
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

1985 tom 31 nr 3-4
PL ISSN 0 0 3 2 -5 4 2 2

PAŃSTWOWE

WYDAWNICTWO

NAUKOWE

POSTBAH 31 (3-4) 
(39 3 -7 0 4 ) (1985)

http://rcin.org.pl



WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artyku ły  m onograficzne om aw iające 
w ąskie tem aty, oraz artyku ły  przeglądowe referu jące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk  pokrewnych. A rtykuły  pierwszego typu  w inny w  sposób syntetyczny omawiać 
w ybrany tem at na podstaw ie możliwie pełnego piśm iennictw a z k ilku  ostatnich lat, 
a artykuły  drugiego typu na podstaw ie p iśm iennictw a z ostatnich dwóch lat. Objętość 
takich  artykułów  nie powinna przekraczać 20 stron  m aszynopisu (nie licząc ilu stracji 
i piśm iennictwa). K w artaln ik  publiku je także artykuły  typu  m inireview s, do 10 stron 
maszynopisu, z dziedziny zainteresow ań au tora, opracowane na podstaw ie najnow 
szego piśm iennictw a, w ystarczającego dla zilustrow ania problem u. Ponadto k w ar
ta ln ik  publikuje kró tk ie noty, do 5 stron m aszynopisu, inform ujące o nowych in 
teresujących osiągnięciach biochemii i nauk  pokrew nych, oraz noty przybliżające 
historię badań w zakresie różnych dziedzin biochemii. P rzekazanie a rtyku łu  do 
R edakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie 
będzie publikowana w innych czasopismach, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach 
Biochemii*. A utorzy artyku łu  odpow iadają za praw idłowość i ścisłość podanych in 
form acji. A utorów  obowiązuje korekta autorska. Koszty zm ian tek stu  w korekcie 
(poza popraw ieniem  błędów drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się 
według obowiązujących stawek. Autorzy otrzym ują 25 odbitek swego artyku łu ; 
zam ówienia na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę 
po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:

Forma m aszynopisu: m aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy nadsyłać w  dwu egzem 
plarzach. M aszynopis pow inien być napisany jednostronnie, z podw ójną in terlin ią , z  m argine
sem  ok. 4 cm  po lew ej i ok. 1 cm po prawej stronie; n ie m oże zaw ierać w ięcej niż 60 znaków  
w  jednym  wierszu nie w ięcej niż 30 w ierszy na stronie zgodnie z Norm ą Polską.

Układ m aszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im iona i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), adres(y) Zakład(ów) w  języku polskim  i angielskim , w  których  pracują autorzy, adres 
pocztow y, na który autorzy życzą sobie otrzym yw ać korespondencję, adres pryw atny, telefon  
m iejsca pracy, ty tu ł artykułu (w języku polskim  i angielskim ) oraz — w  praw ym  dolnym  
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, w zorów  i tabel oraz skrót ty tu łu  (nie w ięcej n iż 25 znaków  
drukarskich).

Strona tytu łow a (1) im iona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) autora(ów), ty tu ł pracy  
w  języku polskim  i angielskim , rzeczow y spis treści w  języku polskim  i angielskim , ty tu ł nau
k ow y autora(ów) i jego (ich) m iejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  stosow anych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a w łącznie, tabele, spis 
rycin, w zorów  oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin na stronach końcow ych.

Dla przejrzystości tekstu obow iązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdziały, których  
ty tu ły  inform ow ać rzeczowo w inny o przedstaw ionych treściach. R zeczow y spis treści publi
kujem y bezpośrednio po tytu le  pracy. R ozdziały num erujem y liczbam i rzym skim i, a podroz
działy odpow iednią rzym ską i arabską (np. 1-1). T ytu łów  podrozdziałów nie w ydzielonych  
z tekstu  n ie trzeba num erow ać. W tekście n ie należy  stosow ać żadnych podkreśleń ani roz
strzelonego druku. Ew entualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy  
zaznaczyć ołów kiem  na m arginesie m aszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście  liter  
alfabetu greckiego należy  na m arginesie w pisać ołów kiem  ich fonetyczne brzm ienie. Tabele
i ryciny num erujem y cyfram i arabskim i a w zory rzym skim i, w tekście n ie należy  um ieszczać  
żadnych tablic, rycin  czy wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu  pozostaw ić w olny w iersz i zazna
czyć: Tabela 1, Ryc. 1. Wzór I itp. N um erację w zoru w  tekście należy  podaw ać po nazw ie 
związku, np. kw as glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zw rócenie szczególnej uw agi na poprawność językow ą tekstu  
a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie gw ary laboratoryjnej oraz o n iew prow a- 
dzanie do tekstu  tw orzonych doraźnie skrótów , naw et jeś li n iektóre z n ich  byw ają używ ane  
w pracach obcojęzycznych.

Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu  i wprowadzania poprawek nie w p ływ a
jących  na treść pracy.
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Profesor WŁODZIMIERZ NIEMIERKO 
1897— 1985

Trzeciego stycznia zmarł w osiemdziesiątym ósmym roku życia pro
fesor Włodzimierz Niemierko, członek założyciel i członek honorowy Pol
skiego Towarzystwa Biochemicznego.

W łodzimierz Niemierko urodził się 27 lipca 1897 r. w Petersburgu jako 
syn praktykującego tam  praw nika, Stanisław a Niemierki. Studia przy
rodnicze Włodzimierz Niemierko rozpoczął w 1917 r. na Uniwersytecie 
Moskiewskim, a od 1923 kontynuow ał je na W ydziale Filozoficznym Uni
w ersytetu  W arszawskiego. W tymże roku podjął pracę badawczą w Za
kładzie Fizjologii In sty tu tu  Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
pod kierunkiem  założyciela In sty tu tu  i profesora U niw ersytetu W arszaw
skiego, Kazimierza Białaszewicza. Z Insty tu tem  Nenckiego W łodzimierz 
Niemierko pozostał związany przez dalsze swe życie.

Prace doświadczalne W łodzimierza Niemierki dotyczyły początkowo 
metabolizmu lipidów u kręgowców zmiennocieplnych w różnych ich sta
nach fizjologicznych. Praca na tem at udziału tłuszczów w przem ianach 
pracującego mięśnia, nagrodzona przez Zarząd Insty tu tu , została przyjęta 
jako rozprawa doktorska. Stopień doktora filozofii U niw ersytetu W ar
szawskiego uzyskał W łodzimierz Niemierko w 1932 r. Późniejsze Jego ba
dania objęły metabolizm lipidów u owadów. Wielka rozmaitość form, 
różnorodność środowiska i pożywienia owadów w arunkujące duże zróżni
cowanie ich przem ian metabolicznych skierowały na nie zainteresowania 
badawcze doktora Niemierki. W yniki tych badań, opublikowane już po 
wojnie, postawiły Go w rzędzie pionierów biochemii owadów nie tylko 
w  k ra ju  lecz i w świecie.

W latach 1933— 1939 oprócz badań prowadzonych w Instytucie Nenc
kiego, doktór Niemierko pracow ał na stanowisku starszego asystenta, a po
tem  adiunkta Zakładu Fizjologii Zwierząt U niw ersytetu Warszawskiego.
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396 PROFESOR WŁODZIMIERZ NIEMIERKO

Podczas okupacji pracował w laboratorium  Szpitala Wolskiego, gdzie pro
wadził także w ykłady i sem inaria z chemii fizjologicznej dla studentów  
m edycyny i biologii U niw ersytetu W arszawskiego odbywające się w gru
pach tajnego nauczania. Ciężka choroba ocaliła Go w  pam iętnych dniach 
Pow stania W arszawskiego, kiedy to hitlerow cy wym ordowali lekarzy 
i pracow ników laboratoriów  Szpitala Wolskiego.

W krótce po zakończeniu w ojny doktór Niemierko habilitow ał się na 
U niw ersytecie W arszawskim; w ykładał też w  tym  czasie na Wydziale 
Lekarskim  chemię fizjologiczną. Jesienią 1945 r. został powołany na sta
nowisko profesora i kierownika K atedry  Fizjologii Zw ierząt na Uniwersy
tecie Łódzkim, gdzie pracow ał do 1956 r. W latach 1956— 1963 był kierow
nikiem  analogicznej K atedry  na U niwersytecie W arszawskim.

Inicjatyw a reaktyw ow ania Insty tu tu  Nenckiego pow stała bardzo wcześ
nie. Już w 1946 r. W łodzimierz Niemierko wespół ze Stellą Niemierko, 
Lilianą Lubińską oraz Jerzym  Konorskim  tworzy pierwsze zręby powo
jennego Insty tu tu  w Łodzi i pełni w nim  obowiązki dyrektora do powrotu 
do k ra ju  w 1948 r. profesora Jana Dembowskiego. Równocześnie profesor 
N iem ierko tw orzy Zakład Biochemii Insty tu tu , stara się o aparaturę, sprzęt 
labolatoryjny, czasopisma i książki, gromadzi współpracowników. Dla 
In sty tu tu  zdobywa lokal, później gmach położony w niewielkim  ogrodzie, 
gdzie instalu je się zwierzętarnię i w arsztaty. K ierow any przez profesora 
N iem ierkę Zakład Biochemii staje się w krótkim  czasie znanym  ośrodkiem 
badań nad biochemią owadów.

W połowie lat pięćdziesiątych Insty tu t przenosi się do nowego gmachu 
w  W arszawie. W 1956 r. powraca też do W arszawy profesor Niemierko 
i znów organizuje swój Zakład, będąc równocześnie w icedyrektorem  Insty
tu tu . Od 1961 roku jest dyrektorem , a po swym przejściu na em eryturę 
w 1968 r. przewodniczy przez kilka kadencji Radzie Naukowej Insty tutu . 
Był gorącym  patrio tą  Insty tu tu  Nenckiego.

Zajęcia dydaktyczne, organizacyjne i adm inistracyjne, podejmowane 
z poczucia obowiązku społecznego, nie przytłum iły pasji badawczej Wło
dzim ierza Niemierki. Czytał wiele i eksperym entował; najchętniej sam w y
konyw ał naw et najprostsze czynności laboratoryjne. Ulepszał stosowane 
w  analityce biochemicznej metody, niektóre z nich ogłosił drukiem . Ba
dania w  zakresie biochemii owadów prowadzone przez kierow any przez 
Niego zespół objęły wiele zagadnień: metabolizm węglowodanowy i lipido
wy, przem iany związków fosforowych i azotowych, przem iany oddechowe 
i energetyczne. Chętnie ujmował opisywane zjaw iska porównawczo, 
zwłaszcza dyskutując zmiany towarzyszące rozwojowi i metamorfozie owa
dów.

W raz z rozbudową In sty tu tu  i przygotowaniem  kadr biochemicznych, 
w  Zakładzie kierow anym  przez Profesora Niemierkę zostały podjęte, prze
ważnie z Jego inicjatyw y, nowe kierunki badawcze jak: biochemia mięśni, 
bioenergetyka, regulacja przem ian katabolicznych i anabolicznych; utwo
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WSPOMNIENIE 397

rzono nowe pracownie. Jako kierownik Zakładu Profesor interesow ał się 
badaniam i i wynikam i swoich współpracowników, cieszył się ich sukcesa
mi i inicjatyw am i badawczymi, nigdy nie narzucał swej tem atyki. Nie był 
dla nich zwierzchnikiem, lecz starszym, doświadczonym kolegą i p rzy ja 
cielem. Sam pozostał przy rozw ijanych przez lata  badaniach biochemii 
owadów. Nie przerw ał badań po przejściu na em eryturę, zajm ując się 
metabolizmem  puryn  u mola woskowego. O statnia Jego praca doświad
czalna ukazała się w Insect Biochem istry  w 1983 r.; Autor m iał wówczas 
86 lat. Ogółem ogłosił około 100 publikacji naukowych.

Profesor Niemierko bardzo wysoko cenił kontakty  naukowe z badacza
mi z innych placówek i ośrodków. Brał przez lata  czynny udział w zjaz
dach i konferencjach naukowych krajow ych i zagranicznych. Uznawał 
niezbędność tow arzystw  naukowych dla rozwoju nauk eksperym ental
nych. Był członkiem Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego w latach 
przedw ojennych i brał udział w jego reaktyw ow aniu po wojnie. Był jed
nym  z inicjatorów i członków założycieli Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego i przewodniczącym Tymczasowego Zarządu, k tó ry  w ytyczył do 
dziś aktualne kierunki działania Towarzystwa, opracował s ta tu t i dopro
wadził do zorganizowania Towarzystwa w 1958 r. Za zasługi dla rozw oju 
biochemii i fizjologii w naszym k raju  Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
i Polskie Towarzystwo Fizjologiczne nadały Profesorowi W łodzimierzowi 
Niemierce godność członka honorowego. Ponadto Profesor należał do in
nych krajow ych towarzystw  naukowych oraz do brytyjskiego Biochemical 
Society.

Już w 1952 r. profesor Niemierko otrzym ał nagrodę naukową M inister
stw a Szkolnictwa Wyższego, a w 1955 r. nagrodę państwową. Był odzna
czony krzyżem oficerskim i komandorskim  orderu Odrodzenia Polski. 
W roku 1964 został powołany na członka korespondenta, a w 1971 na 
członka rzeczywistego Polskiej Akademii Nauk.

Profesor Niemierko uczestniczył z oddaniem w pracach Akadem ii w 
trosce o rozwój nauki polskiej. Interesow ały Go żywo w ydarzenia w k ra ju  
i na świecie. Pracę badawczą kochał, spraw iała Mu radość. Był przyrodni
kiem  o wysokiej kulturze hum anistycznej. Był purystą językowym, znał 
kilka języków, ale często sięgał do specjalistycznych dzieł lingwistycznych. 
Kochał muzykę, był jej znawcą, studiował muzyczne dzieła, których wiele 
m iał w swej bibliotece. Gra na fortepianie dawała Mu spokój i sprzyjała 
skupieniu, była intym nym  osobistym przeżyciem. Był życzliwy ludziom, 
okazywał szacunek każdemu. Odszedł praw y i szlachetny Człowiek, w y
bitny  uczony, wielce zasłużony organizator nauki polskiej w jej trudnym  
powojennym  okresie.

Uczniowie
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W zeszycie 2, tom u 31 (1985) przez niedopatrzenie Redakcji zostało 
zniekształcone nazwisko profesora Jana Zurzyckiego we wspom nieniu
o profesor Marii Sarneckiej-Keller.
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Materiały Szkoły Zimowej n.t. Neuropeptydów

Coraz ściślejszy m ariaż farm akologii z biochemią spowodował lawino
wy postęp w naszej wiedzy o mechanizmach odpowiedzi żywego ustro ju  
na obce związki chemiczne i doprowadził do odkrycia wielu zjawisk, do
tychczas nie dostrzeżonych w klasycznych badaniach fizjologicznych i bio
chemicznych. Szybkość nagrom adzania się nowych danych jest tak  wielka, 
że naw et przy nieograniczonym dostępie do światowego piśm iennictw a 
trudno je przyswoić. W naszych w arunkach, w których przepływ  infor
macji jest powolny, a ich przysw ajanie w wielu w ypadkach utrudnione 
przez barierę językową, pojawić się może niebezpieczna szczelina między 
tym, co wiemy, a tym, co powinniśm y wiedzieć.

Sytuacja ta w  farm akologii jest szczególnie w yraźna a próbą jej opano
wania jest organizacja przez Insty tu t Farmakologii PAN w Krakowie 
zimowej szkoły farmakologicznej. Pierwsza taka szkoła, poświęcona neu- 
ropeptydom, została zorganizowana w Mogilanach w lu tym  1984 r. Nie
zbyt liczne grono uczestników (ograniczenia lokalowe) zapoznało się z re 
feratam i wygłoszonymi przez najlepszych specjalistów w tej dziedzinie, 
pracujących w Polsce.

W ykłady i dyskusje, niejednokrotnie bardzo żywe, są jednak spraw ą 
ulotną, a korzystało z nich niewiele osób. Dzięki współpracy z „Postępam i 
Biochemii” mogą one być teraz  przedstawione szerszemu gronu zaintereso
wanych. Mamy nadzieję, że inicjatyw a publikacji m ateriałów  szkoły zimo
wej Insty tu tu  Farmakologii PAN spotka się z uznaniem  Czytelników, i że 
m ateriały z następnych szkół zimowych będą mogły w tej samej formie 
być udostępniane polskim biochemikom i farmakologom.

Jerzy V etulani i B arbara Przewłocka 
Organizatorzy Szkoły Zimowej 
Insty tu tu  Farmakologii PAN 
Mogilany — 1984
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Post. Bioch. 31 (1985); 401—420

ARTYKUŁY

JERZY VETULANI *)

Neuropeptydy a neurotransmisja 

Neuropeptides and neurotransmission

Spis treści

I. Rozwój koncepcji neurotransmisji chemicznej
II. Peptydy jako neuromediatory

III. Budowa i występowanie neuropeptydów
IV. Różnice między neuromediatorami klasycznymi a neuropeptydami 

IV-1. Synteza
IV-2. Działanie receptorowe 
IV-3. Unieczynnianie

V. Neuromediatory a neuromodulatory
VI. Współdziałanie między neuromediatorami klasycznymi i neuropeptydami i ich 

współistnienie
VII. Ewolucja poglądów na mechanizmy porozumiewania się neuronów

Contents

I. Development of the concept of chemical neurotransmission
II. Peptides as neuromediators

III. Structure and occurence of neuropeptides
IV. Differences between classical neurotransmitters and neuropeptides 

IV-1. Synthesis
IV-2. Receptor action 
IV-3. Inactivation

V. Neuromediators versus neuromodulators
VI. Cooperation of classical neurotransmitters and neuropeptides and their co

existence
VII. Evolution of our knowledge of mechanisms of interneuronal communication.

W ykaz stosow anych skrótów : AM P — adenozynom onofosforan; A PP — ptasi 
peptyd trzustkow y (avian pancreatic peptide)', BPP — bydlęcy polipeptyd trzustkow y 
(bovine pancreatic peptide)', CCK — cholecystokinina, CCK-8 — ośm ioam inokwaso- 
wy fragm ent CCK; GAB A — kw as Y-aminomasłowy (gam m a-am inobutyric acid); 
LH-RH — lu liberyna (luteinizing horm one releasing horm one); NPY — neuropep- 
tyd  Y; TRH — tyreo liberyna (thyro tropin  releasing horm one); V IP — naczynioaktyw - 
ny peptyd jelitow y (vasoactive intestinal peptide).

*) Prof. dr, Z akład Biochemii Insty tu tu  Farm akologii PAN, ul. Sm ętna 12, 
31-343 Kraków.
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I. Rozwój koncepcji neurotransmisji chemicznej

Poglądy na mechanizmy, za pomocą których komórki nerwowe prze
kazują sobie inform acje ulegały i stale ulegają przeobrażeniom. Na ich 
stan  dzisiejszy w sposób zasadniczy wpłynęło odkrycie, że w procesie neu 
rotransm isji uczestniczą również produkowane w komórkach nerwowych 
substancje peptydowe — neuropeptydy.

Koncepcja neurotransm isji chemicznej, aktualna po dziś dzień, zakłada, 
że źródłem inform acji dla neuronu są substancje chemiczne, uw alniane 
pod wpływem  bodźców elektrycznych z zakończeń innych neuronów. K on
cepcja ta zaczęła się przyjm ować w początkach XX w.; przedtem  przy 
puszczano, że komórki porozum iewają się między sobą wyłącznie poprzez 
sygnały elektryczne.

Już w 1898 r. L e w a n d o w s k y  [1] zauważył podobieństwo między 
działaniem adrenaliny a efektem  drażnienia nerwów sympatycznych. Nie
zależnie od niego trzy  lata później analogicznych spostrzeżeń dokonał 
L a n g l e y  [2]. Za datę powstania koncepcji neurotransm isji chemicznej 
uważa się jednak rok 1904, kiedy to na zjeździe fizjologów brytyjskich 
E l l i o t  nie tylko doniósł o podobieństwie efektów wywołanych poda
niem  adrenaliny i drażnieniem  nerwów sympatycznych, ale wysunął p rzy 
puszczenie, że sygnały elektryczne mogą powodować uwalnianie z za
kończeń nerw owych drobniutkich kropelek adrenaliny [3]. W brew radom  
kolegów E l l i o t  zdecydował się w rok później opublikować szczegółowe 
w yniki [4]. Ostateczne, rozstrzygające dowody istnienia neurotransm isji 
chemiczne i przyniosły doświadczenia L o e w i ’ e g o  [51 oraz C a n n o n a 
i U r i d i l a  [6] w 1921 r.

Postęp w poglądach na neurotransm isję polegał w dużej mierze na po
znawaniu nowych substancji mogących pełnić rolę neurom ediatorów . Po
czątkowo zidentyfikowano substancje o niewielkich cząsteczkach: acetylo
cholinę [7, 8] oraz am iny katecholowe, adrenalinę [9] (występującą jako 
neurom ediator w większych ilościach tylko u płazów) i noradrenalinę 
[10, 11]. W latach pięćdziesiątych jako potencjalne neurom ediatory zaczęto 
uważać również serotoninę [12, 13] i dopaminę [14, 15]. Nową grupę związ
ków neurom ediatorowych, którą opisano pod koniec lat sześćdziesiątych, 
stanow iły aminokwasy: kwas glutam inowy, GABA, glicyna oraz P-alani- 
na [16].

Substancje te określamy dzisiaj chętnie m ianem  neurom ediatorów kla
sycznych. W arto dodać, że ich status był jednak przez dłuższy czas kwes
tionowany. Aby uznać jakąś substancję za neurom ediator należy spraw 
dzić, czy spełnia ona określone kry teria  (patrz np. [17]), co bardzo trudno 
doświadczalnie wykazać. Wobec tego, stojąc na gruncie ściśle form alnym  
można uważać, że dotychczas żadna substancja nie może być z pewnoś
cią uznana za neurom ediator [17]. Mimo tego, że puryści wciąż mówią 
jedynie o „przypuszczalnych neurom ediatorach”, w praktyce nikt z obec
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nego pokolenia farmakologów nie waha się przyjąć, że wymienione w y
żej związki w istocie pełnią funkcję środka kom unikacji między neuro
nami.

II. Peptydy jako neuromediatory

W ostatnich 15 latach zaczęły, początkowo nieśmiało, pojawiać się 
przypuszczenia, że funkcje nośników inform acji m iędzyneuronalnej mogą 
pełnić również neuropeptydy, o dużej niekiedy bardzo dużej cząsteczce. 
Na możliwość tę wskazywały wyniki doświadczeń, w których wykaza
no wpływ domózgowo podawanych peptydów na zachowanie, np. wzmo
żone picie wyw ołane podaniem angiotensyny [18]. Od początku lat sie
dem dziesiątych zaczęto postulować, że substancje peptydowe mogą pełnić 
bądź funkcje  analogiczne do funkcji klasycznych neurom ediatorów [19— 
21], bądź modulować powoli ale długotrwale aktywność neuronalną 
[21—23].

Początkowo koncepcja neuroprzekaźników peptydowych spotkała się 
z niedowierzaniem , chociaż istniały dość wczesne odkrycia sugerujące, że 
neurony mogą w ytw arzać substancje peptydowe, służące do przenosze
nia inform acji. Już w 1919 r. odkryto neurony produkujące peptydy 
w rdzeniu  kręgow ym  płaszczki [24], a w 1928 r. S c h a r r e r  opisał 
w podwzgórzu strzebli potokowej (Phoxinus laevis) grupę neuronów pe- 
ptydoergicznych, k tórym  — na podstawie badań cytologicznych — przy
pisał funkcje endokrynne związane z przysadką [25].

System atyczne badania S c h a r r e r ó w ,  [26] prowadzone od lat trzy 
dziestych, wykazały czynność wydzielniczą wielu neuronów zarówno u k rę
gowców jak i wśród innych typów zwierząt. Komórki sekrecyjne produku
jące neuropeptydy w ykryto nawet u jamochłonów [27]. Może najbardziej 
zaskakującym  było odkrycie peptydów  pokrew nych insulinie w  ciele jed
nokomórkowych eukariontów  [28]. Koncepcję sekrecji peptydów przez 
neurony lansowali S c h a r r e r o w i e  od ponad 40 lat [26] i w końcu 
została ona powszechnie przyjęta. Obecnie sądzimy, że komórka nerwo
wa jest najstarszym  filogenetycznie typem  komórki wydzielniczej.

O statnie dziesięciolecie stało się w neurochemii dekadą peptydów. 
Kolejno pojaw iające się artykuły  poglądowe poświęcone tem u zagadnieniu 
przynoszą coraz to dłuższe listy w ykrytych neuropeptydów [29—32] i nic 
nie w skazuje na to, aby proces ten miał się wkrótce zakończyć. W artykule 
niniejszym  omawiane będą te neuropeptydy, o których sądzi się, że biorą 
udział w przenoszeniu inform acji między neuronam i, a więc z pominięciem 
takich, które działają wyłącznie jako libereliny. Należy jednak dodać, iż 
— jak się w ydaje — wszystkie lub praw ie wszystkie peptydy obecne 
w mózgu mogą spełniać funkcje związane z neurotransm isją, bowiem pod-
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wzgórzowe libereliny znaleziono również w zakończeniach nerwowych nie 
związanych z funkcjam i endokrynnym i lub neuroendokrynnym i [32],

W odróżnieniu od surowych kryteriów  obowiązujących przy kw alifi
kowaniu związków chemicznych jako klasycznych neurom ediatorów [17], 
daje się zauważyć znaczne złagodzenie zasad przy uznaw aniu peptydów  
mózgowych za neurom ediatory lub neurom odulatory. W ystarczy, aby pep- 
tyd znajdował się w neuronach (nie związanych z funkcjam i neuroendo
krynnym i), wpływał na czynność innych komórek lub na ich odpowiedź 
na działanie klasycznych neurom ediatorów, oraz uwalniał się z zakoń
czeń nerwowych po bodźcach depolaryzujących przy udziale m echaniz
mu zależnego od jonów wapnia. Konieczność udziału w apnia w procesie 
uwalniania neuropeptydu w skazuje na to, że podobnie jak klasyczne neu
rom ediatory i horm ony neuropeptyd jest uw alniany z pęcherzyków sy
naptycznych [33].

III. Budowa i występowanie neuropeptydów

N europeptydy są grupą zawierającą bardzo różne związki: od dwupep- 
tydów takich jak karnozyna ([3-alanylohistydyna, w ystępująca wyłącznie 
w strukturach  związanych ze zmysłem w ęchu [34]) i kiotorfina (tyrozylo- 
alanina), o silnych własnościach przeciwbólowych [35]), lub trójpeptydów  
takich jak TRH, poprzez liczące kilka i kilkanaście aminokwasów peptydy 
takie jak enkefaliny, substancja P, neurotensyna i bombesyna, do związ
ków o bardzo dużej cząsteczce. Po kilkadziesiąt aminokwasów zawierają, 
przykładowo: VIP, glukagon, CCK i insulina. Olbrzymy, złożone z praw ie 
200 aminokwasów, to np. hormon w zrostu i prolaktyna.

Charakterystyczną cechą neuropeptydów  jest to, że w ystępują one 
w tkance nerwowej w bardzo niskich stężeniach, a cechuje je wysoka ak
tywność biologiczna. W innych tkankach, w których działanie ich jest 
odmienne, mogą występować w wysokich stężeniach. O ile stężenia k la
sycznych neurom ediatorów w mózgu są rzędu 10“ 9— 10-10 mola/mg białka, 
a stężenia neurom ediatorów aminokwasowych wynoszą 10-6— 10“ 8 
mola/mg białka, to stężenia neuropeptydów  są rzędu 10-12— 10-15 mola/mg 
białka, a więc w skrajnych przypadkach — m iliard razy niższe [30]. Trze
ba jednak pamiętać, że stężenia substancji w hom ogenatach nie muszą 
odzwierciedlać ich aktywności w w arunkach fizjologicznych.

Inną cechą neuropeptydów jest ich wielofunkcyjność. Często wystę
pują one w tkankach nienerwowych, pełniąc tam  rolę horm onów (np. in 
sulina) lub hormonów tropow ych (hormony przysadkowe). Wiele neuro
peptydów w ystępuje w obrębie przewodu pokarmowego (żeby wymienić 
choćby CCK, gastrynę, m otylinę, polipeptydy trzustkow e takie jak APP, 
BPP, sekretynę, substancję P, VIP i peptydy opioidowe), inne pełnią, 
niezależnie od udziału w neurotransm isji, rolę liberelin podwzgórzowych.
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N europeptydy regulują zachowanie wielu zw ierząt bezkręgowych, np. 
stereotypow e zachowanie przy składaniu jaj u ślim aka m orskiego A ply-  
sia [36] i przyjm owanie charakterystycznych pozycji ciała u hom arów [37]. 
Jak  wspomniano, neuropeptydy w ystępują naw et u zwierząt nie posia
dających wyodrębnionych tkanek endokrynnych, jak pierścienice i jamo
chłony [38], a nawet u jednokomórkowców [27].

In teresującą cechą neuropeptydów jest to, że w swej s truk tu rze  mogą 
zawierać m olekuły substancji pełniących rolę klasycznych neurom ediato- 
rów: kwas glutaminowy, GABA i fi-alaninę.

IV. Różnice między neuromediatorami klasycznymi a neuropeptydami

Istotnym i różnicami pomiędzy klasycznymi neurom ediatoram i a neuro
peptydam i, w sposób zasadniczy w pływającym i na charakterystykę dzia
łania tych dwóch klas przenośników inform acji w system ie nerwowym , 
są różnice w mechanizmach syntezy oraz unieczynniania po uwolnieniu 
z neuronu.

IV-1. Synteza

O ile u protokariontów synteza polipeptydów może odbywać się w cy- 
toplazmie (synteza matrycowa) [40], to u eukariontów  białka i polipeptydy 
są syntetyzowane zasadniczo na rybosomach. Jedynie niewielkie neuropep
tydy, jak karnozyna i peptydy y-glutam ylowe są syntetyzowane enzyma
tycznie w zakończeniach nerw owych [41], ale już w przypadku tró jam i- 
nokwasowego TRH w ydaje się, że przeważa mechanizm syntezy ryboso- 
m alnej [42]. Duże peptydy syntetyzują się w postaci białek prekursoro- 
w ych w rybosomach znajdujących się w ciele komórki. W tej formie 
zostają one otoczone błoną jeszcze w obrębie perikarionu i zamknięte 
w  pęcherzykach w ędrują do zakończeń nerwowych, ulegając w czasie 
transportu  rozszczepieniu, przy udziale odpowiednich enzymów, na ak
tyw ne fragm enty [43]. Ten mechanizm syntezy jest zasadniczo różny od 
mechanizm u syntezy klasycznych neurom ediatorów, które tworzone są 
w cytoplazmie, również w  zakończeniach nerwowych. Jego konsekwencją 
jest to, że szybkość nagrom adzania się neuropeptydów w zakończeniu ner
wowym  zależy jedynie od transportu  aksonalnego. Ponieważ neurony nie 
m ają innej drogi uzupełnienia zapasu neuropeptydów  jak tylko w drodze 
syntezy, przy dużej aktywności neuronu stężenie neuropeptydu może spa
dać, gdy transport nie nadąży za szybkością uwalniania. W arto zauważyć, 
że w związku z tym  szybkość uzupełniania zapasu neuropeptydu zależy od 
odległości zakończenia nerwowego od perikarionu: zjawisko wyczerpy
w ania się zapasów i spadku poziomu neuropeptydów  najsilniej zaznacza 
się w zakończeniach nerwowych, a słabiej w odgałęzieniach aksonu [44].
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Oznacza to, że w m iarę trw ania pobudzenia pewnych typów neuronów 
może dojść do wybiórczych zmian neurotransm isji o charakterystycznej 
geometrii, co może informować układ o czasie trw ania pobudzenia (Ryc. 1).

Ryc. 1. Klasyczne neurom ediatory  i neurom ediatory  peptydow e w neuronie. Neuro- 
m ediatory klasyczne (NK) są syntetyzow ane głównie w zakończeniach aksonów  i ko- 
la teralach  (chociaż ich synteza zachodzi również w  perikarionie) i stężenie ich nie 
zależy od odległości od perikarionu. N europeptydy (NP) są syntetyzow ane w yłącznie 
w perikarion ie i transportow ane do zakończeń. Ich zaw artość może być wyższa 
w  zakończeniach kolaterali, bliżej miejsca pow staw ania, niż w  zakończeniach aksonu, 
zwłaszcza jeżeli w w yniku drażnienia są szybko uw alniane, i tran sp o rt nie może 
zrównoważyć tego procesu.

W odróżnieniu od elastycznej kontroli szybkości syntezy klasycznych 
neurom ediatorów, regulowanej w dużej m ierze stężeniem substratów  i p ro
duktów syntezy w zakończeniu nerw owym  [45—47], szybkość syntezy neu- 
ropeptydów najprawdopodobniej nie zależy od sytuacji panującej w za
kończeniu nerwowym. Gdyby naw et z zakończenia mogły płynąć sygnały 
regulujące syntezę neuropeptydu w perikarionie, dochodziłyby one na j
prawdopodobniej drogą wstecznego transportu  aksonalnego, a więc bardzo 
powoli. Szybkość syntezy regulują zapewne sygnały dochodzące z włó
kien aferentnych [44], ale i w tym  w ypadku m am y do czynienia z regu
lacją typu powolnego, gdyż m aksym alna szybkość transportu  aksonalnego 
jest rzędu m ilim etrów na godzinę [48].

IV-2. Działanie receptorowe

Różnice pomiędzy neuropeptydam i przenoszącymi inform acje przez 
synapsy a klasycznymi neurom ediatoram i nie są zasadnicze jeżeli chodzi
o ich działanie receptorowe. W prawdzie receptory neuropeptydów  i k la
sycznych neurom ediatorów są różne, i z reguły odpowiedzi przenoszone 
przez receptory peptydowe są znacznie wolniejsze, a za to długotrw ałe, 
bardzo często współdziałające ze sobą neurom ediatory klasyczne i neuro
peptydy urucham iają podobne mechanizmy [49]. Tak np. zarówno acety
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locholina jak luliberyna (LH-RH) ham ują szczególny rodzaj przewodnic
tw a K + zależnego od napięcia, zwanego przewodnictwem  M, powodując 
powstawanie powolnych postsynaptycznych potencjałów pobudzających 
w zwojach sym patycznych żaby [50, 51]. Należy jednak zauważyć, że o ile 
powolne działanie acetylocholiny na receptory m uskarynowe trw a 30 —
60 s, to późny powolny pobudzający potencjał postsynaptyczny wywołany 
przez neuropeptyd utrzym uje się przez kilka m inut [51].

IV-3. Unieczynnianie

Zakończenie przekazywania sygnału jest spraw ą nie mniej ważną niż 
jego wytworzenie i substancje przekazujące inform acje między neurona
mi muszą ulegać unieczynnieniu. Wśród kryteriów  które winne być speł
nione, aby substancję chemiczną można było uznać za neurom ediator 
wymienione jest w ykazanie istnienia skutecznego mechanizmu unieczyn- 
niającego [17].

Losy neuropeptydu po opuszczeniu neuronu i wypełnieniu swojego za
dania różnią się zasadniczo od losu klasycznych neurom ediatorów. Te ostat
nie są szybko unieczynniane poprzez działanie wyspecjalizowanych enzy
mów, ale przede wszystkim  przez bardzo w ydajny mechanizm w ychw ytu 
zwrotnego, k tóry aktyw nie transportu je  neurom ediator ze szczeliny sy
naptycznej do zakończenia, z którego przed chwilą został uwolniony. Na
stępnie cząsteczki neurom ediatora mogą być z powrotem  gromadzone 
w pęcherzykach synaptycznych i użyte ponownie [52, 53]. W skutek tego 
działanie klasycznych neurom ediatorów kończy się szybko, a więc prze
noszony przez nie bodziec jest krótkotrw ały.

Neuropeptydy nie ulegają wychwytowi zwrotnem u, nie stanowią więc 
„zasobów odnawialnych” i ten  właśnie fakt, w połączeniu z powolnym na
gromadzaniem  się w zakończeniu nerwowym , determ inow anym  szybkością 
transportu  aksonalnego, może doprowadzić do w yczerpyw ania się jego za
wartości przy długotrw ałym  pobudzeniu neuronu. Jedyną drogą unie- 
czynniania biologicznie aktywnego neuropeptydu jest proteoliza enzyma
tyczna [30], w w yniku działania endo- i egzopeptydaz. Stosunkowo niewiele 
z pomiędzy znanych egzo- i endopeptydaz w ykryto w tkance nerwowej, 
i nie wykazano — jak narazie — ich swoistości wobec poszczególnych neu- 
ropeptydów [54]. Jednakże w ydaje się, że istnieją swoiste peptydazy w sto
sunku do niektórych przynajm niej neuropeptydów. Tak na przykład opisa
no „enkefalinazę” — enzym swoiście inaktyw ujący enkefalinę, którego 
rozmieszczenie w mózgu pokryw a się z rozmieszczeniem receptorów opio- 
idowych [55]. Jest on związany z frakcją błon synaptosom alnych [56].

Unieczynnianie neuropeptydów  przez klasyczne hydrolazy peptydowe 
nie jest procesem szybkim, zwłaszcza że większość neuropeptydów chroni 
się przed nimi przez zablokowanie końcowych aminokwasów specjalnym i
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grupam i, uniem ożliwiającymi działanie tych enzymów (grupa acetylową 
lub piroglutam inianowa przy końcu N, grupa amidowa przy końcu C) [54]. 
Ten powolny rozkład neuropeptydów ma dwie ważne konsekwencje: po 
pierwsze powoduje przedłużone działanie peptydów na receptor (z czym 
może się wiązać bardzo wysoka aktywność biologiczna peptydu), po dru
gie zaś, jak to wykazano ostatnio [51], umożliwia „działanie na  odległość” : 
peptyd uwolniony z neuronu może działać nie tylko na neuron, z którym  
istnieje kontakt synaptyczny, ale i na inne neurony, nie tworzące synaps 
z neuronem, z którego peptyd jest uwalniany. Działanie tego typu można 
określić jako działanie parakrynne (Ryc. 2).

Ryc. 2. O ddziaływ anie m iędzy szlakam i neuro- 
nalnym i poprzez neuropeptydy bez pośrednic
tw a synaps. K om órki większe syn te tyzu ją ty l
ko jeden typ neurom ediatora (neurom ediator 
klasyczny, —NK, (kółka), lecz posiadają dw a ty 
py receptorów : w iążące neurom ediator klasycz
ny oraz neuropeptyd. Receptory neuropeptydo- 
we umieszczone są poza obrębem  synapsy. Ko
m órki m niejsze p rodukują dwa typy nośników 
inform acji: neurom ediator klasyczny (kółka) i 
peptydowy —NP (trójkąty), a na ich błonie zna j
du ją się odpowiednie dwa typy receptorów . N eu
rom ediator peptydowy wyzwolony z zakończeń 
mniejszych neuronów  nie ulega szybko inak ty- 
w acji i może na drodze dyfuzji docierać do re 
ceptorów umieszczonych na kom órkach w ięk
szych, odległych o parę dziesiątków m ikrom et
rów.

Działanie peptydów w taki właśnie sposób wykazały doświadczenia, k tó
re przeprowadzili J a n  i J a n  [51] badając neurotransm isję w zwojach 
współczulnych żaby. N eurony sympatyczne i ich włókna przedzwojowe 
należą u żab do dwóch różnych typów. W IX i X zwoju lędźwiowym żaby 
większe komórki B wchodzą w kontakt synaptyczny z przedzwojowym i

http://rcin.org.pl



[9] NEUROPEPTYDY A NEUROTRANSMISJA 409

włóknam i B, pochodzącymi z nerw ów grzbietowych III, IV i V, podczas gdy 
m niejsze kom órki C tw orzą połączenia synaptyczne z włóknami C, pocho
dzącymi z nerw ów VII i VIII. W łókna B zaw ierają acetylocholinę i po ich 
pobudzeniu komórki B odpowiadają typową dla nich reakcją cholinergicz- 
ną: powolnym  pobudzającym  potencjałem  postsy nap tycznym  wynikającym  
z pobudzenia receptora muskarynowego. Drażnienie włókien B nie powo
duje żadnych odpowiedzi kom órek C, które nie m ają z włóknami B kon
tak tu  synaptycznego.

W łókna C zawierają, oprócz acetylocholiny, peptyd bardzo zbliżony bu
dową i działaniem  do LH-RH. Pobudzenie tych włókien powoduje w ko
m órkach C odpowiedź o składowej cholinergicznej oraz o składowej pep- 
tydow ej: bardzo powolny potencjał pobudzający. J a n  i J a n  [51] w y
kryli, że odpowiedź na drażnienie włókien C nie ogranicza się jedynie do 
kom órek C, ale bardzo powolne pobudzenie postsynaptyczne — czystą od
powiedź peptydoergiczną — obserw uje się również w komórkach B. Z ja
wisko to w yjaśnili oni zakładając, że neuropeptyd uwolniony z zakończeń 
nerw ów  C nie ulega szybko degradacji i pozostaje aktyw ny przez co naj
m niej 30 s. W tym  czasie może on rozprzestrzeniać się na drodze dyfuzji 
w okolicach miejsca uwolnienia i natrafiw szy na leżące w  sąsiedztwie ko
m órek C kom órki B powodować ich pobudzenie. Jak  się ocenia, peptyd 
przypom inający LH-RH może w  zwojach współczulnych żaby pobudzać 
kom órki odległe o kilkadziesiąt m ikrom etrów  od zakończenia, z którego 
jest uw alniany.

Nie wiadomo jeszcze, czy tego rodzaju sposób przekazywania inform a
cji pomiędzy neuronam i jest szerzej rozpowszechniony w układzie nerwo
wym, ale możliwość taka w ydaje się bardzo interesująca. W ten  sposób 
dwa równoległe ale niezależne szlaki nerwowe mogłyby informować się 
w zajem nie o swojej aktywności, bez konieczności wchodzenia w kontakty 
synaptyczne.

V. Neuromediatory a neuromodulatory

Ze względu na duże różnice mechanizmów działania klasycznych nisko- 
cząsteczkowych neurom ediatorów  i dużych neuropeptydów, te ostatnie 
próbowano klasyfikować jako neurom odulatory. Pojęcie neurom odulatora 
jako substancji pełniącej funkcje inform acyjne i wpływającej na neuro- 
transm isję w sposób nieco odm ienny od klasycznego neurom ediatora było 
od początku niezbyt dobrze określone, a często wyliczanie warunków, które 
musi spełniać dana substancja, aby uznać ją za neurom ediator lub neuro- 
m odulator przynosi więcej zamieszania niż pożytku [57]. W przypadku 
neuropeptydów  usiłuje się mimo tego wciąż rozgraniczyć funkcje neuro
m odulatora od funkcji neurom ediatora, chociaż kry teria  wciąż są niejas
ne [58].

2 P ostępy B iochem ii 3-4/85
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Zdaniem  autora tego przeglądu rozróżnianie tego typu  jest względne 
i zależy od tego, którem u rodzajowi przekazu inform acji w danym  kon
tekście przypisujem y najw ażniejszą rolę. Jeżeli ta  najw ażniejsza (dla ob
serw atora) inform acja jest przenoszona poprzez synapsę, nośnik infor
macji w tej synapsie będzie dla nas neurom ediatorem , a zaburzenia in
form acji przez inne oddziaływania chemiczne nazwiemy neurom odula- 
cją. Tak np. jeżeli przyjm iem y, że w procesach uczenia istotną rolę od
gryw a neurotransm isja adrenergiczna, to noradrenalinę będziemy uważać 
za neurom ediator zaangażowany w procesach uczenia się, natom iast wpływ 
w azopresyny będzie przypisany neurom odulującem u działaniu tego pep- 
tydu  na neurony noradrenalinowe w obrębie grzbietowego szlaku nora- 
drenergicznego, na k tóry  wazopresyna działa presynaptycznie [59]. Można 
jednak uważać, że to właśnie wazopresyna jest neurom ediatorem  zaanga
żowanym w procesach uczenia się i pamięci. W wielu przypadkach neuro- 
m odulacja polega na oddziaływaniu presynaptycznym  i zmniejszaniu lub 
zwiększaniu w ten  sposób ilości uwalnianego neurom ediatora, ale może też 
polegać na działaniu na błonę postsynaptyczną i zmianie jej wrażliwości 
na neurom ediator, np. poprzez zmiany stopnia jej fosforylacji [60].

VI. Współdziałanie między neuromediatorami klasycznymi 
i neuropeptydami i ich współistnienie

W spółdziałanie pomiędzy rozm aitym i klasami neurom ediatorów i neu- 
rom odulatorów może polegać bądź na ich zsynchronizowanym  działaniu 
na różne struk tury , bądź na równoczesnym działaniu na te same neurony. 
W tym  artykule zajm iem y się przede wszystkim  współdziałaniem  między 
neurom ediatoram i klasycznymi i neuropeptydam i uw alnianym i równo
cześnie i działającymi na ten sam neuron postsynaptyczny.

W śród licznych poglądów, które musiano zrewidować w w yniku badań 
nad peptydam i, jednym  z najw ażniejszych jest tzw. zasada Dale’a, sfor
m ułow ana w latach trzydziestych, a dająca się ująć w haśle „jeden neu
ron — jeden neurom ediator” [61]. Zasadę tę próbowali w połowie lat sześć
dziesiątych kwestionować B u r n  i R a n d  [62], wysuw ając hipotezę, że 
noradrenalina i acetylocholina może występować w tych samych neuro
nach współczulnych, ale wykazanie niesłuszności tej hipotezy [63] umoc
niło zasadę Dale’a. Wobec tego z dużą ostrożnością i nieufnością przyjęto 
dane uzyskane przez H ó k f e l t a  i jego grupę o w spółistnieniu w poje
dynczych neuronach dwóch substancji przekaźnikowych jednocześnie: 
neurom ediatora klasycznego i neuropeptydu [64, 65].

Jeszcze w 1979 r. O s b o r n e [66] sugerował, że zasada Dale’a w sfor
m ułow aniu E c c l e s a  [61] w ydaje się słuszna, wykazując, że wiele da
nych, dotyczących współistnienia w jednym  neuronie dwóch klasycznych 
neurom ediatorów  może być, i prawdopodobnie jest, wynikiem  niedoskona
łości m etodycznych. Sugerował też, że wykazanie po raz pierwszy współ-
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istnienia neurom ediatora klasycznego i neuropeptydu: serotoniny i sub
stancji P  przez C h a n - P a l a y  i jej współpracowników w 1978 r. [671 
może być skutkiem  nieswoistego w ychw ytu serotoniny przez neurony za
wierające substancję P. D yskutując jeszcze w 1976 r. problem  współist
nienia różnych neurom ediatorów  w jednym  neuronie B u r n s t o c k  [68] 
trafnie zauważył, że utrzym ujące się przez długi czas „zasady” i modne 
koncepcje m ają olbrzymi ham ujący wpływ na postęp naukowy: u talen
towani badacze starają  się za wszelką cenę, aby ich wyniki zgadzały się 
z ustalonym i teoriam i, naginając ich in terpretację  a naw et odrzucając dane 
nie pasujące do modelu jako obarczone błędem technicznym. Dopiero kie
dy nowa teoria czy model zostają akceptowane, stare dane nagle w cu
downy sposób zaczynają je popierać.

W w yniku prac grupy L u n d b e r g a  i H ó k f e l t a  wiemy obec
nie, że współistnienie w jednym  neuronie klasycznym  neurom ediatorów 
i neuropeptydów jest zjawiskiem  częstym, i pary  neurom ediator — neuro- 
peptyd mogą występować w najróżnorodniejszych neuronach [65]. Tak np. 
dopamina może występować razem  z cholecystokininą (CCK) w komórkach 
brzusznego obszaru pokryw ki (ventral tegm entál a rea), a w kłębku szyj
nym  kota w ystępuje wraz z enkefaliną. N oradrenalina i adrenalina w y
stępują w rdzeniu przedłużonym  w neuronach zawierających tzw. polipep- 
tydy trzustkow e (APP, BPP oraz NPY), a wspólnie z enkefalinam i w rdze
niu nadnerczy. W rdzeniu przedłużonym  u szczura serotonina może w y
stępować łącznie z substancją P, tyreoliberyną (TRH) lub obydwoma tym i 
peptydam i łącznie, a także z enkefaliną. Acetylocholina w zwojach auto
nomicznych kota w ystępuje łącznie z naczynioaktyw nym  peptydem  jeli
towym (VIP), a we włóknach przedzwojowych z enkefaliną lub neuroten- 
syną. Jak  wspomniano uprzednio, w zwojach sympatycznych żaby acetylo
cholina w ystępuje razem  z luliberyną (LHRH), w sercu ropuchy z somato- 
statyną, zaś w zwoju rzęskowym  u ptaków równocześnie z substancją P  
i enkefaliną. Kwas Y-aminomasłowy (GABA) we wzgórzu u kota w ystę
puje wspólnie z som atostatyną, a w móżdżku kota — z m otyliną.

Niekiedy współistnienie w  jednym  neuronie może być jeszcze ściślej
sze: tak np. wykazano, że serotonina i substancja P  znajdują się w  tych sa
mych pęcherzykach synaptycznych w zakończeniach nerwowych w rogach 
brzusznych rdzenia [69]. Nie wiadomo jednak jeszcze, czy zjawisko współ
istnienia neurom ediatorów w pęcherzykach synaptycznych jest w yją t
kiem, czy raczej regułą. W każdym  razie w przypadku takiego współistnie
nia każdy potencjał czynnościowy wyzwala równocześnie neurom ediator 
i peptyd, k tóry pełni wówczas rolę współm ediatora (contransmitter).

W spółistnienie dwóch neurom ediatorów w neuronie i łączne ich uwal
nianie może mieć znaczenie dla funkcji. Tak np. w przypadku substancji P
i TRH wykazano, że mogą one potęgować działanie serotoniny, której są 
współmediatoram i. Jest rzeczą interesującą, że synergizm neuropeptydu 
z serotoniną opiera się w  tych dwóch przypadkach na odmiennym m echa

2*
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nizmie: TRH wydaje się działać na postsynaptyczny receptor serotonino- 
wy [70], podczas gdy substancja P  blokuje autoreceptor serotoninowy, zno
sząc w ten sposób hamowanie uw alniania serotoniny [71]. W ydaje się, że 
w tych neuronach, które zawierają łącznie serotoninę, TRH i substancję P 
działanie tej pierwszej może być szczególnie silnie potęgowane. W arto 
przy tym  zauważyć, że zarówno substancji P  jak i serotoninie przypisy
wano istotne znaczenie przy przewodzeniu bodźców bólow}^ch. Jak  widać, 
spór o to, która z tych substancji jest ważniejsza w tym  aspekcie może być 
bezpodstawny, jeżeli obie są wydzielane jednocześnie. Należy przy tym  
dodać, że substancja P  wydaje się wykazywać cechy typowego neuro- 
mediatora, analogiczne do właściwości neurom ediatorów klasycznych [72].

Innym  interesującym  przykładem  współdziałania i współistnienia neu
romediatorów może być dopamina i CCK, których łączną obecność w yka
zano w niektórych neuronach w układzie mezolimbicznym [73]. Badania 
elektrofizjologiczne wykazały, że CCK zwiększa aktywność neuronów do- 
paminergicznych [74], ale również wydaje się zmniejszać gęstość recepto
rów dopaminowych [75] i obniżać obrót dopaminy w niektórych neuro
nach dopaminergicznych w jądrze półleżącym przegrody oraz w  prąż- 
kowiu [76]. Badania behawioralne wykazały, że działanie fragm entu  
cholecystokininy CCK-8 (wykazującego działanie podobne do m acierzystej 
CCK) i pokrew nych jej peptydów przypom ina działanie neurolepty
ków [77], Wykazano też, że chroniczne podawanie neuroleptyków  powo
duje zmiany zawartości CCK-8 w mózgu: spadki w korze mózgowej a wzro
sty  w prążkowiu i układzie mezolimbicznym [78]. Te wszystkie obser
wacje sugerują, że CCK może regulować funkcje niektórych neuronów do
paminowych, a zaburzenia tej regulacji mogą leżeć u podstaw schizofre
nii [64, 77].

Jedną z ciekawszych, zdaniem autora, obserwacji jest wpływ neuropep
tydów na gęstość receptorów klasycznego neurom ediatora. W przypadku 
CCK i dopaminy sugerowano, że wytworzenie kompleksu CCK z własnym  
swoistym receptorem  zmienia płynność błony komórkowej i u trudnia  
przechodzenie na powierzchnię błony receptorów dopaminowych uwię
zionych we w nętrzu komórki [75]. We w łasnych doświadczeniach w yka
zaliśmy, że agonista receptora opiatowego, morfina, również obniża gę
stość receptorów dopaminowych w prążkowiu [79]. Innym  przykładem  
zmian receptorowych wywołanych przez neuropeptydy jest zwiększenie 
gęstości receptora a 2-adrenergicznego przez NPY, peptyd związany z neu
ronam i noradrenergicznym i i adrenergicznym i [80].

Bardzo instruktyw nym  przykładem  współdziałania klasycznych neu
rom ediatorów i neuropeptydów  jest regulacja czynności ślinianki kota, 
omówiona szczegółowo przez L u n d b e r g a  i H ó k f e l t a  [65]. Za
równo naczynia, jak i komórki gruczołowe (acinarne) unerw iane są przez 
nerw y przywspółczulne, których aktyw acja powoduje równoczesny wzrost 
wydzielania śliny i przepływ u krw i przez śliniankę, oraz przez nerw y
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współczulne, z górnego zwoju szyjnego, które powodują równoczesny 
wzrost wydzielania śliny i zwężenie naczyń w gruczole. W ykazano, że 
w nerw ach przywspółczulnych współistnieją acetylocholina i VIP, zaś 
w nerw ach współczulnych poza noradrenaliną, w ystępującą we w szyst
kich zakończeniach, w niektórych obecny jest jeszcze neuropeptyd Y 
(NPY).

Acetylocholina powoduje pobudzenie funkcji wydzielniczych ślinianki, 
VIP natom iast bardzo silnie rozszerza naczynia krwionośne. Już to samo 
działanie VIP nasila w ybitnie ogólny efekt acetylocholiny, ale ponadto 
okazało się, że VIP zwiększa też powinowactwo acetylocholiny do recep
tora m uskarynowego [81]. Co więcej, wykazano, że postsynaptyczne dzia
łanie VIP (zwiększenie zawartości drugiego m ediatora, cyklicznego AMP) 
jest silniejsze wówczas, gdy receptor m uskarynowy jest pobudzony [82]. 
Jak  widać, kom plem entarne działanie VIP i acetylocholiny można zauw a
żyć zarówno na poziomie system owym  (zwiększenie ukrw ienia narządu — 
zwiększenie wydzielania śliny), jak  i receptorowym.

Nieco mniej wiem y o współdziałaniu noradrenaliny i NPY w ner
wach współczulnych dochodzących do ślinianki. Neurony zaw ierają oprócz 
noradrenaliny NPY unerw iają naczynia, podczas gdy neurony czysto nor- 
adrenalinowe unerw iają przede wszystkim  komórki gruczołowe. Jak  się 
wydaje, NPY odpowiada za długotrw ały skurcz naczyń, podczas gdy 
noradrenalina pobudza aktywność wydzielniczą. Fakt występowania obok

SYMPATYCZNY

Ryc. 3. Regulacja aktywności ślinianki kota przez układ  autonom iczny. N eurony 
wychodzące z sym patycznego zwoju szyjnego górnego zaw ierają noradrenalinę (NA), 
a część z nich zawiera ponadto NPY. Neurony zaw ierające wyłącznie NA unerw ia ją 
kom órki gruczołowe (acinarne), neurony zaw ierające N A +N PY  unerw ia ją  naczynia, 
pow odując ich skurcz. Neurony wychodzące z parasym patycznego zwoju żuchwo
wego zaw ierają acetylocholinę (ACh) i VIP: ACh działa przede w szystkim  w zm a
gając czynność kom órek wydzielniczych, V IP — rozszerzając naczynia krwionośne. 
Niezależnie od tego, że będzie to  powodować efekt synergistyczny, zw iększając p ro 
dukcję śliny, na poziomie w spółdziałania między narządam i (naczynie — gruczoł), 
ACh i VIP potęgują w zajem nie swoje działania również na poziomie receptorow ym : 
w  obecności jednego związku, drugi działa silniej na własny receptor. Wg. L u n d -  
b e r g a  i H o k f e l t a  [65].
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siebie neuronów noradrenalinow ych zawierających i nie zawierających 
NPY może tłumaczyć, dlaczego w pew nych przypadkach uzyskuje się 
wzmożone wydzielanie śliny przez podrażnienie nerwów współczulnych 
bez równoczesnego zwężenia naczyń krwionośnych (Ryc. 3).

Znaczenie współistnienia neurom ediatorów  nie jest jeszcze w pełni zro
zumiałe, a jak wykazują nasze rozważania efekty współdziałania neuro
m ediatorów klasycznych i neuropeptydów  są złożone. W arto zwrócić tu ta j 
uwagę na jeszcze jeden aspekt tego zagadnienia: neu ropep tydy 'są  naj
skuteczniej uwalniane dopiero przez bodźce działające seriam i o dużej 
częstotliwości, podczas gdy neurom ediatory klasyczne uw alnia już poje
dynczy potencjał czynnościowy [65]. To, oraz fakt, że bardzo często kla
syczny neurom ediator i współistniejący z nim  neuropeptyd powodują 
efekt o tym  samym kierunku, z tym, że efekt neuropeptydu jest bardziej 
długotrw ały, powoduje, że charakter odpowiedzi narządu efektorowego 
znacznie się zmienia w zależności od częstotliwości drażnienia: im częstość 
ta jest wyższa, tym  większa w odpowiedzi jest składowa peptydowa, a za
tem  efekt — bardziej przedłużony. Dotyczy to oczywiście tylko tych sy-

Częstotliwość drażnienia

Ryc. 4. Składow a „neurom ediatorow a” i „neuropeptydow a” w odpowiedzi na draż
nienie w  zależności od częstotliwości i czasu drażnienia. D rażnienie im pulsem  poje
dynczym w yzw ala praw ie wyłącznie neurom ediator klasyczny, pow odujący odpo
wiedź krótkotrw ałą. Drażnienie bodźcami o niskiej częstotliwości pow oduje zarówno 
w yzw alanie neurom ediatora klasycznego (w ilościach w iększych niż po bodźcu po
jedynczym), jak  i uw alnianie pew nych ilości neuropeptydu, powodującego odpo
wiedź przedłużoną (pole zakreskowane). Przy w ysokich częstotliwościach drażnienia 
wyzw ala się zarówno dużo neurom ediatora, jak  i neuropeptydu i w  odpowiedzi 
przew aża d ługotrw ała składow a „neuropeptydow a”. Gdy drażnienie w ysokim i czę
stotliw ościam i trw a bardzo długo, zapasy neuropetydu w yczerpują się, podczas gdy 
zapasy neurom ediatora klasycznego, uzupełniane w  w yniku w ychw ytu zwrotnego, 
nie zm ieniają się. W odpowiedzi przeważa składow a „neurom ediatorow a”. Zmodyfi
kow ane wg L u n d b e r g a  i H o k f e l t a  [65].
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tuacji, w których neurom ediator klasyczny jest, choćby częściowo, uw al
niany niezależnie od neuropeptydu. Gdy stym ulacja przedłuża się na
stępują dalsze zmiany, w ynikające ze spadku zawartości neuropeptydu. 
Obserwowano np., że po godzinnym drażnieniu nerw u przywspółczulnego 
ślinianki zawartość VIP w nerw ie spadała poniżej połowy poziomu kon
trolnego [65]. Dalsze badania pow inny wykazać, jakie to ma znacze
nie dla prawidłowej funkcji neuronu (Ryc. 4).

VII. Ewolucja poglądów na mechanizmy porozumiewania się neuronów

Odkrycie neuropeptydów i ich roli w neurotransm isji w zasadniczy spo
sób zmieniło, wzbogaciło ale i skomplikowało nasze poglądy na m echaniz
my przepływu inform acji między neuronam i. Widać to zwłaszcza na p rzy 
kładzie ewolucji naszego pojm owania neurotransm isji chemicznej. Je j po
czątkowy obraz był prosty. Zgodnie z tym , co postulował D a l e  [83], 
a E c c l e s  i w s p .  [61] sform ułowali następnie jako „zasadę Dale’a”, 
aferentny neuron w ytw arza i uw alnia ze wszystkich swoich zakończeń ty l
ko jeden neurom ediator, k tóry działa na swoiste receptory, ułatw iając lub 
utrudniając wytworzenie potencjału czynnościowego w następnym  neuro
nie. Sądzono początkowo, że każdy neurom ediator działa tylko na jeden 
typ receptora; w yjątkiem  była acetylocholina, której różnorodne efekty 
wyjaśnił D a l e  [84] przyjm ując, że pobudza ona dwa typy receptorów: 
receptory m uskarynowe i nikotynowe.

Obecnie wiemy, że oddziaływanie jednego neurom ediatora na różne 
receptory jest raczej regułą niż w yjątkiem . Pogląd ten zapoczątkowało 
odkrycie receptorów a i (3 adrenergicznych przez A h l q u i s t a  [85]. 
W prowadzając techniki znakowania receptora przy użyciu ligandów radio
aktyw nych [86] odkryto liczne podtypy receptorów [87].

Niezależnie od w ykrycia różnych typów receptorów umieszczonych na 
błonie postsynaptycznej, a więc regulujących czynność neuronu eferen t- 
nego, wykazano receptory umieszczone na tym  neuronie, z którego neuro
m ediator jest uwalniany. W 1971 r., badając regulację uwalniania norad
renaliny z zakończeń nerwowych, cztery niezależne od siebie zespoły do
szły do wniosku, że mechanizm y regulacyjne można zadawalająco w y tłu 
maczyć zakładając istnienie receptorow ych s truk tu r presynaptycznych po
budzanych przez w łasny neurom ediator i ham ujących jego uwalnianie 
[88—91]. Nazwano je autoreceptoram i [92].

Odkrycie neuropeptydów zwraca uwagę na inny jeszcze typ regula
cji presynaptycznej uw alniania neurom ediatora: neurom odulację poprzez 
działanie na receptory presynaptyczne wrażliwe na substancje czynne 
uwalniane przez inne neurony a nie na uw alniany neurom ediator. W od
różnieniu od regulacji przez autoreceptor, tego rodzaju regulacja nie opie
ra się na bezpośrednim sprzężeniu zwrotnym . Tak działającymi neurom o-
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dulatoram i są przeważnie neuropeptydy. Pierw szym  opisanym przypad
kiem  presynaptycznej regulacji uw alniania neurom ediatora klasycznego 
przez neuropeptyd było nasilenie uw alniania noradrenaliny przez angio- 
tensynę [93]. Szczegółowy przegląd stanu wiedzy na tem at regulacji p re 
synaptycznej uwalniania noradrenaliny w połowie lat siedemdziesiątych 
daje jeden z twórców koncepcji autoreceptora, S t a r k ę  [94]. Należy 
podkreślić, że m odulacja presynaptyczna jest nowym typem  przekazyw a
nia informacji: zamiast modulacji działania neuronów przez regulację czę
stotliwości występowania potencjału czynnościowego m oduluje się efekt 
tego potencjału bezpośrednio przed przełożeniem  go na język inform acji 
chemicznej.

Wreszcie obecnie okazało się, że jeden neuron może zawierać różne 
nośniki inform acji chemicznej, mogące działać na różne receptory i auto- 
receptory, oddziaływać ze sobą, prowadzić do skoordynowanych efektów 
w neuronach postsynaptycznych i całych unerw ianych system ach [65]. 
Historię ewolucji naszych wyobrażeń o neurotransm isji chemicznej podaje 
schem atycznie rycina 5.

1930 1950 1971
Ryc. 5. Ewolucja poglądów na przekazyw anie inform acji w  synapsie chemicznej. 
W r. 1930 sądzono, że klasyczny neurom ediator (czarne kółko) łączy się z recepto
rem  określonego typu  (półkoliste zagłębienie). Później (1950 r.) sądzono, że neurom e
d ia to r może łączyć się z kilku różnym i receptoram i, postsynaptycznym i, a jeszcze 
później wykazano, że może się on też łączyć z receptorem  umieszczonym na neuro
nie, z którego neurom ediator jest uw alniany z autoreceptorem  (1971 r.). W r. 1975 
stw ierdzono, że działanie neuronu może być kontrolow ane przez synapsy akso-ak- 
sonalne, w których uw alniany jest neurom ediator peptydowy (pusty tró jką t), dzia
łający na odpowiedni receptor presynaptyczny, nie będący autoreceptorem  (tró jką t
ne zagłębienie). S tan na rok 1983: dodatkowo do neurom ediatora i regulacji p resynap
tycznej poznano w spółistniejące z neurom ediatorem  klasycznym  neuropeptydy (czar
ny tró jką t), k tóre mogą działać na odpowiednie receptory postsynaptyczne i presy- 
naptyczne (autoreceptor peptydowy). Ponadto poszczególne typy receptorów  presy- 
naptycznych i postsynaptycznych mogą na siebie oddziaływać w zajem nie, m odyfiku
jąc  swoją gęstość lub reaktywność.
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Jeżeli dodamy do tego, że — jak wspomniano — pewne populacje re 
ceptorowe mogą prawdopodobnie działać bezpośrednio na inne populacje, 
że wyzwalanie neuropeptydu może zależeć zarówno od geometrii neuronu 
jak i intensywności jego stym ulacji naw et przy zachowaniu bez zmian 
elektrycznej aktywności neuronu, m usim y stwierdzić, że złożoność infor
macji, jaka może być przekazywana między neuronam i jest tak olbrzymia, 
że można się zastanawiać, czy jej pełny opis będzie możliwy, a zwłaszcza 
zrozumiały.

Poznanie roli i pew nych mechanizmów działania neuropeptydów wzbo
gaciło nasz obraz neurotransm isji chemicznej, pokazując, jak subtelnie 
może ona być modulowana. Zdaniem autora pozwala ona również zapro
ponować ogólne spojrzenie na cały system  przekazu inform acji w ustro ju  
zwierzęcym (Tabela 1).

Tabela 1
Systemy przenoszenia informacji w ustroju zwierzęcym

Typ
przenoszenia

Rząd
czasu

Nośnik informacji System
nadawczo-odbiorczy

Odbiorca informacji

Błyskawicz
ny

0.1 ms Bodziec elektryczny Synapsa elektryczna Neuron eferentny lub 
aferentny*

Szybki ms Klasyczny neurome- 
diator

Synapsa chemiczna Neuion eferentny

Średnio
szybki

s. Neuropeptyd Synapsa chemiczna Neuron eferentny

Powolny min. Neuropeptyd Neuron — receptor: 
dyfuzja w tkance

Sąsiadujące, nie połą
czone neurony

Bardzo
powolny

h** Neurohormon lub 
hormon

Neuron/Gruczoł — 
receptor: dyfuzja 
z krwią

Odlegle narządy

* Synapsa nie spolaryzowana. Możność przekazywania w obie strony 
** W niektórych przypadkach odpowiedzi mogą pojawić się już po upływie ułamka minuty, w innych niekiedy 

dopiero po dniach i tygodniach

Jak przedstawiono w tabeli, typy inform acji przekazywanych pomiędzy 
poszczególnymi częściami organizmu można podzielić w zależności od szyb
kości przekazu, przy czym im inform acja przekazywana jest szybciej, 
tym  jest ona uboższa i zaijpzem trudniejsza do modulacji. W schemacie 
tym  neuropeptydy zajm ują bardzo istotne miejsce, wypełniając lukę po
między klasycznymi neurom ediatoram i i hormonami, jako nośniki złożo
nych informacji, przenoszonych z pośrednim i szybkościami.

Zaakceptowano do druku  20 lutego 1985 r.
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I. Wstęp

W ostatnich latach utrw alił się pogląd, iż peptydy odgrywają istotną 
rolę w  funkcjonowaniu ośrodkowego układu nerwowego. Poznane już od 
dawna neuro transm itery  o niskiej masie cząsteczkowej takie jak acetylo
cholina, kwas Y-aminomasłowy, glicyna a także serotonina oraz noradre
nalina, w yw ierają w neuronach określone oddziaływania za pośrednic
tw em  receptorów znajdujących się w błonach postsynaptycznych lub pre- 
synaptycznych. Większość z tych oddziaływań pociąga za sobą zmiany 
w kanałach jonowych, które w pływ ają z kolei na potencjały błon komór
kowych oraz na komórkową pobudliwość elektryczną. N iektóre z neuro- 
transm iterów  jak na przykład dopamina, w yw ierają oddziaływania po
przez aktyw ację cyklazy adenylowej związanej z błoną komórkową. Me
chanizm y działania peptydów w neuronach są znacznie słabiej poznane. 
Uważa się, iż szereg peptydów spełnia funkcję neurotransm iterów  oraz 
neurom odulatorów . Peptydy w yw ierają oddziaływania, w których naj
prawdopodobniej pośredniczą specyficzne receptory (na przykład recep
to ry  endogennych peptydów opioidowych) oraz cyklaza adenylowa. Na
leży także spodziewać się innych efektów na poziomie komórkowym. Wy
daje się, że niektóre z tych efektów odgryw ają ważną rolę w regeneracji 
system u nerwowego. Szereg danych w skazuje na wpływ niektórych pep
tydów na procesy m otyw acyjne i skupiania uwagi oraz na proces zapamię
tyw ania [1].

W prowadzenie metod radioimmunologicznych i pokrew nych pozwoliło 
na w ykrycie obecności a także określenie zawartości szeregu peptydów 
w poszczególnych częściach ośrodkowego układu nerwowego. Okazało się, 
że poza peptydam i, których występowanie i biosynteza w ośrodkowym 
układzie nerwowym  znane były już od lat, w ykryto tam  szereg peptydów 
znanych dotychczas z występowania w innych częściach organizmu (na 
przykład horm ony przewodu pokarmowego). Dotychczas w ośrodkowym 
układzie nerwowym  stwierdzono obecność kilkudziesięciu peptydów, które 
zaliczone zostały do grupy neuropeptydów.
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W niniejszym  artykule omówione zostały pierwszorzędowe s tru k tu ry  
większości z poznanych dotychczas neuropeptydów. Poszczególne neuro
peptydy zostały zgrupowane bądź na zasadzie pokrew ieństwa s tru k tu ra l
nego, bądź też na zasadzie pochodzenia od wspólnego prekursora. W a r
tykule nie zostały natom iast omówione biologicznie czynne analogi neu
ropeptydów uzyskane na drodze chemicznej syntezy.

II. Oksytocyna i wazopresyna

Oksytocyna i wazopresyna [2,3] są neuropeptydam i, k tórych chemiczna 
struk tu ra  została najwcześniej poznana. W latach 1953— 1955 nie ty lko 
ustalono struk tu rę  tych hormonów lecz także przeprowadzono ich chemicz
ną syntezę. W brew powszechnie przyjętej nazwie „horm ony tylnego p łata  
przysadki” biosynteza prekursorów  zarówno oksytocyny jak i wazopresyny 
zachodzi w podwzgórzu ssaków, skąd przem ieszczają się do tylnego p łata  
przysadki. Sekwencję reszt aminokwasowych prekursora w azopresyny 
opublikowano w 1982 roku [4] zaś rok później podano sekwencję p rek u r
sora oksytocyny [5]. Cząsteczki obydwu białek zaw ierają po około 160 
reszt aminokwasowych. Zarówno oksytocyna jak i wazopresyna są am ida
mi 9-peptydów *}, w cząsteczkach których w ystępuje jeden m ostek di- 
siarczkowy utw orzony przez reszty L-cysteiny w pozycjach 1 i 6. 
Oksytocyna:

1 3  6 9
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2

W azopresyna argininowa:
1 3 6 8 9

Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2

Oksytocyna wywołuje skurcze mięśni gładkich macicy podczas porodu 
oraz laktację w okresie karm ienia. Oksytocyna w ykazuje również w nie
wielkim  stopniu właściwości wazopresyny: 0,5°/o jej aktywności an tydiu- 
retycznej oraz l°/o aktywności presyjnej.

Cząsteczka arginylo-w azopresyny różni się od oksytocyny tym , że w 
pozycji 3 zamiast reszty L-izoleucyny w ystępuje reszta L-fenyloalaniny 
zaś w pozycji 8 zamiast L-leucyny reszta L-argininy. W azopresyna w y
kazuje działanie antydiuretyczne, które polega na resorpcji wody, w związ
ku z czym wzrasta stężenie soli w moczu. Działa ona także presyjnie po
wodując zwężenie tętniczek i naczyń włoskowatych oraz pobudza układ

*)Wprowadzony przez M. Bodanszky’ego skrócony sposób zapisu liczby reszt 
am inokwasowych w cząsteczce peptydu.
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mięśni gładkich jelita cienkiego. W azopresyna ma także działanie oksyto- 
tyczne: 3°/o powodowanego przez oksytocynę skurczu mięśni gładkich m a
cicy oraz 15% laktacji. W ostatnich latach pojawiło się szereg doniesień 
wskazujących na wpływ w azopresyny na proces uczenia się i zapam ięty
wania [1].

U świni i hipopotama zamiast argininowej wazopresyny w ystępuje 
w azapresyna lizynowa, k tórej cząsteczka w pozycji 8 zamiast L-argininy 
zawiera resztę 1,,-lizyny:

1 8 9
Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH2

424 G. KUPRYSZEWSKI [4]

Z obu omawianymi neuropeptydam i ewolucyjnie spokrewiona jest 
wazotocyna:

1 3  8 ~ 9
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2

Cząsteczka wazotocyny zawiera w pozycji 3 resztę L-izoleucyny (jak 
oksytocyna) zaś w pozycji 8 resztę L-argininy (jak arginowa wazopresy
na). Wazotocyna reguluje m etabolizm  wody i soli m ineralnych u niższych 
kręgowców.

Znanych jest jeszcze szereg innych związków ewolucyjnie spokrewnio
nych z oksytocyną i wazopresyną. Należy do nich: 
izotocyna

1 4 8 9
Cys-Tyr-Ile-Ser-Asn-Cys-Pro-Ile-Gly-NH2

mezotocyna

glum itocyna

walitocyna

aspartocyna

Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Ile-Gly-NH2

1 4  8 9
Cys-Tyr-Ile-Ser-Asn-Cys-Pro-Gln-Gly-NH2

1 8 9
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Val-Gly-NH2

I 4 9
Cys-Tyr-Ile-Asn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2

W ciągu ewolucji s truk tu ra  przedstaw ionych hormonów uległa stosunko
wo niewielkim zmianom.
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III. Proopiomelanokortyna i peptydy pokrewne

W podwzgórzu oraz przednim  płacie przysadki w ykryto białko nazw a
ne proopiom elanokortyną. Cząsteczka tego białka zbudowana jest z 265 
reszt aminokwasowych [6] i zawiera sekwencje następujących neuropepty
dów: adrenokortykotropiny (ACTH — adrenocorticotropic hormone), po
dobnego do kortykotropiny peptydu środkowego p łata  (CLIP — cartico- 
tropin-like interm ediate lobe peptide), (3-lipotropiny ((3-LPH), Y-lipotropi- 
ny (y-LPH), a-m elanotropiny (a-MSH), (5-melanotropiny (ft-MSH), M et-en- 
kefaliny oraz a, ¡3, y i 8-endorfin.

Zarówno a-M SH jak i CLIP stanowią fragm enty  cząsteczki ACTH 
zaś y-LPH  oraz wszystkie endorfiny są fragm entam i cząsteczki p-LPH. 
Metioninowa enkefalina jest natom iast N -term inalnym  fragm entem  cząs
teczek wszystkich endorfin. M et-enkefalina zostanie omówiona w części 
poświęconej peptydom  opioidowych.

A drenokortykotropina (ACTH) jest 39-peptydem  stym ulującym  w y
dzielanie steroidowych hormonów kory nadnercza. Ostatnio stwierdzono, 
że ACTH i jego fragm enty  potęgują procesy m otyw acyjne oraz u łatw iają 
skupienie uwagi [1]. Okazało się, że wydzielanie ACTH z przedniego płata 
przysadki jest sterowane przez odpowiedni czynnik uwalniający — korty- 
koliberynę. Niżej podana jest sekwencja cząsteczki ludzkiego ACTH.

1 10
Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Yal-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-

20 25 30
Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-

39
Leu-Glu-Phe

Odcinek 25-33 cząsteczki ACTH jest specyficznym dla określonego ga
tunku. Na przykład:

25 33
ACTH wołowy -Asp-Gly-Glu-Ala-Glu-Asp-Ser-Ala-Gln- 
ACTH świński -Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Leu-Ala-Glu- 
ACTH owczy -Ala-Gly-Glu-Asp-Asp-Glu-Ala-Ser-Gln-

Całkowitą aktywność biologiczną ACTH w ykazuje N -term inalny 24- 
peptyd (Synacthen ), natom iast najkrótszym  fragm entem  w ykazującym  
cząstkową czynność biologiczną jest peptyd  o sekwencji 1— 18 ACTH 
Uważa się, że sekwencja 5— 10 zawiera miejsce aktyw ne („przesłanie w ia
domości”) zaś miejsce wiążące („adres”) sekwencja 11—24.

a-M elanotropina (a-MSH) stym uluje  dojrzewanie melanocytów i jej 
uwalnianie w środkowym płacie przysadki jest kontrolowane przez czyn
nik uw alniający — melonoliberynę oraz czynnik ham ujący — melano- 
statynę. Ludzka przysadka nie produkuje a-M SH ani też (3-MSH. Podobnie

*) Skrócony sposób zapisu oznaczający peptyd, k tórego cząsteczka zbudowana 
z 18 reszt am inokwasowych stanow i N -term inalny fragm ent ACTH.

3 Postępy B iochem ii 3-4/85
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jak ACTH a-m elanotropina potęguje procesy m otyw acyjne i ułatw ia sku
pienie uwagi [1].

Cząsteczka a-M SH jest amidem N-acetylowanego fragm entu  1— 13 czą
steczki ACTH.

1 13
Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH2

Cząsteczki podobnego do kortykotropiny peptydu środkowego p łata  
(CLIP) zbudowane są z 22 reszt aminokwasowych i m ają sekwencję 18—39 
cząsteczki ACTH.

(3-Lipotropina (|3-LPH) uw alniana z proopiom elanokortyny jest poli- 
peptydem , którego cząsteczka zawiera 91 reszt aminokwasowych. Sekw en
cja aminokwasowa cząsteczki (3-lipotropiny świni przedstaw ia się nastę
pująco:

1 10 
Glu-Leu-Ala-Gly-Ala-Pro-Pro-Glu-Pro-Ala-Arg-Asp-Pro-Glu-Ala-Pro-Ala-Glu-

20 30
Gly-Ala-Ala-Ala-Arg-Ala-Glu-Leu-Glu-Tyr-Gly-Leu-Val-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-

40 50
Aia-Glu-Lys-Lys-Asp-Glu-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Ser-

60 70
Pro-Pro-Lys-Asp-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-

80 90 91
Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-Ile-Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Lys-Gly-Gln

(3-LPH w ykazuje działanie lipolityczne. N -Term inalna sekwencja 1— 58 
P-lipotropiny odpowiada strukturze cząsteczki y-lipotropiny (y-LPH). Czą
steczka (3-LPH zawiera także sekwencje: (3-melanotropiny ((3-MSH), a, (3, y
i 5-endorfin a także m etionylo-enkefaliny.
Ilu stru je  to następujące zestawienie:

Sekwencja (3-lipotropiny N europeptyd

1— 58 Y-lipotropina
41— 58 (3-melanotropina
61—91 (3-endorfina
61—76 a-endorfina
61— 77 Y-endorfina
61— 79 8-endorfina
61—65 M et-enkefalina

Endorfiny są dobrymi ligandami receptorów opioidowych i wykazują 
silne działanie przeciwbólowe. W związku z tym  endorfiny zaliczane są do 
endogennych peptydów opioidowych.

Y-Melanotropina (y-MSH) stanowi także fragm ent proopiom elanokor
tyny. Cząsteczka y-MSH  zbudowana jest z 12 reszt aminokwasowych.

1 10 12 
Tyr-Yal-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-Gly

426 G. KUPRYSZEWSKI [6]
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IV. Peptydy opioidowe

Do grupy peptydów opioidowych zaliczane są neuropeptydy stanowiące 
ligandy receptorów opioidowych. Najwcześniej poznanymi peptydam i opio- 
idowymi są enkefaliny (enkephalos — mózg) i omówione już w  poprzed
nim rozdziale endorfiny. Nazwa tych ostatnich pochodzi z połączenia frag 
mentów dwóch słów: endogenne m orfiny. Enkefaliny są szerzej niż en
dorfiny rozpowszechnione w kom órkach ośrodkowego układu nerwowego. 
Znane są dwie enkefaliny: m etioninowa enkefalina (M et-enkefalina) i leu- 
cynowa enkefalina (Leu-enkefalina). Są one pentapeptydam i o następu ją
cej sekwencji:

1 5
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met — Met-enkefalina

1 5
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu — Leu-enkefalina

Sekwencja M et-enkefaliny w ystępuje w cząsteczce proopiom elanokor- 
tyny, stanowiąc także fragm ent (3-LPH (61—65) oraz N -term inalny frag
m ent wszystkich endorfin.

IV-1. Proenkefaliny i peptydy pokrewne

Sekwencje M et-enkefaliny oraz Leu-enkefaliny w ystępują w  cząstecz
kach białka syntezowanego w nadnerczu. Białko to nazwane proenkefa- 
liną A zawiera ponad 260 reszt aminokwasowych. Na przykład proenkefali- 
na wołowa zawiera w cząsteczce 263 reszty aminokwasowe w tym  sześć 
sekwencji M et-enkefaliny i jedną sekwencję Leu-enkefaliny [7, 8]. P ro- 
enkefalina ludzka zawiera natom iast 267 reszt aminokwasowych w cząs
teczce i taką samą ilość sekwencji enkefalinowych [9]. W większości przy
padków sekwencje enkefalinowe z obu stron sąsiadują w łańcuchu pep ty- 
dowym prekursora z dwiema resztam i zasadowych aminokwasów. P raw 
dopodobnie reszty te sygnalizują miejsca enzymatycznej hydrolizy, pro
wadzącej do uwolnienia cząsteczek enkefalin. Na przykład:

1 5
-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Lys-

131 110

1 5
-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Lys-Arg-

224 232

(Liczby nad wzorami oznaczają sekwencję enkefalin zaś liczby pod wzo
ram i oznaczają położenie w łańcuchu peptydow ym  proenkefaliny woło
wej).

W dwóch przypadkach zasadowe reszty aminokwasowe sygnalizują 
uw alnianie pochodnych enkefalin zaw ierających więcej niż pięć reszt am i-

3*
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nokwasowych:
1 5 8

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu
182 189

1 5 7
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe
257 263

Obydwa peptydy [Arg®, Gly7, Leu8]-M et-enkefalina oraz [Arg6, Phe7]-M et- 
enkefalina są dobrymi ligandami receptorów opioidowych.

Jeszcze przed ustaleniem  ostatecznej sekwencji pro-enkefaliny izolo
wano z nadnercza produkty  jej degradacji zawierające w cząsteczkach sek
wencje enkefalin. Związki te wykazywały wysoką aktywność opioidową 
[10]. W podanym  niżej zestawieniu pokazane są sekwencje: peptydu I, pe- 
p tydu  F, peptydu B, peptydu E, BAM-22P (bovine adrenal m edulla 22-pe
ptide), BA M -20P oraz BAM-12P. (Liczby pod wzorami oznaczają poło
żenie w  łańcuchu peptydowym  proenkefaliny wołu).

peptyd I
1 10 

Ser-Pro-His-Leu-Glu-Asp-Glu-Thr-Lys-Gly-Leu-Gln-Lys-Arg-
192

20
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-Gly-Arg-Pro-Glu-Trp-Trp-

30 39
Met-Asp-Tyr-Gln-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

230

peptyd F
1 10 

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Lys-Met-Asp-Glu-Leu-Tyr-Pro-Leu-Glu-Val-Glu-Glu-
104

20 30 34
Glu-Ala-Asn-Gly-Gly-Glu-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

137

peptyd B
1 10 

Phe-Ala-Glu-Pro-Leu-Pro-Ser-Glu-Glu-Glu-Gly-Glu-Ser-Tyr-Ser-Lys-Glu-Val-
233

20 30 31
Pro-Glu-Met-Glu-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe

263

peptyd E (stanowi fragm ent 15— 39 peptydu I)
1 10 12 

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-Gly-A-g-Pro-Glu-Trg-Trp-Met-Asp-Tyi-Gln-
206

20 22 25
Lys-Arg-T y r-Gly-Gly-Phe-Leu

BAM-22P stanowi fragm ent 1—22 peptydu E, BA M -20P fragm ent 1—20 
zaś BAM-12P fragm ent 1— 12 peptydu E.
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Z tkanki nowotworu nadnercza wyodrębniono ostatnio amid 8-pepty- 
du, k tóry  nazwano adrenorfiną [11]. Jego struk tu ra  odpowiada sekwencji 
206—213 proenkefaliny i sekwencji 1— 8 peptydu E.

1 8 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-NH2
"206 213

Adrenorfiną wykazuje silną aktywność opioidową.

IV-2. Prekursor |3-neoendorfiny/dynorfiny i peptydy pokrewne

Z podwzgórza świni wyodrębniono białko, którego cząsteczka zbudowa
na z 256 reszt aminokwasowych zawiera trzy  sekwencje Leu-enkefali- 
ny [12]. Podobnie jak w przypadku proenkefalin, sekwencje peptydów  
opioidowych zawarte są w łańcuchu peptydow ym  prekursora pomiędzy pa
ram i zasadowych aminokwasów, sygnalizujących miejsca enzym atycznej 
hydrolizy. Oprócz sekwencji Leu-enkefalin w cząsteczce prekursora  za
w arte są sekwencje takich peptydów opioidowych jak neoendorfiny, dy- 
norfiny czy też leum orfiny.

a-Neoendorfina jest 10-peptydem w ykazującym  aktywność opioido
wą [13]. Zawiera ona w swej cząsteczce sekwencję Leu-enkefaliny i sta
nowi fragm ent 175— 184 cząsteczki prekursora.

1 9 10
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys
T 75 184

(5-Neoendorfina jest 9-peptydem  o działaniu opioidowym. Je j cząstecz
ka stanowi fragm ent 1-9 cząsteczki a-neoendorfiny.

Dynorfina-32 (big dynorphin, prodynorphin) jest opioidowym 32-pep- 
tydem  [14]. Stanowi ona fragm ent 209—240 cząsteczki prekursora

1 10 17
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln-Lys-
"209

20 30 32
Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-Val-Val-Thr

240

Dynorfinę A wyizolowano nie ty lko z podwzgórza świni lecz także 
z dw unastnicy [15], jest ona 17-peptydem, którego cząsteczka stanowi 
fragm ent 1— 17 dynorfiny-32 [16].

Dynorfina B zwana także rym orfiną [17] jest 13 peptydem . Je j cząs
teczka stanowi fragm ent 20— 32 dynorfiny-32. Stwierdzono także, iż k ró t
sze fragm enty cząsteczki dynorm iny A, na przykład dynorfina A 1—8 oraz 
dynorfina A 1—9 są dobrym i Ugandami opioidowych receptorów u [18]. 

Poza neoendorfinam i i dynorfinam i wyizolowano także leum orfinę
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zwaną dynorfiną B-29. Jest ona 29-peptydem, którego cząsteczka stanow i 
fragm ent 228—256 łańcucha peptydowego prekursora.

1 10 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-Val-Val-Thr-Arg-Ser-Glu-Glu-Asp- 

228
20 29

Pro-Asn-Ala-Tyr-Tyr-Glu-Glu-Leu-Phe-Asp-Val
256

IV-3. Pozostałe peptydy opioidowe

Peptydy o działaniu opioidowym wyodrębniono z pepsynowych hydro
lizatów glutenu pszenicy i a-kazeiny. Do peptydów tych należy P-kazomor- 
fina-7, 7-peptyd o następującej sekwencji:

1 4 5 7
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile- 

Działanie opioidowe w ykazują także (J-kazomorfina-5 i amid (3-kazomorfi- 
ny-4 nazw any m orficeptyną. Cząsteczki tych  peptydów zaw ierają sek
wencję odpowiednio 1— 5 i 1—4 P-kazomorfiny-7.

Z hydrolizatu a-kazeiny wyodrębniono także 6-peptyd i 7-peptyd, któ
rych cząsteczki zaw ierają odpowiednio sekwencje 90—95 i 90—96 tego 
białka. Peptydy nazwane egzorfinami kazeinowymi w ykazują czynność 
opioidową [19].

1 6 7
Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Gly

90 90 96

Innym  peptydem  wykazującym  działanie opioidowe jest derm orfina, 
amid 7-peptydu wyizolowany ze skóry żaby południow oam erykańskiej 
(Phyllomedusa sauvagi). Peptyd ten  stanowi w yjątek  gdyż zawiera w cząs
teczce resztę D-alaniny.

1 7
Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH2

Należy jeszcze wspomnieć o kiotorfinie — dipeptydzie Tyr-A rg wyizo
lowanym  z mózgu wołu. K iotorfina, chociaż nie jest ligandem receptorów 
opioidowych, działa przeciwbólowo intensyfikując najprawdopodobniej 
działanie enkefalin. W ydaje się, iż podobnie działa tuftsyna, tetrapeptyd  
T hr-L ys-Pro-A rg znany ze swych zdolności do stym ulacji fagocytozy. 
Okazało się, iż tu ftsyna powoduje u szczurów zanik wrażliwości na 
bodźce bólowe [20].

V. Peptydy przewodu pokarmowego

V -l. Glukagon i peptydy pokrewne

Glukagon jest hormonem  peptydow ym  o cząsteczce zbudowanej z 29- 
reszt aminokwasowych, wydzielanym  przez trzustkę. W ykryto także jego
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obecność w ośrodkowym układzie nerwowym . Glukagon pobudza degra
dację glikogenu i działa antagonistycznie w stosunku do insuliny. Ostatnio 
ustalono struk tu rę  pre-proglukagonu chomika. Cząsteczka tego p rekursora  
zbudowana jest ze 180 reszt aminokwasowych [21]. Okazało się, iż s tru k 
tu ra  prekursora  glukagonu ludzkiego jest podobna [22]. W cząsteczce p re
kursora z którego uw alniany jest glukagon znajdują się jeszcze sekwencje 
dwóch peptydów podobnych do glukagonu (GLP — glucagon-like peptide): 
GLiP-1 (37 reszt aminokwasowych) oraz GLP-2 (34 reszty aminokwaso- 
we).

Glukagon
1 10 

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-
20 29

Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr

GLP-1
1 10 

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-
20 30 37

Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly

GLP-2
10

His-Ala-Asp-Gly-Ser-Phe-Ser-Asp-Glu-Met-Asn-Thr-Ile-Leu-Asp-Asn-Leu-Ala-
20 30 34

Ala-Arg-Asp-Phe-Ile-Asn-Trp-Leu-Ile-Gln-Thr-Lys-Ile-Thr-Asp-Arg

V-2. Naczynioaktywny peptyd jelitowy i peptydy pokrewne

Naczynioaktywny peptyd jelitowy (VIP — vasoactive intestinal pep
tide) jest amidem 27-peptydu wydzielonym  ze świńskiej dw unastnicy. 
VIP w ystępuje także w tkance nerwowej gdzie najprawdopodobniej działa 
jako neurotransm iter. VIP wykazuje szeroki wachlarz aktywności biolo
gicznej. Powoduje on na przykład skurcze mięśni gładkich i stym uluje 
wydzielanie oraz uw alnianie insuliny, glukagonu a także hormonów ty l
nego płata  przysadki. VIP wykazuje pewne podobieństwo do glukagonu, 
sekretyny  i peptydu ham ującego gastrynę. VIP jest uw alniany z p reku r
sora prepro-V IP  [23]. Cząsteczka prekursora zawiera sekwencję drugiego 
podobnie działającego am idu 27-peptydu określanego jako PHM-27. Znany 
jest także drugi 27-peptyd PHI-27, którego cząsteczka różni się od poprzed
niego jedynie tym , że w pozycji 12 zamiast reszty L-lizyny znajduje się 
L -arginina a w pozycji 27 zamiast L-m etioniny reszta L-izoleucyny.
VIP

10
His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-

20 27
Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Asn-NH2
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PHM-27

1 10 12 
His-Ala-Asp-Gly-Val-Phe-Thr-Ser-Asp-Phe-Ser-Lys-Leu-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-

20 27
Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Glu-Ser-Leu-Met-NH2

V-3. Pozostałe peptydy przewodu pokarmowego

Do peptydow ych hormonów przewodu pokarmowego, których obecność 
w ykryto  w tkance nerwowej należą między innymi: sekretyna, gastryna, 
peptyd  ham ujący działanie gastryny, cholecystokinina, peptyd YY oraz 
m otylina.

Sekretyna jest amidem 27-peptydu wydzielanym  przez błonę śluzową 
jelit. Sekretyna pobudza trzustkę do wydzielania soku traw iennego za
wierającego wodorowęglan a także pobudza wątrobę do produkcji żółci. 
Niżej podana jest sekwencja aminokwasowa cząsteczki sekretyny.

10
His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Asp-Ser-Ala-Arg-

20 27
Leu-Glu-Arg-Leu-Leu-Glu-Gly-Leu-Val-NH2

G astryna produkow ana przez błonę śluzową żołądka jest amidem 17-pe- 
p tydu. Pobudza ona żołądek i trzustkę do wydzielania kwasu solnego i so
ków traw iennych oraz stym uluje system  mięśni przewodu traw iennego do 
wzmożonego ruchu robaczkowego. Cząsteczka ludzkiej gastryny ma na
stępującą sekwencję reszt aminokwasowych:

1 5 10 17
pGlu-Gly-Pro-Trp-Met-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 

(pGlu oznacza resztę kwasu piroglutaminowego)

G astryna ludzka w ystępuje także w  postaci, w  której grupa fenolowa 
L -tyrozyny w pozycji 12 jest zestryfikowana cząsteczką kwasu siarkowego 
(gastryna II). Cząsteczka gastryny świńskiej różni się od ludzkiej tym , iż 
w pozycji 5 zam iast reszty L-m etioniny znajduje się reszta L-leucyny. 
Okazało się, że C-term inalny amid tetrapeptydu Trp-M et-A sp-Phe-N H 2 
w ykazuje pełną aktywność naturalnego hormonu. Bardziej aktyw ny jest 
syntetyczny, acylowany resztą t-butyloksykarbonylow ą, amid pentapepty- 
du Eoc-f3-Ala-Trp-M et-Asp-Phe-NH2 nazwany pentagastryną i szeroko 
stosowany w diagnostyce gastroenterologicznej.

Peptyd ham ujący działanie gastryny (GIP — gastric inhibitory poły- 
peptide) został wyodrębniony z dwunastnicy. GIP jest 43-peptydem. Jest 
on antagonistą gastryny i ham uje skurcze mięśni gładkich jelit. Cząstecz
ka GIP zawiera fragm enty identyczne z fragm entam i sekwencji glukago- 
nu, sekretyny i VIP.
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1 10 
Tyr-Ala-Asp-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ue-Arg-Gln-

20 30
Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Gln-Lys-Gly-Lys-Lys-Ser-Asp-Trp-

40 43
Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln

Cholecystokinina (CCK) jest amidem 33-peptydu w yodrębnionym  z bło
ny śluzowej jelit. CCK powoduje skurcze woreczka żółciowego i stym uluje 
wydzielanie enzymów przez trzustkę. Za biologiczną aktywność CCK od
powiedzialny jest fragm ent 22—33.

1 10 
Lys-Ala-Pro-Ser-Gly-Arg-Val-Ser-Met-Ue-Lys-Asn-Leu-Gln-Ser-Leu-Asp-Pro-

so 3h
20 22 | 30 33

Ser-His-Arg-Ue-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr-Met-Gly-T rp-Met-Asp-Phe-N H 2

Cechą charakterystyczną cząsteczki CCK jest to, że grupa fenolowa reszty 
L-tyrozyny w pozycji 27 jest zestryfikowana kwasem  siarkowym  a C -ter- 
m inalny pentapeptyd ma identyczną sekwencję z C-term inalnym  fragm en
tem  gastryny.

Peptyd YY, w yodrębniony z błony śluzowej jelit, jest amidem  36-pep- 
tydu. Peptyd YY ham uje oddziaływanie sekretyny na trzustkę. Stwierdzono 
także występowanie peptydu YY w mózgu. Cząsteczka peptydu YY zawiera 
sekwencje aminokwasowe w ystępujące w cząsteczkach peptydu Y oraz 
neurotensyny [24].

1 10 

Tyr-Pro-Ala-Lys-Pro-Glu-Ala-Pro-Gly-GIu-Asp-Ala-Ser-Pro-Glu-Glu-Leu-Se:-
20 30 36

Arg-Tyr-Tyr-Ala-Ser-Leu-Arg-His-Tyr-Leu-Asn-Leu-Val-Thr-Arg-Gln-Arg-Tyr-

NH2

M otylina stym uluje ruchy żołądka oraz wydzielanie pepsyny. Cząsteczka 
m otyliny zawiera 22 reszty aminokwasowe.

1 10 
Phe-Val-Pro-Ile-Phe-Thr-Tyr-Gly-Glu-Leu-Gln-A’-g-Met-Gln-Glu-Lys-Glu- 

20 22 
Arg-Asn-Lys-Gly-Gln
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VI. Kininy i peptydy pokrewne

Do grupy kinin zaliczane są horm ony tkankow e działające na m ięś
nie gładkie oraz m ające właściwości zwężania lub rozszerzania naczyń 
krwionośnych a tym  samym  podwyższania lub obniżania ciśnienia krwi. 
Stwierdzono także, iż kininy w ystępują w ośrodkowym układzie ne r
wowym.
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VI-1. Kininy plazmy

Kininy plazm y reprezentow ane są przez bradykininę. Jest ona 9-pepty- 
dem powstającym  z białek plazm y w wyniku enzymatycznej hydrolizy. Po
za działaniem  na mięśnie gładkie bradykinina zwiększa przepuszczalność 
naczyń włosowatych a także powoduje rozszerzenie naczyń krwionośnych 
obniżając u ssaków tętnicze ciśnienie krwi. W ydaje się, iż bradykinina ma 
wpływ na proces uczenia się. Cząsteczka bradykininy ma następującą se
kwencję reszt aminokwasowych:

i 9
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

Poza bradykininą do kinin plazm y zaliczane są: 10-peptyd kallidyna 
(Lys-bradykinina) oraz 11-peptyd M et-Lys-bradykinina.

VI-2. Bombesyna i peptydy pokrewne

Bombesyna jest amidem 14-peptydu wydzielonym ze skóry żaby euro
pejskiej (Bombina bombina i Bombina variegata), działającym  na mięśnie 
gładkie i obniżającym ciśnienie krwi. Cechą charakterystyczną cząstecz
ki bom besyny jest N -term inalna reszta kwasu L-piroglutam inowego 
(pGlu).

1 10 14
pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

Peptydam i wykazującym i struk tura lne  pokrewieństwo z bombesyną 
są: alitensyna wydzielona ze skóry ropuchy (A ly tes obstetricans), ranaten- 
syna wydzielona ze skóry żaby am erykańskiej (Rana pipens) oraz litoryna 
w yodrębniona ze skóry żaby australijskiej (Litoria aurea). W podanych 
niżej wzorach podkreślone są sekwencje wspólne z bombesyną.

434 G. KUPRYSZEWSKI [14]

A litensyna 
i

pGlu

R anatensyna

Litoryna

1 10 14
pGlu-Gly-Arg-Leu-Gly-Thr-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

1 10 11 
pGlu-Val-Pro-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Phe-Met-NH2

1 9
pGlu-Gln-Trp-Ala-Val-GIy-His-Phe-Met-NH2

Pokrewieństwo struk tura lne  z bombesyną w ykazują neurom edina B 
wydzielona ze świńskiego rdzenia kręgowego [25] oraz neurom edina C w y
odrębniona z mózgu świnek morskich i szczurów [26].

N eurom edina B
1 10 

Gly-Asn-Leu-Trp-Ala-Thr-Gly-His-Phe-Met-NH2
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Neurom edina C
i 10 

Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

VI-3. Tachykininy

Do grupy tachykinin zaliczamy peptydy, które w przeciw ieństwie do in
nych kinin szybko działają na mięśnie gładkie. Przedstawicielem  tej g ru 
py neuropeptydów  jest substancja P  wydzielona z podwzgórza ssaków. 
O statnio określono sekwencję aminokwasową prekursora substancji P 
z mózgu wołu. Białkowa cząsteczka prekursora zawiera 150 reszt amino
kwasowych [27]. Substancja P  jest amidem 11- peptydu o następującej 
sekwencji reszt aminokwasowych:

1 10 11 
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2

58 68

W cząsteczce prekursora substancja P  zajm uje pozycje 58—68.
Cząsteczka prekursora substancji P  zawiera także sekwencję substancji 

K  zwanej a-neurokininą lub neurom ediną L. Substancja K jest amidem 
10-peptydu zajm ującego w  cząsteczce prekursora pozycje 98— 107.

i 10 
His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2

98 107

Z rdzenia kręgowego świni wydzielono ostatnio tachykininow y amid 
10-peptydu o następującej sekwencji [28]:

i 10 
Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2

Poza wym ienionymi wyżej peptydam i do grupy tachykinin zaliczane 
są między innymi: fizalem ina — amid 11-peptydu wyizolowany ze skóry 
żaby południow oam erykańskiej (Physalem us juscum aculatus), eledoizy- 
na — amid 11-peptydu w ystępujący w  gruczole ślinowym  m ątw y (Eledone 
moschata), kasinina — amid 12-peptydu ze skóry żaby afrykańskiej 
(Kassina senegalensis). W szystkie te peptydy zaw ierają w swych cząstecz
kach fragm enty  sekwencji substancji P.( ' \ t
Fizalem ina

Eledoizyna

1 10 11 
pGlu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2

1 10 11 
pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NH2

Kasinina
1 10 12 

Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-Gln-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
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VI-4. Angiotensyna

Angiotensyna jest uw alniana z a-globularnej frakcji białek plazmy. 
N ajpierw , w w yniku działania na prekursor zwany angiotensynogenem, 
w ystępującej w nerce endopeptydazy — reniny, pow staje biologicznie n ie
aktyw ny 10-peptyd (angiotensyna I). W drugim  etapie egzopeptydaza, 
nazwana enzymem konw ertującym , katalizuje hydrolityczne odszczepienie 
C-term inalnego dipeptydu w w yniku czego pow staje 8-peptyd, angioten
syna II. Powoduje ona gwałtow ny i krótki wzrost ciśnienia krwi. Angio
tensyna II wpływa także na mięśnie gładkie macicy i jelit.

angiotensynogen

renina

1 10 
Asp-Arg-Val-Tyr-Ue-His-Pro-Phe-His-Leu

angiotensyna I

enzym konwertujący 
1 8 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu
angiotensyna II

- - - , ' r t  f ‘ c  •

VII. Peptydy regulujące metabolizm wapnia

Do peptydów regulujących metabolizm  wapnia i fosforanów należą: 
kalcytonina produkowana przez tarczycę oraz jej antagonista hormon 
paratyreotropow y. Obydwa horm ony w ystępują także w podwzgórzu. 
W ydzielanie kalcytoniny następuje w momencie w zrostu poziomu wapnia 
we krwi. Powoduje to obniżenie zarówno stężenia wapnia jak i stężenia 
fosforanów. Kalcytonina jest amidem 32-peptydu, przy czym sekwencja 
aminokwasowa jest w dużym stopniu zależna od gatunku. W pływa to 
także na biologiczną aktywność hormonu. Na przykład, aktywność kalcy
toniny wyodrębnionej z gruczołu łuku skrzelowego łososia jest dwudziesto
krotnie wyższa od aktywności kalcytoniny ludzkiej. W cząsteczce kalcy
toniny w ystępuje mostek disiarczkowy pomiędzy resztam i L-cysteiny 
w pozycjach 1 i 7.

K alcytonina ludzka
1 7 10

Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-
I______________________I

20 30 32
Phe-His-Thr-Phe-Pro-Glu-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH2

Kalcytonina łososia
1 7 10

Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-Ser-Gln-Glu-Leu-His-Lys-

20 30 32
Leu-Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-GIy-Ser-Gly-Thr-Pro-NH2
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Antagonista kalcytoniny hormon paratyreotropow y [hPT] zawiera w 
cząsteczce 84 reszty aminokwasowe [29].

1 10 
Ser-Val-Ser-Glu-IIe-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-Met-

20 30
Glu-Arg-Val-GIu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-Gln-Asp-Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-

40 50
Leu-Gly-Ala-Pro-Leu-Ala-Pro-Arg-Asp-Ala-Gly-Ser-Gln-Arg-Pro-Arg-Lys-Lys-

60 70
Glu-Asp-Asn-Val-Leu-Val-Glu-Ser-His-Glu-Lys-Ser-Leu-Gly-Glu-Ala-Asp-Lys-

80 84
Ala-Asp-Val-Asp-Val-Leu-Thr-Lys-Ala-Lys-Ser-Gln
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VIII. Czynniki uwalniające i hamujące

Czynniki uwalniające (liberyny) w ytw arzane są w  podwzgórzu i prze
noszone do przysadki. Powodują one uwalnianie hormonów przedniego 
płata przysadki poprzez system  cyklazy adenylowej. W przypadku m ela- 
notropiny, prolaktyny i som atotropiny nie w ystępuje mechanizm sprzęże
nia zwrotnego w związku z czym uwalnianie tych hormonów jest dodatko
wo sterowane przez czynniki ham ujące (statyny).

Tyreoliberyna (TRH — thyrotropin releasing hormone lub TRF — 
thyrotropin releasing factor) pobudza wydzielanie tyreotropiny i prolak
tyny u ssaków. TRH uwalnia także a-M SH z przysadki żab [30]. TRH jest 
amidem tripep tydu  L-pyroglutam ylo-L-histydylo-L-proliny:

Glp-His-Pro-NH2

K ortykoliberyna (CRH — corticotropin releasing hormone lub CRF — 
corticotropin releasing factor) jest czynnikiem uw alniającym  ACTH. CRH 
jest amidem 41-peptydu. Poznana została s truk tu ra  jego prekursora, w 
k tórym  sekwencja kortykoliberyny zajm uje pozycje 154— 194 [31].

i 10 
Ser-Glu-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-

20 30
Leu-Glu-Met-Ala-Arg-Ala-Glu-Gln-Leu-Ala-Gln-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-

40 41
Leu-Met-Glu-Ue-Ile-N H2

Gonadoliberyna (LH-RH — lutenizing hormone releasing harmone) 
uwalnia lutropiny i folitropiny. LH-RH jest amidem 10-peptydu.

1 10 
Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

M elanoliberyna (MRH — melanotropin releasing hormone) jest czynni
kiem  uwalniającym  m elanotropinę. Uważa się, iż fragm ent 1—6 cząsteczki
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oksytocyny wykazuje własności MRH:
1 6 

Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys

Som atoliberyna ludzka (GH-RH — growth hormone releasing hormone  
lub GH-RF — growth hormone releasing factor) jest amidem 44-peptydu 
[32]. GH-RF uwalnia horm on w zrostu somatotropinę.

i 10 
Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-

20 30
Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-

40 44
Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu-NH2

M elanostatyna (MIH — melanotropin release inhibiting hormone) jest 
amidem tripeptydu stanowiącego fragm ent 7-9 oksytocyny. Rola tego czyn
nika nie jest w pełni wyjaśniona. Uważa się, iż MIH ham uje uw alnianie 
m elanotropiny.

Pro-Leu-Gly-NH2

Som atostatyna (SIH — somatotropin release inhibiting hormone) ha
m uje uwalnianie somatotropiny. Cząsteczka som atostatyny zbudowana jest 
z 14 reszt aminokwasowych i zawiera mostek disiarczkowy między resz
tam i L-cysteiny w pozycjach 3 i 14.

1 3  10 14
Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

IX. Pozostałe neuropeptydy

O statnio wyizolowano z mózgu świni nowy amid 36-peptydu o sek
wencji homologicznej do peptydu YY [33]. Związek ten nazwano neuro- 
peptydem  Y (NPY). NPY ham uje wydzielanie trzustki stym ulow ane przez 
sekretynę.

1 10 
Tyr-Pro-Ser-Lys-Pro-Asp-Asn-Pro-Gly-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Leu-Ala-

20 30 36
Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Leu-Arg-His-Tyr-Ile-Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Glu-Arg-Tyr-NH2

Pobudzający pracę serca peptyd wyodrębniono z mięczaka (Macro- 
callista nimbosa). Okazał się nim amid tetrapeptydu oznakowany jako amid 
FMRF (jednoliterowe symbole aminokwasów F =  Phe, M =  Met, R =  Arg)
[34].

1 4
Phe-Met-Arg-Phe-N H 2 

K ardioaktyw ny amid pentapeptydu wyizolowano z mózgu kurcząt. Zw ią
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zek ten  nazwano amidem  LPLRF (L =  Leu, P  =  Pro, R =  Arg, F =  Phe)
[35].

1 5
Leu-Pro-Leu-Arg-Phe-NH2

Dalszy kardioaktyw ny amid 9-peptydu wydzielono z innego mięczaka 
(Aplysia) [36].

1 9
Met-Asn-Tyr-Leu-Ala-Phe-Pro-Arg-Met-NH2

Z hydry  (Hydra attennata) oraz z podwzgórza ludzkiego wyodrębniono 
neuropeptyd zaw ierający w cząsteczce 11 reszt aminokwasowych. Peptyd 
ten  nazwano „head activator neuropeptide” [37].

1 10 11 
pGlu-Pro-Pro-Gly-Gly-Ser-Lys-Val-Ile-Leu-Phe

N eurotransm iterem  okazał się pentapeptyd wydzielony z karalucha 
(Periplaneta americana). Związek ten nazwano proktoliną [38].

1 5
Arg-Tyr-Leu-Pro-Thr

W ogonowym system ie neurowydzielniczym  ryby kościstej (G illichthys  
m irabilis) znaleziono neuropeptyd o sekwencji homologicznej do somato- 
statyny. Związek ten  nazw any urotensyną II jest 12-peptydem [39]. 
Cząsteczka urotensyny II zawiera mostek disiarczkowy pomiędzy resztam i 
L-cysteiny w pozycjach 6 i 11.

1 6 10 11 12 
Ala-Gly-Thr-Ala-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Yal

[19] CHEMICZNA STRUKTURA NEUROPEPTYDÓW 4 3 9

Z ekstrak tu  podwzgórza wołu wyodrębniono 13-peptyd powodujący 
nadciśnienie u szczurów. Związek ten nazwano neurotensyną.

1 10 13
pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu

Skóra żaby (Xenopus laevis) zawiera 8-peptyd obniżający ciśnienie 
krw i i pobudzający skurcze mięśni gładkich. Peptyd nazwano ksenopsyną 
[40].

1 8 
pGlu-Gly-Lys-Arg-Pro-Trp-Ue-Leu

Z mózgu szczurów wydzielono kwas N -acetylo-L-aspartylo-L-glutam i- 
nowy (Ac-Asp-Glu) w ykazujący silne powinowactwo wobec mózgowego 
receptora kwasu glutaminowego. Przypuszcza się, iż związek ten  może być 
neurotransm iterem  [41].
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X. Uwagi końcowe

W ydaje się, że w najbliższej przyszłości należy oczekiwać dalszych po
stępów w badaniach nad izolowaniem, ustalaniem  struk tury , mechanizmem 
działania i rolą neuropeptydów w funkcjonowaniu ośrodkowego układu 
nerwowego. Pozwoli to na poznanie zależności pomiędzy struk tu rą  a czyn
nością biologiczną tej grupy związków oraz na zaplanowanie syntez analo
gów o zmodyfikowanych własnościach pożądanych w terapii i diagnostyce 
medycznej.

Zaakceptow ano do d ruku  dnia 19 marca 1985 r.
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W ykaz stosowanych skrótów : ACh — acetylocholina; AChE — esteraza acety- 
locholinowa; ACTH — horm on adrenokortykotropow y; CCK — cholecystokinina; 
CRF — czynnik uw alniający ACTH; DA — dopam ina; ENK — enkefalina; GABA — 
kwas gam m a-am inom asłow y; Glu — glutam inian; LH-RH — horm on uw alniający 
gonadotropiny; MSH — horm on m elanotropow y; M et-ENK — m etioninow a enkefali- 
na; NT — neurotensyna; SP — substancja P; SIH — som atostatyna; TRH — horm on 
uw alniający ty ro tropinę; VIP — naczynioaktyw ny peptyd jelitowy. Term iny: ENK- 
dodatni, NT-dodatni, SP-dodatni, SIH -dodatni, V IP-dodatni i im podobne oznaczają 
stru k tu ry  kom órkowe w ykazujące dodatni odczyn immunologiczny w  reakcji z od
pow iednim i przeciwciałam i.

Zastosowanie w neuroanatom ii immunohistologicznych metod badaw 
czych pozwoliło na bezpośrednie wykazanie obecności neuropeptydów  
w ośrodkach mózgu i rdzenia kręgowego oraz w drogach nerwowych. 
W prowadzenie zaś metod histochemicznych do badań elektronow o-m ikro-
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skopowych umożliwiło lokalizację neuropeptydów w strukturach  subko- 
m órkowych tkanki nerwowej [1, 16]. Charakterystyczne rozmieszczenie 
neuropeptydów wskazuje na ich specyficzne znaczenie czynnościowe i su
geruje, że są one neurom odulatoram i a naw et neurotransm iteram i. W przy
padku wielu neuropeptydów określono rozmieszczenie ich miejsc recepto
rowych [17— 19]. Przy użyciu metod elektronowo-mikroskopowych w y
kry to  również obecność niektórych neuropeptydów  w pęcherzykach synap
tycznych [20—23].

Dzięki uzyskaniu wysoce specyficznych przeciwciał skierowanych 
przeciw poszczególnym neuropeptydom  badania neuroanatom iczne do
starczają obecnie bardziej wiarygodnych danych, niż to miało miejsce 
w latach siedemdziesiątych. Jednakże mimo oczywistych korzyści w ypły
w ających z zastosowania immunohistochemicznych metod badawczych nie 
możemy zapominać, że reakcje immunologiczne byw ają nie w pełni swoiste 
i że popełniono szereg błędów wyciągając zbyt daleko idące wnioski opie
rając się tylko na w ynikach tych badań. Przeciwciała reagują bowiem 
z miejscem antygenowym  a nie z określoną substancją. Dlatego pozytywny 
w ynik reakcji immunohistochemicznej nie stanowi jeszcze pewnego do
wodu wykazującego obecność badanej substancji. Z drugiej strony, brak 
pozytyw nej reakcji nie wyklucza obecności poszukiwanego związku, po
nieważ utrw alanie i inne czynniki towarzyszące histologicznej obróbce 
tkanki zmniejszają antygenowe właściwości peptydów. W odniesieniu do 
wyników badań morfologicznych, w przypadkach niedostatecznie potw ier
dzonych przez badania biochemiczne, mówimy raczej o w ystępowaniu 
dodatniej peptydopodobnej reakcji immunologicznej (ang. positive peptide
like immunoreaction) a nie o obecności określonego związku.

Przedstawione dane o rozmieszczeniu neuropeptydów  w ośrodkowym 
układzie nerw owym  nie stanowią szczegółowego przeglądu obecnego stanu 
wiedzy na ten tem at. Omawiamy tylko te s truk tu ry  ośrodkowego układu 
nerwowego i układy neuronalne, które m ają cechy pozwalające na powią
zanie danych morfologicznych i biochemicznych z czynnością. Ponadto 
staraliśm y się w ogromnym m ateriale, nieraz bardzo rozbieżnych w yni
ków, wybierać tylko te, które w ydają się być pewne lub co najm niej w y
soce prawdopodobne.

I. Ogólna charakterystyka rozmieszczenia neuropeptydów w ośrodkowym  
układzie nerwowym

Dotychczasowe badania neuroanatom iczne w ykazują, że poszczególne 
neuropeptydy są szeroko rozprzestrzenione w wielu, częstokroć zupełnie 
różnych pod względem czynnościowym ośrodkach, a stężenia neuropepty
dów w poszczególnych struk turach  mózgu i rdzenia kręgowego różnią się 
bardzo wyraźnie. Tak na przykład istota galaretow ata rdzenia kręgowego,
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jądro pasma rdzeniowego nerw u trójdzielnego i istota czarna zaw ierają 
ponad 1000 pikomoli substancji P  na g tkanki [24], podczas gdy kora 
czuciowa tylko 19 pikomoli/g [25].

O K O L I C E  M Ó Z G O W I A

Ryc. 1. Stężenie neuropeptydów  w  głównych okolicach mózgowia. Opracow ane na 
podstaw ie schem atu P alkovitsa [22].
Skróty: ACTH — horm on adrenokortykotropow y; CRF — czynnik u w aln iający ACTH; LH-RH — 
horm on uw aln iający gonadotropiny; MSH — hormon m elanokortykotropow y; TRH — horm on  
uw alniający tyreotropinę; VIP — naczyn ioaktyw ny peptyd jelitow y.

Większość neuropeptydów  w ystępuje na ogół w najw iększym  stężeniu 
w podwzgórzu i w ośrodkach układu limbicznego [10, 15] (Ryc. 1). N iektóre 
jednak w ystępują głównie w innych obszarach mózgowia: enkefaliny 
(ENK) w ciele prążkowia, naczynioaktyw ny peptyd jelitowy (VIP) i cho- 
lecystokinina (CCK) w korze mózgu oraz w rogach tylnych rdzenia k rę-
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gowego [1, 2, 4— 7, 9, 13, 14, 21, 26—29]. Obecność karnozyny w ykryto n ie
m al wyłącznie w opuszce węchowej [30].

Duże stężenie określonych neuropeptydów  w ośrodkach o dobrze po
znanym  znaczeniu czynnościowym sugeruje fizjologiczną rolę jaką mogą 
spełniać te substancje. Na przykład enkefaliny występujące w dużych 
stężeniach w ośrodkach czuciowych oraz w  układzie limbicznym w ydają 
się mieć istotne znaczenie dla przewodzenia impulsów bólowych oraz 
wyw ierać znaczny wpływ m odulujący na zachowanie zwierząt [6, 13, 29, 
31— 35]. Wysoka zawartość substancji P w istocie czarnej, a enkefalin 
w gałce bladej sugeruje, że substancje te m ają istotne znaczenie dla p ra 
widłowego funkcjonowania układu pozapiramidowego [6, 13, 36, 37]. 
Oczywiście związek między stężeniem neuropeptydów a czynnością po
szczególnych ośrodków nie jest tak  prosty i wnioski mogą być wysuwane 
dopiero na podstawie szczegółowych badań przeprowadzonych różnymi 
metodami.

N europeptydy lub ich bezpośrednie prekursory  w ytw arzane są w  peri- 
karionach, ale na ogół nie gromadzą się tam  w znaczniejszych ilościach, 
ponieważ transport aksonalny przenosi je w kierunku zakończeń aksonal- 
nych. Dlatego też w początkowym okresie badań immunohistochemicznych 
dodatnie reakcje immunologiczne obserwowano niem al wyłącznie w p re- 
term inalnych i term inalnych odcinkach aksonów. Dopiero zastosowanie 
kolchicyny, substancji ham ującej transport aksonalny i na ogół nie zabu
rzającej syntezy peptydów, pozwoliło na uwidocznienie neuropeptydów 
w perikarionach (Ryc. 2). W niektórych populacjach neuronów jednak 
stwierdzono oddziaływanie kolchicyny prowadzące do zmian letalnych 
[38]. W takich przypadkach substancja ta  nie spełnia oczekiwanego zada
nia i nie może być skutecznie zastosowana w badaniach im m unohistoche
micznych.

Badania elektronowo-mikroskopowe ujaw niły dodatkowo, że nieza
leżnie od rodzaju badanego peptydu barw ny produkt reakcji im m unohisto- 
chemicznej jest rozmieszczony dyfuzyjnie w cytoplazmie perikarionów 
i dendrytów  neuronów peptydoergicznych, a przede wszystkim  w dużych 
elektronogęstych pęcherzykach synaptycznych [20, 21, 23]. Zakończenia 
peptydoergiczne tworzą zwykle synapsy aksodendrytyczne, ale nierzadko 
spotyka się również peptydoergiczne połączenia aksosomatyczne [20, 21, 
23]. F ak t występowania neuropeptydów głównie w zakończeniach aksonal- 
nych potwierdzono w badaniach biochemicznych. W ykazały one obecność 
we frakcji synaptosomalnej 60—70% ogólnej ilości znajdowanych neuro
peptydów  [22].

N eurony peptydoergiczne są w znacznej m ierze interneuronam i, tj. 
krótkoaksonalnym i neuronam i typu Golgi II, których aksony kończą się 
w pobliżu perikarionu. Jako przykład służyć mogą neurony korowe za
w ierające naczynioaktyw ny peptyd jelitowy, cholecystokininę lub somato- 
statynę [4, 18, 29]. Neurony peptydoergiczne m ają często również s tru k tu 
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rę długoaksonalnych neuronów typu Golgi I, których zakończenia znajdują 
się w dużej odległości od ciał komórek m acierzystych [8 , 11, 21, 31, 34, 39, 
40, 41]. Długie aksony takich neuronów tworzą peptydoergiczne drogi 
ośrodkowego układu nerwowego, których poznanie umożliwia zidentyfi
kowanie w mózgowiu i rdzeniu kręgowym  specyficznych neuropeptydo- 
wych układów neuronalnych. Konieczne jest jednak do tego łączenie badań 
imm unohistochem icznych ze znanymi doświadczalnymi m etodami neuro- 
anatomicznymi (metody zwyrodnieniowe i metody transportu  aksonalnego) 
(Hyc. 2).

Rye. 2. Stężenie neuropeptydu  w 
różnych częściach neuronu  w  sta 
nie fizjologicznym i w  w arunkach  
doświadczalnych. A — neuron  w  
stanie fizjologicznym. B — neuron 
po podaniu kolchicyny. C — neu 
ron po zniszczeniu ośrodka. D — 
neuron po przecięciu aksonu.

Zniszczenie ośrodka zawierającego neurony bogate w określony neu- 
ropeptyd prowadzi do spadku stężenia tego neuropeptydu, a następnie do 
całkowitego jego zniknięcia z aksonów i zakończeń aksonalnych. Z kolei, 
przecięcie aksonu prowadzi do gromadzenia się wytwarzanego neuropep
tydu  w perikarionie, a szczególnie w odcinku proksym alnym  (bliższym 
perikarionu) przeciętego aksonu i spadku ilości tego neuropeptydu w od
ciętym  odcinku dystalnym  i w zakończeniach aksonalnych. Opierając się 
na powszechnie znanych zaburzeniach transportu  aksonalnego, w ystępu
jących po uszkodzeniu neuronów, ustalono między innymi przebieg różnego 
typu  peptydoergicznych włókien w prążku końcowym [31, 42, 43, 11] oraz 
w ykryto  zawierającą substancję P  drogę łączącą prążkowie z istotą czar
ną [27, 29]. Ponadto wykazano obecność substancji P  w niektórych neuro
nach zwojów rdzeniowych, których włókna dośrodkowe kończą się na 
kom órkach ośrodków czuciowych w rogu tylnym  rdzenia [26, 44]. Zaw iera
jące substancję P neurony zwojów rdzeniowych stanowią prawdopodobnie
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pierwszy etap drogi przewodzącej im pulsy bólowe. Dokładne poznanie 
przebiegu dróg peptydoergicznych wym aga jednak dalszych badań neuro- 
anatomicznych przy zastosowaniu bardziej precyzyjnych metod doświad
czalnych. Między innym i niezwykle w ażnym  problem em  jest uzyskiwanie 
wysoce specyficznych, najlepiej m onoklonalnych, przeciwciał skierow a
nych przeciwko poszczególnym peptydom.

Dodatkowych inform acji o neurotransm iterach i neurom odulatorach 
może dostarczyć autoradiograficzne zbadanie rozmieszczenia ich miejsc 
receptorowych. Znajdują się one w  błonach kom órkowych s tru k tu r post- 
synaptycznych a częściowo również presynaptycznych i charakteryzują się 
stereospecyficznością oraz wysokim powinowactwem wobec wiązanych 
substancji neuroaktyw nych [17— 19]. M etody histoautoradiograficzne po
zwalają na badanie rozmieszczenia miejsc receptorow ych in vitro  jak rów- 
niż in vivo. M etody te charakteryzują się dużą czułością i mogą być w y
korzystyw ane do ilościowego oznaczania gęstości miejsc receptorow ych 
przy użyciu pom iarów densytom etrycznych [18]. Na ogół wysokiej zaw ar
tości transm itera w określonym  ośrodku mózgu lub rdzenia kręgowego to
warzyszy znaczne stężenie odpowiadającego m u receptora lub receptorów. 
Znaleziono jednak ośrodki mózgu, w których stężenia neuropeptydów nie 
odpowiadają gęstości miejsc receptorow ych [17— 19]. W zewnętrznym  seg
mencie gałki bladej stw ierdza się wysoką zawartość enkefalin i niskie stę
żenie ich miejsc receptorowych; odwrotnie, niskiej zawartości enkefalin 
w prążkow iu odpowiada znaczna gęstość ich miejsc receptorowych [19]. 
Jak  dotąd nie zdołano wytłumaczyć przyczyn takich rozbieżności. Wiado
mo jedynie, że włókna przechodzące przez środek, a nie kończące się w 
prążkowiu, mogą wykazywać znaczne stężenie badanego neuropeptydu, 
przy nieobecności odpowiednich miejsc receptorowych.

Interesującym  wynikiem  autoradiograficznych badań rozmieszczenia 
miejsc receptorowych jest stwierdzenie w mózgu i rdzeniu kręgowym  tzw. 
gorących plam — „hot spots”. Tak nazywane obszary charakteryzują się 
dużym zagęszczeniem m iejsc receptorowych odpowiadających różnym  sub
stancjom  neuroaktyw nym . Są to między innymi: istota galaretow ata rdze
nia kręgowego, jądro łożyskowe prążka krańcowego, opuszka węchowa 
i zakręt zębaty [17]. Są to miejsca konwergencji w ielu dróg nerw owych 
zaw ierających różne neurotransm itery. Dotyczy to przeważnie ośrodków 
czuciowych i limbicznych — nigdy zaś ośrodków ruchowych.

II. Kora mózgu

W ynikający z rozwoju filogenetycznego podział kory mózgu pozwala 
wyróżnić prakorę, korę starą i korę nową. Badania biochemiczne w yka
zały, że nowa kora na ogół zawiera stosunkowo niewielkie stężenie neuro
peptydów. Ale niektóre z nich są jednak charakterystyczne dla s truk tu r
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korowych. W korze mózgowej szczura znaleziono ciała kom órek i zakoń
czenia nerwowe dające im m unododatnią reakcję przede wszystkim  z prze
ciwciałami skierowanym i przeciwko naczynioaktyw nem u peptydow i jeli
towemu (VIP), cholecystokininie (CCK) i som atostatynie (SIH) [4, 14, 28]. 
Nieliczne badania obecności neurotransm iterów  w korze mózgowej u na
czelnych i człowieka potw ierdzają powyższe dane [2, 45]. Podobnie kształ
tu je się rozmieszczenie neuropeptydów w neuronach starej kory, tj. w hi- 
pokampie i okolicy retrohipokam palnej oraz korze gruszkowatej [29, 32, 45, 
47]. Obecność niektórych innych neuropeptydów  (substancja P, enkefalina 
oraz neurotensyna) stwierdzono niem al wyłącznie w zakończeniach dróg 
dokorowych [4, 6, 9, 19, 28, 29]. Neurony w ykazujące im m unododatnią 
reakcję na obecność neurotensyny stwierdzono w jednym  z obszarów 
hipokampa, w tzw. podkładce (subiculum ) [29].

Znaczna liczba kom órek nowej kory w ykazuje im m unododatnią re
akcję na obecność naczynioaktywnego peptydu jelitowego (komórki VIP- 
dodatnie) [4, 28]. Populacja komórek VIP-dodatnich w ydaje się być niemal 
całkowicie jednorodna, a neurony te w ystępują przede wszystkim  w w ar
stwach II i III nowej kory. V IP-dodatnie zakończenia nerwowe znajdują 
się głównie w w arstw ach II, III i IV. Oblicza się, że u szczura przypada 
przeciętnie 1 do 5 V IP-dodatnich neuronów na każde 100 kom órek nerwo
wych kory [4]. Korowe neurony VIP-dodatnie to praw ie wyłącznie neuro
ny dwubiegunowe, których w ypustki skierowane są prostopadle do po
wierzchni kory, jedna ku oponie m iękkiej, a druga w kierunku istoty 
białej. Są to przeważnie neurony otrzym ujące projekcję z jąder wzgórza. 
Ich aksony kończą się zasadniczo w obrębie kory na komórkach piram ido- 
wych i nie dochodzą do s tru k tu r podkorowych. Za brakiem  VIP-dodatnich 
połączeń z jądram i podkorowymi przem aw iają badania biochemiczne, w 
których nie stwierdzono istotnych zmian ilościowych zawartości VIP 
w korze czołowej po odizolowaniu jej od s tru k tu r podkorowych [4, 42],

C harakterystyczny układ prom ienisty neuronów V IP-dodatnich w no
wej korze wskazuje na ich lokalne oddziaływanie, ograniczone do małej 
przestrzeni. Komórki te mogą być ważnym  elem entem  pojedynczych ko
lum n korowych, stanowiących jednostki funkcjonalne nowej kory. Po
nadto stwierdzono obecność V IP w pęcherzykach synaptycznych i uza
leżnione od Ca8+ uw alnianie go z zakończeń presynaptycznych. Pozwala to 
przypuszczać, że VIP może być jednym  z korowych przekaźników synap
tycznych [4, 23].

VIP-dodatnie neurony stw ierdza się także w korze starej, w obszarze 
zakrętu  zębatego. Są to również głównie interneurony, aksony ich kończą 
się na komórkach kory hipokam pa [29],

Komórki nowej kory wykazujące im m unododatnią reakcję na obecność 
cholecystokininy (CCK-dodatnie) stanowią populację m niej jednorodną. 
Im m unododatni odczyn na obecność tego neuropeptydu stwierdzono w po
ziomych neuronach w arstw y I, oraz w wielobiegunowych neuronach w ar
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stw y II i III. Gęste sploty CCK-dodatnie znajdują się w warstw ach II, III, 
V i VI [4, 28].

W filogenetycznie starszych częściach kory CCK-dodatnie neurony znaj
dują się we wszystkich w arstw ach. W hipokampie są to neurony różnego 
kształtu, rozprzestrzenione głównie poza w arstw ą komórek piram idowych. 
Przypuszcza się, że są to interneurony, których aksony kończą się na ko
m órkach piram idowych [29, 46].

Rozmieszczenie CCK-dodatnich splotów nerwowych w korze śródw ę- 
chowej i innych obszarach okolicy retrohipokam palnej wskazuje, że po
chodzą one głównie z ośrodków położonych poza tą okolicą [32, 46]. P rzy
puszcza się, że CCK-dodatnie układy włókien, unerw iające korę śródwę- 
chową, mogą wywierać zasadniczy wpływ na czynność neuronów wysyła
jących aksony do zakrętu  zębatego i hipokampa (śródwęchowa droga prze
szywająca), a więc na czynność znanego neuronalnego obwodu limbicz- 
nego: kora śródwęchowa — zakręt zębaty — komórki piramidowe hipo
kampa — podkładka — kora śródwęchowa.

N eurony i sploty nerwowe w ykazujące imm unododatnią reakcję na 
obecność som atostatyny (SIH) są szerzej rozprzestrzenione w nowej korze, 
niż neurony wykazujące odczyn VIP- i CCK-immunododatni [2, 4, 28, 45], 
Pod względem morfologicznym SIH-dodatnie neurony stanowią populację 
niejednorodną; znajdują się one w w arstw ach II, III oraz V, VI. W móz
gach ludzkich obserwowano duże im m unododatnie neurony somatostatycz- 
ne, które towarzyszyły układom  włókien opuszczających korę lub do niej 
dochodzących [45]. SIH-dodatnie sploty włókien nerwowych w ystępują 
przede wszystkim  w w arstw ie I, a opuszczające ją odgałęzienia znajdują 
się we wszystkich w arstw ach kory. Mniej liczne, ale wyraźnie SIH-dodatnie 
włókna obserwowano w substancji białej podkorowej. Sugeruje to, że 
również ośrodki podkorowe są zaopatryw ane przez włókna zawierające ten  
neuropeptyd. Uważa się, że som atostatyna jako neurotransm iter może 
wywierać ważny w pływ  na czynności lokomocyjne i świadomość [45].

W przeciw ieństwie do dużego zróżnicowania i szerokiego rozprzestrze
nienia kom órek som atostatynow ych w nowej korze SIH-dodatnie komórki 
hipokam pa stanowią stosunkowo jednolitą populację neuronów i w ydają 
się być praw ie wyłącznie interneuronam i [29].

Jak  już wyżej wspomniano, kora unerwiona jest również przez włókna 
zaw ierające inne peptydy, przede wszystkim  substancję P  (SP) i m etioni- 
nową enkefalinę (Met-ENK) [4, 6, 48]. Układy peptydoergiczne włókien do- 
korowych są jednak słabo poznane. Wiadomo, że włókna SP-dodatnie do
chodzą do kory przedczołowej, gruszkowatej i do kory zakrętu  obręczy 
[4, 48]. Chirurgiczne uszkodzenie mózgu na różnych poziomach wskazuje, 
że neurony wysyłające do kory włókna SP-dodatnie znajdują się głównie 
w pniu mózgu, prawdopodobnie na wysokości jąder szwu [4, 48]. Kora 
mózgowa zawiera stosunkowo niskie stężenie substancji opioidowych, 
enkefalin i endorfin. Tym niem niej wykazano zróżnicowane rozmieszcze
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nie receptorów opioidowych w poszczególnych polach korowych [19]. P rzy
puszcza się również, że enkefaliny m ają związek z dokorową projekcją 
z niespecyficznych jąder wzgórza.

III. Układ pozapiramidowy

W edług dawnych poglądów pod pojęciem  układu pozapiramidowego 
rozum iano wszystkie ruchowe ośrodki mózgowia, z w yjątkiem  tych, które 
k ieru ją  bezpośrednio rucham i dowolnymi i należą do układu piram ido- 
wego. Dziś do układu pozapiramidowego w ścisłym tego słowa znaczeniu, 
włącza się jedynie prążkowie (jądro ogoniaste i skorupa), gałkę bladą, 
istotę czarną, jądro niskowzgórzowe, jądro brzuszne przednie wzgórza 
oraz tzw. jądra pola Forela.

Układ pozapiram idowy jest łącznie z układem  piram idow ym  współod
powiedzialny za wyzwalanie ruchów dowolnych. Reguluje on napięcie 
mięśni poprzecznie prążkowanych. Uważa się, że tzw. w tórne autom a- 
tyzm y ruchowe w ytw arzają się w układzie pozapiramidowym. Uszkodze
nie jego ośrodków prowadzi do zmian napięcia mięśni oraz wyzwala ruchy 
mimowolne różnego typu  (zespół Parkinsona, zespoły pląsawicze, hem i- 
balizm). Mimo wielu badań dotyczących budowy ośrodków układu poza
piram idowego nie jest ona w pełni poznana [49—53]. I tak, np. nie ma

Ryc. 3. Schem at głównych połączeń prąż- 
kowia i ich praw dopodobnych tran sm ite 
rów; nie uwzględniono neuronów  peptydo- 
ergicznych.
Skróty: ACh — acetylocholina; DA — dopam i- 
na; GABA — kw as gam m a-am inom aslow y; Glu 
— glutam inian.
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całkowitej zgodności co do typów komórek nerwowych tworzących n a j
większy ośrodek pozapiram idowy — prążkowie. Również nie jest całko
wicie wyjaśnione, które neurony prążkowia w ysyłają projekcje do niż
szych pięter układu pozapiramidowego, tj. gałki bladej i istoty czarnej.

Połączenia między ośrodkami układu pozapiramidowego są często obu- 
kierunkowe. Najlepiej poznana jest zwrotna pętla nerwowa łącząca prąż
kowie z istotą czarną (Ryc. 3). Transm iteram i drogi łączącej prążkowie 
z istotą czarną są kwas gamm a-am inom asłowy (GABA) i substancja P  
(SP) [9, 39, 40, 52]. Zakończenie aksonów z istoty czarnej dochodzących do 
prążkowia uw alniają dopaminę (DA). Ponadto do prążkowia dochodzą 
drogi korowo-prążkowiowe, których domniemanym transm iterem  jest glu
tam inian (Glu). W ewnątrz prążkowia rozgałęziają się aksony krótkoakso- 
nalnych neuronów uwalniających acetylocholinę (ACh). Poza tym  w prąż- 
kowiu stwierdzono neurony w ykazujące im m unododatni odczyn na sub
stancję P (SP), enkefaliny (ENK) i som atostatynę (SIH) [36, 54] (Ryc. 4).

Ryc. 4. N eutrony peptydoergiczne prążkowia.
Skróty: ENK — enkefaliny; SP — substancja P; SIH — som atostatyna oznaczona dawniej 
używ anym  skrótem  — SS.

Rozmieszczenie neuropeptydów w prążkowiu, szczególnie enkefalin, 
w ykazuje specyficzny układ naprzem iennych „plam ” zawierających znacz
ne stężenie neuropeptydów lub niem al całkowicie pozbawionych dodatniej 
reakcji immunologicznej [36]. Podobny układ stwierdzono uprzednio ba
dając aktywność esterazy acetylocholinowej (AChE) [55]. Te histochemicz- 
nie odmienne podjednostki pozornie jednolitego prążkowia noszą nazwę 
striosomów. Szczegółowe porównanie występowania aktywności AChE 
i enkefalin pozwala sądzić, że miejsca wysokiej immunologicznej aktyw 
ności enkefalin odpowiadają okolicom o niskiej aktywności AChE. Bada
nia rozmieszczenia substancji P w prążkowiu wykazały, że SP-immunodo- 
datnie obszary również odpowiadają w znacznej mierze striosomom ENK-
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dodatnim, chociaż niekiedy lokalizacja SP bywa całkowicie odmienna [36]. 
W ydaje się, że trzeci z kolei neuropeptyd, som atostatyna, którego obecność 
stwierdzono również w neuronach prążkowia w ystępuje w striosomach 
ENK- i SP-ujem nych, a AChE-dodatnich [36].

Badania rozmieszczenia zakończeń korowo-prążkowiowych i rozmiesz
czenia neuronów w ysyłających drogi eferentne do niższych pięter układu 
pozapiramidowego wskazują, że striosomy ENK- i SP-dodatnie nie otrzy
m ują bezpośredniej projekcji z kory, ale w ysyłają połączenia eferentne do 
istoty czarnej i gałki bladej [36]. Obecny stan badań nad neuronam i p rąż
kowia pozwala na pewne sugestie odnośnie uw alnianych przez nie sub
stancji przekaźnikowych. W ydaje się słusznym  przypuszczenie, że neurony 
średniej wielkości, w ystępujące w dużej liczbie i wysyłające projekcję do 
istoty czarnej, są przede wszystkim  GABA-ergiczne. Być może jednak s ta 
nowią one populację heterogenną pod względem biochemicznym i pew na 
ich część to  neurony peptydoergiczne uwalniające substancję P, lub enke- 
faliny [9, 54] (Ryc. 4). Obecność dodatniej reakcji immunochemicznej na 
enkefaliny stwierdzono bowiem w neuronach średniej wielkości, k tórych 
dendryty  posiadają liczne kolce [54]. Tego typu  neurony oraz duże neu
rony bezkolcowe w ysyłają aksony kończące się w istocie czarnej, a być 
może i w  gałce bladej [41, 49, 50, 53, 56].

Obecność obfitych połączeń peptydoergicznych na osi prążkowie, gałka 
blada i istota czarna, potwierdzono doświadczalnie [39—41]. W istocie 
czarnej oraz w w ew nętrznym  segmencie gałki bladej stwierdzono wysokie 
stężenie substancji P  [1— 3, 9, 37, 40]. Zniszczenie prążkowia lub przecięcie 
mózgu pomiędzy prążkowiem  i gałką bladą prowadzi do drastycznego 
spadku zawartości subtancji P, zarówno w gałce bladej jak i w istocie 
czarnej [41].

Znaczne stężenie enkefalin stwierdzono z kolei w zewnętrznym  seg
mencie gałki bladej, a niższą ich zawartość w segmencie w ew nętrznym  
[37]. W badaniach in vivo, stosując metodę „push-pull” wykazano wzrost 
uwalniania enkefalin w gałce bladej u szczura i kota pod wpływem  stym u
lacji prążkowia [36]; przy czym proces ten zależał od obecności Ca2+. P rze
mawia to za poglądem, że enkefalinowe włókna nerwowe rzeczywiście 
biegną z prążkowia do gałki bladej.

IV. Układ limbiczny

W pływ różnych peptydów na zachowanie zwierząt, emocje i napędy 
oraz proces uczenia jest powszechnie znany. Czynności te uzależnione są 
od prawidłowego współdziałania ośrodków układu limbicznego. Zasadnicze 
elem enty układu limbicznego to s truk tu ry  hipokam palne, ciało migdało
wate, przegroda i podwzgórze. Ponadto do układu limbicznego należą 
m niejsze jednostki takie, jak jądro łożyskowe prążka krańcowego, pole

http://rcin.org.pl



454 O. NARKIEWICZ, L. NITECKA [12]

przedwzrokowe, jądro półleżące, istota bezimienna i inne. Układy pepty- 
doergiczne struk tu r hipokam palnych omówiono w  rozdziale o peptydach 
kory mózgu. Ogólne wzorce rozmieszczenia neuronów peptydowych i pep- 
tydoergicznego unerw ienia tej filogenetycznie starszej kory i kory nowej 
w ykazują znaczne podobieństwa.

Jądra  podwzgórza w ytw arzają wiele neuropeptydów i są odpowie
dzialne za peptydoergiczne unerw ienie dużych obszarów mózgowia [7, 10, 
15, 58, 59]. Jednak rola neuropeptydów  podwzgórzowych jako przekaźni
ków synaptycznych jest słabo poznana. Od dawna natom iast znane są ich 
właściwości endokrynne i oddziaływanie na przysadkę mózgową. Komórki 
jąder podwzgórza przykomorowego i nadwzrokowego oraz łukowatego, w y
tw arzają odpowiednio wazopresynę, oksytocynę i proopiom elanokortynę 
prekursor — wielu peptydów  czynnych jako neurohorm ony, a być może 
również czynnych jako neurotransm itery.

W brew powszechnie dawniej akceptowanem u poglądowi neurony 
uw alniające wazopresynę i oksytocynę w ysyłają aksony nie tylko do od
powiednich obszarów przysadki mózgowej, ale również do ośrodków um iej
scowionych w różnych piętrach ośrodkowego układu nerwowego, od 
opuszki węchowej aż do rdzenia kręgowego [15]. Można rozróżnić trzy  ro
dzaje połączeń wysyłanych przez neurony w ytw arzające neuropeptydy, 
a mianowicie połączenia przysadkowe, podwzgórzowe i pozapodwzgórzowe 
dochodzące do ośrodków innych części mózgowia (Ryc. 5). Nie wiemy 
dotąd czy są to połączenia wyłącznie peptydoergiczne, czy neuropeptydy 
w ystępują w nich równocześnie z jednym  z klasycznych transm iterów . 
W takim  przypadku należałoby oczekiwać, że neuropeptydy działają tu 
jako m odulatory.
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Najlepiej znanym i pochodnymi proopiom elanokortyny są hormon ad- 
renokortykotropow y (ACTH) i (5-endorfina. Stosując imm unohistoche- 
miczne metody badań stwierdzono obecność tych substancji, lub ich p re 
kursorów, jedynie w neuronach podwzgórza. Sploty nerwowe wykazujące 
im m unododatnią reakcję na ACTH i |3-endorfinę są natom iast szeroko roz
przestrzenione w mózgowiu; znaleziono je w jądrach wzgórza, śródmózgo- 
wiu, ciele m igdałow atym  i hipokampie [10, 15, 57—60], Zniszczenie wyżej 
wym ienionych ośrodków prowadziło do zniesienia w pływu ACTH na za
chowanie zwierząt doświadczalnych [60]. (3-Endorfina znana jest jako endo
genna substancja o najdłuższym  działaniu opiatowym, być może zadaniem  
jej jest regulacja progu pobudliwości bólowej [59].

Jedną z budzących największe zainteresowanie s tru k tu r limbicznych 
jest ciało m igdałowate. C harakteryzuje się ono skomplikowaną budową. 
Dzieli się ono na szereg jąder różniących się budową komórkową i zna
czeniem czynnościowym (Ryc. 6A). Jąd ra  ciała migdałowatego łączą się 
obukierunkowo z podwzgórzem, polem przedwzrokowym, jądrem  łożysko
wym  prażka krańcowego, wieloma jądram i wzgórza i ośrodkami niższych 
pięter pnia mózgu. Ciało migdałowate gra rolę nadrzędnego ośrodka lim - 
bicznego i w yw iera wpływ regulujący na czynność większości ośrodków 
tego układu.

Im m unododatnią reakcję na obecność naczynioaktywnego peptydu jeli
towego, cholecystokininy, substancji P, neurotensyny, metioninowej enke- 
faliny i som atostatyny stwierdzono w neuronach jąder ciała migdałowatego 
oraz splotach nerw owych tej s truk tu ry  [8, 11, 16, 31, 32, 42]. Rozmieszcze
nie różnych neuropeptydów  w jądrach ciała migdałowatego bywa podobne.

Ryc. 6. A. Topografia jąder ciała migdałowatego. 1 — jądro  boczne; 2,3 — ją d ra  
podstaw ne; 4 — jądro  korowe; 5 — jądro  środkowe; 6 — jądro  przyśrodkowe.
B. Zasadnicza lokalizacja neuropeptydów  w poszczególnych jąd rach  ciała m igdało
watego. G rubszym i literam i oznaczono neuropeptydy najbardzie j charakterystyczne 
dla odpowiedniego ją d ra  lub grupy jąder.
Skróty: CCK — ch olecystok in in a; ENK — enkefalina; NT — neurotensyna; SP — substancja P; 
SIH — som atostatyna na ryc. oznaczona dawniej stosow anym  skrótem  SS; VIP — naczynioak-  
tyw n y  peptyd jelitow y.
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Stosując jednak podwójną reakcję immunohistochemiczną na obecność 
różnych neuropeptydów w jądrach ciała migdałowatego nie stwierdzono 
nigdy podwójnego znakowania tego samego neuronu [32]. S tąd w ynika 
wniosek, że pomimo wielu neuropeptydów  zaw artych w jądrach ciała 
migdałowatego, poszczególne neuropeptydy w ystępują w odrębnych neu
ronach tej struk tury .

Jąd ra  ciała migdałowatego w ykazują następujące charakterystyczne 
cechy rozmieszczenia neuropeptydów [32] (Ryc. 6B).

1. Neurony wykazujące imm unododatnią reakcję na som atostatynę 
(SIH-dodatnie), są szeroko rozprzestrzenione i spotyka się je we wszyst
kich jądrach.

2. Imm unododatni odczyn na naczynioaktyw ny peptyd jelitow y (VIP) 
i cholecystokininę (CCK), najbardziej typowe peptydy korowe, stw ierdzo
no odpowiednio dla VIP w jądrach bocznym, korowym i podstawnych, zaś 
dla CCK w jądrze środkowym i przyśrodkowym.

3. Neurony wykazujące im m unododatnią reakcję na substancję P  
(SP-dodatnie) są obecne głównie w jądrze przyśrodkowym, chociaż znaczną 
ich liczbę znaleziono również w jądrze środkowym.

4. Komórki wykazujące imm unododatnią reakcję na enkefaliny (ENK- 
dodatnie) i neurotensynę (NT-dodatnie) znaleziono wyłącznie w jądrze 
środkowym. Jądro  to stanowi obszar ciała migdałowatego, w którym  zna
leziono najw ięcej różnorodnych komórek peptydoergicznych. W ystępują 
tu  neurony wykazujące dodatni odczyn na cholecystokininę, neurotensynę, 
som atostatynę, substancję P  i m etioninową enkefalinę. Jądro  środkowe jest 
również miejscem konwergencji w ielu dróg peptydoergicznych. Nie za
w iera ono komórek VIP-dodatnich.

Obecność wszystkich neuropeptydów  w ystępujących w ciele migdało
w atym  stwierdzono również we włóknach prążka krańcowego, głównej 
drogi odprowadzającej i doprowadzającej ciała migdałowatego [11, 16, 31, 
34, 42, 43]. Peptydoergiczne włókna opuszczające prążek krańcow y kończą 
się głównie na jądrze łożyskowym prążka krańcowego, podwzgórzu, polu 
przedwzrokowym  i w przegrodzie [34]. Rozmieszczenie zakończeń dróg 
peptydoergicznych w jądrze łożyskowym prążka krańcowego w ykazuje 
topograficzną zależność od umiejscowienia neuronów m acierzystych tych 
włókien w poszczególnych jądrach ciała migdałowatego [34].

W przedstaw ionym  powyżej schemacie rozprzestrzenienia neuropepty
dów w jądrach ciała migdałowatego możnaby doszukiwać się pewnych 
im plikacji czynnościowych. Jądro  przyśrodkowe, odznaczające się stym u
lującym  działaniem na niższe ośrodki układu limbicznego, charakteryzuje 
się wysoką zawartością substancji P, neuropeptydu o właściwościach po
budzających; jądro boczne i jądro podstawowe, uważane za część ham ującą 
ciała migdałowatego, zaw ierają VIP, neuropeptyd szeroko rozprzestrzenio
ny w korze mózgu. Jądro  środkowe, które jak się w ydaje odpowiada za 
wyzwalanie szeregu reakcji autonomicznych towarzyszących agresji, połą
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czone odpowiednimi układam i włókien z podwzgórzem, (być może z pod- 
wzgórzowym ośrodkiem agresji) i z wieloma w egetatyw nym i ośrodkami 
niższych pięter mózgu, zaw iera różnorodne neurony peptydoergiczne, w 
tym  także neurony eukefolino- i neurotensyno-dodatnie. Enkefaliny i neu- 
rotensyna są to neuropeptydy, których regulujący wpływ na emocje jest 
powszechnie znany. Dalsze, jeszcze bardziej dokładne badania rozmieszcze
nia neuropeptydów  w jądrach ciała migdałowatego są nadal konieczne, aby 
można było wnioskować o znaczeniu czynnościowym poszczególnych mig
dałow atych układów peptydoergicznych.

V. Czuciowe układy neuronalne

Badania fizjologiczne wskazują, że zarówno substancja P, jak i enke
faliny są bezpośrednio włączone w proces przewodzenia impulsów bólo
wych i term icznych. Udział som atostatyny w tym  procesie wydaje się być 
też prawdopodobny. Badania imm unohistochemiczne wykazały obecność 
SP-im m unododatnich neuronów w zwojach rdzeniowych [26, 44, 61]. Silną 
SP-im m unododatnią reakcję obserw uje się we włóknach bezmielinowych 
i cienkich mielinowych dochodzących do rdzenia kręgowego przez korze
nie ty lne nerwów rdzeniowych oraz w istocie galaretow atej rogów tylnych 
rdzenia kręgowego [13, 21, 24, 35, 44]. Przecięcie korzeni tylnych prowadzi 
do zwiększenia zawartości substancji P  w zwojach rdzeniowych i do rów
noczesnego spadku jej poziomu w istocie galaretow atej rdzenia [35, 44]. 
Cechy morfologiczne neuronów i włókien SP-im m unododatnich oraz roz
mieszczenie ich zakończeń potw ierdzają wyniki badań fizjologicznych 
wskazujących, że substancja P  jest prawdopodobnym  przekaźnikiem  sy
naptycznym  uw alnianym  przez pierwszy neuron drogi bólowej; tym  bar
dziej, że SP-im m unododatnie kolbki synaptyczne tworzą liczne synapsy 
aksosomatyczne i aksodendryczne z komórkami istoty galaretow atej [21].

Istota galaretow ata rdzenia kręgowego zawiera ponadto znaczną liczbę 
neuronów EN K-im munododatnich [35, 6]. Przecięcie korzeni tylnych ner
wów rdzeniowych bądź też dróg rdzeniowo-wzgórzowych nie zmienia za
wartości enkefalin w rogach tylnych rdzenia kręgowego [35, 61]. Stąd 
wnioskuje się, że EN K-im munododatnie neurony rogów tylnych to neu
rony pośredniczące. Badania elektronowo-m ikroskopowe pozwalają bez
pośrednio lub pośrednio wnioskować, że włókna interneuronów  ENK-do- 
datnich kończą się synapsam i na włóknach zawierających substancję P, 
lub też na neuronach istoty galaretow atej [21] (Ryc. 7). Enkefaliny mogą 
więc działać m odulująco zarówno presynaptycznie poprzez połączenia 
akso-aksonalne z pierwszym  neuronem  drogi bólowej jak i postsynaptycz- 
nie poprzez połączenia z neuronam i drogi rdzeniowo-wzgórzowej.

Substancja P uw alniana przez zakończenia pierwszego neuronu drogi 
bólowej oddziaływuje pobudzająco bezpośrednio na neurony, których akso-

5 Postępy B iochem ii 3-4/85
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ny tworzą bólowe drogi wstępujące rdzenia [35], ENK-dodatnie neurony 
pośredniczące, obniżają pobudliwość na styku pierwszego i drugiego neu
ronu drogi bólowej, oddziaływując presynaptycznie lub postsynaptycznie; 
w pierwszym  przypadku obniżając uwalnianie substancji P, a w drugim  
zmniejszając pobudliwość elem entu postsynaptycznego [35]. Z kolei czyn-

Neuron obwodowy (S P )

Neuron
rdzeniowo-wzgórzowy

Ryc. 7. Schem at przedstaw iający p raw 
dopodobny w pływ  in terneuronu  enke- 
falinergicznego na czynność neuronu 
czuciowego istoty galaretow atej rogu 
tylnego rdzenia kręgowego.
Skróty: ENK — enkafaliny; SP — substan
cja P.

ność neuronów pośredniczących może być modulowana przez obocznice 
włókien aferentnych zawierających substancję P  lub też przez inne włókna 
aferentne zaopatrujące istotę galaretow atą. Przypuszcza się ponadto, że 
zakończenia nerwowe włókien mielinowych uwalniające som atostatynę 
oddziaływują ham ująco na neuron pośredniczący, co w w yniku podwój
nego hamowania, powinno znosić pierw otny ham ujący efekt oddziaływania 
interneuronów  (ang. disinhibitory e jject) [61]. Drogi zstępujące do rdzenia 
z wyższych pięter ośrodkowego układu nerwowego mogą również oddzia
ływać modulująco, bądź bezpośrednio, bądź za pośrednictwem  in terneuro
nu na pobudliwość II neuronu drogi czucia bólu.

Wysoką zawartość substancji P  i enkefalin stwierdzono również w  czu
ciowych jądrach rdzenia przedłużonego — w jądrze pasma rdzeniowego 
nerw u trójdzielnego i w jądrze pasma samotnego [3, 5, 6, 12, 13, 19, 27, 
33, 42]. Jądro  pasma rdzeniowego nerw u trójdzielnego, podobnie jak istota 
galaretow ata jest między innym i ośrodkiem bólowym. Kończą się w nim 
włókna nerw u trójdzielnego przewodzące im pulsy bólowe, term iczne i do
tykowe z obszaru głowy.

Jądro pasma samotnego stanowi miejsce zakończeń włókien czuciowych 
nerw u twarzowego, językowo-gardłowego i błędnego [27]. Jest to ośrodek 
czucia sm aku i równocześnie ośrodek wiscerosensoryczny wpływ ający na
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pracę serca, krążenie i oddychanie. Obszar jądra pasma samotnego najsil
niej SP-im m unododatni odpowiada w ystępowaniu zakończeń włókien czu
ciowych nerw u błędnego, a czynnościowo odpowiada ośrodkowi regu lu ją
cemu krążenie i pracę serca [27]. EN K-im munododatnie elem enty jąd ra  
pasm a samotnego to zarówno ciała neuronów jak i sploty nerwowe [27]. 
Przypuszcza się, że są to neurony pośredniczące, a być może częściowo 
również neurony w ysyłające połączenia do wyższych pięter mózgu.

Jądro  przyram ieniow e należące także do układu wiscerosensorycznego 
mieszczące się na pograniczu m ostu i śródmózgowia, posiada liczne, obu- 
kierunkow e połączenia z jądrem  pasm a samotnego. W ykazuje ono również 
wysoki poziom SP- i ENK-im m unododatniej reakcji [3, 5, 6, 12, 13, 19, 33]. 
Jądro  przyram ieniow e, włączone jest w  regulację wielu funkcji w egeta
tywnych.

Liczne analogie co do zawartości i rozmieszczenia neuropeptydów w 
czuciowych jądrach nerwów czaszkowych i w rogach tylnych rdzenia po
zwalają przypuszczać, że mechanizm przewodzenia im pulsacji aferentnej 
w tych ośrodkach jest podobny. Wysokie stężenie substancji P  i enkefalin 
w ydaje się być typowe tylko dla niższych ośrodków czuciowych; nie do
tyczy to czuciowych ośrodków wzgórza i kory mózgu.

Biorąc pod uwagę znaczenie neuropeptydów w czynności mózgu, można 
oczekiwać, że dalsze badania ich rozmieszczenia w różnych strukturach  
mózgowych przyczynią się do zrozumienia patologii niektórych neurolo
gicznych jednostek chorobowych. Dotyczy to szczególnie tych chorób, które 
w sposób wybiórczy obejm ują niektóre, biochemicznie odrębne układy 
neuronalne.
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I. Wprowadzenie

U podstawy w ykrycia peptydów  opioidowych znajdują się dwie zasad
nicze obserwacje:

1) drażnienie elektryczne mózgu osłabia wrażliwość na bodźce bólowe 
[1], czemu co najm niej częściowo zapobiega antagonista opioidowy nalok- 
son [2], oraz

2) w mózgu istnieją miejsca specyficznie wiążące opiaty [3, 4, 5, 6]. 
Pierwsze spostrzeżenie sugerowało, że pod wpływem  elektrycznego

drażnienia niektórych s tru k tu r mózgu w ydzielają się endogenne substan-

*) Dr, In sty tu t F arm akologii Polskiej A kadem ii N auk, ul. Sm ętna 12, 31-343 
K raków
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eje o działaniu podobnym do m orfiny, drugie zaś, że w mózgu w ystępują 
receptory, z którym i substancje te  mogą się wiązać i poprzez nie działać. 
Już w  roku 1975 [7, 8, 9, 10] w wielu ośrodkach badawczych wykazano 
obecność w ekstraktach z mózgu i przysadki substancji o podobnej do opia- 
tów  aktywności. W tym  też roku wyizolowano w mózgu świnki m orskiej 
i zidentyfikowano m etionylową- (Met-) i leucylową- (Leu-) enkefalinę [11], 
a rok później wyodrębniono z przysadki św ini [12] i wielbłąda [13] (3-en- 
dorfinę, a także opiatowo-czynny fragm ent tego peptydu a-endorfinę [14]. 
Od tego czasu, wyizolowano z mózgu i przysadki zwierząt różnych gatun
ków szereg aktyw nych peptydów opioidowych, a w szczególności dynor- 
finę [15, 16, 17], a- i (3-neoendorfinę [18, 19], a także serię peptydów, które 
wyodrębniono z nadnerczy: M et-enkefalinę-A rg6-Phe7, M et-enkefalinę- 
Arg#-Gly7-Leus [20, 21], BAM-12P, BAM-22P, peptyd E i peptyd F [22, 23, 
24, 25].

W szystkie te substancje m ają na swym  N-końcu sekwencję M et- lub 
Leu-enkefaliny, oraz pobudzają receptory opiatowe, czemu zapobiega na- 
lokson. Początkowo, nadano im  wspólną nazwę „endorfin” . Obecnie jed
nak częściej term inu używa się „endogenne peptydy opioidowe”, ponieważ 
term in używany uprzednio stał się m ylący z chwilą odkrycia wielu pepty
dów opioidowych, różniących się s truk tu ra ln ie  od P-endorfiny. Peptydy 
opioidowe pochodzą z trzech prohorm onów, których sekwencję amino- 
kwasową ustalono na podstawie analizy sekwencji nukleotydów DNA, 
kom plem entarnego dla właściwych mRNA. Te trzy  prekursory  to: pro- 
opiomelanokortyna [26], prodynorfina zwana także proenkefaliną B [27], 
oraz proenkefalina (zwana także proenkefaliną A) [28, 29, 30].

II. System proenkefalinowy

Dotychczas poznano dwa białka, które mogą być prohorm onam i M et- 
i Leu-enkefaliny. Jedno z nich to białko zawierające 263 aminokwasy, 
zwane proenkefaliną, z którego mogą powstawać obie enkefaliny. Inne 
białko składające się z 256 aminokwasów zwane prodynorfiną, może być 
prekursorem  jedynie Leu-enkefaliny, ponieważ nie zawiera sekwencji M et- 
enkefaliny. Nie jest jednak jeszcze całkowicie jasne, czy z prodynorfiny 
powstaje Leu-enkefalina, czy też dłuższe peptydy zawierające jej sekwen
cję, takie jak dynorfina, dynorfina B i a-neoendorfina. W struk turach  
mózgu, zawierających duże stężenie Leu-enkefaliny, w dużym stężeniu 
w ystępują także peptydy pochodzące z proenkefaliny. Stosunek stężenia 
M et-enkefaliny do Leu-enkefaliny, w szeregu s truk tu r mózgu jest zbliżony 
i wynosi 4 : 1 [31], a więc jest podobny do tego jaki w ystępuje w pro- 
enkefalinie. Ponadto, ze szczegółowych badań immunohistochemicznych 
wynika, że w ciałach komórkowych neuronów  zawierających dynorfinę, 
a więc peptyd pochodzący z prodynorfiny, nie w ystępuje Leu-enkefalina.
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Jest ona natom iast obecna w neuronach zawierających fragm enty pro- 
enkefaliny [92]. Tak więc, w ydaje się prawdopodobne, że mózgowa Leu- 
enkefalina pow staje z proenkefaliny a nie z prodynorfiny, a co za tym  
idzie proenkefalina jest prohorm onem  obu enkefalin.

Ryc. 1. Schem at proenkefaliny  (wg 27, 23, 29) oraz pow stających z niej peptydów  
opioidowych. PEP*F — P eptyd F, OKTAPEP. — M et-enkefalina-A rg6-Gly7-Leu8, 
PEP. E — P eptyd E, HEPTAPEP. — M et-enkefalina-A rg6-Phe7, ME — M et-enkefa- 
lina, LE — Leu-enkefalina BAM 12P, BAM 22P — peptydy krow ich nadnerczy.

Jak  przedstaw iono na rycinie 1 proenkefalina zawiera pięć sekwencji 
M et- i jedną Leu-enkefaliny. Ponieważ peptydy zwykle pow stają z p re 
kursorów  przez cięcie proteolityczne, w miejscach zaw ierających pary  am i
nokwasów zasadowych (Arg-Lys, Arg-Arg, Lys-Arg, Lys-Lys), zatem  
z proenkefaliny mogą powstawać, cztery M et-enkefaliny, jedna Leu-enke- 
falina, heptapeptyd (M et-enkefalina-Arg6-Phe7) oraz oktapeptyd (Met- 
enkefalina-A rg6-G ly7-Leu8). Peptydy, te faktycznie pow stają w organizmie, 
i udało się je wyizolować z mózgu [11] oraz nadnerczy [20, 21]. Oprócz tego 
z nadnerczy wyodrębniono dłuższe peptydy, zawierające sekwencję M et- 
enkefaliny, zarówno na C jak i na N-końcu (Peptyd F) [25], sekwencję 
M et-enkefaliny oraz Leu-enkefaliny odpowiednio na N i C-końcu (Pep
tyd E) [24], a także, tzw. „peptydy krowich nadnerczy” : BAM-22P, BAM- 
20P [23] oraz BAM-12P [22]. W szystkie one zaw ierają w swej struk tu rze 
podwójne reszty aminokwasów zasadowych. Fakt, że cięcie nie zachodzi 
we fragm entach zaw ierających pary  aminokwasów zasadowych świadczy, 
że w reakcji tej biorą udział enzymy różne od trypsynopodobnych. Stęże
nie m olarne w struk turach  mózgu zwierząt i człowieka; M et-enkefaliny, 
Leu-enkefaliny, M et-enkefaliny-A rg6-Phe7 oraz M et-enkefaliny-A rg8- 
G ly7-Leu8 jest większe niż pozostałych peptydów opioidowych, pochodzą
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cych z proenkefaliny. W mózgu w ystępują więc głównie krótkie peptydy, 
oraz niew ielka ilość BAM-12P [31, 33, 34]. W niektórych badaniach nie 
udało się wykryć, przy użyciu metod radioimmunologicznych, peptydów
0 wyższym ciężarze cząsteczkowym, tj. BAM-22P, Peptydu E i peptydu F 
[35]. Inne badania wskazują, że peptydy te w ystępują jednak w mózgu 
chociaż w niewielkich ilościach [35, 36, 37]. W nadnerczach, przeciwnie niż 
w mózgu, znajdują się znaczne ilości peptydów  o większym ciężarze czą
steczkowym i o dłuższym łańcuchu aminokwasów, takich jak BAM-22
1 peptyd  E [35, 38]. Fakt ten  w skazuje na to, że w zależności od rodzaju 
tkanki, z prohorm onu tworzą się różne produkty  końcowe. Może to św iad
czyć również o udziale w tym  procesie różnych enzymów, a także o tym , 
że odm ienne produkty końcowe mogą pełnić istotną rolę w różnych ukła
dach funkcjonalnych.

prążkowie kora hipokamp ¿ródmóżgowie

Ryc. 2. Rozmieszczenie M et-enkefaliny-A rg6-Phe7 w  s truk tu rach  mózgu szczura. 
(Stężenie przedstaw iono w  pmol/g tkanki).

Badania nad rozmieszczeniem neuropeptydów  w struk turach  mózgu, 
prowadzone są zasadniczo przy użyciu technik radioimmunologicznych 
oraz immunohistochemicznych. Przy użyciu tych  pierwszych, zbadano za
w artość peptydów proenkefalinowych; M et-enkefaliny, M et-enkefaliny- 
Arg8-Phe7 (ryc. 2) oraz M et-enkefaliny-A rg6-G ly7-Leu8 w szeregu s tru k tu r 
mózgu różnych gatunków zwierząt [31, 33, 39, 40, 41, 42, 43] jak i czło
wieka [33, 34, 40, 42]. Największą zawartość tych substancji stwierdzono 
w s truk tu rach  układu pozapiramidowego; w jądrze ogoniastym, gałce bla
dej, pokryw ie i istocie czarnej. Wysokie stężenie w ystępuje także w moście 
i śródmózgowiu. Peptydy te znajdują się również w dużej ilości w rdzeniu 
kręgow ym  zarówno u różnych gatunków zwierząt [44, 45] jak i u człowie
ka [46, 47].

W mózgu w ystępują także niewielkie ilości BAM-12P [33]. Peptyd ten  
nie w ystępuje jednak w rdzeniu kręgowym. U szczura w prążkow iu i pod
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wzgórzu poziom BAM-12P jest stosunkowo niski, u człowieka natom iast 
jest on względnie wysoki [33, 45]. W mózgu szczura stwierdzono także nie
wielkie stężenie BAM-22P [33, 38] oraz peptydu F [38], podczas gdy w 
mózgu człowieka peptydy te  są niew ykryw alne [33]. W przysadce, zarówno 
zwierząt jak i człowieka nie w ystępuje ani M et-enkefalina-A rg8-P he7, ani 
M et-enkefalina-Arg°-Gly7-Leu8 [33]. Stwierdzono tam  natom iast wysokie 
stężenie M et- i Leu-enkefaliny [34, 48].

Kom órki zawierające peptydy system u proenkefalinowego w ystępują 
w licznych s truk tu rach  mózgowych oraz w rdzeniu kręgowym  i przysadce 
(ryc. 3). Peptydy te  znajdują się głównie w m ałych kom órkach o krótkich 
i cienkich aksonach, grupy których stw ierdza się nieomal w całym  mózgu. 
W ystępują one także sporadycznie w neuronach o długich aksonach jak 
to na przykład wykazano w przypadku enkefalin w rdzeniu kręgow ym  
szczura [49]. Największe zagęszczenie zakończeń nerw owych zaw ierają
cych te neuropeptydy znajduje się w gałce bladej oraz w  środkow ym  ją 
drze m igdałow atym  [50, 51]. Neurony peptydergiczne należące do układu

Ryc. 3. Rozmieszczenie kom órek i zakończeń nerw ow ych układu  proenkefalinow ego 
w mózgu (A) i rdzeniu  kręgow ym  (B) szczura. •  ciała kom órkow e zaw ierające 
M et-enkefalinę-A rgc-P he7, O ciała kom órkow e zaw ierające peptydy krow ich n ad 
nerczy (BAM), k ropkam i oznaczono zakończenia nerw ow e zaw ierające pep tydy  sys
tem u proenkefalinow ego
AMB — jądro dwuznaczne, ENT — kora gruszkow ata, GD — zawój zębaty, GP — gałka blada, 
HA — jądro przednie podwzgórza, HDV — jądro grzbietow o-środkow e podwzgórza, HPV — jądro  
brzuszne przedsuteczkow ate, HVM — jądro brzuszno-przyśrodkow e podwzgórza, LC — jądro  
m iejsca sinaw ego, LH — boczne podw zgórze, LRN — jądro siateczkow ate boczne, ME — w y 
n iosłość pośrodkow a, MF — w łókna k iciaste, MGB — ciałko kolankow ate boczne, MPA — środ
k ow y obszar przedpokryw kow y, NA — jądro łukow ate, NAC — centralne jądro m igdałow ate, 
NAM — środkow e jądro m igdałow ate, NAS — jądro półleżące przegrody, NC — jądro ogo
n iaste, NEP — jądro w ew nątrzkonarow e, NG — jądro sm ukłe, N P — jądro przyram ienne, 
N PV — jądro przykom orow e podwzgórza, NRD — jądro grzbietow e szwu, NRM — jądro środ
kow e szw u, NRMA — jądro w ie lk ie  szwu, NRO — jądro ciem ne szw u, NRP — jądro blade szw u, 
NRPG — jądro siateczkow ate w ielkokom órkow e, NST — jądro pęczka krańcow ego, NT — jądro  
nerw u tójdzielnego, NTS — jądro traktu rdzeniow ego nerw u trójdzielnego, NV — jądro błędne, 
OL — jądro oliw ki, PAG — substancja szara okołow odociągow a, PVH — jądro okołokom orow e  
podwzgórza, PVN — jądro przykom orow e wzgórza, RLP — jądro siateczkow ate drobnokom ór- 
k ow e, S — przegroda, SN — istota czarna, SN(PC) — istota czarna (w arstw a zbita), SN(R) — 
istota czarna (warstwa siateczkow ata), SO — jądro nadw zrokow e, SOL — jądro pasm a sam ot
nego, ST — prążek krańcow y, VNC — jądro przedsionkow e. Oznaczenia też do Ryc. 6 i 9.
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proenkefalinowego są szeroko rozprzestrzenione w mózgu [52, 5 3 , 5 4 ], 
przysadce [55, 56] a także w rdzeniu kręgowym  [57, 58].

Uprzednie badania immunohistochemiczne wskazywały na identyczność 
lokalizacji niektórych produktów  proenkefaliny tzn. M et-enkefaliny jak 
i M et-enkefaliny-A rg 6 -Phe 7 w kom órkach i w łóknach nerwowych [59]. 
Obecne badania W i l l i a m s a  i D o c k r a y ’ a [60] dowodzą jednak, 
że w pewnych obszarach mózgu znajdują się komórki zawierające wyłącz
nie M et-enkefalinę-A rg 6 -Phe7, w innych natom iast M et-enkefalinę lub 
BAM-22P [36]. W yniki tych badań skłaniają do przypuszczenia, że w nie
których neuronach produktem  przechowywanym  i nagrom adzanym  jest 
M et-enkefalina, w innych natom iast M et-enkefalina-A rg 8 -Phe 7 lub też 
peptydy BAM. Fakty  te mogą wskazywać na zróżnicowanie dystrybucji 
różnych peptydów pochodnych proenkefaliny w mózgu, co może mieć zna
czenie dla jego funkcji, tym  bardziej że pochodzące z proenkefaliny pep ty
dy w ykazują odmienne powinowactwo do różnych receptorów opiato- 
wych [61].

III. System P-endorfinowy

System  (3-endorfinowy, w porównaniu z pozostałymi system am i opioi- 
dowymi jest stosunkowo najlepiej poznany i zdefiniowany. Prohorm on 
P-endorfiny i peptydów  pochodnych zwany proopiom elanokortyną (POMC) 
składa się z 265 aminokwasów. W odróżnieniu od innych prohorm onów 
systemów opioidowych, zawiera on tylko jedną enkefalinę (M et-enkefali- 
nę), znajdującą się na N-końcu P-endorfiny (ryc. 4). Szereg badań nad bio-

Ryc. 4. Schem atyczne przedstaw ienie proopiom elanokortyny i pochodzących z niej 
peptydów. yi-MSH, Y3-MSH i y-MSH — hormony m elanotropow e, ACTH — hormon 
adrenokortykotropow y, a-END, P-END, y-END — 6-. v-endorfina.
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syntezą tego prohorm onu przeprowadzonych w płatach lub w hodowlach 
kom órkowych pochodzących z przysadki, wskazuje na to, że z POMC w y
tw arzana jest początkowo P-lipotropina (hormon przejściowy), a następnie 
(3-endorfina [62]. W badaniach in vitro, nie stwierdzono, żeby w przysadce 
z P-endorfiny pow staw ały a- i y-endorfiny, chociaż obecność tych peptydów  
wykazano w tkance nerwowej [63, 64], W ydaje się natom iast praw dopo
dobne, że P-endorfina jest dalej przekształcana w aktyw ne peptydy opioido- 
we o krótszym  łańcuchu aminokwasów, takie jak P -endo rfina^e  oraz 
[5-endorfinai_27 [65]. W skazują na to badania nad rozmieszczeniem tych 
fragm entów  oraz peptydu m acierzystego w mózgu i przysadce, a w szcze
gólności porównywanie ich wzajem nych stosunków ilościowych. W pe
wnych bowiem struk tu rach  mózgowych przeważa P -endorfina^?  oraz P-en- 
dorfinai_26, w innych natom iast P-endorfina [66]. Podobnie w  przysadce 
szczura, w płacie pośrednim  w ystępują głównie krótsze fragm enty, a w 
płacie przednim  (3-endorfina. Prawdopodobne jest także, że z P-endorfiny 
mogą powstawać peptydy pozbawione działania opiatowego, ale aktyw ne 
biologicznie, takie jak des-Tyi^-Y-endorfina [64] lub też N-końcowe frag 
m enty  P-endorfiny, o których sądzi się, że mogą mieć znaczenie w  reak 
cjach odpornościowych organizmu [67].

Rozmieszczenie P-endorfiny w  mózgu jest zasadniczo podobne zarówno 
u zwierząt różnych gatunków  jak i u człowieka [34, 68, 69]. W ielokrotnie 
większe niż w mózgu, stężenie P-endorfiny w ystępuje w przysadce [70]. 
U szczura najw iększe stężenie znajduje się w podwzgórzu, a następnie w 
przegrodzie, wzgórzu, śródmózgowiu oraz w moście (ryc. 5). W przysad
ce najw ięcej P-endorfiny znajduje się w  płacie pośrednio-tylnym , m niej 
w płacie przednim , brak jej natom iast w  płacie ty lnym  [71].

W yniki badań immunohistochem icznych zgodne są z w ynikam i badań 
radioimmunologicznych. W mózgu (w jądrze łukowatym  podwzgórza) ist-

kora wzgórze śródmózgowie

Ryc. 5. Rozmieszczenie P-endorfiny w  s truk tu rach  mózgu i przysadce szczura. (Stę
żenie przedstaw iono w  pmol/g i nmoL/g tkanki).

http://rcin.org.pl



470 R. PRZEWŁOCKI [8]

nie je zgrupowanie komórek zawierających P-endorfinę [72], Komórki te 
w ysyłają aksony do przodu, bocznie poniżej jądra brzuszno-przyśrodko- 
wego podwzgórza, aż do bocznej granicy podwzgórza, które następnie sk rę 
cają do ty łu  wzdłuż linii środkowej, przykomorowo, by zakończyć się w 
struk turach  pnia mózgu (ryc. 6).

Ryc. 6. Schem at uk ładu  proopiom elanokortynow ego w mózgu szczura. Oznaczenia 
s tru k tu r  jak  na rycinie 3.

N eurony tego system u unerw iają szereg s tru k tu r podwzgórza: takich 
jak obszar przedwzrokowy, przednie podwzgórze, jądro brzuszno-przy- 
środkowe i grzbietowo-środkowe, a także przegrodę i środkowe jądro m i
gdałowate, pęczek krańcowy, przykomorowe jądro wzgórza, jąd ra  szwu, 
boczne części substancji czarnej, szarą substancję okołowodociągową, ją 
dro sinawe oraz jądro pasma samotnego. Wiele włókien znajduje się 
w wiązkach aksonów adrenergicznych, zarówno w grzbietowej jak i brzusz
nej, jednakże biegną one w kierunku zstępującym  [73]. W przysadce pep
tydy POMC znajdują się w komórkach gruczołowatych płata przedniego 
i pośredniego [65, 71]. W ystępowanie tych peptydów stwierdzono także 
ostatnio w komórkach nadnerczy człowieka [74].

IV. System  prodynorfinow y

Prodynorfina zwana także początkowo proenkefaliną B składa się z 256 
aminokwasów (ryc. 7). W strukturze tego prohorm onu, wyróżnić można 
szereg peptydów opioidowych: Leu-enkefalinę, dynorfinę (nazwaną także 
dynorfiną A), dynorfinę B zwaną rim orfiną [75], dynorfinę i a-neoen- 
dorfinę. Oprócz nich znajdują się także większe peptydy, których istnienie 
wykazano w ekstraktach mózgu, a więc dynorfina-32 (4000-daltonów dy- 
norfina) — peptyd będący połączeniem dynorfiny A i B [76], oraz Leu-m or- 
fina (C-końcowy fragm ent prohorm onu, posiadający na N-końcu dynor
finę B) [77]. Chociaż, pochodne prodynorfiny, zawierają w swej sekwen
cji pary  aminokwasów zasadowych Arg-Lys (a-neoendorfina), lub też 
Arg-Arg (zarówno dynorfiną jak dynorfiną B), nie są one w tych m iej-
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Ryc. 7. Schem at prodynorfiny i pochodzących z niej peptydów  opioidowych. <x-NEO — 
a-neoendorfina, DYN A — dynorfina (dynorfina A), DYN B — dynorfina B (ri- 
m orfina), (3-NEO — (3-neoendorfina,, DYN 1—8 — dynorfinai_8, LE — L eu-enkefa
lina.

scach rozszczepiane przez enzymy proteolityczne. Interesującym, w ydaje 
się także fakt, k tó ry  początkowo, kiedy wskazywano na równoległość w y
stępow ania a-neoendorfiny oraz dynorfiny w tkance mózgowej [78], nie 
został zauważony. W pewnych struk turach  mózgu (prążkowie, śródmóz- 
gowie, kora, hipokamp) dynorfina jest w  dużym stopniu przekształcana 
w dynorfinę!_8, stąd stężenie dynorfiny^g (oraz a-neoendorfiny) w tych 
struk tu rach  jest większe, w innych natom iast (rdzeń kręgowy i ty lny  p ła t 
przysadki) znajduje się więcej dynorfiny niż dynorfinyj.g [79]. Dane te 
mogą wskazywać na istnienie w struk turach  ośrodkowego układu nerw o
wego, różnych dróg enzymatycznej proteolizy prodynorfiny, co w konsek
wencji prowadzi do pow staw ania różnych produktów  końcowych, które 
w odm ienny sposób mogą wpływać na jego funkcje.

Dynorfina w ystępuje w wielu struk turach  mózgu (ryc. 8). Stosunko
wo znaczną jej zawartość stw ierdza się w podwzgórzu, jądrze migdało
watym , hipokampie, moście, pniu i rdzeniu przedłużonym, zarówno u zwie
rząt jak i u  człowieka [78, 79, 80, 81, 82, 83]. Wysokie stężenie w ystępuje 
także w rdzeniu kręgow ym  [46, 84]. Największe stężenie dynorfiny u zwie
rząt stwierdzono w części nerwowej przysadki [81, 82]. U człowieka jed
nakże poziom w tym  rejonie nie należy do najwyższych [83], bowiem w ięk
sze stężenie w ystępuje w substancji czarnej, w przednim  podwzgórzu, 
a także w rdzeniu kręgowym.

Neurony system u prodynorfinowego podobnie jak proenkefalinowe- 
go znajdują się w wielu struk turach  mózgowych [85, 86, 87, 88]. (Ryc. 9).

Istnienie ciał komórkowych neuronów zawierających dynorfinę w y
kazano w  szeregu struk tu rach  mózgu a w szczególności w układzie lim - 
bicznym  i podwzgórzu. Na szczególną uwagę zasługują zawierające dy
norfinę zakończenia nerwowe występujące w substancji czarnej, ponie-
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prążkowie kora hipokamp ¿rodmózgowie móżdżek

Ryc. 8. Rozmieszczenie dynorfiny w struk tu rach  mózgu i przysadce szczura. (Stęże
nie przedstaw iono w pmol/g tkanki).

Ryc. 9. Schem at uk ładu  prodynorfinow ego w mózgu (A) i rdzeniu  kręgow ym  (B) 
szczura. Oznaczenia s tru k tu r  jak  na rycinie 3.

waż mogą one uczestniczyć w funkcji układu pozapiramidowego. U ner
w iają one bowiem warstw ę siateczkowatą, neurony układu proenkefali
nowego, natom iast unerw iają w arstw ę zbitą. Położenie komórek, z któ
rych pochodzą te włókna nie jest jeszcze w pełni poznane. Określone, jak 
się wydaje, natom iast są drogi nerwowe z jądra przedwzrokowego, oraz 
jądra przykomorowego podwzgórza prowadzące do tylnego płata przy
sadki. Inna, poznana droga neuronalna, to włókna kiciaste (mossy jibers) 
w hipokam pie [89]. Dynorfina znajduje się w zwoju zębatym  tej s truk 
tu ry , w komórkach ziarnistych, które w ysyłają swe aksony do komórek 
piram idow ych obszaru CA3 oraz CA4. Komórki te są także unerw iane przez 
układ enkefalinowy, pochodzący z kory gruszkowatej. Zespół komórek

http://rcin.org.pl



[11] SYSTEMY OPIOIDOWE 473

i włókien w ystępuje również w rdzeniu kręgowym, w brzeżnej w arstw ie 
substancji galaretow atej oraz w arstw ie V, a więc w struk turach  związa
nych z przewodnictwem  bólowym [90].

V. Peptydy opioidowe i ich receptory

Receptory opioidowe są to m iejsca w błonach neuronalnych, z którym i 
łączą się zarówno opiaty jak i peptydy opioidowe i poprzez nie, w yw ie
rają działanie biologiczne. W organizmie zarówno zwierząt jak  i czło
wieka, m am y do czynienia z receptoram i opioidowymi wielu typów. Nie 
jest jeszcze co praw da całkowicie jasne, czy są to oddzielne, niezależne od 
siebie molekuły, czy też kom pleksy białkowe wchodzące w skład jednego 
receptora. W przeciw ieństwie do uprzednich badań, które wskazywały na 
bardzo zróżnicowaną masę cząsteczkową receptorów opioidowych (od 23.000 
do 700.000 daltonów), obecne prace przeprowadzone przy użyciu technik 
inaktyw acji białek receptorow ych poprzez ich irradiację, w skazują na 
bardzo zbliżoną ( ^  90.000 daltonów) masę cząsteczkową receptorów  opia- 
towych różnych typów. Jest więc możliwe, że to samo białko receptoro
we, jest m iejscem działania różnych ligandów, chociaż jego właściwości 
fizykochemiczne mogą ulegać zmianom, zależnie od właściwości błon neu
ronalnych, w których się znajduje, co może w konsekwencji prowadzić do 
powstania receptorów opioidowych różnych typów  [91].

Koncepcja istnienia różnych receptorów opioidowych, powstała w w y
niku badań nad reakcjam i psów, u których przecięto rdzeń kręgowy, na 
podanie różnych alkaloidów opiatowych. Na ich podstawie, M artin i jego 
koledzy [92, 93] zaproponowali istnienie trzech typów  receptorów  opioido
wych: m-, x, i a. W edług tych badaczy na receptory m- działa m orfina i po
dobne do niej substancje, z receptorem  y. oddziaływują benzomorfany, ta 
kie jak  ketocyklazocyna, a dla receptora o prototypow ym  ligandem jest 
N-allylo-norcyklazocyna (SK F-10047). Przypuszczenie to zostało potem 
szeroko potwierdzone przez badania nad siłą działania różnych ooiatów 
w  różnych testach, takich jak badania na narządach izolowanych, w  któ
rych stwierdzono występowanie różnych receptorów, a także metody: be
hawioralne, elektrofizjologiczne oraz badanie wiązania specyficznych li
gandów z błonami neuronalnym i [94, 95, 96, 97, 98].

Po odkryciu enkefalin, K o s t e r l i t z  i w s p .  wzbogacili tę listę o re 
ceptor 5 [9], z k tórym  m ają one oddziaływać. Po w ykryciu P-endorfiny na
tom iast, zaproponowano istnienie dla niej receptora e, k tóry  znaleziono 
w powrózku nasiennym  szczura [100]. W ydaje się jednak, że nie ma w y
raźnych dowodów na istnienie tego receptora w ośrodkowym układzie 
nerwowym. Ponadto nowsze badania wskazują, że receptor a nie jest, jak 
się wydaje, prawdziwie opiatowym  receptorem  [97, 98].

6 Postępy B iochem ii 3-4/85
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Przyjm uje się, że w ośrodkowym układzie nerwowym  w ystępują re 
ceptory trzech klas: n, 5 i k które różnią się miejscem występowania, gę
stością, a także powinowactwem  w stosunku do różnych agonistów opia- 
towych. Pow staje pytanie, czy istniejące w układzie nerwowym  endogen
ne systemy opioidowe, produkują specyficzne substancje, ligandy dla tych 
receptorów, i czy ich rozmieszczenie jest zgodne z występowaniem  miejsc 
posiadających zdolność ich stereospecyficznego wiązania. Nie sposób, na 
ówczesnym etapie wiedzy, odpowiedzieć na to pytanie w sposób ostatecz
ny. Obserwacje poczynione z jednej strony, w badaniach aktywności róż
nych peptydów na narządzach izolowanych, z drugiej zaś, pom iary ham o
wania specyficznego wiązania różnych znakowanych ligandów opioido- 
wych (wiążących się z poszczególnymi typam i receptorów), zdają się jed
nak prowadzić do pewnych wniosków. W ydaje się mianowicie, że zarówno 
M et-enkefalina jak Leu-enkefalina, końcowe produkty  proenkefaliny, w y
kazują znaczne powinowactwo do receptora opoidowego 8 [39, 101]. Z d ru 
giej strony, ^-endorfina, która działa podobnie na jelito świnki morskiej 
(receptor (¿) jak i powrózek nasienny myszy (receptor 8), a także w  po
dobnym stopniu ham uje wiązanie 3H-naloksonu (znakującego receptory ^), 
jak i związków znakujących receptory 8, w ydaje się mieć powinowactwo 
do tych obu receptorów [102]. Z kolei, w bardzo przekonyw ujący sposób 
udowodniono, że dynorfina a także inne peptydy pochodzące z prodynor- 
finy takie jak: a-neoendorfina czy dynorfina !_8, oddziaływują z recepto
rem  x [103, 104, 105]. Jeszcze do niedaw na nie było wiadomo, k tóry  z en
dogennych układów opioidowych w ytw arza peptydy działające na recep
tor ix. Obecnie wydaje się, że mogą to być niektóre pośrednie peptydy 
z proenkefaliny, takie jak peptyd E oraz BAM-22P [61, 106, 107]. G a -  
r z o n  i w s p .  [61] przeprowadzili ostatnio badania nad powinowactwem 
peptydów opioidowych receptorów opioidowych wobec różnych typów. 
Stwierdzono, że |3-endorfina w ykazuje najw iększe powinowactwo do re 
ceptora M-, m niejsze do 8, a najm niejsze do k. Fragm ent tego peptydu, po
zbawiony dw u aminokwasów na C-końcu, w ykazuje nieznacznie obniżone 
powinowactwo, jednak bez zasadniczej zmiany selektywności. Dalsze skra
canie tego peptydu, powoduje spadek powinowactwa do receptorów ^  i n, 
co w konsekwencji, prowadzi do zwiększenia jego selektywności w sto
sunku do receptora 8. Tak więc w zależności od długości łańcucha, selek
tywność ulega zmianie. Zbadanie różnych peptydów  pochodzących z pro
enkefaliny pozwoliło stwierdzić istotne różnice pomiędzy nimi. Pośrednie 
peptydy (peptyd E, BAM-22P, BAM-12P) charakteryzują się wyższym 
powinowactwem  do receptorów (¿ i  x niż do 8. Peptydy o krótszym  łań
cuchu natom iast, takie jak  M et-enkefalina-A rg6-Gly7-Leu8, lub M et-en- 
kefalina-A rg8-Phe7, cechuje mniejsze powinowactwo do tych receptorów. 
Powinowactwo peptydów do receptora 8, nie ulega przy tym  istotnym  
zmianom, wraz ze skracaniem  łańcucha. Inne cechy posiadają produkty 
prodynorfiny. Zarówno dynorfina B jak i dynorfina, m ają wyższe powi-
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nowactwo do receptora x, niż do dwu pozostałych. a-Neoendorfina, jednak
że, nie w ykazuje jakiejś szczególnej preferencji do określonego receptora. 
Skracanie łańcucha dynorfiny, powoduje stopniowy spadek powinowac
tw a w stosunku do receptora x (chociaż dla dynorfiny:_8 powinowactwo 
ponownie nieznacznie wzrasta), a powinowactwo do receptora Ô nie ulega 
dużym zmianom. Kiedy porów nujem y siłę działania różnych peptydów  
opioidowych, to na receptory najsilniej w ydaje się działać ß-endorfi- 
n a i- 2 9 , BAM-12P, BAM-22P oraz peptyd E; na receptory ô a-neoendorfina, 
a na receptory x dynorfina.

Dodatkowych danych dostarczyły badania nad wpływ em  różnych pe
ptydów opioidowych na wyw oływ ane drażnieniem  elektrycznym , skurcze 
powrózka nasiennego królika [108], w którym  stwierdzono w ystępowanie 
jedynie receptorów x [109]. Rezultaty  tych badań ponownie wskazują, że 
zarówno proenkefalina jak i prodynorfina dają początek peptydom , które 
oddziaływują z receptorem  x. Należy także podkreślić, że peptydy pocho
dzące z prodynorfiny działają silniej na ten  receptor niż peptydy wywo
dzące się z proenkefaliny. ß-endorfina jak i enkefaliny nie w ykazują na
tom iast istotnego działania w  tym  teście.

Powyższe dane zdają się prowadzić do wniosku, że pośród peptydów 
opioidowych nie w ystępują substancje specyficzne w  stosunku do k tó re
gokolwiek z omawianych receptorów opiatowych. W szystkie one wiążą 
się z receptorem  ó, chociaż enkefaliny są najbardziej selektyw ne w sto
sunku do tego podtypu receptora. W ydłużenie łańcucha peptydów, za
równo tych wywodzących się z proenkefaliny jak i prodynorfiny pro
wadzi do pewnego w zrostu selektywności w stosunku do dwóch pozosta
łych receptorów (i¿, x), przy czym w przypadku peptydów z prodynorfiny, 
w kierunku receptora x (około dziesięciokrotnie) a w przypadku proen
kefaliny w stosunku do receptora m* (około trzykrotnie).

Podsum owując, enkefaliny w ydają się być więc względnie selektywne 
jako ligandy receptorów Ô, a dłuższe peptydy z prodynorfiny jako ligandy 
receptorów x (choć także mogą działać na receptory Ô). Dłuższe peptydy 
pochodzące z proenkefaliny mogą działać głównie na receptory ix ale tak 
że x i ó. ß-Endorfina w ydaje się działać w rów nym  stopniu na receptory m- 
i Ô, nie wpływa natom iast na receptory Należy jednak podkreślić, że po
wyższa klasyfikacja może mieć ograniczone znaczenie w układach fizjolo
gicznych, w których o oddziaływaniu peptydu z receptorem  może decy
dować jego dostępność w okolicy danego receptora.

Porównanie danych dotyczące rozmieszczenia receptorów oraz stężenia 
peptydów  opioidowych w różnych struk turach  mózgu prowadzi do wnio
sku, że nie zachodzi tam  prosta zależność: większa gęstość receptorów opioi
dowych — większe stężenie neuropeptydów. W pewnych obszarach móz
gu bowiem, znajduje się wiele miejsc receptorowych, a niewielki jest po
ziom neuropeptydów. W korze mózgowej na przykład w ystępuje dużo 
receptorów  opioidowych szczególnie typu Ô [96], jednakże poziom enke-
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falin  jest tam  stosunkowo niski [34]. Znajduje się tam  również niewiele 
neuronów zaw ierających enkefaliny [110]. W jądrze ogoniastym nato 
miast, gdzie w ystępuje wysokie stężenie zarówno peptydów jak i recep
torów  opioidowych, znajduje się niewiele zakończeń nerwowych zawie
rających peptydy opioidowe. Z drugiej strony, w gałce bladej jest nie
wiele receptorów [111], ale znaczne zagęszczenie neuronów zawierających 
peptydy opioidowe [112].

Zastanawiając się nad oddziaływaniem  peptydów opioidowych z recep
toram i należy zwrócić uwagę także na następujące fakty: (3-endorfina, 
a także jej C-końcowe fragm enty nie tylko wiążą się stereospecyficznie 
z nieopioidowym receptorem  na lim focytach [67, 113], ale powodują ich 
proliferację [114], Pozbawione tyrozyny analogi zarówno dynorfiny jak 
i (J-endorfiny: des-Tyr^dynorfina oraz des-Tyr^y-endorfina, które także 
nie wiążą się z receptoram i opiatowymi, w ykazują znaczne działanie biolo- 
logiczne [115, 116, 117]. Tak więc, możliwość specyficznego, biologicznie 
istotnego oddziaływania peptydów opioidowych z receptoram i nieopioi- 
dowymi wydaje się być bardzo prawdopodobna.

VI. Przeciwbólowe działanie peptydów opioidowych

Enkefaliny (po ich dokomorowym podaniu) działają albo słabo prze
ciwbólowo, mimo podawania ich w znacznych dawkach [118] lub też, jak 
stw ierdzają inni autorzy, nie w pływ ają istotnie na percepcję bodźców bó
lowych [119, 120]. B rak wyraźnego przeciwbólowego działania tych sub
stancji w ydaje się być jednak związany ze szczególną ich podatnością na 
działanie enzymów proteolitycznych, gdyż bardziej oporne na degradację 
analogi w ykazują właściwości przeciwbólowe [121]. Inne pochodzące z pro- 
enkefaliny peptydy, takie jak M et-enkefalina-A rg6-Phe7, M et-enkefalina- 
Arg8-Gly7-Leu8 i BAM-12P w ykazują pewne [106, 122], a peptydy o dłuż
szym łańcuchu takie jak BAM-22P, peptyd E oraz peptyd F silne działanie 
przeciwbólowe [106].

W odróżnieniu od enkefalin, (5-endorfina działa silnie przeciwbólowo 
a działanie to jest dłuższe i silniejsze od m orfiny [123]. M odyfikacje tego 
peptydu, natom iast nie w pływ ają zasadniczo na zwiększenie siły działa
nia, skracanie łańcucha powoduje spadek aktywności. Tak więc pełna sek
wencja peptydu jest wym agana aby działał on przeciwbólowo.

K ontrow ersyjne dane uzyskano badając potencjalne przeciwbólowe 
działanie peptydów pochodzących z prodynorfiny. Początkowo, po w y
kryciu dynorfiny spodziewano się jej silnego przeciwbólowego działania. 
O parte to było na obserwacji, iż peptyd ten  w testach in vitro, w ykazy
w ał aktywność w ielokrotnie silniejszą niż enkefaliny [15]. Jednakże tylko 
nieliczne doniesienia opisują pewne przeciwbólowe działanie dynorfiny po 
jej dokomorowym podaniu [124, 125], w większości prac natom iast nie
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stw ierdza się istotnej przeciwbólowej aktywności tego peptydu [126, 127]. 
Co więcej, wykazano, że podana dokomorowo u myszy dynorfina, nie ty l
ko nie działa przeciwbólowo, ale zapobiega przeciwbólowemu działaniu za
równo m orfiny jak i (3-endorfiny [127, 128]. Zaobserwowano, że substancja 
ta  powoduje nasilenie przeciwbólowego działania m orfiny i (3-endorfiny 
u zwierząt, u których rozwinięto tolerancję na morfinę [128].

W odróżnieniu od działania na ośrodkowy układ nerwowy, dynorfina 
w ykazuje w yraźne działanie przeciwbólowe po podaniu do rdzenia kręgo
wego [117, 126]. Działaniu takiem u towarzyszą pewne zmiany napięcia 
mięśniowego, które nie w ydają się jednak być wynikiem  wpływ u peptydu 
na receptory opioidowe [117].

Powyższe dane wskazują na potencjalne przeciwbólowe działanie syn
tetycznych peptydów opioidowych. Czy znaczy to jednak, że endogenne 
peptydy opioidowe, których stężenie w  mózgu jest znacznie niższe od tego 
które zwykle używa się w doświadczeniu farmakologicznym, uczestniczą 
w transm isji bodźców bólowych?

Niektóre fakty  zdają się o tym  świadczyć. Zarówno endogenne pepty
dy opioidowe, jak i ich receptory w ystępują w szeregu strukturach  ośrod
kowego układu nerwowego, o których wiadomo, że biorą udział w per
cepcji bólu. Należą do nich grzbietowa część rdzenia, jądra szwu, szara 
substancja okołowodociągowa, a także wzgórze. Elektryczne drażnienie, 
niektórych z tych obszarów, zarówno u zwierząt jak i człowieka powoduje 
osłabienie wrażliwości na bodźce wywołujące ból [129, 130]. Działanie 
takie połączone jest zwykle ze zwiększeniem uwalniania (3-endorfiny lub 
enkefalin do płynu mózgowo-rdzeniowego [131, 132]. Podobnie, zarówno 
mechaniczne jak i elektryczne drażnienie niektórych obszarów skóry, zwa
ne akupunkturą, oprócz obniżenia wrażliwości na ból, powoduje również 
zwiększenie poziomu peptydów  opioidowych w płynie mózgowo-rdze- 
niowym  u człowieka [133]. W ostatnich latach wiele uwagi poświęcono 
udziałowi endogennych opioidów w zmianach wrażliwości na ból, jakie 
mogą być wywołane stresem  [134]. Obecnie wiadomo, że co najm niej w czę
ści tych zjawisk pośredniczą neuropeptydy. Świadczyć o tym  może fak t 
że: 1) nalokson częściowo zapobiega efektom  przeciwbólowym stresu  
[134]; 2) stresowi towarzyszy uwalnianie peptydów opioidowych z mózgu 
i przysadki [135, 136]. Szczególnie ważną rolę w tych zjawiskach przy
pisuje się raczej systemowi (5-endorfinowemu niż innym  systemom opioi- 
dowym. Stwierdzono bowiem, że stress powoduje uwalnianie tego pepty
du zarówno z mózgu jak i z przysadki, oraz, że zniszczenie komórek pod
wzgórza zawierających (3-endorfinę osłabia znacznie przeciwbólowe efek
ty  wywołane stresem  [137]. Układ dynorfinowy, szczególnie ten  zlokalizo
w any w rdzeniu kręgowym  w ydaje się także ulegać pewnym  zmianom 
w w yniku stresu [138]. Rola mózgowych enkefalin, natom iast, a tym  bar
dziej innych peptydów system u proenkefalinowego w przeciwbólowym 
działaniu stresu, nie jest jeszcze w pełni poznana, a uzyskane do tej pory
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dane są kontrow ersyjne [135, 139]. In teresu jąca wydaje się jednak obser
wacja, że usunięcie nadnerczy osłabia działanie przeciwbólowe stresu [140], 
co może wskazywać na udział nadnerczowych peptydów proenkefalino- 
wych w tym  zjawisku. Tak więc w ydaje się, że endogenne system y opioi- 
dowe biorą udział w m odulacji bodźców bólowych.

VII. Peptydy opioidowe a zależność od opiatów

W ykrycie peptydów opioidowych stworzyło nadzieję na poznanie m e
chanizmów leżących u podstaw zarówno tolerancji jak i zależności od 
opiatów. W początkowych badaniach nad rolą endogennych peptydów 
opioidowych w tym  zjawisku stwierdzono, że wielokrotne, domózgowe 
podawanie enkefalin lub P-endorfiny, w  ilościach co praw da daleko więk
szych niż w ystępujące w organizmie, prowadzi do rozwoju tolerancji, a tak 
że do zależności podobnej do tej, jaką w yw ołuje m orfina [141, 142]. Z d ru 
giej strony peptydy te nie działały u zwierząt, u których rozwinięto tole
rancję na morfinę. Dane te sugerują, że endogenne peptydy opioidowe po
chodząc z proenkefaliny lub proopiom elanokortyny wyw ołują tolerancję 
i zależność poprzez receptory opioidowe, w sposób podobny do syntetycz
nych opiatów. Dynorfina jednak w ydaje się działać inaczej. Podana doko- 
morowo, powoduje u zwierząt ham ow anie przeciwbólowego działania za
równo m orfiny jak i P-endorfiny, podczas gdy u zwierząt zależnych od 
m orfiny nasila jej przeciwbólowe działanie [127, 128]. Peptyd ten  potęguje 
wyw ołaną m orfiną depresję oddechu, a osłabia ją u zwierząt, u których 
podawano chronicznie morfinę (H. Loh — inform acja osobista). Z drugiej 
strony, substancja ta wydaje się skutecznie zastępować m orfinę u zwierząt 
uzależnionych, nie wywołując zarazem  objawów abstynencji po iej od
staw ieniu [143]. Jak  więc działa dynorfina i peptydy jej podobne w sta
nach zależności i tolerancji na opiaty? Peptyd ten, w ydaje się modulować 
działanie agonistów opioidowych, szczególnie tych działających na recep
to r i¿, w taki sposób aby zachować podobną wrażliwość receptora w róż
nych jego stanach. Chociaż pełne poznanie tego oddziaływania wymaga 
dalszych badań, to jednak obserwacje powyższe w ydają się mieć istotne 
znaczenie, mogą bowiem doprowadzić do lepszego poznania dróg kontroli 
i regulacji stopnia tolerancji i zależności od opiatów przez endogenne ukła
dy opioidowe.

Badania nad zmianami poziomu endogennych peptydów opioidowych 
w zjawiskach abstynencji, oraz uzależnienia od opiatów, dostarczyły da
nych, które wskazują, że system y opioidowe ulegają zmianom w tych sta
nach. Długotrwałe podawanie m orfiny prowadzi nie tylko do drastycznego 
spadku poziomu P-endorfiny, szczególnie w  pośrednim  płacie przysadki, ale 
także do spadku poziomu tego peptydu oraz M et-enkefaliny, w niektórych 
struk turach  mózgu szczura [144]. Zm ianom  tym  towarzyszy także obniżę-
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nie poziomu |3-endorfiny we krw i [135]. Spadek poziomu tego pep tydu  
we krw i stwierdzono także u heroinistów  [146]. Należy jednak zaznaczyć, 
że niektórzy autorzy nie obserwowali istotnych zmian w poziomie enke- 
falin oraz P-endorfiny w przysadce, po chronicznym  podawaniu innych 
opiatów lub też po krótkotrw ałym  podawaniu m orfiny [147, 148].

Inform acje dotyczące zmian zachodzących w systemie dynorfinow ym  
są bardzo skąpe i kontrow ersyjne. Obserwowano bowiem, albo nieznaczny 
wzrost poziomu tego peptydu w struk tu rach  mózgu u szczurów uzależ
nionych od m orfiny [149], lub też nie stw ierdzano zmian [150, 151]. Tak 
więc, chociaż zagadnienie udziału endogennych systemów opioidowych 
w stanach uzależnienia od opiatów wym aga dalszych badań, w ydaje się, 
że w  układzie (3-endorfinowym (a być może także proenkefalinowym ) do
chodzi do osłabienia aktywności, połączonego z obniżeniem syntezy tego 
peptydu i, a być może także od dysfunkcji tego systemu.

Ponieważ endogenne peptydy opioidowe w yw ołują podobnie jak m or
fina stan  uzależnienia, powstaje pytan ie czy w w yniku zwiększonej ak ty 
wacji układów (np. w w arunkach długotrwałego stresu) może dochodzić 
do zjawisk zależności od endogennych opioidów. Niektóre dane, w ydają 
się przemawiać za taką możliwością. Stwierdzono bowiem, że wyw ołane 
stresem  zmiany wrażliwości na bodźce bólowe, w których w ydają się 
uczestniczyć endogenne peptydy opioidowe, ulegają osłabieniu w w yniku 
częstego stosowania bodźców je w yw ołujących. Co więcej, u zw ierząt pod
dawanych chronicznym  stanom  stresowym , można niekiedy obserwować 
oznaki odstawienia takie jak po podaniu naloksonu u zw ierząt uzależnio
nych [147]. Fakty  te  w ydają się przem aw iać za możliwością powstawania, 
w pewnych w arunkach, zarówno to lerancji jak i uzależnienia od endo
gennych peptydów opioidowych. To przypuszczenie może dalej prowadzić 
do poglądu, że w stanach zależności organizm u wytworzonych przez czyn
niki zarówno zew nętrzne jak i endogenne, istotną rolę mogą odgrywać 
zm iany zachodzące w endogennych system ach opioidowych i ich recepto
rach.

VIII. Uwagi końcowe

Dziesięciolecie, które upłynęło od czasu wykrycia enkefalin, zaowoco
wało niezwykłą ilością inform acji o peptydach opioidowych. Poznano bo
wiem wiele różnych peptydów opioidowych, a także prohorm ony z k tó
rych one pochodzą. Zbadano ich właściwości chemiczne, rozmieszczenie 
w ośrodkowym i obwodowym układzie nerwowym, ich receptory i w łaś
ciwości farmakologiczne. Nadal niewiele jednak wiadomo o specyficznym 
znaczeniu fizjologicznym tych substancji. Wczesne nadzieje na szybkie 
poznanie ich roli, postulowane przecież w szeregu funkcjach układu ner
wowego, nie całkiem się spełniły. W ynika to z braku, jak do te j pory, 
adekw atnych metod oceny aktyw ności endogennych systemów opioido-
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wych. Biosynteza i obrót peptydów opioidowych w mózgu, nie są dotych
czas poznane, chociaż czyni się pewne obiecujące kroki w tym  kierunku. 
Badania nad uw alnianiem  peptydów z mózgu (w odróżnieniu od p rzy 
sadki gdzie uczyniono pewien postęp) są nieliczne a mechanizmy uw alnia
nia prawie nieznane. Brak jest wreszcie narzędzi farmakologicznych, a więc 
specyficznych egzogennych substancji agonistycznych i antagonistycznych 
różnych receptorów opioidowych. Badania nad rolą peptydów opioidowych 
w funkcjonow aniu mózgu polegają więc głównie na pom iarze zmian ich 
poziomu w tej tkance, w różnych fizjologicznych i patologicznych stanach, 
na pom iarach zmian zachodzących w receptorach, oraz na badaniach w pły
wu syntetycznych peptydów na czynności organizmu. Jednakże, na pod
stawie zmian neuropeptydów nie w pełni potrafim y odpowiedzieć na py 
tanie o stan aktywności endogennych system ów opioidowych. Badania re 
ceptorowe nie mogą odpowiedzieć na pytan ia o zachodzące pomiędzy pep- 
tydem  a receptorem  oddziaływania. Wreszcie badanie efektów peptydów, 
zwykle w ilościach farmakologicznych, a nie fizjologicznych, prowadzi je
dynie do ograniczonych wniosków, biorąc pod uwagę ich stosunkowo nie
wielką specyficzność, a także co dalej kom plikuje sytuację, ich przypusz
czalne oddziaływanie z receptoram i nieopiatowymi.

Zdając sobie sprawę z powyższych ograniczeń, które m iejm y nadzieję, 
zostaną w najbliższym  czasie pokonane, nie możemy jednak nie docenić 
roli peptydów  opioidowych w wielu podstawowych funkcjach ośrodko
wego układu nerwowego takich jak: zapobieganie bólowi, pobieranie po
karm u, regulacja hormonalna, regulacja ciśnienia, tem peratu ry  i oddy
chania. Trudno jest zresztą, we współczesnej literaturze przedm iotu zna
leźć chociażby jedną funkcję mózgu, w  której istotne zaangażowanie uk ła
dów opioidowych nie byłoby postulowane. Endogenne system y opioido
we uczestniczą więc prawdopodobnie w wielu funkcjach organizmu, a dzia
łanie peptydów, które są w nich w ytw arzane, wybiega daleko poza to, k tó
re wywołują syntetyczne opiaty. Szczególną rolę w ydają się one spełniać 
w stanach zaburzonej hom estazy organizmu, w w arunkach stresu lub 
chorobie. W stanach równowagi natom iast w ydają się być m niej ak
tywne.

Zaakceptowano do druku  28 marca 1985 r.

PIŚMIENNICTW O

1. R e y n o l d s  D. V., (1969), Science, 164, 444—445.
2. A k i i  H.,  M a y e r  D. I., L i e b e s k i n d  J. C., (1976), Science, 191, 961—962.
3. S i m o n  E. J., H i l l e r  J.  M., E d e l m a n  I., (1973), Proc. Natl. Acad. Sci.

USA, 70, 1947—1949.
4. G o l d s t e i n  A., L o w n e y  L. I., P a l  B. K., (1971), Proc. Natl. Acad. Sci.

USA, 68, 1742—1747.
5. T e r e n i u s  L., (1973), Acta Pharmacol. Toxicol. (Copenh.), 32, 317—320.
6. P e r t  C. B., S n y d e r  S. H., (1973), Science, 179, 1011—1014.

http://rcin.org.pl



[19] SYSTEMY OPIOIDOWE 481

7. T e r e n i u s  L., W a h l s t r o m  A., (1975), Life Sci., 16, 1759—1764.
8. H u g h e s  J., (1975), Brain Res., 88, 295—308.
9. P a s t e r n a k  G. W.,  G o o d m a n  R,, S n y d e r  S. H., (1975), L ife  Sci., 16, 

1765— 1769.
10. C o x  B. M., O p h e i m  K. E., T e s c h e m a c h e r  H., G o l d s t e i n  A., (1975), 

Life Sci., 16, 1777—1782.
11. H u g h e s  J., S m i t h  T. W., K o s t e r l i t z  H. W., F o t h e r g i l l  L. A ,  

M o r g a n  B. A., M o r r i s  H. R., (1975), Nature, 258, 577—'579.
12. B r a d b u r y  A. F., S m y t h  D. G., S n e l l  C. R., B r i d s a l l  N. J. M., 

H u 1 m e E. C., (1976), Nature, 260, 793—795.
13. L i  C. H ,  C h u n g  D., (1976), Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 73, 1145— 1148.
14. G u i l l e m  i n  R., L i n g  N., B u r g u s  R., (1976), C. R. Acad. Sci., (Paris) 

274, 783—785.
15. G o l d s t e i n  A., T a c h i b a n a  S., L o w n e y  L. T., H u n k a p i l l e r  M., 

H o o d  L., (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 76, 6666—6670.
16. G o l d s t e i n  A., F i s c h l i  W.,  L o w n e y  L. I., H u n k a p i l l e r  M., 

H o o d  L., (1982), Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 78, 7219—7223.
17. T a c h i b a n a  S., A r a k i K., O h y a  S., Y o s h i d a S., (1982), Nature, 295, 

339—340.
18. K a n g a w a  K., M i n a m i n o  N., C h i n o  N., S a k a k i b a r a  S., M a t 

s u o  H., (1981), Biochem. Biophys. Res. Commun., 99, 871—878.
19. M i n a m i n o  N., K a n g a w a  K ,  F u k u d a  A., M a t s u o  H., (1981), Biochem. 

Biophys. Res. Commun., 99, 864—870.
20. S t e r n  A. S., L e w  i s R. V., K i m u r a  S., R o s s i e r  J., G e r  b e r  L. D., 

B r i n k  L., S t e i n  S., U d e n f r  i e n d S., (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. U SA,
76, 6680—6683.

21. K i l p a t r i c k  D. L., J  o n e s B. N., K o j i m a  K., U d e n i r i e n d  S., (1981), 
Biochem. Biophys. Res. Com m un., 103, 698—705.

22. M i z u n o  K ,  M i n a m i n o  N., K a n g a w a  K ,  M a t  s o u  H., (1980), Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 95, 1482—1488.

23. M i z u n o  K ,  M i n a m i n o  N., K a n g a w a  K , M a t  s o u  H., (1980), Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 97, 12831—1290.

24. K i l p a t r i c k  D. L., T a n i g u c h i  T., J o n e s  B. N., S t e r n  A. S., 
S h i v e l y  Y. E., H u 11 i h a n Y., K i m u r a  S., S t e i n  S., U d e n f r i e n d S.,
(1981), Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 78, 3265—3268.

25. L e w i s  R. V., S t e r n  A. S., K i m u r a  S., R o s s i e r  J., S t e i n  S., 
U d e n f r i e n d  S., (1980), Science, 208, 1459—1461.

26. N a k a n i s h i  S., I n o u e  A., K i t  a T., N a k a m u r a  M., C h a n g  A. C. Y., 
C o h e n  S., N u m a  S., (1979), Nature, 278, 423—427.

27. K a k i d a n i  H.,  F u r u t a n i  Y., T a k a h a s h i  H.,  N o d  a M., M o r i m o -  
t o  Y., H i r o s e  T., A s a i  H., I n a y a m a  S., N a k a n i s h i  S., N u m a  S.,
(1982), Nature, 298, 245—24©.

28. N o d  a M„ F u r u t a n i  Y., T a k a h a s h i  H., T o y o s a t o  M., H i r o s e  T., 
I n a y a m a  S., N a k a n i s h i  S., N u m a  S., (1982), Nature, 295, 202—206.

29. C o m b  M., S e e b u r g  P. H., A d  e l  m a n  I., E i d o n  L., H e b e r t  E., (1982), 
Nature, 295, 603*—665.

30. G u b l e r  U., S e e b u r g  P., H o f f m a n  B. J., G a g e L. P., U d e n f r i e n d S.,
(1982), Nature, 295, 206—208.

31. Y a n g  H.-Y. T . , H o n g  J . S., C o s t a E., (1977), Neuropharmacol., 16, 303—307.
32. K h a c h a t u r i a n  H., L e w i s  M. E., W a t s o n  S. J., (1983), Brain Res., 279, 

368—373

http://rcin.org.pl



482 R. PRZEWŁOCKI [20]

33. P i t t i u s  Ch. W., S e i z i n g e r  B. R., P a  s i  A., M e h r  a e i n P., H e r  z A., 
(1984), Brain Res., (w druku).

34. G r a m s c h  Ch., H ö l l t  V., M e  h r  a e i n  P., P a s i  A., H e r z  A., (1979), 
Brain Res., 171, 261—270.

35. L i n d b e r g I., Y a n g  H.-Y. T., C o s t a  E., (1983), Life Sei., 33, Supp. I., 
5'—9.

36. B l o c h  B., B a i r d  A., L i n g  N., B e n o i t  R., G u i l l e m  i n  R., (1983), 
Brain Res., 263, 251—257.

37. B a i r d  A., L i n g  N., B o h l e n  P., B e n o i t  R., K l e p p e r  R., G u i l 
l e m  i n R., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 2023—2025.

38. H ö l l t  V., H a a r  m a n n  I., G r i m m  C., H e r z  A., T u  l u n a  y F. C., 
L o h  H., (1982), Life Sei., 31, 1383—1886.

39. W e s c h e  D., H ö l l t  V., H e r z  A., (1977), N aunyn Schm iedebergs Arch. 
Pharmacol., 301, 79—82.

40. R o s s i e r  J., A u d i g i e r  Y., L i n g N., C r  o s J., U d e n f r i e n d  S., (1980), 
Nature, 288, 88—90.

41. H o n g  J. S., Y a n g H.-Y. T., F r a t t a  W., C o s t a  E., (1977), Brain Res.,
134, 383—386.

42. I k e d a  Y., N a k a o  K., Y o s h i m a s a  T., S a k a m o t o  M., S u d a  M., 
Y a n a i h a r a  N., I m u r a  H., (1983), Life Sei., 33, 65—68.

43. Y a n g  H.-Y. T., P a n u l a  P., T a n g  J., C o s t a  E., (1983), J. Neurochem.,
40, 969—976.

44. M a j a  n e  E. A., I a d a r  o 1 a M. J.,  Y a n g  H.-Y. T., (1983), Brain Res., 264, 
336—339.

45. C e s s e l i n  F., M o n t a s t r u c  J. L., G r o s  C., B o u r g o i n  S., H a m o n  M., 
(1980), Brain Res., 191, 289—293.

46. P r z e w ł o c k i  R., G r a m s c h  C., P a s i  A., H e r z  A., (1983), Brain Res., 
280, 95—103.

47. P i t t i u s  C. W., S e i z i n g e r  B. R., M e h r  a e i n  P., P a s i  A., H e r z  A.,
(1983), L ife  Sei., 33, Suppl. I, 41—44.

48. D u k a  T., H ö l l t  V., P r z e w ł o c k i  R., W e s c h e  D., (1978), Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 84, 1119—1127.

49. H ö k f e l t  T., T e r e n i  u s  L., K u y p e r s  H. G. J.  M., D a n n  O., (1979), 
Neurosci. Lett., 14, 55-—60.

50. P i c k e l  V. M., S u m a 1 K. K., B e c k 1 e y S. C., M i 11 e r  R. J., R e i s D. J.,
(1982), J. Comp. Neurol., 189, 721—740.

51. W a m s 1 e y J. K., Y o u n g W. S., K u h a r  M. J., (1980), Brain Res., 190, 
153—174.

52. S a r  M., S t u m p f  W. E., M i l l e r  R. J., C h a n g  K. J., C u a t r e c a s a s  P., 
(1978), J. Comp. Neurol., 182, 17—38.

53. M c G i n t y  J.  F., H e n r i k s e n  S. J., G o l d s t e i n  A., T e r e n i u s  L., 
B l o o m  F. E., (1982), Life Sei., 31, 1797— 1800.

54. F i n l e y  J.  C. W., M a d e r d r u t  J. L., P e t r u s z  P., (1981), J. Comp. Neurol., 
198, 541—566.

55. R o s s i e r  J., B a t t e n b e r g  E., P i t t m a n  Q., B a y  o n  A., K o d a  L., 
M i l l e r  R., G u i 11 e m i n R., B 1 o o m F., (1979), Nature, 277, 653—655.

56. V a n d e r h a e g e n  J. J., L o t s t r a  F., L i s t o n  D. R., R o s s i e r  J., (1983), 
Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 80, 5139—5143.

57. H ö k f e l t  T., E i d e  R., J o h a n s s o n  O., T e r e n i u s  L., S t e i n  L., (1977), 
Neurosci. Lett., 5, 25—31.

58. E i d e  R., H ö k f e l t  T., J o h a n s s o n  O., T e r e n i u s  L., (1976), N euro
science, 1, 349—351.

http://rcin.org.pl



[21] SYSTEMY OPIOIDOWE 483

59. W e b e r  E., E v a n s  C. J., S a m u e l s  s o n  S. J., B a r c h a s  J. D., (1981), 
Science, 214, 1248—1251.

60. W i l l i a m s  R. G., D o c k r  a y G. J., (1983), Neuroscience, 9, 563'—586.
6il. G a r z ó n  J., S a n c h e z - B l ä z q u e z  P., H ö l l t  V., L e e  N. M., L o h  H. H.,

(1983), L ife Sei., 33, Sup. I, 291—294.
62. M a i n s  R. E., E i p p e r R. A., L i n g N., (1977), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA, 

74, 3014— 3018.
63. G u i l l e m  i n  R., L i n g  N., L a z a r u s  L., B u r g u s  R., M i n  i c k  S., 

B l o o m  F., (1977), Ann. N. Y . Acad. Sei., 297, 131—157.
64. V e r h o e f t  I., V i  e g  a n t  V. M., D e  W i e d  D., (1982), Brain Res., 231, 

454—460.
65. Z a k a r i a n  S., S m y t h  D. G., (1979), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 76, 5972— 

597©.
66. Z a k a r i a n  S., S m y t h D. G., (1982), Nature, 296, 250—252.
07. S c h w e i g e r e r  L., B h a k d i  S., T e s c h e m a c h e r  H., (1982), N ature, 

296, 572—577.
68. R o s  s i e  r  J., V a r  g o  T. M., M i n i c k  S., L i n g  N,, B l o o m  F. E., G u i l 

l e m  i n  R., (1977), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA, 74, 5162—5165.
69. P r z e w ł o c k i  R., G r a m s c h  C., H ö l l t  V., M i l i a n  M. J., O s b o r n e  H., 

H e r z  A., (1980), w: Neuropeptides and  N eural Transm ission red. M arsan C. A., 
Traczyk T. W. IBRO M onographs Series, t. 7, str. 245—256, New York Raven 
Press.

70. F r a t t a  W.,  Y a n g  H.-Y. T., M a  j a n e  B., C o s t a  E., (1979), Neuroscience,
4, 1903—1908.

71. B l o o m  F., B a t t e n b e r g  E., R o s s i e r  I., L i n g  N., G u i l l e m  i n  R., 
(1978), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA, 3, 1591— 1595.

72. B l o o m  F., B a t t e n b e r g  E., R o s s i e r  I., L i n g  N., G u i l l e m  i n  R., 
(1978), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 75, 1591—1595.

73. B l o o m  F., B a t t e n b e r g  E. L., R o s s i e r  J., L i n g  N., L e p p a l u o t o  J., 
V a r g o  T. M., G u i l l e m i n  R., (1977), L ife  Sei., 20, 43—48.

74. E v a n s  Ch. J., E r  d e 1 y i E., W e b e r  E., B a r  c h a s J. D., (1983), Science, 
221. 957—960.

75. K i l p a t r i c k  D. L., W a h l s t r ö i m  A., L a h m  H.  W.,  B l a c h e r  R., 
U d e n f r i e n d  S., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 6480'—6483.

76. F i s c h l i  W.,  G o l d s t e i n  A., H u n k a p i l l e r  M. W., H o o d  L. E., 
(1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 5435—>5437.

77. N a k a o  K., S u d  a M., S a k a m o t o  M., Y o s h i m a s a  T., I k e d a  I., 
Y a n a i h a r a  N., N u m a  S., I m  u r  a H., (1983), In ternational Narcotics 
Research Conference, G arm isch-Partenkirchen , June  26 — Ju ly  1, A bstract L—4.

78. M a y  s i n g e r  D., H ö l l t  V., S e i z i n  g e r  B. R., M e h r  a e i n P., P  a s i A., 
H e r z  A., (1982), Neuropeptides, 2, 211—225.

79. W e b e r  E., E v a n s Ch. J., B a r c h a s  J. D., (1982), Nature, 299, 77—79.
80. M o l i n e a u x  C. J., F e u e r s t e i n  G., F a d e n  A. L., C o x  B. M., (1982), 

Neurosci. Lett., 33, 179—184.
81. H ö l l t  V., H a a r m a n n  I., B o v e r m a n  K ,  J e r l i c z  M., H e r z  A., 

(1980), Neurosci. Lett., 18, 149—153.
82. G o l d  s t e i n  A., G h a z a r o s s i a n  V. E., (1980), Proc. Natl. Acad. Sei. USA,

77, 6207—6210.
83. G r a m s c h  C., H ö l l t  V., M e h r a e i n  P., P  a s i A., H e r z  A., (1982), 

Brain Res., 233, 65—74.
84. B o t i c e l l i  L.  I., C o x  B. M., G o l d s t e i n  A., (1981), Proc. Natl. Acad. Sei. 

USA, 78, 7783—7786.

http://rcin.org.pl



48 4 R. PRZEWŁOCKI [22]

85. K h a c h a t u r i a n  H., W a t s o n  S. I., L e w i s  M. E., C o y  D., G o l d 
s t e i n  A., A k i 1 H., (1982), Peptides, 3, 941—954.

86. W e b e r  E., R o t h K. A., B a r  c h a s J. D., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA,
79, 3062—3066.

87. W a t s o n  S. I., K h a c h a t u r i a n  H.,  A k i l  H.,  C o y  D. H., G o l d 
s t e i n  A., (1982), Science, 218, 1134— 1136.

88. M c G i n t y  J.  F., v a n d e r  K o o y  D., K o d a L. Y., B 1 o o m F. E., (1982), 
Anat. Rec., 202, 125A.

89. M c G i n t y  J.  F., H e n r i k s e n  S. J., G o l d s t e i n  A., T e r e n i u s  L., 
B l o o m  F. E., (1983), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 80, 589—593.

90. V i n c e n t  S. R., H ö k f e l t  T., C h r i s t e n s s o n  I., T e r e n i u s  L., (1982), 
Neurosci. Lett., 33, 185—190.

91. O t t  S., C o s t a  T., H i e  t e l  B., S c h l e g e l  W.,  W ü s t e r  M., (1983), 
Naunyn-Schm iedebergs. Arch. Pharmacol., 324, 160—162.

92. M a r t i n  W.  R., E a d e s  C. G., T h o m p s o n  J. A., H u p  p i e r  R. E., 
G i l b e r t  P. E., (1976), J. Pharmacol. Exp. Ther., 197, 517—532.

93. G i l b e r t  P. E., M a r t i n  W. R., (1976), J. Pharmacol. Exp. Ther., 198, 66'—82.
94. N o r t h  R. A., (1979), Life S e t,  24, 1527—1546.
95. S i m o n  E., H i l l e r  J. M., (1978), Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 18, 371—394.
96. G o o d m a n n R. R., S n y d e r  S. H.,  K  u h a r  M. I., Y o u n g  W. S. III., 

(1980), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 77, 6239'—6243.
97. W o o d  P. L., (1982), Neuropharmacol., 21, 487—497.
98. Z u k i n R. S., Z u k i n  S. R., (1981), Life Sei., 29, 2681—2690.
99. L o r d  J.  A. H., W a t e r f i e l d  A. A., H u g h e s  I., K o s t e r l i t z  H. W., 

(1977), N ature, 267, 495—499.
100. S c h u l z  R., F a s s e  E., W ü s t e r  M., H e r z  A., (1979), Life Sei., 24, 843—850.
101. K o s t e r l i t z  H.  W.,  L o r d  I. A., P a t e r s o n  S. I., W a t e r f i e l d  A. A.,

(1980), Br. J. Pharmacol., 68, 333—342.
102. S m i t h  A. P., L e e N. M., L o h  H. H., (1983), Trends Pharmacol. Sei., 4, 

163—164.
103. C h a v k i n  C., J a m e s  I. F., G o 1 d s t e i n A., (1982), Science, 215, 413—415.
104. W ü s t e r  M., S c h u l z  R., H e r z A., (1980), Neurosci. Lett., 20, 79—83.
105. C o r b e t t  A. D., P a t e r s o n  S. J., M c K n i g h t  A. T., M a g n a n  J., 

K o s t e r l i t z  H. W., (1982), Nature, 299, 79—81.
106. H ö l l t  V., T u l u n a y  C., W o o S. K., L o h H. H., H e r  z A., (1982), Eur. 

J. Pharmacol., 85, 355—356.
107. H ö l l t  V., (1983), T rends in  Neurosci., 6, 24—26.
108. R e z v a n i  A., H ö l l t  V., W a y  L., (1983), Life S e i,  33, Suppl. I, 271—274.
109. O k a  T., N e g i s h i  K., S u d a  M., M a t  s u  m y  a T., I n a  z u  T., N e b i  M.,

(1980), Eur. J. Pharmacol., 73, 235'—236.
110. W a m s l e y  J.  K., Z a r  b i n  M. A., Y o u n g  III W.  S., K u h a r  M. J., 

(1982), Neuroscience, 7, 595—613.
111. P i c k e l  V. M., S u m a 1 K. K., B e c k 1 e y S. C., M i 11 e r  R. Y., R e i s D. Y.,

(1980), J. Comp. Neurol., 189, 721—740.
112. L e w i s  M. E., K h a c h a t u r i a n  H., W a t s o n  S. I., (1983), Life Sei., 33, 

239—242.
113. H a z u m  E., C h a n g  K.  J., C u a t r e c a s a s  P., (1979), Science, 205, 1033— 

1035.
114. G i l a m a n  S. C., S c h w a r t z  J. M., M i l n e r  R. J., B 1 o o m F. E., F e l d 

m a n  R. J., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA, 79, 4226—4230.
115. V a n  R e e  J. M., D e  W i e d  D., (1981), Neuropharmacol., 20, 1271—1277.

http://rcin.org.pl



116. W a l k e r  J. M., Mo  i s  e s  H. C., C o y D. H., B a 1 d r  i g h t G., A k i 1 H., 
(1982), Science, 218, 1137—1138.

117. P r z e w ł o c k i  R., S h e a r m a n  G. T., H e r z  A., (1983), Neuropeptides, 3, 
233—240.

118. B e l l u z z i  J. D., G r a n t  N., G a r  s k y  F., S a r a n t a k i s D., W i s e C. D., 
S t e i n  L., (1976*), Nature, 260, 625—626.

119. D e w e y  W. L., C h a n - P  h a m T. T., D a y A., L u j a n  M., H a r r i s  L. S., 
F r e e r  R. J., (1976), w: Opiates and Endogenous Opioid Peptides red. K oster- 
litz H. str. 103-110 N orth—Holland Publishing Company, A m sterdam .

120. J a c q u e t  Y., M a r k s  N., L i  C. H., (1976) w: Opiates and Endogenous Opioid 
P eptides red. K osterlitz H. str. 411—414, N orth—H olland Publishing Com pany, 
A m sterdam .

121. C o y  D. H., K a s t i n  A. J., W a l k e r  M.  J., M c G i v e r n  R. F., S a n d 
m a n  C. A., (1978), Biochem. Biophys. Res. Commun., 83, 977—1002.

122. I n t u r r i s i  C. K., U m a n s  T., W o l f f  D., S t e r n  A. S., L e w  i s P. V., 
S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1980), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA, 77, 5514—
5515.

123. L o h  H. H., T s e n g  L. F., W e i  E., L i  C. H., (1976), Proc. Natl. Acad. Sei. 
U SA, 73, 2895—2899.

124. H a y e s  A. G., S k i n g l e  M., T y e r  s M. B., (1983), Life  Sei., 33, Suppl. I, 
657—660.

125. K a n e k o  T., N a k a z a w a  T., I k e d a  H., Y a m a t s u  K., I w a m a  T.. 
W a d a  T., S a t o h  M., T a k a g i M., (1983), L ife  Sei., 33, Suppl. I, 661—664.

126. P  i e r  c e y M. F., V a r  n e r  K., S c h r  o e d e r  L. A., (1982), Eur. J. Pharmacol.,
80, 283—284.

127. F r i e d m a n  H. J., J e n  M. F., C h a n g Y. K., L e e N. M., L o h  H. J.,
(1981), Eur. J. Pharmacol., 69, 357—360.

128. T u l u  n a y  F. V., J  e n M. F., C h a n g J. K., L o h H. H., L e e  N. M.,
(1981), J. Pharmacol. Exp. Ther., 219, 296—298.

129. R i c h a r d s o n  D. R., (1982), Appl. Neurophysiol., 45, 116—122.
130. H o s o b u c h i V . ,  A d a m s  J., L i n c h i t z  R., (1977), Science, 197, 183*—186.
131. H o s o b u c h i  Y., R o s s i e r  I., B l o o m  F. E., G u i l l e m i n  R., (1979), 

Science, 203, 279'—281.
132. A k i l  H., R i c h a r d s o n  D., H u g h e s  I., B a r c h a s  I., (1978), Science, 

201, 463—465.
133. C l e m e n t - J o n e s  V., M c L o u h l i n  L., T o m l i n  S., (1980), Lancet, 2, 

946—948,
134. A k i l  H.,  M a d d e n  I., P a t r  i c k R., B a r c h a s  I., (1976), w: Opiates and 

Endogenous Opioid Peptides red. K osterlitz H., str. 63—70, N orth-H olland P u 
blishing Company, Am sterdam .

135. M i l i a n  M. J., P r z e w ł o c k i  R., J e r l i c z  M., G r a m s c h  C., H ö 111 V., 
H e r z  A., (1981), Brain Res., 208, 325—338.

136. G u i l l e m i n  R., V a r  g o  T., R o s s i e r  I., M i n i c k  S., L i n g  N., R i -  
v  i e r  C., V a 1 e W., B 1 o o m F., (1977), Science, 197, 1367—1369.

137. M i l i a n  M. J., G r a m s c h  C., P r z e w ł o c k i  R., H ö l l t  V., H e r z  A.,
(1980), L ife  Sei., 27, 1513— 1523.

138. M i l i a n  M. I., T s a n g  Y. F., P r z e w ł o c k i  R., H ö l l t  V., H e r z  A.,
(1981), Neurosci Lett., 24, 75—79.

139. R o s s i e r  I., G u i 11 e m i n R., B 1 o o m F. E., (1978), Eur. J. Pharmacol., 48, 
465—466.

140. L e w i s  I. W.,  T o r d o f f  M. G., S h e r m a n  I. E., L i e b e s k i n d  I. C.,
(1982), Science, 217, 557—559.

[23] SYSTEMY OPIOIDOWE 485

http://rcin.org.pl



486 R. PRZEWŁOCKI [24]

141. W e i  E., L o h H., (1976), Science, 193, 1262—1264.
142. H u i d o b r  o - T o r  o J. P., W a y  E. L., (1978), Eur. J. Pharmacol., 52, 179— 189.
143. K h a z a n  N., Y o u n g  G. A.,  C a l l i g a r o  D., (1983), INRC In ternational 

N arcotic Research Conference, G arm isch-Partenkirchen, June 2 — Ju ly  1, 
A bstrac t L46.

144. P r z e w ł o c k i  R., H ö l l t  V., D u k a  T., K l e b e r  G., G r a m s c h  Ch., 
H a a r  m a n  I., H e r z A., (1979), Brain Res., 174, 357—3'61.

145. H o  W. W. K., W e n  H. L., L i n g N., (1980), Neuropharmacology, 19, 117—121.
146. H ö l l t  V., E m r i c h  H. M., B e r  g m a n n M., N e  d o p  i l  N., D i e t e r 1 e D., 

G u r l a n d  H.  J., N u s s e l t  L., v o n  Z e r s s e n  D., H e r z  A., (1982), w: 
Endorphins and Opiate A ntagonists in  Psychiatric Research red. Shah N. S., 
Donald A. G., str. 231—244, P lenum  Press, New York.

147. C h r i s t i e  M. I., C h e s h e r  G. B., (1982), Life Sei., 30, 1173—1178.
148. W ü s t e r  M., S c h u l z  R., H e r  z A., (1980), Brain Res., 189, 403—411.
149. H ö l l t  V., S e i z i n g e r  B., H e r z  A., (1981), w: Advances in Endogenous 

and  Exogenous Opioids, INRC, Ju ly  26—30, Kyoto, Japan, A bstract 0—22.
150. P r z e w ł o c k i  R., L a s o ń  W.,  S t a c h  R., K a c z  D., S t a 1 a L., P r z e 

w ł o c k a  B., (1981), w: In ternational Narcotic R esearsh Conference, Kyoto, 
Ju ly  26—30, A bstract P—32.

151. H o  W. K. K., W a n  C. C., C h a n W. Y., C h e u n g W. K., K w o k  K. Y., 
W e n  H. L., (1982), Pharmacol. Res. Commun., 14, 861—866.

http://rcin.org.pl



Post. Bioch. 31 (1985), 487—508

ZBIGNIEW S. HERMAN *)

Działanie farmakologiczne neurotensyny, substancji P  i tuftsyny

Pharmacological action of neurotensin, substance P and tuftsin

Spis treści

I. Neurotensyna
1-1. Odkrycie i budowa
1-2. Rozmieszczenie neurotensyny
1-3. Wpływ dożylnego podania neurotensyny na układ krążenia 
1-4. Rola neurotensyny w  przewodzie pokarmowym  
1-5. Efekty hormonalne neurotensyny
1-6. Działanie neurotensyny na ośrodkowy układ nerwowy
I-7. Działanie neurotensyny na neurony dopaminowe 

n . Substancja P
II-l. Rozmieszczenie substancji P w ośrodkowym układzie nerwowym  
II-2. Biosynteza i metabolizm
II-3. Receptory substancji P
II-4. Rola w przekazywaniu impulsów nerwowych
II-5. Wpływ ośrodkowego podania substancji P na odczuwanie bólu
II-6. Interakcje substancji P z acetylocholiną lub dopaminą

IH. Tuftsyna
III-l. Rola fizjologiczna tuftsyny w procesach odpornościowych 
III-2. Efekty ośrodkowe tuftsyny

Contents

I. Neurotensin
1-1. Discovery and structure.
1-2. Distribution of neurotensin.
1-3. Influence of intravenous administration of neurotensin in the cardio-vascular 

system.
1-4. Function of neurotensin in gastro-intestinal tract.
1-5. Hormonal effects of neurotensin.
1-6. Effects of neurotensin on the central nervous system.
I-7. Influence of neurotensin on dopamine neurons.

II. Substance P
n -1 . Distribution of substance P in the central nervous system.
II-2. Biosynthesis and metabolism.

*) Prof. dr, K atedra Farm akologii Śląskiej A kadem ii Medycznej w  Katowicach, 
ul. M edyków 18, 40-754 Katowice

http://rcin.org.pl



488 Z. HERMAN [2
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I. N eurotensyna

I.l. Odkrycie i budow a

Neurotensynę odkryli L e e m a n  i C a r r a w a y  w 1973 r. w czasie 
próby wyodrębnienia substancji P z wyciągów podwzgórza wołu [1]. W y
mienieni badacze wraz z współpracownikam i wyizolowali neurotensynę 
z wyciągów jelita cienkiego wołu [2] i człowieka [3]. Obecnie otrzym uje się 
neurotensynę z tkanek zwierzęcych za pomocą chrom atografii cieczowej. 
N eurotensyna jest peptydem  składającym  się z 13 aminokwasów (Ryc. 1).

W stępne badania wskazują, że rozkład neurotensyny odbywa się za 
pośrednictw em  endopeptydaz proliny [4, 5, 6]. Pęknięciu ulega wiązanie 
pomiędzy 8 a 9 aminokwasem. Prawdopodobnie w ten  sposób unieczyn- 
nia się neurotensyna uwolniona do szczeliny synaptycznej. N eurotensyna 
m a na końcu am inowym  kwas glutam inow y podobnie jak  horm on uw al
niający tyreotropinę, (tj. tyreoliberyna) i czynnik uw alniający gonadotro- 
p iny LH-RN i FSH, (tj. gonadoliberyna). Sekwencja aminokwasów końca 
karboksylowego neurotensyny (Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu-O H) jest podobna do 
sekwencji aminokwasów w ystępujących na końcu karboksylowym  angio- 
tensyny I (His-Pro-Phe-His-Leu-OH). Fragm ent neurotensyny: Agr9-P ro10 
natom iast w ystępuje na końcu aminowym  substancji P. Badania nad  za
leżnością funkcji od s tru k tu ry  wykazały, że główną rolę w  efektach biolo
gicznych w yw oływ anych przez neurotensynę odgrywa pentapeptyd końca 
karboksylowego (A rg-Pro-Tyr-Ile-Leu) [7].

1.2. Rozmieszczenie neurotensyny

Za pomocą badań radioimm unologicznych wykazano nierównom ierne 
rozmieszczenie neurotensyny w ośrodkowym układzie nerwowym  i prze
wodzie pokarm owym  szczura, gdzie najw ięcej peptydu znaleziono w je
licie czczym i cienkim [78] (Tab. 1).

1 5 9 10 13
G lu - Leu -  Tyr- G lu - A sn - Lys- P ro -A rg -A rg -P ro -T y r-I le u -L e u

Ryc. 1. N eurotensyna. \  m iejsce rozkładu enzymatycznego.

13
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Tabela 1
Rozmieszczenie neurotensyny w tkankach szczura (78)

Tkanka Neurotensyna
pmol/g

Podwzgórze 60.0±3.1
Wzgórze 16.1 ±1.3
Rdzeń kręgowy 13.7±0.7
Pień mózgu 12.9±0.7
Kora mózgowa 2.0±0.1
Móżdżek 0.8±0.1
Przysadka cz. przednia 24.0 ±3.4

cz. tylna 31.1 ±4.1
Żołądek 0.6±0.3
Dwunastnica 1.4±0.6
Odcinek 12—15 cm za dwunastnicą 5.6 ±2.4
Jelito czcze 50± 15

cienkie 48 ±12
grube 7.3 ±2.1

Trzustka 0.15 ±0.05

Tabela 2
Rozmieszczenie neurotensyny (NT) w mózgu człowieka (9)

Część mózgu
i

NT pmol/g

Kora mózgowa: czołowa 0.8
obręczy 2.1

Jądro ogoniaste 2.9
Jądro skorupy 2.5
Gałka blada 9.8
Hipokamp 4.4
Jądro migdałowate 5.4
Podwzgórze: wyniosłość środkowa 42.6
Substancja czarna 23.4
Substancja szara okołowodociągowa 22.4
Wzgórze grzbietowo-środkowe 6.0

W mózgu człowieka największe ilości neurotensyny znajdują się w pod
wzgórzu, substancji czarnej oraz substancji szarej okołowodociągowej [9] 
(Tab. 2).

W yniki badań uzyskane za pomocą metod radioimmunologicznych po
twierdzono metodami imm unohistochem icznymi [10, 11]. Obecność znacz
nych ilości neurotensyny w podwzgórzu (głównie w warstw ie zewnętrznej 
wyniosłości środkowej, polu przedwzrokowym , jądrze przykomorowym 
i jądrze łukowatym ) w skazują na istotną rolę neurotensyny w regulacji 
wydzielania hormonów z przedniej części przysadki mózgowej. Neuro-

7 P ostępy B iochem ii 3-4/85
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tensyna znajduje się w drogach nerw owych biegnących z jądra m igdało
watego do prążka końcowego, z jądra m igdałowatego do kory gruszkow a- 
te j i części brzusznej prążkowia, z hipokam pa do kory czołowej. Na uw a
gę zasługuje obecność neurotensyny w zakończeniach nerwowych i bardzo 
cienkich włóknach rdzenia kręgowego. Znajduje się ona tylko w dw u 
w arstw ach rdzenia, zewnętrznej w obrębie blaszki I i II, oraz w ew nętrz
nej w części blaszki III graniczącej z blaszką II. Pochodzi ona w tych 
miejscach prawdopodobnie z neuronów czuciowych biegnących ze zwojów 
korzonków tylnych. Opisane rozmieszczenie neurotensyny wskazuje na 
miejsce jej działania oraz oddziaływania na układy neuroprzekaźnikowe, 
a także na jej wpływ na im pulsy przewodzące bodźce węchowe, wzroko
we i bólowe. Ponieważ neurotensyna znajduje się w znacznych stężeniach 
w jądrach podstawy mózgu i substancji czarnej może ona regulować czyn
ności ruchowe. Rozmieszczenie neurotensyny przem aw ia też za możliwością 
jej wpływu na procesy term oregulacyjne i czynności neuroendokrynolo- 
giczne. Neurotensyna znajduje się we krw i krążącej w stężeniu 15— 25 
fm oli/m l [12]. Je j zawartość we krw i znacznie w zrasta u ludzi po spożyciu 
posiłku bogato tłuszczowego. N eurotensyna z krw i nie przenika przez 
barierę naczyniowo-mózgową, dlatego też podana obwodowo nigdy nie w y
wołuje działania ośrodkowego. Natom iast ośrodkowe w strzyknięcie tego 
peptydu wywołuje efekty obwodowe na skutek zmian horm onalnych lub 
zmian zachodzących w neuronach ośrodkowego układu nerwowego.

1.3. Wpływ dożylnego podania neurotensyny na układ krążenia

Neurotensyna wpływa na ciśnienie krw i i na czynność serca, jednak 
jej efekty zależą od gatunku badanego zwierzęcia, oraz rodzaju zastoso
wanego znieczulenia. Uzyskano dowody, że działanie hipotensyjne neuro
tensyny u szczurów znieczulonych pentobarbitalem  w ystępuje za pośred
nictwem  histam iny i serotoniny, uw alnianych z komórek tucznych [13]. 
U znieczulanych pentobarbitalem  świnek morskich neurotensyna powodo
w ała natom iast wzrost ciśnienia oraz pobudzenie układu adrenergicznego 
w naczyniach oraz tachykardię w yw ołaną bezpośrednim działaniem po
budzającym  na węzeł zatokowy. Pobudzenie układu adrenergicznego w y
stępowało również u znieczulanych pentobarbitalem  owiec, objawiające się 
wzrostem  ciśnienia krw i i przyspieszeniem  czynności serca. Szereg obser
wacji wskazuje, że neurotensyna może mieć znaczenie zarówno w fizjologii 
jak  i patologii układu sercowo-naczyniowego bowiem: a) w yw iera działanie 
po zastosowaniu bardzo m ałych dawek, rzędu 50— 100 pmoli; b) znale
ziono ją w nerw ach sercowych; c) wpływa na nerw y adrenergiczne regu
lujące czynność serca; d) znajduje się w dużych ilościach w przewodzie 
pokarmowym, skąd może przenikać w znacznych ilościach do krw i i po
wodować istotne zmiany w układzie krążenia [14].
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1.4. Znaczenie funkcjonalne neurotensyny w  przewodzie pokarm owym

Rolę neurotensyny w przewodzie pokarm owym  poznano jedynie frag 
m entarycznie. W yniki dotychczasowych doświadczeń prowadzą do wnio
sku, że neurotensyna słabo ham uje wydzielanie i motorykę żołądka, słabo 
pobudza wydzielanie dwuwęglanów z trzustki, zwiększa lipolizę oraz w pły
wa na rozmieszczenie tłuszczów w tkance tłuszczowej. Obok katecholam in 
neurotensyna jest następną dotąd poznaną substancją regulującą szybkość 
przepływ u krw i przez tkankę tłuszczową. W związku z dużą zawartością 
w przewodzie pokarm owym  nasuwa się przypuszczenie o jej isto tnym  
tam  znaczeniu funkcjonalnym  [15].

1.5. E fekty horm onalne neurotensyny

U szczurów wstrzyknięcie neurotensyny w dawkach 0.5—5 ng do trze
ciej kom ory mózgu powodowało zmniejszenie stężenia prolaktyny we krw i. 
Zm niejszenie zawartości prolaktyny spowodowane przez neurotensynę było 
znoszone podaniem a-m etylo-tyrozyny ham ującej syntezę katecholam in 
lub zastosowaniem leku blokującego receptory dopaminergiczne spiroperi- 
dolu. Neurotensyna podana dożylnie zwiększała natom iast zawartość pro
laktyny i nie wpływała na ilość innych zbadanych hormonów przedniej 
części przysadki we krwi.

W doświadczeniach in vitro  neutrotensyna w stężeniach 50—500 ng/m l 
zwiększała uwalnianie prolaktyny i horm onu tyreotropowego ze skraw 
ków przedniej części przysadki do płynu inkubacyjnego nie w pływ ając na 
uw alnianie gonadotropin i horm onu wzrostu. N eurotensyna prawdopodob
nie bierze udział w mechanizmach regulujących uwalnianie hormonów 
z przedniej części przysadki, gdyż znajduje się ona w częściach mózgu kon
tro lujących czynność tej części przysadki [16].

1.6. Działanie neurotensyny na ośrodkowy układ  nerwowy

Neurotensyna w mózgu znajduje się w ziarnistościach zakończeń sy
naptycznych [17, 18], skąd jest uw alniana przez bodźce wywołujące depo
laryzację neuronu [19, 20].

Badania elektrofizjologiczne ośrodkowego układu nerwowego w ykaza
ły, że neurotensyna działa albo pobudzająco, albo hamująco, bądź nie 
wpływa wcale na neurony w tej samej części mózgu. Neurotensyna po
budza lub ham uje pojedyncze neurony czuciowe rogów tylnych rdzenia 
kręgowego. Ponieważ ham uje ona pobudzenie wywołane podaniem kw asu 
glutaminowego można przypuszczać, że działanie neurotensyny dotyczy 
neuronów postsynaptycznych.

Różne, często przeciw staw ne efekty elektrofizjologiczne opisano w hi- 
pokampie, prążku końcowym, wzgórzu, jądrze przegrody. W brew oczeki

7*
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w aniu natom iast neurotensyna nie zm ieniała potencjałów pojedynczych 
neuronów  podwzgórza. Jedynym  obszarem mózgu, w którym  neurotensyna 
w yw ołuje zawsze taki sam efekt mianowicie pobudzenie pojedynczych 
neuronów  jest kora mózgowa. Brak jednorodnych efektów elektrofizjo- 
logicznych neurotensyny w poszczególnych częściach mózgowia można tłu 
maczyć jej działaniem  bezpośrednim na jedne neurony oraz działaniem  po
średnim  na neurony sąsiadujące, lub/i wydzielaniem  przez nią nieznanego 
dotąd czynnika, wywołującego pobudzenie jednych, a hamowanie innych 
neuronów, wreszcie możliwością istnienia różnych typów receptorów  w raż
liwych na neurotensynę [21]. Śródoponowe wstrzyknięcie szczurom 1— 
100 M-g neurotensyny wywołało działanie przeciwbólowe, znoszone przez 
nalokson, k tó ry  jest antagonistą endogennych peptydów opiatowych. Draż
nienie prądem  nerw u kulszowego u kota powodowało wzrost stężenia 
neurotensyny w płynie mózgowo-rdzeniowym. Zaobserwowane działanie 
antagonistyczne naloksonu wobec neurotensyny nie zostało potwierdzone 
przez innych badaczy po domózgowym podawaniu neurotensyny i syste
m owym  w strzykiw aniu naloksonu. Ponieważ neurotensyna nie łączy się 
z receptoram i opiatowymi można przypuszczać, że w opisanym doświad
czeniu spowodowała ona uwolnienie endogennej substancji działającej na 
receptory  wrażliwe na działanie naloksonu. W arto w tym  m iejscu wspom
nieć, że ciała komórkowe zawierające neurotensynę znajdują się w na j
bliższym sąsiedztwie komórek zawierających enkefaliny w substancji ga
laretow atej rdzenia kręgowego [22]. Zaobserwowano również działanie 
przeciwbólowe neurotensyny po jej podaniu do kom ory bocznej mózgu 
[23, 24] lub podaniu docysternowym  u szczurów [24]. Wykazano, że suro
wica przeciw neurotensynow a w yw ołuje zwiększoną wrażliwość na bodź
ce bólowe oraz, że znosi ona przeciwbólowe działanie neurotensyny u  szczu
rów [25]. Najsilniejsze działanie przeciwbólowe neurotensyny zaobser
wowano po jej wstrzyknięciu do środkowej części wzgórza, okolicy przed- 
wzrokowej środkowej, substancji szarej okołowodociągowej, centralnego 
jądra migdałowatego i układu siatkowatego mostu [26].

W badaniach przeprowadzonych w naszym  Zakładzie wykazaliśmy, że 
neurotensyna w strzyknięta myszy docysternowo w yraźnie antagonizowała 
działanie przeciwbólowe enkefalin oraz D-Ala2 m etenkefalinam idu, nato
m iast potęgowała działanie przeciwbólowe tuftsyny  [27].

Podana ośrodkowo neurotensyna w yw ołuje zależnie od dawki działa
nie hipoterm iczne u myszy znajdujących się w temp. 4°C. Efekt ten  w tem 
peraturze otoczenia 25°C jest słabszy. Działanie hipotermiczne neuroten
syny było częściowo antagonizowane przez hormon uw alniający tyreo tro- 
pinę, a nasilane przez haloperydol oraz selektywne uszkodzenie neuronów 
dopaminowych za pomocą 6-hydroksydopaminy. Nalokson nie w pływ ał na 
hipoterm ię wyw ołaną neurotensyną. Po podaniu obwodowym neurotensy
na nie zmieniała tem peratu ry  ciała. Działanie hipotermiczne jest spowodo
wane zahamowaniem ogólnego m etabolizm u przez neurotensynę. Hipo-
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tezę tę popiera fakt, że neurotensyna nie powoduje hipoterm ii u zw ierząt 
znajdujących się w wysokiej tem peraturze, w której nie m a potrzeby 
wzmożonej produkcji ciepła [28].

Po dokomorowym w strzyknięciu 10 ng neurotensyny obserwowano 
zmniejszenie aktywności ruchowej szczurów. N eurotensyna ham ow ała 
zwiększoną ruchliwość zwierząt wywołaną am fetam iną, zmniejszała reak 
tywność szczurów na drażnienie prądem  eletrycznym  łap zwierząt, a także 
ham ow ała odruch unikania u szczurów. U myszy neurotensyna w yw oły
wała katalepsję. K atalepsja neurotensynowa była słabo ham ow ana przez 
hormon uw alniający tyreotropinę. Nalokson nie miał żadnego w pływ u na 
to nienorm alne zachowanie się zwierząt wywołane neurotensyną [29]. Tak 
więc niektóre efekty behawioralne neurotensyny są podobne do w yw oły
wanych przez neuroleptyki. Neurotensyna jednak nie ham uje łączenia się 
3H-spiroperidolu z receptoram i dopaminowymi jądra ogoniastego i jądra 
półleżącego [30].

Neurotensyna przedłużała czas trw ania snu myszy wywołanego pento- 
barbitalem  na skutek zmniejszenia metabolizmu pentobarbitalu  w mózgu 
i wątrobie, oraz przedłużała czas trw ania snu etanolowego nie w pływ ając 
jednak na metabolizm etanolu. N eurotensyna w dawkach nieaktyw nych 
wywoływała sen u niektórych myszy po podaniu dawek etanolu, które nie 
w yw ołują snu. W ypływa stąd hipoteza, że różna wrażliwość na etanol mo
że być związana z różnicami w aktywności układu neurotensynowego 
w mózgu [31].

1.7. Działanie neurotensyny na neurony dopaminowe

Po w strzyknięciu neurotensyny do części brzusznej jądra nakryw ko
wego u szczurów stwierdzono wzrost aktywności ruchowej zwierząt oraz 
zwiększenie uw alniania dopaminy z neuronów jądra półleżącego [32, 33]. 
Na tej podstawie K a l i v a s  i w s p .  [26] wysunęli hipotezę, że neu
rotensyna reguluje aktywność neuronów dopaminowych w jądrze półleżą
cym (nucleus accumbens) (Ryc. 2).

jądro  Nuci. accumbens
brzuszno-nakrywkowe

aktywność
ruchowa

Ryc. 2. Działanie neurotensyny (NT) na neurony dopam inowe układu  mezolimbicz- 
nego. D A -dopam ina, (+ ) — pobudzanie, (—) — zaham owanie.
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Dokomorowe podanie neurotensyny w yw ołuje zahamowanie ak tyw 
ności ruchow ej szczurów [34]. Ponieważ istnieje hipoteza, że zaburzenia 
układu dopaminowego mezolimbicznego są jedną z przyczyn schizofrenii 
można przypuszczać, że w ten  łańcuch patogenetyczny może być również 
włączona neurotensyna. Jednak  u ludzi chorych na schizofrenię nie stw ier
dzono zmian w zawartości neurotensyny w układzie limbicznym, nato 
m iast stwierdzono wzrost jej ilości w korze mózgowej. W płynie mózgo
wo-rdzeniowym  schizofreników obserwowano niski poziom neurotensyny, 
ulegał on norm alizacji w  czasie leczenia neuroleptykam i [34]. Podawanie 
neuroleptyków  szczurom powodowało zwiększenie zawartości neuro ten
syny w  mózgu w jądrze półleżącym  i w  prążkow iu [34, 35]. U ludzi z plą- 
sawicą wykazano w yraźny w zrost neurotensyny w  jądrze ogoniastym [36]. 
Efekty farm akologiczne neurotensyny zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Działanie farmakologiczne neurotensyny

A. Po podaniu ośrodkowym
a) Na ośrodkowy układ nerwowy 

Nasilenie długości snu po barbituranach i alkoholu 
Zahamowanie pobudzenia po lekach amfetaminopodobnych 
Zmniejszenie działania przeciwbólowego morfiny u zwierząt uzależnionych 
Zmniejszenie aktywności ruchowej 
Obniżenie temperatury ciała 
Działanie przeciwbólowe 
Zwiotczenie mięśni prążkowanych 
Zmniejszenie odruchu unikania 
Zmniejszenie samodrażnienia elektrycznego 
Zmniejszenie przyjmowania pokarmu 
Katalepsja

b) Na obwód 
Uwalnianie wazopresyny
Zmniejszenie uwalniania TSF, PRL, GH i LH-RH

B. Po podaniu obwodowo
a) Na ośrodkowy układ nerwowy — brak działania
b) Na obwód 

Obniżenie ciśnienia krwi 
Rozszerzenie naczyń krwionośnych 
Hiperglikemia, hyperglukagonemia, hipoinsulinemia 
Uwalnianie histaminy

x  — oznacza antagonizow anie działania przez tyreoliberynę (TRH)

Jak  dotąd nie wiadomo, czy opisane działania farmakologiczne neuro
tensyny m ają znaczenie fizjologiczne. Różnorodność tych działań można 
tłum aczyć wpływem  miejscowym, tylko na komórki znajdujące się w po
bliżu m iejsca wydzielania neurotensyny, gdzie jest ona szybko rozkłada
na (ti / 2  =  ok. 30 s.) albo w pływ em  na receptory  wrażliwe na inne peptydy

x

X
X
X
X

X
X
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lub wrażliwe na neuroleptyki. E fekty farm akologiczne neurotensyny po
zw alają na zaliczenie jej do układu trofotropowego wg koncepcji dawno 
zaproponowanej przez H e s s a  [37]. Ponieważ neurotensyna znajduje 
się także w tych samych kom órkach endokrynnych lub w tych samych 
neuronach zawierających neuroprzekażniki zalicza się ją wg pojęcia w pro
wadzonego przez P  e a r s e’ a [38] do układu, którego kom órki neuroen- 
dokrynne i neuronalne pochodzą z ektoblasta, nazwanego układem  APUD 
od słów aminę precursor uptake decarboxylase (prekursor am iny — w y
chw yt — dekarboksylaza).

II. Substancja P

Substancję P odkryli v o n  E u l e r  i G a d d u m  w 1931 r. w w y
ciągach z jelit i mózgu koni [39]. Dopiero w latach  pięćdziesiątych zaczęto 
badać jej rozmieszczenie w ustro ju  oznaczając ją za pomocą m etod bio
logicznych [40, 41]. A m i n  i w s p .  [42] w ykryli, że w grzbietow ych ro
gach rdzenia kręgowego znajduje się jej znacznie więcej aniżeli w rogach 
brzusznych. L e m b e c k  [40] jako pierwszy w ysunął hipotezę, że sub
stancja P  może być neuroprzekaźnikiem  im pulsów nerw ow ych w  neuro
nach czuciowych. W arto w tym  m iejscu przypom nieć, że substancja P by
ła pierwszym  peptydem , którem u przypisano rolę przypuszczalnego neuro- 
przekaźnika. W yraźny rozwój badań nad rolą biologiczną substancji P  
rozpoczął się w r. 1971, kiedy to L e e m a n  w raz z C h a n g i e m  
i N i  a l l  ustalili budowę chemiczną tego peptydu, składającego się z 11 
am inokwasów [43] (Ryc. 3).

II.l. Rozmieszczenie substancji P w ośrodkowym układzie nerwowym

Za pomocą m etod imm unohistochem icznych wykazano, że substancja P  
w ystępuje w bardzo w ielu różnych grupach neuronów  poszczególnych 
części ośrodkowego układu nerwowego [44, 45, 46, 47] (Tab. 4). Opisano 
również drogi nerwowe, w których ten  peptyd się znajduje.

W ykryto szlak neuronalny zaw ierający substancję P  biegnący z prąż- 
kowia do substancji czarnej. Ciała komórkowe zaw ierające substancję P, 
od których włókna biegną do substancji czarnej znajdują się głównie w ją
drze ogoniastym i jądrze skorupy [48, 49, 50]. W tyłom ózgowiu substancję 
P  znaleziono w jądrze przegrody w niektórych neuronach razem  z 5-hy- 
droksytryptam iną [51]. Substancja P  w rogach ty lnych  rdzenia kręgo
wego znajduje się w blaszce I i II substancji galaretow atej. Należy pod
kreślić, że w blaszce Il-giej oraz jądrze nerw u trójdzielnego w rdzeniu k rę-

1 5 t 10 11
Arg - Pro- Lys -  Pro- Gin - G in- Phe- Phe- G ly- Leu- M e t- NH2

Ryc. 3. S ubstancja P. j  m iejsca rozkładu enzym atycznego.

I
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Rozmieszczenie substancji P w ośrodkowym układzie nerwowym (44)

Część ośrodkowego układu nerwowego
Szczur 

pmol/ 1 0  mg 
masy

Człowiek 
pmol/ 1 0  mg 

masy

Zwoje korzonków grzbietowych 0 . 6

Rogi tylne rdzenia kręgowego 9.4
Jądro nerwu V 1 2 . 1

Kora czołowa 0.08
ciemieniowa 0.07

Jądro ogoniaste 2 . 2 1.13
Gałka blada 2.9 5.18
Substancja czarna 15.1 j
Podwzgórze 5.5
Jądro migdałowate 3.3 3.4
Hipokamp 0.3
Jądro przegrody grzbietowe 2 . 8

boczne 3.6
Nuci. accumbens 1.9
Móżdżek 0 . 1 0 . 1

gowym znaleziono zarówno substancję P  jak i enkefaliny. Prawdopodob
nie substancja P  i enkefaliny wiążą się z tym i samymi miejscami postsy- 
naptycznym i [52, 53].

Substancja P znajduje się w neuronach zaw ierających inne peptydy 
lub syntetyzujących aminy biogenne. W początkowych neuronach czucio
wych znaleziono ją w komórkach, w których stwierdzono obecność chole- 
cystokininy oraz naczynioaktywnego polipeptydu jelitowego (VIP) [54]. 
W rdzeniu przedłużonym  stwierdzono obecność w 70% tych samych neu
ronów substancji P  i 5-hydroksytryptam iny [55, 56, 57, 58]. W ykazano 
obecność włókien nerwowych zawierających zarówno 5-hydroksytrypta- 
minę jak też i enkefaliny biegnących z pnia mózgu do jądra wielkiego 
szwu. W skazuje to na m odulujący wpływ pnia mózgu przez enkefaliny
i substancję P  aktywności neuronów wymienionego jądra szwu biorącego 
udział w procesach odczuwania bólu [59].

II.2. Biosynteza i metabolizm

Syntezę substancji P  wykazano w zwojach korzonków grzbietowych 
rdzenia kręgowego szczura [60]. Zaw ierają one dwa rodzaje komórek: du
że jasne kom órki A i małe ciemne komórki B. Substancja P  znajduje się 
w komórkach B, w zakończeniach biegnących z tych komórek do rogów 
grzbietowych rdzenia kręgowego, oraz w zakończeniach biegnących obwo- 
dowo do skóry i innych tkanek. Stwierdzono, że synteza substancji P  od
bywa się w  rybosomach ciał komórkowych, ponieważ była ona hamo-
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wana przez substancje blokujące syntezę białek, mianowicie cykloheksy- 
mid oraz anisomycynę. Następnie potwierdzono syntezę rybosom alną sub
stancji P za pomocą wbudowywania 85S m etioniny lub 3H proliny do sub
stancji P. Równocześnie z powstawaniem  substancji P  jest syntetyzow any 
fragm ent zaw ierający sekwencję aminokwasów 8— 11 substancji P. Na 
razie nie w ykryto prekursora  tych substancji. Obydwa peptydy są szybko 
transportow ane do zakończeń neuronalnych ośrodkowych i obwodowych 
w postaci ziarnistości. Oprócz tego istnieje powolny transport peptydów. 
Nasuwa się pytanie, czy substancja P  transportow ana wzdłuż aksonów 
jest jej jedynym  źródłem  w zakończeniach neuronalnych. Jak  dotąd nie 
stwierdzono syntezy substancji P  de novo w zakończeniach nerwów. Ist
nieje jednak możliwość, że nieznany dotąd prekursor substancji P  może 
być przenoszony wzdłuż aksonu i w czasie tego procesu może odszczepiać 
się substancja P. Gdyby tak  było ilość substancji P  powinna wzrastać 
w m iarę przedłużania czasu inkubacji izolowanych aksonów. W doświad
czeniach in vitro tego zjawiska nie stwierdzono. W ykazano też, że synteza 
substancji P  nie zależy od transportu  aksonalnego. Zaburzenie tran s
portu  bowiem za pomocą kolchicyny nie zmieniało szybkości syntezy sub
stancji P  w ciałach komórkowych. Długotrwałe drażnienie tych zakoń
czeń powoduje obniżenie ich reaktywności, w związku z wyczerpaniem  
się zapasów substancji P. Prawdopodobnie jest to kompensowane dużą 
ilością zapasów substancji P  w zakończeniach nerwowych. Obrót sub
stancji P  w rdzeniu kręgow ym  jest bardzo wolny, jej okres półtrw ania 
wynosi 4— 5 dni. Zapasy w rdzeniu kręgowym  ulegają zm niejszeniu po 
jego drażnieniu elektrycznym  oraz pod wpływem  przewlekłego bólu.

W mózgu ludzkim  w ykryto  enzym rozkładający substancję P  (E.C. 
3.4.2.4) [61]. Wyosobniono go z międzymózgowia. Aktywność jego zbadano 
mierząc znikanie substancji P  poddanej działaniu enzymu za pomocą me
tod: radioimmunologicznej, radiochemicznej lub biologicznej. Enzym scha- 
charakteryzow ano jako ciepłochwiejną, obojętną m etaloendopeptydazę
o masie cząsteczkowej 50 000 daltonów. Rozszczepia on wiązania Gln8- 
Phe7, PheVPhe8, Phe8-G ly9 w stosunku 0.7:1:1. Pow stałe produkty rozpadu 
peptydu zidentyfikowano za pomocą chrom atografii cieczowej. Podobne 
produkty  rozpadu substancji P, jak te stw ierdzone w mózgu człowieka, 
w ykryto również w mózgu szczura. Enzym rozkładający substancję P 
znajduje się w błonach synaptycznych. W skazuje to, że jest on głównym 
czynnikiem inaktyw ującym  ten  peptyd w błonach kom órkowych oraz, że 
może on brać udział w fizjologicznej inaktyw acji substancji P  w tkance 
nerwowej.
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II.3. Receptory Substancji P (62)

Jedną z metod badania receptorów  substancji P  w ośrodkowym ukła
dzie nerw owym  jest pom iar wiązania 8H substancji P  z fragm entam i błon 
komórkowym mózgowia in vitro w  obecności inhibitorów peptydaz, np. 
bacytracyny w tem p. 4°C. Stwierdzono, że miejsca receptorowe substan
cji P  są wysycalne odwracalnie, a wysycanie to jest zależne liniowo od 
stężenia błon neuronalnych w płynie inkubacyjnym . Stwierdzono duże 
powinnowactwo 3H substancji P  do m iejsc receptorow ych (Kd =  0.4 nM) 
i m ałą ich gęstość (Bmax =  27 fmoli/mg białka). F ragm enty substancji P  
konkurują z nią o miejsce wiązania. Siła tego wiązania jest na ogół pro
porcjonalna do siły skurczu jelita świnki m orskiej wywieranego przez li
gand (Tab. 5).

Tabela 5
Wiązanie substancji P(SP) i jej fragmentów z błonami neuronalnymi mózgowia (62)

Peptyd Wiązanie z błonami mózgowia 
IC5 0  SP/IC5 0  peptydu

Skurcz jelita świnki morskiej 
EC5 0  SP/ECso peptydu

SP 1 . 0 1 . 0

SP wolny kwas 0.03 0.0005
Fragmenty karboksylowe SP

2 — 11 0.3 1 . 0

3—11 0.08 1.9
4— 11 0.05 0.9
5—11 0.5 0.3
6 — 1 1 1.7 0.4
7—11 0 . 0 1 0.0005

Fragmenty aminowe
1 — 1 0  amid 0 . 0 1 8

1 —9 amid 7.5 2

1 —9 wolny kwas < io - 6 —
2 —9 amid 4.0 < io - 6

Innym  sposobem badania receptorów substancji P  jest porównanie jej 
siły działania z siłą działania tachykinin na różne narządy np. jelito lub 
nasieniowód świnki m orskiej, nasieniowód lub jelito szczura, pęcherz 
moczowy chomika lub psa, wydzielanie śliny u psa, ciśnienie krw i u szczu
ra. Na tej podstawie wyróżniono dwa typy  receptorów: typ P: fyzalem i- 
na >  SP >  eledoizyna =  kasinina oraz typ  E: eledoizyna =  k a s in in a >  
>  SP =  fyzalemina.

II.4. Rola w przekazywaniu impulsów czuciowych

Substancja P  silnie pobudza neurony ruchow e rdzenia kręgowego żaby. 
Po elektrycznym  drażnieniu rdzenia kręgowego szczurów stwierdzono 
uw alnianie się substancji P do płynu perfuzyjnego [63]. W yniki te wska-
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żują, że pobudzenie początkowych w stępujących zakończeń czuciowych 
w rdzeniu kręgow ym  powoduje uwalnianie z tych zakończeń substancji P  
i pobudzenie przez nią neuronów rogów grzbietowych rdzenia kręgowego 
[64, 65, 66]. W zwojach adrenergicznych kręgowych substancja P  jest neu- 
roprzekaźnikiem , k tóry  w ytw arza powolne potencjały postsynaptyczne po
budzeniowe, inne od potencjałów wzbudzanych przez acetylocholinę. N ato
m iast enkefaliny w tych zwojach ham ują czynność neuronów presynap- 
tycznych [63].

Komórki zwojów grzbietowych rdzenia kręgowego są dwubiegunowe, 
wychodzi z nich jedno włókno, które kończy się na obwodzie, a drugie 
kończy się w rdzeniu kręgow ym  lub w dolnych częściach mózgu. Istn ieją  
grube (C) i cienkie (Aa) włókna rdzeniowe, które różnią się szybkością 
przewodzenia impulsów. W łókna A a przewodzą im pulsy bardzo szybko, zaś 
włókna C bardzo powoli. Tak więc im pulsy z włókien Aa mogą docierać 
do mózgu w momencie gdy im pulsy przewodzone przez włókna C docho
dzą dopiero do rdzenia kręgowego. Substancja P  znajduje się w cienkich 
włóknach korzonków tylnych rdzenia kręgowego [67]. Związkiem, k tó ry  
działa silnie na cienkie włókna w stępujące rdzenia kręgowego jest kapsai- 
cyna. Działa ona kilkufazowo. Początkowo w yw ołuje ona niezwykle k ró t
kotrw ałe uwalnianie substancji P  a także som atostatyny, następnie k ilku 
m inutowe zaburzenie przewodzenia impulsów we włóknach, w czasie k tó
rego peptydy nie są uwalniane, wreszcie w ystępuje utrzym ujące się kilka 
miesięcy uw alnianie substancji P  bez objawów degeneracji aksonów 
u szczurów dorosłych. Podanie kapsaicyny noworodkom szczurzym  po
woduje degenerację neuronów, a więc zniknięcie substancji P  [68, 69]. 
Kapsaicyna w yw iera swoiste działanie na neurony czuciowe, podobnie jak 
gw anetydyna na neurony adrenergiczne, mianowicie powoduje blokowa
nie funkcji neuronu, uwalnianie substancji P  oraz początkowe pobudze
nie zakończeń nerwowych. Jest więc związkiem blokującym  neurony czu
ciowe.

Jak  już wspomniano, substancja P  jest transportow ana przez akso- 
plazmę do zakończeń czuciowych ośrodkowych i obwodowych. Podanie 
miejscowe kapsaicyny do nerw u kulszowego szczurów hamowało zupeł
nie transport aksonalny substancji P, a także som atostatyny nie narusza
jąc transportu  noradrenaliny i acetylocholinosterazy, co w skazuje na 
swoiste działania kapsaicyny na neurony peptydoergiczne [67]. Istn ieją  
jednak dowody wskazujące, że kapsaicyna może wpływać również na inne 
neurony poza zawierającym i substancję P.

Badanie funkcji substancji P  w neuronach ośrodkowych jest możliwe 
tylko po jej podaniu do tych neuronów. Podawanie jej obwodowe jest 
nieprzydatne, gdyż bardzo słabo przenika ona do płynu mózgowo-rdzenio- 
wego, a ponadto działa silnie na układ sercowo-naczyniowy. Po domóz- 
gowym lub dordzeniowym w strzyknięciu substancji P  u myszy zaobserwo
wano nienorm alne zachowanie się w postaci intensywnego drapania się.
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Podobne zachowanie się myszy wywoływało śródoponowe w strzyknięcie 
5-hydroksytryptam iny [70]. Objawu tego po podaniu substancji P  nie 
stwierdzono u szczurów [71, 72]. Substancja P  jest przenoszona we w łók
nach nerwowych do zakończeń czuciowych znajdujących się w skórze, 
naczyniach krwionośnych, zwojach adrenergicznych i trzewiach. Uw al
nianie substancji P z obwodowych zakończeń nerwowych wykazano po 
drażnieniu elektrycznym  nerw u trójdzielnego, oraz po podaniu jonów po
tasowych lub kapsaicyny do zwojów adrenergicznych [73]. Efekty po
wstające na skutek działania bodźców szkodliwych na zakończenia czu
ciowe tłum aczy się obecnie następująco. Im pulsy spowodowane tym i bodź
cami powodują uwolnienie w rogach ty lnych rdzenia kręgowego sub
stancji P, co może spowodować odczucie bólu. Inne im pulsy w ędrują w  od
w rotnym  kierunku (antydromowo) powodując wydzielenie substancji P 
z zakończeń czuciowych co w yw ołuje rozszerzenie naczyń krwionośnych, 
oraz uwolnienie histam iny z komórek tucznych skóry. To rozszerzenie na
czyń skórnych stanowi jedyny mechanizm zapobiegający m iejscowemu 
uszkodzeniu przez usuw anie szkodliwych związków powstających na sku
tek bodźców mechanicznych, term icznych lub chemicznych. Rozszerzenie 
naczyń skórnych pod wpływem  szkodliwych bodźców, w którym  bierze 
udział substancja P  jest nazywane odruchem  aksonalnym. U trata tego 
odruchu spowodowana degeneracją zakończeń czuciowych prowadzi do 
zaburzeń troficznych skóry. Przedstawione zjawiska wskazują, że począt
kowe włókna nerwowe przewodzące im pulsy bólowe spełniają dwie czyn
ności: ośrodkową polegającą na przekazaniu im pulsu do rdzenia kręgowego 
i wzbudzeniu czucia bólu, oraz obwodową w postaci odruchu aksonalnego, 
którego celem jest zapobieżenie uszkodzeniu skóry [67, 74]. Jak  już wspom
niano, substancja P  podana do neuronów rogu tylnego rdzenia kręgowego 
powoduje ich pobudzenie. Te same neurony są pobudzane po drażnieniu 
cieplnym skóry. Biorąc pod uwagę obecność substancji P  we w stępują
cych cienkich włóknach czuciowych i opisany powyżej fakt  wysunięto 
przypuszczenie, że substancja P  jest czynnikiem pobudzającym  drogi czu
ciowe przewodzące ból [75]. Następnie stwierdzono, że substancja P  po
budza neurony w rdzeniu kręgowym, które są również pobudzane przez

Ryc. 4. In terakc ja  enkefalin  (ENK) i opioi- 
dów z neuronam i w ytw arzającym i substan 
cję P (SP), ■ — receptory opioidowe, •  — 
receptory  substancji P.
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szkodliwe bodźce mechaniczne [76]. Substancja P  uwalnia się także z po
czątkowych neuronów  przewodzących im pulsy bólowe do pnia mózgu oraz 
neuronów jądra  ogonowego nerw u trójdzielnego [77]. Po odnerw ieniu 
w ystępuje nadwrażliwość na substancję P  [78, 79, 80]. Uw alnianie sub
stancji P  w  rdzeniu kręgowym  jest hamowane przez opioidy i enkefali- 
ny [81] (Ryc. 4).

Związek antagonistyczny w  stosunku do substancji P: D-Pro2 D -Trp7,9 
— substancja P  podany śródoponowo wywołuje działanie przeciwbólowe 
i ham uje działanie zmniejszające próg pobudliwości nerwowej wyw oła
ny substancją P  [81]. Innym i substancjam i antagonistycznym i są: D -Pro4, 
D-Trp7.9»10, Val8-S P 4_n oraz D-Pro4-D -Trp7.9.10 substancja P 4-u  [82].

11.5. Wpływ ośrodkowego podania substancji P na odczuwanie bólu

Substancja P  podana domózgowo u myszy ma dwojakie działanie na 
próg pobudliwości bólowej. W zależności od dawki oraz indyw idualnej 
wrażliwości na ból, wywołuje działanie przeciwbólowe lub zm niejszające 
próg pobudliwości bólowej. M niejsze dawki substancji P  w yw ierają u m y
szy działanie przeciwbólowe prawdopodobnie na skutek uw alniania pep ty
dów opiatowych [83], natom iast wyższe dawki peptydu wyw ołują zm niej
szenie progu pobudliwości bólowej na skutek bezpośredniego działania na 
drogi przewodzące im pulsy bólowe. Następujące fragm enty substancji P  
wyw ołują działanie analgetyczne 5— 11; 6— 11, 1—7 i 1—8 [84]. D-Ala2- 
D-Leu5 enkefalina nasilała działanie analgetyczne substancji P  podanej 
dokomorowo w dawce 50 ng u szczurów lub myszy, natom iast D-Ala2- 
M et5 enkefalinam id antagonizował przeciwbólowe działanie substancji P 
[85]. W ydaje się więc, że substancja P  powoduje normalizację wrażliwości 
na ból. Oehme i wsp. uważają substancję P  za peptyd regulatorow y i p ro
ponują nazwę regulid [86]. Podobne norm alizujące działanie substancji P 
wym ienieni autorzy stw ierdzili w wypadku zaburzenia snu, zachowania 
się i zaburzeń ciśnienia krw i wyw ołanych stressem  u szczurów.

11.6. Interakcje substancji P z acetylocholiną lub dopaminą

Substancja P podana jontoforetycznie do komórek Renshawa u kota ha
m uje pobudzające działanie acetylocholiny na te komórki. Substancja P 
nie w yw ierała natom iast ham ującego w pływu na receptory nikotynowe 
mięśni prążkow anych u żaby i kurczęcia. Substancja P  powoduje pobu
dzenie komórek Renshawa. Tak więc substancja P  działa selektywnie 
tylko na niektóre receptory nikotynowe co może wskazywać na jej rolę 
neurom odulatora [87]. W prążkow iu stwierdzono powstawanie 35S substan
cji P  z 35S m etioniny oraz jej transport do substancji czarnej. Na tej pod
stawie można sądzić, że substancja P wpływa na czynność neuronów do- 
paminergicznych. Ponadto stwierdzono, że jednostronne podanie substan

http://rcin.org.pl



502 Z. H ER M A N [16]

cji P  do prążkowia wywołuje uw alnianie w tym  miejscu świeżo zsyntety- 
zowanej 3H 5-hydroksytryptam iny jak też uwalnianie tej aminy z jądra 
ogoniastego znajdującego się po stronie przeciwnej do wstrzyknięcia sub
stancji P  [88].

Podanie obustronne substancji P  w dawce 3 iu.g do grupy neuronów do- 
paminowych A10 znajdujących się w okolicy brzuszno-nakrywkow ej 
u szczurów wywołało wzrost aktywności ruchowej i spontanicznej zwie
rząt [89, 90]. W skazuje to, że substancja P aktyw uje neurony dopam iner- 
giczne A10, które unerw iają układ limbiczny. W strzyknięcie substancji P  
natom iast do grupy neuronów dopaminowych A9 wywoływało stereotypię 
u szczurów [89], Substancja P  podana dokomorowo zwiększała akum u
lację DOPA w mózgu u szczurów u których zahamowano aktywność de- 
karboksylazy L-aminokwasów arom atycznych oraz zwiększała aktywność 
ruchową zwierząt [91].

Oprócz działania substancji P  na ośrodkowy układ nerw owy w yka
zano jej wpływ na inne układy (Tab. 6).

Tabela 6

Właściwości farmakologiczne substancji P

Układ sercowo naczyniowy: Spadek ciśnienia krwi SP4_ n  
rozszerzenie naczyń krwionośnych

Wydzielanie: wzrost wydzielania śliny S P i-n  
wzrost wydzielania prolaktyny

Przewód pokarmowy: indukcja odruchów perystaltycznych SP3_ n  
wzrost napięcia i kurczliwości żołądka i jelit SP4 -U

Ośrodkowy układ nerwowy: analgezja, hiperalgezja
depolaryzacja lub hiperpolaryzacja neuronów 
ułatwienie lub utrudnienie przewodzenia synaptycz
nego
zwiększenie lub zmniejszenie aktywności ruchowej

III. Tuftsyna

Tuftsyna jest czteropeptydem  o następującej sekwencji aminokwasów 
treonina-lizyna-prolina-arginina (Thr-Lys-Pro-Arg). Odkryli ją N a j - 
j a r  i N i s h i o k a  w r .  1970 na Uniwersytecie Tufts w Bostonie, stąd 
jej nazwa [92]. Jak  się okazało tuftsyna stanowi fragm ent ciężkiego łań
cucha immunoglobuliny y (leukokininy) łączącej się swoiście z granulo- 
cytam i w ielojądrzastym i obojętnochłonnymi. Leukokinina pobudza ak ty
wność fagocytarną granulocytów. Jak  się okazało ta  jej właściwość zależy 
od fragm entu odpowiadającego tuftsynie znajdującego się pomiędy 289 
a 292 aminokwasem leukokinin: . . . .  H -V al-H is-A sn-A la-Lys-Thr-Lys- 
P ro-A rg-G lu-G ln-G ln-T yr-O H .........W śledzionie wiązanie Arg-Glu jest
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rozrywane przez enzym nazwany endokarboksypeptydazą tuftsyny . Na 
skutek tej reakcji pow staje leukokinina S (spleen — śledziona), k tóra za
wiera sekwencję aminokwasów tuftsyny  na wolnym  końcu karboksylo
wym. Leukokinina S łączy się granulocytam i, na których błonie kom órko
wej znajduje się swoisty enzym leukokininaza, uwalnia on z polipeptydu 
tuftsynę [93]. Ta z kolei łączy się ze swoistym receptorem  znajdującym  
się na powierzchni granulocytów [94]. Rozwój badań nad właściwościami 
biologicznymi tu ftsyny  był możliwy dzięki opracowaniu kilku m etod jej 
syntezy oraz oznaczania najpierw  za pomocą metod biologicznych, a obec
nie m etody radioimmunologicznej [95].

IH.1. Rola fizjologiczna tuftsyny w procesach odpornościowych

Tuftsyna pobudza czynności biologiczne dwu głównych rodzajów fago- 
cytów, mianowicie granulocytów  i makrofagów. Połowa m aksym alnego ich 
pobudzenia w ystępuje po zastosowaniu stężenia 100 nM. Tuftsyna nasila 
ruchliwość fagocytów, i wywołuje ich gromadzenie się w  m iejscu gdzie 
pojaw iają się bakterie lub m artw e komórki. Zwiększa właściwości żerne 
oraz pinocytozę fagocytów. Tuftsyna nasila właściwości bakteriobójcze 
makrofagów. Zjawisko to stwierdzono wobec gronkowców złocistych, pa
łeczek okrężnicy, Listeria monocytogenes oraz Serratia marcescens. Za
stosowanie tuftsyny  wybitnie zmniejszało śmiertelność myszy spowodowa
ną wym ienionymi bakteriam i. Tuftsyna zwiększa właściwości im m unolo
giczne limfocytów T. Niszczy ona komórki białaczkowe i kom órki czernia
ka złośliwego u myszy [95, 96, 97, 98]. Własności żerne, bakteriobójcze i n i
szczące komórki nowotworowe są spowodowane aktyw acją fagocytów 
przez tuftsynę, która powoduje powstawanie w nich wolnych rodników 
hydroksylowych oraz nadtlenku wodoru [98].

Ostatnio zaobserwowano rem isję białaczki przew lekłej u ludzi po za
stosowaniu tu ftsyny  w dawce 0.1 mg/kg i.v. Za dawkę bezpieczną uważa 
się u ludzi podanie do 1 m g/kg i.p. [99]. Opisano zespół wrodzonego nie
doboru tuftsyny. W ystępuje on dziedzicznie, a jego przyczyną jest w y
stępowanie zm utowanej tu ftsyny  będącej związkiem antagonistycznym  
norm alnej tuftsyny. N abyty niedobór tuftsyny  w ystępuje po usunięciu 
śledziony lub po jej uszkodzeniu procesami chorobowymi. Obydwa ro 
dzaje niedoboru przejaw iają się klinicznie wyraźnie zmniejszoną odpor
nością powodującą naw racające zakażenie o ciężkim przebiegu [100].

W ykazano niedawno [101, 102, 103], że substancja P  łączy się z recep
toram i tuftsynow ym i makrofagów, co zwiększa ich aktywność. Również 
neurotensyna pobudza właściwości żerne makrofagów. Ta właściwość neu
rotensyny i substancji P  zależy jak się wydaje, od sekwencji Lys-Pro-A rg 
[102]. Eiologiczną konform ację tuftsyny  oraz zależność opisanego powy
żej działania od budowy chemicznej analogów tuftsyny  opisali S i e m i o n  
i K o n o p i ń s k a  [104].
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III.2. Efekty ośrodkowe tuftsyny

W czasie badań nad działaniem  przeciwbólowym nowych syntetycz
nych analogów enkefalin wykazaliśmy przeciwbólowe działanie tuftsyny  
oraz jej dwu analogów D-Args oraz D-Arg4 tuftsyny  zastosowanych w daw 
ce 200 Ing do kom ory bocznej mózgu szczura [105, 106]. Nalokson nie zmie
niał tego działania. Natomiast bradykinina w dawkach 1—3 ¡¿g podana do- 
komorowo zmniejszała działanie przeciwbólowe tu ftsyny  u szczurów i m y
szy. Tuftsyna zmieniała też zachowanie się szczurów wpływając na nie 
dwufazowo. W ciągu pierwszych 15 min. po w strzyknięciu hamowała za
równo aktywność ruchową, poznawczą jak i spontaniczną, a następnie po 
60—90 min. zwiększała obydwa typy aktywności ruchowej. Dokomorowe 
wstrzyknięcie tu ftsyny  wywołało zależny od dawki wzrost ciśnienia krwi, 
był on znoszony przez bradykininę i niezmieniony przez nalokson [107].

Wspomniano, że substancja P  i neurotensyna obecne w ośrodkowym 
układzie nerwowym  m ają pewne działanie odpornościowe podobne do 
działania tuftsyny. W interferonie leukocytów ludzkich wykazano obec
ność gamma endorfiny [108].

W yniki naszych doświadczeń nad ośrodkowym działaniem tuftsyny 
[107] pozwalają na wysunięcie hipotezy, że istnieje powiązanie pomiędzy 
procesami odpornościowymi, a czynnościami ośrodkowego układu ner
wowego. Ponadto tuftsyna i jej analogi stanowią klasę substancji mogącą 
mieć znaczenie dla poszukiwania nowych związków przeciwbólowych.

Zaakceptow ano do druku  27 kw ietn ia  1985 r.
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I. Wstęp

Neuropeptydy są niejednolitą grupą związków zarówno pod względem  
budowy chemicznej jak też właściwości farm akologicznych oraz funkcji, 
które pełnią w organizmie. Znaczenie fizjologiczne części z nich, zwłaszcza 
na obwodzie, jest stosunkowo dobrze poznane. Dotyczy to m.in. angioten- 
syny i wazopresyny. Rola fizjologiczna innych neuropeptydów, na p rzy 
kład cholecystokininy, neurotensyny i peptydów  opioidowych w ym aga 
dalszych badań [1]. Budowa chemiczna neuropeptydów  wykazuje duże 
zróżnicowanie. Niektóre, jak na przykład TRH, złożone są z kilku am i
nokwasów (Glu-H is-Pro-N H2), w skład P-endorfiny wchodzi 31 cząstek 
aminokwasowych. Liczne neuropeptydy pow stają w drodze proteolizy 
białek lub polipeptydów. Na uwagę zasługuje fakt, że niektóre horm ony 
(np. ACTH, P-LPH, a-MSH) oraz neuropeptydy opioidowe m ają wspól
nego prekursora (proopiomelanokortynę) [1— 5]. Większość wyodrębnio
nych dotychczas neurepeptydów  zidentyfikowano głównie w  starych filo
genetycznie struk tu rach  mózgu, m.in. w  podwzgórzu, układzie limbicz- 
nym, jądrach podkorowych [5]. W ykazano, że neuropeptydy w ystępujące 
w ośrodkowym układzie nerw owym  w ykazują wpływ na transm isję sy
naptyczną, głównie typu  neurom odulacyjnego, niektóre zaś w ydają się 
grać rolę substancji przekaźnikowych. Dotyczy to głównie części neuro
peptydów opioidowych, m.in. (3-endorfiny i enkefalin, które w ykazują ago- 
nistyczny wpływ na receptory opiatowe mózgu [1—4, 6—9].

Odkrycie neuropeptydów  stworzyło nową sytuację w badaniach etiolo
gii i patogenezy zaburzeń psychicznych, zwłaszcza grupy psychoz endo
gennych. Pojaw iły się nowe perspektyw y badawcze, powstały też nadzieje 
uzyskania bardziej skutecznych metod terapii. W ykazanie, że oprócz k la 
sycznych mechanizmów transm isji synaptycznej z udziałem znanych sub
stancji neuroprzekaźnikowych, istnieją liczne inne, równie ważne m echa
nizmy regulujące przekazywanie inform acji w  ośrodkowym układzie n e r
wowym, skłania licznych autorów  do rew aluacji dotychczasowych ustaleń  
i hipotez opisujących patogenezę chorób afektyw nych i psychoz schizo
frenicznych oraz mechanizmów działania leków psychotropowych.

W opracowaniu tym  przedstawić pragnę stan  badań na kilku podsta
wowych polach badawczych z zakresu psychiatrii, a mianowicie doty
czących patogenezy psychoz grupy schizofrenii oraz chorób afektyw nych. 
Celem pracy jest udostępnienie zgromadzonych dotychczas faktów, nie zaś 
dokonanie syntezy wniosków z tych badań. Sądzę, że na taką syntezę jest 
jeszcze za wcześnie.

II. Neuropeptydy a patogeneza i leczenie psychoz schizofrenicznych

Powszechnie stosowany w psychiatrii term in  diagnostyczny „schizo
fren ia” jest pojęciem niejednoznacznym, często w prowadzającym  w błąd,
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które m a swoje źródło w  poglądach K r a e p e l i n a *  [10] na etiologię 
i pozycję nozologiczną ** otępienia wczesnego (dementia praecox). Już 
pierw sza rew izja poglądów K raepelina, której autorem  był B 1 e u 1 e r  
[11], zm ierzała do podważenia koncepcji, że otępienie wczesne jest jednost
ką nozologiczną o przyczynach endogennych. Bleuler przedstaw ił wiele 
przekonujących dowodów, które wskazywały, że w  grę wchodzi grupa 
schorzeń m ających, co prawda, pewne wspólne cechy, które jednak różnią 
się przebiegiem, rokowaniem, przyczynami. Dla nazwania tych  schorzeń 
zaproponował term in  „grupa schizofrenii” . Prace B leulera [12] dostar
czyły dalszych dowodów na poparcie tezy o heterogenności psychoz schi
zofrenicznych. Również przedstawiciele różnych współczesnych szkół i kie
runków  są zgodni, że term in schizofrenia stanowi co praw da użyteczne 
pojęcie diagnostyczne, które klinicystom  ułatw ia porozum ienie się, jednak 
jest „workiem diagnostycznym ”, do którego trafia ją  różne przypadki, oraz 
że term in  ten  jest często nadużyw any do maskowania niewiedzy o przy
czynach chorób psychicznych.

Patogeneza psychoz grupy schizofrenii wiązana jest, w sposób hipote
tyczny, z nadm ierną aktywnością neuronów dopaminergicznych układu 
mezolimbicznego (por. 13). Podstawowych przesłanek dla te j hipotezy 
dostarcza psychofarmakologia leków neuroleptycznych i psychofarm ako- 
terap ia  schizofrenii oraz badania z zastosowaniem neurohorm onów. Od
krycie neuropeptydów  rzuca nowe światło na patogenezę om awianej grupy 
psychoz, w tym  na znaczenie powiązań innych układów neuroprzekaźniko- 
wych i neurom odulacyjnych z układem  dopaminergicznym.

n - l .  N europeptydy opioidowe

Zainteresowanie udziałem peptydów opioidowych mózgu w patogenezie 
grupy psychoz schizofrenicznych pojawiło się niem al bezpośrednio po od
kryciu  enkefalin i endorfin oraz sprecyzowaniu ich hipotetycznej roli 
w  funkcji ośrodkowego układu nerwowego, zwłaszcza neurom odulacyjne- 
go działania w stosunku do układu dopaminergicznego. Koncepcję, w myśl 
k tórej nadm ierna aktywność układu dopaminergicznego w schizofrenii mo
że być następstw em  zmienionej funkcji endorfin — pierwsi wysunęli 
V e r e b e y  i V o l a v k a  [14] oraz d e  W i e d  [15]. Poza przesłankam i 
teoretycznym i, również spostrzeżenia kliniczne dotyczące w pływ u agonis- 
tów  i antagonistów receptora opiatowego na stan psychiczny chorych uza
sadniały hipotezę. W ymienić tu  należy m.in. od dawna znany kojący wpływ 
pochodnych opium w stanach podnieceniowych i psychotycznych, kata- 
leptogenne działanie niektórych egzogennych opiatów, psychomimetycz- 
ny wpływ ketocyklazocyny (antagonisty receptora opiatowego) i inne.

W okresie minionych 5 lat opublikowano kilkadziesiąt prac badaw 

* Kreapelin sądził, że otępienie wczesne jest samodzielną jednostką chorobo
wą.

** Nozologia jest działem potologii zajmującym się stroną opisową schorzeń.
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czych, których celem jest w eryfikacja wspom nianej hipotezy. W yczerpu
jące podsumowanie zgromadzonych dotychczas sprzecznych inform acji 
przekracza zakres tego opracowania. Niemal wszyscy, którzy podejm ują 
się tego zadania przyznają, że nie sposób jest dokonać tu  jakichkolw iek 
uogólnień, zaś analiza dotychczasowych badań skłania autorów przeglądów 
do jednoczesnego przedstaw iania kilku przeciw staw nych wniosków, które 
streścić można następująco:

A. Chorych na schizofrenię cechuje podwyższona aktywność układów 
opiatowych ośrodkowego układu nerwowego, zaś skuteczne postępowanie 
lecznicze wiąże się ze stosowaniem antagonistów receptorów opiatowych, 
np. naloksonu.

B. W mózgu chorych na schizofrenię pojaw ia się hipoaktywność ukła
dów opiatowych, na co w skazują m.in. pozytyw ne w yniki leczenia za po
mocą |3-endorfiny.

C. W organizmie chorych na schizofrenię m a miejsce synteza n iepra
widłowych endogennych agonistów receptorów opiatowych, np. leu-endor- 
finy.

D. U chorych na schizofrenię nie w ystępują typowe zaburzenia syste
m u opiatowego mózgu, zaś związki działające agonistycznie lub antagonis- 
tycznie wobec receptorów opiatowych nie w ykazują większego znaczenia 
leczniczego.

E. W ośrodkowym układzie nerwowym  chorych na schizofrenię nie w y
stępują charakterystyczne zaburzenia układów opiatowych, natom iast moż
na wyróżnić podgrupy chorych, u których w ystępuje w ariant A, B lub C 
zaburzeń.

Do chwili obecnej nie zweryfikowano żadnej z tych możliwości i wciąż 
m am y do czynienia z rozbieżnościami stw ierdzanych faktów i ich in te r
pretacji. Dotyczą one wszystkich prowadzonych zakresów badań.

Związki działające agonistycznie na receptor opiatowy w  terapii schizofrenii

Większość opublikowanych, a zapoczątkowanych przez d e  W i e - 
d a  [16], prac dotyczy stosowania w przew lekłych psychozach schizofre
nicznych des-tyrosylo-Y-endorfiny (DTyE), peptydu nie wykazującego ak
tywności opiatowej. P repara t podawano w dawce od 2 do 10 mg domięś
niowo na dobę, zaś jego działanie oceniano za pomocą próby otw artej
i podwójnie ślepej. N iektórzy autorzy obserwowali u części chorych (u ok. 
50%) działanie DTyE zbliżone do neuroleptycznego (w tym  wpływ prze- 
ciwurojeniowy i przeciwomamowy) [16—20]. U dużego odsetka chorych po
praw y były przem ijające i po przerw aniu leczenia obserwowano pogor
szenie stanu klinicznego. Inni [21, 22] obserwowali jedynie przem ijające 
popraw y stanu klinicznego głównie w schizofrenii „ostrej” , zaś wyniki 
w psychozach przew lekłych okazały się złe [22]. K ilku autorów nie zauwa
żyło godnych uwagi zmian klinicznych u chorych leczonych za pomocą
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DTyE [23—27]. V e r h o e v e n  i w s p .  [28] zastosowali u chorych na 
schizofrenię des-enkefalino-Y-endorfinę (DEyE, lipotropinę 66— 77), która 
jest najkrótszym  fragm entem  ^-endorfiny, wykazującym  działanie po
dobne do neuroleptycznego. Spośród 17 leczonych osób, u 4 w ystąpiła zna
cząca popraw a stanu  klinicznego, u l i  częściowa i jedynie u 2 chorych nie 
obserwowano zmian stanu klinicznego. Zdaniem  autorów profil działania 
psychotropowego DTyE i DEyE jest zbliżony. Mechanizm działania des- 
tyrosylo-Y-endorfiny nie jest jasny. D e  W i e d  [16] porów nyw ał go do 
działania neuroleptyków . W pływ omawianego związku na układ dopami- 
nergiczny wym aga jednak dalszych badań. W yjaśnienia w ym aga obser
wowany przez niektórych autorów  spadek poziomu pro lak tyny  w czasie 
stosowania DTyE w  celach terapeutycznych, co może sugerować dopami- 
nergiczne działanie neuropeptydu [19, 28, 29].

Dostępne nieliczne prace zawierające obserwacje kliniczne dotyczące 
stosowania P-endorfiny w schizofrenii zaw ierają inform acje sprzeczne. Po
dano opisy „dram atycznej popraw y” stanu klinicznego [30, 31]. Obserwo
w ano istotną statystycznie, lecz nie znam ienną z punktu  widzenia kli
nicznego popraw ę stanu psychicznego po zastosowaniu 10—20 mg p re
paratu , zjaw isku tem u towarzyszył wzrost poziomu prolaktyny we krw i 
[32]. Niektórzy autorzy nie zauważyli jednak istotnych zmian stanu kli
nicznego leczonych chorych [33], przy czym u części z nich obserwowano 
pogorszenie (narastanie cech depresji) [33, 34].

W badaniach nad rolą receptorów opiatowych w schizofrenii zastoso
wano również syntetycznego agonistę — metadon. Pierwsze obserwacje 
dotyczące pojedyńczych chorych opublikował K l i n e  i w s p .  [30]. Wska
zywały one na leczniczy wpływ m etadonu. Jednak inni autorzy, po zasto
sowaniu 10 mg tej substancji domięśniowo, obserwowali pogorszenie stanu 
psychicznego badanych chorych, w ystąpiła u nich senność, narosło zaha
mowanie sfery ruchowej, pogorszył się kontakt słowny, w ystąpiły  cechy 
depresji [35].

W innej grupie badań dotyczącej udziału receptorów opiatowych 
w  schizofrenii zastosowano syntetyczny analog m etionino-enkefaliny (FK 
33-824, Sandoz). W kilkuosobowych grupach chorych, obserwowano prze
m ijającą poprawę objawową oraz działanie euforyzujące [36—38].

Związki działające antagonistycznie na receptor opiatowy w leczeniu schizofrenii

Przeciw staw ny do omówionego kierunek poszukiwań, to próby prze
ciwdziałania zwiększonej aktywności układów opiatowych mózgu chorych 
na schizofrenię. Historyczne już znaczenie m ają próby leczenia schizofrenii 
za pomocą dializy, której celem było eliminowanie endogennych opiatów 
z organizmu chorych. Podsum owanie obserwacji dokonanych do 1980 ro
ku opublikował F o g e l s o n  i w s p .  [39]. Do 1981 roku leczono tym  
sposobem 103 chorych, wśród których u 43 uzyskano różny stopień po
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praw y stanu klinicznego (w tym  u 22 osób znaczną). B rak jest jednak 
dostatecznych podstaw  by sądzić, że zmniejszenie ilości substancji opiato- 
wych odegrało znaczenie lecznicze, bowiem większość autorów  nie oznacza
ła poziomu (^-endorfiny we krwi. Po zabiegu dializacyjnym  obserwowano, 
w brew  oczekiwaniom, zwiększenie poziomu (3-endorfiny we krw i (badano 
im m unoreaktyw ność (3-endorfinopodobną) [40]. Omówiony kierunek ba
dań wniósł niewiele do poznania udziału układu opiatowego ośrodkowego 
układu nerwowego w patogenezie schizofrenii.

Większe zainteresowanie w zbudzają próby stosowania antagonistów  
receptora opiatowego u chorych na schizofrenię, k tóre służą w eryfikacji 
tezy, że w tej grupie schorzeń w ystępuje wzmożona aktywność układów 
opiatowych mózgu. Opublikowano dotychczas 43 doniesienia, których au
torzy stosowali najczęściej nalokson (34 prace, łącznie 265 chorych), znacz
nie rzadziej naltrekson (9 prac, 42 chorych). W yczerpujące podsum owa
nie większości dotychczasowych obserwacji przedstaw ili M u e s e r  i D y 
s k  e n  [41]. W analizie uwzględniono m.in. obraz kliniczny chorych, m e
todologię badań, dawki antagonistów. Wnioski tej analizy streścić można 
następująco. W yniki stosowania naloksonu są bardzo zróżnicowane i za
leżą w dużym stopniu od dawki. Przy dawkach m niejszych (do 4 mg na 
dobę) liczba niepowodzeń terapeutycznych jest bardzo duża, i odwrotnie, 
stosowanie dużych dawek (10 mg na dobę i większych) często wiąże się 
z korzystnym i zmianami stanu klinicznego chorych. Zm iany te dotyczyły 
omamów, zaburzeń m yślenia oraz zachowania i u trzym yw ały się od kilku 
godzin do kilku dni po podaniu leku. Również w postaci katatonicznej schi
zofrenii obserwowano przem ijający efekt leczniczy. N altrekson (dawki 
50—800 mg na dobę), w porównaniu z naloksonem, okazał się antago
nistą znacznie m niej skutecznym.

Należy podkreślić, że wiele prób klinicznych z naloksonem  ma charak
te r kazuistyczny. W większości opublikowanych prac m ała liczba osób le
czonych wyklucza możliwość dokonania analizy statystycznej. Stosowano 
przy tym  różnorodne k ry te ria  diagnostyczne i różne m etody oceny stanu 
klinicznego. Mimo tych zastrzeżeń autorzy są skłonni przyjąć, że nalokson 
w yw iera przem ijający w pływ  leczniczy w schizofrenii, naw et u chorych, 
u których zawiodły podstawowe metody leczenia.

Pozytywne doświadczenia z naloksonem nie rozstrzygają definityw nie 
spornych zagadnień dotyczących udziału i roli układów opiatowych w pa
togenezie i w leczeniu schizofrenii. Mechanizm działania tego związku jest 
prawdopodobnie złożony. Działanie dużych dawek preparatu , które przy
niosły pewien efekt leczniczy może być niespecyficzne, tzn. nie związane 
z antagonistycznym  wpływem  na receptor opiatowy. Należy również brać 
pod uwagę możliwość oddziaływania agonistycznego [42]. W rozważa
niach nad mechanizmami działania dużych dawek naloksonu należy rów 
nież uwzględnić możliwość w pływania tego związku na układ GABAergicz-
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ny, którego udział w patogenezie schizofrenii jest również postulowa
ny [43].

Ocena aktywności układów opiatowych w płynach ustrojowych, 
chorych na schizofrenię

Badania nad aktywnością opiatową płynu mózgowo-rdzeniowego osób 
chorych na schizofrenię w ykazały wzrost tej aktywności (bez sprecyzowa
nia o którą substancję opiatową chodzi) [44—47], brak istotnych różnic 
w porów naniu z grupą osób zdrowych [48], bądź też obniżenie aktyw 
ności opiatowej [49, 50]. Obserwowany spadek aktywności opiatowej jest 
w iązany z lękiem  oraz sytuacją stresową [50]. W pływ leków psychotro
powych na omawianą aktywność jest mało poznany, zaś wzrost aktyw 
ności opiatowej płynu mózgowo-rdzeniowego chorych na schizofrenię w 
czasie leczenia haloperydolem  obserwowany przez jedną grupę autorów 
[47] wym aga potwierdzenia.

Badania ilościowe dotyczące zawartości ^-endorfiny w płynie mózgowo- 
rdzeniowym  i we krw i najczęściej w skazują na brak  znaczących różnic 
w  porównaniu z grupą kontrolną osób zdrowych [48, 49, 51, 52]. Jedynie 
D o m s c h k e  i w s p .  [53] obserwowali zwiększoną ilość ^-endorfiny 
w  płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z ostrą form ą schizofrenii i ob
niżoną w schizofrenii przewlekłej.

Podsum owując dotychczasowy stan badań nad układam i opiatowymi 
w psychozach schizofrenicznych stwierdzić można, że nie dostarczają one 
przekonujących przesłanek o znaczeniu tych układów w patogenezie oma
w ianych psychoz. Na uwagę zasługuje pogląd V o l a v k a  i w s p .  [54], 
k tórzy dowodzą, że zarówno hipoaktywność, jak również hiperaktyw ność 
układów  endorfinowych prowadzić może do zmian tego samego typu  w 
kładzie dopaminergicznym, mianowicie do nadwrażliwości receptorów tego 
układu.

II-2. Cholecystokinina

Zainteresowanie cholecystokininą, a ściślej jej fragm entem  oktapepty- 
dowym  (CCK—8) oraz dekapeptydowym  (ceruleina) w patogenezie i te
rap ii schizofrenii wiąże się z w ykryciem  tego neuropeptydu w korze móz
gu, hipokampie, podwzgórzu, prążkow iu oraz wykazaniem , że ham uje on 
metabolizm  dopaminy, wpływa na liczbę i wrażliwość receptorów dopami- 
ny  w prążkowiu, działa kataleptogennie oraz przeciwdziała stereotypii am 
fetam inowej, a więc przypom ina w pewnym  zakresie działanie neurolep
tyków . Przypuszcza się, że CCK— 8 jest endogennym  neurom odulatorem  
kontrolującym  w sposób ham ujący układ dopaminergiczny mózgu (przy
najm niej w niektórych jego strukturach) [16]. Pierwsze prace zgodnie 
wskazywały na przeciwpsychotyczne działanie obu peptydów w psycho
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zach schizofrenicznych [55—57]. M a j o r  i i w s p .  [55] wpływ taki do
strzegali u 20 chorych z przew lekłą schizofrenią, u k tórych zawiodło le
czenie neuroleptyczne. Praca ta  zasługuje na specjalną uwagę, zawiera 
bowiem szczegółowe dane o chorych, obrazie klinicznym , dotychczasowym 
leczeniu oraz o indyw idualnych rezultatach  stosowania ceruleiny. Środek 
ten stosowano jednorazowo w dawce 0,3 lub 0,6 mg/kg wagi ciała, w toku 
leczenia ustabilizowanym i dawkam i neuroleptyków . Autorzy obserwo
wali znamienną poprawę bezpośrednio po w strzyknięciu preparatu , która 
narastała w okresie 1— 2 tygodni i u trzym yw ała się przez 3 tygodnie. 
M a j o r i  i w s p .  sądzą w  związku z tym , że badany dekapeptyd w y
kazuje długotrwałe działanie przeciwpsychotyczne. Na podkreślenie zasłu
guje fakt, że w toku leczenia ceruleiną nie obserwowano żadnych obja
wów ubocznych. N a i r  i w s p .  [56] stosowali CCK—8 w dawce 0,3 
mg/kg wagi ciała u 6 chorych z rozpoznaniem schizofrenii. Obserwowali 
w yraźny efekt przeciwpsychotyczny bezpośrednio po podaniu oktapeptydu, 
który narastał, osiągał m aksym alne nasilenie 3 dnia i u trzym yw ał się przez
2 tygodnie. B l o o m  i w s p .  [57] za pomocą CCK—8 leczyli 8 chorych 
z rozpoznaniem schizofrenii, uzyskali u  wszystkich natychm iastow ą po
prawę. Po 6 dniach utrzym yw ała się ona u 5 chorych, u pozostałych była 
m niej wyraźna. Ostatnio opublikowane badania przeprowadzone u 9 cho
rych (metodą podwójnie ślepej próby) nie otrzym ujących leków neurolep- 
tycznych w czasie doświadczenia, nie potw ierdziły przeciwpsychotycznego 
działania ceruleiny [58].

Pom iary zawartości cholecystokininy w płynie mózgowo-rdzeniowym 
u chorych na schizofrenię i choroby afektyw ne dostarczyły inform acji 
sprzecznych, jedna grupa autorów  nie obserwowała różnic w  porów na
niu z osobami zdrowymi (G jerris i Fahrenkrug, cyt. za 59), inni zauw a
żyli istotne obniżenie ilości cholecystokininy w płynie mózgowo-rdzenio
wym  w obu grupach chorych [60].

II-3. Neurotensyna

Zbliżone właściwości farmakologiczne do cholecystokininy w ykazuje 
neurotensyna, endogenny tró jdekapeptyd w ystępujący w dużych stęże
niach w jądrze półleżącym, jądrach m igdałowatych, podwzgórzu. N euro
tensyna prawdopodobnie pełni rolę neurom odulacyjną wobec układu do- 
paminergicznego i wykazuje szereg cech właściwych neuroleptykom  [61]. 
N e m e r o f f  [61] wysunął w związku z tym  hipotezę, że om awiany neu
ropeptyd może odgrywać rolę w schizofrenii (deficyt neurotensyny w ukła
dzie mezolimbicznym). Stwierdzono później, że poziom neurotensyny w 
płynie mózgowo-rdzeniowym chorych na schizofrenię w okresie wolnym 
od stosowania leków jest obniżony w porów naniu z grupą kontrolną osób 
zdrowych, zaś w toku leczenia neuroleptycznego obserwowano norm aliza-
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cję zawartości neuropeptydu w płynie mózgowo-rdzeniowym [62], W ba
daniach pośm iertnych mózgów chorych na schizofrenię stwierdzono m.in. 
obniżenie ilości neurotensyny w jądrach m igdałowatych [63, 64].

III. Neuropeptydy a patogeneza i leczenie chorób afektywnych

Przez ponad 50 lat ogół chorób afektyw nych rozpatryw ano jako jedno 
schorzenie psychiczne znane pod nazwą „psychozy m aniakalno-depresyj- 
n e j”, zaś jej poszczególne odmiany kliniczne traktow ane były za K r a e -  
p e  l i n e m  [65] jako różnorodne form y przebiegu jednego i tego samego 
schorzenia. Badania L e o n h a r d a  [66] oraz A n g s t a  i P e r r i s a  
[67], kontynuow ane przez licznych autorów, poświęcone rodzinnemu w y
stępow aniu chorób afektyw nych i ich obrazowi klinicznemu, w tym  prze
biegowi i zejściu, oraz leczeniu doprowadziły do podważenia koncepcji psy
chozy m aniakalno-depresyjnej jako jednostki nozologicznej i stały się pod
staw ą do w yodrębnienia dwóch grup endogennych chorób afektywnych: 
choroby afektyw nej jednobiegunowej (zwanej też depresją okresową, de
presją fazową) oraz choroby afektyw nej dwubiegunowej (czyli psychozy 
m aniakalno-depresyjnej w sensie ścisłym).

Coraz więcej danych wskazuje też, że obie choroby nie są jednostkami 
nozologicznymi w ścisłym znaczeniu tego pojęcia i już obecnie zaryso
wały się tendencje do wydzielania bardziej homogennych podgrup zabu
rzeń afektyw nych.

Patogeneza chorób afektywnych, zwłaszcza w ystępujących w nich 
depresji typu endogennego, wiązana jest z w adliw ą funkcją układu lim- 
bicznego, podwzgórza, układu siateczkowego, będącą następstw em  zabu
rzeń (obniżona aktywność) układów monoam inergicznych mózgu, w szcze
gólności układu noradrenergicznego i serotoninergicznego [68]. Mecha
nizm terapeutycznego działania leków psychotropowych ma wiązać się 
z norm alizacją obu układów. Jest zrozumiałe, że wspom niana hipotetyczna 
lokalizacja zmian patogenetycznych i postulowane zaburzenia monoamin 
ośrodkowego układu nerwowego stały  się źródłem  dużego zainteresowania 
układem  horm onalnym  w depresjach endogennych, w szczególności neu
rohorm onam i peptydowym i podwzgórza.

III-l. Tyreoliberyna

Pierw szym  neuropeptydem , k tó ry  stał się przedm iotem  intensywnych 
badań na tym  polu jest tyreoliberyna (TRH). Badania takie, zapoczątko
wane w 1972 roku przez P r a n g e  i w s p .  [69] obejm ują obecnie blisko 
100 publikacji. Podsumowali je w 1982 roku L o o s e n  i P r a n g e  [70]. 
Konkluzje tego źródłowego podsumowania są następujące. W depresjach 
endogennych istotnie często stw ierdza się osłabienie sekrecji tyreotropiny 
(TSH) po podaniu TRH (autorzy 41 prac spośród 47 opublikowanych do
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roku 1980 potwierdzili to zjawisko). W ykazano jednocześnie, że osłabiona 
reakcja tyreotropiny na TRH nie jest specyficzna dla depresji endogen
nej, w ystępuje też w  zespołach m aniakalnych, zespole anorexia nervosa 
(jadłow stręt psychiczny), u osób uzależnionych od alkoholu. Część autorów 
opisane zjawisko odnosi głównie do choroby afektyw nej jednobiegunowej. 
Zauważono też, że u większości chorych po przem inięciu stanu depresyjne
go pojaw ia się norm alizacja reakcji na TRH, przy czym u osób, których 
stan  kliniczny uległ poprawie lecz sekrecja TSH po podaniu TRH jest 
obniżona, ma istnieć wysokie ryzyko naw rotu stanu depresyjnego.

M echanizm osłabionej sekrecji TSH na podanie TRH nie jest jasny. 
W ysunięto koncepcję, że zjawisko to wiąże się z wyjściową wzmożoną se- 
krecją TRH i następczym  obniżeniem wrażliwości receptorów na tró jpep- 
tyd  (ang. down regulation) [70]. Rozważana jest też możliwość, że p ier
w otny defekt dotyczy sekrecji TSH, np. na skutek wzmożonej aktyw no
ści układów  ham ujących tę sekrecję, zwłaszcza dopaminergicznego i neu- 
rotensynowego.

P r a n g e  i w s p .  [69] jako pierw si zastosowali TRH w leczeniu 
chorych z depresją endogenną. W minionym  10-leciu opublikowano kilka
naście prac na ten tem at, zakres stosowanych dawek TRH: 20— 100 mg 
per os lub 0,2— 1,0 mg dożylnie na dobę. Ocena wyników leczenia jest 
nader zróżnicowana, od ocen bardzo dobrych i dobrych [69, 71—73], do 
negatyw nych [74—77].

W ątpliwości wzbudza rodzaj (profil kliniczny) działania psychotropo
wego TRH. Liczni autorzy dostrzegali głównie w pływ  „energizujący” , 
„psychostym ulujący” lub „euforyzujący”, a więc zbliżony do działania 
am fetam iny, k tóry pojaw ia się jedynie w okresie działania p repara tu  (kil
ka godzin po jego podaniu), a następnie przem ija [78]. Działanie am feta- 
minopodobne TRH obserwowano również u osób zdrowych [79], W yka
zano też, że wpływ TRH na zapis elektroencefalograficzny oceniany m e
todą kom puterow ą (tzw. kom puter-elektroencefalografia, CEEG) przypo
m ina działanie am fetam iny [80]. N iektórzy autorzy sądzą, że TRH działa 
leczniczo jedynie w pew nej podgrupie depresji endogennych, która nie 
została dotychczas bliżej scharakteryzow ana, że są to głównie chorzy 
z ośrodkowym deficytem  układu noradrenergicznego [78].

M echanizm domniemanego przeciw depresyjnego działania TRH nie 
jest jasny. Trójpeptyd ten  w ykazuje działanie neurom odulacyjne w neu
ronach serotoninergicznych i noradrenergicznych, w  których nasila tran s
m isję synaptyczną. Dotyczyć to ma również neuronów cholinergicznych, 
co różni działanie TRH w zestawieniu z trójpierścieniow ym i lekami prze- 
ciw depresyjnym i. W testach u zwierząt doświadczalnych TRH wykazuje 
liczne podobieństwa do tych leków, m.in.: przeciwdziała hipoterm ii re- 
zerpinowej, tetrabenazynow ej i po oksotremorynie, nasila efekty L-DOPA, 
serotoniny, oraz wzmaga działanie toksyczne johim biny, nie przeciw
działa jednak katalepsji i ptozie powodowanej przez wym ienione trzy  ino-
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delowe środki farmakologiczne [81]. Podjęto również pojedyncze próby 
stosowania TSH w leczeniu depresji, jako środka wspomagającego działa
nie trójpierścieniow ych leków przeciw depresyjnych. P r a n g e  i w s p .  
[71] obserwowali przy tym  zwiększenie działania przeciw depresyjnego 
im ipram iny, k tórej wpływ leczniczy ujaw niał się szybciej. Je s t jednak 
prawdopodobne, że przyspieszenie działania im pipram iny mogło wiązać się 
ze wzmożoną sekrecją hormonów tarczycy spowodowaną przez TSH, któ
rych potencjalizujący wpływ na działanie trójpierścieniow ych leków prze
ciw depresyjnych jest udowodniony.

III-2. Somatostatyna

Som atostatyna to następny neuropeptyd, k tóry  wzbudza zainteresow a
nie w ośrodkach zajm ujących się patogenezą chorób afektyw nych. Wiąże 
się to ze szczególną lokalizacją neuronów zawierających som atostatynę 
w mózgu oraz interakcjam i tego neurohorm onu z układam i m onoam iner- 
gicznymi. Neurony zawierające som atostatynę w ystępują w podwzgórzu, 
jądrach migdałowatych, zakręcie hipokampa, korze mózgowej, zaś zakoń
czenia nerwowe w układzie komorowym. Som atostatyna wzmaga obrót 
m etaboliczny noradrenaliny, dopaminy, serotoniny oraz acetylocholiny, 
zaś jej uwalnianie jest kontrolowane przez układ noradrenergiczny i do- 
paminergiczny. Również efekty behawioralne u zw ierząt powodowane 
przez somatostynę skłaniają do uwzględnienia neurohorm onu w rozważa
niach dotyczących patogenezy chorób afektywnych. W ykazano m.in. że 
neuropeptyd ten  wywołuje zaburzenia snu, których obraz elektroencefalo
graf iczny przypom ina obserwowany w depresji endogennej. Obniżenie za
w artości som atostatyny w płynie mózgowo-rdzeniowym stwierdzono u osób 
z organicznymi zmianami ośrodkowego układu nerwowego, m.in. w cho
robie Alzheimera, pląsawicy H untingtona, stw ardnieniu rozsianym, cho
robie Parkinsona, co skłania niektórych autorów do przypisyw ania defi
cytowi som atostatyny patogennego znaczenia w zespołach psychoorga- 
nicznych [82, 83]. Pom iary zawartości som atostatyny w płynie mózgowo- 
rdzeniowym  osób z rozpoznaniem chorób afektyw nych w ykazały znam ien
ne statystycznie obniżenie ilości horm onu w okresie fazy depresyjnej 
w porównaniu z okresem rem isji oraz grupą kontrolną osób zdrowych 
[82, 83]. Stwierdzono istotną zależność pom iędzy ilością som atostatyny 
w płynie mózgowo-rdzeniowym i zawartością w płynie kw asu 5-hydro- 
ksyindolooctowego i noradrenaliny [82, 83].

III-3. Melanostatyna

M elanostatyna (MIF-1), tró jpeptyd  ham ujący uwalnianie m elanotropi- 
ny, należy do neurohormonów, których rola fizjologiczna jest wciąż mało 
poznana. Duża zawartość m elanostatyny w jądrach podkorowych układu
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pozapiramidowego oraz stw ierdzona in terakcja w układzie dopaminergicz- 
nym  (nasila efekty L— DOPA) — skłoniły do prób stosowania tego neuro
hormonu w zespołach parkinsonowskich, przy czym uzyskano na ogół 
pozytywne efekty terapeutyczne, zwłaszcza gdy p repara t stosowano pozaje- 
litowo. W latach 1974— 1978 E h r e n s i n g  i K a s t i n  [84, 85] opu
blikowali wyniki leczenia depresji endogennych za pomocą omawianego 
tró jpeptydu. Autorzy obserwowali efekt zależny od dawki, małe dawki 
m elanostatyny (75 mg na dobę) przynosić m iały znaczący efekt przeciw- 
depresyjny, przy dawkach większych (do 750 mg na dobę) takiego w pły
wu nie obserwowano. Spostrzeżenia Ehrensinga i K astina nie zostały do
tychczas zweryfikowane.

III-4. Neuropeptydy opioidowe

Odkrycie receptorów opioidowych w mózgu i ich endogennych ligan- 
dów spotkało się z natychm iastow ym  oddźwiękiem w badaniach patoge
nezy chorób afektyw nych. Takie szybkie podjęcie badań wiązało się m.in. 
z dawnym i pozytywnym i doświadczeniami klinicznym i ze stosowaniem 
opiatów w leczeniu depresji oraz postulow anym  obecnie podstawowym  
znaczeniem układów opiatowych dla takich zjaw isk psychicznych, jak na
strój, zjawiska bólowe i inne.

Przypomnieć warto, że Tinctura Opii należała, od czasów K raepeli- 
na, do podstawowego zestawu leków używanych w psychiatrii przez po
nad pół wieku. Stosowano ją w stanach depresyjnych, zwłaszcza z dużym 
lękiem i podnieceniem ruchow ym  (depressio agitata). I chociaż w owych la
tach nie prowadzono badań kontrolowanych, nie ma podstaw  by podwa
żać obserwacje lekarzy praktyków , które wskazują, że za pomocą tego 
leku uzyskiwano zupełnie dobre wyniki leczenia depresji. Część współ
czesnych badań, prowadzonych zgodnie z nowoczesnymi wymogami m eto
dologicznymi, potwierdza spostrzeżenia sprzed 50 la t co do terapeutycznej 
wartości pochodnych opium w depresji [86, 87].

Przeprowadzone pod koniec lat 60-tych badania nad cyklazocyną po
twierdziły, że ten agonista-antagonista receptora opioidowego, stosowany 
w dawce 1,— 3,0 mg na dobę wyw iera wpływ  leczniczy w depresji [86]. 
Na przeszkodzie w szerszym zastosowaniu tego związku w lecznictwie sta
nęła okoliczność, że w yw iera on działanie psychomimetyczne. Również nie
które spostrzeżenia kliniczne mogą wskazywać na udział układów opioido
wych w patogenezie chorób afektywnych, zwłaszcza depresji. Wymienić tu  
należy przede wszystkim  zwiększoną wrażliwość na ból chorych z depresją 
endogenną [88] oraz pospolite występowanie skarg i dolegliwości typu bó
lowego w depresji, które stanowić mogą jej maskę (bóle głowy, bóle z za
kresu nerwów obwodowych, splotów i pni nerwowych) [68]. Zwraca też 
uwagę stosunkowo częste występowanie zaburzeń psychicznych z kręgu 
chorób afektyw nych po odstawieniu opioidów [27] oraz obserwowane u
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osób zdrowych reakcje depresyjne po podaniu antagonistów receptora opio- 
idowego [89].

We współczesnych badaniach nad rolą układów opioidowych w  choro
bach afektywnych stosowane są różne strategie badawcze. Do najw ażniej
szych należą: próby leczenia depresji za pomocą agonistów receptorów 
opioidowych, próby terapii zespołów m aniakalnych za pomocą antagonis
tów om awianych układów oraz ocena układów opioidowych u chorych na 
choroby afektywne oraz w toku terapii depresji i manii.

Związki działające agonistycznie na receptor opioidowy w terapii depresji 
endogennej

Pierwsze obserwacje kazuistyczne, które wskazywały na przeciwde- 
presyjny wpływ (5-endorfiny (dawki 1,5— 6,0 mg) opublikował K l i n e  
i w s p .  [30]. Inni autorzy [33, 90] obserwowali znaczącą, choć przem ija
jącą poprawę stanu klinicznego u 10 chorych z depresją po upływie 2— 4 
godzin od wstrzyknięcia dożylnego ^-endorfiny. W czasie stosowania neu
ropeptydu obserwowano również zmianę fazy depresyjnej w m aniakalną
[91]. Z tym i obserwacjami korespondują kazuistyczne spostrzeżenia po
czynione w trakcie stosowania (3-endorfiny w schizofrenii, k tóre wskazują, 
że związek ten  przynosił efekt leczniczy m.in. u chorych, u k tórych w ob
razie klinicznym stwierdzono depresję [31, 32]. Jedynie P i e k a r  i w s p .
[92] nie zauważyli istotnych zmian stanu klinicznego chorych z depresją, 
którym  podawano ^-endorfinę.

Hipotezę, że endogenny zespół depresyjny może w jakimś stopniu w ią
zać się z obniżoną aktywnością układów opioidowych w spierają badania 
nad mechanizmem działania elektrow strząsów , z których wynika, że za
równo u zwierząt doświadczalnych, jak i u ludzi zabieg elektrow strząso
wy powoduje znaczny wzrost aktywności układu (3-endorfinowego [93, 
94, 51].

W leczeniu stanów depresyjnych zastosowano też buprenorfinę. Spo
śród 10 osób wykazujących oporność na trójpierścieniow e leki przeciw- 
depresyjne, u połowy dawka 0,2 mg dziennie przyniosła znaczącą po
prawę stanu klinicznego [95]. Buprenorfina w ykazuje jednak złożony, ago- 
nistyczno-antagonistyczny w pływ  na receptor opioidowy.

Próby zastosowania antagonistów  receptora opioidowego w depresji 
(stosowano nalokson w dawce do 6 mg na dobę) dały wyniki negatyw ne 
[96—98], obserwowano też pogorszenie stanu klinicznego chorych [99].

Podsumowując dotychczasowe badania dotyczące prób stym ulacji ukła
dów opiatowych ośrodkowego układu nerwowego w depresji endogennej 
można wstępnie przyjąć, że przyniosły one zachęcające wyniki lecznicze 
i mogą pośrednio wskazywać na udział deficytu układu endorfinowego 
w patogenezie depresji.

8 Postępy B iochem ii 3-4/85
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Związki działające antagonistycznie na receptor opioidowy w terapii zespołów  
maniakalnych

A utoram i koncepcji, że podwyższona aktywność układów opioidowych 
mózgu może mieć znaczenie w patogenezie endogennej m anii jest B y c k 
[100] oraz B e l u z z i  i S t e i n  [101]. W w eryfikacji hipotezy posłużono 
się głównie naloksonem, antagonistą receptora opioidowego, k tóry  stoso
wano w zespołach m aniakalnych w ystępujących w chorobie afektyw nej 
dwubiegunowej. Badania te mają, jak dotychczas, charakter eksperym en
talny nie zaś terapeutyczny w sensie ścisłym. Stosowano jednorazowo dużą 
dawkę naloksonu dożylnie (do 20 mg) i badano wpływ p repara tu  na obja
wy i cechy zespołu maniakalnego. J u d d  i J a n o w s k y  [102— 105] po
dają opisy korzystnych zmian stanu klinicznego chorych z manią, które 
utrzym yw ały się krótko (1— 2 godziny) po dożylnym podaniu 20 mg nalo
ksonu i dotyczyły 1/3 badanych chorych (łącznie leczono 12 osób). Auto
rzy zauważyli, że taka przem ijająca popraw a kliniczna w ystępuje u osób, 
u  których stw ierdza się osłabioną sekrecję kortyzolu po podaniu nalok
sonu [105, 106]. Należy jednocześnie podkreślić, że ta  sama grupa autorów 
obserwowała korzystne zmiany stanu psychicznego chorych z manią po 
podaniu im  jednorazowo 10 mg metadonu, i w brew  oczekiwaniom nie 
obserwowano zaostrzenia cech zespołu m aniakalnego [107].

Inni autorzy nie stwierdzili, żeby nalokson w yw ierał jakikolwiek wpływ 
leczniczy w zespole m aniakalnym  [108]. Również badania wykonane pod 
auspicjam i Światowej Organizacji Zdrowia nie potw ierdziły przeciwma- 
niakalnego działania naloksonu [109].

Przeprowadzone dotychczas obserwacje działania naloksonu w ze
spole m aniakalnym  nie upraw niają do żadnych uogólnień i wydaje się, że 
niewiele wniosły dla poznania znaczenia układów opioidowych w  patogene
zie endogennej manii. Liczba chorych, u których prowadzono obserwacje 
jest bardzo mała, uzyskane wyniki niejednoznaczne, zaś stosowane duże 
dawki naloksonu nie pozwalają na ocenę czy obserwowane efekty zależ
ne były od w pływ u prepara tu  na receptory opiatowe, czy też związane 
z działaniem na inne układy neuroprzekażnikowe, np. na układ GABAer- 
giczny.

Ocena aktywności układów opioidowych w chorobach afektywnych

Ten rodzaj badań wiąże się z pom iaram i aktywności opioidowej płynu 
mózgowo-rdzeniowego lub osocza, lub też ilości (5-endorfiny w obu pły
nach ustrojowych.

Wyniki oznaczeń aktywności opioidowej płynu mózgowo-rdzeniowego 
w okresie fazy depresyjnej i m aniakalnej są na ogół zgodne co do stw ier
dzenia, że w okresie manii aktywność ta jest większa niż w okresie depre
sji [45, 49]. Aktywność opioidowa płynu mózgowo-rdzeniowego w okresie
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depresji w porównaniu z grupą kontrolną osób zdrowych wykazuje mniej 
znaczące różnice lub ich brak [44, 40]. T e r e n i u s  i w s p .  [44] obser
wowali wzrost ilości frakcji I (hydrofilnej, 1000—2000 rn.cz.) w arunkującej 
aktywność opioidową. Nowsze badania potw ierdzają obserwacje T e r e -  
n i u s a  i w s p . ,  w skazują jednocześnie, że wzrost ilości frakcji I dotyczy 
głównie osób z chorobą afektyw ną jednobiegunową [110]. W zrost ilości tej 
frakcji w płynie mózgowo-rdzeniowym w ystępuje równocześnie z hiper- 
sekrecją kortyzolu. Również we krw i stw ierdzano zwiększenie aktywności 
opioidowej w okresie stanu maniakalnego w porównaniu z okresem depre
sji [111].

Pom iary ilościowe (3-endorfiny (metodą radioimmunologiczną) we krw i 
w okresie depresji nie w ykazały istotnych różnic w porównaniu z osobami 
zdrowymi [49, 94, 112]. Stwierdzono natom iast zwiększenie ilości (3-endor- 
finy po zabiegach elektrowstrząsowych [94, 113]. Zjawisko to utrzym ywało 
się, a naw et narastało po kolejnych zabiegach, zauważono też, że u tych 
chorych, u których nastąpiła poprawa stanu klinicznego — deksametazon 
powoduje nie tylko supresję sekrecji kortyzolu, lecz również obniżenie 
ilości ^-endorfiny w osoczu w okresie 24 godzin po podaniu tego synte
tycznego horm onu [94]. Zjawiska supresji P-endorfiny przez deksametazon 
nie obserwowano przed leczeniem elektrow strząsam i [94].

Podsum owując — badania kliniczne i metaboliczne przeprowadzone do
tychczas na m ateriale klinicznym  dostarczają danych, które mogą w ska
zywać na udział układów opiatowych mózgu w patogenezie chorób afek- 
tyw nych (zwłaszcza w depresji). Dotychczasowe badania nie w yjaśniają 
genezy stw ierdzanych zmian aktywności układów opiatowych, ani też nie 
pozwalają na in terpretację ich znaczenia dla kształtow ania obrazu klinicz
nego zespołów depresyjnych i m aniakalnych. Nie jest w szczególności jas
ne, czy są one pierw otne do stw ierdzanych zmian układów monoam iner- 
gicznych mózgu, czy też ich skutkiem . Nie jest też wykluczone, że mogą 
być zjawiskiem  niespecyficznym, związanym ze stresem , k tóry  nieodłącz
nie towarzyszy stanowi depresyjnem u i m aniakalnem u.

III-5. Wazopresyna

Z zagadnieniem stosowania agonistów i antagonistów receptora opio- 
idowego w chorobach afektyw nych wiążą się w pewnym  stopniu bada
nia przydatności wazopresyny (ADH) w terapii depresji i jej rolą w pato
genezie tego zespołu. Uzasadnienie teoretyczne dla stosowania peptydu 
w leczeniu endogennego zespołu depresyjnego przedstaw ili G o l d  i w s p .  
[87, 114]. Autorzy przytaczają następujące obserwacje kliniczne i wyniki 
badań doświadczalnych. Dotychczasowe badania w ydają się wskazywać, 
że wazopresyna wywiera korzystny wpływ na zaburzenia pamięci w ystę
pujące w zespole depresyjnym. Podstawową cechą obrazu klinicznego de
presji endogennej są zaburzenia podstawowych rytm ów  biologicznych, 
m.in. ry tm u snu i czuwania. W azopresynie ma przypadać istotne znaczenie
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w synchronizacji tych rytm ów. W czasie stosowania endorfiny obserwo
wano poprawę stanu klinicznego chorych z depresją endogenną, zaś sty 
m ulacja układów endorfinowych prowadzi do wzmożonej sekrecji wazo
presyny. Stwierdzono, że nalokson w yw iera u niektórych chorych działanie 
przeciwmaniakalne, p reparat ten  poprzez ham ujące działanie na receptor 
opiatowy może obniżać sekrecję wazopresyny. Również sole litu  w ykazu
jące wpływ przeciwm aniakalny, osłabiają działanie w azopresyny ham ując 
w rażliwą na ten peptyd cyklazę. G o l d  i w s p .  dochodzą do wniosku, że 
istnieją uzasadnione podstaw y dla wysunięcia hipotezy, w m yśl której 
u osób z depresją endogenną w ystępuje niedobór w azopresyny w ośrod
kowym układzie nerwowym, którem u może przypadać istotne znaczenie 
patogenetyczne.

W celu w eryfikacji tych przypuszczeń autorzy przeprowadzili pom iary 
ADH w płynie mózgowo-rdzeniowym u chorych z depresją endogenną 
w przebiegu choroby afektyw nej dwubiegunowej (19 osób) i jednobie- 
gunowej (13 osób) i stwierdzili, że zarówno w fazie depresyjnej (w obu 
grupach chorób) jak i m aniakalnej m a miejsce istotne obniżenie zawartości 
ADH w płynie mózgowo-rdzeniowym. U 2 chorych z depresją psycho
tyczną obserwowano wybitne zwiększenie ilości badanego peptydu, zaś 
w okresie rem isji nie stwierdzono istotnych różnic w porów naniu z grupą 
kontrolną oraz z okresem depresji [114]. Przeprowadzono też próby le
czenia zespołu depresyjnego za pomocą desam ino-d-arginylo-wazopresyny 
(DDAVP) [114]. Spośród 4 leczonych, u dwóch chorych dawka 60—80 M-g 
dziennie stosowana przez kilka tygodni przyniosła istotną poprawę stanu 
klinicznego, przy czym u jednej z nich efekt leczniczy był przem ijający. 
U innych 3 chorych, z m niej nasilonym  zespołem depresyjnym , nie uzyska
no zmian podstawowych objawów choroby, obserwowano natom iast popra
wę w zakresie funkcji pamięciowych.

Tak więc obserwacje poczynione przez autorów koncepcji nie dostar
czyły przekonujących danych, które potw ierdzałyby ich hipotezę. Rów
nież prace innych autorów danych takich nie dostarczają. Nie stwierdzono 
różnic w wiązaniu wazopresyny z płytkam i krw i u osób z rozpoznaniem 
choroby afektyw nej dwubiegunowej (w stadium  rem isji) w porównaniu 
z grupą kontrolną [115]. Nie obserwowano również różnic w zawartości 
arginylowazopresyny we krw i chorych z depresją w porównaniu z oso
bami zdrowymi, zauważono natom iast, że bezpośrednio po zabiegu elek
trow strząsow ym  ma miejsce wzrost poziomu peptydu we krw i [116].

IV. Podsum owanie

Przegląd niniejszy dotyczy niem al wyłącznie obserwacji klinicznych, 
których celem była w eryfikacja hipotez postulujących udział zmian nie
których układów neuropeptydowych w patogenezie chorób afektyw nych 
i grupy schizofrenii. Pom inięto w nim wyniki licznych badań ekspery
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m entalnych przeprowadzonych u zwierząt, którym  również przypada rola 
w w eryfikacji tych hipotez. Wybór tak  zawężonego tem atu wiązał się za
równo z zainteresowaniam i autora tej pracy, jak również faktem , że ba
dania prowadzone u ludzi, zwłaszcza jeżeli dotyczą terapii, stanowią waż
ny spraw dzian wiarygodności tego rodzaju teoretycznych założeń. Czy 
badania te przyczyniły się do poznania znaczenia neuropeptydów w pato
genezie omawianych grup psychoz? Odpowiedź na tak zredagowane py
tanie jest trudna. Można jedynie stwierdzić, że nie dostarczają one pod
staw  dla odrzucenia takiej możliwości. Nie upraw niają one jednak do 
w yrobienia poglądu, które neuropeptydy włączone są w proces patogene- 
tyczny i jaki typ zmian w ystępuje. Dotyczy to zwłaszcza układów opioido
wych ośrodkowego układu nerwowego. Badania te znajdują się wciąż 
w fazie wstępnej i dotyczyły małego liczebnie m ateriału  klinicznego, nie
jednorodnego pod względem nozologicznym. Nie jest wykluczone, że duże 
zróżnicowanie uzyskanych wyników wiąże się głównie z tą  okolicznością. 
Analiza piśm iennictwa upraw nia jednocześnie do wniosku, że dotychczaso
we badania nad przydatnością neuropeptydów w terapii schizofrenii i cho
rób afektyw nych wskazują, że żaden z badanych związków nie wykazał 
większej wartości leczniczej niż neuroleptyki (stosowane w zespołach para- 
noidalnych i maniakalnych) lub trójpierścieniow e leki przeciw depresyjne 
(przydatne w leczeniu depresji endogennych). Być może w ynika to z faktu, 
że zmiany w układach neuropeptydowych są jedną ze składowych proce
su patogenezy, nie zaś zaburzeniem  podstawowym. Do wyjaśnienia tego 
problem u mogą przyczynić się m.in. badania w pływ u leków neuroleptycz- 
nych i przeciw depresyjnych na układy neuropeptydowe ośrodkowego ukła
du nerwowego.

Zaakceptow ano do druku  3 marca 1985 r.
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I. Wstęp

Enzymy rozszczepiające wiązania peptydowe w białkach z przyłącze
niem  cząsteczki wody należą do klasy hydrolaz, podklasy hydrolaz w ią
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zań peptydowych (E.C. 3.4.— .—). W oparciu o układ aminokwasów funk
cyjnych w centrum  aktyw nym , jak i o przypuszczalne ewolucyjne pocho
dzenie wyróżnia się sześć grup enzymów proteolitycznych: proteinazy se- 
rynowe I np. trypsyna (Asp,Ser,His); proteinazy serynowe II np. subtylizy- 
na (Asp,Ser,His); proteinazy cysteinowe np. papaina (Cys,His,Asp); protei
nazy aspartylow e np. pepsyna (Cys,His,Asp); m etaloproteinazy I np. kar- 
boksypeptydazy A,B; typowe kolagenazy kręgowców [1] (Zn,Glu,Tyr) oraz 
m etaloproteinazy II np. term olizyna (Zn,Glu,His). Proteinazy serynowe 
stanowią grupę najlepiej przebadanych białek enzymatycznych. W w y
niku blisko pięćdziesięcioletnich badań, skoncentrowanych głównie na 
chym otrypsynie i innych trzustkow ych traw iennych proteinazach seryno- 
wych, poznano szczegółowo struk turę  III-rzędową tych białek aż do prze
strzennego ułożenia poszczególnych atomów w cząsteczce. Obecnie znana 
jest dokładnie s truk tu ra  krystalograficzna ośmiu serynowych enzymów 
proteolitycznych: alfa-chym otrypsyny wołowej [2—5], gamm a-chym o- 
trypsyny wołowej [6, 7], trypsyny wołowej [8— 13], elastazy z trzustki w ie
przowej [14— 16], kalikreiny A z trzustk i wieprzowej [17], proteazy A [18] 
oraz proteazy B [19, 20] z bakterii Streptomyces griseus, alfa-litycznej pro
teinazy z Myxobacter 495 [21, 22], subtylizyny BPN' [23, 24], subtylizyny 
Novo [25] oraz dwóch zymogenów: chym otrypsynogenu [26] i trypsynoge- 
nu [27, 28].

Na podstawie badań struk turalnych  i kinetycznych poznano szczegó
łowo mechanizm działania tych enzymów. Cechują się one w yjątkow o re
aktyw ną resztą seryny w centrum  aktyw nym , gdzie stanowi ona część 
tzw. łańcucha przeniesienia ładunku złożonego z kwasu asparaginow e
go, histydyny i seryny połączonych między sobą wiązaniami wodorowy
mi [29, 30]. Obecnie uważa się, że również seryna 214 ma udział w syste
mie przeniesienia ładunku, a jej grupa —OH jest połączona wiązaniem 
wodorowym z atomem tlenu grupy —COOH reszty kwasu asparaginow e
go 102 [18],

Ryc. 1. Schem at oddziaływań trzech am inokw asów  w centrum  aktyw nym  chymo- 
trypsyny (num eracja am inokwasów wg H artley ’a [31]).

Dotychczas na podstawie homologii struk tu ry  I i III rzędowej wyróż
niono dwie rodziny proteinaz serynowych: rodzinę trypsyny i subtylizyny, 
wywodzące się prawdopodobnie z dwóch różnych pni ewolucyjnych. Bar
dzo możliwe jest, że dalsze badania pozwolą na wyróżnienie innych jeszcze 
rodzin proteinaz serynowych [32].
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II. Dywergencja funkcjonalna proteinaz serynowych

W przeciwieństwie do subtylizyn w ystępujących wyłącznie u m ikroor
ganizmów, proteinazy serynowe typu  trypsyny są u zwierząt najbardziej 
rozpowszechnioną grupą enzymów degradujących białka. Oprócz funkcji 
traw iennych spełnianych przez enzymy trzustkow e, proteinazy serynowe 
biorą udział w pozalizosomalnym traw ieniu białek komórkowych [33], 
zwłaszcza w tkance mięśniowej [33— 35]. Znaczne ilości proteinaz seryno
wych o aktywności elastolitycznej i chym otrypsyno-podobnej w ystępują 
w ziarnistościach granulocytów ssaków [36—40]. Fizjologiczne znaczenie 
proteinaz ziarnistości leukocytów jest słabo poznane i polega prawdopo
dobnie na degradacji białek komórkowych i m ateriału  fagocytowanego 
przez granulocyty. Znacznie lepiej udokum entowana jest patologiczna 
funkcja tych proteinaz w rozwoju stanów chorobowych takich jak rozed
ma płuc czy stany zapalne [41, 42].

W Tabeli 1 zebrano dane dotyczące funkcji i pochodzenia niektórych 
serynowych enzymów proteolitycznych. Zdum iewająca jest rozpiętość 
funkcji: od traw ienia i degradacji białek, poprzez udział w zapłodnieniu 
u  ssaków i procesach metamorfozy w stanach rozwojowych bezkręgow
ców, aż do precyzyjnie regulowanych procesów krzepnięcia krw i i lizy 
powstałych skrzepów, aktyw acji dopełniacza i uwalniania aktywnie bio
logicznych peptydów oraz specyficznej obróbki hormonów peptydowych 
[64]. Z wąską specjalizacją funkcjonalną danego enzymu związana jest 
z reguły ogromna specyficzność działania, ograniczona często do jednego 
białka, w obrębie którego dokonują ograniczonej proteolizy. Należą do tej 
g rupy enzymy kaskady krzepnięcia (trombina oraz czynniki V ila, IXa, 
Xa, XIa i XIIa), białko C, urokinaza, tkankow y aktyw ator plazminy 
(t-PA), komponent gamma czynnika wzrostowego nerw u (gamma-NGF), 
endopeptydaza beta kom ponenty czynnika wzrostowego nerw u (beta-NGF 
endopeptydaza), białko wiążące epiderm alny czynnik wzrostu (EGF-BP) 
oraz składniki dopełniacza: C lr , C is  a zwłaszcza Bb, D i C2a. Wysoka 
specyficzność tych proteinaz była powodem, że przez wiele lat z braku 
białkowych substratów  mówiło się tylko o esterolitycznej aktywności nie
których z nich, klasyfikując je jako esterazy.

Godny uwagi jest fakt, że z w yjątkiem  enzymów bakteryjnych wszyst
kie pozostałe enzymy wymienione w Tabeli 1 posiadają form y zymogeno- 
we. Peptyd regulatorowy zlokalizowany na N-końcu łańcucha polipepty- 
dowego enzymu liczy od kilku do kilkuset aminokwasów (porównaj z Ta
belą 3). W enzymach biorących udział w procesach wym agających subtel
nej kontroli, peptyd regulatorow y liczy z reguły ponad kilkadziesiąt ami
nokwasów.
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Ryc. 2 . Porów nanie s tru k tu ry  I-rzędow ej serynow ych enzymów proteolitycznych 
bakterii, bezkręgowców i kręgowców. SGPA — proteinaza A Streptom yces griseus, 
a lfa -lit — alfa-lityczna proteinaza M yxobacter  495, If — trypsyna raka Astacus 
fluviatilis, [6 6 ]; VOP II — proteinaza larw y szerszenia Vespa orientalis [65]; chym — 
alfa-chym otrypsyna wołowa, PPK K  — kalikreina trzustk i wieprzowej [6 8 ];
Przerw y w  ciągłości sekw encji (dla zw iększenia hom ologii zaznaczone p r z e z ------- )określano
w  przypadku: kalikreiny wg B o d e  i w  s p.( [17], proteinaz bakteryjnych  i chym otrypsyny wg 
B r a y e r  i w s p .  [18] i J a m e s  i w s p .  [69], pozostałych enzym ów  w g oryginalnych prac 
cytow anych pow yżej. Liczby oznaczają kolejność am inokw asów  w  łańcuchu polipeptydow ym  od 
N -końca w g chym otrypsynow ego system u num eracji am inokw asów  [31]. R eszty am inokwasowe  
katalitycznej triady: His-57, Asp-102, Ser-195 a także Ser-214 zaznaczono gwiazdką. Identyczne  
am inokw asy w ystępujące w  tej sam ej pozycji w  dwóch lub w ięcej białkach obrysow ano linią  
ciągłą. Do oznaczenia am inokw asów  użyto  jednoliterow y kod: A (Ala), B (Asx), C (Cys), 
D (Asp), E (Glu), F (Phe), G (Gly), H (His), I (Ile), K (Lys), L (Leu), M (Met), N (Asn), P (Pro), 
R (Arg), Q (Gin), S (Ser), T (Thr), V (Val), W (Trp), Y (Tyr), Z (Glx).
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III. Podobieństwa struktury różnych proteinaz serynowych

Poznanie s truk tu ry  pierwszorzędowej serynow ych enzymów proteoli
tycznych typu trypsyny wskazało na dużą homologię sekwencji am ino
kwasów pomiędzy poszczególnymi proteinazam i izolowanymi naw et z tak 
odległych ewolucyjnie organizmów jak bezkręgowce i ssaki; identyczność 
sekwencji aminokwasowych może wynosić ponad 30°/o [65— 67], co świad
czy o wspólnym  ewolucyjnym  pochodzeniu od pierwotnego praenzym u. 
Porównanie sekwencji aminokwasów proteinaz serynowych typu trypsyny 
(Ryc. 2) wskazuje, że szczególnie zachowane w rozwoju ewolucyjnym  są: 
aminokwasy w sąsiedztwie dwóch spośród trzech reszt aminokwasowych 
katalitycznej triady  (His-57 i Ser-195), N-końcowy fragm ent łańcucha 
polipeptydowego, aminokwasy uczestniczące w  strukturze miejsca wiąza
nia substratu  (Ser-214, Trp-215 i Gly-216) oraz mostki dwusiarczkowe 
w pozycjach: Cys-42-Cys-57, Cys-168-Cys-182 i Cys-191-Cys-220 m ające 
znaczenie w utrzym aniu praw idłowej konform acji centrum  aktyw nego 
enzymu.

W porównaniu z serynowym i proteinazam i eukariontów , enzymy po
chodzenia bakteryjnego produkowane przez Streptomyces griseus (SGPA, 
SGPB) oraz Myxobacter  495 (alfa-lityczna proteinaza) w ykazują niższy 
stopień homologii s tru k tu ry  pierwszorzędowej nie przekraczający 21°/o [20] 
(Tab. 2).

Tabela 2
Stopień identyczności sekwencji aminokwasów (struktury pierwszorzędowej) pomiędzy elastazą 
(wieprzową) i alfa-chymotrypsyną (wolową) [70] a serynowymi proteinazami A i B Streptomyces 
griseus (SGPA, SGPB) i alfa-lityczną proteinazą Myxobacter 495 [20, 69].
W nawiasach podano procent homologii struktury III-rzędowej [16,21,22,69].

Elastaza

Chymotrypsyna 39% (85%) Chymotrypsyna

SGPA 17% 21% (64%) SGPA

SGPB 20.4% 18% 59% SGPB

alfa-lityczna proteinaza 18% (55%) 17.7% 35.3% (82%) 36%

Z uwagi na znacznie krótszy łańcuch polipeptydowy enzymów bakte
ry jnych  (około 180 aminokwasów) w porównaniu z około 240 am inokwa
sami w proteinazach trzustkow ych, wynikły poważne kłopoty z w zajem 
nym dopasowaniem ich sekwencji ponieważ w ykazują one homologię p ra 
wie wyłącznie w obrębie wym ienionych uprzednio regionów łańcucha 
polipeptydowego (Ryc. 2). Dopiero poznanie s tru k tu ry  III-rzędowej, po
przez wzajem ne porównanie przestrzennych modeli, pozwoliło prawidłowo 
uszeregować sekwencje aminokwasów proteinaz bakteryjnych i trzustko
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wych z uwzględnieniem wszystkich insercji i delecji aminokwasów (Hyc. 2) 
[69], Okazało się, że pomimo znikomego stopnia podobieństwa sekwencji 
aminokwasów, enzymy te m ają podobną struk turę  III-rzędową ze stop
niem homologii położenia przestrzennego atomów węgla alfa reszt amino
kwasowych łańcucha polipeptydowego wynoszącym np. 64% dla SGPA 
i alfa-chym otrypsyny [69] i 55% dla elastazy i alfa-litycznej proteinazy 
Myxobacter 495 [22]. Także w obrębie danej grupy enzymów pochodzenia 
trzustkowego czy bakteryjnego procent homologii s truk tu ry  przestrzennej 
jest znacznie wyższy od homologii sekwencji aminokwasów i wynosi ponad 
80% [7, 16, 17, 21]. W ynika z tego, że w czasie ewolucji znacznie bardziej 
zachowywana była s truk tu ra  III-rzędowa niż I-rzędowa i wszystkie pro
teinazy serynowe typu trypsyny m ają podobną konform ację cząsteczki. 
W obrębie cząsteczki łańcuch polipeptydowy jest tak  zwinięty, że tworzy 
dwie hydrofobowe domeny, które w miejscu połączenia w zagłębieniu 
zaw ierają centrum  aktyw ne (Ryc. 3).

W skład każdej domeny wchodzą cztery równoległe pętle struk tu ry  
beta i sześć odcinków łańcucha polipetydowego (Ryc. 4). W obrębie domeny 
N-końcowej wyróżnia się pętle: 1. N -term inalną (aminokwasy od 16—41);
2. histydyny (42—58); 3. uranylową (68—86); 4. kwasu asparaginowego 
(87— 108), a w obrębie domeny C-końcowej cztery pętle zostały nazwane 
kolejno: 1. autolizy (aminokwasy 131— 162); 2. m etioniny (164— 182); 3. se-

76

Ryc. 3. Schem at stru k tu ry  III-rzę- 
dowej cząsteczki alfa-chym otrypsy
ny [3]. Łańcuch polipeptydow y 
przedstaw iono jako w stążkę pozagi- 
naną przy każdym  atom ie węgla 
alfa. M ostki dw usiarczkow e zazna
czono zakreskow anym i słupkam i. 
Am inokw asy katalitycznej triady : 
His-57, Asp-102 j Ser-195 leżące w 
zagłębieniu pomiędzy dom eną N- 
końcową (górna od lewej) i C-koń- 
cową (dolna od praw ej) zakreślono 
owalną linią.

10 Postępy Biochem ii 3-4/85
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Ryc. 4. Schem at ułożenia łańcucha polipeptydowego w  dom enach alfa-chym otryp ' 
syny. S trzałk i biegnące od grup NH do CO obrazują w iązania wodorowe głównego 
łańcucha. Duże kółka oznaczają odcinki łańcucha polipeptydowego tw orzące hydro
fobowy rdzeń cząsteczki, zaczernione całkowicie i w połowie przedstaw iają odpo
wiednio am inokw asow e łańcuchy boczne naładow ane i polarne. H eksagonalne znaki 
oznaczają reszty katalityczne: His-57, Asp-102, Ser-195 i Asp-194, a linie podwójne — 
m ostki dwusiarczkowe. W każdej dom enie pierw szy odcinek s tru k tu ry  beta (A) 
jest pokazany dw ukrotnie. Gwiazdki oznaczają pozycje lokalnych osi sym etrii we
w nątrz każdej z domen [71].

ryny  (195—213); 4. specyficzności (214—228), i wreszcie C-koniec łańcucha 
polipeptydowego zwinięty jest w alfa-helisę [3, 11, 15, 69].

W proteinazach trzustkow ych aktyw acja zymogenu prowadzi do po
wstania zdysocjowanej grupy a lfa -N H i N-końcowej w aliny lub izoleucyny 
[72, 73, 74], która tworzy wiązanie jonowe z naładow aną resztą boczną 
Asp-195, co z kolei powoduje takie zmiany w obrębie cząsteczki, że w y
kształca się funkcjonalnie czynne miejsce wiązania substra tu  [11, 28, 75, 
76]. Proteinazy bakteryjne nie m ają zymogenów. W ich struk turze w ystę
puje wiązanie jonowe pomiędzy Asp-194 a resztą guanidynową Arg-138, 
spełniające te same funkcje co wiązanie alfa-am inowej grupy N-końcowego 
aminokwasu (izoleucyna po usunięciu peptydu aktywacyjnego) z Asp-194 
w proteinazach trzustkow ych [69]. Fakt, że takie wiązanie jonowe wystę
puje w enzymach od bakterii aż do ssaków podkreśla jego istotną rolę 
w utrzym aniu aktyw nej enzymatycznie konform acji enzymu, a stała obec
ność jego w  proteinazach bakteryjnych tłum aczy brak  ich form  zymoge- 
nowych. Porównując sekwencje aminokwasów bak tery jnej proteinazy 
SGPA i alfa-chym otrypsyny na podstaw ie znanych s tru k tu r III-rzędo-
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wych [18], łatwo można zauważyć (Ryc. 2) trzy  duże insercje aminokwa
sów w sekwencji chym otrypsyny i innych proteinaz eukariontów. Dwie 
spośród nich obejm ują aminokwasy pętli N-końcowej (20—28 i 35— 38) 
i aminokwasy w pętli autolizy (144— 145). Insercje te, łącznie z zastąpie
niem  Arg-138 przez inny aminokwas, pozwalają uwtorzyć wiązanie jono
we naładowanej alfa-N H i grupy N-końcowej izoleucyny, czy waliny 
z kwasem asparaginowym  w pozycji 194, co z kolei umożliwiło powstanie 
form y zymogenowej proteinaz wyższych organizmów. Trzecia insercja 
obejm uje aminokwasy od 67 do 83 i jest związana z brakiem  pętli urany- 
lowej (fragm ent łańcucha polipeptydowego zdolny do wiązania jonów 
m etali ciężkich) w bakteryjnym  enzymie. Praw ie wszystkie insercje i de- 
lecje aminokwasów obserwuje się w  pętlach łańcucha polipeptydowego 
w ystających poza hydrofobowy rdzeń domen cząsteczki enzymu. W tych 
rejonach łańcucha obserwuje się także najw iększą zmienność aminokwa
sów, co jest powodem znikomej homologii s tru k tu ry  I-rzędowej nawet 
między blisko spokrewnionymi proteinazam i (Ryc. 2 i Ryc. 4).

IV. Duplikacja pierwotnego genu w ewolucji proteinaz serynowych

Już w momencie poznania s truk tu ry  rentgenograficznej proteinaz sery
nowych badacze zwrócili uwagę na duże podobieństwo dwu ich domen 
składowych. W ysunięto naw et przypuszczenie, że taka struk tura  powstała 
w w yniku duplikacji pierwotnego genu [3, 15]. Dokładne topologiczne po
równanie domen chym otrypsyny [71] wykazało, że hydrofobowe rdzenie 
obydwóch domen są w zajem nie równoważne pod względem przestrzenne
go położenia pętli struk tu ry  beta, ułożenia w iązań wodorowych i pozycji 
naładow anych łańcuchów bocznych aminokwasów, a sześć antyrównoleg- 
łych odcinków łańcucha polipeptydowego oznaczonych jako A, B, C, D, 
E i F w każdej domenie w ystępuje w tym  sam ym  porządku ABC — FED 
w obrębie beta s truk tu ry  (Ryc. 4). Ponadto w cząsteczce można wyznaczyć 
oś sym etrii biegnącą przez jej środek, która umożliwia dokonanie określo
nej operacji geometrycznej nakładającej atom y węgla alfa jednej domeny 
na drugą tak, że większość tych atomów rdzenia zajm uje topologicznie 
równoważne położenie. Takie przekształcenie nakłada odcinki ABC i DEF 
łańcucha polipeptydowego domeny C-końcowej na odcinki DEF i ABC 
domeny N-końcowej. Z kolei w obrębie każdej domeny N- czy C-końcowej 
wyróżnia się dwie zadziwiająco sym etryczne s truk tu ry  przestrzenne (pod- 
domeny) zbudowane z odcinków łańcucha ABC i DEF, tworzące po dwie 
pętle s tru k tu ry  beta z osią sym etrii umożliwiającą wzajemne nałożenie 
atomów węgla alfa poddomeny ABC i DEF. Tak znaczna homologia w  s tru 
k turze III-rzędowej domen mocno przem aw ia za hipotezą dw ukrotnej du
plikacji genu, pomimo braku jakichkolwiek pow tarzających się sekwencji

10*
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aminokwasowych w łańcuchu polipetydow ym  chym otrypsyny [77] — 
zwłaszcza, jeżeli uwzględni się, że przestrzenne ułożenie łańcucha poli- 
peptydowego hydrofobowych rdzeni odlegle spokrewnionych białek jest 
bardziej niezmienne w czasie ewolucji niż s tru k tu ra  I-rzędow a [78]. 
W edług M c L a c h l a n a  [71] najbardziej pierw otnym  struk tura lnym  
prekursorem  chym otrypsyny był dim er dwóch identycznych monomerów. 
Gen kodujący m anom er ulegał kolejno duplikacji i fuzji, a jego produkt 
translacji odpowiadał pojedynczej struk tu ra lnej domenie w yróżnianej 
obecnie w proteinazach serynowych. Funkcjonalnym  prekursorem  pro- 
teinaz był jednak dimer dwóch takich podjednostek i dopiero powtórna 
duplikacja i fuzja genu doprowadziły do pow stania jednołańcuchowego 
czterodomenowego enzymu proteolitycznego. D uplikacja genu w  obrębie 
jednego łańcucha polipeptydowego nie jest w yjątkiem  stw ierdzonym  w 
przypadku proteinaz serynowych, lecz w ydaje się być powszechną stra te
gią ewolucji na poziomie m olekularnym  [79, 80]. Można przypuszczać, że 
poprzez ten  mechanizm pow stały takie białka jak: baktery jna ferrodoksy- 
na [81], streptokinaza [82], rodanaza [83, 84], białko A Staphylococcus au- 
reus [85], parw album ina karpia [86], pepsyna [87], pencylinopepsyna [88], 
renina [89] i inne proteinazy aspartylow e [90]. Zgodnie z sugestią M c L a 
c h l a n a  [71] schemat pierw otnych etapów  ewolucji proteinaz seryno
wych przestaw ia rycina 5.

V. Pow stanie zymogenów

Jak wspomniano na wstępie wszystkie proteinazy serynowe eukarion- 
tów w przeciwieństwie do baktery jnych  posiadają form y zymogenowe. 
W yjątkiem  od tej reguły jest trypsyna raka (Astacus fluviatulis) I£ [91], 
która stanowi prawdopodobnie pośrednie ogniwo ewolucyjne pomiędzy pro- 
teinazam i bakterii a proteinazam i organizmów wyższych [66]. Peptyd regu
latorowy znajdujący się na N-końcu cząsteczki poszczególnych enzymów 
jest bardzo zróżnicowany pod względem  wielkości jak i sekwencji amino
kwasów. Wyróżnia się co najm niej cztery grupy peptydów  regulatorow ych 
[104], pozornie w ogóle nie spokrewnionych ze sobą (Tab. 3), co potwierdza 
tezę McLachlana [71], że najpierw  pow stał pragen wspólny dla wszystkich 
genów kodujących proteinazy organizmów wyższych (Ryc. 7 gen A), a do
piero później w toku ewolucji pojaw iły się form y zymogenowe. Na ryci
nie 6 przedstawiono schematycznie s tru k tu rę  zymogenów zakwalifikowa
nych do czwartej grupy (Tab. 3) różnych serynow ych enzymów proteoli
tycznych, zaznaczając homologiczne sekwencje aminokwasów. Ogólnie 
wyróżnia się cztery typy homologicznych sekwencji: 1. tzw. s truk tu ry  
„kringlowe” (pętle łańcucha polipeptydowego utworzone przez wiązania 
dwusiarczkowe kształtem  przypom inające precle) protrom biny [105, 106], 
plazminogenu [107], t-PA  [99] i wysokocząsteczkowej urokinazy [94];
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Chymotrypsynogen A (wołowy) 
Mr = 2 5 0 0 0

 ̂Czynnik XII
Mr = 74000 (wołowy)
Mf = 76000 (ludzki)

’’Kalikreinogen
Mr = 88 000 (osocze wołowe) [

'Czynnik XI
Mr = 124000 (wołowy)
Mr = 160000 (ludzki)

*  Czynnik VII
Mr = 4 5 0 0 0 -5 4  000

Czynnik IX
Mr = 55 400 (wołowy)
Mr = 57 000 (ludzki)

Czynnik X
Mr —54500  (wołowy)
Mr = 59000 (ludzki)

Białko C
Mr = 5 0 0 0 0  (wołowe)

Protrombina 
Mr = 72000

Plazminogen
Mr= 86000  (ludzki)

Urokinaza
Mr= 50000  (ludzka)

t-PA
Mr = 72000  (ludzki)

Składnik komplementu C1r 
Mr= 8 5 000  (ludzki)

m  □

Ryc. 6 . Schem at s tru k tu ry  zymogenów n iektórych proteinaz serynow ych w  porów 
naniu  z chym otrypsyną. S trzałk i oznaczają m iejsca rozcięcia łańcucha polipeptydo
wego zymogenów w czasie aktyw acji. Enzym atyczne części zym ogenów (łańcuchy 
B) —  zaczernione, pozostała część połączona m ostkiem  dw usiarczkow ym  (przery
w ana linia).
Część zakropkowana obrazuje peptydy które ulegają odłączeniu w  procesie aktyw acji zym oge
nów. Części zym ogenów  o w zajem nej hom ologicznej sekw encji am inokw asów  zakreskow ano  
w  identyczny sposób: 1 — hom ologiczne sekw en cje am inokw asów  w  obrębie tzw. struktur 
„kringlow ych” (5 w  plazm inogenie [107], po 2 w  protrom binie [105, 106] i  t-PA  [99] i 1 w  uro- 
nazie [94]; 2 — sekw encje pow tarzające się w  białku C i czynnikach krzepnięcia IX oraz X  [55]; 
3 — sekw encje am inokw asów  hom ologiczne z m ysim  i ludzkim  epiderm alnym  czynnikiem  
w zrostu [94, 110]; 4 — w  dużym  stopniu hom ologiczne sekw encje am inokw asów  zaw ierające  
reszty kw asu gam m a-karboksyglutam inow ego białek, których synteza zależy od w itam iny K 
[55]; 5 — sekw encja hom ologiczna ze strukturam i „fingerow ym i” (ang. f lnger s tru c tu re) fibro- 
n ek tyn y  [110]; 6 — łańcuch A trom biny; 7 — łańcuchy polipeptydow e o n iezupełn ie poznanej 
jeszcze strukturze I-rzędow ej. G wiazdka oznacza nieznaną sekw en cję am inokw asów  części enzy
m atycznej zym ogenu.

[542]
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Tabela 3

Porównanie aktywacyjnych miejsc przecięcia łańcuchów polipeptydowych zymogenów seryno
wych enzymów proteolitycznych.
Hydrolizowane wiązanie zaznaczono strzałką. Górna liczba oznacza numer aminokwasu od 
początku zymogenu (porównaj z Ryc. 4). Sekwencję hydrolizowanego miejsca ludzkiej hap- 
toglobiny—•homologicznego białka proteinaz serynowych podano na końcu tabeli [92]. Dolna 
liczba oznacza numer aminokwasu od początku odszczepianego peptydu. Jednoliterowe oznaczenia 
aminokwasów jak na rycinie 2.

Grupa I — Krótki peptyd regulatorowy odłączany po hydrolizie wiązania Liz-Ile

Trypsynogen A (ryba dwudyszna) E D D K7t I V G G
Trypsynogen (wieprzowy) D D D Kst I V G G
Prokokonaza oraz trypsynogeny kręgowców /93/ D G G K \3 I V G G

Grupa II — Krótki peptyd regulatorowy odłączany po hydrolizie wiązania Arg -Ile lub Arg-Val

Proelastaza B (ryba dwudyszna) /93 / E M E R xt° V V G G
Kalikreina tkankowa (mysia) /55/ V Q S R 6t I V G G

Grupa III — Krótki peptyd regulatorowy połączony mostkiem dwusiarczkowym z enzymem
po hydrolizie wiązania Arg-Ile lub Arg-Val

Proelastaza A (ryba dwudyszna) P T A R “  V V N G
Chymotrypsynogen A (wołowy) i inne chymotrypsyno- G L S R \5 I V N G

geny kręgowców /93/

Grupa IV — Długi peptyd regulatorowy połączony mostkiem dwusiarczkowym z enzymem
po hydrolizie wiązania Arg-Ile lub Arg-Val (całość ub część peptydu)

* Wysokocząsteczkowa urokinaza (ludzka) /94, 95/ L R P R Jt57 I I G G
Plazminogen (ludzki) /96/ C P G R 5 6 °  y V G G
Protrombina (wołowa) /96/ I E G P  3 2 3 TlV4 9 t 1 V E G
Czynnik IX (ludzki) /97/ D F T Ril°t V V G G

** Czynnik X (wołowy) /96/ Q V V R in  i V G G
** Białko C (wołowe) /98/ L D P RiS? I V D G

t-PA (ludzki) ¡99/ P G F R 2t75 I K G G
Haptoglobina (ludzka) /100/ P V Q R*43 I L G G

* izoluje się w postaci dwułańcuchowej, aktywnej enzymatycznie, ale są dowody na istnienie jednołańcuchowego 
prekursora /101/

** zymogeny izoluje się w postaci dwułańcuchowej (czynnik X jest produkowany przez hepatocyty w formie jedno- 
łańcuchowej) /102, 103/

2. sekwencje powtarzające się w białku C i czynnikach IX oraz X [55];
3. sekwencje homologiczne z epiderm alnym i czynnikam i wzrostu [108, 109] 
w wysokocząsteczkowej urokinazie [94], białku C, t-PA  i czynnikach IX
i X [110]; 4. N-końcowe w wysokim stopniu homologiczne sekwencje 
w białkach, których synteza zależy od w itam iny K [55, 111]. Pomimo tej
różnorodności s truk tu ry  I-rzędowej zymogenów, wszystkie łańcuchy A
enzymów proteolitycznych w ykazują znaczną homologię regionu, w któ
rym  w ystępuje cysteina tworząca m iędzyłańcuchowe wiązania dwusiarcz-
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kowe z cysteiną 122 łańcucha B (enzymatycznego) (Tab. 4). Potw ierdza to 
sugestię DeHaena [93] o pochodzeniu zymogenów proteinaz serynow ych 
typu  trypsyny od pierwotnego genu (Ryc. 7 gen C) kodującego zymogen.

VI. Hipotetyczny schemat ewolucji proteinaz serynowych

W 1978 roku Y o u n g  i w s p .  [96] na podstawie znanych w tym  
czasie sekwencji aminokwasowych proteinaz serynowych, używając m e
todę „punktowych zaakceptowanych m utacji” , [115] zaproponowali drzewo 
ewolucyjne proteinaz serynowych. W ostatnich latach, dzięki udoskonale
niu metod sekwencjonowania białek, poznano struk turę  I-rzędow ą dal
szych proteinaz i ich zymogenów tak, że próbuje się zrekonstruow ać prze
bieg ewolucji przyjm ując następującą kolejność wydarzeń. P ierw otny gen 
trw ale aktyw nej proteinazy uległ fuzji z sekwencją nukleotydów kodu
jącą polipeptyd, który przyłączony do N-końca enzymu zadziałał jako 
peptyd regulatorowy. Tak powstały zymogen miał Mr 40 000— 50 000 i był 
bezpośrednim prekursorem  wszystkich obecnie zbadanych zymogenów 
proteinaz serynowych. Hipoteza pierwotnego pragenu kodującego zymo
gen wyjściowy (wspólny obecnie w ystępującym  prekursorom  proteinaz) 
wynika z homologii s tru k tu ry  I-rzędowej wszystkich zbadanych dotych
czas nieenzymatycznych łańcuchów proteinaz serynowych i zakłada, że 
w wyjściowym pragenie zaw arta była inform acja kodująca łańcuch poli- 
peptydowych struk tu r kringlowych, fragm ent homologiczny z EGF i pep
tyd zawierający reszty kwasu gam m a-karboksyglutam inowego.

W edług Y o u n g a  i w s p .  [96] dyw ergencja proteinaz baktery jnych  
(trypsyny Streptomyces griseus) i enzymów eukariotycznych nastąpiła 
około 1.3 m iliarda lat tem u. Pierwsze kręgowce pojaw iły się na ziemi 
najwcześniej 500 milionów lat tem u, i do m om entu opisania s tru k tu ry  
I-rzędowej trypsyny raka Astacus fluviatulis  [66] brakowało ogniwa łą
czącego proteinazy prekariontów  i kręgowców [116]. Ponieważ pierwsze 
prym ityw ne stawonogi, do których należą też skorupiaki pojaw iły się 
700 milionów lat tem u (trylobity) można założyć, że hipotetyczny opisany 
powyżej zymogen proteinaz serynowych eukariontów  powstał w począt
kach ery paleozoicznej. Z tego genu ewoluował gen urokinazy, a w wyniku 
częściowej duplikacji genu w obrębie części kodującej peptyd regulatoro
wy powstały prageny wyjściowe protrom biny, t-PA  i plazm inogenu [99, 
117— 120]. Duplikacja całego genu i późniejsza dywergencja doprowadziły 
do powstania haptoglobiny [92], białka nieenzymatycznego o zupełnie in
nej funkcji niż proteinazy. Z tego też pierwotnego pragenu na skutek m u
tacji w części kodującej nieenzym atyczny fragm ent zymogenu (translo- 
kacja fragm entu DNA) powstał wyjściowy gen genów czynników IX i X 
oraz białka C, a obszerne delecje w tej części m ateriału  genetycznego do-
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Ryc. 7. Schem at ew olucji zym ogenów serynow ych enzymów proteolitycznych. 
Liczbami um ieszczonym i pod gałęziam i drzew a ew olucyjnego opisano w ażniejsze w ydarzenia  
genetyczne będące podstawą do m olekularnej ew olucyjnej dyw ergencji zym ogenów  proteinaz: 
1 — delecja sekw encji hom ologicznej z EGF i odcinka w iążącego wapń; 2 — delecja odcinka  
w iążącego wapń; 3 — translokacja fragm entu DNA w  wyniku której struktura „kringlow a” 
zostaje zastąpiona inną sekw encją; 4 — częściow a duplikacja i następnie translokacja w  inne 
m iejsce genom u fragm entu DNA kodującego ew olu cyjn y  prekursor EGF; 5 — d elecje sekw encji 
hom ologicznej z EGF i częściow a duplikacja genu w  części kodującej strukturę „kringlow ą” ; 
6 — częściow a duplikacja genu w  części kodującej struktury „kringlow e” i fuzja z sekw encją  
kodującą struktury „fingerow e” fibronektyny; 7 — częściow e zw ielokrotn ien ie genu w  obrębie 
struktur ,,kringlow ych” ; 8 — obszerna delecja  części n ieenzym atycznej genu; 9 — zw ielokrot
n ien ie kopii genu i dyw ergencja poszczególnych genów ; 10 — ew olucyjna dyw ergencja hapto- 
globiny poprzez m utacje punktow e.

O gólny kształt drzewa ew olucyjnego i punktów  dyw ergencji proteinaz eukariotycznych  przy
jęto wg Y o u n g  i w s p .  [96] (linie ciągłe i pełne koła). Proponow ane punkty dyw ergencji 
i lin ie ew olucyjne czynnika IX, białka C, urokinazy, t-PA , haptoglobiny i prekursora epider- 
m alnego czynnika w zrostu (EGFP) zaznaczono odpow iednio pustym i kołam i i lin ią przeryw aną. 
Poniew aż nie uw zględniono różnic w  hom ologii sekw encji am inokw asów  pom iędzy poszcze
gólnym i zym ogenam i proponow ane m iejsca rozgałęzień są czysto  h ipotetyczne i mogą ulec  
w eryfikacji po zastosow aniu w łaściw ych  m etod  określania ew olucyjnych  pokrew ieństw  białek  
na podstaw ie porównania znanych struktur I-rzędow ych. Gen A — gen  stale aktyw nej protei- 
nazy; Gen B — gen białka o nieznanej funkcji; Gen C — gen pierw otnego zym ogenu seryno
w ych enzym ów  proteolitycznych .

[546]
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prowadziły do powstania genów kodujących zymogeny o krótkim  pepty- 
dzie regulatorow ym  (Ryc. 7).

Do tej grupy enzymów z krótkim  peptydem  regulatorow ym  oprócz 
zymogenów proteinaz traw iennych zaliczamy enzymy biorące udział 
w specyficznej obróbce biologicznie aktyw nych peptydów: kalikreina [53, 
68, 121— 123], gamma renina [124], tonina [125, 126], gamma-NGF [127, 
128], białko wiążące epiderm alny czynnik wzrostu (EGF-BP) [129], endo- 
peptydazy beta składnika nerwowego czynnika w zrostu (beta-NGF endo- 
peptydaza) [129, 130]. Charakterystyczną cechą enzymów tej grupy jest 
wysoka specyficzność działania, oraz tak  znaczne wzajem ne homologie 
stru k tu ry  I-rzędowej (od 75°/o) [126, 131], że białka te dają krzyżowe reak
cje immunologiczne [129, 132], U myszy geny tych enzymów znajdują się 
w pobliżu lokus TAM-1 na chromosomie 7 [133], co łącznie ze wspomnia
nym i podobieństwami imm unologicznymi i znaczną wzajem ną homologią 
sekwencji aminokwasów wskazuje, że ewoluowały one stosunkowo nie
dawno poprzez zwielokrotnienie kopii pojedynczego genu wyjściowego pro- 
teinazy i stanowią obecnie ściśle spokrewnioną grupę białek o podobnej 
funkcji [134]. Zymogeny serynow ych enzymów proteolitycznych, oraz 
epiderm alne czynniki wzrostu cechuje występowanie sekwencji homolo
gicznych (Ryc. 6). Pozwala to przypuszczać, że już w prekursorow ym  
zymogenie, zanim nastąpiła jego dywergencja, występowała taka homo
logiczna sekwencja. Do m om entu poznania sekwencji nukleotydów w 
cDNA prekursora mysiego epiderm alnego czynnika wzrostu [135, 136] 
(dziesięciokrotne powtarzanie się odcinków homologicznych z fragm entem  
sekwencji niektórych serynowych enzymów proteolitycznych) przypusz
czano, że czynniki te są produktam i degradacji zymogenów proteinaz se
rynowych [96]. Są jednak dane wskazujące, że epiderm alne czynniki wzro
stowe powstały u kręgowców stosunkowo niedawno w w yniku częściowej 
duplikacji i następnie translokacji w inne miejsce genomu fragm entu 
DNA pierwotnego genu kodującego prekursor czynników krzepnięcia IX 
i X oraz białka C, po oddzieleniu się tego pragenu od linii ewolucyjnej 
prowadzącej do trom biny, ale zanim nastąpiła jego dywergencja w k ierun
ku tych trzech enzymów [137]. Taka lokalizacja miejsca dywergencji 
czynników wzrostowych znajduje potwierdzenie w w ystępowaniu w białku 
C i w czynnikach IX i X nietypowego aminokwasu: kwasu beta-hydroksy- 
asparaginowego w homologicznej sekwencji jak w epiderm alnym  czynniku 
wzrostu [138, 139], W żadnym z homologicznych odcinków sekwencji p re
kursora nie w ystępuje kwas asparaginow y w równoważnej pozycji. Homo
logiczne sekwencje łańcuchów polipeptydow ych epiderm alnych czynni
ków wzrostu i t-PA  nie zaw ierają tego nietypowego aminokwasu. Suge
ru je  to lokalizację miejsc dyw ergencji tych enzymów (Ryc. 7).

Szczególną cechą zymogenów proteinaz kaskady krzepnięcia (protrom- 
biny, czynników VII, IX, X oraz białka C) jest występowanie od N-końca 
homologicznej sekwencji czterdziestu-kilku aminokwasów zawierających
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reszty kwasu gam m a-karboksyglutam inowego. Za starym  ewolucyjnie po
chodzeniem takiej sekwencji przem awia jej obecność zarówno w pro- 
trom binie jak i w czynnikach IX, X oraz białku C.

Fizjologiczna funkcja tych enzymów spowodowała znaczne zachowa
nie struk tu ry  I-rzędow ej tego odcinka łańcucha polipeptydowego. Funk
cjonalne znaczenie m a także, homologiczna wobec s tru k tu r „palczastych” 
(ang. jinger structures) [110, 140], sekwencja aminokwasów w tkankow ym  
aktyw atorze plazm inogenu odpowiedzialna za powinowactwo jego do fib- 
ryny. Jest praw dopodobne, że ten fragm ent łańcucha polipeptydowego 
zymogenu pojaw ił się w rozwoju ewolucyjnym  w związku z fizjologiczną 
funkcją tkankowego aktyw atora plazminogenu, świadcząc równocześnie
0 ewolucyjnym  pokrew ieństw ie obu białek.

Jasny i konsekw entny obraz ewolucji proteinaz serynowych zakłóca 
czynnik B dopełniacza, w ystępujący w formie zymogenowej w osoczu
[141]. W w yniku działania czynnika D, czynnik B zostaje zaktyw owany
[142], A ktyw ny enzym  liczy 505 aminokwasów [143], a więc dw ukrotnie 
więcej niż inne proteinazy serynowe. Tylko C-końcowa jego połowa 
(222—505) w ykazuje homologie z pozostałymi klasycznymi proteinazam i 
serynowymi. Pomimo, że aminokwasy katalitycznej triady  (His, Asp, Ser) 
w ystępują w homologicznej sekwencji oraz pierw otne i w tórne miejsca 
wiązania substra tu  są dobrze zachowane (podobnie, jak niektóre mostki 
dwusiarczkowe w  protrom binie i chym otrypsynogenie [144]), trzeba p rzy
jąć, że czynnik B jest proteinazą serynową z odm iennym  mechanizmem 
aktyw acji ze względu na długość odcinanego łańcucha polipeptydowego
1 braku homologii N-końcowej części czynnika Bb z typowym i proteinaza
mi serynowymi.

Podobne właściwości fizykochemiczne, jak czynnik B, ma składnik C2 
dopełniacza spełniający analogiczne funkcje w klasycznej drodze aktyw acji 
dopełniacza (aktyw acja składnika C3) [63, 145, 146]. Jest więc praw dopo
dobne, że składnik C2 należy zakwalifikować do tej samej klasy proteinaz 
serynowych co czynnik B. Ewolucyjne pochodzenie tych enzymów nie jest 
jasne choć nie można kwestionować ich powiązań z pozostałymi proteina
zami serynowymi.

Dalszych inform acji o ewolucji i wzajem nych pokrew ieństw ach zymo
genów serynowych enzymów proteolitycznych dostarczy zapewne pozna
nie struk tu ry  I i III-rzędow ej pozostałych niezbadanych jeszcze dokładnie 
prekursorów  proteinaz, a także pełne poznanie funkcji fizjologicznych w y
szczególnionych uprzednio sekwencji aminokwasowych nieenzym atycznej 
części zymogenów.

VII. Ewolucyjna konwergencja subtylizyny

Na zakończenie trzeba wspomnieć o drugim  typie serynowych enzymów 
proteolitycznych. Najlepiej zbadanymi enzymami tej grupy są subtylizyny
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produkowane przez Bacillus subtilis. Pomimo całkowicie odm iennej s truk 
tu ry  I-rzędowej [147, 148] i III-rzędowej [23, 25] subtylizyny m ają katali
tyczną triadę aminokwasów: Asp-35, His-64 i Ser-221, praw ie identycznie 
zorientowaną w przestrzeni jak proteinazy typu  trypsyny  [149]. Także 
miejsca wiążące substrat na powierzchni cząsteczki enzym u są analogicz
nie zbudowane jak w trypsynie [30]. Ostatnio została poznana struk tu ra  
III-rzędowa proteinazy K z grzyba Tritirachium  album  w ykazująca zna
czną homologię przestrzennej budowy jej cząsteczki i cząsteczki subtylizy- 
ny [150], wskazując, że oba te enzymy ewoluowały od wspólnego p ra- 
białka. Potwierdza to ostatecznie występowanie dwóch odrębnych linii 
ewolucyjnych serynow ych enzymów proteolitycznych — typu  trypsyny
i subtylizyny rozpowszechnionych zarówno wśród eukariontów  jak i pro- 
kariontów. Jest to też piękny przykład ewolucyjnej konw ergencji na po
ziomie m olekularnym , gdy ta  sama funkcja spowodowała wykształcenie 
identycznego mechanizmu reakcji w oparciu o te same fragm enty  struk 
tu ry  III-rzędowej.

Zaakceptowano do druku  12 kw ietn ia  1985 r.
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I. Wprowadzenie

Synteza części cukrowej glikoprotein jest procesem enzymatycznym, 
katalizowanym  przez grupę transferaz o wysokiej selektywności. Pierwsze 
etapy glikozylacji zachodzą w siateczce śródplazm atycznej, w czasie gdy 
nowo syntetyzowany łańcuch białkowy jest jeszcze związany z ryboso
mami, a zakończenie glikozylacji m a miejsce w aparacie Golgiego [1]. 
Glikozylacja nieenzymatyczna natom iast jest całkowicie odmiennym pro
cesem, przebiegającym  bez udziału enzymów i polega na chemicznym do-
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w ersytetu Jagiellońskiego, Al. M ickiewicza 3, 31-120 K raków

n*
http://rcin.org.pl



556 B. T U R Y N A , A. G U ZD EK [2]

łączaniu cukrów redukujących do białek już wydzielonych. W w arunkach 
in vitro  wiele cukrów redukujących wiąże się nieenzymatycznie z białka
mi. In vivo  najczęściej bierze udział w tym  procesie glukoza ponieważ 
zawartość jej w surowicy jest znaczna. Term in glikozylacja nieenzym a
tyczna stosuje się do procesu powstawania glikozylowanych nieenzym a
tycznie białek przy udziale różnych cukrów redukujących. W przypadku, 
kiedy cukrem  redukującym  jest glukoza wprowadzono nazwę glukozylacja 
nieenzymatyczna.

Oddziaływania pomiędzy cukram i redukującym i i aminokwasami oraz 
dalsze przekształcenia powstałych połączeń prowadzące do brązowych pro
duktów  degradacji, były przedmiotem zainteresowań M a i l l a r d a ,  już 
w latach dwudziestych [2]. Reakcja M aillarda jest znana zwłaszcza w  
przem yśle mleczarskim. Podczas dłuższego przechowywania mleka i jego 
przetw orów  tworzy się brązowy, trudno rozpuszczalny produkt, k tóry  
obniża jakość pożywienia. Powstaje on w w yniku szeregu reakcji dehy- 
dratacji, kondensacji i polimeryzacji. Reakcją inicjującą w tym  procesie 
jest oddziaływanie grupy karbonylowej cukru redukującego (np. laktozy) 
z grupą aminową aminokwasu (np. e-aminową grupą lizyny w kazeinie).

Ogromne zainteresowanie reakcją M aillarda w żywych organizmach 
datuje się od m omentu wykazania obecności glikozylowanej hemoglobiny 
w erytrocytach człowieka, a zwłaszcza stw ierdzenia 2 — 3 krotnego w zrostu 
poziomu tak  zmodyfikowanej hemoglobiny u chorych na cukrzycę [3].

W w arunkach fizjologicznych glikozylacja nieenzym atyczna zachodzi 
wolniej w porównaniu z reakcjam i enzymatycznymi, ulegają jej więc 
głównie białka o długim okresie półtrwania. Wykazano, że in vivo  glikozy
lacji ulegać może wiele różnych białek, między innym i hemoglobina [4], 
album ina [5], krystalina oka [6 ] oraz białka błon erytrocytów  [7]. Przede 
wszystkim  białka glikozylowane stwierdzono w organizmach chorych na 
cukrzycę. Oznaczenia ilościowe glikozylowanych białek są użyteczne jako 
wskaźnik metabolizmu cukrów u chorych na cukrzycę. W ysuwa się ostat
nio pew ne przypuszczenia odnośnie udziału glikozylowanych białek w po
w staw aniu komplikacji cukrzycowych oraz pewnych zmian obserwowa
nych w  procesie starzenia się.

II. Mechanizm glikozylacji nieenzymatycznej

Glikozylacja nieenzymatyczna białek polega na bezpośredniej reakcji 
pomiędzy cukrem  redukującym  a białkiem. W pierwszym  (szybkim i od
wracalnym ) etapie bierze udział wolna grupa aminowa białka i grupa 
karbonylowa cukru redukującego w formie łańcuchowej. Pow staje zwią
zek typu  zasady Schiffa (aldoimina), k tóry pozostaje w równowadze z N- 
podstawioną pochodną aldozyloaminową (Ryc. 1). Przebieg reakcji zależy 
od lokalnego pH wokół grup aminowych białka stanowiących aktyw ny
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Glukoza Zasada Schiffa Aldozyloamina

Ryc. 1. Pierw szy etap  glikozylacji nieenzym atycznej.

czynnik nukleofilowy reagujący z węglowodanem. Im niższa w artość pK 
grup aminowych tym  większe prawdopodobieństwo przyłączenia cząsteczki 
cukru redukującego. Tak więc, końcowe grupy aminowe białek i w ew nątrz- 
łańcuchowe reszty lizyny, ze względu na niską wartość pK tych  grup 
i ich efektyw ną nukleofilowość łatw iej ulegają glikozylacji nieenzym a- 
tycznej. W reakcję tę mogą wchodzić również inne grupy aminowe, w y
stępujące w otoczeniu silnie zasadowych ugrupowań w białku. T rw ały 
produkt końcowy powstaje w drugim  (powolnym) etapie reakcji, w któ
rym  aldoimina ulega przegrupowaniu Amadori do bardziej stabilnej form y 
ketoaminowej. Formę tę można wyizolować z glikozylowanych nieenzym a- 
tycznie białek. Ketoaminowa pochodna białka w ystępuje prawdopodobnie 
głównie w  formie cyklicznej ketozyloaminy (Ryc. 2). Modelowe badania

R —  N = C  — H
I

H— C — OH
I

HO C H Przegrupowanie
Amadori 

H — C — OH ---------------------- ►

H— C — OH
I
CH2OH 

Zasada Schiffa

R— NH— CHo
I
C =  0
I

HO — C — H
I

H—  C — OH
I

H— C — OH
I

c h 2oh

Ketoamina

c h 2n h r

(3-Ketozyloamina

Ryc. 2. Przegrupow anie A m adori do ketoam inowej pochodnej białka.

reakcji heksoz z aminokwasami wykazały, że ketozyloaminy krystalizu ją 
w formie piranozowej [8 ], jakkolwiek sugeruje się również możliwość s tru k 
tu r  furanozowych [9].
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III. Metody oznaczania produktów glikozylacji nieenzymatycznej

Jedną z najbardziej rozpowszechnionych metod w ykryw ania i ilościo
wego oznaczania produktów glikozylacji nieenzym atycznej jest metoda 
kolorym etryczna z kwasem tiobarbiturow ym . Podczas łagodnej hydrolizy 
kwaśnej uw alniany jest z białka cukier w formie 5-hydroksym etyleno- 
furfuralu . Ponieważ reszta białkowa in terferu je  z oznaczeniem kolory
metrycznym , musi być usunięta na przykład przez w ytrącenie kwasem  
trójchlorooctowym. Pow stały 5-hydroksym etylenofurfural reaguje z kw a
sem tiobarbiturow ym  tworząc kompleks barw ny, którego m aksim um  
absorbancji przypada przy 443 nm. W yniki podaje się zwykle jako A443, na- 
nomole 5-hydroksym etylenofurfuralu lub równoważniki frutkozy [10]. 
Schemat tej reakcji przedstawia rycina 3.

5-H ydroksym etyleno- Kwas tiab a rb i- Kompleks barwny
furfural turowy \ a « = 443 nm
5-HMF TBA

Ryc. 3. Tworzenie kom pleksu barw nego w reakcji z kw asem  tiobarbiturow ym .

Do hydrolizy stosuje się kwasy organiczne takie jak kwas szczawiowy
0.3— 1.0N [11] lub 2.ON kwas octowy [12]. Użycie bowiem mocnych kw a
sów prowadzi do rozkładu 5-hydroksym etylenofurfuralu. W trakcie prze
prowadzania hydrolizy istotne jest utrzym yw anie stałej tem peratury , gdyż 
natężenie barw y kompleksu zmienia się w zależności od tem peratury  [ 1 2 ]. 
Jakkolw iek wolna glukoza nie reaguje z kwasem tiobarbiturow ym , w yka
zano [13], że glukoza zaw arta w surowicy powoduje zawyżenie wartości 
otrzym anych w drodze oznaczeń kolorym etrycznych glukozylowanych 
nieenzymatycznie białek. Dlatego przed rozpoczęciem oznaczeń wskazane 
jest przedializowanie próbek surowicy [14] lub w ytrącenie białek kwasem 
trójchlorooctowym  [13] lub etanolem  [2], W trakcie hydrolizy mogą się 
jednak tworzyć produkty, które podnoszą natężenie barw y w oznaczeniu 
kolorym etrycznym . Nieswoiste zabarwienie próby doświadczalnej można 
wyeliminować przez sporządzenie odpowiednich prób kontrolnych. Na 
przykład próbkę surowicy poddaje się działaniu NaBH 4 w celu zredukow a
nia połączeń ketoaminowych do niereaktyw nych heksitoloam in [13]. Moż
na też hydrolizaty surowicy podzielić na połowę i oznaczać A 4 4 3  jako róż
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nicę pomiędzy próbką z dodatkiem  kwasu tiobarbiturow ego i bez dodania 
kwasu [2 ].

W ykrywanie i oznaczanie glikozylowanych białek ma istotne znacze
nie diagnostyczne w przypadkach cukrzycy. Szczególnie dobrze rozwinięto 
różne techniki pozwalające na rozdzielenie i oznaczenie glikozylowanych 
pochodnych hemoglobiny. Metody chrom atograficzne z zastosowaniem 
żywic jonowym iennych, najczęściej kationitu  Bio Rex 70, są czasochłonne. 
Zastosowanie m ikrokolum n wypełnionych tą  żywicą skróciło czas analizy 
[16]. Jednakże przy użyciu żadnej z dotychczasowych metod chrom atogra
ficznych nie można oddzielić hemoglobiny F od HbAlc, a ponadto niewiel
kie zmiany tem peratury , pH buforu i siły jonowej w pływ ają na ilość 
eluowanej hemoglobiny. Metodą chrom atograficzną rokującą duże nadzie
je jest wysokociśnieniowa chrom atografia cieczowa z zastosowaniem k a r
boksylowych żywic jonowym iennych [17]. W rutynow ych analizach jest 
jednak mało przydatna z uwagi na kosztowną i skomplikowaną aparaturę. 
Glikozylowane pochodne hemoglobiny można wyizolować również m e
todą chrom atografii powinowactwa, przy czym najczęściej stosowanym 
podłożem jest pochodna am inofenyloboranu [18, 19]. Schemat takiego 
oznaczenia przedstaw ia rycina 4. Metoda ta  jest bardzo dokładna, odznacza 
się dużą powtarzalnością wyników, szybkością i stanowiła podstawę do 
opracowania produkowanego przez firmę Pierce, zestawu zwanego Glyco- 
Gel Test Kit.

NH- O
OH

OH

R—  NH— CH2
I

0 =  c
I

H—  C —  OH

B +  HO— C — H
OH I

HO— C — H
I
CH2OH

R — NH— CH2
I

0 =  c
I

H—  C —  OH

■C — H
I

- C — H
I
CH2OH

Podłoże
z aminofenyloboranem

Ketoamina Wiązanie glukozylowanego Diałka

Ryc. 4. Zasada oznaczania białek glukozylowanych m etodą chrom atografii powino
wactwa.

Z innych metod należy wspomnieć o metodzie oznaczania glikozylowa- 
nej hemoglobiny z zastosowaniem elektroforezy w żelu agarowym [2 0 , 2 1 ], 
nie wrażliwej na zmiany tem peratury , pH buforu i jego siły jonowej. 
Można też przy jej użyciu wydzielić hemoglobiny S i C jak również ich 
glikozylowane pochodne Sj i Ci. Wreszcie liczba analizowanych próbek 
może wynosić kilkadziesiąt w przeciągu około 1  godziny, co umożliwia 
zastosowanie tej metody w praktyce klinicznej. Znane są też próby roz-
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działu hemoglobin m etodą radioimmunologiczną oraz ogniskowania izo- 
elektrycznego [22, 23]. Ograniczeniem  pierwszej jest konieczność uzyska
nia przeciwciał, a drugiej kosztowna aparatura, co pozwala jednak na 
rozdzielenie hemoglobiny F od A iC.

W badaniach in vitro  powszechnie stosuje się m etody pozwalające oce
nić stopień glikozylacji białek na podstawie w budow ywania cząsteczek 
monosacharydów znakowanych C1 4  lub H8. Znacznik jednak najczęściej 
zawiera radioaktyw ne zanieczyszczenia o nieznanej strukturze, które też 
mogą reagować z białkam i [24]. W artości uzyskane metodą radioizotopową 
przeto w ym agają spraw dzenia przy  użyciu innych metod.

IV. Białka glikozylowane in vivo  i in vitro  

IV-1. Hemoglobina

Stosunkowo wiele inform acji dotyczących stru k tu ry  glikozylowanej 
hemoglobiny, jej biosyntezy i m etod oznaczania, zebrano w kilku pracach 
przeglądowych [2, 4, 25—28], Hem olizat erytrocytów  dorosłego człowieka 
zawiera hemoglobinę A 0 (a2 (32) stanowiącą ponad 90% całkowitego białka 
erytrocytów. Oprócz HbA 0  w erytrocytach człowieka stwierdzono dwa inne 
typy hemoglobiny A 2 (a2 (32) i F (a 2 Y2). Od HbA 0  różnią się tym , że podjed- 
nostki wchodzące w  ich skład są produktam i różnych genów. Pozostałe 
rodzaje hemoglobin w hemolizacie erytrocytów  człowieka pow stają na 
drodze potranslacyjnych m odyfikacji HbA0. W trakcie rozdziału hemo- 
lizatu erytrocytów  metodą chrom atografii powinowactwa, w ędrują one 
przed główną frakcją HbA0, nazyw ane są przeto frakcją  szybko wędrującą. 
Stanowi ona 4— 6 °/o hemoglobiny, a w jej skład wchodzą cztery podfrakcje 
określane jako HbAiai, HbAia2, HbA lb i HbAlc. HbAlc stanowi około 75°/o 
frakcji szybko w ędrującej i pow staje w w yniku dołączenia glukozy w pro
cesie glukozylacji nieenzym atycznej do grupy aminowej am inokwasu 
końcowego, jakim  jest walina w obu łańcuchach (3HbA0  [29, 30]. Na tej 
samej drodze powstają pozostałe składniki frakcji szybko w ędrującej. 
W przypadku HbAlal glikozylującym  cukrem  jest fruk tozo -l- 6 -difosforan, 
natom iast w  HbA l a 2  g lukozo-l- 6 -difosforan [31]. HbAlb pow staje w w y
niku dezaminacji łańcuchów HbA lc. W szystkie hemoglobiny nie wyłącza
jąc HbA0, zaw ierają glukozę związaną wiązaniem ketoam inow ym  z reszta
mi lizyny obu łańcuchów białkowych, jednak ta  m odyfikacja nie wpływa 
na własności chrom atograficzne hemoglobiny [32]. F 1 ü c k i n g e r  i w s p .  
[33] w ykazali metodą chrom atografii powinowactwa, że połowa związanej 
nieenzym atycznie glukozy z hemoglobiną erytrocytów  człowieka, jest po
łączona z resztam i lizyny a połowa z resztam i waliny. Najwięcej uwagi 
poświęcono dotąd HbAic. Pow staje ona wolno i praw ie nieodwracalnie 
w ciągu 120 dni życia erytrocytów  [34]. Jej zawartość w erytrocytach
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starzejących się jest wyższa niż w młodych i zależy od ilości glukozy we 
krw i [35]. Istniejący stan hiperglikem ii jest przyczyną nasilonej syntezy 
H bAlc u  chorych na cukrzycę [15]. Związek pomiędzy poziomem glikozylo- 
wanej hemoglobiny a cukrzycą, w ykazany już w latach 60-tych [36] zna
lazł potwierdzenie w wielu późniejszych pracach [25, 32, 37]. Okazało się, 
że istnieje zależność pomiędzy ilością glikozylowanej hemoglobiny a śred
nią zawartością glukozy we krw i [38] i w  moczu [39] w okresie około 2 m ie
sięcy poprzedzających pomiar. K rótkotrw ałe wahania w poziomie glukozy 
we krw i nie w pływ ają na zawartość glikozylowanej hemoglobiny. Stąd 
poziom szybko w ędrującej hemoglobiny lub jej głównego składnika HbAlc 
może być długoterm inowym  wskaźnikiem  wyrównania m etabolizmu w 
cukrzycy [38, 40].

Nie ma dotychczas jasnej odpowiedzi na pytanie, czy glikozylacja 
wpływa na funkcję hemoglobiny. M c D o n a l d  i w s p .  [41] wykazali, 
że krzyw a nasycenia tlenem  glikozylowanej hemoglobiny różni się od 
analogicznej krzyw ej sporządzonej dla hemoglobiny niezmodyfikowanej. 
Glikozylowana hemoglobina charakteryzuje się również obniżoną w rażli
wością na efekt allosteryczny organicznych estrów fosforanu. W ynika to 
z faktu, że aminowe grupy końcowej reszty waliny łańcuchów [3 mogą 
wiązać 2,3-difosfoglicerynian będący regulatorem  powinowactwa hemo
globiny w stosunku do tlenu  [42]. Pomimo to, krzyw a nasycenia tlenem  
krw i chorych na cukrzycę nie różni się od analogicznej krzyw ej wyzna
czonej dla ludzi zdrowych [43].

IV-2. B iałka surowicy

Większość białek surowicy człowieka cechuje okres połowicznego trw a
nia w krwioobiegu od kilku do k ilkunastu  dni, zatem  białka te mogą ule
gać glukozylacji nieenzym atycznej in vivo. Jak  wykazano [10, 44, 45] 
glukozylowane białka są istotnie norm alnym  składnikiem  krw i człowieka 
a ich poziom wzrasta w cukrzycy proporcjonalnie do stopnia hipergli
kemii. Glukozylacji nieenzym atycznej ulegają in vitro  wszystkie białka 
surowicy [48] w tym  także insulina [49]. Tak zmodyfikowana insulina ma 
m niejszą aktywność biologiczną (słabiej stym uluje glikolizę, lipogenezę 
i antylipolizę) w izolowanych adipocytach szczura.

Okres półtrw ania białek surowicy w krążeniu jest krótszy niż hemo
globiny i wynosi około 2 tygodni. Jeżeli więc stężenie glukozy we krw i 
zmienia się to zmiany w stopniu glukozylacji białek surowicy zachodzą 
znacznie szybciej niż w przypadku hemoglobiny. Dlatego też pom iar po
ziomu glukozylowanej album iny lub wszystkich glukozylowanych białek 
surowicy dostarcza inform acji na tem at stopnia wyrównania m etabolizm u 
cukrów w znacznie krótszym  okresie. Ma to znaczenie w  diagnostyce cu
krzycy.
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Nieenzym atyczna glukozylacja album iny, k tóra w yw iera wpływ na jej 
konform ację i funkcję [50], może też — jak wykazali W i l l i a m s  i w s p .  
[51] mieć znaczenie w rozwoju m ikroangiopatii cukrzycowej.

Glikozylacji nieenzymatycznej ulegają również u chorych na cukrzycę 
lipoproteiny o niskiej gęstości [52, 53]. Glikozylacja lipoprotein o niskiej 
gęstości znacznie obniża ich pobieranie i degradację przez kom órki endo- 
telialne ścian naczyń krwionośnych [54], co może się przyczyniać do roz
woju arteriosklerozy u chorych na cukrzycę.

IV-3. Inne b ia łka glukozylowane

Zarówno u chorych na cukrzycę jak i zwierząt z cukrzycą doświad
czalną obserw uje się wzrost glukozylacji białek błon podstaw nych nerek, 
aorty  i oka [6 , 55— 58]. Glukozylacji ulegają najprawdopodobniej £-amino- 
we grupy lizyny i hydroksylizyny kolagenu. Nie jest wykluczone, że wolne 
grupy aminowe tzw. białek niekolagenowych mogą też ulegać glukozylacji 
nieenzym atycznej. Istniejące doniesienia wskazują, że stan hiperglikem ii 
cukrzycowej poprzez glukozylację nieenzym atyczną białek błon podstaw 
nych zmienia własności fizykochemiczne tych białek co w konsekwencji 
może doprowadzić do zmian patologicznych. Glukozylacja £-aminowych 
grup lizyny i hydroksylizyny zmienia elektrochemiczne własności białek 
struk tu ra lnych  błon podstawnych. Zmiany te mogą zaburzyć m olekularną 
lub elektryczną integralność kapilarnej bariery  filtracy jnej, co prowadzi 
do zwiększonej przepuszczalności mikronaczyniowej. Błony podstawne 
m ają powolny obrót biologiczny i dlatego mogą ulegać postępującej gluko
zylacji przez kilka tygodni. W wyniku pojaw iają się zaburzenia norm alnej 
degradacji składników błon, co prowadzi do nagrom adzenia tych związków 
w błonach podstaw nych u chorych na cukrzycę.

Glukozylacja nieenzymatyczna kolagenu skóry i ścięgien [59—62] po
woduje wzrost ilości glukozylowanego kolagenu u osobników starszych 
a także u chorych na cukrzycę lub u  zwierząt z cukrzycą doświadczalną. 
Glukozylowany kolagen staje się bardziej nierozpuszczalny i oporny na 
traw ienie proteolityczne, przypuszczalnie na skutek tworzenia się wiązań 
krzyżowych pomiędzy produktam i powstającym i w procesie glukozylacji 
nieenzym atycznej. Przypuszcza się, że jest to ogólniejszy mechanizm pa
tofizjologiczny odpowiedzialny za odkładanie się wielu innych białek jak 
np. białek błon podstawnych [58] i fibryny [46] w tkankach chorych na 
cukrzycę.

Glukozylacji nieenzymatycznej mogą również ulegać białka błon ery 
trocytów [63, 64], Białka te u osób chorych na cukrzycę przyłączają 2— 3 
razy więcej glukozy niż analogiczne białka osób zdrowych. Po rozdziałach 
elektroforetycznych białek błon erytrocytów, glukozylowanych in vitro, 
stwierdzono, że radioaktywność pochodząca od znakowanej glukozy roz
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mieszczona jest równomiernie, co wskazuje, że glukozylacja nieenzyma- 
tyczna białek błon erytrocytów  nie jest selektywna. Nie stwierdzono czy 
glukozylacja nieenzymatyczna białek błon erytrocytów  wywiera wpływ 
na ich własności fizjologiczne. Wykazano jedynie, że erytrocyty zawiera
jące glukozylowane białka, a więc pochodzące od osób chorych na cukrzy
cę, są mniej elastyczne i bardziej zdeformowane morfologicznie niż erytro
cyty osób zdrowych [7].

Innym  białkiem, które może być glikozylowane jest krystalina soczewki 
oka [6 , 65, 6 6 ], Je j modyfikacja polega na przyłączeniu glukozy lub gluko- 
zo-6 -fosforanu do £-aminowych grup lizyny, co może powodować zmiany 
konform acyjne ułatw iające tworzenie wiązań dwusiarczkowych w obrębie 
krystaliny. Zwiększa to pochłanianie światła i tworzenie wielkocząsteczko
wych agregatów krystaliny. Najprawdopodobniej powyższy mechanizm 
doprowadza do w ytworzenia katarak ty  cukrzycowej.

Większość enzymów posiada stosunkowo krótki okres półtrwania, dla
tego glikozylacja nieenzymatyczna tych białek zachodzi w słabym stopniu. 
Jednakże pierwszy etap glukozylacji prowadzący do wytworzenia produk
tu  typu  zasady Schiffa przebiega szybko w w arunkach fizjologicznych. 
Wzrost ilości tego produktu  może więc zmieniać własności katalityczne 
niektórych enzymów. Stwierdzono na przykład glukozylację nieenzyma- 
tyczną katepsyny B in vitro  [67]. Katepsyna B uczestniczy w przekształ
caniu proinsuliny w insulinę. Proces ten przebiega znacznie wolniej przy 
udziale glukozylowanego enzymu. Charakter wiązania glukozy w katep- 
synie B jest niezupełnie poznany, przypuszcza się jednak, że przynajm niej 
część glukozy związana jest wiązaniem  ketoaminowym. Osłabienie funkcji 
katepsyny B glukozylowanej, może być spowodowane interakcją cząste
czek glukozy z resztam i lizyny obok centrum  aktywnego, a może polegać 
na w ytworzeniu sterycznej lub elektrostatycznej przeszkody w działaniu 
tego enzymu. Obniżenie ilości czynnej insuliny u chorych na cukrzycę 
typu I, może między innym i wynikać ze zmniejszonej aktywności gluko
zylowanej katepsyny B.

Glukozy lacji nieenzym atycznej in vitro ulega również ferry tyna [6 8 ]. 
Reakcja ta może tłumaczyć obserwowane różnice w składzie cukrowym 
ferry tyny  oraz występowanie tzw. izoferrytyny. Jak  wiadomo skład łań
cuchów heterosacharydow ych glikoprotein odgrywa zasadniczą rolę w ich 
kataboliżmie. Niemniej w przypadku ferry tyny  glukozylacja nie wpływa 
na okres jej biologicznego półtrw ania, ani nie zmienia niektórych jej 
własności.

Mielinowe osłonki ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego mogą 
również ulegać glukozylacji nieenzymatycznej [69]. U zwierząt z cukrzycą 
doświadczalną stwierdzono ponad dwukrotnie wyższy poziom nieenzyma- 
tycznie związanej glukozy z mieliną, niż u zwierząt kontrolnych. Głównym 
składnikiem  osłonki mielinowej jest białko nazwane białkiem  P 0  i ono też, 
jak wykazały rozdziały elektroforetyczne jest najintensyw niej glukozylo-

http://rcin.org.pl



564 B. T U R Y N A , A. G U ZD EK [10]

wane. W ydaje się, że glukozylacja białek m ieliny może powodować funk
cjonalne zmiany w neuronach, a tym  samym przyczyniać się do pow staw a
nia neuropatii cukrzycowej.

V. Uwagi końcowe

Wiele danych w ydaje się świadczyć o tym , że raczej hiperglikem ia niż 
niedobór insuliny jest czynnikiem przyczyniającym  się do rozwoju kom pli
kacji cukrzycowych. Mechanizmy powstawania tych kom plikacji są jak 
dotychczas mało poznane. Badania ostatnich lat przedstaw ione powyżej 
wykazały, że wiele białek ulega glikozylacji nieenzym atycznej zarówno 
in vivo  jak  i in vitro. Proces ten  może być przyczyną zmian w strukturze 
i funkcji glikozylowanych białek co w konsekwencji prowadzi do rozwoju 
kom plikacji cukrzycowych. Główne efekty biologiczne nadm iernej gliko
zylacji białek dotyczą między innymi: inaktyw acji enzymów, hamowania 
wiązania cząsteczek regulatorowych, w ytw arzania wiązań krzyżowych po
m iędzy glikozylowanymi białkami, obniżonej wrażliwości na proteolizę, 
zmian w rozróżnianiu i endocytozie białek [47]. Udział rekacji M aillarda 
w pow staw aniu pewnych kom plikacji cukrzycowych w ydaje się już obec
nie bezsporny, jak np. w tworzeniu ka ta rak ty  u chorych na cukrzycę [6 ], 
czy zm ian w błonach podstawnych nerek [70]. Ciekawe w ydaje się również 
stw ierdzenie podwyższonej glukozylacji błon podstawowych nerek i oka 
[57], nie tylko u chorych na cukrzycę, ale również w  procesie starzenia 
się organizmu.

Nasilenie rozwoju w tórnych kom plikacji u chorych na cukrzycę zależy 
między innym i od stopnia wyrównania m etabolizm u cukrów, dlatego dobór 
właściwych metod kontroli metabolizmu jest bardzo ważnym  problem em  
w leczeniu cukrzycy. W ydaje się, iż takim  dobrym  wskaźnikiem  odzwier
ciedlającym  średni poziom glukozy w dłuższym okresie jest poziom gli- 
kozylowanej hemoglobiny. Ze względu na prostotę i taniość można po
lecić metodę kolorym etryczną z kwasem tiobarbiturow ym  do oznaczania 
glikozylowanej hemoglobiny. Ponieważ jednak okres biologicznego pół- 
trw ania hemoglobiny jest stosunkowo długi, naw et po zastosowaniu zado
walającego leczenia, przez okres kilku tygodni u trzym uje się podwyższony 
poziom HbAlc. Z tego powodu lepszym wskaźnikiem  skuteczności w pro
wadzonej terapii może być poziom glikozylowanych białek osocza lub tylko 
album iny. Zastosowanie testu  Glyco-Gel umożliwia wykonywanie ru tyno
wych oznaczeń glikozylowanych białek surow icy w laboratoriach klinicz
nych.

P raca finansow ana przez PAN w ram ach problem u MR II 1.2.2 

Zaakceptow ano do d ruku  10 m aja 1985 r.
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I. Wstęp

Specyficzne modyfikacje białek polegają na dodaniu selektywnie dzia
łającego związku do czystego białka, albo do rodzimego m ateriału  bogatego 
w białko [1— 7]. Aby m odyfikacja w znaczący sposób zmieniła właściwości 
białka, powinna ona zajść w centrum  aktyw nym , które stanowi na ogół 
niewielki tylko fragm ent cząsteczki białkowej. Rodzaj aminokwasów znaj
dujących się w centrum  aktyw nym  oraz budowa przestrzenna białka de
cydują o powinowactwie enzymu do substratu , a więc o jego aktywności 
katalitycznej. Zm iany jonizacji grup funkcyjnych prowadzą do ustalenia 
nowego stanu sił przyciągania i odpychania, k tóre utrzym ując m olekularną 
niepodzielność w pływ ają na aktywność biologiczną. Ponieważ m odyfikacja 
centrum  aktywnego jest uw arunkow ana z jednej strony ogólną stru k tu rą  
białkową, a z drugiej podatnością indyw idualnych grup funkcyjnych na 
zmiany pod wpływem  wprowadzonego czynnika, m odyfikacje są nie
zwykle czułe na warunki, w których się je przeprowadza.

Odmienną podatność grup na m odyfikację chemiczną można in te rp re
tować rozważając ich położenie i otoczenie w cząsteczce białkowej. W przy 
padku, gdy użyty  do reakcji z białkiem  związek jest natu ralnym  ligandem 
(substratem  lub inhibitorem), względnie jeśli w ykazuje duże podobieństwo 
do naturalnego ligandu, m odyfikacja jest uzależniona głównie od s tru k 
tu ry  poszczególnych białek. Rodzaj i charakter grup uczestniczących w 
akcie katalitycznym  określa w tedy struk tu ra  przestrzenna ligandu i cen
trum  aktywnego, a prawdopodobieństwo wchodzenia w reakcję identycz
nych grup, które w ystępują daleko od obszaru wiążącego, jest praktycznie 
bardzo małe.

II. Właściwości fizykochemiczne jonu żelazianowego 
determinujące jego przydatność do badań 
struktury białek

Żelazian potasu (K 2 F e 0 4) syntetyzuje się przez utlenienie azotanu żela
zowego w alkalicznym  roztworze podchlorynu i oczyszcza przez w ytrące
nie z roztworów wodorotlenku potasowego. Końcowym etapem  oczyszcza
nia jest krystalizacja z roztw oru alkoholu etylowego stosownie do m etody 
Thompsona i wsp. [8 ], Czystość p repara tu  określa się metodą chromitową 
[9] i zwykle przy praw idłowej preparatyce wynosi ona 93—97°/o. Poniżej 
pH 10 roztwory K 2 F e 0 4 są niestabilne na skutek szybkiego utleniania wody 
przez żelazian [10]; z tego powodu rozpuszcza się go w 0,1 mM NaOH
o temp. 0°C. Sporządzony roztwór w iruje się przy 17 000Xg, aby usunąć 
ewentualnie śladowe ilości Fe(OII)3. Tak otrzym any roztwór żelazianu po
tasu jest stabilny w opisanych w arunkach przez wiele godzin.

Wiadomo, że dw uujem ny anion żelazianowy jest struk tu ra ln ie  podobny
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do jonu fosforanowego. Badania krystalograficzne K 2 F e 0 4 przeprowadzo
ne przez A u d e t t e  i wsp. [11] wykazały, że anion żelazianowy ma sy
m etrię czworościanu o długości wiązań żelazo-tlen 1,65 A. Jest to wartość 
zbliżona do długości wiązania fosfor-tlen wynoszącej 1,56 A [ 1 2 ]. W roz
tworach obojętnych oba jony są ujem nie naładowane. W przypadku orto- 
fosforanu dom inującą formą w obojętnym  pH są H 2 P 0 4  i HPO^- . Ponie
waż stała równowagi dla reakcji H F eO l H + +  F eO | nie była publiko
wana, można tylko przypuszczać, że pK a H F eO i ma wartość około 7, 
ponieważ inne pojedynczo naładowane uprotonowane oksyaniony o po
dobnej wielkości i struk turze przestrzennej posiadają wartości pK a 
bliskie 7. Przykładam i takich jonów są: H C rO j (6,5), H 2 AsC> 4  (6,77), 
H 2P O i (7,2), H 2 V 0 4  (8,2). G o f f  i M u r m a n n  [10] wykazali, że stała 
szybkości pierwszego rzędu dla reakcji utleniania wody przez żelazian 
wzrasta z obniżeniem pH. Sugeruje to, że H FeO i może być form ą odpo
wiedzialną za utlenianie wody. Dane te uzupełniają nieopublikowane re 
zultaty  L e e  i B e n i s e k a ,  którzy podają wartość pKa H F eO i jako 
równą 6,60. Można więc przypuszczać, że jon żelazianowy przejaw ia w łaś
ciwości kwasowo-zasadowe podobne do jonu fosforanowego.

Istotna różnica pomiędzy jonem fosforanowym i żelazianowym polega 
na tym , że ten ostatni posiada silne właściwości utleniające. Potencjał 
oksydacyjno-redukcyjny K 2 F e 0 4 wynosi +2,20 V w kwaśnym środowisku 
i +0,72 V w środowisku zasadowym [13]. M e l l o r  [14] wym ienia wiele 
związków organicznych utlenianych przez żelazian. Nowsze badania 
[15— 18] wykazały możliwość utlenienia żelazianem alkoholi i amin do 
odpowiednich aldehydów i ketonów.

Opisane wyżej właściwości żelazianu pozwalają przypuszczać, że może 
on reagować z resztami aminokwasowymi białek, zawierających w łań
cuchach bocznych grupy podatne na utlenienie. Należą do nich reszty ty ro
zyny, seryny, treoniny, histydyny, tryptofanu, m etioniny, lizyny, cysteiny 
i prawdopodobnie cystyny. Reakcje żelazianu z modelowymi związkami 
p-krezolem i amidem N -acetylo-tyrozyny [19] oraz reakcje pochodnych 
lizyny, histydyny i tyrozyny z zablokowanymi grupam i karboksylowym i 
i a-am inowymi potwierdzają taką hipotezę.

Jak wspomniano powyżej, potencjał oksydacyjny K 2 F e 0 4 w zrasta wraz 
z obniżeniem pH [13], co w konsekwencji prowadzi do redukcji żelazianu 
przez wodę w bardziej kwaśnych roztworach z wydzieleniem  tlenu czą
steczkowego [10], Równanie, które opisuje stechiometrię utleniania wody 
ma postać:

10H20  + 4FeO i2 ->4Fe+3 + 3 0 2 + 200H~

Chociaż mechanizm tej reakcji nie jest znany, nie można wykluczyć two
rzenia w tym  procesie nietrw ałych związków o silnych własnościach utle
niających, takich jak rodniki hydroksylowe i nadtlenek wodoru. Możli
wość ich udziału w procesie inaktyw acji enzymów była przebadana przez

12*
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L e e  i B e n i s e k a  [19] na przykładzie fosforylazy b. W badaniach 
szybkości procesu inaktyw acji używano benzoesanu sodu, k tóry  jest zna
nym  związkiem wiążącym *OH. Zaobserwowano wprawdzie m ały efekt 
hamowania inaktyw acji w obecności benzoesanu, ale jest to raczej spowo
dowane zmianą siły jonowej, ponieważ analogiczny efekt obserwowano w 
przypadku octanu, chociaż stała szybkości reakcji octanu z *OH wynosi 
5X10 7 [2 0 ], a reakcji rodników hydroksylowych z benzoesanem
6X10 9 M- 1s - 1  [21]. Adenina, która również usuwa *OH (k =  1,9X10® 
M- 1 s-1) [22] w ogóle nie chroni fosforylazy b przed inaktyw acją wyw ołaną 
żelazianem potasu, co w skazuje na brak udziału *OH w m odyfikacji enzy
mu. Nadtlenek wodoru jest również niew ydajnym  inaktyw atorem  fosfo
rylazy b; 10- 2  M roztwór H 2 0 2 powodował tylko 27% obniżenie aktywności 
enzymatycznej. Ponieważ w większości eksperym entów  stężenie żelazianu 
wynosiło 10 m-M, więc H 2 0 2 tworzony w czasie utlenienia wody przez żela- 
zian nie może być odpowiedzialny za obserwowaną inaktyw ację. Je s t to 
zgodne z wynikami R a j a b a b u  i A x e l r o d a  [23] dotyczącymi inak- 
tywującego wpływu żelazianu na aktywność kw aśnej fosfatazy z prostaty. 
Maksimum inaktyw acji obserwowano w zakresie pH od 5,0 do 6,0, pod
czas gdy przy pH 3,5 obserwowano tylko niew ielki spadek aktywności 
enzymu. Brak inaktyw acji przy pH 3,5 był przypuszczalnie spowodowany 
szybką redukcją żelazianu przez solwent, a ew entualnie powstałe pośred
nie nietrw ałe połączenia nie powodują zmian w cząsteczce enzymu.

W ykazano również, że produkty  redukcji żelazianu (koloidalny Fe(OH)3, 
Fe+++, Fe++) w stężeniach w jakich w ystępują w roztworach białek po 
modyfikacji, nie w pływ ają na ich inaktyw ację.

III. Zastosowanie żelazianu potasu do selektywnej modyfikacji miejsc 
interakcji fosfoligand — białko

Strukturalne, elektrostatyczne i kwasowo zasadowe właściwości żela
zianu i fosforanu oraz reaktywność żelazianu w stosunku do aktyw nych 
grup obecnych w łańcuchu polipeptydowym, są przyczyną zainteresowania 
tym  związkiem jako reagentem  do selektywnego znakowania miejsc w ią
żących reszty fosforanowe w białkach.

I I I - l .  Inak tyw acja fosforylazy b z m ięśni króliczych

Fosforylaza b jest jednym  z białek, w k tórym  m iejsca wiązania grup 
fosforanowych odgrywają szczególnie istotną rolę. W cząsteczce enzymu 
w ystępują trzy  takie m iejsca o różnych zdolnościach niekowalencyjnego 
wiązania fosforanu lub m onoestrufosforanu: centrum  aktyw ne, k tóre wią
że substraty, tj. ortofosforan i glukozo- 1 -fosforan, aktyw ujące miejsce
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wiążące 5'AMP i spokrewnione związki, oraz inhibitorowe centrum  allo- 
steryczne, gdzie wiąże się glukozo-6 -fosforan.

W obecności żelazianu, fosforylaza b ulega postępującej inaktyw acji 
wraz ze wzrostem  stężenia K 2 F e 0 4 [19]. Przy stosunku molowym żelazianu 
do enzymu ~ 1 4  obserwowano tylko ślady aktywności. Ponieważ K 2 F e 0 4  

może również reagować z wodą lub buforem, nie jest możliwe podanie 
praw dziw ej stechiom etrii reakcji w zastosowanych w arunkach doświad
czalnych. Reakcja żelazianu z białkiem  jest niesłychanie szybka, co u tru d 
nia mierzenie kinetyki inaktyw acji enzymów przez K 2 F e 0 4. Nawet znaczne 
obniżenie stężenia reagentów i prowadzenie reakcji w 0°C nie wydłuża 
czasu reakcji ponad 10 s. Udało się jednak w doświadczeniach kinetycznych 
wykazać, że szybkość inaktyw acji fosforylazy b jest znacznie zmniejszona 
w obecności pewnych ligandów wiążących się w m iejscu przyłączania 
5'AMP. Najlepszą ochronę powodują związki zawierające grupę fosforano
wą, jak np. 5'AMP, 2'AMP, 5'IMP lub 3'AMP. Adenina zwiększała nie
znacznie szybkość inaktyw acji, podczas gdy adenozyna wykazywała m ini
m alny efekt ochraniający.

Badania fizykochemiczne fosforylazy b wykazały, że inaktyw acja żela- 
zianem nie jest spowodowana przez nieodwracalną dysocjację aktyw nej 
form y dimerycznej do nieaktyw nej podjednostki monomerycznej, lub 
agregacją dim eru (pomiary stałych sedymentacji). Okazało się natom iast, 
że u tra ta  aktywności enzym atycznej jest wynikiem  zmian w składzie ami- 
nokwasowym zmodyfikowanego enzymu. L e e  i B e n i s e k  [19] w y
kazali utlenienie 1 - 2  reszt tyrozynowych i 1  reszty cysteiny przypadają
cych na monomeryczną podjednostkę w buforze kakodylowym. W buforze 
glicerofosforanowym, w którym  należało użyć wyższego stężenia żelazianu, 
aby osiągnąć ten  sam stopień inaktyw acji, następuje zwiększone utlenienie 
reszt cysteinowych i zniszczenie reszt tryptofanow ych. Może to być w y
nikiem  ubocznych reakcji, k tó re  zachodzą przy wyższych stężeniach 
K 2 F e 0 4 w tym  buforze. Możliwość udziału grup sulfhydrylow ych w pro
cesie inaktyw acji wykluczono w  doświadczeniu, w którym  zastosowano 
5'AMP jako czynnik ochronny. W obecności 1 mM stężeń tego nukleotydu 
zaobserwowano brak utlenienia reszt tyrozynowych w obydwu buforach 
przy niezmienionym tworzeniu cząsteczek kwasu cysteinowego. Dane te 
wskazują, że m odyfikacja reszt(y) tyrozynowych jest przyczyną inak
tywacji.

Przedstawione rezultaty  wskazują, że żelazian prawdopodobnie inak- 
tyw uje fosforylazę b nie w centrum  aktyw nym  lecz w m iejscu wiązania 
5'AMP z następujących powodów:

1. 5'AMP chroni enzym przed inaktyw acją. Ponieważ działanie 5'AMP 
polega na zwiększaniu powinowactwa miejsca katalitycznego do glukozo-1 - 
fosforanu i ortofosforanu [24] należało się spodziewać, że gdyby reakcja 
zachodziła w pobliżu centrum  aktywnego, to inaktyw acja powinna być 
raczej przyspieszona w obecności 5'AMP a nie hamowana. Nie jest praw do
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podobne, że 5'AMP działa poprzez zmiany konform acyjne przekształcające 
miejsce katalityczne ze stanu aktywnego na nieaktyw ny w stosunku do 
żelazianu, ponieważ równie skuteczna ochrona była możliwa przy użyciu 
nukleotydów 2'AMP i 3'AMP, które wiążą się w tym  samym  m iejscu co 
5'AMP, ale nie indukują zmian konform acyjnych prowadzących do ak ty 
wacji enzymu [25-27].

2. Działanie żelazianu znacznie obniża zdolność wiązania 5'AMP przez 
enzym.

3. Zinaktyw owany enzym jest częściowo rekatyw ow any przez kinazę 
fosforylazy b i ATP.

4. Inaktyw acja fosforylazy b jest spowodowana utlenianiem  reszt(y) 
tyrozyny. A n d e r s o n  i w s p .  [28] wykazali, że 8 -[m -/m -fluorosulfo- 
nylobenzamido/-benzylotio]adenina inaktyw ując częściowo enzym przyłą
cza się kowalencyjnie do grupy hydroksylowej tyrozyny w pobliżu m iej
sca 5'AMP. Również C a c a c e  i w s p .  [29] obserwowali inaktyw ację 
fosforylazy b połączoną z acetylacją reszt tyrozynowych przy pomocy 
N-acetyloimidazolu. 5'AMP chronił dwie z tych reszt przed acetylacją 
i znacznie redukował szybkość inaktywacji. Z kolei P r i s c o  i w s p .  [30] 
przeprowadzili inaktyw ację enzymu tetran itrom etanem  n itru jąc  dwie re 
szty tyrozyny, z których jedna podlegała ochronnem u działaniu 5'AMP.

Aby zidentyfikować m odyfikowaną przez żelazian resztę tyrozyny, 
L e e  i B e n i s e k  podjęli badania sekwencji aminokwasowej fragm en
tów łańcuchów fosforylazy b [31]. Porównanie m apy peptydów otrzym a
nych w wyniku karboksylacji i trypsynolizy natyw nej fosforylazy b i po 
działaniu żelazianem pozwoliły w tym  ostatnim  przypadku w ykryć dwie 
dodatkowe plam y. Jeden z „dodatkowych” peptydów zawierał resztę kw a
su cysternowego i nie był dokładniej analizowany z powodu braku ochron
nego w pływ u 5'AMP na modyfikację cysteiny. Drugi „dodatkowy” peptyd 
składał się z następujących aminokwasów: Asp^hrjGlUaPrOjTyrjHiSiLysz. 
Analiza sekwencyjna wykazała, że jest to pochodna peptydu-70 . . . .  80-, 
a m odyfikacja dotyczy tyrozyny 75.

T i t a n i  i w s p .  [32] wykazali kowalencyjne wiązanie 8 -[m -/m -fluo- 
rosulfonylobenzam ido/benzylotio]adeniny z resztą tyrozyny 155. Być może, 
więcej niż jedna reszta tyrozyny znajduje się w pobliżu miejsca wiąza
nia 5'AMP. Ponieważ jednak pochodna adeniny nie inaktyw uje enzymu 
nawet w obecności 5'AMP, można przypuszczać, że tyrozyna 155 nie pełni 
istotnej funkcji w miejscu wiązania aktyw atora allosterycznego. Konklu
zja, że tyrozyna 75 jest usytuow ana w pobliżu m iejsca wiązania 5'AMP 
jest ostatnio potwierdzana przez badania krystalograficzne fosforylazy a 
[33], k tóre wykazują Tyr-75 na długiej helisie (reszty 47-77). Ta część łań
cucha tworzy zewnętrzny zrąb „kieszeni”, gdzie AMP i inne aniony, takie 
jak glukozo-1 -fosforan i nieorganiczny fosforan, są wiązane przez resztę 
argininy.
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III-2. W pływ żelazianu na aktyw ność fosfataz i innych enzymów

W 1978 roku R a j a b a b u  i A x e l r o d  [23] opublikowali wyniki 
badań inaktyw acji fosfataz przez jon żelazianowy. W szystkie testow ane 
fosfatazy, w tym  nieswoiste m onoesterazy kwaśne i alkaliczne, jak rów 
nież swoiste mono- i diesterazy były inaktywow ane przez K 2 F e 0 4. Jon że
lazianowy w zakresie stężeń 1 - 1 0  powodował szybki nieodw racalny 
spadek aktywności tych enzymów. Aby zbadać możliwość powinowactwa 
K 2 F e 0 4 do centrum  aktywnego, przebadano wpływ szeregu kom petycyj- 
nych inhibitorów fosfataz na proces inaktyw acji badanych enzymów. Mo- 
libdenian, dobrze znany inhibitor wielu kwaśnych fosfataz, w  tym  kw aś
nej fosfatazy z prostaty [34] znacznie obniżał inaktyw ację tego enzymu 
w czasie reakcji z żelazianem. K 2 F e 0 4 o stężeniu 5X 10 “ 8 M powodował 
76°/o inaktyw ację, podczas gdy w obecności molibdenianu o tym  samym  
stężeniu osiągnięto zaledwie 28°/o inaktyw ację w porównaniu z 17%> dla 
kontrolnej próby zawierającej molibdenian. Podobny wpływ wykazyw ał 
L-( +  )-winian, stereospecyficzny inhibitor kwaśnej fosfatazy prostatow ej 
[35], jak również wielu innych niespecyficznych kwaśnych fosfataz (Tab. 1). 
Fosfataza z w ątrób króliczych była hamowana w 79% przez 3,8X10 - 6  M

Tabela 1
Winian jako czynnik specyficznie ochraniający fosfatazy przed inaktywacją przez żelazian (23)

Stężenie
(M)

Hamowanie
°//O

Królicza fosfataza wątrobowa 
(Igarashi-Hollander)

Kontrola 0

L-(+)-winian 1 x 1 0 " 4 4
Żelazian 3.8 x 10- 6 79
L-(+)-winian 1 x 1 0 - 5

+ żelazian 3.8 x 10" 6 28
L-(+)-winian 5x 10- 5

+ żelazian 3.8x 10- 6 0

D-(—)-winian 2 x 1 0 - 4 0

D-(—)-winian 2  x 1 0 ~ 4

+ żelazian 3.8 x 10~ 6 71
Fosfataza prostatowa
Kontrola 0

L-(+)-winian 4.8x 10- 4 27
| Żelazian 3 x 10~ 6 73

L-(+)-winian 4 x 1 0 - 4

+ żelazian 3x 10- 6 29
D-(—)-winian 4 x I t r 4 0

D-(—)-winian 4x 1 0 - 4

+ żelazian 3x 10- 6 72
-

Winian był zawsze dodawany przed żelazianem
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roztw ór żelazianu, a preinkubacja tego enzymu z L -(+ )-w in ianem  o tym  
sam ym  stężeniu powodowała zahamowanie tylko w 28n/o. Przy wyższych 
stężeniach inhibitora wpływ ochronny był całkowity. Podobny brak  w pły
w u żelazianu na aktywność obserwowano w przypadku użycia jonów orto- 
fosforanowych. Nie obserwowano żadnego efektu  D-(-)-w ianianu na pro
ces ham ow ania kwaśnej fosfatazy prostatow ej i wątrobow ej w reakcji 
z K 2 F e 0 4. Powyższe rezultaty  wskazują, że w  tej grupie enzymów inak- 
tyw acja żelazianem powinna dotyczyć miejsca wiązania fosforanu.

O s t r o w s k i  i D z i e m b o r - G r y s z k i e w i c z  [36] określili 
w pływ  stężenia żelazianu na kinetykę inaktyw acji kwaśnej fosfatazy z pro
sta ty  (Ryc. 1) oraz na param etry  Vmax i K m. W yniki wskazują na nieod
w racalne blokowanie centrum  aktywnego enzym u przez jon żelazianowy. 
A utorzy wykazali, że przy pH 7,5 przy stężeniu żelazianu powodującym  
całkow itą inaktyw ację enzymu, modyfikacji ulegają 2  reszty histydyny, 
4 reszty lizyny i 4 reszty metioniny. Użycie m olibdenianu jako czynnika 
blokującego m iejsca aktyw ne zapobiega utlenieniu reszt histydynowych 
i częściowo reszt lizyny.

Ryc. 1. W pływ stężenia K 2F e 0 4 na k inetykę inaktyw acji kw aśnej fosfatazy z pros
taty . Stężenie K 2F e 0 4: (o) 10“ » M, ( • )  10-« M [36].

W pracy R a j a b a b u  i A x e l r o d a  [23] omówiono również wpływ 
K 2 F e 0 4 na enzymy inne niż fosfatazy. Na przykład katalaza z w ątrób wo
łowych glukozydaza drożdżowa i trypsyna nie traciły  aktywności nawet 
pod wpływem  dużych stężeń żelazianu. Lipoksygenaza była nieznacznie 
inaktyw ow ana. Fosfoglukomutaza i dehydrogenaza alkoholowa wykazy
w ały około 45-cio procentowy spadek aktywności przy stężeniu żelazianu 
10- 5  M. Enzym y te wiążą glukozofosforan i nukleotyd pirym idynowy,
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można więc wpływ K 2 F e 0 4 tłum aczyć reakcją żelazianu w m iejscu wiąza
nia ligandów zawierających jon ortofosforanowy [19]. W a l k e r  i A x e l 
r o d  [37] potwierdzili taką możliwość używając K 2 F e 0 4 do inaktyw acji 
dehydrogenaz, przez m odyfikację miejsca wiązania NAD+.

IV. Ocena przydatności żelazianu potasu do swoistej inaktywacji białek

Niedostatkiem  omówionych powyżej wyników jest ich jakościowy cha
rak te r [23, 36, 37]. Nawet w pionierskich, skrupulatnych badaniach L e e  
i B e n i s e k a [19, 31] przyjęcie miejsca wiązania 5'AMP jako punk tu  geo
m etrycznego ataku żelazianu, zależy od prawdziwości przypuszczenia, że 
nukleotydy takie jak 2'AMP i 3'AMP nie indukują zmian konform acyj- 
nych w cząsteczce fosforylazy b. Niektóre prace sugerowały b rak  induk
cyjnych przesunięć konform acyjnych pod wpływem  wym ienionych nu- 
kleotydów, w przeciw ieństwie do 5'AMP i substratów  [25-27]. Pomimo 
to, bez danych krystalograficznych jest bardzo trudno stanowczo w yklu
czyć pojawianie się zmian przestrzennych spowodowanych tym i właśnie 
Ugandami. Podobnie w pracy O s t r o w s k i e g o  i D z i e m b o r - G r y -  
s z k i e w i c z  [36] brak inform acji o sekwencji i s truk tu rze  krystalicznej 
kwaśnej fosfatazy z prostaty  uniemożliwia szerszą in terpretację  uzyska
nych wyników. Znajomość budowy przestrzennej enzym u byłaby tym  
bardziej wskazana, że reakcje m odyfikacji prowadzone były przy dość w y
sokich wartościach pH, gdy „czas trw ania” żelazianu ulega znacznemu 
wydłużeniu, co może być przyczyną nieswoistych reakcji utleniania.

W dalszych badaniach S t e c z k o  i w s p .  [38-40] w ykazali wysoką 
selektywność żelazianu w m odyfikacjach chemicznych, przeprowadzając 
reakcje z białkami o dobrze poznanych właściwościach enzymatycznych, 
sekwencji i struk turze przestrzennej. Porównanie składu aminokwasowego 
i sekwencji peptydów otrzym anych z badanych białek przed i po u tle
nieniu żelazianem określiło jednoznacznie pozycję m odyfikowanych reszt. 
Szczegółowo poznana trójw ym iarow a s truk tu ra  tych białek, znajomość 
sposobu wiązania substratów  w centrum  aktyw nym  oraz udziału poszcze
gólnych reszt aminokwasowych w akcie katalitycznym  pozwoliły na pre
cyzyjne ustalenie, że m iejscem  atak tu  K 2 F e 0 4 w cząsteczkach badanych 
łańcuchów polipeptydowych są centra aktyw ne lub inne funkcyjnie istot
ne obszary białka.

W przebadanych cząsteczkach białkowych fosfosubstrat spełnia ponad
to różną rolę funkcyjno-strukturalną. Działanie rybonukleazy polega na 
rozryw aniu względnie tw orzeniu wiązań diestrowych, co wym aga bliskie
go kontaktu reszty fosforanowej z aktyw nym  centrum  enzymu [41]. W 
przypadku izomerazy triozofosforanowej kataliza polega na odwracalnej 
izomeryzacji fosfodihydroksyacetonu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Re
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szta fosforanowa w regionie wiążącym ułatw ia odpowiednią orientację 
szkieletu trójwęglowego substratu. Reszta ta  jest nieco oddalona od m iej
sca katalitycznej izomeryzacji węgli karbonylow ych [42]. Hemoglobina A 
w form ie nieutlenow anej łączy się odwracalnie z kwasem 2,3-difosfogli- 
cerynowym, co powoduje obniżenie jej powinowactwa do tlenu. Zjawisko 
to jest użyteczne w  regulacji transportu  tlenu  i jego dystrybucji pom ię
dzy hemoglobinę m atczyną i płodową. B adania modelowe i rentgenow 
skie [43, 44] wykazały przesunięcia konform acyjne zachodzące w czasie 
łączenia jednej cząsteczki kwasu 2,3-difosfoglicerynowego z tetram erem  
hemoglobiny ludzkiej. Stwierdzono oddziaływania elektrostatyczne pomię
dzy ujem nym  ładunkiem  ligandu i dodatnio naładow anym i resztam i dwóch 
łańcuchów (3 symetrycznego kom pleksu [45], Reduktaza azotanowa, czwar
te przebadane białko enzymatyczne nie m a poznanej sekwencji ani stru - 
tu ry  trójw ym iarow ej. Zainteresowanie tym  wieloenzymatycznym  ukła
dem pod jednostkowym , wynikło z łatwości utleniania żelazianem [46], po
łączonej z kom pletną u tra tą  możliwości redukcji jonów azotanowych do 
azotynowych. Ponieważ przepływ elektronów zachodzi prawdopodobnie 
według przedstawionego schem atu [47]:

NA D H -------. F A D ------ ■ cytb5 5 7  -------* (M o)------ . N 0 3~

można by podjąć próbę wskazania m iejsca przerw ania ciągu reakcji oksy- 
doredukcyjnych w wyniku m odyfikacji. Jest to możliwe przez badanie 
aktywności cząsteczkowych reakcji enzym atycznych w kilku miejscach 
transportu  elektronów.

W przypadku badań nad rybonukleazą A analiza sekwencji otrzym a
nych łańcuchów peptydowych wykazała, że przy  pH 5 żelazian modyfiko
wał pojedynczy aminokwas, His-119 [38]. Łącznie z His-12 pełni ona isto t
ną rolę w wiązaniu substra tu  w centrum  katalitycznym . Od dawna do
brze wiadomo, że obydwie reszty histydyny są zlokalizowane blisko siebie 
w  struk turze przestrzennej, ale tylko jedna z nich, His-12 lub His-119, 
może ulec alkilacji kwasem jodooctowym w cząsteczce enzymu. Ostatnie 
badania kompleksów rybonukleazy A z analogami substratów  przeprow a
dzone techniką NMR wykazały ścisłe powiązanie pomiędzy uprotonowaną 
His-119, a fosforanową grupą substra tu  [48]. His-119 uczestniczy w tw o
rzeniu kow alencyjnych fosforanowych produktów  przejściowych podczas 
procesu katalitycznego. Potwierdzeniem  specyficzności reakcji z K 2 F e 0 4 

jest działanie ochronne inhibitorów kom petycyjnych, takich jak orto czy 
pirofosforan, a zwłaszcza nukleotydu 2'CMP, którego 0,1 mM stężenie 
chroni całkowicie enzym przed inaktyw acją żelazianem (Tab. 2). Efekt 
działania żelazianu na wiązanie 2'CMP przebadano przy użyciu metody 
filtracji równowagowej Hum ela i D reyera [49]. W zastosowanych w arun
kach próba kontrolna wiązała 2'CMP, podczas gdy w modyfikowanej że
lazianem rybonukleazie A nie wykazano wiązania tego nukleotydu do en
zymu (Ryc. 2).
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Tabela 2

Ochrona rybonukleazy A przed inaktywacją przez żelazian (38)

Testowany ligand Stężenie
mM

Ochrona
°//O

Ilość związanego 
ligandu

V/O

2'CMP 0 , 1 0 85 85
2'CMP 0 , 0 1 31 35
Pirofosforan 0,40 50 72
Pirofosforan 0 , 1 0 28 39
Ortofosforan 40,0 51 83
Ortofosforan 1 0 , 0 2 0 54

Ryc. 2. W iązanie 2'CMP z rybonukleazą A  m odyfikow aną żelazianem. Kolum nę 
z Sephadex  G-25 (0,5X115 cm) eluowano 0,1 M buforem  octanowym o pH  5,0 za
w ierającym  90 |xM 2'CM P aż do stałej w artości absorpcji przy 285 nm. R ybonukleazę 
A  natyw ną, albo po dodaniu żelazianu (10% aktywności resztkowej) rozpuszczono 
w 100 |xl tego samego buforu  i nałożono na kolumnę. N atyw na rybonukleaza A (O), 
m odyfikowana żelazianem rybonukleaza A ( • )  [38].

W izomerazie triozofosforanowej utlenieniu pod wpływem  żelazianu 
ulegają cztery aminokwasy [39], z których dwa, Tyr-164 i Trp-168 znaj
dują się w bezpośrednim sąsiedztwie reszty Glu-165, której nukleofiłowa 
grupa Y-karboksylowa bierze aktyw ny udział w katalitycznej izom eracji 
fragm entów trój węglowych (Ryc. 3). Część łańcucha białkowego 163— 168 
określana jako peptyd z m iejsca aktywnego, ma zachowaną niezmienioną 
w ewolucji sekwencję we wszystkich izomerazach triozofosforanowych 
otrzym anych z różnych organizmów, takich jak kurczęta, króliki, ryby, 
drożdże, bakterie i ludzie. Odległość od 5 węgla Glu-165 do pierścieni aro
m atycznych tych dwóch zmodyfikowanych aminokwasów wynosi w ba
danej izomerazie z kurcząt odpowiednio 8  i 1 2 ,4A. W artości te potw ierdza
ją hipotezę, że jon żelazianowy w ykazuje duże powinowactwo do tego
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samego miejsca co reszta fosforanowa substratu. Dwa następne m odyfi
kowane aminokwasy Trp-191 i His-248 są zlokalizowane nieco dalej od 
kwasu glutaminowego — 165. W tym  przypadku odległości otrzym ane 
na podstaw ie analizy kom puterowej danych koordynacyjnych dla izo- 
m erazy z jonem siarczanowym w miejscu aktyw nym , wynoszą odpo-

10

Ala-Pro— -Arg-Lys-Phe-Phe-Val-Gly-Gly-Asn-Trp-Lys-Met-Asn-Gly-Lys-Arg-Lys- 
20 30
Ser-Leu—Gly-Glu—Leu-De—His—Thr-Leu-Asp—Gly-Ala—Lys—Leu—Ser—Ala-Asp-Thr-Glu—

40 50
Val-Val—1Cys-Gly—Ala—Pro—Ser-He-Tyr-Leu-Asp-Phe-Ala—Arg-Gln-Lys—Leu-Asp-Ala-

60 70
Lys-Ile—Gly—Val—Ala—Ala-Gln—Am—Cys-iyr—Ljn-Val-Pro—Lys-Gly-Ala—Phe-Thr-Gly—

80 90
Glu He Ser Pro Ala- Met Ile Lys- Asp Ile Gly Ala Ala—Trp—Val Ile Leu Gly flis

100 110 
Ser-Glu-Arg-Arg—His Val-Płie-Gly-Glu-Ser-Asp-Glu-Leu-Ile-Gly-Gln-Lys—Val-Ala-

120 130
His-Ala-Leu-Ala-Glu-Gly-Leu~Gly-Val-Ile-Ala-Cys-Ue-Gly-Glu-Lys-Leu-Asp-Glu-

Arg-Glu—Ala-Gly—De—Thr—Glu—Lys—Val—Val—Phe—Gln-Glu—Thr-Lys-Ala-De-Ala-Asp-
170

.\ia~Tyr-Giu-Pr0-vai-Trp-Aia-iie-Giy- Ryc. 3. Sekw encja am inokw asow a
160

Asn-Val-Lyi-Asp-Trp-Ser-Lys-Val-Val-Leu
i8o 190 iz o m e r a z y  t r io z o f o s f o r a n o w e j  z

Thr-rGly-Lys—'.Thr-Ala-Thr-Pro—Gln-Gln-Ala-Gln-Glu-Val-His-Glu-Lys-Leu-Arg-Gly- [42]< K w ag glu taminOWy

Trp-Leu- Lyi-Thr-His-Val-Ser-Asp-Ala-Val-Ala-Val-Gin-Ser-Arg-De-Ue-Tyr~Gly- m iejSCe przyłączenia i iZO-
~  22o m eryzacji fragm entów  trójw ęglo-
Gly~Ser-Val-Thr-Gly-Gly-Asn-Cys-Lys-Glu-Lcu-Ala-Ser-Gln-His-Asp-Val-Asp-Gly- WyCh OZnaCZOnO gwiazdką. Pod-

.230 240 k r e ś lo n e  s ą  a m in o k w a s y ,  k t ó r e  u -
Phe-Leu-Val—Gly-Gly-Ala-Ser-Leu-Lys—Pro—Glu-Phc-Val-Asp-Ile-Dc-A«i-Ala-Lys- jegły m odyfikacji p(>d działaniem

J,4® żelazianu. P eptyd z miejsca ak 
tywnego zaznaczono ram ką.

wiednio 18,3 A i 24,2 A. Należy zaznaczyć że Trp-191, podobnie jak Tyr-164
i Trp-169, nie jest modyfikowany żelazianem w obecności inhibitorów kom- 
petycyjnych.

W dezoksyhemoglobinie zniszczenie His-2 i His-143 obydwu łańcu
chów P zachodzi w miejscu wiązania kwasu 2,3-difosfoglicerynowego [40]. 
W w iązaniu tego ligandu według A r n o n e [45] bierze udział dodatko
wo Val-1 ((3). Trzeba jednak pamiętać, że użyteczność K 2 F e 0 4, jako sondy 
miejsc wiązania fosforanu, musi zależeć od obecności reszt podatnych na 
utlenienie w bezpośrednim otoczeniu wiązania jonu żelazianowego, to zna
czy takich jak seryna, treonina, tyrozyna, tryptofan, lizyna, histydyna, 
m etionina, cysteina i cystyna. Z drugiej strony podatne na działanie że
lazianu okazały się Tyr-145 ((3) i Tyr-42 (a), aminokwasy dezoksyhemoglo- 
biny, które — jak wiadomo na podstawie analizy rentgenowskiej — nie 
biorą bezpośredniego udziału w wiązaniu reszt fosforanowych estru  kw a
su glicerynowego. Jest jednak bardzo istotne, że wszystkie modyfikowane 
grupy są niedostępne dla reakcji z K 2 F e 0 4 w  utlenowanej hemoglobinie 
lub w dezoksyhemoglobinie w obecności kwasu 2,3-difosfoglicerynowego.
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W ydaje się więc, że specyficzne działanie żelazianu mocno zależy od cha
rakterystycznej i w yjątkow ej konfiguracji dezoksyhemoglobiny.

Odległość między pierścieniam i His-2 (P) i His-143 ((3) w leżących na
przeciw siebie łańcuchach P wynosi 9,2 A. Reszty tyrozyny mogą wiązać 
grupy fosforanowe poprzez wiązania wodorowe grup fenolowych. Odleg
łość pierścienia Tyr-145 ((3i) od pierścienia His - 2  ((32) wynosi 15,8 A, ale 
odległość od pierścienia Tyr-42 (a2) wynosi tylko 1 0 ,8A. Przypuszcza się, 
że obserwowane utlenianie dwóch tyrozyn może być wynikiem  tworzenia 
przez nie wiązań wodorowych z jonem żelazianowym.

Reduktaza azotanowa katalizuje redukcję jonów azotanowych do azo- 
tynowych, w dwóch sekwencyjnych procesach cząstkowych. W pierw 
szym, w którym  bierze udział początkowa część łańcucha przenoszenia 
elektronów, egzogenny cytochrom  c lub sześciocyjanożelazian jest redu
kowany przez NADH. W drugim , azotan jest redukow any do azotynu 
przez MYH 1 za pośrednictw em  końcowej części łańcucha przenośników 
elektronów, albo też FM NH 2 jest zdolny do redukcji azotanu w ykorzystu
jąc końcową część łańcucha reakcji [50]. Przeprowadzone eksperym enty 
w skazują miejsce wiązania NADH jako główny cel ataku żelazianu, po
nieważ po modyfikacji żelazianem enzym traci zdolność redukcji cytochro- 
m u c przez zredukowaną form ę tego nukleotydu (Ryc. 4), jak również re
dukcji przezeń endogennego cytochromu b [46].

żelazian (¿jm)

Ryc. 4. W pływ żelazianu na całko
witą i cząstkowe aktyw ności reduk- 
tazy azotanowej z Chlorella vulris  
[46]: ( • )  — reduktazow a aktyw ność 
NADH: azotan, (□) — reduktazow a 
aktywność NADH: cytochrom  c, (A) 
— reduktazow a aktyw ność NADH: 
sześciocyjanożelazian, (o) — red u k 
tazowa aktywność FM NH2: azotan, 
(A) — reduktazow a aktywność 
MVH: azotan.
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Rezultaty te zostały potwierdzone przez badanie w pływu nukleotydów 
pirym idynowych na inaktyw ację reduktazy azotanowej przez K 2 F e 0 4 50 
H-M NADH obniża efektywność działania żelazianu o około 50°/o. Brak 
ochronnego wpływu NAD+ naw et przy wysokich stężeniach wskazuje na 
specyficzną naturę miejsca wiązania nukleotydu. Nie stwierdzono działania 
żelazianu wprost na aktyw ne grupy sulfhydrylowe zlokalizowane blisko 
obszaru działania NADH.

Przedstawione w tym  rozdziale wyniki wskazują na możliwość użycia 
żelazianu potasu do swoistej modyfikacji białek. Oznacza to, że m odyfika
cji ulegają enzymy wym agające do swej funkcji jonów fosforanowych lub 
fosfoligandów wiązanych bądź to w centrum  aktywnym , bądź w cen
trach allosterycznych. Za takim  specyficznym charakterem  reakcji p rze
mawia wpływ substratów  i inhibitorów osłaniających miejsce ataku że
lazianu.

V. Uwagi końcowe

Proces inaktyw acji można przeprowadzić przy użyciu związku, k tóry  
ma silne powinowactwo z aktyw ną przestrzenią białka, chociaż nie jest 
znacznikiem powinowactwa w dosłownym sensie.

Można sugerować, że żelazian reaguje w sposób podobny do „znakują
cych przez powinowactwo” reagentów. Aby to sprawdzić, należałoby prze
badać efekt jego stężenia na inaktyw ację enzymów. Jest to często bardzo 
trudne do przeprowadzenia, ponieważ żelazian może reagować z dużą szyb
kością zarówno z białkiem  jak i rozpuszczalnikiem, co u trudnia  otrzym a
nie m iarodajnych rezultatów  kinetycznych. W znakowaniu przez powino
wactwo niekowalencyjne wiązanie reagenta poprzedza jego kowalencyjną 
reakcję z grupam i funkcyjnym i miejsca aktywnego [51]. Aktywne grupy 
w ykazują wtedy zwiększoną reaktywność w porównaniu z modelowymi 
związkami zawierającym i te  same ugrupowania. W badanych białkach 
w przypadku tyrozyny, tryptofanu, lizyny i histydyny stwierdzono zwięk
szoną reaktywność w stosunku do żelazianu w porównaniu z ich modelo
wymi pochodnymi. Potwierdza to szczególną użyteczność K 2 F e 0 4 w bada
niach, w których stosuje się swoistą modyfikację białek. Jego potężne w ła
ściwości utleniające i ukierunkowanie w wyborze miejsca działania p re 
dysponują go do badań wiązania fosfosubstratów lub fosfoligandów za
równo w miejscu aktyw nym  jak i w innych funkcyjnie ważnych obszarach 
cząsteczki białkowej. Sole żelazianowe, takie jak żelazian potasu mo
gą mieć szeroki zakres zastosowań w chemicznych studiach funkcji bia
łek.

Zaakceptowano do druku  12 marca 1985 r.
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NOWE W BIOCHEMII

DANUTA HULANICKA *)

Anty-sense RNA, nowy mechanizm regulujący 
ekspresję genów

Anty-sense RNA, new regulatory mechanism of gene expression

Znane do tej pory m echanizm y regulujące ekspresję genów sprow adzały się do 
oddziaływania między białkam i a kw asam i nukleinowymi. W 1984 roku, ukazały 
się p race w ykazujące, że oddziaływ anie między dwiem a cząsteczkam i RNA może 
mieć również w pływ  na ekspresję genu. Przykładem  takiego m echanizm u może być 
regulacja replikacji plazm idów  typu  ColEl, gdzie dwie cząsteczki RNA, RNA I 
i RNA II tw orzą hybryd, co uniem ożliwia pow stanie p rim era  ( T o m i z a w a  J., 
I t o h  T., S e l z e r  G., S o m  T., 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 78, 1421).

Na ogół jednak pow staw anie hybrydu  z dwu cząsteczek RNA, mRNA, tzw. anty-  
sense RNA o budowie kom plem entarnej do mRNA, powoduje zaham owanie tra n s 
lacji. A nty-sense  RNA zwany jest również m ic  RNA; jest to  skrót od angielskiego 
zw rotu messenger inhibitory com plem entary RNA.

Znam y kilka przykładów  tak iej kontroli ekspresji genów. Jednym  z nich jest 
regulacja ekspresji elem entu IS10 kodującego transpozazę, enzym u odpowiedzialnego 
za transpozycje transpozonu TnlO. S i m o n  R. W.,  K l e c k n e r  N. ([1983] Celi 34, 
683) stw ierdzili, że w prow adzenie plazm idu zaw ierającego elem ent IS10 do kom órki 
pow oduje zmniejszenie częstości przem ieszczania się transpozonu w  w yniku zaham o
w ania ekspresji elem entu IS10.

Autorzy wykazali, że obecność zewnętrznego tylko fragm entu  elem entu IS10 na 
plazm idzie w ystarczy aby zapobiec transpozycjom  TnlO. We fragm encie IS10 bowiem 
zaw arty jest prom otor Pout, od którego rozpoczyna się transk rypc ja  w  k ierunku  
przeciwnym  niż kierunek transk rypc ji genu transpozazy (Ryc. 1). Pow stające tran s- 
k ryp ty  z P out i Pin m ają oczywiście budowę kom plem entarną i mogą tworzyć hy
bryd, który zawiera region w iązania rybosomów tzw. sekw encje Shino-Dalgarno. 
Powstały dupleks u trudn ia  inicjację translacji.

P in

Ryc. 1. Schem at inicjacji transkrypcji zewnętrznego
______  SD ______  końca elem entu IS10 transpozonu TnlO. IS10 koduje

--------- ---------  transpozazą. SD — Shino-D algarno sekwencje, Pm —
______  prom otor transpozazy. P out — prom otor od którego

P0UT rozpoczyna się transk rypcja  anty-sense  RNA.

Ten sam m echanizm kontrolu je u E. coli ekspresję genu ompF, kodującego jedno 
z dwóch głównych białek błon zewnętrznych. ( M i z u n o  T., e t  a 1., 1984, Proc. 
Nat. Acad. Sci. U SA  81, 1966). D rugim  białkiem  jest p rodukt genu ompC. Stężenie
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tych białek zależy od ciśnienia osmotycznego podłoża, ale ogólna ich ilość jest stała: 
to  znaczy, że kiedy ciśnienie osmotyczne w zrasta, stężenie białka ompF  spada, 
a stężenie białka ompC  rośnie i odw rotnie. E kspresja białek ompF  i ompC  zależy 
również od operonu om pB  składającego się z dwóch genów envZ i ompR. Białko 
om pR  pełni rolę ak tyw atora genów ompF  i ompC. O statnio geny te zostały sklono
wane, ustalono ich sekwencje. Zauważono, że w DNA przed genem ompC  w ystę
puje region, który ulega tran sk ry p c ji w  k ierunku  przeciw nym  do k ierunku  tra n s
krypcji genu ompC  i tw orzy niezależną jednostkę transkrypcyjną. Gen ten  nazw a
no genem micF, a jego transk ryp t oznaczono jako RNA(mżcF). T ranskryp t ten  składa 
się ze 174 p ar zasad i w ykazuje 70fl/o homologii wobec 5' końca mRNA genu ompF, 
k tóry  obejm uje sekw encję Shino-Dalgarno. Pow staje hybryd, co uniem ożliw ia wy
dajną translac ję  mRNA genu ompF.

Ekspresja genu micF  jest skoordynow ana z ekspresją ompC. Stwierdzono propor
cjonalność transkrypcji genu micF  i ompC, tłum aczy to  obserw ow aną wcześniej s ta
łość ogólnej sumy ilości białek ompF  i ompC, w iększa ekspresja genu ompC  i micF, 
czyli więcej RNA(mżcF) powoduje silniejsze ham ow anie ekspresji genu ompF.

Należy zaznaczyć, że jak  dotąd nie udało się doświadczalnie wykazać hybrydu 
RNA-RNA. I n o u y e, p racujący od la t w  Stony Brook N.Y. USA, nad białkam i błon 
zewnętrznych E. coli, zakłada pow staw anie takiego hybrydu na podstaw ie homologii 
między 5' końcem mRNA genu ompF  a RNA(rmcF). Stw ierdzono jedynie spadek 
stężenia białka ompF, po w prow adzeniu plazm idu zaw ierającego gen micF. Po
nieważ sparow aniu ulegają również zasady w  regionie sekwencji Shino-Dalgarno, 
tak i hydryd ham uje praw dopodobnie przyłączanie się rybosomów. Należy rów 
nież brać pod uwagę możliwość, że pow stanie hybrydu może zmniejszyć stabilność 
mRNA.

W ydaje się, że ten  mechanizm  może mieć bardziej ogólne znaczenie. Świadczy
o tym  możliwość regulacji ekspresji genów przy pomocy sztucznych m ic  genów. Wy
starczy wyciąć fragm ent DNA za prom otorem  dowolnego genu, podłączyć do indu- 
kowalnego prom otora i w stawić w  plazm idow e DNA w  odwróconej orientacji. Oczy
wiście sekwencja zasad wyciętego fragm entu  jest kom plem entarna wobec sekw encji 
zasad genu z którego został wycięty, a tran sk ry p t może tworzyć dupleks z 5' końcem 
mRNA. Ilość transk ryp tu  zależeć będzie od stopnia indukcji podłączonego pro^ 
m otora, czyli można będzie dowolnie kontrolow ać stopień inhibicji ekspresji bada
nego genu.

C o l e m a n  w r a z  ze w s p .  (1984, Celi 37, 429) skonstruow ali sztuczne geny 
m ic  blokujące ekspresję genów: om pA, ompC, Ipp  i w ykazali ich funkcjonow anie, 
np. w prow adzenie plazm idu zaw ierającego gen mic(ompC) do kom órki E. coli po
wodowało obniżenie poziomu b iałka ompC bez wpływ u na ilość innych białek bło
nowych. A zatem powstały anty-sense  RNA w pływ a jedynie na ekspresję kom ple
m entarnego mRNA.

M echanizm ten  działa również u eukariontów . Na przykład W e i n t r a u n  
w r a z  z e  w s p .  skonstruow ali plazm id w ytw arzający anty-sense  RNA kom
plem entarny wobec tran sk ry p tu  genu kinazy tym idynowej (TK) (1984 Celi 36, 1007). 
W prowadzenie do kom órek m utan ta  myszy nie w ytw arzającej kinazy tym idynowej 
plazm idu z genem mic, w raz z plazm idem  produkującym  norm alną kinazę tym idy- 
nową powodowało obniżenie ilości w ytw arzanej kinazy.

K onstrukcja takich plazm idów może mieć liczne zastosowania w biologii mole
kularnej. Jest to bowiem metoda, um ożliw iająca wywołanie sztucznej m utacji, a w  
przypadku genów niezbędnych dla życia (ang. essential gene) w yw ołanie w arunkow ej 
letalnoścL Nasuwa się tu  pew na analogia z m utantam i tem peraturo-w rażliw ym i. 
W przypadku m utantów  tem peraturo-w rażliw ych  jednak białko pow staje, ale w re
strykcyjnej tem peraturze jest nieczynne. W przypadku genu mic na plazmidzie
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jego indukcja pow oduje blokowanie syntezy odpowiedniego białka. O trzym anie m u
tac ji u eukariontów  nieraz stanow i poważny problem , opisana tu  m etoda umożliwia 
pokonanie tej bariery. Za wcześnie jest wszakże jeszcze na spekulowanie, czy sztucz
ne mic geny będą mogły mieć zastosowanie w m edycynie np. przez zablokowanie 
ekspresji genu odpowiedzialnego za transform ację.

Zaakceptowano do d ruku  5 kw ietn ia  1985 r.
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DANUTA HULANICKA *)

Rekombinat RNA i jego replikacja

RNA-recombinate and its replication

Zespół d r  K r a m e r a  z U niversity  Colombia, N.Y., USA ogłosił w yniki (J. Mol. 
Biol. 171, 281, 1083), k tóre mogą mieć zasadnicze znaczenie w  dalszych badaniach 
w zakresie biologii m olekularnej. A utorzy opisują m etodę syntezy in vitro  RNA z za
stosowaniem replikazy faga Q|3. Enzym ten, replikaza Q|3, syntetyzuje na m atrycy 
RNA kom plem entarną nić, k tóra z kolei również może być m atrycą. Ponieważ każdy 
cykl replikacyjny prow adzi do podwojenia m atrycy, proces ten  określa się jako auto- 
katalityczny.

Genom faga Q|3, będący m atrycą replikazy, charak teryzuje się bogatą s tru k tu rą  
drugorzędową, w ystępuje w  nim  wiele sparow anych odcinków i pętli. R eplikaza Q|3 
nie przesuwa się z jednakow ą szybkością po m atrycy: zw alnianie następuje nie przy 
napotkaniu  s tru k tu ry  „szpilka do włosów”, lecz po ukończeniu syntezy fragm entu, 
k tóry tw orzy taką  struk tu rę . Pow stająca nić, m im o oczywiście kom plem entarnej wo
bec m atrycy budowy nie tw orzy z nią hybrydu.

Replikaza Q(3 znana jest już od szeregu lat, a le wysoka jej specyficzność substra 
tow a ogranicza możliwość jej zastosowania do powielania innych RNA in  vitro. Spe
cyficzność m atrycy zależy od dwu sekwencji: sekwencji rozpoznawczej (ang. recog
nition sequence) oraz bogatej w  reszty cytozynowe sekwencji inicjującej (ang. in i
tiation sequence). Szereg prób, w  których próbow ano zmniejszyć specyficzność en 
zymu, czy to przez dodanie jonu Mn2+, czy też przez dodanie fragm entu  RNA bo
gatego w  cytozynę, skończyły się niepowodzeniem. Zespół d r K ram era pokonał tę 
trudność w łączając, w syntetyzow ane przez replikazę Q|3, fragm enty „obce” RNA.

Już wcześniej zauważono, że przechow yw anie oczyszczonych preparatów  enzymu 
w w arunkach  um ożliw iających replikazę, ale bez dodania m atrycy prow adzi do po
w staw ania mieszaniny kró tk ich  łańcuchów RNA, tzw. w ariantów , zaw ierających od 
77 do 222 nukleotydów. Te krótkie łańcuchy pow stają praw dopodobnie w  w yniku 
w ystępowania śladowych zanieczyszczeń m atrycy replikazy. W łaśnie jeden  z tych 
krótkich  łańcuchów MDV-1, w ybrał zespół d r K ram era do konstrukcji pierw szego 
rekom binanta RNA. Sekw encje nukleotydów  i s tru k tu ra  drugorzędową MDV-1 była 
już uprzednio znana. W ystępują w  nim sekwencje wiążące replikazę, a na końcu 3' 
znajduje się parę reszt cytozynowych, co jest w arunkiem  inicjow ania rep likacji 
(Ryc. 1). R eplikacja cząsteczki MDV, podobnie jak  genom u faga Q|3 jest au tokata- 
lityczna.

W ybranie odpowiedniego m iejsca cięcia i w łączenie obcego RNA nie było łatw ym  
zadaniem. W łączenie fragm entu  n ie powinno było bowiem ani naruszyć sekw encji 
wiążących ani zm ieniać s tru k tu ry  drugorzędowej. Cięcie rybonukleazą T l w ykonano 
po hybrydyzacji MDV-1 z kom plem entarnym  m odyfikow anym  cDNA. M odyfikacja

• Prof. dr hab., Instytut B iologii i B iochem ii PAN, ul. R akowiecka 36, 02-532 W arszawa
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C-J
150

R y c .  1 .  Drugorzędowa stru k tu ra  MDV-1. S trzałka w skazuje m iejsca cięcia rybonu- 
kleazy T l. G rubszą czcionką zaznaczono homologiczne sekw encje do sekwencji ge
nomu faga Q|5, homologia w ystępuje w regionach wiążących replikazę oraz w m iejscu 
inicjacji.

cDNA polegała na usunięciu trzech zasad 62—64 i w staw ieniu 8 -m io nukleotydowego 
fragm entu  —C—T—C—T—A—G—A—G—. Oczywiście w tym  rejonie, z powodu 
b raku  homologii nie zachodzi parow anie zasad między cDNA a RNA. R ybonukleaza 
T l, tnąca tylko pojedynczą nić, rozszczepiała w iązania estrow e między 63 a 64 za
sadą, dając dwa fragm enty: 63 i 158 nukleotydow e (Ryc. 2). O trzym ane heterodup- 
leksy DNA—RNA „topiono”, a następnie pow stałe fragm enty RNA rozdzielano elek- 
troforetycznie w  żelu. Ligaza RNA faga T4 w ym aga na końcu 5' grupy P 0 4, a frag 
m ent 158 nukleotydow y po traw ieniu  rybonukleazą w tym  m iejscu posiada OH. 
Przeprowadzono więc jej fosforylację kinazą, a dopiero następnie ligację z w łą
czanym  fragm entem .

W pierwszych doświadczeniach dołączono do 158 nukleotydow ego fragm entu 
kwas dodecyloadenylowy otrzym ując fragm ent 168 nukleotydowy, k tóry  po w pro
w adzeniu grupy fosforanowej na końcu 5', ligowano z fragm entem  63 nukleotydo- 
wym. Tak otrzym ano pierwszy rekom binat RNA. W arto zaznaczyć, że po każdym  
etapie spraw dzano sekw encje nukleotydów. O trzym any rekom binant użyto jako 
m atrycy w procesie replikacji. Replikaza Q(3 nie zauważyła obecności „obcego” RNA

http://rcin.org.pl



[3] R E K O M BIN A N T  R N A  I JEGO R E PL IK A C JA 591

i k inetyka reakcji była podobna do kinetyki rep likacji m atrycy MDV-1. Pow stałe 
RNA analizowano elektroforetycznie w  żelu i stw ierdzono obecność nici (+ ) i (—), 
co świadczy o autokatalitycznej replikacji. Liczba cząsteczek RNA w zrastała ekspo- 
nencjalnie: w  ciągu 9 m inut następow ał 300-krotny wzrost.

63
P P P j

H O X

DP
'10 158

'OH H O X

Defosforyiacja
168 

HOIMMI

P J

D OH

Fosforylacja

Ligacja

Fosforylacja

D OH

231
h o i :

Ligacja

JO H

Ryc. 2. Schem at konstrukcji rekom binanta RNA.

Pom yślnie również zakończyły się próby włączenia do MDV-1 dłuższych frag
m entów  RNA, jak  210 nukleotydów  z adenovirusa czy 120 nukleotydów  5S z E. 
coli.

A utorzy om awiając stosowalność tej m etody do syntezy RNA in vitro, pod
k reśla ją  możliwość otrzym ania przy jej użyciu pełnej cząsteczki RNA w raz z in tro- 
nam i (ang. unprocessed gene transcript). Takie RNA mogłoby być pomocne w bada
niach procesu składania RNA (ang. splicing). Zastosowanie tej m etody może ułatw ić 
także otrzym yw anie większych ilości eukariotycznych RNA jako m atrycy do syn
tezy białka.

Fakt natychm iastow ego opatentow ania metody w skazuje jak  w ielkie znaczenie 
autorzy jej przypisują.

Zaakceptowano do druku  dnia 5 kw ie tn ia  1985 r.
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MINIREVIEW

WANDA SOKÓŁ-MISIAK*

Sekwencje DNA niezbędne dla regulacji transkrypcji 
przez hormony glukokortykoidowe 
w komórkach eukariotycznych

DNA sequences involved in the regulation of transcription 
by glukocorticoid hormones in eukaryotic cells

Hipotetyczny model działania hormonów sterydow ych na poziomie tran sk ry p 
cji — szczegółowo opisany w  1976 r. przez O’ M a  1 e y a na przykładzie działania 
progesteronu na transkypcją  genu ow album iny w  kom órkach jajow odów  kurczę
cia — zakłada, że w organizm ie eukariontów  sygnały horm onalne w  kom órkach do
celowych przekazyw ane są za pomocą białkowego receptora danego horm onu ste
rydowego. Receptor ten, po utw orzeniu kom pleksu z hormonem , w iązany jest w re
gionie sekw encji prom otorowych genu kontrolowanego przez ten  hormon, udostępnia
jąc je  eukariotycznej polim erazie RNA B. To hipotetyczne założenie zostało sform u
łow ane na podstaw ie m odelu Jacoba i Monoda dotyczącego ogólnych zasad regulacji 
transk rypc ji u prokariontów .

Początek lat 80-tych przyniósł niezwykły postęp w badaniach s tru k tu ry  genów 
eukariotycznych oraz otaczających je sekwencji**. Możliwość wyizolowania i sklono- 
w ania genu w raz z otaczającym i go sekw encjam i DNA, wycięcia określonych regio
nów tych sekwencji i spraw dzenie wpływ u te j kontrolow anej delecji na tran sk ry p 
cję badanego genu w  układzie bezkomórkowym, a w przypadku niektórych genów 
(szczególnie retrow irusów ) w  układzie komórkowym, przyczyniły się do zidentyfiko
w ania n iektórych elem entów  składowych prom otorów  genów eukariotycznych. We
dług C h a m b o n a  i w s p .  [1, 2] obecny stan  wiedzy pozwala jedynie na zde
finiow anie prom otora eukariotycznego jako kom pleksu różnych sekwencji DNA, 
których delecja (lub ściślej m utacja typu cis) znosi selektywność inicjacji tran sk 
rypcji genu s tru k tu ry  lub obniża wydajność te j transkrypcji. W edług W a s y l y k a  
i C h a m b o n a  [1] ta k  zdefiniowany prom otor genów eukariotycznych składa się 
przynajm niej z czterech elem entów, k tórym i są:

* Dr, Zakład Biochem ii, Instytu t G enetyki i H odow li Zwierząt PAN, Jastrzębiec, 05-511, Mro
ków

** Zagadnienie to poruszone zostało w  Postąpach B iochem ii: Chorąży M., (1981), 27, 263—
266.

W ykaz stosow anych skrótów : A — adenozyna; T — tym idyna; MMTV — wirus guza sutka 
m yszy (ang. m ouse m am m ary tu m or virus); tk  — kinaza tym idynow a; LTR — (ang. long te r 
m inal repea te)  krańcow e odcinki DNA retrow irusów  o charakterystycznej dla danego wirusa 
długości i sk ładzie sekw encji, łączące się z DNA zainfekow anych  kom órek.
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a) sekw encje DNA wokół miejsca s ta rtu  transkrypcji, k tóre odpowiada p ierw sze
mu nukleotydow i tran sk ry p tu  (nukleotyd oznaczany liczbą + 1 , w  prak tyce odpo
w iadający pierw szem u nukleotydow i dojrzałego tran sk ry p tu  z dołączoną czapeczką 
/ang. capi) delacja tych sekw encji znosi praw idłow y sta rt transkrypcji;

b) sekw encje położone w  odległości 26—36 p ar nukleotydów  na lewo od m iejsca 
s ta rtu  transk rypc ji (nukleotydy oznaczane liczbami ujem nym i, poprzedzające m iej
sce startu), bogate w  tym idynę (T) i adeninę (A), zwane T A T A  box, charak tery 
styczne dla większości genów transkrybow anych przez polim erazę RNA B; delecja 
tych sekw encji (a niekiedy punktow a m utacja) znosi prawidłowość rozpoznawania 
miejsca s ta rtu  transk rypc ji przez polim erazę RNA B;

c) sekw encje położone w  odległości około 1 0 0  p a r  nukleotydów  na lewo od 
m iejsca s ta rtu  transkrypcji; delecje w  obrębie tych sekwencji reduku ją  między in 
nym i podstawowy poziom transkrypcji, lecz nie w pływ ają na prawidłowość rozpo
znawania m iejsca s ta rtu  transk rypc ji przez polim erazę RNA B;

d) sekw encje położone powyżej 1 0 0  par nukleotydów  na lewo od m iejsca sta rtu  
transkrypcji; delecje w  obrębie tych  sekwencji obniżają w w arunkach in  vivo  
efektywność transk rypc ji niektórych genów do poziomu transk rypc ji podstawowej; 
w regionie tym , w  przypadku niektórych retrow irusów , w ystępują tak  zwane sek
w encje w zm acniające (ang. enhancer sequences) regulujące w ydajność transk rypc ji 
niezależnie od odległości i orientacji tych sekwencji w  stosunku do m iejsca inicjacji 
transkrypcji.

Ja k  w ykazano na przykładzie prom otora genu konalbum iny [2 ] proksym alne sek
wencje prom otorowe (obejm ujące T A T A  box  i sekw encje wokół miejsca s ta rtu  
transkrypcji) w iążą kom órkowe czynniki preinicjacyjne; podkreślić należy, że eu
kariotyczna polim eraza RNA B nie rozpoznaje prawidłowego m iejsca s ta rtu  tran s
krypcji bez uprzedniego związania czynników preinicjacyjnych z tym  regionem 
prom otora.

W serii św ietnych eksperym entów  kilka grup badawczych zdołało zlokalizować 
w  genomie w irusa guza sutka myszy (MMTV) regiony DNA w iążące in vitro  b iał
kowy receptor glukokortykoidów  [3, 4, 5, 6 ] oraz sekw encje DNA w regionie prom o
tora MMTV, których delecja znosi w pływ  in vivo  glukokortykoidów  na inicjację 
transk rypcji DNA MMTV [7, 8 , 9, 10]. W badaniach tych zastosowano techniki klo
nowania i rekom binacji DNA, tw orząc z różnych fragm entów  DNA MMTV (za
w ierających lub nie, regiony wiążące in vitro  receptor) oraz z DNA sekwencji pro- 
motorowych i kodujących gen kinazy tym idynowej (t/c) w irusa opryszczki (genu 
norm alnie nie kontrolow anego przez glukokortykoidy) tak  zwane geny-chim ery. Te 
zrekom binow ane geny w prow adzano drogą transfekcji do kom órek mysich lub 
szczurzych hodowanych in  vitro  do szczepów nie w ytw arzających aktyw nej kinazy 
tym idynowej a posiadających aktyw ny receptor glukokortykoidów. Transfekow ane 
kom órki selekcjonowano na odpowiedniej pożywce, w której kom órki o nieaktyw 
nej kinazie tym idynowej nie są zdolne do w zrostu; w pływ  in vivo  glukokortykoidów 
na inicjacje transk rypc ji genów -chim er określano na podstaw ie analizy transkryp- 
tów  izolowanych z transfekow anych kom órek hodowanych w obecności lub bez glu
kokortykoidów.

Sekw encje prom otorowe, w arunkujące in vivo  prawidłowość i efektywność 
inicjacji tran sk rypc ji DNA w irusa MMTV, znajdu ją się w  lewym, końcowym od
cinku DNA MMTV, określanym  jako LTR (ang. long term inal repeat); analogiczne 
sekwencje znajdu ją się w  praw ym  LTR [7, 11]; receptor glukokortykoidów  wiąże 
się do lewego [3, 4, 6 ] i praw ego [3, 4, 5] LTR oraz w  obrębie [6 ] i między [4, 6 ] 
obydwoma LTR (Ryc. 1 A); delecja sekwencji prom otorowych znosi praw idłow ą ini
cjację i w pływ  glukokortykoidów  na transkrypcję  DNA MMTV [7].
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Ryc. 1. Regiony DNA MMTV wiążące in vitro  receptor glukokortykoidów  oraz w a
runku jące  in vivo  transkrypcję  DNA MMTV (A) lub DNA genów -chim er utw orzo
nych z DNA kinazy tym idynow ej (tk) i DNA lewego LTR MMTV (B) lub prawego 
LTR MMTV (C).
DNA kom órki gospodarza zaznaczono lin ią falistą; DNA LTR MMTV zaznaczono podwójną  
grubą lin ią, a pozostałe sekw en cje  DNA MMTV lub t/c podw ójną cienką linią; sekw encje pro- 
m otorow e MMTV zakreskow ano skośnie, a sekw encje prom otorow e tk  poziom o; sekw encje  
kodujące tk  zakropkowano. L iczby ujem ne oznaczają pozycje nukleotydu na lew o a liczby  
dodatnie pozycje nukleotydu na prawo od hom ologicznego m iejsca startu transkrypcji DNA  
MMTV (nukleotyd  o liczbie +1); strzałki oznaczają kierunek transkrypcji DNA MMTV lub tk. 
S ekw encje DNA MMTV w arunkujące działanie in  v iv o  g lukokortykoidów  zaznaczono linią  
ciągłą (8, 10), a w iążące in v itro  receptor glukokortykoidów  zaznaczono lin ią  przerywaną 
z krzyżykam i (3, 4, 5, 6).

G rupa badawcza Y a m a m o t o  [6 , 10] sta ra ła  sią ustalić, czy inicjacja tra n s 
k rypcji DNA MMTV i stym ulacja tej transk rypcji przez glukokortykoidy uw arun 
kow ana jest obecnością jednego elem entu prom otora czy też obecnością dwóch n ie
zależnych elementów, k tóre można oddzielić fizycznie i funkcjonalnie [1 0 ], oraz czy 
elem enty te  w iążą in vitro  receptor glukokortykoidów  [6 ]. G rupa ta  wykazała, że de
lecja sekw encji DNA lewego LTR, leżących między -109 a -449 nukleotydem  na 
lewo od m iejsca sta rtu  syntezy RNA MMTV (fragm ent DNA LTR wiążący in vitro  
receptor glukokorytykoidów) znosi działanie in vivo  glukokortykoidów  na tran s
krypcję; przyłączenie tego fragm entu  DNA LTR lub fragm entu  leżącego między 
-109 a -1182 nukleotydem  nie zaw ierających inicjacji tran sk ry p c ji do sekwencji pro- 
m otorow ych i kodujących genu kinazy tym idynow ej (tk) (genu niewrażliw ego na 
działanie glukokortykoidów) pow oduje in vivo  w zrost częstości inicjacji tran sk ry p c ji 
genu tk  w  transfekow anych tym  rekom binantem  szczurzych kom órkach w obecności 
glukokortykoidów. Co ciekawsze, rekom binat, w  którym  fragm ent DNA LTR leżący
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między -109 a -1182 nukleotydem  przyłączono w odwróconej orientacji (Ryc. 1 B) do 
sekw encji prom otor owych genu tk  w ykazywał analogiczną wrażliwość na działanie 
in vivo  glukokortykoidów.

W yniki uzyskane przez grupę Y a m a m o t o  w skazują, że bez u tra ty  funkcjo
nalnych właściwości można fizycznie oddzielić od sekwencji prom otorowych, w aru n 
kujących praw idłow ą inicjację syntezy RNA MMTV, sekwencje DNA niezbędne dla 
regulacji tran sk rypcji przez glukokortykoidy; ta k  oddzielone sekwencje, p rzy łą
czone do heterologicznych sekwencji prom otorowych genu norm alnie nie kontro lo
wanego przez glukokortykoidy, pow odują „uw rażliw ienie” tego genu na działanie 
in vivo  glukokortykoidów, niezależnie od odległości i orientacji przyłączonych sek
wencji.

Inna grupa badawcza [7, 8 , 9] s ta ra ła  się wytyczyć granice sekwencji DNA LTR, 
k tórych delecja znosi kontrolow anie in vivo  transk rypcji przez glukokortykoidy; 
jednocześnie starano się w yjaśnić [8 , 9] czy horm onalna regulacja tran sk ry p c ji zw ią
zana z określonym fragm entem  prom otora jednego genu ogranicza się do kontroli 
jednego m iejsca inicjacji, czy też może równolegle regulować in icjację transk rypcji 
drugiego genu, posiadającego własny, niewrażliw y na działanie glukokortykoidów  
prom otor i w łasne miejsce s ta rtu  syntezy RNA. Stosując kontrolow ane delecje od 
końca 5' DNA praw ego LTR autorzy utw orzyli z fragm entów  DNA LTR oraz DNA 
sekw encji kodujących genu tk  (poprzedzonych 70-ma nukleotydam i sekw encji p ro 
motorowych tego genu) szereg mieszańcowych rekom binantów  czy też genów -chim er 
(Ryc. 1 C), w  których dwa m iejsca inicjacji transk rypcji (to jest in icjacji transk rypc ji 
DNA LTR MMTV i DNA tk) oddalone były od siebie o około 500 nukleotydów  (Ryc. 
1C). W ykazali oni, że delecja od końca 5'DNA LTR do -202 nukleotydu na lewo od 
m iejsca inicjacji tran sk rypc ji DNA LTR nie znosi kontroli horm onalnej inicjacji 
transk rypc ji DNA LTR i DNA tk w utworzonych genach-chim erach, natom iast de
lecja od końca 5'DNA LTR do -137 nukleotydu praw ie całkowicie reduku je  w pływ  
in vivo  glukokortykoidów  na regulację transkrypcji DNA LTR. W ten  sposób auto
rzy wykazali, że sekwencje DNA LTR położone w dystalnym  regionie prom otora 
LTR MMTV w arunku ją  horm onalną kontrolę inicjacji syntezy dwóch różnych 
transkryptów , których m iejsca inicjacji są oddalone od siebie o około 500 nukleo
tydów.

W edług niepublikow anych danych jednego ze w spółautorów  artyku łu  przeglą
dowego tej grupy badawczej [9] delecja od końca 3'DNA LTR do -63 nukleotydu 
reduku je  wpływ  in vivo  glukokortykoidów  na efektywność in icjacji transkrypcji 
DNA tk  w  analogicznie skonstruow anym  genie-chim erze. O statni w ynik nie jest 
jednak zgodny z wcześniej cytowanym i rezu ltatam i badań grupy Yam am oto [10] 
oraz z danym i, k tóre dotyczą lokalizacji w iązania receptora glukokortykoidów  w  re
gionie prom otora MMTV [5, 6 ].

Dwie grupy badaczy: Y a m a m o t o  [6 ] i B e a t o  [5] — w ykorzystując mię
dzy innym i efekt ochronny białka związanego z DNA — zlokalizowały położenie se
kw encji DNA LTR wiążących in vitro  receptor glukokortykoidów  izolowany z w ą
troby szczura. W obszarze sekw encji prom otorowych obie grupy znalazły w  le
wym [6 ] i praw ym  [5] LTR dwa podobnie zlokalizowane odcinki DNA LTR silnie 
chronione przez receptor glukokortykoidów  przed działaniem  DNA-zy I: między -84 
a -127 nukleotydem  [6 ] lub  -72 a -124 nukleotydem  [5] oraz między -166 a -189 nu
kleotydem  [6 ] lub -163 a -192 nukleotydem  [5] na lewo od m iejsca inicjacji tran s
k rypcji LTR. (Ryc. 2).

G rupa Y a m a m o t o  [6 ] zidentyfikow ała też dwa inne odcinki DNA w lewym 
LTR silnie chronione przez receptor glukokortykoidów  przed działaniem  DNA-zy I: 
między -269 a -283 nukleotydem  i między -289 a -305 nukleotydem  na lewo od 
m iejsca s ta rtu  syntezy RNA MMTV; oprócz tego znaleziono cztery odcinki DNA
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Ryc. 2. Schem at budow y prom otora ludzkiego genu m etalotioneiny [12]. P rostokąty  
oznaczają położenia: T A T A  box  (zakreskow ane skośnie), sekw encji w aru n k u ją 
cych podstawowy poziom transk rypc ji (zakreskowane poziomo) i sekw encji w arun 
kujących działanie kadm u (niezakreskowane). Sekw encje w arunku jące działania in  
vivo  g lukokortykoidów  zaznaczono linią ciągłą, a wiążące in vitro  recep tor gluko- 
kortykoidów  linią p rzeryw aną z krzyżykam i. Pozycje nukleotydów  zaznaczono jak  na 
rycinie 1 .

wiążące receptor, leżące m iędzy +4000 a  +8000 nukleotydem  na praw o od m iejsca 
s ta rtu  syntezy RNA MMTV. Znaczenie w iązania receptora glukokortykoidów  przez 
te  regiony DNA MMTV jest całkowicie niewyjaśnione.

W szystkie w ym ienione regiony DNA MMTV wiążące in vitro  receptor gluko
kortykoidów  oraz sekw encje DNA MMTV, których delecja znosi w pływ  in vivo  
glukokortykoidów  na inicjację syntezy RNA MMTV leżą poza proksym alnym i sek
w encjam i prom otorowym i, których obecność w arunku je  praw idłow e odnajdyw a
nie m iejsca in icjacji transk rypc ji przez polim erazę RNA B.

Podobną praw idłow ość stw ierdzono ostatnio [12] w przypadku ludzkiego genu 
s tru k tu ry  m etalotioneiny (białka wiążącego m etale ciężkie w  kom órkach różnych or
ganizmów eukariotycznych). T ranskrypcja genu m etalotioneiny jest indukow ana in 
vivo  przez glukokortykoidy i kadm . Po wieloletnich, początkowo nieudanych pró
bach w prow adzenia różnym i m etodam i do różnych kom órek mysiego lub  ludzkiego 
genu m etalotioneiny bez u tra ty  wrażliwości tego genu na działanie g lukokortykoi
dów, w prow adzono ludzki gen m etalotioneiny (M T-IIA) w raz z 800 nukleotydam i po
przedzającym i miejsce in ic jacji tran sk rypc ji drogą transfekcji do szczurzych fibro- 
blastów  [1 2 ]; okazał się on niezw ykle interesującym  obiektem  w badaniach nad m e
chanizm em  m odulacji transk rypc ji kom órkowych genów eukariotycznych. Stosując 
delecje poprzedzające m iejsce s ta rtu  syntezy RNA M T-IIA i tw orząc z uzyskanych 
fragm entów  DNA M T-IIA oraz sekw encji prom otorowych i kodujących genu kinazy 
tym idynowej (i/c) szereg rekom binantów , autorzy ustalili, że sekwencje prom otorowe 
M T-IIa m uszą obejmować przynajm niej 270 nukleotydów, k tóre poprzedzają m iej
sce inicjacji tran sk ry p c ji tego genu; w  obrębie tych sekw encji zidentyfikow ano: sek
w encje T A T A  box leżące m iędzy -24 a -29 nukleotydem ; sekwencje w arunku jące  
podstawowy poziom tran sk ry p c ji przez kadm , leżące między -38 a -50 i m iędzy -138 
a -150 nukleotydem  oraz sekw encje w arunkujące indukcje transk rypc ji przez glu
kokortykoidy, leżące między -237 a -268 nukleotydem . Delecja sekwencji niezbęd
nych dla regulacji tran sk ry p c ji przez glukokortykoidy znosi działanie in vivo  glu
kokortykoidów  bez wpływ u na podstawowy poziom transk rypc ji oraz indukcje tra n s 
k rypcji przez kadm . A utorzy zdołali fizycznie i funkcjonalnie oddzielić sekw encje 
DNA w arunku jące działanie glukokortykoidów  i kadm u od sekwencji w aru n k u ją 
cych inicjację transk rypc ji; sekw encje te  przyłączone (w odległości przynajm niej 
600 nukleotydów) do heterologicznego prom otora genu tk , niewrażliw ego na działa
nie glukokortykoidów  i kadm u, pow oduje uw rażliw ienie tego genu na działanie 
in  vivo  obu tych czynników. A utorzy określili również sekw encje DNA M T-IIA

http://rcin.org.pl



598 W. SO K Ö L-M ISIA K [6]

wiążące in vitro  receptor glukokortykoidów  izolowany z w ątroby szczura. S tw ier
dzili oni, że receptor najbardziej chroni przed działaniem  DNA-zy I odcinek DNA 
M T-IIa między -245 a -265 nukleotydem  i względnie słabo w  okolicach -324 nukleo- 
tydu; określono w tych odcinkach skład i kolejność nukleotydów  w skazując na pe
wne homologie w sekw encji nukleotydów  silnie chronionych przez receptor gluko
kortykoidów  * przed działaniem  DNA-zy I w  regionach prom otora M T-IIA [12] i LTR 
MMTV [5],

W om awianych badaniach po raz pierwszy w ykazano eksperym entalnie, że w dy- 
stalnych regionach prom otora genu komórkowego eukariontów  istn ieją sekwencje 
DNA, wiążące in vitro  receptor glukokortykoidów, których delecja znosi działanie 
in vivo  glukokortykoidów  na efektyw ność in icjacji tran sk rypc ji bez w pływ u na 
prawidłowość tej inicjacji i podstawowy poziom transk rypcji oraz indukcje tej tran s
krypcji przez inne czynniki [12], Jak  w ykazano w  przypadku retrow irusa MMTV 
sekw encje te  mogą oddziaływać jednocześnie na efektywność inicjacji syntezy dwóch 
różnych transkryp tów  [8 ], niezależnie od odległości [8 , 1 1 ] i o rientacji [1 1 ] w  sto
sunku do m iejsca inicjacji syntezy kontrolow anego transk ryp tu ; sekwencje te  prze
jaw iają więc cechy tak  zwanych sekw encji wzm acniających (ang. enhancer sequen
ces) uznanych obecnie za nowy elem ent regulujący transkrypcje; w  przypadku ge
nów kom órkowych działanie sekwencji w zm acniających związane jest z kontrolą 
transk rypcji specyficzną dla danego rodzaju  komórek lub tkanek  [13], co jest p rzy
puszczalnie uw arunkow ane w iązaniem  przez te sekwencje białek, w ystępujących 
jedynie w  określonych kom órkach. Receptor glukokortykoidów  pretendu je więc 
do pierwszego zidentyfikowanego białka, k tóre jest w iązane przez ten  typ  sek
wencji.

Zaakceptow ano do druku  5 marca 1985 r.
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Postęp nauki o etiologii powstawania nowotworów przebiega w ostat
nich latach niezwykle dynamicznie. Tak burzliw y rozwój stał się możliwy 
dzięki opanowaniu technik inżynierii genetycznej — w szczególności od
kryciu  i zastosowaniu licznych enzymów restrykcyjnych oraz udoskonale
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niu metod klonowania i sekwencjonowania DNA. Jednak fundam entem  
tej wiedzy stały się prace przeprowadzone w latach 60-tych, w których 
koncentrowano się głównie na ustaleniu roli zewnętrznych, pozaorganiz- 
m alnych czynników w pow staw aniu nowotworów — wpływ chemicznych 
kancerogenów, prom ieniowania jonizującego czy infekcji w irusowych. W 
wyniku badań ustalono, iż głównym  obiektem destruktyw nych oddziały
wań czynników zew nętrznych jest m ateriał genetyczny komórek. Na tej 
podstawie powstała koncepcja, iż rzeczywiste przyczyny i m echanizm y on- 
kogenezy ukryte są w samym  DNA. W 1971 roku T e  m i n  [1] zapro
ponował tzw. „hipotezę protow irusa”, według której we wszystkich ko
m órkach organizmów wyższych w ystępują potencjalne onkogeny, pełniące 
norm alne funkcje w komórce. W edług T e m i n a potencjalne onkogeny 
(protoonkogeny) przechodzą w formę właściwych onkogenów, tj. genów
0 własnościach transform ujących komórki, w w yniku m utacji somatycz
nych lub w w yniku włączenia ich do genomu retrow irusa [2]. W świetle 
najnowszych badań hipoteza ta  staje się coraz bardziej prawdopodobną, 
w odróżnieniu od w ysuniętej pod koniec lat 60-tych przez H u e b n e r a
1 T o d a r o  tzw. „hipotezy onkogenu” [3]. Ta ostatnia zakłada obecność 
w norm alnych komórkach utajonych onkogenów, których aktyw acja czyn
nikam i m utagennym i prowadzić może do onkogenezy [3]. Obecnie uważa 
się, że nie istnieją geny, których jedyną funkcją jest wywoływanie tra n s
form acji nowotworowej [2 ].

Do tej pory odkryto 20 onkogenów zintegrowanych z genomem retro - 
wirusów wywołujących nowotwory u kręgowców [4]. Współcześnie prze
waża pogląd, że wirusowe onkogeny nie są naturalnym i składnikam i ge
nomu retrow irusów  [2, 5]. Jedna z hipotez mówi, iż zostały one włączone 
do genomu retrowirusowego w wyniku rekom binacji genetycznej m ię
dzy cDNA prowirusa a cDNA komórkowego protoonkogenu [5] 1. O takiej 
genezie wirusowych onkogenów świadczy kilka faktów. Po pierwsze, w 
miejscu integracji onkogenu często w ystępuje delecja odpowiednich sek
wencji wirusowych [2]. Po drugie, w komórkach kręgowców [6 — 10] i bez
kręgowców [1 1 ] w ykryto geny (protoonkogeny), których sekwencje są 
w wysokim stopniu homologiczne z sekwencjami niektórych onkogenów 
spotykanych u retrow irusów  (określa się je skrótem  c-onc — od ang. cel- 
lular oncogen, w odróżnieniu od wirusowych onkogenów v-onc — ang. vi-

1 cDNA jest sekwencją DNA pow stałą na m atrycy RNA przy udziale odw rotnej 
transkryp tazy  — enzymu, którego gen znajduje się w  genom ie retrow irusów . Po 
zainfekow aniu kom órki genom retrow irusa  zbudowany z RNA zostaje przepisany 
na DNA (cDNA) przy udziale odw rotnej transkryptazy  (rewertazy) uw alnianej do 
kom órki z kapsydu w irusa i dopiero w  takiej form ie zostaje wbudow any do geno
m u gospodarza. W budowany w irus nosi nazwę „prow irusa”. W edług T e m i n a [5] 
odw rotnej transk rypcji mogą ulegać także mRNA gospodarza w  tym  mRNA kom ór
kowych protoonkogenów.
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rai oncogen) 2. Po trzecie, wirusowe onkogeny różnią się od protoonkoge- 
nów tym , że nie posiadają intronów, podczas gdy geny c-onc są tzw. ge
nami mozaikowymi składającym i się z intronów  i egzonów [2 ]3. Ponadto 
geny u-onc w porów naniu z ich odpowiednikam i komórkowymi są nie
kom pletne — posiadają m utacje i delecje [2 ].

Komórkowe protoonkogeny cechuje duża konserw atywność ewolucyjna, 
charakterystyczna dla genów o ważnych funkcjach genetycznych [2 ] 4. 
W przypadku niektórych protoonkogenów w ykazano ich aktywność trans- 
krypcyjną w norm alnym  rozwoju kręgowców [12, 13]. Przypuszcza się, 
iż komórkowe protoonkogeny biorą udział w kluczowych procesach, od
powiedzialnych za wzrost i różnicowanie się kom órek norm alnych [5]. 
Zm iany w funkcjonow aniu genów proto-onc prawdopodobnie w pływ ają 
na zmianę regulacji procesów komórkowych prowadząc w konsekwencji 
do powstania fenotypu nowotworowego. Zebrano już wiele dowodów, 
iż komórkowe onkogeny biorą udział w transform acji nowotworowej w y
wołanej innym i czynnikami niż transdukcja w irusow a np. przez m uta
cje [14], indukcję w irusam i niezaw ierającym i w  swym genomie onkoge- 
nów a integrującym i się w  pobliżu lub w ew nątrz komórkowych onkoge- 
nów [15— 16], transfekcję [17— 18], am plifikację [19—21] lub translokacje 
chromosomalne [22—23]. W kilku przypadkach analiza sekwencji onkoge- 
nu komórkowego wyizolowanego z now otw oru (powstałego po indukcji 
jednym  z wyżej wym ienionych czynników) ujaw niła w ich obrębie zmiany 
w podstawieniu niektórych zasad, delecje lub/i insercje, w porów naniu 
z analogicznymi sekwencjam i pobranym i z kom órek nietransform ow anych 
[2, 22, 25]. Podobne zjawisko zaobserwowano w stosunku do- onkogenów 
wirusowych. W ydaje się zatem  prawdopodobne, że zmiana sekwencji on- 
kogenu może być istotną przyczyną przejścia form y proto-onc w  formę 
one. Stanowi to również silną przesłankę, iż m iędzy zmianą form y on- 
kogenu a transform acją nowotworową istn ieje związek przyczynowo-skut- 
kowy.

W przypadku niektórych onkogenów wiadomo już, że ich produkty  
białkowe są enzymami przypom inającym i swym i własnościami naturalne 
enzymy komórkowe. Różnią się jednak od praw idłow ych enzymów większą 
aktywnością 4. W ydaje się jednak, iż w odniesieniu do innych onkogenów 
zmianie ulegają własności samego genu, powodujące zaburzenia regulacji

2 O ile teoretyczne rozróżnienie między protoonkogenam i a onkogenam i jest 
możliwe o tyle w praktyce nie zawsze jest w iadom e z jaką form ą tego genu m am y 
do czynienia, w związku z czym w  litera tu rze  źródłow ej term iny  „onkogen” i „c-onc” 
używane są w  różnych znaczeniach. Zależnie od kon tekstu  mogą oznaczać bądź pro
toonkogeny bądź geny transfo rm ujące bądź obie form y jednocześnie.

3 W Postępach Biochemii ukazała się p raca  na tem at genów m ozaikowych: 
F r o n k  J., (1982) Post. Biochem., 28, 3—24.

4 Na tem at kom órkowych (i częściowo w irusow ych) onkogenów ukazała się w 
Postępach Biochemii obszerna praca przeglądow a: C h o r ą ż y  M., S z a l a  S., 
(1983) Post. Biochem., 29, 261—298 i 421—422.
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ekspresji [22, 34, 43]. W pewnych przypadkach nie można wykluczyć, iż 
przyczyną nienorm alnej regulacji onkogenu jest zmiana sekwencji w jego 
sąsiedztwie. Włączenie sekwencji onkogenu w obszar aktyw nej chrom a- 
tyny może nastąpić na przykład, w wyniku przemieszczeń m ateriału  ge
netycznego w obrębie chromosomów (translokacje) integracji w irusów 
w pobliże onkogenów lub w  w yniku transdukcji. Zestawienie sekwencji 
onkogenu z prom otoram i lub sekwencjami wzm acniającymi innych genów 
lub wirusów może być przyczyną nienorm alnej, wzmożonej aktywności 
tych onkogenów [22, 23, 34].

II. Specyficzne translokacje w nowotworach

Fakt, że przegrupowania chromosomalne, takie jak inw ersje, tran s
lokacje i transpozycje mogą powodować zmianę ekspresji genów, nienor
malne różnicowanie komórek a naw et upośledzenie rozwoju całego orga
nizmu, znany jest już dawno badaczom zajm ującym  się dziedzicznością, 
rozwojem i zmiennością organizmów [35—37]. Jedno z pierwszych donie
sień o specyficznych translokacjach w ystępujących w niezależnie pow sta
łych nowotworach tego samego typu (chłoniaki B urkitta) ukazało się 
w 1974 roku [38]. Dalsze, system atyczne badania kariotypów  w komór
kach nowotworowych ujaw niły, że w wielu nowotworach w ystępują cha
rakterystyczne aberacje chromosomalne. Najczęściej spotykane są delecje 
i translokacje obejm ujące przew ażnie dwa, rzadziej trzy  chromosomy nie- 
homologiczne [40, 41].

Głównym celem tych badań było określenie czy aberacje występujące 
w  nowotworach można uznać za pierw otną przyczynę powstawania no
wotworów, czy też są one w tórnym  zjawiskiem  procesu onkogenezy. Wia
domo bowiem, że nie wszystkie aberacje chromosomów stw ierdzane w ko
m órkach neoplastycznych mogą być bezpośrednio odpowiedzialne za tran s
form ację. Niektóre aberacje chromosomów — zarówno ilościowe (mono- 
somie, polisomie) jak i jakościowe (delecje, translokacje) pojaw iają się 
w  komórkach nowotworowych podczas długotrw ałych hodowli in vitro [39]. 
Z drugiej zaś strony, nie wszystkie komórki z aberacjam i chromosomalny- 
mi przejaw iają fenotyp nowotworowy. W jednym  przypadku stwierdzono, 
że translokacja chromosomów 3 i 8 , k tórą pierw otnie ujawniono w ko
m órkach raka nerki okazała się translokacją konstytutyw ną tzn. w ystępu
jącą we wszystkich kom órkach osoby chorej na ten nowotwór [22]. W po
dobnych przypadkach udało się jedynie ustalić, że członkowie rodzin po
siadający dziedziczną translokację chromosomalną określonego rodzaju 
posiadają wrodzoną skłonność do zapadania na taki sam typ nowotworu. 
Takie obserwacje pozwalają jedynie na stwierdzenie, że niektóre translo
kacje zwiększają prawdopodobieństwo zachorowania na raka, zaś sama 
translokacja nie jest czynnikiem  w ystarczającym  do zainicjowania procesu
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onkogenezy. Prawdopodobnie niezbędny jest udział innych, dotąd nieokre
ślonych czynników [22]. W związku z powyższym m ateriał pobrany do 
badań kariotypu w celu określenia czy dana aberacja chrom osomalna jest 
potencjalnie jedyną przyczyną transform acji nowotworowej, m usi spełniać 
pewne w arunki. Komórki przeznaczone do badań nie mogą być poddawane 
uprzedniej hodowli in vitro a występowanie aberacji konstytutyw nej 
u dawcy musi być wykluczone. Ostatecznym  jednak kry terium  jest po
w tarzanie się takiej samej aberacji w niezależnie powstałych liniach takie
go samego typu  nowotworu. W w yniku badań w wielu nowotworach 
stw ierdzono występowanie pow tarzających się a więc raczej nieprzypadko
wych zmian w struk turze  chromosomów [40]. W stępne opracowanie abe
racji chromosomalnych zostało u jęte w specjalnie w ydanym  katalogu [41].

Najczęściej spotykaną aberacją jest translokacja chromosomów. Polega 
ona na wzajem nej wym ianie term inalnych odcinków między dwoma nie- 
homologicznymi chromosomami. Translokacje określane jako specyficzne 
dla danego rodzaju nowotworu w ystępują w wysokim procencie stw ier
dzonych przypadków (70— 100°/o). W ludzkich chłoniakach typu  B urkitta  
(Burkitt’s lymphoma)  w ystępują specyficzne wzajem ne translokacje chro
mosomów 8  i 14 (w skrócie: t(8;14) w 90°/o przypadków oraz translokacje 
t(2;8) i t(8;22) w pozostałych 10°/o przypadków; chłoniaki n ie-B urkitta  
(non-Burkitt’s lym phom a ) również charakteryzują translokacje t( 8 ; 14), 
przew lekłą białaczkę szpikową (chronic myelogenous leukemia) — 1(9;22), 
zaś jako przykład nowotworów zwierzęcych można przytoczyć mysie 
szpiczaki (murine plasmacytoma) z translokacją t(12;15). Specyficzność 
tych translokacji w ynika nie tylko z udziału tych samych chromosomów — 
również miejsca pęknięć chromosomów są stałe i dotyczą tych samych 
prążków [22, 40, 42],

W odniesieniu do niektórych translokacji w ystępujących w nowotwo
rach ustalono, że miejsca pęknięć chromosomów w ystępują w prążkach, 
w których znajdują się loci genowe znanych kom órkowych onkogenów. 
Na przykład u człowieka onkogen c-myc  znajduje się w prążku  24, na 
długim  ram ieniu — q chromosomu 8  (w skrócie 8q24) i bierze udział 
w  translokacjach w ystępujących w chłoniakach Burkitta; mysi gen c-myc  
znajduje się w chromosomie 15, w prążku, którego pęknięcie w ystępuje 
w translokacji w mysich szpiczakach; w przew lekłej białaczce szpikowej 
translokacją objęty jest locus onkogenu c-abl znajdujący się na ludzkim  
chromosomie 9 w prążku q34; w ludzkiej złośliwej białaczce szpikowej 
translokacja obejm uje locus onkogenu c-mos na chromosomie 8 q 2 2  [2 2 , 
42].
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III. Translokacje chromosomów w chłoniakach Burkitta i w mysich 
szpiczakach jako model mechanizmu transformacji nowotworowej

Rozwój metod klonowania i sekwencjonowania genów umożliwił pod
jęcie badań nad stru k tu rą  sekwencji translokow anych genów. Najbardziej 
zaawansowane są prace nad translokacjam i chromosomalnymi w mysich 
szpiczakach i w ludzkich chłoniakach B urkitta. Na wybór tych nowotwo
rów jako m ateriału  modelowego złożyło się kilka powodów. Po pierwsze, 
stwierdzono, że zarówno w mysich szpiczakach jak i w chłoniakach B ur
k itta  w translokacjach zawsze biorą udział loci genowe ongokenu c-myc  
(chromosom 8q24 — u człowieka, chr, 15D23 — u myszy) i genów im- 
m unoglobulin (u człowieka: gen łańcuchów ciężkich Ig — chr, 14q32, gen 
łańcuchów lekkich „lam bda” — chr, 2 2 q l l  i gen łańcuchów lekkich „kap- 
p a” — chr. 2 p ll; u myszy: gen łańcuchów ciężkich — chr. 12F1) co su
geruje, iż mechanizm transform acji w obu przypadkach może być podobny 
[22, 23]. Poza tym  niezależnie prowadzone prace badawcze nad s truk tu rą  
i funkcją subgenowych sekwencji onkogenu c-myc  i genów immunoglo- 
bulin są na tyle zaawansowane, że umożliwia to w stępną in terpretację 
wzajem nych funkcjonalnych oddziaływań tych genów po zajściu trans- 
lokacji.

III-l. Struktura onkogenu c-myc

S truk tu ra  komórkowego genu m yc  jest dość dobrze poznana. Gen 
c-myc  zbudowany jest z trzech egzonów oraz dwóch przedzielających je 
intronów  [22, 23]. Egzon I jest odcinkiem DNA o długości ok. 600 par 
zasad i zawiera na końcu 5' dwa miejsca s tartu  transkrypcji oddalone od 
siebie o 160 par zasad [22]. Prawdopodobnie jest on nieulegającą translacji 
sekwencją liderową, ponieważ posiada we wszystkich trzech możliwych 
ram kach odczytu kodony nonsensowe, umieszczone blisko potencjalnego 
m iejsca inicjacji translacji [44]. Pozostała część genu tj. I i II egzon praw 
dopodobnie koduje białko o masie cząsteczkowej 48 000 [43—45].

Ostatnio jednak ukazała się praca, w której opisano wyniki niezależ
nego sekwencjonowania ludzkiego genu m yc  [43]. Rzuca ona nieco od
m ienne światło na struk tu rę  i funkcję I egzogenu. Autorzy tej pracy stw ier
dzają, że ustalona przez nich sekwencja I egzonu różni się w kilku istot
nych miejscach od wcześniej opublikowanych sekwencji. Zdaniem G a - 
z i n a  i w s p .  [43], sekwencja I egzonu jest o wiele dłuższa i zawiera co 
najm niej 1000 par zasad. Ponadto posiada potencjalne miejsce inicjacji 
transkrypcji i o tw artą ram kę odczytu (ang. open reading jrame), co teore
tycznie umożliwia powstawanie białka o m.cz. 20 000. Ponieważ pozostałe 
dw a egzony zawierają sekwencję dla białka o teoretycznej m.cz. 48 000, 
kom pletne białko c-myc, zdaniem G a z i n a  i w s p .  m iałoby w norm al
nych, nietransform ow anych komórkach m.cz. 6 8  000. Białko o m.cz. 48 000
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powstawałoby w przypadku zmian w sekwencji I egzonu (m utacje, de- 
lecje, insercje) lub po odcięciu części a naw et całości tego odcinka genu 
podczas translokacji chromosomalnej. Pojawienie się w komórce białka
0 niższej masie cząsteczkowej powinno być skorelowane z pow staniem  fe
notypu nowotworowego komórki [43]. Jednak wcześniejsze badania przy 
użyciu surowicy zawierającej przeciwciała syntetycznego polipeptydu ho
mologicznego do karboksylowego końca białka c-myc, wykazały obecność 
białka o m.cz. 48 000 zarówno w komórkach norm alnych jak i w kom ór
kach chłoniaka B urkitta  [24].

Należy jednak dodać, że jak dotąd wszystkie wyniki dotyczące s truk 
tu ry  i funkcji I egzonu in terpretow ane są w świetle wcześniejszej kon
cepcji.

III-2. Struktura i rekombinacje genów immunoglobulin

Drugą kom ponentą biorącą udział w specyficznych translokacjach w y
stępujących w omawianych nowotworach są geny immunoglobulin. Ce
chą charakterystyczną tych genów są specyficzne rekom binacje w ew nątrz- 
genowe zachodzące podczas normalnego dojrzewania limfocytów [2 2 ]. 
Rekombinacje genów im m unoglobulin umożliwiają produkowanie prze
ciwciał o ogromnej różnorodności, gw arantującej skuteczną odpowiedź 
immunologiczną. Rekombinacje te polegają (w przypadku genów łańcu
chów ciężkich) na przyłączeniu jednego z kilku setek subgenów regionu 
zmiennego VH (ang. variable region) wraz z jego sekwencją prom otorową 
do jednego z segmentów regionu D (ang. diversity region), a następnie na 
przeniesieniu odcinka VD do jednego z sześciu segmentów regionu J  (ang. 
joining region) (Rys. 1). Ponieważ region J  przylega do subgenu z re
gionu stałego (ang. constant region), tzw. rekom binacja VDJ (ang. VDJ  
recombination) tworzy kom pletny gen immunoglobulin typu IgM. Między 
regionem  J  a subgenem C/t znajdują się jeszcze dwie specyficzne sekwen
cje — tzw. switch sequence). Sekwencja wzm acniająca jest praw dopodob
nie niezbędna dla prawidłowego przebiegu transkrypcji genu Ig i uaktyw 
niana jest po rekom binacji VDJ. Sekwencja przełączająca S u położona jest 
m iędzy wzmacniaczem a subgenem i w ykorzystyw ana jest tylko w tzw. 
rekom binacji przełączającej (ang. switch recombination) prowadzącej do 
utw orzenia genów innego typu imm unoglobulin np. IgG lub IgA. Rekom
binacja przełączająca zachodzi zawsze przy udziale sekwencji przełączają
cej Sm i sekwencji przełączającej, przynależnej do innego subgenu z re
gionu stałego (y, a, e). Sekwencje S są segmentami o długości 1— 2 kpz, 
składającym i się z pięcionukleotydowych, pow tarzających się sekwencji
1 są charakterystyczne tylko dla genów łańcuchów ciężkich Ig (geny łań
cuchów lekkich nie posiadają sekwencji typu „switch” i regionów D).

Reasum ując powyższy opis — rekom binacja VDJ prowadzi do utwo-
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rżenia genu im m unoglobuliny IgM, którego sekwencję można zapisać 
w skrócie: S'-V-D-J-E-Su-C^-S', zaś rekom binacja przełączająca która za
chodzi po rekom binacji VDJ, prowadzi do utworzenia jednego z pozosta
łych genów immunoglobulin np. IgG (5'-V -D -J-E-S/4-Sy-Cy-3') lub IgA (5'- 
V-D-J-E-S„-S«-Ca-3') (przytoczone według 2 2 ).

J - s u b g e n y  reg ionu VM; ^ - s e g m e n t y  re g io n u  D ;  ^ - s e g m e n t y  re g ionu  JH ; ^ - s u b g e n y  re g io n u  C H ,

^ - s e k w e n c j a  w zm a cn ia ją ca  E ; ¡ ^ j j - s e k w e n c je  p rz y łą c z a ją c e  S.

Ryc. 1. Budowa ludzkiego genu łańcuchów  ciężkich imm unoglobulin, a) budowa re 
gionu zmiennego oraz regionów D i J  przed rekom binacją oraz przykładow y p rze
bieg rekom binacji VDJ (strzałki); b) odcinek 1 przedstaw ia gen IgM, k tóry  pow stał 
w  w yniku rekom binacji VDJ, odcinki 2 i 3 przedstaw iają budowę regionu stałego, 
strzałk i obrazują przykładow y przebieg rekom binacji przełączającej; c) sekwencja 
genu Ig do rekom binacji VDJ i S. (według 22, uproszczone). VH — fragm ent regio
nu zmiennego; D — fragm ent regionu D; J H — fragm ent regionu J; CH — region sta
ły.

III-3. Struktura genu c-m yc  i genów immunoglobulin po translokacji 
chromosomalnej

Translokacje występujące w chłoniakach B urkitta  i w mysich szpicza- 
kach dotyczą tylko jednego chromosomu z pary  chromosomów homolo
gicznych, tak  że zawsze zostaje zachowany jeden nienaruszony allel genu 
c-myc  i genu immunoglobulin [2 2 ].

Poza tym  są translokacjam i wzajem nym i (ang. reciprocal translocation) 
m ającym i charakter ogólnie zachowawczy co do ilości m ateriału  genetycz
nego [22]. Jednak dokładna analiza sekwencji DNA w m iejscu pęknięcia 
chromosomów i ponownego ich złączenia, wykazała, że w szeregu liniach 
mysiego szpiczaka i w niektórych liniach chłoniaka B urkitta  właśnie w tym  
miejscu w ystępują delecje lub duplikacje krótkich kilkunastozasadowych 
sekwencji genu c-myc  i genu immunoglobulin [25— 27]. Zdaniem G e - 
r o n d a k i s a  i w s p .  [25] translokacje powstają w wyniku dwóch blis
ko położonych, jednoniciowych pęknięć DNA. Po rozsunięciu się frag
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mentów chromosomów na ich końcach znajdują się krótkie, jednoniciowe 
końce DNA; następnie w w yniku współzawodniczego działania polim era- 
zy DNA i egzonukleazy zachodzi z jednej strony dobudowywanie nici 
kom plem entarnej do jednoniciowego końca z drugiej zaś strony jego de
gradacja. Jeśli dobudowywanie zaszło na obydwóch końcach to frag
m ent odpowiadający jednoniciowemu „ogonkowi” zostaje zduplikowany. 
Analogicznie — działanie egzonukleazy spowoduje delecję [25].

Ze względu na stały  udział genów imm unoglobulin w specyficznych 
translokacjach om awianych nowotworów, spodziewano się, że mechanizm 
powstawania tych translokacji posiada jakiś związek z naturalnym i m e
chanizmami rekom binacji VDJ i S (np. przy udziale tych samych enzy
mów przełączających) [25]. Jednak bliższa analiza sekwencji w miejscach 
pęknięcia genu c-myc  w różnych liniach nowotworów nie wykazała żad
nych większych homologii z analogicznymi miejscami w genach immuno
globulin [27]. Powyższe dane wskazują raczej, iż translokacje są wynikiem  
niehomologicznej rekom binacji między genami położonymi na dwóch róż
nych chromosomach [25].

Analiza miejsc pęknięcia chromosomu 8  wykazała, że w różnych li
niach chłoniaka B urkitta  pęknięcia te mogą występować na bardzo dużym 
odcinku DNA — do 7 kpz przed końcem 5' genu c-myc  i ok. 6  kpz za jego 
końcem 3' (rys. 2) [25— 30]. Pęknięcia w ew nątrz lokus c-myc  (w I in- 
tronie lub w I egzonie) w ystępują tylko w niewielu liniach chłoniaka B ur
k itta  i we wszystkich zbadanych dotąd liniach mysiego szpiczaka [25, 
27, 28].

Ryc. 2. Schem at s tru k tu ry  genu c-m yc  oraz m iejsca pęknięcia tego genu w nie
k tórych liniach chłoniaków B urk itta  (BL) [22, 26, 28—30], i mysiego szpiczaka (MPC) 
[25, 271.
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Geny immunoglobulin ulegają najczęściej pęknięciu w obrębie sek
wencji przełączających [25—29], Jednak i od tej reguły istnieją w yjątki. 
W niektórych przypadkach (np. linia Daudi — patrz tabela 1) miejsce pęk
nięcia w ystępuje w regionie J  genu łańcuchów ciężkich im m unoglobulin 
[31]. W analogicznym miejscu w ystępuje pęknięcie lokus Ig łańcuchów lek
kich — „lam bda” na chromosomie 2 2  [26].

Tabela 1
Wybór danych o niektórych najlepiej zbadanych liniach chłoniaka Burkitta i mysiego szpiczaka

linia translo
miejsce pęknięcia locus zmiany w sek

wencji
ref,nowotworu kacja

c-myc Ig

Pl ’ ?2
c-myc 
1 2 3

ig
1

Daudi 8 ; 14 poza c-myc 5/+ J H 28, 31

BL31 8 ; 14 poza c-myc 5'+ s . 0,9 29

BL22 8 ; 14 poza c-myc 5/+ % 1 , 1 X  X 22, 29

JD38 IV 8 ; 14 1 intron (c„)§ 28

_!00 Ly65 8 ; 14 1 intron S n X 29

Raj i 8 ; 14 poza c-myc 5'+ Sy2 fl 1, 3 X 29

Seraphina 8 ; 14 poza c-myc? 1,9 X 29

BL37 8 ; 2 2 poza c-myc 3/+ + J(Qu) q 26

Ly 91 2 ; 8 poza c-myc 3'+ + 30

HOPC-1 12; 15 1 intron Sa q q 25

M
PC

J558 12; 15 1 ekson Sa q q 25

MPC11 12; 15 1 ekson Sy2 fl q q 25, 27

P3 12; 15 1 ekson Su q 25

W267 12; 15 1 intron Sa q q 25

H-----miejsce pęknięcia genu c -m y c  występuje przed końcem 5' I egzonu;
+ H----- miejsce pęknięcia genu c -m y c  występuje za końcem 3' III egzonu;

? — miejsce pęknięcia genu c -m y c  nie jest dokładnie ustalone, wiadomo tylko, że występuje poza lo ku s  c -m yc \
§ — miejsce pęknięcia genu J g H  nie jest dokładnie ustalone i może obejmować sam gen C u  lub sekwencję S^; 

x —- delecje (1), duplikacje (2) i insercje (3) stwierdzone w translokowanym lo ku s  genu c -m y c  poza miejscem pęk
nięcia genu;

q — delecje (1), duplikacje (2), i insercje (3) stwierdzone w translokowanym lo ku s  genu c -m y c  i I g  dokładnie w miej
scu pęknięcia tych genów.
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Cechą charakterystyczną translokacji t( 8 ; 14) w chłoniakach B urk itta  
[26, 28—30] i translokacji t(12; 15) w mysich szpiczakach [25] jest odw rot
na orientacja (ang. head-to-head) genu c-myc  i genu Ig (chr. 14: centro- 
m er-3 ' Ig 5' — 5'c-myc  3 '-telomer) tak, że sekwencje sensowne obu ge
nów po translokacji znajdują się na przeciw nych niciach DNA (Ryc. 3). 
Natomiast po translokacjach t(2;8) i t(8;22) w zajem na orientacja genów 
jest zgodna (ang. tail-to-head) (chr. 8 : centrom er-5 ' c-myc  3' — 5' Ig 3 '-te- 
lomer), tzn. sekwencje sensowne obu genów znajdują się na tej sam ej nici 
DNA (Ryc. 3c) [30]. W przypadku chłoniaków B urkitta  m am y zatem  sy
tuację dwojaką: w translokacji t( 8 ; l l )  gen c-myc  najczęściej zostaje prze
niesiony do chromosomu 14, zaś w translokacjach t(2;8) i t(8;22) gen c-myc  
zwykle pozostaje związany z m acierzystym  chromosomem 8  (nie ulega 
przeniesieniu) a translokow ana do tego chromosomu sekwencja genu Ig 
znajduje się za końcem 3' genu c-myc  [26, 30].

A. P3

0 1 2  ^ 15— T

, , k  n m  m  ~3'
fc=C/»^Sj

B. BL 22

C. BL37

C * - 1 4

1
\  8 - T  

f
5' m  w a  m  3 '
3 '

 ̂ 5 '
i

C * -  8
)
£  2 2  —* T

s 'V A 'A  W A  V 'i'A  1E = j 4 = r C a i ^  3 '
3 ' 1 5'

Ryc. 3. W zajem ne położenie genu c-m yc  i genu im m unoglobulin po translokac ji: 
a) w  mysiej linii P3 t(12;15); b) w  ludzkiej lin ii BI 22 t(8;4); c) w  ludzkiej lin ii BI 37 
t(8;22). C — kierunek położenia centrom eru chromosom u; T — k ierunek  położenia 
telom eru chromosomu; 1 — egzony genu c-myc; 2  — sekw encje genów im m unoglo
bulin.
(według a—(25), b—(22), c—(26), zmienione)

III-4. Ekspresja genu c-m yc  w  komórkach normalnych i nowotworowych

Badania poziomu transkrypcji genu c-myc  w różnych liniach chło- 
niaka B urkitta  przyniosły sprzeczne wyniki, dlatego bardziej w iarygodną 
m etodą pom iaru aktywności transkrypcyjnej translokowanego i n ietrans- 
lokowanego allelu c-myc  stała się analiza długości w ytw arzanego c-myc  
mRNa [22, 26, 27, 29]. W w yniku traw ienia nukleazą SI hybrydów  między 
mRNA z badanej linii a znakowaną sondą c-myc  DNA pochodzącą z ko
m órek norm alnych, udało się rozróżnić transk ryp ty  powstające na skutek 
inicjacji transkrypcji w dwóch różnych miejscach. Norm alne kom órki (bez
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translokacji) produkują dwa rodzaje c-myc  mRNA, różniące się długością
o 160 pz tj. o odległość dwóch miejsc s tartu  transkrypcji. Obydwa miejca 
sta rtu  w ykorzystyw ane są w komórkach norm alnych z różną częstością — 
zwykle drugie miejsce (P 2 ) jest częściej wykorzystyw ane niż pierwsze (PI), 
tak że stosunek ilościowy w ytw arzanych transkryptów  c-myc  (mRNA-Pl: 
mRNA-P2) w liniach komórek kontrolnych waha się od 0,21 do 0,45 [29]. 
W liniach chłoniaka B urkitta, w których translokacja w ystępuje poza 
lokus c-myc  również w ykorzystyw ane są obydwa miejsca sta rtu  tran s
krypcji (patrz tabela 1 ) jednak z równą częstością a naw et z przewagą 
miejsca pierwszego [22, 26, 29]. W innego rodzaju liniach tego samego no
wotworu, w których miejsce pęknięcia genu c-myc  w ystępuje w I egzonie 
lub w I intronie — odcinając w ten sposób naturalne miejsca startu , trans
krypcja rozpoczyna się w nowym, aktyw owanym  po translokacji m iejscu 
sta rtu  transkrypcji znajdującym  się najczęściej w I intronie. [29]. W 
tych liniach możliwe jest rozróżnienie między transkrypcją  translokow a- 
nego i nietranslokowanego allelu c-myc. Na podstawie takich badań stw ier
dzono, iż allel nietranslokow any (znajdujący się na drugim , niebiorącym 
udziału w translokacji chromosomie 8 ) praw ie nie ulega transkrypcji 
[22, 28, 29], natom iast całą pulę c-myc  mRNA stanowią transk ryp ty  allelu 
translokowanego. Powyższe dane wskazują, że translokacja zaburza re 
gulację ekspresji nie tylko translokowanego ale być może również eks
presję genu nietranslokowanego [28, 29].

III-5 . Model regulacji ekspresji genu c-m yc

W niektórych liniach chłoniaka Burkitta, w których translokacja w y
chodzi poza lokus c-myc, stwierdzono zmiany sekwencji typu  delecji lub 
/i insercji co w powiązaniu ze zjawiskiem przesunięcia równowagi trans
krypcji na korzyść pierwszego miejsca sta rtu  może sugerować iż zmianie 
uległy miejsca regulatorowe genu [29].

Biorąc pod uwagę następujące fakty: 1 — brak ekspresji nietranslo
kowanego allelu c-myc, 2  — przesunięcie równowagi transkrypcji na ko
rzyść pierwszego miejsca sta rtu  i 3 — częste zmiany w sekwencji trans
lokowanego genu c-myc, grupa L e d e r a  z H arvard Medical School 
w USA zaproponowała model negatyw nej regulacji genu c-myc [22, 29]. 
Model ten  przew iduje trzy  możliwe w arianty:

1  — gen c-myc  podlega regulacji przez trans-działający represor;
2  — gen c-myc  produkuje swój własny, cis-działający represor, (auto

regulacja bezpośrednia);
3 — produkt genu c-myc  oddziaływuje z inną(-ymi) cząsteczką(-ami)

efektorową, ham ującą transkrypcję genu c-myc  (autoregulacja 
pośrednia).

Odcięcie końca 5'genu c-myc  lub zmiany w jego sekwencji powodują 
zanik wrażliwości takiego genu na sygnały represyjne czego konsekwencją
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jest konstytutyw na transkrypcja  genu. W w ariantach autoregulacyjnych 
m odelu — konstytutyw na produkcja białka c-myc  powoduje trw ałe  w y
łączenie normalnego nietranslokowanego allelu [22, 29].

Rzeczywista funkcja białka c-myc  nie jest dotąd znana. W iadomo je
dynie, że białko produkowane przez w irusa MC29 (na podstawie sekwencji 
pow stałej z odcinka wirusowego genu gag i genu v -m yc ) jest białkiem  ją
drowym. Być może produkt genu c-myc  pełni w jądrze kom órki jakieś 
funkcje regulatorowe w ekspresji genów jak to sugerują L e d e r  i w s p .  
[22 ].

Udział genów im m unoglobulin w regulacji genu c-myc  pozostaje n ie
jasny. Sugerowany wcześniej wpływ tzw. sekwencji wzm acniającej na 
regulację translokowanego allelu c-myc  [34] jest raczej wykluczony, gdyż 
sekwencja ta najczęściej zostaje przeniesiona do produktu  wzajem nego 
translokacji a więc znajduje się na innym  chromosomie niż translokow any 
allel genu c-myc. Nie można jednak wykluczyć, iż jakieś inne sekwencje
0 podobnych własnościach (ang. enhancer-like, promoter-like) nie zostają 
uaktyw niane po translokacji w obrębie genów imm unoglobulin [22, 24].

IV. Uwagi końcowe

W wielu nowotworach zostały stwierdzone specyficzne translokacje 
chromosomów co sugeruje, że translokacja może być w niektórych p rzy 
padkach pierw otną przyczyną transform acji nowotworowej. W ydaje się 
również, że tylko niektóre miejsca na chromosomach posiadają własność 
urucham iania m echanizm u onkogenezy po objęciu ich translokacją np. 
komórkowe onkogeny [40]. W świetle najnowszych danych doświadczal
nych potwierdza się teza, że przekształcenie komórkowego protoonkoge- 
nu  w form ę onkogenną zachodzi po zmianach w jego sekwencji. Badania 
nad translokacjam i nie potwierdziły w pływ u sekwencji otaczającej on- 
kogen na jego regulację, ale również jej nie zaprzeczyły w związku z czym 
problem  ten  pozostaje nadal otw arty. Należy jednak podkreślić, że tra n s
lokacje chromosomalne jako model badawczy są niezwykle złożone, ponie
waż nakładają się w nim  różne wzajem nie powiązane zjawiska np. w ystę
powanie w jednej komórce translokow anych i nietranslokow anych alleli 
genów (w chłoniakach B urkitta  i w mysich szpiczakach są to allele c-myc
1 genów immunoglobulin) oraz występowanie dwóch kom plem entarnych 
produktów  translokacji na obu chromosomach biorących udział w tra n s
lokacji. W pływ tych towarzyszących zjawisk na proces onkogenezy jest, 
jak dotąd niezbadany. Można mieć jednak nadzieję, iż burzliw y rozwój 
badań w  tej dziedzinie przyniesie wkrótce wiele nowych inform acji uzu
pełniających dotychczasową wiedzę na ten  tem at.

P raca zastała napisana w  ram ach badań finansow anych przez P rogram  Rządowy 
P R —6 , Umowa N r 2501.

Zaakceptow ano do druku  15 marca 1985 r.
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I. Wstęp

Wiele term inów  określających zjawiska lub m etody stosowane w ge
netyce m olekularnej ssaków pochodzi z genetyki m olekularnej m ikroor
ganizmów. W odniesieniu do komórek ssaków m ają one nieco odmienne 
znaczenie. Dla uniknięcia niejasności podaję znaczenie kilku powszechnie 
używanych term inów. Przez „transfekcję” rozum iem y proces w prow a
dzenia do kom órek — hodowanych w kulturze, egzogennego DNA, n a j
częściej sklonowanego w plazmidach. „Transform acja” oznacza zm iany 
fenotypowe komórek — biorców, powstałe w w yniku transfekcji. „T rans
form acja nowotworowa” — to przekształcenie kom órek praw idłowych w 
nowotworowe, zarówno w w yniku przyjęcia egzogennego DNA, jak i w 
w yniku traktow ania komórek praw idłowych czynnikam i rakotwórczym i 
(chemicznymi, fizycznymi i biologicznymi). Kom órki ssaków — w k u ltu 
rach mogą przyjąć egzogenny DNA w w yniku fuzji z m ikrokomórkami 
służącymi jako dawca DNA [1], przez endocytozę protoplastów  b ak te ry j
nych, zaw ierających zamplifikowane sekwencje badanego DNA [2], endo
cytozę liposomów zaw ierających DNA [3, 4], m ikroiniekcję DNA bezpo
średnio do jąder komórek biorców [5]. Najszersze zastosowanie znalazła 
metoda transfekcji komórek oczyszczonym DNA [6 ] lub fragm entam i 
chromosomów [7, 8 ]. Ekspresja inform acji zaw artej w przyjętym  DNA za
chodzi w niewielkiej części populacji komórek-biorców. Odróżnienie ko
mórek, które przyjęły egzogenny DNA od reszty populacji jest możliwe 
przez zastosowanie selektywnych pożywek ham ujących wzrost komórek, 
które nie przyjęły  egzogennego DNA i nie nabyły nowych cech pozw alają
cych na wzrost w selektywnej pożywce.

II. Markery genetyczne stosowanie do pozytywnej selekcji 
transformantów

Najczęściej stosowanymi m arkeram i w transform acji komórek ssaków 
są geny uczestniczące we wczesnych stadiach biosyntezy DNA. Należą do 
nich geny: kinazy tym idynowej (tk), fosforybozylotransferazy adeninowej 
(aprt), fosforybozylotransferazy hypoksantynow o-guaninowej (hgprt) i re- 
duktazy dihydrofolanowej (dhfr). M utanty komórkowe, defektyw ne pod 
względem genów: tk, aprt i hgprt, charakteryzują się dobrze zbadanymi 
i łatwym i do w ykrycia właściwościami biochemicznymi. Komórki (TK- ) 
w yrastają w pożywkach w obecności 5-brom odezoksyurydyny (BUdR), 
5-fluorodezoksyurydyny (FUdR) lub trójfluorotym idyny (TPT), ponieważ 
z braku kinazy analogi ulegają włączeniu do DNA.

Komórki APRT mogą namnażać się w pożywkach z dodatkiem  8 -aza- 
adeniny (8 AA) lub 2-am inopuryny (DAP), a kom órki HGPRT-  mogą 
być hodowane w obecności 6 -tioguaniny (TG) lub 8 -azaguaniny (8 AG).
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Gen hgprt m apuje się w chromosomie X; ułatw ia to selekcję m utantów  
HGPRT-  w liniach komórek pochodzących z samców. W ymienione po
chodne puryn  i pirym idyn są toksyczne dla komórek posiadających funk
cjonalne geny tk, aprt i hgprt. Różnice fenotypowe między komórkami 
norm alnym i i defektyw nym i pod względem jednej pary  genów zostały 
wykorzystane w selekcji m utantów  i w selekcji transform antów , które od
zyskały funkcjonalny gen. M utacje TK- , APRT- , HPRT-  są bardzo sta
bilne w kom órkach fibroblastów mysich. Spontaniczne rew ersje m utacji 
APRT-  lub HPRT-  zdarzają się raz na 1X10 8 komórek. W linii L fibro
blastów mysich nigdy nie otrzym ano rew ersji m utacji TK- . Gen dhfr  
często ulega zw ielokrotnieniu w kom órkach hodowanych w pożywkach 
z dodatkiem  w zrastających stężeń analogów kwasu foliowego, takich jak 
am inopteryna i am etopteryna (tzw. antyfoliany). DNA izolowany z ko
mórek opornych na analogi kwasu foliowego zawiera w ielokrotne kopie 
genu dhfr,  co powoduje zwiększenie ich odporności na antyfoliany.

III. Struktura genu kinazy tymidynowej (tk) wirusa Herpes sim plex-l  
(HSV-1)

W irusowy gen kinazy tym idynowej (tk) wykazuje kom plem entację 
funkcji TK w kom órkach TK“ zakażonych w irusem  HSV-1 [9]. Kinaza ty- 
midynowa w irusa HSV-1 różni się od komórkowej ruchliwością elektrofo- 
retyczną [ 1 0 ], wydajnością fosforylowania jododezoksycytydyny [ 1 1 ], zdol
nością do fosforylowania acykloguanozyny [ 1 2 ] oraz własnościami serolo
gicznymi.

Gen tk  w irusa HSV-1 zlokalizowano we fragm encie obejm ującym  3400 
p ar nukleotydów, otrzym anym  po traw ieniu  wirusowego DNA enzymem 
restrykcyjnym  BamHI [13]. F ragm ent ten  został następnie zklonowany 
w bakteryjnym  plazmidzie pBR322. Nam nażanie hybrydow ych plazmi
dów — zawierających sekwencje genu tk  w irusa HSV-1 nie znosiło funkcji 
genu kinazy tym idynowej, ponieważ w kulturach  fibroblastów myszy linii 
LTK -  pojaw iały się kolonie o fenotypie TK + [14, 15, 16, 17]. W irusowy 
gen tk  może również ulegać ekspresji w kom órkach E.coli TK -  transfor
mowanych plazmidem niosącym gen tk  HSV-1 [18]. F ragm ent BamHI 
DNA HSV-1 traw iono szeregiem endonukleaz restrykcyjnych i spraw 
dzano aktywność genu tk  w krótszych odcinkach DNA. Sekwencje kodu
jące kinazę tym idynową mieszczą się we fragm encie DNA Pvu II — Sma I
o długości około 1300 par nukleotydów [15, 19, 20, 21], Mapę restrykcyjną 
fragm entu BamHI DNA w irusa HSV-1 przedstaw ia rycina 1. Miejsce ini
cjacji transkrypcji poprzedzone jest regionem  obejm ującym  około 105 par 
zasad zawierającym  elem enty kontrolujące zarówno dokładne miejsce ini
cjacji jak i wydajność transkrypcji [22, 23]. Uproszczony schem at organi
zacji sekwencji poprzedzających gen tk  HSV-1 pokazuje rycina 2. Region I

15*
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mRNA tk
R y c .  2. Uproszczony schem at organizacji sekwencji DNA poprzedzających gen tk  
w irusa HSV-1. Regiony oznaczone I, II i I II  zaw ierają sygnały kontro lu jące m iejsce 
in icjacji i wydajność transk rypc ji (wg M cKnight — [24]).

wyznaczający miejsce inicjacji transkrypcji mRNA tk  jest oddalony o 16 
par zasad od sygnału „s ta rt” dla transkrypcji. W regionie tym  znajduje 
się sekwencja typu „T A T A  box” homologiczna do sekwencji w ystępują
cej w odległości 25— 30 nukleotydów przed miejscem sta rtu  transkrypcji 
dla większości genów eukariotycznych. Regiony II i III zaw ierają sygnały 
w arunkujące częstość inicjacji transkrypcji, ponieważ m utacje delecyjne 
w tych regionach powodują zmniejszenie wydajności transkrypcji. Zwięk
szanie odległości między regionami I, II i III przez insercję dodatkowych 
sekwencji również powoduje zmniejszenie wydajności transkrypcji. Me
chanizm współdziałania sekwencji kontrolujących transkrypcję genu tk  
w irusa HSV-1 nie jest znany. Początkowo przypuszczano, że heksanukleo- 
tydowa sekwencja 5'CCGCCC-3'regionu III kom plem entarna w odwróco
nej orientacji do sekwencji 5'-GGGCGG-3'regionu II powodują zmianę 
konform acji DNA przez tworzenie jednołańcuchowej pętli (ang. stem -loop) 
i że tylko taka konform acja DNA gw arantuje w ydajne tworzenie kom
pleksu z białkami uczestniczącymi w inicjacji transkrypcji [24]. Hipote
tyczny mechanizm współdziałania powtarzających się sekwencji regionu
II i III —odpowiedzialnych za wydajność transkrypcji mRNA kinazy ty - 
midynowej nie znalazł potwierdzenia w wynikach dalszych badań, ogłoszo
nych w 1984 r. przez M cKnighta — autora przytoczonej tu ta j hipotezy.

Ryc. 1. M apa restrykcy jna fragm entu  Bam HI DNA w irusa HSV-1 (wg C olbere-G ara- 
piin, Chousterm an, H orodniceanu, K ourilsky i G arapin  — [15]).
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W dalszych badaniach okazało się, że całkowite usunięcie regionu II i sprzę
żenie regionu III z regionem  I, dw ukrotnie zwiększa wydajność tran sk ryp 
cji mRNA kinazy tym idynowej. Zmiana orientacji pow tarzających się sek
wencji regionu III — w m utantach z delecją od — 32 do —80, dodatkowo 
zwiększa wydajność transkrypcji mRNA kinazy tym idynowej. W wiruso
wym  genie tk  nie ma intronów. Sekwencje kodujące łańcuch polipeptydo- 
wy kinazy tym idynowej stanowią nieprzerw any ciąg 1128 par nukleoty- 
dów [2 0 , 2 1 ].

IV. Transfer genu tk  wirusa HSV-1 do fibroblastów mysich linii LTK 
jako system modelowy

Najczęściej stosowaną, w wielu przypadkach najw ygodniejszą metodą 
przeniesienia genu tk  jest transfekcja komórek biorców LTK “ hybrydo
wym  plazm idem  zaw ierającym  gen tk  w irusa HSV-1. Transform ujący 
DNA w formie osadu wapniowo-fosforanowego jest dodawany do hodowli 
komórek-biorców. Osad DNA najczęściej sporządza się z dodatkiem  wiel
kocząsteczkowego DNA służącego jako nośnik [15]. Selekcję klonów TK + 
przeprowadza się w pożywce z dodatkiem  hypoksantyny, am inopteryny 
i tym idyny (HAT) [26, 27]. Ekspresja genu tk  zależy od tego, czy gen tk  
nie został uszkodzony w procesie rekom binacji z DNA gospodarza i czy 
uległ integracji we właściwej konfiguracji i we właściwym  m iejscu w 
chromosomie. Częstość transform acji zależy także od stanu fizycznego 
DNA plazmidu. Plazm id pAGO w formie liniowej transform ow ał komórki 
LTK “ z wydajnością 2— 3 razy większą niż ten  sam plazmid w formie 
kolistej [15]. Funkcja DNA nośnikowego nie jest dokładnie poznana. DNA 
transform ujący łączy się kowalencyjnie z nośnikowym DNA tworząc kon- 
katam eryczne struk tu ry  o wielkości do 2X10® par nukleotydów  [28]. Sek
wencje ograniczające selekcjonowany m arker pochodzą z nośnikowego 
DNA. Można przypuszczać, że ogromna liczba pow tarzających się sek
wencji pochodzących z nośnikowego, wielkocząsteczkowego DNA stym u
luje integrację przez zapoczątkowanie homologicznej rekom binacji w m iej
scach bogatych w pow tarzające się sekwencje. Hipotezę tę zdają się pot
wierdzać wyniki doświadczeń, w których używano nośnikowego DNA
o znanej sekwencji nukleotydów, takiego jak DNA SV40 czy DNA pBR332
[29], Analiza miejsca wiązania nośnikowego DNA z DNA m arkera  selek
cjonowanego (gen tk) wskazuje, że proces rekom binacji najprawdopodob
niej zachodzi w  m iejscu homologii między sekwencjami pBR322 a tk  
obejm ującym  16— 19 par zasad:

pBR322 GGCAGCGTTGGGTCCT GGC
HSV tk GGC TCGCTGGGTCCTAGGC
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W przypadku transform acji fibroblastów myszy LTK -  genem tk  
HSV-1 w obecności nośnikowego DNA nie stwierdzono specyficznych 
miejsc integracji tk  HSV-1  z chromosomalnym DNA gospodarza [30]. Na
tom iast w komórkach ludzkich TK-  HeLa (BU25) traktow anych fragm en
tem  DNA o długości 2000 par nukleotydów zaw ierającym  gen tk  HSV-1, 
sekwencje genu tk  HSV-1 były wbudowane w chromosom 5 [31].

Częstość transform acji zależy również od rodzaju komórek biorców. 
Najwyższą wydajność transform antów  TK + otrzym ano w klonie 10 linii 
LTK -  fibroblastów mysich. Inne linie komórek TK - , jak np. komórki zło
śliwego potworniaka myszy [32] czy komórki mysiego szpiku kostnego 
[27] okazały się gorszymi biorcami egzogennego DNA. Obecnie nie można 
wyjaśnić tak znacznych różnic w wydajności transform acji.

V. Stabilność ekspresji genu tk  wirusa HSV-1 
w transformantach TK+

Komórki transform antów  TK + pochodzące z jednej kolonii mogą, po 
kilku pasażach w pożywce nieselekcjonującej, tracić zdolność do syntezy 
kinazy tym idynowej. Nie oznacza to jednak, że p rzy ję ty  przez nie gen tk  
został utracony, ponieważ część komórek takich populacji ponownie od
zyskuje cechę TK + (TK+ -> TK - -> TK +) [33]. Kom órki transform antów  
TK + posiadające w ielokrotne kopie genu tk  w irusa HSV-1, wbudowane 
w chromosomalny DNA nie zm ieniają fenotypu [34]. Ekspresja wielu ge
nów w komórkach zwierzęcych zależy od stopnia ich m etylacji. Sekwencje 
genu tk  w klonach transform antów  o fenotypie TK + są słabo metylowane 
[35]. Przypuszczalnie w DNA wyższych kręgowców w ystępują rejony, w 
których m etylacja zasad zdarza się znacznie częściej niż w pozostałych 
obszarach. Jeśli obcy DNA w buduje się w chromosom w rejonie silnej 
m etylacji, to też zostanie zmetylowany. M etylacja in vitro plazmidu za
wierającego DNA wczesnego regionu w irusa SV40 i gen tk  HSV-1 redu
kowała ekspresję genu tk, natom iast nie w yw ierała w pływ u na syntezę 
antygenu T kodowanego przez wczesny region w irusa SV40 [36]. U trata 
fenotypu TK+ w klonach transform antów  może również wynikać ze zmian 
w strukturze chrom atyny w m iejscu integracji genu tk  [37]. Ekspresję 
genu tk  w komórkach transform antów , które zm ieniły fenotyp na TK-  
można uzyskać działaniem  5-azacytydyny — czynnika blokującego m ety- 
lację w sekwencjach CpG [38]. Zmiana fenotypu T K + na TK -  może być 
konsekwencją zarówno m etylacji jak i m utacji w obrębie genu tk  lub 
w jego bezpośrednim sąsiedztwie.
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VI. Sekwencje DNA zwiększające częstość transformacji

Długie, pow tarzające się sekwencje DNA, ograniczające prow irusow y 
genom retrow irusów  (LTR) mogą aktywować ekspresję heterologicznych 
genów, które zostały pozbawione własnych sekwencji promotorowych. 
LTR w irusa nekrozy śledziony myszy wyizolowanego przez Friend 
(FSFFV) przyłączone do regionu DNA, kodującego kinazę tym idynow ą wi
rusa HSV-1, w odległości 200 par nukleotydów przed m iejscem  inicjacji 
transkrypcji mRNA, całkowicie zastępują region promotorowy genu tk. 
Zarówno zwiększenie odległości między LTR wirusa FSFFV a regionem 
kodującym  genu tk, jak  i zmiana orientacji tych sekwencji względem siebie 
całkowicie znoszą zdolność do syntezy mRNA kinazy tym idynowej. P rzy
łączenie LTR w irusa FSFFV do fragm entu DNA HSV-1, obejm ującego 
sekwencje promotorowe i kodujące genu tk, wydajnie zwiększa częstość 
transform acji TK “ —> TK + niezależnie od orientacji obu sekwencji wzglę
dem siebie. Pod w arunkiem  jednak, że przy tej samej orientacji odległość 
między nimi wynosi około 1200 par zasad, a w przypadku LTR przyłączo
nych do końca 3' genu tk  w odwróconej orientacji odległość ta  nie może 
być większa niż 200 par nukleotydów [39]. LTR retrow irusów  białaczki 
mysiej Moloney’a (MoMLV) zwiększają 10—20 krotnie częstość stabilnych 
transform antów  TK + niezależnie od ich umiejscowienia i orientacji w sto
sunku do genu tk. Za zwiększenie częstości transform acji odpowiedzialne 
są tandem owe pow tarzające się sekwencje w ystępujące w LTR. T ransfer 
genów nieselekcjonowanych nie sprzężonych z plazmidem niosącym LTR 
również zachodził z wyższą częstością. Zwiększenie częstości transform acji 
nie było związane ani ze zwiększoną wydajnością integracji egzogennego 
DNA z chromosomalnym DNA gospodarza ani z podwyższonym poziomem 
transkrypcji [40]. Obecność sekwencji LTR może zwiększać częstość po
w staw ania ’’przejściowych” transform antów  lub w jakiś sposób ułatwiać 
’’przejściowym ” transform antom  stabilizację stanu transform acji.

VII. Kotransformacja i ekspresja genów nieselekcjonowanych

Przedstawiony dotychczas system  obejm uje tylko geny kodujące bio
chemiczne funkcje kom órek wyróżniające je fenotypowo w w arunkach 
hodowli in vitro. Ponieważ transform acja zachodzi w niew ielkiej części 
populacji komórek traktow anych egzogennym DNA, można założyć, że 
podobnie jak w transform acji bakterii w procesie tym  uczestniczą tylko 
kom órki „kom petentne” — zdolne do pobrania egzogennego DNA. Stw a
rza to szerokie możliwości badania nieselekcjonowanych sekwencji DNA, 
podawanych komórkom jednocześnie z m arkerem  selekcjonowanym. W 
tego typu  doświadczeniach gen tk  KSV-1 służy jako m arker um ożliwiający 
selekcję transform antów . Chromosomalny DNA części klonów TK + za
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w iera sekwencje innych genów przyjęte przez komórki jednocześnie z ge
nem  tk  [41, 42, 43]. W badaniu ekspresji genów nieselekcjonowanych, 
wprowadzonych do komórek z m arkerem  selekcjonowanym  należy 
uwzględnić, czy badany gen ulega norm alnej ekspresji w komórkach nie 
podlegających różnicowaniu np. w fibroblastach, czy tylko w specyficz
nych komórkach zróżnicowanych. Gen kodujący antygen T w irusa SV40 
sprzężony z genem tk  w plazmidzie pOT ulega ekspresji w różnym stopniu 
nie tylko w różnych klonach, lecz także w poszczególnych komórkach tego 
samego klonu TK + [44]. Różnice w ekspresji genu kodującego antygen T 
tłum aczy się różnymi miejscami integracji z chromosomalnym DNA go
spodarza. Geny ulegające norm alnej ekspresji tylko w kom órkach swoiście 
zróżnicowanych mogą również w pewnym  stopniu ulegać ekspresji w fi
broblastach mysich linii L. Gen |3-globiny królika sprzężony w w ektorze 
plazmidowym z genem tk  HSV-1, w ystępuje w transform antach T K + 
w licznych kopiach, a ilość cząsteczek mRNA (5-globiny sięga 2000 na ko
m órkę [45]. Ekspresja genu owalbuminy kurzej w transform antach fibro- 
blastów myszy — otrzym anych w w yniku transfekcji plazm idem  zaw iera
jącym  gen owalbuminy sprzężony z genem tk  HSV-1 jest również bardzo 
w ydajna. Transform anty TK + mogą wytwarzać do 100 000 cząsteczek 
owalbuminy [46], jednak transk ryp t tego genu w ich kom órkach jest o 650 
nukleotydów dłuższy od oryginalnego mRNA owalbuminy kurzej [47]. 
W yniki badań ekspresji w fibroblastach mysich genów, dla których nor
m alnym  środowiskiem są wyspecjalizowane zróżnicowane komórki w ska
zują, że „splicing” mRNA takich genów zachodzi prawidłowo naw et w 
środowisku dla nich nienaturalnym , natom iast inicjacja transkrypcji nie 
zawsze jest prawidłowa [48, 49, 50]. Zastosowanie fibroblastów myszy w 
badaniach ekspresji specyficznych genów nie zawsze jest uzasadnione. 
Być może, bardziej właściwe do tego typu badań są kom órki o zachowa
nej zdolności różnicowania. Ciekawe możliwości badawcze stw arzają ko
mórki złośliwego potw orniaka myszy (teratocarcinoma). Komórki te 
wszczepione do zarodków myszy we wczesnych stadiach rozwoju, ulegają 
różnicowaniu i nie zaburzają normalnego rozwoju zwierzęcia. Przeniesie
nie transform antów  otrzym anych w hodowli in vitro do organizmu zwie
rzęcia pozwoli na dokładniejsze poznanie mechanizmów kontrolujących 
ekspresję genów ssaków [51]. Praw idłow a i w ydajna transkrypcja  genów 
kom órek eukariotycznych jest w dużym stopniu zależna od odległości sek
wencji promotorowych od końca 5' części kodującej genu. Regiony pro- 
motorowe mogą w sposób niespecyficzny aktywować sekwencje kodujące 
różne białka. Prom otor a  w irusa HSV-1 może zastąpić region prom otoro- 
wy genu tk  oraz może regulować transkrypcję genu owalbum iny kurzej 
[52, 53]. Sprzężenie genów z silnymi prom otoram i umożliwia badanie eks
presji takich genów, które w norm alnych w arunkach w ym agają obecności 
specyficznych czynników, np. hormonów lub genów o bardzo słabych włas
nych promotorach.
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VIII. Mutacje w genach wprowadzonych do komórek 
metodą transfekcji

Egzogenny DNA podlega w kom órkach-biorcach różnorodnym  m odyfi
kacjom. Najczęściej pow stają pęknięcia w obydwu niciach heliksu oraz 
modyfikacje wolnych końców [54]. Tylko niewielka część przyjętego przez 
komórkę DNA przedostaje się do jądra, gdzie może być włączona do geno
mu gospodarza. W budowanie egzogennego DNA do chromosomów komó- 
rek-biorców zależy od stopnia homologii sekwencji uczestniczących w pro
cesie rekom binacji. W somatycznych komórkach ssaków zachodzą rekom 
binacje zależne zarówno od obecności dużych odcinków homologicznych, 
jak i rekom binacje specyficzne dla miejsca to znaczy takie, w  których 
homologia dotyczy tylko kilkunastu par nukleotydów [55]. Badano również 
m utacje w genach bakterii wprowadzonych do komórek ssaków. Geny 
bakterii zostały zklonowane w hybrydowych plazmidach, zawierających 
dodatkowo fragm ent w irusa SV40 obejm ujący region inicjacji replikacji 
i „wczesne geny” w irusa. Plazm idy takie (ang. shuttle vectors) — wpro
wadzane do komórek ssaków wrażliwych na w irus SV40 w budow ują się 
do chromosomów komórek-biorców. Po odpowiedniej obróbce endonuklea- 
zami chromosomalnego DNA komórek-biorców, odzyskiwano sekwencje 
plazmidowe. Odzyskany z komórek DNA plazmidowy służył do transfo r
macji bakterii. Kolonie transform antów  bakterii w yrastały  na odpowied
niej pożywce selekcjonującej. Namnażano bakterie z pojedynczych kolonii 
transform antów , izolowano z nich DNA plazmidowy i badano zmiany w 
strukturze genu bakterii „pasażowanego” przez komórki ssaków. W ge
nach bakterii (gaik; lac I) badanych tą metodą występowały delecje, inser- 
cje i zmiany sekwencji zasad nie wpływające na wielkość plazmidów 
[56, 57]. Obecnie nie można jednoznacznie interpretow ać otrzym anych w y
ników, ponieważ zmiany w strukturze genów bakterii mogły powstać za
równo w komórkach ssaków, jak i w trakcie odzyskiwania sekwencji plaz
midowych z komórkowego DNA.

IX. Zastosowanie transfekcji do badania transformacji 
nowotworowej

Transform acja nowotworowa w komórkach hodowanych in vitro  w y
raża się zmianami morfologicznymi komórek i ich kolonii, zdolnością 
wzrostu w m iękkim agarze i m niejszym  zapotrzebowaniem  na surowicę 
w pożywce. Komórki takie są zdolne do w zrostu w postaci nowotworo
wych guzów u zwierząt laboratoryjnych. Inform acje dotyczące wyników 
pierwszych badań transform acji nowotworowej przy użyciu m etody tran s
fekcji zostały przedstaw ione przez W e i n b e r g a  [58].W badaniach tych 
biorcami transform ującego DNA były fibroblasty mysie linii NIH 3T3.
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DNA izolowany zarówno z linii komórek transform ow anych chemicznymi 
związkami rakotwórczymi, jak i DNA z wielu naturalnych  nowotworów 
ludzkich takich jak rak  pęcherza moczowego, rak  jelita grubego, rak  
płuca — wprowadzony do komórek NIH 3T3 m etodą transfekcji może 
indukować transform ację nowotworową [59, 60]. Za nieodw racalne zmiany
o charakterze nowotworowym odpowiedzialne są sekwencje komórkowego 
DNA zawierające komórkowe geny one (c-onc). Geny te w ystępują w nor
malnych komórkach zarówno ssaków naczelnych jak  i prostych strunow 
ców, a funkcja ich jest związana, najpew niej z regulacją wzrostu komórek 
[61, 62, 63]. Geny transform ujące, zidentyfikowane w różnych ludzkich 
nowotworach są homologiczne z pewnym i genami zwierzęcych wirusów 
transform ujących. Gen c-onc raka pęcherza człowieka jest homologiczny 
z genem v-Ha-ras w irusa mięsaka myszy wyizolowanego przez H a r v e y  
natom iast onkogen raka płuca człowieka jest homologiczny z genem 
v-Ki-ras innego w irusa mięsaka myszy wyizolowanego przez K i r s t e n ’ a 
[64, 65].W linii komórek E J pochodzących z raka pęcherza moczowego czło
wieka, fragm ent DNA odpowiedzialny za transform ację obejm uje 6  600 
par nukleotydów i jest homologiczny z sekwencjami transform ującym i w y
krytym i w komórkach linii T24 raka pęcherza moczowego człowieka [6 6 , 
67, 6 8 ]. Ekspresja onkogenu w komórkach linii T24 jest w ielokrotnie 
wzmożona w porównaniu z ekspresją w kom órkach norm alnych [69], 
a jego aktyw acja jest efektem  m utacji punktow ej. W w yniku m utacji 
w łańcuchu polipeptydowym  kodowanym przez gen ras w m iejscu gli
cyny znajduje się walina (70,71). Przenoszenie cech nowotworowych do 
hodowanych in vitro fibroblastów myszy linii NIH 3T3 umożliwia iden
tyfikację sekwencji odpowiedzialnych za transform ację [72, 73]. S truk tu ra  
onkogenów komórkowych i ich rola w nowotworach człowieka są szeroko 
omówione w artykule C h o r ą ż e g o  i S z a l i ,  ogłoszonym w Post. 
Bioch. [74].

X. Uwagi końcowe

Klonowanie DNA ssaków w wektorach plazm idowych i wprowadzanie 
genów lub ich fragm entów, do komórek ssaków w ku ltu rach  — pozwoliło 
na zrozumienie wielu procesów zachodzących w genomach ssaków. Czę
stość transform acji w komórkach ssaków w w yniku traktow ania ku ltu r 
egzogennym DNA zależy w dużym stopniu od linii kom órek-biorców DNA. 
W ogromnej większości dotychczas prowadzonych badań kom órkam i- 
biorcami DNA były fibroblasty myszy linii L i fibroblasty m yszy linii 
NIH 3T3, ponieważ ekspresja „obcych” genów jest w tych komórkach 
w ydajna. Nasuwa się jednak pytanie, dlaczego kom órki tych dwóch linii 
tak często ulegają transform acjom ? Podejrzewa się, że w  genomach fibro
blastów linii L i fibroblastów linii NIH 3T3 zaszły zm iany ułatw iające eks
presję wprowadzonych genów. Fibroblasty linii L — w kulturach , mają
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wszystkie cechy kom órek prawidłowych. Jednak, w kom órkach tych, 
oprócz m utacji (TK- , APRT“ , HGPRT“ ) mogły dodatkowo zajść inne 
trw ałe zmiany — ułatw iające ekspresję egzogennego DNA. Fibroblasty 
linii NIH 3T3, w kultu rach  nie traktow anych żadnymi czynnikami, często 
sam orzutnie zm ieniają morfologię kolonii, a wszczepione zwierzętom do
świadczalnym indukują guzy. Dalszy postęp w zrozumieniu mechanizmów 
ekspresji genów w komórkach ssaków może ułatwić zastosowanie innych 
metod wprowadzania DNA do komórek, jak na przykład m ikroiniekcja 
DNA do jąder komórek lub zastosowanie innych linii komórek-biorców 
DNA. Pewne nadzieje wzbudzają również próby skonstruowania nowych 
wektorów plazmidowych zawierających geny dom inujące w komórkach 
ssaków. Zastosowanie takich plazmidów jako m arkerów  transform acji po
zwoli na selekcję transform antów  w populacjach niezm utowanych ko
mórek-biorców DNA [75].

Serdecznie dzięku ję Panu Prof. dr M ieczysławowi Chorążemu za przeczytanie  
m aszynopisu i cenne uwagi oraz Pani A nnie Jojko za pomoc techniczną w  przygo
tow aniu  m aszynopisu.
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deoksycytydyna, dThd — tym idyna, ara Ado — 9 N (3 D arabofuranozydoadenina, 
PR ibPP — 1 difosfo 5 fosfo — « D rybofuranoza, NDP-aza — nukleozydodifosfataza, 
mDNA — m itochondrialny DNA

I. Wstęp

Jedną z konsekwencji w ykrycia mitochondrialnego DNA i jego odręb
ności był wzrost zainteresowania sposobami, jakimi m itochondria synte
zują swój genom. Zainteresowania te ogniskowały się zarówno wokół 
mechanizmów replikacji DNA [1], jak i szlaków syntezy prekursorów  
DNA. Dane lat siedemdziesiątych i początku la t osiemdziesiątych w ska
zują, że pomiędzy metabolizmem 2 '-deoksynukleotydów w m itochondriach 
i w cytosolu zachodzą wyraźne różnice. Tak więc mitochondria, nie posia
dając zdolności syntezy puryn  i pirym idyn de novo, muszą wykorzystyw ać 
2 '-deoksyrybonukleozydy zawarte w cytosolu do syntezy 2 '-deoksyrybo- 
nukleotydów, przy czym wiodącą drogą syntezy tych związków jest fosfo
ry lacja 2'-deoksyrybonukleozydów oraz ich 5'fosforanów. Fosfohydrolazy 
i aminohydrolazy, będące głównymi m itochondrialnym i enzymami uczest
niczącymi w katabolizmie 2 '-deoksyrybonukleozydów i 2 '-deoksynukleo- 
tydów, ukierunkow ują z kolei metabolizm tych związków, stając się za
razem  przyczyną jego ograniczenia. Mechanizmy kontroli syntezy i k a ta 
bolizmu 2 '-deoksynukleotydów w m itochondriach opierają się przede 
wszystkim  na sprzężeniach zwrotnych i regulacji aktywności enzymów 
przez produkty  przem ian 2 '-deoksyrybonukleozydów i 2 '-deoksynukleoty- 
dów. Niniejszy artyku ł stanowi próbę przedstaw ienia m etabolizm u 2'-deo- 
ksynukleotydów w m itochondriach, uwzględniającą przede wszystkim  n a j
nowsze dane dotyczące enzymów katalizujących przem iany tych związ
ków.

II. Enzymy katalizujące syntezę 
2'-deoksyrybonukleozydo 5'-monofosforanów

Eadając subkomórkowe rozmieszczenie aktywności enzym atycznej, 
k tóra w obecności ATP i jonów Mg2+ katalizuje reakcję fosforylacji tym i
dyny wykazując cechy kinazy. B a u g n e t - M a h i e u  i w s p .  [2] 
stw ierdzili, że w w ątrobie szczura w 2 0  godzin po częściowej hepatoktom ii, 
3,5% całkowitej aktywności katalizującej syntezę dTMP zaw arte jest 
w m itochondriach. Rozwijając te spostrzeżenia B e r k  i w s p .  [3, 4], 
a następnie K i t  i w s p .  [5] w kilka lat później wykazali, że komórki L 
zmutowane przez 5 bromo 2'-deoksyurydynę tracą zdolność włączania 
znakowanej tym idyny do jądrowego DNA, zachowując jednak zdolność 
włączenia jej do DNA mitochondriów. Konsekwencją tych stw ierdzeń było
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podjęcie prac, które wykazały, że cytosolowa i m itochondrialna kinaza 
tymidynowa (5'-fosfohydrolaza ATP: tym idyna, EC 2.7.1.21) są odmien
nymi białkam i enzym atycznym i. Stwierdzone różnice pomiędzy obu enzy
mami dotyczą wielkości cząsteczek (83—95 kD enzym cytosolowy, 60—70 
kD enzym m itochondrialny) [6—8], odmiennej wrażliwości na naturalne 
inhibitory enzymu, jakim i są dTTP i dCTP, a także różnej aktywności 
wobec donorów IIP O l- oraz swoistości substratow ej. I tak  cytosolowa 
kinaza tym idynowa katalizująca fosforylację tym idyny i deoksyurydyny 
hamowana jest przez dTTP, niewrażliwa natom iast na dCTP i aktyw na 
tylko w obecności ATP i jonów Mga+; enzym m itochondrialny katalizuje 
syntezę dTMP i dCMP, traci aktywność zarówno w obecności dTTP jak 
i dCTP, natom iast w obecności jonów Mg2': przenosi resztę H P O i- na 
tym idynę i deoksycytydynę nie tylko z ATP, lecz także z UTP, CTP i GTP 
[8]. Różnice ruchliwości elektroforetycznej oraz wyniki ogniskowania izo- 
elektrycznego obu kinaz wraz z wymienionymi wyżej odm iennymi w arto
ściami mas molowych i wrażliwościami enzymów z cytosolu i m itochon- 
driów na inhibitory i donory HPO:£~, pozwoliły na w yodrębnienie trzech 
naturalnych izoenzymów kinazy tym idynowej [9]. Pierw szy z tych izo- 
enzymów, kinaza tym idynow a F, stanowiąca główną frakcję aktywności 
fosforylującej tym idynę w ystępuje przede wszystkim  w cytosolu, hamo
wana przez dTTP, niew rażliwa jest na dCTP i aktyw na jedynie w obec
ności ATP i jonów Mg2+ [10]. Drugi izoenzym, kinaza tym idynowa A, 
przew ażająca w m itochondriach, prócz dTTP hamowana jest także przez 
dCTP, a w środowisku zaw ierającym  jony Mg2+ w ykazuje aktywność 
wobec ATP, GTP i UTP [8— 10]. Trzeci izoenzym, kinaza tym idynowa B 
w ykazuje znaczne podobieństwo do izoenzymu F a różni się od niego jedy
nie ruchliwością elektroforetyczną oraz tym, że w ystępuje niem al w y
łącznie w m itochondriach [9— 10]. Kinazy tym idynowa F i A kodowane 
są przez genom jądrow y [11, 17], natom iast izoenzym B, będący praw do
podobnie zmodyfikowaną odmianą izoenzymu A [9, 12], kodowany jest 
przez genom m itochondrialny [17]. Powinowactwo m itochondrialnej ki
nazy tym idynowej A do tym idyny jest na ogół mniejsze niż cytosolowego 
izoenzymu F [4, 13— 16]. Miejscem występowania m itochondrialnej kinazy 
tym idynowej A jest matriks  m itochondrialna, gdzie zaw arte jest około 
70°/o aktywności enzymu [9], obecna jest ona jednak także w błonie we
w nętrznej, przy czym 20°/o tej aktywności stanowi izoenzym B [9,17].

Komórki LM TK-  (tzn. takie, które pozbawione są aktywności kinazy 
tym idynowej) infekowane w irusem  opryszczki HSV-1, zaczynają syntety
zować kinazę tym idynową [18, 19] różniącą się od naturalnych  komórko
wych kinaz tym idynowych A, F i B, tym  że katalizuje także fosforylację 
dTMP i w ielu pochodnych guaniny [20—22]. Jedna z tych pochodnych, 
znana jako acykloguanozyna (9-/2 hydroksyetoksym etylo/-guanina) w y
kazuje bardzo silne właściwości przeciwwirusowe. Fosforylacja acyklo- 
guanozyny do 3'monofosforanu, zapoczątkowująca łańcuch fosforylacji

16 Postępy Biochem ii 3-4/85 http://rcin.org.pl



634 J. GREGER [4 ]

prowadzący do acykloguanozyno 3 'trifosforanu (hamującego kodowaną 
przez w irusa polimerazę DNA [23]), możliwa jest dzięki kinazie tym idy
nowej, którą kom órka syntetyzuje na genomie HSV-1.

Oprócz dTMP i dCMP na drodze fosforylacji dThd i dCyd przez kinazy 
tymidynowe A i B, dTMP może być syntetyzow any w m itochondriach 
w wyniku przeniesienia grupy metylowej z m etylenotetrahydrofolianu 
na dUMP w reakcji katalizowanej przez syntazę tym idylanową. Enzym 
ten  (C-m etylenotransferaza m etylenotetrahydrofolian : dUMP, EC 2.1.1.45), 
w ykryty  jedynie w m itochondriach Neurospora crassa [24], przejm uje m e
taboliczną funkcję kinazy tym idynowej A, której m itochondria tego 
grzyba nie posiadają [24]. Natomiast obecność enzymu deaminującego 
dCMP do dUMP, wskazuje na funkcjonowanie w Neurospora crassa szla
ku metabolicznego, k tóry  nagrom adza dTMP na drodze syntezy de novo. 
Ta cecha wyróżnia m itochondria Neurospora crassa od mitochondriów 
innych eukariontów, gdzie dom inującą jest synteza dTMP na drodze od
zyskiwania tym idyny [25],

Obok wspomnianych wyżej kinazy tym idynowej A i syntazy dTMP, 
kolejnym  enzymem katalizującym  syntezę dTM P i dCMP w mitochon
driach jest nukleozydofosfotransferaza (5 'fosfotransferaza rybonukleozylo 
5'fosforan:rybo/2'deksyrybonukleozyd, EC 2.7.1.77), przenosząca resztę 
H PO i- z AMP lub UMP na rybo- lub 2'deoksyrybonukleozydy. Enzym 
w ykryty  został zrazu w m ateriale roślinnym  [26, 27], a później dopiero 
stwierdzono jego obecność u zwierząt, zarówno w  cytosolu jak i w m ito
chondriach [9, 28, 29]. W tych ostatnich nukleozydowa fosfotransferaza 
została określona jako izoenzym C. W przeciw ieństwie do enzymu w ystę
pującego w cytosolu i nazwanego izoenzymem D, izoenzym C wykazuje 
preferencję do dThd i dCyd [30]. W m itochondriach w ątroby norm alnej 
(tj. nie regenerującej) aktywność fosfotransferazy nukleozydowej, w y
rażona ilością syntezowanych dTMP lub dCMP, jest 3 krotnie niższa od 
aktywności kinazy tym idynowej A [30]. Przeniesienie H PO i“ z AMP lub 
UMP na dThd lub dCyd hamowane jest przez ATP [9], natom iast do
datnim i m odulatoram i tej reakcji są dTTP i dCTP [29]. Pozwala to sądzić, 
że synteza dTMP i dCMP w kom órkach m itotycznie czynnych, katalizo
w ana przez kinazę tym idynową A, zapoczątkowującą łańcuch fosforylacji 
prowadzący do nagrom adzenia się dTTP i dCTP, po replikacji genomu 
mitochondrialnego podtrzym yw ana jest przez stym ulację aktywności fos
fotransferazy nukleozydowej.

Inform acja o zdolności m itochondriów do katalizowania reakcji fosfo
rylacji dGuo ukazały się na przełomie lat siedem dziesiątych i osiemdzie
siątych [30, 31]. Enzym katalizujący tę reakcję w obecności ATP i jonów 
Mg2+ wyizolowany z mitochondriów został scharakteryzow any przez 
G o w e r a  i w s p .  [31], a w porównaniu z enzymem katalizującego po
dobną reakcję w cytosolu okazał się on odrębnym  białkiem. Mitochon- 
drialna kinaza deoksyguanozynowa (5'fosfotransferaza ATPidGuo, bez
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num eru klasyfikacyjnego) katalizuje syntezę dGMP i dIMP; jest ona 
aktyw ow ana przez dTDP i dTTP oraz nukleotydy urydylow e i dATP 
[30, 31] nie wykazujące podobnego efektu wobec enzymu cytosolowego 
[30— 32]. W 18 godzinie po częściowej hepatektom ii u szczura, enzym  mi- 
tochondrialny w ykazuje dw ukrotny wzrost aktywności [30].

W roku 1983 wykazano, że matriks  m itochondriów w ątroby szczura 
zawiera enzym katalizujący w obecności ATP i jonów Mg2+ fosforylację 
dAdo [33], Enzym ten określono jako m itochondrialną kinazę deoksyadeno- 
zynową (5'fosfotransferaza ATP:dAdo, EC 2.7.1.76). Różnice fizykoche
miczne i właściwości kinetyczne reakcji katalizowanych przez oczyszczo
ne enzymy z cytosolu i m itochondriów pozwoliły uznać oba enzym y za 
odrębne białka [33, 34]. Spośród tych różnic, obok odmiennych wartości 
mas cząsteczkowych i dimerycznej form y enzymu mitochondrialnego, 
zwraca uwagę jego preferencja substratow a wobec dAdo, a także jego 
największa zdolność katalizowania syntezy dAMP w obecności dTTP jako 
donora HPOi~ [34]. Guo, Ado, 5-azacytydyna, araAdo, CTP i dCTP, w y
kazują od 3 do 12-tokrotnie większy efekt ham ujący syntezę dAMP kata
lizowaną przez enzym cytosolowy [34, 35], a co więcej, niektóre inhibitory 
syntezy dAMP w cytosolu wobec tej samej syntezy katalizow anej przez 
enzym m itochondrialny, zachowują się jak m odulatory dodatnie [34, 35].

M itochondria większości eukariontów  syntezują 2'-deoksynukleozydo 
5'monofosforany w reakcjach katalizowanych przez specyficzne kinazy 
2'deoksyrybonukleozydów. Jednakże m itochondria drożdży, spośród nu
kleotydów tym idylowych w budow ują do DNA tylko dTDP i dTTP [36]. 
Proces ten, będący następstw em  obecności w m itochondriach drożdży 
jedynie kinazy nukleozydodifosforanów [36, 37] nie w yjaśnia sposobów, 
jakimi dokonuje się przem iana tym iny lub tym idyny w dTDP. Pewne 
analogie w ykryto u m utantów  E. coli nie zawierających syntazy tym i- 
dylanowej ale dysponujących możliwością włączania tym iny do DNA w 
obecności 2'deoksyrybozylo 1 fosforanu [38]. Sugeruje to, że komórki 
m utan ta  nagrom adzają dTM P na drodze przeniesienia PR ibPP na tym inę, 
syntezowaną w reakcji katalizowanej przez fosforybozylotransferazę. Jed
nakże fakt, że w takim  szlaku metabolicznym m usiałaby uczestniczyć nie 
w ystępująca w m itochondriach reduktaza rybonukleozydodifosforanów
[30], pozostawia sprawę syntezy dTMP w m itochondriach drożdży nadal 
nie wyjaśnioną.

III. Enzymy katalizujące syntezę 2'-deoksyrybonukIeozydo-5'-di 
i trifosforanów

Pierwsze dane dotyczące zdolności mitochondriów do fosforylowania 
dTMP w reakcji katalizowanej przez specyficzną kinazę tym idylanową 
(fosfotransferaza ATP:dTMP, EC 2.7.4.9) ukazały się w roku 1963 [39].

[5] METABOLIZM 2’-DEOKSYNUKLEOTYDOW W MITOCHONDRIACH 635
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Ponowne zainteresowanie enzymem nastąpiło jednak dopiero w połowie 
lat siedemdziesiątych, w związku z syntezą nukleotydów tym idylow ych 
i rolą enzymu w syntezie mDNA [24, 40]. Badania nad kinazą dTMP, 
oprócz stwierdzenia, że enzym w ystępuje w m itochondriach poza błonami 
[41], nie doprowadziły do bliższej charakterystyki fizykochemicznych w łaś
ciwości enzymu, głównie z powodu jego niestabilności [24, 40]. Natom iast 
wyznaczone param etry  kinetyki reakcji fosforylacji dTMP i dTDP po
zwoliły ustalić, że synteza dTDP i dTTP jest w m itochondriach katalizo
wana prawdopodobnie przez dwa odmienne enzymy [42]. Jest to zgodne 
z doniesieniami o istnieniu odrębnych kinaz dTMP i dTDP w ykrytych  
w bakteriach [43], cytosolu w ątroby myszy [44] i rosnących kom órkach L 
[45]. Enzym o zbliżonych właściwościach katalitycznych w ykryto także 
w mitochondriach serca wołu [46], ale jego uprzyw ilejow anym i substra ta- 
mi są rybonukleozydo 5'-difosforany. Aktywność m itochondrialnej kinazy 
dTMP, podobnie zresztą jak enzymu występującego w cytosolu, ham owana 
jest przez ADP [42, 47, 48], enzym m itochondrialny ponadto ham ow any 
jest dodatkowo przez GDP, CDP, dADP, dGDP i dCDP [42] przy w arto 
ściach Ki zbliżonych do Ki ADP. Niezależnie od miejsca w ystępowania 
i pochodzenia enzymu, jedynym  obok ATP substratem  aktyw nym  jako 
donor HPO 4 “ w reakcji katalizowanej przez kinazę dTMP, jest dATP 
[46, 48, 49]. Aktywność kinazy dTMP w m itochondriach w ątroby szczura 
w zrasta 20 krotnie w 24 godzinie po częściowej hepatektom ii [41].

M itochondria w ątroby szczura wykazują także zdolność do fosforylo
wania dAMP, dCMP i dGMP w obecności ATP i jonów Mg2+ przy bardzo 
zbliżonych wartościach K m dla wym ienionych substratów  [42]. W pro
duktach reakcji, obok dADP, dCDP i dGDP, wykazano również obecność 
odpowiednich 5'-trifosforanów [42], co nie przesądza spraw y na rzecz 
istnienia odrębnych kinaz 2'-deoksyrybonukleozydo-5'difosforanów ale 
łącznie z obecną w m itochondriach kinazą dTMP i dTDP wskazuje, że 
zdolne są one do syntezy wszystkich substratów  m itochondrialnej poli- 
m erazy DNA. W m itochondriach regenerującej w ątroby szczura w 24 go
dzinie po częściowej hepatektom i, aktywności fosforylujące dCMP i dGM P 
oraz dCDP i dGDP w zrastają 2 krotnie, natom iast szybkość syntezy dADP 
i dATP pozostaje nie zmieniona [30, 42]. Podobnie jak to miało miejsce 
w przypadku kinazy dTMP, pozostałe aktywności enzymatyczne kata li
zujące fosforylację 2'-deoksyrybonukleozydo 5' mono i difosforanów, w y
stępują w m itochondriach poza błonami [42, 46].

IV. Hydrolazy

IV-1. Fosfohydrolazy

W m itochondriach znaleziono trzy  enzymy należące do fosfohydrolaz. 
Są nimi: 5'-nukleotydaza (fosfohydrolaza 5' r/rbo '2 '-deoksyrybonukleoty-
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du, EC 3.1.3.5), nukleozydodifosfataza (fosfohydrolaza nukleozydodifosfo- 
ranów, EC 3.6 .1.6) oraz ATPaza (fosfohydrolaza ATP, EC 3.6 .1.8).

5 '-nukleotydaza, uprzednio uważana jedynie za enzym degradujący 
[50] zyskała na znaczeniu kiedy stwierdzono, że aktywność enzym u zmie
nia się w komórkach mitotycznie czynnych [51— 53] i uczestniczy w kon
troli syntezy DNA [54, 55]. Niemal całkowita aktywność 5'-nukleotydazy 
w ystępuje w błonach, głównie zewnętrznej [41], enzym łatwo jednak ulega 
solubilizacji w w yniku traktow ania mitochondriów detergentam i [56]. 
M itochondrialna 5'-nukleotydaza z jednakową aktywnością katalizuje 
hydrolizę związanego estrowo HPO 4 - niem al wszystkich rybo i 2 '-deoksy- 
rybonukleozydo 5'-monofosforanów. W yjątek stanowią dGMP, IM P oraz 
dIMP, wobec których aktywność enzymu jest o połowę m niejsza [56]. 
Ta względnie mała specyficzność m itochondrialnej 5 '-nukleotydazy sta
nowi jedną z różnic, jaką w ykazuje ten enzym w zestawieniu z nieaktyw ną 
względem AMP 5'-nukleotydazą erytrocytów  [57] lub enzymem w ystępu
jącym w błonach limfocytów [58], k tóry  z kolei nie katalizuje hydrolizy 
wiązania estrowego H P O i- z 2'-deoksyrybozą w dAMP i dCMP. Różnica 
ta  dotyczy także enzymu występującego w m ikrosomach [59], dla którego 
najlepszym  substratem  jest AMP. Zasadniczą cechą, jaka w yróżnia m ito- 
chondrialną 5'-nukleotydazę jest obniżenie aktywności enzym u wobec 
dTMP o 60°/o w regenerującej wątrobie szczura (24 godziny po częściowej 
hepatektom ii) [56]. Podobne, choć ilościowo mniejsze zmiany aktywności 
enzymu obserw uje się też we frakcji błon kom órkowych uzyskanej z re 
generującej w ątroby szczura, dotyczą one jednak wszystkich substratów  
enzymu i pojaw iają się, kiedy zmiany aktywności m itochondrialnej 5'- 
nukleotydazy względem dTMP w racają do wartości kontroli [56], Badając 
przyczyny wybiórczej zmiany aktywności enzymu z m itochondriów, wyko
rzystano wyniki odmiennej kinetyki reakcji z dTMP i pozostałymi substra- 
tami, co pozwoliło na wniosek, że enzym m itochondrialny w ykazuje dwa 
miejsca wiązania substratów . Jedno z tych miejsc wiąże specyficznie tylko 
dTMP, drugie zaś wiąże powstałe substraty  enzymu [56]. Nie m a obecnie 
danych wskazujących czy m itochondrialna 5'-nukleotydaza w zestawieniu 
z enzymem z cytosolu [60] lub błon komórkowych [58] jest odrębnym  
białkiem  enzymatycznym . Sądzić raczej należy, że odmienne zachowanie 
się enzymu w ynika z różnych mechanizmów regulacji jego aktywności.

ATPaza zależna od jonów m agnezu (Mg2+ — ATPaza) jest jednym  
z najlepiej poznanych enzymów m itochondrialnych [61]. Budowę pod jed
nostek enzymu, ich wzajem ną topografię w błonach oraz sekwencję geno
m u mitochondrialnego kodującego ATPazę scharakteryzow ano tak  szcze
gółowo [61—65], że powtarzanie tych danych jest niecelowe. W arto nato
m iast wspomnieć, że oprócz Mg2+-ATPazy m itochondria w ątroby, nerki
i jelita zaw ierają ATPazę aktyw owaną przez jony HCOJ, przy czym ta 
ATPaza w zestawieniu z Mg2+-ATPazą ujaw nia znaczne różnice w rażli
wości na inhibitory [6 6 ]. Mg2+-ATPaza katalizuje hydrolizę wiązania bez
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wodnikowego, k tórym  w ATP, jak we wszystkich rybo- i 2'-deoksyrybonu- 
kleozydo 5'trifosforanach, związany jest 7 -ortofosforan [30, 61, 6 6 ]. W 
świetle doniesień o wyizolowaniu odrębnych fosfohydrolaz, których sub- 
stratam i są jedynie ATP i GTP [67] lub tylko dTTP [6 8 ], należy sądzić, 
że kompleks, którem u nadaje się nazwę m itochondrialnej ATPazy [61] 
jest również zespołem enzymów specyficznych wobec poszczególnych sub
stratów .

Enzymem o podobnie szerokiej preferencji substratow ej jest difosfa- 
taza nukleozydowa w obecności jonów Mg2+ katalizująca hydrolizę wiąza
nia bezwodnikowego w S^fosforanach . Sądzi się, że enzym jest dodat
kową aktywnością ATPazy [61], lub, że stanowi wypadkową aktywności 
ATPazy i kinazy adenyłanowej [69]. Nie przesądzając pochodzenia difos- 
fatazy nukleozydowej należy odnotować fakt, że w m itochondriach regene
rującej w ątroby szczura w 24 godziny po częściowej hepatektom ii, aktyw 
ności Mg2+-ATPazy i difosfatazy nukleozydowej obniżają się odpowiednio
0 50% i 40%. Dotyczy to jednak tylko aktywności wobec ATP, dATP, 
dGTP i dTTP oraz wobec odpowiadającym im 5'difosforanom [30]. Spo
strzeżenie to zasługuje na uwagę, ponieważ ADP jest naturalnym  inhibito
rem  Mg2+-ATPazy [61, 70, 71],

IV-2. Am inohydrolazy

W m itochondriach stwierdzono dotychczas występowanie dwóch enzy
mów należących do aminohydrolaz. Są nimi: deaminaza adenozynowa 
(aminohydrolaza Ado/dAdo, EC 3.5.4.4) oraz deaminaza AMP (aminohy- 
drolaza AMP, EC 3.5.4.6).

Deaminaza adenozyny jest enzymem budzącym znaczne zainteresowa
nie, ze względu na jej udział w biosyntezie nukleotydów purynowych
1 pirym idynowych [72—74], Zarówno w cytosolu jak i w m itochondriach, 
enzym katalizuje reakcję hydrolitycznej deaminacji Ado i dAdo do Ino
i dlno, uwalniając przy tym  NH 3 [41, 75, 76]. Deaminazę adenozynową 
znaleziono w m itochondriach w ątroby [41] i mózgu [77], a także w cytoso
lu wątroby, śledziony, żołądka, jelit, płuc i nerek [78]. M itochondrialna 
deaminaza adenozynowa związana jest z błonami, gdzie w ystępuje w for
mie latentnej [77], dopiero bowiem traktow anie m itochondriów detergen
tam i ujaw nia aktywność enzymu [41, 77]. Rolę deaminazy adenozynowej 
w nagrom adzeniu ATP i toksycznego dATP w lim focytach T i B oraz 
w erytrocytach u ludzi z uw arunkow anym  genetycznie niedoborem enzy
m u [76, 79, 80] zrozumiano dopiero po stw ierdzeniu, że dAdo ham ując 
aktywność hydrolazy S-adenozylohomocysteinowej [81, 82] odpowiedzialna 
jest za reakcje transm etylacji [82]. Brak aktywności hydrolazy S-adeno
zylohomocysteinowej w m itochondriach [34] każe jednak sądzić, że rola 
deaminazy adenozynowej uczestniczącej w regulacji stężenia dAdo spro
wadza się w tych organellach do lim itowania szybkości syntezy nukleoty-
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dów deoksyadenylowych z których dATP spełnia rolę podwójną: będąc sil
nym inhibitorem  kinazy deoksyguanozynowej ogranicza syntezę nukleo
tydów deoksyguanylowych, natom iast ham ując na drodze sprzężenia 
zwrotnego fosforylację dAdo, staje się jednym  z czynników kontroli syn
tezy nukleotydów deoksyadenylowych (rozdział V -l). Chociaż mitochon- 
drialna deaminaza adenozynowa w ykazuje jednakowe powinowactwo do 
Ado i dAdo, 24 godziny po częściowej hepatektom ii, deam inacja Ado w zra
sta w m itochondriach w ątroby szczura o 40%, natom iast deaminacja dAdo 
m aleje o 70% [41]. Aktywność enzymu jest kom petycyjnie hamowana 
przez dAdo, jeżeli deaminowana jest Ado i odwrotnie, ale hiperboliczna 
kinetyka reakcji katalizowanej przez enzym oraz identyczne wartości Ki, 
sugerują istnienie jednego miejsca wiązania obu substratów  przez enzym 
[41, 42].

Niespodzianką było w ykrycie w mitochondriach w ątroby szczura 
aktywności deam inującej AMP [41, 56], głównie dotąd opisywanej w cyto- 
solu różnych narządów [83—83]. Aktywność ta, związana z błonami ujaw 
nia się podobnie jak aktywność 5'nukleotydazy po traktow aniu  mito- 
chondriów detergentam i. Obecność jej wykazano inkubując mitochon- 
dria z 14C-AMP w optym alnych w arunkach dla aktywności tego enzymu. 
Prowadzi to do powstania 14C-IMP oraz 14C-Ino, których łączna ilość równa 
jest ilości 14C-AMP, jaka nie ulega hydrolizie do 14C-Ado w reakcji katali
zowanej przez 5'-nukleotydazę [41]. Deaminaza AMP wykorzystyw ana jest 
głównie do w ytw arzania NH3 w cyklu nukleotydów purynowych [83]. 
W ydaje się jednak możliwe, że w m itochondriach, poza regulacją aktyw 
ności deaminazy adenozynowej (rozdział V-3), deaminaza AMP z dehydro- 
genezą glutam inianow ą dostarczając NH3 do syntezy karbomylofosforanu. 
Opisano trzy  izoenzymy AMP, nazwane A, B i C, występujące w mięśniach, 
w wątrobie, nerkach oraz płucach [84, 85], nie ma jednak żadnych danych 
wskazujących którym  z tych izoenzymów jest enzym mitochondrialny. 
Jak  dotąd, jedyną różnicą, jaką w ykazuje deaminaza AMP występująca 
w mitochondriach, są zmiany aktywności enzymu w wątrobie regeneru
jącej [41], czego nie w ykryto w odniesieniu do enzymu zawartego w cyto- 
solu tego narządu [85]. Inne właściwości m itochondrialnej deaminazy 
AMP, wliczając w to aktyw ujący wpływ jonów K + [86, 87], czy ham ujący 
efekt ATP, GTP i ADP [88, 89], nie wyróżniają enzymu m itochondrialnego 
w zestawieniu z cytosolową deaminazą AMP.

V. Regulacja syntezy 2'-deoksynukleotydów w mitochondriach

V -l. Regulacja aktyw ności kinaz 2 '-deoksyrybonukleozydów

Aktywność kinazy tym idynowej A, regulowana jest na drodze sprzę
żenia zwrotnego przez dTTP i dCTP ham ujące odpowiednio syntezę dTMP
i dCMP [30]. Regulacja fosforylacji dGuo przez kinazę deoksyguanozynową
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zachodzi na podobnej drodze, przy czym związkiem ham ującym  syntezę 
dGMP jest dGMP, w ykazujący takie same właściwości wobec kinazy 
deoksyadenozynowej [34]. Fosforylacja dAdo kontrolow ana jest także 
przez dATP, jednakże efekt ham ujący tego związku jest w ielokrotnie 
słabszy [34]. 2'-deoksyrybonukleozydy ham ują przede wszystkim  syntezę 
dAMP i dGMP. dAdo silnie ham uje fosforylację dGuo, natom iast dGuo 
niemal całkowicie zatrzym uje fosforylację dAdo [30, 34], W regulacji 
aktywności kinaz 2'-deoksyrybonukleozydowych uczestniczą także fosfo- 
hydrolazy. I tak  5'-nukleotydaza obniżając aktywność w m itochondriach 
komórek m itotycznie czynnych względem dTMP, przesuw a równowagę 
fosforylacji dThd do dTMP w prawo. Ten efekt regulatorow y jest następ
stwem nie zmienionej aktywności 5 '-nukleotydazy względem dAMP [56], 
co poprzez zwiększenie stężenia dAdo (hamującej z kolei aktywność enzy
m u względem dTMP [56]), obniża jego zdolność hydrolizy dTMP do dThd
i H P O l- . W nagrom adzeniu dAdo uczestniczą również deaminazy w ystę
pujące w m itochondriach. Istota tego procesu (omówiona w rozdziale V-3), 
polega m.in. na obniżeniu aktywności deaminazy AMP w m itochondriach 
w ątroby regenerującej o 70°/o [41]. W konsekwencji zamiast deam inacji 
do IMP, AMP, pod wpływem  5-nukleotydazy ulega hydrolizie do Ado, 
która z kolei ham uje kom petycyjnie aktywność deam inazy adenozynowej 
względem dAdo [41].

Rola Mg2+-ATPazy oraz difosfatazy nukleozydowej — w ykazujących 
w mitochondriach w ątroby regenerującej tylko połowę aktywności wzglę
dem ATP, dATP, dTTP, ADP, dADP i dTDP [39] — w regulacji aktyw 
ności kinaz 2'-deoksyrybonukleozydowych sprowadza się do utrzym yw ania 
odpowiednio wysokiego stężenia dATP i nukleotydów tymidylowych, bę
dących aktyw atoram i syntezy dGMP [34]. M itochondria narządów m ito
tycznie czynnych nie w ykazują zmian aktywności kinazy deoksyadenozy
nowej [30] i bez przeszkód zapoczątkowują łańcuch fosforylacji prow a
dzący do dATP. Jest prawdopodobne, że toksyczny efekt dATP dokonuje 
się na drodze pobudzenia syntezy dGMP, końcowy bowiem produkt fosfo
rylacji nukleotydów 2'-deoksyguanylowych jakim  jest dGTP, ham uje za
równo syntezę jak i dGMP [30, 34]. Należy jednak zwrócić uwagę na fakt, 
że w mitochondriach norm alnej (tj. nie regenerującej) w ątroby aktywność 
deaminazy deoksyadenozynowej dw ukrotnie przewyższa aktywność kinazy 
deoksyadenozynowej [41], w tych więc w arunkach fosforylacja dAdo do 
dAMP nie gra większej roli w przem ianach. W m itochondriach w ątroby 
regenerującej (24 godziny po częściowej hepatektom ii), czterokrotny spa
dek aktywności deaminazy deoksyadenozynowej przy nie zmienionej 
aktywności kinazy deoksyadenozynowej [30, 41] powoduje odwrócenie 
tych zależności i w konsekwencji dom inującą przem ianą dAdo staje się 
fosforylacja do dAMP [34]. Ponieważ synteza dAMP zapoczątkowuje ciąg 
reakcji kończących się wzrostem stężenia dATP, ochrona przed wspomnia
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nym  wyżej cytotoksycznym efektem  gromadzącego się w nadm iarze dATP 
polega na zwrotnym  ham ow aniu aktywności kinazy deoksyadenozynowej 
przez dATP.

V-2. Regulacja aktywności kinaz 2'-deoksyrybonukleozydo 5' mono i difosforanów

Spośród scharakteryzow anych dotychczas czynników regulujących 
fosforylację dTMP, istotna rola przypada 5'-nukleotydazie. Udział tego 
enzymu w regulacji syntezy dTDP związany jest ze zmianami aktywności 
enzymów, które w m itochondriach regulują stężenie dThd i dAdo, ponie
waż nukleozydy te  ham ują odpowiednio aktywność 5'-nukleotydazy 
względem dTMP i dAMP [41, 56]. Argum entem  przem aw iającym  na ko
rzyść udziału 5'-nukleotydazy w regulacji aktywności kinazy dTMP jest 
ponadto bezpośrednie sąsiedztwo submitochondrialnego rozmieszczenia 
obu enzymów oraz fakt, że jedynym  substratem , wobec którego aktywność 
5'-nukleotydazy w m itochondriach komórek dzielących się spada jest 
dTMP [30, 41, 56]. M niejsze znaczenie w regulacji syntezy dTDP przy
pada GDP i CDP. W prawdzie oba te nukleotydy syntezowane są w m ito
chondriach [91] i ham ują fosforylację dTMP [42], ale duże wartości Ki 
przy nie zmniejszonej aktywności difosfatazy nukleozydowej względem 
GDP i CDP [30] elim inują je spośród czynników regulujących syntezę 
dTDP w m itochondriach.

Regulacja aktywności kinazy dAMP dokonuje się poprzez końcowy pro
dukt łańcucha fosforylacji nukleotydów 2'-deoksyadenylowych, tj. przez 
dATP, nie kom petyncyjny zaś charakter hamowania syntezy dADP suge
ru je  allosteryczny mechanizm tej kontroli [42]. Synteza dGDP i dGTP 
związana jest z aktywnościami sześciu innych enzymów. Są nimi kinaza 
tym idynowa A, kinaza dTMP, kinaza dTDP, 5'-nukleotydaza, kinaza deo- 
ksyadenozynowa oraz Mg2+-ATPaza. Trzy pierwsze odpowiedzialne są za 
syntezę aktyw atorów  fosforylacji dGuo: 5'-nukleotydaza reguluje szyb
kość fosforylacji dTMP do dTDP, kinaza deoksyadenozynowa zapoczątko
wuje fosforylację kończącą się syntezą trzeciego aktyw atora kinazy deo- 
ksyguanozynowej jakim  jest dATP, wreszcie zmniejszona aktywność 
Mg2+-ATPazy zapobiega obniżaniu się stężenia dATP, niezbędnego do sty
m ulacji syntezy nukleotydów 2'-deoksyguanylowych.

Kontrola syntezy dCDP i dCTP zachodzi w m itochondriach na drodze 
zwrotnego hamowania kinazy tym idynowej A przez dCTP [30] i związana 
jest aktywnościami kinaz dTMP i dTDP, ponieważ dTTP na tej samej 
drodze ham uje również fosforylację dCyd [8, 10, 30].

V-3. Regulacja aktywności fosfohydrolaz i aminohydrolaz

W kontroli aktywności 5'-nukleotydazy uczestniczy Mg2+-ATPaza, re 
gulująca stężenie ATP, inhibitora 5'-nukleotydazy [41]. Pośrednio m ito-
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chondrialna ADPaza kontrolująca poprzez ADP aktywność Mg2+-ATPazę, 
włączona jest także do mechanizmów m ających wpływ na aktywność 
5'-nukleotydazy [69, 70, 71].

Relacje pomiędzy aktywnościami deaminazy AMP, deaminazy adeno- 
zynowej deoksyadenozynowej, 5'-nukleotydazy i kinazy deoksyguanozy- 
nowej oraz wynikające z nich mechanizmy kontroli aktywności m itochon- 
drialnych deaminaz przedstaw ia rycina 1.

I m 3  I K A O

AMP będąc substratem  deaminazy i 5'-nukleotydazy deaminowany jest 
do IMP lub hydrolizowany do Ado, kom petencyjnie ham uje deaminację 
dAdo [41, 42], Podobne cechy posiadają Ino powstająca w wyniku hydro
lizy IMP lub dezaminacji Ado [41]. W przypadku wzmożenia deaminacji 
dAdo gromadząca się dlno — będąc substratem  kinazy deoksyguanozyno- 
wej — fosforylowana jest do dIM P [31]; ten zaś ham ując dezaminację 
AMP [42] preferuje hydrolizę AMP do Ado i dezam inację Ado do Ino, 
dostarczając tym  samym dwóch inhibitorów dezam inacji dAdo. W regu
lacji stężenia deoksyadenozyny w m itochondriach uczestniczą zatem cztery 
enzymy: deaminaza AMP, deaminaza Ado, 5'-nukleotydaza oraz kinaza 
deoksyguanozynowa. W mitochondriach komórek mitotycznie czynnych 
enzymy te prowadzą do oszczędzania dAdo [41], zachowując ją jako sub
stra t fosforylacji i syntezy nukleotydów deoksyadenylowych [30].

VI. Uwagi końcowe

Zawarte w mitochondriach enzymy katalizują reakcje, których prze
bieg i mechanizmy regulacji przedstawiono na rycinie 2. Łatwo zauważyć, 
że reakcje te prezentują zaledwie część szlaków katabolizm u i anabolizmu 
2'-deoksynukleotydów [92—94]. Zwraca ponadto uwagę fakt, że m ito
chondria, nie zawierające reduktazy rybonukleozydodifosforanowej [39] 
nie są w stanie redukować rybonukleotydów do odpowiednich 2'-deoksy- 
pochodnych. W mitochondriach nie znaleziono aktywności rybozylotrans- 
ferazy i fosforybozylotransferazy [42], co wyklucza syntezę dGMP, dIM P 
czy dAMP, tym  bardziej, że substratem  przenoszonym przez drugą trans- 
ferazę jest PRibPP a nie 2'-deoksy PR ibPP [95, 96]. Pow staje zatem py ta
nie, w jaki sposób 2'-deoksyrybonukleozydy przedostają się z cytosolu

Ryc, 1. Regulacja aktyw ności deam inazy AMP oraz 
deam inazy adenozyny (deoksyadenozyny w m itochon
driach. 1 — deam inaza AM P; 2 — deam inaza Ado/ 
/dAdo; 3 — 5 '-nukleotydaza; 4 — kinazai deoksygua
nozynowa; -«-»»‘-ham ow anie re a k c ji
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Ryc. 2. Schem at m etabolizm u 2'-deoksynukleotydów  w m itochondriach. H am owanie, 
aktyw acja. Oznaczenia enzymów: 1 — deam inaza AMP; 2 — 5 '-nukleotydaza; 3 — 
deam inaza dAdo; 4 — kinaza dAdo; 5 — kinaza d Guo; 6  — kinaza dThd; 7 — kinaza 
dAMP; 8  — kinaza dGM P; 9 — kinaza dTM P; 10 — kinaza dTDP; 11 — kinaza 
dCMP; 12 — deam inaza dCM P; 13 — syntaza dTM P; 14 — NDPaza; 15 — ATPaza; 
16 — polim eraza DNA. Na schem acie uwzględniono tylko te  enzymy, k tórych obec
ność stw ierdzono w m itochondriach. Enzymy, których oznaczenia podano w n a 
wiasach, praw dopodobnie katalizu ją reakcje przedstaw ione odpow iednim i rów na
niami.

do matriks  m itochondrialnej, gdzie zaw arta jest nie tylko większość aktyw 
ności kinaz 2'-deoksyrybonukleozydowych i nukleotydów niezbędnych do 
syntezy prekursorów  DNA, lecz także dokonuje się synteza DNA [1, 97]. 
Błona zew nętrzna dla związków o masie cząsteczkowej 5000 D a więc dla 
wszystkich nukleozydów i nukleotydów, nie stanowi bariery  na drodze 
pomiędzy cytosolem a matriks  [98], chociaż ułatw ienie przechodzenia nu 
kleotydów w obecności 5 '-nukleotydazy [99] wskazuje, że preferow anym i 
substratam i tego procesu są nukleozydy. Taką barierą staje się natom iast 
błona wew nętrzna, w której um iejscowiony jest dokładnie scharak
teryzowany układ m itochondrialnej translokazy, specyficznej jedynie 
wobec nukleotydów adeninowych [100— 102], M atriks m itochondrialna 
zawiera wprawdzie fosfotransferazę GTP—AMP, która oprócz przeniesie
nia reszty H P O i- z GTP na AMP, katalizuje także przem ianę G T P +  
+  d A M P ^ G D P + d A D P  oraz dGTP + A M P  ^  dGDP + A D P  [103, 104], 
jest to jednak sposób w yrów nyw ania stężenia ADP w matriks, podobnie 
jak to czyni w przestrzeni międzybłonowej kinaza rybonukleozydo 5'-di- 
fosforanów [47, 100], nie zaś droga, k tóra w matriks  w ykorzystyw ana jest
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do gromadzenia 2'-deoksynukleotydów. Ponieważ dokonująca się w matriks  
synteza DNA [1, 97] wymaga obecności wszystkich czterech 2'-deoksyry- 
bonukleozydo 5'-trifosforanów sądzić należy, że podobnie jak to ma m iej
sce w E. coli [105], w m itochondriach eukariontów funkcjonują dwa nie
zależne układy transportu  błonowego. Jeden z nich przenosi wybiórczo 
nukleotydy adeninowe, a drugi pozostałe rybo- i '-deoksyrybonukleotydy. 
Należy oczekiwać, że badania czynnego transportu  błonowego potwierdzą 
istnienie odrębnych układów transportujących, lub wskażą inne m echa
nizmy przenoszenia 2/-deoksyrybonukleozydów i nukleotydów przez błonę 
w ew nętrzną do m atriks m itochondrialnej.

Zaakceptowano do druku  20 kw ietn ia  1985 r.

PIŚMIENNICTWO

1. H u b s c h e r  V., K u e n z l e  C. C., S p a d a r i  S., Eur. J. Biochem., (1977),
81, 249—258.

2. B a u g n e t - M a h i e u  L., G o u t i e r  R., S e m a l  M., (1968), Eur. J. Biochem., 
4, 323—328.

3. B e r k  A.  J., C l a y t o n  D. A., J. Biol. Chem., (1973), 248, 2722—2729.
4. B e r k  A. J., M e y e r  B. J., C 1 a y t o n  D. A., Arch. Biochem. Biophys., (1973), 

154, 563—565.
5. K i t  S., L e u n g  W.-C., K a p l a n  L. A., Eur. J. Biochem., (1973), 39, 43—48.
6 . E l  l i m  s P. H., V a n  D e r  W e y d e n  M. B., J. Biol. Chem., (1980), 255, 

11290— 11295.
7. A l l e n  G. P., M e  G o w a n  J. J., R a n d a l l  C. C., M a n c i n i  W., 

C h e n g  Y.-C., G e n t r y  G. A., Virology, (1979), 92, 367—374.
8 . K i t  S., L e u n  g W.-C., Biochem. Genet., (1974), 11, 231»—247.
9. K i t  S., Moll. Cell. Biochem., (1976), 11, 161—182.

10. K i t  S., L e u n g W.-C., J  o r  g e n s e n G. N., D u b b s  D. R., Int. J. Canc.,
(1974), 14, 598—610.

11. K i t  S., L e u n g  W.-C., J. Cell. Biol., (1974), 61, 35—44.
12. K i t  S., L e u n g  W.-C., T r  k u l a  D., (1974, Control Process in Neoplasia* 

ed. M ahlm an M. A. and H anson R. W., str. 103—145, Acad. Press, N. York — 
London).

13. L e u n g  W.-C., D u b b s  D. R., T r  k u 1 a D., K i t  S., J. Virol., (1975), 16, 
486—497.

14. H e r  M. O., M o m p a r l e r  R. L., J. Biol. Chem., (1971), 246, 6152—6il58.
15. C h e n g  Y.-C., P r  u s  o f f  W. H., Biochem., (1974), 6, 1179—1185.
16. C h r  a i b i R., W r i g h t M., J. Biochem., (1983), 93, 323—330.
17. K i t  S., L e u n g  W.-C., Biochem. Biophys. Res. Commun., (1975), 67, 1—7.
18. C h e n  M. S., W a 1 k e r  J. W., P r u s o f f W. H., J. Biol. Chem., (1979), 254, 

10747—10753.
19. C h e n  M. S., S u m m e r  s W. P., W a 1 k e r J. W., S u m m e r s  W. C., J. Virol.,

(1979), 30, 942—945.
20. C o o p e r  G. M., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1973), 70, 3788—3792.

http://rcin.org.pl



[15] METABOLIZM 2’-DEOKSYNUKLEOTYDÓW W MITOCHONDRIACH 645

21. E l i o n  G. B., F u r m a n  P. A., F y f e  J. A., d e  M i r a n d a  P., B e a u 
c h a m p  L., S c h a e f f e r  H. J., Proc. Natl. Acad. Sei. USA, (1977), 74, 5716— 
5720.

22. F y f e  J. A., K e 11 e r  P. M., F u r m a n  P. A., M i 11 e r  R. L., E 1 i o n G. B., 
J. Biol. Chem., (1978), 253, 8721—8727.

23. D e r  s e D., C h a n k Y. C., F  u r m a n P. A., E 1 i o n G. B., J. Biol. Chem., 
(1981), 256, 11447—11451.

24. R o s s i M., W o o d w a r d  D. O., J. Bacteriol., (1975), 121, 646—647.
25. G o ł a s z e w s k i  T., Post. Biochem., (1976), 22, 27—52.
26. A r i m a  T., M a s a k a  M., S h i o s a k a  T., O k u d a H., F u j i i  S., Biochim. 

Biophys. Acta, (1971), 246, 184—193.
27. B o l s  N. C., Z i m m e r m a n  A. M., Comp. Biochem. Physiol., (1977), 57B, 

31—35.
28. L e u n g  W.-C., C h e n  T. R., D u b b s D. R., K i t S., Exptl. Cell. Res., (1975),

95, 320—326.
29. K i t  S., L e u n g W.-C., T r  k u l a  D., D u b b s D. R., Arch. Biochem. Biophys.,

(1975), 169, 66—76.
30. F a b i a n o w s k a - M a j e w s k a  K., G r  e g e r  J., Enzym e, (1982), 27, 124—129.
31. G o  w e r  W. R., C a r  r  M. C. Jr., I v e s  D. H., J. Biol. Chem., (1979), 254, 

2180—2183.
32. B a r k e r  J., L e w i s R., Biochim. Biophys. Acta, (1981), 658, 111—123.
33. F a b i a n o w s k a - M a j e w s k a  K., G r e g e r  J., G o r z k i e w i c z  B., 

Enzym e, (1984), 31, 27—32.
34. G r e g e r  J., F a b i a n o w s k a - M a j e w s k a  K., G o r z k i e w i c z  B., 

E nzym e, (1984), 31, 33—38.
35. K r y g i e r  V., M o m p a r  1 e r  R. L., J. Biol. Chem., (1971), 246, 2752—2757.
36. Z e m a n  L., L u s e n a C. V., FEBS Letters, (1974), 40, 84—87.
37. P e d e r s e n  P. L., J. Biol. Chem., (1973), 248, 3956—3962.
38. H o s  o n  o R., H o s o n o  H., K u n o  S., J. Biochem., (1975), 78, 123—129.
39. K i e 11 e y R. K., Biochem. Biophys. Res. Commun., (1963), 10, 249—253.
40. R a d s a k K., A 1 b r i n g M., J. Gen. Virol., (1974), 25, 457—463.
41. G r e g e r  J., F a b i a n o w s k a K., Enzym e, (1979), 24, 54—60.
42. G r e g e r  J., Rozpraw a habilitacyjna, wyd. AM Łódź (1980).
43. I v a t s u k i  N., J. Biochem., (1977), 82, 1347—1359.
44. K i e l  l e y  R. K., Biochim. Biophys. Acta, (1961), 53, 123—131.
45. G r i f f i t h  T. J., H e l l e i n e r  C. W., Biochim. Biophys. Acta, (1965), 108, 

114—124.
46. J a c o b u s  W. E., E v a n s  J. J., Biochem. Biophys. Res. Commun., (1975), 6 6 , 

995— 1002.
47. K i e l  l e y  R. K., J. Biol. Chem., (1970), 245, 4204—4212.
48. S m i t h  L. K., E k a i n  R. E., Arch. Biochem. Biophys., (1975), 167, 61—71.
49. L e e  L.-S., C h e n g  Y.-C., J. Biol. Chem., (1977), 252, 5686^-5691.
50. G o l d b e r g  D. M., Digestion, (1978), 8 , 87—99.
51. M o z e r  T. J ,  W a r n e r  H. R., J. Virol., (1977), 24, 635—641.
52. N e w b y  A. C., L u z  i o J. P., H a l e s  N., Biochem. J., (1975), 146, 625—633.
53. A r i m a  T., S h  i r a  s a k a  T., O k  u d  a H., F u j i i  S., Biochim. Biophys. 

Acta, (1972), 277, 15—24.
54. W a r n e r  R. H., D r  o n g  R. F., B e r  g e t S. M., J. Virol., (1975), 15, 273'—280.
55. T a k u m a  T., K u m e g a w a  M., J. Biochem., (1977), 82, 477—481.
56. G r e g e r  J., F a b i a n o w s k a - M a j e w s k a  K., Enzym e, (1980), 25, 26—32.
57. P a g l i a  D. E., V al e n t i n e W. N., J. Biol. Chem., (1975), 250, 7973'—7979.
58. D o r n a n d  J., B o n n a f o u s  J.-C., M a n i  J.-C., Eur. J. Biochem., (1978),

87, 549-465.

http://rcin.org.pl



646 J. GREGER [16]

59. F o x  I. H., M a r  c h a n t  P. J., Cand. J. Biochem., (1976), 54, 1055—1060.
60. I t o h  R., U s  a m i  C., N i s h  i n o  T., T s u s h i m a  K., Biochim. Biophysi 

Acta, (1978), 526, 154^162.
61. S e n i o r  A. E., Biochim. Biophys. Acta, (1973), 301, 249—277.
62. B r o o k s  J. C., S e n i o r  A. E., Arch. Biochem. Biophys., (1971), 147, 467—470.
63. S e n i o r  A. E., J. Bioenerg., (1971), 2, 141—150.
64. M a c i n o G., T s a g a 1 o f f A., J. Biol. Chem., (1979), 254, 4617—4623.
65. K u z e l a  S., L u c i a  k o v a  K., L a  k o t a  J., FEBS Letters, (1980), 114, 197— 

201.
6 6 . S u z u k i  S., Comp. Biochem. Physiol., (1980), 67B, 277—288.
67. B e u t l e r  E., K u h l  W., Biochim. Biophys. Acta, (1980), 601, 372—379.
6 8 . D a h l m a n n  N., M u l l e r  D., H o p p e - S e y l e r ’ s Z. ,  Physiol. Chem., (1980), 

361, 1851—1854.
69. S m i t h  G. P., S m i t h  G. D., P e t e r s  T. J., Biochem. J., (1980), 192, 527—535.
70. C r o s b y  B., B o u t r y  M., G o f f e a u A., Biophys. Res. Commun., (1979), 

8 8 , 448—455.
71. L o w e  P. N., B e e c h e y  R. B., Biochem. International, (1982), 4, 9—16.
72. W e b e r  G., J a c k s o n  R. C., W i l l i a m s  J. C., G o  u l  d i n g  F. J., 

E b e r t s  T. J., (1977), w Advances in Enzyme Regulations, ed. W eber G., 
str. 53—77, Pergam on Press, Oxford — N. York.

73. F o x  I. H., B u r k  L., P l a n e t  G., G o r e n  M., K a m i ń s k a  J., J. Biol. 
Chem., (1978), 253, 6794—6800.

74. D i e t z  A. A., C z e b o t a r V., Cane. Res., (1977), 37, 419—426,
75. L i n  A. L., E l f  o r  d H. L., J. Biol. Chem., (1980), 255, 8523—8528.
76. F o x  I. H., K e 11 y W. N., A nn. Rev. Biochem., (1978), 47, 655—686.
77. M u s t a f a  S. J., T e w a r i  C. P., Biochim. Biophys. Acta, (1970), 198, 93*—

100.
78. T r o t t  a P. P., A h  l a n d  M. P., B r o w n  G. F., B a 1 i s M. E., Mol. Pharma

col., (1978), 14, 199—209.
79. W e b s t e r  A. D. B., N o r t h  M. E., R o w e  M., J o h n s o n  S. M., (1980), 

P rim ary  Immunodeficiencies, INSERM Symposium No 16, Ed. Seligm ann M., 
str. 279—286, Hitzing W. H. — Elsevier.

80. H i r s c h h o r n  R., R o e g n e r  V., R u b i n s t e i n  A., P a p a g e o r g i o n  P., 
J. Clin. Invest., (1980), 65, 768—771.

81. A b e i  e s  R. H., T a s h i j a n  A. H. Jr., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
(1980), 95, 612—617.

82. D u e r r e  J.  A., B r i s k e  - A n d e r s o n  M., Biochim. Biophys. Acta, (1981), 
678, 2)75'—282.

83. M a k a r e w i c z  W., Post. Biochem., (1979), 25, 169—195.
84. O g a s a w a r a  N., G o t o  Y., Y a m a d a  Y., Y o s h i n o  M., Biochem. Biophys. 

Res. Commun., (1977), 79, 671—676.
85. O g a s a w a r a  N., G o t o  H., Y a m a d a  Y., W a t a  n a  b e  T., Eur. J. Bio

chem., (1978), 87, 297—304.
8 6 . C h u n Y.-L., H a r k n e s s  D. R., Biochim. Biophys. Acta, (1976), 34, 27—40.
87. K a l e t h a  K., S t a n k i e w i c z  A., M a k a r e w i c z  W.,  Ż y d o w o  M., Int. 

J. Biochem., (1976), 7, 67—71.
8 8 . B r  a d y T. G., C o s t e l l o  J. F., Biochim. Biophys. Acta, (1974), 350, 455—460.
89. R o n c a - T e s t o n i  S., R a g g i  A., R o n c a  G., Biochim., Biophys. Acta, 

(1970), 198, 101—122.
90. W o r t m a n n R. T., M i t c h e 11 B. S., E d w a r  d s N. L., F o x I. H., Proc. 

Nat. Acad. Sci. USA, (1979), 76, 2434—2437.
91. T s i f t s o g l o u  A. S., G e o r g a t s o s  J. G., Biochim. Biophys. Acta, (1972), 

262, 23Ö—246.

http://rcin.org.pl



[17] 647

92. S n y d e r  F. F., H e n d e r  s o n  J. F., J. Biol. Chem., (1973), 248, 5899—5904.
93. J a c k s o n  R. C., L u i  M. S., B o r i t z k i  T. J., M o r r i s  H. P., W e b e r  G., 

Cane. Res., (1980), 40, 1286—1291.
94. M e C a i r n s  E., F a h e y  D., S a u e r  D., R o w e  P. B., J. Biol. Chem., 

(1983), 258, 1851—1856.
95. L i p s t e i n  B., B o a r  P., S p e r l i n g  O., Biochim. Biophys. Acta, (1978), 

521, 45—54.
96. T a x  W. J., v e e r  K a m p  J. H., Comp. Biochem. Physiol., (1978), 59B, 

219—222.
97. T s a g a l o f f  A., M a c i n o  G., S e b a l d  W., Ann. Rev. Biochem., (1979), 48, 

419—441.
98. T u r s k a  E., Post. Biochem., (1980), 26, 47—61.
99. D o r n a n d  J., B o n n a f o u s  J.C., G a v a c h  C., M a n i  J.-C., Biochimie, 

(1979), 61, 973—977.
100. D u s z y ń s k i  J., Post. Biochem., (1975), 21, 275—293.
101. K l i n g e n b e r g  M., J. M embr. Biol., (1980), 56, 97—105.
102. P o 11 a k J. K., S u t t o n  R., Biochem. J., (1980), 192, 75—83.
103. T o m a s e l l i  A. G., S c h i r m e r  R. H., N o d a  L. H., Eur. J. Biochem., 

(1979), 93, 257—262.
104. T o m a s e l l i  A. G., N o d a L. H., Eur. J. Biochem., (1979), 93, 263—270.
105. M u n c h - P e t e r s e n  A., M y g i n d  B., N i c o l a i s e n  A., P i h l  N. J., 

J. Biol. Chem., (1979), 254, 3730—3737.

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT

Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego

Polskie Towarzystwo Toksykologiczne inform uje, że
III Zjazd Naukowy Towarzystwa odbędzie się w 
dniach 20—23 wrzesień 1987 roku w Kozubniku ko
ło Bielska-Eiałej.

W szystkich zainteresowanych zapraszamy do wzię
cia udziału w Zjeździe. Wszelkich inform acji na te
m at organizacji Zjazdu udziela Oddział Śląski PTT 
adres:
II K atedra Histologii i Embriologii 
Śląskiej Akademii Medycznej 
ul. Medyków 20 
40—752 Katowice—Ligota 
tel. 526-524

Przewodniczący
K om itetu Organizacyjnego
doc d r hab. M arcin Kam iński

http://rcin.org.pl



Post. Bioch. 31 nr 3—4 (1985), 649—690

SŁO W NICTW O  BIO CH EM ICZNE

Komisja Słownictwa Biochemicznego przedstaw ia tłum aczenia 6 doku
m entów na tem at słownictwa sacharydów, dziękując jednocześnie prof. 
dr hab. Januszowi Sokołowskiemu, członkowi Komisji Terminologii Che
micznej Polskiego Towarzystwa Chemicznego za cenną współpracę.

SŁOWNICTWO MONOSACHARYDÓW ROZGAŁĘZIONYCH

O pracow ano na podstaw ie dokum entu W spólnej Kom isji IUPAC-IUB N om enklatury 
Biochemicznej (JCBN): „N om enclature of B ranched-C hain M onosaccharides, Re
com m endations 1980”, opublikowanego w  Eur. J. Biochem., 119, 5—8 , (1981) i w  innych 
czasopismach.

Tłum aczyli A ndrzej Gamian i Ewa Katzenellenbogen

Spis treści

1. Tw orzenie nazw form  acyklicznych
1.1. Podstaw a słow nictw a
1.2. W ybór łańcucha m acierzystego
1.3. Tworzenie nazwy m onosacharydu m acierzystego
1.4. Tw orzenie nazw m onosacharydów  m acierzystych posiadających dwie grupy

równocenne
1.5. Rozgałęzienia
1.6. N um eracja

2. Podstaw ienie term inalne
3. Tw orzenie nazw  form  cyklicznych
4. Przykłady ogólne

Opisano nazew nictw o form  acyklicznych podając w pierw szej części reguły 
w yboru łańcucha m acierzystego. P row adzi to do nazw ania m acierzystego mono
sacharydu i nazw ania C -podstaw nika, k tóry  tworzy rozgałęzienie. W tym  przypadku 
należy stosować konw encje stereochem iczne aby określić konfigurację: dwa podstaw 
niki na jednym  węglu łańcucha m acierzystego są podaw ane według ich ważności, 
przy czym przy w prow adzaniu nazwy m onosacharydu m acierzystego przyjm uje się, 
że podstaw nik  ważniejszy zastępuje grupę hydroksylow ą, a podstaw nik mniej ważny 
zastępuje wodór. G rupy rów nocenne i podstaw ienie term inalne rozważa się osobno. 
W dalszej kolejności opisano form y cykliczne. Podano także szereg przykładów.

17 Postępy B iochem ii 3-4/85
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650 SŁOW NICTW O [2]

1. Tworzenie nazw form  acyklicznych

1.1. Podstaw a słow nictw a

Rozgałęziony monosacharyd należy oznaczać jako pochodną macie
rzystego nierozgałęzionego monosacharydu, przedstawionego w swojej 
formie acyklicznej.

1.2. W ybór łańcucha m acierzystego

Łańcuchem  m acierzystym  określa się nierozgałęziony, złożony w ca
łości z atomów węgla łańcuch, posiadający jedną lub więcej grup karbo- 
nylowych i zawierający najw iększą ilość m onosacharydowych jednostek 
węglowych. Jeżeli pozostaje jakakolwiek możliwość wyboru, w tedy m a
cierzystym  nazwiem y łańcuch zawierający najwięcej atomów węgla. Przy
kład num eracji przedstaw ia Ryc. 1

1C H O  C H O

2' 'C H O H  C H O H

7 C H O H

8>b C H 2 O H

Ryc. 1.

Na podstawie num eracji praw idłow ą nazwą cukru m acierzystego będzie 
oktoza, a nie alternatyw na heptodialdoza.

Jeżeli po zastosowaniu tej reguły  pozostaje możliwość wyboru, w tedy 
dokonuje się go według następującego porządku preferencji:

a) Nazwę aldoza należy preferow ać przed nazwą ketoza (patrz Ryc. 2). 
M acierzystą jest num erow ana oktoza, a nie alternatyw na 2-oktuloza.

1c h o  c h 2 o h

' c w o h

gl
c h 2 o h  

Ryc. 2.
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b) M aksym alna liczba grup karbonylowych (potencjalnych). Przykład 
podano na Ryc. 3. Ponum erow ana na rycinie dialdoza jest nazwą prefe
rowaną przed innym i możliwymi.

c) Miejsce lub m iejsca rozgałęzienia powinno się określać za pomocą 
możliwie najniższych lokantów. Przykład przedstawiono na rycinie 4. Ma
cierzystym  będzie łańcuch num erow any pionowo, nie zaś łańcuch skręca
jący w praw o w pozycji 3, ponieważ lokanty rozgałęzień to 3,4 a nie 3,5.

Ryc. 4.

d) Nadrzędność reguły Carb-8.2 (reguła 8.2 patrz [1]). Przykłady po
dano na Ryc. 5, Ryc. 6 i Ryc. 7.

’ c h o

Ryc. 5. 3-deoksy-3-C -(L-gIicero-l-hydro- 
ksy-2-oksyetylo)-D -altro-heksoza (nie 
D-glicero-, D-g luko- w edług Reguły 
C arb-8 .2 a)

C H O  c h o

I I
H O C H  H C O H

I •
H C O H

I
H C O H

I
c h 2 o h

Ryc. 6 . 4-deoksy-4-C-(L-gfItcero-l,2-di- 
hydroksyetylo)-D-gfulo-heksoza (nie D- 
glicero-, L -ta lo-  według Reguły Carb- 
8 .2 a)
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OHO
I

H C O H

I
H C C H -*

I
H C O H

I
C H O

Ryc. 7. 3-deoksy-3-m etylo-rybo-pentodialdoza. Uwaga! P rzyjęto  jako  form ę D, dla 
zdefiniow ania k ierunku  num eracji (Reguła Carb-8.2b)

1.3. Tworzenie nazwy monosacharydu macierzystego

W celu określenia stereochem ii atom u węgla (punktu rozgałęzienia) 
łańcucha węglowego zachodzi potrzeba rozróżnienia podstawników przy 
tym  rozgałęzieniu, pom ijając oczywiście przypadki, gdy dwa podstawniki 
rozgałęzienia są równocenne lub też jeden z nich można uznać za równo- 
cenny fragm entowi łańcucha m acierzystego (potrz 1.4). Pierwszeństwo 
dwu podstawników (łącznie z wodorem, jeżeli taki w ystępuje) w m iejscu 
rozgałęzienia wyznacza się według postępowania (opartego głównie na 
liczbie atomowej) stosowanego w regułach sekwencji (patrz Uzupełnienie 2 
w [3]). Z kolei symbol konfiguracyjny wprowadza się według reguły 
Carb-8.8, kiedy to podstaw nik bardziej uprzyw ilejow any zastępuje grupę 
hydroksylową (porównaj regułę Carb-8.14 dla aminocukrów i regułę 
Carb-8.36 dla analogów siarkowych i selenowych). P rzykłady przedsta
wiono na Ryc. 8, Ryc. 9, Ryc. 10, Ryc. 11, Ryc. 12 i Ryc. 13.

C H O

i
H C O H|

H O C --------- C H -.

I
H C O H

I
H C O H

C H O

I
H C O H

I
H o C --------C H

I
H C O H

I
H C O H

Ryc. 8 . 3 -C-m etylo-D -glukoza (tlen ma Ryc. 9. 3-deoksy-3-C-metylo-D-fiiluko-
pierw szeństw o względem węgla) heksoza (węgiel m a preferencję w  sto

sunku do wodoru)

H C = 0  c h o

I I
C H ,  H C O H

I 2 I
0 ~ N  —  C  — C H ,  H C O H

2 I 3 I
M e O C H  ^*11^6 9 C H o O H

I I
H C O H  H C O H

i I
C H 3  c h 2 o h

Ryc. 10. 2,3,6-trideoksy-3-C-m etylo-4-0- Ryc. 11. 4-C-cykloheksylo-4-deoksy-4-C-
m etylo-3-C-nitro-D-Iżkso-heksoza (azot (hydroksym etylo)-D-allo-heksoza (tlen
ma pierw szeństwo wobec węgla) ma pierw szeństwo w  stosunku do węgla

[C-2'])
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C H - O H

1

c h 2 o h

N C O H
|

H O C H
i

C H , C O H

1

C H 3 C O H

H C O H
I

1
H C O H

I
1
C H .O H

1
C H 2 ° h

Ryc. 12. 3-C -m etylo-rybitol Ryc. 13. 3-C-m etylo-D -arabinitol

Uwaga: Pierw szy przykład został wyprowadzony z D-glukozy, ponieważ 
jest to podstawiona D-glukoza; drugi związek nazwano od D-gluko-hekso- 
zy, ponieważ z powodu u tra ty  tlenu  przestaje on być podstawioną glukozą, 
chociaż ma konfigurację D-gluko.

1.4. Tworzenie nazw monosacharydów macierzystych 
posiadających dwie grupy równocenne

Jeżeli dwa podstaw niki w  punkcie rozgałęzienia łańcucha m acierzy
stego są równocenne lub jeżeli jeden z nich jest równocenny części łań
cucha macierzystego, w tedy m acierzysty m onosacharyd powinien otrzy
mać nazwę według Reguły Carb-8.14 dla niepodstawionych deoksymono- 
sacharydów. Przykłady przedstaw iono na Ryc. 14 i Ryc. 15.

C H O
I
1

H C O H  
. | C H O

C H - jC C H , 1

1
H C O H

H C O H 1

j H C O H

H C O H

|

1
H O C H 2 C O H

C H 2 O H I
C H o O H

Ryc. 14. 3-deoksy-3,3-di-C-m etylo-D- Ryc. 15. 4-C-(hydroksym etylo)-D -erytro-
rybo-heksoza pentoza

1.5. Rozgałęzienia

Każde rozgałęzienie określa się nazwą system atyczną albo zwyczajową 
jako alkil lub podstaw iony alkil — itd., zastępujący atom  C-wodoru mo- 
nosacharydu macierzystego o łańcuchu nierozgałęzionym. W obrębie roz
gałęzienia konfiguracje wokół centrów asym etrii w skazuje się przez zasto
sowanie przedrostków  konfiguracyjnych (Reguła Carbo-8.8 i Carb-8.9). 
Jeżeli pierwszy atom rozgałęzienia jest chiralny, w tedy główny łańcuch 
jest uważany za grupę X przy stosowaniu Reguły Carb-8.8. Przykład 
przedstaw ia Ryc. 16.
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H O C H

I
H C O H

I
H O C H

I
H O C H

!
C H 2 O H

Ryc. 16. L-glu.fco-l,2,3,4,5-pentahydroksypentyl lub L-gliiko-pentitol-yl

1.6. Numeracja

M onosacharyd m acierzysty o nierozgałęzionym łańcuchu num eruje się 
zgodnie z zasadą Carb-8.4, to znaczy w aldozie atom  węgla grupy kar- 
bonylowej (potencjalnej) jest atomem num er 1 , w ketozie ma on num er 
możliwie najniższy.

Atomy węgla każdego rozgałęzienia num eruje się cyfram i arabskim i, 
poczynając od atom u węgla przyłączonego do łańcucha głównego (patrz 
N om enklatura Chemii Organicznej A-2-9 [4]).

2. Podstawienie terminalne

Jeżeli końcowy atom węgla m onosacharydu jest asym etryczny w  w y
niku obecności dwu podstawników węglowych, k tóre nie mogą być rozpa
tryw ane jako część składowa łańcucha cukrowego, stereochemię nowego 
centrum  asymetrycznego należy wskazać za pomocą Reguły Sekwencji (R 
lub S) (patrz także Reguła Carb-8.34 i Carb-8.35). Przykład przedstaw ia 
Ryc. 17.

HC= 0

l
H C O H

I
H O C H

I
H C O H

I
HnC — c°H

P h

Ryc. 17. (5R)-5-C-cykloheksylo-5-C-fenylo-D-ksyloza

3. Tworzenie nazw form cyklicznych

W przeciw ieństwie do reguły Carb-8.20, nazwa cyklicznej form y mono
sacharydu o rozgałęzionym łańcuchu opierać się będzie na nazwie syste
m atycznej jej form y acyklicznej, w której oba atom y węglowodanowe, 
między którym i nastąpiła cyklizacja, są uważane za część łańcucha głów
nego. Form a cykliczna jest więc definiowana na podstawie konwencjo
nalnej nom enklatury konfiguracyjnej węglowodanów.
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4. Przykłady ogólne

Form y acykliczne przedstawiono na Ryc. 18, Ryc. 19, Ryc. 20, Ryc. 21, 
Ryc. 22 i Ryc 23, cykliczne na Ryc. 24, Ryc. 25 i Ryc. 26.

C H O

c h 3 o c --------- c h 3

H O C H

H O C H

H O C H

C H O

I
2 --------C O H

I
H C O H

I
H C O H

C H 3  C H 2 O H

Ryc. 18. Kladynoza. 2,6-dideoksy-3-C- Ryc. 19. Hamameloza. 2-C-(hydroksyme-
m etylo-3-O -m etylo-L-rybo-heksoza tylo)-D-ryboza

C H , C O

>  CHf

C H O

I
H C O H

I
------C H

I
H O C ---------- (

I
C H - O H

Ryc. 20. N -acetylogarozam ina. 3-deoksy-
4-C-m etylo-3-C-(N-m etylo-aeetam ido)- 
L-arabinoza. Uwaga! Związek ten  uw a
ża się raczej za arabinozę, niż arabino- 
pentozę ponieważ zastąpienie tlenu  azo
tem  (lub innym  heteroatom em ) wciąż 
pozwala uważać go za pochodną arab i- 
nozy.

C H O

I
H C O H  

H O C -------C H - O H

I
C H 2 O H

Ryc. 21. D-apioza. 3-C-(hydroksymetylo)- 
D-fifiżcero-tetroza

C H O

I
H C O H

(c h 3 )  2 C =  C H  ------ C H

H C O H

I
c h 2 o h

Ryc. 2 2 . 3-deoksy-3-C-(2-m etylo-l-prope- 
nylo)-D-/csylo-pentoza

c h = o

I
H C O H

I
H _ C -------C -------- C 2 H &

3 I
H C O H

I
C H o O H

Ryc. 23. 3-deoksy-3-C-etylo-3-C-metylo- 
D -rybo-pentoza

H O  O -------C M e -

Ryc. 24. Z D-apiozy: 3-C-(hydroksym ety-
lo)-l,2 -0-izopropylideno-a-D -erytro-te-
trofuranoza

o

H O C H 2  o ------ C M e 2

Ryc. 25. Z D-apiozy: 3-C-(hydroksym ety-
lo)-l,2-0-izopropylideno-ß-L-treo-tetro-
furanoza
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Ryc. 26. M etylo-2,6-dideoksy-4-C-(L-gli- 
cero-l-hydroksyetylo)-a-L-/csylo-heksopi- 
ranozyd

PIŚMIENNICTWO

1. Tentative rules for carbohydrate nom enclature, p art 1. IUPAC Commission on 
the  N om enclature of Organic C hem istry and IUPAC-IUB Commission on Bio
chemical N om enclature, 1969, Biochem istry, 10, 3985—4004 i 4995 (1971) i inne 
czasopisma. P atrz  także str. 174—195 w  [2].

2. Biochemical N om enclature and Related Documents, IUB, The Biochemical Society, 
London, 1978.

3. Rules for the nom enclature of organic chem istry, section E, stereochem istry 
(recom m endations 1974), IUPAC Commission on N om enclature of Organic Che
m istry, Pure Appl. Chem., 45, 11—30, (1976), patrz  też część E w [4] i str. 1—18 
w [2 ].
N om enklatura związków organicznych, część E, Stereochem ia, PWN, W arszawa— 
Łódź, 1979.

4. N om enclature of Organie C hem istry, IUPAC, Sections A, B, C, D, E, F and H, 
Pergam on, Oxford, 1979.
N om enklatura związków organicznych, część A, B, PWN, W arszaw a—Łódź, 1978, 
część C, PWN, 1979, część E, PWN, 1978.

SŁOWNICTWO MONOSACHARYDÓW NIENASYCONYCH

Opracowano na podstaw ie dokum entu W spólnej K om isji IUPAC-IUB N om enklatury 
Biochemicznej (JCBN): „N om enclature of U nsaturated  M onosaccharides, Recommen
dations 1980”, opublikowanego w  Eur. J. Biochem., 119, 1—3, (1981) i w  innych 
czasopismach

Tłum aczyli A ndrzej Gamian i Ewa K atzenellenbogen

Podano zalecenia dotyczące nazew nictw a m onosacharydów nienasyconych. Opi
sano sposób użycia w rostka (infix) „en” oznaczającego w iązanie podwójne. Dla okre
ślenia pochodnych cukrow ych z w iązaniam i potrójnym i lub sprzężonym i w iązaniam i 
podw ójnym i należy w  ich nazw ach użyć przedrostków  „dehydro” w skazujących po
łożenie w iązań jak  i przedrostków  „deoksy”.

Zalecenia niniejsze dotyczą nazw cukrów zawierających podwójne lub 
potrójne wiązania między dwoma sąsiednimi atom ami węgla łańcucha
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szkieletowego pochodnej monosacharydowej. Wiązanie podwójne pomiędzy 
atomem węgla łańcucha szkieletowego i atom em  na zew nątrz łańcucha, 
a także wiązanie podwójne lub potrójne pomiędzy dwoma atomami węgla 
na zew nątrz łańcucha szkieletowego będzie traktow ane według norm alnych 
zasad nom enklatury organicznej [1 ],

1. Wiązania podwójne

Pochodne m onosacharydowe zawierające podwójne wiązanie między 
dwoma sąsiednimi atom am i węgla łańcucha szkieletowego otrzym ają nazwę 
przez wstawienie w nazwę odpowiedniej całkowicie nasyconej pochodnej 
w rostka „x-en”. W rostek ten  umieszcza się bezpośrednio po nazwie rdze
nia określającej długość łańcucha cukru. Lokant x jest num erem  pozycji 
niżej num erowanego atom u węgla zaangażowanego w wiązanie podwójne. 
Relacje steryczne w wiązaniu podwójnym  zaznacza się, jeżeli zajdzie po
trzeba, za pomocą przedrostków  (Z) — i (E) — poprzedzających całą nazwę. 
Uwagi.

a) Term in „glikal” nie jest zalecany, jest on nazwą zwyczajową cyklicz
nych enolowych eterow ych pochodnych cukrów m ających wiązanie pod
wójne pomiędzy atom am i węgla 1 i 2 pierścienia. Term inu tego nie nale
ży używać ani modyfikować przy nazyw aniu pochodnych m onosacharydo- 
wych zawierających podwójne wiązanie w jakiejkolwiek innej pozycji.

b) Stosując zasadę w yprowadzania nazwy od pochodnej nasyconej,

składniki m ające grupę ^>C =  CR—O— jako część system u pierścieniowego 
określa się jako pochodne nienasycone anhydro alditoli w przypadku, gdy 
R jest wodorem lub węglem; w przypadku zaś, gdy R jest atomem fluo- 
rowca, chalkogenem lub pierw iastkiem  z rodziny azotowców nazwa po
w inna być nazwą glicenozy lub pochodnej glicenozylowej.

c) Dla lepszego brzm ienia, jeśli zajdzie potrzeba, można używać wro
stka „eno” .

d) Oznaczenia steryczne (Z) — i (E) — (patrz [2]) można pominąć w 
przypadku, gdy wiązanie podwójne znajduje się w obrębie system u pier
ścienia zbudowanego z sześciu lub m niej atomów, ponieważ wymogi ste
ryczne w takich system ach zezwalają zazwyczaj tylko na formę (Z)—.

2. Wiązania potrójne lub sprzężone wiązania podwójne

Pochodne m onosacharydowe zawierające wiązanie potrójne lub sprzę
żone wiązania podwójne w łańcuchu szkieletowym powinny być nazywane 
na podstawie odpowiedniego całkowicie nasyconego cukru przez użycie 
właściwej liczby przedrostków  dehydro i deoksy (patrz Uwaga). Przed
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rostki w inny być umieszczone w porządku alfabetycznym  przed nazwą 
rdzeniową.

Związki te można również nazywać zgodnie z regułam i nom enklatury 
organicznej IUPAC.

Uwaga: Atomy węgla w łańcuchu szkieletowym związków ze sprzężo
nym i wiązaniami nie m ają przyłączonych ani atomów wodoru ani grup 
OH. Przyrostki zaś takie jak -itol sugerują obecność atom u tlenu na każ
dym z atomów węgla, (patrz [4]). Nazwy zatem  takie jak pentynito l lub
2,3-pentadienitol są przeto bezsensowne ponieważ określają związki, które 
istnieć nie mogą.

Przykłady przedstawiono na Rycinach 1—25.

Ryc. 1. l,5-anhydro-2-deoksy-D -orabm o- Ryc. 2. l,5-anhydro-2-0-m ety lo-D -arab i- 
heks-l-en ito l (nie zalecana nazw a zwy- no-heks-l-en ito l 
czajowa D-glukal)

H O H , C

O M e

Ryc. 3. M etylo-2-deoksy-D -ireo-pent-l- Ryc. 4. l-(2-deoksy-D -treo-pent-l-enofu- 
enofuranozyd ranozylo)uracyl

A c O

Ryc. 5. Chlorek 3,4,-di-0-acetylo-2-deok- 
sy-D -eryiro-pent-1-enopiranozylu

Ryc. 6 . (Z )-l,7-anhydro-l,l,2 ,2-tetrade- 
hydro-2,5,6-trideoksy-D -ksylo-okt-5-eni- 
tol
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C H , O H

V H  H O  rVT
O H  H

C H 2

C H ,

II
C H

I
H O C H

I
H C O H

I
H C O H

C H 0 O H

Ryc. 7. 2,6-anhydro-l-deoksy-D -altro- Ryc. 
h ep t-l-en ito l (alfabetyczne pierw szeństwo enitol 
wobec alternatyw nej nazwy: 2 ,6 -anhy- 
dro-7-deoksy-D -ialo-hept-6-enitol)

8 . 1,2-dideoksy-D-arabżno-heks-l-

H C O A c

II
C O A c

I
H C O A c

I
H C O A c

I
C H - j O A c

A c O C H

II
C O A c

I
H C O A c

I
H C O A c

I
C H o 0 A c

Ryc. 9. (Z)-l,2,3,4,5-penta-O -acetylo-D - 
eri/iro -pen t-l-en ito l

Ryc. 10. (E)-l,2,3,4,5-penta-O -acetylo-D - 
ery iro -pen t-l-en ito l

C ( O M e ) C H

II III
C H
1

C
I

1
H O C H

1
H O C H

1
1

H C O H H C O H
1

C H j O H C H 2 C

Ryc. 11. Acetal dim etylow y 2-deoksy-D- Ryc. 12. l,l,2 ,2 -tetradehydro-l,2-dideok- 
treo -pen t-l-enozy  sy-D -ireo-pentitol

C O M e  C H 2 O H

IIIc
I

H O C H

I
H C O H

I
CH2 O H

Ryc. 13. l,l,2 ,2 -tetradehydro-2-deoksy-l- Ryc. 14. 2,3-dideoksy-a-D-eryiro-heks-2- 
O -m etylo-D -treo-pentitol enopiranoza
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Ryc. 15. l,5-anhydro-4-deoksy-D -erytro- 
heks-4-enitol (liczbowe pierw szeństw o 
przed a lternatyw ną nazw ą 2 ,6 -anhydro- 
3 -deoksy-L -ery iro-heks-2 -enitol)

Ryc. 17. 2,3-dideoksy-a-D-gZicero-heks-2- 
enopiranozo-4-uloza

H o — CMe2

Ryc. 19. 5-deoksy-l,2-0-izopropylideno-(3- 
L -ireo-pent-4-enofuranoza

h c = c = c h 2

H

Ryc. 16. Metylo-3,4-dideoksy-P-D-g£żcero- 
heks-3-en-2-ulopiranozyd

Ryc. 18. Metylo-3,4-dideoksy-(3-D-fifiicero- 
hept-3-en-2-ulopiranozydo-5-uloza

Ryc. 20. 5 ,6-dideoksy-l,2-0-izopropylide- 
no-a-D-icsyio-heks-5-enofuranoza

O A c

Ryc. 21. 6,7,7,8-tetradehydro-6,7,8-trideok- Ryc. 22. 6-d-acetylo-5,5,6,6-tetradehydro- 
sy-l,2 :3 ,4-di-0-izopropylideno-a-D -galak- 5-deoksy-a-D -ksylo-heksofuranoza 
to-oktopiranoza
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C H o

1

C H j O A i

c = o
1

H C O A c
i

1
c
III o v

H

1
C H

II
CH

1
H C O A cz-X

\
H CO A c

1
H  O — —C M e 2 C H 2O A c

Ryc. 23. 5,5,6,6-tetradehydro-5,6,8-trideok- Ryc. 24. (Z)-l,2,5,6,7-penta-0-acetylo-3,4- 
sy-l,2-0-izopropylideno-a-D -ksylo-otóto- dideoksy-D -n/bo-hept-3-enitol 
l,4-furanozo-7-uloza

C H ,O A c

I 2
HCOAc

I
C

III
c
I

H C O A c

I
H C O A c

I
X H 2O A c

Ryc. 25. l,2,5,6,7-penta-0-acetylo-3,3,4,4-tetradehydro-3,4-dideoksy-D -rybo-heptitol
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SKRÓCONE NAZWY ŁAŃCUCHÓW OLIGOSACHARYDOWYCH

Opracowano na podstaw ie dokum entu W spólnej K om isji IUPAC-IUB N om enklatury 
Biochemicznej (JCBN): „A bbreviated Terminology of Oligosaccharide Chains, Re
com m endations 1980”, opublikowanego w  Eur. J. Biochem., 126, 433—437, (1982) i w 
innych czasopismach.

Tłum aczyli A ndrzej Gamian i Ewa K atzenellenbogen

Spis treści

1. Piśm iennictw o
2. Definicje
3. Zalecenia

3.1. Nazwy zwyczajowe
3.2. Nazwy system atyczne
3.3. Skróty nazw  używ ane w nom enklaturze oligosacharydów

a-d. Symbole cukrów  i ich użycie
e. Kwasy uronowe
f. Deoksycukry
g- A m inodeoksycukry
h. A nhydrocukry (etery wewnątrzcząsteczkowe)
i. K onfiguracja
j. K onfiguracja anom eryczna
k. Użycie wzorów

3.4. O ligosacharydy nierozgałęzione
3.5. O ligosacharydy cykliczne
3.6. Oligosacharydy rozgałęzione i podstawione

4. Dodatek: Zwięzły system  symboli reszt cukrowych w  łańcuchach oligosacharydo- 
wych

1. Piśmiennictwo

Nazwy system atyczne i wzory struk turalne oligosacharydów i łańcu
chów oligosacharydowych w polisacharydach i glikokoniugatach stają się 
niewygodne, jeśli stosuje się je na oznaczanie cząsteczek o większych w y
m iarach. W przypadku tych ostatnich pojawia się potrzeba użycia nazw 
skróconych. Poniższe zalecenia, oparte na raporcie podkom itetu, uwzględ
niają głównie to, co już stało się prak tyką w piśm iennictw ie na tem at 
węglowodanów.

Zalecenia niniejsze oparte na Tymczasowych Regułach N om enklatury 
Węglowodanów, opracowanych przez Komisję IUPAC-IUB [1] podają w 
przejrzysty  sposób wszystkie dostępne inform acje struk tu ralne. W przy
padku kiedy potrzeba bardziej skondensowanego zestawu skrótów, po
winno się stosować zalecenia podane w dziale Lip-9.3 Słownictwa Lipi
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dów [2]. Zalecenia te wraz z kilkoma przykładam i ich zastosowania podane 
są w Dodatku do niniejszego dokum entu.

2. Definicje

Oligosacharyd jest cząsteczką zawierającą kilka (od 2 do około 10) 
reszt monosacharydowych połączonych wiązaniami glikozydowymi. Cukier 
zawierający dwie takie reszty jest disacharydem , zawierający trzy  takie 
reszty trisacharydem  itd.

3. Zalecenia

3.1. Nazwy zwyczajowe

a) Dopuszcza się dalsze stosowanie nazw zwyczajowych, utrw alonych 
w literaturze i zastrzeżonych dla określonych s tru k tu r w tych przypad
kach, gdy pełne nazwy byłyby niewygodne w użyciu.
Przykłady:

Disacharydy: celobioza, chitobioza, gencjobioza, kojibioza, 
laktoza, melibioza, soforoza, a,a-trehaloza, sacharoza, tu ra - 
noza
Tri- i oligosacharydy: melezytoza, panoza, rafinoza, stachioza 

Dalsze przykłady podane są w dziale Lip-9 Słownictwa Lipidów [2].
b) Nazwy takich disacharydów, jak ksylobioza i mannobioza, są dwu

znaczne i można je używać tylko wtedy, gdy nie ma ryzyka wprowadze
nia niejasności. Nazwa system atyczna powinna być podana razem  ze zwy
czajową przy pierwszym  wzmiankowaniu.

c) P rzyjęte nazwy zwyczajowe disacharydów na określenie wyższych 
oligosacharydów można używać tylko wtedy, gdy oligosacharyd zawiera 
jeden rodzaj reszt cukrow ych i wiązań.
Przykłady: celotetraoza, maltotrioza.

Jeżeli nazwa zwyczajowa wyższego oligosacharydu pochodzi od nazwy 
węglowodanu zawierającego dwa lub więcej różnych rodzajów cukrów 
lub rodzajów wiązań, stosowanie jej nie jest wskazane.
Przykłady: Nie zaleca się takich nazw, jak agarotetraoza i nigeorotrioza.

3.2. Nazwy systematyczne

Nazwy system atyczne powinny być stosowane według reguł Carb-8.39
i Carb-8.40 [1].
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3.3. Skróty nazw oligosacharydów

a) Wskazane symbole pochodzą od nazw zwyczajowych cukrów składo
wych. Dla jasności, zwięzłości i możliwości umieszczania w tabelach, tam  
gdzie jest to możliwe, symbole zostały ograniczone do trzech liter nazwy 
zwyczajowej.

Alloza = Ali Liksoza =  Lyx
Altroza = Alt Ryboza =  Rib
Galaktoza = Gal Ksyloza =  Xyl
Glukoza = Gic Ramnoza =  Rha
Guloza = Gul Fukoza =  Fuc
Idoza = Ido Fruktoza =  F ru
Mannoza = Man Kwas neuram inow y=  Neu
Taloza = Tal Kwas m uram inow y =  Mur
Arabinoza = Ara

Symbole pochodzące od rzadziej używanych nazw zwyczajowych można 
stosować, ale nazwa system atyczna powinna być wówczas podana razem  
z nazwą zwyczajową i skrótem  przy pierwszym wzmiankowaniu. 
Przykłady:

3,6-dideoksy-D-Jcsyio-heksoza (abekwoza =  Abe) 
6 -deoksy-D-glukoza (kwinowoza =  Qui)
3 -C-(hydroksymetylo)-D-sfiicero-aldotetroza (D-apioza =  
=  Api)

b) Symbole reprezentują zarówno strukturalne wzory związków, jak
i ich nazwy.

c) Symbole reprezentują poszczególne cukry lub ich reszty. W tekstach 
pisanych nie należy używać symboli wolnych cukrów, można ich jednak 
używać w tabelach, diagram ach i na rycinach.

d) Odmiany pierścieniowe cukru można zaznaczyć tam , gdzie to po
trzebne, przez dopisanie do odpowiedniego symbolu nazwy m onosacharydu 
pierwszej litery słów: furanoza, piranoza lub septanoza, pisanej małą li
terą  i kursywą.
Przykłady:

Arabinofuranoza =  Araf 
Glukopiranoza == Glcp

e) Kwas uronowy — Przyrostek A dodaje się do symbolu monosacha
rydu  macierzystego.
Przykłady:

Kwas glukuronow y =  GlcA
Kwas galaktopiranuronow y =  GalpA

f) Deoksycukry — Zaleca się pełne nazwy, a nie ich skróty. Jedynym  
w yjątkiem  jest 2-deoksy-D-erytro-pentoza (deoksyryboza), którą określa 
się skrótem  dRib.
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g) Am inodeoksycukry — W przypadku 2-am ino-2-deoksycukrów do 
symbolu cukru m acierzystego dodaje się przyrostek N. Jeśli monosacharyd 
jest N -acetylow any, stosuje się przyrostek NAc.
Przykłady:

2-am ino-2-deoksy-D-glukopiranoza =  D-GlcpN 
2-am ino-2,6-dideoksy-L-galaktoza =  L-FucN
2-acetam ido-2-deoksy-D-m annopiranoza =  D-ManpNAc 

W przypadku innych, m niej rozpowszechnionych aminodeoksycukrów do
daje się odpowiednie lokanty przed literą N.
Przykład: 3,6-Bis(acetamido)-3,6-dideoksymannoza =  Man3,6(NAc ) 2

h) W przypadku anhydrocukrów  odpowiednie lokanty i przedrostek An 
dodaje się przed symbolem  m onosacharydu macierzystego.
Przykład: 3,6-anhydrogalaktoza =  3,6AnGal

i) Konfiguracja — Symbol konfiguracyjny (D lub L) umieszcza się 
przed symbolem m onosacharydu i oddziela od niego łącznikiem (hyphen ). 
Przykłady:

D-glukopiranoza =  D-Glcp
L-arabinofuranoza =  L-A raf
3,6-anhydro-D-galaktoza =  3,6-An-D-Gal 

j) K onfiguracja anom eryczna — Symbol anom eru (a lub (3) umieszcza 
się przed symbolem  konfiguracyjnym  i oddziela od niego łącznikiem. 
Przykłady:

a-D -glukopiranoza =  a-D-Glcp 
(3-L-arabinofuranoza =  |3-L-Ara/ 

k) Wzory struk tu ra lne  skomplikowanych s truk tu r można podawać jed
nocześnie z zapisem skróconym  celem jaśniejszego ich przedstawienia.

3.4. O ligosacharydy nierozgałęzione

Między symbolami (nazwami skróconymi) jednej monosacharydowej 
grupy lub reszty i reszty następnej umieszcza się dwa lokanty, które w ska
zują odpowiednie atom y biorące udział w wiązaniu glikozydowym. Lokanty 
te (zapisane w nawiasie) rozdzielone są strzałką (skierowaną od lokanta 
odpowiadającego glikozylowemu atomowi węgla do lokanta odpowiadają
cego atomowi węgla z grupą hydroksylową zaangażowaną w wiązanie) 
(patrz Reguła Carb-8.40 [1]). W przypadku oligosacharydów niereduku- 
jących, strzałek dw ukierunkow ych między lokantam i odpowiednich gliko- 
zylowych atomów węgla używa się tylko w sytuacji, kiedy stosowane są 
symbole, a nie nazwy.

Łączniki, nie służące do oddzielenia symbolu konfiguracyjnego od sym 
bolu monosacharydu, można pominąć np.

aD-Gal/?(l ->4) aD-Glc^A (1 ->4) aD-Xyl/?(l ->4) ocD-Glc/?N(l -+3)D-Man

Przykłady podano na Ryc. 1, Ryc. 2 i Ryc. 3.

18 Postępy B iochem ii 3-4/85
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Ryc. 1. .a-D -G alp-(l-*4)-a-D -G lcpA-(l-*4)-u-D -Xylp-(l-*4)-«-D-G lcpN -(l-*3)-D -

HOH-C

Ryc. 2. u-D -G alp-(l-*4)-u-D -G alp-(l-*6)-a-D -G lcp-(l~2)-fl-D -Fru/

CH-OH

H I

OH

Manp

Ryc. 3. (i-D-Xylp(l-*4)-(}-D-M anp-(l-»-4)-p-D-Xylp-(l-*4)-D-M anp
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3.5. O ligosacharydy cykliczne

Oligosacharyd cykliczny można przedstawić za pomocą symboli, jak 
podano na Ryc. 4.
Przykład:

Cyklomaltoheksoza (starsze nazwy — cykloheksaamyloza, 
a-dekstryna Schardingera lub a-cyklodekstryna nie są w ska
zane)

c h 2 o h

Ryc. 4iU )-[«-D -G lcp]6-( l)

3.6. O ligosacharydy rozgałęzione i podstawione

a) Podstawniki można oznaczać następującym i symbolami:

acetyl =  Ac m etyl =  Me
benzoil =  Bz fenyl =  Ph
benzyl =  Bzl, PhCH 2 (Bn) p-toluenosulfonyl =  Tos (Ts) tosyl
ety l =  Et trim etylosilyl =  Me3Si
glikolyl =  G1 trity l =  Trt, P h 3C (Tr)
m etanosulfonyl =  M eS0 2 (Ms) mesyl

Większość z tych symboli znajduje się na listach symboli zalecanych 
do użytku biochemicznego [3] lub do przedstaw iania pochodnych amino
kwasów [4]. Niektóre symbole, powszechnie używane w literaturze węglo
wodanowej, podane są w nawiasach. Podstawników nie poprzedza się 
symbolem atomu, jeśli łączą się z tlenem  lub azotem, ale jeśli wiążą się 
z węglem, poprzedza się literą C, pisaną kursyw ą. Miejsce podstawienia 
wskazuje odpowiedni lokant cyfrowy. Podstawniki umieszcza się bezpo
średnio po skrócie reszty monosacharydowej.
Przykłady:

D -glukopiranuronian etylu =  D-GlcpA 6 Et
4-siarczan P-D-galaktopiranozy =  |3 -D -G alp 4 S 0 3  

2-C-metylo-D-ksyloza =  D-Xyl2CMe
3,4-di-O-metylo-L-ram noza =  L-Rha3,4M e 2

18* http://rcin.org.pl
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Kwas N-acetyloneuram inowy =  Neu5Ac 
Kwas N-acetylo-2-deoksyneuro-2-enam inowy =  Neu2en5Ac

b) W przypadku rozgałęzionych oligosacharydów łańcuch główny i oli- 
gosacharydowe łańcuchy boczne przedstaw ia się tak, jak to ustalono dla 
oligosacharydów nierozgałęzionych. Miejsce rozgałęzienia w skazuje się po
wyżej lub poniżej łańcucha głównego liczbami i strzałką określającym i 
wiązanie glikozydowe.
Przykłady przedstawiono na Ryc. 5 i Ryc. 6 .

O H

Ryc. 5. «-D -G lcp-(l->4)-a-D -G lcp-(l->4)-M anp
2
t
1

|3-D-Xylp

Ryc. 6 . p-D -G lcp-(l-^4)-P-D -G alpA -(l->6)-|3-D -G lcp-(l-^5)-L-A ra/
2
T
1

|3-D -X ylp-(1^3)-p-D -G alp

c) Przy rysow aniu wzorów struk turalnych  można używać wzorów prze
strzennych H aw orth’a (wzór 1 na Ryc. 7), wzorów konform acyjnych (wzór 2 
na Ryc. 7) lub wzorów M ills’a [5] (wzór 3 na Ryc. 7 [1, 6 ]. Trzeba jednak 
pam iętać o tym, że szczegółowa konform acja wskazana przez wzór kon-
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form acyjny nie w każdym  przypadku została definityw nie ustalona. Wzory 
Mills’a są szczególnie użyteczne w opisach stosowanych w pracach synte
tycznych. Czasem zaleca się użycie wzoru Fischera (wzór 4 na Ryc. 7).

Ryc, 7. «-m altoza (wzór 1, 2 i 3) i m altitol, 4-O-a-D -glukopiranozylo-D -glucytol 
(wzór 4)

4. Dodatek

Zwięzły system  oznaczania reszt cukrowych w oligosacharydach i łań 
cuchach oligosacharydowych.

Zgodnie z tym  system em  sugestia o pospolicie w ystępującej konfigu
racji i wielkości pierścienia zaw arta jest już w samym  symbolu. Tak więc 
Gic oznacza D-glukopiranozę; Fru, D-fruktofuranozę; Fuc, L-fukopiranozę. 
Jeżeli wiadomo, że konfiguracja lub wielkość pierścienia różni są od po
wszechnie w ystępujących lub ma być w szczególny sposób podkreślona,
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można to wskazać przez użycie odpowiednich symboli z rozszerzonego 
system u.

Symbol anom eryczny wskazuje konfigurację wiązania glikozydowego
i dlatego umieszcza się go przed lokantem, jeśli wiązanie skierowane jest 
w prawo, i za lokantem , jeśli wiązanie skierowane jest w lewo. Dwa lo- 
kan ty  rozdzielone są łącznikiem. Nie używa się łączników między symbo
lem  cukru a nawiasem  wskazującym  wiązanie glikozydowe.
Przykład: rafinoza =  Gal(al-6)Glc(al-2(3)Fru

Nawiasy można ominąć przy przedstaw ianiu rozgałęzionych oligosacha- 
rydów, jeśli używa się nawiasów do wskazania rozgałęzień. W ten sposób 
można zapisać rozgałęzione sekwencje w jednej linii, tak  jak to pokazano 
na przykładach.

K om entarz — Podstawową różnicę między rozszerzoną a zwięzłą form ą 
zapisu stanowi sposób umieszczenia symboli anomerycznych a lub (3. W 
system ie rozszerzonym symbol anom eryczny może być użyty jako część 
nazwy (symbolu) jednostki cukrowej; ten  system  jest najchętniej stoso
w any przez chemików zajm ujących się węglowodanami. W system ie 
zwięzłym symbol anomeryczny określa typ wiązania glikozydowego. Taki 
sposób użycia podany po raz pierwszy w „Abbreviations and Symbols for 
Chemical Names in Biological Chem istry” [7] jest najchętniej stosowany 
przez wielu biochemików. Komisja JCBN nie była w stanie jednom yślnie 
ustalić, k tóry  z systemów powinien być polecony do powszechnego użytku, 
dlatego podaje tu ta j oba system y do wyboru.

Tak jak w  systemie rozszerzonym, umieszczenie łącznika lub nawiasu 
po praw ej stronie symbolu reszty m onosacharydowej oznacza usunięcie 
grupy OH z węgla redukującego.

Tak więc amygdalinę można przedstawić następująco:
System  rozszerzony:
|3-D-Glcp-(1^6)-p-D-Glcp-0-CH(CN)-Ph 
System  zwięzły:
Glc(Pl-6)Glc(p)-0-CH(CN)Ph

Dotyczy to również przedstaw iania glikolipidów (odnośnik 2, dział Lip-9.3).
Następujące przykłady ilustru ją  użycie dwóch różnych systemów. Od

noszą się one do s tru k tu r I—VI podanych wyżej.
K om entarz — Przy długich lub w ielokrotnych rozgałęzieniach poleca 

się używanie dwuliniowego zapisu naw et w system ie zwięzłym.

Struktura I (Ryc. 1)

System  rozszerzony: a-D -G alp-(l-»4)-a-D -G lcpA -(l-»4)-a-D -X ylp-(l-»4)- 
a-D-GlcpN-(l->3)-D-M anp 

System  zwięzły: Gal(al-4)GlcA(al-4)X yl(al-4)G lcN (al-3)M an
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S tru k tu ra  II (Ryc. 2)

System rozszerzony: a-D-Galp-(l->4)-a-D-Galp-(l-*6)-a-D-Glcp-(l<->2-p- 
D-Fruf

System zwięzły: Gal(al-4)Gal(al-6)Glc(ctl-2(3)Fru

S tru k tu ra  III (Ryc. 3)

System rozszerzony: f?-D-Xylp-(l->4)-(3-D-Manp-(l->4)-P-D-Xylp-(l->4)-
D-Manp

System zwięzły: Xylp(pl-4)Man((31-4)Xylp(pl-4)Man
Uwaga: W tym  przypadku używa się tylko Xylp w system ie zwięzłym, 
żeby zaznaczyć formę piranozową.

S tru k tu ra  IV (Ryc. 4)

System rozszerzony: Ci)- [a-D-Glcp]6 - ( l)_________
System zwięzły: [->4Glcal - > ] 6 lub C[4 Glcal],)

S tru k tu ra  V (Ryc. 5)

System rozszerzony: ct-D-Glcp-(l->4)-a-D-Glcp-(l->4)-D-M anp
2
Î
1

P-D-Xylp

System zwięzły: Glc«l-4(Xyl(31-2)Glcal-4Man

S truk tu ra  VI (Ryc. 6 )

System rozszerzony:
p-D-Glcp-(l->4)-P-D-GalpA-(l->6)-p-D-Glcp-(l->5)-L-Ara/

2
Î
1

P-D-Xylp-(l->3)-P-D-Galp

System zwięzły: Glc(31-4GalAPl-6(Xylfll-3Galj31-2)Glc(3l-5Ara 
lub

Glc(31-4GalApl-6Glc(31-5Ara
2
t

Xyl(łl-3Gal(31
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SŁOWNICTWO POLISACHARYDÓW

Opracowano na podstaw ie dokum entu W spólnej K om isji IUPAC-IUB N om enklatury 
Biochemiç?nej (JCBN): „Polysaccharide N om enclature, Recom m endations 1980”, opu
blikowanego w Eur. J. Biochem., 126, 439—441, (1982) i w  innych czasopismach.

Tłum aczyli Ewa Katzenellenbogen i A ndrze j Gamian

Spis treści

1. Nazwy ogólne
2. Znaczenie końcówki -an
3. K onfiguracja jednostek
4. Tworzenie nazw  nowo odkrytych polisacharydów
5. Pochodne kwasów uronowych
6 . Pochodne am inodeoksycukrów
7. Polisacharydy zbudow ane z więcej niż jednego rodzaju reszt 
& Oznaczenie w iązań
9. Reszty podstawione

10. G likoproteiny, proteoglikany i peptydoglikany
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Słownictwo polisacharydów opiera się na ogólnych zasadach ustalonych 
dla słownictwa organicznego [1] i węglowodanów [2]. Zalecane skróty 
zawarte są w A bbreviated Terminology of Oligosaccharide Chains — do
kumencie opublikowanym  równocześnie z niniejszym  i podającym  sym 
bole jasno przedstaw iające wszystkie znane cechy struk tura lne  oraz w 
Dodatku do wyżej wspomnianego dokum entu (a także w dziale Lip-3 
w Nom enklaturze Lipidów [3]), zawierającym  bardziej zwięzły system  
skrótów. Przykłady obu systemów skrótowych podano w niniejszym  
artykule.

1. Polisacharydem  (glikanem) nazywa się makrocząsteczkę zbudowaną 
z dużej ilości reszt monosacharydowych (glikoz) połączonych między sobą 
wiązaniami glikozydowymi. Term in poli (glikoza) nie jest w pełnym  zna
czeniu synonimem polisacharydu (glikanu) (zob. Nom enclature of Regular 
Single S trand Organie Polym ers [4]), ponieważ obejm uje również m akro
cząsteczki złożone z reszt glikozowych połączonych między sobą wiąza
niami nieglikozydowymi.

Uwaga: Polisacharydy mogą być liniowe, rozgałęzione lub cykliczne. 
Większość polisacharydów posiada na jednym  końcu redukującą resztę 
monosacharydową i dlatego są związkami redukującym i, jednakże istnieją 
polisacharydy m ające n ieredukujące reszty na obu końcach cząsteczki.

Polisacharydy zawierające stosunkowo dużą ilość reszt aminocukro- 
wych można prawidłowo określać term inem  polisacharyd, jednak gdy zaj
dzie potrzeba szczegółowego podkreślenia, można zastosować term in gliko- 
zoaminoglikan.

Polisacharydy zbudowane tylko z jednego rodzaju m onosacharydu 
określa się jako hom opolisacharydy (homoglikany). Podobnie, jeśli obecne 
są dwa lub więcej rodzajów m onomerycznych jednostek, używa się nazwy 
grupowej heteropolisacharyd (heteroglikan).

Term inu oligosacharyd używa się powszechnie na określenie węglo
wodanów zbudowanych z 2  do około 1 0  reszt monosacharydowych.

2 . Nazwę polisacharydu (glikanu) płożonego z jednego typu reszt mo
nosacharydowych tworzy się według ogólnej zasady przez zastąpienie koń
cówki cukru „oza” przyrostkiem  ,,-an”.

Uwaga: Przykładam i powszechnego użycia końcówki ,,-an” są: ksylan 
dla polimerów ksylozy, m annan dla polimerów mannozy i galaktan dla 
polimerów galaktozy. Celuloza i skrobia są glukanam i, ponieważ są zbu
dowane z reszt glukozy.

3. Gdy wskazuje się przynależność reszt m onomerycznych do odpo
wiedniej serii konfiguracyjnej, nazwa polisacharydu może być poprzedzo
na literą „t>” lub „L” .
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Przykłady:

-4)DGlc(al-3)DGlc(al-4)DGlc(al-3)DGlc(al- 
D -glukan (nigeran)

->5)-a-L -A raf-(l->5)-a-L -A raf-(l->5)-a-L -A raf-(l->5)-a-L -A raf-(l->
3 3
T T
1  1  

a-L-A raf a-L-A raf
L -arabinian * (z nasion gorczycy)

4. Nazwy nadawane nowo odkrytym  polisacharydom powinny kończyć 
się na ,,-an”.

Przykład:

-6)Glc(Pl-6)Glc(|3l-6)Glc(M  
Pustulan  (glukan z porostu Umbilicaria pustulata)

Uwaga: Nazwa kończąca się na ,,-an” odnosi się do niepodstawionego 
polisacharydu. Tak więc ksylan w ystępuje w przyrodzie w  formach nie- 
acetylowanej i częściowo acetylowanej. Ksylan oznacza nieacetylowany 
ksylan, a octan ksylanu — ksylan acetylowany.

5. Nazwę polisacharydu (glikanu) zbudowanego wyłącznie z reszt kw a
su glikuronowego tworzy się przez zastąpienie końcówki „owy kwas” koń
cówką ,,-an” . Nazwa rodzajowa dla tej grupy brzmi „glikuronan”.

Przykład pokazano na Ryc. 1.

oh

Rys. 1. D -galak turonan  (kwas pektynowy)

Uwaga: Term inu glikuronan używa się zamiast „poliuronid”; ten ostatni 
term in nie jest poprawny.

6 . Nazwa polisacharydu zbudowanego wyłącznie z reszt aminocukro- 
wych w system atycznej nom enklaturze pochodzi od nazwy aminocukru. 
Przykład:

-4)GlcNAc((31-4)GlcNAc((31-4)GlcNAc(3- 
2-acetamido-2-deoksy-D-glukan (chityna)

* Kilka polisacharydów  w  podanych przykładach ma struktury m niej uporządkowane. 
W podanych dla nich wzorach strukturalnych uw zględniono głów ne składniki cukrowe i w ią 
zania, lecz n ie  podano ich proporcji.

http://rcin.org.pl



[27] SŁOW NICTW O 675

7. Heteropolisacharyd (heteroglikan) jest polim erem  zawierającym  dwa 
lub więcej rodzajów cukru (glikozy) lub zmodyfikowanych reszt cukro
wych (na przykład aminodeoksyglikoza lub kwas glikuronowy). Gdy łań
cuch główny polisacharydu („szkieletowy”) zbudowany jest z jednego typu 
reszt cukrowych, to ten  typ reszty cukrowej powinien być zapisany na 
końcu, a inne obecne reszty cukrowe powinny być umieszczone w porząd
ku alfabetycznym . Jeśli jednak w skład łańcucha głównego wchodzi więcej 
niż jeden typ składników cukrowych, wszystkie reszty cukrowe powinny 
być podane alfabetycznie, a nazwa powinna się kończyć wyrazem  „glikan”. 
Przykłady:

-+ 4)-[3-D-Manp-(I -► 4)-[3-D-Manp-(l -> 4)-(3-D-Manp(l -► 4)-[3-D-Manp-(l-*
6 6 
t  t 
1 1  

a-D -G alp a-D-Galp
D -galakto-D -m annan (guaran)

(Mniej rozgałęziony D -galakto-D -m annan mógłby być przedstaw iony w 
systemie zwięzłym następująco:

[4Man(31-]n4(Galal-6)Man(31-[4Man(31-]n4(Galal-6)Man|31- 
Należy podkreślić, że stosując system  zwięzły nazw pow tarzające się jed
nostki umieszcza się w nawiasach kwadratow ych, a rozgałęzienia w na
wiasach zwykłych).

-* 6 )-a-D -G alp-(l-> 6 )-a-D -G alp-(l-* 6 )-a-D -G alp-(l-* 6 )-a-D -G alp(l-*
2 2 
t  t  
1  1  

a-L-Fucp a-L-Fucp
3 
T 
1

a-D-M anp
L-fuko-D -m anno-D -galaktan (z grzybów)

-4M anPl-4GlcPl-4(Galal-6)M an|3l-4M anPl- 
D-galakto-D -gluko-D-m annoglikan (z drew na drzew iglastych)

8 . Gdy znamy główny rodzaj wiązań w homopolisacharydach, można go 
wskazać w nazwie. Opis wiązania w skazuje atom y węgla biorące udział 
w wiązaniach glikozydowych. Gdy znamy również rodzaj cukru, w tedy 
inform acja o wiązaniach glikozydowych powinna poprzedzać symbole opi
sujące konfigurację określonego cukru, np. (l->4)-a-D -glukan.

Przykłady:

(2 -> l)-P-D -fruktofuranan (inulina) (patrz Ryc. 2)
-► 4)-a-D-Glcp-(l -> 4)-a-D-Glcp-(l ->  4)-a-D-Glcp(l ->

(1 -*  4)-a-D -glukopiranan (amyloza)
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Rys. 2. (Z ^ lJ-P -D -fruk to fu ranan  (inulina)

9. Gdy polisacharyd (glikan) jest podstawiony, każdy rodzaj podstaw ie
nia reszt cukrowych staje się częścią nazwy i umieszcza się go w porządku 
alfabetycznym.

Przykłady przedstawiono na Ryc. 3 i Ryc. 4

/ O H  OH

’̂ '" O H
0  \vX̂ OMe 

h o7c

Rys. 3. (4-0-m etylo-a-D -glukurono)-D - 
ksylan  (z brzozy, Betula)

OAc OAc OAc

Rys. 4. 2 ,3 ,-d i-0-acety lo-6-0-trity loam y- 
loza

10. Polim ery zawierające kowalencyjnie związane reszty m onosachary- 
dowe i aminokwasowe określa się nazwą glikoprotein, proteoglikanów 
i peptydoglikanów.

Uwaga: Nie jest możliwe przeprowadzenie ścisłej granicy między tym i 
polimerami. Ogólnie biorąc, glikoproteiny są białkam i złożonymi, zaw iera
jącymi albo grupy oligosacharydowe albo polisacharydowe o stosunkowo 
niskiej względnej masie cząsteczkowej. Proteoglikany są białkam i przy
łączonymi do polisacharydów o wysokiej masie cząsteczkowej. Peptydo- 
glikany zaw ierają łańcuchy polisacharydowe połączone kowalencyjnie 
z łańcucham i peptydowymi. Takie związki są składnikam i bakteryjnych 
ścian komórkowych, c
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1. N om enclature of Organie Chem istry, IUPAC, Pergam on, Oxford, 1979.
2. T entative Rules for C arbohydrate N om enclature, 1969, Biochemical N om enclature 

and Related Documents, 3rd Ed. 1978, IUB, 174—195, Biochem. J., 125, 673—695, 
(1971) i inne czasopisma.
Nowe polskie słownictwo biochemiczne (red. A. M orawiecki), PWN, W arszawa, 
1983.

3. The N om enclature of Lipids, 1976, Biochemical N om enclature and Related Docu
ments, 3rd Ed. 1978, IUB, 122—132, Biochem. J., 171, 21—35, (1978) i inne czaso
pisma.
Nowe polskie słow nictw o biochemiczne (red. A. M orawiecki), PWN, W arszawa, 
1983.

4. N om enclature of Regular Single—S trand  Organie Polym ers (1976) Pure Appl. 
Chem., 48, 375—385.

PIŚM IE N N IC TW O

SYMBOLE OPISUJĄCE KONFORMACJĘ 
ŁAŃCUCHÓW POLISACHARYDOWYCH

Opracowano na podstawie dokum entu W spólnej Kom isji IUPAC-IUB N om enklatury 
Biochemicznej (JCBN): „Symbols for Specifying the Conform ation of Polysaccharide 
Chains, Recom m endations 1981”, opublikowanego w Eur. J. Biochem., 131, 5—7, (1983) 
i w innych czasopismach.

Tłum aczyli A ndrzej Gamian i Ewa Katzenellenbogen

Spis treści

1. Ogólne zasady zapisu
1 .1 . K ierunek num erow ania
1.2. Jednostka m onom eryczna
1.3. N um erow anie atom ów
1.4. Odległości m iędzyatom owe
1.5. K ąty w iązań
1.6. K ształt pierścienia
1.6.1. Endocykliczne k ą ty  to rsy jne
1.6.2. Ogólny zapis konform acji reszty cukrow ej
1.7. K onform acja ugrupow ań bocznych

2 . O rientacja w iązania glikozydowego
2 .1 . Oznaczenie w iązań
2.2. K ąty  to rsyjne

3. C harak te ry styka  heliksu

Niniejsze zalecenia przygotowano aby umożliwić precyzyjne określenie 
konform acji polisacharydów; słownictwo węglowodanów [ 1 ] jak również
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symbole opisujące form y pierścieniowe m onosacharydów [3] i skrócone 
nazwy oligosacharydów [4] opublikowano osobno. Zalecenia te są zgodne 
z opublikowanym i zaleceniami dotyczącymi konform acji polinukleotydów
[5] i z wcześniejszymi zaleceniami dotyczącymi konform acji polipepty- 
dów [6 ].

1. Ogólne zasady zapisu

1.1. Kierunek numerowania

Polisacharydy są makrocząsteczkami zbudowanym i z w ielu jednostek 
cukrowych połączonych wiązaniami glikozydowymi. Łańcuch num eruje się 
od redukującej reszty glikozowej do glikozowej grupy nieredukującej. 
Stąd wskaźnik i oznacza poszczególną jednostkę sacharydową w łańcu
chu polimeru, (i — 1 ) oznacza sąsiednią jednostkę w  k ierunku biegnącym 
od końca nieredukującego oraz ( i + 1 ) — w k ierunku  do końca niereduku- 
jącego. Ten kierunek num erow ania w ybrano tak, ażeby zysk lub u tra ta  
reszty przy końcu nieredukującym  przez przeniesienie grupy glikozylowej 
nie zmieniały num eracji wszystkich jednostek w łańcuchu. Pewne polisa
charydy nie zaw ierają redukujących grup końcowych i są inicjowane przez 
tworzenie wiązań glikozydowych, np. do 01 (reguła 1.3) innego cukru, 
do alditolu lub do alkoholu. W przypadku tych polisacharydów, reszta two
rząca to wiązanie glikozydowe jest uważana za pierw szy człon łańcucha.

1.2. Jednostka monomeryczna

Jednostką m onomeryczną jest monosacharyd. W przypadku polisacha
rydów złożonych s truk tu rę  pierwszorzędową powinno podawać się tak, jak 
opisano w zaleceniach pt. „Skrócone nazwy łańcuchów oligosacharydo- 
w ych” [4]. Tlen wiązania glikozydowego jest częścią reszty glikozylowanej. 
Ponieważ jego pozycja jest istotna przy opisie jednostki, kąt torsyjny w 
w iązaniu glikozydowym jest włączony w charakterystykę reszty cukrowej 
(reguła 2 .2 ).

Granice jednostki pokazano na Ryc. 4

1.3. Numerowanie atomów

Num erowanie atomów dwu jednostek m onosacharydowych (heksopira- 
nozy i heksofuranozy) pokazano na Ryc. 1. Zapis tu ta j stosowany jest 
zgodny z zapisem proponowanym  dla opisu konform acji polinukleotydów. 
Atom y oznaczono więc jako C3, 02, H4 itd. Atomy wodoru grupy m etyle
nowej można rozróżniać przy pomocy dodatkowego num eru, np. H61 i H62, 
gdzie niższym num erem  oznaczono atom pro-S  [7]. Jeżeli zachodzi ko
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nieczność wskazania określonej jednostki sacharydowej, jej lokant można 
dodać w nawiasie, np. 03(i), C4(i+1), H61(ż— 1).

H 61 H

h s H *Hhii 
Hh 12

Ryc. 1. Zapis num erow ania atom ów  jednostki hekscpiranozow ej (A) i heksofuranozo- 
wej (B).

1.4. Odległości m iędzyatom owe

W tabelarycznych zapisach odległości międzyatomowych atom y nie 
związane ze sobą przedstaw ia się przy pomocy pojedynczej kropki między 
nimi, np. 02.03, zaś wiązania kowalencyjne za pomocą łączników między 
atomami, np. C l—C2.

W iązania wodorowe zaznacza się za pomocą linii kropkowanych nie
zależnie od tego, czy wodór jest pokazany, czy nie, np. 06...05 lub 06-H...05. 
Atom, przy którym  w ystępuje wodór zapisuje się jako pierwszy, jeżeli 
rozróżnienie takie jest możliwe.

Odległość międzyatom ową należy oznaczać jako b (C1.C2); symbolu l 
nie powinno się stosować, ponieważ można go pomylić z cyfrą 1 , a także 
dlatego, że litera l jest używana do oznaczenia am plitudy drgań w dy
frakcji elektronow ej (podrozdz. 1.4 odnośnik 5).

Tabela 1
Przykłady kątów torsyjnych w pierścieniach cukrowych

Aldofuranozy Aldopiranozy Ulofuranozy (np. D-frukto- 
furanoza)

v0 C4—04—C l—C2 
vl 04—Cl —C2—C3 
v2 C l—C2—C3—C4 
v3 C2—C3—C4—04 
v4 C3—C4—04—Cl 
v5 —

C5—05—C l—C2 
05—C l— C2—C3 
C l—C2—C3—C4 
C2—C3—C4—C5 
C3—C4—C5—-05 
C4—C5—05—Cl

C5—05—C2—C3

05—C2—C3—C4 
C2—C3—C4—C5 
C3—C4—C5—05 
C4—C5—05—C2
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1.5. K ąty  w alencyjne

K ąt walencyjny zaw arty między trzem a atom ami A-B-C oznacza się 
przez „ tau” i zapisuje jako t(A,B,C). Jeżeli nie ma dwuznaczności, ponie
waż centralny atom jest dwuwartościowy, zapis ten  może być skrócony 
do t(B). K ąt przy pierścieniowym  atomie tlenu  aldopiranozy może być 
wobec tego zapisany jako x(Cl,05,05) lub t(05).

1.6. K ształt pierścienia

K ształt pierścienia reszty cukrowej można opisać albo za pomocą endo- 
cyklicznych kątów torsyjnych (1 .6 .1 ) albo za pomocą znaków zapisu kon
form acji pięcio- i sześcioczłonowych pierścieni monosacharydowych ( 1 .6 .2 ).

1.6.1. Endocykliczne kąty torsyjne

W celu przeprowadzenia kompletnego opisu konform acji pierścienia 
cukrowego, oprócz podania długości wiązań i kątów w alencyjnych, koniecz
ne jest sprecyzowanie endocyklicznych kątów torsyjnych wokół p rzynaj
m niej kilku wiązań pierścieniowych. Te pierścieniowe ką ty  torsyjne okre
ślane symbolem v (ni), można opisać przez podanie num eru wskazującego 
wiązanie, tak jak to zestawiono w Tablicy 1 (patrz także Rys. 2).

A B
Ryc. 2. Zapis kątów  torsyjnych jednostki heksopiranozow ej (A) i pentopentofurano- 
zowej (B). K ąty torsyjne v zdefiniowano w  Tabeli 1. Egzocykliczne kąty  torsyjne 
„x” zdefiniowano w 1.7.

K ąt torsyjny atomów A—B—C—D jest kątem  pomiędzy A—B i C—D 
w rzucie czterech atomów na płaszczyznę prostopadłą do B—C. Przyjęto, 
że kąt torsyjny jest dodatni, gdy bliższe obserw atora wiązanie, patrząc 
wzdłuż wiązania centralnego, wym aga obrotu w  prawo (zgodnie ze wska
zówkami zegara) do uzyskania konform acji naprzeciw ległej. Dla dalszych 
szczegółów patrz rozdz. 1 . 6  zaleceń dotyczących konform acji polipeptydów
[6 ] lub zaleceń dotyczących stereochemii [7].
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Atomami odniesienia tych kątów torsyjnych są zawsze atom y pierście
nia. W skaźnik v odnosi się do pierwszego atom u wiązania torsyjnego, np. 
tlen pierścienia oznacza się jako v0 a C2 jako v2. Stąd vl  nie ma sensu 
w przypadku 2 -uloz.

1.6.2. Ogólny zapis konform acji reszty cukrowej

W wielu badaniach kom pletny opis pierścienia cukrowego za pomocą 
term inów  określających kąty torsyjne nie jest możliwy, a nie zawsze jest 
on również konieczny. Istnieje możliwość łatwiejszego opisu za pomocą 
konwencjonalnego zapisu pierścieni 5- i 6 -członowych [3]. W tym  zapisie 
przybliżona konform acja pierścienia wskazana jest za pomocą dużej litery  
pisanej kursyw ą, oznaczającej kształt pierścienia, oraz num eracji, k tóra 
odróżnia wariantowe form y każdego kształtu, np. 4 C,.

1.7. K onform acja grup bocznych

Podstaw nik pierścienia piranozydowej reszty cukrowej, np. grupę hy
droksylową, można określić jako aksjalny lub ekw atorialny w danej kon
form acji. W celu dokładnego opisu orientacji podstaw nika pierścienia 
wieloatomowego konieczne jest podanie kąta torsyjnego wokół wiązania 
egzocyklicznego. Atomem odniesienia w pierścieniu jest atom węgla z nu
m erem  o jeden niższym niż num er węgla podstawionego, chyba że podsta
wienie ma miejsce na węglu anomerycznym, kiedy to tlen  pierścienia staje 
się atom em  odniesienia. Atomem odniesienia w egzocyklicznej grupie 
—CH2X jest X.

Egzocykliczny kąt torsyjny zapisuje się jako x (chi), a dalej zaznacza 
się atom y, do których kąt się odnosi, np. X(C1—C2—02—H), lub tam  gdzie 
nie ma wątpliwości, to po prostu za pomocą znaku x2 (Rys. 2 i Rys. 3).

H62 H2

A B

Ryc. 3. P rojekcie N ew m ana [7] pokazujące egzocykliczny ką t to rsy jny  x- (A) Rzut 
wzdłuż w iązania C5—C 6  od C5 do CG, pokazujący /5 ; (B) rzu t wzdłuż wiązania 
C2—02 od C2 do 02, pokazujący %2.
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2. O rientacja wiązania glikozydowego

2.1. Oznaczenie wiązań

Wiązania glikozydowe są częścią szkieletu polisacharydu. Połączenie 
glikozydowe można najłatw iej opisać używając symboli jednostek mono- 
m erycznych oraz lokantów łącznie ze znakiem opisującym anomerię, np. 
w celobiozie: Glc(i)(Pl—4)Glc(i— 1). Jeżeli zachodzi potrzeba dokładniejsze
go zapisu, w tedy można go podać w formie Cl(i)-04(i— 1)-C4(i— 1). Granice 
i-tej reszty pokazano na Rys. 4

Ryc. 4. Znakow anie kątów  torsyjnych określających orientację w iązań glikozydo
w ych w reszcie piranozydowej uw zględniające: (A) glikozylowany hydroksyl p ie r
ścienia cukrowego, (B) glikozylowany hydroksyl związany z egzocyklicznym atom em  
węgla. G ranice i-te j reszty zaznaczono za pomocą pionowych linii przeryw anych. 
N um er reszty cukrowej (i-1, i, i+ 1 ) przy i co jest umownie num erem  reszty gli- 
kozylującej.

2.2. Kąty torsyjne

Tabela 2
Kąt torsyjny ę definiujący część wiązania glikozydowego

Jednostka Kąt torsyjny

Aldopiranoza
Aldofuranoza
Ulopiranoza
Ulofuranoza

05(i)—Cl (/)—OX(i—1)—CX(i— 1) 
04(i)—Cl (»)—OX(/— 1)—CX(i— 1) 
06(i)—C2(i)—OX(z—1)—CX(i-—1) 
05(/)—C2(/)—O X (/-1)—CX(/—1)

Do opisania wiązana glikozydowego od i-tej jednostki do atom u węgla 
zlokalizowanego w pierścieniu (i— l)-ej jednostki potrzebne są dwa kąty 
torsyjne cp (fi) i (psi). Do zapisania kąta <p wokół wiązania od węgla ano- 
merycznego do tlenu, k tóry  łączy dwie reszty (Rys. 4), używ a się tlenu 
pierścienia jako atom u odniesienia (Tabela 2).

Do opisu kąta torsyjnego ip wokół wiązania skierowanego od tlenu 
glikozydowego (i— 1) reszty do węgla tej reszty (Rys. 4) jako atom  odnie
sienia stosuje się atom węgla niższy o jednostkę w num eracji. Ponieważ 
kąt ten  określa sposób wiązania i-tej reszty może być oznaczony jako ^(i). 
Gdy wiązanie glikozydowe nie obejm uje atom u węgla zlokalizowanego w
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pierścieniu lecz dotyczy węgla umiejscowionego w łańcuchu bocznym, 
istotny jest także kąt w (omega) wokół następnego wiązania C—C. Dla 
l - > 6  połączonej aldopiranozy kąt ten  jest egzocyklicznym kątem  x5(i— l)-ej 
reszty. Niemniej można go oznaczać jako co (i) (Rys. 4B) ponieważ odnosi 
się do i-tej reszty. K ąt to rsy jny  jest kątem  atomów OX—CX—CX-1—CX-
2, gdzie X jest num erem  atom u węgla, którego grupa hydroksylowa jest 
glikozylowana.

3. C harakterystyka heliksu

Przy opisie heliksów lub segmentów helikalnych można używać nastę
pujących symboli: 

n — ilość pow tarzających się jednostek przypadających na jeden zwój 
h =  jednostkowa wysokość (przesunięcie przypadające na jedną pow ta

rzającą się jednostkę wzdłuż osi heliksu) 
t  =  360°/n =  jednostkow y skręt (kąt obrotu wokół osi heliksu przypa

dający na jedną pow tarzającą się jednostkę)
P =  wysokość zwoju heliksu =  n -h

Uwaga: Pow tarzającą się jednostką w homopolisacharydzie jest reszta 
cukrowa. Heteropolisacharydy mogą posiadać powtarzające się jednostki 
dwu lub więcej reszt, np.

[-6)Glc(pi-4)GalA((31-]„ (4)

Polisacharyd można dokładnie opisać za pomocą param etrów  biegunów 
współrzędnych atomowych rlt cpu zu gdzie i, ri jest prom ieniem  osi heliksu 
każdego atomu, a (pi i zK są odpowiednio różnicą kątową i różnicą wysokości 
względem punktu  odniesienia. Punktem  odniesienia powinien być element 
sym etrii lub jeżeli nie m a takiego elem entu, powinien nim  być atom Cl 
m onosacharydu.
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saccharides and th e ir  derivatives. Recom m endations 1980, IUPAC-IUB Jo in t 
Commission on Biochemical N om enclature (JCBN), Eur. J. Biochem., Ill, 295—298, 
(1980) i inne czasopisma. Nowe polskie słownictwo biochem iczne (red. A. M ora- 
wiecki), PWN, W arszawa, 1983.

4. A bbreviated term inology of oligosaccharide chains, Recom m endations 1980, 
IUPAC-IUB Jo in t Com m ission of Biochemical N om enclature (JCBN), Eur. J.
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Biochem., 126, 433—437, (1982), i inne czasopisma. Nowe polskie słownictwo bio
chemiczne (red. A. M orawiecki), PWN, W arszawa, 1983.

5. A bbreviations and symbols for the  description of the conform ation of polynucleo
tide chains, Recom m endations 1982, IUPAC-IUB Jo in t Commission on Bio
chemical N om enclature (JCBN), Eur. J. Biochem., 131, 9—15, (1983).

6 . A bbreviations and symbols for the description of the  conform ation of polypeptide 
chains, T entative rules 196*9 (approved 1974), IUPAC-IUB Commission on Bio
chemical N om enclature (CBN), Pure Appl. Chem., 40, 291—308, (1974) i inne czaso
pism a, patrz  także str. 94—102 w  [2]. ,

7. Rules for the nom enclature of organie chem istry, section E, S tereochem istry 
(Recommendations 1974), IUPAC Commission on N om enclature of Organic 
C hem istry (CNOC), Pure Appl. Chem., 45, 11—30, (1976), patrz  też str. 1—18 w  [2] 
i str. 473—490 w [8 ], N om enklatura związków organicznych, część E, S tereoche- 
mia, PWN, W arszawa—Łódź, 1979.

8 . N om enclature of Organie Chem istry, IUPAC, Section A, B, C, D, E, F  and H. 
(Rigaudy J., K lesney S. P. eds), Pergam on Press, Oxford 1979. N om enklatura 
związków organicznych, część A, B, PWN, W arszawa—Łódź, 1978, część C, PWN, 
1979, część E, PWN, 1978.

SŁOWNICTWO OKREŚLAJĄCE KONFORMACJE PIĘCIO- 
I SZEŚCIOCZŁONOWYCH FORM PIERŚCIENIOWYCH 
MONOSACHARYDÓW I ICH POCHODNYCH

Opracowano na podstaw ie dokum entu W spólnej Komisji IUPAC-IUB N om enklatury  
Biochemicznej (JCBN): „Conform ational N om enclature for Five and Six-M em bered 
Ring Form s of M onosaccharides and Their Derivatives, Recom m endations 1980”. 
opublikowanego w Eur. J. Biochem., 111, 295—298, (1980) i w innych czasopismach.

' Vv .. . '•*’ . Ù . • .
Tłum aczyli Ewa Katzenellenbogen i A ndrze j Gamian

Ilość inform acji o konform acji węglowodanów stale wzrasta, potrzebne 
jest przeto ujednolicenie zaleceń dotyczących słownictwa określającego 
konform acje najbardziej pospolitych form pierścieniowych. Niniejszy zbiór 
zaleceń oparty jest na raporcie podkom itetu JCBN.

1. Przybliżoną konform ację pięcio- lub sześcioczłonowej form y pier
ścieniowej węglowodanu można wskazać za pomocą dużej litery  pisanej 
kursyw ą określając w ten sposób kształt pierścienia, a liczbami odróżniać 
poszczególne w arianty (np. 4 Ci). Znak konform acyjny umieszcza się po 
nazwie m onosacharydu, np. D-glukoza-4 Cj.

2. Poszczególne konform acje określa się za pomocą odpowiednich liter:
Pierścienie sześcioczłonowe: C (konformacja krzesłowa), B  (konforma

cja łodziowa), S (konformacja skośna) (tzn. form a pośrednia między dwoma 
łodziowymi w cyklu form  giętkich) i H (konformacja pół-krzesłowa). 
Pierścienie pięcioczłonowe: E (konformacja kopertowa) i T (konformacja 
skręcona).
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Uwaga: Różne kształty  pierścieni pokazano na Ryc. 1 i Ryc. 2, przykła
dy (1)— (16). Przedstawione form y są wyidealizowane i mniejsze odchyle
nia zostały pominięte. N iektóre z pokazanych form  mogą występować tylko 
przejściowo raczej niż jako konform acje uprzywilejowane.

Ryc. 1. Cykl giętkich łódkowo-skośnych aldopiranoz.

3. Liczby są lokantam i atomów pierścienia, które leżą na zewnątrz 
płaszczyzny odniesienia, zdefiniowanej w regule 4. Lokanty atomów pier
ścienia znajdujących się po tej stronie płaszczyzny odniesienia, z której 
num eracja przebiega zgodnie z ruchem  wskazówek zegara (to jest „górna” 
strona płaszczyzny furanoidowego lub piranoidowego wzoru H aw ortha 
zapisanego w norm alny sposób), zapisuje się jako indeksy górne przed 
literą. Natomiast te atom y pierścieniowe, które znajdują się po drugiej
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stronie płaszczyzny odniesienia, są zapisywane jako indeksy dolne po 
literze. W pierścieniach furanoidowym  i piranoidowym  tlen pierścieniowy 
lub inny heteroatom  pierścieniowy, np. siarkę, zaznacza się jego symbolem 
pierwiastkow ym  (np. O, S). W celu zdefiniowania k ierunku num eracji 
związków mezo, które mogą być num erowane jednym  z dwu sposobów, 
przyjm uje się, że należą do serii D.

4. Płaszczyznę odniesienia każdego z kształtów pierścienia w ybiera się 
w następujący sposób:
(Uwaga: niektóre relacje koplanam ości wskazane w poniższych regułach 
są prawdziwe wyłącznie w przypadku pierścieni idealnych o jednolitych 
kątach i długościach wiązań).

Pierścienie sześcioczłonowe

Konform acja krzesłowa (chair). Płaszczyznę odniesienia określają dwa 
równoległe boki pierścienia w ybrane tak, aby najniższy num erow any atom

Ryc. 2. Konform acja pięcio- i sześcioczłonowych form  pierścieniow ych m onosacha
rydów. Przykłady: 1. a-D -ksylopiranoza-4Ci; 2. M ety lo-a-D -ksy lop iranozyd-^ ij
3. (3-L-arabinopiranoza-4Cr, 4. (3-D-ksyZo-heksulopiranoza-5C2; 5. L -glukono-l,5-lakton- 
JCi; 6 . l,5 -anhydrorybito l-4Ci; 7. M etylo-2 ,6 -anhydro-a-D -altrop iranozyd-2 .5B; 8 . 1,2- 
O -etylideno-a-D -glukopiranoza-1̂ ;  9. M etylo-2,3-anhydro-5-tio-P-L-liksopiranozyd-
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węgla w pierścieniu był egzoplanarny (przykłady (1)—(6 ) i (13)— 15)). Mo
żliwymi konform acjam i aldopiranoz są: 4Ci i *C4 (odpowiadające kolejno 
konform acjom  Reeves’a C l i 1C).

Konform acja łodziowa (boat). Płaszczyznę odniesienia określają dwa 
„boki” łódki (przykłady (7), (13), (16)). Możliwymi konform acjami aldopira
noz są: 1 .4 B, B1)4, 2 ,5 B, B2)5, °,sB i B0>3.

K onform acja skośna (skew ). Każda form a skośna ma dwie potencjalne 
płaszczyzny odniesienia, zawierające trzy  sąsiadujące atom y oraz pozo
stały nieprzylegający atom. Płaszczyzna odniesienia jest tak w ybrana, aby 
egzoplanarnym  był albo atom najniżej num erow any w pierścieniu, albo

5HS\ 10. M etylo-(3-D-arabinofuranozyd-E2; 11. 1,2-O-izopropylideno-P-Lr-idofurano-
za-8T2; 1 2 . 3 ,6-anhydro-l,2-0-izopropylideno-a-D -glukofuranoza-3T2; 13. Metylo-4,6-
0-(S)-benzylideno-a-D -glukopiranozyd-4Ci (posiadający nietypow ą konfigurację przy
benzylidenowym  atom ie węgla); 14. 2 ,4-0-m etylenorybitol-a4Caf, 15. 1 ,6 -anhydro-p- 
D -glukopiranoza-1̂ ;  16. Metylo-2,6-anhydro-<x-D-altropiranozyd-*.5B.
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w kolejności atom z num erem  następnym  (przykład (8 ) i Ryc. 1). Możli
we konformacje aldopiranoz to: ^ 3 , 3S lf 1S 5, 5S lt °S2, 2S 0. (Symbole te  są 
pokrewne symbolom oznaczającym konform acje łodziowe; np. 1S 5, leży 
między VB i B 2 , 5 w cyklu giętkich form  pokazanych na Ryc. 1).

Konformacja pół-krzesłowa (half-chair). Płaszczyznę odniesienia de
finiują cztery sąsiadujące atom y koplanarne (przykład 9). Możliwymi kon
form acjami aldopiranoz są: “Hj, ^ o ,  'H2, 2H U 2 H3, 8 H2, 8 H4, 4 H3, 4 H 5, 5Hi, 
5 H 0 i °H5.

Pierścienie pięcioczlonowe

Konformacja kopertowa (envelope). Płaszczyznę odniesienia określają 
cztery sąsiadujące koplanarne atom y (przykład (10), (12) i (15)). Możliwe 
konform acje aldofuranoz to: 1E, Elt 2E, E2, 8E, E3, 4E, E4, °E i E0.

Konformacja skręcona (tvńst). Płaszczyzna odniesienia jest zdefinio
wana przez trzy  sąsiadujące atomy pierścienia w ybrane tak, że egzopla- 
narne atomy leżą po przeciwnych stronach płaszczyzny (przykłady (1 1 ) 
i (12)). Możliwymi konform acjam i aldofuranoz s: °Ti, ^ 0 , 1 T2, 2T U 2 T3, 3 T2, 
sT4, 4 T3, 4 T 0 i °T4. Atomy pierścienia tworzące płaszczyzny odniesienia 
w przypadku niektórych typowych konform acji podano w Tabeli 1.

5. Ponieważ symbole określające konform ację enancjomerów są różne 
(np. Ryc. 2), jest rzeczą ważną, aby określić czy mam y do czynienia z for
mą D czy L. Enancjom ery m ają tę samą płaszczyznę odniesienia i należy 
pamiętać, że odbiciem lustrzanym  a-D-glukozy-4Ci jest a-L-glukoza-1̂  
(Ryc. 3). Konformację związku racemicznego podaje się przy pomocy od
powiedniego zapisu dla każdego enancjomeru, np. DL-glukoza-4̂  (D), 
XC* (L).

H H

Ryc. 3. Obrazy zw ierciadlane. a-D -glukopiranoza-4Ci (powyżej) i a-L-glukopiranoza- 
JC4 (poniżej). Płaszczyznę zw ierciadlaną zaznaczono linią przeryw aną.

6 . W pierścieniu innym  niż pierścień piranoidowy lub furanoidow y ro
dzimego cukru, pierścieniowy atom węgla o najniższym  num erze według 
konwencjonalnej nom enklatury węglowodanowej można oznaczyć jako a l. 
Pozostałe atomy pierścienia, łącznie z wszystkimi heteroatom am i, oznacza 
się konsekwentnie jako a2, a3 itd., zaczynając od odpowiedniej części ma-
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cierzystego łańcucha węglowodanowego lub pierścienia, k tóry  jest częścią 
pierścienia rozważanego (przykłady (12)— (16)). Jeżeli jest więcej takich 
pierścieni, to pierścień, k tóry  jest związany z najniższym  lokantem  w m a
cierzystym  łańcuchu, powinien otrzymać num erację -a, następny pierścień 
num erację -b, i tak  dalej.

p i ś m i e n n i c t w o !

1. S c h w a r z  J. C. P., (1973), J. Chem. Soc. Chem. Commun., 505—508.
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SPRAW OZDANIE

XX Zjazd Polskiego T ow arzystw a Biochemicznego

18—20 w rzesień  1984, Olsztyn

XX Zjazd P T . Biochemicznego poświęcony był tem atow i: „Biochemia w  pro
dukcji białek żywności”.

Znam iennym  jest fakt, że tem atyka biochemii żywności w ystąpiła dopiero po 
raz drugi w  20-letniej historii zjazdów P.T. Biochemicznego. W Zjeździe uczestni
czyło ok. 330 członków i sym patyków  Tow arzystwa. W im ieniu przynajm niej części 
uczestników w yrażam  opinię, że konfron tacja podstaw owych problem ów biochemii 
ogólnej z badaniam i ukierunkow anym i praktycznie była bez w ątpienia pożyteczna dla 
rozw oju biotechnologii żywności.

O brady Zjazdu toczyły się w  pięciu sekcjach tem atycznych:
1. B iałka pochodzenia roślinnego. O rganizator: prof. A ndrzej Rejowski.
2. B iałka pochodzenia zwierzęcego. Organizatorzy: prof. W acław M inakowski 

i prof. Jerzy  Strzeżek.
3. Biotechnologia białek. O rganizatorzy: prof. W ładysław  Damicz i doc. Jerzy 

Dziuba.
4. Regulacja i zaburzenia m etabolizm u białek i aminokwasów. O rganizator: 

prof. M ariusz Zydowo.
5. P lakaty  różne.
W ykład inauguracyjny pt. „Geny transferow ych kwasów rybonukleinowych 

i ich transkrypcja  u eukario tów ” wygłosił prof. J. Pawełkiewicz.
Poza tym  na Zjeździe przedstaw iono 7 referatów , wygłoszono 79 kom unikatów  

i zaprezentow ano 173 doniesienia w  form ie plakatow ej.
Sekcja poświęcona białkom  pochodzenia roślinnego obejm owała tak ie  problem y 

jak: w pływ  regulatorów  wzrostu, herbicydów, inhibitorów  i nawożenia m ineralnego 
na biosyntezę białek roślinnych oraz charak terystyka w artości żywieniowej ziaren 
zbóż w zależności od sk ładu jakościowego i ilości obecnych w  nich białek. W tej 
sekcji wygłoszono dwa referaty . Prof. J. Kączkowski omówił „Nowe aspekty i m e
tody badania białek zapasowych ziarna zbóż”, a prof. A. Rejowski i prof. K. K ulka 
przedstaw ili zagadnienie „Syntezy białek w  nasionach i jej regu lacja”.

T em atyka sekcji białek pochodzenia zwierzęcego dotyczyła przede wszystkim  
charak terystyk i różnych enzymów hydrolitycznych obecnych w plaźmie nasienia 
buhaja i koguta, płynie nad jądrzy  knura oraz w w ątrobie szczura. Inne tem aty  do
tyczyły m.in. wpływ u kadm u na aktywność enzymów lizosomalnych w ątroby szczu
rów, a także charak terystyk i inhibitora trypsyny wyizolowanego z plazmy nasienia 
buhaja. R eferat pt. „A krosyna plem ników  i jej inhibitory — właściwości bioche
miczne oraz funkcja w procesach rozrodu zw ierząt”, którego w spółautorem  była 
d r J. Torska wygłosił prof. J. Strzeżek.

W sekcji „Biotechnologia b ia łek” mówiono na tem aty: otrzym ywanie i charak te
rystyka enzymów do celów przem ysłowych (amylazy i proteazy), p rodukcja biomasy 
przy w ykorzystaniu p repara tów  m ikrobiologicznych, w pływ  działania enzymów pro
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teolitycznych na w artość żywieniową białek produktów  spożywczych. D wudniowe 
obrady w tej sekcji poprzedziły referaty : doc. J. Dziuby „M olekularne i koloidalne 
aspekty  m icelam ej kazeiny” oraz doc. W. Bednarskiego i d r J. K ow alew skiej pt. 
„O trzym yw anie i zastosowanie immobilizowanych p reparatów  P-galaktozydazy”.

Sekcja czw arta „Regulacja i zaburzenia m etabolizm u b ia łek” tem atycznie w ią
zała się ty lko pośrednio z omówionymi sekcjami. Głównym i zagadnieniam i te j sekcji 
były: różnice s tru k tu ra ln e  pomiędzy kolagenem  nabłonniaka i skóry, enzym atyczne 
m odyfikacje rybosom ów i białek rybosomowych przy użyciu kinaz białkow ych izo
low anych z nabłonniaka, w ystępowanie rzadkich am inokw asów  (tj. kwas cysteinowy 
i sulfonow e pochodne) w białku m ięsaka oraz zaburzenia m etabolizm u am inokw a
sów, w szczególności L-cysteiny, w  różnych stanach chorobowych. Posiedzenie sek
cji rozpoczęto od referatów  prof. E. Gąsiora, pt. „Regulacja biosyntezy b iałka w  or
ganizm ach eukariotycznych” doc. E. W ałajtys-Rode, pt. „W rodzone w ady m etabo
liczne am inokw asów  o rozgałęzionym łańcuchu węglowym ” oraz doc. W. M arkiewicza 
i doc. J. Swierczyńskiego, pt. „M etabolizm glutam iny i jego regulacja w  tkankach  
zw ierząt”.

W sekcji plakatow ej przedstaw iono doniesienia odzw ierciedlające różne k ierunk i 
badaw cze upraw iane w kraju.

W podsum ow aniu w arto  podkreślić, że ponieważ przyszłość produkcji żywności 
będzie się opierać na procesach biotechnologicznych, polska biotechnologia wym aga 
szczególnego zainteresow ania. P rzede wszystkim  ze w zględu na jej m ałe w ykorzy
stan ie  przez prak tykę, a jednocześnie także ze względu na rosnący dystans wobec 
biotechnologii k ra jów  o wysokiej ku ltu rze  w ytw arzania i przerobu żywności. Sądzę, 
że Polskie Tow arzystwo Biochemiczne będzie nadal otaczać m etrytoryczną i organiza
cy jną opieką k ierunek biochemii i biotechnologii żywności.

H enryk K ostyra

PRZEW ODNIK PO BIBLIOTEKACH

W niniejszym  num erze podajem y Szanownym Czytelnikom  kolejną inform ację
o lokalizacji podstawowych m iędzynarodowych czasopism biochem icznych w po
szczególnych ośrodkach akadem ickich (kompletne roczniki z lat 1981—83). Potrzebę 
tak ie j inform acji oraz w ybór podanych w  Tabeli czasopism uzasadniliśm y poprzed
nio (Postępy Biochemii, 1982, 28, 163—164). Tabela nie obejm uje lat 1984—85, bowiem 
szereg bibliotek dopiero teraz otrzym uje zaległe num ery czasopism.

T.W.
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Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z przyjem nością 
zawiadamia, że w roku 1985 przyznano nagrody za wyróżniające się osiąg
nięcia w dziedzinie Biochemii.

Nagroda im. Włodzimierza Mozołowskiego — dla młodych biochemików, 
za prezentacje prac na XXI Zjeździe PTBioch. w Krakowie — wrzesień 
1985 r.
— Józef Czyrski, praca pt. „Płytkow y czynnik w zrostu (PDGF) z krw i 

ludzkiej, bydlęcej i św ińskiej” — Insty tu t Immunologii i Terapii Do
świadczalnej PAN we W rocławiu.

t— H anna Jańska, praca pt. „Izolacja i charakterystyka dwóch form mo
lekularnych kwaśnej fosfatazy w ątroby sum a” — Insty tu t Biochemii 
U niw ersytetu Wrocławskiego.

’— Jan  Potempa, praca pt. „Comparison of immunological and elastolytic 
properties of horse leucocyte proteinases” — Insty tu t Biologii M oleku
larnej U niw ersytetu Jagiellońskiego w Krakowie.

— Jacek Leluk, prace pt.: „Nowa rodzina inhibitorów proteinaz seryno
wych z nasion Cucurbitaceae. Badania porównawcze” , Zastosowanie im - 
mobilizowanego inhibitora trypsyny z nasion cukinii do oczyszczania 
trypsynopodobnych proteinaz z p reparatu  Pronase” i „Zastosowanie 
edestyny do badania aktywności proteinaz i ich inhibitorów ” — Insty 
tu t Biochemii U niw ersytetu Wrocławskiego.

— Przem ysław  W ojtaszek, prace pt. „Przeciwciała skierowane na czynnik 
elongacyjny EF-1 z łubinu żółtego, Lupinus luteus L ” i „Interakcje 
tRNA i EF-1 z rybosomem eukariotycznym ” — Zakład Chemii Bio
organicznej PAN w Poznaniu.

Nagroda im. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy a rtyku ł ogłoszony 
w 30-tym  roczniku Postępów Biochemii:
— Andrzej Chimiak, praca pt. „Siderofory — nośniki jonu żelazowego” — 

Zakład Chemii Organicznej Politechniki Gdańskiej.

Nagroda im. Jakuba Karola Parnasa — za najlepszą pracę doświadczalną 
w dziedzinie biochemii w ykonaną w Polsce w 1984 roku.
— W itold Filipowicz, M agdalena Konarska, Kazimierz Tyc i Hans 

J. Gross, praca pt. „M ultiple ribosome binding to the  5’-term inal 
sequence of Tobaco mosaic virus RNA. Assembly of an SOS ribosome — 
in RNA complex at the  AUU codon”, ogłoszenia w Eur. J. Bioch., vol. 
140, 503— 511, 1984 — Insty tu t Biochemii i Biofizyki PAN w W ar
szawie.

! ' ! : • : 
.. Prezes

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
prof, dr hab. Kazimierz Zakrzewski
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RECENZJE

Multiple Forms of Enzymes. l.Leonor-M ichaelis-Symposium Weimar, GDR 13—15. 
November 1980.
red. D. W. Scheuch, R. J. Haschen, E. Hofmann

VEB Verlag V olk und G esundheit Berlin  
Berlin, 1982, 250 str., 112 ilustr., 46 tab.

K siążka zaw iera prace prezentow ane na m iędzynarodowym  sympozjum poświę
conym pam ięci Leonora M ichaelisa, k tóre odbyło się w  W eimarze w  listopadzie 
1980 roku. Sym pozjum  to zgromadziło badaczy reprezentujących badania zarówno 
podstawowe jak  i stosowane (diagnostyka kliniczna), zajm ujących się zjaw iskiem  
występow ania form  izoenzym atycznych w w arunkach  fizjologicznych i w  pato
logii. ' • ...........

Książkę otw iera praca poświęcona historii życia i badań  Leonora Michaelisa. 
N astępnie prezentow ane są trzy  prace przeglądowe, poświęcone kolejno: wysokiej 
swoistości diagnostycznej w ynikającej z zastosowania analizy izoenzymatycznej, 
podstawom  naukow ym  analizy izoenzymatycznej stosowanej w  celach diagnostycz
nych i m etodom  kinetycznym  um ożliw iającym  oznaczanie aktyw ności izoenzyma
tycznych. Pozostałe 22 prace m ają charak te r oryginalnych p rac doświadczalnych, 
poświęconym  różnym  aspektom  zjaw iska w ystępow ania form  izoenzymatycznych.

K siążka jest bardzo sta rann ie w ydana. Polecić ją można w szystkim  enzymolo- 
gom, a zwłaszcza tym , którzy zajm ują się diagnostyką kliniczną.

W ojciech Rode

Martin Luckner
Secondary Metabolism in Microorganism, Plants and Animals 

VEB Gustav F ischer V erlag, Jena, 1984, str. 576, 338 ilustr., 80 tab.• - . . ,v . " i  •'

Biochemicznym wyrazem  specjalizacji kom órek organizm ów żywych jest m eta
bolizm pośredni (ang. secondary metabolism), jego substra ty  i p rodukty  oraz ich 
heterogenność u mikroorganizm ów, roślin  i zwierząt.

Zagadnienia te są treścią recenzow anej książki, jej drugiego w ydania, uzupeł
nionego i powiększonego w porów naniu z w ydaniem  pierw szym  z 1969 roku. Książ
ka M artina L ucknera, profesora farm acji na U niw ersytecie M arcina L u tra  w  H alle 
jest in teresującym  studium  biochem ii porównawczej ograniczonym do przem ian 
pośrednich. M etabolizm ogólny (cykl K rebsa, glikoliza itp.) zalicza bowiem Luckner 
do przem ian, k tóre są wspólne dla organizmów żywych. W sześciu rozdziałach A utor 
omawia kolejno: metabolizm  pośredni w  aspekcie ogólnym, m etodykę badań, n a j
ważniejsze grupy m etabolitów  pośrednich, następnie ich struk tu rę , biosyntezę i de
gradację u m ikroorganizm ów, roślin  i zwierząt. Specjalny rozdział poświęcony jest

http://rcin.org.pl



696 RECENZJE

znaczeniu m etabolizm u pośredniego i jego produktów  dla organizm ów  żywych w  as
pekcie detoksykacji, przekazyw ania sygnałów oraz w  relacjach ekologicznych. Roz
dział ostatn i zajm uje się znaczeniem  m etabolizm u pośredniego dla człowieka i oma
w ia substancje stosowane celem uatrakcyjn ien ia pożywienia, jako  leki, narkotyk i 
oraz te, k tóre znalazły zastosowanie w przemyśle.

Poszczególne rozdziały kończą noty bibliograficzne u ła tw iające zainteresow a
nem u czytelnikowi uzyskanie dodatkowych in fo rm ac ji O m awiana książka stanow i 
zwięzły lecz w yczerpujący i uw zględniający najnowsze osiągnięcia podręcznik bio
chemii porównawczej.

Secondary m etabolism  in m ikroorganism , plants and anim als dedykow ał A utor 
specjalizującym  się w  biologii, biochemii, medycynie, chemii organicznej, farm acji 
i rolnictw ie studentom  i naukowcom zarówno w ośrodkach akadem ickich jak  i w 
przemyśle, przy założeniu, iż posiadają oni podstawowy zasób wiedzy biologicznej
i chemicznej.

Alicja Laskow ska

Grundlagen der Biopharmazie
Siegfried Pfeifer, Peter Pflegel, Hans-Huber Borchert

VEB W erlag Volk und G esundheit, Berlin  
B erlin, 1984, str. 352

Przedstaw iona do recencji książka jest wspólnym  dziełem  trzech pracowników 
naukow ych, których nazwiska zaliczane są do św iatow ej czołówki w  dziedzinie bio
farm acji.

We w stępie Autorzy podkreślają, że książka ta może być szczególnie p rzydatna 
farm aceutom , lekarzom, farm akologom  i biologom w  interesujących ich bowiem dy
scyplinach naukow ych aspekty  biofarm aceutyczne odgryw ają coraz w iększą rolę
i są w łączane do program ów  europejskich studiów  uniw ersyteckich.

K siążka zawiera 352 strony, 138 pozycji obejm ujących fotografie, rysunki, tabele
i w ykresy. Ponadto w  każdym  rozdziale podane są liczne wyliczenia m atem atyczne 
p reparatów  farm akokinetycznych oraz wzory. B ibliografia obejm uje 262 pozycje p i
śm iennictw a światowego z uw zględnieniem  pozycji najnow szych (1983 i 1984 r.).

Treść książki obejm uje trzy  podstawowe zagadnienia, tj. farm akokinetykę, bio- 
dostępność i biotransform ację u jm ując całościowo i nowocześnie w szystkie zagad
nienia związane z biofarm acją. Omawia więc związki między fizycznymi a fizyko
chemicznym i właściwościam i substancji leczniczych i form  leku a  m orfologiczno-fizjo- 
logicznymi właściwościam i organizm u i wpływem  tych czynników  na losy leków 
w ustro ju  tj. w chłanianie, dystrybucję, biotransform ację i w ydalanie. Z tego względu 
jest to pozycja bardzo w artościow a, szczególnie przydatna dla farm aceutów  i le
karzy uzyskujących stopnie specjalizacji zawodowej z farm akologii i farm acji k li
nicznej, ale może być użyteczna także dla osób z innych grup  zawodowych i dzie
dziny nauk  przyrodniczych.

Aleksander C zesław ski i A nna Pitura
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H. Zühlke, H. Bibegeil, H. Seipelt,
Pathobiochemie in Pathophysiologie des Kohlenhydratstoffwechsels unter besonderer 
Berücksichtigung des Diabetes mellitus

VEB V erlag Volk ind G esum dbeit, Berlin  
B erlin , 1984, w yd. I, 139 str., 50 ilustr., 23 tab.

W części w stępnej książka zaw iera omówienie podstaw owych przem ian węglo
wodanów, ich roli w  organizm ie jako źródła energii, substancji zapasowych, skład
ników  budulcowych różnych tkanek  (polisacharydy) i związków pełniących specy
ficzne funkcje (m ukopolisacharydy, heparyna), a także m echanizm y regulacji tych 
procesów. W yczerpująco przedstaw iono regulację rozpadu i syntezy glikogenu po
przez system  kaskadow ej fosforylacji białek enzym atycznych, stym ulow anej przez 
cykliczne AMP pod w pływ em  adrenaliny  i glukagonu. W opisie mechanizm ów re 
gulacji glikolizy i glukoneogenezy nie zostały uwzględnione najnowsze dane do
tyczące ro li 2 ,6 -bisfosfofruktozy i jej wpływ u na aktywność fosfofruktokinazy, a także 
regulacji aktyw ności enzym ów produkujących i rozkładających ten  związek. Nie 
podano również naw et w stępnej inform acji o roli fosforylacji kinazy pirogroniano- 
wej w  regulacji syntezy i rozpadu glukozy. W skazane byłoby, aby przy ew entualnym  
tłum aczeniu  książki uzupełniono tę  lukę.

W iele wiadom ości zaw iera recenzow ana pozycja na tem at efek tu  działania hor
monów na homeostazę w ęglowodanów w ustro ju  ze szczególnym uw zględnieniem  bio
syntezy, w ydzielania i m echanizm u działania insuliny.

D ruga, obszerniejsza część książki jest poświęcona patobiochem ii i patofizjo
logii m etabolizm u węglowodanów. Przedstaw iono k lasyfikację rodzajów  cukrzycy 
oraz kom plikacje m etaboliczne tow arzyszące te j chorobie. W tej części książki szcze
gólnie s ta rann ie  są opracow ane schem aty obrazujące złożone zależności m etabo
liczne w  tkankach  w przebiegu różnych postaci cukrzycy. Podano również podstaw o
we testy  laboratory jne pom agające w  diagnostyce cukrzycy. Szereg inform acji do
tyczy zaburzeń przem ian galaktozy, fruktozy, mannozy, glikogenu, m ukopolisacha- 
rydów, a także glikoprotein i glikolipidów.

Om aw iana książka jest dobrym  źródłem  inform acji dla osób zajm ujących się 
regulacją  procesów m etabolicznych oraz patobiochem ią i patofizjologią przem ian 
w ęglowodanów, zwłaszcza dla lekarzy i studentów  m edycyny, przeto w arto  w ydać 
jej polski przekład. B ibliografia książki zaw iera 43 pozycje m onograficzne i 85 prac 
doświadczalnych opublikow anych do roku 1982.

Elżbieta W alajtys-Rode
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post. Bioch. 31 (1985), 699—701

KOMUNIKAT

Komisji Słownictwa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
. • ił>"! . .•.............., . * . f . . /  Jl

W zamieszczonej poniżej tabeli podano zmiany i uzupełnienia, a także ko
rektę ostatnio dostrzeżonych błędów w „Słowniku zalecanych i zwycza
jowych nazw enzymów”, k tóry  ukazał się w num erze 1 tom u 31 kw arta l
nika Postępy Biochemii (rocznik 1985) oraz jako odrębne wydawnictwo. 
Komisja uprzejm ie prosi o naniesienie poprawek w  posiadanym  egzem
plarzu Słownika.
Nazwy zamieszczone w Słowniku wraz z popraw kam i wg niniejszego ko
m unikatu będą traktow ane jako obowiązujące aż do czasu ukazania się 
zrewidowanego następnego wydania Słownika, co nie nastąpi wcześniej 
niż za dwa lata. Propozycje nowych czy zmienionych nazw enzymów (i re
guł rządzących ich nazewnictwem) będą okresowo publikow ane na ła
mach Postępów Biochemii, ale nie staną się obowiązujące przed ukaza
niem  się nowego wydania Słownika.

poz. powinno być
■ . . ■

115. 5'-Acylphosphoadenosine 5'-acylofosfoadenozynowa
179. m em brane-acceptor
184. racemase
189. amm onia-lyase

307. A m ylopectin-l,6-glucosidase
315. 4-androsten-3,17-dionowa

338. enzym  skreślony z rejestru (a-L-arabinofuranoside hydrolase)
459. F(BamFI), (BamKI) z Bacillus am yloliquefaciens1035
460. N(BamNI) z Bacillus am yloliquefaciens1036
465. X5(BsuI) z Bacillus sub tilis1048

531. 3,4-dioksygenaza
634. Cholestanetriol-26-al 26-dehydrogenase

642. enzym  skreślony z rejestru
668. chondroitinsulphatase
669. enzym  skreślony z rejestru

703. C itru lline
705. Clostridiopeptidase
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716. sialyltransferase
717. CM P-N-acylneuram inate 
736. Condensing enzym e

747. (Chul) z Corynebacterium...
749. p-Coum arate
781. glucanotransferase

788. glucanotransferase
848. D eoxycytidy late

849. D eoxycytidylate
850. Deoxycytidylate
855. cytidylyltransferase cytydylilotransferaza
887. diaminokwasów
914. Dihydrolipoamide succinyltransferase
932. 2,3-dihydroksybenzoesanowa
933. 2,3-dihydroksybenzoesanowa
987. DNA (cytozyno-5-)-m etylotransferaza
1023. RNaza I z E.coli2762

1026. apyrim idinic
1075. HpaI
1076. H pall
1077. HphI
1160. amonnia-lyase
1164. phospho-lyase
1188. Exopolygalacturonate
1258. fosfotriozo-liaza 1,6-bisfosforanowa

1341. enzym  skreślony z rejestru
1352. glukom annanow a
1392. P-glucoside kłnase

1426. g 1 uta min i ano- s zc za w  i ooctano wa
1446. enzym  skreślony z rejestru

1495. Glycerophosphate
1568. serotype

1576. 3.2.1.19

1625. 2.3.1.31
1657. 3-H ydroxyacyl

1658. H ydroxyacylglutath ione

1661. glutathione
1681. dehydrogenaza 3-a-hydroksycholanowa
1774. Indoleacetaldoxime
2022 . 1 . 1 .2 . 2 .

2079. 5,10-m etylenotetrahydrofolianow a
2163. NAD(P)+
22i44. g lukozylotransferaza II 1,3-oligoglukan

2289. 3-Oxoacyl-(acyl-carrier protein)
2298. 2-Oxoisovalerate

2307. enzym  skreślony z rejestru
2365. 1.1.1.144
2411. carboxykinase
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2414. Phosphoenolpyruvate
2504. 2.7.1.37
2558. dehydrogenaza poliolowa(NADP+)
2639. (Pall) z Providentia alcalifaciens
2715. pirogrono-jabłczanow a
2716. pirogrono-jabłczanow a
2717. pirogrono-jabłczanow a 

2750. cytidylyltransferase 
2801. guanine- 2 -

2942. 6.2.1.4
2943. 6.2.1.5
2959. glucosyltransferase

2972. adenylyltransferase 
3036. pirofosfokinaza 
3039. izomeraza
3096. Trehalosephosphate

3152. tyrozynowa
3169. enzym  skreślony z rejestru

3171. ß-N -acetylo-D-galaktozam inylotransferaza 
3197. U D PgalacturonosyItransferase
3198. apigenina821®
3208. fruktozofosforan 2958

3247. UDP-4-amino-2-acetamido-2,4,6-trideoxyglucose
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Podczas d ruku  na stronach 144 (48) i 165 (69) nastąpiły przesunięcia 
tekstu, które znacznie u trudn iają  korzystanie z tych haseł. Poniżej d ru 
kujem y praw idłow y układ słownika.

1469. G lutath ione S -a ra lky l- 2,5.1.18 
transferase

1470. G lutathione S -aryltransferase 2.5.1.13
1471. G lutath ione S -a ry ltran s- 2.5.1.18 

ferase
1472. G lutathione synthetase 6 .3.2.3
1473. G lutathione thiolesterase 3.1.2.7
1474. G lutathione transferase 2.5.1.18
1475. G lyceraldehyde-pho- 1.2.1.12 

sphate dehydrogenase
1476. G lyceraldehyde-pho- 1.2.1.9 

sphate dehydrogenase 
(NADP+)

1477. G lyceraldehyde-pho- 1.2.1.13 
sphate dehydrogenase 
(NADP+) (phasphorylat-
ing)

1478. G lycerate dehydrogenase 1.1.1.29

1479. G lycerate kinase 2.7.1.31
1480. G lycerate phosphom utase 2.7.5.4
1481. G lycerate phosphom utase 2.7.5.3

1482. Glycerol dehydratase 4.2.1.30
1483. Glycerol dehydrogenase 1.1.1.6
1484. Glycerol dehydrogenase 1.1.1.72 

(NADP+)
1485. Glycerol kinase 2.7.1.30
1486. G lycerol-l-phosphatase 3.1.3.21

S -aralk ilo transferaza

S-arylotransferaza glutationow a
S -ary lotransferaza glutationo
w a1474

syntetaza glutationowa 
tioloesteraza glutationowa 
transferaza glutationowa 
dehydrogenaza gliceroalde- 
hydofosforanowa 
dehydrogenaza gliceroalde- 
hydofosforanowa (NADP+)

dehydrogenaza gliceroalde- 
hydofosforanowa (NADP+) 
(fosforylująca)

dehydrogenaza gliceryniano- 
wa
kinaza glicerynianowa 
fosfom utaza glicerynianowa503 

fosfom utaza glicerynianowa2448 

dehydrataza glicerolowa 
dehydrogenaza glicerolowa 
dehydrogenaza glicerolowa 
(NADP+)
kinaza glicerolowa 
glicerolo-1 -fosfataza
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2 1 0 0 . M ethylthiophosphogly- 3.1.3.14 fosfataza m etylotiofosfoglice-
cerate phosphatase rynianowa

2 1 0 1 . N-M ethyl-2-oxoglu- 3.5.1.36 hydrolaza N -m etylo- 2 -okso-
taram ate hydrolase glutaram anowa

2 1 0 2 . Metridium  proteinase A 3.4.21.3 proteinaza A z Metridium
2103. M evaldate reductase 1.1.1.32 reduktaza mewaldanowa
2104. M evaldate reductase 1.1.1.33 reduktaza mewaldanowa

(NADPH) (NADPH)
2105. M evalonate kinase 2.7.1.36 kinaza m ewalonianowa
2106. M exicanain 3.4.99.14 m eksykanaina
2107. Microbial carboxyl pro- 3.4.23.6 bakteryjne proteinazy karbo

teinases ksylowe
2108. Microbial m etallopro- 3.4.24.4 bakteryjne m etaloproteinazy

teinases
2109. M icrobial RNase I 3.1.27.3 baktery jna RNaza2768

2 1 1 0 . M icrobial RNase II 3.1.27.1 bak tery jna RNaza II 2767

2 1 1 1 . Microbial serine protein- 3.4.21.14 bakteryjne proteinazy sery-
ases - , nowe

2 1 1 2 . Micrococcal endonuclease 3.1.31.1 endonukleaza z Micrococcus
2113. Micrococcus caseolyticus 3.4.24.4 proteinaza obojętna z Micro

neu tral proteinase coccus caseolyticus
2114. M ixed-function oxidase 1.14.14.1 oksydaza o mieszanej funkcji1225

2115. M onoacylglycerol kinase 2.7.1.94 kinaza monoacyloglicerolowa
2116. Monoacylglycerol lipase 3.1.1.23 lipaza monoacyloglicerolowa
2117. Monoamine oxidase 1.4.3.4 oksydaza m onoam inowa251

2118. M onobutyrase 3.1.1.1 m onobutyraza560

2119. M onodehydroascorbate 1.6.5.4 reduktaza m onodehydroas-
reductase (NADH) korbinianowa (NADH)

2 1 2 0 . M onoglyceride acy ltransferase 2.3.1.22 acylotransferaza monoglicerydo-
TITO 102

2 1 2 1 . Monophenol monooxy 1.14.18.1
W ci

monooksygenaza monofeno-
genase lowa

2 1 2 2 . M onophosphatidylinositol 3.1.4.10 fosfodiesteraza monofosfaty-
phosphodiesterase dyloinozytolowa

2123. M oraxella nonliquefaciens 3.1.23.20 (MnnI) z M oraxella nonliquefa
(MnnI) ciens1063

2124. M oraxella nonliquefaciens 3.1.23.84 (Mnol) z M oraxella nonliquefa
(Mnol) ciens1084
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Piśm iennictw o: w  artykule należy cytow ać prace oryginalne z ostatnich kilku la t oraz 
najw ażniejsze artykuły  przeglądow e om aw iając przedstaw ioną dziedzinę z uw zględnieniem  
artykułów  opublikow anych w  „Postępach B iochem ii” . W tekście  n a leży  podawać jedynie  
nazw iska badaczy, k tórych  prace m ają podstaw ow e znaczenie w  przedstaw ionej dziedzinie. 
O m awiane prace trzeba num erow ać w  k olejności ich  cytow ania w  tekście. W ykaz piśm ien
nictw a zatem  obejm uje prace opatrzone kolejnym i num eram i, ale n ie uporządkowane alfabe
tycznie. Odnośniki b ibliograficzne w inny m ieć form ę zalecaną przez K om isję W ydaw ców  Cza
sopism  B iochem icznych M iędzynarodowej Unii B iochem ików  (IUB) w edług Blochim. Biophys.  
A cta  (1972), 271, 1 np.

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

C ytując w ydaw nictw a książkow e podawać należy kolejno: nazwisko(a) i in icja ły  autora(ów), 
rok w ydania, ty tu ł książki, nazwisko(a) i in icja ły  jej redaktorów(a), tom, pierw szą i ostatnią  
stronę cytow anej publikacji, nazw ę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydania, np.

D ixon M., Weeb E. C., (1964), Enbym es, 2 w yd., str. 565, Langm ans Green and Co., London;
Grant J. K., (1969) w  Essays in B iochem istry, red. Cam pbell P. N., G reville G. D., t. 5, 

str. 1—58; Academ ic Press, London.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzyć  
kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i użytem u w  tekście oraz oznaczyć (na górze  
stronicy ołów kiem ) nazw iskiem  pierwszego autora i początkow ym i w yrazam i ty tu ły  pracy.

Tabele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. T ytu ły tabel i nagłów ki rubryk  
pow inny jasno opisyw ać ich treść zaznaczają, z jakich (jakiej) prac(y) pochodzą inform acje  
podane w  tabeli.

R yciny, tj. w ykresy, rusunki, schem aty lub fotografie należy opatrzyć num eracją w  k o lej
ności ich om ów ienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę num eracji rycin  cyfram i arabskim i, 
a w zorów  cyfram i rzym skim i. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) pow inny być w ykonane  
na papierze m atow ym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze lub na 
kalce technicznej. W ym iar ryciny nie pow inien być m niejszy niż 10X15 cm, a naniesione lin ie  
nie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ramki ujm ujące w ykresy można w ykonać lin ią cieńszą  
niż lin ie  w łaściw e w ykresu. Cyfry i litery  służące do opisu rysunku pow inny m ieć w ysokość  
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy um ieszczać opisów  słow nych, lecz posługiw ać  
się skrótam i. Osie w ykresów  natom iast w inny być opatrzone napisem  łatw o zrozum iałym . Dla 
oznaczenia punktów  dośw iadczalnych można stosow ać następujące sym bole: O 0  A •  iS A- 
Rycinę należy opatrzyć na odw rocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołów kiem ). D ecyzję o stopniu  
zm niejszenia ryciny podejm ie w ydaw ca.

P odpisy i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na oddzielnej kartce. Oznacze
nia, których n ie można w pisać na m aszynie, należy  w yraźnie nanieść czarnym  tuszem .

Ze w zględu na w ew nętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom  konstruow anie oryginal
nych  rysunków  i zbiorczych tabel na podstaw ie danych z p iśm iennictw a. Praw ie w szystk ie  
czasopism a zastrzegają sobie w yłączność druku prac wraz z ich  dokum entacją (Copyright). 
Przed w łączeniem  tabel, w ykresów  czy  schem atów  do artykułu przeznaczonego do publikacji 
w  Postępach Biochemii  należy uzyskać zgodę na przedruk i przedłożyć ją Redakcji.

R edakcja prosi o w łaściw e pakow anie artykułów , aby zabezpieczyć m aszynopis i  ilustracje  
przed pogięciem .
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