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Wiodzimierz Zagoérski

ROLA MITOCHONDRIALNEJ SYNTEZY LEUCYﬂd-TRNA
W SKEADANIU GENOWYM

Skladanie genowe w mitochondriach jest ztozonym procesem zachodzacym
w obecnosci bialek kodowych zaréwno przez genom jadrowy, jak i mitochon-
drialny. Jednym z takich biatek mitochondrialnych jest maturaza bl4, kodowana
przez czwarty intron genu cytochromu b. Mutaza ta kontroluje wycinanic dwu
intronéw, a mianowicie intronu bl4 (czyli odcinka pre-mRNA cytochromu b,
kodujacego wiasnie teZ maturazg) oraz intronu al4. Intron al4 to czwarty intron
genu (coxI) kodujacego mitochondrialng I podjednostk¢ oksydazy cyiochromo-
wej. Intron al4, wykazujacy wysoka homologi¢ do intronu bl4, réwniez koduje
syntezg bialka o strukturze prawie identycznej do maturazy bl4, lecz pozbawio-
nego w standardowych warunkach aktywnosci maturazowej. Ta “prawie iden-
tyczno$¢” biatka al4 z maturaza bl4 stata si¢ podstawy identyfikacji kolejnego
genu kontrolujacego skladanie genowe w mitochondriach, a mianowicie jadro-
wego genu NAM2. Punktem wyjSciowym bylo stwierdzenie, iz pewne mutacje
pierwotne zlokalizowane w intronie bl4 zatrzymuja skladanie genowe inakty-
wujac po prostu maturaz¢ bl4. Te mutacje mitochondrialne mogly jednak ulec
supresji ekstragenowej pod wpltywem dodatkowej mutacji, zlokalizowanej — co
bylo niespodziankg — w genomie jadrowym. Supresja ta objawiala si¢ wowczas,
gdy genom mitochondrialny niést dzika kopi¢ intronu al4. Innymi stowy, usz-
kodzenie intronu bl4 ulega supresji w wyniku jadrowej mutacji NAM2, pod wa-
runkiem wysigpowania w mitochondriach nie uszkodzonej kopii intronu al4 (1,2).

Te obserwacje genetyczne staly si¢ podstawa hipotezy, zgodnie z kitdrq
jadrowy gen NAM2 winien kontrolowaé syntezg bialka tworzqcego si¢ w cyto-
plazmie i przedostajacego si¢ do mitochondrionu. To hipotetyczne biatko wcho-
dzitoby w funkcjonalny kompleks z dzika forma maturazy al4, nicaktywng w
skladaniu genowym. W rezultacie nastypi¢ by miala aktywacja maturazy al4 i
zastapienie przez nia uszkodzonej przez mutacj¢ pierwotng maturazy bl4.

Ten typ hipotezy mozliwy jest do zweryfikowania dos§wiadczalnego, przy
czym kluczowym dla weryfikacji bylo okreslenic budowy genu NAM2 oraz
poznanie produktu tego genu.

Gen NAM2 zostat sklonowany i zsekwencjonowany (3). Okazalo sig, Ze
niesie on otwarty faz¢ odczytu, pozwalajaca na zakodowanie biatka zbudowa-
nego z 894 aminokwaséw i majacego mas¢ czasteczkowa réwna 102 kD. Ana-
liza poréwnawcza sckwencji genu NAM2 wskazala na istnienie wysokiej ho-
mologii (34% identycznych aminokwaséw, 20% podstawiefi chemicznic kon-
serwatywnych) z syntetazg leucylo-tRNA Escherichia coli (SLTA.c). Spostrze-
Zenie to sktonito do podjgcia préby izolacji produktu genu NAM2 i okreslenia,
czy biatko to — uwiklane w skladaniu genowym w mitochondriach drozdzowych
— posiada aktywno$¢ mitochondrialnej syntetazy leucylo-tRNA (m(SLT).
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Konstrukcja szczepu nad-eksprymujacego gen NAM2

Wyjsciowy szczep drozdzy CWO4 (tho*, mit") o genotypie alfa-his 3-11,
leu 2-3,112, ade 2-1, ura 3-1, trp 1-1, can 1-100, NAM2" zostat przekonstruo-
wany w ten sposéb, ze w wyniku czgsciowej delecji utracit czynny gen NAM2.
Szczep ten zostal stransformowany plazmidem YCpGMGOG68, niosacym dzika
kopi¢ genu NAM2, znajdujacym si¢ w plazmidzie pod kontrolg promotera UAS
GAL10 i CYC1 (3). Ekspresja genu NAM2 jest w takim transformancie, nazwa-
nym HM200/1, reprymowana przez glukoz¢ i indukowana przez galaktoze.

Transformowany HM200/1 wykazuje specyficzny fenotyp. Nietransformo-
wane komérki o rozerwanym genie NAM2 moga rosnaé tylko w wyniku fer-
mentacji, bowiem brak czynnego genu NAM2 inaktywuje mitochondria i unie-
mozliwia oddychanie tlenowe. Transformanty posiadaja gen NAM2 (na plazmi-
dzie), lecz nie zuzywaja glukozy, bowiem glukoza reprymuje ekspresj¢ genu
NAM?2. Transformanty rosna wigc wylacznie w wyniku oddychania tlenowego,
zuzywajac galaktoze.

Komérki transformantéw sa doskonatym Zrédiem do izolacji produktu genu
NAM2, bowiem:

Po pierwsze — promoter galaktozowy jest tzw. ,mocnym” promoterem i po-
woduje masywng nadprodukcjc mRNA genu kontrolowanego przez tenze promoter.

Po drugie — transformanty posiadaja aktywny aparat mitochondrialny, rosng
bowiem wylacznie w wyniku oddychania tlenowego.

Po trzecie — utrata plazmidu jest letalna, jedynym Zrédltem energii jest bo-
wiem galaktoza. W sumie rosnace na podtozu galaktozowym transformanty win-
ny nad-eksprymowaé gen NAM2 i posiada¢ aktywny aparat mitochondrialny.

Izolacja produktu genu NAM2

Podstawowym zagadnieniem przy izolacji swoistego biatka jest znalezienie
prostej metody jego oznaczania. W przypadku biatka NAM2 przyj¢to a priori,
ze biatko to posiada aktywnos$¢ enzymatyczng — mtSLT. Zatozenie to wynikato
z rozwazai nad strukturg genu NAM2 oraz ze wsigpnych oznaczen aktywnosci
miSLT w ekstraktach mitochondrialnych przygotowanych ze szczepéw niosg-
cych rézne mutacje NAM2. To przyj¢te a priori zatozenie pozwolito ocenié
aktywnos$¢é enzymatyczng w subfrakcjach komérkowych. Okazalo sig, ze w mi-
tochondriach transformantéw HM200/1 aktywno$¢ miSLT byla 60 razy wyzsza
niz w mitochondriach ze szczepu dzikiego. Co wigcej, cata aktywnoS¢ nadpro-
dukowanej syntetazy lokalizowata si¢ w mitochondriach. Mozna wigc bylo przy-
puscié, iz rzeczywiscie gen NAM2 kontroluje syntez¢ mtSLT, nadprodukovyar}c
biatko NAM2 za$ posiada powinowactwo do mitochondrii i nie gromadzi sig
w cytoplazmie. ;

Opracowana uprzednio (4) metoda izolacji trwalych w przcchquwamu
mitochondrii pozwolita na zgromadzenie odpowiedniej ilosci org'anel'h wzboga:
conycy w mtSLT. W wyniku prostej procedury (5) opartej na lizie mltoch'c.m('im
w obecnosci swoistego detergentu (0.65% Triton X-100), wysoleniu frakcji bial-
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kowej o aktywnosci mtSLT siarczanem amonu (40-85%) i frakcjonowaniu na
kolumnie (Heparin-Ultrogel), otrzymano homogenne frakcje mtSLT (5).

Identyfikacja mtSLT jako produktu genu NAM2

Jak wspomniano, zatozenie, iz produkt genu NAM2 posiada aktywno$¢ mi-
tochondrialnej syntetazy leucylo-tRNA (mtSLT), bylo przyje¢te a priori, choé
oparte na danych dotyczacych sekwencji genu NAM2. Po oczyszczeniu mtSLT
nalezato zatozenie zweryfikowac.

Analiza elektroforetyczna wskazata, iz mtSLT migruje prawie identycznie
jak oczyszczona syntetaza leucylo-tRNA z E.coli i Ze masa czasteczkowa oczy-
szczonego enzymu wynosi okoto 100 000 D. Masa byla wigc zgodna z prze-
widywang dla biatka kodowanego przez gen NAM2.

Analiza immunologiczna wskazata, iz mtSLT ulega wytraceniu przeciw-
cialem skierowanym przeciw SLTE.c. Oznacza to, Ze oba enzymy posiadaja
wspélne epitopy, co jest zgodne z dostrzezona uprzednio homologia genu NAM2
i genu SLTE.c. Odpowiednio skonstrukowane przeciwciato (3) skierowane prze-
ciwko produktowi fuzji genu NAM2 z genem wskaZnikowym, wytracato wy-
dajnie mtSLT. Oznacza to, Ze epitopy wystgpujace w czgsci produktu fuzji sa
tozsame z epitopami mtSLT.

Aby ostatecznie ustali¢ identyczno$§é mtSLT jako produktu genu NAM2, pod-
jeto czgsciowe sekwencjonowanie wyizolowanego enzymu. Kolinearno$¢ genu i
biatka oczywiscie jest decydujacym dowodem identyfikujacym produkt genu. Wy-
niki sekwencjonowania N-korica wyizolowanej mtSLT przedstawia rysunek 1.

+1
ATG CTG TCT CGA CCT TCA AGC CGA TTC CTA TCC
leu ser
+ 8 + @ & + 2
LEU SER

ACT AAA AGG GGC CCT GGA CCT GCA GTG AAA AAA
thr lys arg glu pro glu pro ala val lys lys
o L “ +
THR LYS ARG GLU PRO GLU PRO ALA VAL LYS LYS

TTA ATT GCA ATT GGG GAG AAA TGG AAA ...
leu ile ala ile gly glu lys trp lys

— " X
LEU ILE ALA ILE GLY GLU LYS TRP LYS

Rys. 1. Sekwencja 5* kofica genu NAM2 i N-kofica mitochondrialnej syntetazy
leucylo-tRNA, + oznacza aminokwasy zasadowe, o aminokwasy hydrofobowe.
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Jak wida¢, wyizolowana mtSLT jest kolinearna z genem NAM2. Translacja
rozpoczyna si¢ najprawdopodobniej od kodonu AUG, N-koficowy zasadowo-
hydrofobowy peptyd met-leu-ser-arg-pro-ser-ser-arg-phe zostaje odcigty od
pierwotnego produktu translacji najprawdopodobniej w czasie transportu do mi-
tochondrii. Czynne biatko NAM2 rozpoczyna si¢ od leucyny.

Dyskusja

Z wykazania identycznosci produktu genu NAM2 z mtSLT wynika zasad-
niczy fakt. Okazuje sig, Ze syntetazy aminoacylo-tRNA sa czynne nie tylko w
katalizowaniu standardowych reakcji zwiazanych z aktywacja aminokwaséw,
ale ze enzymy te sa zdolne do brania udzialu w cigciu i skladaniu genowym.
Oméwione bowiem we wstgpic dane genetyczne wskazuja, iz mutacje genu
NAM?2 wplywaja na przebieg skladania genéw mitochondrialnych.

Zdolnos¢ do kontrolowania sktadan genowych jest cecha nie tylko mtSLT,
ale réwniez wydaje si¢ mitochondrialnej syntetazy tyrozylo-tRNA z N.crassa
(6). Sugeruje to og6lno$¢ omawianej kontroli — przynajmniej w przypadku ewo-
lucyjnie zachowawczych systeméw ekspresji genetycznej w mitochondriach.

Powstaje oczywiscie pytanie, w jaki sposéb mtSLT moze bra¢ udziat w
kontroli skladania genowego. Wydaje si¢, Ze zasadniczy mechanizm skladania
genowego oparty jest na serii transestryfikacji autokatalizowanych w obrgbie
wyzszego rz¢du struktur pre-mRNA. Uporzadkowanie tych struktur w sposéb
umozliwiajacy prawidlowy przebieg transestryfikacji moze wymagac wspétdzia-
fania swoistych bialek, bedacych specyficznymi ,,matrycami” przestrzennymi
porzadkujacymi odpowiednie struktury pre-mRNA. Oznacza to, iz nalezy zato-
zy¢ swoiste oddzialywanie wybranych odcinkéw pre-mRNA z swoistym(i) re-
jonem(ami) bryly biatkowej.

Analiza sekwencji genu NAM2 sugeruje, iz pewne czgsci tego bialtka (o
wysokiej homologii z SLTE.c) sa zaangazowane w przebieg katalizowania ami-
noacylacji, inne zas (o sekwencjach nicobecnych w enzymie bakteryjnym) mo-
glyby bra¢ udzial w katalizie skladania genowego (3).

Wste¢pnie mozna wige zalozy¢, iz rejony miSLT oddziatywujace z pre-mR-
NA mogg by¢ inne od rejonéw wiazacych (RNAM". To proste zaloZenie, iz
obie funkcje enzymatyczne rozdzielone s3 migdzy dwie rézne domeny czaste-
czki mtSLT, moze nie by¢ prawdziwe. Po pierwsze, tego typu dychotomiczne
analizy zjawisk biochemicznych najczgsciej sa zawodne. Po drugie, wsigpne
badania (W.Z., dane nie opublikowane) wskazujg, iz mSLT rzeczywiscie od-
dziatywuje z mitochondrialnym pre-mRNA. Oddziatywanie to wyraza §i<; za-
hamowaniem aktywnosci syntetazowej enzymu w obecnosci uzyskanych in vitro
transkryptéw niosacych sekwencje mitochondrialnego intronu bl4. Inhibicja ta
jednakze ma charakter mieszany — czg¢SCiowo kompetycyjny, czgSciowo moze
bra¢ udzial zar6wno domena wigzaca tRNA Y jak i odcinki biatka nie zaan-
gazowane bezpoSrednio w wigzaniu {(RNAM

151



Dos$wiadczenia inhibicyjne, niezaleznie od ich interpretacji, wskazuja, iz
rzeczywiScie — mtSLT wiaze si¢ z mitochondrialnym pre-mRNA, co jest zgodne
z zatozeniem udzialu tego enzymu w skiadaniu genowym.

Pismiennictwo

1. Dujardin, G., Jacq, C., Slonimski, P.P. Nature 298: 628-632, (1982).

2. Dujardin, G., Labouesse, M., Netter, P., Slonimski, P.P. In: ,Mitochondria 19837, Eds. RJ.
Schweyen, R. Wolf, F. Kaudewitz, pp. 233-250.

3. Herbert, C., Labouesse, M., Dujardin, G., Slonimski, P.P. EMBO Journal 7: 473-483, (1988)

4. Koztowski, M., Zagérski, W. Anal. Biochem. 172:332-391, (1988).

5. Zagé6rski, W., Castaing, B., Labouesse, M., Herbert, C.J., Martin, R., Slonimski, P.P.J. Cell
Biol., (in press).

6. Akins, Lambowitz, A.M. Cell 50: 331-345, (1987).

Waldemar Roszkowski-Sliz

ROLA ENDOGENNEJ FLORY BAKTERYJNEJ
DLA PRAWIDEOWE] FUNKCJI UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO

Jednym z najistotniejszych zagadnien dotyczacych antybiotykoterapii, poza
oddzialywaniem antybiotykéw na bakterie, jest ich interakcja z organizmem
gospodarza. Zgromadzono znaczng ilo$¢ informacji dotyczacych oddziatywania
antybiotykéw na uklad pokarmowy, wydalniczy i nerwowy. Dysponujemy na-
tomiast skapa iloScia danych dotyczacych oddziatywania antybiotykéw na uktad
immunologiczny. Dane dotyczace tego zagadnienia sg czgsto ze sobg sprzeczne
i pochodza z doswiadczen, w ktérych stosowano antybiotyki w st¢Zeniach zna-
cznie odbiegajacych od ste¢zen terapeutycznych.

W badaniach whasnych podjg¢to prébg takiej oceny stosujac antybiotyki za-
réwno w stgzeniach, jak i rezimie podawania w sposéb zblizony do sytuacji
terapeutycznej. Wszystkie doSwiadczenia wykonywano na myszach szczepéw
wsobnych stosujac antybiotyki przez okres co najmniej 7 dni.

W pierwszej fazie badan oceniano dwa podstawowe parametry: odporno$é
typu komérkowego mierzong testem nadwrazliwosci typu opéZnionego na oxa-
xolon oraz odporno$¢ humoralng mierzong liczba komérek Sledzionowych pro-
dukujacych przeciwciata klasy IgG i IgM. Zbadano w ten spos6b okoto 50
antybiotykéw reprezentujacych rézne grupy farmakologiczne. W tej liczbie zna-
leziono kilka antybiotykéw wywierajacych dzialanic immunosupresyjne, a
wsréd nich najsilniej wyrazony efekt posiadata mezlocylina.

W zwigzku z powyzszym dalsze badania nad wyjasSnieniem zjawiska
immunosupresji wywolanej antybiotykami wykonywane byly przy uzyciu mo-
delu terapii mezlocyling. Stwierdzono, Zze zahamowanie reakcji immunologicz-
nej, komérkowej i humoralnej utrzymuje si¢ do dwéch tygodni po zakoiiczeniu
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