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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy, oraz artykuly przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposob syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego pismiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwoch lat. Objetos$¢
takich artykutéw nie powinna przekracza¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnow-
szego pismiennictwa, wystarczajgcego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar-
talnik publikuje krétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujace o nowych in-
teresujacych osiagnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajace
historie badan w zakresie réznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do
Redakcji jest rownoznaczne z oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie
bedzie publikowana w innych czasopismach, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach
Biochemii*. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cistos$¢ podanych in-
formacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie
(poza poprawieniem btedéw drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie
wedtug obowigzujgcych stawek. Autorzy otrzymujg 25 odbitek swego artykutu;
zamoéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace
po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjng interlinig, z margine-
sem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw
w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(éw), adres(y) Zaktad(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracuja autorzy, adres
pocztowy, na ktoéry autorzy zyczg sobie otrzymywaé korespondencje, adres prywatny, telefon
miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim) oraz — w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peinym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa wtacznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdzialy i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowaé¢ rzeczowo winny o przedstawionych tres$ciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dziaty odpowiedniag rzymska i arabska (np. 1-1). Tytutdw podrozdziatéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W teks$cie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ oldwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi, W tekécie nie nalezy umieszcza¢
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawié¢ wolny wiersz i zazna-
czyé: Tabela 1, Ryc. 1. Wzdr | itp. Numeracje wzoru w tekscie nalezy podawa¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwroécenie szczegdlnej uwagi na poprawno$é¢ jezykowga tekstu
a takze na $cisto$¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet je$li niektére z nich bywaja uzywane
w pracach obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wplywa-
jacych na treSC pracy.
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Profesor WLODZIMIERZ NIEMIERKO
1897—1985

Trzeciego stycznia zmart w osiemdziesigtym ésmym roku zycia pro-
fesor Wtodzimierz Niemierko, cztonek zatozyciel i cztonek honorowy Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego.

Witodzimierz Niemierko urodzit sie 27 lipca 1897 r. w Petersburgu jako
syn praktykujacego tam prawnika, Stanistawa Niemierki. Studia przy-
rodnicze Witodzimierz Niemierko rozpoczat w 1917 r. na Uniwersytecie
Moskiewskim, a od 1923 kontynuowat je na Wydziale Filozoficznym Uni-
wersytetu Warszawskiego. W tymze roku podjat prace badawcza w Za-
ktadzie Fizjologii Instytutu Biologii DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego
pod kierunkiem zatozyciela Instytutu i profesora Uniwersytetu Warszaw-
skiego, Kazimierza Biataszewicza. Z Instytutem Nenckiego Wtodzimierz
Niemierko pozostat zwigzany przez dalsze swe zycie.

Prace doswiadczalne Wtodzimierza Niemierki dotyczyty poczatkowo
metabolizmu lipiddw u kregowcoéw zmiennocieplnych w réznych ich sta-
nach fizjologicznych. Praca na temat udziatu tluszcz6w w przemianach
pracujagcego miesnia, nagrodzona przez Zarzad Instytutu, zostata przyjeta
jako rozprawa doktorska. Stopien doktora filozofii Uniwersytetu War-
szawskiego uzyskat Wiodzimierz Niemierko w 1932 r. Pdzniejsze Jego ba-
dania objelty metabolizm lipidow u owaddéw. Wielka rozmaito$¢ form,
réznorodno$¢ srodowiska i pozywienia owaddw warunkujgce duze zrozni-
cowanie ich przemian metabolicznych skierowaly na nie zainteresowania
badawcze doktora Niemierki. Wyniki tych badan, opublikowane juz po
wojnie, postawity Go w rzedzie pionieréw biochemii owadéw nie tylko
w kraju lecz i w Swiecie.

W latach 1933—1939 oprécz badan prowadzonych w Instytucie Nenc-
kiego, doktér Niemierko pracowat na stanowisku starszego asystenta, a po-
tem adiunkta Zaktadu Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Warszawskiego.
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Podczas okupacji pracowat w laboratorium Szpitala Wolskiego, gdzie pro-
wadzit takze wyktady i seminaria z chemii fizjologicznej dla studentéw
medycyny i biologii Uniwersytetu Warszawskiego odbywajgce sie w gru-
pach tajnego nauczania. Ciezka choroba ocalita Go w pamietnych dniach
Powstania Warszawskiego, kiedy to hitlerowcy wymordowali lekarzy
i pracownikéw laboratoriow Szpitala Wolskiego.

Wkrétce po zakonczeniu wojny doktér Niemierko habilitowat sie na
Uniwersytecie Warszawskim; wyktadat tez w tym czasie na Wydziale
Lekarskim chemie fizjologiczng. Jesienig 1945 r. zostat powotany na sta-
nowisko profesora i kierownika Katedry Fizjologii Zwierzgt na Uniwersy-
tecie £odzkim, gdzie pracowat do 1956 r. W latach 1956— 1963 byt kierow-
nikiem analogicznej Katedry na Uniwersytecie Warszawskim.

Inicjatywa reaktywowania Instytutu Nenckiego powstata bardzo wczes-
nie. Juz w 1946 r. Wiodzimierz Niemierko wesp6t ze Stellg Niemierko,
Liliang Lubinska oraz Jerzym Konorskim tworzy pierwsze zreby powo-
jennego Instytutu w todzi i petni w nim obowigzki dyrektora do powrotu
do kraju w 1948 r. profesora Jana Dembowskiego. Réwnoczes$nie profesor
Niemierko tworzy Zaktad Biochemii Instytutu, stara sie o aparature, sprzet
labolatoryjny, czasopisma i ksigzki, gromadzi wspoOtpracownikéw. Dla
Instytutu zdobywa lokal, p6Zniej gmach potozony w niewielkim ogrodzie,
gdzie instaluje sie zwierzetarnie i warsztaty. Kierowany przez profesora
Niemierke Zaktad Biochemii staje sie w krotkim czasie znanym o$rodkiem
badan nad biochemiag owadow.

W potowie lat piecdziesigtych Instytut przenosi sie do nowego gmachu
w Warszawie. W 1956 r. powraca tez do Warszawy profesor Niemierko
i znéw organizuje swoj Zaktad, bedac rownoczes$nie wicedyrektorem Insty-
tutu. Od 1961 roku jest dyrektorem, a po swym przejsciu na emeryture
w 1968 r. przewodniczy przez kilka kadencji Radzie Naukowej Instytutu.
Byt gorgcym patriotg Instytutu Nenckiego.

Zajecia dydaktyczne, organizacyjne i administracyjne, podejmowane
Z poczucia obowigzku spotecznego, nie przyttumity pasji badawczej Wio-
dzimierza Niemierki. Czytat wiele i eksperymentowat; najchetniej sam wy-
konywal nawet najprostsze czynnos$ci laboratoryjne. Ulepszat stosowane
w analityce biochemicznej metody, niektére z nich ogtosit drukiem. Ba-
dania w zakresie biochemii owaddéw prowadzone przez kierowany przez
Niego zesp6t objety wiele zagadnien: metabolizm weglowodanowy i lipido-
wy, przemiany zwigzkow fosforowych i azotowych, przemiany oddechowe
i energetyczne. Chetnie ujmowal opisywane zjawiska poréwnawczo,
zwiaszcza dyskutujagc zmiany towarzyszace rozwojowi i metamorfozie owa-
dow.

Wraz z rozbudowg Instytutu i przygotowaniem kadr biochemicznych,
w Zaktadzie kierowanym przez Profesora Niemierke zostaly podjete, prze-
waznie z Jego inicjatywy, nowe kierunki badawcze jak: biochemia miesni,
bioenergetyka, regulacja przemian katabolicznych i anabolicznych; utwo-
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rzono nowe pracownie. Jako kierownik Zaktadu Profesor interesowat sie
badaniami i wynikami swoich wspotpracownikéw, cieszyt sie ich sukcesa-
mi i inicjatywami badawczymi, nigdy nie narzucat swej tematyki. Nie byt
dla nich zwierzchnikiem, lecz starszym, doswiadczonym kolega i przyja-
cielem. Sam pozostat przy rozwijanych przez lata badaniach biochemii
owadow. Nie przerwat badan po przejSciu na emeryture, zajmujac sie
metabolizmem puryn u mola woskowego. Ostatnia Jego praca doswiad-
czalna ukazata sie w Insect Biochemistry w 1983 r.; Autor miat woéwczas
86 lat. Ogdtem ogtosit okoto 100 publikacji naukowych.

Profesor Niemierko bardzo wysoko cenit kontakty naukowe z badacza-
mi z innych placowek i osrodkdw. Brat przez lata czynny udziat w zjaz-
dach i konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych. Uznawat
niezbedno$¢ towarzystw naukowych dla rozwoju nauk eksperymental-
nych. Byt cztonkiem Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego w latach
przedwojennych i brat udziat w jego reaktywowaniu po wojnie. Byt jed-
nym z inicjatoréw i cztonkéw zatozycieli Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego i przewodniczacym Tymczasowego Zarzadu, ktdry wytyczyt do
dzi§ aktualne kierunki dziatania Towarzystwa, opracowat statut i dopro-
wadzit do zorganizowania Towarzystwa w 1958 r. Za zastugi dla rozwoju
biochemii i fizjologii w naszym kraju Polskie Towarzystwo Biochemiczne
i Polskie Towarzystwo Fizjologiczne nadaty Profesorowi Witodzimierzowi
Niemierce godno$¢ cztonka honorowego. Ponadto Profesor nalezat do in-
nych krajowych towarzystw naukowych oraz do brytyjskiego Biochemical
Society.

Juz w 1952 r. profesor Niemierko otrzymat nagrode naukowg Minister-
stwa Szkolnictwa Wyzszego, a w 1955 r. nagrode panstwowg. Byl odzna-
czony krzyzem oficerskim i komandorskim orderu Odrodzenia Polski.
W roku 1964 zostat powotany na czionka korespondenta, a w 1971 na
cztonka rzeczywistego Polskiej Akademii Nauk.

Profesor Niemierko uczestniczyt z oddaniem w pracach Akademii w
trosce o rozwdéj nauki polskiej. Interesowaty Go zywo wydarzenia w kraju
i na Swiecie. Prace badawczg kochal, sprawiata Mu rado$¢. Byt przyrodni-
kiem o wysokiej kulturze humanistycznej. Byt purysta jezykowym, znat
kilka jezykéw, ale czesto siegat do specjalistycznych dziet lingwistycznych.
Kochat muzyke, byt jej znawcg, studiowal muzyczne dzieta, ktérych wiele
miat w swej bibliotece. Gra na fortepianie dawata Mu spokoj i sprzyjata
skupieniu, byta intymnym osobistym przezyciem. Byt zyczliwy ludziom,
okazywat szacunek kazdemu. Odszedt prawy i szlachetny Cztowiek, wy-
bitny uczony, wielce zastuzony organizator nauki polskiej w jej trudnym
powojennym okresie.

Uczniowie



W zeszycie 2, tomu 31 (1985) przez niedopatrzenie Redakcji zostato
znieksztatcone nazwisko profesora Jana Zurzyckiego we wspomnieniu
o profesor Marii Sarneckiej-Keller.



Materiaty Szkoty Zimowej n.t. Neuropeptydow

Coraz Scislejszy mariaz farmakologii z biochemig spowodowat lawino-
wy postep w naszej wiedzy o mechanizmach odpowiedzi zywego ustroju
na obce zwigzki chemiczne i doprowadzit do odkrycia wielu zjawisk, do-
tychczas nie dostrzezonych w klasycznych badaniach fizjologicznych i bio-
chemicznych. Szybko$¢ nagromadzania sie¢ nowych danych jest tak wielka,
ze nawet przy nieograniczonym dostepie do Swiatowego pismiennictwa
trudno je przyswoi¢. W naszych warunkach, w ktorych przeptyw infor-
macji jest powolny, a ich przyswajanie w wielu wypadkach utrudnione
przez bariere jezykowa, pojawi¢ sie moze niebezpieczna szczelina miedzy
tym, co wiemy, a tym, co powinnismy wiedzie¢.

Sytuacja ta w farmakologii jest szczeg6lnie wyrazna a prébga jej opano-
wania jest organizacja przez Instytut Farmakologii PAN w Krakowie
zimowej szkoty farmakologicznej. Pierwsza taka szkota, poSwiecona neu-
ropeptydom, zostata zorganizowana w Mogilanach w lutym 1984 r. Nie-
zbyt liczne grono uczestnikow (ograniczenia lokalowe) zapoznato sie z re-
feratami wygtoszonymi przez najlepszych specjalistow w tej dziedzinie,
pracujagcych w Polsce.

Wyktady i dyskusje, niejednokrotnie bardzo zywe, sg jednak sprawg
ulotng, a korzystato z nich niewiele oséb. Dzieki wspdipracy z ,,Postepami
Biochemii” moga one by¢ teraz przedstawione szerszemu gronu zaintereso-
wanych. Mamy nadzieje, ze inicjatywa publikacji materiatéw szkoty zimo-
wej Instytutu Farmakologii PAN spotka sie z uznaniem Czytelnikéw, i ze
materialy z nastepnych szkét zimowych bedg mogly w tej samej formie
by¢ udostepniane polskim biochemikom i farmakologom.

Jerzy Vetulani i Barbara Przewtocka
Organizatorzy Szkoty Zimowej
Instytutu Farmakologii PAN
Mogilany — 1984
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ARTYKULY

JERZY VETULANI *)

Neuropeptydy a neurotransmisja

Neuropeptides and neurotransmission

Spis tresci

I. Rozwdj koncepcji neurotransmisji chemicznej

Il. Peptydy jako neuromediatory

I11. Budowa i wystepowanie neuropeptydéw

IV. RoOznice miedzy neuromediatorami klasycznymi a neuropeptydami
IV-1. Synteza
IV-2. Dziatanie receptorowe
IV-3. Unieczynnianie

V. Neuromediatory a neuromodulatory

VI. Wspotdziatanie miedzy neuromediatorami klasycznymi i neuropeptydami i ich
wspotistnienie

\Y Ewolucja pogladéw na mechanizmy porozumiewania sie¢ neuronéw

Contents

I. Development of the concept of chemical neurotransmission

1. Peptides as neuromediators

I1l. Structure and occurence of neuropeptides

IV. Differences between classical neurotransmitters and neuropeptides
IV-1. Synthesis
1V-2. Receptor action
IV-3. Inactivation

V. Neuromediators versus neuromodulators

V1. Cooperation of classical neurotransmitters and neuropeptides and their co-
existence

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

Wykaz stosowanych skrétéw: AMP — adenozynomonofosforan; APP — ptasi
peptyd trzustkowy (avian pancreatic peptide)’, BPP — bydlecy polipeptyd trzustkowy
(bovine pancreatic peptide)', CCK — cholecystokinina, CCK-8 — o$mioaminokwaso-
wy fragment CCK; GABA — kwas Y-aminomastowy (gamma-aminobutyric acid);
LH-RH — luliberyna (luteinizing hormone releasing hormone); NPY — neuropep-
tyd Y; TRH — tyreoliberyna (thyrotropin releasing hormone); VIP — naczynioaktyw-
ny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide).

* Prof. dr, Zakiad Biochemii Instytutu Farmakologii PAN, ul. Smetna 12,
31-343 Krakow.
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I. Rozwd6j koncepcji neurotransmisji chemicznej

Poglady na mechanizmy, za pomocg ktorych komdérki nerwowe prze-
kazujg sobie informacje ulegaly i stale ulegajg przeobrazeniom. Na ich
stan dzisiejszy w spos6b zasadniczy wptyneto odkrycie, ze w procesie neu-
rotransmisji uczestniczag rowniez produkowane w komdérkach nerwowych
substancje peptydowe — neuropeptydy.

Koncepcja neurotransmisji chemicznej, aktualna po dzi$ dzien, zaktada,
ze zrédiem informacji dla neuronu sg substancje chemiczne, uwalniane
pod wptywem bodzcow elektrycznych z zakonczen innych neuronéw. Kon-
cepcja ta zaczeta sie przyjmowaé w poczgtkach XX w.; przedtem przy-
puszczano, ze komorki porozumiewajg sie miedzy sobg wytgcznie poprzez
sygnaty elektryczne.

Juz w 1898 r. Lewandowsky [1] zauwazyt podobienstwo miedzy
dziataniem adrenaliny a efektem draznienia nerwdw sympatycznych. Nie-
zaleznie od niego trzy lata poOzniej analogicznych spostrzezen dokonat
Langley [2]. Za date powstania koncepcji neurotransmisji chemicznej
uwaza sie jednak rok 1904, kiedy to na zjezdzie fizjologéw brytyjskich
Elliot nie tylko donidst o podobienstwie efektéw wywotanych poda-
niem adrenaliny i draznieniem nerw6w sympatycznych, ale wysunat przy-
puszczenie, ze sygnaly elektryczne moga powodowaé¢ uwalnianie z za-
konczen nerwowych drobniutkich kropelek adrenaliny [3]. Wbrew radom
kolegéw Elliot zdecydowatl sie w rok pézniej opublikowac szczego6towe
wyniki [4]. Ostateczne, rozstrzygajace dowody istnienia neurotransmisji
chemicznei przyniosty dos$wiadczenia Loewi’ego [51 oraz Cannona
i Uridila [6] w 1921 r.

Postep w poglgdach na neurotransmisje polegat w duzej mierze na po-
znawaniu nowych substancji mogacych petni¢ role neuromediatoréw. Po-
czatkowo zidentyfikowano substancje o niewielkich czgsteczkach: acetylo-
choline [7, 8] oraz aminy katecholowe, adrenaling [9] (wystepujaca jako
neuromediator w wiekszych ilosciach tylko u ptazéw) i noradrenaline
[10, 11]. W latach pieédziesigtych jako potencjalne neuromediatory zaczeto
uwazaé réwniez serotonine [12, 13] i dopamine [14, 15]. Nowg grupe zwigz-
kéw neuromediatorowych, ktérg opisano pod koniec lat sze$édziesigtych,
stanowity aminokwasy: kwas glutaminowy, GABA, glicyna oraz P-alani-
na [16].

Substancje te okreSlamy dzisiaj chetnie mianem neuromediatoréw kla-
sycznych. Warto doda¢, ze ich status byt jednak przez diuzszy czas kwes-
tionowany. Aby uznaé¢ jaka$ substancje za neuromediator nalezy spraw-
dzi¢, czy spetnia ona okreslone kryteria (patrz np. [17]), co bardzo trudno
doSwiadczalnie wykaza¢. Wobec tego, stojgc na gruncie Scisle formalnym
mozna uwazaé, ze dotychczas zadna substancja nie moze by¢ z pewnos-
Cig uznana za neuromediator [17]. Mimo tego, ze pury$ci wcigz mdwia
jedynie o ,przypuszczalnych neuromediatorach”, w praktyce nikt z obec-
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nego pokolenia farmakologéw nie waha sie przyja¢, ze wymienione wy-
zej zwigzki w istocie petnig funkcje $rodka komunikacji miedzy neuro-
nami.

Il. Peptydy jako neuromediatory

W ostatnich 15 latach zaczely, poczatkowo nieSmiato, pojawiaé sie
przypuszczenia, ze funkcje nosnikéw informacji miedzyneuronalnej moga
petni¢ réwniez neuropeptydy, o duzej niekiedy bardzo duzej czasteczce.
Na mozliwos¢ te wskazywaty wyniki doswiadczen, w ktérych wykaza-
no wptyw domézgowo podawanych peptydéw na zachowanie, np. wzmo-
zone picie wywotane podaniem angiotensyny [18]. Od poczatku lat sie-
demdziesigtych zaczeto postulowaé, ze substancje peptydowe mogg petnié
badZ funkcje analogiczne do funkcji klasycznych neuromediatoréw [19—
21], badz modulowa¢ powoli ale diugotrwale aktywno$¢ neuronalng
[21—23].

Poczatkowo koncepcja neuroprzekaznikdw peptydowych spotkata sie
z niedowierzaniem, chociaz istniaty do$¢ wczesne odkrycia sugerujace, ze
neurony moga wytwarza¢ substancje peptydowe, stuzace do przenosze-
nia informacji. Juz w 1919 r. odkryto neurony produkujgce peptydy
w rdzeniu kregowym plaszczki [24], a w 1928 r. Scharrer opisat
w podwzg6rzu strzebli potokowej (Phoxinus laevis) grupe neuronow pe-
ptydoergicznych, ktérym — na podstawie badan cytologicznych — przy-
pisat funkcje endokrynne zwiazane z przysadka [25].

Systematyczne badania Scharrerow, [26] prowadzone od lat trzy-
dziestych, wykazaty czynnos$¢ wydzielniczg wielu neuronéw zaréwno u kre-
gowcow jak i wsrdd innych typéw zwierzat. Komdrki sekrecyjne produku-
jace neuropeptydy wykryto nawet u jamochtonéw [27]. Moze najbardziej
zaskakujacym byto odkrycie peptydéw pokrewnych insulinie w ciele jed-
nokomoérkowych eukariontéw [28]. Koncepcje sekrecji peptydéw przez
neurony lansowali Scharrerowie od ponad 40 lat [26] i w koncu
zostala ona powszechnie przyjeta. Obecnie sgdzimy, ze komoérka nerwo-
wa jest najstarszym filogenetycznie typem komdrki wydzielnicze;j.

Ostatnie dziesieciolecie stato sie w neurochemii dekada peptydow.
Kolejno pojawiajace sie artykuty pogladowe poswiecone temu zagadnieniu
przynosza coraz to diuzsze listy wykrytych neuropeptydéw [29—32] i nic
nie wskazuje na to, aby proces ten miat sie wkrotce zakonczyé. W artykule
niniejszym omawiane beda te neuropeptydy, o ktérych sadzi sie, ze biorg
udziat w przenoszeniu informacji miedzy neuronami, a wiec z pominieciem
takich, ktore dziatajag wytacznie jako libereliny. Nalezy jednak doda¢, iz
— jak sie wydaje — wszystkie lub prawie wszystkie peptydy obecne
w mozgu moga spetnia¢ funkcje zwigzane z neurotransmisjg, bowiem pod-
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wzgo6rzowe libereliny znaleziono réwniez w zakonczeniach nerwowych nie
zwigzanych z funkcjami endokrynnymi lub neuroendokrynnymi [32],

W odrdznieniu od surowych kryteriow obowigzujgcych przy kwalifi-
kowaniu zwigzkéw chemicznych jako klasycznych neuromediatoréw [17],
daje sie zauwazy¢ znaczne ztagodzenie zasad przy uznawaniu peptydow
mozgowych za neuromediatory lub neuromodulatory. Wystarczy, aby pep-
tyd znajdowat sie w neuronach (nie zwigzanych z funkcjami neuroendo-
krynnymi), wptywat na czynno$¢ innych komérek lub na ich odpowiedZ
na dziatanie klasycznych neuromediatoréow, oraz uwalniat sie z zakon-
czehn nerwowych po bodzcach depolaryzujacych przy udziale mechaniz-
mu zaleznego od jonow wapnia. Konieczno$¢ udziatu wapnia w procesie
uwalniania neuropeptydu wskazuje na to, ze podobnie jak klasyczne neu-
romediatory i hormony neuropeptyd jest uwalniany z pecherzykow sy-
naptycznych [33].

I11. Budowa i wystepowanie neuropeptydow

Neuropeptydy sg grupg zawierajgcg bardzo rézne zwigzki: od dwupep-
tydow takich jak karnozyna ([3-alanylohistydyna, wystepujaca wyacznie
w strukturach zwigzanych ze zmystem wechu [34]) i kiotorfina (tyrozylo-
alanina), o silnych witasnosciach przeciwbélowych [35]), lub tréjpeptydow
takich jak TRH, poprzez liczace kilka i kilkanascie aminokwasow peptydy
takie jak enkefaliny, substancja P, neurotensyna i bombesyna, do zwigz-
kéw o bardzo duzej czgsteczce. Po kilkadziesigt aminokwaséw zawieraja,
przyktadowo: VIP, glukagon, CCK i insulina. Olbrzymy, ztozone z prawie
200 aminokwasow, to np. hormon wzrostu i prolaktyna.

Charakterystyczna cechg neuropeptydéw jest to, ze wystepuja one
w tkance nerwowej w bardzo niskich stezeniach, a cechuje je wysoka ak-
tywnos¢ biologiczna. W innych tkankach, w ktérych dziatanie ich jest
odmienne, mogg wystepowaé w wysokich stezeniach. O ile stezenia kla-
sycznych neuromediatorow w mdézgu sg rzedu 10“9—10-10 mola/mg biatka,
a stezenia neuromediatorow aminokwasowych wynoszg 10-6—10“8
mola/mg biatka, to stezenia neuropeptydéw sg rzedu 10-12— 10-15 mola/mg
biatka, a wiec w skrajnych przypadkach — miliard razy nizsze [30]. Trze-
ba jednak pamietaé, ze stezenia substancji w homogenatach nie muszg
odzwierciedlaé ich aktywnos$ci w warunkach fizjologicznych.

Inng cechg neuropeptyddw jest ich wielofunkcyjno$¢. Czesto wyste-
pujag one w tkankach nienerwowych, petnigc tam role hormonéw (np. in-
sulina) lub hormondw tropowych (hormony przysadkowe). Wiele neuro-
peptydéw wystepuje w obrebie przewodu pokarmowego (zeby wymienié
cho¢by CCK, gastryne, motyline, polipeptydy trzustkowe takie jak APP,
BPP, sekretyne, substancje P, VIP i peptydy opioidowe), inne peknia,
niezaleznie od udziatu w neurotransmisji, role liberelin podwzgdrzowych.
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Neuropeptydy regulujg zachowanie wielu zwierzagt bezkregowych, np.
stereotypowe zachowanie przy skiadaniu jaj u $limaka morskiego Aply-
sia [36] i przyjmowanie charakterystycznych pozycji ciata u homarow [37].
Jak wspomniano, neuropeptydy wystepujg nawet u zwierzat nie posia-
dajacych wyodrebnionych tkanek endokrynnych, jak pier$cienice i jamo-
chtony [38], a nawet u jednokomérkowcow [27].

Interesujacag cecha neuropeptydéw jest to, ze w swej strukturze moga
zawiera¢ molekuty substancji petnigcych role klasycznych neuromediato-
réow: kwas glutaminowy, GABA i fi-alanine.

IVV. Réznice miedzy neuromediatorami klasycznymi a neuropeptydami

Istotnymi réznicami pomiedzy klasycznymi neuromediatorami a neuro-
peptydami, w sposéb zasadniczy wpltywajacymi na charakterystyke dzia-
tania tych dwoch klas przenosnikéw informacji w systemie nerwowym,

sg roznice w mechanizmach syntezy oraz unieczynniania po uwolnieniu
Z neuronu.

IV-1. Synteza

0O ile u protokariontow synteza polipeptydow moze odbywaé sie w cy-
toplazmie (synteza matrycowa) [40], to u eukariontéw biatka i polipeptydy
sg syntetyzowane zasadniczo na rybosomach. Jedynie niewielkie neuropep-
tydy, jak karnozyna i peptydy y-glutamylowe sg syntetyzowane enzyma-
tycznie w zakonczeniach nerwowych [41], ale juz w przypadku tréjami-
nokwasowego TRH wydaje sie, ze przewaza mechanizm syntezy ryboso-
malnej [42]. Duze peptydy syntetyzujg sie w postaci biatek prekursoro-
wych w rybosomach znajdujgcych sie w ciele komoérki. W tej formie
zostajg one otoczone biong jeszcze w obrebie perikarionu i zamkniete
w pecherzykach wedrujg do zakoriczeA nerwowych, ulegajac w czasie
transportu rozszczepieniu, przy udziale odpowiednich enzymoéw, na ak-
tywne fragmenty [43]. Ten mechanizm syntezy jest zasadniczo rézny od
mechanizmu syntezy klasycznych neuromediatorow, ktére tworzone sg
w cytoplazmie, rowniez w zakonczeniach nerwowych. Jego konsekwencja
jest to, ze szybkos¢ nagromadzania sie neuropeptydéw w zakonczeniu ner-
wowym zalezy jedynie od transportu aksonalnego. Poniewaz neurony nie
majg innej drogi uzupeinienia zapasu neuropeptydéw jak tylko w drodze
syntezy, przy duzej aktywnos$ci neuronu stezenie neuropeptydu moze spa-
daé, gdy transport nie nadazy za szybkoscig uwalniania. Warto zauwazyg,
ze w zwigzku z tym szybkos$¢ uzupetniania zapasu neuropeptydu zalezy od
odlegtosci zakonczenia nerwowego od perikarionu: zjawisko wyczerpy-
wania sie zapasOw i spadku poziomu neuropeptydéw najsilniej zaznacza
sie w zakonczeniach nerwowych, a stabiej w odgalezieniach aksonu [44].
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Oznacza to, ze w miare trwania pobudzenia pewnych typdw neuronow
moze dojs¢ do wybidrczych zmian neurotransmisji o charakterystycznej
geometrii, co moze informowaé uktad o czasie trwania pobudzenia (Ryc. 1).

OV
o
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Ryc. 1. Klasyczne neuromediatory i neuromediatory peptydowe w neuronie. Neuro-
mediatory klasyczne (NK) sg syntetyzowane gtéwnie w zakonczeniach aksonéw i ko-
lateralach (chociaz ich synteza zachodzi réwniez w perikarionie) i stezenie ich nie
zalezy od odlegtosci od perikarionu. Neuropeptydy (NP) sg syntetyzowane wytacznie
w perikarionie i transportowane do zakonczen. Ich zawarto$¢ moze byé wyzsza
w zakonczeniach kolaterali, blizej miejsca powstawania, niz w zakonczeniach aksonu,
zwtaszcza jezeli w wyniku draznienia sg szybko uwalniane, i transport nie moze
zrownowazy¢ tego procesu.

W odréznieniu od elastycznej kontroli szybkosci syntezy klasycznych
neuromediatoréw, regulowanej w duzej mierze stezeniem substratow i pro-
duktéow syntezy w zakonczeniu nerwowym [45—A47], szybko$é syntezy neu-
ropeptydow najprawdopodobniej nie zalezy od sytuacji panujgcej w za-
konczeniu nerwowym. Gdyby nawet z zakonczenia mogty ptynaé sygnaty
regulujgce synteze neuropeptydu w perikarionie, dochodzityby one naj-
prawdopodobniej droga wstecznego transportu aksonalnego, a wiec bardzo
powoli. Szybko$¢ syntezy regulujag zapewne sygnaly dochodzace z wié-
kien aferentnych [44], ale i w tym wypadku mamy do czynienia z regu-
lacjg typu powolnego, gdyz maksymalna szybko$¢ transportu aksonalnego
jest rzedu milimetrow na godzine [48].

IV-2. Dziatanie receptorowe

Roznice pomiedzy neuropeptydami przenoszacymi informacje przez
synapsy a klasycznymi neuromediatorami nie sg zasadnicze jezeli chodzi
0 ich dziatanie receptorowe. Wprawdzie receptory neuropeptydow i kla-
sycznych neuromediatoréw sg rézne, i z reguly odpowiedzi przenoszone
przez receptory peptydowe sg znacznie wolniejsze, a za to diugotrwate,
bardzo czesto wspoétdziatajace ze sobg neuromediatory klasyczne i neuro-
peptydy uruchamiajg podobne mechanizmy [49]. Tak np. zaréwno acety-
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locholina jak luliberyna (LH-RH) hamujg szczeg6lny rodzaj przewodnic-
twa K+ zaleznego od napiecia, zwanego przewodnictwem M, powodujac
powstawanie powolnych postsynaptycznych potencjatdw pobudzajacych
w zwojach sympatycznych zaby [50, 51]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze o ile
powolne dziatanie acetylocholiny na receptory muskarynowe trwa 30 —
60 s, to pézny powolny pobudzajacy potencjat postsynaptyczny wywotany
przez neuropeptyd utrzymuje sie przez kilka minut [51].

1V-3. Unieczynnianie

Zakonczenie przekazywania sygnatu jest sprawg nie mniej wazng niz
jego wytworzenie i substancje przekazujace informacje miedzy neurona-
mi muszg ulega¢ unieczynnieniu. Wsrod kryteriow ktdre winne by¢ spet-
nione, aby substancje chemiczng mozna byto uznaé za neuromediator
wymienione jest wykazanie istnienia skutecznego mechanizmu unieczyn-
niajgcego [17].

Losy neuropeptydu po opuszczeniu neuronu i wypetnieniu swojego za-
dania réznig sie zasadniczo od losu klasycznych neuromediatorow. Te ostat-
nie sg szybko unieczynniane poprzez dziatanie wyspecjalizowanych enzy-
mow, ale przede wszystkim przez bardzo wydajny mechanizm wychwytu
zwrotnego, ktory aktywnie transportuje neuromediator ze szczeliny sy-
naptycznej do zakonczenia, z ktdrego przed chwilg zostat uwolniony. Na-
stepnie czasteczki neuromediatora mogg by¢é z powrotem gromadzone
w pecherzykach synaptycznych i uzyte ponownie [52, 53]. Wskutek tego
dziatanie klasycznych neuromediatorow konczy sie szybko, a wiec prze-
noszony przez nie bodziec jest krotkotrwaty.

Neuropeptydy nie ulegajg wychwytowi zwrotnemu, nie stanowig wiec
,»,zasobéw odnawialnych” i ten witasnie fakt, w potgczeniu z powolnym na-
gromadzaniem sie w zakonczeniu nerwowym, determinowanym szybkos$cia
transportu aksonalnego, moze doprowadzi¢ do wyczerpywania sie¢ jego za-
wartosci przy diugotrwatym pobudzeniu neuronu. Jedyng droga unie-
czynniania biologicznie aktywnego neuropeptydu jest proteoliza enzyma-
tyczna [30], w wyniku dziatania endo- i egzopeptydaz. Stosunkowo niewiele
z pomiedzy znanych egzo- i endopeptydaz wykryto w tkance nerwowej,
i nie wykazano — jak narazie — ich swoisto$ci wobec poszczeg6lnych neu-
ropeptydéw [54]. Jednakze wydaje sie, ze istniejg swoiste peptydazy w sto-
sunku do niektorych przynajmniej neuropeptyddw. Tak na przyktad opisa-
no ,enkefalinaze” — enzym swoiscie inaktywujacy enkefaline, ktorego
rozmieszczenie w mozgu pokrywa sie z rozmieszczeniem receptorow opio-
idowych [55]. Jest on zwigzany z frakcjg bton synaptosomalnych [56].

Unieczynnianie neuropeptydoéw przez klasyczne hydrolazy peptydowe
nie jest procesem szybkim, zwiaszcza ze wiekszo$¢ neuropeptyddw chroni
sie przed nimi przez zablokowanie kofncowych aminokwaséw specjalnymi
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grupami, uniemozliwiajgcymi dziatanie tych enzymoéw (grupa acetylowa
lub piroglutaminianowa przy koncu N, grupa amidowa przy koncu C) [54].
Ten powolny rozktad neuropeptydéw ma dwie wazne konsekwencje: po
pierwsze powoduje przedtuzone dziatanie peptyddéw na receptor (z czym
moze sie wigza¢ bardzo wysoka aktywno$¢ biologiczna peptydu), po dru-
gie za$, jak to wykazano ostatnio [51], umozliwia ,,dziatanie na odlegtos$c”:
peptyd uwolniony z neuronu moze dziata¢ nie tylko na neuron, z ktérym
istnieje kontakt synaptyczny, ale i na inne neurony, nie tworzgce synaps
z neuronem, z ktérego peptyd jest uwalniany. Dziatanie tego typu mozna
okresli¢ jako dziatanie parakrynne (Ryc. 2).
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A NS Ryc. 2. Oddziatywanie miedzy szlakami neuro-
& v nalnymi poprzez neuropeptydy bez posrednic-

twa synaps. Komdrki wigksze syntetyzuja tyl-
ko jeden typ neuromediatora (neuromediator

/SN klasyczny, —NK, (kotka), lecz posiadajg dwa ty-
a PV receptoréw: wigzace neuromediator klasycz-

o ny oraz neuropeptyd. Receptory neuropeptydo-
we umieszczone sg poza obrebem synapsy. Ko-

morki mniejsze produkujag dwa typy nos$nikéw
informacji: neuromediator klasyczny (ko6tka) i
peptydowy —NP (trojkaty), a na ich btonie znaj-

dujg sie odpowiednie dwa typy receptoréw. Neu-

: romediator peptydowy wyzwolony z zakonczen

mniejszych neurondw nie ulega szybko inakty-
wacji i moze na drodze dyfuzji dociera¢ do re-
ceptorow umieszczonych na komorkach wiek-
szych, odlegtych o pare dziesigtkbw mikromet-
row.

Qw =

Dziatanie peptydéw w taki wiasnie sposob wykazaty doSwiadczenia, kto-
re przeprowadzili Jan i Jan [51] badajagc neurotransmisje w zwojach
wspotczulnych zaby. Neurony sympatyczne i ich widkna przedzwojowe
nalezg u zab do dwoéch réznych typédw. W IX i X zwoju ledzwiowym zaby
wieksze komérki B wchodzg w kontakt synaptyczny z przedzwojowymi
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widknami B, pochodzacymi z nerwow grzbietowych I, 1V iV, podczas gdy
mniejsze komorki C tworzg potaczenia synaptyczne z widknami C, pocho-
dzacymi z nerwéw VII i VIII. Wiékna B zawierajg acetylocholine i po ich
pobudzeniu komdrki B odpowiadajg typowga dla nich reakcjg cholinergicz-
na: powolnym pobudzajgcym potencjatem postsynaptycznym wynikajgcym
z pobudzenia receptora muskarynowego. Draznienie wtdkien B nie powo-
duje zadnych odpowiedzi komorek C, ktére nie majg z widknami B kon-
taktu synaptycznego.

Witokna C zawierajg, oprdcz acetylocholiny, peptyd bardzo zblizony bu-
dowg i dziataniem do LH-RH. Pobudzenie tych wtbékien powoduje w ko-
morkach C odpowiedz o sktadowej cholinergicznej oraz o sktadowej pep-
tydowej: bardzo powolny potencjat pobudzajagcy. Jan i Jan [51] wy-
kryli, ze odpowiedZ na draznienie widkien C nie ogranicza sie jedynie do
komorek C, ale bardzo powolne pobudzenie postsynaptyczne — czysta od-
powiedz peptydoergiczng — obserwuje sie réwniez w komdrkach B. Zja-
wisko to wyjasnili oni zaktadajgc, ze neuropeptyd uwolniony z zakoriczen
nerwéw C nie ulega szybko degradacji i pozostaje aktywny przez co naj-
mniej 30 s. W tym czasie moze on rozprzestrzenia¢ sie na drodze dyfuzji
w okolicach miejsca uwolnienia i natrafiwszy na lezagce w sasiedztwie ko-
morek C komérki B powodowac ich pobudzenie. Jak sie ocenia, peptyd
przypominajacy LH-RH moze w zwojach wspotczulnych zaby pobudzaé
komorki odlegte o kilkadziesigt mikrometréw od zakoriczenia, z ktdrego
jest uwalniany.

Nie wiadomo jeszcze, czy tego rodzaju sposob przekazywania informa-
cji pomiedzy neuronami jest szerzej rozpowszechniony w ukiadzie nerwo-
wym, ale mozliwo$¢ taka wydaje sie bardzo interesujaca. W ten sposob
dwa réwnolegte ale niezalezne szlaki nerwowe moglyby informowaé sie
wzajemnie o swojej aktywnosci, bez koniecznosci wchodzenia w kontakty
synaptyczne.

V. Neuromediatory a neuromodulatory

Ze wzgledu na duze réznice mechanizmow dziatania klasycznych nisko-
czgsteczkowych neuromediatorow i duzych neuropeptydéw, te ostatnie
probowano klasyfikowaé jako neuromodulatory. Pojecie neuromodulatora
jako substancji petnigcej funkcje informacyjne i wpltywajacej na neuro-
transmisje w sposéb nieco odmienny od klasycznego neuromediatora byto
od poczatku niezbyt dobrze okreslone, a czesto wyliczanie warunkéw, ktore
musi spetnia¢ dana substancja, aby uzna¢ jg za neuromediator lub neuro-
modulator przynosi wiecej zamieszania niz pozytku [57]. W przypadku
neuropeptydoéw usituje sie mimo tego wcigz rozgraniczy¢ funkcje neuro-
modulatora od funkcji neuromediatora, chociaz kryteria wcigz sg niejas-
ne [58].

2 Postepy Biochemii 3-4/85
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Zdaniem autora tego przegladu rozréznianie tego typu jest wzgledne
i zalezy od tego, ktéremu rodzajowi przekazu informacji w danym kon-
tekScie przypisujemy najwazniejsza role. Jezeli ta najwazniejsza (dla ob-
serwatora) informacja jest przenoszona poprzez synapse, nosnik infor-
macji w tej synapsie bedzie dla nas neuromediatorem, a zaburzenia in-
formacji przez inne oddziatywania chemiczne nazwiemy neuromodula-
cja. Tak np. jezeli przyjmiemy, ze w procesach uczenia istotng role od-
grywa neurotransmisja adrenergiczna, to noradrenaline bedziemy uwazaé
za neuromediator zaangazowany w procesach uczenia sie, natomiast wptyw
wazopresyny bedzie przypisany neuromodulujagcemu dziataniu tego pep-
tydu na neurony noradrenalinowe w obrebie grzbietowego szlaku nora-
drenergicznego, na ktdry wazopresyna dziata presynaptycznie [59]. Mozna
jednak uwazaé, ze to wiasnie wazopresyna jest neuromediatorem zaanga-
zowanym w procesach uczenia sie i pamieci. W wielu przypadkach neuro-
modulacja polega na oddziatywaniu presynaptycznym i zmniejszaniu lub
zwiekszaniu w ten sposéb ilosci uwalnianego neuromediatora, ale moze tez
polega¢ na dziataniu na btone postsynaptyczng i zmianie jej wrazliwosci
na neuromediator, np. poprzez zmiany stopnia jej fosforylacji [60].

V1. Wspotdziatanie miedzy neuromediatorami klasycznymi
i neuropeptydami i ich wspotistnienie

Wspétdziatanie pomiedzy rozmaitymi klasami neuromediatoréw i neu-
romodulatoréw moze polega¢ badz na ich zsynchronizowanym dziataniu
na rézne struktury, badz na réwnoczesnym dziataniu na te same neurony.
W tym artykule zajmiemy sie przede wszystkim wspotdziataniem miedzy
neuromediatorami klasycznymi i neuropeptydami uwalnianymi réwno-
cze$nie i dziatajgcymi na ten sam neuron postsynaptyczny.

Wsrdd licznych pogladéw, ktdre musiano zrewidowa¢ w wyniku badan
nad peptydami, jednym z najwazniejszych jest tzw. zasada Dale’a, sfor-
mutowana w latach trzydziestych, a dajgca sie uja¢ w hasle ,jeden neu-
ron — jeden neuromediator” [61]. Zasade te probowali w potowie lat sze$¢-
dziesigtych kwestionowa¢ Burn i Rand [62], wysuwajac hipoteze, ze
noradrenalina i acetylocholina moze wystepowaé w tych samych neuro-
nach wspdiczulnych, ale wykazanie niestusznosci tej hipotezy [63] umoc-
nito zasade Dale’a. Wobec tego z duzg ostroznoscig i nieufno$cig przyjeto
dane uzyskane przez Hokfelta i jego grupe o wspétistnieniu w poje-
dynczych neuronach dwoch substancji przekaznikowych jednoczesnie:
neuromediatora klasycznego i neuropeptydu [64, 65].

Jeszcze w 1979 r. Osborne [66] sugerowal, ze zasada Dale’a w sfor-
mutowaniu Ecclesa [61] wydaje sie stuszna, wykazujac, ze wiele da-
nych, dotyczacych wspdtistnienia w jednym neuronie dwoch klasycznych
neuromediatoréw moze by¢, i prawdopodobnie jest, wynikiem niedoskona-
tosci metodycznych. Sugerowat tez, ze wykazanie po raz pierwszy wspot-
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istnienia neuromediatora klasycznego i neuropeptydu: serotoniny i sub-
stancji P przez Chan-Palay i jej wspotpracownikéw w 1978 r. [671
moze byé skutkiem nieswoistego wychwytu serotoniny przez neurony za-
wierajace substancje P. Dyskutujac jeszcze w 1976 r. problem wspo6tist-
nienia roznych neuromediatorow w jednym neuronie Burnstock [68]
trafnie zauwazyt, ze utrzymujace sie przez diugi czas ,,zasady” i modne
koncepcje majg olbrzymi hamujacy wptyw na postep naukowy: utalen-
towani badacze starajg sie za wszelkg cene, aby ich wyniki zgadzaty sie
z ustalonymi teoriami, naginajgc ich interpretacje a nawet odrzucajgc dane
nie pasujagce do modelu jako obarczone biedem technicznym. Dopiero kie-
dy nowa teoria czy model zostajg akceptowane, stare dane nagle w cu-
downy spos6b zaczynajg je popierac.

W wyniku prac grupy Lundberga i HOkfelta wiemy obec-
nie, ze wspdatistnienie w jednym neuronie klasycznym neuromediatoréw
i neuropeptydow jest zjawiskiem czestym, i pary neuromediator — neuro-
peptyd moga wystepowaé w najréznorodniejszych neuronach [65]. Tak np.
dopamina moze wystepowac razem z cholecystokining (CCK) w komérkach
brzusznego obszaru pokrywki (ventral tegmental area), a w kiebku szyj-
nym kota wystepuje wraz z enkefaling. Noradrenalina i adrenalina wy-
stepujg w rdzeniu przedtuzonym w neuronach zawierajgcych tzw. polipep-
tydy trzustkowe (APP, BPP oraz NPY), a wspdlnie z enkefalinami w rdze-
niu nadnerczy. W rdzeniu przedtuzonym u szczura serotonina moze wy-
stepowac tgcznie z substancjg P, tyreoliberyng (TRH) lub obydwoma tymi
peptydami tacznie, a takze z enkefaling. Acetylocholina w zwojach auto-
nomicznych kota wystepuje tgcznie z naczynioaktywnym peptydem jeli-
towym (VIP), a we widknach przedzwojowych z enkefaling lub neuroten-
syna. Jak wspomniano uprzednio, w zwojach sympatycznych zaby acetylo-
cholina wystepuje razem z luliberyng (LHRH), w sercu ropuchy z somato-
statyng, za$ w zwoju rzeskowym u ptakéw rownocze$nie z substancjg P
i enkefaling. Kwas Y-aminomastowy (GABA) we wzgdrzu u kota wyste-
puje wspollnie z somatostatyng, a w moézdzku kota — z motyling.

Niekiedy wspdtistnienie w jednym neuronie moze by jeszcze SciSlej-
sze: tak np. wykazano, ze serotonina i substancja P znajdujg sie w tych sa-
mych pecherzykach synaptycznych w zakonczeniach nerwowych w rogach
brzusznych rdzenia [69]. Nie wiadomo jednak jeszcze, czy zjawisko wspot-
istnienia neuromediatorow w pecherzykach synaptycznych jest wyjat-
kiem, czy raczej regutg. W kazdym razie w przypadku takiego wspdtistnie-
nia kazdy potencjat czynnosSciowy wyzwala réwnoczesnie neuromediator
i peptyd, ktéry petni wéwczas role wspétmediatora (contransmitter).

Wspétistnienie dwdch neuromediatoréw w neuronie i tgczne ich uwal-
nianie moze mie¢ znaczenie dla funkcji. Tak np. w przypadku substancji P
i TRH wykazano, ze mogg one potegowac dziatanie serotoniny, ktorej sg
wspotmediatorami. Jest rzecza interesujaca, ze synergizm neuropeptydu
z serotoning opiera sie w tych dwéch przypadkach na odmiennym mecha-

2
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nizmie: TRH wydaje sie dziataé na postsynaptyczny receptor serotonino-
wy [70], podczas gdy substancja P blokuje autoreceptor serotoninowy, zno-
szgc w ten sposéb hamowanie uwalniania serotoniny [71]. Wydaje sie, ze
w tych neuronach, ktére zawierajg tgcznie serotonine, TRH i substancje P
dziatanie tej pierwszej moze by¢ szczegdlnie silnie potegowane. Warto
przy tym zauwazy¢, ze zaréwno substancji P jak i serotoninie przypisy-
wano istotne znaczenie przy przewodzeniu bodzcow bélow} ch. Jak widaé,
spoér o to, ktéra z tych substancji jest wazniejsza w tym aspekcie moze by¢
bezpodstawny, jezeli obie sg wydzielane jednocze$nie. Nalezy przy tym
dodaé, ze substancja P wydaje sie wykazywaé¢ cechy typowego neuro-
mediatora, analogiczne do w#asciwos$ci neuromediatorow klasycznych [72].

Innym interesujgcym przyktadem wspotdziatania i wspotistnienia neu-
romediatoréw moze by¢ dopamina i CCK, ktérych tgczng obecnos$¢ wyka-
zano w niektérych neuronach w uktadzie mezolimbicznym [73]. Badania
elektrofizjologiczne wykazaty, ze CCK zwieksza aktywno$¢ neurondéw do-
paminergicznych [74], ale réwniez wydaje sie zmniejsza¢ gesto$¢ recepto-
réw dopaminowych [75] i obniza¢ obrdt dopaminy w niektérych neuro-
nach dopaminergicznych w jadrze potlezacym przegrody oraz w praz-
kowiu [76]. Badania behawioralne wykazaly, Zze dziatanie fragmentu
cholecystokininy CCK-8 (wykazujgcego dziatanie podobne do macierzystej
CCK) i pokrewnych jej peptydéw przypomina dziatanie neurolepty-
kéw [77], Wykazano tez, ze chroniczne podawanie neuroleptykéw powo-
duje zmiany zawartosci CCK-8 w mozgu: spadki w korze mézgowej a wzro-
sty w prazkowiu i uktadzie mezolimbicznym [78]. Te wszystkie obser-
wacje sugerujg, ze CCK moze regulowac funkcje niektdrych neuronéw do-
paminowych, a zaburzenia tej regulacji moga leze¢ u podstaw schizofre-
nii [64, 77].

Jedng z ciekawszych, zdaniem autora, obserwacji jest wptyw neuropep-
tydéw na gestos¢ receptoréw klasycznego neuromediatora. W przypadku
CCK i dopaminy sugerowano, ze wytworzenie kompleksu CCK z wiasnym
swoistym receptorem zmienia ptynnosé bitony komdrkowej i utrudnia
przechodzenie na powierzchnie biony receptoréw dopaminowych uwie-
zionych we wnetrzu komorki [75]. We wiasnych doswiadczeniach wyka-
zaliSmy, ze agonista receptora opiatowego, morfina, réwniez obniza ge-
stos$¢ receptoréw dopaminowych w prazkowiu [79]. Innym przyktadem
zmian receptorowych wywotanych przez neuropeptydy jest zwiekszenie
gestosci receptora a2adrenergicznego przez NPY, peptyd zwigzany z neu-
ronami noradrenergicznymi i adrenergicznymi [80].

Bardzo instruktywnym przyktadem wspdtdziatania klasycznych neu-
romediatorow i neuropeptydéw jest regulacja czynnosci S$linianki kota,
omoéwiona szczeg6towo przez Lundberga i Hékfelta [65]. Za-
réwno naczynia, jak i komadrki gruczotowe (acinarne) unerwiane sg przez
nerwy przywspdiczulne, ktérych aktywacja powoduje réwnoczesny wzrost
wydzielania §liny i przeptywu krwi przez S$linianke, oraz przez nerwy
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wspotczulne, z gbérnego zwoju szyjnego, ktédre powodujg réwnoczesny
wzrost wydzielania $liny i zwezenie naczyn w gruczole. Wykazano, ze
w nerwach przywspoétczulnych wspoétistniejg acetylocholina i VIP, za$
w nerwach wspoétczulnych poza noradrenaling, wystepujacag we wszyst-
kich zakonczeniach, w niektdrych obecny jest jeszcze neuropeptyd Y
(NPY).

Acetylocholina powoduje pobudzenie funkcji wydzielniczych $linianki,
VIP natomiast bardzo silnie rozszerza naczynia krwionosne. Juz to samo
dziatanie VIP nasila wybitnie ogolny efekt acetylocholiny, ale ponadto
okazato sie, ze VIP zwigksza tez powinowactwo acetylocholiny do recep-
tora muskarynowego [81]. Co wiecej, wykazano, ze postsynaptyczne dzia-
tanie VIP (zwiekszenie zawartosci drugiego mediatora, cyklicznego AMP)
jest silniejsze wowczas, gdy receptor muskarynowy jest pobudzony [82].
Jak wida¢, komplementarne dziatanie VIP i acetylocholiny mozna zauwa-
zy¢ zarowno na poziomie systemowym (zwiekszenie ukrwienia narzagdu —
zwiekszenie wydzielania $liny), jak i receptorowym.

Nieco mniej wiemy o wspdidziataniu noradrenaliny i NPY w ner-
wach wspéiczulnych dochodzacych do $linianki. Neurony zawierajg oprocz
noradrenaliny NPY unerwiajg naczynia, podczas gdy neurony czysto nor-
adrenalinowe unerwiajg przede wszystkim komérki gruczotowe. Jak sie
wydaje, NPY odpowiada za diugotrwaly skurcz naczyn, podczas gdy
noradrenalina pobudza aktywno$¢ wydzielniczg. Fakt wystepowania obok

SYMPATYCZNY
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© NA+ NPY

zwoj szyjny goérny
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o7 Rewwie
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Ryc. 3. Regulacja aktywnos$ci $linianki kota przez uktad autonomiczny. Neurony
wychodzgce z sympatycznego zwoju szyjnego gornego zawierajg noradrenaline (NA),
a cze$¢ z nich zawiera ponadto NPY. Neurony zawierajace wytgcznie NA unerwiaja
komorki gruczotowe (acinarne), neurony zawierajgce NA+NPY unerwiajg naczynia,
powodujgc ich skurcz. Neurony wychodzgce z parasympatycznego zwoju zuchwo-
wego zawierajg acetylocholing (ACh) i VIP: ACh dziata przede wszystkim wzma-
gajac czynno$¢ komoérek wydzielniczych, VIP — rozszerzajagc naczynia krwionos$ne.
Niezaleznie od tego, ze bedzie to powodowac efekt synergistyczny, zwiekszajgc pro-
dukcje $liny, na poziomie wspdtdziatania miedzy narzadami (naczynie — gruczot),
ACh i VIP potegujag wzajemnie swoje dziatania réwniez na poziomie receptorowym:
w obecnosci jednego zwiazku, drugi dziata silniej na witasny receptor. Wg. Lund-
berga i Hokfelta [65].
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siebie neurondéw noradrenalinowych zawierajacych i nie zawierajacych
NPY moze ttumaczy¢, dlaczego w pewnych przypadkach uzyskuje sie
wzmozone wydzielanie $liny przez podraznienie nerwow wspotczulnych
bez rownoczesnego zwezenia naczyn krwionos$nych (Ryc. 3).

Znaczenie wspotistnienia neuromediatoréw nie jest jeszcze w petni zro-
zumiate, a jak wykazujg nasze rozwazania efekty wspotdziatania neuro-
mediatoréw klasycznych i neuropeptydéw sg ztozone. Warto zwrocié tutaj
uwage na jeszcze jeden aspekt tego zagadnienia: neuropeptydy'sg naj-
skuteczniej uwalniane dopiero przez bodzce dziatajgce seriami o duzej
czestotliwosci, podczas gdy neuromediatory klasyczne uwalnia juz poje-
dynczy potencjat czynnosciowy [65]. To, oraz fakt, ze bardzo czesto kla-
syczny neuromediator i wspotistniejacy z nim neuropeptyd powodujg
efekt o tym samym kierunku, z tym, Zze efekt neuropeptydu jest bardziej
dtugotrwaty, powoduje, ze charakter odpowiedzi narzgdu efektorowego
znacznie sie zmienia w zaleznos$ci od czestotliwosci draznienia: im czestos¢
ta jest wyzsza, tym wieksza w odpowiedzi jest sktadowa peptydowa, a za-
tem efekt — bardziej przedtuzony. Dotyczy to oczywiscie tylko tych sy-
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Ryc. 4. Sktadowa ,neuromediatorowa” i ,neuropeptydowa” w odpowiedzi na draz-

nienie w zalezno$ci od czestotliwos$ci i czasu draznienia. Draznienie impulsem poje-
dynczym wyzwala prawie wytgcznie neuromediator klasyczny, powodujgcy odpo-
wiedZ krétkotrwatg. Draznienie bodZzcami o niskiej czestotliwo$ci powoduje zaréwno
wyzwalanie neuromediatora klasycznego (w ilosciach wiekszych niz po bodZcu po-
jedynczym), jak i uwalnianie pewnych ilosci neuropeptydu, powodujacego odpo-
wiedZ przedtuzong (pole zakreskowane). Przy wysokich czestotliwoSciach draznienia
wyzwala si¢ zaréwno duzo neuromediatora, jak i neuropeptydu i w odpowiedzi
przewaza diugotrwata sktadowa ,neuropeptydowa”. Gdy draznienie wysokimi cze-
stotliwosciami trwa bardzo diugo, zapasy neuropetydu wyczerpujg sie, podczas gdy
zapasy neuromediatora klasycznego, uzupeiniane w wyniku wychwytu zwrotnego,
nie zmieniaja sie. W odpowiedzi przewaza sktadowa ,neuromediatorowa”. Zmodyfi-
kowane wg Lundberga i Hokfelta [65].



[15] NEUROPEPTYDY A NEUROTRANSMISJA 415

tuacji, w ktérych neuromediator klasyczny jest, cho¢by czesciowo, uwal-
niany niezaleznie od neuropeptydu. Gdy stymulacja przedtuza sie na-
stepuja dalsze zmiany, wynikajgce ze spadku zawarto$ci neuropeptydu.
Obserwowano np., ze po godzinnym draznieniu nerwu przywspodtczulnego
Slinianki zawarto$¢ VIP w nerwie spadata ponizej potowy poziomu kon-
trolnego [65]. Dalsze badania powinny wykaza¢, jakie to ma znacze-
nie dla prawidtowej funkcji neuronu (Ryc. 4).

VIIl. Ewolucja pogladéw na mechanizmy porozumiewania sie neurondéw

Odkrycie neuropeptydow i ich roli w neurotransmisji w zasadniczy spo-
sob zmienito, wzbogacito ale i skomplikowato nasze poglady na mechaniz-
my przeptywu informacji miedzy neuronami. Wida¢ to zwtaszcza na przy-
ktadzie ewolucji naszego pojmowania neurotransmisji chemicznej. Jej po-
czatkowy obraz byt prosty. Zgodnie z tym, co postulowat Dale [83],
a Eccles i wsp. [61] sformutowali nastepnie jako ,zasade Dale’a”,
aferentny neuron wytwarza i uwalnia ze wszystkich swoich zakonczen tyl-
ko jeden neuromediator, ktéry dziatla na swoiste receptory, utatwiajgc lub
utrudniajagc wytworzenie potencjatu czynnosciowego w nastepnym neuro-
nie. Sadzono poczatkowo, ze kazdy neuromediator dziata tylko na jeden
typ receptora; wyjatkiem byta acetylocholina, ktérej réznorodne efekty
wyjasnit Dale [84] przyjmujac, ze pobudza ona dwa typy receptoréw:
receptory muskarynowe i nikotynowe.

Obecnie wiemy, ze oddziatywanie jednego neuromediatora na rdzne
receptory jest raczej regutg niz wyjatkiem. Poglad ten zapoczatkowato
odkrycie receptorow a i @ adrenergicznych przez Ahlquista [85].
Wprowadzajac techniki znakowania receptora przy uzyciu ligandéw radio-
aktywnych [86] odkryto liczne podtypy receptorow [87].

Niezaleznie od wykrycia réznych typoéw receptordw umieszczonych na
btonie postsynaptycznej, a wiec regulujgcych czynno$¢ neuronu eferent-
nego, wykazano receptory umieszczone na tym neuronie, z ktérego neuro-
mediator jest uwalniany. W 1971 r., badajac regulacje uwalniania norad-
renaliny z zakonczen nerwowych, cztery niezalezne od siebie zespoty do-
szty do wniosku, ze mechanizmy regulacyjne mozna zadawalajgco wyttu-
maczy¢ zaktadajgc istnienie receptorowych struktur presynaptycznych po-
budzanych przez wtasny neuromediator i hamujacych jego uwalnianie
[88—91]. Nazwano je autoreceptorami [92].

Odkrycie neuropeptyddéw zwraca uwage na inny jeszcze typ regula-
cji presynaptycznej uwalniania neuromediatora: neuromodulacje poprzez
dziatanie na receptory presynaptyczne wrazliwe na substancje czynne
uwalniane przez inne neurony a nie na uwalniany neuromediator. W od-
réznieniu od regulacji przez autoreceptor, tego rodzaju regulacja nie opie-
ra sie na bezpoSrednim sprzezeniu zwrotnym. Tak dziatajagcymi neuromo-
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dulatorami sg przewaznie neuropeptydy. Pierwszym opisanym przypad-
kiem presynaptycznej regulacji uwalniania neuromediatora klasycznego
przez neuropeptyd byto nasilenie uwalniania noradrenaliny przez angio-
tensyne [93]. Szczegotowy przeglad stanu wiedzy na temat regulacji pre-
synaptycznej uwalniania noradrenaliny w potowie lat siedemdziesigtych
daje jeden z twércow koncepcji autoreceptora, Starke [94]. Nalezy
podkresli¢, ze modulacja presynaptyczna jest nowym typem przekazywa-
nia informacji: zamiast modulacji dziatania neurondw przez regulacje cze-
stotliwo$ci wystepowania potencjatu czynnosSciowego moduluje sie efekt
tego potencjatu bezposrednio przed przetozeniem go na jezyk informacji
chemicznej.

Wreszcie obecnie okazalo sie, ze jeden neuron moze zawieraé rdzne
no$niki informacji chemicznej, mogace dziataé na rézne receptory i auto-
receptory, oddziatywaé¢ ze sobg, prowadzi¢ do skoordynowanych efektéw
w neuronach postsynaptycznych i catych unerwianych systemach [65].
Historie ewolucji naszych wyobrazeri o neurotransmisji chemicznej podaje
schematycznie rycina 5.

) PN
1930 1950 1971 1975 1983

Ryc. 5 Ewolucja pogladéw na przekazywanie informacji w synapsie chemicznej.
W r. 1930 sadzono, ze klasyczny neuromediator (czarne kotko) taczy sie z recepto-
rem okreSlonego typu (potkoliste zagtebienie). P6zniej (1950 r.) sadzono, ze neurome-
diator moze tgczy¢ sie z kilku réznymi receptorami, postsynaptycznymi, a jeszcze
pézniej wykazano, ze moze sie on tez taczy¢ z receptorem umieszczonym na neuro-
nie, z ktérego neuromediator jest uwalniany z autoreceptorem (1971 r). W r. 1975
stwierdzono, ze dziatanie neuronu moze by¢é kontrolowane przez synapsy akso-ak-
sonalne, w ktérych uwalniany jest neuromediator peptydowy (pusty tréjkat), dzia-
tajacy na odpowiedni receptor presynaptyczny, nie bedacy autoreceptorem (tréjkat-
ne zagtebienie). Stan na rok 1983: dodatkowo do neuromediatora i regulacji presynap-
tycznej poznano wspétistniejgce z neuromediatorem klasycznym neuropeptydy (czar-
ny tréjkat), ktére moga dziata¢ na odpowiednie receptory postsynaptyczne i presy-
naptyczne (autoreceptor peptydowy). Ponadto poszczeg6lne typy receptoréw presy-
naptycznych i postsynaptycznych moga na siebie oddziatywa¢ wzajemnie, modyfiku-
jac swojag gestos¢ lub reaktywnosc.
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Jezeli dodamy do tego, ze — jak wspomniano — pewne populacje re-
ceptorowe moga prawdopodobnie dziata¢ bezpos$rednio na inne populacje,
ze wyzwalanie neuropeptydu moze zaleze¢ zaréwno od geometrii neuronu
jak i intensywnos$ci jego stymulacji nawet przy zachowaniu bez zmian
elektrycznej aktywnos$ci neuronu, musimy stwierdzié, ze ztozono$¢ infor-
macji, jaka moze by¢ przekazywana miedzy neuronami jest tak olbrzymia,
ze mozna sie zastanawiaé, czy jej pelny opis bedzie mozliwy, a zwilaszcza
zrozumiaty.

Poznanie roli i pewnych mechanizméw dziatania neuropeptydéw wzbo-
gacito nasz obraz neurotransmisji chemicznej, pokazujac, jak subtelnie
moze ona by¢ modulowana. Zdaniem autora pozwala ona réwniez zapro-
ponowaé ogblne spojrzenie na caty system przekazu informacji w ustroju
zwierzecym (Tabela 1).

Tabela 1
Systemy przenoszenia informacji w ustroju zwierzecym

Typ Rz Nognik informacji System Odbiorca informacji
przenoszenia czasu nadawczo-odbiorczy
Btyskawicz- 0.1 ms Bodziec elektryczny ~ Synapsa elektryczna ~ Neuron eferentny lub
ny aferentny*
Szybki ms Klasyczny neurome-  Synapsa chemiczna Neuion eferentny
diator
Srednio S. Neuropeptyd Synapsa chemiczna Neuron eferentny
szybki
Powolny min. Neuropeptyd Neuron — receptor:  Sasiadujace, nie potg-
dyfuzja w tkance czone neurony
Bardzo h** Neurohormon lub Neuron/Gruczot —  Odlegle narzady
powolny hormon receptor: dyfuzja
z krwiag

* Synapsa nie spolaryzowana. Mozno$¢ przekazywania w obie strony
** W niektérych przypadkach odpowiedzi moga pojawi¢ si¢ juz po uptywie utamka minuty, w innych niekiedy
dopiero po dniach i tygodniach

Jak przedstawiono w tabeli, typy informacji przekazywanych pomiedzy
poszczeg6lnymi czeSciami organizmu mozna podzieli¢ w zaleznosci od szyb-
kosci przekazu, przy czym im informacja przekazywana jest szybciej,
tym jest ona ubozsza i zaijpzem trudniejsza do modulacji. W schemacie
tym neuropeptydy zajmujg bardzo istotne miejsce, wypetniajgc luke po-
miedzy klasycznymi neuromediatorami i hormonami, jako nosniki ztozo-
nych informacji, przenoszonych z posrednimi szybkosciami.

Zaakceptowano do druku 20 lutego 1985 r.
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. Wstep

W ostatnich latach utrwalit sie poglad, iz peptydy odgrywajg istotng
role w funkcjonowaniu os$rodkowego uktadu nerwowego. Poznane juz od
dawna neurotransmitery o niskiej masie czasteczkowej takie jak acetylo-
cholina, kwas Y-aminomastowy, glicyna a takze serotonina oraz noradre-
nalina, wywieraja w neuronach okreSlone oddziatywania za posrednic-
twem receptordw znajdujgcych sie w btonach postsynaptycznych lub pre-
synaptycznych. Wiekszos¢ z tych oddziatywan pocigga za sobg zmiany
w kanatach jonowych, ktére wptywajg z kolei na potencjaty bton komor-
kowych oraz na komorkowg pobudliwo$¢ elektryczng. Niektore z neuro-
transmiterd6w jak na przyktad dopamina, wywierajg oddziatywania po-
przez aktywacje cyklazy adenylowej zwigzanej z btong komérkowa. Me-
chanizmy dziatania peptydow w neuronach sa znacznie stabiej poznane.
Uwaza sie, iz szereg peptydow spetnia funkcje neurotransmiterow oraz
neuromodulatoréw. Peptydy wywierajg oddziatywania, w ktoérych naj-
prawdopodobniej posredniczg specyficzne receptory (na przykiad recep-
tory endogennych peptydéw opioidowych) oraz cyklaza adenylowa. Na-
lezy takze spodziewac sie innych efektéw na poziomie komoérkowym. Wy-
daje sie, ze niektore z tych efektow odgrywajg wazng role w regeneracji
systemu nerwowego. Szereg danych wskazuje na wptyw niektérych pep-
tyddw na procesy motywacyjne i skupiania uwagi oraz na proces zapamie-
tywania [1].

Wprowadzenie metod radioimmunologicznych i pokrewnych pozwolito
na wykrycie obecnosci a takze okreslenie zawartoSci szeregu peptyddow
w poszczeg6lnych czesciach osrodkowego ukiadu nerwowego. Okazato sig,
ze poza peptydami, ktérych wystepowanie i biosynteza w osrodkowym
uktadzie nerwowym znane byly juz od lat, wykryto tam szereg peptyddéw
znanych dotychczas z wystepowania w innych czesciach organizmu (na
przyktad hormony przewodu pokarmowego). Dotychczas w osrodkowym
uktadzie nerwowym stwierdzono obecno$¢ kilkudziesieciu peptydéw, ktore
zaliczone zostaty do grupy neuropeptydéw.
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W niniejszym artykule omowione zostaty pierwszorzedowe struktury
wiekszosci z poznanych dotychczas neuropeptydéw. Poszczegdlne neuro-
peptydy zostaty zgrupowane badz na zasadzie pokrewienstwa struktural-
nego, badz tez na zasadzie pochodzenia od wspdlnego prekursora. W ar-
tykule nie zostaly natomiast omdwione biologicznie czynne analogi neu-
ropeptydéw uzyskane na drodze chemicznej syntezy.

I1. Oksytocyna i wazopresyna

Oksytocyna i wazopresyna [2,3] sg neuropeptydami, ktdrych chemiczna
struktura zostata najwcze$niej poznana. W latach 1953— 1955 nie tylko
ustalono strukture tych hormonéw lecz takze przeprowadzono ich chemicz-
ng synteze. Whbrew powszechnie przyjetej nazwie ,,hormony tylnego ptata
przysadki” biosynteza prekursoréw zaréwno oksytocyny jak i wazopresyny
zachodzi w podwzg6rzu ssakéw, skad przemieszczajg sie do tylnego ptata
przysadki. Sekwencje reszt aminokwasowych prekursora wazopresyny
opublikowano w 1982 roku [4] za$ rok po6zniej podano sekwencje prekur-
sora oksytocyny [5]. Czasteczki obydwu biatek zawieraja po okoto 160
reszt aminokwasowych. Zaréwno oksytocyna jak i wazopresyna sg amida-
mi 9-peptydéw *}, w czasteczkach ktorych wystepuje jeden mostek di-
siarczkowy utworzony przez reszty L-cysteiny w pozycjach 1i 6.
Oksytocyna:

1 3 6 9
Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2
Wazopresyna argininowa:
1 3 6 8 9
Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2

Oksytocyna wywotuje skurcze miesni gtadkich macicy podczas porodu
oraz laktacje w okresie karmienia. Oksytocyna wykazuje réwniez w nie-
wielkim stopniu wiasciwosci wazopresyny: 0,5°/0 jej aktywnos$ci antydiu-
retycznej oraz I°/o aktywnosci presyjnej.

Czasteczka arginylo-wazopresyny rézni sie od oksytocyny tym, ze w
pozycji 3 zamiast reszty L-izoleucyny wystepuje reszta L-fenyloalaniny
za$ w pozycji 8 zamiast L-leucyny reszta L-argininy. Wazopresyna wy-
kazuje dziatanie antydiuretyczne, ktore polega na resorpcji wody, w zwigz-
ku z czym wzrasta stezenie soli w moczu. Dziata ona takze presyjnie po-
wodujac zwezenie tetniczek i naczyn wiloskowatych oraz pobudza uktad

*)Wprowadzony przez M. Bodanszky’ego skrécony spos6b zapisu liczby reszt
aminokwasowych w czgsteczce peptydu.
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miesni gtadkich jelita cienkiego. Wazopresyna ma takze dziatanie oksyto-
tyczne: 3°/o powodowanego przez oksytocyne skurczu miesni gtadkich ma-
cicy oraz 15% laktacji. W ostatnich latach pojawito sie szereg doniesien
wskazujgcych na wpltyw wazopresyny na proces uczenia sie i zapamiety-
wania [1].

U S$wini i hipopotama zamiast argininowej wazopresyny wystepuje
wazapresyna lizynowa, ktorej czasteczka w pozycji 8 zamiast L-argininy
zawiera reszte 1,,-lizyny:

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

Z obu omawianymi neuropeptydami ewolucyjnie spokrewiona jest
wazotocyna:

1 3 8 ~ 9
Cys-Tyr-lle-GlIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2

Czasteczka wazotocyny zawiera w pozycji 3 reszte L-izoleucyny (jak
oksytocyna) za$ w pozycji 8 reszte L-argininy (jak arginowa wazopresy-
na). Wazotocyna reguluje metabolizm wody i soli mineralnych u nizszych
kregowcow.

Znanych jest jeszcze szereg innych zwigzkéw ewolucyjnie spokrewnio-
nych z oksytocyng i wazopresyng. Nalezy do nich:

izotocyna
1 4 8 9
Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-lle-Gly-NH2
mezotocyna
Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-lle-Gly-NH2
glumitocyna
1 4 8 9
Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-GlIn-Gly-NH2
walitocyna
1 8 9
Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Val-Gly-NH2
aspartocyna

1 4 9
Cys-Tyr-lle-Asn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2

W ciggu ewolucji struktura przedstawionych hormonow ulegta stosunko-
wo niewielkim zmianom.
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I11. Proopiomelanokortyna i peptydy pokrewne

W podwzgérzu oraz przednim ptacie przysadki wykryto biatko nazwa-
ne proopiomelanokortyng. Czasteczka tego biatka zbudowana jest z 265
reszt aminokwasowych [6] i zawiera sekwencje nastepujacych neuropepty-
déw: adrenokortykotropiny (ACTH — adrenocorticotropic hormone), po-
dobnego do kortykotropiny peptydu srodkowego ptata (CLIP — cartico-
tropin-like intermediate lobe peptide), (3-lipotropiny ((3-LPH), Y-lipotropi-
ny (y-LPH), a-melanotropiny (a-MSH), (5-melanotropiny (ft-MSH), Met-en-
kefaliny oraz a, i3 y i 8-endorfin.

Zaréwno a-MSH jak i CLIP stanowig fragmenty czasteczki ACTH
za$ y-LPH oraz wszystkie endorfiny sg fragmentami czasteczki p-LPH.
Metioninowa enkefalina jest natomiast N-terminalnym fragmentem czas-
teczek wszystkich endorfin. Met-enkefalina zostanie oméwiona w czesci
poswieconej peptydom opioidowych.

Adrenokortykotropina (ACTH) jest 39-peptydem stymulujagcym wy-
dzielanie steroidowych hormonoéw kory nadnercza. Ostatnio stwierdzono,
ze ACTH i jego fragmenty potegujg procesy motywacyjne oraz utatwiajg
skupienie uwagi [1]. Okazato sig, ze wydzielanie ACTH z przedniego ptata
przysadki jest sterowane przez odpowiedni czynnik uwalniajagcy — korty-
koliberyne. Nizej podana jest sekwencja czagsteczki 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 czgsteczki ACTH jest specyficznym dla okreslonego ga-
tunku. Na przyktad:

ACTH wotowy -Af;p—GIy—GIu—AIa-GIu—Asp-Ser—AIa-GSISn—
ACTH S$winski -Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Leu-Ala-Glu-
ACTH owczy -Ala-Gly-Glu-Asp-Asp-Glu-Ala-Ser-Glin-
Catkowitg aktywno$¢ biologiczng ACTH wykazuje N-terminalny 24-
peptyd (Synacthen), natomiast najkrotszym fragmentem wykazujgcym
czastkowg czynno$¢ biologiczng jest peptyd o sekwencji 1—18 ACTH
Uwaza sie, ze sekwencja 5—10 zawiera miejsce aktywne (,,przestanie wia-
domosci”) zas miejsce wigzace (,,adres”) sekwencja 11—24.
a-Melanotropina (a-MSH) stymuluje dojrzewanie melanocytéw i jej
uwalnianie w $srodkowym ptacie przysadki jest kontrolowane przez czyn-
nik uwalniajgcy — melonoliberyne oraz czynnik hamujgcy — melano-
statyne. Ludzka przysadka nie produkuje a-MSH ani tez (3-MSH. Podobnie

*) Skrécony spos6b zapisu oznaczajacy peptyd, ktérego czasteczka zbudowana
z 18 reszt aminokwasowych stanowi N-terminalny fragment ACTH.

3 Postepy Biochemii 3-4/85
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jak ACTH a-melanotropina poteguje procesy motywacyjne i utatwia sku-
pienie uwagi [1].

Czasteczka a-MSH jest amidem N-acetylowanego fragmentu 1—13 czg3-
steczki ACTH.

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

Czasteczki podobnego do kortykotropiny peptydu $rodkowego ptata
(CLIP) zbudowane sg z 22 reszt aminokwasowych i majg sekwencje 18—39
czasteczki ACTH.

(3-Lipotropina (|3-LPH) uwalniana z proopiomelanokortyny jest poli-
peptydem, ktorego czasteczka zawiera 91 reszt aminokwasowych. Sekwen-
cja aminokwasowa czasteczki (3-lipotropiny Swini przedstawia sie naste-
pujaco:

GIlu-Leu—AIa-GIy—AIa—Pro—Pro-GIu—Pro—Aig-Arg—Asp-Pro—GIu—AIa-Pro—AIa-GIu-
GIy—/—ifa-AIa-Ala-Arg—Ala—GIu—Leu—GIu—Tyr—GIy—Lsgu—VaI—AIa-GIu—AIa—GIu—AIa-
Aia-G Iu-Lys-L4;s-Asp-GIu-G ly-Pro-Tyr-Lys-Met-Glu-H is-Psﬁe-Arg-Trp-G ly-Ser-
Pro-Pro-Lys-Asp-Lys-AGrog-Tyr-G ly-Gly-Phe-M et-Thr-Ser-GIu-Lys-S7§r-GIn-Thr-

80 90 91
Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-lle-Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Lys-Gly-GlIn

(3-LPH wykazuje dziatanie lipolityczne. N-Terminalna sekwencja 1—>58
P-lipotropiny odpowiada strukturze czasteczki y-lipotropiny (y-LPH). Cza-
steczka (3-LPH zawiera takze sekwencje: (3-melanotropiny ((3-MSH), a, @ v
i 5-endorfin a takze metionylo-enkefaliny.
llustruje to nastepujgce zestawienie:

Sekwencja (3-lipotropiny Neuropeptyd
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 Met-enkefalina

Endorfiny sg dobrymi ligandami receptoréw opioidowych i wykazuja
silne dziatanie przeciwbdlowe. W zwigzku z tym endorfiny zaliczane sg do
endogennych peptydéw opioidowych.

Y-Melanotropina (y-MSH) stanowi takze fragment proopiomelanokor-
tyny. Czasteczka y-MSH zbudowana jest z 12 reszt aminokwasowych.

1 10 12
Tyr-Yal-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-Gly
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IV. Peptydy opioidowe

Do grupy peptydéw opioidowych zaliczane sg neuropeptydy stanowigce
ligandy receptoréw opioidowych. Najwcze$niej poznanymi peptydami opio-
idowymi sg enkefaliny (enkephalos — moézg) i oméwione juz w poprzed-
nim rozdziale endorfiny. Nazwa tych ostatnich pochodzi z potgczenia frag-
mentow dwoéch stdw: endogenne morfiny. Enkefaliny sg szerzej niz en-
dorfiny rozpowszechnione w komdrkach osrodkowego uktadu nerwowego.
Znane sg dwie enkefaliny: metioninowa enkefalina (Met-enkefalina) i leu-
cynowa enkefalina (Leu-enkefalina). Sg one pentapeptydami o nastepuja-
cej sekwencji:

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

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

Sekwencja Met-enkefaliny wystepuje w czasteczce proopiomelanokor-
tyny, stanowigc takze fragment (3-LPH (61—65) oraz N-terminalny frag-
ment wszystkich endorfin.

1V-1. Proenkefaliny i peptydy pokrewne

Sekwencje Met-enkefaliny oraz Leu-enkefaliny wystepuja w czastecz-
kach biatka syntezowanego w nadnerczu. Biatko to nazwane proenkefa-
ling A zawiera ponad 260 reszt aminokwasowych. Na przyktad proenkefali-
na wotowa zawiera w czasteczce 263 reszty aminokwasowe w tym sze$¢
sekwencji Met-enkefaliny i jedng sekwencje Leu-enkefaliny [7, 8]. Pro-
enkefalina ludzka zawiera natomiast 267 reszt aminokwasowych w czas-
teczce i takg samg ilos¢ sekwencji enkefalinowych [9]. W wiekszos$ci przy-
padkow sekwencje enkefalinowe z obu stron sgsiadujg w tancuchu pepty-
dowym prekursora z dwiema resztami zasadowych aminokwaséw. Praw -
dopodobnie reszty te sygnalizujg miejsca enzymatycznej hydrolizy, pro-
wadzgcej do uwolnienia czasteczek enkefalin. Na przykiad:

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 oznaczajg sekwencje enkefalin za$ liczby pod wzo-
rami oznaczajg potozenie w tancuchu peptydowym proenkefaliny woto-
wej).
W dwoch przypadkach zasadowe reszty aminokwasowe sygnalizujg
uwalnianie pochodnych enkefalin zawierajgcych wiecej niz pie¢ reszt ami-

K4
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nokwasowych:

1 5 8
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu
182 189

Tylr-GIy—GIy-Phe—MZt-Arg—P;le

257 263
Obydwa peptydy [Arg®, Gly7 Leu8-Met-enkefalina oraz [Arg6 Phe7-Met-
enkefalina sg dobrymi ligandami receptoréw opioidowych.

Jeszcze przed ustaleniem ostatecznej sekwencji pro-enkefaliny izolo-
wano z nadnercza produkty jej degradacji zawierajagce w czgsteczkach sek-
wencje enkefalin. Zwigzki te wykazywaty wysoka aktywno$¢ opioidowa
[10]. W podanym nizej zestawieniu pokazane sg sekwencje: peptydu I, pe-
ptydu F, peptydu B, peptydu E, BAM-22P (bovine adrenal medulla 22-pe-
ptide), BAM-20P oraz BAM-12P. (Liczby pod wzorami oznaczaja poto-
zenie w tancuchu peptydowym proenkefaliny wotu).

peptyd I

1 10
Ser-Pro-His-Leu-Glu-Asp-Glu-Thr-Lys-Gly-Leu-GlIn-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 fragment 15—39 peptydu 1)

1 10 12
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-Gly-A-g-Pro-Glu-Trg-Trp-Met-Asp-Tyi-GlIn-
206

20 22 25
Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

BAM-22P stanowi fragment 1—22 peptydu E, BAM-20P fragment 1—20
za§ BAM-12P fragment 1—12 peptydu E.
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Z tkanki nowotworu nadnercza wyodrebniono ostatnio amid 8-pepty-
du, ktéry nazwano adrenorfing [11]. Jego struktura odpowiada sekwencji
206—213 proenkefaliny i sekwencji 1—8 peptydu E.

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

Adrenorfing wykazuje silng aktywnos$¢ opioidowsa.

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

Z podwzgorza Swini wyodrebniono biatko, ktérego czasteczka zbudowa-
na z 256 reszt aminokwasowych zawiera trzy sekwencje Leu-enkefali-
ny [12]. Podobnie jak w przypadku proenkefalin, sekwencje peptydéw
opioidowych zawarte sg w tancuchu peptydowym prekursora pomiedzy pa-
rami zasadowych aminokwasow, sygnalizujgcych miejsca enzymatycznej
hydrolizy. Oprocz sekwencji Leu-enkefalin w czasteczce prekursora za-
warte sg sekwencje takich peptydéw opioidowych jak neoendorfiny, dy-
norfiny czy tez leumorfiny.

a-Neoendorfina jest 10-peptydem wykazujgcym aktywnos$¢ opioido-
wg [13]. Zawiera ona w swej czasteczce sekwencje Leu-enkefaliny i sta-
nowi fragment 175—184 czasteczki prekursora.

1 9 10
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys
T75 184

(5-Neoendorfina jest 9-peptydem o dziataniu opioidowym. Jej czgstecz-
ka stanowi fragment 1-9 czasteczki a-neoendorfiny.

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

1 10 17
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-GIn-Lys-

209
20 30 32
Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-Val-Val-Thr
240

Dynorfing A wyizolowano nie tylko z podwzgo6rza $Swini lecz takze
z dwunastnicy [15], jest ona 17-peptydem, ktérego czasteczka stanowi
fragment 1—17 dynorfiny-32 [16].

Dynorfina B zwana takze rymorfing [17] jest 13 peptydem. Jej czas-
teczka stanowi fragment 20—32 dynorfiny-32. Stwierdzono takze, iz krot-
sze fragmenty czasteczki dynorminy A, na przykiad dynorfina A 1—8 oraz
dynorfina A 1—9 sg dobrymi Ugandami opioidowych receptoréw u [18].

Poza neoendorfinami i dynorfinami wyizolowano takze leumorfine
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zwang dynorfing B-29. Jest ona 29-peptydem, ktorego czasteczka stanowi
fragment 228—256 tafncucha peptydowego prekursora.

1 10
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-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

1V-3. Pozostate peptydy opioidowe

Peptydy o dziataniu opioidowym wyodrebniono z pepsynowych hydro-
lizatow glutenu pszenicy i a-kazeiny. Do peptydéw tych nalezy P-kazomor-
fina-7, 7-peptyd o nastepujacej sekwencji:

1 4 5 7
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-
Dziatanie opioidowe wykazujg takze (J-kazomorfina-5 i amid (3-kazomorfi-
ny-4 nazwany morficeptyng. Czasteczki tych peptydéw zawierajg sek-
wencje odpowiednio 1—5 i 1—4 P-kazomorfiny-7.

Z hydrolizatu a-kazeiny wyodrebniono takze 6-peptyd i 7-peptyd, kto-
rych czasteczki zawierajg odpowiednio sekwencje 90—95 i 90—96 tego
biatka. Peptydy nazwane egzorfinami kazeinowymi wykazujg czynnos$é
opioidowg [19].

1 6 7
Arg-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Gly
90 90 96

Innym peptydem wykazujgcym dziatanie opioidowe jest dermorfina,
amid 7-peptydu wyizolowany ze skory zaby potudniowoamerykanskiej
(Phyllomedusa sauvagi). Peptyd ten stanowi wyjatek gdyz zawiera w czgas-
teczce reszte D-alaniny.

1 7
Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH2
Nalezy jeszcze wspomnie¢ o kiotorfinie — dipeptydzie Tyr-Arg wyizo-

lowanym z mézgu wotu. Kiotorfina, chociaz nie jest ligandem receptoréw
opioidowych, dziata przeciwbdlowo intensyfikujac najprawdopodobniegj
dziatanie enkefalin. Wydaje sie, iz podobnie dziata tuftsyna, tetrapeptyd
Thr-Lys-Pro-Arg znany ze swych zdolnosSci do stymulacji fagocytozy.
Okazato sie, iz tuftsyna powoduje u szczurow zanik wrazliwo$ci na
bodzce bolowe [20].

V. Peptydy przewodu pokarmowego

V-l. Glukagon i peptydy pokrewne

Glukagon jest hormonem peptydowym o czasteczce zbudowanej z 29-
reszt aminokwasowych, wydzielanym przez trzustke. Wykryto takze jego
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obecno$¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym. Glukagon pobudza degra-
dacje glikogenu i dziata antagonistycznie w stosunku do insuliny. Ostatnio
ustalono strukture pre-proglukagonu chomika. Czgsteczka tego prekursora
zbudowana jest ze 180 reszt aminokwasowych [21]. Okazato sie, iz struk-
tura prekursora glukagonu ludzkiego jest podobna [22]. W czasteczce pre-
kursora z ktérego uwalniany jest glukagon znajdujg sie jeszcze sekwencje
dwéch peptydow podobnych do glukagonu (GLP — glucagon-like peptide):
GLiP-1 (37 reszt aminokwasowych) oraz GLP-2 (34 reszty aminokwaso-
we).

Glukagon

1 10
His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-

20 29
Ala-GIn-Asp-Phe-Val-GIn-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-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly
GLP-2

10
His-Ala-Asp-Gly-Ser-Phe-Ser-Asp-Glu-Met-Asn-Thr-1le-Leu-Asp-Asn-Leu-Ala-

20 30 34
Ala-Arg-Asp-Phe-lle-Asn-Trp-Leu-lle-GIn-Thr-Lys-lle-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 Swiriskiej dwunastnicy.
VIP wystepuje takze w tkance nerwowej gdzie najprawdopodobniej dziata
jako neurotransmiter. VIP wykazuje szeroki wachlarz aktywnosci biolo-
gicznej. Powoduje on na przyktad skurcze miesni gtadkich i stymuluje
wydzielanie oraz uwalnianie insuliny, glukagonu a takze hormonow tyl-
nego ptata przysadki. VIP wykazuje pewne podobienstwo do glukagonu,
sekretyny i peptydu hamujacego gastryne. VIP jest uwalniany z prekur-
sora prepro-VIP [23]. Czasteczka prekursora zawiera sekwencje drugiego
podobnie dziatajagcego amidu 27-peptydu okreslanego jako PHM-27. Znany
jest takze drugi 27-peptyd PHI-27, ktdérego czasteczka rozni sie od poprzed-
niego jedynie tym, ze w pozycji 12 zamiast reszty L-lizyny znajduje sie
L-arginina a w pozycji 27 zamiast L-metioniny reszta L-izoleucyny.

VIP

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

20 27
Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-lle-Asn-NH2



432 G. KUPRYSZEWSKI [12]
PHM-27

1 10 12
His-Ala-Asp-Gly-Val-Phe-Thr-Ser-Asp-Phe-Ser-Lys-Leu-Leu-Gly-GIn-Leu-Ser-
20 27
Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Glu-Ser-Leu-Met-NH2

V-3. Pozostate peptydy przewodu pokarmowego

Do peptydowych hormonéw przewodu pokarmowego, ktérych obecnos¢
wykryto w tkance nerwowej nalezg miedzy innymi: sekretyna, gastryna,
peptyd hamujacy dziatanie gastryny, cholecystokinina, peptyd YY oraz
motylina.

Sekretyna jest amidem 27-peptydu wydzielanym przez bione Sluzowa
jelit. Sekretyna pobudza trzustke do wydzielania soku trawiennego za-
wierajacego wodoroweglan a takze pobudza watrobe do produkcji zotkci.
Nizej podana jest sekwencja aminokwasowa czgsteczki 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

Gastryna produkowana przez btone $luzowa zotgdka jest amidem 17-pe-
ptydu. Pobudza ona zotgdek i trzustke do wydzielania kwasu solnego i so-
kéw trawiennych oraz stymuluje system miesni przewodu trawiennego do
wzmozonego ruchu robaczkowego. Czasteczka ludzkiej gastryny ma na-
stepujacg sekwencje 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 reszte kwasu piroglutaminowego)

Gastryna ludzka wystepuje takze w postaci, w ktérej grupa fenolowa
L-tyrozyny w pozycji 12 jest zestryfikowana czasteczkg kwasu siarkowego
(gastryna Il). Czasteczka gastryny Swinskiej rézni sie od ludzkiej tym, iz
w pozycji 5 zamiast reszty L-metioniny znajduje sie reszta L-leucyny.
Okazato sie, ze C-terminalny amid tetrapeptydu Trp-Met-Asp-Phe-NH2
wykazuje petng aktywno$é naturalnego hormonu. Bardziej aktywny jest
syntetyczny, acylowany resztg t-butyloksykarbonylowg, amid pentapepty-
du Eoc-f3-Ala-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 nazwany pentagastryng i szeroko
stosowany w diagnostyce gastroenterologicznej.

Peptyd hamujgcy dziatanie gastryny (GIP — gastric inhibitory poty-
peptide) zostat wyodrebniony z dwunastnicy. GIP jest 43-peptydem. Jest
on antagonista gastryny i hamuje skurcze miesni gtadkich jelit. Czastecz-
ka GIP zawiera fragmenty identyczne z fragmentami sekwencji glukago-
nu, sekretyny i VIP.
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1 10
Tyr-Ala-Asp-Gly-Thr-Phe-lle-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Ala-Met-Asp-Lys-Ue-Arg-Glin-
20 30
GIn-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-GIn-GlIn-Lys-Gly-Lys-Lys-Ser-Asp-Trp-
40 43
Lys-His-Asn-lle-Thr-Gln

Cholecystokinina (CCK) jest amidem 33-peptydu wyodrebnionym z bio-
ny Sluzowej jelit. CCK powoduje skurcze woreczka zétciowego i stymuluje
wydzielanie enzymdw przez trzustke. Za biologiczng aktywno$¢ CCK od-
powiedzialny jest fragment 22—33.

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

so3h
20 22 |

30 33
Ser-His-Arg-Ue-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr-Met-Gly-T rp-Met-Asp-Phe-N H 2

Cecha charakterystyczng czasteczki CCK jest to, ze grupa fenolowa reszty
L-tyrozyny w pozycji 27 jest zestryfikowana kwasem siarkowym a C-ter-
minalny pentapeptyd ma identyczng sekwencje z C-terminalnym fragmen-
tem gastryny.

Peptyd YY, wyodrebniony z btony $luzowej jelit, jest amidem 36-pep-
tydu. Peptyd YY hamuje oddziatywanie sekretyny na trzustke. Stwierdzono
takze wystepowanie peptydu YY w mdzgu. Czasteczka peptydu YY zawiera

sekwencje aminokwasowe wystepujace w czasteczkach peptydu Y oraz
neurotensyny [24].

1 10
Tyr-Pro-Ala-Lys-Pro-Glu-Ala-Pro-Gly-Glu-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-GlIn-Arg-Tyr-
NH2

Motylina stymuluje ruchy zotadka oraz wydzielanie pepsyny. Czasteczka
motyliny zawiera 22 reszty aminokwasowe.

1 10
Phe-Val-Pro-lle-Phe-Thr-Tyr-Gly-Glu-Leu-GIn-A*g-Met-GIn-Glu-Lys-Glu-

20 22
Arg-Asn-Lys-Gly-GIn

V1. Kininy i peptydy pokrewne

Do grupy Kkinin zaliczane sa hormony tkankowe dziatajagce na mies-
nie gtadkie oraz majgce wiasciwosci zwezania lub rozszerzania naczyn
krwiono$nych a tym samym podwyzszania lub obnizania cisnienia krwi.
Stwierdzono takze, iz kininy wystepuja w os$rodkowym uktadzie ner-
wowym.



434 G. KUPRYSZEWSKI [14]

VI-1. Kininy plazmy

Kininy plazmy reprezentowane sg przez bradykinine. Jest ona 9-pepty-
dem powstajgcym z biatek plazmy w wyniku enzymatycznej hydrolizy. Po-
za dziataniem na miesnie gtadkie bradykinina zwieksza przepuszczalno$¢
naczyn wiosowatych a takze powoduje rozszerzenie naczyn krwionosnych
obnizajgc u ssakow tetnicze cisnienie krwi. Wydaje sie, iz bradykinina ma
wplyw na proces uczenia sie. Czasteczka bradykininy ma nastepujacag se-
kwencje reszt aminokwasowych:

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

Poza bradykining do kinin plazmy zaliczane sa: 10-peptyd kallidyna
(Lys-bradykinina) oraz 11-peptyd Met-Lys-bradykinina.

VI-2. Bombesyna i peptydy pokrewne

Bombesyna jest amidem 14-peptydu wydzielonym ze skdry zaby euro-
pejskiej (Bombina bombina i Bombina variegata), dziatajagcym na miesnie
gtadkie i obnizajacym cisnienie krwi. Cecha charakterystyczng czgstecz-
ki bombesyny jest N-terminalna reszta kwasu L-piroglutaminowego
(pGlu).

14

1 10
pGlu-GlIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

Peptydami wykazujgcymi strukturalne pokrewieAstwo z bombesyng
sg: alitensyna wydzielona ze skory ropuchy (Alytes obstetricans), ranaten-
syna wydzielona ze skdry zaby amerykanskiej (Rana pipens) oraz litoryna
wyodrebniona ze skéry zaby australijskiej (Litoria aurea). W podanych
nizej wzorach podkres$lone sg sekwencje wspo6lne z bombesyna.

Alitensyna

L 10 14
PGIU-Gly-Arg-Leu-Gly-Thr-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

Ranatensyna
10 1

1
pGlu-Val-Pro-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Phe-Met-NH2
Litoryna

1 9
pGlu-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Phe-Met-NH2

Pokrewienstwo strukturalne z bombesyna wykazujg neuromedina B
wydzielona ze Swiniskiego rdzenia kregowego [25] oraz neuromedina C wy-
odrebniona z mozgu Swinek morskich i szczuréw [26].

Neuromedina B

1 10
Gly-Asn-Leu-Trp-Ala-Thr-Gly-His-Phe-Met-NH2
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Neuromedina C

i 10
Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

V1-3. Tachykininy

Do grupy tachykinin zaliczamy peptydy, ktére w przeciwienstwie do in-
nych kinin szybko dziatajg na miesnie gtadkie. Przedstawicielem tej gru-
py neuropeptydow jest substancja P wydzielona z podwzg6rza ssakéw.
Ostatnio okreslono sekwencje aminokwasowg prekursora substancji P
z mozgu wotu. Biatkowa czgsteczka prekursora zawiera 150 reszt amino-
kwasowych [27]. Substancja P jest amidem 11- peptydu o nastepujacej
sekwencji reszt aminokwasowych:

1 10 u
Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GlIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2
58 68

W czasteczce prekursora substancja P zajmuje pozycje 58—68.
Czasteczka prekursora substancji P zawiera takze sekwencje substancji

K zwanej a-neurokining lub neuromeding L. Substancja K jest amidem

10-peptydu zajmujgcego w czgsteczce prekursora pozycje 98— 107.

i 10
His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
98 107
Z rdzenia kregowego Swini wydzielono ostatnio tachykininowy amid
10-peptydu o nastepujacej sekwencji [28]:

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

Poza wymienionymi wyzej peptydami do grupy tachykinin zaliczane
sg miedzy innymi: fizalemina — amid 11-peptydu wyizolowany ze skdry
zaby potudniowoamerykanskiej (Physalemus juscumaculatus), eledoizy-
na — amid 11-peptydu wystepujacy w gruczole slinowym matwy (Eledone
moschata), kasinina — amid 12-peptydu ze skory zaby afrykanskiej
(Kassina senegalensis). Wszystkie te peptydy zawierajg w swych czastecz-
kach fragmenty sekwencji substancj(i, P.

\ t
Fizalemina
1 10 11
pGlu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2
Eledoizyna
1 10 11
pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH2
Kasinina

1 10 12
Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-GlIn-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
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VI-4. Angiotensyna

Angiotensyna jest uwalniana z a-globularnej frakcji biatek plazmy.
Najpierw, w wyniku dziatania na prekursor zwany angiotensynogenem,
wystepujacej w nerce endopeptydazy — reniny, powstaje biologicznie nie-
aktywny 10-peptyd (angiotensyna ). W drugim etapie egzopeptydaza,
nazwana enzymem konwertujagcym, katalizuje hydrolityczne odszczepienie
C-terminalnego dipeptydu w wyniku czego powstaje 8-peptyd, angioten-
syna Il. Powoduje ona gwattowny i krotki wzrost ci$nienia krwi. Angio-
tensyna Il wptywa takze na mies$nie gtadkie macicy i jelit.

angiotensynogen
renina

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

angiotensyna |

enzym konwertujacy

1
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
angiotensyna |1

VII. Peptydy regulujace metabolizmi Wabnia

Do peptydéw regulujgcych metabolizm wapnia i fosforanéw nalezg:
kalcytonina produkowana przez tarczyce oraz jej antagonista hormon
paratyreotropowy. Obydwa hormony wystepujg takze w podwzgorzu.
Wydzielanie kalcytoniny nastepuje w momencie wzrostu poziomu wapnia
we krwi. Powoduje to obnizenie zaréwno stezenia wapnia jak i stezenia
fosforanéw. Kalcytonina jest amidem 32-peptydu, przy czym sekwencja
aminokwasowa jest w duzym stopniu zalezna od gatunku. Wplywa to
takze na biologiczng aktywno$¢ hormonu. Na przyktad, aktywnos¢ kalcy-
toniny wyodrebnionej z gruczotu tuku skrzelowego tososia jest dwudziesto-
krotnie wyzsza od aktywnos$ci kalcytoniny ludzkiej. W czasteczce kalcy-
toniny wystepuje mostek disiarczkowy pomiedzy resztami L-cysteiny
w pozycjach 1i 7.

Kalcytonina ludzka

1 7 10
Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-GIn-Asp-Phe-Asn-Lys-
| |

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

Kalcytonina tososia
1 7 10
Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-Ser-GIn-Glu-Leu-His-Lys-

20 30 32
Leu-GIn-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Pro-NH2
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Antagonista kalcytoniny hormon paratyreotropowy [hPT] zawiera w
czasteczce 84 reszty aminokwasowe [29].

Sér-VaI-Ser-GIu-I Ie-GIn-Leu-Met-His-Aé?w-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-Met-
GIu-AZrog—VaI-GIu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys—Leu-GIn-AZOp-VaI-H is-Asn-Phe-Val-Ala-
Leu-G Iy-AIa-P4roo-Leu-AIa-Pro-Arg-Asp-AIa-G ly-Ser-G In-A?(g)]-Pro-Arg-Lys-Lys-
GIu-Asp—Asn-VaI—Leu—\?gl—GIu—Ser—H is-GIu-Lys—Ser—Leu-GIy—GIu—A7I%1—Asp—Lys—

80 84
Ala-Asp-Val-Asp-Val-Leu-Thr-Lys-Ala-Lys-Ser-Gln

VIIl. Czynniki uwalniajgce i hamujace

Czynniki uwalniajace (liberyny) wytwarzane sg w podwzgorzu i prze-
noszone do przysadki. Powodujg one uwalnianie hormonéw przedniego
ptata przysadki poprzez system cyklazy adenylowej. W przypadku mela-
notropiny, prolaktyny i somatotropiny nie wystepuje mechanizm sprzeze-
nia zwrotnego w zwigzku z czym uwalnianie tych hormonéw jest dodatko-
wo sterowane przez czynniki hamujgce (statyny).

Tyreoliberyna (TRH — thyrotropin releasing hormone lub TRF —
thyrotropin releasing factor) pobudza wydzielanie tyreotropiny i prolak-
tyny u ssakéw. TRH uwalnia takze a-MSH z przysadki zab [30]. TRH jest
amidem tripeptydu L-pyroglutamylo-L-histydylo-L-proliny:

Glp-His-Pro-NH2

Kortykoliberyna (CRH — corticotropin releasing hormone lub CRF —
corticotropin releasing factor) jest czynnikiem uwalniajgcym ACTH. CRH
jest amidem 41-peptydu. Poznana zostala struktura jego prekursora, w
ktérym sekwencja kortykoliberyny zajmuje pozycje 154—194 [31].

i 10
Ser-Glu-Glu-Pro-Pro-lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-
20 30
Leu-Glu-Met-Ala-Arg-Ala-Glu-Gln-Leu-Ala-GIn-GIn-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-

40 4
Leu-Met-Glu-Ue-lle-NH?2
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

Melanoliberyna (MRH — melanotropin releasing hormone) jest czynni-
kiem uwalniajacym melanotropine. Uwaza sie, iz fragment 1—6 czasteczki
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oksytocyny wykazuje wiasnosci MRH:

1 6
Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys

Somatoliberyna ludzka (GH-RH — growth hormone releasing hormone
lub GH-RF — growth hormone releasing factor) jest amidem 44-peptydu
[32]. GH-RF uwalnia hormon wzrostu somatotropine.

i 10
Tyr-Ala-Asp-Ala-lle-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-
20 30
Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-GIn-Asp-lle-Met-Ser-Arg-GIn-GIn-Gly-Glu-Ser-Asn-Glin-

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

Melanostatyna (MIH — melanotropin release inhibiting hormone) jest
amidem tripeptydu stanowigcego fragment 7-9 oksytocyny. Rola tego czyn-
nika nie jest w petni wyjasniona. Uwaza sie, iz MIH hamuje uwalnianie
melanotropiny.

Pro-Leu-Gly-NH2

Somatostatyna (SIH — somatotropin release inhibiting hormone) ha-
muje uwalnianie somatotropiny. Czasteczka somatostatyny zbudowana jest
z 14 reszt aminokwasowych i zawiera mostek disiarczkowy miedzy resz-
tami L-cysteiny w pozycjach 3i 14.

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

IX. Pozostate neuropeptydy

Ostatnio wyizolowano z mézgu $wini nowy amid 36-peptydu o sek-
wencji homologicznej do peptydu YY [33]. Zwigzek ten nazwano neuro-
peptydem Y (NPY). NPY hamuje wydzielanie trzustki stymulowane przez
sekretyne.

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-1le-Asn-Leu-lle-Thr-Arg-Glu-Arg-Tyr-NH2

Pobudzajgcy prace serca peptyd wyodrebniono z mieczaka (Macro-
callista nimbosa). Okazat sie nim amid tetrapeptydu oznakowany jako amid
FMRF (jednoliterowe symbole aminokwaséw F = Phe, M = Met, R = Arg)
[34].

1 4
Phe-Met-Arg-Phe-NH2

Kardioaktywny amid pentapeptydu wyizolowano z mézgu kurczat. Zwiga-
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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 kardioaktywny amid 9-peptydu wydzielono z innego mieczaka
(Aplysia) [36].

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

Z hydry (Hydra attennata) oraz z podwzgoérza ludzkiego wyodrebniono
neuropeptyd zawierajgcy w czasteczce 11 reszt aminokwasowych. Peptyd
ten nazwano ,head activator neuropeptide™ [37].

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

Neurotransmiterem okazat sie pentapeptyd wydzielony z karalucha
(Periplaneta americana). Zwigzek ten nazwano proktoling [38].

1 5
Arg-Tyr-Leu-Pro-Thr

W ogonowym systemie neurowydzielniczym ryby koscistej (Gillichthys
mirabilis) znaleziono neuropeptyd o sekwencji homologicznej do somato-
statyny. Zwigzek ten nazwany urotensyng Il jest 12-peptydem [39].
Czasteczka urotensyny Il zawiera mostek disiarczkowy pomiedzy resztami
L-cysteiny w pozycjach 6 i 11.

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

Z ekstraktu podwzgérza wotu wyodrebniono 13-peptyd powodujacy
nadcisnienie u szczur6w. Zwigzek ten nazwano neurotensyna.

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

Skoéra zaby (Xenopus laevis) zawiera 8-peptyd obnizajacy cisnienie
krwi i pobudzajacy skurcze miesni gtadkich. Peptyd nazwano ksenopsyna
[40].

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

Z moézgu szczurow wydzielono kwas N-acetylo-L-aspartylo-L-glutami-
nowy (Ac-Asp-Glu) wykazujgcy silne powinowactwo wobec mozgowego
receptora kwasu glutaminowego. Przypuszcza sie, iz zwigzek ten moze by¢
neurotransmiterem [41].
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X. Uwagi koncowe

Wydaje sie, ze w najblizszej przysztosci nalezy oczekiwac¢ dalszych po-
stepéw w badaniach nad izolowaniem, ustalaniem struktury, mechanizmem
dziatania i rolag neuropeptydéw w funkcjonowaniu osrodkowego uktadu
nerwowego. Pozwoli to na poznanie zaleznosci pomiedzy strukturg a czyn-
noscig biologiczng tej grupy zwiazkéw oraz na zaplanowanie syntez analo-
géw o zmodyfikowanych wiasnosciach pozgdanych w terapii i diagnostyce
medycznej.

Zaakceptowano do druku dnia 19 marca 1985 r.
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Wykaz stosowanych skrotow: ACh — acetylocholina; AChE — esteraza acety-
locholinowa; ACTH — hormon adrenokortykotropowy; CCK — cholecystokinina;
CRF — czynnik uwalniajagcy ACTH; DA — dopamina; ENK — enkefalina; GABA —
kwas gamma-aminomastowy; Glu — glutaminian; LH-RH — hormon uwalniajgcy
gonadotropiny; MSH — hormon melanotropowy; Met-ENK — metioninowa enkefali-
na; NT — neurotensyna; SP — substancja P; SIH — somatostatyna; TRH — hormon
uwalniajgcy tyrotropine; VIP — naczynioaktywny peptyd jelitowy. Terminy: ENK-
dodatni, NT-dodatni, SP-dodatni, SIH-dodatni, VIP-dodatni i im podobne oznaczaja
struktury komorkowe wykazujgce dodatni odczyn immunologiczny w reakcji z od-
powiednimi przeciwciatami.

Zastosowanie w neuroanatomii immunohistologicznych metod badaw-
czych pozwolito na bezposrednie wykazanie obecno$ci neuropeptydéw
w os$rodkach moézgu i rdzenia kregowego oraz w drogach nerwowych.
Wprowadzenie za$ metod histochemicznych do badan elektronowo-mikro-

* Prof, dr, *) Dr hab., Zaktad Anatomii Akademii Medycznej w Gdansku, 80-211
Gdansk, ul. Debinki 1
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skopowych umozliwito lokalizacje neuropeptydéw w strukturach subko-
morkowych tkanki nerwowej [1, 16]. Charakterystyczne rozmieszczenie
neuropeptydow wskazuje na ich specyficzne znaczenie czynnosciowe i su-
geruje, ze sg one neuromodulatorami a nawet neurotransmiterami. W przy-
padku wielu neuropeptydéw okreslono rozmieszczenie ich miejsc recepto-
rowych [17—19]. Przy uzyciu metod elektronowo-mikroskopowych wy-
kryto rowniez obecnos¢ niektorych neuropeptydéw w pecherzykach synap-
tycznych [20—23].

Dzieki uzyskaniu wysoce specyficznych przeciwciat skierowanych
przeciw poszczeg6lnym neuropeptydom badania neuroanatomiczne do-
starczajg obecnie bardziej wiarygodnych danych, niz to miato miejsce
w latach siedemdziesigtych. Jednakze mimo oczywistych korzysci wypty-
wajgcych z zastosowania immunohistochemicznych metod badawczych nie
mozemy zapominaé, ze reakcje immunologiczne bywaja nie w peini swoiste
i ze popetniono szereg btedow wyciggajac zbyt daleko idgce wnioski opie-
rajac sie tylko na wynikach tych badan. Przeciwciata reagujag bowiem
z miejscem antygenowym a nie z okre$long substancjg. Dlatego pozytywny
wynik reakcji immunohistochemicznej nie stanowi jeszcze pewnego do-
wodu wykazujgcego obecnos$¢ badanej substancji. Z drugiej strony, brak
pozytywnej reakcji nie wyklucza obecnosci poszukiwanego zwigzku, po-
niewaz utrwalanie i inne czynniki towarzyszgce histologicznej obrébce
tkanki zmniejszajg antygenowe wiasciwosci peptydow. W odniesieniu do
wynikow badan morfologicznych, w przypadkach niedostatecznie potwier-
dzonych przez badania biochemiczne, méwimy raczej o wystepowaniu
dodatniej peptydopodobnej reakcji immunologicznej (ang. positive peptide-
like immunoreaction) a nie o obecnosci okreslonego zwiazku.

Przedstawione dane o rozmieszczeniu neuropeptydéw w o$rodkowym
ukladzie nerwowym nie stanowig szczegdtowego przegladu obecnego stanu
wiedzy na ten temat. Omawiamy tylko te struktury os$rodkowego ukiadu
nerwowego i uktady neuronalne, ktére majg cechy pozwalajgce na powig-
zanie danych morfologicznych i biochemicznych z czynno$cig. Ponadto
staraliSmy sie w ogromnym materiale, nieraz bardzo rozbieznych wyni-
kéw, wybiera¢ tylko te, ktére wydajg sie by¢ pewne lub co najmniej wy-
soce prawdopodobne.

I. Ogolna charakterystyka rozmieszczenia neuropeptydéw w osrodkowym
uktadzie nerwowym

Dotychczasowe badania neuroanatomiczne wykazujg, ze poszczeg6lne
neuropeptydy sa szeroko rozprzestrzenione w wielu, czestokroé zupetnie
réznych pod wzgledem czynnosciowym osrodkach, a stezenia neuropepty-
déw w poszczeg6lnych strukturach moézgu i rdzenia kregowego rdznig sie
bardzo wyraznie. Tak na przyktad istota galaretowata rdzenia kregowego,
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jadro pasma rdzeniowego nerwu tréjdzielnego i istota czarna zawierajg
ponad 1000 pikomoli substancji P na g tkanki [24], podczas gdy kora
czuciowa tylko 19 pikomoli/g [25].
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Ryc. 1. Stezenie neuropeptydéw w gtdwnych okolicach mézgowia. Opracowane na
podstawie schematu Palkovitsa [22].

Skroty: ACTH — hormon adrenokortykotropowy; CRF — czynnik uwalniajacy ACTH; LH-RH —
hormon uwalniajacy gonadotropiny; MSH — hormon melanokortykotropowy; TRH — hormon
uwalniajacy tyreotropine; VIP — naczynioaktywny peptyd jelitowy.

Wiekszo$¢ neuropeptydéw wystepuje na ogét w najwiekszym stezeniu
w podwzgérzu i w osrodkach uktadu limbicznego [10, 15] (Ryc. 1). Niekté6re
jednak wystepuja gtéwnie w innych obszarach moézgowia: enkefaliny
(ENK) w ciele prazkowia, naczynioaktywny peptyd jelitowy (VIP) i cho-
lecystokinina (CCK) w korze moézgu oraz w rogach tylnych rdzenia kre-
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gowego [1, 2, 4—7, 9, 13, 14, 21, 26—29]. Obecno$¢ karnozyny wykryto nie-
mal wytgcznie w opuszce wechowej [30].

Duze stezenie okreSlonych neuropeptydéw w os$rodkach o dobrze po-
znanym znaczeniu czynnosciowym sugeruje fizjologiczng role jaka moga
spetniaC te substancje. Na przykiad enkefaliny wystepujagce w duzych
stezeniach w os$rodkach czuciowych oraz w uktadzie limbicznym wydajag
sie mie¢ istotne znaczenie dla przewodzenia impulséw bé6lowych oraz
wywieraé znaczny wptyw modulujacy na zachowanie zwierzat [6, 13, 29,
31—35]. Wysoka zawarto$¢ substancji P w istocie czarnej, a enkefalin
w gatce bladej sugeruje, ze substancje te majg istotne znaczenie dla pra-
widtowego funkcjonowania ukiladu pozapiramidowego [6, 13, 36, 37].
Oczywiscie zwigzek miedzy stezeniem neuropeptyddéw a czynnos$cia po-
szczeg6lnych os$rodkéw nie jest tak prosty i wnioski mogg by¢ wysuwane
dopiero na podstawie szczeg6towych badahn przeprowadzonych rdznymi
metodami.

Neuropeptydy lub ich bezpos$rednie prekursory wytwarzane sag w peri-
karionach, ale na ogét nie gromadza sie tam w znaczniejszych ilosciach,
poniewaz transport aksonalny przenosi je w kierunku zakornczen aksonal-
nych. Dlatego tez w poczatkowym okresie badarh immunohistochemicznych
dodatnie reakcje immunologiczne obserwowano niemal wytgcznie w pre-
terminalnych i terminalnych odcinkach akson6w. Dopiero zastosowanie
kolchicyny, substancji hamujgcej transport aksonalny i na og6t nie zabu-
rzajgcej syntezy peptydow, pozwolito na uwidocznienie neuropeptydéw
w perikarionach (Ryc. 2). W niektérych populacjach neuronéw jednak
stwierdzono oddziatywanie kolchicyny prowadzace do zmian letalnych
[38]. W takich przypadkach substancja ta nie spetnia oczekiwanego zada-
nia i nie moze by¢ skutecznie zastosowana w badaniach immunohistoche-
micznych.

Badania elektronowo-mikroskopowe ujawnity dodatkowo, ze nieza-
leznie od rodzaju badanego peptydu barwny produkt reakcji immunohisto-
chemicznej jest rozmieszczony dyfuzyjnie w cytoplazmie perikarionéw
i dendrytow neuronéw peptydoergicznych, a przede wszystkim w duzych
elektronogestych pecherzykach synaptycznych [20, 21, 23]. Zakofczenia
peptydoergiczne tworzg zwykle synapsy aksodendrytyczne, ale nierzadko
spotyka sie réwniez peptydoergiczne potgczenia aksosomatyczne [20, 21,
23]. Fakt wystepowania neuropeptyddéw gtéwnie w zakonczeniach aksonal-
nych potwierdzono w badaniach biochemicznych. Wykazaty one obecnos¢
we frakcji synaptosomalnej 60—70% og06lnej ilosci znajdowanych neuro-
peptydow [22].

Neurony peptydoergiczne sg w znacznej mierze interneuronami, tj.
krotkoaksonalnymi neuronami typu Golgi Il, ktédrych aksony konczg sie
w poblizu perikarionu. Jako przykitad stuzy¢é mogg neurony korowe za-
wierajgce naczynioaktywny peptyd jelitowy, cholecystokinine lub somato-
statyne [4, 18, 29]. Neurony peptydoergiczne majg czesto rowniez struktu-
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re dtugoaksonalnych neuronéw typu Golgi I, ktorych zakonczenia znajduja
sie w duzej odlegtosci od ciat komdérek macierzystych [:, 11, 21, 31, 34, 39,
40, 41]. Diugie aksony takich neuronéw tworzg peptydoergiczne drogi
osrodkowego uktadu nerwowego, ktérych poznanie umozliwia zidentyfi-
kowanie w mozgowiu i rdzeniu kregowym specyficznych neuropeptydo-
wych uktadéw neuronalnych. Konieczne jest jednak do tego tgczenie badan
immunohistochemicznych ze znanymi doswiadczalnymi metodami neuro-
anatomicznymi (metody zwyrodnieniowe i metody transportu aksonalnego)
(Hyc. 2).

A

DI

e

C
Ps/?

'{' B ~=7 Rye. 2. Stezenie neuropeptydu w
\ﬁ\‘)(/f ___________________ ' réznych czesciach neuronu w sta-
K, /4 nie fizjologicznym i w warunkach

doswiadczalnych. A — neuron w
stanie fizjologicznym. B — neuron

po podaniu kolchicyny. C — neu-
ron po zniszczeniu osrodka. D —
neuron po przecieciu aksonu.

Zniszczenie os$rodka zawierajgcego neurony bogate w okreslony neu-
ropeptyd prowadzi do spadku stezenia tego neuropeptydu, a nastepnie do
catkowitego jego znikniecia z aksonéw i zakonczen aksonalnych. Z kolei,
przeciecie aksonu prowadzi do gromadzenia sie wytwarzanego neuropep-
tydu w perikarionie, a szczegOlnie w odcinku proksymalnym (blizszym
perikarionu) przecietego aksonu i spadku ilosci tego neuropeptydu w od-
cietym odcinku dystalnym i w zakonczeniach aksonalnych. Opierajac sie
na powszechnie znanych zaburzeniach transportu aksonalnego, wystepu-
jacych po uszkodzeniu neuronéw, ustalono miedzy innymi przebieg réznego
typu peptydoergicznych witékien w prazku koncowym [31, 42, 43, 11] oraz
wykryto zawierajgcg substancje P droge tgczacg prazkowie z istotg czar-
ng [27, 29]. Ponadto wykazano obecnos$¢ substancji P w niektorych neuro-
nach zwojow rdzeniowych, ktorych widkna dosrodkowe konczag sie na
komodrkach os$rodkéw czuciowych w rogu tylnym rdzenia [26, 44]. Zawiera-
jace substancje P neurony zwojéw rdzeniowych stanowig prawdopodobnie
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pierwszy etap drogi przewodzacej impulsy bélowe. Doktadne poznanie
przebiegu drog peptydoergicznych wymaga jednak dalszych badan neuro-
anatomicznych przy zastosowaniu bardziej precyzyjnych metod doswiad-
czalnych. Miedzy innymi niezwykle waznym problemem jest uzyskiwanie
wysoce specyficznych, najlepiej monoklonalnych, przeciwciat skierowa-
nych przeciwko poszczeg6lnym peptydom.

Dodatkowych informacji o neurotransmiterach i neuromodulatorach
moze dostarczy¢ autoradiograficzne zbadanie rozmieszczenia ich miejsc
receptorowych. Znajduja sie one w btonach komérkowych struktur post-
synaptycznych a czesciowo réwniez presynaptycznych i charakteryzujg sie
stereospecyficznoscig oraz wysokim powinowactwem wobec wigzanych
substancji neuroaktywnych [17—19]. Metody histoautoradiograficzne po-
zwalajg na badanie rozmieszczenia miejsc receptorowych in vitro jak row-
niz in vivo. Metody te charakteryzujg sie duzg czutosScig i mogg byé wy-
korzystywane do iloSciowego oznaczania gestosci miejsc receptorowych
przy uzyciu pomiaréw densytometrycznych [18]. Na ogdt wysokiej zawar-
tosci transmitera w okreslonym os$rodku mézgu lub rdzenia kregowego to-
warzyszy znaczne stezenie odpowiadajgcego mu receptora lub receptorow.
Znaleziono jednak osrodki mézgu, w ktoérych stezenia neuropeptyddéw nie
odpowiadajg gestosci miejsc receptorowych [17—19]. W zewnetrznym seg-
mencie gatki bladej stwierdza sie wysoka zawarto$¢ enkefalin i niskie ste-
zenie ich miejsc receptorowych; odwrotnie, niskiej zawartosci enkefalin
w prazkowiu odpowiada znaczna gesto$¢ ich miejsc receptorowych [19].
Jak dotad nie zdotano wyttlumaczyé przyczyn takich rozbieznosci. Wiado-
mo jedynie, ze wiokna przechodzace przez $rodek, a nie konczace sie w
prgzkowiu, moga wykazywaé znaczne stezenie badanego neuropeptydu,
przy nieobecnosci odpowiednich miejsc receptorowych.

Interesujgcym wynikiem autoradiograficznych badan rozmieszczenia
miejsc receptorowych jest stwierdzenie w mézgu i rdzeniu kregowym tzw.
goracych plam — ,,hot spots”. Tak nazywane obszary charakteryzuja sie
duzym zageszczeniem miejsc receptorowych odpowiadajacych réznym sub-
stancjom neuroaktywnym. Sg to miedzy innymi: istota galaretowata rdze-
nia kregowego, jadro tozyskowe prazka krancowego, opuszka wechowa
i zakret zebaty [17]. Sg to miejsca konwergencji wielu drég nerwowych
zawierajacych rézne neurotransmitery. Dotyczy to przewaznie o$rodkéw
czuciowych i limbicznych — nigdy za$ o$rodkéw ruchowych.

1. Kora moézgu

Wynikajgcy z rozwoju filogenetycznego podzial kory moézgu pozwala
wyrézni¢ prakore, kore starg i kore nowg. Badania biochemiczne wyka-
zaly, ze nowa kora na ogot zawiera stosunkowo niewielkie stezenie neuro-
peptydow. Ale niektore z nich sg jednak charakterystyczne dla struktur
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korowych. W korze moézgowej szczura znaleziono ciata komoérek i zakon-
czenia nerwowe dajgce immunododatnig reakcje przede wszystkim z prze-
ciwciatami skierowanymi przeciwko naczynioaktywnemu peptydowi jeli-
towemu (VIP), cholecystokininie (CCK) i somatostatynie (SIH) [4, 14, 28].
Nieliczne badania obecno$ci neurotransmiteréw w korze moézgowej u na-
czelnych i cztowieka potwierdzajg powyzsze dane [2, 45]. Podobnie ksztat-
tuje sie rozmieszczenie neuropeptydéw w neuronach starej kory, tj. w hi-
pokampie i okolicy retrohipokampalnej oraz korze gruszkowatej [29, 32, 45,
47]. Obecnos$¢ niektérych innych neuropeptydéw (substancja P, enkefalina
oraz neurotensyna) stwierdzono niemal wytgcznie w zakonczeniach drog
dokorowych [4, 6, 9, 19, 28, 29]. Neurony wykazujagce immunododatnig
reakcje na obecno$¢ neurotensyny stwierdzono w jednym z obszaréw
hipokampa, w tzw. podktadce (subiculum) [29].

Znaczna liczba komérek nowej kory wykazuje immunododatnig re-
akcje na obecno$¢ naczynioaktywnego peptydu jelitowego (komérki VIP-
dodatnie) [4, 28]. Populacja komorek VIP-dodatnich wydaje sie by¢ niemal
catkowicie jednorodna, a neurony te wystepuja przede wszystkim w war-
stwach Il i Il nowej kory. VIP-dodatnie zakonczenia nerwowe znajduja
sie gtownie w warstwach Il, 11l i IV. Oblicza sie, ze u szczura przypada
przecietnie 1do 5 VIP-dodatnich neuronéw na kazde 100 komdérek nerwo-
wych kory [4]. Korowe neurony VIP-dodatnie to prawie wyfgcznie neuro-
ny dwubiegunowe, ktérych wypustki skierowane sg prostopadle do po-
wierzchni kory, jedna ku oponie miekkiej, a druga w kierunku istoty
biatej. Sa to przewaznie neurony otrzymujace projekcje z jader wzgoérza.
Ich aksony konczg sie zasadniczo w obrebie kory na komdrkach piramido-
wych i nie dochodzg do struktur podkorowych. Za brakiem VIP-dodatnich
potaczen z jadrami podkorowymi przemawiajg badania biochemiczne, w
ktérych nie stwierdzono istotnych zmian iloSciowych zawartosci VIP
w korze czotowej po odizolowaniu jej od struktur podkorowych [4, 42],

Charakterystyczny uktad promienisty neuronéw VIP-dodatnich w no-
wej korze wskazuje na ich lokalne oddzialtywanie, ograniczone do matej
przestrzeni. Komoérki te moga by¢ waznym elementem pojedynczych ko-
lumn korowych, stanowigcych jednostki funkcjonalne nowej kory. Po-
nadto stwierdzono obecno$¢ VIP w pecherzykach synaptycznych i uza-
leznione od Ca8+ uwalnianie go z zakonczen presynaptycznych. Pozwala to
przypuszczaé, ze VIP moze by¢ jednym z korowych przekaznikéw synap-
tycznych [4, 23].

VIP-dodatnie neurony stwierdza sie takze w korze starej, w obszarze
zakretu zebatego. Sg to rowniez gtownie interneurony, aksony ich koricza
sie na komdérkach kory hipokampa [29],

Komérki nowej kory wykazujgce immunododatnia reakcje na obecnosé
cholecystokininy (CCK-dodatnie) stanowig populacje mniej jednorodng.
Immunododatni odczyn na obecno$¢ tego neuropeptydu stwierdzono w po-
ziomych neuronach warstwy |, oraz w wielobiegunowych neuronach war-
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stwy Il i Ill. Geste sploty CCK-dodatnie znajdujg sie w warstwach 11, I,
Vi VI [4, 28].

W filogenetycznie starszych czesciach kory CCK-dodatnie neurony znaj-
dujg sie we wszystkich warstwach. W hipokampie sg to neurony réznego
ksztattu, rozprzestrzenione gtdwnie poza warstwg komadrek piramidowych.
Przypuszcza sie, ze sg to interneurony, ktérych aksony koncza sie na ko-
morkach piramidowych [29, 46].

Rozmieszczenie CCK-dodatnich splotéw nerwowych w korze $rodwe-
chowej i innych obszarach okolicy retrohipokampalnej wskazuje, ze po-
chodzg one gtéwnie z oSrodkéw potozonych poza tg okolicg [32, 46]. Przy-
puszcza sig, ze CCK-dodatnie uktady widkien, unerwiajgce kore $rodwe-
chowg, mogg wywiera¢ zasadniczy wptyw na czynno$¢ neuronow wysyta-
jacych aksony do zakretu zebatego i hipokampa (§rodwechowa droga prze-
szywajgca), a wiec na czynno$¢ znanego neuronalnego obwodu limbicz-
nego: kora srodwechowa — zakret zebaty — komorki piramidowe hipo-
kampa — podktadka — kora srédwechowa.

Neurony i sploty nerwowe wykazujace immunododatniag reakcje na
obecnos$¢ somatostatyny (SIH) sg szerzej rozprzestrzenione w nowej korze,
niz neurony wykazujgce odczyn VIP- i CCK-immunododatni [2, 4, 28, 45],
Pod wzgledem morfologicznym SIH-dodatnie neurony stanowig populacje
niejednorodng; znajdujg sie one w warstwach II, Ill oraz V, VI. W moz-
gach ludzkich obserwowano duze immunododatnie neurony somatostatycz-
ne, ktére towarzyszyty uktadom widkien opuszczajacych kore lub do niej
dochodzacych [45]. SIH-dodatnie sploty wi6kien nerwowych wystepuja
przede wszystkim w warstwie |, a opuszczajagce jg odgatezienia znajdujg
sie we wszystkich warstwach kory. Mniej liczne, ale wyraZznie SIH-dodatnie
widkna obserwowano w substancji biatej podkorowej. Sugeruje to, ze
réwniez osrodki podkorowe sg zaopatrywane przez widkna zawierajgce ten
neuropeptyd. Uwaza sie, ze somatostatyna jako neurotransmiter moze
wywiera¢ wazny wptyw na czynnosci lokomocyjne i swiadomos¢ [45].

W przeciwienstwie do duzego zréznicowania i szerokiego rozprzestrze-
nienia komdrek somatostatynowych w nowej korze SIH-dodatnie komarki
hipokampa stanowig stosunkowo jednolita populacje neuronéw i wydaja
sie by¢ prawie wylacznie interneuronami [29].

Jak juz wyzej wspomniano, kora unerwiona jest rowniez przez wtdkna
zawierajace inne peptydy, przede wszystkim substancje P (SP) i metioni-
nowa enkefaline (Met-ENK) [4, 6, 48]. Uktady peptydoergiczne witdkien do-
korowych sg jednak stabo poznane. Wiadomo, ze widkna SP-dodatnie do-
chodzg do kory przedczotowej, gruszkowatej i do kory zakretu obreczy
[4, 48]. Chirurgiczne uszkodzenie moézgu na réznych poziomach wskazuje,
ze neurony wysylajgce do kory widkna SP-dodatnie znajdujg sie gtdwnie
w pniu mozgu, prawdopodobnie na wysokosci jader szwu [4, 48]. Kora
moézgowa zawiera stosunkowo niskie stezenie substancji opioidowych,
enkefalin i endorfin. Tym niemniej wykazano zréznicowane rozmieszcze-
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nie receptorow opioidowych w poszczego6lnych polach korowych [19]. Przy-
puszcza sie rowniez, ze enkefaliny majg zwigzek z dokorowg projekcja
z niespecyficznych jader wzgobrza.

I1l. Uktad pozapiramidowy

Wedtug dawnych pogladéw pod pojeciem uktadu pozapiramidowego
rozumiano wszystkie ruchowe o$rodki mdzgowia, z wyjatkiem tych, ktére
kierujg bezposrednio ruchami dowolnymi i nalezg do uktadu piramido-
wego. Dzi$ do ukladu pozapiramidowego w Scistym tego stowa znaczeniu,
wiacza sie jedynie prazkowie (jadro ogoniaste i skorupa), gatke blada,
istote czarng, jadro niskowzgdrzowe, jadro brzuszne przednie wzgoérza
oraz tzw. jadra pola Forela.

Uktad pozapiramidowy jest tgcznie z uktadem piramidowym wspétod-
powiedzialny za wyzwalanie ruchéw dowolnych. Reguluje on napiecie
mies$ni poprzecznie prazkowanych. Uwaza sig, ze tzw. wtdérne automa-
tyzmy ruchowe wytwarzajg sie w ukladzie pozapiramidowym. Uszkodze-
nie jego o$rodkéw prowadzi do zmian napiecia mie$ni oraz wyzwala ruchy
mimowolne roéznego typu (zesp6t Parkinsona, zespoly plasawicze, hemi-
balizm). Mimo wielu badan dotyczacych budowy os$rodkéw ukiadu poza-
piramidowego nie jest ona w peini poznana [49—53]. | tak, np. nie ma

/——_\

(- Kora mozgowa

Prazkowie

Ryc. 3. Schemat gtownych potgczen praz-
|stota czarna Kowia i ich prawdopodobnych transmite-
réw; nie uwzgledniono neuronéw peptydo-
ergicznych.

Skroty: ACh — acetylocholina; DA — dopami-
na; GABA — kwas gamma-aminomaslowy; Glu
— glutaminian.
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catkowitej zgodnosci co do typéw komérek nerwowych tworzacych naj-
wiekszy osrodek pozapiramidowy — prazkowie. ROwniez nie jest catko-
wicie wyjasnione, ktore neurony prazkowia wysytajg projekcje do niz-
szych pieter uktadu pozapiramidowego, tj. gatki bladej i istoty czarnej.
Potaczenia miedzy osrodkami uktadu pozapiramidowego sg czesto obu-
kierunkowe. Najlepiej poznana jest zwrotna petla nerwowa taczaca praz-
kowie z istotg czarng (Ryc. 3). Transmiterami drogi tgczacej prazkowie
z istotg czarng sg kwas gamma-aminomastowy (GABA) i substancja P
(SP) [9, 39, 40, 52]. Zakonczenie aksondow z istoty czarnej dochodzacych do
prazkowia uwalniaja dopamine (DA). Ponadto do prazkowia dochodzg
drogi korowo-pragzkowiowe, ktérych domniemanym transmiterem jest glu-
taminian (Glu). Wewnatrz prazkowia rozgateziajg sie aksony krétkoakso-
nalnych neuronéw uwalniajgcych acetylocholing (ACh). Poza tym w praz-
kowiu stwierdzono neurony wykazujgce immunododatni odczyn na sub-
stancje P (SP), enkefaliny (ENK) i somatostatyne (SIH) [36, 54] (Ryc. 4).

Prazkowie

tka blada

\ Istota czarna

Ryc. 4. Neutrony peptydoergiczne prazkowia.

Skréty: ENK — enkefaliny; SP — substancja P; SIH — somatostatyna oznaczona dawniej
uzywanym skrétem — SS.

Rozmieszczenie neuropeptydow w prgzkowiu, szczegOlnie enkefalin,
wykazuje specyficzny uktad naprzemiennych ,,plam” zawierajgcych znacz-
ne stezenie neuropeptydoéw lub niemal catkowicie pozbawionych dodatniej
reakcji immunologicznej [36]. Podobny ukiad stwierdzono uprzednio ba-
dajac aktywnos¢ esterazy acetylocholinowej (AChE) [55]. Te histochemicz-
nie odmienne podjednostki pozornie jednolitego prazkowia nosza nazwe
striosoméw. Szczeg6towe porownanie wystepowania aktywnosci AChE
i enkefalin pozwala sgdzi¢, ze miejsca wysokiej immunologicznej aktyw-
nosci enkefalin odpowiadaja okolicom o niskiej aktywnosci AChE. Bada-
nia rozmieszczenia substancji P w prazkowiu wykazaty, ze SP-immunodo-
datnie obszary réwniez odpowiadajg w znacznej mierze striosomom ENK-
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dodatnim, chociaz niekiedy lokalizacja SP bywa catkowicie odmienna [36].
Wydaje sie, ze trzeci z kolei neuropeptyd, somatostatyna, ktérego obecnosé
stwierdzono rowniez w neuronach prgzkowia wystepuje w striosomach
ENK- i SP-ujemnych, a AChE-dodatnich [36].

Badania rozmieszczenia zakonczen korowo-pragzkowiowych i rozmiesz-
czenia neurondéw wysytajgcych drogi eferentne do nizszych pieter uktadu
pozapiramidowego wskazujg, ze striosomy ENK- i SP-dodatnie nie otrzy-
muja bezposredniej projekcji z kory, ale wysytajg potgczenia eferentne do
istoty czarnej i gatki bladej [36]. Obecny stan badan nad neuronami praz-
kowia pozwala na pewne sugestie odnosnie uwalnianych przez nie sub-
stancji przekaznikowych. Wydaje sie stusznym przypuszczenie, ze neurony
Sredniej wielkoSci, wystepujace w duzej liczbie i wysytajace projekcje do
istoty czarnej, sg przede wszystkim GABA-ergiczne. By¢ moze jednak sta-
nowiag one populacje heterogenng pod wzgledem biochemicznym i pewna
ich cze$¢ to neurony peptydoergiczne uwalniajgce substancje P, lub enke-
faliny [9, 54] (Ryc. 4). Obecno$¢ dodatniej reakcji immunochemicznej na
enkefaliny stwierdzono bowiem w neuronach $redniej wielkosci, ktorych
dendryty posiadajg liczne kolce [54]. Tego typu neurony oraz duze neu-
rony bezkolcowe wysytajg aksony konczgce sie w istocie czarnej, a byc¢
moze i w gatce bladej [41, 49, 50, 53, 56].

Obecnos$¢ obfitych potagczen peptydoergicznych na osi pragzkowie, gatka
blada i istota czarna, potwierdzono doswiadczalnie [39—41]. W istocie
czarnej oraz w wewnetrznym segmencie gatki bladej stwierdzono wysokie
stezenie substancji P [1—3, 9, 37, 40]. Zniszczenie prazkowia lub przeciecie
moézgu pomiedzy prazkowiem i gatkg bladg prowadzi do drastycznego
spadku zawarto$ci subtancji P, zarbwno w galce bladej jak i w istocie
czarnej [41].

Znaczne stezenie enkefalin stwierdzono z kolei w zewnetrznym seg-
mencie gatki bladej, a nizszg ich zawarto§¢ w segmencie wewnetrznym
[37]. W badaniach in vivo, stosujgc metode ,,push-pull” wykazano wzrost
uwalniania enkefalin w gatce bladej u szczura i kota pod wpltywem stymu-
lacji prazkowia [36]; przy czym proces ten zalezat od obecnosci Ca2+. Prze-
mawia to za pogladem, ze enkefalinowe witdkna nerwowe rzeczywiscie
biegng z prazkowia do gatki bladej.

IV. Uktad limbiczny

Wptyw réznych peptyddw na zachowanie zwierzat, emocje i napedy
oraz proces uczenia jest powszechnie znany. CzynnoS$ci te uzaleznione sg
od prawidtowego wspotdziatania osrodkéw uktadu limbicznego. Zasadnicze
elementy uktadu limbicznego to struktury hipokampalne, ciatlo migdato-
wate, przegroda i podwzgé6rze. Ponadto do ukiadu limbicznego nalezg
mniejsze jednostki takie, jak jadro tozyskowe prazka krancowego, pole
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przedwzrokowe, jadro potlezace, istota bezimienna i inne. Uklady pepty-
doergiczne struktur hipokampalnych omoéwiono w rozdziale o peptydach
kory mozgu. Ogolne wzorce rozmieszczenia neuronow peptydowych i pep-
tydoergicznego unerwienia tej filogenetycznie starszej kory i kory nowej
wykazujg znaczne podobienstwa.

Jadra podwzgérza wytwarzajag wiele neuropeptydow i sg odpowie-
dzialne za peptydoergiczne unerwienie duzych obszar6w mdzgowia [7, 10,
15, 58, 59]. Jednak rola neuropeptydéw podwzgdrzowych jako przekazni-
kéw synaptycznych jest stabo poznana. Od dawna natomiast znane sg ich
wiasciwosci endokrynne i oddzialywanie na przysadke mdzgowa. Komorki
jader podwzgo6rza przykomorowego i nadwzrokowego oraz tukowatego, wy-
twarzajg odpowiednio wazopresyne, oksytocyne i proopiomelanokortyne
prekursor — wielu peptydéw czynnych jako neurohormony, a by¢é moze
réwniez czynnych jako neurotransmitery.

Whbrew powszechnie dawniej akceptowanemu pogladowi neurony
uwalniajgce wazopresyne i oksytocyne wysytajag aksony nie tylko do od-
powiednich obszaréw przysadki mézgowej, ale rowniez do o$rodkéw umiej-
scowionych w réznych pietrach os$rodkowego uktadu nerwowego, od
opuszki wechowej az do rdzenia kregowego [15]. Mozna rozréznic¢ trzy ro-
dzaje potgczen wysytanych przez neurony wytwarzajagce neuropeptydy,
a mianowicie potaczenia przysadkowe, podwzgérzowe i pozapodwzgo6rzowe
dochodzgce do osrodkéw innych cze$ci mézgowia (Ryc. 5). Nie wiemy
dotad czy sa to potgczenia wytacznie peptydoergiczne, czy neuropeptydy
wystepujg w nich rownoczes$nie z jednym z klasycznych transmiteréw.
W takim przypadku nalezatoby oczekiwaé, ze neuropeptydy dziatajg tu
jako modulatory.

akson pozapodwzgdrzowy

akson podwzgdrzowy
akson neurosekrecyjny

naczynie tylnego ptata przysadki

Rye. 5. Przypuszczalny uklad aksonéw neuronu jadra przykomorowego.
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Najlepiej znanymi pochodnymi proopiomelanokortyny sg hormon ad-
renokortykotropowy (ACTH) i (5-endorfina. Stosujgc immunohistoche-
miczne metody badarn stwierdzono obecno$¢ tych substancji, lub ich pre-
kursorow, jedynie w neuronach podwzgoérza. Sploty nerwowe wykazujgce
immunododatniag reakcje na ACTH i |3-endorfing sa natomiast szeroko roz-
przestrzenione w mozgowiu; znaleziono je w jgdrach wzg6rza, srédmoézgo-
wiu, ciele migdatowatym i hipokampie [10, 15, 57—60], Zniszczenie wyzej
wymienionych osrodkéw prowadzito do zniesienia wptywu ACTH na za-
chowanie zwierzat doswiadczalnych [60]. (3-Endorfina znana jest jako endo-
genna substancja o najdtuzszym dziataniu opiatowym, byé moze zadaniem
jej jest regulacja progu pobudliwosci bdlowej [59].

Jedng z budzacych najwieksze zainteresowanie struktur limbicznych
jest cialo migdatowate. Charakteryzuje sie ono skomplikowang budows.
Dzieli sie ono na szereg jader réznigcych sie budowg komdrkowg i zna-
czeniem czynnos$ciowym (Ryc. 6A). Jadra ciala migdatowatego #gczg sie
obukierunkowo z podwzgdérzem, polem przedwzrokowym, jadrem tozysko-
wym prazka krancowego, wieloma jadrami wzgérza i oSrodkami nizszych
pieter pnia moézgu. Ciato migdatowate gra role nadrzednego osrodka lim-
bicznego i wywiera wptyw regulujgcy na czynno$¢ wiekszosci osrodkow
tego uktadu.

Immunododatnig reakcje na obecno$¢ naczynioaktywnego peptydu jeli-
towego, cholecystokininy, substancji P, neurotensyny, metioninowej enke-
faliny i somatostatyny stwierdzono w neuronach jader ciata migdatowatego
oraz splotach nerwowych tej struktury [8, 11, 16, 31, 32, 42]. Rozmieszcze-
nie ré6znych neuropeptydéw w jadrach ciata migdatowatego bywa podobne.

A

Ryc. 6. A. Topografia jagder ciata migdatowatego. 1 — jgdro boczne; 2,3 — jadra
podstawne; 4 — jadro korowe; 5 — jadro $rodkowe; 6 — jadro przysrodkowe.

B. Zasadnicza lokalizacja neuropeptydéw w poszczeg6lnych jadrach ciata migdato-
watego. Grubszymi literami oznaczono neuropeptydy najbardziej charakterystyczne
dla odpowiedniego jadra lub grupy jader.

Skroty: CCK — cholecystokinina; ENK — enkefalina; NT — neurotensyna; SP — substancja P;
SIH — somatostatyna na ryc. oznaczona dawniej stosowanym skrétem SS; VIP — naczynioak-
tywny peptyd jelitowy.
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Stosujac jednak podwdjng reakcje immunohistochemiczng na obecnos$¢
réznych neuropeptydéow w jadrach ciata migdatowatego nie stwierdzono
nigdy podwoéjnego znakowania tego samego neuronu [32]. Stad wynika
wniosek, ze pomimo wielu neuropeptydéw zawartych w jadrach ciata
migdatowatego, poszczegdlne neuropeptydy wystepujg w odrebnych neu-
ronach tej struktury.

Jadra ciata migdatowatego wykazujg nastepujace charakterystyczne
cechy rozmieszczenia neuropeptydow [32] (Ryc. 6B).

1 Neurony wykazujagce immunododatnia reakcje na somatostatyne
(SIH-dodatnie), sg szeroko rozprzestrzenione i spotyka sie je we wszyst-
kich jadrach.

2. Immunododatni odczyn na naczynioaktywny peptyd jelitowy (VIP)
i cholecystokinine (CCK), najbardziej typowe peptydy korowe, stwierdzo-
no odpowiednio dla VIP w jadrach bocznym, korowym i podstawnych, za$
dla CCK w jadrze srodkowym i przy$rodkowym.

3. Neurony wykazujgce immunododatnig reakcje na substancje P
(SP-dodatnie) sa obecne gtéwnie w jadrze przysrodkowym, chociaz znaczna
ich liczbe znaleziono réwniez w jadrze Srodkowym.

4. Komorki wykazujagce immunododatnig reakcje na enkefaliny (ENK-
dodatnie) i neurotensyne (NT-dodatnie) znaleziono wylgcznie w jadrze
srodkowym. Jadro to stanowi obszar ciata migdatowatego, w ktérym zna-
leziono najwiecej réznorodnych komdrek peptydoergicznych. Wystepuja
tu neurony wykazujagce dodatni odczyn na cholecystokinine, neurotensyne,
somatostatyne, substancje P i metioninowa enkefaline. Jadro $srodkowe jest
rowniez miejscem konwergencji wielu drég peptydoergicznych. Nie za-
wiera ono komorek VIP-dodatnich.

Obecnos$¢ wszystkich neuropeptydow wystepujacych w ciele migdato-
watym stwierdzono rowniez we widknach prazka krancowego, gtdwnej
drogi odprowadzajacej i doprowadzajgcej ciata migdatowatego [11, 16, 31,
34, 42, 43]. Peptydoergiczne widkna opuszczajace prazek krancowy korcza
sie gtdwnie na jadrze tozyskowym prazka krancowego, podwzgérzu, polu
przedwzrokowym i w przegrodzie [34]. Rozmieszczenie zakonczen drég
peptydoergicznych w jadrze tozyskowym prazka krancowego wykazuje
topograficzng zalezno$¢ od umiejscowienia neuronéw macierzystych tych
wibdkien w poszczegdlnych jadrach ciata migdatowatego [34].

W przedstawionym powyzej schemacie rozprzestrzenienia neuropepty-
dow w jadrach ciata migdatowatego moznaby doszukiwaé sie pewnych
implikacji czynnosciowych. Jadro przysrodkowe, odznaczajgce sie stymu-
lujgcym dziataniem na nizsze os$rodki ukiadu limbicznego, charakteryzuje
sie wysoka zawartoscig substancji P, neuropeptydu o witasciwosciach po-
budzajacych; jadro boczne i jadro podstawowe, uwazane za cze$¢ hamujaca
ciata migdatowatego, zawierajg VIP, neuropeptyd szeroko rozprzestrzenio-
ny w korze mézgu. Jadro Srodkowe, ktére jak sie wydaje odpowiada za
wyzwalanie szeregu reakcji autonomicznych towarzyszacych agresji, pota-
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czone odpowiednimi uktadami wtbékien z podwzgo6rzem, (by¢ moze z pod-
wzgorzowym osrodkiem agresji) i z wieloma wegetatywnymi osrodkami
nizszych pieter mézgu, zawiera r6znorodne neurony peptydoergiczne, w
tym takze neurony eukefolino- i neurotensyno-dodatnie. Enkefaliny i neu-
rotensyna sg to neuropeptydy, ktérych regulujacy wptyw na emocje jest
powszechnie znany. Dalsze, jeszcze bardziej doktadne badania rozmieszcze-
nia neuropeptydéw w jadrach ciata migdatowatego sg nadal konieczne, aby
mozna byto wnioskowac o znaczeniu czynno$Sciowym poszczeg6lnych mig-
datowatych uktadéw peptydoergicznych.

V. Czuciowe ukiady neuronalne

Badania fizjologiczne wskazuja, ze zaréwno substancja P, jak i enke-
faliny sa bezposrednio wigczone w proces przewodzenia impulséw bélo-
wych i termicznych. Udziat somatostatyny w tym procesie wydaje sie byé
tez prawdopodobny. Badania immunohistochemiczne wykazaty obecnos¢
SP-immunododatnich neuronéw w zwojach rdzeniowych [26, 44, 61]. Silng
SP-immunododatnig reakcje obserwuje sie we widknach bezmielinowych
i cienkich mielinowych dochodzacych do rdzenia kregowego przez korze-
nie tylne nerwow rdzeniowych oraz w istocie galaretowatej rogéw tylnych
rdzenia kregowego [13, 21, 24, 35, 44]. Przeciecie korzeni tylnych prowadzi
do zwiegkszenia zawarto$ci substancji P w zwojach rdzeniowych i do réow-
noczesnego spadku jej poziomu w istocie galaretowatej rdzenia [35, 44].
Cechy morfologiczne neuronéw i wibkien SP-immunododatnich oraz roz-
mieszczenie ich zakonczen potwierdzajga wyniki badan fizjologicznych
wskazujgcych, ze substancja P jest prawdopodobnym przekaznikiem sy-
naptycznym uwalnianym przez pierwszy neuron drogi bolowej; tym bar-
dziej, ze SP-immunododatnie kolbki synaptyczne tworza liczne synapsy
aksosomatyczne i aksodendryczne z komdérkami istoty galaretowatej [21].

Istota galaretowata rdzenia kregowego zawiera ponadto znaczng liczbe
neurondw ENK-immunododatnich [35, 6]. Przeciecie korzeni tylnych ner-
wéw rdzeniowych badZ tez drég rdzeniowo-wzgorzowych nie zmienia za-
wartosci enkefalin w rogach tylnych rdzenia kregowego [35, 61]. Stad
whnioskuje sig, ze ENK-immunododatnie neurony rogéw tylnych to neu-
rony posredniczace. Badania elektronowo-mikroskopowe pozwalajg bez-
posrednio lub posrednio wnioskowaé, ze widkna interneuronéw ENK-do-
datnich koncza sie synapsami na widknach zawierajgcych substancje P,
lub tez na neuronach istoty galaretowatej [21] (Ryc. 7). Enkefaliny moga
wiec dziataé modulujgco zardwno presynaptycznie poprzez potaczenia
akso-aksonalne z pierwszym neuronem drogi bolowej jak i postsynaptycz-
nie poprzez potgczenia z neuronami drogi rdzeniowo-wzgdrzowej.

Substancja P uwalniana przez zakonczenia pierwszego neuronu drogi
bélowej oddziatywuje pobudzajgco bezposrednio na neurony, ktérych akso-

5 Postepy Biochemii 3-4/85
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ny tworza bélowe drogi wstepujace rdzenia [35], ENK-dodatnie neurony
posredniczace, obnizajg pobudliwos$é na styku pierwszego i drugiego neu-
ronu drogi bolowej, oddziatywujgc presynaptycznie lub postsynaptycznie;
w pierwszym przypadku obnizajac uwalnianie substancji P, a w drugim
zmniejszajac pobudliwos$¢ elementu postsynaptycznego [35]. Z kolei czyn-

Neuron obwodowy (SP) 1

Interneuron (ENK)

Ryc. 7. Schemat przedstawiajgcy praw-
dopodobny wptyw interneuronu enke-
falinergicznego na czynno$¢ neuronu
czuciowego istoty galaretowatej rogu

tylnego rdzenia kregowego.
Skréty: ENK — enkafaliny; SP — substan-
cja P.

Neuron
rdzeniowo-wzgorzowy

nos¢ neuron6w posredniczagcych moze by¢ modulowana przez obocznice
widkien aferentnych zawierajgcych substancje P lub tez przez inne widkna
aferentne zaopatrujgce istote galaretowata. Przypuszcza sie ponadto, ze
zakonczenia nerwowe widkien mielinowych uwalniajgce somatostatyne
oddziatywujag hamujaco na neuron posredniczacy, co w wyniku podwdj-
nego hamowania, powinno znosi¢ pierwotny hamujacy efekt oddziatywania
interneurondw (ang. disinhibitory ejject) [61]. Drogi zstepujace do rdzenia
z wyzszych pieter osrodkowego uktadu nerwowego mogag réwniez oddzia-
tywa¢ modulujgco, badZz bezpos$rednio, badZz za poSrednictwem interneuro-
nu na pobudliwo$¢ Il neuronu drogi czucia boélu.

Wysoka zawarto$¢ substancji P i enkefalin stwierdzono rowniez w czu-
ciowych jadrach rdzenia przediuzonego — w jadrze pasma rdzeniowego
nerwu tréjdzielnego i w jadrze pasma samotnego [3, 5 6, 12, 13, 19, 27,
33, 42]. Jadro pasma rdzeniowego nerwu trojdzielnego, podobnie jak istota
galaretowata jest miedzy innymi os$rodkiem bélowym. Konczg sie w nim
widkna nerwu tréjdzielnego przewodzgce impulsy bélowe, termiczne i do-
tykowe z obszaru gtowy.

Jadro pasma samotnego stanowi miejsce zakoriczenh widkien czuciowych
nerwu twarzowego, jezykowo-gardtowego i btednego [27]. Jest to oSrodek
czucia smaku i rownoczesnie osrodek wiscerosensoryczny wplywajacy na



[17] LOKALIZACJA NEUROPEPTYDOW 459

prace serca, krazenie i oddychanie. Obszar jadra pasma samotnego najsil-
niej SP-immunododatni odpowiada wystepowaniu zakonczen widkien czu-
ciowych nerwu btednego, a czynnosSciowo odpowiada osrodkowi regulujg-
cemu krazenie i prace serca [27]. ENK-immunododatnie elementy jadra
pasma samotnego to zaréwno ciata neuronéw jak i sploty nerwowe [27].
Przypuszcza sie, ze sg to neurony posredniczace, a byé moze czesciowo
réwniez neurony wysytajgce potaczenia do wyzszych pieter mozgu.

Jadro przyramieniowe nalezace takze do uktadu wiscerosensorycznego
mieszczace sie na pograniczu mostu i srédmézgowia, posiada liczne, obu-
kierunkowe potaczenia z jadrem pasma samotnego. Wykazuje ono réwniez
wysoki poziom SP- i ENK-immunododatniej reakcji [3, 5, 6, 12, 13, 19, 33].
Jadro przyramieniowe, wigczone jest w regulacje wielu funkcji wegeta-
tywnych.

Liczne analogie co do zawarto$ci i rozmieszczenia neuropeptydéw w
czuciowych jadrach nerwdw czaszkowych i w rogach tylnych rdzenia po-
zwalajg przypuszczac, ze mechanizm przewodzenia impulsacji aferentnej
w tych os$rodkach jest podobny. Wysokie stezenie substancji P i enkefalin
wydaje sie by¢ typowe tylko dla nizszych os$rodkéw czuciowych; nie do-
tyczy to czuciowych o$rodkéw wzgorza i kory mézgu.

Bioragc pod uwage znaczenie neuropeptydéw w czynnosci mdzgu, mozna
oczekiwaé, ze dalsze badania ich rozmieszczenia w roznych strukturach
mobzgowych przyczynig sie do zrozumienia patologii niektérych neurolo-
gicznych jednostek chorobowych. Dotyczy to szczegdlnie tych choréb, ktére
w sposdb wybidrczy obejmujg niektdre, biochemicznie odrebne uktady
neuronalne.

Zaakceptowano do druku 20 maja 1985 r.
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I. Wprowadzenie

U podstawy wykrycia peptyddw opioidowych znajdujg sie dwie zasad-
nicze obserwacje:

1) draznienie elektryczne mézgu ostabia wrazliwo$¢ na bodzce bélowe
[1], czemu co najmniej czeSciowo zapobiega antagonista opioidowy nalok-
son [2], oraz

2) w moézgu istniejg miejsca specyficznie wigzace opiaty [3, 4, 5, 6].

Pierwsze spostrzezenie sugerowato, ze pod wpitywem elektrycznego
draznienia niektérych struktur mézgu wydzielajg sie endogenne substan-

* Dr, Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk, ul. Smetna 12, 31-343
Krakow
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eje o dziataniu podobnym do morfiny, drugie za$, ze w moézgu wystepujg
receptory, z ktérymi substancje te mogg sie wigza¢ i poprzez nie dziatac.
Juz w roku 1975 [7, 8, 9, 10] w wielu os$rodkach badawczych wykazano
obecnos$¢ w ekstraktach z moézgu i przysadki substancji o podobnej do opia-
tow aktywnosci. W tym tez roku wyizolowano w mozgu Swinki morskiej
i zidentyfikowano metionylowg- (Met-) i leucylowg- (Leu-) enkefaline [11],
a rok po6zniej wyodrebniono z przysadki swini [12] i wielbtgda [13] (3-en-
dorfine, a takze opiatowo-czynny fragment tego peptydu a-endorfine [14].
Od tego czasu, wyizolowano z mézgu i przysadki zwierzat roznych gatun-
kow szereg aktywnych peptydéw opioidowych, a w szczegdlnosci dynor-
fine [15, 16, 17], a- i (3-neoendorfine [18, 19], a takze serie peptydow, ktére
wyodrebniono z nadnerczy: Met-enkefaline-Arg6Phe7 Met-enkefaline-
Arg#Gly#Leus [20, 21], BAM-12P, BAM-22P, peptyd E i peptyd F [22, 23,
24, 25].

Wszystkie te substancje majg na swym N-koncu sekwencje Met- lub
Leu-enkefaliny, oraz pobudzajg receptory opiatowe, czemu zapobiega na-
lokson. Poczatkowo, nadano im wspdlng nazwe ,endorfin”. Obecnie jed-
nak czesciej terminu uzywa sie ,,endogenne peptydy opioidowe”, poniewaz
termin uzywany uprzednio stat sie mylacy z chwilg odkrycia wielu pepty-
dow opioidowych, réznigcych sie strukturalnie od P-endorfiny. Peptydy
opioidowe pochodzg z trzech prohormonéw, ktérych sekwencje amino-
kwasowg ustalono na podstawie analizy sekwencji nukleotyddw DNA,
komplementarnego dla witasciwych mRNA. Te trzy prekursory to: pro-
opiomelanokortyna [26], prodynorfina zwana takze proenkefaling B [27],
oraz proenkefalina (zwana takze proenkefaling A) [28, 29, 30].

Il. System proenkefalinowy

Dotychczas poznano dwa biatka, ktéore moga byé prohormonami Met-
i Leu-enkefaliny. Jedno z nich to biatko zawierajgce 263 aminokwasy,
zwane proenkefaling, z ktérego moga powstawaé obie enkefaliny. Inne
biatko skladajace sie z 256 aminokwaséw zwane prodynorfing, moze by¢
prekursorem jedynie Leu-enkefaliny, poniewaz nie zawiera sekwencji Met-
enkefaliny. Nie jest jednak jeszcze catkowicie jasne, czy z prodynorfiny
powstaje Leu-enkefalina, czy tez dluzsze peptydy zawierajgce jej sekwen-
cje, takie jak dynorfina, dynorfina B i a-neoendorfina. W strukturach
mozgu, zawierajacych duze stezenie Leu-enkefaliny, w duzym stezeniu
wystepujg takze peptydy pochodzace z proenkefaliny. Stosunek stezenia
Met-enkefaliny do Leu-enkefaliny, w szeregu struktur moézgu jest zblizony
i wynosi 4:1 [31], a wiec jest podobny do tego jaki wystepuje w pro-
enkefalinie. Ponadto, ze szczegétowych badan immunohistochemicznych
wynika, ze w ciatach komoérkowych neurondw zawierajacych dynorfine,
a wiec peptyd pochodzacy z prodynorfiny, nie wystepuje Leu-enkefalina.



3] SYSTEMY OPIOIDOWE 465

Jest ona natomiast obecna w neuronach zawierajagcych fragmenty pro-
enkefaliny [92]. Tak wiec, wydaje sie prawdopodobne, ze mbzgowa Leu-
enkefalina powstaje z proenkefaliny a nie z prodynorfiny, a co za tym
idzie proenkefalina jest prohormonem obu enkefalin.
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Ryc. 1. Schemat proenkefaliny (wg 27, 23, 29) oraz powstajagcych z niej peptydow
opioidowych. PEP*F — Peptyd F, OKTAPEP. — Met-enkefalina-Arg6-Gly7-Leu$,

PEP. E — Peptyd E, HEPTAPEP. — Met-enkefalina-Arg6-Phe7, ME — Met-enkefa-
lina, LE — Leu-enkefalina BAM 12P, BAM 22P — peptydy krowich nadnerczy.

Jak przedstawiono na rycinie 1 proenkefalina zawiera pie¢ sekwencji
Met- i jedng Leu-enkefaliny. Poniewaz peptydy zwykle powstajg z pre-
kursorow przez ciecie proteolityczne, w miejscach zawierajacych pary ami-
nokwasow zasadowych (Arg-Lys, Arg-Arg, Lys-Arg, Lys-Lys), zatem
z proenkefaliny moga powstawac, cztery Met-enkefaliny, jedna Leu-enke-
falina, heptapeptyd (Met-enkefalina-Arg6-Phe? oraz oktapeptyd (Met-
enkefalina-Arg6Gly7#Leu8. Peptydy, te faktycznie powstaja w organizmie,
i udato sie je wyizolowac¢ z moézgu [11] oraz nadnerczy [20, 21]. Oprécz tego
z nadnerczy wyodrebniono dtuzsze peptydy, zawierajagce sekwencje Met-
enkefaliny, zaréwno na C jak i na N-koncu (Peptyd F) [25], sekwencje
Met-enkefaliny oraz Leu-enkefaliny odpowiednio na N i C-konicu (Pep-
tyd E) [24], a takze, tzw. ,,peptydy krowich nadnerczy”: BAM-22P, BAM-
20P [23] oraz BAM-12P [22]. Wszystkie one zawierajg w swej strukturze
podwojne reszty aminokwaséw zasadowych. Fakt, ze ciecie nie zachodzi
we fragmentach zawierajgcych pary aminokwaséw zasadowych $wiadczy,
ze w reakcji tej biorg udziat enzymy rézne od trypsynopodobnych. Steze-
nie molarne w strukturach mdzgu zwierzat i cztowieka; Met-enkefaliny,
Leu-enkefaliny, Met-enkefaliny-Arg6Phe7 oraz Met-enkefaliny-Arg8&
GlyT*Leu8 jest wieksze niz pozostatych peptydéw opioidowych, pochodza-
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cych z proenkefaliny. W mdzgu wystepujg wiec gtéwnie krotkie peptydy,
oraz niewielka ilos¢ BAM-12P [31, 33, 34]. W niektérych badaniach nie
udato sie wykry¢, przy uzyciu metod radioimmunologicznych, peptydéw
0 wyzszym ciezarze czasteczkowym, tj. BAM-22P, Peptydu E i peptydu F
[35]. Inne badania wskazujg, ze peptydy te wystepujg jednak w mobzgu
chociaz w niewielkich ilosciach [35, 36, 37]. W nadnerczach, przeciwnie niz
w mozgu, znajduja sie znaczne iloSci peptyddw o wiekszym ciezarze cza-
steczkowym i o diuzszym tancuchu aminokwaséw, takich jak BAM-22
1peptyd E [35, 38]. Fakt ten wskazuje na to, ze w zalezno$ci od rodzaju
tkanki, z prohormonu tworzga sie rézne produkty koncowe. Moze to $wiad-
czy¢ réwniez o udziale w tym procesie réznych enzymoéw, a takze o tym,
ze odmienne produkty koncowe moga petni¢ istotng role w réznych ukita-
dach funkcjonalnych.

prazkowie kora hipokamp créodmozgowie

e 2
e
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Ryc. 2. Rozmieszczenie Met-enkefaliny-Arg6-Phe7 w strukturach mézgu szczura.
(Stezenie przedstawiono w pmol/g tkanki).

Badania nad rozmieszczeniem neuropeptydéw w strukturach mozgu,
prowadzone sg zasadniczo przy uzyciu technik radiocimmunologicznych
oraz immunohistochemicznych. Przy uzyciu tych pierwszych, zbadano za-
warto$¢ peptydow proenkefalinowych; Met-enkefaliny, Met-enkefaliny-
Arg8Phe7 (ryc. 2) oraz Met-enkefaliny-Arg6Gly7 Leu8w szeregu struktur
moézgu réznych gatunkéw zwierzat [31, 33, 39, 40, 41, 42, 43] jak i czio-
wieka [33, 34, 40, 42]. Najwiekszg zawartosé tych substancji stwierdzono
w strukturach uktadu pozapiramidowego; w jadrze ogoniastym, galce bla-
dej, pokrywie i istocie czarnej. Wysokie stezenie wystepuje takze w moscie
i srodmébzgowiu. Peptydy te znajdujg sie réwniez w duzej ilosci w rdzeniu
kregowym zarowno u réznych gatunkow zwierzat [44, 45] jak i u czlowie-
ka [46, 47].

W médzgu wystepuja takze niewielkie ilosci BAM-12P [33]. Peptyd ten
nie wystepuje jednak w rdzeniu kregowym. U szczura w prazkowiu i pod-
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wzg6rzu poziom BAM-12P jest stosunkowo niski, u cztowieka natomiast
jest on wzglednie wysoki [33, 45]. W mdzgu szczura stwierdzono takze nie-
wielkie stezenie BAM-22P [33, 38] oraz peptydu F [38], podczas gdy w
mozgu cztowieka peptydy te sg niewykrywalne [33]. W przysadce, zarbwno
zwierzat jak i cztowieka nie wystepuje ani Met-enkefalina-Arg8&Phe7 ani
Met-enkefalina-Arg°-Gly#Leu8 [33]. Stwierdzono tam natomiast wysokie
stezenie Met- i Leu-enkefaliny [34, 48].

Komorki zawierajgce peptydy systemu proenkefalinowego wystepuja
w licznych strukturach moézgowych oraz w rdzeniu kregowym i przysadce
(ryc. 3). Peptydy te znajduja sie gtéwnie w matych komdrkach o krétkich
i cienkich aksonach, grupy ktérych stwierdza sie nieomal w catym mézgu.
Wystepuja one takze sporadycznie w neuronach o diugich aksonach jak
to na przyktad wykazano w przypadku enkefalin w rdzeniu kregowym
szczura [49]. Najwieksze zageszczenie zakonczen nerwowych zawierajg-
cych te neuropeptydy znajduje sie w gatce bladej oraz w $Srodkowym ja-
drze migdatowatym [50, 51]. Neurony peptydergiczne nalezace do uktadu
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Ryc. 3. Rozmieszczenie komdrek i zakonczen nerwowych uktadu proenkefalinowego
w moézgu (A) i rdzeniu kregowym (B) szczura. + ciata komoérkowe zawierajgce
Met-enkefaling-Argc-Phe7, O ciata komoérkowe zawierajagce peptydy krowich nad-
nerczy (BAM), kropkami oznaczono zakonczenia nerwowe zawierajace peptydy sys-
temu proenkefalinowego

AMB — jadro dwuznaczne, ENT — kora gruszkowata, GD — zawdj zebaty, GP — gatka blada,
HA — jadro przednie podwzgérza, HDV — jadro grzbietowo-srodkowe podwzgérza, HPV — jadro
brzuszne przedsuteczkowate, HVM — jadro brzuszno-przysrodkowe podwzgérza, LC — jadro
miejsca sinawego, LH — boczne podwzgérze, LRN — jadro siateczkowate boczne, ME — wy-
niosto$¢ posrodkowa, MF — wiékna kiciaste, MGB — ciatko kolankowate boczne, MPA — $rod-
kowy obszar przedpokrywkowy, NA — jadro tukowate, NAC — centralne jadro migdatowate,
NAM — 3$rodkowe jadro migdatowate, NAS — jadro potlezace przegrody, NC — jadro ogo-
niaste, NEP — jadro wewnatrzkonarowe, NG — jadro smukie, NP — jadro przyramienne,
NPV — jadro przykomorowe podwzgérza, NRD — jadro grzbietowe szwu, NRM — jadro $rod-
kowe szwu, NRMA — jadro wielkie szwu, NRO — jadro ciemne szwu, NRP — jadro blade szwu,
NRPG — jadro siateczkowate wielkokomoérkowe, NST — jadro peczka krancowego, NT — jadro
nerwu téjdzielnego, NTS — jadro traktu rdzeniowego nerwu tréjdzielnego, NV — jadro btedne,
OL — jadro oliwki, PAG — substancja szara okotowodociggowa, PVH — jadro okotokomorowe
podwzgdrza, PVN — jadro przykomorowe wzgdérza, RLP — jadro siateczkowate drobnokomor-
kowe, S — przegroda, SN — istota czarna, SN(PC) — istota czarna (warstwa zbita), SN(R) —
istota czarna (warstwa siateczkowata), SO — jadro nadwzrokowe, SOL — jadro pasma samot-
nego, ST — prazek krancowy, VNC — jadro przedsionkowe. Oznaczenia tez do Ryc. 6 i 9.
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proenkefalinowego sg szeroko rozprzestrzenione w moézgu [52, s:, s.],
przysadce [55, 56] a takze w rdzeniu kregowym [57, 58].

Uprzednie badania immunohistochemiczne wskazywaty na identyczno$é
lokalizacji niektorych produktéw proenkefaliny tzn. Met-enkefaliny jak
i Met-enkefaliny-Arg.-Phe: w komadrkach i wtdknach nerwowych [59].
Obecne badania Williamsa i Dockray’a [60] dowodzg jednak,
ze w pewnych obszarach moézgu znajdujg sie komadrki zawierajagce wytacz-
nie Met-enkefaling-Arg.-Phe7, w innych natomiast Met-enkefaline lub
BAM-22P [36]. Wyniki tych badan sktaniajg do przypuszczenia, ze w nie-
ktérych neuronach produktem przechowywanym i nagromadzanym jest
Met-enkefalina, w innych natomiast Met-enkefalina-Arg.-Phe. lub tez
peptydy BAM. Fakty te moga wskazywaé na zrdoznicowanie dystrybucji
roznych peptydéw pochodnych proenkefaliny w moézgu, co moze mie¢ zna-
czenie dla jego funkcji, tym bardziej ze pochodzace z proenkefaliny pepty-
dy wykazujag odmienne powinowactwo do réznych receptoréw opiato-
wych [61].

I11. System P-endorfinowy

System (3-endorfinowy, w poréwnaniu z pozostatymi systemami opioi-
dowymi jest stosunkowo najlepiej poznany i zdefiniowany. Prohormon
P-endorfiny i peptydéw pochodnych zwany proopiomelanokortyng (POMC)
sktada sie z 265 aminokwaséw. W odroznieniu od innych prohormondw
systemOw opioidowych, zawiera on tylko jedng enkefaline (Met-enkefali-
ne), znajdujaca sie na N-koncu P-endorfiny (ryc. 4). Szereg badan nad bio-
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Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie proopiomelanokortyny i pochodzacych z niej
peptydéw. yi-MSH, Ys-MSH i y-MSH — hormony melanotropowe, ACTH — hormon
adrenokortykotropowy, a-END, P-END, y-END — 6-. v-endorfina.



1 SYSTEMY OPIOIDOWE 469

synteza tego prohormonu przeprowadzonych w ptatach lub w hodowlach
komorkowych pochodzacych z przysadki, wskazuje na to, ze z POMC wy-
twarzana jest poczatkowo P-lipotropina (hormon przejSciowy), a nastepnie
(3-endorfina [62]. W badaniach in vitro, nie stwierdzono, zeby w przysadce
z P-endorfiny powstawaty a- i y-endorfiny, chociaz obecnos$¢ tych peptydéw
wykazano w tkance nerwowej [63, 64], Wydaje sie natomiast prawdopo-
dobne, ze P-endorfina jest dalej przeksztatcana w aktywne peptydy opioido-
we o0 krotszym tancuchu aminokwaséw, takie jak P-endorfina”e oraz
[5-endorfinai_27 [65]. Wskazujg na to badania nad rozmieszczeniem tych
fragmentéw oraz peptydu macierzystego w mézgu i przysadce, a w szcze-
goélnosci porownywanie ich wzajemnych stosunkéw ilosciowych. W pe-
wnych bowiem strukturach mézgowych przewaza P-endorfina”? oraz P-en-
dorfinai_26 w innych natomiast P-endorfina [66]. Podobnie w przysadce
szczura, w ptacie posrednim wystepujg gtownie krotsze fragmenty, a w
ptacie przednim (3-endorfina. Prawdopodobne jest takze, ze z P-endorfiny
moga powstawaé peptydy pozbawione dziatania opiatowego, ale aktywne
biologicznie, takie jak des-Tyi™-Y-endorfina [64] lub tez N-kofncowe frag-
menty P-endorfiny, o ktorych sadzi sie, ze mogg mie¢ znaczenie w reak-
cjach odpornoSciowych organizmu [67].

Rozmieszczenie P-endorfiny w moézgu jest zasadniczo podobne zaréwno
u zwierzat réznych gatunkéw jak i u cztowieka [34, 68, 69]. Wielokrotnie
wieksze niz w mozgu, stezenie P-endorfiny wystepuje w przysadce [70].
U szczura najwieksze stezenie znajduje sie w podwzgdrzu, a nastepnie w
przegrodzie, wzgorzu, $srédmézgowiu oraz w moscie (ryc. 5). W przysad-
ce najwiecej P-endorfiny znajduje sie w ptacie posrednio-tylnym, mniej
w ptacie przednim, brak jej natomiast w ptacie tylnym [71].

Wyniki badan immunohistochemicznych zgodne sg z wynikami badah
radioimmunologicznych. W mozgu (w jadrze tukowatym podwzgoérza) ist-
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Ryc. 5. Rozmieszczenie P-endorfiny w strukturach mézgu i przysadce szczura. (Ste-
zenie przedstawiono w pmol/g i nmoL/g tkanki).
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nieje zgrupowanie komérek zawierajagcych P-endorfine [72], Komorki te
wysytajag aksony do przodu, bocznie ponizej jadra brzuszno-przysrodko-
wego podwzg0rza, az do bocznej granicy podwzgdrza, ktére nastepnie skre-
caja do tytu wzdtuz linii Srodkowej, przykomorowo, by zakonczy¢ sie w
strukturach pnia mozgu (ryc. 6).

Ryc. 6. Schemat uktadu proopiomelanokortynowego w moézgu szczura. Oznaczenia
struktur jak na rycinie 3.

Neurony tego systemu unerwiajg szereg struktur podwzgoérza: takich
jak obszar przedwzrokowy, przednie podwzgOrze, jadro brzuszno-przy-
srodkowe i grzbietowo-srodkowe, a takze przegrode i srodkowe jadro mi-
gdatowate, peczek krancowy, przykomorowe jadro wzgdrza, jadra szwu,
boczne czesci substancji czarnej, szarg substancje okotowodociggowa, ja-
dro sinawe oraz jadro pasma samotnego. Wiele wiékien znajduje sie
w wigzkach aksonéw adrenergicznych, zarowno w grzbietowej jak i brzusz-
nej, jednakze biegng one w kierunku zstepujgcym [73]. W przysadce pep-
tydy POMC znajdujg sie w komdrkach gruczotowatych ptata przedniego
i posredniego [65, 71]. Wystepowanie tych peptydow stwierdzono takze
ostatnio w komadrkach nadnerczy cztowieka [74].

IV. System prodynorfinowy

Prodynorfina zwana takze poczgtkowo proenkefaling B sklada sie z 256
aminokwaséw (ryc. 7). W strukturze tego prohormonu, wyr6zni¢ mozna
szereg peptydow opioidowych: Leu-enkefaling, dynorfing (nazwang takze
dynorfing A), dynorfine B zwang rimorfing [75], dynorfine i a-neoen-
dorfine. Oprdcz nich znajdujg sie takze wieksze peptydy, ktorych istnienie
wykazano w ekstraktach mézgu, a wiec dynorfina-32 (4000-daltonéw dy-
norfina) — peptyd bedacy potgczeniem dynorfiny A i B [76], oraz Leu-mor-
fina (C-koncowy fragment prohormonu, posiadajagcy na N-koncu dynor-
fine B) [77]. Chociaz, pochodne prodynorfiny, zawierajg w swej sekwen-
cji pary aminokwaséw zasadowych Arg-Lys (a-neoendorfina), lub tez
Arg-Arg (zaréwno dynorfing jak dynorfing B), nie sg one w tych miej-
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Ryc. 7. Schemat prodynorfiny i pochodzacych z niej peptydéw opioidowych. <x-NEO —
a-neoendorfina, DYN A — dynorfina (dynorfina A), DYN B — dynorfina B (ri-
morfina), (3-NEO — (3-neoendorfina,, DYN 1—8 — dynorfinai_8 LE — Leu-enkefa-
lina.

scach rozszczepiane przez enzymy proteolityczne. Interesujgcym, wydaje
sie takze fakt, ktory poczatkowo, kiedy wskazywano na réwnolegto$¢ wy-
stepowania a-neoendorfiny oraz dynorfiny w tkance mozgowej [78], nie
zostat zauwazony. W pewnych strukturach mézgu (prazkowie, $rédmoz-
gowie, kora, hipokamp) dynorfina jest w duzym stopniu przeksztatcana
w dynorfing!_8 stad stezenie dynorfiny~g (oraz a-neoendorfiny) w tych
strukturach jest wieksze, w innych natomiast (rdzen kregowy i tylny ptat
przysadki) znajduje sie wiecej dynorfiny niz dynorfinyj.g [79]. Dane te
moga wskazywac na istnienie w strukturach osrodkowego uktadu nerwo-
wego, réznych drég enzymatycznej proteolizy prodynorfiny, co w konsek-
wencji prowadzi do powstawania réznych produktow koncowych, ktére
w odmienny sposéb mogg wptywac na jego funkcje.

Dynorfina wystepuje w wielu strukturach moézgu (ryc. 8). Stosunko-
WO znaczng jej zawarto$¢ stwierdza sie w podwzgérzu, jadrze migdato-
watym, hipokampie, moscie, pniu i rdzeniu przedtuzonym, zaréwno u zwie-
rzat jak i u cztowieka [78, 79, 80, 81, 82, 83]. Wysokie stezenie wystepuje
takze w rdzeniu kregowym [46, 84]. Najwieksze stezenie dynorfiny u zwie-
rzat stwierdzono w czesci nerwowej przysadki [81, 82]. U cztowieka jed-
nakze poziom w tym rejonie nie nalezy do najwyzszych [83], bowiem wiek-
sze stezenie wystepuje w substancji czarnej, w przednim podwzgoérzu,
a takze w rdzeniu kregowym.

Neurony systemu prodynorfinowego podobnie jak proenkefalinowe-
go znajdujg sie w wielu strukturach mézgowych [85, 86, 87, 88]. (Ryc. 9).

Istnienie ciat komdérkowych neuronéw zawierajgcych dynorfine wy-
kazano w szeregu strukturach moézgu a w szczegélnosci w uktadzie lim-
bicznym i podwzgorzu. Na szczegdlng uwage zastugujg zawierajgce dy-
norfine zakonczenia nerwowe wystepujagce w substancji czarnej, ponie-
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prazkowie  kora hipokamp ¢rodmoézgowie mobzdzek

G dzen 1
A 2 przysadka rzedtuzony
= 5 i
10-20 | E iR
20-50 | & wzgorze
F<3 100-200
BN > 1000

Ryc. 8. Rozmieszczenie dynorfiny w strukturach mézgu i przysadce szczura. (Steze-
nie przedstawiono w pmol/g tkanki).
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Ryc. 9. Schemat uktadu prodynorfinowego w mozgu (A) i rdzeniu kregowym (B)
szczura. Oznaczenia struktur jak na rycinie 3.

waz moga one uczestniczy¢ w funkcji uktadu pozapiramidowego. Uner-
wiajg one bowiem warstwe siateczkowatg, neurony uktadu proenkefali-
nowego, natomiast unerwiajg warstwe zbitg. Polozenie komorek, z kt6-
rych pochodza te widkna nie jest jeszcze w petni poznane. Okreslone, jak
sie wydaje, natomiast sg drogi nerwowe z jadra przedwzrokowego, oraz
jadra przykomorowego podwzgo6rza prowadzace do tylnego ptata przy-
sadki. Inna, poznana droga neuronalna, to widkna kiciaste (mossy jibers)
w hipokampie [89]. Dynorfina znajduje sie w zwoju zebatym tej struk-
tury, w komdrkach ziarnistych, ktére wysytajg swe aksony do komorek
piramidowych obszaru CA3oraz CA4 Komdrki te sg takze unerwiane przez
uktad enkefalinowy, pochodzacy z kory gruszkowatej. Zesp6t komorek
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i widkien wystepuje réwniez w rdzeniu kregowym, w brzeznej warstwie
substancji galaretowatej oraz warstwie V, a wiec w strukturach zwigza-
nych z przewodnictwem bdélowym [90].

V. Peptydy opioidowe i ich receptory

Receptory opioidowe sg to miejsca w btonach neuronalnych, z ktérymi
tacza sie zar6wno opiaty jak i peptydy opioidowe i poprzez nie, wywie-
rajg dziatanie biologiczne. W organizmie zarowno zwierzat jak i czto-
wieka, mamy do czynienia z receptorami opioidowymi wielu typow. Nie
jest jeszcze co prawda catkowicie jasne, czy sg to oddzielne, niezalezne od
siebie molekuty, czy tez kompleksy biatkowe wchodzace w skiad jednego
receptora. W przeciwienstwie do uprzednich badan, ktére wskazywaty na
bardzo zr6znicowang mase czasteczkowa receptoréw opioidowych (od 23.000
do 700.000 daltonéw), obecne prace przeprowadzone przy uzyciu technik
inaktywacji biatek receptorowych poprzez ich irradiacje, wskazujg na
bardzo zblizona (” 90.000 daltondw) mase czasteczkowga receptoréw opia-
towych réznych typéw. Jest wiec mozliwe, ze to samo biatko receptoro-
we, jest miejscem dziatania réznych ligandéw, chociaz jego wiasciwosci
fizykochemiczne mogg ulega¢ zmianom, zaleznie od wiasciwosci bton neu-
ronalnych, w ktorych sie znajduje, co moze w konsekwencji prowadzi¢ do
powstania receptoréw opioidowych réznych typéw [91].

Koncepcja istnienia réznych receptoréw opioidowych, powstata w wy-
niku badan nad reakcjami pséw, u ktérych przecieto rdzen kregowy, na
podanie réznych alkaloidow opiatowych. Na ich podstawie, Martin i jego
koledzy [92, 93] zaproponowali istnienie trzech typoéw receptoréw opioido-
wych: m x, i a. Wedtug tych badaczy na receptory m dziata morfina i po-
dobne do niej substancje, z receptorem y. oddziatywujg benzomorfany, ta-
kie jak ketocyklazocyna, a dla receptora o prototypowym ligandem jest
N-allylo-norcyklazocyna (SKF-10047). Przypuszczenie to zostato potem
szeroko potwierdzone przez badania nad sitg dziatania réznych ooiatéw
w roznych testach, takich jak badania na narzadach izolowanych, w ktd-
rych stwierdzono wystepowanie réznych receptoréw, a takze metody: be-
hawioralne, elektrofizjologiczne oraz badanie wigzania specyficznych li-
gandow z btonami neuronalnymi [94, 95, 96, 97, 98].

Po odkryciu enkefalin, Kosterlitz i wsp. wzbogacili te liste o re-
ceptor 5 [9], z ktérym maja one oddziatywaé. Po wykryciu P-endorfiny na-
tomiast, zaproponowano istnienie dla niej receptora e, ktdry znaleziono
w powrdzku nasiennym szczura [100]. Wydaje sie jednak, ze nie ma wy-
raznych dowoddw na istnienie tego receptora w osrodkowym ukladzie
nerwowym. Ponadto nowsze badania wskazujg, ze receptor a nie jest, jak
sie wydaje, prawdziwie opiatowym receptorem [97, 98].

6 Postepy Biochemii 3-4/85
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Przyjmuje sig, ze w o$rodkowym uktadzie nerwowym wystepujg re-
ceptory trzech klas: n, 5i k ktére réznig sie miejscem wystepowania, ge-
stoscig, a takze powinowactwem w stosunku do réznych agonistow opia-
towych. Powstaje pytanie, czy istniejgce w uktadzie nerwowym endogen-
ne systemy opioidowe, produkujg specyficzne substancje, ligandy dla tych
receptoréw, i czy ich rozmieszczenie jest zgodne z wystepowaniem miejsc
posiadajacych zdolno$é ich stereospecyficznego wigzania. Nie sposéb, na
owczesnym etapie wiedzy, odpowiedzie¢ na to pytanie w sposéb ostatecz-
ny. Obserwacje poczynione z jednej strony, w badaniach aktywnosci roz-
nych peptydéw na narzadzach izolowanych, z drugiej zas, pomiary hamo-
wania specyficznego wigzania réznych znakowanych ligandéw opioido-
wych (wigzacych sie z poszczegblnymi typami receptoréw), zdaja sie jed-
nak prowadzi¢ do pewnych wnioskéw. Wydaje sie mianowicie, ze zarobwno
Met-enkefalina jak Leu-enkefalina, koficowe produkty proenkefaliny, wy-
kazujg znaczne powinowactwo do receptora opoidowego 8 [39, 101]. Z dru-
giej strony, ~-endorfina, ktéra dziata podobnie na jelito Swinki morskiej
(receptor (¢) jak i powrdzek nasienny myszy (receptor 8), a takze w po-
dobnym stopniu hamuje wigzanie 3H-naloksonu (znakujacego receptory *),
jak i zwiazkéw znakujacych receptory 8, wydaje sie mie¢ powinowactwo
do tych obu receptorow [102]. Z kolei, w bardzo przekonywujgcy sposob
udowodniono, ze dynorfina a takze inne peptydy pochodzgce z prodynor-
finy takie jak: a-neoendorfina czy dynorfina ! 8 oddzialywujg z recepto-
rem x [103, 104, 105]. Jeszcze do niedawna nie byto wiadomo, ktéry z en-
dogennych uktadéw opioidowych wytwarza peptydy dziatajgce na recep-
tor . Obecnie wydaje sie, ze moga to by¢ niektére posrednie peptydy
z proenkefaliny, takie jak peptyd E oraz BAM-22P [61, 106, 107]. G a-
rzon i wsp. [61] przeprowadzili ostatnio badania nad powinowactwem
peptydéw opioidowych receptorow opioidowych wobec r6znych typéw.
Stwierdzono, ze |3-endorfina wykazuje najwieksze powinowactwo do re-
ceptora M mniejsze do 8, a najmniejsze do k. Fragment tego peptydu, po-
zbawiony dwu aminokwaséw na C-kohcu, wykazuje nieznacznie obnizone
powinowactwo, jednak bez zasadniczej zmiany selektywnos$ci. Dalsze skra-
canie tego peptydu, powoduje spadek powinowactwa do receptordw ~ i n,
co w konsekwencji, prowadzi do zwiekszenia jego selektywnosci w sto-
sunku do receptora 8. Tak wiec w zaleznosci od diugosci tancucha, selek-
tywnos$¢ ulega zmianie. Zbadanie réznych peptydéw pochodzacych z pro-
enkefaliny pozwolito stwierdzié¢ istotne réznice pomiedzy nimi. Posrednie
peptydy (peptyd E, BAM-22P, BAM-12P) charakteryzujg sie wyzszym
powinowactwem do receptoréw (;i x niz do 8. Peptydy o krotszym fan-
cuchu natomiast, takie jak Met-enkefalina-Arg6Gly7%Leu8 lub Met-en-
kefalina-Arg8Phe7 cechuje mniejsze powinowactwo do tych receptoréw.
Powinowactwo peptydéw do receptora 8, nie ulega przy tym istotnym
zmianom, wraz ze skracaniem tafAcucha. Inne cechy posiadajg produkty
prodynorfiny. Zaréwno dynorfina B jak i dynorfina, majg wyzsze powi-
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nowactwo do receptora x, niz do dwu pozostatych. a-Neoendorfina, jednak-
ze, nie wykazuje jakiej$ szczeg6lnej preferencji do okreslonego receptora.
Skracanie tancucha dynorfiny, powoduje stopniowy spadek powinowac-
twa w stosunku do receptora x (chociaz dla dynorfiny: 8 powinowactwo
ponownie nieznacznie wzrasta), a powinowactwo do receptora Onie ulega
duzym zmianom. Kiedy poréwnujemy site dziatania réznych peptydow
opioidowych, to na receptory najsilniej wydaje sie dziata¢ BR-endorfi-
nai--., BAM-12P, BAM-22P oraz peptyd E; na receptory 0 a-neoendorfina,
a na receptory x dynorfina.

Dodatkowych danych dostarczyty badania nad wptywem réznych pe-
ptydow opioidowych na wywotywane draznieniem elektrycznym, skurcze
powr6zka nasiennego krolika [108], w ktdrym stwierdzono wystepowanie
jedynie receptorow x [109]. Rezultaty tych badan ponownie wskazujg, ze
zarbwno proenkefalina jak i prodynorfina dajg poczatek peptydom, ktore
oddziatywuja z receptorem x. Nalezy takze podkres$li¢, ze peptydy pocho-
dzace z prodynorfiny dziatajg silniej na ten receptor niz peptydy wywo-
dzace sie z proenkefaliny. R-endorfina jak i enkefaliny nie wykazujg na-
tomiast istotnego dziatania w tym tescie.

Powyzsze dane zdajg sie prowadzi¢ do wniosku, ze posrod peptydow
opioidowych nie wystepuja substancje specyficzne w stosunku do ktére-
gokolwiek z omawianych receptoréw opiatowych. Wszystkie one wiaza
sie z receptorem 0, chociaz enkefaliny sg najbardziej selektywne w sto-
sunku do tego podtypu receptora. Wydtuzenie tancucha peptydéw, za-
rowno tych wywodzacych sie z proenkefaliny jak i prodynorfiny pro-
wadzi do pewnego wzrostu selektywno$ci w stosunku do dwoch pozosta-
tych receptoréow (i¢, X), przy czym w przypadku peptydéw z prodynorfiny,
w kierunku receptora x (okoto dziesieciokrotnie) a w przypadku proen-
kefaliny w stosunku do receptora ni(okoto trzykrotnie).

Podsumowujac, enkefaliny wydajg sie by¢ wiec wzglednie selektywne
jako ligandy receptoréow Q a dtuzsze peptydy z prodynorfiny jako ligandy
receptoréow x (cho¢ takze moga dziata¢ na receptory O). Diuzsze peptydy
pochodzace z proenkefaliny moga dziata¢ gtownie na receptory ix ale tak-
ze x i 6. B-Endorfina wydaje sie dziata¢ w rownym stopniu na receptory m
i Q nie wptywa natomiast na receptory  Nalezy jednak podkresli¢, ze po-
wyzsza klasyfikacja moze mie¢ ograniczone znaczenie w uktadach fizjolo-
gicznych, w ktérych o oddziatywaniu peptydu z receptorem moze decy-
dowac jego dostepnos$¢ w okolicy danego receptora.

Poréwnanie danych dotyczace rozmieszczenia receptoréw oraz stezenia
peptydoéw opioidowych w réznych strukturach mézgu prowadzi do wnio-
sku, ze nie zachodzi tam prosta zalezno$¢: wieksza gestosé receptordw opioi-
dowych — wieksze stezenie neuropeptydéw. W pewnych obszarach méz-
gu bowiem, znajduje sie wiele miejsc receptorowych, a niewielki jest po-
ziom neuropeptydéw. W korze mozgowej na przykiad wystepuje duzo
receptoréw opioidowych szczegélnie typu O [96], jednakze poziom enke-

6~
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falin jest tam stosunkowo niski [34]. Znajduje sie tam rdwniez niewiele
neurondw zawierajagcych enkefaliny [110]. W jadrze ogoniastym nato-
miast, gdzie wystepuje wysokie stezenie zaréwno peptydéw jak i recep-
tordw opioidowych, znajduje sie niewiele zakohAczen nerwowych zawie-
rajgcych peptydy opioidowe. Z drugiej strony, w gatce bladej jest nie-
wiele receptoréw [111], ale znaczne zageszczenie neuronéw zawierajacych
peptydy opioidowe [112].

Zastanawiajac sie nad oddziatywaniem peptydéw opioidowych z recep-
torami nalezy zwr6ci¢ uwage takze na nastepujace fakty: (3-endorfina,
a takze jej C-koncowe fragmenty nie tylko wigzg sie stereospecyficznie
z nieopioidowym receptorem na limfocytach [67, 113], ale powodujg ich
proliferacje [114], Pozbawione tyrozyny analogi zaréwno dynorfiny jak
i (J-endorfiny: des-Tyr~dynorfina oraz des-Tyr*y-endorfina, ktore takze
nie wigzg sie z receptorami opiatowymi, wykazujg znaczne dziatanie biolo-
logiczne [115, 116, 117]. Tak wiec, mozliwo$¢ specyficznego, biologicznie
istotnego oddziatywania peptydéw opioidowych z receptorami nieopioi-
dowymi wydaje sie by¢ bardzo prawdopodobna.

V1. Przeciwb6lowe dzialanie peptydéw opioidowych

Enkefaliny (po ich dokomorowym podaniu) dziatajg albo stabo prze-
ciwbélowo, mimo podawania ich w znacznych dawkach [118] lub tez, jak
stwierdzajg inni autorzy, nie wptywajg istotnie na percepcje bodzcéw bo-
lowych [119, 120]. Brak wyraznego przeciwbolowego dziatania tych sub-
stancji wydaje sie by¢ jednak zwigzany ze szczeg6lng ich podatnos$cig na
dziatanie enzymow proteolitycznych, gdyz bardziej oporne na degradacje
analogi wykazuja witasciwosci przeciwbo6lowe [121]. Inne pochodzace z pro-
enkefaliny peptydy, takie jak Met-enkefalina-Arg6Phe7 Met-enkefalina-
Arg8Glyr~Leu8i BAM-12P wykazujg pewne [106, 122], a peptydy o diuz-
szym tancuchu takie jak BAM-22P, peptyd E oraz peptyd F silne dziatanie
przeciwbolowe [106].

W odroznieniu od enkefalin, (5-endorfina dziata silnie przeciwbdlowo
a dziatanie to jest dtuzsze i silniejsze od morfiny [123]. Modyfikacje tego
peptydu, natomiast nie wptywajg zasadniczo na zwigkszenie sity dziala-
nia, skracanie fancucha powoduje spadek aktywnosci. Tak wiec petna sek-
wencja peptydu jest wymagana aby dziatat on przeciwbo6lowo.

Kontrowersyjne dane uzyskano badajagc potencjalne przeciwbdlowe
dziatanie peptydéw pochodzacych z prodynorfiny. Poczatkowo, po wy-
kryciu dynorfiny spodziewano sie jej silnego przeciwbo6lowego dziatania.
Oparte to byto na obserwacji, iz peptyd ten w testach in vitro, wykazy-
wat aktywnos$¢ wielokrotnie silniejsza niz enkefaliny [15]. Jednakze tylko
nieliczne doniesienia opisujg pewne przeciwbdlowe dziatanie dynorfiny po
jej dokomorowym podaniu [124, 125], w wiekszosci prac natomiast nie
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stwierdza sie istotnej przeciwbdlowej aktywnosci tego peptydu [126, 127].
Co wiecej, wykazano, ze podana dokomorowo u myszy dynorfina, nie tyl-
ko nie dziata przeciwbo6lowo, ale zapobiega przeciwbélowemu dziataniu za-
rowno morfiny jak i (3-endorfiny [127, 128]. Zaobserwowano, ze substancja
ta powoduje nasilenie przeciwb6lowego dziatania morfiny i (3-endorfiny
u zwierzat, u ktérych rozwinieto tolerancje na morfine [128].

W odréznieniu od dziatania na osrodkowy ukiad nerwowy, dynorfina
wykazuje wyrazne dziatanie przeciwbélowe po podaniu do rdzenia krego-
wego [117, 126]. Dziataniu takiemu towarzyszg pewne zmiany napiecia
miesniowego, ktére nie wydaja sie jednak by¢ wynikiem wptywu peptydu
na receptory opioidowe [117].

Powyzsze dane wskazujg na potencjalne przeciwbo6lowe dziatanie syn-
tetycznych peptydéw opioidowych. Czy znaczy to jednak, ze endogenne
peptydy opioidowe, ktérych stezenie w mdzgu jest znacznie nizsze od tego
ktére zwykle uzywa sie w doswiadczeniu farmakologicznym, uczestniczg
w transmisji bodzcéw bolowych?

Niektére fakty zdajg sie o tym Swiadczyé. Zaréwno endogenne pepty-
dy opioidowe, jak i ich receptory wystepuja w szeregu strukturach osrod-
kowego uktadu nerwowego, o ktérych wiadomo, ze biorg udziat w per-
cepcji bolu. Nalezag do nich grzbietowa cze$¢ rdzenia, jagdra szwu, szara
substancja okotowodociggowa, a takze wzgo6rze. Elektryczne draznienie,
niektdrych z tych obszaréw, zardwno u zwierzat jak i cztowieka powoduje
ostabienie wrazliwosci na bodzce wywotujace b6l [129, 130]. Dziatanie
takie polaczone jest zwykle ze zwiekszeniem uwalniania (3-endorfiny lub
enkefalin do ptynu mozgowo-rdzeniowego [131, 132]. Podobnie, zaréwno
mechaniczne jak i elektryczne draznienie niektérych obszaréw skory, zwa-
ne akupunktura, oprécz obnizenia wrazliwosci na bol, powoduje rowniez
zwiekszenie poziomu peptydéw opioidowych w piynie mézgowo-rdze-
niowym u cztowieka [133]. W ostatnich latach wiele uwagi pos$wiecono
udziatowi endogennych opioidbw w zmianach wrazliwosci na bdl, jakie
moga byé wywotane stresem [134]. Obecnie wiadomo, ze co najmniej w cze-
éci tych zjawisk posrednicza neuropeptydy. Swiadczyé o tym moze fakt
ze: 1) nalokson czeSciowo zapobiega efektom przeciwb6lowym stresu
[134]; 2) stresowi towarzyszy uwalnianie peptyddéw opioidowych z mézgu
i przysadki [135, 136]. Szczegdlnie wazng role w tych zjawiskach przy-
pisuje sie raczej systemowi (5-endorfinowemu niz innym systemom opioi-
dowym. Stwierdzono bowiem, ze stress powoduje uwalnianie tego pepty-
du zaréwno z moézgu jak i z przysadki, oraz, ze zniszczenie komoérek pod-
wzgorza zawierajgcych (3-endorfinge ostabia znacznie przeciwbdlowe efek-
ty wywotane stresem [137]. Uktad dynorfinowy, szczegdlnie ten zlokalizo-
wany w rdzeniu kregowym wydaje sie takze ulega¢ pewnym zmianom
w wyniku stresu [138]. Rola mézgowych enkefalin, natomiast, a tym bar-
dziej innych peptydow systemu proenkefalinowego w przeciwbolowym
dziataniu stresu, nie jest jeszcze w petni poznana, a uzyskane do tej pory
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dane sg kontrowersyjne [135, 139]. Interesujgca wydaje sie jednak obser-
wacja, ze usuniecie nadnerczy ostabia dziatanie przeciwbo6lowe stresu [140],
co moze wskazywaé na udziat nadnerczowych peptydéow proenkefalino-
wych w tym zjawisku. Tak wiec wydaje sie, ze endogenne systemy opioi-
dowe biorg udziat w modulacji bodzcow bolowych.

VI1I. Peptydy opioidowe a zalezno$¢ od opiatow

Wykrycie peptydow opioidowych stworzyto nadzieje na poznanie me-
chanizmdéw lezacych u podstaw zaréwno tolerancji jak i zaleznosci od
opiatbw. W poczatkowych badaniach nad rolg endogennych peptydow
opioidowych w tym zjawisku stwierdzono, ze wielokrotne, domézgowe
podawanie enkefalin lub P-endorfiny, w ilosciach co prawda daleko wiek-
szych niz wystepujace w organizmie, prowadzi do rozwoju tolerancji, a tak-
ze do zaleznoS$ci podobnej do tej, jakg wywotuje morfina [141, 142]. Z dru-
giej strony peptydy te nie dziatalty u zwierzat, u ktérych rozwinieto tole-
rancje na morfine. Dane te sugerujg, ze endogenne peptydy opioidowe po-
chodzac z proenkefaliny lub proopiomelanokortyny wywotujg tolerancje
i zalezno$¢ poprzez receptory opioidowe, w sposob podobny do syntetycz-
nych opiatow. Dynorfina jednak wydaje sie dziataC inaczej. Podana doko-
morowo, powoduje u zwierzagt hamowanie przeciwbolowego dziatania za-
rowno morfiny jak i P-endorfiny, podczas gdy u zwierzat zaleznych od
morfiny nasila jej przeciwbdlowe dziatanie [127, 128]. Peptyd ten poteguje
wywotang morfing depresje oddechu, a ostabia jg u zwierzat, u ktérych
podawano chronicznie morfing (H. Loh — informacja osobista). Z drugiej
strony, substancja ta wydaje sie skutecznie zastepowac¢ morfing u zwierzat
uzaleznionych, nie wywotujagc zarazem objawdéw abstynencji po iej od-
stawieniu [143]. Jak wiec dziata dynorfina i peptydy jej podobne w sta-
nach zaleznosci i tolerancji na opiaty? Peptyd ten, wydaje sie modulowaé
dziatanie agonistow opioidowych, szczegélnie tych dziatajacych na recep-
tor i;, w taki sposdb aby zachowa¢ podobng wrazliwo$é receptora w réz-
nych jego stanach. Chociaz peine poznanie tego oddziatywania wymaga
dalszych badan, to jednak obserwacje powyzsze wydajg sie miec istotne
znaczenie, moga bowiem doprowadzi¢ do lepszego poznania drég kontroli
i regulacji stopnia tolerancji i zaleznosci od opiatéw przez endogenne ukta-
dy opioidowe.

Badania nad zmianami poziomu endogennych peptydéw opioidowych
w zjawiskach abstynencji, oraz uzaleznienia od opiatéw, dostarczyty da-
nych, ktére wskazujg, ze systemy opioidowe ulegajg zmianom w tych sta-
nach. Diugotrwate podawanie morfiny prowadzi nie tylko do drastycznego
spadku poziomu P-endorfiny, szczeg6lnie w posrednim ptacie przysadki, ale
takze do spadku poziomu tego peptydu oraz Met-enkefaliny, w niektérych
strukturach mézgu szczura [144]. Zmianom tym towarzyszy takze obnize-
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nie poziomu |3-endorfiny we krwi [135]. Spadek poziomu tego peptydu
we krwi stwierdzono takze u heroinistow [146]. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze niektérzy autorzy nie obserwowali istotnych zmian w poziomie enke-
falin oraz P-endorfiny w przysadce, po chronicznym podawaniu innych
opiatéw lub tez po krotkotrwatym podawaniu morfiny [147, 148].

Informacje dotyczace zmian zachodzacych w systemie dynorfinowym
sg bardzo skape i kontrowersyjne. Obserwowano bowiem, albo nieznaczny
wzrost poziomu tego peptydu w strukturach mozgu u szczurow uzalez-
nionych od morfiny [149], lub tez nie stwierdzano zmian [150, 151]. Tak
wiec, chociaz zagadnienie udziatu endogennych systeméw opioidowych
w stanach uzaleznienia od opiatow wymaga dalszych badan, wydaje sie,
ze w uktadzie (3-endorfinowym (a by¢ moze takze proenkefalinowym) do-
chodzi do ostabienia aktywnosci, potgczonego z obnizeniem syntezy tego
peptydu i, a by¢ moze takze od dysfunkcji tego systemu.

Poniewaz endogenne peptydy opioidowe wywotujg podobnie jak mor-
fina stan uzaleznienia, powstaje pytanie czy w wyniku zwiekszonej akty-
wacji uktadéw (np. w warunkach dtugotrwatego stresu) moze dochodzié
do zjawisk zalezno$ci od endogennych opioidéw. Niektére dane, wydaja
sie przemawiaC za takg mozliwoscig. Stwierdzono bowiem, ze wywotane
stresem zmiany wrazliwosci na bodZce bolowe, w ktoérych wydajg sie
uczestniczy¢ endogenne peptydy opioidowe, ulegaja ostabieniu w wyniku
czestego stosowania bodzcow je wywotujacych. Co wiecej, u zwierzat pod-
dawanych chronicznym stanom stresowym, mozna niekiedy obserwowac
oznaki odstawienia takie jak po podaniu naloksonu u zwierzat uzaleznio-
nych [147]. Fakty te wydajg sie przemawia¢ za mozliwos$cig powstawania,
w pewnych warunkach, zaréwno tolerancji jak i uzaleznienia od endo-
gennych peptydéw opioidowych. To przypuszczenie moze dalej prowadzic¢
do pogladu, ze w stanach zaleznosci organizmu wytworzonych przez czyn-
niki zaréwno zewnetrzne jak i endogenne, istotng role moga odgrywac
zmiany zachodzgce w endogennych systemach opioidowych i ich recepto-
rach.

VIIl. Uwagi koncowe

Dziesieciolecie, ktére uptyneto od czasu wykrycia enkefalin, zaowoco-
wato niezwykty iloscig informacji o peptydach opioidowych. Poznano bo-
wiem wiele réznych peptydow opioidowych, a takze prohormony z kto6-
rych one pochodza. Zbadano ich wiasciwosci chemiczne, rozmieszczenie
w o$rodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym, ich receptory i wias-
ciwo$ci farmakologiczne. Nadal niewiele jednak wiadomo o specyficznym
znaczeniu fizjologicznym tych substancji. Wczesne nadzieje na szybkie
poznanie ich roli, postulowane przeciez w szeregu funkcjach uktadu ner-
wowego, nie calkiem sie spetnity. Wynika to z braku, jak do tej pory,
adekwatnych metod oceny aktywnosci endogennych systemdw opioido-
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wych. Biosynteza i obrét peptydéw opioidowych w mdzgu, nie sg dotych-
czas poznane, chociaz czyni sie pewne obiecujgce kroki w tym kierunku.
Badania nad uwalnianiem peptydéw z moézgu (w odréznieniu od przy-
sadki gdzie uczyniono pewien postep) sa nieliczne a mechanizmy uwalnia-
nia prawie nieznane. Brak jest wreszcie narzedzi farmakologicznych, a wiec
specyficznych egzogennych substancji agonistycznych i antagonistycznych
réznych receptoréw opioidowych. Badania nad rolg peptydéw opioidowych
w funkcjonowaniu moézgu polegajg wiec gtownie na pomiarze zmian ich
poziomu w tej tkance, w réznych fizjologicznych i patologicznych stanach,
na pomiarach zmian zachodzgcych w receptorach, oraz na badaniach wpty-
wu syntetycznych peptydéw na czynnosci organizmu. Jednakze, na pod-
stawie zmian neuropeptydéw nie w petni potrafimy odpowiedzie¢ na py-
tanie o stan aktywnosci endogennych systemow opioidowych. Badania re-
ceptorowe nie moga odpowiedzie¢ na pytania o zachodzace pomiedzy pep-
tydem a receptorem oddziatywania. Wreszcie badanie efektow peptydoéw,
zwykle w iloSciach farmakologicznych, a nie fizjologicznych, prowadzi je-
dynie do ograniczonych wnioskéw, biorgc pod uwage ich stosunkowo nie-
wielka specyficzno$¢, a takze co dalej komplikuje sytuacje, ich przypusz-
czalne oddziatywanie z receptorami nieopiatowymi.

Zdajac sobie sprawe z powyzszych ograniczen, ktére miejmy nadzieje,
zostang w najblizszym czasie pokonane, nie mozemy jednak nie doceni¢
roli peptydéw opioidowych w wielu podstawowych funkcjach osrodko-
wego ukitadu nerwowego takich jak: zapobieganie bdlowi, pobieranie po-
karmu, regulacja hormonalna, regulacja ci$nienia, temperatury i oddy-
chania. Trudno jest zresztg, we wspotczesnej literaturze przedmiotu zna-
lez¢ chociazby jedng funkcje moézgu, w Kktorej istotne zaangazowanie ukta-
déw opioidowych nie bytoby postulowane. Endogenne systemy opioido-
we uczestniczg wiec prawdopodobnie w wielu funkcjach organizmu, a dzia-
tanie peptyddéw, ktére sg w nich wytwarzane, wybiega daleko poza to, kt6-
re wywotujg syntetyczne opiaty. Szczegblng role wydajg sie one spetniaé
w stanach zaburzonej homestazy organizmu, w warunkach stresu lub
chorobie. W stanach réwnowagi natomiast wydajg sie by¢ mniej ak-
tywne.

Zaakceptowano do druku 28 marca 1985 r.
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I. Neurotensyna
I.1. Odkrycie i budowa

Neurotensyne odkryli Leeman i Carraway w 1973 r. w czasie
proby wyodrebnienia substancji P z wyciggdw podwzgo6rza wotu [1]. Wy-
mienieni badacze wraz z wspoOipracownikami wyizolowali neurotensyne
z wycigglw jelita cienkiego wotu [2] i cztowieka [3]. Obecnie otrzymuje sie
neurotensyne z tkanek zwierzecych za pomocg chromatografii cieczowej.
Neurotensyna jest peptydem sktadajacym sie z 13 aminokwaséw (Ryc. 1).

1 5 9 10 13

Glu- Leu-Tyr-Glu- Asn- Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lleu-Leu

Ryc. 1. Neurotensyna. \ miejsce rozktadu enzymatycznego.

Wstepne badania wskazuja, ze rozkitad neurotensyny odbywa sie za
posrednictwem endopeptydaz proliny [4, 5 6]. Peknieciu ulega wigzanie
pomiedzy 8 a 9 aminokwasem. Prawdopodobnie w ten spos6b unieczyn-
nia sie neurotensyna uwolniona do szczeliny synaptycznej. Neurotensyna
ma na koncu aminowym kwas glutaminowy podobnie jak hormon uwal-
niajacy tyreotropine, (tj. tyreoliberyna) i czynnik uwalniajagcy gonadotro-
piny LH-RN i FSH, (tj. gonadoliberyna). Sekwencja aminokwasow korca
karboksylowego neurotensyny (Arg-Pro-Tyr-lle-Leu-OH) jest podobna do
sekwencji aminokwasdéw wystepujacych na koncu karboksylowym angio-
tensyny | (His-Pro-Phe-His-Leu-OH). Fragment neurotensyny: Agr3ProD
natomiast wystepuje na kornicu aminowym substancji P. Badania nad za-
leznoscig funkcji od struktury wykazaty, ze gtdbwng role w efektach biolo-
gicznych wywotywanych przez neurotensyne odgrywa pentapeptyd konca
karboksylowego (Arg-Pro-Tyr-lle-Leu) [7].

1.2. Rozmieszczenie neurotensyny

Za pomocg badan radioimmunologicznych wykazano nieré6wnomierne
rozmieszczenie neurotensyny w osrodkowym uktadzie nerwowym i prze-
wodzie pokarmowym szczura, gdzie najwiecej peptydu znaleziono w je-
licie czczym i cienkim [78] (Tab. 1).
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Tabela 1
Rozmieszczenie neurotensyny w tkankach szczura (78)
Tkanka Neurotensyna
pmol/g
Podwzgorze 60.0+3.1
Wzgorze 16.1+1.3
Rdzen kregowy 13.7+0.7
Pien mézgu 12.9+0.7
Kora mézgowa 2.0£0.1
Mézdzek 0.8+0.1
Przysadka cz. przednia 24.0+3.4
cz. tylna 311+4.1
Zotadek 0.6+0.3
Dwunastnica 1.4£0.6
Odcinek 12—15 cm za dwunastnica 5.6+2.4
Jelito czcze 50+ 15
cienkie 48+12
grube 73%2.1
Trzustka 0.15+0.05
Tabela 2
Rozmieszczenie neurotensyny (NT) w mdézgu cztowieka (9)
i
Cze$¢ moézgu NT pmol/g
Kora mézgowa: czotowa 0.8
obreczy 21
Jadro ogoniaste 29
Jadro skorupy 25
Gatka blada 9.8
Hipokamp 4.4
Jadro migdatowate 5.4
Podwzgorze: wyniosto$¢ Srodkowa 42.6
Substancja czarna 234
Substancja szara okotowodociggowa 224
Wzgorze grzbietowo-$rodkowe 6.0

W moézgu cztowieka najwieksze ilosci neurotensyny znajdujg sie w pod-
wzg0lrzu, substancji czarnej oraz substancji szarej okotowodociggowej [9]
(Tab. 2).

Wyniki badan uzyskane za pomocg metod radioimmunologicznych po-
twierdzono metodami immunohistochemicznymi [10, 11]. Obecno$¢ znacz-
nych ilosci neurotensyny w podwzgoérzu (gtéwnie w warstwie zewnetrznej
wyniostosci srodkowej, polu przedwzrokowym, jadrze przykomorowym
i jadrze tukowatym) wskazujg na istotng role neurotensyny w regulacji
wydzielania hormondw z przedniej czesci przysadki moézgowej. Neuro-

7 Postepy Biochemii 3-4/85
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tensyna znajduje sie w drogach nerwowych biegngcych z jadra migdato-
watego do prazka koricowego, z jadra migdatowatego do kory gruszkowa-
tej i czesci brzusznej prazkowia, z hipokampa do kory czotowej. Na uwa-
ge zastuguje obecno$¢ neurotensyny w zakonczeniach nerwowych i bardzo
cienkich witdknach rdzenia kregowego. Znajduje sie ona tylko w dwu
warstwach rdzenia, zewnetrznej w obrebie blaszki I i Il, oraz wewnetrz-
nej w czeSci blaszki Il graniczacej z blaszkg Il. Pochodzi ona w tych
miejscach prawdopodobnie z neuronéw czuciowych biegnacych ze zwojow
korzonkéw tylnych. Opisane rozmieszczenie neurotensyny wskazuje na
miejsce jej dziatania oraz oddziatywania na uktady neuroprzekaznikowe,
a takze na jej wptyw na impulsy przewodzace bodzce wechowe, wzroko-
we i bélowe. Poniewaz neurotensyna znajduje sie w znacznych stezeniach
w jadrach podstawy mozgu i substancji czarnej moze ona regulowac czyn-
nosci ruchowe. Rozmieszczenie neurotensyny przemawia tez za mozliwoscia
jej wptywu na procesy termoregulacyjne i czynnosci neuroendokrynolo-
giczne. Neurotensyna znajduje sie we krwi kragzgcej w stezeniu 15—25
fmoli/ml [12]. Jej zawarto$¢ we krwi znacznie wzrasta u ludzi po spozyciu
positku bogato ttuszczowego. Neurotensyna z krwi nie przenika przez
bariere naczyniowo-mdézgowa, dlatego tez podana obwodowo nigdy nie wy-
wotuje dziatania osrodkowego. Natomiast o$rodkowe wstrzykniecie tego
peptydu wywotuje efekty obwodowe na skutek zmian hormonalnych lub
zmian zachodzacych w neuronach osrodkowego uktadu nerwowego.

1.3. Wptyw dozylnego podania neurotensyny na uktad krazenia

Neurotensyna wptywa na ci$nienie krwi i na czynno$¢ serca, jednak
jej efekty zalezg od gatunku badanego zwierzecia, oraz rodzaju zastoso-
wanego znieczulenia. Uzyskano dowody, ze dzialanie hipotensyjne neuro-
tensyny u szczuréw znieczulonych pentobarbitalem wystepuje za posred-
nictwem histaminy i serotoniny, uwalnianych z komorek tucznych [13].
U znieczulanych pentobarbitalem swinek morskich neurotensyna powodo-
wata natomiast wzrost ciSnienia oraz pobudzenie uktadu adrenergicznego
w naczyniach oraz tachykardie wywotang bezposrednim dziataniem po-
budzajacym na wezet zatokowy. Pobudzenie uktadu adrenergicznego wy-
stepowato réwniez u znieczulanych pentobarbitalem owiec, objawiajgce sie
wzrostem cisnienia krwi i przyspieszeniem czynnos$ci serca. Szereg obser-
wacji wskazuje, ze neurotensyna moze mie¢ znaczenie zaré6wno w fizjologii
jak i patologii uktadu sercowo-naczyniowego bowiem: a) wywiera dziatanie
po zastosowaniu bardzo matych dawek, rzedu 50— 100 pmoli; b) znale-
ziono jg w nerwach sercowych; c¢) wptywa na nerwy adrenergiczne regu-
lujgce czynno$¢ serca; d) znajduje sie w duzych ilosciach w przewodzie
pokarmowym, skad moze przenika¢ w znacznych ilosciach do krwi i po-
wodowac istotne zmiany w uktadzie krazenia [14].
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1.4. Znaczenie funkcjonalne neurotensyny w przewodzie pokarmowym

Role neurotensyny w przewodzie pokarmowym poznano jedynie frag-
mentarycznie. Wyniki dotychczasowych doswiadczen prowadzg do wnio-
sku, ze neurotensyna stabo hamuje wydzielanie i motoryke Zotgdka, stabo
pobudza wydzielanie dwuweglandw z trzustki, zwieksza lipolize oraz wpty-
wa na rozmieszczenie tluszczédw w tkance ttuszczowej. Obok katecholamin
neurotensyna jest nastepng dotad poznang substancjg regulujacg szybkos¢
przeptywu krwi przez tkanke tluszczowa. W zwiazku z duza zawartoscia
w przewodzie pokarmowym nasuwa sie przypuszczenie o jej istotnym
tam znaczeniu funkcjonalnym [15].

1.5. Efekty hormonalne neurotensyny

U szczurow wstrzykniecie neurotensyny w dawkach 0.5—5 ng do trze-
ciej komory mézgu powodowato zmniejszenie stezenia prolaktyny we krwi.
Zmniejszenie zawartosci prolaktyny spowodowane przez neurotensyne byto
znoszone podaniem a-metylo-tyrozyny hamujacej synteze katecholamin
lub zastosowaniem leku blokujgcego receptory dopaminergiczne spiroperi-
dolu. Neurotensyna podana dozylnie zwiekszata natomiast zawarto$¢ pro-
laktyny i nie wptywata na ilos¢ innych zbadanych hormondéw przedniej
czesci przysadki we krwi.

W doswiadczeniach in vitro neutrotensyna w stezeniach 50—500 ng/ml
zwiekszata uwalnianie prolaktyny i hormonu tyreotropowego ze skraw-
koéw przedniej czeSci przysadki do ptynu inkubacyjnego nie wptywajgc na
uwalnianie gonadotropin i hormonu wzrostu. Neurotensyna prawdopodob-
nie bierze udziat w mechanizmach regulujgcych uwalnianie hormonéw
z przedniej czesci przysadki, gdyz znajduje sie ona w czesSciach mézgu kon-
trolujgcych czynno$¢ tej czesci przysadki [16].

1.6. Dziatanie neurotensyny na os$rodkowy uktad nerwowy

Neurotensyna w mozgu znajduje sie w ziarnistosciach zakonczen sy-
naptycznych [17, 18], skad jest uwalniana przez bodZce wywotujgce depo-
laryzacje neuronu [19, 20].

Badania elektrofizjologiczne o$rodkowego ukitadu nerwowego wykaza-
ty, ze neurotensyna dziata albo pobudzajgco, albo hamujgco, badZz nie
wplywa wecale na neurony w tej samej cze$ci mdzgu. Neurotensyna po-
budza lub hamuje pojedyncze neurony czuciowe rogéw tylnych rdzenia
kregowego. Poniewaz hamuje ona pobudzenie wywotane podaniem kwasu
glutaminowego mozna przypuszczaé, ze dzialanie neurotensyny dotyczy
neuron6w postsynaptycznych.

Rézne, czesto przeciwstawne efekty elektrofizjologiczne opisano w hi-
pokampie, prazku koricowym, wzgdrzu, jadrze przegrody. Wbrew oczeki-

7*
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waniu natomiast neurotensyna nie zmieniata potencjatéw pojedynczych
neurondw podwzgérza. Jedynym obszarem moézgu, w ktdrym neurotensyna
wywotuje zawsze taki sam efekt mianowicie pobudzenie pojedynczych
neurondw jest kora moézgowa. Brak jednorodnych efektow elektrofizjo-
logicznych neurotensyny w poszczeg6lnych cze$ciach mézgowia mozna ttu-
maczy¢ jej dziataniem bezposrednim na jedne neurony oraz dziataniem po-
$rednim na neurony sasiadujace, lub/i wydzielaniem przez nig nieznanego
dotad czynnika, wywotujagcego pobudzenie jednych, a hamowanie innych
neurondw, wreszcie mozliwoscig istnienia réznych typow receptorow wraz-
liwych na neurotensyne [21]. Srédoponowe wstrzykniecie szczurom 1—
100 Mg neurotensyny wywotato dziatanie przeciwbdélowe, znoszone przez
nalokson, ktory jest antagonistg endogennych peptydéw opiatowych. Draz-
nienie pradem nerwu kulszowego u kota powodowalo wzrost stezenia
neurotensyny w ptynie moézgowo-rdzeniowym. Zaobserwowane dziatanie
antagonistyczne naloksonu wobec neurotensyny nie zostato potwierdzone
przez innych badaczy po domézgowym podawaniu neurotensyny i syste-
mowym wstrzykiwaniu naloksonu. Poniewaz neurotensyna nie taczy sie
Z receptorami opiatowymi mozna przypuszcza¢, ze w opisanym doswiad-
czeniu spowodowata ona uwolnienie endogennej substancji dziatajgcej na
receptory wrazliwe na dziatanie naloksonu. Warto w tym miejscu wspom-
nie¢, ze ciala komdrkowe zawierajgce neurotensyne znajdujg sie w naj-
blizszym sasiedztwie komérek zawierajagcych enkefaliny w substancji ga-
laretowatej rdzenia kregowego [22]. Zaobserwowano réwniez dziatanie
przeciwbélowe neurotensyny po jej podaniu do komory bocznej moézgu
[23, 24] lub podaniu docysternowym u szczurow [24]. Wykazano, ze suro-
wica przeciwneurotensynowa wywotuje zwiekszong wrazliwo$¢ na bodz-
ce bélowe oraz, ze znosi ona przeciwbd6lowe dziatanie neurotensyny u szczu-
row [25]. Najsilniejsze dziatanie przeciwb6lowe neurotensyny zaobser-
wowano po jej wstrzyknieciu do Srodkowej czeSci wzgodrza, okolicy przed-
wzrokowej Srodkowej, substancji szarej okotowodociggowej, centralnego
jadra migdatowatego i uktadu siatkowatego mostu [26].

W badaniach przeprowadzonych w naszym Zaktadzie wykazalismy, ze
neurotensyna wstrzyknieta myszy docysternowo wyraZznie antagonizowata
dziatanie przeciwbolowe enkefalin oraz D-Ala2 metenkefalinamidu, nato-
miast potegowata dziatanie przeciwboélowe tuftsyny [27].

Podana osrodkowo neurotensyna wywotuje zaleznie od dawki dziata-
nie hipotermiczne u myszy znajdujgcych sie w temp. 4°C. Efekt ten w tem-
peraturze otoczenia 25°C jest stabszy. Dziatanie hipotermiczne neuroten-
syny byto czesciowo antagonizowane przez hormon uwalniajgcy tyreotro-
ping, a nasilane przez haloperydol oraz selektywne uszkodzenie neuronow
dopaminowych za pomocg 6-hydroksydopaminy. Nalokson nie wptywat na
hipotermie wywotang neurotensyng. Po podaniu obwodowym neurotensy-
na nie zmieniata temperatury ciata. Dzialanie hipotermiczne jest spowodo-
wane zahamowaniem ogdlnego metabolizmu przez neurotensyne. Hipo-
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teze te popiera fakt, ze neurotensyna nie powoduje hipotermii u zwierzat
znajdujacych sie w wysokiej temperaturze, w ktérej nie ma potrzeby
wzmozonej produkcji ciepta [28].

Po dokomorowym wstrzyknieciu 10 ng neurotensyny obserwowano
zmniejszenie aktywnosci ruchowej szczuréw. Neurotensyna hamowata
zwiekszong ruchliwos$¢ zwierzat wywotang amfetaming, zmniejszata reak-
tywnos$¢ szczuréw na draznienie pragdem eletrycznym tap zwierzat, a takze
hamowata odruch unikania u szczuréw. U myszy neurotensyna wywoty-
wata katalepsje. Katalepsja neurotensynowa byta stabo hamowana przez
hormon uwalniajgcy tyreotropine. Nalokson nie miat zadnego wptywu na
to nienormalne zachowanie sie zwierzat wywotane neurotensyng [29]. Tak
wiec niektére efekty behawioralne neurotensyny sg podobne do wywoty-
wanych przez neuroleptyki. Neurotensyna jednak nie hamuje tgczenia sie
H-spiroperidolu z receptorami dopaminowymi jadra ogoniastego i jadra
pétlezacego [30].

Neurotensyna przedtuzata czas trwania shnu myszy wywotanego pento-
barbitalem na skutek zmniejszenia metabolizmu pentobarbitalu w moézgu
i watrobie, oraz przedtuzata czas trwania snu etanolowego nie wptywajac
jednak na metabolizm etanolu. Neurotensyna w dawkach nieaktywnych
wywotywata sen u niektdrych myszy po podaniu dawek etanolu, ktére nie
wywotujg snu. Wyptywa stad hipoteza, ze r6zna wrazliwo$¢ na etanol mo-
ze byé zwigzana z r6znicami w aktywnos$ci uktadu neurotensynowego
w mozgu [31].

1.7. Dziatanie neurotensyny na neurony dopaminowe

Po wstrzyknieciu neurotensyny do czesci brzusznej jadra nakrywko-
wego u szczurow stwierdzono wzrost aktywnos$ci ruchowej zwierzat oraz
zwiekszenie uwalniania dopaminy z neuron6w jadra pétlezacego [32, 33].
Na tej podstawie Kalivas i wsp. [26] wysuneli hipoteze, ze neu-
rotensyna reguluje aktywno$¢ neurondw dopaminowych w jadrze poétleza-
cym (nucleus accumbens) (Ryc. 2).

jadro Nuci. accumbens
brzuszno-nakrywkowe

aktywnos¢
ruchowa

Ryc. 2. Dziatanie neurotensyny (NT) na neurony dopaminowe ukiadu mezolimbicz-
nego. DA-dopamina, (+) — pobudzanie, (—) — zahamowanie.
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Dokomorowe podanie neurotensyny wywotuje zahamowanie aktyw-
nosci ruchowej szczuréw [34]. Poniewaz istnieje hipoteza, ze zaburzenia
uktadu dopaminowego mezolimbicznego sg jedng z przyczyn schizofrenii
mozna przypuszczaé, ze w ten tancuch patogenetyczny moze by¢ réwniez
wigczona neurotensyna. Jednak u ludzi chorych na schizofrenie nie stwier-
dzono zmian w zawartosSci neurotensyny w ukiladzie limbicznym, nato-
miast stwierdzono wzrost jej ilosSci w korze mézgowej. W ptynie mdzgo-
wo-rdzeniowym schizofrenikow obserwowano niski poziom neurotensyny,
ulegat on normalizacji w czasie leczenia neuroleptykami [34]. Podawanie
neuroleptykéw szczurom powodowato zwiekszenie zawarto$ci neuroten-
syny w moézgu w jadrze pétlezacym i w prazkowiu [34, 35]. U ludzi z pla-
sawicg wykazano wyrazny wzrost neurotensyny w jadrze ogoniastym [36].
Efekty farmakologiczne neurotensyny zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Dzialanie farmakologiczne neurotensyny

A. Po podaniu o$rodkowym

a) Na o$rodkowy uktad nerwowy
Nasilenie dtugosci snu po barbituranach i alkoholu X
Zahamowanie pobudzenia po lekach amfetaminopodobnych
Zmniejszenie dziatania przeciwbélowego morfiny u zwierzat uzaleznionych
Zmniejszenie aktywnosci ruchowej
Obnizenie temperatury ciata
Dziatanie przeciwbolowe
Zwiotczenie miesni pragzkowanych
Zmniejszenie odruchu unikania
Zmniejszenie samodraznienia elektrycznego
Zmniejszenie przyjmowania pokarmu
Katalepsja X

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

B. Po podaniu obwodowo

a) Na osrodkowy ukfad nerwowy — brak dziatania

b) Na obwdd
Obnizenie ci$nienia krwi
Rozszerzenie naczyr krwiono$nych
Hiperglikemia, hyperglukagonemia, hipoinsulinemia
Uwalnianie histaminy

X X X X

X

X — oznacza antagonizowanie dziatania przez tyreoliberyne (TRH)

Jak dotad nie wiadomo, czy opisane dziatania farmakologiczne neuro-
tensyny maja znaczenie fizjologiczne. Rdznorodno$¢ tych dziatah mozna
ttumaczyé wptywem miejscowym, tylko na komdrki znajdujace sie w po-
blizu miejsca wydzielania neurotensyny, gdzie jest ona szybko rozktada-
na (ti. = ok. 30 s.) albo wptywem na receptory wrazliwe na inne peptydy
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lub wrazliwe na neuroleptyki. Efekty farmakologiczne neurotensyny po-
zwalajg na zaliczenie jej do uktadu trofotropowego wg koncepcji dawno
zaproponowanej przez Hessa [37]. Poniewaz neurotensyna znajduje
sie takze w tych samych komérkach endokrynnych lub w tych samych
neuronach zawierajagcych neuroprzekazniki zalicza sie jg wg pojecia wpro-
wadzonego przez P earse’a [38] do uktadu, ktérego komorki neuroen-
dokrynne i neuronalne pochodzg z ektoblasta, nazwanego ukiadem APUD
od stéw amine precursor uptake decarboxylase (prekursor aminy — wy-
chwyt — dekarboksylaza).

Il. Substancja P

Substancje P odkryli von Euler i Gaddum w 1931 r. w wy-
ciggach z jelit i mézgu koni [39]. Dopiero w latach pieédziesiatych zaczeto
bada¢ jej rozmieszczenie w ustroju oznaczajac jag za pomocg metod bio-
logicznych [40, 41]. Amin i wsp. [42] wykryli, ze w grzbietowych ro-
gach rdzenia kregowego znajduje sie jej znacznie wiecej anizeli w rogach
brzusznych. Lembeck [40] jako pierwszy wysungt hipoteze, ze sub-
stancja P moze by¢ neuroprzekaznikiem impulséw nerwowych w neuro-
nach czuciowych. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze substancja P by-
ta pierwszym peptydem, ktdremu przypisano role przypuszczalnego neuro-
przekaznika. Wyrazny rozwdj badarn nad rolg biologiczng substancji P
rozpoczat sie w r. 1971, kiedy to Leeman wraz z Changiem
i Ni all ustalili budowe chemiczng tego peptydu, skiadajacego sie z 11
aminokwasow [43] (Ryc. 3).

1 5 100 1
Arg- Pro- Lys- Pro- Gin- Gin- Phe-Phe-Gly-Leu-Met- NH2

Ryc. 3. Substancja P. j miejsca rozktadu enzymatycznego.

I1.1. Rozmieszczenie substancji P w o$rodkowym uktadzie nerwowym

Za pomocg metod immunohistochemicznych wykazano, ze substancja P
wystepuje w bardzo wielu réznych grupach neuronéw poszczeg6lnych
czesci osrodkowego uktadu nerwowego [44, 45, 46, 47] (Tab. 4). Opisano
réwniez drogi nerwowe, w ktorych ten peptyd sie znajduje.

Wykryto szlak neuronalny zawierajgcy substancje P biegnacy z praz-
kowia do substancji czarnej. Ciata komdérkowe zawierajagce substancje P,
od ktérych widkna biegng do substancji czarnej znajduja sie gtownie w ja-
drze ogoniastym i jadrze skorupy [48, 49, 50]. W tylomoOzgowiu substancje
P znaleziono w jadrze przegrody w niektdrych neuronach razem z 5-hy-
droksytryptaming [51]. Substancja P w rogach tylnych rdzenia krego-
wego znajduje sie w blaszce | i Il substancji galaretowatej. Nalezy pod-
kresli¢, ze w blaszce Il-giej oraz jadrze nerwu tréjdzielnego w rdzeniu kre-
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Tabela 4
Rozmieszczenie substancji P w osrodkowym uktadzie nerwowym (44)
Szczur Czlowiek
Cze$¢ osrodkowego uktadu nerwowego pmolizo mg pmoliio mg
masy masy
Zwoje korzonkéw grzbietowych 0.6
Rogi tylne rdzenia kregowego 9.4
Jadro nerwu V 12.1
Kora czotowa 0.08
ciemieniowa 0.07
Jadro ogoniaste 2.2 113
Gatka blada 29 5.18
Substancja czarna 15.1 i
Podwzgorze 55
Jadro migdatowate 33 3.4
Hipokamp 0.3
Jadro przegrody grzbietowe 2.8
boczne 3.6
Nuci. accumbens 19
Moézdzek 0.1 0.1

gowym znaleziono zaréwno substancje P jak i enkefaliny. Prawdopodob-
nie substancja P i enkefaliny wigzg sie z tymi samymi miejscami postsy-
naptycznymi [52, 53].

Substancja P znajduje sie w neuronach zawierajagcych inne peptydy
lub syntetyzujacych aminy biogenne. W poczatkowych neuronach czucio-
wych znaleziono jg w komorkach, w ktdrych stwierdzono obecnos$¢ chole-
cystokininy oraz naczynioaktywnego polipeptydu jelitowego (VIP) [54].
W rdzeniu przedtuzonym stwierdzono obecno$¢ w 70% tych samych neu-
ronéw substancji P i 5-hydroksytryptaminy [55, 56, 57, 58]. Wykazano
obecno$¢ widkien nerwowych zawierajgcych zaréwno 5-hydroksytrypta-
mine jak tez i enkefaliny biegnacych z pnia moézgu do jadra wielkiego
szwu. Wskazuje to na modulujagcy wpltyw pnia mézgu przez enkefaliny
i substancje P aktywnos$ci neuron6w wymienionego jadra szwu biorgcego
udziat w procesach odczuwania b6lu [59].

11.2. Biosynteza i metabolizm

Synteze substancji P wykazano w zwojach korzonkéw grzbietowych
rdzenia kregowego szczura [60]. Zawieraja one dwa rodzaje komorek: du-
ze jasne komoérki A i mate ciemne komorki B. Substancja P znajduje sie
w komérkach B, w zakonczeniach biegnacych z tych komorek do rogéw
grzbietowych rdzenia kregowego, oraz w zakonczeniach biegngcych obwo-
dowo do skéry i innych tkanek. Stwierdzono, ze synteza substancji P od-
bywa sie w rybosomach ciat komdrkowych, poniewaz byta ona hamo-
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wana przez substancje blokujgce synteze biatek, mianowicie cykloheksy-
mid oraz anisomycyne. Nastepnie potwierdzono synteze rybosomalng sub-
stancji P za pomoca wbudowywania 8 metioniny lub 3 proliny do sub-
stancji P. Rownoczesnie z powstawaniem substancji P jest syntetyzowany
fragment zawierajagcy sekwencje aminokwaséw 8—11 substancji P. Na
razie nie wykryto prekursora tych substancji. Obydwa peptydy sa szybko
transportowane do zakonczen neuronalnych osrodkowych i obwodowych
w postaci ziarnistosci. Oprocz tego istnieje powolny transport peptydow.
Nasuwa sie pytanie, czy substancja P transportowana wzdiuz aksonéw
jest jej jedynym zrédtem w zakoniczeniach neuronalnych. Jak dotad nie
stwierdzono syntezy substancji P de novo w zakoriczeniach nerwéw. Ist-
nieje jednak mozliwo$é, ze nieznany dotad prekursor substancji P moze
byé przenoszony wzdtuz aksonu i w czasie tego procesu moze odszczepiaé
sie substancja P. Gdyby tak byto ilos¢ substancji P powinna wzrastac
w miare przedtuzania czasu inkubacji izolowanych aksonéw. W doswiad-
czeniach in vitro tego zjawiska nie stwierdzono. Wykazano tez, ze synteza
substancji P nie zalezy od transportu aksonalnego. Zaburzenie trans-
portu bowiem za pomocag kolchicyny nie zmieniato szybkosci syntezy sub-
stancji P w ciatach komorkowych. Dtugotrwate draznienie tych zakon-
czen powoduje obnizenie ich reaktywnosci, w zwigzku z wyczerpaniem
sie zapasow substancji P. Prawdopodobnie jest to kompensowane duza
iloScig zapasow substancji P w zakonhczeniach nerwowych. Obrét sub-
stancji P w rdzeniu kregowym jest bardzo wolny, jej okres poétrwania
wynosi 4—5 dni. Zapasy w rdzeniu kregowym ulegajg zmniejszeniu po
jego draznieniu elektrycznym oraz pod wptywem przewleklego bdlu.

W mézgu ludzkim wykryto enzym rozktadajgcy substancje P (E.C.
3.4.2.4) [61]. Wyosobniono go z miedzymo6zgowia. Aktywno$¢ jego zbadano
mierzac znikanie substancji P poddanej dziataniu enzymu za pomocg me-
tod: radioimmunologicznej, radiochemicznej lub biologicznej. Enzym scha-
charakteryzowano jako cieptochwiejng, obojetng metaloendopeptydaze
0 masie czasteczkowej 50 000 daltonéw. Rozszczepia on wigzania GIn8
Phe7, PheVPhe8 Phe8Gly9w stosunku 0.7:1:1. Powstate produkty rozpadu
peptydu zidentyfikowano za pomocg chromatografii cieczowej. Podobne
produkty rozpadu substancji P, jak te stwierdzone w mozgu czilowieka,
wykryto réwniez w mozgu szczura. Enzym rozkiadajagcy substancje P
znajduje sie w btonach synaptycznych. Wskazuje to, ze jest on gtownym
czynnikiem inaktywujacym ten peptyd w btonach komérkowych oraz, ze
moze on bra¢ udziat w fizjologicznej inaktywacji substancji P w tkance
nerwowej.
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11.3. Receptory Substancji P (62)

Jedng z metod badania receptoréw substancji P w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym jest pomiar wigzania 84 substancji P z fragmentami bton
komorkowym mdzgowia in vitro w obecnosci inhibitorow peptydaz, np.
bacytracyny w temp. 4°C. Stwierdzono, Zze miejsca receptorowe substan-
cji P sg wysycalne odwracalnie, a wysycanie to jest zalezne liniowo od
stezenia bton neuronalnych w plynie inkubacyjnym. Stwierdzono duze
powinnowactwo 3 substancji P do miejsc receptorowych (Kd= 0.4 nM)
i malg ich gestos¢ (Bmax = 27 fmoli/mg biatka). Fragmenty substancji P
konkurujg z nig o miejsce wigzania. Sita tego wiazania jest na og6t pro-
porcjonalna do sity skurczu jelita swinki morskiej wywieranego przez li-
gand (Tab. 5).

Tabela 5
Wigzanie substancji P(SP) i jej fragmentéw z blonami neuronalnymi mézgowia (62)

Wiazanie z blonami mézgowia Skurcz jelita $winki morskiej

Peptyd
ICs0 SP/ICso peptydu ECso SP/ECso peptydu
SP 1.0 1.0
SP wolny kwas 0.03 0.0005
Fragmenty karboksylowe SP
2— 11 03 1.0
31 0.08 19
4—1 0.05 0.9
5—11 0.5 0.3
6— 11 1.7 0.4
—1u 0.01 0.0005
Fragmenty aminowe
1— 10 amid 0.01 8
1—9 amid 75 2
1—9 wolny kwas < i0-s —
2—9 amid 4.0 < i0-s

Innym sposobem badania receptoréw substancji P jest porownanie jej
sity dziatania z sitg dziatania tachykinin na r6zne narzady np. jelito lub
nasieniowo6d $winki morskiej, nasieniowdd lub jelito szczura, pecherz
moczowy chomika lub psa, wydzielanie $liny u psa, ci$nienie krwi u szczu-
ra. Na tej podstawie wyrézniono dwa typy receptoréw: typ P: fyzalemi-
na> SP > eledoizyna = kasinina oraz typ E: eledoizyna = kasinina>
> SP = fyzalemina.

11.4. Rola w przekazywaniu impulséw czuciowych

Substancja P silnie pobudza neurony ruchowe rdzenia kregowego zaby.
Po elektrycznym draznieniu rdzenia kregowego szczuréw stwierdzono
uwalnianie sie substancji P do ptynu perfuzyjnego [63]. Wyniki te wska-
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zuja, ze pobudzenie poczatkowych wstepujacych zakorczen czuciowych
w rdzeniu kregowym powoduje uwalnianie z tych zakoriczen substancji P
i pobudzenie przez nig neuronow rogow grzbietowych rdzenia kregowego
[64, 65, 66]. W zwojach adrenergicznych kregowych substancja P jest neu-
roprzekaznikiem, ktory wytwarza powolne potencjaty postsynaptyczne po-
budzeniowe, inne od potencjatow wzbudzanych przez acetylocholine. Nato-
miast enkefaliny w tych zwojach hamujg czynno$¢ neuronéw presynap-
tycznych [63].

Komorki zwojow grzbietowych rdzenia kregowego sa dwubiegunowe,
wychodzi z nich jedno witokno, ktére konhczy sie na obwodzie, a drugie
konczy sie w rdzeniu kregowym lub w dolnych czesciach mézgu. Istnieja
grube (C) i cienkie (Aa) wiokna rdzeniowe, ktére rozniag sie szybkoscig
przewodzenia impulséw. Witokna Aaprzewodzg impulsy bardzo szybko, za$
witdkna C bardzo powoli. Tak wiec impulsy z wtokien Aa moga docieraé
do mozgu w momencie gdy impulsy przewodzone przez wibkna C docho-
dza dopiero do rdzenia kregowego. Substancja P znajduje sie w cienkich
witbdknach korzonkéw tylnych rdzenia kregowego [67]. Zwigzkiem, ktéry
dziata silnie na cienkie widkna wstepujgce rdzenia kregowego jest kapsai-
cyna. Dziata ona kilkufazowo. Poczatkowo wywotuje ona niezwykle krot-
kotrwate uwalnianie substancji P a takze somatostatyny, nastepnie Kilku-
minutowe zaburzenie przewodzenia impulséw we widknach, w czasie kto-
rego peptydy nie sg uwalniane, wreszcie wystepuje utrzymujace sie kilka
miesiecy uwalnianie substancji P bez objawow degeneracji aksondw
u szczuréw dorostych. Podanie kapsaicyny noworodkom szczurzym po-
woduje degeneracje neurondw, a wiec znikniecie substancji P [68, 69].
Kapsaicyna wywiera swoiste dziatanie na neurony czuciowe, podobnie jak
gwanetydyna na neurony adrenergiczne, mianowicie powoduje blokowa-
nie funkcji neuronu, uwalnianie substancji P oraz poczatkowe pobudze-
nie zakonczen nerwowych. Jest wiec zwiazkiem blokujagcym neurony czu-
ciowe.

Jak juz wspomniano, substancja P jest transportowana przez akso-
plazme do zakonczen czuciowych osrodkowych i obwodowych. Podanie
miejscowe kapsaicyny do nerwu kulszowego szczuréw hamowato zupet-
nie transport aksonalny substancji P, a takze somatostatyny nie narusza-
jac transportu noradrenaliny i acetylocholinosterazy, co wskazuje na
swoiste dziatania kapsaicyny na neurony peptydoergiczne [67]. Istniejg
jednak dowody wskazujace, ze kapsaicyna moze wptywac réwniez na inne
neurony poza zawierajacymi substancje P.

Badanie funkcji substancji P w neuronach osrodkowych jest mozliwe
tylko po jej podaniu do tych neuronéw. Podawanie jej obwodowe jest
nieprzydatne, gdyz bardzo stabo przenika ona do ptynu mézgowo-rdzenio-
wego, a ponadto dziata silnie na uktad sercowo-naczyniowy. Po domoz-
gowym lub dordzeniowym wstrzyknieciu substancji P u myszy zaobserwo-
wano nienormalne zachowanie sie w postaci intensywnego drapania sie.
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Podobne zachowanie sie myszy wywotywato $rédoponowe wstrzykniecie
5-hydroksytryptaminy [70]. Objawu tego po podaniu substancji P nie
stwierdzono u szczuréw [71, 72]. Substancja P jest przenoszona we wiok-
nach nerwowych do zakofczen czuciowych znajdujgcych sie w skoérze,
naczyniach krwionosnych, zwojach adrenergicznych i trzewiach. Uwal-
nianie substancji P z obwodowych zakonczen nerwowych wykazano po
draznieniu elektrycznym nerwu trojdzielnego, oraz po podaniu jonéw po-
tasowych lub kapsaicyny do zwojow adrenergicznych [73]. Efekty po-
wstajgce na skutek dziatania bodzcow szkodliwych na zakohczenia czu-
ciowe ttumaczy sie obecnie nastepujgco. Impulsy spowodowane tymi bodz-
cami powodujg uwolnienie w rogach tylnych rdzenia kregowego sub-
stancji P, co moze spowodowa¢ odczucie bélu. Inne impulsy wedrujg w od-
wrotnym kierunku (antydromowo) powodujac wydzielenie substancji P
z zakonczen czuciowych co wywotuje rozszerzenie naczyn krwionosnych,
oraz uwolnienie histaminy z komoérek tucznych skéry. To rozszerzenie na-
czyn skornych stanowi jedyny mechanizm zapobiegajgcy miejscowemu
uszkodzeniu przez usuwanie szkodliwych zwigzkéw powstajacych na sku-
tek bodZzcow mechanicznych, termicznych lub chemicznych. Rozszerzenie
naczyn skérnych pod wptywem szkodliwych bodZzcow, w ktérym bierze
udziat substancja P jest nazywane odruchem aksonalnym. Utrata tego
odruchu spowodowana degeneracjg zakonczeh czuciowych prowadzi do
zaburzen troficznych skory. Przedstawione zjawiska wskazujg, ze poczat-
kowe widkna nerwowe przewodzace impulsy bdélowe spetniajg dwie czyn-
nosci: oSrodkowg polegajgcg na przekazaniu impulsu do rdzenia kregowego
i wzbudzeniu czucia bolu, oraz obwodowg w postaci odruchu aksonalnego,
ktorego celem jest zapobiezenie uszkodzeniu skoéry [67, 74]. Jak juz wspom-
niano, substancja P podana do neuron6w rogu tylnego rdzenia kregowego
powoduje ich pobudzenie. Te same neurony sg pobudzane po draznieniu
cieplnym skdéry. Biorgc pod uwage obecno$é substancji P we wstepuja-
cych cienkich witoknach czuciowych i opisany powyzej fakt wysunieto
przypuszczenie, ze substancja P jest czynnikiem pobudzajgcym drogi czu-
ciowe przewodzace bdl [75]. Nastepnie stwierdzono, ze substancja P po-
budza neurony w rdzeniu kregowym, ktore sg réwniez pobudzane przez

Rk

Ryc. 4. Interakcja enkefalin (ENK) i opioi-
déw z neuronami wytwarzajagcymi substan-
cje P (SP), m — receptory opioidowe, ¢« —
receptory substancji P.
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szkodliwe bodzce mechaniczne [76]. Substancja P uwalnia sie takze z po-
czatkowych neurondw przewodzacych impulsy bélowe do pnia moézgu oraz
neuronéw jadra ogonowego nerwu tréjdzielnego [77]. Po odnerwieniu
wystepuje nadwrazliwo$¢ na substancje P [78, 79, 80]. Uwalnianie sub-
stancji P w rdzeniu kregowym jest hamowane przez opioidy i enkefali-
ny [81] (Ryc. 4).

Zwigzek antagonistyczny w stosunku do substancji P: D-Pro2D-Trp79
— substancja P podany $rédoponowo wywotuje dziatanie przeciwbolowe
i hamuje dziatanie zmniejszajace prog pobudliwosci nerwowej wywota-
ny substancjg P [81]. Innymi substancjami antagonistycznymi sg: D-Pro4
D-Trp7940 Val8&SP4 n oraz D-Pro4D-Trp790 substancja P4u [82].

11.5. Wptyw osrodkowego podania substancji P na odczuwanie boélu

Substancja P podana domoézgowo u myszy ma dwojakie dziatanie na
prég pobudliwosci bolowej. W zalezno$ci od dawki oraz indywidualnej
wrazliwosci na bol, wywotuje dziatanie przeciwbo6lowe lub zmniejszajace
prég pobudliwosci bdlowej. Mniejsze dawki substancji P wywierajg u my-
szy dziatanie przeciwbdélowe prawdopodobnie na skutek uwalniania pepty-
déw opiatowych [83], natomiast wyzsze dawki peptydu wywotujg zmniej-
szenie progu pobudliwosci bélowej na skutek bezposredniego dziatania na
drogi przewodzace impulsy bolowe. Nastepujgce fragmenty substancji P
wywotujg dziatanie analgetyczne 5—11; 6—11, 1—7 i 1—8 [84]. D-Ala2
D-Leu5 enkefalina nasilata dziatanie analgetyczne substancji P podanej
dokomorowo w dawce 50 ng u szczuréw lub myszy, natomiast D-Alaz
Met5 enkefalinamid antagonizowatl przeciwbdélowe dziatanie substancji P
[85]. Wydaje sie wiec, ze substancja P powoduje normalizacje wrazliwosci
na bél. Oehme i wsp. uwazajg substancje P za peptyd regulatorowy i pro-
ponujg nazwe regulid [86]. Podobne normalizujgce dziatanie substancji P
wymienieni autorzy stwierdzili w wypadku zaburzenia snu, zachowania
sie i zaburzen ci$nienia krwi wywotanych stressem u szczurdw.

11.6. Interakcje substancji P z acetylocholing lub dopaming

Substancja P podana jontoforetycznie do komérek Renshawa u kota ha-
muje pobudzajace dziatanie acetylocholiny na te komorki. Substancja P
nie wywierata natomiast hamujgcego wptywu na receptory nikotynowe
miesni prazkowanych u zaby i kurczecia. Substancja P powoduje pobu-
dzenie komorek Renshawa. Tak wiec substancja P dziala selektywnie
tylko na niektére receptory nikotynowe co moze wskazywaé¢ na jej role
neuromodulatora [87]. W prazkowiu stwierdzono powstawanie 35 substan-
cji P z 3 metioniny oraz jej transport do substancji czarnej. Na tej pod-
stawie mozna sadzi¢, ze substancja P wpltywa na czynno$¢ neuronéw do-
paminergicznych. Ponadto stwierdzono, ze jednostronne podanie substan-
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cji P do pragzkowia wywotuje uwalnianie w tym miejscu $wiezo zsyntety-
zowanej 3H 5-hydroksytryptaminy jak tez uwalnianie tej aminy z jadra
ogoniastego znajdujacego sie po stronie przeciwnej do wstrzykniecia sub-
stancji P [88].

Podanie obustronne substancji P w dawce 3 iug do grupy neuronéw do-
paminowych A10 znajdujacych sie w okolicy brzuszno-nakrywkowej
u szczurow wywotato wzrost aktywnosci ruchowej i spontanicznej zwie-
rzat [89, 90]. Wskazuje to, ze substancja P aktywuje neurony dopaminer-
giczne A10, ktore unerwiajg uktad limbiczny. Wstrzykniecie substancji P
natomiast do grupy neuronéw dopaminowych A9 wywotywalo stereotypie
u szczuréw [89], Substancja P podana dokomorowo zwigkszata akumu-
lacije DOPA w mozgu u szczurow u ktoérych zahamowano aktywno$¢ de-
karboksylazy L-aminokwaséw aromatycznych oraz zwiekszata aktywnos¢
ruchowg zwierzat [91].

Oprécz dziatania substancji P na os$rodkowy ukiad nerwowy wyka-
zano jej wptyw na inne uktady (Tab. 6).

Tabela &
Wiasciwosci farmakologiczne substancji P
Uk#ad sercowo naczyniowy: Spadek cisnienia krwi SP4 n
rozszerzenie naczyn krwiono$nych
Wyadzielanie: wzrost wydzielania $liny SPi-n
wzrost wydzielania prolaktyny
Przewod pokarmowy: indukcja odruchéw perystaltycznych SP3 n

wzrost napiecia i kurczliwosci zotgdka i jelit SP.-U

Osrodkowy uktad nerwowy: analgezja, hiperalgezja
depolaryzacja lub hiperpolaryzacja neuronéw
utatwienie lub utrudnienie przewodzenia synaptycz-
nego
zwiekszenie lub zmniejszenie aktywnosci ruchowej

I11. Tuftsyna

Tuftsyna jest czteropeptydem o nastepujacej sekwencji aminokwasow
treonina-lizyna-prolina-arginina (Thr-Lys-Pro-Arg). Odkryli ja Naj-
jar i Nishioka wr. 1970 na Uniwersytecie Tufts w Bostonie, stad
jej nazwa [92]. Jak sie okazato tuftsyna stanowi fragment ciezkiego tan-
cucha immunoglobuliny y (leukokininy) #aczacej sie swoiscie z granulo-
cytami wielojadrzastymi obojetnochtonnymi. Leukokinina pobudza akty-
wnos$¢ fagocytarng granulocytéw. Jak sie okazato ta jej wiasciwosc¢ zalezy
od fragmentu odpowiadajgcego tuftsynie znajdujacego sie pomiedy 289
a 292 aminokwasem leukokinin: .... H-Val-His-Asn-Ala-Lys-Thr-Lys-

Pro-Arg-Glu-GIn-GIn-Tyr-OH......... W S$ledzionie wigzanie Arg-Glu jest
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rozrywane przez enzym nazwany endokarboksypeptydazg tuftsyny. Na
skutek tej reakcji powstaje leukokinina S (spleen — $ledziona), ktéra za-
wiera sekwencje aminokwasow tuftsyny na wolnym koncu karboksylo-
wym. Leukokinina S tgczy sie granulocytami, na ktérych btonie komaérko-
wej znajduje sie swoisty enzym leukokininaza, uwalnia on z polipeptydu
tuftsyne [93]. Ta z kolei taczy sie ze swoistym receptorem znajdujgcym
sie na powierzchni granulocytow [94]. Rozw0j badan nad wiasciwos$ciami
biologicznymi tuftsyny byt mozliwy dzieki opracowaniu kilku metod jej
syntezy oraz oznaczania najpierw za pomocg metod biologicznych, a obec-
nie metody radioimmunologicznej [95].

IH.1. Rola fizjologiczna tuftsyny w procesach odpornosciowych

Tuftsyna pobudza czynnosci biologiczne dwu gtéwnych rodzajéow fago-
cytdw, mianowicie granulocytow i makrofagéw. Potowa maksymalnego ich
pobudzenia wystepuje po zastosowaniu stezenia 100 nM. Tuftsyna nasila
ruchliwo$¢ fagocytow, i wywotuje ich gromadzenie sie w miejscu gdzie
pojawiajg sie bakterie lub martwe komérki. Zwieksza witasciwosci zerne
oraz pinocytoze fagocytéw. Tuftsyna nasila wiasciwosci bakteriobojcze
makrofagéw. Zjawisko to stwierdzono wobec gronkowcéw ziocistych, pa-
teczek okreznicy, Listeria monocytogenes oraz Serratia marcescens. Za-
stosowanie tuftsyny wybitnie zmniejszato Smiertelno$¢ myszy spowodowa-
ng wymienionymi bakteriami. Tuftsyna zwieksza wtasciwosci immunolo-
giczne limfocytow T. Niszczy ona komorki biataczkowe i komdrki czernia-
ka ztosliwego u myszy [95, 96, 97, 98]. WiasnosSci zerne, bakteriobdjcze i ni-
szczace komorki nowotworowe sa spowodowane aktywacjg fagocytow
przez tuftsyne, ktéra powoduje powstawanie w nich wolnych rodnikéw
hydroksylowych oraz nadtlenku wodoru [98].

Ostatnio zaobserwowano remisje biataczki przewlektej u ludzi po za-
stosowaniu tuftsyny w dawce 0.1 mg/kg i.v. Za dawke bezpieczng uwaza
sie u ludzi podanie do 1 mg/kg i.p. [99]. Opisano zespét wrodzonego nie-
doboru tuftsyny. Wystepuje on dziedzicznie, a jego przyczyng jest wy-
stepowanie zmutowanej tuftsyny bedacej zwigzkiem antagonistycznym
normalnej tuftsyny. Nabyty niedobor tuftsyny wystepuje po usunieciu
$ledziony lub po jej uszkodzeniu procesami chorobowymi. Obydwa ro-
dzaje niedoboru przejawiajg sie klinicznie wyraznie zmniejszong odpor-
noscig powodujaca nawracajgce zakazenie o ciezkim przebiegu [100].

Wykazano niedawno [101, 102, 103], ze substancja P taczy sie z recep-
torami tuftsynowymi makrofagéw, co zwieksza ich aktywno$é. Réwniez
neurotensyna pobudza witasciwosci zerne makrofagéw. Ta wiasciwos$é neu-
rotensyny i substancji P zalezy jak sie wydaje, od sekwencji Lys-Pro-Arg
[102]. Eiologiczng konformacje tuftsyny oraz zalezno$¢ opisanego powy-
zej dziatania od budowy chemicznej analogéw tuftsyny opisali Siemion
i Konopinska [104].
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111.2. Efekty osrodkowe tuftsyny

W czasie badan nad dziataniem przeciwbdlowym nowych syntetycz-
nych analogéw enkefalin wykazaliSmy przeciwb6lowe dziatanie tuftsyny
oraz jej dwu analogéw D-Argsoraz D-Arg4tuftsyny zastosowanych w daw-
ce 200 Ing do komory bocznej moézgu szczura [105, 106]. Nalokson nie zmie-
niat tego dziatania. Natomiast bradykinina w dawkach 1—3 j;g podana do-
komorowo zmniejszata dziatanie przeciwbdlowe tuftsyny u szczuréw i my-
szy. Tuftsyna zmieniata tez zachowanie sie szczurow wplywajgc na nie
dwufazowo. W ciggu pierwszych 15 min. po wstrzyknieciu hamowata za-
rowno aktywno$¢ ruchowg, poznawczg jak i spontaniczng, a nastepnie po
60—90 min. zwiekszata obydwa typy aktywnosci ruchowej. Dokomorowe
wstrzykniecie tuftsyny wywotato zalezny od dawki wzrost ci$nienia krwi,
byt on znoszony przez bradykinine i niezmieniony przez nalokson [107].

Wspomniano, ze substancja P i neurotensyna obecne w os$rodkowym
uktadzie nerwowym majg pewne dzialanie odpornosciowe podobne do
dziatania tuftsyny. W interferonie leukocytéw ludzkich wykazano obec-
no$¢ gamma endorfiny [108].

Wyniki naszych doswiadczenn nad osrodkowym dziataniem tuftsyny
[107] pozwalajg na wysuniecie hipotezy, ze istnieje powigzanie pomiedzy
procesami odpornosciowymi, a czynnos$ciami os$rodkowego uktadu ner-
wowego. Ponadto tuftsyna i jej analogi stanowig klase substancji mogaca
mie¢ znaczenie dla poszukiwania nowych zwigzkéw przeciwbélowych.

Zaakceptowano do druku 27 kwietnia 1985 r.
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. Wstep

Neuropeptydy sg niejednolitg grupg zwigzkow zaréwno pod wzgledem
budowy chemicznej jak tez wilasciwosci farmakologicznych oraz funkcji,
ktdre petnig w organizmie. Znaczenie fizjologiczne czesci z nich, zwtaszcza
na obwodzie, jest stosunkowo dobrze poznane. Dotyczy to m.in. angioten-
syny i wazopresyny. Rola fizjologiczna innych neuropeptydéw, na przy-
ktad cholecystokininy, neurotensyny i peptydow opioidowych wymaga
dalszych badan [1]. Budowa chemiczna neuropeptydéw wykazuje duze
zréznicowanie. Niektére, jak na przyktad TRH, ztozone sa z kilku ami-
nokwaséw (Glu-His-Pro-NH2, w skiad P-endorfiny wchodzi 31 czastek
aminokwasowych. Liczne neuropeptydy powstajg w drodze proteolizy
biatek lub polipeptydow. Na uwage zastuguje fakt, ze niektére hormony
(np. ACTH, P-LPH, a-MSH) oraz neuropeptydy opioidowe majg wspdl-
nego prekursora (proopiomelanokortyne) [1—5]. Wiekszo$¢ wyodrebnio-
nych dotychczas neurepeptydow zidentyfikowano gtéwnie w starych filo-
genetycznie strukturach mozgu, m.in. w podwzg6rzu, uktadzie limbicz-
nym, jadrach podkorowych [5]. Wykazano, ze neuropeptydy wystepujgce
w osrodkowym ukladzie nerwowym wykazujag wptyw na transmisje sy-
naptyczng, gtoéwnie typu neuromodulacyjnego, niektore za$ wydajg sie
graé role substancji przekaznikowych. Dotyczy to gtdwnie czesci neuro-
peptydoéw opioidowych, m.in. (3-endorfiny i enkefalin, ktére wykazujg ago-
nistyczny wplyw na receptory opiatowe mézgu [1—4, 6—9].

Odkrycie neuropeptydéw stworzyto nowga sytuacje w badaniach etiolo-
gii i patogenezy zaburzen psychicznych, zwiaszcza grupy psychoz endo-
gennych. Pojawity sie nowe perspektywy badawcze, powstaty tez nadzieje
uzyskania bardziej skutecznych metod terapii. Wykazanie, ze oprécz kla-
sycznych mechanizmow transmisji synaptycznej z udziatem znanych sub-
stancji neuroprzekaznikowych, istniejg liczne inne, rbwnie wazne mecha-
nizmy regulujace przekazywanie informacji w osrodkowym uktadzie ner-
wowym, skiania licznych autoréw do rewaluacji dotychczasowych ustalen
i hipotez opisujgcych patogeneze choréb afektywnych i psychoz schizo-
frenicznych oraz mechanizmdw dziatania lekéw psychotropowych.

W opracowaniu tym przedstawi¢ pragne stan badan na kilku podsta-
wowych polach badawczych z zakresu psychiatrii, a mianowicie doty-
czacych patogenezy psychoz grupy schizofrenii oraz choréb afektywnych.
Celem pracy jest udostepnienie zgromadzonych dotychczas faktow, nie za$
dokonanie syntezy wnioskéw z tych badan. Sadze, ze na taka synteze jest
jeszcze za wczesnie.

I1. Neuropeptydy a patogeneza i leczenie psychoz schizofrenicznych

Powszechnie stosowany w psychiatrii termin diagnostyczny ,schizo-
frenia” jest pojeciem niejednoznacznym, czesto wprowadzajgcym w biad,
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ktore ma swoje zrédto w pogladach Kraepelina* [10] na etiologie
i pozycje nozologiczng ** otepienia wczesnego (dementia praecox). Juz
pierwsza rewizja pogladéw Kraepelina, ktérej autorem byt B leuler
[11], zmierzata do podwazenia koncepcji, ze otepienie wczesne jest jednost-
ka nozologiczng o przyczynach endogennych. Bleuler przedstawit wiele
przekonujacych dowodow, ktére wskazywaly, ze w gre wchodzi grupa
schorzen majacych, co prawda, pewne wspoélne cechy, ktore jednak rdznig
sie przebiegiem, rokowaniem, przyczynami. Dla nazwania tych schorzen
zaproponowat termin ,grupa schizofrenii”. Prace Bleulera [12] dostar-
czyty dalszych dowodéw na poparcie tezy o heterogennosci psychoz schi-
zofrenicznych. Réwniez przedstawiciele r6znych wspoétczesnych szkot i kie-
runk6w sg zgodni, ze termin schizofrenia stanowi co prawda uzyteczne
pojecie diagnostyczne, ktére klinicystom utatwia porozumienie sie, jednak
jest ,workiem diagnostycznym”, do ktdrego trafiaja rézne przypadki, oraz
ze termin ten jest czesto naduzywany do maskowania niewiedzy o przy-
czynach choréb psychicznych.

Patogeneza psychoz grupy schizofrenii wigzana jest, w spos6b hipote-
tyczny, z nadmierng aktywno$cig neurondéw dopaminergicznych uktadu
mezolimbicznego (por. 13). Podstawowych przestanek dla tej hipotezy
dostarcza psychofarmakologia lekéw neuroleptycznych i psychofarmako-
terapia schizofrenii oraz badania z zastosowaniem neurohormonow. Od-
krycie neuropeptydéw rzuca nowe $wiatto na patogeneze omawianej grupy
psychoz, w tym na znaczenie powigzan innych uktadéw neuroprzekazniko-
wych i neuromodulacyjnych z uktadem dopaminergicznym.

n-1. Neuropeptydy opioidowe

Zainteresowanie udziatem peptydéw opioidowych mézgu w patogenezie
grupy psychoz schizofrenicznych pojawito sie niemal bezpos$rednio po od-
kryciu enkefalin i endorfin oraz sprecyzowaniu ich hipotetycznej roli
w funkcji osSrodkowego uktadu nerwowego, zwkaszcza neuromodulacyjne-
go dziatania w stosunku do uktadu dopaminergicznego. Koncepcje, w mysl
ktérej nadmierna aktywno$¢ uktadu dopaminergicznego w schizofrenii mo-
ze by¢ nastepstwem zmienionej funkcji endorfin — pierwsi wysuneli
Verebey i Volavka [14] oraz de Wied [15]. Poza przestankami
teoretycznymi, réwniez spostrzezenia kliniczne dotyczace wptywu agonis-
téw i antagonistéw receptora opiatowego na stan psychiczny chorych uza-
sadnialy hipoteze. Wymienic¢ tu nalezy m.in. od dawna znany kojacy wptyw
pochodnych opium w stanach podnieceniowych i psychotycznych, kata-
leptogenne dziatanie niektdrych egzogennych opiatdéw, psychomimetycz-
ny wptyw ketocyklazocyny (antagonisty receptora opiatowego) i inne.

W okresie minionych 5 lat opublikowano kilkadziesigt prac badaw-

* Kreapelin sadzit, ze otepienie wczesne jest samodzielng jednostka chorobo-
wa.

) ** Nozologia jest dziatem potologii zajmujgcym sie strong opisowg schorzen.
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czych, ktorych celem jest weryfikacja wspomnianej hipotezy. Wyczerpu-
jace podsumowanie zgromadzonych dotychczas sprzecznych informacji
przekracza zakres tego opracowania. Niemal wszyscy, ktérzy podejmuja
sie tego zadania przyznaja, ze nie sposéb jest dokona¢ tu jakichkolwiek
uogdlnien, zas analiza dotychczasowych badan sktania autoréw przeglagddw
do jednoczesnego przedstawiania kilku przeciwstawnych wnioskow, ktore
streSci¢ mozna nastepujaco:

A. Chorych na schizofrenie cechuje podwyzszona aktywnos$é uktadéw
opiatowych osrodkowego uktadu nerwowego, za$ skuteczne postepowanie
lecznicze wigze sie ze stosowaniem antagonistdw receptorow opiatowych,
np. naloksonu.

B. W médzgu chorych na schizofrenie pojawia sie hipoaktywnos$é ukta-
déw opiatowych, na co wskazujg m.in. pozytywne wyniki leczenia za po-
mocg |3-endorfiny.

C. W organizmie chorych na schizofrenie ma miejsce synteza niepra-
widtowych endogennych agonistow receptoréw opiatowych, np. leu-endor-
finy.

D. U chorych na schizofrenie nie wystepuja typowe zaburzenia syste-
mu opiatowego mozgu, za$ zwiagzki dziatajgce agonistycznie lub antagonis-
tycznie wobec receptorow opiatowych nie wykazujg wiekszego znaczenia
leczniczego.

E. W osrodkowym uktadzie nerwowym chorych na schizofrenie nie wy-
stepuja charakterystyczne zaburzenia uktadéw opiatowych, natomiast moz-
na wyrézni¢ podgrupy chorych, u ktérych wystepuje wariant A, B lub C
zaburzen.

Do chwili obecnej nie zweryfikowano zadnej z tych mozliwosci i wcigz
mamy do czynienia z rozbieznoSciami stwierdzanych faktéw i ich inter-
pretacji. Dotycza one wszystkich prowadzonych zakreséw badan.

Zwiazki dziatajace agonistycznie na receptor opiatowy w terapii schizofrenii

Wiekszo$¢ opublikowanych, a zapoczatkowanych przez de Wie-
da [16], prac dotyczy stosowania w przewlektych psychozach schizofre-
nicznych des-tyrosylo-Y-endorfiny (DTyE), peptydu nie wykazujacego ak-
tywnosci opiatowej. Preparat podawano w dawce od 2 do 10 mg domigs-
niowo na dobe, za$ jego dziatanie oceniano za pomocg proby otwartej
i podwdjnie Slepej. Niektérzy autorzy obserwowali u czesci chorych (u ok.
50%) dziatanie DTyYE zblizone do neuroleptycznego (w tym wplyw prze-
ciwurojeniowy i przeciwomamowy) [16—20]. U duzego odsetka chorych po-
prawy byly przemijajace i po przerwaniu leczenia obserwowano pogor-
szenie stanu klinicznego. Inni [21, 22] obserwowali jedynie przemijajace
poprawy stanu klinicznego gtéwnie w schizofrenii ,ostrej”, za$ wyniki
w psychozach przewlektych okazaly sie zte [22]. Kilku autoréw nie zauwa-
zyto godnych uwagi zmian Kklinicznych u chorych leczonych za pomocg
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DTyE [23—27]. Verhoeven i wsp. [28] zastosowali u chorych na
schizofrenie des-enkefalino-Y-endorfine (DEyYE, lipotropine 66—77), ktdra
jest najkrétszym fragmentem “-endorfiny, wykazujgcym dziatanie po-
dobne do neuroleptycznego. Sposrédd 17 leczonych oséb, u 4 wystapita zna-
czaca poprawa stanu klinicznego, u li czeSciowa i jedynie u 2 chorych nie
obserwowano zmian stanu klinicznego. Zdaniem autoréw profil dziatania
psychotropowego DTyE i DEyYE jest zblizony. Mechanizm dziatania des-
tyrosylo-Y-endorfiny nie jest jasny. De Wied [16] poré6wnywat go do
dziatania neuroleptykéw. Wptyw omawianego zwiagzku na uktad dopami-
nergiczny wymaga jednak dalszych badan. Wyjasnienia wymaga obser-
wowany przez niektérych autoréw spadek poziomu prolaktyny w czasie
stosowania DTyE w celach terapeutycznych, co moze sugerowa¢ dopami-
nergiczne dziatanie neuropeptydu [19, 28, 29].

Dostepne nieliczne prace zawierajace obserwacje kliniczne dotyczace
stosowania P-endorfiny w schizofrenii zawierajg informacje sprzeczne. Po-
dano opisy ,,dramatycznej poprawy” stanu klinicznego [30, 31]. Obserwo-
wano istotng statystycznie, lecz nie znamienng z punktu widzenia Kli-
nicznego poprawe stanu psychicznego po zastosowaniu 10—20 mg pre-
paratu, zjawisku temu towarzyszyt wzrost poziomu prolaktyny we krwi
[32]. Niektorzy autorzy nie zauwazyli jednak istotnych zmian stanu kli-
nicznego leczonych chorych [33], przy czym u czesci z nich obserwowano
pogorszenie (narastanie cech depresji) [33, 34].

W badaniach nad rolg receptoréw opiatowych w schizofrenii zastoso-
wano réwniez syntetycznego agoniste — metadon. Pierwsze obserwacje
dotyczace pojedynczych chorych opublikowat Kline i wsp. [30]. Wska-
zywaty one na leczniczy wptyw metadonu. Jednak inni autorzy, po zasto-
sowaniu 10 mg tej substancji domiesniowo, obserwowali pogorszenie stanu
psychicznego badanych chorych, wystgpita u nich senno$¢, narosto zaha-
mowanie sfery ruchowej, pogorszyt sie kontakt stowny, wystapity cechy
depresji [35].

W innej grupie badahn dotyczacej udziatu receptordw opiatowych
w schizofrenii zastosowano syntetyczny analog metionino-enkefaliny (FK
33-824, Sandoz). W kilkuosobowych grupach chorych, obserwowano prze-
mijajacg poprawe objawowg oraz dziatanie euforyzujace [36—38].

Zwigzki dziatajace antagonistycznie na receptor opiatowy w leczeniu schizofrenii

Przeciwstawny do omoéwionego kierunek poszukiwan, to proby prze-
ciwdziatania zwiekszonej aktywnosci uktaddéw opiatowych mdzgu chorych
na schizofrenie. Historyczne juz znaczenie majg préby leczenia schizofrenii
za pomocy dializy, ktérej celem byto eliminowanie endogennych opiatow
z organizmu chorych. Podsumowanie obserwacji dokonanych do 1980 ro-
ku opublikowat Fogelson i wsp. [39]. Do 1981 roku leczono tym
sposobem 103 chorych, wsréd ktérych u 43 uzyskano rézny stopied po-
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prawy stanu klinicznego (w tym u 22 oséb znaczna). Brak jest jednak
dostatecznych podstaw by sadzi¢, ze zmniejszenie ilosSci substancji opiato-
wych odegrato znaczenie lecznicze, bowiem wiekszo$é autoréw nie oznacza-
ta poziomu (-endorfiny we krwi. Po zabiegu dializacyjnym obserwowano,
wbrew oczekiwaniom, zwiekszenie poziomu (3-endorfiny we krwi (badano
immunoreaktywnos$¢ (3-endorfinopodobng) [40]. Omoéwiony Kkierunek ba-
dan wnidst niewiele do poznania udziatu uktadu opiatowego osrodkowego
uktadu nerwowego w patogenezie schizofrenii.

Wieksze zainteresowanie wzbudzajg proby stosowania antagonistow
receptora opiatowego u chorych na schizofrenie, ktore stuzg weryfikacji
tezy, ze w tej grupie schorzen wystepuje wzmozona aktywno$¢ ukladéw
opiatowych mézgu. Opublikowano dotychczas 43 doniesienia, ktorych au-
torzy stosowali najczesciej nalokson (34 prace, tacznie 265 chorych), znacz-
nie rzadziej naltrekson (9 prac, 42 chorych). Wyczerpujace podsumowa-
nie wiekszosci dotychczasowych obserwacji przedstawili Mueser i Dy -
sk en [41]. W analizie uwzgledniono m.in. obraz kliniczny chorych, me-
todologie badan, dawki antagonistéw. Whnioski tej analizy stresci¢ mozna
nastepujaco. Wyniki stosowania naloksonu sa bardzo zr6znicowane i za-
leza w duzym stopniu od dawki. Przy dawkach mniejszych (do 4 mg na
dobe) liczba niepowodzen terapeutycznych jest bardzo duza, i odwrotnie,
stosowanie duzych dawek (10 mg na dobe i wiekszych) czesto wigze sie
z korzystnymi zmianami stanu Kklinicznego chorych. Zmiany te dotyczyty
omaméw, zaburzen mys$lenia oraz zachowania i utrzymywaty sie od kilku
godzin do kilku dni po podaniu leku. Rowniez w postaci katatonicznej schi-
zofrenii obserwowano przemijajacy efekt leczniczy. Naltrekson (dawki
50—800 mg na dobe), w poréwnaniu z naloksonem, okazat sie antago-
nistg znacznie mniej skutecznym.

Nalezy podkresli¢, ze wiele préb klinicznych z naloksonem ma charak-
ter kazuistyczny. W wiekszo$ci opublikowanych prac mata liczba os6b le-
czonych wyklucza mozliwos¢ dokonania analizy statystycznej. Stosowano
przy tym réznorodne kryteria diagnostyczne i r6zne metody oceny stanu
klinicznego. Mimo tych zastrzezen autorzy sg sktonni przyjac, ze nalokson
wywiera przemijajagcy wptyw leczniczy w schizofrenii, nawet u chorych,
u ktérych zawiodty podstawowe metody leczenia.

Pozytywne dosSwiadczenia z naloksonem nie rozstrzygajg definitywnie
spornych zagadnien dotyczacych udziatu i roli uktadéw opiatowych w pa-
togenezie i w leczeniu schizofrenii. Mechanizm dziatania tego zwigzku jest
prawdopodobnie ztozony. Dziatanie duzych dawek preparatu, ktore przy-
niosty pewien efekt leczniczy moze by¢ niespecyficzne, tzn. nie zwigzane
z antagonistycznym wptywem na receptor opiatowy. Nalezy rdwniez brac
pod uwage mozliwo$¢ oddziatywania agonistycznego [42]. W rozwaza-
niach nad mechanizmami dziatania duzych dawek naloksonu nalezy row-
niez uwzgledni¢ mozliwos¢ wptywania tego zwigzku na uktad GABAergicz-
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ny, ktérego udzial w patogenezie schizofrenii jest réwniez postulowa-
ny [43].

Ocena aktywnosci uktadéw opiatowych w ptynach ustrojowych,
chorych na schizofrenie

Badania nad aktywnos$cig opiatowa ptynu mdézgowo-rdzeniowego oséb
chorych na schizofrenie wykazaty wzrost tej aktywnosci (bez sprecyzowa-
nia o ktérg substancje opiatowg chodzi) [44—A47], brak istotnych réznic
w poréwnaniu z grupg osob zdrowych [48], badZ tez obnizenie aktyw-
nosci opiatowej [49, 50]. Obserwowany spadek aktywnosci opiatowej jest
wigzany z lekiem oraz sytuacjg stresowg [50]. Wptyw lekdéw psychotro-
powych na omawiang aktywnos$¢ jest mato poznany, za$ wzrost aktyw-
nosci opiatowej ptynu mozgowo-rdzeniowego chorych na schizofrenie w
czasie leczenia haloperydolem obserwowany przez jedng grupe autorow
[47] wymaga potwierdzenia.

Badania ilosciowe dotyczace zawartosci *-endorfiny w ptynie mézgowo-
rdzeniowym i we krwi najczeSciej wskazujg na brak znaczacych roznic
w poréwnaniu z grupa kontrolng oséb zdrowych [48, 49, 51, 52]. Jedynie
Domschke i wsp. [53] obserwowali zwiekszona ilos¢ ~-endorfiny
w plynie mozgowo-rdzeniowym u chorych z ostrg formg schizofrenii i ob-
nizong w schizofrenii przewlektej.

Podsumowujgc dotychczasowy stan badan nad ukladami opiatowymi
w psychozach schizofrenicznych stwierdzi¢ mozna, ze nie dostarczajg one
przekonujacych przestanek o znaczeniu tych uktadéw w patogenezie oma-
wianych psychoz. Na uwage zastuguje poglad Volavka i wsp. [54],
ktérzy dowodza, ze zarbwno hipoaktywnos¢, jak rowniez hiperaktywnosé
uktadéw endorfinowych prowadzi¢ moze do zmian tego samego typu w
ktadzie dopaminergicznym, mianowicie do nadwrazliwosci receptoréw tego
uktadu.

11-2. Cholecystokinina

Zainteresowanie cholecystokining, a Scislej jej fragmentem oktapepty-
dowym (CCK—8) oraz dekapeptydowym (ceruleina) w patogenezie i te-
rapii schizofrenii wigze sie z wykryciem tego neuropeptydu w korze moz-
gu, hipokampie, podwzgorzu, prazkowiu oraz wykazaniem, ze hamuje on
metabolizm dopaminy, wptywa na liczbe i wrazliwo$¢ receptoréw dopami-
ny w prazkowiu, dziata kataleptogennie oraz przeciwdziata stereotypii am-
fetaminowej, a wiec przypomina w pewnym zakresie dziatanie neurolep-
tykOéw. Przypuszcza sie, ze CCK—8 jest endogennym neuromodulatorem
kontrolujgcym w sposéb hamujgcy uktad dopaminergiczny mézgu (przy-
najmniej w niektdrych jego strukturach) [16]. Pierwsze prace zgodnie
wskazywaty na przeciwpsychotyczne dziatanie obu peptydow w psycho-
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zach schizofrenicznych [55—57]. Major i i wsp. [55] wptyw taki do-
strzegali u 20 chorych z przewlektg schizofrenig, u ktérych zawiodio le-
czenie neuroleptyczne. Praca ta zastuguje na specjalng uwage, zawiera
bowiem szczegbtowe dane o chorych, obrazie klinicznym, dotychczasowym
leczeniu oraz o indywidualnych rezultatach stosowania ceruleiny. Srodek
ten stosowano jednorazowo w dawce 0,3 lub 0,6 mg/kg wagi ciata, w toku
leczenia ustabilizowanymi dawkami neuroleptykéw. Autorzy obserwo-
wali znamienng poprawe bezposrednio po wstrzyknieciu preparatu, ktéra
narastata w okresie 1—2 tygodni i utrzymywata sie przez 3 tygodnie.
Majori i wsp. sadzag w zwigzku z tym, ze badany dekapeptyd wy-
kazuje dtugotrwate dziatanie przeciwpsychotyczne. Na podkre$lenie zastu-
guje fakt, ze w toku leczenia ceruleing nie obserwowano zadnych obja-
woéw ubocznych. Nair i wsp. [56] stosowali CCK—8 w dawce 0,3
mg/kg wagi ciata u 6 chorych z rozpoznaniem schizofrenii. Obserwowali
wyrazny efekt przeciwpsychotyczny bezposrednio po podaniu oktapeptydu,
ktory narastat, osiggat maksymalne nasilenie 3 dnia i utrzymywat sie przez
2 tygodnie. Bloom i wsp. [57] za pomocg CCK—8 leczyli 8 chorych
z rozpoznaniem schizofrenii, uzyskali u wszystkich natychmiastowg po-
prawe. Po 6 dniach utrzymywata sie ona u 5 chorych, u pozostatych byita
mniej wyrazna. Ostatnio opublikowane badania przeprowadzone u 9 cho-
rych (metodg podwdjnie Slepej préby) nie otrzymujacych lekéw neurolep-
tycznych w czasie doSwiadczenia, nie potwierdzity przeciwpsychotycznego
dziatania ceruleiny [58].

Pomiary zawartosci cholecystokininy w ptynie mézgowo-rdzeniowym
u chorych na schizofrenie i choroby afektywne dostarczyly informacji
sprzecznych, jedna grupa autoréw nie obserwowata rdéznic w poréwna-
niu z osobami zdrowymi (Gjerris i Fahrenkrug, cyt. za 59), inni zauwa-
zyli istotne obnizenie ilosci cholecystokininy w piynie mézgowo-rdzenio-
wym w obu grupach chorych [60].

11-3. Neurotensyna

Zblizone wiasciwosci farmakologiczne do cholecystokininy wykazuje
neurotensyna, endogenny tréjdekapeptyd wystepujgcy w duzych steze-
niach w jadrze po6tezacym, jadrach migdatowatych, podwzgérzu. Neuro-
tensyna prawdopodobnie petni role neuromodulacyjng wobec uktadu do-
paminergicznego i wykazuje szereg cech witasciwych neuroleptykom [61].
Nemeroff [61] wysungt w zwigzku z tym hipoteze, ze omawiany neu-
ropeptyd moze odgrywac role w schizofrenii (deficyt neurotensyny w ukta-
dzie mezolimbicznym). Stwierdzono pé6zniej, ze poziom neurotensyny w
ptynie moézgowo-rdzeniowym chorych na schizofrenie w okresie wolnym
od stosowania lekéw jest obnizony w poréwnaniu z grupa kontrolng os6b
zdrowych, za$ w toku leczenia neuroleptycznego obserwowano normaliza-
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cje zawartosci neuropeptydu w ptynie mézgowo-rdzeniowym [62], W ba-
daniach posmiertnych mézgéw chorych na schizofrenie stwierdzono m.in.
obnizenie ilosci neurotensyny w jadrach migdatowatych [63, 64].

I11. Neuropeptydy a patogeneza i leczenie choréb afektywnych

Przez ponad 50 lat ogét chorob afektywnych rozpatrywano jako jedno
schorzenie psychiczne znane pod nazwg ,psychozy maniakalno-depresyj-
nej”, za$ jej poszczeg6lne odmiany kliniczne traktowane byty za Krae-
pe linem [65] jako réznorodne formy przebiegu jednego i tego samego
schorzenia. Badania Leonharda [66] oraz Angsta i Perrisa
[67], kontynuowane przez licznych autorow, poswiecone rodzinnemu wy-
stepowaniu chorob afektywnych i ich obrazowi klinicznemu, w tym prze-
biegowi i zejsciu, oraz leczeniu doprowadzity do podwazenia koncepcji psy-
chozy maniakalno-depresyjnej jako jednostki nozologicznej i staty sie pod-
stawg do wyodrebnienia dwoch grup endogennych choréb afektywnych:
choroby afektywnej jednobiegunowej (zwanej tez depresjg okresowg, de-
presjg fazowg) oraz choroby afektywnej dwubiegunowej (czyli psychozy
maniakalno-depresyjnej w sensie Scistym).

Coraz wiecej danych wskazuje tez, ze obie choroby nie sg jednostkami
nozologicznymi w Scistym znaczeniu tego pojecia i juz obecnie zaryso-
waty sie tendencje do wydzielania bardziej homogennych podgrup zabu-
rzen afektywnych.

Patogeneza choréb afektywnych, zwilaszcza wystepujacych w nich
depresji typu endogennego, wigzana jest z wadliwag funkcjg uktadu lim-
bicznego, podwzgo6rza, ukiadu siateczkowego, bedaca nastepstwem zabu-
rzen (obnizona aktywnos$¢) uktadéw monoaminergicznych mézgu, w szcze-
gdlnosci ukiadu noradrenergicznego i serotoninergicznego [68]. Mecha-
nizm terapeutycznego dziatania lekdw psychotropowych ma wigzaé sie
z normalizacja obu uktadéw. Jest zrozumiate, ze wspomniana hipotetyczna
lokalizacja zmian patogenetycznych i postulowane zaburzenia monoamin
osrodkowego uktadu nerwowego staty sie zrédtem duzego zainteresowania
uktadem hormonalnym w depresjach endogennych, w szczegélnoSci neu-
rohormonami peptydowymi podwzgorza.

I11-1. Tyreoliberyna

Pierwszym neuropeptydem, ktéry stat sie przedmiotem intensywnych
badan na tym polu jest tyreoliberyna (TRH). Badania takie, zapoczatko-
wane w 1972 roku przez Prange i wsp. [69] obejmujg obecnie blisko
100 publikacji. Podsumowali je w 1982 roku Loosen i Prange [70]
Konkluzje tego zrodtowego podsumowania sg nastepujace. W depresjach
endogennych istotnie czesto stwierdza sie ostabienie sekrecji tyreotropiny
(TSH) po podaniu TRH (autorzy 41 prac sposrod 47 opublikowanych do
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roku 1980 potwierdzili to zjawisko). Wykazano jednocze$nie, ze ostabiona
reakcja tyreotropiny na TRH nie jest specyficzna dla depresji endogen-
nej, wystepuje tez w zespotach maniakalnych, zespole anorexia nervosa
(jadtowstret psychiczny), u oséb uzaleznionych od alkoholu. Cze$¢ autorow
opisane zjawisko odnosi gtéwnie do choroby afektywnej jednobiegunowej.
Zauwazono tez, ze u wiekszosci chorych po przeminieciu stanu depresyjne-
go pojawia sie normalizacja reakcji na TRH, przy czym u os6b, ktérych
stan kliniczny ulegt poprawie lecz sekrecja TSH po podaniu TRH jest
obnizona, ma istnie¢ wysokie ryzyko nawrotu stanu depresyjnego.

Mechanizm ostabionej sekrecji TSH na podanie TRH nie jest jasny.
Wysunieto koncepcje, ze zjawisko to wigze sie z wyjSciowg wzmozong se-
krecja TRH i nastepczym obnizeniem wrazliwosci receptorow na tréjpep-
tyd (ang. down regulation) [70]. Rozwazana jest tez mozliwos¢, ze pier-
wotny defekt dotyczy sekrecji TSH, np. na skutek wzmozonej aktywno-
§ci uktadéw hamujacych te sekrecje, zwtaszcza dopaminergicznego i neu-
rotensynowego.

Prange i wsp. [69] jako pierwsi zastosowali TRH w leczeniu
chorych z depresjg endogenng. W minionym 10-leciu opublikowano kilka-
nascie prac na ten temat, zakres stosowanych dawek TRH: 20—100 mg
per os lub 0,2—1,0 mg dozylnie na dobe. Ocena wynikow leczenia jest
nader zrdéznicowana, od ocen bardzo dobrych i dobrych [69, 71—73], do
negatywnych [74—77].

W atpliwosci wzbudza rodzaj (profil kliniczny) dziatania psychotropo-
wego TRH. Liczni autorzy dostrzegali gtownie wptyw ,energizujacy”,
»psychostymulujgcy” lub ,euforyzujacy”, a wiec zblizony do dziatania
amfetaminy, ktéry pojawia sie jedynie w okresie dziatania preparatu (Kkil-
ka godzin po jego podaniu), a nastepnie przemija [78]. Dziatanie amfeta-
minopodobne TRH obserwowano réwniez u oséb zdrowych [79], Wyka-
zano tez, ze wptyw TRH na zapis elektroencefalograficzny oceniany me-
todg komputerowg (tzw. komputer-elektroencefalografia, CEEG) przypo-
mina dziatanie amfetaminy [80]. Niektorzy autorzy sgdza, ze TRH dziata
leczniczo jedynie w pewnej podgrupie depresji endogennych, ktora nie
zostata dotychczas blizej scharakteryzowana, ze sg to gtownie chorzy
z oSrodkowym deficytem uktadu noradrenergicznego [78].

Mechanizm domniemanego przeciwdepresyjnego dziatania TRH nie
jest jasny. Tréjpeptyd ten wykazuje dziatanie neuromodulacyjne w neu-
ronach serotoninergicznych i noradrenergicznych, w ktérych nasila trans-
misje synaptyczng. Dotyczy¢ to ma réwniez neuronow cholinergicznych,
co rézni dziatanie TRH w zestawieniu z tréjpierscieniowymi lekami prze-
ciwdepresyjnymi. W testach u zwierzat doSwiadczalnych TRH wykazuje
liczne podobienstwa do tych lekdéw, m.in.: przeciwdziata hipotermii re-
zerpinowej, tetrabenazynowej i po oksotremorynie, nasila efekty L-DOPA,
serotoniny, oraz wzmaga dziatanie toksyczne johimbiny, nie przeciw-
dziata jednak katalepsji i ptozie powodowanej przez wymienione trzy ino-
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delowe $rodki farmakologiczne [81]. Podjeto réwniez pojedyncze proby
stosowania TSH w leczeniu depresji, jako $rodka wspomagajgcego dziala-
nie tréjpierscieniowych lekdw przeciwdepresyjnych. Prange i wsp.
[71] obserwowali przy tym zwiekszenie dziatania przeciwdepresyjnego
imipraminy, ktorej wptyw leczniczy ujawniat sie szybciej. Jest jednak
prawdopodobne, ze przyspieszenie dziatania impipraminy mogto wigzac sie
ze wzmozong sekrecja hormonow tarczycy spowodowang przez TSH, kto-
rych potencjalizujacy wptyw na dziatanie tréjpierscieniowych lekéw prze-
ciwdepresyjnych jest udowodniony.

I11-2. Somatostatyna

Somatostatyna to nastepny neuropeptyd, ktéry wzbudza zainteresowa-
nie w osrodkach zajmujacych sie patogenezg choréb afektywnych. Wigze
sie to ze szczeg6lng lokalizacjg neuron6w zawierajgcych somatostatyne
w mébzgu oraz interakcjami tego neurohormonu z uktadami monoaminer-
gicznymi. Neurony zawierajgce somatostatyne wystepuja w podwzgorzu,
jadrach migdatowatych, zakrecie hipokampa, korze moézgowej, za$ zakon-
czenia nerwowe w ukladzie komorowym. Somatostatyna wzmaga obrot
metaboliczny noradrenaliny, dopaminy, serotoniny oraz acetylocholiny,
za$ jej uwalnianie jest kontrolowane przez uktad noradrenergiczny i do-
paminergiczny. Réwniez efekty behawioralne u zwierzat powodowane
przez somatostyne skianiajg do uwzglednienia neurohormonu w rozwaza-
niach dotyczacych patogenezy chorob afektywnych. Wykazano m.in. ze
neuropeptyd ten wywotuje zaburzenia snu, ktdrych obraz elektroencefalo-
graficzny przypomina obserwowany w depresji endogennej. Obnizenie za-
wartosci somatostatyny w ptynie mdzgowo-rdzeniowym stwierdzono u o0sob
z organicznymi zmianami os$rodkowego uktadu nerwowego, m.in. w cho-
robie Alzheimera, plgsawicy Huntingtona, stwardnieniu rozsianym, cho-
robie Parkinsona, co skiania niektérych autoréw do przypisywania defi-
cytowi somatostatyny patogennego znaczenia w zespotach psychoorga-
nicznych [82, 83]. Pomiary zawarto$ci somatostatyny w ptynie mézgowo-
rdzeniowym 0s6b z rozpoznaniem chorob afektywnych wykazaty znamien-
ne statystycznie obnizenie ilosci hormonu w okresie fazy depresyjnej
w poréwnaniu z okresem remisji oraz grupg kontrolng oséb zdrowych
[82, 83]. Stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy iloScig somatostatyny
w ptynie moézgowo-rdzeniowym i zawarto$cig w piynie kwasu 5-hydro-
ksyindolooctowego i noradrenaliny [82, 83].

I11-3. Melanostatyna

Melanostatyna (MIF-1), trojpeptyd hamujacy uwalnianie melanotropi-
ny, nalezy do neurohormonoéw, ktérych rola fizjologiczna jest wcigz mato
poznana. Duza zawarto$¢ melanostatyny w jadrach podkorowych uktadu
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pozapiramidowego oraz stwierdzona interakcja w uktadzie dopaminergicz-
nym (nasila efekty L—DOPA) — skionity do prob stosowania tego neuro-
hormonu w zespotach parkinsonowskich, przy czym uzyskano na ogo6t
pozytywne efekty terapeutyczne, zwtaszcza gdy preparat stosowano pozaje-
litowo. W latach 1974—1978 Ehrensing i Kastin [84, 85] opu-
blikowali wyniki leczenia depresji endogennych za pomocg omawianego
trojpeptydu. Autorzy obserwowali efekt zalezny od dawki, mate dawki
melanostatyny (75 mg na dobe) przynosi¢ miaty znaczacy efekt przeciw-
depresyjny, przy dawkach wiekszych (do 750 mg na dobe) takiego wpty-
wu nie obserwowano. Spostrzezenia Ehrensinga i Kastina nie zostaty do-
tychczas zweryfikowane.

I11-4. Neuropeptydy opioidowe

Odkrycie receptoréw opioidowych w mozgu i ich endogennych ligan-
doéw spotkato sie z natychmiastowym oddzwiekiem w badaniach patoge-
nezy choréb afektywnych. Takie szybkie podjecie badan wigzato sie m.in.
z dawnymi pozytywnymi doswiadczeniami klinicznymi ze stosowaniem
opiatow w leczeniu depresji oraz postulowanym obecnie podstawowym
znaczeniem uktadéw opiatowych dla takich zjawisk psychicznych, jak na-
stréj, zjawiska b6lowe i inne.

Przypomnie¢ warto, ze Tinctura Opii nalezata, od czasow Kraepeli-
na, do podstawowego zestawu lekdw uzywanych w psychiatrii przez po-
nad p6t wieku. Stosowano jg w stanach depresyjnych, zwilaszcza z duzym
lekiem i podnieceniem ruchowym (depressio agitata). | chociaz w owych la-
tach nie prowadzono badan kontrolowanych, nie ma podstaw by podwa-
za¢ obserwacje lekarzy praktykéw, ktére wskazujg, ze za pomocg tego
leku uzyskiwano zupeinie dobre wyniki leczenia depresji. Cze$¢ wspot-
czesnych badan, prowadzonych zgodnie z nowoczesnymi wymogami meto-
dologicznymi, potwierdza spostrzezenia sprzed 50 lat co do terapeutycznej
wartosci pochodnych opium w depresji [86, 87].

Przeprowadzone pod koniec lat 60-tych badania nad cyklazocyng po-
twierdzity, ze ten agonista-antagonista receptora opioidowego, stosowany
w dawce 1,—3,0 mg na dobe wywiera wptyw leczniczy w depresji [86].
Na przeszkodzie w szerszym zastosowaniu tego zwigzku w lecznictwie sta-
neta okoliczno$¢, ze wywiera on dziatanie psychomimetyczne. ROwniez nie-
ktére spostrzezenia kliniczne moga wskazywac¢ na udziat uktadéw opioido-
wych w patogenezie chorob afektywnych, zwitaszcza depresji. Wymieni¢ tu
nalezy przede wszystkim zwiekszong wrazliwo$¢ na bol chorych z depresja
endogenng [88] oraz pospolite wystepowanie skarg i dolegliwosci typu bho-
lowego w depresji, ktore stanowi¢ mogg jej maske (bole gtowy, béle z za-
kresu nerwéw obwodowych, splotéw i pni nerwowych) [68]. Zwraca tez
uwage stosunkowo czeste wystepowanie zaburzen psychicznych z kregu
choréb afektywnych po odstawieniu opioidéw [27] oraz obserwowane u
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oséb zdrowych reakcje depresyjne po podaniu antagonistow receptora opio-
idowego [89].

We wspdiczesnych badaniach nad rolg uktadéw opioidowych w choro-
bach afektywnych stosowane sg r6zne strategie badawcze. Do najwazniej-
szych naleza: préby leczenia depresji za pomocag agonistow receptorow
opioidowych, préby terapii zespotow maniakalnych za pomocg antagonis-
tow omawianych uktadéw oraz ocena uktadéw opioidowych u chorych na
choroby afektywne oraz w toku terapii depresji i manii.

Zwiagzki dziatajgce agonistycznie na receptor opioidowy w terapii depresji
endogennej

Pierwsze obserwacje kazuistyczne, ktore wskazywaty na przeciwde-
presyjny wptyw (5-endorfiny (dawki 1,5—6,0 mg) opublikowat Kline
i wsp. [30]. Inni autorzy [33, 90] obserwowali znaczacg, cho¢ przemija-
jacg poprawe stanu klinicznego u 10 chorych z depresjg po uptywie 2—4
godzin od wstrzykniecia dozylnego ~-endorfiny. W czasie stosowania neu-
ropeptydu obserwowano réwniez zmiane fazy depresyjnej w maniakalng
[91]. Z tymi obserwacjami korespondujg kazuistyczne spostrzezenia po-
czynione w trakcie stosowania (3-endorfiny w schizofrenii, ktére wskazuja,
ze zwigzek ten przynosit efekt leczniczy m.in. u chorych, u ktérych w ob-
razie klinicznym stwierdzono depresje [31, 32]. Jedynie Piekar i wsp.
[92] nie zauwazyli istotnych zmian stanu klinicznego chorych z depresja,
ktérym podawano “~-endorfine.

Hipoteze, ze endogenny zesp6t depresyjny moze w jakim$ stopniu wig-
za¢ sie z obnizong aktywnos$cig uktadow opioidowych wspierajag badania
nad mechanizmem dziatania elektrowstrzaséw, z ktorych wynika, ze za-
rowno u zwierzat doswiadczalnych, jak i u ludzi zabieg elektrowstrzgso-
wy powoduje znaczny wzrost aktywnosci uktadu (3-endorfinowego [93,
94, 51].

W leczeniu stanéw depresyjnych zastosowano tez buprenorfine. Spo-
§rod 10 oséb wykazujgcych oporno$é na trdjpierscieniowe leki przeciw-
depresyjne, u potowy dawka 0,2 mg dziennie przyniosta znaczacg po-
prawe stanu klinicznego [95]. Buprenorfina wykazuje jednak ztozony, ago-
nistyczno-antagonistyczny wptyw na receptor opioidowy.

Proby zastosowania antagonistow receptora opioidowego w depresji
(stosowano nalokson w dawce do 6 mg na dobe) daty wyniki negatywne
[96—98], obserwowano tez pogorszenie stanu klinicznego chorych [99].

Podsumowujac dotychczasowe badania dotyczace prob stymulacji ukita-
déw opiatowych os$rodkowego uktadu nerwowego w depresji endogennej
mozna wstepnie przyjaé, ze przyniosty one zachecajace wyniki lecznicze
i moga posrednio wskazywa¢ na udziat deficytu uktadu endorfinowego
w patogenezie depresji.

8 Postepy Biochemii 3-4/85



522 ST. PUZYNSKI [14]

Zwigzki dziatajgce antagonistycznie na receptor opioidowy w terapii zespotow
maniakalnych

Autorami koncepcji, ze podwyzszona aktywnos$¢ uktadow opiocidowych
moézgu moze mieé znaczenie w patogenezie endogennej manii jest By ck
[100] oraz Beluzzi i Stein [101]. W weryfikacji hipotezy postuzono
sie gtéwnie naloksonem, antagonista receptora opioidowego, ktéry stoso-
wano w zespotach maniakalnych wystepujagcych w chorobie afektywnej
dwubiegunowej. Badania te maja, jak dotychczas, charakter eksperymen-
talny nie za$ terapeutyczny w sensie scistym. Stosowano jednorazowo duzg
dawke naloksonu dozylnie (do 20 mg) i badano wptyw preparatu na obja-
wy i cechy zespotu maniakalnego. Judd i Janowsky [102—105] po-
dajg opisy korzystnych zmian stanu klinicznego chorych z manig, ktore
utrzymywaty sie krétko (1—2 godziny) po dozylnym podaniu 20 mg nalo-
ksonu i dotyczyty 1/3 badanych chorych (Ygcznie leczono 12 oséb). Auto-
rzy zauwazyli, ze taka przemijajgca poprawa kliniczna wystepuje u oséb,
u ktdrych stwierdza sie ostabiong sekrecje kortyzolu po podaniu nalok-
sonu [105, 106]. Nalezy jednoczes$nie podkresli¢, ze ta sama grupa autoréw
obserwowata korzystne zmiany stanu psychicznego chorych z manig po
podaniu im jednorazowo 10 mg metadonu, i wbrew oczekiwaniom nie
obserwowano zaostrzenia cech zespotu maniakalnego [107].

Inni autorzy nie stwierdzili, zeby nalokson wywierat jakikolwiek wptyw
leczniczy w zespole maniakalnym [108]. Réwniez badania wykonane pod
auspicjami Swiatowej Organizacji Zdrowia nie potwierdzity przeciwma-
niakalnego dziatania naloksonu [109].

Przeprowadzone dotychczas obserwacje dziatania naloksonu w ze-
spole maniakalnym nie uprawniajg do zadnych uogdlnien i wydaje sie, ze
niewiele wniosty dla poznania znaczenia uktadéw opioidowych w patogene-
zie endogennej manii. Liczba chorych, u ktérych prowadzono obserwacje
jest bardzo mata, uzyskane wyniki niejednoznaczne, za$ stosowane duze
dawki naloksonu nie pozwalajg na ocene czy obserwowane efekty zalez-
ne byly od wptywu preparatu na receptory opiatowe, czy tez zwigzane
z dziataniem na inne ukfady neuroprzekaznikowe, np. na ukiad GABAer-
giczny.

Ocena aktywnosci uktadéw opioidowych w chorobach afektywnych

Ten rodzaj badan wigze sie z pomiarami aktywnos$ci opioidowej ptynu
moézgowo-rdzeniowego lub osocza, lub tez ilosci (5-endorfiny w obu pty-
nach ustrojowych.

Wyniki oznaczen aktywnos$ci opioidowej ptynu mézgowo-rdzeniowego
w okresie fazy depresyjnej i maniakalnej sa na ogét zgodne co do stwier-
dzenia, ze w okresie manii aktywnos$¢ ta jest wieksza niz w okresie depre-
sji [45, 49]. Aktywnosé opioidowa ptynu moézgowo-rdzeniowego w okresie
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depresji w poréwnaniu z grupg kontrolng oséb zdrowych wykazuje mniej
znaczace roznice lub ich brak [44, 40]. Terenius i wsp. [44] obser-
wowali wzrost ilosci frakcji | (hydrofilnej, 1000—2000 rn.cz.) warunkujacej
aktywnos$¢ opioidowg. Nowsze badania potwierdzajg obserwacje Tere-
niusa i wsp., wskazujg jednocze$nie, ze wzrost ilosci frakcji | dotyczy
gtownie os6b z chorobg afektywng jednobiegunowg [110]. Wzrost ilosci tej
frakcji w ptynie moézgowo-rdzeniowym wystepuje réwnoczesnie z hiper-
sekrecjg kortyzolu. Réwniez we krwi stwierdzano zwiekszenie aktywnosci
opioidowej w okresie stanu maniakalnego w poréwnaniu z okresem depre-
sji [111].

Pomiary ilosciowe (3-endorfiny (metodg radioimmunologiczng) we krwi
w okresie depresji nie wykazaty istotnych réznic w poroéwnaniu z osobami
zdrowymi [49, 94, 112]. Stwierdzono natomiast zwigkszenie iloSci (3-endor-
finy po zabiegach elektrowstrzgsowych [94, 113]. Zjawisko to utrzymywato
sie, a nawet narastato po kolejnych zabiegach, zauwazono tez, ze u tych
chorych, u ktdrych nastapita poprawa stanu klinicznego — deksametazon
powoduje nie tylko supresje sekrecji kortyzolu, lecz rowniez obnizenie
iloSci “-endorfiny w osoczu w okresie 24 godzin po podaniu tego synte-
tycznego hormonu [94]. Zjawiska supresji P-endorfiny przez deksametazon
nie obserwowano przed leczeniem elektrowstrzasami [94].

Podsumowujac — badania kliniczne i metaboliczne przeprowadzone do-
tychczas na materiale klinicznym dostarczaja danych, ktére moga wska-
zywa¢ na udziat uktadow opiatowych mézgu w patogenezie choréb afek-
tywnych (zwiaszcza w depresji). Dotychczasowe badania nie wyjasniajg
genezy stwierdzanych zmian aktywnos$ci uktadéw opiatowych, ani tez nie
pozwalajg na interpretacje ich znaczenia dla ksztattowania obrazu klinicz-
nego zespotow depresyjnych i maniakalnych. Nie jest w szczegdlnosci jas-
ne, czy sg one pierwotne do stwierdzanych zmian ukfadéw monoaminer-
gicznych mozgu, czy tez ich skutkiem. Nie jest tez wykluczone, ze moga
byé zjawiskiem niespecyficznym, zwigzanym ze stresem, ktory nieodtacz-
nie towarzyszy stanowi depresyjnemu i maniakalnemu.

111-5. Wazopresyna

Z zagadnieniem stosowania agonistéw i antagonistow receptora opio-
idowego w chorobach afektywnych wigzg sie w pewnym stopniu bada-
nia przydatnosci wazopresyny (ADH) w terapii depresji i jej rolg w pato-
genezie tego zespotu. Uzasadnienie teoretyczne dla stosowania peptydu
w leczeniu endogennego zespotu depresyjnego przedstawili Gold i wsp.
[87, 114]. Autorzy przytaczajg nastepujace obserwacje kliniczne i wyniki
badah doswiadczalnych. Dotychczasowe badania wydajg sie wskazywac,
ze wazopresyna wywiera korzystny wptyw na zaburzenia pamieci wyste-
pujace w zespole depresyjnym. Podstawowga cechg obrazu klinicznego de-
presji endogennej sg zaburzenia podstawowych rytmow biologicznych,
m.in. rytmu snu i czuwania. Wazopresynie ma przypadac¢ istotne znaczenie

o*
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w synchronizacji tych rytmdédw. W czasie stosowania endorfiny obserwo-
wano poprawe stanu klinicznego chorych z depresjg endogenng, za$ sty-
mulacja uktadéw endorfinowych prowadzi do wzmozonej sekrecji wazo-
presyny. Stwierdzono, ze nalokson wywiera u niektérych chorych dziatanie
przeciwmaniakalne, preparat ten poprzez hamujgce dziatanie na receptor
opiatowy moze obniza¢ sekrecje wazopresyny. Rowniez sole litu wykazu-
jace wpltyw przeciwmaniakalny, ostabiajg dziatanie wazopresyny hamujac
wrazliwg na ten peptyd cyklaze. Gold i wsp. dochodzg do wniosku, ze
istniejg uzasadnione podstawy dla wysuniecia hipotezy, w mysl ktérej
u os6b z depresjg endogenng wystepuje niedob6r wazopresyny w osrod-
kowym ukiadzie nerwowym, ktéremu moze przypadac istothe znaczenie
patogenetyczne.

W celu weryfikacji tych przypuszczer autorzy przeprowadzili pomiary
ADH w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z depresjg endogenng
w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej (19 os6b) i jednobie-
gunowej (13 o0s6b) i stwierdzili, ze zarbwno w fazie depresyjnej (w obu
grupach chorob) jak i maniakalnej ma miejsce istotne obnizenie zawartosci
ADH w ptynie mézgowo-rdzeniowym. U 2 chorych z depresjg psycho-
tyczng obserwowano wybitne zwigkszenie ilosci badanego peptydu, za$
w okresie remisji nie stwierdzono istotnych réznic w poréwnaniu z grupa
kontrolng oraz z okresem depresji [114]. Przeprowadzono tez préby le-
czenia zespotu depresyjnego za pomoca desamino-d-arginylo-wazopresyny
(DDAVP) [114]. Sposrdd 4 leczonych, u dwéch chorych dawka 60—80 Mg
dziennie stosowana przez kilka tygodni przyniosta istotng poprawe stanu
klinicznego, przy czym u jednej z nich efekt leczniczy byt przemijajacy.
U innych 3 chorych, z mniej nasilonym zespotem depresyjnym, nie uzyska-
no zmian podstawowych objawoéw choroby, obserwowano natomiast popra-
we w zakresie funkcji pamieciowych.

Tak wiec obserwacje poczynione przez autordw koncepcji nie dostar-
czyty przekonujacych danych, ktore potwierdzatyby ich hipoteze. Réw-
niez prace innych autoréw danych takich nie dostarczajg. Nie stwierdzono
réznic w wigzaniu wazopresyny z ptytkami krwi u 0s6b z rozpoznaniem
choroby afektywnej dwubiegunowej (w stadium remisji) w poréwnaniu
z grupa kontrolng [115]. Nie obserwowano réwniez réznic w zawartosci
arginylowazopresyny we krwi chorych z depresjg w poréwnaniu z 0so-
bami zdrowymi, zauwazono natomiast, ze bezposrednio po zabiegu elek-
trowstrzagsowym ma miejsce wzrost poziomu peptydu we krwi [116].

1V. Podsumowanie

Przeglad niniejszy dotyczy niemal wylgcznie obserwacji klinicznych,
ktorych celem byta weryfikacja hipotez postulujgcych udziat zmian nie-
ktérych uktadow neuropeptydowych w patogenezie choréb afektywnych
i grupy schizofrenii. Pominieto w nim wyniki licznych badan ekspery-
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mentalnych przeprowadzonych u zwierzat, ktérym réwniez przypada rola
w weryfikacji tych hipotez. Wybor tak zawezonego tematu wigzat sie za-
réwno z zainteresowaniami autora tej pracy, jak rowniez faktem, ze ba-
dania prowadzone u ludzi, zwtaszcza jezeli dotyczg terapii, stanowig waz-
ny sprawdzian wiarygodnos$ci tego rodzaju teoretycznych zatozen. Czy
badania te przyczynity sie do poznania znaczenia neuropeptydéw w pato-
genezie omawianych grup psychoz? Odpowiedz na tak zredagowane py-
tanie jest trudna. Mozna jedynie stwierdzi¢, ze nie dostarczajg one pod-
staw dla odrzucenia takiej mozliwosci. Nie uprawniajg one jednak do
wyrobienia pogladu, ktére neuropeptydy wiaczone sg w proces patogene-
tyczny i jaki typ zmian wystepuje. Dotyczy to zwiaszcza uktadéw opioido-
wych osrodkowego uktadu nerwowego. Badania te znajdujg sie wcigz
w fazie wstepnej i dotyczyty matego liczebnie materiatu klinicznego, nie-
jednorodnego pod wzgledem nozologicznym. Nie jest wykluczone, ze duze
zroznicowanie uzyskanych wynikow wigze sie gtdwnie z tg okolicznoScia.
Analiza pismiennictwa uprawnia jednoczes$nie do wniosku, ze dotychczaso-
we badania nad przydatnoscig neuropeptydéw w terapii schizofrenii i cho-
rob afektywnych wskazujg, ze zaden z badanych zwigzkéw nie wykazat
wiekszej wartosci leczniczej niz neuroleptyki (stosowane w zespotach para-
noidalnych i maniakalnych) lub tréjpierScieniowe leki przeciwdepresyjne
(przydatne w leczeniu depresji endogennych). By¢ moze wynika to z faktu,
ze zmiany w uktadach neuropeptydowych sg jedng ze sktadowych proce-
su patogenezy, nie za$ zaburzeniem podstawowym. Do wyjasnienia tego
problemu mogg przyczyni¢ sie m.in. badania wptywu lekéw neuroleptycz-
nych i przeciwdepresyjnych na uktady neuropeptydowe osrodkowego ukta-
du nerwowego.

Zaakceptowano do druku 3 marca 1985 r.
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t-PA — tkankowy aktywator plazminogenu, beta-NGF endopeptydaza — endopep-
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I. Wstep

Enzymy rozszczepiajace wigzania peptydowe w biatkach z przytgcze-
niem czasteczki wody nalezg do klasy hydrolaz, podklasy hydrolaz wig-
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zan peptydowych (E.C. 3.4——). W oparciu o uktad aminokwaséw funk-
cyjnych w centrum aktywnym, jak i o przypuszczalne ewolucyjne pocho-
dzenie wyroznia sie sze$¢ grup enzyméw proteolitycznych: proteinazy se-
rynowe | np. trypsyna (Asp,Ser,His); proteinazy serynowe Il np. subtylizy-
na (Asp,Ser,His); proteinazy cysteinowe np. papaina (Cys,His,Asp); protei-
nazy aspartylowe np. pepsyna (Cys,His,Asp); metaloproteinazy | np. kar-
boksypeptydazy A,B; typowe kolagenazy kregowcéw [1] (Zn,Glu,Tyr) oraz
metaloproteinazy Il np. termolizyna (Zn,Glu,His). Proteinazy serynowe
stanowia grupe najlepiej przebadanych biatek enzymatycznych. W wy-
niku blisko pieédziesiecioletnich badan, skoncentrowanych gtéwnie na
chymotrypsynie i innych trzustkowych trawiennych proteinazach seryno-
wych, poznano szczeg6towo strukture Ill-rzedowa tych biatek az do prze-
strzennego utozenia poszczeg6lnych atoméw w czasteczce. Obecnie znana
jest doktadnie struktura krystalograficzna o$miu serynowych enzymow
proteolitycznych: alfa-chymotrypsyny wotowej [2—5], gamma-chymo-
trypsyny wotowej [6, 7], trypsyny wotowej [8— 13], elastazy z trzustki wie-
przowej [14—16], kalikreiny A z trzustki 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 dwoch zymogenéw: chymotrypsynogenu [26] i trypsynoge-
nu [27, 28].

Na podstawie badan strukturalnych i kinetycznych poznano szczeg6-
towo mechanizm dziatania tych enzymow. Cechujg sie one wyjatkowo re-
aktywng resztg seryny w centrum aktywnym, gdzie stanowi ona czes¢
tzw. tancucha przeniesienia tadunku zlozonego z kwasu asparaginowe-
go, histydyny i seryny potaczonych miedzy soba wigzaniami wodorowy-
mi [29, 30]. Obecnie uwaza sig, ze rowniez seryna 214 ma udzial w syste-
mie przeniesienia tadunku, a jej grupa —OH jest polaczona wigzaniem
wodorowym z atomem tlenu grupy —COOH reszty kwasu asparaginowe-
go 102 [18],

/0 His(57). S‘er('gs)-
aspl102'— c/ ) 220 clez
\o: ______ H—N e T H—O

Ryc. 1. Schemat oddziatywan trzech aminokwaséw w centrum aktywnym chymo-
trypsyny (numeracja aminokwaséw wg Hartleya [31]).

Dotychczas na podstawie homologii struktury 1 i Il rzedowej wyréz-
niono dwie rodziny proteinaz serynowych: rodzine trypsyny i subtylizyny,
wywodzace sie prawdopodobnie z dwo6ch réznych pni ewolucyjnych. Bar-
dzo mozliwe jest, ze dalsze badania pozwolg na wyrdznienie innych jeszcze
rodzin proteinaz serynowych [32].
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Il. Dywergencja funkcjonalna proteinaz serynowych

W przeciwienstwie do subtylizyn wystepujgcych wytgcznie u mikroor-
ganizmow, proteinazy serynowe typu trypsyny sg u zwierzat najbardziej
rozpowszechniong grupg enzymow degradujacych biatka. Oprocz funkcji
trawiennych spetnianych przez enzymy trzustkowe, proteinazy serynowe
biorg udzial w pozalizosomalnym trawieniu biatek komodrkowych [33],
zwiaszcza w tkance miesniowej [33—35]. Znaczne iloSci proteinaz seryno-
wych o aktywnosci elastolitycznej i chymotrypsyno-podobnej wystepuja
w ziarnisto$ciach granulocytow ssakéw [36—40]. Fizjologiczne znaczenie
proteinaz ziarnistosci leukocytow jest stabo poznane i polega prawdopo-
dobnie na degradacji biatek komérkowych i materiatlu fagocytowanego
przez granulocyty. Znacznie lepiej udokumentowana jest patologiczna
funkcja tych proteinaz w rozwoju standw chorobowych takich jak rozed-
ma ptuc czy stany zapalne [41, 42].

W Tabeli 1 zebrano dane dotyczace funkcji i pochodzenia niektérych
serynowych enzymodw proteolitycznych. Zdumiewajgca jest rozpietos¢
funkcji: od trawienia i degradacji biatek, poprzez udziat w zaptodnieniu
u ssakow i procesach metamorfozy w stanach rozwojowych bezkregow-
cow, az do precyzyjnie regulowanych proceséw krzepniecia krwi i lizy
powstatych skrzepdw, aktywacji dopetniacza i uwalniania aktywnie bio-
logicznych peptydéw oraz specyficznej obrobki hormondéw peptydowych
[64]. Z waskyg specjalizacjg funkcjonalng danego enzymu zwigzana jest
z reguty ogromna specyficzno$¢ dziatania, ograniczona czesto do jednego
biatka, w obrebie ktérego dokonujg ograniczonej proteolizy. Nalezg do tej
grupy enzymy kaskady krzepniecia (trombina oraz czynniki Vila, 1Xa,
Xa, Xla i Xlla), biatko C, urokinaza, tkankowy aktywator plazminy
(t-PA), komponent gamma czynnika wzrostowego nerwu (gamma-NGF),
endopeptydaza beta komponenty czynnika wzrostowego nerwu (beta-NGF
endopeptydaza), biatko wigzace epidermalny czynnik wzrostu (EGF-BP)

oraz sktadniki dopetniacza: Clr, Cis a zwiaszcza Bb, D i C2a. Wysoka
specyficznos$¢ tych proteinaz byta powodem, ze przez wiele lat z braku
biatkowych substratow mowito sie tylko o esterolitycznej aktywnosci nie-
ktorych z nich, klasyfikujac je jako esterazy.

Godny uwagi jest fakt, ze z wyjatkiem enzymow bakteryjnych wszyst-
kie pozostate enzymy wymienione w Tabeli 1 posiadajg formy zymogeno-
we. Peptyd regulatorowy zlokalizowany na N-konhcu tancucha polipepty-
dowego enzymu liczy od kilku do kilkuset aminokwaséw (poréwnaj z Ta-
belg 3). W enzymach biorgcych udziat w procesach wymagajgcych subtel-
nej kontroli, peptyd regulatorowy liczy z reguty ponad kilkadziesiat ami-
nokwasow.
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Ryc. 2. Poréwnanie struktury I-rzedowej serynowych enzymoéw proteolitycznych
bakterii, bezkregowcéw i kregowcéw. SGPA — proteinaza A Streptomyces griseus,
alfa-lit — alfa-lityczna proteinaza Myxobacter 495, If — trypsyna raka Astacus
fluviatilis, [ss]; VOP Il — proteinaza larwy szerszenia Vespa orientalis [65]; chym —
alfa-chymotrypsyna wotowa, PPKK — Kkalikreina trzustki wieprzowej [ss];

Przerwy w ciagtosci sekwencji (dla zwiekszenia homologii zaznaczone przez--—----)okreslano
w przypadku: kalikreiny wg Bode i wsp.( [17], proteinaz bakteryjnych i chymotrypsyny wg
Brayer i wsp. [18] i James i wsp. [69], pozostatych enzymdéw wg oryginalnych prac
cytowanych powyzej. Liczby oznaczaja kolejno$¢ aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym od
N-konnca wg chymotrypsynowego systemu numeracji aminokwaséw [31]. Reszty aminokwasowe
katalitycznej triady: His-57, Asp-102, Ser-195 a takze Ser-214 zaznaczono gwiazdka. ldentyczne
aminokwasy wystepujace w tej samej pozycji w dwoéch lub wiecej biatkach obrysowano linia
ciagta. Do oznaczenia aminokwaséw uzyto jednoliterowy kod: A (Ala), B (Asx), C (Cys),
D (Asp), E (Glu), F (Phe), G (Gly), H (His), I (lle), 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 (GIx).
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I11. Podobienstwa struktury roznych proteinaz serynowych

Poznanie struktury pierwszorzedowej serynowych enzymoéw proteoli-
tycznych typu trypsyny wskazato na duzg homologie sekwencji amino-
kwasow pomiedzy poszczegdlnymi proteinazami izolowanymi nawet z tak
odlegtych ewolucyjnie organizmdéw jak bezkregowce i ssaki; identyczno$é
sekwencji aminokwasowych moze wynosi¢ ponad 30°0 [65—67], co $wiad-
czy o wspllnym ewolucyjnym pochodzeniu od pierwotnego praenzymu.
Poréwnanie sekwencji aminokwasOw proteinaz serynowych typu trypsyny
(Ryc. 2) wskazuje, ze szczegblnie zachowane w rozwoju ewolucyjnym sa:
aminokwasy w sasiedztwie dwdch sposrod trzech reszt aminokwasowych
katalitycznej triady (His-57 i Ser-195), N-kohAcowy fragment tahncucha
polipeptydowego, aminokwasy uczestniczagce w strukturze miejsca wigza-
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 majace
znaczenie w utrzymaniu prawidtowej konformacji centrum aktywnego
enzymu.

W poréwnaniu z serynowymi proteinazami eukariontéw, enzymy po-
chodzenia bakteryjnego produkowane przez Streptomyces griseus (SGPA,
SGPB) oraz Myxobacter 495 (alfa-lityczna proteinaza) wykazujg nizszy
stopien homologii struktury pierwszorzedowej nie przekraczajacy 21°/o [20]
(Tab. 2).

Tabela 2
Stopien identycznosci sekwencji aminokwasow (struktury pierwszorzedowej) pomiedzy elastaza
(wieprzowy) i alfa-chymotrypsyng (wolowg) [70] a serynowymi proteinazami A i B Streptomyces
griseus (SGPA, SGPB) i alfa-lityczng proteinazg Myxobacter 495 [20, 69].
W nawiasach podano procent homologii struktury Ill-rzedowej [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 krotszy tancuch polipeptydowy enzyméw bakte-
ryjnych (okoto 180 aminokwasow) w porownaniu z okoto 240 aminokwa-
sami w proteinazach trzustkowych, wynikly powazne klopoty z wzajem-
nym dopasowaniem ich sekwencji poniewaz wykazujg one homologie pra-
wie wytgcznie w obrebie wymienionych uprzednio regiondw tancucha
polipeptydowego (Ryc. 2). Dopiero poznanie struktury Ill-rzedowej, po-
przez wzajemne poréwnanie przestrzennych modeli, pozwolito prawidtowo
uszeregowaé sekwencje aminokwasow proteinaz bakteryjnych i trzustko-
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wych z uwzglednieniem wszystkich insercji i delecji aminokwaséw (Hyc. 2)
[69], Okazato sig, ze pomimo znikomego stopnia podobienistwa sekwencji
aminokwasOw, enzymy te majg podobng strukture Ill-rzedowa ze stop-
niem homologii potozenia przestrzennego atoméw wegla alfa reszt amino-
kwasowych tancucha polipeptydowego wynoszacym np. 64% dla SGPA
i alfa-chymotrypsyny [69] i 55% dla elastazy i alfa-litycznej proteinazy
Myxobacter 495 [22]. Takze w obrebie danej grupy enzymdw pochodzenia
trzustkowego czy bakteryjnego procent homologii struktury przestrzennej
jest znacznie wyzszy od homologii sekwencji aminokwaséw i wynosi ponad
80% [7, 16, 17, 21]. Wynika z tego, ze w czasie ewolucji znacznie bardziej
zachowywana byta struktura Ill-rzedowa niz I-rzedowa i wszystkie pro-
teinazy serynowe typu trypsyny majg podobng konformacje czasteczki.
W obrebie czasteczki taricuch polipeptydowy jest tak zwiniety, ze tworzy
dwie hydrofobowe domeny, ktére w miejscu potgczenia w zagiebieniu
zawierajg centrum aktywne (Ryc. 3).

Ryc. 3. Schemat struktury Ill-rze-
dowej czasteczki alfa-chymotrypsy-
ny [3]. tancuch polipeptydowy
przedstawiono jako wstagzke pozagi-
nang przy kazdym atomie wegla
alfa. Mostki dwusiarczkowe zazna-
czono zakreskowanymi stupkami.
Aminokwasy katalitycznej triady:
His-57, Asp-102 j Ser-195 lezace w
zagtebieniu pomiedzy domeng N-
koricowa (gorna od lewej) i C-kon-
l cowg (dolna od prawej) zakreslono
170 owalng linia.

W skiad kazdej domeny wchodzg cztery rownolegte petle struktury
beta i sze$¢ odcinkoéw tancucha polipetydowego (Ryc. 4). W obrebie domeny
N-koncowej wyrdznia sie petle: 1. N-terminalng (aminokwasy od 16—41);
2. histydyny (42—58); 3. uranylowag (68—86); 4. kwasu asparaginowego
(87— 108), a w obrebie domeny C-koricowej cztery petle zostaty nazwane
kolejno: 1. autolizy (aminokwasy 131—162); 2. metioniny (164— 182); 3. se-

10 Postepy Biochemii 3-4/85
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Ryc. 4. Schemat utozenia tancucha polipeptydowego w domenach alfa-chymotryp'
syny. Strzatki biegngce od grup NH do CO obrazujg wigzania wodorowe gtéwnego
tancucha. Duze koétka oznaczaja odcinki tahcucha polipeptydowego tworzace hydro-
fobowy rdzen czasteczki, zaczernione catkowicie i w potowie przedstawiajg odpo-
wiednio aminokwasowe tancuchy boczne natadowane i polarne. Heksagonalne znaki
oznaczajg reszty katalityczne: His-57, Asp-102, Ser-195 i Asp-194, a linie podwdjne —
mostki dwusiarczkowe. W kazdej domenie pierwszy odcinek struktury beta (A)
jest pokazany dwukrotnie. Gwiazdki oznaczajg pozycje lokalnych osi symetrii we-
wnatrz kazdej z domen [71].

ryny (195—213); 4. specyficzno$ci (214—228), i wreszcie C-koniec tafncucha
polipeptydowego zwiniety jest w alfa-helise [3, 11, 15, 69].

W proteinazach trzustkowych aktywacja zymogenu prowadzi do po-
wstania zdysocjowanej grupy alfa-NHi N-koricowej waliny lub izoleucyny
[72, 73, 74], ktéra tworzy wigzanie jonowe z natadowang resztg boczna
Asp-195, co z kolei powoduje takie zmiany w obrebie czasteczki, ze wy-
ksztatca sie funkcjonalnie czynne miejsce wigzania substratu [11, 28, 75,
76]. Proteinazy bakteryjne nie majg zymogendw. W ich strukturze wyste-
puje wigzanie jonowe pomiedzy Asp-194 a resztg guanidynowg Arg-138,
spetniajace te same funkcje co wigzanie alfa-aminowej grupy N-koncowego
aminokwasu (izoleucyna po usunieciu peptydu aktywacyjnego) z Asp-194
w proteinazach trzustkowych [69]. Fakt, ze takie wigzanie jonowe wyste-
puje w enzymach od bakterii az do ssakdw podkresla jego istotng role
w utrzymaniu aktywnej enzymatycznie konformacji enzymu, a stata obec-
no$¢ jego w proteinazach bakteryjnych ttumaczy brak ich form zymoge-
nowych. Porownujgc sekwencje aminokwasow bakteryjnej proteinazy
SGPA i alfa-chymotrypsyny na podstawie znanych struktur Ill-rzedo-
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wych [18], tatwo mozna zauwazy¢ (Ryc. 2) trzy duze insercje aminokwa-
séw w sekwencji chymotrypsyny i innych proteinaz eukariontow. Dwie
sposréd nich obejmuja aminokwasy petli N-kohcowej (20—28 i 35—38)
i aminokwasy w petli autolizy (144—145). Insercje te, tgcznie z zastgpie-
niem Arg-138 przez inny aminokwas, pozwalajg uwtorzy¢é wigzanie jono-
we natadowanej alfa-NHi grupy N-koricowej izoleucyny, czy waliny
z kwasem asparaginowym w pozycji 194, co z kolei umozliwito powstanie
formy zymogenowej proteinaz wyzszych organizmow. Trzecia insercja
obejmuje aminokwasy od 67 do 83 i jest zwigzana z brakiem petli urany-
lowej (fragment tancucha polipeptydowego zdolny do wigzania jonoéw
metali ciezkich) w bakteryjnym enzymie. Prawie wszystkie insercje i de-
lecje aminokwasow obserwuje sie w petlach tancucha polipeptydowego
wystajgcych poza hydrofobowy rdzen domen czasteczki enzymu. W tych
rejonach tancucha obserwuje sie takze najwiekszg zmienno$¢ aminokwa-
séw, co jest powodem znikomej homologii struktury I-rzedowej nawet
miedzy blisko spokrewnionymi proteinazami (Ryc. 2 i Ryc. 4).

IV. Duplikacja pierwotnego genu w ewolucji proteinaz serynowych

Juz w momencie poznania struktury rentgenograficznej proteinaz sery-
nowych badacze zwrocili uwage na duze podobieAstwo dwu ich domen
sktadowych. Wysunieto nawet przypuszczenie, ze taka struktura powstata
w wyniku duplikacji pierwotnego genu [3, 15]. Doktadne topologiczne po-
réwnanie domen chymotrypsyny [71] wykazato, ze hydrofobowe rdzenie
obydwoOch domen sg wzajemnie rownowazne pod wzgledem przestrzenne-
go potozenia petli struktury beta, utozenia wigzan wodorowych i pozycji
natadowanych taincuchéw bocznych aminokwaséw, a szes¢ antyréwnoleg-
tych odcinkéw tafncucha polipeptydowego oznaczonych jako A, B, C, D,
E i F w kazdej domenie wystepuje w tym samym porzagdku ABC — FED
w obrebie beta struktury (Ryc. 4). Ponadto w czasteczce mozna wyznaczy¢
0§ symetrii biegnaca przez jej srodek, ktéra umozliwia dokonanie okreslo-
nej operacji geometrycznej naktadajgcej atomy wegla alfa jednej domeny
na drugag tak, ze wiekszo$¢ tych atoméw rdzenia zajmuje topologicznie
rownowazne potozenie. Takie przeksztatcenie naktada odcinki ABC i DEF
tancucha polipeptydowego domeny C-koncowej na odcinki DEF i ABC
domeny N-kohncowej. Z kolei w obrebie kazdej domeny N- czy C-koricowej
wyroznia sie dwie zadziwiajgco symetryczne struktury przestrzenne (pod-
domeny) zbudowane z odcinkéw tancucha ABC i DEF, tworzace po dwie
petle struktury beta z osig symetrii umozliwiajacag wzajemne natozenie
atomow wegla alfa poddomeny ABC i DEF. Tak znaczna homologia w stru-
kturze Ill-rzedowej domen mocno przemawia za hipotezg dwukrotnej du-
plikacji genu, pomimo braku jakichkolwiek powtarzajgcych sie sekwencji

10*
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aminokwasowych w ‘tancuchu polipetydowym chymotrypsyny [77] —
zwiaszcza, jezeli uwzgledni sie, ze przestrzenne utozenie tafncucha poli-
peptydowego hydrofobowych rdzeni odlegle spokrewnionych biatek jest
bardziej niezmienne w czasie ewolucji niz struktura I-rzedowa [78].
Wedtug McLachlana [71] najbardziej pierwotnym strukturalnym
prekursorem chymotrypsyny byt dimer dwdch identycznych monomeréw.
Gen kodujagcy manomer ulegat kolejno duplikacji i fuzji, a jego produkt
translacji odpowiadat pojedynczej strukturalnej domenie wyrdznianej
obecnie w proteinazach serynowych. Funkcjonalnym prekursorem pro-
teinaz byt jednak dimer dwoéch takich podjednostek i dopiero powtdrna
duplikacja i fuzja genu doprowadzity do powstania jednotaincuchowego
czterodomenowego enzymu proteolitycznego. Duplikacja genu w obrebie
jednego tancucha polipeptydowego nie jest wyjatkiem stwierdzonym w
przypadku proteinaz serynowych, lecz wydaje sie by¢ powszechna strate-
gig ewolucji na poziomie molekularnym [79, 80]. Mozna przypuszczaé, ze
poprzez ten mechanizm powstaty takie biatka jak: bakteryjna ferrodoksy-
na [81], streptokinaza [82], rodanaza [83, 84], biatko A Staphylococcus au-
reus [85], parwalbumina karpia [86], pepsyna [87], pencylinopepsyna [88],
renina [89] i inne proteinazy aspartylowe [90]. Zgodnie z sugestiag McL a -
chlana [71] schemat pierwotnych etapdw ewolucji proteinaz seryno-
wych przestawia rycina 5.

V. Powstanie zymogenow

Jak wspomniano na wstepie wszystkie proteinazy serynowe eukarion-
tbw w przeciwienstwie do bakteryjnych posiadajg formy zymogenowe.
Wyjatkiem od tej reguty jest trypsyna raka (Astacus fluviatulis) I£ [91],
ktora stanowi prawdopodobnie posrednie ogniwo ewolucyjne pomiedzy pro-
teinazami bakterii a proteinazami organizmow wyzszych [66]. Peptyd regu-
latorowy znajdujacy sie na N-kohAcu czasteczki poszczegdlnych enzymow
jest bardzo zréznicowany pod wzgledem wielkosci jak i sekwencji amino-
kwas6w. Wyrd6znia sie co najmniej cztery grupy peptydéw regulatorowych
[104], pozornie w ogdle nie spokrewnionych ze sobg (Tab. 3), co potwierdza
teze McLachlana [71], ze najpierw powstat pragen wspo6lny dla wszystkich
gendw kodujgcych proteinazy organizméw wyzszych (Ryc. 7 gen A), a do-
piero pdzniej w toku ewolucji pojawity sie formy zymogenowe. Na ryci-
nie 6 przedstawiono schematycznie strukture zymogenow zakwalifikowa-
nych do czwartej grupy (Tab. 3) réznych serynowych enzymoéw proteoli-
tycznych, zaznaczajgc homologiczne sekwencje aminokwasow. Ogolnie
wyrdznia sie cztery typy homologicznych sekwencji: 1. tzw. struktury
»Kringlowe” (petle tancucha polipeptydowego utworzone przez wigzania
dwusiarczkowe ksztattem przypominajgce precle) protrombiny [105, 106],
plazminogenu [107], t-PA [99] i wysokoczasteczkowej urokinazy [94];
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Ryc. s. Schemat struktury zymogendéw niektdrych proteinaz serynowych w porow-
naniu z chymotrypsyng. Strzatki oznaczajg miejsca rozciecia tancucha polipeptydo-
wego zymogendéw w czasie aktywacji. Enzymatyczne cze$ci zymogendow (tarncuchy
B) — zaczernione, pozostata cze$¢ potgczona mostkiem dwusiarczkowym (przery-
wana linia).

Cze$¢ zakropkowana obrazuje peptydy ktére ulegaja oditaczeniu w procesie aktywacji zymoge-
néw. Czesci zymogendw o wzajemnej homologicznej sekwencji aminokwaséw zakreskowano
w identyczny sposéb: 1 — homologiczne sekwencje aminokwaséw w obrebie tzw. struktur
»kringlowych” (5 w plazminogenie [107], po 2 w protrombinie [105 106] i t-PA [99] i 1 w uro-
nazie [94]; 2 — sekwencje powtarzajace si¢ w biatku C i czynnikach krzepniecia I1X oraz X [55];
3 — sekwencje aminokwaséw homologiczne z mysim i ludzkim epidermalnym czynnikiem
wzrostu [94, 110]; 4 — w duzym stopniu homologiczne sekwencje aminokwaséw zawierajace
reszty kwasu gamma-karboksyglutaminowego biatek, ktérych synteza zalezy od witaminy K
[55]; 5 — sekwencja homologiczna ze strukturami ,fingerowymi” (ang. flnger structure) fibro-
nektyny [110]; 6 — tancuch A trombiny; 7 — fahncuchy polipeptydowe o niezupetnie poznanej
jeszcze strukturze I-rzedowej. Gwiazdka oznacza nieznang sekwencje aminokwaséw cze$ci enzy-
matycznej zymogenu.

[542]
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Tabela 3

Poréwnanie aktywacyjnych miejsc przeciecia tancuchéw polipeptydowych zymogenéw seryno-
wych enzyméw proteolitycznych.

Hydrolizowane wiazanie zaznaczono strzatka. Gorna liczba oznacza numer aminokwasu od
poczatku zymogenu (poréwnaj z Ryc. 4). Sekwencje hydrolizowanego miejsca ludzkiej hap-
toglobiny—shomologicznego biatka proteinaz serynowych podano na koncu tabeli [92]. Dolna
liczba oznacza numer aminokwasu od poczatku odszczepianego peptydu. Jednoliterowe oznaczenia
aminokwaséw jak na rycinie 2.

Grupa | — Kroétki peptyd regulatorowy odtgczany po hydrolizie wigzania Liz-lle

Trypsynogen A (ryba dwudyszna) EDDKtI I VGG
Trypsynogen (wieprzowy) DDDK$ I VGG
Prokokonaza oraz trypsynogeny kregowcow /93/ DGGKWI VGG

Grupa Il — Krotki peptyd regulatorowy odtaczany po hydrolizie wiagzania Arg-lle lub Arg-Val

Proelastaza B (ryba dwudyszna) /93/ E ME R V V G G

Kalikreina tkankowa (mysia) /55/ VQSRE I VGG

Grupa Il — Krotki peptyd regulatorowy potaczony mostkiem dwusiarczkowym z enzymem
po hydrolizie wigzania Arg-lle lub Arg-Val

Proelastaza A (ryba dwudyszna) P TAR“ VVNGEGC

Chymotrypsynogen A (wotowy) i inne chymotrypsyno- G L S R\5 1 V N G

geny kregowcow /93/

Grupa IV — Dlugi peptyd regulatorowy potagczony mostkiem dwusiarczkowym z enzymem
po hydrolizie wigzania Arg-Ile lub Arg-Val (catos¢ ub cze$¢ peptydu)

* Wysokoczasteczkowa urokinaza (ludzka) /94, 95/ L RP RI?I I GG
Plazminogen (ludzki) /96/ CP GRSS"Y VGG
Protrombina (wotowa) /96/ I E G met1 V E G
Czynnik 1X (ludzki) /97/ DFTRitv VGG

** Czynnik X (wotowy) /96/ QV VRiIni VGG

** Biatko C (wotowe) /98/ L DP Risp1 VDG
t-PA (ludzki) 99/ P GF R2ZKI K G G
Haptoglobina (ludzka) /100/ PVQR®I L GG

* izoluje sie w postaci dwutafcuchowej, aktywnej enzymatycznie, ale s3 dowody na istnienie jednotaricuchowego
prekursora /101/

** zymogeny izoluje sie w postaci dwutaricuchowej (czynnik X jest produkowany przez hepatocyty w formie jedno-
taricuchowej) /102, 103/

2. sekwencje powtarzajgce sie w biatku C i czynnikach IX oraz X [55];
3. sekwencje homologiczne z epidermalnymi czynnikami wzrostu [108, 109]
w wysokoczgsteczkowej urokinazie [94], biatku C, t-PA i czynnikach IX
i X [110]; 4. N-koncowe w wysokim stopniu homologiczne sekwencje
w biatkach, ktérych synteza zalezy od witaminy K [55, 111]. Pomimo tej
roznorodnosci struktury I-rzedowej zymogendéw, wszystkie tancuchy A
enzymoéw proteolitycznych wykazujg znaczng homologie regionu, w kto-
rym wystepuje cysteina tworzgca miedzytancuchowe wigzania dwusiarcz-
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kowe z cysteing 122 taricucha B (enzymatycznego) (Tab. 4). Potwierdza to
sugestie DeHaena [93] o pochodzeniu zymogen6w proteinaz serynowych
typu trypsyny od pierwotnego genu (Ryc. 7 gen C) kodujagcego zymogen.

V1. Hipotetyczny schemat ewolucji proteinaz serynowych

W 1978 roku Young i wsp. [96] na podstawie znanych w tym
czasie sekwencji aminokwasowych proteinaz serynowych, uzywajac me-
tode ,,punktowych zaakceptowanych mutacji”, [115] zaproponowali drzewo
ewolucyjne proteinaz serynowych. W ostatnich latach, dzieki udoskonale-
niu metod sekwencjonowania biatek, poznano strukture I-rzedowga dal-
szych proteinaz i ich zymogenow tak, ze prébuje sie zrekonstruowac prze-
bieg ewolucji przyjmujac nastepujaca kolejnosé wydarzeid. Pierwotny gen
trwale aktywnej proteinazy ulegt fuzji z sekwencjg nukleotydéw kodu-
jaca polipeptyd, ktéry przytaczony do N-korica enzymu zadziatat jako
peptyd regulatorowy. Tak powstaty zymogen miat Mr 40 000—50 000 i byt
bezposrednim prekursorem wszystkich obecnie zbadanych zymogenéw
proteinaz serynowych. Hipoteza pierwotnego pragenu kodujacego zymo-
gen wyjsSciowy (wsp6lny obecnie wystepujgcym prekursorom proteinaz)
wynika z homologii struktury I-rzedowej wszystkich zbadanych dotych-
czas nieenzymatycznych tafcuchéw proteinaz serynowych i zaklada, ze
w wyjsciowym pragenie zawarta byta informacja kodujaca taricuch poli-
peptydowych struktur kringlowych, fragment homologiczny z EGF i pep-
tyd zawierajagcy reszty kwasu gamma-karboksyglutaminowego.

Wedlug Younga i wsp. [96] dywergencja proteinaz bakteryjnych
(trypsyny Streptomyces griseus) i enzyméw eukariotycznych nastgpita
okoto 1.3 miliarda lat temu. Pierwsze kregowce pojawity sie na ziemi
najwczes$niej 500 milionéw lat temu, i do momentu opisania struktury
I-rzedowej trypsyny raka Astacus fluviatulis [66] brakowato ogniwa 13-
czacego proteinazy prekariontow i kregowcow [116]. Poniewaz pierwsze
prymitywne stawonogi, do ktdrych naleza tez skorupiaki pojawity sie
700 milionéw lat temu (trylobity) mozna zatozyé, ze hipotetyczny opisany
powyzej zymogen proteinaz serynowych eukariontow powstalt w poczat-
kach ery paleozoicznej. Z tego genu ewoluowat gen urokinazy, a w wyniku
czesciowej duplikacji genu w obrebie czesci kodujacej peptyd regulatoro-
wy powstaty prageny wyjsciowe protrombiny, t-PA i plazminogenu [99,
117—120]. Duplikacja catego genu i p6zniejsza dywergencja doprowadzity
do powstania haptoglobiny [92], biatka nieenzymatycznego o zupetnie in-
nej funkcji niz proteinazy. Z tego tez pierwotnego pragenu na skutek mu-
tacji w czesci kodujacej nieenzymatyczny fragment zymogenu (translo-
kacja fragmentu DNA) powstat wyjsciowy gen gendéw czynnikéw IX i X
oraz biatka C, a obszerne delecje w tej czeSci materiatu genetycznego do-
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Ryc. 7. Schemat ewolucji zymogenéw serynowych enzyméw proteolitycznych.

Liczbami umieszczonymi pod gateziami drzewa ewolucyjnego opisano wazniejsze wydarzenia
genetyczne bedace podstawg do molekularnej ewolucyjnej dywergencji zymogenow proteinaz:
1 — delecja sekwencji homologicznej z EGF i odcinka wigzacego wapn; 2 — delecja odcinka
wigzacego wapn; 3 — translokacja fragmentu DNA w wyniku ktérej struktura ,kringlowa”
zostaje zastgpiona inng sekwencja; 4 — cze$ciowa duplikacja i nastepnie translokacja w inne
miejsce genomu fragmentu DNA kodujacego ewolucyjny prekursor EGF; 5 — delecje sekwencji
homologicznej z EGF i cze$ciowa duplikacja genu w czesSci kodujacej strukture ,kringlowa”;
6 — czesSciowa duplikacja genu w czeéci kodujacej struktury ,kringlowe” i fuzja z sekwencja
kodujacg struktury ,fingerowe” fibronektyny; 7 — cze$ciowe zwielokrotnienie genu w obrebie
struktur , kringlowych”; 8 — obszerna delecja czesci nieenzymatycznej genu; 9 — zwielokrot-
nienie kopii genu i dywergencja poszczegdlnych genéw; 10 — ewolucyjna dywergencja hapto-
globiny poprzez mutacje punktowe.

Ogolny ksztatt drzewa ewolucyjnego i punktéw dywergencji proteinaz eukariotycznych przy-
jeto wg Young i wsp. [96] (linie ciagte i peine kota). Proponowane punkty dywergencji
i linie ewolucyjne czynnika 11X, biatka C, urokinazy, t-PA, haptoglobiny i prekursora epider-
malnego czynnika wzrostu (EGFP) zaznaczono odpowiednio pustymi kotami i linia przerywana.
Poniewaz nie uwzgledniono réznic w homologii sekwencji aminokwaséw pomiedzy poszcze-
gélnymi zymogenami proponowane miejsca rozgatezien sa czysto hipotetyczne i moga ulec
weryfikacji po zastosowaniu wtasciwych metod okre$lania ewolucyjnych pokrewienstw biatek
na podstawie poréwnania znanych struktur I-rzedowych. Gen A — gen stale aktywnej protei-
nazy; Gen B — gen biatka o nieznanej funkcji; Gen C — gen pierwotnego zymogenu seryno-
wych enzymoéw proteolitycznych.

[546]
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prowadzity do powstania genéw kodujgcych zymogeny o krotkim pepty-
dzie regulatorowym (Ryc. 7).

Do tej grupy enzymodw z krdétkim peptydem regulatorowym oprécz
zymogenow proteinaz trawiennych zaliczamy enzymy biorgce udziat
w specyficznej obrdbce biologicznie aktywnych peptydow: kalikreina [53,
68, 121—123], gamma renina [124], tonina [125, 126], gamma-NGF [127,
128], biatko wigzgce epidermalny czynnik wzrostu (EGF-BP) [129], endo-
peptydazy beta skiadnika nerwowego czynnika wzrostu (beta-NGF endo-
peptydaza) [129, 130]. Charakterystyczng cechg enzyméw tej grupy jest
wysoka specyficznos¢ dziatania, oraz tak znaczne wzajemne homologie
struktury I-rzedowej (od 75°/0) [126, 131], ze biatka te dajg krzyzowe reak-
cje immunologiczne [129, 132], U myszy geny tych enzymoOw znajdujg sie
w poblizu lokus TAM-1 na chromosomie 7 [133], co tacznie ze wspomnia-
nymi podobiefstwami immunologicznymi i znaczng wzajemng homologia
sekwencji aminokwaséw wskazuje, ze ewoluowaty one stosunkowo nie-
dawno poprzez zwielokrotnienie kopii pojedynczego genu wyjsciowego pro-
teinazy i stanowig obecnie Scisle spokrewniong grupe biatek o podobnej
funkcji [134]. Zymogeny serynowych enzymdw proteolitycznych, oraz
epidermalne czynniki wzrostu cechuje wystepowanie sekwencji homolo-
gicznych (Ryc. 6). Pozwala to przypuszczaé, ze juz w prekursorowym
zymogenie, zanim nastgpita jego dywergencja, wystepowata taka homo-
logiczna sekwencja. Do momentu poznania sekwencji nukleotydow w
cDNA prekursora mysiego epidermalnego czynnika wzrostu [135, 136]
(dziesigciokrotne powtarzanie sie odcinkdw homologicznych z fragmentem
sekwencji niektdrych serynowych enzymdw proteolitycznych) przypusz-
czano, ze czynniki te sg produktami degradacji zymogen6w proteinaz se-
rynowych [96]. Sg jednak dane wskazujgce, ze epidermalne czynniki wzro-
stowe powstaty u kregowcow stosunkowo niedawno w wyniku czeSciowej
duplikacji i nastepnie translokacji w inne miejsce genomu fragmentu
DNA pierwotnego genu kodujgcego prekursor czynnikéw Kkrzepniecia IX
i X oraz biatka C, po oddzieleniu sie tego pragenu od linii ewolucyjnej
prowadzgcej do trombiny, ale zanim nastgpita jego dywergencja w kierun-
ku tych trzech enzyméw [137]. Taka lokalizacja miejsca dywergencji
czynnikéw wzrostowych znajduje potwierdzenie w wystepowaniu w biatku
C i w czynnikach IX i X nietypowego aminokwasu: kwasu beta-hydroksy-
asparaginowego w homologicznej sekwencji jak w epidermalnym czynniku
wzrostu [138, 139], W zadnym z homologicznych odcinkdw sekwencji pre-
kursora nie wystepuje kwas asparaginowy w réwnowaznej pozycji. Homo-
logiczne sekwencje tafncuchoéw polipeptydowych epidermalnych czynni-
kéw wzrostu i t-PA nie zawierajg tego nietypowego aminokwasu. Suge-
ruje to lokalizacje miejsc dywergencji tych enzymoéw (Ryc. 7).

Szczegdblng cechg zymogenow proteinaz kaskady krzepniecia (protrom-
biny, czynnikéw VII, IX, X oraz biatka C) jest wystepowanie od N-korca
homologicznej sekwencji czterdziestu-kilku aminokwaséw zawierajacych
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reszty kwasu gamma-karboksyglutaminowego. Za starym ewolucyjnie po-
chodzeniem takiej sekwencji przemawia jej obecno$¢ zarébwno w pro-
trombinie jak i w czynnikach IX, X oraz biatku C.

Fizjologiczna funkcja tych enzymow spowodowata znaczne zachowa-
nie struktury l-rzedowej tego odcinka tancucha polipeptydowego. Funk-
cjonalne znaczenie ma takze, homologiczna wobec struktur ,palczastych”
(ang. jinger structures) [110, 140], sekwencja aminokwasow w tkankowym
aktywatorze plazminogenu odpowiedzialna za powinowactwo jego do fib-
ryny. Jest prawdopodobne, ze ten fragment tancucha polipeptydowego
zymogenu pojawit sie w rozwoju ewolucyjnym w zwigzku z fizjologiczng
funkcjg tkankowego aktywatora plazminogenu, Swiadczac rdéwnocze$nie
0 ewolucyjnym pokrewiernistwie obu biatek.

Jasny i konsekwentny obraz ewolucji proteinaz serynowych zakloca
czynnik B dopeiniacza, wystepujagcy w formie zymogenowej w osoczu

[141]. W wyniku dziatania czynnika D, czynnik B zostaje zaktywowany
[142], Aktywny enzym liczy 505 aminokwas6w [143], a wiec dwukrotnie
wiecej niz inne proteinazy serynowe. Tylko C-kofcowa jego potowa
(222—505) wykazuje homologie z pozostatymi klasycznymi proteinazami
serynowymi. Pomimo, ze aminokwasy Kkatalitycznej triady (His, Asp, Ser)
wystepuja w homologicznej sekwencji oraz pierwotne i wtérne miejsca
wigzania substratu sa dobrze zachowane (podobnie, jak niektére mostki
dwusiarczkowe w protrombinie i chymotrypsynogenie [144]), trzeba przy-
ja¢, ze czynnik B jest proteinazg serynowg z odmiennym mechanizmem
aktywacji ze wzgledu na dlugo$¢ odcinanego tancucha polipeptydowego
1braku homologii N-kohcowej czesci czynnika Bb z typowymi proteinaza-
mi serynowymi.

Podobne wiasciwosci fizykochemiczne, jak czynnik B, ma skiadnik C2
dopetniacza spetniajacy analogiczne funkcje w klasycznej drodze aktywacji
dopetniacza (aktywacja sktadnika C3) [63, 145, 146]. Jest wiec prawdopo-
dobne, ze sktadnik C2 nalezy zakwalifikowac do tej samej klasy proteinaz
serynowych co czynnik B. Ewolucyjne pochodzenie tych enzyméw nie jest
jasne cho¢ nie mozna kwestionowac¢ ich powigzan z pozostatymi proteina-
zami serynowymi.

Dalszych informacji o ewolucji i wzajemnych pokrewienstwach zymo-
gendéw serynowych enzymodw proteolitycznych dostarczy zapewne pozna-
nie struktury 1 i Ill-rzedowej pozostatych niezbadanych jeszcze doktadnie
prekursorow proteinaz, a takze petne poznanie funkcji fizjologicznych wy-
szczeg6lnionych uprzednio sekwencji aminokwasowych nieenzymatycznej
czesci zymogenow.

VIl. Ewolucyjna konwergencja subtylizyny

Na zakonczenie trzeba wspomnie¢ o drugim typie serynowych enzymoéw
proteolitycznych. Najlepiej zbadanymi enzymami tej grupy sa subtylizyny
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produkowane przez Bacillus subtilis. Pomimo catkowicie odmiennej struk-
tury l-rzedowej [147, 148] i Ill-rzedowej [23, 25] subtylizyny majg katali-
tyczng triade aminokwasOw: Asp-35, His-64 i Ser-221, prawie identycznie
zorientowang w przestrzeni jak proteinazy typu trypsyny [149]. Takze
miejsca wigzace substrat na powierzchni czasteczki enzymu sg analogicz-
nie zbudowane jak w trypsynie [30]. Ostatnio zostata poznana struktura
I1l-rzedowa proteinazy K z grzyba Tritirachium album wykazujaca zna-
czng homologie przestrzennej budowy jej czasteczki i czasteczki subtylizy-
ny [150], wskazujgc, ze oba te enzymy ewoluowaty od wspolnego pra-
biatka. Potwierdza to ostatecznie wystepowanie dwoch odrebnych linii
ewolucyjnych serynowych enzymow proteolitycznych — typu trypsyny
i subtylizyny rozpowszechnionych zaréwno wsrédd eukariontow jak i pro-
kariontéw. Jest to tez piekny przyktad ewolucyjnej konwergencji na po-
ziomie molekularnym, gdy ta sama funkcja spowodowata wyksztatcenie
identycznego mechanizmu reakcji w oparciu o te same fragmenty struk-
tury Ill-rzedowej.

Zaakceptowano do druku 12 kwietnia 1985 r.
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Wprowadzenie

Synteza czesci cukrowej glikoprotein jest procesem enzymatycznym,
katalizowanym przez grupe transferaz o wysokiej selektywnos$ci. Pierwsze
etapy glikozylacji zachodzg w siateczce $rédplazmatycznej, w czasie gdy
nowo syntetyzowany tancuch biatkowy jest jeszcze zwigzany z ryboso-
mami, a zakonczenie glikozylacji ma miejsce w aparacie Golgiego [1].
Glikozylacja nieenzymatyczna natomiast jest catkowicie odmiennym pro-
cesem, przebiegajacym bez udziatu enzyméw i polega na chemicznym do-
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taczaniu cukréw redukujacych do biatek juz wydzielonych. W warunkach
in vitro wiele cukrow redukujgcych wigze sie nieenzymatycznie z biatka-
mi. In vivo najczes$ciej bierze udzial w tym procesie glukoza poniewaz
zawarto$¢ jej w surowicy jest znaczna. Termin glikozylacja nieenzyma-
tyczna stosuje sie do procesu powstawania glikozylowanych nieenzyma-
tycznie biatek przy udziale ré6znych cukréw redukujgcych. W przypadku,
kiedy cukrem redukujgcym jest glukoza wprowadzono nazwe glukozylacja
nieenzymatyczna.

Oddziatywania pomiedzy cukrami redukujgcymi i aminokwasami oraz
dalsze przeksztatcenia powstatych potaczer prowadzace do brgzowych pro-
duktow degradacji, byty przedmiotem zainteresowan Maillarda, juz
w latach dwudziestych [2]. Reakcja Maillarda jest znana zwiaszcza w
przemys$le mleczarskim. Podczas dituzszego przechowywania mleka i jego
przetworéw tworzy sie brazowy, trudno rozpuszczalny produkt, ktory
obniza jako$¢ pozywienia. Powstaje on w wyniku szeregu reakcji dehy-
dratacji, kondensacji i polimeryzacji. Reakcjg inicjujgcg w tym procesie
jest oddziatywanie grupy karbonylowej cukru redukujacego (np. laktozy)
z grupa aminowg aminokwasu (np. e-aminowa grupg lizyny w kazeinie).

Ogromne zainteresowanie reakcjg Maillarda w zywych organizmach
datuje sie od momentu wykazania obecnosci glikozylowanej hemoglobiny
w erytrocytach cztowieka, a zwitaszcza stwierdzenia .—3 krotnego wzrostu
poziomu tak zmodyfikowanej hemoglobiny u chorych na cukrzyce [3].

W warunkach fizjologicznych glikozylacja nieenzymatyczna zachodzi
wolniej w poréwnaniu z reakcjami enzymatycznymi, ulegaja jej wiec
gtownie biatka o dtugim okresie pottrwania. Wykazano, ze in vivo glikozy-
lacji ulega¢ moze wiele réznych biatek, miedzy innymi hemoglobina [4],
albumina [5], krystalina oka [: ] oraz biatka bton erytrocytow [7]. Przede
wszystkim biatka glikozylowane stwierdzono w organizmach chorych na
cukrzyce. Oznaczenia iloSciowe glikozylowanych biatek sg uzyteczne jako
wskaznik metabolizmu cukréw u chorych na cukrzyce. Wysuwa sie ostat-
nio pewne przypuszczenia odnosnie udziatu glikozylowanych biatek w po-
wstawaniu komplikacji cukrzycowych oraz pewnych zmian obserwowa-
nych w procesie starzenia sie.

Il. Mechanizm glikozylacji nieenzymatycznej

Glikozylacja nieenzymatyczna biatek polega na bezposredniej reakcji
pomiedzy cukrem redukujacym a biatkiem. W pierwszym (szybkim i od-
wracalnym) etapie bierze udziat wolna grupa aminowa biatka i grupa
karbonylowa cukru redukujgcego w formie tafcuchowej. Powstaje zwig-
zek typu zasady Schiffa (aldoimina), ktory pozostaje w rdwnowadze z N-
podstawiong pochodng aldozyloaminowg (Ryc. 1). Przebieg reakcji zalezy
od lokalnego pH wokét grup aminowych biatka stanowigcych aktywny
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| | CH,OH
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H— C— OH H— C— OH HO |
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H— C— OH H— C— OH
I I
CMoOH CH20H
Glukoza Zasada Schiffa Aldozyloamina

Ryc. 1. Pierwszy etap glikozylacji nieenzymatycznej.

czynnik nukleofilowy reagujacy z weglowodanem. Im nizsza warto$¢ pK
grup aminowych tym wieksze prawdopodobienstwo przytaczenia czasteczki
cukru redukujgcego. Tak wiec, konncowe grupy aminowe biatek i wewnagtrz-
tancuchowe reszty lizyny, ze wzgledu na niskg wartos¢ pK tych grup
i ich efektywng nukleofilowos$¢ tatwiej ulegaja glikozylacji nieenzyma-
tycznej. W reakcje te moga wchodzi¢ réwniez inne grupy aminowe, wy-
stepujgce w otoczeniu silnie zasadowych ugrupowan w biatku. Trwaty
produkt korncowy powstaje w drugim (powolnym) etapie reakcji, w kté-
rym aldoimina ulega przegrupowaniu Amadori do bardziej stabilnej formy
ketoaminowej. Forme te mozna wyizolowac z glikozylowanych nieenzyma-
tycznie biatek. Ketoaminowa pochodna biatka wystepuje prawdopodobnie
gtownie w formie cyklicznej ketozyloaminy (Ryc. 2). Modelowe badania

R—N=C —H R— NH— CHo
| |
H— C — OH c=0
| |
HO C H Przegrupowanie HO— C—H O OH
Amadori |
H— C— OH —ermemeeeeeeee > H— C—OH HO
| HO ch2nhr
H— C— OH H— C— OH OH
| |
CH20H ch2oh
Zasada Schiffa Ketoamina (3-Ketozyloamina

Ryc. 2. Przegrupowanie Amadori do ketoaminowej pochodnej biatka.

reakcji heksoz z aminokwasami wykazaly, ze ketozyloaminy krystalizuja
w formie piranozowej [ ], jakkolwiek sugeruje sie rowniez mozliwo$¢ struk-
tur furanozowych [9].
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I11. Metody oznaczania produktow glikozylacji nieenzymatycznej

Jedna z najbardziej rozpowszechnionych metod wykrywania i iloscio-
wego oznaczania produktéw glikozylacji nieenzymatycznej jest metoda
kolorymetryczna z kwasem tiobarbiturowym. Podczas tagodnej hydrolizy
kwasnej uwalniany jest z biatka cukier w formie 5-hydroksymetyleno-
furfuralu. Poniewaz reszta biatkowa interferuje z oznaczeniem kolory-
metrycznym, musi by¢é usunieta na przyktad przez wytragcenie kwasem
tréjchlorooctowym. Powstaty 5-hydroksymetylenofurfural reaguje z kwa-
sem tiobarbiturowym tworzac kompleks barwny, ktérego maksimum
absorbancji przypada przy 443 nm. Wyniki podaje sie zwykle jako A443 na-
nomole 5-hydroksymetylenofurfuralu lub réwnowazniki frutkozy [10].
Schemat tej reakcji przedstawia rycina 3.

(o)
5-Hydroksymetyleno- Kwas tiabarbi- Kompleks barwny
furfural turowy \a « =443 nm

5-HMF TBA

Ryc. 3. Tworzenie kompleksu barwnego w reakcji z kwasem tiobarbiturowym.

Do hydrolizy stosuje sie kwasy organiczne takie jak kwas szczawiowy
0.3—1.0N [11] lub 2.ON kwas octowy [12]. Uzycie bowiem mocnych kwa-
séw prowadzi do rozkiadu 5-hydroksymetylenofurfuralu. W trakcie prze-
prowadzania hydrolizy istotne jest utrzymywanie statej temperatury, gdyz
natezenie barwy kompleksu zmienia sie w zaleznosci od temperatury [.-]
Jakkolwiek wolna glukoza nie reaguje z kwasem tiobarbiturowym, wyka-
zano [13], ze glukoza zawarta w surowicy powoduje zawyzenie wartosci
otrzymanych w drodze oznaczer kolorymetrycznych glukozylowanych
nieenzymatycznie biatek. Dlatego przed rozpoczeciem oznaczen wskazane
jest przedializowanie probek surowicy [14] lub wytracenie biatek kwasem
tréjchlorooctowym [13] lub etanolem [2], W trakcie hydrolizy moga sie
jednak tworzy¢ produkty, ktére podnoszg natezenie barwy w oznaczeniu
kolorymetrycznym. Nieswoiste zabarwienie proby dosSwiadczalnej mozna
wyeliminowaé przez sporzadzenie odpowiednich préb kontrolnych. Na
przyktad prébke surowicy poddaje sie dziataniu NaBH. w celu zredukowa-
nia potgczen ketoaminowych do niereaktywnych heksitoloamin [13]. Moz-
na tez hydrolizaty surowicy podzieli¢ na potowe i oznaczaé A..: jako roz-
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nice pomiedzy prébka z dodatkiem kwasu tiobarbiturowego i bez dodania
kwasu [. ]

Wykrywanie i oznaczanie glikozylowanych biatek ma istotne znacze-
nie diagnostyczne w przypadkach cukrzycy. Szczegdlnie dobrze rozwinieto
rézne techniki pozwalajgce na rozdzielenie i oznaczenie glikozylowanych
pochodnych hemoglobiny. Metody chromatograficzne z zastosowaniem
zywic jonowymiennych, najczesciej kationitu Bio Rex 70, sg czasochtonne.
Zastosowanie mikrokolumn wypetnionych tg zywica skrécito czas analizy
[16]. Jednakze przy uzyciu zadnej z dotychczasowych metod chromatogra-
ficznych nie mozna oddzieli¢ hemoglobiny F od HbAIc, a ponadto niewiel-
kie zmiany temperatury, pH buforu i sily jonowej wplywajg na ilosc¢
eluowanej hemoglobiny. Metoda chromatograficzng rokujgca duze nadzie-
je jest wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa z zastosowaniem kar-
boksylowych zywic jonowymiennych [17]. W rutynowych analizach jest
jednak mato przydatna z uwagi na kosztowng i skomplikowang aparature.
Glikozylowane pochodne hemoglobiny mozna wyizolowa¢ réwniez me-
todg chromatografii powinowactwa, przy czym najczesciej stosowanym
podtozem jest pochodna aminofenyloboranu [18, 19]. Schemat takiego
oznaczenia przedstawia rycina 4. Metoda ta jest bardzo doktadna, odznacza
sie duzg powtarzalnoscig wynikow, szybkoscig i stanowita podstawe do
opracowania produkowanego przez firme Pierce, zestawu zwanego Glyco-
Gel Test Kit.

R— NH— CH2
R— NH—CH2 |
I .
o =C |
I H— C— OH
OH H— C— OH
o , -+
NH- B + HO— C—H
OH [ - (I:_ H
HO— CI_ H CH20H
CH20H
Podtoze Ketoamina Wigzanie glukozylowanego Diatka

z aminofenyloboranem

Ryc. 4. Zasada oznaczania biatek glukozylowanych metodg chromatografii powino-
wactwa.

Z innych metod nalezy wspomnie¢ o metodzie oznaczania glikozylowa-
nej hemoglobiny z zastosowaniem elektroforezy w zelu agarowym [0, 2 ],
nie wrazliwej na zmiany temperatury, pH buforu i jego sity jonowej.
Mozna tez przy jej uzyciu wydzieli¢ hemoglobiny S i C jak rowniez ich
glikozylowane pochodne Sj i Ci. Wreszcie liczba analizowanych prébek
moze wynosi¢ kilkadziesigt w przeciggu okoto . godziny, co umozliwia
zastosowanie tej metody w praktyce klinicznej. Znane sg tez proby roz-



560 B. TURYNA, A. GUZDEK 6]

dziatu hemoglobin metodg radioimmunologiczng oraz ogniskowania izo-
elektrycznego [22, 23]. Ograniczeniem pierwszej jest konieczno$¢ uzyska-
nia przeciwcial, a drugiej kosztowna aparatura, co pozwala jednak na
rozdzielenie hemoglobiny F od AiC.

W badaniach in vitro powszechnie stosuje sie metody pozwalajace oce-
ni¢ stopien glikozylacji bialek na podstawie wbudowywania czasteczek
monosacharydéw znakowanych C.. lub H8 Znacznik jednak najczesciej
zawiera radioaktywne zanieczyszczenia o nieznanej strukturze, ktore tez
moga reagowaé z biatkami [24]. Wartosci uzyskane metoda radioizotopowa
przeto wymagajg sprawdzenia przy uzyciu innych metod.

IV. Biatka glikozylowane in vivo i in vitro

IV-1. Hemoglobina

Stosunkowo wiele informacji dotyczacych struktury glikozylowanej
hemoglobiny, jej biosyntezy i metod oznaczania, zebrano w kilku pracach
przegladowych [2, 4, 25—28], Hemolizat erytrocytéw dorostego cztowieka
zawiera hemoglobine A.(a.(® stanowigcg ponad 90% catkowitego biatka
erytrocytow. Oprécz HbA, w erytrocytach cztowieka stwierdzono dwa inne
typy hemoglobiny A.(a.(® i F(a.Y). Od HbA. r6znig sie tym, ze podjed-
nostki wchodzace w ich sklad sg produktami réznych gendw. Pozostate
rodzaje hemoglobin w hemolizacie erytrocytéw cztowieka powstajg na
drodze potranslacyjnych modyfikacji HbAO. W trakcie rozdzialu hemo-
lizatu erytrocytéw metodgq chromatografii powinowactwa, wedrujg one
przed gtowng frakcjg HbAOQ nazywane sg przeto frakcjg szybko wedrujaca.
Stanowi ona 4—s °/o hemoglobiny, a w jej sktad wchodzg cztery podfrakcje
okres$lane jako HbAiai, HbAia2 HbAIb i HbAlc. HbAlc stanowi okoto 75°/0
frakcji szybko wedrujacej i powstaje w wyniku dotgczenia glukozy w pro-
cesie glukozylacji nieenzymatycznej do grupy aminowej aminokwasu
kofAcowego, jakim jest walina w obu tancuchach (3HbA, [29, 30]. Na tej
samej drodze powstajg pozostate skladniki frakcji szybko wedrujacej.
W przypadku HbAIlal glikozylujagcym cukrem jest fruktozo-I-. -difosforan,
natomiast w HbA... glukozo-I-: -difosforan [31]. HbAIb powstaje w wy-
niku dezaminacji tancuchéw HbAIc. Wszystkie hemoglobiny nie wylacza-
jac HbAQOQ, zawierajg glukoze zwigzang wigzaniem ketoaminowym z reszta-
mi lizyny obu tancuchéw biatkowych, jednak ta modyfikacja nie wptywa
na wtasnosci chromatograficzne hemoglobiny [32]. F lickinger i wsp.
[33] wykazali metodg chromatografii powinowactwa, ze potowa zwigzanej
nieenzymatycznie glukozy z hemoglobing erytrocytéw cztowieka, jest po-
tagczona z resztami lizyny a potowa z resztami waliny. Najwiecej uwagi
poswiecono dotad HbAic. Powstaje ona wolno i prawie nieodwracalnie
w ciggu 120 dni zycia erytrocytdw [34]. Jej zawarto$¢ w erytrocytach
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starzejacych sie jest wyzsza niz w miodych i zalezy od ilosci glukozy we
krwi [35]. Istniejagcy stan hiperglikemii jest przyczyng nasilonej syntezy
HbAIlc u chorych na cukrzyce [15]. Zwigzek pomiedzy poziomem glikozylo-
wanej hemoglobiny a cukrzyca, wykazany juz w latach 60-tych [36] zna-
lazt potwierdzenie w wielu pdzniejszych pracach [25, 32, 37]. Okazato sie,
ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy iloscig glikozylowanej hemoglobiny a S$red-
nig zawartoscig glukozy we krwi [38] i w moczu [39] w okresie okoto 2 mie-
siecy poprzedzajacych pomiar. Krétkotrwate wahania w poziomie glukozy
we krwi nie wpltywajg na zawarto$¢ glikozylowanej hemoglobiny. Stad
poziom szybko wedrujacej hemoglobiny lub jej gtéwnego sktadnika HbAIc
moze by¢é diugoterminowym wskaznikiem wyrdwnania metabolizmu w
cukrzycy [38, 40].

Nie ma dotychczas jasnej odpowiedzi na pytanie, czy glikozylacja
wptywa na funkcje hemoglobiny. McDonald i wsp. [41] wykazali,
ze krzywa nasycenia tlenem glikozylowanej hemoglobiny rézni sie od
analogicznej krzywej sporzadzonej dla hemoglobiny niezmodyfikowanej.
Glikozylowana hemoglobina charakteryzuje sie rowniez obnizong wrazli-
woscig na efekt allosteryczny organicznych estréw fosforanu. Wynika to
z faktu, ze aminowe grupy koncowej reszty waliny tancuchdéw [3 moga
wigzaé 2,3-difosfoglicerynian bedacy regulatorem powinowactwa hemo-
globiny w stosunku do tlenu [42]. Pomimo to, krzywa nasycenia tlenem
krwi chorych na cukrzyce nie r6zni sie od analogicznej krzywej wyzna-
czonej dla ludzi zdrowych [43].

IV-2. Biatka surowicy

Wiekszos¢ biatek surowicy cztowieka cechuje okres potowicznego trwa-
nia w krwioobiegu od kilku do kilkunastu dni, zatem biatka te mogg ule-
ga¢ glukozylacji nieenzymatycznej in vivo. Jak wykazano [10, 44, 45]
glukozylowane biatka sg istotnie normalnym skiladnikiem krwi cztowieka
a ich poziom wzrasta w cukrzycy proporcjonalnie do stopnia hipergli-
kemii. Glukozylacji nieenzymatycznej ulegajg in vitro wszystkie biatka
surowicy [48] w tym takze insulina [49]. Tak zmodyfikowana insulina ma
mniejsza aktywnos$¢ biologicznag (stabiej stymuluje glikolize, lipogeneze
i antylipolize) w izolowanych adipocytach szczura.

Okres pottrwania biatek surowicy w krazeniu jest krotszy niz hemo-
globiny i wynosi okoto 2 tygodni. Jezeli wiec stezenie glukozy we krwi
zmienia sie to zmiany w stopniu glukozylacji biatek surowicy zachodzg
znacznie szybciej niz w przypadku hemoglobiny. Dlatego tez pomiar po-
ziomu glukozylowanej albuminy lub wszystkich glukozylowanych biatek
surowicy dostarcza informacji na temat stopnia wyrownania metabolizmu
cukréw w znacznie krdtszym okresie. Ma to znaczenie w diagnostyce cu-
krzycy.
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Nieenzymatyczna glukozylacja albuminy, ktéra wywiera wptyw na jej
konformacje i funkcje [50], moze tez — jak wykazali Williams i wsp.
[51] mie¢ znaczenie w rozwoju mikroangiopatii cukrzycowej.

Glikozylacji nieenzymatycznej ulegajg réwniez u chorych na cukrzyce
lipoproteiny o niskiej gestosci [52, 53]. Glikozylacja lipoprotein o niskiej
gestosci znacznie obniza ich pobieranie i degradacje przez komdrki endo-
telialne $cian naczyn krwiono$nych [54], co moze sie przyczynia¢ do roz-
woju arteriosklerozy u chorych na cukrzyce.

IV-3. Inne biatka glukozylowane

Zarobwno u chorych na cukrzyce jak i zwierzat z cukrzycg dosSwiad-
czalng obserwuje sie wzrost glukozylacji biatek bton podstawnych nerek,
aorty i oka [+, 55—58]. Glukozylacji ulegaja najprawdopodobniej £-amino-
we grupy lizyny i hydroksylizyny kolagenu. Nie jest wykluczone, ze wolne
grupy aminowe tzw. biatek niekolagenowych moga tez ulegaé glukozylacji
nieenzymatycznej. lIstniejace doniesienia wskazuja, ze stan hiperglikemii
cukrzycowej poprzez glukozylacje nieenzymatyczng biatek bton podstaw-
nych zmienia wtasnosci fizykochemiczne tych biatek co w konsekwencji
moze doprowadzi¢ do zmian patologicznych. Glukozylacja £-aminowych
grup lizyny i hydroksylizyny zmienia elektrochemiczne wiasnos$ci biatek
strukturalnych bton podstawnych. Zmiany te mogg zaburzy¢ molekularng
lub elektryczng integralno$¢ kapilarnej bariery filtracyjnej, co prowadzi
do zwiekszonej przepuszczalnosci mikronaczyniowej. Biony podstawne
majg powolny obrot biologiczny i dlatego moga ulega¢ postepujacej gluko-
zylacji przez kilka tygodni. W wyniku pojawiajg sie zaburzenia normalnej
degradacji sktadnikéw bton, co prowadzi do nagromadzenia tych zwigzkdéw
w btonach podstawnych u chorych na cukrzyce.

Glukozylacja nieenzymatyczna kolagenu skory i Sciegien [59—62] po-
woduje wzrost iloSci glukozylowanego kolagenu u osobnikéw starszych
a takze u chorych na cukrzyce lub u zwierzat z cukrzyca doswiadczalna.
Glukozylowany kolagen staje sie bardziej nierozpuszczalny i oporny na
trawienie proteolityczne, przypuszczalnie na skutek tworzenia sie wigzan
krzyzowych pomiedzy produktami powstajacymi w procesie glukozylacji
nieenzymatycznej. Przypuszcza sie, ze jest to ogo6lniejszy mechanizm pa-
tofizjologiczny odpowiedzialny za odkiadanie sie wielu innych biatek jak
np. biatek bton podstawnych [58] i fibryny [46] w tkankach chorych na
cukrzyce.

Glukozylacji nieenzymatycznej mogg réwniez ulega¢ biatka bton ery-
trocytéw [63, 64], Biatka te u os6b chorych na cukrzyce przytaczajg 2—3
razy wiecej glukozy niz analogiczne biatka osob zdrowych. Po rozdziatach
elektroforetycznych biatek bton erytrocytéw, glukozylowanych in vitro,
stwierdzono, ze radioaktywnos$¢ pochodzgca od znakowanej glukozy roz-
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mieszczona jest rownomiernie, co wskazuje, ze glukozylacja nieenzyma-
tyczna biatek bton erytrocytéw nie jest selektywna. Nie stwierdzono czy
glukozylacja nieenzymatyczna biatek bton erytrocytéw wywiera wplyw
na ich witasnosci fizjologiczne. Wykazano jedynie, ze erytrocyty zawiera-
jace glukozylowane biatka, a wiec pochodzgce od oso6b chorych na cukrzy-
ce, sg mniej elastyczne i bardziej zdeformowane morfologicznie niz erytro-
cyty oséb zdrowych [7].

Innym biatkiem, ktére moze by¢ glikozylowane jest krystalina soczewki
oka [+, 65, s ], Jej modyfikacja polega na przytaczeniu glukozy lub gluko-
z0-s -fosforanu do £-aminowych grup lizyny, co moze powodowaé zmiany
konformacyjne utatwiajgce tworzenie wigzan dwusiarczkowych w obrebie
krystaliny. Zwieksza to pochtanianie $wiatta i tworzenie wielkoczasteczko-
wych agregatéw krystaliny. Najprawdopodobniej powyzszy mechanizm
doprowadza do wytworzenia katarakty cukrzycowej.

Wiekszo$¢ enzymow posiada stosunkowo krotki okres pétrwania, dla-
tego glikozylacja nieenzymatyczna tych biatek zachodzi w stabym stopniu.
Jednakze pierwszy etap glukozylacji prowadzacy do wytworzenia produk-
tu typu zasady Schiffa przebiega szybko w warunkach fizjologicznych.
Wzrost iloSci tego produktu moze wiec zmienia¢ wilasnosci katalityczne
niektérych enzymoéw. Stwierdzono na przykiad glukozylacje nieenzyma-
tyczng katepsyny B in vitro [67]. Katepsyna B uczestniczy w przeksztat-
caniu proinsuliny w insuling. Proces ten przebiega znacznie wolniej przy
udziale glukozylowanego enzymu. Charakter wigzania glukozy w katep-
synie B jest niezupetnie poznany, przypuszcza sie jednak, ze przynajmniej
cze$¢ glukozy zwigzana jest wigzaniem ketoaminowym. Ostabienie funkcji
katepsyny B glukozylowanej, moze by¢ spowodowane interakcjg czaste-
czek glukozy z resztami lizyny obok centrum aktywnego, a moze polegac
na wytworzeniu sterycznej lub elektrostatycznej przeszkody w dziataniu
tego enzymu. Obnizenie ilosci czynnej insuliny u chorych na cukrzyce
typu I, moze miedzy innymi wynika¢ ze zmniejszonej aktywnos$ci gluko-
zylowanej katepsyny B.

Glukozylacji nieenzymatycznej in vitro ulega réwniez ferrytyna [is ]
Reakcja ta moze tlumaczy¢ obserwowane r6znice w skiladzie cukrowym
ferrytyny oraz wystepowanie tzw. izoferrytyny. Jak wiadomo sktad tan-
cuchdw heterosacharydowych glikoprotein odgrywa zasadnicza role w ich
katabolizmie. Niemniej w przypadku ferrytyny glukozylacja nie wptywa
na okres jej biologicznego pottrwania, ani nie zmienia niektdrych jej
wiasnosci.

Mielinowe ostonki o$rodkowego i obwodowego uktadu nerwowego moga
réwniez ulega¢ glukozylacji nieenzymatycznej [69]. U zwierzat z cukrzycg
doswiadczalng stwierdzono ponad dwukrotnie wyzszy poziom nieenzyma-
tycznie zwigzanej glukozy z mieling, niz u zwierzat kontrolnych. Gtéwnym
sktadnikiem ostonki mielinowej jest biatko nazwane biatkiem P, i ono tez,
jak wykazaty rozdzialy elektroforetyczne jest najintensywniej glukozylo-
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wane. Wydaje sie, ze glukozylacja biatek mieliny moze powodowa¢ funk-
cjonalne zmiany w neuronach, a tym samym przyczynia¢ sie do powstawa-
nia neuropatii cukrzycowej.

V. Uwagi koncowe

Wiele danych wydaje sie $wiadczy¢ o tym, ze raczej hiperglikemia niz
niedobdr insuliny jest czynnikiem przyczyniajgcym sie do rozwoju kompli-
kacji cukrzycowych. Mechanizmy powstawania tych komplikacji sg jak
dotychczas mato poznane. Badania ostatnich lat przedstawione powyzej
wykazaly, ze wiele bialek ulega glikozylacji nieenzymatycznej zar6éwno
in vivo jak i in vitro. Proces ten moze by¢ przyczyng zmian w strukturze
i funkcji glikozylowanych biatek co w konsekwencji prowadzi do rozwoju
komplikacji cukrzycowych. Giowne efekty biologiczne nadmiernej gliko-
zylacji biatek dotycza miedzy innymi: inaktywacji enzyméw, hamowania
wigzania czgsteczek regulatorowych, wytwarzania wigzan krzyzowych po-
miedzy glikozylowanymi biatkami, obnizonej wrazliwosci na proteolize,
zmian w rozréznianiu i endocytozie biatek [47]. Udziat rekacji Maillarda
w powstawaniu pewnych komplikacji cukrzycowych wydaje sie juz obec-
nie bezsporny, jak np. w tworzeniu katarakty u chorych na cukrzyce [s],
czy zmian w btonach podstawnych nerek [70]. Ciekawe wydaje sie rowniez
stwierdzenie podwyzszonej glukozylacji bton podstawowych nerek i oka
[57], nie tylko u chorych na cukrzyce, ale rdwniez w procesie starzenia
sie organizmu.

Nasilenie rozwoju wtoérnych komplikacji u chorych na cukrzyce zalezy
miedzy innymi od stopnia wyrownania metabolizmu cukrow, dlatego dobor
wiasciwych metod kontroli metabolizmu jest bardzo waznym problemem
w leczeniu cukrzycy. Wydaje sie, iz takim dobrym wskaznikiem odzwier-
ciedlajgcym $redni poziom glukozy w diuzszym okresie jest poziom gli-
kozylowanej hemoglobiny. Ze wzgledu na prostote i tanio$¢ mozna po-
lecic metode kolorymetryczng z kwasem tiobarbiturowym do oznaczania
glikozylowanej hemoglobiny. Poniewaz jednak okres biologicznego pét-
trwania hemoglobiny jest stosunkowo dtugi, nawet po zastosowaniu zado-
walajacego leczenia, przez okres kilku tygodni utrzymuje sie podwyzszony
poziom HbAlc. Z tego powodu lepszym wskaZnikiem skuteczno$ci wpro-
wadzonej terapii moze byé poziom glikozylowanych biatek osocza lub tylko
albuminy. Zastosowanie testu Glyco-Gel umozliwia wykonywanie rutyno-
wych oznaczeh glikozylowanych biatek surowicy w laboratoriach klinicz-
nych.

Praca finansowana przez PAN w ramach problemu MR Il 1.2.2

Zaakceptowano do druku 10 maja 1985 r.
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I. Wstep

Specyficzne modyfikacje biatek polegajg na dodaniu selektywnie dzia-
tajacego zwigzku do czystego biatka, albo do rodzimego materiatu bogatego
w biatko [1—7]. Aby modyfikacja w znaczacy sposéb zmienita wtasciwosci
biatka, powinna ona zajs¢ w centrum aktywnym, ktére stanowi na ogot
niewielki tylko fragment czasteczki biatkowej. Rodzaj aminokwaséw znaj-
dujacych sie w centrum aktywnym oraz budowa przestrzenna biatka de-
cydujag o powinowactwie enzymu do substratu, a wiec o jego aktywnosci
katalitycznej. Zmiany jonizacji grup funkcyjnych prowadza do ustalenia
nowego stanu sit przyciggania i odpychania, ktére utrzymujac molekularng
niepodzielno$¢ wptywajg na aktywnos$¢ biologiczng. Poniewaz modyfikacja
centrum aktywnego jest uwarunkowana z jednej strony o0g6Ing strukturg
biatkowg, a z drugiej podatnoscig indywidualnych grup funkcyjnych na
zmiany pod wplywem wprowadzonego czynnika, modyfikacje sg nie-
zwykle czute na warunki, w ktorych sie je przeprowadza.

Odmienng podatno$¢ grup na modyfikacje chemiczna mozna interpre-
towac¢ rozwazajac ich potozenie i otoczenie w czasteczce biatkowej. W przy-
padku, gdy uzyty do reakcji z biatkiem zwigzek jest naturalnym ligandem
(substratem lub inhibitorem), wzglednie jesli wykazuje duze podobieristwo
do naturalnego ligandu, modyfikacja jest uzalezniona gtownie od struk-
tury poszczegélnych biatek. Rodzaj i charakter grup uczestniczacych w
akcie katalitycznym okresla wtedy struktura przestrzenna ligandu i cen-
trum aktywnego, a prawdopodobienstwo wchodzenia w reakcje identycz-
nych grup, ktore wystepuja daleko od obszaru wigzacego, jest praktycznie
bardzo mate.

Il. Wtiasciwosci fizykochemiczne jonu zelazianowego
determinujace jego przydatno$¢ do badanh
struktury biatek

Zelazian potasu (K.Fe04) syntetyzuje sie przez utlenienie azotanu zela-
zowego w alkalicznym roztworze podchlorynu i oczyszcza przez wytrace-
nie z roztworow wodorotlenku potasowego. Koricowym etapem oczyszcza-
nia jest krystalizacja z roztworu alkoholu etylowego stosownie do metody
Thompsona i wsp. [ ], Czystos¢ preparatu okresla sie metoda chromitowa
[9] i zwykle przy prawidlowej preparatyce wynosi ona 93—97°/0. Ponizej
pH 10 roztwory K.FeO. sg niestabilne na skutek szybkiego utleniania wody
przez zelazian [10]; z tego powodu rozpuszcza sie go w 0,1 mM NaOH
o temp. 0°C. Sporzadzony roztwOr wiruje sie przy 17 000Xg, aby usuna¢
ewentualnie Sladowe ilosci Fe(Oll1)3 Tak otrzymany roztwdr zelazianu po-
tasu jest stabilny w opisanych warunkach przez wiele godzin.

Wiadomo, ze dwuujemny anion zelazianowy jest strukturalnie podobny
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do jonu fosforanowego. Badania krystalograficzne K.FeO. przeprowadzo-
ne przez Audette i wsp. [11] wykazaly, ze anion zelazianowy ma sy-
metrie czworoscianu o diugosci wigzan zelazo-tlen 1,65 A. Jest to wartosé
zblizona do diugosci wiazania fosfor-tlen wynoszacej 1,56 A [.:]. W roz-
tworach obojetnych oba jony sg ujemnie natadowane. W przypadku orto-
fosforanu dominujaca formg w obojetnym pH sg H:P.. i HPO”"-. Ponie-
waz stata rdwnowagi dla reakcji HFeOl H++ FeO| nie byta publiko-
wana, mozna tylko przypuszczaé, ze pKa HFeOi ma wartos¢ okoto 7,
poniewaz inne pojedynczo natadowane uprotonowane oksyaniony o po-
dobnej wielkoSci i strukturze przestrzennej posiadajg wartosci pKa
bliskie 7. Przyktadami takich jonow sg: HCrOj (6,5, H:AsC.. (6,77),
HPXOi (7,2, H:V.. (8,2). Goff i Murmann [10] wykazali, ze stata
szybkosci pierwszego rzedu dla reakcji utleniania wody przez zelazian
wzrasta z obnizeniem pH. Sugeruje to, ze HFeOi moze by¢é formg odpo-
wiedzialng za utlenianie wody. Dane te uzupeiniajg nieopublikowane re-
zultaty Lee i Beniseka, ktorzy podaja wartos¢ pKa HFeOi jako
réwng 6,60. Mozna wiec przypuszczac, ze jon zelazianowy przejawia witas-
ciwosci kwasowo-zasadowe podobne do jonu fosforanowego.

Istotna réznica pomiedzy jonem fosforanowym i zelazianowym polega
na tym, ze ten ostatni posiada silne wilasciwosci utleniajace. Potencjat
oksydacyjno-redukcyjny K.Fe0. wynosi +2,20 V w kwasnym S$rodowisku
i +0,72 V w S$rodowisku zasadowym [13]. Mellor [14] wymienia wiele
zwigzkéw organicznych utlenianych przez zelazian. Nowsze badania
[15— 18] wykazaty mozliwos¢ utlenienia zelazianem alkoholi i amin do
odpowiednich aldehyddéw i ketondéw.

Opisane wyzej wiasciwosci zelazianu pozwalajg przypuszczac, ze moze
on reagowac z resztami aminokwasowymi biatek, zawierajagcych w tan-
cuchach bocznych grupy podatne na utlenienie. Nalezg do nich reszty tyro-
zyny, seryny, treoniny, histydyny, tryptofanu, metioniny, lizyny, cysteiny
i prawdopodobnie cystyny. Reakcje zelazianu z modelowymi zwigzkami
p-krezolem i amidem N-acetylo-tyrozyny [19] oraz reakcje pochodnych
lizyny, histydyny i tyrozyny z zablokowanymi grupami karboksylowymi
i a-aminowymi potwierdzajg taka hipoteze.

Jak wspomniano powyzej, potencjat oksydacyjny K.Fe0. wzrasta wraz
z obnizeniem pH [13], co w konsekwencji prowadzi do redukcji zelazianu
przez wode w bardziej kwasnych roztworach z wydzieleniem tlenu cza-
steczkowego [10], Rownanie, ktére opisuje stechiometrie utleniania wody
ma postac:

10H20 + 4FeOi2->4Fe+3 + 302 + 200H~

Chociaz mechanizm tej reakcji nie jest znany, nie mozna wykluczyé two-
rzenia w tym procesie nietrwatych zwigzkow o silnych witasnosciach utle-
niajgcych, takich jak rodniki hydroksylowe i nadtlenek wodoru. Mozli-
wos$¢ ich udziatu w procesie inaktywacji enzymow byta przebadana przez

12
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Lee i Beniseka [19] na przykiadzie fosforylazy b. W badaniach
szybkosci procesu inaktywacji uzywano benzoesanu sodu, ktory jest zna-
nym zwigzkiem wigzagcym *OH. Zaobserwowano wprawdzie maty efekt
hamowania inaktywacji w obecnosci benzoesanu, ale jest to raczej spowo-
dowane zmiang sity jonowej, poniewaz analogiczny efekt obserwowano w
przypadku octanu, chociaz stata szybkosci reakcji octanu z *OH wynosi
5X10;: [:0], a reakcji rodnikéw hydroksylowych z benzoesanem
6X10s M-.s.. [21]. Adenina, ktéra réwniez usuwa *OH (k = 1,9X10®
M-s-1) [22] w ogble nie chroni fosforylazy b przed inaktywacja wywotang
zelazianem potasu, co wskazuje na brak udziatu *OH w modyfikacji enzy-
mu. Nadtlenek wodoru jest réwniez niewydajnym inaktywatorem fosfo-
rylazy b; 10.. M roztwér H.0. powodowat tylko 27% obnizenie aktywnosci
enzymatycznej. Poniewaz w wiekszosci eksperymentéw stezenie zelazianu
wynosito 10 mM wiec H.0:. tworzony w czasie utlenienia wody przez zela-
zian nie moze by¢ odpowiedzialny za obserwowang inaktywacje. Jest to
zgodne z wynikami Rajababu i Axelroda [23] dotyczagcymi inak-
tywujgcego wptywu zelazianu na aktywno$¢ kwasnej fosfatazy z prostaty.
Maksimum inaktywacji obserwowano w zakresie pH od 5,0 do 6,0, pod-
czas gdy przy pH 3,5 obserwowano tylko niewielki spadek aktywnosci
enzymu. Brak inaktywacji przy pH 3,5 byt przypuszczalnie spowodowany
szybka redukcjg zelazianu przez solwent, a ewentualnie powstate posred-
nie nietrwate potgczenia nie powodujg zmian w czgsteczce enzymu.

Wykazano réwniez, ze produkty redukcji zelazianu (koloidalny Fe(OH)3
Fe+++, Fe++) w stezeniach w jakich wystepujg w roztworach biatek po
modyfikacji, nie wptywaja na ich inaktywacje.

I11. Zastosowanie zelazianu potasu do selektywnej modyfikacji miejsc
interakcji fosfoligand — biatko

Strukturalne, elektrostatyczne i kwasowo zasadowe witasciwosci zela-
zianu i fosforanu oraz reaktywnos$¢ zelazianu w stosunku do aktywnych
grup obecnych w tancuchu polipeptydowym, sg przyczyng zainteresowania
tym zwiazkiem jako reagentem do selektywnego znakowania miejsc wig-
zacych reszty fosforanowe w biatkach.

I11-1. Inaktywacja fosforylazy b z migséni kréliczych

Fosforylaza b jest jednym z biatek, w ktérym miejsca wigzania grup
fosforanowych odgrywajg szczegolnie istotng role. W czgsteczce enzymu
wystepujg trzy takie miejsca o réznych zdolno$ciach niekowalencyjnego
wigzania fosforanu lub monoestrufosforanu: centrum aktywne, ktére wig-
ze substraty, tj. ortofosforan i glukozo-.-fosforan, aktywujgce miejsce
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wigzace 5'AMP i spokrewnione zwigzki, oraz inhibitorowe centrum allo-
steryczne, gdzie wigze sie glukozo-: -fosforan.

W obecnosci zelazianu, fosforylaza b ulega postepujacej inaktywacji
wraz ze wzrostem stezenia K.Fe0. [19]. Przy stosunku molowym zelazianu
do enzymu ~14 obserwowano tylko $lady aktywnos$ci. Poniewaz K.Fe0.
moze réwniez reagowa¢ z woda lub buforem, nie jest mozliwe podanie
prawdziwej stechiometrii reakcji w zastosowanych warunkach doswiad-
czalnych. Reakcja zelazianu z biatkiem jest niestychanie szybka, co utrud-
nia mierzenie kinetyki inaktywacji enzymow przez K.Fe04 Nawet znaczne
obnizenie stezenia reagentow i prowadzenie reakcji w 0°C nie wydtuza
czasu reakcji ponad 10 s. Udato sie jednak w doswiadczeniach kinetycznych
wykazaé, ze szybkos¢ inaktywacji fosforylazy b jest znacznie zmniejszona
w obecnosci pewnych ligandéw wigzacych sie w miejscu przytgczania
5'AMP. Najlepszg ochrone powodujg zwigzki zawierajgce grupe fosforano-
wa, jak np. 5’AMP, 2'’AMP, 5'IMP lub 3'AMP. Adenina zwiekszata nie-
znacznie szybkos$¢ inaktywacji, podczas gdy adenozyna wykazywata mini-
malny efekt ochraniajacy.

Badania fizykochemiczne fosforylazy b wykazaty, ze inaktywacja zela-
zianem nie jest spowodowana przez nieodwracalng dysocjacje aktywnej
formy dimerycznej do nieaktywnej podjednostki monomerycznej, lub
agregacjag dimeru (pomiary statych sedymentacji). Okazalo sie¢ natomiast,
ze utrata aktywnos$ci enzymatycznej jest wynikiem zmian w skladzie ami-
nokwasowym zmodyfikowanego enzymu. Lee i Benisek [19] wy-
kazali utlenienie . . reszt tyrozynowych i . reszty cysteiny przypadaja-
cych na monomeryczng podjednostke w buforze kakodylowym. W buforze
glicerofosforanowym, w ktérym nalezato uzyé wyzszego stezenia zelazianu,
aby osiggna¢ ten sam stopien inaktywacji, nastepuje zwiekszone utlenienie
reszt cysteinowych i zniszczenie reszt tryptofanowych. Moze to by¢ wy-
nikiem ubocznych reakcji, ktére zachodza przy wyzszych stezeniach
K:Fe0. w tym buforze. Mozliwo$¢ udziatu grup sulfhydrylowych w pro-
cesie inaktywacji wykluczono w doswiadczeniu, w ktdrym zastosowano
5'AMP jako czynnik ochronny. W obecnosci 1 mM stezen tego nukleotydu
zaobserwowano brak utlenienia reszt tyrozynowych w obydwu buforach
przy niezmienionym tworzeniu czasteczek kwasu cysteinowego. Dane te
wskazujg, ze modyfikacja reszt(y) tyrozynowych jest przyczynag inak-
tywacji.

Przedstawione rezultaty wskazuja, ze zelazian prawdopodobnie inak-
tywuje fosforylaze b nie w centrum aktywnym lecz w miejscu wigzania
5'AMP z nastepujacych powodow:

1 5'AMP chroni enzym przed inaktywacjg. Poniewaz dziatanie 5’AMP
polega na zwiekszaniu powinowactwa miejsca katalitycznego do glukozo-: -
fosforanu i ortofosforanu [24] nalezato sie spodziewaé, ze gdyby reakcja
zachodzita w poblizu centrum aktywnego, to inaktywacja powinna by¢
raczej przyspieszona w obecnosci 5’AMP a nie hamowana. Nie jest prawdo-



574 J. STECZKO 6]

podobne, ze 5’AMP dziala poprzez zmiany konformacyjne przeksztatcajgce
miejsce katalityczne ze stanu aktywnego na nieaktywny w stosunku do
zelazianu, poniewaz rédwnie skuteczna ochrona byta mozliwa przy uzyciu
nukleotydéw 2'AMP i 3'AMP, ktére wiazg sie w tym samym miejscu co
5'AMP, ale nie indukuja zmian konformacyjnych prowadzacych do akty-
wacji enzymu [25-27].

2. Dziatanie zelazianu znacznie obniza zdolno$¢ wigzania 5'AMP przez
enzym.

3. Zinaktywowany enzym jest czeSciowo rekatywowany przez kinaze
fosforylazy b i ATP.

4. Inaktywacja fosforylazy b jest spowodowana utlenianiem reszt(y)
tyrozyny. Anderson i wsp. [28] wykazali, ze s-[m-/m-fluorosulfo-
nylobenzamido/-benzylotio]adenina inaktywujac czeSciowo enzym przyita-
cza sie kowalencyjnie do grupy hydroksylowej tyrozyny w poblizu miej-
sca 5'’AMP. Roéwniez Cacace i wsp. [29] obserwowali inaktywacje
fosforylazy b polgczong z acetylacjg reszt tyrozynowych przy pomocy
N-acetyloimidazolu. 5’AMP chronit dwie z tych reszt przed acetylacjg
i znacznie redukowat szybko$¢ inaktywacji. Z kolei Prisco i wsp. [30]
przeprowadzili inaktywacje enzymu tetranitrometanem nitrujgc dwie re-
szty tyrozyny, z ktérych jedna podlegata ochronnemu dziataniu 5'’AMP.

Aby zidentyfikowaé modyfikowang przez zelazian reszte tyrozyny,
Lee i Benisek podjeli badania sekwencji aminokwasowej fragmen-
téw tancuchéw fosforylazy b [31]. Poréwnanie mapy peptydow otrzyma-
nych w wyniku karboksylacji i trypsynolizy natywnej fosforylazy b i po
dziataniu zelazianem pozwolity w tym ostatnim przypadku wykry¢ dwie
dodatkowe plamy. Jeden z , dodatkowych” peptydow zawierat reszte kwa-
su cysternowego i nie byt doktadniej analizowany z powodu braku ochron-
nego wptywu 5'’AMP na modyfikacje cysteiny. Drugi ,,dodatkowy” peptyd
sktadat sie z nastepujgcych aminokwasow: Asp”hrjGlUaPrOjTyrjHiSiLysz.

Analiza sekwencyjna wykazata, ze jest to pochodna peptydu-70 .... 80-,
a modyfikacja dotyczy tyrozyny 75.
Titani i wsp. [32] wykazali kowalencyjne wigzanie s -[m-/m-fluo-

rosulfonylobenzamido/benzylotio]adeniny z resztg tyrozyny 155. By¢ moze,
wiecej niz jedna reszta tyrozyny znajduje sie w poblizu miejsca wigza-
nia 5'’AMP. Poniewaz jednak pochodna adeniny nie inaktywuje enzymu
nawet w obecnosci 5’AMP, mozna przypuszczaé, ze tyrozyna 155 nie peni
istotnej funkcji w miejscu wigzania aktywatora allosterycznego. Konklu-
zja, ze tyrozyna 75 jest usytuowana w poblizu miejsca wigzania 5’AMP
jest ostatnio potwierdzana przez badania krystalograficzne fosforylazy a
[33], ktére wykazujg Tyr-75 na dtugiej helisie (reszty 47-77). Ta cze$é tan-
cucha tworzy zewnetrzny zrab ,kieszeni”, gdzie AMP i inne aniony, takie
jak glukozo-.-fosforan i nieorganiczny fosforan, sg wigzane przez reszte
argininy.
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111-2. Wptyw zelazianu na aktywno$¢ fosfataz i innych enzymoéw

W 1978 roku Rajababu i Axelrod [23] opublikowali wyniki
badan inaktywacji fosfataz przez jon zelazianowy. Wszystkie testowane
fosfatazy, w tym nieswoiste monoesterazy kwasne i alkaliczne, jak réw-
niez swoiste mono- i diesterazy byty inaktywowane przez K.Fe04. Jon zZe-
lazianowy w zakresie stezen .. .o powodowat szybki nieodwracalny
spadek aktywnosci tych enzymoéw. Aby zbada¢ mozliwo$¢ powinowactwa
K.Fe0.: do centrum aktywnego, przebadano wptyw szeregu kompetycyj-
nych inhibitoréw fosfataz na proces inaktywacji badanych enzymoéw. Mo-
libdenian, dobrze znany inhibitor wielu kwasnych fosfataz, w tym kwas-
nej fosfatazy z prostaty [34] znacznie obnizat inaktywacje tego enzymu
w czasie reakcji z zelazianem. K.FeO. o stezeniu 5X10.-. M powodowat
76°/o inaktywacje, podczas gdy w obecnosci molibdenianu o tym samym
stezeniu osiaggnieto zaledwie 28°/o inaktywacje w poréwnaniu z 179> dla
kontrolnej préby zawierajacej molibdenian. Podobny wptyw wykazywat
L-(+ )-winian, stereospecyficzny inhibitor kwasnej fosfatazy prostatowej
[35], jak réwniez wielu innych niespecyficznych kwasnych fosfataz (Tab. 1).
Fosfataza z watrob kréliczych byta hamowana w 79% przez 3,8X10.« M

Tabela 1
Winian jako czynnik specyficznie ochraniajgcy fosfatazy przed inaktywacjg przez zelazian (23)

Stezenie Hamowanie
(M) o]
Krélicza fosfataza watrobowa
(lgarashi-Hollander)
Kontrola 0
L-(+)-winian 1X10"4 4
Zelazian 38x10-6 79
L-(+)-winian 1X10-5
+ zelazian 3.8x 106 28
L-(+)-winian 5x 10- s
+ zelazian 3.8x 10- 6 0
D-(—)-winian 2X10-4 °
D-(—)-winian 2 X10-4
+ zelazian 3.8x 10-6 71
Fosfataza prostatowa
Kontrola 0
L-(+)-winian 4.8x 10- 4 27
| Zelazian 3x10-6 73
L-(+)-winian 4X 10-4
+ zelazian 3x 10- 6 29
D-(—)-winian aXItra 0
D-(—)-winian 4X 10-4
+ zelazian 3x 10- 6 72

Winian byt zawsze dodawany przed zelazianem
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roztwor zelazianu, a preinkubacja tego enzymu z L-(+)-winianem o tym
samym stezeniu powodowata zahamowanie tylko w 28no. Przy wyzszych
stezeniach inhibitora wptyw ochronny byt catkowity. Podobny brak wpty-
wu zelazianu na aktywnos$¢ obserwowano w przypadku uzycia jonéw orto-
fosforanowych. Nie obserwowano zadnego efektu D-(-)-wianianu na pro-
ces hamowania kwasnej fosfatazy prostatowej i watrobowej w reakcji
z K:Fe04 Powyzsze rezultaty wskazujg, ze w tej grupie enzyméw inak-
tywacja zelazianem powinna dotyczy¢ miejsca wigzania fosforanu.

Ostrowski i Dziembor-Gryszkiewicz [36] okreslili
wplyw stezenia zelazianu na kinetyke inaktywacji kwasnej fosfatazy z pro-
staty (Ryc. 1) oraz na parametry Vmex i Km Wyniki wskazujg na nieod-
wracalne blokowanie centrum aktywnego enzymu przez jon zelazianowy.
Autorzy wykazali, ze przy pH 7,5 przy stezeniu zelazianu powodujgcym
catkowita inaktywacje enzymu, modyfikacji ulegajg . reszty histydyny,
4 reszty lizyny i 4 reszty metioniny. Uzycie molibdenianu jako czynnika
blokujagcego miejsca aktywne zapobiega utlenieniu reszt histydynowych
i czeSciowo reszt lizyny.
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Ryc. 1. Wplyw stezenia K:FeO. na kinetyke inaktywacji kwasnej fosfatazy z pros-
taty. Stezenie K:Fe04 (0) 10“» M, (¢) 10-« M [36].

W pracy Rajababu i Axelroda [23] oméwiono réwniez wptyw
K:Fe0. na enzymy inne niz fosfatazy. Na przyktad katalaza z watréb wo-
towych glukozydaza drozdzowa i trypsyna nie tracity aktywnos$ci nawet
pod wptywem duzych stezeh zelazianu. Lipoksygenaza byta nieznacznie
inaktywowana. Fosfoglukomutaza i dehydrogenaza alkoholowa wykazy-
waty okoto 45-cio procentowy spadek aktywnosci przy stezeniu zelazianu
10.s M. Enzymy te wiazg glukozofosforan i nukleotyd pirymidynowy,
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mozna wiec wptyw K.Fe0. ttumaczy¢ reakcjg zelazianu w miejscu wiaza-
nia ligandéw zawierajacych jon ortofosforanowy [19]. Walker i Axel-
rod [37] potwierdzili takg mozliwo$¢ uzywajac K.FeO. do inaktywacji
dehydrogenaz, przez modyfikacje miejsca wigzania NAD+.

IV. Ocena przydatnosci zelazianu potasu do swoistej inaktywacji biatek

Niedostatkiem omdéwionych powyzej wynikow jest ich jakosciowy cha-
rakter [23, 36, 37]. Nawet w pionierskich, skrupulatnych badaniach Lee
i Beniseka [19, 31] przyjecie miejsca wigzania 5’AMP jako punktu geo-
metrycznego ataku zelazianu, zalezy od prawdziwos$ci przypuszczenia, ze
nukleotydy takie jak 2’AMP i 3'AMP nie indukujg zmian konformacyj-
nych w czasteczce fosforylazy b. Niektére prace sugerowaly brak induk-
cyjnych przesunie¢ konformacyjnych pod wptywem wymienionych nu-
kleotydéw, w przeciwienstwie do 5'AMP i substratow [25-27]. Pomimo
to, bez danych krystalograficznych jest bardzo trudno stanowczo wyklu-
czy¢ pojawianie sie zmian przestrzennych spowodowanych tymi wiasnie
Ugandami. Podobnie w pracy Ostrowskiego i Dziembor-Gry -
szkiewicz [36] brak informacji o sekwencji i strukturze krystalicznej
kwasnej fosfatazy z prostaty uniemozliwia szerszg interpretacje uzyska-
nych wynikéw. Znajomo$¢ budowy przestrzennej enzymu bytaby tym
bardziej wskazana, ze reakcje modyfikacji prowadzone byty przy dos¢ wy-
sokich wartosciach pH, gdy ,czas trwania” zelazianu ulega znacznemu
wydtuzeniu, co moze by¢ przyczyna nieswoistych reakcji utleniania.

W dalszych badaniach Steczko i wsp. [38-40] wykazali wysoka
selektywnosé zelazianu w modyfikacjach chemicznych, przeprowadzajac
reakcje z biatkami o dobrze poznanych wiasciwosciach enzymatycznych,
sekwencji i strukturze przestrzennej. Poréwnanie sktadu aminokwasowego
i sekwencji peptydow otrzymanych z badanych biatek przed i po utle-
nieniu zelazianem okres$lito jednoznacznie pozycje modyfikowanych reszt.
Szczeg6towo poznana tréjwymiarowa struktura tych biatek, znajomos¢
sposobu wigzania substratow w centrum aktywnym oraz udziatu poszcze-
golnych reszt aminokwasowych w akcie katalitycznym pozwolity na pre-
cyzyjne ustalenie, ze miejscem ataktu K.FeO. w czasteczkach badanych
tancuchéw polipeptydowych sg centra aktywne lub inne funkcyjnie istot-
ne obszary biatka.

W przebadanych czasteczkach biatkowych fosfosubstrat spetnia ponad-
to rozng role funkcyjno-strukturalng. Dziatanie rybonukleazy polega na
rozrywaniu wzglednie tworzeniu wigzan diestrowych, co wymaga bliskie-
go kontaktu reszty fosforanowej z aktywnym 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 wigzagcym utatwia odpowiednig orientacje
szkieletu tréjweglowego substratu. Reszta ta jest nieco oddalona od miej-
sca katalitycznej izomeryzacji wegli karbonylowych [42]. Hemoglobina A
w formie nieutlenowanej taczy sie odwracalnie z kwasem 2,3-difosfogli-
cerynowym, co powoduje obnizenie jej powinowactwa do tlenu. Zjawisko
to jest uzyteczne w regulacji transportu tlenu i jego dystrybucji pomie-
dzy hemoglobine matczyng i ptodows. Badania modelowe i rentgenow-
skie [43, 44] wykazaty przesuniecia konformacyjne zachodzace w czasie
taczenia jednej czasteczki kwasu 2,3-difosfoglicerynowego z tetramerem
hemoglobiny ludzkiej. Stwierdzono oddziatywania elektrostatyczne pomie-
dzy ujemnym tadunkiem ligandu i dodatnio natadowanymi resztami dwdéch
tancuchdéw @symetrycznego kompleksu [45], Reduktaza azotanowa, czwar-
te przebadane biatko enzymatyczne nie ma poznanej sekwencji ani stru-
tury trojwymiarowej. Zainteresowanie tym wieloenzymatycznym ukita-
dem podjednostkowym, wynikto z tatwosci utleniania zelazianem [46], po-
tagczonej z kompletng utratg mozliwosci redukcji jondw azotanowych do
azotynowych. Poniewaz przeptyw elektronéw zachodzi prawdopodobnie
wedtug przedstawionego schematu [47]:

NADH ------- FAD - Cythss; —--emv *(M0)-—-—.N03

mozna by podjaé¢ prébe wskazania miejsca przerwania ciggu reakcji oksy-
doredukcyjnych w wyniku modyfikacji. Jest to mozliwe przez badanie
aktywnosci czasteczkowych reakcji enzymatycznych w Kilku miejscach
transportu elektronow.

W przypadku badan nad rybonukleazg A analiza sekwencji otrzyma-
nych tafcuchéw peptydowych wykazala, ze przy pH 5 zelazian modyfiko-
wal pojedynczy aminokwas, His-119 [38]. Lacznie z His-12 petni ona istot-
ng role w wigzaniu substratu w centrum Kkatalitycznym. Od dawna do-
brze wiadomo, ze obydwie reszty histydyny sg zlokalizowane blisko siebie
w strukturze przestrzennej, ale tylko jedna z nich, His-12 lub His-119,
moze ulec alkilacji kwasem jodooctowym w czasteczce enzymu. Ostatnie
badania komplekséw rybonukleazy A z analogami substratéw przeprowa-
dzone technikg NMR wykazaty Sciste powigzanie pomiedzy uprotonowang
His-119, a fosforanowg grupa substratu [48]. His-119 uczestniczy w two-
rzeniu kowalencyjnych fosforanowych produktéw przejsciowych podczas
procesu katalitycznego. Potwierdzeniem specyficznosci reakcji z K.FeO.
jest dziatanie ochronne inhibitoréw kompetycyjnych, takich jak orto czy
pirofosforan, a zwiaszcza nukleotydu 2'CMP, ktérego 0,1 mM stezenie
chroni catkowicie enzym przed inaktywacjg zelazianem (Tab. 2). Efekt
dziatania zelazianu na wigzanie 2'CMP przebadano przy uzyciu metody
filtracji réownowagowej Humela i Dreyera [49]. W zastosowanych warun-
kach préba kontrolna wiagzata 2'CMP, podczas gdy w modyfikowanej ze-
lazianem rybonukleazie A nie wykazano wigzania tego nukleotydu do en-
zymu (Ryc. 2).
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Tabela 2
Ochrona rybonukleazy A przed inaktywacjg przez zelazian (38)

llo$¢ zwigzanego

Testowany ligand Stezenie Ochrona ligandu
mM )}

0
2'CMP 0,10 85 85
2'CMP 0,01 3l 35
Pirofosforan 0,40 50 72
Pirofosforan 0,10 28 39
Ortofosforan 40,0 51 83
Ortofosforan 10,0 20 54

0.810“- l ' '
g ?
I

)
o
7
X
o

mm

i & g
g'”‘“...toz?

o...... .““.”ooonno o0
©

absorpcja (285
O wO 20O
T I
o E W
o o CT>

0,360\~ =

L | l | I

16 32 48 64

numer frakcji
Ryc. 2. Wigzanie 2'CMP z rybonukleazag A modyfikowang zelazianem. Kolumne
z Sephadex G-25 (0,5X115 cm) eluowano 0,1 M buforem octanowym o pH 50 za-
wierajacym 90 |xM 2'CMP az do statej wartosci absorpcji przy 285 nm. Rybonukleaze
A natywna, albo po dodaniu zelazianu (10% aktywnosci resztkowej) rozpuszczono
w 100 |xI tego samego buforu i natozono na kolumne. Natywna rybonukleaza A (O),
modyfikowana zelazianem rybonukleaza A (*) [38].

W izomerazie triozofosforanowej utlenieniu pod wptywem zelazianu
ulegaja cztery aminokwasy [39], z ktdrych dwa, Tyr-164 i Trp-168 znaj-
duja sie w bezposrednim sasiedztwie reszty Glu-165, ktorej nukleofitowa
grupa Y-karboksylowa bierze aktywny udzial w katalitycznej izomeracji
fragmentow tréojweglowych (Ryc. 3). Czes¢ tancucha biatkowego 163— 168
okreslana jako peptyd z miejsca aktywnego, ma zachowang niezmieniong
w ewolucji sekwencje we wszystkich izomerazach triozofosforanowych
otrzymanych z roznych organizmow, takich jak kurczeta, kroliki, ryby,
drozdze, bakterie i ludzie. Odlegtos¢ od 5 wegla Glu-165 do pierscieni aro-
matycznych tych dwéch zmodyfikowanych aminokwaséw wynosi w ba-
danej izomerazie z kurczat odpowiednio - i ..,4A. Wartosci te potwierdza-
ja hipoteze, Zze jon Zzelazianowy wykazuje duze powinowactwo do tego
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samego miejsca co reszta fosforanowa substratu. Dwa nastepne modyfi-
kowane aminokwasy Trp-191 i His-248 sg zlokalizowane nieco dalej od
kwasu glutaminowego — 165. W tym przypadku odlegtosci otrzymane
na podstawie analizy komputerowej danych koordynacyjnych dla izo-
merazy z jonem siarczanowym w miejscu aktywnym, wynoszg odpo-

PaRo— ALy FeFE\A-Gy GyAn TIpLYsMEAN Gy Ly ATLYS

&rlar Gy Qu-tais - Hs TrrLarAp SyAa s Lar S AaAp Tr-Gu—
\A\H-GGy-Aa Ro-Sr-He TyrLaAp e Aa- Ay Gnlys-LarApAa:

Lyslle-By-\A-Aa-AaGn-An Gsiy-Hn\aHHo-Lys QysAla Fe Tr-Gy—

Qu H S Fo A M T ys Ap e Gy Aa A dipd T Leu Gy fis
Sr-GurAgAg-H\VA-Rie Gy GuSr-Ap QuL e By-anLys \e-Aa
HsAlaLarAaQuiiLarGy\aHleAaGs U Gy-Qulys LarApdu

AyQu-AaGly-B TGy \i\A-Fe-anQu T ys Aa De AaAp

Am\él—lyi-Aq:}TrpSe-Lys\%-\H-Lm .\ia~TyGuPro-vai-TrpAi&%i7e2Gy Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa

izom eraZf triozofosforanow ej

i 190
TrGylys-Th-AaTh-Ro-GnGnAsGnQu\A-Hs QulysLarAg Gy 42< Kwag glutaminOwy

Trplar Ly-TheHs \A-S-Agp-Ala \Va-Ala \VA-GnrSe-Ag e U Ty-Qy- miejSCe przytgczenia i iZO-
~ 2 meryzacji fragmentéw tréjweglo-
Gy-S\A-Th-Qy-Qy-AnOsLys AL arAa Sr-AnHs A \A-ApQy - WyCh  OZnaCZOnO gwiazdka. Pod-

kreslone sa aminokwasy, ktére u-

230 20

Felana-QyQy-AaSrladys-Ro-duic\a-Aplle DoAd-Aalys  jeglty modyfikacji p(>d dzna%amem

NiQ) zelazianu. Peptyd z miejsca ak-
tywnego zaznaczono ramka.

wiednio 18,3 Ai 24,2 A. Nalezy zaznaczy¢ ze Trp-191, podobnie jak Tyr-164
i Trp-169, nie jest modyfikowany zelazianem w obecnosci inhibitorow kom-
petycyjnych.

W dezoksyhemoglobinie zniszczenie His-2 i His-143 obydwu tancu-
chow P zachodzi w miejscu wigzania kwasu 2,3-difosfoglicerynowego [40].
W wigzaniu tego ligandu wedtug Arnone [45] bierze udziat dodatko-
wo Val-1 (3. Trzeba jednak pamieta¢, ze uzytecznos¢ K.Fe04, jako sondy
miejsc wigzania fosforanu, musi zaleze¢ od obecnosci reszt podatnych na
utlenienie w bezposrednim otoczeniu wigzania jonu zelazianowego, to zna-
czy takich jak seryna, treonina, tyrozyna, tryptofan, lizyna, histydyna,
metionina, cysteina i cystyna. Z drugiej strony podatne na dziatanie ze-
lazianu okazaty sie Tyr-145 (3 i Tyr-42 (a), aminokwasy dezoksyhemoglo-
biny, ktére — jak wiadomo na podstawie analizy rentgenowskiej — nie
biorg bezposredniego udzialu w wigzaniu reszt fosforanowych estru kwa-
su glicerynowego. Jest jednak bardzo istotne, ze wszystkie modyfikowane
grupy sa niedostepne dla reakcji z K.FeO. w utlenowanej hemoglobinie
lub w dezoksyhemoglobinie w obecnosci kwasu 2,3-difosfoglicerynowego.
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Wydaje sie wiec, ze specyficzne dziatanie zelazianu mocno zalezy od cha-
rakterystycznej i wyjatkowej konfiguracji dezoksyhemoglobiny.

Odlegto$¢ miedzy pierscieniami His-2 (P) i His-143 (3 w lezacych na-
przeciw siebie taricuchach P wynosi 9,2 A. Reszty tyrozyny moga wigzac
grupy fosforanowe poprzez wigzania wodorowe grup fenolowych. Odleg-
to$¢ pierscienia Tyr-145 ((3i) od pierscienia His.. (3 wynosi 158 A, ale
odlegtos¢ od pierScienia Tyr-42 (a2 wynosi tylko ..,8A. Przypuszcza sie,
ze obserwowane utlenianie dwdch tyrozyn moze by¢ wynikiem tworzenia
przez nie wigzan wodorowych z jonem zelazianowym.

Reduktaza azotanowa katalizuje redukcje jonéw azotanowych do azo-
tynowych, w dwoch sekwencyjnych procesach czastkowych. W pierw-
szym, w ktdrym bierze udziat poczatkowa cze$¢ tancucha przenoszenia
elektronéw, egzogenny cytochrom c lub szesSciocyjanozelazian jest redu-
kowany przez NADH. W drugim, azotan jest redukowany do azotynu
przez MYH. za pos$rednictwem koncowej czeSci tancucha przeno$nikow
elektronow, albo tez FMNH. jest zdolny do redukcji azotanu wykorzystu-
jac koncowa cze$é tancucha reakcji [50]. Przeprowadzone eksperymenty
wskazujg miejsce wigzania NADH jako gtéwny cel ataku Zzelazianu, po-
niewaz po modyfikacji zelazianem enzym traci zdolno$¢ redukcji cytochro-
mu c przez zredukowang forme tego nukleotydu (Ryc. 4), jak rowniez re-
dukcji przezen endogennego cytochromu b [46].

A

a

100

g
= 80— =
g N
>
o
-0
N80 -
o
©
2
~
o
g 40 " Ryc. 4 Wplyw zelazianu na catko-
3 witg i czastkowe aktywnosci reduk-
o tazy azotanowej z Chlorella vulris
o [46]: (¢) — reduktazowa aktywno$¢
i 20 S NADH: azotan, (O) — reduktazowa
3:; \, aktywno$¢ NADH: cytochrom c, (&)
a — reduktazowa aktywno$¢ NADH:
o e -
szeSciocyjanozelazian, (0) — reduk-
t\ _ tazowa aktywnos¢ FMNH2 azotan,
10 30 50 100 (A) — reduktazowa aktywnos¢

zelazian (¢jm) MVH: azotan.
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Rezultaty te zostaty potwierdzone przez badanie wptywu nukleotydéw
pirymidynowych na inaktywacje reduktazy azotanowej przez K.Fe0O. 50
HM NADH obniza efektywno$¢ dziatania zelazianu o okoto 50°/0. Brak
ochronnego wptywu NAD+ nawet przy wysokich stezeniach wskazuje na
specyficzng nature miejsca wigzania nukleotydu. Nie stwierdzono dziatania
zelazianu wprost na aktywne grupy sulfhydrylowe zlokalizowane blisko
obszaru dziatania NADH.

Przedstawione w tym rozdziale wyniki wskazujg na mozliwo$¢ uzycia
zelazianu potasu do swoistej modyfikacji biatek. Oznacza to, ze modyfika-
cji ulegajg enzymy wymagajgce do swej funkcji jonow fosforanowych lub
fosfoligandow wigzanych badZz to w centrum aktywnym, badZz w cen-
trach allosterycznych. Za takim specyficznym charakterem reakcji prze-
mawia wptyw substratéw i inhibitordw ostaniajagcych miejsce ataku ze-
lazianu.

V. Uwagi koncowe

Proces inaktywacji mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu zwigzku, ktory
ma silne powinowactwo z aktywng przestrzenig biatka, chociaz nie jest
znacznikiem powinowactwa w dostownym sensie.

Mozna sugerowac, ze zelazian reaguje w sposéb podobny do ,znakujg-
cych przez powinowactwo” reagentow. Aby to sprawdzié, nalezatoby prze-
badaé efekt jego stezenia na inaktywacje enzymoéw. Jest to czesto bardzo
trudne do przeprowadzenia, poniewaz zelazian moze reagowac z duzg szyb-
koscig zarowno z biatkiem jak i rozpuszczalnikiem, co utrudnia otrzyma-
nie miarodajnych rezultatow kinetycznych. W znakowaniu przez powino-
wactwo niekowalencyjne wigzanie reagenta poprzedza jego kowalencyjna
reakcje z grupami funkcyjnymi miejsca aktywnego [51]. Aktywne grupy
wykazujg wtedy zwiekszong reaktywno$¢ w poréwnaniu z modelowymi
zwigzkami zawierajagcymi te same ugrupowania. W badanych biatkach
w przypadku tyrozyny, tryptofanu, lizyny i histydyny stwierdzono zwiek-
szong reaktywno$¢ w stosunku do zelazianu w poréwnaniu z ich modelo-
wymi pochodnymi. Potwierdza to szczeg6lng uzyteczno$¢ K.FeO. w bada-
niach, w ktérych stosuje sie swoistg modyfikacje biatek. Jego potezne wita-
Sciwosci utleniajgce i ukierunkowanie w wyborze miejsca dziatania pre-
dysponujg go do badan wigzania fosfosubstratow lub fosfoligandéw za-
rowno w miejscu aktywnym jak i w innych funkcyjnie waznych obszarach
czasteczki biatkowej. Sole zelazianowe, takie jak zelazian potasu mo-
ga mie¢ szeroki zakres zastosowan w chemicznych studiach funkcji bia-
tek.

Zaakceptowano do druku 12 marca 1985 r.
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NOWE W BIOCHEMII

DANUTA HULANICKA *)

Anty-sense RNA, nowy mechanizm regulujacy
ekspresje genow

Anty-sense RNA, new regulatory mechanism of gene expression

Znane do tej pory mechanizmy regulujgce ekspresje genéw sprowadzaty sie do
oddziatywania miedzy biatkami a kwasami nukleinowymi. W 1984 roku, ukazaty
sie prace wykazujace, ze oddziatywanie miedzy dwiema czgsteczkami RNA moze
mie¢ rowniez wptyw na ekspresje genu. Przykiadem takiego mechanizmu moze by¢
regulacja replikacji plazmidéw typu ColEl, gdzie dwie czasteczki RNA, RNA |
i RNA Il tworza hybryd, co uniemozliwia powstanie primera (Tomizawa J.,
Itoh T., Selzer G, Som T., 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 78, 1421).

Na og6t jednak powstawanie hybrydu z dwu czasteczek RNA, mRNA, tzw. anty-
sense RNA o budowie komplementarnej do mRNA, powoduje zahamowanie trans-
lacji. Anty-sense RNA zwany jest rowniez mic RNA; jest to skrdt od angielskiego
zwrotu messenger inhibitory complementary RNA.

Znamy kilka przyktadéw takiej kontroli ekspresji gendéw. Jednym z nich jest
regulacja ekspresji elementu 1S10 kodujgcego transpozaze, enzymu odpowiedzialnego
za transpozycje transpozonu TnlO. Simon R W, Kleckner N. ([1983] Celi 34,
683) stwierdzili, ze wprowadzenie plazmidu zawierajgcego element I1S10 do komorki
powoduje zmniejszenie czestoSci przemieszczania sie transpozonu w wyniku zahamo-
wania ekspresji elementu 1S10.

Autorzy wykazali, ze obecno$¢ zewnetrznego tylko fragmentu elementu I1S10 na
plazmidzie wystarczy aby zapobiec transpozycjom TnlO. We fragmencie 1S10 bowiem
zawarty jest promotor Pout, od ktérego rozpoczyna sie transkrypcja w kierunku
przeciwnym niz kierunek transkrypcji genu transpozazy (Ryc. 1). Powstajgce trans-
krypty z Pout i Pin majag oczywiscie budowe komplementarng i moga tworzy¢ hy-
bryd, ktéry zawiera region wigzania rybosoméw tzw. sekwencje Shino-Dalgarno.
Powstaty dupleks utrudnia inicjacje translacji.

Pin
Ryc. 1. Schemat inicjacji transkrypcji zewnetrznego
SD konca elementu 1S10 transpozonu TnlO. 1S10 koduje
------------------ transpozazg. SD — Shino-Dalgarno sekwencje, Pm —
promotor transpozazy. Pout — promotor od ktérego
POUT rozpoczyna sie transkrypcja anty-sense RNA.

Ten sam mechanizm kontroluje u E. coli ekspresje genu ompF, kodujacego jedno
z dwoch gtéwnych biatek bton zewnetrznych. (Mizuno T. et al, 1984, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 81, 1966). Drugim biatkiem jest produkt genu ompC. Stezenie
* Prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa
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tych biatek zalezy od ci$nienia osmotycznego podioza, ale ogdlna ich ilo$¢ jest stata:
to znaczy, ze kiedy cisnienie osmotyczne wzrasta, stezenie biatka ompF spada,
a stezenie biatka ompC rosnie i odwrotnie. Ekspresja biatek ompF i ompC zalezy
rowniez od operonu ompB skladajgcego sie z dwoch genéw envZ i ompR. Biatko
ompR petni role aktywatora genéw ompF i ompC. Ostatnio geny te zostaty sklono-
wane, ustalono ich sekwencje. Zauwazono, ze w DNA przed genem ompC wyste-
puje region, ktory ulega transkrypcji w kierunku przeciwnym do kierunku trans-
krypcji genu ompC i tworzy niezalezng jednostke transkrypcyjna. Gen ten nazwa-
no genem micF, a jego transkrypt oznaczono jako RNA(mzcF). Transkrypt ten skfada
sie ze 174 par zasad i wykazuje 70flo homologii wobec 5' koica mRNA genu ompF,
ktéry obejmuje sekwencje Shino-Dalgarno. Powstaje hybryd, co uniemozliwia wy-
dajng translacje mRNA genu ompF.

Ekspresja genu micF jest skoordynowana z ekspresja ompC. Stwierdzono propor-
cjonalno$¢ transkrypcji genu micF i ompC, tlumaczy to obserwowang wcze$niej sta-
to$¢ ogodlnej sumy ilosci biatek ompF i ompC, wieksza ekspresja genu ompC i micF,
czyli wiecej RNA(mzcF) powoduje silniejsze hamowanie ekspresji genu ompF.

Nalezy zaznaczy¢, ze jak dotad nie udato sie doswiadczalnie wykaza¢ hybrydu
RNA-RNA. Inouye pracujgcy od lat w Stony Brook N.Y. USA, nad biatkami bton
zewnetrznych E. coli, zaktada powstawanie takiego hybrydu na podstawie homologii
miedzy 5' koricem mRNA genu ompF a RNA(rmcF). Stwierdzono jedynie spadek
stezenia biatka ompF, po wprowadzeniu plazmidu zawierajagcego gen micF. Po-
niewaz sparowaniu ulegajg réwniez zasady w regionie sekwencji Shino-Dalgarno,
taki hydryd hamuje prawdopodobnie przytgczanie sie rybosoméw. Nalezy réw-
niez bra¢ pod uwage mozliwos¢, ze powstanie hybrydu moze zmniejszy¢ stabilnosc
mRNA.

Wydaje sie, ze ten mechanizm moze mieé¢ bardziej ogélne znaczenie. Swiadczy
o tym mozliwos$¢ regulacji ekspresji genéw przy pomocy sztucznych mic genéw. Wy-
starczy wycigé fragment DNA za promotorem dowolnego genu, podigczy¢ do indu-
kowalnego promotora i wstawi¢ w plazmidowe DNA w odwrdconej orientacji. Oczy-
wiscie sekwencja zasad wycietego fragmentu jest komplementarna wobec sekwencji
zasad genu z ktérego zostat wyciety, a transkrypt moze tworzy¢ dupleks z 5' koncem
mRNA. 1lo$¢ transkryptu zaleze¢ bedzie od stopnia indukcji podigczonego pro”
motora, czyli mozna bedzie dowolnie kontrolowa¢ stopief inhibicji ekspresji bada-
nego genu.

Coleman wraz ze wsp. (1984, Celi 37, 429) skonstruowali sztuczne geny
mic blokujace ekspresje genéw: ompA, ompC, Ipp i wykazali ich funkcjonowanie,
np. wprowadzenie plazmidu zawierajgcego gen mic(ompC) do komérki E. coli po-
wodowato obnizenie poziomu biatka ompC bez wptywu na ilo$¢ innych biatek bto-
nowych. A zatem powstaty anty-sense RNA wptywa jedynie na ekspresje komple-
mentarnego mRNA.

Mechanizm ten dziata réwniez u eukariontéw. Na przyktad Weintraun
wraz ze wsp. skonstruowali plazmid wytwarzajgcy anty-sense RNA kom-
plementarny wobec transkryptu genu kinazy tymidynowej (TK) (1984 Celi 36, 1007).
Wprowadzenie do komdérek mutanta myszy nie wytwarzajgcej kinazy tymidynowej
plazmidu z genem mic, wraz z plazmidem produkujgcym normalng kinaze tymidy-
nowg powodowato obnizenie ilosci wytwarzanej kinazy.

Konstrukcja takich plazmidow moze mie¢ liczne zastosowania w biologii mole-
kularnej. Jest to bowiem metoda, umozliwiajgca wywotanie sztucznej mutacji, a w
przypadku genéw niezbednych dla zycia (ang. essential gene) wywotanie warunkowej
letalnoscL Nasuwa sie tu pewna analogia z mutantami temperaturo-wrazliwymi.
W przypadku mutantéw temperaturo-wrazliwych jednak biatko powstaje, ale w re-
strykcyjnej temperaturze jest nieczynne. W przypadku genu mic na plazmidzie
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jego indukcja powoduje blokowanie syntezy odpowiedniego biatka. Otrzymanie mu-
tacji u eukariontow nieraz stanowi powazny problem, opisana tu metoda umozliwia
pokonanie tej bariery. Za wcze$nie jest wszakze jeszcze na spekulowanie, czy sztucz-
ne mic geny beda mogly mie¢ zastosowanie w medycynie np. przez zablokowanie
ekspresji genu odpowiedzialnego za transformacje.

Zaakceptowano do druku 5 kwietnia 1985 r.
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DANUTA HULANICKA %

Rekombinat RNA i jego replikacja

RNA-recombinate and its replication

Zesp6t dr Kramera z University Colombia, N.Y., USA ogtosit wyniki (J. Mol.
Biol. 171, 281, 1083), ktére moga mie¢ zasadnicze znaczenie w dalszych badaniach
w zakresie biologii molekularnej. Autorzy opisujag metode syntezy in vitro RNA z za-
stosowaniem replikazy faga Q3. Enzym ten, replikaza Q3, syntetyzuje na matrycy
RNA komplementarng ni¢, ktora z kolei rowniez moze by¢ matryca. Poniewaz kazdy

cykl replikacyjny prowadzi do podwojenia matrycy, proces ten okresla sie jako auto-
katalityczny.

Genom faga Q|3, bedagcy matryca replikazy, charakteryzuje sie bogatg strukturg
drugorzedowa, wystepuje w nim wiele sparowanych odcinkéw i petli. Replikaza Q3
nie przesuwa sie z jednakowa szybko$cig po matrycy: zwalnianie nastepuje nie przy
napotkaniu struktury ,szpilka do wioséw”, lecz po ukonczeniu syntezy fragmentu,
ktéry tworzy taka strukture. Powstajgca ni¢, mimo oczywiscie komplementarnej wo-
bec matrycy budowy nie tworzy z nig hybrydu.

Replikaza Q@3 znana jest juz od szeregu lat, ale wysoka jej specyficzno$¢ substra-
towa ogranicza mozliwos$¢ jej zastosowania do powielania innych RNA in vitro. Spe-
cyficzno$¢ matrycy zalezy od dwu sekwencji: sekwencji rozpoznawczej (ang. recog-
nition sequence) oraz bogatej w reszty cytozynowe sekwencji inicjujacej (ang. ini-
tiation sequence). Szereg prob, w ktérych prébowano zmniejszy¢ specyficznosé en-
zymu, czy to przez dodanie jonu Mn2+, czy tez przez dodanie fragmentu RNA bo-
gatego w cytozyne, skonczyly sie niepowodzeniem. Zesp6t dr Kramera pokonat te
trudno$¢ wiaczajac, w syntetyzowane przez replikaze Q|3, fragmenty ,,obce” RNA.

Juz wcze$niej zauwazono, ze przechowywanie oczyszczonych preparatow enzymu
w warunkach umozliwiajacych replikaze, ale bez dodania matrycy prowadzi do po-
wstawania mieszaniny krétkich tancuchow RNA, tzw. wariantow, zawierajagcych od
77 do 222 nukleotydéw. Te krotkie tancuchy powstajg prawdopodobnie w wyniku
wystepowania S$ladowych zanieczyszczen matrycy replikazy. Wtasnie jeden z tych
krotkich tancuchéw MDV-1, wybrat zesp6t dr Kramera do konstrukcji pierwszego
rekombinanta RNA. Sekwencje nukleotydéw i struktura drugorzedowg MDV-1 byta
juz uprzednio znana. Wystepuja w nim sekwencje wigzace replikaze, a na korcu 3'
znajduje sie pare reszt cytozynowych, co jest warunkiem inicjowania replikacji
(Ryc. 1). Replikacja czasteczki MDYV, podobnie jak genomu faga Q3 jest autokata-
lityczna.

Wybranie odpowiedniego miejsca ciecia i wiaczenie obcego RNA nie byto tatwym
zadaniem. Wi#iaczenie fragmentu nie powinno byto bowiem ani naruszy¢ sekwencji
wigzacych ani zmienia¢ struktury drugorzedowej. Ciecie rybonukleazg Tl wykonano
po hybrydyzacji MDV-1 z komplementarnym modyfikowanym cDNA. Modyfikacja

« Prof. dr hab., Instytut Biologii i Biochemii PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa
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Ryc. 1. Drugorzedowa struktura MDV-1. Strzatka wskazuje miejsca ciecia rybonu-
kleazy TI. Grubszg czcionkg zaznaczono homologiczne sekwencje do sekwencji ge-
nomu faga Q[5 homologia wystepuje w regionach wigzacych replikaze oraz w miejscu
inicjacji.

cDNA polegata na usunieciu trzech zasad 62—64 i wstawieniu s-mio nukleotydowego
fragmentu —C—T—C—T—A—G—A—G—. Oczywiscie w tym rejonie, z powodu
braku homologii nie zachodzi parowanie zasad miedzy cDNA a RNA. Rybonukleaza
TIl, tngca tylko pojedynczag ni¢, rozszczepiata wigzania estrowe miedzy 63 a 64 za-
sadg, dajac dwa fragmenty: 63 i 158 nukleotydowe (Ryc. 2). Otrzymane heterodup-
leksy DNA—RNA ,topiono”, a nastepnie powstate fragmenty RNA rozdzielano elek-
troforetycznie w zelu. Ligaza RNA faga T4 wymaga na koncu 5' grupy P04 a frag-
ment 158 nukleotydowy po trawieniu rybonukleazg w tym miejscu posiada OH.
Przeprowadzono wiec jej fosforylacje kinaza, a dopiero nastepnie ligacje z wia-
czanym fragmentem.

W pierwszych doswiadczeniach dotgczono do 158 nukleotydowego fragmentu
kwas dodecyloadenylowy otrzymujac fragment 168 nukleotydowy, ktory po wpro-
wadzeniu grupy fosforanowej na konhcu 5', ligowano z fragmentem 63 nukleotydo-
wym. Tak otrzymano pierwszy rekombinat RNA. Warto zaznaczy¢, ze po kazdym
etapie sprawdzano sekwencje nukleotyddw. Otrzymany rekombinant uzyto jako
matrycy w procesie replikacji. Replikaza Q@ nie zauwazyta obecnosci ,,obcego” RNA
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i kinetyka reakcji byta podobna do kinetyki replikacji matrycy MDV-1. Powstate
RNA analizowano elektroforetycznie w zelu i stwierdzono obecno$¢ nici (+) i (—),
co Swiadczy o autokatalitycznej replikacji. Liczba czasteczek RNA wzrastata ekspo-
nencjalnie: w ciggu 9 minut nastepowat 300-krotny wzrost.

63 10 158
PPP]j DP 'OH HOX D OH
Fosforylacja
PJ
Defosforyiacja Ligacja
ylac) 168 gacj
HOIMMI
Fosforylacja
HO X D OH
Ligacja
231 gac)
hoi: JOH

Ryc. 2. Schemat konstrukcji rekombinanta RNA.

PomysSinie réwniez zakonczyty sie proby wiaczenia do MDV-1 diuzszych frag-
mentéw RNA, jak 210 nukleotydéw z adenovirusa czy 120 nukleotydéw 5S z E.
coli.

Autorzy omawiajac stosowalno$¢ tej metody do syntezy RNA in vitro, pod-
kreslaja mozliwos¢ otrzymania przy jej uzyciu peinej czasteczki RNA wraz z intro-
nami (ang. unprocessed gene transcript). Takie RNA mogtoby by¢ pomocne w bada-
niach procesu sktadania RNA (ang. splicing). Zastosowanie tej metody moze utatwic
takze otrzymywanie wiekszych ilosci eukariotycznych RNA jako matrycy do syn-
tezy biatka.

Fakt natychmiastowego opatentowania metody wskazuje jak wielkie znaczenie
autorzy jej przypisujg.

Zaakceptowano do druku dnia 5 kwietnia 1985 r.
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MINIREVIEW

WANDA SOKOL-MISIAK*

Sekwencje DNA niezbedne dla regulacji transkrypcji
przez hormony glukokortykoidowe
w komorkach eukariotycznych

DNA sequences involved in the regulation of transcription
by glukocorticoid hormones in eukaryotic cells

Hipotetyczny model dziatania hormonéw sterydowych na poziomie transkryp-
cji — szczeg6towo opisany w 1976 r. przez O’Ma leya na przykladzie dziatania
progesteronu na transkypcja genu owalbuminy w komdrkach jajowodéw kurcze-
cia — zaklada, ze w organizmie eukariontow sygnaty hormonalne w komoérkach do-
celowych przekazywane sg za pomocg biatkowego receptora danego hormonu ste-
rydowego. Receptor ten, po utworzeniu kompleksu z hormonem, wigzany jest w re-
gionie sekwencji promotorowych genu kontrolowanego przez ten hormon, udostepnia-
jac je eukariotycznej polimerazie RNA B. To hipotetyczne zatozenie zostato sformu-
towane na podstawie modelu Jacoba i Monoda dotyczacego ogdlnych zasad regulacji
transkrypcji u prokariontow.

Poczatek lat 80-tych przynidst niezwykty postep w badaniach struktury gendéw
eukariotycznych oraz otaczajacych je sekwencji**. Mozliwo$¢ wyizolowania i sklono-
wania genu wraz z otaczajagcymi go sekwencjami DNA, wyciecia okreSlonych regio-
néw tych sekwencji i sprawdzenie wptywu tej kontrolowanej delecji na transkryp-
cje badanego genu w uktadzie bezkomorkowym, a w przypadku niektérych gendw
(szczegOlnie retrowirus6w) w uktadzie komorkowym, przyczynity sie do zidentyfiko-
wania niektérych elementéw sktadowych promotoréw gendéw eukariotycznych. We-
dtug Chambona i wsp. [1, 2] obecny stan wiedzy pozwala jedynie na zde-
finiowanie promotora eukariotycznego jako kompleksu réznych sekwencji DNA,
ktorych delecja (lub $cis$lej mutacja typu cis) znosi selektywnos$¢ inicjacji transk-
rypcji genu struktury lub obniza wydajnos¢ tej transkrypcji. Wedlug Wasylyka
i Chambona [1] tak zdefiniowany promotor genéw eukariotycznych sktada sie
przynajmniej z czterech elementéw, ktérymi sa:

*

Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzebiec, 05-511, Mro-
kow

** Zagadnienie to poruszone zostalo w Postgpach Biochemii: Chorgzy M., (1981), 27, 263—
266.

Wykaz stosowanych skrétéw: A — adenozyna; T — tymidyna; MMTV — wirus guza sutka
myszy (ang. mouse mammary tumor virus); tk — kinaza tymidynowa; LTR — (ang. long ter-
minal repeate) krancowe odcinki DNA retrowiruséw o charakterystycznej dla danego wirusa
dtugosci i sktadzie sekwencji, taczace sie z DNA zainfekowanych komoérek.
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a) sekwencje DNA woko6t miejsca startu transkrypcji, ktére odpowiada pierwsze-
mu nukleotydowi transkryptu (nukleotyd oznaczany liczbg + 1, w praktyce odpo-
wiadajgcy pierwszemu nukleotydowi dojrzatego transkryptu z dotgczong czapeczka
/ang. capi) delacja tych sekwencji znosi prawidtowy start transkrypcji;

b) sekwencje potozone w odlegtosci 26—36 par nukleotydow na lewo od miejsca
startu transkrypcji (nukleotydy oznaczane liczbami ujemnymi, poprzedzajagce miej-
sce startu), bogate w tymidyne (T) i adenine (A), zwane TATA box, charaktery-
styczne dla wiekszosci genow transkrybowanych przez polimeraze RNA B; delecja
tych sekwencji (a niekiedy punktowa mutacja) znosi prawidtowos$¢ rozpoznawania
miejsca startu transkrypcji przez polimeraze RNA B;

c) sekwencje potozone w odlegtosci okoto 100 par nukleotydéw na lewo od
miejsca startu transkrypcji; delecje w obrebie tych sekwencji redukujg miedzy in-
nymi podstawowy poziom transkrypcji, lecz nie wptywajg na prawidtowos$¢ rozpo-
znawania miejsca startu transkrypcji przez polimeraze RNA B;

d) sekwencje potozone powyzej 100 par nukleotydéw na lewo od miejsca startu
transkrypcji; delecje w obrebie tych sekwencji obnizajg w warunkach in vivo
efektywnos$¢ transkrypcji niektorych gendw do poziomu transkrypcji podstawowej;
w regionie tym, w przypadku niektérych retrowirusow, wystepujg tak zwane sek-
wencje wzmacniajace (ang. enhancer sequences) regulujagce wydajno$é transkrypcji
niezaleznie od odlegtosci i orientacji tych sekwencji w stosunku do miejsca inicjacji
transkrypcji.

Jak wykazano na przyktadzie promotora genu konalbuminy [2] proksymalne sek-
wencje promotorowe (obejmujagce TATA box i sekwencje woko6t miejsca startu
transkrypcji) wigza komorkowe czynniki preinicjacyjne; podkreslic nalezy, ze eu-
kariotyczna polimeraza RNA B nie rozpoznaje prawidlowego miejsca startu trans-
krypcji bez uprzedniego zwigzania czynnikow preinicjacyjnych z tym regionem
promotora.

W serii Swietnych eksperymentéw kilka grup badawczych zdotato zlokalizowaé
w genomie wirusa guza sutka myszy (MMTV) regiony DNA wigzace in vitro biat-
kowy receptor glukokortykoidéw [3, 4, 5, ¢] oraz sekwencje DNA w regionie promo-
tora MMTV, ktorych delecja znosi wptyw in vivo glukokortykoidéw na inicjacje
transkrypcji DNA MMTV [7, s, 9, 10]. W badaniach tych zastosowano techniki klo-
nowania i rekombinacji DNA, tworzagc z réznych fragmentéw DNA MMTV (za-
wierajacych lub nie, regiony wigzgce in vitro receptor) oraz z DNA sekwencji pro-
motorowych i kodujacych gen kinazy tymidynowej (t/c) wirusa opryszczki (genu
normalnie nie kontrolowanego przez glukokortykoidy) tak zwane geny-chimery. Te
zrekombinowane geny wprowadzano drogg transfekcji do komérek mysich lub
szczurzych hodowanych in vitro do szczepéw nie wytwarzajacych aktywnej kinazy
tymidynowej a posiadajgcych aktywny receptor glukokortykoidéw. Transfekowane
komorki selekcjonowano na odpowiedniej pozywce, w ktérej komdrki o nieaktyw-
nej kinazie tymidynowej nie sg zdolne do wzrostu; wptyw in vivo glukokortykoidow
na inicjacje transkrypcji genéw-chimer okre$lano na podstawie analizy transkryp-
téw izolowanych z transfekowanych komdérek hodowanych w obecnosci lub bez glu-
kokortykoidow.

Sekwencje promotorowe, warunkujgce in vivo prawidtowos$¢ i efektywnos$é
inicjacji transkrypcji DNA wirusa MMTV, znajdujg sie¢ w lewym, kohcowym od-
cinku DNA MMTYV, okreslanym jako LTR (ang. long terminal repeat); analogiczne
sekwencje znajdujg sie w prawym LTR [7, 11]; receptor glukokortykoidow wigze
sie do lewego [3, 4, ] i prawego [3, 4, 5] LTR oraz w obrebie [¢] i miedzy [4, s]
obydwoma LTR (Ryc. 1 A); delecja sekwencji promotorowych znosi prawidtowg ini-
cjacje i wptyw glukokortykoidéw na transkrypcje DNA MMTV [7].
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Ryc. 1. Regiony DNA MMTV wiazace in vitro receptor glukokortykoidéw oraz wa-
runkujace in vivo transkrypcje DNA MMTV (A) lub DNA genéw-chimer utworzo-
nych z DNA kinazy tymidynowej (tk) i DNA lewego LTR MMTV (B) lub prawego
LTR MMTV (C).

DNA komorki gospodarza zaznaczono linig falista; DNA LTR MMTV zaznaczono podwdjna
gruba linig, a pozostate sekwencje DNA MMTV lub tlc podwdjng cienka linig; sekwencje pro-
motorowe MMTV zakreskowano skos$nie, a sekwencje promotorowe tk poziomo; sekwencje
kodujgce tk zakropkowano. Liczby ujemne oznaczajg pozycje nukleotydu na lewo a liczby
dodatnie pozycje nukleotydu na prawo od homologicznego miejsca startu transkrypcji DNA
MMTV (nukleotyd o liczbie +1); strzatki oznaczaja kierunek transkrypcji DNA MMTV lub tk.
Sekwencje DNA MMTV warunkujace dziatanie in vivo glukokortykoidéw zaznaczono linig
ciagta (8, 10), a wiazace in vitro receptor glukokortykoidéw zaznaczono linia przerywana
z krzyzykami (3, 4, 5, 6).

Grupa badawcza Yamamoto [s, 10] starata sig ustali¢, czy inicjacja trans-
krypcji DNA MMTYV i stymulacja tej transkrypcji przez glukokortykoidy uwarun-
kowana jest obecnos$cig jednego elementu promotora czy tez obecno$cig dwoéch nie-
zaleznych elementéw, ktére mozna oddzieli¢ fizycznie i funkcjonalnie [i0], oraz czy
elementy te wigzg in vitro receptor glukokortykoidéw [+]. Grupa ta wykazata, ze de-
lecja sekwencji DNA lewego LTR, lezacych miedzy -109 a -449 nukleotydem na
lewo od miejsca startu syntezy RNA MMTV (fragment DNA LTR wigzacy in vitro
receptor glukokorytykoidéw) znosi dziatanie in vivo glukokortykoidéw na trans-
krypcje; przytagczenie tego fragmentu DNA LTR lub fragmentu lezacego miedzy
-109 a -1182 nukleotydem nie zawierajacych inicjacji transkrypcji do sekwencji pro-
motorowych i kodujacych genu kinazy tymidynowej (tk) (genu niewrazliwego na
genu tk w transfekowanych tym rekombinantem szczurzych komérkach w obecnosci
glukokortykoidéw. Co ciekawsze, rekombinat, w ktérym fragment DNA LTR lezacy
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miedzy -109 a -1182 nukleotydem przytgczono w odwréconej orientacji (Ryc. 1 B) do
sekwencji promotorowych genu tk wykazywat analogiczng wrazliwo$¢ na dziatanie
in vivo glukokortykoidow.

Wyniki uzyskane przez grupe Yamamoto wskazujg, ze bez utraty funkcjo-
nalnych wiasciwosci mozna fizycznie oddzieli¢ od sekwencji promotorowych, warun-
kujacych prawidtowg inicjacje syntezy RNA MMTYV, sekwencje DNA niezbedne dla
regulacji transkrypcji przez glukokortykoidy; tak oddzielone sekwencje, przyia-
czone do heterologicznych sekwencji promotorowych genu normalnie nie kontrolo-
wanego przez glukokortykoidy, powodujg ,uwrazliwienie” tego genu na dziatanie
in vivo glukokortykoidéw, niezaleznie od odlegtosci i orientacji przytagczonych sek-
wencji.

Inna grupa badawcza [7, s, 9] starata sie wytyczy¢ granice sekwencji DNA LTR,
ktérych delecja znosi kontrolowanie in vivo transkrypcji przez glukokortykoidy;
jednoczesnie starano sie wyjasni¢ [s, 9] czy hormonalna regulacja transkrypcji zwig-
zana z okreslonym fragmentem promotora jednego genu ogranicza sie do kontroli
jednego miejsca inicjacji, czy tez moze réwnolegle regulowa¢ inicjacje transkrypcji
drugiego genu, posiadajgcego wiasny, niewrazliwy na dziatanie glukokortykoidow
promotor i wiasne miejsce startu syntezy RNA. Stosujagc kontrolowane delecje od
kofnca 5 DNA prawego LTR autorzy utworzyli z fragmentéw DNA LTR oraz DNA
sekwencji kodujgcych genu tk (poprzedzonych 70-ma nukleotydami sekwencji pro-
motorowych tego genu) szereg mieszancowych rekombinantéw czy tez genéw-chimer
(Ryc. 1 C), w ktoérych dwa miejsca inicjacji transkrypcji (to jest inicjacji transkrypcji
DNA LTR MMTV i DNA tk) oddalone byly od siebie o okoto 500 nukleotydéw (Ryc.
1C). Wykazali oni, ze delecja od koica 5'DNA LTR do -202 nukleotydu na lewo od
miejsca inicjacji transkrypcji DNA LTR nie znosi kontroli hormonalnej inicjacji
transkrypcji DNA LTR i DNA tk w utworzonych genach-chimerach, natomiast de-
lecja od konca 5’DNA LTR do -137 nukleotydu prawie catkowicie redukuje wptyw
in vivo glukokortykoidéw na regulacje transkrypcji DNA LTR. W ten spos6b auto-
rzy wykazali, ze sekwencje DNA LTR potozone w dystalnym regionie promotora
LTR MMTV warunkujag hormonalng kontrole inicjacji syntezy dwdch rdéznych
transkryptow, ktérych miejsca inicjacji sg oddalone od siebie o okoto 500 nukleo-
tydow.

Wedtug niepublikowanych danych jednego ze wspotautorow artykutu przegla-
dowego tej grupy badawczej [9] delecja od korica 3'DNA LTR do -63 nukleotydu
redukuje wpltyw in vivo glukokortykoidéw na efektywno$¢ inicjacji transkrypcji
DNA tk w analogicznie skonstruowanym genie-chimerze. Ostatni wynik nie jest
jednak zgodny z wczes$niej cytowanymi rezultatami badan grupy Yamamoto [10]
oraz z danymi, ktére dotycza lokalizacji wigzania receptora glukokortykoidéw w re-
gionie promotora MMTV [5, 6]

Dwie grupy badaczy: Yamamoto [s] i Beato [5] — wykorzystujac mie-
dzy innymi efekt ochronny biatka zwigzanego z DNA — zlokalizowaty potozenie se-
kwencji DNA LTR wiagzacych in vitro receptor glukokortykoidow izolowany z wa-
troby szczura. W obszarze sekwencji promotorowych obie grupy znalazty w le-
wym [¢] i prawym [5] LTR dwa podobnie zlokalizowane odcinki DNA LTR silnie
chronione przez receptor glukokortykoidéw przed dziataniem DNA-zy |: miedzy -84
a -127 nukleotydem [¢] lub -72 a -124 nukleotydem [5] oraz miedzy -166 a -189 nu-
kleotydem [¢] lub -163 a -192 nukleotydem [5] na lewo od miejsca inicjacji trans-
krypcji LTR. (Ryc. 2).

Grupa Yamamoto [¢] zidentyfikowata tez dwa inne odcinki DNA w lewym
LTR silnie chronione przez receptor glukokortykoidéw przed dziataniem DNA-zy I:
miedzy -269 a -283 nukleotydem i miedzy -289 a -305 nukleotydem na lewo od
miejsca startu syntezy RNA MMTV; oprécz tego znaleziono cztery odcinki DNA
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Ryc. 2. Schemat budowy promotora ludzkiego genu metalotioneiny [12]. Prostokaty
oznaczajg potozenia: TATA box (zakreskowane skos$nie), sekwencji warunkujg-
cych podstawowy poziom transkrypcji (zakreskowane poziomo) i sekwencji warun-
kujacych dziatanie kadmu (niezakreskowane). Sekwencje warunkujgce dziatania in
vivo glukokortykoidéw zaznaczono linig ciggta, a wigzace in vitro receptor gluko-

kortykoidéw linig przerywang z krzyzykami. Pozycje nukleotydéw zaznaczono jak na
rycinie 1.

wigzace receptor, lezagce miedzy +4000 a +8000 nukleotydem na prawo od miejsca
startu syntezy RNA MMTV. Znaczenie wigzania receptora glukokortykoidow przez
te regiony DNA MMTYV jest catkowicie niewyjasnione.

Wszystkie wymienione regiony DNA MMTV wigzace in vitro receptor gluko-
kortykoidéw oraz sekwencje DNA MMTV, ktérych delecja znosi wptyw in vivo
glukokortykoidéw na inicjacje syntezy RNA MMTV lezg poza proksymalnymi sek-
wencjami promotorowymi, ktorych obecno$¢ warunkuje prawidtowe odnajdywa-
nie miejsca inicjacji transkrypcji przez polimeraze RNA B.

Podobnag prawidtowos$¢ stwierdzono ostatnio [12] w przypadku ludzkiego genu
struktury metalotioneiny (biatka wigzacego metale cigzkie w komoérkach réznych or-
ganizmow eukariotycznych). Transkrypcja genu metalotioneiny jest indukowana in
vivo przez glukokortykoidy i kadm. Po wieloletnich, poczatkowo nieudanych pro-
bach wprowadzenia réznymi metodami do réznych komérek mysiego lub ludzkiego
genu metalotioneiny bez utraty wrazliwo$ci tego genu na dziatanie glukokortykoi-
déw, wprowadzono ludzki gen metalotioneiny (MT-IIA) wraz z 800 nukleotydami po-
przedzajagcymi miejsce inicjacji transkrypcji droga transfekcji do szczurzych fibro-
blastow [::]; okazat sie on niezwykle interesujgcym obiektem w badaniach nad me-
chanizmem modulacji transkrypcji komorkowych gendw eukariotycznych. Stosujac
delecje poprzedzajagce miejsce startu syntezy RNA MT-IIA i tworzac z uzyskanych
fragmentéw DNA MT-IIA oraz sekwencji promotorowych i kodujagcych genu kinazy
tymidynowej (i/c) szereg rekombinantow, autorzy ustalili, ze sekwencje promotorowe
MT-Ila muszg obejmowaé przynajmniej 270 nukleotydow, ktére poprzedzajg miej-
sce inicjacji transkrypcji tego genu; w obrebie tych sekwencji zidentyfikowano: sek-
wencje TATA box lezace miedzy -24 a -29 nukleotydem; sekwencje warunkujace
podstawowy poziom transkrypcji przez kadm, lezagce miedzy -38 a -50 i miedzy -138
a -150 nukleotydem oraz sekwencje warunkujace indukcje transkrypcji przez glu-
kokortykoidy, lezgce miedzy -237 a -268 nukleotydem. Delecja sekwencji niezbed-
nych dla regulacji transkrypcji przez glukokortykoidy znosi dziatanie in vivo glu-
kokortykoidow bez wptywu na podstawowy poziom transkrypcji oraz indukcje trans-
krypcji przez kadm. Autorzy zdotali fizycznie i funkcjonalnie oddzieli¢ sekwencje
DNA warunkujace dziatanie glukokortykoidéw i kadmu od sekwencji warunkuja-
cych inicjacje transkrypcji; sekwencje te przytgczone (w odlegtosci przynajmniej
600 nukleotydéw) do heterologicznego promotora genu tk, niewrazliwego na dziata-
nie glukokortykoidéw i kadmu, powoduje uwrazliwienie tego genu na dziatanie
in vivo obu tych czynnikéw. Autorzy okreslili réwniez sekwencje DNA MT-IIA
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wigzace in vitro receptor glukokortykoidéw izolowany z watroby szczura. Stwier-
dzili oni, ze receptor najbardziej chroni przed dziataniem DNA-zy | odcinek DNA
MT-Ila miedzy -245 a -265 nukleotydem i wzglednie stabo w okolicach -324 nukleo-
tydu; okre$lono w tych odcinkach sktad i kolejno$¢ nukleotydéw wskazujac na pe-
wne homologie w sekwencji nukleotydow silnie chronionych przez receptor gluko-
kortykoidéw * przed dziataniem DNA-zy | w regionach promotora MT-11A [12] i LTR
MMTV [5],

W omawianych badaniach po raz pierwszy wykazano eksperymentalnie, ze w dy-
stalnych regionach promotora genu komodrkowego eukariontéw istniejg sekwencje
DNA, wiagzace in vitro receptor glukokortykoidéw, ktérych delecja znosi dziatanie
in vivo glukokortykoidow na efektywnos$¢ inicjacji transkrypcji bez wpltywu na
prawidtowos¢ tej inicjacji i podstawowy poziom transkrypcji oraz indukcje tej trans-
krypcji przez inne czynniki [12], Jak wykazano w przypadku retrowirusa MMTV
sekwencje te moga oddziatywaé jednoczes$nie na efektywno$¢ inicjacji syntezy dwéch
réznych transkryptéow [s], niezaleznie od odlegtosci [s, 1:1] i orientacji [12] w sto-
sunku do miejsca inicjacji syntezy kontrolowanego transkryptu; sekwencje te prze-
jawiajg wiec cechy tak zwanych sekwencji wzmacniajgcych (ang. enhancer sequen-
ces) uznanych obecnie za nowy element regulujgcy transkrypcje; w przypadku ge-
néw komoérkowych dziatanie sekwencji wzmacniajagcych zwigzane jest z kontrolg
transkrypcji specyficzng dla danego rodzaju komoérek lub tkanek [13], co jest przy-
puszczalnie uwarunkowane wigzaniem przez te sekwencje biatek, wystepujacych
jedynie w okreslonych komorkach. Receptor glukokortykoidéw pretenduje wiec
do pierwszego zidentyfikowanego biatka, ktére jest wigzane przez ten typ sek-
wencji.

Zaakceptowano do druku 5 marca 1985 r.
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I. Protoonkogeny jako potencjalne geny transformujace

Postep nauki o etiologii powstawania nowotworéw przebiega w ostat-
nich latach niezwykle dynamicznie. Tak burzliwy rozwdéj stat sie mozliwy
dzieki opanowaniu technik inzynierii genetycznej — w szczegélnosci od-
kryciu i zastosowaniu licznych enzyméw restrykcyjnych oraz udoskonale-

* mgr, Zaktad Biochemii, Instytut Hematologii, ul. Chocimska 5, 00-957 War-
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niu metod klonowania i sekwencjonowania DNA. Jednak fundamentem
tej wiedzy staty sie prace przeprowadzone w latach 60-tych, w ktérych
koncentrowano sie gtdwnie na ustaleniu roli zewnetrznych, pozaorganiz-
malnych czynnikdw w powstawaniu nowotworow — wplyw chemicznych
kancerogenéw, promieniowania jonizujacego czy infekcji wirusowych. W
wyniku badan ustalono, iz gtdwnym obiektem destruktywnych oddziaty-
wan czynnikow zewnetrznych jest materiat genetyczny komorek. Na tej
podstawie powstata koncepcja, iz rzeczywiste przyczyny i mechanizmy on-
kogenezy ukryte sg w samym DNA. W 1971 roku Te min [1] zapro-
ponowat tzw. ,hipoteze protowirusa”, wedtug ktérej we wszystkich ko-
morkach organizméw wyzszych wystepujg potencjalne onkogeny, petnigce
normalne funkcje w komoérce. Wedlug Temina potencjalne onkogeny
(protoonkogeny) przechodzg w forme wiasciwych onkogenéw, tj. gendw
0 wiasnosciach transformujgcych komorki, w wyniku mutacji somatycz-
nych lub w wyniku wigczenia ich do genomu retrowirusa [2]. W Swietle
najnowszych badan hipoteza ta staje sie coraz bardziej prawdopodobng,
w odréznieniu od wysunietej pod koniec lat 60-tych przez Huebnera
1 Todaro tzw. ,hipotezy onkogenu” [3]. Ta ostatnia zaktada obecno$¢
w normalnych komoérkach utajonych onkogendéw, ktérych aktywacja czyn-
nikami mutagennymi prowadzi¢ moze do onkogenezy [3]. Obecnie uwaza
sie, ze nie istniejg geny, ktérych jedyng funkcjg jest wywotywanie trans-
formacji nowotworowej [> ].

Do tej pory odkryto 20 onkogendéw zintegrowanych z genomem retro-
wirus6w wywotujacych nowotwory u kregowcow [4]. Wspdiczesnie prze-
waza poglad, ze wirusowe onkogeny nie sg naturalnymi skladnikami ge-
nomu retrowiruséw [2, 5]. Jedna z hipotez méwi, iz zostaty one witgczone
do genomu retrowirusowego w wyniku rekombinacji genetycznej mie-
dzy cDNA prowirusa a cDONA komorkowego protoonkogenu [5] 1 O takiej
genezie wirusowych onkogenéw $wiadczy kilka faktéw. Po pierwsze, w
miejscu integracji onkogenu czesto wystepuje delecja odpowiednich sek-
wencji wirusowych [2]. Po drugie, w komorkach kregowcow [—10] i bez-
kregowcdw [..] wykryto geny (protoonkogeny), ktorych sekwencje sg
w wysokim stopniu homologiczne z sekwencjami niektérych onkogendw
spotykanych u retrowiruséw (okre$la sie je skrétem c-onc — od ang. cel-
lular oncogen, w odréznieniu od wirusowych onkogenéw v-onc — ang. vi-

1 cDNA jest sekwencjg DNA powstatg na matrycy RNA przy udziale odwrotnej
transkryptazy — enzymu, ktérego gen znajduje sie w genomie retrowiruséw. Po
zainfekowaniu komorki genom retrowirusa zbudowany z RNA zostaje przepisany
na DNA (cDNA) przy udziale odwrotnej transkryptazy (rewertazy) uwalnianej do
komérki z kapsydu wirusa i dopiero w takiej formie zostaje wbhudowany do geno-
mu gospodarza. Wbudowany wirus nosi nazwe ,prowirusa”. Wedlug Temina [5]
odwrotnej transkrypcji mogg ulega¢ takze mRNA gospodarza w tym mRNA komor-
kowych protoonkogenéw.
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rai oncogen) 2 Po trzecie, wirusowe onkogeny r6znig sie od protoonkoge-
néw tym, ze nie posiadajg intronéw, podczas gdy geny c-onc sg tzw. ge-
nami mozaikowymi sktadajacymi sie z intronéw i egzonéw [2]3. Ponadto
geny u-onc w poréwnaniu z ich odpowiednikami komérkowymi sg nie-
kompletne — posiadajg mutacje i delecje [. ].

Komorkowe protoonkogeny cechuje duza konserwatywno$¢ ewolucyjna,
charakterystyczna dla gendw o waznych funkcjach genetycznych [.]4
W przypadku niektérych protoonkogendéw wykazano ich aktywnos$¢ trans-
krypcyjna w normalnym rozwoju kregowcow [12, 13]. Przypuszcza sie,
iz komdrkowe protoonkogeny biorg udziat w kluczowych procesach, od-
powiedzialnych za wzrost i réznicowanie sie komorek normalnych [5].
Zmiany w funkcjonowaniu genow proto-onc prawdopodobnie wptywajg
na zmiane regulacji proceséw komorkowych prowadzac w konsekwencji
do powstania fenotypu nowotworowego. Zebrano juz wiele dowodow,
iz komoérkowe onkogeny biorg udzial w transformacji nowotworowej wy-
wotanej innymi czynnikami niz transdukcja wirusowa np. przez muta-
cje [14], indukcje wirusami niezawierajgcymi w swym genomie onkoge-
néw a integrujagcymi sie w poblizu lub wewnatrz komérkowych onkoge-
néw [15—16], transfekcje [17— 18], amplifikacje [19—21] lub translokacje
chromosomalne [22—23]. W kilku przypadkach analiza sekwencji onkoge-
nu komérkowego wyizolowanego z nowotworu (powstatego po indukcji
jednym z wyzej wymienionych czynnikdw) ujawnita w ich obrebie zmiany
w podstawieniu niektérych zasad, delecje lub/i insercje, w poréwnaniu
z analogicznymi sekwencjami pobranymi z komorek nietransformowanych
[2, 22, 25]. Podobne zjawisko zaobserwowano w stosunku do- onkogenow
wirusowych. Wydaje sie zatem prawdopodobne, ze zmiana sekwencji on-
kogenu moze by¢ istotng przyczyna przejscia formy proto-onc w forme
one. Stanowi to rowniez silng przestanke, iz miedzy zmiang formy on-
kogenu a transformacjg nowotworowg istnieje zwigzek przyczynowo-skut-
kowy.

W przypadku niektérych onkogenéw wiadomo juz, ze ich produkty
biatkowe sg enzymami przypominajgcymi swymi wiasnosciami naturalne
enzymy komérkowe. Réznig sie jednak od prawidtowych enzymow wieksza
aktywnoscig 4 Wydaje sie jednak, iz w odniesieniu do innych onkogenéw
zmianie ulegaja witasnosci samego genu, powodujgce zaburzenia regulacji

2 O ile teoretyczne rozroznienie miedzy protoonkogenami a onkogenami jest
mozliwe o tyle w praktyce nie zawsze jest wiadome z jakg formg tego genu mamy
do czynienia, w zwigzku z czym w literaturze zrodtowej terminy ,,onkogen” i ,,c-onc”
uzywane sg w réznych znaczeniach. Zaleznie od kontekstu moga oznacza¢ badz pro-
toonkogeny badz geny transformujgce badz obie formy jednoczesnie.

s W Postgpach Biochemii ukazata si¢ praca na temat genéw mozaikowych:
Fronk J., (1982) Post. Biochem., 28, 3—24.

« Na temat komoérkowych (i czesciowo wirusowych) onkogenéw ukazata sie w
Postepach Biochemii obszerna praca przegladowa: Chorgzy M, Szala S,
(1983) Post. Biochem., 29, 261—298 i 421—422.
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ekspresji [22, 34, 43]. W pewnych przypadkach nie mozna wykluczy¢, iz
przyczynag nienormalnej regulacji onkogenu jest zmiana sekwencji w jego
sgsiedztwie. Wiaczenie sekwencji onkogenu w obszar aktywnej chroma-
tyny moze nastgpi¢ na przyktad, w wyniku przemieszczen materiatu ge-
netycznego w obrebie chromosomdéw (translokacje) integracji wiruséw
w poblize onkogenéw lub w wyniku transdukcji. Zestawienie sekwencji
onkogenu z promotorami lub sekwencjami wzmacniajagcymi innych genow
lub wiruséw moze byé przyczynag nienormalnej, wzmozonej aktywnosci
tych onkogenéw [22, 23, 34].

1. Specyficzne translokacje w nowotworach

Fakt, ze przegrupowania chromosomalne, takie jak inwersje, trans-
lokacje i transpozycje moga powodowaé zmiane ekspresji genéw, nienor-
malne réznicowanie komorek a nawet uposledzenie rozwoju catego orga-
nizmu, znany jest juz dawno badaczom zajmujacym sie dziedzicznoscia,
rozwojem i zmiennoS$cig organizmow [35—37]. Jedno z pierwszych donie-
sien o specyficznych translokacjach wystepujacych w niezaleznie powsta-
tych nowotworach tego samego typu (chtoniaki Burkitta) ukazato sie
w 1974 roku [38]. Dalsze, systematyczne badania kariotypow w komoér-
kach nowotworowych ujawnity, ze w wielu nowotworach wystepujg cha-
rakterystyczne aberacje chromosomalne. Najczesciej spotykane sg delecje
i translokacje obejmujace przewaznie dwa, rzadziej trzy chromosomy nie-
homologiczne [40, 41].

Gtéwnym celem tych badan byto okreslenie czy aberacje wystepujace
w nowotworach mozna uzna¢ za pierwotng przyczyne powstawania no-
wotworéw, czy tez sg one wtornym zjawiskiem procesu onkogenezy. Wia-
domo bowiem, ze nie wszystkie aberacje chromosomow stwierdzane w ko-
madrkach neoplastycznych moga by¢ bezposrednio odpowiedzialne za trans-
formacje. Niektdre aberacje chromosomdw — zaréwno iloSciowe (mono-
somie, polisomie) jak i jakosciowe (delecje, translokacje) pojawiajg sie
w komdrkach nowotworowych podczas dtugotrwatych hodowli in vitro [39].
Z drugiej za$ strony, nie wszystkie komaorki z aberacjami chromosomalny-
mi przejawiajg fenotyp nowotworowy. W jednym przypadku stwierdzono,
ze translokacja chromosoméw 3 i s, ktdrg pierwotnie ujawniono w ko-
morkach raka nerki okazata sie translokacja konstytutywng tzn. wystepu-
jaca we wszystkich komorkach osoby chorej na ten nowotwor [22]. W po-
dobnych przypadkach udato sie jedynie ustali¢, ze cztonkowie rodzin po-
siadajacy dziedziczng translokacje chromosomalng okreslonego rodzaju
posiadajag wrodzong sktonno$¢ do zapadania na taki sam typ nowotworu.
Takie obserwacje pozwalajg jedynie na stwierdzenie, ze niektore translo-
kacje zwiekszaja prawdopodobieAstwo zachorowania na raka, za$ sama
translokacja nie jest czynnikiem wystarczajgcym do zainicjowania procesu
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onkogenezy. Prawdopodobnie niezbedny jest udziat innych, dotad nieokre-
Slonych czynnikdw [22]. W zwiagzku z powyzszym material pobrany do
badan kariotypu w celu okreslenia czy dana aberacja chromosomalna jest
potencjalnie jedyng przyczyng transformacji nowotworowej, musi spetniac
pewne warunki. Komérki przeznaczone do badan nie moga by¢ poddawane
uprzedniej hodowli in vitro a wystepowanie aberacji konstytutywnej
u dawcy musi by¢ wykluczone. Ostatecznym jednak kryterium jest po-
wtarzanie sie takiej samej aberacji w niezaleznie powstatych liniach takie-
go samego typu nowotworu. W wyniku badan w wielu nowotworach
stwierdzono wystepowanie powtarzajacych sie a wiec raczej nieprzypadko-
wych zmian w strukturze chromosomow [40]. Wstepne opracowanie abe-
racji chromosomalnych zostato ujete w specjalnie wydanym katalogu [41].

Najczesciej spotykang aberacjg jest translokacja chromosomdéw. Polega
ona na wzajemnej wymianie terminalnych odcinkéw miedzy dwoma nie-
homologicznymi chromosomami. Translokacje okre$lane jako specyficzne
dla danego rodzaju nowotworu wystepuja w wysokim procencie stwier-
dzonych przypadkéw (70— 100°/0). W ludzkich chtoniakach typu Burkitta
(Burkitt’s lymphoma) wystepuja specyficzne wzajemne translokacje chro-
mosomoéw . i 14 (w skrécie: t(8;14) w 90°/0 przypadkdw oraz translokacje
t(2;8) i t(8;22) w pozostatych 10°0 przypadkdéw; chioniaki nie-Burkitta
(non-Burkitt’s lymphoma) rowniez charakteryzujg translokacje t(s;14),
przewlekta biataczke szpikowa (chronic myelogenous leukemia) — 1(9;22),
za$ jako przyktad nowotworéw zwierzecych mozna przytoczy¢é mysie
szpiczaki (murine plasmacytoma) z translokacja t(12;15). Specyficznosé
tych translokacji wynika nie tylko z udziatu tych samych chromosoméw —
rowniez miejsca peknie¢ chromosomow sg state i dotyczg tych samych
prazkéw [22, 40, 42],

W odniesieniu do niektérych translokacji wystepujacych w nowotwo-
rach ustalono, ze miejsca peknieé¢ chromosomdéw wystepujg w prazkach,
w ktorych znajdujg sie loci genowe znanych komadrkowych onkogendw.
Na przykiad u cztowieka onkogen c-myc znajduje sie w pragzku 24, na
dtugim ramieniu — q chromosomu s (w skrocie 8g24) i bierze udziat
w translokacjach wystepujacych w chtoniakach Burkitta; mysi gen c-myc
znajduje sie w chromosomie 15, w prazku, ktorego pekniecie wystepuje
w translokacji w mysich szpiczakach; w przewlektej biataczce szpikowej
translokacja objety jest locus onkogenu c-abl znajdujgcy sie na ludzkim
chromosomie 9 w prazku g34; w ludzkiej ztoSliwej biataczce szpikowej
translokacja obejmuje locus onkogenu c-mos na chromosomie Q.. [.:,
42].
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I1l. Translokacje chromosoméw w chioniakach Burkitta i w mysich
szpiczakach jako model mechanizmu transformacji nowotworowej

Rozwd6j metod klonowania i sekwencjonowania genow umozliwit pod-
jecie badan nad strukturg sekwencji translokowanych gendw. Najbardziej
zaawansowane sg prace nad translokacjami chromosomalnymi w mysich
szpiczakach i w ludzkich chtoniakach Burkitta. Na wybo6r tych nowotwo-
row jako materiatlu modelowego ztozyto sie kilka powodéw. Po pierwsze,
stwierdzono, ze zaréwno w mysich szpiczakach jak i w chioniakach Bur-
kitta w translokacjach zawsze biorg udziat loci genowe ongokenu c-myc
(chromosom 8g24 — u cztowieka, chr, 15D23 — u myszy) i gendw im-
munoglobulin (u cztowieka: gen tafcuchéw ciezkich Ig — chr, 14932, gen
tancuchéw lekkich ,lambda” — chr, ..qll i gen fancuchéw lekkich , kap-
pa” — chr. 2pll; u myszy: gen fancuchéw ciezkich — chr. 12F1) co su-
geruje, iz mechanizm transformacji w obu przypadkach moze by¢ podobny
[22, 23]. Poza tym niezaleznie prowadzone prace badawcze nad strukturg
i funkcja subgenowych sekwencji onkogenu c-myc i genéw immunoglo-
bulin sg na tyle zaawansowane, ze umozliwia to wstepng interpretacje
wzajemnych funkcjonalnych oddziatywan tych gendw po zajSciu trans-
lokacji.

I11-1. Struktura onkogenu c-myc

Struktura komérkowego genu myc jest do$¢ dobrze poznana. Gen
c-myc zbudowany jest z trzech egzonéw oraz dwdch przedzielajacych je
intronow [22, 23]. Egzon | jest odcinkiem DNA o dtugosci ok. 600 par
zasad i zawiera na koncu 5' dwa miejsca startu transkrypcji oddalone od
siebie 0 160 par zasad [22]. Prawdopodobnie jest on nieulegajacg translacji
sekwencjg liderowg, poniewaz posiada we wszystkich trzech mozliwych
ramkach odczytu kodony nonsensowe, umieszczone blisko potencjalnego
miejsca inicjacji translacji [44]. Pozostata cze$¢ genu tj. | i Il egzon praw-
dopodobnie koduje biatko o masie czgsteczkowej 48 000 [43—45].

Ostatnio jednak ukazata sie praca, w ktorej opisano wyniki niezalez-
nego sekwencjonowania ludzkiego genu myc [43]. Rzuca ona nieco od-
mienne Swiatto na strukture i funkcje | egzogenu. Autorzy tej pracy stwier-
dzajg, ze ustalona przez nich sekwencja | egzonu rézni sie w kilku istot-
nych miejscach od wczesniej opublikowanych sekwencji. Zdaniem G a-
zina i wsp. [43], sekwencja | egzonu jest o wiele dtuzsza i zawiera co
najmniej 1000 par zasad. Ponadto posiada potencjalne miejsce inicjacji
transkrypcji i otwartg ramke odczytu (ang. open reading jrame), co teore-
tycznie umozliwia powstawanie biatka o m.cz. 20 000. Poniewaz pozostate
dwa egzony zawierajg sekwencje dla biatka o teoretycznej m.cz. 48 000,
kompletne biatko c-myc, zdaniem Gazina i wsp. mialoby w normal-
nych, nietransformowanych komorkach m.cz. <. 000. Biatko o m.cz. 48 000



[7] TRANSLOKACJE CHROMOSOMALNE . 607

powstawatoby w przypadku zmian w sekwencji | egzonu (mutacje, de-
lecje, insercje) lub po odcieciu czesci a nawet catosci tego odcinka genu
podczas translokacji chromosomalnej. Pojawienie sie w komérce biatka
0 nizszej masie czasteczkowej powinno by¢ skorelowane z powstaniem fe-
notypu nowotworowego komorki [43]. Jednak wcze$niejsze badania przy
uzyciu surowicy zawierajgcej przeciwciata syntetycznego polipeptydu ho-
mologicznego do karboksylowego konhca biatka c-myc, wykazaty obecnosé
biatka o m.cz. 48 000 zarowno w komorkach normalnych jak i w komor-
kach chtoniaka Burkitta [24].

Nalezy jednak doda¢, ze jak dotad wszystkie wyniki dotyczace struk-
tury i funkcji | egzonu interpretowane sa w $Swietle wczes$niejszej kon-
cepcji.

I11-2. Struktura i rekombinacje genéw immunoglobulin

Druga komponentg biorgcg udziat w specyficznych translokacjach wy-
stepujacych w omawianych nowotworach sg geny immunoglobulin. Ce-
chg charakterystyczng tych gendéw sg specyficzne rekombinacje wewnatrz-
genowe zachodzace podczas normalnego dojrzewania limfocytow [:.].
Rekombinacje gendw immunoglobulin umozliwiajg produkowanie prze-
ciwciat o ogromnej r6znorodnos$ci, gwarantujacej skuteczng odpowiedz
immunologiczng. Rekombinacje te polegaja (w przypadku genéw tanicu-
chow ciezkich) na przytgczeniu jednego z kilku setek subgendéw regionu
zmiennego VH (ang. variable region) wraz z jego sekwencjg promotorowg
do jednego z segmentow regionu D (ang. diversity region), a nastepnie na
przeniesieniu odcinka VD do jednego z szeSciu segmentéw regionu J (ang.
joining region) (Rys. 1). Poniewaz region J przylega do subgenu z re-
gionu stalego (ang. constant region), tzw. rekombinacja VDJ (ang. VDJ
recombination) tworzy kompletny gen immunoglobulin typu IgM. Miedzy
regionem J a subgenem Chk znajdujg sie jeszcze dwie specyficzne sekwen-
cje — tzw. switch sequence). Sekwencja wzmacniajaca jest prawdopodob-
nie niezbedna dla prawidtowego przebiegu transkrypcji genu Ig i uaktyw-
niana jest po rekombinacji VDJ. Sekwencja przetgczajgca Supotozona jest
miedzy wzmacniaczem a subgenem i wykorzystywana jest tylko w tzw.
rekombinacji przetgczajgcej (ang. switch recombination) prowadzacej do
utworzenia gendw innego typu immunoglobulin np. IgG lub IgA. Rekom-
binacja przetaczajaca zachodzi zawsze przy udziale sekwencji przetaczaja-
cej 9ni sekwencji przetgczajacej, przynaleznej do innego subgenu z re-
gionu statego (y, a, ). Sekwencje S sg segmentami o dtugosci 1— 2 kpz,
sktadajgcymi sie z piecionukleotydowych, powtarzajgcych sie sekwencji
1 sg charakterystyczne tylko dla gendw tancuchow ciezkich Ig (geny tan-
cuchéw lekkich nie posiadajg sekwencji typu ,,switch” i regionéw D).

Reasumujgc powyzszy opis — rekombinacja VDJ prowadzi do utwo-
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rzenia genu immunoglobuliny IgM, ktérego sekwencje mozna zapisac
w skrocie: S'-V-D-J-E-Su-C*-S', za$ rekombinacja przetgczajagca ktéra za-
chodzi po rekombinacji VDJ, prowadzi do utworzenia jednego z pozosta-
tych genéw immunoglobulin np. IgG (5'-V-D-J-E-SL-SyCy3") lub IgA (5'-
V-D-J-E-S,,-S«-Ca3") (przytoczone wedtug ::).
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J-subgeny regionu VM; ~“-segm enty regionu D; A-segmenty regionu JH; “-subgeny regionu CH,

N-sekwencja wzmacniajagca E; i“jj-sekwencje przytaczajace S.

Ryc. 1. Budowa ludzkiego genu tanicuchow ciezkich immunoglobulin, a) budowa re-
gionu zmiennego oraz regionéw D i J przed rekombinacjg oraz przyktadowy prze-
bieg rekombinacji VDJ (strzatki); b) odcinek 1 przedstawia gen IgM, ktory powstat
w wyniku rekombinacji VDJ, odcinki 2 i 3 przedstawiajg budowe regionu statego,
strzatki obrazujg przyktadowy przebieg rekombinacji przetgczajgcej; c) sekwencja
genu lg do rekombinacji VDJ i S. (wedtug 22, uproszczone). VH — fragment regio-
nu zmiennego; D — fragment regionu D; JH — fragment regionu J; CH — region sta-

ly.

I111-3. Struktura genu c-myc i genéw immunoglobulin po translokacji
chromosomalnej

Translokacje wystepujgce w chioniakach Burkitta i w mysich szpicza-
kach dotycza tylko jednego chromosomu z pary chromosomoéw homolo-
gicznych, tak ze zawsze zostaje zachowany jeden nienaruszony allel genu
c-myc i genu immunoglobulin [.:].

Poza tym sg translokacjami wzajemnymi (ang. reciprocal translocation)
majacymi charakter ogélnie zachowawczy co do ilosci materiatu genetycz-
nego [22]. Jednak doktadna analiza sekwencji DNA w miejscu pekniecia
chromosomoéw i ponownego ich zlgczenia, wykazata, ze w szeregu liniach
mysiego szpiczaka i w niektérych liniach chtoniaka Burkitta wtasnie w tym
miejscu wystepujg delecje lub duplikacje krétkich kilkunastozasadowych
sekwencji genu c-myc i genu immunoglobulin [25—27]. Zdaniem Ge -
rondakisa i wsp. [25] translokacje powstajg w wyniku dwoch blis-
ko potozonych, jednoniciowych peknie¢ DNA. Po rozsunieciu sie frag-
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mentdw chromosomoéw na ich konicach znajduja sie krdtkie, jednoniciowe
konce DNA; nastepnie w wyniku wspoétzawodniczego dziatania polimera-
zy DNA i egzonukleazy zachodzi z jednej strony dobudowywanie nici
komplementarnej do jednoniciowego konica z drugiej za$ strony jego de-
gradacja. Jes$li dobudowywanie zaszto na obydwoéch koncach to frag-
ment odpowiadajacy jednoniciowemu ,ogonkowi” zostaje zduplikowany.
Analogicznie — dziatanie egzonukleazy spowoduje delecje [25].

Ze wzgledu na staly udziat genéow immunoglobulin w specyficznych
translokacjach omawianych nowotworéw, spodziewano sie, ze mechanizm
powstawania tych translokacji posiada jaki$§ zwigzek z naturalnymi me-
chanizmami rekombinacji VDJ i S (np. przy udziale tych samych enzy-
mow przetgczajacych) [25]. Jednak blizsza analiza sekwencji w miejscach
pekniecia genu c-myc w réznych liniach nowotwordéw nie wykazata zad-
nych wiekszych homologii z analogicznymi miejscami w genach immuno-
globulin [27]. Powyzsze dane wskazujg raczej, iz translokacje sg wynikiem
niehomologicznej rekombinacji miedzy genami potozonymi na dwodch réz-
nych chromosomach [25].

Analiza miejsc pekniecia chromosomu . wykazata, ze w réznych li-
niach chtoniaka Burkitta pekniecia te mogg wystepowaé na bardzo duzym
odcinku DNA — do 7 kpz przed koncem 5' genu c-myc i ok. s kpz za jego
koncem 3' (rys. 2) [25—30]. Pekniecia wewnatrz lokus c-myc (w | in-
tronie lub w | egzonie) wystepujg tylko w niewielu liniach chioniaka Bur-
kitta i we wszystkich zbadanych dotad liniach mysiego szpiczaka [25,
27, 28].

BL
N
% | ‘
BL 22 : :)oaalv| | BL37
BL 34 | |Ly65 | N
Daupi | |57485 |

| Ly 94

d 8%, 18/ == V%) ¥

Ryc. 2. Schemat struktury genu c-myc oraz miejsca pekniecia tego genu w nie-
ktérych liniach chtoniakéw Burkitta (BL) [22, 26, 286—30], i mysiego szpiczaka (MPC)
[25, 271.
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Geny immunoglobulin ulegajg najczesciej peknieciu w obrebie sek-
wencji przetgczajacych [25—29], Jednak i od tej reguty istnieja wyjatki.
W niektérych przypadkach (np. linia Daudi — patrz tabela 1) miejsce pek-
niecia wystepuje w regionie J genu tancuchéw ciezkich immunoglobulin
[31]. W analogicznym miejscu wystepuje pekniecie lokus Ig taricuchéw lek-
kich — ,lambda” na chromosomie .. [26].

Tabela 1
Wybér danych o niektorych najlepiej zbadanych liniach chtoniaka Burkitta i mysiego szpiczaka

miejsce pekniecia locus zmiany w sek-

linia translo- wencji
nowotworu kacja PI™?22 cmye ref,
emye g 123 19

Daudi s; 14 poza c-myc 5+ Ju 28, 31
BL31 s; 14 poza c-myc 5'+ S. 0,9 29
BL22 s; 14 poza c-myc 5/+ % 1,1 X x 22,29
JD38 IV s; 14 1 intron (c.,)8 28

a!) Ly65 s; 14 1 intron Sn X 29
Raji s; 14 poza c-myc 5'+ Syl 13 X 29
Seraphina s; 14 poza c-myc? 19 X 29
BL37 822 poza c-myc 3/++ J(Qu) q 26
Ly 91 278 poza c-myc 3'++ 30
HOPC-1 12, 15 1 intron Sa q qg
J558 12; 15 1 ekson Sa q g 25

é MPC11 12; 15 1 ekson Sy-fl q q 25, 27
P3 12; 15 1 ekson Su q 25
W267 12; 15 1 intron Sa q q

H----miejsce pekniecia genu c-myc wystepuje przed kofcem 5' | egzonu;

+ H----miejsce pekniecia genu c-myc wystepuje za koricem 3' 111 egzonu;

?— miejsce peknigcia genu c-myc nie jest doktadnie ustalone, wiadomo tylko, ze wystepuje poza lokus c-myc\

§ — miejsce pekniecia genu JgH nie jest doktadnie ustalone i moze obejmowaé sam gen Cu lub sekwencje S7;

x — delecje (1), duplikacje (2) i insercje (3) stwierdzone w translokowanym lokus genu c-myc poza miejscem pek-
niecia genu;

g — delecje (1), duplikacje (2), i insercje (3) stwierdzone w translokowanym lokus genu c-myc i Ig dokfadnie w miej-
scu pekniecia tych gendw.
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Cechg charakterystyczng translokacji t(s;14) w chioniakach Burkitta
[26, 28—30] i translokacji t(12;15) w mysich szpiczakach [25] jest odwrot-
na orientacja (ang. head-to-head) genu c-myc i genu lg (chr. 14: centro-
mer-3' Ig 5 — 5'c-myc 3'-telomer) tak, ze sekwencje sensowne obu ge-
néw po translokacji znajduja sie na przeciwnych niciach DNA (Ryc. 3).
Natomiast po translokacjach t(2;8) i t(8;22) wzajemna orientacja genéw
jest zgodna (ang. tail-to-head) (chr. . : centromer-5' c-myc 3' — 5' Ig 3'-te-
lomer), tzn. sekwencje sensowne obu gendw znajdujg sie na tej samej nici
DNA (Ryc. 3c) [30]. W przypadku chtoniakéw Burkitta mamy zatem sy-
tuacje dwojaka: w translokacji t(s ;1) gen c-myc najczeSciej zostaje prze-
niesiony do chromosomu 14, za$§ w translokacjach t(2;8) i t(8;22) gen c-myc
zwykle pozostaje zwigzany z macierzystym chromosomem . (nie ulega
przeniesieniu) a translokowana do tego chromosomu sekwencja genu Ig
znajduje sie za kofAcem 3' genu c-myc [26, 30].

012 N 15— T
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Ryc. 3. Wzajemne potozenie genu c-myc i genu immunoglobulin po translokacji:
a) w mysiej linii P3 t(12;15); b) w ludzkiej linii Bl 22 t(8;4); c¢) w ludzkiej linii Bl 37
t(8;22). C — kierunek potozenia centromeru chromosomu; T — kierunek potozenia
telomeru chromosomu; : — egzony genu c-myc; - — sekwencje genéw immunoglo-
bulin.

(wedtug a—(25), b—(22), c—(26), zmienione)

I11-4. Ekspresja genu c-myc w komoérkach normalnych i nowotworowych

Badania poziomu transkrypcji genu c-myc w réznych liniach chio-
niaka Burkitta przyniosty sprzeczne wyniki, dlatego bardziej wiarygodna
metodg pomiaru aktywnosci transkrypcyjnej translokowanego i nietrans-
lokowanego allelu c-myc stata sie analiza dtugo$ci wytwarzanego c-myc
mRNa [22, 26, 27, 29]. W wyniku trawienia nukleazg SI hybrydow miedzy
MRNA z badanej linii a znakowang sondg c-myc DNA pochodzacg z ko-
moérek normalnych, udato sie rozréznié transkrypty powstajace na skutek
inicjacji transkrypcji w dwoch réznych miejscach. Normalne komadrki (bez
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translokacji) produkuja dwa rodzaje c-myc mRNA, réznigce sie dtugosciag
0 160 pz tj. o odlegtos¢ dwdch miejsc startu transkrypcji. Obydwa miejca
startu wykorzystywane sg w komorkach normalnych z rdzng czestoscig —
zwykle drugie miejsce (P.) jest czesciej wykorzystywane niz pierwsze (Pl),
tak ze stosunek iloSciowy wytwarzanych transkryptéw c-myc (MRNA-PI:
MRNA-P2) w liniach komérek kontrolnych waha sie od 0,21 do 0,45 [29].
W liniach chioniaka Burkitta, w ktorych translokacja wystepuje poza
lokus c-myc réwniez wykorzystywane sg obydwa miejsca startu trans-
krypcji (patrz tabela .) jednak z réwng czestoScig a nawet z przewaga
miejsca pierwszego [22, 26, 29]. W innego rodzaju liniach tego samego no-
wotworu, w ktorych miejsce pekniecia genu c-myc wystepuje w | egzonie
lub w I intronie — odcinajac w ten sposob naturalne miejsca startu, trans-
krypcja rozpoczyna sie w nowym, aktywowanym po translokacji miejscu
startu transkrypcji znajdujagcym sie najczesciej w | intronie. [29]. W
tych liniach mozliwe jest rozréznienie miedzy transkrypcja translokowa-
nego i nietranslokowanego allelu c-myc. Na podstawie takich badan stwier-
dzono, iz allel nietranslokowany (znajdujacy sie na drugim, niebioracym
udziatu w translokacji chromosomie .) prawie nie ulega transkrypcji
[22, 28, 29], natomiast catg pule c-myc mRNA stanowig transkrypty allelu
translokowanego. Powyzsze dane wskazujg, ze translokacja zaburza re-
gulacje ekspresji nie tylko translokowanego ale by¢ moze réwniez eks-
presje genu nietranslokowanego [28, 29].

I11-5. Model regulacji ekspresji genu c-myc

W niektdérych liniach chtoniaka Burkitta, w ktérych translokacja wy-
chodzi poza lokus c-myc, stwierdzono zmiany sekwencji typu delecji lub
/i insercji co w powigzaniu ze zjawiskiem przesuniecia réwnowagi trans-
krypcji na korzyS$¢ pierwszego miejsca startu moze sugerowac iz zmianie
ulegty miejsca regulatorowe genu [29].

Biorgc pod uwage nastepujgce fakty: 1 — brak ekspresji nietranslo-
kowanego allelu c-myc, . — przesuniecie robwnowagi transkrypcji na ko-
rzy$¢ pierwszego miejsca startu i 3 — czeste zmiany w sekwencji trans-
lokowanego genu c-myc, grupa Ledera =z Harvard Medical School
w USA zaproponowata model negatywnej regulacji genu c-myc [22, 29].
Model ten przewiduje trzy mozliwe warianty:

. — gen c-myc podlega regulacji przez trans-dziatajacy represor;

. — gen c-myc produkuje swdj wiasny, cis-dziatajagcy represor, (auto-

regulacja bezpos$rednia);

3 — produkt genu c-myc oddziatywuje z inna(-ymi) czasteczkg(-ami)
efektorowa, hamujacag transkrypcje genu c-myc (autoregulacja
posrednia).

Odciecie konca 5'genu c-myc lub zmiany w jego sekwencji powodujg

zanik wrazliwosci takiego genu na sygnaly represyjne czego konsekwencja
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jest konstytutywna transkrypcja genu. W wariantach autoregulacyjnych
modelu — konstytutywna produkcja biatka c-myc powoduje trwale wy-
fagczenie normalnego nietranslokowanego allelu [22, 29].

Rzeczywista funkcja biatka c-myc nie jest dotad znana. Wiadomo je-
dynie, ze biatko produkowane przez wirusa MC29 (na podstawie sekwencji
powstatej z odcinka wirusowego genu gag i genu v-myc) jest biatkiem ja-
drowym. By¢ moze produkt genu c-myc petni w jadrze komorki jakie$
funkcje regulatorowe w ekspresji genow jak to sugerujg Leder i wsp.
[22].

Udziat genéw immunoglobulin w regulacji genu c-myc pozostaje nie-
jasny. Sugerowany wcze$niej wpltyw tzw. sekwencji wzmacniajacej na
regulacje translokowanego allelu c-myc [34] jest raczej wykluczony, gdyz
sekwencja ta najcze$ciej zostaje przeniesiona do produktu wzajemnego
translokacji a wiec znajduje sie na innym chromosomie niz translokowany
allel genu c-myc. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz jakie$ inne sekwencje
0 podobnych wiasnosciach (ang. enhancer-like, promoter-like) nie zostaja
uaktywniane po translokacji w obrebie genéw immunoglobulin [22, 24].

IV. Uwagi koncowe

W wielu nowotworach zostaly stwierdzone specyficzne translokacje
chromosomow co sugeruje, ze translokacja moze by¢ w niektérych przy-
padkach pierwotng przyczyng transformacji nowotworowej. Wydaje sie
rowniez, ze tylko niektére miejsca na chromosomach posiadaja witasnos¢
uruchamiania mechanizmu onkogenezy po objeciu ich translokacjg np.
komoérkowe onkogeny [40]. W Swietle najnowszych danych doswiadczal-
nych potwierdza sie teza, ze przeksztatcenie komoérkowego protoonkoge-
nu w forme onkogenng zachodzi po zmianach w jego sekwencji. Badania
nad translokacjami nie potwierdzity wptywu sekwencji otaczajgcej on-
kogen na jego regulacje, ale rdwniez jej nie zaprzeczyty w zwigzku z czym
problem ten pozostaje nadal otwarty. Nalezy jednak podkreslié, ze trans-
lokacje chromosomalne jako model badawczy sg niezwykle ztozone, ponie-
waz naktadajg sie w nim rézne wzajemnie powigzane zjawiska np. wyste-
powanie w jednej komdrce translokowanych i nietranslokowanych alleli
genéw (w chioniakach Burkitta i w mysich szpiczakach sa to allele c-myc
1 genéw immunoglobulin) oraz wystepowanie dwoch komplementarnych
produktéw translokacji na obu chromosomach biorgcych udziat w trans-
lokacji. Wptyw tych towarzyszacych zjawisk na proces onkogenezy jest,
jak dotad niezbadany. Mozna mie¢ jednak nadzieje, iz burzliwy rozwdj
badan w tej dziedzinie przyniesie wkrotce wiele nowych informacji uzu-
petniajacych dotychczasowg wiedze na ten temat.

Praca zastata napisana w ramach badan finansowanych przez Program Rzadowy
PR—s, Umowa Nr 2501.

Zaakceptowano do druku 15 marca 1985 r.
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. Wstep

Wiele terminéw okreslajgcych zjawiska lub metody stosowane w ge-
netyce molekularnej ssakéw pochodzi z genetyki molekularnej mikroor-
ganizmow. W odniesieniu do komoérek ssakéw maja one nieco odmienne
znaczenie. Dla unikniecia niejasnosci podaje znaczenie kilku powszechnie
uzywanych terminéw. Przez ,transfekcje” rozumiemy proces wprowa-
dzenia do komérek — hodowanych w kulturze, egzogennego DNA, naj-
czesciej sklonowanego w plazmidach. , Transformacja” oznacza zmiany
fenotypowe komdrek — biorcow, powstate w wyniku transfekcji. ,, Trans-
formacja nowotworowa” — to przeksztatcenie komérek prawidtowych w
nowotworowe, zarbwno w wyniku przyjecia egzogennego DNA, jak i w
wyniku traktowania komorek prawidtowych czynnikami rakotwdrczymi
(chemicznymi, fizycznymi i biologicznymi). Komorki ssakéw — w kultu-
rach moga przyja¢ egzogenny DNA w wyniku fuzji z mikrokomdrkami
stuzgcymi jako dawca DNA [1], przez endocytoze protoplastow bakteryj-
nych, zawierajgcych zamplifikowane sekwencje badanego DNA [2], endo-
cytoze liposoméw zawierajacych DNA [3, 4], mikroiniekcje DNA bezpo-
Srednio do jader komorek biorcéw [5]. Najszersze zastosowanie znalazia
metoda transfekcji komoérek oczyszczonym DNA [:] lub fragmentami
chromosomoéw [7, s ]. Ekspresja informacji zawartej w przyjetym DNA za-
chodzi w niewielkiej czesci populacji komorek-biorcow. Odréznienie ko-
morek, ktore przyjety egzogenny DNA od reszty populacji jest mozliwe
przez zastosowanie selektywnych pozywek hamujacych wzrost komérek,
ktére nie przyjety egzogennego DNA i nie nabyty nowych cech pozwalaja-
cych na wzrost w selektywnej pozywce.

Il. Markery genetyczne stosowanie do pozytywnej selekcji
transformantéw

Najczesciej stosowanymi markerami w transformacji komérek ssakéw
sg geny uczestniczagce we wczesnych stadiach biosyntezy DNA. Nalezg do
nich geny: kinazy tymidynowej (tk), fosforybozylotransferazy adeninowej
(aprt), fosforybozylotransferazy hypoksantynowo-guaninowej (hgprt) i re-
duktazy dihydrofolanowej (dhfr). Mutanty komorkowe, defektywne pod
wzgledem gendéw: tk, aprt i hgprt, charakteryzujg sie dobrze zbadanymi
i tatwymi do wykrycia wasciwosciami biochemicznymi. Komoérki (TK-)
wyrastajg w pozywkach w obecnosci 5-bromodezoksyurydyny (BUdR),
5-fluorodezoksyurydyny (FUdR) lub tréjfluorotymidyny (TPT), poniewaz
z braku kinazy analogi ulegajg wtaczeniu do DNA.

Komdrki APRT moga namnaza¢ sie w pozywkach z dodatkiem . -aza-
adeniny (s AA) lub 2-aminopuryny (DAP), a komérki HGPRT- moga
by¢ hodowane w obecnosci .-tioguaniny (TG) lub .-azaguaniny (- AG).
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Gen hgprt mapuje sie w chromosomie X; ulatwia to selekcje mutantow
HGPRT- w liniach komoérek pochodzgcych z samcow. Wymienione po-
chodne puryn i pirymidyn sg toksyczne dla komorek posiadajgcych funk-
cjonalne geny tk, aprt i hgprt. Rdéznice fenotypowe miedzy komdrkami
normalnymi i defektywnymi pod wzgledem jednej pary genéw zostaty
wykorzystane w selekcji mutantow i w selekcji transformantéw, ktére od-
zyskaty funkcjonalny gen. Mutacje TK-, APRT-, HPRT- sg bardzo sta-
bilne w komdrkach fibroblastow mysich. Spontaniczne rewersje mutacji
APRT- lub HPRT- zdarzajg sie raz na 1X10. komoérek. W linii L fibro-
blastbw mysich nigdy nie otrzymano rewersji mutacji TK-. Gen dhfr
czesto ulega zwielokrotnieniu w komodrkach hodowanych w pozywkach
z dodatkiem wzrastajagcych stezen analogéw kwasu foliowego, takich jak
aminopteryna i ametopteryna (tzw. antyfoliany). DNA izolowany z ko-
morek opornych na analogi kwasu foliowego zawiera wielokrotne kopie
genu dhfr, co powoduje zwiekszenie ich odpornosci na antyfoliany.

I1l. Struktura genu kinazy tymidynowej (tk) wirusa Herpes simplex-I
(HSV-1)

Wirusowy gen kinazy tymidynowej (tk) wykazuje komplementacje
funkcji TK w komérkach TK* zakazonych wirusem HSV-1 [9]. Kinaza ty-
midynowa wirusa HSV-1 rdzni sie od komdrkowej ruchliwoscig elektrofo-
retyczng [..], wydajnoscig fosforylowania jododezoksycytydyny [..], zdol-
noscig do fosforylowania acykloguanozyny [..] oraz witasnosciami serolo-
gicznymi.

Gen tk wirusa HSV-1 zlokalizowano we fragmencie obejmujgcym 3400
par nukleotydéw, otrzymanym po trawieniu wirusowego DNA enzymem
restrykcyjnym BamHI [13]. Fragment ten zostat nastepnie zklonowany
w bakteryjnym plazmidzie pBR322. Namnazanie hybrydowych plazmi-
déw — zawierajacych sekwencje genu tk wirusa HSV-1 nie znosito funkcji
genu kinazy tymidynowej, poniewaz w kulturach fibroblastow myszy linii
LTK- pojawiaty sie kolonie o fenotypie TK+ [14, 15, 16, 17]. Wirusowy
gen tk moze rowniez ulegaé ekspresji w komorkach E.coli TK- transfor-
mowanych plazmidem niosacym gen tk HSV-1 [18]. Fragment BamHI
DNA HSV-1 trawiono szeregiem endonukleaz restrykcyjnych i spraw-
dzano aktywnos$¢ genu tk w krotszych odcinkach DNA. Sekwencje kodu-
jace kinaze tymidynowg mieszczag sie we fragmencie DNA Pvu Il — Sma |
o dtugosci okoto 1300 par nukleotydow [15, 19, 20, 21], Mape restrykcyjna
fragmentu BamHI DNA wirusa HSV-1 przedstawia rycina 1. Miejsce ini-
cjacji transkrypcji poprzedzone jest regionem obejmujagcym okoto 105 par
zasad zawierajacym elementy kontrolujagce zaréwno doktadne miejsce ini-
cjacji jak i wydajno$¢ transkrypcji [22, 23]. Uproszczony schemat organi-
zacji sekwencji poprzedzajacych gen tk HSV-1 pokazuje rycina 2. Region |

15*
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Ryc. 1. Mapa restrykcyjna fragmentu BamHI DNA wirusa HSV-1 (wg Colbere-Gara-
piin, Chousterman, Horodniceanu, Kourilsky i Garapin — [15]).
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Ryc. 2. Uproszczony schemat organizacji sekwencji DNA poprzedzajgcych gen tk
wirusa HSV-1. Regiony oznaczone I, Il i Ill zawierajg sygnaty kontrolujgce miejsce
inicjacji i wydajno$¢ transkrypcji (wg McKnight — [24]).

wyznaczajagcy miejsce inicjacji transkrypcji mRNA tk jest oddalony o 16
par zasad od sygnatu ,start” dla transkrypcji. W regionie tym znajduje
sie sekwencja typu ,,TATA box” homologiczna do sekwencji wystepuja-
cej w odlegtosci 25—30 nukleotydow przed miejscem startu transkrypcji
dla wiekszosci gendéw eukariotycznych. Regiony Il i Il zawierajg sygnaty
warunkujace czesto$é inicjacji transkrypcji, poniewaz mutacje delecyjne
w tych regionach powodujg zmniejszenie wydajnosci transkrypcji. Zwiek-
szanie odlegtosci miedzy regionami I, Il i Ill przez insercje dodatkowych
sekwencji réwniez powoduje zmniejszenie wydajnosci transkrypcji. Me-
chanizm wspotdziatania sekwencji kontrolujgcych transkrypcje genu tk
wirusa HSV-1 nie jest znany. Poczatkowo przypuszczano, ze heksanukleo-
tydowa sekwencja 5'CCGCCC-3'regionu Ill komplementarna w odwroco-
nej orientacji do sekwencji 5-GGGCGG-3'regionu Il powodujg zmiane
konformacji DNA przez tworzenie jednotancuchowej petli (ang. stem-loop)
i ze tylko taka konformacja DNA gwarantuje wydajne tworzenie kom-
pleksu z biatkami uczestniczacymi w inicjacji transkrypcji [24]. Hipote-
tyczny mechanizm wspdidziatania powtarzajgcych sie sekwencji regionu
Ili 11l —odpowiedzialnych za wydajno$¢ transkrypcji mRNA kinazy ty-
midynowej nie znalazt potwierdzenia w wynikach dalszych badan, ogtoszo-
nych w 1984 r. przez McKnighta — autora przytoczonej tutaj hipotezy.
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W dalszych badaniach okazato sie, ze catkowite usuniecie regionu Il i sprze-
zenie regionu Il z regionem |, dwukrotnie zwieksza wydajnos¢ transkryp-
cji mRNA kinazy tymidynowej. Zmiana orientacji powtarzajgcych sie sek-
wencji regionu Il — w mutantach z delecjg od —32 do —80, dodatkowo
zwieksza wydajnos¢ transkrypcji mRNA kinazy tymidynowej. W wiruso-
wym genie tk nie ma intronow. Sekwencje kodujgce taricuch polipeptydo-
wy kinazy tymidynowej stanowig nieprzerwany cigg 1128 par nukleoty-
doéw [0, 21 ]

IV. Transfer genu tk wirusa HSV-1 do fibroblastow mysich linii LTK
jako system modelowy

Najczesciej stosowang, w wielu przypadkach najwygodniejszag metoda
przeniesienia genu tk jest transfekcja komorek biorcow LTK* hybrydo-
wym plazmidem zawierajagcym gen tk wirusa HSV-1. Transformujacy
DNA w formie osadu wapniowo-fosforanowego jest dodawany do hodowli
komaérek-biorcow. Osad DNA najczesciej sporzadza sie z dodatkiem wiel-
koczasteczkowego DNA stuzgcego jako nosnik [15]. Selekcje klonow TK+
przeprowadza sie w pozywce z dodatkiem hypoksantyny, aminopteryny
i tymidyny (HAT) [26, 27]. Ekspresja genu tk zalezy od tego, czy gen tk
nie zostat uszkodzony w procesie rekombinacji z DNA gospodarza i czy
ulegt integracji we wiasciwej konfiguracji i we wiasciwym miejscu w
chromosomie. Czesto$¢ transformacji zalezy takze od stanu fizycznego
DNA plazmidu. Plazmid pAGO w formie liniowej transformowat komorki
LTK" z wydajnoscig 2—3 razy wiekszg niz ten sam plazmid w formie
kolistej [15]. Funkcja DNA nosnikowego nie jest doktadnie poznana. DNA
transformujacy taczy sie kowalencyjnie z noSnikowym DNA tworzgc kon-
katameryczne struktury o wielkoSci do 2X10® par nukleotydéw [28]. Sek-
wencje ograniczajgce selekcjonowany marker pochodza z nos$nikowego
DNA. Mozna przypuszczaé, ze ogromna liczba powtarzajgcych sie sek-
wencji pochodzacych z nosnikowego, wielkoczgsteczkowego DNA stymu-
luje integracje przez zapoczatkowanie homologicznej rekombinacji w miej-
scach bogatych w powtarzajgce sie sekwencje. Hipoteze te zdajg sie pot-
wierdza¢ wyniki doswiadczenn, w ktérych uzywano nosnikowego DNA
0 znanej sekwencji nukleotyddw, takiego jak DNA SV40 czy DNA pBR332
[29], Analiza miejsca wigzania noSnikowego DNA z DNA markera selek-
cjonowanego (gen tk) wskazuje, ze proces rekombinacji najprawdopodob-
niej zachodzi w miejscu homologii miedzy sekwencjami pBR322 a tk
obejmujgcym 16—19 par zasad:

pBR322 GGCAGCGTTGGGTCCT GGC
HSV tk GGC TCGCTGGGTCCTAGGC
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W przypadku transformacji fibroblastbw myszy LTK- genem tk
HSV-1 w obecnosci no$nikowego DNA nie stwierdzono specyficznych
miejsc integracji tk HSV-1 z chromosomalnym DNA gospodarza [30]. Na-
tomiast w komorkach ludzkich TK- HelLa (BU25) traktowanych fragmen-
tem DNA o dlugosci 2000 par nukleotydéw zawierajgcym gen tk HSV-1,
sekwencje genu tk HSV-1 byly wbudowane w chromosom 5 [31].

Czestos¢ transformacji zalezy réwniez od rodzaju komérek biorcow.
Najwyzszg wydajnosé transformantéw TK+ otrzymano w klonie 10 linii
LTK- fibroblastéw mysich. Inne linie komérek TK-, jak np. komorki zto-
Sliwego potworniaka myszy [32] czy komérki mysiego szpiku kostnego
[27] okazaty sie gorszymi biorcami egzogennego DNA. Obecnie nie mozna
wyjasni¢ tak znacznych rdéznic w wydajnosci transformacji.

V. Stabilno$¢ ekspresji genu tk wirusa HSV-1
w transformantach TK+

Komérki transformantéw TK+ pochodzace z jednej kolonii mogg, po
kilku pasazach w pozywce nieselekcjonujacej, traci¢ zdolno$¢ do syntezy
kinazy tymidynowej. Nie oznacza to jednak, ze przyjety przez nie gen tk
zostat utracony, poniewaz cze$¢ komdrek takich populacji ponownie od-
zyskuje ceche TK+ (TK+->TK- -> TK+) [33]. Komorki transformantow
TK+ posiadajgce wielokrotne kopie genu tk wirusa HSV-1, wbudowane
w chromosomalny DNA nie zmieniajg fenotypu [34]. Ekspresja wielu ge-
néw w komorkach zwierzecych zalezy od stopnia ich metylacji. Sekwencje
genu tk w klonach transformantdéw o fenotypie TK+ sg stabo metylowane
[35]. Przypuszczalnie w DNA wyzszych kregowcow wystepujg rejony, w
ktorych metylacja zasad zdarza sie znacznie cze$ciej niz w pozostatych
obszarach. Jes$li obcy DNA wbuduje sie w chromosom w rejonie silnej
metylacji, to tez zostanie zmetylowany. Metylacja in vitro plazmidu za-
wierajagcego DNA wczesnego regionu wirusa SV40 i gen tk HSV-1 redu-
kowata ekspresje genu tk, natomiast nie wywierata wptywu na synteze
antygenu T kodowanego przez wczesny region wirusa SV40 [36]. Utrata
fenotypu TK+ w klonach transformantéw moze rowniez wynikaé ze zmian
w strukturze chromatyny w miejscu integracji genu tk [37]. Ekspresje
genu tk w komérkach transformantow, ktére zmienity fenotyp na TK-
mozna uzyska¢ dziataniem 5-azacytydyny — czynnika blokujagcego mety-
lacje w sekwencjach CpG [38]. Zmiana fenotypu TK+ na TK- moze by¢
konsekwencjg zar6wno metylacji jak i mutacji w obrebie genu tk lub
w jego bezposrednim sgsiedztwie.
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VI. Sekwencje DNA zwiekszajgce czesto$¢ transformacji

Ditugie, powtarzajgce sie sekwencje DNA, ograniczajgce prowirusowy
genom retrowiruséw (LTR) moga aktywowaé ekspresje heterologicznych
gendw, ktdre zostaty pozbawione wilasnych sekwencji promotorowych.
LTR wirusa nekrozy S$ledziony myszy wyizolowanego przez Friend
(FSFFV) przytgczone do regionu DNA, kodujacego kinaze tymidynowag wi-
rusa HSV-1, w odlegtosci 200 par nukleotydow przed miejscem inicjacji
transkrypcji mRNA, catkowicie zastepuja region promotorowy genu tk.
Zaréwno zwiekszenie odlegto$ci miedzy LTR wirusa FSFFV a regionem
kodujacym genu tk, jak i zmiana orientacji tych sekwencji wzgledem siebie
catkowicie znoszg zdolno$¢ do syntezy mRNA kinazy tymidynowej. Przy-
taczenie LTR wirusa FSFFV do fragmentu DNA HSV-1, obejmujacego
sekwencje promotorowe i kodujagce genu tk, wydajnie zwieksza czestos¢
transformacji TK* —TK+ niezaleznie od orientacji obu sekwencji wzgle-
dem siebie. Pod warunkiem jednak, ze przy tej samej orientacji odlegtos¢
miedzy nimi wynosi okoto 1200 par zasad, a w przypadku LTR przytaczo-
nych do konca 3' genu tk w odwrd6conej orientacji odlegtos¢ ta nie moze
by¢ wieksza niz 200 par nukleotydéw [39]. LTR retrowirus6w biataczki
mysiej Moloney’a (MoMLV) zwiekszajg 10—20 krotnie czesto$¢ stabilnych
transformantow TK+ niezaleznie od ich umiejscowienia i orientacji w sto-
sunku do genu tk. Za zwiekszenie czestosci transformacji odpowiedzialne
sg tandemowe powtarzajgce sie sekwencje wystepujace w LTR. Transfer
genéw nieselekcjonowanych nie sprzezonych z plazmidem niosagcym LTR
réwniez zachodzit z wyzszg czestoscig. Zwiekszenie czestosci transformacji
nie byto zwiagzane ani ze zwiekszong wydajnoscig integracji egzogennego
DNA z chromosomalnym DNA gospodarza ani z podwyzszonym poziomem
transkrypcji [40]. Obecno$¢é sekwencji LTR moze zwiekszaé czesto$¢ po-
wstawania “przejsciowych” transformantéw lub w jakis sposéb utatwiac
“przejsciowym” transformantom stabilizacje stanu transformaciji.

VII. Kotransformacja i ekspresja genéw nieselekcjonowanych

Przedstawiony dotychczas system obejmuje tylko geny kodujgce bio-
chemiczne funkcje komérek wyrézniajace je fenotypowo w warunkach
hodowli in vitro. Poniewaz transformacja zachodzi w niewielkiej czesci
populacji komdrek traktowanych egzogennym DNA, mozna zatozy¢, ze
podobnie jak w transformacji bakterii w procesie tym uczestniczg tylko
komérki ,kompetentne” — zdolne do pobrania egzogennego DNA. Stwa-
rza to szerokie mozliwosci badania nieselekcjonowanych sekwencji DNA,
podawanych komérkom jednocze$nie z markerem selekcjonowanym. W
tego typu doswiadczeniach gen tk KSV-1 stuzy jako marker umozliwiajacy
selekcje transformantéw. Chromosomalny DNA czesci klondw TK+ za-
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wiera sekwencje innych genéw przyjete przez komdrki jednoczes$nie z ge-
nem tk [41, 42, 43]. W badaniu ekspresji gendw nieselekcjonowanych,
wprowadzonych do komoérek z markerem selekcjonowanym nalezy
uwzglednié¢, czy badany gen ulega normalnej ekspresji w komorkach nie
podlegajacych réznicowaniu np. w fibroblastach, czy tylko w specyficz-
nych komorkach zréznicowanych. Gen kodujgcy antygen T wirusa SV40
sprzezony z genem tk w plazmidzie pOT ulega ekspresji w réznym stopniu
nie tylko w réznych klonach, lecz takze w poszczeg6lnych komorkach tego
samego klonu TK+ [44]. Réznice w ekspresji genu kodujacego antygen T
ttumaczy sie r6znymi miejscami integracji z chromosomalnym DNA go-
spodarza. Geny ulegajagce normalnej ekspresji tylko w komérkach swoiscie
zréznicowanych mogg rowniez w pewnym stopniu ulega¢ ekspresji w fi-
broblastach mysich linii L. Gen |3-globiny krélika sprzezony w wektorze
plazmidowym z genem tk HSV-1, wystepuje w transformantach TK+
w licznych kopiach, a ilo$¢ czasteczek mRNA (5-globiny siega 2000 na ko-
morke [45]. Ekspresja genu owalbuminy kurzej w transformantach fibro-
blastow myszy — otrzymanych w wyniku transfekcji plazmidem zawiera-
jacym gen owalbuminy sprzezony z genem tk HSV-1 jest réwniez bardzo
wydajna. Transformanty TK+ moga wytwarza¢ do 100 000 czasteczek
owalbuminy [46], jednak transkrypt tego genu w ich komérkach jest o 650
nukleotydéw diuzszy od oryginalnego mRNA owalbuminy kurzej [47].
Wyniki badan ekspresji w fibroblastach mysich genéw, dla ktérych nor-
malnym S$rodowiskiem sg wyspecjalizowane zréznicowane komérki wska-
zuja, ze ,splicing” mRNA takich genéw zachodzi prawidtowo nawet w
Srodowisku dla nich nienaturalnym, natomiast inicjacja transkrypcji nie
zawsze jest prawidtowa [48, 49, 50]. Zastosowanie fibroblastbw myszy w
badaniach ekspresji specyficznych gendw nie zawsze jest uzasadnione.
By¢ moze, bardziej witasciwe do tego typu badan sa komérki o zachowa-
nej zdolnosci réznicowania. Ciekawe mozliwosci badawcze stwarzajg ko-
morki  ztosliwego potworniaka myszy (teratocarcinoma). Komorki te
wszczepione do zarodkéw myszy we wczesnych stadiach rozwoju, ulegaja
réznicowaniu i nie zaburzajag normalnego rozwoju zwierzecia. Przeniesie-
nie transformantéw otrzymanych w hodowli in vitro do organizmu zwie-
rzecia pozwoli na doktadniejsze poznanie mechanizméw kontrolujgcych
ekspresje genow ssakow [51]. Prawidtowa i wydajna transkrypcja genow
komérek eukariotycznych jest w duzym stopniu zalezna od odlegtosci sek-
wencji promotorowych od konca 5' czesci kodujacej genu. Regiony pro-
motorowe moga w sposob niespecyficzny aktywowa¢ sekwencje kodujace
rézne biatka. Promotor a wirusa HSV-1 moze zastgpi¢ region promotoro-
wy genu tk oraz moze regulowac transkrypcje genu owalbuminy kurzej
[52, 53]. Sprzezenie gendw z silnymi promotorami umozliwia badanie eks-
presji takich gendéw, ktére w normalnych warunkach wymagaja obecnosci
specyficznych czynnikdw, np. hormondw lub genéw o bardzo stabych wias-
nych promotorach.
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VIIIl. Mutacje w genach wprowadzonych do komérek
metodg transfekcji

Egzogenny DNA podlega w komdérkach-biorcach réznorodnym modyfi-
kacjom. NajczeSciej powstajg pekniecia w obydwu niciach heliksu oraz
modyfikacje wolnych koncéw [54]. Tylko niewielka cze$¢ przyjetego przez
komoérke DNA przedostaje sie do jadra, gdzie moze byé wiaczona do geno-
mu gospodarza. Wbudowanie egzogennego DNA do chromosoméw komé-
rek-biorcéw zalezy od stopnia homologii sekwencji uczestniczacych w pro-
cesie rekombinacji. W somatycznych komorkach ssakow zachodza rekom-
binacje zalezne zardwno od obecnosci duzych odcinkéw homologicznych,
jak i rekombinacje specyficzne dla miejsca to znaczy takie, w ktdrych
homologia dotyczy tylko kilkunastu par nukleotydéw [55]. Badano réwniez
mutacje w genach bakterii wprowadzonych do komorek ssakéw. Geny
bakterii zostalty zklonowane w hybrydowych plazmidach, zawierajgcych
dodatkowo fragment wirusa SV40 obejmujacy region inicjacji replikacji
i ,wczesne geny” wirusa. Plazmidy takie (ang. shuttle vectors) — wpro-
wadzane do komoérek ssakdw wrazliwych na wirus SV40 wbudowujg sie
do chromosoméw komorek-biorcow. Po odpowiedniej obrébce endonuklea-
zami chromosomalnego DNA komérek-biorcow, odzyskiwano sekwencje
plazmidowe. Odzyskany z komorek DNA plazmidowy stuzyt do transfor-
macji bakterii. Kolonie transformantéw bakterii wyrastaty na odpowied-
niej pozywce selekcjonujacej. Namnazano bakterie z pojedynczych kolonii
transformantow, izolowano z nich DNA plazmidowy i badano zmiany w
strukturze genu bakterii , pasazowanego” przez komorki ssakéw. W ge-
nach bakterii (gaik; lac 1) badanych tg metoda wystepowaty delecje, inser-
cje i zmiany sekwencji zasad nie wpltywajagce na wielko$¢ plazmidow
[56, 57]. Obecnie nie mozna jednoznacznie interpretowac otrzymanych wy-
nikéw, poniewaz zmiany w strukturze genow bakterii mogty powstaé za-
réwno w komdrkach ssakéw, jak i w trakcie odzyskiwania sekwencji plaz-
midowych z komdrkowego DNA.

IX. Zastosowanie transfekcji do badania transformacji
nowotworowej

Transformacja nowotworowa w komérkach hodowanych in vitro wy-
raza sie zmianami morfologicznymi komérek i ich kolonii, zdolnoScig
wzrostu w miekkim agarze i mniejszym zapotrzebowaniem na surowice
w pozywce. Komdrki takie sg zdolne do wzrostu w postaci nowotworo-
wych guzéw u zwierzat laboratoryjnych. Informacje dotyczace wynikow
pierwszych badan transformacji nowotworowej przy uzyciu metody trans-
fekcji zostaty przedstawione przez Weinberga [58].W badaniach tych
biorcami transformujgcego DNA byty fibroblasty mysie linii NIH 3T3.
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DNA izolowany zaréwno z linii komorek transformowanych chemicznymi
zwigzkami rakotwdrczymi, jak i DNA z wielu naturalnych nowotworow
ludzkich takich jak rak pecherza moczowego, rak jelita grubego, rak
ptuca — wprowadzony do komorek NIH 3T3 metodg transfekcji moze
indukowaé transformacje nowotworowa [59, 60]. Za nieodwracalne zmiany
0 charakterze nowotworowym odpowiedzialne sg sekwencje komorkowego
DNA zawierajace komorkowe geny one (c-onc). Geny te wystepujg w nor-
malnych komoérkach zaréwno ssakow naczelnych jak i prostych strunow-
cow, a funkcja ich jest zwigzana, najpewniej z regulacjg wzrostu komérek
[61, 62, 63]. Geny transformujagce, zidentyfikowane w r6znych ludzkich
nowotworach sg homologiczne z pewnymi genami zwierzecych wiruséw
transformujacych. Gen c-onc raka pecherza czlowieka jest homologiczny
z genem v-Ha-ras wirusa migsaka myszy wyizolowanego przez Harvey
natomiast onkogen raka piuca czlowieka jest homologiczny z genem
v-Ki-ras innego wirusa miesaka myszy wyizolowanego przez Kirsten’a
[64, 65].W linii komdrek EJ pochodzgcych z raka pecherza moczowego czio-
wieka, fragment DNA odpowiedzialny za transformacje obejmuje 600
par nukleotyddéw i jest homologiczny z sekwencjami transformujacymi wy-
krytymi w komoérkach linii T24 raka pecherza moczowego cztowieka [s .,
67, . ] Ekspresja onkogenu w komorkach linii T24 jest wielokrotnie
wzmozona w poréwnaniu z ekspresja w komoérkach normalnych [69],
a jego aktywacja jest efektem mutacji punktowej. W wyniku mutacji
w tancuchu polipeptydowym kodowanym przez gen ras w miejscu gli-
cyny znajduje sie walina (70,71). Przenoszenie cech nowotworowych do
hodowanych in vitro fibroblastow myszy linii NIH 3T3 umozliwia iden-
tyfikacje sekwencji odpowiedzialnych za transformacje [72, 73]. Struktura
onkogenow komdrkowych i ich rola w nowotworach cztowieka sg szeroko
omoéwione w artykule Chorgzego i Szali, ogtoszonym w Post.
Bioch. [74].

X. Uwagi koincowe

Klonowanie DNA ssakow w wektorach plazmidowych i wprowadzanie
genoéw lub ich fragmentéw, do komoérek ssakow w kulturach — pozwolito
na zrozumienie wielu proces6w zachodzacych w genomach ssakow. Cze-
stos¢ transformacji w komodrkach ssakow w wyniku traktowania kultur
egzogennym DNA zalezy w duzym stopniu od linii komdérek-biorcow DNA.
W ogromnej wiekszosci dotychczas prowadzonych badan komdrkami-
biorcami DNA byty fibroblasty myszy linii L i fibroblasty myszy linii
NIH 3T3, poniewaz ekspresja ,,0bcych” genow jest w tych komorkach
wydajna. Nasuwa sie jednak pytanie, dlaczego komérki tych dwaoch linii
tak czesto ulegaja transformacjom? Podejrzewa sie, ze w genomach fibro-
blastow linii L i fibroblastéw linii NIH 3T3 zaszty zmiany utatwiajgce eks-
presje wprowadzonych genoéw. Fibroblasty linii L — w kulturach, maja
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wszystkie cechy komdrek prawidtowych. Jednak, w komérkach tych,
oprécz mutacji (TK-, APRT", HGPRT") mogly dodatkowo zajs¢ inne
trwate zmiany — ufatwiajgce ekspresje egzogennego DNA. Fibroblasty
linii NIH 3T3, w kulturach nie traktowanych zadnymi czynnikami, czesto
samorzutnie zmieniajg morfologie kolonii, a wszczepione zwierzetom do-
Swiadczalnym indukujg guzy. Dalszy postep w zrozumieniu mechanizmoéw
ekspresji genow w komodrkach ssakow moze utatwié¢ zastosowanie innych
metod wprowadzania DNA do komérek, jak na przyktad mikroiniekcja
DNA do jader komoérek lub zastosowanie innych linii komorek-biorcow
DNA. Pewne nadzieje wzbudzajg rowniez préby skonstruowania nowych
wektorow plazmidowych zawierajacych geny dominujgce w komorkach
ssakéw. Zastosowanie takich plazmidow jako markeréw transformacji po-
zwoli na selekcje transformantéw w populacjach niezmutowanych ko-
morek-biorcow DNA [75].
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deoksycytydyna, dThd — tymidyna, ara Ado — 9 N @3 D arabofuranozydoadenina,
PRibPP — 1 difosfo 5 fosfo — « D rybofuranoza, NDP-aza — nukleozydodifosfataza,
mDNA — mitochondrialny DNA

I. Wstep

Jedng z konsekwencji wykrycia mitochondrialnego DNA i jego odreb-
nosci byt wzrost zainteresowania sposobami, jakimi mitochondria synte-
zuja swoOj genom. Zainteresowania te ogniskowaty sie zaréwno wokéot
mechanizmow replikacji DNA [1], jak i szlakéw syntezy prekursoréw
DNA. Dane lat siedemdziesigtych i poczatku lat osiemdziesiatych wska-
zuja, ze pomiedzy metabolizmem .'-deoksynukleotydéw w mitochondriach
i w cytosolu zachodzg wyrazne roznice. Tak wiec mitochondria, nie posia-
dajac zdolnosci syntezy puryn i pirymidyn de novo, muszg wykorzystywac
. '-deoksyrybonukleozydy zawarte w cytosolu do syntezy .'-deoksyrybo-
nukleotydéw, przy czym wiodaca droga syntezy tych zwigzkéw jest fosfo-
rylacja 2'-deoksyrybonukleozydéw oraz ich 5'fosforanéw. Fosfohydrolazy
i aminohydrolazy, bedace gtdwnymi mitochondrialnymi enzymami uczest-
niczacymi w katabolizmie .'-deoksyrybonukleozydéw i .'-deoksynukleo-
tydow, ukierunkowujg z kolei metabolizm tych zwigzkéw, stajac sie za-
razem przyczyna jego ograniczenia. Mechanizmy kontroli syntezy i kata-
bolizmu .'-deoksynukleotydow w mitochondriach opierajg sie przede
wszystkim na sprzezeniach zwrotnych i regulacji aktywnosci enzymow
przez produkty przemian :'-deoksyrybonukleozydow i .'-deoksynukleoty-
doéw. Niniejszy artykut stanowi probe przedstawienia metabolizmu 2'-deo-
ksynukleotydéw w mitochondriach, uwzgledniajgca przede wszystkim naj-
nowsze dane dotyczace enzymdw Kkatalizujgcych przemiany tych zwiagz-
kéw.

Il. Enzymy katalizujgce synteze
2'-deoksyrybonukleozydo 5'-monofosforanéw

Eadajagc subkomdérkowe rozmieszczenie aktywnos$ci enzymatycznej,
ktéra w obecnosci ATP i jondw Mg2+ katalizuje reakcje fosforylacji tymi-
dyny wykazujac cechy kinazy. Baugnet-Mahieu i wsp. [2]
stwierdzili, ze w watrobie szczura w .., godzin po czeSciowej hepatoktomii,
3,5% catkowitej aktywnos$ci katalizujacej synteze dTMP zawarte jest
w mitochondriach. Rozwijajac te spostrzezenia Berk i wsp. [3, 4],
a nastepnie Kit i wsp. [5] w kilka lat pézniej wykazali, ze komérki L
zmutowane przez 5 bromo 2'-deoksyurydyne tracg zdolno$¢ wiaczania
znakowanej tymidyny do jadrowego DNA, zachowujac jednak zdolnos$¢
wigczenia jej do DNA mitochondridow. Konsekwencjg tych stwierdzen byto
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podjecie prac, ktore wykazaly, ze cytosolowa i mitochondrialna kinaza
tymidynowa (5'-fosfohydrolaza ATP: tymidyna, EC 2.7.1.21) sg odmien-
nymi biatkami enzymatycznymi. Stwierdzone réznice pomiedzy obu enzy-
mami dotyczg wielkosci czasteczek (83—95 kD enzym cytosolowy, 60—70
kD enzym mitochondrialny) [6—8], odmiennej wrazliwosci na naturalne
inhibitory enzymu, jakimi sg dTTP i dCTP, a takze r6znej aktywnosci
wobec donordw IIPOI- oraz swoisto$ci substratowej. | tak cytosolowa
kinaza tymidynowa katalizujagca fosforylacje tymidyny i deoksyurydyny
hamowana jest przez dTTP, niewrazliwa natomiast na dCTP i aktywna
tylko w obecnosci ATP i jondw Mga+; enzym mitochondrialny katalizuje
synteze dTMP i dCMP, traci aktywnos$é zaréwno w obecnosci dTTP jak
i dCTP, natomiast w obecnosci jonéw Mg2Z: przenosi reszte HPOi- na
tymidyne i deoksycytydyne nie tylko z ATP, lecz takze z UTP, CTP i GTP
[8]. Réznice ruchliwosci elektroforetycznej oraz wyniki ogniskowania izo-
elektrycznego obu kinaz wraz z wymienionymi wyzej odmiennymi warto-
§ciami mas molowych i wrazliwo$ciami enzymow z cytosolu i mitochon-
driow na inhibitory i donory HPO£~, pozwolity na wyodrebnienie trzech
naturalnych izoenzyméw kinazy tymidynowej [9]. Pierwszy z tych izo-
enzymow, kinaza tymidynowa F, stanowigca gtowng frakcje aktywnosci
fosforylujacej tymidyne wystepuje przede wszystkim w cytosolu, hamo-
wana przez dTTP, niewrazliwa jest na dCTP i aktywna jedynie w obec-
nosci ATP i jonéw Mg2+ [10]. Drugi izoenzym, kinaza tymidynowa A,
przewazajaca w mitochondriach, précz dTTP hamowana jest takze przez
dCTP, a w S$rodowisku zawierajacym jony Mg2+ wykazuje aktywnos$¢
wobec ATP, GTP i UTP [8—10]. Trzeci izoenzym, kinaza tymidynowa B
wykazuje znaczne podobienstwo do izoenzymu F a rézni sie od niego jedy-
nie ruchliwoscig elektroforetyczng oraz tym, ze wystepuje niemal wy-
tacznie w mitochondriach [9—10]. Kinazy tymidynowa F i A kodowane
sg przez genom jadrowy [11, 17], natomiast izoenzym B, bedacy prawdo-
podobnie zmodyfikowang odmiang izoenzymu A [9, 12], kodowany jest
przez genom mitochondrialny [17]. Powinowactwo mitochondrialnej Ki-
nazy tymidynowej A do tymidyny jest na ogdt mniejsze niz cytosolowego
izoenzymu F [4, 13— 16]. Miejscem wystepowania mitochondrialnej kinazy
tymidynowej A jest matriks mitochondrialna, gdzie zawarte jest okoto
70°/0 aktywnosci enzymu [9], obecna jest ona jednak takze w bionie we-
wnetrznej, przy czym 20°/o tej aktywnos$ci stanowi izoenzym B [9,17].
Komérki LMTK- (tzn. takie, ktére pozbawione sg aktywnos$ci kinazy
tymidynowej) infekowane wirusem opryszczki HSV-1, zaczynajg syntety-
zowacé kinaze tymidynowa [18, 19] r6znigcq sie od naturalnych komérko-
wych kinaz tymidynowych A, F i B, tym ze katalizuje takze fosforylacje
dTMP i wielu pochodnych guaniny [20—22]. Jedna z tych pochodnych,
znana jako acykloguanozyna (9-/2 hydroksyetoksymetylo/-guanina) wy-
kazuje bardzo silne wtasciwosci przeciwwirusowe. Fosforylacja acyklo-
guanozyny do 3'monofosforanu, zapoczatkowujgca tancuch fosforylacji
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prowadzacy do acykloguanozyno 3'trifosforanu (hamujgcego kodowang
przez wirusa polimeraze DNA [23]), mozliwa jest dzieki kinazie tymidy-
nowej, ktérg komorka syntetyzuje na genomie HSV-1.

Oprécz dTMP i dCMP na drodze fosforylacji dThd i dCyd przez kinazy
tymidynowe A i B, dTMP moze by¢ syntetyzowany w mitochondriach
w wyniku przeniesienia grupy metylowej z metylenotetrahydrofolianu
na dUMP w reakcji katalizowanej przez syntaze tymidylanowa. Enzym
ten (C-metylenotransferaza metylenotetrahydrofolian : dUMP, EC 2.1.1.45),
wykryty jedynie w mitochondriach Neurospora crassa [24], przejmuje me-
taboliczng funkcje kinazy tymidynowej A, ktérej mitochondria tego
grzyba nie posiadajg [24]. Natomiast obecno$¢ enzymu deaminujgcego
dCMP do dUMP, wskazuje na funkcjonowanie w Neurospora crassa szla-
ku metabolicznego, ktéry nagromadza dTMP na drodze syntezy de novo.
Ta cecha wyr6znia mitochondria Neurospora crassa od mitochondriéw
innych eukariontow, gdzie dominujgcg jest synteza dTMP na drodze od-
zyskiwania tymidyny [25],

Obok wspomnianych wyzej kinazy tymidynowej A i syntazy dTMP,
kolejnym enzymem Kkatalizujgcym synteze dTMP i dCMP w mitochon-
driach jest nukleozydofosfotransferaza (5'fosfotransferaza rybonukleozylo
5'fosforan:rybo/2'deksyrybonukleozyd, EC 2.7.1.77), przenoszaca reszte
HPOi- z AMP lub UMP na rybo- lub 2'deoksyrybonukleozydy. Enzym
wykryty zostat zrazu w materiale roslinnym [26, 27], a pOZniej dopiero
stwierdzono jego obecno$é u zwierzat, zarbwno w cytosolu jak i w mito-
chondriach [9, 28, 29]. W tych ostatnich nukleozydowa fosfotransferaza
zostata okreslona jako izoenzym C. W przeciwiefAstwie do enzymu wyste-
pujacego w cytosolu i nazwanego izoenzymem D, izoenzym C wykazuje
preferencje do dThd i dCyd [30]. W mitochondriach watroby normalnej
(tj. nie regenerujgcej) aktywno$¢ fosfotransferazy nukleozydowej, wy-
razona iloscig syntezowanych dTMP lub dCMP, jest 3 krotnie nizsza od
aktywnosci kinazy tymidynowej A [30]. Przeniesienie HPOi“ z AMP lub
UMP na dThd lub dCyd hamowane jest przez ATP [9], natomiast do-
datnimi modulatorami tej reakcji sg dTTP i dCTP [29]. Pozwala to sadzi¢,
ze synteza dTMP i dCMP w komodrkach mitotycznie czynnych, katalizo-
wana przez kinaze tymidynowg A, zapoczatkowujgcg tancuch fosforylacji
prowadzacy do nagromadzenia sie dTTP i dCTP, po replikacji genomu
mitochondrialnego podtrzymywana jest przez stymulacje aktywnosci fos-
fotransferazy nukleozydowej.

Informacja o zdolnosci mitochondriéw do katalizowania reakcji fosfo-
rylacji dGuo ukazaty sie na przetomie lat siedemdziesigtych i osiemdzie-
sigtych [30, 31]. Enzym katalizujacy te reakcje w obecno$ci ATP i jonow
Mg2+ wyizolowany z mitochondriow zostal scharakteryzowany przez
Gowera i wsp. [31], a w poréwnaniu z enzymem Kkatalizujgcego po-
dobng reakcje w cytosolu okazat sie on odrebnym biatkiem. Mitochon-
drialna kinaza deoksyguanozynowa (5'fosfotransferaza ATPidGuo, bez
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numeru klasyfikacyjnego) katalizuje synteze dGMP i dIMP; jest ona
aktywowana przez dTDP i dTTP oraz nukleotydy urydylowe i dATP
[30, 31] nie wykazujace podobnego efektu wobec enzymu cytosolowego
[30—32]. W 18 godzinie po czesSciowej hepatektomii u szczura, enzym mi-
tochondrialny wykazuje dwukrotny wzrost aktywnosci [30].

W roku 1983 wykazano, ze matriks mitochondriow watroby szczura
zawiera enzym Kkatalizujgcy w obecnosci ATP i jonéw Mg2+ fosforylacje
dAdo [33], Enzym ten okres$lono jako mitochondrialng kinaze deoksyadeno-
zynowy (5'fosfotransferaza ATP:dAdo, EC 2.7.1.76). Roznice fizykoche-
miczne i witasciwosci kinetyczne reakcji katalizowanych przez oczyszczo-
ne enzymy z cytosolu i mitochondriéw pozwolity uzna¢ oba enzymy za
odrebne biatka [33, 34]. Sposrod tych réznic, obok odmiennych wartosci
mas czasteczkowych i dimerycznej formy enzymu mitochondrialnego,
zwraca uwage jego preferencja substratowa wobec dAdo, a takze jego
najwieksza zdolno$¢ katalizowania syntezy dAMP w obecnosci dTTP jako
donora HPOi~ [34]. Guo, Ado, 5-azacytydyna, araAdo, CTP i dCTP, wy-
kazujg od 3 do 12-tokrotnie wiekszy efekt hamujgcy synteze dAMP kata-
lizowang przez enzym cytosolowy [34, 35], a co wiecej, niektore inhibitory
syntezy dAMP w cytosolu wobec tej samej syntezy katalizowanej przez
enzym mitochondrialny, zachowujg sie jak modulatory dodatnie [34, 35].

Mitochondria wiekszosci eukariontéw syntezujg 2'-deoksynukleozydo
5'monofosforany w reakcjach katalizowanych przez specyficzne kinazy
2'deoksyrybonukleozydéw. Jednakze mitochondria drozdzy, spos$réd nu-
kleotydéw tymidylowych wbudowujg do DNA tylko dTDP i dTTP [36].
Proces ten, bedacy nastepstwem obecnosci w mitochondriach drozdzy
jedynie kinazy nukleozydodifosforanéw [36, 37] nie wyjasnia sposobdw,
jakimi dokonuje sie przemiana tyminy lub tymidyny w dTDP. Pewne
analogie wykryto u mutantow E. coli nie zawierajgcych syntazy tymi-
dylanowej ale dysponujacych mozliwoscig wigczania tyminy do DNA w
obecnosci 2'deoksyrybozylo 1 fosforanu [38]. Sugeruje to, ze komorki
mutanta nagromadzajg dTMP na drodze przeniesienia PRibPP na tymine,
syntezowang w reakcji katalizowanej przez fosforybozylotransferaze. Jed-
nakze fakt, ze w takim szlaku metabolicznym musiataby uczestniczy¢ nie
wystepujaca w mitochondriach reduktaza rybonukleozydodifosforandéw
[30], pozostawia sprawe syntezy dTMP w mitochondriach drozdzy nadal
nie wyjasniona.

I11. Enzymy katalizujgce synteze 2'-deoksyrybonukleozydo-5'-di
i trifosforandéw

Pierwsze dane dotyczace zdolnosSci mitochondriéw do fosforylowania
dTMP w reakcji katalizowanej przez specyficzng kinaze tymidylanowg
(fosfotransferaza ATP:dTMP, EC 2.7.4.9) ukazaty sie w roku 1963 [39].
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Ponowne zainteresowanie enzymem nastapito jednak dopiero w potowie
lat siedemdziesigtych, w zwigzku z syntezg nukleotydéw tymidylowych
i rolg enzymu w syntezie mDNA [24, 40]. Badania nad kinazg dTMP,
oprécz stwierdzenia, ze enzym wystepuje w mitochondriach poza btonami
[41], nie doprowadzity do blizszej charakterystyki fizykochemicznych wtas-
ciwosci enzymu, gtéwnie z powodu jego niestabilnosci [24, 40]. Natomiast
wyznaczone parametry kinetyki reakcji fosforylacji dTMP i dTDP po-
zwolity ustali¢, ze synteza dTDP i dTTP jest w mitochondriach katalizo-
wana prawdopodobnie przez dwa odmienne enzymy [42]. Jest to zgodne
z doniesieniami o istnieniu odrebnych kinaz dTMP i dTDP wykrytych
w bakteriach [43], cytosolu watroby myszy [44] i rosngcych komorkach L
[45]. Enzym o zblizonych wiasciwosciach katalitycznych wykryto takze
w mitochondriach serca wotu [46], ale jego uprzywilejowanymi substrata-
mi sg rybonukleozydo 5'-difosforany. Aktywnos$¢ mitochondrialnej kinazy
dTMP, podobnie zresztg jak enzymu wystepujacego w cytosolu, hamowana
jest przez ADP [42, 47, 48], enzym mitochondrialny ponadto hamowany
jest dodatkowo przez GDP, CDP, dADP, dGDP i dCDP [42] przy warto-
Sciach Ki zblizonych do Ki ADP. Niezaleznie od miejsca wystepowania
i pochodzenia enzymu, jedynym obok ATP substratem aktywnym jako
donor HPO.“ w reakcji katalizowanej przez kinaze dTMP, jest dATP
[46, 48, 49]. Aktywnos$¢ kinazy dTMP w mitochondriach watroby szczura
wzrasta 20 krotnie w 24 godzinie po czeSciowej hepatektomii [41].

Mitochondria watroby szczura wykazujg takze zdolno$¢ do fosforylo-
wania dAMP, dCMP i dGMP w obecnosci ATP i jonéw Mg2+ przy bardzo
zblizonych wartosciach Km dla wymienionych substratéw [42]. W pro-
duktach reakcji, obok dADP, dCDP i dGDP, wykazano réwniez obecnos¢
odpowiednich 5'-trifosforanéw [42], co nie przesgdza sprawy na rzecz
istnienia odrebnych kinaz 2'-deoksyrybonukleozydo-5'difosforanow ale
tagcznie z obecng w mitochondriach kinazg dTMP i dTDP wskazuje, ze
zdolne sg one do syntezy wszystkich substratow mitochondrialnej poli-
merazy DNA. W mitochondriach regenerujacej watroby szczura w 24 go-
dzinie po czeSciowej hepatektomi, aktywnosci fosforylujgce dCMP i dGMP
oraz dCDP i dGDP wzrastajg 2 krotnie, natomiast szybkos¢ syntezy dADP
i dATP pozostaje nie zmieniona [30, 42]. Podobnie jak to miato miejsce
w przypadku kinazy dTMP, pozostate aktywnosci enzymatyczne katali-
zujace fosforylacje 2'-deoksyrybonukleozydo 5 mono i difosforandw, wy-
stepujg w mitochondriach poza btonami [42, 46].

IV. Hydrolazy

IV-1. Fosfohydrolazy

W mitochondriach znaleziono trzy enzymy nalezace do fosfohydrolaz.
Sg nimi: 5'-nukleotydaza (fosfohydrolaza 5' r/rbo'2'-deoksyrybonukleoty-
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du, EC 3.1.3.5), nukleozydodifosfataza (fosfohydrolaza nukleozydodifosfo-
ranow, EC 3., .1.6) oraz ATPaza (fosfohydrolaza ATP, EC 3. .1.8).
5'-nukleotydaza, uprzednio uwazana jedynie za enzym degradujgcy
[50] zyskata na znaczeniu kiedy stwierdzono, ze aktywno$¢ enzymu zmie-
nia sie w komdrkach mitotycznie czynnych [51—53] i uczestniczy w kon-
troli syntezy DNA [54, 55]. Niemal catkowita aktywno$¢ 5'-nukleotydazy
wystepuje w btonach, gtéwnie zewnetrznej [41], enzym tatwo jednak ulega
solubilizacji w wyniku traktowania mitochondriow detergentami [56].
Mitochondrialna 5'-nukleotydaza z jednakowga aktywnoscig katalizuje
hydrolize zwigzanego estrowo HPO.- niemal wszystkich rybo i .'-deoksy-
rybonukleozydo 5'-monofosforandw. Wyjatek stanowig dGMP, IMP oraz
dIMP, wobec ktérych aktywno$¢ enzymu jest o potowe mniejsza [56].
Ta wzglednie mata specyficzno$¢ mitochondrialnej 5'-nukleotydazy sta-
nowi jedng z roznic, jakg wykazuje ten enzym w zestawieniu z nieaktywna
wzgledem AMP 5'-nukleotydazg erytrocytéw [57] lub enzymem wystepu-
jacym w btonach limfocytow [58], ktory z kolei nie katalizuje hydrolizy
wigzania estrowego HPOi- z 2'-deoksyrybozag w dAMP i dCMP. Réznica
ta dotyczy takze enzymu wystepujacego w mikrosomach [59], dla ktérego
najlepszym substratem jest AMP. Zasadniczg cechg, jaka wyrdznia mito-
chondrialng 5'-nukleotydaze jest obnizenie aktywnos$ci enzymu wobec
dTMP o 60°/0 w regenerujacej watrobie szczura (24 godziny po czesciowej
hepatektomii) [56]. Podobne, cho¢ iloSciowo mniejsze zmiany aktywnosci
enzymu obserwuje sie tez we frakcji bton komoérkowych uzyskanej z re-
generujacej watroby szczura, dotyczg one jednak wszystkich substratow
enzymu i pojawiajg sie, kiedy zmiany aktywnos$ci mitochondrialnej 5'-
nukleotydazy wzgledem dTMP wracajg do wartosci kontroli [56], Badajac
przyczyny wybiorczej zmiany aktywnos$ci enzymu z mitochondriéow, wyko-
rzystano wyniki odmiennej kinetyki reakcji z dTMP i pozostatymi substra-
tami, co pozwolito na wniosek, ze enzym mitochondrialny wykazuje dwa
miejsca wigzania substratéw. Jedno z tych miejsc wigze specyficznie tylko
dTMP, drugie za$ wigze powstate substraty enzymu [56]. Nie ma obecnie
danych wskazujacych czy mitochondrialna 5'-nukleotydaza w zestawieniu
z enzymem z cytosolu [60] lub bton komoérkowych [58] jest odrebnym
biatkiem enzymatycznym. Sadzi¢ raczej nalezy, ze odmienne zachowanie
sie enzymu wynika z réznych mechanizméw regulacji jego aktywnosci.
ATPaza zalezna od jonéw magnezu (Mg2+ — ATPaza) jest jednym
z najlepiej poznanych enzyméw mitochondrialnych [61]. Budowe podjed-
nostek enzymu, ich wzajemng topografie w blonach oraz sekwencje geno-
mu mitochondrialnego kodujgcego ATPaze scharakteryzowano tak szcze-
gétowo [61—65], ze powtarzanie tych danych jest niecelowe. Warto nato-
miast wspomnie¢, ze opr6cz Mg2+ATPazy mitochondria watroby, nerki
i jelita zawierajg ATPaze aktywowang przez jony HCOJ, przy czym ta
ATPaza w zestawieniu z Mg2+-ATPaza ujawnia znaczne r6znice wrazli-
woséci na inhibitory [+]. Mg2+-ATPaza katalizuje hydrolize wigzania bez-
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wodnikowego, ktorym w ATP, jak we wszystkich rybo- i 2'-deoksyrybonu-
kleozydo 5'trifosforanach, zwigzany jest . -ortofosforan [30, 61, +:] W
Swietle doniesien o wyizolowaniu odrebnych fosfohydrolaz, ktérych sub-
stratami sg jedynie ATP i GTP [67] lub tylko dTTP [.], nalezy sadzic,
ze kompleks, ktéremu nadaje sie nazwe mitochondrialnej ATPazy [61]
jest rowniez zespotem enzyméw specyficznych wobec poszczegdlnych sub-
stratow.

Enzymem o podobnie szerokiej preferencji substratowej jest difosfa-
taza nukleozydowa w obecnos$ci jonéw Mg2+ katalizujgca hydrolize wigza-
nia bezwodnikowego w S~fosforanach. Sadzi sie, ze enzym jest dodat-
kowa aktywnoscig ATPazy [61], lub, ze stanowi wypadkowga aktywnosci
ATPazy i kinazy adenytanowej [69]. Nie przesgdzajgc pochodzenia difos-
fatazy nukleozydowej nalezy odnotowac¢ fakt, ze w mitochondriach regene-
rujacej watroby szczura w 24 godziny po czesSciowej hepatektomii, aktyw-
noSci Mg2+-ATPazy i difosfatazy nukleozydowej obnizajg sie odpowiednio
0 50% i 40%. Dotyczy to jednak tylko aktywnos$ci wobec ATP, dATP,
dGTP i dTTP oraz wobec odpowiadajacym im 5'difosforanom [30]. Spo-
strzezenie to zastuguje na uwage, poniewaz ADP jest naturalnym inhibito-
rem Mg2+-ATPazy [61, 70, 71],

IV-2. Aminohydrolazy

W mitochondriach stwierdzono dotychczas wystepowanie dwéch enzy-
moéw nalezagcych do aminohydrolaz. Sg 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 budzacym znaczne zainteresowa-
nie, ze wzgledu na jej udziat w biosyntezie nukleotydéw purynowych
1pirymidynowych [72—74], Zaréwno w cytosolu jak i w mitochondriach,
enzym katalizuje reakcje hydrolitycznej deaminacji Ado i dAdo do Ino
i dino, uwalniajgc przy tym NH. [41, 75, 76]. Deaminaze adenozynowg
znaleziono w mitochondriach watroby [41] i moézgu [77], a takze w cytoso-
lu watroby, $ledziony, zotadka, jelit, ptuc i nerek [78]. Mitochondrialna
deaminaza adenozynowa zwigzana jest z btonami, gdzie wystepuje w for-
mie latentnej [77], dopiero bowiem traktowanie mitochondriow detergen-
tami ujawnia aktywno$¢ enzymu [41, 77]. Role deaminazy adenozynowej
w nagromadzeniu ATP i toksycznego dATP w limfocytach T i B oraz
w erytrocytach u ludzi z uwarunkowanym genetycznie niedoborem enzy-
mu [76, 79, 80] zrozumiano dopiero po stwierdzeniu, ze dAdo hamujac
aktywnos$¢ hydrolazy S-adenozylohomocysteinowej [81, 82] odpowiedzialna
jest za reakcje transmetylacji [82]. Brak aktywnosci hydrolazy S-adeno-
zylohomocysteinowej w mitochondriach [34] kaze jednak sadzi¢, ze rola
deaminazy adenozynowej uczestniczacej w regulacji stezenia dAdo spro-
wadza sie w tych organellach do limitowania szybkosci syntezy nukleoty-
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déw deoksyadenylowych z ktérych dATP spetnia role podwdjng: bedac sil-
nym inhibitorem kinazy deoksyguanozynowej ogranicza synteze nukleo-
tydéow deoksyguanylowych, natomiast hamujac na drodze sprzezenia
zwrotnego fosforylacje dAdo, staje sie jednym z czynnikéw kontroli syn-
tezy nukleotydéw deoksyadenylowych (rozdziat V-l). Chociaz mitochon-
drialna deaminaza adenozynowa wykazuje jednakowe powinowactwo do
Ado i dAdo, 24 godziny po czesciowej hepatektomii, deaminacja Ado wzra-
sta w mitochondriach watroby szczura o 40%, natomiast deaminacja dAdo
maleje o 70% [41]. Aktywnos$¢ enzymu jest kompetycyjnie hamowana
przez dAdo, jezeli deaminowana jest Ado i odwrotnie, ale hiperboliczna
kinetyka reakcji katalizowanej przez enzym oraz identyczne wartosci Ki,
sugerujg istnienie jednego miejsca wigzania obu substratdw przez enzym
[41, 42].

Niespodziankg byto wykrycie w mitochondriach watroby szczura
aktywnosci deaminujgcej AMP [41, 56], gtéwnie dotad opisywanej w cyto-
solu roznych narzadéw [83—83]. Aktywnos¢ ta, zwigzana z btonami ujaw-
nia sie podobnie jak aktywno$¢ 5'nukleotydazy po traktowaniu mito-
chondriéw detergentami. Obecno$¢ jej wykazano inkubujgc mitochon-
dria z YC-AMP w optymalnych warunkach dla aktywnosci tego enzymu.
Prowadzi to do powstania 4C-IMP oraz MC-Ino, ktérych tgczna ilos¢ réwna
jest ilosci C-AMP, jaka nie ulega hydrolizie do 4C-Ado w reakcji katali-
zowanej przez 5'-nukleotydaze [41]. Deaminaza AMP wykorzystywana jest
gtéwnie do wytwarzania NH3 w cyklu nukleotydéw purynowych [83].
Wydaje sie jednak mozliwe, ze w mitochondriach, poza regulacja aktyw-
nosci deaminazy adenozynowej (rozdziat V-3), deaminaza AMP z dehydro-
genezg glutaminianowga dostarczajac NH3 do syntezy karbomylofosforanu.
Opisano trzy izoenzymy AMP, nazwane A, B i C, wystepujgce w miesniach,
w watrobie, nerkach oraz ptucach [84, 85], nie ma jednak zadnych danych
wskazujacych ktérym z tych izoenzyméw jest enzym mitochondrialny.
Jak dotad, jedyng réznica, jakg wykazuje deaminaza AMP wystepujaca
w mitochondriach, sg zmiany aktywno$ci enzymu w watrobie regeneru-
jacej [41], czego nie wykryto w odniesieniu do enzymu zawartego w cyto-
solu tego narzadu [85]. Inne wiasciwosci mitochondrialnej deaminazy
AMP, wliczajgc w to aktywujacy wplyw jonéw K+ [86, 87], czy hamujacy
efekt ATP, GTP i ADP [88, 89], nie wyrdzniajg enzymu mitochondrialnego
w zestawieniu z cytosolowg deaminaza AMP.

V. Regulacja syntezy 2'-deoksynukleotydéw w mitochondriach

V-l. Regulacja aktywnosci kinaz 2'-deoksyrybonukleozydow

Aktywnos$¢ kinazy tymidynowej A, regulowana jest na drodze sprze-
zenia zwrotnego przez dTTP i dCTP hamujgce odpowiednio synteze dTMP
i dCMP [30]. Regulacja fosforylacji dGuo przez kinaze deoksyguanozynowag
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zachodzi na podobnej drodze, przy czym zwigzkiem hamujacym synteze
dGMP jest dGMP, wykazujgcy takie same wiasciwosci wobec kinazy
deoksyadenozynowej [34]. Fosforylacja dAdo kontrolowana jest takze
przez dATP, jednakze efekt hamujgcy tego zwigzku jest wielokrotnie
stabszy [34]. 2'-deoksyrybonukleozydy hamujg przede wszystkim synteze
dAMP i dGMP. dAdo silnie hamuje fosforylacje dGuo, natomiast dGuo
niemal catkowicie zatrzymuje fosforylacje dAdo [30, 34], W regulacji
aktywnosci kinaz 2'-deoksyrybonukleozydowych uczestniczg takze fosfo-
hydrolazy. | tak 5'-nukleotydaza obnizajagc aktywno$s¢ w mitochondriach
komérek mitotycznie czynnych wzgledem dTMP, przesuwa réwnowage
fosforylacji dThd do dTMP w prawo. Ten efekt regulatorowy jest nastep-
stwem nie zmienionej aktywnosci 5'-nukleotydazy wzgledem dAMP [56],
co poprzez zwiekszenie stezenia dAdo (hamujacej z kolei aktywno$¢ enzy-
mu wzgledem dTMP [56]), obniza jego zdolno$¢ hydrolizy dTMP do dThd
i HPOI-. W nagromadzeniu dAdo uczestniczg rdwniez deaminazy wyste-
pujace w mitochondriach. Istota tego procesu (omoéwiona w rozdziale V-3),
polega m.in. na obnizeniu aktywnos$ci deaminazy AMP w mitochondriach
watroby regenerujacej o 70°/0 [41]. W konsekwencji zamiast deaminacji
do IMP, AMP, pod wptywem 5-nukleotydazy ulega hydrolizie do Ado,
ktora z kolei hamuje kompetycyjnie aktywnos$¢ deaminazy adenozynowej
wzgledem dAdo [41].

Rola Mg2+-ATPazy oraz difosfatazy nukleozydowej — wykazujgcych
w mitochondriach watroby regenerujacej tylko potowe aktywnosci wzgle-
dem ATP, dATP, dTTP, ADP, dADP i dTDP [39] — w regulacji aktyw-
nosci kinaz 2'-deoksyrybonukleozydowych sprowadza sie do utrzymywania
odpowiednio wysokiego stezenia dATP i nukleotydéw tymidylowych, be-
dacych aktywatorami syntezy dGMP [34]. Mitochondria narzagdow mito-
tycznie czynnych nie wykazujg zmian aktywnosci kinazy deoksyadenozy-
nowej [30] i bez przeszkéd zapoczatkowujg tancuch fosforylacji prowa-
dzacy do dATP. Jest prawdopodobne, ze toksyczny efekt dATP dokonuje
sie na drodze pobudzenia syntezy dGMP, koiAcowy bowiem produkt fosfo-
rylacji nukleotydow 2'-deoksyguanylowych jakim jest dGTP, hamuje za-
réwno synteze jak i dGMP [30, 34]. Nalezy jednak zwrd6cié uwage na fakt,
ze w mitochondriach normalnej (tj. nie regenerujgcej) watroby aktywnos¢
deaminazy deoksyadenozynowej dwukrotnie przewyzsza aktywnos$é kinazy
deoksyadenozynowej [41], w tych wiec warunkach fosforylacja dAdo do
dAMP nie gra wiekszej roli w przemianach. W mitochondriach watroby
regenerujacej (24 godziny po czeSciowej hepatektomii), czterokrotny spa-
dek aktywnosci deaminazy deoksyadenozynowej przy nie zmienionej
aktywnos$ci kinazy deoksyadenozynowej [30, 41] powoduje odwrécenie
tych zaleznosci i w konsekwencji dominujacg przemiang dAdo staje sie
fosforylacja do dAMP [34]. Poniewaz synteza dAMP zapoczatkowuje cigg
reakcji kofAczacych sie wzrostem stezenia dATP, ochrona przed wspomnia-
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nym wyzej cytotoksycznym efektem gromadzacego sie w nadmiarze dATP
polega na zwrotnym hamowaniu aktywnosci kinazy deoksyadenozynowej
przez dATP.

V-2. Regulacja aktywnosci kinaz 2'-deoksyrybonukleozydo 5' mono i difosforanéw

Sposréd scharakteryzowanych dotychczas czynnikéw regulujacych
fosforylacje dTMP, istotna rola przypada 5'-nukleotydazie. Udziat tego
enzymu w regulacji syntezy dTDP zwigzany jest ze zmianami aktywnosci
enzymow, ktdre w mitochondriach regulujg stezenie dThd i dAdo, ponie-
waz nukleozydy te hamujg odpowiednio aktywno$¢ 5'-nukleotydazy
wzgledem dTMP i dAMP [41, 56]. Argumentem przemawiajagcym na ko-
rzy$¢ udziatu 5'-nukleotydazy w regulacji aktywnosci kinazy dTMP jest
ponadto bezposrednie sgsiedztwo submitochondrialnego rozmieszczenia
obu enzymow oraz fakt, ze jedynym substratem, wobec ktérego aktywnos$¢
5'-nukleotydazy w mitochondriach komorek dzielgcych sie spada jest
dTMP [30, 41, 56]. Mniejsze znaczenie w regulacji syntezy dTDP przy-
pada GDP i CDP. Wprawdzie oba te nukleotydy syntezowane sg w mito-
chondriach [91] i hamujg fosforylacje dTMP [42], ale duze wartosci Ki
przy nie zmniejszonej aktywnosci difosfatazy nukleozydowej wzgledem
GDP i CDP [30] eliminujg je spos$rdd czynnikdw regulujacych synteze
dTDP w mitochondriach.

Regulacja aktywnosci kinazy dAMP dokonuje sie poprzez kohcowy pro-
dukt tancucha fosforylacji nukleotydéw 2'-deoksyadenylowych, tj. przez
dATP, nie kompetyncyjny za$ charakter hamowania syntezy dADP suge-
ruje allosteryczny mechanizm tej kontroli [42]. Synteza dGDP i dGTP
zwigzana jest z aktywnos$ciami szeSciu innych enzymoéw. Sg nimi kinaza
tymidynowa A, kinaza dTMP, kinaza dTDP, 5'-nukleotydaza, kinaza deo-
ksyadenozynowa oraz Mg2+ATPaza. Trzy pierwsze odpowiedzialne sg za
synteze aktywatoréw fosforylacji dGuo: 5'-nukleotydaza reguluje szyb-
kos¢ fosforylacji dTMP do dTDP, kinaza deoksyadenozynowa zapoczgtko-
wuje fosforylacje konhczacag sie synteza trzeciego aktywatora kinazy deo-
ksyguanozynowej jakim jest dATP, wreszcie zmniejszona aktywnos$é
Mg2+-ATPazy zapobiega obnizaniu sie stezenia dATP, niezbednego do sty-
mulacji syntezy nukleotydow 2'-deoksyguanylowych.

Kontrola syntezy dCDP i dCTP zachodzi w mitochondriach na drodze
zwrotnego hamowania kinazy tymidynowej A przez dCTP [30] i zwigzana
jest aktywnos$ciami kinaz dTMP i dTDP, poniewaz dTTP na tej samej
drodze hamuje réwniez fosforylacje dCyd [8, 10, 30].

V-3. Regulacja aktywnosci fosfohydrolaz i aminohydrolaz

W kontroli aktywnos$ci 5'-nukleotydazy uczestniczy Mg2+ATPaza, re-
gulujaca stezenie ATP, inhibitora 5'-nukleotydazy [41]. Posrednio mito-
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chondrialna ADPaza kontrolujgca poprzez ADP aktywno$¢ Mg2+ATPaze,
wigczona jest takze do mechanizméw majacych wplyw na aktywnos$c
5'-nukleotydazy [69, 70, 71].

Relacje pomiedzy aktywnos$ciami deaminazy AMP, deaminazy adeno-
zynowej deoksyadenozynowej, 5'-nukleotydazy i kinazy deoksyguanozy-
nowej oraz wynikajgce z nich mechanizmy kontroli aktywnos$ci mitochon-
drialnych deaminaz przedstawia rycina 1

| m 3 IKA O
r—u!u eremam— WY

Ado «—3— AMP Ryc, 1. Regulacja aktywnosci deaminazy AMP oraz
deaminazy adenozyny (deoksyadenozyny w mitochon-
driach. 1 — deaminaza AMP; 2 — deaminaza Ado/

dAdo % dino—— dIMP /dAdo; 3 — 5'-nukleotydaza; 4 — Kinazai deoksygua-
nozynowa; <e-hamowanie reakcji

AMP bedac substratem deaminazy i 5'-nukleotydazy deaminowany jest
do IMP lub hydrolizowany do Ado, kompetencyjnie hamuje deaminacje
dAdo [41, 42], Podobne cechy posiadajg Ino powstajgca w wyniku hydro-
lizy IMP lub dezaminacji Ado [41]. W przypadku wzmozenia deaminacji
dAdo gromadzaca sie dlno — bedac substratem kinazy deoksyguanozyno-
wej — fosforylowana jest do dIMP [31]; ten za$ hamujac dezaminacje
AMP [42] preferuje hydrolize AMP do Ado i dezaminacje Ado do Ino,
dostarczajagc tym samym dwoch inhibitordw dezaminacji dAdo. W regu-
lacji stezenia deoksyadenozyny w mitochondriach uczestniczg zatem cztery
enzymy: deaminaza AMP, deaminaza Ado, 5'-nukleotydaza oraz kinaza
deoksyguanozynowa. W mitochondriach komorek mitotycznie czynnych
enzymy te prowadzg do oszczedzania dAdo [41], zachowujac jg jako sub-
strat fosforylacji i syntezy nukleotyddéw deoksyadenylowych [30].

VI. Uwagi koncowe

Zawarte w mitochondriach enzymy katalizujg reakcje, ktérych prze-
bieg i mechanizmy regulacji przedstawiono na rycinie 2. Latwo zauwazy¢,
ze reakcje te prezentuja zaledwie czes¢ szlakdw katabolizmu i anabolizmu
2'-deoksynukleotyddéw [92—94]. Zwraca ponadto uwage fakt, ze mito-
chondria, nie zawierajace reduktazy rybonukleozydodifosforanowej [39]
nie sa w stanie redukowac¢ rybonukleotydéw do odpowiednich 2'-deoksy-
pochodnych. W mitochondriach nie znaleziono aktywnosci rybozylotrans-
ferazy i fosforybozylotransferazy [42], co wyklucza synteze dGMP, dIMP
czy dAMP, tym bardziej, ze substratem przenoszonym przez drugg trans-
feraze jest PRibPP a nie 2'-deoksy PRibPP [95, 96]. Powstaje zatem pyta-
nie, w jaki sposéb 2'-deoksyrybonukleozydy przedostajg sie z cytosolu
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Ryc. 2. Schemat metabolizmu 2'-deoksynukleotydéw w mitochondriach. Hamowanie,
aktywacja. Oznaczenia enzyméw: 1 — deaminaza AMP; 2 — 5'-nukleotydaza; 3 —
deaminaza dAdo; 4 — kinaza dAdo; 5 — kinaza d Guo; « — kinaza dThd; 7 — kinaza
dAMP; ¢ — kinaza dGMP; 9 — kinaza dTMP; 10 — kinaza dTDP; 11 — Kkinaza
dCMP; 12 — deaminaza dCMP; 13 — syntaza dTMP; 14 — NDPaza; 15 — ATPaza;
16 — polimeraza DNA. Na schemacie uwzgledniono tylko te enzymy, ktérych obec-
no$¢ stwierdzono w mitochondriach. Enzymy, ktérych oznaczenia podano w na-
wiasach, prawdopodobnie katalizujg reakcje przedstawione odpowiednimi réwna-
niami.

do matriks mitochondrialnej, gdzie zawarta jest nie tylko wiekszo$¢ aktyw-
nosci kinaz 2'-deoksyrybonukleozydowych i nukleotydéw niezbednych do
syntezy prekursoréw DNA, lecz takze dokonuje sie synteza DNA [1, 97].
Biona zewnetrzna dla zwigzk6éw o masie czgsteczkowej 5000 D a wiec dla
wszystkich nukleozydéw i nukleotydéw, nie stanowi bariery na drodze
pomiedzy cytosolem a matriks [98], chociaz utatwienie przechodzenia nu-
kleotydéw w obecnosci 5'-nukleotydazy [99] wskazuje, ze preferowanymi
substratami tego procesu sg nukleozydy. Taka barierg staje sie natomiast
btona wewnetrzna, w ktérej umiejscowiony jest doktadnie scharak-
teryzowany uktad mitochondrialnej translokazy, specyficznej jedynie
wobec nukleotydéw adeninowych [100—102], Matriks mitochondrialna
zawiera wprawdzie fosfotransferaze GTP—AMP, ktéra oprdcz przeniesie-
nia reszty HPOi- z GTP na AMP, katalizuje takze przemiane GTP+
+dAMPAGDP+dADP oraz dGTP+AMP "~ dGDP+ADP [103, 104],
jest to jednak spos6b wyrdwnywania stezenia ADP w matriks, podobnie
jak to czyni w przestrzeni miedzybtonowej kinaza rybonukleozydo 5'-di-
fosforandéw [47, 100], nie za$ droga, ktéra w matriks wykorzystywana jest
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do gromadzenia 2'-deoksynukleotydéw. Poniewaz dokonujgca sie w matriks
synteza DNA [1, 97] wymaga obecnosci wszystkich czterech 2'-deoksyry-
bonukleozydo 5'-trifosforanéw sadzi¢ nalezy, ze podobnie jak to ma miej-
sce w E. coli [105], w mitochondriach eukariontéw funkcjonujg dwa nie-
zalezne uktady transportu bionowego. Jeden z nich przenosi wybidrczo
nukleotydy adeninowe, a drugi pozostate rybo- i '-deoksyrybonukleotydy.
Nalezy oczekiwac, ze badania czynnego transportu btonowego potwierdza
istnienie odrebnych uktadéw transportujgcych, lub wskazg inne mecha-
nizmy przenoszenia 2/-deoksyrybonukleozydéw i nukleotydéw przez btone
wewnetrzng do matriks mitochondrialnej.

Zaakceptowano do druku 20 kwietnia 1985 r.
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SEOWNICTWO BIOCHEMICZNE

Komisja Stownictwa Biochemicznego przedstawia ttumaczenia 6 doku-
mentéw na temat stownictwa sacharyddéw, dziekujgc jednoczes$nie prof.
dr hab. Januszowi Sokotowskiemu, cztonkowi Komisji Terminologii Che-
micznej Polskiego Towarzystwa Chemicznego za cenng wspotprace.

SLOWNICTWO MONOSACHARYDOW ROZGALEZIONYCH

Opracowano na podstawie dokumentu Wsp6lnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury
Biochemicznej (JCBN): ,,Nomenclature of Branched-Chain Monosaccharides, Re-
commendations 1980”, opublikowanego w Eur. J. Biochem., 119, 5—s, (1981) i w innych
czasopismach.

Ttumaczyli Andrzej Gamian i Ewa Katzenellenbogen

Spis tresci

1 Tworzenie nazw form acyklicznych
11. Podstawa stownictwa
1.2. Wybér tancucha macierzystego
1.3. Tworzenie nazwy monosacharydu macierzystego
14. Tworzenie nazw monosacharydéw macierzystych posiadajgcych dwie grupy
réwnocenne
15. Rozgatezienia
1.6. Numeracja
2. Podstawienie terminalne
Tworzenie nazw form cyklicznych
4. Przyktady ogdlne

w

Opisano nazewnictwo form acyklicznych podajac w pierwszej czesci reguty
wyboru tafcucha macierzystego. Prowadzi to do nazwania macierzystego mono-
sacharydu i nazwania C-podstawnika, ktory tworzy rozgatezienie. W tym przypadku
nalezy stosowa¢ konwencje stereochemiczne aby okresli¢ konfiguracje: dwa podstaw-
niki na jednym weglu tancucha macierzystego sg podawane weditug ich waznosci,
przy czym przy wprowadzaniu nazwy monosacharydu macierzystego przyjmuje sig,
ze podstawnik wazniejszy zastepuje grupe hydroksylowg, a podstawnik mniej wazny
zastepuje wodér. Grupy réwnocenne i podstawienie terminalne rozwaza sie osobno.
W dalszej kolejnosci opisano formy cykliczne. Podano takze szereg przyktadow.

17 Postepy Biochemii 3-4/85
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1. Tworzenie nazw form acyklicznych

1.1. Podstawa stownictwa

Rozgateziony monosacharyd nalezy oznacza¢ jako pochodng macie-
rzystego nierozgatezionego monosacharydu, przedstawionego w Sswojej
formie acyklicznej.

1.2. Wybor tancucha macierzystego

tancuchem macierzystym okresla sie nierozgateziony, ztozony w ca-
tosci z atomoéw wegla taincuch, posiadajacy jedng lub wiecej grup karbo-
nylowych i zawierajacy najwiekszg ilos¢ monosacharydowych jednostek
weglowych. Jezeli pozostaje jakakolwiek mozliwos¢ wyboru, wtedy ma-
cierzystym nazwiemy tancuch zawierajgcy najwiecej atomow wegla. Przy-
ktad numeracji przedstawia Ryc. 1

1CHO CHO
1] 1
ZHOH CHOH
3' |
CHOH ////;HOH
\4CH
ol
?HOH
6
i
;CHOH
&HZOH
Ryc. 1

Na podstawie numeracji prawidtowa nazwg cukru macierzystego bedzie
oktoza, a nie alternatywna heptodialdoza.

Jezeli po zastosowaniu tej reguty pozostaje mozliwo$é wyboru, wtedy
dokonuje sie go wedtug nastepujgcego porzadku preferencji:

a) Nazwe aldoza nalezy preferowac przed nazwg ketoza (patrz Ryc. 2).
Macierzystg jest numerowana oktoza, a nie alternatywna 2-oktuloza.

CHOH co
alt |
3 HoH /cuou
ofH
S?HOH
GCHZ
R
‘'cwoh
d
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b) Maksymalna liczba grup karbonylowych (potencjalnych). Przykiad
podano na Ryc. 3. Ponumerowana na rycinie dialdoza jest nazwg prefe-
rowang przed innymi mozliwymi.

1

CHO
2CHOH
3CHoM
q
CH
%/ \
“"CHOH CHOH
SCHOH CHOH
CHo CH,OMH
Ryc. 3.
c) Miejsce lub miejsca rozgatezienia powinno sie okreslaé za pomocg

mozliwie najnizszych lokantéw. Przyktad przedstawiono na rycinie 4. Ma-
cierzystym bedzie taficuch numerowany pionowo, nie za$ taincuch skreca-
jacy w prawo w pozycji 3, poniewaz lokanty rozgatezien to 3,4 a nie 3,5.

CHO
HlOH
flod
—
HUTH NCoH
CH,0H (,:H?()H
Ryc. 4.

d) Nadrzedno$¢ reguty Carb-8.2 (reguta 8.2 patrz [1]). Przyktady po-
dano na Ryc. 5, Ryc. 6 Ryc. 7.

cho CHO cho
| | |
2c c HOCH HCOH
S¢—c—c—¢
l °
c=4¢ HCIOH
S(I; HCOH
| |
c

Ryc. 5. 3-deoksy-3-C-(L-glicero-I-hydro-
ksy-2-oksyetylo)-D-altro-heksoza (nie
D-glicero-, D-gluko- wediug Reguly
Carb-s.za)

17*

ch2oh

Ryc. . 4-deoksy-4-C-(L-gfltcero-1,2-di-
hydroksyetylo)-D-gfulo-heksoza (nie D-
glicero-, L-talo- wedtug Reguty Carb-
8.2d)
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Ryc. 7. 3-deoksy-3-metylo-rybo-pentodialdoza. Uwaga! Przyjeto jako forme D, dla
zdefiniowania kierunku numeracji (Reguta Carb-8.2b)

1.3. Tworzenie nazwy monosacharydu macierzystego

W celu okre$lenia stereochemii atomu wegla (punktu rozgatezienia)
tanicucha weglowego zachodzi potrzeba rozrdznienia podstawnikdéw przy
tym rozgatezieniu, pomijajgc oczywiscie przypadki, gdy dwa podstawniki
rozgatezienia sg réwnocenne lub tez jeden z nich mozna uznaé za réwno-
cenny fragmentowi tahcucha macierzystego (potrz 1.4). Pierwszenstwo
dwu podstawnikéw (tgcznie z wodorem, jezeli taki wystepuje) w miejscu
rozgatezienia wyznacza sie wedtug postepowania (opartego gtdwnie na
liczbie atomowej) stosowanego w regutach sekwencji (patrz Uzupetnienie 2
w [3]). Z kolei symbol konfiguracyjny wprowadza sie wediug reguty
Carb-8.8, kiedy to podstawnik bardziej uprzywilejowany zastepuje grupe
hydroksylowg (poréwnaj regute Carb-8.14 dla aminocukréw i regute
Carb-8.36 dla analogow siarkowych i selenowych). Przykiady przedsta-
wiono na Ryc. 8, Ryc. 9, Ryc. 10, Ryc. 11, Ryc. 12 i Ryc. 13.

CHO

Ryc. s. 3-C-metylo-D-glukoza (tlen ma Ryc. 9. 3-deoksy-3-C-metylo-D-fiiluko-
pierwszenstwo wzgledem wegla) heksoza (wegiel ma preferencje w sto-
sunku do wodoru)

Hc=10 cho
| |
CH, HCOH
|
0-N— c— CH, HCOH
2 1 3 |
MeOCH ~1176 9 CHOOH
HCOH HCOH
i |
CH3 ch2oh

Ryc. 10. 2,3,6-trideoksy-3-C-metylo-4-0- Ryc. 11. 4-C-cykloheksylo-4-deoksy-4-C-

metylo-3-C-nitro-D-l1zkso-heksoza (azot  (hydroksymetylo)-D-allo-heksoza (tlen

ma pierwszeAnstwo wobec wegla) ma pierwszenstwo w stosunku do wegla
[C-27)
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CH-OH ch2oh

1
NCOH

‘ HOCH
1

CH,COH CH3COH
1 1
HCOH HCOH
| ;
CH.OH CH2 °n
Ryc. 12. 3-C-metylo-rybitol Ryc. 13. 3-C-metylo-D-arabinitol

Uwaga: Pierwszy przyktad zostat wyprowadzony z D-glukozy, poniewaz
jest to podstawiona D-glukoza; drugi zwigzek nazwano od D-gluko-hekso-
zy, poniewaz z powodu utraty tlenu przestaje on by¢ podstawiong glukozg,
chociaz ma konfiguracje D-gluko.

1.4. Tworzenie nazw monosacharydéw macierzystych
posiadajacych dwie grupy réwnocenne

Jezeli dwa podstawniki w punkcie rozgatezienia tafcucha macierzy-
stego sg réwnocenne lub jezeli jeden z nich jest rdwnocenny czesci tan-
cucha macierzystego, wtedy macierzysty monosacharyd powinien otrzy-
maé¢ nazwe wedtug Reguty Carb-8.14 dla niepodstawionych deoksymono-
sacharydéw. Przyktady przedstawiono na Ryc. 14 i Ryc. 15.

CHO

|
1

HCOH
-

CH-jCCH,
1

HCOH 1

i HCOH

CHO

1
HCOH

HCOH 1
HOCH2COH

! |
CH2O0OH CHOOH

Ryc. 14. 3-deoksy-3,3-di-C-metylo-D- Ryc. 15. 4-C-(hydroksymetylo)-D-erytro-
rybo-heksoza pentoza

1.5. Rozgatezienia

Kazde rozgatezienie okresla sie nazwg systematyczng albo zwyczajowg
jako alkil lub podstawiony alkil — itd., zastepujacy atom C-wodoru mo-
nosacharydu macierzystego o tancuchu nierozgatezionym. W obrebie roz-
gatezienia konfiguracje wokot centrow asymetrii wskazuje sie przez zasto-
sowanie przedrostkdw konfiguracyjnych (Reguta Carbo-8.8 i Carb-8.9).
Jezeli pierwszy atom rozgatezienia jest chiralny, wtedy gtéwny tancuch
jest uwazany za grupe X przy stosowaniu Reguty Carb-8.8. Przykiad
przedstawia Ryc. 16.
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HOCH

HCOH

HOCH

HOCH
|

CH2OH

Ryc. 16. L-glu.fco-1,2,3,4,5-pentahydroksypentyl lub L-gliiko-pentitol-yl

1.6. Numeracja

Monosacharyd macierzysty o nierozgatezionym tanicuchu numeruje sie
zgodnie z zasadg Carb-8.4, to znaczy w aldozie atom wegla grupy kar-
bonylowej (potencjalnej) jest atomem numer ., w ketozie ma on numer
mozliwie najnizszy.

Atomy wegla kazdego rozgatezienia numeruje sie cyframi arabskimi,
poczynajac od atomu wegla przytgczonego do tancucha gidwnego (patrz
Nomenklatura Chemii Organicznej A-2-9 [4]).

2. Podstawienie terminalne

Jezeli koncowy atom wegla monosacharydu jest asymetryczny w wy-
niku obecnosci dwu podstawnikéw weglowych, ktdre nie moga by¢ rozpa-
trywane jako cze$¢ skltadowa tancucha cukrowego, stereochemie nowego
centrum asymetrycznego nalezy wskaza¢ za pomocg Reguty Sekwencji (R
lub S) (patrz takze Reguta Carb-8.34 i Carb-8.35). Przyktad przedstawia
Ryc. 17.

I—[I; 0

|
HOCH
OH
°H

Ph

H

]
|
HC—c¢

Ryc. 17. (5R)-5-C-cykloheksylo-5-C-fenylo-D-ksyloza

3. Tworzenie nazw form cyklicznych

W przeciwienstwie do reguty Carb-8.20, nazwa cyklicznej formy mono-
sacharydu o rozgatezionym taricuchu opieraé¢ sie bedzie na nazwie syste-
matycznej jej formy acyklicznej, w ktérej oba atomy weglowodanowe,
miedzy ktérymi nastgpita cyklizacja, sa uwazane za cze$¢ tancucha gtow-
nego. Forma cykliczna jest wiec definiowana na podstawie konwencjo-
nalnej nomenklatury konfiguracyjnej weglowodanéw.
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4. Przyktady ogodlne

Formy 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.

Ryc. 18. Kladynoza. 2,6-dideoksy-3-C-
metylo-3-O-metylo-L-rybo-heksoza

cHO
|
HCOH
CH,cO |
—————— CH
C |
[T c R cm— (
|
CH-OH

Ryc. 20. N-acetylogarozamina. 3-deoksy-
4-C-metylo-3-C-(N-metylo-aeetamido)-
L-arabinoza. Uwaga! Zwigzek ten uwa-
za sie raczej za arabinoze, niz arabino-
pentoze poniewaz zastgpienie tlenu azo-
tem (lub innym heteroatomem) wciaz
pozwala uwaza¢ go za pochodng arabi-
nozy.

CHO

HCOH

(ch3) 2c =
HCOH

ch2o0h

Ryc. 22. 3-deoksy-3-C-(2-metylo-l-prope-
nylo)-D-/csylo-pentoza

HO [ CMe-
Ryc. 24. Z D-apiozy: 3-C-(hydroksymety-
l0)-1,2-0-izopropylideno-a-D-erytro-te-
trofuranoza

CH2O0H

Ryc. 19. Hamameloza. 2-C-(hydroksyme-
tylo)-D-ryboza

Ryc. 21. D-apioza. 3-C-(hydroksymetylo)-
D-fifizcero-tetroza

HCOH
|
H_C e [Jp— C2H&
3 |
HCOH
|
CHoOH

Ryc. 23. 3-deoksy-3-C-etylo-3-C-metylo-
D-rybo-pentoza
0
HOCH2 o0 - CMe2

Ryc. 25. Z D-apiozy: 3-C-(hydroksymety-
lo)-1,2-0-izopropylideno-B-L-treo-tetro-
furanoza
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OCH3,
HO

H3C H 0
cHy ]
" ‘on
Ryc. 26. Metylo-2,6-dideoksy-4-C-(L-gli-
cero-l-hydroksyetylo)-a-L-/csylo-heksopi-
ranozyd
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SLOWNICTWO MONOSACHARYDOW NIENASYCONYCH

Opracowano na podstawie dokumentu Wspélnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury
Biochemicznej (JCBN): ,,Nomenclature of Unsaturated Monosaccharides, Recommen-
dations 1980”, opublikowanego w Eur. J. Biochem., 119, 1—3, (1981) i w innych
czasopismach

Ttumaczyli Andrzej Gamian i Ewa Katzenellenbogen

Podano zalecenia dotyczace nazewnictwa monosacharydéw nienasyconych. Opi-
sano sposob uzycia wrostka (infix) ,en” oznaczajgcego wigzanie podwojne. Dla okre-
$lenia pochodnych cukrowych z wigzaniami potréjnymi lub sprzezonyml wigzaniami
podwojnymi nalezy w ich nazwach uzy¢ przedrostkdw ,dehydro” wskazujgcych po-
tozenie wigzan jak i przedrostkdw ,deoksy”.

Zalecenia niniejsze dotyczg nazw cukrow zawierajgcych podwojne lub
potrojne wigzania miedzy dwoma sasiednimi atomami wegla taricucha
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szkieletowego pochodnej monosacharydowej. Wigzanie podwG6jne pomiedzy
atomem wegla taincucha szkieletowego i atomem na zewnatrz fancucha,
a takze wigzanie podwodjne lub potrojne pomiedzy dwoma atomami wegla
na zewnatrz tancucha szkieletowego bedzie traktowane wedtug normalnych
zasad nomenklatury organicznej [:],

1. Wigzania podwaéjne

Pochodne monosacharydowe zawierajgce podwojne wigzanie miedzy
dwoma sgsiednimi atomami wegla taficucha szkieletowego otrzymajg nazwe
przez wstawienie w nazwe odpowiedniej catkowicie nasyconej pochodnej
wrostka ,,x-en”. Wrostek ten umieszcza sie bezposrednio po nazwie rdze-
nia okreslajacej dtugos¢ tancucha cukru. Lokant x jest numerem pozycji
nizej numerowanego atomu wegla zaangazowanego w wigzanie podwaojne.
Relacje steryczne w wigzaniu podwdjnym zaznacza sie, jezeli zajdzie po-
trzeba, za pomocg przedrostkéw (Z) — i (E) — poprzedzajgcych calg nazwe.
Uwagi.

a) Termin ,glikal” nie jest zalecany, jest on nazwa zwyczajowa cyklicz-
nych enolowych eterowych pochodnych cukréw majgcych wigzanie pod-
wojne pomiedzy atomami wegla 1i 2 pierscienia. Terminu tego nie nale-
zy uzywaé ani modyfikowa¢ przy nazywaniu pochodnych monosacharydo-
wych zawierajgcych podwdjne wigzanie w jakiejkolwiek innej pozycji.

b) Stosujac zasade wyprowadzania nazwy od pochodnej nasyconej,

sktadniki majace grupe ~>C= CR—O— jako cze$¢ systemu pierscieniowego
okres$la sie jako pochodne nienasycone anhydro alditoli w przypadku, gdy
R jest wodorem lub weglem; w przypadku zas, gdy R jest atomem fluo-
rowca, chalkogenem lub pierwiastkiem z rodziny azotowcOw nazwa po-
winna byé nazwa glicenozy lub pochodnej glicenozylowej.

c) Dla lepszego brzmienia, jesli zajdzie potrzeba, mozna uzywac¢ wro-
stka ,eno”.

d) Oznaczenia steryczne (Z) — i (E) — (patrz [2]) mozna pomingé w
przypadku, gdy wigzanie podwodjne znajduje sie w obrebie systemu pier-
Scienia zbudowanego z sze$ciu lub mniej atom6w, poniewaz wymogi ste-
ryczne w takich systemach zezwalajg zazwyczaj tylko na forme (Z2)—.

2. Wiagzania potrdéjne lub sprzezone wigzania podwdjne

Pochodne monosacharydowe zawierajgce wigzanie potréjne lub sprze-
zone wigzania podwdjne w tancuchu szkieletowym powinny by¢ nazywane
na podstawie odpowiedniego catkowicie nasyconego cukru przez uzycie
wtasciwej liczby przedrostkow dehydro i deoksy (patrz Uwaga). Przed-
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rostki winny by¢ umieszczone w porzadku alfabetycznym przed nazwa
rdzeniowa.

Zwigzki te mozna réwniez nazywac zgodnie z regutami nomenklatury
organicznej IUPAC.

Uwaga: Atomy wegla w tancuchu szkieletowym zwigzkow ze sprzezo-
nymi wigzaniami nie majg przytgczonych ani atoméw wodoru ani grup
OH. Przyrostki za$ takie jak -itol sugerujg obecno$é atomu tlenu na kaz-
dym z atoméw wegla, (patrz [4]). Nazwy zatem takie jak pentynitol lub
2,3-pentadienitol sg przeto bezsensowne poniewaz okreslajg zwigzki, ktore

istnie¢ nie moga.

Przyktady przedstawiono na Rycinach 1—25.

CH,OH CH,0H
o o)
H/H H/H
H H
HO \ OH HO \OH /
H H H OMe
Ryc. 1 I,5-anhydro-2-deoksy-D-orabmo- Ryc. 2 1,5-anhydro-2-0-metylo-D-arabi-
heks-I-enitol (nie zalecana nazwa zwy- no-heks-l-enitol

czajowa D-glukal)

0, H
0 N——n
HOH,C HOM,¢ 0 ) \_
/ OMe N
H\OH H \OH / M
H n H I3 H H
Ryc. 3 Metylo-2-deoksy-D-ireo-pent-I- Ryc. 4. I-(2-deoksy-D-treo-pent-l-enofu-
enofuranozyd ranozylo)uracyl

H
K (o] CH,0H

H H Q

H / Ci , H ,[
AcO H H OH

Ryc. 5 Chlorek 3,4,-di-O-acetylo-2-deok-
sy-D-eryiro-pent-1-enopiranozylu

Ryc. . (Z)-1,7-anhydro-I,1,2,2-tetrade-
hydro-2,5,6-trideoksy-D-ksylo-okt-5-eni-
tol
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CH
1
CH,OH cH
Q |
4 HOCH
2 |
cH2 HCOH
\Y r
|
HCOH
OH H CHOOH

Ryc. 7. 2,6-anhydro-l-deoksy-D-altro- Ryc. s. 1,2-dideoksy-D-arabzno-heks-I-
hept-l-enitol (alfabetyczne pierwszeAstwo  enitol

wobec alternatywnej nazwy: :2,-anhy-

dro-7-deoksy-D-ialo-hept-6-enitol)

HCOAc

AcOCH

I

COAc COAc

|
HCOAC HCOAcC

I I
HCOAc HCOAC

| I
CH-jOAc CHoOAc

Ryc. 9. (Z)-1,2,3,45-penta-O-acetylo-D- Ryc. 10. (E)-1,2,3,4,5-penta-O-acetylo-D-

eri/iro-pent-l-enitol eryiro-pent-l-enitol
C(OMe) CH
[l
CH C
1 |
1
HOCH HOCH
i 1
HCOH HCOH
1
CHjOH CH2C

Ryc. 11. Acetal dimetylowy 2-deoksy-D- Ryc. 12. I,1,2,2-tetradehydro-1,2-dideok-
treo-pent-l1-enozy sy-D-ireo-pentitol

COMe

[
c
|

HOCH

HCOH

|
CH2oH

Ryc. 13. 1,1,2,2-tetradehydro-2-deoksy-lI- Ryc. 14. 2,3-dideoksy-a-D-eryiro-heks-2-
O-metylo-D-treo-pentitol enopiranoza
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H OMe

HO CH,0H

H H

Ryc. 15. I,5-anhydro-4-deoksy-D-erytro- Ryc. 16. Metylo-3,4-dideoksy-P-D-g£Zzcero-
heks-4-enitol (liczbowe pierwszeAstwo  heks-3-en-2-ulopiranozyd

przed alternatywng nazwg :2,-anhydro-

s-deoksy-L-eryiro-heks-2-enitol)

CH,0H,
0,
OMe
H
(o]
CHZOH
H H

Ryc. 17. 2,3-dideoksy-a-D-gZicero-heks-2- Ryc. 18 Metylo-3,4-dideoksy-(3-D-fifiicero-
enopiranozo-4-uloza hept-3-en-2-ulopiranozydo-5-uloza

H 0— CMe2

Ryc. 19. 5-deoksy-1,2-0-izopropylideno-(3- Ryc. 20. 5,6-dideoksy-1,2-0-izopropylide-
L-ireo-pent-4-enofuranoza no-a-D-icsyio-heks-5-enofuranoza

OAc

H 0—CMey H OH
Ryc. 21. 6,7,7,8-tetradehydro-6,7,8-trideok-  Ryc. 22. 6-d-acetylo-5,5,6,6-tetradehydro-
sy-1,2:3,4-di-0-izopropylideno-a-D-galak- 5-deoksy-a-D-ksylo-heksofuranoza
to-oktopiranoza
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CHjOAI

=0 HCOAC

L

CH
I
" CH

1
HCOAc

HCOAc
\ 1
H —CMe2 CH20Ac

Ryc. 23. 5,5,6,6-tetradehydro-5,6,8-trideok-  Ryc. 24. (Z2)-1,2,5,6,7-penta-0-acetylo-3,4-
sy-1,2-0-izopropylideno-a-D-ksylo-ot6to-  dideoksy-D-n/bo-hept-3-enitol
l,4-furanozo-7-uloza

CH,0Ac

HCOAc

C

i
c
|

HCOAc
HCOAc

XH20Ac

Ryc. 25. 1,2,5,6,7-penta-0-acetylo-3,3,4,4-tetradehydro-3,4-dideoksy-D-rybo-heptitol
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SKROCONE NAZWY LANCUCHOW OLIGOSACHARYDOWYCH

Opracowano na podstawie dokumentu Wspolnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury
Biochemicznej (JCBN): ,Abbreviated Terminology of Oligosaccharide Chains, Re-
commendations 1980”, opublikowanego w Eur. J. Biochem., 126, 433—437, (1982) i w
innych czasopismach.

Ttumaczyli Andrzej Gamian i Ewa Katzenellenbogen

Spis tresci

1 PiSmiennictwo
Definicje
3. Zalecenia
3.1. Nazwy zwyczajowe
3.2. Nazwy systematyczne
3.3. Skréty nazw uzywane w nomenklaturze oligosacharydéw
a-d. Symbole cukréw i ich uzycie
e. Kwasy uronowe
f. Deoksycukry
g- Aminodeoksycukry
h. Anhydrocukry (etery wewnatrzczgsteczkowe)
i. Konfiguracja
j. Konfiguracja anomeryczna
k.  Uzycie wzoréw
3.4. Oligosacharydy nierozgatezione
35. Oligosacharydy cykliczne
3.6. Oligosacharydy rozgatezione i podstawione
4. Dodatek: Zwiezty system symboli reszt cukrowych w tancuchach oligosacharydo-
wych

N

1. PiSmiennictwo

Nazwy systematyczne i wzory strukturalne oligosacharydéw i tancu-
chow oligosacharydowych w polisacharydach i glikokoniugatach stajg sie
niewygodne, je$li stosuje sie je na oznaczanie czasteczek o wiekszych wy-
miarach. W przypadku tych ostatnich pojawia sie potrzeba uzycia nazw
skréconych. Ponizsze zalecenia, oparte na raporcie podkomitetu, uwzgled-
niajag gtdwnie to, co juz stato sie praktykg w pisSmiennictwie na temat
weglowodandw.

Zalecenia niniejsze oparte na Tymczasowych Regutach Nomenklatury
Weglowodandw, opracowanych przez Komisje IUPAC-IUB [1] podaja w
przejrzysty sposéb wszystkie dostepne informacje strukturalne. W przy-
padku kiedy potrzeba bardziej skondensowanego zestawu skrétéw, po-
winno sie stosowaé zalecenia podane w dziale Lip-9.3 Stownictwa Lipi-
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déw [2]. Zalecenia te wraz z kilkoma przyktadami ich zastosowania podane
sg w Dodatku do niniejszego dokumentu.

2. Definicje

Oligosacharyd jest czgsteczka zawierajgcg kilka (od 2 do okoto 10)
reszt monosacharydowych potgczonych wigzaniami glikozydowymi. Cukier
zawierajagcy dwie takie reszty jest disacharydem, zawierajacy trzy takie
reszty trisacharydem itd.

3. Zalecenia

3.1. Nazwy zwyczajowe

a) Dopuszcza sie dalsze stosowanie nazw zwyczajowych, utrwalonych
w literaturze i zastrzezonych dla okreSlonych struktur w tych przypad-
kach, gdy peine nazwy bytyby niewygodne w uzyciu.
Przyktady:
Disacharydy: celobioza, chitobioza, gencjobioza, kojibioza,
laktoza, melibioza, soforoza, a,a-trehaloza, sacharoza, tura-
noza
Tri- i oligosacharydy: melezytoza, panoza, rafinoza, stachioza
Dalsze przyktady podane sg w dziale Lip-9 Stownictwa Lipidow [2].

b) Nazwy takich disacharydow, jak ksylobioza i mannobioza, s dwu-
znaczne i mozna je uzywac tylko wtedy, gdy nie ma ryzyka wprowadze-
nia niejasnosci. Nazwa systematyczna powinna by¢ podana razem ze zwy-
czajowg przy pierwszym wzmiankowaniu.

c) Przyjete nazwy zwyczajowe disacharydéw na okre$lenie wyzszych
oligosacharydéw mozna uzywac tylko wtedy, gdy oligosacharyd zawiera
jeden rodzaj reszt cukrowych i wigzan.

Przyktady: celotetraoza, maltotrioza.

Jezeli nazwa zwyczajowa wyzszego oligosacharydu pochodzi od nazwy
weglowodanu zawierajacego dwa lub wiecej roznych rodzajéw cukréw
lub rodzajow wigzan, stosowanie jej nie jest wskazane.

Przyktady: Nie zaleca sie takich nazw, jak agarotetraoza i nigeorotrioza.

3.2. Nazwy systematyczne

Nazwy systematyczne powinny byé stosowane wedtug regut Carb-8.39
i Carb-8.40 [1].
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3.3. Skréty nazw oligosacharydéw

a) Wskazane symbole pochodza od nazw zwyczajowych cukréw skiado:
wych. Dla jasno$ci, zwieztosci i mozliwosci umieszczania w tabelach, tam
gdzie jest to mozliwe, symbole zostaty ograniczone do trzech liter nazwy
zZwyczajowej.

Alloza = Ali Liksoza = Lyx
Altroza = Alt Ryboza = Rib
Galaktoza = Gal Ksyloza = Xyl
Glukoza = Gic Ramnoza = Rha
Guloza = Gul Fukoza = Fuc
Idoza = ldo Fruktoza = Fru
Mannoza = Man Kwas neuraminowy= Neu
Taloza = Tal Kwas muraminowy = Mur
Arabinoza = Ara

Symbole pochodzace od rzadziej uzywanych nazw zwyczajowych mozna
stosowaé, ale nazwa systematyczna powinna by¢ wowczas podana razem
Z nazwga zwyczajowg i skrétem przy pierwszym wzmiankowaniu.
Przyktady:

3,6-dideoksy-D-Jcsyio-heksoza (abekwoza = Abe)

s -deoksy-D-glukoza (kwinowoza = Qui)

s -C-(hydroksymetylo)-D-sfiicero-aldotetroza (D-apioza =
= Api)

b) Symbole reprezentujg zardwno strukturalne wzory zwigzkéw, jak
i ich nazwy.

c) Symbole reprezentujg poszczegblne cukry lub ich reszty. W tekstach
pisanych nie nalezy uzywa¢ symboli wolnych cukréw, mozna ich jednak
uzywaé w tabelach, diagramach i na rycinach.

d) Odmiany pierScieniowe cukru mozna zaznaczy¢ tam, gdzie to po-
trzebne, przez dopisanie do odpowiedniego symbolu nazwy monosacharydu
pierwszej litery stéw: furanoza, piranoza lub septanoza, pisanej matg li-
terg i kursywa.

Przyktady:
Arabinofuranoza = Araf
Glukopiranoza = Glcp

e) Kwas uronowy — Przyrostek A dodaje sie do symbolu monosacha-
rydu macierzystego.
Przykiady:
Kwas glukuronowy = GlcA
Kwas galaktopiranuronowy = GalpA

f) Deoksycukry — Zaleca sie petne nazwy, a nie ich skréty. Jedynym
wyjatkiem jest 2-deoksy-D-erytro-pentoza (deoksyryboza), ktorg okresla
sie skrétem dRib.
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g) Aminodeoksycukry — W przypadku 2-amino-2-deoksycukréw do
symbolu cukru macierzystego dodaje sie przyrostek N. Jesli monosacharyd
jest N-acetylowany, stosuje sie przyrostek NAc.

Przyktady:
2-amino-2-deoksy-D-glukopiranoza D-GlcpN
2-amino-2,6-dideoksy-L-galaktoza = L-FucN
2-acetamido-2-deoksy-D-mannopiranoza = D-ManpNAc

W przypadku innych, mniej rozpowszechnionych aminodeoksycukrow do-

daje sie odpowiednie lokanty przed literg N.

Przyktad: 3,6-Bis(acetamido)-3,6-dideoksymannoza = Man3,6(NAC,.

h) W przypadku anhydrocukréw odpowiednie lokanty i przedrostek An
dodaje sie przed symbolem monosacharydu macierzystego.
Przyktad: 3,6-anhydrogalaktoza = 3,6AnGal

i) Konfiguracja — Symbol konfiguracyjny (D lub L) umieszcza sie
przed symbolem monosacharydu i oddziela od niego tacznikiem (hyphen).
Przyktady:

D-glukopiranoza = D-Glcp
L-arabinofuranoza = L-Araf
3,6-anhydro-D-galaktoza = 3,6-An-D-Gal

j) Konfiguracja anomeryczna — Symbol anomeru (a lub @ umieszcza
sie przed symbolem konfiguracyjnym i oddziela od niego #gcznikiem.
Przyktady:

a-D-glukopiranoza a-D-Glcp
(3-L-arabinofuranoza |3-L-Ara/

k) Wzory strukturalne skomplikowanych struktur mozna podawaé jed-

noczesnie z zapisem skréconym celem jasniejszego ich przedstawienia.

3.4. Oligosacharydy nierozgatezione

Miedzy symbolami (nazwami skréconymi) jednej monosacharydowej
grupy lub reszty i reszty nastepnej umieszcza sie dwa lokanty, ktére wska-
zUjg odpowiednie atomy biorgce udziat w wigzaniu glikozydowym. Lokanty
te (zapisane w nawiasie) rozdzielone sg strzatkg (skierowang od lokanta
odpowiadajacego glikozylowemu atomowi wegla do lokanta odpowiadajg-
cego atomowi wegla z grupa hydroksylowa zaangazowang w wigzanie)
(patrz Reguta Carb-8.40 [1]). W przypadku oligosacharydéw niereduku-
jacych, strzatek dwukierunkowych miedzy lokantami odpowiednich gliko-
zylowych atomow wegla uzywa sie tylko w sytuacji, kiedy stosowane sg
symbole, a nie nazwy.

taczniki, nie stuzace do oddzielenia symbolu konfiguracyjnego od sym-
bolu monosacharydu, mozna pominagé np.

aD-Gal/?(l ->4) aD-GIc"A (1->4) aD-Xyl/?(l ->4) ocD-Glc/?N(l -+3)D-Man
Przyktady podano na Ryc. 1, Ryc. 2i Ryc. 3.

18 Postepy Biochemii 3-4/85
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CH,0H COH CH,0H CH,0H
OH 0 0 0, (o) (o]
oM OH @_ OH 0 OH
o o 0 HO,
OH OH OH NH,
Ryc. 1. .a-D-Galp-(I-*4)-a-D-GlcpA-(I-*4)-u-D-Xylp-(I-*4)-«-D-GlcpN-(I-*3)-D- Manp
CH,0H
HO 0
OH

HO CH,0H
o 2

HO CH,
0
OH
HO
HO
a

HOH-© ~
H
CH ,0H
H

Ryc. 2. u-D-Galp-(I-*4)-u-D-Galp-(I-*6)-a-D-Glcp-(I~2)-fl-D-Fru/

OH

o
OH
CH,OH OH
o
OH OH

OH
HID
OH

Ryc. 3. (i-D-Xylp(I-*4)-(}-D-Manp-(I-»-4)-p-D-Xylp-(I-*4)-D-Manp
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3.5. Oligosacharydy cykliczne

Oligosacharyd cykliczny mozna przedstawi¢ za pomocag symboli, jak
podano na Ryc. 4.
Przykitad:
Cyklomaltoheksoza (starsze nazwy — cykloheksaamyloza,
a-dekstryna Schardingera lub a-cyklodekstryna nie sg wska-
zane)

CH.,0H
20

2OH
HOHZC

£ cuzou
OH

HOHC (o] HO
m/"

ch?2oh

Ryc. 4iU)-[«-D-GlcpJs-(I)

3.6. Oligosacharydy rozgatezione i podstawione

a) Podstawniki mozna oznacza¢ nastepujacymi symbolami:

acetyl = Ac metyl = Me

benzoil = Bz fenyl = Ph

benzyl = Bzl, PhCH. (Bn) p-toluenosulfonyl = Tos (Ts) tosyl
etyl = Et trimetylosilyl = Me3i
glikolyl = Gl trityl = Trt, Ph3C (Tr)

metanosulfonyl = MeS0. (Ms) mesyl

Wiekszos¢ z tych symboli znajduje sie na listach symboli zalecanych
do uzytku biochemicznego [3] lub do przedstawiania pochodnych amino-
kwaséw [4]. Niektére symbole, powszechnie uzywane w literaturze weglo-
wodanowej, podane sg w nawiasach. Podstawnikéw nie poprzedza sie
symbolem atomu, jesli taczg sie z tlenem lub azotem, ale jeSli wigzg sie
z weglem, poprzedza sie literg C, pisang kursywg. Miejsce podstawienia
wskazuje odpowiedni lokant cyfrowy. Podstawniki umieszcza sie bezpo-
$rednio po skrocie reszty monosacharydowej.

Przyktady:
D-glukopiranuronian etylu = D-GlcpAs Et
4-siarczan P-D-galaktopiranozy = }[-D-Galp: Sos
2-C-metylo-D-ksyloza = D-Xyl2CMe
3,4-di-O-metylo-L-ramnoza = L-Rha3,4Me:

18*
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Kwas N-acetyloneuraminowy = Neu5Ac
Kwas N-acetylo-2-deoksyneuro-2-enaminowy = Neu2en5Ac
b) W przypadku rozgatezionych oligosacharydéw tanicuch gtéwny i oli-

gosacharydowe tancuchy boczne przedstawia sie tak, jak to ustalono dla
oligosacharydow nierozgatezionych. Miejsce rozgatezienia wskazuje sie po-
wyzej lub ponizej tahcucha gtéwnego liczbami i strzatkg okreslajgcymi
wigzanie glikozydowe.
Przyktady przedstawiono na Ryc. 5i Ryc. s.

CH,0H CH,0H CH,0H

0 0. 0o
om OH OH HO

HO 0 (o]
OH o
0,
OH
HO

OH
Ryc. 5. «-D-Glcp-(I->4)-a-D-Glcp-(I->4)-Manp
2
t
|3-D-Xylp

CH,0H

: CO,H
0
0 = O ==CH %
N o ’ OH OH
- OCHy
OH OH 0
OH OH

O, OH
OH
HO

Ryc. 6. p-D-Glcp-(1-*4)-P-D-GalpA-(1->6)-|3-D-Glcp-(I-~5)-L-Ara/
'2r
|3-D-Xy|p-(1"3)-p-D-G;Ip
C) Przy rysowaniu wzoréw strukturalnych mozna uzywac¢ wzoréw prze-
strzennych Haworth’a (wzér 1 na Ryc. 7), wzorow konformacyjnych (wzér 2

na Ryc. 7) lub wzoréw Mills’a [5] (wzor 3 na Ryc. 7 [1, «]. Trzeba jednak
pamieta¢ o tym, ze szczeg6towa konformacja wskazana przez wzo6r kon-
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formacyjny nie w kazdym przypadku zostata definitywnie ustalona. Wzory
Mills’a sg szczegdlnie uzyteczne w opisach stosowanych w pracach synte-
tycznych. Czasem zaleca sie uzycie wzoru Fischera (wzo6r 4 na Ryc. 7).

CH,0H CH,OH
(s 0 CH,0H
OH OH HO 0
HO HO CH,OH
o OH On 2 i
OH OH 0
HO
OH
OH
(2)

HO
OH

fn,ou

HCOH
|
HOCH

|
HC

o}

HCOH

CHZOH

(4)

Ryc, 7. «-maltoza (wzér 1, 2 i 3) i maltitol, 4-O-a-D-glukopiranozylo-D-glucytol
(wzor 4)

4. Dodatek

Zwiezty system oznaczania reszt cukrowych w oligosacharydach i tan-
cuchach oligosacharydowych.

Zgodnie z tym systemem sugestia o pospolicie wystepujacej konfigu-
racji i wielkoSci pierScienia zawarta jest juz w samym symbolu. Tak wiec
Gic oznacza D-glukopiranoze; Fru, D-fruktofuranoze; Fuc, L-fukopiranoze.
Jezeli wiadomo, ze konfiguracja lub wielko$¢ pierScienia rézni sa od po-
wszechnie wystepujgcych lub ma by¢é w szczegdlny sposob podkreslona,
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mozna to wskazaé przez uzycie odpowiednich symboli z rozszerzonego
systemu.

Symbol anomeryczny wskazuje konfiguracje wigzania glikozydowego
i dlatego umieszcza sie go przed lokantem, jesli wigzanie skierowane jest
w prawo, i za lokantem, jesli wigzanie skierowane jest w lewo. Dwa lo-
kanty rozdzielone sg tacznikiem. Nie uzywa sie tgcznikéw miedzy symbo-
lem cukru a nawiasem wskazujgcym wigzanie glikozydowe.

Przyktad: rafinoza = Gal(al-6)Glc(al-2(3)Fru

Nawiasy mozna omingC przy przedstawianiu rozgatezionych oligosacha-
rydow, jesli uzywa sie nawiaséw do wskazania rozgatezien. W ten sposob
mozna zapisa¢ rozgatezione sekwencje w jednej linii, tak jak to pokazano
na przyktadach.

Komentarz — Podstawowa réznice miedzy rozszerzong a zwieztg forma
zapisu stanowi sposob umieszczenia symboli anomerycznych a lub @ W
systemie rozszerzonym symbol anomeryczny moze byé uzyty jako czes¢
nazwy (symbolu) jednostki cukrowej; ten system jest najchetniej stoso-
wany przez chemikéw zajmujgcych sie weglowodanami. W systemie
zwieztym symbol anomeryczny okresla typ wigzania glikozydowego. Taki
spos6b uzycia podany po raz pierwszy w , Abbreviations and Symbols for
Chemical Names in Biological Chemistry” [7] jest najchetniej stosowany
przez wielu biochemikéw. Komisja JCBN nie byta w stanie jednomysSlnie
ustali¢, ktory z systeméw powinien by¢ polecony do powszechnego uzytku,
dlatego podaje tutaj oba systemy do wyboru.

Tak jak w systemie rozszerzonym, umieszczenie tgcznika lub nawiasu
po prawej stronie symbolu reszty monosacharydowej oznacza usuniecie
grupy OH z wegla redukujacego.

Tak wiec amygdaline mozna przedstawi¢ nastepujaco:
System rozszerzony:
|3-D-Glcp-(176)-p-D-Glcp-0-CH(CN)-Ph

System zwiezty:

Glc(P1-6)Glc(p)-0-CH(CN)Ph

Dotyczy to rowniez przedstawiania glikolipidow (odnosnik 2, dziat Lip-9.3).
Nastepujace przyktady ilustrujg uzycie dwoch réznych systeméw. Od-
nosza sie one do struktur I—VI podanych wyzej.
Komentarz — Przy dtugich lub wielokrotnych rozgatezieniach poleca
sie uzywanie dwuliniowego zapisu nawet w systemie zwieztym.

Struktura | (Ryc. 1)
System rozszerzony: a-D-Galp-(I-»4)-a-D-GlcpA-(I-»4)-a-D-Xylp-(I-»4)-

a-D-GlcpN-(I->3)-D-Manp
System zwiezty: Gal(al-4)GIcA(al-4)Xyl(al-4)GIcN(al-3)Man
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Struktura Il (Ryc. 2)

System rozszerzony: a-D-Galp-(I->4)-a-D-Galp-(I-*6)-a-D-Glcp-(I<->2-p-
D-Fruf

System zwiezty: Gal(al-4)Gal(al-6)Glc(ctl-2(3)Fru

Struktura Il (Ryc. 3)

System rozszerzony: f?-D-Xylp-(I->4)-(3-D-Manp-(I->4)-P-D-Xylp-(I->4)-
D-Manp

System zwiezty: Xylp(pl-4)Man((31-4)Xylp(pl-4)Man

Uwaga: W tym przypadku uzywa sie tylko Xylp w systemie zwieztym,
zeby zaznaczy¢ forme piranozowa.

Struktura IV (Ryc. 4)

System rozszerzony: Ci)-[a-D-Glcp]s-(1)

System zwiezty: [->4Glcal-.,. lub C[4Glcal],)
Struktura V (Ryc. 5)

System rozszerzony: ct-D-Glcp-(I->4)-a-D-Glcp-(I->4)-D-Manp
2

]
P-D-Xylp
System zwiezty: Glc«l-4(Xyl(31-2)Glcal-4Man

Struktura VI (Ryc. s)

System rozszerzony:
p-D-Glcp-(I->4)-P-D-GalpA-(I->6)-p-D-Glcp-(I->5)-L-Ara/
2

P-D-Xylp-(I->3)-P-D-Galp

System zwiezty: Glc(31-4GalAPI-6(Xylfll-3Galj31-2)Glc(31-5Ara
lub

Glc(31-4GalApl-6Glc(31-5Ara
2

t
Xyl(H-3Gal(31
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Nazwy ogdlne

Znaczenie koncdwki -an

Konfiguracja jednostek

Tworzenie nazw nowo odkrytych polisacharydéw

Pochodne kwaséw uronowych

. Pochodne aminodeoksycukréow

Polisacharydy zbudowane z wiecej niz jednego rodzaju reszt
Oznaczenie wigzan

Reszty podstawione

Glikoproteiny, proteoglikany i peptydoglikany
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Stownictwo polisacharydéw opiera sie na og6lnych zasadach ustalonych
dla stownictwa organicznego [1] i weglowodanéw [2]. Zalecane skroty
zawarte sg w Abbreviated Terminology of Oligosaccharide Chains — do-
kumencie opublikowanym réwnocze$nie z niniejszym i podajacym sym-
bole jasno przedstawiajgce wszystkie znane cechy strukturalne oraz w
Dodatku do wyzej wspomnianego dokumentu (a takze w dziale Lip-3
w Nomenklaturze Lipidéw [3]), zawierajacym bardziej zwiezty system
skrotow. Przykiady obu systemow skrotowych podano w niniejszym
artykule.

1. Polisacharydem (glikanem) nazywa sie makroczasteczke zbudowang
z duzej ilosci reszt monosacharydowych (glikoz) potagczonych miedzy sobg
wigzaniami glikozydowymi. Termin poli (glikoza) nie jest w petnym zna-
czeniu synonimem polisacharydu (glikanu) (zob. Nomenclature of Regular
Single Strand Organie Polymers [4]), poniewaz obejmuje réwniez makro-
czasteczki ztozone z reszt glikozowych potaczonych miedzy sobg wigza-
niami nieglikozydowymi.

Uwaga: Polisacharydy moga by¢ liniowe, rozgatezione lub cykliczne.
Wiekszo$¢ polisacharydéw posiada na jednym koficu redukujacag reszte
monosacharydowg i dlatego sg zwigzkami redukujgcymi, jednakze istniejg
polisacharydy majace nieredukujgce reszty na obu koncach czasteczki.

Polisacharydy zawierajgce stosunkowo duzg ilo$¢ reszt aminocukro-
wych mozna prawidtowo okre$la¢ terminem polisacharyd, jednak gdy zaj-
dzie potrzeba szczeg6towego podkre$lenia, mozna zastosowac termin gliko-
zoaminoglikan.

Polisacharydy zbudowane tylko z jednego rodzaju monosacharydu
okresla sie jako homopolisacharydy (homoglikany). Podobnie, jesli obecne
sg dwa lub wiecej rodzajow monomerycznych jednostek, uzywa sie nazwy
grupowej heteropolisacharyd (heteroglikan).

Terminu oligosacharyd uzywa sie powszechnie na okreslenie weglo-
wodanow zbudowanych z . do okoto .. reszt monosacharydowych.

.. Nazwe polisacharydu (glikanu) ptozonego z jednego typu reszt mo-
nosacharydowych tworzy sie wedtug ogdlnej zasady przez zastgpienie kon-
cowki cukru ,0za” przyrostkiem ,,-an”.

Uwaga: Przyktadami powszechnego uzycia koncowki ,,-an” sg: ksylan
dla polimeréw ksylozy, mannan dla polimerow mannozy i galaktan dla
polimeréw galaktozy. Celuloza i skrobia sg glukanami, poniewaz sg zbu-
dowane z reszt glukozy.

3. Gdy wskazuje sie przynalezno$¢ reszt monomerycznych do odpo-
wiedniej serii konfiguracyjnej, nazwa polisacharydu moze by¢ poprzedzo-
na literg ,t>” lub ,L”.
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Przykiady:

-4)DGlc(al-3)DGlc(al-4)DGlc(al-3)DGlc(al-
D-glukan (nigeran)
->5)-a-L-Araf-(lI->5)-a-L-Araf-(I->5)-a-L-Araf-(I->5)-a-L-Araf-(I->

3 3
T T
a-L-Araf a-L-Araf

L-arabinian * (z nasion gorczycy)

4. Nazwy nadawane nowo odkrytym polisacharydom powinny konczyé
sie na ,,-an”.
Przykiad:
-6)GIc(P1-6)Glc(|31-6)Glc(M
Pustulan (glukan z porostu Umbilicaria pustulata)

Uwaga: Nazwa konczaca sie na ,,-an” odnosi sie do niepodstawionego
polisacharydu. Tak wiec ksylan wystepuje w przyrodzie w formach nie-
acetylowanej i cze$ciowo acetylowanej. Ksylan oznacza nieacetylowany
ksylan, a octan ksylanu — ksylan acetylowany.

5. Nazwe polisacharydu (glikanu) zbudowanego wytgcznie z reszt kwa-
su glikuronowego tworzy sie przez zastgpienie koncowki ,,owy kwas” kon-
cowka ,,-an”. Nazwa rodzajowa dla tej grupy brzmi ,glikuronan”.

Przyktad pokazano na Ryc. 1.

COH
=0 0 COzH
OH

OH
OH

oh

Rys. 1. D-galakturonan (kwas pektynowy)

Uwaga: Terminu glikuronan uzywa sie zamiast ,,poliuronid”; ten ostatni
termin nie jest poprawny.

.. Nazwa polisacharydu zbudowanego wytgcznie z reszt aminocukro-
wych w systematycznej nomenklaturze pochodzi od nazwy aminocukru.
Przykiad:

-4)GIcNACc((31-4)GIcNACc((31-4)GIcNAc(3-
2-acetamido-2-deoksy-D-glukan (chityna)

* Kilka polisacharydéw w podanych przyktadach ma struktury mniej uporzadkowane.
W podanych dla nich wzorach strukturalnych uwzgledniono gtéwne skiadniki cukrowe i wig-
zania, lecz nie podano ich proporcji.
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7. Heteropolisacharyd (heteroglikan) jest polimerem zawierajgcym dwa
lub wiecej rodzajéw cukru (glikozy) lub zmodyfikowanych reszt cukro-
wych (na przyktad aminodeoksyglikoza lub kwas glikuronowy). Gdy tan-
cuch gtéwny polisacharydu (,,szkieletowy”) zbudowany jest z jednego typu
reszt cukrowych, to ten typ reszty cukrowej powinien by¢ zapisany na
koncu, a inne obecne reszty cukrowe powinny byé umieszczone w porzad-
ku alfabetycznym. Jesli jednak w skiad taficucha gtéwnego wchodzi wiecej
niz jeden typ sktadnikéw cukrowych, wszystkie reszty cukrowe powinny
by¢ podane alfabetycznie, a nazwa powinna sie konczy¢ wyrazem ,,glikan”.
Przykiady:

-+ 4)-[3-D-Manp-(l -»4)-[3-D-Manp-(I -> 4)-(3-D-Manp(l -»4)-[3-D-Manp-(I-*
6 6
t t
a-D-Galp a-D-Galp
D-galakto-D-mannan (guaran)
(Mniej rozgateziony D-galakto-D-mannan magtby by¢ przedstawiony w
systemie zwieztym nastepujgco:
[4Man(31-]M(Galal-6)Man(31-[4Man(31-]n4(Galal-6)Man|31-
Nalezy podkresli¢, ze stosujagc system zwiezty nazw powtarzajgce sie jed-

nostki umieszcza sie w nawiasach kwadratowych, a rozgalezienia w na-
wiasach zwyktych).

-*;)-a-D-Galp-(I->:)-a-D-Galp-(I-*s )-a-D-Galp-(I-*: )-a-D-Galp(I-*

2 2
t t
a-L-Fucp a-L-Fucp
3
T
a-D-Manp

L-fuko-D-manno-D-galaktan (z grzybow)
-4ManPl1-4GIcPl-4(Galal-6)Man|3I-4ManPlI-
D-galakto-D-gluko-D-mannoglikan (z drewna drzew iglastych)

« . Gdy znamy gtdwny rodzaj wigzan w homopolisacharydach, mozna go
wskaza¢ w nazwie. Opis wigzania wskazuje atomy wegla biorgce udziat
w wigzaniach glikozydowych. Gdy znamy rowniez rodzaj cukru, wtedy
informacja o wigzaniach glikozydowych powinna poprzedzaé¢ symbole opi-
sujgce konfiguracje okreslonego cukru, np. (I->4)-a-D-glukan.

Przyktady:

(2-> I)-P-D-fruktofuranan (inulina) (patrz Ryc. 2)
-» 4)-a-D-Glcp-(l -> 4)-a-D-Glcp-(I -> 4)-a-D-Glcp(l ->
(1-* 4)-a-D-glukopiranan (amyloza)
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HOH,C

HO fcH,0

HO

HOH,C

HO

HO

Rys. 2. (Z"J-P-D-fruktofuranan (inulina)

9. Gdy polisacharyd (glikan) jest podstawiony, kazdy rodzaj podstawie-
nia reszt cukrowych staje sie czeScig nazwy i umieszcza sie go w porzadku
alfabetycznym.

Przyktady przedstawiono na Ryc. 3 i Ryc. 4

No i
HO % 0
on MO
0

o o CH,OTr CHOTr CH,0Tr
HO o o o
OH OH OAc OAc : OAc
° OH —0 o o
OMe
hoTc OAc OAc OAc
Rys. 3. (4-0-metylo-a-D-glukurono)-D- Rys. 4. 2,3,-di-0-acetylo-6-0-trityloamy-
ksylan (z brzozy, Betula) loza
10. Polimery zawierajgce kowalencyjnie zwigzane reszty monosachary-

dowe i aminokwasowe okreSla sie nazwg glikoprotein, proteoglikandw
i peptydoglikandw.

Uwaga: Nie jest mozliwe przeprowadzenie Scistej granicy miedzy tymi
polimerami. Ogolnie biorgc, glikoproteiny sg biatkami ztozonymi, zawiera-
jacymi albo grupy oligosacharydowe albo polisacharydowe o stosunkowo
niskiej wzglednej masie czasteczkowej. Proteoglikany sg biatkami przy-
taczonymi do polisacharydéw o wysokiej masie czagsteczkowej. Peptydo-
glikany zawierajg tancuchy polisacharydowe polgczone kowalencyjnie
z tancuchami peptydowymi. Takie zwiagzki sg sktadnikami bakteryjnych
$cian komdrkowych, ¢
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2.2. Katy torsyjne
3. Charakterystyka heliksu

Niniejsze zalecenia przygotowano aby umozliwié¢ precyzyjne okreslenie
konformacji polisacharydéw; stownictwo weglowodanoéw [:] jak rowniez
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symbole opisujgce formy pierScieniowe monosacharydow [3] i skrécone
nazwy oligosacharydéw [4] opublikowano osobno. Zalecenia te sa zgodne
z opublikowanymi zaleceniami dotyczacymi konformacji polinukleotydéw
[5] i z wcze$niejszymi zaleceniami dotyczacymi konformacji polipepty-
dow [s ].

1. Ogo6lne zasady zapisu

1.1. Kierunek numerowania

Polisacharydy sg makroczgsteczkami zbudowanymi z wielu jednostek
cukrowych potgczonych wigzaniami glikozydowymi. Lancuch numeruje sie
od redukujacej reszty glikozowej do glikozowej grupy nieredukujacej.
Stad wskaznik i oznacza poszczeg6lng jednostke sacharydowg w tancu-
chu polimeru, (i— :) oznacza sasiednig jednostke w kierunku biegngcym
od konca nieredukujgcego oraz (i+:) — w kierunku do konca niereduku-
jacego. Ten kierunek numerowania wybrano tak, azeby zysk lub utrata
reszty przy koncu nieredukujacym przez przeniesienie grupy glikozylowej
nie zmieniaty numeracji wszystkich jednostek w tafcuchu. Pewne polisa-
charydy nie zawierajg redukujgcych grup koncowych i sg inicjowane przez
tworzenie wigzan glikozydowych, np. do 01 (reguta 1.3) innego cukru,
do alditolu lub do alkoholu. W przypadku tych polisacharyddéw, reszta two-
rzaca to wigzanie glikozydowe jest uwazana za pierwszy czton tancucha.

1.2. Jednostka monomeryczna

Jednostkag monomeryczng jest monosacharyd. W przypadku polisacha-
rydow ztozonych strukture pierwszorzedowg powinno podawac sie tak, jak
opisano w zaleceniach pt. ,,Skrécone nazwy tafncuchéw oligosacharydo-
wych” [4]. Tlen wigzania glikozydowego jest czescig reszty glikozylowanej.
Poniewaz jego pozycja jest istotna przy opisie jednostki, kat torsyjny w
wigzaniu glikozydowym jest wigczony w charakterystyke reszty cukrowej
(reguta . ..).

Granice jednostki pokazano na Ryc. 4

1.3. Numerowanie atomow

Numerowanie atomdw dwu jednostek monosacharydowych (heksopira-
nozy i heksofuranozy) pokazano na Ryc. 1. Zapis tutaj stosowany jest
zgodny z zapisem proponowanym dla opisu konformacji polinukleotydow.
Atomy oznaczono wiec jako C3, 02, H4 itd. Atomy wodoru grupy metyle-
nowej mozna rozréznia¢ przy pomocy dodatkowego numeru, np. H61 i H62,
gdzie nizszym numerem oznaczono atom pro-S [7]. Jezeli zachodzi ko-
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nieczno$¢ wskazania okreslonej jednostki sacharydowej, jej lokant mozna
doda¢ w nawiasie, np. 03(i), C4(i+1), H61(z—1).

hiosn
Qos

Ryc. 1. Zapis numerowania atoméw jednostki hekscpiranozowej (A) i heksofuranozo-
wej (B).

1.4. Odlegtosci miedzyatomowe

W tabelarycznych zapisach odlegtosci miedzyatomowych atomy nie
zwigzane ze sobg przedstawia sie przy pomocy pojedynczej kropki miedzy
nimi, np. 02.03, za$ wigzania kowalencyjne za pomoca tgcznikbw miedzy
atomami, np. Cl—C2.

Wigzania wodorowe zaznacza sie za pomocg linii kropkowanych nie-
zaleznie od tego, czy wodoér jest pokazany, czy nie, np. 06...05 lub 06-H...05.
Atom, przy ktorym wystepuje wodor zapisuje sie jako pierwszy, jezeli
rozroznienie takie jest mozliwe.

Odlegto$¢ miedzyatomowa nalezy oznacza¢ jako b (C1.C2); symbolu |
nie powinno sie stosowac, poniewaz mozna go pomyli¢ z cyfrg ., a takze
dlatego, ze litera | jest uzywana do oznaczenia amplitudy drgafd w dy-
frakcji elektronowej (podrozdz. 1.4 odnos$nik 5).

Tabela 1
Przyktady katdw torsyjnych w pierscieniach cukrowych

Ulofuranozy (np. D-frukto-

Aldofuranozy Aldopiranozy
furanoza)
V0 C4—04—CIl—C2 C5—05—CIl—C2 C5—05—C2—C3
vl 04—Cl—C2—C3 05—CI|—C2—C3
V2 Cl—C2—C3—C4 Cl—C2—C3—C4 05—C2—C3—C4
V3 C2—C3—C4—04 C2—C3—C4—C5 C2—C3—C4—C5
v4 C3—C4—04—ClI C3—C4—C5—06 C3—C4—C5—05

v5 — C4—C5—05—Cl C4—C5—05—C2
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1.5. Katy walencyjne

Kat walencyjny zawarty miedzy trzema atomami A-B-C oznacza sie
przez ,tau” i zapisuje jako t(A,B,C). Jezeli nie ma dwuznacznosci, ponie-
waz centralny atom jest dwuwartosciowy, zapis ten moze by¢ skrécony
do t(B). Kat przy pierScieniowym atomie tlenu aldopiranozy moze by¢
wobec tego zapisany jako x(Cl,05,05) lub (05).

1.6. Ksztatt pierscienia

Ksztatt pierscienia reszty cukrowej mozna opisaé albo za pomoca endo-
cyklicznych katéw torsyjnych (.. ..) albo za pomoca znakéw zapisu kon-
formacji piecio- i szeSciocztonowych pierscieni monosacharydowych (.. ..).

1.6.1. Endocykliczne katy torsyjne

W celu przeprowadzenia kompletnego opisu konformacji pierScienia
cukrowego, oprécz podania dtugos$ci wigzan i katow walencyjnych, koniecz-
ne jest sprecyzowanie endocyklicznych katéw torsyjnych wokét przynaj-
mniej Kilku wigzan pierScieniowych. Te pierScieniowe katy torsyjne okre-
$lane symbolem v (ni), mozna opisa¢ przez podanie numeru wskazujacego
wigzanie, tak jak to zestawiono w Tablicy 1 (patrz takze Rys. 2).

Ryc. 2. Zapis katow torsyjnych jednostki heksopiranozowej (A) i pentopentofurano-
zowej (B). Katy torsyjne v zdefiniowano w Tabeli 1. Egzocykliczne katy torsyjne
X" zdefiniowano w 17.

Kat torsyjny atoméw A—B—C—D jest kagtem pomiedzy A—B i C—D
w rzucie czterech atomow na ptaszczyzne prostopadta do B—C. Przyjeto,
ze kat torsyjny jest dodatni, gdy blizsze obserwatora wigzanie, patrzac
wzdiuz wigzania centralnego, wymaga obrotu w prawo (zgodnie ze wska-
z6wkami zegara) do uzyskania konformacji naprzeciwlegtej. Dla dalszych
szczegOtow patrz rozdz. . . zalecen dotyczacych konformacji polipeptydéw
[+ ] lub zaleceh dotyczacych stereochemii [7].
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Atomami odniesienia tych katow torsyjnych sg zawsze atomy pierScie-
nia. Wskaznik v odnosi sie do pierwszego atomu wigzania torsyjnego, np.
tlen pierscienia oznacza si¢ jako vO a C2 jako v2. Stad vl nie ma sensu
w przypadku - -uloz.

1.6.2. Og6lny zapis konformacji reszty cukrowej

W wielu badaniach kompletny opis pierScienia cukrowego za pomoca
terminéw okre$lajacych katy torsyjne nie jest mozliwy, a nie zawsze jest
on réwniez konieczny. Istnieje mozliwos$¢ tatwiejszego opisu za pomoca
konwencjonalnego zapisu pierscieni 5- i s-cztonowych [3]. W tym zapisie
przyblizona konformacja pierscienia wskazana jest za pomocg duzej litery
pisanej kursywga, oznaczajgcej ksztalt pierscienia, oraz numeracji, ktdéra
odrdéznia wariantowe formy kazdego ksztattu, np. .C,.

1.7. Konformacja grup bocznych

Podstawnik pierScienia piranozydowej reszty cukrowej, np. grupe hy-
droksylowg, mozna okre$li¢ jako aksjalny lub ekwatorialny w danej kon-
formacji. W celu doktadnego opisu orientacji podstawnika pierscienia
wieloatomowego konieczne jest podanie kata torsyjnego wokdét wigzania
egzocyklicznego. Atomem odniesienia w pierScieniu jest atom wegla z nu-
merem o jeden nizszym niz numer wegla podstawionego, chyba Ze podsta-
wienie ma miejsce na weglu anomerycznym, kiedy to tlen pierScienia staje
sie atomem odniesienia. Atomem odniesienia w egzocyklicznej grupie
—CH2X jest X.

Egzocykliczny kat torsyjny zapisuje sie jako x (chi), a dalej zaznacza
sie atomy, do ktérych kat sie odnosi, np. X(C1—C2—02—H), lub tam gdzie
nie ma watpliwosci, to po prostu za pomocg znaku x2 (Rys. 2 i Rys. 3).

TGZ H2
ca Xi 05 02H
{
) X2
\
H61 06 Ci c3
H5
A B

Ryc. 3. Projekcie Newmana [7] pokazujace egzocykliczny kat torsyjny x- (A) Rzut
wzdtuz wigzania C5—Cs od C5 do CG, pokazujacy /5; (B) rzut wzdiuz wigzania
C2—02 od C2 do 02, pokazujacy %2

19 Postepy Biochemii 3-4/85
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2. Orientacja wigzania glikozydowego

2.1. Oznaczenie wigzan

Wigzania glikozydowe sg czescig szkieletu polisacharydu. Potgczenie
glikozydowe mozna najtatwiej opisa¢ uzywajagc symboli jednostek mono-
merycznych oraz lokantow tgcznie ze znakiem opisujgcym anomerie, np.
w celobiozie: Glc(i)(PI—4)Glc(i—1). Jezeli zachodzi potrzeba doktadniejsze-
go zapisu, wtedy mozna go poda¢ w formie CI(i)-04(i—1)-C4(i—1). Granice
i-tej reszty pokazano na Rys. 4

Yl
~0 w

I
| I
| (0] s 1
\P(’) | |
\?O\P(l ‘1) : 0\ :
s !

. I
reszta i . reszta i

A B

(i

Ryc. 4. Znakowanie katéw torsyjnych okreslajgcych orientacje wigzan glikozydo-
wych w reszcie piranozydowej uwzgledniajgce: (A) glikozylowany hydroksyl pier-
Scienia cukrowego, (B) glikozylowany hydroksyl zwigzany z egzocyklicznym atomem
wegla. Granice i-tej reszty zaznaczono za pomocg pionowych linii przerywanych.
Numer reszty cukrowej (i-1, i, i+1) przy i ® jest umownie numerem reszty gli-
kozylujacej.

2.2. Katy torsyjne

Tabela 2
Kat torsyjny e definiujacy cze$¢ wigzania glikozydowego

Jednostka Kat torsyjny
Aldopiranoza 05(i)—ClI (/)—OX(i—1)—CX(i—1)
Aldofuranoza 04(i)—CI (»—OX(/—1)—CX(i—1)
Ulopiranoza 06(i)—C2(i)—OX(z—1)—CX(i—1)
Ulofuranoza 05(/)—C2(/)—0 X (/-1)—CX(/—1)

Do opisania wigzana glikozydowego od i-tej jednostki do atomu wegla
zlokalizowanego w pierScieniu (i—I)-ej jednostki potrzebne sg dwa katy
torsyjne @ (fi) i  (psi). Do zapisania kata pwokdt wiagzania od wegla ano-
merycznego do tlenu, ktory taczy dwie reszty (Rys. 4), uzywa sie tlenu
pierScienia jako atomu odniesienia (Tabela 2).

Do opisu kata torsyjnego ip wokot wigzania skierowanego od tlenu
glikozydowego (i—1) reszty do wegla tej reszty (Rys. 4) jako atom odnie-
sienia stosuje sie atom wegla nizszy o jednostke w numeracji. Poniewaz
kat ten okresla sposéb wigzania i-tej reszty moze byé oznaczony jako “(i).
Gdy wigzanie glikozydowe nie obejmuje atomu wegla zlokalizowanego w
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pierScieniu lecz dotyczy wegla umiejscowionego w fancuchu bocznym,
istotny jest takze kat w (omega) wokét nastepnego wigzania C—C. Dla
... potgczonej aldopiranozy kat ten jest egzocyklicznym katem x5(i—1)-ej
reszty. Niemniej mozna go oznacza¢ jako (i) (Rys. 4B) poniewaz odnosi
sie do i-tej reszty. Kat torsyjny jest katem atoméw OX—CX—CX-1—CX-
2, gdzie X jest numerem atomu wegla, ktérego grupa hydroksylowa jest
glikozylowana.

3. Charakterystyka heliksu

Przy opisie helikséw lub segmentow helikalnych mozna uzywaé naste-
pujacych symboli:
n —ilo$¢ powtarzajacych sie jednostek przypadajacych na jeden zwdj
h = jednostkowa wysoko$¢ (przesuniecie przypadajace na jedng powta-
rzajaca sie jednostke wzdtuz osi heliksu)
t = 360°/n = jednostkowy skret (kat obrotu wokot osi heliksu przypa-
dajacy na jedng powtarzajacg sie jednostke)
P = wysokos$¢ zwoju heliksu = n-h
Uwaga: Powtarzajacg sie jednostkg w homopolisacharydzie jest reszta
cukrowa. Heteropolisacharydy moga posiada¢ powtarzajgce sie jednostki
dwu lub wiecej reszt, np.

[-6)Glc(pi-4)GalA((31-]., )

Polisacharyd mozna dokladnie opisa¢ za pomocg parametrow biegundw
wspoétrzednych atomowych rlt qu zu gdzie i, ri jest promieniem osi heliksu
kazdego atomu, a (pi i zKsg odpowiednio r6znica katowa i réznicg wysokosci
wzgledem punktu odniesienia. Punktem odniesienia powinien by¢ element
symetrii lub jezeli nie ma takiego elementu, powinien nim by¢ atom CI
monosacharydu.
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2. Biochemical Nomenclature and Related Documents, IUB, The Biochemical So-
ciety, London, 1978.

3. Conformational nomenclature for five and six-membered ring forms of mono-
saccharides and their derivatives. Recommendations 1980, IUPAC-IUB Joint
Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN), Eur. J. Biochem., Ill, 295—298,
(1980) i inne czasopisma. Nowe polskie stownictwo biochemiczne (red. A. Mora-
wiecki), PWN, Warszawa, 1983.

4. Abbreviated terminology of oligosaccharide chains, Recommendations 1980,
IUPAC-IUB Joint Commission of Biochemical Nomenclature (JCBN), Eur. J.

19*



684 SLOWNICTWO [36]

Biochem., 126, 433—437, (1982), i inne czasopisma. Nowe polskie stownictwo bio-
chemiczne (red. A. Morawiecki), PWN, Warszawa, 1983.

5. Abbreviations and symbols for the description of the conformation of polynucleo-
tide chains, Recommendations 1982, IUPAC-IUB Joint Commission on Bio-
chemical Nomenclature (JCBN), Eur. J. Biochem., 131, 9—15, (1983).

6. Abbreviations and symbols for the description of the conformation of polypeptide
chains, Tentative rules 19%*9 (approved 1974), IUPAC-IUB Commission on Bio-
chemical Nomenclature (CBN), Pure Appl. Chem., 40, 291—308, (1974) i inne czaso-
pisma, patrz takze str. 94—102 w [2]. ,

7. Rules for the nomenclature of organie chemistry, section E, Stereochemistry
(Recommendations 1974), IUPAC Commission on Nomenclature of Organic
Chemistry (CNOC), Pure Appl. Chem., 45, 11—30, (1976), patrz tez str. 1—18 w [2]
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SLOWNICTWO OKRESLAJACE KONFORMACIJE PIECIO-
| SZESCIOCZLONOWYCH FORM PIERSCIENIOWYCH
MONOSACHARYDOW | ICH POCHODNYCH

Opracowano na podstawie dokumentu Wspélnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury
Biochemicznej (JCBN): ,,Conformational Nomenclature for Five and Six-Membered
Ring Forms of Monosaccharides and Their Derivatives, Recommendations 1980".
opublikqw\;/nego w Eur. J. B;ochem., 111, 295—298, (1980)LjJ w innych czasopismach.

Ttumaczyli Ewa Katzenellenbogen i Andrzej Gamian

llos¢ informacji o konformacji weglowodandw stale wzrasta, potrzebne
jest przeto ujednolicenie zalecen dotyczacych stownictwa okre$lajacego
konformacje najbardziej pospolitych form pier$cieniowych. Niniejszy zbidr
zalecen oparty jest na raporcie podkomitetu JCBN.

1. Przyblizong konformacje piecio- lub szeSciocztonowej formy pier-
Scieniowej weglowodanu mozna wskaza¢ za pomocg duzej litery pisanej
kursywga okreslajagc w ten sposob ksztatt pierScienia, a liczbami odrézniaé
poszczegOlne warianty (np. .Ci). Znak konformacyjny umieszcza sie po
nazwie monosacharydu, np. D-glukoza-.Cj.

2. Poszczegolne konformacje okresla sie za pomocg odpowiednich liter:

Pierscienie szeSciocztonowe: C (konformacja krzestowa), B (konforma-
cja todziowa), S (konformacja sko$na) (tzn. forma posrednia miedzy dwoma
todziowymi w cyklu form gietkich) i H (konformacja po6t-krzestowa).
Pierscienie pieciocztonowe: E (konformacja kopertowa) i T (konformacja
skrecona).
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Uwaga: Rézne ksztatty pierscieni pokazano na Ryc. 1i Ryc. 2, przykla-
dy (1)—(16). Przedstawione formy sa wyidealizowane i mniejsze odchyle-
nia zostaly pominiete. Niektdre z pokazanych form moga wystepowaé tylko
przejsciowo raczej niz jako konformacje uprzywilejowane.

Ryc. 1. Cykl gietkich t6dkowo-skosnych aldopiranoz.

3. Liczby sg lokantami atoméw pierScienia, ktére lezg na zewnatrz
ptaszczyzny odniesienia, zdefiniowanej w regule 4. Lokanty atomoéw pier-
Scienia znajdujacych sie po tej stronie ptaszczyzny odniesienia, z ktdrej
numeracja przebiega zgodnie z ruchem wskazéwek zegara (to jest ,,g6rna”
strona ptaszczyzny furanoidowego lub piranoidowego wzoru Hawortha
zapisanego w normalny sposdb), zapisuje sie jako indeksy gérne przed
literg. Natomiast te atomy pierScieniowe, ktére znajdujg sie po drugiej
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stronie ptaszczyzny odniesienia, sg zapisywane jako indeksy dolne po
literze. W pierScieniach furanoidowym i piranoidowym tlen pierscieniowy
lub inny heteroatom pierscieniowy, np. siarke, zaznacza si¢ jego symbolem
pierwiastkowym (np. O, S). W celu zdefiniowania kierunku numeracji
zwiazkéw mezo, ktdre moga by¢ numerowane jednym z dwu sposobdw,
przyjmuje sie, ze nalezg do serii D.

4. Ptaszczyzne odniesienia kazdego z ksztaltéw pierScienia wybiera sie
w nastepujacy sposob:
(Uwaga: niektore relacje koplanamosci wskazane w ponizszych regutach
sg prawdziwe wylgcznie w przypadku pierscieni idealnych o jednolitych
katach i dtugosciach wigzan).

Pierscienie szes$ciocztonowe

Konformacja krzestowa (chair). Ptaszczyzne odniesienia okreslajg dwa
rownolegte boki pierscienia wybrane tak, aby najnizszy numerowany atom

Ryc. 2. Konformacja piecio- i szeSciocztonowych form pierscieniowych monosacha-
rydéw. Przyktady: 1 a-D-ksylopiranoza-«Ci; 2 Metylo-a-D-ksylopiranozyd-~ij
3. (3-L-arabinopiranoza-sCr, 4. (3-D-ksyZo-heksulopiranoza-sC2, 5. L-glukono-I,5-lakton-
JCi; 6. I,5-anhydrorybitol-:Ci; 7. Metylo-2,6-anhydro-a-D-altropiranozyd-2sB; s. 1,2-
O-etylideno-a-D-glukopiranoza-2*; 9. Metylo-2,3-anhydro-5-tio-P-L-liksopiranozyd-
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wegla w pierscieniu byt egzoplanarny (przyktady (1)—() i (13)—15)). Mo-
zliwymi konformacjami aldopiranoz sg: 4Ci i *C. (odpowiadajgce kolejno
konformacjom Reeves’a Cl i 1C).

Konformacja todziowa (boat). Ptaszczyzne odniesienia okre$laja dwa
»,boki” todki (przyktady (7), (13), (16)). Mozliwymi konformacjami aldopira-
noz sa: ..B, B4 .:B, B25 °sB i B03

Konformacja skos$na (skew). Kazda forma skosna ma dwie potencjalne
ptaszczyzny odniesienia, zawierajagce trzy sasiadujace atomy oraz pozo-
staty nieprzylegajacy atom. Ptaszczyzna odniesienia jest tak wybrana, aby
egzoplanarnym byt albo atom najnizej numerowany w pierscieniu, albo

5HS\ 10. Metylo-(3-D-arabinofuranozyd-E2;, 11. 1,2-O-izopropylideno-P-Lr-idofurano-
za-sT2 12. 3,6-anhydro-1,2-0-izopropylideno-a-D-glukofuranoza-sT2;, 13. Metylo-4,6-
0-(S)-benzylideno-a-D-glukopiranozyd-4Ci (posiadajacy nietypowg konfiguracje przy
benzylidenowym atomie wegla); 14. 2,4-0-metylenorybitol-aCaf, 15. 1,-anhydro-p-
D-glukopiranoza-¥; 16. Metylo-2,6-anhydro-<x-D-altropiranozyd-*.sB.
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w kolejnosci atom z numerem nastepnym (przyktad () i Ryc. 1). Mozli-
we konformacje aldopiranoz to: ~ s, BIf 1S5 St °S2 250 (Symbole te sa
pokrewne symbolom oznaczajagcym konformacje todziowe; np. 1S5 lezy
miedzy VB i B..s w cyklu gietkich form pokazanych na Ryc. 1).

Konformacja pot-krzestowa (half-chair). Plaszczyzne odniesienia de-
finiujg cztery sasiadujgce atomy koplanarne (przyktad 9). Mozliwymi kon-
formacjami aldopiranoz sg: ‘Hj, “o, 'H2 HU.H3 :H2 H4 .H3 .H5 i,
sHo 1 °H5.

Pierscienie piecioczlonowe

Konformacja kopertowa (envelope). Plaszczyzne odniesienia okreslaja
cztery sasiadujace koplanarne atomy (przyktad (10), (12) i (15)). Mozliwe
konformacje aldofuranoz to: E, Elt &, E2 &, E3 &, E4 °E i EQ

Konformacja skrecona (tvnst). Plaszczyzna odniesienia jest zdefinio-
wana przez trzy sasiadujgce atomy pierScienia wybrane tak, ze egzopla-
narne atomy lezg po przeciwnych stronach ptaszczyzny (przyktady (.:.)
i (12)). Mozliwymi konformacjami aldofuranoz s: °Ti, o, :T2 2ZTU.T3 T2
sT4, .T3 .T. i °T4 Atomy pierScienia tworzace ptaszczyzny odniesienia
w przypadku niektdrych typowych konformacji podano w Tabeli 1

5. Poniewaz symbole okreslajgce konformacje enancjomeréw sg rozne
(np. Ryc. 2), jest rzeczg wazng, aby okresli¢ czy mamy do czynienia z for-
ma D czy L. Enancjomery majg te samg ptaszczyzne odniesienia i nalezy
pamietaé, ze odbiciem lustrzanym a-D-glukozy-4Ci jest a-L-glukoza-1*
(Ryc. 3). Konformacje zwigzku racemicznego podaje sie przy pomocy od-
powiedniego zapisu dla kazdego enancjomeru, np. DL-glukoza-4* (D),
YC* (L).

/ H OH !/
EET L L L X Ll tt bt i
H

H
HOH.C A o
HO OH
OH
H H

Ryc. 3. Obrazy zwierciadlane. a-D-glukopiranoza-4Ci (powyzej) i a-L-glukopiranoza-
JC. (ponizej). Ptaszczyzne zwierciadlang zaznaczono linig przerywang.

.. W pierscieniu innym niz pierScief piranoidowy lub furanoidowy ro-
dzimego cukru, pierScieniowy atom wegla o najnizszym numerze wedtug
konwencjonalnej nomenklatury weglowodanowej mozna oznaczy¢ jako al.
Pozostate atomy pierScienia, tacznie z wszystkimi heteroatomami, oznacza
sie konsekwentnie jako a2, a3 itd., zaczynajagc od odpowiedniej czesci ma-
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cierzystego tancucha weglowodanowego lub piersScienia, ktory jest czeScig
pierscienia rozwazanego (przyktady (12)—(16)). Jezeli jest wiecej takich
pierscieni, to pierScien, ktéry jest zwigzany z najnizszym lokantem w ma-
cierzystym fancuchu, powinien otrzymaé¢ numeracje -a, nastepny pierscien
numeracje -b, i tak dalej.

pismiennictwo!

1L Schwarz J. C. P, (1973), J. Chem. Soc. Chem. Commun., 505—508.
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SPRAWOZDANIE

XX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

18—20 wrzesien 1984, Olsztyn

XX Zjazd PT. Biochemicznego pos$wiecony byt tematowi: ,Biochemia w pro-
dukcji biatek zywnosci”.

Znamiennym jest fakt, ze tematyka biochemii zywnosci wystapita dopiero po
raz drugi w 20-letniej historii zjazdow P.T. Biochemicznego. W Zjezdzie uczestni-
czyto ok. 330 cztonkoéw i sympatykéw Towarzystwa. W imieniu przynajmniej czesci
uczestnikow wyrazam opinie, ze konfrontacja podstawowych problemdéw biochemii
0go6lnej z badaniami ukierunkowanymi praktycznie byta bez watpienia pozyteczna dla
rozwoju biotechnologii zywnosci.

Obrady Zjazdu toczyly sie w pieciu sekcjach tematycznych:

1. Biatka pochodzenia ro$linnego. Organizator: prof. Andrzej Rejowski.

2. Biatka pochodzenia zwierzecego. Organizatorzy: prof. Wactaw Minakowski
i prof. Jerzy Strzezek.

3. Biotechnologia biatek. Organizatorzy: prof. Wiadystaw Damicz i doc. Jerzy
Dziuba.

4. Regulacja i zaburzenia metabolizmu biatek i aminokwaséw. Organizator:
prof. Mariusz Zydowo.

5. Plakaty ro6zne.

Wyktad inauguracyjny pt. ,Geny transferowych kwaséw rybonukleinowych
i ich transkrypcja u eukariotow” wygtosit prof. J. Pawetkiewicz.

Poza tym na Zjezdzie przedstawiono 7 referatdéw, wygtoszono 79 komunikatow
i zaprezentowano 173 doniesienia w formie plakatowej.

Sekcja posSwiecona biatkom pochodzenia ro$linnego obejmowata takie problemy
jak: wptyw regulatoré6w wzrostu, herbicydéw, inhibitorow i nawozenia mineralnego
na biosynteze biatek roslinnych oraz charakterystyka warto$ci zywieniowej ziaren
zb6z w zalezno$ci od skitadu jakosciowego i ilosci obecnych w nich biatek. W tej
sekcji wygtoszono dwa referaty. Prof. J. Kgczkowski omoéwit ,Nowe aspekty i me-
tody badania biatek zapasowych ziarna zbéz”, a prof. A. Rejowski i prof. K. Kulka
przedstawili zagadnienie ,,Syntezy biatek w nasionach i jej regulacja”.

Tematyka sekcji biatek pochodzenia zwierzecego dotyczyta przede wszystkim
charakterystyki roéznych enzymoéw hydrolitycznych obecnych w plazmie nasienia
buhaja i koguta, ptynie nadjadrzy knura oraz w watrobie szczura. Inne tematy do-
tyczyty m.in. wptywu kadmu na aktywno$¢ enzymoéw lizosomalnych watroby szczu-
row, a takze charakterystyki inhibitora trypsyny wyizolowanego z plazmy nasienia
buhaja. Referat pt. ,Akrosyna plemnikéw i jej inhibitory — wi}asciwosci bioche-
miczne oraz funkcja w procesach rozrodu zwierzat”, ktérego wspotautorem byta
dr J. Torska wygtosit prof. J. Strzezek.

W sekcji ,,Biotechnologia biatek” méwiono na tematy: otrzymywanie i charakte-
rystyka enzyméw do celéw przemystowych (amylazy i proteazy), produkcja biomasy
przy wykorzystaniu preparatéw mikrobiologicznych, wptyw dziatania enzyméw pro-

20
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teolitycznych na warto$¢ zywieniowg biatek produktow spozywczych. Dwudniowe
obrady w tej sekcji poprzedzity referaty: doc. J. Dziuby ,Molekularne i koloidalne
aspekty micelamej kazeiny” oraz doc. W. Bednarskiego i dr J. Kowalewskiej pt.
,Otrzymywanie i zastosowanie immobilizowanych preparatdow P-galaktozydazy”.

Sekcja czwarta ,,Regulacja i zaburzenia metabolizmu biatek” tematycznie wig-
zata sie tylko posrednio z oméwionymi sekcjami. Gtéwnymi zagadnieniami tej sekcji
byty: réznice strukturalne pomiedzy kolagenem nabtonniaka i skoéry, enzymatyczne
modyfikacje rybosomoéw i biatek rybosomowych przy uzyciu kinaz biatkowych izo-
lowanych z nabtonniaka, wystepowanie rzadkich aminokwaséw (tj. kwas cysteinowy
i sulfonowe pochodne) w biatku miesaka oraz zaburzenia metabolizmu aminokwa-
séw, w szczegblnosci L-cysteiny, w roéznych stanach chorobowych. Posiedzenie sek-
cji rozpoczeto od referatow prof. E. Gasiora, pt. ,,Regulacja biosyntezy biatka w or-
ganizmach eukariotycznych” doc. E. Waltajtys-Rode, pt. ,Wrodzone wady metabo-
liczne aminokwaséw o rozgatezionym tancuchu weglowym” oraz doc. W. Markiewicza
i doc. J. Swierczynskiego, pt. ,,Metabolizm glutaminy i jego regulacja w tkankach
zwierzat”.

W sekcji plakatowej przedstawiono doniesienia odzwierciedlajgce rézne kierunki
badawcze uprawiane w kraju.

W podsumowaniu warto podkresli¢, ze poniewaz przyszto$¢ produkcji zywnosci
bedzie sie opiera¢ na procesach biotechnologicznych, polska biotechnologia wymaga
szczeg6lnego zainteresowania. Przede wszystkim ze wzgledu na jej mate wykorzy-
stanie przez praktyke, a jednoczes$nie takze ze wzgledu na rosnacy dystans wobec
biotechnologii krajow o wysokiej kulturze wytwarzania i przerobu zywnosci. Sadze,
ze Polskie Towarzystwo Biochemiczne bedzie nadal otacza¢ metrytoryczng i organiza-
cyjng opiekg kierunek biochemii i biotechnologii zywnosci.

Henryk Kostyra

PRZEWODNIK PO BIBLIOTEKACH

W niniejszym numerze podajemy Szanownym Czytelnikom kolejng informacje
o lokalizacji podstawowych migdzynarodowych czasopism biochemicznych w po-
szczegblnych osrodkach akademickich (kompletne roczniki z lat 1981—83). Potrzebe
takiej informacji oraz wybér podanych w Tabeli czasopism uzasadniliSmy poprzed-
nio (Postepy Biochemii, 1982, 28, 163—164). Tabela nie obejmuje lat 1984—85, bowiem
szereg bibliotek dopiero teraz otrzymuje zalegte numery czasopism.

T.W.
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Zarzad Gioéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z przyjemnoscig
zawiadamia, ze w roku 1985 przyznano nagrody za wyr6zniajace sie¢ 0sigg-
niecia w dziedzinie Biochemii.

Nagroda im. Wilodzimierza Mozotowskiego — dla miodych biochemikow,
za prezentacje prac na XXI Zjezdzie PTBioch. w Krakowie — wrzesien
1985 r.

— Jbézef Czyrski, praca pt. ,,Ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF) z krwi
ludzkiej, bydlecej i swinskiej” — Instytut Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej PAN we Wroctawiu.

+ Hanna Janska, praca pt. ,lzolacja i charakterystyka dwoch form mo-
lekularnych kwasnej fosfatazy watroby suma” — Instytut Biochemii
Uniwersytetu Wroctawskiego.

“— Jan Potempa, praca pt. ,,Comparison of immunological and elastolytic
properties of horse leucocyte proteinases” — Instytut Biologii Moleku-
larnej Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.

— Jacek Leluk, prace pt.: ,Nowa rodzina inhibitorow proteinaz seryno-
wych z nasion Cucurbitaceae. Badania poréwnawcze”, Zastosowanie im-
mobilizowanego inhibitora trypsyny z nasion cukinii do oczyszczania
trypsynopodobnych proteinaz z preparatu Pronase” i ,Zastosowanie
edestyny do badania aktywnosci proteinaz i ich inhibitorow” — Insty-
tut Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego.

— Przemystaw Wojtaszek, prace pt. ,,Przeciwciata skierowane na czynnik
elongacyjny EF-1 z tubinu zdtego, Lupinus luteus L” i ,Interakcje
tRNA i EF-1 z rybosomem eukariotycznym” — Zaktad Chemii Bio-
organicznej PAN w Poznaniu.

Nagroda im. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut ogtoszony

w 30-tym roczniku Postepéw Biochemii:

— Andrzej Chimiak, praca pt. ,,Siderofory — nosniki jonu zelazowego” —
Zaktad Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej.

Nagroda im. Jakuba Karola Parnasa — za najlepsza prace doswiadczalng

w dziedzinie biochemii wykonang w Polsce w 1984 roku.

— Witold Filipowicz, Magdalena Konarska, Kazimierz Tyc i Hans
J. Gross, praca pt. ,Multiple ribosome binding to the 5’-terminal
sequence of Tobaco mosaic virus RNA. Assembly of an SOS ribosome —
in RNA complex at the AUU codon”, ogtoszenia w Eur. J. Bioch., vol.
140, 503—511, 1984 — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w War-
szawie.

! ' ! : .

Prezes
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
prof, dr hab. Kazimierz Zakrzewski
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RECENZIJE

Multiple Forms of Enzymes. l.Leonor-Michaelis-Symposium Weimar, GDR 13—15.
November 1980.

red. D. W. Scheuch, R. J. Haschen, E. Hofmann

VEB Verlag Volk und Gesundheit Berlin
Berlin, 1982, 250 str., 112 ilustr., 46 tab.

Ksigzka zawiera prace prezentowane na miedzynarodowym sympozjum poswie-
conym pamieci Leonora Michaelisa, ktére odbyto sie w Weimarze w listopadzie
1980 roku. Sympozjum to zgromadzito badaczy reprezentujagcych badania zaréwno
podstawowe jak i stosowane (diagnostyka kliniczna), zajmujacych sie zjawiskiem
wystepowania form izoenzymatycznych w warunkach fizjologicznych i w pato-
logii. K

Ksiazke otwiera praca posSwiecona historii zycia i badan Leonora Michaelisa.
Nastepnie prezentowane sg trzy prace przeglagdowe, poswiecone kolejno: wysokiej
swoistosci diagnostycznej wynikajgcej z zastosowania analizy izoenzymatycznej,
podstawom naukowym analizy izoenzymatycznej stosowanej w celach diagnostycz-
nych i metodom Kkinetycznym umozliwiajacym oznaczanie aktywnosci izoenzyma-
tycznych. Pozostate 22 prace majg charakter oryginalnych prac dos$wiadczalnych,
poswieconym réznym aspektom zjawiska wystepowania form izoenzymatycznych.

Ksigzka jest bardzo starannie wydana. Poleci¢ ja mozna wszystkim enzymolo-
gom, a zwhaszcza tym, ktérzy zajmuja sie diagnostyka Kliniczna.

Wojciech Rode

Martin Luckner
Secondary Metabolism in Microorganism, Plants and Animals

VEB Gust.av Fislch’\eyr Verlag, Jena, 1984, str. 576, 338 ilu.str‘, 80 tab. o .

Biochemicznym wyrazem specjalizacji komo6rek organizméw zywych jest meta-
bolizm pos$redni (ang. secondary metabolism), jego substraty i produkty oraz ich
heterogenno$¢ u mikroorganizmoéw, roslin i zwierzat.

Zagadnienia te sg treScig recenzowanej ksigzki, jej drugiego wydania, uzupet-
nionego i powiekszonego w poréwnaniu z wydaniem pierwszym z 1969 roku. Ksigz-
ka Martina Lucknera, profesora farmacji na Uniwersytecie Marcina Lutra w Halle
jest interesujgcym studium biochemii poréwnawczej ograniczonym do przemian
posrednich. Metabolizm ogélny (cykl Krebsa, glikoliza itp.) zalicza bowiem Luckner
do przemian, ktore sg wspolne dla organizméw zywych. W sze$ciu rozdziatach Autor
omawia kolejno: metabolizm pos$redni w aspekcie ogdélnym, metodyke badan, naj-
wazniejsze grupy metabolitdw posrednich, nastepnie ich strukture, biosynteze i de-
gradacje u mikroorganizméw, roslin i zwierzat. Specjalny rozdziat poswiecony jest
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znaczeniu metabolizmu pos$redniego i jego produktéw dla organizméw zywych w as-
pekcie detoksykacji, przekazywania sygnatéw oraz w relacjach ekologicznych. Roz-
dziat ostatni zajmuje sie znaczeniem metabolizmu posredniego dla cztowieka i oma-
wia substancje stosowane celem uatrakcyjnienia pozywienia, jako leki, narkotyki
oraz te, ktére znalazty zastosowanie w przemysle.

Poszczeg6lne rozdziaty koriczg noty bibliograficzne utatwiajgce zainteresowa-
nemu czytelnikowi uzyskanie dodatkowych informacji Omawiana ksigzka stanowi
zwiezty lecz wyczerpujacy i uwzgledniajacy najnowsze osiggniecia podrecznik bio-
chemii poréwnawczej.

Secondary metabolism in mikroorganism, plants and animals dedykowat Autor
specjalizujgcym sie w biologii, biochemii, medycynie, chemii organicznej, farmacji
i rolnictwie studentom i naukowcom zaréwno w os$rodkach akademickich jak i w
przemysle, przy zatozeniu, iz posiadajg oni podstawowy zas6b wiedzy biologicznej
i chemicznej.

Alicja Laskowska

Grundlagen der Biopharmazie
Siegfried Pfeifer, Peter Pflegel, Hans-Huber Borchert

VEB Werlag Volk und Gesundheit, Berlin
Berlin, 1984, str. 352

Przedstawiona do recencji ksigzka jest wspolnym dzietem trzech pracownikéw
naukowych, ktérych nazwiska zaliczane sg do Swiatowej czotéwki w dziedzinie bio-
farmacji.

We wstepie Autorzy podkreslaja, ze ksigzka ta moze by¢ szczeg6lnie przydatna
farmaceutom, lekarzom, farmakologom i biologom w interesujgcych ich bowiem dy-
scyplinach naukowych aspekty biofarmaceutyczne odgrywajg coraz wieksza role
i sa wiaczane do programow europejskich studiéw uniwersyteckich.

Ksigzka zawiera 352 strony, 138 pozycji obejmujgcych fotografie, rysunki, tabele
i wykresy. Ponadto w kazdym rozdziale podane sg liczne wyliczenia matematyczne
preparatéw farmakokinetycznych oraz wzory. Bibliografia obejmuje 262 pozycje pi-
$miennictwa $wiatowego z uwzglednieniem pozycji najnowszych (1983 i 1984 r.).

Tre$¢ ksigzki obejmuje trzy podstawowe zagadnienia, tj. farmakokinetyke, bio-
dostepno$¢ i biotransformacje ujmujac catosciowo i nowocze$nie wszystkie zagad-
nienia zwigzane z biofarmacjag. Omawia wiec zwiazki miedzy fizycznymi a fizyko-
chemicznymi witasciwosciami substancji leczniczych i form leku a morfologiczno-fizjo-
logicznymi wiasciwosciami organizmu i wptywem tych czynnikbw na losy lekow
w ustroju tj. wchtanianie, dystrybucje, biotransformacje i wydalanie. Z tego wzgledu
jest to pozycja bardzo wartoSciowa, szczegOlnie przydatna dla farmaceutow i le-
karzy uzyskujgcych stopnie specjalizacji zawodowej z farmakologii i farmacji kli-
nicznej, ale moze by¢ uzyteczna takze dla os6b z innych grup zawodowych i dzie-
dziny nauk przyrodniczych.

Aleksander Czestawski i Anna Pitura
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H. Zuhlke, H. Bibegeil, H. Seipelt,
Pathobiochemie in Pathophysiologie des Kohlenhydratstoffwechsels unter besonderer
Bertiicksichtigung des Diabetes mellitus

VEB Verlag Volk ind Gesumdbeit, Berlin
Berlin, 1984, wyd. 1, 139 str., 50 ilustr., 23 tab.

W czeSci wstepnej ksiazka zawiera omoéwienie podstawowych przemian weglo-
wodandéw, ich roli w organizmie jako zrddita energii, substancji zapasowych, skitad-
nikéw budulcowych réznych tkanek (polisacharydy) i zwigzkéw petnigcych specy-
ficzne funkcje (mukopolisacharydy, heparyna), a takze mechanizmy regulacji tych
proceséw. Wyczerpujaco przedstawiono regulacje rozpadu i syntezy glikogenu po-
przez system kaskadowej fosforylacji biatek enzymatycznych, stymulowanej przez
cykliczne AMP pod wptywem adrenaliny i glukagonu. W opisie mechanizméw re-
gulacji glikolizy i glukoneogenezy nie zostaty uwzglednione najnowsze dane do-
tyczace roli 2 6-bisfosfofruktozy i jej wptywu na aktywno$¢ fosfofruktokinazy, a takze
regulacji aktywnos$ci enzymoéw produkujacych i rozktadajacych ten zwigzek. Nie
podano rowniez nawet wstepnej informacji o roli fosforylacji kinazy pirogroniano-
wej w regulacji syntezy i rozpadu glukozy. Wskazane bytoby, aby przy ewentualnym
ttumaczeniu ksigzki uzupetniono te luke.

W iele wiadomos$ci zawiera recenzowana pozycja na temat efektu dziatania hor-
monéw na homeostaze weglowodanéw w ustroju ze szczegélnym uwzglednieniem bio-
syntezy, wydzielania i mechanizmu dziatania insuliny.

Druga, obszerniejsza cze$¢ ksigzki jest poSwiecona patobiochemii i patofizjo-
logii metabolizmu weglowodanéw. Przedstawiono klasyfikacje rodzajow cukrzycy
oraz komplikacje metaboliczne towarzyszace tej chorobie. W tej czesci ksigzki szcze-
golnie starannie sa opracowane schematy obrazujace ztozone zaleznosci metabo-
liczne w tkankach w przebiegu réznych postaci cukrzycy. Podano réwniez podstawo-
we testy laboratoryjne pomagajace w diagnostyce cukrzycy. Szereg informacji do-
tyczy zaburzen przemian galaktozy, fruktozy, mannozy, glikogenu, mukopolisacha-
rydow, a takze glikoprotein i glikolipidéw.

Omawiana ksigzka jest dobrym zrédiem informacji dla oséb zajmujgcych sie
regulacja procesdw metabolicznych oraz patobiochemiag i patofizjologia przemian
weglowodanow, zwitaszcza dla lekarzy i studentow medycyny, przeto warto wydac
jej polski przektad. Bibliografia ksigzki zawiera 43 pozycje monograficzne i 85 prac
doswiadczalnych opublikowanych do roku 1982.

Elzbieta Walajtys-Rode
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KOMUNIKAT

Komisji Stownictwa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
- i RS SN |

W zamieszczonej ponizej tabeli podano zmiany i uzupetnienia, a takze ko-
rekte ostatnio dostrzezonych biedéw w ,Stowniku zalecanych i zwycza-
jowych nazw enzyméw”, ktéry ukazat sie w numerze 1tomu 31 kwartal-
nika Postepy Biochemii (rocznik 1985) oraz jako odrebne wydawnictwo.
Komisja uprzejmie prosi o naniesienie poprawek w posiadanym egzem-
plarzu Stownika.

Nazwy zamieszczone w Stowniku wraz z poprawkami wg niniejszego ko-
munikatu bedag traktowane jako obowigzujagce az do czasu ukazania sie
zrewidowanego nastepnego wydania Stownika, co nie nastgpi wczesniej
niz za dwa lata. Propozycje nowych czy zmienionych nazw enzymoéw (i re-
gut rzadzacych ich nazewnictwem) bedg okresowo publikowane na ta-
mach Postepéw Biochemii, ale nie stang sie obowigzujace przed ukaza-
niem sie nowego wydania Stownika.

poz. powinno by¢
[ u

115. 5'-Acylphosphoadenosine  5'-acylofosfoadenozynowa
179. membrane-acceptor
184. racemase
189. ammonia-lyase
307.  Amylopectin-1,6-glucosidase

315. 4-androsten-3,17-dionowa

338. enzym skreslony z rejestru (a-L-arabinofuranoside hydrolase)
459. F(BamFl), (BamKl) z Bacillus amyloliquefaciens10®
460. N(BamNIl) z Bacillus amyloliquefaciens1i®

465. X5(Bsul) z Bacillus subtilisioss

531. 3,4-dioksygenaza
634. Cholestanetriol-26-al 26-dehydrogenase

642. enzym skres$lony z rejestru

668. chondroitinsulphatase
669. enzym skreslony z rejestru

703. Citrulline
705. Clostridiopeptidase



716.
717.

736.
747.

749.
781.

788.

849.
850.
855.
887.
914.
932.
933.

987.
1023.

1026.

1075.

1076.

1077.

1160.
1164.

1188.

1258.
1341.
1352.

1392.

1426.

1446,
1495,

1568.

1576.
1625.

1657.

1658.

1661.

1681.
1774,
2022.
2079.
2163.

22i44.
22809.
2298.

2307.
2365.
2411.

sialyltransferase
CMP-N-acylneuraminate

Condensing enzyme

(Chul) z Corynebacterium...
p-Coumarate

glucanotransferase

glucanotransferase

Deoxycytidylate

Deoxycytidylate

Deoxycytidylate

cytidylyltransferase  cytydylilotransferaza
diaminokwasow

Dihydrolipoamide succinyltransferase
2,3-dihydroksybenzoesanowa
2,3-dihydroksybenzoesanowa

DNA (cytozyno-5-)-metylotransferaza
RNaza | z E.colizre2

apyrimidinic

Hpal

Hpall

Hphl

amonnia-lyase

phospho-lyase

Exopolygalacturonate

fosfotriozo-liaza 1,6-bisfosforanowa
enzym skre$lony z rejestru
glukomannanowa

P-glucoside kinase
glutaminiano-szczaw iooctanowa
enzym skreslony z rejestru

Glycerophosphate

serotype
3.2.1.19

2.3.1.31

3-Hydroxyacyl

Hydroxyacylglutathione

glutathione

dehydrogenaza 3-a-hydroksycholanowa
Indoleacetaldoxime

1.1.2.2.
5,10-metylenotetrahydrofolianowa
NAD(P)+

glukozylotransferaza Il 1,3-oligoglukan
3-Oxoacyl-(acyl-carrier protein)
2-Oxoisovalerate

enzym skres$lony z rejestru
1.1.1.144
carboxykinase



2414. Phosphoenolpyruvate

2504. 2.7.1.37

2558. dehydrogenaza poliolowa(NADP+)
2639. (Pall) z Providentia alcalifaciens
2715. pirogrono-jabtczanowa

2716. pirogrono-jabtczanowa

2717. pirogrono-jabtczanowa

2750. cytidylyltransferase

2801. guanine-, -

2942, 6.2.14

2943. 6.215

2959. glucosyltransferase

2972. adenylyltransferase

3036. pirofosfokinaza

3039. izomeraza

3096. Trehalosephosphate

3152. tyrozynowa

3169. enzym skreélony z rejestru
3171. B-N-acetylo-D-galaktozaminylotransferaza
3197. UDPgalacturonosyltransferase

3198. apigenina&I®
3208. fruktozofosforanaess

3247. UDP-4-amino-2-acetamido-2,4,6-trideoxyglucose



Podczas druku na stronach 144 (48) i 165 (69) nastgpity przesuniecia
tekstu, ktére znacznie utrudniajg korzystanie z tych haset. Ponizej dru-
kujemy prawidtowy uktad stownika.

1469.

1470.

1471.

1472.
1473.
1474,

1475.

1476.

1477.

1478.

1479.

1480.
1481.

1482.
1483.
1484,

1485.
1486.

Glutathione S-aralkyl-
transferase

Glutathione S-aryltransferase
Glutathione S-aryltrans-
ferase

Glutathione synthetase
Glutathione thiolesterase
Glutathione transferase
Glyceraldehyde-pho-
sphate dehydrogenase
Glyceraldehyde-pho-
sphate dehydrogenase
(NADP+)
Glyceraldehyde-pho-
sphate dehydrogenase
(NADP+) (phasphorylat-
ing)

Glycerate dehydrogenase

Glycerate kinase
Glycerate phosphomutase
Glycerate phosphomutase

Glycerol dehydratase
Glycerol dehydrogenase
Glycerol dehydrogenase
(NADP+)

Glycerol kinase
Glycerol-lI-phosphatase

2,5.1.18

25113
25.1.18

6.3.2.3

3.127
2.5.1.18
1.2.1.12

1.2.19

1.2.1.13

1.1.1.29

27131
2754
2753

4.2.1.30
1116
1.1.1.72

2.7.1.30
3.1.3.21

S-aralkilotransferaza

S-arylotransferaza glutationowa
S-arylotransferaza glutationo-
Waia74

syntetaza glutationowa
tioloesteraza glutationowa
transferaza glutationowa
dehydrogenaza gliceroalde-
hydofosforanowa
dehydrogenaza gliceroalde-
hydofosforanowa (NADP+)

dehydrogenaza gliceroalde-
hydofosforanowa (NADP+)
(fosforylujaca)

dehydrogenaza gliceryniano-
wa

kinaza glicerynianowa
fosfomutaza glicerynianowasos
fosfomutaza glicerynianowazass

dehydrataza glicerolowa
dehydrogenaza glicerolowa
dehydrogenaza glicerolowa
(NADP+)

kinaza glicerolowa
glicerolo-. -fosfataza



2100 .

2101 .

2102 .

2103.
2104.

2105.
2106.
2107.

2108.

2109.

2110.

2111 .

2112 .

2113.

2114,
2115.
2116.

2117.

2118.

21109.

2120.

2121,

2122 .

2123.

2124.

Methylthiophosphogly-
cerate phosphatase
N-Methyl-2-oxoglu-
taramate hydrolase
Metridium proteinase A

Mevaldate reductase
Mevaldate reductase
(NADPH)

Mevalonate kinase
Mexicanain

Microbial carboxyl pro-
teinases

Microbial metallopro-
teinases

Microbial RNase |

Microbial RNase 11
Microbial serine protein-
ases

Micrococcal endonuclease
Micrococcus caseolyticus

neutral proteinase
Mixed-function oxidase

Monoacylglycerol kinase

Monoacylglycerol lipase
Monoamine oxidase
Monobutyrase
Monodehydroascorbate

reductase (NADH)
Monoglyceride acyltransferase

Monophenol monooxy-
genase
Monophosphatidylinositol

phosphodiesterase
Moraxella nonliquefaciens
(Mnnl)

Moraxella nonliquefaciens
(Mnol)

3.1.3.14
3.5.1.36

3.4.21.3
1.1.1.32
1.1.1.33

2.7.1.36
3.4.99.14
3.4.23.6

3.4.24.4

3.1.27.3
31271

3.4.21.14

3.1.31.1
3.4.24.4

114141
2.7.1.94

3.1.1.23
1434
3111

1.6.5.4

2.3.1.22
1.14.18.1
3.1.4.10

3.1.23.20

3.1.23.84

fosfataza metylotiofosfoglice-

rynianowa

hydrolaza N-metylo-. -okso-
glutaramanowa

proteinaza A z Metridium

reduktaza mewaldanowa

reduktaza mewaldanowa

(NADPH)

kinaza mewalonianowa

meksykanaina

bakteryjne proteinazy karbo-

ksylowe

bakteryjne metaloproteinazy

bakteryjna RNazazres
bakteryjna RNaza |lz767

bakteryjne proteinazy sery-
nowe

endonukleaza z Micrococcus
proteinaza obojetna z Micro-
coccus caseolyticus

oksydaza o mieszanej funkcjiizes
kinaza monoacyloglicerolowa
lipaza monoacyloglicerolowa
oksydaza monoaminowazs:
monobutyrazaseo

reduktaza  monodehydroas-
korbinianowa (NADH)
acylotransferaza monoglicerydo-
We 102
monooksygenaza
lowa
fosfodiesteraza monofosfaty-

dyloinozytolowa

(Mnnl) z Moraxella nonliquefa-
ciens10s

(Mnol) z Moraxella nonliquefa-
CiensSioss

monofeno-
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PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa prace oryginalne z ostatnich Kkilku lat oraz
najwazniejsze artykutly przegladowe omawiajac przedstawiong dziedzing z uwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawa¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace maja podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowania w tekscie. Wykaz piSmien-
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabe-
tycznie. Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecana przez Komisje Wydawcéw Cza-
sopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Blochim. Biophys.
Acta (1972), 271, 1 np.

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

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

Dixon M., Weeb E. C., (1964), Enbymes, 2 wyd., str. 565, Langmans Green and Co., London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D, t. 5
str. 1—58; Academic Press, London.

Zataczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzyc¢
kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tek$cie oraz oznaczy¢ (na goérze
stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytuty pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytuty tabel i nagtéwki rubryk
powinny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczaja, z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rusunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg w kolej-
nosci ich oméwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na bialym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykonac¢ linig ciefsza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skrotami. Osie wykresdw natomiast winny by¢ opatrzone napisem fatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: O 0 A e« iS A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,go6ra” i ,,dot” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotaczone na oddzielnej kartce. Oznacze-
nia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z pismiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacja (Copyright).
Przed wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢ maszynopis i ilustracje
przed pogieciem.
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