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Dnia 17 stycznia 1987 roku zmarła w wieku osiemdziesięciu dwóch 
lat profesor Irena Chmielewska, wybitna uczona, troskliwy wychowawca 
kilku pokoleń biochemików warszawskich. Urodziła się dnia 13 lipca 
1905 roku w Łodzi. Od, wczesnej młodości jednak związała się z War
szawą, gdzie ukończyła gimnazjum a następnie studiowała na Wydziale 
Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu. Od 1929 roku, kiedy zo
stała asystentem w Katedrze Chemii Organicznej UW, Jej działalność 
na trwałe związała się z Uniwersytetem Warszawskim. Tu, w 1933 roku 
uzyskała stopień doktora, a w roku 1939, po habilitacji, ty tu ł docenta 
w zakresie chemii organicznej. W okresie okupacji kontynuowała pracę 
dydaktyczną uczestnicząc w tajnym  nauczaniu. Bezpośrednio po woj
nie powróciła na Uniwersytet wykładając początkowo chemię organicz
ną, a — począwszy od 1949 roku — biochemię. W roku 1958 dzięki Jej 
energii, stanowczości i niezwykłemu talentowi organizacyjnemu powsta
ła na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UW Katedra Biochemii stając się 
wkrótce, pod Jej kierownictwem, jednym z wiodących w Polsce ośrod
ków kształcenia biochemików, a także liczącym się w kraju i zagranicą 
ośrodkiem badawczym. Katedrą tą, przeorganizowaną w 1969 roku w Iil- 
stytut Biochemii UW, kierowała Profesor nieprzerwanie, aż do przejścia 
w 1974 roku, na emeryturę.

Wszechstronne i głębokie zainteresowanie procesami chemicznymi 
przebiegającymi w żywych organizmach rozbudziło się w Niej jeszcze 
w okresie studiów. Obdarzona niezwykłą pasją poznawania, krytycznym 
umysłem i rzadko spotykaną intuicją stała się badaczem o wyjątkowo 
szerokich horyzontach. W twórczości naukowej profesor Chmielewskiej, 
na którą składa się przeszło 100 publikacji, w tym około 80 prac ekspe
rymentalnych, dostrzec można wiele różnych nurtów. Do najważniej
szych z nich należą badania budowy chemicznej niektórych barwników 
i innych swoistych substancji roślinnych, prace nad syntezą i właści
wościami witamin i antywitamin K oraz badania metabolizmu amino
kwasów i peptydów w tkankach zwierząt. Do najwybitniejszych Jej 
osiągnięć należą prace nad tautomerią pirononów, które zaowocowały 
wysunięciem hipotezy odnośnie mechanizmu działania 2-metylochino- 
nów w biologicznych układach transportu elektronów opublikowanej 
w 1960 roku w Biochimica et Biophysica Acta. Wiele kierunków badaw
czych zapoczątkowanych przez profesor Chmielewską jest nadal rozwi
janych w Instytucie Biochemii UW przez Jej uczniów. Obok prac o zna
czeniu czysto poznawczym znaczące miejsce w Jej twórczości naukowej 
miały prace o wartości praktycznej. W latach powojennych, współpra
cując z przemysłem farmaceutycznym, uczestniczyła w opracowaniu
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118 PRO FESO R IR E N A  CH M IELEW SK A [2]

produkcji niektórych ważnych leków, między innymi witaminy K, di- 
* kumarolu, kwasu lewulinowego oraz hydrolizatu białkowego do wlewań 

dożylnych. Za opracowanie ostatniego z wymienionych preparatów kie
rowany przez Nią zespół uzyskał w 1951 roku nagrodę państwową. Była 
także laureatką wielu innych nagród, w tym przyznanej Jej w 1979 ro
ku nagrody Fundacji im. A. Jurzykowskiego. Została odznaczona Krzy
żem Oficerskim Orderu Odrodzenia Polski i medalem Zasłużonego Nau
czyciela PRL.

Profesor Irena Chmielewska z głębokim poczuciem obowiązku poświę
cała się pracy organizacyjnej na rzecz nauki polskiej. Powołana w 1964 
roku na członka korespondenta, a w roku 1971 na członka rzeczywistego 
PAN z energią i oddaniem uczestniczyła w pracach Akademii, m.in. w la
tach 1971—73 zasiadała w Prezydium PAN. Była członkiem założycie
lem, wiceprezesem pierwszego Zarządu Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego i wieloletnim redaktorem naczelnym ,,Postępów Biochemii”. 
Wybitne zasługi profesor Chmielewskiej dla rozwoju polskiej biochemii 
uhonorowane zostały przyznaniem Jej przez Towarzystwo godności 
Członka Honorowego. Działalność na rzecz nauki polskiej kontynuowała 
po przejściu na em eryturę uczestnicząc w pracach rad naukowych kilku 
instytutów i rad redakcyjnych czasopism naukowych.

W pamięci licznej grupy Jej uczniów i wychowanków, wśród któ
rych jest już kilkunastu samodzielnych pracowników nauki, pozostanie 
przede wszystkim Jej niezwykle silna osobowość. Takie cechy Jej cha
rakteru jak bezkompromisowość, odwaga, wierność słowom i poglądom, 
upór i konsekwencja w dążeniu do stawianych sobie celów, głębokie 
zaangażowanie w sprawy nauki polskiej i całego K raju oraz wielka 
życzliwość dla ludzi zyskały Jej na zawsze nasz najgłębszy podziw 
i szacunek. Żegnając w głębokim smutku profesor Irenę Chmielewską 
mamy świadomość tego, że odszedł od nas nie tylko wielki uczony i or
ganizator nauki, lecz również Człowiek o wielkim sercu — nasz praw
dziwy Przyjaciel.

Uczniowie
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Dnia 11 grudnia 1986 roku zmarł profesor Janusz Gregorczyk, Kie
rownik Katedry i Zakładu Biochemii Klinicznej i Diagnostyki Laborato
ryjnej Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie.

Urodził się 10 łipca 1938 roku w Chorzowie, w rodzinie lekarskiej. 
Szkołę średnią i studia medyczne na Wydziale Lekarskim Śląskiej Aka
demii Medycznej ukończył z wyróżnieniem. Swoje zainteresowania ba
dawcze realizował już w trakcie studiów w Zakładzie Chemii Fizjolo
gicznej, gdzie pod światłym kierunkiem profesora Stanisława Jóźkiewi- 
cza rozwijał swój talent badacza i dociekliwego naukowca. W 1964 roku 
uzyskał stopień doktora nauk medycznych w Śląskiej Akademii Medycz
nej. Za badania zmian biochemicznych towarzyszących działaniu hałasu 
i ultradźwięków otrzymał nagrodę II stopnia Polskiego Towarzystwa Fi
zjologicznego.

W 1965 r. dr Gregorczyk podejmuje pracę w Klinice Chorób Wew
nętrznych PAM w Szczecinie i przystępuje energicznie do organizowa
nia nowoczesnego laboratorium biochemicznego. Tworzy specjalistyczny 
i wielofunkcyjny Zakład Biochemii Klinicznej na skalę regionu i zostaje 
jego kierownikiem. Z potrzeb środowiska zajmuje się początkowo pro
blemami patologii przewlekłych zatruć dwusiarczkiem węgla. W 1971 r. 
habilituje się w Śląskiej Akademii Medycznej na podstawie rozprawy
o zmianach potoksycznych we frakcjach subkomórkowych narządów 
miąższowych w eksperymentalnym CS2. Z tego okresu na uwagę zasłu
gują prace nad przydatnością diagnostyczną oznaczeń izoenzymów dehy- 
drogezazy mleczanowej i jabłczanowej w chorobach wewnętrznych. Ini
cjuje i rozwija badania metabolizmu lipidów i zmian naczyniowych 
w przebiegu zatrucia CS2. Także w latach następnych jego zaintereso
wania badawcze dotyczyły patologii biochemicznej układu sercowo-na- 
czyniowego. W 1982 r. Rada Państwowa nadała docentowi Januszowi 
Gregorczykowi tytuł profesora nadzwyczajnego. Od 1984 r. pełnił funkcję 
Prorektora do spraw Klinicznych PAM. Był nauczycielem młodzieży aka
demickiej poczynając od kształcenia w kole naukowym, po wprowadzanie 
nowoczesnego programu nauczania analityki lekarskiej.

W 1968 r. ożywia działalność Szczecińskiego Oddziału PTBioch. prze
wodnicząc do 1975 i w latach 1981—1983 r. Organizuje w tym czasie 
z Jemu właściwym rozmachem VIII Zjazd PTBioch. i trzykrotnie Dni 
Biochemiczne PAM, a w 1979 r. Zjazd PTDL. Był członkiem ZG PTBioch. 
w latach 1969—1971 i 1983—1986, a od 1972 r. należał do Rady Redak
cyjnej „Postępów Biochemii”. Był czynny w licznych komisjach i stowa
rzyszeniach naukowych w kraju. Za działalność naukową, dydaktyczno- 
-organizacyjną i społeczną Profesor otrzymywał wielokrotnie nagrody,
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122 PR O FE SO R  JA N U S Z  GREGORCZYK [2]

a w 1983 r. został odznaczony Krzyżem Kawalerskim Orderu Odrodzenia 
Polski. Pozamedyczne zainteresowania profesora objawiały się czynną 
działalnością w akademickich klubach turystycznych „Gronie” i „Ostań
ce” w Katowicach oraz w PTTK w Szczecinie, gdzie pełnił odpowiedzialne 
funkcje. Był przyrodnikiem — humanistą, znawcą historii i literatury.

Profesor Janusz Greg orczyk był ceniony jako lekarz, współpracow
nik, przyjaciel we wszystkich środowiskach, w których się udzielał. Był 
niezwykle serdeczny i otwarty dla potrzebujących pomocy, rady i wspar
cia. Żarliwy w działaniu i twórczy. Pełen pomysłów i energii. Żądny 
nowości, wiedzy i nowoczesnych rozwiązań. Entuzjasta postępu i no
wych myśli technicznych. Pociągał innych swoją osobowością i radością 
tworzenia. Z nimi budował swój Zakład i zespół.

Uczniowie i w spółpracow nicy

V
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O d  R e d a k c ji

Rozpoczynamy publikację serii artykułów pod ogólnym tytułem 
„Czynniki wzrostowe”. W bieżącym zeszycie przedstawiamy następujące 
teksty:

— Czynniki wzrostowe — nowa rodzina peptydów regulacyjnych,
— Interferony jako nieklasyczne hormony współdziałające z czynni

kami wzrostowymi,
— Transformujące czynniki wzrostowe,
— Produkty niektórych onkogenów a czynniki wzrostu komórko

wego, > \
— Nobel 1986 w dziedzinie medycyny,

W kolejnych zeszytach zamierzamy zamieścić artykuły omawiające:
— czynnik wzrostowy z płytek krwi,
— czynnik wzrostu nerwu *,
— czynniki wzrostowe a cytoszkielet,
— czynniki wzrostowe a cykl komórkowy.

Zapraszamy Czytelników do dyskusji przedstawonych w artykułach hi
potez na temat roli biologicznej i mechanizmów działania czynników 
wzrostowych.
__________ \

* W  te rm in o lo g ii po lskiej p rzy ję to  jak o  zasadę  używ an ie  te rm in u  „czynniki 
w zrostow e” . (po ang ie lsku  g ro w th  factors). C zynn ik  p o b u dza jący  w zrost kom órek  
n erw o w y ch  (po an g ie lsk u  n e rv e  g row th  fac to r) p rzy ję to  ok reś lać  jako  „czynnik  
w zrostu  n e rw u ” . W  tek s tach  poniżej zam ieszczonych n ie  w szędzie zastosow ano k o n 
sek w en tn ie  w /w  zasadę.
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ARTYKUŁY

A N D R Z E J K L E IN *

Czynniki wzrostowe —  nowa rodzina peptydów regulacyjnych 

Growth factors — a new family of regulatory peptides

Sp is treśc i

I. W stęp
II. P ep ty d y  reg u lacy jn e

II I . K o n tro la  w zro stu  i różn icow an ia  kom órek
IV. P ep ty d o w e czynn ik i w zrostow e
V. M o lek u la rn e  podstaw y  d z ia łan ia  czynn ików  w zrostow ych

V -1. W ielok ierunkow y  e fe k t dz ia łan ia  czynn ików  w zrostow ych  
V -2. R ola recep to ró w  w  reg u lac ji d z ia łan ia  czynn ików  w zrostow ych  
V-3 W ew nątrzkom órkow y  u k ład  p rzek azy w an ia  sygna łu  m itogennego  

VI. U w agi końcow e

C onten ts

I. In tro d u c tio n
II . R eg u la to ry  pep tides

II I . C o n tro l of g ro w th  a n d  d iffe ren tia tio n  
IV P ep tid e  g ro w th  fac to rs
V. M olecu lar basis of th e  g ro w th  fac to r ac tion  

V-1. P le io tro p ic  effect of g ro w th  fac to rs
V-2. In v o lv em en t of re c e p to rs  in  th e  reg u la tio n  of g ro w th  fac to r ac tion  
V-3. In tra c e l lu la r  m essen g er system  of th e  m itogen ic  signal tran sm itio n

VI. F in a l rem ark s

W ykaz stosow anych  sk ró tów : IL  — in te rleu k in a , C SF — czynnik  s ty m u lu jący  
w zrost kolonii, (M — m akro fagów , G — g ranu locy tów ), D F — czynn ik  różn icow a
nia, Sm  — som atom edyna, M SA  — ak ty w n o ść  s ty m u lu jąca  n am n ażan ie  kom órek , 
E P  — endogenny  pyrogen , L EM  — endogenny  m ed ia to r leukocytozy, H SF — czyn
n ik  s ty m u lu jący  hepa tocy ty , G nR F  — g o n ado liberyna , T R F — czynn ik  za s tę p u 
jący  allogeniczne kom órk i T, T R H  — ty reo lib e ry n a , G F — czynn ik  w zrostow y, 
L H  — horm on lu te in izu jący , F S H  — ho rm o n  p o b udza jący  pęcherzyk i G raafa , 
E G F — naskórkow y czynnik  w zrostow y.

* Doc. d r hab., Z ak ład  B iochem ii Z w ierząt, IB M  U J, 
31-120 K raków , a l. M ickiew icza 3
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126 A . K L E IN [2]

I. Wstęp

Od odkrycia pierwszego „chemicznego posłańca” — sekretyny [1] 
minęło 85 lat, lecz mimo to poznanie dalszych peptydów o podobnych 
właściwościach przebiegało stosunkowo wolno i przez szereg dziesię
cioleci ograniczone było przede wszystkim do hormonów. Wprowadzenie 
bardzo czułych metod radioimmunologicznych i radioreceptorowych oraz 
nowych technik rozdzielczych przyniosło w okresie ostatnich 10—15 lat 
bardzo wiele doniesień na temat nieznanych dotąd peptydów o aktyw
ności: hormonalnej, neurohormonalnej, neurotransmisyjnej, neuromodu- 
lacyjnej, immunoregulacyjnej czy mitogennej. Wszystkie te peptydy 
pośredniczą w przekazywaniu informacji biologicznej pomiędzy komór
kami organizmów żywych i określane są często wspólną nazwą pepty- 
tów regulacyjnych.

II. Peptydy regulacyjne

Trudno określić dzisiaj precyzyjnie jak liczna jest rodzina peptydów 
regulacyjnych. Do roku 1985 poznano całkowicie sekwencję aminokwa- 
sową około 70-ciu różnych peptydów regulacyjnych ssaków, a ekspo- 
tencjalny wzrost liczby związków scharakteryzowanych strukturalnie 
w latach 1970— 1985 [2] sugeruje, że jest ich znacznie więcej. Sposób

//
Ryc. 1. P rzek az  in fo rm ac ji bio logicznej n a  d rogach : en d o k ry n n e j (a), n eu ro en d o - 
k ry n n e j (b), p a ra k ry n n e j (c), n e u ro p a ra k ry n n e j (d) i  au to k ry n n e j (e).

a
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[3] C Z YN N IK I W ZROSTOW E 127

przekazu informacji biologicznej jest wspólny dla większości znanych 
peptydów regulacyjnych i odbywa się poprzez swoiste receptory usy
tuowane w błonie plazmatycznej komórek docelowych. Różna może być 
droga, na której peptydy regulacyjne przenoszone są od komórek wy- 
dzielniczych do komórek docelowych, a także różny może być charakter 
i mechanizm odpowiedzi komórkowej.

Przyjm uje się obecnie trzy podstawowe sposoby przekazywania in
formacji międzykomórkowej, w których pośredniczą peptydy: endokryn- 
ny, parakrynny i autokrynny (Ryc. 1). Transport endokrynny, w którym 
peptyd regulacyjny syntetyzowany przez wyspecjalizowane komórki, 
wydzielany jest do krwioobiegu i przenoszony z krwią do komórek doce
lowych (Ryc. la). Ten sposób transportu jest typowy dla hormonów 
dokrewnych. Fodobny sposób przenoszenia informacji biologicznej przyj
muje się dla peptydów regulacyjnych wydzielanych do krwioobiegu 
z zakończeń komórek nerwowych (tzw. transport neuroendokrynny — 
Ryc. Ib), charakterystyczny między innymi dla neurohormonów pod
wzgórza. Hipoteza transportu parakrynnego zakłada, że peptydy regu
lacyjne są przenoszone na drodze dyfuzji międzykomórkowej (Ryc. lc). 
Przypuszczalnie wiele hormonów, neurohormonów i czynników wzro
stowych działa lokalnie na tej drodze. Podobny sposób transportu (neuro- 
parakrynny) przyjmuje się w przypadku przenoszenia sygnału poprzez 
synapsy chemiczne w obrębie układu nerwowego (Ryc. Id). Hipoteza 
regulacji autokrynnej przyjmuje, że komórkami docelowymi są te same 
komórki, które syntetyzują i wydzielają peptyd regulacyjny (Ryc. le). 
Regulacja autokrynna ma przypuszczalnie istotne znaczenie w kontroli 
wzrostu komórek neoplastycznych [3], aczkolwiek autoregulacja jest zja
wiskiem wielokrotnie stwierdzanym także w hodowlach komórek nie- 
transformowanych [4, 5, 6]. Fizjologiczne znaczenie regulacji autokryn
nej pozostaje narazie w sferze hipotez.

Opisane możliwości transportu peptydów regulacyjnych nie oznaczają 
jednak, że każdy peptyd regulacyjny posiada jeden określony sposób 
przenoszenia informacji od komórek wydzielniczych do komórek doce
lowych. Ten sam peptyd może być przeznoszony na różnych drogach 
w zależności od jego funkcji fizjologicznej i rodzaju tkanki docelo
wej.

Jakkolwiek nie zdołano dotychczas wyjaśnić całkowicie mechanizmu 
działania żadnego z peptydów regulacyjnych, wiadomo, że każdy z nich 
wywiera swój efekt biologiczny poprzez interakcję ze swoistymi recep
torami w błonie komórek docelowych. Związanie liganda z receptorem 
inicjuje serię zdarzeń prowadzących do określonej odpowiedzi komór
kowej. Pierwszym i przez długi czas niewyjaśnionym pytaniem były 
dalsze losy kompleksu peptyd-receptor. Możliwość, że peptydy mogą 
wnikać do wnętrza komórki nie była poważnie brana pod uwagę do po
łowy lat 70-tych naszego stulecia. Panowała bowiem powszechnie opinia,
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że hormony peptydowe w przeciwieństwie do hormonów sterydowych 
wiążą się odwracalnie z receptorami na powierzchni błony i nie mogą 
aktywnie lub biernie przenikać do wnętrza komórki. Dowód, że zna
kowany izotopem jodu (125I) naskórkowy czynnik wzrostowy (EGF) jest 
aktywnie wchłaniany (internalizowany) do wnętrza komórki został 
przedstawiony przez C a r p e n t e r a  i C o h e n a  w roku 1976 [7] i po
twierdzony przy użyciu metod morfologicznych w latach 1978—1979 [8, 
9]. Wiadomo obecnie, że peptydy regulacyjne po związaniu z receptorem 
ulegają internalizacji na drodze endocytozy. Internalizacja rozpoczyna 
się poprzez tworzenie opłaszczonych klatryną pęcherzyków endocytar- 
nych. Kompleksy są następnie przenoszone do wnętrza komórki w po
staci nieopłaszezonych pęcherzyków, określanych zazwyczaj mianem re- 
ceptosomów i degradowane w wyniku fuzji z lizosomami [10]. Dysku
syjny dotychczas jest udział innych organeli wewnątrzkomórkowych 
w tzw. segregacji receptosomów oraz degradacji enzymatycznej liganda 
i receptora [10].

Wiadomości na temat mechanizmu działania peptydów regulacyjnych 
ograniczają się głównie do wczesnych etapów odpowiedzi komórkowej. 
Można wyróżnić przynajmniej trzy odmienne sposoby odpowiedzi ko
mórkowej (Ryc. 2), różniące się przede wszystkim rodzajem tzw. dru
giego przekaźnika informacji biologicznej. Najdawniej i najdokładniej 
opisano mechanizm działania peptydów regulacyjnych z udziałem cAMP 
jako drugiego przekaźnika, charakterystyczny dla większości hormonów 
peptydowych (Ryc. 2a). Połączenie liganda z receptorem aktywuje układ 
białek wiążących nukleotydy guanylowe (tzw. białek G) złożony z trzech 
podjednostek a, (3, y [11, 12]. Kompleksy białek G posiadają zdolność 
zarówno stymulacji (kompleksy Gs), jak i hamowania (kompleksy Gi) 
układu cyklazy adenylanowej [13, 14], Stymulacja cyklazy adenylanowej 
prowadzi do wzrostu wewnątrzkomórkowego poziomu cAMP, który ak
tywuje zależne od cAMP kinazy białkowe, a te z kolei powodują fosfo- 
rylację swoistych białek, modyfikację ich funkcji i określony efekt bio
logiczny. Stosunkowo niedawno zaproponowano dwa inne mechanizmy 
działania peptydów regulacyjnych: jeden, w którym rolę drugiego prze
kaźnika spełniają jony wapnia (Ryc. 2b) oraz drugi, w którym podobną 
rolę odgrywają 1,4,5-trifosfoinozytol i 1,2-diacyloglicerol (Ryc. 2c). Przy
puszcza się, że niektóre neuropeptydy powodują swoistą mikroagregację 
receptorów komórkowych, która z kolei prowadzi do otwarcia kanałów 
wapniowych w błonie cytoplazmatycznej [15]. Podniesienie wewnątrz
komórkowego poziomu jonów Ca2+ aktywuje zależne od Ca2'1' kinazy 
białkowe i dalsze etapy odpowiedzi komórkowej [16], Wczesne etapy 
stymulacji mitogennej indukowanej przez czynniki wzrostowe opisuje 
hipoteza, według której podstawową rolę w generowaniu sygnału odgry
wać ma stymulacja obrotu fosfatydyloinozytoli, a funkcję drugiego prze
kaźnika 1,4,5-trifosfoinozytol i 1,2-diacyloglicerol [17, 18, 19, 20]. Aktu-
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aktywacja 
b ia łe k  G

P R !N H ,N T )

. 4 T ł

mikroagregacja
recep torów

PR (GF)

aktyw ac ja  KT

Ryc. 2. H ipotezy udziału  cA M P, jonów  C a2+ oraz  IP 3 i DA jako  tzw . d rug ich  p rz e 
kaźn ików  in fo rm ac ji p rzenoszonej p rzez p ep ty d y  reg u lacy jn e . P R  — pep ty d  re 
gu lacy jny , H — horm on, NH — n eu ro h o rm o n , NT — n e u ro tra n sm ite r , G F — czyn
n ik  w zrostu , CA — cyklaza ad en y lan o w a , G — b ia łk a  G, K T — tyrozyno-sw oista  
k inaza  b iałkow a, IP 3 — 1,4 ,5-trifosfoinozytol, DA — 1,2-diacyloglicerol, k.b. — k i
nazy b iałkow e.

alne poglądy dotyczące mechanizmu działania czynników wzrostu zo
stały omówione w rozdziale V.

Schematy działania peptydów regulacyjnych przedstawione na ryci
nie 2 ilustrują jedynie różnice dotyczące drugigeo informatora. Nie wyja
śniają one ani swoistej aktywności biologicznej poszczególnych peptydów, 
ani nie obejmują wszystkich możliwości inicjacji odpowiedzi komórko
wej. Trwające od wielu lat badania różnorodnych efektów regulacyjnych 
insuliny i tworzone na tej podstawie hipotezy molekularnych podstaw 
jej działania ,są doskonałą ilustracją złożoności tego problemu [21]. 
Mimo niepełnej informacji o mechanizmie działania peptydów regula
cyjnych wiadomo, że określony peptyd może w tej samej komórce do
celowej indukować różne efekty biologiczne poprzez niezależne od siebie 
drogi odpowiedzi wewnątrzkomórkowej. Przykładowo, działanie gonado- 
liberyny na komórki przysadki mózgowej stymuluje zarówno syntezę 
jak i sekrecję hormonów gonadotropowych. Mechanizm przekazu infor
macji angażujący jony Ca2+ (Ryc. 2b) związany jest wyłącznie z wydzie
laniem LH i FSH, natomiast stymulacja biosyntezy tych hormonów re

2 P o s tę p y  B io c h e m ii 2—3/87 http://rcin.org.pl
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gulowana jest na innej, nieznanej dotychczas drodze [16]. Ponadto, pep- 
tydy o podobnej funkcji fizjologicznej (np. neurohormony podwzgórza 
GnRH i TRH) mogą inicjować odpowiedź komórkową poprzez różne, 
wewnątrzkomórkowe drogi przekazu informacji biologicznej [16, 22]. 
Mechanizm odpowiedzi komórkowej zależy zarówno od „posłańca” jak 
i od „odbiorcy” informacji. Działanie insuliny i insulino-podobnych czyn
ników wzrostowych na komórki: mięśni gładkich, adipocytów i komórki 
tkanki łącznej jest przekonywającym dowodem takiej interpretacji me
chanizmów przekazu i realizacji informacji międzykomórkowej [23, 24].

III. Kontrola wzrostu i różnicowania komórek

Wzrost jest procesem charakterystycznym dla wszystkich organiz
mów żywych. Jakkolwiek cechuje przede wszystkim wczesne etapy roz
woju, pozostaje niekiedy także właściwością niektórych tkanek orga
nizmów dorosłych (zdolność do regeneracji tkanek, stałe zastępowanie 
komórek obumarłych).

Kontrola procesów wzrostu i różnicowania jest sumą wielu różnych 
oddziaływań, z których najistotniejsze są: bezpośrednia interakcja mię
dzykomórkowa oraz regulacja poprzez związki pośredniczące w przeka
zywaniu sygnałów międzykomórkowych (peptydy, sterydy, prostaglan- 
dyny itp.). Pośród różnych związków zaangażowanych w regulacji wzro
stu, peptydy były szczególnie intensywnie badane w okresie ostatnich 
kilkunastu lat. Przez analogię do innych peptydów regulacyjnych przyj
muje się, że ostateczny efekt może być wynikiem działania związków, 
które w stężeniu fizjologicznym stymulują wzrost (tzw. czynniki wzro
stowe) oraz związków, które w stężeniu fizjologicznym hamują wzrost 
komórkowy. Najczęściej przyjmowanym kryterium  aktywności biolo
gicznej są: stymulacja lub hamowanie syntezy DNA i proliferacji ko
mórek w hodowlach in vitro.

Postęp w biologii czynników wzrostowych jest szybki i wyraźnie za
rysowuje się już rodzina peptydów o określonych własnościach chemicz
nych i biologicznych. Natomiast, wyniki badań inhibitorów wzrostu ko
mórkowego nie pozwalają na stworzenie jasnego obrazu tej grupy związ
ków. Dyskusyjna, mimo intensywnych badań rola chalonów [25—28], 
problematyczna hipoteza działania deprimeronów [29—32], zbyt skąpe 
jeszcze wiadomości na temat inhibitora(ów) somatomedyn [33—35] czy 
czynników hamujących wzrost nowotorowy (TIFs- ang. tumor inhibtion 
factors) [36—39] oraz sporadyczne doniesienia o innych peptydowych inhi
bitorach wzrostu [40—48] powodują, że próby uogólnienia dotychcza
sowych wyników wydają się przedwczesne.

Rola interferonów w regulacji wzrostu komórkowego została obszernie 
omówiona w artykule A. I n g 1 o t.
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IV. Peptydowe czynniki wzrostowe

Trudno podać dziś precyzyjną definicję peptydowych ęzynników wzro
stu komórkowego. Wśród różnych propozycji na uwagę zasługuje defi
nicja zaproponowana w roku 1984 przez R. J a m e s a  i R. A. B r a d -  
s h a w a  [49], Według tej definicji czynnikami wzrostowymi nazywamy 
peptydy inicjujące odpowiedź anaboliczną komórek docelowych, działa
jące poprzez określony mechanizm błonowy: a. zapoczątkowanie odpo
wiedzi komórkowej następuje po zewnętrznej stronie błony cytoplazma- 
tycznej; b. odpowiedź komórkową inicjuje utworzenie kompleksu czyn
nika wzrostowego z receptorem komórkowym; c. swoista odpowiedź 
(hipertroficzna lub hiperplastyczna) jest wynikiem tworzenia kompleksu 
czynnik wzrostowy — receptor; d. czynnik wzrostowy i receptor są 
usuwane z powierzchni komórki na drodze endocytozy poprzez interna
lizację kompleksu i degradowane wewnątrzkomórkowo.: Jak łatwo zau
ważyć, definicja ta nie zawęża pojęcia czynnika wzrostowego wyłącznie 
do peptydów o aktywności mitogennej oraz podkreśla receptorowy me
chanizm działania czynników wzrostowych i nie pozostawia wątpliwości 
do jakiej rodziny związków nalżey je zaliczyć.

„Ojcem chrzestnym” peptydowych czynników wzrostowych jest S t a n -  
l a y  C o h e n  z uniwersytetu Vanderbilt w Nashville, który nie tylko 
wyizolował, oczyścił i nazwał dwa pierwsze czynniki wzrostowe: NGF 
(czynnik wzrostu komórek nerwowych) i EGF [50, 51], ale ponadto 
scharakteryzował chemicznie receptor komórkowy EGF i wykazał, że 
jego część wewnątrzkomórkowa posiada aktywność tyrozyno-swoistej 
kinazy białkowej [52, 53].

Od momentu odkrycia pierwszego peptydowego czynnika wzrosto
wego do końca 1985 roku wyizolowano i przynajmniej częściowo scha
rakteryzowano kilkadziesiąt innych. Alfabetyczną listę peptydowych 
czynników wzrostowych komórek zwierzęcych i ludzkich przedstawiono 
w tabeli 1. Ze względu na bardzo zróżnicowaną ilość informacji doty
czących poszczególnych związków, rzeczywista liczba czynników wzro
stowych jest obecnie trudna do ustalenia.

Jest bardzo prawdopodobne, że czynniki wzrostowe są związkami
o konserwatywnej ewolucyjnie strukturze i funkcji. Przykładowo, krew 
minoga i człowieka zawierają podobne stężenie (15—20 ng/ml) nieroz- 
różnialnego immunologicznie PDGF, a pojawienie się tego peptydu 
w rozwoju ewolucyjnym kręgowców poprzedza o setki milionów lat wy
kształcenie płytek krwi [140].

Na podstawie dotychczas uzyskanych danych można zaproponować 
różne klasyfikacjpe czynników wzrostowych. W tabeli 2 zebrano przy
kłady ich klasyfikacji oparte na: podobieństwie struktury chemicznej, 
rodzaju komórek docelowych, prawdopodobnej roli fizjologicznej i ko
lejności działania w cyklu komórkowym. Ż&dna z przedstawionych kla-

2* http://rcin.org.pl
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syfikacji nie obejmuje całej rodziny czynników wzrostowych przede 
wszystkim ze względu na nadal zbyt skromną i nierównocenną doku
mentację doświadczalną. Tym niemniej, każda z zamieszczonych w ta
beli 2 klasyfikacji niesie inną, istotną informację biologiczną. Podobień
stwo strukturalne uzasadnia z jednej strony możliwość zastępowania 
czynników wzrostowych komórek prawidłowych (PDGF, EGF) przez ana
logiczne peptydy syntetyzowane przez komórki transformowane (ODGF, 
GDGF, TGF-a) [141, 142], z drugiej strony wyjaśnia zdolność do naśla
dowania niektórych efektów fizjologicznych charakterystycznych dla in
suliny przez insulino-podobne czynniki wzrostowe [23, 24]. Mnogość 
różnych czynników działających na określony typ komórki (Tab. 2b) 
uzmysławia, jak skomplikowany i wieloetapowy jest proces regulacji 
wzrostu i różnicowania w obrębie poszczególnych tkanek. Przykład 
współdziałania hemopoetycznych czynników wzrostowych w procesie róż
nicowania komórek szpiku kostnego [92, 93] jest doskonałą ilustracją 
tego zagadnienia. Dyskusyjne jest przyjęcie przypuszczalnej roli fizjo
logicznej jako kryterium  klasyfikacji peptydowych czynników wzrosto
wych. Dotychczas nie udowodniono w doświadczeniach in vivo znaczenia 
fizjologicznego żadnego ze znanych czynników wzrostowych. Tym nie
mniej udział insulino-podobnych czynników wzrostowych w regulacji 
wzrostu tkanki łącznej [24], prawdopodobna rola EGF w postnatalnym 
wzroście śluzówki jelitowo-żołądkowej [143] czy współuczestnictwo czyn
ników wzrostowych magazynowanych w płytkach krwi (PDGF, EGF, 
(3-TGF) w procesach gojenia ran [144] są wysoce prawdopodobne. Szcze
gólne znaczenie w zrozumieniu sposobu działania czynników wzrosto
wych ma podział tych związków na czynniki kompetencyjne i progre
sywne. W latach 1977—1978 P l e d g e r  i w sp . [145, 146] przedstawili 
„kompetencyjno-progresywną” hipotezę regulacji cyklu komórkowego, 
uwzględniającą sekwencję czasową działania czynników wzrostowych. 
Wpływ czynników wzrostowych na cykl komórkowy bada się najczęściej 
w doświadczeniach, w których egzogenne czynniki są dodawane do ko
mórek spoczynkowych, których wzrost zatrzymany został w wyniku 
dużej gęstości komórek, lub poprzez obniżenie stężenia surowicy w pły
nie hodowlanym. Zdarzenia regulacyjne powodujące wyjście komórek 
z fazy G0 następują w określonej kolejności i kończą się po kilkunastu 
godzinach (w warunkach optymalnych) pobudzeniem syntezy DNA. 
Okres przedreplikacyjny, nazywany fazą latencji lub fazą opóźniania 
(ang. lag fase), obejmuje przedział czasowy od momentu przyłączenia 
czynnika wzrostowego do receptorów spoczynkowych komórek docelo
wych do początku fazy S. Długość fazy opóźniania zależy od .rodzaju 
komórek oraz warunków hodowli i można ją modyfikować stosując ta
kie czynniki regulacyjne jak: hormony peptydowe, prostaglandyny, in
hibitory wzrostu itp. W optymalnych warunkach hodowli długość fazy 
opóźniania fibroblastów mysich Balb/c 3T3 wynosi około 12 godzin.
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Działanie czynników wzrostowych takich jak: PDGF, FGF czy MDGF 
powoduje, że po określonym czasie od momentu ich przyłączenia do re
ceptorów błonowych, komórki stają się zdolne (kompetentne) do odpo
wiedzi na czynniki progresywne, umożliwiające przejście komórek z fa
zy Gi do fazy S. Wykazano, że stan kompetencji można przenosić na 
drodze fuzji komórkowej z komórek poddanych działaniu PDGF na ko
mórki spoczynkowe [147] oraz, że kompetencja utrzymuje się po neutra
lizacji zewnątrzkomórkowego PDGF przez przeciwciała wytworzone prze
ciw temu czynnikowi wzrostowemu [148]. Stwierdzono także, że stan kom
petencji jest okresem względnie trw ałym  i w przypadku działania PDGF 
na komórki 3T3 utrzym uje się przez 10—12 godzin [149]. W chemicznie 
zdefiniowanym płynie hodowlanym komórki 3T3 wymagają trzech pep- 
tydowych czynników wzrostowych do przejścia przez pełny cykl ko
mórkowy: PDGF (czynnika kompetencyjnego) oraz EGF i IGF I (czyn
ników progresywnych) [150]. Spoczynkowe komórki 3T3 pod wpływem 
PDGF stają się kompetentne po okresie około 2 godzin i wymagają 
współdziałania EGF i IGF I do rozpoczęcia po dalszych 10-ciu godzinach 
syntezy DNA. EGF działa w początkowym okresie fazy Gj, podczas gdy 
IGF I jest konieczny do wejścia komórek w fazę S. Jeżeli, po czasie 
około 12-tu godzin od dodania do hodowli komórkowej PDGF (i EGF), 
dodany zostanie IGF I komórki prawie natychmiast rozpoczynają syn
tezę DNA, jeśli IGF I nie zostanie dodany, komórki przechodzą w fazę 
spoczynkową (G0). Przedstawiona hipoteza regulacji cyklu komórkowe
go jest zgodna ze stwierdzonym doświadczalnie sukcesywnym ujawnia
niem receptorów czynników wzrostowych kolejno działających w fazie 
przedreplikacyjnej [151].

Kompetencyjno-progresywna hipoteza stymulacji wzrostu komórko
wego obrazuje wielostopową regulację cyklu komórkowego i nie uwzględ
nia różnic wynikających z rodzaju tkanki docelowej. A różnice takie 
stwierdzono, nawet w przypadku komórek o podobnym pochodzeniu. 
Wykazano, że fibroblasty skóry ludziej w hodowli in vitro wymagają 
wyłącznie jednego czynnika wzrostowego (PDGF lub EGF) do progresji 
przez pełny cykl komórkowy [152]. Wyniki te nie są jednak sprzeczne 
z założeniami hipotezy kompetencyjno-progresywnej, ponieważ fibro
blasty ludzkie mogą syntetyzować i wydzielać do płynu hodowlanego 
zarówno czynniki kompetencyjne [153] jak i progresywne [154].

V. Molekularne podstawy działania czynników wzrostowych

Większość dotychczasowych wiadomości o mechanizmie działania pep- 
tydowych czynników wzrostowych pochodzi z prac dotyczących PDGF, 
EGF, NGF, TGF i IGF I. Tworzony na ich podstawie obraz odpowiedzi 
komórkowej wskazuje na wiele cech wspólnych dla różnych czynników
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wzrostowych. Dotyczy to zwłaszcza wczesnych etapów odpowiedzi ko
mórkowej, związanych z wewnątrzkomórkowym przekazaniem sygnału 
mitogennego. Trudno przypuszczać, aby mechanizm działania różnych 
czynników wzrostowych był identyczny. Przeczą temu obserwowane róż
nice w ogólnych efektach anabolicznych, związanych pośrednio z regu
lacją wzrostu, jak również swoista odpowiedź komórkowa wynikająca 
z określonej funkcji biologicznej komórek docelowych.

V-1. P le jo tro p o w y  e fe k t d z ia łan ia  czynn ików  w zrostow ych

Związanie czynnika wzrostowego z receptorem komórkowym wywo
łuje kaskadę reakcji chemicznych, których ostatecznym wynikiem jest 
wzrost komórkowy. Odpowiedź anaboliczna komórki obejmuje szereg 
różnych zdarzeń wewnątrzkomórkowych, przebiegających na różnych 
poziomach subkomórkowych i w różnym czasie od związania czynnika 
wzrostu z receptorem komórkowym. Wyróżnia się zazwyczaj: reakcje 
związane bezpośrednio z przeniesieniem sygnału mitogennego, ogólne 
efekty anaboliczne towarzyszące procesowi wzrostu oraz reakcje zwią
zane ze swoistą, fizjologicznie istotną odpowiedzią komórki.

Komórki rosnące wymagają syntezy wielu różnych związków nie
zbędnych do budowy elementów strukturalnych i prawidłowego funk
cjonowania komórek. Stymulacji wzrostu towarzyszy wzmożenie szeregu 
procesów metabolicznych, takich jak: transport jonów [155, 156], glu
kozy [157, 158, 159], aminokwasów [160, 161, 162], czy biosynteza białek 
[163, 164, 165], glikozoaminoglikanów [166, 167, 168], lipidów [169, 170], 
prostaglandyn [171, 172, 173] i cholesterolu [174, 175]. Działaniu czyn
ników wzrostowych towarzyszą również zmiany w strukturze błony ko
mórkowej. Aktualne poglądy na mechanizm i przypuszczalne znaczenie 
tych zmian przedstawiono w artykule Z. P i e t r z k o w s k i e g o .

V-2. R ola recep to rów  w  re g u la c ji d z ia łan ia  czynn ików  w zrostow ych

Szereg publikowanych dotychczas danych wskazuje, że zmiany po
winowactwa i liczby receptorów czynników wzrostowych istotnie modu
lują odpowiedź komórkową [49, 176, 177]. Zmiany w liczbie receptorów 
na powierzchni komórki docelowej występują pierwotnie jako wynik 
indukowanej ligandem endocytozy kompleksów czynnik wzrostowy-re- 
ceptor. Jeśli stopień internalizacji i degradacji receptorów przewyższa 
poziom syntezy lub recyklizacji receptorów, następuje gwałtowne obni
żenie liczby receptorów w błonie komórkowej. Zjawisko to określane 
w piśmiennictwie anglojęzycznym jako “down-regulation”, wykazane 
w wielu doświadczeniach in vitro  [178, 179, 180], jest szczególnie istotne 
w warunkach chronicznego nadm iaru czynnika wzrostowego in vivo 
[181, 182]. Zmiany w powinowactwie receptorów do czynników wzro-
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stowych mogą wynikać ze zmian struktury receptorów lub z indukowa
nych działaniem liganda różnic w oddziaływaniu receptorów z innymi 
składnikami błony komórkowej. Prawdopodobnie największe znaczenie 
fizjologiczne mają zmiany powinowactwa receptorów czynników wzro
stowych wywołane przez działanie ligandów heterologicznych. Działanie 
insuliny powoduje 10-ciokrotny wzrost powinowactwa IGF II do jego 
receptora w adipocytach szczura [183] i komórkach szczurzej hepatoma 
[184], Natomiast, działanie PDGF powoduje kilkukrotne obniżenie wią
zania EGF do swoistego receptora w błonie komórek 3T3 [185]. Dodat
kowych informacji o mechanizmie oddziaływania ligandów heterologicz
nych dostarczyły badania wpływu estrów forbolowych na wzrost ko
mórkowy. Wykazano, że w zależności od rodzaju komórek docelowych 
związki te wpływają na liczbę i/lub powinowactwo receptorów czynni
ków wzrostowych do ich naturalnych ligandów [186, 187]. Receptorem ko
mórkowym estrów forbolowych jest prawdopodobnie zależna od jonów 
Ca2+ i fosfolipidów kinaza białkowa C [188], substratem której jest mię
dzy innymi receptor EGF [189]. Stymulowana przez kinazę białkową C 
reakcja fosforylacji receptora EGF stanowi istotny element mechanizmu 
modulacji jego aktywności receptorowej. Ten sposób regulacji aktyw
ności receptorowej jest szczególnie interesujący w kontekście udziału 
jonów Cażf~ i diacyloglicerolu w odpowiedzi komórkowej na działanie 
peptydowych czynników wzrostowych (patrz pkt. V-3). Stymulowane 
przez PDGF kolejno: podniesienie wewnątrzkomórkowego poziomu jo
nów wapnia i 1,2-diacyloglicerolu, aktywacja kinazy białkowej C, fosfo
rylacja reszt treoniny w efektorowej części receptora EGF prowadzi 
w efekcie do wyraźnego obniżenia jego powinowactwa do EGF [190].
Opisana transmodulacja powinowactwa receptora EGF jest jedtnym 

z możliwych mechanizmów regulacji aktywności receptorowej wywoła
nej działaniem ligandów heterologicznych.

V-3. W ew nątrzkom órkow y u k ła d  p rzek azy w an ia  syg n a łu  m itogennego

Sposób przenoszenia sygnału mitogennego od receptora do jądra ko
mórkowego znamy dotąd tylko fragmentarycznie. Część cytoplazmatycz- 
na receptorów czynników wzrostowych wykazuje po związaniu liganda 
z częścią zewnątrzkomórkową aktywność tyrozyno-swoistej kinazy biał
kowej [191, 192, 193, 194]. W wyniku stymulacji aktywności tyrozyno- 
-swoistej kinazy białkowej zachodzi fosforylacja różnych substratów ko
mórkowych, między innymi autofosforylacja receptora [177, 195]]. Py
tanie, które z białek komórkowych są fizjologicznymi substratami tyro- 
zyno-swoistych kinaz zlokalizowanych w efektorowej części receptorów 
czynników wzrostowych pozostaje nadal bez odpowiedzi.

W latach 1983—1984 wykazano doświadczalnie udział fosfolipidów 
w wewnątrzkomórkowej transm isji sygnału mitogennego [17, 18, 19].
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Stymulacja komórek spoczynkowych przy pomocy surowicy lub czyn
ników wzrostowych prowadzi do przejściowego podniesienia wewnątrzko
mórkowego poziomu 1,2-diacyloglicerolu (DG) i 1,4,5-trifosfoinozytolu 
(IP3) wynikającego z ogólnego wzrostu obrotu fosfatydyloinozytoli [17, 
18]. Stymulowana przez fosfolipazę C hydroliza fosfatydyloinozytolo-4,5- 
difosforanu (PIP2) powoduje gwałtowny wzrost wewnątrzkomórkowego 
poziomu DG i IP3. Wykazano, że dwie minuty po przyłączeniu PDGF do 
receptora komórkowego fibroblastów ludzkich następuje ośmiokrotny 
wzrost ilości produktów hydrolizy P IP 2 [196]. Po 10-ciu minutach cyto- 
plazmatyczny poziom P IP 2 powraca do normy, natomiast ilość fosfaty- 
dyloinozytolu (PI) rośnie i po dalszych 20-tu minutach przekracza trzy
krotnie wartość charakterystyczną dla komórek spoczynkowych, wska
zując, że stymulacja metabolizmu fosfatydyloinozytoli jest sposobem 
generowania sygnału mitogennego [196].

Ryc. 3. W ew nątrzkom órkow y  u k ład  p rzenoszen ia  sygnału  m itogennego  in d u k o w an y  
dzia łan iem  czynników  w zrostu . G F — czynn ik  w zrostu , P I, P IP , P IP 2 — odpo
w iednio  fosfa tydy lo inozy to l, fo sfa tydy lo inozy to lo -4 -fo sfo ran , fo sfa tydy lo inozy to lo - 
-4 ,5 -d ifosfo ran , IP 3 — 1,4,5-trifosfoinozytol, DA — 1,2-diacyloglicerol, T PA  — e s te r 
forbo lu .

Powstały w wyniku hydolizy P IP 2 diacyloglicerol jest aktywatorem 
kinazy białkowej C [197], która z kolei stymuluje występujący w błonie 
komórkowej układ wymiany jonów N a+/H + [197]. Układ ten, obecny
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w błonach wielu komórek zwierzęcych wykorzystuje skierowany do 
wnętrza komórki gradient jonów Na+ do aktywnego wypychania proto
nów na zewnątrz komórki i odgrywa podstawową rolę w homeostazie 
wewnątrzkomórkowego pH [198, 199], Wynikiem działania czynników 
wzrostowych jest między innymi przejściowy wzrost cytoplazmatyczne- 
go pH o 0,2—0,3 jednostki [200, 201], Doświadczenia prowadzone na 
m utantach z upośledzonym antyportem NaJ'/H + oraz doświadczenia z za
stosowaniem swoistego inhibitora wymiany jonów Na'VH+-amiloridu nie 
pozostawiają wątpliwości co do bezpośredniego wpływu podniesienia pH 
na wzrost i proliferację komórkową [202]. Nie wiadomo natomiast, w jaki 
sposób wzrost cytoplazmatycznego pH reguluje dalsze etapy odpowiedzi 
komórkowej. Kinaza białkowa C katalizuje między innymi fosforylację 
rybosomalnego białka S6 [203], a tym samym może wpływać na regu
lację procesu translacji. Ponieważ amilorid hamuje zarówno antyport 
Na+/H + jak i fosforylację białka S6 [204], niewykluczone, że istnieje 
jakaś współzależność tych dwóch procesów.

Działanie czynników wzrostowych powoduje również szybki wzrost 
stężenia jonów wapnia w cytoplazmie komórek docelowych [205, 206]. 
Efekt ten jest niezależny od zewnątrzkomórkowego poziomu jonów Ca2“, 
co wskazuje, że jony wapnia są uwalniane z zapasów wewnątrzkomórko
wych. Ponieważ 1,4,5-trifosfoinozytol stymuluje wzrost cytoplazmatycz
nego stężenia jonów Ca2+ [207, 208, 209], aktywacja metabolizmu fosfa- 
tydyloinozytoli może pośredniczyć w generowaniu sygnału wapniowego 
[210, 211]. Prawdopodobnie jednak, zarówno rozpad fosfolipidów we
wnątrzkomórkowej części błony komórkowej lub błon innych organeli ko
mórkowych, jak i wynik działania IP3 są przyczyną wzrostu poziomu 
jonów wapnia w cytoplazmie [17,212, 213]. Hipotezę taką potwierdza 
kształt krzywej ilustrującej zależność stężenia jonów Ca2+ od czasu dzia
łania PDGF, EGF i surowicy z wyraźnym maksimum po 20—40 sekun
dach i względnie stałym, podniesionym w porównaniu z komórkami spo
czynkowymi poziomem jonów Ca2+ w okresie następnych kilku minut 
[212], Jony Ca2+ i IP3 są aktywatorami swoistych kinaz białkowych, któ
re z kolei poprzez fosforylację określonych białek pośredniczą w prze
kazywaniu sygnału mitogennego [214, 215, 216, 217]]. Dalsza sekwencja 
zdarzeń jest jednak w większej części oparta na przypuszczeniach niż 
na danych doświadczalnych.

W łańcuchu zdarzeń początkujących odpowiedź komórki na działanie 
czynników wzrostowych brakuje dotąd ważnego ogniwa — powiązania 
aktywności kinazowej receptorów ze stymulacją metabolizmu fosfaty- 
dyloinozytoli (Hyc. 3). Ostatnio wykazano, że substratem tyrozynoswois- 
tej kinazy receptora EGF jest między innymi podjednostka (3 białek 
wiążących nukleotydy guanylowe (białek G) [218]. Ponieważ oprócz mo
dulacji aktywności cyklazy adenylanowej białka G regulują aktywność 
fosfodiesterazy [219]] i fosfolipazy C [220], fosforylacja podjenostki §
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białek G może być elementem łączącym aktywność enzymatyczną re
ceptorów GF z dalszymi etapami przekazywania sygnału mitogennego.

Przejściu komórek przez fazę opóźniania towarzyszy synteza wielu 
białek, między innymi także białek bezpośrednio zaangażowanych w re
gulację cyklu komórkowego. Działanie czynników wzrostowych powo
duje drastyczne podniesienie poziomu informacyjnych kwasów rybonu
kleinowych w komórce, nawet 100-krotnie przewyższające poziom mRNA 
w komórkach spoczynkowych [221, 119]. Wśród genów, których ekspre
sja następuje w okresie przedreplikacyjnym, wyróżnia się rodziny ge
nów kompetencyjnych i progresywnych. Każda z tych rodzin obejmuje 
kilkadziesiąt różnych genów komórkowych aktywowanych kolejno w fa
zach G0 i Gi cyklu komórkowego. Ważną rolę w indukowanej przez 
czynniki wzrostowe odpowiedzi komórkowej przypisuje się protonkoge- 
nom komórkowym. Ograniczając się do jednego układu doświadczalne
go — komórek 3T3 i jednego czynnika wzrostowego — PDGF można 
przedstawić określoną sekwencję ekspresji na razie kilku protoonkoge- 
nów w trakcie fazy opóźniania. Wykazano, że działanie PDGF na ko
mórki 3T3 prowadzi do bardzo szybkiego podniesienia (maksimum po 
35—45 minutach) jądrowego poziomu produktów transkrypcji protoonko- 
genu c-jos [222, 223]. Ekspresja innego onkogenu komórkowego c-myc 
wzrasta 20—40 krotnie po około dwóch godzinach od momentu przyłą
czenia PDGF do receptorów komórek 3T3 [224]. Po 6—7 godzinach dzia
łania PDGF obserwowano 10—20-krotny wzrost ekspresji genu kodu
jącego białko p53 [225]], a w końcowej części fazy latencji wzrost po
ziomu produktów protoonkogenów c-ras [226]. Przypuszcza się, że pro
dukty genów kompetencyjnych, takich jak białka p55 (c-fos) i p57 (c- 
-myc), kontrolują przebieg dalszych etapów fazy opóźniania i pełnią 
kluczową rolę w regulacji cyklu komórkowego [227, 228].

Wiele istotnych informacji związanych z regulacją wzrostu komórek 
prawidłowych i transformowanych wniosły badania aktywności biolo
gicznej produktów onkogenów wirusowych i protoonkogenów. Zagad
nienia te zostały omówione w artykule M. K o s z - V n e n c h a k ,  M. K a 
w e c k i e j  i D, M a g i e l s k i e j - Ż e r o .

VI. Uwagi końcowe

Od wielu lat trw ają próby wyjaśnienia mechanizmu działania pepty- 
dów regulacyjnych na poziomie molekularnym. Badania czynników wzro
stu wniosły istotny wkład w poznanie wielu procesów związanych z prze
kazywaniem i realizacją informacji biologicznej w organizmach zwierząt 
i ludzi. Regulacja autokrynna, modulacja ilości receptorów poprzez inter
nalizację kompleksów ligand-receptor, dwufunkcyjna rola receptorów 
z indukcją aktywności kinazowej w części efektorowej oraz udział fosfa-
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tydyloinozytoli w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu sygnału to tylko 
ważniejsze wyniki uzyskane w trakcie badań peptydowych czynników 
wzrostowych. Większość z wymienionych osiągnięć ma charakter uni
wersalny, istotny dla zrozumienia mechanizmów regulacji hormonalnej 
i nerwowej.

Wyniki działania czynników wzrostowych in vitro, stanowiące ogrom
ną większość dotychczas uzyskanych rezultatów nie zawsze odzwiercie
dlają aktywność biologiczną tych peptydów in vivo. Mimo to, wiele 
danych otrzymanych w doświadczeniach w hodowlach tkankowych poza 
znaczeniem poznawczym, stwarza nadzieję na zrozumienie patogenezy 
różnych schorzeń związanych z niekontrolowanym wzrostem komórko
wym. Poznanie przyczyn deregulacji wzrostu komórek nowotworowych, 
wyjaśnienie zaburzeń wzrostu i różnicowania komórek układu odporno
ściowego czy komórek śródbłonka i nabłonka to przykłady zagadnień, 
których rozwiązanie zależy w dużym stopniu od wyników i tempa badań 
peptydowych czynników wzrostu.

O pracow an ie  w ykonane  w  ram ach  te m a tu  finansow anego  z cen tra lnego  p ro g ram u  
b a d a ń  podstaw ow ych  (CPBP) 06.01.
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W ykaz stosow anych skró tów : 2-5 A — 2 '5 '-o lig o ad en y lan , B C G F — czynnik  
w zrostu  kom órek  B, BCD F — czynnik  różn icow an ia  kom órek  B, CSF-1 — czynnik  
s ty m u lu jący  w zrost ko lon ii (kom órek szp iku  kostnego) ty p u  1, dsR N A  — d w u 
pasm ow y RNA , E G F — czynnik  w zrostu  nask ó rk a , EMC — w iru s  encephalom yocar- 
d itis, F G F  — czynnik  w zrostu  fib rob las tów , G F  — czynnik  w zrostow y, H u — ludzki, 
IF N  — in te rfe ro n , IL  1,2,3 — in te rle u k in a  ty p u  1, 2 lub  3, IU  — jed n o stk a  m ię 
dzynarodow a, NDV — w iru s  choroby  N ew castle , PD G F — czynnik  w zrostow y 
z p ły tek  k rw i, poli I : C — k w as poliinozynow y : po licy tydylow y, r  — rek o m b in a - 
cy jny ; T G F  — tran sfo rm u ją cy  czynn ik  w zrostow y; VSV — w iru s  p ęcherzykow a- 
tego zapa len ia  jam y  gębow ej bydła .

I. Wstęp

Hormony tkankowe zwane też czynnikami regulacyjnymi lub sygna
łowymi są główną częścią składową systemu informacyjnego ustrojów

* Doc. d r  hab., L ab o ra to riu m  W iruso log ii N ow otw orów , In s ty tu t Im m unolog ii 
i T erap ii D ośw iadczalnej PA N , ul. C zerska 12, 53-114 W rocław .
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żywych, który możnaby nazwać biologicznym komputerem o nieskończe
nie wielkiej pojemności. Pracuje on bezszelestnie i w zdrowym organiz
mie — niezawodnie, zupełnie bez udziału naszej woli lub świadomości. 
Zadaniem jego jest między innymi sterowanie tak podstawowymi funk
cjami jak wzrost komórek i tkanek oraz ich różnicowanie.

Hormonami tkankowymi są najczęściej białka lub polipeptydy, zło
żone i proste, o różnej masie cząsteczkowej i wielorakich właściwościach 
fizykochemicznych i biologicznych. Tak jak inne klasyczne hormony 
są one wytwarzane wewnątrz organizmu (są więc endogenne) i działają 
w niezwykle małych stężeniach rzędu nano- lub pikogramów.

Pierwszym etapem działania tych czynników jest swoista reakcja 
z receptorami komórkowymi występującymi zwykle na powierzchni błon 
cytoplazmatycznych. Chociaż ostatnio receptory regulatorów wzrostu 
zlokalizowano też w błonie jądrowej i w samym jądrze. W wyniku cha
rakterystycznej dla każdego układu reakcji: ligand — receptor zostaje 
wzbudzona kaskadowa reakcja biochemiczna, która jest sygnałem do 
rozpoczęcia lub zaniechania podziału komórki, efektu troficznego, okre
ślonego etapu różnicowania itp. Dalsze etapy to „instruowanie” genów, 
zmiany w ich ekspresji tj. produkcji mRNA i białek i w efekcie końco
wym — bezbłędne prowadzenie cyklów podziałowych komórki i jej 
stopniowe funkcjonalne i morfologiczne przekształcenia zwane różnico
waniem.

Hormony tkankowe działają w systemie endokrynnym (gdy są prze
noszone przez krew na duże odległości od źródła wytwarzania), para- 
krynnym (gdy działają głównie miejscowo blisko miejsca produkcji) oraz 
autokrynnym (gdy te same komórki wytwarzają hormony i na nie rea
g u ją ) .

Tym zagadnieniom, głównie czynnikom wzrostowym, jest poświęcony 
cykl artykułów w bieżącym numerze Postępów Biochemii. W niniejszej 
pracy pragnę przedstawić w formie syntetycznej dotychczasowy, bardzo 
jeszcze niedoskonały stan wiedzy o tzw. negatywnych czynnikach 
wzrostu. Moim zdaniem są nimi przede wszystkim interferony. Dlatego 
też zacznę od omówienia interferonów z punktu widzenia koncepcji hor
monalnej.

II. Interferony jako hormony tkankowe

Interferony są białkami sygnałowymi i regulacyjnymi, wytwarzany
mi przez wiele różnych komórek organizmu. Produkcja ich nie jest bez
pośrednio uzależniona od żadnego gruczołu dokrewnego, jednakże ob
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13] IN T E R FE R O N Y  A C ZYN N IK I W ZROSTOW E 153

serwuje się pewne pośrednie zależności między IFN a klasycznymi hor
monami dokrewnymi i centralnym układem nerwowym [1].

Bodźcem do wytwarzania IFN są przede wszystkim zakażenia w iru
sami. W tym najsilniejszymi induktorami IFN są wirusy paragrypy 
(Sendai, NDV) oraz inne liczne wirusy, które albo wytwarzają w czasie 
replikacji duże ilości dsRNA albo też posiadają genom zbudowany 
z dsRNA. Dlatego też wysunięto przypuszczenie, że bodźcem do pro
dukcji IFN po zakażeniu jest związanie się wirusowego dsRNA ze swo
istym, białkowym receptorem, co jest sygnałem do aktywacji „stłumio
nych” genów IFN [2].

Ponadto induktorami IFN są różne mikroorganizmy (riketsje, bakte
rie, grzyby i pierwotniaki) oraz niektóre ich produkty (w tym  białka, 
endotoksyny oraz kwasy nukleinowe). IFN jest wytwarzany także pod 
wpływem syntetycznych lub naturalnych polimerów, obcogatunkowych 
antygenów, mitogennych i niemitogennych lektyn oraz wielu substancji 
organicznych, niskocząsteczkowych (np. CMA — kwas 9-okso-10-akry- 
dynooctowy i jego analogi, tiloron, pochodne pirymidyny, antrachinonu 
i inne [3]. Wydaje się, że również związki niskocząsteczkowe indukują 
IFN w sposób swoisty tj. dopiero po związaniu się z hipotetycznym jak 
dotąd receptorem komórkowym [4].

Małe ilości IFN mogą być też wytwarzane spontanicznie, bez uchwyt
nego udziału jakiegokolwiek induktora. Dzieje się to głównie w układzie 
limfoidalnym [5].

U człowieka i dotychczas badanych zwierząt interferony występują 
w postaci trzech odmian molekularnych: IFN a, IFN (3 i IFN y. Główne 
ich cechy biochemiczne i biologiczne przedstawia (Tab. 1).

Podstawą do ich klasyfikacji były różnice dotyczące cech fizyko-che
micznych, biologicznych i antygenowych. Duża aktywność przeciwwiru- 
sowa jest charakterystyczną właściwością IFN, która wyróżnia go spośród 
innych białek hormonalnych [6]. Do chwili obecnej aktywność biolo
giczną IFN określa się przy pomocy jednostek przeciwwirusowych. Jed
nostką międzynarodową jest najmniejsza ilość badanego (standardowego) 
preparatu, która chroni około 50% określonych komórek przed efektem 
cytopatogennym testowego wirusa. Aktywność przeciwwirusową ozna
cza się przy pomocy mikrometod biologicznych wykonywanych przy 
użyciu komórek z hodowli tkankowych. Ludzki IFN najczęściej testuje 
się w hodowlach jednowarstwowych, embrionalnych lub napletkowych 
fibroblastów ludzkich, komórek amnionu — WISH, komórek nowotwo
rowych: Hep2, HeLa, raka płuc — A549 lub też komórek linii nerki 
bydlęcej — MDBK. Komórki MDBK są wrażliwe na IFN a, natomiast 
nie reagują na IFN (3 i IFN y. Wirusami testowymi są najczęściej: VSV, 
EMC, S i n d b i s  i in . [6].
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Ostatnio wprowadzono do oznaczania IFN także testy radiorecepto- 
rowe i radioimmunologiczne [7].

Przez ponad ćwierć wieku IFN był przedmiotem zainteresowania 
głównie wirusologów, którzy badali jego znaczenie w nieswoistej odpor
ności przeciwzakażnej. Wykazano, że IFN jest ważnym elementem pier
wszej linii obrony w czasie inwazji wirusów i w mniejszym stopniu in
nych drobnoustrojów. Jednakże stopniowo wykrywano nowe funkcje 
IFN, nie związane z aktywnością przeciwwirusową, lecz dotyczące bez
pośrednio wpływu na funkcję i strukturę komórki. Opisano zarówno 
hamowanie proliferacji komórek i tkanek przez IFN jak i działanie 
przeciwnowotworowe u człowieka i zwierząt. Ponadto drobiazgowo ba
dano, jak IFN hamuje lub pobudza (moduluje) reakcje immunologicz
ne [7].

Obecnie większość badaczy przyjmuje, że IFN posiada wszelkie cechy 
hormonu tkankowego, które wymieniłam na wstępie. Jednakże nadal 
bardzo rzadko klasyfikuje się go i bada razem z innymi, bardziej kla
sycznymi hormonami (chyba głównie ze względu na konserwatyzm uczo
nych). IFN najczęściej działają w układzie parakrynnym, przekazując 
sygnał od jednej komórki do drugiej na krótką odległość. Dość częste 
jest też ich działanie autokrynne, szczególnie w systemie immunolo
gicznym i w komórkach nowotworowych [1].

W naszym laboratorium we Wrocławiu opisaliśmy autokrynne dzia
łanie IFN i transformujących czynników wzrostu (TGF a i (3) w mysich 
komórkach nowotworowych C-243 rosnących w hodowli tkankowej oraz 
w postaci guzów (włókniako-mięsaków) u myszy Balb/c [8].

W szczególnych okolicznościach IFN może działać tak jak typowy 
hormon endokrynny np. w czasie ostrego zakażenia wirusowego wtedy, 
gdy IFN jest wydzielany w dużej ilości z zaatakowanych przez wirus 
tkanek do krwi lub w trakcie parenteralnego leczenia dużymi dawkami 
IFN [6].

U pacjentów preparaty IFN a, IFN (3 lub IFN y podane pozajelitowo 
w dawkach powyżej 10® jednostek wywołują zdumiewająco stały i cha
rakterystyczny zespół objawów ubocznych przypominający grypę. Ob
serwuje się wysoką gorączkę, dreszcze, bóle mięśni i głowy, uczucie roz
bicia i osłabienia, poty, drętwienia, bezsenność i rozstroje żołądkowo- 
-jelitowe. Wprawdzie bariera mózgowo-rdzeniowa skutecznie chroni cen
tralny układ nerwowy przed dostępem IFN, jednakże w dużych stęże
niach może on przenikać do mózgu i wywoływać objawy neurotoksycz
ności, w tym nawet śpiączkę. Na szczęście objawy te szybko ustępują 
po przerwaniu terapii z zastosowaniem IFN [6].

Dotąd nie wiadomo, w jakim stopniu- objawy te zależą bezpośrednio 
od IFN, a o ile są one zależne od jego wpływu na centra nerwowe i hor
monalne regulujące metabolizm i ruch komórek.
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III. Wpływ czynników wzrostowych na wytwarzanie interferonów

Ponieważ interferony są produktami żywych komórek, których wzrost 
i aktywność metaboliczna jest stale kontrolowana przez czynniki wzro
stu, wydaje się oczywiste, że muszą być między nimi liczne i silne po
wiązania. Bezpośrednich badań w tej dziedzinie jest wciąż bardzo mało.

Już w pierwszych latach badań nad IFN zwrócono uwagę na to, że 
dla optymalnej produkcji IFN indukowanego w hodowli tkanek ko
nieczna jest obecność surowicy, najlepiej surowicy płodowej cieląt [7]. 
Obecnie wiemy, że surowica jest głównym źródłem wielu czynników 
wzrostu (EGF, PDGF, insulino-podobne GF i in.) oraz substancji wspo
magających proliferację (fibronektyna, transferyna, kalmodulina i in.). 
Surowica jest potrzebna głównie do przygotowania komórek do wytwa
rzania IFN. Natomiast aktywne wydzielanie IFN występuje w stacjo
narnych, nie dzielących się komórkach utrzymywanych w pożywkach 
bez surowicy [7].

Jak wspomniałam najsilniejszym bodźcem do syntezy IFN zarówno 
in vitro jak i in vivo jest zakażenie wirusowe. Niektóre komórki (fibro- 
blasty, limfocyty T, makrofagi, niektóre komórki nowotworowe) są szcze
gólnie dobrymi producentami IFN po zadziałaniu odpowiedniego wirusa 
(lub innego induktora). Wewnątrzkomórkowa replikacja wirusa jest zaw
sze rodzajem wzrostu sterowanego przez wirusowe geny. Niektóre z tych 
genów wywierają w komórce bezpośrednie działanie mitogenne, chociaż 
inne geny wirusa mogą hamować syntezę makrocząsteczek i wzrost. 
Wirus krowianki, który jest znany z tego, że wywołuje proliferację na
skórka, koduje wczesne białko homologiczne do czynnika wzrostowego — 
EGF [9].

Ostatnio wykryto też, że niektóre retrowirusy są nosicielami genów 
(onkogenów) sterujących wzrostem i różnicowaniem komórek normalnych 
i nowotworowych [101. Ponadto nawet nieonkogenny wirus — VSV może 
indukować syntezę zarówno interferonu jak i białek mitogennych, w tym 
PDGF [11].

Wytwarzanie IFN jest najprawdopodobniej normalną reakcją regu
lacyjną komórki typu sprzężenia zwrotnego dla przeciwdziałania nad
miernej proliferacji, w danym przypadku sterowanej przez wirusa [1. 6, 
11]. Prawdopodobnie takie reakcje zachodzą też w trakcie anarchicznego 
wzrostu nowotworowego, chociaż są na to tylko pośrednie dowody do
świadczalne. Podanie myszom surowicy neutralizującej IFN-a, (3 ułatwia 
i przyspiesza wzrost guzów nowotworowych indukowanych albo przez 
wirusa mięsaka (MSV) albo powstałych w wyniku przeszczepienia tkan
ki [8, 12].

Obserwowano, że w czasie wzrostu embrionalnego, który jest przy
puszczalnie sterowany przez płodowe GF działające w układzie autokryn- 
nym, w późnej fazie rozwoju dochodzi do spontanicznego wytwarza
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nia IFN. Hamuje on nadmierny wzrost i ułatwia różnicowanie. Niektóre 
komórki płodowe mają naturalny defekt w wytwarzaniu IFN, co jest 
związane z ich prowzrostową determinacją. W miarę dojrzewania wie
le płodowych komórek nabywa zdolność do wytwarzania IFN (u nowo
rodków człowieka dotyczy to głównie zdolności do produkcji IFN y) [14],

W układzie immunologicznym typowe limfokiny i cytokiny prowzro- 
stowe (IL-1, IL-2, CSF-1) potrafią bezpośrednio indukować syntezę IFN y 
w limfocytach T. Znów przypuszczalnie jest to normalna reakcja regu
lacyjna, której celem jest przeciwdziałanie nadmiernemu rozplemowi 
tkanek limfatycznych stymulowanych przez GF [1, 7, 13].

Podobnie w komórkach nie immunologicznych geny IFN mogą być 
aktywowane przez klasyczne GF takie jak PDGF czy białka z rodziny 
IL-1 (tzw. białko 22 K [11, 15]). Niektóre induktory IFN (poli 1 : Cr 
VSV) potrafią również wzbudzać syntezę PDGF, a później również IFN-|3. 
Jednakże IFN jest zwykłe syntetyzowany i wydzielany o wiele godzin 
później niż GF, co może mieć swoje uzasadnienie biologiczne w syste
mach autoregulacji wzrostu [1, 11, 14, 15]. Innymi słowy wytwarzanie 
„negatywnego” czynnika wzrostu przypuszczalnie zapobiega skutkom 
nadmiernej produkcji czynników „pozytywnych”.

IV. Antagonizm i synergizm w działaniu między interferonami a czyn
nikami wzrostowymi

Działanie zarówno GF, jak i IFN na morfologię i funkcje komórki 
jest zdumiewająco różnorodne. Przy czym efekty obu czynników są 
na ogół, przeciwstawne i często znoszą się wzajemnie (Tab. 2). Dlatego 
też rozpatrywanie IFN jako naturalnych antagonistów GF wydaje się 
być w pełni uzasadnione. Chociaż antagonizm ten nie musi zawsze wy
stępować na wszystkich etapach reakcji hormonalnej i nie zawsze musi 
mieć jednakowe nasilenie.

Dawniej podkreślano niezwykłą, wręcz niepojętą plejotropowość inter
feronów i wprowadzono nawet termin IFN-substancja wieloczynna (po- 
ly-practic substance, [16]). Obecnie w świetle hormonalnej koncepcji IFN 
term in ten nie wydaje mi się być odpowiednim, gdyż wieloczynność 
IFN nie jest bynajmniej większa niż wielofunkcyjność szeregu klasycz
nych hormonów takich jak np. insulina i jej analogi, kortykosterydy, 
EGF, PDGF i inne.

Na pierwszym miejscu w tabeli 2 umieściłam wpływ IFN na podzia
ły komórek, ponieważ funkcja ta wydaje się być najbardziej istotna. 
Interferon hamuje mitozy komórkowe zainicjowane przez GF (zwykle 
występujące jako zespół synergistycznie działających hormonów). I na 
odwrót, GF przez stymulację komórki poddanej działaniu IFN potrafi
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nawet całkowicie zahamować efekty przeciwwirusowe i przeciwwzro- 
stowe IFN [1, 6, 8, 11, 15].

Mechanizm anty-proliferacyjnego działania IFN nie jest dotąd całko
wicie rozszyfrowany. Wydaje się, że antagonizm między GF a IFN ma
nifestuje się głównie w stosunkowo późnej fazie działania GF [11].

Tabela 2

Antagonistyczne działanie interferonów i czynników wzrostowych na różne 
funkcje komórki

Funkcja IFN G F

podziały (mitozy) i T
transformacja nowotworowa i T
ekspresja onkogenów 1 T
różnicowanie it Ti
interakcje z klasycznymi hormonami i t Ti
zmiana morfologii i ' T
rozbudowa cytoszkieletu T i
ekspresja antygenów zgodności tkankowej i in. Ti iT
modulacja receptorów Ti iT
mobilizacja N a+—H +, Ca+ + — T
inkorporacja (3H) tymidyny i T
synteza: białek

RNA I DNA
lipidów
enzymów
interferonu it TicAMP, cGMP
prostaglandyn
prostacykliny
ketosteroidów
histaminy

fagocytoza (makrofagów) t ii
cytoksyczność (makrofagów, limfocytów) T ii
chemotaksja — T
migracja i T
pobudliwość (neuronów) t iT
skurcze (mięśnia sercowego) Ti Ti
wytwarzanie przeciwciał (limfocyty B) Ti Ti

|  — pobudzanie, J — hamowanie, fj — reackcje w obu kierunkach, przeciwstawne

Wykryto, że IFN nie ma żadnego wpływu na przepływ jonów (Na+ — 
H +) wywołany parę minut po dodaniu GF do hodowli komórek [17]. 
IFN wywiera również stosunkowo niewielki wpływ na syntezę cyklicz
nych nukleotydów — cAMP i cGMP [17]. Natomiast zarówno GF jak 
i IFN wywołują głębokie zmiany w strukturze cytoszkieletu. Po zadzia
łaniu GF następują zmiany morfologii komórek, błony ich stają się bar
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dziej plastyczne i mobilne, następuje de polimery zaeja tubuliny i fila- 
mentów, zwiększa się migracja i ruchliwość [1, 17, 18]. Szczególnie silne 
działanie chemotaktyczne wykazuje PDGF [18]. Natomiast pod wpły
wem IFN komórka powiększa się i rozpłaszcza, rozbudowuje się cyto- 
szkielet na skutek wzmożonej polimeryzacji mikrotubul i filamentów 
i zmniejsza się migracja [19]. Jednak zdolność do fagocytozy po doda
niu IFN wybitnie wzrasta. Rezultatem tego zjawiska jest zwiększona 
aktywność cytolityczna i bakteriobójcza niektórych komórek układu od
pornościowego takich jak makrofagi, cytotoksyczne komórki T i NK [19].

W naszym laboratorium badaliśmy zjawisko antagonizmu między 
PDGF a IFN [1, 20—23]. PDGF jest jednym z najsilniej działających 
i najważniejszych regulatorów proliferacji komórek tkanki łącznej. Po
nadto jest to jeden z nielicznych produktów onkogenów, który został 
zidentyfikowany jako autentyczny GF [24]. Doświadczenia nasze zaczę
liśmy w 1979 r. wtedy, gdy jeszcze PDGF nie był całkowicie oczyszczo
ny i dopiero zwracano uwagę na jego związek z nowotworzeniem. Sta
cjonarne, zahamowane kontaktowo hodowle fibroblastów człowieka lub 
myszy poddawano działaniu PDGF w celu stymulacji mitoz i badano 
wrażliwość takich komórek na IFN. Stwierdzono, że PDGF hamuje ak
tywność przeciwwzrostową i przeciwwirusową IFN ludzkiego i mysiego 
w homologicznych komórkach. Podobnie stransformowane, ludzkie ko
mórki glejowe, stymulowane do wzrostu przez PDGF, EGF lub FGF 
stawały się mało wrażliwe na IFN [1, 21].

Kilka lat później różni badacze IFN i GF potwierdzili i rozszerzyli 
wyniki tych badań stosując inne stymulatory mitoz i rozmaite komór
ki [15, 17]. Jest rzeczą interesującą, że dzięki zastosowaniu PDGF lub 
TGF-a, (3 można było udowodnić, że jest możliwe wzajemne neutrali
zowanie efektów pobudzenia i hamowania również in vivo, w organizmie 
myszy z rosnącym nowotworem wywołanym przez wirus onkogenny 
(MSV) lub przez przeszczep komórek [1, 8, 22].

W myśl zasady, że wyjątek potwierdza regułę, w rzadkich przypad
kach IFN pobudza wzrost niektórych komórek. W naszych doświadcze
niach szereg lat temu zwróciliśmy uwagę na to, że w bardzo małych 
dawkach rzędu 0,01—0,1 jednostki, IFN pobudza proliferację fibrobla
stów. Zjawisko to można było wytłumaczyć przy założeniu, że IFN może 
ułatwiać działanie podprogowych dawek GF [23].

Ostatnio wykryto, że TGF (3, który ułatwia wzrost wielu komórek 
nowotworowych wtedy, gdy współdziała z EGF lub TGF a, wywiera też 
działanie hamujące wzrost głównie komórek nabłonkowych [24]. W na
szym laboratorium zaobserwowaliśmy, że mieszanina TGF-a, (3 pobudza 
proliferacje autologicznych komórek mysich (C243), podczas gdy IFNa, (3 
hamuje wzrost. Przy czym efekty działania obu czynników razem neutra
lizują się wzajemnie. Natomiast oczyszczony TGF |3 silnie hamował wzrost 
komórek raka płuc człowieka — A549. W tym układzie IFN a, (3 lub y
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(zarówno preparaty naturalne jak i pochodzące z rekombinacji) również 
hamowały wzrost komórek A549. Tak jak się spodziewano, działanie ha
mujące TGF (3 i IFN było synergistyczne, ponieważ należało założyć, że 
mają one różny mechanizm działania [8].

Innymi słowy, kooperacja między GF i IFN może być zarówno nega
tywna jak i pozytywna. Z tym, że ta ostatnia jest znacznie rzadsza.

W tym miejscu warto wspomnieć, że wielokrotnie opisywano syner- 
gizm w działaniu między IFN-a, (3 a IFN y, np. 1 jednostka IFN Y dzia
łając łącznie z IFN a lub IFN (5 może dać efekt biologiczny (hamowania 
wzrostu wirusa lub komórek) ponad 20 razy większy niż spodziewany, 
wtedy gdy każdy z tych czynników działa osobno [6—8, 13]. Tego ro
dzaju synergizm w działaniu nie iest bynajmniej charakterystyczny ty l
ko dla IFN, ponieważ większość substancji regulujących wzrost działa 
zespołowo uzupełniając się i wzmacniając wzajemnie [24].

Dopiero ostatnio wykonane prace doświadczalne są podstawą do zro
zumienia mechanizmu przeciwstawnego działania IFN i GF na poziomie 
molekularnym. Punktem ich wyjścia były odkrycia dotyczące onkoge- 
nów. Proto-onkogeny czyli normalne, komórkowe odpowiedniki onko- 
genów powszechnie już uważa się za ważne geny obecne w każdej ko
mórce, sterujące jej wzrostem i różnicowaniem [10], Odpowiedniki ko
mórkowych proto-onkogenów są integralną częścią transformujących wi
rusów. Wirusy nabywają onkogeny w czasie replikacji w komórce w pro
cesie transdukcji. Produktami onkogenów są czynniki wzrostowe (sis — 
PDGF i analogi); mniej lub bardziej zmodyfikowane receptory GF 
(erbB — EGF, fms — CSF-1, ros — insulina); wewnątrzjądrowe białka 
indukowane pod wpływem substancji mitogennych (myc, fos) oraz inne 
białka efektorowe wiążące GTP (ras).

W mysich fibroblastach Balb/c 3T3 PDGF stymuluje ekspresję tzw. 
genów „kompetencji” (myc, fos, JE, KC). Umożliwiają one dokończenie 
mitozy tylko przy współudziale tzw. genów „progresji” (indukowanych 
przez czynniki insulino-podobne lub EGF). Wtórna indukcja IFN (3 2 po 
zadziałaniu PDGF umożliwia hamowanie wzrostu, który w przeciwnym 
razie byłby nadmierny i nieograniczony [11].

Komórki indukowane przez IFN zaczynają wytwarzać od kilku do 
kilkunastu nowych białek. IFN-a i IFN-(3 indukują zupełnie inny zestaw 
białek niż IFN y, co jest jeszcze jednym dowodem na to, że mają one 
inny mechanizm działania na poziomie molekularnym [7, 13, 19]. Niektó
re z tych białek zidentyfikowano jako enzymy: syntetazę 2—5 A, fosfo- 
kinazę białkową, cyklazę guanylanową, cyklooksygenazę i inne [17, 19].

Jednakże wytwarzanie wielu innych enzymów jest hamowane w obec
ności IFN, w tym: amino-transferazy tyrozyny w komórkach szczura 
indukowanych deksametazonem; syntetazy glutaminowej w siatkówce 
zarodka kurzego i dehydrogenazy 3-fosforanu glicerolu w komórkach 
glejowych szczura, obu indukowanych przez hydrokortyzon; dekarbo-
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ksylazy L-ornityny indukowanej przez czynniki mitogenne oraz wątro
bowego cytochromu P-450 związanego z monooksygenazą [17, 19].

Stwierdzono, że w czasie terapii IFN u kobiet spada poziom zarówno 
estradiolu jak i progesteronu [25]. Leczenie IFN powoduje też obniżenie 
poziomu hormonów tarczycy: T3 i T4 [26].

Komórki poddane działaniu IFN wytwarzają lub wydzielają zwiększo
ną ilość: prostaglandyn E, prostacykliny [27] (komórki maziowe i fibro- 
blasty), histaminy (bazofile). Natomiast syntetyzują one mniej niektó
rych lipidów [19] i kolagenu [28].

W układzie immunologicznym wzajemne oddziaływanie między IFN 
a GF jest w zasadzie podobne jak w układzie nieimmunologicznym. Z tą 
różnicą, że wchodzą w grę inne komórki docelowe i inne hormony.

Interferony w odpowiednio wysokich dawkach hamują proliferację 
różnych komórek układu krwiotwórczego i immunologicznego, zarówno 
komórek pnia jak i ich pochodnych w różnym stadium różnicowania [1, 
7, 13, 14, 19, 20, 29]. Wskaźnikiem tych reakcji jest m.in. pomiar hamo
wania inkorporacji (8H) tymidyny przez komórki stymulowane przez 
czynniki mitogenne (Gon A, PHA, IL-1, IL-2) i poddawane działaniu IFN 
[13, 20, 29].

Dla prawidłowego działania układu odpornościowego ważne znaczenie 
ma ilość i prawidłowe rozmieszczenie na powierzchni błon komórkowych 
antygenów zgodności tkankowej i innych alloantygenów. Wprawdzie 
wiadomo, że wszystkie rodzaje IFN wybitnie zwiększają ekspresję tych 
antygenów, ale nie wiadomo o ile jest to związane z równoczesnym dzia
łaniem GF [16, 19].

Wydaje się, że bardziej zrozumiały jest wpływ interferonów na wy
twarzanie przeciwciał. Do tej roli przygotowują limfocyty B limfokiny 
(BCGF i BCDF). Duże dawki IFN hamują zarówno wzrost limfocytów B 
jak i produkcję przeciwciał. Podczas gdy małe dawki różnych IFN uła
twiają prezentację antygenów, dojrzewanie komórek B i w rezultacie 
końcowym wytwarzanie przeciwciał [13, 30].

V. Interferony i różnicowanie komórek

Z punktu widzenia biologa różnicowanie można zdefiniować jako 
skoordynowane w czasie i przestrzeni zmiany w syntezie makrocząste
czek oraz w ich składzie, które prowadzą do nabycia przez komórkę spe
cjalistycznych funkcji oraz zapewniają jej odpowiedni kształt i organi
zację. Innymi słowy różnicowanie zależy od rygorystycznie sterowanej 
i uporządkowanej (przy udziale hormonów) ekspresji genów, dzięki cze
mu komórka staje się specjalistką w określonym „zawodzie”. Proces 
różnicowania można śledzić dzięki stosowaniu substancji przyspieszają-
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cych dojrzewanie i wykrywaniu markerów zmienionych komórek. W tym 
miejscu przedstawę tylko garść spostrzeżeń dotyczących interferonów.

Linia mysich fibroblastów (klon 3T3 L -l) jest znana z tego, że w cza
sie hodowli samoistnie zaczyna różnicować się do komórek tłuszczowych 
(adipocytów). Markerami różnicowania są: zmiana morfologii komórki, 
wzrost poziomu lipidów oraz blokowanie syntezy monofosforanu hekso- 
zy. Dodanie insuliny przyspiesza różnicowanie, podczas gdy IFN-a, (3 
znacznie hamują ten proces. Hamujący wpływ IFN na różnicowanie opi
sano też w kilku innych systemach komórek [19, 31, 32].

Jest rzeczą zrozumiałą, że sterowanie przy pomocy hormonów tak 
złożonym procesem jak różnicowanie musi być zależne od wielu składo
wych takich jak: rodzaj komórek, jakość i dawki oraz czas działania 
IFN. Dlatego też znaleziono, zgodnie z oczekiwaniami układy, w któ
rych IFN sprzyja różnicowaniu.

Jeśli komórki białaczki Friend pobudzi się do różnicowania przez 
dwumetylosulfotlenek i następnie doda się małe dawki IFN-a, (3 (10— 
100 jedn./ml) to okazuje się, że została wzmożona synteza mRNA globin. 
Białka te są markerami dojrzewania i normalizacji erytroblastów. Po
dobne obserwacje poczyniono przy badaniu różnicowania komórek bia
łaczki mysiej lub ludzkiej w obecności IFN [19, 31—34].

Dla celów zarówno poznawczych jak i praktycznych niezwykle ważne 
są spostrzeżenia dokonane w czasie stosowania preparatów interferonów 
w leczeniu białaczek u ludzi. Jak dotąd niewiele postaci białaczek jest 
podatnych na terapię interferonem. Tym bardziej godne podkreślenia 
są następujące odkrycia.

Klinicyści z różnych ośrodków naukowych potwierdzili niedawne od
krycie, że IFN a jest lekiem z wyboru w terapii białaczki włochato-ko- 
mórkowej (hairy-cell leukemia). U większości pacjentów (chociaż nie 
wszystkich) po kilkumiesięcznym podawaniu IFN obserwowano popra
wę zdrowia i często trw ałą normalizację obrazu krwi i szpiku kostnego 
związaną ze znikaniem patologicznych komórek (hairy cells). Chociaż 
IFN ma wiele aktywności nie jest wykluczone, że końcowy efekt lecz
niczy zależy od naprawy spaczonego różnicowania lim focytów '[35, 36]. 
Podobnym komentarzem można opatrzyć fascynujące doniesienia o sku
teczności terapii interferonowej w niektórych postaciach przewlekłej bia
łaczki szpikowej, szpiczakach mnogich i chłoniakach. W tej dziedzinie 
badania na poziomie molekularnym dopiero rozpoczęto [33—37].

VI. Ewolucja hormonów tkankowych

Zarówno GF jak i IFN są najprawdopodobniej bardzo starymi ewo
lucyjnie i konserwatywnymi białkami, które odgrywały swe sygnałowe 
role już u najprymitywniejszych organizmów. Duży materiał doświad-
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czalny przemawia za tym, że bakterie, grzyby i pierwotniaki potrafią 
wytwarzać hormony i systemy odbioru sygnałów hormonalnych bardzo 
podobne do tych, które izoluje się z tkanek zwierząt wyższych. W miarę 
postępów ewolucji wykształciły się komórki i gruczoły wewnętrznego 
wydzielania, ale większość substancji sygnałowych jest nadal wytwa
rzana „na obwodzie”. Ponadto granice między wydzielaniem egzokryn- 
nym i endokrynnym i między klasycznymi hormonami a czynnika
mi tkankowymi są płynne i wzajemnie przenikają się. Prace te stały się 
podstawą do ¡sformułowania przez R o t h a  i ws p .  nowej, ewolucyjnej 
teorii hormonów [1, 38, 39].

W wyniku olbrzymich postępów w klonowaniu genów interferonów
i badaniu struktury białek przez nie kodowanych, zasób wiedzy w tej 
dziedzinie jest większy niż w przypadku innych substancji informacyj
nych. Ale dotyczy on dotąd tylko IFN zwierząt wyższych i człowieka 
[40]. Odpowiedniki „negatywnych” czynników wzrostu zwierząt niż
szych czekają na swych odkrywców, bo trudno sobie wyobrazić, aby nie 
wykształciły się one równocześnie z czynnikami „pozytywnymi”.
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W ALDEM AR PO P IK  *

Transformujące czynniki wzrostowe 

Transforming growth factors

S p is  treści 

I. W stęp
II. Hipoteza autokrynnej stym ulacji proliferacji

III. K lasyfikacja i pochodzenie TGF
IV. Oczyszczanie i cechy biochem iczne TGF

V. Struktura T G F-a i TGF-/?
VI. Sposób działania TGF

C onten ts  

I. Introduction
II. H ypothesis of the autocrine stim ulation of proliferation

III. C lassification and origin of TGFs
IV. Purification and biochem ical properties of TGFs
V. Structure of T G F-a and TGF-/?

VI. The mode of action of TGFs

W ykaz stosow anych  sk ró tów : T G F (tran sfo rm in g  g ro w th  factor) — tra n s fo r 
m u jący  czynnik  w zrostow y, EG F (ep iderm al g ro w th  fac to r) — naskó rkow y  czyn
n ik  w zrostow y, PD G F (p la te le t-d e r iv ed  g ro w th  fac to r) — czynn ik  w zrostow y p o 
chodzący z p ły te k  k rw i, M SA (m u ltip lica tio n  s tim u la tin g  ac tiv ity ) — aktyw ność  
s ty m u lu jąca  m itozy kom órek , IG F  (in su lin -lik e  g ro w th  fac to r) — in su lin o -podobny  
czynnik  w zrostow y, IF N  — in te rfe ro n , M oM SV (M oloney m u rin e  sarcom a virus) — 
w iru s  m ysiego m ięsaka  M oloneya, K iM SV  (K irs ten  m u rin e  sarcom a v irus) w iru s  
m ysiego m ięsaka  K irs ten a , FSV  (feline sarcom a v iru s) w iru s  kociego m ięsaka, RSV  
(Rous sarcom a v iru s) — w iru s  m ięsak a  R ousa, A bM LV  (A belson m u rin e  leukem ia  
v irus) — w iru s m ysiej b ia łaczk i A belsona.

I. Wstęp

Proliferacja normalnych, diploidalnych komórek ssaków w hodowli 
in vitro znajduje się pod kontrolą egzogennych polipeptydowych czynni
ków wzrostowych dostarczanych zwykle do płynu hodowlanego z suro

* Dr, L ab o ra to riu m  W iruso log ii N ow otw orów , In s ty tu t Im m unolog ii i T erap ii 
D ośw iadczalnej PAN, ul. C zerska 12, 53-114 W rocław .
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wicy. Odpowiedź komórek na sygnał mitogenny uwarunkowana jest 
obecnością swoistych receptorów błonowych, a także obecnością spraw
nego systemu efektorowego.

Cechą charakterystyczną endokrynnej lub parakrynnej kontroli wzro
stu jest zależność komórek od sygnałów mitogennych pochodzących ze 
środowiska. W przypadku komórek nowotworowych dochodzi do zabu
rzenia lub uniezależnienia się (przynajmniej częściowego) od endokryn
nej kontroli wzrostu, co prowadzi w konsekwencji do niekontrolowa
nej proliferacji i zaburzenia homeostazy organizmu.

W niniejszym artykule zająłem się opisem specjalnej klasy endogen
nych, polipeptydowych czynników wzrostowych, które oprócz działania 
mitogennego posiadają także aktywność fenotypowej transformacji ko
mórek normalnych i nazwanych stąd transformującymi czynnikami wzro
stowymi — TGF (transforming growth factors). Na temat polipeptydo
wych czynników wzrostowych (w tym również TGF) ukazały się w Po
stępach Biochemii krótkie doniesienia I n g i  o t  [1], F a r b i s z e w s k i e -  
g o [2] oraz praca przeglądowa F a r b i s z e w s k i e g o  i G a b r y e l  [3].

II. Hipoteza autokrynnej stymulacji wzrostu

W 1976 r. G. T o d a r o  i J. D e L a r c o  wykazali, że mysie fibro- 
blasty 3T3 stransformowane przez onkogenne wirusy RNA traciły wy
biórczo zdolność wiązania przez recpetory błonowe czynnika wzrostu na
skórka EGF [4], podczas gdy wiązanie innych czynników wzrostu, takich 
jak MS A [5] oraz insuliny [6], było niezmienione. Zjawisko u traty  recepto
rów błonowych wiążących EGF nie jest jednak cechą charakterystyczną 
transformacji nowotworowej komórek. Wykazano bowiem, że komórki 
stranformowane przez onkogenne wirusy DNA, wiele komórek strans- 
formowanych chemicznie [4] oraz niektóre komórki nowotworowe [7—9] 
zachowały zdolność wiązania EGF. Wysunięto przypuszczenie, że utrata 
receptorów EGF towarzysząca transformacji nowotworowej komórek 
przez onkogenne wirusy RNA, wynika z syntezy czynników wzrostowych 
przez komórki stransformowane. Czynniki te, w wyniku połączenia się 
z receptorami EGF, indukują proces usuwania kompleksów czynnik 
wzrostowy — receptor EGF z powierzchni komórek zmniejszając liczbę 
dostępnych receptorów EGF. Z płynu po hodowli mysich fibroblastów 
3T3 stransformowanych przez wirus mięsaka Moloneya (MoMSV), wy
izolowano niskocząsteczkowe peptydy, tzw. czynniki wzrostu mięsaka 
SGF [10], zaliczone następnie do grupy czynników transformujących.

Nową i niezwykłą cechą tej grupy czynników wzrostowych była ich 
zdolność do odwracalnej transformacji fenotypowej komórek. Obecność 
TGF w pożywce, w której rosły komórki niestransformowane, wywoły
wała utratę zahamowania proliferacji pojedynczej warstwy komórek na
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dając im zdolność do wzrostu wielowarstwowego i niezależnego od przy
legania do podłoża (anchorage-independence) oraz wywoływała zmianę 
morfologii komórek na przypominającą komórki stransformowane gene
tycznie [11]. Powyższe obserwacje stały się podstawą sformułowanej 
przez S p o r n a  i T o d a r o  [12] hipotezy autokrynnej stymulacji 
wzrostu komórek. Głosi ona, że komórki stransformowane są zdolne do 
produkcji własnych, polipeptydowych czynników wzrostowych, które — 
wydzielane z komórek — mogą poprzez zewnątrzbłonowy system recep
torowy indukować w nich serię zmian biochemicznych charakterystycz
nych dla stanu transformacji nowotworowej.

Otrzymano wiele danych potwierdzających hipotezę autokrynnej sty
mulacji wzrostu. Autokrynny mechanizm działania TGF wykazano np. 
w doświadczeniach z m utantam i wirusa Moloneya [13] transformującymi 
komórki w temperaturze permisyjnej, w której zachodzi synteza aktyw
nego biologicznie produktu onkogenu wirusowego p37mos oraz TGF. Zdol
ność szczurzych i mysich komórek stransformowanych przez wirusy mię
saka Kirstena (KiMSV) do ciągłego wzrostu w pożywce bez surowicy 
jest spowodowana wytwarzaniem TGF przez te komórki. Komórki strans
formowane przez wrażliwe na temperaturę mutanty wirusa KiMSV ros
ną w pożywce bez surowicy tylko w temperaturze, w której zachodzi 
synteza aktywnego produktu onkogenu wirusowego p21K~ras i TGF. 
W temperaturze niepermisyjnej komórki te nie rosną, lecz dodanie do 
pożywki TGF produkowanego przez komórki stransformowane przez 
niedefektywne wirusy KiMSV znosi całkowicie to ograniczenie [14], Ści
słą zależność między syntezą aktywnego biologicznie produktu onkogenu 
wirusowego i TGF potwierdziły także wyniki doświadczeń z dzikimi 
szczepami wirusa białaczki Abelsona (AbMLV) oraz mutantami niezdol
nymi do transformacji nowotworowej komórek [15].

Hipotezę autokrynnej stymulacji wzrostu potwierdziły ostatnio ba
dania R o s e n t h a l a  i w s p .  [16]. Badacze ci wprowadzili do szczu
rzych fibroblastów plazmid z dołączonym genem kodującym TGF-a
i stwierdzili, że klony komórkowe o wysokim poziomie ekspresji tego 
genu wykazują cechy fenotypowe charakterystyczne dla komórek strans
formowanych. Komórki rosły w agarze a wszczepione myszom bezgra- 
siczym („nudę”) tworzyły nowotwory. W obecności przeciwciał mono- 
klonalnych anty-TGF-a komórki w hodowli in vitro traciły fenotyp 
stransformowany i stawały się podobne do komórek niestransformowa- 
nych.

Wydzielanie przez komórki czynników transformujących może oka
zać się w pewnych przypadkach niewystarczające do utrzymania feno
typu stransformowanego. Uzyskano np. klony komórek stransformowa
nych przez wirusy KiMSV [17] zbliżonych fenotypowo do komórek wyj
ściowych. Rewertanty jednak nadal wykazywały wysoki poziom ekspre
sji onkogenu wirusowego Ki-ras i produkowały TGF.
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III. Klasyfikacja i pochodzenie TGF

Podstawą klasyfikacji TGF [18] są następujące cechy biologiczne: 
konkurencja z EGF o receptory błonowe oraz niezbędna obecność EGF 
w układzie doświadczalnym do ujawnienia się aktywności koloniotwór- 
czej TGF. Wybór do testów koloniotwórczych niestransformowanych 
szczurzych komórek NRK-49F [19], szczególnie łatwo poddających się 
transform acji fenotypowej, pozwolił na wyróżnienie dwóch typów czyn
ników transformujących, TGF-a i TGF-(3 [18, 20], TGF-a są mitogenny- 
mi polipeptydami, które cechuje zdolność wiązania się z receptorami 
błonowymi EGF oraz stymulowanie komórek testowych do proliferacji 
i tworzenia małych kolonii w agarze. Pole powierzchni takich kolonii 
komórkowych nie przekracza zwykle 1000—2000 ^m2 co odpowiada 5—10 
komórkom w kolonii. TGF-(3 są warunkowo mitogennymi polipeptydami 
[21, 22], które nie wiążą się z receptorami EGF i wymagają obecności 
EGF lub TGF-a aby mogły pobudzić komórki testowe do wzrostu w aga
rze i tworzenia dużych kolonii o powierzchni 7000—15000 ¡im2, co od
powiada 30—60 komórkom w kolonii [23]. Inne komórki jak np. fibro- 
blasty szczurze Rat-1 [24], embrionalne fibroblasty kurczęcia [33], mysie 
fibroblasty AKR-2B [34] lub Balb/c 3T3 [50, 25, 26] są zdolne do wzrostu 
w agarze w obecności TGF-J3 (bez egzogennego EGF). Wynika to praw
dopodobnie ze zwiększonej wrażliwości tych komórek na EGF obecny 
w surowicy dodawanej do pożywki z agarem lub spowodowane jest wy
twarzaniem przez komórki czynnika wzrostowego podobnego do EGF.

Stwierdzono, że wielu TGF nie można wykryć w teście koloniotwór- 
czym z komórkami NRK. Na przykład TGF pochodzące z tkanek na
błonkowych stymulowały proliferację w agarze komórek raka kory nad
nerczy SW-13 [58]. Czynniki transformujące izoluje się z płynów po 
hodowli komórek (conditioned medium), płynów ustrojowych oraz na 
drodze bezpośredniej ekstrakcji komórek i tkanek. Źródła, z których 
izolowano TGF przedstawiono w tabeli 1.

IV. Oczyszczanie i cechy biochemiczne TGF

TGF-a wykrywa się zwykle tylko w tkankach nowotworowych i pło
dowych i dlatego przypuszcza się, że jest on embrionalnym odpowiedni
kiem EGF, który ulega niewłaściwemu i niekontrolowanemu wytwarza
niu przez komórki nowotworowe. Obecność TGF-(3 stwierdzono we wszy
stkich badanych dotąd tkankach i komórkach.

Metody stosowane do oczyszczania TGF opierają się na ich dwóch 
cechach fizycznych: stabilności w środowisku kwaśnym oraz stosunkowo 
niskiej masy cząsteczkowej (6000—25000 daltonów). Jako pierwszy etap 
oczyszczania TGF stosuje się zmodyfikowaną przez R o b e r t s  i ws p .
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[63] metodę ekstrakcji tkanek roztworem kwasu solnego w alkoholu 
etylowym. Metodę tę stosowano wcześniej w celu wyodrębnienia z na
rządów oraz krwi biologicznie aktywnych peptydów takich jak np. in
sulina [37], glukagon, somatomedyny lub sekretyna [63]. Metoda ta 
oprócz niewątpliwej zalety, możliwości przebadania dużej masy różnych 
komórek i tkanek, posiada także ograniczenia związane z niemożnością 
izolowania natywnych kwasolabilnych odmian TGF [32, 25].

Kolejnym, rutynowo stosowanym etapem w oczyszczaniu TGF jest 
filtracja ekstraktu na kolumnach zawierających Bio-Gel P-60 lub P-30 
w 1 M kwasie octowym. Stosując tę technikę wykazano obecność TGF-f> 
w ekstraktach z tkanek nerek, łożyska oraz płytek krwi [66], natomiast 
w płynie po hodowli stransformowanych szczurzych fibroblastów em
brionalnych wykazano obecność TGF-a i TGF-j3 [30]. Jest cechą cha
rakterystyczną, że TGF-3 migruje w żelu niezgodnie z masą cząstecz
kową, np. TGF-P z ludzkiego łożyska eluuje się w zakresie 3000—6000 
daltonów, natomiast z nerek bydlęcych i ludzkich płytek krwi odpo
wiednio w zakresach 8000—12000 i 15000—18000 daltonów [66]. TGF 
z ekstraktów guzów nowotworowych powstałych po podskórnym wszcze
pieniu myszom stransformowanych komórek C-243 eluował się w postaci 
jednego szerokiego szczytu leżącego w zakresie mas cząsteczkowych 
10000—18000 daltonów [64]. Dalsze oczyszczanie chromatograficzne na 
kolumnach z CM-Sepharose i Bio- Gel P-10 pozwoliło oddzielić wyso- 
kocząsteczkową odmianę TGF-a (25000—27000 daltonów) od TGF-j3 
(18000—20000 daltonów). Całkowite oczyszczenie TGF-(3 uzyskano po 
elektroforezie preparatywnej w żelu poliakryloamidowym z SDS. Masa 
cząsteczkowa oczyszczonego TGF-(3 sięgała około 25000 daltonów podob
nie jak donieśli inni autorzy [60, 67, 68]. Wydajność oczyszczania wy
nosiła około 5 ng TGF-(3 z 1 g guzów C-243, podobnie jak w przypadku 
nerek bydlęcych i ludzkiego łożyska [66], Najbogatszym źródłem TGF-(3 
okazały się płytki krwi, których 1 g zawiera około 400 ng TGF-(3 [66].

Znacznym uproszczeniem w oczyszczaniu TGF okazało się zastoso
wanie już po pierwszym etapie filtracji żelowej chromatografii na ko
lumnach HPLC [29, 30], lecz nawet stosując tę technikę nie udało się 
poprawić wydajności oczyszczania, prawdopodobnie ze względu na bardzo 
małe stężenia TGF w materiale biologicznym oraz oddziaływania syner- 
gistyczne czynników transformujących z czynnikami wzrostu obecnymi 
w oczyszczanym materiale [20, 21, 29, 69, 70],

TGF, niezależnie od pochodzenia są niskocząsteczkowymi, w więk
szości ciepło- i kwasostabilnymi peptydami wrażliwymi na działanie 
związków redukujących wiązania dwusiarczkowe [9, 10, 34, 44, 50, 53] 
oraz opornymi na denaturujące działanie mocznika [66, 67], W kilku 

przypadkach wykryto TGF o odmiennej charakterystyce. Na przykład 
TGF izolowany z płynu po hodowli szczurzych komórek 77N1 jest cie-
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plo- i kwasolabilnym peptydem [32], natomiast TGF wykryty w ekstrak
cie ludzkich komórek białaczkowych posiadał dodatkowo cechę znacznej 
niewrażliwości na dwutiotreitol [25].

V. Struktura TGF-a i TGF-(3

Całkowitą strukturę pierwszorzędową TGF poznano dotychczas 
w przypadku ludzkiego [71] i szczurzego TGF-a [72—74] oraz ludzkiego 
[75] i mysiego TGF-(3 [76]. Znając częściowo sekwencję aminokwasową 
tych peptydów, zsyntetyzowano odpowiednie łańcuchy dezoksyoligonu- 
kleotydowe, które zostały następnie użyte jako sondy hybrydy żacy jne 
w celu identyfikacji eksonów TGF-a i TGF-J3 w bibliotece genów czło
wieka [71, 75, 76], Analiza sekwencji nukleotydowych cDNA wykazała, 
że TGF-a i TGF-(3 są prawdopodobnie syntetyzowane w postaci znacznie 
większych peptydów prekursorowych. Forma prekursorowa ludzkiego 
TGF-a (preproTGF-a) zbudowana jest ze 160 reszt aminokwasowych 
i jest w 91°/o homologiczna z sekwencją aminokwasową szczurzego pre- 
proTGF-a, krótszą tylko o jedną resztę aminokwasu. W obu przypad
kach natywne formy TGF-a (homologiczne w 92%) zbudowane są z 50 
reszt aminokwasowych i zajmują środkowy obszar cząsteczek prekurso
rowych (reszty 40—89 w przypadku ludzkiego i 39—88 w przypadku 
szczurzego preproTGF-a). Ponadto, w łańcuchu peptydowym form pre
kursorowych ludzkiego (reszty 103—121) i szczurzego (reszty 102—120) 
TGF-a stwierdzono obecność identycznych, silnie hydrofobowych frag
mentów, które mogą stanowić domeny transmembranowe zakotwicza
jące białka prekursorowe w błonie plazmatycznej komórki [71, 74]. Po 
obróbce enzymatycznej białka prekursorowego następuje uwalnianie 
TGF-a przez komórki do środowiska. Dotychczas nie wykryto formy 
prekursorowej TGF-a w błonie plazmatycznej komórek. Udało się to 
jednak wykazać dla innego czynnika wzrostowego — EGF. W pewnych 
obszarach mysiej nerki stwierdzono obecność białka prekursorowego 
EGF wbudowanego do błon komórkowych [77]. Nie wykryto jednak 
dojrzałej formy EGF, co sugeruje że jest ono integralnym białkiem bło
nowym.

Pomimo braku pokrewieństwa immunologicznego pomiędzy TGF-a 
i EGF (przeciwciała anty-EGF nie neutralizują TGF-a [10, 13]) okazało 
się, że oba peptydy są spokrewnione ze sobą strukturalnie. Mysi i ludzki 
EGF (homologiczne w 70n/o [72]) wykazują odpowiednio 33 oraz 44n/o 
homologii z sekwencją aminokwasową szczurzego TGF-a [72, 74]. Wyka
zano również podobieństwo sekwencji aminokwasowej TGF-a z pepty- 
dami kodowanymi przez genom wirusa krowianki [78—82] oraz z nie
którymi czynnikami krzepnięcia krwi [78] i fibrynolizy [71]. Szczególnie 
ważną rolę przypisuje się 6 resztom cysteiny zajmującym stałe pozycje
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w strukturze pierwszorzędowej TGF-a oraz EGF i spinających cząstecz
ki trzema wiązaniami dwusiarczkowymi [71].

TGF-(3 tworzą odrębną grupę biologicznie aktywnych peptydów, któ
re nie wykazują strukturalnego podobieństwa do żadnego z poznanych 
dotąd czynników wzrostu. Wykazano jednak istotną homologię sekwen
cji aminokwasowych TGF-(3 i pod jednostki (3 inhibiny, hormonu pepty- 
dowego hamującego wydzielanie FSH — hormonu pobudzającego pę
cherzyki [83]. TGF-(3 jest dimerem zbudowanym z dwóch identycznych 
podjednostek połączonych przynajmniej jednym wiązaniem dwusiarcz- 
kowym [75, 76]. Sekwencję nukleotydową cDNA TGF-(3 (i wcześniej 
TGF-a) określiła grupa badaczy z Genentech, USA [75, 76]. cDNA formy 
prekursorowej ludzkiego TGF-(3 koduje peptyd zbudowany z 391 reszt 
lub w przypadku mysiego TGF-(3 z 390 reszt aminokwasowych. W se
kwencjach aminokwasowych cząsteczek prekursorowych ludzkiego oraz 
mysiego TGF-(3 wyróżnić można trzy obszary wzajemnej homologii. 
Pierwszy, N-końcowy- fragment obu cząsteczek obejmujący sekwencje 
peptydów sygnałowych i dalej aż do 114 reszty aminokwasowej, wyka
zuje wysoki stopień homologii sięgający 97%. Niezwykle konserwa
tywna sekwencja TGF-(3 (tylko jedna zmiana aminokwasu; na miejscu 
Ser-353 w mysim TGF-(3 występuje Ala w ludzkim TGF-(3) tłumaczy 
obserwowany wcześniej brak swoistości gatunkowej obu peptydów [30,
64, 70, 84, 85]. Największą zmienność w sekwencji aminokwasowej obu 
peptydów stwierdzono w obszarze środkowym (reszty 115—274), lecz 
także tutaj homologia sięgała 77%. Monomer dojrzałego TGF-|3 (o masie 
cząsteczkowej około 12500 daltonów) zbudowany jest ze 112 reszt ami
nokwasowych i zajmuje C-końcowy fragment cząsteczki prekursorowej 
(reszty 280—391 w przypadku ludzkiego TGF-(3). W sekwencjach my
siego i ludzkiego prekursora TGF-(3 znaleziono trzy potencjalne miej
sca N-glikozylacji występujące jednak poza obszarem dojrzałego TGF-(3. 
Spośród 12 reszt cysteiny obecnych w monomerze preproTGF-(3 aż 9 
reszt znajduje się w pod jednostce dojrzałego TGF-(3. Dotąd nie zlokali-

A PS v  _______T G F -w  TM
I • r---- 1 • > * •• • I-- 1 «[o  •*---•-----»*1®0

V  Y  Y  TG F-(3  390
l I—--------- 1---------- 1------- 1---------**---------1»- .. » «1

R yc. 1. S ch em at s tru k tu ry  fo rm  p rek u rso ro w y ch  T G F -a  i TGF-/? A. p rep ro  
T G F -a  (71, 74), B. p rep ro  TGF-/? [75, 76], PS  — p ep ty d  sygnałow y, TM  — po
ten c ja ln y  obszar tran sm em b ran o w y , Y — p o ten c ja ln e  m iejsce  N -glikozylacji, 
. — reszta  cysteiny .
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zowano mostków dwusiarczkowych w natywnej, dimeryczej formie 
TGF-p.

Schemat budowy peptydów prekursorowych TGF-a oraz TGF-|3 
przedstawiono na (Ryc. 1).

VI. Sposób działania TGF

Podobnie jak wiele innych hormonów peptydowych, czynniki wzro
stowe inicjują swoje działanie na komórki poprzez oddziaływanie ze 
swoistymi receptorami błonowymi [86]. Niezdolność TGF-a do stymula
cji syntezy DNA w komórkach, które nie mają funkcjonalnych recepto
rów EGF [13] oraz możliwość zahamowania aktywności biologicznej 
TGF-a przez przeciwciała antyreceptorowe hamujące wiązanie EGF [87], 
wskazuje na udział tych receptorów w wiązaniu TGF-a. Potwierdziły 
to również badania z zastosowaniem syntetycznego fragmentu szczurze
go TGF-a (reszty 34—43), który hamował kompetycyjnie wiązanie EGF 
i TGF-a z receptorami oraz wykazywał wobec tych czynników wzrosto
wych działanie antagonistyczne [88].

Receptory komórkowe EGF/TGF-a są najlepiej dotąd poznanymi re
ceptorami czynników wzrostowych. Cząsteczka receptora EGF/TGF-a 
jest giikoproteiną o masie cząsteczkowej około ,170000— 180000, zakotwi
czoną w błonie cytoplazmatycznej komórki o strukturze charakterystycz
nej dla wielu innych receptorów hormonów peptydowych (PDGF [89], 
insulina [90, 91], IGF-I i IGF-II [92]). Silnie hydrofobowy obszar trans- 
błonowy receptora graniczy z zewnątrzbłonową domeną wiążącą EGF lub 
TGF-a, a po stronie cytoplazmatycznej komórki, domeną wykazującą 
aktywność enzymatyczną fosfokinazy białkowej [93—96].

Nie wiadomo dotąd, czy zachodzi jakaś zależność pomiędzy aktywno
ścią kinazy białkowej fosforylującej reszty tyrozyno we białka recepto
rowego w procesie autofosforylacji [15] i egzogenne substraty peptydo- 
we [97], a mechanizmem stymulacji mitogennej. Warto wspomnieć, że 
sekwencje aminokwasowe fragmentu receptora EGF (bez domeny wią
żącej ligandy) i produktu onkogenu wirusowego v-erb B są w znacz
nym stopniu homologiczne [98]. Receptory TGF-|3 wykryto na wielu ko
mórkach normalnych i nowotworowych pochodzenia mezenehymalnego 
i nabłonkowego [85, 99], Stosując technikę kowalencyjnego wiązania 
znakowanego /125I/-TGF-(3 z receptorami oraz elektroforezę w żelu polia- 
kryloamidowym z SDS w warunkach redukujących, określono masę czą
steczkową receptorów na około 280000 (komórki szczurze, mysie i ptasie) 
lub w przypadku ludzkich fibroblastów na 330000 [99]. Z badań hydro
dynamicznych wynika jednak, że natywny receptor TGF-$ jest praw
dopodobnie dimerem o masie cząsteczkowej około 565000 (komórki my
sie) lub 615000 (komórki ludzkie), którego podjednostki połączone są wią

1 7 4  w .  p o p i k  [10]
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zaniami dwusiarczkowymi [100]. Odmiennie niż TGF-a oraz wielu in
nych mitogennych czynników wzrostu [89—92], TGF-(3 nie stymuluje 
aktywności kinazy fosforylującej reszty tyrozynowe białek [101].

Jedną z cech charakterystycznych TGF-(3 jest jego dwufunkcyjność: 
w pewnych przypadkach TGF-p stymuluje proliferację komórek, nato
miast w innych działa jak typowy inhibitor wzrostu. Wydaje się, że 
TGF-(3 jest identyczny z inhibitorem wzrostu wyizolowanym z płynu 
po hodowli małpich komórek nerki BSC-1 [102] i może być zatem uwa
żany za jeden z pierwszych, oczyszczonych do homogenności chalonów 
[21]. Chociaż TGF-|3 stymuluje na ogół podziały komórek mezenchy- 
malnych oraz hamuje mitozy komórek nabłonkowych, to jednak w przy
padku szczurzych fibroblastów Myc-1, transfekowanych onkogenem 
c-myc, efekt końcowy działania TGF-p (stymulowanie wzrostu lub zaha
mowanie) zależał od zestawu czynników wzrostowych obecnych w pożyw
ce [21, 103].

Interesujące wyniki dotyczące mechanizmu działania TGF-(3 przed
stawił ostatnio A s s o i a n [104, 105], który na przykładzie szczurzych fi
broblastów NRK wykazał zróżnicowaną w czasie i charakterze modula
cję receptorów EGF przez TGF-(1 Wiązanie EGF przez receptory ko
mórkowe o wysokim powinowactwie do liganda (kd =  0,3 nM) było po
czątkowo (przez 6—8 godz.) hamowane przez TGF-(3, jako wynik przej
ściowego obniżenia powinowactwa receptorów. Po dłuższej inkubacji ko
mórek z TGF-(3 (16—24 godz.) następuje dwukrotne zwiększenie wiąza
nia EGF w wyniku przyrostu liczby receptorów o wysokim powinowa
ctwie. Indukowane przez TGF-(3 zmiany wiązania EGF przez receptory 
komórkowe przebiegają równolegle ze zmianami aktywności mitogennej 
EGF, mierzonej stopniem wbudowania irytowanej tymidyny w DNA 
[105]. Wydaje się jednak, że zwiększenie wrażliwości komórek na EGF 
nie jest jedynym sposobem mitogennego działania TGF-(3. Wykazano bo
wiem, że TGF-f5 w mysich komórkach AKR-2B aktywuje onkogen ko
mórkowy c-sis i produkcję autokrynowych czynników wzrostu podob
nych do PDGF, które bezpośrednio stymulują mitozy komórkowe [106]. 
Nadal nie jest znany mechanizm hamowania przez TGF-|3 proliferacji 
komórek pochodzenia nabłonkowego, które nie zawierają receptorów 
PDGF [107]. Wykazano, że TGF-(3 hamuje podziały wielu nowotworo
wych komórek nabłonkowych [21], normalnych komórek nabłonkowych 
nerki [102], hepatocytów [108], prokeratynocytów [109], a także tymo- 
cytów [110]. Powyższe obserwacje znalazły swoje odbicie w poszerzonej 
przez S p o r n a  i R o b e r t s  [22] autokrynnej hipotezie transform a
cji nowotworowej. Według tych autorów stan transformacji nowotworo
wej jest wynikiem nie tylko nadmiernego wytwarzania pozytywnych 
autokrynnych czynników wzrostu (np. PDGF lub TGF-a), lecz może 
wynikać z zaburzenia wytwarzania negatywnych czynników wzrostu, 
do których zalicza się oprócz TGF-(3 także interferony [111, 112].
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Efekty biologiczne wywoływane przez TGF-a i EGF są podobne do 
siebie, prawdopodobnie w wyniku oddziaływania z tym samym typem 
receptorów komórkowych [113, 114]. Oba czynniki wzrostowe stymulują 
mitozy [21, 30, 84] i aktywność niektórych enzymów komórkowych (np. 
dekarboksylazy ornitynowej [115]), wykazują synergizm w działaniu 
z TGF-[3 [20, 21, 29, 69], a także powodują u mysich noworodków przed
wczesne otwieranie oczu [116]. TGF-a i EGF wykazują ponadto aktyw
ność angiogenną [117] oraz stymulują resorpcję kości [118, 119], lecz 
w obu przypadkach działanie TGF-a jest bardziej efektywne niż EGF. 
Przyczyny tej różnicy nie są znane pomimo iż wysuwa się wiele prawdo
podobnych hipotez [117, 119]. Aktywność stymulującą resorpcję kości wy
kazują także TGF-(3 [120], PDGF i EGF co sugeruje, że w normalnych 
warunkach fizjologicznych czynniki wzrostowe mogą być regulatorami 
metabolizmu kości. Czynniki te wytwarzane przez komórki nowotworowe 
mogą być przyczyną patologicznej resorpcji kości oraz hyperkalcemii to
warzyszącej niektórym chorobom nowotworowym [121].

W doświadczeniach in vitro wykazano ponadto, że TGF-{3 wpływa na 
metabolizm komórkowy poprzez stymulację glikolizy oraz transportu 
aminokwasów do komórek [122], a także, przy współudziale EGF lub 
PDGF, stymuluje pobieranie glukozy przez komórki [123]. Stwierdzono, 
że w leczeniu ran eksperymentalnych u szczurów [61] TGF-|3 stymulo
wał syntezę białka całkowitego, kolagenu i DNA. Obecność TGF-(3 
w płytkach krwi [67] przemawia za tym, że ten czynnik może grać 
istotną rolę w leczeniu ran i naprawie uszkodzeń tkankowych, podobnie 
jak to się sugeruje w przypadku PDGF [124], Przypuszcza się, że wy
twarzanie przez komórki TGF-a i TGF-(3 może odgrywać ważną rolę 
w reumatoidalnym zapaleniu stawów [125] oraz innych chorobach, w któ
rych dochodzi do nadmiernego rozplemu komórek.

Biorąc pod uwagę fakt ogromnej konserwatywności struktury TGF-(3 
(ludzki i mysi TGF-|3 różnią się tylko 1 aminokwasem) oraz jego wystę
powanie we wszystkich komórkach i tkankach dotąd badanych [11, 18,
65, 68, 70, 75] wydaje się, że rola fizjologiczna tego peptydu jest bardzo 
ważna (lecz dotąd nie w pełni znana). Jest prawdopodobne, że TGF-(3 
przy współudziale innych endogennych stymulatorów (czynniki wzrosto
we) lub inhibitorów proliferacji (interferony) może in vivo doskonale re
gulować proliferację i różnicowanie komórek.
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Produkty niektórych onkogenów a czynniki wzrostu komórkowego
\

Products of some oncogenes and cellular growth factors

S p is  treści:

I. W stęp
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C o n te n ts :
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I. Wstęp

Próby wyjaśnienia molekularnych podstaw transformacji nowotwo
rowej ułatwiło odkrycie onkogennych wirusów RNA [1—5]. Wykazano, 
że geny tych wirusów odpowiedzialne za transformację nowotworową 
(onkogeny) pochodzą z tych samych elementów genetycznych, które wy
stępują w genomie komórek kręgowców [6—9]. Dlatego, komórkowe 
geny homologiczne z onkogenami wirusowymi nazywa się najczęściej 
protoonkogenami. W latach 1983—1985 zostały opublikowane w piśmien
nictwie polskim trzy artykuły omawiające obszernie między innymi: 
strukturę, klasyfikację i rolę biologiczną onkogenów wirusowych i pro- 
toonkogenów [10—12]. Badania wzrostu komórek prawidłowych i no
wotworowych zbiegły się ostatnio w wielu wspólnych punktach doty
czących struktury i funkcji peptydowych czynników wzrostowych oraz 
białkowych produktów onkogenów. W niniejszym artykule omówiono 
współczesne hipotezy udziału produktów onkogenów w regulacji wzro
stu komórkowego.

II. Produkty onkogenów

Dotychczas opisano ponad dwadzieścia różnych onkogenów wiruso
wych i protoonkogenów [11]. Większość z nich scharakteryzowano na 
podstawie badań specyficznych sekwencji nukleotydowych genów w iru
sowych oraz chemicznych i biologicznych właściwości białek kodowanych 
przez te onkogeny [13]. Wykryto ponadto w komórkach prawidłowych 
sekwencje DNA funkcjonujące jako onkogeny, ale nie odpowiadające 
strukturalnie żadnemu ze znanych onkogenów wirusowych (met, neu, gen 
białka p53) [14—17].

D. B a l t i m o r e ’ [18] wyróżnia cztery klasy onkogenów przyjmując 
jako kryterium strukturę i właściwości kodowanych przez nie polipep- 
tów. Do klasy I zalicza te onkogeny, których produkty wykazują ak
tywność tyrozyno-swoistych kinaz białkowych (src, yes, /ps, fgr, ros, abl, 
erb-B, neu, fm s) oraz podobne do nich strukturalnie onkogeny mos, raf, 
mil, których produkty nie wykazują jednak aktywności kinazy tyrozy
no we j. Spośród wymienionych onkogenów, niektóre (erb-B, fms, ros, 
neu) zostały -scharakteryzowane jako geny kodujące białka o własno
ściach receptorów peptydowych czynników wzrostowych [15, 19—22]. 
Do klasy II autor zalicza rodzinę onkogenów ras, których produkty wy
kazujące aktywność GTP-azową wykryto w wewnętrznej części błony 
komórkowej. Produkty tych onkogenów — białka p21 są strukturalnie 
podobne do podjednostki białek regulatorowych układu cyklazy adenyla-
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nowej tzw. białek G [23]. Klasa III obejmuje onkogeny jądrowe {myc, 
fos, myb, gen białka p53), których ekspresja prowadzi do syntezy białek 
zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego [24—28]. Klasa IV 
obejmuje onkogeny homologiczne z genami kodującymi czynniki wzro
stowe. Produkty tych onkogenów mogą zastępować peptydy funkcjonu
jące w warunkach fizjologicznych jako naturalne regulatory wzrostu 
komórkowego. Jedynym dotychczas znanym przedstawicielem tej klasy 
jest onkogen sis, którego produkt — białko p28 jest strukturalnie i funk
cjonalnie podobne do PDGF [29].

Klasyfikacja zaproponowana przez B a l t i m o r e ’ a, uzupełniona 
wynikami badań publikowanych w latach 1984—1986, pozwala ustalić 
udział produktów białkowych niektórych onkogenów w mitogenezie 
(Tab. 1). Przyjm uje się następujące możliwości wpływu produktów on
kogenów na wzrost komórkowy:

a) Produkt onkogenu może wykazywać aktywność czynnika wzrostowe
go (np. białko p28sis) i regulować wzrost na drodze autokrynnej 
[45—47].

b) Produkt onkogenu może być strukturalnie podobny do efektorowej 
części receptora czynnika wzrostowego. Tak zmodyfikowany receptor 
może wysyłać sygnały mitogenne nawet w nieobecności egzogennego 
czynnika wzrostowego. Białko gp 74erb_B, a także białkowe produkty 
onkogenów fms, ros, met i neu są przykładem takiej możliwości dere- 
gulacji wzrostu [14—16, 19, 21, 33].

c) Produkt onkogenu może modulować wewnątrzkomórkowy szlak prze
noszenia sygnału mitogennego (bez udziału układu receptorowego ko
mórki). Aktywność biologiczna białek kodowanych przez onkogeny 
ras, src i abl przemawia za taką możliwością [36—41].

d) Niekontrolowana aktywacja onkogenów jądrowych normalnie po
średniczących w przekazywaniu sygnału mitogennego indukowanego 
przez czynniki wzrostowe może prowadzić do niepożądanego wzrostu 
poziomu ich produktów białkowych, a tym samym do nadmiernej 
stymulacji wzrostu komórkowego. Najlepiej dotychczas poznanym 
przykładem zależności wzrostu komórkowego od poziomu produktów 
onkogenów jądrowych jest białko p53 [17, 48].
Przedstawione możliwości wskazują, że produkty onkogenów mogą 

zaburzać wzrost komórkowy na różnych etapach przekazywania sygnału 
mitogennego, poczynając od zastępowania naturalnych czynników wzro
stowych na modulacji aktywności transkrypcyjnej komórki kończąc. 
Onkogeny działając poprzez swoje produkty białkowe uniezależniają ko
mórkę od naturalnych (egzogennych) czynników wzrostowych i pozba
wiają ją możliwości zewnątrzkomórkowej kontroli procesu wzrostu.
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III. Hipoteza autokrynnej regulacji wzrostu komórkowgeo przez 
produkty onkogenów

Regulacja autokrynna jest jednym z możliwych sposobów uniezależ
nienia się komórek od obecności egzogennego czynnika wzrostowego. 
Terminem tym określamy zjawisko regulacji wzrostu przez czynnik pro
dukowany przez tę samą komórkę, która może odpowiadać na jego obec
ność w środowisku dzięki jego oddziaływaniu z receptorem powierzch
niowym [33]. Typowym przykładem autokrynnych regulatorów wzrostu 
są polipeptydy określane mianem transformujących czynników wzrosto
wych (którym poświęcony jest odrębny artykuł). Cząsteczki podobne do 
płytkowego czynnika wzrostowego zwane w skrócie PDGF-c (od angiel
skiego słowa “competitor” — współzawodnik, konkurent) produkowane 
w komórkach transformowanych przez wirus mięsaka małp są innym 
przykładem autokrynnych regulatorów wzrostu [49, 50]. W celu pozna
nia natury PDGF-c przeprowadzono szereg badań, które ujawniły podo
bieństwo strukturalne między czynnikami wzrostowymi a produktami 
onkogenów [20]. Okazało się, że struktura białka p-28v'sis kodowanego 
przez wirus mięsaka małp jest podobna do struktury łańcucha B ludz
kiego PDGF [51, 52]. Wirus mięsaka małp zawierający onkogen v-sis 
ma zdolność transformacji nowotworowej fibroblastów in vitro, a także 
indukuje włókniako-mięsaki i glejaki u małp [53, 54], Gen v-sis koduje 
białko składające się z 226 reszt aminokwasowych, z których 109 jest 
homologicznych z łańcuchem B PDGF. Podobieństwo strukturalne mię-

R yc. 1. H ipo te tyczne  m echan izm y  au to k ry n n e j s ty m u lac ji w zro stu  po tra n s fo rm a 
c ji w iru sem  SSV. a) sy n te ty zo w an e  w  kom órce  b ia łko  p28v-sis ( tró jk ą t) je s t w y 
dzielane na zew n ą trz  i odd z ia ły w u je  z recep to rem  P D G F  (rPD G F) u sy tuow anym  
w  b łon ie  kom órkow ej, b) B ia łko  p28v‘sis a k ty w u je  now osyn te tyzow any  w  siateczce 
śródp lazm atycznej (ER) recep to r PD G F, zan im  zostan ie  on w budow any  w  b łonę 
kom órkow ą.
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dzy tymi białkami rozpoczyna się przy 67 reszcie, którą stanowi seryna. 
Analiza sekwencji aminokwasowej produktu v-sis i produktu ludzkiego 
protookogenu c-sis wykazuje 93°/o homologii [20, 29]. Podobieństwo 
strukturalne sugeruje także zbliżoną aktywność biologiczną tych czą
steczek, przede wszystkim aktywność mitogenną [55]. Istotnie komórki 
linii fibroblastów mysich NIH 3T3 [45], komórki linii fibroblastów nerki 
szczurzej (NRK) [46] i fibroblasty ludzkie (HF) [47] transformowane 
SSV produkują białko PDGF-c, które działa na nie tak jak mitogen. 
W nowotworach ludzkich pochodzenia mezenchymalnego (glejako-mię- 
saki, mięsaki kostne i włókniako-mięsaki) wykazano obecność informa
cyjnych kwasów rybonukleinowych (mRNAs) będących transkryptam i 
genu sis [56]. Mitogenne polipeptydy PDGF-c stwierdzono zarówno w li- 
zatach komórkowych [57] jak i płynach pohodowlanych [58] ludzkich 
komórek nowotworowych pochodzenia mezenchymalnego. Proponuje się 
dwie możliwości stymulacji wzrostu komórkowego przez białko p 28v'sis: 
na drodze autokrynnej oraz poprzez mechanizm wewnątrzkomórkowy 
(Ryc. 1). Znaleziono potwierdzenie eksperymentalne obu tych możliwo
ści: G a r r e t t  i ws p .  [46] wykazali stymulację autokrynną w ko
mórkach NRK, a H u a n g  i ws p .  [59] w komórkach NIH 3T3 w obu 
przypadkach transformowanych SSV. Druga możliwość tłumaczy trans
formację w linii komórkowej NP1 poddanej działaniu SSV. Stymulacja 
wzrostu tych komórek jest wynikiem oddziaływania cząsteczek p 28v'sis 
z nowo utworzonym receptorem PDGF, najprawdopodobniej w aparacie 
Golgiego lub w retikulum endoplazmatycznym [29, 55],

IV. Produkty onkogenów jako zmodyfikowane receptory czynników 
wzrostowych

Produkt onkogenu erb B wykazujący homologię z okrojonym recep
torem EGF jest najlepiej poznanym przykładem białka odpowiadające
go zmienionej formie receptora komórkowego czynnika wzrostowego [33], 
Onkogen erb B został wykryty w genomie wirusa erytroblastozy ptasiej 
(AEV). In vitro wirus ten jest zdolny do transformacji zarówno niedoj
rzałych komórek erytroidalnych szpiku kostnego jak i fibroblastów. 
In vivo indukuje u kurcząt ostrą erytroblastozę, rzadziej włókniako-mię
saki [60]. Produktem onkogenu erb B jest glikoproteina gp 74erb n złożo
na z krótkiej części zewnętrznej (65 reszt aminokwasowych), segmentu 
transbłonowego (21 reszt aminokwasowych) i części cytoplazmatycznej 
(513 reszt aminokwasowych) [19, 20]. Łańcuch polipeptydowy ludzkiego 
receptora EGF zbudowany z około 1200 aminokwasów składa się Z części 
receptorowej (621 reszt aminokwasowych), transbłonowej (26 reszt amino
kwasowych) i cytoplazmatycznej (542 reszty aminokwasowej) (Ryc. 2) [61].
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Ryc. 2. S ch em at budow y re c e p to ra  E G F  i  b ia łk a  gp 7 4 erbB 1 — recep to r E G F
a) część zew n ą trzk o m ó rk o w a  (621 re sz t am ino  kw asow ych), b) część tran sb ło n o w a  
(26 re sz t am inokw asow ych), c) część cy top lazm atyczna  (542 resz ty  am inokw asow e), 
2 — b ia łk o  gp 7 4 erb B a) część zew n ątrzk o m ó rk o w a (65 re sz t am inokw asow ych),
b) część tran sb ło n o w a  (21 re sz t am inokw asow ych), c) część cy top lazm atyczna 
(513 re sz t am inokw asow ych).

Białko transformujące gp 74erb B nie ma obszaru wiążącego ligand, jest 
więc okrojone w stosunku do receptora EGF. Brak odcinka regulacyj
nego (wiążącego EGF) sprawia, że produkt genu erb B może wykazywać 
stałą aktywność biologiczną związaną z obszarem cytoplazmatycznym 
[33], w którym występuje ścisłe podobieństwo strukturalne pomiędzy 
gp 74erb B a receptorem EGF. W wyniku przeprowadzonych badań wy
kazano, że zgodność sekwencji obejmującej odcinek Leu 694—Phe 937 
(obszar o aktywności tyrozyno-swoistej kinazy białkowej receptora EGF) 
dotyczy nie tylko białka będącego produktem v-erb B, ale także dzie
sięciu innych białek, produktów następujących onkogenów: v-src, v-yes, 
v-jes, v-jps, v-jgr, v-abl, v-jm s, v-mil, v-mos i v-raf [32, 62—72]. Pro
dukty pierwszych ośmiu onkogenów [73—79] przejawiają in vitro aktyw
ność tyrozyno-swoistej kinazy białkowej, w przypadku ostatnich trzech 
takiej aktywności nie wykryto [69, 72, 73]. Ze względu na duże znacze
nie tyrozyno-swoistej kinazy białkowej w regulacji wzrostu komórko
wego wielu badaczy zajęło się problemem modulacji jej aktywności [80], 
Nadal jednak nie ma odpowiedzi na pytanie, w jaki sposób tyrozyno- 
-swoista kinaza białkowa przekazuje sygnał do rozpoczęcia syntezy DNA 
w kierunku jądra komórkowego. W czasie badań dotyczących receptora 
EGF ujawniono, że Thr 654 leżąca w obrębie obszaru o aktywności ty 
rozyno-swoistej kinazy białkowej jest równocześnie substratem kinazy C 
[81, 82]. Thr 654 jest oddalona o 9 reszt aminokwasowych od obszaru
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transbłonowego w części cytoplazmatycznej receptora EGF. Takie umiej
scowienie treoniny sprawia, że może ona pośredniczyć w modulacji syg
nału przenoszonego przez część receptorową i wskazuje na regulacyjne 
oddziaływanie między kinazą C i receptorem EGF.

Kolejny przykład podobieństwa strukturalnego produktu onkogenu 
i zmodyfikowanego receptora czynnika wzrostowego to p 185 — produkt 
onkogenu neu. Onkogen neu został wyizolowany ze szczurzych nerwia- 
ków i glejako-mięsaków indukowanych chemicznie. Wykazana homolo- 
gia onkogenów erb B i neu oraz receptora EGF i białka p 185 występuje 
w obszarze odpowiedzialnym za aktywność tyrozyno-swoistej kinazy 
białkowej [15, 16]. Produkt onkogenu fms jest natomiast nieznacznie 
zmienionym receptorem makrofagowego czynnika wzrostowego (CSF-1 
=  MGF). Makrofagowy czynnik wzrostowy jest glikoproteiną o aktyw
ności tyrozyno-swoistej kinazy białkowej. Analiza sekwencji nukleoty- 
dowej pozwaliła na ujawnienie strukturalnego podobieństwa obszaru 
cytoplazmatycznego glikoproteiny kodowanej przez onkogen v-fm s i ty 
rozyno-swoistej kinazy białkowej. Przeprowadzone badania potwierdziły 
tę aktywność [21].

Produkt onkogen v-ros: polipeptyd p68 jest homologiczny z obsza
rem tyrozyno-swoistej kinazy białkowej receptora insuliny. Onkogen 
v-ros jest częścią genomu wirusa mięsaka ptasiego' UR 2 [22]. Także 
onkogen m et wykazujący podobieństwo do onkogenów kodujących tyro- 
zyno-swoiste kinazy białkowe jest w swoim składzie nukleotydowym 
zbliżony do obszaru kodującego tyrozyno-swoistą kinazę białkową recep
tora insuliny. Onkogen ten został wyizolowany z transformowanych che
micznie linii komórek ludzkich MNNG-HOS, ale do chwili obecnej nie 
wykryto jego produktu białkowego [14]. Podane powyżej przykłady on
kogenów erb B, fms, neu, m et i ros potwierdzają możliwość kodowania 
przez niektóre z nich receptorów lub efektorowych części receptorów 
czynników wzrostowych o aktywności tyrozyno-swoistej kinazy biał
kowej.

V. Rola produktów onkogenów w wewnątrzkomórkowym przenoszeniu 
sygnału mitogennego

Sygnał mitogenny jest przenoszony od receptora czynnika wzrosto
wego do jądra komórkowego poprzez wiele wzajemnie się uzupełniają
cych reakcji biochemicznych, między innymi przez reakcje fosforylacji 
białek i lipidów (omówione w artykule A. K l e i n a ) .  Przyjm uje się 
obecnie, że produkty niektórych onkogenów o aktywności kinaz białko
wych (ras, src, abl) mogą pośredniczyć w wewnątrzkomórkowym prze
noszeniu sygnału.
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Rodzina genów ras obejmuje onkogeny H-ras, K-ras i N-ras. Proto- 
onkogeny H-ras i K-ras są komórkowymi homologami onkogenów wy
stępujących w genomach wirusów mięsaka myszy, szczepów Harvey’a 
i K irstena [83—85]. Nie znaleziono dotychczas wirusowego odpowiedni
ka protoonkogenu N-ras. Produkty rodziny genów ras są białkami zbu
dowanymi z 188 lub 189 reszt aminokwasowych określanymi symbolem 
p21 [86]. Białka te wykazują aktywność GTP-azy i ograniczoną homolo- 
gię sekwencji aminokwasowej z podjednostką (3 białek regulatorowych 
cyklazy adenylanowej (białek G) [23, 87]. Konsekwencją działania PDGF 
jest między innym i wzmożona ekspresja protoonkogenów rodziny ras 
[88], Działanie EGF i insuliny stymuluje wiązanie GTP przez białko p21 
[89, 90], Wykazano, że białko p21 moduluje aktywność cyklazy adenyla
nowej drożdży i ssaków [91, 92]. Na tej podstawie przyjm uje się, że 
przyłączenie czynnika wzrostowego do receptora błonowego powoduje 
przekształcenie nieaktywnej postaci białek G w formę aktywną (wiążą
cą GTP), które modulują aktywność cyklazy adenylanowej, a ta z kolei 
aktywuje kinazy białkowe zależne od cAMP [93]. Podobieństwo struktu
ralne i funkcjonalne białek p21 do podjednostki ¡3 sugeruje także udział 
produktów onkogenów ras w regulacji aktywności fosfolipazy C, a tym 
samym w stymulacji metabolizmu fosfatydyloinozytoli [38].

Przypuszczalnie, także produkty dwóch innych onkogenów: src i abl 
modulują wewnątrzkomórkowe przeniesienie sygnału mitogennego. W ro
ku 1984 S u g i m o t o  i ws p .  [39] wykazali, że białko p60src stym uluje 
fosforylację fosfatydyloinozytolu do fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu. Re
akcja ta jest jedną z reakcji przemian fosfatydyloinozytoli prowadzących 
do generowania tzw. drugich przekaźników sygnału mitogennego — 
1,2-diacyloglicerolu i 1,4,5-trifosfoinozytolu.

Nie ma dowodów bezpośrednich na to, że produkt onkogenu abl po
średniczy w wewnątrzkomórkowym przenoszeniu sygnału. Wyniki do
świadczeń C o o k a  i ws p .  [40] oraz P i e r c e ’ a i w s p .  [41] wska
zują jednak, że transformacja komórek mieloidalnych i mastocytów wi
rusem Ab-MuLV ńie powoduje ani syntezy autokrynnych czynników 
wzrostowych ani peptydów o charakterze receptorów czynników wzro
stowych. Nie udało się dotąd ustalić, na którym etapie wewnątrzkomór
kowego przekazu sygnału może działać produkt onkogenu abl.

VI. Rola białka p53 w regulacji wzrostu komórek prawidłowych 
i nowotworowych

Białko p53 jest fosfoproteiną o masie cząsteczkowej 53 kDa, u myszy 
kodowaną przez obecny w chromosomie 11 fragment DNA o długości 
16000 zasad. Prawdopodobnie dodatnio naładowany fragment C-końco- 
wy jest odpowiedzialny za wiązanie cząsteczki białka p53 do DNA ko
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mórki. [17] Białko p53 funkcjonalnie jest podobne do produktu onko
genu myc. Oba te białka gromadzą się w jądrach komórek transformo
wanych, a ich poziom ulega zmianie w czasie trwania cyklu komórko
wego [94]. W 1984 roku gen kodujący białko p53 został zaliczony do 
grupy onkogenów komórkowych [18].

Zwiększone stężenie białka p53, zwanego także komórkowym anty
genem nowotworowym [95], stwierdzono w niektórych komórkach tran
sformowanych wirusem SV 40, wirusem Abelsona, adenowirusem,tran
sformowanych chemicznie lub pod wpływem promieniowania X. Białko 
to w ilości zaledwie kilkuset cząsteczek występuje w komórkach nie- 
transformowanych i embrionalnych [96]. W komórkach prawidłowych 
białko p53 jest bezpośrednio zaangażowane w regulację wzrostu komór
ki. Badania ustalonej linii komórkowej fibroblastów mysich NIH 3T3 
wykazały, że w 6—7 godzin od dodania 15% płodowej surowicy cielę
cej do hodowli spoczynkowej, następuje znaczny, bo 10—20-krotny 
wzrost zawartości mRNA białka p53 [95]. Wzrost ilości mRNA-p53 jest 
prawdopodobnie odpowiedzialny za wzrost stężenia białka p53, gdyż czas 
półtrwania tego białka w komórce pozostaje niezmieniony. Czas wzmo
żonej ekspresji genu p53 może więc być związany z czasem funkcjonal
nej aktywności tego białka. Mikroinjekcja do jądra komórkowego mono- 
specyficznych przeciwciał skierowanych przeciwko białku p53, tuż przed 
rozpoczęciem stymulacji surowicą, znacznie obniżyła ilość komórek roz
poczynających syntezę DNA [96], Zatem wzrost ekspresji genu p53 wy
wołany surowicą, wydaje się być konieczny dla replikacji DNA i przej
ścia komórki z fazy spoczynku do fazy wzrostu. Fakt ten, wskazuje na 
ważną naturalną rolę białka p53 w regulacji cyklu komórkowego.

Cykl komórkowy komórki prawidłowej może zostać zaburzony przez 
wprowadzenie do niej cząstki retro wirusa, co na ogół powoduje liczne 
przekształcenia, w wyniku których komórka staje się komórką nowo
tworową. „Hipoteza dawki” tłumaczyła to zjawisko następująco [6], Wi
rus zmusza komórkę do nadprodukcji białek, które normalnie są produ
kowane w ilościach pozostających pod kontrolą genomu komórki pra
widłowej. Nadprodukcję białek wywołaną działaniem wirusa uważano 
za odpowiedzialną za proces nowotworzenia. Ilustracją „hipotezy dawki” 
miało być funkcjonowanie białka p53. Białko to tworzy trw ały kom
pleks — o niekowalencyjnym wiązaniu — z dużym antygenem T wiru
sa SV 40 w komórkach transformowanych tym wirusem [97]. Stwier
dzono również, że tworzy ono kompleks z białkiem Elb 58k adenowirusa 
[98], Oba te białka biorą udział w procesie transformacji nowotworowej. 
Białko p53 po związaniu z dużym antygenem T wirusa SV 40, staje 
się bardziej stabilne, czego dowodem jest wzrost czasu półtrwania tego 
białka z 25 minut do 24 godzin. W ten sposób zwiększa się efektywne 
stężenie białka p53 w komórce, co powoduje wzrost syntezy DNA 
i w konsekwencji prowadzi do nieograniczonych podziałów komórko
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wych. Zmiany w stężeniu białka p53, mogą być odpowiedzialne za zmie
niony wzrost komórek ludzkich, mysich i szczurzych. Jednoczesne wpro
wadzenie sklonowanego mysiego genu p53 i onkogenu ras spowodowało 
transformację nowotworową linii komórkowej fibroblastów szczurzych 
Rat-1, linii embrionalnych fibroblastów chomika chińskiego oraz pier
wotnych embrionów szczurzych. Procesowi transformacji nowotworowej 
towarzyszyła nadprodukcja białka p53 [99, 100], Badania chondrocytów 
wyrostka mieczykowatego dorosłych szczurów Wistar wskazują, że eks
presja genu kodującego białko p53 wpływa znacznie na przeżywalność 
komórek w hodowli in vitro [44]. Po 21 dniach hodowli komórki trans- 
fekowane plazmidem p4 JJK an zawierającym aktywny mysi gen p53, 
zwiększają ilość podwojeń i nabywają pewnych cech komórek nowotwo
rowych. Innym przykładem, który wskazuje, że białko p53 wydaje się 
działać, jako czynnik umożliwiający wzrost nowotworowy in vivo, są 
doświadczenia z linią komórkową L 12, transformowaną wirusem Abel- 
sona, w której zablokowano ekspresję genu p53 przez wprowadzenie do 
jego pierwszego intronu prowirusa białaczki Moleneya [48]. Transfor
mowane komórki linii L 12 rosną w hodowli stale, ale po wszczepieniu 
zwierzętom syngenicznym nie wywołują wzrostu letalnych nowotorów. 
Natomiast po wprowadzeniu funkcjonalnego genu p53, komórki linii 
L 12 są zdolne do ekspresji tego genu, a podane zwierzętom powodują 
progresywny wzrost nowotworów.

Przykład białka p53 wskazuje jak istotny dla prawidłowego wzrostu 
komórkowego jest właściwy poziom produktów onkogenów jądrowych. 
Wzrost ilości tych białek wynikający zarówno ze stymulacji ekspresji 
onkogenów jądrowych jak i z przedłużenia czasu półtrwania ich produk
tów może stanowić ważne ogniwo w procesach transformacji nowotwo
rowej.

O pracow an ie  w ykonane w  ram ach  tem a tu  finansow anego  z C en tra lnego  P ro g ram u  
B ad ań  P odstaw ow ych  (CPBP) 06.01.
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Z HISTORII BIOCHEMII

A N D R Z E J K L E IN *

Nobel 1986 w dziedzinie medycyny 

Nobel Prize for Medicine 1986

Pół roku po złożeniu w Redakcji Postępów Biochemii serii artykułów
o peptydowych czynnikach wzrostowych opublikowano wiadomość o przy
znaniu nagrody Nobla w naukach fizjologiczno-medycznych pionierom 
badań tej grupy peptydów. Laureatami nagrody Nobla w roku 1986 
zostali: 75-letnia Rita Levi-Montalcini (profesor w Narodowej Radzie 
Badań Naukowych w Rzymie) i 63-letni Stanley Cohen (profesor w Uni
wersytecie Vanderbilta w Nashville). Levi-Montalcini i Cohen spotkali 
się po raz pierwszy w roku 1953 w laboratorium kierowanym przez 
Viktora Hamburgera w Uniwersytecie Washingtona. Próbowali wspól
nie określić charakter chemiczny czynnika odkrytego przez Levi-Mon
talcini i Hamburgera, obecnego w ekstraktach komórek nowotworowych 
mysiego mięsaka 180. Czynnik ten wykazywał aktywność stymulacji 
wzrostu neuronów i nazwany został później czynnikiem wzrostu komó
rek nerwowych (NGF). Początkowo podejrzewano, że czynnik aktywu
jący wzrost komórek nerwowych jest związkiem o charakterze polinu- 
kleotydu. Za poradą A rtura Kornberga, Levi-Montalcini i Cohen użyli 
do trawienia ekstraktów komórkowych 'jadu węża (Agkistrodon pisco- 
vorus), jako bogatego źródła fosfodiesterazy. Niespodziewanie, preparaty 
traktowane jadem, zamiast obniżonej, wykazywały wyraźnie zwiększoną 
aktywność NGF. Doświadczenia kontrolne dowiodły, że jad węża zawie
ra związek luli związki o aktywności NGF. Sformułowano hipotezę, że 
gruczoł ślinianko wy ssaków może być dostępniejszym i bezpieczniejszym 
w użyciu źródłem NGF. W roku 1960 Stanley Cohen wyizolował z śli
nianki podszczękowej myszy czysty polipeptyd o aktywności NGF. Tym 
razem szczęście dopisało autorom hipotezy. Spośród wszystkich dotych
czas przebadanych ssaków jedynie gruczoł ślinianko wy myszy i afry
kańskiego gryzonia (Praomys natalensis) zawierają istotne, przydatne 
dla celów preparatywnych ilości NGF. Podczas oczyszczania NGF, któ
rego aktywność biologiczną sprawdzano in vivo na noworodkach mysich, 
Cohen zauważył, że jedna z frakcji (niewykazująca aktywności NGF)

* Doc. d r  hab., In s ty tu t  B iologii M o lek u la rn e j U J 
31-120 K raków , al. M ickiew icza 3
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powoduje o 5 dni wcześniejsze otwieranie oczu młodych myszy. Szcze
gółowa analiza jakościowa tej frakcji doprowadziła do wyizolowania 
przez Cohena w roku 1962 peptydu, który dla podkreślenia jego aktyw
ności in vitro, nazwany został czynnikiem wzrostu komórek naskórka 
(EGF).

W dalszych badaniach czynników wzrostu syntetyzowanych w gru
czole śliniankowym myszy nastąpiło wyraźne zróżnicowanie zaintereso
wań i celów badawczych późniejszych laureatów nagrody Nobla.

Rita Levi-Montalcini zajęła się w latach 60-tych i 70-tych badaniem 
właściwości i funkcji NGF. Kierowana przez nią grupa naukowców 
ustaliła, że NGF jest czynnikiem stymulującym wiele procesów anabo
licznych w czuciowych i sympatycznych komórkach nerwowych. Levi- 
-Montalcini i współpracownicy wykazali, że NGF stymuluje między in
nymi syntezę swoistych dla komórek nerwowych enzymów: P-hydroksy- 
lazy dopaminy i hydroksylazy tyrozyny. Opisali oni także wpływ NGF 
na wydłużanie neurytu w hodowlach in vitro. Obserwacja ta stała się 
podstawą tradycyjnej dziś metody oznaczania aktywności biologicznej 
NGF. Badania Levi-Montalcini pozwoliły ustalić, że biosynteza NGF 
jest stymulowana przez androgeny. Tłumaczy to 10-krotnie wyższy po
ziom tego czynnika w śliniance podszczękowej samców w porównaniu 
z samicami myszy, aczkolwiek znaczenie fizjologiczne tej różnicy jest 
dotąd niewyjaśnione.

Stanley Cohen poświęcił się badaniom struktury i mechanizmu dzia
łania EGF. Doświadczenia prowadzone w jego laboratorium na początku 
lat 70-tych pozwoliły na ustalenie sekwencji aminokwasowej mysiego 
EGF oraz lokalizację trzech wewnątrzcząsteczkowych wiązań dwusiarcz- 
kowych, charakterystyczną dla wszystkich peptydów EGF-podobnych. 
Prace Cohena stworzyły również podstawy dla zrozumienia mechanizmu 
działania peptydowych czynników wzrostowych. W roku 1976 Cohen 
i współpracownicy wykazali doświadczalnie internalizację kompleksów 
EGF-receptor, w roku 1978 — zdolność EGF do aktywacji komórkowych 
kinaz białkowych, a w 1980 — swoistość tych kinaz w fosforylacji reszt 
tyrozynowych. Wynikiem prac prowadzonych przez Cohena w latach 
80-tych było odkrycie, że wewnątrzkomórkowa część receptora EGF wyka
zuje aktywność tyrozyno-swoistej kinazy białkowej i spełnia rolę układu 
efektorowego, stymulowanego przyłączeniem liganda do zewnątrzkomór- 
kowej części receptora. Poznanie niezwykłych właściwości enzymatycz
nych układu receptorowego i jego roli w przekazywaniu sygnału mito
gennego, zainicjowały nowy kierunek w badaniach molekularnych pod
staw działania produktów onkogenów jako modulatorów stymulacji 
wzrostu.

Trudno przecenić wkład Levi-Montalcini i Cohena w rozwój badań 
nad regulacją wzrostu komórkowego. Odkrycie NGF i EGF zaowocowało 
w ostatnim dziesięcioleciu prawdziwą lawiną prac na temat czynników
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wzrostowych. W roku 1985 opublikowano ponad 400 artykułów dotyczą
cych jednego tylko czynnika wzrostowego — EGF. Rozwój badań tych 
czynników przyniósł rozwiązanie wielu problemów mających kluczowe 
znaczenie w rozumieniu mechanizmu działania innych też peptydów regu
lacyjnych (internalizacja kompleksów peptyd-receptor, rola fosfatydylo- 
inozytoli w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu sygnału, regulacja 
autokrynna i inne). Wyniki badań podstawowych tej grupy związków 
stwarzają również nadzieję na postęp w leczeniu schorzeń wynikających 
z zaburzenia prawidłowego wzrostu komórkowego.

Wyróżnienie Rity Levi-Montalcini i Stanleya Cohena nagrodą Nobla 
jest wyrazem uznania za przeszło 30-letnią pracę, której wyniki otwo
rzyły nowe perspektywy w naukach biologicznych i medycznych.
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Muramylopeptydy i ich własności farmakologiczne 
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W ykaz stosow anych  sk ró tów : C FA  — cyklofosfam id , CL — te s t ch em ilu m in e- 
scency jny , stosow any do oznaczan ia  ak ty w n o śc i fagocytozy, D TH  — uczu len ie  ty 
p u  późnego, synon im  odpo rności kom órkow ej (delayed ty p e  h y p ersen sitiv ity ), 
EP — p irogeny  endogenne, FC A  — kom p le tn y  a d iu w a n t F re u n d a  (F reu n d ’s com 
p le te  a d ju v a n t) , F IA  — n iek o m p le tn y  ad iu w an t F re u n d a  (F re u n d ’s incom ple te  
a d ju v a n t) , IL-1 — in te rle u k in a  1, L A F  — czynnik  a k ty w u ją c y  lim focy ty  
(lym phocy te  a c tiv a tin g  factor), L18-M D P — 6 -0 -stearo ilom uram y lod ipep tyd , L P S  — 
lipopo lisacharyd , L T P  — lau ry lo te trap ep ty d , M D P — m u ram ylod ipep tyd  (N -acety - 
lo m u ram y lo -L -a lany lo -D -izog lu tam ina), M LV -M D P — M D P k ap su łk o w an y  w  w ie
low ars tw ow ych  fosfo lip idow ych  pęcherzykach  — liposom ach  (m u ltilam ella r vesi- 
cles-M D P), M T P  — m u ram y lo trip ep ty d  — M D P zaw ie ra jący  dodatkow o k w as 
d iam inop im elinow y  lub  lizynę, M T P -PE — fosforow a pochodna M T P  (M T P-P h o 
sp h a tid y l e thano lam ine), M yc — resz ta  kw asów  m ykolinow ych, N K  — kom órk i N K  
(n a tu ra l k il le r  cells), n o r-M D P  — analog  M D P n ie  zaw ie ra jący  g ru p y  m ety low ej 
w  łań cu ch u  bocznym  kw asu  m uram inow ego, SW S — sen w olnofalow y (slow  w av e  
sleep), TDM  — d im yko lan  treha lozy , W SA — hyd ro liza t śc iany  kom órkow ej roz
puszczalny  w  w odzie, p o siad a jący  w łasności a d iu w an to w e  (w a te r so lub le  a d ju 
vant).

I. Wprowadzenie

Syntetyczne muramylopeptydy o strukturze identycznej jak we frag
mentach naturalnych ścian komórkowych oraz różnorodne ich analogi 
zaliczane są do jednych z najważniejszych odkryć nauk biomedycz
nych ostatnich lat [1]. Na początku lat siedemdziesiątych były one uwa
żane wyłącznie za immunoadiu wanty [2, 3], czyli związki podwyższa
jące odpowiedź organizmów wyższych na kontakt z antygenem. Obecnie 
wzbudzają ogromne zainteresowanie i uzasadnione nadzieje ze względu 
na icb własności i potencjalne zastosowanie w zwalczaniu infekcji bak
teryjnych, wirusowych, pasożytniczych i grzybiczych, a także chorób 
nowotworowych.

Historia immunoadiuwantów (adiuwantów, immunostymulatorów) za
częła się w 1945 r., kiedy F r e u n d  zauważył, że zabite mykobakterie 
zawieszone w emulsji wodno-olejowej znacznie zwiększały poziom od
powiedzi immunologicznej myszy na równocześnie podany antygen [4]. 
Chociaż czynnikiem aktywnym w tej emulsji są mykobakterie, to jed
nak ich czynność adiuwantowa ujawnia się wyłącznie po wprowadzeniu 
ich do ustroju w emulsji wodno-olejowej. Odczynnik złożony z zabi
tych mykobakterii, wody, oleju mineralnego i ewentualnie emulgatora 
został nazwany kompletnym adiuwantem Freunda (FCA). Emulsja wod
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no-olejowa nie zawierająca bakterii, zwiększająca, ale w mniejszym 
stopniu, poziom odpowiedzi immunologicznej została nazwana niekom
pletnym adiuwantem • Freunda — FIA (Ryc. 1).

R yc. 1. W pływ  n iekom pletnego  (FIA ) i kom pletnego  (FCA) a d iu w a n ta  F reu n d a  
n a  odpow iedź im m unolog iczną o k re ś lan ą  na  p o d staw ie  m ian a  przeciw ciał.

Kompletny adiuwant Freunda jest równocześnie immunogenem, co 
jest związane z obecnością bakterii, a ponadto wywołuje szereg niepo
żądanych efektów ubocznych, takich jak podwyższenie tem peratury ciała, 
zapalenie stawów, powiększanie gruczołów limfatycznych, tworzenie gu
zów wysiękowych w jamie brzusznej, dolegliwości autoimmunologiczne, 
nadwrażliwość na endotoksyny, a także dolegliwości wywoływane przez 
niemetabolizowalny olej mineralny [5]. FCA jest więc w wysokim stop
niu szkodliwy dla organizmów wyższych. Zdaniem Freunda te niepo
żądane efekty FCA wywoływane przez komórki bakteryjne mogą być 
w znacznym stopniu ograniczone lub nawet wyeliminowane przez uży
cie jedynie tych fragmentów bakterii, które są nośnikami aktywności 
adiuwantowej.

II. Bakteryjna ściana komórkowa

Wyniki badań Freunda wzbudziły duże zainteresowanie i w wielu 
ośrodkach rozpoczęto prace prowadzące do oznaczenia i izolacji frakcji 
bakterii odpowiedzialnych za aktywność adiuwantową. W latach pięć
dziesiątych stwierdzono, że ściana komórkowa mykobakterii uzyskana 
przez odwirowanie zmiażdżonych komórek całkowicie zastępuje całe 
bakterie w FCA. Od tego czasu ogromny wysiłek skierowano na pozna
nie skomplikowanej budowy ściany komórkowej bakterii, w której wy
różnić można 3 warstwy: glikolipidową, polisacharydową i glikopepty- 
dową [6]. Warstwa glikolipidową zbudowana jest z kwasów mykolino-
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wych i arabinozy. Kwasy mykolinowe są rozgałęzionymi kwasami mono- 
lub dikarboksylowymi zawierającymi od około 30 do ponad 80 atomów 
węgla oraz inne grupy funkcyjne jak np. hydroksylowe, ketonowe, wią
zania podwójne lub pierścienie cyklopropanowe.

W zór I. K w as m yko linow y w yizo low any  z M. tub erk u lo sis .

Druga warstwa, polisacharydowa (Ryc. 2), złożona jest z powtarza
jących się podjednostek zawierających reszty cukrowe arabinozy oraz 
galaktozy i dlatego nazywana jest arabinogalaktanem [6]. Arabinogalak- 
tan połączony jest z warstwą glikopeptydową, czyli mureiną, poprzez 
wiązania estrowe kwasu fosforowego. Mureinę tworzą łańcuchy polisa
charydowe poprzecznie sieciowane mostkami peptydowymi. Stwierdzo
no, że właśnie mureina jest obdarzona aktywnością adiuwantową.

Myc ......................  Myc

R yc. 2. F ra g m e n t ściany  kom órkow ej M ycobacteria ; A — k arb o k sy p ep ty d aza ; 
E — fo sfo rod ieste raza ; L  — lizozym ; s trza łk i oznaczają  w iązan ia  h y d ro lizo w an e  
p rzez  zaznaczone enzym y.

W skład łańcucha polisacharydowego mureiny wchodzi N-acetylo- 
glukozoamina (II) i kwas N-acetylomurammowy (III). Kwas muramino- 
wy czyli 2-amino-3-0-(D-l-karboksyetylo)-2-dezoksy-D-glukopiranoza> 
jest analogiem glukozoaminy zawierającym resztę kwasu D-mlekowego 
w pozycji 3. Głównymi składnikami mostków peptydowych mureiny są

(ArasGal2)-n Ara5Gal2 (ArOjGal*)*,

I
0

L
laNAc-MurNAc ^GlaNAc-MurNAc i— —

A

i
D-Glu~NH2

Ala
i

D-Glu-NH-
i

D-Ala

Alai
i

y
\

x + y = 8-10
WSA

http://rcin.org.pl



[5] M URA M Y LO PEPTY D Y 207

reszty L-alaniny, D-izoglutaminy, zamiennie — kwasu diaminopimeli- 
nowego lub L-lizyny oraz dodatkowo, w zależności od szczepu bakterii, 
D-alaniny lub/i glicyny.

W zór II. N -A cety log lukozo- W zór III . K w as N -ace ty lo m u -
am ina. ram inow y.

Pod wpływem odpowiednich enzymów ściana komórkowa bakterii 
ulega fragmentacji, np. lizozym L (Ryc. 2) hydrolizuje wiązanie glikozy- 
dowe w wyniku czego powstaje frakcja zawierająca głównie muramylo- 
peptydy i arabinogałaktan. Frakcja ta posiada pełną aktywność adiuwan
tową, lecz w przeciwieństwie do ściany komórkowej jest rozpuszczalna 
w wodzie — water soluble adiuwant (WSA). Stwierdzono, że WSA jest 
pozbawiony niektórych charakterystycznych dla całej ściany komórko
wej niepożądanych efektów ubocznych. Fakty te zostały opublikowane 
w latach 1972—1973 i od tego czasu notuje się lawinę nowych odkryć. 
Okazało się, że muramylopeptydy — fragmenty mureiny izolowane po 
działaniu lizozymu (L) i fosforoesterazy (E, Ryc. 2) na ścianę komórko
wą, są nośnikami aktywności adiuwantowej. Badania coraz bardziej 
fragmentowanej mureiny doprowadziły do stwierdzenia iż pełną aktyw
ność adiuwantową wykazuje jeszcze muramylotripeptyd — MTP [7]. 
Była to najmniejsza jednostka, jaką można było otrzymać przez enzy
matyczną fragmentację ściany komórkowej, ponieważ wiązanie pomię
dzy izoglutaminą a kwasem diaminopimelinowym lub lizyną jest utwo
rzone poprzez grupę y-karboksylową i nie ulega enzymatycznej hydro
lizie, zaś hydroliza chemiczna powoduje rozkład wszystkich wiązań ami
dowych. Do dalszych badań potrzebne były fragmenty syntetyczne, wy
kluczające ponadto wpływ ewentualnych zanieczyszczeń zawartych w pre
paratach biologicznych na aktywność adiuwantową.

III. Muramylodipeptyd — MDP
V

Konkurencja w poszukiwaniu najmniejszego fragmentu ściany ko
mórkowej bakterii obdarzonego aktywnością adiuwantową była ogromna. 
Świadczy o tym np. fakt opisania przez badaczy francuskich syntezy 
N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutaminy tzw. muramylodipeptydu 
(MDP, Wzór IV) w 1975 r. [8], a więc dopiero w rok po opublikowaniu
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przez nich rewelacyjnych danych o jego własnościach [7] tj., że MDP jest 
najmniejszą adiuwantowo czynną cząsteczką otrzymaną na wzór natu
ralnego fragmentu ściany komórkowej bakterii. Odkrycie to zostało bar
dzo szybko potwierdzone i rozszerzone przez grupę badaczy japońskich, 
którzy wykazali, że zarówno tetrapeptyd bez kwasu muraminowego, jak 
i muramylo-L-alanina są adiuwantowo nieaktywne [9—11].

1-1,0 H

CH,CHC0-NH CHCO 4NH CHC0- NH2

MurNAc

CH,

L-Ala

CH2 
i 1
ch2
C00H

D-izo-Gln
W zór IV. M uram y lo d ip ep ty d  (MDP).

Wykrycie prostego, syntetycznego adiuwanta wzbudziło ogromne za
interesowanie wśród biochemików i biologów. Okazało się, że wykazy
wał dłuższe działanie niż FCA [12], nie był immunogenem, a przede 
wszystkim był niskotoksyczny i pozbawiony wielu efektów ubocznych 
[13], które uniemożliwiały kliniczne zastosowanie FCA. Zainteresowanie 
wzbudził fakt, że chociaż MDP jest szeroko rozpowszechniony w przy
rodzie jako składnik ściany komórkowej prawie wszystkich bakterii, to 
jednak tylko niektóre bakterie są adiuwantowo czynne. Zjawisko to zo
stało wytłumaczone niedostępnością fragmentu zawierającego MDP dla 
systemu immunologicznego gospodarza lub/i występowaniem czynnika
o działaniu immunosupresorowym.

MDP i wiele jego pochodnych, podobnie jak martwe mykobakterie, 
bakteryjna ściana komórkowa czy WSA wykazują własności pirogenne 
[5]. Przez długi okres sądzono, że własności adiuwantowe i pirogenne 
są nierozłączne. Otrzymano jednak szereg syntetycznych immunostymu- 
latorów, których aktywność pirogenna została bardzo obniżona lub wręcz 
wyeliminowana [14—16]. Spośród nich został wyselekcjonowany m ura
mylodipeptyd zawierający ester n-butylowy glutaminy (Wzór V), nazwa
ny Murabutide, który jest adiuwantem równie silnym jak MDP, a przy 
tym jest apirogenny i działa jako stymulator odporności niespecyficz
nej [17]. Murabutide przeszedł pozytywnie I i II fazę testów farmako
logicznych i obecnie jest poddawany badaniom klinicznym jako skład
nik uodporniających szczepionek dla ludzi [1, 18].
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HO

H ,0H

CH3CHCO fNHCHCO 4- NH CHCO-OnBu

ch2I
co-nh2

MurNAc i L-Ala ; D-Gln-O-nBu W zór V. M urabutide.

Szeroko prowadzone badania aktywności biologicznej fragmentów 
ściany komórkowej bakterii wykazały, że są adiuwantowo czynne pep- 
tydy nie zawierające reszty kwasu muraminowego, tzw. desmuramylo- 
peptydy. Wszystkie one zawierają resztę kwasu diaminopimelinowego [1].

Oprócz całej uprzednio opisanej rodziny adiuwantów związanych ze 
ścianą komórkową znane są inne adiuwanty zarówno pochodzenia bak
teryjnego, jak i proste związki nieorganiczne, np.: liposacharydy bakte
rii gramujemnych, dimykolan trehalozy, niektóre endotoksyny, tapioka, 
bromek dimetylodioktadecyloamoniowy, wodorotlenek glinu, fosforan 
glinu, alginian wapnia czy krystaliczny dwutlenek krzemu [3, 19], Jed
nak działanie adiuwantów nieorganicznych polega wyłącznie na podno
szeniu poziomu swoistych przeciwciał; nie indukują one uczulenia typu 
późnego, nie podwyższają odporności niespecyficznej, a więc ich dzia
łanie jest niekompletne. Natomiast adiuwanty pochodzenia bakteryjnego 
wykazują wiele niepożądanych efektów ubocznych, często są bardzo to
ksyczne, ponadto są zbyt skomplikowane aby je otrzymywać syntetycz
nie i modyfikować chemicznie.

Mimo, że adiuwanty są znane od ponad 40 lat dopiero poznanie pro
stego, stosunkowo łatwego w syntezie MDP otworzyło nową erę w immu
nologii. MDP i jego analogi są adiuwantami bardzo aktywnymi, a przy 
tym związkami niskotoksycznymi lub nietoksycznymi, nie wywołują 
szkodliwych efektów ubocznych i nie wymagają podawania w szkodli
wym dla organizmu oleju mineralnym. MDP i wiele jego syntetycznych 
pochodnych, znacznie podwyższają niespecyficzną odporność organizmów 
wyższych przeciwko infekcji bakteryjnej i wirusowej oraz działają prze
ciwno wotworowo. Zwiększają one również skuteczność szczepionek od
pornościowych, a także oddziaływują synergicznie z różnymi lekami. 
Oprócz bardzo szerokiego spektrum działania immunologicznego m ura- 
mylopeptydy wykazują również własności neurofarmakologiczne oddzia- 
ływując bezpośrednio na centralny system nerwowy [20—22]. Aktywność 
ta przejawia się zarówno we własnościach pirogennych, jak i somnoge-
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nicznych [23]. MDP i jego analogi wykazują działanie przeciwzapalne 
[24], a także oddziaływują na autonomiczny układ nerwowy [25]. Z uwa
gi na istotny wpływ, jaki ten typowy metabolit bakteryjny wywiera na 
funkcjonowanie systemu immunologicznego organizmów wyższych, zali
czono MDP do nowej kategorii witamin [1, 26], a więc do substancji 
egzogennych, niezbędnych do prawidłowego funkcjonowania organiz
mów. Źródłem muramylopeptydów są trawione lizozymem bakterie prze
wodu pokarmowego lub bakterie dostarczane w pożywieniu [27].

IV. Zależność aktywności adiuwantowej muramylopeptydów od ich kon
stytucji

A d a m  i ws p . ,  odkrywcy adiuwantowej aktywności MDP, podjęli 
wnikliwe badania wpływu budowy cząsteczki muramylopeptydów na ich 
biologiczną czynność [28]. Stwierdzili oni, że redukcja MDP za pomocą 
NaBH4 otwierająca pierścień piranozydowy kwasu muraminowego pro
wadzi do całkowitego zaniku aktywności adiuwantowej związku zwane-

CH20H

P AcNH

-Ala -D-Glu-OMe 
OMe 

XH

CHg^H-CO-Ala-D-izo-Gln VH

AcNH I H,0H —

Yo-Ala-D-izo-Gln 

X : Gly, Ser,Val,Abu

i. -D-izo-Gln AU

OMe

" -L-izo-Gln XIÍT 

-D-Ala-D-izo-Gln, XIV
R yc, 3. Z m iany  k o n sty tu cy jn e  m u ram y lo d ip ep ty d u  p row adzące  do w y jaśn ien ia  za 
leżności ak ty w n o śc i ad iu w an to w e j od k o n sty tu c ji.

go muramicytolodipeptydem VI (Ryc. 3). Beta eliminacja kwasu m ura
minowego w pozycji 3 daje laktylodipeptyd VII, o słabych własnościach 
immunosupresorowych. MDP bez grupy metylowej w reszcie kwasu mle-
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kowego, tzw. nor-MDP lub desmetylomuramylodipeptyd-VIII, jest ana
logiem o obniżonej aktywności, ale równocześnie jest znacznie mniej 
toksyczny. Związki otrzymane w wyniku zastąpienia L-alaniny glicy
ną — IX, a także D-izo-glutaminy kwasem D-glutaminowym — X lub 
takimi pochodnymi jak D-Glu(OMe)2 — XI i D-Glu(OMe)NH2 — XII są 
mniej aktywne niż MDP. Późniejsze badania spowodowały zmianę po
glądów na aktywność tych związków [16]. Zmiana konfiguracji izo-Gln — 
XIII lub wprowadzenie D-Asn w miejsce D-izo-Gln powoduje całkowi
tą utratę aktywności, zaś zamiana L-Ala na D-Ala — XIV prowadzi do 
otrzymania immunosupresora. Jedynie analog, w którym L-Ala zastą
piono L-Ser wykazywał pełną aktywność adiuwantową. Inni autorzy 
wykazali, że alaninę można z powodzeniem zastąpić także waliną lub 
kwasem aminomasłowym, co w wielu przypadkach dało analogi o wyż
szej aktywności [29, 30]. Grupę acetamidową kwasu muraminowego 
można bez utraty aktywności zastąpić grupą aminową lub hydroksylo
wą [31], podobnie również grupę OH przy C6 możną wymienić na funk
cję aminową [32]. Natomiast pochodna 2-dezoksy nie wykazuje własno
ści adiuwantowych [31]. Wymiana reszty glukozoaminy w kwasie m u- 
raminowym na resztę innego cukru lub aminocukru z reguły prowadzi 
do utraty  aktywności adiuwantowych, chociaż pochodna mannozy za
chowuje aktywność [33—35]. Di- i polisacharydowe peptydy są bardziej 
aktywne od MDP, ale są znacznie trudniejsze w syntezie [36—38].

V. Analogi i pochodne MDP

V-1. M uram y lopep tydy  znakow ane rad io izo topam i i g ru p am i flu o ry zu jący m i

Muramylodipeptyd znakowany radioaktywnym izotopem węgla 14C 
odegrał istotną rolę w badaniu metabolizmu i mechanizmu działania 
MDP. Stwierdzono między innymi bardzo szybkie wydalanie tego pre
paratu z organizmu myszy [39]. Niezwykle mała ilość — l°/o dawki 
20—100 |ig, pozostająca i oddziaływująca w organizmie świadczy o nie
zwykle wysokiej aktywności MDP in vivo.

Równie szybko jak MDP z organizmu myszy były wydalane większe 
muramylopeptydy, przy czym związki te w większym stopniu niż MDP 
ulegały hydrolizie [40]. Głównymi produktami hydrolizy disacharydo- 
pentapeptydu były: kwas glukozoaminomuraminowy i pentapeptyd, co 
sugerowało działanie specyficznego enzymu hydrolizującego wiązanie 
między kwasem muraminowym i alaniną. Enzym taki został wyizolowa
ny z ludzkiej surowicy [41—43]. Przypuszcza się, że w surowicy może 
występować więcej enzymów hydrolizujących muramylopeptydy i że 
enzymy te odgrywają ważną rolę w regulacji systemu immunologiczne
go [1].
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W celu śledzenia metabolizmu muramylopeptydów w organizmach 
ssaków zsyntezowano również pochodne MDP z ugrupowaniami fluory
zującymi [44, 45]. Zachowują one własności adiuwantowe, a jednocześnie 
są wykrywalne w bardzo niskich stężeniach, co umożliwia śledzenie lo
sów muramylopeptydu w badanym organizmie.

V>2. M uram ylopeptydy osadzone na nośnikach

Badania z udziałem radioaktywnie znakowanych muramylopeptydów 
wskazały na możliwość podwyższenia ich aktywności przez zahamowa
nie szybkości wydalania tych preparatów z organizmu. Cel ten osiągnię
to dwoma sposobami: przez przyłączenia MDP do nośników o większej 
masie cząsteczkowej i przez podwyższenie lipofilowości aktywnego związ
ku. Do najczęściej stosowanych nośników należą syntetyczne polipepty- 
dy [5, 46], chociaż stosowano także kopolimer MDP z aldehydem gluta- 
rowym [39]. Jak ogromny wpływ na aktywność adiuwantową ma zwięk
szona masa cząsteczkowa preparatu świadczy fakt, że adiuwantowo nie
czynny glikozyd (3-p-aminofenylowy MDP po kopolimeryzacji z alde
hydem glutarowym staje się nie tylko adiuwantem znacznie silniejszym 
od MDP, ale równocześnie stymuluje odporność niespecyficzną myszy 
na infekcję bakteryjną [5]. Wykazano także, że zastosowane jako anty
geny, adiuwantowo czynne połączenia MDP z niektórymi białkami po
wodują wytwarzanie przeciwciał przeciwko MDP i to zarówno związa
nego z białkami, jak i wolnego syntetycznego MDP [47].

V -3. L ipofilow e pochodne m uram ylopeptydów

W celu zwiększenia lipofilowości preparatów muramylopeptydowych 
chemicy japońscy [48—52] acylowali je w pozycji 6 reszty cukrowej 
różnorodnymi kwasami karboksylowymi, syntetycznymi i pochodzenia 
naturalnego, w tym kwasami mykolinowymi. Wszystkie otrzymane po
chodne były adiuwantami, wiele z nich okazało się silniejszymi niż MDP, 
a najaktywniejszy (B30-MDP) został wytypowany do badań farmakolo
gicznych [53].

CH3(CH2)13
\ 9

CHC-MDP

C H 3(C H 2,13 W zór X V * B 3° - M D R

Wiele z otrzymanych związków tego typu wykazywało aktywność prze- 
ciwnowotworową [48, 49].

Lipofilowość MDP zwiększano również przez wprowadzenie [54] w po
zycję 6 reszty cukrowej różnych aminokwasów, acylowanych na grupie
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Me

Me

-MDP XVI

Reakcja skórna [mm]

2 48h
XVI 2 0,5 223 

MDP 20.0 17.3 

FI A 9,0 1,8

0 0

R yc. 4. A ktyw ność  ad iu w an to w a  lipofilow ej pochodnej M D P zaw ie ra ją c e j u g ru 
po w an ie  benzochinow e i k w as  11-am inoundekanow y. O znaczenie ak ty w n o śc i p rze 
p row adzono  n a  św inkach  m orsk ich  w obec N -acety lo -3 /4 -a rseno feny loazo /-L -ty rozyny  
jako  an ty g en u . s

aminowej kwasami karboksylowymi zawierającymi dodatkowe grupy 
funkcyjne, np. ugrupowanie benzochinonowe (Ryc. 4).

Umieszczenie reszt aminokwasów pomiędzy grupą acylową a kwasem 
muraminowym ułatwiło procedurę otrzymywania 6-O-pochodnych, a pro
dukty okazały się bardzo aktywne. Szczególnie silnym adiuwantem jest 
pochodna zawierająca kwas 11-aminoundekanowy. Analogi MDP acylo- 
wane w pozycji 6 kwasami karboksylowymi od C2—C30 należą do sil
nych adiuwantów [55]. Zsyntezowano również analogi MDP acylowane 
w pozycji 6 reszty cukrowej sprzężonymi, polienowymi, liniowymi lub 
rozgałęzionymi kwasami karboksylowymi o długości łańcucha od C8 do 
C40 [56]. Lipofilowość muramylopeptydów podwyższano również przez 
przyłączanie kwasów tłuszczowych lub mykolinowych do grupy karbo
ksylowej izoglutaminy [15, 57—59].

Do najbardziej interesujących lipofilowych pochodnych MDP należy 
fosforowa pochodna MDP [60] oznaczona symbolem MTP-PE:

Niedawno otrzymano również cholesterolową pochodną MDP-L-Ala ozna
czoną symbolem MTP-chol. Jest ona znacznie aktywniejsza od MDP [61].

Wysokolipofiłowe analogi MDP w emulsji wodno-olejowej są sku
teczniejsze w działaniu niż ich roztwory wodne. Dlatego podjęto próby

OH OCOC,5H31

MDP-L-Ala-NHCH2CH2-0-P-0-CH2CHCH20-C 0C 15H 31
II
O

Wzór XVII. MTP-PE
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zastąpienia oleju mineralnego (FIA) olejem metabolizowalnym. Dobrym 
substytutem oleju mineralnego okazał się skwalan [62], a także olej ara
chidowy [2]. Osiągnięciem ostatnich lat jest kapsułkowanie muramylo- 
peptydów w liposomach fosfolipidowych [63, 64]. Wprowadzenie m ura- 
mylopeptydów w postaci wielowarstwowych pęcherzyków w otoczkach 
fosfolipidowych (liposomów) umożliwia obniżenie dawki efektywnej po
nad dziesięciokrotnie w porównaniu z preparatem niekapsułkowanym.

VI. Aktywność farmakologiczna

VI-1. Stym ulacja niespecyficznej odporności przeciw bakteryjnej

Duże zainteresowanie muramylopeptydami i szeroko prowadzone róż
norodne badania w wielu ośrodkach ujawniły szereg niezwykle intere
sujących własności tych związków. Stwierdzono między innymi ich zdol
ność do podwyższania niespecyficznej czyli naturalnej odporności orga
nizmów wyższych na infekcje bakteryjne. Po raz pierwszy zjawisko to 
opisali C h e d i d  i ws p .  [65] w 1977 r. Wykazali oni, że MDP podany 
dożylnie, podskórnie lub nawet doustnie w istotny sposób zmniejszał 
śmiertelność myszy zakażonych dzień później śmiertelną dawką Kleb
siella pneumoniae. Rycina 5 obrazuje skuteczność działania MDP w za
leżności od sposobu podania preparatu [5].

MDP i szereg jego analogów skutecznie chronią myszy zakażone 
bakteriami K. pneumoniae niezależnie od sposobu zakażenia (dożylnie

Ryc. 5. A k tyw ność  M DP w  s ty m u lo w an iu  n iespecyficznej odporności m yszy n a  za
każen ie  K. p neum on iae  w  zależności od sposobu podan ia  p re p a ra tu .
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lub domięśniowo) i niezależnie od sposobu podawania MDP (przed lub 
po zakażeniu, dożylnie, podskórnie czy doustnie). Okazało się również, 
że muramylopeptydy, w przeciwieństwie do LPS chronią także znane 
ze słabej odpowiedzi immunologicznej noworodki mysie [5,15]. MDP i je
go analogi mogą stymulować odporność niespecyficzną różnych zwierząt 
na infekcje wywoływane przez różnorodne mikroorganizmy, w tym bak
terie, pierwotniaki i grzyby [5]: Mycobacterium tuberculosis [66], Liste
ria monocytogenes [67, 68], Pseudomonas seruginosa [68, 69], Escherichia 
coli [55, 70, 71], Toxoplasma gondii [66, 72], Staphylococcus aureus [73], 
Streptococcus pneumoniae [15, 74], Candida albicans [68, 69, 71, 73], 
Trypanosoma cruzi [75]. Stymulowanie niespecyficznej odporności za
leży nie tylko od typu infekcji i konstytucji muramylopeptydu, ale też 
od warunków podawania immunostymulatora. Muramylopeptydy sty
mulować mogą odporność niespecyficzną zwierząt o sztucznie osłabio
nym systemie immunologicznym w wyniku podawania cyklofosfamidu 
[69] lub naświetlania promieniami X [59, 69, 71]. Kliniczne zastosowanie 
preparatów o takim działaniu jest ze wszech miar pożądane, szczególnie 
dla pacjentów poddanych działaniu immunosupresyjnych leków przeciw- 
nowotworowych. Może muramylopeptydy okażą się skuteczne również 
w leczeniu AIDS.

V I-2. Próby w yjaśnienia m echanizm u działania

Dotychczasowe badania wskazują na decydującą rolę makrofagów
i limfocytów T w stymulacji układu odpornościowego przez MDP. W ba
daniach z udziałem muramylopeptydów znaczonych radioaktywnym jo
dem (125I) wykryto specyficzne miejsca wiążące muramylopeptydy z ma- 
krofagami [76]. Uważa się, że MDP w pierwszym etapie oddziaływuje 
na makrofagi uwalniając aktywny mediator, który z kolei pośredniczy 
w uaktywnianiu limfocytów T i B. Przeprowadzono również doświad
czenia sugerujące, że interleukina 1 może pełnić rolę pośrednika w im- 
munostymulacyjnym działaniu MDP. Wysuwane są także sugestie, że 
MDP może indukować wytwarzanie interleukiny-2. Wykazano ponadto 
bezpośrednie oddziaływanie MDP na limfocyty T i B.

W większości przypadków MDP wykazuje własności adiuwantowe, 
ale okazało się, że w pewnych doświadczeniach działa wyraźnie jako 
immunosupresor, przy czym kierunek działania zależy przede wszystkim 
od warunków prowadzenia doświadczeń, w - tym od wielkości użytej 
dawki. Na podstawie tej pozornej sprzeczności wysunięto dla nich nazwę 
immunoregulatorów, w której to nazwie zawiera się zarówno oddziały
wanie stymulujące jak i dezaktywujące. Niewątpliwie działanie tych 
preparatów ukierunkowane jest na układ siateczkowo-śródbłonkowy, 
z możliwością uaktywniania zarówno komórek odpornościowych jak i ko
mórek immunodepresyjnych.
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Przytoczone wyżej przykłady świadczą o niezwykle skomplikowanym 
oddziaływaniu muramylopeptydów na system odpornościowy organiz
mów wyższych. Wydaje się jednak, że stosunkowo dobrze rozpoznano
i udokumentowano efekt oddziaływania muramylopeptydów na różno
rodne funkcje makrofagów. Wśród najważniejszych oddziaływań na ma- 
krofagi można wymienić:
— zwiększenie ilości wydzielanych metabolitów tlenowych:

0 2' i H20 2, które jak się przypuszcza biorą aktywny udział w niszcze
niu obcych ciał, w tym mikroorganizmów i komórek nowotworo
wych,

— inhibicję migracji makrofagów oraz zwiększenie ich przylegania do 
powierzchni,

— zwiększenie aktywności cytostatycznej i cytotoksycznej w stosunku 
do komórek obcych, także komórek nowotworowych,

— podwyższenie aktywności fagocytotycznej,
— indukcję wydzielania monokinów: czynnika aktywującego limfocyty 

(LAF), interleukiny 1 (1L-1) i endogennych pirogenów (EP),
— przyśpieszenie inkorporacji glukozoaminy (przyśpieszenie metabo

lizmu),
— zahamowanie syntezy DNA,
— indukowanie namnażania kolonii makrofagów,
— stymulację funkcji mitogennej makrofagów.

Muramylopeptydy oddziaływują również na funkcje biologiczne in
nych komórek odpornościowych, ale dzieje się to za pośrednictwem ma
krofagów.

V I-3 . A k tyw ność  p rzec iw w irusow a

Początkowo uważano, że MDP nie wykazuje aktywności przeciwwi- 
rusowej i dopiero w 1983 r. D i e t r i c h  i ws p .  [77, 78] zakomuniko
wali o rewelacyjnym działaniu fosforowej pochodnej MDP — MTP-PE 
(XVII) podwyższającej odporność myszy i świnek morskich na infekcję 
wirusami typu RNA i DNA. Stwierdzono również, że podobnie jak 
w przypadku bakterii i nowotworów, MDP w połączeniu z dimykolanem 
trehalozy zapewnia całkowitą ochronę myszy przed wirusami grypy [66, 
79]. Późniejsze badania wyjaśniły rozbieżności na temat występowania 
bądź braku aktywności przeciwwirusowej MDP [80]. Potwierdziły one 
brak przeciwwirusowego działania MDP in vitro, nawet w bardzo du
żych stężeniach oraz aktywność przeciwwirusową jego lipofilowych po
chodnych B30-MDP i MDP-Lys (L18) dopiero w dawkach zbliżonych 
do toksycznych. Natomiast in vivo te same muramylopeptydy okazały 
się zdolne do częściowego zahamowania infekcji wirusami Vaccinia (kro- 
wianki) i Herpes simplex (opryszczki zwykłej) u myszy.
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Tabela 1

Zahamowanie infekcji myszy wirusem Vaccinia przez MDP i jego 
analogii.

Muramylopeptyd
Dawka mg/mysz 

p.o.
Zahamowanie 

infekcji %

MDP 1 38
99 3 41
99 6 34

B30-MDP 1 47
99 3 66
99 6 64

MDP-Lys(L18) 0,5 59
99 1 57

--- — 0

Mechanizm przeciwwirusowego działania muramylopeptydów nie jest 
dotychczas poznany. Stwierdzono, że MDP i jego analogi nie powodują 
wydzielania interferonu, natomiast aktywują induktory interferonu wcze
snego typu, do których zaliczany jest między innymi bakteryjny lipo- 
sacharyd (LPS) [81]. Spostrzeżenie to wykorzystano w leczeniu myszy 
zainfekowanych wirusem Vaccinia uzyskując przez podanie kompozycji 
MDP/LPS zahamowanie infekcji w 80°/o. Uważa się, że przeciwwiruso- 
we działanie muramylopeptydów polega na aktywowaniu makrofagów. 
Pogląd ten potwierdzono w oparciu o test chemiluminescencyjny. Wi
rusy grypy A i B, a również wirusy zdezaktywowane lub nawet ich 
fragmenty stosowane w szczepionkach, znacznie obniżają chemilumine- 
scencję (CL) makrofagów, co świadczy o dezaktywującym działaniu wi
rusów na proces fagocytozy. Natomiast MDP z niewielką dawką wiru
sów lub związany kowalencyjnie z pod jednostką wirusa grypy przy
wraca, a nawet podwyższa poziom CL obniżony uprzednio przez wirusy 
grypy [82].

W badaniach in vitro wykazano silny wpływ lipofilowych pochod
nych MDP na zwiększenie szybkości namnażania wirusa D2V w hodowli 
komórek odpornościowych myszy, któremu towarzyszy nasilenie fagocy
tozy [83]. To dwojakiego rodzaju oddziaływanie muramylopeptydów mo
że tłumaczyć ukazujące się początkowo doniesienia o braku przeciwwi- 
rusowej aktywności MDP. /

V I-4 . A ktyw ność p rzeciw now otw orow a

Przeciwnowotworowa aktywność muramylopeptydów budzi niezwy
kłe zainteresowanie ze względu na możliwość ich klinicznego zastoso
wania. Już od 1959 r. wiadomo, że mykobakterie działają przeciwnowo-
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tworowo [84—86], a wstrzykiwanie ich bezpośrednio w rosnące guzy 
rakowe powoduje regres nowotworów nawet u ludzi [87, 88]. Jednak 
wyjątkowo szkodliwe efekty uboczne, często zagrażające życiu pacjen
tów uniemożliwiają stosowanie w praktyce tej metody leczenia. Podob
ne własności przeciwnowotworowe wykazuje ściana komórkowa wielu 
bakterii, w tym BCG, M. smegmatis, N. rubra. W Japonii przy pomocy 
preparatów zawierających ścianę komórkową bakterii wyleczono kilku
set pacjentów chorych na raka [1]. Lek pod nazwą Ribigen zawiera
jący w swoim składzie ścianę komórkową M. phlei jest stosowany w le
czeniu nowotworów u krów i koni [1], Przez długi okres uważano, że 
MDP jest pozbawiony własności przeciwnowotorowych in vivo chociaż 
in vitro stwierdzono aktywujące działanie MDP w hamowaniu wzrostu 
komórek mastocytoma P815 [1]. Późniejsze badania potwierdziły sty
mulujące działanie MDP na makrofagi w procesie cytolizy komórek 
nowotworowych [89—91]. Wykazano, że aktywacja przeciwnowotworowa 
makrofagów przez MDP jest gatunkowo specyficzna, tzn. zależy od ga-. 
tunku zwierząt, z których makrofagi zostały pobrane do badań [92].

Wnikliwe badania przeprowadzone z lipofilowymi analogami MDP 
[48, 93, 94] doprowadziły do wykrycia związków o wyraźnym działaniu 
przeciwnowotworowym in vivo — (Tab. 2).

Tabela 2

Przeciwnowotworowe oddziaływanie 6-0-acylowych pochodnych MDP 
u myszy z wszczepionym nowotworem MH-134 hepatoma, 2 ■ 105 
komórek

■ Acyla)
Liczba myszy / 
zdrowych po Liczba 
49 dniach j l ż o n y c h

L-30
B-30
BH-32
B-46
BH-48
Nokardomykolyl(51) 
Korynomy koly 1 (31)

0/10
1/10
2/10
4/10
7/10
5/9
6/7

■) L — łańcuch węglowy prosty; B — łańcuch węglowy rozgałęziony; BH — łań
cuch węglowy rozgałęziony, obecne grupy hydroksylowe; podana liczba oznacza 
liczbę atomów węgla w łańcuchu grupy acylowej.

Bardzo aktywne przeciwnowotworowo okazały się pochodne m ura- 
mylopeptydowe zawierające ugrupowanie benzochinonowe [30, 49]. Z da
nych przedstawionych na rycinie 6 widać, że pochodna zawierająca wa- 
linę zapewnia 100% wyleczenie myszy, którym wszczepiono nowotwór 
Jibrosarcoma Meth A. Osiągnięcia te zostały potwierdzone przez innych 
autorów [95].
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CH3CH
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6/10 
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\  Ryc. 6. A k tyw ność  p rzeciw now otw orow a analogów  M DP.

Wysoką odporność nowotworową myszy uzyskano przez podawanie im 
szczepionki zawierającej MDP kowalencyjnie związany z antygenem to
warzyszącym nowotworowi indukowanemu przez metylocholantren [96]. 
Kapsułkowanie MDP w wielowarstwowych fosfolipidowych pęcherzy
kach, tzw. liposomach, korzystnie wpływa na aktywność cytostatyczną 
makrofagów [97]. Stosowanie MLV-MDP po resekcji guza pierwotnego 
zapewniało wyleczenie 60°/o myszy zakażonych nowotworem melanoma. 
Stwierdzono przy tym, że aktywność przeciwnowotworowa tego układu 
była niezależna od obecności limfocytów T [98]. Uważa się, że kapsuł
kowanie MDP zwiększa jego aktywność przez przedłużanie czasu prze
bywania muramylopeptydu w makrofagach.

Tabela 3

Regres wszczepionego nowotworu 10 hepatocellular carcinoma u świnek morskich 
leczonych muramylopeptydami w obecności dimykolanu trehalozy; podana jest liczba 
zwierząt wyleczonych w stosunku do liczby zwierząt leczonych

Analog M D P+150 ¡j.g +  
dimykolan trehalozy, 150 [i.g

regres raka 
po 3 miesiącach

MDP 1/17
MDP(DD) 0/9
Desmetylo-MDP 2/19
N-Ac-Mur-Ser-D-izo-Gln 10/17
N-Ac-4,6-di-0-oktanoilo-Mur-Val-D-izoGln 16/18
N-Ac-desmetylo-Mur-Abu-D-izo-Gln 17/18
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Świnki morskie zakażone nowotworem hepatocarcinoma leczono 
emulsją olejową zawierającą analogi MDP i dimykolan trehalozy [99]. 
Podobnie jak w przypadku działania przeciwwirusowego oba te adiu- 
w anty oddziaływały synergicznie dając układy o silniejszych własno
ściach przeciwnowotworowych (Tab. 3). W trakcie tych badań stwier
dzono, że ponowne wstrzyknięcie takich samych komórek rakowych 
zwierzętom wyleczonym z pierwszego zakażenia nie wywoływało u nich 
rozwoju nowotworu. Osobniki te zostały uodpornione na ten typ nowo
tworu. Niektórzy onkolodzy uważają, że immunostymulatory muramy- 
lopeptydowe powinny dać pożądany efekt w terapii przeciwnowotworo- 
wej z uwagi na stymulowanie odporności niespecyficznej, jak i na pod
wyższanie odpowiedzi organizmu na antygeny nowotworowe. *

Przeciwnowotworową aktywność MDP i MDP(DD) in vivo porówna
no z działaniem cyklofosfamidu, znanego silnego czynnika cytostatycz
nego [100]. Cyklofosfamid był aktywny wobec wszystkich badanych no
wotworów, natomiast muramylopeptydy działały selektywnie, ale wielo
krotnie silniej (Tab. 4).

Tabela 4

Porównanie skuteczności leczenia różnych nowotworów myszy przy pomocy MDP, 
M DP(DD) i cyklofosfamidu

Typ
nowotworu

ID jo , mg/kg/dzień, i.p. ID 50 CFA ID S0 CFA

MDP MDP(DD) CFA i d 50 m d p ID 50 M DP(DD)

BALENTL 13 nieakt. nieakt. 3 _ v_
3 )) „ 4,5 — —
5 0,35 99 .2 7 —

7 0,1 99 2 20 —

9 0,15 )) 3 20 —

PI 798 0,2 )) 4 20 —

ABPL2 nieakt. 0,6 8 — 13
MOPC173

...........  ?
i) 0,2 20 — 100

Badania nad mechanizmem przeciwnowotworowego działania m ura
mylopeptydów wskazują na ich istotną rolę w aktywacji makrofagów 
[101]. Szczególnie silny wpływ na zwiększenie przeciwnowotworowej 
aktywności makrofagów wywiera obecność limfokin [102]. Wysuwane 
są sugestie, że aktywną częścią IL-1 jest muramylopeptyd. Duże zna
czenie ma stymulacja aktywności komórek NK (natural killer cells) 
przez MDP [89, 103—105].

V I-5. Z astosow anie m uram ylopeptydów  w  szczepionkach

Odkrycie niskocząsteczkowych, stosunkowo łatwych w syntezie adiu- 
wantów muramylopeptydowych, pozbawionych większości szkodliwych
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efektów cechujących FCA umożliwiło zastosowanie ich do zwiększenia 
skuteczności znanych szczepionek uodporniających, w tym  szczepionek 
przeciwko grypie [106, 107], gruźlicy [108] i malarii [109, 110]. Bardzo 
skuteczna okazała się szczepionka przeciwko Brucella abortus 45/20, za
wierająca obok zabitych na gorąco bakterii MDP i dimykolan trehalozy 
[111, 112]. Doustna szczepionka otrzymana z MDP i antygenów bakte
rii S. mutans zabezpieczała szczury przed próchnicą zębów wywoływaną 
przez te bakterie [113]. Na przykładzie myszy i świnek morskich po
twierdzono adiuwantowe działanie apirogennego Murabutide w szcze
pionkach przeciwko wirusowi hepatitis B [114, 115]. Obecnie szczepionki 
zawierające Murabutide są poddawane próbom klinicznym [116].

Współcześnie dąży się do stosowania tzw. szczepionek drugiej gene
racji, w których w miejsce wirusów, bakterii, pasożytów lub ich frag
mentów wprowadza się syntetyczne determinanty antygenowe [117, 118]. 
Są one pozbawione niebezpiecznych zanieczyszczeń pochodzenia biolo
gicznego, ale najczęściej są bardzo słabymi immunogenami i w związku 
z tym  ich skuteczność jest ściśle uwarunkowana współdziałaniem adiu- 
wantów. Jedną z pierwszych szczepionek drugiej generacji zawierającą 
MDP była szczepionka przeciw dyfterytowi otrzymana na bazie synte
tycznych oligopeptydów, fragmentów toksyny dyfterytowej (119, 120). 
Później otrzymano szereg innych szczepionek II generacji zawierają
cych muramylopeptydy, a wśród nich przeciwko wirusowi pryszczycy, 
malarii i zapalenia wątroby [121].

Ponieważ antygenem może być prawie każde obce białko, wypro
dukowano również szczepionki przeciw określonym hormonom, np. prze
ciwko niezbędnej do utrzymania ciąży gonadotropinie kosmówkowej. 
W tego rodzaju szczepionkach antykoncepcyjnych zastosowano podwyż
szający immunogenność hormonu nośnik białkowy oraz muramylopep
tydy jaka adiuwanty [122, 123]. Znana jest również powodująca kastra
cję immunologiczną szczepionka oparta na połączeniu hormonu uwal
niającego hormon luteinizujący z MDP-Lys [124, 125] oraz szczepionki 
poliwalentne, otrzymane przez przyłączenie kilku różnych syntetycznych 
antygenów do syntetycznych lub naturalnych nośników [121, 126]. Prze
testowano między innym i w obecności Murabutide szczepionkę te tra- 
walentną wywołującą wytwarzanie przeciwciał dla czterech antygenów: 
zarazków dyfterytu, malarii, zapalenia wątroby i paciorkowców.

Potencjalnie duże znaczenie dla rozwoju szczepionek syntetycznych, 
zawierających nawet bardzo słabe immunogeny ma stwierdzenie znacz
nego podwyższenia aktywności adiuwantowej MDP przez stosowanie 
go kowalencyjnie związanego z antygenem wobec monoklonalnych prze
ciwciał anty-MDP [127].
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V I-6. Synergiczne oddziaływ anie z innym i chem oterapeutykam i

Synergiczne oddziaływanie MDP z TDM stymulujące zarówno bakte
ryjną odporność niespecyficzną, jak i aktywność przeciwnowotworową
i przeciwwirusową zostało już wielokrotnie podkreślone [79, 99, 108, 111, 
112]. Muramylopeptydy zwiększają również aktywność wielu chemote- 
rapeutyków o bardzo zróżnicowanym spektrum działania. Stwierdzono 
między innymi stymulujące działanie MDP i jego analogów na przeciw
nowotworową aktywność endotoksyn, umożliwiające całkowitą regresję 
nowotworu Meth A  fibrosarcoma u myszy [128—130].

Stosunkowo wcześnie stwierdzono synergiczne oddziaływanie mura- 
mylopeptydów z antybiotykami [131—134]. W tabeli 5 przedstawiono 
współdziałanie MDP-Lys(L18) z różnymi antybiotykami w zwalczaniu 
infekcji [59].

Tabela 5

Synergiczne oddziaływanie analogu muramylodipeptydu-MDP-Lys(L18) z różnymi 
antybiotykami V  leczeniu różnych infekcji myszy

Infekcja myszy Leczenie ED jo , mg/kg

E. coli Cefazolina 27

99

+ 11
MDP-Lys(L18), 0,1 mg

P. aeruginosa Gentamycana 4
99

+ 1
MDP-Lys(L18), 0,1 mg

S. aureus Penicylina 6
99 99

+ 1
MDP-Lys(L18), 0,1 mg

C. albicans Amfoterycyna 7
99

+ 4
' MDP-Lys(L18), 0,1 mg

Kapsułkowanie w liposomach amfoterycyny B wraz z 6-0-stearoilo- 
MDP(Abu) znacznie powiększa jej skuteczność w leczeniu infekcji C. 
albicans u myszy [63, 135]. 6-0-stearoilo-MDP(Abu) wykorzystano także 
do skutecznego leczenia leiszmaniozy trzewnej, choroby polegającej na 
osłabieniu układu immunologicznego w wyniku porażenia makrofagów 
pierwotniakami. Stosowany tradycyjnie wysokotoksyczny Glucantime 

jest mało skuteczny w leczeniu tej choroby, a stosowany wraz z m ura- 
mylopeptydem zapewniał 100'% wyleczenie zwierząt doświadczalnych
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[136]. W innych badaniach opisano synergiezne współdziałanie MDP 
z y-interferonem (IFN-y) w stymulowaniu przeciwnowotworowej aktyw
ności zwierzęcych makrofagów i ludzkich monocytów [137, 138, 139], 
Stymulacja ta była jednak gatunkowo zależna. Kapsułkowanie r-IFN-y 
z MDP w liposomach zniosło gatunkową specyficzność interferonu w ak
tywowaniu cytotoksycznej funkcji makrofagów i monocytów [139].

Kilka podanych przykładów wskazuje na niewątpliwe korzyści pły
nące ze stosowania muramylopeptydów w połączeniu z innymi lekami. 
W niedalekiej przyszłości należy oczekiwać dalszych przykładów zwięk
szania możliwości zwalczania chorób o różnym podłożu przy współ
udziale muramylopeptydów.

V I-7. W łasności som nogeniczne

W 1967 r. M i l l e r  i ws p .  [140] zauważyli, że płyn mózgowy po
brany od zwierząt pozbawionych przez pewien czas snu wywołuje sen 
po wstrzyknięciu go innym zwierzętom. Dalsze badania wykazały wywo
ływanie podobnego somnogenicznego efektu przez acetonowy ekstrakt 
komórek mózgowych, a także przez substancję wydobytą z moczu [23]. 
Z moczu ludzkiego wydobyto substancję somnogenicznie czynną i stwier-- 
dzono, że jest to muramylopeptyd zawierający kwas muraminowy, ala
ninę, kwas glutaminowy i diaminopimelinowy w stosunku 1 : 2 : 2 : 1. 
Po tym odkryciu sprawdzono aktywność somnogeniczną MDP i okazało 
się, że działa podobnie, lecz wymagana jest dziesięciokrotnie wyższa 
dawka.

Wyizolowaną z moczu substancję nazwano czynnikiem S lub czynni
kiem snu wolnofalowego (SWS factor), ponieważ oddziaływuje głównie 
na fazę snu wolnofalowego, która jak się przypuszcza jest w najwięk
szym stopniu odpowiedzialna za regenerację organizmu. Czynnik snu 
wolnofalowego działa podany nie tylko domózgowo i dożylnie, lecz rów
nież doustnie, co budzi nadzieję a wyprodukowanie łagodnej i nieszkodli
wej pigułki nasennej.

Somnogenicznej aktywności MDP towarzyszy efekt pirogeniczny 
(czynnik S jest apirogenny), ale przeciwgorączkowy acetamidofenon, 
znosi efekt pirogeniczny MDP nie zmniejszając jego własności nasen
nych. Uważa się, że w mózgu muszą znajdować się receptory o bardzo 
silnym powinowactwie do muramylopeptydów. Jeszcze większą aktyw
ność somnogeniczną niż czynnik S wykazuje prostaglandyna D2; działa 
ona już w ilościach femtomolowych [141, 142], Ponieważ MDP oddzia- 
ływując na makrofagi uwalnia różne prostaglandyny, można założyć, że 
muramylopetydy wpływają na sen poprzez uwalnianie prostoglandyn. 
Inni autorzy uważają natomiast MDP za częściowego agonistę seroto- 
niny [143, 144].
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VII. Podsumowanie

W okresie kilkunastu lat jakie minęły od pierwszej syntezy MDP 
(1975) i określenia jego immunoregulacyjnej roli zsyntezowano kilkaset 
jego analogów i odkryto wiele innych biologicznych efektów oddziały
wania tych związków oraz wyjaśniono niezwykłe ich oddziaływanie na 
prawidłowe funkcjonowanie organizmów wyższych. Muramylopeptydy 
okazały się także cennym narzędziem w próbach poznania zależności 
między centralnym układem nerwowym, a układem odpornościowym.

Dotychczasowe badania niezależnie od ogromnego znaczenia poznaw
czego wskazały na możliwość praktycznego zastosowania muramylopep
tydów. Obecnie, po badaniach klinicznych, znaczenie analogów MDP 
jako adiuwantów podwyższających skuteczność zarówno szczepionek 
klasycznych jak i drugiej generacji zyskało powszechne uznanie. Wy
krycie przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej aktywności muramy
lopeptydów stwarza dalsze perspektywy ich szerokiego stosowania w lecz
nictwie.
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Cystatyny 

The cystatins

S p is  treści

I . W prow adzen ie  
I I . K lasy fik ac ja  cy s ta ty n

I I I . R ozm ieszczenie w  tk a n k a c h  i loka lizac ja  kom órkow a
IV . W łaściw ości fizykochem iczne
V. O ddziaływ anie c y s ta ty n  z p ro te in am i

V I. R ola fizjo logiczna
V II. U w agi końcow e

C onten ts

I . In tro d u c tio n
II . C lassifica tion  of cy s ta tin s

I I I . D is trib u tio n  an d  tissu e  localisa tions
IV . Physiochem ical p ro p e rtie s
V. In te ra c tio n  of cy s ta tin s  an d  p ro te in ase s

V I. Physio log ical fun c tio n
V II. C oncluding re m a rk s

I. Wprowadzenie

W wewnątrzkomórkowej degradacji białek bardzo ważną rolę od
grywają lizosomalne proteinazy cysteinowe, należące do hydrolaz wią
zania peptydowego i zawierające w swoim centrum aktywnym cysteinę 
(E. C. 3.4.22.-). Do ssaczych enzymów tej grupy należy katepsyna B, naj
lepiej poznana, oraz katepsyny H, L, i N. Poznanie ważnej roli proteinaz 
cysternowych spowodowało zainteresowanie się ich specyficznymi endo
gennymi inhibitorami. W ciągu ostatnich 10 lat poczyniono znaczne po
stępy w badaniach nad tymi inhibitorami, wśród których dużą grupę 
stanowią inhibitory niskocząsteczkowe nazywane cystatynami.

* Doc. d r  hab., ** m gr, K a te d ra  i Z ak ład  B iochem ii F a rm aceu ty czn e j A kadem ii
M edycznej, ul. Szew ska 38/39, 50-139 W rocław
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Inhibitory proteinaz cysteino wy ch są szeroko rozpowszechnione, wy
stępują u ssaków, ptaków, płazów, ryb oraz u pierwotniaków, a także 
u roślin [1]. Początkowo, gdy używano do badań enzymu modelowego, 
jakim jest papaina sądzono, że niskocząsteczkowe inhibitory proteinaz 
cysternowych występują jedynie w tkankach. Użycie do badań katepsyn 
B i H pozwoliło na stwierdzenie ich obecności również we krwi i pły
nach ustrojowych [2]. W surowicy krwi występują także inhibitory
o wyższej masie cząsteczkowej (powyżej 60 kD) hamujące proteinazy 
cysternowe, są to a2-makroglobulina i a-inhibitor proteinaz cysterno
wych, który okazał się kininogenem [3].

II. Klasyfikacja cystatyn

Na początku lat osiemdziesiątych wyodrębniono dwie grupy tkan
kowych niskocząsteczkowych inhibitorów proteinaz cysteinowych, typu 
kwaśnego (pi 4.7—5.0) oraz typu obojętnego (pi 6.0—6.5) [4]. Badania 
następnych lat pozwoliły na wyodrębnienie trzeciej grupy typu alka
licznego (pi 8.0—9.5), obejmującej inhibitory występujące w płynach 
ustrojowych [2, 5, 6]. Znaczne podobieństwa w strukturze pierwszorzę- 
dowej i właściwościach pozwalają sądzić, że są to białka blisko ze sobą

Tabela 1

Inhibitory proteinaz cysteinowych (tiolowych) ludzkich tkanek i płynów ustrojowych

Źródło
inhibitora Pi Cystatyna [7] Synonim

Piśmien
nictwo

Epiderma 4.6—4.9 8
5.1 A 9

W ątroba 4.5 A
6.25—6.35 B 10

Śledziona 4.7, 5,0 A Typ kwaśny
5.9, 6.4 B Typ alkaliczny 4

Granulocyty 4.65, 4,95 A Stefina 11
Migdałki 5.0 A
podniebienne 6,0, 6.5 B 12
Łożysko 5.1— A

6.4 B 13, 14
Płyn owodniowy 5.2—7.8 A +  B +  C? 15
Surowica patologiczna 8.0 C Ludzka cystatyna 5
Mocz patologiczny 9.5 c y-trace , 16, 17
Nasienie 4.7—5.0 A? Inh.-A 18

9.5 C Inh-B 19
Ślina 4.5—8.2 20

4.68 s 21
7.5 SN 22
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spokrewnione. B a r r e 11 [7] zaproponował zaliczenie ich do wspólnej 
rodziny i nazwanie „cystatynami”. W (Tab. 1) zestawiono właściwości 
ludzkich inhibitorów proteinaz cysternowych, ich punkty izoelektryczne, 
klasyfikację wg B a r r e t t a  [7], oraz synonimy spotykane w literatu
rze (Tab. 1).

Z wątroby ludzkiej wyizolowano dwa różniące się immunologicznie 
inhibitory nazywane cystatynami A i B [10]. Po zbadaniu ich właści
wości i sekwencji aminokwasowej stwierdzono, że cystatyna A jest iden
tyczna z wcześniej wyizolowanym inhibitorem z granulocytów [11] oraz 
inhibitorem z śledziony określanym jako inhibitor kwaśny [4]. Cystaty
na B okazała się identyczna z neutralną formą inhibitora z śledziony [4], 
Z surowicy krwi pacjentów z chorobami autoimmunologicznymi oczysz
czono inhibitor o sekwencji aminokwasowej identycznej z sekwencją 
białka znanego pod nazwami: y-tracę, gamma-CSF lub post- y-globulina. 
Białko to nazwano cystatyną C [17]. Podobne do cystatyny C nisko- 
cząsteczkowe inhibitory proteinaz cysternowych stwierdzono w fizjolo
gicznej surowicy szczura [23], wołu [24] i człowieka [2, 25]. Różnią się 
one od cystatyny C tym, że słabo hamują katepsynę B, a ludzki inhibi
tor nie ham uje ani papainy ani ficyny [2]. Inhibitory proteinaz cysterno
wych wyizolowane z śliny nazwano cystatynami S i SN [21, 22].

Inhibitory występujące u zwierząt mają w większości niższe punkty 
izoelektryczne, ale podobne właściwości i znaczną homoiogię sekwen
cyjną z cystatynami ludzkimi, co obrazuje (Tab. 2).

Tabela 2
Cystatyny zwierzęce

Źródło inhibitora 
(nazwa) Pi

Homologia sekwencyjna 
z cystatynami ludzkimi Piśmiennictwo

Epiderma szczura (forma oiy' 4.3 58% z cystatyną A 9, 26
W ątroba szczura (forma (3) 5.0

5.2 79% z cystatyną B 24—30
Mięśnie szkieletowe wołu 5.5

6.2 ? 31
Białko jaja kurzego 5.6
(cystatyna) 6.5 44% z cystatyną C 16, 32, 33, 30
Mięśnie szkieletowe kury 6.7

6.9 9* 34
Siara bydlęca 10.0 59% z cystatyną C 35, 36

III. Rozmieszczenie w tkankach i lokalizacja komórkowa

Różnice w właściwościach antygenowych poszczególnych cystatyn 
pozwoliły na opracowanie czułych enzymoimmunologicznych metod ozna
czeń ich stężenia w poszczególnych tkankach i płynach ustrojowych [17,
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37]. Okazało się, że rozmieszczenie w tkankach zależy od gatunku ssa
ka [37].

W tabeli 3 zebrano wyniki badań nad lokalizacją komórkową cysta- 
tyn prowadzonych za pomocą technik immunohistochemicznych i immu- 
nofluorescencyjnych.

Tabela 3
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Lokalizacja komórkowa cystatyn

Inhibitor Lokalizacja Piśmiennictwo

Cystatyna A Komórki nabłonkowe 12
Komórki dendryczne 12, 38
Granulocyty obojętnochłonne 
Komórki parenchymalne (czło

39, 40

wiek) 39
Monocyty 12

Cystatyna B Komórki nabłonkowe 12
Makrofagi 39
Komórki Kupfera (szczur) 39
Limfocyty 40
Histiocyty 12

Cystatyna C Komórki neurosekrecyjne 
Komórki A trzustki
Komórki C tarczycy 17

Z przedstawionych danych wynika, że rozmieszczenie poszczególnych 
cystatyn tak w tkankach, jak i w komórkach jest różne, co odzwierciedla 
ich specyficzne funkcje biologiczne.

IV. Właściwości fizykochemiczne

Cystatyny są białkami niskocząsteczkowymi, o masie cząsteczkowej 
11 000—13 000 Da. Punkty izoelektryczne ludzkich cystatyn A, B i C 
określone za pomocą chromatoogniskowania wynoszą odpowiednio 5.2, 
8.2 i 9.5. Odpowiedniki zwierzęce mają nieco niższe punkty izoelektrycz
ne. Białka te mogą występować pod postacią form molekularnych, o róż
nych punktach izoelektrycznych (Tab. 1 i 2).

Cystatyny są białkami o dużej termo- i pH-stabilności. Na przykład, 
ludzkie cystatyny A i B z wątroby są trw ałe zarówno przy pH 2 jak 
i przy pH 12 oraz 80°C [10]; cystatyna białka jaja kurzego nie traci 
aktywności nawet po ogrzaniu do 100°C [41]. Jedynie inhibitor z mięśni 
wołu jest niestabilny w kwaśnym pH [31].

Ustalono sekwencję aminokwasową cystatyny B z wątroby ludzkiej 
[30]. Białko to składa się z 98 aminokwasów i wykazuje 79fl/o homologii
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sekwencyjnej z inhibitorem wątroby szczura (forma (3). Masa cząstecz
kowa obliczona ze składu aminokwasowego wynosi 11 175 Da. Cystaty
na B zawiera jedną resztę cysteiny i ma zdolność tworzenia agregatów, 
co może tłumaczyć jej heterogenność w izoelektrycznym ogniskowaniu. 
Inhibitor oczyszczony z zastosowaniem chromatoogniskowania jest ho- 
mogenny i nie zawiera ani dimerów ani produktów degradacji [10]. 
Szczurza cystatyna B ((3) zawiera dwie reszty cysternowe, z których 
tylko jedna, Cys-3, jest istotna dla aktywności inhibitorowej [29].

Cystatyna A również składa ?ię z 98 aminokwasów, lecz nie zawiera 
cysteiny [42]. Masa cząsteczkowa obliczona ze składu aminokwasowego 
wynosi 11 006 Da.

Cystatyny A i B występujące w cytosolu komórkowym nie zawierają 
wiązań dwusiarczkowych, co zabezpiecza ich stabilność w warunkach 
redukujących cytosolu. Najwięcej homologicznych aminokwasów wy
stępuje w fragmencie 46—75, w którym znajduje się najprawdopodob
niej centrum aktywne [30].

Ludzka cystatyna C zbudowana jest z jednego łańcucha polipeptydo- 
wego złożonego z 120 aminokwasów, w odróżnieniu od omawianych wy
żej zawiera dwa mostki dwusiarczkowe [43]. Mostki te stabilizują natyw- 
ną konformację cząsteczki. Cystatyna ta wykazuje znaczny stopień ho- 
mologii sekwencyjnej z białkiem jaja kurzego (Tab. 2) zawierającym 
także dwa mostki dwusiarczkowe. Wykazano, że w cystatynie białka 
jaja kurzego przeważa struktura (3, zaś struktura a-heliks stanowi jedy
nie 20°/o [33]. Znaczne podobieństwo do kurzej cystatyny C wykazuje 
także inhibitor z siary wołu zbudowany z 120 aminokwasów, zawierający 
dwa mostki dwusiarczkowe, ale cechujący się wyższym punktem izo
elektrycznym [35, 36].

Inhibitory proteinaz cysteinowych śliny ludzkiej i ślinianek, cysta
tyny S i SN są ze sobą immunologicznie spokrewnione. Ich struktura 
pierwszorzędowa wykazuje około 50% homologii z ludzką cystatyną C 
[22, 44], punkty izoelektryczne są niższe (Tab. 1). Cystatyna SN zawie
ra 10 aminokwasów więcej niż cystatyna S [22].

Porównanie sekwencji aminokwasowej ludzkich cystatyn przedsta
wia (Ryc. 1).

Sekwencja aminokwasowa cystatyn wskazuje na ich ewolucyjne po
krewieństwo. Inhibitory te wywodzą się od jednego nieznanego białka 
prekursorowego. Niektórzy badacze wyróżniają inhibitory zawierające 
wiązania S-S, nazywane cystatynami, oraz inhibitory nie zawierające 
takich wiązań, nazywane stefinami. W obrębie tej drugiej grupy można 
wyróżnić białka zawierające lub nie zawierające cysteiny [45].

Porównując sekwencję aminokwasową ludzkiego niskocząsteczkowe- 
go kininogenu z sekwencją znanych cystatyn, wykazano, że łańcuch cięż
ki kininogenu zbudowany jest z trzech domen o sekwencji podobnej do
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Ryc. 1. P o ró w n an ie  sek w en cji am inokw asow ej ludzk ich  cy s ta ty n  [16, 30]. Id e n 
tyczne am iokw asy  u ję to  w  ram k i.

cystatyn [3, 46], Jedynie domeny 2 i 3 wykazują aktywność inhibitoro
wą. Domena 2 hamuje kalpapainę — proteinazę cysternową aktywo
waną jonami Ca2+, oraz papainę i katepsynę L, zaś domena 3 hamuje 
silnie papainę i katepsynę L, a bardzo słabo kalpapainę [46].

V. Oddziaływanie cystatyn z proteazami

Ogólnie można powiedzieć, że cystatyny hamują na ogół proteinazy 
cysteinowe z superrodziny papainowej oraz egzopeptydazę, peptydazę 1 
dipeptydylową (katepsynę C). Hamują więc takie enzymy roślinne jak: 
papaina, chymopapaina, ficyna oraz homologiczne proteinazy lizosomal- 
ne katepsyny B, H i L. Wiążą się z karboksymetylowaną papainą, co zo
stało wykorzystane do ich izolowania. Cystatyny nie hamują bromelainy, 
kalpainy ani proteinaz serynowych, aspartylowych oraz metaloprote- 
inaz [7].

Poszczególne cystatyny różnią się powinowactwem do hamowanych 
enzymów. Stałe Michaelisa reakcji ludzkich cystatyn z katepsynami i pa
painą podaje (Tab. 4). ,
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Spośród badanych enzymów cystatyny A i B najsłabiej hamują ka- 
tepsynę B, przy czym cystatyna B jest około 10-krotnie słabszym inhibi
torem katepsyny B niż cystatyna A. Cystatyna C natomiast jest naj
silniejszym inhibitorem papainy i katepsyny L spośród poznanych inhi
bitorów. Wartości stałych kinetycznych reakcji cystatyny C z proteina- 
zami cysteinowymi pozwalają sądzić, że jest to inhibitor o dużym zna
czeniu fizjologicznym [16].

Tabela 4

Wartości Kt (nanomole) reakcji hamowania proteaz cysteinowych przez ludzkie cystatyny [10,16].

Enzym Cystatyna A Cystatyna B Cystatyna C

Papaina 0.019 0.12 0.005
Katepsyna B 8.2 73.0 0.25
Katepsyna H 0.31 0.58 0.28
Katepsyna L 1.3 0.23 0.005
Dipeptydylopeptydaza I 33.0 0.23 3.5

Badając interakcję cystatyny białka jaja kurzego z proteinazami cy
steinowymi stwierdzono podobieństwo do reakcji aprotyniny z proteina
zami serynowymi. Reakcja jest odwracalna, a hamowanie ma charakter 
kompetycyjny [10, 47]. Na ogół białkowe inhibitory endopeptydaz nie 
hamują egzopeptydaz, cystatyny natomiast hamują peptydazę I dipepty- 
dylową. Sądzono, że w cząsteczce cystatyny istnieją odrębne miejsca 
wiążące dla proteinazy i egzopeptydazy, okazało się jednak, że papaina 
i peptydazę I dipeptydylową konkurują o to samo miejsce wiążące w czą
steczce inhibitora [47]. Jest to zrozumiałe w świetle doniesień o homo- 
logii peptydazy I dipeptydylowej z enzymami rodziny papainowej [7]. 
Kompleks cystatyna-proteinaza dysocjuje w warunkach denaturujących 
bez udziału czynników redukujących, nie jest więc tworzony z udziałem 
wiązań kowalencyjnych typu S-S [29].

Autorom nie udało się stwierdzić oznak proteolitycznej modyfikacji 
inhibitora po dysocjacji kompleksu.

Istotna dla aktywności inhibitora wątroby szczura jest wolna reszta 
cysternowa [29], Uważa się jednak, że nie bierze ona bezpośredniego 
udziału w reakcji z enzymem a tylko oddziaływuje sferycznie, ponie
waż inne cystatyny, nie zawierające cysteiny też są aktywnymi inhibi
torami.

Cystatyny S i SN różnią się powinowactwem do hamowanych enzy
mów, cystatyna SN jest silniejszym inhibitorem papainy i katepsyny C 
niż cystatyna S [22],
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VI. Rola fizjologiczna

Fizjologiczne znaczenie cystatyn znamy tylko fragmentarycznie. Wia
domo, że proteinazy cysternowe, takie jak katepsyny B, H i L, hamo
wane przez cystatyny występują w lizosomach, podczas gdy cystatyny 
A i B w cytosolu komórki [39], zaś cystatyna C w płynach ustrojowych 
oraz wyspecjalizowanych komórkach neurowydzielniczych i innych [17]. 
Rola cystatyn, jako endogennych inhibitorów, ma polegać na unieczyn- 
nianiu proteinaz cysternowych w przypadkach, gdy te przedostaną się z sy
stemu lizosomalnego do cytoplazmy lub płynów ustrojowych. Może to 
mieć miejsce po uszkodzeniu lub śmierci komórki [48]. Cystatyny biorą 
także udział w obronie organizmu przed infekcją przez wirusy, bakterie 
j pierwotniaki wykorzystujące enzymy mające w swoim centrum kata
litycznym cysteinę [10]. Śródskóma injekcja katepsyny L powoduje 
reakcję zapalną i obniżenie stężenia cystatyny w komórkach epidermal- 
nych w miejscu injekcji [49]. Wykazano, że cystatyna białka jaja ku
rzego może przechodzić przez błonę komórkową do cytoplazmy i hamo
wać działanie proteinaz cysternowych poliowirusa w hodowli komórek 
HeLa [501. Obecność cystatyny A w wypustkach retikulum  migdałków 
podniebiennych świadczy także o jej udziale w obronności organiz
mu [38].

Stężenie cystatyny C w surowicy wzrasta znacznie u pacjentów 
z chorobami autoimmunologicznymi [5] oraz w moczu pacjentów z uszko
dzeniem nerek [17]. W przypadku wrodzonej angiopatii mózgowej z amy- 
loidozą stwierdza się złogi zawierające białko o strukturze podobnej do 
cystatyny C. Białko to jest krótsze od cystatyny C o 10 aminokwasów, 
a w pozostałym fragmencie różni się jednym aminokwasem. Przypusz
cza się, że białko to jest odpowiedzialne za anomalię prowadzącą do 
powstania złogów amyloidowych [51]. W płynie mózgowo-rdzeniowym 
pacjentów z tym schorzeniem poziom cystatyny C jest obniżony [17].

Wykazano, że podobny do katepsyny B enzym wydzielany jest przez 
komórki i skrawki tkanek nowotworowych w warunkach hodowli in 
vitro, a aktywność enzymu w tkance koreluje dodatnio z ilością prze
rzutów w przypadku wielu nowotworów doświadczalnych u zwierząt 
[52]. Inhibitory z śledziony i leukocytów hamując proteinazy nowotwo
rowe zmniejszają rozprzestrzenianie się nowotworów płuc u myszy [53].

Pewne stany patologiczne mięśni, takie jak dystrofia czy nieprawi
dłowy wzrost, są wynikiem zwiększonego katabolizmu białek [54]. Ni- 
skocząsteczkowy inhibitor z mięśni kury hamuje degradację miozyny 
przez katepsynę L w warunkach in vitro [31].

http://rcin.org.pl



[9] C Y STA TY N Y 239

VII. Uwagi końcowe

Cystatyny, niskocząsteozkowe inhibitory proteinaz cysternowych, za
liczane do odrębnej ewolucyjnie superrodziny, są szeroko rozpowszech
nione w przyrodzie. Mechanizm hamowania proteinaz przez cystatyny 
wydaje się być podobny do stwierdzanego w przypadku proteinaz sery- 
nowych. Badania nad cystatynami mają zarówno aspekt teoretyczny jak 
i praktyczny, gdyż w niektórych chorobach lizosomalne proteinazy mo
gą mieć wpływ na postęp choroby [55], Poznanie udziału cystatyn w re
gulacji aktywności proteaz cysteinowych, jak i opracowanie czułych me
tod oznaczeń, zarówno wolnych inhibitorów, jak i ich kompleksów 
z enzymami, ważne jest ze względu na przydatność diagnostyczną. Obec
nie oznaczanie cystatyny C w płynie mózgowo-rdzeniowym stosuje się 
w przypadku pacjentów z chorobami neurologicznymi, zaś w moczu 
w przypadku pacjentów z uszkodzeniami nerek [17]. Poziom cystatyny 
C jest doskonałym miernikiem filtracji kłębkowej nerek [56].

P ra c a  by ła  f in an so w an a  z C en tra ln eg o  P ro b lem u  B adaw czo R ozw ojow ego 3.13.6.1.9.
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Regulacja aktywności enzymów poprzez tworzenie mieszanych 
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Regulation of enzyme activity by the formation of protein-mixed 
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W ykaz stosow anych  sk ró tów : R SH  — niskocząsteczkow y zw iązek  tiolow y, 
zw iązek  o m ałe j m asie  cząsteczkow ej z aw ie ra jący  w o lną  g ru p ę  su lfh y d ry lo w ą, 
R SSR  — niskocząsteczkow y dw usia rczek , zw iązek o m ałe j m asie  cząsteczkow ej 
z aw ie ra jący  m ostek  dw usiarczkow y , ESSR  — m ieszany  d w u sia rczek  b ia łkow y, w ią 
zan ie  d w usiarczkow e u tw orzone je s t pom iędzy enzym em  a niskocząsteczkow ym  
zw iązk iem ; G SH  — zred u k o w an a  postać g lu ta tio n u ; G SSG  — u tlen io n a  postać 
g lu ta tio n u ; A cP aza — fo sfa taza  k w aśn a ; DTT — d w u tio tre ito l.

I. Wprowadzenie

Jedną z form kontrolowania metabolizmu komórki jest zmiana ak
tywności enzymów zachodząca po kowalencyjnym związaniu małej czą
steczki efektqra. Najlepiej poznanym przykładem tego typu regulacji 
jest modyfikacja cząsteczki enzymu przez jej fosforylację [1, 2]. Ostatnio 
w kontroli działania enzymów sugeruje się również udział procesów me- 
tylacji [3], karboksylacji [4] oraz ADP-rybozylacji [5]. Z badań in vitro 
wiadomo, że aktywność wielu enzymów zmienia się po inkubacji z ni- 
skocząsteczkowymi dwusiarczkami (RSSR); znane są również enzymy, 
których działanie modyfikowane jest pod wpływem niskocząsteczkowych 
związków tiolowych (RSH). Powyższe obserwacje stanowią podstawę 
hipotezy o regulacji aktywności enzymów poprzez tworzenie mieszanych 
dwusiarczków białkowych. Zakłada ona, że aktywność katalityczna nie
których enzymów zależy od wartości potencjału oksydacyjno-redukcyj- 
nego środowiska, a dokładniej od stosunku stężenia niskocząsteczkowch 
związków tiolowych do stężenia niskocząsteczkowych dwusiarczków. Mi
mo licznych danych z tej dziedziny, wciąż jeszcze nie dość często mówi 
się o roli modyfikacji białek enzymatycznych poprzez RSSR lub RSH 
w regulacji aktywności enzymów in vivo.

II. Reakcje prowadzące do powstania mieszanych dwusiarczków białko
wych

Wiadomo, że przy zetknięciu się dwóch składników o różnym poten
cjale oksydacyjno-redukcyjnym, substancja o wyższym potencjale wy
stąpi w roli utleniacza, natomiast substancja o niższym potencjale •— 
w roli reduktora. Z sekwencji tej wynika, że reakcja pomiędzy dwoma 
składnikami zdolnymi do odwracalnego utleniania i redukcji, jest moż
liwa tylko wtedy, gdy ich potencjały są różne i przebiega tym energicz
niej im różnica potencjałów jest większa. Podana reguła dotyczy rów
nież przemian oksydacyjno-redukcyjnych jakim ulegają enzymy zawie
rające wolne lub związane grupy sulfhydrylowe w wyniku ich modyfi
kacji poprzez RSSR lub RSH. W określonym środowisku, przy tym sa
mym potencjale red-ox, jedne enzymy występują w postaci zreduko

http://rcin.org.pl



13] D W U SIA RC ZK I W R E G U LA C JI A K TY W N. ENZYM ÓW 245

wanej, inne w postaci utlenionej. Dlatego osobno rozważymy te dwa 
przypadki.

I I - l .  E nzym  w  postac i z red u k o w an e j

Reakcja pomiędzy enzymem zawierającym wolną grupę sulfhydry- 
lową a niskocząsteczkowym dwusiarczkiem zajdzie jedynie wtedy, gdy 
układ grupa sulfhydrylowa enzymu (niskocząsteczkowy dwusiarczek wy
każe odpowiednią różnicę potencjałów oksydacyjno-redukcyjnych. Co 
więcej, reakcja taka zależy również od rodzaju niskocząsteczkowego dwu
siarczku (ładunek, wielkość) oraz od mikrośrodowiska otaczającego wol
ną grupę sulfhydrylową. W wyniku reakcji powstaje mieszany dwusiar
czek białkowy (Reakcja 1)

E -S H  + RSSR E -S -S -R  + RSH
Reakcja 1

Jeśli enzym zawiera jeszcze jedną grupę sulfhydrylową blisko grupy, 
która utworzyła mieszany dwusiarczek białkowy, może nastąpić redukcja 
mieszanego dwusiarczku białkowego przez wolną grupę sulfhydrylową 
enzymu. W rezultacie otrzymujemy wewnątrzcząsteczkowy dwusiarczek 
białkowy (Reakcja 2)

SH S-S -R  S
E + R S S R ^ = ^ E '  + R S H ^ = ^ E ^ |  + 2  RSH

X SH X SH - XS
Reakcja 2

Niskocząsteczkowe związki tiolowe oczywiście nie reagują z enzymem 
w postaci zredukowanej, a jedynie przeciwdziałają utlenianiu jego grup 
sulfhydrylowych. W tych warunkach następuje stabilizacja enzymów, 
które do swej aktywności wymagają grup -SH.

11-2. Enzym  w  postaci u tlen io n e j

Zmiana stopnia utlenienia enzymu zawierającego mostek dwusiarcz- 
kowy może nastąpić jedynie w wyniku reakcji ze związkiem o odpo
wiednio niższym potencjale oksydacyjno-redukcyjnym. Wynika z tego 
termodynamiczne uzasadnienie możliwości reakcji pomiędzy enzymem 
w postaci utlenionej a niskocząsteczkowym związkiem tiolowym. Reakcja 
ta przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie powstaje mieszany dwu
siarczek białkowy (Reakcja 3)
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Dalsza redukcja doprowadza do utworzenia enzymu z dwoma wolnymi 
grupami sulfhydrylowymi (Reakcja 4)

S -S -R  sw
E • + RSH E. + RSSR

SH X SW

Reakcja 4

Jak już wspomniano, hipoteza o regulacji aktywności enzymów po
przez tworzenie mieszanych dwusiarczków białkowych zakłada, że pow
stała w wyniku tego procesu zmiana stopnia utlenienia enzymu zwią
zana jest z obniżeniem bądź podwyższeniem jego aktywności katalitycz
nej. Większość enzymów występuje w komórce w postaci zredukowanej, 
w związku z tym uważa się, że mieszane dwusiarczki białkowe uczestni
czące w kontroli aktywności enzymów powstają głównie według reak
cji 1, tzn. wtedy gdy w komórce nastąpi wzrost stężenia niskocząstecz- 
kowych dwusiarczków. Powrót do warunków wyjściowych, czyli do wyj
ściowego stosunku RSSR/RSH spowoduje, że enzym odzyska swoją po
przednią aktywność.

III. Zawartość mieszanych dwusiarczków białkowych w tkankach

W wielu tkankach wykazano obecność mieszanych dwusiarczków biał
kowych na podstawie uwalniania rozpuszczalnych związków tiolowych 
z białek komórkowych po ich chemicznej redukcji. Jednakże rodzaj uwal
nianych związków udało się określić tylko w nielicznych przypadkach 
[6—9], W piśmiennictwie spotyka się rozbieżności odnośnie zawartości 
mieszanych dwusiarczków białkowych w materiale biologicznym. Stwier
dzane wcześniej wysokie stężenia tych związków w normalnych tkan
kach uważa się obecnie za artefakty eksperymentalne. W warunkach 
fizjologicznych niskocząsteczkowe związki tiolowe w komórce przewyż
szają ilościowo niskocząsteczkowe dwusiarczki [9]. Jest mało prawdo
podobne, aby w redukującym środowisku występowały duże ilości mie
szanych dwusiarczków białkowych. Sytuacja zmienia się natomiast w wa
runkach szoku tlenowego, gdy stężenie niskocząsteczkowych dwusiarcz
ków wzrasta kosztem utlenienia niskocząsteczkowych związków tiolo
wych. Zawartość mieszanych dwusiarczków białkowych w tkance po
winna wtedy wzrastać. Potwierdzają to liczne doświadczenia. Przykła
dowo, płuco szczura zawiera od 250 do 450 nmoli mieszanych dwusiarcz
ków białkowych na gram mokrej tkanki; hodowanie zwierząt przez 4 go
dziny w atmosferze ozonu powoduje wzrost ilości tych związków do 
600—800 nmoli/g [10]. Po perfuzji 0.1 M roztworem wodorotlenku Ill-rz. 
butylu wątroby szczura, stwierdzono zwiększenie stężenia mieszanych 
dwusiarczków białkowych z początkowej wartości 25 do 90 nmoli na 
gram mokrej tkanki [7]. Przypuszcza się, że podwyższenie zawartości
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mieszanych dwusiarczków białkowych obserwowane w warunkach szoku 
tlenowego może stanowić mechanizm obrony organizmu przed jego skut
kami albo może wynikać z braku odpowiedniej ilości związków redu
kujących mieszane dwusiarczki białkowe.

IV. Enzymy katalizujące powstawanie mieszanych dwusiarczków biał
kowych

Mieszane dwusiarczki białkowe mogą powstawać spontanicznie, ale 
tworzenie ich w komórce jest najprawdopodobniej katalizowane enzyma
tycznie. W cytosolu i frakcji błonowej wykryto bowiem enzymy biorące 
udział w syntezie i redukcji wiązań dwusiarczkowych; są nimi cytoso- 
lowe transferazy tiolowe [11—13] i związane z błonami disulfido-izome- 
razy białek [13—15]. Transferazy tiolowe oprócz tworzenia mieszanych 
dwusiarczków białkowych katalizują w komórce reakcję transhydroge- 
nacji pomiędzy niskocząsteczkowymi związkami tiolowymi a niskoczą- 
steczkowymi dwusiarczkami. Disulfido-izomerazy białek natomiast ucze
stniczą przede wszystkim w powstawaniu wewnątrzcząsteczkowych wią
zań dwusiarczkowych podczas biosyntezy łańcucha peptydowego; ponad
to wykazują również zdolność do przemieszania wiązań dwusiarczko
wych utworzonych w błędnych pozycjach tzn. między innymi resztami 
cysteiny, niż to ma miejsce w natywnym białku. Przegrupowanie wią
zania przebiega w ten sposób, że najpierw zachodzi redukcja niewłaś
ciwie położonego mostka dwusiarczkowego, a następnie enzym katali
zuje powstanie wiązania pomiędzy właściwymi resztami' cysteiny. Trans
ferazy tiolowe i disulfido-izomerazy białek nie przejawiają specyficz
ności substratowej, a kierunek katalizy zależy od stanu utlenienia sub- 
stratu  białkowego i warunków reakcji. Stwierdzono na przykład, że 
disulfidoizomerazy białek mogą katalizować następujące reakcje [15]:
1. w obecności łagodnych utleniaczy (0 2, mieszanina GSSG/GSH) i zre

dukowanego substratu białkowego — tworzenie wiązań dwusiarczko
wych;

2. w warunkach silnie redukujących (10'2M GSH) — redukcję utlenio
nego substratu białkowego;

3. w łagodnych warunkach redukujących (10"5M DTT, 10'3 GSH) — prze
mieszczanie mostków dwusiarczkowych do prawidłowych pozycji.

V. Drogi prowadzące do wzrostu stężenia mieszanych dwusiarczków 
białkowych

W tym rozdziale rozważymy kilka dróg metabolicznych, które mogą 
doprowadzić do zwiększenia zawartości niskocząsteczkowych dwusiarcz
ków w komórce, a w konsekwencji, zgodnie z reakcją 1 do wzrostu ilo
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ści mieszanych dwusiarczków białkowych. Uważa się, że główną rolę 
w tworzeniu mieszanych dwusiarczków białkowych odgrywa dwusiar
czek glutationu, ponieważ w komórce występuje w dużych stężeniach. 
Rozpatrzmy więc wpierw, w jaki sposób może dojść do wzrostu ilo
ści GSSG.

Reduktaza glutationowa katalizuje reakcję redukcji tego związku za 
pomocą NADPH (Reakcja 5)

GSSG + NADPH + H+ ---------- 2 GSH + NADP+
R eakcja 5

Dotychczas nie wykazano fizjologicznych modulatorów tej reakcji. Za
kłada się natomiast, że szybkość jej zależy od dostępności substratów [16]. 
Niedobór jednego substratu — NADPH może więc doprowadzić do wzro
stu stężenia drugiego substratu — dwusiarczku glutationu.

Wzrost ilości GSSG może również nastąpić w wyniku reakcji katali
zowanej przez peroksydazę glutationową (Reakcja 6)

2G SH + H 2° 2  ------ GSSG + 2 H 20
Reakcja 6

Zredukowana forma glutationu jest utleniana kosztem redukcji nad
tlenku wodoru. Sugeruje się, że szybkość utleniania GSH in vivo jest 
pośrednio kontrolowana przez cykliczny AMP [17, 18]. Zaobserwowano 
bowiem, że wzrost poziomu cAMP w wątrobie szczura połączony jest 
z obniżeniem aktywności katalaz i z podwyższeniem stężenia niskoczą- 
steczkowych dwusiarczków. Prawdopodobnie w wyniku zmniejszenia ak
tywności katalaz więcej nadtlenku wodoru bierze udział w reakcji ka
talizowanej przez peroksydazę glutationową, co w rezultacie doprowadza 
do wzrostu ilości dwusiarczku glutationu w komórce.

G i l b e r t  wysunął hipotezę, że stosunek niskocząsteczkowych związ
ków tiolowych do niskocząsteczkowych dwusiarczków działa w komórce 
jako trzeci pośrednik pomiędzy hormonem a enzymem według następu
jącego schematu: hormon aktywuje cyklazę adenylową, co prowadzi 
do wzrostu poziomu cAMP, cAMP indukuje zmianę stosunku RSH/RSSR 
(np. przez zahamowanie aktywności katalaz), a to w konsekwencji po
woduje wzrost lub obniżenie aktywności określonych enzymów po utwo
rzeniu mieszanych dwusiarczków białkowych [19, 20]. Taką hipotezę 
proponuje się także w stosunku do insuliny — hormonu nie działają
cego poprzez cAMP. W tym przypadku funkcję drugiego pośrednika peł
niłby nadtlenek wodoru [21]. Wykazano mianowicie, że insulina wywo
łuje wzrost stężenia nadtlenku wodoru przez aktywację oksydaz (NADPH) 
zlokalizowanych w błonach adipocytów [22], Powstający nadtlenek wo
doru rozkłada się kosztem utleniania GSH do GSSG w reakcji katali
zowanej przez peroksydazę glutationową (Reakcja 6). W rezultacie do
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chodzi do zmiany stosunku GSH/GSSG i modulacji aktywności odpo
wiednich enzymów.

Hipotezę o działaniu układu RSH/RSSR jako trzeciego pośrednika 
podważa Z i e g l e r  [16]. Uważa bowiem, że gdyby ona była prawdziwa, 
to peroksydaza glutationowa odgrywałaby ważną rolę w regulacji reakcji 
metabolicznych in vivo. Przeczą temu jednak doświadczenia wykazu
jące, że u szczurów, u których aktywność peroksydazy glutationow^ej 
zmniejszyła się do 1—2fl/o wartości kontrolnej, nie występują znaczące 
zmiany w metabolizmie węglowodanów i tłuszczy [23].

Oprócz dwusiarczku glutationu w tworzeniu mieszanych dwusiarcz
ków białkowych mogą też brać udział inne, fizjologicznie występujące 
niskocząsteczkowe dwusiarczki, np. cystamina [24]. Powstaje ona w re 
akcji utleniania cysteaminy katalizowanej poprzez monooksygenazy 
(Reakcja 7)

2W2NCH2CH2SH + NADPW + H + + 0 2 -------- (M2NCH2CW2S)2 +• NADP+ + 2 U 20

Ponieważ monooksygenazy są związane z błonami uważa się, że w po
bliżu błon nie dwusiarczek glutationu, ale cystamina jest tym  nisko- 
cząsteczkowym dwusiarczkiem, który tworzy mieszane dwusiarczki biał
kowe z enzymami. Stężenie cysteaminy w tkankach ssaków jest bardzo 
małe [25], dlatego też tworzenie mieszanych dwusiarczków białkowych 
z cystaminą jest najprawdopodobniej in vivo ograniczone i kontrolowa
ne szybkością syntezy cysteaminy. Dotychczas nie poznano mechaniz
mów regulujących szybkość biosyntezy cysteaminy [16].

Zarówno dwusiarczek glutationu jak i cystamina tworzą mieszane 
dwusiarczki białkowe według reakcji 1, natomiast przykładem nisko- 
cząsteczkowego związku, który w formie zredukowanej zmienia aktyw 
ność enzymów (Reakcja 3, 4) jest tioredoksyna—małe białko, rozpow-

Reakcja 7

Zredukowana
fe r redoksyna

Reduktaza

f e r re d o k s y n a -  t i o re d o k s y n a

c

Enzym Enzym
( a k t y w n y )

y
( n ie a k ty w n y )

Chlorofil
'V ' Á / " 7 s : J"V /AyT 7 Z 7 7 V Ą

R yc. 1. U dział tio red o k sy n y  w  re g u la c ji ak ty w n o śc i
enzym ów  odpow iedzia lnych  za p rz y sw a ja n ie  CO 2 

w  ch lo ro p lastach  [34].
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szechnione zarówno u prokariota jak i eukariota [26]. Najpierw została 
rozpoznana jako donor wodoru w biosyntezie dezoksyrybonukleotydów 
[27]. Dopiero intensywne badania B u c h a n a  pokazały, że tioredoksyna 
uczestniczy również w regulacji aktywności kluczowych enzymów od
powiedzialnych za przyswajanie C 02 w chloroplastach (Ryc. 1).
Pod wpływem światła elektrony z chlorofilu przenoszone są na ferre- 
doksynę, a następnie poprzez reduktazę ferredoksyna—tioredoksyna na 
tioredoksynę. Zredukowana tioredoksyna aktywuje wiele enzymów, mię
dzy innymi fruktozo-l,6-bisfosfatazę [28], sedoheptulozo-l,7-bisfosfa- 
tazę [29], dehydrogenazę gliceroaldehydo-fosforanową [30], fosforybulo- 
kinazę [31], dehydrogenazę jabłczanową [32] oraz amoniako-liazę feny- 
loalaninową [33]. Rośliny zawierają kilka tioredoksyn; z chloroplastów 
szpinaku wyizolowano dwie — tioredoksynę f aktywującą wyłącznie 
fruktozo-l,6-bisfosfatazę oraz tioredoksynę m, która aktywuje przede 
wszystkim dehydrogenazę jabłczanową [34]. Enzymy zaktywowane przez 
tioredoksynę w ciemności są reoksydowane za pomocą GSSG, co powo
duje ich inaktywację.

U zwierząt występuje tylko jeden rodzaj tioredoksyny, a rola jej 
z wyjątkiem uczestniczenia w procesie redukcji rybonukleotydów do 
dezoksyrybonukleotydów jest mało poznana. Wiadomo jedynie, że zredu
kowana forma tioredoksyny redukuje in vitro wiązania dwusiarczkowe 
zarówno niskocząsteczkowych związków (np. cystyna), jak i polipepty- 
dów (np. insulina) [35]. Potencjalnie więc tioredoksyna może u zwie
rząt — podobnie jak u roślin — zmieniać aktywność enzymów, ale jak 
dotychczas brak na ten temat doniesień.

VI. Enzymy, których aktywność jest modyfikowana po utworzeniu m ie
szanych dwusiarczków białkowych

W tabeli 1 zestawiono enzymy, które w badaniach in vitro wyka
zują wzrost lub spadek aktywności katalitycznej po inkubacji z nisko- 
cząsteczkowymi dwusiarczkami lub hormonami peptydowymi zawiera
jącymi wiązanie dwusiarczkowe. Obserwowane zmiany były we wszyst
kich przypadkach łatwo odwracane za pomocą niskocząsteczkowych 
związków tiolowych. Warto zaznaczyć, że w czasie inkubacji kinazy 
pirogronianowej z dwusiarczkim glutationu w obecności transferaz tio
lowych, mieszane dwusiarczki białkowe powstają już po kilku sekun
dach [12],

V I-1 . E nzym y m etabo lizm u  g lukozy

W badaniach in vitro stwierdzono, że spośród enzymów biorących 
udział w metabolizmie glukozy niskocząsteczkowe dwusiarczki hamują

http://rcin.org.pl



[9] DW U SIA RC ZK I W R EG U LA C JI A K T Y W N. ENZYM ÓW 251

Tabela 1

Przykłady enzymów, których aktywność zmienia się po inkubacji z niskocząsteczkowymi dwu
siarczkami

Enzym
Niskocząsteczkowy Piśmien

dwusiarczek nictwo

Enzymy aktywowane po inkubacji z nisko
cząsteczkowymi dwusiarczkami

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (EC 1.1.1.49) GSSG 36
wyizolowana z wątroby szczura
Fruktozo-1,6-bisfosfataza (EC 3.1.1.11) homocystyna; 37, 38
wyizolowana z wątroby szczura cystamina
Hydrolaza acetylo-CoA (EC 3.1.2.1) cystamina; 39, 40
wyizolowana z szyszynki somatotropina;

wazopresyna
Kolagenaza (EC 3.4.24.3) wyizolowana z leukocytów cystyna; GSSG;
ludzkich insulina 41, 42

Enzymy hamowane po inkunacji z nisko
cząsteczkowymi dwusiarczkami

Aminotransferaza tyrozynowa (EC 2.6.1.5) wyizolo
wana z wątroby świnki morskiej cystyna 43
Cyklaza adenylowa (EC 4.6.1.1) wyizolowana z móz GSSG; cystyna;
gu wołu cystamina 44
Cyklaza guanylanowa (EC 4.6.1.2) wyizolowana z wą GSSG; cystyna; cysta
troby wołu mina; CoASSG 45, 46
Dehydrogenaza aldehydowa (EC 1.2.1.3) wyizolowana GSSG; dwusiarczek
z wątroby konia 2-hydroksyetylu 47
Fosfataza fosforylazowa (EC 3.1.3.37) wyizolowana
z wątroby królika GSSG 48
Fosfataza kwaśna (EC 3.1.3.2) wyizolowana z wątroby
ludzkiej 49,50
Fosfofruktokinaza (EC 2.7.1.11) wyizolowana z mięśni
szkieletowych królika GSSG; CoASSG 19, 20
Heksokinaza (EC 2.7.1.1) wyizolowana z mózgu wołu cystamina 51
Kinaza pirogronianowa (EC 2.7.1.40) wyizolowana
z wątroby szczura GSSG 12
Reduktaza hydroksymetyloglutarylo-CoA (EC 1.1.1.88)
wyizolowana z wątroby szczura GSSG 52, 53
Syntetaza glikogenu (EC 2.4.1.11) I wyizolowana z serca
wołu oraz GSSG 54
D wyizolowana z wątroby szczura GSSG 55

aktywność fosfatazy fosforylazowej [48], syntetazy glikogenowej [54, 
55], heksokinazy [51], fosfofruktokinazy [19, 20] oraz kinazy pirogro- 
nianowej [12], a aktywują fruktozo-l,6-bisfosfatazę [37, 38] i dehydro
genazę glukozo-6-fosforazową [36]. Zastanówmy się zatem, jakie zmia
ny mogą zajść w metabolizmie glukozy, gdy w komórce nastąpi wzrost 
stężenia niskocząsteczkowych dwusiarczków. Najpierw rozpatrzmy dro
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gę rozkładu glikogenu. Zahamowanie w tym  samym czasie zarówno fo
sfatazy fosforylazowej jak i syntetazy glikogenowej prowadzi do ak
tywacji glikogenolizy (Ryc. 2).

Fosfataza fosforylazowa

Fosforylaza
aktywna

ADP

Fosforylaza
nieaktywna

ATP

Glukozo-1-fosforan _ Glikogen

Glukoza-----

Syntetaza glikogenu 
D i l

Glukozo-6 - fosforan NADPH
Heksokinaza Dehydrogenaza 

glukozo -6-fosforanowa

Fruktozo- 6 - fosforan 

Fosfofruktokinaza ^  |  Fruktozo-1,6-bisfosfataza 

Fruktozo -1 ,6 - bisfosforan

Fosfoenolopirogronian

Kinaza pirogronianowa 

Pirogronian

R yc. 2. S ch em at d róg m etabo licznych  g lukozy. Zaznaczono ty lko  te  enzym y, k tó 
rych  ak ty w n o ść  m odyfikow ana  je s t po in k u b ac ji z n iskocząsteczkow ym i d w u 
s ia rczk am i. S trz a łk i p rzek reślo n e  sym bo lizu ją  enzym y ham o w an e  po  in k u b ac ji, 
s trz a łk i (->) enzym y ak tyw ow ane . Z m odyfikow any  schem at [21].

Spadek aktywności trzech enzymów glikolitycznych (heksokinazy, fo- 
sfofruktokinazy, kinaza pirogronianowej) spowoduje zwolnienie procesu 
glikolizy. Na szczególną uwagę zasługuje fakt przeciwstawnego zacho
wania się enzymów katalizujących konwersje fruktozo-6-fosforanu do 
fruktozo-l,6-bisfosforanu i vice versa. Jak już wcześniej wspomniano 
fosfofruktokinaza po utlenieniu ulega inaktywacji, podczas gdy enzym 
katalizujący tę samą reakcję lecz w odwrotnym kierunku (fruktozo-1,6- 
bisfosfataza) ulega aktywacji. Jest to niezmiernie interesujące, ponieważ 
dotyczy reakcji będącej „zwrotnicą” pomiędzy glikolizą a glukoneoge- 
nezą.

W 1982 roku Moser wyizolował z wątroby szczura dwie formy fruk- 
tozo-l,6-bisfosfatazy o jednakowej masie podjednostek, różniące się sta
nem utlenienia grup tiolowych [56]. Stałe Michelisa obu postaci wobec
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substratu były jednakowe, ale bardziej utleniona forma enzymu była 
słabiej hamowana przez AMP i po redukcji odzyskiwała wrażliwość na 
hamujące działanie tego związku. Chociaż nie wiadomo, czy forma utle
niona powstaje z formy zredukowanej w czasie oczyszczania, czy też wy
stępuje w hepatocytach, to z powyższych danych wynika, że stan utle
nienia białka enzymatycznego wpływa na wrażliwość enzymu wobec 
zewnętrznych allosterycznych efektorów.

Wspomniano już, że w warunkach silnie utleniających, gdy ilość dwu
siarczku glutationu wzrasta, następuje zahamowanie glikolizy i aktywa
cja dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Enzym ten katalizuje pierw
szy etap bezpośredniej przemiany glukozy w tzw. cyklu pentozomonofo- 
sforanowym. Jedną z głównych funkcji tego cyklu jest dostarczanie 
NADPH, który z kolei potrzebny jest do redukcji dwusiarczku glutationu. 
Jeżeli przedstawione wyżej procesy rzeczywiście zachodzą in vivo, to 
przesunięcie metabolizmu glukozy na drogę cyklu pentozomonofosfora- 
nowego można uważać jako mechanizm zabezpieczający kmórkę przed 
nagromadzaniem się NADP.

Wykazano, że dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa występuje 
w dwóch formach, a ilość jednej z nich znacznie wzrasta, gdy ekstrakty 
wątroby poddaje się działaniu czterochlorku węgla [57]. Efekt działania 
CC14 można odwrócić za pomocą glutationu w postaci zredukowanej. 
Wysunięto ciekawą koncepcję zakładającą, że jedna forma dehydroge
nazy glukozo-6-fosforanowej odpowiada samemu enzymowi, zaś druga 
enzymowi związanemu z glutationem. Przypuszcza się, że utworzenie 
mieszanego dwusiarczku pomiędzy enzymem a glutationem prowadzi do 
zmiany konformacji białka enzymatycznego, a w konsekwencji do wy
eksponowania na nim ujemnych ładunków i dlatego formy te są od- 
różnialne elektroforetycznie.

V I-2. F osfa tazy

O ważności reszt cysteiny dla katalitycznych właściwości kwaśnych 
fosfataz donoszono już niejednokrotnie [49, 50].

Kwaśna fosfataza z liści szpinaku ulega kilkakrotnej aktywacji po 
inkubacji z dwusiarczkiem glutationu lub dehydroaskorbinianem [58]. 
Aktywacji towarzyszy przesunięcie optimum działania enzymu z pH 5 
do 7, co powoduje, że jest on aktywny zarówno w pH kwaśnym jak 
i obojętnym. Dodanie zredukowanej postaci glutationu przywraca pier
wotne właściwości enzymu. Podobnie zachowuje się kwaśna fosfataza 
z bulw ziemniaka [58]. Wspomniano już wcześniej, że w chloroplastach 
występują enzymy zachowujące się w posób odmienny tzn. są deakty- 
wowane przez dwusiarczek glutationu i dehydroaskorbinian, a aktywo
wane przez tioredoksynę. Wynika z tego, że GSSG i dehydroaskorbinian
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mogą uczestniczyć zarówno w aktywacji jak i inaktywacji enzymów 
roślinnych.

Dwie formy kwaśnej fosfatazy (AcPazy) z wątroby suma różniące 
się stopniem glikozylacji wykazują odmienną wrażliwość w stosunku 
do czynników blokujących i ochraniających grupy tiolowe [59]. Efekt 
działania czynników redukujących, takich jak 2-merkaptoetanol, DTT 
i askorbinian zmienia się w zależności od stężenia i czasu ich działa
nia (Ryc. 3).

Ryc. 3. Z ależność ak ty w n o śc i A cPazy I i II  z w ą tro b y  sum a od czasu  in k u b a c ji 
2  a sk o rb in ian em . A cPazy  in k u b o w an o  z 0.1 (A); 1 (B); 10 (C) m M  ask o rb m ian em . 
A k tyw ność  enzym u inkubow anego  w  ty ch  sam ych w aru n k ach , a le  bez a sk o rb in ia - 
n iu  p rzy ję to  za 100%>.
(— •—) A cP aza  I ;  (—°—) A cPaza II .

Po dodaniu askorbinianu obserwuje się natychmiastową aktywację 
AcPazy II, podczas gdy aktywność AcPazy I nie ulega zmianie. Prze
dłużając czas preinkubacji enzymu z askorbinianem AcPaza II ulega inak
tywacji, a aktywność AcPazy I wzrasta. W rezultacie, kiedy jedna for
ma enzymu jest aktywowana, aktywność drugiej nie ulega zmianie albo 
jest hamowana. Warto podkreślić, że w surowych ekstraktach zawiera
jących obie formy nie wykazano zmian aktywności fosfatazowej po inku
bacji z askorbinianem. Przypuszcza się, że w zależności od warunków 
oksydacyjno-redukcyjnych panujących w komórce działa jedna bądź dru
ga forma molekularny kwaśnej fosfatazy.

W poprzednim rozdziale wspomniano o dwóch fosfatazach, których 
aktywność zmienia się po utworzeniu mieszanych dwusiarczków z glu-
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tationem. Są to fosfataza fosforylazowa i fruktozo-l-6-bisfosfataza. Mo
lekularna masa katalitycznej podjednostki fosfatazy fosforylazowej wy
nosi około 35000 [60]. Fruktozo-l,6-bisfosfataza jest tetram erem  o masie 
cząsteczkowej podjednostki 37000 [56]. Aktywność innego enzymu, 6-fo- 
sfofrukto-2-kinazy/fruktozo-2,6-bisfosfatazy, który pełni funkcje fosfa
tazy lub kinazy zmienia się po inkubacji z czynnikami blokującymi gru
py sulfhydrylowe, chociaż dwusiarczek glutationu w stężeniu 0.1—10 mM 
nie wpływa na jego aktywność [61]. Jest rzeczą interesującą, że po tra 
wieniu tego enzymu termolizyną otrzymuje się fragmenty o masie 
32000—38000, które wykazują już tylko aktywność fosfatazową.

Znane są również kwaśne fosfatazy, których aktywność wzrasta po 
inkubacji z czynnikami redukującymi, a hamowana jest przez czynniki 
blokujące grupy tiolowe [62, 63, 64]. Masy cząsteczkowe większości 
z nich w^ahają się od 30000 do 40000. Warto zaznaczyć, że masa pod- 
jednostkowa omawianej poprzednio kwaśnej fosfatazy z wątroby suma 
wynosi również 35000 [65].

Podsumowując, należy zwrócić uwagę na fakt, że wymienione fosfata
zy mają masę cząsteczkową albo masę podjednostkową lub też fragment 
odpowiadający aktywności fosfatazowej o masie około 30 000. Nie wia
domo, czy ta zbieżność jest przypadkowa, czy też fosfatazy te posiadają 
homologiczny fragment struktury odpowiedzialny za uzależnienie ich 
aktywności od warunków oksydacyjno-redukcyjnych.

VII. Badania in vivo

Wiele badań wykonanych in vivo przemawia za hipotezą dotyczącą 
regulacji metabolizmu poprzez tworzenie i rozpad mieszanych dwu
siarczków białkowych. Przytoczę kilka przykładów. Stwierdzono, że po
danie zwierzęciu 100 do 200 mg cystaminy na kilogram wagi ciała spo
wodowało w czasie dwóch godzin spadek ilości glikogenu w wątrobie 
do wartości mniejszej niż 10°/o wartości kontrolnej [66]. Po perfuzji wą
troby szczura roztworem wodorotlenku III-rz. butylu następował wzrost 
stężenia wolnej glukozy i stymulacja glikogenolizy [67]. Oba efekty 
były odwracalne przez dwutioerytritol. W płucu szczura poddanego dzia
łaniu parakwatu wykazano aktywację cyklu pentozomonofosforanowego 
przy jednoczesnym zahamowaniu glikolizy [68, 69]. K e e l i n g  stwier
dził liniową zależność pomiędzy stężeniem mieszanych dwusiarczków 
białkowych, a przyrostem znakowanego C 02 z (1-14C) glukozy [70]. Jest 
więc wielce prawdopodobne, że sposób regulacji przemiany glukozy pro
ponowany w rozdziale VI-1 rzeczywiście funkcjonuje in vivo współ
działając z innymi mechanizmami odpowiedzialnymi za regulację meta
bolizmu tego cukru.
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Nie ulega wątpliwości, że zmiana stosunku niskocząsteczkowych 
związków tiolowych do niskocząsteczkowych dwusiarczków w komórce, 
a w konsekwencji zmiana aktywności wielu enzymów w wyniku utwo
rzenia mieszanych dwusiarczków białkowych oddziaływuje na liczne, 
jeśli nie na wszystkie procesy metaboliczne. Przyczyną mogą być silne 
warunki utleniające, a odpowiedź organizmu pod postacią opisanych 
w tym artykule efektów metabolicznych można potraktować jako me
chanizm obronny. Z drugiej ^trony brak jest bezpośrednich danych 
wskazujących na zmianę stanu utlenienia enzymów pod wpływem fizjo
logicznych stymulatorów. Wyjątek stanowią układ tioredoksyny uru
chamiający się pod wpływem światła oraz aktywacja kolagenazy w cza
sie fagocytozy. W tym  drugim przypadku leukocyty wytwarzają dużą 
ilość nadtlenku wodoru [71], który z kolei prowadzi do powstania GSSG 
w ilości wystarczającej do aktywacji enzymu [72]. Tak więc, hipoteza
o regulacji dróg metabolizmu poprzez tworzenie mieszanych dwusiarcz
ków białkowych jest atrakcyjna, choć jeszcze nie w pełni udowodniona.

Autorka składa serdeczne podziękowania Pani Prof. dr hab. Aleksan
drze Kubiczowej za krytyczne uwagi i pomoc w przygotowaniu niniej
szego artykułu.

O praco w an ie  w ykonano  w  ram ach  P ro g ram u  CPBR 3.13.1.
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I. Wstęp

W komórkach organizmów Prokaryota i Eukaryota, pod wpływem 
tem peratury o kilka stopni wyższej niż temperatura fizjologiczna, nastę
puje indukcja syntezy białek szoku termicznego, tzw. białek Hsp (ang. 
heat shock proteins). Efekt ten został po raz pierwszy zaobserwowany 
przez F. M. R i t o s s a, w 1962 roku, w komórkach muszki owocowej 
Drosophila melanogaster [1, 2]. Przez następne 15 lat uważano, że synteza 
białek szoku termicznego jest charakterystyczna jedynie dla Drosophila. 
W roku 1978 analogiczna odpowiedź komórki na zmianę tem peratury 
otoczenia została opisana w przypadku Eukaryota [3] i dla bakterii 
Escherichia coli [4, 5]. Od tego czasu ukazało się wiele prac opisujących 
syntezę białek szoku termicznego w praktycznie wszystkich badanych 
organizmach, od prymitywnych bakterii aż po komórki ludzkie (prace 
przeglądowe [6—12]). Podwyższenie tem peratury nie jest jedynym czyn
nikiem wywołującym syntezę białek Hsp. Podobny efekt jest wywoły
wany przez obecność etanolu, niektórych barwników i analogów amino
kwasów, jonów wapnia, czynników uszkadzających DNA lub zaburza
jących równowagę oksydo-redukcyjną, a nawet przez niedobór niektórych 
składników odżywczych [6, 13]. Nie wszystkie induktory wywołują jed
nakowy efekt w komórkach pochodzących z różnych organizmów. Etanol, 
na przykład, stymuluje syntezę białek szoku termicznego w komórkach 
Escherichia coli [9], drożdży [14] i fibroblastach chomika chińskiego [15] 
natomiast nie wpływa na indukcję syntezy białek Hsp w komórkach 
Drosophila i HeLa.

W komórkach roślinnych i zwierzęcych, indukcja syntezy białek Hsp 
jest obserwowana nie tylko in vivo przy zmianie tem peratury otoczenia 
lub w czasie gorączki, lecz także przy zmianie tem peratury hodowli ko
mórkowych i tkankowych [9, 10]. Synteza białek szoku termicznego wy
stępuje w różnorodnych tkankach, w tym także w komórkach nerwo
wych [16], lecz w wielu przypadkach jest zależna od stadium morfo- 
genezy komórek.

Białka szoku termicznego spełniają dwa kryteria [12]: 1. ich synteza 
jest silnie stymulowana przez podwyższenie temperatury, oraz 2. geny 
kodujące białka Hsp zawierają na końcu 5' sekwencję hs-box (Ryc. 1).

Stosując kryterium  względnej masy cząsteczkowej, większość białek 
szoku termicznego można zaklasyfikować do jednej z trzech grup:
1. białka Hsp90 (o względnej masie cząsteczkowej w granicach od 80 000 
do 90 000), 2. białka Hsp70 (o względnej masie cząsteczkowej w grani
cach od 68 000 do 74 000), 3. Hsp20 (o względnej masie cząsteczkowej 
w granicach od 18 000 do 30 000). Najmniejszym białkiem szoku te r
micznego jest polipeptyd złożony z 76 aminokwasów (ubikwityna), ucze
stniczący w zależnej od ATP degradacji białek Eukaryota [17].
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Sekwencje aminokwasowe białek o zbliżonej masie cząsteczkowej, 
pochodzących nawet z różnych organizmów, są w wysokim stopniu homo
logiczne [10]. Istnieje też wiele podobieństw w mechanizmach indukcji 
syntezy białek Hsp. Podobieństwa w strukturze białek szoku termicz
nego i w mechanizmach regulacji ich syntezy świadczą o tym, że funk
cje pełnione przez białka Hsp mają charakter uniwersalny. Białka Hsp 
w warunkach stresowych uczestniczą w tworzeniu oporności komórek 
na podwyższoną tem peraturę (termotolerancja) [18—26], Niektóre białka 
Hsp syntetyzowane są jednak w warunkach określanych jako bezstre
sowe. Przypuszczalnie białka szoku termicznego stanowią ogniwa alter
natywnych szlaków metabolicznych, uruchamianych nie tylko po pod
wyższeniu tem peratury lecz także w różnych stadiach morfogenezy ko
mórek, podczas infekcji wirusowej czy transformacji nowotworowej.

II. Geny kodujące białka szoku termicznego

Dziękj. stosowaniu technik hybrydyzacji DNA-DNA oraz RNA-DNA, 
w wielu organizmach zidentyfikowano a następnie zsekwenc jonowano 
geny kodujące białka szoku termicznego. Gen Drosophila kodujący białko 
Ksp83, zlokalizowano w pojedynczym miejscu na chromosomie [27]. Gen 
hsp83 posiada sekwencję intronową [10, 28]. Sekwencja nukleotydowa 
tego genu jest w ok. 60% identyczna z sekwencjami nukleotydowymi 
genów pochodzących z innych Eukaryota a należących do grupy 7isp90 
[10]. Homologie między sekwencjami nukleotydowymi genów należących 
do grupy hsp90 hsp83 posiada sekwencję intronową [10, 28]. Sekwencja 
nukleotydowymi z Drosophila i bakteri Escherichia coli są szacowane na 
około 45% [10]. Metodami immunologicznymi wykazano, że białka szoku 
termicznego, należące do grupy Hsp90, posiadają ponadto podobną struk
turę. Przeciwciała anty- Hsp89 kurczęcia immunoprecypitują białka gru
py Hsp90 pochodzące z komórek innych Eukaryota [29]. Mapy peptydowe 
tych białek wykazują także wyraźne podobieństwa [30].

Zsekwenc jonowano geny kodujące białka należące do grupy Hsp70 
z Drosophila, komórek ludzkich HeLa, Saccharomyces cerevisiae oraz 
bakterii Escherichia coli (gen dnaK). Homologie między sekwencjami 
nukleotydowymi tych genów zostały oszacowane na 50—80% [11, 31, 32], 
Podobieństwa w strukturze białek należących do grupy Hsp70 zostały 
także wykazane metodami immunologicznymi [29, 33]. Białka Hsp70 ko
mórek Drosophila, HeLa i drożdży kodowane są przez (odpowiednio) 7,
10, 9 niemal identycznych genów [34, 35, 36], zlokalizowanych często 
na różnych chromosomach. Geny kodujące białka stresu termicznego 
zlokalizowano także w DNA mitochondrialnym [37].

W warunkach podwyższonej temperatury w komórkach Drosophila 
syntetyzowane są także białka należące do grupy Hsp20 (tzn. białka
o względnej masie cząsteczkowej 27 000, 26 000, 23 000, 22 000) [10]. Ge-
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ny kodujące te białka zlokalizowane są obok siebie we fragmencie DNA
o długości 12 000 par zasad [38, 39]. Geny te posiadają wspólny frag
ment sekwencji DNA, co świadczy o tym, że powstały one przez po
wielenie i inwersję jednego pra-genu [40, 41]. Ten wspólny fragment 
DNA, kodujący 75 aminokwasów, pozostał niezmieniony w procesie ewo
lucji także w innych genach Eukaryota, kodujących białka należące do 
grupy Hsp20 [42, 43]. Sekwencja nukleotydowa tego fragmentu wyka
zuje także ok. 50°/o homologii z sekwencją genu kodującego łańcuch B 
białka strukturalnego soczewki oka ssaków (a-krystaliny) [44]. Białka 
Drosophila należące do grupy Hsp20 mają tendencje do tworzenia struk
tur oligomerycznych. Struktury te mogą odgrywać rolę w ochronie ko
mórki przed działaniem warunków stresowych.

Tabela 1

Białka szoku termicznego Escherichia coli

Białka Hsp uczestniczące w: nazwa genu Rola białek hsp

1. replikacji DNA dnaK* inicjacja replikacji X (45)
dnaJ* inicjacja replikacji X (46)
groVYi* inicjacja replikacji X (47)

2. transkrypcji DNA rpoD podjednostka RNA polimerazy, ini
cjacja syntezy mRNA (48)

3. translacji lys\J lizolo-tRNA syntateza (49)
4. modyfikacji białek dnaK autofosforylacja (50)
5. morfogenezie groEL* morfogeneza faga T4 i X (51)

gro ES* morfogeneza faga T4 i X (52)
6. degradacji białek lon ATP-zależna proteaza (53, 54)

* mutacje w tych genach blokują także syntezę Escherichia coli D NA i RNA (47)

W wyniku szoku termicznego bakterie Escherichia coli syntetyzują 
około 19 białek Hsp [9]. Dotychczas zidentyfikowano 9 genów kodują
cych białka Hsp (Tab. 1). Mutacje w genach hsp bakterii Escherichia 
coli powodują zaburzenia podstawowych czynności komórkowych: syn
tezy DNA, RNA i białek, oraz modyfikacji i degradacji białek [45—54]. 
Większość wyizolowanych mutacji w genach hsp Escherichia coli po
woduje także zahamowanie replikacji DNA i morfogenezy fagów lambda 
i T4 (rozdział V). Mutacje w genach kodujących białka Hsp E. coli mają 
charakter plejotropowy. Na przykład w bakteriach zawierających mu
tację dnaK756 obserwuje się: 1. zahamowanie syntezy DNA i RNA [55],
2. zahamowanie inicjacji replikacji DNA bakteriofaga lambda [50], 3. 
zmianę kinetyki syntezy innych białek Hsp [57], 4. zmianę puli ATP 
w komórce [58], 5. zwiększenie stabilności niektórych białek regulato
rowych [59] 6. brak fosforylacji niektórych białek bakteryjnych [60]. 
Nie wiadomo, który z tych fenotypów jest wynikiem bezpośredniego,
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a który pośredniego, działania zmutowanego genu dnaK. Bezpośredni 
udział białka DnaK został jedynie udowodniony w przypadku inicjacji 
replikacji lambda DNA (rozdział V). Wbudowanie transpozonu do genu 
dnaK nie jest letalne dla komórki w temperaturach niższych od 37°C 
[61]. Jeśli więc nawet białko DnaK odgrywa jakąś rolę w komórkach 
bakteryjnych w warunkach bezstresowych, to może być ono zastąpione 
przez inne elementy komórkowe.

Określenie fenotypu mutacji w genach kodujących białka Hsp Euka- 
ryota jest utrudnione istnieniem wielu kopii tych genów w komórce. 
W komórkach drożdży S. cerevisiae, w których można generować mu
tacje in vitro, uzyskano mutacje w ośmiu genach kodujących białka 
Hsp70 [62, 63, 11]. Określenie fenotypu tych mutacji sugeruje, że białka 
Hsp70 uczestniczą w tworzeniu oporności komórek na podwyższoną tem
peraturę oraz są niezbędne do wzrostu komórek w warunkach bezstre
sowych [63]. Indukowanie mutacji w genie kodującym białko Hsp90 
drożdży doprowadziło do identyfikacji nowego genu kodującego to biał
ko [64], Delecja genu kodującego białko Hsp26 drożdży (produkt tego 
genu uczestniczy w warunkach bezstresowych w sporulacji [65]), nie spo
wodowała wykrywalnych zmian w rozwoju zmutowanych komórek [66]. 
Przypuszczalnie, tak jak w przypadku białka DnaK, funkcja jaką speł
nia białko Hsp26 drożdży może być zastąpiona przez inne białka ko
mórkowe.

III. Regulacja eksprecji genów kodujących białka szoku termicznego

I I I - l .  W aru n k i szoku

Regulacja ekspresji genów Prokaryota kodujących białka szoku ter
micznego zachodzi na etapie transkrypcji a genów Eukaryota na etapie 
transkrypcji i translacji [6—12, 67, 68].

W bakterii Escherichia coli, mRNA kodujący białka Hsp jest syn
tetyzowany de novo po wzroście tem peratury z 30°C do 43°C. Indukcja 
transkrypcji genów hsp E.coli rozpoczyna się w czasie krótszym od 15 se
kund po zmianie temperatury. Maksymalny poziom syntezy Hsp mRNA 
osiągany jest po upływie 4 do 8 minut [23, 69], Badanie struktury miejsc 
promotorowych genów hsp E.coli wykazało istnienie rejonów bogatych 
w cytozynę (tak zwana sekwencja hs-box), w pozycji -35 i -10 od miejsca 
startu syntezy Hsp mRNA [9, 70] (Ryc. 1). Tak zmodyfikowana sekwen
cja promotora jest słabo rozpoznawana przez normalnie preegzystującą 
w komórce E.coli podjednostkę c-70 (produkt genu rpoD) polimerazy 
RNA [71]. Pozytywnym regulatorem ekspresji genów hsp E.coli jest 
produkt genu htpR (zwany przez innych autorów hin lub rpoH) [23, 72]. 
Produkt genu htpR, białko o względnej masie cząsteczkowej 32 000 jest
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nową podjednostką polimerazy RNA, nazwaną o-32, która w warunkach 
podwyższonej tem peratury odpowiedzialna jest za inicjację syntezy Hsp 
mRNA [71, 73]. Występująca przed promotorami genów hsp sekwencja 
hs-box wyróżnia te promotory spośród innych i jest przypuszczalnie 
miejscem wiązania się białka o-32. Transkrypcja genu htpR jest regu
lowana w inny sposób niż transkrypcja genów hsp. Podwyższenie tempe
ratury indukuje zarówno intensywną syntezę HtpR mRNA jak i mRNA 
kodującego białka szoku termicznego [74], Mutacja w genie htpR unie
możliwia jednak syntezę Hsp mRNA, nie wpływa natomiast na poziom 
syntezy HtpR mRNA w podwyższonej temperaturze [74]. Ponieważ mu
tacje w genie kodującym białko o-70 zmnieniają ekspresje genów hsp, 
można przypuszczać, że zmodyfikowane przez nieznane czynniki białko 
o-70 jest odpowiedzialne za inicjację syntezy HtpR mRNA [48]. .W do
świadczeniach in vitro transkrypcja genu TitpR wymaga obecności białka 
o-70 a nie białka o-32 [71]. Podwyższenie tem peratury może w pośredni 
lub bezpośredni sposób wpłynąć na modyfikację biała o-70 lub też, jak 
sugeruje N e i d h a r d t  i ws p .  [71], zmienić konformację DNA w po
bliżu promotora genu htpR. Zmiana konformacji DNA wpływa, jak wia
domo, na powinowactwo polimerazy RNA do sekwencji promotora [75], 
Hipoteza ta jest zgodna z doświadczeniami, w których związki chemicz
ne indukujące zmianę superzwiniętej struktury DNA powodują także 
indukcję białek szoku termicznego [76].

Synteza białek Hsp E. coli podlega procesowi autoregulacji. W nie- 
zmutowanych komórkach E. coli, po upływie 4—8 minut od momentu 
podwyższenia tem peratury synteza białek Hsp wzrasta 5 do 20 razy 
w porównaniu z warunkami bezstresowymi [23]. W czasie przedłużają
cego się szoku synteza Hsp mRNA (jak i białek Hsp) zostaje częściowo 
zahamowana. Po 20—30 minutach od momentu podwyższenia tempera
tury ustala się nowy poziom syntezy Hsp mRNA, nieznacznie tylko wyż
szy niż w warunkach bezstresowych [23, 57]. Bakterie E. coli zawiera
jące mutację w genie kodującym białko Hsp70 (mutacja dnaK756), syn
tetyzują wydajnie białka Hsp nawet w warunkach przedłużającego się 
stresu [57]. Wprowadzenie do bakterii dnaK.756 DNA plazmidowego 
zawierającego dziki gen dnaK, powoduje zahamowanie syntezy białek 
Hsp [57]. Białko DnaK, samo będąc białkiem Hsp, uczestniczy w regu
lacji espresji własnego genu oraz innych genów kodujących białka śzoku 
termicznego. Podwójne mutanty w genach dnaK i 7itpR mają fenotyp 
identyczny jak bakterie htpR~ [57]: nie następuje w nich indukcja syn
tezy białek Hsp a bakterie nie przeżywają tem peratury wyższej niż 
36°C. Wydaje się to wykluczać możliwość, że produkt genu dnaK jest 
represorem promotorów genów hsp, a białko o-32 (produkt genu TitpR) 
jest odpowiedzialne za usunięcie represora związanego z sekwencją pro
motora. Bardziej prawdopodobna jest natomiast hipoteza, że białko DnaK 
moduluje aktywność pozytywnego elementu, białka o- 32 [57].
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Produkt genu dnaK, białko kwaśne o względnej masie cząsteczko
wej 72 000 [45], posiadające aktywność 5'-nukleotydazy [77] i ulegające 
autofosforylacji [50], może modulować syntezę białek Hsp na dwóch 
etapach: 1. Na etapie inicjacji transkrypcji Hsp mRNA. Białko DnaK 
może rozbijać kompleks polimerazy RNA z białkiem o-32 poprzez pro- 
teolizę, fosforylację białek wchodzących w skład kompleksu lub konku
rencję z białkiem o-32 o miejsce wiązania się z polimerazą RNA. 2. Na 
etapie inicjacji transkrypcji HtpR mRNA.

W komórkach Eukaryota, podobnie jak w komórkach Prokaryota, 
pod wpływem szoku termicznego rozpoczyna się synteza Hsp mRNA. 
Badania struktury miejsca promotorowego genu hspTO Drosophila wy
kazały istnienie sekwencji niezbędnej do zainicjowania syntezy Hsp 
mRNA prz^z podwyższenie temperatury. Oprócz sekwencji TATA w po
zycji -30 nukleotydów od miejsca startu syntezy mRNA istotna oka
zała się, powtórzona (w pozycji -85, -62), sekwencja C—GAA-TTC—G. 
Brak tej sekwencji wyklucza indukcję syntezy Hsp mRNA po wzroście 
tem peratury [78, 79] (Ryc. 1). Ponieważ podobne sekwencje znaleziono 
przed promotorami innych genów hsp Drosophila [8, 78, 79], można je 
nazwać hs-box (w literaturze spotyka się także nazwy HSE, ang. heat 
shock element, lub Pelham-box). Wbudowanie sekwencji hs-box Dro
sophila przed promotorem genu kinazy tymidynowej wirusa herpes,

P r o m o t o r y  g e n ó w  h s p  Escherich ia  colt

g e n y  :

-3  5

d n a K  . . .  GCATCTCCCCCTTGATGAC 

g r o E L  . . . C T TTTTCCCCCTTGAAGGG

h s - b o x ....................... C CCCC................................................................................CCCC

P r o m o t o r y  g e n ó w  h s p  D rosoph ila  melanogastcr

- 8 7  - 6 5  

h s p 70 . .CTCTCGTTGGTTCGAGAGAGCGCGCCTCGAATGTTCGCG. . 

h sp  83 . . ATGCAGAAGCCTCTAGAAGTTT- — CTAGAGACTTCCAGTT 

hsp  26 ....................................................... TCACTTTCCGGACTCT TCTAGAA

h s  - b o x  . . . .C —  G A A - T T C —  G ........................C—  G A A - T T C  —  G . .

Ryc. 1. S ekw encje  nu k leo ty d o w e p rom oto rów  genów  hsp b a k te r ii  Escherichia  
coli i D rosophila m elanogaster  (w edług  dan y ch  opub likow anych  w  p racach  [9, 10,
78, 79]). Pozycje nuk leo tydów  liczone są w  stosunku  do m iejsca, z k tórego  rozpo
czyna się synteza mRNA. S ekw encje  nukleo tydow e, n iezbędne do in d u k c ji syntezy 
H sp m RN A  w czasie s tre su  zaznaczono jak o  hs-box.

- 3 0

TATA

TATA

TATA

- 1 0

C G A - C C C C A T T T A G T A . . 

AT— CCCCAT T T C T C T . .
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umożliwiło indukcję tego enzymu przez szok termiczny [80], Gen ko
dujący białko Hsp70 Drosophila, przeniesiony wraz z genem kinazy ty- 
midynowej wirusa herpes, ulega ekspresji w warunkach podwyższonej 
tem peratury w komórkach myszy, małpy i oocytach Xenopus [79, 81— 
83], Przed genami hsp pochodzącymi z innych organizmów, zidentyfi
kowano także sekwencję hs-box homologiczną do hs-box Drosophila 
[32, 84, 85, 86]. Jak wynika z tych doświadczeń, nie tylko sekwencja 
aminokwasowa białek szoku termicznego lecz także sam mechanizm in
dukcji syntezy tych białek pozostał niezmieniony w procesie ewolucji.

Z komórek Drosophila wyizolowano białko HSTF o względnej masie 
cząsteczkowej ok. 48 000, które wiąże się specyficznie z sekwencją hs-box. 
Ponieważ białko HSTF nie jest związane z tą sekwencją w warunkach 
bezstresowych uważa się, że pełni ono rolę pozytywnego elementu re
gulatorowego [87, 88]. W komórkach Drosophila, RNA polimeraza II 
jest odpowiedzialna za syntezę mRNA. Przynajmniej dwa białka: czyn
nik A i B, niezbędne są do tego, aby RNA polimeraza II rozpoznała se
kwencję promotora. Zgodnie z hipotezą C. P a r k e r  a, w warunkach szo
ku białko HSTF jest aktywowane i zastępuje czynnik B w procesie inicja
cji syntezy Hsp mRNA [87]. Wyizolowane, z komórek Drosophila rosną
cych w warunkach fizjologicznych, białko HSTF jest mniej aktywne niż 
białko HSTF wyizolowane z komórek poddanych działaniu podwyższonej 
temperatury [87]. Białko HSTF w warunkach bezstresowych jest przy
puszczalnie modyfikowane przez 76 aminokwasowy polipeptyd ubikwi- 
tynę [89]. Zgodnie z hipotezą przedstawioną przez R. H. B u r  d o n  a [8] 
szok termiczny powoduje zmianę konformacji wielu białek, do których 
przyłącza się ubikwityna, odpowiedzialna za ich degradację. Zapotrze
bowanie komórki na ubikwitynę w pierwszych minutach po podwyż
szeniu tem peratury jest tak duże, że ubikwityna odłączana jest od biał
ka HSTF. Aktywowane w ten sposób białko HSTF uczestniczy w inicja
cji transkrypcji Hsp mRNA (w tym także mRNA kodującego ubikwi
tynę [17]). Po translacji mRNA kodującego ubikwitynę, stężenie tego 
polipeptydu w komórce wzrasta, i, w reakcji sprzężenia zwrotnego, ak
tywność białka HSTE maleje [8].

W czasie przedłużającego się stresu w komórkach Drosophila, analo
gicznie jak w bakteriach E. coli, synteza Hsp mRNA zostaje częściowo 
zahamowana [90]. Zablokowanie syntezy białek Drosophila przez do
danie cykloheksymidu już po zaindukowaniu syntezy Hsp mRNA przez 
wzrost temperatury, powoduje utrzymanie syntezy Hsp mRNA na wy
sokim poziomie, bez tendencji spadkowej przez okres następnych paru 
godzn [90]. Doświadczenia te sugerują, że także w komórkach Euka- 
ryota istnieje mechanizm autoregulacji ekspresji genów kodujących biał
ka szoku termicznego. Podobnie jak u bakterii Escherichia coli, białko 
z grupy Hsp70 Drosophila jest przypuszczalnie odpowiedzialne za spo
wolnienie syntezy białek Hsp w czasie przedłużającego się stresu [90].
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Ekspresja genów hsp Eukaryota regulowana jest dodatkowo na eta
pie translacji. Preferencyjną translację Hsp mRNA zaobserwowano 
w układzie in vitro syntezy białek Drosophila [91]. W komórkach Dro
sophila, 5' koniec Hsp mRNA jest niezbędny aby to mRNA ulegało pre
ferencyjnej translacji w warunkach podwyższonej tem peratury [92], 
W komórkach ludzkich HeLa białko szoku termicznego Hsp73 wiąże się 
z sekwencją poliA na końcu 3' niektórych mRNA ulegających translacji 
[93], Zgodnie z hipotezą przedstawioną przez S c h o n f e l d e r a  
i ws p . ,  białko Hsp73 jest odpowiedzialne za preferencyjną translację te
go mRNA, z którym pozostaje w kompleksie [93]. Ponieważ biało Hsp73 
syntetyzowane jest także w warunkach bezstresowych, może ono brać 
udział w regulacji ekspresji genów niezbędnych w procesie różnicowania 
się komórek.

Efektem towarzyszącym indukcji syntezy białek szoku termicznego 
jest defosforylacja białek rybosomalnych S6 oraz fosforylacja czynnika 
eIF-2 [94, 95]. Ponieważ jednak udział fosforylacji tych białek w trans
lacji nie został jeszcze w pełni wyjaśniony, interpretacja tych wyników 
jest utrudniona.

Jedynym znanym przypadkiem regulacji ekspresji genów hsp, za
chodzącej wyłącznie na etapie translacji, jest synteza białek Hsp w oocy- 
tach Xenopus [43, 96]. Synteza białek szoku termicznego w oocytach 
spowodowana jest preferencyjnym odczytaniem zapasowego Hsp mRNA, 
który był syntetyzowany przed szokiem [43, 96]. Mechanizm aktywacji 
zapasowego Hsp mRNA przez szok termiczny nie jest znany.

III-2 . W aru n k i bezstresow e

Większość genów Eukaryota, kodujących białka Hsp90, Hsp70 i nie
które białka z grupy Hsp20, ulega ekspresji w warunkach bezstreso
wych. Określone białka szoku termicznego pojawiają się wybiórczo na 
różnych etapach różnicowania się komórek [97—114].

Wszystkie, zidentyfikowane dotychczas, produkty genów hsp E. coli 
są syntetyzowane także w warunkach fizjologicznych [9]. Dotychczas 
nie jest wyjaśnione, czy synteza Hsp mRNA E. coli w warunkach bez
stresowych jest zależna od białka 0-32 czy o-70 [71].

Za ekspresję genów hsp Eukaryota w warunkach bezstresowych mogą 
być odpowiedzialne:
1. Białko HSTF, które w małym stężeniu jest obecne w tych w arun

kach w komórce. W tym przypadku ekspresja genów hsp będzie za
leżała od powinowactwa białka HSTF do sekwencji hs-box [103]. Nie 
wykluczone jest także, że białko HSTF może być, w tych warunkach, 
modyfikowane przez aparat enzymatyczny komórki.

2. Inne niż hs-box sekwencje regulatorowe promotorów genów.
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Synteza białek z grupy Hsp20 Drosophila jest indukowana przez hor
mony [115]. Białka Hsp20 syntetyzowane są nie we wszystkich stadiach 
różnicowania się komórek. Przed sekwencją kodującą gen hsp26 Droso
phila, zidentyfikowano sekwencję nukleotydową (zlokalizowaną w in
nym miejscu niż sekwencja hs-box) odpowiedzialną za regulację ekspre
sji tego genu w specyficznych stadiach morfogenezy [114]. Po usunięciu 
sekwencji hs-box, gen kodujący białko Hsp26 ulega ekspresji w w arun
kach bezstresowych [114]. Ekspresja genu hsplO Drosophila, przenie
sionego do komórek HeLa, znajduje się pod kontrolą komórkowego on
kogenu c-myc [116]. Synteza Hsp70 mRNA zależna jest od sekwencji 
oddalonej ok. 100 nukleotydów od sekwencji hs-box [116]. Także eks
presja genu hsp72 HeLa, w pewnych warunkach jest regulowana nie
zależnie od sekwencji hs-box. Inkubacja komórek HeLa w minimalnej 
pożywce bez dodatku surowicy, powoduje zahamowanie ich wzrostu 
w fazie S [117]. Dodanie surowicy do pożywki stymuluje syntezę paru 
białek, między innymi białek histonowych oraz białka Hsp72, i rozpo
czyna się normalna replikacja DNA chromosomalnego. Dodanie suro
wicy nie indukuje syntezy białka Hsp72 w obecności antybiotyku hamu
jącego replikację. Jeśli jednak komórki z zahamowaną przez antybiotyk 
replikacją DNA zostaną przeniesione do wyższej temperatury, następuje 
indukcja syntezy białek szoku temperaturowego, w tym białka Iisp72. 
Indukcja syntezy białka Hsp72 w czasie inicjacji replikacji DNA chro
mosomalnego sugeruje, że białko to jest niezbędne w czasie syntezy 
DNA.

We wszystkich badanych typach komórek Eukaryota zidentyfikowa
no tak zwane geny hsc (heat shock cognate) [10, 102]. Geny te posiadają 
niemal identyczne sekwencje jak geny hsp. Geny hsc ulegają ekspresji 
w warunkach bezstresowych, ale nie zaobserwowano indukcji syntezy 
Hsc mRNA po podwyższeniu temperatury. Produkty genów hsc są praw
dopodobnie wersjami białek Hsp, niezbędnymi w normalnych, bezstre
sowych warunkach rozwoju komórki. Być może, w wyniku ewolucji 
i przystosowania się do zmiennych warunków zewnętrznych, utrwaliły 
się przed niektórymi genami hsc sekwencje hs-box, umożliwiając induk
cję białek niezbędnych do przetrwania w warunkach stresowych. Ekspre
sja zmodyfikowanego przez insercję sekwencji hs-box, genu hsc, może 
być regulowana przy pomocy niezależnych mechanizmów w warunkach 
fizjologicznych i w warunkach szoku termicznego.

IV. Rozmieszczenie białek szoku termicznego w komórce

Stosując metody immunofluoresceneji oraz frakcjonowania organeli 
komórkowych wykazano, że natychmiast po podwyższeniu temperatury, 
białka należące do grupy Hsp70 przedostają się z cytoplazmy do jądra
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komórkowego i koncentrują się w jąderku [118—121]. Po usunięciu 
czynników stresowych białka te powracają do cytoplazmy. W czasie 
trwania szoku w jąderku obserwowane są agregaty białek rybosomal- 
nych, niezdolne do tworzenia aktywnych rybosomów [122, 123]. Obec
ność białka Hsp70 Drosophila w jąderku zmienia strukturę nieaktyw
nych rybosomów [123]. W doświadczeniach in vitro, białka z grupy 
Hsp70 Drosophila i HeLa, mające wyraźne powinowactwo do hydrofo
bowych domen znajdujących się na powierzchni rybosomów, są uwal
niane z jąderka pod wpływem hydrolizy ATP [122, 123]. W czasie trw a
nia szoku białka Hsp70 znajdują się także w kompleksie z filamentarną 
strukturą białkową, odpowiedzialną za kształt komórki (ang. cytoskele- 
ton) [11]. Białka Hsp70 przypuszczalnie uczestniczą w wiązaniu tej fila- 
mentarnej struktury  do błony komórkowej [10]. Także i w tym  przy
padku, hydroliza ATP jest niezbędna do uwolnienia białka Hsp70 z kom
pleksu [10]. Białka Hsp70 Drosophila i HeLa usuwają, w ATP zależnej 
reakcji, białkową osłonę (ang. clathrin) z pęcherzyków błony, znajdują
cych się w cytoplazmie. Aktywność usuwania osłony białkowej tych pę
cherzyków przez białko Hsp70 wzrasta 10 do 20 krotnie w czasie szoku 
termicznego [124, 125].

Według hipotezy przedstawionej przez P e l h a m  a [123], białka 
z grupy Hsp70 wiążą się z hydrofobowymi powierzchniami innych 
białek i, działając jak detergnet, rozbijają powstałe w czasie szoku nie
aktywne struktury białkowe. Białka Hsp70 wykorzystując energię z hy
drolizy ATP, uwalniają się z kompleksu, umożliwiając w ten sposób 
prawidłową morfogenezę białkowych struktur komórkowych.

Białka z grupy Hsp90 tworzą kompleks z receptorem hormonów ste
rydowych [126—128] a także oddziaływują z kinazą białkową pp60rsv, 
kodowaną przez genom virusa RSV [129]. Prawdopodobnie białka Hsp90 
zaangażowane są w transporcie receptorów hormonów sterydowych i ki
nazy białkowej w komórce.

Małe białka z grupy Hsp20, w czasie trwania stresu, tworzą duże, 
nierozpuszczalne struktury  białkowe (agregaty) w okolicy jądra komór
kowego. Rola tych struktur nie jest wyjaśniona. Być może ochraniają 
one jądro komórkowe przed działaniem podwyższonej tem peratury [118, 
129].

V. Indukcja syntezy białek szoku termicznego w wyniku 
infekcji wirusowej

Zakażenie bakterii E. coli bakteriofagiem lambda wywołuje indukcję 
syntezy białek szoku termicznego nawet w temperaturze 30°C [130—132]. 
Synteza białek Hsp wywołana infekcją wirusową jest zależna od białka 
o-32 produktu genu htpR [131]. W warunkach gdy białko o-32 jest nie

http://rcin.org.pl



270 D. SK O W YR A , M. ŻYLICZ [12]

aktywne (mutacja temperaturo-wrażliwa w genie htpR), nie dochodzi do 
indukcji syntezy białek Hsp i mimo wydajnej syntezy wczesnych białek 
fagowych rozwój bakteriofaga lambda jest zahamowany [131]. W ge
nomie bakteriofaga lambda zidentyfikowano gen clii, odpowiadzialny za 
indukcję syntezy białek Hsp [59], Gen clii, znany był wcześniej jako 
regulator aktywności komórkowej proteazy i pośredni induktor syntezy 
mRNA genów bakteriofaga lambda, odpowiedzialnych za integrację fa- 
gowego DNA do chromosomu bakteryjnego [133].

Wyizolowano mutanty bakteryjne, które uniemożliwiają rozwój bak
teriofaga lambda (mutacje typu gro) [56]. Większość tych mutacji zo
stała zlokalizowana w genach kodujących białka Hsp: mutacje w genach 
dnaK, dnaJ i groPE blokują replikację lambda DNA [134, 135, 47], na
tomiast mutacje groEL i groES hamują jego morfogenezę [51, 52], Pro
dukty genów dnaK [45], dnaJ [46] oraz grroPE (M. Ż y l i c z ,  D. A n g ,  
C. G e o r g o p o u l o s ,  wyniki nie publikowane) zostały oczyszczone do 
homogenności. Wykazano, że są one niezbędne do inicjacji replikacji 
lambda DNA in vitro, na etapie syntezy startera RNA [46, 136, 137]. 
Aktywność 5'-nukleotydazy białka DnaK jest niezbędna do procesu pre- 
inicjacji replikacji lambda DNA ([136] oraz M. Ż y l i c z ,  wyniki nie pu
blikowane). Białko DnaK, należące do grupy białek Hsp70, aktywuje 
powstały w czasie inicjacji replikacji ÄDNA kompleks preinicjacyjny 
[138]. Przypuszczalnie białko DnaK, w ATP- zależnej reakcji usuwa 
z kompleksu preinicjacyjnego białkowe inhibitory procesu replikacji 
DNA.

Zakażenie wirusowe komórek Eukaryota także indukuje syntezę bia
łek Hsp. Zostało to stwierdzone w przypadku adenowirusa [139, 140, 141], 
wirusa HSV [142], wirusa sinbis [143], sirnan wirusa 5 [144], wirusa 
polyoma i SV40 [145] oraz paramykowirusa [146], Przy zakażeniu ade- 
nowirusem hodowli komórek HeLa, specyficzny gen wirusowy eiA (odpo
wiedzialny także za transformację nowotworową) kontroluje indukcję 
syntezy komórkowego białka Hsp72 [141]. Natomiast przy braku induk
cji białek szoku termicznego rozwój adenowirusa jest zablokowany [139]. 
Istnienie tej zależności sugeruje, że podobnie jak w przypadku białek 
Hsp E. coli, białka szoku termicznego organizmów eukaryotycznych mogą 
być niezbędne dla rozwoju wirusów w komórce. Zależność ta powinna 
być dokładniej zbadana. Izolacja mutacji w genach kodujących białka 
Hsp może doprowadzić do uzyskania komórek opornych na infekcję wi
rusów nowotworowych.

VI. Udział białek szoku termicznego w transformacji nowotworowej

Komórki ulegające transformacji nowotworowej posiadają podwyż
szony poziom syntezy białek Hsp [139]. Ekspresja przynajmniej jednego
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z białek szoku termicznego (Hsp70) jest pod kontrolą komórkowego on- 
kogenu c-myc [116].

Przeciwciała specyficzne dla innego komórkowego onkogenu p53, 
koprecypitują kompleks białka p53 z dwoma białkami stresowymi Hsp70 
i Hsp68 [147]. Kompleks ten jest specyficzny i tworzy się tylko w ją
drach komórek podlegających transformacji nowotworowej [147]. Onko- 
gen p53 był uprzednio zidentyfikowany jako białko znajdujące się w kom
pleksie z antygenem T wirusa SV40 [148—150]. Przypuszczalnie kom
pleks białka p53 i antygenu T stabilizował onkogen p53 i był niezbędny 
do transformacji komórek wywołanej wirusem SV40 [151, 152], Mono- 
klonalne przeciwciała anty-p53 immunoprecypitują kompleks p53-anty- 
gen T, związany ponadto z dwoma komórkowymi białkami o względnej 
masie cząsteczkowej około 70 000 [153] (przypuszczalnie są to białka 
Hsp70 oraz Hsp68 [147]). Natomiast przeciwciała anty-T immunoprecy
pitują tylko kompleks antygenu T wraz z onkogenem p53 [147]. Doś
wiadczenia te sugerują, że między antygenem T a białkiem Hsp70 może 
występować współzawodnictwo o wiązanie z onkogenem p53 [147], Biał
ko Hsp70 może podobnie jak antygen T, stabilizować onkogen p53 i w ten 
sposób powodować transformację nowotworową bez udziału infekcji wi
rusowej. Istnieje kilka analogii między antygenem T wirusa SV40 oraz 
białkami należącymi do grupy Hsp70:
1. antygen T jest, podobnie jak białka Hsp70, obecny w jądrze komór

kowym
2. antygen T jest, podobnie jak białko DnaK S^nukleotydazą [154, 150]
3. antygen T uczestniczy, podobnie jak białko DnaK, w inicjacji repli

kacji DNA wirusowego [154, 150, 45, 46]
4. antygen T, podobnie jak białko DnaK, jest posttranslacyjnie mody

fikowany przez fosforylację [154, 50],
Poznanie molekularnych podstaw działania białek Hsp70 powinno 

zweryfikować hipotezę o bezpośrednim udziale tych białek w transfor
macji nowotworowej.

VII. Uwagi końcowe

Mimo różnic w regulacji ekspresji genów Eukaryota i Prokaryota, 
bakteria E. coli syntetyzuje białka szoku termicznego o sekwencjach 
aminokwasowych w dużym stopniu homologicznych do sekwencji białek 
syntetyzowanych przez organizm ludzki. Także i mechanizmy indukcji 
syntezy tych białek wydają się być podobne. Prawdopodobnie mecha
nizm indukcji syntezy białek szoku wykształcił się w bardzo wczesnych 
etapach powstawania życia na ziemi, przed podziałem na Eukaryota
i Prokaryota. Białka szoku termicznego są niezbędne dla ochrony ko
mórki przed działaniem czynników stresowych, nie tylko podwyższonej
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temperatury, lecz także czynników uszkadzających DNA czy zaburza
jących równowagę metaboliczną komórki. Niektóre z białek szoku te r
micznego są także syntetyzowane w warunkach bezstresowych. Nielicz
ne doświadczenia z tego zakresu, najlepiej udokumentowane dla bakte
rii E. coli przemawiają za tym, że białka szoku termicznego mogą być 
zaangażowane w procesach morfogenezy, replikacji i transkrypcji DNA, 
translacji, modyfikacji i degradacji białek, a także w procesach prowa
dzących do transformacji nowotworowej.

P raca  w y k o n an a  w  ram ach  prob lem u C PBR 3.13
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W ykaz stosow anych  sk ró tów : cA M P — cykliczny 3', S 'adenozynom onofosforan , 
cG M P — cykliczny  3 ', 5 'guanozynom onofoisforan , G T P — g u an o zy n o trifo sfo ran , 
D A R PP-32  — b ia łko  cytosolow e m ózgow ia fo sfo ry low ane w  obecności dopam iny
i cA M P, GABA — kw as gam m a am inom asłow y, D i-D A  — re c e p to r dopam iny .

I. Wstęp

Już w 1957 r. H e  a i d  [1, 2] wysunął pogląd, że zmiany jakie poja
wiają się w procesie fosforylacji białek mózgowia świnki morskiej mogą 
regulować przenikanie jonów przez błony komórkowe [3].

W następnych latach potwierdzono eksperymentalnie, że proces fo
sforylacji białek mózgowia jest jednym z podstawowych mechanizmów 
regulujących wiele funkcji komórek nerwowych [4—6], Udział fosfory
lacji i defosforylacji białek w regulacji wielu różnych zjawisk fizjolo
gicznych jest już dobrze udokumentowany. Między innymi fosforylacją
i defosforylacją białek mózgowia tłumaczyć można także występowanie 
zmian behawioralnych, tolerancję lub uzależnienie od leków, a także 
regulację transportu przez błony (w tym jonów) [6—8]. Uważa się, że 
większość zewnątrzkomórkowych sygnałów w mózgowiu, pośrednio in
dukując fosforylację odpowiednich białek, reguluje na tej drodze we
wnątrzkomórkowe funkcje w mózgowiu. Dotyczy to metabolizmu produk
tów pośrednich, biosyntezy neuroprzekażników i ich uwalniania, także 
wzrostu, pobudzania oraz różnicowania i morfologii neuronów [9].

W białkach neuronalnych seryna jest tym aminokwasem, który naj
częściej podlega procesowi fosforylacji. Fosfoproteiny charakteryzują się 
dość szybkim metabolizmem w różnych tkankach różnych gatunków 
zwierząt, ale najwyższą przemianę tych białek stwierdzono w mózgo
wiu. Zdolność endogennych białek do fosforylacji wyraźnie wzrasta we 
frakcjach subkomórkowych mózgowia, a zwłaszcza we frakcjach wzbo
gaconych w błony synaptyczne [10],

Odwracalność procesów fosforylacji i defosforylacji jest warunkiem 
powstawania odwracalnych zmian w strukturze białek, co powoduje 
zmiany stereokonformacji. Stanowi to, podobnie do regulacji czynności 
białek innych tkanek, również regulację funkcji białek neuronalnych.

Fosforylacja białka enzymatycznego zmienia jego właściwości kata
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lityczne, fosforylacja białek strukturalnych, zwłaszcza błonowych powo
dować może np. zmiany przepuszczalności kanałów jonowych błon [10]. 
Na tej drodze również może być pośrednio kontrolowany stan depola
ryzacji błon neuronalnych mózgowia [11]. Fosforylacja i defosforylacja 
zależy od katalitycznej aktywności przynajmniej dwóch enzymów: ki
nazy białkowej i fosfatazy fosfoproteinowej. Kinaza przenosi resztę fo
sforanową z pozycji gamma z ATP na substrat białkowy, a fosfataza na 
drodze hydrolizy katalizuje usunięcie grupy fosforanowej z ufosforylo- 
wanego białka. W niniejszym artykule przedstawiono charakterystykę
i rolę kinaz białkowych mózgowia aktywowanych przez cAMP oraz po
glądy na temat fizjologicznej roli białek mózgowia fosforylowanych 
przez kinazy. Artykuł ten nie wyczerpuje w pełni omawianego zagadnie
nia, pozwoli jednakże zorientować się w zakresie badań i poglądów w tym 
temacie.

II. Drogi fosforylacji białek mózgowia

Przyjm uje się, że fosforylacja białek mózgowia odgrywa podstawo
wą rolę w przekazywaniu biologicznych odpowiedzi na różnorodne, ze-

E fe k ty  f iz jo log iczne  
inn e  niż  w y w ie ra n e  
p rzez  k inazy  b ia łkowe

D ia c y lo g l i c e r o l  i
ln

F o s fa t y d u lo s e r y n a  

K inaza białkowa Kinaza białkowa Kinaza bia łkowa
aktywowana ak tyw ow a n a  aktywowana f  ^

przez: cA M P  cGM P C a ^ k a l m o d u l i n a  Kinaza b ia łk o w a  C

,'i\ /l\ /l\
3*~ przekaźniki Białkowe substraty kinazy białkowej

ł
4 "  i następne przekaźniki |

i
O d p o w ie d ź  b io log iczna

Ryc. 1 p rzed s taw ia  d rogi specyficznych  odpow iedzi b io logicznych w e „w raż liw y ch ” 
n eu ro n ach  w yw ołanych  zew nątrzkom órkow ym i sygnałam i. U ruchom ien ie  w ie lo 
stopniow ych , różnorodnych  efek to rów  w  konsekw encji p row adzi do  odpow iedzi 
neuronu . W śród p rzekaźn ików  2 stopn ia  — cykliczny adenozyno 3', S ^m ono- 
fosforan  je s t szczególnie in te re su jący  ze w zględu n a  is tn ie jące  obecn ie  sugestie, 
że ak ty w ac ja  k inazy  b ia łkow ej zależnej od cA M P i w  n as tęp stw ie  fo s fo ry lac ja  
b ia łek  w y d a je  się być g łów ną jeżeli n ie  jed y n ą  d rogą  d z ia łan ia  cA M P w  k o m ó r
kach  eukario tów , zw łaszcza w ośrodkow ym  uk ładz ie  n erw ow ym  [13].

Sygnały zewnątrz komórkowe 
i  -  przekaźniki (neuroprzekaźniki, hormony, impulsy nerwowe)

2°- przekaźniki

T
Sygnały wewnątrzkomórkowe
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wnątrzkomórkowe sygnały odbierane przez różne tkanki. Udział fosfo
rylacji białek w molekularnych mechanizmach stanowiących odpowiedź 
na bodźce powstające w mózgowiu przedstawiono schematycznie na ry
cinie 1 zgodnie z danymi N e s t l e r a  i G r e e n g a r d  z 1984 r. [12].

Kinazy białkowe występujące w tkankach mózgowia dają się podzie
lić na kilka klas. Podstawą klasyfikacji jest rodzaj związku odpowie
dzialnego za aktywację kinazy. Wyróżniamy mianowicie klasę kinaz 
aktywowanych przez cAMP, klasę kinaz aktywowanych przez cGMP 
oraz klasę kinaz aktywowanych przez Ca2+, wśród których wyróżnia się 
kilka podklas, zależnie od związku współdziałającego w aktywacji z jo
nami wapnia. Są to fosfatydyloseryna, inne fosfolipidy błonowe oraz 
inne lipidy jak diacyloglicerole [14—17]. Na szczególną uwagę zasługuje 
enzym zwany kinazą białkową C. Jest on niewrażliwy na cykliczne nu- 
kleotydy, a jego „uczulenie” na wapń zachodzi pod wpływem diacylo- 
glicerolu. Aktywacja enzymu zachodzi także pod działaniem proteazy 
zależnej od Ca2+. Kinaza C fosforyluje m.in. histon Hlf białko rybosomal- 
ne S 6, eukariotyczny czynnik inicjujący e IF-2, syntazę glikogenu, ni
kotynowy receptor acetylocholiny i inne substraty w mózgowiu [18—28], 
Kinazy białkowe aktywowane przez cykliczne nukleotydy, jak cAMP
i cGMP, uznane są za główne wewnątrzkomórkowe receptory białkowe 
dla przekaźników drugiego stopnia występujących w mózgowiu i innych 
tkankach. Stwierdzono, że kinazy aktywowane przez cAMP lub cGMP 
wykazują wyraźną homologię strukturalną; wysunięto stąd przypuszcze
nie o ewolucji obu enzymów od jednego wspólnego „prebiałka” (ance- 
stral) [6, 29, 30]. Różnice cechujące te kinazy polegają na specyficzno
ści substratowej, wrażliwości na białka modulatorowe, immunochemicz- 
nej reaktywności i ich rozmieszczeniu potwierdzają pogląd, że kinazy 
te regulują różne procesy fizjologiczne.

III. Kinazy białkowe aktywowane przez cAMP

Mózgowie w porównaniu z innymi tkankami i narządami organizmu 
charakteryzuje się najwyższą zawartością kinaz białkowych (ATP: fo- 
sfotransferaza białkowa) zależnych od obecności cAMP (EC 2.7.1.37). 
Wskazuje to na szczególne znaczenie tego enzymu w funkcjach neuro- 
nalnych i synaptycznych [31]. Należy podkreślić, że zwłaszcza błony sy
naptyczne wykazują oprócz szczególnie wysokiej aktywności kinazowej, 
także wysoką aktywność fosfatazy fosfoproteinowej oraz znaczne stęże
nie substratów białkowych zdolnych podlegać fosforylacji. Sugeruje się, 
że te trzy białka występujące w błonach synaptycznych jako kompleks, 
umożliwiają szybką odpowiedź na odpowiedni bodziec w postaci fosfo
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rylacji i defosforylacji [10, 32], Cykliczność procesów fosforylacji i de- 
fosforylacji stanowi m.in. podstawę mechanizmu „otwierania” i „zamy
kania” kanałów błonowych.

I I I - l .  S tru k tu ra  pod jednostek

Kinaza białkowa zależna od obecności cAMP jest tetramerem składa
jącym się z dwóch rodzajów podjednostek: podjednostki regulatorowej R 
(masa cząsteczkowa — 49 000—55 000 datonów) i podjednostki katali
tycznej C (masa cząsteczkowa — 40 000). W nieobecności cAMP holoen- 
zym jest nieaktywny; zawiera on dwie podjednostki R połączone wiąza
niem dwusiarczkowym, łączące się z dwiema pod jednostkami C (R2 C2) 
[33—40], Punkt izoelektryczny holoenzymu wynosi 5,5 i różni się od PI 
podjednostki R (4,8) i podjednostki C (7,0). Wiązanie cAMP z podjed- 
nostką R nieaktywnego holoenzymu obniża jego powinowactwo do pod
jednostki C i powoduje dysocjację holoenzymu na dwie wolne pod
jednostki C, które wykazują aktywność fosfotransferazową [40, 41]. Pod- 
jednostka R po dysocjacji holoenzymu pozostaje w kompleksie z cAMP. 
Każda podjednostka R zawiera dwa miejsca wiążące cAMP, prowadzące 
do synergistycznej aktywacji kinazy białkowej.

II I-2 . P o lim orfizm

Do niedawna uważano, że kinazy białkowe aktywowane przez cAMP 
z mózgowia i innych tkanek nie różnią się od siebie znacząco. Wyka
zano jednakże różnice w ich podjednostkach regulatorowych. Kinaza 
białkowa mózgowia np. zawiera strukturalnie jednolite podjednostki 
katalityczne C, ale dwie różne podjednostki regulatorowe określane jako 
podjednostka regulatorowa R z i Rn. Podjednostki regulatorowe Ri i R n 
kinazy białkowej z mózgu różnią się powinowactwem do Mg2+ — ATP, 
cAMP i jego analogów, zdolnością do autofosforylacji, wiązaniem pod
jednostki katalitycznej, rodzajem antygenu, sekwencją aminokwasową, 
mass cząsteczkową (49 000 i 52 000—55 000), a także rozmieszczeniem 
w mózgowiu [43—49, 36—40, 49—60].

Jak wspomniano, zaobserwowano różnice w podjednostkach regula
torowych kinaz białkowych aktywowanych przez cAMP izolowanych 
z mózgu, mięśnia sercowego i mięśni szkieletowych nawet tego samego 
gatunku. Stwierdzono je właśnie w obrębie podjednostek regulatoro
wych R„, a dotyczą one właściwości immunochemicznych i związanej 
z tym ruchliwości elektroforetycznej [62]. Przypuszcza się, że odrębność 
mózgowej podjednostki R„ może wynikać z ewolucji tkanki nerwowej 
[63], Jak dotychczas nie stwierdzono różnic w podjednostce Ri kinaz 
białkowych izolowanych z różnych tkanek. Wykazano natomiast hete- 
rogenność wyizolowanej z mózgowia podjednostki R M, wynikającą — jak
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sugeruje się — z modyfikacji posttranslacyjnych [9, 14, 64]. Podjed- 
nostka Rn kinazy białkowej mózgowia aktywowana przez cAMP może 
wiązać w jednym miejscu wiążącym kompleks kalmodulina-wapń, blo
kując w ten sposób jedno z dwu miejsc wiązania cyklicznego nukleoty- 
du. Tworzenie kompleksów kalmodulina-wapń z pod jednostką Rn prze
biega znacznie sprawniej w obecności kaleineuryny [64, 65, 66], Należy 
podkreślić, że regulowanie aktywności kinazy białkowej aktywowanej 
przez cAMP poprzez kompleks kalmodulina-wapń wykazano wyłącznie 
w przypadku kinazy mózgowej [64]. W komórkach neuronalnych wy
kryto kinazę białkową zarówno w cytosolu (tzw. „rozpuszczalną”), jak
i związaną z błonami [3, 9, 65—73]. Podjednostką regulatorowa (R) ki
nazy aktywowanej przez cAMP związanej z błonami wydaje się służyć 
jako błonowe „zakotwiczenie” (anchor) podjednostki katalitycznej C 
[65—67].

III-3 . K om órkow e i subkom órkow e rozm ieszczenie k in az  b ia łkow ych

Poziom kinaz białkowych zależnych od cAMP w różnych obszarach 
mózgowia kształtuje się podobnie [67—69], W mózgowiu szczura wystę
puje i kinaza związana z błonami i rozpuszczalna: zawartość kinazy biał
kowej z podjednostką R„ jest kilkakrotnie wyższa niż z podjednostką 
Ri. Właśnie kinaza białkowa zależna od cAMP posiadająca podjednost- 
kę Rn ma być charakterystyczna dla komórek neuronalnych. Podanie 
bowiem do prążkowia mózgu szczura neurotoksyny (kwasu kainowego) 
wywołuje wyraźną redukcję aktywności kinazy białkowej zawierającej 
podjednostkę R„, podczas gdy aktywność kinazy z podjednostką Rx 
zmienia się tylko nieznacznie. Neuronalne rozmieszczenie kinazy biał
kowej z podjednostką RTI potwierdzono immunocytochemicznie stosując 
przeciwciała przeciw podjednostce R„. Wysokie stężenie podjednostki R„ 
stwierdzono w neuronach, ale w różnych rodzajach neuronów zaobser
wowano też różnice stężeń w poszczególnych subkomórkowych kom- 
partmentach [70, 71]. Dość interesujące wydaje się spostrzeżenie, że ki
naza białkowa z podjednostką Rx występuje głównie we frakcji mieli- 
nowej [72], Chociaż w większości tkanek kinazy białkowe aktywowane 
przez cAMP występują we frakcji enzymów rozpuszczalnych, w mózgo
wiu występuje w równych ilościach rozpuszczalna i tzw. nierozpusz
czalna związana z błonami. Obie formy enzymu, zarówno rozpuszczal
na, jak i związana z błonami kinaza zawierająca podjednostki regulato
rowe Rn wykazują identyczne właściwości biochemiczne i immunolo
giczne. Stwierdzono obecność kinazy białkowej zależnej od cAMP we 
wszystkich subkomórkowych frakcjach mózgu szczura, a najwyższą spe
cyficzną aktywność tego enzymu zanotowano w cytosolu i frakcji wzbo
gaconej w błony synaptyczne [68]. Również we frakcji jądrowej komó
rek mózgowia i innych tkanek wołu wykryto kinazę białkową. Przy
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puszcza się, że niektóre hormony i neuroprzekaźniki, które podnoszą 
poziom komórkowego cAMP mogą indukować przemieszczanie podjed- 
nostki katalitycznej C kinazy białkowej z cytoplazmy do jądra [74], 
Stwierdzono również, że agonista adrenergicznego receptora (izoprotere- 
nol) powodując przesunięcie podjednostki C do jądra w komórkach no
wotworowych mózgowia, zmienia fcsforylację histonów [75, 76] i indu
kuje de novo syntezę różnych białek w tych komórkach [77]. Sugeruje 
się także przemieszczanie podjednostki Rn kinazy białkowej do jądra 
komórkowego [78, 79]. Te i inne obserwacje wskazują, że pewne efekty 
jakie wywierają kinazy białkowe aktywowane przez cAMP na regula
cję ekspresji genów mogą zachodzić także poprzez przemieszczanie pod- 
jednostek C lub R do jądra komórkowego.

III-4 . O ddzia ływ an ia  m akrocząsteczkow e

W pracach ostatnich lat wykazano wysokie powinowactwo wiązania 
aktywowanej przez cAMP kinazy białkowej ze specyficznymi białkami 
cytoplazmatycznym. Wiązanie to zachodzić ma poprzez podjednostkę re
gulatorową R„. W ykryto wysoce specyficzne oddziaływania podjednost
ki R„ kinazy i białka zwanego MAP-2 z mikrotubul (microtubule-asso- 
ciated protein 2) [65, 80, 81, 82], kalcineuryną [83] i innymi białkami 
cytosolu mózgowia o nieokreślonych bliżej funkcjach [84, 85]. W cytoso- 
lowej frakcji mózgowia zawierającej MAP-2 stwierdzono około 30°/o 
aktywności kinazy białkowej aktywowanej cAMP przypadającej na całe 
mózgowie [80, 81, 85]. Białko MAP-2 (masa cząsteczkowa 270 000) zwią
zane z neuronalnymi mikrotubulami, stanowi zatem ważny substrat ki
nazy białkowej aktywowanej przez cAMP [86, 87]. Obszary występujące 
w MAP-2 wiążące podjednostkę R„ i mikrotubule, fosforylowane są przez 
kinazę białkową posiadającą podjednostkę Rn. MAP-2 jest również fosfo
rylowane zarówno przez kinazy białkowe zależne od Ca21, jak i innych 
cyklicznych nukleotydów [87—89]. Stwierdzono, że fosforylacja MAP-2 
przez zależną od cAMP kinazę białkową zmniejsza aktywność biologiczną 
mikrotubul oraz ich współdziałanie z aktyną i neurofilamentami [90, 91]. 
Rozmieszczenie MAP-2 i kinazy białkowej w dendrytach neuronów su
geruje, że proces fosforylacji MAP-2 może spełniać ważną funkcję 
w transporcie neurotubularnym [92—96]. Mózgowe białko MAP-2 wy
kazuje również pewną aktywność „fosfatazową” [9].

IV. Fosforylacja białek mózgowia na poziomie rybosomów

Stosunkowo wiele informacji na temat fosforylacji białek mózgowia 
uzyskano w izolowanych układach rybosomalnych [97—105], Fosforyla
cja białek rybosomalnych jest procesem niezwykle aktywnym w móz
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gowiu, a odbiciem tego jest wysoka aktywność właśnie układu kinaz 
białkowych jak i wysoka aktywność polirybosomów w tej tkance. Stwier
dzono, że rybosomalne białko kory mózgowej młodych szczurów, podle
gające niezwykle szybkiej fosforylacji, zwane białkiem S6 (masa cząstecz
kowa około 32 000) wchodzi w skład małej podjednostki 40S rybosomu. 
Inne rybosomalne białka tej podjednostki rybosomu określane jako S 3, 
L 6, L 19, podlegające fosforylacji in vitro wiążą się z takimi czynnikami 
procesu translacji jak np. czynnik inicjujący u eukariontów (e IF-2), 
oraz tRNA i rRNA. Natomiast białko S 6, uczestniczy w wiązaniu mRNA 
z mniejszą podjednostką rybosomu [100], Białko S 6 uznaje się za głów
ny składnik rybosomalnej podjednostki 40 S. Zawiera ono kilka reszt 
seryny, której grupy hydroksylowe in vivo niezmiernie łatwo ulegają 
fosforylacji. Okazało się pozatem, że podanie dibutyrylo-cAMP nawet 
doostrzewnowo wyraźnie nasila ten proces, podobnie jak podanie 3-izobu- 
tylo-1-metyloksantyny inhibitora fosfodiesterazy. Natomiast dibutyry-
lo-cGMP nie stymuluje fosforylacji tego białka w korze mózgowej szczu
ra [97].

Stwierdzono, że cAMP uczestniczy w procesie fosforylacji białka ry- 
bosomalnego S 6. Nie udało się wykazać, czy nukleotyd ten bierze udział 
w , fosforylacji innych białek rybosomalnych mózgowia. Dane te wska
zują, że fosforylacja białek rybosomalnych mózgowia może odbywać się 
z udziałem kinaz białkowych zależnych i niezależnych od cAMP. Po
twierdzają to ostatnie prace, wykazujące, że nawet białko S 6 fosfory- 
lowane jest przez kinazy białkowe aktywowane zarówno przez cAMP, 
jak i przez pozostałe czynniki (Ryc. 1) [101, 102]. Wyniki te sugerują, 
że niektóre neuroprzekażniki i czynniki, które podnoszą aktywność cy- 
kiazy adenylowej lub inhibują aktywność fosfodiesterazy mogą wywie
rać wpływ na rozwój i funkcję obszarów mózgowych poprzez zmiany 
w procesie fosforylacji białka rybosomalnego. Zmianom w fosforylacji 
rybosomalnego białka S 6 mogą towarzyszyć zmiany w strukturze i funk
cji podjednostki 40 S. Należy podkreślić, że zmiany w procesie fosfo
rylacji białka S 6 wynikają prawdopodobnie również z defektów meta
bolicznych, które pośrednio lub bezpośrednio wpływają na syntezę biał
ka. Stwierdzono bowiem zależność między fosforylacją białek ryboso
malnych i regulacją syntezy białek w mózgowiu niedojrzałych szczurów, 
a występowaniem hiperfenyloalaninemii. Podanie 1 mg L-Fen na g masy 
ciała (L-fenyloalaniny) obniża wydatnie inkorporację S2P ortofosforanu 
do korowych białek podjednostki 40 S. Mniej wyraźne zmiany w tych 
warunkach zaobserwowano w procesie fosforylacji białek podjednostki 
60 S. „Obciążenie” fenyloalaniną powoduje wyraźną inhibicję fosfory
lacji białek podjednostki 40 S, zwłaszcza białka S 6 [87]. Wcześniejsze 
badania wykazały, że nawet umiarkowane „obciążenie” zwierzęcia egzo
genną L-fenyloalaniną powoduje maksymalny wzrost stężenia tego ami
nokwasu w osoczu szczurów. Podobny wzrost stężenia fenyloalaniny
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w osoczu i korze mózgowej obserwuje się u ludzi z fenyloketonurią 
[103, 104], a zjawisku temu towarzyszy zahamowanie aktywności móz
gowej kinazy białkowej aktywowanej przez cAMP [103, 104].

Warto również podkreślić, że fosforylacja „kwaśnych” białek pod- 
jedostki 60 S może regulować funkcję eukariotycznego czynnika elon- 
gacji EF-1 w procesie transkrypcji [105].

V. Fosfoproteiny występujące w mózgowiu

Dotychczas znaleziono około 70 specyficznych, neuronalnych fosfo- 
protein, które są substratam i kinaz białkowych aktywowanych przez 
cAMP, cGMP i Ca2"', a prawdopodobnie to tylko część podlegających 
fosforylacji białek tkanki nerwowej. Nierównomierne pod względem ilo
ściowym i jakościowym rozmieszczenie fosfoprotein w neuronach, wy
nika zapewne z funkcji jakie spełniają one w danym obszarze komórki 
nerwowej. Różnią się one między sobą ciężarem cząsteczkowym, ilością 
i rodzajem reszt aminokwasowych, które ulegają fosforylacji, punktem 
izoelektrycznym i rozpuszczalnością w kwasach.

Spośród najlepiej poznanych neuronalnych substratów: MAP-2 i ufo- 
sforylowana podjednostka regulatorowej kinazy Rn były krótko oma
wiane w podrozdziałach III.4, III.3. Charakterystykę innych białek sub
stratowych kinaz mózgowia, jak synapsyny I, białka zwanego DARPP-32, 
którego fosforylacja regulowana jest przez dopaminę i cAMP, tzw. biał
ka III i innych przedstawę poniżej. Białka te stosuje się jako „substraty 
porównawcze” w ocenie właściwości i funkcji innych mało znanych, 
a fosforylowanych przez kinazy mózgowia białek neuronalnych [12, 17, 
68, 69, 106],

V -l. S ynapsyna  I

Synapsyna I, określana poprzednio jako białko I [106], jest ważnym 
substratem kinaz białkowych mózgowia zależnych od obecności cAMP 
i Ca2+. Białko to składa się z dwu podjednostek synapsyny la i synapsy
ny Ib (masa cząsteczkowa 86 000 i 80 000 odpowiednio) połączonych 
w stosunku molarnym 1 : 2. Jest to białko specyficzne dla neuronów 
[17, 108, 109—111], a występujące głównie we wszystkich zakończeniach 
nerwowych [112—114], na zewnętrznej powierzchni pęcherzyków synap
tycznych [108—118]. Proces fosforylacji synapsyny I w presynaptycz- 
nych zakończeniach nerwowych jest specyficznie regulowany przez sero- 
toninę, dopaminę i prawdopodobnie przez noradrenalinę [107, 119—126]. 
W procesie fosforylacji synapsyny I przez kinazę białkową zależną od 
cAMP reszta fosforanowa przyłącza się do seryny. Jest to tzw. I miej
sce fosforylacji. W miejscu tym seryna może być również fosforylowa-
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na przez kinazy białkowe aktywowane kompleksem Ca2+-kalmodulina. 
Dwie inne „reszty” seryny w cząsteczce synapsyny I (zwane miejscem
II) są fosforylowane wyłącznie przez kinazy białkowe aktywowane kom
pleksem Ca2'r-kalmodulina [15, 16, 124]. I chociaż funkcja synapsyny I 
nie jest dokładnie poznana, jej obecność w dużym stężeniu na po
wierzchni pęcherzyków synaptycznych sugeruje, że białko to może brać 
udział w regulacji uwalniania neuroprzekaźników.

V -2. D A R PP-32

DARPP-32 (dopamine — and cAMP — regulated phosphoprotein) jest 
białkiem cytosolowym (masa cząsteczkowa 32 000), kwasorozpuszczalnym, 
termostabilnym, które fosforylowane jest w nienaruszonych komórkach 
nerwowych w odpowiedzi na podanie dopaminy i cAMP [17, 68], Fosfo
rylacji podlega wówczas pojedyncza reszta treoniny [17, 124, 125]. Ufo- 
sforylowana forma DARPP-32 funkcjonuje jako potężny inhibitor fosfa
tazy proteinowej — 1. W przeciwieństwie do synapsyny I DARPP-32 
nie podlega fosforylacji przez kinazy białkowe aktywowane Ca2+ i kal- 
modulinę. Stosując metody biochemiczne i immunochemiczne, w róż
nych obszarach mózgowia szczura stwierdzono zbieżność rozmieszczenia 
DARPP-32 oraz receptorów dopaminy (zwłaszcza podklasę DX-DA) sprzę
żonych z cyklazą adenylową [122, 126, 127]. DARPP-32 działa jako 
inhibitor fosfatazy proteinowej 1, ale nie znane są jego prawdopodobnie 
inne jeszcze biologiczne funkcje. Wzrost stężenia ufosforylowanej po
staci tego białka może odgrywać pewną rolę w aktywacji receptorów 
Dj-DA, powodując fizjologiczne odpowiedzi w neuronach wrażliwych 
na dopaminę. Może również poprzez regulację aktywności fosfatazy biał
kowej uczestniczyć w procesach defosforylacji substratów neuronalnych 
[9, 123, 128].

V-3. B iałko  I I I

Jako trzecie w kolejności wyizolowane białko z mózgowia podlega
jące fosforylacji z udziałem kinazy tzw. białko III składa się z dwóch 
podjednostek oznaczanych jako białko Ilia  i Illb  (masa cząsteczkowa 
74 000 i 55 000). Białko III okazało się ważnym substratem neuronalnym 
kinazy białkowej aktywowanej przez cAMP, które występuje głównie 
w pęcherzykach synaptycznych. Jego fosforylacja regulować ma prze
mieszczanie neuroprzekaźników z pęcherzyków synaptycznych. Pewne 
właściwości białka III i synapsyny I są podobne. Oba białka mogą być 
fosforylowane w następstwie działania różnych neuroprzekaźników, któ
re powodują wzrost stężenia wewnątrzkomórkowego cAMP i Ca2+ [129], 
które to czynniki aktywują kinazę białkową.
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Z licznej grupy białek mózgowia podlegających fosforylacji poprzez 
kinazy białkowe aktywowane przez cAMP przedstawiam tylko kilka 
z nich, których budowa i właściwości są dość dobrze poznane, a ich 
rola fizjologiczna w procesach zachodzących w mózgowiu uznana jest za 
szczególnie ważną.

V I-1. K an a ł sodow y w raż liw y  na  różnicę p o tenc ja łów  w  m ózgow iu

Analiza łańcuchów polipeptydowych występujących w kanałach so
dowych mózgu szczura wykazała, że składa się on z 3 podjednostek; 
podjednostka alfa (masa cząsteczkowa 260 000), beta! (masa cząsteczko
wa 39 000) i beta2 (masa cząsteczkowa 37 000) występujące w stosunku 
molarnym 1 : 1 : 1  [130—132]. Stwierdzono, że podjednostka alfa, która 
odgrywa główną rolę w funkcjonowaniu kanału Na++ ulega fosforylacji 
przez endo- jak i egzogenną kinazę białkową zależną od obecności cAMP. 
Kanał sodowy jest odpowiedzialny za bierne przemieszczanie N af i pow
stawanie potencjału czynnościowego. Przyjm uje się, że fosforylacja ka
nałów jonowych może wpływać na funkcję kanałów w dwojaki sposób; 
stanowić może jeden z pośrednich etapów (obligatoryjnych) całego ciągu 
„wydarzeń”, w wyniku których kanały otwierają się lub zamykają w od
powiedzi na działanie przekaźników 1-go stopnia, lub zachodzący pro
ces fosforylacji może być czynnikiem modulującym „wrażliwość” ka
nałów na inne przekaźniki 1-go stopnia [133].

V I-2. K an a ły  potasow e

Jakkolwiek białka tworzące kanały K 1 nie zostały dotąd wyizolowa
ne i scharakteryzowane, wysunięto sugestię, że aktywność ich może być 
regulowana poprzez fosforylację zależną od cAMP [134], Mikroinjekcja 
podjednostki C kinazy proteinowej wywołuje aktywację synaptyczną 
identyczną do uzyskanej przez serotoninę i cAMP. Stwierdzono, że wzra
sta wówczas przewodzenie przez kanały K + aktywowane przez Ca2+ 
[117—119]. Wyniki te wykazują, że aktywacja kinazy białkowej zależ
nej od cAMP stanowi niezbędny warunek regulacji czynności kanałów 
K + wywołanej poprzez neuroprzekaźniki. Nie wiadomo narazie czy re
gulacja funkcji kanałów K^ poprzez cAMP i kinazy zachodzi na drodze 
fosforylacji białek wchodzących w skład kanałów, czy poprzez fosfory
lację białek modulatorowych, które następnie modyfikują działanie ka
nałów K +.
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V I-3. H y d ro k sy laza  ty rozyny

Jest to enzym o masie cząsteczkowej 60 000, który katalizując pierw
szą reakcję ciągu biosyntezy katecholamin, limituje ich powstawanie. 
Aktywacja enzymu polega na jego fosforylacji przez kinazę białkową 
zależną od obecności cAMP. Reakcja fosforylacji enzymu w tkance ner
wowej może być częścią mechanizmu przyśpieszenia syntezy katechola
min, jaką obserwuje się np. w odpowiedzi na przewodzenie impulsu ner
wowego lub stymulację przez neuroprzekaźniki [135, 136].

V I-4. G A B A -m odu lina

Białko to (masa cząsteczkowa 16 500) obniża znacznie powinowactwo 
miejsc wiążących do kwasu gamma-aminomasłowego. Oczyszczona 
GABA-modulina z mózgu szczura jest fosforylowaną przez kinazę biał
kową aktywowaną przez cAMP. Proces fosforylacji GABA-moduliny 
przywracać ma powinowactwo do miejsc wiążących GABA w błonach 
synaptycznych [137].

\

VII. Regulacja aktywności kinazy białkowej

Regulacja aktywności kinazy białkowej aktywowanej przez cAMP 
zależna jest w głównej mierze od sprawności układu cyklazy adenylo- 
wej-fosfodiesterazy (CA/PDE) [138], Wiadomo również, że różne hor
mony i neuroprzekaźniki jak dopamina, serotonina, histamina i inne re
gulują poziom cAMP w mózgu ssaków [139—142], Aktywność cyklazy 
adenylowej, enzymu związanego z błoną ko4nórkową, jest pod stałą kon
trolą czynników pobudzających lub hamujących proces biosyntezy 
cAMP, które działają za pośrednictwem odpowiednich receptorów. Hor
mony i neuroprzekaźniki „pobudzające” działają poprzez białko regula
torowe cyklazy, stymulujące wiązania GTP zwane białkiem Gs, nato
miast neuroprzekaźniki i hormony, które hamują aktywność cyklazy 
łączą się z białkiem Gj odpowiedzialnym za inhibicję wiązana GTP. Oba 
białka Gs i Gj regulują zatem aktywność podjednostki katalitycznej cy
klazy adenylowej. Aktywność cyklazy adenylowej w mózgowiu może 
być regulowana również poprzez kompleks Ca2+ kalmodulina [143].

Jak omówiono powyżej, aktywacja kinazy białkowej zależnej od 
obecności cAMP zachodzi wówczas, kiedy cAMP wiąże się z podjed- 
nostką R nieaktywnego holoenzymu powodując uwolnienie wolnej, ak
tywnej podjednostki C. Mechanizm inaktywacji kinazy białkowej po
lega na reasocjacji podjednostki R i C w następstwie hydrolizy cAMP 
spowodowanej nukleotydową fosfodiesterazą [114]. Proces autofosfo- 
rylacji podjednostki Rn obniża stopień reasocjacji kinazy białkowej II
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rodzaju, zależnej od cAMP [35]. Wykazano, że hormony sterydowe mogą 
zmieniać stopień fosforylacji podjednostki Rir. Tak uzyskany efekt może 
stanowić pewną formę działania hormonów sterydowych [144, 146].

Zawartość podjednostek R i C kinazy białkowej w tkankach prawi
dłowych jest jednakowa [50], Natomiast w komórkach niektórych ho
dowli stwierdzono zwiększoną ilość podjednostek R [147, 148]. Nadmiar 
ten może wynikać z podawania cAMP lub jego pochodnych, do płynów 
hodowlanych. Rola „nadmiaru” podjednostki R jest narazie nieznana. 
Przypuszcza się, że wiążąc się z cAMP mogą one stanowić osłonę ko
mórki przed ich nadmiarem, a w konsekwencji utrzymywać niską pod
stawową aktywność kinazy białkowej [147, 148].

Wiele tkanek zawiera również termostabilne białko będące inhibi
torem kinazy białkowej aktywowanej przez cAMP. T unkcja tego inhi
bitora jest przedmiotem intensywnych badań. Wydaje się, że jego dzia
łanie polega na hamowaniu wolnej podjednostki katalitycznej kinazy 
i stanowić może ważny czynnik regulacji aktywności kinazy białkowej 
zależnej od cAMP również w mózgowiu [149—153],

VIII. Uwagi końcowe

Zmiany w strukturze białek neuronalnych uzyskane w wyniku fo
sforylacji stanowią podstawę regulacji wielu różnych zjawisk komór
kowych, takich jak biosynteza i uwalnianie neuroprzekaźników, trans
port aksoplazmatyczny, powstawanie potencjałów postsynaptycznych, 
przewodzenie kanałów jonowych, kształt i ruchliwość neuronalna. Fo
sforylacja niektórych białek neuronalnych prowadzi do powstania takich 
zjawisk biochemicznych, które stanowią podłoże procesów pamięci. Wy
sunięto koncepcje, że fosforylacja białek presynaptycznych lub czy 
postsynaptycznych, która zachodzić może m.in. w wyniku przemijają
cego „ułatwienia” lub inhibicji transmisji synaptycznej stanowić może 
podstawę procesów pamięci krótkotrwałej (short-term). Natomiast podło
żem biochemicznym pamięci długotrwałej (long-term) może być fosfo
rylacja takich białek, które biorą udział w regulacji ekspresji genu, co 
może prowadzić do bardziej trwałych modyfikacji transmisji synaptycz
nej [133].

Wielka różnorodność zjawisk neurofizjologicznych powstających mię
dzy innymi w wyniku fosforylacji białek mózgowia jest odbiciem dużej 
specyficzności działania złożonego układu kinaza białkowa/fosfataza. Na 
aktywność tego układu działają pośrednio lub bezpośrednio cyklaza, ade- 
nylowa, fosfodiesteraza nukleotydowa, hormony, neurohormony oraz 
specyficzne inhibitory kinaz białkowych mózgowia aktywowanych przez 
cAMP [149—152]. Bliższe omawianie tych zagadnień wykraczałoby poza 
ramy tego artykułu.
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Fizjologiczna rola i regulacja działania kinaz białkowych mózgowia 
podobnie jak identyfikacja i charakterystyka specyficznych dla nich 
substratów są przedmiotem aktywnych badań. Dostarczają bowiem inte
resujących informacji na temat modulacji wielu neurofizjologicznych 
procesów. Właściwości kinaz białkowych mózgowia i innych tkanek akty
wowanych przez cAMP są podobne, ale występują też ważne różnice, 
dotyczące głównie ich stężenia i subkomórkowego rozmieszczenia. Po
nadto mózgowie wydaje się zawierać znacznie większą różnorodność sub
stratów dla kinaz w porównaniu z innymi tkankami. W związku z tym 
fosforylacja białek mózgowia stanowi szczególnie ważny mechanizm 
molekularny poprzez który większość sygnałów zewnątrzkomórkowych 
reguluje wewnątrzkomórkowe funkcje mózgowia.

M ate ria ły  opracow ano  w  ram ach  rea lizow anego  p ro g ram u  C P B P  n r. 06.03 te 
m a t 3.14 koordynow anego  przez In s ty tu t  F a rm ak o lo g ii PA N  w  K rakow ie .
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P os t .  B io  Ch., 33 (1987), 297—307

G RA ŻY N A  PA LA M A RCZYK  *

Heterogenność struktury reszt cukrowych N-glikoprotein 
jako wynik procesów kotranslacyjnych

Cotranslational processing results in the heterogeneity 
of the oligosaccharide structure of N-glycoproteins

Sp is treści
\

I. Obróbka N -glikoprotein
I. C zynniki decydujące o zajściu g likozylacji i heterogenności struktur oligosa- 

charydow ych N -glikoprotein.

C on ten ts

I. Processing of N -glycoproteins
II. Control of glycosylation and heterogeneity of the oligosaccharide structure of 

N -glycoproteins

W ykaz stosow anych  skró tów : A sn — a sp a rag in a , D olP — fosfo ran  dolicholu, 
E ndoH  — endo -P -N -acety log lukozoam in idaza , F uc  — fukoza, G al — galak toza, 
G ic — glukoza, G lcN ac — N -acety log lukozoam ina, G lcN ac-1-P  — N -acety log lukoza- 
m in y lo - l-fo s fo ra n , M an — m annoza, M an -6 -P  — m annozy lo -6 -fo sfo ran , R ER — 
szo rstk ie  endop lazm atyczne re tik u lu m , R N aza — ryb o n u k leaza , SA — kw as N -ace- 
ty lo n eu ram in o w y , S er — seryna, U D PG lc — urydy lod ifosfog lukoza , U D PG lcN ac — 
u ry d y lod ifo sfo -N -ace ty log lukozam ina .

N-glikoproteiny, w których reszty cukrowe łączą się z białkiem wią
zaniem N-glikozydowym, stanowią istotną ilościowo i funkcjonalnie gru
pę wśród glikoprotein błonowych i rozpuszczalnych komórek eukarion- 
tów. S truktura ich reszt oligosacharydowych, choć heterogenna, daje 
się zakwalifikować do trzech podstawowych rodzajów. Są to: glikopro- 
teiny wielomannozowe (high mannose type), składające się w części 
oligosacharydowej jedynie z reszt mannozy (Man) i N-acetyloglukozoami- 
ny (GlcNac). Glikoproteiny złożone (complex type), zawierają obok Man 
i GlcNac, reszty galaktozy (Gal), fukozy (Fuc) i kwasu N-acetyloneura- 
minowego (SA). Glikoproteiny hybrydowe (Hybrid type) zawierają w swo
jej części oligosacharydowej elementy obu poprzednich struktur (Ryc. 1).

* Doc. d r  hab., In s ty tu t B iochem ii i B iofizyki PA N , ul. R akow iecka 36, 02-532 
W arszaw a

http://rcin.org.pl



M a n a 1 -2 M a n c *K  ■

|Manai„&
M a n a l 2Manot1'^j ^Man|l1-*-4GlcNAc B l-^G lcNAc
M a n a ) 2M ana i-*-2M ana l'

■Asn

struk tu ra  w ie lom annozow a (H igh  mannose type)

i------- ------------------------
5A--Gal-*-G lcNAc-^M an a t

a ,M anfll—/.Gic NAc A1—/.Glc NAc - f  Asn 3
SA—Gal-»-Glc NAc-^Man a1y

s tru k tu ra  ztożona (C om plex type)

Man a \ j ~

M̂anal),
M a n a l j ^M a n n w .G lc N A c fll—¿.Gic N Ac-j-Asn

S A -G a l-G ic  N A c - ^ M a n a /

s tru k tu ra  hybrydowa ( Hybrid type)

i Man a l^

Gic NAcfll—¿.ManAKiGlc NAcH1—¿.GlcNAc —¿Asn

' M '3 ' I — I M a n a l l l__ _____________________ i
s truktu ra  złożona lub hybrydowa, przecię ta (Com plex or hybrid 
bisected typ e )

Ryc. 1 T ypow e s tru k tu ry  re sz t o ligosacharydow ych  N -g likop ro te in .

0 - M h -  asn  

KÔ

1-0 
O  ■ - a - A S N

H J
♦  9 H

s tru k tu ra  tró jan ten o w a  B

♦  9 1

-A S N

stru k tu ra  dwuantenowa

+ + m - o
¿-■-■-ASN

♦ - • H I - o
s tru k tu ra  tró ja n te n o w a  A

O  m annoza  

■  N -acety log lukozoam ina 

£  g a la k to za

♦  kwas N -a c e ty lo n e u ra m in o w y  

Ryc. 2 R ozgałęzione s tru k tu ry  o ligosacharydów  złożonych (com plex type).

s tru k tu ra  cz teroantenow a
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Struktury złożone mogą być mniej lub bardziej skomplikowane. Na ry 
cinie 1 przedstawiono strukturę typu dwuantenowego (biantenary, com
plex type), oprócz których mogą występować struktury trzy- i cztero- 
antenowe (tri- and tetra- antenary), por. rycinę 2, różniące się ilością 
rozgałęzień w łańcuchu oligosacharydowym. Obraz komplikuje wystę
powanie struktur złożonych i hybrydowych przeciętych (bisected), za
wierających cząsteczkę N-acetyloglukozoaminy połączoną wiązaniem (3
1-4 glikozydowym z resztą mannozylową w części rdzeniowej oligosa- 
charydu (Rye. 1). Analiza około 50-ciu glikoprotein o znanej strukturze 
reszt cukrowych wykazała, że oligosacharydy typu złożonego znajdo
wały się zwykle w pobliżu N-końca glikozylowanego peptydu i były ty 
powymi dla białek rozpuszczalnych. Natomiast oligosacharydy wielo- 
mannozowe występowały, obok złożonych, w glikoproteinach błonowych 
na ogół w pobliżu C końca akceptora peptydowego [1].

Wszystkie wymienione rodzaje glikoprotein posiadają pewien powta
rzający się element struktury, jest nim struktura tzw. części rdzenio
wej oligosacharydu (struktura znajdująca się wewnątrz zaznaczonego 
prostokąta na (Rye. 1)): N-glikozylacja białek, prowadząca do powsta
wania różnorodnych struk tu r oligosacharydowych W cząsteczkach N-gli- 
koprotein zachodzi wg tego samego schematu opisywanego wielokrotnie 
poprzednio, również w Postępach Biochemii [2]. Jest to proces wielo
stopniowy, wymagający udziału tzw. przenośnika lipidowego, którym 
w komórkach eukariontów jest fosforan dolicholu. Reszty cukrowe prze
noszone są kolejno z odpowiednich nukleozydo-dwufosfo-cukrów na fo
sforan dolicholu, co prowadzi do powstania dolichylo-dwufosfo-oligosa- 
charydu (DolPPGlcNac2Man9Glc3 ). S truktura części rdzeniowej oligosa
charydu jest identyczną ze strukturą części rdzeniowej N-glikoprotein, 
przedstawioną na rycinie 1. Oligosacharyd GlcNac2Man9Glc3 zostaje na
stępnie przeniesiony w całości na resztę (3-amidową asparaginy, gliko
zylowanego peptydu. Część oligosacharydowa glikopeptydu podlega te
raz kolejnym obróbkom (processing) rezultatem których jest różnorod
ność struktur przedstawionych na rycinie 1. Glikozylacja fosforanu doli
cholu, a następnie akceptora peptydowego jest katalizowana przez enzy
my związane z błonami szorstkiego endoplazmatycznego retikulum 
(RER) i jest procesem kotranslacyjnym [2, 3], Obróbka (processing) reszt 
cukrowych zachodzi częściowo wewnątrz RER częściowo wewnątrz apa
ratu Golgiego.

I. Obróbka (processing) N-glikoprotein

Kolejne etapy przebiegu obróbki reszt cukrowych doczekały się osta
tnio szczegółowego opisu w znakomitym artykule przeglądowym opu
blikowanym w Annual Review of Biochemistry [3]. Dlatego też ogra-
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RER

Symbole przedstawiają:
■ N - acetyloglu kozoam ina
o mannoza
*  glukoza
• galaktoza
♦ kwas N-acetyloneuraminowy 
a fukoza

Ryc. 3. P rzeb ieg  o b ró b k i (processing) re sz t cuk row ych  N -g likop ro te in . K o le jne  
reak c je  są k a ta lizo w an e  p rzez n a s tęp u jące  enzym y: 1 — o lig o sach a ry d o -tran sfe raza , 
2 — a-k lu k o zy d aza  I, 3 — a -g lu k o zy d aza  II, 4 — ER a - l , 2 m annozydaza , I — N -ace- 
ty lo g lu k o zo am in o -fo sfo -tran sfe raza , II — G lcN ac -1 -P -d w u este r-l-G lcN ac  g likozyda- 
za, 5 — G olgi a -m an n o zy d aza , I, 6 — G lcN ac -tran sfe raz a  I, 7 — G olgi « -m a n n o 
zydaza II, G lcN ac-tran sfe raz a  II , 9 — fuk q ^y lo -tran sfe raza , 10 — g a la k to z y lo - tra n -  
sfe raza , 11 — sia ly lo -tran sfe raza .
R y s u n e k  p rz e d ru k o w a n o  za  z g o d ą  W y d a w n ic tw a  A n n u a l  R e v ie w  o f B io c h e m is try .
R e p ro d u c e d , w ith  p ro m iss io n , f r o m  th e  A n n u a l  R e v ie w  of B io c h e m is try ,  V ol. 54, 1985 b y  A n n u a l 
R ev iew s  In c .

niczę się tutaj jedynie do skrótowego przedstawienia tego procesu. Ob
róbka (Ryc. 3) rozpoczyna się od kolejnego odcięcia trzech reszt gluko
zy, przez dwa różne enzymy, glukozydazę I i II, występujące w błonach 
RER. Glukozydaza I odcina końcową resztę glukozy związaną a 1,3 glu- 
kozydowo (Reakcja 2, Ryc. 3). Hydroliza dwóch pozostałych reszt glu
kozy, związanych a - l,2 glikozydowo, jest katalizowana przez glukozy
dazę II (Reakcja 3, ryc. 3). Po odcięciu reszt glukozy następuje hydro-
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liza reszt onannozylowych związany a - l,2 glukozydowo. Reakcja ta jest 
katalizowana przez co najmniej dwa enzymy. Mannozydaza RER odcina 
jedną resztę cukrową (Reakcja 4, Ryc. 3). Na tym etapie podlegający 
obróbce glikopeptyd zostaje przetransportowany do wnętrza aparatu 
Golgiego od strony jego części cis (cis cisternae). Wędrując poprzez cy
sternę środkową (medial) do trans podlega kolejnym obróbkom prowa
dzącym do ostatecznego ukształtowania struktury jego części oligosa- 
charydowej i białkowej. Charakterystyczna grupa glikoprotein, enzymy 
lizosomalne, podlega reakcji fosforylacji reszt mannozylowych, prowa
dzącej do powstania tzw. „struktury m arkerowej” tj. Mannozylo-6-fo- 
sforanu (Man-6-P). Reakcja ta jest katalizowana przez dwa enzymy 
związane z najcięższą frakcją błon aparatu Golgiego tzw. cysterną cis. 
GlcNac-fosfo-transferaza przenosi GlcNac-1-P na fosforylowaną resztę 
mannozy, (Reakcja I, Ryc. 3), a następnie GlcNac-1-P-dwuester-l-GlcNac 
glikozydaza odcina resztę N-acetyloglukozaminy, odkrywając ufosfory- 
lowaną na 6-tym węglu resztę mannozylową (Reakcja II, Ryc. 3). Uważa 
się, że struktura Man-6-P jest sygnałem decydującym o prawidłowo 
ukierunkowanym transporcie cząsteczek do wnętrza lizosomów. Nielizo- 
somalne glikoproteiny podlegają działaniu związanej z błonami aparatu* 
Golgiego mannozydazy I, odcinającej kolejne reszty mannozy związa
ne a - l,2 glikozydowo, co prowadzi do powstania struktury Man5GlcNac2 
(Reakcja 5, Ryc. 3). Kolejne reakcje obróbki będą dotyczyły już tylko 
tych glikoprotein, których ostateczna struktura oligosacharydowa bę
dzie typu złożonego. Transferaza GlcNac przenosi resztę N-acetyloglu- 

. kozaminy na Man5GlcNac2 oligosacharyd co stanowi sygnał dla innego 
enzymu mannozydazy II do odcięcia dwóch kolejnych reszt mannozy 
związanych 1,3 i 1,6 a-glikozydowo (Reakcja 7, Ryc. 3) i przeniesienia 
na podlegający obróbce glikopeptyd następnej reszty GlcNac przez 
GlcNac-transferazę II. Najlżejsza frakcja błon aparatu Golgiego (trans 
cisternae) zawiera enzymy przenoszące takie cukry jak galaktozę (Gal) 
i kwas N-acetyloneuraminowy (SA), (Reakcje 10 i 11, Ryc. 3). Tak ufor
mowana cząsteczka opuszcza aparat Golgiego i jest transportowana do 
swego miejsca przeznaczenia tj. do błony plazmatycznej i błon bądź 
struktur wewnątrzkomórkowych. Przypuszcza się, że wewnątrzkomór
kowy mechanizm transportu glikoprotein jest podobny jak białek se- 
krecyjnych tzn. odbywa się systemem pęcherzyków wędrujących od 
błon szorstkiego endoplazmatycznego retikulum  do aparatu Golgiego. 
Pęcherzyki te zawierają glikoproteiny podlegające obróbce. Natomiast 
już całkowicie uformowane glikoproteiny zostają zamknięte w innego 
typu pęcherzykach, które opuszczają aparat Golgiego i wędrują do bło
ny plazmatycznej lub struktur wewnątrzkomórkowych. Proces „zamy
kania” glikoprotein w transportujących je pęcherzykach jest regulo
wany przez receptory rozpoznające, określone struktury białkowe lub 
cukrowe [41. *
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II. Czynniki decydujące o zajściu glikozylacji i heterogenności struktur 
oligosacharydowych N-glikoprotein.

Analiza struktury 1-szo rzędowej glikozylowanych białek wykazała, 
że glikozylacji ulegają jedynie te reszty asparaginy, które znajdują się 
wewnątrz tzw. „sekwencji markerowej” Asn-X-Ser, gdzie X może ozna
czać dowolny aminokwas. Istnienie takiej sekwencji jest warunkiem ko
niecznym, ale nie wystarczającym do zajścia glikozylacji. Jedynie ok. 
1/3 „sekwencji markerowych” białek eukariontów posiada glikozylowa- 
ne reszty asparaginy. Badania wykonane na modelowych układach, 
w których stosowano liniowe i cykliczne syntetyczne peptydy jako ak
ceptory reszt cukrowych, wykazały, że do przeniesienia oligosacharydu 
na taki akceptor konieczne jest wytworzenie wiązania wodorowego we
wnątrz sekwencji markerowej. Powstaje ono pomiędzy atomem tlenu 
grupy hydroksylowej seryny lub treoniny z jednej strony a atomem wo
doru grupy (3-amidowej asparaginy z drugiej. Tworzenie tego rodzaju 
wiązań jest najbardziej prawdopodobne jeśli peptydowy akceptor przy
biera strukturę (3-skrętu lub inną strukturę pętli. Analiza modeli prze

strzennych stosowanych akceptorów peptydowych wykazała ponadto, że 
wytworzenie wiązania wodorowego jest szczególnie faworyzowane jeśli 
asparagina zajmuje 1-szą lub 3-cią pozycję wewnątrz sekwencji marke
rowej [5]. Powyższe badania były wykonane w układach modelowych, 
w których jako donora reszt cukrowych używano dolichylo-dwufosfo- 
GlcNac2 a reakcja była katalizowana przez frakcję mikrosomów z wą
troby cielęcej. Zajście takiej reakcji jest możliwe jedynie in vitro, w u- 
kładzie bezkomórkowym. W hodowlach komórkowych i w skrawkach 
tkankowych zachodzi bowiem synteza dolichylo-dwufosfo-oligosachary- 
du (DolPPGlcNac2Man9Glc3), który w całości jest przenoszony na akcep
tor peptydowy. Tym niemniej, wnioski wyciągnięte na podstawie re
zultatów eksperymentów wykonanych w układach in vitro, dają się roz
szerzyć na występujące w komórkach eukariontów glikoproteiny. Ich 
analiza strukturalna wykazała bowiem, że glikozylowane są przede 
wszystkim te sekwencje markerowe, które w cząsteczce akceptorowego 
białka znajdują się w strukturze (3-skrętu.

Heterogenność struktur oligosacharydowych, związanych z poszcze
gólnymi resztami asparaginy jest rezultatem ich obróbki opisanej w roz
dziale poprzednim. Poszukiwanie przyczyn heterogenności jest więc po
szukiwaniem czynników regulujących przebieg procesów zachodzących 
podczas wędrówki glikopeptydu od szorstkiego endoplazmatycznego reti- 
kulum, poprzez kolejne frakcje aparatu Golgiego. Badania nad glikozy- 
lacją białek wirusowych wykazały, że przebieg obróbki glikopeptydów 
jest zależny od aktywności poszczególnych enzymów w komórce gospo
darza. I tak cząsteczka wirusa grypy (typ A/WSN) zawiera glikozylowa
ne białko hemaglutyninę, dające się rozdzielić po trawieniu pronazą na
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dwa glikopeptydy HAj i HA2. Jeśli cząsteczki wirusa są namnażane w ko
mórkach nerki wołu (MDBK cells) w cząsteczce HAj znajduje się pięć 
reszt oligosacharydowych typu złożonego, jedna wielomannozowa i jed
na o stukturze hybrydowej. Natomiast glikopeptdy HA2 zawiera jedną 
glikozylowaną resztę asparaginy a struktura połączonego z nią oligo- 
sacharydu jest typu złożonego [6]. Ten sam szczep wirusa namnażany 
w fibroblastach zarodków kurczęcia (primary chick embryo fibroblast) 
zawiera hemagglutyninę, która w podjednostce HA2 jest glikozylowana 
wielomannozową strukturą oligosacharydową [7]. Jednakże układ enzy
matyczny komórek gospodarza nie jest najpewniej jedynym czynnikiem 
decydującym o strukturze reszt oligosacharydowych glikoprotein w iru
sa. Przypuszcza się, że pewna ilość informacji determinujących przebieg 
obróbki reszt cukrowych jest zakodowana w strukturze glikozylowane- 
go białka. Przemawiają za tym wyniki następujących eksperymentów: 
różne szczepy wirusa grypy tego samego typu (A/WSN), namnażane 
w komórkach tego samego gospodarza tj. w komórkach nerki psa (MDCK 
cells>, zawierały różne ilości glikopetydów typu HAj i HA2 [7]. Sugeruje 
to zdaniem autorów, występowanie dyskretnych różnic strukturalnych 
cząsteczek hemaglutyniny w wirusach pokrewnych szczepów. Podobny 
wniosek wynika z badań nad glikozylacją białka płaszcza (gp70) wirusa 
białaczki (murine leukemia virus (Akv) i jego rekombinantów zdolnych 
do wzrostu w komórkach więcej niż jednego gospodarza (wirus MCF). 
Gp 70, syntetyzowane w cząsteczce Akv, zdolnego do wzrostu jedynie 
w komórkach mysich, zawiera reszty oligosacharydowe typu złożonego. 
Podczas gdy gp70 wirusa MCF obok struktur złożonych zawiera również 
wielo mannozowe reszty oligosacharydowe. W obu przypadkach wirusy 
były namnażane w komórkach tego samego gospodarza tj. w fibrobla
stach embrionów mysich (mouse embryo fibroblast) [8]. Przypuszcza się 
również, że informacja zakodowana w cząsteczce glikozylowanego biał
ka zostaje zachowana także i wtedy jeśli wirus jest namnażany w odle
głych filogenetycznie rodzajach komórek. Badania przebiegu glikozy- 
lacji białka wirusa Sindbis, rosnącego w komórkach owadzich niezdol
nych do syntezy oligosacharydów złożonych, pozwoliło wykazać, że te 
reszty cukrowe, które jeśli wirus jest namnażany w komórkach zawie
rających pełny komplet enzymów „processingu” są typu złożonego, ule
gały gwałtownej obróbce aż do powstania struktury rdzeniowej Man3- 
-GlcNac2-peptyd. Struktura glikozylowanego białka musi zatem zawierać 
informację decydującą o przebiegu obróbki reszt cukrowych. Ulegają 
one gwałtownej hydrolizie, uzasadnionej jedynie w przypadku syntezy 
struktur złożonych niezależnie od tego, że komórka gospodarza nie za
wiera enzymów syntetyzujących takie struktury [9]. Fizykochemiczne 
badania struktury przestrzennej znanych N^glikoprotein oraz badania 
dostępności reszt cukrowych przy pomocy tzw. „sondy EndoH” pozwa
lają przypuszczać, że występowanie struktur oligosacharydowych typu
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wielomannozowego jest wynikiem niekompletnej obróbki wewnątrz apa
ratu Golgiego, spowodowanej niedostępnością przestrzenną reszt gliko- 
zylowych dla poszczególnych enzymów. Krystalograficzne badania struk
tury hemaglutyniny wykazują, że oligosacharydowe struktury  typu 
złożonego znajdują się na powierzchni cząsteczki podczas gdy wielo- 
mannozowe są ukryte wewnątrz struktury  białkowej [10]. Analiza struk
tur oligosacharydowych metodą magnetycznego rezonansu jądrowego po
zwoliła stwierdzić, że istotna różnica pomiędzy strukturą wielomanna- 
nową i hybrydu z jednej strony a strukturą złożoną z drugiej polega 
na ruchliwości ramienia oligosacharydowego z 1-6-a podstawioną manno- 
zą (por. Ryc. 1). S truktury wielomannozowe i hybrydu z l-3a podstawioną 
mannozą na ramieniu 1-6, mają stabilną konformację, przechyloną w stro
nę części białkowej glikoproteiny. W oligosacharydowych strukturach 
złożonych ramię 1-6 jest bardziej ruchome i może przybierać co naj
mniej dwie pozycje przestrzenne [11]. Ułożenie reszt oligosacharydo
wych w cząsteczce glikoproteiny badano również w sposób pośredni 
przy pomocy tzw. sondy EndoH. Endo-(3-N-acetyloglukozaminidaza 
(EndoH) jest endoglukozydazą hydrolizującą wiązanie glikozydowe po
między dwiema resztami N-acetyloglukozaminy w części rdzeniowej 
N-glikoproteiny. Jest to enzym specyficzny dla struktur wielomannozo- 
wych i hybrydowych, a struktury złożone są całkowicie niewrażliwe na 
działanie EndoH. Sondy EndoH użyto poraź pierwszy do badania dostęp
ności ufosforylowanych reszt mannozy w cząsteczkach karboksypepty- 
dazy Y i inwertazy drozdżowej. Oba te enzymy są glikoproteinami typu 
wielomannozowego z częściowo ufosforylowanymi resztami cukrowymi. 
Stwierdzono, że 3 z 4-rech reszt oligosacharydowych karboksypepty- 
dazy i 7 z 9-ciu inwertazy są hydrolizowane przez EndoH jeśli część 
białkowa glikoproteiny znajduje się w swojej natywnej konformacji. 
Pozostałe reszty oligosacharydowe stawały się wrażliwe na działanie 
EndoH po denaturacji struktury białkowej. Łatwo dostępne dla EndoH 
reszty oligosacharydowe w obu enzymach były ufosforylowane, nato
miast ulegające hydrolizie po denaturacji cząsteczki nie zawierały reszt 
fosforanowych. Na tej podstawie wnioskowano, że podczas formowania 
się ostatecznej konformacji karboksypeptydazy Y i inwertazy część reszt 
glikozylowych zostaje „ukryta” wewnątrz cząsteczki białka i staje się 
niedostępną dla enzymów fosforylujących [12]. Podobny schemat ekspe
rym entalny i sposób rozumowania przyjęto w doświadczeniach, których 
celem było wykazanie, że struktury wielomannozowe w przeciwieństwie 
do struk tur złożonych, zostają „ukryte” wewnątrz cząsteczki glikozylo- 
wanego białka i stają się niedostępne dla enzymów katalizujących obrób
kę prowadzącą do powstania struktur złożonych. EndoH użyto do wyka
zania dostępności oligosacharydów glikoprotein Ei i E2 wirusa Syndbis. 
Wirus był namnażany w komórkach jajowodów chomika (Chinese ham
ster ovary cells), które nie zawierają GlcNac-transferazy I, enzymu ka
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talizującego reakcję 6 (por. Ryc. 3), co w konsekwencji prowadzi do za
hamowania kompletnej obróbki reszt cukrowych i powstawania złożo
nych struktur oligosacharydowych. Glikoproteiny wirusa, namnażane- 
go w takich komórkach, nie zawierają oligosacharydów typu złożonego 
a więc ich wszystkie reszty glikozylowe powinny być wrażliwe na dzia
łanie EndoH. Analiza glikoprotein i E2 wykazała, że w natywnej czą
steczce wirusa trawieniu ulegają jedynie te struktury cukrowe, które 
normalnie, jeśli wirus jest namnażany w komórkach posiadających peł
ny komplet enzymów obróbki są typu złożonego. Denaturacja białka 
wirusowego umożliwiała hydrolizę pozostałych reszt glikozylowych [13]. 
Namnażanie wirusa grypy (Influenza A/WSN strain) w komórkach nerki 
psa (MDCK cells) w obecności inhibitorów niektórych enzymów odpo
wiedzialnych za obróbkę reszt glikozylowych, prowadziło do syntezy he- 
maglutyniny zawierającej prawie wyłącznie wielomannozowe struktu
ry. Procedura ta jednocześnie zwiększała 3-5cio krotnie ilość struktur 
wrażliwych na działanie EndoH, dostępnych dla enzymu w natywnej 
cząsteczce wirusa. Denaturacja białka wirusowego umożliwiała hydro
lizę pozostałych struktur oligosacharydowych. Wynik ten, podobnie jak 
poprzedni, pozwala na wyciągnięcie wniosku, że łatwo dostępne dla sondy 
EndoH struktury oligosacharydowe, są w analogicznych hodowlach, pro
wadzonych bez inhibitorów, strukturam i złożonymi, łatwo dostępnymi 
dla enzymów odpowiedzialnych za ich obróbkę [14]. Zastosowanie mo
delowego układ do badania obróbki reszt oligosacharydowych in vitro 
przyniosło nowe, interesujące informacje na temat możliwości regulo
wania tego procesu. Substratem była jodowana rybonukleaza B, źró
dłem enzymów frakcja błon aparatu Golgiego z wątroby szczura lub 
trzustki wołu. RNA-za B, jedna z 4-rech RNA-z syntetyzowanych i wy
dzielanych przez trzustkę wołu jest glikoproteiną zawierającą jedną resz
tę glikozylową typu wielomannozowego o strukturze Man5GlcNac2, wraż
liwej na działanie EndoH. Inkubacja RNA-zy B z frakcją błon aparatu 
Golgiego z wątroby i w obecności UDPGlcNac, prowadzi do przekształce
nia wielomannozowej reszty oligosacharydowej w złożoną, niewrażliwą 
na działanie EndoH. Wyniku tego nie udawało się powtórzyć w obecno
ści analogicznej frakcji błon z trzustki. W tym przypadku przekształ
cenie struktury wielomannozowej w złożoną można było osiągnąć do
piero po zdenaturowaniu natywnej konformacji RNA-zy. Można więc 
przypuszczać, że struktura cząsteczki stanowi zawadę przestrzenną utrud
niającą dostępność reszt cukrowych dla enzymów trzustki odpowiedzial
nych za ich obróbkę oraz, że analogiczny komplet enzymów z wątroby 
posiada wyższą specyficzność substratową [15]. Specyficzność substrato
wa poszczególnych enzymów biorących udział w obróbce reszt cukro
wych jest najpewniej różna w różnych tkankach. S c h a c h t e r  i w s p .  
[16] zwracają uwagę na szczególną rolę jaką odgrywa specyficzność sub
stratowa GlcNac-transferazy I, katalizującej przeniesienie GlcNac na
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Man5GlcNac2. Reakcja ta decyduje bowiem o dalszej obróbce prowadzą
cej do powstawania struktur złożonych. P a r o d i  i w s p .  opisują re
akcję tzw. przejściowej glukozylacji glikopeptydu, katalizowanej przez 
enzymy występujące w błonach RER. Donorem glukozy jest tu taj UDP- 
Glukoza. Proces ten jest niezależny od wcześniejszej glukozylacji oligo- 
sacharydu, zachodzącej na fosforanie dolicholu, gdyż w tym  przypadku 
donorem glukozy jest glukozylo-fosfo-dolichol. Tzw. przejściowa gluko- 
zylacja występuje w takich tkankach jak tarczyca wołu [17], wątroba 
szczura i komórki roślinne [18], nie stwierdzano jej natomiast w ko
mórkach drożdży [18]. Substratami w tej reakcji były Man7_9GlcNac2- 
-Asn-peptydy. Zdaniem autorów „przejściowa” glukozylacja glikopeptydu, 
już po jego częściowej obróbce, może być sygnałem blokującym dalszą 
hydrolizę oligosacharydu przez a-mannozydazy.

Podsumowując można przyjąć, że heterogenność struktur glikozylo- 
wych N-glikoprotein jest rezultatem ich skomplikowanej, wieloetapo
wej biosyntezy. O efekcie końcowym decyduje przebieg ich obróbki za
leżny od takich czynników jak 1-szo rzędowa struktura glikozylowane- 
go białka, dostępność reszt glikozylowych dla odpowiednich enzymów 
oraz powinowactwo tych enzymów do glikozylowanego substratu. Przed
stawione wnioski są jednak rezultatem pewnych uogólnień myślowych 
i wymagają dalszego sprawdzenia w odpowiednich doświadczeniach. 
Zdając sobie w pełni sprawę z dyskusyjności opisywanych wyników, 
podjęłam próbę ich interpretacji ze względu na niewątpliwe znaczenie 
biologiczne glikoprotein. Ostatni rok przyniósł nieliczne próby badania 
aktywności poszczególnych enzymów odpowiedzialnych za obróbkę reszt 
cukrowych [19]. Ich rezultaty, nie zawsze jednoznaczne, nie podważają 
jednak trafności wyboru metod eksperymentalnych oraz sposobu in ter
pretacji otrzymanych wyników, opisanych w niniejszym artykule.
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EW A ZD EB SK A  *

Struktura, właściwości immunologiczne i biosynteza złożonych 
glikosfingolipidów i glikoprotein (polilaktozoaminoglikanów) 
błony krwinek człowieka

Structure, immunological specificity and biosynthesis of human blood 
cell complex glycosphingolipids and glycoproteins 
(polylactosaminoglycans)
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W ykaz stosow anych  sk ró tów : GSL>s — glikosfiingolipidy, PG C  — p o lig likozy - 
loceram idy , P G P  — polig likozy lopep tydy , G al — galaktoza* G ic — g lukoza, F u k  — 
fukoza, G lcN ac — N -acely log lukozoam ina, G alN A c — N -ace ty lo g a lak to zo am in a , 
C er — ceram id , N euN A c — kw as N -acety loneu ram inow y , po ly lacN A c — p o li-  
lak tozoam inog likany

I. Wstęp

Do początku lat siedemdziesiątych uważano, że glikosfingolipidy 
(GSLs) są związkami, które nie zawierają więcej niż 10 reszt cukrowych 
w cząsteczce. G a r d a s  i K o ś c i e l a k  wyodrębnili z ekstraktów wod
nych błon krwinek czerwonych frakcję GSLs o niespotykanej dotąd zło
żoności około czterdziestu reszt cukrowych na mol ceramidu [1]. Związki 
te wstępnie określone mianem megaloglikolipidów [1], otrzymały później 
bardziej systematyczną nazwę poliglikozyloeeramidów (PGC) [2]. Począt
kowo zdefiniowano je jako GSLs o złożoności większej niż 20 reszt cu
krowych. Przez analogię do terminologii oligo- i polisacharydów, słusz
niej byłoby używać term inu PGC do GSLs zawierających więcej niż 
10 reszt cukrowych na mol ceramidu, natomiast mniej złożone GSLs 
określać mianem oligoglikozyloceramidów.

Oligo- i poliglikozyloceramidy krwinek czerwonych człowieka wy
kazują aktywności immunologiczne antygenów grupowych A, B, H oraz
I, i [1].

W r. 1976 F i n n e i w s p. [3] oraz J a r n e f e l t  i w s p .  [4] wyizo
lowali z trawionych pronazą błon krwinek czerwonych człowieka frakcję 
glikopeptydową zawierającą 50—60 reszt cukrowych na 3 mole manno- 
zy. Ze względu na podobieństwo budowy glikanów tych związków do 
glikanów PGC, zostały one nazwane poliglikozylopeptydami (PGP) [3]. 
PGP są również znane w literaturze pod nazwą erytroglikanów [4].

http://rcin.org.pl



PO LILAK TO Z O A M IN O G LIK A N Y 311

Z uwagi na to, że zasadniczym elementem budowy PGC i PGP są po
wtarzające się sekwencje N-acetylolaktozoaminy (Gal (3 1-4 GlcNac), obie 
grupy związków łącznie nazywa się coraz częściej polilaktozoaminogli- 
kanami [5]. Budzą one ostatnio duże zainteresowanie badaczy ze wzglę
du na zmiany ich struktury w dojrzewaniu i różnicowaniu się komórek 
oraz w rozwoju zarodka [6, 7, 8, 9, 10, 11, 12].

II. Występowanie polilaktozoaminoglikanów

PGC i PGP występują w błonie krwinek czerwonych człowieka w ilo
ści odpowiednio: 1 mg i 3.5 mgl/100 ml upakowanych krwinek [13]. 
Stanowią one zatem 3°/o i 10.5% całkowitej ilości cukrów błony krwinek 
czerwonych.

M i l l e r - P o d r a z a  poszukiwała PGC w różnych tkankach i na
rządach ludzi i zwierząt [14]. Niewielkie ilości PGC o złożoności więk
szej niż 20 reszt cukrowych, znaleziono w płucach i wątrobie człowieka, 
natomiast nie wykryto ich w wątrobie wołu. Śluzówka jelita świni nie 
zawiera PGC [14], choć związki te są obecne w błonie śluzowej żołądka, 
jakkolwiek mają one nieco inną budowę części rdzeniowej cząsteczki 
[15]. Krwinki czerwone wołu, świni, owcy nie zawierają PGC [14, 16]. 
Znaleziono je natomiast w krwinkach królika. Mają one podobny sto
pień złożoności co wyizolowane PGC z krwinek człowieka [17]. GSLs 
zbudowane z powtarzających się jednostek N-acetylolaktozoaminy wy
stępują również w krwinkach białych człowieka, jednak w odróżnieniu 
od PGC są związkami o prostej, nierozgałęzionej na reszcie gaiaktozy 
budowie łańcucha i nie zawierają determinant antygenowych ABH oraz 
I [18, 19, 20]. Obecne w ludzkich granulocytach PGP odbiegają swoją 
budową od związków tego typu występujących w krwinkach czerwo
nych człowieka [21]. Nie wykazują one również aktywności ABH oraz I 
[21, 22].

W ostatnich latach duże zainteresowanie wzbudzają polilaktozoami- 
noglikany zarodka myszy i komórek karcinoembrionalnych [7, 10, 11,
12]. Jak się wydaje związki te są nośnikami determinant antygenowych 
SSEA -1 (stage specific embryonic antigen 1 [12]). Podobne determi
nanty antygenowe są charakterystyczne dla granulocytów człowieka 
[23, 24, 25, 26, 27].

III. Metody izolowania

I I I - l .  P o lig likozy loceram idy

Wszystkie stosowane metody izolowania PGC są wariantami pierw
szej opisanej metody otrzymywania tych związków [1]. Jej zasadą jest
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ekstrakcja materiału biologicznego dwufazowym, niemieszającym się 
układem: woda — rozpuszczalnik organiczny. W tych warunkach więk
szość lipidów błon komórkowych przechodzi do fazy organicznej, nato
miast białka, część kwaśnych glikolipidów i PGC pozostają w fazie 
wodnej.

W metodzie G a r d a s a  i K o ś c i e l a k a  stosuje się mieszaninę n- 
-butanolu i wody [1], natomiast w metodzie D e j t e r a  - J u s z y ń s k i e -  
g o i w s p. mieszaninę chloroformu, metanolu i wody [28]. Białka i gan- 
gliozydy z ekstraktów wodnych usuwa się potem na drodze chromato
grafii jon o-wymiennej [ '̂j, względnie stosując ponowną ekstrakcję 
w dwufazowym układzie rozpuszczalników materiału, który był przed
tem poddany acetylacji [14]. Acetylowane PGC są nierozpuszczalne 
w wodzie, co powoduje, że przechodzą one tym  razem do fazy orga
nicznej. Rozpuszczalne w wodzie zanieczyszczenia usuwa się przez wielo
krotne płukanie faz organicznych fazą wodną. Ostateczne oczyszczenie 
PGC osiąga się metodą chromatografii cienkowarstwowej acetylowane- 
go materiału. Tą samą metodą można rozdzielić PGC na frakcje o różnym 
stopniu złożoności.

I I I-2 . Po lig likozy lopep tydy

Związki te otrzymuje się z delipidowanych i następnie trawionych 
prOnazą błon komórkowych. Hydrolizaty poddaje się potem chromato
grafii w żelach, a uzyskany materiał — degradacji przy pomocy łagod
nej hydrolizy alkalicznej, celem zniszczenia glikopeptydów zawierają
cych O-glikozydowo związane łańcuchy cukrowe. Końcowym etapem 
preparatyki jest chromatografia powinowactwa na kolumnach wypeł
nionych Con-A Sefarozą [3, 4], lub dodatkowo lektynami o aktywności 
skierowanej przeciw determinantom grupowym A lub B [29].

IV. Struktura poliglikozyloceramidów i poliglikozylopeptydów krwinek 
czerwonych człowieka

IV -1. S tru k tu ra  po lig likozyloceram idów

Jak już wspomniano, acetylowane PGC można podzielić metodą chro
matografii cienkowarstwowej na frakcje, które różnią się stopniem zło
żoności i zawierają od 20 ^  60 reszt cukrowych [2], Wzór ogólny dla 
PGC przedstawia się następująco:
Glukozai, Fukoza3.4, Galaktoza9-13, N-acetyloglukozoamina9.14, Kw. N-ace- 
tyloneuraminowy!, Ceramidj.
W składzie PGC otrzymanych z krwinek grupy A mieści się również 
N-acetylogalaktożoamina w ilości 1—2.5 moli na resztę ceramidu [2].
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Metodą analizy metylacji stwierdzono, że fukoza i N-acetylogalaktozo- 
amina występują jako nieredukujące reszty końcowe, natomiast N-ace- 
tyloglukozoamina podstawiona w pozycji 4- jest obecna tylko wewnątrz 
cząsteczki. Reszty galaktozy są podstawione w pozycji 3- (~  40n/o), w po
zycji 3,6- 30%), w pozycji 2- (~  20°/o). Pozostałe reszty galaktozy 
występują jako grupy końcowe. Zawartość 3,6 podstawionych reszt ga
laktozy, które są punktem rozgałęzień, rośnie w miarę wzrostu złożo
ności cząsteczki PGC i wynosi średnio 1 mol na 8 moli reszt cukro
wych [30]. Głównym oligosacharydem uwalnianym w trakcie łagodnej 
hydrolizy kwaśnej natywnych PGC jest N-acetylolaktozoamina, w przy
padku de N-acetylowanych PGC-dwucukier o wzorze:

GlcNAc p 1-3 Gal (30)

Zbadano również struktury siedmiu GSLs uwalnianych z PGC grupy 0
0 35 resztach cukrowych, w czasie łagodnej hydrolizy kwaśnej [31]. 
Były one związkami nierozgałęzionymi o naprzemiennie ułożonych resz
tach 3-O-galaktozy i 4-Ó-N-acetyloglukozoaminy. Sekwencje dwucukro- 
we: Gal (3 1-4 GlcNAc odpowiadające strukturalnie N-acetylolaktozoami- 
nie połączone były wiązaniem glikozydowym (3 1-3-. Wymienione se
kwencje cukrowe były w każdym przypadku przyłączone do laktozylo- 
ceramidu (Gal |3 1-4 Gic (3 1-1 Cer). Glikolipidami o najprostszej budo
wie były: glukozyloceramid, laktozyloceramid i laktotriaozyloceramid. 
Wyższe GSLs zbudowane były z naprzemiennie ułożonych reszt galak
tozy i N-acetyloglukozoaminy. Elementy rozgałęzień pojawiły się do
piero we frakcji glikolipidowej zawierającej 8 reszt cukrowych. Rozga
łęzienia rozpoczynała zawsze reszta N-acetyloglukozoaminy przyłączona 
do pozycji 6 galaktozy, ponieważ te N-acetylowane i degradowane kwa
sem azotawym PGC grupy 0 ulegają całkowitemu rozłożeniu do 2,5 an- 
hydromannozy, dwucukru o budowie: Gal (3 1-4 2,5 anhydromannoza
1 trójcukru o budowie: Fuka 1-2 Gal (3 1-4 2,5 anhydromannoza- (w trak
cie degradacji kwasem azotawym reszty glukozoaminy ulegają dezami- 
nacji z jednoczesnym przekształceniem się w 2,5 anhydromannozę i ro
zerwaniem wiązania glikozydowego glukozoaminy). Wszystkie te dane 
wskazują, iż część rdzeniowa PGC jest zbudowana z naprzemiennie uło
żonych reszt 3-0 podstawionej galaktozy i 4-0 podstawionej N-acetylo
glukozoaminy, jednak nie pozwalają na określenie długości rozmieszcze
nia łańcuchów bocznych. Teoretycznie możliwe struktury  cząsteczki PGC 
przedstawiono na rycinie 1. Problem ten usiłowano rozstrzygnąć na dro
dze sekwencyjnej degradacji PGC przy pomocy nadjodanu [30] oraz hy
drolizy enzymatycznej (dane nieopublikowane).

Dwa cykle utleniania nadjodanem PGC eliminują jedynie częściowo 
łańcuchy boczne (usuwając kolejno reszty galaktozy i N-acetylogluko- 
zoaminy), z czego można wnosić, że niektóre z nich zbudowane są z po
jedynczej jednostki N-acetylolaktozoaminy [30]. Jednakże nawet cztery
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Struktura A

R R R

•  t  •  i

© - #  — Galak+oza (3 1 -4  GIcNAc 

— 3 Galaktoza 3 1 - 4  GIcNAc 

# 0  — 4 GIcNAc (ł1 -  3 Gal 

#  4 GIcNAc (31

# - ©  — 4 GIcNAc (3 1 -  3 Gal

R -  oznaczają ugrupowania cukrowe spełniające ro!<? determinant 
antygenowych w poliglikozyloceramidach:

R -  Fuk oi 1 -  2 ------  aktywność W
GalNAc c * 1 - 3 ^

R ~ aktywność A
Fuk o.1 - 2 - ^ " ^

Gal w  1 - 3 - ^ ^ ^  '
R ~ aktywność B

Fuk « 1 - 2 - — "
R -  NeuNAc oc 2 - 3

R yc. 1. T eore tyczn ie  m ożliw e s tru k tu ry  polig likozyloceram idów . K ó łka  oznaczają  
re sz ty  cukrow e.

kolejne cykle degradacji nie niszczą całkowicie łańcuchów bocznych, 
z czego wyciągnięto wniosek, iż PGC mają strukturę C (Ryc. 1). W ro
ku 1984 F u k u d a  i w s p .  stwierdzili, że degradacja poliglikozylo'- 
peptydów przy pomocy nadjodanu jest niekompletna [5]. Na podstawie 
hydrolizy enzymatycznej PGP kolejno przy pomocy neuraminidazy, a 
fukozydazy, (3 galaktozydazy i (3 N-acetyloheksozoaminidazy — autorzy 
doszli do wniosku, iż łańcuchy boczne są krótkie i składają się z poje
dynczej jednostki N-acetylolaktozoaminy jak w strukturze A (Ryc. 1). 
Jednakże hydroliza przy pomocy (3 N-acetyloheksozoaminidazy PGC, 
z których usunięto wszystkie uprzednio terminalne reszty fukozy, kwasu

Struktura B
R

Struktura C
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sjalowego i galaktozy, tzn. preparatu zawierającego tylko reszty N-ace- 
tyloglukozoaminy jako grupy terminalne, usuwa tylko część rozgałęzień 
(dane nieopublikowane). Problem rozmieszczenia i długości łańcuchów 
bocznych w PGC nie jest zatem ostatecznie rozstrzygnięty. Uzyskane 
wyniki badań sugerują obecność łańcuchów zbudowanych z jednej ty l
ko sekwencji N-acetylolaktozoaminowej oraz łańcuchów dłuższych, zbu
dowanych z kilku sekwencji N-acetylolaktozoaminowych. Najbardziej 
prawdopodobna wydaje się zatem budowa mieszana wg schematu C 
(Ryc. 1). Na podstawie aktywności grupowej PGC w zakresie układów 
grupowych ABO i Hh jak również wyników analizy metylacyjnej moż
na wnosić, że znaczna część łańcuchów bocznych tych glikolipidów jest 
zakończona strukturam i grupowymi A, B, i H. Podstawienie reszty ga
laktozy należącej do terminalnej jednostki N-acetylolaktozoaminy-fuko- 
zą poprzez wiązanie a 1-2 prowadzi do powstania determinanty H. Jest 
ona prekursorem determinanty A (GalNAc a 1-3 (Fuk a l-2)Gal-) lub de
term inanty B (Gal a 1-3) (Fuk a 1-2/Gal-).

S truktury grupowe A, B i H wyznaczono również bezpośrednio po
sługując się metodą degradacji PGC przy pomocy trójtlenku chromu. 
Metoda ta pozwala na utlenienie reszt cukrowych biorących udział w wią
zaniach glikozydowych (3 do kwasów cukrowych. Reszty cukrowe zwią
zane a glikozydowo pozostają nienaruszone. Redukcja i metylacja pro
duktów degradacji umożliwia uzyskanie oligosacharydów zakończonych 
resztą alditolu, których strukturę określono metodą GC-MS (chromato-

238
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grafii gazowej zespolonej ze spektrometrią masową). Widmo masowe de
term inanty H przedstawiono na rycinie 2. Niewielka część łańcuchów 
bocznych PGC nie jest podstawiona determinantami A, B i H i zawiera 
jako grupę końcową terminalną resztę (3 galaktozy. Liczba tych niepod- 
stawionych łańcuchów bocznych rośnie w bardziej złożonych frakcjach 
PGC [2]. Kwas sjalowy, który występuje w PGC w ilościach niewiel
kich (ok. 0.5-1.0 mola na resztę ceramidu) jest przyłączony do subtermi- 
nalnej galaktozy wiązaniem a 2-3 [2, 30]. Uwarunkowania konformacyj- 
ne sugerują, że wszystkie łańcuchy boczne PGC ułożone są w tym  sa
mym kierunku. Związki te prawdopodobnie przylegają całą długością 
łańcucha do powierzchni krwinki, łańcuchy boczne zakończone aktyw 
nymi immunologicznie grupami sterczą na zewnątrz. Model ten wydaje 
się być wysoce efektywny dla wiązania specyficznych przeciwciał [2, 30].

IV -2. S tru k tu ra  po lig likozy lopep tydów

Poliglikozylopeptydy są mieszaniną glikopeptydów pochodzących prze
de wszystkim z białek błonowych znanych pod nazwą band 3 (transpor
ter anionów) i band 4.5 [3, 4]. Wyniki badania struktury komponenty 
cukrowej wykazały daleko idącą zależność z danymi uzyskanymi dla 
PGC. Część rdzeniowa łańcucha cukrowego charakteryzuje się wystę
powaniem rozgałęzionego układu sekwencji dwucukrowych: Gal (3 1-4 
GlcNAc, połączonych wiązaniami (3 1-3. Ilość punktów rozgałęzień jest 
proporcjonalna do stężenia molekularnej złożoności glikoprotein. W prze
ciwieństwie do PGC—PGP zawierają w części cukrowej mannozę przy 
nieobecności glukozy.-Łańcuch cukrowy połączony jest z peptydem wią
zaniem N-glikozydowym utworzonym między redukującą grupą N-ace- 
tyloglukozoaminy a amidową grupą asparaginy. Ogólny schemat budo
wy tych związków został niedawno zaproponowany przez F u k u d ę  
i w s p. na podstawie badania strukturalnego fragmentów cukrowych 
tych związków uwolnionych działaniem (3 endogalaktozydazy z S. freundi 
[5]. Długość łańcuchów bocznych wyznaczono, jak już wspomniano wy
żej, przy pomocy sekwencyjnego trawienia PGP neuramiinidazą, a fuko- 
zydazą, (3 galaktozydazą i (3 N-acetyloheksozoaminidazą. Ogólny schemat 
struktury PGP przedstawiono na rycinie 3 (str. 321).

V. Aktywności grupowe ABH oraz I, i polilakiozoaminoglikanów  
krwinek czerwonych

V -l. D e te rm in an ty  A BH

PGC i PGP odpowiadają odpowiednio za ok. 10—15% i około 75— 
80°/o aktywności grupowej ABH błony krwinek czerwonych, co wyzna
czono metodą znakowania błon krwinek grupy 0 radioaktywną N-ace-
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tylogalaktozoaminą przy pomocy radioaktywnej transferazy grupowej A 
czyli a N-acetylogalaktozaminylotransferazy UDP-acetylogalaktozoami- 
na-fukozylo a 1-2 galaktoza (FC 2.4.2.92) [33, 34]. Do oligoglikozyloce- 
ramidów włącza się tylko 5°/o radioaktywnej N-acetylogalaktozoaminy. 
W preparatach PGC otrzymanych z krwinek prupy Aj znaleziono trzy
krotnie więcej struktur A (mierzonych zawartością N-acetylogalakto
zoaminy) niż w analogicznych preparatach z krwinek grupy A2 [2]. Po
dobne wyniki otrzymano w przypadku PGP [35]. Z doświadczeń tych 
wysnuto wniosek, iż różnica między krwinkami Ax i A2 jest wyłącznie 
ilościowa. Wcześniej do tych samych wniosków doszli S c h a c h t e r  
i w s p. na podstawie pomiarów Km i swoistości substratowej transferaz 
grupowych A z surowicy grupy Aj i A2 [36].

Ostatnio wykazano, że glikolipidy krwinek grupy A t. zawierają nie
zwykłą determinantę A stanowiącą zdwojenie sekwencji grupowej 
A : GalNAc a 1-3 (Fuk a 1-2 (Gal |3 1-3 GalNAc a 1-3) Fuk a 1-2) Gal 
(3 1-4 GlcNAc (3 1-3 Gal (3 1-4 Gic [37, 38]. Wymienione glikolipidy reago
wały swoiście z przeciwciałem monoklonalnym anty Ax [37], Wydaje się 
więc, że różnica pomiędzy krwinkami Aj i A2 jest zarówno ilościowa jak 
i jakościowa.

Nieoczekiwane wyniki przyniosła analiza PGC i PGP wyizolowanych 
z krwinek o fenotypie “Bombay” (Oh) [40]. Nosiciele tego bardzo rzad
kiego fenotypu krwi są homozygotami recesywnymi h h pozbawionymi 
genu H kodującego a 1-2 fukozylotransferazę (FC 2.4.1.89). Spodziewano 
się znaleźć -w tych krwinkach PGC i PGP zawierające w nadmiarze 
reszty galaktozy, ewentualnie podstawione kwasem sjalowym. W rze
czywistości PGC i PGP były znacznie mniej złożone i w konsekwencji 
miały tyle samo terminalnych reszt galaktozy co PGC i PGP wyizolo
wane z krwinek prawidłowych. Wydaje się więc, że istnieje bliżej nie
określony mechanizm wyrównawczy, który nie dopuszcza do gromadze
nia się na powierzchni krwinek czerwonych nadmiaru terminalnych reszt 
galaktozy. Stanowią one punkt uchwytu dla lektyn z hepatocytów i rna- 
krofagów wiążących (3 galaktozę [39].

V-2. D e te rm in an ty  I, i

Antygeny I oraz i są zdefiniowane przez rodziny przeciwciał anty I 
i anty i, które są aglutyninami typu zimnego. Antygeny I, i występują 
w krwinkach czerwonych w zależności odwrotnie proporcjonalnej. U no
worodków i dzieci do końca pierwszego roku życia w krwinkach prze
waża antygen i, który jest stopniowo zastępowany przez antygen I, cha
rakterystyczny dla krwinek osób dorosłych. Większość przeciwciał anty 
I oraz anty i ma charakter autoprzeciwciał. Są to monoklonalne prze
ciwciała typu Ig M . Wyróżnia się autoprzeciwciała fizjologiczne, posiada
jące bardzo niskie miana i aktywność in vitro jedynie w niskiej tempe
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raturze, które nie przekracza 10°C oraz autoprzeciwciała charaktery
styczne dla procesów chorobowych, które mają często poszerzoną am
plitudę cieplną [45]. Autoprzeciwciała anty I można np. wykryć w su
rowicy chorych, którzy przeszli zapalenie płuc wywołane Mycoplasma 
pneumoniae [41]. Pojawiają się też w przebiegu chorób nowotworo
wych [42]. Wytworzone przeciwciała anty I mogą uczulać krwinki czer
wone i powodować wewnątrznaczyniową hemolizę (choroba zimnych 
aglutynin) [43],

U niewielkiej liczby osobników w populacji (1:20 000 osób) antygen I 
jest w krwinkach nieobecny. Zawartość antygenu i jest w tych krwin
kach wzmożona. Cecha ta (fenotyp i) jest dziedziczna a typ dziedzicze
nia jest recesywny [44]. Osobnicy o fenotypie i posiadają w osoczu prze
ciwciała anty I typu “allo”.

Charakterystyczną cechą przeciwciał anty I, i jest zależność od układu 
grupowego ABH. Niektóre przeciwciała anty I, i zlepiają preferencyjnie 
krwinki A, B lub O [45]. Wytłumaczenie tego zjawiska zostało podane 
przez G a r d a s a  i K o ś c i e l a k a ,  którzy otrzymali w r. 1971 z krwi
nek czerwonych człowieka frakcję antygenową I i stwierdzili, że cecha I 
znajduje się na tej samej cząsteczce co cechy ABH [1, 46, 47]. Najwi
doczniej przeciwciała o mieszanej swoistości są odbiciem bliskiego są
siedztwa determinant antygenowych I oraz ABH. Otrzymany antygen 
I okazał się później frakcją PGC [2]. K o ś c i e l a k  i w s p .  stwierdzili, 
że aktywność I rośnie w miarę wzrostu złożoności PGC [2], Ze względu 
na to, że w preparatach bardziej złożonych jest proporcjonalnie więcej 
punktów rozgałęzień, jak również ze względu na inne dowody wskazu
jące na reaktywność przeciwciał anty I z wewnętrznymi regionami PGC, 
K o ś c i e l a k  zaproponował, aby dziedziczenie antygenu I odnieść do 
pojedynczego enzymu (3 6 transferazy N-acetyloglukozoaminy, przeno
szącej ten aminocukier w pozycję 6 (3 galaktozy. Tak więc gen I byłby 
genem strukturalnym  dla wspomnianego wtedy jeszcze hipotetycznego 
enzymu nazwanego: “branching enzyme” [2], Późniejsze doświadczenia 
potwierdziły tę hipotezę w całej rozciągłości. W laboratorium H a k o -  
m o r i e g o wykazano, że za aktywność i erytrocytów odpowiadają gli
kolipidy o prostym, nierozgałęzionym łańcuchu, które nie posiadają se
kwencji : GlcNAc (3 1-6 Gal [48, 49, 50]. Krwinki o fenotypie i posiadają 
PGC i PGP o liniowych, mniej złożonych łańcuchach cukrowych, które 
wykazują aktywność i [5, 51, 52, 53]. Wszystkie glikolipidy jak również 
syntetyczne oligosacharydy o strukturze rozgałęzionej:

Gal (3 1-4 GlcNAc (3 1
^  6

3 Gal (3 1-4 GlcNAc ....

Gal (3 1-4 GlcNAc |3

318 E. Z D E B SK A  [10]

http://rcin.org.pl



[11] PO LILAK TO ZO A M IN O G L IK A N Y

wykazują aktywność I więc strukturę tę należy uważać za determinan
tę I [540].

Aktywność i zależy od liniowego łańcucha cukrowego:

Gal (3 1-4 GlcNAc |3 1-3 Gal (3 1-4 GlcNAc(3 1-3 Gal (3 1-4 GlcNAc (3 1..

w którym występują co najmniej dwie jednostki N-acetylolaktozoami- 
nowe [49]. Różnorodność reakcji przeciwciał anty I lub anty i z krwin
kami i izolowanymi antygenami [2, 48, 49, 55, 56, 57] należy tłumaczyć 
tym, że wiele z nich ma charakter monoklonalny i rozpoznają one różne 
epitopy w obrębie tej samej struktury antygenowej. Badania immuno- 
chemiczne pozwoliły na wyróżnienie [58] trzech klas monoklonalnych 
przeciwciał anty I:

I. Przeciwciała anty I specyficzne w stosunku do trójcukrowej sekwen
cji:

Gal (3 1-4 GlcNAc (3 1-6 Gal

ii. Przeciwciała anty I rozpoznające determinantę:

Gal |3 1-4 GlcNAc (3 1-3 Gal-

III. Przeciwciała anty I specyficzne w stosunku do obu wyżej wymie
nionych sekwencji:

Gal (3 1-4 GlcNAc (3

Gal (3 1-4 GlcNAc (3

Obecność determinant ABH lub kwasu sjałowego na końcowych resz
tach galaktoz liniowych (i) lub rozgałęzionych (I) laktozoaminoglika- 
nów, wpływa na ich reaktywność z przeciwciałami. Podstawienie fukozą 
(determinantą grupową H) terminalnych galaktoz obniża aktywność I 
lub i [30, 58]. Dodatkowe przyłączenie determinanty grupowej A lub B 
powoduje dalszy spadek aktywności I lub jej nawet zniesienie [58]. 
Podstawienie terminalnej galaktozy w pozycji 3 kwasem sjalowym nie 
wpływa na obniżenie aktywności I [49, 50], może natomiast powodować 
obniżenie aktywności i [50].

W przebiegu zapalenia płuc wywołanego M. pneumcniae w surowicy 
chorych pojawiają się autoprzeciwciała anty I. Zjawisko to jest spowo
dowane modyfikacją antygenu I w wyniku jego specyficznej interakcji 
z M. pneumoniae. Funkcję receptorów w krwinkach czerwonych dla 
M. pneumoniae spełniają poli-N-acetylolaktozoaminowe sekwencje cu
krowe zakończone kwasem sjalowym [60].

3 Gal-

l /
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VI. Struktura polilaktozoaminoglikanów granulocytów człowieka

320 E. ZD EB SK A  • [12]

Brak determinant cukrowych odpowiedzialnych za aktywność ABH 
jest cechą charakterystyczną struktury zarówno glikosfingolipidów [9, 
20], jak i poliglikozylopeptyaów granulocytów człowieka [21, 22]. Wy
kazują one natomiast swoistość antygenową SSEA-1 charakterystyczną 
dla komórek teratokarcinomalnych linii embrionalnej F-9 oraz mysich, 
preinplantacyjnych komórek embrionalnych na etapie moruli [12]. Ich 
łańcuchy cukrowe o budowie nierozgałęzionego laktozoaminoglikanu 
podstawione są fukozą w jednej lub kilku resztach N-acetyloglukozami- 
ny wiązaniem a 1-3. Brak struktur: Gal (31-4 GIcNAc (3 1-6 odpowie
dzialnych za rozgałęzienia, jest przyczyną braku ekspresji antygenu I 
w granulocytach człowieka.

VII. Zmiany w ekspresji antygenów I, i oraz ABH związane z rozwojem
i różnicowaniem komórek.

V II-1. E ry tropoeza  człow ieka

W czasie zmiany płodowych (fetal) erytrocytów w dojrzałe (adult) 
krwinki czerwone — liniowe łańcuchy polilaktozoaminoglikanów są 
stopniowo zamieniane w struktury rozgałęziane (Ryc. 3). Zjawisku temu 
towarzyszy konwersja antygenu i w antygen I. W tym samym czasie 
ma miejsce zmniejszenie stopnia sjalylacji łańcuchów cukrowych, 
a zwłaszcza zmniejszenie ilości sekwencji dwusjalowych. Terminalne 
reszty galaktozy są fukozylowane przy udziale a 1-2 transferazy. Pow
stają wtedy H aktywne łańcuchy oligosacharydowe, które mogą być 
następnie zamieniane w A lub B aktywne struktury, przez dodanie od
powiednich monocukrów ,[6, 7, 8].

V II-2 . E m briogeneza m yszy

Antygen I pojawia się w pierwszych etapach rozwoju embrionalnego 
myszy [9, 10, 11, 12]. Metodą immunofluoroscencji wykazano ekspre
sję tego antygenu już w stadium pojedynczej komórki. Dopiero znacz
nie później, na etapie różnicowania się pierwotnej endodermy obserwo
wano ekspresję antygenu i. W ektodermie sześciodniowego embrionu na
stępuje wyraźne obniżenie ekspresji antygenu I. W późniejszych sta
diach embriogenezy pojawia się antygen H a znika antygen I. Obecność 
determinanty grupowej H maskuje determinantę I.
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K ó łka  oznaczają reszty cukrow e.

VIII. Zmiany w strukturze polilaktozaminoglikanów erytrocytów czło
wieka we wrodzonej, dyserytropoetycznej anemii CDA-II 
(HEMPAS)

Wrodzona, dyserytropoetyczna anemia CDA-II (HEMPAS) związana 
jest z genetycznym defektem krwinek czerwonych, charakteryzuje się 
nieefektywną erytropoezą i obecnością wielojądrzastych erytroblastów 
w szpiku. Erytrocyty wykazują zwiększoną zdolność do wiązania zarów
no przeciwciał anty I jak i anty i [61, 62], ulegają lizie w kwaśnym pH,
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wywołanej obecnością alloprzeciwciał obecnych w około 30n/o normal
nych surowic [63]. Swoistość tych przeciwciał jest nieznana. Poziom 
PGC w błonach erytrocytów HEMPAS jest wyższy pięciokrotnie w po
równaniu z kontrolą poziom PGP jest znacznie obniżony [64]. Akumula
cji PGC towarzyszy defektywna glikozylacja białek błony erytrocytów, 
takich jak: band 3, glikoforyna A, band 4.5 [65, 66]. PGC i PGP w krw in
kach czerwonych HEMPAS przypominają strukturalnie glikokoniugaty 
wyizolowane z błon krwinek płodowych oraz z krwinek osób dorosłych
0 fenotypie i [64]. Związki te są mniej złożone, posiadają mniejszą 
ilość punktów rozgałęzień i wykazują wzmożoną aktywność i.

Na podstawie uzyskanych wyników badań Z d e b s k a  i w s p .  su
gerują, że upośledzenie podziałów komórek szeregu erytroblastycznego
1 związane z tym zahamowanie normalnego cyklu syntezy i resyntezy 
glikokoniugatorów jest przyczyną, że błona krążących erytrocytów za
wiera glikokoniugaty charakterystyczne dla różnych form pośrednich 
komórek [64]. Znaczny wzrost glikolipidów w erytrocytach HEMPAS 
można tłumaczyć zaburzeniem cyklu komórkowego w czasie erytropo- 
ezy. Charakteryzuje się on dwukrotnie wydłużoną fazą G1 [67], w któ
rej biosynteza glikolipidów jest podwyższona [68, 69].

IX. Biosynteza sekwencji polilaktozoaminowych

Teoretycznie w biosyntezie sekwencji polilaktozoaminowych biorą 
udział tylko trzy enzymy: (3 4 transferaza galaktozy i dwie transferazy 
N-acetyloglukozaminy. Pierwszy z tych enzymów przenosi resztę ga
laktozy w wiązaniu |3 1-4 na wolną N-acetyloglukozoaiminę i terminalną 
N-acetyloglukozoaminę glikokoniugatów (EC 2.4.1.90). Wbrew wcześniej
szym doniesieniom, że istnieje odrębna (3 4 transferaza galaktozy aktyw
na tylko wobec substratów o charakterze glikosfingolipidów [70] ostat
nio uznano, że enzym ten jest również aktywny wobec substratów o cha
rakterze oligosacharydów i glikoprotein [71]. W obecnej a laktoalbu- 
miny (3 4 galaktozylotransferaza przenosi galaktozę na glukozę lub glu- 
kozyloceramid [71]. Drugi enzym: |3-3transferaza UDP glukozamina-ga- 
laktoza został wstępnie scharakteryzowany niedawno [27]; znaleziono go 
w surowicy krwi człowieka. Substratami dla enzymu są oligosacharydy, 
glikoproteiny i glikolipidy zawierające terminalne reszty galaktozy. 
“Branching enzyme”, czyli |3 6 transferaza N-acetyloglukozoaminy wy
kryto w komórkach nowotworowych Novikowa [73], surowicy krwi czło
wieka [72, 74, 75] i śluzówce żołądka świni [76]. Aktywność enzymu 
w surowicy nie ma związku z fenotypem I, i krwinek czerwonych [74], 
P i l l e r  i C a r t r o n  [75, 76] posługujący się preparatami trzech w y
mienionych transferaz cukrowych dokonali pełnej syntezy enzymatycz
nej determinanty I. Ustalili również kolejność działania transferazy
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N-acetyloglukozoaminy. W pierwszym etapie na końcową galaktozę działa 
(3 3 transferaza N-acetyloglukozoaminy:''

Gal (3 1-4 GlcNAc (3 1-3 
etap 1

GlcNAc (3 1-3 Gal (3 1-4 GlcNAc |3 1-3

Wytworzona struktura staje się receptorem |3 6 transferazy N-acetylo
glukozoaminy:

GlcNAc (3 1-3 Gal (3 1-4 GlcNAc (3 1-3 

etap 2 

GlcNAc |3 L
6
3 Gal (3 1-4 GlcNAc |3 1-3

GlcNAc (3 l /

B l a n k e n  i w s p .  [77] scharakteryzowali enzym: (3 N-acetyloglu- 
kozaminid: {3 1-4 galaktozylotransferazę. Enzym ten dodaje w pierwszej 
kolejności galaktozę do sekwencji: GlcNAc (3 1-6 Gal, a potem do sekwen
cji: GlcNAc (3 1-3 Gal. W zakończeniach polilaktozoaminowych łańcuchów 
powstają sekwencje rozpoznawane jako determinanty antygenowe ABH. 
a 1-2 fukozylotransferazy katalizujące przyłączenie fukozy do galaktozy 
końcowej neolaktotetraozyloceramidu wykryto i zbadano w surowicy 
ludzkiej [78], śledzionie wołowej [79] oraz w hodowlach tkankowych 
[80, 81]. Opisano również przyłączenie fukozy do N-acetyloglukozoaminy 
wiązaniem a 1-3 [21, 22, 82]. S t e l l n e r  i w s p .  zsyntetyzowali anty
geny A i B przenosząc enzymatycznie reszty N-acetyloglukozoaminy lub 
galaktozy na końcową galaktozę glikosfingolipidu grupowego H [83].

X. Funkcja biologiczna polilaktozoaminoglikanów

Zmiany w ekspresji poliaktozoaminoglikanów są związane z różnico
waniem, rozwojem i onkogenezą u pewnych komórek. W kolejnych eta
pach ich dojrzewania ma miejsce pojawianie się lub znikanie określo
nych glikosfingolipidów i glikoprotein, jednocześnie zachodzą istotne 
zmiany w strukturze ich łańcuchów cukrowych. Zmiany te decydują
o określonej strukturze antygenowej komórek. Ekspresja powierzchnio
wych antygenów polilaktozoaminowych zmienia się w czasie życia osob
niczego. Np. antygen i w dużych ilościach występuje na ludzkich erytro
cytach płodowych, u osób dorosłych zastąpiony jest antygenem I (przyp. 
rozdz. V-2). Związkiem charakterystycznym dla wczesnych form rozwo
jowych jest antygen SSEA-1, wykrywany w dużych ilościach na komór
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kach płodu myszy (przyp. rozdz. VII-2). Struktury: Gal (5 1-4 (Fuk 
a 1-3) GlcNAc obecne są także w granulocytach obojętnochłonnych (przyp. 
rozdz. VI). Wydaje się więc, że obecność antygenu SSEA-1 ma wyraźny 
związek z procesem adhezji międzykomórkowej.

Rozgałęzione łańcuchy cukrowe polilaktozoaminoglikanów są recep
torami pewnych lektyn zwierzęcych. Wykazano, że izolowane z mięśnia 
sercowego wołu lektyny reagują silniej z I, i aktywnymi glikoproteina- 
mi, niż z glikoproteinami, w których obecność ABH determinant gru
powych wpłynęła na obniżenie aktywności I, i [85]. Proces biosyntezy 
ceramidu jest energetycznie tani (20 kcal/mol) w porównaniu do procesu 
biosyntzy białka (29,2 kcal/pojedyncze wiązanie peptydowe) — dlatego 
zdaniem K o ś c i e l a k  a, to przede wszystkim glikosfingolipidy do
starczają błonie komórkowej cukry, które tworzą płaszcz chroniący jej 
powierzchnię przed proteolizą, denaturacją, patogennymi mikroorganiz
mami i wirusami [84]. Cukry związane a glikozydowo: galaktoza, fuko- 
za, N-acetylogalaktozoamina — spełniające rolę determinant antygeno
wych i kwas sjalowy, zasłaniają reszty (3 galaktozy. Chronią w ten spo
sób powierzchnię erytrocytów przed wiążącymi (3 galaktozę lektynami 
hepatocytów, makrofagami i autoprzeciwciałami.

Autorka wyraża podziękowania Prof, dr hab. Jerzemu Kościelakowi za 
wnikliwe uwagi dotyczące tekstu niniejszego artykułu.
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W ykaz stosow anych  sk ró tów : p t  tR N A  — p las tydow y  tRN A, m t tRN A  — m i- 
to c h o n d ria ln y  tR N A , tD N A  — odcinek  DNA k o d u jący  gen tR N A  bez sekw encji 
o sk rzyd la jących  gen, kpz — tys iące  p a r  zasad.

I. Wstęp

Transferowe RNA spełniają w komórce szereg bardzo istotnych funk
cji [1]. Najważniejsze z nich to kierowanie aminokwasów do syntetyzo
wanego na rybosomie polipeptydu, w takiej kolejności w jakiej w infor
macyjnym RNA występują odpowiednie kodony, rozpoznawane przez 
antykodonowe sekwencje cząsteczek tRNA [2]. S truktura tRNA jest 
doskonale przystosowana do takiej ich funkcji: są to cząsteczki na tyle 
różne, że odczytują tylko właściwe sobie kodony i są precyzyjnie roz
poznawane przez swoiste syntetazy aminoacylo-tRNA, oraz na tyle po
dobne, że uczestniczą w powtarzających się etapach rybosomowego pro
cesu biosyntezy polipeptydów niezależnie od rodzaju związanego z nimi 
aminokwasu. Zróżnicowanie poszczególnych tRNA wynika z odmienno
ści sekwencji nukleotydowej i nie zawsze jednakowej długości łańcu
chów, a podobieństwo stąd, że łańcuchy polinukleotydowe różnych tRNA 
układają się w prawie jednakowe struktury II i III-rzędowe [3—5].
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I 2 6 4 3

• R

Y © R_

•

G [ • %

■■ •
___

" a .

m
1^34 36 E l

F d ° 1
antykodon

R yc. 1 II -rz ęd o w a  s t ru k tu ra  tR N A . S ta łe  n u k leo tydy  są wyrysowa"he w  ra m 
kach . R oznacza nukleozyd  p u rynow y , Y — nukleozyd  p irym idynow y , T — rybo - 
ty m id y n ę , W — pseudou rydynę .
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II-rzędowa struktura różnych tRNĄ. układa się w „liść koniczyny” 
(Ryc. 1) o stałych elementach: każdy tRNA ma ramię aminokwasowe, 
dihydrourydylowe, antykodonowe, dodatkowe i ramię rybotymidylowe. 
Charakterystyczną cechą tych cząsteczek jest także występowanie w tych 
samych miejscach w większości różnych tRNA jednakowych nukleoty- 
dów, określanych jako stałe lub niezmienne (patrz Ryc. 1). Koniec 5' 
wszystkich tRNA jest fosforylowany, a na końcu 3' znajduje się charakte
rystyczna sekwencja CC A z wolną grupą 3', poprzez którą tRNA wiążą 
aminokwasy. Przedstawiona na rycinie 1 numeracja nukleotydów doty
czy tRNAPh0 z drożdży, ale przyjęto ją jako ogólny wzór dla różnych 
tRNA. Jeśli inne tRNA mają łańcuch nukleotydowy dłuższy niż tRNAphe, 
to dodatkowe nukleotydy nie są rozmieszczone w sposób przypadkowy, 
ale rozbudowują ramię dodatkowe lub pętlę D; jeśli są krótsze, to re
dukcji ulega ramię dodatkowe i ograniczeniu pętla D. Niezależnie jed
nak od pewnych wahań w długości łańcuchów, różne tRNA tworzą bar
dzo podobną strukturę III-rzędową [4, 5], przedstawioną schematycznie 
na rycinie 2.

koniec CCA

pętla DHU

R yc. 2 S ch em at trzec iorzędow ej s t ru k tu ry  tR N A
pętla 

ANTYKODONOWA

II. Liczba genów kodujących tRNA

Komórki prokariotyczne zawierają około 60 różnych rodzajów tRNA. 
W komórkach eukariontów występuje podobna liczba rodzajów tRNA 
cytoplazmatycznych, ale dochodzą tu dodatkowo tRNA mitochondrialne 
oraz u organizmów fotosyntetyżujących — tRNA plastydowe. Ponieważ 
każdy rodzaj cząsteczek tRNA jest kodowany przez odrębny gen (lub 
geny), łatwo stwierdzić, że każda z komórek musi mieć minimum tyle 
genów tRNA, ile rodzajów tRNA w niej występuje. Eksperymentalnie
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332 Z. SZ W E Y K O W SK A -K U L IŃ SK A , J . AUGUSWVTNIAK [4]

ustalona liczba genów tRNA u różnych organizmów jest przedstawiona 
w tabeli 1.

Liczba genów tRNA u bakterii zgadza się z wartością oszacowaną na 
podstawie liczby rodzajów tRNA występujących w tych komórkach (ok. 
60 genów). U eukariontów odbiega od niej bardzo znacznie i nie licząc 
genów organelowych waha się w zależności od organizmu, od około 300 
(Caenorhabditis elegans) do około 7000 (Xenopus) (Tab. 1).

Tabela 1

Ogólna liczba genów tR N A  w genomach niektórych organizmów 
(w przypadku eukariontów pominięto geny plastydowe i mitochon- 
dialne)

Organizm Liczba genów

P r o k a r i o n t y
Escherichia coli 60 (105)
Bacillus subtilis 60 (105)
E u k a r i o n t y
Physarum polycephalum 1050 (106)
Neurospora crassa 2640 (106)
Saccharomyces serevisiae 360 (45)
Euglena gracilis 740 (107)
Tetrahymena pyriformis 800—1450 (107)
Caenorhabditis elegans 300 (107)
Drosophila melanogaster 590—900 (50)
Xenopus laevis 6500—7800 (52)
Rattus norvegicus 6500 (59)
Homo sapiens 1310 (58)

Niektóre tRNA bakteryjne są kodowane przez pojedyncze geny tRNA 
(np. tRNAcy, u E. coli) [7], inne są kodowane przez geny wielokrotnie 
występujące, np. u Escherichia coli gen tRNA?ly występuje czterokrotnie 
{6], gen tRNA®1“ -dwukrotnie, gen tRNA 2 Sp dwukrotnie [8]. Stężenia 
indywidualnych tRNA są u bakterii w przybliżeniu proporcjonalne do 
liczby kopii ich genów [7], a zestaw tRNA odpowiada częstości występo
wania określonych kodonów w mRNA, kodujących u E. coli ilościowo do
minujące białka [9].

U eukariontów sytuacja jest znacznie bardziej skomplikowana. Wszy
stkie organizmy dotychczas zbadane zawierają wielokrotne kopie ge
nów kodujących indywidualne tRNA, a jedynym znanym przypadkiem 
pojedynczego genu tRNA w genomie jądrowym jest gen tRNAuco u droż
dży [10]. W genomie jądrowym żaby szponiastej znajduje się około 7000 
genów tRNA, któremu pod tym  względem prawie dorównuje genom ją
drowy szczura; jądrowy genom człowieka ma prawie tyle samo genów 
tRNA co jądrowy genom Tetrahymena, a muchy owocowej tyle co
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Euglena. Pomiędzy ogólną liczbą genów tRNA u eukariontów a fiologe- 
netyczną pozycją organizmu nie zaobserwowano zbieżności. Przyczyny 
występowania dużych różnic w liczbie genów tRNA u różnych organiz
mów nie są jasne, podobnie zresztą jak nie jest w pełni wyjaśniona 
sprawa występowania wielokrotnych genów w ogóle. Wiąże się to z fak
tem, że niektóre geny tRNA funkcjonują jako geny konstytutywne, a in
ne podlegają regulacji ekspresji [115]. Wiadomo, że w komórkach wyspe
cjalizowanych w produkcji określonych białek — np. w retykulocytach — 
populacja tRNA jest dobrze „dopasowana” do zestawu odczytywanych 
kodonów [11]. Wiadomo też, że w zależności od fazy rozwoju komórek, 
populacja tRNA ulega zmianom. Typowym tego przykładem są zmiany 
zestawu tRNA w gruczołach przędnych jedwabnika, w których w pią
tym okresie rozwoju larwalnego następuje bardzo silny wzrost tRNAGly, 
tRNASer i tRNAAla [12], związany z produkcją bogatej w glicynę, serynę
i alaninę fibroiny. Zmianę populacji tRNA w zależności od syntetyzowa
nych białek obserwowano także w roślinach (np. w kukurydzy [13] iw  łu
binie [14]).

W komórkach wyspecjalizowanych w produkcji określonych białek 
nie następuje jednak amplifikacja genów tRNA. Wydaje się dlatego, że 
wielokrotność genów tRNA jest tylko jednym z elementów kontroli ich 
ekspresji, możliwej np. przez blokadę tych kopii genów, które występują 
w nadmiarze w stosunku do aktualnych potrzeb komórki.

Tabela 2

Liczba genów tRNA w genomach mitochondrialnych i plastydowych niektórych 
organizmów

Organizm Mitochondria Plastydy

Homo sapiens 22 (15) —

Mus musculus 22 (15) —
Bos taurus 22 (15) —
Saccharomyces cerevisiae 26 (108) —
Aspergillus nidulans 26 (108) —
Zea mays ? 30* (17)
Spinacia oleracea ? 30-45° (109)
Euglena gracilis ? 27* (17)
Pisum sativum 7 25* (110)
Phaseolus vulgaris ? 27* (17)

* — obliczone z map restrykcyjnych, ° — obliczone na podstawie hybrydyzacji z całkowitym 
tRN A  plastydowym

U eukariontów geny tRNA występują także w genomach organelo- 
wych. Jak przedstawiono w tabeli 2, genom mitochondrialny u ssaków ma 
22 geny tRNA [15], u prostych eukariontów liczba ta jest nieco większa.
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W mitochondriach ssaków każdy gen występuje tylko w jednej kopii, 
a genom mitochondrialny koduje po jednym izoakceptorowym tRNA dla 
każdego z aminokwasów, z wyjątkiem leucyny i seryny, dla których 
mitochondria kodują po dwa izoakceptorowe tRNA. Mitochondrialny 
genom drożdży jest bogatszy i koduje po dwa izoakceptorowe tRNA dla 
cysteiny, fenyloalaniny, metioniny, waliny i tyrozyny [16] (dla tych 
ostatnich po 3—4 zależnie od szczepu drożdży). Liczba tRNA kodowa
nych przez mitochondria nie wystarczyłaby do odczytania wszystkich 
kodonów, ale — jak wiadomo i o czym nieco później — w mitochon
driach obowiązują trochę inne reguły kodu genetycznego niż w kodzie 
uniwersalnym i 22 tRNA zapewniają mitochondriom funkcjonowanie 
„własnego” aparatu translacji bez konieczności importu tRNA z cyto- 
plazmy.

Genom plastydowy różnych roślin zawiera około 35 genów tRNA. 
Pojemność kodująca plaStydowego DNA jest więc większa niż mitochon- 
drialnego DNA. Plastydowy DNA koduje 2 lub 3 izoakceptorowe tRNA 
dla szeregu aminokwasów. Np. w plastydowym DNA kukurydzy stw ier
dzono występowanie 2 różnych genów tRNA metioninowych, izoleucyno- 
wych, glicynowych oraz asparaginowych [17] i 3 różnych genów tRNA 
serynowych i leucynowych, a niezależnie od tego, niektóre geny wystę
pują w 2 kopiach (np. alanina, arginina) [17].

III. Organizacja genów tRNA w różnych genomach

I I I - l .  Organizacja genów  tRNA w  genom ach prokariotycznych

Ostatnie lata przyniosły bardzo wiele nowych informacji na tem at 
organizacji genów tRNA w genomach różnych organizmów i w przy
padku niektórych organizacja genów tRNA jest poznana bardzo dokład
nie. Stwierdzono, że charakterystyczną cechą organizacji genów tRNA 
w genomie bakteryjnym  jest:
A. występowanie genów tRNA w operonach rybosomalnych RNA
B. tworzenie przez kilka genów tRNA zespołów stanowiących jeden 

operon
C. tworzenie przez geny tRNA jednostek transkrypcyjnych wspólnych 

z genami kodującymi białka.
Ad. A. W chromosomie Ę. coli istnieje 7 operonów rRNA [18], ozna

czonych jako rrnA, rrnB, rrnC, rrnD, rrnE, rrnG  i rrnH. Są one do
kładnie zlokalizowane na genetycznej mapie chromosomu E. coli [120]. 
W operonach tych geny tRNA zajmują pozycję na odcinku pomiędzy 
genami 16S i 23S rRNA, a dalej po stronie 3' 5S rRNA. U E. coli można 
rozróżnić dwie klasy operonów (Ryc. 3): jedna to takie operony, które 
w odcinku międzygenowym zawierają tylko jeden gen (tRNA?lu ) oraz
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druga klasa, w której w tym rejonie znajdują się geny tRNA\,e i tRNAiB* 
Operony klasy pierwszej to rrnB, rrnC, rrnE oraz rrnH, klasy drugiej: 
rrnA, rrnD, rrnG [18]. Mapę obu klas operonów rRNA przedstawia 
(Ryc. 3).

a
5' 16S rRNA . 23S rRNA___________ 3

I I  I 1

tRNA*6 tRNAAla 5SrRNAtRNA

b
5* 16S rRNA

I
tRNA Glu2

"000 nukleotydów

R yc. 3 S ch em at o rgan izac ji dw óch k la s  operonów  rR N A  u E. coli. 
a  ■— k lasa  d ru g a  operonów  rR N A  
b — k lasa  p ierw sza  operonów  rR N A

2 3 S rRNA____________ _ 3 '

IM| 1 tR N A  
5S rRNA *RNA

Ad. B. Oprócz rejonów rRNA geny tRNA są zgrupowane w chromo
somie E coli w 11 innych rejonach (Ryc. 4). Niektóre z nich zostały sklo
nowane i zsekwencjonowane. Np. dobrze poznano budowę tzw. rejonu

rrn  B

rrn A

Glu 2 rrn  ^  
T h r3 Glu 2 
Thr4 
Tyr2 
Gly 2

G ly /co  najm nie j 3 /

Leu.

Ile  1
A la lB -

Z '
94

/ .

¿89 ■90
o/100

'8 5
‘ 83

10
15

16'

Gin 2 
Gin 1 

/M etm
X

Ser1

’ Glu 2 / r ^ - 8 0 20

rrn  C Trp
Asp 1

Ile 1 27 J
rrn  D A la  1B 

Thr ^
i 71
W 7 Ó

30

-Tyr

Gly ’

62 60

Ser 3 
M e tf 1

50 43,
-Gly 3 /co  najmniej 1 /

. "̂ sn 
Ser Asp

C.M.Y/C może być C y s /

R yc. 4 L o ka lizac ja  genów  tR N A  na m ap ie  genetycznej E. coli (111). L ite ry  C, 
E, K , M, P, X , Y oznaczają  n iez id en ty fik o w an e  do tąd  geny tR N A . C yfry  w ew n ą trz  
k o ła  o d p ow iada ją  m inu tom  na  ko liste j m ap ie  genofo ru  E. coli.
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supB-e (Ryc. 5). Rejon ten zawiera zespół 7 genów tRNA poodzielanych 
stosunkowo krótkimi odcinkami niekodującymi. Transkrypt tego zespołu 
genów zawiera sekwencję „liderową” (tzn. poprzedzającą koniec 5' pierw
szego genu tRNA) o długości 33 pz oraz 37-mio nukleotydowy odcinek 3'

- 3 5 pz TTGACA 

-10 pz CATAATG 

pierw szy nukleotyd tru n sk ryp tu

tR N A ^ e t tR N A Leu tRNA Gin tRNAGin

1..-E

tR N A

33
pz

Met

9
pz

tRNA Gin

23
pz
tRNA

34
pz

15
PZ

Gin

a
pz

37
PZ

koniec tra n s k ry p tu

Ryc. 5 Zespół genów  tR N A  w  re jo n ie  supB -E  (15 m in  n a  m ap ie  E. coli). O peron 
zaw ie ra  zespół s iedm iu  genów  tR N A  (p rostoką ty ) pooddzie lanych  k ró tk im i odcin 
kam i n iekodu jącym i. Z aw ie ra  rów nież  ch a rak te ry s ty czn e  sek w en cje  p rom oto row e 
(tzw. re jo n  -35 i -10).

końcowy. Zespół supB-E w położeniu -10 i -35 zawiera sygnały inicjacji 
typowe dla bakteryjnej polimerazy RNA. W położeniu +  45 w sekwencji 
3' końcowej zawarte są sygnały terminacji. Wszystkie geny tRNA tego 
operonu kodują końce akceptorowe (CCA) transferowych RNA [19], Geny 
tRNA u bakterii nie zawsze kodują końce CCA. Np. u Bacillus subtilis 
w zespole 6 genów tRNA oddzielającym operony rRNA, 4 geny tRNA 
kodują końce CCA, a w pozostałych dwóch genach końcówka CCA jest 
dodawana do tRNA potranskrypcyjnie [20] (Ryc. 6).

Ad. C. Niektóre geny tRNA bakterii mogą być kontranskrybowane 
z genami kodującymi białko. U E. coli np. zespół 4 genów tRNA (dwa 
geny tRNAThr -hfdwa niezidentyfikowane) tworzy jednostkę transkryp- 
cyjną wspólną z genem tufB,  kodującym białkowy czynnik elongacyjny 
EF-Tu [21, 22].

Do niedawna uważano, że geny tRNA u prokariontów nie zawierają 
intronów. Dużym zaskoczeniem był więc fakt wykrycia tych sekwencji 
w genach Archebacteria (w genomach Eubacteria nie stwierdzono obec
ności sekwencji intronowych). I tak u Sulfolobus soljatricus w genie 
tRNASer i tRNALeu stwierdzono obecność odpowiednio 25-cio i 15-to nu- 
kleotydowych intronów. Umieszczone są one w pętli antykodonowej mię
dzy pierwszym a drugim nukleotydem po stronie 3' antykodonu (umiej
scowienie to jest typowe dla intronów genów tRNA u eukariontów) [23].
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R yc. 6  S ek w en c ja  n u k leo tydów  DNA B acillu s sub tilis , ob e jm u jąca  zespół sześciu 
genów  t.RNA. S ekw encje  tR N A  są zaznaczone lin ią  ciągłą, s trza łk i w skazu ją  geny 
tR N A  n ie  kodu jące  końców  CCA, dodatkow o podkreślono  sekw encje  CCA kodo
w an e  przez  n iek tó re  geny  tRN A.
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I I I -2 . O rg an izac ja  genów  tR N A  w  genom ach  p las tydow ych

Organizację genów tRNA podobną do bakteryjnej wykazują genomy 
piastydowe (Ryc. 7). DNA piastydów jest stosunkowo mały, jego wiel
kość waha się w granicach od 119 kpz [24] do około 182 kpz [25]. Pla-

R yc. 7 L okalizacja  genów  tR N A  na m ap ie  re s try k c y jn e j p lastydow ego  D NA  k u k u 
rydzy . L in ią  p o g ru b io n ą  zaznaczono geny rR N A  [17].

stydowe DNA z różnych organizmów wykazują znaczną homologię se
kwencji i duże ogólne podobieństwo organizacji całego genomu. Charak
terystyczną cechą plastydowego genomu jest lokalizacja dwóch zespo
łów genów rRNA, ułożonych w odwrotnej orientacji. Zespoły te są w ko
listym ptDNA oddzielone od siebie tzw, krótkim i długim rejonem o uni
kalnej sekwencji [24, 26]. Niektóre rośliny zawierają ptDNA pozbawiony 
jednego z operonów rRNA (np. groch, wyka) [27], a u Euglena w plasty- 
dowym DNA znajdują się trzy operony rRNA ułożone kolejno w tej sa
mej orientacji [28]. Organizacja operonów rRNA jest typowa dla proka- 
riontów: geny rRNA są ułożone w kolejności 16S- 23S- 5S. W plasty
dowych operonach rRNA geny tRNA są zlokalizowane pomiędzy genami 
rRNA, a także występują po obu stronach operonów. W różnych rośli
nach pomiędzy 16S a 23S rRNA są ulokowane geny różnych tRNA, 
najczęściej jednak są to tRNAAla i tRNAIle, a więc te same, jakie spo
tykam y w klasie drugiej operonów u E. coli. Gen 16S jest często poprze
dzany przez geny tRNA 2 eu , tRNAVal, tRNAIle, a za genem 5S występują 
geny tRNA\le , tRNAArg. Inne geny tRNA są zlokalizowane w różnych 
miejscach plastydowego genomu, często w formie zespołów genów (Ryc.
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8). Zespoły takie są w różnych roślinach zlokalizowane różnie: w plasty- 
dowym genomie kukurydzy są np. dwa rejony w których są ulokowane 
„zespoły genów tRNA” [17]. Podobną organizację genów tRNA stwier
dzono w genomie pt Euglena [28].

tRNAGUA tRNAGUG tRNACAU tRNACCA tRNAUUC tRNAU(*C

ci':r '7i______ i i r— ..." ir • i___i " .rir.— j=i
64 14 4!  27 6!
pi pz pi pz pz

R yc. 8 Z espół genów  tR N A  w  p las tydow ym  DNA E uglena  gracilis. Ż aden  z tych  
genów  n ie  kodu je  końców  -CCA. Z w raca  uw agę podobieństw o do zespołu  genów  
u E. coli [112],

Geny tRNA plastydów nie kodują końców CCA, czym w istotny spo
sób różnią się od większości genów tRNA prokariantów, a ponadto geny 
niektórych tRNA zawierają sekwencje intronowe. Stwierdzono, że se-

_  5'
a a oh a u c u ą u u u a  b

c a i i g á ú á á á a u a u g u a  a'
A UA

p*:Ê &G
A-U 
A-U 
G-C 
C-G

U Uu CA'JUUyGUCCĄGUUUGA^  \
C  MJGA GGGAACUUUu UG u AACCG C G C G C A g i ^ ^ A ^  u^GAAAĆAGuUCAGAUę^___)
' ^ C Ć A Ć Ć U O U G A A A C A Ć U U U G G U  Ć A UG %  / ¿ C U  15b

* 8  AG.GA CG > gU

fcg \ V \ ^ g 
,c  4  f i : Au  V \  V a a
I ) U-A U ,.U A A A

c a V  a a a :
13b /  '

\ I
25 b

R yc. 9 a — S tru k tu ra  II-rzęd o w a  chlorop lastow ego tR N A Val z ty to n iu  b — s tru k 
tu r a  p re k u rso ra  tR N A Val zaw ie ra jąca  sekw encję  in tro n o w ą  o d ługości 571 pz. 
S trza łk am i zaznaczono m iejsca  rozcięcia p rek u rso ra , sekw encja  an tykodonu  je s t 
u ję ta  w  ram ce  [32],
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kwencje intronowe występują w genach tRNAIle, tRNAAla, tRNAVal, 
tRNALeu w kukurydzy [29] oraz w tRNAVal w tytoniu [30]. Introny w pla- 
stydowych tRNA są bardzo długie — najdłuższy dotąd opisany intron 
znaleziono w pt genie tRNALys tytoniu. Długość jego wynosi 2526 pz 
[31]. Mimo tak długich intronów geny te ulegają ekspresji. Np. gen 
tRNAVal z plastydów tytoniu (Ryc. 9) koduje transkrypt o długości 750 
nukleotydów. Transkrypt zawiera intron o długości 571 nukleotydów. 
Na nici kodującej ten tRNA stwierdzono obecność tzw. „otwartej ramki 
odczytu” (ang. ORF-open reading frame) w intronie i nachodzącej na 
połówkę 5' tRNA [32]. Znaczenie długich sekwencji intronowych w ge
nach tRNA plastydów nie jest wyjaśnione, nie wiadomo także, czy ORF 
w nich zawarte kodują jakieś białka.

III-3. Organizacja genów  tRNA w  genom ach m itochondrialnych.

Geny tRNA mitochondriów są u różnych organizmów zorganizowane 
niejednolicie (różnie).

Na podstawie dotychczasowych obserwacji można wyróżnić w zasa
dzie trzy typy organizacji mt genów tRNA:

340 Z. SZ W E Y K O W SK A -K U L IŃ SK A , J. A U G U S T Y N IA K  [12]

Replikacja taricucha H

„o tw arta  ra m k a  odczy tu”, COI, C O II, C O III  — p od jednostk i oksydazy  ey to ch ro - 
m ow ej I, I I  i III, cy t b — cy tochrom  b, A T P a za  6 — p o d jednostka  F6 A T P -syn- 
te tazy .

http://rcin.org.pl



[13] GENY T R A N SFE R O W Y C H  R N A 341

A. Geny 21S rRNA i 15S rRNA są oddzielone sekwencją o długości 
około 5 kpz. Gen dużego rRNA (21S) zawiera intron, po obu stronach 
genu rRNA są zlokalizowane geny tRNA, zgrupowane w dwóch zasad
niczych zespołach. U Aspergillus 9 genów (940 pz) występuje po stronie 
5' rRNA, a 11 genów po stronie przeciwnej (978 pz). Sekwencje rejonów 
kodujących tRNA są znane. Żaden z genów tRNA nie koduje końca 
CCA, odcinki intergenowe charakteryzują się dużą zawartością AT. Od
cinki te są bardzo krótkie, a niektóre geny są od siebie pooddzielane tylko 
pojedynczym nukleotydem [33]. Podobną organizację genów tRNA spo
tykam y u Neurospora crassa [34],

B. W drożdżach piekarskich geny dużego i małego rRNA zajmują na 
kolistej mapie mt DNA położenie prawie przeciwległe, a większość ge
nów tRNA jest zgrupowana w pobliżu dużego rRNA, jednak odcinki 
międzygenowe, zawierające również dużo AT, są znacznie dłuższe [35].

C. Trzeci typ organizacji genów tRNA w mt DNA jest reprezen
towany przez mt genomy ssaków. Obecnie znana jest już sekwencja ca
łego genomu mt człowieka [36], myszy [37], wołu [38] oraz duże frag
menty mt DNA szczura [39]. W genomie mitochondrialnym myszy 
(Ryc. 10) 14 genów jest zlokalizowanych na łańcuchu H (ciężkim), 8 na
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A-T T-A
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a  A A l^A r
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R yc. 11 S tru k tu ra  II-rz ęd o w a  n iek tó ry ch  genów  tR N A  z m itochond riów  w ą tro b y  
szczura [113].
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łańcuchu L (lekkim). Większość genów występuje oddzielnie, a najwięk
szy zespół genów tRNA, ulokowanych na tym samym łańcuchu DNA, 
obejmuje 4 geny. Charakterystyczną cechą mt genów tRNA u ssaków 
jest bardzo ścisły ich kontakt z innymi genami — pomiędzy poszczegól
nymi genami brak sekwencji niekodujących. Żaden z genów nie koduje 
CCA, żaden nie koduje sekwencji intronowych.

Obydwa łańcuchy mt DNA ulegają transkrypcji jako pojedyncze ope- 
rony, tworząc po jednym dużym transkrypcie. W transkrypcie tym  syg
nałami dyktującymi właściwe jego rozcięcie są sekwencje tRNA [39]. 
Miejsce inicjacji transkrypcji jest zlokalizowane w pobliżu miejsca ini
cjacji replikacji [40].

Transferowe RNA kodowane przez mt DNA ssaków i niektórych 
owadów różnią się od tRNA cytoplazmatycznych (Ryc. 11): pętla D czę
sto nie zawiera stałych nukleotydów G18 i G19, brak sekwencji 
T^FCPuA, a  najbardziej niezwykłym tRNA jest tRNASer, który u ssaków 
zawiera tylko 59 nukleotydów i w ogóle nie ma ramienia D [36, 41, 42].

Transferowe RNA mitochondriów ssaków, Neurospora crassa, Asper
gillus nidulans różnią się od innych, „standardowych” tRNA także i tym, 
że podlegają nieco innym regułom odczytywania kodonów niż w kodzie 
uniwersalnym. Główne różnice polegają na tym, że kodon UAG koduje 
tryptofan, a nie jest kodonem terminacyjnym, AUA koduje metioninę 
zamiast izoleucyny, a kodony AGG i AGA nie są używane (chociaż nie
dawno wykazano [41], że w mitochondriach muchy owocowej kodon 
AGA jest wykorzystywany).

Interesujące są spostrzeżenia dotyczące występowania identycznych 
sekwencji w DNA plastydów i mitochondriów. Dotyczy to także nie
których genów tRNA, np. S t e r n  i L o n s d a l e  [43] donieśli, że w pt 
i mt DNA kukurydzy znajdują się homologiczne sekwencje o długości 
około 12 kpz. Sekwencje te zawierają geny tRNAIlc i tRNAVal, oraz 16S 
rRNA. Spostrzeżenia te sugerują „przemieszczanie się” w toku ewolucji 
fragmentów DNA między poszczególnymi przedziałami komórkowymi 
u eukariontów. ł

V

III-4 . O rg an izac ja  genów  tR N A  w  jąd ro w y ch  genom ach  eu k ario ty czn y ch

Większość genów tRNA u drożdży jest rozproszona w całym geno
mie [44]. Np. 8 genów tRNATyr, występujących w tym genomie, jest 
zlokalizowanych na 6 różnych chromosomach [45]. Każdy z tych genów 
występuje w innym fragmencie restrykcyjnym, spośród których siedem 
sklonowano i badano bardzo szczegółowo. Tylko jeden fragment oprócz 
genu tRNATyr zawierał jeszcze inny gen tRNA. Geny tRNAPhe były zlo
kalizowane w 10 różnych fragmentach restrykcyjnych, geny tRNALeu 
w 14 [46, 47]. Obserwacje te sugerowały całkowicie przypadkowe roz
mieszczenie genów tRNA w jądrowym genomie drożdży. Oprócz genów

http://rcin.org.pl



G E N Y  TR A N SFE R O W Y C H  R N A 343

rozproszonych, sporadycznie występują niewielkie zespoły genów. Np. 
pojedyncze kopie genów tRNAfrg i tRNAAsp są oddzielone odcinkiem 
międzygenowym o długości zaledwie 10 pz. Zespół tych dwóch genów 
jest wspólnie transkrybowany, dając jeden dimeryczny prekursor tRNA. 
Jest to jednak sytuacja u drożdży wyjątkowa, potwierdzająca przypad
kowe rozmieszczenie genów tRNA w tym  genomie [48].

U Drosophila melanogaster organizacja genów tRNA jest odmienna: 
stosując technikę hybrydyzacji in situ stwierdzono, że ponad 15% 
wszystkich genów tRNA jest zlokalizowanych na jednym chromosomie. 
Ogółem wykryto około 60 loci, w których występują zespoły genów, za
zwyczaj różnych tRNA [49] ale są loci także i takie, które zawierają 
geny tyikp jednego rodzaju tRNA [50]. Zespoły genów tRNA u Droso
phila są jednak zorganizowane znacznie „luźniej” niż zespoły genów 
u prokariontów. Np. w stosunkowo dobrze poznanym rejonie o długości 
46 kpz znajduje się 8 genów tRNAAsn, 4 tRNAArg, 5 tRNA 2 VS , 1 gen 
tRNAIle, łącznie tylko 18 genów [53].

U Xenopus laevis geny tRNA również są zgrupowane [52], ale skala 
wielkości tych zgrupowań jest proporcjonalna do bardzo dużej liczby 
kopii genów tRNA w tym organizmie. Typowy dla genomu Xenopus jest 
zespół genów tRNA położony w pobliżu telomeru na jednym z krót
kich chromosomów. Zespół ten składa się z około 150 kopii fragmentów
o długości około 3,18 kpz (Ryc. 12) [53]. Przeciętnie fragment taki za-

Phe Tyr Met  Met  A s n  A la  Leu - 'Ł y s

I---- •—•--------- • ------• -------- • --------• --- • ------ • —I
l I i l
0 1 2  3

R yc. 1?. F ra g m e n t DNA X en o p u s  laevis  w ielkości 3,18 kpz  zaw ie ra jący  zespół 8 ge
nów  tRN A. F rag m en t ta k i je s t w  tan d em o w y m  ułożen iu  pow tórzony  około 150 
razy  w  jednym  re jo n ie  chrom osom u. P o larność  genów  tR N A  zaznaczono s trz a ł
k am i [114].

wiera dwa geny tRNAi*e‘ i pojedyncze geny dla 6 innych tRNA. Od
cinki międzygenowe są bardzo nieregularne, geny rozmieszczone są na 
obu łańcuchach DNA, a jeden z genów tRNA (tRNATyr) zawiera intron 
długości 13 pz [54].

Wielokrotne geny tRNA u ssaków są w większości rozproszone w ge
nomie, ale niektóre z nich tworzą grupy. Np. u myszy zespół tworzą trzy 
geny tRNAHis, hybrydyzujące z tym samym fragmentem restrykcyjnym
o długści 15 kpz. Geny te mają jednakowe sekwencje oskrzydlające [55]. 
W genomie człowieka stwierdzono [56] obecność segmentu o długości 
1,65 kpz, zawierającego geny tRNA 3 VS , tRNAGln i tRNALeu. Odcinki mię
dzygenowe miały długość około 500 pz, a sekwencje oskrzydlające geny 
nie wykazywały istotnych homologii z sekwencjami oskrzydlającymi in-
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4
ne jądrowe geny tRNA. Ciekawej obserwacji w świetle tych doniesień 
dokonali H a  n i H a r d i n g  [57], którzy stwierdzili wysoki procent 
homologii sekwencji oskrzydlających geny tRNA ze strony 5' u genów 
tRNA?161 myszy i tRNA?161 człowieka [58].

Podobną organizację genów tRNA jak u myszy i człowieka wykazuje 
zespół trzech genów (Asp, Gly, Glu) [59] zlokalizowany we fragmencie
o długości 2,1 kpz oraz zespół 6 genów (3 tRNApro, 3 tRNALys) we frag
mencie o długości 11,9 kpz [60] u szczura.

Genomy roślin naczyniowych są pod względem organizacji genów 
tRNA prawie zupełnie nieznane. Jedyne dotychczas poznane geny tRNA 
u roślin to tRNAAsp petunii [61] i geny tRNAAsp, tRNAMet soi [62].

W genie tRNAMet soi, między pierwszą a drugą zasadą po stronie 3' 
antykodonu stwierdzono obecność intronu wielkości 11 pz. Jest to naj
krótszy z dotąd poznanych intronów jądrowych genów tRNA. Oba geny 
tRNA soi znajdują się na różnych bardzo dużych fragmentach jądrowe
go DNA (10 kpz, 12 kpz), w których nie stwierdza się obecności innych 
genów tRNA. To samo dotyczy genu tRNAAsp petunii. Sugeruje to, iż 
opisane geny tRNA nie wchodzą w skład żadnego zespołu genów tRNA.

IV. Transkrypcja genów tRNA

IV -1. Transkrypcja genów  tRNA u P ro k a ry o ta

Operony prokariontów, w tym także operony zawierające geny tRNA, 
wykazują charakterystyczne sekwencje promotorowe. Są to tzw. rejo
ny -10 (Pribnow box) (TATAAT) i -35 (TTGACA) [63], Sekwencje te są 
rozpoznawane przez bakteryjną polimerazę RNA, a ściślej biorąc przez 
jej podjednostkę sigma. W operonach tRNA i rRNA oprócz tych se
kwencji, stwierdzono w rejonie 5' transkryptów sekwencje bogate w GC, 
które w pewnym oddaleniu od końca 5' są powtórzone w odwrotnej 
orientacji, dzięki czemu mogą tworzyć strukturę helikalną, często palin- 
dromową. Np. u Bacillus subtilis występuje sekwencja GCAACGC na 
końcu 5' transkryptu i sekwencja ta jest powtórzona w odwrotnej orien
tacji za drugim genem tRNA w tym operonie [64, 65]. Ich obecność wią
że się z większą aktywnością genów kodujących tRNA (i inne stabilne 
RNA np. rRNA) niż genów kodujących białka. Interesujące obserwacje 
dotyczące aktywności transkrypcyjnej genów tRNA uzyskano w pra
cowni H o l m  e s ’ a [66]: do operonu tRNALeu (z E coli) wklonowanego 
w plazmid pBR 322 „podłączono” gen kodujący galaktokinazę. Stwier
dzono, że pod kontrolą promotora operonu tRNALeu, transkrypcja tego 
genu przebiega co namniej trzy razy szybciej niż w warunkach kontrol
nych, gdy gen galaktokinazy zawierał swój „własny” promotor. Suge
ruje się, że sekwencje bogate w GC znajdujące się w pewnym oddalę-
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niu od końca 5' genu, mogą przeciwdziałać przedwczesnej terminacji, 
a także, że mogą brać udział w regulacji transkrypcji operonów stabil
nych RNA w odpowiedzi na sygnał głodu przekazywany przez cztero- 
i pięciofosforany guanozyny [67] (wiadomo, że transkrypcja genów tRNA 
i rRNA jest ściśle skoordynowana z szybkością wzrostu komórek- tzw. 
“growth rate-dependent control” i dostępnością aminoacylo-tRNA- tzw. 
“stringent control”, a transkrypcja genów kodujących mRNA, nie [68]. 
L a m o n d  i T r a v e r s  [69]) przedstawili ostatnio ciekawą pracę zwią
zaną z zahamowaniem syntezy rRNA i tRNA przy pojawieniu się cztero- 
i pięciofosforanów guanozyny. Wykazali oni, że substytucje czterech par 
zasad w rejonie przylegającym do miejsca inicjacji transkrypcji genu 
tRNATyr z E. coli rozprzęgają zależność pomiędzy ppGpp(p), a poziomem 
stałych RNA w komórce. Tak więc kontrola ta zachodzi na poziomie 
inicjacji transkrypcji. Wykazano również, że wydajna transkrypcja sta
bilnych RNA zależy od sekwencji oddalonych o kilkadziesiąt nukleoty
dów od końca 5' tych genów. T r a v e r s  i ws p .  [116] stwierdzili, że 
delecja nukleotydów w rejonie poprzedzającym gen tRNATyr (tyr T) 
z E. coli (w pozycjach -40 do -98 pz) powodowała 10—12 krotny spadek 
wydajności transkrypcji. Podobne wyniki uzyskano dla rejonu promo- 
torowego operonu rrnB u E. coli [117]. Porównanie sekwencji nukleoty
dowe j tych rejonów w przypadku różnych genów stabilnych RNA nie 
wykazało żadnej homologii tych sekwencji. Uważa się, że rejony te dzię
ki zdolności do przyjmowania odpowiedniej struktury przestrzennej, 
mogą uczestniczyć w regulacji ekspresji tych genów [118].

Znane są sygnały terminacji transkrypcji prokariotycznych genów 
tRNA. Terminacja może być zależna od tzw. czynnika ro (grecka lite-

R yc. 13 Schem at d o jrzew an ia  tR N A T , r . L in ią  pogrubioną oznaczono d o jrza łą  czą
steczkę tR N A .
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ra q), jak i niezależna. I tak w operonie tRNATyr u E. coli, czynnik ro 
rozpoznaje sekwencję kończącą transkrypcję CAATCAAATAT [70] zlo
kalizowaną w pozycji +  48 od końca 3' ostatniego nukleotydu kodu
jącego tRNA w tej jednostce transkrypcyjnej. Z kolei operon supB-E  
u E. coli (w pozycji +  32 do +  35 za ostatnim kodowanym genem tRNA) 
zawiera rejon trzech nukleotydów CTT, w którym następuje term inacja 
transkrypcji. Rejon ten jest poprzedzony odcinkiem 26 nukleotydów, 
który może tworzyć strukturę helikalną typową dla terminacji trans
krypcji niezależnej od czynnika ro (Ryc. 13) [71]. Policistronowe RNA, 
zawierające cząsteczki tRNA, ulegają dalszej obróbce, prowadzącej do 
powstania funkcjonalnych cząsteczek tRNA. Najlepiej poznanym tRNA 
z tego punktu widzenia jest tRNAlyr % E. coli. Istnieją dwie kopie od
cinka DNA, z którego t R I ^ i  r jest transkrybowany. Kopie te przyle
gają do siebie. Każda z tych kopii składa się z 350-ciu pz. W badaniach 
nad dojrzewaniem pierwotnego transkryptu użyto jednostkę 350-ciu pz. 
Transkrypcja zaczyna się w pozycji -41 przed końcem 5' tDNA, a koń
czy się (terminacja zależna od czynnika ro) 224 nukleotydy za końcem 
3' genu tRNA. Proces dojrzewania tego prekursor owego tRNA rozpo
czyna się wstępnym formowaniem końca 3' tRNA. Endonukleaza prze
cina prekursorowy tRNA od strony 3' rozpoznając charakterystyczną, 
helikalną sekwencję występującą w pre-tRNA (Ryc. 13). Powstały frag
ment pre-tRNA zawiera jeszcze za końcem 3', dziewięć nukleotydów, 
z których siedem jest usuwanych przez egzonukleazę D (lub inaczej RN- 
azę Q). Egzonukleaza kończy trawienie zostawiając dwa nukleotydy po 
stronie 3' tRNA. Są one usuwane później, gdy utworzony zostanie ko
niec 5' tRNA. Pre-tRNA na tym  etapie wygląda następująco: P-5'- 
(41 nukleotydów)-tRNA-(2 nukleotydy)-3' OH. Tworzenie końców 5' doj
rzałych tRNA katalizuje endonukleaza P. RNaza P rozpoznaje II i III- 
rzędową strukturę tRNA zawartego w transkrypcie [72, 73], Po uformo
waniu końca 5' RNaza D usuwa dwa nukleotydy z końca 3' tRNA i w ten 
sposób cząsteczka tRNA uzyskuje swoją ostateczną długość [74].

Transferowe RNA zawierają szereg modyfikowanych nukleotydów. 
Odpowiednie modyfikacje zachodzą w trybie zmian potranskrypcyjnych, 
niektóre na wczesnych etapach „obróbki” transkryptu. Zagadnienie to 
jednak wykracza poza ramy obecnego tematu.

IV-2. Transkrypcja genów  tRNA w  plastydach

Chloroplasty zawierają co najmniej dwie różne polimerazy RNA. Jed
na z nich transkrybuje plastydowe geny rRNA [75], druga z nich jest 
specyficzna dla transkrypcji pt genów tRNA. Grupa H a 11 i c k a [77] 
wykazała, że polimeraza ta, izolowana z chloroplastów szpinaku była 
aktywna w stosunku do pt genów tRNA Euglena. Uzyskane transkryp- 
ty podlegały również poprawnej obróbce potranskrypcyjnej w ekstrak

http://rcin.org.pl



[19] G EN Y  TR A N SFE R O W Y C H  R N A 347

cie chloroplastowym szpinaku. Badając sekwencje oskrzydlające w pt 
genach tRNA Euglena i w niektórych pt genach szpinaku, grochu i ty 
toniu, autorzy ci zaproponowali 9-cio nukleotydową sekwencję, powta
rzającą się w tych wszystkich przypadkach, jako promotorową dla tej 
polimerazy. Sekwencja ta  wygląda następująco: 5 'G T t N TA tt 3' 
i w przypadku zbadanych genów tRNAVal szpinaku, grochu, jęczmienia 
i kukurydzy znajduje się w odległości 14pz „w lewo” od pierwszego, 
kodującego tRNA nukleotydu. Sugestia, iż sekwencja ta pełni rolę pro
motora nie została jak dotąd ostatecznie udowodniona. Np. wykazano 
brak takiej sekwencji w rejonie poprzedzającym pt gen tRNAArg pelar
gonii [76]. Z drugiej strony, rejony poprzedzające wiele pt genów tRNA, 
zawierają sekwencje promotorowe typowe dla Prokaryota (tzn. rejony 
-10 i -35) [77, 78]. Nie ma jednak bezpośredniego dowodu, że sekwencje 
te funkcjonują jako sekwencje promotorowe w chloroplastach.

Mechanizm term inacji transkrypcji pt genów tRNA jest nieznany. 
W niektórych przypadkach [79] w pewnej odległości za końcem 3' tDNA 
znajduje się struktura helikalna, za którą występuje ciąg reszt T. Przy
puszcza się, iż struktura ta może odgrywać pewną rolę w zakończeniu 
transkrypcji.

IV-3. T ranskrypcja genów  tRNA w  m itochondriach

Transkrypcja genów tRNA w mt genomach ssaków została już po
krótce przedstawiona przy omawianiu ich organizacji w mitochondriach.

Dość dużo wiadomo na temat transkrypcji mt genów u grzybów (kon
kretnie u drożdży). C h r i s t i a n s o n  i R a b i n o w i t z  [82] stwier
dzili, że w mitochondriach drożdży transkrypcja wielu genów rozpo
czyna sie w obrębie dziewięcionukleotydowej sekwencji, która jest czę
ścią promotorowego rejonu dla mitochondrialnej polimerazy RNA. Se
kwencja ta wygląda następująco: NTATANGTAX (x przy ostatniej ade
ninie oznacza pierwszy transkrybowany nukleotyd). 9-cio nukleotydowe 
rejony promotorowe znaleziono w rejonach poprzedzających ze strony 
5' sekwencje kodujące dla tRNA™, tRNAfMet i tRNAphe drożdży [81].

Niektóre geny tRNA mitochondriów drożdży piekarskich są trans- 
krybowane wspólnie z genami kodującymi białko (np. gen dla trzeciej 
podjednostki oksydazy cytochromowej oxi 2 jest wspólnie transkrybowa
ny z tRNAVal [82].

IV -4. Transkrypcja jądrow ych genów  tRNA

W organizmach eukariotycznych transkrypcję genów tRNA (a także 
genów 5S rRNA, niektórych wirusowych RNA i pewnych sekwencji 
„średnio powtarzających się”) prowadzi polimeraza RNA III. Jest to du
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ży kompleks enzymatyczny o masie około 700 kD, zbudowany z co naj
mniej 10 podjednostek [83]. W doświadczeniach in vitro oczyszczony 
enzym nie jest zdolny do prowadzenia wiernej transkrypcji genów tRNA 
lecz wymagane są do tego dodatkowe czynniki białkowe.

Badania nad genami tRNA wykazały obecność dwóch nieciągłych re 
jonów wewnątrzgenowych pełniących funkcje promotorów. Pierwszy 
z nich zwany jest blokiem A lub D (gdyż w dojrzałej cząsteczce tRNA 
obejmuje część nasady i ramienia D), drugi z nich określa się mianem B 
lub T (gdyż obejmuje ramię T^I'C) (Ryc. 14a) [84]. Substytucje w rejo-

Ryc. 14 a. L o k a lizac ja  w ew nątrzg eno w ych  p ro m o to ró w  (b lok A  i B) w  cząsteczce 
tD N A Are Drosophila. L in ią  pogrubioną oznaczono re jo n y  prom otorow e [87].

b)

n x i  - [B] 1

b. Schem at p rzedstaw iający u dzia ł czynn ików  b ia łko w ych  a i t  w  procesie tran s 
k ry p c ji genu tR N A .

9

nach A lub B wyraźnie obniżają wydajność transkrypcji zmienionych 
genów, a delecje kilku zasad zupełnie ją hamują [85]. Wykazano, że od
cinek genu między blokami A i B nie jest istotny dla transkrypcji, jed
nak wydłużanie tego rejonu w hybrydowych genach tRNA prowadziło 
do obniżenia wydajności transkrypcji, a w skrajnym przypadku do jej 
zahamowania [86].

Oprócz bloków A i B do pełnej aktywności matrycowej genu tRNA 
niezbędne są sekwencje oskrzydlające owe bloki, a zlokalizowane w kie
runku 3' ze strony bloku B i 5' ze strony bloku A. Sekwencje te, jak 
i sekwencje promotorowe, są rozpoznawane przez dodatkowe czynniki 
białkowe warunkujące aktywność transkrypcyjną polimerazy III [87, 88]. 
W pracowni D. S o 11 a [87] częściowo oczyszczono i scharakteryzowa
no czynniki białkowe niezbędne dla specyficznej transkrypcji genów 
tRNA. Nazwano je TFIIIB i TFIIIC. D i n g e r m a n n  i ws p .  [86] za
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proponowali hipotezę oddziaływania czynników białkowych z matrycą 
DNA. Zamiast terminów TFIIIA i TFIIIB wprowadzili odpowiednio ozna
czenia t i  a. Czynnik a wiąże się z blokiem A — jednak nietrwale. 
Z chwilą, gdy do bloku B przyłączy się czynnik t  (tworzący z matrycą 
stabilny kompleks), czynnik o zostaje przyłączony trwale i następuje 
utworzenie kompleksu inicjującego transkrypcję. Dodatkowo czynnik x 
i o miałyby ze sobą oddziaływać (Ryc. 14 b).

Szereg prac wykazało znaczenie sekwencji poprzedzających geny 
tRNA ze strony 5' dla wydajności transkrypcji. Niektóre z genów tRNA 
drożdży i owadów mają trzeci rejon kontrolujący transkrypcję. W nie
których genach tRNA u drożdży stwierdzono silnie konserwatywną se
kwencję między pozycjami -12 do -2 (w stosunku do tDNA) [89]. J o h n 
s o n  i R a y m o n d  uważają, że sekwencja ta, wraz z blokami A i B, 
prowadzi do powstania specyficznego kompleksu inicjującego transkryp
cję. Obecność trzeciego bloku promotorowego u drożdży i owadów auto
rzy wiążą ze specyficznością polimerazy III charakterystyczną ich zda
niem dla bezkręgowców. Geny tRNA kręgowców nie mają trzeciego blo
ku promotorowego (komórki HeLa, Xenopus laevis). Ostatnie doświad
czenia D r a b k i n a  [90] potwierdziły wyniki uzyskane w pracowni 
R a y m o n  d a  [89]: wprowadzony do ekstraktu drożdżowego gen tRNA^1“ 
człowieka nie podlegał transkrypcji, podczas gdy równolegle wprowadzo
ne geny tRNA drożdży były transkrybowane bardzo wydajnie.

Obserwacja, że rejony A i B pełnią funkcję nieciągłych promotorów 
w genach tRNA, stawia w zupełnie nowym świetle znaną od dawna 
ewolucyjną zachowawczość tych rejonów w cytoplazmatycznych tRNA. 
Wydaje się, że wynika ona nie tyle z funkcji tych rejonów cząsteczki 
tRNA, ile z wymogów transkrypcji ich genów (np. sugerowano, że pod
czas translacji sekwencja T^FC tRNA wiąże się z 5S rRNA [91]).

Pierwotne transkrypty genów tRNA są znacznie większe niż dojrzałe 
cząsteczki tRNA i zawierają po obu stronach tRNA sekwencje dodatko
we. Niektóre geny tRNA zawierają ponadto sekwencje intronowe, które 
również ulegają transkrypcji. Wszystkie sekwencje dodatkowe są w pro
cesie dojrzewania tRNA usuwane z transkryptów. Dodatkowe sekwen
cje 5' końcowe z transkryptu usuwa endorybonukleaza bardzo podobna 
do prokariotycznej RNazy P. Np. u jedwabnika stwierdzono występo
wanie RNazy podobnej do RNazy P, która odcina z końców 5' dodat
kowe sekwencje jednakowo skutecznie z pre-tRNA eukariotycznych jak 
i bakteryjnych. Dodatkowe sekwencje 3' końcowe, z eukariotycznych 
pre-tRNA, usuwa nukleaza 3'—5'. Nukleaza ta działa jednak jedynie 
na takie pre-tRNA, z których już poprzednio zostały usunięte dodatko
we sekwencje 5' końcowe [92], co wyraźnie dowodzi określonej, a nie 
dowolnej kolejności zdarzeń związanych z dojrzewaniem tRNA. Bada
nia te zostały obecnie potwierdzone na pre-tRNA Drosophila z uściśle
niem, że nukleaza usuwająca dodatkowe sekwencje ze strony 3' pre-tRNA
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jest endonukleazą tnącą dokładnie przy końcu 3' przyszłej cząsteczki 
tRNA [93].

Intronowe sekwencje w genach tRNA wykryto najpierw  w genach 
tRN A lyr i tRNAphe drożdży [94]. Gen tRNAlyr koduje supresorowy 
tRNA, bez którego użyty w badaniach szczep drożdży nie może się nor
malnie rozwijać. Dowiodło to, że geny tRNA zawierające introny ulega
ją ekspresji oraz że ich transkrypty podlegają obróbce prowadzącej do 
normalnych dojrzałych cząsteczek tRNA. Ostatnio stwierdzono, że cały 
szereg genów tRNA zawiera sekwencje intronowe [95—97]. Długość in- 
tronów w eukariotycznych genach tRNA wynosi od 11 do 60 pz. Introny 
w obrębie rodzin tRNA mają podobną sekwencję, ale pomiędzy różnymi 
rodzinami tRNA brak jest homologii sekwencji intronowych. Niezmienną 
cechą sekwencji intronowych jest natomiast ich pozycja: we wszystkich 
dotychczas zbadanych przypadkach introny w pre-tRNA są wbudowa
ne pomiędzy pierwszym a drugim nukleotydem po stronie 3' antyko- 
donu dojrzałego tRNA*. Wszystkie introny zawierają ponadto sekwencje 
komplementarne do antykodonu i tworzą z nim helikalny odcinek 
w przestrzennej strukturze pre-tRNA. Znaczenie istnienia intronów w ge
nach niektórych tRNA przez długi czas stanowiło zagadkę. Porównanie 
aktywności matrycowej genów zawierających introny, z aktywnością 
tych samych genów, ale z których intron usunięto, dowiodło, że sekwen
cje te nie odgrywają roli w procesie transkrypcji [98]. Częściowe wy
jaśnienie funkcji intronów przyniosły dopiero ostatnie lata. Jedna z ich 
funkcji polega na zapewnieniu transkryptom  struktury  umożliwiającej 
prawidłową modyfikację określonych nukleozydów lub przeciwdziałanie 
modyfikacjom nieprawidłowym [99, 100].

Duże zainteresowanie wzbudzał mechanizm usuwania intronów z pre- 
kursorowych tRNA. Mechanizm ten został wyjaśniony w dużej mierze 
dzięki pracom F i l i p o w i c z a ,  K o n a r s k i e j  i T y c a  [101—103]. 
W naszym artykule mechanizm wycinania intronów z pre-tRNA nie zo
stał omówiony. Zainteresowanych odsyłamy do artykułu W. F i l i p o 
w i c z a  pt. „Geny podzielone i składanie RNA”, który ukazał się 
w „Kosmosie” [104].

V. Uwagi końcowe

Przedstawiony przegląd informacji o genach tRNA wskazuje, że w tej 
dziedzinie w ciągu niewielu ostatnich lat dokonano bardzo znacznego 
postępu. Dotychczas poznane fakty pozwalają zarysować ogólny schemat 
organizacji i ekspresji genów tRNA, ale niezbędne są oczywiście dalsze

* W y ją tek  stan o w i p re - tR N A G1y z ch lo ro p lastó w  ty to n iu , k tó reg o  in tro n  z n a j
d u je  się w  ram ien iu  d w u h y d ro u ry d y lo w y m  [119].
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badania dla wyjaśnienia wielu kwestii szczegółowych, a co ważniej
sze — licznych zagadnień o znaczeniu podstawowym. Czego zatem nie 
wiemy?
a) nie znamy sensu biologicznego takiej a nie innej organizacji genów 

tRNA,
b) organizację genów tRNA u eukariontów znamy tylko pobieżnie,
c) nie jest wyjaśniony mechanizm współdziałania i koordynacji aktyw

ności genów jądrowych, kodujących białka niezbędne do obróbki 
i dojrzewania organellowych pre-tRNA, z organelowymi genami 
tRNA.
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SŁOWNICTWO

Przedstawianie danych termodynamicznych i pokrewnych 
w  biologii, zalecenia, 1985.

O pracow ano  na podstaw ie  d o kum en tu  W spólnej K om isji B io term odynam ik i 
IU P A C -IU PA B IU B : “R ecom m endations fo r th e  p resen ta tio n  of th erm odynam ic  and 
re la ted  d a ta  in biology (1985)” , opub likow anego  w  Eur. J. B iochem . 153, 429—434
(1985).

T łum aczy ł W. H endrich.

Fizyko-chemiczne dane mają duże znaczenie w opisie i rozwoju zrozu
mienia układów biologicznych. W literaturze biologicznej stosuje się 
obecnie różnorodną terminologię i symbole na określenie wielkości fi
zyko-chemicznych i ich jednostek miar. Ta sytuacja prowadzi do miesza
nia pojęć i wielu trudności przy porównywaniu i uzgadnianiu wyników 
pochodzących z różnych laboratoriów. Zalecenia dotyczące jednostek, 
symboli i terminologii były opracowane przez międzynarodowe zespoły 
standaryzujące celem ułatwienia porozumienia się i usunięcia dwuznacz
ności. Zalecenia te kładą szczególny nacisk na stosowanie nowoczesnego 
systemu metrycznego jednostek, zwanego Systeme International (SI) 
d’Unites (Międzynarodowy Układ Jednostek Miar) [1], który różni się 
w kilku ważnych aspektach od układów stosowanych poprzednio w nauce.

Nie można oczekiwać, że takie zalecenia zostaną natychmiast zaak
ceptowane i stosowane we wszystkich dziedzinach. Należy ufać, że obec
ny okres przejściowy będzie możliwie krótki i, że przyszłe pokolenia 
uczonych nie będą niepotrzebnie obciążane różnorodnością jednostek 
i symboli spotykanych w podręcznikach, pracach badawczych i zbiorach 
danych. Z tego powodu zachęcamy uczonych badających układy biolo
giczne do zaakceptowania i używania układu SI wszędzie, gdzie to sto
sowne.

W tym dokumencie zebrano jednostki układu SI oraz symbole szcze
gólnie ważne w naukach biologicznych, jak również ich zastosowanie 
do konkretnych wielkości. Obszerniejszą dyskusję układu SI, wraz z za
leceniami stosowania symboli i terminologii w opisie wielkości ważnych 
w chemii fizycznej podano w wydanym przez IUPAC “Manual of sym
bols and terminology for physicochemical quantities and units” (Sym
bole i terminologia wielkości i jednostek stosowanych w chemii fizycz
nej), [2] oraz [3], Godne uwagi są również opracowania, przygotowane
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przez CODATA [4] i IUPAC [5], w których omówiono przedstawienie 
numerycznych i termodynamicznych danych.

Jakkolwiek wierzymy, że unikanie różnic terminologii i symboli 
w chemii fizycznej i naukach biologicznych jest bardzo ważne, to jed
nak jesteśmy świadomi tego, że pewne zalecenia IUPAC mogą wyma
gać dalszego dopracowania lub rozwinięcia aby mogły zaspokoić prak
tyczne potrzeby nauk biologicznych. Niektóre zalecenia niniejszego do
kumentu podano właśnie z tą intencją.

Wspólna Komisja Biotermodynamiki opublikowała poprzednio zale
cenia dotyczące terminologii dwóch szczególnie ważnych dziedzin bio
termodynamiki: “Recommendations for presentation of biochemical equi
librium data” (Zalecenia dotyczące przedstawienia danych równowagi 
biochemicznej) [6] oraz “Calorimetric measurements on cellular systems. 
Recommendaticn for measurements and presentation of results” (Kalo
rymetryczne pomiary układów komórkowych. Zalecenia dotyczące po
miarów i przedstawienia wyników) [7]. Celem ułatwienia ich praktycz
nego stosowania zalecenia te opracowano wyczerpująco. Z tego względu 
nie do uniknięcia jest pewne nałożenie obecnego i poprzednich doku
mentów.

Wielkości fizyczne, jednostki układu SI i ich symbole

Wielkość fizyczna jest iloczynem wartości liczbowej (będącej liczbą) 
i jednostki miary. Na podstawie międzynarodowego porozumienia zespół 
siedmiu wymiarowo niezależnych jednostek tworzy tak zwany zespół 
jednostek podstawowych układu SI. Fizyczne wielkości podstawowe, ich 
jednostki miar i zalecane symbole podano w tabeli 1.

Tabela 1

Podstawowe wielkości i jednostki układu SI.

Podstawowe wielkości Podstawowe jednostki

Nazwa Symbol Nazwa Symbol

długość / 
masa m 
czas t 
prąd elektryczny I  
temperatura* T  
ilość substancji n 
światłość
(natężenie światła) /„t

metr m 
kilogram kg 
sekunda s 
amper A 
kelwin K 
mol mol

kandela cd

* Termodynamiczna („absolutna”) temperatura. N a oznaczenie temperatury Celsjusza zaleca się symbole t lub 0. 
W przypadkach gdy potrzebne są równocześnie symbole czasu i temperatury Celsjusza należy symbol t stosować 
na oznaczenie czasu, 0  na oznaczenie temperatury Celsjusza [2],
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Tabela 2
Symbole i jednostki niektórych wielkości termodynamicznych

Wielkość Jednostki układu SI

Nazwa symbol Nazwa symbol

objętość V metr sześcienny m3
siła F niuton N =  m kg s-2
gęstość P kilogram na metr sześcienny kg m -3
ciśnienie P paskal Pa =  N  m ~2
lepkość f] paskal sekunda Pa s
energia E dżul J =  N m
ciepło q ,Q* dżul J =  N m
praca w, W* dżul J =  N m
energia wewnętrzna U, (E) dżul J =  N  m
entalpia: U + pV H dżul J =  N  m
eutalpia swobodna: H —TS G dżul J =  N m
energia swobodna: U —TS A dżul J =  N m
entropia S dżul na kelwin J K -1
moc P wat W =  J s " 1
pojemność cieplna
pod stałym ciśnieniem (BHI8T)P cP dżul na kelwin J K "1

w stałej objętości (8UI8T)y Cy dżul na kelwin J K -1
współczynnik rozszerzalności
objętościowej: V~1(8VI8T)P a na kelwin K -1
współczynnik ściśliwości izoter-
micznej: P V~1(8V/8p)T X na paskal P a"1
ciśnienie osmotyczne n paskal Pa
potencjał chemiczny substancji B /u„ dżul na mol J mol-1
absolutna aktywność substancji B XB bezwymiarowa
względna aktywność substancji B Ć7u bezwymiarowa
współczynnik aktywności,

w skali ułamka molowego / b bezwymiarowa
w skali molalności 7 b bezwymiarowa
w skali stężenia bezwymiarowa

współczynnik osmotyczny V bezwymiarowa

* Według zaleceń q > 0 i w > 0 oznacza zwiększenie energii rozpatrywanego układu [2]. Wtedy A U  =  q + w .

Tabela 3
Przedrostki zalecane w układzie SI

Mnożnik przedrostek symbol mnożnik przedrostek symbol

io - 1 decy d 10 deka da
io - 2 centy c 102 hekto h
i o - 3 mili m 103 kilo k
10"6 mikro u 106 mega M
io - 9 nano n 109 giga G
IO"12 piko P 1012 tera T
io - 15 femto f 1015 peta P
IO"18 atto a 1018 eksa E
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Symbole wielkości fizycznych powinny być drukowane kursywą al
fabetu łacińskiego lub greckiego, w maszynopisach podkreślone ołów
kiem linią falistą, natomiast symbole jednostek miar powinny być dru
kowane antykwą (czcionką normalną).

Przyjm uje się, że wszystkie pozostałe wielkości fizyczne i jednostki 
są pochodnymi wielkości i jednostek podstawowych. Pewnym pochod
nym jednostkom nadano specjalne nazwy i symbole. W tabeli 2 podano 
symbole i jednostki miar niektórych wielkości (funkcji) termodynamicz
nych. W publikacjach [2, 3] znajdują się obszerniejsze zestawienia wiel
kości i jednostek miar, zalecanych do stosowania w chemii i fizyce.

Często stosowanie jednostek podstawowych układu SI jest w prak
tyce uciążliwe, dlatego wygodne jest używanie przedrostków określają
cych wielokrotność lub podwielokrotność. Zalecane przedrostki zebrano 
w tabeli 3.

Komentarze dotyczące wyboru jednostek w biotermodynamice

Masa: wielkości „właściwe” i ,,molowe"
Podstawową jednostką masy w układzie SI jest kilogram, jednak 

nazwy i symbole jej wielokrotności i podwielokrotności są wielokrotno
ściami i podwielokrotnościami grama. Przykład: îg a nie nkg dla 10'° kg.

Określenie „właściwy”, poprzedzające nazwę wielkości ekstensywnej 
oznacza „dzielony przez masę”; wielkość właściwa powinna być ozna
czona małą literą („Ekstensywna” wielkość fizyczna układu zależy od 
ilości zawartej w nim substancji). Przykład: cp jest właściwą pojemnością 
cieplną pod stałym ciśnieniem. Odpowiednią jednostką jest J  K"1 g'1. 
(Określenie „ciepło właściwe” nie jest stosownym określeniem właści
wej pojemności cieplnej).

Określenie „molowy” poprzedzające nazwę wielkości ekstensywnej 
oznacza „dzielony przez ilość substancji”, w wyniku czego otrzymuje 
się wielkość na mol. Wielkość powinna być oznaczona dużą literą ze 
wskaźnikiem we frakcji dolnej, napisanym małą literą. Przykład: Cp.m 
jest molową pojemnością cieplną (J K '1 mol'1), pod stałym ciśnieniem. 
Wskaźnik m można pominąć, jeśli nie grozi to dwuznacznością.

Jeśli to możliwe, wielkości termodynamiczne powinny być podawane 
jako wielkości molowe. Dla makrocząsteczek biochemicznych powinny 
być podawane zawsze masy cząsteczkowe (w daltonach, symbol Da, 
jednostka nie należąca do układu SI) lub liczbowo identyczne masy mo
lowe (g mol'1), stosowane w obliczeniach (porównaj [8]). W przypadku 
substancji, których ilość oznaczano wagowo, należy podawać zawartość 
wody i innych znanych lub oszacowanych zanieczyszczeń, oraz stosować 
odpowiednie poprawki. W przypadku nieznanej masy cząsteczkowej ilość 
związku powinna być podana, jeśli to możliwe, w jednostkach masy 
układu SI.

http://rcin.org.pl



ZA LE C E N IA 361

Objętość
Jednostką objętości w układzie SI jest metr sześcienny (m3). W bio- 

termodynamice wygodniejszymi jednostkami są zwykle jego podwielo- 
krotności: decymetr sześcienny (dm3), centym etr sześcienny (cm8) i mili
metr sześcienny (mm3). Nie należy używać symbolu „cc” (do określe
nia cm8).

Decymetr sześcienny jest identyczny z litrem  (1 lub L). Tę nie nale
żącą do układu SI jednostkę i jej podwielokrotności, m ililitr (1 ml =  
=  1 cm3), mikrolit<r (1 jxl =  1 mm3) i nanolitr (1 nl =  10'12 m3) uważa się 
często w biologii za wygodniejsze i łatwiej zrozumiałe od jednostek ukła
du SI. Z tego względu można oczekiwać, że jednostki objętości, pochod
ne litra, będą stosowane równolegle z jednostkami układu SI (jednak, 
porównaj komentarze pod hasłem „ciśnienie”).

Czas

Podstawową jednostką czasu w układzie SI jest sekunda (s). Inne 
jednostki czasu, dokładnie określone poprzez odniesienie do sekundy są 
to: minuta (min, nie mn), godzina (h nie hr) i dzień (d). Nie zachęcamy 
jednak do stosowania min, h lub d przy podawaniu wartości właściwo
ści, obejmujących param etr czasu. Należy zdawać sobie sprawę z tego, 
że sekunda, jej wielokrotności i podwielokrotności są podstawowymi 
jednostkami miary czasu w większości urządzeń elektronicznych, stoso
wanych do oznaczania zależnych od czasu wielkości fizycznych. Ponadto, 
moc w watach otrzymuje się bezpośrednio przez dzielenie energii w dżu- 
lach przez czas w sekundach.

Temperatura
Termodynamiczne tem peratury i różnice tem peratur wyraża się pod

stawową jednostką układu SI, kelwinem, symbol K (nie stopnie Kelvina 
lub °K). Temperaturę i różnice tem peratur można wyrażać również stop
niami Celsjusza, symbol °C. Stopień Celsjusza był dawniej nazywany 
„centy-stopniem” (centi-grade). Dla wielu biologów stosowanie skali 
Celsjusza jest wygodniejsze, na przykład do wyrażania temperatur do
świadczeń. Jednak zaleca się podawanie tem peratury w kelwinach zaw
sze, gdy jej wartości są używane w związku z obliczeniami termodyna
micznymi.

Ciśnienie

Jednostką ciśnienia w układzie SI jest paskal, to jest jeden niuton 
na jeden m etr kwadratowy (Pa =  N m'2). Wygodną jednostką w wielu 
pomiarach ciśnienia jest kilopaskal (symbol kPa). Biolog-termodynamik 
powinien zauważyć, że pospolite wyrażenie termodynamiczne, pV jest 
wyrażeniem energii, w którym  — gdy p jest w paskalach, a V w me-
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trach sześciennych — iloczyn pV  otrzymuje się bezpośrednio w dżulach. 
Wszystkie kombinacje zwyczajowych jednostek, nie należących do ukła
du SI wymagają stosowania współczynników przeliczeniowych.

Powszechnie spotykane jednostki mm Hg lub Torr wprawdzie do
kładnie określono poprzez odniesienie do Pa, lecz ich stosowania należy 
unikać (porównaj [2]).

Jedna atmosfera została określona jako 101 325 paskali (1 atm == 
=  101 325 kPa), jednak jej stosowania — jako jednostki nie należącej 
do układu SI — należy również unikać. Ostatnio Komisja IUPAC Ter
modynamiki zaleciła przyjęcie 105 Pa (1 bar) jako ciśnienia standardo
wego w termodynamice chemicznej [9]. Należy jednak zauważyć, że 
w ciągu wielu lat zaakceptowanym ciśnieniem standardowym w obli
czeniach stałych równowagi i standardowych funkcji termodynamicz
nych była 1 atmosfera.

Lepkość

Jednostką lepkości (r]) w  układzie SI jest paskal sekunda (Pa s =  
=  kg s'1 n r1). Tradycyjnie używanymi jednostkami nié należącymi do 
układu SI są puaz (P) lub centypuaz (cP), przy czym 1 Pa s jest rów
ny 10 P.

Energia

Wyniki pomiarów energii, łącznie z pomiarami termicznymi, ^powinny 
być podawane w dżulach (J), kilodżulach (kj) lub milidżulach (mJ). Uży
wanie term inu „kaloria” nie jest właściwe (porównaj [7]). „Termoche- 
miczna kaloria” (calth) określa się jako 1 calth =  4.184 J.

Entropia

Zalecaną jednostką entropii w układzie SI jest dżul na kelwin (J K 1). 
Nie należy stosować „jednostek entropii” (entropy units, e.u.).

Moc

Jednostką mocy w układzie SI jest wat (W). W biotermodynamice 
wygodniejszymi jednostkami są zwykle miliwat (mW), mikrowat fiW), pi
kowat (pW) i femtowat (fW). Niewłaściwe jest stosowanie rozpowszech
nionych w biologii jednostek takich, jak „kalorie na godzinę” (porów
naj [6]).

Gęstość

Jednostką gęstości ( q )  w  układzie SI jest kg m '8. Wygodniejszą jed
nostką jest zwykle g cm"8.
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Zmienne

Zmienne parametry funkcji termodynamicznych powinno się poda
wać w nawiasach za symbolem, np. Cp (T,p). Podobnie, wartości liczbowe 
wielkości powinno się przedstawiać odpowiednim symbolem z wartościa
mi parametrów dla ustalonych warunków pomiaru, podawanych w na
wiasach.
Przykład: Cp (298.2 K, 0.1 MPa, pH =  7.0) lub Cp (25.0 °C, 1 bar, pH =  
=  7.0).

Stany

Wskaźniki we frakcji górnej przy symbolach właściwości (funkcji 
termodynamicznych) używa się często celem oznaczenia określonego sta
nu (Tab. 4). Przykład: C*,B jest (molową) pojemnością cieplną czystej 
substancji B pod stałym ciśnieniem.

Tabela 4

Niektóre zalecane wskaźniki frakcji górnej

wskaźnik znaczenie

O  Gub © standard
* czysta substancja •
00 rozcieńczenie nieskończenie wiel

kie
id idealny
v pozorny (porównaj tekst)
E nadmiar

kompleks aktywny

Określenie ,,pozorny” (apparent) oznaczone wskaźnikiem we frakcji gór
nej stosuje się wtedy, gdy przemiana nie jest dokjadnie znana lub gdy 
jej wartość niesie bliżej nieokreślone niedokładności. Przykład: A G0> jest 
pozorną standardową zmianą entalpii swobodnej (Gibbs energy). 
Szczegółową dyskusję K’ (pozorna stała równowagi) i A G0’ znajdzie Czy
telnik w [6],

W innym znaczeniu słowo „pozorny” jest używane w kontekście 
cząstkowych wielkości molowych. W tym przypadku jako symbol po
jęcia „pozorny” zaleca się stosowanie wskaźnika we frakcji dolnej $, 
jak w Y<j> Na oznaczenie tej cechy można też zastosować symbole
i Ox. Przykład: pozorna objętość molowa V B substancji rozpuszczonej B 
jest zdefiniowana jako V b,<p =  (V—nAVA)/nB gdzie nA i nB oznaczają 
ilości rozpuszczalnika i substancji rozpuszczonej, V  oznacza całkowitą ob
jętość roztworu, a V* — molową objętość czystego rozpuszczalnika A.
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Celem zaznaczenia stanu agregacji zaleca się umieszczenie odpowied
niego symbolu w nawiasach za symbolem wielkości termodynamicznej. 
Komisja IUPAC Termodynamiki zaleciła ostatnio [9] symbole podane 
w (Tab. 5). Przykład: V£ (cr) jest (molową) objętością substancji B w czy
stym, krystalicznym stanie (porównaj Tab. 5).

Tabela 5

Symbole stanów agregacji

Stan symbol

gaz g
ciecz 1
ciało stałe s
płyn fl
ciekły kryształ Ic
ciało stałe krystaliczne cr
ciało stałe bezpostaciowe am
ciało szkliste vit
roztwór sin
roztwór wodny aq

Nie ma potrzeby proponowania symboli na oznaczenie wszelkich sta
nów istotnych w układach biologicznych. W wielu przypadkach stoso
wanie określeń takich, jak na przykład „heliks” czy „kłębek” implikuje 
znajomość struktury tylko domniemanej. W innych przypadkach ozna
czenia takie, jak „natywny” czy „zdenaturowany” mają ścisły związek 
z techniką przygotowania preparatu i ich znaczenie zmienia się od przy
padku do przypadku. Z tego względu należy położyć nacisk na to, żeby 
używając takich terminów dokładnie je określać w kontekście ich sto
sowania, oraz żeby zapis ich symboliki był krytycznie dobrany. Każdy 
taki zapis powinno się stosować z rezerwą i — we wszystkich przypad
kach — wyraźnie opisać w tekście stan, do którego odnosi się wartość 
lub funkcja.

Przemiany

Przemiana termodynamiczna jest oznaczana symbolem A, umieszczo
nym przed odpowiednią wielkością. Charakter przemiany oznacza się 
przypisem do A. Komisja IUPAC Termodynamiki zaleca obecnie [9] dwa 
sposoby stosowania przypisów:

1. stosowanie przepisowych symboli jako wskaźników we frakcji gór
nej lub dolnej; zaleca się formę zapisu Ai'-X na oznaczenie zmiany właści
wości X w czasie przemiany a ->»(3 gdzie a i (3 są symbolami stanów lub 
reagentów. Przykład: Als H oznacza zmianę entalpii dla przejścia fazowego 
substancji ze stanu stałego w ciekły.
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2. stosowanie specjalnych wskaźników we frakcji dolnej na oznacze
nie przemiany: jako wskaźników we frakcji dolnej zaleca się stosowanie 
symboli podanych w tabeli 6. Przykład: ^ c*Sb oznacza entropię spalania 
substancji B. Obecnie symbol oznaczający przemianę zamieszcza się na 
ogół jako wskaźnik we frakcji dolnej przy symbolu właściwości, np. zlSc. 
Ten sposób zapisu będzie prawdopodobnie przeważał przez pewien czas 
w biotermodynamice.

Tabela 6
» \

Symbole przemian

przemiana
symbol 

(wskaźnik frakcji dolnej)

parowanie <, vap
sublimacja sub
topienie fus
przejście jednej fazy stałej w inną trs
mieszanie płynów mix
rozpuszczanie sol
reakcja (z wyjątkiem spalania) r
spalanie c
tworzenie (składnika z jego pierwiastków) f

Symbole, zebrane w tabeli 6 są niewystarczające na oznaczenie wielu 
przemian ważnych w biologii. W takich przypadkach, jak na przykład 
jonizacja, protonowanie i utlenienie, przemianę powinno się dokładnie 
opisać w tekście i oznaczyć odpowiednim symbolem.

Należy pamiętać o tym, że w termodynamice biochemicznej prze
miany nie zawsze są dokładnie określone. Z tego względu zaleca się sto
nowanie „neutralnych” symboli, jak a ,b ,......  lub 1,2,..., które — w miej
sce bardziej specjalnych symboli — trzeba jednoznacznie objaśnić w tek
ście. Schematy złożonych reakcji powinno się zawsze przedstawiać 
w formie rycin. Zaleca się wtedy oznaczenie każdej składowej reakcji 
„neutralnym ” symbolem. Przykład:

1 2 
A B

Roztwory

Słowo „roztwór” stosuje się w opisie ciekłej lub stałej fazy zawie
rającej więcej niż jeden składnik. Dla wygody jedną z tych substancji 
nazywa się „rozpuszczalnikiem” (zwykle substancja, występująca w naj-
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większym stężeniu), a wszystkie pozostałe „substancjami rozpuszczcny- 
mi’\  W roztworach, stosowanych w biologii i na ogół zawierających wiele 
składników rozróżnienie nie zawsze jest proste. Często mieszaninę o sta
łej zawartości składników nazywa się „rozpuszczalnikiem” (np. HzO plus 
składniki buforu), wszystkie zaś pozostałe składniki „substancjami roz
puszczonymi”.

Tabela 7

Zalecane sposoby zapisu składu roztworu

Wielkość Jednostka

Nazwa symbol praktyczna

ilość substancji B
stężenie substancji rozpuszczonej B (ilość 
substancji B dzielona przez objętość roz

«B mol

tworu)
stężenie masowe substancji B (masa B dzie

cB, [B] mol dm -3

lona przez objętość roztworu) 
molalność substancji rozpuszczonej B 
(ilość substancji B dzielona przez masę

£>b g dm -3

głównego rozpuszczalnika) mB mol kg-1
ułamek molowy substancji B (nBl^jn i) x B bezwymiarowa
ułamek masowy substancji B (mBl£jm i) Wb bezwymiarowa
ułamek objętościowy substancji B \
(VbIZ ,V ,) <Pb bezwymiarowa

Zalecane sposoby zapisu składu roztworów zebrano w tabeli 7. 
Wskaźnik A  (lub 1) we frakcji dolnej stosuje się niekiedy na oznacze
nie rozpuszczalnika, a wskaźnik B (łub 2) na oznaczenie substancji roz
puszczonej, zawsze jednak należy opisać znaczenie stosowanych wskaźni
ków.

Wygodną jednostką stężenia, czasem nazywaną „molarnością”, jest 
mol dm"*. Roztwór o stężeniu 0.1 mol d m s jest często nazywany roztwo
rem 0.1-molarnym lub roztworem 0.1 -M. Określenie molamość i sym
bol M można łatwo pomylić z molalnością (Tab. 7), dlatego zaleca się 
stosowanie określenia „stężenie” i symbolu „mol dm'8” (mol l"1, mol Lr1).

W szczególnym przypadku roztworów wodnych, rozpuszczalnik moż
na oznaczać jako „aq” nie należy zaś oznaczać jako „H20 ”. To ostatnie 
oznaczenie powinno się pozostawić na określenie jedynie czystej wody 
lub, ewentualnie gdy obecność substancji rozpuszczonych w wodzie nie 
jest istotna dla rozważanego problemu.

Autorzy powinni zdawać sobie sprawę, że końcowe stężenia nisko
cząsteczkowych składników — mogących dyfundować przez błony pół- 
przepuszczalne, w roztworach biologicznych makrocząsteezkek podda- j  

nych dializie wyrównawczej — mogą różnić się od końcowych stężeń
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tych składników w roztworze dializującym. Potencjały chemiczne, {i, dy- 
fundujących składników będą jednak identyczne po obu stronach błony. 
Z tego względu wyjściowy skład roztworu dializującego należy dokładnie 
określać (zob. [10, 11]).

Cząstkową wielkość molową substancji B określa się jako YB =  
=  ((5Y/5nB)XiPin>c. ̂  gdzie Y jest ekstensywną wielkością układu. Przykła- 
dy:VB =  (SV/bnB)TtPtritc__ oznacza cząstkową objętość molową substancji B;

=  (<5iV8raB)T>PiTnic.. oznacza cząstkową objętość właściwą substancji B.
Jeśli wielkość cząstkowa odnosi się do roztworu nieskończenie roz

cieńczonego, powinna być oznaczona przez wskaźnik00 we frakcji górnej 
(porównaj Tab. 4).

—  r
W miejsce zalecanego symbolu YB często stosuje się symbol YB. Kre

ska ponad Y nie rozwiązuje dwuznaczności: w rzeczywistości symbol ten 
może wprowadzić Czytelnika w błąd, gdyż kreska jest często używana 
do oznaczania wartości średniej (porównaj [3]).

Warunki, do których odnosi się pozorna wartość molowa Y<p powinno 
się wyraźnie podawać w tekście lub oznaczać symbolem. Przykład: 
VBi<i>(aq, c =  0.1 mol dm'8) oznacza pozorną objętość molową substancji 
B w roztworze wodnym o stężeniu substancji B równym 0.1 mol dm*.

Przedstawianie wyników

Zawsze, gdy podaje się liczbowe wartości danych wielkości — w tek
ście, tabeli, wykresie czy na przezroczu — należy podawać również jed
nostki miary. Dodatkowo należy podawać informacje, dotyczące istot
nych parametrów doświadczenia (temperatura, stężenie, pH, skład roz
puszczalnika etc). W pewnych przypadkach niewygodne jest włączanie 
odpowiednich parametrów doświadczenia do samej tabeli lub rysunku, 
czy nawet do towarzyszącego im opisu. W tych przypadkach niezbędne 
dodatkowe wyjaśnienia należy podać w tekście.

Przy podawaniu wyników pomiarów termodynamicznych w tabeli 
najbardziej wygodne jest na ogół zestawienie ich w postaci samych liczb,
i zamieszczenie jednostki miary w opisie tabeli lub, najlepiej, w na
główkach kolumn. W tym przypadku poprawnym sposobem zapisu jest 
podanie symbolu wielkości, podzielonego przez symbol jednostki miary.

AH
Przykład: AH/k J m ol1 lub mo}-^ oznacza, że podane w tabeli liczby
są zmianami entalpii wyrażonymi w jednostkach kilodżuli na mol.

Osie wykresów i nagłówki w tabelach należy oznaczać zarówno nazwą 
(lub symbolem) wielkości jak i zastosowaną jednostką, tak aby otrzymać 
iloraz, bezwymiarową liczbę, wpisywaną w kolumnę tabeli lub nano
szoną na wykres jako odpowiadający jej punkt. Taki przykład podano 
na rycinie 1.
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R yc. 1 Z m iana  pozornej s ta n d a rd o w e j e n ta lp ii  sw obodnej, w y rażone j w  k ilo d żu - 
lach  na mol, jak o  fu n k c ja  te m p e ra tu ry , w y rażo n e j w  kelw inach .

Uwagi tłumacza:

1. Stosując możliwie konsekwentnie zasadę ujednolicenia nomenklatury, 
szczególnie symboli, pozostawiono skróty przy symbolach w wersji angiel
skiej. Dotyczy to oznaczania kalorii tern^ochemicznej (calth), oraz wszyst
kich skrótów przy symbolach stanów agregacji (Tab. 5) i symbolach prze
mian (Tab. 6).
2. Termin „pozorny” nie uwzględnia znaczenia, bardzo rozpowszechnio
nego w biochemii w odniesieniu do AG°’ (porównaj rozdział „Znakowa
nie zmiennych, stanów i przemian”, akapit drugi). W dostępnych tłum a
czowi źródłach ( T i n o c o  J., S a u e r  K., W a n g J. C., Physical Che
mistry, principles and applications in biological sciences, Prentice Hall 
Inc, New Yersey, 1978, str. 115; Marshall A. G., Biophysical chemistry. 
Principles, techniques and applications. J. Wiley and Sons, New York 
1978, str. 91) AG°, określono według konwencji biochemicznej jako w ar
tość odnoszącą się do pH 7.0, czyli nie do „przemian -niedokładnie zna
nych, czy zawierających bliżej nieokreślone niedokładności”.
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KOMUNIKAT

Polskie Towarzystwo Biochemiczne utworzyło Sekcję Bio
technologii, powołaną na mocy decyzji Zarządu Głównego w 
dn. 17 listopada 1987 r. Głównym zadaniem nowej Sekcji bę
dzie organizowanie narad specjalistycznych, kolokwiów, kon
wersatoriów, a zwłaszcza „warsztatów” (workshops), umożli
wiających nawiązywanie kontaktów pomiędzy biochemikami
i innymi zajmującymi się biotechnologią, ale pracującymi w 
różnych instytucjach, resortach, programach. Działalność Sekcji 
powinna wypełnić istotną lukę w systemie badań podstawo
wych i stosowanych w tej nowej i ważnej dyscyplinie biologii.

Celem wsparcia tej inicjatywy, kwartalnik Postępy Bioche
mii otwiera n o w y  dział pt. Nowe w Biotechnologii. Zamiesz
czane w nim będą krótkie, ale zwięzłe i kompletne noty na 
temat najbardziej aktualnych osiągnięć w zakresie biotechno
logii.

Redakcja
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Z ŻYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO  

CHRONICLE OF THE POLISH BIOCHEMICAL SOCIETY

W d n ia c h ,o d  17 do 19 w rześn ia  1986 ro k u  został zo rgan izow any  w  K a to w i
cach X X II Z jazd  P o lsk ieg o  T ow arzystw a  B iochem icznego. Podczas Z jazdu  w  d n iu  
18 w rześn ia  odbyło  się X II W alne  Z eb ran ie  członków  T ow arzystw a , na  k tó ry m  
sp raw ozdan ie  z dz ia ła lności w  okres ie  X I k ad en c ji złożył p rezes prof. d r  K az im ierz  
Z akrzew sk i. W alne Z eb ran ie  w y b ra ło  now e w ład ze  T ow arzystw a.

S p raw ozdan ie  u stępu jącego  Z arządu  o raz  sk ład  now ych  W ładz P. T. B ioch. 
w  załączen iu .

S p raw ozdan ie  z dz ia ła lności Z arządu  G łów nego Polskiego T ow arzystw a  B iochem icz
nego w  X I k ad en c ji 1983— 1986 p rzedstaw ione  n a  X II W alnym  Z eb ran iu  członków  
w  dn iu  18 w rześn ia  1986 r.

W X I k ad en c ji P o lsk ie  T ow arzystw o  B iochem iczne liczyło około 1300 człon
ków , 1286 na  kon iec  roku  1985, zg rupow anych  w  12 oddziałach . R ocznie p rz y j
m ow ano około 100 now ych członków  i w  p rzyb liżen iu  ta k a  sam a liczba człon
ków  u b y w ała , * z pow odu śm ierci, w yjazdów , p rzenosin  i in. S p raw y  fin an so w e 
T ow arzystw a  u k ład a ły  się zadaw ala jąco . D o tacja  ze s tro n y  Polsk iej A kadem ii N auk  
w p ły w ała  re g u la rn ie  i w ynosiła  w  r. 1983 472 tys. zł, w  r. 1984 401 tys. zł., 
w  r. 1985 567 tys. zł. i n a  rok  1986 542 tys. zł. S k ład k i w  dalszym  ciągu n ie  w p ły 
w a ją  p raw id łow o , gdyż około 30—40°/o członków  zalega z w p ła tam i, z ro zm aitych  
przyczyn , w śród k tó ry ch  is to tną  ro lę  o d g ry w ają  w y jazdy  n a  staże  zag ran iczne . 
Z arząd  G łów ny T ow arzystw a  w  la tach  1984/85 p rzep row adził ak c ję  śc iągan ia  za
ległości sk ładkow ych , k tó ra  p rzeb iegała  w  O ddzia łach  sp raw n ie  i z red u k o w ała  
zaległości za la ta  1978— 1984 do około 15— 20°/o, zapew ne  n ieśc iąga lnych ; zaległości 
te  skum ulow ane  są w  dw óch  w iększych O ddzia łach  T ow arzystw a. D la u sp ra w n ie 
n ia  k o n tak tó w  z członkam i i zm niejszen ia  coraz do tk liw ie j odczuw anych  kosztów  
w ysy łk i czasopism  i in n y ch  m a te ria łó w  u tw orzono  „g rupy  ab onenck ie” w  w ie lu  
p laców kach . G ru p y  te  pow inny  z czasem  p rzekszta łc ić  się w  k o ła  T ow arzystw a .

Z arząd  G łów ny T ow arzystw a u rzędow ał stale, d y żu ru jąc  w  lokalu  T o w arzy 
stw a w  W arszaw ie p rzy  ul. F re ta  raz  na  tydzień , w e w to rk i. P rezyd ium , u tw o rzo n e  
p rzez g rupę  w arszaw sk ich  (sta le  dy żu ru jący ch ) członków , poszerzoną o członków  
Z arząd u  z Łodzi i z L u b lin a , u rzędow ało  1 do 2 razy  w  k w arta le . P le n a rn e  zeb ran ia  
Z a rząd u  G łów nego odbyw ały  się ra z  na k w a r ta ł  i z reg u ły  by ły  rozszerzone przez  
zaproszenie  przew odn iczących  O ddziałów , red ak to ró w  w y d aw n ic tw  i in n e  osoby, 
ja k  np . o rgan iza to rzy  dorocznych  Ż jazdów . T ak ie  rozszerzen ie  zeb ran ia  zarząd u  było  
szczególnie cenne przy  podejm ow aniu  u ch w ał do tyczących  sp raw  ogóln iejszych , 
m .in. n ad a ją cy ch  in te rp re ta c ję  m n ie j jasn y ch  p u n k tó w  s ta tu tu . M.in. postanow iono , 
że zaległości sk ładkow e członka pozbaw ią go w ielu  korzyści ty p u  m ate ria ln eg o , 
np. u lgow e w pisow e n a  zjazdy, ra b a t w  p ren u m e ra c ie  czasopism  i in., a le  n ie  
członkostw a T ow arzystw a.

W aru n k i lokalow e p racy  Z arządu  by ły  bardzo  złe, gdyż n ie  u d a ło  się do jść  
do porozum ien ia  z ad m in is tra to rem  bu d y n k u  p rzy  ul. F re ta  16, P o lsk im  T o w arzy 
stw em  C hem icznym , co do  zaad ap to w an ia  s try c h u  w  ty m  bu d y n k u  d la  p o trzeb
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Polsk iego  T ow arzystw a B iochem icznego. T en obszerny lokal w  dalszym  ciągu n ie  
je s t w y k orzystyw any  a n i p rzez PT B ioch an i p rzez ad m in is tra c ję  bu d y n k u . Po
gorszy ły  się też  o ty le  w a ru n k i p racy  Z arządu , że a d m in is tra c ja  b u d y n k u  u n ie 
m ożliw iła  naszem u T ow arzystw u  dostęp  do te lefonu  w  godzinach w ieczornych , 
tj. w  czasie dyżurów .

W ew nętrzna  s tru k tu ra  o rgan izacy jna  T ow arzystw a w  X I kad en c ji rozbudow ała  
się p rzez  pow stan ie  dw óch  now ych sekcji: g likokoniugatów  i h is to ryczne j. Bez 
zak łóceń  i bardzo  w y d a jn ie  p rzeb iega  p raca  K om isji N o m en k la tu ro w ej, k tó re j 
g łów nym  osiągnięciem  w  m in ionej kad en c ji było p rzygo tow an ie  do d ru k u  S ło w n i
k a  Z alecanych  i Z w yczajow ych  N azw  Enzym ów , p ierw szego  tego ro d za ju  w y
d a w n ic tw a  w  Polsce, opub likow anego  w  Postępach  B iochem ii i rozpow szechnionego 
w  postac i n adb itk i. Rozpoczęto rów nież, ja k  dotąd  n ie reg u la rn ie  i w  sk rom nej 
jeszcze postaci rozprow adzan ie  b iu le ty n u  T ow arzystw a pod nazw ą „L ist do cz łon
ków  PT B ioch .” ; w yd aw an y  je s t on  w  O ddziale  T ow arzystw a w  Szczecinie. Z eb ran ia  
w  oddziałach , podobn ie  ja k  w  k ilk u  la tach  ub iegłych, n ie  są an i liczne, an i b a r 
dzo dynam iczne. Ś redn io  w  1 oddzia le  w  ciągu roku  odbyw ało  się 6—7 zeb rań , 
w  znacznej części p rzy  okazji odczytu  gościa, zw łaszcza zagranicznego.

R e g u la rn ie  p rzyznaw ano  nag rody  im . J. K. P a rn asa  za n ajlep szą  p racę  d o św iad 
czalną i im. B. Skarżyńskiego za n a jlep szą  p racę  p rzeg lądow ą opub likow aną  w  k w a r
ta ln ik u  P ostępy  B iochem ii. W roku  1985 przyw rócono nag rodę im . W ł. M ozołow - 
skiego d la  m łodych  biochem ików , k tó rzy  n a  dorocznym  Z jeździe T ow arzystw a  
n a jle p ie j p rezen tow ali sw oje prace.

W m inionej k ad en c ji odbyw ały  się zysku jące  coraz w iększe znaczen ie  różne  
zeb ran ia  m iędzyoddziałow e i ogólnopolskie. N ajw ażn ie jszym  z n ich  je s t do roczny  
ogólnopolski Z jazd Polskiego T ow arzystw a B iochem icznego, o liczebności s ięg a ją 
cej 500 uczestn ików . Jego znaczenie  polega m.in. n a  tym , że b io rą  w  n im  coraz 
liczn ie jszy  ud z ia ł osoby n ie będące  członkam i naszego T ow arzystw a; s ta je  się w ięc 
n asz  doroczny  Z jazd co raz  szerszym  fo rum  dy sk u s ji naukow ej. Od dw óch  la t, 
w  p ro g ram ie  Z jazdu  zn a jd u je  się sekcja  wzgl. sym pozjum  na  tem at, b io technolog ii; 
s ta le  też  u trzy m y w an a  je s t sekcja  pośw ięcona b iochem ii k lin icznej ogólnej lu b  
m ono tem atyczna. R eg u la rn ą  im prezą  naukow ą sta ły  się o rgan izow ane p rzez  O d
d z ia ł w  Szczecinie sym pozja n a  tem a t b iochem ii i toksykologii fluo ru , 7 u dz ia łem  
zagran icznych  uczestn ików . D w u k ro tn ie  zorganizow ano m iędzyoddziałow e sym pozja 
n au k o w e  zw iązane z u roczystościam i ku  czci w y b itnych  po lsk ich  biochem ików . Z a
kończono rozpoczętą w  ub ieg łej k ad en c ji serię  „m in isym pozjów ” na tem a ty  b io 
techno log ii i zaaw ansow anych  p rob lem ów  biochem ii k lin icznej. T e m in isym pozja  
m ia ły  ch a ra k te r  w arsz ta tow y , tj. g ru p o w ały  w yłączn ie  osoby za jm u jące  się a k 
ty w n ie  ro zw ijan iem  d an e j p ro b lem aty k i i ty lko  zaproszonych przez organizatorów '. 
B y ły  to  bardzo  uży teczne spo tkan ia , a le  w obec w ielkiego ro zd robn ien ia  k a d ry  
sp ec ja lis tó w  za jm u jący ch  się po jedynczym  prob lem em , w  trw a jący m i nieco ponad 
ro k  cyklu  5 spo tkań  w yczerpano  m ożliw ości ich k o n tynuow an ia . W przyszłości n a 
leży o rgan izow ać sym pozja spec ja lis tyczne  ty p u  raczej szkoleniow ego niż  w a rsz ta 
tow ego. Z in ic ja ty w y  O ddziału  w  G dańsku  rozpoczęto system atyczne spo tkan ia  
b iochem ików  nauczających  b iochem ii na  ak ad em iach  m edycznych. S p o tk an ia  tak ie  
o d b y ły  się w  G dańsku  w  ro k u  1984, w  W arszaw ie  w  r. 1985 i w  B ia łym stoku  
w  r. 1986; by ły  one u zn an e  jako  cenne okazje  w ym iany  poglądów  i postanow iono  
je  kon tynuow ać w  tym  sam ym  zarys ie  o rgan izacy jnym , tj . by na  każdym  sp o tk a
n iu  re fe ro w an e  by ły  osiągnięcia i p rob lem y  dw óch  ośrodków  akadem ick ich . Z w ią- 
ra n e  z ty m i spo tkan iam i b y ły  rów nież  n a rad y , p row adzone g łów nie n a  p le n a r
nych  zeb ran iach  Z arządu  G łów nego, n a  tem a t doszkalan ia  nauczycieli szkół ś red 
n ich  w  zak res ie  b iochem ii i biologii m o lek u la rn e j. S tan  w iedzy i sposób p rzek a 
zy w an ia  je j uczniom  szkół średn ich  je s t n iezad aw ala jący , a le  naw iązan ie  robo 
czych k o n tak tó w  ze środow isk iem  nauczycieli, a zw łaszcza z in s ty tu c jam i p ro g ra -
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m ow ym i i doszkala jącym i okazało  się n ieom al niem ożliw e. R ó w n ie ż 'b e z  w iększych 
e fek tów  było  w łączen ie  p rzedstaw ic ie li Polskiego T ow arzystw a B iochem icznego do 
K om isji P rog ram ow ych  w  reso rc ie  o św ia ty  i w ychow an ia : udzia ł w  tych  k om i
s jach  okazał się raczej ty tu la rn y m  n iż roboczym .

W spó łp raca  z FE B S rozw ija ła  się n a  ogół zadow alająco , aczko lw iek  udzia ł p rzed 
s taw icie li naszego T ow arzystw a w  ko m isjach  FE B S n ie  został p rzyw rócony  do s ta 
n u  z p rzed  roku  1982. Około 10 osób corocznie ko rzysta ło  ze stypend iów  FEB S d la  
p rzep ro w ad zen ia  określonych  b adań  lub  zapoznan ia  się z now ym i tech n ik am i b a 
daw czym i. D zięki pom ocy FE B S p rzyw rócona  została  bezp ła tn a  p re n u m e ra ta  B io- 
chem ical E d uca tion  i w  chw ili obecnej w  każdym  ośrodku  akadem ick im  (O ddziale 
T ow arzystw a) je s t p rzy n a jm n ie j jed en  członek PTB ioch. o trzy m u jący  do sw ej dyspo
zycji i u d o stęp n ia jący  in n y m  członkom  jed en  egzem plarz  B iochem ical E ducation .

D ziała lność w ydaw nicza  T ow arzystw a  b y ła  ożyw iona, a le  zlecenia w y d aw n i
cze w ykony w ane  są bardzo op ieszale p rzez red ak c ję  techn iczną  i d ru k a rn ie . Teczka 
re d a k c y jn a  k w a rta ln ik a  Postępy  B iochem ii je s t obecnie  s ta le  p e łn a , a le  zaległości 
w  d ru k u  i rozpow szechn ian iu  są znaczne. Jeszcze n ie  został rozpow szechniony 
n r  3/4 roczn ika  1985, w  d ru k a rn i, po składzie , a le  p rzed z łam an iem , zn a jd u je  się 
cały roczn ik  1986, a do d ru k u  oddano  ju ż  m aszynopisy  p ierw szego  zeszytu rocz
n ik a  1987. W sy tuac ji tak ie j, jak a  je s t w  całej Polsce w  odn iesien iu  do dostępności 
czasopism  naukow ych  w  ogóle, a  b iochem icznych  w szczególności, opóźnian ie  d ru k u  
je s t rów noznaczne z odcięciem  n ieom al w szystk ich  zaw odow o p racu jący ch  b ioche
m ików  od in fo rm ac ji o postęp ie  te j dyscy p lin y  n a  św iecie. W m in ionej kad en c ji 
u k aza ły  się, po d łu g im  p rocesie  w ydaw niczym , daw no  oczekiw ane M onografie 
B iochem iczne: N ow e S łow nictw o B iochem iczne; E lem en ty  E nzym ologii, o raz  Im m u 
nologia T ran sp lan tacy jn a . Pom im o is tn ien ia  dużego zapo trzebow ania  i s ta ra ń  ze 
s tro n y  Z a rząd u  G łów nego, n ie  uda ło  się doprow adzić  do w y d an ia  wzgl. do d ru k u
II  w y d an ia  E lem en tów  Enzym ologii, d z ie ła  bardzo  poszukiw anego  jako  m a te ria ł 
sem in ary jn y  i podręczn ik  d la  bardzie j zaaw ansow anych  stu d en tó w  i m łodej k a d ry  
n au k o w e j.

M iniona, X I k ad en c ja  w ładz  Polskiego T ow arzystw a- B iochem icznego p rzeb ie 
g a ła  w śród tru d n o śc i, k tó re  — w b rew  oczekiw aniom  — n ie  by ły  m nie jsze  niż 
w X  kad en c ji. S tan  zaopatrzen ia  b ib lio tek  w., czasopism a nie  p o p raw ił się isto tn ie , 
co p rzyczynia  się do b ard z ie j apa tyczne j postaw y  członków  T ow arzystw a w  sto
sunku  do tak ich  n a tu ra ln y c h  czynności, ja k  udzia ł w  zeb ran iach  i w spólnych a k 
cjach  n a  rzecz rozw oju  w łasnej d yscyp liny  naukow ej. T echn iczne  i m a te ria ln e  
u tru d n ie n ia  w  p racy  n aukow ej p o g łęb ia ją  te  n as tro je . N ie jed n o k ro tn ie  w y stęp u ją  
lo k a ln e  k łopo ty , k tó re  m ożna by łagodzić, gdyby  w ięź w ew n ą trz - i m iędzyzak ładow a 
by ła  siln iejsza. A k tyw izacja  b iu le ty n u  T ow arzystw a, u sp raw n ien ia  ad m in is tra c y j
n e  fu n k c jo n o w an ia  b iu ra  Z arządu  G łów nego, a p rzede  w szystk im  z in s ty tu c jo n a li
zow anie n a ra d  ty p u  zeb rań  p len a rn y ch  pow inny  w  przyszłości przyczynić się do 
rew ita liz ac ji naszego T ow arzystw a.

P rezes
prof. d r K azim ierz  Z akrzew ski

N ow e W ładze T o w arzy stw a

Z arząd  G łów ny w y b ra n y  w  d n iu  18.IX . 1986 r. p rzez  W alne Z grom adzenie  
członków  Polskiego T ow arzystw a  B iochem icznego u k o n sty tu o w ał się n a  posiedzeniu  
odby tym  w  dn iu  27.XI.1986 r. w  sposób n as tęp u jący :
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P R E Z E S

W IC E P R E Z E S
S E K R E T A R Z

S K A R B N IK

doc. d r  hab. Zofia P o rem bska  
p ro f. d r  hab . T adeusz  W ilusz 
doc. d r  hab . K rzysztof Z w ierz  
d r  B ogdan S ieliw anow icz

C Z Ł O N K O W IE  Z A R Z Ą D U

pro f. d r  hab . A n ton i D ancew icz 
doc. d r  hab . M arian  Drożdż 
pro f. d r  hab . M aria  G um ińska  
doc. d r  hab . A ndrzej G uran o w sk i 
doc. d r hab . Jan u sz  G reger 
doc. d r  hab . H en ry k  K osty ra

doc. d r  hab. L ech  T e rliń sk i 
prof. d r  hab. Z ofia W alte r 
d r  T eresa  W esołow ska
doc. d r  hab . M aria  W ojtas-W asilew ska
doc. d r  hab . M a ria n  W olny
prof. d r  hab. K az im ierz  Z ak rzew sk i

K O M IS JA  R E W IZ Y JN A

doc. W irg in ia  Jan iszo w sk a  
d r  L id ia  Paśś 
d r  B ogna Skoczylas

N agrody  P . T. B ioch. p rzy zn an e  w  1986 ro k u

Z arząd  G łów ny P olsk iego  T ow arzystw a  B iochem icznego zaw iadam ia , że w  roku
1986 p rzyznano  n ag rody  za w y różn ia jące  się osiągnięcia  w  dziedzin ie  B iochem ii.

N a g r o d a  im . W ł o d z i m i e r z a  M o z o ł o w s k i e g o  — d la  m łodych  b iochem ików  — za
p rezen tac ję  p ra c  na  X X II Z jeździe PT B ioch. w  K atow icach  — w rzesień  1986:

— K rzyszto f Szczygłow ski, p raca  p t.: „K lonow anie i id en ty fik ac ja  sek w en c ji DNA 
z łub inu  żółtego, sw oistych  d la  sym biozy” — K a ted ra  B iochem ii A kadem ii Roi» 
niczej w  P oznaniu

-— Ja n  W iśniew ski, p ra c a  p t.: „W stępna ch a rak te ry s ty k a  w ielogenow ej rodz iny  
g łów nych genów  szoku c iep lnego” (hsp 7) u  szczu ra” — Z ak ład  Biologii N ow o
tw orów  In s ty tu tu  O nkologii w  G liw icach

— M aria  G aczyńska, p raea  p t.: „ Jak  in te rp re to w ać  siln ie  u n ie ruchom iony  sygnał 
m aleim idow ego znacznika spinow ego zw iązanego z b łonam i e ry tro cy tó w ” — K a 
ted ra  B iofizyki U n iw ersy te tu  Łódzkiego

— P io tr M arszałek , p raca  p t . „D ie lek tro fo reza  i e lek tro fo reza  kom órek  N eu rospo ra  
C rassa. M odel uzysk iw an ia  now ych odm ian  genetycznych  i p ersp ek ty w y  zasto 
sow ań b io technolog icznych” — In s ty tu t E lek tro n ik i w  W arszaw ie

— M arek M irow ski, p raca  p t.: „N owy tk an k o w y  in h ib ito r fib ryno lizy . N iskoczą- 
steczkow y in h ib ito r p lazm iny  z n ab ło n k a  G u e rin ” — Z ak ład  B iochem ii A k a
dem ii M edycznej w  Łodzi. I

N a g r o d a  inj. B o l e s ł a w a  S k a r ż y ń s k i e g o  — za na jlep szy  a r ty k u ł ogłoszony w  31
roczniku  Postępów  B iochem ii:

— Ja n  P o tem pa, A dam  D ubin , p raca  p t.: „E w olucja  s tru k tu ry  i fu n k c ji se ry n o - 
w ych enzym ów  pro teo litycznych”. P ostępy  B iochem ii 31, 1985, 531— 554 — In s ty 
tu t  Biologii M oleku larne j U n iw ersy te tu  Jag ie llońsk iego  w  K rakow ie .
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N a g r o d a  im. J a k u b a  K a r o l a  P a r n a s a  — za n a jlep szą  p racę  dośw iadczalną  
w  dziedz in ie  b iochem ii w ykonaną w  Polsce w  1985 roku :

— A ndrzej Jerzm anow sk i, M arek  M aleszew ski, p raca  p t . : „P hospho ry la tion  and  
m e th y la tio n  of P h y sa ru m  h is tone  HI d u rin g  m ito tic  cycle” ogtoszony w  Eur. 
B io ch em is try  24, (1985), 2360— 2367 — In s ty tu t  Biochem ia U n iw ersy te tu  W ar
szaw skiego.

P rezes
Polsk iego  T ow arzystw a  B iochem icznego 

Doc. d r  hab . Zofia P o rem bska

R egu lam in

N a g r o d y  im . W ł o d z i m i e r z a  M o z o ł o w s k i e g o  d la  m łodych  b iochem ików

§ 2

In te n c ją  nag ro d y  je s t w yróżn ien ie  m łodych  b iochem ików  za szczególnie dobre  
i in te re su ją c e  p rzed s taw ien ie  w arto śc iow ych  p rac  b iochem icznych  na dorocznym  
zjeździe P o lsk iego  T ow arzystw a  B iochem icznego.

r § 2

W  k o n k u rs ie  m ogą b rać  udzia ł au to rzy , k tó rzy  w  ro k u  k a lendarzow ym  odbycia 
Z jazdu  n ie  ukończą trzydziestego  roku  życia. K andydow ać do nag rody  m ogą za
rów no członkow ie ja k  n ieczłonkow ie T ow arzystw a, au to rzy  don iesień  w ygłaszanych  
o raz  au to rzy  p rac  p rzed s taw ian y ch  w  fo rm ie  p laka tów , jed n ak  ty lk o  ci, k tó rzy  je  
osobiście p rezen tu ją . W spó łau to rstw o  sta rszych  au to rów , a w  ty m  także sam o
dzie lnych  p racow n ików  n au k i n ie  pozbaw ia p ra w a  ub iegan ia  się o N agrodę.

§ 3

K an d y d a tó w  do N agrody  może zg łaszać każdy  członek T ow arzystw a  lub  uczestn ik  
Z jazdu  (w łącznie z sam ym  k andydatem ), n ie  później je d n a k  niż p rzed  rozpoczę
ciem  o b rad  Z jazd u  w  dn iu  p rzed s taw ien ia  d an e j p racy . P racę  należy  zgłaszać do 
odpow iednio  w yznaczonego s tanow iska  w  B iu rze  Z jazdu . O rgan iza to rzy  Z jazdu  
zapew n ią  w y raźn e  oznaczenie p rac  u b ieg a jący ch  się o N agrodę — na p lak a tach  
w zg lędn ie  na  p ro g ram ie  dziennym  u w ejśc ia  na salę o b rad  w  p rzy p ad k u  p rac  w y 
g łaszanych  z m ów nicy.

§ 4

Zgłoszone do N agrody  p race  ocenia K om isja  pow ołana  do sp raw  N agrody im. 
W łodzim ierza M ozołow skiego w  d an y m  roku . P rzew odniczącego K om isji pow ołu je  
Z arząd  G łów ny Polskiego T ow arzystw a B iochem icznego na  w niosek organ iza to rów  
Z jazdu . P ozostałych  członków  K om isji, w  liczbie n ie  m n ie j n iż  czterech osób po
w ołu je  K om ite t O rg an izacy jny  Z jazdu. P rzew odniczący  K om isji m a p raw o  dokoopto
w ać do K om isji dodatkow ych  członków , jeże li w  tra k c ie  Z jazdu  uzna to za ko
n ieczne. K om isja  sam a u s ta la  try b  kw alif ik o w an ia  p rezen tac ji p rac , w  ram ach  
zasad  u ję ty ch  w  n in ie jszym  R egulam in ie . Z aleca się, ab y  (w  m iarę  m ożliw ości) 
w szyscy członkow ie K om isji zapoznali się ze w szystk im i zgłoszonym i do N agrody  
p racam i i aby  by li obecni p rzy  ich  p rezen tac ji.

§ 5

P rzy  ocenie  k a n d y d a tu r , K om isja  uw zg lędn ia  sposób p rzed s taw ien ia  p racy , logicz
ność i p rze jrzysto ść  treśc i, do k u m en tac ję  w yników , um ieję tność  d y sk u tow an ia  oraz
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w artość  m ery to ryczną. W ocenie  obow iązuje  skala  p u n k to w a  od 1 do 10, p rzy  
czym  p u n k ty  1 i 2 o k re ś la ją  p rezen tac je  słabe, p u n k ty  3 do 5 — zadow ala jące , 
p u n k ty  6 do 8 — dobre, a  p u n k ty  9 i 10 — bardzo  dobre .

§ 6

O stateczną ocenę w yraża  się sum ą p u nk tów  p rzyznanych  p rzez  K om isję. C złonek 
K om isji m oże w ykluczyć się z udziału  w  p u n k ta c ji w  p rzy p ad k u  k an d y d a tó w  
pochodzących z zespołu, z k tó rym  jes t zw iązany , lub  jeśli* n ie  zapoznał się z oce
n ian ą  p racą . W tak ich  p rzy p ad k ach  sum ę p u n k tó w  p rzy zn an y ch  p rzez  pozostałych  
członków  K om isji m noży się p rzez odpow iedni w spółczynnik .

§ 7
K om isja  o b rad u je  n ie jaw n ie , a p ro tokó ły  o b rad  i in n e  m a te r ia ły  u leg a ją  zn isz 
czeniu przez K om isję  po zakończen iu  pracy .

§ 8

P rzew odniczący  K om isji p rzek azu je  Z arządow i G łów nem u Polskiego T ow arzystw a  
B iochem icznego osta teczny  w yn ik  w  postaci lis ty  k an d y d a tó w  ułożonej w  k o le j
ności o trzym anych  p u n k tó w  i u w id aczn ia jące j sum y p u n k tó w  p rzy zn an e  przez  
K om isję  poszczególnym  kandydatom . Z arząd  G łów ny na  te j p o d staw ie  p o d e jm u je  
decyzję  odnośnie liczby nag ród  i ich w ysokości, oraz p o d e jm u je  uch w ałę  odnośn ie  
p rzyznan ia  nagród .

O soby w yróżn ione N agrodą im . W łodzim ierza M ozołow skiego o trzy m u ją , oprócz n a 
g rody  p ien iężnej, stosow ne dyplom y, a  lis ta  w yróżn ionych  p o daw ana  je s t do  
w iadom ości ogólnej p rzez ogłoszenie je j w  k w a rta ln ik u  P ostępy  B iochem ii.

§ 10

N iniejsza w e rs ja  R eg u lam in u  została  uchw alona  p rzez Z arząd  G łów ny Polsk iego  
T ow arzystw a B iochem icznego w  dn . 13 m arca  1986 ro k u  i w chodzi w  życie na  
X X II Z jeździe Polskiego T ow arzystw a B iochem icznego w  K a tow icach  w  roku  1986.
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SPR A W O ZD A N IA

S p raw o zd an ie  z k u rsu  FEBS d la  zaaw an so w an y ch  n .t.
O d d zia ły w an ia  DNA z ligandam i d robnocząsteczkow ym i oraz b iałkow ym i. . 
F o n le v ra u d , F ra n c ja , 31 lipca — 11 w rześn ia  19B6 r.

R ep o rt on th e  FE B S A dvanced  C ourse „DNA — L igand  In te ra c tio n s  : F rom  D rugs to 
P ro te in s”. *

F o n te v r a u d ,  F r a n c e ,  31 A u g u s t—11 S e p te m b e r ,  1986

Z organ izow ane  w  średn iow iecznym  o p ac tw ie  w  F o n te v ra u d  dw utygodn iow e 
sp o tk an ie  zgrom adziło  115 uczestn ik ó w  z 21 k ra jó w  w  ty m  4 osoby z P olski. D y
re k to re m  k u rsu  był d r  W ilhelm  G u sch lb au e r (G if-su r-Y v e tte , C en tre  Saclay). 
P ro g ra m  obe jm ow ał około 20 ponad  godzinnych  w y k ład ó w  ta k ą  sam ą liczbę p ó ł
godzinnych  re fe ra tó w , trzy  ses je  p lak a to w e , na k tó ry ch  p rzedstaw iono  około 50 
k o m u n ik a tó w  o raz  trzy  d y sk u sje  ok rąg łego  sto łu . Z nakom itym  pom ysłem  o rg an i
za to ró w  było u rządzen ie  czy te ln i zao p a trzo n e j w  o d b itk i p ra c  zw iązanych  z te 
m a ty k ą  poszczególnych w ykładów .

W  podsum ow aniu  W. S aenger (B erlin  Zach.) w y p u n k to w ał trz y  p rob lem y 
w okół k tó ry ch  ogn iskow ała  się tem a ty k a  k u rs u : s tru k tu ra  DNA, oddzia ływ an ia  
d robnocząsteczkow ych  ligandów  z DNA i in te ra k c je  b iałko-D N A .

D zięki postępow i techn ik  — k ry s ta liz ac ja  o ligonukleo tydów , b ad an ia  ren tg e - 
n o g ra liczn e  k ry sz ta łó w  przy  osiąganej rozdzielczości 0,9 A, m ożna odejść od u śred 
n ionej s tru k tu ry  w łókna DNA i u sta lić  po łożenie  każdego a tom u. W prow adzeniem  
w  k ry s ta lo g ra fię  nuk leo tydów  by ł w yk ład  O lgi K en n ard  z A ng lii (C am bridge). 
Część jego  pow św ięcona by ła  s tru k tu rz e  k ry s ta liczn e j dw uniciow ego  dodekanu - 
k leo tydu , w  k tó ry m  obok 10 k lasycznych  p a r  zasad  w y stęp u ją  p a ry  G . A i A . G. 
G eo m etria  ty ch  p a r jak  i p a r  G . T  i A  . C m oże zaw ierać  k lu cz  do zrozum ie
n ia  m echan izm ów  k o rek ty  b łędów  w  p ro cesie  rep lik ac ji. Z dan iem  p re legen tk i 
o trzy m y w an e  k ry sz ta ły  zaw ie ra jące  w  sw ej s tru k tu rz e  w ie le  cząsteczek w ody s ta 
now ią  źródło in fo rm ac ji o k o n fo rm ac ji D NA  w  kom órce. A le zau roczen i sw oim i 
s tru k tu ra m i k ry s ta lo g ra fo w ie  p rzyzna ją , że og ran iczen iem  je s t sta tyczny  ob raz  
DNA w y łan ia jący  się z b adań . Poza ty m  w  w iększości o trzym anych  k ry sz ta łó w  
o ligonuk leo tydy  ch a rak te ry zu ją  się s tru k tu rą  A, podczas gdy DNA w  kom órce 
w y stęp u je  p rzede  w szystk im  w  konfo rm acji B. R. Ę. D ickerson  (Los Angeles), za
p y ta n y  w  ja k i sposób o trzy m ał sw ój k ry sz ta ł dod ek an u k leo ty d u  o s tru k tu rze  B, 
odpow iedzia ł z n ie rzad k im  zresztą  w  ty m  g ro n ie  poczuciem  hu m o ru , że po p ro s tu  
p rzypadk iem . Część jego w y k ład u  pośw ięcona b y ła  ogólnej ch a rak te ry s ty ce  s tru k 
tu r  A , B i Z DNA i in fo rm ac ji ja k ą  d la  b ia łek  i d robnocząsteczkow ych  ligandów  
stanow ią  g ru p y  fu n k cy jn e  zasad zo rien tow ane  do dużej i m ałe j b ruzdy  heliksu . 
N a to m iast w ystępow an ie  n ap rzem ien n e  p u ry n  i p iry m id y n  n ie  je s t w a ru n k iem  k o 
n iecznym  po jaw ien ia  się s tru k tu ry  Z, bow iem  s tru k tu rą  tą  ch a rak te ry zu je  się 
o trzy m an y  w  p raco w n i A. R icha  k ry s ta lic zn y  „m in ih e lik s” h ek sam eru  d(CGATCG) 
(R. V. G essner, C am bridge , USA).

\
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W iązanie w ody i jonów  m eta li, g łów nie M n2+ i M g2+ przez DNA om ów ił
D. R. K earn s (San Diego). W szerokim  zak res ie  stężeń  soli ponad  80fl/o resz t fosfo
ranow ych  je s t zobo ję tn ionych  p rzez jony Mn*+ rozłożone w  k ilku  w a rs tw ach  
a ob jętość heliksu  w raz  ze zw iązanym i p rzec iw jo n am i w ynosi 1.2 d m 8/m o l p a r  
zasad. O różnych s tru k tu ra c h  DNA i ich znaczen iu  b io log icznym  m ów ił R. D. W ells 
(B irm ingham , USA) w iele  uw ag i pośw ięcając Z -D N A  i połączeniom  m iędzy s tru k 
tu r ą  Z i B. Region o zaburzonej k on fo rm acji je s t n iew ie lk i i n ie  p rzek racza , zda
niem  w ykładow cy, 1—2 n iesparow anych  zasad. M ożna s tru k tu rz e  Z p rzyp isać  
w ie le  fu n k c ji biologicznych, uzy sk u je  się d an e  p rzem aw ia jące  za je j is tn ien iem  
w  kom órce, za m ożliw ą je j ro lę  w  p rocesie  tr a n sk ry p c j i czy w  u trzy m y w an iu  
DNA w s tru k tu ra c h  b ard z ie j złożonych a le  u zy sk an ie  p rzekonyw ującego  dow odu 
na  ich b iologiczne znaczen ie  je s t rów nie  tru d n e  ja k  w ykazan ie , że tR N A  m a 
is to tn ie  w  kom órce p rzyp isyw aną  m u  s tru k tu rę . B ardzo  p rze jrzy s ty  i o p a rty  w  d u 
żej m ierze  o w łasn e  dośw iadczen ia  by ł w y k ład  M. L en g a  (O rlean) pośw ięcony 
techn ikom  o trzym yw an ia  p rzeciw cia ł p rzeciw  DNA o raz  ich  zastosow aniu  do w y 
k ry w an ia  ad d u k tó w  i szczególnych s tru k tu r  (Z-DNA) ta k  in  v itro  ja k  i in  situ.

P rob lem atykę  farm ako log ii m o lek u la rn e j za in ic jo w a ł R. E. D ickerson om a
w ia jąc  w iązan ie  szeregu ligandów  n ie in te rk a lacy jn y ch  z DNA: n e tropsyny  i d y - 
stam ycyny , zaw iera jących  u k ład  benzim idazo low y b a rw n ik a  H oechst 33285 i a n ty 
b io tyku  CC-1065. C ząsteczki ty ch  zw iązków , w  sw ych  n a jb a rd z ie j p raw dopodob
nych  k on fo rm acjach  w yg ię te  w  sierp , p a su ją  do m n ie jsze j b ruzdy  DNA. W tak im  
sposobie w iązan ia  w yk ładow ca w idzi w y raz  ew olucji. Podczas gdy duże  b ia łk a  
regu la to row e (np. rep reso ry , b ia łk a  ak tyw u jące) o d czy tu ją  in fo rm ac ję  zaw a rtą  
w  w iększej bruzdzie, an ty b io ty k i, k tó re  po m ag a ją  m ik roorgan izm ow i w e w sp ó ł
zaw odn ic tw ie  z k o n k u ren tam i, w yew oluow ały  by  w iązać  się w  m nie j bogate j 
w  in fo rm ac ję  b ruzdzie  heliksu . O m ija ją  za tem  konieczność k om petyc ji z re g u 
la to row ym i b ia łk am i sw ej o fiary . P re fe ren c ja  do p a r A  . T  tych  ligandów  w y n ik a  
z  zaw ady sterycznej ja k ą  stanow i g rupa  am in o w a g u an in y  i z m nie jsze j szero
kości b ruzdy  w  obszarze sekw encji A . T n iż  G . C. Je j szerokość, 3.5 Â w  ty m  
obszarze, je s t idea lna  by  pom ieścić p łask ie  u k ła d y  a rom atyczne  ligandów . D ick er
son p rzed s taw ił m odel kom pleksu  n e tropsyny  z d o d ek anuk leo tydem  o p arty  o a n a 
lizę ren tgenog raficzną  k ry sz ta łu . Z badań  ty ch  w y n ik a , że jakko lw iek  geom etria  
d odekanuk leo tydu  je s t n iew ie le  zm ieniona w  m ie jscu  w iązan ia  ligandu  to  poza 
ty m  obszarem  n a s tę p u je  u sz ty w n ien ie  s tru k tu ry  o ligonuk leo tydu . Z naczną część 
swego, ja k  zw ykle, b ły sko tliw ie  poprow adzonego w y k ład u  M. J . W aring  (C am 
b ridge , A nglia) pośw ięcił dynam icznym  aspek tom  odd z ia ły w ań  ligandów . W zględ
n a  w rażliw ość poszczególnych sekw encji n a  d z ia łan ie  D N azy I zależy od czasu 
in k u b ac ji DNA z ak tynom ycyną D lub  noga lam ycyną . O dpow iada to przem ieszcza
n iu  cząsteczek an tyb io tyków  w zdłuż heliksu  w  poszuk iw an iu  m iejsc  o w yższym  
pow inow actw ie.

C. H élène  (Paryż) p rzed s taw ił b ad an ia  n ad  o ligonuk leo tydam i kow alen cy jn ie  
po łączonym i z w ie lop ierśc ien iow ym  uk ład em  arom atycznym . F rag m en t o ligonu- 
k leo tydow y w nosi specyficzność w iązan ia . W ielop ierśc ien iow y uk ład  a ro m aty czn y  
np. p ierśc ień  ak ry d y n o w y  u trw a la  to w iązan ie  poprzez  in te rk a lac ję . T ak skon
s tru o w an e  ligandy , k o m p lem en ta rn e  do p rom o to rów  czy sekw encji reg u lacy jn y ch , 
m ogą blokow ać specyficzn ie  tran sk ry p c ję . W  m a te ria le  b ak te ry jn y m  znaleziono 
o sta tn io  n a tu ra ln e  odpow iedn ik i tak ich  u k ład ó w  — są n im i „m icR N A ” (por. D. H u 
lan icka , 1985, Post. B ioch. 31, 585).

Zastosow anie m agnetycznego  rezonansu  jąd row ego  do b ad ań  n ie in te rk a lu jący ch  
ligandów  p rzed s taw ił W. L eup in  (Zurich) a  m echan izm ow i oddzia ływ ań  b leom y- 
cyny z DNA pośw ięcony b y ł re fe ra t R. M. B u rg e ra  (B ronx).

W iększość w yk ładów  dotyczących  D N A -białko  pośw ięcona by ła  b iałkom  b a k 
te ry jn y m . W tem aty k ę  t ę ‘w prow adził P e te r von  H ippel (Eugene), k tó ry  podniósł ro -
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lę n iespecyficznych  oddziaływ ań D N A -b ia łka  w  o d n a jd y w an iu  m iejsc  recep to ro 
w ych  w  DNA. Spośród dw óch m ożliw ych m echan izm ów  •— w ędrów k i n iespecy
ficznie zw iązanego np.' rep reso ra  w zdłuż h e lik su  w  poszuk iw an iu  o p e ra to ra  i p rze 
noszenia cząsteczki b ia łk a  m iędzy lin iow o odda lonym i, lecz p rzes trzen n ie  b lisko 
położonym i frag m en tam i DNA („ in te rd o m ain  t r a n s fe r”) w yk ładow ca w yróżnił ten  
d ru g i m echan izm . W nukleoidzie b a k te ry jn y m  bow iem  jed y n ie  10— 15% DNA w y
stęp u je  w  s tan ie  w olnym . C ząsteczka re p re so ra  p rzesu w ająca  się w zdłuż heliksu  
w  poszuk iw an iu  o p e ra to ra  po ty k a łab y  się n ieu s tan n ie  o inne  cząsteczki b ia łkow e 
m nie j lub  bardzie j specyficznie o d d z ia ły w u jące  z DNA. P roces rozpoznaw an ia 
b y łby  za tem  n iezw yk le  pow olny.

T. S te itz  (N ew  H aven) om aw iał s t ru k tu rę  k ry sz ta łó w  tw orzonych  p rzez  C A P  
(„catabo lite  gene a c tiv a to r p ro te in ”) ze sk ład a jący m  się z 22 p a r  zasad oligonukleo- 
tydem . O b ad an ia ch  s tru k tu ry  ak ty w n y ch  obszarów  enzym ów  po lim eryzu jących  
deoksynuk leo tydy  m ów ił M. M odak (N ew ark). M. S c h n a rr  (S trasburg ) i F. B uck 
(F ran k fu rt)  p rzed s taw ili b adan ia  od d z ia ły w ań  z DNA b ia łk a  Iex  A. R óżni się ono 
od innych  rep reso ró w  E. coli dużą  liczbą k o n tro lo w an y ch  (15—20) genów  odpow ie
dzia lnych  g łów nie za system  rep e racy jn y . P rze jśc ie  ap o rep reso ra  t r p  w  fo rm ę 
a k ty w n ą  n as tęp u je  w  w yn iku  zw iązan ia  dw ó ch  cząsteczek try p to fan u  z b ia łk iem
0 s tru k tu rz e  d im eru . W pracow n i P. B. S ig le ra  (Chicago) p rzy  użyciu  m etody  
ren tg en o g ra ficzn e j określono s tru k tu ry  zarów no  ap o rep reso ra  ja k  i rep reso ra . P o
przez p o ró w n an ie  obydw u s tru k tu r  uzyskano  in fo rm ac ję  jak  cząsteczki try p to fan u  
in d u k u ją  a llo ste ryczne  p rze jśc ie  b ia łk a  w  fo rm ę tw orzącą  z DNA specyficzny 
kom pleks. M echanizm y prow adzące do re p e ra c ji pom yłek  w  procesie  rep lik ac ji 
om ów ił M. R ad m an  (Paryż) w skazu jąc  na znaczen ie  sekw encji o taczających  d la  
n ap ra w y  błędów . N a jła tw ie j n ap raw ie  p o d lega ją  p a ry  G . T, k tó ry ch  w ystępow a
n ie  je s t n a jb a rd z ie j p raw dopodobne w  w y n ik u  d eam in ac ji resz t 5 -m etylocytozyny, 
n a jtru d n ie j zasady  n iesparow ane. B adan ia  s tru k tu ry  i fu n k c ji m ety laz  p ro k a rio - 
tycznych  p rzed s taw ili B. L au ste r (B erlin  Z ach.) i G. Póstfai (Szeged). W Szegedzie 
skonstruow ano  w ek to ry  zaw iera jące  połączone frag m en ty  genów  różnych  m ety laz
1 badano ak tyw ność  tak ich  enzym ów  — „ch im er” .

W prow adzen iem  w  p rob lem atykę  n u k leaz  re s try k cy jn y ch  b y ł w yk ład  S. E. H a l- 
fo rd a  (B risto l, W. B ry tan ia ), a jego rozw in ięc iem  by ła  p rezen tac ja  s tru k tu ry  k ry 
sta licznej kom pleksu  re s try k tazy  EcoRI i d o d ek an u k leo ty d u  zaw iera jącego  m ie j
sce cięcia re s try k ta z y  (John  M. R osenberg , S an  F rancisco). G. M aas (H annover) 
om ów ił specyficzność re s try k ta z  — w y m ian a  1 p a ry  zasad w  kanonicznej s tru k 
tu rz e  — G A A TTC  — prow adzi do zm n ie jszen ia  ak tyw nośc i 10®— 105 razy. D rugą 
część w y k ład u  p re leg en t pośw ięcił oddz ia ływ an iom  z DNA b ia łek  u trzym ujących  
jednon ic iow ą s tru k tu rę  podczas rep lik ac ji. R ozw in ięciem  tego tem a tu  by ł w yk ład
F. G rossego (G etynga), w  k tó ry m  dokonano  po ró w n an ia  w spó łdzia łan ia  e lem en
tó w  p rocesu  rep likacy jnego  u b a k te r ii z u k ła d e m  eukario tycznym . B adan ia  w  p ra 
cow ni au to ra  w ykazały  m.in., że a  po lim eraza  DNA z g rasicy  cielęcej m a tak że  
ak tyw ność  „p rym azy” . U dało się jed n ak  rozdzielić  te  d w ie  ak tyw ności. W yodręb
n ion a  p rym aza  zaw iera  d w ie  pod jednostk i po lim erazy  a. W śród b ia łek  w iążących 
jednon ic iow y  DNA znaleziono deh y d ro g en azę  m leczanow ą. N ie w iadom o czy ta  
o sta tn ia  o b se rw ac ja  m a znaczenie  biologiczne.

Sesje p lakatow e , odbyw ały  się w ieczorem  w  d aw n y m  k lasz to rn y m  re fek ta rzu  
będącym  rów n ież  salą  re s ta u ra c y jn ą . N ieraz  d y sk u s je  p rzec iąg a ły  się do  późnej 
nocy.

U fundow ane  w  X I w ieku  k ró lew sk ie  opactw o  w  F o n tev rau d  było po o p ac tw ie  
w  C luny  n a jw iększym  zespołem  k lasz to rn y m  średniow iecza. M ury  kościo ła k ry ją  
grobow ce k ró lów  A nglii z d y n astii P lan tag en e tó w , H en ry k a  II, R yszarda  L w ie  
Serce. P rzekszta łcone w  dob ie  napo leońsk ie j w  w ięzien ie  opactw o było, jednym  
z najc ięższych  w ięzień  w  E urop ie , do po łow y la t sześćdziesiątych. R estau ro w an e
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i m odern izow ane bud y n k i od k ry w ają  w iele  ze swego daw nego b lasku  zachow a
nego czasem  przez grę p rzypadku , a czasem  dzięk i bezin teresow nem u  u m iło w a
n iu  p iękna. To ponoć anon im ow y  d ziew ię tnastow ieczny  w ięzień  u ch ro n ił k ap ite le  
ko lum n bazy lik i p rzed b a rb a rzy ń stw em  strażn ików  i w spólników  n iedo li m ask u 
ją c  je  gipsem . U rok m iejsca  i jego odosobnien ie  sum u jące  się ze słoneczną pogodą 
sp rzy ja ły  życzliw ej atm osferze. O żyw iało ją  an d eg aw eń sk ie  w ino i n iew in n e  p rzygo 
d y  jak  tak ie , k tó re  w y n ik a ły  z k ruchości k rzese łk  n a  sali ob rad . P ie rw sze  za łam ało  
się pod P. B. S ig lerem  (Chicago). Je ś li je d n a k  ożyw ien ie  groziło ba łag an em  — 
n a  w idow nię w kracza ł d y re k to r  k u rsu  i d rnąc  w  m yśliw sk i róg  p rz y w ra c a ł po 
rządek . Bo konieczn ie  trz eb a  pow iedzieć, że W ilhelm  G u sch lb au e r b y ł duszą 
w szystkiego co się tam  działo . Do p ro g ram u  na leża ły  w ycieczki, k tó re  w iodły  
m iędzy bajeczne  zam ki do lin y  L oary  i n a leż a ł też  w ieczór p ieśn i p row ansa lsk ićh , 
h iszpańsk ich  i a ram ejsk ich .

A na pożegnalnym  obiedzie podano  kaczkę w  pom arańczach  .....  (ale to  m i
pew no PT  R edakc ja  skreśli).

M arek G niazdow ski

Sprawozdanie ze szkoły letn iej na tem at Indukcja struktury DNA.
B e r lin  Z a c h . 18—23.VIII.1986

Report on the Berlin Sum m erschool “Induction of DNA structure” — W est Berlin, 
18— 23 August, 1986

Szkoła odby ła  się w  tygodn iu  pop rzedzającym  X V II Z jazd FEBS. O rgan iza to 
ram i z ram ien ia  zachodn ioberlińsk iego  sen a to ra  n au k i i b ad ań  by li p ro f .-W o lfram  
S aenger i d r  B u rg h a rd t W ittig. M iejscem  o b rad  by ł dom  gościnny ew angelickiego 
ośrodka szp ita ln o -reh ab ilitacy jn eg o  Jo h a n e s s tif t położonego na  sk ra ju  B erlina  
w  dzieln icy  S pandau . W szkole b ra ło  udzia ł około 70 uczestn ików  z o siem nastu  
k ra jów , w  ty m  niżej podp isany  z Polski. N a p ro g ram  zajęć złożyło się 16 w y k ła 
dów , k ilk an aśc ie  p ię tn asto m in u to w y ch  re fe ra tó w  i dw ie  sesje  p lakatow e, na  k tó 
ry ch  przedstaw iono  26 kom unikatów .

P rob lem atykę szkoły m ożna podzielić n a  n as tęp u jące  p rzep la ta jące  się w za
jem n ie  w ątk i tem atyczne : s tru k tu ra  p rzes trzen n a  DNA, zm iany  je j pod w pływ em  
drobnocząsteczkow ych ligandów , oddz ia ływ an ia  enzym ów  i b ia łek  regu la to row ych  
z DNA, s tru k tu ra  ch rom atyny .

O tw orzył k o n feren c ję  S. A rn o tt (W. B ry tan ia ) w yk ładem  o po lim orfizm ie k w a 
sów  nukle inow ych . M iędzy dw om a n ic iam i podw ójnego  heliksu  m ogą w ystępow ać 
znaczne różn ice s tru k tu ry ; W ykładow ca p rzy w o ła ł p rzyk ład  poli dA i . poli dT , 
w  k tó rym  łańcuch  po liadeny low y  ch a ra k te ry z u je  się s tru k tu rą  A n a tom iast ła ń 
cuch kom p lem en tarn y  m a s tru k tu rę  B. Nie w pływ a to  zasadniczo na  kon fo rm ację  
resz t deoksyrybozy, n a to m ias t różn ice o b se rw u je  się w  p rzy legan iu  sąsiadu jących  
w  łańcuchu  zasad. A rn o tt p rzes trzeg a ł p rzed  nad aw an iem  zbyt ogólnego znacze
n ia  różnicom  w  sk ręcen iu  w  sto sunku  do sieb ie  sąs iadu jących  p a r  zasad ob ser
w ow anym  w  k ry sz ta ła ch  o ligonukleo tydów , różn icom  przyp isyw anym  w ystępow a
n iu  obok siebie określonych  zasad.

Szereg in n y ch  w yk ładów  pośw ięcono s tru k tu ro m  p rzes trzennym  DNA n ieza 
leżnym  od tak ich  czynników  ja k  b ia łk a  czy drobnocząsteczkow e ligandy. Jeżeli 
w  jednej n ici he lik su  w y stęp u ją  obok sieb ie  p u ry n y , zw łaszcza aden ina , to  ze 
w zględu na  w iększą pow ierzchn ię  p ie rśc ien i w za jem ne  ich p rzy legan ie  (“stack ing”) 
je s t w iększe niż m iędzy tym inam i. W m ie jscu  tym  n astęp u je  n iew ielk ie  odchylen ie
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osi DNA od lin ii p ro s te j. Je ś li n a s tęp u je  nag ro m ad zen ie  tak ich  sekw encji w  je d 
nej n ic i w  odstępach  co około 10 p a r  zasad , to k u m u lac ja  ty ch  odchyleń  d a je  
zak rzyw ien ie  osi he liksu . Ja k  p o d k reś lił w spó łtw órca  te j koncepcji E. N. T rifonov  
(Izrael) k rzy w izn a  osi DNA (“curved  D N A ”) je s t  w  ty m  w y p ad k u  niezależna od 
jak ich k o lw iek  zew nętrznych  czynników , np . ligandów  b ia łkow ych . W ykładow ca 
p rzed s taw ił o p racow any  w spólnie z V. B ren d e lem  słow nik  sekw encji DNA o u s ta 
lo n y m  znaczeniu  biologicznym  (“G nom ie — A d ic tio n a ry  of gene tic  codes” , B a laban  
Publ., R ehovot, F ilad e lfia , 1986). Je d n ą  z cech „zakrzyw ionego” DNA jes t jego 
an o rm aln a  ruch liw ość  e lek tro fo re tyczna. W ykład  D. M. C ro th e rsa  (USA) by ł po 
św ięcony  w y k o rzy stan iu  te j m etody do b ad an ia  frag m en tó w  DNA izolow anego z k i- 
n e top lastów  L e ish m an ia  ta ren to lae . F rag m en ty  te  z aw ie ra ły  # sekw encje  o ligoade- 
n y iow e (Cas-eT) w y stęp u jące  w  okres ie  co 10 nuk leo tydów . N iew ielk ie  zak rzy 
w ien ia  osi su m u ją  się w  zagęcie  lin ii he lik su  u ja w n ia ją c e  się podczas e lek tro fo 
rezy . A u to r w ykaza ł b ad a jąc  syn te tyczne  p o linuk leo tydy  różn iące się periodycz- 
nością w y stępow an ia  sekw encji o ligoadenylow ych , że to zagięcie je s t w y k ry w aln e  
is to tn ie  w tedy , gdy sekw encje  p o w ta rza ją  się w  sposób odpow iada jący  skokow i 
h e lik su  (por. Koo, W u i C ro thers, N a tu re  (1986), 320, 501—506). D. L illey  (W. B ry 
tan ia ) om ów ił m echanizm y p rzechodzen ia  w  fo rm y  k rzyżow e (“c ru d fo rrh s”) pow 
ta rza jący ch  się odw róconych  sekw encji (“in v e rted  re p e a ts”) w  su p erh e lik a ln y m  
ko liśc ie  zam k n ię ty m  DNA plazm idow ym . M echan izm  ty p u  C polega na  stop ien iu  
DNA na d użym  odcinku  i n a s tęp n ie  u tw o rzen iu  dw unic iow ej s tru k tu ry  krzyżow ej. 
C h a ra k te ry z u je  się on w ysoką e n ta lp ią  ak ty w ac ji. D rugi n a to m ias t, „ typu  S ”, 
polega na  stopniow ym  n a ra s ta n iu  s tru k tu ry  a je j pow staw an ie  w ym aga obecności 
soli. O m echan izm ie  p rzeksz ta łcan ia  się ty ch  sekw encji w  fo rm ę krzyżow ą decy 
d u ją  sekw encje  o taczające.

L ew o sk rę tn a  s tru k tu ra  DNA znalaz ła  rep rezen ta ty w n y ch  w yk ładow ców  w  oso
bach  T. Jo v in a  (RFN) i A. R icha  (USA). B ad an ia  w  te j dz iedzin ie  k o n cen tru ją  
z jed n e j s tro n y  n ad a l na  o k reś lan iu  cech s tru k tu ra ln y c h  po linuk leo tydów  i w a 
ru n k ó w  sp rzy ja jący ch  p o w staw an iu  s tru k tu ry  Z o raz n a tu rz e  h e lik su  na  złączach 
m iędzy s tru k tu ra m i Z i B. Z d ru g ie j n a to m ias t b ad an ia  te  zm ierza ją  do ok reślen ia  
sensu  biologicznego lew oskrę tnego  DNA. N arzędziem  m ogą być p rzec iw cia ła  p rze 
ciw  Z-D NA . B ada jąc  w iązanie  p rzec iw cia ł z ch ro m aty n ą  izolow aną z różnych  
stad iów  em b rio n a ln y ch  D rosophila  stw ierdzono  ch a rak te ry s ty czn e  zm iany  w  re 
ak tyw ności ch rom atyny . Pozostaje  k w estią  o tw a rtą  o ile  sam e -przeciw ciała m ogą 
indukow ać s tru k tu rę  Z (Jovin). In n y m  podejściem  dośw iadczalnym  jes t izolow anie 
b ia łek  specyficznie w iążących  się z Z-D NA . B iałko w y kazu jące  105 razy  w iększe 
pow inow actw o do Z -D N A  niż do B-D N A  w yizolow ano z zarodków  pszenicy  (Rich). 
T w orzenie  s tru k tu ry  DNA m oże m ieć znaczen ie  reg u lacy jn e  rów nież poprzez zm n ie j
szan ie  ilości w tó rn y ch  splotów  w  ko liście  zam k n ię ty m  DNA (A. N ordheim , RFN). 
W b ad an iu  ty ch  s tru k tu r  oprócz m etod  fizykochem icznych  z n a jd u ją  zastosow anie 
zw iązk i re ag u jące  z DNA (d ie ty lop irow ęg lan , cz te ro tlenek  osm u, d im ety lo sia rczan  
czy aldehyd  chlorooctow y). R ów nież w  szeregu  k ró tk ich  don ies ień  (m .in. M. J. E lli- 
sona, USA, E. P alecka , C zechosłow acja i B e rn ad e tte  H ervé , F ran c ja ) p rzed s ta 
w iono b ad an ia  s tru k tu ry  Z.

O ddzia ływ an iu  ligandów  z DNA pośw ięcony  by ł w yk ład  M. W aringa  (W. B ry 
tan ia). O ddz ia ływ an ia  dw óch  an tyb io tyków , ech inom ycyny  i dystam y cy n y  z DNA 
bad an e  by ły  m etodą “fo o tp rin tin g ” z zastosow an iem  D Nazy I d eg rad u jące j n ie  
osłon ię te  p rzez lig an d y  sekw encje  DNA. P ie rw szy  z n ich , zbudow any  z dw óch 
p ie rśc ien i ch inoksalinow ych  po łączonych cyklicznym  pep tydem , tw orzy  z DNA 
kom pleks, w  k tó ry m  obydw a p ie rśc ien ie  u leg a ją  in te rk a lac ji. D ystam ycyna n a 
to m ias t lo k u je  się w  m nie jsze j b ruzdzie  DNA. B ardzo in te re su ją c e  było s tw ie r
dzenie , że oprócz m ie jsc  w iązan ia  an tyb io tyków , a zatem  n ie  u legających  enzy
m atycznej h y d ro liz ie  p o jaw ia ją  się w  he lik sie  DNA m ie jsca  o zw iększonej w raż -
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liw óści na nukleazę. U zupełn ien iem  w ykładu  W aringa  by ło  p rzed s taw ien ie  przez 
R icha  s tru k tu ry  k ry sz ta łu  kom pleksu  innego an ty b io ty k u  ch inoksalinow ego, tr io - 
styny  A z ok tanuk leo tydem . Is to tn y m  spostrzeżen iem  było  w ykazan ie , że  zasady  
gran iczące  od zew nątrz  z p ie rśc ien iam i ch inoksalinow ym i tw o rzą  p a ry  zasad  ty p u  
H oogsteena a n ie  ty p u  W atsona-C ricka. O dległość m iędzy  deoksyrybozy low ym i 
a tom am i w ęgla w  p arze  H oogsteena je s t m n ie jsza  o 2 A i m nie jszą  p o w ierzchn ię  
za jm u ją  sam e zasady. Z aobserw ow ana zm iana geom etrii zasad  je s t w ięc w y razem  
dostosow ania s tru k tu ry  m iejsca  w iązania  do rozm iarów  in te rk a la to ra . S pośród  do
niesień  p lakatow ych  na leży  w ym ienić  kom u n ik a t C. Z im m era  (NRD) o zm ian ach  
specyficzności oddziaływ ań  z DNA w  w yniku  zam iany  w  dy stam y cy n ie  i zw iąz
kach  pokrew nych  p ie rśc ien i p iro low ych  n a  im idazo low e a tak że  d o n ies ien ie  A nn 
Bogh (B erlin  Zach.) o k om petyc ji m iędzy ty ro cy d y n ą  i g ram icydyną . P ie rw szy  
z n ich  w iążąc się z DNA h a m u je  tran sk ry p c ję , d ru g i od w raca  ten  efek t.

W śród w ykładów  tra k tu ją c y c h  o oddzia ływ an iach  b ia łek  z DNA na leża łoby  
w ym ienić  w ystąp ien ie  J . R osenberga  (USA). A u to r p rzed s taw ił s tru k tu rę  k ry s ta 
licznego kom pleksu  dodek an u k leo ty d u  z nuk leazą  re s try k c y jn ą  EcoAI. P ozostaw ia
ją c  specja listom  analizę  d e ta li należy  stw ierdzić , że o p racow any  n a  po d staw ie  
ty ch  b ad ań  m odel do  w szystk ich  przem ów ił sw ym  p ięk n em  i p recyzją . D w a w y
k ład y  pośw ięcone by ły  m echan izm om  reg u lacy jn y m  procesu  tra n sk ry p c ji. G. B ra h m s 
(F rancja) b a d a ł syntezę RN A  w  u k ładz ie  in  v itro  u ży w ając  jako  m a try c y  w a
ria n ty  cyklicznej fo rm y DNA p lazm idu  pB R  322 o różnej liczbie zw ojów  su p e r-  
he lika lnych . Z m iana liczby zw ojów  w p ływ ała  n a  w ydajność  tra n sk ry p c ji z posz
czególnych prom otorów , a tak że  m ogła indukow ać p rzedw czesną  te rm in a c ję  R N A .
A. K lug (W. B ry tan ia ) om ów ił s tru k tu rę  kom pleksu  b ia łk a  reg u lu jącego  tr a n s 
k ry p c ję  5s rR N A  przez po lim erazę  III  (T FIIIA ) z m a try cą . B iałko będące  cyn k o - 
p ro te idem  o periodycznej s tru k tu rz e  p ierw szorzędow ej i jo n ach  m e ta lu  w b u d o 
w anych  m iędzy resz tam i cysteiny  i h istydyny  o d d z ia ły w u je  z nie k o d u jącą  n ic ią  
DNA. B adan ia  regu lac ji tra n sk ry p c ji genów  5s rR N A  p rzed s taw ił w  k ró tk im  do
n iesien iu  T. P ie le r (B erlin . Zach.). K ilka w yk ładów  o raz  szereg k o m u n ik a tó w  po
św ięcone było  s tru k tu rze  i fu n k c ji ch rom atyny . H. E isenberg  (Izrael) podsum ow ał 
ogólne cechy s tru k tu ra ln e  ch rom atyny . E. M o u d rian ak is  (USA) p rzed s taw ił b a 
d an ia  k ry sz ta łó w  o k tam eru  h is tonu  tw orzącego nukleosom . G ospodarz sp o tk an ia
B. W ittig  za ją ł się ak ty w n ą  tra n sk ry p c y jn ie  fo rm ą  nukleosom ów  i udz ia łem  b ia łk a  
HMG17 w  ak ty w o w an iu  tra n sk ry p c ji. R olę b ia łek  HM G1 i HMG2 w  u trz y m y 
w an iu  rozciągniętej s tru k tu ry  ch rom atyny  w  p rocesie  tra n sk ry p c ji p rz e d s ta w ił
G. D ixon (K anada). O id en ty fik ac ji topo izom erazy  II  w  b ia łk ach  szk ieletow ych  
ch rom atyny  i je j znaczen iu  jako  b ia łk a  ch ro m aty n y  m ów ił W. E a rn sh a w  (USA). 
R ozm aitym  aspek tom  s tru k tu ry  ch ro m aty n y  pośw ięcone było  k ilkanaśc ie  in n y ch  
k o m un ika tów  i don iesień  p lakatow ych . Sporo in fo rm ac ji w nosiły  w  d y sk u s ji ob 
szerne w y stąp ien ia  K luga.

A tm osferze skup ien ia  i dyskusjom  przysłuży ło  się dobrze  oddalen ie  m iejsca  
obrad  od ruch liw ego  cen tru m  m iasta . O rgan iza to rzy  zapow iedzieli, że na  d y s trą k c je  
będzie czas w  okresie  z jazdu  FEBS. O dosobnien ie  n ie  by ło  jed n ak  tak  zu p e łn e  
a b rak u  d y strak c ji n ie  należy  rozum ieć zbyt dosłow nie. Jedno  po p o łu d n ie  po
św ięcono n a  trzygodzinny  ob jazd  m iasta  a w ieczór n a  w ycieczkę s ta tk iem  p o łą 
czoną z bank ie tem , n a  k tó ry m  n ie  zab rak ło  sen a to ra , in ic ja to ra  tego spo tkan ia . 
B ank ie t i pożegnalna ko lac ja  zapew ne n ie  zaszkodziły  n ie fo rm a ln y m  k o n tak to m  
m iędzy uczestn ikam i. A tm osfera  spo tkan ia  w ie le  zaw dzięczała  poczuciu  h u m o ru  
prof. Saengera , zaw sze życzliw ie u śm iechn ię tem u , n a w e t gdy zab ieganem u d row i 
W ittigow i, d z ie ln ie  radzące j sobie z b iu rem  szkoły p a n i V eren ie  M uller i w ie lu  
innym , k tó rych  nazw isk  n ie  zdo łałem  ziden tyfikow ać.

M arek G n ia zd o w sk i
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Spraw ozdanie z V III M iędzynarodowego Sym pozjum  na tem at „Biochem iczne aspek
ty  funkcjonow ania nerek”. Jugosław ia, D ubrow nik. 5— 8 października, 1986

R eport on the 8th International Sym posium  on „Biochem ical A spects of Kidney  
F unction” — Y ugoslavia, Dubrovnik, 5—8 October, 1986.

W d n iach  od 5—8 październ ika  1986 ro k u  odbyło  się w  D ubrow n iku  V III M ię
dzy n aro d o w e Sym pozjum , pośw ięcone b iochem icznym  aspek tom  fu n kc jonow an ia  
n e rek . O rgan iza to ram i Sym pozjum  byli: Z. K ovaćević  i I. S am arż ija  (Jugosław ia) 
o raz  W. G. G u d er i K. J. U llrich  (RFN). W zięło w  n im  u d z ia ł blisko 60 n au k o w 
ców  z E u ropy  (Polskę rep rezen to w ały  d w ie  osoby: prof. S. A ngielsk i z A kadem ii 
M edycznej w  G dańsku  o raz  n iżej podp isany), S tanów  Z jednoczonych, K anady  
i Japon ii.

U czestn icy  Sym pozjum  zapoznali się z 57 p racam i p rzedstaw ionym i w  ośm iu  
g ru p ach  tem aty czn y ch :

1. F u n k c je  b łon  rą b k a  szczoteczkowego;
2. U k łady  tra n sp o r tu ją c e  m e tab o lity  i A T P azy  zw iązane z tra n sp o rte m ;
3. K u ltu ry  tk an k o w e  i izolow ane k an a lik i nerkow e;
4. P o ten c ja ł b łonow y a p rocesy  tra n sp o r tu ;
5. R egu lac ja  rów now agi kw aso w o -zasad o w ej;
6. L eki a m etabolizm ;
7. M etabolizm  n e rk i w  w aru n k ach  no rm y  i pato log ii;
8. R óżnice w  m etabo lizm ie  nerek  zależne od g a tu n k u  i s tad iu m  rozw oju.

W iele uw ag i pośw ięcono m o lek u la rn y m  podstaw om  funkc jonow an ia  u k ład ó w  
tra n sp o rtu ją c y c h  m e tabo lity  w  różnych  fra g m e n ta c h  nefronu . H. K oepsell (RFN) za
su g ero w ał is tn ien ie  w  korze n e rk i trzech  różnych  po lipep tydów  w iążących  g lu 
kozę, będących  p raw dopodobn ie  sk ład n ik am i zależnego od jonów  sodu u k ład u  
tra n sp o rtu ją c e g o  glukozę. N atom iast H. E bel (RFN) w ykazał, że u w aru n k o w an y  
obecnością jonów  N a+  tra n sp o r t g lukozy je s t  w raż liw y  n a  zm iany  p łynności b łon 
pęcherzy ków  rą b k a  szczoteczkowego. P rzedstaw iono  rów nież w y n ik i b ad ań  zw ią
zanych  z tra n sp o rte m  k a rnozyny  (S. S ilb e rn ag l, R FN ), d ługo łańcuchow ych  kw asów  
tłuszczow ych (M. A. T rim b le , USA) o raz  an ionów  organ icznych  (K. J . U llrich , 
RFN ). C iekaw ą p racę  do tyczącą re k o n s ty tu c ji zależnego od jonów  sodu uk ładu  
tra n sp o rtu ją c e g o  n e u tra ln e  am inokw asy  re fe ro w a ł J . D. M cG ivan  (W ielka B ry 
tan ia ). Aż 5 w y stąp ień  pośw ięconych by ło  A T Pazom  zw iązanym  z procesam i 
tra n sp o r tu . Szeroko om ów iono tak że  n ie k tó re  zagadn ien ia  do tyczące p o ten c ja łu  
b łonow ego kom órek  nerk i.

D uże za in te reso w an ie  w zbudziła  p raca  p rezen to w an a  przez  S. S tephenson  
(W ielka B ry tan ia ), zaw ie ra jąca  w yn ik i b a d a ń  nad hydro lizą  n eu ropep tydów  przez 
pep tydazy  rą b k a  szczoteczkowego. W ydaje się p raw dopodobne, że enzym y te  o ch ra 
n ia ją  da le j po łożone frag m en ty  n e fro n u  p rzed  n iek o n tro lo w an y m  dzia łan iem  tych 
pep tydów .

T em atem  osobnej sesji było w y k o rzy stan ie  now ych tech n ik  w  b ad an iach  b io
chem icznych  n e rk i. M iędzy innym i re fe ro w an o  w y n ik i b ad ań  do tyczących m e ta 
bo lizm u izolow anych  fragm en tów  n e fro n u  (P. V inay , K anada), hodow anych  in  v itro  
kom órek  nab łonkow ych  o raz zastosow an ia  jąd row ego  rezonansu  m agnetycznego  
w  tego  ty p u  b ad an iach  (R. K inne, RFN). Są one ogran iczone stosunkow o n ie 
w ie lką  ilością p re p a ra tu  i k ró tk im  czasem  życia ty ch  kom órek. In te re su jące  roz
w iązan ie  p rzed s taw ił D. Scott (RFN), k tó ry  w  w y n ik u  tra n sfe k c ji kom órek  części 
g rubościennej ram ien ia  w stępu jącego  p ę tli H enlego (TAHL) w czesnym i genam i 
SV 40, o trzy m a ł lin ię  kom órkow ą c h a ra k te ry z u ją c ą  się n iew ie lk im i w ym agan iam i 
życiow ym i, szybkim  w zrostem  i d ług im  czasem  życia. L in ia  ta  zachow uje w ła -
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ściwości kom órek  m acierzystych  TAH L, przez  co stanow i dogodny m odel do  b a 
d a ń  specyficznych d la  ty ch  kom órek  fu n k c ji o raz ich regu lac ji.

N ie zab rak ło  p rac  do tyczących  regu lac ji rów now agi kw asow o-zasadow ej w  ko
m órkach  n e rek  oraz  w p ły w u  zm ian w  hom eostaz ie  pH  na  m etabolizm , a  m iędzy  
innym i w p ływ u  kw asicy  na  am m oniogenezę (H. P reuss, U SA, P, V inay , K anada), 
p ro life rac ję  re tik u lu m  endoplazm atycznego  k an a lik ó w  p ro k sy m aln y ch  (M. B erge
ron , K anada) czy in d u k c ję  karboksyk inazy  fo sfoeno lop irogronoanow ej i g lu tam i- 
n azy  zależnej od fo sfo ranu  (N. C urthoys, USA). R olę nerek  w  u trz y m a n iu  ró w 
now agi kw asow o-zasadow ej ro zp a try w an o  często w  pow iązan iu  z m etabo lizm em  
w ątro b y  (D. H aussinger, R FN , Z. K ovacevic, Ju g o sław ia  (czy je lit) S. S n a rt, W iel
k a  B ry tan ia).

L icznie zaprezen tow ano  p race  pośw ięcone fu n k c jo n a ln em u  zróżn icow an iu  n e - 
fro n u  oraz lokalizacji enzym ów  w  różnych jego frag m en tach . I ta k  S. A ng ie lsk i 
w skazał na  różn ice w  m etabo lizm ie  A M P i adenozyny  w  rdzen iu  i w  k o rze  n e rk i, 
podczas gdy H. E ndou (Japonia) zw rócił uw agę n a  w ystępow an ie  oksydazy  k sa n - 
tynow ej i dysm u tazy  ponad tlenkow ej g łów nie w  p ro ksym alne j części k an a lik ó w  
nerkow ych  o raz w  k łęb u szk u  nerkow ym . Podobną lokalizację  stw ierdzono  w  p rzy 
pad k u  enzym u przekszta łca jącego  ang io tensynę  I (J. M arche tti, F ran c ja ). N a to m ias t 
W. G. G uder (RFN) zap rezen tow ał bardzo c iekaw y re fe ra t do tyczący  b ad ań  nad  
n erkow ym  uk ładem  k in in o g en -k a lik re in a -k in in a -k in in aza , w skazu jąc , że w y stęp o 
w an ie  enzym ów  tego u k ład u  je s t zw iązane z reg u lac ją  funk c jo n o w an ia  k an a lik ó w  
zbiorczych.

O m ów iono tak że  w p ły w  n iek tó rych  leków  na  m etabo lizm  nerk i. In te rd y c p li-  
n a rn y  c h a ra k te r  S ym pozjum  podkreślony  został p rzez  naukow ców  p re z e n tu ją 
cych p race  zw iązane z fu n k c jonow an iem  n e re k  w  w a ru n k ach  pato log ii.

S ym pozjum  odbyło się w  sa li k o n fe ren cy jn e j H o te lu  D u b ro v n ik  P re s id en t, 
położonego m alow niczo na  sk a lis ty m  w ybrzeżu  A d ria ty k u , co zapew niło  u cze s tn i
kom  w ypoczynek  w  k ró tk ich  p rze rw ach  m iędzy  ob radam i. O rgan iza to rzy  dołożyli 
s ta ra ń , aby  zapoznać w szystk ich  uczestn ików  z h is to rią  i z a b y tk a m i sta rego  D u
b row n ika  oraz z za le tam i m iejscow ej kuchn i.
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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „P ostępy  B iochem ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  m onograficzne  o m aw ia jące  
w ąsk ie  tem a ty , o raz  a r ty k u ły  p rzeg lądow e re fe ru ją c e  szersze zag ad n ien ia  z b iochem ii 
i n a u k  p o k rew n y ch . A rty k u ły  p ierw szego  ty p u  w in n y  w  sposób sy n te ty czn y  om aw iać 
w y b ra n y  te m a t n a  p o d staw ie  m ożliw ie pełnego  p iśm ien n ic tw a  z k ilk u  o sta tn ich  la t, 
a  a r ty k u ły  d rug iego  ty p u  n a  po d staw ie  p iśm ien n ic tw a  z o s ta tn ich  dw óch la t. O bjętość 
ta k ic h  a r ty k u łó w  n ie  p o w in n a  p rzek raczać  20 s tro n  m aszynop isu  (n ie licząc ilu s tra c ji
i  p iśm ien n ic tw a). K w a rta ln ik  p u b lik u je  tak że  a r ty k u ły  ty p u  m in irev iew s , do 10 stro n  
m aszynop isu , z dziedziny  za in te reso w ań  a u to ra , o p racow ane  n a  p o d staw ie  n a jn o w 
szego p iśm ien n ic tw a , w y sta rcza jąceg o  d la  z ilu s tro w an ia  p rob lem u . P o n ad to  k w a r
ta ln ik  p u b lik u je  k ró tk ie  no ty , do 5 s tro n  m aszynop isu , in fo rm u jące  o  now ych in 
te re su ją c y c h  o siągn ięc iach  b iochem ii i n au k  pok rew n y ch , o raz  n o ty  p rzy b liża jące  
h is to rię  b a d a ń  w  zak res ie  ró żn y ch  dziedz in  b iochem ii. P rzek azan ie  a r ty k u łu  do 
R ed ak c ji je s t rów noznaczne  z ośw iadczeniem , że n a d es łan a  p ra c a  n ie  b y ła  i n ie  
będzie p u b lik o w an a  w  in n y ch  czasopism ach, jeże li zo stan ie  ogłoszona w  „Postępach  
B iochem ii”. A u to rzy  a r ty k u łu  od p o w iad a ją  za p raw id łow ość  i ścisłość podanych  in 
fo rm acji. A u to ró w  obow iązu je  k o rek ta  a u to rsk a : p o p raw k i w y n ik a ją c e  z b łędów  
d ru k a rn i n anosim y  o łów kiem ; n iezbędne zm iany  au to rsk ie  n an o sim y  n ieb iesk im  
a tram en tem . K oszty zm ian  te k s tu  w  korekcie  (poza p o p raw ien iem  b łędów  d ru k a r 
skich) ponoszą au to rzy . A rty k u ły  h o n o ru je  się w ed ług  obow iązujących  staw ek . 
A u to rzy  o trzy m u ją  25 o d b itek  sw ego a r ty k u łu .

R e d a k c ja  p ro s i  a u to r ó w  o  p rz e s tr z e g a n ie  n a s tę p u ją c y c h  w s k a z ó w e k :

F o r m a  m a s z y n o p is u :  m a s z y n o p is  p ra c y  i w sz e lk ie  z a łą c z n ik i  n a le ż y  n a d s y ła ć  w  d w u  e g z e m 
p la rz a c h .  M a sz y n o p is  p o w in ie n  b y ć  n a p is a n y  je d n o s t r o n n ie ,  z p o d w ó jn ą  in te r l in i ą ,  z m a r g in e 
s e m  o k . 4 c m  p o  le w e j i  o k . 1 c m  p o  p ra w e j  s t ro n ie ;  n ie  m oże  z a w ie ra ć  w ię c e j n iż  60 z n a k ó w  
w  je d n y m  w ie r s z u  n ie  w ię c e j n iż  30 w ie rs z y  n a  s t r o n ie  z g o d n ie  z N o rm ą  P o ls k ą .

U k ła d  m a s z y n o p is u : s t r o n a  o k ła d k o w a  n ie n u m e ro w a n a  z a w ie ra  im io n a  i n a z w is k o (a )  a u to -  
ra<ów ), a d re s (y )  Z a k ła d u (ó w ) w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im , w  k tó r y c h  p r a c u ją  a u to rz y ,  a d r e s  
p o c z to w y , n a  k tó r y  a u to r z y  ż y cz ą  s o b ie  o trz y m y w a ć  k o r e s p o n d e n c ję ,  a d r e s  p r y w a tn y ,  te le fo n  
m ie js c a  p r a c y ,  t y t u ł  a r ty k u łu  (w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im )  o ra z  — w  p ra w y m  d o ln y m  
r o g u  — lic z b ę  s t ro n ,  lic z b ę  ry c in ,  w z o ró w  i  ta b e l  o r a z  s k r ó t  t y tu łu  (n ie  w ię c e j n iż  25 z n a k ó w  
d ru k a r s k ic h ) .

S t r o n a  ty tu ło w a  (1) im io n a  (w  p e łn y m  b rz m ie n iu )  i  n a z w is k o (a )  a u to ra (ó w ), t y tu ł  p r a c y  
w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im , rz e c z o w y  sp is  t r e ś c i  w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im , t y t u ł  n a u 
k o w y  a u to ra (ó w ) ,  je g o  (ich ) m ie js c e (a )  p r a c y  o ra z  w y k a z  s k ró tó w  s to s o w a n y c h  w  p ra c y .

S tr o n a  2 i  n a s tę p n e  o b e jm u ją  te k s t  p ra c y  do s p is u  p iś m ie n n ic tw a  w łą c z n ie ,  ta b e le ,  sp is  
ry c in ,  w z o ró w  o ra z  ty tu ły  i  o b ja ś n i e n ia  d o  r y c in  n a  s t r o n a c h  k o ń c o w y c h .

D la  p rz e j r z y s to ś c i  te k s tu  o b o w ią z u je  p o d z ia ł a r ty k u łu  n a  ro z d z ia ły  i p o d ro z d z ia ły ,  k tó r y c h  
ty tu ły  in fo r m o w a ć  rz e c z o w o  w in n y  o  p r z e d s ta w io n y c h  t r e ś c ia c h .  R ze c z o w y  s p is  t r e ś c i  p u b li- ^  
k u je m y  b e z p o ś re d n io  p o  ty t u l e  p r a c y .  R o zd z ia ły  n u m e r u je m y  l ic z b a m i rz y m s k im i,  a p o d ro z 
d z ia ły  o d p o w ie d n ią  rz y m s k ą  i a r a b s k ą  (n p . 1-1). T y tu łó w  p o d ro z d z ia łó w  n ie  w y d z ie lo n y c h  
z  t e k s tu  n ie  t r z e b a  n u m e ro w a ć .  W  te k ś c ie  n ie  n a le ż y  s to so w a ć  ż a d n y c h  p o d k re ś le ń  a n i  r o z 
s tr z e lo n e g o  d r u k u .  E w e n tu a ln e  s u g e s t ie  a u to r s k ie  c o  d o  c h a r a k t r u  c z c io n k i d r u k a r s k ie j  n a le ż y  
z a z n a c z y ć  o łó w k ie m  n a  m a r g in e s ie  m a s z y n o p is u . W  p rz y p a d k u  u m ie s z c z e n ia  w  te k ś c ie  l i t e r  
a l f a b e tu  g re c k ie g o  n a le ż y  n a  m a rg in e s ie  w p is a ć  o łó w k ie m  ic h  f o n e ty c z n e  b rz m ie n ie .  T a b e le
i r y c in y  n u m e r u je m y  c y f ra m i  a r a b s k im i  a  w z o ry  rz y m s k im i.  W  te k ś c ie  n ie  n a le ż y  u m ie s z c z a ć  
ż a d n y c h  ta b l ic ,  r y c in  c zy  w z o ró w , le c z  w  ż ą d a n y m  m ie js c u  p o z o s ta w ić  w o ln y  w ie rs z  i z a z n a 
c zy ć : T a b e la  1, R y c . 1. W z ó r I  i tp .  N u m e ra c ję  w z o ru  w  te k ś c ie  n a le ż y  p o d a w a ć  p o  n a z w ie  
z w ią z k u , n p .  k w a s  g lu ta m in o w y  (I).

R e d a k c ja  p ro s i  a u to r ó w  o  z w ró c e n ie  s z c z e g ó ln e j u w a g i n a  p o p ra w n o ś ć  ję z y k o w ą  te k s tu  
a  ta k ż e  n a  śc is ło ś ć  i ja s n o ś ć  s fo rm u ło w a ń ,  u n ik a n ie  g w a ry  l a b o r a to r y jn e j  o ra z  o  n ie w p ro w a -  
d z a n ie  d o  t e k s t u  tw o rz o n y c h  d o ra ź n ie  s k ró tó w , n a w e t  je ś l i  n ie k tó r e  z n ic h  b y w a ją  u ż y w a n e  
w  p ra c a c h  o b c o ję z y c z n y c h .
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R e d a k c ja  z a s trz e g a  so b ie  m o ż n o ść  s k ró c e n ia  te k s tu  i w p ro w a d z a n ia  p o p ra w e k  n ie  w p ły 
w a ją c y c h  n a  t r e ś ć  p ra c y .

P iś m ie n n ic tw o :  w  a r ty k u le  n a le ż y  c y to w a ć  p ra c e  o ry g in a ln e  z o s ta tn ic h  k i lk u  l a t  o ra z  
n a jw a ż n ie js z e  a r ty k u ły  p rz e g lą d o w e  o m a w ia ją c e  p rz e d s ta w io n ą  d z ie d z in ą  z u w z g lę d n ie n ie m  
a r ty k u łó w  o p u b lik o w a n y c h  w  „ P o s tę p a c h  B io c h e m ii” . W  te k ś c ie ' n a le ż y  p o d a w a ć  je d y n ie  
n a z w is k a  b a d a c z y , k tó r y c h  p ra c e  m a ją  p o d s ta w o w e  z n a c z e n ie  w  p rz e d s ta w io n e j  d z ie d z in ie .  
O m a w ia n e  p ra c e  t r z e b a  n u m e ro w a ć  w  k o le jn o ś c i  ic h -  c y to w a n ia  w  te k ś c ie .  W y k a z  p iś m ie n 
n ic tw a  z a te m  o b e jm u je  p ra c e  o p a tr z o n e  k o le jn y m i n u m e ra m i,  a le  n ie  u p o rz ą d k o w a n e  a l f a b e 
ty c z n ie .  O d n o śn ik i  b ib l io g r a f ic z n e  w in n y  m ie ć  fo r m ę  z a le c a n ą  p rz e z  K o m is ję  W y d a w c ó w  C za 
s o p is m  B io c h e m ic z n y c h  M ię d z y n a ro d o w e j U n ii B io c h e m ik ó w  (IU B ) w e d łu g  Biochim. Biophys. 

Acta (1972), 271, 1 n p .

P is p a  J .  P . ,  B u c h a n a n  F . M ., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.

C y tu ją c  w y d a w n ic tw a  k s ią ż k o w e  p o d a w a ć  n a le ż y  k o le jn o :  n a z w is k o (a )  i  in ic ja ły  a u to ra (ó w ) , 
r o k  w y d a n ia ,  t y tu ł  k s ią ż k i  n a z w is k o (a )  i in ic ja ły  je j  r e d a k to ró w (a ) ,  to m , p ie rw s z ą  i o s ta tn ią  
s t r o n ę  c y to w a n e j  p u b l ik a c j i ,  n a z w ę  w y d a w n ic tw a  o ra z  m ie js c e  w y d a n ia ,  n p .

D ix o n  M ., W eeb  E . C ., (1964), E n z y m e s , 2 w y d ., s t r .  565, L o n g m a n s  G re e n  a n d  C o ., L o n d o n ;

G r a n t  J . K ., (1969) w  E s s a y s  in  B io c h e m is try ,  r e d .  C a m p b e ll  P . N ., G re v i l le  G . D ., t .  5, 
s t r .  1—58; A c a d e m ic  P r e s s ,  L o n d o n .

Z a łą c z n ik i :  k a ż d y  z a łą c z n ik  n a le ż y  sp o rz ą d z ić  w  2 egz. n a  o d d z ie ln y c h  k a r tk a c h  i o p a tr z y ć  
k o le jn y m  n u m e re m  o d p o w ia d a ją c y m  n u m e ro w i u ż y te m u  w  te k ś c ie  o ra z  o z n a c z y ć  (n a  g ó rz e  
s t r o n ic y  o łó w k ie m ) n a z w is k ie m  p ie rw s z e g o  a u to r a  i  p o c z ą tk o w y m i w y ra z a m i t y tu łu  p ra c y .

T a b e le  n a le ż y  k o le jn o  n u m e ro w a ć  c y f ra m i a ra b s k im i.  T y tu ły  ta b e l  i n a g łó w k i r u b r y k  
p o w in n y  ja s n o  o p is y w a ć  ic h  t re ś ć ,  z a z n a c z a ją c  z j a k ic h ( ja k ie j )  p ra c (y )  p o c h o d z ą  in fo r m a c je  
p o d a n e  w  ta b e l i .

R y c in y , t j .  w y k re s y ,  ry s u n k i ,  s c h e m a ty  lu b  fo to g r a f ie  n a le ż y  o p a trz y ć  n u m e r a c ją  w  k o le j 
n o ś c i  ic h  o m ó w ie n ia  w  te k ś c ie .  P r z y jm u je  s ię  z a s a d ę  n u m e r a c j i  r y c in  c y f r a m i  a rabskT fh i, 
a  w z o ró w  c y f ra m i rz y m s k im i.  F o to g r a f ie  c z a rn o - b ia łe  ( k o n tr a s to w e )  p o w in n y  b y ć  w y k o n a n e  
n a  p a p ie rz e  m a to w y m . P o z o s ta łe  r y c in y  n a le ż y  w y k o n a ć  tu s z e m  n a  b ia ły m  p a p ie rz e  lu b  n a  
k a lc e  te c h n ic z n e j .  W y m ia r  r y c in y  n ie  p o w in ie n  b y ć  m n ie js z y  n iż  10X15 cm , a n a n ie s io n e  l in ie  
n ie  p o w in n y  b y ć  c ie ń sz e  n iż  1 m m . R a m k i u jm u ją c e  w y k r e s y  m o ż n a  w y k o n a ć  l in ią  c ie ń sz ą  
n iż  l in ie  w ła ś c iw e  w y k re s u .  C y f ry  i l i t e r y  s łu ż ą c e  d o  o p isu  r y s u n k u  p o w in n y  m ie ć  w y so k o ś ć  
n ie  m n ie js z ą  n iż  5 m m . N a  ry s u n k a c h  n ie  n a le ż y  u m ie s z c z a ć  o p is ó w  s ło w n y c h , le c z  p o s łu g iw a ć  
s ię  s k ró ta m i .  O sie  w y k re s ó w  n a to m ia s t  w in n y  b y ć  o p a t r z o n e  n a p is e m  ła tw o  z ro z u m ia ły m . D la  
o z n a c z e n ia  p u n k tó w  d o ś w ia d c z a ln y c h  m o ż n a  s to so w a ć  n a s tę p u ją c e  s y m b o le :  O □  A •  ■  A- 
R y c in ę  n a le ż y  o p a trz y ć  n a  o d w ro c ie  o z n a c z e n ie  „ g ó r a ”  i „ d ó ł”  (o łó w k ie m ). D e c y z ję  o  s to p n iu  
z m n ie js z e n ia  r y c in y  p o d e jm ie  w y d a w c a .

P o d p is y  i o b ja ś n ie n ia  p o d  r y c in a m i  p o w in n y  b y ć  d o łą c z o n e  n a  o d d z ie ln e j  k a r tc e .  O z n ac z e 
n ia ,  k tó r y c h  n ie  m o ż n a  w p is a ć  n a  m a s z y n ie ,  n a le ż y  w y ra ź n ie  n a n ie ś ć  c z a rn y m  tu s z e m .

Z e  w z g lę d u  n a  w e w n ę tr z n ą  sp o is to ś ć  a r ty k u łu  z a le c a  s ię  a u to ro m  k o n s t r u o w a n ie  o r y g in a l 
n y c h  r y s u n k ó w  i z b io rc z y c h  ta b e l  n a  p o d s ta w ie  d a n y c h  z p iś m ie n n ic tw a .  P r a w ie  w s z y s tk ie  
c z a s o p is m a  z a s tr z e g a ją  so b ie  w y łą c z n o ś ć  d r u k u  p r a c  w ra z  z ic h  d o k u m e n ta c ją  (Copyright). 

P r z e d  w łą c z e n ie m  ta b e l ,  w y k re s ó w  c zy  s c h e m a tó w  do  a r ty k u łu  p rz e z n a c z o n e g o  d o  p u b l ik a c j i  
w  Postępach Biochemii n a le ż y  u z y s k a ć  zg o d ę  n a  p rz e d r u k  i p rz e d ło ż y ć  j ą  R e d a k c ji .

R e d a k c ja  p ro s i  o w ła śc iw e  p a k o w a n ie  a r ty k u łó w ,  a b y  z a b e z p ie c z y ć  m a s z y n o p is  i i lu s t r a c je  
p rz e d  p o g ię c ie m .
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PA Ń ST W O W E  W YDAW NICTW O  N A U K O W E  — W A R SZ A W A  1987

N a k ła d  1730 (1636 +  94) O d d a n o  d o  s k ła d a n ia  31.111.1987 r .

A rk . w y d . 21,25, a rk .  d r u k .  17,5 P o d p is a n o  d o  d r u k u  w  g r u d n iu  1987 r .

P a p ie r  i lu s t r a c .  k l. V, 71 g, 70X100 D r u k  u k o ń c z o n o  w  lu ty m  1988 r.

Z a m . 4338/12/86 C e n a  z ł 320,—

D r u k a r n ia  im . R e w o lu c ji  P a ź d z ie r n ik o w e j ,  W a rsz a w a
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Cena 320,—

Postępy 
Biochemii

Prenum eratę na kraj przyjm ują i informacji o cenach udzielają 
urzędy pocztowe i doręczyciele na wsi oraz Oddziały RSW 
„Prasa-Książka-Ruch” w miastach.

Prenum eratę ze zleceniem wysyłki za granicę przyjm uje RSW 
' „Prasa-Książka-Ruch”, Centrala Kolportażu Prasy i Wydaw

nictw, ul. Towarowa 28, 00-958 Warszawa, konto NBP XV Od
dział w Warszawie Nr 1153-201045-139-11. Wysyłka za granicę 
pocztą zwykłą jest droższa od prenumeraty krajowej o 50% 
dla zleceniodawców indywidualnych i o 100% dla zlecających 
instytucji i zakładów pracy. •

Terminy przyjmowania prenumerat na kraj i za granicę:

— do dnia 10 listopada na I półrocze roku następnego i na 
cały rok następny,

•— do dnia 1 czerwca na II półrocze roku bieżącego.

Bieżące i archiwalne numery m o^.a nabyć lub zamówić we 
Wzorcowni Ośrodka Rozpowszechniania Wydawnictw Nauko
wych PAN, Pałac K ultury i Nauki, 00-901 Warszawa.

Subscription orders for ail the magazines published in Poland 
available through the local press distributors of directly 

through the

Foreign Trade Entreprise
ARS POLONA

00-068 Warszawa, Krakowskie Przedmieście 1. Poland

Our bankers:
BANK HANDLOWY WARSZAWA S.A.

Indeks 36969

Post. B iochem . 33, z 2—3, s. 113— 392 
In d ek s  36969
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