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Współczesne poglądy n.t. mechanizmów regulacji 
skurczu mięśni gładkich*
Current views on the regulatory mechanisms of smooth muscle 
contraction —  minireview

RENATA DĄBROWSKA1

Wykaz stosowanych skrótów: M L C K  —  kinaza lekkich 
łańcuchów  miozyny

M o lek u la rn y m  pod łożem  fu n kc jonow an ia  m ięśni 
jest, sprzężone z hyd ro lizą  A T P , cyklicznie p o w ta rz a 
jące  się łączenie p ro to m eró w  ak ty n y  w filam entach  
cienkich  z g lobu larnym i, enzym atycznie  ak tyw nym i 
re jonam i cząsteczek m iozyny (zw anym i głów kam i**) 
w ysuniętym i n a  zew nątrz  filam entów  grubych  [ 1]. 
G łó w k i m iozynow e zależnie od  zw iązanego  z nim i

n u k leo ty d u  w y tw arzają  na  p rzem ian  słabo  lub  silnie 
zw iązane m o stk i z filam entam i cienkim i [2]. W edług 
uproszczonego  schem atu  ilustru jącego  zależność p o 
m iędzy w ytw arzan iem  n ap ięc ia  przez m ięsień a  h y d ro 
lizą A T P  (Ryc. 1), po jedyńczy  cykl sku rczow o-rozkur- 
czow y ro zpoczyna  się tw orzen iem  przez m iozynę zw ią
zaną  z A T P  lub  A D P  • Pj k o m pleksu  o n iskim  pow i
now actw ie z ak ty n ą  (etap  A). A ktyw ow ane przez 
ak ty n ę  odszczepienie P i; pow odu je  zw iększenie siły

S łabo  zw iq zan e  mostkioooo
r

7  7 7  7

Ryc. 1 W sp ó łza leżn o ść  cyk lu  sk u r- 
czo w o -ro zk u rc zo w eg o  m ię
śni i hyd ro lizy  A T P . K ó łk a  
ozn acz a ją  p ro to m e ry  a k ty 
now e w filam encie c ien 
kim ; elipsy —  g łów ki m io 
zyny w ysta jącej z trz o n u  fi
lam en tó w  grubych .

•ATP (lub ADP-Pj) 
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* zagadnienia dotyczące fosforylacji miozyny i jej reper
kusji fizjologicznych om aw iano poprzednio w artykułach R. 
D ąbrow skiej (1986) Post. Biol. K om órki 13: 145-174 i J. 
Kuźnickiego (1986) Post. Biochem. 32: 19-35.

w iązan ia  o b u  białek  (etap  B). T ransfo rm acji tej to w a 
rzyszy w ytw orzenie nap ięc ia  m iędzy filam entam i c ien
kim i i g rubym i (w w aru n k ach  izom etrycznych) lub  
przesunięcie w zględem  siebie filam entów  (w w a ru n 

1 Prof. dr. Z akład  Biochemii Mięśni, Insty tu t Biologii 
Doświadczalnej im. M. N enckiego PAN, ul. P asteura 3, 
02-093 W arszawa.

** O  roli główek miozyny w skurczu mięśni mówi artykuł
D. Stępkowskiego i D. Szczęsnej (1989) Post. Biochem. 35: 
585— 589.
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kach  izotonicznych). U w aln ian ie  A D P  (etap  C) i 
zastąp ien ie  go przez A T P  (etap  D) p row adzi w k o n 
sekw encji do  dysocjacji kom pleksu  ak tom iozynow ego , 
p rzerw an ia  po łączeń  m iędzy filam entam i i zakończe
n ia  cyklu.

E ta p  A lub  B cyklu skurczow o-rozkurczow ego  
pod lega  zależnej od stężenia jo n ó w  C a 2+ k o n tro li 
pop rzez  różne, specyficzne d la  danego  typu  m ięśnia, 
m echan izm y regulacji [3, 4].

D la  inicjacji skurczu  m ięśni g ładkich  kluczow e 
znaczenie m a fosforylacja regulu jących-lekkich  łań cu 
chów  m iozyny  [5]. O becne w filam entach  cienkich 
b ia łk a  w iążące ak tynę , tak ie  ja k  k a ldesm on  i ka lpon i- 
na, także  m o g ą  regulow ać i/lub  m odu low ać oddzia ły 
w anie ak ty n y  z m iozyną. A naliza zależności pom iędzy 
system em  regulacji zw iązanym  z grubym  i cienkim  
filam entem  m oże prow adzić  do  w yjaśnienia n iek tó 
rych w łaściw ości ch arak te rys tycznych  i specyficznych 
d la  m ięśni g ładk ich , tak ich  jak  np. d ługo trw ałe  u trzy 
m yw anie sku rczu  przy m ałym  w y datku  energii.

D la  p o w stan ia  teorii regulacji skurczu  m ięśni g ład 
kich przez fosforylację m iozyny  fu ndam en ta lne  z n a 
czenie m iała  p raca  S o b i e s z k a  [ 6], k tó ry  w yka
zał, że fosforylacji regulu jących-lekkich  łańcuchów  
m iozyny z m ięśni g ładkich  tow arzyszy ak tyw acja  
M g 2 + -A T P azy  m iozynow ej przez ak tynę. N aszym  
udziałem  było  n a to m ias t pokazan ie , że specyficzny 
enzym  —  k in aza  lekkich  łańcuchów  m iozyny (M L C K ) 
—  k a ta lizu jący  reakcję fosforylacji w ym aga jo n ó w  
C a 2+ i k a lm o d u lin y  d la  jego  aktyw acji [7], W  w yniku 
dalszych, szczegółow ych b ad ań  nad  biochem icznym i 
i fizjologicznym i aspek tam i p rocesu  fosforylacji p ro 
w adzonych  w wielu lab o la to riach , m ożem y obecnie 
op isać  k ask ad ę  reakcji w yw ołanych zw iększeniem  stę
żenia jo n ó w  C a 2+ w sarkop lazm ie  i p row adzących  do 
sku rczu  k o m ó rek  m ięśnia gładkiego.

Jo n y  C a 2+ p o trzebne  do  inicjacji skurczu  m ięśni 
g ładk ich  p o ch o d zą  głów nie z sarkop lazm atycznego  
re tiku lum , z k tó reg o  są uw aln iane w procesie t.zw. 
sprzężenia  m echanochem icznego  przy udziale trójfos- 
fo inozy to lu  [ 8, 9]. O k o ło  10-krotny w zrost stężenia 
jo n ó w  C a 2+ w sarkop lazm ie  pow oduje  w iązanie ich z 
k a lm o d u lin ą , co w konsekw encji w yw ołuje zm iany 
ko n fo rm acy jn e  p row adzące  do  ekspozycji hyd ro fo 
bow ego, odpow iedzia lnego  za oddziaływ anie  z 
M L C K , re jo n u  tego b ia łka  [9 ]. P o łączenie z k o m p lek 
sem C a 2 + -k a lm o d u lin a  pow oduje  ak tyw ację  M L C K . 
P o lega  o n a  n a  odsunięciu  z ak tyw nego  cen tru m  k in a 
zy, zaw arte j w jej s tru k tu rze  i ham ującej enzym  
p seu d o su b stra to w ej sekw encji am inokw asów , p o d o b 
nej d o  sekw encji am inokw asów  w ystępującej w rejonie 
seryny 19, n a tu ra ln e g o  jej su b s tra tu  (regulu jących-lek
kich łańcuchów  m iozyny). A ktyw na k inaza  katalizu je  
fosforylację seryny 19 dw óch regulu jących-lekkich  
łańcuchów  m iozyny [10]. Fosfo ry lac ja  ta  w pływ a na 
podstaw o w e funkcje m iozyny in vitro: zdo lność  do 
tw orzen ia  filam entów  i ak tyw ność  enzem atyczną. N ie- 
u fosfo ry low ana m iozyna w ystępuje w konform acji 
„zw iniętej”, k tó ra  un iem ożliw ia tw orzenie stab ilnych  
filam entów  w obecności M g-A T P , a także  jes t enzy
m atycznie  n ieak ty w n a  z p ow odu  „uw ięzienia” p ro d u k 
tów  ro zk ład u  A T P  w s tru k tu rze  b ia łka  (P; jest uw al
n iany  z szybkością  0.0002— 0.0005/sek) [11], F o sfo ry 
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lacja, w yprostow ując  cząsteczkę m iozyny, u ła tw ia  
tw orzen ie  filam entów  i pow oduje  ok. 500-kro tny  
w zrost ak tyw ności A T P azy  ak tom iozynow ej przez 
przyspieszenie u w aln ian ia  P¡ (e tap  B, Ryc. 1) do  
w arto śc i 0.3/sek.

U trw a la jąc  filam enty  zbudow ane  z n ieufosforylo- 
w anej m iozyny przez przyłączenie specyficznych m o- 
no k lo n a ln y ch  przeciw ciał b loku jących  ich depolim e- 
ryzację w obecności M g-A T P , w ykazano , że m ają  one 
rów nież  b ard zo  n iską  ak tyw ność  A T P azy  ak to m io zy 
now ej (0.002/sek) [12]. O znacza  to , że fosforylacja 
m iozyny  w form ie filam entów  —  t.j. w w aru n k ach  nie 
po w odu jących  d ram atycznych  zm ian  konform acyj- 
nych poszczególnych cząsteczek tego b ia łka , k tó re  
p ra w d o p o d o b n ie  są bliskie w aru n k o m  panu jącym  w 
m ięśn iu  in vivo [ 11], rów nież odgryw a rolę g łów nego 
re g u la to ra  jej ak tyw ności funkcjonalnej. P o tw ierdze
n ia  tego  p og lądu  dostarczy ł tzw. test ruchliw ości (ang. 
m otility  assay) pokazu jący , że przy tw ierdzone do  n itro 
celu lozow ego p o d ło ża  filam enty m iozyny z m ięśni 
g ładk ich  w ym agają  fosforylacji by m óc w obecności 
A T P  pow odow ać  przesuw anie filam entów  a k ty n o 
w ych [14].

F osfo ry lac ja  lekkich łańcuchów  m iozyny jes t sk o 
re lo w an a  ze w zrostem  nap ięcia  pow sta jącego  w m ięś
niu  w w aru n k ach  izom etrycznych  [15, 16] (Ryc. 2). 
K iedy  stężenie jo n ó w  C a 2+ w sarkop lazm ie  sp ad a  do  
p o z io m u  pośredn iego  (pom iędzy stężeniem  in d u k u 
jący m  skurcz a stężeniem  w stan ie  rozkurczu), nad  
ak tyw nośc ią  M L C K  zaczyna przew ażać ak tyw ność  
niezależnej od stężenia jo n ó w  C a 2+ fosfatazy lekkich 
łańcu ch ó w  m iozyny, k tó ra  je  defosforyluje. Spadkow i 
poz io m u  ufosfory low ania lekkich łańcuchów  m iozyny 
nie tow arzyszy  jed n ak że  spadek  napięcia  m ięśni. Z ja 
w isko to  w yjaśnia tw orzenie tzw. zahaczonych  
m o stk ó w  (ang. latch bridges) m iędzy filam entam i g ru 
bym i zaw ierającym i zdefosfory low aną m iozynę i fila- 
m en tam i cienkim i [17]. C h arak te ry zu ją  się one z re
d u k o w a n ą  szybkością cyklu sku rczow o-rozkurczow e
go i p o n a d  300-kro tn ie  zm niejszoną k onsum pcją  A T P, 
co pozw ala  na u trzym an ie  s tan u  skurczu  m ięśni przy 
b a rd zo  ekonom icznym  w yd atk o w an iu  energii. D alszy 
sp ad ek  stężenia jo n ó w  C a 2+ do  poziom u ok. 0.1 pM  
p ow odu je  dysocjację zahaczonych  m ostków  i rozkurcz  
m ięśni.

T w orzen ie  zahaczonych  m ostków  g ru p a  M urp - 
hy ’ego [15, 16] tłum aczy ła  istn ieniem  innego, z a 
leżnego od stężenia jo n ó w  C a 2 + , u k ładu  regulacji, 
k o m p lem en ta rn eg o  do  fosforylacji m iozyny. P a ra 
doksem  było to , że kiedy rozpoczęły  się in tensyw ne 
b a d a n ia  nad  iden tyfikacją tak iego  uk ładu , g ru p a  ta  
w ycofała się z pop rzedn ich  poglądów , w yjaśn iając  
u trzym yw anie  s tan u  nap ięcia  m ięśni g ładk ich  bardzo  
p o w o ln ą  defosforylacją m iozyny pozostającej w p o 
łączen iu  z ak ty n ą , a więc w yłącznie w o p arc iu  o teorię 
fosforylacji [18]. O k aza ło  się jed n ak , że negow anie 
po trzeb y  istn ien ia  d o d a tk o w eg o  m echan izm u regu
lacji nie jes t rów noznaczne z jego  brak iem . Tym  
bardzie j, że w yniki testu  kom petycji —  polegającego  
n a  p o m ia rach  zależności ak tyw ności A T P azy  w su ro 
w ym  p rep aracie  ak tom iozyny  z m ięśni g ładkich  po 
d o d a n iu  n ad m iaru  m iozyny z m ięśni szkieletow ych —  
od stężenia jo n ó w  C a 2 + , w skazyw ały na istnienie

3http://rcin.org.pl
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Ryc. 2 P rzeb ieg  cyk lu  sk u rc z o w o -ro zk u rc zo w eg o  m ięśni g ładk ich .

w m ięśniach g ładkich  zależnego od C a 2+ u k ładu  
regulacji zw iązanego  z filam entam i cienkim i [19]. 
P o tencja lnym i k an d y d a tam i d la  w ypełnienia tej roli 
są dw a b ia łk a  m ięśni g ładkich: ka ldesm on  i k a lpon ina , 
o d k ry te  w la tach  osiem dziesiątych w p racow niach  
jap o ń sk ich . O b y d w a w iążą się z k a lm o d u lin ą  (stąd 
p ierw sza część ich nazw y) i ak ty n ą  [20, 21]. K a l
desm on p o n a d to  w iąże się z m iozyną m ięśni g ładkich  
[22, 23].

K aldesm on , o d k ry ty  przez S o b u e  i w s p ó ł 
a u t o r ó w  . w 1981 r. [20], jest asym etrycznym  
białk iem  (76 nm  x 3 nm ) [24], k tó reg o  m asa czą
steczkow a ob liczona na  podstaw ie  sekw encji am in o 
kw asów  w ynosi 89 k D a  [25]. M e to d ą  ograniczonej 
p ro teo lizy  w ykazaliśm y, że b ia łko  to  p rzym ocow ane 
jest do  filam entów  ak tynow ych  jego  C -końcow ym  
fragm entem , w obręb ie  k tó reg o  znajdu je  się też m iej
sce w iązan ia  k a lm odu liny  [26, 27]. K aldesm on  jest 
o p rócz  ak tyny  i tro p o m io zy n y  głów nym  sk ładnik iem  
filam entów  cienkich m ięśni g ładkich. S tech iom etria  
jego  w iązan ia  z cząsteczkam i ak ty n y  i tropom iozyny  
w ynosi 1 :1 4 :2  [28], B adan ia  natyw nych  filam entów  
cienkich przy pom ocy  m ik ro sk o p u  elek tronow ego  
i dyfrakcji p rom ien i X w ykazały, że kaldesm on  p o 
dobn ie  ja k  tro p o m io zy n a  jes t u lokow any  w zdłuż fi
lam entów  ak tynow ych  n a  całej ich d ługości [28].

Już w stępne b a d an ia  w ykazały, że w iązaniu  kal- 
desm onu  z ak ty n ą  tow arzyszy  ham ow an ie  ak ty w o 
w anej przez ak ty n ę  A T P azy  m iozynow ej i superp re- 
cypitacji żelu ak tom iozynow ego  [29]. H am ow an ie  to  
jes t po tęgow ane przez tropom iozynę , k tó ra  w zm acnia 
w iązanie k a ldesm onu  z ak ty n ą , a  znoszone w obec
ności jo n ó w  C a 2+ przez k o lm odu linę  [30] lub przez 
zależną od  k a lm odu liny  fosforylację k a ldesm onu  [31]. 
Później w ykazano , że kaldesm on  h am uje  rów nież 
przesuw anie  filam entów  m iozynow ych w dłuż „kab li” 
ak tynow ych  g lonu  N ite lla  [32 ], a także  pow oduje  
spadek  nap ięcia  g licerynow anych  w łókien  m ięśni 
szkieletow ych [33].

4

30 40
u trzy m y w a n ie  

ro z k u rc z  
n a p ię c ia

B ad an ia  n ad  w pływ em  ka ld esm o n u  na kom pleks 
ak tom iozynow y  w roztw orze  [34], a także  we w łók
nach  m ięśniow ych, [35, 36] pozw oliły  w ykazać, że 
b ia łko  to  o słab ia  w iązanie m iędzy ak ty n ą  i m iozyną, i 
p raw d o p o d o b n ie  zapob iega  słabem u w iązan iu  ak tyny  
z m iozyną poczas rozk u rczu  m ięśni g ładk ich  [33] 
(ham uje e tap  A, Ryc. 1).

Z  drugiej je d n a k  strony , zdo lność  ka ld esm o n u  do  
oddzia ływ an ia  nie ty lko  z ak ty n ą , ale rów nież z 
m iozyną, d o p ro w ad z iła  do  pow stan ia  h ipo tezy  d o ty 
czącej jego  udziału  w u trzym yw an iu  s tan u  napięcia  
m ięśni g ładkich  po  defosforylacji m iozyny [37], W ed
ług tej h ipo tezy  jes t on  w ynikiem  zależnego od jo n ó w  
C a 2+ i ka lm o d u lin y  łączenia  N -k o ń ca  k a ldesm onu  z 
m iozyną i C -k o ń ca  z ak ty n ą  i w y tw arzan ia  w ten 
sposób  zahaczonych  m o stków  pom iędzy  filam entam i 
cienkim i i g rubym i. D o tą d  jed n ak  nie m a b ezp o śred 
nich dow odów  na  udział ka ld esm o n u  w tw orzen iu  
tak ich  m o stków  in vivo. T akże  nie m a danych  ekspe
rym en ta lnych  p rzem aw iających  za tym , że g rube  fila- 
m enty  zaw ierające zdefosfory low aną m iozynę p o łą 
czone przez k a ldesm on  z filam entam i cienkim i m ogą 
u trzym yw ać napięcie w m ięśniu g ładkim .

N ie w yklucza się też m ożliw ości, że ka ld esm o n  pełni 
funkcję b ia łka  s tru k tu ra ln eg o , k tó re  zapew nia  o d p o 
w iednią o rganizację  filam entów  ak tynow ych  i m iozy 
now ych, n iezbędną do  w ytw orzenia  nap ięc ia  m ięśnia 
[38],

K a lp o n in a , o d k ry ta  w 1986 r. przez T a k a h a s h i  i 
w s p ó ł a u t o r ó w  [ 21], jest b iałk iem  g lob u la r- 
nym  o m asie cząsteczkow ej, w yznaczonej z ru ch li
wości elek troforetycznej na żelu p o liak ry loam idow ym  
w obecności SDS, 34 kD a. Jest to  b ia łko  im m u n o 
logicznie p o d o b n e  do  tro p o n in y  T  z m ięśni szkiele
tow ych (stąd  d ru g a  część jego  nazw y) i —  p o d o b n ie  
ja k  tro p o n in a  —  jest b iałk iem  silnie zasadow ym , 
p o siadającym  zdo lność  w iązan ia  trop o m io zy n y  [39]. 
M olow e p ro p o rc je  ka lp o n in y  do  ak ty n y  i tro p o m io 
zyny w filam entach  cienkich o trzym anych  z hem o-
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genatów  m ięśni g ładk ich  w ynoszą odpow iedn io  1 :1 0  
i 1 :1 .3  [40 ], jak k o lw iek  in vitro nasycenie ak tyny  
k a lp o n in ą  o trzym uje  się przy s to su n k u  ob u  białek 
rów nym  1:1 [41].

K a lp o n in a  ham uje  ak tyw ność  A T P azy  ak tom iozy- 
nowej [41, 42], p raw d o p o d o b n ie  poprzez  redukcję 
szybkości m aksym alnej reakcji hydro lizy  A T P  [40]. 
In d u k o w an e  p rzez n ią  ham ow an ie  A T P azy  jest n eu 
tra lizo w an e  w obecności C a 2+ przez n a d m ia r kalm o- 
du liny  [41] lub  jej fosforylację [42]. N a  tej podstaw ie 
postu lu je  się udzia ł k a lp o n in y  w regulacji (m odulacji) 
skurcz m ięśni gładkich.

Pow sta je  py tan ie , jak ie  znaczenie fizjologiczne m ają  
dw a p o d o b n e , zależne od b iałek cienkiego filam entu, 
m echan izm y regulu jące oddziaływ anie ak tyny  z m io 
zyną w m ięśniu g ładkim ? M ożliw ość rozdzielenia 
m e to d ą  im m unoprecyp itac ji cienkich filam entów  
w zbogaconych  bąd ź  w kaldesm on , bądź  w k a lpon inę
[43], a  także  w ykazane przez nas w spółzaw odnictw o 
w iązan ia  tych b iałek z filam entam i ak tynow ym i [41], 
sugeruje, że w ystępu ją  one w różnych  popu lacjach  
cienkich filam entów . D o tą d  w m ięśniach g ładkich  
w y różn iono  dw ie klasy filam entów  cienkich: jed n a  
zw iązana bezpośredn io  z ap a ra tem  kurczliw ym  (w 
tych filam en tach  w ystępuje kaldesm on) i d ru g a  z 
cytoszkiele tem  k o m ó rk i (gdzie b rak  jest kaldesm onu , a 
w ystępuje filam ina) [24, 44]. D o k ład n a  lokalizacja  
k a lp o n in y  w kom órce  m ięśni g ładkich  m oże dać 
odpow iedź na py tan ie , czy filam enty cienkie zaw iera
jące  to  b ia łko  zn a jd u ją  się w bliskim  sąsiedztw ie 
filam entów  m iozynow ych, a zatem  czy k a lp o n in a  
m oże być regu la to rem  w spó łdzia łan ia  ak tyny  z m io 
zyną.

P odsum ow ując: U sta lo n o  w sposób  bezsporny  
udział fosforylacji lekkich łańcuchów  m iozyny w ini
cjacji sku rczu  m ięśni gładkich . K on trow ersy jne  są 
n a to m ia s t p o g lądy  dotyczące n a tu ry  i regulacji d łu 
go trw ałego  sku rczu  u trzym yw anego  przez m ięsień po 
defosforylacji m iozyny; jed n i au to rzy  tłum aczą  jego 
w ystępow anie w yłącznie w op arc iu  o teorię  fosfory
lacji, inn i rozw ażają  m ożliw ość udziału  d o d a tk o w eg o  
m echan izm u  regulacji w łączającego kaldesm on. K a l
d esm on  i k a lp o n in a  są p raw d o p o d o b n ie  odpow ie
dzia lne  za  regulację s tan u  rozku rczu  mięśni.

A rtyku ł  o trzymano 23 lipca 1991 r.
Zaakceptow ano do druku 3 września 1991 r.
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I. Ogólne informacje dotyczące czynników  
wzrostowych i ich receptorów

C zynnik i w zrostow e (ang. Growth F actors  —  GF ) 
i ich recep to ry  s tanow ią  je d n o  z najin tensyw niej b a 
danych  zagadn ień  biologii m oleku larnej o sta tn ich  
lat. W iele podstaw ow ych  inform acji do tyczących  u k ła 
du  czynnik w zro stow y/recep to r zaw artych  je s t w d o s
tępnej lite ra tu rze  polskojęzycznej [1-13], s tąd  nie będą 
tu  om aw iane szczegółow o.

W szystkie om aw iane poniżej uk łady  ch a rak te ry zu ją  
się po d o b n y m  m echanizm em  dzia łan ia  (nie są tu  
uw zględnione pew ne n ietypow e pep tydy  o ch a rak te rze  
czynników  w zrostow ych, ja k  n iek tó re  in terleuk iny , 
m ające inny m echanizm  działania). Ich recep to ry  są 
to  transb ło n o w e enzym y allosteryczne, w ykazujące 
ak tyw ność  b iałkow ych k inaz  ty rozynow ych [ 1, 4 , 6, 12, 
14-19],

Ze w zględu na s tru k tu rę , recep to row e k inazy  ty- 
rozynow e podzie lono  na 4 klasy [14]. P rzed staw io n o  
je  na Rye. 1. Z  istniejących h ipo tez do tyczących  
m echanizm ów  aktyw acji recep to row ych  k inaz  ty ro 
zyno wych (h ipotezy flu sh  chain  i cluster) [ 12] obecnie 
za u d o k u m en to w an ą  uw aża się h ipo tezę agregacji 
recep to rów  (cluster) [14], M echanizm  ak tyw ującej 
kinazę agregacji zależy od  s tru k tu ry  sam ej k inazy  i jej 
ligandu  [14]. M echanizm y ak tyw acji k inaz należących 
do  poszczególnych klas p rzedstaw ia  Ryc. 2.

1 student III roku, 2 m gr Z akład G enetyki U niw ersytetu
W arszawskiego, Al. U jazdowskie 4, 00-478 W arszawa, tel. 
29-40-11, w. 2, 28

Ryc. 1. S tru k tu ry  recep to ro w y ch  k in az  ty ro zy n o w y ch . R ecep
to ry  kl. I są m o n o m eram i. D o m e n a  z e w n ą trz k o m ó r-  
k o w a zaw iera  frag m en ty  b o g a te  w cysteinę (Cys), d o 
m en a  k in azo w a  (T K ) je s t ciągła . R ecep to ry  kl. H (np. 
insu liny) są h e te ro te tra m e ra m i, recep to ry  kl. III i IV 
w d o m en ie  z ew n ą trzk o m ó rk o w ej zaw iera ją  „k ieszen ie” 
(Ig) p o d o b n e  d o  w yst. w cząsteczk ach  im m u n o g lo b u lin  
p o w tó rz o n e  5 (kl. III) lub  3 (kl. IV) razy; d o m e n a  
k in azo w a  p rzed z ie lo n a  je s t w sta w k ą  (K I). Bł —  b ło n a  
k o m ó rk o w a . W g. [14 ],

A ktyw acja  recep to ra  czynn ika  w zrostow ego p o w o 
duje  w kom órce  szereg zm ian, p row adzących  o s ta 
tecznie do  stym ulacji p o dz ia łu  kom órk i. Z o sta ły  one 
szeroko  om ów ione w p racy  [ 1], now sze d an e  szcze
gółow e m ożna  znaleźć w p racach  [14-19],

R ecep to ry  czynników  w zrostow ych om aw ian e  w 
dalszej części p racy  dzia ła ją  poprzez  ak tyw ację  szlaku  
fosforanów  inozyto li [1 ,14-19], u k ład u  białek G  [1, 11, 
14-16], o raz  k inaz  rodziny  r a f  [1, 4, 14-16]. Fosfo- 
ry low ane przez nie su b stra ty  to  n a jp raw d o p o d o b n ie j: 
fosfolipaza C, fosfa tydy lo inozy to lo  =  3-kinaza, b ia łka  
ak tyw ujące  G T P -azy  —  G A P  i k inazy serynow o- 
-treon inow e z rodziny  r a f  [14-19]. Schem atycznie  
p rzed staw io n o  te procesy  na  Ryc. 3. O czyw iście nie

Okulary ochronne  
f irm y PEROCCHI,
niezbędne do pracy przy komputerze, 
pochłaniają także w  100% promieniowanie UV 
Z a m ó w ie n ia  p rzy jm u je  firm a P e ro c c h i 
0 4 -1 4 1  W a rsz a w a , skr. p o c z t. 5 
In fo rm a c ja  h a n d lo w a :
W a rsz a w a , ul. F ra n c u sk a  16A , tel. 1 7 - 9 8 - 0 5
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R yc. 3. S chem at sz lak u  p rz e k a z y w a n ia  o dpow iedzi n a  czynnik  
w zrostow y. R T K  —  re c e p to ro w a  k in aza  ty ro zy n o w a, 
A F  —  au to fo sfo ry lac ja , r a f  —  cy to p lazm aty czn e  k inazy  
ser/thr, G A P  —  b ia łk a  ak ty w u jące  G T P -azy , ras —  
G T P -azy , P I3 -K  —  fo sfa ty ld y lo in o z y to lo  3 -k inaza, P L C  
—  fosfo lipaza  C , In s -P 2  —  fo sfa tydy lo inozy to lo -4 ,5 -b is- 
fosfo ran  ( su b s tra t P L C ), D A G  —  diacy log licero l, 
IP 3  —  in o z y to lo trifo s fo ra n , P K C  —  k in aza  b ia łk o w a C, 
Bł —  b ło n a  k o m ó rk i. W g. [1 , 14-19],

Bł

f r

TKa

Ryc. 2. M e ch an izm y  ak ty w acji recep to ro w y ch  k in az  ty ro zy n o - 
w ych —  h ip o teza  cluster.
a) recep to ry  kl. I ag reg u ją  po d  w pływ em  m o n om erycz- 
nego  lig an d u  (G F), n ieak ty w n a  d o m en a  k in azo w a  (TK ) 
p rzech o d z i w ów czas w ak ty w n ą  form ę (TK a).
b) recep to ry  kl. II są zaw sze w form ie h e te ro te tra m e ru , 
zw iązan ie  lig an d u  in d u k u je  zm ianę  k o n fo rm acji na 
ak ty w n ą .
c) recep to ry  kl. III  i IV  są to  m o n o m ery  „ sp a jan e” p rzez 
d im ery czn y  ligand  - (G F)z.
Bł —  b ło n a  k o m ó rk o w a . W g. [14],

Tabela 1.
O n k o g e n y  k o d u jące  e lem en ty  u k ła d u  czyn n ik  w zrostow -y/receptor 

p o d su m o w a n ie .

O N K O G E N T Y P 1
C Z Y N N I K

W Z R O S T O W Y
L IT E R A 

T U R A

sis G F P D G F  (łańcuch  B) 13, 2 0 , 21

hst (K S , in t-2) G F F G F  (ro d z in a ) 2 2

F G F -5 G F F G F -5 47
erb -B G F R E G F  (i T G F a ) 4. 23— 26
fm s G F R C SF-1 (M -C S F ) 27— 30
neu  (H E R -2 , G F R 7 31— 33
c-erbB - 2)
k i t G F R M G F  (S L F , kL) 34— 37
X m rk G F R 7 38
trk G F R N G F 8 , 9. 39
tr k B G F R B D N F , N T -3 .N T -4 40, 41
m et G F R 2 H G F 3 42, 43
sea G F R 2 7 44
ras G F R 2 7 45
re t G F R 4 9 46, 51
bek G F R b -F G F 48

f i g G F R a - F G F 48
Itk G F R 2 9 49
erbB -3 G F R 7 50

f l t G F R 7 52, 53

w szystkie om aw iane k inazy  fosforylują w szystkie 4 
su b s tra ty  [15, 16].

O czyw istym  jest, że geny kodu jące  czynniki w zros
tow e i ich recep to ry  są po tencjalnym i p ro to o n k o g e- 
nam i —  genam i, w k tó rych  m u tac ja  lub  zaburzen ia  
ekspresji m ogą przyczynić się do  transfo rm acji n o 
w otw orow ej [4]. M oże do  tego dojść na drodze  
au to k ry n n e j [4, 13, 15, 16], lub  przez k o n sty tu ty w n ą  
ak tyw ację  zm utow anego  recep to ra  [4, 14-16].

W ciąż odk ryw ane  są now e onkogeny  zw iązane z 
u k ładem  czynnik  w zrostow y/recep to r, poznaw ane są
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1 G F  —  czynn ik  w zro sto w y , G F R  —  re c e p to r c zy n n ik a  w zrostow e- 

g°.
2 Je s t to  ro d z in a  recep to ró w  w y k azu jąc y ch  hom o lo g ię  z f ra g m e n ta 

m i rec. in su liny , o n iezu p e łn ie  p o z n a n e j s tru k tu rz e
3 H e p a to c y te  G ro w th  F a c to r  —  czy n n ik  w zrostu  h ep a to cy tó w
4 n ie ty p o w a  s tru k tu ra , dw ie p o te n c ja ln e  dom en y  tran sb ło n o w e

ich k o m ó rk o w e o d p o w ied n ik i o raz  ro la  w organizm ie. 
W  dalszej części p racy  o m ó w io n o  te uk łady , k tó re  
p o zn an o  s to su n k o w o  najlepiej i najczęściej w zm ianko
w an o  w najnow szej lite ra tu rze. Oczywiście nie sposób 
om ów ić tu  w szystkich w yizo low anych  dotychczas on-
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kogenów  om aw ianej grupy, n iek tó re  um ieszczono 
jedyn ie  w tabeli podsum ow ującej (Tab. 1).

II. Przegląd onkogenów związanych z czynni
kami wzrostowymi i ich receptorami.

II-l. Onkogeny kodujące czynniki wzrostowe.

I I - l .l  P D G F  (P latelet Derived Growth F actor) —  
czynnik wzrostowy z płytek krwi. Onkogen sis

P D G F  jest jednym  z g łów nych m itogenó  w surow icy 
krwi. P ro d u k o w an y  jes t głów nie przez p ły tk i krwi 
(trom bocyty) i m agazynow any  w tzw. z iarnach  c l. 

U w aln iany  jest po ak tyw acji m echan izm u krzepnięcia 
krwi. D zia ła  na k o m ó rk i pochodzen ia  m ezenchym a- 
tycznego —  głów nie fib roblasty , k o m ó rk i m ięśni g ład 
kich i glejowe. Jego ro la  po lega na  stym ulacji p o 
działów  k om órek  w procesie regeneracji uszkodzonej 
tkank i. Jest także  a tra k ta n te m  d la  m onocy tów  
i neutrofili. R ecep to r P D G F  należy do  klasy III 
recep to row ych  k inaz  ty rozynow ych (patrz  Ryc. 1, 2) 
[ 1 3 ,2 0 ,2 1 ] ,

G en  kodu jący  jeden  z łańcuchów  P D G F  (jest on 
dim erem ) był jednym  z pierw szych zbadanych  p ro- 
to o n k o g en ó w  —  pierw szym  z om aw ianej grupy. G dy 
po  raz pierw szy (w 1983 r.) o trzy m an o  i częściow o 
zb ad an o  budow ę P D G F  o kaza ło  się, że sk łada  się on 
z co najm niej dw óch łańcuchów  peptydow ych, k tó rych  
częściow a sekw encja zosta ła  w kró tce poznana. Po 
w prow adzen iu  tej sekw encji do  kom puterow ej bazy 
danych  o k aza ło  się niespodziew anie, że sekw encja 
jednego  z tych łańcuchów  jest p rak tyczn ie  iden tyczna 
z sekw encją fragm entów  p ro d u k tu  w irusow ego onko- 
genu v-sis, pochodzącego  z w irusa m ałpiego m ięsaka 
SSV (Simian Sarcoma Virus). P o  bliższej analizie 
okazało  się, że p ro d u k t o n kogenu  v-sis jest fuzją 
jednego  z łańcuchów  P D G F  z w irusow ym  białkiem  
env. D zięki tem u w w yniku intensyw nej ekspresji 
o n kogenu  b ia łko  p28SIS dosta je  się na b łonę kom órk i 
(i częściow o na zew nątrz), gdzie m oże ak tyw ow ać 
recep to ry  P D G F . W  ten sposób  dochodzi do  sty 
m ulacji w układzie  au to k ry n n y m  (autocrine stim ula
tion) podziałów  k o m ó rek  w rażliw ych na P D G F  
[20, 21].

P o d o b n y  m echanizm  w ykry to  także w kilku liniach 
kom órkow ych  ludzkiego m ięsaka  —  zachodziła  tam  
jed n a k  ty lko  nadeksp resja  n iezm ienionego P D G F  —  
w szystko to  były k o m ó rk i p ierw otn ie  w rażliw e na 
P D G F . G en  o isto tnej hom ologii do  v-sis zosta ł 
odnaleziony  w ludzkim  genom ie i w edług wszelkiego 
p raw d o p o d o b ień stw a  kodu je  on  jeden  z łańcuchów  
P D G F  [20, 21].

II-I.2 Rodzina F G F  (F ibroblast Growth Factors) —  
fibroblastowych czynników wzrostowych. 
Onkogeny KS, hst, int-2

Liczna i n iezbyt dobrze  zb a d a n a  rodz ina  czynników  
w zrostow ych określanych  w spó lną nazw ą F G F , działa 
na k om órk i pochodzen ia  m ezenchym atycznego  —  
głów nie fibroblasty . F G F  w ykazują  często działan ie 
synergistyczne z innym i czynnikam i w zrostow ym i.

8

Procesem , w k tó rym  zdają  się głów nie uczestniczyć 
in vivo jest angiogeneza —  tw orzenie naczyń k rw io 
nośnych. In  vitro  są silnym i m itogenam i dla fibro- 
b lastów . D ość dobrze  scharak te ry zo w an e  są dw a 
z nich: tzw. kw aśny o raz  zasadow y F G F . Ich receptory  
są k inazam i ty rozynow ym i klasy IV.

D o k o n u jąc  transfekcji D N A  ludzkiego m ięsaka 
K aposiego  do  kom órek  linii N IH  3T3 (o trzym anych  
z m ysich fib roblastów ) o trzy m an o  linie kom órek  
stransfo rm ow anych , w k tó rych  zachodziła  ekspresja 
dw u now ych tran sk ry p tó w . cD N A  o trzym any  z je d 
nego z nich ok aza ł się być czynnikiem  w ystarczającym  
do  transfo rm acji k om órek  N IH  3T3. S k lonow any 
w ten sposób  o n kogen  nazw ano  KS (od K aposi's  
Sarcoma). Po  zsekw encjonow aniu  okaza ło  się, że zn a 
leziona w cD N A  o tw arta  ram k a  odczy tu  koduje  
p ro d u k t b iałkow y i że w ykazuje on  is to tn ą  hom ologię 
ze znanym i ludzkim i F G F , lecz nie jest z nimi iden 
tyczny. Liczne testy  (w tym  analiza  ak tyw ności b iałka 
KS p ro d u k o w an eg o  w k o m ó rk ach  E. coli) w ykazały, 
że is to tn ie  jest to  czynnik w zrostow y, podobny , lecz nie 
tożsam y ze znanym i F G F . Jest to  więc n a jp ra w d o 
podobn ie j jeden  z licznych członków  tej rodziny , różny 
jed n ak  od znanych  F G F  —  kw aśnego i zasadow ego 
(a -F G F  i b -F G F ). W  m R N A  onk o g en u  KS istnieje 
przy końcu  3’ sekw encja A U U U (A ) typow a dla n ie
trw ałych m R N A . Tym czasem  jed n ak  m R N A  o n k o 
genu KS z k om órek  m ięsaka jest trw ały  —  być m oże 
n ien o rm aln a  trw ałość  przyczynia się do  nadekspresji 
i transfo rm acji [ 22].

N iezależnie w yizolow any z kom órek  rak a  żo łądka  
człow ieka onkogen  hst po zsekw encjonow aniu  okazał 
się być w znaczącym  stop n iu  hom ologiczny  do  KS. 
P o d o b n ą  hom ologię  w ykry to  d la  o n kogenu  int-2, 
będącego m iejscem  in tegracji w irusa M M T V  (M urine  
M am m ary Tumor Virus) —  w irus rak a  piersi u myszy 
[22]. W szystko  w skazuje na to, że m am y tu  do  
czynienia z du żą  ro d z in ą  zbliżonych onkogenów , o d 
p ow iada jącą  rodzin ie  F G F . Bliższych inform acji na 
ich tem at jed n ak  brak.

II-2. Onkogeny kodujące receptory czynników 
wzrostowych

II-2.1 Receptor E G F  (Epiderm al Growth Factor) —
nabłonkowego czynnika wzrostowego. Onkogen
erh-B

E G F  jest m itogenem  d la  kom órek  o ch a rak te rze  
nab łonkow ym , in vitro  działa  na różne k o m ó rk i p o 
chodzen ia  ep iderm alnego . Jego  recep to r jes t tyrozy- 
now ą k inazą  klasy I. P oza E G F , recep to r ten  w iąże 
rów nie w ydajnie T G F a  Transforming Growth F actor c l) 

—  tran sfo rm u jący  czynnik  w zrostow y c l [3 ], co w ydaje 
się grać is to tn ą  rolę w p rocesach  proliferacji 
i od n aw ian ia  k o m ó rek  szpiku, głów nie p rek u rso ró w  
ery trocy tów  [23].

O n k o g en  v-erb-B  w yizolow any zosta ł z w irusa  ery- 
tro b lasto zy  kurzej A EV -H  (Avian Erythroblastosis  
Virus H), k tó ry  poza  n o w otw oram i zw iązanym i 
z e ry tro b lastam i w yw ołuje także m ięsaki p o ch o d zen ia  
fib roblastow ego. K o m ó rk o w y  odpow iedn ik  tego  o n 
kogenu —  c-erb-B  ok aza ł się być tożsam ym  z genem
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c  = erb - B v = erb = B
Ryc. 4. P o ró w n a n ie  s tru k tu ry  p ro to o n k o g e n u  c-erb-B -2  i o n k o - 

g enu  erb-B -2 . A F  —  m iejsca au to fo sfo ry lac ji (reszty  Tyr), 
L —  frag m en t w iążący  ligand , poz. ozn. p a trz  ryc. 1. Wg. 
[2 5 ] —  u proszczone.

k odu jącym  recep to r E G F  (a także, ja k  ju ż  w spom 
n iano , TGFot. P o ró w n an ie  sekw encji p ro d u k tó w  
v-erb-B  i c-erb-B  (Ryc. 4) w skazuje na przyczynę 
tran sfo rm u jący ch  w łasności v-erb-B. W p o ró w n an iu  
z p ro d u k te m  p ro to o n k o g e n u  b rak  w nim  p rak tyczn ie  
całej d om eny  odpow iedzialnej za w iązanie ligandu. 
B rak także  jed n eg o  z miejsc autofosfory lacji na 
C -końcu . Z m iany  te pow odu ją , że v-erb-B  w ykazuje 
k o n sty tu ty w n ą , niezależną od  ligandu ak tyw ność  k i
nazy [4, 24, 25, 26].

P rzep ro w ad zo n a  m eto d ą  uk ierunkow anej m utage- 
nezy ana liza  w ykazała, że d o d a tk o w a  delecja na 
C -końcu  p o w odu je  u tra tę  zdolności do  tran sfo rm o 
w ania  fib rob lastów , przy zachow an iu  po tencja łu  on- 
kogennego  w obec e ry trob lastów . C -koniec recep to ra  
m oże więc m ieć znaczenie w specyficznym  tk an k o w o  
w iązaniu  su b s tra tó w  [25]. A ktyw acja c-erb-B  m oże 
zajść rów nież po d  w pływ em  in tegracji w irusa ALV 
{Avian Leukosis  Virus), w ów czas także dochodzi do 
odcięcia fragm en tu  N -końcow ego , przy niezm ienionej 
sekw encji C -końcow ej. T ak  zak tyw ow any  onkogen  
tran sfo rm u je  jedyn ie  e ry trob lasty , lecz d o d a tk o w a  
m u tac ja  n a  C -k o ń cu  m oże n ad ać  m u zdolność tra n s 
fo rm ow an ia  fib rob lastów . P o tw ierdza  to  sugerow aną 
ro lę C -k o ń ca  w ro zp o zn an iu  su b stra tu  [25].

U dzia ł genu  erb-B  w onkogenezie zosta ł stw ier
dzony  rów nież w pew nych n o w otw orach  ludzkich. 
W  o d ró żn ien iu  od poprzedniej sytuacji nie dochodzi tu  
jed n ak  d o  jak ich k o lw iek  m utacji w części kodującej 
b iałko , a  jed y n ie  do  b lisko pięćdziesięciokrotnej nad- 
ekspresji. N o w o tw o ry  te zw iązane są z k o m ó rk am i 
typu  n ab ło n k o w eg o  (karcinom a) lub glejow ego [25].

II-2.2 Receptor CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1) 
—  czynnika stymulującego wzrost kolonii 1. 
O nkogen fm s

W iele czynn ików  w zrostow ych  bierze udział w re
gulacji p rocesów  hem opoetycznych  —  proliferacji 
i ró żn ico w an ia  p rek u rso ró w  k om órek  krwi. W iele 
z nich o k reślan y ch  jest ja k o  czynniki stym ulujące 
w zrost k o lo n ii —  C S F  (Colony Stimulating Factor).

C SF-1, zw any rów nież M -C S F  stym uluje p rekur- 
sory  linii g ran u lo cy ta rn o -m o n o cy ta rn e j do  ró żn ico 

w an ia  się w k ie ru n k u  m onocy tów  (m akrofagów ). Jest 
m itogenem  dla m onocy tów  i ich p rekursorów . R e
cep to r CSF-1 jes t k inazą  ty rozynow ą klasy III [27].

O czyszczenie recep to ra  CSF-1 pozw oliło  na stw ier
dzenie znaczącej hom ologii z p ro d u k tem  onkogenu  
v-fms, pochodzącego  z w irusa kociego m ięsaka FeSV 
{Feline Sarcoma Virus). P o tw ierdza ją  to  liczne testy np. 
im m unologiczne o raz  testy  z użyciem  znakow anego  
CSF-1 [27]. W  ten  sposób  stw ierdzono, że k o m ó rk o 
wym odpow iedn ik iem  o n kogenu  v-fms —  c-fms jes t gen 
kodu jący  recep to r CSF-1 [27]. W  p o ró w n an iu  z c-fms, 
k tó ry  sam  nie m a żadnych  zdolności transfo rm acji, 
v-fms w ykazuje szereg zm ian: delecję 50 am inokw asów  
na C -końcu  i zastąp ien ie  ich 11 innym i, a także  9 
substy tucji [28, 29]. P ierw o tnym  p ro d u k tem  translacji 
jest fuzja gag-fms, cięta pro teo lityczn ie  na b ia łka  gag  
i g p l20/ms, g likozylow ane następn ie  do  g p l4 0 /ms, k tó re  
lokalizow ane jest w b łonie [27]. B adan ia  z użyciem  
k o n s tru k tó w  genetycznych, s tanow iących  różne fuzje 
genów  c-fms i v-fms w ykazały, że C -końcow a delecja 
w ystarcza d la  uzyskan ia  słabo transfo rm ującego  b ia ł
ka, d o d a tk o w e  dw ie substy tucje  w obszarze dom eny 
wiążącej ligand d a ją  w pełni transfo rm ujący  fenotyp 
onkogenu . M o żn a  więc sądzić, że delecja na C -końcu  
znosi regulację negatyw ną recep to ra , a m utacje  
w obręb ie  części zew nątrzkom órkow ej (zakłócają one 
proces glikozylacji b iałka) sym ulu ją  w iązanie ligandu  
[28, 29].

O dm ienny  m echanizm  stw ierdzono  b ada jąc  zd o l
ność transfo rm acji ludzkiego recep to ra  CSF-1 (różni 
się on  nieco od kociego, CSF-1 jes t specyficzny g a 
tunkow o). P o jedyncza  m u tac ja  w obręb ie  dom eny 
w iążącej ligand pow oduje , że p ro d u k t n ab iera  zd o l
ności do  transfo rm acji k om órek  linii N IH  3T3. D o 
d a tk o w a  substy tuc ja  na C -końcu  zw iększa zdolność 
transfo rm acji, lecz sam a nie jes t w ystarczająca do  jej 
w yw ołania. W ykluczony jes t tu  m echanizm  au to - 
krynny, mysi i ludzki CSF-1 są różne i nie są ro z
poznaw ane przez recep to ry  innego  g a tunku . W  p rzy 
p ad k u  ludzkiego c-fms pojedyncza m u tac ja  m oże więc 
sym ulow ać w iązanie ligandu . T ak i m echanizm  suge
ruje się d la  n iek tó rych  białaczek ludzkich [30].

II-2.3 Onkogen neu (c-erb-B-2, H ER-2)

W  indukow anych  chem icznym  m utagenem  (etylo- 
n itrozom oczn ik iem ) no w o tw o rach  tk an k i nerwowej 
(gleju) u szczurów  ziden ty fikow ano  onkogen  nazw any 
neu, kodu jący  b ia łko  p l8 5 "eu, będące recep to row ą 
k inazą  ty rozynow ą. Z nalez iono  k o m órkow y  p ro to o n - 
kogen  c-neu, d la  p ro d u k tu  k tó reg o  nie odnalez iono  
je d n a k  do  tej pory  ligandu. B iałko kodow ane  przez 
c-neu jes t recep to row ą k inazą  ty rozynow ą klasy I, 
w ykazu jącą pew ną hom olog ię  z recep to rem  E G F . 
O k aza ło  się też, że sk lonow ane niezależnie p ro to - 
onkogeny  c-erb-B-2  i H E R -2  (z b an k u  genów  czło
wieka) są tym  sam ym  genem  co neu [31].

P ro to o n k o g e n  c-neu szczura nie m a w łasności tra n s 
form ujących, transfo rm ujący  onkogen  neu różni się od 
niego ty lko  je d n ą  p u n k to w ą  m utac ją  T  -► A, p o w o 
d u jącą  substy tucję  w aliny przez g lu tam in ian  w pozycji 
664 [31]. Z askaku jący  jes t fakt, że pozycja ta  lokalizuje
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się w regionie transb łonow ej alfa-helisy. S tw ierdzono, 
że pojaw ienie się g lu tam in ian u  —  am inokw asu  p o 
larnego  —  w miejsce w aliny pow oduje  agregację 
recep to rów  w błonie, co ak tyw uje kinazę [32]. T ak  
więc m u tac ja  sym ulu jąca w iązanie ligandu  nie m usi 
w cale zachodzić  w dom enie w iążącej ligand.

S tw ierdzono  także udział o n kogenu  neu w p o w sta 
w aniu  n ow otw orów  u ludzi —  głów nie rak a  piersi 
[33]. Jest to  b ardzo  niebezpieczny no w o tw ó r o w y
sokiej śm iertelności. W n o w otw orach  ludzkich neu nie 
je s t zm utow any , zachodzi jedyn ie  nadekspresja , w y
w o łana  am plifikacją genu c-neu. Istnieje korelacja  
pom iędzy  stopniem  am plifikacji neu a p rognozą  
p ac jen ta  —  im większy stop ień  am plifikacji tym  
m niejsze szanse w yleczenia. Ludzki c-neu w od ró żn ie 
niu  od szczurzego m oże więc transfo rm ow ać k om órk i 
w postac i n iezm utow anej [33].

II-2.4 Receptor M G F  (M a s t  Celi Growth Factor)  —  
m astocytarnego czynnika wzrostowego. 
Onkogen kit, loci W, SI

O n k o g en  v-kit  w ykryty  zosta ł ja k o  gen jednej z wielu 
od m ian  w irusa FeSV  (patrz  p. II-2.2). Jego k om órkow y  
od p o w iedn ik  c-kit kodu je  recep to row ą kinazę ty ro- 
zynow ą klasy III. P ro d u k t v-kit  pozbaw iony  jest 
p rak ty czn ie  całej N -końcow ej dom eny zew nątrzko- 
m órkow ej, co pow oduje  k o n sty tu ty w n ą  aktyw ację 
k inazy, niezależnie od obecności ligandu  [34].

N iespodziew anie  onkogen  ten okazał się być zw ią
zany  z jed n y m  z najdłużej badanych  zaburzeń  gene
tycznych u myszy. Już  od lat dw udziestych znane były 
u m yszy dw a w yraźnie zw iązane funkcjonaln ie  loci: 
W  (White spotting) i SI (Steel). M utacje  w tych genach 
m ają  p o d o b n y  efekt fenotypow y: w stan ie hom ozygo- 
tycznym  są letalne na sku tek  pow ażnych  defektów  
hem opoezy  w rozw oju  w czesnozarodkow ym , hetero- 
zygoty w ykazują  liczne objaw y m.in. anem ie (w tym  
m ak ro cy ta rn a), zak łócen ia  pigm entacji (ubarw ienie), 
bezp łodność  itp. A nalizując m ożliw ości odw rócen ia  
feno typu  tych m utacji przy pom ocy m ikroprzeszcze- 
pów  k o m ó rek  szpiku stw ierdzono , że m u tac ja  W 
dotyczy  kom órek  m acierzystych (stem cells) różn icu 
jących  się w p rek u rso ry  k om órek  krw i podczas gdy 
m u tac ja  SI ob jaw ia się w sąsiednich, nie podlegających  
dalszem u rozw ojow i k o m ó rk ach  podścieliska (stromal 
cells) szpiku. M ożna  więc było przypuszczać, że 
k o m ó rk i podścieliska p ro d u k u ją  jak iś  czynnik (k o d o 
w any przez SI) n iezbędny do  rozw oju  k o m ó rk o m  
m acierzystym  posiadającym  p ro d u k t W [34— 36].

P o  izolacji genów  v-kit  oraz  c-kit, o kaza ło  się, że 
locus W  o d p o w iad a  c-kit. Ciężkie p rzypadk i m utacji 
W  o d p o w iad a ją  delecji c-kit, lżejsze —  m utacjom  w 
jeg o  ob ręb ie  [34]. D o b ry m  k an d y d a tem  w po szu k i
w an iach  ligandu d la  c-kit  był p ro d u k t locus SI. 
O sta tn ie  b ad an ia  w ykazały  przy pom ocy  licznych 
m eto d  biochem icznych, im m unologicznych  oraz  ge
netycznych, że is to tn ie  locus SI o d p o w iad a  za p ro 
dukcję  czynn ika w zrostow ego będącego ligandem  dla 
c-kit  [34——37]. M utacje  SI polegają na zak łócen iach  
w p ro d u k c ji tego czynnika, m ają  więc fenotyp p o 
d o b n y  ja k  m utacje  W  upośledzające jego  receptor. T ak
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zb ad an y  czynnik  w zrostow y nazw ano  M G F  (M a st  
Celi Growth Factor) —  m asto cy ta rn y m  czynnikiem  
w zrostow ym . Z n an y  jest rów nież pod  nazw am i S L F  
(Steel Locus Factor)  i k L  (kit Ligand). U czestniczy on 
w wielu procesach , głów nie hem opoetycznych . Jest 
podstaw ow ym  czynnikiem  d la  różn ico w an ia  się p re 
k u rso ró w  w k ie ru n k u  m astocy tów . W spółdziałając 
z innym i czynnikam i hem opoetycznym i, ja k  G -C S F , 
G M -C S F  czy in te rleuk ina  7 uczestniczy w rozw oju 
linii p row adzących  do  neutrofili i m onocy tów . Bierze 
także  udział w rozw oju  k o m ó rek  pigm entow ych 
i gonad . T ak  szeroki zakres dzia łan ia  M G F  tłum aczy 
p le jo tropow y  efekt m utacji W  i SI [34— 37].

II-2.5 Onkogen X m rk . Locus  Tu

N iezw ykle in teresu jący  z wielu p u n k tó w  w idzenia 
jest uk ład  o d p ow iada jący  za pow staw an ie  czern iaka  
(m elanom a) u ryb z ro d za ju  Xiphophorus.  Z n an e  są 
dw a b a rd zo  do  siebie zbliżone genetycznie (dają  p łodne 
p o to m stw o  m ieszańcow e) gatunk i: Xiphophorus ma- 
culatus (zm ienniczek, zw any przez ak w ary stó w  p iątką) 
o raz  Xiphophorus helleri (m ieczyk p o s iad a  w yd łużoną 
do ln ą  część płetw y ogonow ej). T ypow ym  ubarw ieniem  
dzikich  g eno typow o  ryb  obu  g a tu n k ó w  je s t sza ro 
zielony ko lo r, w idoczny ja k o  w ynik w y stępow a
n ia  w skórze k o m ó rek  —  tzw. m ik rom elanofo rów . 
U  n iek tó rych  szczepów  X  maculatus  w ystępu ją  jed n ak  
czarne p lam y spow odow ane obecnością  m akrom ela- 
noforów . O  ich w ystępow aniu  decyduje d om inu jący  
gen Tu, m apu jący  się n a  ch rom osom ie  X (są też znane 
szczepy, u k tó rych  w ystępują analogiczne, lecz nie- 
alleliczne geny m apu jące  się na ch ro m o so m ach  X lub 
Y). Alleli tych nie stw ierdzono  nigdy u X .  helleri.

P o  sk rzyżow aniu  X .  maculatus  o feno typ ie  T u 
z dzikim  X . helleri p o to m stw o  m a czarne  p lam y  na 
skórze, lecz poza tym  całe zap ad a  na n o w o tw ó r skóry  
—  czerniak. S tw ierdzono , że gen T u  jes t d om inu jącym  
onkogenem , pow odu jącym  zm iany  zab a rw ien ia  skóry  
o raz  czern iaka. U X . maculatus  w ystępuje d o d a tk o w o  
su p reso r onkogenezy  (an tyonkogen) r, k tó ry  je s t re- 
cesyw nym  genem  au to so m aln y m . X .  helleri nie m a 
alleli Tu, ani r, stąd  p o to m stw o  hybrydow e z a p a d a  na 
czern iaka. W ykonu jąc  krzyżów ki w steczne testow e 
sam icy X .  maculatus T u z sam cem  X .  helleri, stw ier
dzono , że przy obecności allelu T u  i jed n eg o  ty lko  
allelu r tw orzy się n o w o tw ó r łagodny , p rzy  b ra k u  obu  
alleli r  —  n o w o tw ó r złośliwy. S chem aty  k rzyżów ek 
p rzedstaw iono  poniżej:

1) P: T u /T u , r/r x  +  /  +  , +  /  +  ( +  o zn acza  b rak  
allelu  T u  czy r)
FI: T u / +  , r /- | o sobn ik i z ła g o d n ą  fo rm ą czer
n iak a

2) P: T u / +  , r /  +  x  +  /  +  , +  /  +
FI: T u / +  , + / +  —  złośliw y czern iak  (p rzed sta 

w iono  ty lko  1/4 geno typów  F I, 1/2 nie o trzy m a  allelu  
Tu, 1/4 m a geno typ  ja k  sam ica P).

N astępn ie  p rzep ro w ad zo n o  analizę  po lim orfizm u  
fragm entów  restrykcy jnych  (R F L P ) sp rzężonych  z
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locus T u. Z nalez iono  m ark er w ykazujący pełne sprzę
żenie z allelem  T u i przyjęto , że jest on  z nim  tożsam y. 
W y k orzystu jąc  go ja k o  sondę d la  kolejnych analiz  
stw ierdzono , że poza  fragm entem  zw iązanym  tylko 
i w yłącznie z allelem  T u (b rak  go u o sobn ików  + /  +  ) 
istnieje d rug i fragm ent hom ologiczny, obecny w ge
nom ie w szystkich, bez w yjątku  ryb z rodzaju  
Xiphophorus.  O d k ry ty  w ten  sposób  locus nazw ano 
IN V , je s t on  z lokalizow any au tosom aln ie . N astępn ie  
sk lo n o w an o  geny T u o raz  IN V , okaza ło  się, że k o d u ją  
one recep to ro w ą  k inazę ty rozynow ą klasy I. N o r
m aln ie  ekspresja  tej k inazy zachodzi ty lko  w n a j
w cześniejszych e tap ach  rozw oju  (z locus INV), później 
nie jes t p ro d u k o w an a .

D an e  te pozw ala ją  na w ysnucie następującej h i
potezy: u w szystkich ryb  z rodza ju  Xiphophorus  
funkcjonu je  recep to ro w a k inaza  ty rozynow ą o d g ry 
w ająca  ja k ą ś  ro lę we w czesnych fazach rozw oju. Jest 
o n a  k o d o w an a  przez locus IN V . U X . maculatus 
w n iek tó ry ch  szczepach doszło  do  translokac ji tego 
genu d o  o b sza ru  o dpow iada jącego  za pigm entację, 
po ło żo n eg o  na ch rom osom ie  X. D ochodzi więc tam  
do  n ieno rm alnej jej ekspresji w k o m ó rk ach  skóry 
co p row adzi do  zak łóceń  pigm entacji. W iąże się 
to  rów nież z po tencja łem  onkogennym , z tym  że 
u X .  maculatus  jes t on  zah am o w an y  przez allel r, 
u jaw n ia  się przy  b ra k u  tego allelu u hybryd. Tak 
o p isany  on k o g en  n azw ano  X m r k  (Xiphophorus me
lanoma receptor kinase). N ie jes t znany  ligand tego 
recep to ra  ani jego  w łaściw a rola. N ic też nie w iadom o 
o funk c jo n o w an iu  an ty o n k o g en u  r. U kład  ten dop iero  
zaczyna być p rzedm io tem  intensyw nych b ad ań  ze 
s tro n y  biologii m oleku larnej, po tym  jak  klasyczna 
genetyka  pozw oliła  na jego  odkrycie  i opisanie. Ba
d an ia  n ad  onkogenem  X m rk  p o d sum ow ane  są w pracy 
[38],

II-2.6 Czynniki wzrostowe komórek nerwowych
(neurotrofiny): N G F  (Nerve Growth Factor)  —  
czynnik wzrostu nerwu, B D G F  (Brain Derived 
Growth Factor)  —  czynnik wzrostowy 
pochodzenia mózgowego, neurotrofiny 3, 4. 
Rodzina onkogenów trk

T k a n k a  m ózgow a jest źród łem  k ilku  różnych 
pep tydów  w ykazujących  ak tyw ność  m itogenną  w obec 
n iek tó ry ch  k o m ó rek  (np. k o m ó rk i gleju) o raz  sty 
m ulu jących  w zrost i przeżyw anie neu ro n ó w  (jak 
w iadom o d o jrza łe  n eu ro n y  in vivo nie dzielą się) [ 8, 39, 
40, 41]. W śró d  tych czynników , od zdolności sty 
m ulo w an ia  w zrostu  i p rzeżyw ania neu ro n ó w  n azw a
nych n eu ro tro fin am i, om ów ionych  m.in. w pracach  
[ 8, 9] w sp om niane  zostały  te, k tó rych  recep to ry  są 
p ro d u k ta m i znanych  p ro to o n k o g en ó w .

R odzina  onko g en ó w  trk  obejm uje szereg tran sfo r
m ujących  alleli (nazyw anych trk, trkA, trkB, trkC  itd.) 
k ilku  genów  w yizolow anych  z pew nych now otw orów  
okrężnicy  o raz  tarczycy [39]. Są to  b a rd zo  do  siebie 
zbliżone geny, k tó ry ch  p ro d u k ty  są receptorow ym i 
k inazam i ty rozynow ym i. Ich n ie transfo rm u jące  o d p o 
w iedniki —  p ro to o n k o g e n y  —  ulegają ekspresji p ra k 
tycznie w yłącznie w k o m ó rk ach  tk an k i nerw ow ej.
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O sta tn io  p ro w ad zo n e  b ad an ia  w ykazały, że recep to ry  
kodow ane  przez gen trk są sk ładnik iem , być m oże 
głów nym , recep to ra  w iążącego z dużym  pow inow ac
tw em  N G F . S tw ierdzono też, że zw iązane N G F  in d u 
kuje ak tyw ność  k inazow ą tych białek. W ynika z tego, 
że przynajm niej początkow y fragm ent drogi o d p o 
wiedzi na N G F  p rzy p o m in a  odpow iedź na typow e 
czynniki w zrostow e [39]. D alsze e tapy  tej drogi m ogą 
jed n a k  być inne.

N ajnow sze doniesien ia  [40, 41] m ów ią, że trkB  
kodu je  recep to r uczestniczący w odpow iedzi na 
B D N F  [9 ], o raz  neu ro tro finy  3 i 4, lecz nie na N G F . 
W iadom o też, że w procesie tym  nie m usi uczestniczyć 
drugi, p o stu low any  elem ent odpow iedzi na om aw iane 
czynniki w zrostow e, znany  ja k o  recep to r o n iskim  
pow inow actw ie. E kspresja  trkB  w liniach pochodzen ia  
fib roblastow ego w ystarcza do  uzyskan ia  w nich mi- 
togennej odpow iedzi na neuro tro finy . B adan ia  te 
m ogą przyczynić się do  po zn an ia  m echanizm ów  dz ia 
łan ia  czynników  w zrostow ych w rozw oju i funkcjo 
now an iu  tk an k i nerw ow ej.

* * *

Podziękow anie:
A utorzy  dziękują  W o j t k o w i  W i l k o w i  za 
w ykreślenie rycin.

A rtyku ł  o trzymano 23 lipca 1991 r. 
Zaakceptowano do druku 10 grudnia 1991 r.
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Jądrowe receptory jako czynniki regulujące transkrypcję 

Nuclear receptors as transcription factors
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produktu  protoonkogenu c-erbA; W-erbA —  białkowy p ro 
dukt onkogenu \-erbA , hom olog białka C-erbA  k tóre u tra 
ciło zdolność do wiązania tyroksyny; RAR — receptor kwasu 
retinowego; H SP90 — białko szoku cieplnego tworzące 
kom pleks z aporeceptoram i horm onów  sterydowych; HRE 
— regulatorow e sekwencje DNA wiążące receptory jądrowe; 
G R E  — regulatorow e sekwencje DNA wiążące receptor 
glukokortykoidów , progesteronu, androgenu; PR E — G RE 

- regulatorow e sekwencje D NA wiążące receptor p ro 
gesteronu; ERE —  regulatorow e sekwencje D N A  wiążące 
receptor estradiolu; TRE — regulatorow e sekwencje DNA 
wiążące receptor tyroksyny, kwasu retinowego i \-erb A ;  
M R E — regulatorow e sekwencje DN A wiążące regulato
rowe białka, aktyw ow ane pośrednio za pom ocą przekaźni
ków „w tórnego obiegu”, sygnałów odbieranych przez re
ceptory powierzchniowych błon kom órkowych; PH A -R E — 
regulatorow e sekwencje DNA typu M RE, wiążące regu
latorow e białka aktywow ane za pom ocą przekaźników 
„wtórnego obiegu”, szlakiem kinazy C; K inaza C — ki- 
naza białkow a C zależna od fosfolipazy C sprzężonej 
z receptoram i blon kom órkow ych, aktyw ow ana przez w tór
ny przekaźnik DAG lub estry forbolu; DAG — dwuacylo- 
glicerol, jeden z produktów  degradacji fosfolipidów inozy- 
tolowych powstających pod wpływem swoistej fosfolipazy C; 
cA M P-RE(C RE) —  regulatorow e sekwencje DNA wiążące 
regulatorow e białka aktywow ane za pom ocą przekaźników 
„w tórnego obiegu” szlakiem kinazy A; K inaza A — białkowa 
kinaza A aktyw ow ana przez cAM P; JU N  - białkowy p ro 
dukt protoonkogenu  c-jun, wiązany przez regulatorowe 
sekwencje typu PHA -RE; FO S — białkowy produkt p ro to 
onkogenu c-fos, wiązany w postaci heterodim eru JU N -F O S  
przez sekwencje typu PHA-RE; W ektor cis — ekspresyjny 
w ektor do badania w eukariotycznych kom órkach aktyw 
ności sekwencji regulatorowych DNA (aktywności-ds) w 
procesie regulacji transkrypcji genu zakodow anego w tym 
wektorze; w ektor trans — ekspresyjny w ektor do badań 
aktywności regulatorow ego białka (aktywności —  trans) 
zakodow anego w tym wektorze.

I. Wprowadzenie

O d lat znane jest zjaw isko u ru ch am ian ia  w k o m ó r
kach  o rgazn izm ów  wyższych całej serii w ydarzeń przez 
k ró tk o trw a ły  p o zak o m ó rk o w y  sygnał, k tó reg o  efek
tem  jest p odzia ł kom órek , ich różnicow anie lub w re
szcie zam ieran ie. T o  in trygujące zjaw isko pob u d za ło  
um ysły wielu badaczy  do  tw orzen ia  h ipotez, m ających 
w yjaśnić jego  m o leku larny  m echaizm . W  p rzy p ad k u  
sygnałów , jak im i są h o rm o n y  sterydow e, te przedw cze
sne h ipotezy u trw aliły  fałszywy, lecz przekonyw ujący  
w swej p rostoc ie  o b raz  m echanizm u p rzekazyw ania  
tego typu  sygnałów  do  u k ład u  transk rypcy jnego  o k re 
ślonych genów  [1]. P o d o b n ie  ja k  b ia łko  regulujące 
transk rypc ję  genów  P ro k a ry o ta  b iałkow y recep to r 
h o rm o n ó w  sterydow ych m iał pow odow ać rozdysocjo- 
w anie dw óch nici D N A  w regionie rdzen ia  p ro m o to ra  
danego  genu um ożliw iając tw orzenie kom pleksu: po- 
lim eraza R N A  II-rdzeń  p ro m o to ra .

Rozw ój technik  badaw czych  um ożliw ił w la tach  
osiem dziesiątych i identyfikację i lokalizację (odległość 
od  rdzen ia  p ro m o to ra  genu) regu la to row ych  sekwencji 
D N A  w zm acniających  transk rypc ję  [2, 3]. Z id en ty 
fikow ano dw ie niezw ykle is to tne  g rupy  sekwencji 
w zm acniających  tran sk ry p c ję  eukario tycznych  genów  
kodu jących  b iałka.

P ierw sza g rupa , to  dob rze  scharak te ry zo w an e  se
kw encje w zm acniające w iążące recep to ry  jąd ro w e  do 
k tó ry ch  należą recep to ry  ho rm o n ó w  sterydow ych*
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o raz  recep to ry  innych lipofilnych zw iązków  (ty roksy
ny, kw asu  retinow ego, w itam iny  D). Sekwencje te 
o k reślo n o  ogó lną  nazw ę H R E  (od ang. hormone re
sponsive element). Stw ierdzono , iż w p rzy p ad k u  ró ż
nych genów  —  k tó rych  ekspresja  k o n tro lo w an a  jest 
przez h o rm o n y  —  sekw encje H E R  po łożone są w 
odległości od stu  do  k ilk u n astu  tysięcy p a r zasad  od 
miejsca s ta rtu  transkrypcji. Z astosow anie now ych tech
nik badaw czych  (sekw encjinow anie D N A , m utagene- 
za D N A  invitro, protection assay) pozw oliło  na u sta le 
nie konsensusow ych  sekwencji w zm acniających H R E
[ 2], k tó re  wiążą:
a) receptor glukokorytykoidów , progesteronu i an d ro 

genu (sekwencje G R E, od ang. glukokorytykoid respon
sive element; consensus: 5'-A G £A C A nnnTG TcC j-3 ';
w p rzy p ad k u  w iązania  P R  nazyw ane PR E)

b) recep to r estrad io lu  (sekwencje E R E  od ang. estra
diol responsive element; consensus: 
5 '-A G G T C A n n n T G A C C T -3 )
c) recep to r ty roksyny , kw asu  retinow ego, w itam iny  D  
(sekwencje T R E  od ang. tyroxine responsive element; 
consensus: 5 A G G T C A T G A C C T -3 ).
W prow adzenie syntetycznych, konsensusow ych sekwen
cji G R E , E R E , T R E  lub ich n a tu ra ln y ch  o d p o w iedn i
ków  przed rdzeń eukario tycznego  p ro m o to ra  genu 
niew rażliw ego na działan ie g lu k o k ortyko idów , e s tra 
d io lu  lub  ty roksyny  uw rażliw ia ekspresję tego genu na 
d ziałan ie  p o zak o m ó rk o w eg o  sygnału  w postaci w y
m ienionych  horm onów .

D ru g a  g ru p a  sekw encji w zm acniających to  sekw en
cje nazyw ane ogólnie M R E , (od ang. second messenger 
responsive element). Sekw encje M R E  w iążące ró żn o 
ro d n e  b iałka, k tó re  do b ie ra ją  inform acje przekazyw a
ne —  za po m o cą  przekaźn ików  „w tórnego  ob iegu” —  
przez recep to ry  po lipep tydow ych  zw iązków  sygnal
nych typu  czynniki w zrostu , cytokiny. Z lokalizow ane 
w b łonach  kom órkow ych  recep to ry  —  po odeb ran iu  
odpow iedn iego  sygnału —  u ru ch am ia ją  łańcuch  re
akcji p row adzących  m iędzy innym i do  aktyw acji k i
nazy C lub k inazy  A. G d y  przepływ  inform acji jest 
zależny od ak tyw acji (przez w tó rny  p rzekaźn ik  D A G  
lub  estry  forbolu) k inazy C, m o d u lo w an a  jest t ra n 
skrypcja  genów  posiadających  sekw encje P H A -R E  (od 
ang. phorbol responsive element). Sekw encje P H A -R E  
w iążą m iędzy innym i dobrze  scharak te ryzow ane  b ia ł
ka regu la to row e JU N -F O S .

Sekw encje H R E  i M R E  regulu ją  transkrypcję  ró ż 
nych lub tych sam ych genów . W  p rzy p ad k u  genów  
p ro lak ty n y  i proliferyny stw ierdzono , iż sekwencje 
G R E  i M R E  n ak ład a ją  się na siebie; w konsekw encji 
tran sk ry p c ja  tych genów , in d u k o w an a  przez sygnały 
typu  czynnik w zrostu , m oże być w ygaszana przez inne 
sygnały, typu  h o rm o n  sterydow y.

M o lek u la rn y  m echanizm  regulow ania transkrypcji 
przez sekw encje w zm acniające nie jes t dotychczas 
w yjaśniony. P rzy jęty  jest pogląd , iż w zm acniające

* Zagadnienie to zostało przedstaw ione w artykule „Se
kwencje D N A  niezbędne dla regulacji transkrypcji przez 
horm ony glukokortykoidow e w kom órkach eukariotycz
nych” W. S o k ó ł - M i s i a k  na lam ach Post. Biochem., 31
(1985), 593— 599.

13http://rcin.org.pl



sekw encje o raz  w iązane przez nie b ia łka  regu la to row e 
pow odu je  stabilizację kom pleksu  in icjującego tr a n 
skrypcję  danego  genu [3].

R eceptory  jąd ro w e  są obecnie najlepiej sch a rak te 
ryzow anym i b iałkam i regulującym i transkrypcję . B iał
k a  te m ogą rów nież oddziaływ ać na procesory  post- 
transk rypcy jne  lub posttranslacy jne . Rozw ój technik, 
k tó re  um ożliw iły testow anie działalności recep to rów  
jąd ro w y ch  na poziom ie transk rypc ji o raz  ustalenie 
s tru k tu ry  i funkcji poszczególnych regionów  tych 
białek  jes t osiągnięciem  b ad ań  p ro w ad o n y ch  w la tach  
80-tych [4— 8],

II. Eksperymentalna weryfikacja hipotezy, 
iż jądrowe receptory są białkami 
regulującymi transkrypcję.

W ykazanie, iż recep to ry  jąd row e, w tym  receptory  
h o rm o n ó w  sterydow ych, są b ia łkam i regu lato row ym i 
m ożliw e było dzięki rozw ojow i następu jących  technik:
1. technik  m utagenezy  D N A  in vitro* dotyczących 
w prow adzen ia  zap ro g ram o w an y ch  zm ian  w obręb ie  
sekw encji regu la to row ych  (m utacje typu  cis) lub w 
obręb ie  sekw encji kodu jących  b ia łka  regu la to row e 
(m utacje typu  trans).
2. technik  szybkiego te stow an ia  ak ty w n o śc i-d s  n a tu 
ralnych  lub syntetycznych sekw encji regu lato row ych  
o raz  ak tyw ności-frans b iałkow ych p ro d u k tó w  genów  
kodu jących  b ia łka  regu la to row e w eukario tycznych  
k o m ó rk ach  transfekow anych  odpow iednim i w ek to ra 
mi ekspresyjnym i typu  cis i trans [4].

Z astosow an ie  tych technik  um ożliw iło precyzyjne 
pow iązanie  zm ian  w budow ie regu la to row ych  sekw en
cji H R E  oraz  p ro d u k tó w  ekspresji genów  kodujących  
b ia łka  recep to rów  jąd ro w y ch  ze zm ianam i w ich 
funkcji.

E ukario tyczne w ektory  ekspresyjne stosow ane ge
neraln ie  do  b ad ań  ak ty w n o śc i-d s  sekw encji reg u la to 
row ych** —  nazyw ane ogólnie w ek to ram i cis [4] — są 
to  p lazm idy zaw ierające następu jące  fragm enty  pro- 
kario tycznego  i eukario tycznego  D N A : 1. p ro k ario - 
tyczne sekw encje D N A  um ożliw iające replikację p la 
zm idow ego w ek to ra  w k o m ó rk ach  bak tery jnych  i 
k lonow anie  w ektora; 2. miejsce restrykcyjne do  w p ro 
w adzenia  b adanego  eukario tycznego  p ro m o to ra  lub 
słaby eukario tyczny  p ro m o to r  i miejsce restrykcyjne 
do w prow adzania sekwencji w zm acniających (np. HRE);
3. sekw encje kodu jące  k o n tro ln y  gen, k tó ry m  jest

* O gólna charakterystyka technik m utagenezy została 
przedstaw iona w artykule „M utageneza D N A  in vitro” 
M. M e j n a r t o  w i c z  W.  J. K r z y ż o s i a k a  na łamach 
Post. Biochem., 36, (1990), 5— 16.

** Powiązanie zm ian w budowie syntetycznych sekwencji 
G R E  z u tra tą  ich funkcji jako  wzmacniaczy transkrypcji 
zostało przedstaw ione w reprincie „In troduction  of the 
glucoorticoid binding sequences into the expression vector 
pASVE-CAT and its effect on the CATgene expression in 
m am m alian cells” W. S o k ó ł - M i s i a k ,  W .T. M a r k i e 
w i c z ,  B. S z y d ł o w s k a ,  A. P a t r e n k o ,  Acta Polonica 
Biochimica (1991) in press.

najczęściej gen b ak te ry jny  kodu jący  acety lo transferazę 
ch lo ram fen iko low ą (CAT), enzym  nie w ystępujący w 
k o m ó rk ach  ssaków ; 4. eu kario tyczne sekw encje D N A  
kon tro lu jące w ycinanie in tronów  oraz term inację tra n 
skrypcji genu k o n tro ln eg o  (Ryc. 1A).

W prow adzenie do  w ek to ra  typu cis sekwencji w zm a
cniających  (np. G R E ) zw iększą in tensyw ność tran - 
sk typacji genu C A T  w k o m ó rk ach  transfekow anych  
tym  w ektorem  pod  w arunk iem , iż w transfekow anych  
k o m ó rk ach  zn a jd u ją  się b ia łk a  regu la to row e ro zp o 
znające te sekwencje.

W ykazanie, iż is to tn ie  dan e  b iałko  regu la to row e (np. 
recep to r g lu k o k o rty k o id ó w ) w pływ a na transkrypcję  
genu C A T  w w ektorze cis (zaw ierającym  sekwencje 
G R E ) w ym aga zasto sow an ia  d o d a tk o w eg o  w ek to ra  
ekspresyjnego, nazyw anego [4 ] w ek to rem  trans. W e
k to r  trans (Ryc. IB) p o siad a  analog iczny  fragm ent 
D N A  bak te ry jnego  ja k  w ek to r cis, silny eukario tyczny  
p ro m o to r, eukario tyczne  sekw encje w aru n k u jące  te r 
m inację tran sk ry p c ji o raz  miejsce restrykcyjne do  
w prow adzen ia  n a tu ra ln y ch  lub  syntetycznych  sekw en
cji kodu jących  b ia łko  regu la to row e lub  jego  m utan ty . 
W prow adzen ie  do  w ek to ra  trans sekw encji k o d u ją 
cych b ia łko  danego  recep to ra  jąd ro w eg o  um ożliw ia 
syntezę tego b ia łka  lub jego  m u tan tó w  w k o m ó rk ach  
ubogich  w dany  recep to r [9— 19]. W  p rzy p ad k u  
najw cześniejszych b ad ań  u d aw adn ia jących , iż recep to r 
g lu k o k o rty k o id ó w  jest b iałkiem  regulu jącym  tra n 
skrypcję, do  transfekcji najczęściej używ ano  m ałpie 
k o m ó rk i C O S-7 lub  ich m acierzyste k o m ó rk i CV-1.

K o m ó rk i C O S-7 są swoiście o p o rn e  na działanie 
g lu k o k o ryko idów , poniew aż nie p o siad a ją  w łasnego,

Ryc. 1. T esto w an ie  ak ty w n o śc i-ira n s  recep to ró w  ją d ro w y c h  w k o 
m ó rk a c h  ssak ó w  (A, B) lu b  w e k s tra ta c h  z ją d e r  k o 
m ó rk o w y ch  (C).

A —  eksp resy jn y  w ek to r  typu  cis: a  —  p ro k a rio ty c z n e  sekw encje 
D N A  um ożliw ia jące  k lo n o w an ie  w ek to ra , b —  m iejsce restrykcy jne  
d o  w p ro w ad zen ia  sekw encji w zm acn ia jący ch  (G R E ), c —  sekw encje 
w zm acn ia jące  (G R E ), d  —  eu k a rio ty czn e  sekw encje p ro m o to ro w e , 
e —  sekw encje k o d u jące  k o n tro ln y  gen C A T , f, g —  eu k a rio ty czn e  
sekw encje D N A  regu lu jące  sca lan ie  i te rm in ac je  tran sk ry p c ji. W p ro 
w adzen ie  sekw encji G R E  d o  ek sp resy jnego  w e k to ra  cis nie zm ien ia  
in tensyw ności przejściow ej tra n sk ry p c ji genu  C A T  w tran sfek to -  
w anych  tym  w ek to rem  k o m ó rk a c h  C O S , u b o g ich  w recep to r 
g lu k o k o rty k o id ó w .

B —  ek sp resy jny  w ek to r  ty p u  tran s: h —  p ro k a rio ty c z n e  sek w en 
cje D N A , i —  silny p ro m o to r  eu k a rio ty czn y , j —  m iejsce restry k cy j
ne d o  w p ro w ad zen ia  sekw encji k o d u jący ch  eu k a r io ty c z n e  b ia łk o  
reg u la to ro w e  (cD N A  re c e p to ra  g lu k o k o rty k o id ó w ), 1, ł —  e u k a r io 
tyczne sekw encje D N A  regu lu jące  sca lan ie  i te rm in a c je  tran sk ry p c ji. 
W p ro w ad zen ie  sekw encji cD N A (G R ) k o d u jący ch  re c e p to r  g lu k o 
k o rty k o id ó w  d o  w ek to ra  tra n s  o ra z  tran sfek c ja  tym  w ek to rem  
k o m ó rek  C O S  (tran sfe k o w an y ch  jed n o cześn ie  w ek to rem  cis zaw ie
ra jący m  sekw encje G R E ) p o w o d u je  w zrost in ten sy w n o śc i t r a n 
sk rypcji genu  C A T  w k o m ó rk a c h  C O S  h o d o w an y ch  w o becności 
g lu k o k o r ty k o id u  (G).

C  —  w e k to r  (C 2 A T ) 19 d o  te s to w an ia  a k ty w n o śc i-d s  sekw encji 
reg u la to ro w y c h  i a k ty w n o śc i-tra n s  b iałek  reg u la to ro w y c h  w e k s tra 
k ta c h  białek  z ją d e r  k o m ó rk o w y ch : m  —  p ro k a rio ty c z n e  sekw encje 
D N A , n —  m iejsce resk ry k cy jn e  d o  w p ro w ad zen ia  b ad an y ch  
sekw encji reg u la to ro w y c h , o —  sekw encji re g u la to ro w e  (p ro m o to r  
+  sekw encje P R E ), p  —  m a try c a  p o z b a w io n a  n u k le o ty d ó w  G  
(G -free cassette). M iejsce inicjacji tran sk ry p c ji m oże być z a p ro g ra 
m o w an e  w o b ręb ie  G -free ca sse tte  [22 ], T ra n sk ry p c ja  syn te tycznej 
m a try cy  (G -free cassette) z a c h o d z ą c a  w o b ecności trzech  p re k u r
so ró w  R N A  (A T P , C T P  i U T P ) i je s t w z m acn ian a  w p rz y p a d k u  
w p ro w ad zen ia  sekw encji P R E  d o  p ro m o to ra  o ra z  oczyszczonego  
re c e p to ra  PR  d o  frakcji S-100, pochod zące j z k o m ó re k  u b o g ich  w 
PR . M iejsce s ta r tu , k ie ru n ek  i in ten sy w n o ść  tra n sk ry p c ji zaz n a c z o n o  
s trz a łk ą  różnej g ru b o śc i
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funkcjonaln ie  czynnego recep to ra  tego h o rm onu . K ie
dy k o m ó rk i te transfekow ano  jedyn ie  w ektorem  cis 
p osiada jącym  sekw encje G R E , obecność g lu k okorty - 
ko idów  w pożyw ce hodow lanej nie w pływ ała na 
tran sk ry p c ję  genu CAT. Jedynie w p rzy p ad k u  w p ro 
w adzen ia  do  k om órek  w ek to ra  cis (posiadającego  
sekw encje G R E ) i w ek to ra  trans (posiadającego  se
kw encje kodu jące  recep to r g lukokortyko idów ), obec
ność g lu k o k o rty k o id ó w  w pożyw ce hodow lanej w pły
w a na  transk rypc ję  genu C A T  w w ektorze cis (Rys. 1A 
i B).

O dm ien n y  rodzaj p lazm idow ych w ektorów  um ożli
w ia testow anie  ak ty w n o śc i-d s  sekw encji reg u la to ro 
wych genów  ulegających ekspresji jedyn ie  w o k reślo 
nych tk an k ach  o raz  aktyw ności-frarcs białek p o ch o 
dzących z ją d e r  k om órkow ych  tych tkanek . N ajw cześ
niej sk o n stru o w an y  w ek to r p (C 2A T)19 (Ryc. 1C) za 
w iera jedyn ie  dw a fragm enty  D N A : E p rokario ty czn e  
sekw encje (analogiczne ja k  w w ektorze cis i trans)
2. syn te tyczną  m atrycę D N A , k tó ra  jest pozbaw iona  
n u k leo ty d ó w  G. B adany  p ro m o to r  bez lub  z sekw en
cjam i w zm acniającym i (np. P R E  i G R E ) w prow adzony  
jest przed syntetyczną m atrycę (G-free cassette). A ktyw- 
n o ść-trans recep to ra  jąd ro w eg o  ocen iana  jest na  p o d 
staw ie in tensyw ności transk rypc ji m atrycy  w o b ecn o 
ści ek s trak tó w  z ją d e r  k om órkow ych  (frakcja S-100 lub 
zestaw  bardziej oczyszczonych frakcji) tk an ek  b o g a t
ych lub  ubogich  w recep to r jąd ro w y  (Ryc. 1C). T esto 
w anie ak tyw ności-iruns recep to rów  jąd ro w y ch  w o p i
sanym  układzie  bezkom órkow ym , pod jęte  były w 
wielu p racow niach  [20— 23]. Jednak , ja k  podkreśla ją  
au to rzy  [22, 23] naw et częściow o oczyszczone rece
p to ry  h o rm o n ó w  sterydow ych tracą  zdolność do  w ią
zan ia  ho rm onu ; n a to m ias t uzyskują  zdo lność  do  in te r
akcji z D N A  w form ie ap o recep to ra .

Z astosow an ie  różnych  technik  m utagenezy  pozw o
liło n a  określenie znaczenia  poszczególnych regionów  
recep to rów  jąd ro w y ch  w procesie regulacji tra n sk ry p 
cji. U suw ając  w obręb ie  cD N A  danego  recep to ra  
sekw encje kodu jące  poszczególne regiony tego b ia łka

z lokalizow ano  trzy podstaw ow e dom eny  o d p o w iad a 
jące: 1. za w iązanie ho rm o n u ; 2. za rozpoznaw anie  
specyficznych sekw encji D N A ; 3. za ak tyw ację  tra n 
skrypcji (Ryc. 3, 4). S tosu jąc m etodę w ym iany dom en 
w ykazano  au to n o m iczn y  c h a ra k te r  poszczególnych 
dom en  recep to ra.

III. Znaczenie poszczególnych regionów 
receptora w procesie indukowania 
transkrypcji
III-l. Dom ena wiążąca hormon 
wyznacza moment rozpoczęcia przez 
receptor działalności aktywacyjnej lub 
represyjnej

Efekt dz ia łan ia  h o rm o n u  n a  in tensyw ność tra n sk ry 
pcji jes t b a rd zo  szybki i nie w ym aga d o datkow ej 
syntezy białek  receptorow ych. B iałka recep to row e 
ho rm o n ó w  sterydow ych są g ro m ad zo n e  w kom órce  w 
form ie n ieaktyw nej ja k o  kom pleks z b iałk iem  szoku 
cieplnego H SP90* [24— 27]. W edług osta tn ich  d a 
nych Y a m a m o t o  [26] b ia łko  H SP90, k tó re  jest 
wiązane przez rdzeń dom eny wiążącej horm on  (Ryc. 3A), 
w spółuczestn iczy w przyjęciu sygnału  h o rm o n aln eg o  
przez recep to r g lu k o k o rty k o id ó w . A utorzy  niew yklu- 
czają, iż~w procesie tym  m ogą uczestniczyć jeszcze inne 
b iałka. Z w iązanie  h o rm o n u  przez kom pleks recep to r- 
-H S P 90  rozpoczyna serię słabo  zdefin iow anych  w y
darzeń , określonych  wcześniej ja k o  transfo rm ację  re 
c ep to ra  [ 8], P o  zw iązaniu  h o rm o n u  następu je  oddy- 
socjow anie b ia łk a  H S P 90  i fosforylacja recep to ra  
[28— 30]. P rzypuszczalna  zm iana  konform acji b ia łka 
um ożliw ia jego  in terakcję  ze specyficznym i sekw en
cjam i D N A  o raz  innym i b iałkam i, a  p rzede w szystkim

* Znaczenie białek H SP90 zostało om ów ione w artykule 
„R ola białek szoku term icznego” B . L i p i ń s k i e j  na ła
m ach Post. Biochem., 36, (1990), 32— 42.

1 777
N H ^ - ■ H -C00H GR

1I 595
NH -  . ■ H -C00H ER

1 456
-C00H TRNH- ■ H

N H ^-

639
-C00H

462
N H ^“ H -C00H

v - e r b A

RAR

Ryc. 2. S ch em at b u d o w y  recep 
to ró w  ją d ro w y c h  w ią
żących g lu k o k o rty k o id y  
(G R ), e s trad io l (ER), ty- 
ro k sy n ę  (TR), kw as reti- 
now y (RAR). R egion  re 
cep to ró w  w iążących h o r 
m o n  o z n a c z o n o  lite rą  H, 
region ro zp o zn a jący  spe
cyficzne sekw encje D N A  
zazn a czo n o  p rzez  z a 
czernienie. L iczby o z n a 
czające p ierw szy  i o s ta t 
ni am in o k w a s k ażd eg o  
recep to ra , \ -e rb A  je s t 
p rzedstaw ic ie lem  „osie 
ro c o n y c h ” recep to ró w , 
k tó re  u trac iły  zd o ln o ść  
d o  w iązan ia  h o rm o n u .
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z b iałkam i kom pleksu  in icjacyjnego [22]. W  o d ró ż 
n ieniu  od ap o recep to ró w  h o rm o n ó w  sterydow ych, 
k tó re  m ogą w ystępow ać w cy toplazm ie i ją d ra c h  
kom órkow ych , ap o recep to ry  ty roksyny  i kw asu  reti- 
now ego są dość silnie zw iązane przez n ieh istonow e 
b ia łka  ch ro m aty n y  [5, 6]. N iezw iązany  z ho rm o n em  
recep to r (aporecep to r) ty roksyny, p o d o b n ie  ja k  b iałko  
Y -erbA , k tó re  nie p o siad a  zdolności do  w iązania  
h o rm o n u  m ogą rozpoznaw ać sekw encje T R E  i działać 
ja k o  represory  transk rypc ji [7 ]. F o r m a n  i S a 
rn u e 1 s [5 ] s ta ra ją  się w yjaśnić m echanizm  zm ian  
funkcji recep to ra  p o d  w pływ em  zw iązania  h o rm o n u . 
A uto rzy  [5 ] p ro p o n u ją  roboczy  m odel „ reg u la to ro 
wego su w ak a” (ang. regulatory zipper model), w k tó rym  
łączą trzy w łaściw ości reg ionu  C -k o ń ca  recep to rów  
(Ryc. 2, 3A, B), a m ianow icie: zdo lność  do  w iązania  
ho rm o n u , zdolności do  d im eryzacji i zdolności do  
transrep resji lub  transak tyw acji. Bliżej n iesprecyzo- 
w ana konfo rm acja  recep to ra , m ająca  miejsce po  zw ią
zan iu  -dimeru przez D N A , m oże eksponow ać region

A .

recep to ra , k tó rem u  au to rzy  p rzyp isu ją  w łaściw ości 
transrepresji. U w iarygodn ien ie  tego m odelu  w ym aga 
dalszych szczegółow ych bad ań .

III-2. Poszczególne elementy „palców
cynkowych” receptorów jądrowych 
warunkują prawidłowe rozpoznawanie 
regulatorowych sekwencji DNA

W szystkie d o tą d  p o zn an e  b ia łk a  regu la to ro w e p o 
siada ją  dom enę ro zp o zn a jącą  specyficzne sekw encje 
D N A . D om eny  te, w zależności od  ro d za ju  b iałek , 
m ogą tw orzyć trzy  rodzaje  lokalnych  s tru k tu r  p rze 
strzennych  typ u  „helix —  tu rn  —  helix”, „palce cyn 
kow e” o raz  „leucynow y su w ak ” zakończony  z a sa d o 
wym i am inokw asam i, nazyw am y o sta tn io  bardziej 
trafnie: „zam knięte  nożyce”.

A naliza  sekw encji am inokw asów  recep to rów  ją d r o 
w ych w ykazała, że d o m en a  ro zp o zn a jąca  specyficzne 
sekw encje D N A  jest b o g a ta  w cysteinę. L o k a ln ą

GR n% -COOH

B. GR—GR
COOH COOH

GRE

Ryc. 3. S ch em at b u d o w y  re c e p to ra  glu- 
k o k o rty k o id ó w  (G R ) z w iąza n e 
go  z b ia łk iem  H S P 9 0  (A) o ra z  
ze specyficznym i sek w en cjam i 
D N A  (B). R dzeń  re g io n u  w ią 
żącego  h o rm o n  z a z n a c z o n o  li
te rą  H , reg ion  ro z p o z n a ją c y  
sekw encję G R E  za c z e rn io n o , 
reg io n y  tra n sa k ty w u ją c e  zak re - 
sk o w a n o  p o z io m o , reg io n  w ią
żący  b ia łk o  H S P 9 0  o z n a c z o n o  
sk o śn ą  k ra tk ą .
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s tru k tu rę  p rzestrzenną tej dom eny  m ogą tw orzyć dw a 
palce cynkow e, w k tó ry ch  każdy  z dw óch jo n ó w  cynku 
k o rd y n o w an y  jest przez cztery reszty cysteinow e.

B adan ia  spek tro sk o p o w e (spek troskop ia  EX A FS) 
k rystalicznego  kom pleksu  tej dom eny  recep to ra  glu- 
k o k o rty k o id ó w  z G R E  po tw ierdza ją  istnienie takiej 
s tru k tu ry  w recep to rach  jąd ro w y ch  [31]. Z a  pom ocą 
dw uw ym iarow ego rezo n an su  m agnetycznego  u s ta lo 
no s tru k tu rę  p rzestrzenną tej dom eny  recep to ra  glu- 
k o rty k o id ó w  [32] i estrad io lu . O k aza ło  się (Ryc. 4), 
że e lem entem  rozpozna jącym  specyficzne swkwencje 
D N A  jest alfa helisa, zn a jdu jąca  się w rejonie 1-go 
palca  cynkow ego. Z do lność  ro z ró żn ian ia  sekwencji 
G R E  od ER E  w y runku ją  trzy  am inokw asy  na p o 
czą tk u  alfa helisy, w rejonie III-ciej i IV-ej cysteiny 
pierw szego palca  cynkow ego. Z m ian a  jednego  z tych 
am inokw asów  (G -> E) pow oduje, iż recep to r glu- 
k o k o rty k o id ó w  w iąże się z sekw encją G R E  lub E R E  
(Tab. 1).

P o śred n i w pływ na  rozpoczęcie sekw encji D N A  
przez recep to r g lu k o k o rty k o id ó w  m ają rów nież am i
nokw asy  w rejonie d rugiego  palca cynkow ego (I, N , P). 
N a to m ia s t am inokw asy  m iędzy V -tą a V I-tą  cysteiną 
są odpow iedzia lne  za tw orzenie d im eru  receptor- 
-recep to r (Ryc. 4), k tó ry  stabilizuje w iązanie recep to ra  
z D N A .

W  recep to rach  ty roksyny , kw asu  retinow ego i w ita 
m iny D  kry tyczny  region alfa helisy m a tak i sam  skład

Rys. 4. P rz es trzen n y  m odel b u d o w y  cy n k ow ych  palców  re 
c e p to ra  g lu k o k o rty k o id ó w  ro zp o zn a jący ch  specyficzne 
sekw encje D N A . C yste iny  sk o o rd y n o w a n e  z jo n a m i 
cy n k u  (Zn) o zn acz o n o  rzym sk im i cyfram i (I —  VIII). 
R egion p ierw szego p a lca  cy n k ow ego  zazn a czo n o  g ru b ą  
lin ią  a d ru g ieg o  p a lca  cy n k ow ego  c ien k ą  linią. R egion 
alfa helisy p ierw szego  p a lca  cynk o w eg o  ro zp o zn a jące j 
specyficzne sekw encje D N A  zazn a czo n o  strza łk am i. 
A m in o k w asy  G , S, C  u sy tu o w a n e  na  p o c z ą tk u  alfa helisy 
w a ru n k u ją  ro z ró ż n ia n ie  przez  recep to r  sekw encji G R E  
o d  E R E.

Tabela 1.

S kład  i ko le jn o ść  a m in o k w asó w  w k ry tycznych  re jo n ach  p ierw szego  
(A ) i d ru g ieg o  (B) p a lca  cy n k o w eg o  re c e p to ró w  ją d ro w y c h  i ich m u 
ta n tó w  ro zp o zn a jący ch  sekw encje G R E , E R E  i T R E

R odzaj re c e p to ra  
ją d ro w e g o

S k ład  i ko le jn o ść  a m in o 
kw asów  k ry ty czn y ch  re 
g io n ó w  cy n k o w y ch  palców  

A B 
R e jo n  III-e j R e jon  V-ej 

i IV-ej i VI-ej 
cysteiny  cysteiny

R e g u la to 
row e 

sekw encje 
D N A  ro z 

p o zn aw a n e  
przez 

recep to r

G R (g lu k o k o rty k o id ó w )
P R (p ro g e ste ro n u )
G R X
E R (estrad io lu )
T R (ty ro k sy n y )
R A R (k w asu
re tinow ego)

CG S CK V  cA G R N D c

CE S CK V  ~  
CE G CK A  CP A T N Q c 

CK Y D S CC 
CH R D K N C

G R E
G R E
G R E  i E R E  
E R  
T R E  
T R E

am inokw asów  [9 ] ja k  recep to r e strad io lu  (Tab. 1). 
Z do lność  ro z ró żn ian ia  sekwencji E R E  od T R E  (k tó 
rych konsensusow e sekwencje A G G T C A nnnT G A C C T  
i A G G T C A T G A C C T  różni b rak  trzech środkow ych  
nuk leo tydów  nnn) zależna jest od pięciu a m in o k w a
sów drugiego  palca  cynkow ego (Tab. 1). R egion d ru 
giego palca cynkow ego uczestniczy w tw orzen iu  ho- 
m odim eru , a także  h e te rod im eru  typu  recep to r ty- 
ro k synyrecep to r kw asu  retinow ego [16]. U tw orzenie  
tak iego  he te rod im eru  pow oduje  zm ianę efektu sygnału  
(ho rm on  tyroksyny) na  transkrypcję: wyciszenie za 
m iast ak tyw acji transkrypcji.

O sta tn ie  w yniki badaczy  niem ieckich [33] i am e
rykańsk ich  [34] sugerują, że do m en a  „cynkow e palce” 
m oże bezpośredn io  uczestniczyć w in terakcji b ia łko  
b ia łko  m iędzy recep to rem  g lu k o k o rty k o id ó w  a b ia ł
kam i regu la to row ym i F O S  i JU N  (indukow anym i za 
p o m o cą  „p rzekaźn ików  drugiego  ob iegu”). B iałka 
F O S  i JU N , w postac i h o m o d im eru  (JU N -JU N ) lub 
h e te ro d im eru  (JU N -F O S ), ro zp o zn a ją  sekw encje re
gu la to row e typu  P H A -R E  za p om ocą  dom eny  „za
m knięte  nożyce” [35]. W  dom enie tej region b o g a ty  w 
zasadow e am inokw asy  rozpoznaje  sekw encje P H A - 
-RE, n a to m ias t reg ion  bogaty  w leucynę (leucynow y 
suw ak) w iąże analogiczny  region b ia łk a  F O S  lub J U N  
[35], O k aza ło  się, że ham ow an ie  przez g lu k o k o rty - 
ko idy  transk rypc ji genu ko lagenazy  (indukow anej 
przez forbol i m ed ia to ry  stanów  zapalnych) pow odu je  
in te rak c ja  recep to ra  g lu k o k o rty k o id ó w  z b iałk iem  
JU N  lub F O S . W  in terakcji tej zaangażow ane  są 
cynkow e palce, d o m en a  w iążąca h o rm o n  i o k reślony  
region N -k o ń ca  recep to ra  g lu k o k o rty k o id ó w  o raz  
do m en a  „zam knięte  nożyce” b ia łk a  JU N  [34]. N a 
k ładan ie  się sekw encji regu la to row ych  G R E /P H A -R E  
lub  E R E /P H A -R E  w innych  genach  [36, 37] rozszerza 
m ożliw ości w zajem nego oddzia ływ ania  białek  reg u la 
to row ych  dw óch różnych  szlaków  sygnalnych.
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III-3. Aktywność rozproszonych domen
transaktywacyjnych receptora jest zależna 
od rodzaju komórek i hipotetycznych białek 
produkowanych przez te komórki

W szystkie d o tą d  p oznane  b ia łka  regulatorow e, 
op rócz  dom eny rozpoznającej specyficzne sekwencje 
D N A , p o siad a ją  przynajm niej je d n ą  dom enę tran - 
sak tyw ującą  [38], D om eny  te, zidentyfikow ane w 
b ia łkach  regu la to row ych  d rożdży  i w receptorze glu- 
k o k o rty k o id ó w , m o g ą  tw orzyć alfa he lika lną  lo ka lną  
s tru k tu rę  o przew adze ład u n k ó w  ujem nych. W ysunię
to  koncepcję  [38— 42], iż u jem ny ład u n ek  tej dom eny 
um ożliw ia bezpośredn i k o n ta k t tych b iałek z d o d a tn io  
n a ład o w an y m  regionem  b ia łk a  T F U  kom pleksu  prze- 
d in icjacyjnego i u ła tw ia  tw orzenie stab ilnego  ko m p le
ksu inicjacyjnego. Jed n ak  w b ia łku  regu la to row ym  
S p l stw ierdzono  w ystępow anie  dom en  aktyw ujących  
trzech  rodzai: boga tych  w am inokw asy  kw aśne, p ro- 
linę lub  g lu tam inę. T w orzą  one trzy  różne lokalne 
s tru k tu ry , um ożliw iające k o n ta k t b ia łka  S p l bezpo
średn io  z b iałk iem  T F IID  lub  z innym i b iałkam i 
kom pleksu  inicjacyjnego. P ośredn i k o n ta k t m iędzy 
tym i b ia łkam i m oże zachodzić  za pom ocą  tak  zw anych 
„ a d a p to ró w ”, k tó rym i m ogą być specyficzne b ia łka  
p ro d u k o w an e  w określonym  ro d za ju  kom órek  [41].

R ecep to r g lu k o k o rty k o id ó w  p o siad a  dwie trans 
ak tyw ne dom eny  [13— 15] T au  1 i T au  2 i m oże 
w spó łdziałać z p ro m o to rem  typ u  „TA TA -/ess” [42] 
D o m en a  T au  1, p o ło żo n a  jes t m iędzy am onokw asem  
77 a 262, czyli m iędzy N -końcem  receptorow ego 
b iałka, a jego  d o m en ą  odpow iedzielną za in terakcję  z 
D N A . D o m en a  T au  2 p o ło żo n a  jest m iędzy am in o 
kw asem  526 a 556, a więc w obręb ie  dom eny  odpow ie
dzialnej za w iązanie h o rm o n u  przez recep to r (Ryc. 3). 
W o b u  d o m en ach  w ystępuje p rzew aga ład u n k u  ujem 
nego reszt am inokw asow ych . D uplikacje  dom eny  T au  
2, ja k  i dom eny  T au  1, zw iększają trzy k ro tn ie  zdolność 
ludzkiego  recep to ra  g lu k o k o rty k o id ó w  do  tran sak ty - 
wacji.

W  recep to rze estrad io lu  z iden ty fikow ano  dwie tran - 
sak tyw ujące dom eny  T A F  1 i T A F  2 w obrębie 
N -k o ń ca  o raz  C -k o ń ca  tego recep to ra . D om eny T A F  1 
i T A F  2 nie są boga te  w kw aśne am inokw asy , g lu ta 
m iny ani p ro liny  [44— 47]. N ie m ają  więc ch a rak te ru  
tran sak ty w n y ch  dom en  w ystępujących w innym , d o 
brze poznanym  b ia łku  regu la to row ym  Sp 1 [38, 46]. 
S tosu jąc  m etodę w ym iany dom en  w ykazano , że tran - 
sak tyw ność  dom eny  T A F  1, z lokalizow anej w N - 
-końcu  recep to ra  estrad io lu , zależna jest od rodzaju  
kom órek . O k aza ło  się rów nież, iż usunięcie 368-m iu 
pierw szych am inokw asów  N -k o ń ca  recep to ra  g lu k o 
k o rty k o id ó w  (a więc am inokw asów  obejm ujących 
dom enę T au  1) obn iża  zdo lność  recep to ra  do  ak ty w a
cji tran sk ry p c ji w k o m ó rk ach  CV-1, n a to m ias t nie m a 
w pływ u na jego  zdo lność  do  transak tyw acji w k o 
m ó rk ach  H eL a  [48], W  p rzy p ad k u  recep to ra  p ro g e
ste ro n u , usunięcie N -k o ń ca  recep to ra  w raz z dom eną  
tran sak ty w acy jn ą  obn iża  10-k ro tn ie  jego  zdolność do 
tran sak ty w acji w k o m ó rk ach  H eL a  i elim inuje je 
całkow icie w k o m ó rk ach  CV-1. C o ciekaw sze, słynne 
w la tach  70-tych p o d jed n o stk i A i B recep to ra  p roge
ste ro n u , za p o m o cą  k tó ry ch  w yjaśn iono , a  także
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u trw a lo n o  [ 1] b łędny  o b raz  m echan izm u ro z p o z n a 
w an ia  przez recep to r docelow ych genów , to  dw ie 
niezależne form y tego recep to ra  [49— 51]. O bie form y 
recep to ra  p ro g este ro n u  są zdolne do  ro zp o zn aw an ia  
specyficznych sekw encji D N A  za po m o cą  cynkow ych  
palców . F o rm a  A recep to ra , w skutek  p rzesun ięc ia  
m iejsca inicjacji translacji, nie p o siad a  p ierw szych 
165-ciu am inokw asów  N -końca , k tó re  ob e jm u ją  d o 
m enę tran sak ty w acy jn ą  jego  N -końca . O k aza ło  się 
rów nież, iż w k o m ó rk ach  CV-1 jedyn ie  fo rm a A 
recep to ra  jest zd o ln a  do  transak tyw acji tran sk ry p c ji 
regulow anej przez p ro m o to r  ow album iny  kurczęcia. 
Przyczyny takiej zróżnicow anej ak tyw ności d o m en  
transak tyw acy jnych  nie są w yjaśnione. W ysun ię to  
przypuszczenie, że d o m en a  ak tyw ująca  N -k o ń ca  re 
cep to ra  jes t w określonych  k o m ó rk ach  selektyw nie 
inak ty w o w an a  przez b ia łko  inh ib ito row e; a lte rn a ty w 
ne przypuszczenie zak łada , że d o m en a  ta  jest z d o ln a  do  
in terakcji z innym i b ia łkam i reg latorow ym i, k tó re  są 
p ro d u k o w an e  jedyn ie  w danym  typie ko m ó rek . W 
k o m ó rk ach  przysadk i m ózgow ej z iden ty fikow ano  spe
cyficzne tk an k o w o  b ia łko  regu la to row e, nazyw ane 
Pit-1 lub  G H F -1 , k tó re  reguluje podstaw ow y  poziom  
transk rypcji genu p ro lak ty n y  lub  h o rm o n  w zrostu . 
P rzypuszczaln ie, in te rak c ja  b ia łka  Pit-1 z recep to rem  
estrad io lu  w aru n k u je  transak ty w ację  genu p ro lak ty n y  
przez ten  recep to r [52, 53].

IV. Jądrowe receptory i jądrowe białka FO S  
i J U N  jako selektywne przełączniki 
indukcji i wygaszania transkrypcji genów 
w procesie proliferacji i różnicowania 
się komórek

Z ap o czą tk o w an ie  pierw szego e tap u  pro liferacji, to  
znaczy uzyskanie  przez k o m ó rk i s tan u  „kom petencji 
do  w zro stu ”, pop rzed za  przejściow y w zrost ekspresji 
genów  c-fos, c-jun i c -myc. W w iększości k o m ó rek  
tran sk ry p c ja  tych  genów  jest in d u k o w an a  przez specy
ficzne czynniki w zrostu  za pom ocą  p rzekaźn ików  
„drugiego ob iegu” [54].

W  k o m ó rk ach  epitelialnych żeńskich o rg an ó w  re
p rodukcy jnych  p ro liferacja  k o m ó rek  in d u k o w an a  jest 
przez estrad io l. Indukcji tej tow arzyszy pojaw ienie się 
p ro d u k tó w  ekspresji genów  c-fos, c-jun i c-myc.W  ro k u  
1988 g ru p a  badaczy  w łoskich rozpoczęła  serię b a d a ń  
[55— 59] w eryfikujących hipotezę, iż recep to r e s tra 
d io lu  jest b ia łk iem  regulu jącym  tran sk ry p c ję  tych 
genów . B adacze ci w ykazali [58, 59], iż w ob ręb ie  
n iekodu jących  sekwencji genu c-fos istn ieją dw a ro 
dzaje sekw encji E R E  w iążących recep to r e s trad io lu . 
S tw ierdzono, iż je d n a  z sekw encji E R E  genu  c -fos 
[58, 59] w ykazuje ak tyw ność  cis i w arunku je  indukcję  
tran sk ry p c ji tego genu przez estrad io l za p o m o cą  d o 
m en TA F-1 i T A F -2  recep to ra  e s trad io lu  (Ryc. 5A, B). 
Sekw encje M R E  genu c-fos, a  ko n k re tn ie  sekw encje 
P H A -R E , po łożone bliżej kom pleksu  inicjacyjnego niż 
sekw encje E R E  (Ryc. 5B) w iążą końcow y p ro d u k t 
ekspresji tego genu, a m ianow icie regu la to row e b ia łko  
FO S(F). B iałko to  w iąże się do  sekwencji P H A -R E  
różnych genów  jedyn ie  w postac i he te ro d im eru  u tw o-
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rzonego z b iałk iem  JU N (J) za po m o cą  regionu (L) 
nazyw anego leucynow ym  suw akiem  (Ryc. 5C). B iałko 
to  m oże w ystępow ać w cy toplaźm ie w postaci k o m 
pleksu z in h ib ito ro w y m  białk iem  IP-1; zależna od 
k inazy C fosforylacja b ia łka  IP-1 uw aln ia  b ia łko  JU N  
[60]. P rzypuszczaln ie, fosforylacja N -k o ń ca  b ia łka  
JU N  (region dom eny  transak tyw ującej) zw iększa jego 
zdolność do  ak tyw acji transk rypcji [61]. D efosforyla- 
cja am ino k w asó w  leżących blisko am inokw asów  za 
sadow ych (Z) dom eny  „zam knięte  nożyce” b ia łka  JU N  
um ożliw ia rozp o zn aw an ie  sekw encji P H A -R E  przez 
dim ery J U N -J U N  lub JU N -F O S  [62]. N a to m ias t 
superfosfory lacja  C -k o ń ca  b ia łka  F O S (F ) pow oduje , iż 
h e te ro d im er F O S -JU N  działa  nie ty lko  ja k o  ak ty w a
to r, lecz ja k o  rep reso r tran sk ry p c ji [63].

W edług  bad aczy  w łoskich [55— 59] pierw szym  i 
bezpośredn im  efektem  dz ia łan ia  estrad io lu  —  k tó ry  
zap o czątk o w u je  serię podziałów  k om órek  epitelial- 
nych żeńskich  o rg an ó w  rep rodukcy jnych  —  jest in 
dukcja  tran sk ry p c ji genu c-fos o raz  (co nie zostało  
u dow odn ione) genu c-jun (Ryc. 5D). K u m ulac ja  w 
ją d ra c h  k o m ó rk o w y ch  kom pleksu  recep to r estrad io lu
—  bia łko  H S P 9 0  (Ryc. 5D) um ożliw ia szybkie p rzek a
zanie tego sygnału  do  sekw encji E R E  genu c -fos, 
pojaw ienie się tra n sk ry p tu  i końcow ego p ro d u k tu  tego 
genu w p ostac i b ia łka  FO S(F). Zw iększenie w k o m ó r
kach  stężenia  b iałek FO S (F ) i JU N (J) um ożliw ia 
ak tyw ację  tran sk ry p c ji całej gam y genów  regu low a
nych przez sekw encje P H A -R E  (w tym  genu c-fos), 
ak tyw acji induk o w an ej przez pozakornó rkow e sygna
ły za p o m o cą  p rzekaźn ików  ,drugiego  ob iegu”. K o ń 
cow e p ro d u k ty  ekspresji tych genów  um ożliw iają 
przejście k o m ó rek  z fazy G t w fazę S, w której 
następu je  rep likac ja  D N A . P o  uzyskaniu  przez k o m ó r
ki s tan u  zw anego „kom petenc ją  do  w zro stu ” następu je

Ryc. 5. O g ó ln y  sc h em at d z ia ła n ia  re c e p to ra  e s tra d io lu  (ER ) o raz  
b ia łek  F O S  i JU N  n a  p rze jśc iow ą eksp resję  genu  c-fos.

A —  b u d o w a  re c e p to ra  e s trad io lu : s trza łk am i zazn a czo n o  region, 
k tó re g o  delec ja  zn o si p ro life racy jn e  dz ia łan ie  e s trad io lu : T A F1 
i T A F 2 -reg io n y  ak ty w u ją c e  tran sk ry p c ję ; E -reg ion  w iążący e s tra  
diol.

B —  b u d o w a  sekw encji reg u lu jący ch  genu c-fos: E R E -sekw encje  
w iążące re c e p to r  e s tra d io lu  (sekw encje E R E  w rażliw e na  dz ia łan ie  
e s tra d io lu  z a z n a c z o n o  g ru b ą  strza łką); P H A -R E , M R E -sekw encje  
w iążące b ia łk a  ak ty w o w a n e  za p o m o c ą  p rzek aźn ik ó w  d rug ieg o  
o b iegu  (sekw encje P H A -R E  zazn a czo n o  skośnym i k resk am i w iążą 
d im er J U N -J U N  lub  JU N -F O S ); sekw encje k o m p lek su  in icjacy j
n ego  są w p isa n e  w o k rąg .

C  —  b u d o w a  b ia łek  reg u la to ro w y c h  F O S  (F) i J U N  (J): Z  —  
reg ion  zasad o w y ch  am in o k w asó w  ro zp o zn a jący  sekw encje P H A - 
-R E ; L —  reg io n  su w a k a  leu cynow ego  w aru n k u jąceg o  tw orzen ie  
d im eru  JU N -F O S ; reg ion  C -k o ń ca , k tó reg o  su pe rfosfo ry lac ja  w a
ru n k u je  rep re sy jn e  w łaściw ości b ia łk a  F O S  z azn a czo n o  znak iem  
m inus.

D  —  u p ro sz c z o n y  sc h em at in d u k c ji p rzejściow ej tran sk ry p c ji 
g enu  c-fos p rzez  e s trad io l: E —  es trad io l, w n ikający  d ro g ą  dyfuzji d o  
ją d e r  k o m ó rk o w y c h ; H S P 9 0 E R  —  k o m p lek s re c e p to ra  e s tra d io lu  
(ER ) z b ia łk iem  sz o k u  c iep ln eg o  w iążący e s trad io l w ją d ra c h  
k o m ó rk o w y ch ; E R  z g w iazd k ą  —  k o m p lek s e s tra d io l- re c e p to r  
w iązany  p rzez  sekw encje  E R E  genu  c -fos; m R N A  —  tra n sk ry p t genu 
c -fos p o jaw ia jący  się w k o m ó rc e  w 30 m in. po  p o tra k to w a n iu  
k o m ó re k  e s trad io lem ; F  —  b ia łk o w y  p ro d u k t eksp resji genu  c-fos; J
—  b ia łk o w y  p ro d u k t  genu  c-jun. k tó re g o  tra n sk ry p t p o jaw ia  się w 30 
m in. p o  p o tra k to w a n iu  k o m ó rek  estrad io lem ; R —  recep to r sygna łu  
X u ru c h a m ia ją c e g o  „szlak  k in azy  C ”; k-C  —  p o czą tek  „szlaku  
k inazy  C ” p ro w a d z ą c y  d o  ak ty w ac ji (fosfory lacja/defosfory lacja) 
b ia łek  JU N  i F O S . S u p erfo sfo ry lac ja  b ia łk a  F O S  p o w o d u je  a u to -  
rep resję  tra n sk ry p c ji  genu  c-fos i m oże być je d n ą  z p rzyczyn 
w y g aszan ia  eksp res ji genu  c-fos, (2 — 4 godz. od  m o m en tu  tr a k to w a 
nia  k o m ó re k  estrad io lem ).

P rz y g o to w a n o  n a  p o d sta w ie  pozycji lite ra tu ro w e j ne 48— 57.
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w ygaszenie tran sk ry p c ji genu c-fos i innych genów  
regu low anych  przez sekw encje PH A -R E . M oże to  być 
spow odow ane superfosforylacją C -końca  b ia łk a  F O S  i 
zm ianą  jego  funkcji z a k ty w a to ra  na  rep reso ra  t r a n 
skrypcji [63]. O bniżenie  w tym  okresie k o n cen trac ji 
recep to ra  w ją d ra c h  k om órkow ych  skutecznie w yłącza 
indukcję  tran sk ry p c ji genu c-fos przez estrad io l. W 
k o m ó rk ach  now otw orow ych  (M C F-7) ak tyw ność  re
cep to ra  estrad io lu  —  ja k o  czynn ika ak tyw ującego  
tran sk ry p c ję  —  m oże być z red u k o w an a  w p rzy p ad k u  
superekspresji genów  c-fos i c-jun [64].

M itogenny  efekt d z ia łan ia  e s trad io lu  na n o rm a ln e  i 
now otw orow e n ab łonkow e k o m ó rk i żeńskich o rg a 
nów  rep rodukcy jnych  od d aw na  łączono  z d z ia ła ln o 
ścią recep to ra  estrad io lu , pod o b n ie  ja k  an ty p ro life ra - 
cyjne działan ie  an tyestrad io lu . Syntetyczny an ty es tra -  
d io l (tam ofiksen) stosow any  jes t obecnie ja k o  fa rm a
kologiczny czynnik  an ty k an cero g en n y  obn iża jący  czę
stość podzia łów  kom órkow ych . P o d o b n ie  ja k  e s tra 
diol, tam ofiksen  w iązany jest przez region C -k o ń ca  
recep to ra  (Ryc. 5A). D elecja tego reg ionu  recep to ra  
znosi działan ie  proliferacyjne estrad io lu  i an ty k an ce- 
rogenne an ty es trad io lu  [65].

O sta tn ie  la ta  p rzynoszą dane, k tó re  w skazują , iż w 
wielu p rzy p ad k ach  recep to ry  jąd ro w e  „w ygaszają” 
aktyw ację transkrypcji genów, k tó re  zaw ierają sekw en
cje typ u  P H A -R E  i są tran sak ty w o w an e  przez b ia łk a  
JU N -F O S  [33, 34, 36, 37, 66— 68], W p rzy p ad k u  
genów  proliferyny [37], cy tok iny  IL -6 [ 66] i g o n ad o - 
tro p in y  [ 68] stw ierdzono, iż recep to r g lu k o k o rty k o i- 
dow  jest zw iązany  przez sekw encje ok reślone  ja k o  
negatyw ny G R E , k tó re  n ak ład a ją  się na sekw encje 
typu  P H A -R E  i cA M P -R E  [37, 6, 67, 68]. N a  p o d s ta 
wie b ad ań  [37] n ad  m odu lac ją  transk rypc ji k o n tro l
nego genu regulow anego przez sekw encje G R E -(P H  A- 
-RE) proliferyny w m odelow ym  układzie  k o m ó rk o 
wym (T abela  II) g ru p a  b adaw cza Y a m a m o t o  p o 
stu luje m echanizm  selektyw nie w yłączający lub  w łą
czający tran sk ry p c ję  genów  regulow anych  p rzez te 
sekwencje. W edług  au to ró w  [37] decyzja o indukcji 
lub  w ygaszaniu  transk rypcji genu regulow anego  przez 
sekw encje G R E -(P H A -R E ) jest w kom órce  z a p ro g ra 
m o w an a  wcześniej, p rzed do ta rc iem  h o rm o n u  do  
k om órk i. D ecyzja ta  jest u w aru n k o w an a  w cześniej
szym  przygo tow an iem  w k o m ó rk ach  odpow iedn iego  
zestaw u białek regulatorow ych.

W p rzy p ad k u  sekwencji regu la to row ych  genu p ro 
liferyny (Tab. 2) silna indukcja  transk rypc ji pod  
w pływ em  sygnału  ak tyw ującego  kinazę C —  zachodzi 
jedyn ie  przy odpow iedn im  stężeniu b iałek F O S  i JU N  i 
niskim  stężeniu  lub  całkow itym  b ra k u  recep to ra  glu- 
ko k k o rty k o id ó w . T ran sk ry p c ja  ta  ulega w ygaszeniu  
po d  w pływ em  syntetycznego g lu k o k o rty k o id u  (D EX ) 
jedyn ie  w ów czas, gdy odpow iednie  stężenie recep to ra  
g lu k o k o rty k o id ó w  um ożliw i tw orzenie n ieak tyw nego  
kom pleksu  F O S -JU N -G R , w iązanego przez sekw en
cje G R E -(P H A -R E ). N a to m ias t zw iązanie przez te 
sekw encje k o m pleksu  JU N -JU N -G R  po tęgu je  t r a n 
skrypcję b ad an eg o  genu w obecności syn tetycznego  
g lu k o k o rty k o id u  (Tab. 2). W yniki tych b a d a ń  w ska
zują, iż b ia łka  F O S  i JU N  m ogą działać w ko m ó rce  
ja k o  selektory , dopuszczające do  ak tyw acji (kom pleks 
JU N -JU N ) lub  w ygaszania (kom pleks F O S -JU N )
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Tabela 2.
Z a p ro g ra m o w a n ie  indukcji lub  w ygaszan ia  tran sk ry p c ji genu  reg u lo w an eg o  przez  sekw encje G R E -(P H A -R E )  w rażliw e na dzia łan ie  g lukokor- 
ty k o id u  (D E X  w iązany  przez  re c e p to r G R )  o raz  na d z ia łan ie  es tró w  fo rb o lu  (P H A  ak ty w u jący  w k o m ó rk a c h  szlak k inazy  C  i p o śred n io  b ia łka  
JU N  i F O S ) w k o m ó rk a c h  ssaków  h o d o w a n y c h  in vitro

T ran sfe k c ja  k o m ó rek  w ek to ram i ci 
ce ro d za j sekw encji i b ia łek  reg

B iałka reg u la to ro w e

s i tra n s  p ro g ram u jący m i w k o m ó r- 
u la to ro w y ch  k o n tro ln e g o  genu

Sekw encje reg u la to ro w e

R odzaj k o m p lek su  b iałek  w iąza 
nych przez sekw encje G R E - 
(P H A -R E ) w tran sfek o w an y ch  

k o m ó rk a c h

T ra n sk ry p c ja  genu  regu low anego  
przez  sekw encje G R E -(P H A -R E ) 
w tran sfek o w an y ch  k o m ó rk ach , 

tra k to w a n y c h  P H A  i D E X

JU N  +  F O S  
JU N  +  F O S  +  G R  
JU N
JU N  +  G R  
G R

G R E -(P H A -R E )
G R E -(P H A -R E )
G R E -(P H A -R E )
G R E -(P H A -R E )
G R E -(P H A -R E )

JU N -F O S
JU N -F O S -G R
J U N -J U N
JU N -J U N -G R
słabe w iązan ie  G R

silna in d u k c ja  
w ygaszan ie  
s ła b a  in d u k c ja  
silna in d u k c ja  
b ra k  indukcji

P rz y g o to w an o  na p o d sta w ie  pozycji lite ra tu ro w e j n r 36.

przez g lu k o k o rty k o id y  transk rypc ji genów  regu low a
nych przez nak ład a jące  się sekw encje G R E  i PH A -R E . 
S tw arza to  m ożliw ość w łączania i w yłączania całej seri 
genów  regulow anych  przez te sekw encje w zależności 
od wcześniej zap rog ram ow anej ekspresji i p o s ttran - 
slacyjnej m odyfikacji białek regu la to row ych  JE1N, 
F O S  i G R .

V. Uwagi końcowe

W  arty k u le  p rzedstaw iono  najnow sze osiągnięcia w 
dziedzinie b ad ań  nad  s tru k tu rą  i funkcją białek regu
lu jących transk rypc ję  określonych  ja k o  receptory  j ą 
drow e. O siągnięcia w tej dziedzinie, do tyczące s tru 
k tu ry  i funkcji recep to rów  jąd ro w y ch  ja k o  w zm acnia
czy transk rypcji, były tem atem  p lenarnego  w ykładu 
p ro fesora  C h am b o n a  na o sta tn im  Zjeździe FE B Su w 
sierpniu  1990.

M olek u larn y  m echanizm  dz ia łan ia  recep to rów  j ą 
drow ych ja k o  represorów  transk rypc ji jes t znacznie 
m niej poznany . O sta tn ie  b a d an ia  w skazują  na m ożli
wość „p o ro zu m ien ia” (ang. cross-talk) m iędzy b iałkam i 
regu la to row ym i, k tó re  są ind u k o w an e  przez od rębne 
system y sygnałów  pozak o m ó rk o w y ch  induku jących  
transkrypcję . W ynikiem  tego „p o ro zu m ien ia” —  p o 
legającego na tw orzeniu  różnego  rodzaju  kom pleksów  
białek regu la to row ych  i ro zp o zn aw an ia  w spólnych, 
złożonych  sekw encji regu la to row ych  — jest w łączanie 
i w ygaszanie transk rypc ji genów  b iorących  udział w 
realizacji kom órkow ych  p ro g ram ó w  proliferacji i ró ż
n icow an ia  się kom órek .
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I. Wstęp

W  m in ionym  dziesięcioleciu z identyfikow ano w 
układzie nerw ow ym  ponad  pięćdziesiąt peptydów  „k an 
dydu jących  do  ro li” n eu ro tran sm ite ró w  i neu rom o- 
d u la to ró w . W ykazu ją  one zróżn icow ane działanie fi
zjo logiczne i farm akologiczne, a także m ają  ró ż n o ro 
d n ą  lokalizację  w układzie nerw ow ym . Z agadn ien iom  
zw iązanym  z ich działan iem  farm akologicznym , s tru 
k tu rą  chem iczną o raz  lokalizacją  w układzie  nerw o
w ym  pośw ięcony zosta ł 3-4 n u m er 31 tom u  Postępów  
Biochem ii z 1985 r.

D ynam iczny  rozw ój neu rob io log ii zw iązany jest nie 
ty lko  z iden ty fikacją  kolejnych ak tyw nych  biologicz
nie pep tydów , ale też z poznan iem  procesu  b iosyntezy 
tych  zw iązków  na poziom ie m oleku larnym . P ostęp  w 
n eu rob io log ii zaobserw ow any  w osta tn im  dziesięcio
leciu m ożna  w dużej m ierze przypisać rozszerzeniu 
w arsz ta tu  m etodycznego, głów nie o technik i określane 
m ianem  inżynierii genetycznej. Są one niezw ykle uży
teczne d la  określen ia  s tru k tu ry  p ierw szorzędow ej ne- 
u ro p ep ty d ó w . P o n a d to , technik i te stały  się n ieodzow 
nym  narzędziem  w eksperym entach , k tó rych  celem jest 
pozn an ie  p rocesu  ekspresji tych zw iązków .

II. Budowa i lokalizacja substancji P

P ierw szą o p isan ą  n eu ro k in in ą  (tachykin iną) ssaków  
była  su b stan c ja  P. S tw ierdzono, że w yw ołuje ona  
sku rcz  pozanaczyn iow ych  m ięśni g ładkich o raz  obniża 
ciśnienie krw i [1 ], Jest to  jed en asto p ep ty d  o n as tęp u 
jącej sekw encji am inokw asów : A rg -P ro -L ys-P ro -
-G ln -G ln -P h e -P h e -G ly -L eu -M e t-N H 2 [2 ]. H om olo- 
gii substancji P  m ożna odnaleźć także u niższych 
kręgow ców . W  tk an k ach  płazów  i m ięczaków  w ykryto  
fizalem inę, kassin inę o raz  eledoizynę [3].

O becnie  w iadom o, że w tk an k ach  ssaków  w ystępuje 
przynajm niej sześć zw iązków  zaliczanych do  klasy 
n eu rok in in . W  ro k u  1983 w ykry to  w rdzeniu  k ręg o 
wym  świni n eu ro k in in ę  A (N K A ) (n eu rok in iną  a, 
su b stan c ja  K, n eu ro m ed y n a  L) i n eu rok in inę  B (N K B ) 
(n eu ro k in in ą  /i, n eu rom edyna  K) [4, 5], a  pod  koniec 
la t osiem dziesią tych  w ykazano  istnienie jeszcze trzech 
n eu ro k in in  —  n eu ro p e ty d u  K, n eu ro p e ty d u  y i neuro- 
k in iny  A(3_ 10) [ 6, 7, 8].

N ajw iększe ilości substancji P  m ożna odnaleźć w 
rogach  grzb ietow ych rdzen ia  kręgow ego, w jąd rach  
d ró g  zstępu jących  nerw u tró jdzielnego  i wielu reg io
nach  p o d k o ro w y ch  m ózgow ia tak ich  jak : is to ta  cza r
na, ciała m igdałow ate  i podw zgórze [9].

B ad an ia  lokalizacji substancji P  w rdzeniu  k ręg o 
wym , p rzep ro w ad zan e  m eto d am i im m unohistochem i- 
cznym i, w ykazały  że znajdu je  się ona  w m ałych 
k o m ó rk ach  zw ojów  korzen i g rzbietow ych rdzen ia  
k ręgow ego o raz  w zakończen iach  dośrodkow ych  tych 
k o m ó rek  znajdu jących  się w rogach  grzbietow ych 
i o d śro d k o w y ch , z lokalizow anych  w skórze i innych 
tk an k ach  [10]. S ubstancja  P  jest syn te tyzow ana w 
ciałach  ko m ó rk o w y ch  zw ojów  korzeni grzbietow ych, 
a następn ie  tra n sp o rto w a n a  do ośrodkow ych  i obw o 
dow ych zakończeń  synaptycznych.
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III. Biosynteza neurokinin

III-l. Biosynteza prekursorów neurokinin
S tru k tu ra  p ierw szorzędow a substancji P zosta ła  

o k reślo n a  w 1970 ro k u  [2 ], dop iero  jed n ak , z p o czą t
k iem  la t osiem dziesiątych p o zn an o  sposób  p o w staw a
n ia  tego peptydu .

W iadom o  obecnie, że neurok in iny , a  także  inne 
neu ropep tydy , są syn tetyzow ane w postac i znacznie 
w iększych cząsteczek p reku rso row ych  [ 6, 7, 11— 16]. 
W yizolow anie tych p rek u rso ró w  z k o m ó rek  n erw o
wych ssaków , w celu określen ia  sekw encji am ino- 
kw asow ej jest jed n a k  p rak tyczn ie  niem ożliw e ze wzglę
du  na ich szybki o b ró t m etaboliczny. D an e  te m ożna 
jed n a k  obecnie uzyskać w sposób  pośredni, p rzep ro 
w adzając translac ję  w yizolow anych m R N A  w układzie 
bezkom órkow ym  [17, 18]. D rugą  m ożliw ością, p o 
zw alającą na uzyskanie pełniejszych inform acji o b a 
danych  p rek u rso rach  neu ropep tydów , jes t zasto so w a
nie technik  inżynierii genetycznej [19]. W ykorzystu jąc  
te technik i o k reślono  s tru k tu rę  p ierw szorzędow ą kilku 
p rek u rso ró w  n eu ro k in in  ssaków  [11, 15].

P o n ad to , cD N A  p rek u rso ra  n eu ro p rep ty d u  m ożna 
w prow adzić  do  w ek to ra  ekspresyjnego, na  p rzyk ład  
odpow iedn io  zm odyfikow anego plazm idu. B akterie 
transfo rm ow ane  tak  z rekom binow anym  plazm idem  
będą syntetyzow ały  p rek u rso r n eu ro p ep ty d u , k tó ry  po 
w yizolow aniu  z kom ó rek  p ro k ario ty czn y ch  m oże słu
żyć do  dalszych badań .

A utorzy  niniejszego o p racow an ia , we w spółpracy  
z Z ak ładem  C hem ii B ioorganicznej C en tru m  B adań 
M oleku larnych  i M ak ro m o lek u la rn y ch  PA N  w Łodzi 
w prow adzili do  bak terii Escherichia coli szczepu D H 5, 
p lazm id p W R S P  zreko m b in o w an y  pochodzącym  z 
syntezy chem icznej cD N A  a-p rep ro tach y k in in y . U zy
sk an o  ekspresję tego genu, a także w yizo low ano i 
oczyszczono p ro d u k o w a n ą  przez E. coli a -p rep ro ta - 
chykin inę (zgłoszenie paten to w e nr P  289367).

W  1983 ro k u  sk lon o w an o  D N A  kodu jący  p reku r- 
sory  substancji P z m ózgow ia w ołu [11]. B adan ia  
p ro w ad zo n e  przez N a w ę  i w s p ó ł a u t o r ó w  [11] 
przyczyniły  się nie ty lko  do  określen ia  sekwencji 
am inokw asow ej p rek u rso ra , ale także do  odkryc ia  
innych niż sub stan c ja  P  n eu ro k in in  w ystępujących 
u ssaków .
O becnie w iadom o, że n eu rok in iny  ssaków  są k o d o 
w ane przez dw a od rębne  geny. Jeden  z nich zw any 
genem  SP (gen S P /N K A , gen I P P T , gen A) kodu je  
substancję  P, n eu ro k in in ę  A, neu ro p ep ty d  K, neu ro - 
pep tyd  y o raz  neu ro k in in ę  A(3_ 10) [7, 8, 15, 16], 
n a to m ias t d rugi —  gen N K B  (gen II P P T , gen B) 
zaw iera  sekw encję ko d u jącą  n eu rok in inę  B [20]. S tru 
k tu ra  tego genu nie jest p rzedm io tem  niniejszego 
op racow an ia .

G en  SP  (Ryc. 1.) m a o ko ło  1 x 103 p a r zasad  
i obejm uje sześć in tro n ó w  o raz  siedem  eksonów  
o długości: 90, 132, 97, 45, 24, 54 i 593 p a r zasad [14]. 
W  regionie flankującym  koniec 5’ genu odna lez iono  
sekw encję A TA A TA . P o p rzed za  o n a  m iejsce inicjacji 
o 26 p a r zasad  i o d p o w iad a  sekw encji typu  TA TA  box, 
w pływ ającej na incjację transk rypcji p ro w ad zo n ą  
przez po lim erazę II [E C  2.7.7.6.].
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Ryc. 1. S ch em at ilu stru jący  tra n sk ry p c ję  genu SP , o b ró b k ę  p o tra n sk ry p c y jn ą  p ie rw o tn eg o  tra n sk ry p tu , tran s lac ję  o raz  o b ró b k ę  p o tran slacy jn ą  
P P T . N u m e ra m i 1— 7 o z n a c z o n o  eksony . C yfry z indeksem  ° w skazu ją , z k tó reg o  ek so n u  p o ch o d zą  poszczególne o dcink i P P T . P rzy 
p ro d u k ta c h  o b ró b k i p o tran slacy jn e j zazn a czo n o , k tó ry m  pozycjom  w łań cu ch u  p o lip ep ty d o w y m  p re k u rso ró w  n eu ro k in in  
o d p o w ia d a ją  poszczegó lne  b io log iczn ie  ak ty w n e  pep tydy .

E kspresja  genu SP  p row adzi do  pow stan ia  p ie rw o t
nego tra n sk ry p tu , z k tó reg o  w w yniku zróżnicow anej 
o b ró b k i po tran sk ry p cy jn e j m ogą pow stać trzy  rodzaje  
m R N A : oc-,0- i y -P P T  m R N A  (Ryc. E) [11, 14, 15, 21]. 
a -P P T  m R N A  jest pozbaw iony  eksonu  6, w y -P P T  
b rak  ek sonu  4, n a to m ias t /ł-P P T  m R N A  ja k o  jedyny  
m a pełen k o m p le t eksonów . Pełną  s tru k tu rę  pierw szo- 
rzędow ą trzech  rodzajów  m R N A  tachyk in in  z genom u 
ssaków  za in te resow an i C zytelnicy o d n a jd ą  w pracy 
N a w y  i w s p ó ł a u t o r ó w  o raz  K r a u z e g o  i 
w s p ó ł a u t o r ó w  [1 1 ,1 5 ] .

N ajd łuższy , bo  zaw ierający  w szystkie eksony  —  
/?-PPT  m R N A  z genom u szczura zbudow any  jes t z 
1034 n uk leo tydów , z k tó ry ch  na  fragm ent podlegający  
translac ji p rzy p ad a  390 nuk leo tydów . N u k leo ty d y  
w ystępujące bezpośredn io  za inicjującym  kodem  A U G  
obejm ują  sekw encję k o d u jącą  am inokw asy  w w iększo
ści hydrofobow e. Jest to  sekw encja p ep tydu  sygnało 
wego, odpow iedzia lnego  za w ek to row y tra n sp o rt p re 
k u rso ra  do  siateczki endop lazm atycznej [ 22].

Jak  w ykazano , we w szystkich b ia łkach  sekrecyj- 
nych, p re k u rso r b ia łkow y zaw iera na N -k o ń cu  hy 
d ro fo b o w ą sekw encję 15-30 am inokw asow ą, o d pow ie
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dzia lną  za w ektorow y tra n sp o rt tych białek do  sia
teczki endop lazm atycznej [22]. Sekw encja sygnałow a 
jest u suw ana z p rek u rso ra  jeszcze na etap ie  w ydłużania 
łańcucha polipetydowego. M a c  D o n a l d  i w s p ó ł 
a u t o r z y  [23] określili, że sekw encja sygnałow a 
p rek u rso ró w  n eu ro k in in  kończy się a lan in ą  zajm ującą 
19 pozycję w łańcuchu  polipeptydow ym .

Przed kodonem  term inacyjnym  we wszystkich m R N A  
preprotachykinin  w ystępują kodony czterech następu
jących po sobie am inokw asów  zasadow ych —  Arg-Arg- 
Arg-Lys. Dalej, w niepodlegającym  translacji 3’-końco- 
wym odcinku m R N A -P P T  m ożna odnaleźć sekwencję 
nukleotydów  uw ażaną za sygnał poliadenylacji —  
AAUAAA. Poprzedza ona sekwencję poli-A o 16 nukleo
tydów.

W ykazano, że prekursory neurokinin zaw ierają sek
wencję kilku biologicznie czynnych neuropeptydów  
(Ryc. 1.). W yjątkiem  jest a-preprotachykinina, zaw iera
jąca  jedynie sekwencję substancji P  (aa 58— 68). /i-pre- 
protachykinina zawiera sekwencje aż czterech neurope
ptydów: substancji P  (aa 58— 68), neurokininy A (aa 
98— 107), neurokininy A(3_ 10) (aa 101— 107) i neuro- 
peptydu K  (aa 72— 107). Podobnie, y-preprotachykinina
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zaw iera sekwencje substancji P (aa 58— 68), neurokininy 
A (aa 83— 92), neurokininy A(3_ 10) (aa 86— 92) i neuro- 
peptydu  y (aa 72— 92) [ 8, 15].

Pow staw anie z jednego prekursora  białkowego kilku 
zw iązków  wykazujących aktyw ność biologiczną nie jest 
zjawiskiem wyjątkowym , ograniczonym  do neurokinin. 
N a  przykład duży polipetyd o masie cząsteczkowej 
31000 daltonów  —  pre-P O M C  jest jednocześnie pre
kursorem  A C TH  oraz ^-endorfiny [24, 25],

Stw ierdzono, że (3-PPT  m R N A  szczura wykazuje duże 
struk tu ra lne  podobieństw o do (3-P P T  m R N A  wołu. 
A naliza kom puterow a sekwencji tych m R N A  w yka
zała 91%  hom ologii w regionie kodującym  białko, 
50.4%  hom ologii w niepodlegającej translacji 5’-koń- 
cowej części, oraz 64.4% hom ologii w niepodlegającym  
translacji 3’-końcow ym  regionie częsteczki m RNA. A na
lizując białkowe produk ty  translacji (3-PPT  m R N A  
badanych  zwierząt stw ierdzono hom ologię 93.1% [15]. 
Różnice gatunkow e dotyczą więc w niewielkim stopniu 
białkow ych p roduktów  ekspresji tego genu, zaobserw o
w ano natom iast, że u różnych zwierząt w tej samej tkance 
dochodzi do ekspresji różnych P P T  m RNA. N  a w a i 
w s p ó ł a u t o r z y  [ 11, 26] w ykazali, że w m ózgow iu 
w ołu  dom inu je  a -P P T  m R N A , podczas gdy w jelicie 
i w tarczycy p rzew aża [3-PPT  m R N A . Z  kolei, 
w m ózgow iu  i w szystkich badanych  tk an k ach  szczura 
w ystępow anie poszczególnych rodzajów  P P T  m R N A  
m o żn a  uszeregow ać w następującej kolejności: y >  
/? >  a [15]. Jeszcze inne w zajem ne p roporc je  pom iędzy 
P P T  m R N A  m ożna zaobserw ow ać w tk an k ach  lu d z
kich. D om inu je  [3-PPT  m R N A , n a to m ias t najm niej 
je s t a -P P T  m R N A  [27]. T ak  więc o b ró b k a  p ie rw o t
nego tra n sk ry p tu  przebiega w sposób  specyficzny dla 
d an eg o  g a tu n k u , a u n iek tó rych  gatu n k ó w  (szczur) jest 
także  z różn icow ana tkankow o . Jak  d o tąd , m echanizm  
w yjaśn iający  zjaw isko w ystępow ania  specyficznych 
g a tu n k o w o  i tk an k o w o  m R N A  P P T  u ssaków  jest 
nieznany.

R egulacja syntezy neu ro k in in  zachodzi na wielu 
poziom ach  obejm ujących: aktyw ację transkrypcji genu 
SP, o b ró b k ę  p ierw otnego  tran sk ry p tu , tra n sp o rt P P T  
m R N A , w ydajność procesu  translac ji o raz  o b ró b k ę  
p o tran slacy jn ą . Jed n ak że  obecnie m echanizm y regu la 
cyjne na  poszczególnych e tap ach  są w dalszym  ciągu 
słabo  poznane.

D o p a m in a  —  głów ny p rzekaźn ik  szlaku łączącego 
isto tę  czarn ą  z p rążkow iem  —  odgryw a rolę m o d u la 
to ra  w pływ ając na  poziom  neu rop ep ty d ó w  obecnych 
w prążkow iu . U szkodzenie  drogi is to ta  czarna  —  
p rążkow ie  lub zab lokow an ie  recep to rów  dopam in o - 
w ych D 2 przy pom ocy an tag o n is tó w  dopam in y  p o w o 
duje  znaczne zm niejszenie ilości substancji P w z ak o ń 
czeniach  aksonów  łączących isto tę czarną  z p rą ż k o 
wiem. W ydaje się, że wpływ d o p am in y  na poziom  
substanc ji P  dotyczy regulacji ekspresji genu, pon ie
w aż zaobserw ow ano , że zm iany  poziom u substancji 
P  w zakończen iach  synaptycznych  poprzedzone są 
zm ian am i ilości m R N A  odpow iedzialnego  za syntezę 
p rek u rso ró w  substancji P  [28— 30]. W ykazano  także 
wpływ asparag in ianu  i g lu tam inianu  na poziom  m R N A  
p rep ro tach y k in in  (P P T ) w n eu ro n ach  p rążkow ia  [31].
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III-2. Obróbka potranslacyjna prekursorów ta- 
chykinin i innych neuropeptydów.

Pionierskie prace S t e i n e r a  i w s p ó ł a u t o r ó w
[32] dop row adziły  do  sfo rm ułow ania  h ipo tezy , w myśl 
k tórej h o rm o n y  pep tydow e są w ycinane z białek 
p reku rso row ych  w m iejscu w ystępow ania p a r  am in o 
kw asów  zasadow ych, lub  w n iek tó rych  p rzy p ad k ach , 
pojedynczych am inokw asów  zasadow ych. Jeśli jest to  
pojedynczy am inokw as zwykle jest nim  arg in ina , a 
znacznie rzadziej lizyna [33],
W yniki dalszych b ad ań  doprow adziły  do  rozszerzenia 
tej h ipo tezy  na wiele innych pep tydów  i białek nie 
będących ho rm onam i. N a  podstaw ie analizy  sekwencji 
wielu p rek u rso ró w  neu rop ep ty d ó w  m ożna  w n io sk o 
wać, że pary  am inokw asów  zasadow ych d zia ła ją  ja k o  
sygnał k ieru jący  uw aln ian iem  zw iązków  ak tyw nych 
biologicznie. W ydaje się także, że preferow anym  m iejs
cem rozszczepienia jest w iązanie Lys-A rg lub  A rg-A rg 
a znacznie rzadziej w iązanie Lys-Lys czy A rg-Lys
[33]. N ie stw ierdzono  n a to m ias t isto tnych  hom ologii 
sekw encji w o toczen iu  m iejsca przecięcia p ro b ia łk a , 
gdy znajdu je  się ono  w pobliżu  pary  am inokw asów  
zasadow ych.

P ro teazy  uczestniczące w ob róbce  potranslacy jnej 
p rek u rso ró w  n eu ro k in in  ssaków  nie są dosta teczn ie  
p oznane  i w chwili obecnej tru d n o  przesądzić czy 
ro zp o zn ają  jedyn ie  miejsce cząsteczki, w k tó rym  zn a j
du ją  się am inokw asy  zasadow e, czy rów nież sekw encje 
o taczające  ten pun k t. W ydaje się jed n ak , że ta  g rupa  
enzym ów  nie w ykazuje zbyt dużej specyficzności su b 
stratow ej. S tw ierdzono bow iem , że w p rzy p ad k u  o b 
cych genów  w prow adzonych  do  linii kom órkow ych , 
w k tó rych  no rm aln ie  nie ulegają one ekspresji, p ro 
du k ty  ekspresji przechodziły  p raw id łow ą o b ró b k ę  
po translacy jną . N a  p rzykład , enzym y pro teo lityczne  
kom órek  guza p rzysadki (linia A tT  20) dokonyw ały  
praw id łow ego rozszczepienia p ro n eu ro p ep ty d u  Y, 
choć nie jes t on  p ro d u k o w an y  w tych k o m ó rk ach  [33],

W yizolow anie enzym ów  uw aln iających  n eu ro k in i
ny, czy też inne biologicznie ak tyw ne pep tydy  z ich 
p rek u rso ró w  jest zadan iem  niezw ykle trudnym . Szcze
gólnie k łopotliw e jes t oddzielenie w łaściw ych enzy
m ów  rozpoznających  pary  am inokw asów  zasadow ych 
od wielu ak tyw ności p ro teo litycznych , głów nie p o ch o 
dzenia  lizosom alnego. B adan ia  nad  konw ersją  k ilku 
p ro h o rm o n ó w  do  ich ak tyw nych p ro d u k tó w  przyczy
niły się do  odkryc ia  i sch a rak te ry zo w an ia  p rzy n a j
m niej jed n eg o  enzym u zdolnego  do  rozszczepian ia  
tych p ro b ia łek  a różniącego  się do  lizosom alnych  
p ro teaz  w ew nątrzkom órkow ych . Enzym  ten jest p ro - 
teazą tio low ą z o p tim um  dzia łan ia  w pH  oko ło  5.0. 
Z w iązany  jest z b ło n ą  pęcherzyków  w ydzielniczych 
i p rzypom ina  katepsynę B, ale m a od niej znacznie 
w iększą specyficzność su b stra to w ą  [34].

Enzym em  uczestniczącym  w w ycinaniu  aktyw nych 
pep tydów  z ich białkow ych p rek u rso ró w  jest także 
g lik o p ro te in a  o m asie cząsteczkow ej 70000. O d n a le 
z iono  ją  w pęcherzykach  w ydzielniczych pośredn iego  
o raz  nerw ow ego p ła ta  p rzysadki m ózgow ej wołu. 
O p tim u m  dzia łan ia  tego enzym u p rzy p ad a  w niskim  
pH . Jego ak tyw ność  ham uje p ep sta ty n a  A —  inh ib ito r 
p ro te in az  asparty low ych  [34],
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W kolejnym  etap ie  o b ró b k i po translacy jnej flanku
jące  pep tyd  z ob u  s tro n  reszty am inokw asów  z asad o 
wych są usuw ane w w yniku dz ia łan ia  karboksy - 
i am ino -pep tydaz . K a rb o k sy p ep ty d azę  zdo lną  do  peł
nienia takiej funkcji o d na lez iono  w wielu tk an k ach  
endokrynnych . Jest to  m e ta lo p ro teaza  dzia ła jąca  w pH  
5.0— 6.0. K a rb o k sy p ep ty d aza  z pęcherzyków  wydziel- 
niczych jest ak ty w o w an a  przez jo n y  C o 2 + , co o d ró żn ia  
ją  od p o d o b n eg o  enzym u lizosom alnego. A ktyw ność 
tego enzym u m o żn a  zah am o w ać  poprzez  zasto so w a
nie czynników  chela tu jących  a także poprzez zab lo 
kow anie  cen tru m  ak tyw nego  guan idynoety lem  kw asu 
bursztynow ego. Enzym  w ystępuje w dw u form ach: 
zw iązanej z b łoną, o m asie cząsteczkow ej o ko ło  52 000, 
o raz  rozpuszczalnej o m asie 50000 daltonów . F o rm ę 
rozpuszczalną  enzym u o trzy m an o  w stan ie  hom ogen- 
nym . O k reślo n o  także jego  sekw encję [34], P od  wzglę
dem  s tru k tu ry  pierw szorzędow ej enzym  ten w ykazuje 
pew ne podob ień stw o  do  k a rb o k sy p ep ty d azy  A [E C
3.4.17.1] (20%  hom ologii) i k a rb o k sy p ep ty d azy  B [E C
3.4.17.2] (17%  hom ologii).

W  pęcherzykach  w ydzielniczych w ykry to  także  am i- 
nopep tydazę . Jest to  zw iązana z b ło n ą  m eta lo p ro teaza
0 o p tim u m  pH  w szerokich  gran icach  5.5— 7.5. J a k 
kolw iek enzym  w sposób  specyficzny odcina  reszty 
am inokw asów  zasadow ych  od N -k o ń ca  cząsteczek, 
jego  udzia ł w procesie o b ró b k i po translacy jnej neuro- 
p ep tydów  nie zosta ł ja k  d o tą d  dosta teczn ie  u d o k u 
m entow any .

W ydaje się, że o specyficzności p rocesu  o b ró b k i 
po translacy jnej p reb iałek  decyduje wiele czynników . 
P ierw szym  z nich jes t specyficzność pep tydaz  k a ta li
zujących  reakcje pro teo lizy . D rug im  jest sposób  p o 
fa łdow ania  cząsteczki p reb ia łka , a trzecim  m odyfikacje 
łańcuchów  bocznych  am inokw asów , tak ie  ja k  gliko- 
zylacja czy fosforylacja, pow odujące, że pew ne w iąza
nia pep tydow e sta ją  się m niej lub  bardziej p o d a tn e  na 
działan ie  pep ty d az  [33].

W iele b ioak tyw nych  pep tydów  izo low anych  z m ó z
gow ia i tk an ek  w ydzielniczych m a grupę a -am idow ą 
na  C -końcu  [35, 36]. U w aża się, że obecność g rupy  
a-am idow ej jes t n iezbędna d la  u jaw nien ia  pełnej a k ty 
w ności biologicznej pep tydów . A nalizując sekw encje 
p rek u rso ró w  w ielu zw iązków  ak tyw nych  biologicznie 
(w tym  neurokin in), zaobserw ow ano  że po am in o 
kw asie k tó ry  w czynnym  biologicznie peptydzie jest 
am idow any  n as tęp n ą  resztą  jest glicyna. W ydaje się, że 
sekw encja X -G ly-Z -Z , (gdzie Z  oznacza A rg lub Lys) 
jes t w spólnym  sygnałem  d la  pro teo lizy  i am idacji. 
E nzym  p rzep ro w ad za jący  reakcję a-am idacji z iden ty 
fikow ano  w pęcherzykach  w ydzielniczych p ła ta  p rzed 
niego, pośredn iego  o raz  części nerw ow ej przysadki. 
W ym aga on obecności m iedzi o raz  tlenu  w środow isku
1 je s t stym ulow yny kw asem  asko rb inow ym  [36, 37].

A rtyku ł  o trzymano 5 grudnia 1991 r.
Zaakceptow ano do druku 19 grudnia 1991 r.
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Receptory neurokinin. 
Udział substancji P w procesach zapalnych

Receptors of neurokinins. Substance P and inflammation
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Wykaz stosowanych skrótów:
C H A PS — siarczan-3[(3-cholam idopropylo)dim etyloam o- 
n io ]-l-p ro p an u ; D G  — diacyloglicerol; I P 3 — inozytolotri- 
fosforah; N K A  —  neurokinina A (neurokinina a, substancja 
K, neurom edyna L); N K B —  neurokinina B (neurokinina (5, 
neurom edyna K); NK-1 —  receptor substancji P; N K -2 — 
receptor neurokininy A; NK-3 — receptor neurokininy B; 
P 1P 2 —  fosfatydyloinozytolodifosforan; T N F  — czynnik 
nekrozy nowotworów.

I. Wstęp
W  zeszycie 3-4 31 tom u  Postępów Biochemii (1985) 

u k aza ł się cykl a rtyku łów  pośw ięcony p ep tydom  o śro 
dkow ego  u k ład u  nerw ow ego. Z aw arte  są w nim  także 
in form acje dotyczące s tru k tu ry , roli biologicznej i 
rozm ieszczenia substancji P  o raz  innych neu rok in in  
(tachykin in) ssaków . Jed n ak  od tego czasu zasób  
inform acji o tych n eu ro p ep ty d ach  uległ znacznem u 
poszerzeniu . Posługu jąc się m etodam i inżynierii gene
tycznej, osiągnięto  zasadniczy postęp  w b ad an iach  
recep to rów  neurok in in . Pojaw iły  się także doniesien ia  
św iadczące o tym , że pep tydy  te spełn iają  funkcje nie 
ty lko  neu ro tran sm ite ró w , lecz są m ed ia to ram i lokalnej 
odpow iedzi zapalnej organizm u.

II. Receptory neurokinin

Z początk iem  la t osiem dziesiątych w tk an k ach  
ssaków  w ykryto  recep to ry  neu rok in in , określone ja k o  
S P -P  i SP-E . R ecep to r S P -P  wiąże substancję  P  i 
fizalem inę z w ysoką s ta łą  pow inow actw a, a z recep to 

m g r1, d r2, Z akład Inżynierii Genetycznej P.P. Terpol, 
ul. P.O.W . 57, 98-200 Sieradz, obecny adres; *11 Zakład 
Biochemii, **I Zakład Biochemii Insty tu tu  Fizjologii
i Biochemii Akademii Medycznej w Łodzi, ul. Lindleya 6,
90-131 Łódź.
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rem  S P -E  silnie w iążą się k assin ina  i eledoizyna 
(substancja  P  była w ów czas jed y n ą  zn an ą  n eu ro k in in ą  
ssaków ) [1]. N ajpóźn iej od k ry ty  recep to r, oznaczony 
sym bolem  SP -N , preferencyjnie w iąże neu ro k in in ę  B 
[2, 3].

W  1986 ro k u  d o k o n a n o  nowej klasyfikacji recep to 
rów  neu rok in in , określa jąc  je  ja k o  N K -1 (receptor 
substancji P, SP-P), N K -2  (recep to r n eu ro k in in y  A, 
SP-E) o raz  N K -3  (recep to r n eu ro k in in y  B, SP-N ) 
(M o n trea l S ubstance P  Sym posium , czerw iec 1986). 
Przy b ad an iu  pow inow actw a recep to rów  do  poszcze
gólnych n eu ro k in in  niezw ykle pom ocne o kaza ło  się 
zastosow anie  analogów  n eu ro k in in  znak o w an y ch  ra 
d ioak tyw nym  jodem . S tw ierdzono w ten  sposób , że 
zarów no  su bstanc ja  P  ja k  i fizalem ina nie w ykazują 
dużego pow inow actw a do  recep to ra  n eu ro k in in y  A 
(NK-2). Z drugiej strony , N K A , N K B  i k assin ina  silnie 
w iążą się z recep to rem  N K -2 , lecz m ają m ałe p o w in o 
w actw o do  recep to ra  substancji P  (N K -1) [4-7].

A naliza konform acji SP, N K A  i N K B  w ykazała , że 
n eu rok in iny  m ają  ró żn ą  s tru k tu rę  d rugorzędow ą, je 
dnakże  C -końcow a sekw encja -P he-Phe(V al)-G ly- 
L eu -M et-N H 2, tw orząca  część a-helisy je s t p o d o b n a  
u w szystkich neu rok in in . T en  fragm ent cząsteczki jest 
p raw d o p o d o b n ie  odpow iedzialny  za w iązanie n e u ro 
k in in  z receptoram i. W ydaje się więc, że neu ro k in in y  
A i B, p o siadające  swe w łasne recep to ry , m ogą w w yż
szych stężeniach w iązać się z recep to rem  substancji P  
[8],

W  ro k u  1988 o d k ry to  czw arty  rodzaj recep to ra  
n eu ro k in in  (NK-4); w ystępuje on  w tchaw icy  św inki 
m orskiej, ale jego  endogenny  ligand  jes t n ieznany  [9].

II-I. Struktura pierwszorzędowa receptorów

P om im o  że recep to r substancji P  (N K -1) o d k ry to  w 
ro k u  1982, zasób  inform acji do tyczących  jego  s tru k tu 
ry m oleku larnej był do  n iedaw na  niezw ykle skąpy. W 
1987 ro k u  D a m  i w s p ó ł a u t o r z y  w yznaczyli 
m asę cząsteczkow ą tego recep to ra  o k reśla jąc  ją  na 
46 000 d a lto n ó w  [10]. O trzym an ie  recep to ra  N K -1 w 
form ie rozpuszczalnej przy  użyciu n iejonow ego d e te r
gen tu  C H A P S  (s ia rczan -3 -[(3 -cho lam ido-p ropy lo )-l- 
d im e ty lo a m in o ]-l-p ro p a n u ) pozw oliło  określić jego
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przyb liżoną m asę cząsteczkow ą na 55 000— 60000 
d a lto n ó w  [11]. R óżnica rzędu lOOOOdaltonów w ynika 
z odm iennych  m etod  stosow anych  do  zn ak o w an ia  
recep to rów  oraz z zasto sow an ia  w eksperym entach  
m ateria łów  pochodzących  z różnych  zw ierząt (szczur 
i bydło  dom ow e).

O becnie, b ad an ia  dotyczące s tru k tu ry  m olekularnej 
recep to rów  neu ro k in in  zaaw ansow ane są w znacznym  
stopn iu . P o d  koniec la t osiem dziesiątych i na począ tku  
la t dziew ięćdziesiątych, s tosu jąc m etody  inżynierii ge
netycznej o k reślono  s tru k tu rę  p ierw szorzędow ą trzech 
recep to rów  neu ro k in in  (N K -1, N K -2  i N K -3) [12-16].

O trzy m an e  w yniki dow odzą, że recep to ry  n eu ro k i
nin są pojedynczym i po lipep tydam i sk ładającym i się z 
o ko ło  400 am inokw asów  (NK-1 —  407, N K -2  —  390 
i N K -3  —  452). N ależą one do  rodziny  recep to rów  
zaw ierających  siedem  segm entów  śródb łonow ych  (se
v en -tran sm em b ran e  segm ents). D o rodziny  tej zalicza
ne są także: cholinergiczne recep to ry  m uskarynow e 
(M t i M 2), recep to ry  adrenerg iczne ((3j i (32), receptory  
sero ton iny , recep to r dopam in y  (D 2) o raz  p o d o b n e  do 
ro d o p sy n y  barw nik i w zrokow e [17-21]. R eceptory  
tw orzące tę rodzinę pofa łdow ane są w tak i sposób, że 
p rzechodzą  przez b łonę k o m ó rk o w ą  siedm iokro tn ie  
(Ryc. 1.). N -końcow y  odcinek  cząsteczki recep to ra  
znajdu je  się w p rzestrzen i zew nątrzkom órkow ej; ko lej
no po  nim  następują: odcinek śródb łonow y, pętla 
w ew n ątrzk o m ó rk o w a, ponow nie  odcinek ś ró d b ło n o 
wy, ko le jna  pętla  zew n ą trzk o m ó rk o w a  i następny  
odcinek śródb łonow y, po czym sekw encja ta  p ow tarza

się. C -końcow y odcinek  recep to ra  znajduje  się w 
przestrzeni w ew nątrzkom órkow ej. Pętle w ew n ątrzk o 
m órkow e recep to rów  n eu ro k in in  zaw ierają niewiele 
am inokw asów  fosforylow anych przez k inazy b ia łk o 
we, n a to m ias t liczne reszty serylow e i treonylow e 
w ystępują w obręb ie  w ew nątrzkom órkow ego  odc inka  
C -końcow ego. W regionie N -końcow ym  zna jdu ją  się 
po tencja lne  m iejsca glikozylacji receptorów . M iejsce 
w iązania  ligandów  z recep to ram i nie jest znane, ale na 
podstaw ie  b a d a ń  porów naw czych  m ożna p rzypusz
czać, że znajdu je  się ono  w siódm ym  odcinku  śródb ło - 
now ym , trzeciej pętli zew nątrzkom órkow ej lub szóstym  
odcinku  śródb łonow ym  [ 22].

N ajbardzie j konserw atyw nym i odcinkam i recep to 
rów  n eu ro k in in  są a -helika lne  regiony śródb łonow e 
(54— 66%  hom ologii). Z w łaszcza siódm y segm ent 
śródb łonow y  jest w yjątkow o konserw atyw ny, gdyż 
praw ie w szystkie am inokw asy  (poza dw om a) są iden 
tyczne we w szystkich trzech recep to rach  neurok in in . 
N iek tó re  am inokw asy  w ystępujące w recep to rach  n eu 
rok in in  są identyczne we w szystkich recep to rach  z a 
w ierających siedem  segm entów  śródb łonow ych  [15]. 
D otyczy to  np. dw óch reszt cysteilow ych tw orzących  
m ostek  dw usiarczkow y, z lokalizow anych  w drugiej i 
trzeciej pętli zew nątrzkom órkow ej. R eszta cysteilow a 
zna jdu jąca  się w w ew nątrzkom órkow ym  odcinku  
C -końcow ym  ulega palm itylacji, co pow oduje „zak o 
tw iczenie” tego odc inka  recep to ra  w błonie k o m ó rk o 
wej [23]. K onserw atyw nym i odcinkam i recep to rów  
są także  d ru g a  i trzecia pę tla  w ew n ątrzk o m ó rk o w a 
(Ryc. 1.).

Ryc. 1. S ch em at s tru k tu ry  recep to ró w  
n eu ro k in in . A m inokw asy  id en 
tyczne we w szystk ich  trzech  
recep to rach  o zn aczono  białym i 
k ó łk am i, czarn e  k ó łk a  o z n a 
czają  am in o k w asy  n iek o n ser- 
w atyw ne. Z  —  przestrzeń  
z e w n ą trz k o m ó rk o w a , W  —  
p rzestrzeń  w e w n ą trz k o m ó rk o 
w a, C H O  —  p o ten c ja ln e  m iej
sca glikozylacji, M —  m iejsce 
p alm ity lac ji.
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R eceptor substancji P (N K - l)  i recep to r neu rok in iny  
A (N K -2) są b a rd zo  podobne. S tru k tu ra  receptorów  
substancji P  i n eu rok in iny  A jest hom olog iczna  w 83% . 
D om eny: zew n ą trzk o m ó rk o w a  i cy top lazm atyczna 
w ykazują  najm niej hom ologii (odpow iednio: 57%  i 
51 %). N ajw iększe podob ień stw o  m iędzy tym i recep to 
ram i m ożna  zaobserw ow ać w dw u regionach: drugiej 
pętli w ew nątrzkom órkow ej i szóstym  segm encie śród- 
b łonow ym  (95%  hom ologii) [14].

N ajw iększe różnice s tru k tu ra ln e  m iędzy receptorem  
substancji P  (N K -1) a recep to rem  n eu rok in iny  A 
(N K -2) do tyczą  drugiej i trzeciej pętli zew nątrzkom ór- 
kow ej, choć w C -końcow ym  od cin k u  trzeciej pętli 
osiem  am inokw asów  o raz  kodu jące  je nuk leo tydy  są 
identyczne w obu  recep to rach . O dcinek  ten  stanow i 
p raw d o p o d o b n ie  o bszar in terakcji recep to rów  z k o n 
serw atyw nym  C -końcow ym  regionem  n eu rok in in , gdy 
pozosta łe  am inokw asy  drugiej i trzeciej pętli pełnią 
rolę czynn ika selekcyjnego przy w iązaniu  ligandu [14]. 
Inną , is to tn ą  s tru k tu ra ln ą  cechą różn iącą  oba  recep to 
ry jest znacznie w iększa liczba reszt serylow ych i 
treony low ych  obecnych w cząsteczce recep to ra  su b 
stancji P  (N K -1), w p o ró w n an iu  z recep to rem  n e u ro 
kininy A (N K -2). Z n a jd u ją  się one głów nie w trzeciej 
pętli w ew nątrzkom órkow ej i C -końcow ej dom enie 
cząsteczki, a fosfosforylacja tych am inokw asów  zw ią
zan a  jes t z odczulan iem  recep to ra . Z jaw isko  takie 
zaobserw ow ano  także w p rzy p ad k u  recep to ra  P2-adre- 
nergicznego [14].

P o ró w n u jąc  sekw encję recep to ra  N K -2  z innym i 
recep to ram i zaw ierającym i siedem  segm entów  śród- 
b łonow ych, zaobserw ow ano , że najw iększe p o d o b ień 
stw o w ykazuje on do  białek podo b n y ch  do  rodopsyny. 
S topień  hom ologii pom iędzy recep to rem  N K -2  a 
innym i b iałkam i receptorow ym i zaw ierającym i siedem  
segm entów  śródb łonow ych  jest następujący: N K -2  : 
M j —  38% , N K -2  : M 2 —  34% , N K -2  : (3, —  39%  
i N K -2  : ro d o p sy n a  —  46% .

II-2. Własności funkcjonalne receptorów

A naliza s tru k tu ry  pierw szorzędow ej, recep to rów  
neu ro k in in  w ykazała ich znaczną hom ologię  z recep to 
ram i zw iązanym i funkcjonaln ie  z b ia łkam i G. S tw ier
d zono  p o n ad to , że w iązanie substancji P  przez ro zp u 
szczony przy pom ocy  dete rg en tu  (C H A PS) recep to r 
było ham ow ane przez G T P  [11], Inhibicję w iązania  
ligandu  z recep to rem  N K -1 przez G T P , obserw ow ano  
także  w innych uk ład ach  eksperym enta lnych , na p rzy 
kład  bad a jąc  w iązanie znakow anej substancji P z 
frakcją b łonow ą ko ry  m ózgow ej szczura czy b łonam i 
gruczołów  ślinow ych [24, 25].
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N u k leo ty d y  guanylow e regulu ją  pow inow actw o re
cep to rów  zw iązanych funkcjonaln ie  z b ia łkam i w iążą
cymi G T P  (białka G) pow odując dysocjację kom pleksów  
agonista-receptor-białko G  i tworzenie kom pleksów  ago
n ista-recep to r. M echanizm  m oleku larny  polega p raw 
d o p o d o b n ie  na zm ianach  konform acyjnych  w cząste
czce recep to ra  po d  wpływ em  G T P  i jego  analogów  
[26]. W yniki o trzym ane  przez N a k a t ę  i w s p ó ł 
a u t o r ó w  [27] pozw ala ją  sądzić, że recep to r 
substancji P  (N K -1) w ystępuje w wielu s tan ach  k o n 
form acyjnych, charak te ryzu jących  się różnym  pow i
now actw em  do  zw iązków  agonistycznych.

Stw ierdzenie w pływ u G T P  na w iązanie substancji P 
nie określa  je d n a k  u k ład u  enzym atycznego  zw iązane
go funkcjonaln ie  z tym  receptorem . N ie zao b se rw o 
w ano w pływ u substancji P  na inhibicję czy ak tyw ację 
cyklazy adenylanow ej, lecz istnieją dow ody, że rece
p to r  N K -1 zw iązany jes t z innym  układem  enzym a
tycznym . Jest nim  fosfolipaza C  p o w o d u jąca  hydrolizę 
fosfatydy lo inozy to lod ifosfo ranu  (P IP 2) i u tw orzen ie  z 
niego dw u zw iązków  pełniących funkcję drugiego  
p rzekaźn ika: d iacy loglicero lu  (D G ) i inozyto lo trifosfo- 
ran u  ( IP 3). S ubstanc ja  P  stym ulu je o b ró t m etabo liczny  
fosfatydylo inozyinozyto li w m ózgow iu, g ruczo łach  śli
now ych i jelicie cienkim  szczura [28-31]. F ak ty  te 
św iadczą, że recep to r N K -1 jest zw iązany fu n k c jo n a l
nie z fosfolipazą C.

R ecep to r N K -2  ja k o  jedyny  sp ośród  recep to rów  
neurok in in  w ykazuje aktyw ność m itogenną [32]. Skło
niło to  badaczy  do  poszuk iw an ia  hom ologii w s tru k tu 
rze p ierw szorzędow ej tego recep to ra  i z iden ty fiko
w anych onkogenów . O k aza ło  się, że w ykazuje on 
uderzające podob ieństw o  do  o n kogenu  c-mas [33]. 
W yniki b ad ań  J a c k s o n a  i w s p ó ł a u t o r ó w
[34] w skazują, że p ro d u k t on k o g en u  c-mas z lo k a lizo 
w any w genom ie ludzkim  na ch rom osom ie  szóstym ) 
jes t recep to rem  angio tensyny. A ngio tensyna podnosi 
ciśnienie krw i poprzez  zw iększenie siły skurczów  serca 
i zwężenie tętniczek. P ep tydow i tem u przypisu je się 
udział w etiologii sam oistnego  nadciśn ien ia  tętniczego. 
W  zw iązku z tym , poznan ie  recep to ra  ang io tensyny  po 
raz pierw szy daje m ożliw ość farm akologicznej m an i
pulacji p ro d u k tem  onkogenu .

S topień  hom ologii pom iędzy  onkogenen  c-mas a 
recep to rem  N K -2  w ynosi 44% . P rzypuszcza się także, 
że p o d o b n ie  ja k  recep to r N K -2 , onkogen  c-mas zw ią
zany  jest funkcjonaln ie  z fosfolipazą C p o w o d u jącą  
rozpad  fosfatydylo inozyto li [ 22].

W iadom o obecnie, że uk ład  im m unolog iczny  i ne- 
u ro en d o k ry n n y  zw iązane są ze sobą  funkcjonalnie. 
U k ład  im m unologiczny  i zw iązki przez niego w ytw a
rzane m o d u lu ją  działan ie  części endokrynnej o ś ro d k o 
wego u k ład u  nerw ow ego, a h o rm o n y  pep tydow e u k ła 
du  nerw ow ego i ich receptory , stanow ią  sk ładn ik i 
system u im m unologicznego . K o m ó rk i obu  system ów  
syntetyzują  w spólne ho rm o n y  i p o siad a ją  n a  swej 
pow ierzchni recep to ry  d la  tych zw iązków . U w aża się, 
że na poziom ie m o leku larnym  uk ład  im m unologiczny  
m a zdo lność  reagow an ia  pod o b n ie  do  u k ład u  neuro- 
en d o k ry n n eg o  [35].
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III. Rola substancji P w procesach zapalnych

S ubstancja  P  jes t uw ażana  za n eu ro tran sm ite r, a 
jon to fo re ty czn e  pod an ie  jej do  różnych  obszarów  
m ózgow ia dow odzi, że działa  ona  ja k o  tran sm ite r 
pobudzający . P o d o b n ie  ja k  endogenne zw iązki opia- 
tow e zw iązana jest p raw d o p o d o b n ie  z przew odzeniem  
bó lu  [36],

S ubstanc ja  P  spełnia szereg w aru n k ó w  staw ianych  
m ed ia to ro m  lokalnej odpow iedzi zapalnej. Pow oduje 
rozszerzenie naczyń, zw iększa przepuszczalność ich 
ścian, w pływ a na zlepianie się g ranu locy tów  i m ono- 
cytów  ze śródb łonk iem  naczyń o raz  pow oduje  degra- 
nulację k om órek  tucznych  [37]. R eaguje o n a  także z 
receptorem  chem otaktycznym  granulocytów  obojętno- 
ch łonnych , pow oduje  ich orien tac ję  i działa  na nie 
chem otak tyczn ie  [38]. N eu ro p ep ty d  ten w ykazuje 
także  wpływ  chem otak tyczny  n a  m onocy ty  ludzkie już  
przy stężeniu 10“ 13 M [39]. Sprzyja p o n a d to  w bu
do w an iu  [ 3H ]-ty m id y n y  w D N A  ludzkich  lim focytów  
T [40], Sugeruje się, że su bstanc ja  P  jest n eu ro tran sm i- 
terem  uw aln ianym  z zakończeń  nerw ów  obw odow ych 
w odpow iedzi na lokalne  uszkodzenie tk an ek  [37], 
W y k azan o  p o n ad to , że n eu ro p e ty d  ten jest syn te tyzo
w any i w ydzielany przez g ranu locy ty  kw asoch łonne i 
m akrofag i. T ak  więc neu ro n y  nie są jedynym  źródłem  
jego  poch o d zen ia  [41, 42],

W y k azan o  udział substancji P  w patogenezie  nie
k tó ry ch  ch o ró b  u zw ierząt i ludzi. Zw iększone stężenie 
substancji P w płynach ustrojow ych i tkankach  do tk n ię 
tych ch o ro b ą , zdolność zm ien ian ia  przez zw iązki d z ia 
łające an tagon istyczn ie  w s to su n k u  do  substancji P 
n iek tó rych  reakcji im m unologicznych , o raz  zm iany 
liczby recep to rów  substancji P  zachodzące podczas 
procesów  chorobow ych, św iadczą o udziale tego neuro- 
p ep tydu  w etiologii i patogenezie  zabu rzeń  o pod łożu  
zapalnym . W iele danych  w skazuje na udział substancji 
P  w reakcjach  nadw rażliw ości w skórze i p łucach o raz 
w przew lekłych p rocesach  zapalnych , tak ich  ja k  z a p a 
lenie staw ów  czy zapalen ie  jelit.

W  dośw iadczen iach  p ro w adzonych  na szczurach 
stw ierdzono , że w yw ołane sztucznie p odan iem  adiu- 
w an tu  zapalen ie  staw ów  nasila  się po  p o d an iu  su b 
stancji P  [43]. B adan ia  in vitro w ykazały, że su bstanc ja  
P  stym ulu je  uw aln ian ie  p ro stag lan d y n y  E 2 i kolage- 
nazy  z synow iocytów  (kom órk i w ydzielające m aź 
staw ow ą) o raz  p o b u d za  je  do  proliferacji [44]. P o n a d 
to  stw ierdzono , że m akrofag i ze zm ienionych  c h o ro 
bow o staw ów  pod  w pływ em  substancji P syn te tyzu 
ją  in te rleu k in ę -1 i czynnik nekrozy  now otw orów  
(a -T N F  —  tumor necrosis fa c to r ) [45]. U w olnienie 
substan c ji P  z zakończeń  nerw ow ych znajdu jących  się 
w p łucach m oże spow odow ać zaostrzenie astm y oskrze
lowej. P rzyk ładem  udziału  substancji P  w patogenezie 
a stm y  je s t o d ruchow y  m echanizm  akso n a ln y  [46]. 
P ra w d o p o d o b n y  jes t także  udział neu ro p ep ty d ó w  
tak ich  ja k  su b stan c ja  P  w patogenezie  zapalnych  
c h o ró b  je lit [47, 48]. Podczas b ad an ia  chirurgicznie 
p o b ran y ch  w ycinków  je lita  od  pacjen tów  chorych  na 
w rzodziejące zapalen ie  je lita  g rubego  i cho robę  C ro- 
hna , w ykazano  znacznie wyższy poziom  substancji P 
w w arstw ie śluzów kow ej i podśluzów kow ej je lita , niż
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u osobn ików  zdrow ych [47]. B adan ia  receptorów  
substancji P, neu ro k in in y  A i n eu rok in iny  B w wyci
n kach  je lita  pacjen tów  cierpiących na  te cho roby  
w ykazały, że gęstość recep to rów  substancji P (N K -1) 
jes t b a rd zo  du ża  w tętn iczkach , żyłkach i g rudkach  
lim fatycznych, n a to m ias t recep to ry  n eu rok in iny  A 
(N K -2) i n eu rok in iny  B (N K -3) w ystępow ały  w b ardzo  
m ałej ilości [48]. W yniki te dow odzą, że su bstanc ja  P  
jest w łączona w patogenezę zapalnych  ch o ró b  je lit 
o raz  w skazu ją  drog i now ych m ożliw ości te rapeu tycz
nych przy użyciu np. an tag o n is tó w  substancji P.

A rtyku ł  o trzymano 5 grudnia 1991 r. 
Zaakceptow ano do druku 19 grudnia 1991 r.
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Kwas retinowy reguluje procesy wzrostu 
i różnicowania*

Retinoic acid regulates growth and differentiation

JANINA KWIATKOWSKA1

Spis treści:

I. Losy kwasu retinowego w organizmie
II. Aktywność biologiczna kwasu retinowego

III. Wpływ kwasu retinowego na transkrypcję genów
IV. Jądrowe receptory kwasu retinowego (RAR)
V. Komórkowe białka wiążące kwas retinowy (CRABP)

Contens:

I. Retinoic acid metabolism
II. Biological activity of retinoic acid

III. The effect of retinoic acid on gene transcription
IV. Nuclear retinoic receptors (RAR)
V. Cellular retinoic acid binding protein (CRABP) in cytosol

Wykaz stosowanych skrótów:
CAT — transkarbam oilaza asparaginianow a; CRABT -  
kom órkow e białko wiążące kwas retinowy w cytosolu; 
RA — kwas retinowy; RAR —  jądrow y receptor kwasu 
retinowego RARE —  element wrażliwy na receptor kwasu 
retinowego; RBP — białko wiążące retinol.

I. Losy kwasu retinowego w organizmie
Pow szechnie i od d aw na w iadom o, że w itam ina  A 

reguluje w zrost i różn icow anie  wielu tk an ek  zwierzę -

* Artykuł stanow i rozwinięcie wykładu:,, U dział kwasu 
retinowego w różnicow aniu kom órek” wygłoszonego w 
ram ach sym pozjum  „M olekularna regulacja procesorów 
w zrostu i różnicow ania kom órek som atycznych” podczas 
XXVII Z jazdu P.T. Biochem. w Lublinie, 20 września 
1999.

1 Prof, dr hab., Zakład Biochemii Akademii Medycznej, 
ul. Chałubińskiego 10, 50-368 W rocław

cych i ludzkich , a jej n iedobory  p ro w ad zą  do  pow aż
nych zaburzeń  tych procesów . M echanizm y tej regu
lacji były jed n ak  do  osta tn iej dekady  m ało  znane. 
D ziedzina ta  p o zo staw ała  n iejako  w cieniu in tensyw 
nych bad ań , k tó re  dop row adziły  do  w yjaśnienia roli 
w itam iny  A i re tina łu  w procesach  w idzenia. N ie było 
naw et w iadom o, k tó ry  z retino idów , w ystępujących w 
organizm ie jest czynnikiem  w zrostow ym . D op iero  w 
80-tych la tach  o k aza ło  się, że jest nim kw as retinow y 
(RA), o k tó ry m  sądzono , że jes t ty lko  końcow ym  
p ro d u k tem  u tlen ian ia  w itam iny  A, w ydalanym  z 
u stro ju  i nie pełn iącym  żadnej funkcji fizjologicznej. 
W zór kw asu  retinow ego p rzedstaw ia  rycina 1.

Rys. 1. K w as

O becnie  uw aża się, że w o rganizm ie istn ieją dwie 
o d ręb n e  pule re tino idów : re tin o l/re tin a l o raz  kw as 
retinow y. K aro ten , k tó ry  stanow i głów ne źród ło  re
tino idów  w pożyw ieniu, nie przekszta łca  się w je litach  
całkow icie w retino l, ale jest częściow o tra n sp o rto w a 
ny w niezm ienionej postac i do  w ątroby , płuc, nerek 
i innych n arządów . T ak  w je litach , ja k  i innych 
tk an k ach  17— 54%  k a ro ten u  m oże przechodzić w 
kw as retinow y. D rog i tra n sp o rtu  re tino lu  i RA w

C00H

re tinow y . I —  g ru p y  m etylow e.
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osoczu są różne: ten  pierw szy w iąże się ze sw oistą 
g likop ro te iną , d rugi zaś jes t tran sp o rto w an y  przez 
a lbum iny  [1]. Inne też b ia łka  w iążą oba  retino idy  w 
cytosolu: R B P  (Retinol Binding Protein) łączy się 
w ybiórczo z re tino lem  i jego  estram i, a C R A B P  
(Cellular Retinoic acid Binding Protein) —  z kw asem  
retinow ym . Ze w szystkich znanych  retino idów  ty lko 
RA m a sw oiste recep to ry  jąd ro w e  (RAR —  Retinoic 
Receptor). R óżnice w gospodarce  obu  retino idów  
p rzedstaw iono  na rycinie 2 .
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Rys. 2. Losy  k w asu  re tin o w eg o  w o rgan izm ie . RA —  kw as rc tino - 
wy; R B P  —  b ia łk o  w iążące retino l; C R A B P  —  k o m ó rk o w e  
b ia łk o  w iążące kw as retinow y; RA R —  recep to r  kw asu  
re tinow ego .

II. Aktywność biologiczna kwasu retinowego

W zm ożone za in teresow an ie  kw asem  retinow ym  
d a tu je  się od czasu, gdy don iesiono , że m oże on  mieć 
d zia łan ie  przeciw białaczkow e i p rzeciw now otw orow e. 
RA, p o d aw an y  p acjen tom  z b ia łaczką  prem ielobla- 
styczną w yw oływ ał, ja k  in fo rm ow ano , d ługo trw ałe  
rem isje i w yleczenia [2, 3], s tym ulow ał też cy to to - 
ksyczne działan ie  lim focytów , po d n o sił przeciw now o- 
tw o ro w ą  ak tyw ność  m akrofagów  i m onocy tów , a 
także  h am o w ał w zrost n iek tó rych  now otw orów  [4, 5]. 
O becn ie  w iem y już, że kw as retinow y jest w ażnym  
m orfogenem  k o m ó rek  w życiu p łodow ym  i pozap ło - 
dow ym .

Z ao b se rw o w an o , że po w prow adzen iu  zn ak o w a
nego RA ciężarnym  m yszom , ju ż  od  pierw szych dni 
rozw oju  g rom adzi się on w k o m ó rk ach  p łodu , p o ch o 
dzących  z p ły tk i nerw ow ej. O d  11 dn ia  znajduje  się go 
w szczególnie w ysokich stężeniach w m ózgu tylnym  
i śródm ózgow iu . P o czą tk o w o  o bszar głow y pob iera  
znaczn ie  więcej RA niż tu łów , po tem  rośnie zaw artość  
w za lążk ach  kończyn  [ 6]. RA w stężeniu  6 x 10“ 5 M 
p o b u d z a  różn icow anie  i ham uje proliferację ludzkich  
podn ieb ien n y ch  p łodow ych  k o m ó rek  m ezenchym al- 
nych w hodow li. P o d o b n e  działan ie  w yw iera też na
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ko m ó rk i 56-dniow ych p łodów  ludzkich [7], W p ło 
dach  m yszy RA reguluje chondriogenne  różnicow anie 
kom ó rek  m ezenchym alnych w czasie rozw oju k o ń 
czyn, a u am fibii —  w trakcie  ich regeneracji [ 8].

K w as retinow y w yw iera wpływ na dzielące się i 
różn icu jące k o m ó rk i także w dorosłych  o rganizm ach, 
p rzyczyniając się do  zachow an ia  rów now agi m iędzy 
procesam i proliferencji i różn icow ania. N ależy jed n ak  
podkreślić , że korzystne  działan ie  w ym aga ściśle o k re 
ślonych stężeń, m usi trw ać określony  czas i odbyw ać 
się w odpow iedn ich  fazach w zrostu  organizm u. 
Z m ian a  tych w aru n k ó w  m oże p row adzić  do  zn ie
kształceń tk an ek  i narządów , deform acji kończyn i 
kości, rozszczepów  podnieb ien ia , defektów  pracy  serca 
itp. D uże daw ki RA i w itam iny  A m ogą jed n ak  
po b u d zać  w zrost n iek tó rych  now otw orów  [ 6, 7],

W wielu pub likacjach  m ożna znaleźć po tw ierdzenie 
ham ującego  w pływ u RA na rozplem  kom órek  p raw i
dłow ych i now otw orow ych . D ziałan ie  tak ie  o b se r
w ow ano  w hodow lach  wielu linii kom órkow ych , a 
także w dośw iadczalnych  no w o tw o rach  u zw ierząt, np. 
płodow ej te ra to k a rc in o m a  F9, k arc in o m a F 6 i P3-13 
myszy, m elanom a, rak u  piersi itp. [2, 5, 7]. W iąże się 
ono  z opóźnien iem , w ydłużeniem  lub ham ow aniem  faz 
cyklu kom órkow ego . W  k o m ó rk ach  N H IK  3025 
w ydłuża się faza G l ,  a w k o m ó rk ach  ja jn ik a , ad ipo- 
cytach  3T-3 i m elanom a S-91 jest o n a  całkow icie 
h am ow ana. W k o m ó rk ach  m ezenchym alnych kw as 
retinow y b loku je  fazę G 2, a w k o m ó rk ach  rak a  piersi 
—  fazę S. T rzeba  tu  dodać, że op rócz  zah am o w an ia  
proliferancji kom órek , p rzeciw now otw orow e dz ia ła 
nie RA m oże mieć też inny m echanizm . S tw ierdzono, 
że RA p o b u d za  uw alnianie T N F  (C zynnika N ekrozy  
N ow otw orów ) z m onocytów , ak tyw uje p rzeciw now o
tw orow e działan ie  lim focytów  i leukocytów  [4].

K w as retinow y stym ulu je różnicow anie kom órek  
wielu typów . W sp om niano  ju ż  o jego  dzia łan iu  na 
do jrzew anie  p rem ieloblastów . W  hodow lach  ludzkich 
kom órek  białaczkow ych H L -60  i e ry tro leukem ii 
F rien d a  kw as re tinow y induku je  różnicow anie  p re 
m ielob lastów  do  g ran u lo - i m onocytów . W mysiej linii 
M L-1 RA p o b u d za  u tw orzenie  granu locy tów , ale 
przejście w m akrofag ii i m onocy ty  w ym aga d o d a tk o 
wego kalcydio lu  [9]. RA jest niezbędny w różn ico 
w aniu  osteob lastów , k e ra tynocy tów  nab ło n k a , fibro- 
b lastów  i sperm atocy tów  [5, 10,11, 12]. P o d  w pływem  
kw asu  retinow ego k o m ó rk i te ra to k a rc in o m a  F9 
p rzechodzą  w p rym ityw ne form y en d o d erm o p o d o b n e , 
a  do  dalszego ich różn icow an ia  p o trzeb n a  jest d o d a t
kow o obecność cA M P . W ielu au to ró w  w yraża pogląd , 
że RA działa  szczególnie ak tyw nie na m ało  z różn ico 
w ane kom órk i, we w czesnych stad iach  różn icow ania
[5].

III. Wpływ kwasu retinowego na transkrypcję 
genów

P o b u d zan ie  różn icow an ia  przez RA w iąże się z jego 
w pływ em  na tran sk ry p c ję  genów  kodu jących  tak ie  
b iałka, k tó rych  pojaw ienie się lub znaczne zw iększenie 
syntezy tow arzyszy  różnicow aniu . W ykazano  przy
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tym , że zachodzi isto tn ie  stym ulacja  syntezy m R N A , 
bez w pływ u na jego  czas przeżycia. W m ak ro fag ach  i 
k o m ó rk ach  m ieloidow ych RA induku je  transk rypc ję  
genu transg lu tam inazy . Ilość m R N A  w zrasta  10 do  
20-kro tn ie , a enzym u —  100-krotnie [13]. W  preoste- 
o b lastach  RA p o b u d za  syntezę fosta tazy  alkalicznej i 
cyklazy adenylanow ej, a w fib rob lastach  i kera tynocy- 
tach  n ab ło n k a  —  ko lagenu  IV [10, 14, 15]. W  h o d o 
w lach fib rob lastów  nerkow ych N R K  kw as retinow y 
w yraźnie przyśpiesza i w zm aga tran sk ry p c ję  genu 
E G F . W ykazano , że w zrasta  ilość m R N A  o raz  sam ego 
czynn ika w zrostow ego. Jest to  działan ie  w ybiórcze, 
gdyż ja k  stw ierdzono , RA nie w ykazyw ał żadnego 
w pływ u na ekspresję genów  tubu liny , fib ronek tyny  i 
innych białek [16].

W ielu inform acji o dz ia łan iu  RA d o sta rcza ją  b a d a 
nia p rzep row adzane  na hodow lach  k om órkow ych  
mysiej te ra to k a rc in o m a  F9. K o m ó rk i te, p o d o b n e  do 
k o m ó rek  w ew nętrznej m asy w czesnego p łodu  myszy, 
m ożna  utrzym yw ać in vitro  w postac i hom ogennej 
populacji. P o  2— 3 d o b ach  po p o d an iu  RA obserw uje 
się w nich indukcję ekspresji genów  ko lagenu  I i IV, 
lam ininy, ak ty w a to ra  p lazm inogenu , recep to ra  para- 
th o rm o n u , P-adrenergicznego o raz  b ia łk a  G s. Jak  
widać, RA reguluje syntezę b iałek s tru k tu ra ln y ch  i 
regu la to row ych  [5, 14, 17, 18]. W  różnicu jących  się 
k o m ó rk ach  mysiej p łodow ej k a rc in o m a F 6 D C -13 
kw as re tinow y induku je  syntezę dw u gliko lizow anych  
białek b łonow ych, LA M P-1 i L A M P -2  [19].

W szystkie niżej w ym ienione b iałka, o raz  kodu jące  je 
m R N A  po jaw iają  się w k o m ó rk ach  co najm niej po 
upływ ie 48 godz. po p o d an iu  RA. N a to m ia s t bardzo  
szybko, bo ju ż  po kilku godzinach  daje się zauw ażyć 
35-kro tny  w zrost zaw artośc i cząsteczek m R N A  o 
wielkości 2,2— 2,4 kilozasad . N ie u s ta lo n o  jeszcze, 
jak ie  b ia łko  kodu je  ów m R N A , ale p rzypuszcza się, że 
m oże ono  grać rolę w k o n tro li ekspresji genów  białek, 
pojaw iających  się po 48 godz. [15].

RA m oże pow odow ać także supresję tran sk ry p c ji 
n iek tó rych  genów , np. su lfo transferazy  ch o leste ro lo 
wej i kera tyn  K I i KIO w k era ty n o cy tach  ludzkich , czy 
an tygenu  pow ierzchniow ego SSEA-1 i b ia łk a  Gj w 
te ra to k a rc in o m a  F9 [11, 5],

IV. Jądrowe receptory kwasu retinowego 
(RAR)

W yraźny wpływ, w yw ierany przez RA n a  ekspresję 
genów  nasuw ał przypuszczenie, że m echan izm  d z ia ła 
n ia  RA m oże być p o d o b n y  do  m echan izm u dzia łan ia  
stero idów  i ty roksyny, a vw tak im  razie m o g ą  w nim  
brać udział recep to ry  jąd row e. R eceptory  tak ie  zostały  
isto tn ie  odk ry te  w 1987 r. G en  recep to ra  kw asu 
re tinow ego (RAR) zosta ł znaleziony  w k a rto tece  ge
nowej kom órek  ludzkiej w ątroby , nerek, płuc, ją d e r  i 
innych tkanek . P osłu żo n o  się przy tym , ja k o  sondą, 
odcinkiem  m R N A  recep to ra  g lu k o k o rty k o id ó w , k o 
dującym  dom enę w iążącą D N A . P ro d u k t b iałkow y 
w yodrębn ionego  w ten sposób  genu m iał m asę czą
steczkow ą oko ło  50 kD A  i silnie w iązał RA [20].

R eceptory  jąd ro w e  RA w ykazują  duże p o d o b ie ń 
stw o s tru k tu ra ln e  do  recep to rów  ty roksyny  i h o rm o 
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nów  sterydow ych. P o d o b n ie  ja k  w tych  o sta tn ich  
w iążąca ligand d o m en a  E znajdu je  się w RAR na 
C -końcu  łańcucha  po lipep tydow ego. D alej ku  N -koń- 
cowi mieści się niew ielka łączn ikow a d o m en a  D, 
n astępn ie  dom ena C, w iążąca D N A  i dom eny  A i B, lub 
ty lko  B (przypuszczalnie regulatorow e). T ak  w RAR, 
ja k  i recep to rach  stero idów  i ty roksyny , d o m en a  C 
sk ład a  się z 66— 72 reszt am inokw asow ych . M ieszczą 
się w niej dw ie konserw atyw ne reszty Cys, o raz  dw a 
tzw. palce cynkow e, bogate  w lizynę. O becność  m o ty 
wów  zw anych palcam i cynkow ym i jest c h a ra k te ry 
styczna dla b iałek w iążącach  się z D N A . D o m en a  C 
RAR w ykazuje o ko ło  50%  hom olog ii s tru k tu ra ln e j z 
dom enam i C recep to rów  h o rm o n ó w  sterydow ych i 
ty roksyny  (patrz  schem at na  rycinie 3).

Homologia RAR i receptorów sterydowych 
i tyroksynowych. 7©

E D C B
RAR I

A
hTR 1 53- 

35 1 (2

hGR 2Z-3S I  45- 
1 SZ

hER I 53

h PR Ł 3

MCR i 4

Rys. 3. H o m o lo g ia  recep to ró w  k w asu  re tin o w eg o , s te ro id ó w  i ty 
ro k sy n y  (w %).
A, B, C, D, E  —  d o m en y  recep to ró w ; h R A R  —  ludzk i 
re c e p to r k w asu  re tinow ego ; hT R  —  ludzk i re c e p to r  ty ro 
ksyny; h G R  —  ludzk i re c e p to r  g lu k o k o rty k o id ó w ; hE R  —  
ludzk i re c e p to r  estro g en ó w ; h P R  —  ludzk i re c e p to r  p ro 
g este ro n u ; M C R  —  re c e p to r  m in e ra lo k o rty k o id ó w .

C him era  genow a, w k tórej odcinek genu recep to ra  
estrogenów , kodu jący  dom enę E zastąp io n o  o d p o 
w iednim  odcinkiem  genu RAR k o d o w ała  b iałko , k tó re  
p o d o b n ie  ja k  recep to r estrogenów  in d u k o w ało  syntezę 
tran sk a rb am o ilazy  asparag inow ej (CAT), ale w iązało 
silnie RA i działało  ak tyw nie  w kom pleksie  z nim. W 
dobrze  znanym  układzie  indukcji syntezy C A T  w yka
zano, że tran sak ty w ac ja  recep to ra  przez RA zachodzi 
ju ż  w stężeniach liganda rzędu  10~9/M , a op tym aln ie  
przy stężeniu  lig an d a  rzędu —  10~8/M . Jest to  zakres 
stężeń rów ny tem u, w jak im  RA działa  ja k o  m orfogen, 
np. w rozw oju  kończyn  p łodu , czy różn icow aniu  
k o m ó rek  te ra to k a rc in o m a  F9. W  tak im  też zakresie 
stężeń p rzejaw ia się wpływ RA na transkrypcję . Efekt 
re tino lu  był w idoczny d o p ie ro  w 100-k ro tn ie  wyższych 
stężeniach [21].

Jąd ro w e  recep to ry  RA w ystępują  w k ilku  izofor- 
m ach. W  tk an k ach  ludzi i m yszy w ystępują  trzy  głów ne 
typy RAR: a, (3 i y, przy czym  a  —  w postac i k ilku 
pod typów . Ł ańcuchy  po lipep tydow e tych trzech ty 
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pów  zbudow ane są z 466 reszt am inokw asow ych. 
D om eny C, w iążące D N A  w ykazują 97%  w zajem nej 
hom ologii, a dom eny  E —  75% . W ydaje się, że geny 
tych trzech p od typów  po ch o d zą  z w spólnego genu- 
p rzo d k a  [8, 12, 22]. Poszczególne typy RAR różn ią  się 
m iędzy sobą  pow inow actw em  do  RA. M o żn a  przy
puszczać, że m ają  też nieco odm ienne funkcje, na co 
w skazuje ich różne rozm ieszczenie w tk an k ach  i o d 
m ienne p roporc je  ilościow e w różnych fazach rozw oju 
p łodu  [23]. W nie zróżn icow anym  zalążku  kończyn 
p łodu  m yszy do  10 dn ia  geny R A R a i RA Ry są 
tran sk ry b o w an e  rów nom iern ie  w całym  zaw iązku, a 
gen RAR[3 —  ty lko  w reg ionach  obw odow ych. P o  12 
dniu , w stad ium  przedchrząstkow ej b lastem y, R A R p 
w ystępuje ty lko  w części środkow ej, a w stad ium  
kostn ien ia  i fo rm ow an ia  palców  —  ty lko  w m ezenchy- 
m alnym  regionie m iędzypalcow ym . W tym ' stad ium  
rozw oju R A R a znajdu je  się w m ięśniach i skórze, a 
RA Ry —  w n ab ło n k u , skórze i ch rząstkach . W ydaje 
się, że RA Ry pełni funkcję w chondrogenezie  i ró żn i
cow aniu  skóry , a  RA Bp —  w obum ieran iu  kom órek  
[24]. U Naphtalmus vińdiscens, po am pu tacji kończyn 
o bserw ow ano  w zm ożone w yrażanie się genów  w szy
stk ich  trzech typów  RAR w regionie regeneracji [25]. 
W hodow lach  k e ra tynocy tów  znaleziono  jedynie  
R A R a i R A R p, b rak  zaś RA Ry [11]. Ten o sta tn i 
znaleziono  w skórze dorosłych  osobn ików  [12, 26]. W 
k o m ó rk ach  S arto liego  w ją d ra c h  w ykry to  m R N A  
R A R a i RARp. W 8-m ym  dniu  sperm atogenezy  ilość 
m R N A  R A R a w zrasta  7-kro tn ie , m ożna więc sądzić, że 
recep to r ten odgryw a głów ną rolę przed pojaw ieniem  
się do jrzałych  sperm atocy tów  [ 12].

N ap ływ ają  doniesien ia  o w ystępow aniu  innych ty 
pów  RAR. W  genom ie łożyska ludzkiego znaleziono  
gen kodu jący  RARe. G en  ten jes t w yrażany  w wielu 
tk an k ach  typ u  nab łonkow ego . W genom ie kom órek  
rak a  w ą tro b y  jest on  z lokalizow any w pobliżu  obszaru  
integracji w irusa hepatitis B i m oże być przez ten w irus 
ak tyw ow any. M asa  cząsteczkow a RARe w ynosi 50 
kD a, zb u d o w an y  jes t z 448 reszt am inokw asow ych. 
N -końcow y odcinek  jes t k ró tszy  niż w innych typach  i 
nie zaw iera dom eny  A. D o m en a  C w ykazuje 97%  
hom ologii z g łów nym i typam i RAR i 55%  —  z 
recep to ram i ty roksyny  i estrogenu . H om olog ia  d o 
m eny E z innym i typam i RAR dochodzi do  88% . 
RA Re w ystępuje też w tk an k ach  szczura [27].

W liniach k om órkow ych  w ątro b y  i nerek ludzkich  
znaleziono  now y typ  RAR-X, zbudow any  z 462 reszt 
am inokw asow ych. D o m en a  C jest hom olog iczna  z 
R A R a w 61% , a d o m en a  E — jedyn ie  w 22% . W ydaje 
się, że RA R-X  należy zakw alifikow ać do  innej rodziny  
recep to rów  RA niż głów ne typy. W ykazuje n a to m ias t 
o ko ło  50%  hom olog ii dom eny  C z recep to ram i g lu 
k o k o rty k o id ó w  i ty roksyny  [ 22].

W k o m ó rk ach  ludzkiej linii k om órek  rak a  piersi 
znaleziono  R A R bc. Jest on  zbudow any  z 432 reszt i nie 
m a dom eny A. D o m en a  C jest w 62%  hom olog iczna  z 
recep to rem  ty roksyny , w 59%  —  z recep to rem  e s tro 
genów , w 48%  —  m in era lo k o rty k o id ó w , 45%  —  
g lik o k o rty k o id ó w  i 43%  —  p ro g este ro n u  [21].

K w as re tinow y wiąże się recep to ram i kow alencyj
nie, za po m o cą  w iązan ia  tioestrow ego. D aw cą reszty 
retinylow ej je s t retiny lo -C oA  [37].
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E kspresja  genów , kodu jących  RAR m oże być pod  
k o n tro lą  kw asu retinow ego, a ściślej —  jego  k o m 
pleksu z odpow iedn im  receptorem . RA indukuje  syn: 
tezę RAR(3 i RA Re w k o m ó rk ach  w ątro b y  i te ra to k a r-  
c in o m a F9. W tych k o m ó rk ach  tran sk ry p c ja  genu 
R A R a jest k o s ty tu ty w n a  i nie zależy od RA [23]. 
Inaczej w k o m ó rk ach  ją d e r  —  tam  retino idy  p o b u 
d zają  ekspresję  genu R A R a. P oziom  m R N A  tego 
recep to ra  w zrasta  3-k ro tn ie  pod  wpływ em  RA, przy 
n iezm ienionej zaw artośc i m R N A  RAR(3 [12]. T akże w 
k e ra ty n o cy tach  ludzkich  nie obserw ow ano  indukcji 
syntezy R A R p przez kw as re tinow y [ 11, 26].

A nalizu jąc budow ę p ro m o to ra  sk lonow anego  lu d z
kiego genu  RA RP, induko w an eg o  przez RA stw ier
dzono , że elem ent w rażliw y na ten  ligand (RA RE, 
Retinoic Acid Receptor-specific Element)  jest z loka li
zow any w regionie przyległym  do  b loku  TA TA . E le
m ent ten  jest ak tyw ow any  przez endogenny  kom pleks 
R A R P-R A . N ie reaguje na  recep to r tyroksyny , a  z 
kom pleksem  R A R y-R A  wiąże się w praw dzie silnie, ale 
jes t przezeń b a rd zo  słabo  ak tyw ow any. W yraźnie więc 
daje się zauw ażyć selektyw ność o d b io ru  sygnału przez 
R A R E, nie zależną od  s tru k tu ra ln y ch  podob ieństw  
recep to rów , ani naw et od zdolności ich w iązania. W  
sekw encji nuk leo tydow ej R A R E w idać p ow tarza jącą  
się sym etrię, Jej zachow anie  jest n iezbędne dla w rażli
wości n a  R A R P-R A , co m oże sugerow ać, że kom pleks 
ten  w iąże się w postaci d im eru , podo b n ie  ja k  receptory  
s tero idów  [28].

W  p rzy p ad k u  indukcji transk rypcji innych genów , 
np. a k ty w a to ra  p lazm inogenu, R A R-RA  m oże p rzy 
łączać się w regionie bliskim  do  b loku  G C  p ro m o tera , 
w pobliżu  m iejsca, gdzie w iąże się czynnik tran sk ry p - 
c y jn y S P l  [18].

V. Komórkowe białka wiążące kwas retinowy 
(CRABP) w cytosolu

O dkrycie  recep to rów  jąd ro w y ch  było w ielkim  k ro 
kiem  n ap rzó d  w rozum ien iu  dz ia łan ia  RA ja k o  m or-* 
fogenu. D aw niej ju ż  jed n ak  było w iadom o, że istn ieją 
także cy top lazm atyczne recep to ry , tzw. C R A B P. Są to  
niew ielkie b ia łka , zbudow ane  z o k o ło  130 reszt am i
nokw asow ych, s tru k tu ra ln ie  p o d o b n e  do  białek w ią
żących kw asy tłuszczow e. N ie w ykazują  żadnej h o 
m ologii z RAR [20]. W  m ysich p łodach , w ludzkich  
k era ty n o cy tach  i k o m ó rk ach  m ieloidow ych synteza 
C R A B P  jest in d u k o w an a  przez RA [ 6, 11, 13, 24], a w • 
m acicy m yszy —  przez RA i przez p ro geste ron  [29]. W 
czasie rozw oju  p łodu  m yszy rozm ieszczenie C R A B P  
zm ienia  się. D o  12 d n ia  C R A B P  znajduje  się w 
w arstw ie ek toderm alnej, a później —  w obw odow ych 
w arstw ach  chrząstek , nie w ystępuje n a to m ias t w m ię
śniach i n a sk ó rk u  [24]. W  nie zróżn icow anych  k e ra 
ty nocy tach  ludzkich  znaleziono  jedyn ie  ślady C R A B P, 
ale w trakcie  różn icow an ia  poziom  C R A B P  w zrasta ł 
gw ałtow nie [ 11].

U w aża się, że C R A B P  uczestniczy w tran sp o rc ie  i 
m agazynow an iu  RA, jed n a k  pełne znaczenie roli re
cep to rów  cytoso low ych nie jes t w yjaśnione. P o c z ą t
kow o sądzono , że zadan iem  C R A B P  jest przenoszenie 
reszt re tinylow ych do  ją d ra  i p rzekazyw anie ich re
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cep to rom  jąd row ym . O k aza ło  się jed n ak , że n iek tóre  
kom órk i, w rażliw e na RA, np. b iałaczkow e H L -60 w 
ogóle nie m ają  C R A B P. Być m oże, w iążąc RA, C R A B P 
k o n tro lu ją  ilość w olnych reszt retinylow ych, zdolnych 
do  p rzechodzen ia  do  ją d ra  i w ten sposób  zm niejszają 
d ostępność  tfc h  reszt d la  RAR. P rzy  niew łaściw ym  
sto su n k u  C R A B P  do  RAR, a także przy w ysokich 
stężeniach RA, p rzekraczających  po jem ność C R A B P, 
m oże dochodzić  do  nadm iernego  w pływ u RA na 
p ro liferację i różnicow anie, co prow adzi do  efektów  
tera togennych , deform acji i kancerogenezy  [ 6, 11, 30].

N iek tó rzy  badacze uw ażają, że w dzia łan iu  RA na 
procesy w zrostu  i różn icow an ia  pośredn iczą  pow ierz
chniow e gangliozydy, m.in. neo lak togang liozydy . M u 
tan ty  k om órek  H L-60, k tó re  u traciły  w rażliw ość na 
RA m ają uderzająco  niski poziom  tych gangliozydów . 
O czyszczone gangliozydy pow ierzchniow e h am ują  
proliferację. N iew iele jed n a k  da  się pow iedzieć o 
m echanizm ach  p ow iązan ia  RA —  gangliozydy [30].

Jak  w idać z tego k ró tk ieg o  p rzeglądu , w osta tn ich  
la tach  dow iedziano  się b a rd zo  wiele o d rogach  dz ia 
łan ia  kw asu retinow ego n a  procesy w zrostu  i ró żn i
cow ania, wiele jed n ak  pozosta je  n ad a l do  zb ad an ia  i 
w yjaśnienia.

A rtyku ł  o trzymano 5 grudnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1991 r.
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Modyfikacje procesów mutagenezy 
i kancerogenezy chemicznej przez 
syntetyczne przeciwutleniacze fenolowe 
na przykładzie butylohydroksyanizolu

Modifications of chemical mutagenesis and carcinogenesis 
by the synthetic phenolic antioxidants 
represented by butylated hydroxyanisole

KRZYSZTOF DEMKOWICZ-DOBRZAŃSKI1 
EWA E. HENNIG2

Spis treści:
1. Metabolism i toksyczność BHA

II. BHA jako związek hamujący kancerogenezę i mutage- 
nezę chemiczną
II-l. Zapobieganie aktywacji metabolicznej prokance- 
rogenu przez BHA
11-2. Bezpośrednie interakcje pomiędzy kancerogenem 
a BHA
11-3. Podwyższanie metabolicznej detoksykacji kance- 
rogenu przez BHA

III. Kancerogenne działanie BHA

Contents:
I. Metabolism and toxicity of BHA

II. BHA as an inhibitor of chemical carcinogenesis and 
mutagenesis
II-l. BHA prevention of the metabolic activation of 
procarcinogen
II-2. Direct interaction of BHA with carcinogen 
II-3. The increas of detoxification pathways by BHA

III. Carcinogenic properties of BHA

Wykaz stosowanych skrótów:
BHA — 2(3)-tert-butylo-4-metoksyfenol; BP — benzo(a)pi- 
ren; E D B P  —  9-10-epoksy-7,8-dihydroksy-7,8,9,10-tetra- 
hydro-benzo(a)piren; H E — hydrolaza epoksydowa; O M F  
—  oksydazy o mieszanej funkcji; RCh — dehydrogenaza 
N A D(P)H -chinon; SAG — S-arylotransferaza glutationow a.

D o zw iązków , k tó re  m ogą obniżać rako tw órcze  
działan ie  kancerogenów  chem icznych zalicza się 
zw iązki przeciw utlen iające o b a rd zo  różnej budow ie 
chem icznej. W śród  nich w ażną grupę s tanow ią  syn te
tyczne, a lk ilow ane p o ch o d n e  fenolow e, a w tej liczbie 
bu ty lo h y d ro k sy an izo l (BHA), k tó rego  hand low e p re 
p a ra ty  sk łada ją  się z dw óch s tru k tu ra ln y ch  izom erów  
(Ryc. 1), a także b u ty lo h y d ro k sy to lu en , hydroksy- 
anizol, b u ty lo h y d ro ch in o n , 4 -m etoksyfenol i 2,6-di- 
-iert-bu ty lo feno l. B adan ia  o sta tn ich  la t dow iodły  je 
dnak , że n iek tó re  z tych zw iązków  —  a w tej liczbie

O CH

2 -B H A 3 -B H A

1,2 d r n.farm.; A kadem ia M edyczna, Z akład Badania 
Środow iska, 02-097 W arszaw a ul. Banacha 1

Ryc. 1. S tru k tu ra  chem iczn a  2- i 3 -re ri-b u ty lo -4 -m e to k sy fen o lu  
(b u ty lo h y d ro k sy an izo lu )

BHA —  rnogą w yw oływ ać efekt wręcz odw rotny: 
w yw oływ ać now otw ory  i podnosić  działan ie n o w o 
tw orow e innych chem icznych kancerogenów .

Jak  d o tąd  BHA jest ciągle stosow any  ja k o  d o d atek  
konserw ujący  do  żyw ności, poniew aż zapob iega  au to - 
u tlen ian iu  n ienasyconych  kw asów  tłuszczow ych. Jego 
działan ie polega na w ychw ytyw aniu  i neu tralizacji 
w olnych rodn ików , tw orzących  się w tym  procesie [ 1]. 
Szacuje się, że dzienne spożycie BHA w ynosi mniej niż
0.4 m g/kg  m asy ciała [2].

1. Metabolizm i toksyczność BHA

W  b ad an iach  z użyciem  frakcji m ikrosom alnej 
w ątroby  szczurów  i m yszy stw ierdzono  pow staw anie 
dw óch głów nych m etabolitów : 3-tcrf-butylo-4 ,5-di- 
hyd roksyan izo lu  i ie rf-b u ty lohydroksych inonu . BHA 
jest głów nie usuw any z m oczem  w postaci g lukuron i- 
dów . S tw ierdza się rów nież m niejsze ilości zw iązku 
sprzęganego z g lu ta tionem , w postaci siarczanów , jak  
i w form ie n iezm etabolizow anej [3].

D op iero  w połow ie la t osiem dziesiątych zaczęły 
ukazyw ać się don iesien ia  w skazujące na toksyczne 
działan ie  BHA. S tw ierdzono, że podaw an ie  paszy
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Tabela 1.
O b n iżan ie  przez B H A  toksyczności ostrej zw iązków  chem icznych

zw iązek toksyczny g a tu n ek b ad an y  p a ra m e tr p iśm ienn ic tw o

d im e ty lo b en zo (a )  a n tra c e n m ysz śm ierte lność 10

szczur m artw ica  n ad n erczy 10

o c ta n  m e ty lo azo k sy m e ty lu m ysz m artw ica  n adnerczy 11

m ysz m artw ica  w ą tro b y 11

4 -ace tam id o fe n o l m ysz uszkodzen ie  w ą tro b y 12— 14
b u ty lo h y d ro k sy  to luen m ysz u szkodzen ie  p łuc 15
b ro m o b en zen m ysz śm ierte lność 13

m ysz uszkodzen ie  w ą tro b y 13
cz te ro ch lo rek  w ęgla m ysz śm ierte lność 14

m ysz u szkodzen ie  w ą tro b y 14
d ie ty lo n itro z o a m in a szczur śm ierte lność 16
2 -ace ty lo am in o flu o ren szczur p rzed n o w o tw o ro w e  zm iany  w w ą tro b ie 17
m e ta n o su lfo n ia n  ety lu m ysz śm ierte lność 18
alk a lo id y  p iro lizydynow e
z Senecio longilobus m ysz śm ierte lność 19
alk a lo id y  p iro lizy d y n o w e szczur śm ierte lność 2 0

z Senecio  jacobaea szczur p a to lo g iczn e  zm iany  w w ą tro b ie 21

zaw ierającej 1— 2%  BHA pow odow ało  w zrost ak ty w 
ności m ito tycznej o raz  h iperp lazję  n a b ło n k a  przed- 
żo łąd k a  gryzoni [4]. P o d aw an y  per os m yszom  
(D L  50 ~  2 g/kg) w yw oływ ał h ipertrofię  i h iperplazję 
w ątroby , czem u tow arzyszył w zrost syntezy D N A , 
RN A  i b ia łka  [5, 6]. O bserw ow ano  także, że BHA 
szczepiony szczurom  d o o trzew now o  (D L  50 ~  1 g/kg) 
w daw ce powyżej 384 m g/kg  pow oduje  k rw o tok i 
płucne [7]. W ykazano  jego  cy to toksyczność  dla k o 
m órek  chom iczych V-79, kom órek  ludzkich  linii P388 
i KB o raz  izolow anych h epa tocy tów  szczurzych [ 8, 9].

W ym ienione d o tąd  n iekorzystne sku tk i podaw an ia  
BHA m ają miejsce przy sto sow an iu  tego zw iązku w 
w ysokich stężeniach. W m niejszych stężeniach w yka
zuje on  działanie wręcz odw ro tne , o bn iża jąc  toksycz
ność o s trą  wielu zw iązków  chem icznych (Tab. 1).

Tabela 2.
H am o w an ie  p rocesó w  k an cero g en ezy  chem icznej przez BH A  p o d aw an y

II. BHA jako związek hamujący
kancerogenezę i mutagenezę chemiczną

W  1972 ro k u  W a t t e n b e r g  i w s p ó ł a u t o 
r z y  zapoczątkow ali serię b ad ań  nad  przeciw no- 
w otw orow ym  działan iem  BHA [1 0 ],W w iększości 
tego rodza ju  dośw iadczeń stw ierdzono, że BHA h a 
m uje procesy kancerogenezy  chem icznej jeśli jest p o 
daw any  przed lub rów nolegle z kancerogenem  (Tab. 2). 
Zw ykle przeciw utleniacz podaw any  był zw ierzętom  w 
paszy (0,5— 0,75% ) od ok. 1 tygodn ia  przed aż do 
zakończen ia  ekspozycji na kancerogen . N a  podstaw ie 
pow yższych b ad ań  stw ierdzono, że BH A  obniża 
w łaściw ości now otw orow e głów nie kancerogenów  w y
m agających  aktyw acji o raz, że d ro g a  p o d an ia  kance-

rów nocześn ie  lub  k ró tk o  przed  k an cerogenem

kancero g en g a tu n ek n a rząd , tk a n k a p iśm ienn ic tw o

b en zo (a)p iren m ysz p rzed żo łąd ek 10, 22, 23
m ysz p łuca 24— 26

7, 8 -d ih y d ro k sy B P m ysz p łuca , p rzed żo łąd ek , 
tk a n k i lim o fo id a ln e

23

7, 12 -d im ety lobenzo(a)- m ysz p rzed żo łąd ek 10

a n tra c e n m ysz p łuca 24
m ysz sk ó ra 27
szczur g ruczo ł su tk o w y 1 0 , 28

d ib en zo (a , h ja n tra c e n m ysz p łuca 24
d ie ty lo n itro z o o a m in a m ysz płuca 29
7-h y d ro k sy m ety lo -
1 2 -m ety lo b en zo (a)- m ysz p łuca 24
an tra c e n
afla to k sy n a  B, szczur w ą tro b a 30
N -n itro z o d im e ty lo a m in a m ysz płuca 31
o c ta n  m e ty lo  m ysz płuca 32, 33
azo ksym ety lu m ysz je lito 32— 34
tlenek  4 -n itro ch in o lin y m ysz płuca 29
u re tan m ysz p łuca 24, 25
azasery n a szczur trz u stk a 35
c ip ro fib ra t szczur w ą tro b a 36
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Tabela 3.
H am o w an ie  p rocesó w  kan cero g en ezy  chem icznej przez B H A  p o d a w a n y  p o  zak o ń cz en iu  n a ra ż e n ia  na k an cero g en

k ancerogen ga tu n ek n a rząd piśm ienn ic tw o

d ich lo ro w o d o rek m ysz je lito  g ru b e 37
l, 2 -d im e ty lo h y d razy n y
b en zo (a)p iren m ysz p łuca 25
d ie ty lo n itro z o a m in a szczur w ą tro b a 38

ch o m ik w ą tro b a 39
d ib u ty lo n itro z o a m in a ch o m ik w ą tro b a 39
2, 2 '-d io k so -N -n itro z o ch o m ik trz u s tk a , w ą tro b a 40

d ip ro p y lo a m in a
N -e ty lo -N -h y d ro k sy - szczur w ą tro b a 41

e ty lo n itro z o a m in a
d im e ty lo b e n z o (a )a n tra c e n szczur gruczo ł su tk o w y 28

rogenu  i p rzeciw utlen iacza nie m usi być ta k a  sam a.
P rzedstaw ione zależności czasow e p o d an ia  kance- 

rogenu  i p rzeciw utlen iacza sugeru ją , że działan ie  BHA 
dotyczy  w czesnych e tap ó w  kancerogenezy , zw iąza
nych z in icjacją n o w otw orow ą. W osta tn ich  la tach  
ukazały  się je d n a k  p race w skazujące, że przeciw - 
u tlen iacz ten  ham uje  procesy now otw orzen ia , także 
gdy jego  p o d aw an ie  w diecie zostan ie  rozpoczęte  ju ż  
po zakończen iu  ekspozycji na kancerogen  (Tab. 3).

S tw ierdzono, że o p rócz  w łaściw ości przeciw now o- 
tw orow ych BH A  m oże rów nież w ykazyw ać działan ie  
ham ujące  m u tag en n o ść  wielu zw iązków  chem icznych 
in vitro  [42] lub in vivo [43].

Pow yższe w yniki w skazują, na  złożoność dzia łan ia  
p rzeciw now otw orow ego  i p rzeciw m utagennego  BHA. 
P od d aw an y ch  je s t pod  dyskusję [44] k ilka niezależ
nych m echanizm ów  dz ia łan ia  tego przeciw utleniacza, 
k tó re  zo s tan ą  om ów ione poniżej.

II-l. Zapobieganie aktywacji metabolicznej 
prokancerogenu przez BHA

O ksydazy  o m ieszanej funkcji (O M F ) to  enzym y 
pow odujące  —  w w iększości w ypadków  —  ak ty w a
cję p ro k an cero g en u  do  rak o tw ó rczeg o  m etabo litu . 
W pływ  BHA n a  ak tyw ność  O M F  jest n iejasny i różny  
w zależności od u k ład u  badaw czego. BH A  podaw an y  
w diecie, w zależności od  użytego su b stra tu , obniża, nie 
zm ienia lub podw yższa ak tyw ność  O M F  [45— 47].

R ów nież ana liza  ilości cy to ch ro m u  P-450 nie d o 
sta rcza  jed n o zn aczn y ch  inform acji; p o d aw an ie  zw ie
rzę tom  BHA w paszy ob n iża  [45], nie zm ienia [47] lub 
p odn o si [48] zaw arto ść  cy to ch ro m u  P-450. B rak 
korelacji pom iędzy  zm ianam i ilości cy to ch ro m u  P-450 
a ak tyw nością  O M F  sugeru ją , że BHA zm ienia 
ilościow o różne form y cy to ch ro m u  P-450. W skazuje 
na to  d o d a tk o w o  k ilka  faktów : a) odm ienne w idm a 
sp ek tra ln e  ko m p lek su  cy to ch ro m u  P -450 z izocyjan- 
kiem  etylu [49]; b) w zrost w rażliw ości na ham ow an ie  
ak tyw ności cy to ch ro m u  P-450 w yw ołane a-naftofla- 
w onem  [49]; c) zm iany  w m etabo lizm ie  benzo(a)p irenu  
(BP) [26, 27, 47]; d) obniżenie  w iązan ia  m e tabo litów  
BP z D N A  i z innym i w ielkocząsteczkow ym i sk ład n i
kam i k o m ó rk i in vitro  i in vivo [26, 27, 45, 47, 48].

Sądzi się, że zm iany  w m etabo lizm ie  BP m ogą być 
je d n ą  z przyczyn obn iżen ia  w iązan ia  się reak tyw nych

m etabo litów  B P z D N A . Z kolei w ielkość w iązania  BP 
z D N A  dobrze  kore lu je  z obniżeniem  przez BH A  ilości 
n ow otw orów  płuc i p rzed żo łąd k a  m yszy w yw ołanych 
po d an iem  B P [48]. G enera ln ie  m o żn a  stw ierdzić, że 
BH A  obn iża  całkow ity  m etabo lizm  B P [26, 27, 47] 
o raz  pow oduje  p rocen tow y  w zrost ilości m etabo litów  
B P nie w ykazujących  rak o tw órczych  właściw ości [50].

N a  zm ianę m etabo lizm u  p rokancerogenów , prócz 
zm ian  ilościow ych form  cy to ch ro m u  P-450, m ogą m ieć 
w pływ  inne m odyfikacje w obręb ie  u k ład u  O M F . 
R ed u k taza  N A D P H -cy to ch ro m  P-450 nie ty lko  m oże 
redukow ać  cy to ch ro m  P-450, ale także pew ne m e ta 
bolity  p ro kancerogenów , np. ch inony  B P [51]. P o d a 
w anie BH A  zw ierzętom  zw iększa ak tyw ność  tej re- 
duk tazy , a także  d o d a tk o w o  ilość cy to ch ro m u  b 5 [52].

N ie m ożna  rów nież w ykluczyć w pływ u bezpośred 
niej in terakcji BH A  z cy toch rom em  P-450 na m e ta 
bolizm  zw iązków  rako tw órczych . W ielu a u to ró w  [26, 
42, 44, 53, 54] zak ład a , że BH A  m oże w iązać się 
z cy toch rom em  P-450 lub  z kom pleksem  cy toch rom  
P-450 su b stra t, po w o d u jąc  obniżenie szybkości lub 
zm ianę re jonu  hydroksy lacji k senob io tyku . P rzem a
w iają za tym  n astępu jące  fakty: a) BHA i jego  m e ta b o 
lity są obecne we frakcji m ikrosom alnej hepa tocy tów  
m ysich po d ługo term inow ym  p o d aw an iu  [50]; b) BHA 
tw orzy  z cy toch rom em  kom pleks dający  w idm o spek 
tra ln e  typu  I [53]; c) BH A  in vitro  kom petencyjn ie  
i n iekom petency jn ie  ham uje  ak tyw ność  O M F  [54];
d) BH A  in vitro  ham uje  n iekom petency jn ie  m e ta b o 
lizm 7 ,8-d ihydroksy  B P [55] n a to m ias t nie m a w pływ u 
na w iązanie rak o tw órczego  epoksyd io lu  B P  (E D B P) 
z D N A  in vitro [56— 56]; e) BH A  obn iża  in vitro 
m u tagenne  w łaściw ości B P [42] o raz  w iązanie BP 
z D N A  [53].

P rzed staw io n e  tu w yniki na przykładzie  B P su g eru 
ją , że BHA m oże m odyfikow ać ak tyw acje  p ro k an ce 
rogenu  w dw ojak i sposób: bądź  poprzez  bezpośrednie  
oddzia ływ anie  n a  cy toch rom  P-450 bądź pośredn io , 
poprzez  selek tyw ną m odyfikację e lem entów  system u 
O M F .

Phytochem ical Society  o f Europe M eeting  
on ,,Seed Storage Compounds:
Biosynthesis, In teractions and M an ip u la tio n " ,
Bristol. UK, 7-9  September 1992 
Info: Professor P R Shewry,
Long Ashton Research Station,
Long Ashton, Bristol BS18 9AF, UK.

POSTĘPY BIOCHEM II 38 (1 ) ,  1992 39http://rcin.org.pl



II-2. Bezpośrednie interakcje pomiędzy 
kancerogenem a BHA

Jak  w spom niano  wcześniej, BH A  zapob iega  au to -  
oksydacji kw asów  tłuszczow ych w ychw ytując i n e u tra 
lizując w olne rodn ik i tw orzące się w tym  procesie [ 1], 
N ie m ożna  więc w ykluczyć, iż zw iązek ten  m oże 
reagow ać z innym i w olnym i ro d n ik am i, w ykazującym i 
w łaściw ości rako tw órcze.

W ykazano , że BH A  m oże w chodzić w in terakcje  
z ro d n ik am i 6-fenoksy B P [57] o raz  tw orzyć k o m p lek 
sy z m ety loazoksym etano lem  [58]. Z  drugiej s trony , 
BH A  nie m a w łaściw ości zap o b ieg an ia  w iązan ia  się 
E D B P  z D N A  co m ogłoby  sugerow ać, że in te rak c ja  
b ezpośredn ia  m iędzy tym i zw iązkam i nie jest m ożliw a 
[56]. G d yby  m echanizm  w yłapyw ania  w olnych ro d 
ników  przez BH A  lub  tw orzen ia  kom pleksów  z k a n 
cerogenem  m iał is to tn y  wpływ  na  jeg o  w łaściw ości 
an tynow otw orow e, zw iązek ten  w ykazyw ałby n iespe
cyficzne działan ie  p rzeciw now otw orow e. T ak  je d n a k  
nie jest, m im o że stw ierdza się obecność tego zw iązku  w 
narządzie  lub  tkance  podlegającej procesow i kan cero - 
genezy chem icznej.

II-3. Podwyższanie metabolicznej detoksykacji 
kancerogenu przez BHA

K arm ien ie  zw ierząt BH A  pow odu je  indukcję  a k 
tyw ności wielu enzym ów  zlokalizow anych  głów nie w 
w ątrob ie , ale rów nież w innych  n a rząd ach  i tk a n k a c h
[44],

S -ary lo transferazy  g lu ta tio n o w e (EC.2.5.1.18.) (SAG) 
kata lizu ją  reakcje w iązan ia  wielu elek trofilow ych 
i lipofilow ych zw iązków  z g lu ta tionem . R eakcja ta  jes t 
uw ażana  za je d n ą  z głów nych d ró g  p row adzących  
do  w ydalan ia  ksenob io tyków , a zarazem  za sp o só b  
och ro n y  k o m ó rk i p rzed  uszkodzen iam i w yw ołanym i 
zw iązkam i elektrofilow ym i. BH A  podw yższa ak ty w 
ność SA G  w s to su n k u  do  różnych  su b stra tó w  w 
różnych tk an k ach  od 2 do  11 razy [59, 60]. S p a r -  
n i n s  i W a t t e n b e r g  [60] w ykazali zależność 
pom iędzy w zrostem  ak tyw ności SA G  a sp ad k iem  
ilości n ow otw orów  p rzed żo łąd k a  m yszy, w yw ołanych  
BP. S tw ierdzono  rów nież, że BH A  pow odu je  w zrost 
zaw artości z red u k o w an eg o  g lu ta tio n u  w różnych  
tk an k ach  zw ierząt dośw iadczalnych , czem u to w a 
rzyszy w zrost ak tyw ności red u k tazy  g lu ta tionow ej 
(E C .l.6.4.2.) i dehydrogenazy  g lu k o zo -6-fosforanow ej 
(E C .l .1.1.43.) [ 6].

D rug im  enzym em , k tó reg o  ak tyw ność  jest in d u k o 
w ana w różnych  tk an k ach  przez BH A  jest d e h y d ro 
genaza N A D (P )H -ch in o n  (E C .l.6.99.2.) (RCh). BH A  
pod aw an y  w diecie induku je  ak tyw ność  tego enzym u 
od 5 do  10 razy w cy tozo lu  i m ik rosom ach  w ą tro b y  
myszy i szczurów . W zrost ak tyw ności R C h p o w o d u 
jący  pow staw anie  h y d roch inonów , k tó re  m ogą być 
w ydalane z o rgan izm u  w postaci g lu k u ro n id ó w , w y
daje się być czynnikiem  podw yższającym  detoksykację  
[62].

P o daw an ie  zw ierzętom  BHA pow oduje  is to tny  
w zrost ak tyw ności cytozolow ej dehydrogenazy  U D P - 
-glukozow ej (E C .l. 1.1.22.) o raz  m ik rosom alnej U D P - 
-g lukurony lo transferazy  (E C .2.4.1.17.). W zrost ak ty w 
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ności tych enzym ów  pow oduje  np. w zrost sp rzęgan ia  
fenoli, ch inonów  i d ihyd rod io li B P  z kw asem  g luku- 
ronow ym  [62].

O sta tn im  z om aw ianych  enzym ów , k tó ry ch  ak ty w 
ność induku je  BHA, jes t hy d ro laza  ep o k sy d o w a 
(EC.4.2.1.63.) (HE). W zrost ak tyw ności tego enzym u w 
zależności od  su b s tra tu , g a tu n k u  zw ierzęcia i b a d a 
nego n a rząd u  m oże w ahać się od 2 do  11 razy [62 ]. W 
zależności od  kancerogenu  ro la  H E  m oże być różna . W 
p rzy p ad k u  jed n ak , gdy ostatecznym  kancerogenem  
jest m etab o lit będący su b stra tem  H E, dzia łan ie  BH A  
m ożna tra k to w a ć  ja k o  w zm agające detoksykację .

III. Kancerogenne działanie BHA

O p ró cz  szeregu b ad ań  nad  ew entualnym i w łaści
w ościam i toksycznym i, BHA p o d d aw an y  był także  
ocenie dz ia łan ia  m u tagennego  i kancerogennego . W ie
lo k ro tn ie  w ykazyw ano b rak  jego  w łaściw ości m u ta 
gennych w różnych  testach  k ró tk o te rm in o w y ch , w tym  
w teście A m esa zaró w n o  z użyciem  system u ak tyw acji 
m etabolicznej ja k  i bez [43]. D oniesien ia  o ew en tu a l
nym  m u tagennym  dz ia łan iu  BHA i jego  m etab o litó w  
są nieliczne i słabo  u d o k u m en to w an e  [63].

P rzez wiele la t u w ażano  BHA za zw iązek także  
n iekancerogenny . W skazyw ały  na to  liczne b ad an ia , w 
k tó ry ch  przeciw utlen iacz ten  nie w ykazyw ał k a n c e ro 
gennego dz ia łan ia  w: żo łąd k u  świń, psów , chom ików , 
szczurów  i myszy, a także  p łucach  m yszy i p rzełyku  
psów  [25, 64, 65].

W świetle pow yższych b ad ań  zaskaku jące  okazały  
się obserw acje Ito  i wsp. [ 66]. Z m ien ia jąc  nieco 
stosow ane d o tą d  w arunk i dośw iadczen ia  (wyższe 
daw ki BHA o raz  w ydłużony czas obserw acji) w ykazali 
oni, że BHA w yw ołuje h iperplazję, b rodaw czak i i rak a  
p rzed żo łąd k a  u szczurów  F-344. K olejne p race tego 
zespołu, ja k  i innych a u to ró w  potw ierdziły  te o b se r
w acje zarów no  na szczurach, chom ikach  ja k  i m yszach 
[67— 69]. Z a  kancerogenne działan ie  BHA w przed- 
żo łąd k u  chom ików  odpow iedzia lny  był 3-izom er 
[69], P o n a d t o  S a k a i  i w s p ó ł a u t o r z y  
stw ierdzili, że 3-BH A  i jego  m etab o lit ter t-bu ty l- 
-1 ,4-benzochinon  w ykazują  w łaściw ości tra n sfo rm u ją 
ce w s to su n k u  do  k o m ó rek  BA LB/3T3.

W raz z doniesien iam i o rako tw órczych  w łaściw oś
ciach BHA ukazały  się p race w skazujące n a  p ro m o 
cyjne działan ie  tego zw iązku. O b serw o w an o  je, gdy 
BH A  p o d aw an y  był w diecie (1— 2% ), po fazie inicjacji 
now otw orow ej w yw ołanej różnym i zw iązkam i che
m icznym i (Tab. 4). N ależy przy tym  zauw ażyć, że w 
analog icznych  uk ład ach  dośw iadczalnych  BH A  m oże 
nie zw iększać ilości n ow otw orów  induko w an y ch  tym i 
sam ym i zw iązkam i w innych tk an k ach  lub naw et ją  
obniżać [ 68, 74, 73].

M echanizm  kancerogennego  i p rom ocy jnego  d z ia 
łan ia  BHA nie jes t d o tą d  poznany. W ykazano , że 
przeciw utlen iacz ten działa  na nab ło n ek  p rzed żo łąd k a  
bezpośredn io , bez ak tyw acji m etabolicznej. D ziałan ie  
to  nie zależy od jego  w iązania  się z D N A  i R N A  [75], 
S tw ierdzono  jed n ak , że 3-BH A  in vivo w iąże się 
selektyw nie z b iałkam i m ik rosom alnym i p rzed żo łąd 
ka, a także z k om órkow ym i tio lam i [76]. Sugeruje się 
p o n ad to , że now otw orow e działan ie  BH A  m oże być
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Tabela 4.
P ro m o cy jn e  d z ia łan ie  B H A

k an cero g en g a tu n ek n arząd p iśm ien n ic tw o

N -b u ty lo -N -(4 -h y d ro k sy - szczur pęcherz m oczow y 38, 6 8 , 71
b u ty lo )n itro z o a m in a

m ety lo n itro zo m o cz n ik szczur p rzed żo łąd ek 6 8

szczur pęcherz m oczow y 6 8 , 72
N -e ty lo -N -h y d ro k sy - szczur nerki 6 8 , 71

e ty lo n itro z o a m in a
N -m e ty lo -N '-n itro -N - szczur p rzed żo łąd ek 6 8

n itro z o g u a n id y n a
N -d ie ty lo n itro z o a m in a m ysz w ą tro b a 73
N , N -d ib u ty lo n itro z o a m in a szczur p rzed żo łąd ek 74

N -n itro z o p iro lid y n a m ysz
pęcherz m oczow y 
p łuca 31

w ynikiem  o d dz ia ływ an ia  tego zw iązku na lipidy b ło 
now e [9 ], O s ta tn io  stw ierdzono , że BH A  znacznie 
obn iża  w zajem ną w ym ianę cząsteczek chem icznych 
pom iędzy  k o m ó rk am i w ą tro b y  szczura. Jest to  fakt 
znaczący  zw ażyw szy, że inh ib icja  biochem icznej w y
m iany in fo rm acji pom iędzy  k o m ó rk am i jes t c h a ra k te 
rystyczna d la  zw iązków  o w łaściw ościach p ro m o cy j
nych [77].

R ak o tw ó rcze  i p rom ocy jne  w łaściw ości BH A  o b se r
w ow ane są, gdy stosuje się w ysokie daw ki prze- 
c iw ulen iacza w diecie (1— 2% ). N a to m ias t d z ia ła 
nie prew encyjne BH A  m a m iejsce w znacznie niższych 
stężeniach  (0,2— 0,75% ). P o n a d to  w łaściw ości prze- 
c iw now otw orow e BH A  obserw ow ane są głów nie, gdy 
p o d aw an y  je s t on  przed lub rów nolegle z kancero - 
genem , podczas gdy działan ie  p rom ocyjne  w ym aga 
p o d an ia  przeciw utlen iacza  po fazie inicjacji n o w o 
tw orow ej. Pow yższe fakty  sugeru ją , że m ożem y u n ik 
nąć negatyw nych  sk u tk ó w  dz ia łan ia  BH A  w p ro ce 
sach kancerogenezy  chem icznej, na  rzecz n iew ątp li
wych korzyści p łynących  z jego  dz ia łan ia  p rew encyj
nego. T ym  bardziej, że dzienne spożycie przeciw - 
u tleniaczy je s t b a rd zo  niskie w p o ró w n an iu  z d a w k a 
mi sto sow anym i przez toksyko logów . N ależy sądzić, 
że d o p ie ro  ca łkow ite  poznan ie  m echanizm ów  d z ia 
łan ia  BH A  zaró w n o  w k ie ru n k u  p rzeciw now otw o- 
row ym , ja k  i k ancerogennym  rozstrzygnie  o m ożli
wości przyszłego sto so w an ia  tego zw iązku w prak tyce.
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XXVII ZJAZD POLSKIEGO 
TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

LUBLIN, 18—20.09.1991 r.
SP R A W O Z D A N IE

W dniach  18— 20 w rześnia 1991 ro k u  o b rad o w a ł w 
L ublin ie X X V II Z jazd  Po lsk iego  T ow arzystw a Bio
chem icznego. O b ra d y  Z jazdu  odbyw ały  się na terenie 
M iasteczka U niw ersy teckiego  w salach W ydziału  C h e
mii, E konom ii o raz  P raw a  i A dm in istracji U niw ersy
te tu  M arii C urie  Skłodow skiej.

W Zjeździe uczestniczyło o k o ło  400 zare jestro w a
nych członków  i sym patyków  PT B ioch. z k ra ju  o raz  12 
gości z zagran icy  (F ranc ja , H o lan d ia , L itw a, 
Zw iązek Radziecki). N ajw iększą grupę stanow ili goś
cie z F rancji (7 osób). W iększość uczestn ików  Z jazdu  
(około  300) ko rzy sta ła  z zak w ate ro w an ia  w D om u 
S tudenckim  U M C S  „H elios” o raz  H ote lu  S tu d en ta  
Z aocznego U M C S. P ozosta li uczestnicy byli zak w a
terow ani w H o te lach  M iejskich. W szystkim  uczestn i
kom  zaoferow ano  o b iady  w sto łów ce akadem ickiej 
U M C S  po um iarkow anej cenie. P o n a d to  w o b iek tach  
w k tó rych  odbyw ały  się o b rad y  Z jazdu  czynne były 
bufety serw ujące, op rócz  posiłków  typu  śn iadan ia , 
rów nież d an ia  gorące.

P o oficjalnym  o tw arciu  Z jazdu  (18 w rześnia, godz. 
10°°), pow itan iu  zap roszonych  gości i uczestn ików  
rozpoczęła  się sesja p len a rn a , podczas k tó re j referat 
w ygłosił Prof. d r hab. A n d r z e j  L e g o c k i  pt.: 
„M o lek u la rn e  podstaw y  organospecyficznej ekspresji 
genów .”

D alszy naukow y  p ro g ram  Z jazdu  w ypełniło  sześć 
następu jących  sym pozjów :
A —  „M o lek u la rn a  regulacja  p rocesów  w zrostu  i ró ż

n icow ania kom ó rek  som aty czn y ch ” (o rgan iza
tor: Prof. d r hab. D. R o ż y n k o w a).

B —  „Procesy  b io techno log iczne w p rodukcji ży
w ności i och ron ie  śro d o w isk a” (o rgan iza to r: 
Prof. d r hab. A. L e o n o w i c z).

C —  „T oksyczne oddziaływ anie  czynn ików  ś ro d o 
w iska na organ izm y żywe” (o rg an iza to r: Prof. d r 
hab. Z. T  y n e c k a).

D  —  „tR N A  i syn tetazy  a m in o acy lo -tR N A ” (o rgan i
zator: Prof. d r hab. T. B o r k o w s k i ) .

E —  „P a to ch em ia  tk an k i łącznej” (o rgan iza to r: 
Prof. d r hab. E. B a ń k o w s k i ) .
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F  —  „F rench  —  P olish  Sym posium  on  calcium  
M etab o lism ” (o rgan iza to r: Prof. d r hab.
Z. P o r e m b s k a).

P o n a d to  zo rgan izow ano  sesję poste ro w ą „R ”, w 
ram ach  której p rezen tow ane były p race o różnej 
tem atyce w postaci p laka tów .

W to k u  sześciu wyżej w ym ienionych  sym pozjów  i 
sesji „R ” w ygłoszono łącznie 28 referatów , 22 k o m u 
n ik a ty  o raz  zap rezen to w an o  317 p rac  w form ie p o ste 
rów. W poszczególnych sym pozjach  tem atycznych  i 
sesji „R ” liczby referatów , k o m u n ik a tó w  i posterów  
w ynosiła:

S ym p o zju m R efera ty K o m u n ik a ty P oste ry

A 5 32
B 6 — 99
C 8 15 62
D 6 — 7
E 3 — 18
F — 7 1

sesja R — — 98

28 2 2 317

N ależy  podkreślić, że Z jazd  cieszył się dużym  za in 
teresow aniem  zarów no  uczestn ików  ja k  i całego lu 
belskiego środow iska  n aukow ego , zw iązanego  n iek ie
dy b a rd zo  luźno  z b iochem ią, z uw agi na  a trak cy jn ą  
tem aty k ę  poszczególnych sym pozjów .

P o d czas Z jazdu  o dby ł się K o n k u rs  d la  m łodych  
b iochem ików  o N ag ro d ę  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 .  K om isji konkursow ej p rze
w odniczył Prof. d r hab. T. B o r k o w s k i  z Z ak ład u  
C hem ii Fizjologicznej A M . D o  k o n k u rsu  zg łoszono 5 
p rac, k tó ry ch  au to ram i byli m łodzi biochem icy z 
P o z n a n ia  (2 prace), W arszaw y (2 prace) i Bydgoszczy 
(1 praca).

L au rea tem  K o n k u rsu  zosta ł m gr J a c e k  K r a 
j e w s k i  z In s ty tu tu  C hem i B ioorganicznej P A N  w

P o znan iu , k tó ry  przedstaw ił pracę pt. „ S tru k tu ra  U5 
snR N A  z łub in u  b iałego”. L au rea t zosta ł u h o n o ro 
w any dyp lom em  i n ag ro d ą  pieniężną w w ysokości 
2.000.000, -  zł (dw a m iliony) u fu n d o w an ą  przez 
O d d zia ł G d ań sk i PT B ioch. W ynik K o n k u rsu  został 
og łoszony bezpośredn io  po o b rad ach  K om isji, zaś 
uroczyste  w ręczenie N ag ro 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  m iało  miejsce w d ru g im  dn iu  
Z jazdu  przed  rozpoczęciem  o b rad  sym pozjum  D, 
k tó reg o  o rg an iza to rem  był P rzew odniczący  K om isji 
K onkursow ej.

O b ra d o m  Z jazd u  tow arzyszyła  w ystaw a sp rzętu  
lab o ra to ry jn eg o , a p a ra tu ry  i odczynników . Swoje w y
roby  p rezen tow ało  28 firm krajow ych i zagran icznych . 
P o n a d to  k ilka firm  skorzysta ło  z naszej oferty  d o ty 
czącej um ieszczenia rek lam  w M ate ria łach  Z jazd o 
wych.

W  przeddzień  Z jazd u  odby ło  się zebran ie  Z a rząd u  
G łów nego  P T B ioch . pośw ięcone głów nie sp raw om  
bieżącym  o raz  o rganizacji Z jazdu  w Ł odzi w 1992 
roku .

W  pierw szym  d n iu  Z jazdu  w g odzinach  w ieczornych 
K o m ite t O rgan izacy jny  zaprosił w szystkich  chętnych  
na  k o n cert Z espo łu  T ań ca  L udow ego U M C S . Zespół, 
pom im o  zm ęczenia p o d ró żą  (w łaśnie tego d n ia  w rócił 
ze swych w ystępów  w H iszpanii), zap rezen to w ał w spa
niały  p ro g ram  (opin ia  uczestników ). Szkoda, że s to 
sunkow o  m ało  osób  zdecydow ało  się sko rzystać  z 
naszej p ropozycji.

W ieczordm  drug iego  d n ia  Z jazdu, odby ło  się sp o t
kan ie  tow arzyskie. W  im prezie zo rgan izow anej w sali 
barow ej H o te lu  S tu d en ta  Z aocznego uczestniczyło 
ok o ło  120 osób.

W  trzecim  d n iu  Z jazdu , w godzinach  p o p o łu d n io 
wych, zo rg an izo w an o  wycieczkę do  M uzeum  W nętrz  
P a łacu  w K ozłów ce. A u to k a r na w /w  wycieczkę został 
u d o stęp n io n y  o rg an iza to ro m  n ieodp ła tn ie  przez J. M . 
R ek to ra  K U L . 

------------------------------------------------------------------

Pokwitowanie dla wpłacającego

  . V z ł .................................. ......
słownie.......................................

wpłacający.

im ię, nazw isko, d o k ład n y  ad res  z kodem  pocztow ym  

na rach u n ek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 
P.B.K. X III/0  W -wa, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11

stem pel

p o d p is  p rzy jm ującego

Odcinek dla posiadacza rachunku

zł........... .............................. .
słownie.................................. ......

wpłacający

imię.  nazwisko, dok ładny  adres  z kodera pocztowym 

na r achunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 
P.B.K. X III/0  W -w a, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11

s tem p e l

p o d p is  p rzy jm ującego

Odcinek dla poczty lub banku

zł................... .......... .........
słownie............................ .

wpłacający.

im ię, nazw isko, dok ład n y  ad res z kodem  pocztow ym  

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 
P.B.K. X III/0  W -wa, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11

stem pel

p o d p is  przyjm ującego
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W sobo tę  21. 09. 1991 r. au to k a r, ud o stęp n io n y  za 
częściow ą o d p ła tn o śc ią  przez J. M . R ek to ra  AR, zab ra ł 
g rupę  uczestn ików  Z jazdu  na wycieczkę p o łączoną  ze 
zw iedzaniem  N ałęczow a, K azim ierza i Puław . O b y d 
wie wycieczki były b ard zo  udane, ja k  stw ierdzili b io rą 
cy w nich udział uczestnicy Z jazdu.

D la gości z F rancji zo rg an izo w an o  (w praw dzie 
odp ła tn ie) tra n sp o rt z W arszaw y do  L ublina  i z 
pow ro tem  o raz  o d ręb n ą  wycieczkę, w ram ach  której 
m ogli oni zwiedzić L ublin  i okolice, P a łac  w K ozłów ce, 
N ałęczów  i K azim ierz.

N a  organizację  Z jazdu  K om ite t nie uzyskał żadnych  
do tac ji ze s trony  T ow arzystw a B iochem icznego (jedy
nie w form ie pożyczki 5 m ilionów  złotych) bądź 
P olskiej A kadem ii N auk . N ie  uzyskał też żadnych  
d o tac ji od ew en tualnych  sponsorów . Jedyny w yjątek 
to  350 sztuk rek lam ów ek z Z ak ład ó w  A zotow ych 
„P u ław y ”. K oszty  organizacji Z jazdu  zostały  pok ry te  
w dużej m ierze z d o chodów  z w ystaw  i reklam . Z jazd  
k o rzysta ł n a to m ias t z pom ocy  zadek larow anej przez 
Ś rodow iskow e K olegium  R ek to rów , k tó rem u  a k tu a l
nie przew odniczy J. M . R ek to r U M C S  Prof. d r hab.
E. G ą s i o r .  W  tym  m iejscu o rg an iza to rzy  Z jazdu  
p rag n ą  podziękow ać J. M . R ek to row i U M C S  o raz  
W ładzom  pozosta łych  U czelni za różne  form y pom ocy 
ja k  udostępn ien ie  sal w ykładow ych na o b rad y  i o rg a 
nizację w ystaw , d ru k  M ateria łów  Z jazdow ych po tzw. 
kosztach  w łasnych, tra n sp o rt, itp.

W rozliczeniu finansow ym  o rgan izacji Z jazdu  p o 
zostaje  pew na nadw yżka finansow a, k tó rą  o rg an iza 
to rzy  chcieliby przeznaczyć na fundację N ag ro d y  
im. W. M o z o ł o w s k i e g o ,  w sparcie finansow e R e
dakcji L istów , a także pew ną jej część przekazać  do 
dyspozycji Z a rząd u  G łów nego.

Prof. d r hab. M aria  W ojtaś-W asilew ska

ERRATA do zeszytu 3-4. 37, 1991.
Strona pierwsza okładki, trzecia pozycja spisu treści 
powinna brzmieć „Fosfatydylocholina a substancje 
sygnałowe".
str. 140, kolumna prawa, wiersz 8 i 1 5 od góry: zamiast 

+  pow inno być ±  
str. 155, kolumna prawa, wiersz 2 od dołu. zamiast DNS 

pow inno być DNA 
str. 156, kolumna prawa, wiersz 11 od góry: zamiast 

11507 pow inno być I507 
str. 159, kolumna lewa, wiersz 14 od dołu: zamiast 

deoksytymina pow inno być deoksytymidyna 
str. 159, kolumna prawa, wiersz 9 od góry: zamiast 

trójfosforan pow inno być trifosforan 
str. 159, kolumna prawa, wiersz 18 od góry: zamiast 

lim ofocytów  pow inno być lim focytów  
str. 160, kolumna prawa, wiersz 9 od dołu: zamiast 

M P D (I) pow inno być M D P (I) 
str. 162, kolumna lewa, wiersz 6 od góry: zamiast 

im m unobglobulin  pow inno być imm unoglobu- 
lin

str. 162, kolumna lewa, wiersz 23 od dołu: zamiast 
wskazuje pow inno być wskazują 

Za w szystk ie  przeoczone błędy serdecznie prze
praszamy P .T . A u to ró w . Szczególnie  serdecznie  
przepraszam y Profesora Tadeusza W ilusza i D o 
cent Lidię Paśś-D zięg ie lew ską  za błędne podanie
nazw isk. . . .  . . , .

W  im ieniu  Redakcji
Z o fia  Zielińska

Zm iany autorskie
str. 141, kolumna prawa, wiersz 5 od góry: zamiast alfa 2 

pow inno być alfa2, a w  wierszu 6 zamiast alfa2 
pow inno być alfa1 

str. 160 kolumna prawa: zamiast W zó r IV. D-lakty- 
lo -L -a lany lo -y-D -g lu tam ylo -(L )-m ezo-a ,8 - 
-d iam inopim elilo-L-g licyna (FK 156) pow inno 
być W zó r III. Muroktazyna (MDP-Lys-L1 8) 

str. 160, kolumna prawa: zamiast W zó r III. Muroktazyna 
(M DP-I_ys-L18) pow inno być W zó r IV. 
N -H eptano ilo -y-D -g lu tam ylo-(L )-m ezo-2 ,6 - 
-d iam inopim elilo-L-a lanina 

str. 161, w  Tabeli 1 Wzór IV przedstawia strukturę 
związku FK-565 chemiczna nazwa związku 
brzmi: N - H eptanoilo-y-D  -gluta m yło -(L ) -me-
zo-2,6-d iam inopim elilo -L-a lan ina

Aby zaprenumerować „P o
stępy Biochemii” w 1992 r. 
należy wpłacić odpowied
nią kwotę na konto banko
we wydawcy (Polskiego 
Towarzystwa Naukowego) 
za pomocą przekazu zamie
szczonego na odwrocie. 
Zamówione egzemplarze 
będziemy wysyłać pocztą 
na adres podany nam na 
przekazie. Ponieważ odci
nek przekazu docierający 
do nas jest jednocześnie za
mówieniem, prosimy o bar
dzo wyraźne napisanie

imienia, nazwiska (lub na
zwy instytucji) i dokładne
go adresu wraz z kodem 
pocztowym (DRUKOWA
NYMI LITERAMI) na wszy
stkich trzech odcinkach 
przekazu.
Prenumerata krajowa 
dla instytucji:
270000 zł.
Prenumerata krajowa 
indywidualna:
120000 zł, (50% zniżki dla 
członków Polskiego Towa
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy
Biochemii"
wspierasz
swoje
czasopismo!
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W skazów ki 
dla  au to rów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
kwartalnik „Postępy Biochemii”  publikuje prace prze
glądowe omawiające bieżące osiągnięcia, koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew
nych; publikuje też noty z historii biochemii, zasady 
polskiego słownictwa biochemicznego, recenzje nade
słanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, konferen
cji i szkół, w których biorą udział członkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio
chem ii” mogą mieć charakter artykułów monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), minire- 
views (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowania piś
miennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przed
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na 
rozdziały i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą 
cyfry rzymskie podrozdziały odpowiednio rzymskie i arab
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i stylistyczna tekstu 
warunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto winni unikać składni obcojęzycznej, gwary labora
toryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie tworzo
nych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjne
mu. Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu 
i wprowadzenie zmian nie wpływających na treść pracy, 
deklaruje też gotowość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogło
szona w „Postępach Biochemii” . W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zamierza(ją) włączyć do swego autora artykułu 
ilustracje publikowane przez autorów prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostron
nie czcionką wielkości standartowej, z podwójną inter
linią, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma 
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery 
+  odstęp), odstępy pomiędzy wyrazami powinny od
powiadać jednemu znakowi (nie równać do prawego 
marginesu).
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołów
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso
wania w tekście liter alfabetu greckiego trzeba na mar
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, 
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
wraz z numerem telefonu zakładów (w języku polskim

i angielskim), w których pracują autorzy, adres do kore
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne 
autorów, tytuł artykułu w języku polskim i angielskim oraz 
—  w prawym dolnym rogu —  liczbę tabel, rycin, wzorów 
i fotografii oraz skrót tytułu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytuł naukowy każdego z auto
rów i ich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzo
rów i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26]. Odnośniki bibliograficzne winny mieć 
nową uproszczoną formę. Sposób cytowania czasopism 
(1), monografii (2), rozdziałów z książek jednotomowych
(3), rozdziałów z tomów serii opracowanej przez tych 
samych redaktorów (4), rozdziałów z tomów serii opraco
wanych przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

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

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
North-Holland Amsterdam, str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-białe (kontrastowe), powinny być wyko
nane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszczać opisów słow
nych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów winny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o sto
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. Ilustracji nie 
należy włączać w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio 
ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, wzory 
zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny 
być opatrzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także 
niezbędnymi objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków 
graficznych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysun
kowe zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia 
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Ilust
racje należy podpisać nazwiskiem pierwszego z autorów 
i pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć „gó 
ra-dół” (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu na wewnęt
rzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w dwu egzemplarzach), właś
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii”
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa

http://rcin.org.pl



XXVIII ZJAZD 
POLSKIEGO 

TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO

Zaproszenie
Serdecznie zapraszamy do udziału w XXVI11 Ogól

nopolskim Zjeździe Polskiego Towarzystwa Bio
chemicznego, który odbędzie się w Łodzi, w ter
minie 16— 18 września 1992 r. Program naukowy 
Zjazdu obejmuje wiele aspektów współczesnej bio
chemii, biologii molekularnej i biotechnologii, stwa
rzając możliwości przedstawienia i przedyskutowa
nia najnowszych wyników badań w tym zakresie.

Komitet Organizacyjny
S. Bielecki (przewodniczący), E. Galas, M. Gnia
zdowski, J. Greger, A. Jakubowski (skarbnik), 
Z. Kiliańska, L. Kłyszejko-Stefanowicz, W. Kra
jewski, E. Kwapisz (sekretarz), M. Kwinkowski, 
L. Lachowicz, A. Lipińska, A. Płucienniczak, 
M. Różalski, L. Szmigiero, M. Turkiewicz, E. Turska, 
Z. Walter, W. Wąsowicz, R. Wierzbicki, A. Zgirski 
(v-ce przewodniczący).

Prezentacja w yników
Zaproszeni wykładowcy wygłoszą referaty plenarne 
i sympozjalne. Uczestnicy Zjazdu przedstawiać będą 
swoje prace w poszczególnych grupach tematycz
nych, w formie doniesień ustnych lub plakatowych 
(wg wyboru Komitetu Organizacyjnego).

Miejsce obrad
Obrady Zjazdu odbywać się będą na terenie 
Uniwersytetu Łódzkiego. Przewidujemy możliwość 
zakwaterowania uczestników w  pobliskich domach 
akademickich oraz hotelach miejskich.

Sekretariat
Dr inż. Ewa Kwapisz,
Instytut Biochemii Technicznej, 
Politechnika Łódzka, 
ul. Stefanowskiego 4/10,
90-924 Łódź,
tel. 31 -34-39, tlx 88-42-20 btz pl, 
fax 36-85-22

Sympozja:
1. Ekspresja genów w systemach heterologicznych.
2. Białka aparatu genetycznego.
3. Oddziaływanie ligandów z DNA.
4. Wpływ mutagenów środowiskowych na genom.
5. Metabolizm i funkcja peptydów biologicznie 

czynnych.
6. Biotechnologia.
7. Doniesienia różne.

Dyskusje panelowe
A. Nauczanie biochemii i biotechnologii w różnych 
typach szkół wyższych.
B. Biotechnologia —  teoria i praktyka (dyskusja 
z udziałem przedstawicieli przemysłu).

http://rcin.org.pl
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