespecyficznych interakcji DNA-NM [8-9, 11].
W poszczeg6lnych metodach zmienia sie zar6wno
rodzaj, dziatania zwigzku
wyptukujgcego frakcje biatek rozpuszczalnych i hi-
stony [s, 10, 12-13], rodzaj enzymu uzytego do usu-
niecia frakcji DNA [7-8, 11], kolejno$¢ ekstrakcji
DNA i biatek [7-8, 11] oraz rodzaj detergentu
wyptukujacego lipidy [14]. Jedng z subteiniejszych
metod izolacji struktury szkieletowej jadra rozwineli
Jackson i in. (1988) [15]. Komorki z hodowli
ptynnej po zatopieniu w agarozowych mikrokap-
sutkach poddawano lizie, a uzyskane jadra komadrko-
we — elektroelucji w obecnosci izotonicznego bufo-
ru. Struktura wyizolowana tg metoda wykazywata
znaczne podobieAstwo do macierzy jadrowych
otrzymanych przy uzyciu wyzszych stezeA substan-
cji ekstrahujgcych [15].

stezenie i czas
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Zachowanie w trakcie izolacji ciggtosci struktury
zrebu jadrowego, szczegdlnie jego czesci wewnetrz-
nej, wymaga stabilizacji oddziatywarn pomiedzy po-
szczegblnymi jego komponentami. Cel ten zostaje
osiggniety przez:

— bezposredniag modyfikacje chemiczng czesci
biatkowej NM zwigzkami o wtasciwosciach utle-
niajgcych lub sprzegajacych [.0, 14, 16-17],

— poddanie szokowi cieplnemu komdrek lub sa-
mych jader komdrkowych [s, 10, 13, 18],

— inkubacje jader komorkowych w buforach zawie-
rajacych kationy dwuwartosciowe [s, 18].
Zastosowanie zwigzkéw o wtasciwos$ciach utle-

niajagcych prowadzi do zmodyfikowania grup doto-

wych peptydéw budujacych NM, a w konsekwencji
tworzenia wigzan dwusiarczkowych, stabilizujgcych
oddziatywania biatko-biatko. Poglad ten potwier-
dzity badania z uzyciem zwigzkéw blokujacych gru-
py SH — powodowato to rozpad wewnetrznej struk-
tury macierzy jadrowej [10, 14, 16]. Na zubozenie
lub catkowity rozpad komponentu RNP bedacego
budulcem sieci fibrylarno-granularnej NM, jak i za-
wieszonej w tej sieci struktury resztkowego jaderka,
wpiywa nie tylko zastosowanie enzymow rybonukle-
olitycznych. Rowniez zmiana kolejnosci etapu tra-
wienia rybonukleazami wzgledem ekstrakcji bufora-

mi o wysokim stezeniu soli w trakcie preparatyki

prowadzi do spadku procentowej zawartosci RNA w

preparacie i zaniku wewnetrznej czesci szkieletu

jadrowego [10, 14, 16]. Dlatego tez otrzymanie
peinej struktury macierzy jadrowej wymaga zacho-
wania odpowiedniej kolejnosci poszczeg6lnych eta-
pow izolacji oraz obecnosci zwigzkdw hamujgcych
aktywnos$¢é RNaz. Postuluje sie takze, ze we wzboga-
ceniu preparatobw NM w sktadnik RNP dopomaga za-
stosowanie inhibitoréw enzymow proteolitycznych

[19].

Inkubacja jader komdérkowych lub catych koma-
rek w podwyzszonej temperaturze w $Srodowisku jo-
néw dwuwarto$ciowych, jakkolwiek stabilizuje
strukture NM, moze jednak wywotywaé redystrybu-
cje biatek wchodzacych wjej sktad. Ustalenie opty-
malnych warunkéw stabilizacji, czesto rdznych dla
kazdego z biatek, wymaga porédwnania dystrybucji
biatek macierzowych obserwowanej metodami im-
munofluorescencyjnymi w permeabilizowanych ko-
maérkach z rozktadem biatek w preparatach NM [18,
20]. Jedynie w doswiadczeniach, w ktdrych
postuzono sie metodg zatapiania catych komorek w
mikrokapsutkach stabilizacja cieplna jest zabiegiem
niecelowym i nie wywotuje efektu redystrybucji
biatek [15].
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I1l. Budowa macierzy jadrowej

Preparaty macierzy jadrowych komdrek kregow-
cow wykazujg znaczne podobienistwo na poziomie
ultrastrukturalnym jak i biochemicznym doNM izo-
lowanych z tak odlegtych filogenetycznie organi-
zmow jak pierwotniaki [21] czy ro$liny [22]. Pozwa-
la to na przypuszczenie, iz macierz jadrowa jest
strukturg uniwersalng u organizméw eukariotycz-
nych, homologiczng w budowie izaangazowanag w te
same wydarzenia jadrowe.

I11-1. Sktad biochemiczny macierzy jgdrowej

Gtownym skiadnikiem NM (97-98%) sa biatka
niehistonowe o kwasnym charakterze. Tylko niektd-
re z nich jak np. laminy sg konstytutywnymi sktadni-
kami macierzy. Pozostate ze wzgledu na zaleznos$¢
umiejscowienia w macierzy od aktualnie za-
chodzacych procesow jagdrowych zostaty doktadniej
omowione w punkcie IV-4. Kolejne frakcje stanowia
RNA (1.2%), fosfolipidy (0.5%) i DNA (ponizej
0.1%, omoéwienie w punkcie 111-3), wykryto takze
weglowodany [7, 23]. Udziat procentowy poszcze-
géinych skitadnikéw w preparatach macierzy jadro-
wej ulega wahaniom w zaleznos$ci od metody izola-
cji, uzytych enzyméw proteolitycznych i nukleoli-
tycznych lub ich inhibitorow [14, 19].

111-2. Ultrastruktura macierzy jagdrowej

Struktura macierzy jadrowej po etapie ekstrakcji
jader komérkowych jest widoczna juz na poziomie
mikroskopu  Swietlnego. Pozostaje kolistego
ksztattu, zajmujac mniejszg przestrzen niz jadro ko-
maérkowe. Wjej wnetrzu sgwidoczne dwie struktury:
pozostato$¢ jaderka oraz sie¢ widékien [23]. Doktad-
niejsza analiza na poziomie ultrastrukturalnym po-
zwolita na obserwacje pozostatosci otoczki jadrowej
oraz laminy z widocznie zarysowanym kompleksem
porowym — tzw. peryferyczna macierz jadrowa. We
wnetrzu NM znajduje sie elektronowo nieprzejrzysta
pozostato$¢ jaderka oraz silnie rozgateziajaca sie
ciggta sie¢ widkien o charakterze fibrylarno-granu-
larnym — tzw. macierz wewnetrzna [7, 17, 23-27].
Macierz wewnetrzna z pozostatoscig jaderkowgq
taczy sie z laming tworzac nieprzerwang polimor-
ficzng strukture [23-25]. WHokna NM sg potaczone z
licznymi gestymi, granularnymi i morfologicznie
zréznicowanymi skupiskami [17, 23-26]. DosSwiad-
czenia He iin. przeprowadzone w 1990 roku [25], w
ktorych wykonywano kolejne ekstrakcje
stajgcymi stezeniami soli, doprowadzity do odkrycia

wzra-
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rdzeniowej istoty sieci witdkien macierzy jadrowej.
Obecnos$é filamentdwNM udokumentowali rowniez
Jackson i Cook [28] izolujac szkielet jadrowy
w $rodowisku izotonicznym w polu elektrycznym.
Wyszczeg6lniono grupy filamentdw rdoznigcych sie
Srednicg i zaobserwowano, iz rozgateziajg sie one i
tacza miedzy sobg lub zmieniajg swa wielkos$é prze-
chodzac ze $rednicy 8-10 do 3-5 nm [27]. W tworze-
niu potgczen miedzy filamentami nie uczestniczy
specyficzne biatko [27]. Brak morfologicznego zréz-
nicowania filamentow rdzeniowych obserwowano
jedynie w doSwiadczeniach, w trakcie ktorych stoso-
wano bufory izotoniczne [26]. Pomimo odnalezienia
wsrod biatek NM biatek zdolnych do tworzenia
struktury filamentu, takich jak aktyna, keratyna iwi-
mentyna [24, 25], nie wyrdzniono biatka struktural-
nego filamentéow rdzeniowych NM [29]. W pracy
Tan i in. (2000) [30] stwierdzono, iz role te
mogtyby petni¢ biatka wigzace hnRNA. Dwa z nich,
tworzgce w kompleksach hnRNP tetramer (A2)sB1,
po uwolnieniu z komplekséw RNP oddziatujg ze
sobg tworzac struktury filamentéw podobne do ob-
serwowanych w NM [30]. Jednakze wymog dysocja-
cji biatek z kompleksow z RNA moze wskazywac na
artefaktowy charakter obserwacji. Z filamentami
rdzeniowymi NM pozostajg zasocjowane niewielkie
skupiska materiatu fibrylarno-granularnego o cha-
rakterze RNP [25, 31]. Usunigcie sktadnika granular-
nego z pozostatosci jaderkowej zawieszonej w sieci
filamentow prowadzi do odstoniecia kolejnych cze-
Sci tej struktury — szkieletu wewnatrzjgderkowego,
pozostatosci gestego skitadnika fibrylarnego oraz
centréw fibrylarnych [26, 32].

Poréwnania budowy i skiadu biochemicznego
NM izolowanych z uzyciem rdznych technik pro-
wadzg do wniosku, iz obserwowana niejednorodno$¢
struktury NM wynika z artefaktéw powstatych pod-
czas etapu izolacji jader komdrkowych poprze-
dzajgcego ekstrakcje macierzy jadrowej [33]. Hipo-
teze te popierajg rowniez wyniki doswiadczen Wan
iin. z 1999 roku [34], w ktoérych preparaty NM pozy-
skiwane z catych komoérek, a nie izolowanych jader,
wykazujg ultrastrukturalne podobiefistwo mimo uzy-
cia réznych metod ekstrakcji macierzy.

I11-3. Sekwencje DNA zwigzane z macierzg jadrowg

DNA w jadrze interfazowym charakteryzuje sie
wysokim stopniem uporzgdkowania w formie chro-
matyny, jednym z pozioméw organizacji sg petle czy
tez domeny chromatynowe [35, 36]. Ten stopien or-
ganizacji zostaje osiggniety przez upakowanie DNA
w struktury wyzszego rzedu i ich zakotwiczenie po-
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przez specyficzne sekwencje w strukturze szkieleto-
wej jadra komdrkowego [s, 37] bgdz chromosomu
[38]. Podstawy petli chromatynowych stanowi spe-
cyficzna klasa sekwencji DNA, pozostajgcych w
kontakcie ze strukturg szkieletowg po ekstrakcji de-
tergentem lub wysokimi stezeniami soli [37]. W za-
lezno$ci od metody uzytej do ekstrakcji biatek frak-
cji rozpuszczalnej jadra interfazowego sekwencje ta-
kie nazwano MAR — Matrix Attachment Region [7]
lub SAR — Scaffold Associated Region [s ]. Zbiezna
lokalizacja obszaré6w SAR i MAR oraz ich podobie-
nstwo w strukturze i funkcji [37, 39-42] umozliwia
zastosowanie wspoélnej terminologii — S/MAR. Se-
kwencje S/IMAR poczatkowo sklasyfikowano jako
obszary o losowym rozktadzie zakotwiczajgce petle
chromatyny w szkielecie macierzy jadrowej [43-44],
Podstawy petli stanowig obszary DNA o diugosci
250 pz [37, 45], bogate w pary zasad AT [s, 37,
45-47], wigzane przez liczne miejsca w macierzy
jadrowej [37] oraz niosgce sekwencje rozpoznawane
przez topoizomeraze Il [37, 45-47]. Poniewaz obec-
nos$¢ topoizomerazy Il stwierdzono zaréwno w struk-
turze macierzy jadrowej [48] jak iw szkielecie chro-
mosomowym [49], wydaje sie, ze miejsce ciecia dla
tego enzymu moze stanowi¢ wskaznik specyficznej
klasy sekwencji S/MAR oraz obszaréw zakotwi-
czajacych DNA w strukturze szkieletowej chromo-
somu. Cze$¢ sekwencji S/IMAR jest wspolna dla
jadra interfazowego jak i struktury chromosomu me-
tafazowego [47].

Znaczenie miejsc wigzania do NM uwydatnia ich
zachowywanie w toku ewolucji. Potwierdzajg to re-
akcje wigzania in vitro [13, 37, 50] jak iin vivo [51]
sekwencji DNA zdefiniowanych jako S/MAR do he-
terologicznych preparatéw macierzy jadrowej.

Miejscem wigzania DNA jest zar6wno lamina
utozona brzeznie wjadrze komérkowym, jak i wew-
netrzna sie¢ o charakterze RNP [13]. Zaobserwowa-
no, ze sekwencje S/MAR wykazujg zréznicowany
potencjat wigzania sie do biatek NM [13]. Obserwa-
cje Amat i iwsp. (1990) [52] wskazuja, ze poten-
cjat wigzania sekwencji S/IMAR powstaje w wyniku
nagromadzenia miejsc wchodzacych w oddziatywa-
nie z strukturg NM. Moze to wskazywac na istnienie
kilku klas sekwencji SIMAR rdznigcych sie petniong
rolg strukturalng badZ regulatorowsa. Stwierdzono, ze
miejscami wigzania do macierzy jadrowej mogga byé
sekwencje o specyficznym sktadzie nukleotydowym
jak np. obszary homooligonukleotydowe, sekwencje
powtérzone, w tym powtdrzenia mikrosatelitarne i
satelitarne, sekwencje o zmienionej konformacji
DNA izaburzonej strukturze nukleosomowej czy tez
obszary o podwyzszonej czesto$ci wystepowania se-
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kwencji wigzanych przez czynniki regulatorowe [39,
42]. Ze strukturg macierzy jadrowej pozostajg
zwigzane takze sekwencje centromerowe [53] oraz
telomerowe [54].

Sekwencje S/MAR stanowigce podstawy petli
chromatynowych nie tylko odgrywajg role struktu-
ralng w organizacji materiatu genetycznego. Se-
kwencja S/IMAR moze stymulowaé¢ poziom soma-
tycznej hipermutacji [55] oraz rekombinacji w seg-
mencie VKgenu IgK [56]. Jako elementy graniczne
S/MARYy izolujg przylegte obszary od wzajemnego
wptywu, co pozwala na zréznicowanie aktywnosci
wyznaczanych przez nie domen transkrypcyjnych
[57] (omdwienie rozdziat 1V-1).

Sekwencje S/IMAR nie wykazujg $cisle okreslone-
go potozenia wzgledem sekwencji kodujgcych ge-
néw. Wystepuja zaré6wno w obszarach regulatoro-
wych powyzej miejsca startu transkrypcji [, 58-60],
w sekwencji samego genu [37, 50, 58-59, 61], w ob-
szarze ponizej czeSci kodujacej genu lub wjej bezpo-
Srednim sasiedztwie [58-60, 62-63]. Jako elementy
graniczne zamykaja w petli cze$¢ genu [47, 60-61],
pojedynczy gen [63] lub grupe gendéw [s]. Rozmiar
funkcjonalnych domen pozostaje w zwigzku z wzor-
cem aktywnosci danego obszaru iwaha sie od 5 000
do 250 000 pz [s, 35-36, 38, 64-65].

IV. Rola macierzy jadrowej w procesach
jadrowych

IV-1. Struktury macierzy jadrowej wtaczone w
metabolizm RNA

Obserwacje wykonane przy uzyciu konwencjo-
nalnej mikroskopii elektronowej dokumentujg za-
sadnicze podobienstwo ultrastruktury jadra komor-
kowego oraz macierzy jagdrowej. Regresywne bar-
wienie preparatow EDTA [66-67] prowadzgce do
wyroéznienia perichromatynowych fibry.iiinterchro-
matynowych ziarnistosci (struktur zaangazowanych
w metabolizm jadrowy) wykazato, iz sq one odpo-
wiednikami filamentow NM oraz czeSci zasocjowa-
nych z nimi ciat gestych [23].

1V-1-1. ,Fabryki transkrypcyjne” miejscem syntezy
RNA na terenie NM

Wykazano, iz nowo powstaty transkrypt, wykryty
dzieki zastosowaniu znakowanego nukleotydu, po-
zostaje zasocjowany ze strukturg NM [68-69]. Jego
synteza przebiega w domenach lub ,,fabrykach tran-
skrypcyjnych” zitaczonych ze strukturg szkieletu
jadrowego [¢s, 70]. Dysocjacja duzej podjednostki
polimerazy RNA nie wywotuje zmian w ultrastruktu-
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rze NM. Sugeruje to, ze polimeraza Il RNA jest dy-
namicznym skiadnikiem struktury szkieletowej [5].
Izolacja NM nie wptywa na utozenie przestrzenne
jak iaktywnos$¢ enzymatyczng skupisk transkrypcyj-
nych obserwowanych w jadrze komdrkowym
[68-69]. Nowo syntetyzowane czgsteczki RNA po-
zostajg zwigzane ze szkieletem jgdrowym réwniez w
trakcie transportu na terenie jadra komorkowego [69,
71]. W mikroskopie fluorescencyjnym zwigzek ten
manifestuje sie w postaci szlakow tworzacych trgj-
wymiarowo rozmieszczone kanaly wytaniajgce sie z
miejsca transkrypcji [72]. Zaangazowanie macierzy
jadrowej w proces syntezy RNA potwierdza obec-
no$¢ w jej strukturze licznych czynnikéw transkryp-
cyjnych [73-74] jak iremodulujgcych strukture chro-
matyny [75]. ldentyfikacja na terenie NM biatek
CAP [76] oraz elementdéw strukturalnych jaderka su-
geruje wiaczenie macierzy jagdrowej w synteze i sze-
roko pojety metabolizm RNA [32]. Wyniki doswiad-
czen Philimonenko iwsp. (2001) [5] prowadzg
do wniosku, ze transkrypcja nie jest wymagana do
utrzymania integralno$ci struktury NM. Szkielet
jadrowy jest obserwowany zaréwno w komdrkach
wyciszonych jak i aktywnych transkrypcyjnie.

taczenie sie DNA genéw aktywnych transkryp-
cyjnie z rybonukleoproteinowym szkieletem macie-
rzy jadrowej potwierdza regulatorowg role obszaréw
S/IMAR [47, 58-59]. Zakotwiczenie sekwencji DNA
w NM zmienia sie wraz z postepem procesu tran-
skrypcji [26, 77]. Ostatnie badania dowodzg tez, ze
zasocjowane z NM pozostajg aktywne transkrypcyj-
nie kopie genéw podlegajacych pietnowaniu rodzi-
cielskiemu [78].

S/MAR mogg by¢ zalezne od fazy rozwoju organi-
zmu [60], konstytutywne [47], jak i wykazywaé spe-
cyficzno$¢ komorkowsa i tkankowa, gdy wyznaczajg
domeny gendw aktywnych w okres$lonych tkankach
[68-59]. S/MAR spetniajg wéwczas role sekwencji
regulatorowych o charakterze wyciszaczy i wzmac-
niaczy lub wykazuja zbiezne z nimi potozenie [46,
60]. Wspdlna lokalizacja elementdw regulatorowych
oraz S/IMAR w genie ciezkiego tancucha p. immuno-
globuliny umozliwia precyzyjna regulacje jego eks-
presji [61]. W genie tym obszary S/MAR oskrzydlajg
intronowy wzmacniacz IgpE, a dzieki niesionym se-
kwencjom wyciszaczy biorg udziat w powstaniu spe-
cyficznego komorkowo wzorca ekspresji  [79].
Wzmacniacz IgpE samodzielnie jest zdolny do two-
rzenia miejsca nadwrazliwego na DNazel, wymaga
jednak obecnosci sekwencji S/MAR wspoma-
gajacych proces otwierania chromatyny w celu akty-
wacji genu oraz jego regulacji w zalezno$ci od stanu
rozwoju komdrek limfocytéw B [80-81]. R6wniez w
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genie lekkiego taficucha immunoglobuliny myszy

miejsce zakotwiczenia w NM mapuje sie razem z ele-

mentem regulatorowym jakim jest intronowy, specy-
ficzny tkankowo wzmacniacz [37, 50]. Obszar

S/MAR-wzmacniacz nie promuje samoistnie wyso-

kiego poziomu transkrypcji genu 1gk [82]. Od-

dziatywania obu sekwencji umozliwiajg przeprowa-
dzenie demetylacji zaleznej od stadium rozwojowe-
go, a w konsekwencji aktywacji genu w sposéb spe-
cyficzny tkankowo [83]. Synergistyczne od-
dziatywanie obserwowane miedzy opisywanymi ele-

mentami a wzmacniaczem potozonym w obszarze 3’

ponizej czesci kodujacej genu 1gk prowadzado silnej

stymulacji, a w konsekwencji aktywacji genu [62].

Wprowadzanie mutacji do obszaru zdefiniowanego

jako SIMAR w przypadku obu genow Ig prowadzito

do spadku poziomu transkrypcji [80, 82, 84],
S/IMAR jako element regulatorowy jest zdolny do:

— wzmacniania ekspresji genu oraz selektywnego
znoszenia efektu pozycji w miejscu integracji
konstruktu [85-86],

— oddziatywan z elementami regulatorowymi i
wprowadzania zmian w aktywnosci przylegtych
obszarow [62, 80],

— otwarcia chromatyny w wyniku stanu niesparo-
wania obszaru rdzeniowego sekwencji S/MAR
wywotanego naprezeniem torsyjnym [87],

— przewijania naprezenia torsyjnego iumozliwienia
swobodnego przebiegu transkrypcji [61],

— zestawiania elementéw regulatorowych, a przez
to oddziatywania na dtugie dystanse [39].

IV-1-2. Kolokalizacja proceséw transkrypcji i sktadania

RNA na terenie NM

Obecnosé posrednich oraz kornicowych produktéw
procesu sktadania transkryptu w NM wskazuje na
udziat tej struktury w obrébce hnRNA [12, 88-89]. W
NM stwierdzono zaréwno obecno$¢ biatek Sm, SR
jak i snRNA — biorgcych udziat w sktadaniu RNA
[12, 15, 34, 90-91]. Czynniki te sg obserwowane w
domenach jadrowych i niektérych skupiskach NM o
charakterze granularnym [90, 92]. Skupiska te mogg
odpowiadaé ziarnistosciom interchromatynowym
pozostajgcym w strukturze macierzy w trakcie jej
izolacji. Za$ biatko szkieletu jagdrowego NuMA,
bedace sktadnikiem filamentow rdzeniowych zdol-
nym do asocjacji z kompleksami zaangazowanymi w
sktadanie RNA, mogtoby zakotwicza¢ je w sieci fi-
brylarno-granularnej [93]. Pierwotny skiad splice-
osomoOw zwigzanych z macierzgjgdrowa nie jest wy-
starczajacy do sktadania RNA i wymaga uzupetnie-
ich aktywacji [89]. Bezposrednie
powigzanie domen jagdrowych o obu rodzajach ak-

nia w celu
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tywnosci tj. transkrypcji i sktadania RNA jest obec-
nie dyskutowane [94-96]. Moze tego dowodzi¢
wigzanie ze spliceosomami wysokoufosforylowanej
formy podjednostki HO polimerazy Il RNA, bedacej
biatkiem NM [94, 97-98]. Proces fosforylacji pod-
jednostki 110 jest zalezny od fazy cyklu komdrkowe-
go, ajej lokalizacja jest tez wspdlna z czynnikiem
SC-35 [99]. Badania Patturajan i in. w 1998
roku [95] doprowadzity do izolacji biatka macierzo-
wego SCAFs odpowiedzialnego za to zjawisko.
SCAFs (podobny do biatek SR czynnik wigzacy
CTD) wykazuje wspo6lne potozenie z miejscami tran-
skrypcji i bierze udziat w montazu kompleksu spli-
cingowego.

IV-2. Udziat macierzy jadrowej w fazie S cyklu
komérkowego

Pojawienie sie czeSci aparatu replikacyjnego na
obszarze macierzy jadrowej poprzedza wejscie w
faze S i przypada na koniec fazy G| cyklu komérko-
wego [26, 100-101]. Proces ten zbiega sie z agrega-
cja, a w konsekwencji zmniejszeniem liczby skupisk
aktywnych transkrypcyjnie, co nie prowadzi do
catkowitego wyciszenia ich dotychczasowej aktyw-
noSci. Wzajemne utozenie domen replikacyjnych i
transkrypcyjnych nie zostato jednoznacznie ustalo-
ne, jednak wydaje sie by¢ zbiezne. Zmiany konfor-
macyjne chromatyny towarzyszgce obu procesom
moga powodowac swoisty dialog pomiedzy domena-
mi [69, 102-105]. Biatka witgczone w proces replika-
cji tworzg charakterystyczne skupiska nazwane ,,clu-
stersomesn [100] lub ,fabrykami replikacyjnymi”
[106]. Na poziomie ultrastrukturalnym stanowig one
klase ciat gestych macierzy jadrowej wykazujacych
dynamike objetosci oraz aktywnosci w trakcie cyklu
komorkowego [26, 101, 107], Por6éwnanie rozmiesz-
czenia komplekséw replikacyjnych przed i po izola-
cji struktury NM dowodzi homologii miedzy skupi-
skami obserwowanymi w jadrze komorkowym i ma-
cierzy jagdrowej [26, 101, 107-109]. Stwierdzono, iz
inicjacje samego procesu syntezy DNA wywotuje
wigczenie w strukture NM biatek enzymatycznych,
miedzy innymi polimerazy a DNA, prymazy DNA,
egzonukleazy 3’-5’, RNazy H i metylazy DNA [ 100,
110-111]. Korelacja czasowa procesu asocjacji czyn-
nikéw replikacyjnych i aktywacji istniejgcych sku-
pisk, a takze ich poreplikacyjna redystrybucja suge-
ruja, iz niektére z tych cznnikéw moga petnic¢ role
aktywatorow syntezy DNA [100, 112]. Aktywne sku-
piska replikacyjne obecne na terenie szkieletu jadro-
wego sg miejscem wiagczania znakowanego nukle-
otydu iwykazujg wspdlng lokalizacje z czescig frag-
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mentéw DNA pozostajagcych po izolacji NM [103,
108].

Ze strukturg jadrowej pozostaje
zwigzany nie tylko aparat enzymatyczny odpowie-
dzialny za synteze DNA, lecz takze nowo zrepliko-
wane DNA [108-109] bez wzgledu na wykorzysty-
wang metode izolacji [113]. Obserwowany w czasie
spadek poziomu znakowania nukleotydami w macie-
rzy jadrowej $wiadczy o dynamicznym charakterze
asocjacji replikowanego DNA z tg strukturg, przewi-
janiu sie replikowanego DNA przez kompleks repli-
kacyjny zakotwiczony w NM [19, 108]. Wydaje sie,
ze jedynym miejscem
biatkowej strukturze macierzy jadrowej jest obszar
widetek replikacyjnych [19, 113].

W trakcie przebiegu procesu replikacji obserwo-
wano takze wigzanie specyficznych sekwencji DNA
do NM, co nasuwato przypuszczenia, iz niektére z
nich moga petnié¢ role miejsc inicjacji tego procesu.
Niektore sekwencje S/MAR zmapowane w genach
Drosophila melanogaster promowaty przebieg pro-
cesu replikacji w preparatach macierzy jadrowej po-
chodzgcych z innych organizméw [114]. Sekwencje
startu replikacji ARS u drozdzy sg obszarami wigza-
nia do struktury macierzy jgdrowej lub tez wystepujg
w ich poblizu. Stwierdzono, ze drozdzowe ARS wy-
kazujg powinowactwo do heterologicznych prepara-
téw macierzy jadrowych, co wskazuje na ich zacho-
wywanie w trakcie ewolucji [52-53, 114]. Sekwencje
ARS i S/IMAR wykazujg pewien poziom homologii.
Wynika on z obecnos$ci obszardw bogatych w nukle-
otydy A/T, sekwencji homooligonukleotydowych,
czy miejsc ciecia dla topoizomerazy Il [52-53, 114].
Doswiadczenia dotyczace potozenia miejsca startu
replikacji w kurzym genie a-globiny wykazaty, iz
wystepuje ono w poblizu miejsca oddziatywania
DNA z macierzg jadrowg [115] i wykazuje homolo-
gie do ori wirusa SV40 [116]. Sekwencja zakotwi-
czajaca genu a-globiny wchodzi w ciggte interakcje
zNM na terenie komérek wielu tkanek, w tym komoé-
rek spermy [116]. Miejsce startu replikacji nie tylko
zbiega sie w swym potozeniu z sekwencjg S/IMAR,
ale i elementami regulatorowymi promotora genu

macierzy

stale zakotwiczonym w

a-globiny [117]. Obecnos$¢ innych miejsc regulato-
rowych niz SIMAR jest takze wymagana do funkcjo-
nowania danego obszaru jako replikonu [118]. Prze-
bieg procesu transkrypcji oraz odpowiednie napreze-
nie torsyjne w danym obszarze wywierajg wptyw na
miejsce startu replikacji, a poprzezjego konformacje
na przebieg tego procesu [119]. Wzorzec aktywnych
miejsc startu replikacji zmienia sie wraz z rozwojem
komérki istopniem jej zr6znicowania [64, 118]. Jed-
nakze ostatnie prace nad rozmieszczeniem miejsc ori
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w ssaczym genomie dokumentujg brak korelacji po-
miedzy miejscami S/MAR, a miejscami startu repli-
kacji. Rozktad ori wydaje sie byé przypadkowy, a ich
interakcje ze strukturg szkieletu jadrowego przejs-
ciowe i zalezne od fazy cyklu komérkowego [120].

IV-3. Procesy naprawy DNA przynajmniej
czesciowo sg powigzane z NM

Proces naprawy indukowanych uszkodzen DNA
tez wydaje sie by¢ powigzany ze strukturg macierzy
jadrowej [39]. Konformacja chromatyny genéw
zwigzanych z macierzgjadrowga sprawia, iz sekwen-
cje DNA znajdujace sie w podstawie petli chromaty-
nowej badzjej poblizu moga czesciej niz obszary he-
terochromatynowe podlegaé uszkodzeniom w wyni-
ku zadziatania czynnikdw mutagennych [121]. Przy-
puszczenie to jest zgodne z obserwacjami przebiegu
procesu naprawy fragmentéw DNA uszkodzonych
promieniowaniem UV na obszarze NM [39]. Cze$¢ z
enzyméw naprawczych, jak polimeraza poli(AD-
P-rybozy) i polimeraza 3 DNA, jest konstytutywnie
zwigzana ze szkieletem jgdra komorkowego [39].
Przypuszcza sig, iz pozostate sktadniki systemow na-
prawczych mogtyby asocjowaé z NM w wyniku
zmiany swego stopnia ufosforylowania lub po rozpo-
znaniu uszkodzenia w sekwencji DNA. Nie wiadomo
jednakze czy preferencyjny przebieg naprawy jest
faktycznie zwigzany ze strukturg szkieletu jgdrowe-
go iczy dotyczy wszystkich typow uszkodzen [39].

IV-4. Dynamika sktadu peptydowego macierzy
jadrowej jest skorelowana z przebiegiem
licznych proceséw jadrowych

Biatka macierzy jadrowej ze wzgledu na
wtasciwosci jak ispetniane funkcje mozna podzielié
na: wigzace DNA bez $cistego powinowactwa do se-
kwencji, czynniki transkrypcyjne, biatka adaptoro-
we, enzymy i peptydy o zdefiniowanej funkcji oraz
peptydy, ktérych rola nie zostata poznana [39].

Na kazdym etapie rozwoju komérkowego w struk-
turze macierzy jadrowej wyrézniono frakcje biatek
konstytutywnych oraz specyficznych rozwojowo
[122]. Takze zakonczenie okresu rdéznicowania i
wzrostu komdrki zbiega sie z ustabilizowaniem
sktadu peptydowego NM ipodziatem na dwie zasad-
nicze grupy biatek — biatka konstytutywne i specy-
ficzne tkankowo badz komorkowo [122, 123].
Wsrod biatek NM wyrézniono:

— enzymy o wiasciwosciach oksydoreduktaz, trans-
feraz [124] w tym acetylotransferaz histonowych

[125], hydrolaz [126] w tym deacetylaz histono-
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wych [127-128], liaz, izomeraz i ligaz [126] takze
w formie aktywnej [125-126],
— biatka opiekuncze [129].

Zmiany w sktadzie peptydowym NM sg skorelo-
wane nie tylko z przebiegiem procesu r6znicowania i
wzrostu komorkowego [:12:], ale takze fazg cyklu
komérkowego [100, 112, 130-133], starzeniem ko-
morki [134], $miercig komorki [135] oraz wkrocze-
niem na droge nowotworzenia [136-137]. Ponadto
NM jest miejscem wigzania receptoré6w hormondw
steroidowych. Ich oddziatywanie z akceptorowymi
miejscami w macierzy pozwala na generowanie od-
powiedzi na hormon poprzez zmiane aktywnosci ge-
néw wyposazonych w odpowiedni element regulato-
rowy [138-139]. Redystrybucja biatek NM w ré6znym
stopniu wigze sie z poziomem ich syntezy oraz ro-
dzajem modyfikacji potranslacyjnej, jakiej ulegajgw
danej fazie cyklu [130-135]. Dynamika ta dotyczy
zarowno biatek laminy — lamin zaangazowanych w
rozproszenie i rekonstytucje jadra komérkowego,
jak iniektérych enzymow i biatek wewnetrznej sieci
NM [100, 112, 130-132]. Szczegdlnie wymownym
efektem redystrybucji biatek NM i reorganizacji
szkieletu jagdrowego jest tworzona w trakcie podziatu
komérki struktura szkieletowa chromosomu. Czes$é
biatek macierzy jadrowej pozostaje obecna w tej
strukturze odpowiedzialnej za utozenie przestrzenne
chromatyny w trakcie podziatu [140] iuczestniczy w
restytuowaniu interfazowej postaci jadra komdrko-
wego [31, 141-142].

Rozpoczecie procesu nowotworzenia skutkuje
zmianami w elektroforetycznym wzorcu biatek NM i
jest zwigzane z pojawieniem sie peptydow najpierw
charakterystycznych dla stanu dysplazji, a nastepnie
zaawansowanego procesu nowotworowego [136-
137]. Biatka te obserwowane we wczesnych etapach
normalnego rozwoju komoérki [143] umozliwiajg
diagnozowanie rodzaju nowotworu [136], W trakcie
nowotworzenia cze$¢ biatek szkieletu jgdrowego zo-
staje uwolniona do krwi obwodowej, stanowigc mar-
ker tego procesu [135], podobnie jak biatka charakte-
rystyczne dla stanu dysplazii i nowotworzenia.
Uwalnianie biatek NM jest zwigzane z apoptozg za-
chodzgcg w komorkach nowotworowych ijest jed-
nym z pierwszych krokéw w procesie apoptotycznej
degradacji struktury jadra komérkowego [144]. Do-
datkowo dziatalno$¢ proteolityczna i nukleolityczna
enzymoOw aktywowanych w trakcie apoptozy prowa-
dzi do zniszczenia miejsc oddziatywan DNA-NM u
podstaw petli chromatynowych [145-146]. Wyniki
badan klinicznych wskazujg, iz NM jest takze struk-
turg docelowg dla lekéw o wiasciwosciach antyno-
wotworowych [:2:].
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Zdolno$¢ do reorganizacji sktadu peptydowego
NM oraz fakt zakotwiczenia aktywnych transkryp-
cyjnie gendw w strukturze macierzy jadrowej przez
sekwencje S/MAR [58-59] predysponuje NM do
ustanowienia wielopoziomowej regulacji transkryp-
cji. Sekwencje S/IMAR, mogga by¢ jednoczes$nie se-
kwencjami regulatorowymi gen6éw lub znajdujg sie
w ich poblizu, wspétdziataja z biatkami macierzy i
czynnikami zwigzanymi z macierza w wytworzeniu
specyficznego wzorca transkrypcji, charakterystycz-
nego dla danej fazy rozwojowej.

V. Podsumowanie

Topografiajgdra komorkowego jest przedmiotem
badan prowadzonych w wielu laboratoriach na catym
Swiecie. Uzyskane wyniki jak dotagd nie pozwalaja na
jednoznaczng odpowiedz, jakie mechanizmy/struk-
tury sg zaangazowane w organizacje domen jadro-
wych, ich niezwykle precyzyjnego, skorelowanego
w czasie iprzestrzeni uktadu. W konteks$cie przedsta-
wionych informacji macierz jagdrowa, jako szkielet
jadra komdrkowego o charakterze dynamicznym, de-
cydujac o specyficznej chromatyny
wptywataby na przebieg proceséw jadrowych oraz
przeptyw informacji niezbedny do ich skorelowania.
Stanowitaby wiec kolejny, a by¢ moze nawet gtowny,
poziom organizacji procesow jadrowych.

organizacji
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Import biatek do mitochondriow

Import of protein into mitochondria

DOROTA PIEKNA-PRZYBYLSKA1 HALINA AUGUSTYNIAK?2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Transport prekursorow biatek mitochondrialnych przez
zewnetrzng btone mitochondrialng
I1-1. Sygnaty determinujgce umiejscowienie w mito-
chondriach biatek prekursorowych
11-2. Cytosolowe biatka opiekuncze
11-3. Budowa translokazy zewnetrznej btony mitochon-
drialnej
I1l. Transport przez wewnetrzng btone mitochondrialng
111-1. Udziat translokazy TIM23 w imporcie biatek do
macierzy mitochondrialnej
111-2. Udziat translokazy TIM22 w transporcie biatek do
wewnetrznej btony mitochondrialnej
111-3. Udziat kompleksu OXAIl w procesie wbudowywa-
nia biatek w wewnetrzng btone mitochondrialng
IV. Dojrzewanie biatek mitochondrialnych
IV-1. Peptydazy mitochondrialne
IV-2. Mitochondrialne biatka opiekuncze
V. Uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrétéw: CAT — transacetylaza chloram-
fenikolu (ang. chloramphenicol acetyltransferase)] GIP —
gtéwny por importowy (ang. general insertion pore)] IMP —
(ang. inner membrane protease); MIP — (ang. mitochondrial in-
termediate peptidase); MPP — biatko przetwarzajace macierzy
(ang. mitochondrialprocessing peptidase)] MSF — czynnik sty-
mulujacy import do mitochondriow (ang. mitochondrial stimu-
lating factor)] NEM — (ang. N-ethylmaleimide)] OXAIl —
(ang. Cytochrome oxidase biogenesis protein)] TIM — translo-
kaza wewnetrznej btony mitochondrialnej (ang. translocon in
the inner mitochondrial membrane)] TOM — translokaza zew-
netrznej btony mitochondrialnej (ang. translocon in the outer
mitochondrial membrane)] TPT — no$nik fosforanowy 3-fosf-
oglicerynianu (ang. triose phosphate 3-phosphoglycerate-ph-
osphate translocator).

I. Wstep

Biatka mitochondrialne ichloroplastowe kodowa-
ne sa gtéwnie przez genom jadrowy w formie prekur-

‘Mgr, 2prof. dr hab., Zaktad Biologii Molekularnej RoSlin, In-
stytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im.
Adama Mickiewicza, ul. Miedzychodzka 5, 60-371 Poznan,
e-mail: piekna@ main.amu.edu.pl
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Contents:

I.  Introduction
Il. Transport of mitochondrial precursor proteins across
the mitochondrial outer membrane
I1-1. Targeting signals of mitochondrial precursor pro-
teins
11-2. Cytosol chaperones
11-3. Composition of the translocase outer membrane
I1l. Transport across the mitochondrial inner membrane
I11-1. Participation of TIM23 in import of matrix prote-
ins
111-2. Participation of TIM 22 in insertion of inner mem-
brane proteins
111-3. Participation of OXAI in insertion of proteins in
the mitochondrial inner membrane
IV. Maturation of mitochondrial proteins
IV-1. Mitochondrial peptidases
IV-2. Mitochondrial chaperones
V. Concluding remarks

sorow, ktore sg dostarczane z cytosolu do bton lipi-
dowych poszczeg6lnych organelli. Badania procesu
importu biatek mitochondrialnych prowadzone sg od
przeszto .o lat i dotyczg przewaznie biatek mito-
chondrialnych grzybéw. Poznanie translokacji
biatek do mitochondriéw roslinnych jest szczeg6lnie
trudne ze wzgledu na rdwnoczesny import biatek do
chloroplastéw. Wystepowanie zjawiska dostarcza-
nia poszczego6lnych biatek do dwdch réznych orga-
nelli komorki roélinnej oznacza, ze istnieje mecha-
nizm zabezpieczajacy przed ich kierowaniem do
niewtasciwych organelli.

Celem niniejszego opracowania jest oméwienie
danych dotyczacych importu biatek do mitochon-
dridw roslinnych. Poniewaz stan wiedzy na ten temat
ogranicza sie gtéwnie do identyfikacji poszczegél-
nych biatek, dla lepszego zilustrowania ich zaanga-
zowania w ten proces, dane te przedstawiono na tle
wynikéw uzyskanych z badan nad importem w Sac-
charomyces cerevisiae i Neurospora crassa.

Biogeneza mitochondriow zalezy zaréwno od
ekspresji i importu prekursoréw biatek mitochon-
drialnych kodowanych przez genom jadrowy, jak i
ekspresji biatek kodowanych przez genom mito-
chondrialny. Btony mitochondrialne zostaty wyposa-
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zone w zestaw biatek o witasciwos$ciach translokaz
umozliwiajgcych import. W macierzy mitochon-
drialnej natomiast wystepujg biatka uczestniczace w
modyfikowaniu tych prekursoréw oraz biatka opie-
kuncze, ktére wspomagajg przyjecie przez nie formy
natywnej iwbudowanie w strukture oligomeru [:-s].

Wszystkie prekursorowe biatka mitochondrialne
kodowane przez genom jgdrowy sg przenoszone
przez zewnetrzna btone mitochondrialng za pomoca
translokazy btony zewnetrznej (kompleks TOM). W
doprowadzeniu poszczegblnych prekursorow
biatkowych do sktadnikéw kompleksu TOM biorg
udziat rédzne receptory i biatka opiekuncze w zale-
znosci od miejsca docelowej lokalizacji importowa-
nego biatka [4]. Uwaza sie, ze w przenoszeniu przez
btone zewnetrzng prekursora biatka, ktére bedzie
umiejscowione w macierzy mitochondrialnej,
istotng role odgrywajg interakcje poszczegolnych
domen biatek tworzgcych kompleks TOM z dodatnio
natadowanym peptydem sygnalnym prekursora [3].
Po przeniesieniu prekursor6w przez zewnetrzng
btone mitochondrialng poszczegdlne biatka sg kiero-
wane do miejsc docelowego funkcjonowania. Czesé
z nich wprowadzana jest do btony zewnetrznej mito-
chondriow, cze$S¢ pozostaje w przestrzeni mie-
dzybtonowej, a cze$¢ jest kierowana do macierzy mi-
tochondrialnej lub btony wewnetrznej (Ryc. 1).

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej dziatajg
dwie translokazy nazywane kompleksami TIM23 i
T1M22 [2]. Kompleksy te cechuje odmienna specy-
ficznos$¢ w stosunku do biatek prekursorowych [5-8],
TIM23 umozliwia translokacje do macierzy mito-
chondrialnej tych prekursorow, ktére zostaty zaopa-
trzone w sygnat transportu zlokalizowany przy ko-
ficu aminowym niedojrzatego biatka,
TIM22 posredniczy w transporcie biatek, ktére maja
wewnetrzny sygnat lokalizacji i sg sktadnikami we-
wnetrznej btony mitochondrialnej.

Wystepujacy w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej kompleks OXAIl jest odpowiedzialny za
wprowadzanie w btone zaréwno biatek kodowanych
przez jadro, jak i biatek kodowanych przez genom
mitochondrialny [9, 10].

Import biatek z cytosolu do macierzy mitochon-
drialnej jest wiec procesem wieloetapowym, na ktoé-
ry sktada sie: biosynteza w cytosolu prekursorowych
biatek mitochondrialnych, interakcja nowo po-
wstatego biatka z cytosolowymi biatkami opieku-
nczymi, rozpoznanie prekursorowego biatka przez
receptory btony mitochondrialnej, translokacja pre-
kursora przez obie btony, proteolityczna obrobka
prekursorowego biatka z udziatem specyficznej pep-
tydazy isktadanie dojrzatej formy biatka w funkcjo-

natomiast
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nalny oligomeryczny kompleks biatkowy z udziatem
mitochondrialnych biatek opiekuriczych.

Il. Transport prekursoréw biatek mitochon-
drialnych przez zewnetrzng btone mito-
chondrialng

W 1975 roku Kellems i wsp. [11], uzywajac
mikroskopu elektronowego, zademonstrowali gro-
madzenie sie w poblizu mitochondriéw grzybow
tych rybosomoéw, ktére syntetyzowaty prekursorowe
biatka mitochondrialne. Czagsteczki mRNA biatek
mitochondrialnych juz we wczesnej fazie translacji
moga byé transportowane wraz z kompleksem rybo-
somalnym do okolic mitochondriéw. Wzigwszy pod
uwage dynamiczny charakter przestrzeni cytosolo-
wej, wydaje sie mozliwe takie przemieszczenie kom-
pleksu mRNA/polisom w kierunku mitochondriow
oraz zachodzenie procesu importu jeszcze w trakcie
translacji (kotranslacja). Uwaza sie, ze pojawiajgcy
sie w trakcie translacji N-koniec biatka prekursoro-
wego wchodzi w interakcje z kompleksem TOM i
podlega importowi kotranslacyjnemu [:].

Przyktadem biatka, ktore jest dostarczane do mi-
tochondriow wytgcznie przez import kotranslacyjny,
jest forma prekursorowa enzymu cyklu Krebsa — fu-
marazy. W komdrkach grzybéw fumaraza wystepuje
zaréwno w cytosolu, jak iw macierzy mitochondrial-
nej. Jednakze, jezeli prekursor tego biatka opusci ry-
bosom, to czasteczka ta nie moze zosta¢ przeniesiona
do mitochondriéw ze wzgledu na N-koricowg dome-
ne prekursora, ktéra przybiera strukture wyzszego
rzedu. Biatko prekursorowe fumarazy wchodzi wte-
dy w interakcje z kompleksem TOM, ale translokacji
podlega jedynie N-kofncowa cze$¢ biatka prekurso-
rowego, ktora zostaje odcieta. Pozostata w cytosolu
cze$¢ prekursora przyjmuje dojrzatg forme fumarazy
cytosolowej. W przypadku, gdy import prekursora
fumarazy zachodzi kotranslacyjnie, cate prekursoro-
we biatko zostaje przeniesione przez dwie btony ido-
piero w macierzy mitochondrialnej
przyjmuje dojrzatg forme fumarazy mitochondrial-

nej [1:],

ostatecznie

I1-1. Sygnaly determinujace umiejscowienie w
mitochondriach biatek prekursorowych

Jak juz wspomniano, mitochondrialne biatka ko-
dowane przez genom jadrowy moga funkcjonowaé
zarbwno w macierzy mitochondrialnej, przestrzeni
miedzybtonowej, jak i w wewnetrznej i zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Doprowadzenie biatka do
okreslonego miejsca w mitochondrium zalezy od
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wystepowania w biatku prekursorowym odpowied-
niego sygnatu wskazujgcego najego lokalizacje. Sy-
gnat ten moze znajdowac sie przy koricu aminowym
biatka prekursorowego lub wewnatrz taicucha poli-
peptydowego tego biatka. Szczeg6lnie dobrze zostat
scharakteryzowany sygnat lokalizacji wystepujacy
przy kofcu aminowym prekursora biatka, nazywany
peptydem sygnalnym lub presekwencjg. Wiadomo,
ze peptyd sygnalny zawierajg te biatka, ktére maja
byé dostarczone do macierzy mitochondrialnej, na-
tomiast sygnat lokalizacji znajdujacy sie wewnagtrz
prekursora biatka wskazuje na umieszczenie w wew-
netrznej btonie mitochondrialnej.

Dtugos¢ peptydu sygnalnego w mitochondrial-
nych biatkach prekursorowych roslin jest bardzo
zréznicowana i waha sie od 13 aminokwaséw w
przypadku oksydazy alternatywnej Arabidopsis tha-
liana [13] do 85 aminokwaséw w podjednostce P de-
karboksylazy glicynowej Pisum sativum [14]. Sred-
nia dtugos¢ peptydu sygnalnego w biatkach mito-
chondrialnych ro$lin wynosi 40 aminokwasow ijest
ona przecietnie dtuzsza o 7 do 9 reszt od peptydu sy-
gnalnego biatek mitochondrialnych ssakow, a takze
S. cerevisiae i N. crassa. Peptydy sygnalne roSlin-
nych biatek mitochondrialnych bogate sg w takie
aminokwasy, jak: seryna (17.1%), arginina (12 .s %),
alanina (12.0 %) ileucyna (:0.s %), a zawierajg mato
takich aminokwasow, jak: cysteina (:.0 %), histydy-
na (1.3%), tryptofan (1.4%), tyrozyna (1.4%), kwas
glutaminowy (1.4%) oraz kwas asparaginowy
(1.5%) [15]. Skiad aminokwasowy peptydu sygnal-
nego roslinnych biatek mitochondrialnych jest po-
dobny do peptydu sygnalnego mitochondrialnych
biatek innych organizmdéw. Jedyng cechg wyrdéz-
niajagcg peptydy sygnalne roslinnych biatek jest
znacznie wieksza niz w przypadku peptydow sygnal-
nych biatek grzybéw zawarto$¢ seryny wynoszaca
17%. Peptydy sygnalne biatek prekursorowych grzy-
béw zawierajg tylko 7% seryny a ssakéw — 3% [16].

W peptydach sygnalnych biatek prekursorowych
wyréznia sie domeny N- i C-koncowe. Domena
N-koncowa peptydu sygnalnego, nazywana réwniez
domeng importu, jest istotna dla translokacji przez
btone i charakteryzuje sie zdolnoscig formowania
amfipatycznej a-helisy. [17]. Domena C-koficowa
peptydu sygnalnego jest rozpoznawana przez pepty-
daze MPP iprzyjmuje okre$long strukture drugorze-
dowg istotnagdla procesu proteolizy [16]. Obie dome-
ny N- i C- koAcowe moga na siebie nachodzi¢. Usu-
niecie domeny C- koncowej z peptydu sygnalnego
prowadzi do znacznie mniej efektywnego importu
biatka do mitochondriéw [18], natomiast usuniecie
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domeny N-koncowej catkowicie uniemozliwia jego
import [19].

Badania majace na celu okre$lenie funkcji po-
szczeg6lnych aminokwaséw w peptydzie sygnalnym
biatka prekursorowego wykazaty, ze istotng funkcje
w imporcie takiego biatka spetniajg reszty argininy
zawarte w pozycjach -2, -10, -20 i -30 (odlegtos¢ li-
czona od domniemanego miejsca przeciecia przez
peptydaze) peptydu sygnalnego. Zeby proces trans-
lokacji zachodzit efektywnie peptyd sygnalny przyj-
muje strukture amfipatycznej a-helisy, ale nie jest to
jedyny warunek jaki musi on spetnia¢. Podobnie jak
prekursory biatek mitochondrialnych, réwniez pre-
kursory biatek chloroplastowych sg wyposazone w
sygnat lokalizacji umieszczony przy koncu amino-
wym niedojrzatego biatka. Peptydy sygnalne prekur-
sorow biatek mitochondrialnych i chloroplastowych
wykazujg pewne réznice w strukturze. Sadzi sie, ze
prawidtowe rozpoznanie w cytosolu nowo po-
wstatego biatka i zapobieganie skierowania go do
niewtasciwych organelli jest uzaleznione od wielu
czynnikow [15].

Badania specyficznosci procesu importu prekurso-
row biatek do organelli dowiodty, ze chimeryczne
struktury sktadajgce sie z peptydu sygnalnego i biatek
réznego pochodzenia inaczej sg kierowane w ukila-
dach in vitro niz w uktadach in vivo. Chimeryczny
konstrukt zawierajacy peptyd sygnalny nosnika fosfo-
ranowego 3-fosfoglicerynianu (TPT) i 5- lub 23-ami-
nokwasowy N-koniec dojrzatego biatka TPT sprze-
zony z transacetylazg chloramfenikolu (CAT) byt im-
portowany do mitochondriéw roslinnych w uktadzie
in vitro. W uktadzie in vivo, konstrukt zawierajgcy 5-
aminokwasowy fragment dojrzatego biatka TPT po-
zostawatjednak w cytosolu, natomiast konstrukt z 23-
aminokwasowym fragmentem TPT byt importowany
do chloroplastéow [20]. Na tej podstawie przyjeto, ze
niektore peptydy sygnalne prekursorow biatek chloro-
plastowych moga zawiera¢ informacje istotne dla im-
portu do mitochondriéw, jednakze w uktadzie in vivo
informacje te nie majg wptywu na specyficznos¢ im-
portu do chloroplastéw. Peptydy sygnalne prekurso-
row biatek chloroplastowych jako jedyne podlegajg
fosforylacji z udziatem specyficznych kinaz ijedynie
w formie ufosforylowanej mogg zosta¢ zwigzane
przez biony chloroplastébw. Waegemann i wsp.
[:] sadza, ze proces defosforylacji warunkuje trans-
lokacje prekursora biatka do chloroplastéw. Prawdo-
podobnie cykliczne fosforylacje i defosforylacje sta-
nowigjeden z czynnikéw zapewniajacych specyficz-
no$¢ importu syntetyzowanych w cytosolu prekurso-
réw biatek chloroplastowych.
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11-2. Cytosolowe biatka opiekuncze

Prekursory biatek mitochondrialnych kierowane
do organelli sg na ogdt bardziej hydrofobowe anizeli
biatka, ktére pozostajg w cytosolu. Wiele z tych pre-
kursoréw stanie sie integralnymi biatkami btony mi-
tochondrialnej lub wejdzie w sktad wielopodjednost-
kowych komplekséw. Utrzymanie nowo powstatych
prekursoréw biatek mitochondrialnych w stanie tzw.
.kompetencji do importu” zapewniajg cytosolowe
biatka opiekuncze [22, 23]. Sadzi sie, ze cytosolowe
biatko Hsp70 wchodzi w interakcje z biatkiem pre-
kursorowym na catej jego dtugosci, utrzymujac go w
postaci rozfatdowanej [24]. Okazato sie, ze az 97%
peptydéw sygnalnych biatek prekursorowych roslin
zawiera miejsce wigzania Hsp70 [25].

W komédrkach roslinnych stwierdzono réwniez
wystepowanie w cytosolu biatka (OM) Hsp70, ktore
rézni sie od pozostatych biatek tym, ze jest zwigzane
z zewnetrzngbtongmitochondrialng [26]. Obecnosci
takiego biatka nie stwierdzono w komérkach N. cras-
sa czy S. cerevisiae, natomiast w komoérkach ssakow
znaleziono biatko homologiczne z (OM) Hsp70 [27].
Przypuszcza sig, ze (OM) Hsp70 wystepujac w ko-
mérkach wyzszych organizmoéw przejmuje funkcje
cytosolowego biatka Hsp70 [15].

W utrzymywaniu prekursordw biatek mitochon-
drialnych w stanie ,,kompetencji do importu”

Zaan-
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gazowane sg tez inne biatka opiekuhAcze. Sposrdd
nich najlepiej scharakteryzowano czynnik zwany
MSF z rodziny biatek 14-3-3. [28, 29]. MSF przenosi
prekursory biatek do receptorow Tom70 i Tom37
kompleksu TOM, ktére posredniczg w imporcie

biatek do wewnetrznej btony mitochondrialnej [30].

I1-3. Budowa translokazy zewnetrznej btony
mitochondrialnej

Budowe kompleksu translokazy btony zewnetrz-
nej mitochondriéow (kompleks TOM) najlepiej do-
tychczas scharakteryzowano w mitochondriach N.
crassa iS. cerevisiae [31, 32] (Ryc. 1). Sktad roslin-
nego kompleksu TOM jest mniej poznany i nie okre-
$lonojeszcze funkcji wszystkich jego sktadnikow. W
tabeli 1 zebrano dane dotyczgce znanych sktadnikow
translokaz bton mitochondrialnych S. cerevisiae iro-
$lin.

Kompleks TOM zawiera dwie grupy biatek.
Pierwsza grupa biatek okreslanych jako GIP stanowi
rdzern kompleksu itworzy kanat umozliwiajgcy prze-
chodzenie prekursoréw do przestrzeni miedzybtono-
wej. W mitochondriach grzybdw do tej grupy nalezg
biatka: Tom40, Tom5, Toms i Tom7, ktore tworzg
kompleks o $rednicy okoto 138 A [33]. Biatko
Tom40 jest gtébwnym skitadnikiem kanatu rdzenia,
ktérego wielko$¢ oszacowano na okoto 20-26 A [34].

Cylosot

Przestrzen
miedzybtonowa

,’_, € oxa1’
ompl#kl

Macierz
mitochondrialna

I\olnpl(u 71! H 22

Ryc. 1. Budowa komplekséw translokacyjnych mitochondriéw. Kompleks TOM — translokaza zewnetrznej btony mitochondrialnej; Kompleksy:

1IM23, T1IM22 i OXAIl — translokazy wewnetrznej btony mitochondrialnej;

»Tiny” TIM — kompleksy matych biatek przestrzeni mie-

dzybtonowej; Hsp70, MSF, Mge 1p — biatka opiekuricze. Rycina przedstawia stan wiedzy o budowie translokaz i drogach importu biatek mito-

chondrialnych S. cerevisiae i N. crassa wg Bauer i wsp.
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Drugg grupe biatek kompleksu TOM stanowig biatka
luzno zwigzane z GIP, ktore zaangazowane sg w
przejSciowe interakcje z rdzeniem kompleksu TOM.
Biatka te petnig funkcje receptorow, ktérych podsta-
wowym zadaniem jest doprowadzenie prekursoro-
wych biatek mitochondrialnych do kanatu komplek-
su TOM. W mitochondriach S. cerevisiae scharakte-
ryzowano nastepujace receptory TOM: Tom72,
Tom70, Tom37, Tom22 i Tom20. Okazato sie, ze do-
meny cytosolowe receptoréw Tom20 i Tom22 rozpo-
znajg prekursory biatek macierzy mitochondrialnej
[32]. Zwigzany z receptorem prekursor biatka wcho-
dzi w interakcje z biatkiem Tom5 rdzenia kompleksu
TOM, ktore jest prawdopodobnie odpowiedzialne za
przeniesienie go do Tom40 — gtéwnego skiadnika
translokacyjnego kanatu btonowego [35], Z kolei,
biatko Tome uznano za czynnik stabilizujagcy kom-
pleks TOM, gdyz umozliwia ono wigzanie receptora
Tom22 z biatkami GIP [36], podczas gdy biatko
Tom7 uwaza sie za czynnik destabilizujgcy kom-
pleks TOM, gdyz wptywa ono na interakcje pomie-
dzy Tom40 i Tom22 [37].

Funkcje receptorow spetniajg takze biatka Tom70
i Tom37, ktére tworzg heterodimer i rozpoznajg pre-
kursorowe biatka wewnetrznej btony mitochondrial-
nej nalezace do rodziny biatek no$nikowych. Wyste-
pujace w mitochondriach grzybéw biatko Tom72 zo-
stato uznane za izoforme biatka Tom70. Na poziomie
sekwencji aminokwasowej oba biatka wykazuja wy-
sokg homologie oraz charakteryzujg sie obecnoscig
krotkiej domeny transmembranowej
czajgcej biatko w btonie i olbrzymiej domeny cyto-
solowej petnigcej funkcje receptora. R6znice miedzy
Tom70 i Tom72 dotyczg krétkiej petli odstajgcej od
domeny cytosolowej, ktora u obu biatek zlokalizo-
wana jest w innym rejonie [38].

Masa czgsteczkowa catego kompleksu TOM nie
zostata poznana, jednakze oszacowano mase jego
subkompleksdw. Na przyktad biatka Tom22, Tom40,
Tom5, Toms i Tom7 tworzg subkompleks o masie
400 kDa, a biatkaTom70 i Tom37 tworzg subkom-
pleks o masie 170 kDa [36, 39].

W przypadku mitochondriéw ro$lin poznane
dotad sktadniki kompleksu TOM wykazuja ograni-
czong homologie ze swoimi odpowiednikami w mi-
tochondriach grzybéw i ssakéw. Sposréd 9 znanych
biatek, ktore tworzg kompleks TOM grzybéw, w mi-
tochondriach roslin zidentyfikowano 7 [40, 41].
Kompleks TOM Solarium tuberosum, jak iA. thalia-
na wykazujg podobng mase okoto 230 kDa [40, 42].
WSsSrdd podjednostek kompleksu TOM S. tuberosum
zidentyfikowano biatka odpowiadajgce podjednost-
kom kompleksu TOM grzybéw, a mianowicie:

zakotwi-
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Tom70 S. tuberosum to prawdopodobnie Tom70
grzybow, Tom36 to Tom40, Tom23 to Tom20, Tom9
to Tom22, Tom7 to Tom7. Biatka Toms iToms S. tu-
berosum nie odpowiadajg zadnym znanym biatkom
grzybéw. Oczyszczony kompleks TOM A. thaliana
sktada sie z podobnych biatek, jednakze zamiast
biatka Tom9 wystepuje biatko Tom21, ktére okazato
sie izoformag Tom23 [42],

Najwieksza réznica pomiedzy kompleksem TOM
grzybdw i kompleksem TOM roslin dotyczy wielko-
§ci biatka Tom22 (22 kDa), ktére w mitochondriach
S. tuberosum ma tylko okoto 9 kDa [40]. Tom22
grzybow zawiera cztery domeny: domene odpowie-
dzialng za transport do mitochondriéw oraz domeny:
»Cis”, ,transmembranowg” i ,,trans”. Domena ,,cis”
zwrdcona jest w strone cytosolu i peini funkcje re-
ceptora rozpoznajgcego peptydy sygnalne mitochon-
drialnych biatek prekursorowych. Domena ,trans”
skierowana jest w strone przestrzeni miedzybtono-
wej i wchodzi w interakcje z peptydem sygnalnym
biatka prekursorowego, wspomagajac jego translo-
kacje przez kanat blonowy kompleksu TOM
(Ryc. 2). Ta cze$¢ biatka Tom22 wykazuje naj-
mniejszg zachowawczo$¢. Domena ,transmembra-
nowa” biatka Tom22 odpowiedzialna jest za od-
dziatywanie z biatkami Tom40, Tom5, Toms i Tom7
w celu utworzenia kanatu translokacyjnego [43].

Roslinne biatko Tom9 odpowiadajgce biatku
Tom22 grzybOw jest pozbawione domeny ,,cis”, co
moze wynika¢ z faktu wystepowania w komorce
chloroplastow, do ktérych réwniez sa importowane
odpowiednie prekursory biatlek zaopatrzone w pep-
tyd sygnalny. Usuniecie tej domeny z biatka Tom9
zapewne wynika z tego, ze w komadrce roslinnej nie
bytaby ona zdolna precyzyjnie rozpoznaé¢ po-
wstajgce biatko jako mitochondrialne lub chloropla-
Domena ,,cis”
Tom22 grzyb6w iinnych organizméw wykazuje jed-
nak duze powinowactwo do peptydéw sygnalnych
prekursoréw biatek mitochondrialnych. Macasev
i wsp. [43] sadzg, ze brak domeny ,,cis” w biatku
Tom9 roslin zostat zrekompensowany zmodyfikowa-
niem innego biatka — Tom23, ktére odpowiada
Tom20 grzybdéw. RoSlinne biatko Tom23 rézni sie od
Tom20 grzybdéw izwierzat budowg domeny recepto-
rowej oraz wystepowaniem C-koncowej domeny
transmembranowej.

Ciekawe, ze biatka Tom20, Tom22 i Tom7 A. tha-
liana kodowane sg przez co najmniej dwie kopie
genu. Liczne izoformy Tom20 wykazujg raczej wy-
sokg wzajemng homologie, natomiast izoformy
Tom22 r6znig sie zdecydowanie budowg domeny
»trans”, bo az w 50% [42, 43]. Podstawowy sktadnik

stowe. mitochondrialnego biatka
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Kompleks TIM23

Ryc. 2. Interakcja domeny receptorowej biatka Tim23 kompleksu TIM23 z peptydem sygnalnym prekursora biatka wchodzacego do przestrzeni mie-
dzybtonowej przez kompleks TOM. Wg Vo os i wsp. [31] (zmieniono).

rdzenia kompleksu TOM, czyli biatko Tom40 ziden-
tyfikowane w mitochondriach Viciafaba wykazuje
mase okoto 42 kDa [44], natomiast to samo biatko w
mitochondriach S. luberosum ma mase okoto 36 kDa
[40], Dotychczas w komorkach roslin nie znaleziono
biatka odpowiadajacego biatku Tom37S. cerevisiae,
co niejest duzym zaskoczeniem, gdyz w komérkach
N. crassa réwniez nie stwierdzono jego obecnosci
[43],

I11. Transport przez wewnetrzng btone
mitochondrialng

Wszystkie biatka, ktére dostaty sie do przestrzeni
miedzybtonowej za pomoca kompleksu TOM, zo-
stajg nastepnie przeniesione do miejsc funkcjonowa-
nia. Uwaza sie, ze biatka z sygnatem lokalizacji
umieszczonym w peptydzie sygnalnym prekursora
zostajg bezposrednio przejete przez translokaze
TIM23 (kompleks TIM23). Proces ten zachodzi w
wyniku interakcji dodatnio natadowanego peptydu
sygnalnego biatka mitochondrialnego z ujemnie
natadowang domeng receptorowg biatka Tim23
zwrdcong do przestrzeni miedzybtonowej [31]
(Ryc. 2). Prekursory biatek mitochondrialnych z we-
wnetrznym sygnatem lokalizacji zostajg za$ przejete
przez kompleksy biatek znajdujgce sie w przestrzeni
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miedzybtonowej. Biatka tych kompleks6w naleza do
rodziny matych biatek Tim (,tiny” Tim) (Ryc. 1).

I11-1. Udziat translokazy TIM23 w imporcie biatek
do macierzy mitochondrialnej

Proces importu biatek prekursorowych zawie-
rajagcych sygnat wskazujacy na lokalizacje w macie-
rzy mitochondrialnej najlepiej poznano w mitochon-
driach grzybéw. Skiadnikami translokazy TIM23
(kompleks TIM23) grzybéw sg biatka: Tim23,
Tim 17, Tim44, mitochondrialne biatko szoku ter-
micznego (mtHsp70), biatko Mgelp iinne dodatko-
we biatka opiekunicze [2] (Ryc. 1).

Tim23 jest integralnym biatkiem wewnetrznej
btony mitochondrialnej o masie 23 kDa. Okoto 100
aminokwasdw od kofica aminowego tego biatka two-
rzy domene receptorowa zwrdcong w strone prze-
strzeni miedzybtonowej. Umiejscowiona w bionie
C-koncowa czes¢ biatka Tim23 zbudowana prawdo-
podobnie z czterech transmembranowych helis
wchodzi w interakcje z innym biatkiem — Tim 17.
Tim 17 wykazuje podobieristwo do domeny C-korico-
wej Tim23 i prawdopodobnie zbudowany jest réw-
niez z czterech helis transmembranowych. Oba
biatka tworzg kanat w btonie wewnetrznej, ktérego
otwarcie zalezy od potencjatu btony i zwigzania
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przez domene receptorowg biatka Tim23 peptydu sy-
gnalnego biatka prekursorowego [45-47]. Tim23 i
Timl7 jako biatka prekursorowe, ktére bedg wpro-
wadzone do wewnetrznej btony mitochondrialnej,
nie majg peptydéw sygnalnych przy koncu amino-
wym, a sygnat lokalizacji mitochondrialnej umiej-
scowiony jest w Srodkowym rejonie biatka [48, 49].
Na proces integracji w btone biatek Timl7 i Tim23
ma wptyw potencjat btony (AT) [47, 50].

Trzecim biatkiem kompleksu TIM23 jest Tim44,
ktére w odréznieniu od Tim 17 i Tim23 syntetyzowa-
ne jest jako prekursor zaopatrzony w peptyd sygnal-
ny przy kofAcu aminowym. Z sekwencji aminokwa-
sowej tego biatka wynika, ze nie ma ono charakteru
hydrofobowego, a wiec nie tworzy transmembrano-
wych helis. Biatko to zwigzane jest z powierzchnig
btony wewnetrznej od strony macierzy mitochon-
drialnej.

Kompleks TIM23 zbudowany jest z tej samej ilo-
$ci trzech biatek: Tim23, Tim 17 i Tim44, atakze wie-
lu dodatkowych, jeszcze niezidentyfikowanych
sktadnikéw [51, 52]. Tim23 ma zdolno$¢ do dimery-
zacji polegajacej na interakcji transmembranowych
C-koncowych domen w spos6b zalezny od poten-
cjatu btony (AT) oraz dimeryzacji domen N-koAco-
wych tego biatka [45]. Tim44 tworzy réwniez dimer,
ale prawdopodobnie poprzez interakcje domen
N-koncowych tego biatka [52]. Kompleks TIM23
wystepuje zatem w formie dimeru lub oligomeru wy-
zszego rzedu. Domena N-konicowa biatka Tim23
kompleksu petni funkcje receptora peptydu sygnal-
nego biatka prekursorowego [45]. Liczne reszty ami-
nokwasowe o tadunku ujemnym wystepujace przy
koricu aminowym Tim23 utatwiajg interakcje z resz-
tami aminokwasowymi peptydu sygnalnego prekur-
sora majacymi tadunek dodatni. Zwigzanie peptydu
sygnalnego prowadzi do dysocjacji dimeru domen
N-koricowych biatka Tim23 i w konsekwencji do
otwarcie kanatu w btonie wewnetrznej [53] (Ryc. 2).

W macierzy mitochondrialnej funkcjonuje odreb-
ny zesp6t biatek odpowiedzialnych za import prekur-
soréw, Kktory wspomaga przeprowadzanie biatka
przez kompleks TIM23. Biatka te, do ktorych naleza
mtHsp70 oraz Mgelp, wchodzg w interakcje z po-
wierzchniowym biatkiem Tim44 kompleksu TIM23
[54-57].

Dane dotyczgce kompleksu TIM23 roslin sg nie-
zwykle skape. Potwierdzono jedynie wystepowanie
niektérych sktadnikow kompleksu w przypadku kil-
ku gatunkéw roélin. Na przyktad w mitochondriach
A. thaliana zidentyfikowano biatko o masie 25 kDa
jako Tim 17, natomiast biatko o masie 20 kDa jako
Tim23 [58]. Biatko opiekuricze mtHsp 70 zidentyfi-
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kowano w mitochondriach Pisum sativum, S. tubero-
sum i Phaseolus vulgaris [59-61]. Petnego obrazu
budowy roslinnego kompleksu TIM23 dotychczas
nie poznano, jednakze sadzi sie, ze rowniez istnieje
podjednostka homologiczna z biatkiem Tim44.

I11-2. Udziat translokazy TIM22 w transporcie
biatek do wewnetrznej btony mitochon-
drialnej

Biatka nos$nikowe jako integralne biatka wew-
netrznej btony mitochondrialnej sa odpowiedzialne
za transport metabolitéw pomiedzy cytosolem a ma-
cierzg mitochondrialng. Prekursory biatek nos$niko-
wych sg zaopatrzone w wewnetrzny sygnat lokaliza-
cji i w cytosolu wiazg sie z biatkami opiekunczymi
MSF oraz receptorami Tom70 i Tom37 kompleksu
TOM. Whbudowanie tych biatek do btony wewnetrz-
nej mitochondriow odbywa sie z udziatem komplek-
suTIM22. W przestrzeni miedzy btonowej biatka no-
$nikowe wchodzg w interakcje z matymi biatkami
przestrzeni miedzybtonowej (,,tiny” Tim). W mito-
chondriach S. cerevisiae zidentyfikowano pieé
matych biatek Tim wykazujacych podobieristwo w
budowie. Sg to biatka: Tims, Tim9, Tim 10, Tim 12 i
Tim 13 [¢ -s, 62, 63] (Ryc. 1). Mate biatka Tim cha-
rakteryzuja sie obecnos$cig motywu CX:C, przypo-
minajgcego motyw palca cynkowego, ktére wystepu-
je dwukrotnie w odlegtosci okoto 11-16 aminokwa-
sow [2, 7, 62].

Jak dotagd w przypadku mitochondriéw roslin nie
wykazano udziatu jakichkolwiek matych biatek typu
»tiny” Tim w interakcjach z biatkami no$nikowymi
w obszarze przestrzeni miedzybtonowej. Poznano
juz jednak geny niektdrych matych biatek, na
przyktad w genomie A. thaliana sa to geny biatek:
Tim9, Tim 10, Tims i Tim 13 [AF150111, AF 150093,
AF150083, AF144703].

Proces importu biatek z udziatem kompleksu
TIM22 przedstawia sie nastepujgco; z prekursorem
biatka opuszczajacym kompleks TOM w pierwszej
kolejnosci w interakcje wchodzi prawdopodobnie
kompleks o masie 70 kDa utworzony z trzech czaste-
czek Tim 10 i trzech czasteczek Tim9 [7]. Przeniesie-
nie prekursora do kompleksu TIM22 odbywa sie z
udziatem kompleksu biatek Tim, ztozonego z trzech
czasteczek Tim9, dwdch Tim 10 ijednej Tim 12 [« , 7].
Kompleks ten ma rdwniez mase 70 kDa [s ]. Poniewaz
w izolowanym kompleksie TIM22 zidentyfikowano
biatko Tim 12 uwaza sig, ze jest ono peryferyjnym
sktadnikiem tego kompleksu [s]. W mitochondriach
S. cerevisiae w przestrzeni miedzybtonowej wyste-
puja rowniez biatka Tims i Tim 13, ktére tworzgkom-
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pleks o masie 70 kDa [62]. Jak wykazali Leuen-
berger iwsp. [56], kompleks Tim8/13 posredniczy
w imporcie prekursora biatka Tim23. Sugerujg oni,
ze oba kompleksy Tim9/10 i Tim8/13 funkcjonuja
réwnolegle w przestrzeni miedzybtonowej.

Wprowadzanie biatek noSnikowych do btony we-
wnetrznej zachodzi za po$rednictwem biatek Tim 1s,
Tim22 i Tim54 tworzgcych kompleks TIM22, takze
w sposob zalezny od potencjatu (AT1). Mase kom-
pleksu oszacowano na okoto 300 kDa [63-65]
(Ryc. 1). Biatka Tim 18 i Tim54 jako biatka btonowe
tego kompleksu zawierajg segmenty transmembra-
nowe. Biatko Tim 18 ma trzy takie segmenty, nato-
miast Tim54 zawiera jeden lub dwa segmenty trans-
membranowe [64, 65]. Wykazano rowniez, ze kom-
pleks TIM22 wchodzi w bezpos$rednig interakcje z
prekursorem biatka no$nikowego poprzez biatko
Tim22, ktére wykazuje podobiefstwo w budowie do
biatek Tim23 i Tim 17 nalezacych do kompleksu
TIM23 [ ].

W mitochondriach roélin nie poznano dotychczas
budowy kompleksu TIM22.

111-3. Udziat kompleksu OXAL1 w procesie wbudo-
wywania biatek w wewnetrzng bione
mitochondrialng

W mitochondriach rodlin i w mitochondriach
grzybéw zidentyfikowano kompleks OXA1, ktéry
posredniczy w procesie wbudowywania biatek w we-
wnetrzng btone mitochondrialng [67-69]. Podobny
kompleks znaleziono réwniez w chloroplastach [70].
Kompleks OXAL1 ro$lin i grzybdw wykazujg nie-
wielkie podobienistwo w budowie tworzgcych je
biatek, jednakze oba kompleksy petnig te samg funk-
cje. Dotychczas poznano tylko jedng podjednostke
tego kompleksu — Oxalp, ktora jest biatkiem osa-
dzonym w wewnetrznej btonie mitochondrialnej iza-
wierajgcym pie¢ segmentéw transmembranowych.
W mitochondriach drozdzy wykazano, ze kompleks
OXA: posredniczy w procesie wbhudowywania w
btone zar6wno biatek kodowanych przez genom mi-
tochondrialny, jak i biatek, ktore sg importowane z
cytosolu [10]. Biatka wbudowywane z udziatem
kompleksu OXA1l wykazujg r6zng topologie w
btonie, bowiem ich konice aminowe sg skierowane
zardwno w strone macierzy mitochondrialnej, jak iw
strone przestrzeni miedzybtonowej. Stwierdzono
rowniez, ze biatko, ktdre ma zosta¢ whudowywane w
btone, wchodzi w interakcje z kompleksem OXAl
juz w trakcie biosyntezy w macierzy mitochondrial-
nej. He 11 iwsp. [10] uwazaja, ze proces ten zacho-
dzi kotranslacyjnie, tym bardziej, ze stwierdzono
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rowniez asocjacje rybosomdéw z btong mitochon-
drialng [71]. Brak kompleksu OXA1l w mitochon-
driach drozdzy prowadzi do zaburzen w procesie
tworzenia sie komplekséw Il i IV tahcucha odde-
chowego, co powoduje utrate zdolnosci oddechowej
[72].

IV. Dojrzewanie biatek mitochondrialnych
IV-1. Peptydazy mitochondrialne

Dojrzewanie prekursorow biatek mitochondrial-
nych wymaga obrdbki proteolitycznej, podczas kto-
rej odcinane sg fragmenty nie wystepujgce w formie
natywnej tego biatka. Usuwanie tych fragmentow za-
chodzi z udziatem peptydaz, do ktérych zalicza sie:
MPP, IMP i MIP.

Bardzo dobrze poznana peptydaza MPP odpowie-
dzialnajest za usuniecie peptydu sygnalnego z kofica
aminowego prekursora biatka mitochondrialnego.
Proces zachodzi w trakcie importu przez wewnetrzng
btone mitochondrialng lub tuz po przeniesieniu pre-
kursora do macierzy mitochondrialnej [73]. MPP ce-
chuje wysoka specyficznos¢ w stosunku do swoich
substratéw, czyli peptydow sygnalnych, ktére stano-
wig zréznicowang grupe pod wzgledem budowy.
Peptydaza ta rozpoznaje miejsce proteolizy i precy-
zyjnie odcina peptyd sygnalny od pozostatej czesci
biatka. MPP nie wykazuje zadnej aktywnos$ci w sto-
sunku do dojrzatych form biatek mitochondrialnych i
do prekursoréw biatek kierowanych do innych orga-
nelli. Ciekawe, ze prekursory mitochondrialnych
biatek N. crassa podlegajg obrébce proteolitycznej
przez MPP z Kfaba i Brassica oleracea [74], nato-
miast prekursory biatek chloroplastowych nie sg sub-
stratem w reakcji, ktérg katalizuje ten enzym [75].

Peptydaza MPP zhudowana jest z dwo6ch podjed-
nostek, a-MPP i [3-MPP, ktére wspdlnie uczestniczg
w procesie odciecia peptydu sygnalnego. MPP nale-
zy do rodziny pitrilysin, grupy wysoko specyficz-
nych metaloendopeptydaz rozpoznajacych rejon cie-
cia na podstawie utworzonej struktury wyzszego rze-
du, a nie na podstawie sekwencji reszt aminokwaso-
wych w peptydzie [76]. Rodzina metaloendopepty-
daz charakteryzuje sie obecno$cig miejsca
wigzgcego jon metalu. W obrebie podjednostki
P-MPP wystepuje specyficzny motyw sekwencji
aminokwasowej w odwroconej orientacji HxxEH,
ktéry jest odpowiedzialny za powstanie miejsca
wigzaniajonu metalu [77]. Motyw ten jest zachowa-
ny we wszystkich podjednostkach tego typu, nato-
miast w podjednostce a-MPP jest on zdegenerowany
[78].
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Chociaz peptydy sygnalne cechuje brak zacho-
wawczosci w sekwencji aminokwaséw, to jednak w
pozycji -2 od miejsca odciecia przez MPP najcze-
Sciej wystepuje arginina. Glaser iwsp. [15] sadza,
ze obecnos$¢ innych reszt argininy w rejonie oddalo-
nym od tego miejsca moze mie¢ rowniez duze zna-
czenie dla procesu odciecia peptydu.

Wspdlngcechapeptydéw sygnalnych biatek mito-
chondrialnych jest ich zdolno$¢ do tworzenia struk-
tury helikalnej, ajakiekolwiek zaburzenia w jej po-
wstawaniu utrudniajg rozpoznanie przez MPP miej-
sca ciecia. Analizy z wykorzystaniem mutagenezy
ujawnity, ze dla procesu odciecia peptydu sygnalne-
go istotne sg aminokwasy lezgce po obu stronach
miejsca ciecia zar6wno w mniejszej, jak i wiekszej
odlegtosci. Okazato sie na przyktad, ze prekursor
oksydazy alternatywnej wymaga obecnosci argininy
w pozycji -. dla prawidtowego odciecia peptydu sy-
gnalnego. Znane sa jednak prekursory roslinnych
biatek mitochondrialnych, ktore nie zawierajg w po-
zycji -» reszty argininy, a podlegajg hydrolizie przez
MPP. Stwierdzono takze, ze prekursor podjednostki
F)(3 syntazy ATP N. tabacum nie zawiera reszty argi-
niny w pozycji -2, ale w pozycji -5, natomiast lezgca
w dalszej odlegtosci arginina nie wptywa na rozpo-
znanie przez MPP miejsca odciecia peptydu sygnal-
nego. W przypadku prekursora alternatywnej oksy-
dazy Glycine max reszty argininy, ktére wystepuja w
pozycjach -30 i-35 sg istotne dla procesu odciecia
peptydu sygnalnego i sadzi sie, ze ich obecnosé
zwigzana jest z utworzeniem przez peptyd sygnalny
witasciwej struktury wyzszego rzedu [15].

Niektérzy autorzy uwazaja, ze obie podjednostki
a i [3peptydazy MPP dziatajagc wspdlnie, angazujg
rézne domeny tworzac miejsca wigzania peptydu sy-
gnalnego. Wystepowanie w MPP wielu domen
mogacych wigza¢ peptyd sygnalny utatwia peptyda-
zie dopasowanie sie do ich zréznicowanej budowy
[79].

Mitochondrialna peptydaza MPP ros$lin zostata
wyizolowana z bulw S. tuberosum , lisci Spinacia
oleracea oraz z Triticum aestivum [80-82]. Wykaza-
no, ze w odréznieniu od grzybow peptydaza roslin
jest zintegrowana z kompleksem cytochromu bci
tancucha oddechowego [80, 83]. Kompleks bci/MPP
Spinacia oleracea, S. tuberosum i T. aestivum sktada
sie z 10 podjednostek, wsérdd ktorych, sg podjednostki
kompleksu taficucha oddechowego oraz podjednost-
ki peptydazy MPP. Oczyszczony kompleks MPP/bcj
Spinacia oleracea ma mase 550 kDa [84]. W
uktadzie in vitro nie stwierdzono jednak jakiejkol-
wiek zalezno$ci pomiedzy aktywnos$cig peptydazy
MPP a aktywnos$cig cytochromu bci [81]. Roslinna
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peptydaza MPP jest aktywna w szerokim zakresie pH
obejmujacym pH od ¢ do 11, z optimum przypa-
dajacym na pH 8-9. Jest rowniez aktywna w szero-
kim zakresie temperatur od 10 do 50°C, chociaz opti-
mum jej dziatania wynosi 35°C. Inhibitorami tej pep-
tydazy sg orto-fenantrolina i EDTA [81, 83, 84].

W mitochondriach roslin wystepuje réwniez MPP
nie zwigzana z btong i dziatajgca w macierzy mito-
chondrialnej. Zostata onajednak scharakteryzowana
W znacznie mniejszym stopniu, chociaz stwierdzono
na przyktad, ze w mitochondriach Glycine max
udziat tej peptydazy w odcinaniu peptydu sygnalne-
go jest znacznie wiekszy niz w mitochondriach Spi-
nacia oleracea. Wiadomo réwniez, ze na aktywnosé
MPP wystepujacej w macierzy mitochondrialnej ro-
$lin hamujaco wptywa NEM, podobnie jak peptyda-
za MPP grzybéw [85]. W przypadku MPP wyste-
pujacej w macierzy mitochondrialnej drozdzy i ssa-
kéw stwierdzono, ze jest ona heterodimerem, pod-
czas gdy odpowiednia peptydaza MPP N. crassa wy-
stepuje prawdopodobnie jako monomer [ss, 87].

W mitochondriach grzybdw oprécz MPP wyste-
puja takze dwie inne peptydazy zwigzane z obrobka
prekursora biatka, a mianowicie IMP i MIP. Tych
peptydaz dotagd nie zidentyfikowano w mitochon-
driach roslin. Peptydaza IMP sktada sie z podjedno-
stek Implp i Imp2p, ktére sa tak osadzone w wew-
netrznej btonie mitochondrialnej, ze ich czesci kata-
lityczne skierowane sg do przestrzeni miedzybtono-
wej [ss, 89]. IMP dziata miedzy innymi na biatka
prekursorowe cytochromu b, cytochromu ¢ i pod-
jednostki oksydazy cytochromowej — COXII [90,
91]. Peptydaza MIP jest natomiast metalopeptydazg
zlokalizowana w macierzy mitochondrialnej funk-
cjonujacgjako biatko monomeryczne o masie 75 kDa
[92, 93]. Wiadomo, ze MIP uczestniczy w dojrzewa-
niu prekursordw, z ktorych zostat usuniety peptyd
sygnalny przez MPP. Wiele bialek wymaga zaanga-
zowania tych dwdéch peptydaz w procesie dojrzewa-
nia swoich prekursor6w. Sg to miedzy innymi pre-
kursory podjednostek komplekséw tancucha odde-
chowego oraz enzymy cyklu Krebsa [92].

1V-2. Mitochondrialne biatka opiekuncze

Transport prekursora biatka przez wewnetrzng
btone mitochondrialng z wudziatem kompleksu
TIM23 wymaga rdwniez zaangazowania wyste-
pujacych w macierzy mitochondrialnej biatek opie-
kunczych takich jak mtHsp70 i Mgel. Biatko
mtHsp70 wystepuje w macierzy mitochondrialnej w
bardzo duzej ilosci [52]. Stwierdzono, ze od-
dziatywanie biatka mtflsp70 z biatkiem Tim44, na-
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lezagcym do kompleksu T1M23, zalezy od wielu
czynnikdw, a miedzy innymi od ATP, biatka Mgelp
a nawet importowanego prekursora [54, 55, 94], Do-
tychczas nie poznano w jaki sposob dochodzi do od-
dziatywania tych biatek, chociaz istniejg przypusz-
czenia, ze w pierwszym etapie tych wzajemnych in-
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Tim44 a Mgelp umozliwia odtgczenie ADP od
mtHsp70. Biatko mtHsp70 moze ponownie zwigzaé
ATP i ponownie przytaczy¢ sie do Tim44 [53,
55-57]. Proces ten przypomina poznany w bakteriach
cykl interakcji biatek opiekuniczych Dnal, DnaK i
GrpE [95, 96], Aby caly prekursor biatka zostat
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Ryc. 3. Oddziatywania biatek opiekuriczych mtHsp70 i Mgelp zpodjednostkagTim44 kompleksu TIM23, przy transporcie pekursora biatka przez kom-
pleks TIM23 w gtgh macierzy mitochondrialnej. Hsp60, HsplO — biatka opiekurficze zaangazowane w proces dojrzewania biatek mitochon-

drialnych. Wg Bauer i wsp. [53] (zmieniono).

terakcji nastepuje zwigzanie biatka Tim44 z
biatkiem mtHsp70, ktory ma przytagczona czasteczke
ATP (mtHsp70ATp) (Ryc. 3). Prekursor biatka w trak-
cie przechodzenia przez kompleks TIM23 nie wcho-
dzi w bezposredni kontakt z biatkiem Tim44. Z pre-
kursorem oddziatuje natomiast biatko mtHsp70, kt6-
remu interakcje utatwia Tim44. Hydroliza ATP umo-
zliwia utworzenie kompleksu mtHsp70ADp/Tim44.
W nastepnej kolejnosci dochodzi do oddziatywania
pomiedzy Mgelp i kompleksem mtHsp70ADP
Tim44, po czym mtHsp70Aop oddysocjowuje od
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wprowadzony do macierzy mitochondrialnej, musi
zaj$¢ wiele takich cyklicznych oddziatywan. W
ostatnim etapie faldowanie biatka prowadzi do po-
wstaniajego natywnej formy, aw przypadku podjed-
nostek wiekszego kompleksu, nastepuje ich wbudo-
wanie w strukture oligomeru. W tym ostatnim proce-
sie zaangazowane sg inne biatka opiekuncze, a mia-
nowicie biatka Hsp6O i HsplO [97]. Kompleks
Hsp6O/HsplO wymaga udziatu ATP i przypomina
bakteryjny system GroEL-GroES [32, 98].
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Tabela 1

Sktadniki komplekséw TOM i TIM S. cerexisiae i rolin

Saccharomyces cerexisiae Rosliny
nazwa biatka hipotetyczna rola biatka ro$lina
odpowiadajace
Tom72 nieznana (homolog Tom70) nieznany
Tom70 receptor kompleksu TOM 70kDa ?? S. tuberosum [40]
Tom37 receptor kompleksu TOM nie znany
Tom40 gtowny sktadnik kanatu (GIP) 36kDa S. tuberosum [40]
34kDa A. thaliana [42]
42kDa V.faba [44]
Tom22 receptor kompleksu TOM 9kDa S. tuberosum [40]
Tom20 receptor kompleksu TOM 23kDa S. tuberosum [41]
23kDa A. thaliana [42]
21kDa A. thaliana [42]
Tom7 czynnik destabilizujacy TOM 7.6kDa S. tuberosum [40]
Tom6 czynnik stabilizujacy TOM nieznany
Tom5 tacznik komplekséw: Tom22/20/prckursor nieznany
biatka z GIP
nieznany Tom8 S. tuberosum [40]
nieznany Tom6 S. tuberosum [40]
Tim44 sktadnik TIM23 wigzacy mtHsp70 nieznany
Tim23 btonowy sktadnik TIM23 z domeng 20kDa " A. thaliana [58]
receptorowg dla peptydu sygnalnego
Tim 17 btonowy sktadnik TIM23 25kDa A. thaliana [58]
Timb4 btonowy sktadnik T1M22 nieznany
Tim22 btonowy sktadnik TIM22 nieznany
Tim 18 btonowy sktadnik TIM22 nieznany
Tim 13 sktadnik kompleksu Tim8/13 — receptora gen — [AF144703] A. thaliana
przestrzeni miedzybtonowej gen — [AF144706] Pinus taeda
Tim 12 powierzchniowy sktadnik T1M22 nieznany
Tim 10 sktadnik kompleksu Tim9/10 — receptora gen — [AF150093] A. thaliana
przestrzeni miedzybtonowej gen — [AF 150096] L. esculentum
Tim9 sktadnik kompleksu Tim9/10 — receptora gen — [AF150111] A thaliana
przestrzeni miedzybtonowej gen — (AF150U 3] Oryza saliva
Tim8 sktadnik kompleksu Tim8/13 — receptora gen — [AF150083] A. thaliana

przestrzeni miedzybtonowej

W mitochondriach roslin, pomimo ze potwierdzo-
no wystepowanie mtHsp70, na przykiad w: S. tube-
rosum, Lycopersicon esculentum, Phaseolus vulga-
ris i Spinacia oleracea, nie wykazano dotad jego
udziatu w procesie importu prekursoréw [59-61, 99].
Stwierdzono jedynie, ze w mitochondriach Spinacia
oleracea i Phaseolus vulgaris mtHsp70 jest czescio-
wo zwigzany z wewnetrzng btong mitochondrialng
[61, 100],

Biatko Mgelp, ktore wykryto w mitochondriach
A. thaliana iN. tabacum nazwano MGE [101, 102],
W mitochondriach A. thaliana wykazano réwniez
obecnos$é innego biatka zaangazowanego w dojrze-
wanie prekursora, a mianowicie biatka DnaJ, ktére
nazwano MDJ [101]. Wystepowanie biatka Hsp60
potwierdzono w mitochondriach kilku gatunkéw ro-
§lin, na przyktad: A. thaliana, Zea mays, Cucurbita
(cv. Kurokawa Amakuri) iBrassica napus [103-105],
natomiast obecno$¢ w mitochondriach biatka HsplO
potwierdzono dla Hordeum vulgare, S. tuberosum i
A. thaliana [106-108].

272

gen — [AF 150085] Brassica rapa

V. Uwagi koricowe

Proces importu biatek do mitochondriow nie
bytby mozliwy bez wyspecjalizowanych komplek-
sow biatkowych umozliwiajgcych
biatek w btony mitochondrialne lub ich wprowadze-
nie do przestrzeni miedzybtonowej i macierzy mito-
chondrialnej. Dotychczas wszystkie badania prowa-
dzone nad importem biatek mitochondrialnych sku-
piaty sie na identyfikacji sktadnikow kompleksow
zaangazowanych w ten proces. Praktycznie brakuje
danych na temat zmiennoSci procesu importu w réz-
nych warunkach fizjologicznych komorki.

W przypadku grzyb6w uzyskano juz znaczng ilos¢
informacji, ktore sposréd biatek zar6wno zewnetrz-
nej, jak i wewnetrznej btony mitochondrialnej maja
»aktywnos$¢ kanatowg”. Takich wiadomos$ci nie ma
dotad odnosnie biatek zwigzanych z importem do mi-
tochondriéw ros$linnych. Cata energia badaczy jest
skierowana natomiast na poszukiwanie biatkowych
sktadnikéw komplekséw odpowiadajgcych kom-

wbudowanie
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pleksom znanym w mitochondriach grzybéw. Ponie-
waz w trakcie badan stwierdzono pewne rdznice w
budowie komplekséw w mitochondriach roslinnych,
powstaje pytanie: czy droga importu i zaangazowa-
nie okres$lonych biatek w poszczeg6lne etapy tego
procesu jest zawsze takie same, i w zwigzku z tym,
czy sktadniki kompleksow spetniajg te same funkcje.
Watpliwosci te wynikajg miedzy innymi z faktu, ze
transport prekursorowych biatek do mitochondriow
nie zawsze okresSla peptyd sygnalny wystepujacy
przy kofncu aminowym, czy wewnetrzny sygnat loka-
lizacji.

Na przykiad w prekursorach biatek btonowych
Tom40 i Tim22 nie znaleziono peptydéw sygnalnych
na kofdcu aminowym, a mimo to prekursory tych
biatek sg importowane z udziatem receptora Tom20,
ktéry jak wiadomo jest zaangazowany w import
biatek do macierzy mitochondrialnej [109, 110]. Pre-
kursor biatka btony wewnetrznej Tim54, ktérego ko-
niec aminowy wykazuje podobienstwo do peptydu
sygnalnego, jest importowany z udziatem receptora
Tom70 rozpoznajgcego wewnetrzny sygnat lokaliza-
Cji [110].

Nie wszystkie prekursorowe biatka mitochon-
drialne wymagajg rozpoznania przez receptory kom-
pleksu TOM. Na przyktad prekursor biatka Tom20
nie wymaga zadnych receptoréw do przebiegu pro-
cesu importu, podobnie jak mate biatka przestrzeni
miedzy btonowej ,tiny” Tim [110, 111]. Okazato sie
rowniez, ze niektdre biatka wymagajg udziatu kilku
receptoréw. Biatko ADP/ATP na
przyktad wymaga do importu zar6wno receptoréow
Tom20, jak i Tom70 [112].
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marrow-derived mast cells); DAMI — znacznik megakariocyto-
wy; EDTA — wersenian; FLAP — biatko aktywujgce 5-lipoksy-
genaze (ang. 5-lipoxygenase activating protein); GC-MS —
chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometriag masows;
HEL — ludzka erytroleukemia (ang. human erythroleukemia);
HETE — kwas hydroksyeikozatetraenowy; HODE — kwas hy-
droksyoktadekadienowy; HPETE — kwas hydroperoksyeikoza-
tetraenowy; ETE — kwas eikozatetraenowy; L-1 — izoenzym 1
lipoksygenazy sojowej; LDL — lipoproteiny o malej gestosci
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plytki (ang. platelet-activating factor); PG — prostaglandyny;
PUFA — wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsa-
turatedfatty acid); PMN — granulocyty obojenochtonne (ang.
polymorphonuclear leukocyte); RBL — biataczka eozynofilowa
uszczuréw (ang. rats basophilic leukemia); TX — tromboksan;
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I. Wstep

Lipoksygenazy sg niehemowymi dioksygenazami
(EC 1.13.11) wielonienasyconych kwasow ttuszczo-
wych. Ich substraty zawierajg uktad (1Z, 4Z)-pen-
tadienowy, ktéry jest utleniany do (IS)-hydropero-
ksy-(2E, 4Z)-pentadienu przez lipoksygenazy roslin-
ne i ssakéw oraz do (1R)-hydroperoksy-(2E,
4Z)-pentadienu przez lipoksygenazy morskich bez-
kregowcow [1, 2]. Wszystkie znane lipoksygenazy
pochodzg z tej samej rodziny genowej. Do tej pory
wyizolowano cDNA i zbadano sekwencje okoto 40
lipoksygenaz roslin i ssakéw [1, 3, 4].

Fizjologicznym substratem lipoksygenaz ssakéw
jest kwas arachidonowy, podczas gdy lipoksygenazy
ro$linne utleniajg gtéwnie kwas linolowy lub linole-
nowy [1, 3, 5]. Hydronadtlenki tych kwaséw
ttuszczowych sg nastepnie metabolizowane do wielu
produktow o zréznicowanej aktywnosci biologicznej
np. leukotriendw u zwierzat, czy czynnikéw regu-
lujgcych wzrost u roslin — aldehydu i kwasu jasmo-
nowego [3, 4]. Lipoksygenazy, dzieki swojej zdolno-
$ci do katalizowania peroksydacji lipidow, moga stac¢
sie réwniez przyczyng zmian metabolicznych Ilub
strukturalnych w komérkach.
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Lipoksygenazy stanowig duzg, heterogenng
nadrodzine enzymow utleniajgcych wielonienasyco-
ne kwasy ttuszczowe (PUFA). Podstawg podziatu na
rodziny jest atom wegla, przy ktdrym enzym wbudo-
wuje tlen czgsteczkowy do tancucha kwasu ttuszczo-
wego, bedgcego dla niego substratem. Lipoksygena-
zy ssakow zostaly podzielone na cztery rodziny:
5-lipoksygenazy (5-LOX), s -lipoksygenazy
(s -LOX), 12-lipoksygenazy (12-LOX) i 15-lipoksy-
genazy (15-LOX) [+, 7].

W rodzinie 12-lipoksygenaz wyr6zniamy z kolei 3
typy: ptytkowy (P-12LOX); leukocytarny
(L-12LOX) iepidermalny (e 12-LOX). Nazwy typow
12-LOX pochodzg od nazw komdrek, z ktérych en-
zymy te zostaty po raz pierwszy wyizolowane [3, s,
9]. Poszczego6lne typy 12-LOX, odpowiadajg izofor-
mom tego enzymu. ROznig sie one nie tylko miej-
scem ekspresji tkankowej, ale takze aktywnoscig ka-

Tabela 1

talityczng, immunoreaktywnos$cig i funkcjami biolo-
gicznymi [s ].

Podziat 12-LOX na typy — ptytkowy, leukocytar-
ny iepidermalny jakkolwiek praktyczny, niejest pre-
cyzyjny, poniewaz typ ptytkowy enzymu jest znajdo-
wany takze w innych komoérkach niz ptytki, na
przyktad w ludzkiej i mysiej skorze [3, 10, 11], nato-
miast nie jest obecny w ptytkach $wini (Tabela 1) [9].
Typ leukocytarny enzymu nie jest natomiast obecny
w leukocytach ludzi czy krolikéw. Z kolei typ leuko-
cytarny L-12LOX z leukocytéw Swini wykazuje az
65% homologii z ludzkim enzymem ptytkowym
P-12LOX [+ ].

Niektore lipoksygenazy moga wbudowywac tlen
réznych miejscach tancucha kwasu
ttuszczowego. Efektem ich dziataniajest mieszanina
dwoch rodzajow produktéw. Na przyktad 15-LOX
ssakow katalizuje reakcje oksygenacji kwasu arachi-

w dwbdch

Lokalizacja komérkowa i narzagdowa niektorych lipoksygenaz ssakéw (wg [3] - uzupetniona)

Lipoksygenaza Tkanka
granulocyty obojetnochlonnc
(PMN), eozynofile, monocyty,
makrofagi, limfocyty, komorki
tuczne

5-LOX

ptytki krwi, skéra (m in. ludzka i

P-12LOX mysia), keratynocyty

naskérkowe, makrofagagi ptuc i

$ledziony, szyszynka, aorta,
nadnercza (warstwa
ktebuszkowata kory), rdzen
kregowy, komarki «trzustki u
szczuréw

leukocyty* (m.in. szczura, $wini,

L-12LOX krowy), makrofagi otrzewnej,

komérki nabtonka, sré6dbtonek,

komérki miesni gtadkich naczyn,

szyszynka, mézg, komorki

mies$nia sercowego

réznicujace sie keratynocyty',
el2LO X mieszki wtosowe
retikulocyty, eozynofile,
nabtonek drég oddechowych,
makrofagi pecherzykowe,
komérki piankowatc

15-LOX-I

15-LOX-2 mieszki wtosowe

skora ssakow, transformowane

12(R)-LOX limfocyty' B, nabtonki
8-LOX

12/15-LOX

skdéra myszy
makrofagi, monocyty

* L-12LOX nie wystepuje w leukocytach u ludzi oraz u krolikéw
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Linia komdrkowa PiSmiennictwo

komorki biataczki

bazofilowej [3, 22, 92]
u szczuréw (RBL)

komérki ttEL, komorki

nowotworowe (np. [3, 23, 30-38|

komorki raka ptuc Lewisa
3LL, melanoma B16a,
komérki raka naskoérka
A431, komorki ze
znacznikami
magakariocytowymi HEL
i DAMI)

[3, 23, 25, 26, 93]

[3, 10, 94]
komorki nowotworowe
(np. komorki raka [2, 3, 70]
okreznicy, raka sutka, raka
prostaty")
12,3]
[13,48, 82]
IN
|85-87|
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donowego przy 12 i 15 atomie wegla — powstaje
mieszanina produktow: 15-HPETEi 12-HPETE. Po-
niewaz jednak produktem dominujgcym jest
15-HPETE (85-90%), wiec enzym ten nazwano
15-LOX. Leukocytarna L-12LOX moze wbudowy-
wac tlen zardwno przy 1. jak iprzy 15 atomie wegla,
jednakze dominujagcym produktem w przypadku tego
enzymu jest 12-HPETE [3, 9]. 12-lipoksygenaze
typu epidermalnego (e-12LOX) z komdrek naskorka
myszy charakteryzuje takze podwdjna specyficznos¢
substratowa, 12/15-lipoksygenazowa (stosunek wy-
tworzonych produktéw 12-HETE/I5S-HETE wynosi
okoto ¢ :1) [s],

Leukocytarna L-12LOX i 15-LOX-1 wykazujg
duze podobienstwo strukturalne iczynnosciowe. Cze-
sto okresla sie je wsp6lng nazwg: 12/15-lipoksyge-
naza (12/15-LOX), szczegdblnie wéwczas, gdy produ-
kujg takie same ilosci obydwu produktow: 12-HPETE
oraz 15-HPETE. Jako przyktad moga postuzy¢ lipok-
sygenazy komérek wykazujacych zdolno$¢ do fago-
cytozy, na przyktad makrofagow [, 12].

Il. Lokalizacja narzadowa i wewnatrz-
komorkowa

Lipoksygenazy sa szeroko rozpowszechnione w
krolestwie roslin i zwierzat [3, 4, 9, 13]. Typowi
przedstawiciele Procaryota nie posiadajg lipoksyge-
naz. Brakuje obecnie niepodwazalnych dowodéw na
istnienie tych enzymdw u owado6w, chociaz uich pry-
mitywnych przedstawicieli, owadow Thermobici do-
mestica, stwierdzono obecno$¢ pochodnej kwasu
arachidonowego — kwasu hydroksyeikozatetraeno-
wego (HETE) [2]. Jednokomérkowa Chlorella po-
siada lipoksygenaze, natomiast w cDNA u Dictyoste-
lium discoideum stwierdzono jedynie cze$ciowg se-
kwencje odpowiadajgca temu enzymowi. Wyzsze ro-
$liny zawierajg wiele lipoksygenaz — u soi (Glycine
max) zidentyfikowano ich do tej pory osiem. U my-
szy stwierdzono obecnos$¢ siedmiu gendw, odpowia-
dajacych biatkom lipoksygenaz. Pie¢ homologicz-
nych gendw zostato opisanych u ludzi [14, 15].

Lipoksygenazy u ssakéw byty poczatkowo znaj-
dowane w réznych liniach komérkowych komdérek
szpiku kostnego [3]. Leukocytarna 5-lipoksygenaza,
ptytkowa :.-lipoksygenaza, retikulocytarna i eozy-
nofilowa 15-lipoksygenaza zostaty odkryte okoto 25
lat temu [3, 10].

Zawartos$¢ lipoksygenaz w réznych tkankach ro-
$linnych izwierzecych jest zréznicowana. Stanowig
one na przyktad kilka procent biatka nasion soi. W
retikulocytach krolika podczas anemii 15-LOX jest,
obok hemoglobiny, gtéwnym biatkiem komdrko-
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wym [2]. Natomiast izoenzymy lipoksygenaz obec-
ne w lisciach soi, czy w skorze ssakéw charaktery-
zujg sie znacznie stabszg ekspresjg i wystepujg w
duzo mniejszych iloSciach [16].

Poczatkowo 5-LOX zostata zidentyfikowana jako
rozpuszczalne biatko cytozolowe granulocytéw obo-
jetnochtonnych (PMN), a nastepnie stwierdzono jej
obecno$¢ w otoczce jadrowej oraz we frakcji jadro-
wej homogenatéw komdrek stymulowanych jonofo-
rem (PMN i makrofagdéw).

W btonie jadrowej tych komérek wystepuje biatko
aktywujgce 5-LOX (FLAP) o masie czgsteczkowej
18 kD, utatwiajace przenoszenie kwasu arachidono-
wego do 5-LOX, umozliwiajgc tym samym za-
poczatkowanie reakcji syntezy 5-HPETE, a nastep-
nie dalszych pochodnych kwasu arachidonowego,
miedzy innymi 5-HETE, czy leukotrienu A. [3, 17].

Rozmieszczenie 5-LOX oraz jej translokacja, sg
uzaleznione od typu komorki [17, 18]. Mozna zatozy¢
przynajmniej trzy modele rozmieszczenia i transloka-
cji 5-LOX:

1) w ludzkich spoczynkowych PMN 5-LOX wy-
stepuje w cytozolu i przemieszcza sie do otoczki
jadrowej w wyniku stymulacji jonoforem A23187.
5-LOX przemieszcza sie do okreslonych miejsc w
otoczce jadrowej bezposrednio, lub oddziatywuje z
cytoszkieletem co prawdopodobnie utatwia jej trans-
lokacje [3]. Niektdrzy autorzy sugeruja, ze kinaza ty-
rozynowa, poprzez fosforylacje 5-LOX w komor-
kach PMN, moze wptywac zar6wno najej transloka-
cje, jak i na wiasciwosci katalityczne [3, 19].

2) w makrofagach 5-LOX znajduje sie w cytozolu
oraz w przedziale jadrowym. Obecnie sg dowody in
vivo jadrowej lokalizacji 5-LOX w makrofagach pe-
cherzykowych uzyskanych od pacjentow z idiopa-
tycznym zwiéknieniem ptuc [20]. Podczas stymulacji
makrofagéw jonoforem A23187 nie stwierdzono
przemieszczania sie enzymu cytozolowego. Nato-
miast izoenzym jadrowy, wystepujacy pierwotnie w
euchromatynowym regionie jadra, przemieszcza sie
do otoczki jadrowej [2:].

3) w komorkach biataczki bazofilowej u szczuréw
(RBL) 5-LOX takze znajduje sie w cytozolu oraz w
jadrze komoérkowym. Po stymulacji jonoforem
A23187 obydwa izoenzymy przemieszczajg sie w
kierunku otoczki jadrowej [3]. Komorki tuczne po-
chodzgce ze szpiku kostnego myszy (BMMC), feno-
typowo podobne do komérek RBL, zawierajg 5-LOX
jedynie wewnatrz jadra. W zaleznosci od rodzaju
bodzca pobudzajacego te komorki rozmieszczenie
enzymu w jadrze jest r6zne. Stymulacja tych komo-
rek jonoforem powoduje powstanie modelu punkto-
wego rozmieszczenia 5-LOX w jadrze, w przeci-
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wienstwie do modelu okotojadrowego powstajgcego
podczas pobudzania tych komorek kompleksem
IgE/antygen [22].

Enzymy L-12LOX i 15-LOX wystepujg w cyto-
plazmie réznych typdw komérek. Z jednym
wyjatkiem: L-12LOX w komérkach nabtonka odde-
chowego owcy znajdowanajest w mikrosomach ijej
aktywnos$¢ regulowanajest na drodze reakcji utlenia-
nia i redukcji [3]. Typ leukocytarny 12-LOX
(L-12LOX) w najwiekszych iloSciach wystepuje w
leukocytach $Swini i mysich makrofagach otrzewno-
wych [23]. Ekspresja L-12LOX zostata takze stwier-
dzona w innych komdérkach, takich jak komaorki mie-
$ni gtadkich, czy komorki $rédbtonka [24, 25].

15-LOX-I jest obecna w retikulocytach, eozyno-
fllach, makrofagach pecherzykowych, komérkach
piankowatych oraz w komérkach nabtonka drég od-
dechowych [10]. Natomiast 15-LOX-2 zostata wy-
izolowana z mieszkow witosowych [z ].

W komérkach naskérka oraz w mieszkach wtoso-
wych zostata odkryta lipoksygenaza epidermalna
(el2-LOX), katalizujgca reakcje 12S-lipoksygenacji
[¢,26]. O przypadkach wysokich stezen 12-HETE w
probkach skory pobranych od pacjentow z tuszczycy
donosili Hammarstrom iwsp.juz w 1975 roku
[10]. Niedawno w komérkach nabtonkowych ssakow
odkryto ,,nowg” lipoksygenaze. Posiada ona cechy
12(R)-lipoksygenazy czyli enzymu Kkatalizujgcego
synteze zwigzkdéw o konfiguracj i R, bedacych stereo-
izomerami produktéw 12(S)-lipoksygenazy posia-
dajacych konfiguracje S [27]. Z komérek skéry my-
szy obok e-12LOX wyizolowano takze s-LOX [s,
28, 29].

P-12LOX jest obecna w ptytkach krwi, keratyno-
cytach naskdrka, makrofagach ptuc i sledziony, a ta-
kze w szyszynce, warstwie kiebkowatej kory nadner-
czy, aorcie, rdzeniu kregowym i komorkach a trzust-
ki szczuréw [23]. Duzg aktywno$¢ P-12LOX stwier-
dza sie takze w komdrkach niektérych nowotworéw,
m. in. raka naskdrka A431, biataczki megakariobla-
stycznej ze znacznikami megakariocytowymi (HEL,
DAMI), raka prostaty, sutka, jelita grubego i ptuc
[30-37]. W komorkach naskdérka i komorkach
biataczkowych ze znacznikami HEL i DAMI enzym
znajduje sie w cytozolu i w obrebie bton komérko-
wych. W komdrkach raka A43 1 P-12LOX jest znaj-
dowana gtéwnie we frakcji mikrosomalnej [3, 23]. W
ptytkach krwi szczurdw jony Caz: itrombina powo-
dujg przemieszczenie P-12LOX do bton [3]. Po-
dobng Ca2+zalezng redystrybucje biatka P-12LOX
zaobserwowano w komérkach biataczkowych ze
znacznikiem HEL iw komdrkach raka ptuc (3LL) [3,
38]. W komoérkach z HEL enzym zwiazany z btonami
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jest bardziej aktywny od enzymu cytozolowego,
podczas gdy odwrotne relacje majg miejsce w ko-
morkach raka 3LL.

I1l. Struktura enzymu

Biatka lipoksygenaz zbudowane sg z pojedyn-
czych polipeptydowych o masie
czgsteczkowej wynoszacej okoto 75-80 kDa u
zwierzat, oraz okoto 94-104 kDa u roslin.

N-koricowa domena izoenzymu 1 lipoksygenazy
sojowej (L-1) o strukturze (3-beczutkijest ztozona ze
146 reszt aminokwasowych. Globularna domena ka-
talityczna zbudowana jest z 693 reszt aminokwaséw
i sktadaja sie na nig 23 a-helisy i 2 przeciwréwno-
legte P-harmonijki [37]. C-koficowa domena katali-
tyczna lipoksygenaz ssakéw jest zbudowana analo-
gicznie jak w przypadku enzymow ro$linnych. W ich
czasteczce brakuje jednak krdtkiego fragmentu
N-konnicowej domeny wystepujacego u roslin.

Katalityczne centrum lipoksygenaz zawiera jon
zelaza niehemowego, ktore jak wynika z analizy se-
kwencyjnej i krystalograficznej, jest wigzane przez
trzy state reszty histydynowe, grupe karboksylowg
C-koncowej izoleucyny tafAcucha polipeptydowego,
czagsteczke wody (jedynie w modelach struktur kry-
stalicznych, w rzeczywistosci jest to ligand wolny
dla oddziatywan z substratem) i zmienny szosty li-
gand, ktorym w enzymach roslinnych jest reszta
asparaginy, a u ssakdw reszta histydyny, asparaginy
lub seryny [1, 39-42]. Arachidonianowa s (R)-lipo-
ksygenaza P.homomalla posiada, podobnie jak S-li-
poksygenazy, state reszty histydyny iasparaginy, ale
C-koricowym aminokwasem zamiast izoleucyny jest
treonina [2]. Dotychczas poznano doktadnie struktu-
ry krystaliczne lipoksygenaz: sojowej L-1 [2, 40,
43], sojowej L-3 [44] i kroliczej retikulocytarnej
15-LOX [40, 43].

Nie wiadomo dotad, w jaki sposdb substrat tgczy
sie z centrum aktywnym lipoksygenaz [43], Domena
katalityczna sojowej lipoksygenazy L-lI posiada
dwie hydrofobowe jamy prowadzgce do ukrytego w
centrum aktywnym jonu zelaza [45]. Zelazo w enzy-
mach nieaktywnych wystepuje na .. stopniu utlenie-
nia (forma zelazawa enzymu). Dla ujawnienia sie ak-
tywnosci katalitycznej lipoksygenazy niezbedne jest
utlenienie zelaza (Rys. 1). Powoduje to wystgpienie
tak zwanej fazy op6znienia, ktoéra poprzedza
witadciwg reakcje lipoksygenazowg [45].

Swoisto$¢ enzymu nie jest $cisle zwigzana z se-
kwencja aminokwasoéw biatka enzymatycznego. Na
przyktad struktura pierwszorzedowa enzymu sojo-
wego L-1(15-lipoksygenaza) jest identycznajedynie

tancuchéw
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KT,

KT-H >
(AA) / \ (AR,

Fe2* Fe¥*
HPETE -« \ j KT-00
(AA-O00)

Ryc. 1. Ogoélny schemat procesu lipoksygenacji (wg [2] — zmodyfiko-
wany). Kwas ttuszczowy: KT-H (kwas arachidonowy AA) ule-
ga przeksztatceniu do rodnikéw': KT o (AA o) oraz KT-00 o
(AA-00 o), anastepnie do kwasu hydroperoksyeikozatetraeno-
wego: HPETE. Proces ten jest sprzezony z utlenieniem Fe2+do
Fe3+ niezbednym dla ujawnienia aktywnosci katalitycznej li-
poksygenazy. Jon zelaza znajduje sie w centrum aktywnym en-
zymu.

w 25% z 15-lipoksygenazami ssakow. Dwie ludzkie
15-lipoksygenazy sg identyczne tylko w 35%. Struk-
tura pierwszorzedowa mysiej epidermalnej lipoksy-
genazy 2 (eLOX-2) wykazuje 50, s % identycznosci z
ludzka 15-LOX-2, okoto 40% z 5-LOX oraz okoto
35% z 12/15-LOX [14]. Natomiast lipoksygenazy
katalizujace wbudowywanie atomu tlenu w sasiedz-
twie roznych atoméw wegla, tworzace odmienne
grupy enzymow, maja w obrebie danego gatunku se-
kwencje identyczng w 70-95% [3].

IV. Funkcje katalityczne lipoksygenaz
W zalezno$ci od pozycji tlenu czagsteczkowego

wbudowywanego do tafcucha kwasu arachidonowe-

LEUKOTRIENY”- 5-HPETE

5-L0X P-12LOX

\

KWAS ARACHIDONOWY

15-LOX

L-12LOX 8-LOX

12-HPETE 8-HPETE

(10-15% 15-HPETE)
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12-HPETE

15-HPETE
(10-15% 12-HPETE)

go, lipoksygenazy ssakow zostaty sklasyfikowane
jako 5-, s -, 12- i 15-lipoksygenazy (Rys. 2). ,,Odli-
czaja” one atomy wegla w tancuchu substratu poczy-
najac od konca metylowego iwbudowujgobydwa re-
agujace atomy tlenu w pozycji cos [3].

Produktami reakcji katalizowanej przez lipoksy-
genazy ssakéw sg kwasy 5-, s -, 12- i 15-hydropero-
ksyeikozatetraenowe (HPETE), ktére sa nastepnie
redukowane do odpowiednich kwaséw hydroksy-
eikozatetraenowych (HETE). Zaréwno HPETE jak i
HETE mogg by¢ metabolizowane w kierunku kolej-
nych pochodnych kwasu arachidonowego: leukotrie-
noéw, lipoksyn i hepoksylin [s ]. Rodzaj powstajgcych
eikozanoidéw, pochodnych AA, zalezy od enzymoéw
jakimi dysponuje komérka, a to z kolei wynika z
funkcji jakga ona peini w warunkach fizjologicznych
lub patologicznych.

Lipoksygenazy wbudowuja atom tlenu w
czasteczke substratu z duzastereospecyficzno$cig—
HETE produkowane przy ich udziale majg gtéwnie
konfiguracje S [46]. Ostatnio, ze skdry ssakow udato
sie jednak wyizolowaé 12(R)-lipoksygenaze. W wy-
niku  jej dziatania powstajg  enancjomery
12(R)-HPETE [27, 46-48].

12-LOX katalizujg stereospecyficzne utlenianie
kwasu arachidonowego (AA) do kwasu 12(S)-hydro-
peroksy-5, s, 10, 14-eikozatetraenowego (12-HPETE)
[49]. 12-HPETE jest nastepnie przeksztatcany do
12(S)-hydroksyeikozatetraenowego (12-HETE) lub
do hepoksylin [23, 50].

12(S)-lipoksygenaza typu leukocytarnego
(L-12LOX), katalizuje przeksztatcenie kwasu ara-
chidonowego gtéwnie do kwasu :. -hydroksyeikoza-
tetraenowego (12-HETE), w mniejszym stopniu do
kwaséw 15- i s-hydroksyeikozatetraenowego (15- i

Ryc. 2. Ogoélny schemat przemian kwasu arachidonowe-
go w tkankach ssakéw pod wptywem lipoksyge-
naz (wg [3] zmieniony). W zalezno$ci od pozycji
tlenu wbudowywanego do kwasu arachidonowe-
go lipoksygenazy zostaty sklasyfikowane jako:
5-lipoksygenaza (5-LOX), 8-lipoksygenaza
(8-LOX), plytkowa 12-lipoksygenaza (P-12-
LOX), leukocytarna 12-lipoksygenaza (L-12-
LOX) i 15-lipoksygenaza (15-LOX). Produktami
reakcji katalizowanej przez poszczeg6lne lipok-
sygenazy sa kwasy: 5-hydroperoksyeikozatetra-
enowy (5-HPETE), 8-hydroperoksyeikozatetra-
enowy (8-HPETE), 12-hydroperoksyeikozatetra-
enowy (12-HPETE) i 15-hydroperoksyeikozate-
traenowy (15-HPETE). Typ leukocytamy 12-li-
poksygenazy (L-12LOX) obok gtéwnego pro-
duktu jakim jest 12-HPETE, katalizuje takze syn-
teze 10-15% 15-HPETE. 15-lipoksygenaza obok
15-HPETE Kkatalizuje takze synteze 10-15%
12-HPETE.
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s -HETE), natomiast kwasu linolowego — do kwa-
sow 13- i 9-hydroksyoktadekadienowego (13- i
9-HODE). 12-lipoksygenaza typu ptytkowego
(P-12LOX) utlenia kwas arachidonowy do 12- i
s-HETE, a kwas linolowy do 13- i 9- HODE.
12(S)-lipoksygenaza typu naskorkowego (e 12-LOX)
katalizuje reakcje monospecyficzng z kwasem ara-
chidonowym, ale kwas linolowy utlenia z kolei do
13- i 9-HODE, przy czym sa to prawie wytgcznie
S-enancjomery [3, 46].

s -HETE, uboczny produkt 12(S)-lipoksygenazy
typu ptytkowego, jest R enancjomerem. Natomiast S
enancjomer s -HETE jest ubocznym produktem typu
leukocytarnego 12(S)-LOX. 9-HODE jest R-enan-
cjomerem w reakcji katalizowanej przez lipoksyge-
naze typu ptytkowego i naskdrkowego, natomiast
S-enancjomerem w reakcji katalizowanej przez en-
zym typu leukocytarnego.

Stereochemia produktow 12-lipoksygenaz typu
ptytkowego i naskdrkowego wynika z przestrzenne-
go utozenia substratu w miejscu wigzagcym obu enzy-
moéw. Produkty reakcji enzymu typu leukocytarnego
12-LOX Swiadczg o odwrotnej orientacji przestrzen-
nej lub izomeryzacji rotacyjnej wokdt ditugiej osi
substratu [46].

Obecnie wiadomo, ze R-lipoksygenazy tworzace
produkty bedgce lustrzanym odbiciem produktéw o
konfiguracji S, sg takze szeroko rozpowszechnione.
Znajdowane sg wsrod bezkregowcow wodnych iro-
§lin, a ostatnio stwierdzono ich wystepowanie u ludzi
[2, 27]. Sekwencje aminokwasowe R-lipoksygenaz
oraz rozmieszczenie statych ligandow zelaza sg iden-
tyczne jak w S-lipoksygenazach roslinnych i zwie-
rzecych [49]. Dotychczas nie wyjasniono jakie czyn-
niki odpowiadajg za stereospecyficzno$¢ R-lipoksy-
genaz.

Izoenzym sojowej lipoksygenazy L-l jest
15-lipoksygenazg, ktéra podczas pierwszej reakcji
oksygenacji, katalizuje powstanie z kwasu arachido-
nowego jedynie 15(S)-HPETE, w przeciwienstwie
do innych izoenzymdw sojowych czy 15-lipoksyge-
nazy typu retikulocytarnego ssakow. Jednak sojowa
L-1 moze takze katalizowa¢ specyficzng 5S i S
oksygenacje. Poczatkowy produkt - 15-HPETE, jest
przez nig oksygenowany do specyficznych, podwdj-
nie utlenionych produktéw: 5S, 15S-di-HPETE oraz
s S, 15S-di-HPETE. Reakcja ta zachodzi jednak ze
znacznie mniejszg predkoscig [2]. Ten sam enzym,
przypuszczalnie w tym samym miejscu aktywnym,
zdolny jest zatem do katalizowania stereospecyficz-
nej reakcji: 15S-, 5S- i s S- lipoksygenazowej.

Ludzka retikulocytarna 15-LOX (15-LOX-1) ijej
zwierzece odpowiedniki tworzg mieszanine produk-
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tow 12-HPETE i 15-HPETE. Prawdopodobnie klu-
czowaq role w kontroli kolejnych reakcji oksygenacji
petni usytuowanie substratu w centrum aktywnym
enzymu.

Ptytkowa P-12LOX ro6zni sie od leukocytarnej
L-12LOX specyficznoscia substratowa. Typ ptytko-
wy 12-LOX zuzywa do syntezy 12(S)-HPETE pra-
wie wytgcznie kwas arachidonowy (AA) uwalniany
z puli glicerofosfolipidéw btonowych. Natomiast typ
leukocytarny 12-LOX posiada szerokg specyficz-
nos$¢ substratowga reagujac z 18 i: . -weglowym i, nie-
nasyconym i kwasami ttuszczowymi tak samo wydaj-
nie jak z AA [2].

Kwasy arachidonowy i linolowy majg wartosci
pKapomiedzy 7 is [51], a zatem w fizjologicznym
pH sag one zaledwie czeSciowo zjonizowane i catko-
wicie nierozpuszczalne w wodzie. W tych warun-
kach, wolne kwasy ttuszczowe uwalniane przez lipa-
ze majg niewielkg tendencje do opuszczania btony,
chyba, Zze w potgczeniu z nos$nikiem. Kwasy
ttuszczowe w bionach majg swoje tancuchy weglo-
wodorowe zwr6cone w kierunku hydrofobowej dwu-
warstwy, a ich bardziej polarna grupa karboksylowa
(zjonizowana lub nie zjonizowana) skierowana jest
w kierunku $rodowiska wodnego lub taczy sie wigza-
niem estrowym z fosfolipidami.

W badaniach nad wykorzystaniem substratow
przez lipoksygenazy stwierdzono, ze izoenzymy so-
jowe L-lI i L-2 nie metabolizujg wolnych kwasow
ttuszczowych zmieszanych z fragmentami bton bio-
logicznych. Z kolei enzym L-2 (ale nie L-I) utlenia
kwasy ttuszczowe estrdw btonowych [2]. Natomiast
aktywnos$é 15-LOX ssakéw w stosunku do wolnych
kwaséw ttuszczowych jest wieksza w obecnosci
fragmentéw bton [52]. Enzym ten metabolizuje takze
substraty  zestryfikowane [2]. Lipoksygenazy
e-12(S)-LOX i 12(R)-LOX wykazujg stabg aktyw-
no$¢ w stosunku do wolnego kwasu arachidonowego
oraz linolowego — znacznie lepiej metabolizujg te
kwasy w postaci zestryfikowanej [29].

Wiekszos$¢ lipoksygenaz znajduje sie w cytopla-
zmie. Wymagajg wiec dostepu do substratu ulokowa-
nego w hydrofobowym $rodowisku btony. Prawdo-
podobnie istotng role w pozyskaniu i wigzaniu sub-
stratu odgrywa stata (3-beczutkowata domena lipok-
sygenaz [43].

Jedynie w przypadku 5-LOX doktadnie poznano
procesy poprzedzajace witasciwg reakcje utleniania
AA. 5-LOX znajduje sie gtdwnie w cytoplazmie nie-
pobudzonych neutrofilow (PMN), a takze w jadrze
makrofagéw [48]. Pobudzenie tych komérek prowa-
dzi do przemieszczenia 5-LOX w kierunku btony
jadrowej ijej potaczenia z FLAP (biatkiem akty-
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wujacym 5-lipoksygenaze). FLAP odgrywa jedno-
czesnie role biatka przenoszgcego kwas arachidono-
wy oraz eksponujgcego substrat 5-lipoksygenazie na
btonie jadrowej leukocytu [2], Biatko tojest homolo-
giczne z syntaza leukotrienu C. i mikrosomalng
transferazg glutationu, chociaz samo nie posiada ak-
tywnos$ci enzymatycznej [3, 53]. Inhibitor MKsss
wigze FLAP i blokuje produkcje leukotrienéw za-
réwno z egzogennego jak i endogennego kwasu ara-
chidonowego w komérkach leukocytéow. Inhibitor
ten jest nieaktywny w komdrkach uszkodzonych
oraz wobec 5-LOX wyizolowanej z komorki. FLAP
wydaje sie by¢ biatkiem unikalnym. Do tej pory, w
przypadku zadnej innej oksygenazy kwasow
ttuszczowych nie zostato odkryte biatko o rownowa-
znej roli w przenoszeniu substratu. Niedawno ziden-
tyfikowano trzy dodatkowe biatka wspotdziatajgce z
5-LOX, jednak ich znaczenie dla tego enzymu nie
zostato jeszcze wyjasnione [54].

Istotnym jest pytanie, czy dochodzi do przeniesie-
nia substratu (np. AA) ze szlaku lipoksygenazowego
na cyklooksygenazowy (i odwrotnie) oraz zjednej li-
poksygenazy na drugg. Wyniki uzyskane przez
Funka i wsp. podczas inkubacji makrofagéw
otrzewnowych z zymosanem lub w trakcie pobudza-
nia komorek tucznych pochodzenia szpikowego
(BMMC) jonoforem A23187 w warunkach in vitro,
nie wskazujg na przesuniecie substratu w kierunku
syntezy eikozanoidéw powstajagcych przy udziale
cyklooksygenazy: PGE:. lub PGD. (pomiaru dokona-
no metodg GC-MS) [3]. Natomiast Goulet iwsp.
zaobserwowali 2-3 krotny wzrost wydzielania PGE:
i TXB: przez makrofagi otrzewnowe stymulowane
przez jonofor A23187 (oznaczenia wykonano me-
todgradioimmunologiczng) [55]. Z kolei Calzada
i wsp. stwierdzili, ze ptytki poddane dziataniu nano-
molarnych stezen 12(S)-HPETE w obecnosci $lado-
wych ilosci kolagenu znaczgco zwiekszaty synteze
TXB2 W komadrkach tych istotnie wzrastato stezenie
endogennego kwasu arachidonowego [56].

W komoérkach, w ktérych obecne sg dwie rézne li-
poksygenazy, brak aktywno$ci enzymoéw jednego
szlaku metabolizmu kwasu arachidonowego moze
prowadzi¢ do wzmozenia jego metabolizmu na dru-
gim szlaku, prawdopodobnie w wyniku przeniesienia
substratu. Stwierdzono jednak, ze ukierunkowanie
metabolizmu AA na szlak L-12LOX w makrofagach
uzyskanych od myszy nie posiadajgcych 5-LOX
(S-LOX'7) moze budzié¢ watpliwosci. Natomiast prze-
suniecie w strone przeciwng (w kierunku 5-LOX u
myszy pozbawionych L-12LOX) jest mozliwe pod
warunkiem, ze makrofagi bedg dysponowaty kwasem
arachidonowym pochodzenia egzogennego [3].
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V. Rola lipoksygenaz

V-1. Tworzenie biologicznych mediatoréw
i czgsteczek sygnatowych

Rola ta polega na wykorzystaniu wolnych kwa-
sow ttuszczowych do syntezy specyficznych hydro-
nadtlenkéw, czyli substancji petnigcych funkcje sy-
gnalizacyjne u ros$lin: kwasu ialdehydu jasmonowe-
go [13] i leukotrienow lub lipoksyn u kregowcéw
[57-59],

U ludzi aktywna 5-LOX leukocytéw produkuje
5-HPETE i LTA4, zapoczatkowujgc synteze dalszych
pochodnych: 5-HETE i LTC., D. i E. (Tabela 2). Pro-
dukty 5-LOX odgrywajg istotng role w patogenezie
astmy i zapalenia dr6g oddechowych na tle alergicz-
nym. Leukotrieny peptydylowe (LTC., Ds i E4) sgsil-
nymi zwigzkami zwezajacymi oskrzela [3].

Wydaje sie, ze nadreaktywno$¢ drég oddecho-
wych niejest wynikiem bezposredniego wptywu leu-
kotrienéw peptydylowych na mie$nidwke gtadka
drég oddechowych [3]. Prawdopodobnie produkty
5-LOX moga zmieniaé niespecyficzng reaktywnos$é
drég oddechowych poprzez nasilenie obrzeku,
wptyw na produkcje cytokin lub poprzez zwieksze-
nie naptywu komdrek zapalnych (dziatanie chemo-
taktyczne). Wptywajg one posrednio na miesnidwke
gtadka (powodujac jej przerost) i nabtonek oddecho-
wy, prowadzac do przebudowy drég oddechowych.

U myszy pozbawionych 5-LOX" zaobserwowano
mniejszg eozynofilie zarowno w obrebie drég odde-
chowych jak iinnych tkanek. W modelu zwierzecym
zapalenia natle alergicznym (mysz), komorki tuczne
oraz substancje produkowane przez pobudzone
eozynofile sg zaangazowane w rozwdéj nadreaktyw-
nosci drég oddechowych [60, 61].

Istnieje poglad, ze produkty 5-LOX zmieniajg im-
munologiczne funkcje komorek [3]. Jednakze bada-
nia powierzchniowych markeréw komdérek $ledzio-
nowych T i B (CD3, CD4 i CD220) nie wykazaty
zadnych znaczacych r6znic ani w liczbie ani w budo-
wie tych komorek. Nie stwierdzono rowniez zadnych
zmian w budowie najwazniejszych narzagdow limfa-
tycznych, prekursoré6w  tymocytow  (obydwu
CD4'CD8" iCD4+CD8+) ani r6znych klas tymocytéw
[3]. Konieczne sg zatem badania dla ustaleniajedno-
znacznej funkcji  immunologicznej produktéw
5-LOX.

Leukotrieny zwigzane z mielopoezg oraz czynni-
kami stymulujagcymi tworzenie kolonii komoérek
szpikowych badano przy uzyciu inhibitoréw 5-LOX
[3]. LTB4 podobnie jak PGE. moduluje hematopoeze
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Tabela 2

Funkcje lipoksygenaz

Lipoksy-
genaza

5-LOX

P-12LOX

L-12LOX

el2-LOX

15-LOX

12/15-
LOX

Produkt
powstajacy z
kwasu
arachidonowego

5-HETE,
leukotrieny (LTA4,
1tb4, 1t¢4 LTDY

12-HPETE
12-HETE

12-HPETE
12-HETE

12-HPETE
12-HETE

15-HPETE
15-HETE

12-HPETE
15-HPETE
12-HETE
15-HETE

Rola fizjologiczna

modulowanie
hcmatopoczy poprzez
udziat we wzroscie
komorek
progenitorowych erytro i
mielopoezy, pobudzenie
produkcji cytokin,
wspétdziatanie

z czynnikiem
aktywujgcym ptytki
(PAF)

modulowmnie
neurotransmisji,
pobudzanie wydziela-
nia aldosteronu,
pobudzanie adhezji
komorek i angiogcnczy,
wzrost wydzielania
glukagonu
modulowanie
wydzielania insuliny,
regulacja transportu
glukozy' w migéniu
sercowym
kontrolowanie
prawidtowej czynnosci
naskorka, wystepuje we
wczesnym okresie
rozwoju osobniczego
(funkcja nieznana)
dojrzew anie retikulo-
cytéw, dojrzewanie
kcratynocytéw, rozw'éj
soczcwkowatych
komoérek nabtonka
czynno$¢ makrofagow,
fagocytoza, funkcje
bakteriobéjcze

Patologia’

zapalenie (wzrost
przepuszczalno$ci naczyn,
dziatanie chemotaktyczne
na neutrofile i eozynofile,
wplyw na komérki tuczne
- wyzwalanie zjawiska
nadreaktywnosci),
zwezenie oskrzeli, zmiana
funkcji immunologicz-
nych komérek,
wzbudzanie reakcji
wczesnej i opéznionej
nadwrazliwosci na
antygeny parazytow',
zwezenie naczyn
wiencowych

nadcisnienie pierwotne,
zapalenie stawo6w,
nowotwory okreznicy,
prostaty, sutka, trzustki,
zotadka, skéry

anemia sierpowata,
zapalenie, zakrzcpica,
pobudzenie wzrostu
fibroblastow migsnia
sercowego

tuszczyca i inne
dcrmalozy

miazdzyca (oksydacyjna
modyfikacja LDL)

zapalenie, miazdzyca
(oksydacy jna mody-
fikacja LDL)

PiSmien-
nictwo

[3,61,62,92,
95]

[2.6, 26,
28,30,37, 64,
68, 69,
71, 72]

[3, 73-76,
93,961

[3,16]

2, 3, 80,
83, 84]

[2, 10, 85-91)

* Stany patologiczne, w przebiegu ktérych stwierdzono zwigkszone aktywnosci poszczeg6lnych lipoksygenaz

u ludzi poprzez udziat we wzroscie komérek proge-
nitorowych erytro- i mielopoezy [62-64].

Makrofagi pecherzykowe, makrofagi otrzewnowe
i komorki tuczne, czyli komorki biorgce udziat w
procesach zapalnych posiadajg 5-LOX i syntetyzujg
leukotrieny z endogennego i egzogennego kwasu
arachidonowego [3]. Leukotrien B. (LTB4) jest jed-
nym z najsilniejszych czynnikéw chemotaktycznych
dla granulocytéw obojetnochtonnych (PMN).

Eozynofile i komoérki tuczne sg kluczowymi ko-
moérkami w reakcji obronnej gospodarza przed pa-
sozytami, w czym uczestniczg leukotrieny syntety-
Produkty

zowane i uwalniane przez te komdrki.
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5-LOX sg zaangazowane w reakcje wczesnej i op6z-
nionej nadwrazliwos$ci na antygeny pasozyta, proli-
feracje komorek S$ledziony, wydzielanie cytokin
(gtéwnie interferonuy oraz interleukiny 4) oraz poja-
wienie sie eozynofili w wysieku otrzewnowym. Pro-
dukty 5-LOX sg waznymi, chociaz nie gtownymi
czynnikami uwalnianymi podczas ostrego zapalenia
w odpowiedzi na zakazenie pasozytnicze [3]. W tej
sytuacji produkowane sa takze cytokiny Th2, ktore
wspolnie z IL-4 biorg udziat w usuwaniu niektorych
pasozytoéw z organizmu gospodarza, przy czym do
reakcji tej potrzebna jest takze obecnos$é produktédw
5-LOX. Prawdopodobnie IL-4 moduluje odpowiedz
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cholinergiczng mieéni gtadkich jelita cienkiego za
posrednictwem komdrek tucznych i mechanizmu za-
leznego od leukotrienu D. [65].

Listeria monocytogenes jest Gram-dodatnig bak-
terig, umiejscawiajaca sie wewngtrzkomérkowo w
komérkach Kupffera, hepatocytach i makrofagach
Sledzionowych, wywotujgcg nacieczenie granulocy-
tami, a nastepnie monocytami [3]. Produkty 5-LOX
sg wazne dla zapoczatkowania odpowiedzi immuno-
logicznej na zakazenie L. monocytogenes, by¢ moze
przez nasilanie gromadzenia sie komdrek (np. PMN)
w miejscach infekcji (dziatanie chemotaktyczne) lub
poprzez wspomaganie odpowiedzi makrofagow.

Leukotrieny wspotdziatajg z czynnikiem akty-
wujacym piytki (PAF). Powoduje on uwolnienie pro-
duktéw 5-LOX, co prowadzi do $mierci myszy znaj-
dujacych sie w ostrym wstrzgsie na tle gwattownego
obnizenia ci$nienia tetniczego (ze 100 mmHg do 25
mmHg w ciggu 10 minut). Przypuszczalnie bezpo-
Srednig przyczyng ich $Smierci sg leukotrieny powo-
dujgce zwezenie naczyn wiencowych (znane
dziatanie leukotrienéw), czego konsekwencja jest
drastyczne zmniejszenie przeptywu wiericowego [3].

Lipoksyny, trihydroksylowe pochodne kwasu ara-
chidonowego, powstajgce w wyniku jego dwukrot-
nej oksygenacji katalizowanej przez rézne lipoksy-
genazy, wykazuja zblizong do leukotriendw, chociaz
stabszg aktywnos$¢ biologiczng. Antagonizujgjednak
dziatania prozapalne leukotrienéw, co moze sugero-
wac ich role jako endogennych inhibitoréow tego pro-
cesu iczynnikéw sygnalizujacych jego zakorczenie
[45]. -

Liczne biologiczne aktywnosci przypisywane
kwasom HPETE i HETE $wiadczg o tym, ze takze
one odgrywajg role jako czasteczki sygnalizacyjne.
Moga dziata¢ szybko i silnie, za posSrednictwem re-
ceptoréow lub kanatéw na powierzchni komdérki. Bio-
logiczna aktywno$¢ HETE ujawnia sie wéwczas w
zakresie stezen nanomolowych. W modulowaniu
neurotransmisji, 12-HETE ijego pochodne dziatajg
bardzo szybko [2]. 12(S)-HETE aktywuje Kkinaze
biatkowg C izajej posrednictwem dziata na komarki
efektorowe [2]. Uzasadnieniem takiego mechanizmu
dziatania jest receptor dla 12-HETE sprzegajacy
biatko G, obecny w komérkach czerniaka zto$liwego
[2].

Dziatanie produktéw lipoksygenaz moze takze
przebiega¢ wolno. Ciekawym jest, ze ptytkowa
12-LOX, przy ciggtym dostepie do substratu (AA),
moze podtrzymywa¢ powstawanie 12-HETE przez
godziny, podczas gdy ptytkowa cyklooksygenaza
odpowiada za krotkotrwaty i intensywny przyrost
stezenia produktéw oraz ich szybka inaktywacje. Na-
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suwa sie zatem wniosek, ze P-12HETE wptywa na
procesy trwajace dtuzej niz agregacja ptytek, w kto-
rej bierze udziat pochodna kwasu arachidonowego,
produkt dziatania cyklooksygenazy ptytkowej -
tromboksan A. (TXA2).

Zwigzki powstajgce przy udziale P-12LOX:
12(S)-HPETE i 12(S)-HETE, sg biologicznie aktyw-
nymi metabolitami, posSredniczacymi m. in. w inicjo-
wanym przez angiotensyne Il wewnatrzkomdrko-
wym przemieszczeniu wapnia w komdrkach mie-
sniowki gtadkiej naczyn u szczurow. Wedtug ostat-
nich doniesien, u szczuréw z samorzutnym nadci$-
nieniem wzmaga sie produkcja plytkowego
12(S)-HETE. Wykazano réwniez wzrost stezenia
12(S)-HETE oraz biatka P-12LOX u pacjentow z
pierwotnym nadci$nieniem tetniczym [64, s+ ]. Wia-
domo réwniez, ze P-12HETE wptywa na zalezng od
angiotensyny Il sekrecje aldosteronu przez komarki
warstwy kiebkowatej kory nadnerczy [3].

Wysoka aktywnos$¢ P-12LOX stwierdzono takze
w wielu liniach komdrek rakowych m. in. okreznicy,
prostaty, sutka itrzustki. Obecnie prowadzi sie bada-
nia nad ekspresjg P-12LOX oraz jej wpltywem na
proliferacje i przezycie komorek dwoch linii ludz-
kiego raka zotgdka (AGS i MKN-28). RT-PCR iwe-
stern biot, odpowiednio wykazujg obecno$¢ mRNA
dla P-12LOX oraz ekspresje biatka w obydwu li-
niach komdérkowych. Leczenie inhibitorem 12-LOX
- baicaleing, znaczaco hamowato proliferacje komo-
rek nowotworowych. Natomiast podanie 12-HETE
odwracato efekt baicaleiny. Ponadto, inhibitor
P-12LOX powodowat apoptoze komorek raka
zotgdka [13, 67].

P-12HETE utatwia inwazje i przerzuty nowotwo-
rowe poprzez zmniejszanie adhezji i wzmaganie ru-
chliwos$ci komorek nowotworowych, a takze nasila-
nie proces6w angiogenezy isekrecji proteinaz [, 25,
36]. W raku prostaty u ludzi, poziom ekspresji
P-12LOX koreluje z fazg nowotworu [26]. Ptytkowa
12-LOX w ludzkich komérkach raka prostaty PC3
stymuluje wzrost nowotworu, gtéwnie poprzez po-
budzanie angiogenezy [30, ss, 69]. Dobrym wska-
Znikiem rozwoju iwzrostu niektérych postaci nowo-
twordéw jest takze 15-LOX-1 [70].

Angiogeneza, czyli tworzenie nowych naczyn z
juz istniejacych naczyn krwinosnych, jest wieloeta-
powym procesem obejmujgcym kietkowanie naczy-
nia, migracje komadrek srédbtonka, proliferacje ir6z-
nicowanie naczynia. Eikozanoidy wykazujg duzg ak-
tywnos$¢ biologiczng wobec komoérek srodbtonka na-
czyniowego. Stwierdzono, ze do stymulacji prolife-
racji komorek srdodbtonka, ich migracji i réznicowa-
nia naczynia in vitro oraz angiogenezy in vivo, wy-
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magana jest miedzy innymi aktywnos$é P-12LOX
[25]. 12(S)-HETE moze bezposrednio pobudza¢ ko-
morki srédbtonka, ich mitogeneze, migracje i po-
wierzchniowg ekspresje integryny av(33, ktdra jest
zaangazowana w procesy mitogenezy. Wyniki badan
sugeruja mozliwos¢ uzycia inhibitorow w choro-
bach, w przebiegu ktérych dochodzi do wzmozonej
angiogenezy, takich jak niektére choroby nowotwo-
rowe, czy zapalenie stawéw [25, 71].

12-LOX typu ptytkowego wzmaga wydzielanie
glukagonu przez komorki a wysp trzustkowych u
szczuréw. Natomiast hepoksylina, bedaca pochodng
szlaku leukocytarnej 12LOX posredniczy w zale-
znej od glukozy sekrecji insuliny [3, 72]. Wzrost ak-
tywnosci L-12LOX ma miejsce w przypadkach za-
mkniecia Swiatta naczynia w przebiegu anemii sier-
powatej, zapaleniu i zakrzepicy [73-75].

Typ naskérkowy 12-lipoksygenazy (e-12LOX)
odgrywa role w prawidtowej czynnosci naskdrka [3].
Prawidtowa ludzka skora posiada zdolno$¢ do synte-
zy niewielkich ilosci 12S-HETE i 12R-HETE, pod-
czas gdy znacznie wyzsze stezenia, przede wszyst-
kim 12R-HETE, stwierdza sie w przypadkach
tuszczycy iwielu innych zapalnych typach dermatoz
[10]. Typ naskorkowy 12-lipoksygenazy (e-12LOX)
odgrywa takze blizej nieokreslong role we wcze-
snym okresie rozwoju osobniczego [3].

Funk iwsp. wykazali obecno$¢ mRNA ludzkiej
12R-lipoksygenazy w transformowanych komor-
kach linii limfocytéw B, chociaz odpowiadajgca jej
aktywnos$¢ enzymatyczna nie byta wykrywana [47].
Pdzniejsze badania wykazaty obecno$¢ 12R-LOX w
ludzkich migdatkach [27]. Funkcja 12R-LOX w mig-
datkach niejestjasna. By¢ moze 12(R)-HETE wska-
zuje na ostabienie prozapalnej aktywnos$ci komadrek
w nich wystepujacych [76].

Sposréd wszystkich dotychczas poznanych lipok-
sygenaz ssakéw jedynie 12/15-LOX posiada zdol-
no$¢ bezposredniego utleniania estrow lipidowych
nawet wtedy gdy sg one zwigzane z btonami czy wy-
stepujg w obrebie lipoprotein [77, 78]. Wiadomo
réwniez, ze 12/15-LOX umozliwia wypetnianie pra-
widtowych czynnosci przez makrofagi (fagocytoza i
funkcja bakteriobdjcza) [2, 12, 79].

V-2. Modyfikacja struktury bton (reakcje
peroksydaciji)

Typowym jest tutaj zwigzek lipoksygenaz z meta-
bolizmem zestryfikowanych substratéw i czesto wy-
twarzanie mieszanin hydronadtlenkdéw. Struktura
produktéw hydronadtlenkowych nie jest tu tak istot-
na, jak wywotywanie przez nie zmian w strukturze
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bton i powodowanie wtérnej oksygenacji (peroksy-
dacji lipidéw btonowych katalizowanej enzymatycz-
nie). Koncepcja zaktadajgca, ze lipoksygenaza moze
utlenia¢ lipidy btonowe i wywotywa¢ w komdrce
zmiany strukturalne, prowadzgce do degradacji orga-
nelli wewnatrzkomorkowych, byla pierwotnie roz-
wijana w odniesieniu do 15-LOX retikulocytow ssa-
kow ijej potencjalnej roli w dojrzewaniu erytrocy-
tow [2, 3]. W analogiczny spos6b 15-LOX moze by¢
zaangazowana w procesy dojrzewania keratynocy-
téow i rozwdj soczewkowatych komdrek nabtonko-
wych. Podobne koncepcje, w odniesieniu do roli li-
poksygenaz w procesach dojrzewania i starzenia sie,
rozwijaty sie niezaleznie w literaturze fachowej do-
tyczacej roslin [2 ].

Obecnos$¢ 15-LOX w komorkach piankowatych,
moze $Swiadczy¢ posrednio o roli, jakg ta lipoksyge-
naza petni w rozwoju zmian miazdzycowych [3, 80,
81]. 12/15-LOX bierze udziat w oksydacyjnej mody-
fikacji czastek LDL, procesie o kluczowym znacze-
niu w zapoczgtkowaniu rozwoju miazdzycy [78, 82,
83], W badaniach in vitro stwierdzono, ze w procesie
oksydacji LDL bierze udziat 12/15-LOX obecna w
monocytach i makrofagach [82, 84-86]. 12/15-LOX i
utlenione kwasy ttuszczowe wystepujg w zmodyfi-
kowanych oksydacyjnie czgstkach LDL [83, 87-89].
Oksydacja LDL powoduje ich przeksztatcenie w for-
my aterogenne inasilenie procesow miazdzycowych
[3, 78]. Stwierdzono, ze zniszczenie genu dla
12/15-LOX zmniejsza miazdzyce u myszy pozba-
wionych apoE, a nadmierna ekspresja tego genu na-
sila miazdzyce u myszy z wadliwym receptorem dla
LDL [90].

V-3. Mobilizacja metabolizmu lipidowego

Lipoksygenazy katalizujgce utlenianie nienasyco-
nych kwaséw ttuszczowych zestryfikowanych w
triacyloglicerolach, biorg udziat w procesach kietko-
wania u roslin oleistych [91]. Po specyficznej kon-
wersji do 13-hydroksyestrow kwasy ttuszczowe stajg
sie dostepne dla procesu (3-oksydacji oraz wykorzy-
stania jako zrodta energii dla rozwijajgcego sie za-
rodka. Rownowazna funkcja nie zostata opisana u
zwierzat. Wciagz jeszcze brakuje uzasadnienia dla
wysokiej aktywnosci lipoksygenaz w zwierzecych
oocytach. By¢ moze umozliwiajg one wykorzystanie
zapasow lipidowych przez rozwijajacy sie zarodek

[2].
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Budowa 1 rola biatka tau

Tau protein, structure and roles

MARTA BAKSALERSKA-PAZERAL GRAZYNA NIEWIADOMSKA?2

Spis tresci:

1. W step
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V. Fosforylacja biatka tau

V1. Defosforylacja biatka tau

VI1l. Hiperfosforylacja tau i tworzenie sie¢ PHF

VI1Il. Rola biatka tau w chorobie Alzheimera

IX. Tauopatie — zespoty otepienne zwigzane z
nieprawidtowa przemiang biatka tau

X. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: AD — choroba Alzheimera
(ang. Alzheimer 'sdisease); APP — biatko prekursorowe amylo-
idu (ang. amyloidprecursorprotein); CaMPK Il — kinaza zale-
zna od jonoéw Ca2+i kalmoduliny (ang. Ca2/calmodulin-depen-
dentprotein kinase Il); CBD — zwyrodnienie korowo-podstaw-
ne (ang. corticobasal degeneration); cdk2, cdk5 — kinazy cy-
klinozalezne (ang. cyclin-dependent kinases); FTD — otepienie
czolowo-skroniowe (ang.frontotemporal dementia); FTDP-17
— otepienie czolowo-skroniowe i parkinsonizm kodowany
przez gen zlokalizowany w chromosomie 17 (ang.frontotempo-
ral dementia and parkinsonism linked to chromosome 17); fyn
— niereceptorowa kinaza tyrozyny; GSK3 — kinaza syntazy
glikogenowej 3 (ang. glycogen synthase kinase 3); kinazy MAP
— kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (ang. mitogen ac-
tivated protein kinases); MAP — biatka zwigzane z mikrotubu-
lami (ang. microtubule associated proteins); MARK — kinazy
regulujagce powinowactwo do mikrotubul (ang. Microtubule- af-
finity regulating kinase); mRNA — informacyjny RNA (ang.
messenger RNA); MTOC — ,0érodki organizacji mikrotubul”
(ang. microtubule organizing centers); NT — sploty wiokienek
nerwowych (ang. NT — neurofibrillary tangles); PDPK — Ki-
nazy zalezne od proliny (ang. proline-directed protein kinases);
PHF — parzyste spiralnie skrecone wiékienka (ang. paired heli-
calfilaments); PiD — choroba Picka (ang. Picks disease); PKA
— kinaza zalezna od cykicznego AMP (ang. cyclic-AMP-depen-
dent kinase); PLC — fosfolipaza C, PP1, PP2A, PP2B, PP2C —
biatkowe fosfatazy; Pro — prolina, PSP— postepujgce poraze-
nie ponadjagdrowe (ang. progressive supranuclear palsy); R —

1M gr,2dr, Zaktad Neurofizjologii, Instytut Nenckiego PAN w
Warszawie, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa; e-mail: mbak-
sal@nencki.gov.pl
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domeny wigzania biatka tau z mikrotubulami; Ser — seryna; SH3
— domena homologii z biatkami Src (ang. Src homology doma-
in); Src -niereceptorowa kinaza tyrozyny; Thr — tyrozyna.

I. Wstep

Biatko tau jest biatkiem cytoplazmatycznym, ktd-
rego gtowng fizjologiczng funkcjgjest udziat w pro-
cesach polimeryzacji tubuliny i stabilizacji mikrotu-
bul. Badania nad budowg irolg biatka tau sg wazne z
uwagi najego znaczenie dla funkcjonowania cytosz-
kieletu komdrek nerwowych. Szczegdlnego znacze-
nia nabraty one, gdy okazato sie, ze nieprawidtowa
przemiana biatka tau ma zwigzek z chorobg Alzhe-
imera oraz z wieloma innymi chorobami uktadu ner-
wowego zwanymi zespotami otepiennymi typu tauo-
patii. Jak wykazano, nadmierna fosforylacja biatka
tau zmniejsza jego powinowactwo do mikrotubul i
zapoczatkowuje proces jego polimeryzacji we
witokna. Uniemozliwia to wigzanie sie biatka tau z
mikrotubulami, wskutek czego zaburzeniu ulega
struktura cytoszkieletu i wewnetrzny transport ko-
mdérkowy. Wysoko ufosforylowane biatko tau jest
gtéwnym sktadnikiem wewngtrzkomoérkowych, pa-
rzystych spiralnie skreconych witokienek (PHF, ang.
paired helicalfilaments). Sg to struktury patologicz-
ne, ktore ulegajg dalszej agregacji tworzgc sploty
widkienkowe (NT, ang. neurofibrilar tangles). Poja-
wianie sie NT w neuronach jest przyczyng zmian
neurodegeneracyjnych prowadzacych do $mierci ko-
morek w chorobie Alzheimera. Gesto$¢ splotow
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wiékienkowych koreluje z rozmiarami zaburzen
wywotanych ta chorobg. Zaburzenia w przemianie
biatka tau sg takze jedngz najczestszych przyczyn in-
nych zespotéw otepiennych zwigzanych z wiekiem.
Choroby te powodujg znaczgcy spadek funkcji inte-
lektualnych i upos$ledzenie podstawowych funkcji
zyciowych. Stopniowe narastanie objawow otepie-
nia, tj. zespotu psychopatologicznego, w ktérym za-
burzone sg wyzsze funkcje kory mézgowej, powodu-
je pogorszenie pamieci krotkotrwatej oraz diugoter-
minowej pamieci semantycznej (szczeg6lnie werbal-
nej). Pamieé dawna jest stosunkowo dobrze zacho-
wana, az do pdéznych stadiéw choroby. Objawem
choroby jest takze upo$ledzenie mys$lenia, orientacji,
rozumienia, liczenia, mowy ioceny (np. samokryty-
cyzm). Uszkodzeniu funkcji poznawczych towarzy-
szy zwykle obnizenie kontroli nad reakcjami emo-
cjonalnymi i spotecznymi oraz zachowaniem i moty-
wacjg (spadek apetytu i libido), czesto prowadzace
do depresji i frustracji. Niektérym tauopatiom towa-
rzyszg takze symptomy choroby Parkinsona, pole-
gajace na zaburzeniu aparatu mie$Sniowo-ruchowego
organizmu. W miare rozwoju choroby pacjenci nie sg
w stanie wypetniaé samodzielnie podstawowych
czynnosci fizjologicznych i wymagaja statej opieki.
Ostatecznie choroby te prowadzg do $mierci dotknie-
tych nimi oséb.

1. Udziat biatka tau w transporcie
aksonalnym

Transport aksonalny zachodzi w duzej mierze
przy udziale aparatu mikrotubularnego aksondw.
Elementy komorkowe sg transportowane po mikro-
tubulach przez biatka motoryczne nalezgce do
dwdch nadrodzin: kinezyn i dynein. Wykazujg one
odmienne preferencje kierunku ruchu. Kinezyny we-
druja na ogét w kierunku zakoniczen aksonalnych, a
dyneiny w kierunku ciata perykarionu [1-3]. Nato-
miast strukture cytoszkieletu aksondéw i dendrytow
tworzg gtéwnie tubulina, biatka neurofilamentéw,
biatka zwigzane z mikrotubulami MAP (ang. micro-
tubule associated proteins) oraz aktyna i biatka
przytaczajgce sie do aktyny [4]. Tubulinajest hetero-
dimerem ztozonym z a- i [3-tubuliny, ktére uktadajg
sieg w postaci rureczek zwanych mikrotubulami. Ba-
dania in vitro wykazaly, ze wysoce oczyszczona i w
petni zdysocjowana tubulina polimeryzuje w mikro-
tubule [5]. Tubulina w mikrotubulach ulega polime-
ryzacji na koncu (+) i depolimeryzacji na koncu (-).
Tworzenie mikrotubul odbywa sie w ,,0rodkach or-
ganizacji mikrotubul” MTOC (ang. microtubule or-
ganizing centers). Znana jest réwniez y-tubulina,
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ktéra wchodzi w sktad MTOC [¢]. Mikrotubule sg
jednym ze sktadnikow cytoszkieletu komdrkowego.
Przenikajg one komorke, utrzymuja jej ksztalt, sg
réwniez szlakami transportu pecherzykéw, organelli
i substancji odzywczych. Stabilno$¢ mikrotubul w
komoérce zapewniajg biatka nalezace do rodziny
biatek zwigzanych z aparatem mikrotubularnym ak-
sonéw (ang. microtubule-associated proteins,
MAPs). Jednym z takich biatek jest biatko tau, ktére
przytacza sie do tubuliny poprzez swoje domeny
wigzania z mikrotubulami, dzieki czemu tubulina po-
zostaje w stanie spolimeryzowanym.

I1l. Synteza biatka tau

Biatko tau jest biatkiem rozpuszczalnym, ktére w
normalnych warunkach przytgcza sie do mikrotubul
[4,7]. Gen kodujacy ludzkie biatko tau zajmuje okoto
100 Kb na dtuzszym ramieniu chromosomu 17 w po-
zycji 17921 izawiera 16 egzondéw [s] (Ryc.l). Anali-

Gen kodujacy el 1 23 44A5 678 9 10 1112 13 14
ludzkie biaiko tau -0 T IH E K II11M I K jO 1h
l Transkrypcja

RS WW

1 123 4 5 7 9 10111213 14
l Alternatywne skladanie

v bi / KRR
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M D rUga inse era (zmodyfikowano wg. Buee at al.,2000)

Ryc. 1. Gen kodujacy ludzkie biatko tau zawiera 16 egzonéw. W wyniku
transkrypcji dochodzi do powstania pierwotnego transkryptu
tau. Egzony 1,4,5,7,9,11,12,13, to egzony konstytujace czyli
ksztattujace pierwszorzedowa strukture biatka. W wyniku alter-
natywnego skfadania produktéw' egzonéw 2, 3 i 10 powstaja
izoformy biatka tau. U ludzi zidentyfikowano 6 izoform biatka
tau, ktére réznig sie miedzy sobg liczbg aminokwaséw w tancu-
chu (352, 381, 383, 410, 412, 441) jak réwniez obecnoscig in-
sercji i domen wigzania z mikrotubulami (R1-4).
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za restrykcyjna i sekwencjonowanie genu wykazaty
obecno$¢ dwoch wysp CpG, z ktorych jedna zwigzana
jest z obszarem promotora, a druga z egzonem 9 [9].
Transkrypcja tau mRNA obejmuje 16 egzonow, ale
trzech z pos$rod nich nigdy nie znaleziono w mRNA
ludzkiego mézgu. Sato egzony 4A, s is, charaktery-
styczne dla obwodowej izoformy biatka tau. Egzon
4A jest dtugim egzonem, ktory generuje dodatkowa
sekwencje 253 aminokwasow. Egzon ten zidentyfiko-
wano nie tylko u ludzi, ale réwniez u gryzoni i
bawotéw. Izoforme biatka tau zawierajgcg sekwencje
kodowang przez egzon 4A nazwano ,,Duzym Tau”
(ang. big tau). Jego masa czgsteczkowa wynosi 130
kDa [10]. Tau mRNA zawierajacy egzon s, nie wy-
kryty w ludzkim moézgu, zidentyfikowano w mézgach
gryzoni, bawotéw i matp [11], Egzon ,,-1” (minus 1)
jest czescig promotora, ulega transkrypcji, ale nie ule-
ga translacji. Egzony 1, 4,5, 7,9, 11, 12 i 13 sgegzo-
nami konstytujgcymi istotnymi w ksztattowaniu Urze-
dowej struktury biatka. Egzon 14 nie ulega translacji i
wystepuje jedynie w mRNA [10,12]. Egzony 2, 3 i 10
sg charakterystyczne dla dojrzatego mézgu. Ich pro-
dukty tworzg « kombinacji opartych o wystepowanie
(+) lub brak (-) poszczegélnych produktéw w tancu-
chu biatka tau (2-,3-,10-; 2+,3-,10-; 2+,3+,10-;
2-,3-,10+; 2+,3-,10+; 2+,3+,10+) [10,12,13], W wy-
niku alternatywnego sktadania produktéw egzonéw -,
3 i 10 powstajg izoformy biatka tau.

IV. lzoformy biatka tau

U ludzi zidentyfikowano s izoform biatka tau. W
osrodkowym uktadzie  nerwowym dorostego
cztowieka wystepuje 5 izoform, ktére zawierajg od-
powiednio 381, 383, 410, 412 i 441 aminokwasow.
Izoforma biatka tau zawierajgca 441 aminokwasow
wystepuje réwniez w obwodowym uktadzie nerwo-
wym [14]. Poszczeg6lne izoformy biatka tau réznig
sie nie tylko liczbg aminokwaséw w tancuchu, ale
rowniez obecnos$cig 3 lub 4 domen wigzgcych sie z
niikrotubulami oraz lokalizacjg : lub . insercji, ktore
moga zawiera¢ od 29 do 58 aminokwaséw [4,7,15].
Dwie sekwencje zawierajgce kazda po 29 aminokwa-
séw kodowane sg przez egzony 2 i 3. Sekwencje te
nazwane zostaty insercjami i wykazujg wysoko kwa-
$ny odczyn. Znana jest réwniez ptodowa izoforma
biatka tau, ktéra zawiera 3 domeny izbudowana jest
z 352 aminokwaséw. Ptodowa izoforma biatka tau
nie zawiera insercji. Ciezar czasteczkowy izoform
biatka tau wynosi od 45 do 65 kDa [15].

N-koniec biatka tau okreslany jest jako domena
projekcyjna, poniewaz moze on reagowac z mikrotu-
bulami i innymi elementami cytoszkieletu oraz z
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btong cytoplazmatyczng [16]. Odgrywa on znaczacg
role w stabilizacji iorganizacji pewnych typow akso-
néw [17]. Biatko tau moze petni¢ role mediatora po-
miedzy mikrotubulami, a btong plazmatyczng. Inte-
rakcje takie zachodzg pomiedzy obszarem bogatym
w proline w N-koncu biatka tau, a domeng SH3 w
niereceptorowych kinazach tyrozyny rodziny src ta-
kich jak np. fyn [18]. W przeprowadzonych przez
Hwanga iwspotautordow [19] badaniach in vitro
wykazano, ze biatko tau reaguje z domeng SH3 fos-
folipazy PLC-y iwzmacniajej aktywno$¢ w obecno-
§ci nienasyconych kwasow ttuszczowych takich jak
kwas arachidowy. Reakcji tej towarzyszy obecno$¢
jonéw Ca2+ Proces tenjest w znaczacy sposéb hamo-
wany przez fosfatydylocholine. Jenkins iJohn-
son [20] wykazali asocjacje biatka tau i PLC-y bez
obecnos$ci kwasu arachidowego [20], Wyniki te
wskazuja, iz biatko tau moze odgrywac¢ role w
transdukcji sygnatu poprzez reagowanie z biatkami
takimi, jak kinazy PLC-y i Src.

Domeny odpowiedzialne za przytgczanie biatka
tau do mikrotubul zlokalizowane sg na C-koncu
tancucha, natomiast insercje znajdujg sie na N-ko-
ficu. Biatko tau przytgcza sie do mikrotubul poprzez
znajdujgce sie najego C-koncu powtarzajgce sie se-
kwencje, zbudowane z 18 aminokwasow o wysokiej
zachowawczosci sktadu aminokwasowego. Te po-
wtarzajace sie sekwencje to domeny R1-R4 kodowa-
ne przez egzony 9-12 [21]. W poszczegblnych izo-
formach biatka tau wystepujg 3 lub 4 (3R Iub 4R) do-
meny. Poszczegdlne domeny wigzania z mikrotubu-
lami rozdzielone sg przez mniej konserwatywne we-
wnetrzne domeny zbudowane z 13-14 aminokwasow
[22]. 1zoformy biatka tau wystepujgce u dojrzatych
osobnikéw i zawierajace 4R (R1-R4) efektywniej
utrzymuja integralno$é mikrotubul, niz ptodowa izo-
forma tau zawierajgca 3R (R1, R3, R4) [21,23]. Ob-
szarem najskuteczniej stymulujgcym polimeryzacje
mikrotubul jest interregion pomiedzy domenami R1 i
R2, gdzie wystepuje specyficzny peptyd
274KVQIINKK281 [24,25],

V. Fosforylacja biatka tau

Biatko tau ulega fosforylacji najczesciej w miej-
scach wystepowania seryny i treoniny. Stopien fos-
forylacji biatka tau zmienia sie wraz z rozwojem. Jej
wysoki poziom wystepuje u ptodu, po czym spada on
wraz z wiekiem. Spowodowane tojest wzrostem ak-
tywnosci fosfataz w dojrzewajacym organizmie od-
powiedzialnych za defosforylacje biatka tau [26].
Uzywajgc réznych technik, takich jak stosowanie za-
leznych od fosforylacji monoklonalnych przeciwciat
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skierowanych przeciw biatku tau, spektroskopii ma-
sowej oraz sekwencjonowania wyr6zniono naste-
pujace miejsca fosforylacji biatka tau: Thr39, Ser-
46Pro, Thr50Pro, Thr69Pro, Thrl 75Pro, Thrl 81 Pro,
Ser 198, Serl99Pro, Ser202Pro, Thr205Pro, Ser208,
Ser210, Thr212Pro, Ser214, Thr217Pro, Thr23 1Pro,
Ser235Pro, Ser237, Ser241, Ser262, Ser285, Ser305,
Ser324, Ser352, Ser356, Ser396Pro, Ser400, Thr403,
Ser404Pro, Ser409, Ser412, Ser413, Ser416 i Ser-
422Pro [27-32]. Wiekszo$¢ z tych miejsc fosforyla-
cji znajduje sie poza domenami wigzania biatka tau z
mikrotubulami z wyjatkiem Ser262, ktoéra znajduje
sie w domenie RI, Ser285 w interdomenie pomiedzy
R1 a R2, Ser305 w interdomenie pomiedzy R2-R3,
Ser324 w domenie R3, Ser352 w domenie R4 oraz
Ser356 réwniez w domenie R4 [10, 12, 31, 33].

Biatko tau ulega fosforylacji regulowanej przez
kinazy, sposrod ktérych wiekszo$¢ to kinazy zalezne
od proliny PDPK (ang. proline-directedprotein kina-
ses). Nalezg do nich kinazy MAP (ang. mitogen ac-
tivated protein kinases), GSK3 (ang. glycogen syn-
thase kinase 3), kinaza tau-tubulina oraz kinazy cdk.
i cdk5 (ang. cyclin-dependent kinases) [32, 34-40].
Biatko tau ulega réwniez fosforylacji w miejscach, w
ktérych nie wystepujg Ser-Pro czy Thr-Pro. W tych
miejscach fosforylacja zachodzi przy udziale kinazy
CaMKIIl (ang. Ca2t/calmodulin-dependent protein
kinase Il), kinazy PKA (ang. cyclic-AMP-dependent
kinase) i kinazy kazeiny Il [41-45]. Stopien fosfory-
lacji biatka tau regulowany jest takze przez kinazy
MARK (ang. microtubule-affinity regulating kina-
ses) [15, 20, 46]. Zidentyfikowano cztery kinazy
MARK (MARKI — MARK4) o ciezarze czastecz-
kowym od 90 do 110 kDa [34]. Wykazano, ze kinazy
MARK fosforylujg biatko tau w miejscach bogatych
w seryne i treonine (Ser 262/356, Ser 422,
Ser202/Thr 205), ktore sg domenami KXGS wigza-
nia biatka tau z mikrotubulami [20, 47-49]. Kinazy
MARK zawierajg cztery domeny, w tym domene ka-
talityczng o ciezarze 30 kDa. Analiza filogenetyczna
tej domeny pozwala zaliczy¢ kinazy MARK do pod-
rodziny Snfl/AMPK, nalezgcej do grupy kinaz zale-
znych od wapnia i kalmoduliny CaMK [50]. Aktywa-
cja endogennych kinaz MARK prowadzi do wzrostu
fosforylacji biatka tau w domenach wigzania z mi-
krotubulami, do odtgczenia biatka tau od tubuliny
oraz wzrostu niestabilnosci mikrotubul [47,48] iro-
zerwania cytoszkieletu [47,49,51].

VI. Defosforylacja biatka tau

Defosforylacja biatka tau regulowanajest poprzez
endogenne fosfatazy [52-55]. Nalezg do nich seryno-
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wo/treoninowa fosfataza biatkowa 1 (PP1), 2A
(PP2A), 2B (PP2B) i 2C (PP2C). Ich poziom w ko-
mdrkach zmienia si¢ wraz z rozwojem osobniczym
[56, 57]. Fosfatazy przytaczajg sie do mikrotubul w
spos6b bezposredni lub posredni [56]. Fosfataza PP1
defosfory luje forme biatka tau wystepujacg w mozgu
0s6b z chorobg Alzheimera w miejscach niepra-
widtowej fosforylacji Serl99, Ser202, Thr231,
Ser393 i Ser404. Proces ten jest aktywowany przez
jony Mn2+ [58]. Z badan in vitro przeprowadzonych
przez O no iwspdtautorow [59] oraz przez Saito i
wspdbtautoréow [60] wynika, ze biatkowe fosfatazy
2A i 2B defosforyluja dtuga izoforme biatka tau w
roznych miejscach wystepowania ufosforylowanej
seryny. Biatkowa fosfataza 2A defosforyluje tau w
miejscu seryny 396, natomiast fosfataza 2B powodu-
je odszczepienie czasteczki fosforu od seryny 199 i
202 [59,60]. Nieprawidtowe miejsca fosforylacji
Ser46, Ser 199, Ser202, Ser235, Ser396 i Ser404 wy-
stepujace w chorobie Alzheimera ulegajg defosfory-
lacji przy udziale PP2B. Tylko niektére z wymienio-
nych « miejsc fosforylacji moga by¢ defosforylowa-
ne przez pozostate fosfatazy PP 1iPP2 A, co moze su-
gerowac, ze to fosfataza PP2B jest odpowiedzialna
za nieprawidtowg defosforylacje biatka tau w choro-
bie Alzheimera. Fosfataza PP2C nie defosforyluje
zadnego z wczes$niej wymienionych miejsc, co suge-
ruje, ze nie bierze ona udziatu w defosforylacji ufos-
forylowanych form biatka tau wystepujacych w cho-
robie Alzheimera, ajedynie defosforyluje biatko tau
wystepujace w normie [61].

VII. Hiperfosforylacja tau i tworzenie sie
PHF

Hiperfosforylacja w krytycznych miejscach
biatka tau przytgczonego do mikrotubul powoduje
dysocjacje biatka od mikrotubul i depolimeryzacje
tubuliny [7], co w konsekwencji prowadzi do desta-
bilizacji mikrotubul (Ryc.2). Odczepione od mikro-
tubul agregaty tau taczg sie w pary, ulegajg skreceniu
i tworzg PHF. Skutkiem zaburzeA w wigzaniu biatka
tau do tubuliny, stanowigcej szkielet mikrotubul, i
zaktocen w réwnowadze pomiedzy réznymi izofor-
mami biatka tau jest nagromadzenie sie nadmiernych
ilosci wolnego, wysoce ufosforylowanego biatka
tau, ktére z przedziatu aksonalnego zostaje przesu-
niete do przedziatlu somato-dendrytycznego neuro-
nu. Struktury mikrotubularne nie funkcjonujg wow-
czas prawidtowo, a ztogi tau uniemozliwiajg trans-
port komdrkowy. W rezultacie tego neurony nie sg w
stanie przekazywaé sygnatu elektrycznego ani trans-
portowac substancji odzywczych i innych waznych
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Ryc. 2. Transport aksonalny zachodzi w duzej mierze po szlakach mikrotubul. Biatko tau przytacza sie do tubuliny poprzez swoje domeny wigzania z
mikrotubulami (RI-4) istabilizuje je. W wyniku hiperibsforylacji biatka tau w specyficznych miejscach taricucha dochodzi do oddysocjowa-
nia biatka tau od tubuliny. Tubulina ulega depolimeryzacji a struktury mikrotubularne zostaja rozerwane. W wyniku tego neurony nie sg w sta-
nie przekazywaé sygnatéw elektrycznych ani transportowa¢ waznych dla siebie sktadnikéw w obrebie komérki. Wysoce ufosforylowane
czasteczki biatka tau moga taczyc¢ sie w pary, ulega¢ skreceniu itworzy¢ parzyste spiralnie skrecone widkienka (ang. PHF — pairedhelicalfi-
laments). Duze ilosci PHF zbijaja sie, skrecaja i tworzg sploty widkienek nerwowych (ang. NT — neurofibrillary tangles). Komérka nerwowa

wypetniona splotami staje si¢ komadrka martwa.

sktadnikéw w obrebie komorki [3]. W powstawaniu
PHF udziat biorg izoformy biatka tau o ciezarze
czagsteczkowym 55, 64, 69 i 74 kDa (Ryc.3). lzofor-
ma Tau55 powstaje w wyniku fosforylacji ptodowej
izoformy biatka tau. Tau64 to efekt fosforylacji izo-
form o liczbie aminokwaséw 383 i/lub 381. Tau69
powstaje wskutek fosforylacji izoformy o liczbie
aminokwasow 410 i/lub 412, natomiast Tau74 to wy-
nik fosforylacj najdtuzszej izoformy o liczbie amino-
kwasow 441 [62,63]. Rozktad elektroforetyczny
zdefosforylowanych izoform biatka tau tworzacych
PHF jest podobny do rozktadu ¢ izoformy po-
wstatych w wyniku alternatywnego skiadania tyle,
Ze zajmujg one nieco inne pozycje na zelu uzytym do
analizy [14].

VI1Il. Rola biatka tau w chorobie Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer § dise-
cise) jest najczestszym zespotem otepiennym wyste-
pujacym w populacji os6b starych. Charakteryzuje jg
stopniowe pogarszanie sie funkcji poznawczych,
ktéorym towarzyszg szeroko rozprzestrzenione pato-
logiczne zmiany morfologiczne w moézgu. Wymiera-
nie neuronéw zwigzane jest z odktadaniem sie piytek
starczych oraz pojawianiem sie splotéw wiokienek
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nerwowych. Patogeneza AD nie jest doktadnie zna-
na, ale wiadomo, ze rozwdj choroby zalezy zaréwno
od czynnikéw genetycznych, jak i Srodowiskowych.
Obecnie za najbardziej kluczowe czynniki genetycz-
ne uwaza sie mutacje wystepujgce w genie ko-
dujacym preseniling 1 (PS-1) potozonym w chromo-
somie 14, genie kodujacym preseniline 2 (PS-2) w
chromosomie . oraz w genie kodujacym biatko pre-
kursorowe amyloidu (APP, ang. amyloid precursor
protein) zlokalizowanym w chromosomie 21. Te mu-
tacje towarzyszg odmianie choroby zwanej rodzinng
formg choroby Alzheimera (FAD, ang. Familial
Alzheimers Disease). Znane sgjeszcze inne geny, w
ktérych mutacje stanowig czynnik ryzyka w AD. Na-
leza do nich: gen kodujacy izoforme apolipoproteiny
E (Apo E s4), gen a2-makroglobuliny, gen kodujacy
komponent dehydrogenazy a-ketoglutaranowej oraz
gen kodujacy izoforme K butyrylocholinesterazy, a
takze kilka genéw mitochondrialnych.

Prowadzone w latach osiemdziesigtych badania
nad choroba Alzheimera pozwolity stwierdzi¢, ze w
mdzgu chorych, poza ztogami blaszek starczych zbu-
dowanych gtéwnie z P-amyloidu, wystepujg rowniez
inne zwyrodnienia znajdujgce sie wewnatrz komaorek
nerwowych i nazywane splotami widkienek nerwo-
wych (NT). Zwyrodnienia te przypominajg wielo-
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Ryc. 3. W PHF znajduja si¢ izoformy biatka tau o cigzarze czgsteczkowym 55, 64, 69, 74 kDa. Powstaty one wskutek nieprawidtowej fosforylacji izo-
form biatka tau, wystepujacych w normie. Izoforma Tau55 to efekt wadliwej fosfory lacji izoformy ptodowej, Tau64 to wynik nieprawidtowej
fosforylacji izoformy o liczbie aminokwaséw 381 i/lub 383. Tau69 powstaje, gdy dochodzi do nieprawidtowej fosforylacji izoformy o liczbie
aminokwaséw'410 i/lub 412, natomiast efektem wadliwej fosforylacji najdtuzszej izoformy (441 aminokwasow) jest izoforma Tau74.

krotnie skrecone dwie, splecione ze sobg nici,
tworzgce spirale i zbudowane sg z wysoko ufosfory-
lowanego biatka tau. Wykazano, ze w mézgu pacjen-
tow z chorobg Alzheimera nadekspresja biatka tau i
wzrost poziomu kinaz MARK powoduje odtgczenie
tau od mikrotubul itworzenie PHF. Jest to przyczyng
uszkodzenia transportu organelli do zakonczen akso-
nalnych isynaps, przede wszystkim mitochondridw,
co prowadzi do powaznych zaburzen réwnowagi
energetycznej neuronéw [64].

W oparciu o powyzsze obserwacje powstaty dwie
hipotezy dotyczgce przyczyn rozwoju choroby
Alzheimera. Zgodnie z jedng z nich, postepujace
zmiany neurodegeneracyjne sg wynikiem kaskady
zdarzen zwigzanych z nieprawidtowa przemiang
biatka APP i powstawaniem toksycznych form
P-amyloidu, powodujgcych $mier¢ neurondéw [65].
Druga hipoteza upatruje przyczyn choroby Alzhe-
imera w uszkodzeniu z wiekiem cytoszkieletu ko-
madrkowego i tym samym zaburzeniu transportu ak-
sonalnego, co rowniez prowadzi do $mierci neuro-
néw. Znaczacg role w powstawaniu patologicznych
ztogow cytoszkieletu odgrywa biatko tau. Wskutek
zaburzenia réwnowagi pomiedzy procesami fosfory-
lacji i defosforylacji wzrasta ilos¢ wysoce ufosfory-
lowanych izoform tego biatka niezdolnych do stabi-
lizacji aparatu mikrotubularnego neuronow [s¢]. Z
uwagi na oba rodzaje patologicznych zmian obser-
wowanych w mdzgu pacjentow, choroba Alzheimera
klasyfikowana jest zar6wno jako amyloidopatia, jak
i tauopatia [67]. Najnowsze dane do$wiadczalne
wskazujg, ze istnieje zwigzek pomiedzy patolo-
giczng przemiang biatka APP a zaburzeniami w
strukturze cytoszkieletu i tworzeniem sie splotéw
wiokienek nerwowych. Uwaza sie, ze skutkiem mu-
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tacji w genie kodujacym preseniline : jest zmiana jej
witasciwosci, co powoduje modulacje procesu fosfo-
rylacji biatka widkienkowego NF-H (ang. neurofila-
ment-H). Biatko to reguluje z kolei proces fosforyla-
cji biatka tau. Nadmierna fosforylacja tau zmienia
jego powinowactwo do mikrotubul i prowadzi do ich
destabilizacji. Skutkiem tego jest zaburzenie trans-
portu aksonalnego rozlicznych biatek, w tym takze
biatka APP. Powoduje to nadmierng akumulacje
biatka APP ijego nieprawidtowg degradacje. Patolo-
giczne przemiany biatka tau ulegajg w tym cyklu
wzmocnieniu, wykazano bowiem, ze zar6wno biatko
APP, jak i P-amyloid nasilaja lub wrecz indukuja
proces hiperfosforylacji biatka tau [68,69],

IX. Tauopatie — zespoty otepienne zwigzane
z nieprawidtowg przemiang biatka tau

Badania biatka tau nabraty ogromnego znaczenia,
gdy okazato sie, ze nienaturalnie skrecone pary
widkien biatka tau wystepuja nie tylko w chorobie
Alzheimera (AD), ale réwniez w chorobie zwanej
otepieniem czotowo-skroniowym (FTD), w chorobie
Picka (PiD), zespole Downa, parkinsonizmie kodo-
wanym przez gen zlokalizowany w chromosomie 17
(FTDP-17), w postepujacym porazeniu ponadjadro-
wym (PSP) i zwyrodnieniu korowo-podstawnym
(CBD). Wszystkie te choroby noszg nazwe tauopatii
[70] i moga mie¢ podtoze w nieprawidtowej fosfory-
lacji specyficznych izoform biatka tau w komarkach
nerwowych rdéznych struktur mézgu [7, 71, 72]
(Ryc.4). W chorobie Alzheimera, zespole Downa i
parkinsonizmie kodowanym przez gen zlokalizowa-
ny w chromosomie 17, w PHF wystepuje triplet izo-
form biatka tau: Tau55, Tau64, Tau69. Ponadto w
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Gen kodujacy biatko tau
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Ryc. 4. Polimorfizm lub mutacje zachodzace w genie kodujagcym ludz-
kie biatko tau doprowadzi¢ moga do dwéch proceséw: 1) zmia-
ny w sktadaniu tau mRNA lub 2) upo$ledzenia funkcji tau. W
wyniku tych proceséw moze dochodzi¢ do skfadania toksycz-
nych izoform biatka tau lub zaburzenn w procesach fosforylacji i
defosforyiacji, prowadzacych do powstawania nadmiernych ilo-
sci wolnego, wysoce ufosforylowanego biatka tau. Zaréwno w
pierwszym, jak iw drugim przypadku mamy do czynienia z pa-
tologicznymi zmianami, ktére moga uszkadza¢ struktury ko-
markowe zalezne od prawidtowej morfologii i fizjologii biatka
tau, a wiec gtéwnie aparat mikrotubularny aksonéw. Obecnos$¢
form PHF i NT w mé6zgach chorych to kliniczny fenotyp tauopa-
tii. Do tauopatii zaliczamy miedzy innymi: chorobe Alzheimera,
zesp6t Downa, otepienie czotow'o-skroniowe, chorobe Picka,
postepujace porazenie ponadjagdrowe, zwyrodnienie koro-
wo-podstawne oraz Parkinsonizm kodowany przez gen zlokali-
zowany na chromosomie 17.

PHF obecnych w mdzgu pacjentéw z AD wystepuja
niewielkie ilosci Tau74. W postepujgcym porazeniu
ponadjgdrowym, otepieniu czolowo-skroniowym i
zwyrodnieniu korowo-podstawnym w PHF jest
obecny dublet Tau64 i Tau69. Postepujgce porazenie
ponadjagdrowe po raz pierwszy zostalo opisane w
1964 roku przez Steele, Richardsona i OI-
szewskiego [73]. Podobnie jak pozostate tauo-
patie jest to heterogenna choroba neurodegeneracyj-
na, prowadzaca do rozwoju zespotu otepienia. W
PSP wymieranie neurondw pojawia sie po 40 roku
zycia i obejmuje pied moézgu oraz mdzdzek. Otepie-
nie pojawia sie w p6zniejszym stadium tej choroby.
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Zwyrodnienie korowo-podstawne cechuje sie po-
wstawaniem PHF w neuronach kory mézgu oraz sub-
stancji czarnej. Otepienie czotowo-skroniowe to
choroba, w ktorej PHF obserwuje sie gtdwnie w ko-
rze mézgu. U pacjentéw z otepieniem czotowo-skro-
niowym dochodzi do zmian behawioralnych, zaniku
czynno$ci wykonawczych i upo$ledzenia mowy.
Znanych jest okoto 19 podtypow tej choroby. Nato-
miast w chorobie Picka PHF utworzone sg z pary
izoform Tau55 i Tau64. U chorych dochodzi do zani-
ku ptatéw czotowych iskroniowych kory mézgu. W
chorobie Picka dochodzi do afazji, pojawiajg sie
oznaki otepienia oraz zaburzenia zachowania. W
miare postepowania wszystkich z wymienionych
chordb dochodzi do catkowitego zniedoteznienia pa-
cjentow prowadzacego do ich $mierci [15].

X. Podsumowanie

Biatko tau nalezy do rodziny biatek zwigzanych z
mikrotubulami. W ukfadzie nerwowym wystepuje
sze$¢ réznych jego izoform. W normalnym stanie fi-
zjologicznym biatko tau stabilizuje mikrotubule w
aksonach neuronéw, bierze udziat w kotwiczeniu
biatek enzymatycznych, takich jak kinazy i fosfata-
zy, moduluje wyrastanie neurytow i przekazywanie
sygnatéw w komorce oraz reguluje transport peche-
rzykow plazmalemmalnych po elementach struktu-
ralnych cytoszkieletu komérkowego. Z uwagi na te
funkcje odgrywa ono bardzo wazng role w procesach
plastycznosci, zachodzacych w uktadzie nerwowym.
Nieprawidtowe modyfikacje biatka tau, takie jak hi-
perfosforylacja, glikacja, oksydacja oraz skracanie
tancucha aminokwasowego moga zaburzaé te proce-
sy ipowodowac¢ zmiany neurodegeneracyjne, bedace
przyczyna choréb otepiennych, w tym choroby
Alzheimera. Ostatnio znaczenia nabiera poglad, ze
przyczyng tych choréb sg zaburzenia mechanizméw
regulujgcych tzw. wiasng organizacje strukturalng
mozgu (ang. structural brain self-organization hypo-
thesis). Hipoteza ta zaktada, ze obserwowane w AD
zmiany degeneracyjne sg wynikiem nieprawidtowe-
go dziatania tzw. czgsteczek morforegulatorowych
(ang. morphoregulatory molecules) odpowiedzial-
nych za utrzymanie wtasciwych potaczen pomiedzy
neuronami, co ma wptyw na regulacje przekaznictwa
synaptycznego i procesy plastycznosci w mébzgu
[74]. Badania tych proceséw oraz udzialu w nich
biatka tau prowadzi sie w nadziei opracowania stra-
tegii terapeutycznych, mogacych zatrzymac lub spo-
wolni¢ zmiany otepienne zachodzace u os6b dotknie-
tych chorobami neurodegeneracyjnymi. Ustalenie
zwigzku pomiedzy tworzeniem sie ptytek starczych
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oraz akumulacjg splotow neurofibrylarnych moze
okazaé sie kluczem pomocnym w rozpoznawaniu
przedklinicznej fazy choroby, a takze w okresleniu
wtasciwych dziatanh neuroprotekcyjnych mozliwych
do zastosowania w postepowaniu klinicznym.
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Prolaktyna (PRL) -
hormon peptydowy

Prolactin (PRL) —
multiple functions

wielofunkcyjny,

przysadkowy

a pituitary peptide hormon of

JOANNA MICHALIKY ZBIGNIEW BARTOSZEWICZ2

Spis tresci:

l. Wstep
Il. Gen istruktura prolaktyny ludzkiej
I1l. Formy prolaktyny
I11-1. Warianty genu
111-2. Modyfikacje posttranslacyjne
IV. Mechanizm dziatania
IV-1. Budowa i miejsce wystepowania receptora hormo-
nu
IV-2. Przekazywanie i hamowanie sygnatu hormonu
V. Funkcje biologiczne
V-1. Rozmnazanie
V-2. Utrzymanie homeostazy
VI. Biotechnologiczny aspekt otrzymywania hormonu w

systemie in vitro

Wykaz stosowanych skrétéw: GH — hormon wzrostu, GPRL
— glikozylowana prolaktyna, kpz - kilopar zasad, LH - lakto-
gen tozyskowy, PRL - prolaktyna, PRLR — recetor prolaktyny

I. Wstep

Prolaktyna (PRL), hormon wzrostu (GH) oraz lak-
togen tozyskowy (LH) nalezg do rodziny trzech po-
krewnych hormonéw peptydowych wywodzacych
sie ewolucyjnie ze wspdlnego genu, ktérego wiek
szacuje sie na 400 milionéw lat [1 ]. Dalsze powolne
zmiany sekwencji nukleotydéw, gtéwnie duplikacja,
delecje i insercje doprowadzity do wytworzenia
trzech niezaleznie regulowanych genéw. Gen ludz-
kiej prolaktyny zlokalizowany jest u cztowieka na
chromosomie s [2]. Zaréwno PRLjak GH wystepuja

‘Dr hab.; 2r; 'Akademia Swietokrzyska, Zaktad Genetyki,
Swietokrzyska 15.25-369 Kielce, tel./041/332 37 33 email: jo-
anna.mi@o2.pl; Osrodek Badawczo-Rozwojowy Izotopow,
POLATOM, 05-400 Otwock-Swierk; tel. 718 07 45; e-mail: jo-
anna_mi@ poczta.onet.pl; 2Klinika Endokrynologii SP-CSK
AM, Banacha la, 02-097 Warszawa; 2Zaktad Endokrynologii
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powszechnie u wielu gromad kregowcow: ryb, ga-
déw, ptazéw, ptakdw i ssakéw [3-6] w tym naczel-
nych [ 7]. Prolaktyna pochodzaca z réznych gatun-
kéw charakteryzuje sie znacznym stopniem homolo-
gii sekwencji aminokwaséw w pojedynczym tancu-
chu peptydowym i podobnym ciezarem czasteczko-
wym. U réznych gatunkéw ssakéw homologia ta do-
chodzi do 74%, natomiast podobienstwo sekwencji
miedzy odlegtymi gromadami zwierzatjest znacznie
nizsze iwynosi tylko 36% [s]. Prolaktyna reguluje u
cztowieka ponad 300 proces6w [9,10] i cho¢ peten
zakres jej funkcji nie zostat jeszcze poznany wiado-
mo, ze podstawowajej rolgjest stymulowanie i pod-
trzymanie laktacji a takze udziat w procesie repro-
dukcji.

Prolaktyna (PRL) jest hormonem peptydowym
syntetyzowanym i wydzielanym gtownie przez wy-
specjalizowane komdrki przedniego ptata przysadki
moézgowej — komorki laktotropowe, ale wystepuje
rowniez w innych tkankach jak btona doczesna maci-
cy, tozysko, jelito, mozg i tkanki uktadu immunolo-
gicznego. Co wiecej — PRL obecnajest w mleku wy-
zszych kregowcéw oraz innych ptynach ustrojowych
cztowieka: mézgowo-rdzeniowym i owodniowym
[11].
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Il. Gen istruktura prolatyny ludzkiej

Gen prolaktyny wielko$ci 10 kilopar zasad sktada
sie z 5 egzondéw i4 intronéw (Ryc.l A). cDNA ludz-
kiej PRL (914 nukleotydéw) koduje prekursor —
preprolaktyne zbudowang z 227 aminokwasow. Se-
kwencje sygnalng stanowi 28 aminokwaséw obec-
nych naN-koAcu czasteczki prekursora. Model eks-
presji genu PRL opracowany zostat poczatkowo u

Btonowe
miejsce startu

r—-r

Biatko fatduje sie samoistnie w obrebie czgsteczki z
wytworzeniem mostkow dwusiarczkowych. Cztery
domeny alfa-helikalne utozone sg tak, ze helisy 1 i:
zajmuja potozenie antyrownolegte do helis 3 i4 [14].
Strukture trzeciorzedowg opracowano w oparciu o
modelowanie komputerowe i analogie do czgsteczki
hormonu wzrostu [15]. Natomiast tworzenie kom-
pleksu receptora PRL z hormonem opisano na pod-
stawie wynikéw badan krystalograficznych z wyko-
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Ryc.l. Schemat budowy genu ludzkiej prolaktyny. Gen (A) oraz mRNA dla PRL trzustkowej i btonowej (B), roznigcych sie wielko$cia czasteczki.

Struktura trzech form PRL: biatka natywnego 23kDa, zmodyfikowanego postranslacyjnie w wyniku cigcia proteolitycznego I6kDa oraz N-gli-
kozylowanego w pozycji 32 taricucha 23 kDa (C). Schemat zmodyfikowany wg [10].

szczura [12]. Obszar 2-2.5 kpz powyzej 5’ koAca
genu kontroluje zaréwno jego ekspresje zalezng od
hormonu jak itkankowo-specyficzng [13]. Ostatecz-
nie powstaje w przysadce czgsteczka dojrzatego hor-
monu w postaci pojedynczego tafcucha peptydowe-
go dtugosci 199 aminokwaséw, z ktorych s reszt cy-
steiny tworzy trzy mostki dwusiarczkowe w pozy-
cjach Cys:-Cys", Cysss-Cysiza 0oraz Cys,ol-CySia
tancucha (Ryc.IC). Badania rekombinowanej pro-
laktyny produkowanej w systemie bakteryjnym po-
zwolity stwierdzi¢, ze modyfikacje posttranslacyjne
nie sg niezbedne dla zasadniczych funkcji hormonu.
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rzystaniem laktogenu tozyskowego, poniewaz pro-
laktyny nie otrzymano dotychczas w postaci krysta-
licznej [16].

Badania struktury czwartorzedowej wskazuja, ze
50% tancucha aminokwasowego tworzy strukture
a-helikalng, pozostata za$ cze$¢ uformowana jest w
postaci petli [14].

I11. Formy prolaktyny

Powodem wystepowania réznych form PRL sajej

modyfikacje posttranslacyjne oraz obecnosé réznych
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wariantow genu prolaktyny wynikajgca z wystepo-
wania wiecej niz jednej jego kopii lub alternatywne-
go sktadania genow.

Wystepowanie réznych form PRL zwigzane jest
ze stanem fizjologicznym organizmu.

I11-1. Warianty genu

Transkrypcje genu PRL reguluja dwa niezalezne
obszary promotora: region ,bliski” kontroluje synte-
ze PRL specyficzng dla przysadki [17,18 ], podczas
gdy promotor ,,dalszy” odpowiada za synteze poza-
przysadkowg hormonu [19]. Funkcjonalnie wyroz-
ni¢ mozna dwie domeny warunkujgce ekspresje genu
na terenie przysadki: promotor bliski w pozycji (-250
+33) od miejsca startu transkrypcji i enhancer od-
legty, zlokalizowany miedzy -1800 a -1300 nukle-
o]
Ryc.IA. Cztery cis- elementy 1P-4P bliskiego pro-
motora i cztery enhancera 1D-4D wigzg sekwencje
Pit -1 , transaktywujgcg domene N-kofica i homeodo-
mene POU, reagujacg z sekwencjg konsensusowg
DNA [22]. Model ten ulega pewnej modyfikacji w
przypadku genu ludzkiej PRL, w ktérym istnieje do-
datkowy niekodujgcy egzon :a, a miejsce startu tran-
skrypcji znajduje sie w odlegtosci 5,8 kpz powyzej
miejsca startu transkrypcji na terenie przysadki [23].

otydem od miejsca startu transkrypcji

I11-2. Modyfikacje posttranslacyjne

PRL moze ulega¢ licznym modyfikacjom post-
translacyjnym: proteolizie, glikozylacji, fosforyla-
cji, sulfatacji i deamidacji, moze tez tworzy¢ dimery
oraz kompleksy z innymi biatkami. Modyfikacje te
zmieniaja jej aktywnos$¢ biologiczng, wptywaja na
uwalnianie z komérki oraz szybko$¢ degradacji w
ptynach ustrojowych.

Glikozylacja jest powszechng formg modyfikacji
czasteczki prolaktyny. Glikozylowana prolaktyna
(GPRL) moze stanowi¢ do 60 % catej puli tego hor-
monu. W przeciwieristwie do formy nieglikozylowa-
nej GPRL nie jest magazynowana w organellach ko-
morkowych, a natychmiast po zsyntetyzowaniu
uwalniana jest na zewnatrz [23]. Lancuchy oligosa-
charydowe zbudowane sg najczesciej z glukozy, ga-
laktozy, mannozy, fukozy, N-acetyloglukozoaminy,
N-acetylogalaktozoaminy i kwasu N-acetyloneura-
minowego. Reszty cukrowe mogg by¢ przytaczone
do polipeptydu wigzaniem O- lub N-glikozydowym.
GPRL wystepuje u kilkunastu gatunkéw kregowcow
[24, 25], miedzy innymi u cztowieka [26], ptakdéw
[27] i gadow [28]. Glikozylacja wptywa na powino-
wactwo prolaktyny do receptora. Aktywnos$¢ biolo-
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giczna GPRL jest najczesciej obnizona [29, 30].
GPRL cztowieka wigze sie z receptorem o 50%
stabiej niz jej forma nieglikozylowana [31]. Stwier-
dzono réwniez spowolnienie usuwania GPRL z 0so-
cza w [32]. Modyfikacja ta moze byc¢ jedng z istot-
nych form regulacji aktywnos$ci prolaktyny.

Fosforylacja grup hydroksylowych seryny lub tre-
oniny PRL zachodzi przy udziale ATP w pecherzy-
kach wydzielniczych komorek laktotropowych. Zo-
stajg one zestryfikowane przez przytgczenie reszty
fosforanowej, ktorej donorem jest adenozynotrifos-
foran. Fosforylacji moga ulega¢ réwniez tancuchy
oligosacharydowe GPRL co wigze sie ze zmiang wy-
padkowego tadunku czasteczki [33], Ten typ modyfi-
kacji opisano u wielu kregowcéw, [34, 35, 36].
Przytaczenie reszty fosforanowej obniza aktywnos$¢
biologiczng hormonu [23] i moze hamowa¢ wydzie-
lanie formy niefosforylowanej z komdrek linii GHs
w przysadce petnigc role autokrynnego regulatora
wydzielania prolaktyny. Poniewaz forma niefosfory-
lowana jest rowniez czynnikiem wzrostu dla komé-
rek linii GH3 fosforylacja hamuje ich proliferacje
[37].

Sulfatacji moze ulega¢ tyrozyna tancucha poii-
peptydowego oraz oligosacharydowa czesé prolakty-
ny (najczesciej glukoza, galaktoza i N-acetylogluko-
zoamina). Modyfikacja ta [38] moze wptywaé na
wigzanie czgsteczki prolaktyny z receptorem.

Deamidacje prolaktyny polegajgcg na usunieciu
grupy amidowej z reszt asparaginy lub glutaminy
opisano u cztowieka [39] oraz innych kregowcdw
[40, 41, 42]. U gryzoni powoduje ona obnizenie ak-
tywnosci biologicznej hormonu [41, 42].

Enzymy proteolityczne generuja trzy rézne formy
prolaktyny o masie 14, 16 i 22 kDa. Wystepujacy w
podwzgérzu fragment 14 kDa zawiera cze$¢ prolak-
tyny pochodzacg z N-konca czasteczki [43, 44],
Fragment 16 kDa (pierwszych 148 aminokwasow)
powstajacy w wyniku aktywnos$ci Kkalikreiny-
trypsynopodobnej proteazy serynowej indukowanej
estrogenami, obserwowano w przysadce gryzoni
[42,44] icztowieka [45]. Obie formy — 14 i 16 kDa
— hamujag angiogeneze wigzac sie z krotka, rozpusz-
czalng formg receptora [46, 47]. Fragment 22 kDa
(pierwszych 173 aminokwasow) powstaty w wyniku
dziataniu karboksypeptydazy B znaleziono w przy-
sadce samicy szczura. Forma ta zalezna najprawdo-
podobniej od pici jest hamowana przez dopaminge
[23, 48] i charakteryzuje sie obnizong aktywnosScig
biologiczng. Proteoliza zachodzi zaréwno w tkan-
kach produkujgcych prolaktyne, jak iw tkankach do-
celowych.
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Agregaty powstate przez utworzenie wigzan ko-
walencyjnych lub niekowalencyjnych pomiedzy po-
jedynczymi czagsteczkami prolaktyny wykrywane sg
w przysadce i osoczu. Wigzania kowalencyjne
tworzg mostki dwusiarczkowe lub wigzania glikozy-
dowe pomiedzy resztami oligosacharydowymi mo-
nomeréw hormonu [49]. Polimeryzacja obniza ak-
tywnos$¢ biologiczng hormonu [23]. Stwierdzono
rowniez obecnos¢ prolaktyny zwigzanej z biatkiem
wigzacym prolaktyne (PBP — ang.prolactin binding
protein), o wysokiej homologii do domeny zewnatrz-
komorkowej receptora dla prolaktyny [50]. Prolakty-
na moze wigzac sie réwniez ze skierowanymi prze-
ciw niej przeciwciatami. Znaczenie tej modyfikacji
nie jest do konca poznane, jednak istniejg doniesie-
nia, ze stymuluje ona proliferacje limfocytow [51].
Wzrost poziomu polimeréw prolaktyny (,,big”, 0 ma-
sie 50 kDa i,big-big”, o masie od 170 do ponad 600
kDa) obserwuje sie w przebiegu hiperprolaktynemii
u ludzi [52-54]

IV. Mechanizm dziatania

Dziatanie prolaktyny na tkanki docelowe moze
nastepowac¢ klasyczng droga endokrynna, w ktorej
syntetyzowany i wydzielany przez gruczot hormon
uwolniony zostaje do krwiobiegu. Wraz z krwig do-
ciera do odpowiednich narzaddéw, taczy sie z odpo-
wiednimi receptorami btonowymi i wywiera witasci-
we sobie efekty. Prolaktyna moze tez dziata¢ w spo-
séb bardziej bezposredni, z pominieciem etapu uwal-
niania hormonu do krwi na drodze parakrynowej lub
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autokrynowej: jako czynnik wzrostu, neurotransmi-
ter lub immunomodulator [55],

IV-1. Budowa i miejsce wystepowania
receptora hormonu

Receptor prolaktyny (PRLR) jest biatkiem
transbtonowym nalezagcym do nadrodziny recepto-
row cytokinowych klasy I. Pomimo niskiej (30%)
homologii sekwencji aminokwasowej wykazuje
duze podobieristwo, zardwno strukturalne, jak i
funkcjonalne, do receptora hormonu wzrostu [56]. U
cztowieka zlokalizowany jest rowniez w poblizu
genu receptora hormonu wzrostu na chromosomie 5.
Gen PRLR jest zbudowany z przynajmniej 5 egzo-
néw. Posiada trzy tkankowo specyficzne regiony
promotorowe (region | odpowiada zajego ekspresje
w gonadach, Il za ekspresje w watrobie, Il za eks-
presje w innych tkankach) [56]. PRLR jest zbudowa-
ny z trzech domen: zewnatrzkomérkowej odpowie-
dzialnej za wigzanie z prolaktyng, transbtonowej ko-
twiczacej receptor w btonie komdérkowej i cytopla-
zmatycznej odpowiedzialnej za transdukcje sygnatu
(Ryc. 2). W tkankach wystepujg trzy, r6znigce sie
wielkoscig, domeny cytoplazmatycznej, formy re-
ceptora: dtuga, $rednia i krotka. Ich powstawanie jest
spowodowane roznicami w miejscach rozpoczyna-
nia transkrypcji oraz alternatywnym sktadaniem ge-
néw [57, 58]. Poza wymienionymi, w osoczu wyste-
puje réwniez rozpuszczalna forma PRLR zbudowana
z 206 aminokwasow N-koncowej domeny zewnatrz-
komoérkowej [14] utozsamiana z tzw. biatkiem

FORMA
ROZPUSZCZALNA

KROTKA

206
\E

261 CYTOPLAZMA

291

MOTYW WS

BOX 1

Y RESZTA
TYROZYNY

Ryc. 2. Budowa receptora prolaktyny wg. Bole-Feysot iwsp. [9). Szczeg6towy opis budowy PRLR w tekscie pracy.
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wigzacym prolaktyne PRLbp (ang.prolactin binding
protein).

Cze$¢ zewnatrzkomorkowa PRLR skitada sie z
dwéch okoto 100-aminokwasowych domen DI i D2
zawierajacych dwa silnie konserwowane ewolucyj-
nie miejsca, kluczowe dla wigzania prolaktyny z jej
receptorem. Sg to cysteiny potgczone mostkami
dwusiarczkowymi w N-koricowym fragmencie do-

() DIMERYZACJA

K CYTOPLAZMA

mony piciowe oraz samg prolaktyne a efekt tego
wptywu zalezy od rodzaju tkanki [9, 61],

1V-2. Przekazywanie i hamowanie sygnatu hormonu
Kluczowym procesem dla dziatania prolaktyny,

niezbednym do przekazania sygnatu jest dimeryza-
cja jej receptora (Ryc. 3). Przylgczenie pierwszej

FOSFORYLACJA

Ryc. 3. Przekazywanie sygnatu. Wigzanie PRL z receptorem, dimeryzacj; receptora i fosforylacja reszt tyrozyny. Szczegbtowy opis w tekscie pracy.

meny DI oraz motyw WS (o sekwencji: tryptofan-se-
ryna-dowolny aminokwas-tryptofan-seryna) przy
C-koncowej czesSci domeny D2. Jest to region o wy-
sokiej homologii sekwencji pomiedzy réznymi typa-
mi receptorow nalezgcych do nadrodziny receptoréw
cytokinowych, nazywany regionem CRH (region ho-
mologii receptoréw cytokinowych, ang. cytokine re-
ceptor homology region) [9]. Cze$¢ transhtonowa
PRLR skitada sie z krotkiego taricucha peptydowego
o charakterze a-helisy. Cze$é cytoplazmatyczna za-
wiera dwa rejony o wysokiej homologii miedzy réz-
nymi typami receptordw nalezagcymi do omawianej
rodziny — boxl (bogaty w reszty proliny) i nie wy-
stepujagcy w formie krotkiej receptora box:
(sktadajacy sie gtéwnie z aminokwasdw hydrofobo-
wych) [9]. Do domeny cytoplazmatycznej dotgczone
sg czasteczki kinazy. Zwykle domena zewngtrzko-
morkowa PRLR posiada potgczone z asparaging
tancuchy oligosacharydowe utatwiajgce wigzanie
czasteczki prolaktyny [59]. Formy deglikozylowane
PRLR transportowane sg do aparatu Golgiego, skad
po ponownej glikozylacji katalizowanej przez trans-
feraze N-acetyloglukozoaminy moga ponownie zo-
sta¢ przetransportowane do btony komérkowej
[59,60]. Obecnos¢ PRLR obserwowano u kregow-
cow prawie we wszystkich tkankach. Ich poziom jest
regulowany hormonalnie, miedzy innymi przez hor-
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czgsteczki prolaktyny do receptora nie pobudza go,
ale powoduje zmiane jego konformacji i uwidocznia
na powierzchni drugie miejsce wigzace. Miejsce to
zostaje wykorzystane przez czasteczke prolaktyny
do zwigzania drugiej czasteczki receptora. Dopiero
tak powstaty kompleks receptor-prolaktyna-receptor
jest w petni aktywny [9]. Dimeryzacja uaktywnia Ki-
nazy tyrozynowe Jak2 (kinazy Janusa 2), zwigzane z
fragmentem boxl domeny cytoplazmatycznej recep-
tora, ktére fosforylujg sie wzajemnie; jak rowniez
fosforylujg reszty tyrozynowe receptora (proces ten
nie zachodzi na krdtkiej formie PRLR). Taka mody-
fikacja powoduje, ze receptor moze wiazac¢ biatka

majgce domene SH2 (domena 2 homologii src) [38,

39, 62] (Ryc. 4). Istnieje kilka drég przekazywania

sygnatu indukowanego potaczeniem czasteczki pro-

laktyny z jej receptorem.

— Sciezka zwiazana z biatkami bioracymi udziat w
przekazywaniu sygnatu i aktywacji transkrypcji
STAT (ang. signal transducer and activator of
transcription). Z s opisanych biatek nalezgcych
do rodziny biatek STAT, biatka 1, 3, 5a oraz 5b
biorg udziat w przekazywaniu informacji po-
chodzacej od PRL. Biatka STAT posiadajg dome-
ne SH2, ktéra przytacza sie do ufosforylowanej
tyrozyny w formie dtugiej receptora lub do kinazy
Jak2 w formie krotkiej. Nastepnie jest ono fosfo-
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Ryc. 4. Szlaki przekazywania sygnatu w komérce (opis w tekécie). Sciezka wykorzystujaca rodzine biatek STAT i kinazy Jak2 w przekazywaniu sy-
gnatu hormonalnego. Sciezka wykorzystujaca kinazy MAP i system przekaznikéw Shc/Grb2/SOS oraz Ras/Raf/MAP. Sciezka oparta na kina-
zach rodziny Ser (c-src oraz Fyn. Hamowanie przekazywania sygnatu zachodzi poprzez dziatanie cytokin SOCS oraz indukowanego przez cy-

tokiny biatka CIS.

rylowane przez kinaze Jak2 i oddysocjowuje od
receptora. Ufosforylowane biatko STAT tworzy
homo- lub heterodimer z innym ufosforylowanym
biatkiem STAT, tgczac sie z jego domeng SH2
przez ufosforylowang reszte tyrozynowga. Tak po-
wstaty dimer przemieszcza sie do jadra komérko-
wego, gdzie petni funkcje czynnika transkrypcyj-
nego. Oddziatuje tam z motywem GAS — se-
kwencjg aktywowang przez interferon — (ang. in-
terferon activated sequence), ktéry wchodzi w
sktad promotoréw wielu genéw) [56, 63].

— Sciezka zwigzana z kinazami biatkowymi akty-
wowanymi mitogenem MAP (ang. mitogen ac-
tivated protein kinase). Biatka adaptorowe
Shc/Grb2/SOS (posiadajgce domeny SH2 i SH3)
przytaczajg sie do ufosforylowanych reszt tyrozy-
nowych formy dtugiej receptora, posredniczac
miedzy  czgsteczkg receptora a kaskada
Ras/Raf/kinaza MAP [64]. Kinaza MAP aktywuje
wiele rdznych czynnikow transkrypcyjnych oraz
enzymow.

Prawdopodobnie wyzej opisane $ciezki przekazy-
wania sygnatu nie sg niezalezne.

— Sciezka zwigzana z kinazac-src i kinazgFyn. Nie-
dawno zaobserwowano indukowang przez prolak-
tyne szybkg fosforylacje reszt tyrozynowych .w
czasteczkach substratu receptora insuliny IRS-1
(insulin receptor substrate-1) oraz w podjednost-
ce kinazy fosfatydyloinozytolu. Obie czgsteczki
wydajg sie by¢ zwigzane z receptorem prolaktyny.
Prawdopodobnie w procesie tym posredniczg Ki-
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nazy c-src i Fyn nalezace do rodziny kinaz Src

[65].

— Wewnatrzkomdérkowe zmiany stezeniajonow. Ki-
naza Jak2 receptora aktywuje zalezne od kinazy
tyrozynowej kanaty potasowe, za$ C-koniec do-
meny wewnatrzkomérkowej receptora jest zaan-
gazowany w powstawanie 1,3,4,5-tetrafosforanu
inozytolu (IP.) oraz heksafosforanu inozytolu
(IPs), ktdre to przekazniki dziatajgc poprzez kina-
ze 3 fosfatydyloinozytolu (P13-K) powodujg
otwarcie niezaleznych od napiecia kanatéw wap-
niowych [e6],

W regulacje przekazywania sygnatu w komérce sg
zaangazowane biatka hamujace przekazywanie sy-
gnatu od cytokin, SOCS (ang. supressors ofcytokine
signalingprotein) zawierajgce domene SH2. PRL in-
dukuje szybkag i krdtkotrwatg ekspresje biatek
SOCS-1 i SOCS-3, ktore hamujg aktywnos$é kinazy
Jak2 iaktywacje biatek STAT. Diuzsze oddziatywa-
nie PRL powoduje ekspresje biatka SOCS-2, ktére
najprawdopodobniej podtrzymuje wrazliwo$¢ ko-
moérki na PRL, hamujac biatko SOCS-1. Efekt ha-
mujacy wywiera rdwniez biatko zawierajgce domene
SH2 indukowane przez cytokiny CIS (ang. cytoki-
ne-inducible  SH2-containing protein),  ktore
wspétzawodniczy z biatkami STAT o miejsca wigza-
nia z receptorem. Niewielki wptyw hamujgcy majg
rowniez zawierajgce domene SH2 fosfatazy tyrozy-
nowe SHP-1 i SHP-2, ktére powodujadefosforylacje
czasteczki receptora [67].
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V. Funkcje biologiczne

PRL, w przeciwienstwie do innych hormondw
przysadkowych, nie ulegta specjalizacji we wcze-
snych stadiach filogenezy i dlatego jej spektrum
dziataniajest niezwykle szerokie. Dotychczas opisa-
no ponad trzysta funkcji petnionych przez prolakty-
ne. By¢ moze bardziej odpowiednig nazwg dla tego
hormonu jest proponowana w latach siedemdzie-
sigtych wersatilina (od ang. versatile). Wigkszo$¢
poznanych funkcji prolaktyny zwigzana jest przede
wszystkim z utrzymaniem homeostazy organizmu
oraz rozmnazaniem [9, 10, 23, 61].

V-1. Rozmnazanie

PRL przysadkowa u ssakéw zaangazowana jest w
mammogeneze, oraz inicjacje i podtrzymanie lakto-
genezy. U niektdrych gatunkéw ma wptyw na funk-
cjonowanie ciatka zo6ttego. U szczurow wywiera
wptyw luteotropowy, podtrzymujac funkcje ciatka
z6ttego poprzez wzrost wydzielania progesteronu
[67]. U chomikédw natomiast, przy braku bodZcéw
seksualnych, prolaktyna wywiera wptyw luteolitycz-
ny [ss]. Stwierdzono jej wptyw na narzady piciowe.
U samic PRL utatwia implantacje zarodka w macicy i
pobudza rozwdj i dojrzewanie oocytdw oraz wptywa
na regresje jajnik6w powodujgc spadek iloSci estro-
gendéw [69]. U samcOw syntetyczna PRL podnosi ak-
tywnos$c¢ jader i pobudza spermatogeneze [10], U pta-
kéw PRL stymuluje produkcje ptasiego mleczka po-
przez aktywacje lipazy lipoproteinowej, dekarbok-
sylazy ornitynowej i pobudzanie ekspresji anneksy-
ny lep 35 (biatka biorgcego udziat w procesie endo-
cytozy) oraz wzrost ilosci podziatéw w warstwie roz-
rodczej nabtonka wyscietajgcego wole [70],

Oddziatujgc na r6zne rejony mézgu PRL wptywa
na zachowania zwiagzane z rozrodem [9] i rodziciel-
stwem [71]. Podniesienie poziomu PRL wywotuje
rowniez hiperfagie [72]. U ptakéw wzrost stezenia
PRL powoduje wzmozone pobieranie pokarmu,
wptywa na budowanie i wzrost czestosci odwiedza-
nia gniazd, wysiadywanie jaj, karmienie mtodych i
przygotowania do migracji [73, 74].

Indukujacy wptyw PRL na zachowania rodziciel-
skie stwierdzono tez u nizszych kregowcéw — u ryb
[75]. Indukuje ona opieke nad ikrg polegajgcg na
statym wachlowaniu, budowanie gniazd z piany oraz
produkcje $luzu stuzacego do karmienia narybku,
wptywa réwniez na migracje ryb [76]. Poziom recep-
torow prolaktyny w moézgu wzrasta wraz z wiekiem,
ekspozycjg na estrogeny, wzrostem stezenia PRL w
osoczu oraz kontaktem z mitodymi [:0].
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V-2. Utrzymanie homeostazy

Prolaktyna bierze udziat w wielu procesach
zwigzanych z przyrostem masy ciata i postnatalnym
wzrostem organizmu. Jedng z wazniejszych jej funk-
cji jest wptyw na rozwdj zenskich narzagddw rozrod-
czych. U ssakéw stwierdzono pobudzajgcy wptyw
PRL na proliferacje keratynocytow, hepatocytdw,
nabtonka kanalikow nerkowych inabtonka jelitowe-
go, miocytow naczyn krwionosnych, komérek [B
wysp Langerhansa, astrocytéw oraz limfocytéw [9,
ss ]. U ptakéw PRL wptywa na rozwéj pior [77], pro-
liferacje komérek epitelialnych w wolu [78] oraz
spadek masy gonad [79]. U nizszych kregowcow
PRL hamuje metamorfoze poprzez oddziatywanie na
hormony tarczycy. U ptazéw wpitywa na rozwdj
skrzeli iogona u kijanek. Podobny wptyw wywiera u
ryb podlegajagcych przeobrazeniu. U ryb, ptazow i
gadow PRL bierze udziat w powstawaniu zabarwie-
nia godowego pobudzajac proliferacje i migracje
melanocytéw w skorze [9].

U ssakéw PRL reguluje procesy energetyczne w
neuronach i komorkach gleju poprzez modulacje ak-
tywnosci ATP-az [80]. Prolaktyna reguluje réwniez
aktywno$¢ enzymow i wydzielanie hormonow
zwigzanych z metabolizmem cukréw i lipidow, w
watrobie wzmaga aktywnos$¢ fosforylazy glikogenu
[81], w trzustce pobudza wydzielanie insuliny [82],
Zwieksza ona rowniez aktywnos$¢ glukokinazy i
transportera glukozy GLUT2 [83], powoduje wzrost
aktywnosci lipazy lipoproteinowej [84] i sekrecji
z0tci w watrobie [85]. Prolaktyna wzmaga synteze
steroidow [ss], prostaglandyn PGE i PGF. oraz
IGF-1[87]. Jej udziat jest tez istotny w utrzymaniu
homeostazy wapniowej w komérce [81].

Prolaktyna in vivo powoduje wzmozenie odpo-
wiedzi immunologicznej [9]. Usuniecie przysadki
moézgowej powoduje zahamowanie odpowiedzi ko-
morkowej i humoralnej, a podanie egzogennej pro-
laktyny znosi ten efekt [ss ]. PRL wywiera wptyw na
odpowiedZz immunologiczng, zar6wno w stanach fi-
zjologicznych, jak i patologicznych, oraz bierze
udziat w powstawaniu chorob autoimmunologicz-
nych [9]. U ssakéw stwierdzono, ze powoduje ona
wzrost masy $ledziony i grasicy [89], a takze wzrost
wydzielania tymuliny w grasicy [90]. Aktywacja
limfocytow T przez prolaktyne umozliwia inicjowa-
nie podziatow przez interleuking » oraz mitogeny
[95]. Prolaktyna przeciwdziata apoptozie limfocy-
téw [96], aktywuje makrofagi [97], wzmaga cytotok-
syczno$é komérek NK iprodukcje niszczacych pato-
geny anionéw nadtlenkowych [98].
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Podwyzszony poziom PRL zaobserwowano réw-
niez podczas odrzucania przeszczepu. Podawanie su-
rowicy antylimfocytarnej zapobiegato jego odrzuce-
niu [99].

PRL wykazuje réwniez dziatlanie mitogenne np.
na komoérki limfoblastycze Nb2. W ich btonie ko-
moérkowej wystepuje wysokie stezenie ,,$redniego”
receptora prolaktyny, ktéry po potgczeniu z hormo-
nem aktywuje szlak biatek STAT. Dimer biatek STAT
wedruje dojagdra komorkowego, gdzie aktywuje PRE
(region wigzacy sie z prolaktyng, ang. prolactin re-
sponse element) a-kazeiny lub IRF-1 (region regulo-
wany przez interferon, ang. interferon regulatory
factor-1) znajdujgcy sie w promotorach wielu ge-
néw. W wyniku aktywacji tych genéw dochodzi do
podziatu komorki. Te wtasciwos¢ prolaktyny wyko-
rzystano do okres$lania jej aktywnosci biologicznej
oraz aktywnos$ci laktogenicznej innych hormonéw
[100, 101].

Stwierdzono, ze PRL u kregowcow petni funkcje
hormonu osmoregulacyjnego i wptywa na transport
réznych substancji (przede wszystkim jonéw sodu,
chloru i wapnia) oraz wody przez btone komorek
nabtonkowych. Rodzaj wywieranego wptywu zalezy
od tkanki, gatunku zwierzecia ijego stanu fizjolo-
gicznego [9, 10, 23]. U ssakéw PRL hamuje wydala-
nie jonéw sodu i potasu przez nerki, powoduje
wzrost wchianiania wody i soli w jelicie, hamuje
utrate jonéw sodu i chloru z potem. Ma réwniez
wplyw na transport wody przez btone owodniows.
By¢ moze utrzymywanie réwnowagi wodno-elektro-
litowej ma rowniez zwigzek z procesem rozmna-
zania, poprzez oddziatywanie na transport réznych
substancji do rozwijajgcego sie ptodu oraz do mleka
[9]. U ptakéw PRL wptywa na wzrost sekrecji soli
przez gruczoty nosowe i wzrost poziomu mocznika
w osoczu [102, 103]. Rédwniez u nizszych kregow-
c6w PRL petni istotne funkcje osmoregulacyjne. U
ptazéw powoduje wzrost resorpcji wody i jonow
sodu w kanalikach nerkowych i pecherzu moczo-
wym oraz wptywa na transport wody i elektrolitéw
przez skére. U ryb stodkowodnych zmniejsza utrate
sodu ipotasu oraz wchtanianie wody w skrzelach [9].

Fragmenty 16 i 14 kDa PRL, oddziatywujgc na
specyficzne receptory znajdujace sie na komérkach
nabtonkowych  kapilar, hamujg angiogeneze.
Wiasciwosé tajest intensywnie badana pod katem te-
rapii nowotworéw. Forma natywna prolaktyny, nie-
zmieniona przez enzymy proteolityczne wydaje sie
wptywacé na wzrost szybkosci angiogenezy [43, 46,
47].

PRL u ssakow jest wydzielana w odpowiedzi na
stres. Wykazano rowniez jej wptyw analgetyczny, co
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moze Swiadczy¢ o przystosowaniu w reakcji streso-
wej. Hormon ten powoduje tez zmiany rytmu
sen/czuwanie oraz wzrost czestosci i dtugosci wyste-
powania paradoksalnej fazy snu (REM, ang. rapid
eye movement). W siatkdwce PRL zmniejsza poziom
fotoreceptorow oraz receptorow TRH. Jest ona row-
niez niezbedna dla prawidtowego rozwoju systemu
neuroendokrynowego. Zaobserwowano tez wzrost
poziomu prolaktyny po wysitku fizycznym oraz po
spozyciu pokarmu, szczeg6lnie bogatego w biatko

[9, :0].

V1. Biotechnologiczny aspekt otrzymywania
hormonu w systemie in vitro

Prolaktyne ludzkg (hPRL) otrzymywano w kilku
uktadach ekspresyjnych, zaréwno prokariotycznym
jak ieukariotycznych. System bakteryjny oparty jest
na syntezie PRL w komdrkach E. coli. W komdrkach
bakterii biatko gromadzi sie w postaci wyraznych,
licznych granul obecnych na terenie cytoplazmy
[104-107]. Produkt otrzymaé¢ mozna z duzg wydaj-
noscig , jednak pozbawiony jest on modyfikacji po-
stranslacyjnych, charakterystycznych dla czgsteczki
wystepujacej w tkankach eukariontéw. Ponadto
uptynnienie granul celem wydzielenia i oczyszcze-
nia zrekombinowanej prolaktyny otrzymanej w ko-
morkach bakteryjnych wymaga uzycia silnie denatu-
rujacych warunkéw, s M chlorowodorku guanidyny
czy s M mocznika. Opisany przez Patersona
[108] sposob renaturacji biatka opiera sie na stopnio-
wym i powolnym przywracaniu warunkéw natyw-
nych $rodowiska i pozwala na uzyskanie produktu
aktywnego biologicznie, lecz jest bardzo praco- i
czasochtonne. PRL syntetyzowano réwniez w syste-
mach eukariotycznych wykorzystujgcych komorki
mysie [109], HCO (ang. Chineese hamster ovary)
[110,11:] 0raz komorki owadzie w systemie bakulo-
wirusa [112, 113]. Prolaktyna syntetyzowana w ko-
moérkach CHO wykazuje wyrazng obecnos$¢ odmien-
nej N-glikozylacji. Stwierdzono co prawda w tescie z
komérkami Nb2, ze aktywnos$é biologiczna uzyska-
nego produktu niejest nizsza od PRL obecnej w tkan-
kach ludzkich, jednak hormon stuzacy jako wzorzec
w testach klinicznych czy do celéw terapeutycznych
nie powinien rézni¢ sie od naturalnego biatka hPRL
wystepujgcego w organizmie cztowieka. Produkt
syntetyzowany w systemie bakulowirusa w komor-
kach owadzich, sprawdzony w te$cie z komdrkami
Nb. nie wykazuje réznic aktywnoséci w poréwnaniu z
hormonem wyizolowanym z tkanek ludzkich. Otrzy-
many w ten sposdb preparat moze stanowi¢ wzorzec
uzywany w testach diagnostycznych. Test in vivo
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sprawdzajacy aktywno$¢ biologiczng PRL ludzkiej
przeprowadzono na skrawkach gruczotu mlekowego
krolika (M icha lik iwsp. w druku). Sposéb pozy-
skiwania hormonu ludzkiego stuzacego do celéw
diagnostycznych iterapeutycznych drogg syntezy in
vitro znacznie obniza koszty otrzymania jego
znaczacych ilosci. Dlatego system bakulowirusa za-
pewniajacy uzyskanie produktu zwydajnoscig35-40
mg biatka/ 1 medium wydaje sie optymalnym syste-
mem pozyskiwania tego hormonu do celéw farmako-
logicznych.

Artykut otrzymano 8 kwietnia 2002
Zaakceptowano do druku 15 lipca 2002
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Biologiczna aktywnos$¢ galaniny
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procesach fizjologicznych i patologicznych

Biological

action of galanin and

its significance in

physiological and pathological processes

JAROSEAW RUCZYNSKI

Spis tresci:

I. Wstep
II. Odkrycie galaniny
I11. Receptory galaniny
IV. Mechanizmy dziatania galaniny
V. Funkcje biologiczne galaniny
V-I. Wptyw galaniny na funkcje wewnatrzwydziel-
niczg trzustki
V-2. Wplyw galaniny na aktywno$¢ miesni gtadkich
przewodu pokarmowego
V-3. Wptlyw galaniny na wydzielanie hormonéw przy-
sadki
V-4. Galanina, a procesy neuropsychiatryczne
V-5. Galanina, a efekty przeciwbdlowe
V-6. Wptyw galaniny na pobieranie pokarmow
V-7. Inne biologiczne aktywnos$ci galaniny
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Wykaz stosowanych skrétéw: Ach — acetylocholina; ACTH
— kortykotropina; ATP — adenozynotrifosforan; cAMP — cy-
kliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan; CD — spektroskopia
dichroizmu kotowego; DAG — 1,2-diacyloglicerol; FRET —
fluorescencyjny rezonansowy transfer energii; FSH — folikulo-
tropina; GAL — galanina; GH — hormon wzrostu; GMAP —
peptyd informacyjny towarzyszacy galatiinie; IP3 — 1,4,5-trifo-
sforan inozytolu; IR — spektroskopia w podczerwieni; Kd —
rGwnowagowa stata wigzania kompleksu ligand-receptor; LH
— lutropina; NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego; PRL — prolaktyna; RINm5F — linia komérkowa
szczurzych wysp trzustkowych; TFE — 2,2,2-trifluoroetanol,
VIP — naczyniowoczynny peptyd jelitowy.
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ul. Sobieskiego 18, 80-952 Gdansk, 'e-mail: jarecki@ che-
mik.chem.univ.gda.pl, 2e-mail: rekowski@ chemik.chem.
univ.gda.pl
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I. Wstep

W 1983 roku w laboratorium Victora Mutta w
Sztokholmie wyizolowano z tkanek przewodu po-
karmowego S$wini nowy, biologicznie czynny pep-
tyd, ktory nazwano galaning [1]. Galanina (GAL)
jest neuropeptydem o szerokim spektrum aktywno-
ci biologicznej. GAL moduluje dziatanie hormondéw
przysadki, wptywa na sekrecje insuliny, procesy pa-
mieciowe, taknienie, odczuwanie bdélu i zachowania
seksualne [2]. Znana jest takze jako modulator funk-
cji motorycznych miesni przewodu pokarmowego.
Mozliwos¢ zastosowania galaniny oraz jej analogéw
(szczegblnie tych o charakterze antagonjstycznym)
w terapii oraz diagnostyce medycznej czynig galani-
ne obiektem intensywnych badan wielu laborato-
riow. Niniejsza praca stanowi przeglad literaturowy
dotyczacy budowy, funkcji biologicznych oraz me-
chanizméw dziatania galaniny, a takze receptoréw
galaniny i ich ligandéw.
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I1. Odkrycie galaniny

Galanina jest amidem 29-peptydu, nie wyka-
zujacym homologii z zadnym znanym neuropepty-
dem [1]. Nazwa tego peptydu wywodzi sie z nazwy
N-koricowego aminokwasu glicyny oraz C-konco-
wego aminokwasu alaniny [1]. Opisano wiele od-
mian  gatunkowych  galaniny.  Wszystkie, z

Tabela 1

Struktury pierwszorzedowe znanych galanin niektérych kregowcéw [1-7]

do wody zaobserwowano, rozpoczynajacy sie od
C-konca galaniny, wyrazny proces zanikania konfor-
macji a-helikalnej [::].

Galanina jest ewolucyjnie starym, dobrze zacho-
wanym peptydem, obecnym w tkankach wielu
narzadéw ludzi i zwierzat [1-7]. Neuropeptyd ten
znaleziono zaréwno w o$rodkowym, jak i obwodo-
wym uktadzie nerwowym. Wystepuje w rdzeniu kre-

Gatunek SEKWENCJA AMINOKWASOWA

Cztowiek GWTLNSAGYLLGPHA VGNHRSFSDKNGLTS-COOH
Swinia GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHDKYGLA-A/I-I2
Pies GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHEKPGLT-A/A72
Owca GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHDKHGLA-/VH2
Krowa GWTLNSAGYLLGPHA LDSHRSFQDKHGLA-A//-I2
Szczur GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFSDKHGLT-/VH2
Mysz GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFSDKHGLT-A/H2
Kurczak GWTLNSAGYLLGPHA VDNHRSFNDKHGFT-/VH2
Aligator GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFNEKHGIA-/VH2
Zaba GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFNDKHGLA-A//-/2
Pstrag GWTLNSAGYLLGPHG IDGHRTLSDKHGLA-A/H2
Bowfin* GWTLNSAGYLLGPHA VDNHRSLNDKHGLA-A/I72

*prastara ryba pétnocnoamerykanska

wyjatkiem galaniny pstraga, maja identyczny N-koA-
cowy fragment 1-15 (Tabela 1) [1-7]. Galanina z tka-
nek cztowieka jest 30-peptydem, z wolng grupg kar-
boksylowg na C-koncu. GAL powstaje z biatka pre-
kursorowego — preprogalaniny (prepro-GAL), zbu-
dowanego z 123/124 (w zaleznosci od odmiany ga-
tunkowej) reszt aminokwasowych [s, 9]. W wyniku
dziatania enzymdw proteolitycznych z prepro-GAL
powstaje galanina oraz sktadajgcy sie z 59/60 reszt
aminokwasowych peptyd informacyjny towa-
rzyszacy galaninie (GMAP) [s, 9].

Strukture GAL badano przy pomocy technik spek-
troskopowych: NMR, IR, CD, FRET oraz teoretycz-
nych metod dynamiki molekularnej (MD), np. Monte
Carlo [10-14]. Zaobserwowano, ze w Srodowisku
wodnym GAL nie wykazuje uporzadkowanej struk-
tury drugorzedowej [11, 12]. Natomiast w Srodowi-
sku niewodnym (np. w 2,2,2-trifluoroetanolu (TFE),
ktory symuluje srodowisko btony komdérkowej) GAL
przyjmuje strukture helikalng. Stwierdzono obec-
no$¢ dwdch a-helikséw potaczonych zgieciem,
utworzonym przez Pro w pozycji 13 [12, 13]. Dane
eksperymentalne potwierdzajg wyniki otrzymane
metodami dynamiki molekularnej. Podczas symulo-
wanego przejscia ze Srodowiska niewodnego (TFE)
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gowym, podwzg6rzu, miejscu sinawym, hipokampie
(rogu Ammona), ciele prazkowanym i opuszce we-
chowej [2, 4, s ]. Obecno$é GAL wykryto w tkankach
wielu narzadéw uktadu oddechowego, pokarmowe-
go, moczowo-ptciowego oraz w autonomicznych
zwojach nerwowych unerwiajgcych serce, nerki,
watrobe i Sledzione [2, 4, s]. Tabela 2 przedstawia
funkcje GAL zwigzane z miejscami jej wystepowa-
nia [4, s].

I1l. Receptory galaniny

Receptor galaninowy jest sprzezong z biatkiem G
glikoproteing o masie czgsteczkowej 54 kDa [15].
Galanina wykazuje silne powinowactwo do swoich
receptoréw. Warto$¢ K& (rownowagowa stata wigza-
nia ligand-receptor) kompleksu galanina-receptor
wynosi 0.8 nM. Nie zaobserwowano wspotzawod-
nictwa o wigzalnos$¢ z receptorami GAL ze strony ta-
kich peptydéwjak: naczyniowoczynny peptyd jelito-
wy (VIP), glukagon, insulina, substancja P i neuro-
tensyna [15].

Badania przeprowadzone z uzyciem hybrydo-
wych analogow GAL zawierajacych jej N-koncowy
fragment (1-13) potaczony z C-koncowga czescig in-
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Tabela 2

Funkcje galaniny zwigzane z miejscem jej wystepowania [4, 8]

OSRODKOWY UKLAD NERWOWY

OBWODOWY UKEAD NERWOWY

REGION FUNKCJA REGION FUNKCJA
Regulowanie procesu pobierania pokarmu
2. Stymulowanie procesu wydzielania hormonu -
1 Hamowanie indukowanego
Podwzgérze wzrostu Trzustka

3. Flamowanic procesu wydzielania
kortykosteronu

1. Udziat w blokowaniu neuronéw
. . produkujacych noradrenaline
Miejsce sinawe . L .
2. Udziat w procesie hiperpolaryzacji
1 Hamowanie procesu wydzielania
acetylocholiny
2. Hamowanie obrotu metabolicznego
Hipokamp
(rég Ammona)

fosfoinozytydu wspotpracujacego z
receptorem muskarynowym

3. Udzial w procesie zamykania kanatéw
wapniowych

1. Stymulowanie procesu wydzielania

Ciato .
acetylocholiny

prazkowane

nego peptydu, np. substancji P, umozliwity wysunie-
cie hipotezy wystepowania podtypow receptoréw
GAL [5, 16]. W zalezno$ci od miejsca dziatania hy-
brydowe peptydy wykazywaty dziatanie antagoni-
styczne (np. w przysadce, hipokampie) lub agoni-
styczne (np. w mieéniach gtadkich przewodu pokar-
mowego) wzgledem galaniny. Wyniki badan sugero-
waty obecno$¢ receptoréw GAL r6znych podtypéw
aktywujacych odmienne, lecz specyficzne dla kazde-
go podtypu receptora, wewngtrzkomorkowe szlaki
sygnatowe [5, 16].

W 1994 roku sklonowano po raz pierwszy recep-
tor ludzkiej galaniny, oznaczony jako GALR1 [17].
GALR1 zbudowany jest z pojedynczego taricucha
polipeptydowego zawierajgcego 349 reszt amino-
kwasowych oraz z siedmiu domen wbudowanych w
btone plazmatyczng komorki. Zlokalizowano réw-
niez miejsca odpowiedzialne za wigzanie sie galani-
ny z receptorem [18]. Stwierdzono, ze wolna grupa
aminowa reszty Gly. galaniny oddziatuje za pomocg
wigzan wodorowych z resztg Gluz.: receptora. Po-
nadto reszta Trp. galaniny oddziatuje z wrazliwg na
obecno$éjondw Zn2+parg reszt Hiszes i His267, zloka-
lizowang w domenie VI receptora, za$ reszta Tyrs w
czgsteczce galaniny uczestniczy w oddziatywaniach
hydrofobowych z resztg Phe282, obecng w domenie
VII receptora. Ostatnie badania potwierdzajg hipote-
ze na temat oddzialtywan pomiedzy receptorem, a
resztami: Trp. i Tyr9, w czgsteczce galaniny [19]. Su-
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glukoza wydzielania insuliny

1 Hamowanie wydzielania

Komérki RINm5F . N
insuliny i somatostatyny

Cze$¢ ledzwiowa . ; 3
. 1 Tlumienie odruchéw na bodzce
rdzenia kregowego . ,
wywotujace bol

Miesnie gtadkie 1. Wptyw na funkcje motorycznc

geruje sie, ze Gly. w czasteczce galaniny oddziatuje
raczej z resztg Pheus receptora, a nie z Glu2rl, jak
przypuszczano wczesniej.

Obecnie znane sa 3 podtypy receptoréw galanino-
wych: GALR1, GALR2 oraz GALR3 [17, 20-23].
Drugi podtyp, oznaczany jako GALR2, zbudowany
jest z 372 reszt aminokwasowych i wykazuje 40%
homologii w sekwencji z GALR1. W odr6znieniu od
GALR1, GALR2 wykazuje duze powinowactwo do
fragmentu GAL(2-29)NH2sugerujac, ze reszta Gly.
nie jest istotna w tworzeniu kompleksu
GAL-GALR2 [20-22]. GALR2 jest szeroko rozpo-
wszechniony w o$rodkowym uktadzie nerwowym i
tkankach obwodowych (ptuca, serce, S$ledziona,
watroba, miesnie szkieletowe, jelito cienkie), pod-
czas gdy GALR1 wystepuje tylko w moézgu irdzeniu
kregowym [20, 21]. Trzeci podtyp, oznaczany jako
GALR3, zbudowany jest 368 reszt aminokwasowych
i wykazuje 36% homologii w sekwencji z GALR1
oraz 54% homologii w sekwencji z GALR2 [20, 21,
23]. GALR3, podobnie jak GALR2, wykazuje wyso-
kie powinowactwo do fragmentu GAL(2-29)NH2
[20-21]. Stwierdzenie réwniez, ze obecnos$¢ C-ko-
ricowego fragmentu GAL, tzn. obecno$¢ reszt ami-
nokwasowych znajdujacych sie w pozycjach: 17, 18,
19 jest wazna dla zachowania wysokiego powino-
wactwa do receptora GALR3 [20, 21].

Wyrbéznione dotychczas trzy podtypy receptorow
GAL klasyfikuje sie na podstawie r6znego powino-
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wactwa do fragmentéw GAL(2-29) i GAL(1-16)
[20-24], GAL(2-29) wigze sie do GALR2 iGALR3 z
wysokim powinowactwem, w przeciwienstwie do ni-
skiego powinowactwa GALR1l. GAL(I-16) wiaze
sie z GALR1 i GALR2 z wysokim powinowactwem,
ajej powinowactwo do GALR3 jest znacznie nizsze
[24]. Obecnosé receptoréw GAL réznych podtypow
sugeruje, ze posSredniczg one w r6znych procesach
biochemicznych. Prawdopodobnie jest to rezultat
funkcjonowania réznych, lecz charakterystycznych
dla kazdego podtypu receptora, wewnatrzkomérko-
wych szlakéw sygnatowych. Mimo sklonowania
trzech podtypdw receptoréw galaninowych, nie sg
jeszcze znane mechanizmy oddziatywania tych re-
ceptoréw z biatkami G.

IV. Mechanizmy dziatania galaniny

Efekty biologiczne wywotywane przez galanine
sg wynikiem oddziatlywania tego neuropeptydu z re-
ceptorami GAL réznych podtypow, ktore poprzez
biatka G przekazujag sygnat na rézne uktady efektoro-
we powodujac kompleksowg odpowiedz komorki.
Wyrézniono kilka mechanizméw dziatania galaniny
(Ryc. I). Stwierdzono, ze biologiczna aktywnos$¢ ga-

Zalezny od napigcia
Kanal wapiowy

Blona komarkowa

GAL

1770 e 22 E

o
i T A

Cytoplazma

Ca2t

ﬁ ﬁ Receptor]

[(:‘,a2+]

Kinazy altek <

laniny, wynikajgca z wigzania sie GAL ze swoistymi

receptorami, ktore poprzez biatka G aktywujg r6zne

wewngtrzkomdrkowe szlaki sygnatowe, realizowana

jest poprzez [4, s, 25]:

— wptyw GAL na otwieranie zaleznych od ATP
kanatéw K+, co wywotuje hiperpolaryzacje i po-
$rednie dziatanie na zalezne od potencjatu kanaty
Ca2+,

— bezposredni wptyw GAL na zamykanie dihydrok-
sypirydyno-zaleznych kanatdw Ca2+,

— wptyw GAL na blokowanie cyklazy adenylowej,
ktéra katalizuje powstawanie cAMP,

— wplyw GAL na aktywnos$¢ fosfolipazy C, pod
wptywem ktérej powstaje DAG i IPs,

— kombinacje powyzszych proceséw.

V. Funkcje biologiczne galaniny

V-1. Wptyw galaniny na funkcje wewnatrzwydziel-
niczg trzustki

Obecnos¢ galaniny stwierdzono we witdknach ner-
wowych wysp Langerhansa w trzustce pséw, szczu-
row, myszy icztowieka [2, 26-28]. Galaninajako lo-
kalny wewnatrzkomoérkowy regulator wydzielania

Przestrzen
zewnatizkomorkowa

Kanal potasowy

e 2209979
By BB

GAL

Alklpolnl}zmjn @ cAMP

(zamkni¢cie kanalu Ca?)

C'am

[Efeldy fizjologiczne I

Ryc. 1. Mechanizmy dziatania galaniny; AC — cyklaza adenylowa; ATP — adenozynotrifosforan; Cam — kalmodulina; cAMP — cykliczny adenozy-
no-3’,5’-inonofosforan; DAG — 1,2-diacyloglicerol; ER — retikulum endoplazinatyczne; G - kompleks regulatorowy biatka G; GAL — gala-
nina; IP3- 1,4.5-trifosforan inozytolu; P1P2— 4\5 ,-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (fosfoinozytyd); PLC — fosfolipaza C [4, 8, 25],
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insuliny dziata bezposrednio na komérki [3 odpowie-
dzialne za produkcje hormonu. Obniza ona podsta-
wowy poziom insuliny we krwi oraz wptywa ha-
mujgco na wydzielanie insuliny stymulowane glu-
koza. Stwierdzono ponadto inhibitorowy wptyw ga-
laniny na wydzielanie innych hormonéw trzustko-
wych: somatostatyny, polipeptydu trzustkowego i
glukagonu [28].

Wptyw GAL na poziom wydzielania insuliny zba-
dano u ludzi i zwierzat [28]. Badania in vivo oraz in
vitro wykazaty wptyw wieprzowej galaniny (pGAL)
na wydzielanie insuliny u ludzi, myszy, szczurdéw,
psow, krolikow, swin i pawianow [28]. W testach in
vitro stwierdzono, ze podanie pGAL powodowato
spadek poziomu wydzielania insuliny we wszystkich
przypadkach. Natomiast w testach in vivo, pGAL nie
wykazywata aktywnos$ci w przypadku pawiana i
cztowieka [28]. Stwierdzono rdéwniez hamujacy
wptyw ludzkiej i szczurzej galaniny (w dawce
10:s M) na indukowane glukozg wydzielanie insuliny
z izolowanych wysp Langerhansa szczura [29].

Hamujace dziatanie galaniny na wydzielanie insu-
liny z wysp trzustkowych wywotywane jest przez
blokowanie uktadu cyklazy adenylowej [30, 31] oraz
aktywacje zaleznych od ATP kanatdbw K+ co
wywotuje hiperpolaryzacje btony komadrkowej i po-
Srednie dziatanie na zalezne od potencjatu kanaty
Ca2+ [31, 32], Badania sugerujg rowniez funkcjono-
wanie mechanizmow dziatania galaniny w trzustce,
nie zwigzanych z hiperpolaryzacja btony komaérko-
wej oraz blokowaniem aktywnos$ci cyklazy adenylo-
wej [31, 33].

V-2. Wplyw galaniny na aktywnos$¢ miesni gtadkich
przewodu pokarmowego

Galanina wptywa na funkcje motoryczne tkanek
miesniowych [34]. Zaleznie od gatunku zwierzecia i
rodzaju tkanki, GAL pobudza [1, 35-39] lub hamuje
[1,9, 40-44] skurcze mies$ni gtadkich. Procesy te
moga przebiegaé w dwojaki sposéb. W pierwszym
przypadku galanina wywiera bezposredni wptyw na
miesniowke gtadkga, co wywotuje zalezne od stezenia
GAL skurcze mies$ni gtadkich (np. zotadka, jelita
cienkiego igrubego) [1, 35-39]. Ten rodzaj aktywno-
§ci neuropeptydu zwigzany jest zjego wptywem na
wydzielanie pozakomérkowych jondw Ca2+oraz ak-
tywacjg uktadu fosfolipazy C [45-47]. W drugim
przypadku GAL dziata jako neuromodulator,
wptywajac na aktywno$¢ neurondw cholinergicz-
nych i hamujgc uwalnianie acetylocholiny (Ach) z
zakonczen neuronalnych [1,9, 40-44].

310

GAL wywotuje zalezne od stezenia skurcze mie-
$ni gtadkich jelita kretego u Swini, Swinki morskiej,
szczura ikrélika, natomiast u psa obserwuje sie efekt
odwrotny — rozkurcz tych mieéni [39]. Galanina
dziata rdwniez kurczaco na miesnie przewodu pokar-
mowego ludzi [36]. Kurczgce dziatanie pGAL po-
twierdzajg réwniez badania na mies$niach gtadkich
dna zotgdka, jelita czczego, jelita kretego, okreznicy
i pecherza moczowego szczura, a takze ludzkiego
wyrostka robaczkowego ijelita cienkiego oraz okre-
znicy myszy [35-39].

pGAL hamuje skurcze mies$ni przewodu pokarmo-
wego stymulowane polem elektrycznym lub Ach u
Sswinki morskiej ipsa [9, 44]. Hamujacy efekt galani-
ny zostat réwniez potwierdzony podczas badan nad
skurczami wywotanymi bodZzcami elektrycznymi lub
Ach, na izolowanych miesniach zwieracza teczowki
oka krélika [9] oraz mies$niach gtadkich ludzkiego
pecherza moczowego [44], Okazato sie przy tym, iz
dziatanie galaniny redukowane byto przez atropine
(antagona Ach), ktéra hamuje kurczliwosé miesni
gtadkich [44]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze galanina
jest antagonem receptoréw acetylocholinowych.

V-3. Wplyw galaniny na wydzielanie hormonéw
przysadki

GAL odgrywa istotng role w regulacji funkcji
uktadu podwzgérzowo-przysadkowego, co stwarza
mozliwo$¢ praktycznego zastosowania galaniny
jako klinicznego markera wielu choréb tego uktadu
[48]. Galanina reguluje czynnos$¢ tylnego iprzednie-
go ptata przysadki mozgowej [4, s, 48-57]. Wptywa
na sekrecje hormonu wzrostu (GH), kortykotropiny
(ACTH) oraz hormonéw gonadotropowych: prolak-
tyny (PRL), lutropiny (LH) i folikulotropiny (FSH) i
prawdopodobnie tyreotropiny (TSH) [48],

Wptyw galaniny na wydzielanie hormonu wzrostu
(GH), odpowiedzialnego za wzrost w okresie pouro-
dzeniowym oraz za prawidtowg przemiane weglo-
wodanéw i lipidow, zbadano u ludzi i szczurdw
[53-56]. Stwierdzono, ze podanie pGAL powoduje
wzrost wydzielania GH, za$ jednoczesne podanie ar-
gininy oraz pGAL znacznie wzmaga dziatanie gala-
niny [54]. pGAL zwieksza rdwniez wydzielanie GH
stymulowane przez podwzgdrzowy czynnik uwal-
niajacy GH (GHRF) [54, 55]. Podobny efekt u
cztowieka wywotuje ludzka galanina (hGAL) [55].
Zaobserwowano, ze wptyw GAL na wydzielanie GH
u ludzi zalezy od wieku i ptci [56]. Wsrdd ludzi
mitodych (ponizej 40 lat) stwierdzono po podaniu
GAL wyzszy poziom GH u kobiet, niz u mezczyzn,
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natomiast w grupie ludzi starszych (powyzej 65 lat)
wyzszy poziom GH u mezczyzn. Ma to prawdopo-
dobnie zwigzek z poziomem estrogenu [56].

DosSwiadczenia ze szczurami wykazaty réwniez,
ze galanina jest regulatorem funkcji komorek lakto-
tropowych i stymuluje wydzielanie prolaktyny
[49-53], Prolaktyna jest hormonem uczestniczagcym
w inicjacji i utrzymywaniu laktacji w okresie popo-
rodowym oraz powodujagcym przejSciowg fizjolo-
gicznag nieptodno$é (brak owulacji) u ssakéw. GAL
stymuluje takze uwalnianie lutropiny (hormonu od-
powiedzialnego za wytwarzanie progesteronu u sa-
mic i testosteronu u samcow) [57].

V-4, Galanina, a procesy neuropsychiatryczne

Obecna w nerwach przodomézgowia galanina
wspdtwystepuje z acetylocholing, odgrywajaca
wazng role w procesach neuropsychiatrycznych [4,
s, 48, 58-65]. Galanina hamuje wydzielanie acetylo-
choliny w hipokampie, ktéry stanowi sktadowg
uktadu limbicznego, odpowiadajgcego za pamiec
Swiezg, emocje i powstawanie wrazen [48]. W bada-
niach na szczurach wykazano wptyw galaniny na
procesy uczenia sie i zapamietywania [s , 58-60]. Do-
mézgowe podanie galaniny ostabiato zdolno$¢ zdro-
wych zwierzat do pokonywania wodnego labiryntu
(Morris swim maze) [58]. Natomiast galanina
wstrzyknieta do podwzgdrza szczuréw z uszkodzo-
nym przodomo6zgowiem hamowata indukowany ace-
tylocholing postep w umiejetnosci przejscia labiryn-
tu (T-maze) [58],

Hamujacy wptyw galaniny na wydzielanie acety-
locholiny potgczony ze wzmozonym przesytaniem
impulséw we witoknach galaninergicznych w przo-
domoézgowiu sugeruje zwigzek galaniny z zaburze-
niami funkcjonowania witdkien cholinergicznych, a
wiec udziat w patofizjologii choroby Alzheimera [4,
s, 48, 61-65]. W chorobie Alzheimera degradacji
ulegaja cholinergiczne nerwy przodomoézgowia,
istotne w procesach uczenia sie i zapamietywania.
Obserwuje sie wdéwczas zanik kory mdézgowej, co
prowadzi do gtebokiego uposledzenia fizycznego i
psychicznego (demencji). U pacjentéw chorych na
chorobe Alzheimera stwierdzono podwyzszony po-
ziom galaniny w mozgu, jak rowniez spowodowang
galaning hipertrofie (przerost) neurondéw oraz hiper-
przewodzenie impulséw, prowadzace do szybkiej de-
gradacji neuronéw [61]. Konsekwencja tych efektow
jest redukcja wydzielania acetylocholiny i szybki
rozw6j choroby. Inhibicja aktywnos$ci galaniny, po-
przez wprowadzenie antagonow blokujacych recep-
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tory galaninowe stwarza nowe mozliwosci w lecze-
niu choroby Alzheimera.

Galanina uczestniczy rowniez w powstawaniu de-
presji [ss]. W neuronach miejsca sinawego GAL
wspdtwystepuje z noradrenaling. Galanina blokuje
aktywno$¢ neuronéw dopaminergicznych, produ-
kujacych noradrenaline. Nastepstwem tego efektu sg
typowe objawy depresji: obnizenie aktywnosci ru-
chowej, obnizenie zdolno$ci odczuwania bodzcéw
“przyjemnych” oraz spadek umiejetnosci ich oceny.
Sugeruje sie, iz zastosowanie silnych anatagondw
GAL moze wywiera¢ korzystny efekt w leczeniu de-
presji.

V-5. Galanina, a efekty przeciwbo6lowe

Galanina ijej agony hamujg odruchy miesniowe
wywotane bodzcami nocyceptywnymi, co sugeruje
zwigzek GAL 1z dziataniem przeciwbdlowym
[67-72]. U matp, uszkodzenie nerwow obwodowych
powoduje wzrost poziomu galaniny [67]. Okazato
sig, ze galanina blokuje odruchy mies$ni spowodowa-
ne uszkodzeniem nerwéw. U szczuro6w natomiast ga-
lanina wzmaga i wydtuza przeciwbdélowe dziatanie
morfiny [68-70]. Najwiekszg aktywno$¢ w proce-
sach ttumienia bélu wykazuje fragment GAL(1-15),
a fragment pGAL(16-29) jest prawie nieaktywny
[69-70], Wynika stad, ze galanina lubjej agony moga
byé uzyteczne w leczeniu b6lu wywotanego neuro-
patia [71-72].

V-6. Wptyw galaniny na pobieranie pokarmu

Galanina reguluje procesy taknienia pokarmu po-
budzajac apetyt na ttuszcze [73-76]. Dozylne idomo-
zgowe podanie wieprzowej galaniny (pGAL) stymu-
luje pobieranie pokarmu przez szczury [75, 76].
Efekt ten wynika prawdopodobnie z aktywacji recep-
toréw «:-adrenergicznych lub oddziatywania galani-
ny z innymi neurotransmiterami [73]. U ludzi nie
stwierdzono znaczacych réznic w stezeniu galaniny
pomiedzy grupa pacjentéw cierpigcych na anoreksje
lub bulimie, a grupa ludzi zdrowych [75, 77]. Znacz-
ny jednak wzrost stezenia galaniny zaobserwowano
w grupie kobiet otytych, w poréwnaniu z grupg kon-
trolng kobiet szczuptych [78].

V-7. Inne biologiczne aktywno$ci galaniny
W badaniach wptywu pGAL na funkcje uktadu

krwiono$nego  us$pionych  kotéw  stwierdzono
ostabienie akcji serca oraz spadek ogélnoustrojowe-
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go ci$nienia krwi [79, 80]. U ryb, ptazéw i ssakéw
zaobserwowano natomiast efekt przeciwny — pod-
wyzszanie ci$nienia krwi [81]. Galanina powoduje
rowniez wzrost produkcji $liny wydzielanej przez
gruczoty Slinowe u ludzi [82], Przeprowadzone na
szczurach badania behawioralne sugerujg takze, iz
galanina moze wywieraé istotny wptyw na zachowa-
nia seksualne [83]. Dokomorowe podanie galaniny
hamuje aktywno$¢ kopulacyjna samcoéw szczurow.
Natomiast podanie galantydu (M 15), antagona gala-
niny, znosito hamujacy efekt galaniny i powodowato
wzrost aktywnosci kopulacyjnej [84].

V1. Agony i antagony galaniny

Ogromng role w badaniach fizjologicznych
wiasciwosci galaniny odgrywajg peptydy o
witasciwosciach antagonistycznych [4]. Ich duze po-
winowactwo do receptorow galaninowych hamuje
fizjologiczng aktywno$¢ GAL. Za rozpoznanie pep-
tydu przez receptory galaninowe odpowiedzialny
jest N-koncowy fragment galaniny, zatem wszystkie
peptydy o charakterze antagonistycznym muszg za-
wiera¢ ten fragment lub jego modyfikacje [4], Pro-
jektujac nowe analogi galaniny powinno sie rowniez
uwzglednia¢ rodzaj aktywnosci biologicznej. Zmia-
na strukturalna korzystna dlajednego rodzaju aktyw-
nosci nie musi byé korzystna dla innej, co sugeruje
istnienie réznych podtypéw receptorow GAL, po-
$redniczagcych w roéznych procesach biochemicz-
nych.

Pierwszym krokiem w kierunku znalezienia ko-
rzystnych zmian strukturalnych byto wskazanie frag-
mentdw odpowiedzialnych za aktywno$¢ biolo-
giczng oraz stwierdzenie, ktére reszty aminokwaso-
we w sekwencji GAL sg kluczowe dlajej aktywnosci
biologicznej. W badaniach nad receptorami GAL
analizowano miedzy innymi wptyw skracania na-
tywnego tancucha galaniny oraz wptyw zamiany po-
szczeg6lnych reszt aminokwasowych L-alaning w
aktywnym fragmencie GAL(1-16) na powinowac-
two do receptorow GAL z podwzgo6rza szczura [85]
oraz rdzenia kregowego [s« ]. Wnioski z tych badan
sg nastepujace:

— za wigzanie z receptorami GAL, jak i za wiek-
szo$¢ funkcji biologicznych odpowiedzialny jest
N-koncowy fragment GAL

— najbardziej aktywnym fragmentem czasteczki pep-
tydu jest N-koricowy fragment GAL(1-15), za$
najkrétszy fragment, ktory posiada jeszcze pewng
aktywnos$¢ to GAL(I-10); fragment GAL(3-29)
jest nierozpoznawalny przez receptory
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— dla uzyskania petnej aktywnos$ci wymagana jest
petna sekwencja peptydu; C-koncowy fragment
nie jest niezbedny, lecz jego obecno$¢ wzmaga
dziatanie biologiczne oraz chroni N-koncowy
fragment przed dziataniem enzyméw proteoli-
tycznych

— dwie pierwsze reszty aminokwasowe tj. Gly: i
Trp. w czasteczce GAL oraz w jej fragmentach
badz analogach sg kluczowe dla aktywnos$ci i po-
winowactwa do receptorow; usuniecie Gly1l, pod-
stawienie Trp. aminokwasem niearomatycznym
(L-Ile lub L-Ala) obniza w spos6b znaczacy ak-
tywnos$¢ neuropetydu

— wazng role w oddziatywaniu z receptorami GAL
odgrywaja rowniez reszty: Asnb, Tyr9, Leul0'11,
Glyi

— dopuszczalne sg zmiany w niektérych pozycjach:
4, « oraz w pozycjach za 12 resztg aminokwa-
sowa, ktore nie prowadza do zaniku aktywnosci
GAL.

Zsyntezowano wiele analogdw N-koAcowego
fragmentu GAL [4, 5, s, 16, 25, 29, 39, 85-91]. Tylko
niektére z nich wykazuja silng aktywno$¢ biolo-
giczng. Znany jest efekt dziatania analogéw: [Ala ,
D-Trps]GAL(I-15)-0l i [D-Thre,D-Trps>]GAL-
(1-15)-ol [29, s s ]. Zbadano wptyw tych peptydéw na
indukowane glukozg wydzielanie insuliny z izolo-
wanych wysp trzustek szczurzych. Zastosowanie sa-
mych analogéw nie wptywato na poziom insuliny.
Natomiast podanie ich (0,1 /;M) w obecnosci galani-
ny (1 nM) blokowato inhibitorowy efekt galaniny na
wydzielanie insuliny indukowane glukozg. Analogi
te okazaty sie silnymi antagonami galaniny, znoszac
catkowicie efekt jej dziatania. Powyzsze badania su-
gerujg, ze modyfikacje fragmentu galaniny 1-15
mogg odgrywac istotng role w poszukiwaniu analo-
goéw galaniny, wykazujacych silne powinowactwo
do receptorow oraz selektywne agonistyczne lub an-
tagonistyczne witasciwosci biologicznie.

Opisano réwniez dziatanie biologiczne wielu hy-
brydowych analogéw, zawierajgcych fragment
GAL(1-13) (lubjego modyfikacje) oraz fragment in-
nego biologicznie czynnego peptydu, np. neuropep-
tydu Y (NPY), scyliorhininy 1 (SCY 1), substancji P
(SP), bradykininy (BK) lub mastoparanu (MAS) [4,
5, 5,25, 89-94]. Otrzymane w ten sposéb peptydy hy-
brydowe tatwiej wigza sie z btong komorkowa i/lub
moga by¢ rozpoznawane przez receptory obu pepty-
dow [4]. Tabela 3 przedstawia sekwencje kilku biolo-
gicznie czynnych peptydéw hybrydowych oraz po-
rownanie ich powinowactwa do receptorow GAL z
podwzgorza szczura [89, 90, 92] oraz obecnych w
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Tabela 3

Biologicznie czynne hybrydowe analogi galaniny [89, 90, 92, 93]

LIGAND Kd[nM]
pGAL

GWTLNSAGYLLGP HAIDNHRSFHDKYGLA-/V/-I2 0.8/0.4*
GAL(1-13)NH2

gwtlnsagyllgp-/ivfl2 150
M15; GAL(1-13)-SP(5-11)-/VH2

GWTLNSAGYLLGP QQFFGLM-/VH2 0.1
M32; GAL(1-13)-NPY(25-36)-/VH2

GWTLNSAGYLLGP RHYINLITRQRY-/VH2 0.1
M35; GAL(1-13)-BK(2-9)-A/H2

GWTLNSAGYLLGP PPGFSPFR-/VH2 03
M40; GAL(1-13)-PPALALA-/VW?2

GWTLNSAGYLLGP PPALAIA-NH2 10
C7; GAL(1-13)-spantyd-NH2

GWTLNSAGYLLGP (D-R)PKPQQ(D-W)F(D-W)LL -NH2 0.2
Galparan; GAL(1-13)-MAS-A/H2 7.1*

GWTLNSAGYLLGP INLKALAALAKKIL-A//-2

‘powinowactwa do receptorow GAL obecnych w komdrkach linii RINm5F szczurzych wysp trzustkowych

komérkach linii RINm5F szczurzych wysp trzustko-
wych [93].

Pierwszym opisanym peptydem hybrydowym o
charakterze antagonistycznym byt peptyd
GAL(1-13)-SP(5-11)NH2, zwany galantydem lub
M 15 [92, 94]. Przedtuzenie N-koricowego fragmentu
GAL(1-13) o fragment substancji P(5-1 1) spowodo-
wato 1000 -krotne zwiekszenie powinowactwa pep-
tydu do receptoréw galaninowych w poréwnaniu z
fragmentem GAL(1-13)NH2. M I5 wykazywat row-
niez 1.-krotnie wieksze powinowactwo do recepto-
réw galaninowych, niz GAL( 1-29)NH2oraz wysokie
powinowactwo do receptoréw substancji P, wieksze
od fragmentu SP(5-11)NH2 lecz mniejsze od
SP(1-10)NH2.

Galantyd w wielu przypadkach dziata antagoni-
stycznie w stosunku do GAL [94-97]. W testach na
wydzielanie insuliny znosi hamujgcy efekt galaniny
[94], blokuje wywotang przez galanine redukcje wy-
dzielania acetylocholiny w hipokampie [95] oraz ha-
muje wywotane galaningpodwyzszanie poziomu GH
[96]. Nie stwierdzono natomiast dziatania antagoni-
stycznego galantydu w stosunku do galaniny w bada-
niach na miesniach gtadkich, w ktorych M 15 byt ak-
tywatorem odruchéw miesniowych [97]. Odmienna
aktywnos$¢ hybrydowych analogoéw galaniny w r6z-
nych tkankach zwigzana jest prawdopodobnie z ist-
nieniem kilku podtypéw receptoréw galaninowych
oraz z r6znym oddziatywaniem hybrydowych analo-
gow z tymi receptorami. Dalsze badania nad hybry-
dowymi analogami galaniny mogg doprowadzi¢ do
odkrycia silnych ligandéw receptoré6w GAL, wyka-
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zujacych ukierunkowane witasciwos$ci agonistyczne
lub antagonistyczne.

Znaczaca role w badaniach nad fizjologicznymi
witasciwosciami galaniny moga réwniez odgrywacé
matoczagsteczkowe niepeptydowe ligandy recepto-
row GAL. Dotychczas odkryto dwa niepeptydowe li-
gandy receptorow GAL. Jeden z nich, nazwany Sch
202596, jest produktem przemiany materii grzybow,
wyizolowanym w trakcie poszukiwan silnych ligan-
déw receptordw GAL pochodzenia naturalnego (np.
z produktow fermentacji grzybéw lub bakterii) [98].
Stwierdzono, ze Sch 202596 wykazuje umiarkowane
powinowactwo do ludzkiego receptora GALR1 (IC50
= 1.7 pM), otrzymanego z komoérek ludzkiego czer-
niaka Bowena. Struktura Sch 202596 (Ryc. 2) moze
byé dobrym punktem wyjsciowym dla syntezy no-

OH

HO _.OH

OMe Cl

Ryc. 2. Struktura Sch 202596 [98],

wych matoczgsteczkowych niepeptydowych ligan-
dow GAL, receptorow wykazujgcych silne specy-
ficzne wtasciwosci agonistyczne lub antagonistycz-
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ne. Drugi z nich wykazuje wtasciwosci antagoni-
styczne wzgledem ludzkiego receptora GALR1 w
badaniach in vitro, jednakze jego struktura nie zo-
stata dotychczas opublikowana [90, 91].

VI1I. Uwagi koncowe

Galanina wykazuje bardzo szeroki zakres aktyw-
nosci biologicznych, ktére moga odgrywaé istotnag
role w procesach fizjologicznych i patologicznych w
organizmach ludzi i zwierzat. Miedzy innymi galani-
na moduluje aktywno$¢ miesni gtadkich przewodu
pokarmowego, wptywa na wydzielanie hormonow
trzustki i przysadki, procesy uczenia sie, zapamiety-
wania, taknienia pokarmu, odczuwania b6lu izacho-
wania seksualne. Przypuszcza sie, ze galanina moze
mie¢ rowniez zwigzek z takimi stanami chorobowy-
mi jak: choroba Alzheimera, depresja i akromegalia.
Hamowanie aktywnos$ci galaniny, poprzez zastoso-
wanie antagonow blokujacych receptory galaninowe
moze stworzy¢ nowe mozliwosci w terapii oraz dia-
gnostyce medycznej.

Mimo dynamicznego w ciggu ostatnich kilku lat
rozwoju technik biologii molekularnej, doktadny me-
chanizm dziatania galaniny na poziomie molekular-
nym nie jest nadal znany. Z tego wzgledu wiele funk-
cji oraz zaleznos$ci zwigzanych z aktywno$cig biolo-
giczng galaniny pozostaje nadal niewyjasnionych.
Nie sgjeszcze znane dokladne profile oddziatywania
receptorow galaniny (GALR1, GALR2 oraz GALR3)
z biatkami G. Brakuje rowniez silnych selektywnych
antagonow receptoréw GAL. Znalezienie peptydo-
wych lub matoczgsteczkowych niepeptydowych li-
ganddéw receptorow GAL, wykazujacych selektywne
witasciwosci antagonistyczne lub agonistyczne, moze
wnie$¢ znaczacy wkiad do badan nad poznaniem mo-
lekularnych mechanizméw dziatania GAL. W najbliz-
szej przysztosci nalezy oczekiwac dalszych postepow
w badaniach majacych na celu doktadniejsze okresle-
nie roli galaniny w funkcjonowaniu organizméw ludzi
i zwierzat, a takze doktadniejsze poznanie mechani-
zmow dziatania galaniny na poziomie molekularnym.

Czytelnicy zainteresowani tematyka zwigzang z
aktywnos$cig biologiczng galaniny moga roéwniez
skorzysta¢ z anglojezycznych artykutéw przeglado-
wych zaznaczonych w Pismiennictwie numerami [2,
5, 8,21, 25, 63, 71, 73].
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Oznaczanie hormonow w osoczu krwi technikg HPLC

Determination of hormones

techniques

in plasma by HPLC

MAGDALENA GOZDOWSKAL1 EWA KULCZYKOWSKA?2
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Wykaz stosowanych skréotéw: ED — detektor elektrochemicz-
ny; FD — detektor fluorescencyjny; HPLC — wysokosprawna
chromatografia cieczowa; MS — spektrometr masowy; ODS —
zel oktadecylosililowy; OPA — o-ftaldialdehyd, PAD — macie-
rzowy detektor fotodiodowy; RJA — metoda radioimmunolo-
giczna; RP— fazaodwrocona; SPE — ekstrakcja do fazy statej.

I. Wstep

Osocze tak jak inne ptyny ustrojowe zawiera w
swym sktadzie wiele réznych zwigzkéw chemicz-
nych. W$rdd nich na szczegdélng uwage zastugujg
hormony. Jest to duza grupa zwigzkéw biologicznie
czynnych réznigcych sie pod wzgledem budowy che-
micznej i funkcji fizjologicznych.

Ze wzgledu na budowe i ich fizyczne witasciwosci
mozna je podzieli¢ na trzy grupy:

IDr inz., :doc. dr hab., Instytut Oceanologii PAN, Zaktad Gene-
tyki i Biotechnologii Morskiej w Gdyni, ul. Sw. Wojciecha 5,
81-347 Gdynia, e-mail: niagda@ cbmpan.gdynia.pl, tel. (58)
620-89-13, e-mail: ewakulcz@cbmpan.gdynia.pl, tel. (58)
620-29-01
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— peptydy lub biatka,

— pochodne aminokwaséw takie jak indoloaminy
czy katecholaminy,

— steroidy.

Hormony jako tzw. przekaZzniki chemiczne sg wy-
twarzane przez gruczoty wydzielania wewnetrznego
i uwalniane do ptyndw ustrojowych. Ich stezenie
moze sie wahaé w zaleznosci od stanu fizjologiczne-
go organizmu, aw szczegdlnych przypadkach od od-
dziatywan czynnikéw zewnetrznych. Najczesciej
wystepuja one w bardzo matych ilosciach w osoczu
krwi rzedu piko- czy femtomoli w ml osocza.

Oznaczenie tak niewielkich stezen tych waznych
dla funkcjonowania organizmu zwigzkéw stanowi
prawdziwe wyzwanie dla analityka. Przez dtugi czas
jedyng skuteczng i odpowiednio czutg technikg ilo-
§ciowego oznaczania hormondw byty metody radio-
immunologiczne (ang. radioimmunoassay) (R1A).
Alternatywe dla tej metody stanowig techniki chro-
matograficzne. Ostatnie lata to okres ogromnego po-
stepu w tej dziedzinie. Dotyczy to szczegdlnie wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej, chromatogra-
fii gazowej czy kapilarnej elektroforezy. Ws$rdd nich
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
stanowi jedng z najczesciej stosowanych technik. Jej

317


mailto:niagda@cbmpan.gdynia.pl
mailto:ewakulcz@cbmpan.gdynia.pl

podstawowe zalety to szybkos$é, powtarzalnos$¢ oraz
niski koszt w poréwnaniu z innymi metodami. Dys-
ponujac bardzo czystym wzorcem oznaczanej sub-
stancji isprzezonym z HPLC odpowiednim dla dane-
go problemu analitycznego detektorem mozna ozna-
czy¢ jakosciowo i ilosSciowo hormony w stezeniach
na poziomie nawet femtomol/ml osocza. Stosowane
najczesciej rodzaje detektoréw, to detektor UV, flu-
orescencyjny (FD), elektrochemiczny (ED) czy
spektrometr masowy (MS).

Stosujagc metode HPLC mozna wyrézni¢ Kilka
gtownych etapow:
— wstepne oczyszczanie izageszczanie préobki,
— rozdziat na kolumnie,
— detekcje badanych zwigzkéw,
— komputerowg analize iloSciowg (Ryc. 1).

prébka np.:
0osocze zawierajgce
hormony

wstepne oczyszczanie i
zageszczanie probki (np. SPE)

HPLC
f

rozdziat
na kolumnie HPLC

nastrzvk

Ryc. 1. Schemat analizy za pomocg HPLC.

1-1. Wstepne przygotowanie probki — ekstrakcja
do fazy statej (SPE)

Waznym etapem analizy chromatograficznej jest
wstepne przygotowanie probki, majace na celu uwol-
nienie substancji badanej od niepotrzebnych, czesto
interferujagcych zwiazkéw izageszczenie jej. Do me-
tod tych nalezg: ekstrakcja ciecz-ciecz, ekstrakcja do
fazy statej (SPE), metody stragceniowe (w przypadku
biatek) i metody membranowe tj. dializa, ultrafiltro-
wanie [.].

Z wymienionych technik w ostatnich latach naj-
wieksze znaczenie zyskata metoda SPE [2-4]. Jej
gtowne atuty to przede wszystkim: wysoka selek-
tywno$¢ zageszczanej wybranej substancji, wysoki
stopien powtarzalnosci ekstrakcji, tatwo$¢ i szyb-
ko$¢ wykonania, niski koszt.

Technika ta wykorzystuje kolumienki wypetnione
krzemionka badZ zmodyfikowanym polimerem. Me-
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toda polega na przepuszczaniu ciektej analizowanej
prébki (np. o objetosci od kilkudziesieciu pi do Kilku
ml, w zaleznos$ci od dostepnych ilosci) przez ztoze
adsorbentu w kolumience i adsorpcji oznaczanych
zwigzkéw w ztozu. Po przemyciu kolumienki (w
celu oddzielenia reszty zanieczyszczen) zaadsorbo-
wane substancje wymywa sie nastepnie niewielka
ilosScig rozpuszczalnika. W taki spos6b mozna otrzy-
mac¢ nawet 1000 krotne zageszczenie analizowanej
substancji. Stosuje sie sorbenty niepolarne, polarne i
jonowymienne. Niepolarne wypeinienia zawieraja
np. metylowe, oktylowe czy oktadecylowe grupy
funkcyjne przytaczone do powierzchni zelu krze-
mionkowego majgce na celu zwiekszenie wtasciwo-
§ci retencyjnych. Polarne wypetnienia kolumienki to
niemodyfikowana krzemionka lub zel krzemionko-

~komputerowa analiza

detekcja  —r—wijosciowa

[l el

wy z cyjano-, amino- czy diolowymi grupami funk-
cyjnymi. Jonowymienne sorbenty posiadajg grupy
kationowe badZz anionowe. W przeciwiefistwie do
wypetnien uzywanych w HPLC wielko$¢ czastek
sorbentu jest znacznie wieksza w kolumienkach do
SPE. Pozwala to na tatwe nanoszenie prébki ielucje
z kolumny przy uzyciu matego nadcisnienia lub pod-
cisnienia.

Przy odpowiednim doborze wypetnienia kolu-
mienki oraz rodzaju rozpuszczalnika mozna zopty-
malizowaé¢ warunki prowadzenia ekstrakcji prak-
tycznie dla kazdej analizowanej probki a dostepnos$¢
przygotowywanych komercyjnie, wypetnionych
mini -kolumienek czyni metode SPE coraz czesciej i
chetniej stosowang w réznych laboratoriach anali-
tycznych. Przy czym spore koszty gotowych kolu-
mienek, szczegdlnie przy seryjnych analizach, mo-
zna znaczgco zredukowaé poprzez wielokrotne ich
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uzycie. Niezbedne jest woéwczas przemywanie kolu-
mienek miedzy analizami.

1-2. Rozdziat RP-HPLC

Optymalizacja warunkéw rozdziatu na kolumnie
chromatograficznej sprowadza sie do doboru
wypetnienia kolumny, fazy ruchomej i temperatury
rozdziatu.

HPLC mozna og6lnie podzieli¢ na chromatogra-
fie: zelowo-permeacyjng, adsorpcyjng (tzw. faza
normalna), podziatowg (w tym z fazami odwrocony-
mi, RP), jonowymienng oraz powinowactwa [5].
Chromatografia RP jest najbardziej wszechstronng i
najczesciej uzywang metoda HPLC. Faza stacjonar-
na jest tutaj chemicznie modyfikowanym zelem
krzemionkowym potgczonym z alkilosililowymi
zwiagzkami dajgcymi niepolarng, hydrofobowg po-
wierzchnie. Retencja zwigzkéw rozdzielanych spo-
wodowana jest gtownie hydrofobowymi interakcja-
mi pomiedzy nimi a weglowodorowg powierzchnig
sorbentu. Faze ruchoma(polarng) zazwyczaj stanowi
wodny roztwo6r metanolu, acetonitrylu czy innych
rozpuszczalnikow (mieszajagcych sie z wodg).
Zwigzki wymywane sg w kolejnosci zmniejszajacej
sie polarnosci (zwiekszajacej sie hydrofobowosci), a
podwyzszenie polarnego charakteru fazy ruchomej
(przez zwiegkszenie ilosci wody) wydtuza czas reten-
cji-

Najbardziej popularng faze stacjonarng stanowi
Cig (ODS), czyli oktadecylosilanowa grupa
przytaczona do powierzchni zelu krzemionkowego.
Jest sorbentem niepolarnym. Mozna go wykorzysty-
wac do rozdzielania réznych zwigzkéw — od polar-
nych do niepolarnych. Dostepne sg réwniez
wypetnienia o Kkrotszych ‘tancuchach bocznych
przytgczonych do powierzchni zelu. Faza Cg jest
fazg Srednio polarng i moze by¢ wykorzystywana do
wstepnego, orientacyjnego rozdzielania mieszanin o
nieznanym sktadzie, zawierajgcych takze zwigzki
polarne. Natomiast faza C:jest stosowana zwtaszcza
do rozdzielania zwigzkéw wielkoczasteczkowych.

Kolumny z fazg odwrdcong sg stabilne przy pH
2-7, poniewaz w zasadowych warunkach krzemion-
ka rozpuszcza sie. Dotyczy to szczegdlnie wypetnien
z krotszymi tancuchami bocznymi (Ci czy C. ).

Oprécz zazwyczaj stosowanych rozpuszczalni-
kow metanol-woda, acetonitryl-woda czesto nie-
zbedne sgdodatki do fazy ruchomej w celu zwieksze-
nia selektywnosci. Dlatego tez RP mozemy podzieli¢
na chromatografie: z supresjgjonowg (zahamowanie
dysocjacji jonowej stabych kwaséw i zasad poprzez
dodatek innych silniejszych kwaséw i zasad), z kon-
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trolgjonizacji (dodatek odpowiednich buforéw), jo-
nowo-asocjacyjng czyli par jonowych (dodatek hy-
drofobowych przeciwjonéw tworzacych z oznacza-
nymi jonami pary jonowe).

Il. Rozdziat i oznaczanie hormonéw
w osoczu krwi

I1-1. Hormony peptydowe i biatkowe

Hormony peptydowe i biatkowe to duza grupa
zwigzkéw biologicznie czynnych. ROznig si¢ one
znacznie pod wzgledem budowy chemicznej. Jedne
sg prostymi oligopeptydami, inne wieksze charakte-
ryzujg sie skomplikowang budowg przestrzenna.
Systematycznie co pare lat ukazujg sie artykuty
przegladowe dotyczgce analizy peptydéw i biatek za
pomocg HPLC [s-s]. W niniejszej pracy przedsta-
wione zostang ogo6lne zalozenia analizy tych
zwigzkow z wykorzystaniem RP-HPLC.

I1-1.I. HPLC peptyddéw i biatek

Zachowanie sie poszczeg6lnych hormonéw pod-
czas rozdziatu chromatograficznego jest uzaleznione
od ilosci i wasciwos$ci reszt aminokwasowych w
taricuchu peptydowym. Dlatego tez do ich rozdziatu
wykorzystuje sie rézne metody HPLC, takie jak:
zelowo-permeacyjna, jonowymienng czy w fazie od-
wroconej. Chromatografia w fazie odwréconej sta-
nowi technike dominujaca.

NajczeSciej stosowanymi fazami stacjonarnymi
RP przy rozdziale tej grupy zwigzkéw sg ODS i zel
oktasililowy (Cg). Srednica czastki sorbentu wynosi
zazwyczaj 5-10 pni a rozmiar porow :00 A — dla
matych zwigzkéw (do .o aminokwaséw) i 300 A —
dla peptydow zawierajagcych powyzej .o aminokwa-
sOw w czgsteczce. Zazwyczaj im mniejsza jest ilos¢
aminokwas6w w czgsteczce, tym wiekszg hydrofo-
bowoscig powinna charakteryzowaé sie faza stacjo-
narna. Dla wiekszych peptydow preferowane sg
mniej hydrofobowe sorbenty (tj. C4) a nawet relatyw-
nie polarne (tj. CN). Faza ruchoma to wodne roztwo-
ry acetonitrylu, metanolu czy izopropanolu. W celu
otrzymania wystarczajacych oddziatywan peptydu z
hydrofobowga powierzchnig fazy stacjonarnej, nie-
zbedne sg dodatki do eluentu. | tak, aby zmniejszy¢
tadunek peptydu i wyeliminowaé¢ hydrofilowe od-
dziatywania pomiedzy fazg nieruchomg a rozdziela-
nym zwigzkiem, stosuje sie bufory o pH 2-4. W tych
warunkach zahamowana zostaje dysocjacja jonowa
reszt kwasowych peptydu (np. kwasu asparaginowe-
go i glutaminowego). Natomiast aniony zawarte w
buforze dziatajg jako przeciwjony i tworzg pary jo-
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nowe z zasadowymi, bocznymi tancuchami amino-
kwasow takich jak arginina, lizyna czy histydyna.
Powoduje to maskowanie tadunku dodatniego. Wy-
magania te speiniajg trifluorooctany i fosforany.
Kwas trifluorooctowy jest najczesciej stosowanym
dodatkiem, normalnie dodawanym w stezeniu 0.05
lub o .1 %.

NajczeSciej uzywane kolumny RP w analizie pep-
tydéow majg dtugos¢ 100-250 mm i $rednice 4-4,6
mm.

11-1.2. Detekcja

Wigzanie peptydowe, podobnie jak aromatyczne
reszty aminokwasowe (Tyr, Phe, Trp) silnie absor-
bujg $wiatto w zakresie ultrafioletu (odpowiednio
210-220 nm i 250-290 nm). Dlatego tez detektory
UV sag najczesciej wykorzystywane do oznaczen
peptydow. Jednak w przypadku wielu hormondéw
peptydowych, wystepujacych w niskich stezeniach
w ptynach ustrojowych, detekcja UV nie wykazuje
wystarczajgcej czutosSci. Rozwigzaniem jest zastoso-
wanie detektora fluorescencyjnego ielektrochemicz-
nego.

Przeprowadzajgc derywatyzacje czyli modyfika-
cje chemiczng peptydow mozemy oznaczaé¢ te
zwigzki na poziomie femtomoli [9,10,11]. Wykonuje
sie to przed kolumng lub za kolumng, dodajgc do ana-
lizowanej probki lub do eluatu odczynniki, ktore re-
agujac ze zwigzkami analizowanymi, tworzg ich flu-
oryzujgce pochodne. Do najcze$ciej stosowanych
odczynnikéw o wiasciwosciach fluorescencyjnych
nalezg o-ftaldialdehyd (OPA), 2,3-naftalenodikar-
boaldehyd (NDA), fluoreskamina, ninhydryna czy
chlorek danzylu (Dns-Cl). Gtéwng wadg metody jest
mozliwo$é powstawania kilku produktow reakcji (w
przypadku obecnosci kilku wolnych grup funkcyj-
nych w czasteczce peptydu). Pomimo tego technika
ta stosowanajest coraz czesciej. Wykorzystujac laser
(ang. laser inducedfluorescence) zamiast lampy kse-
nonowej mozna zwigekszy¢ poziom detekcji o jeden
rzad wielkosci [:2].

W przypadku elektrochemicznej detekcji wyko-
rzystywany jest fakt, ze peptydy czesto posiadajg
aminokwasy z r6znymi grupami funkcyjnymi zdol-
nymi do utleniania/ redukcji (tj. Tyr, Trp, Met czy
mostek siarczkowy pomiedzy Cys-Cys). Zmieniajgc
potencjat mozna selektywnie przeprowadzaé reakcje
elektrochemiczne na poszczegdlnych grupach funk-
cyjnych peptydu, przez co oznaczany zwigzek moze
by¢ ‘wyodrebniony’z catej mieszaniny (rozr6zniony
od innych peptydéw czy zwigzkdw).
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Ze wzgledu na uzyskiwang wysoka czuto$¢ ozna-
czen coraz wiekszego znaczenia nabiera rowniez za-
stosowanie spektrometru masowego sprzezonego z
HPLC.

11-1.3. Hormony tylnego ptata przysadki

Hormony nerwowej czesci przysadki mozgowej,
np. obecne u ssakéw wazopresyna i oksytocyna, na-
lezg do nonapeptyddéw. Wszystkie posiadajg mostek
disiarczkowy pomiedzy : is aminokwasem (cyste-
ing) i zachowane aminokwasy na pozycjach 1, 6, 7, 9
sekwencji aminokwasow.

Przy analizie nonapeptydéw prébke przed wpro-
wadzeniem na kolumne chromatograficzng oczysz-
cza sie i zageszcza za pomocyg ekstrakcji do fazy
statej [13, 14, 15]. Natomiast analize RP-HPLC hor-
mondéw przysadkowych przeprowadza sie najcze-
$ciej w uktadzie izokratycznym, na kolumnie ODS, z
wykorzystaniem detekcji UV [16, 17, 18]. Przykia-
dowo B i iwsp. oznaczali wazopresyne na poziomie
50 pniol/ml osocza [19]. Jak dotychczas najlepsza
czutos$¢ dla nonapeptydéw udato sie uzyskaé sprze-
gajac z HPLC udoskonalony spektrometr masowy
[20]. Poziom wykrywalnosci nonapeptydu wynosit
50 fmol/ml.

W centrum zainteresowania naszej grupy badaw-
czej znajdujg sie nonapeptydy przysadkowe ryb: wa-
zotocyna argininowa i izotocyna bedace analogami
wazopresyny i oksytocyny. Metoda pozwalajgca na
oznaczenie obydwu hormonéw w jednej prébce zo-
stata opracowana w naszym laboratorium. Kul-
czykowska [:1] po ekstrakcji hormonoéw z oso-
cza pstraga za pomocg SPE a nastepnie rozdziale
tych zwigzkéw przy pomocy HPLC (Ryc. 2.) ozna-
czata wazotocyne i izotocyne (UV) na poziomie o
pmol/ml.

Aby oznaczy¢ hormony wystepujace w osoczu w
niewielkich stezeniach niezbedne jest zatezenie na-
wet 10 ml osocza. W praktyce oznacza to pobieranie
krwi do jednej analizy od Kkilku ryb, co w znacznym
stopniu ogranicza stosowalno$é metody. Sposobem
unikniecia przedstawionej niedogodnosci moze by¢
zwiekszenie czutosci metody przez zastosowanie de-
tekcji fluorescencyjnej. W tym celu nalezy przepro-
wadzi¢ hormon we fluoryzujaca pochodng. Prowa-
dzone przez nas wstepne prace wskazujg, ze odpo-
wiednim odczynnikiem do modyfikacji nonapepty-
dow jest OPA (o-ftaldialdehyd). Moze on by¢ wpro-
wadzany do czasteczki hormonu niemal ze 100 % wWy-
dajnoscia.
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Ryc. 2. Chromatogram typowej prébki osocza
pstraga  teczowego  przygotowanej
wstepnie metodg SPE; kolumna Ultra-

‘ sphere ODS, 5 pm, 45x4.6 mm,
} 250x4.6 mm; elucja gradientowa przy
[ uzyciu mieszaniny 0.12% TFA w wo-
\ dzie (A) — 0.1% TFA w acetoni-

\ tryl/woda (3:1) (B), 20-40% B w A w
+ 20 ciggu 20 min; natezenie przeptywu fazy

0.00 4.00 8.00 12.00 16.00

I1-2. Pochodne aminokwaséw (indoloaminy i ka-
techolaminy)

Indoloaminy (np. melatonina) i katecholaminy
(adrenalina, noradrenalina, dopamina) sg neurohor-
monami lub/i neuroprzekaznikami dziatajgcymi w
centralnym uktadzie nerwowym (CUN) iw tkankach
obwodowych.

Tak jak w przypadku analizy innych zwigzkéw
biologicznie czynnych tak itu integralng cze$cig me-
tody jest wstepne oczyszczanie probki, zawierajgcej
aminy biogenne, z zastosowaniem ekstrakcji do fazy
statej (SPE) [22] lub ciecz-ciecz [23, 24]. Sam roz-
dziat HPLC przeprowadzany jest z wykorzystaniem
kolumn ODS, najczes$ciej w uktadzie izokratycznym
[23-24]. W procesie oznaczania pochodnych amino-
kwasOw najbardziej uzyteczne sg detektory fluore-
scencyjny i elektrochemiczny, ktére wykorzystuja
naturalng fluorescencje oraz zdolno$¢ katecholamin
i indoloamin do stosunkowo tatwego utleniania sie
juz przy odpowiednio niskich potencjatach [22-23].
Zastosowanie obu typow detektorow daje poréwny-
walne pod wzgledem czuto$ci wyniki. Przeksztatce-
nie hormondw w ich fluoryzujace pochodne [26-29]
zwieksza poziom wykrywalno$ci do dziesigtych cze-
$ci femtomola (Tabela 1).

Peniston-Bird i wsp. [25] stosujac
SPE i HPLC z fluorescencyjng detekcjg uzyskali li-
mit detekcji .» fmol/ml, przy czym wydajnos¢ eks-
trakcji wynosita tylko 70%. Natomiast Chanut i
wsp. [23] oraz Torano iwsp. [24] wstepnie prze-
prowadzali ekstrakcje ciecz-ciecz za pomocg dichlo-
rometanu z wydajnoscia odpowiednio 96-98% i
96%. Czutos$¢ detekcji elektrochemicznej i fluore-
scencyjnej w tych metodach, po rozdziale chromato-
graficznym, wynosita odpowiednio 635 i 34
fmol/ml osocza krwi.

POSTEPY BIOCHEMII 48(4), 2002

ruchomej — 1ml/min; detektor UV, 215
nm; temperatura 22°C, [21]; stosowane
skroty ioznaczenia: AVT — wazotocy-
na argininowa, IT— izotocyna, — pro-
fil gradientu

20.00 min

Jedna ze stosowanych obecnie metod oznaczania
melatoniny zostata opracowana w naszym laborato-
rium. Kulczykowska i luvone [30] ekstra-
howali i zageszczali melatoning z osocza na kolu-
mienkach, C.8 przy wydajnosci metody 96%. Na-
stepnie dokonali rozdziatu za pomocg HPLC okre-
Slajgc poziom wykrywalnosci hormonu (detekcja
fluorescencyjna) na 13 fmol/ml (Ryc. 3.). Wiarygod-
no$¢ opracowanej metody sprawdzono stosujac tech-
nike HPLC z detekcja elektrochemiczng [31]. Zasto-

7.54 Mel

Absorbancja

:»«w\—/\ J

T T

0.00 T 400 800  min

Ryc. 3. Chromatogram typowej probki osocza storni po zastosowaniu
SPE; kolumna Ultrasphere ODS, 5/im, 45x4.6 mm, 250x4.6
mm; eluent: 60% metanol z natezeniem przeptywu fazy rucho-
mej — 0.6 ml/min; detektor fluorescencyjny, 286 nm (wzbudze-
nie), 352 nm (emisja); temperatura 22°C, [30]; stosowane skro-
ty: Mel — melatonina.

sowanie obydwu metod w odniesieniu do tych sa-
mych prébek osocza krwi pozwolito stwierdzi¢, ze
otrzymane wyniki sg niezwykle zblizone do siebie
[30].
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11-3. Hormony sterydowe

Hormony sterydowe sa to zwigzki lipofilowe re-
gulujace roznorodne procesy biologiczne w organi-
zmie. W osoczu najczesciej oznaczane sg kortyzol,
kortykosteron, aldosteron, testosteron, estradiol i
progesteron.

11-3.1. Oczyszczanie izageszczanie

Tak jak w przypadku poprzednio omawianych
grup hormonow, réwniez sterydy wymagajg wstep-
nego oczyszczenia przed podaniem na kolumne
chromatograficzng. Podstawowe techniki to wielo-
stopniowa ekstrakcja organiczna (ciecz-ciecz) ieks-
trakcja do fazy statej (SPE). Przy doborze metody
trzeba braé pod uwage oprdcz wiasciwosci fizy-
ko-chemicznych badanych zwigzkéw rowniez fakt,
ze w 0soczu sg one cze$ciowo zwigzane z biatkami
(albuminami lub globulinami). Ekstrakcja rozpusz-
czalnikami organicznymi, np. chlorkiem metylenu
czy eterem etylowym, prowadzi do wyizolowania
wolnych sterydéw [32]. Przeprowadzana dodatkowo
hydroliza potaczen hormon-biatko przed ekstrakcjg
pozwala oznaczy¢ catkowita ilo$¢ hormonu (zwigza-
nego i wolnego) [33]. Ekstrakcja do fazy statej sku-
tecznie zatrzymuje zarowno wolne jak i potgczone z
biatkami hormony na sorbencie (najczesciej uzywa-
ny — ODS) a zanieczyszczenia sg wymywane roz-
tworami wodnymi. Sterydy odzyskiwane sg z fazy
statej po przemyciu kolumny metanolem. Metoda ta
stosowana jest do wstepnego oczyszczania m.in. an-
drogenéw i estrogenéw [34, 35].

11-3.2. HPLC i detekcja

Przy rozdziale sterydéw za pomocg HPLC czesto
wykorzystywana byta krzemionka i tlenek glinu jako
sorbenty umozliwiajace satysfakcjonujace rozdziaty.
Obecnie popularne sa kolumny z faza odwrécong w
tym szczegdlnie ODS. Z powodzeniem mozna row-
niez stosowa¢ wypetnienie z grupami fenylowymi
[32]. Eluent w rozdziatach sterydéw stanowi miesza-
nina metanolu, dioksanu lub acetonitrylu z wodg.
Hormony kory nadnerczy rozdzielane sgw mieszani-
nie metanol-woda lub dioksan-woda, za$ hormony
gonadowe acetonitryl-woda. Przy rozdziale miesza-
niny hormonow sterydowych najczesciej stosowany
jest gradient stezeri. Typowe kolumny majg dtugos¢
100-350 mm i $rednice wewnetrzng 5 mm.

Przy stosowaniu fazy odwréconej trzeba braé¢ pod
uwage fakt, ze niepolarny materiat (hormony) moze
nagromadzi¢ sie na kolumnie zmniejszajgc tym sa-
mym selektywno$¢ rozdziatu. Z tego wzgledu obo-
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wigzkowe jest stosowanie przedkolumny, podobnie
jak ma to miejsce w przypadku hormondéw peptydo-
wych.

Do detekcji i identyfikacji steroidéw wykorzysty-
wane sg wszystkie wspomniane we wczesniejszych
rozdziatach detektory. Poziom wykrywalno$ci stery-
déw moze by¢ znacznie poprawiony przy réwnocze-
snym uzyciu dwdch uzupetniajacych sie detektorow
na przyktad spektrometrow masowych (MS-MS)
[32, 36, 37], Limit detekcji wynosi w tym przypadku
kilka femtomoli i jest lepszy w pordwnaniu np. z
RIA.

I1l. Poréwnanie czuto$ci metod HPLC z
innymi technikami — wnioski

Przez diugi czas metody radioimmunologiczne
stanowity podstawowe narzedzie analityczne stoso-
wane przy ilosciowym oznaczaniu hormonéw. Wy-
soka czuto$¢ (dziesigte czesci fmol/ml) jak i dostep-
no$¢ w sprzedazy gotowych zestaw6w do oznaczen
sprawiajg, ze metody te sg stosowane w rutynowych
badaniach do dnia dzisiejszego. Duzym minusem
metod radioimmunologicznych jest mozliwosé
wystapienia reakcji sieciujacych ioddziatywan prze-
ciwciat z innymi substancjami mieszaniny, w rezul-
tacie czego otrzymywany wynik jest zawyzony. Z
tego wzgledu czesto niezbedne jest oczyszczanie
probek przed analizg RIA za pomocag wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej.

Ilosciowe techniki chromatograficzne w poréw-
naniu z metodami radioimmunologicznymi wyka-
zuja czesto stabszg czuto$¢ iz tego wzgledu przegry-
wajg w konkurencji z RIA. Szczeg6lnie dotyczy to
hormondw peptydowych (Tabela 1).

Problem niskiej czuto$ci metod HPLC moze by¢
rozwigzany dzieki zastosowaniu nowych detektoréw
0 coraz wyzszej czuto$ci. Dla poréwnania, metoda
HPLC daje oznaczenia iloSciowe na poziomie Kilku
lub kilkudziesieciu pmol/ml z detekcjg UV, PAD (np.
w przypadku nonapeptydow przysadkowych), za$
sprzegajgc HPLC z udoskonalonym detektorem MS
mozna podwyzszy¢ czuto$¢ metody do kilkudziesie-
ciu fmol/ml [20]. Innym podej$ciem jest zastosowa-
nie wspomnianej wczesniej derywatyzacji hormo-
néw z czutg detekcja fluorescencyjng [12, 26-29, 40]
(Tabela 1).

Konkludujgc technika HPLC moze by¢ godna po-
lecenia z uwagi na:

— brak koniecznosci stosowania izotop6w,
— wysoka specyficznos$¢,
— prostote,
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Tabela 1

Czutos¢ réznych metod na przyktadzie wybranych hormonéw

Metoda RP-HPLC RIA

Hormon

Wazotocyna 10 pniol/ml (UV), [21] 1 fmol/ml, [38]
50 fmol/ml (FT-ICR-MS), [20]

Wazopresyna 0.28 pmol/ml (PAD), [39] 0.06 fmol/ml, [41]
50 pmol/ml (UV), [19] 0.3 fmol/ml, [42]
0.5 pmol/ml (derywatyzacja, FD), [40]

Melatonina 13 fmol/ml (FD), 22 fmol/ml, [43]

11 fmol/m1 (FD),

34 fmol/ml (FD),

63.5 fmol/ml (ED),

22 fmol/ml, [44]

[23]

0.5 fmol/ml (derywatyzacja,FD), [29]

— unikanie wielu etapow posrednich (np. w R1A-
otrzymywanie specyficznych przeciwcial),
— stosunkowo niski koszt przy wielu analizach wy-
konywanych seryjnie.
Nalezy sie spodziewad, ze technika ta zyska coraz
wiekszg liczbe zwolennikéw, zwtaszcza w sytuacji
ciggtego udoskonalania metod detekcji.
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SPRAWOZDANIE Z IV KONFERENCJI IMIENIA
JAKUBA KAROLA PARNASA

W dniach 15-17 wrze$nia 2002 odbyta sie we Wroctawiu IV Konferencja Parnasowska. Konferencje im. Ja-
kuba Karola Parnasa majg charakter naukowych spotkan biochemikow polskich i ukrainskich. Odbywajg sie
dla uczczenia pamieci Jakuba Karola Parnasa, znakomitego polskiego biochemika, w latach 1920-1941 profe-
sora Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie, twércy Ilwowskiej szkoty biochemicznej, tragicznie zmartego
w moskiewskim wiezieniu. Pierwsza Konferencja Parnasowska odbyta sie w 1996 roku we Lwowie. Wmuro-
wano wtedy tablice pamigtkowg ku czci Profesora w budynku dawnej Chemii Fizjologicznej Uniwersytetu, tym
samym, w ktérym przed laty pracowat Profesor Parnas. Postanowiono, ze konferencje bedg odbywaty sie co
dwa lata, naprzemiennie, w Polsce i na Ukrainie, a za ich organizacje odpowiada¢ bedzie Polskie i Ukrainskie
Towarzystwo Biochemiczne. Zgodnie z tym, nastepna, druga Konferencja odbyta sie w roku 1998 w Gdansku, a
jej gtéwnym organizatorem byt prof. Angielski (Gdansk). Kolejna, 11l Konferencja odbyta sie w roku 2000,
znowu we Lwowie, ajej gtéwnym organizatorem byt prof. Stoika (Lwow).

W roku biezgcym IV Konferencja Parnasowska odbywata sie we Wroctawiu, organizowana, tak jak poprzed-
nio, przez Towarzystwa Biochemiczne obu krajow. Nalezy doda¢, ze wspdtprace tych Towarzystw uwaza si¢ za
wzorowa. Ponadto, w tym roku, Konferencja odbywata sie w ramach obchodéw 300-lecia Uniwersytetu
Wroctawskiego, ajej gtownym organizatorem byt prof. Andrzej Dzugaj (Wroctaw).

W IV Konferencji Parnasowskiej wzieto udziat 50 naukowcow polskich i 60 ukraifskich. Tak liczny udziat
kolegdw z Ukrainy byt mozliwy dzieki finansowemu wsparciu licznych instytucji w Polsce. Dzieki ich pomocy
35 kolegow z Ukrainy otrzymato stypendia, umozliwiajgce pobyt w Polsce. Byty to gtéwnie osoby mtode, stu-
denci, doktoranci, czy miodzi pracownicy nauki. Taki liczny udziat w Konferencji mtodych ludzi bytjednym z
celow polskich organizatordw. Nalezy doda¢, ze nikt z przyjezdzajacych na Konferencje gosci ukrainskich nie
ptacit wpisowego, a ponadto dzieki wtadzom Uniwersytetu Wroctawskiego wszyscy ukraifscy uczestnicy
Konferencji uzyskali specjalne znizki za pobyt w Hotelu Studenckim.

Tematyka Konferencji dotyczyta molekularnych mechanizméw aktywacji komérki — ,MOLECULAR
MECHANISM OF CELL ACTIVATION: BIOLOGICAL SIGNALS AND THEIR TARGET ENZYMES”.
Inauguracja Konferencji odbyta sie w przepieknej Auli Leopoldynowskiej. Plenarne wyktady wygtosili: prof.
Jacek Otlewski (Wroctaw) ,,Structural and energetic aspects of serine protease-protein inhibitor interaction”,
Parnas Lecture, (Zwyciezca w Konkursie na Nagrode Parnasa w roku 2001); prof. Sergiy Komisarenko (Kijow)
»Molecular mechanisms of lymphocyte activation” (Prezes Ukrainskiego Towarzystwa Biochemicznego) oraz
prof. Kai Simons (Drezno) ,Lipid rafts in membrane trafficking and cell polarity” (President of European Life
Science Organization).

Tematyka kolejnych Sesji Konferencji, ktére odbywaty sie w gmachu Instytutu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego byta nastepujaca: |. Metabotropic receptors and cross-talk signalling, IlI. Signalling in cell
differentiation, Ill. Immune system and intracellular signalling, IV. Target enzymes, V. Signalling mediated by
ionotropic receptors, voltage dependent channels and low molecular weight molecules.

W Sesjach tych wygtoszono 30 wyktadéw, z tego 15 przez naukowcdw z Polski i 15z Ukrainy. Nalezy doda¢,
ze wszyscy uczestnicy Konferencji podkreslali stale rosnacy poziom naukowy wyktadow, jak rowniez wysoki
poziom ich prezentacji.

Na sesji plakatowej wystawiono 51posterow, z tego 1s zgtoszono do konkursu na najlepszg prezentacje. Raz
wywieszone plakaty byly do wgladu przez caty czas trwania Konferencji. Komisja Konkursowa, ktdrej prze-
wodniczyt prof. Andrzej Sybirny ze Lwowa iw sktad ktorej wchodzili polscy iukrainscy naukowcy, wytonita
dwie mtode osoby z Polski i z Ukrainy, ktére prezentowaty najlepsze plakaty. Nagrody dostaly: Katerina Sho-
stak (Kijow) za prezentacje posteru: Shostak K.O., Dmitrenko V.V., Garifulin O.M., Rozumenko V.D., Kho-
menko O.V., Zozulya Y.A., Zehetner G., Kavsan V.M. , Inactivation of putative suppresor gene Tsc-22 in human
brain tumors”, oraz Rafat Czajkowski (Warszawa) za prezentacje plakatu: Czajkowski R., Banachiewicz W.,,
Sabata P, lInytska O., Drobot L., Baranska J. ,,Differential effects of P2Y 1and on proliferation of glioma Cs
cells”. Nagrody, po 1000 zt kazda, zostaty ufundowane przez Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. Nenckiego
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PAN, ktéremu organizatorzy pragng serdecznie podziekowac, aw szczeg6lnosci wyrazi¢ wdziecznos$¢ prof. Je-
rzemu Duszyriskiemu.

Konferencja charakteryzowata sie niezwykle mitg atmosferg. Sprzyjata jej ogromna zyczliwo$¢ wiadz uni-
wersyteckich, miejskich iwojewodzkich. Na temat Konferencji ukazaty sie artykuty w miejscowej prasie iwy-
wiady w Telewizji. Honorowy patronat nad Konferencjg objagt Rektor Uniwersytetu Wroctawskiego, prof.
Zdzistaw Latajka, Rektor Akademii Medycznej we Wroctawiu, prof. Leszek Paradowski, Prezydent
Wroctawia, p. Stanistaw Husakowski, Wojewoda i Marszatek Regionu Dolnos$lgskiego, pp. Ryszard Nawrat i
Emilian Stanczyszyn, Arcybiskup Wroctawia, Ksigdz Kardynat Henryk Gulbinowicz, oaz Wiceprezydent Pol-
skiej Akademii Nauk, prof. Wtodzimierz Ostrowski, Ambasador Ukrainy w Polsce, p. 0lexander Nykonenko,
p. JanNowak-Jezioranski i p. Barbara Parnasowa. Wroctaw jest miastem o starej, wielokulturowej tradycji i od-
bywajaca sie w tym witasnie miescie polsko-ukraifiska Konferencja nabiera specjalnego znaczenia. JesteSmy
przekonani, ze zadzierzgniete w czasie jej trwania polsko-ukraifnskie przyjaznie oraz wspo6tpraca bedg procen-
towaé w przysztosci.

Nalezy doda¢, ze nastepna Konferencja Parnasowska odbedzie sie w Kijowie w roku 2005. Przesuniecie o
rok jest spowodowane faktem wygrania przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne konkursu na organizacje
Konferencji Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS), ktéra odbedzie sie w 2004 roku w
Warszawie i w ktorej to przewidujemy liczny udziat naszych wschodnich przyjaciét. Na obydwie konferencje,
FEBSu i Konferencje Parnasowska, juz teraz wszystkich Panstwa zapraszamy.

Profesor Andrzej Dzugaj Profesor Jolanta Baranska
(Gtéwny Organizator 1V Konferencji (Prezes Polskiego Towarzystwa
Parnasowskiej we Wroctawiu) Biochemicznego)

Polscy Organizatorzy Konferencji wyrazajg ogromng wdzieczno$¢ nastepujgcym Osobom i Instytucjom za
pomoc finansowg, bez ktérej udziatu zorganizowanie Konferencji bytoby niemozliwe. Sgto: Rektor Uniwersy-
tetu Wroctawskiego, Komitet Badan Naukowych, Polska Akademia Nauk, Polska Sie¢ Biologii Komd4rkowej i
Molekularnej UNESCO/PAN, Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. Nenckiego PAN, Prezydent Wroctawia i
Marszatek Sejmiku Regionu Dolnoslgskiego.
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Sprawozdanie Z XXXV Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego

Kolejny Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbyt sie w dnach 18-22 wrze$nia 2002 we
Wroctawiu. Zostat wtgczony w uroczystosci obchodéw 300-lecia Uniwersytetu Wroctawskiego. Honorowy Pa-
tronat powierzono J.M.Rektorowi Uniwersytetu Wroctawskiego.

Program naukowy Zjazdu stanowito XIIl Sesji, o zr6znicowanej tematyce, sktadajgcych sie z wyktadow i
prezentacji plakatowych.

Organizacje Sesji naukowych powierzono gtdwnie Kolezankom i Kolegom ze $rodowiska wroctawskiego,
reprezentujacym Uniwersytet Wroctawski, Akademie Medyczng, Akademie Rolniczg, Politechnike
Wroctawskg i Instytut Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej. Jednoczes$nie do przygotowania Sesji zaprosi-
lismy profesoréw z r6znych srodowisk naukowych w Polsce (np. z Warszawy, Poznania, Gdanska, Krakowa i
Lodzi). | tak w programie naukowym Zjazdu znalazty sie¢ nastepujgce tematy; STRUKTURA | FUNKCJA
BIALEK (prof. dr hab. Jacek Otlewski); GLIKOBIOLOGIA | GLIKOPATOLOGIA (prof. dr hab. Elwira Li-
sowska, prof. dr hab. Iwona Katnik-Prastowska i prof. dr hab. Jerzy Koscielak); STRUKTURA | FUNKCJA
KWASOW NUKLEINOWYCH (prof. dr hab. Zofia Szweykowska-Kulifiska); BIOLOGIA NOWOTWOROW
- ODDZIALYWANIA ADHEZYJNE-APOPTOZA (prof. dr hab. Czestaw Radzikowski, prof. dr hab. Maciej
Ugorski i prof. dr hab. Ewa Sikora); GENOMIKA (prof. dr hab. Stanistaw Cebrat i dr hab. Jacek Leluk); BIO-
TECHNOLOGIA: AGROBIOTECHNOLOGIA (prof. dr hab. Jan Szopa) IBIOTECHNOLOGIA W PRODUK-
CJI ZYWNOSCI (prof. dr hab. Justyna Chrzanowska); MOLEKULARNE PODSTAWY RUCHU KOMORKI
(prof. dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz idr hab. Jolanta Redowicz); BLONY BIOLOGICZNE I TECHNO-
LOGIA LIPOSOMOWA (prof. dr hab. Aleksander Sikorski i prof. dr hab. Arkadiusz Kozubek); BIOLOGIA
CHLOROPLASTOW | MITOCHONDRIOW (prof. dr hab. Andrzej Szczepaniak i prof. dr hab. Hanna Jariska);
BIOCHEMIA W DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ; (prof. dr hab. Teresa Bana$ idr hab. Danuta Kwiatkowska);
MOLEKULARNE PODSTAWY WYSIELKU I TRENINGU W SPORCIE (prof. dr hab. Jerzy Popinigis i prof.
dr hab. Jerzy Zotadz); DYDAKTYKA BIOCHEMII (prof. dr hab. Zofia Walter) i DONIESIENIA ROZNE oraz
SESJA SPECJALNA ,50 LAT PODWOJNEJ SPIRALI” (prof. dr hab. Jan Barciszewski i prof. dr hab. Jolanta
Zakrzewska-Czerwinska), poSwiecona przypadajacej w przysztym roku rocznicy opisania modelu struktury
DNA.

Inauguracja Zjazdu odbyta sie we Wroctawiu, w dniu 1s wrze$nia o godz. 17-tej w nowo-wybudowanym ho-
telu Mercure-Panorama, dysponujacym salg konferencyjng na 600 os6b. Wyktad inauguracyjny zat. ,,Biatka
szoku termicznego jako bufor ewolucyjny” wygtosit przy petnej sali prof. dr hab. Maciej Zylicz.

W czesci oficjalnej po okoliczno$ciowych wystgpieniach i powitaniach — Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego prof. dr hab. Jolanta BarafAska poinformowata zebranych o nagrodach przyznanych jak co-
rocznie w réznych konkursach organizowanych pod patronatem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Na-
grode im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszg prace doswiadczalng, wykonang w polskim laboratorium, opubli-

kowang w roku 2001 otrzymat prof. Czestaw Cierniewski wraz z Zespotem: J. Bacela, |. Papiewska, I.
Fijatkowska, B. Walkowiak. Nagrode za badania w dziedzinie chemii i biochemii kwaséw nukleinowych ufun-
dowang przez Sigma-Aldrich przyznano Zespotowi — A. tochowska, R. lwanicka-Nowicka, D. Ptochocka,

M. M. Hryniewicz. Nagrode im. prof. Bolestawa Skarzynskiego uzyskali dr Andrzej Trzeciak i prof. Janusz
Btasiak - za najlepsza prace opublikowana w ,,Postepach Biochemii” w roku 2001. Nagrode profesora Antonie-
go Dmochowskiego za publikacje o walorach dydaktycznych otrzymat Zespét — A. Kozik, M. Rgpata-Kozik i
I. Guevara-Lora. Specjalne wyré6znienie w tym konkursie za wktad w rozwdj dydaktyki biochemii otrzymat
prof. Stefan Angielski.

Inauguracje uswietnit Wroctawski Zesp6t Solistéw ,,Ricordanza” pod dyrekcja Wiktora Kuzniecowa —
raczac nas muzyka Antonio Vivaldiego, Tomaso Albinioniego i Georga Fridricha Haendla. Wiecz6r inaugura-
cyjny zakonczylismy spotkaniem Uczestnikéw Zjazdu w mitej iradosnej atmosferze, w wypetnionych po
brzegi kuluarach hotelu Mercure-Panorama przy lampce wina i r6znych smakotykach.

Wyktady i Sesje Plakatowe odbywaty sie wzorem roku 1993 (kiedy to miatam przyjemnos$¢ przewodniczy¢
Komitetowi Organizacyjnemu XXIX Zjazdu PTBioch) — na terenie Wydziatu Chemii i Instytutu Matematyki
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Uniwersytetu Wroctawskiego, potozonych obok siebie w malowniczej, ulubionej przez Wroctawian czesci
miasta nad Odrg, pomiedzy Mostami Pokoju i Grunwaldzkim z widokiem na Ostréw Tumski — najstarszg cze-
§¢ Wroctawia. Pogoda nam dopisata!

19 wrzesnia rano rozpoczeliSmy obrady o godz. s-ej wyktadem plenarnym Profesora Czestawa Cierniew-
skiego z todzi zat. ,,Inhibitor aktywatoréw plazniinogenu — wczoraj, dzi$ i jutro” — upamietniajagcym
otrzymang przez Profesora wraz z Zespotem nagrode J.K. Parnasa za osiggniecia w roku 2001. Przyznam, ze
wczesna godzina wyktadu budzita moje obawy, ajednak wielka sala wyktadowa Wydziatu Chemii (240 miejsc)
byta wypetnional

O godzinie 9-tej trwaty juz obrady w poszczegdlnych Sesjach. | tak czwartek 19 wrze$nia i pigtek 20 wrze-
$nia byty dniami niezwykle pracowitymi. Obradowato réwnolegle sze$¢, a w pigtek nawet siedem Sesji, z kt6-
rych kazda zawierata oprécz wyktadéw takze ,blok czasowy”— poswiecony prezentacji prac w formie plaka-
tow (od godz. 12:15 do 13:15, lub od godz. 17 do 1s ). W sobote 21 wrzesnia zaplanowalismy wyktady idysku-
sje przy plakatach tylko do godz. 14-tej, wiedzac, ze wielu uczestnik6w naszego Zjazdu zechce zdazy¢ na nie-
dziele do domu!

Ogotem we wszystkich Sesjach wygtoszono 114 wyktadow i 12 krotkich komunikatow. Goscilismy
wyktadowcdw z r6znych polskich osrodkéw naukowych iz zagranicy: USA, Francji, Niemiec, Anglii, Ukrainy
i Biatorusi. Niektore Sesje — jak MOLEKULARNE PODSTAWY RUCHU czy GENOMIKA — z uwagi na
obecnos$¢ wielu Gosci z zagranicy odbywatly sie catkowicie w jezyku angielskim. Najdalszg droge — aby
uczestniczyé w naszym Zjezdzie przebyli wyktadowcy z Bethesdy NIH (USA) Edward D. Korn, James R. Sel-
lers i Hanna Brzeska — Goscie Sesji nr VII ,MOLEKULARNE PODSTAWY RUCHU KOMORKI”.

We wszystkich Sesjach zaprezentowano ogdétem 502 plakaty. |tak rekordowg ich liczbe ogladalismy w Se-
sjach BIOLOGIANOWOTWOROW-ODDZIALYWANIA ADHEZYJNE-APOPTOZA (94); BIOCHEMIA
W DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ (91); w SESJI ROZNE (83); STRUKTURA | FUNKCJA KWASOW NU-
KLEINOWYCH (76).

Na uwage zastuguje wysoki poziom przygotowanych wyktadow i posterdw. Wszystkie Sesje cieszyty sie
duzym zainteresowaniem. Z uwagi na ich ,upakowanie” w krétkim czasie wybory merytoryczne byty trudne.
Zgodnie z przewidywaniami, szczegélnie ,ttoczno” byto w czasie obrad Sesji — powstatej z potgczenia pla-
nowanych wczeéniej trzech Sesji wjedngzat. ,BIOLOGIANOWOTWOROW — ODDZIALYWANIA ADHE-
ZYJNE — APOPTOZA™".

Wydarzeniem szczegdlnym byta zaplanowana na pézne godziny wieczorne (od 1s -tej do 21-szej) Sesja Spe-
cjalna, poswiecona przypadajacemu w roku 2003 jubileuszowi zaprezentowania modelu struktury DNA przez
Watsona i Cricka. W ROK DNA, ktérego oficjalne obchody zaplanowano na rok 2003 weszliSmy ttumnie! W
ostatniej chwili musieliSmy przenie$¢ obrady (tj. wyktad prof. dr hab. Wtodzimierza Ostoji-Zagorskiego zat.
~Podwojna spirala — historia intuicji” i film ,,Life story”), do najwiekszej z sal (250 osdb) jakimi dyspono-
walismy! Wszyscy Uczestnicy Sesji otrzymali przywieziony z Poznania przez prof. Jana Barciszewskiego zna-
czek okolicznosciowy — przedstawiajgcy model struktury DNA.

W czasie trwania Zjazdu zgodnie z wieloletniag tradycjg odbyt sie konkurs na najlepsza prace prezentowang
przez Mtodych Biochemikéw. | tak nagrode im. Wiodzimierza Mozotowskiego otrzymaty J. Grybel i D. Ka-
zmierczak z Wroctawia. Wyrézniono ponadto prace dwoch Zespotéw- M. Kaminski, M. Karbowski, J. Ke-
dzior, Y. Miyazaki, M. Wozniak, T. Wakabayashi z Gdanska i R. Hordejuk, A. Szewczyk, K. Dotowy z Warsza-
wy. Nagrode im. Janiny Opiefiskiej-Blauth otrzymali studenci J. Kobiela iJ. Krajewski z Gdariska. Wyr6zniono
takze prace wykonane przez studentow z Kota Naukowego w Akademii Medycznej w GdaAsku iZespot z In-
stytutu Onkologii w Gliwicach.

Podczas obrad Zjazdu mielismy tez okazje do zapoznania sie z bogatg ofertag wielu firm prezentujacych
wszystko to, co jest potrzebne we wspotczesnym laboratorium. Moglismy tez wystucha¢ wyktadéw na temat
najnowszych zastosowan oferowanego sprzetu np. wyktadu o mikrodysekcji laserowej czy analizie materiatu
genetycznego pojedynczej komorki.

Oficjalne zakonczenie obrad, potgczone z wreczeniem nagrod w konkursie dla Mtodych Biochemikow, oko-
licznosciowymi podziekowaniami izaproszeniem Wszystkich na kolejny Zjazd do Gdanska — miato miejsce
w Instytucie Chemii, o godz. 14-tej.

Pomimo bardzo napietego programu obrad — wieczorem, w czwartek 19 wrzes$nia, po godz. 20-tej, uczto-
walismy, a nawet tanczyli(!) w restauracji ,,Letnia”, pod pieknymi starymi debami, na terenie wroctawskiego
Z00.
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Powodzeniem cieszyty sie przygotowane przez Organizatoréw imprezy kulturalne. Wielu Uczestnikow
Zjazdu znalazto czas na zwiedzanie Wroctawia z przewodnikiem, czy tez wizyte w Panoramie Ractawickiej,
ktorej ogladanie za kazdym razem dostarcza niezapomnianych wzruszen. Troche byto nam smutno, ze nie zna-
lezli sie chetni do udziatu w zaplanowanej sobotnio-niedzielnej wyprawie w Karkonosze — z noclegiem w
przepieknie potozonym, zarezerwowanym dla nas schronisku ,,Samotnia”. Myslimy, ze perspektywa zabiera-
nia specjalnego obuwia ispania w wieloosobowej sali nie byta zbyt kuszgca. Jest to réwniez ,,znamie” przesla-
dujgcego nas ciggtego braku czasu. Wiele os6b goscito bowiem we Wroctawiu jedynie przez dwa dni.

Dziekujemy wszystkim Instytucjom i Organizacjom, ktére wsparty XXXVIII Zjazd PTBioch finansowo tj.
Komitetowi Badan Naukowych, Polskiej Sieci Biologii Komorkowej i Molekularnej UNESCO PAN, Fundacji
narzecz Rozwoju Glikobiologii, Rektorowi Uniwersytetu Wroctawskiego, firmom - Signia-Aldrich, Olympus
Optical Polska, ICN Biomedicals. Bez tego wsparcia nie udatoby sie nam zrealizowaé¢ wszystkich planowa-
nych zamierzen.

Dziekuje Wszystkim Zaangazowanym w przygotowanie Zjazdu we Wroctawiu — Organizatorom tylu Sesji
naukowych, Cztonkom Komisji ds. Nagréd, Kolezankom, Kolegom i Studentom — za pomoc w ,najgoret-
szych” chwilach. Przygotowaniom Zjazdu towarzyszyty bowiem rdznej natury ,trudnosci techniczne” i obawy
o prawidtowe funkcjonowanie poszczeg6lnych ,pionéw” organizacyjnych.

Dniem przetomowym byta sobota 14 wrzes$nia 2002, kiedy do Instytutu Biochemii i Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Wroctawskiego przy ul. Przybyszewskiego 63 ,,przyjechaty” (réwniez z przygodami!) wydruko-
wane Materiaty Zjazdowe iProgramy. Wszystkim sie podobaty! W wielkiej sali ¢wiczen nastagpito ekspresowe
pakowanie ,toreb zjazdowych” przy pomocy studentéw ios6b zaprzyjaznionych z Organizatorami. Widok 80
wielkich plastikowych workdéw, zawierajgcych 800 toreb z wyposazeniem Uczestnika Zjazdu, gotowych do
transportu na teren Biura Zjazdu w Instytucie Chemii — sprawit nam wszystkim wielkg rados¢!

Na zakonczenie dziekuje wszystkim Mitym Uczestnikom Zjazdu za tak liczne przybycie. W XXXVIII Zje-
zdzie PTBioch uczestniczyto ponad 800 os6h! Staralismy sie uczyni¢ Panstwa pobyt we Wroctawiu intere-
sujgcym naukowo, mitym towarzysko i owocnym w przysztosSci. Prosze nam wybaczy¢ ewentualne
niedociggniecia.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego, jeszcze raz Wszystkim za Wszystko dziekuje. Kolezankom i Kole-
gom z Gdanska — organizatorom kolejnego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zyczymy suk-
cesu!

Z wyrazami szacunku
Przewodniczgca Wroctawskiego Oddziatu PTBioch i

Komitetu Organizacyjnego XXXVIII Zjazdu

Prof. dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz
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Sprawozdanie z 28 Zjazdu Federacji Europejskich
Towarzystw Biochemicznych (FEBS)

28 Zjazd Federacji odbyt sie w Stambule w dniach 20-25 paZzdziernika 2002 r, zorganizowany przez Izrael-
skie Towarzystwo Biochemiczne. Wedtug wcze$niejszych ustalen miat sie on odby¢ w Jerozolimie. Zmiana lo-
kacji Zjazdu w pewnej mierze odbita sie na frekwencji. W zjazdach Federacji dotad brato na ogét udziat ponad
1500 oséb, tym razem jednak byto tylko blisko 900 uczestnikéw, w tym 107 z Izraela i 191 z Turcji. Polska dele-
gacja, dos¢ liczna, obejmowata 30 uczestnikow. W programie naukowym znalazty sie nastepujagce Sympozja:
Genes — Structure to Function; Cellular Functions and Dynamics; Proteins: Life Machines; Regulatory Proces-
ses; Novel Concepts in Molecular Physiology; Coping with the Environment; Science and Society. Kazde z
sympozjow sktadato sie z okoto siedmiu sesji (razem 42 sesje). Ponadto odbyty sie warsztaty naukowe: Works-
hop Plant Transgenic Engineering, Enzyme Engineering, Nuclear Biology i Peptide Engineering. W dwéch se-
sjach posterowych przedstawiono okoto 500 plakatow.

Zjazd poprzedzito spotkanie mtodych naukowcéw — FEBS Young Scientists Forum na temat ,, Cytokines
and chemokines, their receptors and response”. W tym spotkaniu uczestniczyto 97 miodych ludzi z Europy, w
tym 5 z Polski. Wszyscy uczestnicy otrzymali stypendia od witadz FEBS, co umozliwito im uczestnictwo w ob-
radach Zjazdu FEBS.

W trakcie Zjazdu uczestnicy otrzymali First Announcement — informujgce o organizacji 29 Kongresu
FEBS w 2004 w Warszawie przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne. Kazdy uczestnik otrzymat te informa-
cjejuz z materiatami zjazdowymi. Jednocze$nie w stoisku wystawowym FEBS rozdawano foldery turystycz-
ne, propagujace piekno naszego kraju. Uczestnicy z Polski zaangazowani w organizacje Kongresu FEBS w
2004 starali sie poznac techniczng strone organizacji Zjazdu, tak aby kongres warszawski wypadtjak najlepiej.

Podczas posiedzenia Council Meeting odbyty sie wybory nowych cztonkdw réznych Komisji FEBS. Prof.
Jerzy Duszynski (Instytut Nenckiego, Warszawa) zostat powotany do Komisji Publikacyjnej (Publications
Committee). Ogo6tem cztery osoby z Polski peinig funkcje kierownicze w komisjach. Prof. Maciej Natecz
(Przewodniczacy FEBS Fellowship Committee), prof. Jan Barciszewski (cztonek Advanced Courses Commit-
tee), prof. Jerzy Duszyriski (cztonek Publications Committee) iprof. Jolanta Barariska (Working group on Ways
to Assist Central and Eastern European Country).

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Prof. Jolanta Baranska
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Roczny spis tresci tom 48,

ARTYKULY

lzabela Piotrowska, Beata Dudzinska,
Tomasz Twardowski — Struktura ifunkcja
rybosomu prokariotycznego......cccccceevnrennes

Barbara Nawrot — Katalityczne DNA —
deoksyrybosymy ...,

Barbara Grzelakowska-Sztabert— Prote-
oliza biatek regulujgcych przebieg cyklu ko-
mdérkowego — udziat ubikwitynacji.
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Krajowa Nagroda Naukowa
Im. Stefana Barbackiego
z Zakresu Genetyki Roslin

2002

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu ustanowita Krajowg Nagrode Na-
ukowg z zakresu Genetyki Roslin im. Stefana Barbackiego.

Ideq nagrody jestwyrd6znianie mtodych naukowcédw zajmujgcych sie genetyka roslin i promo-
wanie osiggnie¢ bedacych rezultatem badan prowadzonych w warunkach krajowych laborato-
riow.

Nagroda przyznawana jest przez Kapitule Nagrody od 1994 roku corocznie za oryginalne
prace badawcze udokumentowane publikacjg w okresie ostatnich trzech lat, dotychczas niena-
gradzane.

W roku 2002 Kapituta przyznata

nagrode Il stopnia mgr KATARZYNIE NUC

(Katedra Biochemii i Biotechnologii Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego
w Poznaniu)

za; "Charakteryzowanie gendw kodujgcych enzymy stanu symbiozy za pomocg metod
molekularnych i komérkowych".

Sponsorami funduszu nagrdd byli: Agencja Witasnosci Rolnej Skarbu Panstwa — Warszawa,
"Spoéjnia" Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze Nochowo, HR "Danko", HR Szelejewo, HR Ko-
bierzyce, Poznanska Hodowla Roslin.



Wskazowki
dla Autorow

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

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

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$c¢ i Scistosé
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego pi$mien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dziaty i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdzialy nosza cyfry rzymskie,
podrozdziatly odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos$¢ i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrotéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wplywajgcych na tres¢ pracy, deklaruje tez go-
towo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rébwnoznaczne z
oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wtaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
row prac cytowanych, nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujgcych
wskazéwek szczegdtowych:

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

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail
zaktadéw, w ktérych pracuja Autorzy, adres do korespondenciji,

tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw ifotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na oktadce czasopisma (do 25 zna-
kéw).

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

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pismiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Sposdéb cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z tomoéw serii
opracowanych przez tych samych redaktorow (4), rozdziatow z
tomoéw serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wska-
zuja ponizej podane przyktady.

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

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

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fr i
berg L Nordberg GF Von VB (red) Hondbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str.
541-553

4. DelejJ, Kesters K (1975) W: Florkin M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. FranksNP,LiebWR(lQBl)W:KnightC
G (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physiology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

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

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepow Biochemii” w roku 2003

Sktadka cztonkowska w 2003 roku wynosi:
dla Cztonkow rzeczywistych 80.- zt.
dla Cztonkdéw studentéw 40.- zt
w tym roczna prenumerata ,,Postepow Biochemii”.

Matzenstwa moga optaca¢ sktadki w wysokosci 80. + 40. = 120 zt.

Cztonkowie, ktérzy optacg sktadke cztonkowskag do 30 czerwca 2003, majg zapewniong bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Cztonkowie, ktd-
rzy optacg sktadke po tym terminie, beda mogli otrzymywac kwartalnik do czasu wyczerpania sie zapa-
sOw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

Natomiast Cztonkowie-Emeryci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumera-
te ,,Postepéw Biochemii” 30.- zt.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa moga by¢ prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii”. Kosztw 2003
roku — 80 zt.

Biblioteki ptaca za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2003  120.- zi.

Prosimy o wnoszenie optat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. Ill Oddz. Warszawa nr
11101053-411050000371.

Jolanta Barariska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
ZAPROSZENIE

Jezeli chciataby$/chciatby$ zapisa¢ sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko iimie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do ogdtu cztonkdw,
informacje z FEBS o zjazdach ikursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktérym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentow”.
Mam nadzieje, ze tg drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnos$ci poszczeg6lnych oddziatow naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez ,Listy do biochemikéw” redagowane przez p. Terese Wesotowska bedg obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarzagdu Gtownego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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