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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artykuły  przeglądowe 
z biochemii i nauk  pokrewnych. A rtykuły w inny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podsta­
wie piśm iennictw a z kilku ostatnich lat. Przekazanie a rtyku łu  do Re­
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikow ana w innym  czasopiśmie jeżeli zostanie ogłoszona 
w „Postępach Biochemii”. A utorzy artykułu  odpowiedzialni są za p ra ­
widłowość i ścisłość podaw anych inform acji. Autorów  obowiązuje korek­
ta autorska. Koszty zm ian tekstu  w korekcie (poza popraw ieniem  błędów 
drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły są honorowane według obowią­
zujących stawek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego a r ty ­
kułu; zam ówienia na dalsze 100 odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem ­
nie odsyłając pracę po korekcie autorskiej.

A utorzy proszeni są o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed ­
nostronnie, z podwójną in terlinią, z m arginesem  ok. 4 cm. po lewej i ok. 
1 cm. po praw ej stronie.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im io­
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w języku polskim 
i angielskim, w których p racu ją autorzy, adres pocztowy na który autorzy 
życzą sobie otrzym ywać korespondencję: ty tu ł pracy oraz — w praw ym  
dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót ty tu łu  
(nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym  brzmieniu) i nazwisko (a) auto- 
ra(ów), ty tu ł pracy w języku polskim i angielskim, ty tu ły  naukow e au- 
tora(ów), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  sto­
sowanych w pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  korzystny jest często podział na rozdziały 
i podrozdziały. Wydzielone z tekstu  ty tu ły  rozdziałów należy oznaczyć 
num eracją rzym ską, a ew entualne podrozdziały opatrzyć dodatkow ą n u ­
m eracją arabską (np. 1-2, II-4 itp.). Tytuły podrozdziałów nie wydzielo­
nych z tekstu  nie powinny być num erowane. W tekście nie należy sto­
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ew entualne su­
gestie autorskie co do charak teru  czcionki d rukarsk ie j należy zaznaczyć 
ołówkiem na m arginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w te k ­
ście liter alfabetu greckiego należy na m arginesie wpisać ołówkiem ich 
fonetyczne brzmienie. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, 
rycin czy wzorów, lecz w żądanym  m iejscu pozostawić wolny wiersz 
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w tekście n a ­
leży podawać po nazwie związku np. kw as glutam inow y (I).

Autorzy proszeni są o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw ność 
językową tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie 
gw ary laboratory jnej oraz o nie w prow adzanie do tekstu  tworzonych do­
raźnie skrótów, naw et jeśli n iektóre z nich byw ają używane w pracach 
obcojęzycznych.
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RENATA DĄBROW SKA  *, WITOLD DRABIKÓW SK I **

Molekularne podstawy skurczu mięśni 

Molecular Basis of Muscular Contraction

Structural organization of individual myofibrillar proteins and molecular arran­
gements of the filaments in the relaxed state, contraction and rigor have been revie­

wed.

W poprzednim artykule opublikowanym w „Postępach Biochemii” (1) 
przedstawiliśmy mechanizmy regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego 
mięśni szkieletowych. Niniejszy arytkuł poświęcamy budowie aparatu 
kurczliwego oraz zmianom strukturalnym  zachodzącym w różnych sta­
nach fizjologicznych.

I. Budowa i skład miofibryli

Dzięki badaniom prowadzonym w latach czterdziestych i pięćdziesią­
tych ustalono, że w jednostkach strukturalnych mięśni szkieletowych, to 
znaczy w miofibrylach, występują dwa rodzaje specyficznych białek: mio­
zyna i aktyna, że miozyna ma właściwości ATP-azy, a właśnie ATP jest 
źródłem energii do skurczu, że aktyna aktywuje ATP-azę miozynową i że 
interakcja tych białek reprezentuje podstawowy mechanizm skurczu mięś­
nia (2—5).

Z drugiej strony dzięki klasycznym już dziś pracom H u x 1 e y’a 
i H a n s o n od lat prawie dwudziestu było wiadome, że miofibryle zbudo­
wane są z dwu rodzajów t.zw. filamentów (rysunek 1).

W prążku anizotropowym znajdują się grube filamenty zbudowane 
z miozyny, natomiast prążek izotropowy podzielony w środku strefą o dużo

* Dr inż., Zakład Biochemii Układu Nerwowego i Mięśni, Instytut Biologii Do­
świadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa

** Prof. dr habil., Zakład Biochemii Układu Nerwowego i Mięśni, Instytut Bio­
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa

Wykaz stosowanych skrótów: Podjednostki miozyny: HMM — ciężka meromiozy- 
na, LMM — lekka meromiozyna; Podjednostki troponiny: TN-I — składnik hamujący 
ATP-azę aktomiozynową, TN-C — składnik uczulający aktomiozynę na Ca++, TN-B — 
składnik wiążący troponinę do aktyny i tropomiozyny.
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3 4 4 R. D Ą B R O W S K A , W . D R A B IK O W S K I [2]

większej gęstości t.zw. linią Z, zbudowany jest z cienkich filamentów. Cien­
kie filamenty, zawierające aktynę, zachodzą na pewnym odcinku w głąb 
prążka anizotropowego między grube filamenty, przy czym przestrzenne 
ułożenie obu rodzajów filamentów względem siebie jest nadzwyczaj regu­
larne (6).

Rys. 1. Struktura mięśni poprzecznie prążkowanych (wg 7) 
A — prążek anizotropow y, I — prążek izotropow y

W ostatnich latach udoskonalenie szeregu wyrafinowanych metod, 
głównie biofizycznych jak np. metoda lokalizacji poszczególnych białek 
przy użyciu znaczonych przeciwciał, zastosowanie w mikroskopii elektro­
nowej napylania preparatów w czasie ich obracania oraz techniki nega­
tywowego barwienia, metody dyfrakcji optycznej oraz niskokątowej dy­
frakcji promieni X, pozwoliło na ustalenie i wyjaśnienie wielu szczegółów 
dotyczących struktury filamentów i całego mięśnia oraz zmian struktural­
nych w nim zachodzących w różnych stanach filzjologicznych. Znaczenie 
tych osiągnięć jest niewątpliwe, ale uzyskane obserwacje byłyby bardzo 
trudne lub wręcz niemożliwe do interpretacji bez podbudowy biochemicz­
nej. I na tym polu zanotowano również bardzo poważne osiągnięcia: z jed­
nej strony dotyczące szeregu szczegółów budowy aktyny i miozyny, z dru­
giej strony wykrycia i zbadania roli i właściwości innych białek miofibry- 
larnych. Prosta w swej istocie metoda, jaką jest elektroforeza na żelu po- 
liakrylamidowym, szczególnie prowadzona w obecności siarczanu dodecylu 
(8), okazała się nadzywczaj pomocną, jeżeli nie wręcz nieodzowną przy 
tych badaniach. Posługując się tą metodą można na przykład otrzymać 
równocześnie całe spektrum białkowe miofibryli (rysunek 2).

Z tych kilkunastu prążków białkom wchodzącym w skład grubych fila­
mentów odpowiadają — poza miozyną, od której w tych warunkach od- 
dysocjowują t.zw. lekkie łańcuchy — stosunkowo mało jeszcze poznane
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13] S K U R C Z  M IĘ S N I 3 4 5

białko linii M i ostatnio odkryte t.zw. białko C. Reszta białek, poza tzw. 
a-aktywniną — białkiem linii Z — znajduje się w cienkim filamencie,
o którym do niedawna sądzono, że zbudowany jest tylko z aktyny.

Miozyna

cc akty ni na 
Białko liniiM

Aktyna

TN-B
Tropomiozyna

Lekki łańcuch miozyny 
TN-I

TN-C
Lekki łańcuch miozyny 

Lekki łańcuch miozyny

Rys. 2. Spektrum białkowe miofibryli uzyskane drogą elektroforezy na żelu poliakry-
lamidowym (wg 97)

Żadne z tych białek nie działa właściwie niezależnie jako monomer, 
a istnieje jako część wysoce zorganizowanych struktur obu rodzajów fila- 
mentów. Dlatego niezależnie od struktury własnej białka pierwszo-, 
drugo-, trzecio- czy czwartorzędowej, filamenty rozpatruje się jako ultra- 
struktury o wysokim stopniu precyzji przestrzennej, zbudowane z kilku 
białek występujących w ściśle stechiometrycznych ilościach.

II. Charakterystyka białek grubych filamentów 

U -l. Miozyna

Cząsteczka miozyny posiadająca ciężar cząsteczkowy około 500 000 dal- 
tonów (9, 10, 11) ma kształt pałeczki i składa się z dwu symetrycznych 
łańcuchów. Każdy z nich na przestrzeni 1300A posiada prawie całkowicie 
strukturę a-spiralną i oba zwinięte są w formę superspirali (12). Na jed­
nym jej końcu na odcinku około 100A łańcuchy nie są skręcone (13, 14, 15). 
W tym globularnym odcinku cząsteczki znajdują się t.zw. dwie głowy, któ­
re zawierają całą aktywność biologiczną miozyny tj. aktywność ATP-azową
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3 46 R. D Ą B R O W S K A , W. D R A B IK O W S K I [4]

oraz miejsce przyłączenia się aktyny. W miejscu łączenia się głowy z częś­
cią pałeczkowatą łańcuch odznacza się znaczną giętkością, co według obec­
nych poglądów ma duże znaczenie w procesie przesuwania filamentów 
względem siebie podczas skurczu.

Dwa miejsca cząsteczki miozyny są stosunkowo wrażliwe na działanie 
enzymów proteolitycznych i zależnie od rodzaju enzymu (trypsyna lub 
papaina) i czasu trawienia otrzymuje się fragmenty zachowujące te czy 
inne właściwości wyjściowej cząsteczki miozyny. Tak więc, za pomocą 
trypsyny można podzielić miozynę na dwie części: jedną zawierającą więk­
szy odcinek pałeczki t.zw. lekką meromiozynę (LMM) i drugą obejmującą 
pozostały odcinek pałeczki oraz dwie głowy, t.zw. ciężką meromiozynę

B
Trypsyna Papaina

-LMM (150 000)-
HMM S-2
(GO 000)“

HMM S-l 
(120 000) ‘

Lekkie
łańcuchy

, ~ 1400 A
P (500 000) \

Rys. 3. Budowa cząsteczki miozyny; A — obraz mikroskopowo-elektronowy otrzy­
many techniką napylania preparatu w czasie obracania (wg 19), B — schemat (wg 15)

(HMM) (16). Dalsze trawienie HMM prowadzi do podzielenia jej na pozo­
stałą resztę pałeczki t.zw. subfragment S2i pojedyncze głowy — subfrag- 
menty Sx (17). Subfragment można otrzymać bezpośrednio z miozyny 
w wyniku trawienia papainą (15, 18). Schemat na rysunku 3B pokazuje 
możliwość fragmentacji cząsteczki miozyny oraz wymiary i ciężary czą­
steczkowe subfragmentów.

Taka budowa cząsteczki miozyny uzyskała potwierdzenie ostatnio przez
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[5] S K U R C Z  M IĘ S N I 3 4 7

badania w mikroskopie elektronowym techniką napylania obracanych pre­
paratów (rysunek 3A) (19). Udało się uzyskać obraz pojedyńczych cząste­
czek, w których widać wyraźnie zaznaczone dwie głowy przymocowane do 
części pałeczkowatej. Ciężka meromiozyna posiada znacznie krótszą część 
pałeczkowatą a na obrazach fragmentów Sx widać tylko same głowy.

W ostatnich latach wykryto w rodzimej miozynie niskocząsteczkowe 
fragmenty, tzw. lekkie łańcuchy, które oddysocjowują od reszty cząsteczki 
w stosunkowo łagodnych warunkach nie prowadzących jeszcze do rozwi­
nięcia superspirali całej cząsteczki (20—25). Cząsteczka miozyny izolowana 
z mięśni szkieletowych królika posiada trzy lekkie łańcuchy (23, 24). Jeden 
z nich o ciężarze cząsteczkowym 18 000 daltonów występujący w ilości 
dwóch moli na mol miozyny może być usunięty przez dwutionitrobenzen 
bez straty aktywności biologicznej miozyny. Dwa pozostałe o ciężarach 
cząsteczkowych 25 000 i 16 000 daltonów oddysocjowują w środowisku 
alkalicznym pozbawiając miozynę własności enzymatycznych. Miozyny 
izolowane z mięśni serca, mięśni tzw. wolnych czy mięśni mięczaków róż­
nią się składem lekkich łańcuchów (22, 24, 25). Wydaje się więc, że obser­
wowane różnice we własnościach enzymatycznych miozyny różnego po­
chodzenia mogą być między innymi wynikiem różnic w składzie i budowie 
lekkich łańcuchów.

Rys. 4. Agregacja cząsteczek miozyny, A — obraz mikroskopowo-elektronowy otrzy­
many techniką barwienia negatywowego (wg 79), B — schemat (wg 26)

Cząsteczki miozyny w warunkach fizjologicznej siły jonowej mają dużą 
tendencję do agregacji zarówno końcami jak i wzdłuż pałeczkowatych 
fragmentów głównie na zasadzie elektrostatycznej interakcji. W ten sposób 
powstają jakby sztuczne grube filamenty, których trzon stanowią wiązki 
pałeczkowatych odcinków cząsteczek miozyny z częściami globularnymi 
wychodzącymi na zewnątrz i tworzącymi wypustki (rysunek 4A, B) (26).

Takie sztuczne agregaty miozyny przypominają grube filamenty w 
których stwierdza się również wypustki, zwane inaczej mostkami poprzecz­
nymi, regularnie wystające z trzonu grubego filamentu. Przeprowadzona
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3 4 8 R. D Ą B R O W S K A , W . D R A B IK O W S K I [6]

ostatnio analiza obrazów niskokątowej dyfrakcji promieni X pozwoliła 
H u x 1 e y’o w i i B r o w n o w i  (27) na ustalenie, że wypustki ułożone są 
regularnie co 143A na powierzchni trzonu grubego filamentu ze „skokiem” 
429A.

Szersze omówienie zagadnień dotyczących budowy i roli miozyny znaj­
dzie czytelnik w monografii I. K ą k o 1 (27a)

II-2. Białko linii M

Środkowy odcinek grubego filamentu zajmuje tzw. linia M. Białko 
linii M zostało zidentyfikowane już wcześniej metodami immunochemicz- 
nymi (28, 29), a ostatnio ukazały się również prace dotyczące jego otrzy­
mywania (29, 30). Wyizolowane buforami o niskiej sile jonowej i lekko 
alkalicznym pH, białko to jest natury  globularnej i posiada ciężar cząstecz­
kowy 88 000 daltonów (30). Białko linii M powoduje agregację miozyny, 
a jego funkcja wydaje się polegać na łączeniu wiązek pojedyńczych czą­
steczek miozyny w walec tworzący gruby filament (28—32).

II-3. Białko C

Ostatnio S t a r r  i O f f e r  wykryli w grubych filamentach białko
o ciężarze cząsteczkowym 130 000 daltonów, zawierające jeden łańcuch 
peptydowy (33). Białko to wiąże się silnie z częścią pałeczkowatą miozyny. 
Przypuszcza się, że jest ono przymocowane do trzonu grubych filamentów. 
Dzięki użyciu przeciwciał znaczonych, mikroskopii elektronowej oraz ugię­
cia promieni X wykazano, że białko C zlokalizowane jest w postaci po­
przecznych prążków na filamentach miozynowych z okresowością 440A 
(34). Funkcja tego białka pozostaje dotychczas nie wyjaśniona.

III. Charakterystyka białek cienkich filamentów

III-l. Aktyna

Główną masę filamentów cienkich stanowi aktyna. Białko to można 
otrzymać z mięśni w postaci monomeru, tzw. G-aktyny, posiadającej ciężar 
cząsteczkowy około 45 000 daltonów (35, 36). G-aktyna, której struktura 
pierwszorzędowa została ostatnio prawie całkowicie określona (37, 38), jest 
białkiem globularnym, zawierającym silnie związaną cząsteczkę ATP (39), 
oraz cząsteczkę wapnia (40, 41). G-aktyna w określonych warunkach siły 
jonowej, podobnych do tych jakie występują w żywej komórce, polimery­
zuje tworząc nici tzw. F-aktyny. Transformacji tej towarzyszy odszczepie- 
nie fosforu nieorganicznego od ATP związanego z G-aktyną (39). Proces 
polimeryzacji jest reakcją złożoną, która zaczyna się od utworzenia zaród-
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[7 ] SK U R C Z  M IĘ S N I 34 9

ków polimeryzacji, a wzrost następuje poprzez kooperatywne przyłączenie 
monomerów do wytworzonej już struktury spiralnej (42, 43).

Obrazy mikroskopowo-elektronowe cienkich filamentów nie różnią się 
od obrazu filamentów F-aktynowych (44), chociaż w ostatnich latach oka­
zało się, że filamenty cienkie zawierają oprócz aktyny inne białka, tzw. 
białka regulujące: tropomiozynę i kompleks troponiny (rysunek 5A). Ne­
gatywowe barwienie F-aktyny wykazało, że tworzy ona liniowe polimery 
skręcone w formę superspirali, przypominającej dwa sznury koralików 
skręconych względem siebie o „skoku” 365A (rysunek 5B) (45).

B 365A 54.6 Ai t i i

Rys. 5. Budowa filamentu aktynowego, A — obraz mikroskopowo-elektronowy otrzy­
many techniką barwienia negatywowego (wg 45), B — schemat (wg 27)

III-2. Tropomiozyna

Trzecim ze znanych już od dawna białek miofibrylarnych jest tropo­
miozyna. Cząsteczka tropomiozyny zbudowana jest z dwu łańcuchów pra- 
woskrętnej a-spirali, skręconych w superspiralę (46, 47), ma kształt pa­
łeczki o wymiarach: średnica 20A i długość 400A (48, 49), a więc wysoce 
asymetryczny i ciężar cząsteczkowy 70 000 daltonów (46, 50). W obecności 
dużych stężeń mocznika lub detergentów — takich jak siarczan dodecylu — 
następuje rozkręcenie spirali i dysocjacja na dwie podjednostki (50). W roz­
tworach o niskiej sile jonowej tropomiozyna występuje w postaci spoli- 
meryzowanej (51).

Szereg dowodów pośrednich wskazywało od dawna, że tropomiozyna 
znajduje się w cienkich filamentach (52, 53). Ponieważ w mikroskopie 
elektronowym obraz cienkich filamentów i spirali F-aktyny jest jedna­
kowy zakładano, że łączące się końcami cząsteczki tropomiozyny znajdują 
się w rowkach spirali F-aktyny. In vitro tropomiozyna wykazuje inter-
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akcję z F-aktyną (52—54). Badania stechiometrii tej interakcji wykazały, 
że jedna cząsteczka tropomiozyny przypada na siedem monomerów aktyny, 
co odpowiada proporcji dwu nici tropomiozyny w których cząsteczki wiążą 
się końcami, na jedną podwójną superspiralę F-aktyny (55, 56).

Ostatnio udoskonalając analizę matematyczną obrazów dyfrakcji para- 
kryształów F-aktyny H a n s o n i wsp. (57) oraz H a s e l g r o v e  (58) „zo­
baczyli” tropomiozynę w obu rowkach spirali cienkich filamentów.

III-3. Troponina

Oprócz aktyny i tropomiozyny cienkie filamenty zawierają globularne 
białko — troponinę. Białko to stanowiące około 5% wszystkich białek mio- 
fibrylarnych razem z tropomiozyną tworzy kompleks t.zw. białek regu­
lujących.

W poprzednim artykule (1) omówiliśmy biochemiczne podstawy cyklu 
skurczowo-rozkurczowego, który jest regulowany zmianami stężenia wol­
nego wapnia w mioplazmie. W warunkach siły jonowej mięśnia, w obec­
ności stosunkowo dużych stężeń jonów Mg++ aktywność ATP-atyczna 
miozyny jest bardzo niska. Aktyna wielokrotnie zwiększa aktywność mio­
zyny. Dzięki obecności białek regulujących aktywacja ta ma miejsce jedy­
nie w obecności Ca++. W stanie rozkurczu mięśni wapń zmagazynowany 
jest w sarkoplazmatycznym retikulum; w wyniku impulsu nerwowego na­
stępuje jego uwolnienie powodujące aktywację układu aktomiozynowego 
i skurcz.

Badania ostatnich lat wykazały, że troponina składa się z trzech kom­
ponent o ciężarze cząsteczkowym, średnio: 40 200, 23 500 i 18 300 dalto- 
nów, które można uzyskać drogą chromatografii troponiny na DEAE- 
Sephadex w obecności mocznika (59, 61). Obecny zazwyczaj w prepara­
tach troponiny czwarty składnik o ciężarze cząsteczkowym około 14 000 
daltonów okazał się produktem degradacji proteolitycznej (6). Białko o cię­
żarze cząsteczkowym 23 500 daltonów hamuje aktywność ATP-azy akto- 
miozynowej niezależnie od stężenia jonów Ca++ i stąd nazywane bywa 
czynnikiem inhibującym lub TN-I (59—62). Dzięki białku o ciężarze czą­
steczkowym 18 300 oraz tropomiozynie hamowanie aktywności ATP-azy 
ma miejsce tylko w nieobecności Ca++ (59, 60, 63). Białko to posiada dość 
nietypowy skład aminokwasowy odznaczający się obecnością dużej ilości 
fenyloalaniny i grup kwasowych, które nadają mu silnie elektroujemny 
charakter (59, 63, 64). Jako jedyny ze składników troponiny wykazuje ono 
wysokie powinowactwo do wapnia, stąd też bywa nazywane czynnikiem 
uczulającym na Ca++, lub TN-C (59, 64, 65). Układ zawierający oba skład­
niki troponiny: TN-I i TN-C oraz tropomiozynę wydaje się być wystarcza­
jącym ażeby aktyna aktywowała ATP-azę miozynową tylko w obecności 
Ca++ (62, 66). Trzeci składnik troponiny o ciężarze cząsteczkowym 40 200
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daltonów wykazuje wysokie powinowactwo do tropomiozyny i F-aktyny 
(56, 67), wydaje się być wobec tego miejscem, poprzez które następuje wią­
zanie całej cząsteczki troponiny do reszty składników cienkich filamentów, 
stąd proponowana jego nazwa: składnik wiążący TN-B.

Wszystkie składniki troponiny tworzą bardzo silny kompleks nie roz­
dzielany w czasie sączenia przez Sephadex, czy ultra wirowania (56, 68). 
Oznaczony ciężar cząsteczkowy dla całej cząsteczki troponiny wynosi 85 000 
daltonów, co sugeruje, że poszczególne składniki troponiny wiążą się w 
stosunkach ekwimolarnych.

Szereg obserwacji wskazuje, że w cienkim filamencie jedna cząsteczka 
troponiny przypada na jedną cząsteczkę tropomiozyny, to znaczy na sie­
dem monomerów aktyny (56), i że cząsteczki troponiny rozmieszczone są 
regularnie wzdłuż filamentu z okresowością co około 385A (rysunek 6) 
(57, 69)

\
Tropomiozyna

Rys. 6. Lokalizacja troponiny i tropomiozyny w  cienkich filamentach. Modyfikacja
schematu (wg 98)

III-4. Białko linii Z

Szereg dowodów pośrednich wskazuje, że wyizolowane z miofibryli 
białko nazwane przez E b a s h i’e g o (70) a-aktyniną znajduje się w linii 
Z (71). Białko to występuje w postaci dimerów, które w obecności siarczanu 
dodecylu dysocjują na monomery o ciężarze cząsteczkowym 94 000 dalto­
nów (72).

a-aktynina reaguje z F-aktyną powodując jej żelifikację a nawet wy­
trącanie w postaci regularnych parakryształów, co świadczy o tym, że 
skleja ona jak gdyby filamenty aktynowe wzdłuż ich długości (72—75). 
Taka interakcja jest więc dość chaotyczna. Tropomiozyna wykazuje dzia­
łanie kompetytywne do a-aktyniny (75, 76). Znajdując się na całej dłu­
gości łańcuchów aktynowych wydaje się zapobiegać interakcji monome­
rów, a-aktyniny z F-aktyną wzdłuż filamentów umożliwiając jedynie inter­
akcję na ich końcach i powodując ich przyczepianie do linii Z.

Dane dotyczące lokalizacji oraz struktury poszczególnych białek miofi- 
brylarnych podsumowuje tabela 1.
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Tabela 1
Lokalizacja i właściwości białek miofibrylarnych*

U
ltr

as
tr

uk
tu

ra
m

io
fib

ry
li Białka

miofibrylarne

Zawar­
tość w 
miofi­
bryli 
(%)

Ciężar 
cząs­

teczko­
wy (dal- 

tony)

Kształt
cząsteczki

Podjednostki

au Miozyna 50—55 500000 pałeczka zakoń­ dwa ciężkie łańcuchy, cztery
aaj czona dwoma lekkie łańcuchy

iw głowami
X>3 Białko linii M ? 160 000 globulama podwójny łańcuch
0 Białko C 2 130 000 ? pojedyńczy łańcuch
>> G-aktyna 20—25 45 000 globularna pojedyńczy łańcuch
<D
s Tropomiozyna 4—5 70 000 pałeczka podwójny łańcuch

Troponina
.2 TN-B 40 200
(3u TN-I 5—7 23 500 globularne pojedyńcze łańcuchy
U TN-C 18 300

Linia Z a-aktynina 1 180 000 globularna podwójny łańcuch

* W tabeli uw zględniono dane szeregu autorów , om ów ione w  rozdziałach II i III.

IV. Zmiany strukturalne zachodzące w różnych stanach fizjologicznych

IV -1. Białka kurczliwe

Można wyróżnić trzy stany mięśnia: stan rozkurczu, stan skurczu od­
wracalnego i skurczu nieodwracalnego występującego w stężeniu pośmiert­
nym — rigor mortis.

Badacze angielscy A n d r e w  H u x l e y  i N i e d e r g e r k e  oraz 
H u g h  H u x l e y  i H a n s o n  stwierdzili, że długość filamentów pod­
czas skurczu nie ulega zmianie, również nie ulega zmianie szerokość prążka 
anizotropowego, następuje natomiast przesunięcie obu rodzajów filamen­
tów względem siebie i w roku 1954 niezależnie ogłosili teorię skurczu 
mięśnia tzw. teorię przesuwania filamentów (77, 78).

Późniejsze prace w pełni potwierdziły założenia tej teorii i od szeregu 
lat model skurczu mięśni opierający się na przesuwaniu filamentów jest 
powszechnie akceptowany. Wzajemne zachodzenie obu rodzajów filamen­
tów stwarza możliwość bezpośredniego kontaktu miozyny z aktyną. 
Wszystkie badania biochemiczne i fizjologiczne okazały się zgodne z po­
stulowanym modelem, w którym ilość wypustek miozyny wystających na 
zewnątrz trzonu grubych filamentów wchodzących aktualnie w reakcję 
z aktyną zależy od stopnia zachodzenia obu rodzajów filementów na siebie 
(79). W ostatnich latach uwaga badaczy została skoncentrowana na szcze­
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gółach zmian strukturalnych zachodzących w filamentach a nawet w po­
szczególnych białkach mięśniowych podczas skurczu i rozkurczu. Badania 
dotyczyły głównie zachowania wypustek miozynowych. Bardzo pomocne 
w tych pracach okazały się układy modelowe składające się z pojedyńczych 
filamentów aktynowych nie przymocowanych do linii Z oraz z miozyny 
lub jej fragmentów (13).

W nieobecności ATP miozyna tworzy uorganizowane agregaty z aktyną 
odpowiadające nieodwracalnej interakcji obu filamentów podczas rigor 
mortis. O wiele bardziej wygodne jest użycie zamiast całej miozyny jej 
fragmentów H-meromiozyny lub fragmentu Sj. Otrzymuje się w ten spo­
sób filamenty aktyny „dekorowane” miozyną. Fragmenty miozyny przy­
łączają się pod kątem do długiej osi nici aktynowej tworząc struktury po­
dobne do grotów strzał (rysunek 7A, B) (80).

Rys. 7. Filamenty aktynowe „dekorowane” fragmentem miozyny Si 
A — obraz m ikroskopow o-elektronow y otrzym any techniką negatyw ow ego barw ienia, B — m o­

del uzyskany na podstaw ie analizy m atem atycznej (wg 80)

Analiza takich struktur barwionych nagatywowo okazała się nadzwy­
czaj owocna. Z jednej strony pozwoliła wykazać, że wszystkie monomery 
aktynowe są równocenne i że do każdego z nich przyłącza się jedna głowa 
cząsteczki miozyny oraz, że filamenty aktynowe wykazują strukturalną 
polarność (80). Ta strukturalna polarność monomerów aktyny po obu 
stronach linii Z oraz wypustek miozyny po obu stronach środkowej strefy 
M wydaje się umożliwiać przesunięcie filamentów w mięśniu in vivo (ry­
sunek 8A).

Trójwymiarowa rekonstrukcja „dekorowanych” filamentów aktyny u- 
możliwiła również obliczenie kąta, pod którym wypustki przyłączają się do
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aktyny, jest on równy w przybliżeniu 45°. Tworzenie grotów w wyniku 
interakcji F-aktyny z miozyną jest tak specyficzne, że technika „dekoro­
wania” znalazła ostatnio zastosowanie do identyfikacji filamentów aktyny 
w innych komórkach poza mięśniową wykazujących obecność prym ityw­
nych układów lokomocyjnych. Takie aktynopodobne filamenty znaleziono 
między innymi w cytoplazmie śluzowców (81), w fibroblastach zarodków 
kurcząt (82), u ameby (83), w leukocytach (84) oraz w płytkach krwi (85).

Rys. 8. Schemat interakcji grubych i cienkich filamentów,
A — Strukturalna polarność m ostków  poprzecznych w  grubych filam entach  i cząsteczek aktyny  
w  cienkich  filam entach  (wg 88), B — Zm iany orientacji przestrzennej m ostków  poprzecznych  

podczas przesuw ania filam en tów  (wg 88)

Równolegle prowadzone badania na całych mięśniach przy użyciu me­
tody dyfrakcji promieni X i mikroskopu elektronowego zmierzały do wy­
kazania zmian kąta nachylenia wypustek miozynowych i odległości od 
filamentów aktyny w zależności od stanu mięśnia. Pierwsi R e e d y ,  H o l ­
m e s  i T r e g e a r  (86) wykazali na mięśniach skrzydeł owadów, że wy­
pustki te nachylone są w stosunku do grubych filamentów w stanie rigor 
mortis, są natomiast ułożone prostopadle do nich w stanie rozkurczu.

H u x l e y  (87) porównując mięśnie w stanie rigor mortis i w stanie 
spoczynku wykazał, że mostki poprzeczne muszą być zdolne do obrotu w 
miejscu wystawania z grubych filamentów tak, że mogą dosięgnąć filamen­
ty cienkie przy różnej odległości między filamentami i przyłączyć się
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zawsze w jednakowy sposób, zapewniający tę samą orientację przestrzen­
ną główki miozyny. Badania H a s e l g r o v e  w pracowni H u x 1 e y a (88) 
wskazują na radialny ruch mostka poprzecznego podczas skurczu. Tak więc 
można sądzić, że kiedy mięsień kurczy się mostki poprzeczne ulegają po­
wtarzalnemu cyklowi przemian: początkowo mogą być przymocowane do 
filamentów aktynowych pod kątem prostym, następnie przez zmiany kąta 
nachylenia powodują przesunięcie filamentu aktynowego wzdłuż miozyno- 
wego, w ostatniej części cyklu połączenie zostaje przerwane i mostek po­
wraca do pozycji wyjściowej (rysunek 8B) (88). Z tymi zmianami konfor- 
macyjnymi sprzężona jest defosforylacja ATP dostarczająca energii do wy­
konania pracy. Obserwacje wskazują na to, że podczas jednego cyklu na 
jeden mostek poprzeczny przypada rozszczepienie jednej cząsteczki ATP 
(89, 90).

IV-2. Białka regulujące

Wszystkie powyższe rozważania obejmowały jedynie interakcję miozy­
ny z aktyną zachodzącą w czasie skurczu mięśnia. Już dawno było wiado­
mo, że tylko wówczas gdy w mięśniu obecny jest ATP interakcja ta jest 
odwracalna, to znaczy tylko w takich warunkach może nastąpić rozkurcz. 
Po wyczerpaniu ATP skurcz staje się nieodwracalny i następuje rigor mor- 
tis (tabela 2).

Tabela 2

Wpływ stężenia Ca++ na interakcję aktyny z miozyną

Stan
fizjologiczny

mięśnia

Interakcja 
aktyny 

z miozyną
(Mg ATP) Ca++

rozkurcz brak obecne <10-7M
skurcz odwracalna obtecne > 10~6M
rigor mortis nieodwracalna brak

Z kolei „teoria wapniowa” skurczu mięśnia postulowała, że czynnikiem 
zapoczątkowującym skurcz jest uwalnianie wapnia z sarkoplazmatycznego 
reticulum, podczas gdy ponowna akumulacja tego kationu prowadzi do roz­
kurczu (1). Badania na układach modelowych wykazały jednak, że czysta 
aktyna aktywuje miozynę niezależnie od stężenia jonów wapnia. Klucz do 
wyjaśnienia tego pozornego paradoksu stanowiło dopiero odkrycie białek 
regulujących — tropomiozyny i troponiny, które decydują o tym, czy akty­
na i miozyna mogą ze sobą reagować, a więc czy nastąpi skurcz (91).

Wydaje się, że w nieobecności wapnia interakcja między składnikami 
troponiny: TN-I i TN-C jest taka, że TN-I jest w stanie blokować współ­
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działanie aktyny z enzymatycznym centrum miozyny w wyniku czego ak­
tywność ATP-azy jest bardzo niska, ATP nie jest rozszczepiany i mięśnie 
pozostają w stanie spoczynku. Zwiększenie stężenia wapnia w mioplaźmie 
powoduje wiązanie się tego kationu do TN-C. Wiązanie to pociąga za sobą 
prawdopodobnie zmiany konformacyjne białka tak, że TN-C może wów­
czas neutralizować działanie inhibitora — TN-I, skutkiem czego następuje 
interakcja aktyny z miozyną, hydroliza ATP i skurcz. Hipotezę tę popie­
rają ostatnie obserwacje sugerujące, że cząsteczka TN-C istotnie wyka­
zuje pewne zmiany konformacyjne pod wpływem wapnia (92, 93), jak 
również że ilość wiązanego wapnia przez TN-C zależy od obecności TN-I 
(94).

Ponieważ jedna cząsteczka troponiny rozmieszczona jest wzdłuż cien­
kiego filamentu z okresowością co siedem monomerów aktyny (57, 69), 
powstał problem w jaki sposób może ona skutecznie blokować w stanie roz­
kurczu mięśnia wszystkie siedem cząsteczek aktyny. Pierwsze próby wy­
jaśnienia tego mechanizmu uzyskano ostatnio na podstawie analizy metodą 
dyfrakcji optycznej obrazów mikroskopowoelektronowych parakryształów 
aktyny oraz badania mięśni w różnych stanach fizjologicznych przy po­
mocy niskokątowej dyfrakcji promieni X. H a n s o n  i wsp. (57) oraz 
V i b e r t i wsp. (95) zauważyli przemieszczanie nici tropomiozynowych w 
cienkich filamentach. Wyniki sugerują, że w rozkurczu nici te wysuwają 
się na zewnątrz spirali F-aktyny zasłaniając te rejony monomerów aktyny 
do których następuje przyłączanie wypustek miozyny. W obecności wapnia 
następuje przesunięcie tropomiozyny w głąb rowka spirali F-aktyny po­
zwalające na interakcję tego białka z miozyną i skurcz. H u x l e y  nato­
miast zaobserwował, że miejsca cząsteczek F-aktyny do których wiążą się 
fragmenty miozyny (SJ pokrywają się z miejscami wiązania tropomiozyny 
do ,,niedekorowanych” filamentów tak, że fragmenty te przyłączając się do 
monomerów aktyny przesuwają nici tropomiozyny głębiej w rowek (96). 
Wyniki te również sugerują, że w mięśniu spoczynkowym nici tropomiozy- 
nowe znajdują się w takim położeniu w rowkach spirali F-aktyny, że blo­
kują przestrzennie przyłączanie się wypustek miozyny zasłaniając odpo­
wiednie rejony cząsteczek aktyny.

Są to pierwsze próby wyjaśnienia w jaki sposób tropomiozyna, chociaż 
sama bezpośrednio nie wpływa na interakcję aktyny z miozyną, przenosi 
działanie troponiny wzdłuż długiej osi swej cząsteczki.
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BARBARA BARYŁKO *

Charakterystyka i znaczenie białek wiążących wapń 

Characterization and Role of the Calcium Binding Proteins

Recent investigations on calcium binding proteins isolated from different animal 
tissues or cell organelles are reviewed.

Badania ostatnich lat wskazują, że w wielu biologicznych procesach 
istotną rolę odgrywają białka posiadające wysokie powinowactwo do jo­
nów wapniowych. Celem niniejszego artykułu jest przedstawienie ogólnej 
charakterystyki oraz postulowanej funkcji kilku z niedawno wyizolowa­
nych białek, ze zwróceniem szczególnej uwagi na ich zdolność do wiąza­
nia wapnia.

I. Białka mięśniowe wiążące wapń 

1-1. Troponina

W ostatnich latach ugruntował się pogląd, że regulacja cyklu skurczo- 
wo-rozkurczowego mięśnia zachodzi w wyniku zmian w stężeniu wolnego 
wapnia. Zagadnienia te szeroko omawiał artykuł R. D ą b r o w s k i e j  
i W.  D r a b i k o w s k i e g o  (1). Skurcz mięśniowy zapoczątkowany jest 
wiązaniem przez miofibryle wapnia, uwolnionego z błon sarkoplazmatycz- 
nego reticulum (2). Badania ostatnich lat wykazały, że w miofibrylach je­
dynym miejscem wiązania wapnia potrzebnego do skurczu jest troponina 
(3, 4, 5). Krzywa Scatcharda wiązania wapnia do troponiny wskazuje na 
co najmniej dwa rodzaje miejsc wiążących: jednego o wysokiej stałej wią­
zania, większej od 10®M-1 i drugiego o niskiej — 104M-1. Troponina wiąże

* Mgr, Zakład Biochemii Układu Nerwowego i Mięśni Instytutu Biologii Do­
świadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa.

Stosowane skróty: pCMB — p-chlorortęciobenzoesan; NEM — N-etylomaleimid; 
TN-B — składnik troponinowy wykazujący interakcję z aktyną i tropomiozyną; 
TN-I — składnik troponinowy hamujący aktywność ATP-azową aktomiozyny; TN-C — 
składnik wiążący wapń CaBP — (calcium binding protein) — białko wiążące wapń, 
wyizolowane ze śluzówki jelita.
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silnie około 4 mole Ca/105g białka i około 11 moli z niską stałą wiązania. 
Ilość wapnia, silnie związanego z troponiną nie zmienia się w zakresie pH 
6,5—8,0 (5). Odczynniki blokujące grupy sulfhydrylowe takie jak pCMB 
czy NEM, nie mają wpływu na wiązania wapnia do troponiny (3,5). Zwią­
zany z troponiną wapń może być częściowo wymieniony na inne kationy 
dwuwartościowe takie jak Cd2+, Sr2+, Pb2+, Mn2+. Natomiast Mg2+, 
Ba,2+ Ni2+, Zn2+ i Co2+ praktycznie nie mają zdolności do wymiany z wap­
niem. Uzyskane wyniki mogą sugerować, że powinowactwo kationów 
dwuwartościowych do troponiny zależy od ich promienia jonowego. Jed­
nakże lantanowce, których promień jonowy jest bardzo zbliżony do pro­
mienia jonowego wapnia i które tworzą, podobnie jak wapń, wiązania 
elektrostatyczne, wymieniają wapń tylko w niewielkim stopniu. Świadczy 
to, że miejsce wiążące wapń w troponinie jest wysoce specyficzne dla tego 
kationu (6).

Wyniki analizy sedymentacyjnej, jak i siania molekularnego poprzez 
Sephadex G-50, G-100 lub G-200, pozwalały uważać troponinę za jedno­
rodne, globularne białko, o ciężarze cząsteczkowym około 85 000 daltonów 
(7). Dopiero dzięki zastosowaniu wymieniaczy jonowych jak DEAE-Se- 
phadex czy SP-Sephadex oraz elektroforezy na żelu poliakrylamidowym 
w obecności siarczanu dodecylu wykryto, że troponiną składa się z trzech 
składników nazwanych TN-B, TN-I i TN-C o ciężarach cząsteczkowych 
odpowiednio 40 200, 23 500, 18 300 daltonów. Występują one w stosunku 
molowym 1 : 1 : 1 .  Tylko jedna z komponent, TN-C, posiada zdolność wią­
zania wapnia. TN-C odznacza się duża stabilnością: jest odporna na tra­
wienie trypsyną; co więcej krótkotrwała inkubacja w temperaturze 100°C 
nie powoduje zmian jej charakterystycznych właściwości. Analiza ami- 
nokwasowa TN-C wykazuje znaczną przewagę aminokwasów kwaśnych 
w stosunku do zasadowych, tak że wypadkowy ładunek ujemny wynosi 
około 35 równoważników kwasowych na cząsteczkę, a punkt izoelektrycz- 
ny przypada na pH 3,8. Cząsteczka TN-C zawiera znaczne ilości fenyloala- 
niny i niewielką ilość tyrozyny, co uwidacznia się w widmie absorpcji 
czterema maksymami w długości fali 253, 259, 265 i 269nm, charaktery­
stycznymi dla reszt fenyl oalaninowych oraz w stosunku absorpcji 
278/260nm, który wynosi około 1. TN-C wiąże 1 mol Ca ze stałą wiązania 
rzędu 106M-1. Ilość wapnia wiązana przez TN-C jest więc mniejsza od 
ilości jaką wiąże cała troponiną. Ponieważ pozostałe składniki troponino- 
we nie wykazują powinowactwa do wapnia, wydaje się prawdopodobne, 
że wpływają one w jakiś sposób na ilość wapnia wiązanego przez 
TN-C (9). Prace E e r d a  i K a w a s a k i  (10) oraz M u r r a y ’ a 
i K a y ’ a (11) sugerują, że w zależności od stężenia jonów wapnio­
wych w cząsteczce TN-C następują zmiany konformacyjne. Wydaje się, 
że zmiany te przenoszone poprzez pozostałe składniki troponinowe i tro- 
pomiozynę na system aktomiozynowy pozwalają na interakcję miozyny 
z aktyną lub ją blokują, regulując w ten sposób cykl skurczowo-rozkur-
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czowy. Dokładniejsze omówienie tych zagadnień znajdzie czytelnik w ar­
tykule przeglądowym, poświęconym molekularnym podstawom skurczu 
mięśnia (12).

1-2. Calsequestrin

W stanie rozkurczu stężenie wolnego wapnia w komórce mięśniowej 
jest bardzo niskie, poniżej 10-6M, a cały wapń zmagazynowany jest w bło­
nach sarkoplazmatycznego reticulum, które posiadają zdolność do wiąza­
nia wapnia, ze stałą wiązania rzędu 107M_1.

Ostatnio M a c L e n n a n  i W o n g  (13) wyizolowali z błon sarkoplaz­
matycznego reticulum białko wykazujące wysokie powinowactwo do wap­
nia. Białku temu, nazwanemu calsequestrin, autorzy przypisują bezpośred­
nią rolę przy wiązaniu wapnia przez błony sarkoplazmatycznego reticu­
lum. Stanowi ono około 7% wszystkich białek błony. Jego ciężar czą­
steczkowy wynosi około 44 000 daltonów. Calsequestrin ma charakter 
kwaśny, cząsteczka zawiera 146 reszt kwasu asparaginowego i glutamino­
wego, a jedynie 33 reszty lizyny i arganiny. Wydaje się, że calsequestrin 
związane jest hydrofobowo z wewnętrzną stroną błon sarkoplazmatycz­
nego reticulum. Calsequestrin posiada zdolność wiązania dość znacznych 
ilości wapnia. Maksymalna ilość wapnia, jaką może wiązać jedna cząstecz­
ka, wynosi około 40moli ze stałą dysocjacji 4X10~5M. Niestety, stała wią­
zania jest zbyt niska, aby akumulację Ca2+ przez błony sarkoplazmatycz­
nego reticulum można było wytłumaczyć prostym wiązaniem do calsequ­
estrin, tym bardziej, że wapń nie jest wiązany przez to białko w sposób 
specyficzny. Kationy takie jak Sr2+ czy Cd2+ użyte w stężeniach ekwimo- 
larnych do jonów wapniowych, a także KCI, MgCl2, ATP, w stężeniach 
fizjologicznych, w bardzo dużym stopniu zmniejszają wiązanie wapnia. 
Calsequestrin jest białkiem terrriostabilnym, inkubacja w temperaturze 
100° tylko w 20% zmniejsza wiązanie wapnia. Odczynniki specyficzne na 
grupy SH, jak mersalyl i NEM, nie mają wpływu na wiązanie wapnia 
przez calsequestrin. M a c L e n n a n  i W o n g  wysuwają przypuszcze­
nie, że wapń może być wiązany przez grupy karboksylowe kwasu asparagi­
nowego i glutaminowego. Jednakże podany przez autorów wzrost ilości 
wiązanego wapnia w pH 5—7 wskazuje, że stopień dysocjacji grup aniono­
wych, zaangażowanych w wiązanie wapnia musi również wzrastać w tym 
zakresie pH, podczas gdy wartości pK dla grup karboksylowych kwasu 
asparaginowego i glutaminowego wynoszą około 4. Wydaje się więc, że 
miejscem wiązania wapnia nie są jedynie grupy karboksylowe, ale mogą 
być także grupy imidazolowe, jak to sugeruje C a r v a l h o  (14).

Według ostatnich badań, w błonach sarkoplazmatycznego reticulum 
znajduje się jeszcze jedno białko o ciężarze cząsteczkowym 57 000 dalto­
nów, mogące brać udział w wiązaniu wapnia (15, 16).
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Można więc sądzić, że wyizolowany przez MacLennana calsequestrin nie 
jest jedynym białkiem błon zaangażowanym w wiązanie wapnia.

1-3. Aktyna

Innym białkiem miofibrylarnym, wykazującym wysokie powinowactwo 
do jonów wapniowych jest aktyna. Aktyna in vitro może występować 
w dwóch formach: w formie globularnej, zwanej w skrócie G-aktyną i fi- 
brylarnej zwanej F-aktyną. Obie formy mogą wzajemnie przechodzić 
jedna w drugą zależnie od warunków jonowych środowiska. Przejście for­
my G w F jest procesem polimeryzacji polegającym na łączeniu się czą­
steczek G-aktyny w agregaty o wysoce uporządkowanej strukturze. W 
mięśniu aktyna występuje w form ie' fibrylarnej. Cząsteczka G-aktyny
o ciężarze około 45 000 daltonów wiąże 1 mol wapnia (17, 18) ze stałą dy- 
socjacji niższą niż 10_5M (19). Wapń ten może być całkowicie wymieniony 
na inne kationy dwuwartościowe, które mają promień jonowy zbliżony do 
promienia jonowego wapnia, takie jak Cd2+, Mn2+. Inne metale dwuwar­
tościowe jak Ni2+, Co2+, Mg2+, których promień jonowy jest mniejszy, ule­
gają tylko częściowej wymianie. Stront i bar o promieniu jonowym więk­
szym od wapniowego, praktycznie nie ulegają wymianie z wapniem. Ta 
korelacja pomiędzy promieniem jonowym a wymienialnością sugeruje, że 
jednym z głównych czynników określających zdolność kationów do zastę­
powania wapnia jest konfiguracja miejsca wiążącego (18, 20, 20a). G-akty- 
na posiada również związany ATP w ilości 1 mola na mol białka. Zaobser­
wowano ścisłą korelację pomiędzy wiązaniem wapnia i ATP. Usunięcie 
wapnia z G-aktyny przez traktowanie EDTA powoduje bardzo szybkie 
uwolnienie ATP i prowadzi do nieodwracalnej denaturacji białka (21). 
Cząsteczka G-aktyny posiada 5 grup SH, które odznaczają się różną re­
aktywnością. Zablokowanie niektórych z nich połączone jest z uwolnieniem 
wapnia i ATP oraz zanikaniem zdolności do polimeryzacji (17, 22, 23). 
Ogólnie przyjęty jest pogląd, że zarówno wapń jak i nukleotyd są koniecz­
ne do utrzymania odpowiedniej struktury aktyny. Wyizolowana F-aktyna 
wykazuje również zdolność do wiązania wapnia. Jednakże wapń związany 
z F-aktyną jest bardzo trudno wymienialny, a wymiana może nastąpić 
jedynie po sonifikacji (24, 25). Do niedawna sądzono, że i w mięśniu F-ak­
tyna zawiera związany wapń. Ostatnie badania jednak (16, 27) sugerują, 
że in vivo kationem związanym z F-aktyną jest magnez.

1-4. Parwalbuminy

Parwalbuminami nazwano grupę białek sarkoplazmatycznych, wystę­
pujących w mięśniach białych niższych kręgowców żyjących w wodzie tj. 
ry*b i płazów. Stanowią one około 5°/o wszystkich białek mięśniowych.
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Parwalbuminy, mające niski ciężar cząsteczkowy, można oddzielić od albu­
min o wysokim ciężarze cząsteczkowym stosując Sephadex G-75. Uzyskana 
frakcja jest heterogenna, a dalszy rozdział na DEAE-celulozie ujawnia 
obecność wielu białek. Tak np. z mięśni karpia i z mięśni dorsza wyizolo­
wano po trzy frakcje (28, 29, 30) i po dwie frakcje z mięśni ryb chrzęstno- 
szkieletowych (31) i żaby (32). Wszystkie wyizolowane parwalbuminy mają 
podobne własności. Są bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie. Ich ciężar 
cząsteczkowy wynosi od 9 000 do 12 000 daltonów. Wszystkie są kwaśne, 
a ich punkt izoelektryczny leży pomiędzy pH 4,0—4,5.

Cała grupa parwalbumin ma bardzo charakterystyczny skład amino- 
kwasowy. Aminokwasy takie jak metionina, tyrozyna, tryptofan i prolina 
występują tylko w niektórych frakcjach i to w niewielkich ilościach, np. 
główna frakcja parwalbuminowa z dorsza nie zawiera tryptofanu ani tyro­
zyny. Wysoki procent wszystkich aminokwasów stanowią natomiast feny- 
loalanina, a także kwas asparaginowy i glutaminowy. Inną charaktery­
styczną cechą parwalbumin jest brak wolnego N-końcowego aminokwasu 
w cząsteczce, który występuje w formie zacetylowanej (30, 31, 33). Naj­
lepiej poznana jest budowa cząsteczek głównej frakcji parwalbumin dorsza 
(30) i karpia (33). Sekwencje aminokwasowe są bardzo podobne dla obu 
białek, których cząsteczki składają się z 108 reszt aminokwasowych, a ami­
nokwasem C-końcowym dla obu jest glicyna, a-heliks stanowi około 40°/o 
struktury  cząsteczki parwalbuminy pochodzącej z frakcji uzyskanej 
z mięśni karpia i 52 aminokwasy, leżące w sześciu regionach, znajdują się 
w obszarze tej struktury.

Parwalbuminy wykazują zdolność do wiązania wapnia. Białka głównej 
frakcji parwalbumin dorsza i dwóch frakcji parwalbuminowych z mięś­
ni żaby posiadają dwie klasy miejsc wiążących wapń: jedna klasa o wyso­
kiej stałej wiązania (Kd =  0,1 X 10~6 — 0,4 X 10~6M) i druga klasa o niższej 
stałej wiązania (Kd =  2X10-6 — 9X10~6M). Białka te wiążą dwa mole wap­
nia na mol białka z wysoką stałą wiązania i 3 —6 moli wapnia na mol biał­
ka z niską stałą wiązania (34).

Parwalbuminy łatwo ulegają krystalizacji (28, 29, 30, 33). Analiza rent- 
genograficzna kryształów parwalbumin z mięśni karpia pozwoliła wykazać, 
że wapń może być związany przez trzy reszty kwasu asparaginowego (Asp) 
(90, 92, 94) i jedną resztę kwasu glutaminowego (Glu) (101), (rysunek 1). 
Wstępne obserwacje autorów sugerują, że drugi jon wapnia może wiązać 
się do dwu reszt kwasu asparaginowego (Asp 51, 53) i dwu reszt kwasu 
glutaminowego (Glu 59, 62) (33).

Rozdzielone, homogenne białka parwalbumin poddawano trawieniu 
chymotrypsyną i trypsyną, a następnie otrzymane peptydy rozfrakcjono- 
wywano metodą chromatografii bibułowej. Otrzymane pod jednostki pepty- 
dowe frakcji pochodzących z mięśni różnych ryb były bardzo podobne, co 
świadczy o ich zbliżonej sekwencji aminokwasowej (35).

Rola parwalbumin nie jest jeszcze znana. Są sugestie, że białka te
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mogą spełniać u niższych zwierząt rolę czynnika wiążącego wapń podczas 
skurczu mięśnia. W takim przypadku rola ich byłaby podobna do roli, jaką 
odgrywa jedna z komponent troponinowych TN-C podczas skurczu mięśnia 
szkieletowego ssaków.

Rys. 1. Koordynacyjne wiązanie wapnia przez Asp-90, Asp-92, Asp-94 i Glu-101 
w głównej frakcji parwalbuminowej karpia (wg 33).

II. Białka wiążące wapń w tkance nerwowej

Jony wapnia są niezbędne do prawidłowego funkcjonowania tkanki 
nerwowej. Są one bowiem konieczne do utrzymania bariery przepuszczal­
ności błony komórki nerwowej w stanie spoczynkowym jak i w stanie po­
budzonym, jak również w procesie uwalniania neurotransmiterów; uwol­
nienie transm itera wymaga szybkiego wzrostu stężenia wolnego Ca+2, brak 
jonów Ca+2 blokuje uwalnianie transm itera (cyt. za 36, 37). Rolę w utrzy­
maniu odpowiedniego stężenia jonów wapniowych w komórce nerwowej 
mogłyby odgrywać mitochondria i endoplazmatyczne reticulum, które — 
jak się wydaje — mają zdolność gromadzenia wapnia. Jest również bar­
dzo prawdopodobne, że ważną rolę w regulacji stężenia wapnia w komórce 
odgrywa błona komórkowa, aktywnie usuwająca wapń na zewnątrz (38, 39).

II-l. Fosfoproteid wiążący wapń

Badania zmierzające do określenia substancji wiążących wapń w ko­
mórce nerwowej zapoczątkowali W o l f f  i S i e g e l  (36, 37). Autorzy ci
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wyizolowali z tkanki mózgowej świni dwa białka o wysokim powinowac­
twie do wapnia. Obydwa białka mają niski ciężar cząsteczkowy (11 500 
i 13 000 daltonów). Ich skład aminokwasowy jest podobny: zawierają duże 
ilości kwasu asparaginowego i glutaminowego, a także treoniny, seryny, 
leucyny i glicyny. Jedno z tych białek, o ciężarze cząsteczkowym 11 500 
posiada w cząsteczce 10 reszt fosforanowych, jest więc fosfoproteidem. 
Fosfoproteid wiąże 1 mol wapnia na mol ze stałą dysocjacji 2,5X10-5M. 
Wiązanie wapnia jest zależne od pH, optimum wiązania przypada na pH 
7,4. Wapń związany z tym białkiem jest uwalniany w obecności 0,1 M 
NaCl, podczas gdy KC1 w tym samym stężeniu nie zmienia wiązania wap­
nia. Fakt ten może sugerować pewną zależność pomiędzy depolaryzacją 
błony nerwowej a uwalnianiem wapnia (40). Poddanie fosfoproteidu dzia­
łaniu alkalicznej fosfatazy powoduje zmniejszenie zdolności do wiązania 
wapnia, co wskazuje na udział reszt fosforanowych. Rola biologiczna frak­
cji białkowych wiążących wapń jak również ich lokalizacja są przedmio­
tem dalszych badań. Istnieją sugestie, że jedno z tych białek może brać 
udział w transporcie wapnia do komórki nerwowej, natomiast drugie może 
być włączone w regulację stężenia wolnego wapnia wewnątrz komórki.

II-2. Białko S-100

Innym białkiem charakterystycznym dla tkanki nerwowej, wykazują­
cym powinowactwo do jonów wapniowych, jest białko S-100. Zostało ono 
wyizolowane po raz pierwszy przez M o o r e’a, który nadał mu tę nazwę 
w celu podkreślenia, że jest ono całkowicie rozpuszczalne w nasyconym 
siarczanie amonu w pH obojętnym (41). Badania immunologiczne białek 
S-100 pochodzących z tkanki mózgowej różnych kręgowców jak ryb, pła­
zów, ptaków i ssaków (41, 42, 43) wykazywały duże podobieństwo. Wszyst­
kie one reagowały jednakowo z przeciwciałem anty—S-100 wołu.

Ciężary cząsteczkowe białek S-100 leżą w granicach 20—25 000 dalto­
nów. Skład aminokwasowy białek pochodzących z różnych źródeł jest rów­
nież podobny. Zawierają one znacznie większe ilości kwasu asparagino­
wego i glutaminowego niż aminokwasów zasadowych, co nadaje im elek- 
troujem ny charakter. Cząsteczka białka S-100 posiada 1 mol tryptofanu, 
3 mole tyrozyny i 3 grupy SH. Fenyloalanina występuje w dość dużych 
ilościach, a stosunek tyrozyny do fenyloalaniny jest niski.

C a l i s s a n o  i wsp. (44) badali wpływ jonów Ca+2 na białko S-100 
wyizolowane z mózgu wołu. Białko S-100 wiąże 8— 10 moli wapnia ze 
stałą dysocjacji rzędu 10“3M. Pomimo tak niskiej stałej wiązania, wapń 
ma znaczny wpływ na strukturę cząsteczki. Widma różnicowe wskazują, 
że jony wapnia „odmaskowują” tryptofan, a także dwie reszty tyrozynowe 
i część reszt fenyloalaninowych. Wapń „odsłania” również dwie z trzech 
grup SH, które w jego obecności są zdolne reagować z DTNB. W obecności 
EDTA — tryptofan, reszty tyrozynowe, fenyloalaninowe i grupy SH są
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„zamaskowane”. Zaobserwowano też wpływ wapnia na rozkład białka 
S-100 przez enzymy proteolityczne, przy czym wpływ ten był znacznie 
większy w przypadku chymotrypsyny niż trypsyny. Jest to zgodne z obser­
wacjami, wskazującymi, że wapń wywiera wpływ na budowę cząsteczki 
w rejonie aminokwasów aromatycznych.

Działanie wapnia jest specyficzne i inne kationy dwuwartościowe np. 
Mg+2 czy S r+2, nie powodują w cząsteczce białka S-100 prawie żadnych 
zmian. Białko S-100 jest termolabilne, inkubacja w temperaturze powyżej 
80° powoduje całkowity zanik zdolności do reagowania z przeciwciałami 
(42). Obecność wapnia w czasie ogrzewania zapobiega całkowitej inakty- 
wacji białka S-100.

Do niedawna sądzono, że białko S-100 jest białkiem jednorodnym. Elu- 
owane było jako pojedyńczy pik z DEAE-celulozy, DEAE-sephadex oraz 
Sephadex G-100; migruje ono jako pojedyńczy prążek na żelu poliakryla- 
midowym, również analiza sedymentacyjna wykazywała homogenność pre­
paratu białka S-100. Jednakże okazało się, że białko S-100 można rozdzielić 
na szereg frakcji, stosując różne bufory i stężenia akrylamidu. R u s c a 
i C a l i s s a n o ,  rozdzielając białka S-100 na żelu poliakrylamidowym 
w obecności wapnia, otrzymali 5 frakcji, podczas gdy w obecności EDTA 
uzyskali tylko 1 frakcję (45). Badając heterogenność białka S-100 A n s o r 
i N e u h o f f  wywnioskowali, że pojawienie się szeregu prążków może 
być związane z utlenianiem się grup SH obecnych w tym białku, przez 
inicjatory polimeryzacji żelu np. nadsiarczanem amonu (46). Jednakże pra­
ce z grupy M a n d e l’a (47) wydają się świadczyć, że frakcje białka S-100 
nie są artefaktam i powstałymi w czasie procedury rozdzielania na żelu po­
liakrylamidowym. Autorzy stwierdzili, że białko S-100 z mózgu wołu roz­
dziela się na dwa składniki, o dużej ruchliwości elektroforetycznej (fast 
migrating component — FMC) i mniejszej ruchliwości elektroforetycznej 
(slow migrating component — SMC). Stosunek tych dwóch składników jest 
charakterystyczny dla danego obszaru mózgu. Zaobserwowano również 
różnice gatunkowe w występowaniu tych dwu frakcji, np. w mózgu świni 
86°/o stanowi frakcja o mniejszej ruchliwości, natomiast w mózgu owcy 
95°/o stanowi frakcja o dużej ruchliwości elektroforetycznej. Różnice 
w składzie aminokwasowym preparatów S-100 pochodzących z tych zwie­
rząt, jak również różnice w końcowych aminokwasach wskazują, że są to 
dwa odrębne białka.

Heterogenność białka S-100 może być wynikiem różnej kombinacji kil­
ku łańcuchów polipeptydowych i może być podobnego typu jak w przy­
padku izoenzymów dehydrogenazy mleczanowej. Hipotezę tę potwierdza­
łyby dane uzyskane przez D a n n i e s  i L e v i n a  (48). Autorzy ci, roz­
dzielając preparat białka S-100 z mózgu wołu na żelu poliakrylamidowym 
w obecności siarczanu dodecylu otrzymali jeden prążek, odpowiadający 
ciężarowi cząsteczkowemu 7 000 daltonów. Wskazywałoby to na podje'd- 
nostkową strukturę białka S-100. Ciężar cząsteczkowy białka S-100, ozna­
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czony metodą siania molekularnego, wynosi około 21 000, można więc przy­
puszczać, że jest to trim er złożony z trzech podjednostek o ciężarze czą­
steczkowym 7 000.

Lokalizacja białka S-100 jest niezwykle trudna ze względu na jego 
dobrą rozpuszczalność. Są dane wskazujące na jego obecność głównie w 
cytoplazmie komórek glejowych i w jądrach neuronów (49, 50).

Rola białka S-100 nie jest jeszcze ustalona. D e R o b e r t i s  obser­
wował, że podanie przeciwciał anty-S-100 w warunkach in vitro powoduje 
zniszczenie zakończeń nerwowych. Zastosowanie przeciwciał in vivo powo­
duje zanik własności elektrofizjologicznych u mięczaków (51). C a l i s - 
s a n o i Bangham zaobserwowali, że białko S-100 w obecności jonów wap­
niowych zwiększa przepuszczalność błony liposomalnej dla kationów (52).

Pewną korelację zaobserwowano pomiędzy syntezą białka S-100 a pro­
cesem uczenia się (53). Po treningu szczurów wzrastała synteza białka 
S-100 w komórkach hipokampa. Wprowadzenie przeciwciał anty—S-100 
dokomorowo, hamowało proces „uczenia się” nie wpływało natomiast na 
ogólne zachowanie się zwierząt.

III. Białko tkanki chrzęstnej

Wykazano, że w kostniejącej chrząstce znajduje się substancja o wy­
sokim powinowactwie do jonów wapniowych (54, 55). W i 11 u r i wsp. 
(56) stwierdzili, że jest to glikoproteid o ciężarze cząsteczkowym około 
200 000 daltonów. Związek ten posiada dwa rodzaje miejsc wiążących 
wapń — o stałej dysocjacji rzędu 10-7M i 10~4M. Cząsteczka glikoproteidu 
wiąże 2 mole wapnia ze stałą dysocjacji 10-7M i aż 600 moli ze stałą dyso­
cjacji 10~4M. Czerwień rutenowa hamuje wiązanie wapnia do obydwu 
miejsc wiążących. Fakt ten świadczy, że wapń jest wiązany przez kompo­
nentę cukrową. Glikoproteid ten znaleziono zarówno w chrząstce kostnie­
jącej jak i w chrząstce nie ulegającej kostnieniu. Sugerowana rola tego 
związku w procesie kostnienia pozostaje więc nadal nie wyjaśniona.

IV. Białko jelitowe wiążące wapń

Wapń dostarczany organizmowi z pokarmem jest absorbowany w ko­
mórkach nabłonkowych jelita. Absorpcja wapnia jest ściśle związana 
z obecnością witaminy D. U zwierząt rachitycznych (z niedoborem wita­
miny D), absorpcja wapnia jest bardzo mała, natomiast po podaniu wita­
miny D, znacznie wzrasta. Pojawienie się specyficznej frakcji białkowej 
w śluzówce jelita, wiążącej wapń, po raz pierwszy zaobserwowali W a s - 
s e r m a n  i T a y l o r  (57, 58). Frakcję tę nazwano calcium binding pro­
tein — CaBP. Stanowi ona około 2,5% całkowitych rozpuszczalnych białek
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śluzówki jelita. Ciężar cząsteczkowy tej frakcji, oznaczany zarówno me­
todą siania molekularnego przy użyciu Sphadex G-100, jak i na żelu polia- 
krylamidowym w obecności siarczanu dodecylu, wynosi około 28 000 dalto­
nów. Analiza składu aminokwasowego wskazuje, że cząsteczka CaBP za­
wiera znaczną ilość leucyny, lizyny, alaniny oraz bardzo dużo kwasu aspa­
raginowego i glutaminowego (odpowiednio 28,4 i 31,8 moli na mol), które 
to aminokwasy nadają białku kwaśny charakter. Punkt izoelektryczny 
CaBP leży pomiędzy pH 4,0—4,4. Pomiary dychroizmu kołowego sugerują, 
że a-heliks stanowi 30—40% struktury  cząsteczki CaBP (59).

Ilość wapnia, jaka może być związana przez CaBP, zależy od szeregu 
czynników, między innymi od pH (60). CaBP posiada dwa optima wiąza­
nia wapnia — przy pH 6,6 oraz przy pH 9,6. W pH 7,2 jedna cząsteczka 
CaBP wiąże 1 mol wapnia ze stałą dysocjacji 4X10-8M. W obecności jonów 
Na+ i K + obserwowano niewielkie zmniejszenie zdolności do wiązania 
wapnia. Nie jest jednak wiadomo, czy jest to kompetycja jonów Na+ lub 
K+ do miejsca wiążącego wapń, czy też zachodzą w tym przypadku zmia­
ny konformacyjne cząsteczki. Wykazano także, że kationy takie jak stront 
i bar, które są absorbowane przez jelito są również wiązane przez CaBP. 
Wiązaniu tych kationów towarzyszy zmniejszenie ilości wiązanego wapnia. 
Powinowactwo dla tych kationów jest jednak dużo niższe niż dla wapnia. 
Stała dysocjacji dla Sr+2 jest rzędu 10-4M, dla baru 10~3. Również Zn+2, 
Cd+2, Mn+2, Mg+2 i Fe+2, użyte w dużym nadmiarze w stosunku do Ca+2 
(Me+2 — ImM, Ca+2 — 5 X 10~®M) zmniejszały wiązanie wapnia.

Zaobserwowano, że z wielu badanych związków organicznych, jedynie 
lizolecytyny mają hamujący wpływ na wiązanie wapnia przez CaBP. Dzia­
łanie lizolecytyny próbuje się tłumaczyć w następujący sposób: lizolecyty- 
na zawiera grupę acylową oraz czwartorzędową grupę amoniową w reszcie 
cholinowej. Łącząc się z białkiem grupa acylowa może tworzyć hydrofobo­
we wiązanie z niepolarnym regionem cząsteczki CaBP w taki sposób, że 
dodatnio naładowany azot w reszcie cholinowej wiąże się w miejscu wiąza­
nia wapnia. Za sugestią tą przemawia stwierdzenie, że inne pochodne cho- 
linowe, nie posiadające polarnej grupy acylowej są bez wpływu. Stwier­
dzono również, że grupy SH w cząsteczce CaBP nie biorą udziału w wią­
zaniu wapnia. Zablokowanie grup SH N-etylomaleimidem, jodoacetamidem 
jak również obecność merkaptoetanolu, który zapobiega wytwarzaniu się 
mostków S—S, nie mają wpływu na zdolność CaBP do wiązania wapnia. 
Cukry takie jak laktoza, sacharoza, fruktoza, a także aminokwas lizyna 
zwiększające absorpcję wapnia przez śluzówkę jelita również nie mają 
wpływu na wiązanie wapnia przez CABP.

Frakcje białkowe wiążące silnie wapń, pojawiające się w śluzówce jelita 
w obecności witaminy D, wyizolowano z wielu zwierząt (60, 61, 62, 63). 
Ciężary cząsteczkowe CaBP otrzymanych ze śluzówek jelita szczura, świni 
i człowieka są rzędu 12 000—13 000 daltonów, a więc dwukrotnie niższe 
niż ciężar cząsteczkowy CaBP wyizolowanego z kurczaków. Frakcje biał­
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kowe — IIA i IIB, występujące w śluzówce szczura w obecności witami­
ny D wiążą 1 mol wapnia na mol białka, z różną stałą wiązania (IIA — 
3,5X10® i IIB — 5,5X106M_1). Ruchliwość tych dwu białek w elektrofo­
rezie zależy od obecności jonów Ca+2. Po usunięciu wapnia przez dodanie 
EDTA, ruchliwość ich znacznie zwiększa się. Różnice w ciężarach cząstecz­
kowych i stałej wiązania wapnia białka CaBP z różnych źródeł autorzy 
przypisują różnicom gatunkowym (61).

Stosując znakowane fluoresceiną przeciwciała anty—CaBP wykazano, 
że białko CaBP jest zlokalizowane na powierzchni mikrokosmków jelita, 
a także w komórkach kubkowych (64). Lokalizacja CaBP jak również jego 
własności wskazują, że odgrywa ono rolę w transporcie wapnia przez ko­
mórki nabłonkowe jelita. Najbardziej prawdopodobne wydaje się przy­
puszczenie, że białko to wiąże wapń na powierzchni komórek nabłonko­
wych.

Białko wiążące wapń, o podobnym charakterze do CaBP z jelita, wy­
izolowano ostatnio z nerki człowieka (65). Ciężar cząsteczkowy tego białka 
wynosi około 25 000 daltonów. W elektroforezie na żelu poliakrylamido- 
wym frakcja ta wędruje szybko do anody, co świadczy o jej ujemnym 
ładunku. Obserwacje P i a z o 1 o i wsp. wskazują, że absorpcja wapnia 
w nerce może być również zależna od witaminy D.

W homogenatach śluzówki jelita zwierząt rachitycznych występuje 
frakcja białkowa, nazwana frakcją A, której ilość znacznie maleje po po­
daniu zwierzęciu witaminy D (66,67). Równolegle do tego procesu wzrasta 
ilość białka wiążącego wapń. Autorzy wysuwają przypuszczenie, że wita­
mina D, a właściwie jej aktywna forma — 1,25-dwuhydroksychoJekalcife- 
rol (68), powoduje przekształcenie białka A w CaBP. Ponieważ frakcja 
A ma wyższy ciężar cząsteczkowy niż CaBP, rola witaminy D może pole­
gać na stymulacji hydrolizy białka A do fragmentu, który posiada zdolność 
do wiązania wapnia.

V. Mitochondrialne białka wiążące wapń

Aktywny transport wapnia przez błony mitochondrialne zachodzi przy 
udziale specyficznego przenośnika lub układu przenośników. Na przykład 
M o o r e  (69) stwierdził, że czerwień rutenowa, barwnik specyficzny dla 
komponenty cukrowej, hamuje transport wapnia przez błony mitochon­
drialne. Uzyskane wyniki wskazują, że heterosacharydy, glikoproteidy lub 
glikolipidy, mogą brać udział w transporcie wapnia przez te błony.

Frakcja glikoproteidowa, zdolna do silnego wiązania wapnia, została 
wyizolowana ostatnio przez S o t t o c a s e  i wsp. z mitochondriów wątro­
by wołu (70). Ciężar cząsteczkowy badanej frakcji autorzy określili na 
około 42 000 daltonów. Frakcja ta zawierała znaczne ilości węglowodanów:
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na 105g białka znaleziono 1,88 mola kwasu sialowego, 7,60 mola heksozo- 
amin (głównie galaktozoaminy i glukozoaminy), około 19 moli cukrów obo­
jętnych (głównie glikozy i ksylozy) a także około 30% fosfolipidów. Wy­
izolowany glikoproteid jest bogaty w kwas asparaginowy i glutaminowy, 
glicynę i serynę, a ubogi w aminokwasy aromatyczne. Badając zdolność 
tego glikoproteidu do wiązania wapnia stwierdzono optimum wiązania przy 
pH 8,4. Stałe wiązania w różnych pH zmieniają się w granicach 107—105M_1 
(71). Krzywa Scatcharda wskazuje na dwa rodzaje miejsc wiązania wapnia. 
W optymalnych warunkach cząsteczka glikoproteidu posiada 3 miejsca 
silnie wiążące wapń o stałej dysocjacji rzędu 10“7M. Analogicznie jak 
w całych mitochondriach sole lantanu hamują silne i słabe wiązania wap­
nia. Czerwień rutenowa także zmniejsza zdolność do wiązania wapnia, 
co sugeruje, że reszty cukrowe mogą być zaangażowane w tym procesie. 
Czynniki rozprzęgające oksydatywną fosforylację jak np. 2,4-dwunitrofe- 
nol, a także inhibitory łańcucha oddechowego (np. antymycyna A) i tran ­
sportu energii (oligomycyna i walinomycyna) nie mają wpływu na wią­
zanie wapnia przez glikoproteid.

Tabela 1

Materiał
biologiczny

Białka C. cząst.
Parametry wiązania wapnia Miejsce

wiązania
wapnianx KJM] n2 K2[M]

Tkanka

mięśniowa

TN-C (8) 18 300 1 10-7
Calseąuestrin (13) 44 000 40 4x 10“5 reszty kw. 

glu. i asp.
Aktyna (19,20) 45 000 1

2

1

io -5
Parwalbuminy

(33, 34) 12 000 10~7 3—6 2—9x 10-6
kw. asp 90, 
92, 94 i kw. 
glu 101

Tkanka
nerwowa

Fosfoproteid (37) 11 500 2,5x 10-51oocó 21 000 8—10
2

io -3
Chrząstka Glikoproteid (56) 200 000 

28 000

107 600 io -4 reszty
cukrowe

Jelito CaBP (59) 1 4X IO 6
Błony

mitochon-
drialne

Glikoproteid (70) 
rozpuszczalny

42 000 3 10-7 25 IO 5 reszty
cukrowe

Glikoproteid (72) 
nierozpuszczalny

67 000 4 10-6 60 io-5

Obliczenia wskazują, że glikoproteid ten stanowi 0,5—l°/o całkowitej 
ilości białek mitochondrialnych a ilość wapnia związana silnie przez tc 
białko jest równa ilości wapnia jaką mogą związać silnie całe mitochondria. 
Wydaje się, że ta frakcja glikoproteidowa — izolowana przez S o t t o c a s e  
i wsp. — pochodzi głównie z przestrzeni międzybłonowej. L e h n i n g e r
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i wsp. (72) otrzymali z mitochondriów również glikoproteid wiążący wapń, 
nierozpuszczalny w wodzie, o ciężarze cząsteczkowym 67 000 daltonów. 
Frakcja ta zawiera na 105g białka 4 mole heksozoamin, około 440 moli 
cukrów obojętnych i niewielkie ilości kwasu sialowego oraz około 900 moli 
fosforu na 105g, z czego 135 moli nie ulega ekstrakcji mieszaniną chloro­
formu z metanolem, co sugeruje, że fosfor ten jest związany z białkiem. 
Wyizolowana przez L e h n i n g e r a  frakcja jest więc glikolipofosfopro- 
teidem, wykazującym znaczne powinowactwo do jonów wapniowych. Krzy­
wa Scatcharda wskazuje na dwa rodzaje miejsc wiążących wapń. Stała 
dysocjacji dla silnego wiązania wynosi około 4X10-6M, a ilość miejsc 
w iążących— 4 mole/mol białka, stała dysocjacji dla słabego wiązania jest 
rzędu 5X10-4M, a ilość miejsc wiązania — 60 moli na mol białka.

Czynnik otrzymany przez L e h n i n g e r a  wykazuje duże podobień­
stwo do czynnika rozpuszczalnego, wyizolowanego przez S o t t o c a s ę  (70). 
Być może, nierozpuszczalne białko L e h n i n g e r a  jest zdenaturowaną 
formą białka rozpuszczalnego, otrzymanego przez S o t t a c a s ę  i wsp. 
Nie można jednak wykluczyć, że oba czynniki są różne; obydwa biorą 
udział w transporcie wapnia, ale zlokalizowane są w innym miejscu błony 
mitochondrialne j .

Uwagi końcowe

Omówione białka, pomimo, że występują w różnych tkankach i speł­
niają różne funkcje, posiadają wiele cech wspólnych. Wszystkie oprócz 
glikoproteidu wyizolowanego przez Lehningera z mitochondriów są roz­
puszczalne w wodzie, a ich ciężary cząsteczkowe są na ogół niskie. Stałe 
wiązania leżą w granicach 107—105M-1. Jedynie białko S-100 wykazuje 
stosunkowo słabe wiązania. Jednakże wpływ wapnia na strukturę czą­
steczki białka S-100 jest tak specyficzny, że wydawało się celowym omó­
wienie tego białka razem z białkami wykazującymi wysokie powinowactwo 
do jonów wapniowych. Ciężary cząsteczkowe omawianych białek oraz ich 
param etry wiązania wapnia zestawiono w tabeli 1. Wszystkie z tych białek 
charakteryzuje wysoka zawartość aminokwasów kwaśnych w stosunku do 
zasadowych, co nadaje im ładunek ujemny, a ilość obecnych w nich reszt 
fenyloalaniny jest wyższa niż tyrozyny (tabela 2). Tylko w stosunku do 
niektórych z tych białek istnieją dotychczas sugestie co do udziału poszcze­
gólnych reszt aminokwasów w wiązaniu wapnia. Tak np. aminokwasy 
kwaśne wydają się być miejscem wiązania wapnia w przypadku parwal­
bumin i calseąuestrin, natomiast dla glikoproteidów sugeruje się, że bez­
pośredni udział w wiązaniu wapnia biorą reszty cukrowe.

Wiele, nieraz zasadniczych, problemów dotyczących struktury i funkcji 
omówionych w niniejszym artykule białek pozostaje nadal niewyjaśnio-
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nych. Jeśli rozważyć jednak, że z wyjątkiem aktyny, wszystkie one zostały 
w ykryte i wyizolowane dopiero w ostatnich latach to i tak postęp w tej 
dziedzinie jest ogromny.

Tabela 2

Aminokwasy 
mole/105g białka

Białka tkanki mięśniowej Białka tkanki nerwowej Jelito

TN-C
(8)

Calsequ-
strin
(13)

Aktyna

(73)

Parwal-
buminy

(30)

Białko 
„13 000” 

(36)

Fosfo-
proteid
(37)

S-100

(48)

CaBP

(59)

Tyrozyna 8,4 13,6 33,8 0 10,8 43,4 14,3 30,0

Fenyloalanina 52,0 54,6 27,1 83,4 54,6 61,0 57,2 39,8
Kw. glutaminowy 188,0 163,0 92,0 83,4 118,0 183,0 172,0 113,5

Kw. asparaginowy 133,5 168,0 80,5 100,0 118,0 125,0 105,0 102,0
Suma aminokwasów 

kwaśnych 321,5 331,0 172,5 183,4 236,0 308,0 277,0 215,5
Arginina 32,3 15,9 41,8 8,3 23,0 8,7 9,5 17,8
Lizyna 51,4 59,2 43,4 100,0 119,0 61,0 38,0 70,6

Suma aminokwasów 
zasadowych 83,7 75,1 85,2 108,3 142,0 69,7 47,5 88,4

Wypadkowy ła­
dunek ujemny 237,8 255,9 87,3 75,1 94,0 238,3 229,5 127,1
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W dniach 9—12 lipca br. odbyło się w Jabłonnie Międzynarodowe Sym­
pozjum „Białka wiążące wapń” zorganizowane przez Instytut Biologii Do­
świadczalnej im. M. Nenckiego. Sprawozdanie z sympozjum ukaże się 
w jednym z najbliższych numerów „Postępów Biochemii”, a całość refera­
tów w tomie sympozjalnym wydanym wspólnie przez PWN i Elsevier Co.
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Jądrowe RN A organizmów eukariotycznych 

Nuclear RN A of the Eucaryotic Organisms

In nucleated (eucaryotic) cells RNAs exist which are exclusively localized 
in the nucleus. These RNAs are composed of two groups of molecules: heterogeneous 
nuclear RNA — HnRNA (high molecular, polydispersed, metabolicaly unstable, with  
DNA-like base composition, unmetylated and small molecular monodispersed nuclear 
RNA — snRNA (low molecular, monodispersed, metabolicaly stable, w ith different 
base composition in different subfraction of this RNA, metylated).

In this review some properties and function of these RNA s in the cell are 
presented.

Jądro komórkowe oprócz syntezy tRNA, mRNA i rRNA, które lokali­
zują się następnie w cytoplazmie jest również miejscem syntezy swoistych 
klas RNA pozostających po syntezie wyłącznie na terenie jądra. Dla uprosz­
czenia te ostatnie klasy RNA będziemy nazywać „jądrowym RNA”. Po­
pulacje cząsteczek tego typu stwierdzono w komórkach zarówno roślinnych 
jak i zwierzęcych wziętych z ustroju lub hodowanych w kulturach, w ko­
mórkach zróżnicowanych i embrionalnych, nowotworowych i prawidło­
wych, dzielących się i będących w spoczynku. Występowanie jądrowego 
RNA wydaje się być zatem ogólną cechą organizmów eukariotycznych.

Na występowanie jądrowego RNA pierwszy zwrócił uwagę H a r r i s  
(1) wykazując, że pewna grupa cząsteczek jądrowego RNA jest szybko

*> Mgr, Zakład Biologii Nowotworów, Instytut Onkologii, Gliwice.
Wykaz stosowanych skrótów: RNA — kwas rybonukleinowy, tRNA — transportu­

jący kwas rybonukleinowy, mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy, rRNA — 
rybosomalny kwas rybonukleinowy, mlRNA — kwas rybonukleinowy podobny do in­
formacyjnego (ang. m essenger-like ribonucleic acid), HnRNA — heterogenny, jądrowy 
kwas rybonukleinowy (ang. heterogeneous nuclear ribonucleic acid), D-RNA — jądro­
wy kwas rybonukleinowy podobny do kwasu dezoksyrybonukleinowego (ang. 
DNA-like RNA), D-RNAi — jądrowy kwas rybonukleinowy podobny do kwasu dezo­
ksyrybonukleinowego, komplementarny do strefy informacyjnej operonu, D-RNA2 — 
jądrowy kwas rybonukleinowy podobny do kwasu dezoksyrybonukleinowego, kom­
plementarny do strefy akceptorowej operonu, snRNA — monodyspersyjny, metabo­
licznie stabilny, niskocząsteczkowy kwas rybonukleinowy, RNP — kompleksy rybo- 
nukleoproteidowe, RNaza — rybonukleaza, DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy, 
DNaza — dezoksyrybonukleaza, poliA — kwas poliadenylowy, GC — guanina, cytozy- 
na, EDTA — etylenodwuaminoczterooctan.
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syntetyzowana i degradowana na terenie jądra. Autor ten doszedł do 
wniosku, że ta klasa RNA nie może być prekursorem RNA cytoplazma- 
tycznego. Prace Harrisa pozostały w zapomnieniu przez wiele lat i dopiero 
badania z pracowni M c C a r  t h y ’e g o (2) nad metabolizmem RNA jądro­
wego potwierdziły ten fakt na podstawie pomiarów szybkości wbudowy­
wania i uwalniania radioaktywnych prekursorów.

Doświadczenia wykonane techniką hybrydyzacji konkurencyjnej mię­
dzy RNA jądrowym a RNA cytoplazmatycznym wykazały, że wszystkie 
sekwencje RNA cytoplazmatycznego są obecne w jądrze lecz nie odwrotnie; 
cząsteczki jądrowego RNA zawierają sekwencje nie występujące na terenie 
cytoplazmy. Cząsteczki jądrowego RNA są lepszym konkurentem o homo­
logiczne miejsca na DNA niż cząsteczki RNA cytoplazmatycznego izolo­
wane z tych samych komórek. Wykazano wielką różnorodność cząsteczek 
jądrowego RNA, które ogólnie można ująć w dwie grupy:

I. heterogenny, szybkoznakujący się RNA,
II. niskocząsteczkowy, monodyspersyjny, stabilny metabolicznie RNA.
Piśmiennictwo omawiające obie grupy jądrowego RNA jest obecnie

już bardzo obszerne. Nie pretendując do całkowitego omówienia tego za­
gadnienia pragnę w niniejszym artykule dokonać przeglądu podstawowych 
prac uwzględniających zwłaszcza ostatnie poglądy na strukturę i funkcję 
jądrowego RNA.

I. Heterogenny RNA jądrowy

Ta klasa RNA znana jest także pod nazwami: szybkometabolizujący się 
RNA jądrowy, DNA-podobny RNA jądrowy (D-RNA), RNA podobny do 
informacyjnego RNA (ang. messenger-like RNA—mlRNA), RNA olbrzy- 
miocząsteczkowy (ang. „giant RNA”). Może najwłaściwszy wydaje się tu  
termin heterogenny, jądrowy RNA (ang. heterogenic nuclear RNA — 
HnRNA), gdyż nie przesądza on mało jeszcze poznanej roli biologicznej, 
a z drugiej strony podkreśla najbardziej istotną cechę fizyczną tej klasy 
cząsteczek. Tego term inu lub skrótu HnRNA będę używała dalej.

I - l .  Występowanie HnRNA

Większość badań dotyczących HnRNA prowadzono na komórkach dzie­
lących się — głównie komórkach linii HeLa. Obecność tej klasy RNA 
stwierdzono również w nie dzielących się komórkach takich jak niedojrzałe 
erytrocyty (3). Prace D a n e h o l t a  i wsp. donoszą o istnieniu HnRNA 
w chromosomach politenicznych u Chironomus (4, 5, 6). Początkowo sądzo­
no, że HnRNA jądrowy jest zlokalizowany zarówno w jąderkach jak i w 
nukleoplazmie. Okazało się jednak, że rozkład tego RNA między jąderko
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i nukleoplazmę jest funkcją siły jonowej. Przy dostatecznie dużej sile jo­
nowej uzyskuje się jąderko całkowicie pozbawione HnRNA. Uważa się 
więc, że frakcja HnRNA występuje wyłącznie w nukleoplazmie (7).

1-2. Skład zasad

W odróżnieniu od wysokiej zawartości GC w rRNA (około 60 mol°/o), 
frakcja HnRNA zawiera mniej niż 50.mol°/o GC, podobnie do składu zasad 
DNA (stąd nazwy „DNA-like RNA” i „mlRNA”) (3, 8).

1-3. Struktura i polidyspersyjność

Badania przy pomocy mikroskopu elektronowego wykazują, że cząstecz­
ki HnRNA stanowią pojedyncze łańcuchy o długości 5—6jx (9).

W trakcie wirowania w liniowym gradiencie sacharozy HnRNA sedy- 
mentuje w szerokim zakresie; od 18 do 120S (11). Na rycinie 1 pokazano 
profil sedymentacji HnRNA znakowanego 3H-urydyną. Polidyspersyjny 
charakter HnRNA jest na tym przykładzie doskonale widoczny.

Frakcje

Ryc. 1. Profil wirowania pulsowo znakowanego RNA izolowanego z jąder komórek 
linii HeLa w liniowym gradiencie sacharozy (wg 11).

Wyniki wcześniejszych badań (9) wykazały, że niskie siły jonowe w 
pH 9 obniżają tylko nieznacznie stałą sedymentacji HnRNA. Nieznaczne 
obniżenie wartości stałej sedymentacji HnRNA wskazuje raczej na częścio­
we niszczenie struktury drugorzędowej a nie na dysocjację cząsteczek 
HnRNA na podjednostki. Dwuwartościowe kationy nie są potrzebne do 
utrzymania tej struktury, ponieważ EDTA w niskiej sile jonowej nie zmie­
nia profilu sedymentacji. Gdy przed ekstrakcją HnRNA do lizatu komórko­
wego dodano egzogennego RNA, nie wykryto przypadkowej agregacji tych 
molekuł z HnRNA w czasie ekstrakcji.
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Trawienie DNazą lub pronazą nie wpływa na właściwości sedymentacji 
HnRNA (3). Powyższe dane sugerują, że cząsteczki szybkoznakującego się 
jądrowego RNA nie są agregatami mniejszych komponent lecz dużymi mo­
lekułami składającymi się z pojedynczych łańcuchów polinukleotydowych, 
posiadających częściowo uporządkowaną strukturę drugorzędową.

1-4. Kompleksy HnRNA z białkiem

HnRNA występuje w kompleksach nukleoproteinowych. W czasie wiro­
wania uzyskano kompleksy o stałej sedymentacji dochodzącej nawet do 
5000S (7). Badania nad fizycznymi właściwościami cząsteczek rybonukleo- 
proteinowych izolowanych z jąder wątroby szczura wykazały stabilność na 
wysokie stężenie soli i oporność na niejonowy detergent Triton X-100 (10). 
Natomiast dezoksycholan sodu niszczy ich strukturę, w przeciwieństwie 
do działania na polisomy i rybosomy. Przypuszcza się, że dezoksycholan 
sodu powoduje oddysocjowanie białka z tych kompleksów, na co wskazuje 
obniżenie stałej sedymentacji przy zachowaniu całkowitej ilości radio­
aktywnego RNA w kompleksach, oraz obniżenie zawartości pewnych frak­
cji białkowych. Rozpuszczenie kompleksów przy pomocy dezoksycholanu 
może sugerować obecność lipidów lub lipoproteidów. Wysoka gęstość właś­
ciwa w gradiencie CsCl, (l,38g/cm3) wyklucza jednak obecność dużych 
ilości komponent lipidowych. Ponadto ani lipaza ani fosfolipaza w stę­
żeniach, które trawią lipoproteidy nie działa na cząstki jądrowe rybonu- 
kleoproteidów zawierających HnRNA. Jeśli więc lipidy byłyby częścią 
składową struktury opisywanych kompleksów musiałyby być obecne w 
bardzo małych ilościach i skompleksowane z białkiem, które chroniłoby 
je przed działaniem lipaz. Z badań S c h e r r e r a  i wsp. (11) wynika, że 
kompleksy HnRNA z białkiem posiadają charakterystyczną gęstość właś­
ciwą w gradiencie CsCl wynoszącą od 1,40 do l,45g/cm8. Kompleksy rybo- 
nukleoproteinowe mRNA polisomów traktowanych EDTA posiadają taką 
samą gęstość właściwą w gradiencie CsCl. Ci sami autorzy stwierdzili rów­
nież, że w cytoplazmie jest obecny RNA o cechach RNA informacyjnego, 
jednak ten RNA jest niezwiązany z polisomami i występuje w kompleksie 
z białkiem. Gęstość właściwa w gradiencie CsCl tego kompleksu wynosi 
również 1,40—l,45g/cm8.

Wirowanie w gradiencie sacharozy frakcji RNA uzyskanej z cytoplaz- 
matycznych kompleksów rybonukleoproteidowych wolnych i związanych 
z polisomami wykazuje ten sam zakres stałych sedymentacji (6S do 35S) 
dla obu frakcji RNA. Doświadczenia hybrydyzacyjne wykazują, że frakcja 
RNA z kompleksów cytoplazmatycznych związanych z polisomami zawiera 
podfrakcje o identycznej charakterystyce hybrydyzacyjnej do podfrakcji 
uzyskanych z frakcji RNA z kompleksów cytoplazmatycznych niezwiąza­
nych z polisomami (11). Oznacza to, że obie cytoplazmatyczne frakcje RNA 
są złożone z tego samego typu sekwencji. Odsetek hybrydów omawianych
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powyżej RNA z DNA spada jeżeli DNA wysyci się uprzednio molekułami 
jądrowego RNA, co wskazuje na fakt, że cząsteczki HnRNA jądrowego 
zawierają identyczne sekwencje do sekwencji obecnych we frakcjach cyto- 
plazmatycznego mRNA związanego i niezwiązanego z polisomami.

1-5. Sekwencje poliA w HnRNA

W cząsteczkach HnRNA oraz mRNA stwierdzono obecność segmentu 
bogatego w sekwencje poliA, prawdopodobnie kowalentnie przyłączonego 
do końca 3' (12, 13, 14, 15). Dalsze badania wykazały, że sekwencje poliA 
znajdują się głównie w lekkich frakcjach HnRNA (16).

Segment poliA zawiera od 150—250 nukleotydów, jest oporny na tra ­
wienie RNazą trzustkową i RNazą Tb a wyizolowany z preparatów RNA 
daje pojedyńczy szczyt w elektroforezie na żelu poliakrylamidowym. 
Segment poliA wyizolowany z HnRNA komórek puchlinowego mięsaka 
180 myszy zawiera 96,7% kwasu adenilowego, l,9°/o kwasu guanilowego, 
0,7% kwasu cytydylowego i 0,7% kwasu urydylowego (15). Badania nad 
kinetyką znakowania poliA trytowaną adenozyną wykazały, że poliA ją­
drowe ulega wcześniej wyznakowaniu izotopem niż poliA polisomalne. W 
miarę upływu czasu znakowania 3H-adenozyną iloraz radioaktywności 
poliA jądrowe
—----------------------- spada, co sugeruje jądrowe pochodzenie polisomalnego
poliA polisomalne
segmentu poliA (12). Badania przy pomocy inhibitorów syntezy RNA (ak- 
tynomycyna D) lub inhibitorów syntezy poliA (kordycepina =  3'-dezoksya- 
denozyna) wykazały, że synteza segmentu poliA jest raczej niezależna od 
procesu transkrypcji (12). Wysokie dawki aktynomycyny D (5n/ml) hamują 
syntezę HnRNA w 96%, syntezę mRNA w 93%, natomiast synteza segmen­
tu poliA nie ulega zahamowaniu w tak wysokim stopniu. Wyniki badań 
z aktynomycyną D sugerują, że segment poliA może być przyłączony do 
cząsteczki RNA po zakończeniu procesu transkrypcji. Hamowanie syntezy 
segmentu poliA kordycepiną (3'-dezoksyadenozyną) jest zrozumiałe ponie­
waż antybiotyk ten działa jak analog adenozyny. Z drugiej strony P e n -  
m a n i wsp. (17) stwierdzili, że kordycepina nie jest inhibitorem syntezy 
HnRNA jądrowego, natomiast w bardzo wysokim stopniu hamuje syntezę 
mRNA

1-6. Metabolizm HnRNA

Charakterystyczną cechą HnRNA jest niestabilność metaboliczna. Okre­
sy półtrawienia cząsteczek tego typu RNA są jeszcze krótsze od szybko me­
tabolizującego mRNA i wynoszą od 3 minut do kilku godzin (18, 7, 19). Ba­
dania S c h e r r e r a  i wsp. (11) nad kinetyką rozpadu HnRNA pochodzą­
cego z komórek HeLa wykazały, że lekkie frakcje tego RNA (6—35S) roz­
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padają się wolniej niż ciężkie frakcje, oraz że rozpad HnRNA następuje 
w sposób dwufazowy; obserwuje się fazę szybką i fazę wolną rozpadu. W 
fazie szybkiej rozpadu lekkie frakcje HnRNA rozpadają się 4 razy wolniej 
(okres półtrwania =  80 minut) niż ciężkie frakcje HnRNA (okres półtrwa- 
nia =  20 minut). W fazie wolnej rozpadu frakcja 6—35S HnRNA ulega 
rozpadowi z okresem półtrwania o wiele dłuższym bo wynoszącym 14 go­
dzin, frakcja ciężka, czterokrotnie szybciej.

1-7. Powtarzające się sekwencje w  HnRNA

HnRNA jądrowy zawiera sekwencje zasad powtarzające się wiele razy 
(20). Odcinki cząsteczek HnRNA zawierających powtarzające się sekwencje 
zasad ulegają hybrydyzacji z większą prędkością niż odcinki HnRNA za­
wierające unikalne sekwencje. Okazało się, że prędkość właściwa hybry­
dyzacji HnRNA jest większa od prędkości właściwej hybrydyzacji mRNA 
(20). Wskazuje to na fakt, że cząsteczki HnRNA jądrowego są bogatsze w 
powtarzające się sekwencje w porównaniu z mRNA. Dane te w pewnym 
stopniu potwierdzają poglądy G e o r g i e v a  (21) na syntezę RNA jądro­
wego.

Według tego autora miejsca akceptorowe operonu charakteryzują się 
wielokrotnością wynikającą z obecności powtarzających się sekwencji za­
sad w tej strefie operonu. D-RNA2 jako część RNA komplementarna do 
strefy akceptorowej operonu jest bogatsza w opisywane sekwencje niż 
D-RNAi komplementarny do strefy informacyjnej operonu, a będący pre­
kursorem dla RNA informacyjnego. W czasie hybrydyzacji HnRNA z ho­
mologicznym DNA, krzywa hybrydyzacyjna nigdy nie osiąga plateau, co 
sugeruje, że HnRNA jest mieszaniną molekuł o różnych prędkościach właś­
ciwych hybrydyzacji. Część HnRNA pozostaje nieskompleksowana z DNA 
nawet po przedłużonej inkubacji, co przemawia za obecnością pewnych 
frakcji HnRNA transkrybowanych z niepowtarzających się sekwencji DNA 
(22). Ponadto techniką hybrydyzacji zlokalizowano powtarzające się se­
kwencje w HnRNA. Stwierdzono ich obecność zarówno przy końcu 5'czą- 
steczki (23) jak i przy końcu 3'cząsteczki HnRNA (24). Obecność powta­
rzających się sekwencji w HnRNA sugeruje prawdopodobną rolę tego RNA 
w regulacji aktywności genetycznej w organizmach eukariotycznych.

1-8. HnRNA jako prekursor mRNA

Nasuwa się pytanie czy omawiana, szybkometabolizująca frakcja 
HnRNA, przypominająca składem zasad DNA i mRNA może być prekur­
sorem mRNA?

Początkowe badania autoradiograficzne z 1962 r. wykazujące zanikanie 
znakowania radioaktywnymi prekursorami RNA w jądrowej frakcji, a po­
jawianie się znakowania w cytoplazmie po przeniesieniu komórek do nie-
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radioaktywnego medium sugerowały, że całe jądrowe RNA jest prekur­
sorem mRNA. Dokładniejsze badania H a r r i s a  (1) wykazały jednak, że 
większość RNA jądrowego ulega degradacji w jądrze. Istnieje możliwość, 
że nieznaczna część tego RNA może przechodzić do cytoplazmy i pełnić 
rolę mRNA (2), a większość HnRNA pozostaje wyłącznie w jądrze. Wśród 
autorów rozważających zagadnienie zależności między HnRNA a mRNA 
nie ma zgodności poglądów. P e n m a n i wsp. (7) na podstawie badań po­
równujących kinetykę syntezy HnRNA, oraz mRNA wyciągnęli wniosek
0 niezależności metabolicznej mRNA i HnRNA jądrowego. Wyznakowanie 
HnRNA radioaktywnym prekursorem występuje od razu, natomiast we 
frakcji mRNA wyznakowanie występuje z 30 minutowym opóźnieniem. 
Ponadto znakowanie w mRNA wzrasta cały czas liniowo, natomiast w 
HnRNA jądrowym logarytmicznie. W późniejszym doniesieniu P e n m a n
1 wsp. (17) badając działanie kordycepiny na syntezę różnych klas RNA 
stwierdzili całkowite zahamowanie syntezy mRNA przez ten antybiotyk, 
a brak zahamowania syntezy HnRNA. Autorzy sugerują możliwość istnie-

Ryc. 2 Hipotetyczny model tworzenia mRNA w komórkach zwierzęcych (wg 11).
Etapy prow adzące do powstania mRNA: 1 — Synteza olbrzym iocząsteczkow ego HnRNA w  

chrom atyn ie po uczynnieniu  genom u; 2 — U w olnien ie o lbrzym iocząsteczkow ego H n-RNA (B) 
z m atrycy DNA lub chrom atyny; uboczny proces rozpadu do m ononukleotydów  (a); 3 — Roz­
szczep ien ie olbrzym iocząsteczkow ego HnRNA do krótszych fragm entów  (C); proces rozpadu do 
m ononukleotydów  (b); 4 — Dalsze rozszczepienie do frakcji drobnocząsteczkow ej RNA (D); 
K rótkożyjące RNA tej frakcji ulega degradacji do m ononukleotydów  (c); 5 — M agazynow anie w 
nukleoplazm ie d ługożyjących RNA frakcji ,,D ” w postaci puli zapasow ej (E); proces rozpadu 
do m ononukleotydów  (d); 6 — Przeniesien ie do cytoplazm y części d ługożyjących  RNA frakcji 
„ D ” w  postaci puli F; jednoczesny proces rozpadu puli F do m ononukleotydów  (e); 7 — Przejś­
c ie  części puli F w  cząsteczki RNA nie posiadające zdolności łączenia się z rybosom am i (G); 
8 — P rzejście części frakcji F w aktyw ne cząsteczki mRN'A i ich łączenie się  rybosom am i (I); 
jednoczesny proces rozpadu mRNA do m onokuleotydów  (g); 9 — M ożliwa jest obecność mRNA  
w  polirybosom ach nieaktyw nych w syntezie białka (J); 10 — Synteza po lipeptydów  przy udziale 
aktyw nego mRNA.

Symbol-*-»-oznacza etapy, które mogą podlegać procesom  regulacji w  kom órce.
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nia dwóch różnych polimeraz o różnych wrażliwościach na kordycepinę, 
odpowiedzialnych za proces transkrypcji HnRNA i mRNA.

Stwierdzenie obecności segmentu poliA zarówno w HnRNA jak i mRNA
o właściwościach poprzednio opisanych oraz wykazanie, że kordycepina 
oprócz wybiorczego hamowania syntezy pewnych klas RNA (m.in. mRNA) 
hamuje syntezę omawianego segmentu poliA uzasadnia pogląd D a r n e l l a
o syntezie mRNA z HnRNA (12). Pogląd ten jest przeciwstawny hipotezie 
P e n m a n a, że synteza mRNA jest niezależna od syntezy HnRNA. We­
dług D a r n e l l a ,  po zakończeniu transkrypcji HnRNA jądrowego, seg­
ment poliA zostaje doczepiony do końca 3' cząsteczki. Jedna, lub kilka 
nukleaz może odczepiać mRNA plus jednostkę poliA a następnie rozkładać 
pozostałą część HnRNA, albo też może następować enzymatyczna degrada­
cja całego HnRNA za wyjątkiem jednostki mRNA, do której następnie 
zostaje doczepiony segment poliA. Modyfikacja cząsteczki przez przyłącze­
nie segmentu poli-A ma być konieczna do przeniesienia utworzonych mo­
lekuł mRNA z jądra do cytoplazmy. Za słusznością koncepcji, że HnRNA 
jest przekursorem mRNA przemawiają badania S c h e r r e r a  i wsp. (11) 
nad kompleksami rybonukleoproteidowymi (RNP) w jądrze i w cytoplaź- 
mie (patrz rozdział 4). Autor ten stwierdził w cytoplazmie obecność kom-

Akceptorowa Strukturalna
lub nie informacyjna lub informacyjna 

strefa strefa

Miejsca
akceptorowe

Geny
strukturalne

Promotor 

p a, a2

Białka
regulatorowe

D-RNA

DNA

Rozszczepienie

Degradacja Przeniesienie 
do cytoplazmy

Ryc. 3. Hipotetyczny model struktury operonu organizmów eukariotycznych (wg 21).

pleksów RNP nie związanych z polisomami o gęstości w gradiencie CsCl 
identycznej do gęstości kompleksów jądrowych (HnRNA — białko). RNA 
z tych kompleksów posiada sekwencje identyczne do mRNA i HnRNA. 
Autor przedstawił hipotetyczny model tworzenia mRNA w komórkach

http://rcin.org.pl



[9] JĄ D R O W E  R N  A 38 5

zwierzęcych, opowiadając się za zależnością pomiędzy olbrzymiocząsteczko- 
wym HnRNA a mRNA typu prekursor-produkt, (Ryc. 2.).

Model zaproponowany przez Scherrera ma pewne wspólne elementy 
z modelem struktury operonu w organizmach eukariotycznych opracowa­
nym przez G e o r g i e v a  (21), (Ryc. 3.).

Według hipotezy Georgieva HnRNA jest produktem wielkiego operonu. 
Każdy operon czyli „elementarna jednostka transkrypcji” zawiera dwie 
strefy: akceptorową — czyli nieinformacyjną i strukturalną — czyli infor­
macyjną. Strefa akceptorowa zawiera miejsca dla przyczepu różnych spe­
cyficznych białek. Na początku tej strefy znajduje się promotor — miej­
sce przyczepu polimerazy RNA, następne miejsca akceptorowe stanowią 
operatory — miejsc przyczepu białek regulatorowych (represorów lub de- 
represorów). Miejsca akceptorowe operonu charakteryzują się występowa­
niem powtarzających się sekwencji zasad.

Strefa strukturalna umieszczona za strefą akceptorową zawiera cistrony 
niosące informację dla syntezy białek strukturalnych, enzymów i białek 
regulatorowych (represorów lub derepresorów). W wyniku takiej organi­
zacji operonu synteza HnRNA rozpoczyna się od transkrypcji strefy akcep­
torowej, po czym następuje transkrypcja cistronów strukturalnych. Każda 
syntetyzowana cząsteczka RNA jądrowego stanowi komponent HnRNA
i zawiera od końca 5'sekwencje komplementarne do strefy akceptorowej 
operonu (tą część cząsteczki HnRNA nazywa się D-RNA2) a od końca 3'sek- 
wencje komplementarne do strefy informacyjnej (D-RNAj).

Nieinformacyjna część RNA jądrowego (część od końca 5'cząsteczki) ma 
być degredowana natomiast fragment RNA od końca 3' stanowi prawdopo­
dobnie prekursor dla mRNA i w kompleksie z białkiem w postaci informo- 
somów zostaje przetransportowany do cytoplazmy.

1-9. Inne domniemane role HnRNA

Oprócz roli HnRNA jako prekursora dla mRNA, możliwe są jeszcze 
inne funkcje tej klasy RNA.

Kodowanie białek działających wyłącznie w jądrze powinno odbywać 
się przy pomocy RNA nie opuszczającego jądra (2). Może to dotyczyć kwaś­
nych białek jądrowych, histonów, polimeraz kwasów nukleinowych, białek 
strukturalnych aparatu mitotycznego. HnRNA mógłby mieć funkcje kodu­
jącego tego rodzaju białka; są to jednak spekulacje nie poparte danymi 
eksperymentalnymi.

II. Monodyspersyjne, metabolicznie stabilne, niskocząsteczkowe RNA

W piśmiennictwie tę klasę RNA oznacza się symbolem snRNA (25), 
tym też symbolem będę posługiwała się dalej. Najwięcej informacji doty­
czącej charakterystyki snRNA dostarczają badania grupy P e n m a n a  
oraz B u s c h a.
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II-1. Rozmieszczenie snRNA w komórce

Cząsteczki należące do klasy niskocząsteczkowego, monodyspersyjnego 
jądrowego RNA występują zarówno w jąderku jak i nukleoplazmie (frak­
cja jądrowa, pozająderkowa). W e i n b e r g  i P e n m a n  spostrzegli je­
denaście frakcji RNA oznaczonych kolejno według wzrastającej ruchliwoś­
ci elektroforetycznej literam i alfabetu: A, B, C, D, E, F, G, G', H, J, K, L 
(25, 26). Przy pomocy techniki opracowanej przez P e n  m a  n a  (18) uzys­
kuje się rozdzielanie jądra na nukleoplazmę i jąderko, co umożliwia szcze­
gółowe badanie lokalizacji poszczególnych frakcji RNA w komórce. Osiem 
z nich (A, B, C, D, F, H, K, L) znajduje się tylko w jądrze, frakcje E, G, G',
J  są w jądrze i cytoplazmie, frakcje A,B, F, są wyłącznie jąderkowe a frak­
cje C, D, H, K, L znajdują się głównie w nukleoplazmie. W późniejszych . 
badaniach innych autorów wykazano dwie frakcje drobnocząsteczkowego 
RNA oznaczone jako xi i x 2, występujące zarówno w jądrze (we frakcji 
jąderkowej i pozająderkowej) jak i w cytoplazmie (27).

II-2. Metody uzyskiwania frakcji snRNA

W e i n b e r g  i P e n m a n  po rozdzieleniu jądra na jąderko i nukleo­
plazmę i po ekstrakcji RNA z tych frakcji, charakteryzowali poszczególne 
snRNA elektroforetycznie, stosując żele poliakrylamidowe (8—10°/o) (25, 
26). Natomiast w pracowni B u s c h a (28, 29) po uzyskaniu frakcji RNA
0 stałej sedymentacji 4—7S przez wirowanie zonalne w liniowym gradien­
cie sacharozy, poddawano je dalszemu rozdziałowi chromatograficznemu na 
Sephadex G—100, uzyskując trzy szczyty. Dalszą szczegółową analizę RNA 
z poszczególnych szczytów, przeprowadzono również na żelach poliakryla- 
midowych. Niektóre z frakcji udało się uzyskać w stanie elektroforetycznie 
homogennym preperatywną elektroforezą (28). W późniejszych badaniach 
(30) w celu lepszego oczyszczenia frakcji 4—7S RNA stosowano chromato­
grafię na DEAE-Sephadex. Tą metodą udało się snRNA rozdzielić na kilka 
komponent o jednakowych stałych sedymentacji i jednakowych ruchliwoś- 
ciach elektroforetycznych, a więc zachowujących się w czasie wirowania
1 elektroforezy preparatywnej jak frakcje homogenne. Przykładem może 
być nukleoplazmatyczne 4,5S RNA, które używając DEAE-Sephadex roz­
dzielono na trzy frakcje różniące się między sobą właściwościami (31).

Dwie frakcje drobnocząsteczkowego RNA oznaczone przez Xi i x 2 uzy­
skano przez ekstrakcję fenolem a następnie chromatografię na kolumnie 
z metylowaną albuminą (27).

II-3. Niektóre właściwości snRNA

Stała sedymentacji snRNA wynosi 4-7S. RNA xj i x 2 wyizolowane przez 
Frederiksena (27) podobnie do snRNA opisywanego przez Buscha i Pen-
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mana zajmują region 4-7S w czasie wirowania w liniowym gradiencie sa­
charozy. Wielkość cząsteczek dla poszczególnych snRNA wynosi od 100-260 
nukleotydów (26). Każda z frakcji snRNA natomiast zachowuje się jak 
homogenna populacja molekuł jeśli chodzi o wielkość cząsteczek. Nie moż­
na wykluczyć, że pomiędzy poszczególnymi molekułami danej frakcji 
snRNA istnieją subtelne różnice w składzie nukleotydowym. Frakcje 
snRNA różnią się między sobą ilością cząstek przypadających na komórkę. 
Najbardziej liczna jest frakcja nukleoplazmatyczna ,,D” występująca w 
ilości około 106 cząsteczek na komórkę HeLa (25). Frakcja ,,K” i ,,L” wy­
stępują tylko w ilości po około 2X104 cząsteczek na komórkę HeLa (26).

Podobnie do tRNA i rRNA, snRNA jest jeszcze jednym RNA zawierają­
cym grupy metylowe (26). Posiada charakterystyczną dla siebie metylację 
(32) wskazującą na to, że snRNA nie może być produktem degradacji in­
nych metylowanych RNA. Świadczą o tym uzyskane metylowane produkty 
alkalicznej hydrolizy 4—6S RNA, gdzie głównym metylowanym produk­
tem degradacji alkalicznej są duże fragm enty nie posiadające ładunku, 
oraz fragmenty trój- i dwunukleotydowe. Alkaliczna degradacja tRNA lub 
rRNA daje metylowane fragmenty nie większe niż dwunukleotydowe. Po­
nadto przebieg reakcji metylacji snRNA przy pomocy 14C-metylometioniny 
jest inny niż w tRNA i rRNA (29).

Skład zasad różnych snRNA różni się istotnie (25). H o d n e t  i B u s c h  
(28) zwrócili uwagę na frakcje RNA jądrowego bogatego w urydynę sta­
nowiące 40—50°/o snRNA. Frakcja Uj-odpowiednik frakcji „D +  E” opisy­
wanych przez P e n m a n a (26) — po elektroforezie daje trzy pasma: Ula, 
U ib> Ulc, a frakcja U2 odpowiadająca frakcji ,,CM Penmana okazuje się 
elektroforetycznie homogenną. Obie frakcje prawie nie posiadają zdol­
ności akceptorowej w stosunku do aminokwasów w odróżnieniu od tRNA, 

AU
a iloraz jest większy niż dla t RNA (28). Frakcje Uj i U2 nie różnią się

między sobą zawartością urydyny ani guaniny. Jedynie frakcja U i w po­
równaniu do frakcji U2 jest bogatsza w cytozynę.

Bogatą w urydynę frakcję RNA znaleziono w chromatynie ekstrahowa­
nej z jąder przy pomocy 2M NaCl (33). Stała sedymentacji tego RNA wy­
nosi około 7S, a po elektroforezie frakcja ta daje 3 pasma. Frakcja 7S po­

ty czną w porównaniu do niskocząsteczkowego RNA cytoplazmy. Frakcja 
ta stanowi dużą część, bo aż 48—50% niskocząsteczkowego RNA wątro- 
biaka.

II-4. Metylacja snRNA

II-5. Skład zasad snRNA — frakcje snRNA bogate w urydynę

około ruchliwość elektrofore-
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II-6. W jakiej formie występuje snRNA, czy jest wolny, czy związany w kompleksie?

W e i n b e r g  i P e n m a n  wykazali, że frakcje snRNA są luźno zwią­
zane z chromatyną (26). Kompleksy snRNA z białkami różnią się od kom­
pleksów HnRNA z białkiem. Próbowano oddzielić snRNA od chromatyny 
stosując niskie stężenie soli (0,01M—0,3M).

Już 0,2M roztwór soli powoduje prawie całkowite (około 90°/o) dysocjo­
wanie snRNA od chromatyny, w przeciwieństwie do silnie związanego 
HnRNA, który w 0,3M roztworze soli dysocjuje zaledwie w znikomej częś­
ci. Stosując 0,2M roztwór soli można selektywnie ekstrahować snRNA na­
wet z jąder nierozdrobnionych. Kompleksy snRNA z białkami sedymen- 
tują jako cząsteczki o stałej sedymentacji mniejszej od 30S. Fakt, że frakcje 
snRNA w kompleksach z białkami sedymentują w zakresie około 15S, 
a czyste frakcje tego RNA posiadają zakres stałej sedymentacji około 
4—7S, nasuwa przypuszczenie, że cząstki snRNA są zasocjowane tylko 
z kilkoma cząsteczkami białka. Niektóre snRNA obecne w jąderku są moc­
no związane z jego strukturą. W e i n b e r g  i P e n m a n  (25) opisują 
jąderkową frakcję,,,A”, której nie można uwolnić z jąderka ani trawieniem 
materiału jąderkowego DNazą ani wysoką siłą jonową. Wspomniana już 
frakcja „E” oznaczona też jako (28S A), wykazuje przejściową asocjację 
z jąderkowym 28S rRNA i prawdopodobnie bierze udział w transporcie 
tego RNA do nukleoplazmy i cytoplazmy. Również grupa B u s c h a (34) 
opisuje frakcje snRNA występujące wyłącznie w jąderku, zasocjowane 
z 28S jąderkowym RNA (U3 i 8S). W porównaniu do ilości 28S jąderkowe­
go RNA występują one w stosunku 1:2 co sugeruje, że nie wszystkie mole­
kuły 28S RNA są z nimi związane w danym czasie. Luźne związanie 
snRNA z chromatyną przemawiać może za tym, że również samo DNA 
nie jest silnie związane z snRNA, w przeciwieństwie np. do kompleksu 
DNA-histon. Ponieważ dysocjowanie snRNA zachodzi już w 0,2 M NaCl 
możliwe jest, że in vitro ten RNA występuje w stanie wolnym, rozpuszczal­
nym w soku jądrowym, względnie w formie labilnych kompleksów nukle- 
oproteinowych ulegających zniszczeniu w procesie izolowania.

II-7. Metabolizm snRNA

W odróżnieniu od niestabilnego metabolicznie HnRNA oraz bardziej 
od niego stabilnych prekursorów rRNA, snRNA wykazują dużą stabilność. 
Okresy półtrwania dla różnych frakcji snRNA są jednak różne i wynoszą 
od 20 godzin do kilku dni (26).

Badanie kinetyki pulsowego znakowania snRNA jest utrudnione obec­
nością niestabilnego HnRNA. Dzięki słabszej asocjacji snRNA z białkiem 
można obserwować znakowanie snRNA selektywnie eluowanego 0,2M 
NaCl (26). Frakcje nukleoplazmatyczne „C” i „D” są wyznakowane już
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po 15 minutach, oraz są syntetyzowane nawet po zahamowaniu syntezy 
45S prekursorów rRNA.

Znakowane cząsteczki snRNA przeżywają 24 godzinną ekspozycję na 
radioaktywny prekursor i 48 godzinną inkubację w środowisku nieradio- 
aktywnym, co potwierdza ich stabilność i sugeruje, że muszą przeżywać 
mitozę, gdyż okres ich życia wydaje się być dłuższym od czasu generacji 
komórek. Synteza snRNA nie jest skoordynowana z syntezą DNA; w okre­
sie „S” utrzymuje się na stałym poziomie oraz nie jest zahamowana w 
okresie fazy Gx i G2 (26).

II-8. Czy snRNA może być artefaktem wynikającym z degradacji większych
cząsteczek RNA?

Grupa B u s c h a przedstawia następujące dane dla 4—7S RNA boga­
tych w urydynę wykluczające tę możliwość (29):

a) Ilość 4—7S RNA jest powtarzalnie stała,
b) Skład zasad jest różny od składu innych wysokomolekularnych RNA,
c) W jądrach wątrobiaka, które posiadają dużą ilość 4—7S RNA, za­

wartość RNAzy jest niska,
d) Aktywność RNAzy w czasie preparatyki jąder była hamowana nis­

kim pH i obecnością kwasu cytrynowego,
e) Frakcje snRNA nie mogą być produktem degradacji rRNA powsta­

jącym w czasie izolowania snRNA ponieważ po dodaniu 18S i 28S rRNA 
przed ekstrakcją snRNA, nie spostrzegano degradacji rRNA podczas eks­
trakcji fenolem,

f) Frakcje jądrowe bogate w urydynę są znajdywane również w'całych 
komórkach, a więc nie mogą być produktami degradacji w czasie izolowa­
nia jąder,

g) Frakcje bogate w urydynę jednakowo się ekstrahują fenolem na zim­
no i na ciepło.

Dodatkowe argumenty podali W e i n b e r g  i P e n m a n :  (26). Istnieje 
niezależność metaboliczna snRNA od rRNA i HnRNA, za czym przemawia 
różny wpływ antybiotyków na syntezę wymienionych klas RNA. Niskie 
dawki aktynomycyny D (0,04|ig/ml) hamujące całkowicie syntezę 45S rRNA 
hamują tylko w pewnym stopniu syntezę snRNA, 3-dezoksyadenozyna 
częściowo hamuje syntezę snRNA i tRNA, nie wpływając na syntezę 
HnRNA.

III. Uwagi końcowe

Z przedstawionych danych widzimy, że istnieje wielka różnorodność 
stabilnego, niskocząsteczkowego RNA jądrowego. Poszczególne snRNA 
oprócz pewnych wspólnych cech, jak jednorodność wielkości cząsteczek w
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obrębie danej frakcji snRNA, stabilność metaboliczna snRNA, niezależność 
metaboliczna od innych RNA (rRNA, tRNA, HnRNA) wykazują wiele istot­
nych różnic (różną lokalizację, różną czułość na antybiotyki, różne okresy 
półtrwania, różny skład zasad), które mogą sugerować różnorodność funkcji 
jakie mogłyby spełniać w jądrze żywej komórki. H o w a r d  i S t u b b -  
Te f i e l d  (35) spostrzegli zmiany w profilach elektroforetycznych na żelu 
poliakrylamidowym drobnocząsteczkowego stabilnego metabolicznie RNA 
jądrowego, izolowanego z limfocytów ludzkich transformowanych i nie- 
transformowanych fitochemaglutyniną (PHA). W limfocytach transformo­
wanych fitochemaglutyniną jedna z frakcji tego RNA występuje w zmniej­
szonej ilości w porównaniu z snRNA z limfocytów nietransformowanych, 
pojawiają się natomiast trzy dodatkowe frakcje o małej ruchliwości elek- 
troforetycznej. Autorzy sugerują, że te zmiany w metabolizmie snRNA 
limfocytów są związane z transformacją tych komórek. Inni autorzy obser­
wują różnice ilościowe i jakościowe między snRNA izolowanym z jaj je­
żowców morskich a snRNA izolowanym z komórek raka Ehrlicha (36). Au­
torzy ci przypuszczają, że można będzie uzyskać informacje dotyczące 
funkcji snRNA przez badania tego RNA podczas rozwoju jeżowca morskie­
go. Przypuszcza się, że prawdopodobną rolą snRNA są bliżej nieznane 
funkcje w procesie regulacji aktywności genetycznej. Odnośnie takiej 
roli ciekawe obliczenie podaje P r e s t a y k o  i B u s c h  dla frakcji 7S bo­
gatej w urydynę (33). Z obliczeń autorów wynika, że w jądrze komórki 
wątrobowej istnieje około 10® molekuł 7S RNA bogatego w urydynę. Ponie­
waż jądro takie zawiera około 5X105 aktywnych genów, na aktywny locus 
genowy przypadać może około 1—2 molekuł 7S RNA. Mogłoby to wystar­
czyć do aktywności lub inhibicji locus genowego w chromosomie. Również 
w choromosomach politenicznych i w nukleoplazmie jąder komórek gru­
czołów śliniankowych u Chironomus tentans stwierdza się obecność kilku 
frakcji drobnocząsteczkowego RNA (37). Szczególnie ciekawe wydają się 
być dwie z nich, ulegające nagromadzeniu w jądrze po dłuższej inkubacji 
z radioaktywnym prekursorem. Frakcja 8S występuje tylko w nukleoplaz­
mie, natomiast frakcja 7S znajduje się w nukleoplazmie, chromosomach
i jąderku, oraz pojawia się znacznie później niż 8S (po 16 godzinnym wy­
znakowaniu). Gromadzenie obu tych frakcji w jądrze może sugerować, że 
posiadają one jeszcze niepoznaną rolę w regulacji aktywności genetycznej.
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TOMASZ GOŁASZEWSKI *

Losy metaboliczne rybosomowych kwasów rybonukleinowych 

Metabolic Fates of Ribosomal Ribonucleic Acids

The metabolic events occuring in the course of posttranscriptional processing of 
rRNA molecules (partial depolimerizations, méthylation and assembling with pro­
teins), in bacterial and eucaryotic cells, are discussed.

W procesie biosyntezy rybosomowych kwasów rybonukleinowych 
(rRNA) można wyróżnić dwa etapy. Pierwszy z nich, to transkrypcja 
określonych sekwencji polinukleotydowych w DNA, stanowiących zespół 
cistronów dla rRNA, określanych skrótem rDNA (por. 1). Etap drugi — to 
proces dojrzewania struktury cząsteczek pierwotnego transkryptu. Proces 
ten odbywa się na drodze trzech głównych ciągów reakcji. Są nimi: kilku­
stopniowa hydroliza enzymatyczna łańcuchów polinukleotydowych rRNA, 
ich metylacja i stopniowe przyłączanie białek do cząsteczek rRNA. Zespa­
lanie się rRNA z białkami może być uważane za początek procesu powsta­
wania cząstek rybonukleoproteidowych (cząstek RNP) — pierwotnych
i pośrednich form rozwojowych pojawiających się w trakcie biogenezy 
podjednostek strukturalnych rybosomu.

Wyszczególnione tu  trzy główne ciągi reakcji określamy mianem „ob­
róbki potranskrypcyjnej” łańcuchów polinukleotydowych (ang. „post­
transcriptional processing”).

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki BAN, Warszawa
Stosowane skróty: rRNA — rybosomowe kwasy rybonukleinowe; tRNA — RNA 

przenoszący aminokwasy; mRNA — informacyjny RNA; rDNA — „rybosomowy kwas 
dezoksyrybonukleinowy”, zespół cistronów dla rRNA łącznie z przedzielającym DNA; 
G +  C oraz A +  U — sumaryczna zawartość, odpowiednio: guaniny i cytozyny oraz 
adeniny i uracylu w kwasach nukleinowych; S — wartości stałych sedymentacji; 
cząstki RNB — cząstki rybonukleoproteidowe, prekursory podjednostek rybosomowych; 
oznaczenia: nS rRNA i nS cząstki RNP są skrótem  opisu: rRNA lub  cząstka RNP o stałej sedy­
m entacji n. Cudzysłów u żyty  w  odniesieniu do sta łej sedym entacji („nS”) prekursorow ych  
rRNA bakteryjnych  dla odróżnienia ich  od cząsteczek dojrzałych rRNA, bądź dla odróżnienia  
30S podjednostek rybosom ow ych bd prekursorowych cząstek RNA („30S”) przekształcających się  
w  50S podjednostki rybosom ow e. Skrótow e określenie: 3’- lub 5’-kon iec cząsteczki rRNA ozna­
cza, że grupa hydroksylow a związana z atomem w ęgla nr 3 lub 5 rybozy pozostaje niezw iązana  
w iązaniem  fosfodw uestrow ym  z kolejnym  nukleotydem .
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I. Procesy dojrzewania strukturalnego łańcuchów rRNA

1-1. Pierwotne produkty transkrypcji rDNA

Wielkość cząsteczek pierwotnych transkryptów rDNA u organizmów 
prokariotycznych (bakterie i sinice) i u eukariontów jest jednym z wy­
znaczników cezury dzielącej obie grupy organizmów. Metabolizm rRNA 
w obu typach komórek odróżnia się również kilkoma innymi cechami. Ma­
my tu na myśli wielkość cząsteczek dojrzałych strukturalnie — i zarazem 
funkcjonalnie — rRNA (oraz wielkość podjednostek strukturalnych rybo- 
somu), liczbę cistronów dla rRNA (niewielka w komórce prokariontów, 
znacznie wyższa eukariontów), skompartamentyzowanie syntezy rRNA 
u organizmów wyższych w przeciwieństwie do pojedyńczej puli cistronów 
rRNA u bakterii i sinic. O zagadnieniach tych pisaliśmy szerzej w innym 
artykule (1). Dodajmy, że „obróbka potranskrypcyjna” rRNA jest znacznie 
bardziej skomplikowana u eukariontów niż w komórkach organizmów pro­
kariotycznych (por. 2).

Można przypuszczać (3), że u eukariontów pierwotnymi produktami 
transkrypcji rDNA są wielkocząsteczkowe 65S rRNA, 85S rRNA, 100S 
rRNA i 120S rRNA (te ostatnie — jako oligomery 45S rANA), które ule­
gają rozpadowi z jednoczesnym uwolnieniem 45S rRNA (4). Badania nad 
rRNA o stałych sedymentacji powyżej 45S nie były dotychczas szeroko 
prowadzone i przyjmuje się, że u eukariontów prekursorowy rRNA cha­
rakteryzuje się stałymi sedymentacji 38S—45S i masami cząsteczkowymi 
3,5—4,5 miliona daltonów, w zależności od stanowiska systematycznego 
organizmu (por. 5, 6).

U prokariontów pierwotnymi produktami transkrypcji rDNA są czą­
steczki niewiele większe od dojrzałych rRNA o stałych sedymentacji 16S 
i 23S (7— 11). Jest to zagadnienie jeszcze nie wyjaśnione, podobnie jak 
problem dojrzewania rRNA w chloroplastach i mitochondriach (12, 13). 
„Obróbka potranskrypcyjna” rRNA w tych organellach przebiega podob­
nie jak u bakterii (12, 13).

W wszystkich organizmach występuje — prócz wysokospolimeryzowa- 
nych rR N A — niskocząsteczkowy 5S rRNA (14). O ile u bakterii 5S rRNA 
powstaje na cistronach zespolonych z cistronami dla 16S rRNA i 23S rRNA 
(por. 1, 15), to u organizmów wyższych cistrony dla 5S rRNA są prze­
strzennie odgraniczone od cistronów kierujących syntezą 18S rRNA 
i 25—28S rRNA (16—19).

U eukariontów wysokospolimeryzowane rRNA powstają pod kontrolą 
chromatyny jąderkotwórczej, czyli organizatora jąderkowego, kierującego 
zarazem procesem rozwoju jąderka (19—24, por. 25). 5S rRNA powstaje 
natomiast poza jąderkiem, najprawdopodobniej — w nukleoplazmie (17, 
26, 27). Sugerowano (26), że nowosyntetyzowany 5S rRNA przedostaje się

http://rcin.org.pl



[3] R N A  R Y B O SO M O W E 3 9 5

do cytoplazmy, a następnie jest przekazywany do jąderka, gdzie zostaje 
wbudowany do cząstek RNA, a częściowo ulega hydrolizie (Schemat 1).

Pomimo przestrzennego odgraniczenia, cistrony dla 5S rRNA i dla 
wysokocząsteczkowych rRNA działają wspólnie: synteza 5S rRNA roz-

1. Transkrypcja rDNA w nukleoplazmie

transport 5S rRNA w formie rozpuszczalnej

2. Akumulacja 5S rRNA w cytoplazmie *

transport 5S rRNA w formie rozpuszczalnej

3. 5S rRNA w jąderku ------------ ► hydroliza 75% puli 5S rRNA
i

4. Wbudowanie 5S rRNA do cząstek RNP o stałej sedymentacji 55S (zawierających 
32 S rRNA — por. 136).

Schemat 1. Losy metaboliczne 5S rRNA w komórkach HeLa. Schemat opracowany
przez grupę Penmana (26).

* autorzy zastrzegają, że problem w ystępow ania 5S rRNA w  cytoplazm ie — w  postaci roz­
puszczalnej — n ie jest rozstrzygnięty; 5S rRNA grom adzi się w  cytop lazm ie w  w arunkach sztucz­
nych — w  obecności aktynom ycyny D w  pożyw ce (w stężeniu  0.04ng/ml), gdy jąderko ulega  
uszkodzeniu . N iew yjaśn iona jest również przyczyna dużej „nadprodukcji” 5S rRNA w  ko­
m órkach HeLa — blisko 75% zsytetyzow anego 5S rRNA ulega następnie hydrolizie.

poczyna się podczas embriogenezy w okresie gastrulacji (28), podobnie jak 
synteza innych rRNA (29—31) w różnych organizmach. Bezjąderkowe mu­
tanty  ropuchy platanna (Xenopus laevis), pozbawione cistronów dla 18S 
rRNA i 28S rRNA, ale zawierające zespół cistronów dla 5S rRNA (19), nie 
syntetyzują niskocząsteczkowego rRNA (32). Mechanizm tej współzależ­
ności nie jest jednak znany. Z drugiej zaś strony, synteza 5S rRNA zacho­
dzi podczas kariokinezy (w stadium metafazy), kiedy synteza 18S rRNA 
i 28S rRNA jest wstrzymana (18).

W organizmach eukariotycznych — prócz 5S rRNA — występuje też 
niskocząsteczkowy 5,8—7S rRNA (o masie 3—5X l04daltonów) (33, 34). 
Stanowi on wewnątrzcząsteczkowe zagięcie łańcucha 28S rRNA i wiąże 
się z tym ostatnim za pomocą wiązań niekowalencyjnych (33—36). Po od- 
dysocjowaniu 7S rRNA od cząsteczki 28S rRNA zarodków żaby (Rana 
pipiens) — co następuje podczas 10-cio minutowego podgrzania dupleksu 
do 45°C — uwalnia się cząsteczka 27S rRNA (36).

1-2. Istota „obróbki potranskrypcyjnej” rRNA

Dojrzewanie struktury łańcuchów polinukleotydowych RNA różnych 
klas sedymentacyjnych — w tym także tRNA (por. 8,37) — jest obecnie 
szeroko badane. Główną uwagę kieruje się na jądrowy rRNA u eukarion- 
tów — procesy „obróbki” tego rRNA są już dosyć dobrze poznane.

U pałeczki okrężnicy (Escherichia coli) — najszerzej badanego przed­
stawiciela prokariontów — 16S rRNA powstaje z cząsteczki prekursorowej
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(„16S”) większej od dojrzałego rRNA o około 50 000 daltonów (7). 16S 
rRNA u Bacillus subtilis powstaje z cząsteczki większej o około 130 000 
daltonów (10). Prekursorem 23S rRNA (czyli „23S” rRNA) u E. coli jest 
cząsteczka większa od dojrzałej formy o około 100 000 daltonów (10). 5S 
rRNA powstaje u bakterii, być może, z cząsteczki prekursorowej (38). Dy­
skutowano możliwość, że 5S rRNA uwalniany jest wraz z 23S rRNA ze 
wspólnej cząsteczki pierwotnego transkryptu rDNA (10, 39). Sugerowano 
jednak również, że dojrzewanie 5S rRNA przebiega niezależnie od „obrób­
ki” 23S rRNA (11).

Wysunięto hipotezę, w myśl której 16S rRNA i 23S rRNA uwalniane 
są z matrycy rDNA przed zakończeniem procesu transkrypcji wspólnej — 
potencjalnie — cząsteczki rRNA (8, 40, 41). W takim ujęciu, wspólny pre­
kursor ulegałby rozszczepieniu na cząsteczki dojrzałych rRNA in statu  
nascendi.

Istnieją dane (2, 42) sugerujące, że bakteryjny 23S rRNA powstaje 
w wyniku dimeryzacji cząsteczek 16S rRNA. Po krótkotrwałym znakowa­
niu komórek E. coli za pomocą 3H-uracylu, piętno wykrywane jest we 
frakcjach polinukleotydowych o stałych sedymentacji 16S lub niższych; 
frakcje o stałych sedymentacji pośrednich, między 16S i 23S, piętna na­
tomiast nie zawierają (42). Podkreślono jednak, że dimeryzacji — jeśli mia­
łaby ona miejsce — musiałyby ulegać cząsteczki 16S rRNA odmienne od 
tych, które wchodzą w skład podjednostek rybosomowych typu 30S. Od 
dawna wiadomo bowiem, że istnieją duże różnice w składzie nukleotydo- 
wym 16S rRNA i 23S rRNA — cząsteczek występujących w podjednost- 
kach rybosomu typu 30S i 50S (43).

Nowosyntetyzowany rRNA u bakterii (ang. „nascent rRNA") łączy się 
z białkami jeszcze podczas transkrypcji rDNA (42). O interakcji rRNA-biał- 
ko powiemy szerzej w rozdziale II. Tu dodać należy, iż właściwe zespala­
nie rRNA z białkami rybosomowymi, zachodzące u bakterii również w póź­
niejszych etapach „obróbki” potranskrypcyjnej”, uzależnione jest od p ra­
widłowego przebiegu procesów metylacji rRNA (44). Metylacjom ulega no­
wosyntetyzowany rRNA wysokocząsteczkowy (45), jak też rRNA obecny 
w cząstkach RNP (44) — w tym ostatnim przypadku w grę wchodzą re­
akcje metylacji w późniejszych etapach „obróbki”. Dodać tu warto, że 
5S rRNA metylacjom nie ulega (45). Badania nad metylacją bakteryjnych 
rRNA sugerują, że proces ten u prokariontów zachodzi bardziej stopniowo 
niż w komórkach eukariotycznych (44,46, patrz niżej).

Niedawno wykazano (47), że u sinicy Anacystis nidulans występują 
prekursorowe formy rRNA o cząsteczkach nieco większych niż dojrzałe 
rRNA. Cząsteczka o masie 0,7X10® daltonów jest prekursorem cząsteczki 
16S rRNA (o masie 0,56X10® daltonów), natomiast prekursorem 23S rRNA 
(1,1 X106 daltonów) okazała się cząsteczka bardzo zbliżona pod względem 
ruchliwości elektroforetycznej do dojrzałego rRNA (47). Dane te sugerują,
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że u sinic, podobnie jak u bakterii, w czasie „obróbki” następuje utrata 
stosunkowo krótkich łańcuchów polinukleotydowych rRNA.

Podobnie przebiega proces dojrzewania rRNA w chloroplastach. 
Stwierdzono (12), że w plastydach zielonych z liści tytoniu (Nicotiana rus- 
tica) prekursorem dla niżej spolimeryzowanego rRNA (o masie 0,56X10® 
daltonów) jest cząsteczka o masie 0,70X10® daltonów, natomiast prekur­
sorem cięższego rRNA (1,1X10® daltonów) jest cząsteczka o masie 1,3X10® 
daltonów.

Niedawno wykazano (13), że w mitochondriach grzyba Neurospora 
crassa występuje 32S rRNA — prekursor dwóch wysokospolimeryzowa- 
nych rRNA dojrzałych strukturalnie. 32S rRNA (2,40X10® daltonów) prze­
kształca się w formę pośrednią rRNA (1,60X10® daltonów), a następnie — 
w dojrzały 25S rRNA (1,28X10® daltonów). Prekursorowy 32S rRNA może 
jednak przekształcać się też w formę pośrednią (o masie 0,90X10® dalto­
nów), z której powstaje następnie dojrzały 19S rRNA (o masie 0,72X10® 
daltonów). W czasie kolejnych przekształceń cząsteczki rRNA, podlegają 
utracie fragmenty łańcucha polinukleotydowego bogate w guaninę i cy- 
tozynę (G +  C). Podobne zjawisko obserwuje się podczas „obróbki” jądro­
wego rRNA prekursorowego (patrz niżej).

Stopniowa depolimeryzacja łańcuchów rRNA w czasie „obróbki po- 
transkrypcyjnej” odbywa się przy udziale enzymów rybonukleolitycznych
o wysokiej specyficzności (48, 49). Już dawniej stwierdzano (50, 51) aktyw­
ność enzymów depolimeryzujących RNA w jądrach i jąderkach u róż­
nych organizmów, niewiele zaś nadal wiadomo o rybonukleazach plasty- 
dialnych i mitochondrialnych. Niedawno wykryto endonukleazę (enzym de- 
polimeryzujący RNA począwszy od środka cząsteczki) w jąderkach komó­
rek HeLa (52, 53). Enzym ten depolimeryzuje in vitro prekursorowy rRNA 
zawarty w cząstkach RNP — prekursorach podjednostek rybosomowych. 
Wysoce specyficzną egzonukleazę (enzym depolimeryzujący RNA po­
cząwszy od jednego z końców cząsteczki) wyizolowano z jąder komórek 
Ehrlicha (54). Podobną rybonukleazę — działającą hydrolitycznie na rRNA 
począwszy od końca cząsteczki zawierającego wolną grupę 3'-hydroksylo- 
wą — wyizolowano z jąderek i nukleoplazmy komórek L (55).

W jądrach komórkowych u różnych organizmów występują rRNA
o różnych wartościach stałych sedymentacji, określanych często na pod­
stawie ruchliwości elektroforetycznej (5, 27, 45, 56). Dla pierwotnych pro­
duktów transkrypcji rDNA o stałej sedymentacji 45S podawane są masy 
cząsteczkowe około 4,5 miliona daltonów (5, 6, 36, 45). Niedawno wyka­
zano (57), że w komórkach L występuje heterogenna populacja cząsteczek 
prekursorowego rRNA o stałych sedymentacji 45S, 46S oraz 47S. Ze 
względu na fakt, iż 47S rRNA ulega znakowaniu wcześniej niż 45S rRNA, 
sugerowano (57), że 47S rRNA może być pierwotnym produktem trans­
krypcji rDNA. U drożdży (Saccharomyces cerevisiae) wykryto prekurso­
rowy 35S rRNA (2,5 miliona daltonów) (58). U ropuchy platanna (Xenopus
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laevis) wykryto 40S rRNA (2,6 miliona daltonów) (59, 60). U muszki owo­
cowej (Drosophila melanogaster) (61), pierwotniaka Tetrahymena pyrifor- 
mis (62), pełzaka (Amoeba proteus) (63) i drożdży (Schizomyces pombe) (64) 
wykryto 37S — 38S rRNA (około 2,8 miliona daltonów). Przytoczone tutaj

a)
5 ' 3 ' 

45S rRNA i-------------------------------------------------------------------- 1

35S rRNA i-------------------------------------------------i i------------------- 1 23S rRNA

28S rRNA 

(  jąderkowy) PZ 18S rRNA PÎ

b)

28 S rRNA | j |+++++I

(  cyłoplazmałyczny )  P3

3' 5'
45S rRNA i--------------------------

41S rRNA ►------------------- -------1

3ZS rRNA PHSŁ.------------- i“*-------------1 20S rRNA

28SrRNA --------------1 |Łfc±l ^  1--------1 18S rRNA

B
41SrRNA\-------------------- ---------------- '

36SrRNAi-------------------- \------------------- \ 18S rRNA i----------------------1 --------ł
28 S rRNA 24 S rRNA

Schemat 2. Proces skracania łańcuchów polinukleotydowych prekursorowego rRNA
a. Schem at opracow any przez grupę B u s c h a  (67—69, 71, 72) dla kom órek guza Ntovikoffa 

w ątroby szczura. K rzyżykam i oznaczono fragm enty łańcucha polinukleotydow ego, które w  trak­
cie „obróbki potranskrypcyjnej” 45S rRNA i form  pośrednich rRNA są odrzucane i n ie wchodzą  
w  skład dojrzałych  rRNA cytoplazm atycznych . Fragm ent PI — masa cząsteczkow a 0,69X10“ 
daltonów ; P2 — 0,80X106 daltonów ; P3 — 0,37X10“ daltonów  (por. 69).

b. Schem at opracow any przez grupę P e n m a n a (73) dla kom órek HeLa, szeroko om a­
w ian y  przez grupę L o e n i n g a  (69).
A. Droga g łów na kolejnych  rozpadów prekursorow ego rRNA i form  pośrednich rRNA. N ależy  

zw rócić uw agę, że 41S rRNA rozpada się  na cząsteczkę 32S rRNA i 20S rRNA w  sposób za­
chow aw czy — bez utraty „nadm iaru” łańcucha.

B. Droga zaburzonej przem iany rRNA, przebiega zazw yczaj z n iew ielką intensyw nością, w  
pew nych w arunkach, np. po zakażeniu poliw irusow ym  kom órek, in tensyw ność tej drogi 
znacznie w zm aga się. Z 41S rRNA p ow staje 36S rRNA.

C. Droga zaburzonej przem iany: podczas rozpadu 41S rR N A — prócz 28S rRNA — „n ietypow y”" 
24S rRNA — prekursor 18S rRNA, zam iast 20S rRNA (patrz A.).

K rzyżykam i oznaczono fragm enty łańcucha odrzucane podczas „obróbki” . o z n a c z a  7S 
rRNA w  cząsteczce 32S rRNA i 28S rRNA. W cząsteczce 45S rRNA kom órek HeLa (Schem at 
2b A.) 3'- i 5 '-koniec zaznaczono w edług pozycji 55 i 140.
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dane reprezentują zapewne wartości przybliżone i w toku dalszych ba­
dań mogą ulec pewnym poprawkom. Niemniej jednak na ich podstawie 
można wnosić, że wielkość pierwotnego produktu transkrypcji rDNA 
(określonego mianem „jednostki transkrypcyjnej rRNA”) (5) jest charak­
terystyczna dla organizmów o określonej pozycji ewolucyjnej (por. 5, 6). 
Dla ścisłości należy dodać, że stwierdzano znaczne różnice między masami 
cząsteczkowymi prekursorowego rRNA u pokrewnych gatunków (59), 
a niedawno doniesiono (65), że w komórkach liści i korzeni fasoli złotej 
(Phaseolus aureus) występują dwa odmienne typy prekursorowego rRNA.

Produkty depolimeryzacji prekursorowego rRNA — formy pośrednie 
rRNA określane również, choć niezupełnie ściśle, prekursorowymi — cha­
rakteryzują się stałymi sedymentacji 41S (3, 1X10® daltonów, np. w ko­
mórkach HeLa) (52, 59, 66), 35S (2, 3X10® daltonów, np. w komórkach guza 
Novikoffa) (67—70), 32S (2, 1X10® daltonów, np. w komórkach HeLa) (59); 
należy do nich także jąderkowy 28S rRNA (komórki guza Novikoffa), któ­
rego cząsteczka jest o około 10°/o większa niż cząsteczka dojrzałego 28S 
rRNA cytoplazmatycznego (1, 7X10® daltonów) (71, 72). W jądrach komó­
rek HeLa wykryto (73) — w niewielkich ilościach — 36S rRNA (2,5X10® 
daltonów) i 24S rRNA (1, 4X10® daltonów). Dwa ostatnie rRNA są naj­
prawdopodobniej produktami zaburzonej „obróbki” — nagromadzają się 
bowiem podczas infekcji wirusem polio komórek HeLa (73). 24S rRNA jest 
wówczas prekursorem 18S rRNA. Ten ostatni powstaje w warunkach nor­
malnych z 20S rRNA (0, 95X10® daltonów) (59, 73). W komórkach guza 
Novikoffa bezpośrednim prekursorem dojrzałego 18S rRNA (0, 7X10® dal­
tonów) jest 23S rRNA (1,3X10® daltonów) (69). 23S rRNA powstaje z roz­
padu cząsteczki 45S rRNA — równocześnie z uwolnieniem 35S rRNA 
(67—69). Przytoczone dane zestawiono na Schemacie 2.

Niskocząsteczkowy 7S rRNA występuje łącznie z 28S rRNA, a być 
może jest obecny w 32S rRNA (33—36, 73). Wiadomo, że in vitro powsta­
wanie dupleksu 7S rRNA—27S rRNA w jądrach żaby (Rana pipiens) jest 
utrudnione (36).

Depolimeryzacja poszczególnych rRNA odbywa się w jąderku, po przy­
łączeniu białek do łańcucha polinukleotydowego. Dojrzałe podjednostki 
rybosomowe powstałe w jąderku (por. roz. II) przedostają się — via nu- 
kleoplazma — do cytoplazmy, gdzie — przy udziale czynnika asocjacji pod­
jednostek (74) i informacyjnego RNA — powstają rybosomy pełne i agre­
gaty polisomalne (75).

Współreakcja (interakcja) rRNA z białkami zarówno u bakterii, jak 
i u eukariontów umożliwia prawidłowy przebieg procesu „obróbki” — 
białka chronią łańcuch polinukleotydowy przed niespecyficznym działa­
niem rybonukleaz (por. 2). Podobną rolę w stosunku do mRNA pełnią biał­
ka wykrywane w cytoplazmatycznych informosomach (76) i w jądrowych 
informoferach (77).

Analogiczne znaczenie może mieć metylacja rRNA zachodząca pod­
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czas „obróbki potranskrypcyjnej”. Dzięki metylacji może bowiem zwięk­
szać się „stopień upakowania” łańcuchów polinukleotydowych, które wów­
czas stają się mniej dostępne na działanie rybonukleaz (por. 78). Metylacja 
umożliwia też prawidłowe zespalanie się rRNA z białkami (11, 44—46). 
Najprawdopodobniej, właściwe umetylowanie rRNA jest niezbędne dla 
funkcjonalnej dojrzałości rRNA obecnego w rybosomach na terenie cyto- 
plazmy.

Podczas „obróbki” rRNA metylacji ulegają bądź 2'-grupy hydroksylo­
we reszt rybozy (O-metylacje) (79), bądź też — zasady azotowe (N-mety- 
lacje) (80). W jądrowym rRNA komórek HeLa stwierdzono obecność trzech 
metylowanych zasad azotowych: N4-metylocytozynę, N6-metyloadeninę 
i N6-dwumetyloadeninę (81). Ogólnie przyjmuje się, że u bakterii ulegają 
metylacji głównie zasady azotowe rRNA (por. 2, 80), natomiast u euka­
riontów zachodzi przede wszystkim O-metylacja (79, 82).

Dzięki metylacji 2'-grup hydroksylowych zwiększa się trwałość wią­
zania fosfodwuestrowego tworzonego przez sąsiednią 3'-grupę -OH (2, 37). 
Nie może bowiem wówczas powstać cykliczny nukleotyd (2', 3'-nukleozy- 
domonofosforan) — pośredni produkt działania rybonukleaz cyklizujących 
(por. 83).

1-3. Przebieg „obróbki potranskrypcyjnej”

W badaniach nad przebiegiem „obróbki” posługiwano się techniką 
sztucznej hybrydyzacji rRNA-rDNA, analizą sedymentacyjną rRNA, ana­
lizą składu nukleotydowego i elektroforezą rRNA na żelach poliakrylami- 
dowych. Posługiwano się też techniką „znakowania—przemieszczania” 
piętna (ang. pulse—chase”): po wbudowaniu radioaktywności do rRNA, 
ulega ona przemieszczeniu do kolejno powstających intermediatów pod 
wpływem nadmiaru nieznakowanych zasad azotowych, nukleozydów 
względnie nukleotydów.

Najlepiej poznane są losy metaboliczne rRNA u eukariontów. Do ba­
dań używano najczęściej komórek HeLa, komórek L, komórek guza Novi- 
koffa i komórek wątroby szczura.

Pracownicy grupy S c h e r r e r a  (84, 85) wykazali, że w jąderkach 
komórek HeLa występuje szybkoznakujący się (w ciągu 3—5 minut) wiel­
kocząsteczkowy RNA o stałej sedymentacji 45S. Piętno tego RNA prze­
mieszcza się po 15—20 minutach do 32S rRNA wykrywanego również 
w jąderku i do 18S rRNA obecnego w cytoplazmie. P e r r y (86) określił 
45S RNA mianem prekursorowego rRNA. Autor ten już uprzednio wyka­
zał (87), że podczas inkubacji komórek L z promieniotwórczymi prekur­
sorami RNA, jąderkowy kwas rybonukleinowy ulega znakowaniu w pierw­
szej kolejności — dopiero później radioaktywny RNA wykrywany jest 
w cytoplazmie. Przeważającą część RNA cytoplazmy stanowi rRNA, a za­
tem można było sądzić, że właśnie w jąderku powstaje ta klasa polimeru.
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Sugestia ta została potwierdzona doświadczalnie: po dezaktywacji jąderek 
za pomocą mikrowiązki światła nadfioletowego komórki wykazywały nie­
mal 90°/o spadek syntezy RNA (88). Okazało się, że jąderkowy RNA ce­
chuje się wysoką zawartością G +  C (89—92), podobnie jak rRNA wykry­
wany w rybosomach cytoplazmatycznych. Skład nukleotydowy RNA wy­
twarzanego w jąderku in vitro zależy od stężenia histonów — białek 
wprzęgniętych prawdopodobnie w procesy regulacji aktywności genomu 
jądrowego (93).

W ostatnich latach stwierdzono (94—97), że u różnych organizmów 
występuje specyficznie jąderkowa polimeraza RNA. Cykliczny peptyd, 
amanityna, wyizolowany z muchomora (Amanita phalloidea), hamuje ak­
tywność polimerazy RNA występującej w nukleoplazmie, nie wpływa na­
tomiast na polimerazę jąderkową.

Wysokocząsteczkowy RNA wykrywany w jąderku uznany więc został 
za prekursorowy rRNA (84—86, 98, 99). Jak  wspomniano, 45S rRNA ko­
mórek HeLa syntetyzuje się w ciągu 3—5 minut, a po około 15 minutach 
rozpada się on na 32S rRNA i 18S rRNA. Znakowanie 28S rRNA wykry­
wanego w cytoplazmie ma miejsce dopiero po upływie około godziny od 
rozpoczęcia syntezy 45S rRNA (2, 100, 101). Znaczyłoby to, że „obróbka” 
łańcuchów rRNA przekształcających się ostatecznie w 18S rRNA i 28S 
rRNA przebiega odmiennymi drogami: przebieg dojrzewania tego ostatnie­
go wydaje się bardziej skomplikowany. Jest to zjawisko bardziej po­
wszechne — również u roślin obserwowano znacznie późniejsze pojawianie 
się piętna w 18S rRNA (por. 102).

Sugerowano (57, 103—105), że 18S rRNA i 28S rRNA u ssaków wy­
wodzą się z dwu puli prekursorowego rRNA powstających w nukleoplaz­
mie i w jąderku. Próbowano udowodnić, że synteza rRNA zachodzi zarów­
no w jąderku, jak i w chromatynie nukleoplazmatycznej (106). Sugerowa­
no (107), iż u muchówki Chironomus tentans dojrzewanie rRNA odbywa 
się w nukleoplazmie. Nie wykluczano, że ostateczne dojrzewanie struktu­
ralne jąderkowego rRNA — po wstępnej „obróbce” w nukleoplazmie — od­
bywa się w jąderku (108). O udziale poszczególnych struktur jądra, a tak­
że jąderka, w syntezie RNA mówiliśmy szerzej w innym artykule (25).

Depolimeryzacja prekursorowego rRNA i jego form pośrednich w cza­
sie „obróbki potranskrypcyjnej” ma charakter niezachowawczy, tzn.' to­
warzyszy jej utrata części łańcuchów polinukletotydowych. W pracowni 
P e r r y ’ ego (5) rozważano niezachowawczy charakter depolimeryzacji 
rRNA w aspekcie ewolucyjnym. Na podstawie badań własnych i badań 
innych autorów pracownicy grupy Perry’ego sugerowali, że istnieją dwa 
podstawowe typy pierwotnych transkryptów rDNA. U ssaków (mysie ko­
mórki L) i ptaków (fibroblasty kurczęcia) masa cząsteczkowa pierwotnego 
trahskryptu rDNA jest rzędu 4 milionów daltonów, natomiast u roślin 
(drożdże, tytoń) i niższych zwierząt, łącznie z gadami (owady: Drosophila, 
Chironomus i Rhynchosciara, pierwotniaki: Tetrahymena i pełzak Amoeba,
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pierścienica Urechis, komórki wątroby jaszczurki Iguana iguana, zarodki 
żaby Rana pipiens oraz komórki gonad pstrąga — Salmo gairdneri) masa 
cząsteczkowa prekursorowego rRNA wynosi około 3 milionów daltonów.
O ile u ptaków i ssaków w trakcie „obróbki” rRNA ulega utracie około 
50% cząsteczki łańcucha polinukleotydowego — łączna masa dojrzałych 
rRNA wynosi około 2,5 miliona daltonów — to u roślin i niższych zwie­
rząt dojrzewanie prekursorowego rRNA wiąże się z u tratą około 25% łań­
cucha. Sugerowano więc, że w miarę rozwoju filogenetycznego organiz­
mów zmniejsza się „ekonomiczność” procesu dojrzewania rRNA (5). W ta­
kim ujęciu, najbardziej „ekonomicznym” byłby proces „obróbki” rRNA 
u prokariontów, u których prekursorowe „16S” i „23S” formy rRNA nie­
wiele tylko przewyższają masą cząsteczkową łańcuchy dojrzałych rRNA.

Dyskutowano (45, 59), czy fragmenty polinukleotydowe odrzucane 
w czasie „obróbki” rRNA mogą spełniać jakąkolwiek rolę regulacyjną 
w procesie syntezy rRNA i w procesie zespalania się tego RNA z białkami 
rybosomowymi. Jest to jednak mało prawdopodobne ze względu na krótki 
okres trwania tych fragmentów (59). Powstają one zapewne na matrycy 
tzw. przedzielającego (ang. spacer) rDNA zespolonego z cistronami dla 
rRNA (por. 1). U organizmów na niższych szczeblach rozwoju ewolucyj­
nego (owady, płazy, gady) przedzielający rDNA nie ulega, najprawdopo­
dobniej, transkrypcji — wskazywałyby na to elektronogramy rDNA (5, 
109). Nie wykluczone jest jednak, że u ssaków liczba cistronów kodujących 
odrzucane w czasie „obróbki” segmenty rRNA uległa zwiększeniu w toku 
ewolucji (5).

W miarę dojrzewania rRNA zmniejsza się w nim zawartość G +  C. O ile 
fragmenty odrzucane zawierają około 77% G +  C, to zawartość obu zasad 
azotowych w dojrzałych rRNA komórek HeLa wynosi 65% (por. 5). Pod­
kreślić tu  trzeba, że przedzielający rDNA wykazuje wyższą zawartość 
G +  C niż rDNA kodujący sekwencje nukleotydowe wykrywane w doj­
rzałych rRNA (por. 1). Fakty te mogą być wskazówką, co do udziału okre­
ślonych segmentów rDNA (cistronów dla rRNA i przedzielającego rDNA) 
w syntezie poszczególnych sekwencji polinukleotydowych prekursorowego 
rRNA (odpowiadających dojrzałym rRNA i fragmentów odrzucanych) (110, 
111).

W badaniach nad składem nukleotydowym rRNA wielce pomocne oka­
zały się doświadczenia hybrydyzacyjne. Okazało się, że rDNA komórek 
guza Novikoffa wykazuje 0,25%, 0,35% i 0,52% komplementarności w sto­
sunku — odpowiednio — do: jąderkowych 28S rRNA, 35S rRNA i 45S 
rRNA, a jedynie 0,08% — w stosunku do 18S rRNA i 0,19% — do 28S 
rRNA wykrywanych w cytoplazmie (67). Z doświadczeń kompetycyjnych 
wynika, że cytoplazmatyczny 28S rRNA współzawodniczy o miejsce na nici 
rDNA z jąderkowym 28S rRNA, 35S rRNA i 45S rRNA odpowiednio 
w 84%, 63% i 43%, natomiast 18S rRNA nie wykazuje podobnego współ­
zawodnictwa ani z jąderkowym 28S rRNA, ani z 35S rRNA, współzawod­
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niczy natomiast w 17°/o z 45S rRNA (67). Przytoczone wyniki świadczą 
przekonywująco, że w miarę skracania łańcucha rRNA podczas „obróbki” 
zmniejsza się podobieństwo jego składu nukleotydowego do rDNA (por. 27).

Z licznych prac wiadomo, że prekursorowy rRNA o stałej sedymentacji 
45S zawiera pojedyńcze sekwencje nukleotydowe odpowiadające dojrza­
łym 28S rRNA i 18S rRNA (59, 112, 113). Obecność sekwencji polinukleo- 
tydowych obu dojrzałych rRNA w 45S rRNA komórek guza Novikoffa 
wykazano również metodami chemicznymi’ (68).

Stwierdzono (114), że sekwencje odpowiadające 18S rRNA i 28S rRNA 
w ystępują niej, tylko w 45S rRNA, lecz również w 41S rRNA komórek 
HeLa. Z drugiej jednak strony, 32S rRNA zawiera — prócz odcinków od­
rzucanych w czasie „obróbki” — jedynie łańcuch odpowiadający 28S 
rRNA. Znaczy to, iż podczas rozpadu 41S rRNA uwalnia się 32S rRNA 
i prekursor 18S rRNA—20S rRNA (114).

Badania hybrydyzacyjne wykazały, że również u drożdży Schizomyces 
pombe prekursorowy rRNA (o stałej sedymentacji 38S) zawiera pojedyń­
cze sekwencje polinukleotydowe 18S rRNA i 25S rRNA (64). Prekursorowy 
42S rRNA u drożdży Saccharomyces carlsbergensis, a także formy pośred­
nie 37S rRNA i 32S rRNA, zawierają pojedyńcze sekwencje odpowiada­
jące obu dojrzałym rRNA (115, por. 116). Rozpad 32S rRNA na 29S rRNA 
(stanowiącego bezpośredni prekursor cytoplazmatycznego 26S rRNA) i 18S 
rRNA (bezpośredni prekursor cytoplazmatycznego 17S rRNA) byłby roz­
padem zachowawczym, bez utraty łańcucha (por. dane o „obróbce” rRNA 
u S. cerevisiae — 58).

Bezpośrednim prekursorem cytoplazmatycznego 28S rRNA w komór­
kach guza Novikoffa jest jąderkowy rRNA o analogicznej stałej sedy­
m entacji (71). W obu rRNA wykazano obecność identycznych, podobnie 
umetylowanych, sekwencji nukleotydowych (72). Współczynnik specyficz­
ności (czyli stosunek zawartości A +  U/G +  C (por. 117)) dla obu rRNA jest 
zbliżony i wynosi około 0,50. Wskazuje to, iż przekształceniu rRNA jąder- 
kowego w cytoplazmatyczny nie towarzyszy poważniejsza zmiana struktu­
ry I-rzędowej. Wiadomo (69), że od jąderkowego 28S rRNA odłącza się 
wówczas fragment łańcucha o masie około 370 000 daltonów.

Jąderkowy 28S rRNA powstaje w komórkach HeLa z 32S rRNA (118).
O ile 32S rRNA zawiera 70% G +  C, to jąderkowy 28S rRNA — 67%, 
a cytoplazmatyczny 28S rRNA — 66%. Fakt, iż 18S rRNA zawiera znacz­
nie mniej obu nukleotydów (56%) (114), dodatkowo potwierdza, że odłącza 
się on od prekursorowego rRNA we wcześniejszych etapach „obróbki”. Po­
dobnym potwierdzeniem są wyniki badań nad rRNA w komórkach guza 
Novikoffa: o ile jąderkowe 45S rRNA, 35S rRNA i 28S rRNA oraz cyto­
plazmatyczny 28S rRNA zawierają wspólny 600-nukleotydowy fragment 
bogaty w G +  C, to 18S rRNA fragmentu takiego nie zawiera (119).

Bezpośrednim prekursorem 18S rRNA w komórkach guza Novikoffa 
jest jąderkowy 23S rRNA (48). Oba rRNA zawierają podobną ilość dwu-
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nukleotydów stabilnych w środowisku zasadowym, a na 5'-końcu cząstecz­
ki zawierają układ pGp (5', 3'-guanozynodwufosforan), co wskazuje na 
wspólne ich pochodzenie. Jednakże, o ile 18S rRNA zawiera na swym 
3'-końcu adenozynę, to 23S rRNA — urydynę. Wynikałoby stąd, że 23S 
rRNA zawiera łańcuch odpowiadający 18S rRNA na swoim 5'-końcu (48).

W komórkach HeLa bezpośredni prekursor 18S rRNA — 20S rRNA — 
odłącza1 się od 41S rRNA (59, 73), jednakże może również odłączyć się 
fragment „nietypowy” o stałej sedymentacji 24S — nieznaczny ilościowo 
rRNA wykrywany w jąderku (73).

Od niedawna prowadzone są badania nad „obróbką potranskrypcyjną” 
rRNA u roślin wyższych (por. 120). Obecność prekursorowego rRNA 
stwierdzono u grochu (121), marchwi (56), pietruszki (102), jaworu (Acer 
pseudoplatanus) (122). W tym ostatnim przypadku wykryto 42S rRNA 
(2,9X10® daltonów) i produkt jego rozpadu — 36S rRNA (2,3X10® dalto­
nów). 36S rRNA rozpada się z kolei na cząsteczkę 27S rRNA — bezpośred­
ni prekursor dojrzałego 26S rRNA i 20S rRNA — bezpośredni prekursor 
17S rRNA (122).

U roślin, podobnie jak w komórkach HeLa (patrz wyżej), mniejsza czą­
steczka rRNA pojawia się w cytoplazmie wcześniej niż cząsteczka większa 
(102, 122). Pewnym wyjątkiem w tym względzie okazały się komórki śli- 
niankowe muchówki Chironomus — „obróbka” 23S rRNA (prekursora dla 
18S rRNA) trwa w tych komórkach około 90 minut, a więc znacznie dłu­
żej niż u większości organizmów zwierzęcych i roślinnych.

Badania nad czasem znakowania się (a więc i syntezy) obu wysokospoli- 
meryzowanych rRNA okazały się przydatne dla celów określenia topogra­
ficznego rozmieszczenia sekwencji polinukleotydowych tych rRNA w pre- 
kursorowym rRNA. Stwierdzono na przykład, że u żaby (Rana pipiens) 
jądrowy 18S rRNA ulega maksymalnemu znakowaniu in vitro już po 
5 minutach, natomiast 28S rRNA — po 7 minutach od rozpoczęcia inku­
bacji (36). Wyliczono jednocześnie, że w ciągu 1 minuty (w temperaturze 
27°) syntetyzuje się fragment polinukleotydowy o masie około 260 000 dal­
tonów. W oparciu o te dane — i przy założeniu, że synteza rRNA odbywa 
się w kierunku od 5'-końca jego cząsteczki (zawierającego wolną grupę 
-OH przy węglu nr 5 rybozy) do 3-końca — można przypuszczać, że 18S 
rRNA nie leży na skraju 3'-końca cząsteczki prekursorowego rRNA. Przy 
podanej wyżej szybkości wydłużania łańcuchów rRNA, 18S rRNA — jeśli 
byłby ulokowany na skraju 3'-końca prekursorowego rRNA — pojawiałby 
się już po około 3 minutach. Maksymalnie znakowane fragmenty o masie 
od 0,7 do 1,2X10® daltonów pojawiały się jednak dopiero po 5 minutach. 
Sugeruje to, że na skraju 3'-końca prekursorowego rRNA leży niestabilny 
(ulegający rozpadowi po uwolnieniu) fragment o masie około 500 000 dal­
tonów, z którym sąsiaduje 18S rRNA (36).

Badania nad szybkością transkrypcji rDNA platanny (X. laevis) wy­
kazały, że po 15 minutach od rozpoczęcia syntezy rRNA powstaje 5-cio
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krotnie więcej 18S rRNA niż 28S rRNA (124). Przyjmując, że wydłużanie 
łańcucha rRNA przebiega od 5'-końca jego cząsteczki (jak wyżej), sugero­
wano (110, 124), iż segment 18S rRNA leży w pobliżu 5'-końca prekursoro­
wego rRNA u tego organizmu.

3'
- i ± i ü - — fcu-OW 45 S rRNA

\ 'działanie endonukleazy

-±±<-OH 20S rRNA

działanie

egzonukleazy

-OH 18S rRNA 
(dojrzały)

5' 3' 
p ------- ±±±k±,-0H 41S rRNA

działanie

5'

egzonukleazy, 
I etap 
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3 '__ ^ 5 ')
3'

-OH 36S rRNA
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egzonukleazy,
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5 ' 3 '
p  i--------OH 32S rRNA

/  działanie
/ egzonukleazy,

* III etap
5 ' 3 ' P

p  i------- í -OH 28S rRNA
( dojrzały)

Schemat 3. Udział enzymów rybonuklolitycznych w procesie „obróbki potranskrypcyj- 
nej” prekurorowego rRNA w komórkach L myszy

Model zaproponow any przez grupę P e r r y ’e g o (55). Do badań użyto specyficzną (dzia­
łającą od 3'-końca cząsteczki, por. w ykaz skrótów ) egzorybonukleazę w ydzieloną z jąderek  
i nukleoplazm y kom órek L. Stw ierdzono, że 45S rRNA i 32S rRNA zaw ierają na 3'-końcach  
cząsteczek segm enty polinukleotydow e (zaw ierające ponad 600 nukleotydów ) słabo zm etylow ane, 
hydrolizow ane przez 3'-OH specyficzną egzorybonukleazę. Znacznie słabsze działanie enzym u  
zaobserw ow ano w  stosunku do dojrzałych 28S rRNA i 18S rRNA. Model ten  zakłada, że po 
oddzieleniu — pod w pływ em  endorybonukleazy — fragm entu 20S rRNA, położonego na 3'-końcu  
45S rRNA, egzorybonukleaza stopniow o hydrolizuje segm enty słabo u m etylow ane, w  w yn iku  
czego uw alniają się kolejno 36S rRNA, 32S rRNA i 28S rRNA, o r a z — niezależnie — 18S rRNA  
z prekursorowego 20S rRNA. Model ten pozostaje w zgodzie z badaniam i grupy B u s c h a  
(67—69, 71, 72) nad „obróbką” rRNA komórek guza N ovikoffa  oraz — grupy C a s  t o n  a (36) 
(rRNA żaby), a zarazem jest niezgodny z sugestiam i grupy B r o w n a  (110, 124) oraz grupy  
P e n m a n  a (140, por. Schem at 2b). Ci ostatni autorzy (110, 124, 140) uw ażają, że 18S rRNA  
znajduje się  w  pobliżu 5'-końca cząsteczki prekursorow ego rRNA w  kom órkach — odpow ied­
nio — ropuchy platanna (X. la e v is )  i HeLa.

Na schem acie krzyżykam i zaznaczono słabo um ety low any segm ent p olinuk leotydow y od­
rzucany podczas „obróbki” .

Z drugiej strony, badania nad kinetyką hydrolizy 45S rRNA, 32S rRNA 
i jąderkowego 28S rRNA komórek L przy udziale jąderkowej i nukleoplaz-
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matycznej egzonukleazy z tych komórek, działającej począwszy od 3'-koń- 
ca cząsteczek rRNA wykazały, że 18S rRNA leży w pobliżu 3'-końca czą­
steczki prekursorowego kwasu rybonukleinowego (55). Sugestię na temat 
rozmieszczenia sekwencji 18S rRNA i 28S rRNA w prekursorowym rRNA 
komórek L przedstawiono graficznie na schemacie 3. Warto tu  dodać, że 
w wyniku działania egzonukleazy, od poszczególnych rRNA oddzielały się 
fragmenty nisko zmetylowane, jakimi są również fragmenty polinukleoty- 
dowe odrzucane podczas „obróbki” (patrz niżej).

Na podstawie badań nad rozmieszczeniem metylowanych nukleotydów 
w rejonie 5'-końca cząsteczki 45S rRNA, 35S rRNA i jąderkowego 28S 
rRNA komórek guza Novikoffa, sugerowano (67), że i tu 18S rRNA leży 
w pobliżu 3'-końca prekursorowego rRNA.

Siedzenie piętna znakowanych grup metylowych w rRNA okazało się 
pomocne dla wyjaśnienia jego losów metabolicznych. Metylacji ulega 
głównie prekursorowy rRNA, najprawdopodobniej jeszcze podczas trans­
krypcji rDNA (125, 126), a także już po ukończeniu syntezy (127). Liczba 
grup metylowych zawartych w 45S rRNA odpowiada sumarycznej zawar­
tości grup metylowych w 18S rRNA i 28S rRNA (79). 32S rRNA zawiera 
podobną liczbę grup metylowych jak 28S rRNA (73). 28S rRNA jest jednak 
zmetylowany w mniejszym stopniu niż 18S rRNA (73, 82). Dane te sugeru­
ją, że 32S rRNA jest prekursorem dla 28S rRNA, lecz nie jest prekursorem 
18S rRNA (73).

W miarę skracania łańcuchów rRNA w trakcie „obróbki” wzrasta ak­
tywność właściwa piętna grup metylowych (73, 112, 128). Aktywność tę 
wyraża się stosunkiem piętna grup metylowych do piętna 82P (73), lub do 
piętna izotopów zawartych w zasadach azotowych (112, 128). Dla przy­
kładu można podać, że o ile dla 45S rRNA komórek HeLa metylacja właś­
ciwa (stosunek 3H-grup metylowych/32?) wynosi 0,36, dla 41S rRNA — 
0,45, dla 32S rRNA — 0,48, to dla dojrzałych 28S rRNA — wynosi ona
0,60, a dla 18S rRNA — 0,89 (73). Dane te wskazują, że w miarę skracania 
łańcucha rRNA ulegają odszczepianiu słabo zmetylowane fragmenty poli- 
nukleotydowe (55, 73, 114, 129), bogate zarazem w G +  C (por. 130).

Prócz metylacji 45S rRNA niewykluczona jest dodatkowa metylacja 
podczas uwalniania 32S rRNA (37). Znane jest pojęcie „późnej metylacji”, 
w wyniku której w cząsteczce 18S rRNA pojawia się dwumetyloamino- 
puryna — pochodna nie występująca w cząsteczkach rRNA uwalnianych 
we wczesnych etapach depolimeryzacji pierwotnego transkryptu (127).

Podobnie jak 18S rRNA w komórce eukariotycznej jest bardziej me- 
tylowany niż 28S rRNA (73, 82), tak też u bakterii 16S rRNA ulega me­
tylacji preferencyjnie w porównaniu do 23S rRNA (80). Wskazują na to 
stosunki ilości piętna grup metylowych do piętna adeniny (80).

W porównaniu do metylacji rRNA u eukariontów, metylacja rRNA 
u bakterii przebiega w sposób bardziej stopniowy. Tak na przykład, jeśli 
komórki HeLa inkubować w obecności aktynomycyny D, hamującej synte-
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zę prekursorowego rRNA, lecz nie zakłócającej procesu „obróbki potran- 
skrypcyjnej” polimeru uprzednio zsyntetyzowanego, to tracą one szybko 
zdolność do włączania piętna grup metylowych. Świadczy to, że metylacji 
ulega głównie — jeśli nie jedynie — prekursorowy rRNA (126). U bak­
terii natomiast reakcje późnej metylacji rRNA umożliwiają prawidłowy 
przebieg zespalania się łańcuchów polinukleotydowych z białkami (44, patrz 
roz. II). Cząstki RNP powstające u bakterii w warunkach sztucznie zakłó­
conej syntezy białek, uważane za prekursorowe formy rybosomów (por. 
131), bądź też wykryte w komórkach hodowanych w normalnych w arun­
kach (11, 132), zawierają słabo umetylowany rRNA. Przekształcenie cząstek 
RNP w dojrzałe podjednostki rybosomowe zachodzi w warunkach umożli­
wiających metylację rRNA (44, 132).

W warunkach tzw. głodu metioninowego (por. 131) zarówno u bakterii 
(46, 131), jak i w komórkach HeLa (patrz niżej) nie powstają dojrzałe pod­
jednostki rybosomowe. U eukariontów metylacja rRNA zachodzi w jąder­
ku, w tej organelli wykryto zespoły metylaz (78, 81, 133). W jąderku po­
wstają też cząstki RNP (patrz roz. II) nawet podczas głodu metioninowego
(134). Zawierają one 45S rRNA, względnie 32S rRNA (134— 136). A zatem, 
dla właściwego przebiegu początkowych etapów „obróbki potranskrypcyj- 
nej” rRNA u eukariontów — depolimeryzacji 45S rRNA, uwolnienia 32S 
rRNA i interakcji rRNA z białkami, metylacja łańcuchów polinukleotydo­
wych nie wydaje się niezbędna (134). Konieczna jest ona natomiast dla 
przebiegu dalszych etapów dojrzewania rRNA, bowiem słabo zmetylowany 
32S rRNA obecny w cząstkach RNP wykrywanych w jąderku (135, 136) 
ulega niespecyficznemu działaniu rybonukleaz i rozpada się w sposób nie­
kontrolowany (134). Bakteryjne cząstki RNP zawierające słabo metylowa- 
ny rRNA również są bardziej wrażliwe na działanie rybonukleazy (11), 
jednakże są one wykorzystywane w procesie biogenezy pod jednostek rybo- 
somowych (11, 132).

1-4. ITwagi ogólne na temat „obróbki potranskrypcyjnej” rRNA

Proces „obróbki” odbywa się głównie w jąderku (por. 3). Być może, 
jedynie przekształcenie bezpośredniego prekursora 18S rRNA w dojrzałą 
formę wykrywaną w cytoplazmie odbywa się w pobliżu wewnętrznej otocz­
ki jądrowej, lub w tzw. siateczce nukleoproteidowej jądra (3), w skład któ­
rej — prócz jąderka — wchodzą pewne rybonukleoproteidy nukleoplazma- 
tyczne (137, patrz roz. II).

W badaniach nad losami metabolicznymi rRNA stosowano różne sub­
stancje wpływające bądź na syntezę, bądź też na procesy związane z „ob­
róbką potranskrypcyjną” polimeru. I tak, leworfanol (syntetyczna morfina) 
hamuje specyficznie syntezę rRNA w jąderku, a inhibicję tę znosi spermi- 
dyna: można stąd wnosić, że poliaminy są wprzęgnięte w regulację procesu 
transkrypcji rDNA (138). Alkaloid kamptotecyna hamuje odwracalnie syn­
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tezę prekursorowego rRNA nie wpływając na uwalnianie 32S rRNA; ten 
ostatni nie może jednak przekształcać się w 28S rRNA (139).

Kordycepina (3'-dezoksyadenozyna) hamuje proces wydłużania łańcucha 
prekursorowego rRNA — powstają jedynie krótkie fragmenty polinukleo- 
tydowe, a także 18S rRNA (140). Przyjmując, że synteza rRNA odbywa się 
począwszy od 5-'końca cząsteczki, doświadczenia z użyciem kordycepiny 
mogą sugerować, iż 18S rRNA jest ulokowany w pobliżu 5'-końca prekur­
sorowego rRNA (140).

Tojokamicyna (analog adenozyny zawierający grupę nitrylową — C=N  
w pozycji 7 pierścienia purynowego) hamuje syntezę obu dojrzałych rRNA, 
nie zaburzając przy tym syntezy 45S rRNA. Wskutek zmiany struktury 
I-rzędowej tego ostatniego niemożliwa staje się prawidłowa depolimery- 
zacja cząsteczki (141).

Aktynomycyna D — użyta w niskim stężeniu — hamuje syntezę 45S 
rRNA, nie zakłóca natomiast jego „obróbki” (126). Prawdopodobnie anty­
biotyk ten uszkadza strukturę jąderka (26). Syntezę prekursorowego rRNA 
zakłóca również puromycyna, hamująca zarazem syntezę białek (99). Cy- 
kloheksoimid spowalnia jedynie syntezę 45S rRNA, 32S rRNA i 28S rRNA, 
blokuje natomiast syntezę 18S rRNA (118). Ryfampicyna działa różnicowo 
na syntezę dwu puli rRNA w komórce roślinnej: hamuje syntezę rRNA 
w chloroplastach liści tytoniu, nie wpływa natomiast na transkrypcję rDNA 
jądrowego (12).

W badaniach nad „obróbką” rRNA pozostaje wiele problemów niezu­
pełnie wyjaśnionych. Nie wiadomo na przykład, jaki jest udział egzorybo- 
nukleaz i endorybonukleaz w procesie „obróbki” łańcuchów polinukleoty- 
dowych. Możliwe jest, że endonukleaza musi działać raz lub dwa razy w 
czasie całego procesu dojrzewania rRNA (por. 55).

Nie wiadomo, jakie znaczenie ma proces przekształcania reszt urydyny 
w pseudourydynę występującą w rRNA u niektórych organizmów (67, 142, 
143). Sugerowano, że u eukariontów przekształcenie to ma miejsce w czą­
steczce 45S rRNA (2, 143).

Mało poznany jest proces „obróbki” plastydialnych i mitochondrialnych 
rRNA (por. roz. 1-2.). Powstają one w chloroplastach i mitochondriach 
(por. 144, 145). Cistrony dla plastydialnych rRNA ulegają najprawdopodob­
niej aktywacji na świetle (145, 146). Po oświetleniu rośliny etiolowanej 
następuje preferencyjna synteza plastydialnego rRNA (146). Przypuszcza 
się, że część cistronów dla plastydialnych i mitochondrialnych rRNA wy­
stępuje w jądrze komórkowym (147). W liściach tytoniu (Nicotiana taba- 
cum ) jądrowe cistrony dla rRNA chloroplastów są ulokowane w innych 
segmentach rDNA niż cistrony kodujące rRNA cytoplazmy. rRNA związa­
ne z plastydami i mitochondriami stanowią około 30% rRNA komórki (149).

Niewielki odsetek RNA komórki stanowią prekursorowy rRNA i formy 
pośrednie polimeru. O ile dojrzałe rRNA stanowią około 80% RNA komór­
kowego (w tym 28S rRNA — 50%, 18S rRNA — 25% oraz 5S rRNA i 7S
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rR N A —.po około 1%), to 45S rRNA stanowi l°/o, a 32S rRNA — 3% 
całkowitego RNA komórki (70). Wykrycie prekursorowych i pośrednich 
form rRNA okazało się możliwe dzięki subtelnym metodom rozdziału po­
szczególnych frakcji rRNA. Poza analizą sedymentacyjną szczególnie przy­
datną okazała się technika elektroforezy rRNA na żelu poliakrylamidowym 
(2, 3, 27, 45, 56, 66, 101, 102, 128, 129, 142, 150—154).

II. Powstawanie cząstek rybonukleoproteidowych (RNP) — 
prekursorów podjednostek strukturalnych rybosomu

Zespolenie łańcuchów polirybonukleotydowych rRNA z białkami rybo- 
somowymi ma miejsce już we wczesnych stadiach „obróbki potranskryp- 
cyjnej” — jeszcze podczas transkrypcji rDNA. Tym samym, proces doj­
rzewania strukturalnego łańcuchów rRNA jest ściśle zespolony z procesem 
biogenezy rybosomów.

n-1. Cząstki RNA u eukariontów

Już pod koniec lat pięćdziesiątych B o n n e r (cyt. wg 155) wysunął hi­
potezę postulującą, że rybosomy cytoplazmatyczne powstają w jądrze ko­
mórkowym. Cząstki RNP wykryto w jądrach wielu typów komórek (137, 
155—159), jednocześnie bonnerowska hipoteza znajdywała wielu zwolenni­
ków. Badania prowadzone z użyciem mikroskopu elektronowego wykazały, 
że w jądrze komórek wątroby szczura występuje zespół cząstek RNP w 
postaci charakterystycznych wiązek promieniście rozchodzących się z ją- 
derka — poprzez nukleoplazmę — do wewnętrznej błony jądrowej (137). 
Zespół taki, określony nazwą „jądrowa siateczka nukleoproteidowa”, uzna­
no za morfologiczne odzwierciedlenie drogi przenikania rybosomów z ją- 
derka do cytoplozmy (137).

Obecnie wiadomo (160), że w jądrze komórkowym występują też rybo­
somy wprzęgnięte, być może, w procesy wewnątrz jądrowej syntezy bia­
łek. Możliwość syntezy białek w jądrze jest jednak problemem dyskusyj­
nym (por. 161), chociaż wielokrotnie stwierdzano, że jąderko i nukleoplaz- 
ma włączają znakowane aminokwasy (162, 163).

Szczegółowe badania wykazały, że cząstki RNP wykrywane w jądrach 
komórek HeLa charakteryzują się stałymi sedymentacji 45S i 60S, przypo­
minając tym samym podjednostki strukturalne rybosomów cytoplazma- 
tycznych (164, 165). Stwierdzono następnie, że łączenie się białek z rRNA 
jest procesem kilkuetapowym: około 60% białek wykrywanych w ryboso­
mach cytoplazmatycznych przyłącza się do rRNA w sposób trw ały już na 
terenie jądra, 20% białek obecnych w rybosomach może ulegać wymianie 
z białkami cytosolu komórki (166).
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W pracowni D a r n e l l a  (167) stwierdzono, że cząstki RNP przedostają 
się z jądra do cytoplazmy, gdzie łączą się z informacyjnym RNA tworząc 
agregaty polisomalne (75). Po krótkiej inkubacji komórek ze znakowanymi 
prekursorami RNA, cząstki RNP wykrywane w jądrze zawierały piętno, 
które następnie stwierdzano w cytoplazmatycznych rybosomach: znako­
wany 18S rRNA pojawiał się znacznie wcześniej niż 28S rRNA. Przypomi­
nało to obserwacje dotyczące kolejnego pojawiania się w cytoplazmie 18S 
rRNA i 28S rRNA jako produktów „obróbki potranskrypcyjnej” prekurso- 
rowego rRNA (por. roz. 1-3 oraz Schemat 4).

Cząstki 80S ( zawierające 45S rfíNA i 5S rRNA )

zawierające 41S rRNA, 36S rRNA 

i  5S rRNA)

Cząstki 55S

( zawierające 

32S rRNA i 

5S rRNA)

50S podjednostki rybosomowe 30S podjednostki rybosomowe 

(zawierające 28S rRNA +7S rRNA (zawierające 18S rRNA) 
oraz 5S rRNA)

Schemat 4. a. Kolejne przekształcenia prekursorowych cząstek RNP w jąderku
Schem at opracow any przez S c h e r r e r a  opublikow any przez B u s c h a  i S m e t a n ę  

(3). Na schem acie zaznaczono dodatkow o rozm ieszczenie 5S rRNA w edług danych grupy W a r ­
n e r a  (135, 136, 171), grupy N o m u r y  (209) i grupy P e n m a n a  (26) oraz 7S rRNA w y stę ­
pującego jako w ew nątrzcząsteczkow e zagięcie łańcucha 28S rRNA (33, 34, 36, 59).

* w  publikacji oryginalnej (3) podano tu w artość stałej sedym entacji 28S; jest to — zdaniem  
autora tego artykułu  — błąd drukarski.

W innych badaniach stwierdzono (168), że w jądrze komórek L wystę­
puje populacja cząstek RNP o stałych sedymentacji od 60S do 100S. Cząstki 
te zawierają, między innymi, 45S rRNA. Piętno izotopów promieniotwór­
czych zawarte w tych cząstkach pojawia się w rybosomach cytoplazma­
tycznych. Cząstki RNP tego typu określono mianem prosomów (169).

Dalsze badania potwierdziły, że cząstki RNP występują w jąderkach 
komórek HeLa (135). Analiza sedymentacyjna wykazała, że można wyróż­
nić cząstki RNP o stałych sedymentacji 55S i 80S zawierające 45S rRNA, 
32S rRNA, a także 5S rRNA. Niektóre białka zawarte w jąderkowych cząst­
kach RNP wykrywane były również w rybosomach cytoplazmatycznych
(135). W skład 80S cząstek RNP wchodzi 45S rRNA, w cząstkach RNP typu 
55S wykryto 32S rRNA (136). Oba typy cząstek RNP charakteryzują się 
przewagą ilościową białek. Cząstki cięższe zawierają — w przeliczeniu na 
masę wynoszącą 10 milionów daltonów — około 60°/o białek, cząstki lżejsze 
(o masie 4,5 milionów daltonów) — zawierają 54% białka. Cząstki RNP wy­

Cząstki 40S

(zawierające 18S rRNA*)

Cząstki 70S
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kryw ane w jąderku okazały się więc znacznie cięższe niż dojrzałe pod- 
jednostki rybosomowe (o masie cząsteczkowej 3,5 miliona i 1,7 miliona 
daltonów) (136). Część białek zawartych w jąderkowych cząstkach RNP — 
to białka ,,nierybosomowe”, które łączą się z rRNA w sposób wybiórczy 
(136). Dyskutowano możliwość, że białka te łączą się z tymi odcinkami łań­
cucha polinukleotydowego, które ulegają odrzuceniu podczas „obróbki” 
rRNA (por. roz. I).

Niedawno stwierdzono (171), że wraz z powolnym zmniejszaniem natę­
żenia syntezy białek w komórkach HeLa — podczas inkubacji tych komó­
rek w środowisku hipertonicznym — zmniejsza się równocześnie pula czą­
stek RNP w jąderku i pula 45S rRNA. Wynik taki potwierdził dodatkowo, 
że omawiane cząstki RNP są prekursorami pod jednostek rybosomowych.

Doniesiono (52, 53), że cząstki RNP wydzielone z jąderek komórek HeLa, 
zawierające 45S rRNA, przekształcają się in vitro w cząstki RNP bardziej 
dojrzałe — zawierające niżej spolimeryzowane formy pośrednie rRNA — 
przy udziale jąderkowej endonukleazy. Podobnie, 47S cząstki RNP (zawie­
rające niedojrzały 28S rRNA), powstające z cząstek RNP o stałych sedy­
mentacji 55S — 100S (zawierających 36S rRNA), wydzielone z jąder ślu- 
zowca Dyctyostelium discoideum, przekształcają się in vitro — w obecności 
supernatantu pozostającego po 100 000xg—w dojrzałe podjednostki rybo­
somowe (172).

Mniej poznane są prekursory podjednostek rybosomowych u roślin wyż­
szych. Wynika to zapewne z faktu, że badania nad syntezą prekursoro- 
wych rRNA u tych organizmów rozpoczęły się stosunkowo późno; jeszcze 
w 1967 roku dyskutowano (por. 120), czy w komórkach roślin wyższych 
dojrzałe rRNA powstają z cząsteczek rRNA znacznie odbiegających masą 
cząsteczkową. Obecnie (por. roz. I) już wiadomo, że cząsteczki prekursoro­
wego rRNA u roślin różnią się nieznacznie od prekursorowych rRNA wystę­
pujących u organizmów zwierzęcych (56, 59, 102, 122).

Prekursorowe formy cząstek RNP powstają w czasie kiełkowania na­
sion. Po derepresji genomu nasienia spoczynkowego wskutek napęcznienia 
(por. 173), synteza rRNA rozpoczyna się wcześniej niż synteza innych klas 
RNA (173—177). U zarodków pszenicy synteza rRNA rozpoczyna się po 
około dwóch godzinach kiełkowania (177). Powstały wówczas prekursorowy 
rRNA łączy się z białkami i ulega specyficznym rozpadom w procesie „ob­
róbki potranskrypcyjnej”. Po 6 godzinach kiełkowania zarodków, w cyto- 
plazmie pojawiają się cząstki RNP o znacznej przewadze (80°/o) białek w 
porównaniu do zawartości rRNA. Po 12 godzinach — wykształcają się doj­
rzałe podjednostki rybosomowe. Podczas dojrzewania cząstek RNP u kieł­
kujących zarodków pszenicy — podobnie jak w komórkach HeLa (53, 135, 
136) i komórkach L (168, 178) — następuje częściowe usunięcie nadmiaru 
pewnych białek. Sugerowano, że proces dojrzewania cząstek RNP u psze­
nicy może odbywać się nie tylko w jąderku, lecz również — w cytoplaz- 
mie (177). (Por. też schemat 4.b.).
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W kiełkujących nasionach bawełny (Gossypium hirsutum) i w osiach 
zarodkowych rośliny motylkowej Vigna unguiculata wykryto cząstki RNP
o stałych sedymentacji 40S—50S charakteryzujące się znaczną przewagą 
ilościową rRNA — prawdopodobnie prekursorowego — nad białkami (179, 
180). Chociaż stwierdzono (179, 180), że cząstki te przekształcają się w doj­
rzałe rybosomy, nie wiadomo, jaka część puli rybosomów w komórce wy-

i  H20 ( aktywacja 
genomu)

RNP

Y_

RNP—
rDNA I  I I  I I I  IV

O ą  dno

I i RNP -RNP-

IV

C y t o p l a z m a

■RNP 

V

J ___
0 3 6 9 12

Czas kiełkowania ( godziny)

Schemat 4. b. Powstawanie cząstek RNP podczas kiełkowania u roślin 
Schem at opracow any przez grupę K a t c h a l s k i e g o  (177) dla k iełk u jących  zarodków  psze­
nicy. P ierw otn y  produkt transkrypcji rDNA (I) o m asie cząsteczkow ej 2,3X106 daltonów  rozpada 
się  se lek tyw n ie  na dw ie cząsteczki rRNA o m asie 1,40X106 daltonów  i 0,85X10® daltonów  (II), 
które z k o le i przekształcają się w  dojrzałe rRNA: 24S rRNA (1,30X10° daltonów ) i 17S rRNA  
(0,70X10® daltonów ) (III). 17S rRNA jest transportow any do cytoplazm y w cześn iej niż 24S rRNA. 
Obydwa rRNA przekazyw ane są tam  w  postaci cząstek RNP o gęstości pozornej niższej (g =  
=  1,42—l,57g/cm 3) niż analogiczna w artość stw ierdzona dla dojrzałych rybosom ów  (g =  
=  1,565). P rekursorow e cząstki RNP (IV) pojaw iają się w  cytoplazm ie po 6 godzinach k ie łk o­
w ania, a proces dojrzew ania cząstek RNP — polegający na utracie b iałek  — trwa około 6 d a l­
szych godzin. Po 12 godzinach k iełkow ania  pojaw iają się  now opow stałe rybosom y dojrzałe (V).

kształca się z tego typu prekursorowych cząstek RNP. Ten typ proryboso- 
mów jest charakterystyczny dla komórek bakteryjnych (patrz niżej); w cza­
sie przekształcania się ich w dojrzałe podjednostki rybosomowe następuje 
kilkuetapowy proces przyłączania białek (11,131, 132). Dodajmy tu, że rów­
nież u eukariontów — obok utraty pewnych białek — w trakcie dojrzewa­
nia cząstek RNP może zachodzić przyłączanie niewielkiej ilości białek do 
rRNA już w cytoplazmie (70, 136, 166, 170, 181). Główną rolę w procesie 
dojrzewania cząstek RNP odgrywa jednak jąderko, choć niewykluczony 
jest i udział nukleoplazmy (135, 136, 182). Przekazywanie cząstek RNP do 
cytoplazmy odbywa się bądź via nukleoplazma, a następnie przez pory w 
otoczce jądrowej (doskonale widoczne na elektronomikrogramach — patrz 
183), bądź też podczas kariokinezy (w okresie między późną profazą
i wczesną telofazą), gdy otoczka jądrowa ulega dyspersji, podobnie jak ją ­
derko (por. 25).
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II-2. Pochodzenie białek rybosomowych u eukariontów

Mimo że powszechnie przyjmuje się pogląd o decydującym znaczeniu 
jąderka w procesie formowania podjednostek rybosomowych, niewiele wia­
domo na temat miejsca syntezy białek wykorzystywanych w procesie bio- 
genezy rybosomów.

O ile rRNA stanowi około 80°/o całkowitej zawartości RNA w komórce, 
białka rybosomowe obejmują 5—25°/o białek komórkowych (166). Nieznane 
jest rozmieszczenie genów kierujących syntezą białek rybosomowych (184), 
chociaż badania nad genami kierującymi syntezą rRNA są daleko zaawan­
sowane — cistrony rRNA wydzielono zarówno z komórek eukariotycznych 
(111, 185), jak i bakteryjnych (186). Można przyjąć, że istnieje około 80 
indywidualnych białek rybosomowych o masach cząsteczkowych od 10 000 
do 46 000 daltonów (187).

Mimo że większość białek łączy się (za pomocą wiązań niekowalen- 
cyjnych) z rRNA już na terenie jądra komórkowego, tylko niewiele z nich 
jest pochodzenia jądrowego (por. 161). U drożdży białka powstają nieprzer­
wanie w ciągu całego cyklu komórkowego, nawet w okresie mitozy (188), 
kiedy synteza rRNA wysokospolimeryzowanych u różnych organizmów 
ustaje (por. 25), a odbywa się jedynie synteza 5S rRNA (18, 189).

Można sądzić, że warunkiem powstawania cząstek RNP w jąderku jest 
dopływ białek z cytoplazmy (190). U roślin część białek rybosomowych, 
być może, pochodzi z chloroplastów — rybosomy plastydialne i cytoplaz- 
matyczne zawierają kilka białek o podobnej charakterystyce fizyko-che- 
micznej (191).

Stwierdzono (192), że w komórkach pełzaka (Amoeba proteus) niewielka 
ilościowo pula białek jądrowych wykorzystywanych do budowy rybosomów 
jest pochodzenia cytoplazmatycznego. W komórkach żywych istnieje pe­
wien zestaw (pula) białek przekazywanych z cytoplazmy do jądra — białka 
takie można określić mianem białek nukleotropowych (193); nie wiadomo 
jednak, czy są wśród nich białka rybosomowe.

W komórkach pałeczki okrężnicy (E. coli) białka pochodzące z rozpadu 
rybosomów mogą być powtórnie wykorzystywane do budowy nowej popu­
lacji tej organelli (194, tam też odnośniki na ten temat). Nie wiadomo, 
czy podobne zjawisko jest możliwe w komórce eukariotycznej. Wydaje 
się prawdopodobne, że białka odłączane od cząstek RNP w czasie dojrze­
wania podjednostek rybosomowych w jąderku mogą być kilkakrotnie zu­
żytkowane w procesie „obróbki potranskrypcyjnej” rRNA (por. roz. II/l.).

Łączenie się białek z rRNA w jąderku jest prawdopodobnie regulowane 
przez pewien czynnik cytoplazmatyczny o charakterze proteidowym (195). 
Wskazywałaby na to następująca obserwacja — jądro wyizolowane z po­
zostających w stadium moruli zarodków platanny (X. laevis), a więc ak­
tywne w procesie syntezy i „obróbki” rRNA (patrz niżej), traci swą aktyw­
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ność po implantacji do odjądrzonych komórek jajowych niezdolnych jesz­
cze do syntezy rRNA.

Synteza białek rybosomowych podczas embriogenezy zwierząt rozpo­
czyna się — podobnie jak synteza rRNA (28—31, 184, 195) — w okresie 
gastrulacji. W okresie bruzdkowania i w stadium blastuli powstają białka 
nietypowe dla zarodka (por. 31). Można podejrzewać, że oba procesy — 
syntezy białek rybosomowych i syntezy rRNA — są ze sobą ściśle zespolo­
ne, a nawet współzależne. Warto też dodać, iż podczas gastrulacji zarod­
ków jeżowca Paracentrotus lividus synteza 18S rRNA wyprzedza nieco 
w czasie inicjację syntezy 28S rRNA (30). Mutanty bezjąderkowe platanny 
(X. laevis), pozbawione zarazem cistronów dla wysokospolimeryzowanych 
rRNA, syntetyzują białka rybosomowe jedynie z 4°/o intensywnością w po­
równaniu do zawierających jąderko zarodków pozostających w tym samym 
stadium embriogenezy (184). Fakt ten również wskazuje, że synteza białek 
rybosomowych i rRNA jest w pewien sposób skoordynowana.

II-3. Prorybosomy u bakterii

Badania nad powstawaniem rybosomów u bakterii rozpoczęte zostały 
przez grupę R o b e r t s a  (196) — twórcy terminu „rybosom”. Autorzy ci, 
stosując technikę „znakowania — przemieszczania” piętna i dokonując ana­
lizy matematycznej wyników, wysunęli hipotezę o kilkuetapowym przyłą­
czaniu białek do rRNA w procesie biogenezy rybosomów. Wolny rRNA 
(stadium eosomu) przyłączałby pewną ilość białek tworząc cząstki RNP 
(neosomy), włączane ostatecznie do dojrzałych rybosomów (196, 197).

Późniejsze badania (42) wykazały, że wolny rRNA w zasadzie nie wy­
stępuje u bakterii; białka przyłączają się do wydłużającego się łańcucha 
rRNA. Synteza 16S rRNA i 23S rRNA trwa zaledwie około dwóch minut, 
następnie pojawiają się dwa typy cząstek RNP; cząstki RNP o stałej se­
dymentacji 26S, zawierające 16S rRNA, przekształcają się po 18 minutach 
w dojrzałe podjednostki typu 30S. Cząstki typu 32S, zawierające 23S 
rRNA, przekształcają się po 2 minutach w cząstki RNP typu 43S i póź­
n ie j— po dalszych 17 minutach — w dojrzałe 50S podjednostki rybosomo­
we. Dane te przedstawiono graficznie na schemacie 5.

Cząstki RNP typu 43S były postulowane już uprzednio (196, 197). Pre- 
kursorowe cząstki RNP typu „30S” (zawierające 23S rRNA) przekształcają 
się w cząstki typu 40S po przyłączeniu 9 białek (198); rRNA zawarty w 
40S cząstkach RNP ulega „późnej metylacji” i przyłącza kilka dalszych 
białek a cząstki te — po wbudowaniu 5S rRNA — przekształcają się w doj­
rzałe podjednostki typu 50S (132, 198). Cząstki prekursorowe zawierają 
więc słabo umetylowany rRNA (11, 132, 198); warunkiem przekształcenia 
się ich w dojrzałe podjednostki jest więc metylacja rRNA, umożliwiająca 
zapewne przyłączanie kolejnych białek (132, 198). Ostatnio sugerowano
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(132), że w prekursorowych cząstkach RNP występują prekursorowe formy 
16S rRNA i 23S rRNA (por. roz. 1-2).

U bakterii hodowanych w warunkach zahamowanej syntezy białek — 
przy zachowanej syntezie RNA — tzn. w obecności chloranfenikolu, puro- 
mycyny lub streptomycyny (mutanty „ścisłe”), bądź w nieobecności okreś-

Pula woln, 

nukleotydów

rRNA Rybonukleoproteidowe (RNP) cząstki prekun- Podjednostki

sorowe rybosomowe
(dojrzałe)

.1------ ►!-
765
rRNA
(0,17)

26 S cząstki RNP 
(3,50)

30S podjednostki 

(ok.30)

23 S 32S cząstki 43S cząstki RNP 
rRNA RNP
(0,33) (0,40) < 7'0U>

50S podjednostki 

(59)

Skala czasu 

( minuty ) 0 1 3 4 20

Schemat 5. Powstawanie prekursorowych cząstek RNP i ich przekształcanie się w
podjednostki rybosomowe 

Schem at opracow any przez grupę M a n g i a r o t t i ’e g o  (42) dla kom órek pałeczki okręż- 
nicy (E sc h e r ich ia  c o li  E-203, charakteryzujących się czasem  podw ajania m asy kolonii — 120 min.).

W naw iasach półkw adratow ych podano, jaki odsetek kom órkow ego rRNA stanow i kw as 
rybonukleinow y w ykryw any w  cząstkach RNP, w  dojrzałych podjednostkach rybosom ow ych, 

lub w ystępujący w puli w olnego polim eru.

lonego aminokwasu w pożywce (mutanty „rozluźnione”) obserwowano 
cząstki RNP charakteryzujące się niedoborem białka i zawartością nisko 
zmetylowanego RNA (wyczerpujące dane na ten temat — patrz 131). Wiele 
danych sugeruje jednak, że cząstki te można uważać za artefakty (131, 
199—201), choć wskazywano (202), iż w okresie „uzdrawiania” komórki — 
po przywróceniu warunków fizjologicznych — proces wbudowywania bia­
łek do cząstek RNP zachodzi w sposób wysoce specyficzny. Podkreślano 
(46) kluczowe znaczenie metylacji rRNA dla właściwego przebiegu dojrze­
wania cząstek RNP nagromadzonych w komórce w warunkach „głodu ami- 
nokwasowego” u mutantów „rozluźnionych”. Dodajmy tu, że u mutantów 
„ścisłych” gromadzący się wtedy guanozynoczterofosforan hamuje syntezę 
RNA i nie powstają cząstki RNP (203).

Natężenie procesów formowania prekursorowych cząstek RNP — za­
równo u bakterii, jak i w komórkach eukariotycznych — zależy od inten­
sywności syntezy białek rybosomowych i rRNA. W badaniach nad biogene- 
zą rybosomów stosowano sekwencyjne zmiany warunków hodowli ko­
mórek, dzięki czemu sztucznie zmieniano natężenie syntezy różnych klas 
RNA, w tym również rRNA (por. 131). Zagadnienie to omówiono w oddziel­
nym artykule (204).
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III. Uwagi końcowe

U bakterii i u eukariontów występuje pula wolnych białek rybbsomo- 
wych (166, 194, 205). U pałeczki okrężnicy (E. coli) obejmuje ona 8— 14°/o 
białek rozpuszczalnych komórki (194, 205). Białka tej puli odgrywają, być 
może, rolę regulacyjną w syntezie rRNA i w procesie formowania podjed- 
nostek rybosomowych (205), szczególnie w warunkach zakłóconej syntezy 
białek komórkowych, na przykład w obecności cykloheksimidu (166).

Stwierdzono (206), że możliwa jest (in vitro) spontaniczna rekonstrukcja 
aktywnych podjednostek rybosomowych z wolnego rRNA i białek odszcze- 
pionych uprzednio od rybosomów. Niedawno wykazano (207), że określone 
białka rybosomowe wiążą się z określonymi sekwencjami nukleotydowymi 
w rRNA. Zaproponowano model rybosomu, w którym rozmieszczenie łań­
cuchów polipeptydowych jest uzależnione od sekwencji nukleotydów w 
rRNA (208).

Wiadomo (209), że 5S rRNA jest niezbędnym składnikiem podjednostki 
cięższej rybosomu — usunięcie tego rRNA obniża aktywność organelli. 
Spełnia więc on rolę w uorganizowaniu struktury  rybosomów (por. 11, 132, 
198). 7S rRNA odgrywa podobną rolę — obok 5S rRNA — w rybosomach 
u eukariontów (por. 33, 34, 36).

Można więc sądzić, że cząsteczki rRNA zawierają pewien zasób infor­
macji genetycznej niezbędnej dla prawidłowego przebiegu procesu formo­
wania rybosomu. Zdaniem M o n  o d a  (210), w samej strukturze makro­
cząsteczek rybosomu zawarty jest — niejako w stanie utajenia — „plan” 
organizacyjny organelli. Koncepcja taka pozostaje w zgodzie z dawniej­
szymi hipotezami o roli nowosyntetyzowanego rRNA (211, por. też 131) 
jako nośnika informacji w procesie biogenezy rybosomów (211, odnośniki 
literaturowe — por. 131).

Podstawowe reakcje procesu „obróbki potranskrypcyjnej” rRNA (skra­
canie łańcuchów polirybonukleotydowych, ich metylacja i zespalanie się 
z białkami) są — jak pamiętamy — współzależne i wzajemnie skoordyno­
wane. Ich istotą jest modyfikacja struktury  rRNA (czyli strukturalne doj­
rzewanie) i zapewnienie funkcjonalności metabolicznej rybosomów.

„Obróbce” podlega również tRNA (por. 8,37), a także mRNA. mRNA 
powstaje w jądrze komórkowym jako polimer wysokocząsteczkowy (ang. 
Hn RNA), połączony z sekwencjami poliadenylowymi (por. 70, 212). Ulega 
on później stopniowemu skracaniu (213), depolimeryzacji ulegają też sek­
wencje poliadenylowe (212), a dojrzałe podjednostki rybosomowe łączą się 
z mRNA o znacznie skróconym łańcuchu. U bakterii mRNA łączy się z 30S 
podjednostką rybosomu, a asocjacja z 50S podjednostką następuje dopiero 
później — po przyłączeniu formylometiomylo-tRNA do kompleksu mRNA 
z podjednostką lżejszą (por. 214). Po około stu „obrotach” cyklu syntezy 
wiązań peptydowych (tzn. po paru godzinach), podjednostki rybosomowe
i mRNA są uwalniane z agregatów polisomalnych (212). Podjednostki te
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mogą być powtórnie wbudowane do polisomów, bądź też ulegają rozpadowi 
(215). Jest mało prawdopodobne, by rRNA uwolniony z tych podjednostek 
mógł być powtórnie wykorzystany do budowy nowej populacji rybosomów 
w jąderku. W komórkach pełzaka (Amoeba proteus) wykryto wprawdzie 
RNA migrujący z cytoplazmy do jądra, lecz stwierdzono, że nie jest to 
rRNA (216). Najprawdopodobniej jedynie niskocząsteczkowe produkty hy­
drolizy rRNA mogą przenikać do jądra, aby tam służyć jako substraty w 
syntezie nowej populacji cząsteczek rRNA.
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BARBARA GRZELAKÓW SKA-SZTABERT  *

Adenozyno 3’, 5’-monofosforan jako regulator wzrostu komórek
in vitro

Role of Adenosine 3’,5’-monophosphate in the Regulation of Cell Growth
in vitro

Własności cyklicznego AMP, jego funkcja biologiczna jako uniwersal­
nego pośrednika w działaniu hormonów oraz wpływ tego związku na sze­
reg procesów biochemicznych zachodzących w komórce stanowiły już 
przedmiot artykułów przeglądowych publikowanych w „Postępach Bio­
chemii” w ubiegłym roku (1, 2). Obecny artykuł natomiast dotyczy roli 
cAMP w regulacji wzrostu i różnicowania komórek. A rola ta nie jest bła­
ha, coraz więcej danych doświadczalnych sugeruje bowiem, że zaburzenia 
w poziomie cAMP w komórce mogą być odpowiedzialne za nienormalnie 
szybki i wymykający się spod kontroli organizmu wzrost komórek nowo­
tworowych.

Omówienie tego zagadnienia ograniczono do przedstawienia badań prze­
prowadzonych na hodowlach komórkowych. Populacje komórek stanowią 
bowiem dogodny układ modelowy, w którym we właściwych warunkach 
hodowlanych mogą być zachowane charakterystyczne cechy wzrostu i roz­
mnażania się komórek normalnych i nowotworowych.

„When in doubt measure the cyclic AMP level”, żartobliwa wskazówka 
dla biologów korespondenta z Nature, New Biology, omawiającego proble­
my biologii molekularnej (3) znajduje coraz więcej zwolenników, ponieważ 
okresowym wahaniom w zawartości cAMP w komórce coraz częściej daje 
się przypisać określony efekt biologiczny.

I. Komórki prawidłowe i nowotworowe w hodowli in vitro

Komórki rosnące in vitro w odpowiednio dobranej pożywce przechodzą 
kolejno, podobnie jak dzielące się komórki in vivo, cztery fazy cyklu ko­

* Dr, Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenc­
kiego, Warszawa

Wykaz stosowanych skrótów: cAMB — adenozyno 3',5'-monofosforan; dbcAMB- 
_N«02' — dwubutyrylo adenozyno 3',5'-monofosforan.
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mórkowego: fazę Gx poprzedzającą okres syntezy DNA, fazę S — syntezy 
DNA, fazę G2 następującą po syntezie DNA a poprzedzającą podział mito- 
tyczny oraz mitozę — M. (rys. 1). Czas trwania jednego cyklu waha się 
przeciętnie od kilkunastu do kilkudziesięciu godzin a długość jego jest 
charakterystyczna dla określonego typu komórek. W wyniku podziałów 
liczba komórek w hodowli początkowo zwiększa się w sposób wykładniczy 
(logarytmiczny okres wzrostu). Po kilku dniach hodowli namnażanie się 
komórek staje się coraz wolniejsze, a o hodowli mówimy, że znajduje się 
wówczas w stacjonarnej fazie wzrostu (5, 6). Dla licznych typów komórek 
zarówno prawidłowych jak i nowotworowych wykazano, że przejściu ich 
w stacjonarną fazę wzrostu towarzyszy znaczne obniżenie syntezy DNA, 
jak również syntezy RNA i białek (7—13), zmiany intensywności przemian 
fosfolipidów (14) a także zmiany w składzie błony powierzchniowej ko­
mórek (15, 16).

R7 = G0

Rys. 1. Schemat cyklu komórkowego (wg. 4),
2c i 4c — d ip lo- i tetraploidalna ilość chrom osom ów.

Szereg danych wskazuje, że komórki ze stacjonarnych hodowli znajdują 
się w przejściowym okresie spoczynkowym ulegając wyłączeniu z cyklu 
komórkowego najczęściej bezpośrednio po zakończeniu mitozy (okres 
G0 =  Ri), rzadziej zaś po zakończeniu syntezy DNA lecz przed podzieleniem 
się komórki (okres G2 =  R2), (rys. 1). Niezależnie od tego, czy komórki 
znajdują się w okresie R: czy R2 i charakteryzują się diploidalnym czy te- 
traploidalnym garniturem chromosomalnym są one nadal potencjalnie zdol­
ne do ponownego włączenia się do cyklu komórkowego po zaistnieniu 
sprzyjających warunków w hodowli.
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Do niedawna panował pogląd, że zasadnicza różnica pomiędzy komór­
kami prawidłowymi a nowotworowymi przejawia się najwyraźniej w od­
miennym charakterze wzrostu obu typów komórek. Stwierdzane jedynie 
w hodowlach komórek prawidłowych zniesienie ruchu komórek i zahamo­
wanie ich podziałów, gdy liczba ich w hodowli wzrośnie tak znacznie, iż 
sąsiadujące komórki zaczną się stykać z sobą stanowiło nawet poniekąd 
kryterium  prawidłowości linii komórkowej. Sugerowano, że gwałtowna na 
ogół i szybka proliferacja komórek nowotworowych, w wyniku której ko­
mórki nie tylko nie zaprzestają ruchu i podziałów przy zetknięciu, lecz czę­
sto nawet rosną „w górę”, tworząc wielowarstwowe guzki, związana jest 
z upośledzeniem w nich mechanizmów kontrolujących szybkość i ilość po­
działów komórkowych (5, 10). W licznych hipotezach dotyczących przyczyn 
zahamowania podziałów komórkowych w gęstych hodowlach wskazywano 
na możliwy udział i znaczenie w tym procesie mechanicznego i metabo­
licznego kontaktu między komórkami, jak też modyfikacji stężeń substancji 
wzrostowych czy inhibitorów w pewnych obszarach hodowli (5, 10, 17). Co­
raz liczniejsze dane eksperymentalne wydają się jednakże wskazywać, że 
różnica w zachowaniu się komórek prawidłowych i nowotworowych w gę­
stych hodowlach jest jedynie różnicą pozorną wynikającą z niejednakowego 
ich zapotrzebowania na substancje odżywcze i czynniki wzrostowe zawarte 
w surowicy (18—23). Zmiana zapotrzebowania na substancje wzrostowe 
wydaje się być związana z modyfikacją, w wyniku transformacji nowotwo­
rowej, nie tylko ogólnego metabolizmu komórek, lecz także struktury i wła­
sności ich błon plazmatycznych (24, 25). Wzbogacenie bowiem pożywki, w 
której znajdują się niedzielące się komórki prawidłowe w odpowiednią ilość 
surowicy lub innych składników odżywczych wywołuje w hodowli podziały 
komórkowe.

Wiele różnych czynników mechanicznych i fizjologicznych może spowo­
dować przerwanie przejściowego okresu spoczynkowego, wywołać migrację 
komórek i rozpoczęcie w nich syntezy DNA, a w dalszej kolejności podziały 
(26—32). Najdokładniej zbadane są, jak dotąd, zjawiska następujące w ko­
mórkach po dodaniu do pożywki surowicy. I tak pierwszym stwierdzonym 
efektem dodania surowicy do pożywki jest zmiana potencjału błony po­
wierzchniowej komórek (33), następnie zaś kilkakrotne przyspieszenie 
ruchu komórek prawdopodobnie w wyniku osłabienia wzajemnych powią­
zań pomiędzy komórkami (34). Następne „wydarzenia biochemiczne” ob­
serwowane w komórkach po dodaniu surowicy, to stwierdzona już po 
30 minutach stymulacja syntezy kwaśnych, niehistonowych białek jądro­
wych (35—37), wykrywalna po dwóch godzinach synteza rybosomalnego 
RNA (9, 38); po 8—12 godzinach rozpoczęcie syntezy DNA a następnie po 
20—30 godzinach pojawienie się fali podziałów komórkowych (9, 23, 38)
i osiągnięcie przez hodowlę innej, wyższej gęstości nasycenia charaktery­
stycznej dla danego stężenia surowicy. Równolegle z powyższym procesem 
obserwuje się stymulację przez surowicę transportu do komórki urydyny
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(39), włączania znakowanych prekursorów do fosfolipidów (40) i białek 
(41, 42) jak również zwiększenie intensywności glikolizy (32).

Fakt, że nawet tylko kilkugodzinny kontakt komórek z surowicą wy­
wołuje w nich rozpoczęcie syntezy DNA nie oznacza jednak by jakiś jeden 
składnik surowicy zapoczątkował ten proces. Niemniej jednak znaczenie 
surowicy jako źródła specyficznych kofaktorów, których dostępność może 
kontrolować ruch i podziały komórkowe przyjm uje się powszechnie (23).

Próby wyizolowania z surowicy czynników odznaczających się zdol­
nością pobudzania wzrostu komórek datują się od szeregu lat (artykuł prze­
glądowy— 23). Wyizolowane dotychczas z różnych surowic czynniki wzro­
stowe, pobudzające wzrost określonych linii komórkowych, występują na 
ogół we frakcji a-globulin lub albumin surowicy i to jest ich, jak dotąd 
jedyną znaną wspólną cechą. Czy czynniki te pełnią swoją funkcję biolo­
giczną jako polipeptydy, czy też stanowią one inertny nośnik aktywnego 
polipeptydu, pozostaje jeszcze sprawą niewyjaśnioną (23).

Ostatnio częściowo oczyszczono z frakcji (5-globulin surowicy szczura 
czynnik pobudzający jedynie migrację komórek a nie stymulujący w nich 
syntezy DNA (43). Wyniki doświadczeń uzyskane przy zastosowaniu tego 
czynnika, zwanego czynnikiem migracyjnym, wykazały, że samo znie­
sienie kontaktu pomiędzy stykającymi się fibroblastami linii 3T3 nie wy­
starcza do rozpoczęcia w nich syntezy DNA. Natomiast zachodzi ona w 
20—24 godzin po dodaniu do środowiska surowicy.

W regulacji wzrostu komórek prawidłowych i nowotworowych czynne 
są także substancje produkowane przez same komórki, zarówno niskoczą- 
steczkowe typu poliamin (44—46), i jak i związki wielkocząsteczkowe (47, 
48). Niektóre z nich stymulują syntezę DNA i podziały mitotyczne, inne zaś 
wydają się wpływać hamująco na syntezę białek (49).

Wielka wrażliwość komórek, zarówno prawidłowych jak i nowotworo­
wych in vitro na zmienne własności środowiska, w którym żyją oraz omó­
wione powyżej różnice w sposobie wzrostu komórek prawidłowych i nowo­
tworowych spowodowały poszukiwania wspólnych mechanizmów regula­
cyjnych proliferacji komórkowej.

II. Regulacja wewnątrzkomórkowego poziomu cAMP

Różnorodność metabolicznych funkcji cAMP w licznych systemach 
a także jego szerokie rozpowszechnienie zwróciło uwagę na potencjalną 
możliwość udziału tego nukleotydu w regulacji wzrostu komórek. Ekspe­
rymentalne udowodnienie występowania w komórkach in vitro co najmniej 
trzech etapów działania cAMP przemawiałoby za powyższą możliwością. 
Są to:

— etap regulacji poziomu cAMP w komórce;
— etap aktywacji, poprzez związanie z cAMP, białek komórkowych ty­
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pu kinaz białkowych (51, 52), czy też białek analogicznych do białkowych 
receptorów cyklicznego AMP w bakteriach (53, 54);

— etap serii reakcji zainicjowanych przez „zaktywowane białko” i pro­
wadzących do dającej się wykryć odpowiedzi biologicznej.

Można zatem sądzić, że zaburzenia któregokolwiek z powyższych etapów 
mogą prowadzić do widocznych konsekwencji biologicznych, przejawiają­
cych się chociażby w tempie wzrostu komórek czy też szybkości syntezy 
DNA.

Wewnątrzkomórkowy poziom cAMP regulują enzymy uczestniczące 
w jego syntezie (cyklaza adenylowa) i degradacji (fosfodwuesteraza cyk­
licznych nukleotydów). Szczegółowe omówienie własności tych enzymów 
znajdzie czytelnik w artykułach publikowanych w roku 1972 w „Postę­
pach Biochemii” (1, 2).

II-1. Synteza cAMP w komórkach

Syntezę cAMP prowadzi w komórkach zwierzęcych cyklaza adenylowa, 
enzym allosteryczny związany z zewnętrznymi błonami komórkowymi lub 
siateczką endoplazmatyczną (55). Obecność cyklazy adenylowej wykazano 
w komórkach z szeregu linii komórkowych: w prawidłowych 'mysich fibro- 
blastach 3T3 (55—60), w ich spontanicznie (58, 61) lub też w wyniku dzia­
łania różnych wirusów transformowanych odpowiednikach (56, 59, 60, 62), 
a ponadto w komórkach L (56), HeLa (61, 63), w komórkach wątrobowych 
(63, 64), w ludzkich fibroblastach (65) i leukocytach (66) oraz glejowych 
komórkach mózgu szczura (67).

Ze względu na bardzo niską tak zwaną podstawową aktywność cyklazy 
adenylowej, a także na możliwość naruszenia wzajemnych powiązań pod- 
jednostek cyklazy między sobą w wyniku procedury zastosowanej do roz­
bicia komórek, oznaczenia aktywności prowadzi się często w obecności ak­
tywatorów typu fluorków lub niektórych hormonów, co pozwala na wy­
raźniejsze zobrazowanie wahań poziomu aktywności tego enzymu, obser­
wowanych np. w różnych fazach cyklu komórkowego linii komórek wą­
trobowych Changa (rys. 2). Maksymalną aktywność wykazywał enzym 
pochodzący z komórek znajdujących się w mitozie, najsilniej też odpowia­
dał on na działanie aktywatorów. Szczyt aktywności cyklazy w mitozie po­
przedzony był znacznie niższym poziomem aktywności enzymu w komór­
kach znajdujących się w fazie syntezy DNA (S). Ze względu na umiejsco­
wienie podjednostki receptorowej enzymu w błonie komórkowej, która ule­
ga znacznym zmianom w czasie mitozy (68), można dyskutować znaczenie 
w regulacji jego aktywności zamaskowania lub odsłonięcia miejsc recep­
torowych w różnych fazach cyklu komórkowego. Różny poziom aktyw­
ności cyklazy stwierdza się także w komórkach znajdujących się w loga­
rytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu (63, 65). Tak np. fibroblasty ludz­
kie, które po kilku dniach hodowli przeszły w stacjonarną fazę wzro­
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stu, odznaczały się kilkakrotnie wyższym poziomem cyklazy adenylowej 
niż komórki z hodowli 24 czy 48 godzinnej. Co więcej, w komórkach innej 
linii komórkowej, a mianowicie HeLa 3, wykrywano wyższą aktywność te­
go enzymu wtedy gdy komórki rosły na szklanym podłożu niż wówczas, 
gdy hodowano je w zawiesinie (64). Podobnie nie udało się wykryć aktyw­
ności cyklazy w komórkach hepatoma hodowanych w zawiesinie (69), 
a można było wykazać aktywność tego enzymu przy przystosowaniu ko­
mórek hepatoma do wzrostu na stałym podłożu (64). W tym ostatnim przy­
padku albo miała miejsce indukcja nowego enzymu albo wzrost, do dają­
cego się wykryć poziomu, aktywności obecnego już enzymu.

Powyższe wyniki sugerują, że kontakt pomiędzy komórkami lub kon-

Godziny po usunięciu tymidyny

Rys. 2. Aktywność cyklazy adenylowej i kinazy białkowej w  synchronicznie dzielą­
cych się komórkach wątrobowych Changa (wg 64, rys. zmodyf.);

A) procent d zielących  się  kom órek, x --------x----- x cpm sH -tym idyny w yłączanej do frak ­
cji n ierozpuszczalnej w  kw asach w  przeliczeniu  na 100 kom órek. B) A ktyw ność kinazy b ia łko­
w ej, badana w  n ieobecności ( • - • - • )  lub obecności luM cAMP (x -x -x ), wyrażona jako pm ole  
S2P przeniesionego przez lOÔ g białka enzym atycznego w  ciągu 5 m inut. C) A ktyw ność cyk lazy  
adenylow ej badana w  n ieobecności ( • - • - • )  i w  obecności 0,2 mM adrenaliny (o-o-o) oraz  
w  obecności 8mM NAF ( * - * - * )  i w yrażona w  nanom olach  [3*P] cAMP/lOOmg białka/20 m inut.
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takt komórki-podłoże mogą w pewnym stopniu mieć wpływ na aktywność 
cyklazy adenylowej (63).

Dotychczas nie uzyskano jednoznacznych wyników co do aktywności 
cyklazy adenylowej w stransformowanych komórkach. Niższą aktywność 
tego enzymu, w porównaniu z wyjściowymi fibroblastami prawidłowymi, 
stwierdzono w komórkach L929 (56), w mysich i chomiczych fibroblastach 
stransformowanych wirusem polioma (56, 62), oraz chomiczych fibrobla­
stach zainfekowanych wirusem Ad-12 (70). W tym ostatnim przypadku ob­
niżenie aktywności cyklazy następowało równolegle z ujawnieniem się w 
komórce wirusowego mRNA i można je było stwierdzić już po 7—8 godzi­
nach od momentu infekcji. Wyższą natomiast aktywność cyklazy adeny­
lowej znaleziono w mysich fibroblastach stransformowanych wirusem 
SV40 (56) (Tabela 1).

Tabela 1

Zmiany aktywności cyklazy adenylowej w wyniku transformacji wirusem polioma 
mysich i chomiczych fibroblastów (wg 56)

Linia komórkowa

Aktywność cyklazy adenylowej 
(pmole cAMP/mg białka/10')

— fluorek +  fluorek +  prostaglandyna 
(5 [ig PGEj/ml)

Mysie, prawidłowe fi-
broblasty 3T3 70 330 270
Py-11 (3T3) 50 240 50
SV-Py 11 (3T3) 160 1720 950

Embrionalne fibroblas-
ty chomika 90 1080 640

BHK 170 1300 1550*
BHK-Py 70 1160 1140*

* 25,ug PGEj/ml.

Aktywność cyklazy adenylowej, badanej zarówno w komórkach pra­
widłowych jak i stransformowanych, stymulowana jest działaniem hormo­
nów a także wielu innych czynników, z których prostaglandyny, kwasy 
tłuszczowe uwalniane w komórkach pod wpływem najróżniejszych bodź­
ców i kandydujące do roli „hormonów przyrannych”, wzbudzają coraz 
szersze zainteresowanie. Prostaglandyny aktywowały na ogół cyklazę ade- 
nylową z komórek prawidłowych, przy czym stopień aktywacji zależał od 
warunków hodowli komórek, będąc znacznie wyższy dla enzymu z komó­
rek pochodzących z hodowli stacjonarnych niż szybko dzielących się (63). 
Natomiast w przypadku cyklazy adenylowej z komórek stransformowa­
nych — aktywację przez prostaglandy znaleziono tylko dla niektórych linii 
komórkowych (56). Wyniki te sugerują, że transformacja wirusowa może 
niekiedy powodować bądź to zmiany we własnościach cyklazy adenylowej,
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bądź też zmieniać strukturę receptora prostaglandyny w błonie komórko­
wej.

II-2. Rozkład cAMP

Obecność fosfodwuesterazy cAMP, enzymu kontrolującego wewnątrz­
komórkowy poziom cAMP poprzez katalizowanie jego rozkładu do 5'AMP, 
stwierdzono w wielu różnych liniach komórkowych hodowanych in vitro, 
zarówno prawidłowych jak i stransformowanych (71—75).

Wyniki analizy kinetycznej działania tego enzymu izolowanego z róż­
nych komórek sugerują, że wykrywalna aktywność fosfodwuesterazy 
cAMP jest sumą aktywności dwóch form enzymu, podobnie jak wykazano 
to dla fosfodwuesterazy cAMP z tkanek ssaków (76, 77). Te dwie formy 
enzymu różnią się znacznie między sobą powinowactwem do cAMP — ozna­
czone bowiem wartości Km różnią się nawet kilkudziesięciokrotnie (71, 74).
O heterogenności fosfodwuesterazy cAMP świadczą także wyniki uzyskane 
przy frakcjonowaniu komórek L na żelu poliakrylamidowym (78). Wyka­
zano bowiem obecność aż siedmiu szczytów aktywności fosfodwuesterazy, 
przy oznaczaniu aktywności tego enzymu przy niskim stężeniu substratu.

Podobnie jak w przypadku cyklazy adenylowej, kilkukrotnie wyższy 
poziom aktywności fosfodwuesterazy cAMP charakteryzuje komórki bada­
ne w stacjonarnej fazie wzrostu niż komórki aktywnie dzielące się (71, 72).

Tabela 2

Wpływ aktynomycyny D i cykloheksoimidu na syntezę fosfodwuesterazy cAMP 
w mysich fibroblastach 3T3 transformowanych wirusem SY40 (z danych 71, zmodyf.)

Dodatki do pożywki Aktywność fosfodwuesterazy cAMP 
(pmole/mg białka/minutę) .

Teofilina (1 mM) 
dbcAMP (1,2 mM) 
dbcAMP+ teofilina 
dbcAMP-)- teofilina+ cykloheksoimid 

(10 mg/ml) 
dbcAMP-t-teofilina+aktynomycyna D 

(0.5 ¡¿g/ml)

1
3
9

16

2

1
W pływ teo filin y , dbcAM P, cykloheksoim idu i ak tyn om ycyn y  D badany po 10 godzinach  

od dodania tych  zw iązków  do 48 godzinnej hodow li. A ktyw ność enzym u oznaczana przy  
0,625nM CAMP.

Nie udało się natomiast wykazać zależności aktywności fosfodwueste­
razy cAMP od szybkości wzrostu komórek, przejawiającej się różnym cza­
sem podwajania hodowli (72). Porównanie aktywności fosfodwuesterazy 
cAMP w fibroblastach prawidłowych (3T3) i stransformowanych wirusem 
SV40 wskazuje na niższy poziom tego enzymu w komórkach stransformo­
wanych (71).
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Badania regulacji aktywności fosfodwuesterazy cAMP prowadzono w 
hodowlach komórek, w których eksperymentalnie podwyższono zawartość 
cAMP bądź to przez stymulowanie aktywności cyklazy adenylowej dzia­
łaniem prostaglandyn (74), bądź też dodając do pożywki jednocześnie dwu- 
butyrylową pochodną cAMP (dbcAMP) i teofilinę (inhibitor fosfodwueste­
razy cAMP obecnej w surowicy dodanej do pożywki), (71). Stwierdzono, 
że wynikiem dwudziestoczterogodzinnej inkubacji komórek L929 w środo­
wisku zawierającym prostaglandynę (PGEi) jest podwyższenie, w stosunku 
do poziomu wyjściowego, nie tylko wewnątrzkomórkowego stężenia cAMP 
lecz także aktywności fosfodwuesterazy cAMP (71, 74). Podwyższenie ak­
tywności fosfodwuesterazy cAMP w komórkach wykazano także w do­
świadczeniach z dostarczaniem egzogennego cAMP do środowiska hodo­
wli. (71).

Cykloheksoimid i aktynomycyna D, obecne w środowisku hodowli, u- 
niemożliwiały ujawnienie się efektu dbcAMP i teofiliny (Tabela 2).

Wyniki te wydają się wskazywać na indukcję syntezy enzymu przez 
dbcAMP a nie na aktywację już obecnej w komórkach fosfodwuesterazy 
cAMP (71). Referowane powyżej wyniki, wskazują na równoległość pod­
wyższonego poziomu cAMP w komórkach i wyższej aktywności fosfodwu­
esterazy cAMP, co pozwala na dyskutowanie roli cAMP w indukcji syntezy 
metabolizującego go enzymu.

Inny jednak mechanizm regulacji aktywności fosfodwuesterazy cAMP 
w komórkach przez egzogenny cAMP postulują H e e r s c h e  i wsp. na 
podstawie wyników uzyskanych przy badaniu efektu butyrylowej pochod­
nej cAMP na hodowle tkankowe zawiązków kości szczura (79). Zdaniem 
tych autorów egzogenny cAMP działa hamująco na aktywność wewnątrz­
komórkowej fosfodwuesterazy cAMP, podwyższając tym samym poziom 
cAMP w komórce.

Niezależnie od rodzaju postulowanego mechanizmu związanego z regu­
lacją aktywności fosfodwuesterazy cAMP, wydaje się niewątpliwie, że 
enzym ten jest układem bardzo czułym, szybko odpowiadającym zmianami 
poziomu swej aktywności na wahania wewnątrzkomórkowego stężenia sub- 
stratu.

II-3. Wewnątrzkomórkowy poziom cAMP

Oznaczanie aktywności cyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy cAMP 
przeprowadzone w warunkach odmiennych od spotykanych w komórkach, 
nie może jednak dostarczyć danych o rzeczywistym poziomie cAMP w ko­
mórce, a jedynie wskazać na możliwość jego regulacji na poziomie syntezy
i rozkładu. Z wielu względów niezbędne jest jednak zdanie sobie sprawy 
z rzeczywistego poziomu tego nukleotydu w komórkach.

Poziom cAMP, podobnie jak aktywność syntetyzującej go cyklazy ade­
nylowej, ulega okresowym wahaniom w czasie cyklu komórkowego. Ozna­
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czenia poziomu cAMP w synchronicznie dzielących się komórkach pocho­
dzących z jajnika chomika chińskiego (CHO) wykazały najniższy poziom 
cAMP w komórkach w okresie mitozy, najwyższy zaś w komórkach w fa­
zie Gj (Tabela 3).

Tabela 3

Poziom cAMP w różnych fazach cyklu komórkowego synchronicznie dzielących się komórek 
z jajnika chińskiego chomika (CHO), (wg 80)

Faza cyklu 
komórkowego

cAMP

pmole cAMP

mg białka

% zawartość cAMP 
przy umownym przy­
jęciu za 100% ilości 
cAMP w fazie S

Mitoza 2,9 ±0,4 16±2 57
Wczesna Gx 8,4±0,9 44 ± 8 157
Późna Gi 4,0±0,5 24±4 86
S 5,2±0,4 28±4 100

Niższą zawartość cAMP w komórkach mitotycznych w porównaniu z in- 
terfazalnymi stwierdzono także w mysich fibroblastach, jak również w licz­
nych innych komórkach prawidłowych i stransformowanych (80—83). 
Wydaje się zatem mieć miejsce pozorna niezgodność pomiędzy niskim po­
ziomem cAMP stwierdzonym w mitozie a wysoką aktywnością cyklazy 
adenylowej w tej fazie cyklu komórkowego. Przyczyny tej rozbieżności 
nie są dotychczas wyjaśnione, wydaje się jednak, że mogą one być w ści­
słym związku z szeregiem zmian pojawiających się w komórce podczas 
podziału mitotycznego, takich jak: uformowanie aparatu mitotycznego (84, 
85), zmiany w składzie chemicznym komórki (86, 87), zahamowanie syntezy 
białek i RNA (88—91), zmiany w aktywności niektórych enzymów (64, 
92—94), zmiany struktury powierzchni komórki (68, 95, 96), zmiany ruchli­
wości komórek (97), oraz w ich antygenowości (98, 99).

Należy się także liczyć z faktem, że w czasie mitozy może także nastę­
pować wybiórcze zużytkowanie cAMP w szeregu procesach metabolicz­
nych. Niezbędna byłaby zatem wysoka aktywność cyklazy adenylowej na­
wet do zapewnienia niskiego poziomu cAMP w komórce.

Podwyższony w stosunku do komórek znajdujących się w mitozie po­
ziom cAMP w komórkach będących w fazie Gj można przypuszczalnie w ią­
zać z procesami zachodzącymi w komórkach przed ważnym, niezbadanym 
dotąd momentem „decyzji” komórek — zostać w spoczynku czy też w łą­
czyć się ponownie do cyklu komórkowego (80).

Porównanie zawartości cAMP w komórkach charakteryzujących się róż­
nym tempem wzrostu jest zarazem uchwyceniem różnic w zawartości tego 
nukleotydu w komórkach prawidłowych i nowotworowych. Skutkiem 
transformacji nowotworowej komórek jest bowiem między innymi przy­
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spieszenie ich tempa wzrostu. Dane zestawione w tabeli 4, jak również 
szereg innych obserwacji (60, 72, 80, 100) wskazują, że szybko rosnące ko­
mórki stransformowane odznaczają się niskim poziomem cAMP, natomiast 
komórki z wolniej rosnących linii prawidłowych — poziomem kilkakrotnie 
wyższym. Ponadto cykliczne wahania zawartości cAMP w cyklu komórko­
wym zaznaczają się w komórkach stransformowanych słabiej niż ma to 
miejsce w komórkach prawidłowych (83).

Tabela 4

Poziom cAMP w niektórych prawidłowych i stransformowanych liniach mysich fibroblastów 
badanych w logarytmicznej fazie wzrostu (z danych 100).

Linia komórkowa
Czas podwo­
jenia hodowli 
(w godzinach)

{¿mole cAMP
nmole
cA M P ^ /'' mg

kwasów
nukleinowych

(średni a >  SE
Fibroblasty stransformowane wirusem

SV40 13 0,6> 0,13 15
Spontanicznie transformowane fibroblas­

ty, 3T6 23 3,1 ±0,8 79±2
L929 24 3,2±0,19 41 ± 2
Embrionalne fibroblasty, MEF 25 3,2±0,01 89±2
Fibroblasty 3T3-4 26 3,3±0,30 75±6
Fibroblasty 3T3to, nie ulegające zahamo­ 37 5,0±0,01 114±3

waniu kontaktowemu

Różnice w poziomie cAMP w komórkach tej samej linii, lecz znajdują­
cych się w logarytmicznej lub stacjonarnej fazie wzrostu przedstawione są 
na kolejnym rysunku (rys. 3). Jak widać, w komórkach, w których na­
stąpiło zatrzymanie wzrostu wykrywa się kilkakrotnie wyższy poziom

Rys. 3. Poziom cAMP w różnych liniach fibroblastów z hodowli znajdujących się 
w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu (z danych 57).

U l logarytm iczna faza wzrostu, — stacjonarna faza wzrostu.
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cAMP niż w komórkach dzielących się. Obserwacje te zgodne są z danymi
o wyższym poziomie cyklazy adenylowej w hodowlach stacjonarnych jak 
również o jej większej w tym okresie podatności na stymulujący wpływ 
szeregu hormonów (rozdział II.l.). Wyższy poziom cAMP w komórkach 
hodowli wolno dzielącej oraz podwyższenie poziomu cAMP w komórkach 
w stacjonarnej fazie wzrostu wydawały się w pełni upoważniać do wysu­
nięcia hipotezy, że zetknięcie się komórek prowadzi do podwyższenia wew­
nątrzkomórkowego poziomu cAMP, co w następstwie mogłoby być sygna­
łem do zatrzymania wzrostu (72). Wspomniany już uprzednio wyższy po­
ziom cyklazy adenylowej w komórkach z hodowli stacjonarnych wydawał 
się popierać taką hipotezę. Jednakże ostatnio doniesiono, że w stacjonar­
nych hodowlach, w których eksperymentalnie zapobieżono stykaniu się ko­
mórek, poziom cAMP był również podwyższony w porównaniu z komórka­
mi także nie stykającymi się, lecz będącymi w logarytmicznej fazie wzro­
stu (101). Wyniki te przeczą zatem poglądowi aby kontakt pomiędzy ko­
mórkami był związany z regulacją wewnątrzkomórkowego poziomu cAMP.

Na powiązanie poziomu cAMP w komórce z regulacją cyklu komórko­
wego wskazują badania (80), w których poprzez zubożenie pożywki w izo- 
leucynę upośledza się syntezę białka w komórkach i w efekcie powoduje 
selektywne zatrzymanie komórek w fazie Gj cyklu komórkowego (102). Po­
ziom cAMP oznaczony w fazie Gj takich komórek był niemal trzykrotnie 
niższy niż w komórkach z hodowli kontrolnej, co więcej ponowne dodanie 
izoleucyny do środowiska powodowało po mniej więcej dwóch godzinach 
przywrócenie wyjściowego poziomu cAMP.

III. Wpływ cAMP na enzymatyczne i strukturalne układy komórkowe

Jak już wspomniano w rozdziale II, aby udowodnić udział cAMP w re­
gulacji wzrostu komórek należałoby dowieść obecności białek enzymatycz­
nych lub też komórkowych układów receptorowych, wykazujących pod 
wpływem cAMP zmiany bądź to w aktywności, bądź też w m ikrostruktu­
rze.

W ciągu kilku ostatnich lat ukazało się szereg doniesień o występowa­
niu w wielu typach komórek hodowanych in vitro kinaz białkowych akty­
wowanych przez cAMP (67, 103—105). Tak np. kinazy białkowe, badane 
w wyciągach enzymatycznych z komórek HeLa, mysich fibroblastów czy 
też komórek wątrobowych Changa, i przeprowadzające fosforylację histo- 
nów były 2—3-krotnie aktywowane przez cAMP lecz nie przez cGTP (103). 
Jak wynika z eksperymentów przy zastosowaniu inhibitorów syntezy biał­
ka, zarówno synteza jak i poziom aktywności kinaz białkowych nie ulega 
wahaniom w czasie cyklu komórkowego (rys. 2; (64)). Aktywność tych en­
zymów nie zmienia się też w wyraźny sposób w zależności od warunków 
hodowli (104).

Rezultaty szczegółowych badań H a u s c h k i  i wsp. (106, 107) nad
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wpływem cAMP na aktywność kinazy tymidynowej w komórkach chomika 
chińskiego (CHO) stanowią kolejne poparcie przypuszczenia o obecności 
w komórkach układów enzymatycznych, których aktywność może być re­
gulowana przez cAMP. Wynikiem 20-godzinnej inkubacji tych komórek 
z dbcAMP był dwukrotny spadek aktywności kinazy tymidynowej oraz aż 
20-krotne obniżenie pobierania przez komórki tymidyny a także deoksy- 
cytydyny i urydyny. Silniejszy efekt dbcAMP na transport tymidyny niż 
na poziom aktywności fosforylującej go kinazy można także wiązać, zda­
niem Hauschki, z możliwością wystąpienia, pod wpływem dbcAMP, zmian 
przepuszczalności błon komórkowych w stosunku do tymidyny.

Znaczne wahania w cyklu komórkowym aktywności kinazy tymidyno­
wej (93) jak i wewnątrzkomórkowego poziomu cAMP (rozdział II.3.) oraz 
obniżenie poziomu aktywności tego enzymu przez egzogenny cAMP, su­
gerują występowanie w komórkach, kontrolowanego przez cAMP, mecha­
nizmu pobierania tymidyny, a więc także pośrednio kontroli replikacji 
DNA. Można także przypuszczać, że cAMP mógłby kontrolować również 
pobieranie przez komórki tych metabolitów, których wnikanie uzależnione 
jest od ich fosforylacji przez specyficzne kinazy (106). Zmniejszenie trans­
portu urydyny do niedzielących się, na skutek wzrostu w gęstych hodow­
lach, kurzych i mysich fibroblastów (8), w których zarazem wykrywa się 
wyższy poziom cAMP niż w komórkach z logarytmicznej fazy wzrostu 
(rozdział II.3.), wydają się przemawiać za wpływem cAMP na transport 
tych metabolitów do komórek.

Strukturalnym i układami komórkowymi reagującymi na obecność 
dbcAMP w środowisku hodowli wydają się być mikrokanaliki i mikrowłó- 
kienka komórkowe (108). Agregację tych struktur pod wpływem dbcAMP, 
być może w wyniku działania zaktywowanych kinaz białkowych (55), 
stwierdzono w niektórych transformowanych liniach mysich i szczurzych 
fibroblastów (109), oraz komórek z jajnika chomika chińskiego (110). Od­
mienny natomiast efekt dbcAMP zaobserwowano w przypadku ludzkich 
astrocytów i neuroblastów in vitro (111), w których pod wpływem tego 
związku stwierdzono zanik powyższych strukturalnych mikroukładów. 
Wydaje się zatem, że znaczną część zmian pod wpływem cAMP w morfo­
logii komórek stransformowanych można przypisać jego interakcji z ukła­
dami mikrokanalików i mikrowłókien.

IV. Odpowiedź biologiczna komórek na działanie egzogennego cAMP

Biologiczny efekt będący odpowiedzią komórek na dodanie do środowis­
ka hodowli cAMP lub jego butyrylowej pochodnej, zależy od trwałości
i stężenia dodawanych związków oraz łatwości z jaką penetrują one do 
wnętrza komórek. Jednakże obecność w surowicy, dodawanej na ogół do 
pożywki, fosfodwuesterazy cAMP (112) oraz enzymów deacylujących te
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nukleotydy (113), stwarza niebezpieczeństwo, że obserwowane efekty bio­
logiczne mogą być zjawiskami wtórnymi, wywołanymi przez metabolity 
cAMP czy też dbcAMP.

IV -1. Metabolizm cAMP i jego pochodnych w środowisku hodowli

Badania przy zastosowaniu piętnowanego izotopami cAMP wykazały, 
że związek ten dodany do środowiska hodowli w stężeniu 10-5— 10~7M 
zostaje szybko metabolizowany. Już po 30 minutach inkubacji tymocytów 
szczura z radioaktywnym cAMP, radioaktywność w komórkach odnajdo­
wano jedynie w ATP i ADP, zaś bardzo mało lub wcale w ADP, adenozynie
i adeninie (114). Ponadto po tym okresie inkubacji, w środowisku hodowli 
znajdowano już tylko 65% dodanego cAMP oraz radioaktywne AMP i P x, 
co wskazywałoby na defosforylację AMP.

Nienagromadzanie się w środowisku hodowli ani radioaktywnej ade­
nozyny ani też adeniny wydaje się sugerować ich szybkie przenikanie do 
komórek, w których szybko ulegają one wbudowaniu do komórkowej puli 
ADP i ATP (112, 114).

Rozkład cAMP obecnego w środowisku do różnych metabolitów stw ier­
dzono także po inkubacji z tym związkiem komórek HeLa (115), L929 (116), 
czy zawiązków kości szczura (79). Sądzi się zatem (115), że jedynie przy 
wysokich stężeniach egzogennego AMP (rzędu 10~3 — 10_4M) może dojść do 
przejściowego podwyższenia wewnątrzkomórkowego stężenia cAMP. Bada­
nia nad pobieraniem, przez komórki L929 i WI-38, cAMP i dbcAMP obec­
nych w środowisku w stężeniu 1,5X10_4M, wydają się potwierdzać po­
wyższą sugestię (116).

W przeciwieństwie do cAMP, jego dwubutyrylowa pochodna oporna 
jest na działanie obecnej w środowisku fosfodwuesterazy cAMP (115). Wy­
kazano ponadto, że w wyniku inkubacji komórek HeLa z radioaktywną 
dwubutyrylową pochodną cAMP (w stężeniu 10_8M) jedynym radioaktyw­
nym związkiem nagromadzającym się w komórkach był N6-butyrylo-cAMP 
(117, 115). Związek ten powstawał również z dbcAMP pod wpływem dzia­
łania homogenatów komórek HeLa (117). W analogicznych warunkach 
cAMP jak również 0 2 -butyrylo-cAMP degradowane były do AMP i puryn. 
Stwierdzono ponadto, że spośród dwu i jednobutyrylowych pochodnych 
cAMP jedynie N8-butyrylo-cAMP wykazywał zbliżone do cAMP powino­
wactwo do kinazy białkowej izolowanej z mięśni wołu (118). Wyniki te su­
gerują zatem, że jedynie N6-monobutyrylo-cAMP wydaje się być we­
wnątrzkomórkowym imitatorem cAMP.

Wydaje się zatem, że odmienne biologiczne skutki działania cAMP
i dbcAMP (119, 120) można przypisać różnej łatwości wnikania do komórek
i różnej oporności tych związków na działanie rozkładających je enzymów 
a w konsekwencji na pojawieniu się i działaniu różnych ich metabolitów.
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IV-2. Zmiany morfologii i charakterystyk wzrostowych komórek pod wpływem
egzogennego cAMP

Pod wpływem dwubutyrylowej pochodnej cAMP obserwowano zmiany 
morfologiczne oraz zmiany charakterystyk wzrostowych szeregu linii ko­
mórek prawidłowych i stransformowanych (50, 109, 110, 111, 121—128). 
Komórki rosnące w obecności cyklicznego nukleotydu charakteryzowały 
się większym „spłaszczeniem”, większą ilością wypustek, zwiększoną przy­
czepnością do podłoża (129), a w przypadku niektórych komórek stransfor­
mowanych (CHO) stwierdzono sporadycznie pojawianie się równoległego 
ułożenia komórek i częściowego zahamowania wzrostu przy zetknięciu się 
(110, 130).

Ruch komórek, pośrednio uzależniony również od stopnia przyczepności 
ich do podłoża, stawał się wolniejszy przy podwyższeniu wewnątrzkomór­
kowego stężenia cAMP w komórkach 3T3-SV w obecności dbcAMP i teofi­
liny (131). \

Dalsze efekty dbcAMP, to znaczne, nieraz nawet dwukrotne, wydłuże­
nie czasu podwajania hodowli (50, 127) i obniżenie gęstości nasycenia po­
pulacji dla komórek przestających się dzielić przy zetknięciu (50, 111). Tak 
np. stwierdzono, że gęstość nasycenia hodowli komórek 3T3 (Balb) wynosi 
55 000 komórek/cm2 podczas gdy gęstość komórek rosnących w obecności 
dbcAMP jest pięciokrotnie niższa (50). Efekty wywoływane działaniem 
egzogennego cAMP cofały się po usunięciu go ze środowiska a komórki po 
kilkudziesięciu godzinach odzyskiwały swoje pierwotne cechy morfologicz­
ne, nie wykazując zmian żywotności (109).

Omówione powyżej, wywołane przez dbcAMP, zmiany nie tylko mor­
fologii, lecz także niektórych charakterystyk wzrostowych komórek uza­
sadniają w pełni, zdaniem S h e p p a r d a ,  pogląd, że dbcAMP przywraca 
stransformowanym fibroblastom mysim zdolność do zaprzestania podzia­
łów przy dostatecznie dużej gęstości hcdowli (130). Wysunięto nawet su­
gestię, że działanie dbcAMP może polegać na stymulacji przez ten związek 
syntezy określonych białek, niezbędnych do przywrócenia struktury  błon 
charakterystycznej dla komórek prawidłowych (132). Ostatnio jednakże 
wydaje się, że poglądu tego nie można uogólniać na wszystkie układy ko­
mórkowe. Zwolnienie bowiem tempa wzrostu komórek w wyniku działania 
dbcAMP obserwowane dla szeregu transformowanych linii komórkowych 
nie tylko pochodzenia fibroblastycznego (111, 122, 128) nie musi jeszcze 
świadczyć o tym, że niedzielące się komórki znajdują się wówczas w fazie 
G0, co możnaby postulować, gdyby rzeczywiście upodobniły się one do ko­
mórek prawidłowych. Utrzymanie pewnej inkorporacji radioaktywnych 
prekursorów do DNA w komórkach 3T3-SV rosnących w obecności 
dbcAMP oraz analiza zawartości DNA w komórkach (133, 134) wydają się 
raczej wskazywać na zatrzymanie komórek w późniejszych niż G0 fazach 
cyklu, poprzedzających jednakże podział mitotyczny komórki. Wyniki
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eksperymentalnego podwyższenia stężenia cAMP w różnych fazach cyklu 
komórek HeLa (82) oraz dane tyczące wpływu dbcAMP na procesy biosyn- 
tetyczne zachodzące w synchronicznie dzielących się komórkach CHO (135) 
sugerują, że komórki hodowane w obecności dbcAMP mogą znajdować 
się w fazie G2.

IV -3. Wpływ egzogennego dbcAMP na syntezę DNA i podziały mitotyczne

Dwubutyrylowa pochodna cyklicznego AMP, obecna w środowisku, ob­
niża włączanie tymidyny do DNA embrionalnych komórek szczura (136), 
komórek HeLa (115), chomiczych (137) i mysich fibroblastów 3T3 (138), 
przy czym wielkość efektu wywoływanego przez ten związek wydaje się 
zależeć od tego w jakiej fazie cyklu komórkowego znajdowały się komórki 
w momencie dodania dbcAMP. Wyniki szczegółowych badań nad wpływem 
dbcAMP na syntezę DNA w synchronicznie dzielących się fibroblastach 
3T3 wykazały bowiem, że związek ten hamuje syntezę DNA ty ^ o  wów­
czas, gdy dodany jest do pożywki jednocześnie z wysiewanymi komórkami. 
Usunięcie dbcAMP z hodowli na godzinę przed rozpoczęciem fazy S nie 
wywiera już wpływu na rozpoczęcie syntezy DNA, jednakże ilość syntety­
zowanego DNA jest mniejsza niż w komórkach kontrolnych. Jeżeli 
dbcAMP dodany jest do pożywki 3 lub 6 godzin po wysianiu komórek na­
stępuje wówczas jedynie przyspieszenie rozpoczęcia w nich syntezy DNA, 
bez wpływu na syntetyzowaną ilość. Dodanie dbcAMP na początku fazy S 
nie ma wpływu na syntezę DNA, uniemożliwia natomiast wstąpienie ko­
mórek w mitozę. Można więc przyjąć, że dbcAMP oddziałuje na komórki 
znajdujące się w fazie Gt oraz blokuje procesy metaboliczne zachodzące 
w fazie G2, nie dopuszczające do podziału mitotycznego komórki.

Podobną zależność efektu dbcAMP na syntezę DNA od momentu wpro­
wadzenia tej pochodnej do układu stwierdzono dla komórek BHK-21, w 
których infekcja onkogennym wirusem AD-12 pobudzała syntezę komór­
kowego DNA (139), która — jak wykazano następnie w dalszych badaniach 
tego zjawiska — była poprzedzona spadkiem wewnątrzkomórkowego po­
ziomu cAMP (70). W tym układzie doświadczalnym hamowanie syntezy 
DNA przez dbcAMP miało miejsce tylko wówczas, gdy związek ten dodano 
do hodowli przed wystąpieniem w komórkach maksimum syntezy wiruso­
wego RNA i rozpoczęciem syntezy komórkowego DNA. Zbieżność w czasie 
braku efektu dbcAMP na syntezę komórkowego DNA z pojawieniem się 
syntezy wirusowego RNA pozwala spekulować, że pierwotnym efektem 
dbcAMP może być wpływ na transkrypcję RNA swoistego d a wirusa 
AD-12.

IV-4. Porównanie działania cAMP i surowicy

Surowica jest jednym z licznych czynników stymulujących syntezę 
DNA i podziały komórkowe w stacjonarnych hodowlach komórkowych
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(rozdział I). Dodanie dbcAMP do środowiska hodowlanego zapobiegało po­
budzaniu syntezy DNA przez surowicę, a poziom włączania tymidyny do 
DNA komórkowego, znajdowany w obecności dbcAMP był tego samego 
rzędu co w komórkach kontrolnych, rosnących w nieobecności surowicy
(136). Powyższe efekty dbcAMP zaznaczały się tym wyraźniej, im niższa 
była zawartość surowicy w pożywce.

Wykazano ponadto, że włączenie do cyklu komórkowego komórek ho­
dowanych w obecności dbcAMP wymagało dodania zwiększonych ilości 
surowicy (137). Pobudzenie przez surowicę syntezy DNA w komórkach po­
przedza spadek wewnątrzkomórkowego poziomu cAMP (57, 75, 140), przy 
czym eiekt ten występuje już po kilku minutach od momentu dodania 
surowicy (Tabela 5).

Rys. 4. Wpływ trypsyny na wewnątrzkomórkowy poziom cAMP w mysich fibrobla- 
stach 3T3 z hodowli stacjonarnej (z danych 83).

Podobny spadek zawartości cAMP, jak pod wpływem surowicy, stwier­
dzono także w komórkach poddanych działaniu trypsyny (rys. 4) oraz sze­
regu innych proteaz (83). Enzymy te, podobnie jak surowica, stymulowały 
wzrost komórek w hodowlach stacjonarnych (25, 83). Można więc przy­
puścić, że wywoływana zarówno przez składniki surowicy jak i przez pro- 
teazy modyfikacja powierzchni błony komórkowej mogłaby znaleźć swoje 
odbicie w modyfikacji miejsc receptorowych cyklazy adenylowej, powodu­
jąc zahamowanie jej aktywności, a w rezultacie obniżenie wewnątrzko­
mórkowego poziomu cAMP.

Te wyniki, jak również zbieżność wysokiego poziomu cAMP w ko­
mórkach z hodowli stacjonarnych z wyczerpywaniem się składników wzro­
stowych surowicy w tychże hodowlach wskazują na przeciwstawność efek­
tów biologicznych cAMP i składników surowicy.

7* http://rcin.org.pl
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V. Uwagi końcowe

Omawiane w poprzednich rozdziałach dane wskazują wyraźnie, że w 
komórkach hodowanych in vitro działają mechanizmy regulujące poziom 
cyklicznego AMP w różnych fazach cyklu komórkowego i w zależności od 
warunków hodowli. W komórkach stwierdzono także obecność układów 
enzymatycznych aktywowanych przez cAMP, jak również scharakteryzo­
wano niektóre rodzaje odpowiedzi biologicznej komórek na podwyższenie 
stężenia cAMP w środowisku.

Ostatnio B u r g e r  i wsp. wysunęli hipotezę, uwzględniającą w regu­
lacji cyklu komórkowego znany fakt obniżenia poziomu cAMP w komór­
kach na etapie poprzedzającym rozpoczęcie w nich syntezy DNA (83). 
Spadek zawartości cAMP — będący wynikiem, lub tylko zjawiskiem towa­
rzyszącym zmianom powierzchniowym błon komórkowych, pojawiających 
się bądź w czasie mitozy, bądź na skutek transformacji czy też działania 
proteaz lub surowicy — zdaniem tych autorów mógłby być sygnałem „włą­
czającym” w komórkach procesy niezbędne do prawidłowego przebiegu cy­
klu komórkowego (rys. 5).

Struktura powierzchni A cAM P

Rys. 5. Kontrola przebiegu cyklu komórkowego przez cAMP (zmodyfikowany, hipo­
tetyczny model wg B u r g e r a  i wsp. (83).

N A  — Błona pow ierzchniow a komórek nie ulegających aglutynacji typow a dla kom órek pra­
w id łow ych . A — Błona pow ierzchniow a komórek u legających  aglutynacji typow a dla kom órek  
stransform ow anych  oraz kom órek prawidłowych poddanych działaniu proteaz lub surow icy.

Powyższy model powiązania zmian poziomu cAMP z przebiegiem cyklu 
komórkowego jest na razie hipotetyczny. Uzyskane dotychczas wyniki ba­
dań biochemicznych nie pozwalają także na rozstrzygnięcie, jaki mecha­
nizm, i czy wyłącznie jeden, odpowiedzialny jest za wahania poziomu cy­
klicznego AMP. Niemniej wydaje się niezwykle istotne zwrócenie uwagi
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na potencjalną rolę cAMP jako czynnika przekazującego do jądra komór­
kowego sygnały o przemianach zachodzących na powierzchni błony komór­
kowej.
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J E R E M IA S Z  T O M A S Z E W S K I  *

Glikozoaminoglikany tkanki łącznej 

Glycosoaminoglycans of the Connective Tissue

The actual views of the chemical composition, structure and metabolic pathways 
of the connective tissue glycosoaminoglycans are described. Some recent data con­
cerning the distribution and biological functions of the glycosoaminoglycans in var­
ious tissues are also presented.

R2*H Lub SO3

, (“ »3«) ......... jr
Ryc. 1. Struktura dwusacharydowych podjednostek glikozoaminoglikanów;

1. K was hia luronow y, 2. chondroityno-4-siarczan, 3. chondroityno-6-siarczan, 4. siarczan  
derm atanu, 5. siarczan keratanu, 6. siarczan heparanu, 7. heparyna.

* Dr, Ośrodek Naukowo-Badawczy Akademii Medycznej w  Lublinie, Lublin. 
Wykaz stosowanych skrótów: PAPS — 3-fosfoadenozyno-5’-fosfosiarczan, GAG — 

glukozoaminoglikany.
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Pojęcie glikozoaminoglikany obejmuje heterogenną grupę polisachary­
dów wchodzących w skład substancji podstawowej tkanki łącznej, określa­
nych dawniej mianem mukopolisacharydów. Są one polimerami zbudowa­
nymi z powtarzających się pod jednostek acetylowanej heksozoaminy 
związanej wiązaniem glikozydowym z inną komponentą sacharydową, 
przeważnie kwasem uronowym.

Od roku 1960 coraz częściej stosowane jest nowe, jak się wydaje bar­
dziej adekwatne słownictwo, zaproponowane przez J e a n l o z a ,  a przed­
stawione w tabeli 1.

I. Budowa chemiczna

1.1. Struktura podjednostek dwusacharydowych

Podstawową podjednostką glikozoaminoglikanów są dwusacharydy, 
których wzory przedstawiono na rycinie 1.

Wyjaśnieniu budowy tych podjednostek poświęcono wiele badań, któ­
rych wyniki są przedmiotem wyczerpujących opracowań poglądowych (16, 
129, 133, 155). Nowsze badania wskazują na bardziej skomplikowaną struk­
turę polisacharydowych łańcuchów glikozoaminoglikanów, a dla niektórych 
z nich, np. dla heparyny, postulowana jest podjednostką czterosacharydo- 
wa (106). Niemniej jednak, przyjmuje się, że rodzaj komponent sacharydo- 
wych, liczba podstawników i typ wiązania w pod jednostkach charaktery­
styczny jest dla określonego rodzaju glikozoaminoglikanów i stanowi 
podstawę ich klasyfikacji. Opis zasadniczych składników strukturalnych 
glikozoaminoglikanów zamieszczono w tabeli 2.

1.2. Budowa łańcuchów polisacharydowych

Jak już wspomniano, w wyniku nowszych badań okazało się, że polisa­
charydowe łańcuchy różnych glikozoaminoglikanów tylko w nielicznych 
przypadkach stanowią uporządkowany polimer przemiennie ułożonych jed­
nostek monosacharydowych. W glikozoaminoglikanach izolowanych z róż­
nych, lub nawet tych samych tkanek obserwuje się różnice budowy wyni­
kające z co najmniej trzech przyczyn:

1) różnego stopnia polimeryzacji podjednostek i wynikających stąd róż­
nic w ciężarze cząsteczkowym łańchuchów polisacharydowych

2) zmiennej sekwencji podjednostek i występowania w łańcuchu kom­
ponent nietypowych dla danego rodzaju glikozoaminoglikanów

3) różnic w miejscu podstawienia i liczby reszt siarczanowych
Ciężary cząsteczkowe glikozoaminoglikanów, najczęściej podawane

w piśmiennictwie zestawiono w tabeli 3.
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Różnice między ciężarami cząsteczkowymi podawanymi przez różnych 
autorów dla tego samego rodzaju glikozoaminoglikanów mogą wynikać ze 
stosowania różnych metod izolowania; niektóre metody mogą powodować 
częściową degradację. Istnieją jednak przekonywujące dowody występo­
wania glikozoaminoglikanów o różnej wielkości cząstek. Np. obok kwasu 
hialuronowego o ciężarze cząsteczkowym 200 000—230 000 (61), A k t i n s 
i wsp. (5) izolowali ostatnio kwas hialuronowy, którego ciężar cząstecz­
kowy wynosił około 1 500 000. W ciałku szklistym oka stwierdzono obe­
cność kwasu hialuronowego o ciężarze 150 000. H o p w o o d  i R o b i n ­
s o n  (67) z przegrody nosowej wołu izolowali siarczan keratanu o ciężarze 
cząsteczkowym około 23 000, natomiast z jądra miażdżystego o ciężarze 
cząsteczkowym 9 500.

Tabela  3

Ciężary cząsteczkowe polisacharydowych łańcuchów glikozoaminoglikanów tkanki
łącznej

R o d z a j Ciężar cząsteczkowy Piśmiennictwo

Kwas hialuronowy 200 000—230 000 61
Chondroityno-4 i 6-siar-

czany 10 000-45 000 110, 189
Siarczan dermatanu 16 000—46 000 61, 191
Siarczan keratanu 11 000—20 000 9, 61
Siarczan heparanu 24 000—29 000 90
Heparyna 10 000—20 000 16

H o v n e r (69) izolował i oczyścił heparynę stanowiącą rozgałęziony 
łańcuch zbudowany z mniejszych podjednostek powiązanych wiązaniami 
wrażliwymi na działanie askorbinianu, której ciężar cząsteczkowy wynosił 
około 1 miliona.

Istnieją liczne prace wskazujące na skomplikowaną budowę łańcuchów 
glikozoaminoglikanów. Okazało się np., że oczyszczone preparaty kwasu 
hialuronowego zawierają pewne ilości galaktozoaminy (6). F r a n s s o n  
i R o d e n (45, 46) działając hialuronidazą jądrową na oczyszczony siarczan 
dermatanu otrzymali oligosacharydy o różnej wielkości i w mniejszych 
stwierdzili obecność kwasu glukuronowego. W glikozoaminoglikanach izo­
lowanych z pępowiny (42) oraz śluzówki jelita i ze skóry (41) stwierdzono 
występowanie w jednym łańcuchu podjednostek charakterystycznych dla 
siarczanu dermatanu obok chondroityno-4 i-6-siarczanów. O podobnej 
strukturze niektórych glikozoaminoglikanów aorty donoszą K r e s s e, 
H e i d e l  i B u d d e c k e  (94) a wg F r a n s s o n a  i wsp. (43, 44) siarczan 
dermatanu izolowany z aorty i skóry zawiera odcinki zbudowane z 5 do 8 
podjednostek idurono(l-3)4-sulfogalaktozoaminy, poprzedzielane dwusa- 
charydowymi podjednostkami chondroitynosiarczanów. Obecność reszt
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galaktozoaminy zestryfikowanej w pozycji 4 oraz w pozycji 6, wykazana 
została również w jednołańcuchowych polimerach chondroitynosiarcza- 
nów (152, 186). Wiele prac wskazuje na niejednorodną budowę polisacha­
rydowego łańcucha heparyny (25, 100, 103, 194) i występowanie w nim 
reszt kwasu iduronowego. Kwas iduronowy wykryto również w siarczanie 
heparanu (24).

Dodatkowym źródłem heterogenności glikozoaminoglikanów wydaje się 
być zmienna liczba reszt siarczanowych. M a t h e w s (122) oraz S u z u k i  
i wsp. (174) badając chondroityno-4 i chondroityno-6-siarczany stwierdzili 
w niektórych preparatach obecność grup siarczanowych przy węglu 2 lub 
3 reszty glukuronianowej. Podobnie, drugą grupę S 0 4, estryfikującą resztę 
kwasu iduronowego, wykazano w siarczanie dermatanu (19, 111, 125). 
Zmiennym stopniem zestryfikowania charakteryzują się siarczany kerata- 
nu (123). Przy pomocy metylacji i działania specyficznymi hydrolazami 
wykazano, że siarczan keratanu posiada rozgałęzione łańcuchy polisacha­
rydowe, zawierające ponadto nietypowe dla glikozoaminoglikanów reszty 
cukrowcowe, np. fukozy, mannozy i kwasu sialowego (9, 10). Zmienną licz­
bę reszt siarczanowych posiada siarczan heparanu i heparyna. W siarcza­
nie heparanu może występować różna liczba podjednostek N-acetylo i N- 
-sulfoglukozoaminy (23, 105), co umożliwia rozdzielenie frakcji w polu 
elektrycznym (75). Niektóre podjednostki N-sulfoglukozoaminowe hepa­
ryny posiadają drugą grupę siarczanową w pozycji 6 (30, 194) a L i n d a h l  
i A x e l s s o n  (101) wykazali obecność grupy siarczanowej w pozycji 2 
niektórych reszt kwasu glukuronowego.

1.3. Budowa połączeń polisacharydowo-białkowych

Jak wiadomo natywne glikozoaminoglikany w przeważającej mierze 
występują w formie wysokocząsteczkowych połączeń białkowo-polisacha- 
rydowych. Okazało się, że końcowy odcinek łańcucha polisacharydowego, 
łączący komponentę węglowodanową z łańcuchem polipeptydowym, cha­
rakteryzuje się odmienną i specyficzną sekwencją reszt cukrowco*wych. 
Jak wynika z licznych badań (29, 58, 135, 147, 148, 157) końcowy fragment 
polisacharydowego łańcucha chondroitynosiarczanów, siarczanu dermata­
nu, siarczanu heparanu i heparyny stanowi tetrasacharyd zawierający ksy- 
lozę, dwie reszty galaktozy i kwas uronowy, o budowie przedstawionej na 
rycinie 2.

Stosując reakcję (3-eliminacji i redukcji produktów rozpadu borowodor­
kiem sodu wykazano, że reszta ksylozowa łańcucha polisacharydowego łą­
czy się wiązaniem O-glikozydowym z seryną lub treoniną wbudowaną 
w polipeptydowy łańcuch cząsteczki białkowej (134).

Nieco inny sposób wiązania komponenty sacharydowej z białkiem po­
stulowany jest dla niektórych połączeń siarczanu keratanu. Okazało się, że
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działanie alkaliami na proteoglikany izolowane z rogówki nie rozbija połą­
czeń siarczan keratanu — białko (50, 159). M a t h e w s  i C i f o n e l l i  
(123) oraz M e y e r  i wsp. (2) wykazali, że ten rodzaj glikozoaminoglika- 
nów łączy się z łańcuchem polipeptydowym wiązaniem N-glikozydowym 
między resztą końcowej heksozoaminy a grupą aminową asparaginy lub 
glutaminy.

NH

c=o

Ryc. 2. Struktura końcowego odcinka łańcucha polisacharydowego glikozoaminogli- 
kanów, związanego z łańcuchem polipeptydowym (wg 148).

W proteoglikanach izolowanych z chrząstki występuje prawdopodobnie 
jeszcze inny typ wiązania łańcuchów siarczanu keratanu z białkiem. Jest 
to wiązanie O-glikozydowe łączące grupę hydroksylową seryny lub treo- 
niny z łańcuchem polisacharydowym, jednak nie za pośrednictwem ksylo- 
zy, a poprzez końcową resztę podstawionej galaktozoaminy (1, 183, 185).

Budowa proteoglikanów nie została dotychczas w pełni wyjaśniona 
i wydaje się, że stanowią one grupę bardzo zróżnicowanych połączeń. Mo-

Ryc. 3. Schemat budowy makrocząsteczek proteoglikanów (wg 133); 
a) p olipeptydow y łańcuch rdzenia białkow ego, b) boczne łańcuchy polisacharydow e.

del cząsteczki proteoglikanów zawierających chondroitynosiarczany za­
proponował w roku 1958 M a t h e w s  i L o z a i t y t e  (126), a następnie 
P a r t r i d g e  i wsp. (141). Ciężar cząsteczkowy proteoglikanów tego typu 
określany jest na około 2 000 000 (94). Obecnie wiadomo, że do jednego 
rdzenia białkowego mogą być przyłączone łańcuchy polisacharydowe róż­
nej długości (151, 184), a także glikozoaminoglikany różnego rodzaju (55, 
159). Proponowane modele proteoglikanów przedstawia rycina 3.

Ostanio te hipotetyczne modele uzyskały potwierdzenie badaniami 
w mikroskopie elektronowym (150). B u d d e c k e  i wsp. (193) badając 
proteoglikany izolowane z chrząstki nosowej wołu uzyskali dwie frakcje, 
z których jedna charakteryzowała się łańcuchem polipeptydowym długości 
1 700—1 900A i obecnością 20—22 bocznych łańcuchów polisacharydowych
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0 długości 520— 540A. Druga frakcja zawierała proteoglikany o większej 
cząsteczce, zawierającej około 34 łańcuchy glikozoaminoglikanowe połą­
czone z rdzeniem polipeptydowym długości 3 200— 3 400A.

Trudności metodyczne związane z izolowaniem natywnych makroczą- 
stek glikozoaminoglikanów uniemożliwiają bliższą charakterystykę konfor­
macji przestrzennej łańcuchów polisacharydowych. Niemniej jednak, 
S t o n e (172) oraz H i r a n o  i O n d o r a  (63) na podstawie badania ko­
łowej dyspersji optycznej glikozoaminoglikanów sprzęganych z optycznie 
nieczynnymi barwnikami kationowymi zaproponowali dla nich prawo- lub 
lewoskrętną strukturę spiralną. Do podobnych wniosków dochodzą A t - 
k i n s i wsp. (5) na podstawie badań rentgenograficznych. W a s t e s o n  
(189) biorąc pod uwagę niektóre własności roztworów chondroitynosiar- 
czanów, jak np. lepkość, szybkość dyfuzji i sedymentacji, postuluje wystę­
powanie luźnych zwojów lub usztywnionych struktur prostoliniowych. Ta 
ostatnia konformacja tłumaczyłaby dobrze rolę glikozoaminoglikanów 
w „sprzęganiu” elementów włókienkowych pozakomórkowej tkanki łącz­
nej.

Z przedstawionego przeglądu wynika, że glikozoaminoglikany tkanki 
łącznej stanowią wysoce zróżnicowaną grupę polisacharydów. Za w yjąt­
kiem kwasu hialuronowego i częściowo heparyny stanowią one składnik 
połączeń polisacharydowobiałkowych, przy czym struktura tych ostatnich, 
stanowi dodatkowe źródło heterogenności tej grupy związków. Wydaje się, 
że wielkość makrocząsteczek, struktura łańcuchów polipeptydowych, bu­
dowa i rodzaj przyłączonych łańcuchów polisacharydowych determinowa­
ne są rodzajem i funkcją tkanek, w których są syntetyzowane.

II. Metabolizm glikozoaminoglikanów

II.l. Synteza podjednostek monosacharydowych

Stosując znakowane prekursory — kwasy uronowe i heksozoaminy wy­
kazano, że nie są one wykorzystywane w organizmach zwierzęcych do syn­
tezy glikozoaminoglikanów. W syntezie tych związków wykorzystywana 
jest głównie glukoza, a drogi przemian prowadzące do prekursorów wbudo­
wywanych w łańcuch polisacharydowy zostały stosunkowo dobrze poznane
1 przedstawione w wielu wyczerpujących opracowaniach (36, 161, 173), 
w tym również w „Postępach Biochemii” (83). Dla przypomnienia, schemat 
przemian monosacharydowych podjednostek glikozoaminoglikanów przed­
stawiono na rycinie 4.

Obejmuje on szereg dobrze poznanych i wspólnych dla metabolizmu 
węglowodanów reakcji enzymatycznych, przy czym wiadomo, że niektóre 
z tych procesów jak np. epimeryzacja kwasu glukuronowego zachodzi już 
po wbudowaniu podjednostki w łańcuch polisacharydowy (102).
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Glukoza
)- ATP---------- -1

Glukozo-6-P

Glukozoamina Fruktozo-6-P 
(& A TP ----- -------------------- (Ę)-GIuNH3

(Ę}AcCoA
Gl ukozoamino -6-P

Glukozo-1-P

l -----
UDP-glukoza

Glikogen

•ĘyuTP

Acetyloglukozoamino -6-P

Acetyloglukozoamino -1-P
(Ęyurp-------------1

UDP-acetyloglukozoamina

© -----------\
UDP-acefylogalaktozoamina

ĘyPAPS--------- 1
Siarczany UDP-aĆeiylogalaktozoaminy

UDP-galaktoza 

UDP-ksyloza

(Ę)-NAD

Kwas UDP-iduronowy

Ryc. 4. Główne etapy przemian monosacharydowych prekursorów glikozoaminogli-
kanów.

II.2. Synteza łańcucha polisacharydowego

Jak wynika z badań inkorporacji 14C-glukozy i 35S-siarczanu w hodo­
wlach tkankowych oraz in vitro, zahamowanie syntezy białek np. puromy- 
cyną lub cykloheksoimidem, hamuje również syntezę łańcucha polisacha­
rydowego' (26, 77, 120, 138). Tak więc, obecność komponenty białkowej 
proteoglikanów jest warunkiem polimeryzacji podjednostek monosachary­
dowych.

Pierwszym etapem syntezy łańcucha chondroitynosiarczanów, siarcza­
nu derm atanu, siarczanu heparanu, a prawdopodobnie i heparyny jest 
przeniesienie ksylozy z urydynodwufosforanu na grupę hydroksylową se- 
ryny lub treoniny (49,146). Reakcję tę katalizuje transferaza UDP-ksylozy, 
specyficzna prawdopodobnie wobec sekwencji aminokwasów w otoczeniu 
wchodzącej w reakcję reszty seryny lub treoniny (85, 181). Następnym eta­
pem syntezy łańcucha polisacharydowego jest enzymatyczne wbudowywa­
nie reszt galaktozy, katalizowane przez odpowiednie transferazy. Transfe­
raza przenosząca resztę galaktozylową na ksylozę charakteryzuje się niską 
specyficznością substratową (58, 59). Transferaza wprowadzająca drugą 
resztę galaktozy ma inne optimum działania i jest specyficzna wobec ugru­
powania (3-galaktozylo-(l-4)ksylozowego (59). Obydwa enzymy są aktywne 
w obecności jonów Mn++ (59, 98).

Przemienne przedłużenie łańcucha uwarunkowane jest wysoką specy­
ficznością substratową działających w następującej kolejności UDP-gluku- 
ronylo- i UDP-N-acetylogalaktozoaminotransferazy. Wykazano obecność
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dwóch różnych aktywności transferazowych dla UDP-glukuronianu, z któ­
rych jedna przenosi resztę glukuronianową na fragment galaktozylogalak- 
tozowy, druga natomiast na końcową N-acetylogalaktozoaminę (60). Spe­
cyficznym akceptorem dla UDP-N-acetylogalaktozoaminotransferazy jest 
kwas glukuronowy, stanowiący zakończenie łańcucha cukrowego (99).

Istnieje prawdopodobnie przestrzenna sekwencja kolejnych etapów 
syntezy glikozoaminoglikanów. Przemawiają za tym wyniki badań we- 
wątrzkomórkowego rozmieszczenia enzymów. Transferazy reszt ksylozylo- 
wych i galaktozylowych wykryto w ziarnistościach, natomiast enzymy dal­
szych etapów biosyntezy w błonach gładkich (56, 139, 163).

Mechanizm zakończenia syntezy łańcucha polisacharydowego nie został 
dotychczas poznany. Według T e 1 s e r a (177) po osiągnięciu pewnej opty­
malnej długości łańcucha następuje enzymatyczne sulfonowanie odpowied­
nich reszt cukrowcowych, a wprowadzenie grup siarczanowych hamować 
ma dalsze wydłużanie polisacharydu. Stosunkowo niewiele wiadomo na te­
mat specyficzności sulfotransferaz przenoszących grupy siarczanowe 
z PAPS na odpowiednie podjednostki węglowodanowe. Wydaje się, że 
miejsce wprowadzenia grupy siarczanowej determinuje takie czynniki jak 
konformacja łańcucha polisacharydowego, jego długość, sekwencja mono- 
sacharydów, a nawet rodzaj związanej komponenty polipeptydowej (145). 
Za tym, że wbudowywanie reszt siarczanowych następuje wyłącznie na po­
ziomie łańcucha polisacharydowego przemawiają próby syntezy glikozo­
aminoglikanów w hodowlach tkankowych w nieobecności PAPS (162, 164) 
oraz w obecności znakowanych siarczanów monosacharydów (142, 175).

Sulfonowanie reszt aminowych glukozaminy heparyny i siarczanu he- 
paranu zachodzi na drodze enzymatycznej wymiany grupy acetylowej na 
siarczanową (163). Wykazano to w trakcie syntezy polisacharydu z UDP- 
-glukuronianu i znakowanej w grupie acetylowej N-acetyloglukozoaminy. 
W nieobecności PAPS powstawał polimer N-acetylowany, w obecności, na­
stępowała wymiana grup acetylowych na siarczanowe. Liczba wprowa­
dzonych reszt S 0 4, która jak już wspomniano może być różna, zależy praw­
dopodobnie od stężenia aktywnego siarczanu.

Biosynteza glikozoaminoglikanów jest ściśle związana z syntezą kompo­
nenty białkowej. Struktura łańcuchów polipeptydowych determinuje nie­
wątpliwie zarówno rodzaj, długość, jak i liczbę powstających jednostek 
polisacharydowych wchodzących w skład cząsteczki proteoglikanu. Procesy 
te nie zostały jednak dotychczas wyjaśnione i są przedmiotem dalszych in­
tensywnych badań.

II.3. Drogi rozpadu glikozoaminoglikanów

Katabolizm glikozoaminoglikanów rozpoczyna się prawdopodobnie pro­
teolitycznym rozpadem polipeptydowego łańcucha proteoglikanów, w wy­
niku czego uwalniają się polisacharydy zawierające jeszcze niewielką resztę
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aminokwasową. Są one wydalane w formie niezmienionej, bądź rozkładane 
dalej do odpowiednich oligosacharydów. Obecność enzymów katalizują­
cych rozpad glikozoaminoglikanów wykazano w wielu bakteriach i jadach 
(104) oraz w wielu tkankach zwierzęcych. W tych ostatnich są one zlokali­
zowane głównie w lizosomach komórek tkanki łącznej (77, 192) i różnią się 
aktywnością, specyficznością substratową i zakresem optimum pH. Miejsce 
działania hydroliz biorących udział w katabolizmie glikozoaminoglikanów 
przedstawia rycina 5.

Ryc. 5. Miejsce działania enzymów katabolizmu proteoglikanów tkankowych na przy­
kładzie chondroityno-4-siarczanu (wg 17);

1. H ialuronidaza, 2. chondroitynosulfohydrolaza, 3. P-glukuronidaza, 4. N -acetylo-|3-hekso- 
zoam inidazy, 5. katepsyna, 6. kw aśne karboksypeptydazy.

Hialuronidazy (EC 3.2.1.35) działają najsilniej na kwas hialuronowy, 
chociaż katalizują także rozpad wiązania  ̂ (1—4) glikozydowego chondroi- 
tynosiarczanów (70, 165, 167); nie działają natomiast lub tylko w bardzo 
małym stopniu na łańcuchy siarczanu dermatanu, siarczanu keratanu, siar­
czanu heparanu heparyny (79, 130). Enzymy katalizujące specyficzną de­
gradację chondroitynosiarczanów wykryto u bakterii Proteus vulgaris 
i Flavobacterium heparinicum  (35, 64, 119). W indukowanych hodowlach 
tych ostatnich udało się wykazać aktywność heparanidazy specyficznej wo­
bec heparyny i siarczanu heparanu (31, 68).

Degradacja powstałych oligosacharydów przebiega przy udziale en­
zymów katalizujących rozpad wiązań (5 (1-3) i (3 (1-4) glikozydowych; P-N- 
-acetylo-D-glukozaminidazy (EC 3.2.1.30), (3-D-glukuronidazy (EC 3.2.1.31) 
i (3-D-galaktozydazy (EC 3.2.1.23). Wydaje się, że enzymy te są specyficzne 
wyłącznie wobec rozbijanego wiązania i mogą być wspólne dla oligosacha­
rydów pochodzących z różnych przemian ustrojowych.

Stosunkowo mało wiadomo na temat aktywności i sekwencji działania

o=c
NH

R-CH

HNAc HNAc HNAc HN✓
HC-R

http://rcin.org.pl



4 5 8 J .  T O M A S Z E W S K I [12]

sulfataz. Najlepiej poznana chondroitynosulfataza (EC 3.1.6.4) wydaje się 
wykazywać pewną specyficzność wobec miejsca podstawienia grupy siar­
czanowej (57, 195). Nie wiadomo czy fakt wydalania z moczem w większości 
sulfonowanych poli- i oligosacharydów wynika z niskiej aktywności sulfa­
taz tkankowych czy też z wtórnej estryfikacji reszt kwasu glukuronowego. 
Tę ostatnią możliwość sugeruje fakt, że niektóre etapy degradacji łańcucha 
polisacharydowego wymagają wcześniejszego uwolnienia reszt siarczano­
wych. Wykazano np., że rozpad siarczanu keratanu do galaktozy i N-ace- 
tyloglukozoaminy pod wpływem wyciągu z wątroby Charonia lampas prze­
biega przez etap desulfatacji łańcucha polisacharydowego.

Układy enzymatyczne biorące udział w katabolizmie glikozoaminogli­
kanów, podobnie jak struktura chemiczna tych związków, wydaje się być 
bardzo niejednorodne i skomplikowane. Z drugiej strony, wydaje się, że 
heterogenność ta stanowi dodatkowy czynnik regulacyjny, umożliwiający 
sterowanie metabolizmem glikozoaminoglikanów w sposób optymalnie za­
bezpieczający ich funkcję w tkance łącznej.

II.4. Szybkość obrotu glikozoaminoglikanów

W przeciwieństwie do upostaciowanych pozakomórkowych składników 
tkanki łącznej, charakteryzujących się wolnym rytm em odnowy, glikozo- 
aminoglikany odznaczają się dużą aktywnością metaboliczną. Szybkość syn­
tezy i rozpadu glikozoaminoglikanów zależy od ich rodzaju, a w jeszcze 
większym stopniu od wieku i rodzaju badanych tkanek.

Badając in vivo szybkość inkorporacji 14C-glukozy i 35S-siarczanu do 
glikozoaminoglikanów aorty, K r e s s e  i B u d d e c k e  (93) określili 
względną szybkość syntezy różnych komponent. Przyjm ując 1,0 dla siar­
czanu dermatanu, wynosiła ona 1,9 dla kwasu hialuronowego, 0,9 dla siar­
czanu heparanu i 0,4 dla chondroitynosiarczanów. Podobnie, wyższą szyb­
kość syntezy kwasu hialuronowego wykazano w skórze dojrzałych króli­
ków i szczurów (128) oraz w tkance mózgowej (117). Okazało się jednak, 
że w tkankach embrionalnych, charakteryzujących się szybką syntezą i de- 
pozycją kolagenu, również szybkość syntezy siarczanu dermatanu i chon­
droitynosiarczanów przewyższa szybkość syntezy kwasu hialuronowe­
go (51).

W badaniach inkorporacji znakowanej glukozy i siarczanu do glikozo­
aminoglikanów chrząstki wykazano różną szybkość obrotu nawet w obrębie 
jednego typu (87, 137, 149). Stwierdzono np., że w chrząstce żebrowej cielę­
cia (88) i chrząstce ucha (7) istnieją co najmniej dwie pule chondroityno­
siarczanów charakteryzujące się nie tylko różną wielkością cząstek i róż­
nym stopniem sulfonowania, ale i różnym rytmem odnowy. Fakt ten deter­
minuje zapewne również odmienne funkcje biologiczne.

Jak dalece zróżnicowane są procesy syntezy i degradacji świadczą ba­
dania izotopowe prowadzone w hodowlach komórkowych (27, 32, 57, 153).
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Wykazano, że nawet w różnych klonach tych samych komórek obserwuje 
się istotne różnice w szybkości inkorporacji znakowanych prekursorów do 
tych samych rodzajów polisacharydów. Ta wielka „elastyczność” w prze­
mianach glikozoaminoglikanów oraz możliwość wielokierunkowej regulacji 
przemian, jakkolwiek nie została jeszcze całkowicie poznana, wiąże się 
niewątpliwie z ich różnorodnymi i ważnymi funkcjami biologicznymi.

III. Rola biologiczna glikozoaminoglikanów

III.l. Rozmieszczenie glikozoaminoglikanów w tkance łącznej

Omawiając zawartość i skład glikozoaminoglikanów w tkankach i pły­
nach ustrojowych należy pamiętać o trudnościach metodycznych związa­
nych z ich oznaczaniem i rozdziałem. Oznaczanie heksozoamin lub kwasów 
uronowych w preparatach nieoczyszczonych jest nieadekwatne z uwagi na 
obecność sacharydów pochodzących z innych składników tkankowych i in­
terferencję białek. Podobne zastrzeżenia dotyczą metod opartych na zja­
wisku metachromazji błękitu toluidynowego (84, 109). Niemniej jednak, 
osiągnięty w ostatnich latach postęp metodyczny w zakresie izolowania, 
oczyszczania i rozdziału glikozoaminoglikanów (14, 131, 176, 178) umożli­
wił bardziej precyzyjne badanie tych związków w tkance łącznej.

Zawartość glikozoaminoglikanów w różnych rodzajach tkanek przedsta­
wiono w tabeli 4.

Tabela 4

Zawartość glikozoaminoglikanów w tkankach

T k a n k a Glikozoaminoglikany 
w % suchej odtł. tkanki

Piśmiennictwo

Chrząstka 8,9 —25,0 96, 112, 176
Jądro miażdżyste 13,2 —14,8 18, 47
Rogówka 2,2 — 5,4 144, 176
Twardówka 0,3 — 0,9 140
Aorta 0,7 -  1,4 38, 176, 179
Prostata 0,43— 2,4 117
Skóra 0,22— 0,70 15, 91, 176
Śluzówka 0,25— 0,56 74
Nerki — rdzeń 0,88— 1,55 71

kora 0,11— 0,13

Niezależnie od różnic narządowych, obserwuje się znaczne różnice ga­
tunkowe (38, 62), a przede wszystkim różnice determinowane wiekiem. 
W niektórych tkankach jak np. skóry, chrząstki, tkanki mózgowej (15, 39, 
180, 195) ogólna zawartość glikozoaminoglikanów spada, podczas gdy w
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innych, np. w rogówce i tkance naczyń krwionośnych wzrasta w procesie 
starzenia (3, 137, 144, 158, 179). W ścianie naczyniowej stwierdzono istotne 
różnice w zawartości glikozoaminoglikanów w warstwie środkowej i we­
wnętrznej, w naczyniach tętniczych i żylnych oraz między tętnicami róż­
nych obszarów ciała (28, 95, 114, 136, 137).

Stosując coraz bardziej precyzyjne metody rozdziału glikozoaminogli­
kanów tkankowych, stwierdzono, że różne tkanki zawierają różne typy 
polisacharydów w zmiennych proporcjach. Skład glikozoaminoglikanów 
niektórych tkanek przedstawiono w tabeli V.

Okazuje się, że skład ten nie jest stały i ulega dynamicznym zmianom 
w procesie rozwoju i fizjologicznego starzenia. Wykazano np, że w skórze 
embrionów 75% glikozoaminoglikanów stanowi kwas hialuronowy, około 
15% chondroityno-4- i 6-siarczany a zaledwie 10% siarczan dermatanu. 
W skórze zwierząt dorosłych zawartość siarczanu dermatanu wzrasta do 
60%, podczas gdy zawartość kwasu hialuronowego istotnie spada (107). 
Przesunięcia w procentowej zawartości chondroityno-4-siarczanu, siarcza­
nu keratanu i chondroityno-6-siarczanu obserwowano w procesie starzenia 
chrząstki (12, 65, 80, 166). Wzrost zawartości siarczanu keratanu przy 
spadku glikozoaminoglikanów bezsiarkowych obserwowano w czasie ro­
zwoju rogówki zarodków kurzych (144).

Liczne prace poświęcono badaniom składu glikozoaminoglikanów aorty 
(81, 89,113,156,179). Jakkolwiek publikowane wyniki nie są zgodne, co może 
wynikać zarówno z różnic metodycznych jak i niejednorodności materiału, 
wydaje się, że i w tej tkance w przebiegu fizjologicznego starzenia dochodzi 
do zmniejszenia zawartości kwasu hialuronowego i siarczanu heparanu, 
przy wzroście siarczanu dermatanu i chondroityno-siarczanów.

Ogólnie, w procesie fizjologicznego starzenia obserwuje się spadek pro­
centowej zawartości kwasu hialuronowego oraz obniżenie stosunku gliko­
zoaminoglikanów do pozostałych pozakomórkowych składników tkanki 
łącznej, głównie kolagenu (22). Jest to prawdopodobnie wyrazem zmienia­
jących się z wiekiem własności i funkcji tkanek.

III. 2. Funkcje biologiczne glikozoaminoglikanów

Funkcje biologiczne glikozoaminoglikanów tkanki łącznej rozpatrywane 
są w aspektach ich udziału w następujących procesach:

1) fibrylogenezy i stabilizacji pozakomórkowych włókienkowych skład­
ników tkanki

2) kalcyfikacji tkanki łącznej kości i chrząstki
3) interakcji i depozycji substancji endo- i egzogennych przenikających 

do tkanki łącznej ze środowiska
4) regulacji uwodnienia tkanek
5) krzepnięcia i fibrynolizy
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Glikozoaminoglikany tworzą in vitro kompleksy z rozpuszczalnym kola­
genem powodując jego precypitację (72, 121, 180). Przebieg tych reakcji 
zależy od szeregu czynników takich jak rodzaj glikozoaminoglikanów, siła 
jonowa i pH środowiska i uwarunkowany jest prawdopodobnie silnie ujem ­
nym ładunkiem polisacharydu. Jakkolwiek mechanizm tych reakcji w wa­
runkach in vivo jest mniej pewny i bywa oceniany krytycznie (82), do­
tychczasowe badania (124, 136, 190) wydają się wskazywać, że przynaj­
mniej niektóre glikozoaminoglikany mogą inicjować agregację cząsteczek 
tropokolagenu zapoczątkowującą tworzenie fibryli. Zagadnienie czy od­
działywanie glikozoaminoglikanów zależy wyłącznie od ich ładunku, czy 
też wiąże się z tworzeniem jonowych lub kowalencyjnych połączeń pośred­
nich, nie zostało dotychczas wyjaśnione.

Ryc. 6. Schemat kompleksów kolagenoglikoproteidoproteoglikanowych w  tkance 
łącznej wg J a c k s o n a  i B e n t l e y a  (73) 

a) w łókna kolagenow e, b) polipeptydow e łańcuchy g likoproteidów , c) w ęglow odanow e łań ­
cuchy boczne, d) rdzeń b iałkow y proteoglikanów , e) polisacharydow e łańcuchy glikozoam ino­
glikanów .

Rola glikozoaminoglikanów, a właściwie proteoglikanów, w stabilizacji 
sieci włókienkowej tkanki, polegać ma na elektrostatycznym „spinaniu” 
dużych fibryli powstałych w wyniku interakcji kolagenu i glikoproteidów. 
Hipotetyczny model takiej struktury, przedstawiony na rycinie 6, zapro­
ponowany został przez J a c k s o n a  i B e n t l e y a  (73), a jego potwier­
dzeniem wydaje się być między innymi stała obecność węglowodanów 
w preparatach kolagenu.

Stwierdzona ostatnio zależność własności mechanicznych tkanki od sto­
sunku kolagen ¡glikozoaminoglikany wskazuje również na udział tych
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związków w organizacji uporządkowanej struktury przestrzennej tkanki 
łącznej. Dodatkowym elementem zabezpieczającym mechaniczną wytrzy­
małość substancji podstawowej może być wzajemna interakcja proteogli- 
kanów, na co wskazuje wykazana ostatnio ich zdolność do agregacji 
(54, 182).

Poglądy na udział glikozoaminoglikanów w procesie mineralizacji tkan­
ki są sprzeczne (20, 78). Fakt, iż odkładanie fosforanu wapnia jest hamo­
wane przez chondroityno-siarczany (21, 33) sugeruje, że są one inhibitorami 
mineralizacji. Z drugiej strony, obserwuje się wzrost zawartości glikozo­
aminoglikanów w tkankach w okresie kostnienia (22, 188). Wykazano rów­
nież, że czynniki hamujące mineralizację reagują z chondroityno-siarcza- 
nami (132, 169). Na podstawie ostatnich badań (37, 40, 143, 187) można 
przypuszczać, że udział glikozoaminoglikanów w procesie mineralizacji 
tkanki wiąże się z pewnymi zmianami w obrębie łańcuchów polisachary­
dowych (np. częściowa degradacja lub desulfatacja), lub nawet z trans­
formacją połączeń polisacharydowo-białkowych.

Własności fizyko-chemiczne i uporządkowane rozmieszczenie glikozo­
aminoglikanów w substancji podstawowej tkanki łącznej sprawiają, że 
przypisuje się im rolę j ono wymienników biorących udział w aktywnym 
transporcie metabolitów przemiany materii (97). W ten sposób zmiany w 
składzie glikozoaminoglikanów mogą wpływać na przenikanie substancji 
odżywczych do chondrocytów, lub hamować usuwanie produktów przemian 
komórkowych (118). Szczególne zainteresowanie budzi interakcja glikozo­
aminoglikanów z lipidami w aspekcie ich depozycji prowadzącej do wy­
tworzenia zmian miażdżycowych. Powstawanie kompleksów glikozoamino­
glikanów z |3-lipoproteidami zachodzi in vitro (8, 13, 171); wykazano rów­
nież obecność takich kompleksów w blaszkach miażdżycowych aorty (11, 
170). Ponieważ w procesie arterogenezy obserwuje się istotne zmiany w 
zawartości i składzie glikozoaminoglikanów warstwy środkowej i we­
wnętrznej ściany naczyniowej (95, 135, 137) można przypuszczać, że na tej 
drodze dochodzi do patologicznego odkładania (3-lipoproteidów w tkance 
łącznej.

Istnieje ścisły związek między stopniem uwodnienia tkanki łącznej, 
a składem glikozoaminoglikanów. W miarę starzenia zmniejsza się zawar­
tość wody w tkankach (4, 168) co nie zawsze wiąże się z obniżeniem całko­
witej ilości glikozoaminoglikanów. Zdolność hydratacji determinowana ma 
być przede wszystkim przez zawartość kwasu hialuronowego (22, 127), 
a także inne czynniki, np. stopień polimeryzacji glikozoaminoglikanów, 
ich ładunek itp. W tkankach o dużej zawartości glikozoaminoglikanów ob­
serwuje się wyższe stężenie kationów, głównie jonu sodowego, niż w ota­
czającym środowisku (52, 53), co pozwala na zatrzymywanie wody. Zmiany 
w obrębie glikozoaminoglikanów, połączone ze zmianą ładunku mogą być 
czynnikiem regulującym zdolność wiązania kationów, stopień uwodnienia, 
przepuszczalność oraz inne funkcje biologiczne tkanki.
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Szczególnie interesujący, jakkolwiek mało zbadany jest udział glikozo­
aminoglikanów w procesach krzepnięcia i fibrynolizy. Wykazano, że nie 
tylko heparyna, lecz i inne rodzaje glikozoaminoglikanów ham ują proces 
krzepnięcia (34, 86, 115). Według K o p e ć  i wsp. (92) glikozoaminoglikany 
ściany naczyniowej hamują precypitację fibryny i w ten sposób przeciw­
działają powstawaniu zakrzepów. Na własności fibrynolityczne glikozo­
aminoglikanów zwraca uwagę praca L o m b a r d i  i wsp. (108).

Zawartość i skład glikozoaminoglikanów ulega istotnym zmianom w 
procesach patologicznych przebiegających w tkance łącznej i, jak się wy­
daje, może mieć związek z patogenezą niektórych schorzeń. Omawianie 
tych zagadnień przekracza jednak ramy artykułu.

Zasygnalizowane tutaj możliwe funkcje glikozoaminoglikanów w tkance 
łącznej są, podobnie jak ich metabolizm przedmiotem dalszych intensyw­
nych badań. Należy mieć nadzieję, że w niedługim czasie pozwolą one 
pełniej zrozumieć rolę tych interesujących związków i ich znaczenie w or­
ganizmach żywych.
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Znaczenie rozerwania wiązań dwusiarczkowych w procesie 
inaktywacji enzymów i hormonów pod wpływem promieniowania

ultrafioletowego

Role of Disulfide Bond Disruption in Ultraviolet 
Inactivation of Enzymes and Hormones

Probable mechanisms of inactivation of some cystine containing enzymes and 
hormones under UV-irradiation are reviewed.

Zdaniem wielu autorów rozerwanie wiązania dwusiarczkowego odgry­
wa zasadniczą rolę w procesie inaktywacji niektórych enzymów w czasie 
naświetlania, zwłaszcza promieniowaniem ultrafioletowym (7, 8, 10, 12, 29, 
30, 40, 54, 58, 64, 66, 70). Inni autorzy modyfikacji reszt aminokwasów aro­
matycznych przypisują podstawową rolę w pierwotnym procesie inakty­
wacji (5, 44). Zwiększenie wydajności kwantowej rozkładu reszty cystyno- 
wej enzymu w obecności tryptofanu i tyrozyny tłumaczą przeniesieniem 
energii z grup chromoforowych tych aminokwasów na cystynę.

I. Korelacja między rozerwaniem wiązań dwusiarczkowych cystyny
a inaktywacją enzymu

Badania fotochemicznej inaktywacji enzymów prowadzone w wielu la­
boratoriach wskazywały na związek między obniżeniem biologicznej ak­
tywności enzymu a wzrostem liczby grup sufhydrylowych uwalnianych 
w czasie naświetlania (6, 7, 8, 9, 10, 44, 54). Nie wszyscy jednak autorzy 
wyciągali stąd wniosek, iż rozerwanie wiązania —S—S— jest pierwotnym 
procesem inaktywacji.

Według M c L a r e n a  enzym ulega inaktywacji, gdy którykolwiek 
z jego komponentów aminokwasowych traci swą identyczność chemiczną,

* Mgr, Instytut Chemii Ogólnej i Technologii Rolnej, Akademia Rolnicza, Kra­
ków.

** Mgr, Instytut Chemii Ogólnej i Technologii Rolnej, Akademia Rolnicza, Kra­
ków.
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a wydajność kwantowa procesu inaktywacji może być z góry określona 
drogą sumowania wydajności kwantowych odniesionych do poszczególnych 
reszt aminokwasowych (54, 56).

W przypadku jednak białek zawierających cystynę pogląd ten okazał 
się niesłuszny (30). Wykazano bowiem, że kwant promieniowania absorbo­
wany bezpośrednio przez cystynę może być dziesięć razy tak efektywny 
w obniżeniu aktywności jak kwant absorbowany bezpośrednio przez inne 
aminokwasy wchodzące w skład enzymu (66). Stwierdzono ponadto, że nie 
wszystkie reszty cystynowe obecne w białkach są fotochemicznie równo- 
cenne (11, 40, 39), co potwierdziły doświadczenia przeprowadzone na związ­
kach modelowych (28, 32). Znakowanie wolnych grup -SH na drodze reak­
cji z kwasem jodooctowym-C14 pozwoliło stwierdzić, że spośród czterech 
wiązań dwusiarczkowych w cząsteczce rybonukleazy rozerwaniu uległo 
tylko jedno lub dwa (8). Nasunęło się więc przypuszczenie, iż zmiany foto­
chemiczne zachodzące w poszczególnych resztach cystynowych nie są przy­
padkowe lecz ściśle określone.

Wzrost czułości fotochemicznej niektórych reszt cystynowych w biał­
kach próbowano wyjaśnić obecnością reszty aminokwasu aromatycznego 
w bezpośrednim sąsiedztwie reszty cystynowej. W białkach zawierających 
tryptofan wydajność kwantowa rozerwania cystyny może być ponad pięć 
razy większa niż dla wolnej cystyny. D o s e i wsp. tłumaczyli to oddziały­
waniem na cystynę wzbudzonego tryptofanu, który miałby spełniać rolę 
donora elektronu (30). Hipoteza ta postawiona została w oparciu o fakt, iż 
liczba grup -SH utworzonych przez rozerwanie cystyny jest około cztery 
razy większa w przypadku białek zawierających tryptofan (lizozym i tryp- 
syna) niż w rybonukleazie i insulinie. Rolę wzbudzonego tryptofanu jako 
donora elektronu potwierdza jego oddziaływanie z tlenem (24, 61). Pod nie­
obecność tlenu cystyna może spełniać rolę akceptową elektronu. W biał­
kach zawierających tryptofan energia wzbudzenia innych aminokwasów 
aromatycznych jest przynajmniej częściowo przenoszona na cząsteczki 
tryptofanu, które następnie mogą reagować wtórnie z sąsiednimi resztami 
cystyny (30). Dalsze prace D o s e potwierdzały wzrost wydajności kwan­
towej rozkładu cystyny w obecności tryptofanu. Autor naświetlał promie­
niowaniem o długości fali 254nm roztwór wolnej cystyny z dodatkiem 
tryptofanu (31). Otrzymane wyniki obrazuje tabela 1.

Wydajność kwantowa całkowitego rozpadu cystyny (f)s.s (tabela 1, ko­
lumna 2) i zmniejszenie stężenia cystyny spowodowane redukcją wiązania 
S-S 0 s-s(red) (kolumna 3), są obliczone w oparciu o liczbę kwantów zaabsor­
bowaną przez całkowitą ilość cystyny. Jak widać wzrost wydajności rozkła­
du cystyny w obecności tryptofanu jest głównie spowodowany zwiększe­
niem się ilości zredukowanych wiązań S-S. Jeśli wzrost wydajności roz­
kładu cystyny, obserwowany w przypadku dodania tryptofanu do roztworu 
cystyny jest związany z działaniem kwantu pierwotnie absorbowanego przez 
układ aromatyczny tryptofanu (układy aromatyczne posiadają dużą ab-
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sorpcję w paśmie 254nm), wydajność tego kwantu w rozkładzie cystyny 
można przedstawić równaniem:

_ fs-s($s-s — 0,12) 
fA

fs.s i fA są to ilości światła zaabsorbowanego przez cystynę i aromatyczny 
aminokwas (kolumna 7i 8), ^ s.s jest to wydajność kwantowa rozkładu oys- 
styny, 0,12 — wydajność kwantowa rozpadu wolnej cystyny.

Dodatek tyrozyny do naświetlanego roztworu cystyny powoduje wzrost 
rozkładu cystyny o około 20°/o. Natomiast dodatek fenyloalaniny, również 
posiadającej pierścień aromatyczny, nie wpływa w sposób zauważalny na 
fotochemiczną degradację cystyny (31).

Ciekawym uzupełnieniem hipotezy proponowanej przez Dose są wnioski 
wypływające z badań G r o s s w e i n e r a  i U s u i  (44). Doświadczenie 
prowadzone techniką fotolizy błyskowej z wodnym roztworem lizozymu 
wykazały, że początkowymi produktami fotochemicznego rozkładu tego 
enzymu są: hydratowany elektron e;-,, produkt utlenienia reszty tryptofa- 
nowej Try+ oraz związek addycyjny elektronu z mostkiem dwusiarczko- 
wym (—S—S—). Porównanie początkowej wydajności Try+ w lizozymie 
i w mieszaninie odpowiadających mu wolnych aminokwasów wykazało, że 
reszta tryptofanowa w enzymie jest fotolitycznie jonizowana z wydajnością 
około 5 razy niższą niż wodny roztwór wolnego tryptofanu. Autorzy wnio­
skowali więc, że spośród sześciu reszt tryptofanowych zawartych w tym 
enzymie, tylko jedna lub najwyżej dwie dostarczają elektronu. Ponieważ 
hydratacja odszczepionego elektronu możliwa jest tylko wtedy, kiedy fo­
tochemicznie reaktywne reszty tryptofanowe znajdują się w bezpośred­
nim kontakcie z wodą, w oparciu o znajomość strukturalnej budowy lizo­
zymu (16, 17), można przypuszczać, iż fotomodyfikacji ulegają reszty: 
Try-62, Try-63 i Try-123. Reszty 62 i 63 znajdują się w aktywnym centrum 
enzymu, fotoliza zaś choćby jednej z nich spowoduje inaktywację enzymu. 
W takim przypadku przyłączenie elektronu do mostków dwusiarczkowych 
reszt cystynowych nie byłoby pierwotną przyczyną inaktywacji lizozymu.

Gdyby jednak założyć, że przyłączenie elektronu do mostków dwu­
siarczkowych reszt cystynowych jest pierwotną przyczyną inaktywacji en­
zymu, wówczas wydajność kwantowa inaktywacji winna być zależna od 
obecności wprowadzonych do środowiska reakcji substancji wychwytują­
cych elektrony, takich jak tlen lub jony wodorowe. Doświadczenia Gross­
weinera i Usui nie wykazały takiej zależności w przypadku naświetlania 
lizozymu (rys. 1.), co jest argumentem przemawiającym za tym, iż fotoli- 
tyczna modyfikacja reszt tryptofanowych jest pierwotnym procesem foto- 
inaktywacji lizozymu. Wniosek ten pozostaje w zgodzie z obserwacją bra­
ku inaktywacji enzymu pod wpływem promieniowania jonizacyjnego, któ­
rego jedynym efektem było przyłączenie elektronu do wiązania —S—S— 
(3). Przykład lizozymu może nie być typowy dla procesu inaktywacji in-
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nych enzymów, ze względu na wysoką absorpcję promieniowania przez 
chromofory (sześć reszt tryptofanowych), z których połowa leży w aktyw­
nym centrum enzymu.

Dawka , Einstein/mol

Rys. 1. Inaktywacja 17nJV[ roztworu lizozymu przy naświetlaniu lampą ksenonową (44);
•  — pH 9,3 (roztwór nasycony pow ietrzem ), o a — pH 3,2 (roztwór odpow ietrzony), o b — pH 9,3

(roztwór odpow ietrzony)

W rozważaniach nad fotochemiczną inaktywacją enzymów zastanawia­
no się, jak wpływa zniszczenie drugorzędowej i trzeciorzędowej struktury 
białka na wydajność kwantową procesu inaktywacji (37). Badając efekt 
działania czynników denaturujących białka na wydajność kwantową pro­
cesu inaktywacji trypsyny przez promieniowanie nie uzyskano wyników 
jednoznacznych (8, 30, 37, 38, 59). Zaproponowano zatem dwa prawdopo­
dobne mechanizmy inaktywacji trypsyny (37, 38); jeden zależny od kon­
formacji białka i związany z absorbcją fotonów przez reszty cystynowe; 
drugi od konformacji niezależny, związany z absorpcją fotonów przez 
reszty aromatyczne.

II. Specyficzne działanie promieniowania UV

W ogólnych rozważaniach nad inaktywacją enzymów pod wpływem 
promieniowania UV, promieniowania jonizacyjnego, a także pod wpływem 
ogrzewania, A u g e n s t e i n  (7) rozpatruje sześć modeli mechanizmów 
reakcji. Celowym wydaje się zatem porównanie proponowanego udziału 
wiązań dwusiarczkowych na tle innych reakcji.

Model I. Inaktywację enzymu wywołuje każda wyraźna zmiana zacho­
dząca w którymkolwiek z łańcuchów bocznych reszt aminokwasowych, 
wchodzących w skład aktywnego centrum.

Model II. Proces inaktywacji może być wywołany rozerwaniem jednego 
lub kilku typów wiązań; energia wzbudzenia ulegająca przeniesieniu 
wzdłuż łańcucha polipeptydowego może powodować przypadkowe rozer­
wanie wiązań kowalencyjnych. Energia odpowiadająca liczbie rozerwanych
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jednocześnie wiązań wodorowych może pozostawać w pewnej korelacji 
z liczbą wiązań kowalencyjnych odtwarzających się, albo z tendencją roz­
dzielania się rozerwanych łańcuchów polipeptydowych. Inaktywacja foto­
chemiczna enzymu może być już wywołana energią kwantu promieniowa­
nia UV wynoszącą około 5eV, zniszczenie wiązań dwusiarczkowych odgry­
wa istotną rolę.

Model III. Tworzenie się wolnych rodników może być ważnym czynni­
kiem w oddziaływaniu promieniowania na białka.

H o w a r d - F l a n d e r s  (47) wyraża pogląd, że rodniki R' tworzące 
się w wyniku odszczepienia atomowego wodoru będą w pewnych wypad­
kach zdolne restytuować aktywność biologiczną cząsteczki, dopóki ich re­
akcje z dwurodnikami takimi jak Oz lub NO nie uczynią przemiany nieod­
wracalnej, np.

RH +  promieniowanie->R*
R’ +  0 2 lub NO->ROO* lub RNO* (cząsteczka nieaktywna)
R* +donory atomów H->-RH (cząsteczka aktywna).
Rodnikowi R* przypisuje się przy tym rolę taką samą jaką spełniałby 

niesparowany elektron atomu węgla na jednym z orbitali molekularnych 
w cząsteczce. Interesującą jest interpretacja B l u m e n f  e l d a  i K a i ­
m a  n s o n a (18, 19), która przyjmuje lokalizację wolnego elektronu na 
wiązaniu —S—S— w białkach z utworzeniem rodnika R*.

Model IV. Promieniowanie jonizujące wywołuje zdaniem P l a t z m a -  
n a  i F r a n c k a  (62) nie tylko zniszczenie słabych oddziaływań elektro­
statycznych (takich jak wiązania wodorowe) ale znaczną degradację struk­
tury cząsteczki.

Model V. Inaktywacja enzymu jest rezultatem kolejnych i specyficz­
nych zmian w konformacji cząsteczki, zachodzących prawdopodobnie w ob­
rębie słabych wiązań dwusiarczkowych oraz innych wiązań wewnątrzczą- 
steczkowych, decydujących o utrzymaniu charakterystycznej topografii 
aktywnego centrum cząsteczki.

Rozerwanie wszystkich tych wiązań w aktywnym centrum jest przy­
czyną nieodwracalnej inaktywacji enzymu, podczas gdy zniszczenie tylko 
części z nich może mieć charakter odwracalny, aktywność enzymu może 
zostać przywrócona w wyniku procesów odtwarzających pierwotną struk­
turę. Model ten przypisuje szczególną rolę wiązaniom —S—S—, ale w od­
różnieniu od modelu IV-tego bynajmniej nie zakłada „totalnego” udziału 
tych wiązań w procesie inaktywacji, chyba że wszystkie reszty cystynowe 
posiadają istotne znaczenie dla aktywności enzymu.

Model VI. Model ten odnosi się głównie do procesów radiolizy białek. 
M a s o n  (55) wyraża pogląd, że wzbudzone stany trypletowe jako dłużej 
,,żyjące” niż inne stany są istotnymi stanami pośrednimi w procesie inak­
tywacji enzymów. Konfiguracja białka odpowiadająca tym stanom wzbu­
dzonym może jego zdaniem być uważana jako forma izomeryczna, bądź 
tautomeryczna pierwotnej cząsteczki; stąd osiągnięcie przez cząsteczkę
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wzbudzonych stanów trypletowych może prowadzić do zmian w strukturze 
wtórnej, włączając w to zmiany decydujące o inaktywacji.

Spośród promieniowań różnego typu najbardziej specyficznie działa 
promieniowanie ultrafioletowe. W przypadku naświetlania wodnych roz­
tworów enzymów promieniowaniem X, inaktywacja spowodowana jest bo­
wiem praktycznie działaniem pośrednim. Rodniki powstałe z wody pod 
wpływem tego promieniowania atakują cząsteczkę enzymu (63). W czasie 
naświetlania promieniowaniem UV, o odpowiednio dobranej długości fali, 
energia jest bezpośrednio absorbowana przez cząsteczkę białka. Absorpcja 
białek w paśmie 300 do 250nm jest zasadniczo taka sama jak składowych 
aminokwasów (wiązanie peptydowe tylko w niewielkim procencie absor­
buje promieniowanie w tym zakresie) i jest spowodowana obecnością ami­
nokwasów aromatycznych i cystyny, ponieważ grupami chromoforowymi 
są tu  układy aromatyczne i wiązanie —S—S— (15, 20, 46).

ź\ , nm

Rys. 2. Widma absorpcyjne: tryptofanu (a), tyrozyny (b), fenyloalaniny (c), cystyny (d), 
cysteiny (e) przy neutralnym p H w g  M c L a r e n a  i S h u g a r a  (60).

Rysunek 2 przedstawia widma absorpcyjne tryptofanu, tyrozyny, feny­
loalaniny, cysteiny i cystyny przy neutralnym pH (60).

III. Wygaszanie fluorescencji białek przez wiązania dwusiarczkowe

Fluorescencja białek związana jest z obecnością reszt tryptofanowych 
i tyrozynowych w cząsteczce białka, przy czym udział tryptofanu w wid­
mie fluorescencyjnym białka jest dominujący (72, 22, 52).
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Obecność grup dwusiarczkowych w białku powoduje wygaszenie fluo- 
rescencji białka (25, 68, 71). Spostrzeżenia te sugerowały, iż następuje 
przeniesienie energii z pierścienia aromatycznego tyrozyny lub tryptofanu 
na atom siarki. Problem ten rozpatrywał C o w g i l l  na szeregu związków 
modelowych i peptydów (26, 27). W serii doświadczeń z insuliną i rybonu- 
kleazą badał zmiany fluorescencji pochodzącej tylko od reszty tyrozyno- 
wej. Redukcja wiązań dwusiarczkowych w rybonukleazie i insulinie po­
wodowała wzrost fluorescencji, przy czym zmiana fluorescencji była więk­
sza w przypadku rybonukleazy niż insuliny; tłumaczyć to można tym, że 
rybonukleoza w porównaniu z insuliną posiada więcej reszt tyrozynowych 
położonych w siąsiedztwie wiązań dwusiarczkowych.

Badając widmo fluorescencyjne oksytocyny C o w g i l l  stwierdził, że 
nie zmienia się ono po zredukowaniu wiązania —S—S—, natomiast flu- 
orescencja znacznie wzrasta po całkowitej hydrolizie oksytocyny (pochodzi 
od wolnej tyrozyny) (26). Nasuwa się więc wniosek, iż w czasie wzbudzenia 
oksytocyny nie zachodzi przeniesienie energii z reszty tyrozynowej na są­
siednie wiązanie dwusiarczkowe.

Badania widm fluorescencyjnych białek wykazały również, że widmo 
fluorescencyjne reszty tyrozynowej jest prawie takie samo w większości 
białek. Natomiast fluorescencja reszty tryptofanowej jest różna w róż­
nych białkach, a ponadto zależy wyraźnie od środowiska, między innymi 
od stałej dielektrycznej rozpuszczalnika (69). Na podstawie tych obserwacji 
zaczęto przypuszczać, iż może zachodzić przeniesienie energii elektronowej 
zaabsorbowanej przez resztę tyrozynową na reszty tryptofanowe. Celem 
udowodnienia tego L o n g w o r t h  (53) przeprowadził doświadczenia 
z modelowym dwupeptydem (L-tryptofanylo-L-tyrozyną) oraz białkiem ry- 
bonukleazą Tj. Do wzbudzenia użył promieniowania o długości fali 278 nm 
i 295nm. Światło o długości fali 278nm absorbują zarówno reszty trypto­
fanowe jak i tyrozynowe, natomiast przy 295nm absorpcja energii świetl­
nej przez reszty tyrozynowe jest znikomo mała. Ponieważ widma fluores­
cencyjne enzymu rybonukleazy Ti zarówno po wzbudzeniu światłem o dłu­
gości fali 278nm jak i 295nm były identyczne, L o n g w o r t h  wnioskował, 
że emisja promieniowania pochodzi jedynie od reszty tryptofanowej tego 
białka (osiem reszt tyrozynowych, jedna reszta tryptofanowa). Natomiast 
identyczność widma wzbudzenia fluorescencyjnego i widma absorpcyjnego 
rybonukleazy T1! pozwalała przypuszczać, że energia absorbowana przez 
reszty tyrozynowe ulega przeniesieniu na resztę tryptofanoWą. Podobny 
wniosek nasuwały wyniki badań fluorescencji modelowego dwupeptydu 
L-tryptofanylo-L-tyrozyny. Również i w tym przypadku widmo wzbudze­
nia fluorescencyjnego jest identyczne z widmem absorpcyjnym tego pep- 
tydu. Porównanie widm fosforescencji i fluorescencji tryptofanylotyro- 
zyny oraz rybonukleazy Ti wskazuje, że przeniesienie energii zachodzi od 
stanu singletowego tyrozyny na resztę tryptofanową (53). L o n g w o r t h  
zaobserwował także pewne oddziaływanie między stanem trypletowym ty ­
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rozyny a pobliskim wiązaniem dwusiarczkowym w niektórych enzymach 
i peptydach. Analiza widm fluorescencji i fosforescencji L-cystynylo-bis- 
-L-tyrozyny, rybonukleazy, a także oksytocyny pozwala przypuszczać, że 
bliskie sąsiedztwo wiązania —S—S— utrudnia przejście reszt tyrozyny 
do stanu trypletowego.

IV. Tworzenie się rodników w czasie naświetlania promieniowaniem UV 
aminokwasów i enzymów zawierających siarkę

Badania widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego pozwoliło 
stwierdzić powstawanie rodników, w których niesparowany elektron zlo­
kalizowany był na atomie siarki (34, 35, 50, 51). W czasie naświetlania 
krystalicznej cystyny promieniowaniem UV w temperaturze 77°K stwier­
dza się asymetryczny sygnał EPR, którego struktura nie ulega istotnym 
zmianom po doprowadzeniu próbki do warunków pokojowych i ponownym 
oziębieniu do temperatury ciekłego azotu (13). Wnioskuje się stąd o dużej 
trwałości jono-rodnika R —(S...S)+—R powstałego przez dyslokację jedne­
go z wolnych elektronów siarki. Z cysteiny i homocysteiny w tych samych 
warunkach powstaje rodnik R—S*+—H, który w temperaturze pokojowej 
przekształca się w dwusiarczkowy rodnik cystyny. Przekształcenie takie 
może przebiegać według następującego schematu: przy podwyższeniu tem­
peratury rodnik R—S '+—H odszczepia atom wodoru, po czym reaguje 
z cząsteczką R—SH z uwolnieniem następnego atomu wodoru tworząc 
dwusiarczkowy jono-rodnik R—(S...S)+—R. W czasie naświetlania cystyny 
i cysteiny zaobserwowano również tworzenie wolnych rodników typu 
R—S* (34, 35, 49, 50, 51). Naświetlając suche próbki insuliny, rybonukle­
azy, lizozymu w temperaturze pokojowej i temperaturach niższych, stwier­
dzono powstawanie rodników w obrębie reszt aminokwasów siarkowych 
wchodzących w skład tych białek (13, 36, 50, 51). G o r  d y  (39) stwierdził 
duże podobieństwo widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego 
cystyny z widmami otrzymanymi z napromienionych białek prostych, co 
nie może być wyjaśnione procesem rozerwania struktury polipeptydowej, 
lecz zlokalizowania niesparowanego elektronu przy atomie siarki. Wyraził 
także pogląd, że elektrony niesparowane nie są trwale zlokalizowane na 
rodnikach cystynowych pojedynczych reszt aminokwasowych, lecz mogą 
ulegać delokalizacji wzdłuż łańcucha polipeptydowego.

Innego typu rodniki powstają w czasie reakcji fotolizy błyskowej wod­
nych roztworów cystyny w obecności aminokwasów aromatycznych. Ami­
nokwasy te uwalniają hydratowane elektrony e“aq (41, 42, 45), które mogą 
reagować z cystyną (1, 2, 43), tworząc jono-rodniki RSSR- *:

e;q + RSSR -------RSSR- •
Rodniki tego typu pozostają w stanie równowagi z anionami cysteiny:
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RSSR-- - RS- + RS-

Odwracalny charakter tej reakcji wskazuje, że cysteina odgrywa w niej 
rolę stabilizatora rodników RSSR-  •.

Również w czasie naświetlania enzymów światłem ultrafioletowym za­
notowano powstawanie rodników (4, 14, 51) przy czym zarówno rodzaj jak
i liczba rodników powstających w czasie naświetlania zależna jest od dłu­
gości fali użytego promieniowania (5). Powstawaniu rodników towarzy­
szyła inaktywacja enzymu (33, 57), co więcej stwierdzono także występo­
wanie liniowej zależności między liczbą wolnych rodników a stopniem 
inaktywacji enzymu (21, 48).

A n d r o e s i wsp. (5) w oparciu o badanie powstawania wolnych rod­
ników w enzymach oraz związkach modelowych napromienianych świa­
tłem o długości fali A,^ 250nm w temperaturze 77°K, zaproponowali trzy 
mechanizmy tworzenia się rodników:

1) mechanizm oparty na absorpcji jednego fotonu dla utworzenia jed­
nego rodnika

2) mechanizm oparty na akcji dwóch fotonów powodujących powsta­
wanie jednego rodnika

3) powstawanie rodnika wymagające działania więcej niż dwóch foto­
nów.
Tworzenie się rodnika po zaabsorbowaniu jednego fotonu może nastąpić 
trzema drogami:

a) bezpośrednie tworzenie się rodnika w absorbującej reszcie chromo- 
forowej

b) przeniesienie energii (według Foerstera) z absorbującego chromoforu 
do reszt o niższych poziomach energetycznych stanów wzbudzonych i na­
stępujące po tym utworzenie rodników w sensybilizowanych resztach ami- 
nokwasowych

c) przeniesienie energii z absorbującego chromoforu lub z sensybilizo- 
wanej reszty aminokwasowej na resztę sąsiednią, co prowadzi do powsta­
nia rodnika w łańcuchu polipeptydowym.

W białkach zawierających chromofory z długo żyjącymi stanami tryp- 
letowymi, a w których aminokwasy aromatyczne nie znajdują się w bez­
pośrednim sąsiedztwie cystyny wolny rodnik powstawać może w efekcie 
akcji dwóch fotonów (mechanizm drugi). Zdaniem A d r o e s a i wsp. 
energia absorbowana zarówno przez resztę tyrozynową jak i tryptofanową 
prowadzi do powstania tryptofanu w stanie trypletowym. Dla białek za­
wierających cystynę, tyrozynę i tryptofan (fotoinaktywowanych w w arun­
kach podanych wyżej) autorzy proponują dwa rodnikowe mechanizmy ro­
zerwania wiązania dwusiarczkowego. Jeśli w łańcuchu polipeptydowym 
w bezpośrednim sąsiedztwie cystyny znajduje się tyrozyna, dla powstania 
rodnika wystarcza zaabsorbowanie jednego kwantu. Natomiast w przypad­
ku odpowiedniego przestrzennego usytuowania cystyny i tryptofanu ro­
zerwanie wiązania zachodzi na drodze mechanizmu dwufotonowego. Po­
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wstałe rodniki są różne, w zależności od tego na jakiej drodze zostały 
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SPRAWOZDANIA

X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Poznań 21—23 wrzesień 1972

X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zorganizował Oddział Poznański 
pod protektoratem Zarządu Głównego. W Zjeździe wzięło udział blisko 600 uczestni­
ków z krajowych ośrodków biochemicznych oraz 20 z różnych ośrodków zagranicz­
nych.

Obrady toczyły się w ramach sympozjów na temat „Struktura i funkcja kwasów  
nukleinowych” oraz na temat „Własności molekuły białkowej”, a także w  sześciu 
sekcjach tematycznych.

Ogółem wygłoszono 13 referatów sympozjalnych i 210 krótkich doniesień.
Materiały Zjazdowe: program i tom streszczeń zostały wydane staraniem Komi­

tetu Naukowo-Organizacyjnego w  pięknej szacie graficznej. Teksty streszczeń refe­
ratów i komunikatów opublikowano w  brzmieniu nadesłanym przez autorów.

Otwarcia Zjazdu dokonał prof. dr Lech Działoszyński, Brzewodniczący Komitetu 
Naukowo-Organizacyjnego Zjazdu i Brzewodniczący Oddziału Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego w Boznaniu. W przemówieniu powitalnym prof. Działoszyński po­
dziękował Władzom miasta Boznania za życzliwą pomoc w  organizacji zjazdu, powitał 
również Członków Honorowych Towarzystwa i zaproszonych przez Komitet Nauko- 
wo-Organizacyjny Zjazdu zagranicznych wykładowców: prof. F. Cramera (Gôttingen, 
NRF), Dr Monique Jacob (Strassbourg , Francja) i prof. A. W. Lisa (Portland , USA).

Brezes Bolskiego Towarzystwa Biochemicznego prof. dr Tomasz Borkowski w  
swym przemówieniu inauguracyjnym powitał wszystkich uczestników Zjazdu życząc 
owocnych obrad i miłych kontaktów osobistych, a także podziękował Kolegom z Bo- 
znańskiego Oddziału Bolskiego Towarzystwa Biochemicznego za trud i sprawność 
w organizacji jubileuszowego X Zjazdu Towarzystwa. Brezes Towarzystwa następnie 
dokonał uroczystego aktu wręczenia dyplomów przybyłym na otwarcie Członkom Ho­
norowym Towarzystwa prof. dr Janinie Opieńskiej-Blauth, seniorowi Oddziału Lu­
belskiego, prof. dr Bronisławowi Filipowiczowi, drugiemu Brezesowi Towarzystwa 
i wieloletniemu Brzewodniczącemu Rady Redakcyjnej kwartalnika „Bostępy Bio­
chem ii” oraz prof. dr Tadeuszowi Baranowskiemu, organizatorowi Wrocławskiego 
Oddziału BTBioch. i Brzewodniczącemu Komitetu Biochemicznego i Biofizycznego 
BAN.*

Wykład inauguracyjny pt. „Funkcja białka w  fazie stałej” w ygłosił prof. dr Ka­
zimierz Zakrzewski. Wykład ten otworzył równocześnie obrady zorganizowanego 
przez prof. Zakrzewskiego (Warszawa) Sympozjum na temat „Właściwości molekuły 
białkowej”. W programie sympozjum wygłoszono następujące referaty:

„Molekularna organizacja białek miofibrylli” — (Brof. dr Witold Drabikowski, 
Warszawa)

* Prof. dr A ntoni D m ochowski, senior Oddziału T ow arzystw a w  Łodzi nie m ógł w ziąć  
udziału w  Zjeździe z powodu choroby, dyplom  Członkostwa H onorow ego został przeto prze­
kazany Mu poprzez Zarząd Oddziału.

10* http://rcin.org.pl
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„Badania porównawcze struktury immunoglobin za pomocą pomiaru dyspersji 
skręcalności optycznej dichroizmu kołowego” — (Prof, dr Józef Lisowski, Wrocław) 

„Nierozpuszczalne enzymy” — (Dr M. Wellman-Bednawska, współautor doc. dr
A. Szewczuk)

Sympozjum na temat: „Struktura i funkcja właściwości kwasów nukleinowych” 
zorganizował prof, dr Jerzy Pawełkiewicz (Poznań). W programie sympozjum przed­
stawiono następujące referaty:

„Translacja natywnego i zmodyfikowanego RNA faga f2 in vi tro” — (Prof. dr 
Przemysław Szafrański, Warszawa)

„Correlation between structure and function of RNA” — (Prof. dr F. Cramer, 
Gottingen, NRF)

„The transport of dRNA from the nucleus to the cytoplasm” — (Dr M. Jacob, 
Strassbourg, Francja)

„Międzycząsteczkowe oddziaływanie stabilizujące struktury kwasu rybonukleino­
wego” — (Prof. dr K. L. Wierzchowski)

„Konformacje nukleozydów, dwunukleotydów i RNA” — (Dr A. Rabczenko, War­
szawa)

„Ostatnie osiągnięcia w  syntezie oligonukleotydów o określonej sekwencji” — 
(Prof. dr M. Wiewiórowski, Poznań)

,,5-hydroxyuridine a component of RNA” — (Prof. A. W. Lis, Portland, USA).
W ramach sympozjum zorganizowano również specjalną uroczystą sesję, której 

przewodniczył Prof. dr T. Borkowski, Prezes Towarzystwa, a w czasie której wykład 
na temat „Nukleaza I z kiełków groszku Mung” wygłosił prof, dr Michał Laskowski, 
senior (Buffalo, USA), członek Honorowy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. 
Dyplom członkowstwa Honorowego wręczył profesorowi Laskowskiemu Prezes Towa­
rzystwa podkreślając wielkie osiągnięcia naukowe, zasługi w  kształceniu polskich 
naukowców i stały kontakt naukowy z ośrodkami biochemicznymi w  kraju.

W czasie trwania obrad czynne były wystawy aparatury i odczynników nastę­
pujących firm: Zjednoczenie Wytwórni Surowic i Szczepionek „Biomed”, „Reanal” 
(Węgry), Beckmann (Austria), Sartorius (NRF), „Pharmacia” (Szwecja), Paul Brunning 
(Holandia) oraz MSE (Anglia). Cenną inicjatywą wystawców zagranicznych było zor­
ganizowanie cyklu wykładów oraz pokazów użytkowania niektórych spośród wysta­
wionych aparatów.

Spotkanie towarzyskie uczestników Zjazdu odbyło się w salach Pałacu Kultury 
i Nauki, dało ono sposobność do osobistych kontaktów i dyskusji a także okazję do 
miłej zabawy. Ufundowane przez Wydział Kultury miasta Poznania przedstawienie 
w Operze Poznańskiej było dla uczestników Zjazdu prawdziwą przyjemnością i nies­
podzianką. Wycieczki — jedna szlakiem Piastowskim a druga do Rogalina i Kórnika — 
dały możność Kolegom z innych stron kraju poznać piękno i kulturę Wielkopolski.

Sukces Jubileuszowego X Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, spraw­
ność jego organizacji i dobra koleżeńska atmosfera są niewątpliwie osobistą zasługą 
Kolegów z ośrodka poznańskiego, którzy nie szczędzili sił, trudu i inwencji, a także 
przyjaznej troski o umilenie uczestnikom Zjazdu pobytu w Poznaniu.

Zofia Zielińska

Międzynarodowa Konferencja na temat „Chemiluminescencja” 

Athens, Georgia, USA 10—13 październik 1972

Na Wydziale Biochemii i Chemii Uniwersytetu Georgia w Athens została zor­
ganizowana czterodniowa, druga z kolei Międzynarodowa Konferencja Cherr.ilumi-
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nescencyjna. Bezpośrednimi organizatorami byli wybitni badacze z tej dziedziny, bio­
chemik dr Milton J. Cormier oraz fizyko-chemicy dr David M. Hercules i John Lee, 
profesorowie Uniwersytetu stanu Georgia w  Athens.

Poważnego poparcia finansowego udzieliły tej imprezie takie instytucje amery­
kańskie, jak Narodowy Fundusz Badań (NSF), Agencja Ochrony Środowiska (EPA), 
Komisja Energii Atomowej (USAEC) i inne. Komfortowo urządzony ośrodek uniwer­
sytecki, przeznaczony specjalnie na tego typu imprezy „Center for Continuing Edu­
cation”, położony malowniczo wśród rozległego campusu, zapełniło ponad 150 uczest­
ników konferencji. Byli to chemicy, fizycy, biochemicy, biolodzy jak również lekarze 
i technicy, przede wszystkim z USA. Poza Stanami Zjednoczonymi reprezentowane 
były: Japonia, Australia, Wielka Brytania, NRF, Kanada i Holandia. Z Polski uczest­
niczyły dwie osoby: doc. dr Danuta Sławińska i autor niniejszej notatki, którzy w y­
głosili komunikaty na temat chemiluminescencji w  procesach utleniania chinonów  
i ich polimerów.

Tematyka Konferencji obejmowała siedem następujących zagadnień:
1. Teoria chemiluminescencji i reakcje w fazie gazowej — wzbudzone transwibra- 

cyjne i elektronowe stany atomów i cząsteczek.
2. Jono-rodniki w chemiluminescencji — generowanie wzbudzonych elektronowo czą­

steczek w reakcjach chemicznych i elektrochemicznych podczas anihilacji katio- 
no-aniono-rodników związków aromatycznych.

3. Reakcje z tlen em — rola tlenu singletowego, nadtlenków i rodników nadtlenko­
wych w chemiluminescencji.

4. Zastosowanie chemi-i bioluminescencji — analiza śladów metali w wodach i ście­
kach, określanie produktywności biosystemów, chemiczne oświetlenie.

5. Zastosowanie chemiluminescencji w fazie gazowej — analiza zanieczyszczeń atmo­
sfery, zastosowania w aeronautyce i balistyce, pompowanie i lasery chemiczne.

6. Chemiczne mechanizmy bioluminescencji — struktury i reakcje lucyferyn owadów  
i skorupiaków morskich.

7. Mechanizmy reakcji związków organicznych uczestniczących w chemiluminescen­
cj i — przestrzenne rozdzielenie struktur „pompujących” i emitujących w obrębie 
jednej cząsteczki, dioksoetany, dwuazachinony i ich egzoergiczny rozpad.
Prawie 40% referatów i komunikatów poświęconych było chemiluminescencji 

układów biologicznych. Referowane prace ująć można w trzy grupy tematyczne:
1. Mechanizmy bioluminescencji i ich lokalizacja.
2. Wykorzystanie praktyczne bioluminescencji.
3. Ultrasłaba chemiluminescencja w transporcie elektronów i procesach odpornoś­

ciowych.
Ad. 1

Chociaż silna, a więc wygodna do badań pod względem metodyczno—technicz­
nym, bioluminescencja owadów (Photinus pyralis) i skorupiaków (Cypridina) jest 
obiektem intensywnych badań od ponad pół wieku, szczegóły mechanizmów są jesz­
cze dalekie od pełnego wyjaśnienia. Stosunkowo dobrze poznano strukturę i w łaści­
wości substratów reakcji świecącej — lucyferyn, natomiast znacznie mniej wiadomo 
pod tym względem o specyficznych enzymach — lucyferazach oraz o sekwencji i ener­
getyce elementarnych stadiów reakcji, prowadzących do emisji światła. Obecnie 
uwzględnia się różne stany jonizacji enzymu lucyferazy (E) oraz stereochemię nukle- 
otydów wiązanych w  kompleks E-LH2-AMP, wpływające na skład widmowy emito­
wanego promieniowania (W. D. McElroy, M. De Luca — Uniwersytet Kalifornijski, 
H. H. Seliger — Uniwersytet Johns Hopkins w  Baltimore). Panuje przekonanie, że 
zarówno w procesach bio- jak i chemiluminescencji związków organicznych po­
wstają z utlenianego substratu przejściowe, czteroczłonowe pierścienie nadtlenkowe 
(rysunek).
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Ulegając egzoergicznemu rozkładowi (AH — 400kJ/mol) do wzbudzonych związ­
ków karbonylowych /  C =  0(nji*) w  stanach tripletowych lub singletowych i CO2 
dają emisję światła w  zakresie 440—600nm (F. McCapra, Uniwersytet w  Sussex, An­
glia; E. White, John Hopkins Uniw.). Ostatnie badania bioluminescencji Renilla reni- 
formis i Photinus pyralis (M. De Luca i M. E. Dempsey) z użyciem lsO wskazują, 
że lsO w produkcie końcowym — CO2 pochodzi z wody, a nie z molekularnego O2. 
Stwierdzenie to spowodowało żywe dyskusje i próby modyfikacji szczegółów mecha­
nizmów z udziałem pierścieni dwuoksyetanowych (W. D. McElroy, De Luca, White, 
F. H. Johnson i O. Shimomura — Princetown Uniw.).

Szereg prac dotyczyło lokalizacji świecących układów i ich struktury. U więk­
szości świecących jamochłonów odkryto luminescencyjne organelle tzw. lumisomy. 
Zawierają one niezbędne dla bioluminescencji substraty — lucyferynę, lucyferazę i fo- 
toproteinę, a także zielono fluoryzujące białko, uczestniczące w  transporcie energii 
wzbudzenia. W trigerowym mechaniżmie świecenia uczestniczą O2 i jony Ca2+, Sr2+ 
i Ba2+ (M. J. Cormier; J. W. Hastings — Harvard Uniw.).

Zdołano w  pewnym stopniu wyjaśnić naturę bakteryjnej lucyferazy. Składa się 
ona z podjednostek <x i (3, przy czym centrum aktywne, zlokalizowane w  podjednostce 
a, zawiera sekwencję Phe-G ly-Ileu-Cys-Arg (J. W. Hastings, T. Baldwin, M. N. Nicoli 
i inni — Harvard).
Ad. 2

Nowe układy optyczno-elektronowe, stosujące fotopowielacze o niskim pozio­
mie szumów lub pracujące w  układzie antykoincydencyjnym pozwalają rejestrować 
10—40fotonów/sek. Dla reakcji, którym towarzyszy luminescencja o wydajności za­
ledwie l°/o, takie natężenie świecenia odpowiada szybkości reakcji poniżej 10- 20 mol/ 
sek. Jak to określił Seliger, jest to „wstrząsająca” czułość, nieosiągalna żadną inną 
metodą. Z tego względu bioluminescencja jest już z powodzeniem wykorzystana 
w  badaniach biochemicznych. W przyszłości znajdzie też zapewne szersze wykorzy­
stanie np. w badaniu mechanizmów rytmów i regulacji procesów biologicznych, in ­
dukcji enzymów, aktywnych centrów, kinetyki Ca2+ w  pracy mięśni, w  taksonomii 
i ekologii, zwłaszcza bioluminescentów morskich. Seliger i współprac, przedstawili 
wyniki badań nad określaniem produktywności masy organicznej fito- i zoo-plankto- 
nu, stanowiącego pierwsze i zasadnicze ogniwo ekosystemu hydrobiontów.

Klasyczne zastosowania analityczne bioluminescencji przedstawił P. E. Stanley 
(Uniw. w  Adelajdzie, Australia). Przez sprzężenie „ciemnych” reakcji enzymatycz­
nych, których produkty (ATP, NADH) są substratami dla reakcji świecących, z reak­
cjami bioluminescencji Photobacterium fisheri lub Photinus pyralis można szybko 
oznaczać lOpikomoli (!) nieorganicznych pirofosforanów, maleinianów lub szczawio- 
octanów. Oznaczenia takie mogą być monitorowane w  standardowych spektrometrach 
typu liquid scintillation counters, z dużą dokładnością i selektywnie.
Ad. 3

Jednym z najciekawszych zjawisk omawianych podczas konferencji jest ultra- 
słaba chemiluminescencja towarzysząca mikrosomalnemu transportowi elektronów  
i zjawiskom fagocytozy. Prace Steele’a i współpracowników z Uniwersytetu w  No­
wym Orleanie w  tym zakresie nawiązują do ultrasłabej „bioluminescencji” żywych  
organizmów i tkanek, badanej szeroko od lat 60-tych przez Tarusowa, Władimi-
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rowa i Żurawlowa. W mikrosomalnej frakcji błon komórkowych w  obecności NADH 
i O2 stwierdzono występowanie ultrasłabej chemiluminescencji. Steele i współpra­
cownicy przedstawili szereg danych wskazujących, że w  układzie tym powstają 
elektronowo wzbudzone cząsteczki tlenu singletowego JAg i *2+. Dezaktywacja pro­
mienista tych cząsteczek do stanu podstawowego tripletowego

0 * ( 1A g,iS +  -» 0 2(3Sg) +  hv

manifestuje się jako obserwowana chemiluminescencja. Z procesem tym konkurują 
fizyczne procesy gaszenia oraz procesy biochemiczne, zużywające aktywne formy 
tlenu singletowego — utlenianie lipidów, hydroksylacje ksenobiotyków i reakcje to­
warzyszące fagocytozie. Dlatego zużycie tlenu singletowego w  tych procesach pro­
wadzi na ogół do osłabienia chemiluminescencji. Pomiary natężenia świecenia w cza­
sie mogłyby więc stanowić wskaźnik kierunku i szybkości tego rodzaju procesów.

Mając na uwadze powszechność chemiluminescencji w  układach biologicznych
i jej związek ze stanem fizjologicznym organizmu można oczekiwać w najbliższych 
latach rozszerzenia zakresu wykorzystania „świeceń biologicznych” do badania pro­
cesów biochemicznych na poziomie molekularnym. Dlatego też na Konferencji padły 
propozycje, by następne spotkanie odbyło się już za cztery lata i obejmowało oddziel­
nie bioluminescencję i chemiluminescencję.

Janusz Sławiński
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RECENZJE

O możliwościach badań ilościowych w histochemii

Recenzja z tomu Acta Histochemica, 
wyd. Gustaw Fischer, Jena. Supplement XII, zawierającego materiały Sympozjum na 
temat Quantitative Histochemie der Proteine und Ribonukleinsäure, der Enzyme,

Kohlenhydrate und Lipide

Jest chyba regułą w rozwoju każdej, wyodrębniającej się w samodzielną naukę, 
gałęzi wiedzy, że po etapie zbierania informacji raczej opisowych przechodzi się do 
ich usystematyzowania a także do ich ujęcia ilościowego. Taką dążność daje się za­
obserwować także w  cyto- czy histochemii, która w tej chwili już coraz mniej zada­
wala się czysto opisowym przedstawieniem właściwości chemicznych komórki i stara 
się przekształcić w cytochemię ilościową. Tej właśnie formie cytochemii poświęcone 
było Sympozjum zorganizowane we wrześniu 1970 roku w  Kolonii, wspólnie przez 
niemieckie i holenderskie Towarzystwo Histochemiczne. Materiały Sympozjum w y­
drukowane zostały w  tomie dodatkowym do Acta Histochemica, wydawnictwo Gusta­
wa Fischera, Jena. (Suppl. XII, str. 372, 1972), redaktorzy: D. Wittekind, Br. i J. F. Jon- 
kind). Tematem obrad była histochemia ilościowa kwasów nukleinowych, białek, 
także enzymów, węglowodanów i lipidów. Zagadnienia te analizowano podczas tak 
zwanych dyskusji okrągłego stołu, które na ogół otwierały referaty wprowadzające,
o charakterze bardziej ogólnym. Boza tym na Sympozjum przedstawiono również cały 
szereg referatów tak zwanych „wolnych”, które jednak związane były z zasadniczą te­
matyką. W recenzowanym tomie czytelnik znajdzie zatem szeroki przegląd nowoczes­
nych metod pozwalających na badanie głównych związków wielkocząsteczkowych ko­
mórki z jednoczesnym przykładem zastosowania tych metod przy rozwiązywaniu 
konkretnych zagadnień.

W referatach dotyczących kwasów nukleinowych (temat la) przedstawiono meto­
dy ilościowe polegające głównie na mierzeniu właściwej tym związkom absorbcji 
w ultrafiolecie, przy długości fali 265nm, oraz metody oparte na pomiarach fotome- 
trycznych kompleksów kwasów nukleinowych z odpowiednimi barwnikami zasado­
wymi. W pierwszym przypadku zasadniczą sprawą jest wyeliminowanie błędu spo­
wodowanego absorbcją, jaką wykazują w tymże zakresie widma białka zawierające 
tyrozynę i tryptofan, jak również konieczność selektywnego usunięcia jednego z kwa­
sów nukleinowych dla oznaczenia zawartości drugiego z nich. W drugim przypadku
o precyzji pomiaru decyduje dobranie odpowiedniego barwnika, który w  określonych 
warunkach pH i siły jonowej tworzyłby z resztami fosforanowymi kwasów nukleino­
wych stechiometryczne, trwałe połączenia. W stanie natywnym — reszty te w znacz­
nym stopniu są zneutralizowane przez grupy aminowe i guanidynowe towarzyszą­
cych kwasom nukleinowym białek. Denaturacja białek mająca miejsce podczas histo­
logicznego utrwalania komórki powoduje stopniowe ich odsłonięcie, co ma zasadniczy 
wpływ na wynik reakcji. Różny stopień denaturacji białek podczas utrwalania róż­
nego rodzaju aldehydami powoduje zapewne — o czym mówiono w tej sesji — subtel­
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ne zmiany w  obrębie ultrastruktury karioplazmy, jak również nie pozostaje bez 
wpływu na możliwość enzymatycznego usunięcia z komórki DNA lub RNA.

W referacie omawiającym stosowanie metod autoradiograficznych w  badaniu 
kwasów nukleinowych zwrócono uwagę na konieczność odpowiedniego dobrania zna­
kowanych prekursorów. Np. jedynie użycie urydyny znakowanej trytem przy 5-ym  
węglu pierścienia pirymidynowego (urydyna-5-T) daje pewność, że uzyskane piętno 
wbudowane zostało wyłącznie w  RNA. W czasie bowiem metylacji tego związku  
prowadzącej do powstawania kwasu tymidylowego, znakowanie trytem odpada, po­
wstały zatem z urydyny prekursor DNA jest już nieradioaktywny. Z drugiej znów  
strony, urydyna jest na ogół szybciej rozkładana i wydalana przez komórkę, niż cy-  
tydyna. Dlatego w przypadku, gdy w badanych komórkach nie zachodzi synteza DNA  
stosowanie jako prekursora syntezy RNA cytydyny jest parokrotnie (5x) wydaj­
niejsze.

Z ilości uzyskanych w autoradiogramie zredukowanych ziaren srebra można — 
znając aktywność specyficzną stosowanych prekursorów i ilość rozpadów powodują­
cych w danej emulsji zredukowanie jednego ziarna srebra — wyliczyć ilość wyko­
rzystanych przy danej syntezie radioaktywnych prekursorów. Do tego jednak, aby 
ściśle określić ilość nowozsyntetyzowanego RNA należy uwzględnić stopień rozcień­
czenia podanego znakowanego prekursora przez wewnątrzkomórkową pulę prekur­
sorów.

To samo zagadnienie poruszone zostało również przy omawianiu autoradiografii 
ilościowej białek. Histochemia ilościowa białek była przedmiotem sesji Ib. Poza 
wspomnianą już autoradiografią dyskutowano podczas tej sesji metody:

1) oznaczania fotometrycznego zawartości białek w  komórce po zabarwieniu ich 
zasadowymi lub kwaśnymi barwnikami lub też po przeprowadzeniu barwnej reakcji 
między odczynnikiem Schiffa i grupami aldehydowymi powstałymi po utlenieniu  
ninhydryną pierwszorzędowych grup aminowych białek,

2) metody oznaczania fluorometrycznego ogólnej zawartości białek i samych 
histonów, po zastosowaniu fluorochromów o charakterze kwaśnym (barwienie przy 
pH 2—3 i 8), oraz

3) metody imunologiczne. W przypadku tych ostatnich stosuje się fluorometrycz- 
ną ocenę ilości związanego z danym antygenem przeciwciała, połączonego uprzednio 
z barwnikiem fluorescencyjnym. Wielka czułość reakcji imunologicznych powoduje, 
że ilości powstających w  badanych skrawkach w  reakcji przeciwciało — antygen  
strątów są tak małe, że nie dałoby się wykryć ich metodami cytofotometrycznymi. 
Stąd konieczność wprowadzenia fluorochromu, co jednak stwarza z kolei szereg no­
wych trudności polegających między innymi na znalezieniu odpowiedniego standardu 
oraz na konieczności zbadania, jaki wpływ powiązanie użytego fluorochromu z da­
nym przeciwciałem będzie miało na kinetykę przebiegu badanej reakcji. Mimo tych  
trudności metoda imunologiczna jest jednak chyba najbardziej selektywną metodą 
stosowaną przy badaniu białek.

Histochemia białek enzymatycznych była przedmiotem osobnych dwóch sesji, 
poświęconych metodom cytofotometrycznym (II a) i ultramikrochemicznym (II b) 
oznaczania aktywności enzymów. Obok stosowanego od dawna oznaczania cytofoto- 
metrycznego produktów barwnych reakcji pozwalającego na uzyskanie względnej 
aktywności enzymu dyskutowano również możliwości określania jej w  wartościach 
bezwzględnych. Można to osiągnąć przez porównanie wyników cytofotometrycznych 
z wynikami analogicznych reakcji przeprowadzonych na związkach modelowych. 
Określone mikroilości takich związków można zawiesić (same, lub w  mieszaninie 
z białkami imitującymi środowisko wewnątrzkomórkowe) w żelach poliakrylamido- 
wyeh, formując z nich cienkie błony. Ocenę ilościową wyników reakcji przeprowa­
dzonych na tak przygotowanych związkach modelowych uzyskuje się w  fotometrze 
(spektrofotometr Zeissa, PMQ II), specjalnie przystosowanym do pomiarów absorbcji
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światła przez błony. Przy założeniu, że warunki przeprowadzenia reakcji barwnej 
na skrawku histologicznym i na błonie modelowej były identyczne, można znając 
masę związku odpowiedzialnego za jej wynik w błonie obliczyć masę analogicznego 
związku badanego w  komórce. Metodą tą posługiwano się nie tylko przy oznaczaniu 
aktywności enzymatycznej, lecz także przy oznaczaniu zawartości DNA w jądrach 
komórkowych.

Intensywność reakcji enzymatycznych podczas których zachodzi redukcja nukleo- 
tydów pirydynowych NAD i NADP można oceniać ilościowo, dzięki nabywanej wów­
czas przez te koenzymy fluorescencji, w mikroskopie fluorofotometrycznym (Leitz, 
MPV).

Interesująco przedstawia się również możliwość ilościowej oceny reakcji enzy­
matycznych typu reakcji Gomoriego, w  których produktem są jony ołowiu. Można 
zawartość ich — po odpowiednim wyekstrahowaniu ze skrawka — zmierzyć przy po­
mocy spektrometrii absorbcji atomowej. Metoda jest do tego stopnia czuła, że pozwa­
la na wykazanie ilości ołowiu rzędu 10 -4mg/ml. Można dzięki tak wielkiej czułości 
posługując się nią oceniać ilościowo wynik reakcji przeprowadzanych na skrawkach 
grubości 20—40mM-, a więc na ultraskrawkach stosowanych w  mikroskopii elektro­
nowej.

Następnym z kolei tematem dyskusji była histochemia ilościowa polisacharydów. 
Charakterystycznym — powszechnie znanym — zjawiskiem, jakie występuje przy re­
akcji tych związków z niektórymi barwnikami zasadowymi (jak np. błękit toluidy- 
nowy, Azur A, dwumetylo-błękit metylenowy) jest metachromazja, polegająca na 
widocznym i dającym się mierzyć fotometrycznie przesunięciu maksimum absorbcji 
użytych barwników. Zjawisko to zależy od obecności odpowiednio gęsto występu­
jących w  makrocząsteczce grup kwasowych, przy czym reszty kwasu siarkowego w y­
wołują o w iele silniejszą metachromazję, niż reszty kwasu fosforowego, czy wreszcie 
grupy karboksylowe. W referatach przedstawiono konieczność precyzyjnego ustalania 
warunków reakcji między innymi takich, jak charakter i stężenie barwnika, wielkość 
stałych dielektrycznych — zależna od użytego rozpuszczalnika, wysokość pH, — od 
których to wartości zależy możliwość wnioskowania na podstawie pomiaru meta- 
chromazji o ilości odpowiedzialnego za nią związku.

Obecność reszt kwasu siarkowego wyróżniająca kwaśne polisacharydy od innych 
związków wielkocząsteczkowych komórki daje możność badania ich przy pomocy 
autoradiografii. Jako prekursory stosuje się wówczas S85-siarczany. W badaniach pro­
wadzonych w  mikroskopie świetlnym bardzo korzystne dla obiektywnej oceny otrzy­
manych wyników (i niezmiernie tę ocenę ułatwiające) jest mierzenie fotometryczne 
światła odbitego od zredukowanych ziaren srebra w  autoradiogramie (Mikroskop 
fotometryczny Leitz’a, M. P. V.). Jeżeli chodzi o autoradiografię w  mikroskopie elek­
tronowym — to przy dokładnym zachowaniu standardowych warunków doświadcze­
nia oraz przy ścisłym oznaczeniu wielkości takich parametrów, jak zdolność rozdziel­
cza mikroskopu, grubość preparatu, grubość warstwy założonej emulsji, ilość rozpa­
dów radioaktywnego atomu prowadząca w  danej emulsji do wywołania jednego ziar­
na srebra, można ją również traktować jako metodę ilościową.

W histochemii mukopolisacharydów stosuje się również metody leżące niejako 
na pograniczu klasycznych metod histochemicznych i biochemicznych. Należą do nich 
elektroforeza i chromatografia skrawków, oraz mikrochemiczne oznaczanie zawar­
tości badanego materiału w  próbkach wyizolowanych przy pomocy mikromanipulacji 
ze skrawków histologicznych. W tym ostatnim przypadku uwalnia się badane związ­
ki dezintegrując struktury komórki działaniem enzymów proteolitycznych. Tak otrzy­
many hydrolizat przenosi się na kolumienki celulozowe nasycone roztworem chlorku 
cetylopirydyny (CPC). Utworzone z CPC kompleksy mukopolisacharydów (glikozami- 
noglikanów, według nomenklatury Jeanioza) roztworami soli obojętnych o wzrasta­
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jącym stężeniu (NaCl, lub MgCl2). W tak otrzymanych eluatach można oznaczać mi- 
krogramowe zawartości hexozoaminy.

Wspomniana już elektroforeza, lub chromatografia „skrawkowa” polega na tym, 
że stosuje się w niej nie wyciągi tkankowe, lecz same skrawki przygotowane z ma­
teriału nieutrwalonego na mikrotomie mrożeniowym. Posługując się tą metodą do­
konano np. rozdziału elektroforetycznego mukopolisacharydów z gruczołów ślinowych  
Chironomus.

Chromatografia skrawkowa (cienkowarstwowa) stosowana jest również w  bada­
niach nad lipidami. Wobec ogromnej jednorodności tej grupy związków, wydaje się 
być ona najlepszą metodą identyfikacji lipidów w  określonych komórkach. Zwłaszcza, 
że porównanie chromatogramów uzyskanych z całych skrawków i z ich ekstraktów  
wykazuje daleko idącą zgodność. Pozatem wyższość tej metody nad badaniem składu 
lipidowego wyciągów tkankowych polega na tym, że skrawki można przed i po chro­
matografii poddać badaniom mikroskopowym, co istotnie umożliwia zlokalizowanie 
poszczególnych rodzajów lipidów w  komórkach. Można również przy jej pomocy 
badać wpływ rozmaitych utrwalaczy na zachowanie lipidów w  komórkach. Ten ostat­
ni problem był również szeroko dyskutowany na omawianym Sympozjum. Zarówno 
z przedstawionych prac, jak i z zestawień danych z literatury wynika, że po wszyst­
kich stosowanych powszechnie w  mikroskopii elektronowej utrwalaczach (O S O 4 , glu- 
taraldehyd) niekiedy nawet bardzo znaczne ilości różnego rodzaju lipidów (kilka do 
kilkudziesięciu procent) ulega ekstrakcji podczas dalszej procedury odwadniania ko­
mórki. Natomiast okazało się, że zabezpiecza przed tym niemal całkowicie utrwalanie 
w czterotlenku osmu z dodatkiem octanu uranylu. Strata fosfolipidów podczas nastę­
pującego po takim utrwalaniu odwadnianiu etanolem spada poniżej 0.5%.

Jak już zaznaczono na wstępie, Sympozjum zakończone było przedstawieniem  
szeregu referatów, które w  niektórych przypadkach nie tylko uzupełniały ale i roz­
szerzały omówione uprzednio tematy. Podane tu omówienie ważniejszych spośród 
tych tematów, wydaje mi się, że w wystarczający sposób świadczy o wartości recen­
zowanego tomu. Nie jest to podręcznik histochemii ilościowej, czytelnik nie znajdzie 
w nim przepisów na przeprowadzenie takiej, czy innej reakcji, znajdzie natomiast 
zwięźle przedstawioną charakterystykę nowoczesnych metod ilościowego badania 
składu chemicznego i metabolizmu komórek, perspektywy rozwoju tej dziedziny, oraz 
wskazówki — gdzie w  literaturze szukać bliższych informacji o sposobie wykorzysta­
nia prezentowanych metod i o wynikach przy ich pomocy osiągniętych.

A. Przelącki

Ross H. Hall — The Modified Nucleosides in Nucleic Acids 

Columbia University Press, New  York 1971

W roku 1971 ukazała się książka „The Modified Nucleosides in Nucleic Acids” 
wydana przez Wydawnictwo Uniwersytetu Columbia w  Nowym Yorku. Autorem pra­
cy jest doktór Ross H. Hall, profesor biochemii na Uniwersytecie McMaster w Hamil­
ton, Kanada, doskonały specjalista w dziedzinie rzadkich nukleozydów.

Monografia ta jest pierwszą tego typu pozycją w  literaturze światowej. Zbiera 
ona materiał ze wszystkich dziedzin dotyczących modyfikowanych zasad, nukleozy­
dów oraz kwasów nukleinowych. Książka zawiera konkretne dane niezbędne w pracy
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laboratoryjnej. Składa się ona z 9 rozdziałów. Po krótkim wprowadzeniu autor przed­
stawia rozdział o własnościach fizycznych, syntezie i występowaniu rybo- i dezoksy- 
rybonukleozydów, wolnych zasad, w tym również rzadkich. W części tej przedsta­
wiono wszystkie niezbędne wiadomości oraz odnośniki literaturowe do syntezy che­
micznej, własności spektralnych oraz występowania w materiale biologicznym.

Autor w  sposób konsekwentny scharakteryzował 82 związki z tej serii. Wartościo­
wym  uzupełnieniem jest tabela podająca porównanie występowania 30 modyfikowa­
nych nukleozydów w tRNA i rRNA.

Bardzo pożytecznym rozdziałem szczególnie dla osób zajmujących się tRNA jest 
przegląd ogólnych metod izolacji rzadkich zasad oraz dane chromatograficzne. Autor 
jako specjalista w  tym zagadnieniu, uwzględnił również specjalne techniki wyodręb­
nienia dla bardzo labilnych związków.

Dla interesujących się budową i funkcją rRNA ciekawy będzie rozdział poświę­
cony występowaniu „niezwykłych” nukleozydów w strukturze pierwszorzędowej 
tRNA.

Prof. Ross H. Hall podobnie jak M. S t a e h e l i n ,  Experientia  27, 1 (1971)
i T. H. J u k e r s  i L. G a t h i n, Prog. Nuc. Acids Res. Mol. Biol. 11, 339 (1971) ana­
lizuje pozycje w 11 transferowanych RNA z drożdży, E. coli i wątroby szczura. Po­
daje ogólne wnioski dotyczące występowania tych samych nukleozydów w określo­
nych miejscach tRNA. Autor dokonuje również przeglądu danych eksperymentalnych 
mających na celu rozwiązanie zagadnienia rozpoznawania tRNA przez ligazy.

W kolejnej części książki zebrany jest materiał dotyczący hipermodyfikowanych 
nukleozydów w tRNA. Autor przedstawia komplet danych dla N6-A2-izopentenylo- 
adenozyny oraz dla N-/nebularyno-6-ilkarbamoilo/-treoniny (tcp). Większość danych 
odnośnie tcp otrzymano w laboratorium prof. R. H. Halla. Kontynuacją tego rozdziału 
jest szeroko opracowana biosynteza tych związków.

Ważnym rozdziałem pracy jest przegląd reakcji stosowanych do modyfikacji 
nukleozydów i tRNA. Przedstawiono 27 reakcji, które są popularnie stosowane w w ie­
lu laboratoriach.

Zakończenie książki stanowią uwagi oraz uzupełnienia: „Dane dla chromatografii 
bibułowej” zawierające informacje dotyczące 82 związków.

Książka liczy 452 strony łącznie z 835 odnośnikami literaturowymi oraz skoro­
widzem. Została ona napisana w roku 1969 i nie obejmuje oczywiście materiału, który 
się pojawił później. Od tego czasu między innymi ustalono i potwierdzono na drodze 
syntetycznej budowę kilku zasad hipermodyfikowanych typu Y.

Książka prof. R. H. Halla jest bardzo cenną pozycją dla naukowców pracujących 
w dziedzinie chemii i biochemii kwasów nukleinowych. Może być także użyteczną 
dla chemików organików interesujących się kwasami nukleinowymi.

A. J. Rafalski, 
J. Barciszewski
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Komitet Mikrobiologiczny Polskiej Akademii Nauk i Redakcja „Postępów Mikro­
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Wpłaty można również uiszczać na konto PKO nr 1—6—100020 RSW „Prasa — Książ­
ka — Ruch”, Centrala Kolportażu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-839 War­
szawa.
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania 
poprawek nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: W artykule powinny być cytowane prace oryginalne 
z ostatnich kilku lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawia­
jące przedstawianą dziedzinę z uwzględnieniem artykułów opublikowa­
nych w  „Postępach Biochemii”. Należy stosować numerowanie prac w  ko­
lejności ich cytowania w tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem będzie 
obejmował prace opatrzone kolejnymi numerami ale nieuporządkowane 
alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne winny mieć formę zalecaną przez 
Komisję Wydawców Czasopism Biochemicznych Międzynarodowej Unii 
Biochemików (IUB) według Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,
181—184.

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a), 
inicjały autor(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans 
Green and Co, London;

Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., 
Greville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w 2 egzemplarzach na 
oddzielnych kartkach i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym  
numerowi użytemu w tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołów­
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytułu 
pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli
i nagłówki rubryk winny jasno opisywać ich treść. Należy zaznaczyć 
z jakich (jakiej) prac(y) pochodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie należy opatrzyć 
numeracją w kolejności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę 
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze 
lub kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe w y­
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów  
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów natomiast w in­
ny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów  
doświadczalnych można stosować następujące symbole: A  □  O  A M •  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów­
kiem). Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny w  druku podejmuje w y­
dawca biorąc pod uwagę zaznaczoną na odwrocie propozycję autora(ów).

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na od­
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, 
należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów aby zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.
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