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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 3, NR 1, 197« (1 - 22),

EFEKTY BIOLOGICZNE NIEDOBORU AMINOKWASOWEGO 
W HODOWANYCH IN VITRO KOMÓRKACH SSAKÓW

Barbara GRZEB AK OWSKA-SZTABERT

Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Warszawa

Streszczenie. Omówiono wpływ niedoboru aminokwasowego w środowisku hodowla
nym komórek ssaków na intensywność przebiegu syntezy białka, RNA i DNA w ko
mórkach. W większości badanych układów komórkowych przy obniżonej intensyw
ności syntezy białek następowało zakłócenie prawidłowego przebiegu syntezy RNA 
i DNA, a w konsekwencji zakłócenie przebiegu cyklu komórkowego.

Pobieranie, anabolizm i katabolizm aminokwasów oraz wykorzysta
nie ich w licznych procesach biosyntetycznych kontrolują w pewnym 
stopniu wzrost komórek hodowanych in vitro. W hodowlach komórko
wych główne źródło aminokwasów stanowią aminokwasy syntetycznych 
pożywek oraz aminokwasy obecne w dodanej surowicy [54, 65, 70]. Wię
kszość hodowanych in vitro komórek ssaków wymaga do wzrostu aż 13 
aminokwasów. Są to: leucyna, tryptofan, walina, metionina, glutamina, 
izoleucyna, treonina, fenyloalanina, lizyna, histydyna, arginina i cyste
ina, tyrozyna [12, 13]. Efektem obniżenia stężenia niezbędnych aminokwa
sów w środowisku jest bardzo wyraźne zwolnienie szybkości wzrostu 
hodowli (rys. 1, [35, 46, 52, 53, 60]). Efekt ten jest odwracalny i po 12-15 
godzinach od przywrócenia typowego stężenia niezbędnych aminokwasów 
w pożywce, komórki ponownie zaczynają się dzielić.

Komórki pobierają niezbędne aminokwasy ze środowiska z niejedna
kową intensywnością. Tak np. mysie komórki L szczególnie intensywnie 
pobierają z pożywki glutaminę, leucynę i izoleucynę [61]; ludzkie diplo- 
idalne komórki linii MRC - 5 oraz ludzkie komórki leukemiczne (J- 111) 
w stosunkowo niewielkim stopniu wykorzystują z pożywki histydynę [29’.
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B. GRZELAKOWSKA-ŚZTABERT

Niejednokrotnie także stwierdzono zależność intensywności pobie
rania przez komórki aminokwasów od gęstości populacji (17, 71) i fazy 
wzrostu hodowli [16, 27, 28, 30].

Rys. 1. Krzywe wzrostowe komórek 3T3 hodowanych w pełnej i eksperymentalnej 
pożywce (wg Holley i wsp. [35]). Po pierwszym dniu hodowli (4- a) pożywkę pełną
zmieniono na pożywkę eksperymentalną zawierającą jedynie 2% normalnej zawar
tości wszystkich aminokwasów. Czwartego dnia hodowli (4 b) do części naczyń ho
dowlanych dodano brakujące aminokwasy. Począwszy od następnego dnia hodowli 

zaobserwowano znaczny przyrost ilości komórek (----- )

Poszczególne linie komórkowe, w szczególności zaś linie komórek no
wotworowych, charakteryzują się specyficznym zapotrzebowaniem na 
określone aminokwasy, co może wynikać nie tylko z upośledzenia syntezy 
tego aminokwasu, lecz wskazywać także na jego szczególną rolę w komór
kach nowotworowych. W hodowli in vitro wzrost bardzo wielu komórek 
nowotworowych zależy w znacznym stopniu od obecności w środowisku 
L - asparaginy [32, 63, 66, 67]. Obserwacje te dały podstawę do rozwoju 
gałęzi chemoterapii, tzw, „amino acid depletion chemotherapy”, w której 
zastosowanie enzymu specyficznie rozkładającego aminokwas, konieczny 
dla rozwoju nowotworu, pozwala na pewną kontrolę jego wzrostu. I tak, 
zastosowana in vivo L - asparaginaza poprzez wywołanie niedoboru L - as
paraginy, powoduje zahamowanie wzrostu oraz częściową remisję niektó
rych typów nowotworów (np. białaczka limfatyczna o ostrym przebiegu, 
białaczka granulocytarna o ostrym lub chronicznym przebiegu [1, 3, 6, 10, 
34, 59, 93]). L - asparaginaza zastosowana in vivo nie tylko wpływa na 
poziom L - asparaginy, ale także zakłóca transport lizyny i argininy oraz 
tymidyny do komórek guza [59].

Wyraźną zależność przeżywa In ości i wzrostu w hodowli od obecności 
w środowisku argininy wykazano badając między innymi komórki HeLa,

http://rcin.org.pl

http://rcin.org.pl


Ni e d o b ó r  a m i n o k w a s o w y 3

L5178 i L1210 oraz komórki lymphomy Burkitta [2a, 77, 89]. I tak na
przykład, dodanie do hodowli komórek oczyszczonej arginazy [77, 89] lub 
też ekstraktów wątrobowych (zawierających między innymi arginazę, 
[2a]), jak również obniżenie stężenia argininy w pożywce poniżej okreś
lonego, krytycznego poziomu powodowało silne upośledzenie wzrostu 
komórek.

Brak w pożywce metioniny także silnie ogranicza wzrost komórek 
nowotworowych [33]. Komórki raka płuc szczura (rys. 2C) oraz mysie 
leukemiczne komórki L1210 (rys. 2D) nie rosły w pożywce, w której me
tioninę zastąpiono homocysteiną. Komórki prawidłowe zaś (rys. 2A  i B) 
rosły z niemalże jednakową intensywnością w pożywce zawierającej me
tioninę lub homocysteinę.

Rys. 2. Zależność w zros tu  kom órek  p raw id łow ych  i now otw orow ych  od obecności 
w  środow isku  L  - m etion iny  (15 mg/l) lu b  L - hom ocysteiny  (30 mg/l) (wg H alpern

i wsp. [33] zm odyfikow ane).
A  — f ib r o b la s t y  z  w ą t r o b y  sz c z u r a ;  B  — f ib r o b la s t y  lu d z k ie ;  C — k o m ó r k i  ra k a  p łu c  szczu ra

W256; D  — l e u k e m i c z n e  k o m ó r k i  L1210.

o  pożyw ka z m etion iną , 0 — pożyw ka z hom ocysteiną

Należy podkreślić, że środowisko hodowlane zawierało odpowiednie
m

ilości folianu (10 mg/l) oraz witaminy B12 (4 mg/l) dla zapewnienia opty
malnych warunków do przebiegu enzymatycznej metylacji homocysteiny 
do metioniny. Wprawdzie nie wszystkie komórki nowotworowe charakte
ryzuje defekt metaboliczny polegający na upośledzeniu syntezy metio
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4 B. G R ZE LA K O W SK A -SZ TA BE R T

niny, to jednakże wydaje się, że w niektórych typach nowotworów sto- 
stosowanie metioninazy mogłoby przyczynić się do pewnej kontroli ich 
wzrostu.

Komórki hodowane w warunkach niedoboru chociażby jednego z nie
zbędnych aminokwasów charakteryzowało znaczne obniżenie żywotności, 
któremu bardzo często towarzyszyło pojawienie się szeregu zmian degene- 
racyjnych [8, 26, 38, 43, 47]. Tak np. w komórkach wyhodowanych z ja j
nika chińskiego chomika przy niedoborze argininy pojawiały się liczne 
aberacje chromosomalne, których ilość zwiększała się w miarę wydłużania 
okresu niedoboru aminokwasowego [26]. Z kolei niedobór waliny wywoły
wał w komórkach HeLa szereg zmian degeneracyjnych w cytoplazmie, ob
jawiających się bardzo silną wakuolizacją oraz zanikiem organelli komór
kowych [8], Efekty te znikały po dodaniu do pożywki brakującego amino
kwasu, jednakże pod warunkiem, że czas eksperymentu nie był zbyt długi.

Powodowane niedoborem aminokwasów zaburzenia morfologiczne są 
wynikiem zakłóceń podstawowych procesów metabolicznych w komór
kach, przede wszystkim procesów syntezy białek, RNA i DNA. Ścisła 
współzależność tych procesów jest dobrze udokumentowana, szczególnie 
zaś zależność syntezy DNA komórkowego od intensywności syntezy biał
ka (rys. 3) [42, 51, 72, 90]. Podobne efekty, jak z zastosowaniem inhibito
rów syntezy białka, można uzyskać w sposób mniej drastyczny i tym 
samym bardziej fizjologiczny, manipulując stężeniem niezbędnych amino
kwasów w pożywce. Ze względu na złożoność obserwowanych efektów 
interpretacja wyników jest niezmiernie trudna. Niemniej jednak można 
zaobserwować pewne ogólne prawidłowości, kórych omówienie stanowić 
będzie treść artykułu.

Rys. 3. Z ah am o w an ie  syn tezy  DNA w  k o 
m ó rk ach  H eL a przez  cyklohesim id  
(28,5 (j-M, A) i  pu ro m y cy n ę  (18,4 pM, • )  
(wg W eiss [90]). K om órk i zsynch ron izo 
w ano m etodą selekcji kom órek  w  mitozie. 
Po  12,5 godzinach od założenia hodowli 
(połowa fazy  S) dodano  do pożyw ki b a 
dane  in h ib ito ry , a n as tęp n ie  w  różnym  
czasie p ob ie ran o  kom órk i i b ad an o  in 
k o rp o rac ję  zn ak o w an e j tym idyny  do DNA 
kom órek . Sym bole  p u s te  dotyczą w y n i
k ó w  uzyskanych  d la  ko m ó rek  z hodow li

k o n tro ln y ch
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NIEDOBÓR AM INO KW ASOW Y 5

W PŁYW  N IED O B O R U  A M IN OK W A SO W EG O  NA SYNTEZĘ BIA ŁEK

Prawidłowy przebieg biosyntezy białka w komórkach warunkuje 
przede wszystkim obecność właściwych aminokwasów oraz obecność i od
powiedni stan funkcjonalny polisomów. Polisomy stanowią w komórce 
układ bardzo wrażliwy, gdyż zarówno in vivo [62], jak i in vitro [18, 25, 
36, 37, 45, 49] w wyniku działania różnorodnych bodźców zachodzi ich 
dysocjacja do nieaktywnych w syntezie białka rybosomów. Zjawisko to 
obserwuje się również przy zubożeniu pożywki chociażby w jeden z pod
stawowych aminokwasów [7, 18, 85]. W niektórych układach doświad-

Rys. 4. P ro fil  rybosom ow y kom órek  L po w iro w an iu  w  grad iencie  gęstości sach a 
rozy (wg C h ris tm an a  [7], zm odyfikow ane).

A  — h o d o w la  w  ś r o d o w i s k u  k o n t r o l n y m  ( p o ż y w k a  E a g l e ’a +  10% s u r o w ic y ) ;  B  — in k u b a c ja  
15 m in u t  w  ś r o d o w i s k u  p o z b a w i o n y m  n i e z b ę d n y c h  a m in o k w a s ó w ;  C — h o d o w la  18 - g o d z in n a  
w  ś r o d o w i s k u  p o z b a w i o n y m  n ie z b ę d n y c h  a m i n o k w a s ó w ;  D  — h o d o w la  18 - g o d z in n a  w  ś r o d o 
w is k u  p o z b a w i o n y m  n i e z b ę d n y c h  a m in o k w a s ó w ;  n a s t ę p n ie  d o d a n o  b r a k u j ą c e  a m i n o k w a s y  i p o  
2 g o d z in a c h  o z n a c z o n o  p r o f i l  r y b o s o m a l n y  k o m ó r e k .  O b s e r w u j e  s i ę  w ó w c z a s  p o j a w ie n ie  s ię

p o l i s o m ó w

czalnych już po 15 minutach od usunięcia niezbędnego aminokwasu 
stwierdzić można nagromadzenie w komórkach dużych ilości wolnych 
rybosomów (rys. 4A  i B). W niektórych komórkach, np. w komórkach L, 
długość okresu trwania niedoboru aminokwasowego nie zmieniała w za
sadniczy sposób profilu rybosomowego (rys. 4C), w innych natomiast 
(komórki HeLa) po 2 godzinach wzrostu w nieobecności histydyny na
stępował pewien powolny wzrost ilości polisomów [86], W kilkadziesiąt 
minut po dodaniu brakującego aminokwasu do pożywki obserwowano re- 
agregację rybosomów w polisomy (rys. 4D), jednakże jeśli niedobór amino
kwasów trwał przez wiele godzin, ilość polisomów była niższa niż przed 
rozpoczęciem eksperymentu. W analogiczny sposób następowało także
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6 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT

tworzenie polisomów w komórkach, w których zahamowano syntezę RNA 
aktynomycyną D przed rozpoczęciem eksperymentu z niedoborem ami
nokwasów [7] lub też dodano aktynomycynę D w momencie usunięcia 
aminokwasu [18]. Wskazuje to zarówno na stabilność mRNA w komór
kach rosnących w eksperymentalnej pożywce, jak też na łatwość jego 
ponownego włączania w polisomy [7, 18].

Tak szybka dysocjacja polisomów w komórkach rosnących w środo
wisku pozbawionym niezbędnych aminokwasów stanowi zapewne bez
pośrednią przyczynę obniżenia stopnia wbudowywania piętnowanych pre
kursorów do białek stwierdzanego niejednokrotnie nawet już po 10 minu
tach przebywania komórek w środowisku pozbawionym któregokolwiek 
z podstawowych aminokwasów [7], Jeśli czas trwania niedoboru amino- 
kwasowego nie przekraczał kilku godzin, to po dodaniu brakującego ami
nokwasu do pożywki komórki syntetyzowały białka z wyjściową szyb
kością. Chociaż stopień zahamowania syntezy białek może się różnić przy 
braku poszczególnych aminokwasów [4, 7, 15, 18, 20, 23, 73, 76, 85], to 
jednak na ogół w wyniku około 20 - godzinnego niedoboru aminokwaso- 
wego synteza białek w komórkach utrzymuje się na poziomie nie prze
kraczającym 25% syntezy stwierdzonej w komórkach z hodowli kon
trolnych.

Analiza w żelu poliakrylamidowym białek syntetyzowanych przez 
komórki rosnące w pełnej oraz eksperymentalnej pożywce wykazała, że 
białka syntetyzowane przez komórki rosnące w warunkach niedoboru 
aminokwasowego nie różniły się w zasadniczy sposób ani rodzajem, ani 
wielkością cząsteczki od białek normalnie syntetyzowanych przez ko
mórki [7], Obserwacja ta, jak również bąrdzo szybka dysocjacja poliso
mów przy braku podstawowych aminokwasów w pożywce przemawiają, 
zdaniem Christmana, za sugestią, że spośród wszystkich etapów translacji 
jedynie inicjacja syntezy łańcucha peptydowego jest procesem wrażliwym 
na niedobór aminokwasów. Jeśli bowiem wrażliwymi etapami byłyby 
etapy wydłużania łańcucha białkowego lub też jego zakończenia, to wów
czas w powyższych warunkach eksperymentalnych następowałoby na
gromadzenie się w komórkach dużych (ciężkich) polisomów o różnych 
ciężarach cząsteczkowych.

Białka rybosomalne. W wyniku kilkugodzinnego wzrostu komórek 
raka Landschiitza w środowisku zawierającym podstawowe aminokwasy 
w stukrotnie niższym stężeniu niż pożywka kompletna następowało obni
żenie fosforylacji niektórych frakcji białek rybosomalnych, szczególnie 
frakcji o ciężarze cząsteczkowym 85 000, 60 000 i 48 000 [41]. Celem 
sprawdzenia, czy obserwowany efekt nie jest efektem wtórnym, wyni
kającym z obniżenia wielkości puli znakowanych nukleotydów, oznaczano 
w równoległych doświadczeniach włączanie radioaktywnego fosforu do
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ATP i GTP (głównych dawców fosforu przy fosforylacji białek ryboso- 
malnych). Nie stwierdzono jednakże, aby kilkugodzinny niedobór pod
stawowych aminokwasów wywierał jakikolwiek wpływ na intensywność
fosforylacji tych nukleotydów [41].

Brak w pożywce niektórych aminokwasów niezbędnych, w szczegól
ności waliny, okazał się bardzo specyficzny. W nieobecności tego amino
kwasu w cytoplazmie komórek HeLa nie tylko pojawiało się bowiem za
ledwie 10°/o ilości rybosomów znajdowanych w komórkach rosnących 
w pełnej pożywce, lecz co więcej stwierdzono nagromadzenie się znacznie 
większych ilości podjednostek 30S niż 50S [58, 69]. Celem określenia czy 
szybkość syntezy białek wchodzących w skład podjednostki 50S nie jest 
czynnikiem warunkującym formowanie się rybosomów, przeprowadzono 
badania porównawcze składu białek podjednostki 50S z komórek hodowa
nych w różnych wariantach doświadczalnych [69]. Okazało się, że przy 
niedoborze w środowisku waliny upośledzona jest synteza białka o cięża
rze cząsteczkowym 50 000, będącego charakterystycznym składnikiem 
podjednostki 50S. Fakt ten wydaje się wskazywać, że w komórkach HeLa 
o szybkości powstawania podjednostki 50S decyduje przede wszystkim 
szybkość syntezy jej białek strukturalnych.

Białka jądrowe. Kilkugodzinny niedobór aminokwasowy oddziałuje 
zarówno na intensywność syntezy histonów [41, 92], jak też i kwaśnych 
niehistonowych białek jądrowych [9, 41, 92]. Krótkotrwały (2 1/2 - godzin
ny) brak podstawowych aminokwasów wywołał niewielkie (20-30%»), ale 
powtarzalne podwyższenie stopnia fosforylacji histonów w komórkach raka 
Landschütza [41]. Wyraźniejszy efekt niedoboru aminokwasowego dał się 
natomiast zaobserwować w przypadku białek niehistonowych. W analo
gicznym układzie doświadczalnym, jak w doświadczeniach z his tonami, 
znaleziono w komórkach raka Landschütza wyraźną stymulację (50- 
200%>) fosforylacji szeregu białek niehistonowych [41], przy czym fosfo
rylacja trzech frakcji została podwyższona nawet dwukrotnie. Podobny 
efekt, tzn. podwyższenie syntezy określonej frakcji białek niehistono
wych, stwierdzono w fibroblastach kurczęcia hodowanych przez 6 godzin 
w nieobecności lizyny [9]. Nie znamy dotąd roli biologicznej tych białek 
jądrowych charakteryzujących się szybkim metabolizmem. Mogą to być 
białka typu regulatorowego, odpowiedzialne za zatrzymanie komórek 
w określonej fazie cyklu komórkowego [9], Należy jednak podkreślić, że
w analogicznych warunkach doświadczalnych szybkość syntezy białek 
komórkowych była znacznie obniżona. Tak więc zarówno fosforylacja 
histonów, jak i przemiany określonych frakcji białek niehistonowych
wydają się nie zależeć od intensywności syntezy innych białek komór
kowych.
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W PŁYW  NIEDOBORU A M IN O K W A SO W EG O  NA SYNTEZĘ RN A
I RYBOSOM ÓW

Brak w pożywce szeregu aminokwasów z grupy aminokwasów nie
zbędnych upośledzał wbudowywanie radioaktywnej urydyny do RNA 
w takich komórkach, jak komórki wątrobowe Changa [4], limfatyczne 
komórki 6C3HED [19], komórki raka Ehrlicha [24], komórki HeLa 
[52, 58, 75] czy też komórki raka Landschütza [73]. Efekt ten był odwra
calny i ustępował po podaniu brakującego aminokwasu, jednakże dopiero 
po upływie kilku godzin. W niektórych innych typach komórek nato
miast, jak np. w mysich komórkach L [74], nie znaleziono obniżenia stop
nia wbudowywania urydyny do RNA w tych warunkach, chociaż na sku
tek niedoboru aminokwasowego w pożywce, wbudowywanie radioaktyw
nej leucyny do białek było rzędu jedynie 30% wartości kontrolnej.

W komórkach wrażliwych na niedobór aminokwasów już po 2 V2 go
dzinie obserwowano nawet 50% zahamowania wbudowywania urydyny 
do różnych frakcji RNA komórkowego (tabela 1). Z danych zestawionych 
w tabeli 1 wynika, że szczególnie silny efekt na syntezę RNA w komór
kach raka Landschütza wywierał brak argininy i glutaminy. Przy nie
obecności glutaminy (w odróżnieniu od braku innych aminokwasów) 
szczególnie silnemu zahamowaniu ulegało wbudowywanie urydypy do 
frakcji 28S RNA [40].

TABELA 1. Wpływ 2 ^-godzinnego niedoboru podstawowych aminokwasów 
na wbudowywanie 3H-urydyny do frakcji 18S i 28S RNA komórek raka

Landschütza (wg Jolicoeur [40])

Brakujący aminokwas
% zahamowania wbudowywania

3H-urydyny do RNA

18S 28S 18 +  28S

13 niezbędnych 49 55 50
Arginina 52 35 48
Cysteina 23 -  -  - - 16
Izoleucyna 20 0,3 15
Tyrozyna 29 --------- 20
Treonina 25 --------- 17
Glutamina 51 72 59
Lizyna 21 24 22
Leucyna

%
17 4 14

Walina 18 6 15
Histydyna 13 7 12
Metionina 14 21 16
Fenyloałanina 10 --------- 6
Tryptofan 11 4 9
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Syntezę RNA w komórkach jajnika chomika chińskiego szczególnie 
silnie hamował brak proliny (rys. 5, [23]). Co więcej, w tym układzie 
doświadczalnym, obserwowano addytywność efektu braku proliny oraz 
braku surowicy w pożywce na intensywność syntezy RNA.

Rys. 5. E lek tro fo reza  w  żelu po liak ry lam i-  
dowym RNA ek strah o w an eg o  z kom órek  
chińskiego chom ika  (CHO) hodow anych  w 
różnych w a ria n tac h  dośw iadczalnych (wg 
Fan i wsp. [23]). K om órk i p re inkubow ano  
przez 3 godziny w  środow isku : A  — k o n tro l
nym; B  — bez surow icy ; C — pozbaw ionym  
proliny; D — pozbaw ionym  p ro liny  i su ro 
wicy. 3H  - u ry d y n ę  dodano na  okres  6 go 
dzin i n as tęp n ie  izolow ano z ko m ó rek  RNA

10 20 30
FRAKCJE

jC

Wydaje się prawdopodobne, że obserwowane zahamowanie syntezy 
18S i 28S RNA może pozostawać w związku z upośledzeniem syntezy 
w jądrze prekursorów rybosomalnego RNA. Tak np. wynikiem 17 - go
dzinnego niedoboru waliny w środowisku jest, w porównaniu z kontrolą, 
40% zahamowania w ludzkich fibroblastach syntezy prekursora rybo
somalnego RNA (45S - r - pre - RNA) i niemal 90% zahamowanie poja
wia się 18S i 28S RNA w pod jednostkach rybosomalnych [86], Podobne 
rezultaty uzyskano również badając w tym aspekcie różne prawidłowe 
i nowotworowe komórki ssaków hodowane w warunkach niedoboru pro
liny [23], lizyny [55, 56], tyrozyny [75] i waliny [58, 79, 87]. Pomimo 
tego, że niedobór każdego z niezbędnych aminokwasów upośledzał wbu
dowywanie radioaktywnej urydyny do rRNA komórek HeLa, to jednak 
brak niektórych z nich wy wołał specyficzne efekty. Szczególnie silny 
efekt ujawniał się w przypadku niedoboru w pożywce metioniny [57, 88] 
oraz waliny i lizyny [55, 58, 69]. W nieobecności metioniny w pożywce, 
w wyniku upośledzenia metylacji prekursora rybosomalnego RNA, nie 
tworzyły się w komórkach HeLa kompletne rybosomy [56, 57, 88]. W tych
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warunkach nie następowały także dalsze przemiany tego niedometylo- 
wanego prekursora, co powodowało znaczne upośledzenie syntezy pod- 
jednostek rybosomalnych. Niedobór metioniny nie uniemożliwiał nato
miast prawidłowej syntezy białek rybosomalnych, gdyż nawet przy 
sześciogodzinym niedoborze metioniny pojawiały się w jądrze nowo zsyn- 
tetyzowane białka podjednostek rybosomalnych [57],

Przy niedoborze waliny jak i lizyny, aminokwasów nie związanych 
bezpośrednio z metabolizmem RNA, również obserwowano obniżenie 
szybkości wbudowywania urydyny do prekursora rRNA oraz upośledzenie 
przekształcania go w rRna o niższych stałych sedymentacji [55, 58, 79, 
86]. Różne jednakże były ilości pojawiających się w komórkach pod
jednostek rybosomalnych. Przy niedoborze waliny pojawiało się w cyto- 
plazmie komórek HeLa jedynie około 10% ilości rybosomów znajdowa
nych w komórkach rosnących na pełnej pożywce i co więcej, stwierdza
no nagromadzenie większych ilości podjednostek 30S niż 50S. To zakłó
cenie równowagi w formowaniu podjednostek rybosomalnych utrzymy
wało się jeszcze po 5 godzinach od dodania waliny do środowiska hodow
li [69]. W nieobecności lizyny natomiast nagromadzały się w cytoplaz- 
mie podjednostki 50S w większych ilościach [58]. Wynika to, jak to już 
omówiono w poprzednim rozdziale, z wybiórczego zakłócenia przez niedo
bór waliny syntezy białek podjednostki 50S.

Nasuwało się przypuszczenie, że upośledzenie syntezy RNA w wa
runkach niedoboru aminokwasowego jest wynikiem zmian aktywności 
układów enzymatycznych czynnych w syntezie RNA [24, 39, 75]. Jak 
dotąd aktywność zależnej od DNA jądrowej polimerazy RNA badano 
tylko w jądrach komórek raka Ehrlicha [24] oraz w jądrach komórek ra 
ka Landschütza [39]. Okazało się, że wynikiem krótkotrwałego niedoboru 
aminokwasowego (50 minut-2 godzin) jest znaczne obniżenie aktywności 
polimerazy RNA, przy czym w przypadku komórek raka Landschütza 
najsilniejszy efekt ujawniał się przy braku argininy lub glutaminy. Bada
jąc in vitro własności tego enzymu wykazano, że aktywność polimerazy 
RNA zmieniła się wraz ze zmianami stężenia aminokwasów w mieszani
nie inkubacyjnej, co wydaje się wskazywać na pewien udział aminokwa
sów w regulacji aktywności tego enzymu [24], Niewiele jednak wiadomo 
o mechanizmie regulacji aktywności polimerazy RNA przez aminokwasy. 
Wydaje się prawdopodobne, że za aktywacją polimerazy RNA przez 
aminokwasy mogłoby być w części odpowiedzialne podwyższenie inten
sywności syntezy purynowych i pirymidynowych prekursów substratów 
enzymów. Jednakże w doświadczeniach, w których komórki raka Ehrli
cha inkubowano w pożywkach (pełnej lub pozbawionej niezbędnych ami
nokwasów) wzbogaconych w urydynę i inozynę, nie zaobserwowano wpły
wu egzogennych nukleotydów na aktywność badanego enzymu (tabela 2).
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TABELA 2. Aktywność zależnej od DNA polimerazy RNA z jąder komórek
raka Ehrlicha (wg Franze de Fernandez [24])

Komórki hodowane w środowisku
Aktywność polimerazy RNA 

(pmole wbudowanego 
GTP/mg DNA)

Eagle’a
Eagle’a bez podstawowych aminokwasów 
Eagle’a +  0,1 mM urydyna +  0,1 mM inozyna 
Eagle’a bez podstawowych aminokwasów

1150
310

1030

+  0,1 mM urydyna +0,1 mM inozyna 380

A zatem wpływu aminokwasów na aktywność polimerazy RNA nie moż
na wiązać z ich wpływem na syntezę purynowych i pirymidynowych 
prekursorów substratów badanego enzymu [24],

tRNA. Niedobór aminokwasowy wywiera także wpływ na formowa
nie się w komórkach tRNA oraz jego acylowych pochodnych. Dotychczas 
doniesiono o efektach wywoływanych jedynie brakiem tyrozyny [76] 
i metioniny [2], można jednak przypuszczać, że brak i innych niezbęd
nych aminokwasów będzie ujawniał się w podobny sposób. W wyniku 
kilkugodzinnego niedoboru tyrozyny lub metioniny pojawiają się w ko
mórkach cząsteczki deacylowanych tRNA [76] oraz nagromadza się 
pre - tRNA [2], W przypadku braku metioniny zablokowana zostaje za
tem interkonwersja, pre - tRNA do tRNA. Można więc sądzić, że odpo
wiednie zmetylowanie cząsteczki pre - tRNA jest niezbędne do zadziała
nia enzymów nukleolitycznych i powstania tRNA [2],

W PŁYW  N IED O BO RU  A M IN O KW A SOW EG O  NA SY N TEZĘ DNA

Wiele spośród niezbędnych aminokwasów wywiera znamienny wpływ 
na replikację genomu komórek. Szczególnie wyraźny efekt zaobserwowa
no w przypadku takich niezbędnych aminokwasów, jak izoleucyna i leu-
cyna [20-22, 80-84], a także tryptofan [5, 92], metionina [11], prolina [23], 
asparagina [78] i arginina [26, 48, 77], Przetrzymywanie komórek w po
żywce pozbawionej któregokolwiek z tych aminokwasów powodowało 
szybki spadek, a następnie zatrzymanie syntezy DNA. W komórkach ros
nących w pożywce bez izoleucyny już po 1 godzinie [20], a bez trypto- 
fanu po 3 godzinach [92] synteza DNA spadała do 50% poziomu syntezy 
DNA w komórkach rosnących na pełnych podłożach. Po 20-21 godzinach 
wzrostu w pożywce bez leucyny (rys. 6B) lub tryptofanu, a po 25-30 go
dzinach wzrostu o pożywce bez izoleucyny (rys. 6A) ustawała w komór-
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kach synteza DNA. Ponadto stwierdzono znaczne obniżenie żywotności 
komórek L1210 hodowanych w nieobecności tryptofanu. Po 25 - godzin
nej hodowli znajdowano w populacji jedynie 75% żywych komórek, 
a przedłużanie okresu trwania niedoboru tryptofanu wywoływało dalszy 
gwałtowny spadek żywotności komórek [92].

Rys. 6. P o rów nan ie  w pływ u b ra k u  izo leucyny  (A) lub  leucyny  (B ) oraz dodanego 
^  cykloheksim idu  (C) na  in k o rp o rac ję  tym idyny  do k o m ó rek  CHO (wg E v e rh a rd ta  

[21]). Sym bole puste  dotyczą w y n ik ó w  uzyskanych  w  hodow lach  kon tro lnych , sy m 
bole pe łne  — w  hodow lach  dośw iadczalnych

Znaczne upośledzenie (jednakże nie całkowite zatrzymanie) syntezy 
DNA w mysich fibroblastach (3T3 i 3T3 transformowanych wirusem 
SV40) stwierdzono również w rezultacie 24 - godzinnego niedoboru me
tioniny w pożywce [11] lub w komórkach CHO po 6 godzinach hodowli 
w nieobecności proliny [23].

Porównano efekt braku podstawowych aminokwasów (rys. 6 A, B ) 
na syntezę DNA z efektem wywieranym przez cykloheksimid (rys. 6C). 
Podczas gdy pray braku aminokwasów zahamowanie inkorporacji 3H - ty
midyny pogłębiało się w miarę upływu czasu, to już po 15 minutach 
od momentu dodania do hodowli cykloheksimidu zahamowanie wbudo
wywania tymidyny sięgało 90% [21].

W PŁYW  NIEDOBORU A M IN O K W A SO W EG O  NA PR ZEB IEG  CYKLU
K O M Ó RK OW EG O

Konsekwencją zahamowania syntezy DNA komórkowego, zarówno 
na skutek obniżenia stężenia surowicy w środowisku [64], jak też i stę
żenia niezbędnych aminokwasów do 0,1%, wartości kontrolnej lub też 
fosforanu do 1% [35], jest zatrzymanie wzrostu komórek w określonych 
fazach cyklu komórkowego. Oznaczenia zawartości DNA w komórkach
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pozwalają na obliczenie procentowego rozmieszczenia komórek danej po
pulacji w poszczególnych fazach cyklu. Okazało się, że w powyższych 
warunkach eksperymentalnych większość komórek nagromadza się w fa
zie G - 1 (rys. 7 A, B, C). Efekt ten obserwuje się również, gdy tylko

Rys. 7. A naliza  zaw artośc i DNA (przy zastosow aniu  przepływ ow ego m ik ro fluo rym e- 
tru ) w  k o m ó rk ach  3T3 hodow anych w  różnych w a r ia n ta c h  dośw iadczalnych (wg

Holley i wsp. [35], zm odyfikow ane).
A  — 3 - d n io w a  h o d o w la  w  ś r o d o w is k u  z  j e d y n i e  0,1% z a w a r t o ś c i  w s z y s t k i c h  n ie z b ę d n y c h  
a m i n o k w a s ó w ;  B  — 3 -  d n io w a  h o d o w la  w  ś r o d o w is k u  b e z  f e n y lo a l a n in y ;  C — 3 - d n io w a  h o 
d o w la  w  ś r o d o w i s k u  b ez  l i z y n y ;  D  — 3 - d n io w a  h o d o w la  w  ś r o d o w is k u  b e z  n i e z b ę d n y c h  a m i 
n o k w a s ó w ,  d o  k tó r e j  n a  17 g o d z in  p rzed  w y k o n a n i e m  o z n a c z e ń  d o d a n o  b r a k u j ą c e  a m i n o k w a s y

jeden z podstawowych aminokwasów jest wyeliminowany z pożywki [35J. 
Nie wszystkie jednak komórki z populacji zostają selektywnie zatrzyma
ne w fazie G - 1, a ilość komórek wkraczająca w dalsze fazy cyklu ko
mórkowego różni się przy braku poszczególnych aminokwasów. W tabe
li 3 zestawiono procentową zawartość komórek 3T3 będących w fazie S 
po 3 dniach hodowli w pożywce zawierającej jedynie 1% ilości normal
nie dodawanych aminokwasów. Dodanie do pożywki brakujących amino
kwasów powoduje po kilkunastu godzinach ponowne podjęcie (reinicjację) 
syntezy DNA. Tak np. w omawianych komórkach 3T3 procent ilości ko
mórek w fazie S zwiększa się po 17 godzinach z 10% do 60% (rys. ID). 
W omawianych eksperymentach z komórkami 3T3 reinicjacja syntezy 
DNA, po dodaniu pojedynczego aminokwasu, następowała jedynie w nie
wielkim stopniu ze względu na słaby stan komórek będący rezultatem 
ich wzrostu w tych warunkach eksperymentalnych [35].

Jednakże inne, niż 3T3, linie komórkowe okazały się mniej wrażliwe 
na niedobór poszczególnych aminokwasów, co zostało wykorzystane do 
opracowania metod synchronizacji populacji komórkowych. Obiecujące 
wyniki uzyskano obniżając stężenie lub niemal całkowicie eliminując 
z pożywki izoleucynę [8, 64, 80] oraz leucynę [22], tryptofan [92] i aspa- 
raginę [78].

Szczególnie dużo uwagi poświęcono badaniom niedoboru izoleucyny,
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TABELA 3. Wpływ braku poszczególnych niezbędnych 
aminokwasów na liczbę komórek 3T3 wkraczających w fazę S

(wg danych Holley i wsp. [35])

Pożywka z 1 % zawartości typowej i
ilości !

%  komórek w fazie S

Wszystkich niezbędnych amino
1

kwasów 10
Argininy 20
Cystyny 10
Glutaminy 15
Histydyny 10
Izoleucyny 8
Leucyny 12
Lizyny 10
Metioniny 35
Fenyloalaniny 6
Treoniny 8
Tyrozyny 15
Waliny 15

gdyż niedobór tego aminokwasu w środowisku wywołuje najsłabsze upo
śledzenie syntezy białka. W komórkach rosnących nawet 30 godzin w po
żywce bez izoleucyny syntezy białek utrzymuje się na poziomie 57% 
wartości kontrolnej [20]. Wyniki autoradiograficznych badań włączania 
radioaktywnej tymidyny do DNA komórek CHO hodowanych przez różny 
okres czasu w nieobecności izoleucyny wskazują, że w tych warunkach 
eksperymentalnych komórki nie wbudowywują radioaktwnej tymidyny. 
Można sądzić, że zostały one selektywnie zatrzymane w fazie G - 1 i nie 
mogą wkroczyć w fazę S [21, 22]. Po dodaniu izoleucyny do pożywki 
w stężeniu 2 X 10“ 6 M [50] lub też zmiany eksperymentalnej pożywki na 
kompletną (pełną), po upływie kilkudziesięciu minut obserwowano roz
poczęcie w komórkach syntezy DNA, a po około 12-14 godzinach podję
cie podziałów przez niemal wszystkie komórki (rys. 8). Synchronizację 
hodowli poprzez manipulowanie stężeniem izoleucyny w pożywce opisa
no dotychczas dla hodowanych in vitro komórek z jajników chińskiego
(CHO) i syryjskiego (BHK 21/CB) chomika [64, 80, 83] oraz mysich ko
mórek L [84]. Jak  dotąd nie udało się jednakże zsynchronizować przy za
stosowaniu tej metody komórek transformowanych wirusami (komórki 
BHK 21 stransformowane wirusem SV40), co również jest wskaźnikiem 
różnic w odpowiedzi komórek prawidłowych i stransformowanych na 
niedobory aminokwasowe w środowisku [64]. Ponadto okazało się, że za
infekowanie komórek PPLO wyklucza możliwość ich synchronizacji wy
wołanej niedoborem izoleucyny [80, 84],
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W wyniku hodowli komórek w pożywce zubożonej bądź to w leucy- 
nę (komórki CHO; [21, 22J), bądź też w asparaginę (komórki BHK 21/13; 
[78]) lub tryptofan (leukemiczne komórki L 1210; [92]) również obserwo
wano nagromadzenie się znacznej liczby komórek w fazie G - 1 (50-70%). 
Jednakże w następstwie dodania każdego z tych aminokwasów nie stwier
dzono, aby cała populacja komórek rozpoczynała syntezę DNA i następ
nie podziały. W przedstawionych układach można zatem mówić jedynie 
o częściowej synchronizacji populacji.

i
u*</5
a:yo
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§
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Rys. 8. E fek t dodan ia  pełnej pożyw ki (A), 
izoleucyny i g lu tam in y  (B) oraz jedyn ie  
izoleucyny (C) na  podjęcie  syntezy  DNA 
( • )  oraz podziałów  kom órkow ych  (O) 
przez k om órk i CHO za trzy m an e  w  fazie 
G - 1 cyklu kom órkow ego  na  sk u tek  48 - 
godzinnego w zrostu  w  środow isku  pozba
w ionym  izoleucyny (wg Tobey i wsp. [84]).

Szczególną sytuację znaleziono w przypadkach hodowli komórek 
wątrobowych z zarodków szczura w pożywce zubożonej w argininę [68]. 
Dodanie argininy do środowiska powodowało wprawdzie inicjację synte
zy DNA, jednakże dopiero po 12-16 godzinach. Ten długi okres czasu 
wpływający od momentu dodania argininy do rozpoczęcia podziałów su
geruje, zdaniem autorów, zatrzymanie komórek w fazie G - 0, a nie zaś 
w fazie G - 1.

Należy dodać, że również w komórkach CHO ze stacjonarnej fazy 
wzrostu hodowli, w których synteza DNA uległa zatrzymaniu, po doda
niu do pożywki dodatkowych ilości izoleucyny lub glutaminy następo
wała reinicjacja syntezy DNA [50], I tak kilkakrotnie podwyższając stę
żenie izoleucyny w pożywce (z 6 X 10—7 M do 2 X 10~6 M) wywoływano
zainicjowanie syntezy DNA we wszystkich komórkach. Wyniki te po
twierdzają wcześniejsze obserwacje, że izoleucyna, leucyna i glutamina 
były jedynymi aminokwasami wyczerpanymi z pożywki, gdy komórki L

GODZINY
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hodowano przez dłuższy okres czasu bez zmiany pożywki [61]. Następu
jąca interpretacja referowanych wyników wydaje się prawdopodobna: 
synteza białek niezbędna jest zarówno dla przejścia komórek z fazy G - 1 
v/ fazę S (inicjacja syntezy DNA), jak i dla prawidłowego przebiegu fa
zy S (kontynuacja syntezy DNA). Moment zainicjowania syntezy DNA 
wydaje się bardziej wrażliwy na upośledzenie syntezy białka spowodo
wane brakiem poszczególnych aminokwasów, niż sama synteza DNA. Dla 
kontynuowania syntezy DNA może częściowo wystarczać ilość izoleucyny 
i leucyny uwalniana w wyniku wewnątrzkomórkowych przemian biał
kowych [21].

\

U W A G I KOŃCOW E

%

Przedstawione dane wskazują wyraźnie, że nawet tak niewielkie 
zmiany składu środowiska hodowlanego, jak obniżenie stężenia chociaż
by jednego niezbędnego aminokwasu wywołują daleko posunięte i różno
rodne konsekwencje metaboliczne. Należy przypuszczać, że są one wyni
kiem zmian wielkości wewnątrzkomórkowej puli aminokwasów, która 
z kolei wpływa nie tylko na intensywność syntezy białka, lecz także na 
intensywność syntezy RNA i DNA.

Obecnie wiadomo, że wiele czynników, wpływając na wzrost komó
rek, powoduje zarazem zmiany w komórkach poziomu cyklicznych nu-
kleotydów [31, 44]. Nie znaleziono jednakże zmian poziomu cAMP, a je
dynie niewielkie zmiany poziomu cGMP w komórkach raka Landschütza 
inkubowanych 2 godziny w nieobecności wszystkich podstawowych amino
kwasów (tabela 4, [41]). Nie ustalono dotychczas, czy obniżenie poziomu 
cGMP jest wynikiem słabszej intensywności syntezy tego nukleotydu, 
czy też wzmożonego rozpadu. Na podstawie tych bardzo niekompletnych 
danych nie można stwierdzić, czy cykliczne nukleotydy mają bezpośred
ni związek z odpowiedzią komórek na wahania wielkości wewnątrzkomór
kowej puli aminokwasowej. Nie można natomiast negować wpływu cAMP 
na efektywność transportu aminokwasów do komórek [68],

Niejednakowa odpowiedź różnych komórek na ten sam bodziec, jakim 
jest zmiana stężenia aminokwasu w pożywce, wskazuje na możliwość 
występowania w komórkach eukariotycznych różnego typu powiązań po
między intensywnością syntezy białka a intensywnością syntezy RNA, 
analogicznie jak to ma miejsce w układach bakteryjnych J17, 91]. W licz
nych układach komórkowych znacznemu obniżeniu syntezy białka, na 
skutek niedoboru aminokwasowego, towarzyszy obniżenie intensywności 
syntezy RNA, lecz nie jej całkowite zatrzymanie. Występuje tu zatem 
sytuacja analogiczna do sytuacji spotykanej w tych szczepach bakteryj-

http://rcin.org.pl



NIEDOBÓR AM INOKW ASOW Y 17

TABELA 4. Wpływ niedoboru aminokwasowego na poziom cGMP oraz cAMP w komórkach
raka Landschütza (z danych Jolicoeur i wsp. [41])

Czas trwania niedoboru 
aminokwasowego 

(min.)

cGMP (pmole/mg białka) cAMP (pmole/mg białka)

—aminokwasy +aminokwasy — aminokwasy +  aminokwasy
^  "

15 0,35 0,37 3,19 3,06
60 0,41 0,71 2,96 3,26

120 0,59 1,10 2,83 3,26

K om ó rk i  inkubowano w pełnej pożywce lub też w pożywce pozbawionej aminokwasów, zawsze w nieobecności 
surowicy. W  tabeli przedstawiono wyniki uzyskane w typowym  doświadczeniu.

nych, w których zahamowanie syntezy białka nie pociąga za sobą za
trzymania syntezy RNA (relaxed). W przypadku regulacji syntezy DNA 
liczni autorzy postulują natomiast, że efektywność transportu do komó
rek podstawowych aminokwasów, a w związku z tym i ich wewnątrz
komórkowe stężenie, są czynnkami wpływającymi bezpośrednio na in
tensywność syntezy DNA [35, 68].

Wyniki uzyskane w omawianych badaniach mają też pewien aspekt 
praktyczny. Pozwoliły one bowiem na opracowanie metody otrzymywa
nia, bez stosowania inhibitorów metabolicznych, dzielących się synchro-

•  '  ÊLnicznie populacji komórkowych. Badania takich populacji komórkowych 
mogą zezwolić na precyzyjne wniknięcie w mechanizmy regulacji meta
bolizmu komórkowego.
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NAJNOWSZE HIPOTEZY 
DOTYCZĄCE INTERAKCJI DNA - HISTONY

H alin a  M IC H N IEW ICZ

Z ak ład  Cytologii i C ytochem ii Roślin, In s ty tu t  Fizjologii i Cytologii
U n iw ersy te tu  Łódzkiego

S treszczen ie .  P rzedstaw iono  dane z la t  1794-1975 dotyczące budow y m o lek u la r
nej ch ro m a ty n y  i in te ra k c ji  DNA z h is tonam i. S t ru k tu ra  ch ro m aty n y  o p a r ta  jest 
na p o w ta rza jący ch  się jed nostkach  w ystępu jących  w zdłuż f ib ry li  ch rom atynow ej. 
J e d n o s tk i  te, w idoczne w  m ikroskop ie  e lek tronow ym  w  postaci ku lis tych  cząstek 
(ciała V) o średn icy  70 A, zbudow ane są  z określonej długości odcinków  DNA zaso- 
c jow anych  z kom pleksam i histonów . Do budow y jednostk i konieczne są h istony 
w szystk ich  k las  za w y ją tk iem  FI. H is ton  F I w y s tęp u je  m iędzy tym i ku lis tym i 
s t ru k tu ra m i  i g łów nie tw orzy  poprzeczne m ostk i m iędzy f ib ry lam i chrom atynow ym i. 
K u lis te  cząstki połączone są przez k ró tk ie  odcinki DNA. W ten  sposób f ib ry la  
ch ro m a ty n o w a  m a postać  „ko ra likó w  na  s z n u rk u ” („bead on the  s t r in g ”).

Chromatyna jąder interfazowych stanowi fibrylarną strukturę zbu
dowaną z DNA i histonów. Histony prawdopodobnie regulują aktywność 
genetyczną i utrzymują DNA wewnątrz jądra w stanie wtórnie zwinię
tym. Jednak sposób w jaki oddziaływają z DNA tworząc nukleoproteido- 
we fibryle nie jest jasny. W celu zrozumienia mechanizmu interakcji 
białek histonowych i DNA w kontroli ekspresji genowej zaproponowano 
szereg modeli.

Pierwsze dane świadczące iż histony wpływają na strukturę chro
matyny pochodzą z badań dyfrakcji promieni X. Wielu badaczy wykaza
ło, że chromatyna daje szereg pasm dyfrakcji promieni X, co stanowi 
dowód występowania powtarzających się jednostek w przedziałach 100 A 
wzdłuż długości fibryli chromatynowej. Po usunięciu histonów ten wzór 
ugięcia ulega zaburzeniu. Pardon i Wilkins [13] na podstawie badań dy
frakcji promieni X zaproponowali model super-zwoju. Model ten zakłada, 
iż podwójna helisa DNA pokryta jest histonami. Całość ta wtórnie spira- 
lizowana tworzy pojedynczy super-zwój (super-helix) o powtarzających
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się 120 Â odcinkach i średnicy 100 Â. Ten model, częściowo ze względu
na brak dowodów na inny rodzaj struktury, był ogólnie akceptowany 
[10] [11].

Ostatnio pojawiło się szereg danych sugerujących, że DNA jest upo
rządkowany w małych powtarzających się jednostkach nukleoproteido- 
wych wzdłuż fibryli chromatynowej.

W ostatnim roku Olins i Olins [8] opublikowali mikrofotografie chro- 
matyny jąder izolowanych z grasicy i wątroby szczura oraz z erytrocy
tów kurzych, kontrastowanych pozytywowo lub negatywowo. Fibryle 
chromatynowe były bardzo długie, równolegle rozmieszczone i wykazy
wały kuliste cząstki — ciała v (v-bodies) o średnicy 60-80 Â połączone 
cienkimi odcinkami o średnicy około 15 A. Autorzy zakładają, że ciała v 
stanowią struktury, w których są upakowane nukleohistony i podają 
pewne ich właściwości fizyczne: średnica tych sferycznych ciał wynosi 
70 Â, objętość właściwa — 0,68 cm3/g, masa cząsteczkowa 160 000 dal- 
tonów.

Istnieje możliwość, że widoczne na mikrofotografiach elektronowych 
liniowe uszeregowanie kulistych cząstek stanowi artefakt powstały pod
czas preparatyki do badań w mikroskopie elektronowym. Pojawiło się 
jednak szereg dalszych dowodów przemawiających za takim modelem 
struktury  chromatyny, zwanym „koraliki na sznurku” („bead one the 
string”).

Istotnych dowodów świadczących o występowaniu jednostek w struk
turze chromatyny dostarczyły eksperymenty z działaniem dezoksyrybo- 
nukleaz. Trawienie chromatyny grasicy cielęcia i retikulocytów kurzych
DNA - azą ze Staphylococcus daje serię odcinków DNA - histony o 130— 
145 parach zasad [1]. Precyzja z jaką następuje rozpad na fragmenty ta

kiej długości, sugeruje specyficzne uporządkowanie histonów na powierzch
ni DNA. Prawdopodobnie określone odcinki ich polipeptydowego łańcu
cha są w ścisłym konthkcie z DNA, dzięki czemu ten fragment DNA jest 
zabezpieczony przed trawieniem. Usunięcie histonów lizyno-bogatych 
przed trawieniem enzymatycznym powoduje, że pojawiają się fragmenty 
DNA o długości 130 par zasad.

Dalsze dowody, świadczące że DNA w kulistych strukturach nie jest 
łatwo dostępny dla nukleaz pochodzą z badań przedstawionych przez 
Oosterhofa [12]. Przebieg fragmentacji chromatyny pod wpływem 
DN - azy wykazuje, że enzym ten powoduje powstanie równych ilości 
kwasorozpuszczalnych oligonukleotydów i 11S nukleoproteidowych czą
stek. Obserwacje w mikroskopie elektronowym wykazały, że cząstki 11S 
zawierają dwupasmowy DNA o długości około 400 Â, co odpowiada 120 
parom zasad. Trawienie« chromatyny przeprowadzono na materiale różne
go pochodzenia, stosując DN - azę I i II, a także DN - azę pochodzenia
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Rys. 1. M ikrofo tografie  fib ry li ch rom atynow ych  zn a jd u jący ch  się na ze 
w n ą trz  popękanych  jąder. W idoczne ku lis te  ciała v połączone cienkimi

s t ru k tu ra m i n itkow atym i. Podziałka odpow iada 0,2 ąm .
a — C h r o m a ty n a  g r a s ic y  s z c z u r a  k o n t r a s t o w a n a  m ie s z a n in ą  4% w o d n e g o  r o z tw o r u  
k w a s u  f o s f o r o - w o l f r a m o w e g o  i 90% e t a n o lu  (3:7), p łu k a n a  w  95% e t a n o lu  i su sz o n a  
na p o w ie t r z u ,  b — C h r o m a ty n a  g r a s ic y  szczu ra  k o n t r a s to w a n a  n e g a t y w o w o  0,5% 
m o l ib d e n ia n e m  a m o n u  (pH 7). c — C h r o m a ty n a  e r y t r o c y t ó w  k u r z y c h  k o n t r a s to w a n a

p o d o b n ie  j a k  w  b (w g .  O lin s  i O lin s  (8J)
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Rys. 2. M inichrom osom y w iru sa  SV40 izolow ane z jąd e r  
zakażonych kom órek, oglądane w  s tan ie  n a ty w n y m  {A), 
ko ra likopodobnym  (B), oraz po usunięciu  b iałek  (C). K resk i 
oznaczają 1000 A, a dodatkow e zdjęcie na tyw nego  m in i-  
chrom osom u z boku (C) p rzy  tym  sam ym  pow iększeniu

pozw ala ocenić różnice długości
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bakteryjnego. We wszystkich badanych przypadkach obserwowano po
dobny lub identyczny wzór fragmentacji, co wskazuje, że wyniki te są 
konsekwencją powszechnych cech struktury  chromatyny. Autorzy suge
rują, że 400 Ä odcinki tworzą jednostki trudno dostępne dla działania 
wymienionych nukleaz. 50°/o DNA występuje jako jednostki 11S. Jednost
ki te mogą być połączone liniowo przez krótkie, wrażliwe na DN - azę 
odcinki DNA. Istnieje jednak możliwość, że jest więcej takich odcinków 
dostępnych dla nukleaz. Odcinki te nie ochraniane przez histony mogą 
odpowiadać obszarom aktywności matrycowej DNA.

Wzór fragmentacji nukleazowej otrzymany przez Oosterhofa [12] 
wykazujący, że miejsca wrażliwe na działanie DN - azy są rozmieszczone 
w 400 Â odstępach wzdłuż fibryli chromatynowej jest dokładnym po
twierdzeniem modelu zaproponowanego przez Olins i Olins [8], Autorzy 
ci założyli, że koralikopodobne regiony (ciała v) mają co najmniej po 
jednej cząsteczce histonu z każdej klasy, co daje w sumie 84 000 dalto- 
nów. Wobec tego masa cząsteczkowa DNA wynosiłaby około 80 000, co 
odpowiada długości 400 Ä. Te 400 Â odcinki miałyby znajdować się w sfe
rycznej cząstce o średnicy 70 Ä.

Model „koralików na sznurku” sugerowano również, posługując się 
wirusem SV40 jako źródłem DNA [3], W skład dezoksyrybonukleopro- 
teidu wirusowego, izolowanego z zakażonych komórek, wchodzą histony. 
Wykazano, że odcinki DNA związanego z histonami, długości 40 par 
zasad, są siedmiokrotnie zwinięte, tworząc struktury koralikopodobne. 
Obecność odcinków DNA charakterystycznej długości wykazano również 
w jednym z bardziej prymitywnych eukariotów — drożdżach Saccharo
myces cerevisiae [7].

Przedstawione wyniki powszechnie uważane są za dowód wskazują
cy, że trudno dostępne dla nukleaz odcinki DNA znajdują się w kuli
stych cząstkach („koralikach”) gdzie są zasocjowane z histonami. Ponie
waż DNA w kulistych cząstkach jest jeszcze częściowo dostępny dla 
enzymów, które mogą powodować jego modyfikację lub degradację, wielu 
badaczy przypuszcza, że DNA owinięty jest na zewnątrz globularnego 
kompleksu histonów tworząc „koralik”. Olins i wsp. [8] sugerują, że 
co najmniej połowa DNA chromatyny tworzy powłokę dokoła histonów 
i ta część dostępna jest dla nukleazy i barwników.

Rozpatrując wielkość odcinków opornych na trawienie DN - azą w y
daje się nieprawdopodobne, aby pojedyncza cząsteczka histonu mogła 
stanowić wystarczające ich zabezpieczenie. Dlatego też większość autorów 
jest zdania, że histony są zasocjowane w pęczki na powierzchni DNA.

Kornberg i Thomas [5] wykazali, że histony in vitro mają tendencje 
do tworzenia dużych agregatów. W roztworach histony asocjują w pary.
Wykazano tworzenie monomerów F2A2 i F2B, diamerów F2A1 i F3
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oraz tetramerów (F2A1)2(F3)3. Istnieje wiele dowodów świadczących. 
że takie same pary histonów, jakie obserwowano w roztworach, wystę
pują także w chromatynie. Najważniejszym dowodem na występowanie 
tetramerów (F2A1)2 (F3)2 w chromatynie jest fakt, że kompleks utworzo
ny z teatramerów, oligomerów F2A2-F2B i DNA daje taki sam wzór 
ugięcia promieni X jak chromatyna.

Na podstawie dyfrakcji promieni X, analizy biochemicznej histonów 
oraz badań nad degradacją chromatyny przez DN - azę, Kornberg [6] su
geruje, że struktura chromatyny oparta jest na powtarzających się jed
nostkach składających się z dwóch rodzajów oligomerycznych struktur 
histonów F2A1, F3, F2A2 i F2B oraz 200 par zasad kwasu nukleinowego. 
Zwinięty DNA stanowi szkielet każdej jednostki. Fibryle chromatynowe 
mają zawierać wiele takich jednostek, które tworzą łańcuch. W propo
nowanym modelu autor sugeruje sposób uporządkowania histonów i DNA 
w powtarzających się jednostkach. Rdzeń tych jednostek mają tworzyć 
tetramery histonów (F2A1)2 (F3)2. Za argumenty wskazujące na takie 
ułożenie histonów autor uważa globularną strukturę tetramerów, kon- 
serwatywność sekwencji aminokwasów histonów F2A1 i F3, a także fakt, 
że histony te usuwane są z chromatyny jako ostatnie przez łagodne me
tody ekstrakcji. Natomiast histony F2A2 i F2B, które występują jako 
dimery F2A2-F2B lub większe oligomery F2A2-F2B determinują rozsta
wienie jednostki wzdłuż długiej osi fibryli chromatynowych.

Kornberg [6] uważa, że „koralikopodobne”, gęste regiony o średnicy 
70 Ä, obserwowane przez Olins i Olins [8], pozostają w zgodzie z propo
nowanym modelem i mogą być zbudowane właśnie z globularnych te tra
merów (F2A1)2(F3)2 o  średnicy 40-50 Â pokrytych przez podwójną heli
sę DNA o średnicy 20 Â.

Odpowiedzi na pytanie, czy interakcja między histonami, jaka za
chodzi w roztworze, dotyczy również histonów związanych z DNA, do
starczają również badania wrażliwości kompleksów histonowych na dzia
łanie trypsyną. Histony są dostępne dla trypsyny tylko wtedy, gdy znaj
dują się na zewnątrz kulistych cząstek („koralików”). Degradacja tryp
syną może być więc stosowana dla określenia, czy te same partie cząste
czek histonów znajdują się na zewnętrznej części koralika zarówno w sy
tuacji kiedy są one związane z DNA, jak i wtedy kiedy znajdują się w roz
tworze. Weintraub i von Lente [15] wykazali, że kiedy histony są zasocjo- 
wane z DNA w chromatynie, trypsyna degraduje tylko 20-30 amino
kwasów od końca N - terminalnego. Pozostałe aminokwasy wchodzące 
w skład histonów są odporne na działanie trypsyny prawdopodobnie dla
tego, że wchodzą ze sobą w interakcję wewnątrz kompleksu. Interakcja 
histon - histon zabezpiecza większą część kompleksu przed trawieniem.
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ale pomimo to koniec N - terminalny wystaje na zewnątrz i jest dostęp
ny dla trypsyny.

Kornberg [6] w proponowanym modelu sugeruje regularne występo
wanie odcinków DNA, które składają się z 200 par zasad i są długości

#

60 Â. W literaturze istnieje jednak szereg dowodów wskazujących na 
możliwość występowania jednostek o innej długości. Powstawanie w wy
niku trawienia nukleazami odcinków, które są raczej wielokrotnością 
200 par zasad, Kornberg tłumaczy blokowaniem miejsc pęknięć przez 
białka niehistonowe. Wielu autorów wykazuje powstawanie w wyniku 
trawienia nukleazami znacznie mniejszych odcinków DNA. Wydaje się 
więc bardziej prawdopodobne, że występuje więcej rodzajów powtarza
jących się odcinków DNA zasocjowanych z białkami.

Na podstawie przedstawionych danych Weintraub i von Lente [15] 
sugerują inną koncepcję interakcji histonów z DNA. Zgodnie z tą kon
cepcją końce N - terminalne histonów są zlokalizowane wzdłuż regionów 
odpowiadających odcinkom tej samej cząsteczki DNA, natomiast histony 
C - terminalne są umieszczone wzdłuż regionów odpowiadających różnym
cząstkom DNA. Autorzy proponują model, w którym kompleks specy
ficznych histonów oplata DNA przez poprzeczne wiązanie zwartych ob
szarów chromatyny. Te poprzeczne wiązania mogą występować w chro- 
matynie zwartej między różnymi fibrylami lub między sąsiednimi obsza
rami zwartymi tej samej fibryli chromatynowej. Ponadto autorzy suge
rują, że nukleazo-wrażliwe odcinki DNA mogą leżeć w postaci pętli po
nad powierzchnią chromatyny.

Dalszych dowodów o występowaniu jednostek w strukturze chroma
tyny dostarczają badania dyfrakcji promieni X przeprowadzone przez 
Bram i wsp. [2]. Autorzy ci, podobnie jak cytowani badacze, sugerują że 
100 Â, kuliste ciała zawierają zarówno białka, jak i DNA. Nie wyjaśnia
ją jednak jakie jest uporządkowanie histonów i DNA wewnątrz tych 
kulistych cząstek, ale przypuszczają, że DNA musi być w nich zwinięty 
czterokrotnie. Bram i wsp. [2] uważają, że te sferyczne 100 Â ciała mają 
konfigurację super-zwoju. Na jeden obrót zwoju ma przypadać 8 kul 
w strukturach bardziej gęstych, natomiast jeżeli przyjąć model .,korali
ków na sznurku” — na jeden obrót będą przypadały 3 kule. Promień 
takiego super-zwoju ma wynosić 130 Â, a skok — 500 Â.

Wielu badaczy przypuszcza, że tylko 4 z 5 rodzajów histonów (tj. 
F2A1, F2A2, F2B, F3) oddziaływają ze sobą tworząc globularne skupie
nia zasocjowane z kulistymi strukturami. Natomiast piąty rodzaj histonu 
(FI) jest prawdopodobnie związany z odcinkami DNA znajdującymi się 
między cząstkami. Jest to zgodne z obserwacjami Richardsa i Pardo- 
na [14] wykazującymi, że usunięcie frakcji FI nie powoduje zmiany
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wzoru ugięcia promieni X przez chromatynę, natomiast usunięcie każde
go innego histonu powoduje zniszczenie tego wzoru.

Histon FI jest najsłabiej związanym histonem i często ulega degra
dacji do peptydów podczas procesu trawienia nukleazami (preparaty 
handlowe DN - azy I i DN - azy II zawierają pewne ilości proteaz). Wyka
zano jednak [1], że proteoliza histonu FI nie jest konieczna dla uwolnie
nia jednostek przez nukleazy. Histon ten, zgodnie z ogólnie przyjętym 
poglądem, jest odpowiedzialny za wiązanie poprzeczne fibryli chroma- 
tynowych.

Związanie DNA z histonami powoduje niedostępność pewnych sek
wencji DNA dla polimerazy RNA, wskutek tego ogranicza ekspresję ge
nów. Niektórzy badacze próbują określić, czy histony rozpoznają specy
ficzną sekwencję DNA. Wiele dowodów wskazuje, że histony nie wiążą 
się do specyficznych sekwencji DNA. Axel [1J wykazał, że wzór trawie
nia nukleazami chromatyny zrekonstruowanej z histonów i DNA pocho
dzenia wirusowego, bakteryjnego i eukariota jest taki sam.

McCarthy i Polishy (cyt. za Kołata [4] określili lokalizację cząsteczek 
histonów na DNA wirusa SV40 przy zastosowaniu endonukleazy, która 
rozrywa ten DNA w 6 dobrze znanych miejscach. Okazało się, że możli
wość pęknięć jest jednakowa we wszystkich 6 miejscach. Należy wobec 
tego sądzić, że wprowadzone histony ulegają rozmieszczeniu przypadko
wemu na DNA wirusa SV40.

Być może jednak, że histony rozpoznają specyficzną sekwencję DN 
w żywych komórkach [4], Kołata [4], dla sprawdzenia czy histony wiążą 
się do specyficznych regionów DNA, proponuje izolowanie kulistych czą
stek („koralików”) oraz usuwanie z nich i analizowanie sekwencji otrzy
manych fragmentów DNA. Takie eksperymenty nie były jeszcze wy
konane.

Jak wynika z przedstawionego przeglądu literatury, sferyczne struk
tury — ciała V  — opisano dopiero w ubiegłym roku. Prawdopodobnie 
przyczyn — wobec rozwijanych szeroko co najmniej od 10 lat obserwa
cji struktury chromatyny w mikroskopie elektronowym — należy szukać 
w stosowanych metodach preparatyki. Olins i wsp. [9] rozważając dla
czego dotychczasowe metody obserwacji struktury  chromatyny nie wy
kazywały sferycznych struktur podobnych do opisanych później ciał v 
sugerują, że odwodnienie chromotyny powoduje drastyczne zakłócenia 
strukturalne. O naruszeniu struktury natywnej chromatyny świadczą 
wyniki analizy wzorów dyfrakcji promieni X, uzyskiwanych przy niskim 
kącie dla osadów jądrowych na różnych etapach preparatyki do mikros
kopii elektronowej. Na podstawie tych badań autorzy przypuszczają, że

i
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cząstki te (ciała v) obserwowane w mikroskopie elektronowym mogą 
ściśle odpowiadać konfiguracji natywnej chromatyny.

Spośród przedstawionych modeli interpretujących mechanizmy inter
akcji DNA - histony, najbardziej prawdopodobny wydaje się model „ko
ralików na sznurku”. Model ten jest zgodny z wynikami eksperymentów 
przeprowadzonych na rozmaitym materiale i różnymi metodami, co po
zwala przypuszczać, że taki sposób organizacji musi być powszechny 
i charakterystyczny dla chromatyny w żywych komórkach.

Intensywne badania prowadzone w tym kierunku pozwalają mieć 
nadzieję na dalsze wyjaśnienie tych problemów.

Autorka dziękuje prof, dr hab. Marii Olszewskiej za konsultację i po
moc w opracowywaniu zagadnienia.
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SPECYFICZNOŚĆ BIAŁEK NIEHISTONOWYCH

Zofia K IL IA Ń S K A  i L eokad ia  K ŁY SZEJK O  - STEFA N O W ICZ 

Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t  B iochem ii i Biofizyki, U n iw ersy te t  Łódzki

Streszczenie .  B ia łk a  n ieh istonow e (NHP) * s tanow ią  sk ład n ik  ją d ra  kom órkow ego, 
k tó rem u  p rzy p isu je  się ro lę  reg u la to ró w  fu n k c ji  genów. S ubstanc je , k tó re  mogą pełnić 
fun k c ję  reg u la to ro w ą  w  eksp res ji  genowej pow inny  w ykazyw ać  daleko idącą n ie je d 
norodność i specyficzność. W iększość N H P  je s t  typow a dla w szystk ich  tk a n e k  (m.in. 
N H P  obdarzone ak tyw nośc ią  enzym atyczną), n a to m ias t  n iew ie lką  ilość tych  b ia łek  
cechuje  specyficzność tk a n k o w a  i ga tunkow a, p rze jaw ia jąca  się ch a rak te ry s ty czn ą

4

w ęd ró w k ą  w  polu  e lek trycznym , fosfory lac ją , ace ty lac ją . Ponad to , tę n iew ie lką  część 
N H P  c h a ra k te ry z u je  zdolność do rozpoznaw an ia  w  sposób wysoce se lek tyw ny  p e w 
nych f ra g m e n tó w  hom ologicznego DNA, a także  do w yw ołan ia  odpow iedzi im m u n o 
logicznej w  postac i p ro d u k o w an ia  p rzeciw cia ł sk ie row anych  specyficznie przeciw ko 
kom pleksom  N H P  - DNA.

W centrum zagadnień współczesnej biologii komórki znajduje się nie
wątpliwie mechanizm regulacji aktywności genów. Coraz częściej wymie
nia się białka niehistonowe (NHP) jądra komórkowego [6, 14-17, 38, 39, 
44, 45] obok chromosomalnego RNA [6] jako cząsteczki mogące regulować 
transkrypcję genów w sposób specyficzny.

NHP stanowią zróżnicowany materiał jądrowy, w którym odnaleźć 
można znaczną ilość enzymów, białka strukturalne i regulatorowe [13], 
a także stwierdzone ostatnio białka kurczliwe o naturze zbliżonej do ak
tyny i miozyny [27]. Podstawową właściwością regulatorów funkcji genów 
jest ich specyficzność sprawa ta w odniesieniu do NHP jest przedmiotem 
niniejszego opracowania.

Histony — represory aktywności DNA w chromatynie, dobrze zakon
serwowane w procesie ewolucji molekularnej, reprezentują substancje 
o ograniczonej specyficzności. Z kolei białkom niehistonowym przypisuje

* N H P — (angl.) no n  - h is tone  p ro te in .
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się dużego stopnia specyficzność tkankową i gatunkową w zakresie obrazu 
elektroforetycznego [2, 3, 22, 37, 50, 53, 57], oddziaływania z określonymi 
fragmentami DNA [20, 32, 48, 50], odpowiedzi immunologicznej [42, 54- 
56] wysoką specyficzność ich syntezy po podaniu hormonów [43, 48]. Sze
reg tych cech znajduje wytłumaczenie w znacznej niejednorodności NHP, 
która jednocześnie sprawia, że nasze wiadomości o tej grupie białek ją
drowych w dalszym ciągu obfitują w wielką ilość znaków zapytania.

W badaniach niejednorodności NHP szczególnie owocną okazała się 
metoda elektroforezy w żelu poliakryloamidowym oraz elektroforezy dw u
wymiarowej [1-3, 28, 29, 50-58], a także techniki chromatografii kolum
nowej [4, 19, 28, 35]. Analiza porównawcza elektroferogramów NHP z róż
nych źródeł stała się jednocześnie podstawą wnioskowania o ich specy
ficzności tkankowej i gatunkowej.

Z laboratorium Wanga [22, 57] i Allfreya [49, 50] pochodzą jedne 
z pierwszych danych o specyficzności NHP. Teng i wsp. [50] opisali zło
żony obraz pasm w żelu poliakryloamidowym fosfoproteidów jądrowych 
(frakcja NHP o dużej aktywności metabolicznej) wątroby, nerki, śledzio
ny i mózgu szczura. Znaczna niejednorodność NHP była wysoce powta
rzalna w różnych preparatach z tego samego źródła i zmieniała się idąc 
od jednej tkanki do drugiej. Różnice te miały charakter zarówno ilościo
wy, jak i jakościowy. NHP tych tkanek wykazywały ponadto odmienny 
stopień fosforylacji in vitro.

Wu i wsp. [59] porównali NHP z siedmiu tkanek szczura (wątroba, 
nerka, śledziona, płuca, grasica, tarczyca, mózg) na drodze elektroforezy 
w żelu poliakryloamidowym. Preparaty białkowe z różnych narządów za
wierały od 12 do 18 frakcji. Szereg pasm, zdaniem autorów, reprezento
wało wspólne frakcje typowe dla wszystkich tkanek, ale każda tkanka 
posiadała niewielką ilość NHP charakterystycznych tylko dla niej. Naj
większe różnice w NHP z badanych źródeł dotyczyły frakcji o masach 
cząsteczkowych od 40 000 do 100 000 daltonów.

MacGillivray i wsp. [28] analizując w żelu poliakryloamidowym NHP 
nerki, wątroby i mózgu dwóch gatunków, tj. myszy i wołu, obserwowali 
w badanych białkach nieznaczne różnice, głównie natury ilościowej, które 
dotyczyły frakcji niskocząsteczkowych ( <  40 000 daltonów).

Późniejsze prace [29, 36] wykorzystujące technikę elektroforezy dwu
wymiarowej, a także elektroforezę w żelu poliakryloamidowym ufosfo- 
rylowanych NHP wątroby, nerki, mózgu i nowotworu Landschütza myszy 
pozwoliły wykryć obok pasm NHP wspólnych dla wszystkich tkanek 
pewną, niewielką ilość frakcji posiadających cechy specyficzności.

Badania elektroforetyczne fosfoproteidów jądrowych izolowanych 
z mózgu, serca, nerki i wątroby szczura po uprzednim włączeniu in vivo 
(3H) - octanu również potwierdziły różny rozkład radioaktywnego octanu
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dla analizowanych białek. Bliższa analiza 3H - acetylowanych białek wy
kazała w nich obecność dwóch acetylowanych aminokwasów, tj. acetylose-
ryny i acetylolizyny [46].

Znaczną niejednorodność NHP wątroby, mózgu, grasicy i nerki szczu
ra ekstrahowanych 8 M roztworem mocznika w 0,05 M buforze fosfora
nowym (pH 7,6) udowodniło także oznaczanie grup —SH poprzez bloko
wanie (14C) - N - etylomaleimidem [11].

W przypadku NHP wątroby, mózgu, grasicy i nerki szczura zawartość 
grup — SH wynosiła odpowiednio 75, 71, 60, 61 nmoli na mg białka. Na 
podstawie rozdziału techniką ogniskowania izoelektrycznego NHP z po
wyższych tkanek wykazano w nich pewne różnice w rozkładzie grup 
— SH, głównie o charakterze ilościowym.

Dość sugestywne wyniki przemawiające za istnieniem specyficzności 
tkankowej i gatunkowej NHP uzyskano wykorzystując technikę elektro
forezy dwuwymiarowej do analizy tych białek z wątroby szczura oraz 
wątroby i retikulocytów kurczęcia. Okazało się, że między białkami niehi- 
stonowymi tkanki wątrobowej z dwóch odległych gatunków istnieje wię
cej podobieństw aniżeli między NHP wątroby i retikulocytów tego samego 
organizmu. W ogóle preparaty NHP analizowane tą metodą cechowała 
znaczna specyficzność, bowiem dla wszystkich trzech tkanek stwierdzono 
tylko jedną wspólną frakcję o masie cząsteczkowej 56 000 daltonów [2].

Przedstawiona przez Bekhora i wsp. [3] metoda izolowania białek chro- 
matynowych na drodze stopniowej dysocjacji chromatyny w 5 M roztwo
rze mocznika (pH 8,0) z wzrastającymi stężeniami NaCl (0-3 M) dostar
czyła w żelu poliakryloamidowym aż 94 frakcje NHP wątroby królika. 
Elektroferogramy NHP z mózgu, wątroby, serca i ślinianek podszczęko- 
wych królika różniły się tak dalece, że wysunięto bardzo śmiałe, jak się 
wydaje wnioski: 1. narządy można rozróżniać na podstawie analizy elek- 
troforetycznej ich NHP, 2. aberracje genetyczne można badać na poziomie
NHP.

Z nielicznych prac nad NHP z erytrocytów ptasich na uwagę zasługują 
zmiany obserwowane w procesie regeneracji tych komórek. Porównując 
fenolorozpuszczalne NHP (w fenolu o pH 8,4 i 9,4) z wątroby dojrzałych 
i regenerujących erytrocytów gęsi Shelton i Neelin [41] stwierdzili, że 
NHP krwinek czerwonych są uboższe w szereg frakcji i wykazują nawet 
różnice natury jakościowej. W elektroferogramach NHP wątroby gęsi ob
serwowano około 23 pasma w ekstrakcie o pH 8,4 i 22 pasma — w pH 9,4, 
podczas gdy w analogicznych białkach otrzymanych z erytrocytów dojrza
łych — odpowiednio 17 i 13 pasm w pH 8,4 i 9,4 i niewiele więcej w NHP 
erytrocytów regenerujących. Różnice w białkach niehistonowych erytro
cytów dojrzałych i regenerujących dotyczą kilku drobnych frakcji i pew
nych, być może, niskocząsteczkowych zanieczyszczeń globiną. NHP krwi-

3 — Postępy Biol. Kom. 1/76
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nek czerwonych dojrzałych i regenerujących zawierają większą ilość frak
cji wysokocząsteczkowych w porównaniu z białkami wątroby gęsi. Róż
nice w obrębie NHP z trzech populacji komórkowych gęsi (hepatocyty, 
erytrocyty, retikulocyty) mogą być związane z ich różną aktywnością 
w syntezie białek i kwasów nukleinowych.

Również porównanie metodą elektroforezy w żelu poliakryloamidowym 
NHP izolowanych z form dojrzałych i niedojrzałych erytrocytów kaczki 
pozwoliło zaobserwować szereg znacznych różnic ilościowych i jakościo
wych, które dotyczyły głównie polipeptydów o znacznej masie cząsteczko
wej [37J. Wyniki przytoczonych prac sugerują, że zmiany w obrębie NHP 
komórek erytroidalnych podczas dojrzewania mogą być związane z pro
cesem różnicowania komórkowego.

W 1973 r. Vidali i wsp. [53] opisali interesujące zmiany w fenoloroz- 
puszczalnych NHP komórek erytroidalnych kaczki w procesie embrioge- 
nezy, obserwując jednocześnie ilość histonu F2c oraz podstawowy produkt 
tych komórek, tj. hemoglobinę.

Porównanie elektroferogramów NHP krwinek czerwonych z kolej
nych stadiów rozwoju zarodkowego kaczki wykazuje zmniejszanie się 
ilości frakcji NHP. Populacje komórek erytroidalnych 7 - dniowych za
rodków kaczych zawierają znaczną ilość frakcji wysokocząsteczkowych
0 masie 130 000 i 136 000 daltonów, których zawartość znacznie spada 
w erytrocytach 14 - dniowych zarodków i prawie zanika u dojrzałych
osobników (rys. 1).

Zmniejszeniu ulegają także w czasie embriogenezy frakcje o masach
cząsteczkowych 62 000, 82 000 i 110 000 daltonów. Część frakcji NHP jest 
syntetyzowana w procesie rozwoju embrionalnego de novo, czego dowo
dem byłby wzrost frakcji białkowych o masach cząsteczkowych 38 000
1 99 000 daltonów w 14 - dniowych zarodkach. W dojrzałych formach krwi
nek czerwonych obserwuje się postępujący spadek zawartości NHP o ma
sach cząsteczkowych 136 000, 130 000, 110 000, 82 000 i 68 000 daltonów.

Głównymi frakcjami NHP charakterystycznymi dla badanych stadiów 
rozwojowych erytrocyta były frakcje o masach cząsteczkowych 46 000 
i 99 000 daltonów. Opisanym zmianom w obrębie frakcji NHP erytrocytów 
w czasie embriogenezy, towarzyszył zanik pierwotnych form krwinek 
czerwonych, zawierających hemoglobiny płodowe oraz pojawienie się form 
ostatecznych związanych z hemoglobiną dojrzałą.

Inną ciekawą zależność między poszczególnymi formami komórek ery
troidalnych obserwowano w narastaniu specyficznej dla erytrocytów pta
sich frakcji histonowej F2c, która w krwinkach 7 - dniowych zarodków 
stanowiła 6%, natomiast w dojrzałych erytrocytach aż 27% całkowitego 
histonu.
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Vidali i wsp. [53] sugerują, że obserwowane zmiany w NHP mogą być 
związane z kontrolą syntezy różnych mRNA. Stwierdzono, że komórki 
o bardzo zbliżonej morfologii i funkcji, pochodzące z różnych etapów em- 
briogenezy, różnią się pod względem ich podstawowego produktu — he-

Rys. 1. W ykresy  densy tom etryczne  rozdz ia łu  w  żelu po liakry loam idow ym  N H P 
k rw in e k  czerw onych kaczk i z zarodków  7 -  dniow ych (A ), 14 - dniow ych (B) oraz

fo rm  do jrza łych  (C) [53]
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moglobiny, co nasuwa przypuszczenie, że białka te odgrywają rolę w se
lektywnej transkrypcji genomu.

Na uwagę zasługują zmiany w białkach niehistonowych izolowanych 
z jąder komórkowych i jąderek śluzowca Physarum polycephalum w cza
sie intensywnego wzrostu oraz różnicowania wywołanego głodem [26]. 
Największe różnice dotyczyły NHP o masie cząsteczkowej od 32 000 do 
160 000 daltonów, a wyrażały się zanikaniem pewnych frakcji, pojawia
niem się nowych bądź wzrostem stężenia już istniejących frakcji.

Ostatnio coraz częściej szuka się korelacji między wzrostem nowotwo
rowym pewnych komórek a zmianami w obrębie białek niehistonowych. 
Na podkreślenie zasługuje fakt, że chromatyny tkanek nowotworowych 
posiadają znacznie zmieniony skład chemiczny w porównaniu z tkanką 
macierzystą; w głównej mierze dotyczy to NHP, które osiągają w nich 
2-3 - krotnie zwiększoną zawartość [5, 6], Badania elektroforetyczne NHP 
tkanek nowotworowych ujawniają szereg zmian zarówno ilościowych, jak 
i jakościowych w porównaniu z tkankami prawidłowymi. Porównując 
elektroferogramy NHP izolowanych z wątrobiaka Morrisa, wątroby szczu
ra — normalnej, płodowej i regenerującej — obserwowano większą ilość 
frakcji białkowych o masach cząsteczkowych 48 000, 60 000 i 85 000 dalto
nów w przypadku tkanki nowotworowej [5]. Analiza w żelu poliakrylo- 
amidowym całości NHP oraz fenolorozpuszczalnych fosfoproteidów jądro
wych wątroby szczura i wątrobiaka Morrisa pozwoliła zaobserwować wy
stępowanie różnic jakościowych w zakresie mas cząsteczkowych od 40 000 
do 70 000 daltonów w obydwu tkankach [58]. Podobne zmiany stwierdzono 
porównując NHP limfocytów ludzkich prawidłowych i białaczkowych [6].

Wśród wielu doniesień dotyczących NHP z różnych tkanek i gatunków, 
na uwagę zasługują prace Fujitaniego i Holoubka [7, 8]. Badacze ci, roz
dzielili elektroforetycznie w żelu poliakryloamidowym na siedem głów
nych frakcji NHP otrzymane z jąder komórkowych wątroby, móżdżku, 
kory mózgowej, śródmózgowia i pnia mózgu szczura, zarodków kurczęcia 
i wątrobiaka Changa. Różnice w badanych NHP pochodzących z różnych 
tkanek jednego organizmu (szczur) oraz różnych gatunków (szczur, kur
czę) były wyłącznie ilościowe.

Wnikliwsze badania białek niehistonowych z różnych regionów mózgu 
(kora, móżdżek i pozostałość) obok różnic natury  ilościowej w elektro- 
ferogramach tych białek pozwoliły stwierdzić, że stosunek zawartości NHP 
do DNA w trzech różnych obszarach mózgowia był odmienny i wynosił 
0,52 w korze, 0,38 w pozostałości oraz 0,18 w móżdżku [8]. Ten różny 
stosunek ilości NHP do DNA w poszczególnych częściach mózgu wydaje 
się być odbiciem różnej aktywności genomu w obrębie tkanki mózgowej.
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SPECY FICZN O ŚĆ IM M U N O LO G ICZN A  B IA Ł E K  N IEH ISTO N O W Y CH
I SELEK TY W N O ŚCI ICH  IN T E R A K C JI Z DNA

W ciągu ostatnich lat udowodniono specyficzność NHP metodami im
munologicznymi. W laboratorium Spelsberga [42] wykazano, że kompleks 
DNA - NHP jajowodu kurczęcia jest antygenem, którego właściwości ule
gają zmianom w czasie rozwoju tego narządu. NHP niezróżnicowanego 
jajowodu posiadały śladową antygenowość określoną odczynem wiązania 
dopełniacza. Stopień wiązania dopełniacza wzrastał podczas dojrzewania 
jajowodu indukowanego dwuetylostilbestrolem, osiągając najwyższą war
tość w jajowodzie dojrzałym [42]. Zmiany właściwości antygenowych ko
relują z rozwojem morfologicznym i biochemicznym tego narządu. Praw 
dopodobnie, zmieniający się podczas rozwoju fenotyp NHP był odpowie
dzialny za specyficzność immunologiczną tkanek różnicowanych. Rozpoz
nawanie przeciwciał skierowanych przeciw NHP jajowodu było wysoce 
selektywne. Odczyn wiązania dopełniacza określano w reakcji przeciwciał 
surowicy królika z antygenami, które stanowiła rodzima lub zrekonstru
owana chromatyna jajowodu bądź też chromatyna erytrocytów kurczęcia. 
Wysoce specyficzna zdolność przeciwciał w rozpoznawaniu tylko NHP 
jajowodu została potwierdzona brakiem wyraźnej reakcji z antygenem 
w postaci kompleksu DNA - NHP erytrocytów. Na uwagę zasługiwał fakt 
wiązania dopełniacza przy zastosowaniu takiego antygenu, jak DNA ery
trocytów - NHP jajowodu, podczas gdy kompleks DNA jajowodu - NHP 
erytrocytów wykazywał znikomą antygenowość. Wyniki te sugerują, że 
przeciwciała wytworzone przez kompleks DNA - NHP jajowodu są skie
rowane głównie przeciw NHP, a nie przeciw DNA.

Wnikliwsze badania nad tym zagadnieniem podjęto w laboratorium 
Hnilicy [54]. Stwierdzono, że kompleksy DNA - NHP wątrobiaka Novi- 
koffa otrzymane na drodze usunięcia histonów z chromatyny po jej dyso- 
cjacji w układzie 2 M NaCl - 5 M mocznik (pH 6,0) powodowały tworzenie 
przeciwciał skierowanych tylko przeciw tym kompleksom. Przeciwciała 
te wykazywały powinowactwo tylko do kompleksu DNA - NHP wątro
biaka i były nieaktywne w odczynie wiązania dopełniacza z analogicznymi 
kompleksami chromatyny z wątroby szczura czy grasicy cielęcia 
(rys. 2A). Okazało się, że w reakcji wiązania dopełniacza przeprowadzonej 
w obecności przeciwciał skierowanych przeciw kompleksom DNA - NHP 
wątrobiaka Novikoffa oraz antygenów w postaci chromatyn innych nowo
tworów, np. guza Walkera czy wątrobiaka AS - 30D znikała tkankowa 
specyficzność antygenowa, czego wyrazem był nieomal jednakowy po
ziom wiązania dopełniacza przy zastosowaniu trzech różnych antygenów 
(rys. 2B).
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Wydaje się, że proces tworzenia nowotworów zmienia charakter 
kompleksu DNA - NHP. Być może, zmiany nowotworowe niszczą specy
ficzność oryginalnej tkanki, tj. wątroby i podstawiają ją nowym typem 
wspólnym dla trzech badanych guzów.
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Rys. 2. A  — W iązanie dopełniacza przez kom pleksy  N H P  - DNA z w ą tro b iak a  
N ovikoffa (o—o), w ą tro b y  szczura ( A - A )  i g rasicy  cielęcej ( • —• )  w  reak c ji  
z p rzeciw cia łam i w y p ro d u k o w an y m i w  surow icy  k ró lik a  p rzeciw  kom pleksom

N H P - DNA z w ą tro b iak a  N ovikoffa
B  — W iązanie dopełniacza przez kom pleksy  N H P  - DNA z w ą tro b iak a  N ovikoffa 
(o—o), w ą tro b iak a  A S—30D ( • —• ) ,  guza W alkera  ( A A )  i w ą tro b y  szczura 
(A—A ) w  reakc ji  z p rzeciw cia łam i w yp ro d uk o w any m i w  surow icy  k ró lika  p rz e 

ciw  kom pleksom  N H P  - DNA z w ą tro b iak a  N ovikoffa  [54]

Dysocjacja chromatyny (w układzie 2M NaCl - 5M mocznik (pH 8,0)) 
i ponowne odtworzenie hybrydu chromatynowego prowadziło do stop
niowego obniżenia immunochemicznej kompetencji, natomiast trawie
nie DN - azą chromatyny pełnej lub pozbawionej histonów — do jej 
zupełnego zaniku (rys. 3A). Wykazana zależność wiązania dopełniacza 
w obecności DNA ujawniła nowy problem, tj. czy istotny jest tylko 
ujemny ładunek składnika w kompleksie z NHP, czy nieodzowną jest 
obecność właśnie DNA. W tym celu badano immunologiczną kompetencję 
odtworzonych kompleksów NHP wątroby szczura z DNA wątroby i śle
dziony szczura, DNA jeżowca morskiego oraz takich polianionów, jak 
drożdżowy RNA, siarczan dekstranu, poliglutaminian, sulfenian poliety
lenu. Obniżany stopień wiązania dopełniacza obserwowano przy użyciu 
jako antygenu chromatyny odtworzonej z białek chromatynowych wą
troby szczura i DNA tego samego organizmu, tj. śledziony, a zupełny 
brak przy zastosowaniu pozostałych polianionów (rys. 3B). Wyniki przed-

antygenu
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stawionych eksperymentów wskazują na zależność reakcji wiązania do
pełniacza od połączenia NHP z DNA i to z DNA homologicznym.

Ostatnio [55, 56] podano bliższą charakterystykę NHP wiążących się 
z DNA i rozpoznawanych w reakcjach immunochemicznych. Białka nie-

Rys. 3 . A  — W iązan ie  dopełniacza przez ch ro m aty n ę  w ą tro b ia k a  N ovikoffa  (o—o), 
z rek o n s tru o w an ą  ch ro m aty n ę  w ą tro b iak a  N ovikoffa  po dysocjacji w  układzie  
2 M NaCl - 5 M m ocznik  - 0,1 M - bu fo r tr is  - H Cl (pH 8,0) ( • —# )  i ch rom atynę  
w ą tro b iak a  N ovikoffa po traw ien iu  DN - azą (A -A ) w  rea k c ji  z przeciw ciałam i 
w yprodukow anym i w  surow icy  k ró lika  p rzec iw  kom pleksom  N H P  - DNA z w ą tro 

b iak a  N ovikoffa
B  — W iązanie  dopełniacza przez z rek o n s tru o w an ą  ch ro m aty n ę  w ą tro b y  szczura 
(o—o), hyb ryd  ch ro m aty no w y  zaw ie ra jący  b ia łk a  ch rom atynow e w ą tro b y  szczura 
i DNA śledziony szczura ( • —• )  oraz DNA jeżow ca m orskiego, RNA drożdży, s ia r 
czan dek stranu , po lig lu tam in ian , su lfon ian  po lie ty lenu  ( A - A )  w  re a k c ji  z p rzec iw 
cia łam i w y p ro d u k o w an y m i w  surow icy  k ró lik a  p rzec iw  kom pleksom  N H P  - DNA

z w ą tro b ia k a  N ovikoffa  [54]

histonowe o właściwościach antygenowych, wyznakowane 125J, pochodzące 
ze zdysocjowanej chromatyny wątroby szczura rozdzielano na kolumnie 
wypełnionej żelem poliakryloamidoagarozowym z zaadsorbowanym DNA 
dwóch gatunków: śledziony szczura i grasicy cielęcia. Powinowactwo 
NHP wątroby szczura stwierdzono tylko w stosunku do DNA tego sa
mego organizmu (rys. 4). Białko związane z DNA eluowało się z kolumny 
buforem 0,05 M tris-HCl (pH 8,0) zawierającym 5 M mocznik i 0,4 MKCI. 
Analiza białka wiążącego,się z DNA w żelu poliakryloamidowym wyka
zała obecność trzech niskocząsteczkowych peptydów o masie od 12 000 
do 15 000 daltonów. Wyniki te ilustrują fakt, że immunospecyficzność 
NHP jest ograniczona do niewielkiej ilości tych białek, rozpoznających
tylko homologiczny DNA.

Stwierdzenie, które frakcje z całości białek niehistonowych wykazują
specyficzność wiązania z DNA, jest zagadnieniem bardzo trudnym. Pier-
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e zastosowaną metodą w badaniach interakcji DNA - NHP był 
chromatograficzny 131J  - fosfoproteidów jądrowych na kolumnie 
iwej z zaadsorbowanym DNA różnego pochodzenia f201. Wśród 1

Rys. 4. W ykres rozdzia łu  chrom atograficznego  N H P  w ą tro b y  szczura  na  ko lum nie  
w ypełn ionej żelem po liak ry loam idoagarozow ym  z zaadso rbow anym  DNA śledzio

ny  szczura  (A) i DNA grasicy  cielęcej (B) [56]
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wątroby szczura znaleziono niewielką ilość (<C 0,l°/o NHP) eluowanych 
0,6 M NaCl, specyficznie reagujących z homologicznym DNA. Frakcja 
tego białka nie wchodziła w interakcję z heterologicznym DNA pocho
dzącym z E. coli czy spermy łososia.

{
I(
4

Rys. 5. In te re a k c ja  fosfopro te idów  ją d ro 
w ych n e rk i  szczura z DNA w ątro b y  szczu
ra  (A), DNA grasicy  cielęcej (B) i DNA

p neum okoków  (C) [50]

Teng i wsp. [49, 50] obserwowali tworzenie kompleksów fosfoprote
idów z DNA w toku gradientowej dializy. Powstawanie kompleksów fo- 
sfoproteidy-DNA przebiegało najlepiej przy niskiej sile jonowej 
(0,01 M NaCl), gdy białko i DNA pochodziły z tej samej tkanki z różnych 
tkanek tego samego organizmu. Interakcja fosfoproteidy-DNA ulegała 
osłabieniu przy próbach kompleksowania obydwu składników w przypad
ku blisko spokrewnionych gatunków (szczur, mysz), a nie występowała
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w ogóle w reakcji fosfoproteidów nerki szczura z DNA grasicy cielęcej 
i DNA pneumokoków (rys. 5) czy też DNA łożyska ludzkiego lub wą
troby psa.

Przy dalszych doświadczeniach okazało się, że tylko część fosfoprote
idów (8% z 13% użytych początkowo) była zaangażowana w wiązanie 
z DNA i dostarczała odmiennego obrazu elektroforetycznego w porówna
niu z białkami izolowanymi bezpośrednio z tkanki. Nie udało się ustalić, 
czy zmniejszona ilość fosfoproteidów oraz różnice jakościowe w elektro- 
ferogramach obserwowane po ich reekstrakcji z kompleksu białko-DNA, 
były spowodowane tokiem preparatyki czy faktycznie różnią ich funkcją.

Z nowszych danych wynika, że większość białek niehistonowych wią
że się z DNA w sposób mało specyficzny i tylko nieznaczny odsetek NHP 
wchodzi w specyficzną interakcję z DNA [4, 32, 51].

W obrębie NHP wątroby szczura znaleziono niewielką ilość niskoczą- 
steczkowego białka niehistonowego opisanego jako AP - NH (białko nie- 
histonowe o wysokim powinowactwie do DNA i nukleohistonu), które in 
vitro posiadało znacznie większą zdolność do wiązania z DNA aniżeli 
pozostała część NHP [32], Białko to w żelu poliakryloamidowym wędro
wało jako 2 pasma o masach cząsteczkowych 16 300 i 19 600 daltonów. 
Optymalne warunki interakcji między AP - NH i DNA występowały przy 
stężeniu NaCl odpowiadającemu fizjologicznej sile jonowej oraz przy sto
sunku DNA/AP - NH w granicach 1-4. Porównanie stopnia wiązania 
AP - NH wątroby szczura z homologicznym i obcym gatunkowo DNA po
zwoliło stwierdzić tylko częściową specyficzność tego oddziaływania 
(tabela 1).

TABELA I. Wiązanie AP-NH wątroby szczura z DNA [32]

Źródło DNA %  białka wiązanego

Wątroba szczura 74
Grasica cielęcia 46
Sperma łososia 21,2
Flavobacterium meningosepticum 32,8

Ostatnio do badania interakcji NHP - DNA wprowadzono technikę 
sączenia na filtrach nitrocelulozowych [40, 51]. Stosując ją równolegle 
z metodą chromatografii powinowactwa (kolumny wypełnione żelem po- 
liakryloamidoagarozowym z zaadsorbowanym DNA) Umanskij i wsp. [51] 
stwierdzili, że wszystkie NHP wątroby i grasicy szczura reagują z DNA 
w 0,02 M buforze tris - HCl (pH 7,5)-3 mM MgCl2 i że większość NHP 
jest wiązana z DNA w sposób niespecyficzny. Badacze ci znaleźli również

http://rcin.org.pl



BIA ŁK A  NIEHISTONOW E 1 3

niewielką ilość NHP, która wykazywała specyficzność wiązania z DNA 
i to zarówno z DNA natywnym, jak i zdenaturowanym. Intensywność od
działywania tych dwóch składników była większa w przypadku DNA zde- 
naturowanego i nie wymagała obecności mocznika. Natomiast specyficz
ność reakcji homologicznego, natywnego DNA z NHP udało się wykryć 
dopiero po dodaniu mocznika (5 M), co sugeruje, że DNA musi ulec czę
ściowej destabilizacji przed „rozpoznaniem” białek niehistonowych spe
cyficznie z nim oddziaływających. Można zatem przypuszczać, że tworze
nie kompleksów NHP - DNA w toku gradientowej dializy w obecności 
mocznika zgodnie z metodą Tenga i wsp. [50] dostarcza DNA już o pew
nym stopniu destabilizacji, czyniąc go podatniejszym w interakcji NHP. 
W badaniach in vitro rozległość tworzenia kompleksów DNA - NHP za
leży od „wieku” tych białek oraz od stopnia polimeryzacji DNA. Okazało 
się bowiem, że wiązanie NHP wątroby szczura z heterologicznym (o zna
cznej masie cząsteczkowej) DNA faga T4 było silniejsze niż z homologicz
nym, wątrobowym DNA.

Tkankowo - specyficzne oddziaływanie między NHP i DNA wydaje 
się być ograniczone do pewnej tylko niewielkiej części NHP, które mogą 
posiadać funkcję regulatorową w ekspresji genowej.

Fakt, że specyficzność jest związana z niewielkim odsetkiem NHP 
nie jest niespodzianką, biorąc pod uwagę, że w tej grupie białek jądro
wych odnaleziono aktywność wielu enzymów typowych dla wszystkich 
tkanek, między innymi: fosfokinazą białkową [14, 15, 25, 47], deacetylazę 
histonową [52], acetylo - i metylotransferazę histonową [9, 17], DNA poli- 
merazę [12], alkaliczną DN - azę [31], ligazę polinukleotydową [10].

Zdolność do rozpoznawania DNA jest prawdopodobnie zakodowana 
w sekwencji aminokwasów oraz w konformacji łańcuchów polipeptydo- 
wych NHP.

W PŁY W  B IA ŁE K  N IEH ISTO N O W Y C H  NA AKTYW NOŚĆ GENÓW

Zagadnienie udziału NHP w represji i aktywacji genów zostało czę
ściowo opracowane przez nas uprzednio [18, 21], a obecnie przedstawimy 
krótko dane nowszego piśmiennictwa, uwzględniającego specyficzność od
działywania NHP na aktywność matrycową chromatyny. Od kilku lat 
wiadomo, że NHP posiadają zdolność tkankowo - specyficznej represji [39] 
oraz stymulacji [16, 17, 22, 44] syntezy RNA zależnej od DNA in vitro. 
Jednakże mechanizm, dzięki któremu NHP oddziaływają na chromatynę 
modyfikując jej odpowiedź na poziomie transkrypcji, jest zupełnie nie
wyjaśniony. Zapewne modyfikacje chemiczne, którym ulegają same biał
ka niehistonowe, (fosforylacja, acetylacja, metylacja) powodują między
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innymi zmiany ich powinowactwa do określonych odcinków DNA. Praw 
dopodobnie nawet drobne różnice w ufosforylowaniu NHP mogą regulo
wać aktywność dużej ilości genów. Zmiany fosforylacji NHP podczas cy
klu komórkowego [33J, a także różnicowania komórkowego [34] bardziej 
niż różnice w stężeniu tych białek mogą odgrywać rolę w regulowaniu 
procesu transkrypcji. Okazało się, że stymulacja syntezy RNA przez ufos- 
forylowane NHP nosi cechy specyficzności gatunkowej [38], np. aktywa
cja transkrypcji przez ufosforylowane NHP wątroby szczura występo
wała jedynie wtedy, gdy jako matrycę stosowano homologiczny DNA. 
Ufosforylowane NHP tej tkanki nie okazywały wzmożenia syntezy RNA, 
jeśli matrycą był DNA grasicy cielęcia, spermy łososia, E. coli czy C. per
fringens, a także w przypadku potraktowania ufosforylowanych NHP 
alkaliczną fosfatazą.

Udało się również odnaleźć korelację między fosforylacją NHP a bio
syntezą kwasów nukleinowych w cyklu komórkowym komórek nerki
chomika BHK2iC13 [30].

Większość prac pochodzących z laboratorium Wanga [16, 22, 24] do
wodzi tkankowo-specyficznej stymulacji procesu transkrypcji przez białka 
niehistonowe. Nowo utworzony RNA podczas transkrypcji aktywowanej 
przez NHP reprezentuje RNA zawierający więcej informacji niż RNA 
kontrolny, a ponadto jakościowo różny w przypadku stymulacji homolo
gicznymi bądź heterologicznymi NHP.

Ostatnio doniesiono o aktywującym wpływie na syntezę RNA, specy
ficznej frakcji fosfoproteidowej otrzymanej z chromatyny guza Ehrlicha 
przez ekstrakcję fenolową NHP rozpuszczalnych w 0,35 M NaCl [24]. Ta 
szczególna frakcja NHP, stanowiąca 5,9°/o całości NHP rozpuszczalnych 
w 0,35 M NaCl, zawiera 0,9% fosforu zasadolabilnego i wiąże się w spo
sób specyficzny z homologicznym DNA. Podczas elektroforezy w żelu 
poliakryloamidowym wykazano w niej obecność kilku peptydów o masie 
cząsteczkowej poniżej 36 000 daltonów. Dodanie tego białka do układu po- 
limerazy RNA in vitro przy zastosowaniu homologicznej matrycy w po
staci nowotworowego DNA stymuluje wzrost syntezy RNA do 60% w po
równaniu z kontrolą (rys. 6).

Z kolei, użycie heterologicznych matryc, którymi były DNA grasicy 
cielęcia, wątroby szczura czy erytrocytów kurczęcia nie dawało podobne
go efektu. Okazało się, że w badaniach wpływu NHP na transkrypcję nie
odzownym jest stosowanie obok homologicznego DNA również homolo
gicznej polimerazy RNA (rys. 7).

Być może frakcja NHP, specyficznie wiążąca DNA w czasie trans
krypcji, w pierwszej kolejności wiąże się z polimerazą RNA i w postaci 
takiego kompleksu rozpoznaje miejsca akceptorowe na DNA. Tu należy 
wspomnieć o sugestii wysuniętej już w 1971 r. [50], że funkcje aktywnej
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frakcji fosfoproteidowej jądra komórkowego wątroby szczura są podobne 
do czynnika polimerazy RNA E. coli. W takim przypadku wiązanie enzy
mu z frakcją NHP specyficznie wiążącą DNA, stanowiłoby kluczowy mo
ment w inicjacji syntezy RNA. Również w białkach niehistonowych guza 
Ehrlicha znaleziono frakcję, która hamowała w 80% syntezę RNA zależną 
od DNA in vitro [23], Białko to wyizolowano z kompleksu D N A -białka
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0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 
białko: DNA

6. W pływ  f ra k c j i  N H P  guza E h rlich a  specy
ficznie w iążącej się z hom ologicznym  DNA 
na  syn tezę  RNA in  v itro  w  układzie  po lim e
razy  RNA przy  zastosow aniu  jako  m atrycy  
DNA z: guza E h rlich a  (o—o), w ą tro b y  szczu
ra  ( □ — □ ), g rasicy  cielęcej (A—A ) i e ry 

trocy tów  kurczęcia  (V — V) [24]

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
białko: DNA

7. W pływ  fra k c ji  N H P  guza E hrlicha  specy
ficznie w iążącej się z hom ologicznym  DNA 
na  syntezę RNA in v itro  w  układzie  po lim e
razy  RNA przy  zastosow aniu  jak o  m atrycy  
homologicznego DNA oraz homologicznego 
(o—o) bądź heterologicznego (A—A ) enzym u

syn te tyzu jącego  [24]

jądrowe, stosując ekstrakcję fenolem. Podobnie jak opisana uprzednio 
frakcja, wykazuje ono selektywność wiązania z homologicznym DNA, 
potwierdzoną na drodze chromatografii powinowactwa. Ta interesująca 
frakcja NHP jest białkiem kwaśnym (stosunek aminokwasów kwaśnych 
do zasadowych =  1,4), wędrującym podczas elektroforezy w żelu poliak
ryloamidowym w postaci pojedynczej smugi o masie cząsteczkowej około 
12 000 daltonów.

Wysoce specyficzny wpływ aktywujący NHP na syntezę RNA ob
serwowano w ludzkich limfocytach zmienionych procesem nowotworo
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wym [6]. Przy wnikliwych badaniach fizykochemicznych chromatyn lim
focytów prawidłowych i patologicznych stwierdzono, że chromatyny ko
mórek patologicznych wykazują temperaturę topnienia o kilka stopni 
wyższą oraz zawierają więcej NHP aniżeli limfocyty prawidłowe.

Dodając białka niehistonowe izolowane z limfocytów prawidłowych 
oraz limfocytów patologicznych (mononukleoza zakaźna i ostra białaczka 
limfatyczna) do układu polimerazy RNA, w którym matrycę stanowiła 
chromatyna limfocytów białaczkowych, zaobserwowano największy 
wzrost transkrypcji pod wpływem NHP pochodzących również z limfo
cytów białaczkowych (tabela 2).

To specyficzne rozpoznawanie ściśle homologicznych matryc przez 
białka niehistonowe tej samej tkanki, zmienionej procesem nowotworo
wym, może mieć w przyszłości ważny aspekt diagnostyczny.

TABELA 2. Wpływ NHP izolowanych z ludzkich limfocytów na syntezę RNA. Matrycę
stanowiła chromatyna limfocytów białaczkowych [6]

1

Źródło NHP

Aktywność matrycowa chromatyny 
limfocytów leukemicznych. Ilość włączo
nego (3H / - U T P

(imp./min.)

Limfocyty krwi obwodowej 6 930
5 670

Limfocyty w mononukleozie zakaźnej 7 375
10 250

Limfocyty w ostrej białaczce limfatycznej 11 800
12 500
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INHIBITORY KOMÓRKOWYCH ENZYMÓW PROTEOLITYCZNYCH

K rzyszto f W OROW SKI

Z ak ład  B iochem ii In s ty tu tu  Fizjologii i B iochem ii
A kadem ii M edycznej w  B ia łym stoku

Streszczen ie .  A ktyw ność  kom órkow ych  enzym ów  pro teo litycznych  ham ow ana  jest 
przez in h ib ito ry  syn te tyczne  i n a tu ra ln e ,  w y tw arzan e  przez d robnoustro je , rośliny 
i zw ierzęta . W śród in h ib ito ró w  syn te tycznych  w yróżnia  się in h ib ito ry  in ak ty w u jące  
p ro teazy  karboksy low e, su lfhydry low e, serynow e i m eta lopro teazy . W g rup ie  in 
h ib ito ró w  n a tu ra ln y ch  na  szczególną uw agę zasługu ją  in h ib ito ry  syn te tyzow ane  przez 
d robnoustro je , ze w zględu  na  ich  m ałą  toksyczność i możliwość stosow ania  in vivo. 
Z astosow an ia  p rak ty czn e  inh ib ito rów  pro teaz km órkow ych  dotyczą b adań  nad s t r u k 
tu rą  cen tró w  ak ty w n y ch  tych  enzym ów , ich lokalizacją  w  obręb ie  kom órk i i tk an ek  
oraz ro lą  w  deg radac ji  b ia łek  kom órkow ych. S tw a rz a ją  one ponad to  możliwość r e 
gu lac ji p ro teo lizy  tk an k o w ej w  s tanach  patologicznych i są używ ane do celów p re - 
p a ra ty w n y c h  i analitycznych .

OGÓLNA C H A R A K TER Y STY K A  IN H IB ITO R Ó W  KOM ÓRKOW YCH ENZYMÓW
PRO TEO LITY CZN Y CH

Wśród związków hamujących aktywność komórkowych enzymów 
proteolitycznych wyróżnia się inhibitory syntetyczne i naturalne [9],

Inhibitory syntetyczne są związkami nieorganicznymi lub organicz
nymi o ściśle określonej strukturze i dobrze poznanym mechanizmie dzia
łania.

Naturalne inhibitory komórkowych enzymów proteolitycznych należą 
do białek lub peptydów i bardzo często zawierają w swej strukturze nie
typowe aminokwasy lub składniki węglowodanowe. Mechanizm działania 
wielu z tych inhibitorów nie jest w pełni poznany.

Do grupy inhibitorów naturalnych należą inhibitory fizjologiczne, 
będące normalnymi składnikami tkanek i płynów ustrojowych i inhibi
tory niefizjologiczne, syntetyzowane wprawdzie przez organizmy żywe 
(drobnoustroje, rośliny, zwierzęta niższe), ale działające na enzymy pro
teolityczne wyizolowane z tkanek zwierząt wyższych.
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Ze względu na mechanizm działania wyróżnia się według klasycz
nych definicji inhibitory kompetycyjne i niekompetycyjne.

Przypadki inhibicji kompetycyjnej i niekompetycyjnej w odniesieniu 
do inhibitorów enzymów proteolitycznych są przypadkami skrajnymi, 
a wyniki eksperymentów nie odpowiadają najczęściej żadnemu z nich
[125], W przyrodzie występują najczęściej inhibitory typu pośredniego 
(mieszane) wykazujące cechy wspólne dla inhibitorów kompetycyjnych 
i niekompetycyjnych. Inhibitory mieszane utrudniają zarówno powstanie 
kompleksu enzym - substrat, jak i zmniejszają szybkość tworzenia się 
i uwalniania produktu z tego kompleksu. Dzieje się tak dlatego, ponieważ 
kompleks enzymu z inhibitorem wiążącym się poza centrum aktywnym 
posiada niższe powinowactwo do substratu niż wolny enzym, a inhibitor 
wiążący się z centrum aktywnym może reagować także z innym miejscem 
cząsteczki enzymu i oddziaływać przez to na fazę katalityczną reakcji. 
W obu przypadkach odgrywają istotną rolę zmiany konformacyjne czą
steczki enzymu i wytworzenie przeszkody sterycznej przez inhibitor, co 
w efekcie wpływa na mieszany charakter inhibicji. Typ inhibicji zależy 
niekiedy również od stężenia inhibitora [32]. Przy małych stężenach in
hibitor reaguje z aktywnym centrum enzymu, a jeśli jego stężenie jest 
dostatecznie duże, reaguje także z innym obszarem cząsteczki enzymu, 
lub na odwrót. Mieszany typ inhibicji może wystąpić także, gdy w re
akcji enzymatycznej bierze udział szereg substratów i gdy wobec nie
których z nich inhibitor działa kompetycyjnie, a wobec innych niekom- 
petycyjnie. W układach wielosubstratowych katalityczne działanie en
zymu proteolitycznego na jeden z substratów może być ponadto hamo
wane kompetycyjnie przez drugi substrat [16]. Typ inhibicji może zależeć 
również od stężenia substratu na który działa enzym proteolityczny [97]. 
Złożone układy mają miejsce w organizmach żywych, w których wystę
puje obok siebie wiele różnych substratów białkowych w różnych stęże
niach. Różnorodność substratów powiększa znacznie pojawianie się po
średnich produktów degradacji białek. Produkty takie wykazują często 
działanie inhibicyjne w stosunku do proteaz [116].

Do określenia typu hamowania służą równania podane przez Line- 
weavera i Burka [73];, Dixona [27] i innych [17, 37, 95],

Wydaje się, że tempo syntezy inhibitorów proteaz komórkowych za
leży od rozmieszczenia tych enzymów w komórce i ich poziomu w cyto- 
plazmie. Uszkodzenie lizosomów i uwolnienie z nich enzymów powoduje 
wybitny wzrost szybkości biosyntezy inhibitorów takich jak c^-antytryp- 
syna, haptoglobina i orozomukoid [61]. Zwiększona synteza inhibitorów 
enzymów proteolitycznych należy w takich przypadkach do mechanizmów 
obronnych.
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Degradacji i inaktywacji -określonych inhibitorów dokonują proteazy 
niewrażliwe na ich inhibicyjne działanie [47, 70, 96, 100]. Proces ten za
chodzi jednak ze znacznie większą szybkością po związaniu się inhibitora 
z właściwym mu enzymem. Wskazuje na to o wiele krótszy czas pół- 
trwania kompleksu enzym-inhibitor niż wolnego inhibitora [7, 87].

Stężenie inhibitorów proteaz oznacza się metodami enzymatycznymi 
lub immunologicznymi. W metodach enzymatycznych o poziomie inhibi
tora wnosi się na podstawie obniżenia aktywności enzymu nań wrażli
wego. Aby wyeliminować wpływ nadmiaru inhibitora na wynik pomiaru 
wyznacza się takie jego stężenie, które obniża aktywność enzymu o 50% 
(IDS0) [41, 106], Metody immunologiczne znajdują zastosowanie do ozna
czania stężenia inhibitorów białkowych, posiadających właściwości anty
genowe. Do ich ilościowego oznaczania stosuje się zwykle techniki im- 
munoelektroforetyczne [118].

IN H IB IT O R Y  SYNTETYCZNE

Poznano wiele związków chemicznych nieorganicznych i organicz
nych inaktywujących niespecyficznie różne enzymy, w tym również en
zymy proteolityczne. Należą do nich między innymi sole metali ciężkich, 
takich jak rtęć, ołów i kadm. Kationy tych metali wiążą się z grupami 
sulfhydrylowymi i karboksylowymi enzymów, niezależnie od tego czy
występują one w obrębie centrum aktywnego, czy też poza nim. Powodu-

*

je to zmiany konformacyjne białka enzymatycznego i obniżenie lub zanik 
aktywności enzymatycznej. Niektóre inhibitory syntetyczne odznaczają 
się jednak znaczną specyficznością działania. Wiążą one jedynie określone 
grupy funkcyjne zlokalizowane w obrębie centrum aktywnego enzymu. 
Specyficzność tych inhibitorów jest jednak specyficznością grupową, od
noszącą się do wszystkich enzymów proteolitycznych posiadających iden
tyczną strukturę centrum aktywnego (tabela 1)

Do blokowania aktywności proteaz komórkowych o karboksylowych 
centrach aktywnych stosowane są odczynniki estryfikujące te grupy. 
Powszechnie są używane do tego celu dwuazoacetylowe pochodne estrów 
metylowych aminokwasów [8, 53, 76, 98, 105]. Estryfikacja grup karbok
sylowych enzymów tymi odczynnikami zachodzi w obecności jonów 
miedziowych, spełniających rolę katalityczną [53], Do blokowania cen
trum aktywnego katepsyny D [53, 108] i katepsyny E [56] szczególnie 
polecany jest ester metylowy dwuazoacetylo - D,L - norleucyny.

Inhibicyjny wpływ na aktywność katepsyny D wywierają również 
analogi syntetycznych substratów. Syntetycznym substratem katepsyny 
D jest heksapeptyd Glij - Fen2 - Leu3 - Gli4 - Fen5 - Leu6, w którym enzym
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TABELA 1. Proteazy tkankowe i ich syntetyczne inhibitory

Proteazy Inhibitory Literatura

Karboksylowe: katepsyna D,
katepsyna E

Ester metylowy dwuazoacetylo-D, 
L-norleucyny (DAN)

[53, 56, 105]

Sulfhydrylowe: katepsyna Bls katep
syna B2, katepsyna C

Jodoacetamid, kwas p-chlorortęcio- 
benzoesowy (PCMB), N-etyloimid 
kwasu maleinowego (NEM)

[80, 99]

Serynowe: katepsyna A, obojętna pro-
teaza leukocytów, obojętna 
proteaza chromatyny jądro
wej, elastaza

Dwuizopropylofluorofosforan (DFP) [20, 45, 75, 90]

Metaloproteazy : kolagenaza, leucyno-
aminopeptydaza

Sól sodowa kwasu etylenodwuamino- 
czterooctowego (EDTA) 1,10-o-fe- 
nantrolina

[14, 71, 74, 89]

ten rozszczepia wiązanie Fen2 - Leu3. Rozkład wymienionego substratu 
jest utrudniony w obecności heksapeptydów zawierających w swej struk
turze D aminokwasy [54]. O sile działania inhibicyjnego decyduje licz
ba i rozmieszczenie w cząsteczce inhibitora D - aminokwasów (tabela 2). 
Najsilniejsze działanie inhibicyjne wykazują analogi posiadające tylko je-

TABELA 2. Hamowanie rozkładu Glii-Fen2-Leu3-Gli4-Fen5-Leu6 
przez katepsynę D w obecności D izomerów tego substratu (wg [54])

Dodany D izomer Inhibicja (%)

G li — Fen-Leu-Gli — Fen-D-Leu 89,2
Gli — Fen-Leu-Gli-D-Fen — Leu 75,4
Gli-D-Fen-Leu-Gli — Fen — Leu 63,1
Gli- D-Fen-Leu-Gli-D-Fen — Leu 0
Gli — Fen-Leu-Gli — Fen — Leu 0

den D aminokwas maksymalnie oddalony od miejsca wrażliwego na dzia
łanie enzymu. Znaczne podobieństwo struktury do heksapeptydu zbudo
wanego wyłącznie z L aminokwasów umożliwia silne wiązanie się takich 
analogów z centrum aktywnym. Natomiast analogi zawierające dwa D 
aminokwasy w cząsteczce oraz heksapeptyd cykliczny nie przejawiają 
w ogóle działania inhibicyjnego.
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w drodze
pomocą chlorowcopochodnych rtęciowych związków 
:y użyciu N - etyloimidu kwasu maleinowego. Alkil

rylowych proteaz przeprowadza się w drodze karboksymetylowania przy 
użyciu kwasu jodooctowego lub jodoacetamidu [99]. Spośród organicznych 
związków rtęci do blokowania grup sulfhydrylowych stosowane są zwią
zki typu R - HgX. Klasycznymi ich przedstawicielami jest p - chlorortę- 
ciobenzoesan (PCMB), p - chlorortęciosulfonian (PCMS) i metylortęcio- 
jodan [80, 99], Bardzo specyficznie blokuje grupy sulfhydrylowe enzy
mów proteolitycznych N - etyloimid kwasu maleinowego [99].

Tkankowe enzymy proteolityczne posiadające serynowe centra 
aktywne są inaktywowane przez dwuizopropylofluorofosforan (DFP) na 
drodze estryfikacji grupy hydroksylowej [45, 66, 75, 86]. Ponieważ po
zostałe reszty seryny występujące w białku enzymatycznym nie są ata
kowane przez DFP wnosi się, że proces estryfikacji seryny centrum 
aktywnego jest rezultatem działania katalitycznego. Powstający fosfo- 
enzym jest jednak w odróżnieniu od acyloenzymu połączeniem trwałym.

Metaloproteazy tkankowe, z których najlepiej poznana jest kolage- 
naza i aminopeptydaza leucynowa, inaktywowane są przez kwas etyleno- 
dwuaminoczterooctowy (EDTA), 1,10 - 0 - fenantrolinę i inne związki 
chelatujące [14, 15, 38], Aktywność kolagenazy tkankowej warunkuje 
kation cynkowy i wapniowy. W związku z tym enzym ten jest inaktywa- 
wany zarówno przez EDTA, który kompleksu je kation Zn+2 i Ca+2, jak 
i przez Ca - EDTA, ponieważ dochodzi do wymiany Ca++ na Zn++ [14]. 
Kolagenazę inaktywują również związki jedno- i dwusulfhydrylowe. Na-
ctpnnip nnn w wvnikn blokowania kationu cvnknweöo i redukcii mostków

Rys. 1. S ch em at in ak ty w ac ji  ko lage
nazy przez syn te tyczne  inh ib ito ry

(wg [14]).
1 — w ią z a n ie  c y n k u  p rzez  E D T A , l a  — 
w ią z a n ie  w a p n ia  p r z e z  E D T A , 2 — w ią z a n ie  
c y n k u  p rzez  Ca - E D T A , 3 — w ią z a n ie  c y n 
k u  p r z e z  z w ią z k i  a m i n o s u l f h y d r y l o w e ,  4 — 
w ią z a n ie  c y n k u  p rzez  z w ią z k i  s u l f h y d r y i o -  
w e ,  5 — r e d u k c j a  m o s t k ó w  d w u s ia r c z k o -  

w y c h  p rzez  z w ią z k i  s u l f h y d r y l o w e
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«

dwusiarczkowych enzymu. Wprowadzenie grupy aminowej do związku 
sulfhydrylowego wzmaga działanie inhibicyjne. Dzieje się tak dlatego, że 
w blokowaniu Zn+2 biorą udział zarówno grupy sulfhydrylowe, jak i ami
nowe [14, 38]. Z tego względu cysteina działa silniej niż acetylocysteina, 
której grupa aminowa jest zablokowana. Mechanizmy prowadzące do in- 
aktywacji kolagenazy przedstawia rysunek 1.

Rys. 2. R eakcja  p ro teaz  karboksy low ych  z e s trem  m ety low ym  dw uazoacety lo  - D, 
L - norleucyny  (I), p ro teaz  su lfhydry low ych  z jodoace tam idem  (II), p ro teaz  seryno- 
w ych z dw uizopropylofluorofosforanem  (III) i m e ta lp ro teaz  z solą sodow ą kw asu

ety lenodw uam inoczterooctow ego (IV)

Na rysunku 2 podano przebieg reakcji zachodzących między enzy
mami proteolitycznymi o różnych centrach aktywnych i specyficznymi
inhibitorami syntetycznymi.
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IN H IB ITO R Y  IZOLOW ANE Z D ROBN O U STRO JÓ W  I ROŚLIN

Badacze japońscy pracujący pod kierunkiem Umezawy stwierdzili, że 
inhibitory komórkowych enzymów proteolitycznych syntetyzowane są 
przez różne szczepy drobnoustrojów rodzaju Streptomyces [6, 112]. Należą 
do nich pepstatyny, leupeptyny, antypaina i chymostatyny.

Pepstatyny hamują aktywność proteaz o karboksylowych centrach
aktywnych takich, jak katepsyna D [5, 10, 71, 124] i katepsyna E [10]. 
Do tej grupy inhibitorów należą pepstatyny A, B, C, D, E, F, G, H i pep
stanon A [5]. Pepstatyny są pentapeptydami zbudowanymi z 1 reszty ,
L - alaniny, 2 reszt L - waliny i 2 reszt kwasu 4 - amino - 3 - hydroksy - 6 - 
- metylo - heptanowego, w których N - koniec cząsteczki jest zablokowany 
rodnikiem acylowym. Związki te różnią się między sobą strukturą tego 
rodnika. Pepstanon różni się ponadto C - końcowym fragmentem struk
tury, który zawiera grupę ketonową (rys. 3). Mechanizm działania pep-

Pepstatyna Ri r 2 r 3
A izo-waleryl -O H -CO O H
B n-kaproyl -O H -C O O H
C izo-kaproyl -O H -COOH
D n-heptanoyl -O H -CO O H
E izo-heptanoyl -O H -CO O H
F anteizo-heptanoyl -O H -CO O H
G n-kapryl -O H -COOH
H izo-kapryl -O H -C O O H

Pepstanon A izo-waleryl =o - H

Rys. 3. S t ru k tu ra  chem iczna p ep s ta ty n  (wg [83])

statyn badany był przy użyciu pepsyny i katepsyny D. Stwierdzono, że 
dla działania inhibicyjnego pepstatyn istotne znaczenie posiadają grupy 
hydroksylowe występujące w strukturze tych inhibitorów [65, 112]. Mała 
toksyczność pepstatyn umożliwia użycie ich do badania procesów zależ
nych od działania katepsyny D na żywych komórkach, tkankach i orga
nizmach. Pepsatyny mogą być podawane doustnie lub dootrzewnowo. 
LD50 pepstatyny A dla szczurów przy podaniu doustnym wynosi 2,0 g/kg, 
d przy podaniu dootrzewnowym 0,875 g/kg wagi ciała [114].
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Leupeptyny hamują aktywność katepsyny Bj [40J, proteaz komór
kowych degradujących histony w obojętnym i zasadowym pH [49] d sze
regu proteaz przewodu pokarmowego i krwi [6], Do leupeptyn należy ace- 
tylo - leupeptyna (acetylo - L - leucylo - L - leucylo - D,L - argininal) i pro- 
pionylo - leupeptyna (propionylo - L - leucylo - L - leucylo - D, L - argini
nal) oraz ich analogi strukturalne zawierające w miejscu jednej lub dwóch 
reszt leucyny, izoleucynę lub walinę [63, 77] (rys. 4). W działaniu in-

hibicyjnym leupeptyn istotną rolę odgrywa grupa aldehydowa C - koń
cowej reszty argininalu [4]. Wniosek ten wysunięto na podstawie badań, 
w których wykazano zanik aktywności inhibitorowej po utlenieniu tej 
grupy do grupy karboksylowej bądź zredukowania do grupy alkoholowej. 
Leupeptyna wchłania się do krążenia po podaniu doustnym. Może być 
także stosowana podskórnie i dożylnie. LD50 badana na szczurach wynosi 
dla tego inhibitora przy podaniu doustnym lub podskórnym powyżej
4,0 g/kg i 0,125 g/kg wagi ciała, gdy jest on wprowadzony dożylnie [6].

Rys. 4. S t ru k tu ra  chem iczna leu p ep ty n  (wg [50]).
I  — a c e t y lo - l e u p e p t y n a  II — p r o p io n y l o - l e u p e p t y n a
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Antypaina jest nietypowym peptydem o nazwie systematycznej 
[(S) - 1 - karboksy - 2 - fenyloetylo] - karbamoilo - L - arginylo - L walylo - 
- L - argininal, którego strukturę przedstawiono na rys. 5. Inhibitor ten 
hamuje aktywność katepsyny A [41], katepsyny Bi [41], proteaz ko
mórkowych degradujących histony [49] oraz niektórych proteaz roślin

nych, przewodu pokarmowego i krwi [41, 106]. Działanie inhibicyjne an
typainy warunkuje grupa aldehydowa [106], Stwierdzono, że podanie tego 
inhibitora doustnie w dawce 1,0 g/kg lub dożylnie w dawce 0,125 g/kg 
wagi ciała jest dobrze tolerowane przez myszy [106].

Chymostatyny są inhibitorami peptydowymi o nie ustalonej dotąd 
sekwencji aminokwasów. Zawierają one w swym składzie takie amino
kwasy, jak walina, leucyna, izoleucyna, argininal i fenyloalanina [113].
Chymostatyny hamują aktywność katepsyny Bi [40].

Wspólną cechą struktury  leupeptyn, antypainy i chymostatyn jest 
obecność grupy aldehydowej w ich cząsteczce. Grupy aldehydowe odgry
wają istotną rolę w działaniu inhibicyjnym tych związków, w stosunku 
do katepsyny Bj. Przyjmuje się, że mechanizm tego działania polega na 
tworzeniu tio - półacetalowych wiązań kowalencyjnych z grupami sul- 
fhydrylowymi enzymu, będących analogami związków pośrednich po
wstających w katalizie [4, 123].

Stężenia inhibitorów bakteryjnych hamujące 50°/o aktywności (ID50)
katepsyn komórkowych podane są w tabeli 3.

Poliwalentne inhibitory proteaz występujące w wielu roślinach oraz 
inhibitory trypsyny izolowane z płuc i trzustki nie hamują aktywności 
proteaz komórkowych o kwaśnych optymach pH [92, 127], Wiele z nich 
hamuje jednak aktywność proteaz tkankowych działających w obojęt-

Rys. 5. S t ru k tu ra  chem iczna an ty p a in y  (wg [115])
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TABELA 3. Hamowanie aktywności proteaz komórkowych przez leupeptynę, chymostatynę,
antypainęi pepstatynę (wg [40, 41])

ID S0(pg/ml)*
Katepsyna Substrat

Leupeptyna Chymosta-
tyna

Antypaina Pepstatyna

A . N-a-Cbz-L-Glu-L-Tyr**
..............."  '

1680,00 62,5 1,19 >  125

B N- a-Bz-L-Arg-N H2 * * * 0,44 2,6 0,595 >  125

D Hemoglobina 109,00 49,0 125,0 0,011

* — inhibitor dosis 50, stężenie inh ib itora  powodujące obniżenie aktywności enzymu o 50% ; 
** — N-a-karbobenzoksy-L-glutam ylo-L-tyrozyna;

*** — am id N-a-banzoilo-L-argininy.

TABELA 4. Wpływ inhibitorów na aktywność kwaśnych i obojętnych proteaz mózgu wołu oraz
na aktywność pepsyny i trypsyny (wg [78)]

Stosunek molowy enzym/ % inhibicji
Inhibitor /inhibitor lub stężenie 

końcowe inhibitora w mM*
Proteaza
kwaśna

Proteaza
obojętna

Pepsyna Trypsyna

Inhibitor sojowy • 1:4 0 80** 0 100
Inhibitor trzustkowy 1:4 0 14* * 0 100
Inhibitor z fasoli 1:4 0 41 ** 0 100
TPCK 0,2* 0 46 0 0
PMSF 1,0* 10 0 ---------

ß-fenylopirogronian 0,2* 36 --- 80 0
Chlorek benzetonium 
Kwas indolylo-3-piro-

2,5* 36 100 0 0

gronowy 12,5* 0 0 65 0
Pepstatyna 1 5* 100 0 1 100 0

T P C K  — L-l-p-toluenosulfonylamido-2-fenyletyl chlorom etyl keton, 
P M S F  — fluorek fenylometylosulfonowy.

nych i zasadowych pH (Tabela 4). Jedynie poliwalentne inhibitory izolo
wane z bulw ziemniaka hamują częściowo degradację białek przez enzy- 
my proteolityczne homogenatu śledziony w kwaśnym zakresie pH [128]. 
Stwierdzono, że efekt ten zależy od hamowania aktywności katepsyny 
A przez inhibitor ziemniaczany 4b i 5b [126].
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IN H IB IT O R Y  O RGANIZM ÓW  ZW IERZĘCYCH

Inhibitory komórkowych enzymów proteolitycznych wytwarzane są 
przez zwierzęta należące do różnych grup systematycznych.

Z glisty ludzkiej (Ascaris lumbricoides) wyizolowano inhibitor kate- 
psyny E [57],

W białku jaja kurzego zawarte są inhibitory katepsyny Bi i C [58], 
Drogą chromatografii na Sephadexie G - 75 wyizolowano z tego materiału 
dwa inhibitory różniące się ciężarami cząsteczkowymi i specyficznością 
działania inhibicyjnego. Oba inhibitory hamują aktywność katepsyny Bj, 
podczas gdy aktywność katepsyny C jest hamowana tylko przez inhibi
tor II. Inhibitor II wiąże się z katepsyną Bi w stosunku molowym 1:1. 
Połączenie to powstaje nawet wtedy jeśli enzym jest zablokowany rtęcią, 
co wskazuje, że wiąże się on z enzymem poza jego sulfhydrylowym cen
trum aktywnym [58], Ciężar cząsteczkowy kompleksu enzym - inhibitor 
wyznaczony metodą sączenia molekularnego wynosi 31000 daltonów. Jest 
on zatem niższy od sumy ciężaru cząsteczkowego katepsyny B! (24000) 
i inhibitora (12500) wynoszącego 36500 daltonów. Niższy ciężar cząstecz
kowy kompleksu enzym - inhibitor od teoretycznego spowodowany jest 
zmianą kształtu tworzących go komponent [58]. Inhibitor II z białka jaja 
wiąże się również z katepsyną C o zablokowanych rtęcią grupach sulfhy- 
drylowych [59], W tym przypadku kompleks enzym - inhibitor tworzy 
się jednak tylko w obecności jonów chlorkowych, które są aktywatorami 
allosterycznymi tego enzymu. Aktywność katepsyny C jest również inhi- 
bowana przez kompleks katepsyny Bi z inhibitorem. Wskazuje to, że inhi
bitor II z białka jaja ma dwa niezależne miejsca reaktywne, jedno umo
żliwiające wiązanie katepsyny B1; a drugie wiążące katepsynę C [59], 

Inhibitory komórkowych enzymów proteolitycznych występują rów~- 
nież w tkankach i osoczu krwi zwierząt wyższych i człowieka.

Stwierdzono, że aktywność katepsyny B i C jest hamowana przez 
inhibitor zawarty we frakcji mikrosomalno - cytoplazmatycznej komórek 
wątroby (rys. 6). Inhibitor ten jest termostabilny i nie dializuje przez 
błony półprzepuszczalne [33, 52], Jego działanie przejawia się w pH lekko 
kwaśnym i słabo zasadowym [52], W cytozolu występuje również inhibitor
proteazy neutralnej [23, 30] i elastazy [46],

Aktywność katepsyny B jest hamowana także przez węglowodanowy 
inhibitor [100], którego nośnikiem jest haptoglobina surowicy krwi [101]. 

Orozomukoid surowicy krwi okazał się inhibitorem katepsyny C [61]. 
Inhibitorem wielu enzymów proteolitycznych jest - antytrypsyna 

surowicy krwi. Hamuje ona aktywność obojętnych proteaz komórkowych 
[62, 64, 88], elastazy [44, 88], enzymów proteolitycznych występujących 
w przewodzie pokarmowym, osoczu krwi i wytwarzanych przez bakterie
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[19, 110, 122], aj - antytrypsyna hamuje zarówno aktywność proteolitycz-
ną, jak również hydrolizę niskocząsteczkowych substratów, takich jak 
amidy i estry aminokwasów [68], Inhibitor ten jest glikoproteidem, za
wierającym 12°/o węglowodanów, posiadającym ciężar cząsteczkowy wy
noszący 45000 daltonów [19].

Rys. 6. A ktyw ność  p ro teo lityczna  f ra k c j i  pod- 
kom órkow ych w ą tro b y  szczura m ierzona  na 
ß  - na fty lam idz ie  benzoilo  - D,. L  - a rg in iny

w  pH  7,5 (wg [52]).
(O) — p e łe n  h o m o g e n a t ,  ( □ )  — f r a k c j a  l i z o s o m a l -  
n o  - m i t o c h o n d r ia ln a ,  ( • )  — fr a k c ja  m ik r o s o m a l -
n o  -  c y t o p la z m a t y c z n a ,  ( ■ )  — m ie s z a n in a  r ó w n y c h

o b j ę t o ś c i  ( □ )  i ( • ) .

Drugim, poliwalentnym inhibitorem enzymów proteolitycznych, wy
stępującym w surowicy krwi jest a2 - makroglobulina. Hamuje ona aktyw
ność katepsyny Bj [11, 102, 103], katepsyny D [11], elastazy [1, 12, 36], 
kolagenazy [1, 36, 119], obojętnych proteaz leukocytarnych [62] oraz po
dobnie jak aj - antytrypsyna, niektóre enzymy proeolityczne przewodu po
karmowego, krwi i bakterii [29, 35, 42, 67]. d 2  - makroglobulina jest gliko
proteidem, zawierającym 6463 reszty aminokwasowe i 363 reszt cukro
wych w cząsteczce [31], Ciężar cząsteczkowy tego inhibitora wynosi
820 000 daltonów. d 2  - makroglobulina hamuje aktywność enzymów pro
teolitycznych w ich działaniu na wysokocząsteczkowe substraty białkowe, 
natomiast nie hamuje hydrolizy substratów niskocząsteczkowych [34, 67]. 
Wytłumaczenie tego faktu wydaje się znajdować w sposobie łączenia się 
inhibitora z enzymami proteolitycznymi, które to połączenie wytwarza się 
poza centrum aktywnym [35], d 2 -makroglobulina stanowi w ten sposób 
przeszkodę przestrzenną skuteczną jedynie dla substratów wysokocząstecz- 
kowych, podczas gdy substraty niskocząsteczkowe docierają do centrum 
aktywnego i są hydrolizowane. Przeszkodą przestrzenną tłumaczy się rów
nież brak wrażliwości kompleksów enzym - d 2  - makroglobulina hydroli- 
zujących substraty niskocząsteczkowe na działanie wysokocząsteczkowych 
inhibitorów, takich jak dj - antytrypsyna i inhibitor sojowy [35]. Barrett 
i Starkey [11] proponują dwuetapowy mechanizm wiązania enzymów pro
teolitycznych przez d 2  - makroglobulinę. Cząsteczka d 2  - makroglobuliny 
zawiera fragment polipeptydowy szczególnie podatny na hydrolizę przez 
enzymy proteolityczne o różnej specyficzności w stosunku do rozszcze
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pianych wiązań. W pierwszym etapie następuje odszczepienie tego frag
mentu. Powoduje to zmiany konformacyjne w pozostałej części cząsteczki 
i wiązanie enzymu w drugim etapie. Sekwencję omawianych zjawisk 
obrazuje schemat;

1. E +  M EM EMX +  P,
2. EMX EMXX,

w którym: E =  enzym: M =  a2 - makroglobulina; Mx =  M zmodyfiko
wana w wyniku ograniczonej proteolizy; P =  odszczepiony polipeptyd; 
Mxx =  Mx po zmianach konformacyjnych.

Specjalną grupę inhibitorów zwierzęcych stanowią antyenzymy. Po
dobnie jak dla białek antygenowych, dla wielu enzymów otrzymuje się 
specyficzne surowice odpornościowe od zwierząt po ich immunizacji ob
cymi gatunkowo enzymami. Ich działanie polega na interakcji między 
enzymem (antygenem) a antyenzymem (przeciwciałem). W zależności od 
tego czy centrum katalityczne i grupy antygenowe są zlokalizowane 
w tych samych, czy też różnych miejscach cząsteczki enzymu, utworzony 
kompleks enzym - przeciwciało nie wykazuje w ogóle aktywności, wyka
zuje aktywność zmniejszoną lub też wykazuje aktywność pełną. Według 
Uriela [117] w przypadku reakcji enzymu z przeciwciałem zahamowanie 
aktywności enzymatycznej może zaistnieć w wyniku trzech możliwych 
ewentualności, które ilustruje rys. 7. Tworzenie kompleksu enzym - prze-

Rys. 7. T rzy  m ożliw e m echan izm y h a 
m ow an ia  ak tyw nośc i enzym atycznej

przez  p rzeciw cia ła  (wg [117]).
1 —  h a m o w a n i e  t y p u  k o m p e t y c y j n e g o ,  2 — 
h a m o w a n i e  w s k u t e k  p o w s t a n ia  p r z e s z k o d y  
s t e r y c z n e j ,  3 — h a m o w a n i e  w  w y n i k u  z m ia n  
k o n f o r m a c y j n y c h  c e n t r u m  a k t y w n e g o  e n 

z y m u

ciwciało może inaktywować enzym na skutek inhibicji typu kompetycyj
nego, przez wytworzenie przeszkody sterycznej lub przez zmiany konfor
macyjne centrum aktywnego. Przypadek pierwszy ma miejsce wtedy, gdy 
ugrupowanie centrum katalitycznego ma właściwości antygenowe, wów
czas specyficzne przeciwciała współzawodniczą z substratem o centrum 
aktywne enzymu. Dwie dalsze możliwości hamowania aktywności enzy
mów przez przeciwciała dotyczą sytuacji gdy przeciwciało łączy się z en
zymem poza jego centrum aktywnym. W tym przypadku hamowanie ak
tywności enzymu może być wynikiem zaistnienia przeszkody przestrzen
nej nie pozwalającej na łączenie się enzymu z substratem lub zmian kon-
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formacyjnych centrum aktywnego. Obok tych trzech ewentualności, może 
zaistnieć również czwarta, polegająca na tworzeniu kompleksu enzymu 
z przeciwciałem z zachowaniem aktywności enzymu, ponieważ nie mają 
miejsca trzy wymienione sytuacje. W przypadku przeciwciał skierowanych 
przeciwko katepsynie D dochodzi do inaktywacji tego enzymu [104, 121J. 
Natomiast katepsyna C zachowuje pełną aktywność po precypitacji z su
rowicą odpornościową [91]. Przeciwciała antykatepsynowe są z punktu 
widzenia specyficzności najcenniejszymi inhibitorami. Ich specyficzność 
jest specyficznością absolutną, dotyczącą nie tylko określonego enzymu, 
ale także jego gatunkowego pochodzenia. Przeciwciała skierowane przecivv 
katepsynie D wątroby dają reakcję precypitacji z tym enzymem izolowa
nym z innych narządów tego samego gatunku [104], Nie reagują jednak 
z katepsyną D innych gatunków. Pewne ograniczenia w stosowaniu prze
ciwciał antykatepsynowych stanowi zależność tworzenia się kompleksów 
enzym - przeciwciało od pH. Tworzenie takiego kompleksu ze specyficz
nym przeciwciałem zachodzi najsprawniej w pH 5-6. W niższych pH kom
pleks enzym - przeciwciało powstaje opornie, a w pH 3 nie powstaje 
w ogóle i enzym wykazuje pełną aktywność [104].

ZA STO SO W A N IA  PR A K TY C ZN E IN H IB ITO R Ó W  K O M Ó RK O W Y CH  ENZYMÓW
PR O TEO LITY C ZN Y C H

Inhibitory mają istotne znaczenie w identyfikacji i badaniu grup czyn
nych enzymów proteolitycznych.

Badania polegające na blokowaniu centrów aktywnych enzymów pro
teolitycznych przez specyficzne inhibitory działające wybiórczo na okreś
lone reszty aminokwasowe i śledzenie aktywności enzymu pozwoliło na 
ustalenie niezbędności różnych grup funkcyjnych, takich jak grupy kar
boksylowe, kwasu asparaginowego, sulfhydrylowe cysteiny, hydroksylowe 
seryny lub kationy metali dla aktywności tych enzymów [13, 14, 53, 75, 
99].

Użycie inhibitorów będących syntetycznymi analogiami substratów 
pozwala wnioskować o wielkości i strukturze centrum katalitycznego 
i grupach funkcyjnych czynnych bezpośrednio w procesie katalizy oraz 
umożliwia wyjaśnienie charakteru wiązań chemicznych, jakie tworzą się 
przy powstawaniu kompleksu enzym - substrat. Tak na przykład za po
mocą peptydylo - chlorometylo - ketonów, różniących się liczbą i sekwen
cją aminokwasów, badano strukturę przestrzenną centrum aktywnego ela- 
stazy leukocytów [94, 111]. Użycie dwuizopropylofluorofosforanu pozwo
liło na wysunięcie hipotezy o serynowym centrum aktywnym katepsy- 
ny A [75]. Ponieważ enzym ten jest także wrażliwy na inne syntetyczne
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inhibitory, jednoznaczna intepretacja wyników nastręcza trudności [28, 
51]. Wrażliwość katepsyny A na inhibitory serynowych enzymów proteo
litycznych izolowanych z ziemniaka przemawia jednak za słusznością tej 
hipotezy [126]. Porównawcze badania wrażliwości na inhibitory enzymów 
proteolitycznych o tej samej specyficzności substratowej w identycznych 
centrach aktywnych, lecz pochodzących z różnych źródeł, pozwala wnosić
0 podobieństwach i różnicach w strukturze miejsc wiążących substraty. 
Niektóre proteazy o karboksylowych centrach aktywnych, takie jak ka- 
tepsyna E i pepsyna, są hamowane przez inhibitor wyizolowany z glisty 
ludzkiej, podczas gdy inne, do których należy katepsyna D i rennina, nie 
są wrażliwe na ten inhibitor [57], Spostrzeżenia te świadczą o podobień
stwach w strukturze fragmentów cząsteczek katepsyny E i pepsyny od
powiedzialnych za wiązanie substratu i różnicach analogicznych miejsc 
w cząsteczce katepsyny D i renniny. O odrębności katepsyny D i E świad
czy również niewrażliwość tej ostatniej na przeciwciała skierowane prze
ciwko katepsynie D [104],

Znakowanie centrum aktywnego enzymu za pomocą inhibitora zwią
zanego z nim kowalencyjnie umożliwia, po dokonaniu ograniczonej pro- 
teolizy, wyizolowanie fragmentu struktury zawierającego ten znacznik \
1 ustalenie jego składu aminokwasowego i sekwencji aminokwasów. Po
stępowanie takie zastosowano w badaniach nad strukturą okolicy centrum 
aktywnego katepsyny D, które stanowi grup*a karboksylowa kwasu aspa
raginowego [55], Znacznikiem w tym przypadku był ester metylowy dwu- 
azoacetylo - D, L - norleucyny. W badaniach nad analogicznym fragmen
tem struktury  katepsyny Bj podstawiono grupy sulfhydrylowe centrum 
aktywnego tego enzymu 14C - jodoaeetamidem [ 109].

Znakowane radiopierwiastkami inhibitory znalazły także zastosowanie 
w badaniu lokalizacji enzymów proteolitycznych w obrębie tkanek i ko
mórek. Znakowany trytem dwuizopropylofluorofosforan (3H - DFP) był 
stosowany do lokalizacji serynowych proteaz w komórkach tucznych [18, 
22]. W tym samym celu stosowane były specyficzne przeciwciała znako
wane fluoresceiną skierowane przeciwko katepsynie Bi [107] i katepsynie 
D [26, 93].

Wysoka specyficzność wiązania się inhibitorów z enzymami wykorzy
stywana jest do izolowania wysokooczyszczonych preparatów enzymów 
proteolitycznych techniką chromatografii powinowactwa [21, 60, 85].

Zastosowanie specyficznych monowalentnych inhibitorów komórko
wych enzymów proteolitycznych pozwala na określenie funkcji jaką speł
niają te enzymy w degradacji różnych białek i innych procesach zachodzą
cych w komórce. Stosując specyficzne przeciwciała przeciwko katepsynie 
D wykazano istotny udział tego enzymu w degradacji białek makrofagów 
[26] i proteoglikanów chrząstki [10, 24, 25, 84, 120], Fakt zaś zahamowania

5 — P o s t ę p y  B io l .  K o m .  1/76
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proliferacji komórkowej po podaniu inhibitorów proteaz wydaje się po
twierdzać hipotezę o pobudzaniu tego procesu przez proteazy lizosomalne
[2, 3, 82J.

Znaczenie biologiczne inhibitorów występujących w cytoplazmie i pły
nach ustrojowych polega na ochronie białek w przypadkach uszkodzenia 
lizosomów i przedostania się poza ich obręb enzymów proteolitycznych 
[61]. Zmniejszenie się we krwi poziomu tych inhibitorów powoduje wy
stąpienie określonych stanów patologicznych. Stwierdzono, że niedobór
aj - antytrypsyny prowadzi do rozedmy płuc, wskutek uszkodzenia łącz-

#

notkankowego zrębu tkanki płucnej przez proteazy leukocytarne i tkanko
we [43, 64].

Podejmowane są próby leczniczego stosowania inhibitorów komórko
wych enzymów proteolitycznych. Inhibitory syntetyczne ze względu na 
dużą toksyczność nie są przydatne do tych celów. Regulowanie proteolizy 
tkankowej in vivo możliwe jest natomiast za pomocą mało toksycznych 
inhibitorów naturalnych. Niemożliwe jest jednak unieczynnienie aktyw 
ności wszystkich proteaz komórkowych przez jeden inhibitor. Całkowite 
zahamowanie proteolizy tkankowej można osiągnąć dopiero przy użyciu 
mieszaniny inhibitorów unieczynniających enzymy proteolityczne o róż
nych centrach aktywnych [39, 48] (rys. 8). Dobór mieszaniny tych inhibi
torów ułatwiają dane dotyczące specyficzności działania inhibitorów natu 
ralnych podane na rys. 9. Najwięcej badań poświęcono dotąd zastosowa
niu terapeutycznemu pepstatyny. Stosowana była ona w eksperymental
nym nadciśnieniu [69, 81], w fenomenie Shwartzmanna - Sanarelli [72], 
w doświadczalnym wrzodzie żołądka i stanach zapalnych [114].

Rys. 8. P rzeb ieg  d eg rad ac ji  a lb u m i
n y  surow icy  k rw i (I) i hem oglobiny  
(II) przez e k s t ra k t  lizosom alny  w  
pH  5,0 (wg [39]). D eg radac ję  śledzo
no p rzy ro s tem  azotu  a -  am inow ego. 
W ynik i w yrażono  w  procencie  h y 
drolizy, p rz y jm u ją c  na  100% cał

kow itą  hydro lizę  kw aśną.
D e g r a d a c ja :  1 b e z  in h ib i t o r ó w ,  2 — 
z  p e p s t a ty n ą ,  3 — z l e u p e p t y n ą  lu b  a n -  
t y p a in ą ,  4 — z p e p s t a t y n ą  i  l e u p e p t y n ą  
lu b  a n t y p a in ą ,  5 — z  m o n o j o d o o c t a n e m ,  

6 — z  m o n o j o d o o c t a n e m  i  p e p s t a t y n ą .
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W ydaje się, że inhibitory komórkowych enzymów proteolitycznych po
winny znaleźć zastosowanie przy preparatywnym otrzymywaniu frakcji 
subkomórkowych oraz białek komórkowych, celem zabezpieczenia ich 
przed degradacją enzymatyczną.

Rys. 9. Specyficzność n a tu ra ln y c h  inh ib ito rów  tk ankow ych  enzym ów  p ro teo li
tycznych.

Występowanie inhibitorów w cytoplazmie i osoczu krwi ma istotne 
znaczenie przy pomiarach aktywności proteaz komórkowych w tym m ate
riale. Powoduje to, że wyniki oznaczeń zależą nie tylko od aktywności 
enzymu, ale także od poziomu inhibitora.
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R E C E N Z J A

G. GOLDSPINK, editor. Differentiation and growth of cells in ver
tebrate tissues.

Str. X II  +  323 oraz 78 tablic  na  w k ładkach , w  ty m  jed n a  kolorow a. London, 
C h ap m an  a n d  H a ll  1974. F u n tó w  ang. 10,30.

Z przedmowy redaktora wynika, że pierwotnym zamiarem było zawar
cie w jednym tomie przeglądu biologii rozwoju komórek kręgowców. Pod 
nazwą biologia rozwoju (developmental biology) rozumiano teren styku 
biologii molekularnej z embriologią. Plan nie został zrealizowany przede 
wszystkim ze względu na rozmiary dzieła. Obecna książka obejmuje tyl
ko wybór zagadnień.

Komitet redakcyjny postanowił zestawić wiadomości o tym w jaki 
sposób i pod wpływem jakich czynników komórki kręgowców różnicują 
się morfologicznie i czynnościowo w ontogenezie. Jakże wiele pomysło
wych i skomplikowanych doświadczeń przeprowadzono badając te zagad
nienia — recenzowana książka dowodzi jak w istocie mało o nich wiemy.

Pierwszy rozdział, liczący 50 stron, napisany przez J. E. Browna 
i K. W. Jonesa jest barzo dobrze ujętym streszczeniem podstawowych 
faktów embriologii doświadczalnej. Interesujące są przykłady indukcji 
biochemicznych. Tak np. przerwanie pępowiny noworodka ssaka wywo
łuje hipoglikemię. Hipoglikemia stymuluje sekrecję glukagonu, glukagon 
zaś wywołuje aktywację enzymów odpowiedzialnych za uruchamianie 
glukozy. W łańcuchu tym  znane są terminy pojawiania się i znikania 
kompetencji poszczególnych reakcji. Autorzy uwzględniają zagadnienie 
rozmiarów komórek, przy omawianiu poliploidalności. Dla cytologów

V

szczególnie interesujące mogą być opisy doświadczeń wyświetlających 
wzajemne związki jądra i cytoplazmy.

W rozdziale drugim M. Jacobson omawia różnicowanie i wzrost komó
rek nerwowych. Najważniejsze z zamieszczonych tu faktów są dość dawno 
znane. Istotnym wnioskiem wynikającym z przestudiowania tego rozdzia
łu jest zdanie sobie sprawy z tego, że właściwie prawie nic nie wiadomo 
o przyczynach wywołujących niezwykłą rozmaitość komórek i ich połą
czeń w układzie nerwowym.

Zawartość kolejnego rozdziału poświęconego mięśniom prążkowanym 
pióra G. Goldspinka — redaktora całości — odpowiada najlepiej tytułowi
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tomu. Jest to zapewne zasługą autora, ale także wynika ze stanu badań 
rozwoju i różnicowania tkanki mięśniowej. Autorzy pozostałych rozdzia
łów mieli znacznie trudniejsze zadanie.

W rozdziale czwartym J. J. Pritchard omawia losy komórek kości, 
chrząstki i tkanek łącznych. W piątym F. J. Ebling opisuje losy komó
rek okrycia ciała, przy czym najwięcej miejsca poświęca różnicowaniu się 
tworów rogowych u ptaków i ssaków. Rozwój komórek gonad zawarty 
jest w rozdziale szóstym (autor B. Gondos), w siódmym omówiono roz
wój krwinek (P. F. Harris), w ósmym M. J. Manning i J. D. Horton opi
sują histogenezę układu chłonnego. Materiał tych czterech rozdziałów za
wiera przewagę morfologii opisowej, natomiast mało miejsca poświęca 
eksperymentom i cytologii.

W ostatnim rozdziale D. Bellamy daje krótki i jasny przegląd współ
czesnych teorii starzenia się komórek. Z przeglądu tego wynika, że wszyst
kim teoriom daleko jeszcze do doskonałości. Książka jest bogato ilustro
wana mikrofotografiami i elektronogramami. Główną korzyścią odniesio
ną przez czytelnika jest zapewne uzmysłowienie sobie, jak bardzo frag
mentaryczna i niepełna jest wiedza o różnicowaniu komórek i jakie kie
runki badań wydają się dziś najbardziej obiecujące.

Henryk Szarski
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