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W SKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artalnik „Postępy B iochem ii” publikuje artykuły m onograficzne om aw iające 
w ąskie tem aty, oraz artykuły przeglądow e referujące szersze zagadnienia z biochem ii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły pierw szego typu w inny w  sposób syntetyczny om awiać 
w ybrany tem at na podstaw ie m ożliw ie pełnego p iśm iennictw a z kilku ostatnich lat, 
a artykuły drugiego typu na podstaw ie p iśm iennictw a z ostatnich dw óch lat. Objętość 
takich  artykułów  n ie  pow inna przekraczać 20 stron m aszynopisu (nie licząc ilustracji 
i p iśm iennictw a). K w artalnik  publikuje także artykuły typu m inirev iew s,  do 10 stron  
m aszynopisu, z dziedziny zainteresow ań autora, opracow ane na podstaw ie n ajnow 
szego piśm iennictw a, w ystarczającego dla zilustrow ania problem u. Ponadto kw ar
taln ik  publikuje krótkie noty, do 5 stron m aszynopisu, inform ujące o now ych in 
teresujących osiągnięciach biochem ii i nauk pokrew nych, oraz noty przybliżające 
historię badań w  zakresie różnych dziedzin biochem ii. Przekazanie artykułu do 
R edakcji jest rów noznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca n ie była i nie 
będzie publikowana' w  innych czasopism ach, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach  
B iochem ii’. A utorzy artykułu odpowiadają za praw idłow ość i ścisłość podanych in 
form acji. A utorów  obow iązuje korekta autorska: popraw ki w ynikające z błędów  
drukarni nanosim y ołów kiem ; niezbędne zm iany autorskie nanosim y niebieskim  
atram entem . K oszty zm ian tekstu w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów  drukar
skich) ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obow iązujących stawek. A uto
rzy otrzym ują 25 odbitek sw ego artykułu; zam ów ienia na dodatkow e odbitki (płatne) 
należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać w  dwu egzem
plarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podwójną interlinią, z margine
sem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie może zawierać więcej niż 60 znaków 
w  jednym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), adres(y) Zakład(ów) w  języku polskim i angielskim, w  których pracują autorzy, adres 
pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzymywać korespondencję, adres prywatny, telefon  
miejsca pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim) oraz — w prawym dolnym  
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót tytułu (nie więcej niż 25 znaków  
drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), tytuł pracy 
w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w  języku polskim i angielskim, tytuł nau
kowy autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stosowanych w  pracy.

Strona 2 ! następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa włącznie, tabele, spis 
rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdziały, których 
tytuły informować rzeczowo winny o przedstawionych treściach. Rzeczowy spis treści publi
kujemy bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz
działy odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1). Tytułów podrozdziałów nie wydzielonych 
z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń ani roz
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy 
zaznaczyć ołówkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście liter 
alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele 
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz i zazna
czyć: Tabela 1, Ryc. 1. Wzór I itp. Numerację wzoru w tekście należy podawać po nazwie 
związku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność językową tekstu 
a także na ścisłość 1 jasność sformułowań, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa- 
dzanie do tekstu tworzonych doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane 
w pracach obcojęzycznych.
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Post. Biochem. 32 (1986), 5—13

Z HISTORII BIOCHEMII

ELWIRA LISOW SKA *)

Przeciwciała monoklonalne i ich zastosowania w badaniach 
biochemicznych

Monoclonal antibodies and their applications 
in biochemical studies

Nagrodę Nobla w dziedzinie nauk m edycznych w 1984 r. otrzym ali 
trzej immunolodzy: C. M i l s t e i n ,  G. K o h l e r  i N. K. J e r n e z a  
opracowanie techniki otrzym yw ania przeciwciał monoklonalnych. Nie 
każdego roku istnieje możliwość przyznania tej nagrody za osiągnięcia, 
które w yw arłyby tak  ogromny wpływ na rozwój badań, nie tylko w dzie
dzinie immunologii, ale także w wielu innych dziedzinach biologii. Metodę 
otrzym ywania przeciwciał m onoklonalnych opracowali K o h l e r  i M i l 
s t e i n ,  ich pierwsza o historycznym  już dziś znaczeniu praca na ten 
tem at ukazała się w 1975 r. (1). J  e r n e, którego badania wyw arły decy
dujący wpływ na rozwój immunologii komórkowej, został włączony do 
nagrodzonego zespołu za stworzenie teoretycznych podstaw dla idei Kohle
ra i Milsteina.

Klasyczna m etoda otrzym yw ania przeciwciał polega na immunizacji 
zwierząt obcymi m akrocząsteczkami i w ykorzystaniu przeciwciał wydzie
lanych do osocza. Swoistą surowicę przeciw określonemu antygenowi 
można otrzym ać albo przez szczepienie wysoce oczyszczonym antygenem , 
albo przez imm unizację m ateriałem  heterogennym  i absorpcję niepożąda
nych przeciwciał z uzyskanej nieswoistej surowicy. Chociaż metody te były 
stosowane już od wielu lat są one obarczone licznymi niedogodnościami. 
Niewiele bowiem antygenów  można uzyskać w stanie oczyszczonym. 
Otrzym anie monoswoistej surowicy przez szczepienie m ateriałem  hetero
gennym i absorpcję wym aga dysponowania odpowiednim m ateriałem  kon
trolnym, zawierającym  wszystkie antygeny obecne w próbce użytej do 
immunizacji, z w yjątkiem  tego, wobec którego chcemy otrzym ać przeciw
ciała. Absorpcja prowadzi do stra t przeciwciał docelowych i uzyskania 
surowicy pozornie swoistej, ale o niskiej aktywności. Jeżeli nawet dyspo
nujem y homogennym preparatem  antygenu do im m unizacji otrzym uje się

*) Prof. dr hab., Zakład Im m unochem ii, Instytut Im m unologii i Terapii D ośw iad
czalnej im. Ludwika H irszfelda, Polska A kadem ia Nauk, Czerska 12, 53-114 W rocław
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6 E. L IS O W S K A

wysoce heterogenną populację przeciwciał. Wspólną cechą tych przeciw
ciał jest zdolność do reakcji z danym  antygenem , ale rozpoznają one różne 
fragm enty tej samej cząsteczki (determ inant antygenow y ma rozm iar 
rzędu kilku reszt aminokwasowych), różnią się powinowactwem, klasą 
i podklasą immunoglobulin. Zakłada się, że antygen białkowy może spo
wodować powstanie naw et kilku tysięcy różnych przeciwciał. Są one pro
dukowane w różnych ilościach, a o właściwościach surowicy odpornościo
wej decydują przeciwciała obecne w najwyższych stężeniach. W związku 
z tym  surowice otrzym ane przez szczepienie tym  samym  antygenem  róż
nych zwierząt naw et tego samego gatunku w ykazują nieraz duże różnice 
jakościowe z powodu obecności w nich różnych przeciwciał dominujących. 
Ponadto w odpowiedzi na śladowe naw et zanieczyszczenia obecne w pre
paracie danego antygenu mogą powstawać znaczne ilości przeciwciał, jeśli 
substancja zanieczyszczająca ma silne właściwości immunogenne.

Badania J e r n e ’ g o  przyczyniły się w decydującym  stopniu do w y
jaśnienia mechanizmów biosyntezy przeciwciał w komórkach, czyli na 
etapie wyprzedzającym  pojawienie się ich w krążeniu. Jest on współtwór
cą teorii selektywnego powstawania przeciwciał, wg której w organizmie 
istnieje zakodowana genetycznie inform acja odnośnie biosyntezy całego 
możliwego repertuaru  przeciwciał w odpowiadającym  mu repertuarze ko
m órek je produkujących (limfocyty B). Jerne  wykazał bowiem, że indy
widualna kom órka produkuje tylko jedno przeciwciało. Tak więc immuno- 
globuliny obecne w surowicy nie immunizowanego organizmu (pomijając 
dla uproszczenia procesy tzw. „na tu ralne j” imm unizacji) są niezwykle 
złożoną mieszaniną różnych przeciwciał, z k tórych żadne nie jest w ykry
walne z powodu zbyt małego stężenia. W prowadzenie antygenu stym uluje 
wybiórczo proliferację tych klonów komórkowych, k tóre produkują prze
ciwciała charakterystyczne dla podanego antygenu. Przeciwciała te  stają 
się dom inujące w osoczu i osiągają stężenia umożliwiające widoczną re 
akcję z antygenem. W efekcie stym ulacji licznych klonów komórkowych 
przez jeden antygen hum oralna odpowiedź immunologiczna ma charakter 
poliklonalny.

Pom ysł K o h l e r a  i M i l s t e i n a  oparty był na następujących zna
nych wcześniej faktach: 1) komórki nie transform owane, m.in. również 
kom órki produkujące przeciwciała są zdolne do przeżycia najw yżej kilku 
dni w hodowli in vitro; 2) kom órki nowotworowe zdolne są do nieograni
czonej replikacji in vitro ; 3) możliwa jest fuzja komórek tych dwóch ty 
pów, przy czym powstała kom órka-hybryd zawiera m ateriał genetyczny 
pochodzący z obu komórek. Kohler i M ilstein przeprowadzili fuzję ko
m órek produkujących przeciwciała z myszy imm unizowanych krw inkam i 
owczymi oraz kom órek szpiczaka mysiego, aby „unieśm iertelnić” te p ierw 
sze i uzyskać kom órki-hybrydom a zdolne do nieograniczonych podziałów 
i nieograniczonej produkcji przeciwciał (1). Możliwość selekcji in vitro  
klonów pochodzących z jednej kom órki stw orzyła możliwość uzyskania
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linii hybrydom a produkujących tylko jedno przeciwciało nazwane mono- 
klonalnym . Technika ta  również nie była wolna od różnych problemów 
i trudności m etodycznych i po opublikowaniu pierwszych prac przez 
K ohlera i M ilsteina (1, 2) była przedm iotem  dalszych badań w licznych 
laboratoriach. Doprowadziło to do opracowania wielu m odyfikacji i ulep
szeń każdego z etapów tej metody (3—9). Tutaj ograniczę się jedynie do 
podania podstawowych zasad produkcji przeciwciał m onoklonalnych me
todą hybrydom a w w ersji najczęściej stosowanej.

Pierw szym  etapem  jest szczepienie antygenem  myszy szczepu wsob
nego, najczęściej BALB/c. Następnie sporządza się zawiesinę komórek 
śledziony im m unizowanej myszy (bogatą w kom órki produkujące przeciw
ciała) i kom órki te  poddaje się fuzji z kom órkam i szpiczaka mysiego 
w obecności glikolu polietylenowego (najczęściej stosowany jest PEG -1000 
lub PEG-1500). Procedura fuzji jest bardzo prosta: kom órki śledziony m ie
sza się z kom órkam i szpiczaka i po odwirowaniu zawiesza się je w 30— 
50°/o PEG. Zawiesinę tę miesza się łagodnie i po krótkim  odwirowaniu 
przy niskich obrotach kom órki zawiesza się w odpowiedniej pożywce za
pewniającej selektyw ny wzrost hybrydów. Jest to w arunkiem  koniecznym, 
ponieważ fuzji ulega tylko bardzo mała część komórek, k tóre w zwykłej 
pożywce szybko zostają przerośnięte przez kom órki nowotworowe. 
W związku z tym  istotnym  problem em  jest dobór odpowiedniej linii szpi
czaka. Komórki jej przede wszystkim nie powinny produkować własnych 
imm unoglobulin, muszą też spełniać pewne k ry te ria  metaboliczne umożli
wiające selekcję wzrostu hybrydów po fuzji.

Główne drogi biosyntezy puryn i pirym idyn w komórce są blokowane 
przez am inopterynę, antagonistę kwasu foliowego. Jednakże komórka może 
syntezować DNA w obecności am inopteryny przez tzw. „szlak ratunko
w y”, um ożliw iający wykorzystanie dostarczonych gotowych zasad puryno- 
wych i pirym idynow ych, z udziałem dwóch kluczowych enzymów: kinazy 
tym idynow ej (TK) i fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej 
(HGPRT). A zatem  kom órki zawierające oba wym ienione enzymy mogą 
syntezować DNA w środowisku zaw ierającym  am inopterynę, pod w arun
kiem  jednoczesnego dostarczenia im tym idyny i hipoksantyny (pożywka 
HAT), natom iast komórki, które nie posiadają choćby jednego z wym ie
nionych enzymów giną w pożywce HAT. Takie defektyw ne komórki mogą 
być z kolei „uratow ane” przez fuzję z kom órką posiadającą brakujący 
enzym. Jeżeli więc kom órki imm unizowanych myszy (zawierające TK 
i HGPRT, ale n ietrw ałe in vitro) ulegną fuzji z kom órkam i szpiczaka nie 
zawierającym i TK lub HGPRT (nietrw ałym i w  pożywce HAT), to jedynie 
powstałe hybrydy spełniają w arunki niezbędne do wzrostu w pożywce 
HAT. Stosunkowo łatwo można uzyskać m utanty  kom órek szpiczaka nie 
zawierające HGPRT przez selekcję w obecności tioguaniny lub azaguaniny. 
Związki te są wcielane do DNA za pomocą HGPRT, co prowadzi do „śm ier
ci” kom órek zaw ierających ten  enzym i selektywnego nam nażania ko
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m órek HGPRT-negatywnych. Obecnie do produkcji przeciwciał monoklo- 
nalnych stosuje się powszechnie kilka ustalonych linii szpiczaka mysiego 
spełniających wym agane kryteria: brak produkcji w łasnych immunoglobu
lin, wrażliwość na pożywkę HAT. Najczęściej stosowane są linie 
X63-Ag-8.653 i Sp2/0-Ag-14.

Nam nażane początkowo w pożywce HAT nowopowstałe hybrydom a są 
w pierwszych pasażach niestabilne, m ają między innym i tendencję do 
u tra ty  chromosomów. Dlatego też zostały opracowane różne metody ich 
traktow ania, pozwalające na w ydajny wzrost hybrydom a produkujących 
przeciwciała. Uzyskane hybrydom a stanow ią początkowo pulę poliklonal- 
ną, tzn. składają się z kom órek produkujących różne przeciwciała oraz 
z dużej ilości kom órek nie będących producentam i przeciwciał. W celi 
selekcji tych pierwszych hoduje się kom órki w m ałych porcjach na p łyt
kach plastikowych przeznaczonych do hodowli komórkowych i testu je  sie 
supernatan ty  z tych m ikrokultur na obecność przeciwciał. Niezwykle waż
nym  zagadnieniem przy otrzym yw aniu przeciwciał m onoklonalnych jes: 
dysponowanie czułym i prostym  w wykonaniu testem , k tóry  umożliwia 
szybkie sprawdzenie kilkudziesięciu, czy naw et kilkuset próbek. Jest to 
bardzo istotne, gdyż kom órki rosną nie czekając na rozwiązanie ew entual
nych problemów testowych i trzeba szybko (w ciągu kilku godzin) podjąć 
decyzje co do dalszych kroków. Najczęściej stosowanymi testam i są hem a
glutynacja (przy otrzym yw aniu przeciwciał przeciw antygenom  erytro- 
cytarnym ), im m unofluorescencja komórkowa, testy  radioimmunologiczne 
i imm unoenzym atyczne w stałej fazie.

Po wstępnym  wydzieleniu kom órek produkujących przeciwciała prze
prowadza się selekcję klonów wywodzących się z pojedynczych komórek. 
W ykonuje się to najczęściej na takich sam ych płytkach, stosując tzw. „gra
niczne rozcieńczenie” zawiesiny komórek, tzn. rozcieńczenie zapewniające, 
że liczba zdolnych do wzrostu kom órek obecnych w jednym  wgłębieniu 
nie jest większa od 1. W yselekcjonowane klony produkujące przeciwciała
o interesującej nas swoistości poddaje się dalszemu subklonowaniu w celu 
upewnienia się o ich m onoklonalnym  charakterze, po czym przystępuje się 
do ich nam nażania na dużą skalę. W ykonuje się to albo w hodowli in vitro , 
lub przez wzrost klonu in vivo  w myszach zgodnych antygenowo (tego sa
mego szczepu) z myszami użytym i do imm unizacji. Kom órki podaje się 
myszom dootrzewnowo i pozwala się na wzrost nowotworu, czemu często 
towarzyszy powstanie wysięku. Jako źródła przeciwciał używa się wysięku, 
lub przy jego braku — surowicy tych myszy. Produkcja przeciwciał mono
klonalnych in vivo  jest mniej kosztowna (nie trzeba stosować drogich po
żywek i płodowej surowicy cielęcej) i bardziej wydajna. Ilości przeciwciał 
otrzym yw ane w supernatantach z hodowli in vitro  wynoszą 10—100 (xg/ml, 
podczas gdy 1 ml płynu wysiękowego zawiera zwykle kilka do kilkunastu  
miligramów przeciwciał. Klony kom órek hybrydom a produkujących prze
ciwciała przy prawidłowym  ich traktow aniu  są „nieśm iertelne” , można je
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pasażować w sposób nieograniczony, a również przechowywać w stanie 
zamrożonym .

Rutynow a charakterystyka przeciwciał monoklonalnych obejm uje nie 
ty lko określenie ich swoistości immunologicznej, ale też oznaczenie typu 
ich łańcuchów ciężkich (IgM, IgG l, IgG2, Ig A) i lekkich (x, X) za pomocą 
sw oistych mysich przeciwciał anty-im m unoglobulinow ych. Znajomość 
klasy przeciwciała monoklonalnego jest ważna, gdyż często jego wiązanie 
z antygenem  w ykryw a się pośrednio, stosując odczynnik reagujący z tym  
przeciwciałem , np. przeciwciało anty-m ysie IgG lub anty-m ysie IgM, albo 
białko A ze Staphylococcus aureus reagujące z fragm entem  Fc im m uno
globulin klasy IgG, ale nie IgM. Ponadto, stw ierdzenie tylko jednego typu 
łańcucha ciężkiego i lekkiego jest świadectwem  monoklonalności przeciw
ciała. Przeciwciała zaw arte w płynie wysiękowym lub w supernatancie 
z hodowli in vitro  można w razie potrzeby oczyścić za pomocą znanych 
m etod oczyszczania im m unoglobulin lub przez chrom atografię powino
w actw a na unieruchom ionych antygenach. Popularną m etodą oczyszczania 
przeciwciał m onoklonalnych klasy IgG jest chrom atografia powinowactwa 
na wspom nianym  już białku A sprzężonym z Sepharose 4B.

Technika otrzym yw ania przeciwciał monoklonalnych stanowi przełom 
w badaniach biologicznych. Rewelacją tej m etody jest możliwość otrzy
m ania przeciwciała wobec jednego określonego determ inantu  antygeno
wego bez potrzeby oczyszczania antygenu. W przypadku wielu w yprodu
kow anych dotąd przeciwciał m onoklonalnych sprecyzowano już dokładnie 
s truk tu rę , jaką one rozpoznają, ale w przypadku jeszcze większej ich 
liczby znana jest jedynie makrocząsteczka, z którą one reagują, lub tylko 
kom órki na których jest obecny nie scharakteryzow any dotąd antygen. 
Przy stosowaniu przeciwciała monoklonalnego ważne jest uświadomienie 
sobie, że nie jest ono swoiste wobec makrocząsteczki antygenu w takim  
sensie jak  swoista jest surowica poliklonalna zawierająca wiele przeciwciał 
specyficznych dla różnych determ inantów  antygenu, ale jest to jedno 
z przeciwciał obecnych w surowicy poliklonalnej, swoiste tylko wobec 
małego fragm entu makrocząsteczki danego antygenu.

Przeciwciało monoklonalne nie precypituje antygenu posiadającego 
jeden determ inant antygenow y w cząsteczce, precypitacja może zajść je
dynie w przypadku ,,poliwartościowego” antygenu, tzn. zagregowanego 
lub spolimeryzowanego. Z tego powodu do testow ania przeciwciał mono
klonalnych nie stosuje się powszechnych dotąd licznych metod opartych 
na precypitacji w żelu czy w roztworze. Najczęściej stosowanymi m eto
dami jest śledzenie ich reakcji z antygenem  związanym  ze stałą fazą.

W badaniach biochemicznych najkorzystniejsze jest stosowanie prze
ciwciał m onoklonalnych o zdefiniowanej swoistości. Podkreślić przy tym 
należy, że zidentyfikowanie w cząsteczce antygenu determ inantów  specy
ficznych dla indyw idualnych przeciwciał m onoklonalnych jest łatwiejsze 
i znacznie precyzyjniejsze niż w przypadku surowicy poliklonalnej. Dyspo
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nowanie homogennym układem  antygen-przeciwciało monoklonalne po
zwala też na bardziej dokładne dalsze badania immunochemiczne, między 
innymi możliwe jest wyznaczanie ilościowych param etrów  reakcji anty
gen-przeciwciało, stałej powinowactwa, liczby determ inantów  w cząsteczce 
antygenu. Stw ierdzenie wiązania dwóch lub więcej cząsteczek przeciwciała 
monoklonalnego z jedną cząsteczką antygenu wskazuje na struk tu rę  pod- 
jednostkową antygenu lub homologię s truk tu ra lną  między różnym i frag
m entam i jego cząsteczki. Za pomocą przeciwciał m onoklonalnych można 
też śledzić zmiany konform acyjne cząsteczki antygenu zachodzące pod 
wpływem czynników fizycznych, chemicznych, lub też allosterycznych 
efektów.

Częste było stosowanie surowic poliklonalnych do określania stopnia 
podobieństwa immunologicznego, będącego wyrazem  podobieństwa s truk 
turalnego między różnym i makrocząsteczkami, np. tego samego enzymu 
pochodzącego z różnych źródeł. Stosowane metody pozwalały z mniejszą 
lub większą dokładnością określić, jak duża część przeciwciał z surowicy 
przeciw jednem u antygenow i reaguje z drugim  antygenem . Wnioskowanie
o podobieństwie różnych antygenów na podstawie reakcji z przeciwciałem 
monoklonalnym  jest inne niż w przypadku surowicy poliklonalnej. Prze
ciwciało monoklonalne anty-X  może nie wykazać żadnej reakcji z an ty
genem Y o bardzo zbliżonej budowie, jeżeli różni się on od X jednym  na
wet tylko determ inantem  antygenow ym , co może stanowić różnicę jednej 
reszty aminokwasowej lub być efektem  różnej potranslacyjnej m odyfika
cji. Z drugiej strony, identyczna reakcja przeciwciała monoklonalnego 
z dwoma antygenam i może zachodzić w sytuacji odwrotnej, kiedy te  an ty 
geny są niem al całkowicie różne i m ają tylko m ały fragm ent cząsteczki 
jednakowy. Przykładem  sytuacji pierwszej mogą być przeciwciała mono
klonalne anty-M  i anty-N , reagujące swoiście z glikoforyną A erytrocytów  
ludzkich grupy M lub N, przy czym oba typy  glikoforyny A różnią się 
tylko dwiema resztam i aminokwasowymi (10). Interesującą ilustracją dru
giej sy tuacji są przeciwciała monoklonalne otrzym ane przez imm unizację 
myszy oczyszczonym receptorem  naskórkowego czynnika wzrostu. Re
ceptor ten  jest glikoproteidem  wydzielonym z komórek linii A431 ludz
kiego nowotworu skóry. Okazało się, że kilka przeciwciał m onoklonalnych 
otrzym anych w różnych laboratoriach reagowało z tym  receptorem  na 
zasadzie rozpoznawania różnych s tru k tu r oligosacharydowych typowych 
dla poszczególnych determ inantów  układu grupowego krw inek ABO-Lewis 
(11). Ponieważ te łańcuchy oligosacharydowe nie m ają związku z funkcją 
receptora a są obecne i w ykryw alne przez przeciwciała anty-receptor 
w wielu innych glikoproteidach i glikolipidach, otrzym ane przeciwciała 
monoklonalne nie są swoiste dla receptora. Jednakże ścisłe zdefiniowanie 
swoistości tych przeciwciał pozwoliło na w ykrycie określonych s tru k tu r  
oligosacharydowych w cząsteczkach receptora. Przykład powyższy ilu s tru 
je, że przeciwciało m onoklonalne reagujące z makrocząsteczką może roz
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poznawać w niej fragm ent, k tóry nie jest charakterystyczny dla danego 
antygenu.

Z wym ienionych wyżej powodów stosowanie jednego przeciwciała 
monoklonalnego do oczyszczania, w ykryw ania lub oznaczania antygenu 
w m ateriale biologicznym jest czasem niew ystarczające, gdyż można nie 
w ykryć antygenu, o k tóry  nam  chodzi, jeśli ma on zmieniony mały 
szczegół budowy, lub też można w ykryć antygen niezależny, k tóry  zawiera 
determ inant antygenow y charakterystyczny dla użytego przeciwciała. 
Z tych  względów często sporządza się p reparaty  zawierające mieszaninę 
kilku przeciwciał m onoklonalnych skierowanym  przeciwko różnym de
term inantom  danego antygenu.

Oprócz dużych usług, jakie oddają przeciwciała m onoklonalne w oczysz
czaniu, w ykryw aniu, oznaczaniu ilościowym i charakterystyce struk tu ra l
nej antygenów  znanych i częściowo lub naw et całkowicie chemicznie 
scharakteryzow anych, jeszcze większa jest chyba rola tych przeciwciał 
w badaniach antygenów dotąd nieoczyszczonych i o nieznanej budowie, 
lub w w ykryw aniu i charakterystyce nowych antygenów.

Często zdarza się sytuacja, kiedy wiemy o obecności w błonie komór
kowej lub innym  m ateriale biologicznym interesującej nas substancji, 
k tórej z różnych przyczyn nie możemy oczyścić i chemicznie scharaktery
zować. Dotyczy to najczęściej substancji w ystępujących w małych ilo
ściach, np. niektórych antygenów grupowych, receptorów horm onalnych 
itp. O trzym anie przeciwciała monoklonalnego swoistego wobec takiej sub
stancji stw arza możliwość nie tylko jej w ykrycia lub oznaczenia, ale też 
jej oczyszczenia przez immunopowinowactwo i charakterystykę s tru k tu 
ralną. Jednakże, im m unizacja myszy heterogennym  m ateriałem  (np. ca
łym i komórkami) daje najw iększe prawdopodobieństwo otrzym ania prze
ciwciał m onoklonalnych przeciw antygenom  obecnym w największych 
ilościach, czy też najbardziej imm unogennych i próby wydzielenia linii 
hybrydom a produkującej przeciwciało o pożądanej swoistości kończą się 
niejednokrotnie niepowodzeniem. Dlatego też dla zwiększenia szansy 
otrzym ania przeciwciała specyficznego wobec określonego składnika mie
szaniny stosuje się jego częściowe oczyszczenie, dające zwiększenie „stę
żenia” tego składnika w próbce i częściowe przynajm niej oddzielenie od 
antygenów im m unodominujących. W tym  celu zaproponowano też tzw. 
„metodę kaskadową” (12). Polega ona na szczepieniu myszy np. pełnym  
ekstraktem  błon komórkowych, w yczerpującej absorpcji tego ekstraktu  
przy użyciu otrzym anych przeciwciał m onoklonalnych oraz kolejnym  
szczepieniu myszy w yabsorbowanym  ekstraktem . Procedurę tę można po
w tarzać kilkakrotnie. Stosując ją otrzym ano przeciwciała monoklonalne 
specyficzne dla kilku antygenów  w ystępujących w m ałych ilościach w bło
nach makrofagów.

Przykładem  w ykryw ania nieznanych dotąd antygenów za pomocą 
przeciwciał m onoklonalnych mogą być badania nad kom órkam i nowotwo
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rowymi. Wiadomo, że transform acja nowotworowa prowadzi do zmian 
w składnikach powierzchniowych komórki, lub też przez kom órkę wydzie
lanych. Poszukiwania antygenów  nowotworowych, tzn. substancji poja
wiających się lub produkowanych w zwiększonych ilościach w wyniku 
transform acji nowotworowej prowadzone były od wielu lat i doprowadziły 
do w ykrycia różnych m arkerów  tej transform acji. Badania te zaczęły 
jednak być prowadzone na nieporównyw alnie większą skalę za pomocą 
przeciwciał m onoklonalnych (13). Najczęściej stosowane podejście m eto
dyczne polega na im m unizacji myszy kom órkam i określonego nowotworu 
i testow aniu przeciwciał wobec odpowiednio dobranego zestawu komórek 
nowotworowych i norm alnych. Z otrzym anych przeciwciał w ybiera się 
do produkcji i badań te, które wykazują interesujący profil aktywności, 
np. reagują tylko z kom órkam i jednego typu nowotworu, lub z większością 
komórek nowotworowych, przy braku reakcji z kom órkam i normalnymi. 
Następnym  etapem  jest zwykle próba identyfikacji antygenu, jaki dane 
przeciwciało rozpoznaje. Przeprowadza się to różnym i metodami, na j
częściej frakcjonuje się błony kom órek nowotworowych przez elektro
forezę w żelu poliakryloam idowym  w obecności SDS, lub rozdziela się 
składniki lipidowe przez chrom atografię cienkowarstwową, po czym lokali
zuje się antygen za pomocą przeciwciała, stosując technikę radioimm uno- 
logiczną lub imm unoenzym atyczną. Badania tego typu  doprowadziły do 
w ykrycia wielu nowych m arkerów  nowotworowych, zwłaszcza charakte
rystycznych dla czerniaka i nowotworów przewodu pokarmowego. Wiele 
przeciwciał m onoklonalnych rozpoznawało stru k tu ry  oligosacharydowe 
glikolipidów kom órek nowotworowych, niektóre z nich dotąd nieznane, 
a inne znane, ale nie nietypowe dla tkanki, w której jest zlokalizowany 
nowotwór, lub w ystępujące w znacznie większej ilości w tkance nowo
tworowej niż norm alnej. Możliwość oczyszczania antygenów za pomocą 
przeciwciał m onoklonalnych pozwala oczekiwać, że lista s trukturaln ie  
scharakteryzow anych m arkerów  nowotworowych będzie się zwiększać. 
Podobne podejście m etodyczne stosuje się do identyfikacji antygenów 
różnicowania komórek, np. m arkerów  limfocytów T i B, granulocytów, 
subpopulacji# kom órek o różnych funkcjach, czy też o różnym stopniu 
dojrzałości (14).

Dla pełniejszego obrazu należy dodać, że użyteczność przeciwciał mono
klonalnych nie ogranicza się do badań nad antygenam i, ale stw arzają one 
też nowe perspektyw y badań struk tu ry  immunoglobulin. Badania takie 
były dotąd ograniczone przez heterogenność tych białek. Technika hybry- 
doma daje możliwość otrzym ania nieograniczonych ilości homogennego 
preparatu  imm unoglobuliny, w którym  wszystkie cząsteczki m ają taką 
samą budowę, nie tylko w części stałej (ten sam typ łańcucha ciężkiego 
i lekkiego), ale i w części zmiennej, wiążącej antygen. Otrzym ywanie 
wielu takich preparatów  z określoną swoistością wobec antygenów różnego 
typu stw arza szczególnie korzystne w arunki do badania budowy miejsca
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wiążącego przeciwciał i zależności jego s truk tu ry  od charakteru  determ i
nantu  antygenowego, jaki dane przeciwciało rozpoznaje.

Oprócz ogromnego znaczenia przeciwciał monoklonalnych dla rozwoju 
badań podstawowych nie mniej ważne jest ich szerokie stosowanie p rak 
tyczne w diagnostyce klinicznej, serologii i innych dziedzinach. Technika 
hybrydom a ożywiła wcześniejsze idee terapeutycznego stosowania przeciw
ciał i ich używania do diagnostyki in vivo. W związku z tym  czynione są 
ciągłe usiłowania opracowania skutecznych metod produkcji ludzkich 
przeciwciał monoklonalnych, z w ykorzystaniem  komórek produkujących 
przeciwciała od pacjentów z różnymi schorzeniami lub po nie zamierzonej 
imm unizacji (15). Liczba publikacji, w których opisuje się otrzym ywanie 
lub w ykorzystyw anie przeciwciał monoklonalnych rośnie w sposób gwał
towny, powstało też czasopismo im poświęcone pt. Hybridoma. W tej 
sytuacji trudno jest naw et wymienić wszystkie aktualne zagadnienia zwią
zane z tym  tem atem  w zaprezentowanym  tu  krótkim  przeglądzie, którego 
celem było jedynie bardzo ogólne naszkicowanie zasad, na których oparta 
jest produkcja przeciwciał monoklonalnych, oraz możliwości, jakie ich sto
sowanie stw arza w badaniach biochemicznych.

Zaakceptowano do druku 11 czerwca 1985 r.
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* Dr, Zakład Biochem ii M ięśni, Instytut Biologii D oświadczalnej im. M. N enckie
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I. Wstęp

Różnorodność zjawisk ruchowych organizmów jednokomórkowych 
i tkankow ych sprowadza się na poziomie m olekularnym  do działania kilku 
zaledwie układów (art. przegl. 1—3). Dwa z nich m ają najw iększe znacze
nie: układ tubuliny z dyneiną i ak tyny  z miozyną.

Układ aktomiozynowy w ystępuje powszechnie, a aktyna stanow i głów
ny składnik białkowy kom órek eukariotycznych (art. przegl. 1, 4—6). Jej 
s tru k tu ra  pierwszorzędowa i właściwości są tak  bardzo podobne niezależ
nie od pochodzenia, że uważa się aktynę za jedno z bardziej konserw atyw 
nych białek (art. przegl. 7, 8). Miozyna natom iast wykazuje duże zróżnico
wanie pod względem sekwencji aminokwasów, jednakże zasadnicze właści
wości i cechy s tru k tu ry  są podobne (9, art. przegl. 10— 12).

W spółdziałanie aktyny z miozyną w arunkuje  ruchy amebowe, prze
pływ  cytoplazm y i inne ruchy wewnątrzkom órkowe, cytokinezę oraz 
skurcz mięśni (art. przegl. 1, 4, 13). In terakcja tych białek jest pod kon
trolą układów regulujących w rażliwych na zmiany stężenia jonów wapnia 
(art. przegl. 6, 14—16). Ze względu na miejsce przyłączenia i oddziaływa
nia rozróżnia się dwa rodzaje układów regulujących: związane z aktyną 
lub związane z miozyną (art. przegl. 14, 16—20). Najbardziej rozpowszech
nionym  układem  w grupie pierwszej jest kompleks troponina-tropom iozy- 
na, a w drugiej — układ kinazy i fosfatazy miozyny, k tóry kowalencyjnie 
i odwracalnie fosforyluje miozynę. Fosforylacja miozyny ma miejsce 
we wszystkich kom órkach z w yjątkiem  mięśni niektórych mięczaków. 
W zależności od organizmu i rodzaju kom órek fosforylacji ulegają różne 
podjednostki miozyny, a bezpośredni wpływ  takiej m odyfikacji na miozynę 
jest niejednakow y (Ryc. 1).

Moim zamierzeniem  jest zebranie, uporządkowanie i synteza dostęp
nych danych na tem at w pływu fosforylacji na struk tu rę  i funkcję mio
zyny kom órek niem ięśniowych eukariontów. W następnym  artykule, w po
dobnym  ujęciu, przedstaw iona zostanie fosforylacja miozyny mięśniowej. 
Głównym  celem obu opracowań syntetycznych jest sform ułowanie ogólnej 
hipotezy na tem at roli fosforylacji w regulacji aktywności układów akto- 
miozynowych.

kinaza

AOP

MIOZYNA FOSFO -M IO ZYNA

fosfataza

Ryc. 1. F osforylacja m iozyny.

http://rcin.org.pl



13] F O S F O R Y L A C JA  M IO ZY N Y 17

II. Budowa i właściwości miozyny

Miozyna jest heksam erem , składającym  się z dwóch polipeptydów
o masie cząsteczkowej 180 000 * do 250 000 każdy i dwóch par tzw. lekkich 
łańcuchów — polipeptydów o masach od 14 000 do 27 000 (Ryc. 2). Jedna

Ryc. 2. Budowa cząsteczki m iozyny. LC-R — lekkie łańcuchy regulatorowe; LC — 
lekk ie łańcuchy nieregulatorow e; COOH — karboksylow e końce ciężkich łańcuchów .

para z nich to tzw. łańcuchy regulatorowe, które mogą ulegać fosforylacji 
i wiązać kationy dwuwartościowe. Lekkie łańcuchy drugiej pary nie m ają 
tych właściwości (art. przegl. 10, 12). N atyw na cząsteczka miozyny ma 
masę około 500 000 oraz kształt asym etryczny. S truk turaln ie  można w y
różnić w niej: dwie główki o budowie globularnej i część pałeczkowatą, 
zwaną ogonem. Ogon miozyny zbudowany jest z C-końcowych odcinków 
obu ciężkich łańcuchów, znajdujących się w  konform acji a-heliksu, skrę
conych wokół siebie. W roztworach zawierających niskie stężenie soli, 
części ogonowe miozyny m ają tendencję do bocznej agregacji, dzięki cze
mu pow stają wielocząsteczkowe bipolarne ** agregaty zwane filamentam i. 
Takie same filam enty w ystępują in vivo.

Główka m iozyny zbudowana jest z N-końcowego odcinka ciężkiego 
łańcucha i dwóch lekkich łańcuchów: regulatorowego i nieregulatorowego. 
W główkach znajdują się miejsca hydrolizy ATP oraz miejsce wiązania 
aktyny. Niska aktywność Mg2+-ATPazy miozyny wzrasta wielokrotnie 
w obecności filam entów aktyny. Mówi się w tedy o stym ulacji ATPazy 
miozyno we j przez aktynę, lub o aktyw ności ATPazy aktomiozynowej. 
Aktywność ta  wyznacza poziom interakcji miozyny z aktyną i odzwier
ciedla proces zachodzący in vivo  w czasie aktywności skurczowej.

* Z w yjątkiem  w yszczególnionych przypadków, podaw ane m asy cząsteczkowe  
obliczone zostały na podstaw ie elektroforetycznej ruchliw ości białek w  żelu poliakry- 
loam idow ym  w  obecności SDS.

** Bipolarne filam enty to podłużne agregaty cząsteczek m iozyny ułożonych w taki 
sposób, że głów ki znajdują się na obu końcach filam entu.

Postępy Biochemii 1—2/86 http://rcin.org.pl
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Miozyna ma również wysokie aktywności Ca2+- i K +-ATPazy, które 
nie m ają znaczenia fizjologicznego, ale są niezm iernie przydatne w bada
niach biochemicznych. Umożliwiają bowiem identyfikację miozyny i ocenę 
aktywności centrum  aktywnego w sytuacji, gdy ATPaza aktomiozynowa 
jest zahamowana.

III. M etodyka badań fosforylacji miozyny

Podejście, stosowane m etody i schem aty doświadczeń są praktycznie 
takie same w przypadku badania każdej miozyny, nie zależnie od jej po
chodzenia. Pierw szym  etapem  jest identyfikacja podjednostki ulegającej 
fosforylacji, lokalizacja miejsc i oznaczenie sekwencji aminokwasów w ich 
pobliżu. W tym  podejściu zaw arty jest problem  identyfikacji endogennej 
kinazy, określenie jej budowy, właściwości, specyficzności wobec substratu  
i regulacji. W tych badaniach pomocne okazały się pochodne fenotiazyny, 
które specyficznie ham ują aktywność kinaz miozynowych, zależnych od 
kalm oduliny (art. przegl. 21, 21a). Kolejnym  etapem  jest badanie wpływu 
fosforylacji na struk tu rę  i funkcję miozyny, najczęściej z użyciem jej 
form  m aksym alnie zdefosforylowanych i m aksym alnie ufosforylowanych. 
Jako wyznaczniki in terakcji miozyny z aktyną stosowane są pom iary 
aktywności ATPazy aktomiozynowej oraz zjawisko superprecypitacji. Ta 
ostatnia m etoda to spektroskopowa analiza w zrostu zmętnienia, zachodzą
cego w m iarę zużywania ATP przez aktomiozynę. Superprecypitacji nie 
obserw uje się w przypadku stosowania rozpuszczalnych fragm entów  mio
zyny, pozbawionych części ogonowej. F ragm enty te stosowano do oznacza
nia stałych wiązania miozyny z aktyną, co w przypadku użycia całych 
cząsteczek daje niejednoznaczne wyniki ze względu na ich agregację. 
Zdolność miozyny do tworzenia filam entów badano przy pomocy anali
tycznego wirowania i m ikroskopii elektronow ej. W przypadku filam entów 
stosowano najczęściej metodę negatywowego barw ienia, natom iast w przy
padku monomerów i m ałych oligomerów — metodę napylania obracanych 
preparatów .

Zm iany konform acyjne cząsteczki miozyny pod wpływem  fosforylacji 
charakteryzuje się i lokalizuje przy użyciu metod spektroskopowych (np. 
pom iaru w ew nętrznej fluorescencji tryptofanu), analitycznego wirowania 
(wyznaczanie współczynników sedym entacji i mas cząsteczkowych), po
m iarów lepkości roztworów miozyny, podatności miozyny na proteolizę 
oraz wiązania kationów dwuwartościowych. Donorem reszt fosforanowych 
w procesie fosforylacji miozyny jest ATP, ale w pewnych sytuacjach ko
rzystne jest użycie jego analogu y-S-ATP. Związek ten  dostarcza reszt 
tiofosforanowych przenoszonych przez kinazę na miozynę, ale tak  zmody
fikowana miozyna nie może być zdefosforylowana przez fosfatazę. W ten 
sposób cząsteczka jest ufosforylowana nieodwracalnie.
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Równoległą tem atyką badań jest oznaczanie fosforylacji miozyny in 
situ  i wyjaśnienie, czy proces ten  jest sprzężony z cyklem skurczowym. 
W tym  celu inkubuje się żywe kom órki w obecności 32Pi, izoluje miozynę 
i oznacza radioaktyw ność podjednostek.

W edług powyższego schem atu badań opracowałem dotychczasowe w y
niki o fosforylacji miozyny izolowanej z niektórych Protista i z różnych 
kom órek niemięśniowych, z tym , że tylko w przypadku Acanthamoeba 
liczba danych w ystarczyła do pełnego omówienia wszystkich zagadnień.

Fosforylacja miozyny izolowanej z niektórych Protista

IV-1. M iozyna z Acantham oeba castellani

W amebie Acanthamoeba castellani znaleziono trzy  białka o właściwo
ściach enzymatycznych, charakterystycznych dla miozyny. Dwa z nich, 
zwane miozyną IA i IB, m ają jednak nietypow ą budowę i z tego względu 
nie będą omówione, mimo że ich ciężki łańcuch ulega fosforylacji (22, 23). 
Trzecie białko odkryte w kilka lat po wyizolowaniu miozyny IA i IB, to 
typow a miozyna, zwana miozyną II (24, 25). Cząsteczkę jej tworzą: para 
ciężkich łańcuchów 185 000 i dwie pary  lekkich łańcuchów 17 500 i 17 000. 
Ciężkie łańcuchy miozyny II ulegają fosforylacji, natom iast nikomu nie 
udało się stw ierdzić fosforylacji lekkich łańcuchów, ani przy użyciu róż
nych frakcji z Acanthamoeba, ani przy użyciu kinazy lekkiego łańcucha 
z mięśni gładkich (25—28).

M aksymalnie ufosforylowana cząsteczka miozyny II ma 6 reszt fosfo
ranowych, przyłączonych do reszt serynowych, po 3 na każdym  ciężkim 
łańcuchu (28). W wyniku kontrolowanej proteolizy chym otrypsyną uzy
skuje się dwa fragm enty ciężkiego łańcucha (Ryc. 3). Jeden o masie czą-

trawienie chymotrypsyną ppp

H2N— 175000 9000—COOH

trawienie trypsyną ppp
I I I

H2N—| 73000 112000 -COOH

U— część głowowa— *-|U--------- część ogonowa------------- H

Ryc. 3. Schem at traw ienia ciężkiego łańcucha m iozyny II Acanthamoeba.  P — miejsca  
fosforylacji (wg 29).

steczkowej około 9000, k tóry zawiera wszystkie miejsca fosforylacji i drugi
o masie 175 000, nieulegający fosforylacji. Kontrolowane traw ienie try p 
syną prowadzi do powstania dwóch innych fragm entów : jednego o masie 
73 000, zawierającego część głowową oraz fragm entu 112 000, zaw ierają
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cego miejsca fosforylacji i zdolnego do agregacji charakterystycznej dla 
miozyny (Ryc. 3). Powyższe wyniki świadczą o tym , że wszystkie trzy  
reszty serynowe ulegające fosforylacji w ystępują blisko siebie, na końcu 
ogona miozyny II (29). Oznaczenie sekwencji 58 aminokwasów fragm entu 
9000 (30) potwierdziło wcześniejsze obserwacje, iż reszty serynowe ulega
jące fosforylacji leżą blisko siebie (ser 46, 51, 56) oraz, że znajdują się na 
C-końcu ciężkiego łańcucha.

46 51 56
-  A R G -G ly -G ly -S e r -T h r -A r g -G ly -A la -S e r -  Ala -  A rg- G ly -A la -S e r -  V a l-A rg-

I I '
P P P

Ryc. 4. Sekw encja am inokw asów  w  pobliżu m iejsc fosforylacji na C-końcu ciężkiego  
łańcucha m iozyny II Acantham oeba.  P  — oznacza fosforan, przyłączony do reszty  
serynow ej (30).

Analiza sekwencji aminokwasów ujaw niła charakterystyczne uporządko
wanie pierwszych 36 reszt fragm entu. Tworzą one pow tarzający się w po
rządku co 3 i co 4, co 3 reszty itd., ciąg aminokwasów niepolarnych, zdol
nych do utworzenia hydrofobowego rdzenia. Sugeruje to, że w natyw nej 
cząsteczce reszty 1—36 fragm entu tworzą struk tu rę  podwójnej spirali 
a-heliksu, charakterystyczną dla części ogonowej miozyny. Sekwencja 
reszt 38—40 tj. —Gly—T hr—Pro— zaburza stru k tu rę  a-heliksu i od tego 
miejsca zanika uporządkowana kolejność reszt hydrofobowych. A zatem, 
odcinek zawierający reszty serynowe ulegające fosforylacji nie ma s truk 
tu ry  a-heliksu. W ydedukowana na podstawie sekwencji fragm entu DNA 
(31) s truk tu ra  pierwszorzędowa części ogonowej miozyny II potwierdza 
kolejność aminokwasów przedstawioną na ryc. 4.

Miozyna II izolowana z Acanthamoeba  hodowanej na pożywce zawiera
jącej “ Pi zawierała radioaktywność jedynie w ciężkich łańcuchach. W prze
ciwieństwie jednak do wyników badań in vitro, tylko dwie reszty sery
nowe (ser 46 i ser 51) były fosforylowane in vivo  (28).

Fosforylację ciężkiego łańcucha miozyny II katalizuje specyficzna kina- 
za, którą udało się częściowo oczyścić. Jej aktywność nie zależy od stężenia 
jonów wapnia, kalm oduliny, cAMP lub innych aktyw atorów  kinaz białko
wych. Przy użyciu tej kinazy (28) i fosfatazy (32), wyizolowanych 
z Acanthamoeba  udało się uzyskać miozynę II m aksym alnie ufosforylo- 
waną i m aksym alnie zdefosforylowaną. Następnie porównano właściwości 
obydwu form  i stwierdzono, że fosforylacja ciężkiego łańcucha wpływa na 
aktywność ATPazy aktomiozynowej i na stabilność filamentów. Aktyw
ność Mg8+-ATPazowa miozyny m aksym alnie ufosforylowanej jest niska 
i niew rażliwa na obecność aktyny, natom iast ATPaza m aksym alnie zde- 
fosforylowanej miozyny może być stym ulow ana 40-krotnie przez aktynę 
do poziomu około 0.4 umola/min i mg białka (26, 33, 34).

Aktywność ATPazy aktomiozynowej Acanthamoeba  jest bardzo wraż
liwa na w arunki środowiska, a w szczególności na stężenie jonów magnezu
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i siłę jonową. Optym alne w arunki pomiaru, takie jak  pH, stężenie soli 
i jonów magnezu, zmieniają się w zależności od stopnia ufosforylowania 
ciężkiego łańcucha (35). I tak np. zdefosforylowana miozyna II ma na j
wyższą aktywność w obecności 3 mM Mg2+, podczas gdy miozyna ufosfo- 
rylow ana w 50% ma najwyższą aktywność dopiero w obecności 6 mM 
Mg*+, a przy niższych stężeniach jest w ogóle nieaktyw na. Innym i słowy, 
form a zdefosforylowana ma nie tylko wyższą specyficzną aktywność 
ATPazy aktomiozynowej, ale również potrzebuje niższych stężeń jonów 
magnezu. Stwierdzono, że wyższa aktywność zdefosforylowanej miozy
ny II polega na zmianie szybkości m aksym alnej, a nie zmianie powino
wactwa do aktyny (33). W yniki te wskazują, że fosforylacja ciężkiego łań
cucha wpływa na kinetykę procesów hydrolizy ATP, a nie na wiązanie 
miozyny II z aktyną.

W w arunkach, w których wykonuje się pomiar aktywności ATPazy 
aktomiozynowej, ufosforylowana i zdefosforylowana miozyna II są w po
staci filam entów różnej wielkości, nieznacznie większe są filam enty nie- 
ufosforylowanej m iozyny (34), które w obecności wyższych stężeń jonów 
magnezu różnią się bardziej. W takich w arunkach ufosforylowana miozyna 
tworzy nadal małe filam enty o stałej sedym entacji 30S, natom iast nie- 
ufosforylowana miozyna tworzy duże filam enty o stałej sedym entacji po
nad 100S. Nie stwierdzono jednak żadnej zależności między wielkością 
filamentów, a aktywnością ATPazy aktomiozynowej, gdyż małe filam enty 
zdefosforylowanej miozyny były tak  samo aktyw ne, jak  duże (34). F ila
m enty zbudowane ze zdefosforylowanej miozyny są mniej podatne na 
depolim eryzujące działanie KC1 i ATP niż filam enty ufosforylowanej 
miozyny (33). W w arunkach jonowych zbliżonych do fizjologicznych, tj. 
w obecności 100— 150 mM KC1 i 1 mM Mg ATP, nieufosforylowana mio
zyna II tworzy małe filam enty o stałej sedym entacji około 16S, natom iast 
ufosforylowana miozyna jest zdepolimeryzowana i ma 8S (36). Monomer 
miozyny II ma 5S i dotychczas nie wyjaśniono, czy struk tu ra  8S odpowia
da dimerowi, czy też monomerowi ze zgiętym ogonem, tj. konform acji 
tworzonej przez inne miozyny w podobnych warunkach.

Opisane powyżej właściwości miozyny II Acanthamoeba, nie tłumaczą, 
w jaki sposób ufosforylowane reszty serynowe na końcu ogona regulują 
aktywność ATPazy, zlokalizowaną na przeciwnym  końcu cząsteczki, od
dalonym  o co najm niej 100 nm. Ten pozorny paradoks w yjaśnia hipoteza 
K o r n a  i w s p .  o regulacji ATPazy aktomiozynowej Acanthamoeba na 
poziomie filamentów (34—38). Autorzy ci uważają, że regulacja dokonuje 
się poprzez oddziaływania międzycząsteczkowe w ew nątrz filamentów, 
a nie w wyniku oddziaływań w obrębie pojedynczej cząsteczki (Ryc. 5). 
Hipoteza ta zakłada, że filam ent uzyskuje aktyw ną, albo nieaktyw ną kon
formację, w zależności od liczby reszt fosforanowych i w arunków środo
wiska. Punktem  wyjścia hipotezy są następujące dwie przesłanki. Po 
pierwsze, w w arunkach pom iaru ATPazy aktomiozynowej, miozyna II jest
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Ryc. 5. M odel regulacji A TPazy aktom iozynow ej A cantham oeba  na poziom ie filam en-  
tów  w g (34— 38). Kółka oznaczają ufosforylow ane reszty serynow e, znajdujące się 
na końcach ogonów m iozyny. Strukturę filam entów  przedstaw iono schem atycznie; 
rzeczyw iste u łożenie cząsteczek w  filam encie oraz istota postulow anych zm ian kon- 
form acyjnych n ie są znane.

zawsze w postaci filam entów co wyklucza bezpośredni kontakt między 
główką a ogonem tej samej cząsteczki (34). Po drugie, cząsteczki ufosfory
lowane ham ują aktywność cząsteczek zdefosforylowanych i to tylko wtedy, 
gdy znajdują się w ew nątrz jednego filam entu, co wskazuje na oddziały
wanie między nimi (34, 35, 37). Dodatkowych argum entów  na rzecz po
wyższej hipotezy dostarcza analiza właściwości m iozyny II, pozbawionej 
przy pomocy chym otrypsyny odcinka ciężkiego łańcucha, zawierającego 
miejsca ulegające fosforylacji (por. ryc. 3) (38). Miozyna taka wiąże aktynę 
z norm alną stałą powinowactwa, ma niestraw ione lekkie łańcuchy i nie
tknięte centrum  aktyw ne, co wyraża się między innym i tym , iż aktywność 
Ca8+- i K +-ATPazy są na niezm ienionym  poziomie. Mimo to, Mg2+-ATPaza 
takiej m iozyny nie jest aktyw ow ana przez aktynę i, jak  się okazało, równo
legle z u tra tą  aktywności ATPazy aktomiozynowej zanika zdolność do 
tworzenia filamentów. W obecności jonów magnezu fragm ent miozyny 
otrzym any w wyniku traw ienia chym otrypsyną tw orzy małe jednopolarne 
oligomery. Obserwacje te wskazują, że końcowy fragm ent części ogonowej
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ciężkiego łańcucha miozyny II, zawierający miejsca fosforylacji, jest nie
zbędny zarówno dla polim eryzacji, jak i aktywności ATPazy aktomiozy- 
nowej. Sugeruje to, że zdolność miozyny do tworzenia filam entów  i aktyw 
ność ATPazowa są ze sobą sprzężone (38). Obserwacje te zostały potw ier
dzone przez K i e h a r t a  i P o l l a r d a  (39), którzy wykazali, że depoli- 
m eryzacja filam entów miozyny II za pomocą przeciwciał monoklonalnych, 
wiążących się z końcową częścią ogona miozyny, prowadzi do zahamo
wania aktyw acji ATPazy miozynowej przez aktynę.

IV-2. M iozyna z P hysarum  polycephalum

Miozyna izolowana z plazmodium śluzowca Physarum polycephalum  
składa się z pary ciężkich łańcuchów o masie cząsteczkowej 250 000 i dwóch 
par lekkich łańcuchów (40). Ciężkie łańcuchy tej miozyny ulegają fosfo
rylacji, natom iast lekkie łańcuchy nie są fosforylowane ani przez frakcje 
białkowe z Physarum  ani przez kinazę z mięśni gładkich (41). P reparaty  
aktomiozyny z Physarum  zaw ierają kalm odulinę (42, 43), oraz kinazę fosfo- 
rylującą ciężki łańcuch miozyny (41). P rzy  użyciu ATP uzyskano włącze
nie 0.2—0.3 mola fosforanu na mol ciężkiego łańcucha, a przy użyciu 
y-S-ATP około 1 mola/mol łańcucha. Niepełna fosforylacja w obecności 
ATP jest wynikiem  rozkładania go w czasie inkubacji przez ATPazę akto- 
miozynową lub defosforylacji miozyny przez endogenną fosfatazę. Więk
szość badań została wykonana przy użyciu tiofosforylowanej miozyny — 
nie stwierdzono jednak różnic we właściwościach cząsteczek tiofosforylo- 
wanych i ufosforylowanych. Zdefosforylowaną miozynę otrzym ywano 
przy użyciu kwaśnej fosfatazy ziemniaka. Stopień ufosforylowania cięż
kiego łańcucha miozyny Physarum  wpływa na aktywność ATPazy akto- 
miozynowej, przebieg superprecypitacji oraz zdolność tworzenia filam en
tów (41). Form a zdefosforylowana jest praktycznie nieaktyw na i niezdolna 
do superprecypitacji, natom iast aktywność form y tiofosforylowanej jest 
praw ie 8-krotnie aktyw ow ana przez aktynę i winosi 0.06 ^mola/min i mg 
białka. Obie form y miozyny (41) miały taką samą aktywność Ca2+-ATPazy. 
W roztworach o wysokiej sile jonowej (0.5 M KC1) ufosforylowana i zde
fosforylowana miozyna Physarum  w ystępuje w postaci monomerów. 
W trakcie filtracji na sitach m olekularnych m onomery tiofosforylowanej 
miozyny i ufosforylowanej miozyny m igrują szybciej niż monomery zde- 
fosforylowanej miozyny, co sugeruje, że te ostatnie m ają bardziej zwartą 
strukturę . Potwierdzeniem  tego są obrazy w m ikroskopie elektronowym, 
z których wynika, że część ogonowa cząsteczki zdefosforylowanej jest bar
dziej giętka, niż ogon cząsteczki tiofosforylowanej (i ufosforylowanej) (44). 
Większa giętkość przejaw ia się w tym , że więcej cząsteczek ma zgięte 
części ogonowe w 1/3 długości od końca oraz w tym , że kąt wygięcia jest 
znacznie większy (Ryc. 6). Na ogół części ogonowe zdefosforylowanych 
monomerów są wygięte pod kątem  większym od 120°. W roztworach za-
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Ryc. 6. W pływ fosforylacji ciężkiego łańcucha m iozyny Physarum  na jej polim ery
zację. Ogon m onom erów jest zgięty w  1/3 d ługości najczęściej pod kątem  ponad 120° 
W dim erach, oligom erach i filam entach ogon jest w yprostow any (wg 44).

w ierających jony magnezu i niskie stężenie KC1, tylko tiofosforylow ana 
i ufosforylowana miozyna tworzy bipolarne filam enty. W tych samych 
w arunkach środowiska zdefosforylowana miozyna w ystępuje w 75% w po
staci monomerów i dimerów, a w pozostałej części — oligomerów (44). 
Dimery i oligomery zdefosforylowanej miozyny są jednopolarne, tzn. 
wszystkie głowy znajdują się na jednym  końcu, a ogony na drugim  i w y
glądają tak, jak  bukiet kwiatów. W dim erach i oligomerach części ogonowe 
cząsteczek miozyny są wyprostowane, natom iast w m onomerach są zgięte 
w charakterystyczny sposób (44). Powyższe obserwacje wskazują, że s truk 
turalne i enzymatyczne właściwości zdefosforylowanej m iozyny są różne 
od właściwości ufosforylowanej miozyny Physarum. Na szczególną uwagę 
zasługuje to, iż w w arunkach pom iaru ATPazy aktomiozynowej tylko for
ma aktyw na (ufosforylowana) tworzy filam enty (Ryc. 6). W tych w arun
kach zdefosforylowana miozyna nie może utworzyć przeciwrównoległych 
połączeń między cząsteczkami, co jest warunkiem  powstania bipolarnych 
filam entów (por. właściwości miozyny II Acanthamoeba  traw ionej chymo- 
trypsyną, str. 22). Sugeruje to, iż fosforylacja zachodzi w miejscu ciężkiego 
łańcucha, które uczestniczy w takich połączeniach, a więc blisko końca 
ogona, brak jest jednak danych na ten tem at.
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IV-3. M iozyna z D ictyos te l ium  discoideum

Miozyna izolowana z ameby D ictyostelium  discoideum  składa się z pary 
ciężkich łańcuchów o masie cząsteczkowej 210 000 i dwóch par lekkich 
łańcuchów — 18 000 i 16 000 (art. przegl. 45). Zarówno ciężki łańcuch, jak 
i łańcuch 18 000, ulegają fosforylacji in vivo, co stwierdzono hodując am e
bę na pożywce, zawierającej radioaktyw ny fosforan (46, 47). Wyizolowana 
z takiej hodowli miozyna ma około 0.25 mola fosforanu na mol ciężkiego 
łańcucha i 0.1 mola fosforanu na mol lekkiego łańcucha. W ekstraktach 
Dictyostelium  zidentyfikowano kinazy odpowiedzialne za fosforylację obu 
rodzajów łańcuchów.

Stosując preparaty  częściowo oczyszczonej kinazy ciężkiego łańcucha 
otrzym ano miozynę zawierającą 2 mole fosforanu na mol miozyny, a przy 
użyciu bakteryjnej fosfatazy alkalicznej otrzym ano m aksym alnie zdefosfo- 
rylow aną miozynę. W obu przypadkach stopień ufosforylowania lekkiego 
łańcucha pozostawał bez zmian.

Fosforylacja ciężkiego łańcucha miozyny D ictyostelium  wpływa na 
aktywność Mg2+-ATPazy aktomiozynowej oraz na stabilność filamentów. 
Aktywność Ca2+-ATPazy obu form  miozyny jest podobna, natom iast 
aktywność Mg2+-ATPazy aktyw owanej aktyną miozyny zdefosforylowanej 
jest praw ie 3-krotnie wyższa niż aktywność form y ufosforylowanej i w y
nosi 0.25 ¡.imola/min. i mg białka (47). W roztworach zawierających 25— 
75 mM KC1 zdefosforylowana miozyna jest spolimeryzowana prawie 
w 100% podczas gdy ufosforylowana — tylko w 60°/», nie badano jednak 
szczegółowo tego zjawiska (47). Nie wyjaśniono więc, czy niejednakowa 
rozpuszczalność wynika z różnej wielkości filamentów, tworzonych przez 
obie form y miozyny, czy też z depolimeryzacji ufosforylowanej miozyny.

Przy użyciu chym otrypsyny przecięto w połowie ciężki łańcuch mio
zyny Dictyostelium  i otrzym ano dwa różne fragm enty o podobnej masie 
cząsteczkow ej— około 105 000 (48, art. przegl. 49) (Ryc. 7). Jeden z nich

p?
1

105 000 105 000

--------część głowowa------- •> -•------- część ogonow a--------►

Ryc. 7. Schem at traw ienia ciężkiego łańcucha m iozyny D ictyoste l ium  trypsyną. P? 
oznacza m iejsce fosforylacji, którego dokładna lokalizacja w e fragm encie nie jest 
znana (48).

pochodzi z części ogonowej cząsteczki i tworzy w roztworach o niskiej sile 
jonowej, agregaty podobne do filam entów  m iozyny ale nie zawierające 
wypustek głowowych. Fragm ent ten  zawiera resztę serynową, która ulega 
fosforylacji in vivo i in vitro  (48). Drugi fragm ent ciężkiego łańcucha po
łączony jest z lekkimi łańcucham i i zawiera centrum  aktyw ne i miejsce
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wiązania aktyny. Fragm ent ten  wykazuje aktywność ATPazy aktom iozy- 
nowej tylko nieznacznie niższą od aktywności natyw nej miozyny. A ktyw 
ność tę obserwowano jednak w obecności 12-krotnie wyższych stężeń ak ty 
ny, niż w przypadku nietraw ionej cząsteczki.

M echanizm regulacji aktywności ATPazy aktomiozynowej przez fosfo- 
rylację ciężkiego łańcucha miozyny D ictyostelium  jest nieznany. Może on, 
tak  jak  w przypadku miozyny z Acanthamoeba  również polegać na od
działywaniach międzycząsteczkowych w ew nątrz filam entów, ponieważ 
miejsce fosforylacji znajduje się w części ogonowej. Dopóki jednak nie 
zostanie poznany wpływ fosforylacji lekkich łańcuchów m iozyny z D icty
ostelium  i dopóki miejsce fosforylacji ciężkiego łańcucha nie będzie do
kładnie zlokalizowane, dopóty problem  m echanizmu regulacji nie może 
zostać rozwiązany.

Dodanie cAMP do kom órek D ictyostelium  powoduje pojawienie się 
zdolności do agregacji. Na poziomie biochemicznym objaw ia się to m.in. 
wzrostem stężenia jonów wapnia w cytoplazmie oraz defosforylacją cięż
kich łańcuchów miozyny (46, 50). Według niektórych autorów  (50, 51) de- 
fosforylacja ta zachodzi po zahamowaniu aktywności kinazy ciężkiego łań
cucha przez jony wapnia, połączone z kalmoduliną. Na razie jednak pogląd 
ten  nie został potwierdzony przez innych autorów. Kinaza Dictyostelium , 
zależna od kalm oduliny, fosforyluje również ciężki łańcuch miozyny 
Physarum.

V. Fosforylacja miozyny izolowanej z komórek niemięśniowych ssaków

V-1. M iozyna z kom órek b iałaczki szpikowej

Miozyna izolowana z hodowanych in vitro  komórek białaczki szpikowej 
myszy (linia M l, kom órki przekształcające się w odpowiednich w arunkach 
w m akrofagi) ma trzy  rodzaje lekkich łańcuchów, różniących się masą 
cząsteczkową (Lx, L 2 i L 3). Łańcuchy L x i L 2 są fosforylowane in vitro  przez 
endogenną kinazę. W wyciągach z komórek Mj zidentyfikowano również 
kinazę ciężkiego łańcucha miozyny (52, 53). Miozyna izolowana z tych 
komórek inkubowanych w obecności 82Pi nie wykazywała aktywności 
ATPazy aktomiozynowej i m iała wyznakowane jedynie ciężkie łańcuchy. 
Fosforylacja lekkich łańcuchów była w tych w arunkach niewidoczna. Przy 
użyciu alkalicznej fosfatazy przeprowadzono defosforylację ciężkich łań
cuchów, a otrzym any preparat miozyny był jednak nieaktyw ny. Dopiero 
fosforylacja lekkich łańcuchów przez endogenną kinazę powodowała 
kilkakrotny wzrost aktywności ATPazy aktomiozynowej, do poziomu
0.12 ^mola/m in i mg białka (52, 53). Na podstawie tych wyników, S a g a -  
r  a i w s p. staw iają hipotezę, że regulacja ATPazy aktom iozynowej przez 
fosforylację jest dwustopniowa (Ryc. 8). Według tych autorów  miozyna
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aktywna
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nieaktywna

Ryc. 8. D w upoziom ow a regulacja ATPazy  
aktom iozynow ej komórek białaczki szpiko
wej przez fosforylację ciężkiego (C) i lekkiego  
(L) łańcucha. Znak zapytania oznacza n iezi
dentyfikow aną form ę m iozyny; zakłada się, 
że będzie ona n ieaktyw na (wg 53).

może występować w czterech form ach różniących się stopniem  i rodzajem 
ufosforylowania podjednostek. Tylko ta  miozyna, której ciężki łańcuch jest 
nieufosforylowany, a lekkie łańcuchy ufosforylowane, w ykazuje wysoką 
aktywność ATPazy. Miozyna z nieufosforylowanym  lekkim  łańcuchem  jest 
nieaktyw na, niezależnie od stopnia ufosforylowania ciężkiego łańcucha. 
W ysunięto przypuszczenie, że miozyna, która m iałaby lekkie i ciężkie łań
cuchy ufosforylowane (forma dotychczas nieuzyskana) byłaby również 
nieaktyw na (53).

Powyższe prace stanow ią pierwsze, i jak  dotąd jedyne, doniesienia 
opisujące wpływ fosforylacji ciężkich łańcuchów na właściwości miozyny 
z komórek niemięśniowych ssaków. Do tej pory znano jedynie efekty ta 
kiej fosforylacji na przykładzie miozyny kom órek P rotista  (por. rozdz. IV). 
Nie znane jest jednak miejsce fosforylacji, co uniemożliwia zaproponowa
nie m echanizmu regulacji.

c - p 
l -  p

c - p
L -

V-2. M iozyna z lim focytów , m akrofagów  i mózgu

Miozynę izolowaną z lim focytów (54, 55), m akrofagów (56—58), mózgu 
(59—63) oraz fibroblastów (64) cechuje to, że zarówno ciężkie łańcuchy, 
jak i lekkie łańcuchy mogą być fosforylowane przez endogenne kinazy. 
Miozyna z tych komórek podobna jest do opisanej wcześniej miozyny z ko
mórek białaczki szpikowej, ale ze względu na niew yjaśnione znaczenie 
fosforylacji ciężkiego łańcucha, omówienie jej wyodrębniono w osobny 
podrozdział. Ustalono, że fosforylacja lekkich łańcuchów stym uluje aktyw 
ność ATPazy aktomiozynowej: w przypadku m iozyny limfocytów 7-krot- 
nie, do poziomu 0.06 ¡imola/min i mg białka (54), w przypadku m akro
fagów do poziomu 0.2 (56), a w przypadku m iozyny mózgowej 10-krotnie, 
do poziomu 0.05 ^m ola/m in i mg białka (62). Stwierdzono, że ciężki łań
cuch miozyny makrofagów jest fosforylowany w części ogonowej (56, 58). 
Reszta serynowa, ulegająca fosforylacji, znajduje się na końcu ogona, 
w odcinku nie większym niż 10 000 kDa (58). W podobnym m iejscu fosfo- 
rylowana jest miozyna II Acanthamoeba (por. ryc. 3).
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Badano zmiany poziomu ufosforylowania miozyny w lim focytach in 
situ. Stwierdzono, że stym ulacja limfocytów przez przeciwciała wiążące 
się z białkam i powierzchniowymi powoduje zwiększoną o około 33fl/o fosfo- 
rylację lekkiego łańcucha i o 12°/o ciężkiego łańcucha (55).

V-3. M iozyna z grasicy, tarczycy i p łytek krw i

Wspólną właściwością miozyny z grasicy (65), tarczycy (66, 67), płytek 
krw i (68) oraz m iozyny z astrocytów (69), m yoblastów (70) oraz hodowa
nych in vitro  kom órek BHKC2 (71), jest wyłącznie fosforylacja ich lekkich 
łańcuchów.

Trzy pierwsze przypadki omówione zostaną szczegółowo. Miozyna izo
lowana z tarczycy i grasicy, ma tylko połowicznie ufosforylowane lekkie 
łańcuchy. Przy użyciu kinazy z mięśni gładkich uzyskuje się dodatkowe 
włączenie 0.5 mola fosforanu na mol lekkiego łańcucha, po inkubacji zaś 
z fosfatazą, zawartość fosforanu obniża się do około 0.1 mola/mol (65, 66). 
Stwierdzono, że fosforylacja lekkiego łańcucha stym uluje aktyw ność 
ATPazy aktomiozynowej i, że wpływa na stabilność filamentów. Specy
ficzna aktywność ATPazy miozyny z grasicy, w obecności aktyny, wyno
siła 0.14 jimola/min i mg białka (11-krotna stym ulacja), a miozyny z ta r 
czycy 0.1 (32-krotna stym ulacja).

W roztworach o niskiej sile jonowej, zaw ierających jony magnezu, mio
zyna z grasicy i tarczycy tworzy filam enty o różnej stabilności w zależno
ści od stopnia ufosforylowania lekkiego łańcucha (65—67). K e n d r i c k -  
J o n e s  i w s p .  pokazali, że po dodaniu ATP ufosforylowana miozyna 
nie ulega depolimeryzacji, natom iast zdefosforylowana miozyna depolime- 
ryzuje do monomerów o charakterystycznej konform acji (66, 67) (Ryc. 9). 
Miozyna w tej konform acji jest podwójnie zgięta w tak i sposób, że zgięcie 
bliższe końca pałeczki znajduje się w pobliżu połączenia główki z ogonem. 
K ształt cząsteczki staje się bardziej zw arty w porównaniu z cząsteczką 
z w yprostow aną częścią ogonową, co objawia się podwyższeniem stałej 
sedym entacji z 6S na około 11S. Dodanie kinazy, jonów wapnia i kal- 
m oduliny do monomerów 11S powoduje prostowanie się części ogonowej 
miozyny (konformacja 6S) i polimeryzację, zachodzącą równolegle z fosfo- 
ry lacją lekkiego łańcucha. Dodanie fosfatazy i ATP do filam entów  mio
zyny powoduje ich depolimeryzację, równoległą z defosforylacją.

Kinaza lekkiego łańcucha miozyny płytek krw i jest aktyw na tylko 
w obecności jonów wapnia i zawiera kalm odulinę jako podjednostkę regu
latorową (72—73). We wcześniejszych pracach opisywano niew rażliw ą na 
jony wapnia kinazę (74), która okazała się być fragm entem  natywnego 
enzymu, powstałym  w w yniku proteolizy.

A d e l s t e i n  i w s p .  pokazali, że fosforylacja reszty serynow ej lek
kiego łańcucha reguluje aktywność ATPazy aktomiozynowej p łytek krwi 
(75). Była to pierwsza praca, w której pokazano, że współdziałanie aktyny
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Ryc. 9. W pływ fosforylacji lekk iego łańcucha na konform ację i polim eryzację m io
zyny grasicy. M onomery z w yprostow anym i ogonam i m ają stałą sedym entacji 6S, 
m onom ery z podw ójnie zgiętym i ogonam i około 11S. P -u fosforylow any łańcuch regu
latorow y (wg 67, 83).

z miozyną może być regulowane przez fosforylację miozyny. Nieufosfory- 
lowana form a ma niską aktywność, niezależnie od obecności aktyny, nato
m iast aktywność ATPazowa ufosforylowanej miozyny jest aktyw owana 
6-krotnie przez aktynę i osiąga wartość 0.17 (¿mola/min i mg białka. 
Ufosforylowana i zdefosforylowana miozyna ma takie same aktywności 
Ca2+- i K +-ATPazy (75).

Fosforylacja lekkiego łańcucha wpływa również na zdolność miozyny 
płytek  krw i do polim eryzacji (76). F ilam enty zbudowane z nieufosforylo- 
wanej miozyny są depolimeryzowane przez MgATP w stężeniu stechio- 
m etrycznym  z miozyną. Depolim eryzacji nie obserwowano w przypadku 
filamentów ufosforylowanej miozyny. A gregaty zbudowane z fragm entów 
miozyny pozbawionych części głowowej są również stabilne, co sugeruje, 
że depolim eryzujące działanie ATP odbywa się po związaniu go z główką.

Stwierdzono ponadto, ścisłą zależność pomiędzy stopniem ufosforylo- 
w ania miozyny płytkow ej, a naprężeniem  wytworzonym  przez otrzym ane 
in vitro  nici aktomiozyny (77), i że tylko ufosforylowana miozyna jest 
zdolna do superprecypitacji.

Oprócz typowych badań biochemicznych miozyny z płytek krw i pro
wadzi się zaawansowane prace, zm ierzające do w yjaśnienia udziału fosfo
rylacji miozyny w funkcjonowaniu tych komórek. A ktyw acja płytek przez 
różne czynniki przebiega wieloetapowo i polega m.in. na zmianie kształtu,
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agregacji i wydzielaniu granul. W ykazano, że zmiana kształtu  płytki oraz 
fosforylacja lekkiego łańcucha do poziomu 1 mol/mol zachodzą w ciągu 
kilku sekund po aktyw acji, po czym następuje powolna defosforylacja 
miozyny do poziomu wyjściowego (78—80). Mimo tej defosforylacji ko
mórka zachowuje swój zmieniony kształt. Na tej podstawie sugerowano, 
że fosforylacja miozyny jest potrzebna tylko do zainicjowania zmiany 
kształtu, a nie do jego utrzym ania (80). Stwierdzono ścisłą zależność po
między ilością trom biny użytej do aktyw acji płytek, a zawartością reszty 
fosforanowej w lekkim  łańcuchu (78). Zaobserwowano, że równolegle 
z fosforylacją, indukowaną przez trom binę, zwiększała się ilość miozyny 
w cytoszkielecie komórki, czyli frakcji nierozpuszczalnej w Tritonie X-100 
(79). I przeciwnie stwierdzono, że zahamowanie fosforylacji lekkiego łań 
cucha, przy użyciu pochodnych fenotiazyny, zmniejszało ilość miozyny 
we frakcjach cytoszkieletu. Opisane zjawisko może sugerować, że fosfory
lacja stabilizuje połączenie miozyny ze struk turam i kurczliw ym i (78, 79), 
ale może też być efektem  zmniejszonej rozpuszczalności miozyny po 
ufosforylowaniu lekkiego łańcucha (76).

Badano również fosforylację miozyny w płytkach krw i in vivo pod 
wpływem  związków stym ulujących syntezę cAMP. Zarówno prostaglan- 
dyna D2, jak i forskolin, ham owały fosforylację lekkiego łańcucha po 
aktyw acji płytek przez trom binę (81), a dodane przed aktyw acją, zapobie
gały fosforylacji. Mechanizm działania cAMP polega przypuszczalnie na 
ham ow aniu kinazy lekkiego łańcucha albo przez aktyw ację kinazy zależ
nej od cAMP (82), albo przez aktyw ację transportu  jonów wapnia na ze
w nątrz kom órki (81).

VI. Podsumowanie

Z zestawienia w tabeli 1 wynika, że możliwe są trzy  rodzaje fosforylacji 
miozyny komórek niemięśniowych. Pierwszy, k tóry  w ydaje się być p ier
wotny ewolucyjnie, w ystępuje u niektórych Protista, jak  Acanthamoeba  
i Physarum. Jest to wyłącznie fosforylacja ciężkich łańcuchów. Drugi ro
dzaj to fosforylacja ciężkich i lekkich łańcuchów tej samej cząsteczki mio
zyny. Prawdopodobnie jest to etap przejściowy, w ystępujący zarówno 
w komórkach Protista, jak i w niektórych kom órkach niemięśniowych 
wyższych organizmów. Trzeci rodzaj polega na fosforylacji tylko lekkich 
łańcuchów i charakteryzuje kom órki mięśniowe (por. II część artykułu), 
ale w ystępuje również w niektórych komórkach niemięśniowych krę
gowców.

S truk turalne  i enzymatyczne właściwości miozyny zależą od stopnia 
ufosforylowania jej podjednostek. Fosforylacja ciężkiego łańcucha może 
stym ulować lub hamować aktywność ATPazy aktom iozynowej, a fosfory
lacja lekkiego łańcucha ma zawsze efekt stym ulujący.
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Tabela 1.

Fosforylacja miozyny komórek niemięśniowych

Rodzaj komórek
Fosforylacja
łańcucha

Efekt fosfor

aktywność ATPazy 
aktomiozynowej

ylacji na

trwałość filamentów
ciężkiego lekkiego

PROTISTA
■ ,

1. Acanthamoeba + — inhibicja destabilizacja
2. Physarum + — aktywacja stabilizacja
3. Dictyostelium + + (C) inhibicja destabilizacja

(L) ? ?

KOMÓRKI SSAKÓW
1. Białaczka szpikowa + + (C) inhibicja 7

(L) aktywacja ?
2. Limfocyty + + (C) ? ?

(L) aktywacja 7
3. Makrofagi + -f (C) ? ?

(L) aktywacja ?
4. Mózg + + (C) ? ?

(L) aktywacja 7
5. Tarczyca — + aktywacja stabilizacja
6. Grasica — + aktywacja stabilizacja
7. Płytki krwi — + aktywacja stabilizacja

C — ciężki łańcuch ; L —  lekki łańcuch

W przypadku fosforylacji ciężkiego łańcucha miejsca fosforylacji znaj
dują się w części ogonowej cząsteczki. Stopień ich ufosforylowania w pły
wa na zdolność do polim eryzacji i stabilność filamentów, a ponadto — 
mimo znacznego oddalenia od centrum  aktywnego — na aktywność 
ATPazy aktomiozynowej. Tłumaczy to hipoteza o regulacji ATPazy akto- 
miozynowej Acanthamoeba na poziomie filam entów (33—38). Autorzy 
hipotezy uważają, że dzięki oddziaływaniom  międzycząsteczkowym fosfo
rylacja reguluje konform ację filamentów, a ta z kolei określa reaktywność 
główek. Hipoteza ta może się również odnosić do innych miozyn, których 
ciężkie łańcuchy ulegają fosforylacji w części ogonowej.

W przypadku fosforylacji lekkich łańcuchów miozyny np. z grasicy 
obserw uje się podobne powiązanie aktywności ATPazowej i struk tu ry  
filamentów. Łańcuchy lekkie są elem entem  główki, jednakże stopień ich 
ufosforylowania determ inuje nie tylko aktywność ATPazową, ale także 
zdolność do agregacji oraz stabilność filam entów (83).

W każdym przypadku, niezależnie od tego, która podjednostka jest 
fosforylowana, ta  postać miozyny, która ma wysoką aktywność ATPazy, 
tworzy stabilne filam enty. N atom iast form a nieaktyw na tworzy filam enty 
nietrw ałe, które depolim eryzują w obecności ATP do monomerów z po
dwójnie zgiętym ogonem. W ynika z tego, że aktywność miozyny zależy
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od konform acji filamentów. Przez tę konform ację rozumieć należy sposób 
ułożenia główek miozynowych i ich ruchliwość, ale szczegółowa charakte
rystyka tego stanu  nie została dotychczas opisana dla m iozyny komórek 
niemięśniowych.

Zaakceptowano do druku  29 kw ietnia 1985 r.
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I. Wstęp

Główną masę mięśni stanowią białka kurczliwe: aktyna i miozyna (art. 
przegl. 1—6). Białka te w ystępują w postaci filamentów, ułożonych równo
legle względem siebie. F ilam enty cienkie zbudowane są z ak tyny  i w po
rów naniu z aktyną kom órek niem ięśniowych stanowią s truk tu ry  stabilne. 
Natomiast miozyna tworzy grube filam enty, które w mięśniach szkieleto

* Dr, Zakład Biochem ii M ięśni, Instytut B iologii D ośw iadczalnej im. M. N enc
kiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa.

W ykaz stosow anych skrótów: HMM — ciężka m erom iozyna, LMM — lekka m ero- 
miozyna, Si — głów ka m iozyny, S 2 — fragm ent ogona m iozyny.
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wych i serca są również trw ałe, ale ich stabilność w m ięśniach gładkich 
nie jest jeszcze jednoznacznie w yjaśniona (art. przegl. 7—9).

Skurcz mięśni polega na wzajem nym  przesuwaniu się obu rodzajów 
filam entów  względem siebie, co sprzężone jest z hydrolizą ATP (art. przegl. 
10—12). Pow stała w tej reakcji energia zostaje w ykorzystana do pracy 
mechanicznej. Przesuw anie się filam entów zachodzi dzięki przyłączaniu 
się główek miozyny i ich odłączaniu od aktyny. Te cyklicznie powstające 
połączenia to tzw. mostki poprzeczne (cross-bńdges). Od ich liczby zależy 
napięcie mięśni w czasie izometrycznego skurczu, natom iast czas trw ania 
cyklu przyłączania się i odłączania ich wyznacza szybkość skurczu izoto- 
nicznego. Ruchliwość mostków poprzecznych jest możliwa dzięki plastycz
ności dwóch rejonów cząsteczki miozyny: tzw. zawiasów (połączenia główki 
z ogonem) oraz specyficznej części ogonowej miozyny (art. przegl. 13— 16). 
Rejony te  w  miozynie mięśniowej są szczególnie podatne na proteolizę, co 
umożliwia uzyskanie charakterystycznych fragm entów (Ryc. 1). W wyniku

Ryc. 1. Proteoliza m iozyny m ięśn i szkieletow ych. Na schem acie zaznaczono pow sta
jące fragm enty, ale nie zaznaczono lekkich łańcuchów.
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działania trypsyną na miozynę mięśni szkieletowych otrzym uje się dwa 
produkty: ciężką meromiozynę (HMM), składającą się z dwóch główek 
i części ogona — utrzym ującej je razem, oraz lekką meromiozynę (LMM), 
czyli pozostałą część ogona. Trawienie HMM papainą powoduje powstanie 
dwóch fragm entów  S lf będących pojedynczymi główkami oraz części pa
łeczki, zwanej fragm entem  S2.

Interakcja aktyny z miozyną jest pod kontrolą układów regulujących, 
wrażliwych na zmiany stężenia jonów wapnia. Rozróżnia się układy dzia
łające na aktynę i na miozynę (art. przegl. 17—20). W pierwszym przy
padku, układ troponina-tropom iozyna, znajdujący się w  mięśniach szkie
letowych i sercowych, blokuje w nieobecności jonów wapnia w aktynie 
miejsca oddziaływania z miozyną. W drugim  przypadku, białka regulujące 
oddziałują na miozynę w obecności jonów wapnia w ten  sposób, że może 
ona reagować z aktyną. Przykładem  takiej regulacji jest odwracalna fosfo
rylacja miozyny w m ięśniach gładkich (art. przegl. 11, 21—24). W mięś
niach niektórych mięczaków funkcję białek regulujących pełni lekki łań
cuch regulatorow y miozyny (por. rozdz. III).

W dalszej części a rtyku łu  zostaną przedstawione efekty fosforylacji 
miozyny izolowanej z mięśni kręgowców i bezkręgowców oraz wpływ 
fosforylacji na cykl skurczowo-rozkurczowy mięśni. Na tej podstawie, 
uwzględniając jednocześnie dane dotyczące miozyny z pierwotniaków 
i z komórek niemięśniowych zwierząt (25), przedstawione będą praw idło
wości i hipotezy na tem at roli fosforylacji w regulacji systemów akto- 
miozynowych eukariontów.

II. Mięśnie kręgowców

II -l. M iozyna m ięśni gładkich

Prace dotyczące roli fosforylacji w skurczu mięśni gładkich stanowią 
obecnie zbiór kilkuset pozycji piśm iennictwa (art. przegl. 23, 24, 24a). Z tej 
ogromnej litera tu ry  w ybrałem  trzy  ważniejsze zagadnienia: wpływ fosfo
rylacji na 1) aktywność ATPazy aktomiozynowej, 2) s truk tu rę  miozyny 
oraz 3) udział miozyny w cyklu skurczowo-rozkurczowym.

W miozynie mięśni gładkich fosforylacji ulega wyłącznie lekki łańcuch 
regulatorow y (26—28), znajdujący się w pobliżu połączenia główki z czę
ścią ogonową. Przyłączenie fosforanu do reszty serynowej lekkiego łań
cucha katalizuje specyficzna kinaza zależna od jonów wapnia i kalm odu- 
liny (29). W niektórych m ięśniach gładkich podjednostka katalityczna 
kinazy lekkiego łańcucha może być fosforylowana przez kinazę zależną 
od cAMP, co obniża aktyw ność tego enzymu (30—32). W ten sposób poziom 
ufosforylowania lekkiego łańcucha m iozyny mięśni gładkich może być pod 
kontrolą zarówno cAMP jak i jonów wapnia (por. art. przegl. 21, 23, 33).
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Na przełomie roku 1976 i 1977 stwierdzono, że ufosforylow ana forma 
miozyny mięśni gładkich ma wysoką aktywność ATPazy aktom iozynowej, 
a nieufosforylowana — niską (28, 34, 35). W tym  samym  czasie inna grupa 
badaczy potwierdziła to wykazując, że tylko aktyw na postać m iozyny jest 
zdolna do superprecypitacji (36). We wspom nianych pracach używano pre
paraty, które zaw ierały niecałkowicie oczyszczone białka, nie można więc 
było wykluczyć udziału innych procesów niż fosforylacja. W późniejszych 
pracach używano homogenne białka: miozynę z mięśni gładkich, aktynę 
(najczęściej z mięśni szkieletowych), pod jednostkę katalityczną kinazy 
lekkiego łańcucha oraz kalmodulinę. W układach rekonstruow anych z ta 
kich składników badano szczegółowo zależność aktyw ności ATPazy akto
miozynowej od poziomu fosforylacji lekkiego łańcucha. Do tych badań 
stosowano miozynę w postaci filam entów i w postaci rozpuszczalnej (mono
m eru lub fragm entu HMM).

Mechanizm przyłączania fosforanu do lekkiego łańcucha miozyny 
w różnym  stopniu spolim eryzowanej był badany w trzech laboratoriach, 
gdzie uzyskano podobne wyniki (37—40). Zaobserwowano, że w przypadku 
monomeru fosforylacja obu główek w cząsteczce jest przypadkowa. W fila- 
m entach natom iast proces ten  przebiega w sposób uporządkow any: na j
pierw  fosforylowany jest jeden łańcuch w każdej cząsteczce, a dopiero 
potem  fosforylowany jest drugi łańcuch i to z m niejszą szybkością. W efek
cie filam enty miozynowe zawierające połowę m aksym alnej ilości fosfo
ranu, składają się z jednorodnej populacji cząsteczek, z których każda ma 
ufosforylowany tylko jeden łańcuch. P e r s e c h i n i  i H a r t s h o r n e  
(38) tłum aczą uporządkowaną fosforylację asym etrią główek, w ynikającą 
z ułożenia cząsteczek w filam entach. Inną in terpretację  zaproponowała 
M e r k e l  i w s p .  (41) stw ierdzając, że to brak tropom iozyny powoduje 
powstanie takiej asym etrii.

Zaobserwowano, że aktywność ATPazy aktomiozynowej pojaw ia się 
dopiero po fosforylacji obu lekkich łańcuchów m iozyny mięśni gładkich 
(37, 38, 40). Dlatego też, krzyw e w zrostu aktywności ATPazy w wyniku 
przyłączenia fosforanu do lekkiego łańcucha są różne w zależności od 
stopnia agregacji m iozyny (37—41). W przypadku monomerów aktywność 
ATPazy w zrasta wykładniczo wraz ze wzrostem ufosforylow ania cząste
czek. W przypadku filam entów miozyna mięśni gładkich ufosforylowana 
do 50% w ogóle nie jest aktyw na, natom iast po dodatkowej fosforylacji 
jej aktywność ATPazowa rośnie liniowo wraz ze wzrostem  ufosforylowa
nia lekkiego łańcucha. W opisanych w arunkach in vitro  stw ierdzono więc 
bezpośrednią zależność stopnia ufosforylowania m iozyny a jej aktywnością 
ATPazową. W ykazano również, że reaktywność główek m iozynowych jest 
różna w filam entach i w monomerach, co potw ierdziły obserw acje wska
zujące, że aktywność ATPazy aktomiozynowej filam entów  jest kilka razy 
mniejsza od aktywności fragm entu HMM (42, 43).

Opisane powyżej wyniki nie w yjaśniają, w jaki sposób fosforylacja
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Ryc. 2. W pływ fosforylacji lekkiego łańcucha na aktyw ność A TPazy aktom iozyno
w ej m ięśni gładkich w  zależności od stopnia agregacji m iozyny.
A — M onomery m iozyny; B — F ilam enty m iozyny.

wpływa na szybkość hydrolizy ATP. Na pytanie to próbowali znaleźć od
powiedź S e l l e r s  i w s p .  (44). Oznaczali oni wiązanie ufosforylowanej 
i nieufosforylowanej HMM z ak tyną i stw ierdzili, że podczas gdy szybkość 
m aksym alna ATPazy tych fragm entów  różniła się 25-krotnie, to stała wią
zania z aktyną — tylko 4-krotnie. Z drugiej strony oba fragm enty HMM 
okazały się mieć jednakowe stałe szybkości hydrolizy ATP mierzone na 
podstawie początkowego uwolnienia fosforanu (initial phosphate burst). 
Zdaniem  S e l l e r s a  i w s p .  (44) obserwacje te  wykluczają mechanizm, 
w którym  nieufosforylowany łańcuch regulatorow y m iałby blokować bez
pośrednio wiązanie aktyny z miozyną. Autorzy ci tw ierdzą, że fosforylacja 
lekkiego łańcucha reguluje jeden z etapów cyklu hydrolizy ATP, najpraw 
dopodobniej — uwalnianie fosforanu.

Dodatkowych argum entów  na rzecz fosforylacji łańcuchów lekkich 
miozyny — jako głównego m echanizm u regulującego skurcz mięśni gład
kich — dostarczyły badania, w których użyto kinazy innego pochodzenia. 
Stwierdzono, że kinaza ciężkiego łańcucha miozyny I Acanthamoeba  (43) 
i kinaza aktywowana proteazą z retikulocytów  królika (45), fosforylują tę 
sam ą resztę serynową co endogenna kinaza mięśni gładkich, ale w prze
ciwieństwie do niej, oba enzym y są aktyw ne niezależnie od obecności jo
nów wapnia i kalm oduliny. W w yniku fosforylacji katalizowanej przez 
te kinazy, aktywność ATPazy aktomiozynowej w zrastała do tego samego 
poziomu, co w obecności endogennej kinazy, ale niezależnie od stężenia 
jonów wapnia. Opisane w yniki w ydają się wykluczać bezpośredni udział 
jonów wapnia w aktyw acji ATPazy — wbrew  sugestiom niektórych auto
rów (46—50).

Hipoteza o naczelnej roli fosforylacji łańcuchów lekkich miozyny w re 
gulacji interakcji aktyny z miozyną w m ięśniach gładkich jest obecnie po
wszechnie akceptowana (Ryc. 3). Należy jednak zaznaczyć, że nie zostały 
wyjaśnione doniesienia w skazujące na to, że wzrost aktywności ATPazy 
aktomiozynowej może mieć miejsce bez fosforylacji lekkiego łańcucha
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MIOZY
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Ryc. 3. Rola fosforylacji lekkiego łańcucha w  regulacji A TPazy aktom iozynow ej 
m ięśn i gładkich.

(50— 55). Np. ostatnio okazało się, że w obecności bardzo wysokich stężeń 
MgCl2 (30 mM) nieufosforylowana miozyna ma wysoką aktywność ATPazy 
(51) i że w tych w arunkach zdolna jest do superprecypitacji (52). Podobny 
efekt m iały jony magnezu na nieaktyw ną formę miozyny II Acantha- 
moeba (56).

W obecności 0.6 M KC1, niezależnie od stężenia ATP, jonów magnezu 
i stopnia ufosforylowania lekkich łańcuchów, miozyna w ystępuje w postaci 
monomeru z w yprostow aną częścią ogonową (57, 58). Taką konform ację 
określa się jako 6S od wartości stałej sedym entacji m iozyny w tych w a
runkach (58—60). W roztworach zawierających niższe stężenie KC1, np.
0.15 M, obie form y miozyny — ufosforylowana i nieufosforylowana — 
tworzą podobnie wyglądające filam enty. Różnica między nimi uwidacznia 
się po dodaniu ATP, k tóry  depolim eryzuje filam enty zdefosforylowanej 
miozyny (57, 59, 61, 62), ale nie ma wpływu na filam enty ufosforylowane- 
go białka (Ryc. 4). Produktam i tej depolimeryzacji są m onomery o stałej 
sedym entacji około 10S, które z tego względu brano początkowo za dim ery 
miozyny (58—60). Stwierdzono, że depolim eryzacja filam entów  z utw orze
niem monomerów 10S zachodzi po związaniu się ATP z główką miozyny 
(59, 62, 63) i polega najprawdopodobniej na rozluźnieniu połączeń między 
rejonem  S2, a trzonem  filam entów w czasie hydrolizy ATP. Cząsteczka, 
w konform acji 10S ma ogon zgięty w dwóch miejscach, m niej więcej w 1/3 
i 2/3 długości w taki sposób, że zgięcie pierwsze znajduje się w pobliżu

FILAMENT (cząsteczki 6S) MONOMERY 10S DIMER

Ryc. 4. W pływ  fosforylacji lekkiego łańcucha na strukturą m iozyny m ięśni gładkich  
w  obecności MgATP. D efosforylacja sprzyja pow staw aniu  m onom erów  10S i dim e- 
rów z podw ójnie zgiętym i ogonami. F osforylacja pow oduje prostow anie się części 
ogonowej cząsteczek i polim eryzację (wg. 58—60).
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końca części ogonowej, a drugie w pobliżu połączenia główki z ogonem. 
Cząsteczka jest więc krótsza, bardziej zw arta i dlatego ma wyższą stałą 
sedym entacji (57, 58, 60, 61, 64). Opisane zjawisko wskazuje, że fosfory
lacja łańcucha regulatorowego wpływa na s truk tu rę  całej cząsteczki, nie 
w yłączając odległych rejonów ogona. Gdy po dodaniu kinazy, jonów wap
nia i kalm oduliny lekki łańcuch zostaje ufosforylowany, cząsteczki mio
zyny zmieniają konform ację z 10S na 6S i polim eryzują tworząc norm alne 
filam enty (60). Oprócz stałej sedym entacji, konform acje 10S i 6S różnią 
się innym i cechami, jak  np. lepkość, intensywność fluorescencji, aktywność 
ATPazowa i podatność na proteolizę. Aktywność Ca2+-ATPazy miozyno- 
wej i Mg2+-ATPazy aktomiozynowej w konform acji 6S jest większa niż 
w konform acji 10S (65, 66). Papaina przecina ciężki łańcuch miozyny 
w konform acji 6S w trzech miejscach, natom iast w przypadku, gdy mio
zyna w ystępuje w konform acji 10S, tylko jedno miejsce jest podatne na 
działanie tej proteazy (Ryc. 5). Pozostałe dwa miejsca — w tym  rejon łą-

- część głowowa -część ogonowa-

HoN — — COOH

Ryc. 5. M iejsca traw ienia papainą ciężkiego łańcucha m iozyny m ięśn i gładkich  
w  konform acji 6S. M iejsca 2 i 3 nie są traw ione w  konform acji 10S (wg. 63, 67, 68).

czący główkę z częścią ogonową — są w cząsteczce w tej konform acji nie
dostępne dla papainy (63, 67, 68). Fosforylacja wpływa również na ułoże
nie główek (68). W cząsteczce w konform acji 6S są one ustawione w kie
runku przeciwnym  do końca ogona. Natom iast w miozynie w konform acji 
10S, główki są zgięte pod pewnym  kątem  i skierowane ku ogonowi. Takie 
ich ułożenie jest naw et zachowane w dim erach form y 10S (64, 68) (por. 
ryc. 4).

W zależności od stopnia ufosforylowania lekkiego łańcucha oraz obec
ności ATP, KC1 i jonów magnezu obie form y miozyny mogą tworzyć nie 
tylko filam enty i m onomery 6S, ale również m onomery 10S. Należy jed
nak zaznaczyć, że w w arunkach zbliżonych do fizjologicznych, tj. w obec
ności MgATP i 0.15 M KC1, ufosforylowana miozyna w ystępuje w postaci 
filamentów, natom iast zdefosforylowana miozyna — w postaci monomerów 
10S (59, 64, 69). Nie wiadomo jednak, czy taka sytuacja ma miejsce in situ.

W dalszej części a rtyku łu  przedstawione zostaną wyniki o fosforylacji 
lekkiego łańcucha miozyny mięśni gładkich, uzyskane na podstawie badań 
skrawków żywych mięśni lub odbłonionych miofibryli, zdolnych do od
wracalnego skurczu. Celem tych badań było wyjaśnienie roli fosforylacji 
miozyny w cyklu skurczowo-rozkurczowym  mięśni gładkich. Jeśli zakłada 
się, że zależna od jonów w apnia fosforylacja stanowi jedyny mechanizm, 
decydujący o aktywności i o ilości aktyw nych mostków poprzecznych, to
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wówczas należy oczekiwać spełnienia następujących warunków. Po pierw 
sze, poziom ufosforylowania lekkiego łańcucha powinien być niski w cza
sie rozkurczu. Po drugie, należało się spodziewać, że po stym ulacji mięśnia, 
lekki łańcuch będzie fosforylowany przed lub równolegle ze skurczem. Po 
trzecie, szybkość defosforylacji powinna przebiegać równolegle lub w y
przedzać rozkurcz. Po czwarte, można było oczekiwać, że ostateczne na
pięcie m ięśnia (siła skurczu) będzie proporcjonalne do ufosforylowania 
lekkiego łańcucha. Zebrane poniżej wyniki uporządkowano pod kątem  
tych założeń.

Pierw szy w arunek nie jest spełniony, gdyż w żadnym  przypadku nie 
stwierdzono, by miozyna izolowana z mięśni gładkich w stanie rozkurczu 
była całkowicie zdefosforylowana. Poziom fosforylacji lekkiego łańcucha 
wahał się od 0.05 do 0.4 mola Pj/mol łańcucha regulatorowego (70—74). 
Nie wydaje się jednak, by taki poziom fosforylacji in vivo  podważał jej 
rolę w regulacji skurczu mięśni gładkich. Niecałkowitą defosforylację mio
zyny można bowiem wytłum aczyć np. napięciem rozkurczonego mięśnia, 
utrzym yw anym  przez ufosforylowane cząsteczki czy też negatyw ną ko- 
operatywnością główek (ufosforylowanie jednego łańcucha w cząsteczce 
nie wystarcza by w ykazywała ona aktywność ATPazy aktomiozynowej).

Drugi w arunek w ydaje się być spełniony, gdyż po stym ulacji odbłonio- 
nych m iofibryli lub skraw ków mięśni obserw uje się fosforylację miozyny 
równoległą do narastającego napięcia mięśnia (70, 75, 76). W ykazano rów 
nież, że pochodne fenotiazyny lub białka wiążące kalm odulinę, ham ując 
fosforylację lekkiego łańcucha, ham ow ały równocześnie powstawanie na
pięcia skurczowego mięśni gładkich (71, 77—79). Dodanie kalm oduliny 
przyw racało obydwie właściwości, tj. zdolność do fosforylacji i skurczu 
(77, 78).

W yniki prac z kilku laboratoriów  przyniosły dodatkowe inform acje, 
k tóre wskazują, że zależna od jonów wapnia fosforylacja jest czynnikiem  
koniecznym do wywołania skurczu — a nie jony wapnia wiążące się z mio
zyną i aktyw ujące ją  bezpośrednio. Pokazano np., że tiofosforylacja miozy
n y  w yw ołuje wzrost napięcia mięśni utrzym ującego się naw et w nieobec
ności jonów wapnia (75, 81, 82), miozyna taka nie jest bowiem defosfory- 
lowana przez fosfatazę. Inni autorzy dodawali do odbłonionych m iofibryli 
niew rażliwy na jony wapnia i kalm odulinę aktyw ny fragm ent kinazy 
i uzyskiwali — w nieobecności lub obecności jonów wapnia — taki sam 
skurcz i poziom fosforylacji (83—85).

Stwierdzono, że rozkurcz mięśni gładkich zachodzi po uprzedniej de
fosforylacji (70, 76, 79). Okazało się jednak, że proporcjonalność siły skur
czu do stopnia ufosforylowania m iozyny — nie zawsze jest zachowana. 
Stosując cienkie skraw ki ułatw iające dyfuzję zaobserwowano, że ufosfo
rylow ana w w yniku stym ulacji mięśni gładkich prądem  miozyna jest 
szybko defosforylowana, chociaż mięsień znajduje się nadal w stanie skur
czu (86—88). Obserwacje te  zostały potwierdzone przez innych autorów
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(72, 89). W początkowej fazie skurczu oba param etry  — napięcie i szybkość 
zachodzą równolegle ze wzrostem  poziomu ufosforylowania lekkiego łań
cucha. W dalszej fazie następuje z jednej strony spadek szybkości skurczu, 
zachodzący równolegle z odłączaniem fosforanu, z drugiej — wzrost na
pięcia mięśnia. A zatem z poziomem fosforylacji jest zbieżna szybkość 
skurczu (86, 90).

Próbę w yjaśnienia braku zależności między poziomem fosforylacji 
a siłą skurczu podjęli M u r p h y  i w s p .  (87, 91, 92) (Ryc. 6). Autorzy ci

aktywny mostek poprzeczny nieaktywny mostek zahaczony

Ryc. 6. Hipoteza m ostków  zahaczonych m iozyny z m ięśn i gładkich (wg. 87). U fosfo
rylow ana m iozyna łączy się cyklicznie z aktyną tw orząc m ostki poprzeczne. Jest to 
sprzężone z hydrolizą ATP. Gdy m iozyna jest defosforylow ana w  postaci kom pleksu  
z aktyną pow staje m ostek zahaczony, niehydrolizujący ATP, ale tw orzący napięcie  
m ięśnia. Pokazano tylko jedną głów kę m iozyny, bez lekkich  łańcuchów . F -A  — fila 
m ent aktynow y, F-M  — filam ent m iozynow y, P — fosforan przyłączony do lekkiego  
łańcucha.

uważają, że miozyna może ulegać defosforylacji nie tylko w stanie wol
nym, ale również w połączeniu z aktyną. W pierwszym  przypadku powsta
ją nieaktyw ne mostki poprzeczne niehydrolizujące ATP, w drugim  — tzw. 
mostki zahaczone (latch bridges), czyli połączenia m iozyny z aktyną, u trzy
m ujące napięcie mięśni bez hydrolizy ATP. Hipoteza mostków zahaczo
nych tłum aczy zatem, w jaki sposób, mimo zachodzącej defosforylacji 
miozyny może utrzym yw ać się, a naw et rosnąć, napięcie skurczowe.

Brak zależności między poziomem fosforylacji a siłą skurczu można 
również wytłumaczyć inaczej, mianowicie działaniem  dodatkowych czyn
ników regulujących, takich jak  np. białka wiążące aktynę, zdolne do mo
dulowania aktywności ATPazy aktomiozynowej (93), czy naw et jony 
magnezu, których wysokie stężenie w yw ołuje skurcz odbłonionych mio- 
fibryli w nieobecności jonów wapnia i bez fosforylacji (51).

Reasumując, badania zn vivo  potw ierdzają tezę, że fosforylacja lekkiego 
łańcucha inicjuje skurcz mięśni gładkich, ale jednocześnie podtrzym ują 
przypuszczenia o obecności innych układów regulujących (por. art. przegl. 
23, 93a). Badania przyżyciowe przeprowadzone na skraw kach mięśni lub 
na odbłonionych m iofibrylach m iały również odpowiedzieć na pytanie, czy

F -M
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nieufosforylowana miozyna depolim eryzuje in vivo  — na co wskazują w y
niki analiz biochemicznych. Problem  ten  nie w ydaje się być rozwiązany do 
końca. Jedni autorzy (94) przedstaw ili dane, wskazujące na obecność 
w rozkurczonych mięśniach gładkich filam entów zbudowanych z nie- 
ufosforylowanej miozyny. Możliwe jednak, że jest to właściwość charak te
rystyczna tylko dla niektórych typów mięśni gładkich. Inni autorzy podali 
bowiem, że filam enty miozynowe in situ  są niestabilne (95—98). Zaobser
wowano np. dezintegrację filam entów w skraw kach mięśni inkubowanych 
w nieobecności jonów wapnia. Po dodaniu tych jonów filam enty polim ery
zowały ponownie (95). Ostatnio C a n d e  i w s p .  (98) stw ierdzili, że 
skurcz glicerynow anych kom órek mięśni gładkich stabilizuje filam enty 
miozynowe, i że w w arunkach rozkurczowych miozyna jest nie tylko zde- 
fosforylowana, ale i zdepolimeryzowana.

II-2. M iozyna m ięśn i szkieletow ych

Miozyna mięśni szkieletowych ssaków zawiera dwa rodzaje lekkich 
łańcuchów, z których jeden ulega fosforylacji (99, art. przegl. 100) i wiąże 
kationy dwuwartościowe (101). Reszta serynow a ulegająca fosforylacji 
oraz miejsce wiązania jonów wapnia i magnezu znajdują się na N-końcu 
cząsteczki (por. art. przegl. 14). W yniki badań uzyskane dzięki zastosowa
niu różnych metod wskazują, że lekki łańcuch regulatorow y miozyny 
mięśni szkieletowych znajduje się — tak, jak w innych cząsteczkach, w po
bliżu połączenia główki z częścią ogonową (15, 102).

Fosforylację lekkiego łańcucha katalizuje kinaza zależna od jonów w ap
nia i kalm oduliny (103— 106), natom iast defosforylację katalizuje fosfataza 
(107). Wykazano, że ufosforylowanie łańcucha regulatorowego zmienia 
konform ację miozyny (108). I tak  stwierdzono, że chym otrypsyna traw iła 
wolniej cząsteczki ufosforylowanej, niż zdefosforylowanej miozyny. P ro
duktam i traw ienia w pierwszym  przypadku były równe ilości HMM i S 1} 
w drugim  zaś — praw ie wyłącznie HMM, co wskazuje, że odcinek łączący 
główkę z częścią ogonową jest niedostępny dla chym otrypsyny (108).

W kilku laboratoriach badano wpływ fosforylacji lekkiego łańcucha na 
jego zdolność wiązania jonów wapnia i magnezu i uzyskano rozbieżne w y
niki. Jedni autorzy stwierdzili, że ufosforylowany łańcuch ma niższe powi
nowactwo do jonów wapnia (101, 109, 110). Natom iast inni autorzy (111) 
nie znaleźli różnic powinowactwa ufosforylowanej i zdefosforylowanej 
miozyny do tego kationu.

Na podstawie analizy spektralnej i analitycznego wirowania P e r s e -  
c h i n i  i R o w e  (112) stwierdzili, że w zależności od stężenia jonów 
magnezu zmienia się ułożenie mostków poprzecznych w filam entach mio- 
zynowych. Autorzy ci postulują, że podobne zmiany konform acji filam en
tów mogą zachodzić w w arunkach in vivo, ale pod wpływ em  innych czyn
ników. Z kolei M r a k o v c i c - Z e n i c  i R e i s l e r  (113) przedstawili
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wyniki badań wskazujące na to, że po fosforylacji lekkiego łańcucha frag
m ent S 2 miozyny (por. ryc. 1) oddala się od osi filam entów i że podobny 
efekt dawało zwiększenie ujemnego ładunku na powierzchni cząsteczki 
miozyny, uzyskane dzięki podwyższeniu pH środowiska (114). Różna kon
form acja filam entów powoduje ich niejednakow ą rozpuszczalność w roz
tw orach KC1 (115). Nie wszyscy autorzy zgadzają się jednak z tym , że 
fosforylacja wpływa na polim eryzację miozyny i stabilność filamentów 
(110, 113).

K ą k o l  i w s p .  obserwowali s truk tu rę  kompleksów HMM z aktyną 
zwanych grotam i strzał (116). Zdefosforylowana HMM tworzyła szersze 
s tru k tu ry  o średnicy około 24 nm, natom iast ufosforylowana HMM węż
sze — o średnicy około 19 nm, co może potwierdzać możliwość powsta
w ania różnej konform acji filam entów  w zależności od zawartości fosforanu 
w lekkim  łańcuchu. Kompleks ufosforylowanej HMM z aktyną (116) był 
podobny do kompleksu aktyny z fragm entem  S 1} pozbawionym łańcucha 
regulatorowego (117). Obserwacja ta  może sugerować, że usunięcie z mio
zyny łańcucha regulatorowego w yw ołuje podobne zmiany konform acyjne, 
jak w przypadku fosforylacji.

Mimo rozbieżności wyników i ich in terpretacji zaznacza się pełna zgod
ność poglądów co do tego, że nie tylko ufosforylowany, ale także nie- 
ufosforylowany enzym z mięśni szkieletowych ma wysoką aktywność 
ATPazową. Jest to najistotniejsza różnica we właściwościach miozyny 
mięśni szkieletowych a m iozyny mięśni gładkich. Niektórzy autorzy tw ier
dzą jednak, że aktywność ATPazy aktomiozynowej w ogóle nie zależy od 
stopnia ufosforylowania lekkiego łańcucha (22, 107), natom iast inni przed
staw iają dane wskazujące, że w pewnych w arunkach poziom tej aktyw 
ności zależy od fosforylacji 118— 122).

I tak  P  e m r i c k wykazała, że fosforylacja lekkiego łańcucha zwięk
sza dw ukrotnie aktywność ATPazy aktomiozynowej przy niższych stęże
niach aktyny, chociaż m aksym alna aktywność ufosforylowanej i zdefosfo- 
rylow anej miozyny jest taka sama (121a). K ą k o l  i w s p .  potwierdzili 
wyniki Pem rick, a ponadto pokazali, że fosforylacja wpływa różnie na 
aktywność miozyny w zależności od w arunków  środowiska — takich, jak  
stężenie KC1, jonów magnezu, ATP i pH (119, 120, 121). Autorzy ci stw ier
dzili, że np. w w arunkach zbliżonych do fizjologicznych, ufosforylowana 
miozyna miała mniejszą aktyw ność ATPazy i tw orzyła filam enty mniej 
stabilne od miozyny zdefosforylowanej.

Stwierdzono, że niezależnie od stopnia agregacji miozyny fosforylacja 
główek zachodzi w sposób nieuporządkow any (123), natom iast, że aktyw 
ność ATPazowa główek jest inna w filam entach, a inna w przypadku po
jedynczej cząsteczki (123a, 124). Nasuwa to przypuszczenie, że obecność 
oddziaływań między cząsteczkami filam entu ma wpływ na reaktywność 
główek miozyny.

W celu zbadania roli fosforylacji w skurczu mięśni szkieletowych ozna-

http://rcin.org.pl



46 J .  K U Ź N IC K I [12]

czano zmiany zawartości fosforanu w miozynie, zachodzące w wyniku 
stym ulacji prądem  izolowanych mięśni. W każdym  przypadku stw ierdzono 
wzrost ufosforylowania lekkiego łańcucha miozyny: w m ięśniach królika 
z 0.5 mola Pi przed skurczem  do 0.9 mola P /m o l łańcucha po stym ulacji 
(125), w m ięśniach szczura z 0.1 do 0.75 mola Pi (126), dw ukrotną w m ięś
niach kurczęcia (127), w mięśniach żaby o 0.4 mola Pj (128) i o 0.5 mola P¡ 
w m ięśniach myszy (129). Jakkolw iek w czasie skurczu zachodzi wzrost 
poziomu ufosforylowania łańcucha regulatorowego, nie wyjaśniono jedno
znacznie, jakie są następstw a tego procesu. W yniki prac, w których próbo
wano to wyjaśnić, nie tw orzą spójnego obrazu, a w niektórych przypad
kach wręcz zaprzeczają sobie, tak  jak  to przedstawiono powyżej przy om a
wianiu wyników badań in vitro. I tak, niektórzy autorzy (126, 130) za
obserwowali zależność między wzmocnieniem siły skurczu a ufosforylow a- 
niem lekkiego łańcucha. Natom iast inni nie znaleźli takiej zależności (131). 
Autorzy ci stw ierdzili również, że pochodne fenotiazyny, ham ujące skurcz 
mięśni gładkich, nie m iały żadnego w pływu na wzrost napięcia w mięś
niach szkieletowych. Ponadto, wykazano brak zależności między stopniem  
ufosforylowania łańcucha regulatorowego miozyny w izolowanych m ięś
niach szybkich myszy a szybkością skurczu i zużyciem energii chemicznej 
(132,133). Jeszcze inne wyniki zaprezentowali C r o w  i K u s h m e r i c k  
(129), wskazując, że zużycie energii potrzebnej do utrzym ania izom etrycz- 
nego skurczu zmniejsza się równolegle ze wzrostem ufosforylowania lek
kiego łańcucha. Może to świadczyć o obniżonej aktywności mostków po
przecznych i sugeruje, że fosforylacja miozyny może zmniejszać szybkość
i siłę skurczu m iofibryli szybkich w  czasie wydłużonej pracy. Taka in te r
pretacja jest zgodna ze stw ierdzoną przez K ą k o l  i w s p .  (118, 119) 
obniżoną aktywnością ATPazy ufosforylowanej m iozyny w w arunkach 
zbliżonych do fizjologicznych.

Obecność w m ięśniach szkieletowych aktywnego system u zdolnego do 
defosforylacji i zależnej od jonów wapnia fosforylacji lekkiego łańcucha 
sugeruje, że ta  odwracalna m odyfikacja miozyny ma znaczenie fizjolo
giczne. Nie udało się jednak dotychczas stwierdzić jednoznacznie, w jaki 
sposób uczestniczy ona w cyklu skurczowo-rozkurczowym  mięśni szkiele
towych. Omówione powyżej wyniki badań in vitro  i in vivo  wskazują, że 
fosforylacja nie bierze udziału w inicjacji skurczu, ale że może modulować 
siłę i napięcie kurczącego się mięśnia.

II-3. M iozyna m ięśnia sercow ego

Miozyna izolowana z mięśnia sercowego zawiera dwie pary  lekkich łań
cuchów, z których jedna ulega fosforylacji katalizowanej przez endogenną 
kinazę (134). Wcześniejsze doniesienie o fosforylacji ciężkiego łańcucha 
(135) nie zostało potwierdzone przez innych autorów  (136, 137). Aktywność 
kinazy lekkiego łańcucha zależy od kalm oduliny i jonów wapnia (138).
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Stężenie tego enzymu w sercu jest kilkaset razy niższe niż w mięśniach 
szkieletowych i gładkich, chociaż stężenie fosfatazy wydaje się być po
dobne we wszystkich rodzajach mięśni (139). Poziom ufosforylow ania mio
zyny in situ  w sercu różnych ssaków wynosi około 0.5 Pi/mol lekkiego 
łańcucha i nie ulega zmianie pod wpływem  adrenaliny, która stym uluje 
aktywność skurczową (136, 136a, 137). Poziom ten  zmienia się w czasie 
pracy serca żółwia (137) oraz w sercu trenow anych ruchowo szczurów 
(137a). Ostatnio stwierdzono, że odbłonione fibryle m ięśnia sercowego nie 
w ykazują zależności między napięciem skurczowym  a stopniem  ufosfory
lowania lekkich łańcuchów, oraz że pochodne fenotiazyny nie ham ują 
skurczu tych mięśni. Perfuzja serca roztworam i zaw ierającym i radio
aktyw ny Pi umożliwiła obliczenie szybkości wypadkowej procesów fosfo
rylacji i defosforylacji miozyny. W w arunkach, w których stopień ufosfo
rylow ania lekkiego łańcucha pozostawał na tym  samym poziomie, połowa 
reszt serynowych wym ieniała fosforan w ciągu 3 m inut (140). Proces mo
dyfikacji miozyny jest więc znacznie wolniejszy od skurczu m ięśnia ser
cowego, a zatem nie może mieć znaczenia w regulacji tego procesu. 
W w arunkach in vitro  fosforylacja lekkiego łańcucha miozyny nie jest 
konieczna dla aktywności ATPazy aktomiozynowej (141, 142). Na podsta
wie obserwacji zebranych powyżej uznawany jest obecnie pogląd, że fosfo
rylacja nie ma znaczenia w cyklu skurczowo-rozkurczowym  m ięśnia serco
wego, chociaż nie wszyscy autorzy, np. (137, 137a, 142a) go podzielają.

III. Mięśnie bezkręgowców

Wiadomości na tem at fosforylacji miozyny bezkręgowców są bardzo 
fragm entaryczne i ograniczone do mięśni kilku organizmów. Ustalono, że 
jeden z lekkich łańcuchów m iozyny z Lim ulus  ulega fosforylacji, i że pro
ces ten  jest bezwzględnie potrzebny do aktyw acji ATPazy aktom iozyno
wej (143). Wykazano też, że odpowiedzialna za ten  proces kinaza lekkiego 
łańcucha zawiera kalm odulinę jako podjednostkę regulatorow ą (143). 
Stwierdzono ponadto, że ufosforylowanie miozyny skrzypłocza Lim ulus  
powoduje skracanie się filam entów  miozynowych, a defosforylacja — ich 
wydłużanie (144). O miozynie z szarańczy wiadomo jedynie, że jej lekki 
łańcuch ulega fosforylacji, ale nie jest znany efekt tego procesu na ak tyw 
ność ATPazy aktomiozynowej (145).

Miozyna izolowana z m ięśni małża przegrzebka (Scallop) stanowi, jak 
dotąd, jedyny dobrze udokum entow any przypadek cząsteczki nie ulegają
cej w ogóle fosforylacji — ani in vivo, ani in vitro. W nieobecności jonów 
wapnia lekki łańcuch regulatorow y tej miozyny ham uje centrum  aktyw ne. 
Aktywacja ATPazy aktomiozynowej polega na bezpośrednim  w iązaniu się 
jonów wapnia z tym  łańcuchem  (146— 148, art. przegl. 17). Stwierdzono, 
że łańcuch regulatorowy m iozyny przegrzebka — zlokalizowany w pobliżu
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połączenia główki z ogonem — można usunąć z cząsteczki bez jej denatu- 
racji (148) (Ryc. 7). W efekcie aktywność ATPazy takiej m iozyny staje  się 
wysoka naw et w nieobecności jonów wapnia. Na miejsce usuniętego łań-

-  Ca

-C a
Miozyna natywna - / +

Miozyna bez L C -C a  +/+I
Hybryda z LC - / +

C V c ' p ł
( ^ ^ - L C - P

Hybryda z L C -P  +/-*-

Ryc. 7. R egulacja ATPazy aktom iozy- 
now ej przegrzebka (Scallop) i hybrydu  
zaw ierającego łańcuch m iozyny m ięśn i 
gładkich. LC-Ca — łańcuch regulatoro
w y m iozyny przegrzebka, LC i LC-P — 
zdefosforylow any i ufosforylow any łań 
cuch regulatorow y m iozyny m ięśn i 
gładkich. —/ +  oznacza niską ak tyw 
ność ATPazy w  nieobecności jonów  
wapnia i w ysoką w obecności; + / +  
oznacza w ysoką aktyw ność n iezależnie  
od stężenia jonów  w apnia (wg. 146—  
148).

cucha można wprowadzić egzogenne łańcuchy regulatorow e innych mio
zyn, które determ inują właściwości powstałego hybrydu. Cząsteczki za
w ierające łańcuch regulatorow y miozyny z mięśni szkieletowych, m ają — 
niezależnie od stopnia ufosforylowania — takie same właściwości, jak  mio
zyna przegrzebka pozbawiona łańcucha, tzn. aktywność ATPazy jest n ie
wrażliwa na jony wapnia. Natomiast właściwości hybrydu zawierającego 
łańcuch z miozyny mięśni gładkich żołądka indyka zależą od stopnia ufosfo- 
rylowania. Zdefosforylowany łańcuch ham uje aktyw ność ATPazy akto- 
miozynowej w nieobecności jonów wapnia. Natom iast fosforylacja tego 
łańcucha lub dodanie tych jonów odblokowuje to hamowanie. Powyższe 
wyniki wskazują, że w hybrydzie zawierającym  łańcuch miozyny mięśni 
gładkich, podobnie jak  w natyw nej cząsteczce z tych mięśni, fosforylacja 
znosi ham ujące działanie łańcucha regulatorowego. Na tej podstawie su-
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geru je  się, że rola jonów wapnia, polegająca na bezpośredniej aktyw acji 
ATPazy aktomiozynowej przegrzebka, zanikła w toku ewolucji, a na jej 
miejsce pojawiła się fosforylacja zależna od jonów wapnia.

IV. Zmiany roli fosforylacji miozyny w toku ewolucji

1. System aktomiozynowy jest powszechnym i uniw ersalnym  m echa
nizmem ruchow ym  eukariontów , natom iast fosforylacja miozyny — n aj
częstszym sposobem regulującym  aktywność tego systemu. Miozyna jest 
fosforylowana we wszystkich badanych kom órkach eukariotycznych, z w y
jątk iem  mięśni małża przegrzebka. Fosforylacji ulegają albo ciężkie łań
cuchy, albo lekkie łańcuchy regulatorow e lub też oba rodzaje łańcuchów 
jednocześnie. U pierwotniaków (Protista) fosforan jest zawsze przyłączany 
do ciężkiego łańcucha, a w niektórych przypadkach, również do łańcucha 
lekkiego (25). W kom órkach zwierząt (Anim alia) fosforylowany jest na 
ogół lekki łańcuch miozyny, a czasem również ciężki, jak  np. w m akro- 
fagach, mózgu i kom órkach białaczki szpikowej. W mięśniach bezkręgow
ców i kręgowców modyfikowane są w ten  sposób wyłącznie lekkie łańcu
chy. Na tej podstawie wysuwam  przypuszczenie, że ewolucja procesu re
gulacji polegała między innym i na przeniesieniu miejsca fosforylacji 
z ciężkiego łańcucha na lekki łańcuch regulatorowy.

2. Regulatorowe reszty serynow e lekkiego łańcucha znajdują się w po
bliżu połączenia główki z ogonem. We wszystkich badanych pod tym  kątem  
przypadkach reakcję przyłączania do nich fosforanu katalizowała specy
ficzna kinaza zawierająca kalm odulinę jako podjednostkę regulatorową. 
Natom iast miejsca fosforylacji ciężkiego łańcucha znajdują się na końcu 
ogona miozyny. Nie wiele wiadomo o mechanizmach regulujących enzymy 
odpowiedzialne za ten  proces. Jedynie w przypadku kinazy ciężkiego łań
cucha miozyny D ictyostelium  wykazano, że jako podjednostkę zawiera 
ona również kalmodulinę. M ając to na uwadze można zaryzykować przy
puszczenie, że we wszystkich kom órkach eukariotycznych poziom ufosfo
rylow ania miozyny zależy od jonów wapnia i kalmoduliny.

3. Fosforylacja wpływa na interakcję ak tyny  z miozyną, co objawia 
się różną aktywnością ATPazy aktomiozynowej. I tak, przyłączenie fosfo
ranu  do ciężkiego łańcucha stym uluje aktywność miozyny z Physarum, 
ale ham uje aktywność m iozyny z Acanthamoeba  i Dictyostelium . W obu 
przypadkach zmiana poziomu ufosforylowania ciężkiego łańcucha wydaje 
się być niezbędna dla zainicjowania zjawisk ruchowych tych organizmów.

Przyłączenie fosforanu do lekkiego łańcucha jest bezwzględnie koniecz
ne do aktyw acji ATPazy aktomiozynowej kom órek niemięśniowych, mięśni 
bezkręgowców i mięśni gładkich kręgowców. W kom órkach niemięśnio
wych zwierząt fosforylacja w arunkuje  zmiany kształtu  i inne przejaw y 
aktywności ruchowej. Podobne zjawisko zachodzi w mięśniach gładkich,
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gdzie fosforylacja inicjuje skurcz. O ile jednak w m ięśniach szkieletowych 
pełni ona funkcje m odulujące cykl skurczowo-rozkurczowy, o tyle w mięś
niu sercowym może nie mieć żadnego znaczenia. Z powyższych obserwacji 
wynika, że w czasie ewolucji naczelna rola fosforylacji w regulacji ATPazy 
aktomiozynowej i zjawisk skurczowych ulegała ograniczeniu — aż do cał
kowitego jej zaniku.

4. Poziom ufosforylowania ciężkiego i lekkiego łańcucha określa kon
form ację i stabilność filamentów. Np. aktyw na form a miozyny mięśni 
gładkich czy grasicy tw orzy stabilne filam enty, w których cząsteczki są 
w konform acji 6S, natom iast form a nieaktyw na (nieufosforylowana) de- 
polim eryzuje w obecności ATP do monomerów 10S. W miozynie w tej 
konform acji zachodzą oddziaływania wewnątrzcząsteczkowe, które unie
m ożliwiają utworzenie filam entów  i które obniżają aktywność ATPazową. 
Jeśli naw et filam enty zdefosforylowanej miozyny nie depolim eryzują iv 
situ, to takie same oddziaływania mogą zachodzić pomiędzy różnym i czą
steczkam i filam entu i w podobny sposób mogą wpływać na aktywność 
miozyny. Identyczne właściwości w ykazują cząsteczki izolowane z takich 
kom órek niemięśniowych, jak  płytki krwi, kom órki grasicy i tarczycy, 
których lekki łańcuch ulega fosforylacji. Przyłączenie fosforanu do cięż
kiego łańcucha m iozyny Physarum, Acanthamoeba  i D ictyostelium  w pły
wa w podobny sposób na konform ację i zdolność do polim eryzacji, z tym  
jednak, że miozyna Acanthamoeba  i D ictyostelium  tw orzy stabilne fila
m enty w formie zdefosforylowanej, tj. tej, k tóra w ykazuje wysoką ak tyw 
ność ATPazy, natom iast miozyna Physarum  — ma te same własności — 
w form ie ufosforylowanej. W m ięśniach szkieletowych miozyna tworzy 
stabilne filam enty o wysokiej aktywności ATPazy, niezależnie od form y 
łańcucha. W szystkie te  w yniki wskazują, że aktywność ATPazy i tw orze
nie filam entów  są ze sobą sprzężone. Ta form a miozyny, która ma wysoką 
aktyw ność ATPazy tw orzy stabilne filam enty. F ilam enty form y nieaktyw 
nej są nietrw ałe i depolim eryzują w obecności ATP. Prawidłow ości te 
są niezależne od modyfikowanej podjednostki oraz bezpośredniego efektu 
fosforylacji na miozynę.

5. Opisane powyżej zjawisko wiąże się, jak  sądzę, z różną specyfiką 
m olekularnych mechanizmów skurczu, zależną od stabilności filamentów. 
Lokomocja ameb i śluzowców oraz ruch cytoplazm y w kom órkach nie
mięśniowych zwierząt polegają na ciągłym odnawianiu się filam entów 
miozynowych (i aktynowych) w m iejscach aktyw nych ruchowo i depoli- 
m eryzacji tych filam entów  w pozostałych rejonach komórki. Aktywność 
skurczowa zachodzi dzięki interakcji obu rodzajów filam entów  i dlatego 
w kom órkach niemięśniowych fosforylacja reguluje jednocześnie poli
m eryzację miozyny i jej zdolność do in terakcji z aktyną. Wiele danych 
w skazuje na to, że w mięśniach gładkich ma miejsce podobna sytuacja, 
ale nie jest to wyjaśnione jednoznacznie, gdyż niejasne są zmiany stopnia 
agregacji miozyny in situ  na różnych etapach cyklu skurczowo-rozkurczo-
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wego. W m ięśniach szkieletowych i sercowych fosforylacja traci natom iast 
funkcje procesu regulującego, gdyż filam enty miozynowe stają  się stabilne
i nie depolim eryzują w czasie rozkurczu (po defosforylacji). W m ięśniach 
tych rolę regulującą pełni układ nieenzym atycznych białek połączonych 
z filam entem  aktynow ym : troponina i tropomiozyna.

6. We wszystkich przypadkach, z w yjątkiem  mięśni szkieletowych
i sercowych, poziom fosforylacji określał aktywność ATPazy aktom iozy
nowej, ale nie miał zasadniczego w pływ u na powinowactwo m iozyny do 
aktyny. Na tej podstawie proponuje się kinetyczny model regulacji za
miast modelu sterycznego, według którego zdefosforylowana podjednostka 
m iałaby blokować wiązanie miozyny z aktyną. Inne system y regulujące, 
np. układ troponina-tropom iozyna mięśni szkieletowych i sercowych, od- 
działyw ują również na k inetykę hydrolizy ATP, a nie na wiązanie między 
ak tyną a miozyną. W związku z tym  sądzę, że niektóre pierw otne m echa
nizm y regulujące współdziałanie ak tyny  z miozyną, zostały zachowane, 
mimo iż w toku ewolucji układ kurczliw y staw ał się coraz bardziej zorga
nizowany i stabilny.

VI. Hipoteza filamentowej regulacji ATPazy aktomiozynowej 
za pośrednictwem fosforylacji

Opisane powyżej prawidłowości, a w szczególności wykazany związek 
między s truk tu rą  filam entów a aktyw nością enzym atyczną pozwala roz
szerzyć hipotezę o regulacji ATPazy aktomiozynowej z Acanthamoeba  (25, 
53, 149— 151) na miozyny innych organizmów, niezależnie od podjednostki 
ulegającej fosforylacji. Sugeruje to, że filam entow a regulacja ATPazy 
może być mechanizmem uniw ersalnym . Sposób jego działania m ógłby być 
następujący. Fosforylowane miejsca regulatorow e na ciężkim lub na lek
kim łańcuchu mogłyby wpływać na konform ację połączeń zawiasowych 
miozyny. Zmiana konform acji rejonów  zawiasowych m ogłaby ograniczać 
lub umożliwiać ruch główek miozynowych i regulować szybkości cyklu 
przyłączania się ich i odłączania od aktyny. Dlatego też można sądzić, że 
utworzenie i właściwa konform acja bipolarnych filam entów miozynowych 
są niezbędne, nie tylko ze względu na m echanikę procesów skurczu, ale 
również na kinetykę hydrolizy ATP.

W przypadku fosforylacji części ogonowej miozyny oddziaływania 
między miejscami fosforylacji a rejonem  zawiasowym dotyczą dwóch 
różnych cząsteczek. Dlatego też powstanie stabilnych filam entów  jest wa
runkiem  niezbędnym dla ujaw nienia się aktywności ATPazy aktom iozy
nowej i regulacji. Tylko w filam entach mogą bowiem zachodzić opisane 
oddziaływania międzycząsteczkowe. Natom iast miejsca fosforylacji lek
kich łańcuchów mogą oddziaływać na zawiasy między głową a ogonem 
dwojako — w zależności od stopnia agregacji miozyny. Gdy miozyna jest

http://rcin.org.pl



52 J .  K U Ż N IC K I [18]

w postaci filamentów, oddziaływania te  mogłyby zachodzić między różny
mi cząsteczkami, natom iast w przypadku monomeru, oddziaływania za
chodzić by mogły w ew nątrz tej samej cząsteczki. Dzięki takiej możliwości 
obserw uje się regulację ATPazy aktomiozynowej przez fosforylację nie 
tylko w przypadku spolimeryzowanej miozyny, ale również dla jej form  
rozpuszczalnych (monomerów i fragm entu HMM).

Zaakceptowano do druku 29 kw ietnia 1985 r.
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A d d e n d u m

Na str. 36, 41, 44 i 50 dyskutow ano problem  różnej stabilności filam entów  m iozy- 
now ych w  m ięśniach gładkich, in situ, w  zależności od stopnia u fosforylow ania m io
zyny. Obecnie przeważa pogląd, iż filam enty te n ie depolim eryzują in v ivo ,  po de- 
fosforylacji m iozyny.

W artykule R eview  R etter-H ypothesis „Phosphorylation of m yosin in  non-m uscle  
and smooth m uscle cells. P ossib le rules and evolutionary trends” — (1986) FEBS Lett. 
204, 169— 176, opisałem  niektóre problem y dotyczące procesu fosforylacji m iozyny.
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Białkowe aktywatory biosyntezy i metabolizmu cholesterolu 
Protein activators of cholesterol biosynthesis and metabolism
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I. Wprowadzenie

Wiadomo już od stosunkowo dawna (1— 10), że przem iana skwalenu 
w cholesterol, katalizow ana przez błonowe enzymy retikulum  endoplazma- 
tycznego, zachodzi efektyw nie w w arunkach in vitro  jedynie w obecności 
frakcji białek rozpuszczalnych cytosolowych. Białka tej frakcji, choć same
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szaw a, al. Ż w irki i W igury 93.
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nie katalizują żadnej z reakcji szlaku skw alen ->  cholesterol, w ybitnie 
wzm agają szybkość syntezy cholesterolu przez izolowane mikrosomy.

Przekształcenie skw alenu w cholesterol jest złożonym, wieloetapowym  
procesem, w którym  uczestniczy około 20 białek enzym atycznych i w k tó
rym  można wyróżnić kilka ważnych etapów (11, 12):

— utlenienie acyklicznego prekursora — skwalenu do 2,3-epoksydu
i cyklizacja tego produktu utlenienia do lanosterolu (C30).

— kolejne usunięcie trzech grup m etylowych (grupy m etylowe w po
zycji 14a, 4a i 4(3 cząsteczki lanosterolu) poprzez ich utlenienie i następną 
dekarboksylację w w yniku czego powstają związki o szkielecie choleste
rolu (C27).

— izomeryzacja a następnie uwodornienie wiązania podwójnego w y
stępującego pierw otnie w cząsteczce lanosterolu w pozycji A8 i odwodoro- 
wanie prowadzące do wytworzenia nowego wiązania podwójnego w po
zycji A5.

— uwodornienie wiązania podwójnego A24 występującego w łańcuchu 
bocznym pierwotnego produktu  cyklizacji, tj. lanosterolu.

Uproszczony schem at biosyntezy cholesterolu ze skwalenu, przedsta
wiający najbardziej prawdopodobną sekwencję zachodzących reakcji enzy
m atycznych (11, 12), podany jest na Ryc. 1.

SKWALEN

I
2, 3-epoksyd skwalenu

I
LANOSTEROL _____DIHYDROLANOSTEROL

(lanosta-8 , 2 4 -d ie n -3 j3 -o l) ** ( la n o s t -8 -e n -3 (3 -o l)

4, 4 '-d im e ty lo -A 8’ 24 -cholestadienol _____ 4, 4 '-d im ety lo~  A8_choles»enol
4 '-d im ety lo -5cc-ch o les ta -8 , 2 4 -d ie n -3 /3 -o l)  (4, 4 -d im e ty lo -5 c x -c h o le s t-8 -e n -3 jJ -o l)

8 24 ^
A ’ -cholestadienol, zymosterol _____ A8 -cholestenol
(5<x-cholesta-8 , 2 4 -d ie n -3 f3 -o l)  (5 « y -c h o le s t -8 -e n -3 (3 -o l)

7 24 I l
A ’ -cholestadienol A -cholestenol

(S a -c h o le s ta -7 , 2 4 -d ie n -3 /S -o l) (5 o t-c h o le s t-7 -e n - 3 / 3 - o l)

\ I
^5 , 7, 24 _ c h 0 |es tat rjen0 , _____ 7-dehydrocho lestero l

(cho les ta -5 , 7, 2 4 - t r ie n -3 (3 - o l )  (ch o les ta -5 , 7 -d ien -3 (J -o l)

A5 ,24-cholestadienol, desmosterol __ CHOLESTEROL
(cho lesta-5 , 24 -  d ie n -3 |3 -o l) (c h o le s t -5 -e n -3 |3 -o l)

Ryc. 1. B iosynteza cholesterolu ze skw alenu w  błonach retikulum  endoplazm atycz- 
nego kom órek w ątroby. U w zględniono postulow aną w ielotorow ość zachodzących re
akcji (12). W naw iasach podano zalecane nazw y poszczególnych m etabolitów .
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Przeprowadzone w kilku laboratoriach badania zmierzające do w y
jaśnienia, które z reakcji szlaku skwalen -> lanosterol —► cholesterol wy
m agają współdziałania białkowego czynnika cytosolowego (białkowych 
czynników cytosolowych) doprowadziły do wniosku o uniwersalnej jego 
(ich) roli w omawianych przem ianach. Stosując odpowiednie, izotopowo 
znakowane substraty  wykazano m.in. znaczne stym ulowanie przez frakcję 
supem atan tu  105 000 g z w ątroby szczura katalizowanych przez m ikro- 
somy z tej samej tkanki przem ian: sk w alen -> lanosterol (13— 17), skwa
l e n -> 2,3-epoksyd skw alenu (17— 18), 2,3-epoksyd skw alenu -> lanosterol 
(3, 19—22), la n o s te ro ld ih y d ro la n o s te ro l  (21), l a n o s t e r o l C 27-sterole 
(5), dihydrolanosterol cholesterol (7), A8-cholestenol -> cholesterol (22), 
4,4'-dimetylo-A8-cholestenol -> cholesterol (7), A7-cholestenol ->  7-dehydro- 
cholesterol (3, 4), 7-dehydrocholesterol cholesterol (3, 4, 23, 24) i desmo- 
sterol cholesterol (3, 5).

Omówione wyżej dane doprowadziły do sform ułow ania hipotezy (9—11)
o występowaniu wśród rozpuszczalnych białek kom órki specyficznego 
białka nośnikowego. Białko to określane często jako białko przenoszące 
sterole (sterol carrier protein, SCP) pełnić ma, w procesie przekształcania 
skwalenu w cholesterol funkcję podobną do funkcji białka przenoszącego 
reszty acylowe (acyl carrier protein, ACP) w procesie biosyntezy kwasów 
tłuszczowych, katalizowanym  przez enzym atyczny kompleks syntetazy 
kwasów tłuszczowych. Uważano, że białko przenoszące sterole zawiera:

— domenę hydrofobową zdolną do niekowalencyjnego wiązania skwa
lenu, cholesterolu i m etabolitów pośrednich szlaku skwalen ->  cholesterol;

— rejon hydrofilowy um ożliwiający tworzenie kom pleksu z błoną reti- 
kulum  endoplazmatycznego;

— ew entualne miejsca wiążące nukleotydy nikotynoamidoadeninowe 
lub inne niezbędne kofaktory, co um ożliwiałoby właściwe usytuowanie 
przestrzenne wbudowanego w błonę enzymu, substra tu  (substratów) i nie
zbędnego kofaktora (kofaktorów), a także bezpośrednie przekazywanie 
hydrofobowego produktu reakcji na centrum  aktyw ne enzymu katalizu
jącego kolejną przem ianę (9— 11).

Podjęte w ostatnich latach próby wyizolowania białek przenoszących 
sterole i ich bliższego scharakteryzow ania przyniosły wiele interesujących 
danych. Mimo istniejących nadal niejasności i kontrow ersji badania te po
tw ierdzają istotną rolę tych białek w regulow aniu mikrosomalnego szlaku 
syntezy cholesterolu. Co więcej, szereg danych wskazuje na ich bardziej 
uniwersalną rolę w metabolizmie cholesterolu do kwasów żółciowych (25, 
26) i hormonów sterydow ych (27—32), w  procesie estryfikow ania chole
sterolu kwasami tłuszczowymi (33—36), a być może również w w ew nątrz
komórkowym transporcie cholesterolu (36, 37). Hipotetyczną rolę białka 
przenoszącego sterole w biosyntezie i metabolizmie cholesterolu przedsta
wia Ryc. 2.
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Ryc. 2. H ipotetyczne funkcje białek  przenoszących sterole (SCP) w  biosyntezie, 
transporcie i przem ianach cholesterolu (Chol). X i, X 2, X n — m etabolity pośrednie na 
drodze skw alen  -*  cholesterol, IPP — pirofosforan izopentenylu, FPP — pirofosforan  
farnezylu.

II. Występowanie i właściwości cytosolowych białek 
aktywujących biosyntezę cholesterolu

Równoległe prace kilku laboratoriów, mimo, że prowadzone w więk
szości przypadków na tym  samym  m ateriale, tj. kom órkach wątroby 
szczura, doprowadziły do w yodrębnienia kilku białek cytosolowych o dość 
odm iennych właściwościach, z których każde wykazywało zdolność sty
m ulowania co najm niej niektórych reakcji na szlaku przem ian skwalen -► 
cholesterol katalizowanych przez enzymy frakcji m ikrosomalnej. W ażniej
sze z nich zostaną omówione kolejno niżej. W Tabeli 1 zebrano podstaw o
we inform acje odnośnie ich właściwości.

I I - l. B iałko przenoszące skw alen  i sterole

Białko przenoszące skwalen i sterole (sąualene and sterol carrier pro
tein, SCP), wyodrębnione przez D e m p s e y  i w s p ó ł p r a c o w n i 
k ó w  (2, 10, 38, 39), było pierwszym  z bliżej poznanych białek cytosolo
wych aktyw ujących m ikrosomalną syntezę cholesterolu ze skwalenu. Na
dana mu nazwa odzwierciedla zdolność do niekowalencyjnego wiązania
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skwalenu, cholesterolu i licznych m etabolitów pośrednich. Białko to
o m. cz. około 14 000 (pojedynczy łańcuch polipeptydowy), łatwo tworzące 
agregaty o m. cz. >  150 000, oczyszczono do elektroforetycznej homogen- 
ności. W ystępuje ono w cytosolu w ątroby szczura w dużej ilości stanowiąc 
naw et do 8—10°/» ogółu białek rozpuszczalnych (38, 40). Stężenie SCP 
w komórkach w ątroby szczura podlega jednak dość znacznym wahaniom  
przebiegającym  w rytm ie okołodobowym (41, 42).

N atyw ne SCP zawiera na mol białka 2 mole kwasów tłuszczowych 
(kwasy stearynow y i palm itynowy), z których co najm niej połowa zwią
zana jest z białkiem  kowalencyjnie. Białko to w ybitnie aktyw uje enzymy 
uczestniczące w końcowych przem ianach na szlaku skwalen —> cholesterol 
a mianowicie enzymy katalizujące reakcje odwodorowania A7-cholestenolu 
do 7-dehydrocholesterolu i redukcji tego ostatniego do cholesterolu (Ryc. 3)

A7-c h o le s te n o l 7 - d eh ydrocho lestero l cholesterol

Ryc. 3. M echanizm katalizow anej przez frakcję błon m ikrosom alnych przem iany  
A7-cholestenolu  w  cholesterol.

nie ma natom iast, jak  się wydaje, istotnego wpływu na cyklizację skwale
nu i proces dem etylow ania lanosterolu (2, 38, 43—47).

Najnowsze badania (38, 40, 48— 50), w skazują na tożsamość SCP z w y
odrębnionym  z w ątroby szczura przez innych autorów  (48, 51) tzw. biał
kiem wiążącym kwasy tłuszczowe (fat ty acid binding protein, FABP). 
Białku FABP, k tóre znane jest także pod nazwą białka Z (52, 53), przy
pisuje się udział w regulow aniu licznych procesów związanych z m eta
bolizmem kwasów tłuszczowych (54, 55, 56). Białko to stym uluje m.in. 
m ikrosomalną acylotransferazę acylo-CoA: glicerofosforan (55) i zacho
dzącą w m itochondriach (3-oksydację kwasów tłuszczowych (56). Uważa 
się także, że pełni ono funkcję białka nośnikowego w odwracaniu ham o
wania karboksylazy acetylo-CoA przez palmitylo-CoA (54). Oprócz zdol
ności wiązania skwalenu, cholesterolu i innych steroli (44, 46, 57) białko 
SCP ma zdolność wiązania wolnych kwasów tłuszczowych, acylowych po
chodnych koenzymu A, bilirubiny, organicznych anionów i szeregu innych 
związków drobnocząsteczkowych. Przeprowadzone ostatnio badania przy 
zastosowaniu sterolowych sond fluorescencyjnych w postaci dehydroergo- 
sterolu (ergosta-5,7,9(ll),22-tetraen-3p-ol) i cholestatrienolu (cholesta- 
-5,7,9(ll)-trien-3(3-ol) wykazały, że 1 mol SCP wiąże m aksym alnie 1 mol

http://rcin.org.pl



[7] A K T Y W A T O R Y  B IO S Y N T E Z Y  C H O L E S T E R O L U 65

sterolu a stała dysocjacji kompleksu ma wartość 0.5—0.9 îM. Badania 
przenoszenia energii pomiędzy resztą tyrozyny SCP a sterolem  wskazują 
na bliskie sąsiedztwo tej reszty i m iejsca wiążącego sterol (57).

1 1 - 2 . BiałkOi i b iałko2 przenoszące sterole

Prace zespołu S c a l  l e n  a (3, 9, 22, 59—61) doprowadziły do kon
kluzji, że w w ątrobie szczura w ystępują co najm niej 2 różne białka cyto- 
solowe niezbędne dla katalizowanego przez frakcję m ikrosomalną prze
kształcenia skwalenu w cholesterol. P rzyjęto je określać jako białkoj prze
noszące sterole (sterol carrier protein1, SCPj) i białko2 przenoszące sterole 
(sterol carrier protein2, SC P2). Oba te białka w ystępują, w odróżnieniu od 
wyodrębnionego i scharakteryzow anego przez zespół Dempsey białka prze
noszącego skwalen i sterole (patrz wyżej), w niewielkich ilościach (9, 14, 
24). Białka SCPj i SCP2 udało się ostatnio w pełni oddzielić i wysoko oczy
ścić (14, 23, 24). Pierwsze z nich ma m. cz. około 26 000 i dysocjuje w obec
ności 6M chlorowodorku guanidyny na dwie pod jednostki o identycznej 
masie cząsteczkowej (14). Drugie białko ma masę cząsteczkową 13 500 
i jest zbudowane z pojedynczego łańcucha polipeptydowego (23, 24). Biał
ka SCPX i SCP2 różnią się dość znacznie wrażliwością na podwyższoną tem 
peraturę, co zresztą wykorzystano dla ich pełnego oddzielenia (24). Białko 
SCP2 jest stosunkowo term ostabilne, szczególnie po oczyszczeniu. Ogrze
wanie w tem peraturze 90° w ciągu 5 min powoduje tylko ok. 20°/o spadek 
jego aktywności biologicznej, m ierzonej zdolnością do stym ulowania ka ta 
lizowanej przez frakcję mikrosomów przem iany skwalen —> cholesterol. 
SCPi ulega natom iast praktycznie całkowitej inaktyw acji już przy ogrza
niu w tem peraturze 55° w ciągu 5 min. Białka SCP! i SCP2 różnią się także 
zdecydowanie pod względem specyficzności.

SCPi wybitnie stym uluje cyklizację 3H-skwalenu do lanosterolu katali
zowaną przez frakcję m ikrosomalną w obecności tlenu, NADPH, NAD+ 
i FAD (Ryc. 4) nie m ając w pływu na szybkość dalszych przekształceń 
lanosterolu (14). Nie stwierdzono w obecności SCPj jakiejkolwiek ak ty 
wacji dem etylowania 3H -4,4'-dim etylo-/\8-cholestenolu lub przekształcenia 
3H-7-dehydrocholesterolu w cholesterol. SCPi nie ma również wpływu na 
enzymatyczną dim eryzację pirofosforanu farnezylu do skwalenu (15). Ob
serwowano, że szybkość cyklizacji skwalenu do lanosterolu, w obecności 
SCPi, ulegała dodatkowemu zwiększeniu w obecności fosfatydyloseryny. 
Stechiom etria dodawanego do mieszanin inkubacyjnych SCPi i wy tworzo
nego produktu (lanosterol) wskazywała na nie zużywanie się SCPi w trak 
cie aktywowanej reakcji, co jest w zgodzie z postulowaną nośnikową fun
kcją tego białka (14, 15).

Z kolei SCP2, nie m ając praktycznie w pływu na utlenienie skwalenu 
i cyklizację produktu utlenienia do lanosterolu, silnie wzmaga demetylo- 
wanie w pozycji 4 (Ryc. 5) oraz przekształcenie 7-dehydrocholesterol ->

5 Postępy Biochemii 1—2/86 http://rcin.org.pl
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P 2, NADPH

skwalen 2, 3 -epoksyd  skwalenu

lanosterol
Ryc. 4. Pow staw anie lanosterolu z acyklicznego prekursora — skw alenu. R eakcję A 
katalizuje oksydaza skw alenu, reakcję B — cyklaza 2,3-epoksydu skw alenu.

Ryc. 5. M echanizm  d em etylacji w  pozycji C-4 na szlaku przem ian lanosterol -> chole
sterol (wg. 91). R eakcje A—C katalizuje oksydaza 4-m etylosteroli, reakcję D — dekar- 
boksylaza sterydow ych kw asów  4a-karboksylow ych a reakcję E — reduktaza 3-keto- 
sterydów . U sunięcie drugiej grupy m etylow ej z C-4 zachodzi w  identycznym  ciągu 
reakcji.

cholesterol. Na kolejnych etapach oczyszczania SCP2 stosunek zdolności 
do aktyw ow ania obu wym ienionych reakcji pozostaje wartością stałą co 
dodatkowo świadczy, że aktyw acja zarówno dem etylacji w pozycji 4 jak 
i redukcji 7-dehydrocholesterolu do cholesterolu związana jest z tym  sa
mym białkiem  (23, 24).

o2, NADPH r

© H0 "COOH
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Niektóre właściwości SCP2 przypom inają właściwości białka przeno
szącego skwalen i sterole (SCP) wyodrębnionego przez D e m p s e y  
i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (2, 10, 38, 39). Dotyczy to m.in. wyznaczo
nej masy cząsteczkowej, dość podobnego składu aminokwasowego, względ
nej stabilności w podwyższonej tem peraturze, a przede wszystkim akty
wowania przez oba białka tej samej reakcji tj. konwersji 7-dehydrochole- 
sterolu do cholesterolu (23, 24, 62). SCP2, w odróżnieniu od SCP, nie w y
kazuje jednak zdolności aktyw owania przekształcenia zVcholestenolu 
w 7-dehydrocholesterol (9). Ponadto, SCP2, o czym była już mowa wyżej, 
w ystępuje w komórkach w ątroby w w ielokrotnie mniejszej ilości. Ewen
tualna identyczność SCP2 i SCP wydaje się więc wątpliwa. Rozważana jest 
natom iast możliwa tożsamość SCP2 z białkiem  przenoszącym fosfolipidy 
wyizolowanym i scharakteryzow anym  przez Z i l v e r s m i t a  i w s p ó ł 
p r a c o w n i k ó w  (63) i oznaczonym symbolem CM2. Dla preparatów  
SCP2 i CM2 wyznaczono wysoki współczynnik korelacji składu am inokwa
sowego wynoszący 0.992, identyczny punkt izoelektryczny, identyczny, 
w granicach błędu metody oznaczania, ciężar cząsteczkowy i bardzo po
dobną wrażliwość na podwyższoną tem peraturę (24).

II-3. Inne cytosolow e aktyw atory biosyntezy cholesterolu

Poza białkam i opisanym i wyżej, w w yniku prac prowadzonych w kilku 
innych laboratoriach (8, 17, 18, 20, 25, 36, 64), z supernatan tu  105 000 g 
hom ogenatu w ątroby szczura uzyskano jeszcze kilka białek o bardziej lub 
mniej odm iennych właściwościach, z których każde wykazywało zdolność 
aktyw ow ania w w arunkach in vitro m ikrosomalnego szlaku biosyntezy 
cholesterolu. Białka te poznano w stosunkowo m niejszym  stopniu i nie 
można wykluczyć, że niektóre z nich okażą się, po dokładniejszym  zbada
niu, identyczne z opisanymi w p. II- l i II-2.

Jednym  z lepiej poznanych jest tzw. białkowy czynnik cytosolo- 
wy (supernatant protein factor, SPF) w yodrębniony przez B l o c h a  
i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (17—20, 64). Białko to oczyszczono ok. 
11 000 X stosując kolejno w ytrącanie acetonem, chrom atografię jono
wym ienną na DEAE-celulozie, sączenie m olekularne na Sephadex G-75 
i preparatyw ne ogniskowanie elektroforetyczne (17). Analiza elektrofore- 
tyczna w żelu poliakryloam idowym  w obecności siarczanu dodecylu w y
kazała ok. 95%  jednorodność uzyskanego preparatu . Wykazano, że SPF 
aktyw uje cyklizację skw alenu do lanosterolu. Reakcja ta, jak  wiadomo, 
jest katalizowana przez 2 odrębne enzymy: oksydazę skwalenu i cyklazę
2,3-epoksydu skwalenu (Ryc. 4). P rzy zastosowaniu specyficznego inhibi
tora cyklazy 2,3-epoksydu skw alenu — AMO-1618 (chlorek kwasu 2-izo- 
propylo,4-trim etyloam ino,5-m etylofenylo-l-piperydynokarboksylow ego) i 
14C-skwalenu bądź 14C-2,3-epoksydu skwalenu jako substratów  stw ier
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dzono, że SPF aktyw uje zarówno enzymatyczne utlenienie skw alenu do
2,3-epoksydu (17) jak  również cyklizację tego ostatniego związku do lano- 
sterolu (20). SPF nie ma natom iast w pływu na dalsze przekształcenia 
lanosterolu na drodze do cholesterolu. A ktyw ujący wpływ SPF na katali
zowaną przez frakcję m ikrosomalną przem ianę skw alen lanosterol 
znacznie się wzmaga w obecności niektórych fosfolipidów (17, 20, 64). Co 
więcej, okazało się, że krótka preinkubacja oczyszczonego preparatu  SPF 
z fosfolipazą A2 prowadzi do u tra ty  zdolności do stym ulow ania przem ia
ny (20). Interesujące, że m aksym alne aktywowanie oksydazy skwalenu 
przez SPF obserw uje się jedynie w obecności ujem nie naładow anych fosfo
lipidów takich jak  fosfatydyloglicerol, fosfatydyloinozytol lub fosfatydylo- 
seryna (17), podczas gdy m aksym alna aktyw acja cyklazy 2,3-epoksydu 
skwalenu charakteryzuje się wyraźnie odm ienną specyficznością i ma 
miejsce tylko w obecności fosfatydyloglicerolu lub fosfatydyloetanolo- 
am iny (20). Pomimo trudnych do wyjaśnienia rozbieżności w oznaczonych 
ciężarach cząsteczkowych SPF i SCPi (patrz Tabela 1) nie wykluczano 
ew entualnej identyczności obu białek (17).

Prace G a y l o r a  i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (8, 25, 36, 48, 51, 68) 
doprowadziły do w yodrębnienia z w ątroby szczura 2 cytosolowych białek 
aktyw ujących in vitro biosyntezę cholesterolu.

Pierwsze z nich, określane jako cytosolowy m odulator m ikrosomalnej 
oksydazy 4-metylosteroli, oczyszczono ok. 192-krotnie stosując kolejno 
w ytrącanie siarczanem  amonu (30—85%  nasycenia), denaturację cieplną 
białek towarzyszących w tem peraturze 80°, adsorpcję na żelu fosforanu 
w apnia i sączenie m olekularne na Sephadex G-75. Uzyskany preparat był 
jednorodny podczas elektroforezy w żelu poliakryloamidowym  w obec
ności siarczanu dodecylu (8, 25). Białko to znacznie stym uluje obie kolejno 
zachodzące dem etylacje prekursorów  cholesterolu w pozycji C-4, co w y
kazano stosując jako substra ty  znakowane 14C w grupach m etylowych przy 
C-4: 4,4-dimetylo-A7-cholestenol lub 4a-metylo-A7-cholestenol i śledząc 
uwalnianie 14C 0 2 (8).

Oczyszczony preparat cytosolowego m odulatora 4-m etylosteroli zawie
ra nie kowalencyjnie związany hem. Usunięcie hemu prowadzi do całkowi
tej u tra ty  zdolności aktyw ow ania dem etylacji prekursorów  cholesterolu 
(51). Wiadomo, że aktywność mikrosomalnej oksydazy 4-m etylosteroli jest 
w  w arunkach in vitro ham owana w obecności wolnego cholesterolu, jego 
estrów, a także niektórych produktów  utlenienia cholesterolu. Okazało 
się, że hamowanie to silnie się wzmaga w obecności omawianego białka 
(54, 65—67). W yniki te sugerują więc, że cytosolowy m odulator oksydazy
4-m etylosteroli może, w  zależności od warunków  panujących w komórce, 
aktywować bądź hamować oksydazę 4-metylosteroli.

Drugie z otrzym anych przez G a y l o r a  i współpracowników białek, 
określane jako niespecyficzne białko przenoszące lipidy z uwagi na zdolność
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do przyspieszania międzybłonowej wym iany szeregu lipidów (np. fosfaty- 
dyloetanoloaminy), aktywowało przem iany: A7-cholestenol -> 7-dehydro- 
cholesterol i 7-dehydrocholesterol ->  cholesterol, a także znacznie stym ulo
wało aktywność m ikrosomalnej acylotransferazy acylo-CoA : cholesterol 
(36). Interesujące, że wykazuje ono również zdolność przyspieszania tran s
portu  cholesterolu, np. pomiędzy zawierającym i I4C-cholesterol mitochon- 
driam i a liposomami zbudowanym i z fosfatydylocholiny. Z uwagi na 
aktyw owanie podobnych procesów a także zbliżoną masę cząsteczkową 
i dość znaczne podobieństwo oznaczonego składu aminokwasowego postu
lowano jego ew entualną identyczność z SCP2 (36, 50).

II-4. W ystępow anie białek przenoszących sterole w  różnych tkankach

W szystkie opisane wyżej białkowe aktyw atory  mikrosomalnego szlaku 
biosyntezy cholesterolu wyodrębniono z kom órek wątroby. Specjalne za
interesow anie tym  właśnie organem  jest zrozumiałe jeśli wziąć pod uwagę 
szczególną rolę w ątroby w biosyntezie i metabolizowaniu steroli. Nie ulega 
jednak wątpliwości, że także inne tkanki aktyw nie uczestniczące w syn
tezie i przekształceniach steroli zaw ierają podobne białka (31, 32, 69—71). 
Białka typu SCP znaleziono m.in. w śluzówce jelita (72), w komórkach 
kory nadnerczy (22, 31, 69, 71), jądrach (69) i jajn ikach (69). O ile w w ątro
bie białka te w ystępują głównie w cytosolu a jedynie niewielka ich część 
związana jest z frakcją mikrosomalną, to w nadnerczach ok. 1/3 SCP w y
stępuje w m itochondriach (31, 71). Lefevre i współpracownicy (69) wyizolo
wali z nadnerczy, jąder i jajników  i częściowo scharakteryzow ali tzw. biał
ko wiążące cholesterol (cholesterol binding protein, CBP). Wykazano, że 
białko to wiąże cholesterol i inne sterole z nie naruszonym  łańcuchem 
bocznym nie wykazuje natom iast powinowactwa w stosunku do m etaboli
tów cholesterolu pozbawionych łańcucha bocznego, takich jak pregneno- 
lon, estradiol, kortizon, testosteron lub progesteron. Dość prawdopodobna 
jest tożsamość CBP z białkiem  przenoszącym skwalen i sterole (SCP) 
z w ątroby (69, 71, 73), tym  bardziej, że udowodniono ostatnio występo
wanie w nadnerczach białka immunologicznie identycznego z SCP z wą
troby (29).

W piśm iennictwie można również znaleźć doniesienia o występowaniu 
białek o właściwościach zbliżonych do omówionych wyżej w niektórych 
organizmach niższych np. w drożdżach (74) a także w niektórych pierw ot
niakach (75, 76). Lepiej poznane białko przenoszące sterole z komórek 
pierwotniaków ma ciężar cząsteczkowy zbliżony do SCP z w ątroby szczura 
i jest w stanie w pełni zastąpić SCP wykazując identyczny efekt ak ty 
w acyjny na katalizowany przez frakcję m ikrosomalną z w ątroby szczura 
ciąg reakcji: A7-cholestenol ->■ 7-dehydrocholesterol — cholesterol (75. 76).
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III. Funkcje biologiczne

II I -l. M odulow anie przekształcenia skw alenu w  cholesterol

Cechą wspólną wszystkich omówionych wyżej białek jest ich zdolność 
aktyw ow ania różnych etapów enzym atycznych przem ian skw alenu w cho
lesterol przebiegających w błonach retiku lum  endoplazmatycznego. N asu
wa się pytanie, jaki jest mechanizm tej aktyw acji. Nasuwa się również py
tanie, w jakim  stopniu obserwacje poczynione w w arunkach in vitro od
powiadają rzeczywistym  funkcjom  białek przenoszących sterole w żywych 
komórkach. Znaczne wzmaganie m etabolizowania przez frakcję mikroso- 
malną, w obecności białek przenoszących sterole, dodawanych z zew nątrz 
(egzogennych) prekursorów  cholesterolu można tłum aczyć wyłącznie 
ułatw ianiem  wnikania do błon m ikrosomalnych substratów  silnie hydro
fobowych, praktycznie nie rozpuszczalnych w roztworach wodnych. Gdy 
produkt reakcji katalizowanej przez jeden enzym m ikrosom alny może być 
natychm iast w ykorzystany w reakcji katalizowanej przez kolejny enzym, 
zjawisko to może nie odgrywać żadnej istotniejszej roli.

W yniki uzyskane w kilku laboratoriach (6, 14, 16, 82) wskazują jednak, 
że białka wiążące sterole aktyw ują także m etabolizowanie endogennych, 
w ytw arzanych in situ w błonach retikulum  endoplazmatycznego, p rekur
sorów cholesterolu. W ykazano np., że SCPj wzmaga cyklizację do lanoste- 
rolu endogennego 14C-skwalenu wytworzonego w błonach in situ, w w y
niku uprzedniej inkubacji z 14C-pirofosforanem  farnezylu w w arunkach 
anaerobowych zapobiegających dalszym przekształceniom  powstałego 
skwalenu (6, 16). W yniki z innego laboratorium  (64) doprowadziły do 
wniosku, że także SPF stym uluje utlenienie i cyklizację mikrosomalnego, 
endogennego skwalenu. Postulowano, że SPF w w arunkach in vivo ułatw ia 
transport skwalenu z enzymatycznie nieaktyw nych lecz ,,naładow anych” 
skwalenem  błon m ikrosomalnych do błon „akceptorow ych” zawierających 
aktyw ne enzymy przekształcające skwalen, lecz nie zaw ierających więk
szych ilości substratu  (64).

Jak  się wydaje, efek t aktyw acji przez białka przenoszące sterole obja
wia się tylko wtedy, gdy błony są względnie nienaruszone (20, 64). T rakto
wanie frakcji m ikrosom alnej dezoksycholanem lub fosfolipazami (20) pro
wadzi do praktycznie całkowitej niewrażliwości na dodatek białka przeno
szącego sterole. Do podobnego wniosku prowadzą wyniki eksperym entów 
z solubilizowaną i następnie rekonstytuow aną oksydazą skwalenu (64).

Obecnie przyjm uje się na ogół, że również w w arunkach in vivo  białka 
przenoszące sterole spełniają istotną rolę m odulatorową w regulacji m ikro
somalnego szlaku syntezy cholesterolu. Donoszono ostatnio (41, 42), że 
SCP w wątrobie szczura podlega bardzo szybkiemu metabolizmowi. Okres 
połowicznego rozpadu tego białka wynosi m niej niż 2 godziny. Obserwo
wano ponadto znaczne (około 10-krotne), zachodzące w cyklu okołodobo-
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wym wahania jego zawartości w komórkach, przypom inające dobrze znane, 
cykliczne zmiany aktyw ności wątrobowej reduktazy 3-hydroksy,3-metylo- 
glutarylo-CoA — głównego enzym u regulatorowego szlaku syntezy cho
lesterolu (42). Podobne, zachodzące cyklicznie w rytm ie okołodobowym 
znaczne zmiany stężenia SCP stwierdzono ostatnio także w komórkach kory 
nadnerczy (31). Interesujące jest w tym  aspekcie wykazanie, że niedobór 
białek przenoszących sterole jest najprawdopodobniej przyczyną dość wol
nej syntezy cholesterolu w leukocytach ludzkich. Stwierdzono bowiem, że 
frakcja cytosolowa z leukocytów nie wzmaga syntezy cholesterolu przez 
mikrosomy wątroby szczura podczas gdy bardzo znaczną stym ulację bio
syntezy cholesterolu przez frakcję m ikrosomalną z leukocytów ludzkich 
można uzyskać bądź w obecności cytosolu z w ątroby szczura, bądź przez 
dodanie mieszaniny oczyszczonych białek SCP, i SCP2 z wątroby szczura 
(77).

III-2. A ktyw acja m etabolizm u cholesterolu do pregnenolonu

W zachodzącej w kom órkach kory nadnerczy sterydogenezie etapem  
ograniczającym  szybkość całego procesu jest reakcja przekształcenia cho
lesterolu w pregnenolon. Reakcję tę katalizuje tzw. układ enzymatyczny 
rozszczepiający łańcuch boczny cholesterolu w skład którego wchodzi cyto- 
chrom P —450. Układ ten jest zlokalizowany w wew nętrznej błonie mito- 
chondrialnej (78, 79). Pregnenolon powstaje głównie z cholesterolu uwal
nianego z estrów cholesterolu z kwasami tłuszczowymi, które przecho
wywane są na terenie cytoplazm y w postaci kropelek lipidowych (cyto
plasmic inclusion droplets) (79, 80). W odpowiedzi na podwyższony poziom 
kortykotropiny (ACTH) estry  te ulegają hydrolizie pod działaniem  hydro- 
lazy estrów steroli, a uwolniony cholesterol przemieszcza się do wew nętrz
nej błony m itochondrialnej, gdzie ulega przem ianie w pregnenolon (81, 
82). Hydrolaza estrów steroli z komórek kory nadnerczy jest enzymem 
aktywowanym  na drodze fosforylacji katalizowanej przez zależną od 
cAMP kinazę białkową (83, 84). Uproszczony schem at opisanych wyżej 
reakcji prowadzących do syntezy pregnenolonu przedstawia Ryc. 6.

W ielokrotnie obserwowano, że synteza pregnenolonu z endogennego 
cholesterolu w izolowanych m itochondriach z kory nadnerczy znacznie się 
wzmaga, gdy m itochondria inkubuje się z cytosolem z tych samych komó
rek (27—29, 85), lub z częściowo oczyszczonymi frakcjam i białkowymi 
z cytosolu (28, 71, 73, 86, 87). Ostatnie prace Scallena i współpracowników 
(30, 32, 62) w dużym stopniu w yjaśniły rolę białek cytoplazmatycznych 
w m itochondrialnej przem ianie cholesterol -> pregnenolon. Okazało się 
mianowicie w doświadczeniach in vitro, że czysty preparat SCP2 z wątroby 
szczura ma zdolność bardzo znacznego wzmagania transportu  uwalnianego 
działaniem hydrolazy estrów  steroli cholesterolu z kropelek lipidowych do 
mitochondriów. W układzie zawierającym  izolowane kropelki lipidowe
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Błona Błona
zewnętrzna wewnętrzna

Ryc. 6. Udział SCP2 w  przekształceniu cholesterolu  w  pregnenolon w  m itochondriach  
kom órek kory nadnerczy szczura (wg. 32 i 62). SEH — hydrolaza estrów  steroli, 
E(P-450) — układ enzym atyczny rozszczepiający łańcuch boczny cholesterolu, Chol — 
cholesterol, Chol-K T — estry  cholesterolu z kw asam i tłuszczow ym i.

zawierające 4-14C-cholesterol i izolowane m itochondria z komórek nad
nerczy szczura obserwowano bardzo powolne przekształcanie znakowanego 
cholesterolu w pregnenolon. Proces ten ulegał gwałtownemu przyspiesze
niu w obecności SCP2 z w ątroby szczura. Okazało się ponadto, że w nie
obecności m itochondriów SCP2 wiąże cholesterol z kropelek lipidowych 
w stosunku molowym 1:1. Zahamowanie m itochondrialnej syntezy pregne- 
nolonu za pomocą am inoglutetim idu (silny inhibitor wiązania cholesterolu 
z kompleksem enzymatycznym  rozszczepiającym łańcuch boczny) powodo
wało akum ulację SCP2 i wolnego cholesterolu w w ew nętrznej błonie m ito
chondrialnej. Z kolei usunięcie inhibitora powodowało gwałtowne wzmo
żenie przekształcania znakowanego cholesterolu w pregnenolon (30, 62). 
Wiadomo, że traktow anie szczurów cykloheksimidem powoduje bardzo 
znaczne nagrom adzanie się cholesterolu w zewnętrznej błonie m itochon
driów kory nadnerczy przy równocześnie bardzo zwolnionym tem pie prze
kształcania go w pregnenolon (81). Okazało się, że p repara ty  mitochon
driów ze szczurów traktow anych uprzednio cykloheksimidem znacznie 
wzmagają wytwarzanie pregnenolonu w obecności SCP2 (32, 62). Z kolei 
SCP2, jak się wydaje, nie ma żadnego wpływu na samo wiązanie choleste
rolu przez układ enzymatyczny rozszczepiający łańcuch boczny o czym 
świadczą eksperym enty z solubilizowanym, a następnie rekonstytuow anym  
kompleksem enzymatycznym  (32).
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W yniki omówionych wyżej eksperym entów wskazują na istotną rolę 
SC P2 w zachodzącej w m itochondriach kory nadnerczy przem ianie chole
sterol —>• pregnenolon. SCP2 uczestniczy jako nośnik w transporcie cho
lesterolu z kropelek lipidowych do mitochondriów, a także ułatw ia prze
mieszczenie się tego sterolu z zewnętrznej do w ew nętrznej błony m ito- 
chondrialnej przyspieszając w ten sposób wykorzystanie cholesterolu przez 
układ enzymatyczny rozszczepiający łańcuch boczny cholesterolu. Koń
cowy produkt, tj. pregnenolon opuszcza m itochondria przy czym wiadomo, 
że przemieszczenie to jest również stym ulowane przez frakcję białek cyto- 
solowych (88, 89). Najprawdopodobniej jednak uczestniczy tu  już inne 
białko nośnikowe, gdyż są doniesienia o występowaniu wśród białek cyto- 
solowych kory nadnerczy świnki m orskiej (88) i szczura (89) białka specy
ficznie wiążącego pregnenolon, nie mającego jednak powinowactwa do 
cholesterolu i innych steroli z nie naruszonym  łańcuchem  bocznym. Białko 
to różni się od SCP2 wieloma właściwościami, m.in. masą cząsteczkową (88).

Jakkolw iek większość omówionych wyżej eksperym entów nad stym u
lowaniem syntezy pregnenolonu w m itochondriach kory nadnerczy wyko
nano używając białko SCP2 pochodzące z wątroby, nie ulega wątpliwości 
w świetle uzyskanych ostatnio danych, że SCP2 w ystępuje również w ko
m órkach kory nadnerczy. W pływ na m itochondrialną syntezę pregneno
lonu, k tóry  obserwowano stosując oczyszczone SCP2 z w ątroby stwierdzono 
również stosując surowe prepara ty  uzyskane z cytosolu kom órek kory 
nadnerczy szczura. Co więcej, zastosowanie w tym  przypadku oczyszczo
nych przeciwciał anty-SC P2 prowadziło do praktycznie całkowitego zaha
mowania stym ulacji przekształcenia cholesterol -*  pregnenolon. Obecność 
SC P2 w komórkach kory nadnerczy szczura potwierdzono także przez w y
izolowanie białka elektroforetycznie identycznego z SCP2 z wątroby, które 
wykazywało zdolność aktyw owania redukcji 7-dehydrocholesterolu do 
cholesterolu przez frakcję m ikrosom alną z kom órek w ątroby w stopniu 
identycznym  jak wątrobowe SCP2 (32).

III-3. Udział białek przenoszących sterole w innych procesach

Część syntetyzowanego w kom órkach wątroby cholesterolu jest estryfi
kowana wyższymi kwasami tłuszczowymi. Syntezę estrów katalizuje wy
stępująca w błonach retiku lum  endoplazmatycznego acylotransferaza acy- 
lo-CoA : cholesterol. Aktywność tego enzymu również znacznie wzmaga 
się, przynajm niej w w arunkach in vitro , w obecności nie katalitycznych 
białek cytosolowych. Donoszono (33, 34), że wysoko oczyszczony preparat 
SCP2 powoduje ok. 5-krotne zwiększenie szybkości estryfikow ania 4-14C- 
cholesterolu katalizowanego przez frakcję mikrosomów z w ątroby szczura 
w obecności oleilo-CoA jako źródła kwasu tłuszczowego. Żadnego efektu 
nie obserwowano natom iast w przypadku użycia białka SCP]. Stym ulację 
m ikrosomalnej acylotransferazy acylo-CoA : cholesterol obserwowano
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również w innym  laboratorium  (35) w obecności nie specyficznego białka 
przenoszącego lipidy. O rozważanej możliwości tożsamości tego białka 
z SCP2 była już rpowa wyżej (p. II-3).

Podnoszono również możliwy udział białek przenoszących sterole 
w modulowaniu szlaku syntezy kwasów żółciowych (10, 25, 44). Synteza 
tych kwasów zapoczątkowywana jest hydroksylacją cholesterolu w pozycji 
7a a powstająca 7a-hydroksy pochodna ulega, na szlaku prowadzącym do 
kwasu cholowego, kolejnej hydroksylacji w pozycji 12a. W ymienione re 
akcje katalizują umiejscowione w błonach retiku lum  endoplazmatycznego 
7u i 12a-hydroksylazy. W ykazano, że białko przenoszące skwalen i sterole 
(SCP) ma zdolność wiązania szeregu metabolitów pośrednich szlaku chole
sterol -> kwasy żółciwe, m.in. 7a-hydroksy-4-cholesten-3-onu, 7a-hydro- 
ksy-5|3-cholestan-3-onu, kwasu 3a,7a-dihydroksy-5|3-cholestano-26-karbo- 
ksylowego i kwasu 3a,7a,12a-trihydroksy-5|3-cholestano-26-karboksylowe- 
go, choć nie wykazuje zdolności wiązania końcowych produktów, tj. kw a
sów cholowego i chenodezoksycholowego a także, że obecność SCP jest n ie
zbędna dla osiągnięcia m aksym alnej aktywności 12a-hydroksylazy w p re
paracie mikrosomów z w ątroby szczura (26, 90). Donoszono również
o aktywowaniu m ikrosom alnej 7a-hydroksylazy przez bliżej niezidentyfi
kowane term olabilne białko cytosolowe (25).

IV. Uwagi końcowe

Badania przeprowadzone w ostatnich latach w pełni potwierdziły wcześ
niejsze sugestie o obecności we frakcji białek rozpuszczalnych specyficz
nych aktyw atorów mikrosomalnego szlaku biosyntezy cholesterolu, które, 
nie posiadając same żadnej aktywności katalitycznej, w istotnym  stopniu 
wpływają na szybkość syntezy cholesterolu w błonach retikulum  endo
plazmatycznego. Kilka takich białek udało się w znacznym stopniu oczyś
cić i określono ich podstawowe właściwości fizykochemiczne. Nie można 
obecnie wykluczyć, że niektóre z nich okażą się przy bliższym poznaniu 
identyczne. W świetle uzyskanych wyników pierwotna koncepcja (10, 11, 
46) istnienia jednego, uniwersalnego białka nośnikowego, którego rolą 
byłoby wiązanie nierozpuszczalnych w wodzie prekursorów  cholesterolu, 
począwszy od skwalenu, i przekazywanie produktu  jednej reakcji enzy
m atycznej na centrum  katalityczne enzymu katalizującego kolejną prze
mianę, aż do wytworzenia cząsteczki cholesterolu, jest mało prawdopo
dobna. Istniejące dane doświadczalne wskazują raczej na występowanie 
w kom órkach zwierzęcych kilku białek nie katalitycznych o różnej specy
ficzności wobec poszczególnych etapów przem iany skwalen ->  cholesterol. 
Większość autorów jest zgodna, że białka te mogą spełniać rolę subtelnych 
m odulatorów syntezy i wykorzystania cholesterolu w komórce. Z przyto
czonych w niniejszym  artykule danych wynika, że przynajm niej niektóre 
z omawianych białek, oprócz działania na aktywność określonych błono
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wych enzymów uczestniczących w syntezie i metabolizmie cholesterolu 
w ykazują również zdolność wpływania na aktywność enzymów związa
nych z biosyntezą i przem ianam i innych związków lipidowych lub zdol
ność międzybłonowego przenoszenia lipidów. W obecnym stanie badań nie 
można więc wykluczyć bardziej uniwersalnej funkcji tych białek w równo
ległej regulacji przem ian różnych klas związków lipidowych w komórkach.

Zaakceptowano do druku 15 września 1985 r.
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[3] BIO SY N T E Z A  TOKOFEROLI 81

W 1972 roku w ,.Postępach Biochemii” ukazał się artykuł J e r z m a 
n o w s k i e g o  (1) pt. „W ystępowanie i biosynteza poliprenylowych chino
nów roślinnych” om awiający najważniejsze benzo- i naftochinony. Wyniki 
ówczesnych badań pozwoliły na dokładne opisanie budowy, biosyntezy 
i funkcji plastochinonu i ubichinonu, natom iast dane dotyczące w itam iny 
K, i tokoferoli były niekom pletne i wym agały dalszych studiów.

W niniejszym  artykule zostaną przedstawione opublikowane w ostat
nich latach dane o występowaniu tokoferoli i tokoferylochinonów, ich bio
syntezie oraz lokalizacji tego procesu na terenie komórki.

I. Budowa oraz występowanie tokochromanoli i ich form chinonowych

Tokoferole są metylowymi pochodnymi tokolu (I) różniącymi się między 
sobą ilością oraz położeniem grup metylowych w pierścieniu benzenowym. 
Są one zaliczane do tokochromanoli, ponieważ układ pierścieni w cząstecz
ce jest pochodny 6-hydroksychrom anu. Do tej samej grupy związków są 
zaliczane tokotrienole (II) różniące się od tokoferoli nienasyconym łańcu
chem bocznym (Ryc. 1). Zarówno tokoferole jak i tokotrienole w ystępują 
nie tylko w formie chromanolowej, ale również w formie chinonowej jako 
tokoferylochinony i tokotrienylochinony (Ryc. 1) i będącej z nią w równo
wadze form ie hydrochinonowej. W zajemne przekształcenia tych trzech 
form  polegają na reakcjach utleniania, redukcji i cyklizacji (Ryc. 2).

Wr T QH2

Ryc. 2. W zajem ne przekształcenia a-tokoferolu , a-tokoferylochinonu i a-tokoferylo- 
hydrochinonu

6 Postępy Biochemii 1—2/86 http://rcin.org.pl



82 W . JA N ISZ O W SK A [4 ]

Tokochromanole są produktam i typowo roślinnym i i chociaż a-tokoferol 
w ystępuje w znacznych ilościach w pokarm ie — w rybach, jajach czy m ię
sie, to jednak nie ma żadnego dowodu wskazującego na to, że może on 
być syntetyzowany w jakiejkolwiek tkance zwierzęcej (2). Natomiast uwa
ża się, że jest on dostarczany wraz z pokarm em  i może nagrom adzać się 
w niektórych tkankach.

Tokoferole znaleziono we wszystkich badanych roślinach fotosyntetyzu- 
jących tj. glonach (sinicach, brunatnicach, krasnorostach i zielenicach), 
mszakach i roślinach wyższych. Sprzeczne są dane co do występowania 
tokoferoli w grzybach, natom iast nie w ykryto ich w bakteriach. Co praw 
da w 1980 roku H u g h e s  i T o v e  (3) stwierdzili, że w bakterii Butyri-  
vibrio fibrisolvens w ystępują a-TQ i a-TQH2, natom iast nie w ystępuje ich 
forma chromanolowa — a-T.

Najbardziej rozpowszechniony i występujący w najw iększych ilościach 
w roślinach fotosyntetyzujących jest a-tokoferol, k tóry  nagrom adza się 
głównie w liściach. W m niejszych ilościach w ystępuje y-T, w śladowych 
8-T i bardzo rzadko (3-T. W 1976 roku w ykryto po raz pierwszy w liściach 
fasoli (2), a w 1982 roku w liściach nagietka drugi m onometylotokol — 
7-MeT.

W innych częściach rośliny, takich jak łodyga, korzenie, owoce czy na
siona, a-T w ystępuje również, ale często w mniejszych ilościach niż y-T. 
Zdarza się, że w pewnych częściach rośliny nagrom adza się tylko jeden 
rodzaj tokoferolu. Takim  przykładem  są nasiona grochu, gdzie w ystępuje 
jedynie y-tokoferol. Z kolei istnieją rośliny zawierające duże ilości (3-toko- 
ferolu np. w zarodkach pszenicy stanowi on ponad 30°/o wszystkich toko
feroli tam  występujących. Zawartość tokoferoli w liściach niektórych roś
lin wyższych przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1.

Zawartość tokoferoli w liściach niektórych roślin wyższych (wg 2, 16)

Roślina
Tokoferol ([xg/g świeżej masy)

a P Y 8

Szpinak 24.3 0 4,2 +
Szczaw 16,9 + 6,9 2,9
Kukurydza 2,4 0 2,1 0,13
Rdest 28,4 0 12,2 2,7
Liguster 41,4 0 10,3 0
Kauczukowiec 71,2 1,0 18,4 2,3
Jęczmień 15,7 0 8,3 0
Fasola 39,7 0 29,4 8,1
Nagietek 16,0 0 6,0 4,5

H------śladow e ilości

http://rcin.org.pl
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Tokoferolom towarzyszą zwykle odpowiednie tokoferylochinony, przy 
czym najczęściej stanowią one od kilku do kilkunastu procent form y chro- 
manolowej. Dotychczas stwierdzono, że w największych ilościach nagro
madza się a-TQ (5, 6). Ciekawych spostrzeżeń dokonały J a n i s z o w s k a  
i R y g i e r  (7) badając skład tokoferoli i ich form chinonowych oraz zmia
ny poziomów tych związków w czasie rozwoju nagietka od nasion do roślin 
przekw itających. Okazało się, że w napęczniałych nasionach tej rośliny 
w najw iększych ilościach w ystępują m onometylofitylochinony, a nie for
my chromanolowe tak  jak  to jest zazwyczaj.

Tokotrienoli nie znaleziono w liściach roślin wyższych ani glonach lecz 
w olejach nasion zbóż i lateksie kauczukowca (2, 8, 9, 10).

II. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie tokoferoli

Zdecydowana większość a-tokoferolu jest zlokalizowana w plastydach 
(chloroplastach, chrom oplastach czy etioplastach), a niewielka część poza 
nimi (2, 11— 17). Istnieją doniesienia, że a-T w ystępuje w  m itochondriach 
(18— 20), jednak nie można wykluczyć zanieczyszczenia tej frakcji niewiel
ką ilością plastydów, ponieważ wszystkie cytowane tu  prace były prow a
dzone na nieoczyszczonych frakcjach komórkowych.

Z kolei y- i 5-tokoferole w ystępują zarówno w plastydach jak i post- 
plastydowym  supernatancie (14, 21). Niektórzy autorzy stw ierdzili ich 
obecność we frakcji m itochondrialnej, m ikrosomalnej i cytosolu (11, 18, 20).

Do tej pory ukazała się tylko jedna praca dotycząca wewnątrzkom órko
wego rozmieszczenia wszystkich tokoferoli występujących w danej tkance 
w oczyszczonych i scharakteryzow anych subfrakcjach komórkowych. Mia
nowicie J a n i s z o w s k a  i K o r c z a k  (16) otrzym ały frakcje: chloro
plastową, m itochondrialną, błon aparatu  Golgiego, m ikrosomalną i cytosol 
z liści nagietka i wykazały, że praktycznie cały a-T w ystępuje w chloro
plastach, a y - i  5-T we frakcjach chloroplastowej, m itochondrialnej i m ikro
somalnej. Nie wykryto tokoferoli we frakcji błon aparatu  Golgiego. Wcześ
niej wykazano, że związki te nie w ystępują również w jądrze komórko
wym (22).

III. Biosynteza tokoferoli

Badania nad biosyntezą tokoferoli wykazały, że ich pochodzenie jest 
heterogenne, gdyż pierścień arom atyczny 1,4-benzochinonu i dwudziesto- 
węglowy łańcuch prenylowy powstają oddzielnie na różnych szlakach m eta
bolicznych. Następnie zachodzi ich kondensacja (prenylacja) oraz cyklizacja 
do formy chromanolowej i m etylowanie pierścienia aromatycznego.

6* http://rcin.org.pl
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III-I. B iosynteza prenylow ego łańcucha bocznego

Badania wielu autorów (23—26) z podawaniem różnym  roślinom  radio
aktyw nych prekursorów  takich jak octan, kwas mewalonowy czy IPP  wy
kazały, że łańcuch boczny tokoferoli, pochodny fitolu, powstaje według 
ustalonego schem atu biosyntezy związków izoprenoidowych (Ryc. 3). Szlak 
ten rozpoczynający się kondensacją dwóch cząsteczek acetyloCoA, poprzez 
kwas mewalonowy prowadzi do pirofosforanu izopentenylu, rozgałęzionej 
jednostki pięciowęglowej, k tóra ulega izomeryzacji do drugiej jednostki 
pięciowęglowej — pirofosforanu dimetyloallilu. Następnie obie jednostki 
kondensują do pirofosforanu geranylu. Po kolejnym  dołączeniu dwóch reszt 
IPP  powstaje pirofosforan geranylogeranylu.

Wiadomo, że acetyloCoA powstaje z octanu lub pirogronianu w plasty- 
dach (27), ale po podaniu radioaktywnego octanu lub acetyloCoA prepa
ratom  chloroplastów lub chromoplastów, radioaktywność odnajdyw ana była 
głównie w kwasach tłuszczowych, a nie plastydowych związkach prenylo- 
wych (28—30). Z kolei K r e u z  i K l e i n i g  (31) wykazali, że zarówno 
chloroplasty liści szpinaku jak  i chrom oplasty kwiatów żonkili nie prze
kształcają MVA, MVAP i MVAPP do IPP. Natom iast dodanie do tych 
preparatów  odpowiedniej frakcji cytosolowej zawierającej kinazy mewa- 
lonianu i fosfomewalonianu oraz dekarboksylazę pirofosfomewalonianu 
powoduje przekształcenie wszystkich trzech prekursorów  do IPP i dalej do 
związków prenylowych. Z drugiej strony B e y e r i wsp. (32) wykazali, 
że izolowane chrom oplasty z kwiatów żonkila włączają bardzo aktyw nie 
[1—14C] IPP do plastydowych związków izoprenoidowych. Na podstawie 
tych wyników K r e u z  i K l e i n i g  (31) uważają, że IPP powstaje 
w cytoplazmie, a następnie jest przekazywany do różnych przedziałów 
komórkowych i kierowany na różne szlaki metaboliczne np. w endoplazma- 
tycznym  reticulum  do biosyntezy sterydów, a w plastydach do izopreno- 
idów. Z kolei inni autorzy ciągle nie wykluczają istnienia zaproponowanej 
wcześniej (33) drogi biosyntezy IPP z acetyloCoA w plastydach, aczkolwiek 
nie została ona jeszcze udowodniona.

S o l i  i w s p .  (34) wykazali, że enzymy katalizujące syntezę GGPP 
z IPP  w ystępują w osłonce i strom ie chloroplastów, przy czym dodanie do 
strom y błon chloroplastowych czy to otoczki czy tylakoidów wyraźnie 
zwiększa aktywność tych enzymów. Późniejsze badania tych autorów (35, 
36) wykazały, że wydłużanie łańcucha prenylowego z IPP  do GGPP za
chodzi w otoczce chloroplastowej, lecz wydawało się, że GG PP nie jest 
tam redukow any do fityloPP czy fitolu (35, 37). Dopiero ostatnie badania 
S o l l a  i w s p .  (36, 38) udowodniły, że reakcja redukcji GGPP do fity
loPP jest katalizowana przez enzymy zlokalizowane również w otoczce 
chloroplastowej.

http://rcin.org.pl
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III-2. B iosynteza pierścienia arom atycznego

Istnieje kilka szlaków biosyntezy pierścienia aromatycznego w rośli
nach; główny poprzez kwas szikimowy powstały z erytrozo-4-P i fosfo- 
enolopirogronianu oraz rzadziej spotykana arom atyzacja różnych pierście
niowych związków terpenoidowych, czy wreszcie kondensacja acetyloCoA 
na szlaku poliketydowym.

W ykazano, że biosynteza pierścienia aromatycznego tokoferoli prowadzi 
przez kwas szikimowy, ponieważ po podaniu zarówno liściom jak i izolo
wanym  z nich chloroplastom  znakowanego kwasu [1,6-14C] szikimowego 
odnajdywano radioaktywność w pierścieniach arom atycznych fenyloala- 
n iny i tyrozyny oraz w y- i a-tokoferolach i a-tokoferylochinonie (39, 40, 
41). W dalszych badaniach podawano glonom (Chlorella pyrenoidosa, 
Euglena gracilis, Anacystic nidulans), a także liściom roślin wyższych (sa
łata, szpinak) i izolowanym z nich chloroplastom [U-14C] D,L-tyrozynę, 
kwas p-hydroksyfenylo-[3,4-14C]pirogronowy, kwas [U-14C]fenylopirogro- 
nowy, kwas [U-14C] lub [U-8H]homogentyzynowy i swierdzono, że wszyst
kie te związki są prekursoram i tokoferoli, a wśród nich najbardziej w ydaj
ny jest ten ostatni. Na podstawie tych oraz podobnych doświadczeń prze
prowadzonych przez innych autorów (42, 43) zaproponowano schemat bio
syntezy kwasu homogentyzynowego najbliższego prekursora części arom a
tycznej tokoferoli w komórce roślinnej (Ryc. 4).

III-3. Kondensacja pierścienia arom atycznego i łańcucha prenylow ego

Po zsyntetyzowaniu pierścienia aromatycznego i dwudziestowęglowego 
łańcucha prenylowego zachodzi kondensacja tych dwóch składników. Obec
nie uważa się, że kwas hom ogentyzynowy jest tym  związkiem do którego 
dołącza się łańcuch boczny w formie pirofosforanu (37). Wykazano, że 
radioaktyw ny fitol czy geranylogeraniol mogą kondensować z kwasem 
homogentyzynowym jedynie w obecności ATP oraz kinazy fosforylującej 
te związki.

Ponieważ przez wiele lat sądzono, że w roślinach w ystępuje tylko jeden 
monometylotokol — 5-T, wydawało się logiczne, iż dołączenie łańcucha 
bocznego następuje zawsze w pozycji m eta do grupy metylowej w pierście
niu arom atycznym, a pochodzącej z łańcucha bocznego kwasu homogenty
zynowego. Dopiero w 1976 roku J a n i s z o w s k a  i P e n n o c k  (2) po 
raz pierwszy wyizolowali z liści fasoli dwa izomery monometylofitylo- 
chinonów: 2-MeTQ i 3-MeTQ oraz ich chromanolowe pochodne: 8-MeT 
(5-T) i 7-MeT, natom iast nie w ykryli trzeciego, ostatniego z możliwych, 
izomeru czyli 5-MeT i 5-MeTQ. Autorzy uważają więc, że w roślinach wyż
szych prenylacja może zachodzić w różnych pozycjach w stosunku do gru
py m etylowej pochodzącej z łańcucha bocznego kwasu homogentyzyno
wego. Podobne wyniki uzyskała J a n i s z o w s k a  (44), która po podaniu
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radioaktywnego fitolu protoplastom  liści nagietka zaobserwowała, po 1 go
dzinie od m om entu podania prekursora, wysokie włączenie do obu mono- 
m etylotokoferylochinonów: 2-MeTQ i 3-MeTQ, ale nie do 5-MeTQ. W yniki 
te potwierdziły sugestię o możliwości przyłączania łańcucha prenylowego 
w różną pozycję pierścienia aromatycznego oraz, że w wyniku prenylacji 
jako pierwsze powstają form y chinonowe będące w równowadze z formą 
hydrochinonową (Ryc. 5).

CoA

2 A c e t y l o - C o A ------- A c e to ace ty lo -C o A
—̂ A cety lo -C o A  

, > - C o A

(3 -H yd ro ksy- /3 -m ety log lu tary lo -C o A  

N A D P H 2 ------v

NADP ------------- - C 0 2

Kwas mewalonowy  

U — ATP  

ADP

Kwas fosfomewalonowy  
U — ATP

1 ^ - ADP  

Kwas pirofosfomewalonowy

c o 2, h2o

Pirofosforan ^ ^  Pirofosforan  
dimetyloallilu izopentenylu

Pirofosforan geranylu 

IPP

Pirofosforan farnezylu  
-IPP

Pirofosforan geranylogeranylu  
NADPH2

j S * -  NADP

Pirofosforan fitylu

R yc. 3. Szlak biosyntezy pirofosforanu fity lu

m-4. C yklizacja oraz m etylow anie p ierścienia arom atycznego

Przeprowadzone dotychczas badania nie pozwalają na jednoznaczne 
stw ierdzenie na którym  etapie biosyntezy tokoferoli zachodzi cyklizacja
i m etylowanie pierścienia aromatycznego.

J a n i s z o w s k a  i P e n n o c k  (2) podawali radioaktyw ne izomery 
monom etylofitylohydrochinonów: 2-MeTQHz, 3-MeTQH2 i 5-MeTQH2 
liściom fasoli i wykazali, że związki te przekształcają się w odpowiednie
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monometylotokole, dimetylotokole i a-tokoferol. W yniki te wskazują, że 
w fasoli po kondensacji najpierw  zachodzi cyklizacja m onometylofitylo- 
hydrochinonu do m onometylotokolu, a następnie kolejne metylowanie. 
Z drugiej strony autorzy ci zauważyli, że po podaniu radioaktywnego 
3-MeTQH2 powstaje nie tylko 7-MeT, ale także 2,3-diMeTQ, co wskazuje, 
że wprowadzenie grupy metylowej w pozycję 8 tokoferolu czy pozycję
2 m etylofitylohydrochinonu może zachodzić zarówno na poziomie chinonu 
jak i chromanolu. W dalszych doświadczeniach, gdy podawano radioaktyw 
ne izomery monometylotokoli: 5-MeT, 7-MeT i 8-MeT, stwierdzono, że 
przekształcają się one w dimetylopochodne i a-tokoferol, co potwierdziło 
wcześniejszą sugestię, iż raczej form a chromanolowa, a nie chinonowa 
ulega kolejnem u metylowaniu. W doświadczeniu tym  najwięcej radio
aktywności po 24 godzinach od m om entu podania prekursora odnaleziono 
w 7,8-diMeT, k tóry  był dalej m etylow any do a-T. Ustalono również, że 
z trzech podawanych radioaktyw nych izomerów najefektyw niej m etaboli
zowany był 7-MeT. Na podstawie uzyskanych wyników zaproponowano 
następującą drogę biosyntezy tokoferoli w fasoli:

3-MeTQH2 -SÍÜüSll 7-MeT
1 I

2,3-diMeTQH2 . 7,8-diMeT--------- 5,7,8-triMeT
I !

2-MeTQH2---------. 8-MeT
Stwierdzono także, że egzogenny 5-MeTQH2 i 5-MeT mogą być chociaż 

w m ałym  stopniu, substratam i wykorzystywanym i w biosyntezie a-T 
w liściach fasoli. Ponieważ w tej roślinie nie w ystępuje ani 5-MeTQ ani
5-MeT ani 5,7-diMeT, to wydaje się, że związki te nie są syntetyzowane 
in vivo, natom iast m etylotransferaza w ystępująca w liściach fasoli w yka
zuje małą specyficzność w stosunku do położenia grupy metylowej 
w pierścieniu arom atycznym. Z kolei S o l i  i S c h u l t z  (34, 45, 46) 
inkubując chloroplasty z liści szpinaku, z [Me-14C]SAM wskazali, że m ety
lowanie zachodzi na poziomie m onom etylofitylohydrochinonu i dopiero 
jego dimetylopochodna ulega cyklizacji do tokoferolu i końcowemu m ety
lowaniu. Autorzy ci proponują następującą drogę przekształceń badanych 
związków:

2-MeTQH2 -metylowan-i! 2,3-diMeTQH2 ™etylowanie 3-MeTQH2

j cyklizacja

7,8-diMeT 5,7,8,-triMeT

Ustalono, że w przypadku liści szpinaku najlepszym  prekursorem  w re
akcji m etylow ania jest 2-MeTQH2. Podobne wyniki uzyskano także w przy
padku siewek pszenicy, owsa i jęczmienia, stw ierdzając, że w nich 
2-MeTQH2 ulegał m etylow aniu do 2,3-diMeTQH2 i 2,5-diMeTQH2. Pow sta
łe hydrochinony ulegały cyklizacji odpowiednio do 7,8-diMeT i 5,8-diMeT
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i nagrom adzały się w badanych roślinach, ponieważ nie ulegały dalszemu 
m etylow aniu do a-T.

Szlaki biosyntezy zaproponowane przez J a n i s z o w s k ą  i P e n -  
n o c k a  oraz S o l l a  i S c h u l t z a  różnią się między sobą etapem, 
na którym  zachodzi cyklizacja. Ci pierwsi proponują cyklizację do form y 
chromanolowej przed wprowadzeniem drugiej grupy metylowej do pierś
cienia aromatycznego, natom iast ci drudzy po wprowadzeniu tej grupy. 
Różnica ta może być spowodowana specyficznością gatunkową roślin. Po
nadto jest również możliwe funkcjonowanie obu tych szlaków w tej samej 
roślinie, z tym, że jeden z nich byłby znacznie bardziej aktyw ny m etabo
licznie. Należy także pamiętać, iż badania S o l l a i  S c h u l t z a  przepro
wadzone zostały z użyciem izolowanych chloroplastów i fak t ten mógł 
wpłynąć na otrzym ane wyniki, bowiem in vitro mogą być lepiej wykorzy
stywane jako substra ty  do m etylowania prenylohydrochinony niż form y 
chromanolowe. Nie należy również wykluczyć możliwości dwóch miejsc 
biosyntezy tokoferoli w komórce roślinnej i nieco różnych jej szlaków.

Interesujące są spostrzeżenia dotyczące m etylotransferazy wprowadza
jącej grupę metylową do pierścienia aromatycznego tokoferoli. Doświad
czenia z użyciem liści fasoli, poprzedzone przez T h r  e 1 f a 11 a, (2) w yka
zały, że podany im  radioaktyw ny tokol nie ulegał przekształceniu do żad
nego tokoferylochinonu czy tokoferolu. Zatem substratem  m etylotransfe
razy jest związek z przynajm niej jedną grupą m etylową w pierścieniu 
arom atycznym, a różnice w specyficzności w stosunku do związków z róż
nie rozmieszczoną grupą metylową są małe, ponieważ wszystkie trzy izo
m ery MeTQHz i MeT ulegały m etylow aniu w tej roślinie. Z kolei metylo- 
transferaza z liści szpinaku w ykazuje dużą specyficzność w stosunku do 
położenia grupy metylowej w pierścieniu, gdyż m etyluje głównie izomer 
2-MeTQH2 (45). Kiedy nieuszkodzonym chloroplastom z tychże liści szpi
naku podawano jako substraty  MeTQH2 i jako przenośnik grupy metylowej 
[Me-14C] SAM, znakowany atom 14C był wbudowywany do a-T. Gdy zamiast 
SAM podawano radioaktyw ną m etioninę i ATP, nie obserwowano m etylo
wania, ponieważ chloroplasty w tych w arunkach nie były zdolne do wytwo
rzenia SAM. Z kolei, kiedy podawano substraty  utlenione tj. MeTQ 
i [Me-14C] SAM reakcja m etylowania również praktycznie nie zachodziła. 
Na podstawie tych danych można twierdzić, że donorem grup m etylo
wych jest SAM i że reakcja podstawienia zachodzi tylko w obecności zre
dukowanych substratów  zawierających co najm niej jedną grupę m ety
lową, pochodzącą z kwasu homogentyzynowego.

III-5. Rola tokotrienoli w  b iosyntezie tokoferoli

Opisane wcześniej prace dotyczyły biosyntezy a-tokoferolu. Badania 
biosyntezy tokotrienoli występujących w dużych ilościach w lateksie kau
czukowca brazylijskiego wykazały, że 8-MeT3 powstaje w w yniku konden

http://rcin.org.pl



[13] BIO SY N T E Z A  TOKOFEROLI 91

sacji kwasu homogentyzynowego i GGPP (47). Następnie, doświadczenia 
z podawaniem [Me-14C] SAM potwierdziły, że 8-MeT3 jest prekursorem  
y-T3 i a-T 3. Ponieważ lateks zawiera obok tokotrienoli niewielkie ilości 
«-T, autorzy sugerowali możliwość uwodorowania a-tokotrienolu do a-toko- 
ferolu najprawdopodobniej przy współudziale NADPH2 (48). W e l l b u r n  
(49) potwierdził tę hipotezę inkubując liście i lateks figi sprężystej z 5-T3 
i [3H] NADPH2. O trzym ał znakowane try tem  zarówno y-T  jak i a-T, co 
wskazuje, że w tej roślinie zachodzi przekształcenie tokotri-anoli do toko- 
feroli już na etapie dimetylopochodnej.

S o l i  i S c h u l t z  (46) obserw ując włączanie [MeT-14C] SAM do 
2-MeTQH2 i 2-MeT3QH2 w chloroplastach liści szpinaku stwierdzili, że 
poziom zmetylowanego 2-MeT3QH2 jest 4,5 raza większy niż zmetylowa- 
nego 2-MeTQH2. W yniki rozkładu znakowania wszystkich związków po
średnich w biosyntezie a-tokoferolu sugerują, że w tychże chloroplastach 
oprócz postulowanego wcześniej szlaku tokoferolowego: 2-MeTQH2 ->
2,3-diMeTQH2 —> y-T —> a-T istnieje drugi szlak tokotrienolowy: 
2-MeT3QH2 ->  2,3-diMeT3QH2 —► y-T3 -> a-T 3, chociaż do tej pory nie w y
kryto tokotrienoli w tej roślinie. Ponadto ci sami autorzy (37) stwierdzili, 
że prenylotransferaza w liściach szpinaku wykazuje in vitro preferencję 
3:1 w w ykorzystaniu jako donora prenylowego łańcucha bocznego GGPP 
w porównaniu do fityloPP. Jednak w czasie inkubacji rozbitych chloro
plastów z [3H] kwasem homogentyzynowym bez dodania jakiegokolwiek 
prenyloPP, otrzym ano tylko znakowany 2-MeTQH2, co wskazuje, że in vivo 
w liściach szpinaku są syntetyzowane jedynie tokoferole. Z drugiej strony 
wyniki uzyskane przez S o l l a  i S c h u l t z a  w skazują na małą specy
ficzność w stosunku do stopnia nasycenia dwudziestowęglowego łańcucha 
prenylowego prenylotransferazy w ystępującej w badanej roślinie.

IV. Regulacja biosyntezy tokoferoli

Do tej pory nie wiele wiadomo o czynnikach regulujących biosyntezę 
tokoferoli. Z nielicznych badań, przeprowadzonych na różnym  m ateriale 
roślinnym , wynika, że poziom tokoferoli i tokoferylochinonów zależy od 
oświetlenia i tem peratury  hodowli. Dlatego też uznano, że oba te czynniki, 
dostarczające roślinie różnego rodzaju energię, regulują biosyntezę oma
wianych związków.

L i c h t e n t h a l e r  (6) badał zawartość lipidów plastydowych w oświe
tlanych ciągłym światłem  białym  wypłonionych siewkach jęczmienia 
rosnących w tem peraturze 20°C. Kontrolę stanowiły siewki rosnące w wa
runkach 14-to godzinnego dnia. Rośliny wypłonione zawierały 7,5 raza 
m niej a-T i a-TQ niż rośliny zielone, a po naśw ietleniu następował wzrost 
poziomu tych związków. Podobne obserwacje poczyniono na siewkach na
gietka, w których po okresowym zaciemnieniu, a następnie wystawieniu
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na światło o dużym natężeniu (780 ^mol m -2 s-1) następował znaczny 
wzrost ilości a-T w porównaniu z roślinam i kontrolnym i rosnącymi na 
świetle o natężeniu 58 [xmol m -2 s-1 (50). Prowadzono także badania na roś
linach oświetlanych światłem  o różnej długości fali. Zauważono, iż światło 
niebieskie wywołuje podobny efekt jak światło białe, czyli wzrost poziomu 
a-T i a-TQ, natom iast światło czerwone, podobnie jak zaciemnienie, powo
duje obniżenie ilości tych związków (5, 51). Badania dynam iki znakowania 
[U-14C] tyrozyną tokoferoli w subfrakcjach komórkowych liści nagietka 
na świetle i w ciemności wykazały, że proces kondensacji pierścienia aro
matycznego i reszty fitylowej jest niezależny od światła, natom iast proces 
m etylowania zarówno monometylotokoli jak i y-tokoferolu jest stym ulo
wany światłem  (4).

Jedyną pracę nad wpływem tem peratury  na poziom tokoferoli przepro
wadzono na roślinach nagietka (7). Wykazano, że rośliny hodowane w tem 
peraturze 29°C (dzień) i 21°C (noc) zaw ierają 10-ciokrotnie większe ilości 
a-T i y-T oraz 7-krotnie większe 8-T niż rośliny kontrolne hodowane w wa
runkach standartow ych (21°C w dzień i 12°C w nocy). W yniki te wskazują, 
że podwyższenie tem peratury  w czasie wegetacji roślin stym uluje biosyn
tezę tokoferoli.

Zbadano także wpływ fitohormonów na biosyntezę a-T i a-TQ. Okazało 
się, że zarówno auksyny jak i cytokininy ham ują indukowane światłem 
tworzenie się obu form a-tokoferolu (5). Wiadomo, że auksyny i cytokininy 
m ają głównie działanie stym ulujące wzrost roślin, a co za tym  idzie 
i poziom różnych związków. Ponieważ w tym  samym czasie gdy następo
wało zahamowanie biosyntezy tokoferolu pod wpływem  obu typów fito
hormonów wzrastał poziom chlorofilu i w itam iny K u wydaje się więc, że 
powstały fitol jest najpierw  kierowany do syntezy zarówno chlorofilu jak 
i w itam iny Kj, a dopiero później do tokoferoli.

V. Lokalizacja biosyntezy tokoferoli

Z przedstawionych wcześniej badań (III-l) wiadomo, że IPP powstały 
w cytoplazmie przenika do chloroplastów i w otoczce ulega dalszym prze
kształceniom do fityloPP. Do tej pory nie stwierdzono, aby reszta fitylowa 
powstawała poza chloroplastami, aczkolwiek wiadomo, że np. prenylowy 
łańcuch boczny ubichinonu może być syntetyzowany w m itochondriach. 
Nadal także nie wiadomo, czy MVA powstaje w chloroplastach i ulega dal
szym przekształceniom  do IPP, czy też nie.

Badania wielu autorów z podawaniem radioaktywnego MVA i C 0 2 róż
nym  roślinom wykazały, iż C 0 2, znakujący zarówno pierścień arom atycz
ny jak i łańcuch boczny tokoferoli, jest wbudowywany do różnych plasty- 
dowych poliprenoidów tj. karotenoidów, chlorofili i a-T, natom iast MVA, 
będący prekursorem  łańcuchów prenylowych, znakuje głównie mitochon-
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drialny ubichinon. Na podstawie tych wyników autorzy stwierdzili, że 
otoczka chloroplastowa jest nieprzepuszczalna dla kwasu mewalonowego 
(1). Z kolei po podaniu [14C] C 0 2 izolowanym chloroplastom, okazało się, iż 
znakował on dobrze karotenoidy i chlorofile, a bardzo słabo a-T, co w ska
zuje, że do biosyntezy tokoferoli niezbędne są także inne organelle komór
kowe (52). Po podaniu radioaktywnego MVA kulturom  tkankowym  tkanki 
kallusowej Kalanchoe crenata zaobserwowano w supernatancie postchloro- 
plastowym niewielką ilość a-T o wysokiej radioaktywności specyficznej, 
a we frakcji chloroplastowej a-T o niskiej radioaktywności specyficznej. 
W ydaje się więc, że biosynteza a-T, lub przynajm niej niektóre końcowe jej 
etapy, mogą zachodzić częściowo poza chloroplastami. Podobnie J a n i -  
s z o w s k a  i J a s i ń s k a  (4) po podaniu [U-14C] tyrozyny będącej p re
kursorem  części arom atycznej tokoferoli pędom nagietka i zbadamiu dyna
miki znakowania tych związków w subfrakcjach komórkowych uzyska
nych z tych pędów, stwierdziły, że biosynteza tokoferoli może zachodzić 
zarówno w chloroplastach jak i poza nimi we frakcji mikrosomalnej. 
Z kolei w doświadczeniach z podawaniem [3-14C] tyrozyny chloroplastom 
z otoczką i bez otoczki, S c h u l t z  i w s p .  (52) wykazali, że radioaktyw 
ny prekursor jest włączany do a-T od 100 do 1000 razy efektywniej 
w przypadku chloroplastów bezotoczkowych. Autorzy sugerują, że wcześ
niejsze etapy biosyntezy tokoferoli, być może do kwasu homogentyzyno- 
wego, zachodzą poza chloroplastami, a następnie powstałe tam  związki są 
transportow ane do chloroplastów przy czynnym udziale otoczki chloro
plastowej. Co prawda już dawniej stwierdzono, że tyrozyna i kwasy p-hy- 
droksyfenylopirogronowy i homogentyzynowy, syntetyzowane poza chloro
plastami, mogą swobodnie przenikać do chloroplastów. Tym niem niej 
W h i s t a n c e  i T h r e l f a l l  (53) uważają, że biosynteza tych kwasów 
w komórce roślinnej zachodzi oddzielnie w cytoplazmie i w chloroplastach.

Ponieważ wiadomo, że prenylowy łańcuch boczny tokoferoli jest syn
tetyzowany w otoczce chloroplastowej, a kwas homogentyzynowy może 
łatwo przez nią przenikać, S o l l  i S c h u l t z  (37) postanowili sprawdzić 
czy kondensacja obu tych związków zachodzi na terenie chloroplastów. 
Inkubowali oni [3H] kwas homogentyzynowy z różnym i frakcjam i chloro
plastowymi tj. strom ą, błonami tylakoidów i otoczki w obecności fityloPP. 
Wysoka radioaktywność w 2-MeTQH2 uzyskana we frakcji otoczki wyraź
nie wskazuje, że w tej części chloroplastu zachodzi prenylacja kwasu homo- 
gentyzynowego. W odróżnieniu od frakcji otoczki, aktywność prenylotrans- 
ferazy we frakcji tylakoidów i strom y jest niewielka.

Ostatnio J a n i s z o w s k a  (44) inkubowała protoplasty z liści nagiet
ka z radioaktyw nym  fitolem  i badała dynamikę znakowania tokoferoli 
i fitylochinonów w różnych subfrakcjach komórkowych. Uzyskane 
wyniki wskazują, że włączenie fitolu do badanych związków zachodzi 
w chloroplastach, gdzie również ma miejsce dołączanie kolejnych grup 
metylowych do pierścienia aromatycznego. Z drugiej strony, we frakcji
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m ikrosomalnej również zaobserwowano radioaktyw ne monometylotokole 
i m onometylofitylochinony, które ulegały m etylow aniu do y- i a-T. 
Nasuwa się pytanie, czy we frakcji m ikrosomalnej zachodzi biosynteza 
tokoferoli, chociaż do tej pory nie w ykryto nigdzie poza chloroplastami 
fitolu lub fityloPP, czy też w tej frakcji w ystępują niespecyficzne preny- 
lotransferazy, które przenoszą dostarczony z zewnątrz fitol na kwas homo- 
gentyzynowy, czy też m onometylofitylochinony powstałe w chloro
plastach przechodzą do frakcji m ikrosomalnej i tu  ulegają dalszym prze
kształceniom do a-T, k tóry  z kolei wracałby do chloroplastów. Niestety, 
na obecnym etapie badań trudno dać jednoznaczną odpowiedź na te  pyta
nia. Jedno wydaje się być możliwe we frakcji m ikrosomalnej, mianowicie 
dołączanie grup metylowych do pierścienia aromatycznego tokoferoli. Już 
wcześniej B o t h a m  i P  e n  n o  c k (2) wykazali, że y-tokoferol jest 
m etylowany do a-tokoferolu poza chloroplastami.

Późniejsze badania przeprowadzone na nieuszkodzonych chloroplastach

Ryc. 6. Schem at lokalizacji b iosyntezy tokoferoli na terenie kom órki roślinnej
--------»- szlak u d o w o d n io n y ,---------->- szlak hipotetyczny; skrót diMeTQH w ystępujący

w  schem acie w inien  być diMeTQH2.
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oraz subfrakcjach chloroplastowych wykazały, że wbudowanie dwóch grup 
m etylowych z SAM do pierścienia aromatycznego tokoferoli zachodzi 
w otoczce chloroplastowej, a więc w m iejscu gdzie zachodzi zarówno bio
synteza fityloPP jak i prenylacja kwasu homogentyzynowego.

Dane dotyczące lokalizacji poszczególnych etapów biosyntezy toko
feroli zostały schematycznie przedstawione na Ryc. 6.

Na podstawie prac opublikowanych do tej pory i przedstawionych w n i
niejszym  artykule, wydaje się, że w komórce roślinnej biosynteza toko
feroli zachodzi w chloroplastach, co zostało dobrze udokumentowane, oraz 
w cytoplazmie, co jednak jest nadal tylko hipotezą roboczą.

Zaakceptowano do druku 11 czerwca 1985 r.
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Wstęp

Histony są białkami zasadowymi występującym i uniw ersalnie w jądrach 
komórkowych Eukaryota. Tworzą z DNA kom pleksy nukleoproteinowe
o wspólnym dla kom órek wszystkich rodzajów typie budowy. Kompleksy 
te twTorzą podstawowy zrąb chromosomów i umożliwiają upakowanie znacz-
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nych ilości DNA w jądrze komórkowym o stosunkowo niewielkiej śred
nicy. Podczas gdy histony H2A, H2B, H3 i H4 (rdzeniowe) grają funda
m entalną rolę w organizacji podstawowej jednostki struk tu ra lnej — nu- 
kleosomu (1, 2), histon HI odpowiedzialny jest za powstawanie i stabiliza
cję s truk tu r wyższego rzędu w chromosomie. W nukleosomie H I stabili
zuje dwa lewoskrętne, superhelikalne zwoje DNA owinięte wokół kom 
pleksu 8 cząsteczek histonów rdzeniowych (po dwie z każdego rodzaju) 
(3, 4). Stabilizacja ta polega na umiejscowieniu obu końców DNA, wcho
dzącego i schodzącego, po tej samej stronie nukleosomu (Rys. la), a tym  
samym na wym uszeniu ułożenia nukleosomów w podstawowym, nukleoso- 
mowym włóknie chromosomów w konfiguracji zygzaka (Ryc. Ib).

Obecność H I w chrom atynie niezbędna jest do powstawania pośrednich 
s truk tu r wyższego rzędu z włókna podstawowego (5), jak również dla osiąg
nięcia jeszcze wyższego stopnia upakowania w tak zwanym włóknie g ru 
bym (solenoidzie) o średnicy 25—30 nm (6, 7, 8). Również agregacja i pre- 
cypitacja włókien grubych obserwowana in vitro pod wpływem  soli (9), jak 
i kondensacja chromosomów w jądrze komórkowym (10) zależą od obec
ności H I. Do tej pory nie zaproponowano zadawalającego mechanizmu, 
który tłum aczyłby sposób w jaki HI generuje wyższego rzędu struk tu ry  
podstawowego włókna nukleosomowego. W dalszej części a rtykułu  doko
nam y przeglądu aktualnych badań w tej dziedzinie. Właściwości HI bę
dziemy też rozpatryw ać w kontekście jego ewentualnej roli ogólnego regu
latora aktywności transkrypcyjnej DNA w chromosomach.

Wśród licznych subfrakcji histonu HI wyróżnić można kilka klas. Nie 
obowiązuje wprawdzie dotychczas żadna jednolita klasyfikacja, ale dla 
potrzeb tego artykułu  wygodnie będzie posługiwać się podziałem przed
stawionym  poniżej:

Klasa A. Histon H I z męskich komórek rozrodczych. Typowym przy
kładem  jest HI z plem ników jeżowca (11).
Klasa B. Histony typu H I z grasicy cielęcej. Stanowią główny histon 
typu HI w chrom atynie większości tkanek zwierzęcych, w ystępują 
często w postaci bliskich wariantów  sekwencyjnych (11, 12).
Klasa C. Histon H5 z jędrzastych erytrocytów  ptasich (13), w ystępuje 
również w jądrzastych erytrocytach ryb. Różni się od HI z grasicy 
cielęcej nie tylko punktowym i m utacjam i (którymi różnią się od siebie 
poszczególne rodzaje H I w klasie B), ale również zawartością am ino
kwasów zasadowych i wielkością cząsteczki. W erytrocytach w ystępuje 
on obok histonu HI z klasy B.
Klasa D. Histon H l°  (13), bardziej podobny do H5 niż do HI z grasicy 
cielęcej. W ystępuje w tkankach ssaków i niższych kręgowców obok 
występującego tam  w przewadze H I z klasy B. W ydaje się, że zarówno 
H l°  jak i H5 mogą w czasie rozwoju zastępować część pierwotnie skom- 
pleksowanego z DNA H I z klasy B.
Wspólne wszystkim histonom HI (z klas: A, B, C i D) cechy struk tu-
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Ryc. 1. H iston HI w  chrom atynie. A. H iston HI um ieszczony jest na zew nątrz b ia ł
kow ego rdzenia nukleosom u, w okół którego ow in ięte są praw ie dwa pełne zw oje 
DNA. HI stabilizuje pozycje końców  nukleosom ow ego DNA pow odując, że DNA  
„wchodzi” i „schodzi” po tej sam ej stronie pow ierzchni nukleosom u. B. U łożenie  
nukleosom ów  w  chrom atynie w  konfiguracji zygzaka w ym uszane jest przez stab ili
zację pozycji końców  DNA  przez HI po jednej stronie nukleosom u. C. Zewnętrzne 
w ym iary nukleosom u.

ralne wskazują, że oddziaływują one ze składnikam i chrom atyny w bar
dzo podobny, jeśli nie identyczny, sposób. Cząsteczki wszystkich H I skła
dają się z trzech w yraźnie rozgraniczonych domen: a) niezestrukturalizo- 
wanego, zasadowego fragm entu  N- końcowego, b) zestrukturalizow anej 
części centralnej skupiającej większość aminokwasów hydrofobowych 
i c) długiego, niezestrukturalizowanego i silnie zasadowego fragm entu C- 
końcowego (Ryc. 2).

7* http://rcin.org.pl
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Centralny fragment globularny

Ryc. 2. Schem at budow y cząsteczki histonu HI.

I. Budowa histonów typu HI i sposób ich oddziaływania z DNA

Cząsteczki histonu HI nie można zaklasyfikować ani do białek globu- 
larnych ani do białek fibrylarnych. W przeciwieństwie do zw artych białek 
globularnych s truk tu ra  H I w roztworze jest zdecydowanie rozciągnięta,
0 czym świadczy chociażby zachowanie się tego białka w czasie sączenia 
molekularnego. Mieszanina subfrakcji H I z grasicy cielęcej o średniej 
masie cząsteczkowej około 21 500 wym ywana jest np. z kolum ny Sephadex 
G-100 w pozycji odpowiadającej masie około 100 000. Podobnie anomalnie 
zachowują się białka typu H I w czasie elektroforezy w żelu poliakrylo- 
amidowym w obecności siarczanu dodecylu (SDS). Przyczyną tego zacho
wania jest obecność długich, niezestrukturalizow anych odcinków poli- 
peptydowych przy N- i C-końcu. Cząsteczka H I zawiera jednak również 
centralny  fragm ent, k tóry  po odcięciu (np. trypsyną) odcinków N- i C- 
końcowych zachowuje się jak typowe białko globularne. Należy zatem  HI 
do białek mieszanych, zawierających zarówno ukształtow aną przez oddzia
ływania wew nętrzne s truk tu rę  globularną, jak i niezestrukturalizow ane, 
dość długie fragm enty N- i C-końcowe. W gruncie rzeczy tego typu  mie
szana struk tu ra  przestrzenna jest charakterystyczna dla wszystkich histo
nów z tym, że tylko w przypadku HI pojawia się aż tak  długi, n iestruk tu- 
ralizowany fragm ent C-końcowy (Ryc. 3).

N-końcowe fragm enty niezestrukturalizow ane histonów H2A, H2B, H3
1 H4 zawierają większość aminokwasów zasadowych znajdujących się w ca
łej cząsteczce (np. aż 70%  wszystkich lizyn). Silnie zasadowe są również 
krótkie odcinki C-końcowe występujące w cząsteczkach H2A i H2B. Z kolei 
centralne odcinki H2A i H2B oraz centralne i C-końcowe odcinki H3 i H4 
zawierają większość w ystępujących w cząsteczkach tych białek amino
kwasów niepolarnych, kwaśnych oraz argininy. W HI ze sperm atocytów 
(klasa A), HI z grasicy, H5 i H l°  i we wszystkich dotąd poznanych ich 
odm ianach — fragm ent N-końcowy jest zasadowy i bogaty w aminokwasy 
destabilizujące a-heliks, globularny fragm ent centralny zawiera niemal 
wszystkie aminokwasy hydrofobowe, a długi fragm ent C-końcowy jest 
bogaty w lizynę, alaninę i prolinę. W ygląda na to, że sekwencje amino-

http://rcin.org.pl



[5] ROLA H ISTO N U  HI

Ryc. 3. Porównanie budowy histonów  rdzeniow ych i h istonu HI. Struktura m ieszana  
składająca się z zestrukturalizow anego obszaru globularnego i n iezestrukturalizow a- 
nych, siln ie zasadow ych fragm entów  N -końcow ych jest charakterystyczna dla w szy
stkich histonów  rdzeniow ych.

kwasowe we fragm entach N- i C-końcowych histonów typu H I, H2A i H2B 
oraz we fragm entach N-końcowych H3 i H4 zostały przez dobór natu ra lny  
ukształtowane w ten sposób, by skutecznie uniemożliwiać strukturalizację 
tych odcinków w roztworze lub tworzenie kompleksów m iędzyłańcucho- 
wych.

Zdenaturowane po ekstrakcji kwasem z chrom atyny cząsteczki histo
nów typu H I, po dodaniu soli, już od pH ^  6 rena tu ru ją  szybko, odtwa
rzając 100% pierwotnie istniejącej s truk tu ry  a-helikalnej i całą s truk tu rę  
trzeciorzędową. Trzeba jednak pamiętać, że w histonie HI w stanie m aksy
malnego zestrukturalizow ania tylko 7—8°/o cząsteczki tworzy a-heliks. 
S trukturalizację można łatwo śledzić przez obserwację zmian widma di
chroizmu kołowego (CD) lub zmian położenia sygnałów grup m etylo
wych w widmie jądrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Trawienie 
zrenaturow anego białka trypsyną prowadzi do powstania fragm entu zawie
rającego 80— 90 aminokwasów, stanowiącego końcowy produkt trawienia. 
Ten odporny na trypsynę fragm ent zawiera w sobie całość s tru k tu ry  a-he
likalnej HI (obserwowanej w roztworze przez pom iar CD) i w ykazuje te 
same zmiany w sygnale NMR w czasie odwracalnego przejścia denatura-
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c j a — renatu racja  co nienaruszona cząsteczka m acierzysta (14, 15). Inne 
metody, np. pom iar entalpii denaturacji (16) potwierdzają fakt, że w roz
tworze cząsteczka histonu typu H I, poza rejonem  opornym  na trypsynę nie 
ma innych fragm entów  zestrukturalizow anych. Rejon ten  zatem  zawiera 
całość fragm entu  zestrukturalizow anego w HI.

S truk tu ra  przestrzenna cząsteczki H I powoduje, że poszczególne jej 
fragm enty różnią się znacznie swobodą ruchów lokalnych. We fragm encie 
globularnym  elastyczność w przestrzeni ograniczona jest do lokalnych ru 
chów łańcuchów bocznych aminokwasów oraz w ew nątrzglobularnych prze
sunięć pierścieni aminokwasów arom atycznych. Badania wym iany 
deuter — wodór w skazują również na zachodzenie wew nątrz „globuli” ru 
chów „oddechowych” o niewielkiej częstotliwości, polegających na miejsco
wym zryw aniu i odtw arzaniu pewnej ilości wiązań wodorowych w struk 
turze drugorzędowej (17). Zupełnie inaczej przedstawia się możliwość 
ruchów (w roztworze) niezestrukturalizow anych fragm entów N- i C-koń- 
cowych. Ze względu na brak  oddziaływań wew nętrznych fragm enty te są 
mobilne i elastyczne. Mogą one przyjm ować różne s truk tu ry  podyktowane 
przez w arunki zewnętrzne, np. obecność DNA. W tym  m iejscu trzeba 
zwrócić uwagę na bardzo ważną sprawę indukcji s tru k tu ry  drugorzędowej 
w tych fragm entach. Fakt, iż są one pozbawione s tru k tu ry  drugorzędowej 
w roztworze nie oznacza, że pod wpływem odpowiednio oddziaływującej 
m atrycy nie mogą tworzyć trw ałej (w obecności tej m atrycy) s truk tu ry  
a-helikalnej w rejonach, w których nie w ystępują duże skupiska am ino
kwasów przeciwdziałających tworzeniu się a-heliksu. Badania modelowe 
nad sekwencjami aminokwasowymi w odcinkach niezestrukturalizow anych 
histonów typu  H I (ze spermatocytów, H5 i grasicowego HI) wykazały, 
że istnieją w nich rejony, które mogą przyjm ować s truk tu rę  a-heliksu 
wtedy, gdy zaniknie przeciwdziałające tem u odpychanie między ładunka
mi. Analiza teoretyczna wskazuje, że heliksy takie, niew ystępujące w roz
tworze, mogą się tworzyć w obecności DNA jednocześnie silnie z nim  od- 
działywując (18).

W arto zauważyć, że elastyczność łańcuchów polipeptydowych oraz moż
liwość indukcji s tru k tu ry  drugorzędowej w ystępują także w innych biał
kach oddziaływujących z kwasami nukleinowymi. Białko płaszcza wirusa 
mozaiki tytoniowej zawiera fragm ent (od aminokwasu 88 do aminokwasu 
114), k tóry  jest niezestrukturalizow any i mobilny w trakcie tworzenia 
kom pleksu białkowego płaszcza (assembly), ale ulega przejściu kłębek -» 
heliks pod wpływem  związania z RNA (19). Elastyczny, n iezestrukturali
zowany łącznik w ystępuje między zestrukturalizow anym  fragm entem  
N-końcowym a zestrukturalizow anym  fragm entem  C-końcowym w każdej 
z czterech identycznych podjednostek białka represora Lac z Escherichia 
coli (20, 21). Dzięki tem u domeny N-końcowe represora uzyskują znaczną 
mobilność w stosunku do tetram etrycznego rdzenia złożonego z domen 
C-końcowych.
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II. Miejsce HI w strukturze chromosomu i mechanizm kondensacji zależnej 
od HI

Podstawowy problem  nurtu jący  tych wszystkich, którzy zajm ują się 
struk tu rą  chrom atyny można sformułować następująco: jak ułożony jest 
w podstawowym włóknie nukleosomowym histon HI i na skutek jakich 
oddziaływań między jego cząsteczką a resztą składników chrom atyny 
dochodzi do kondensacji całego kom pleksu chromatynowego? Jest oczy
wiste, że rozwiązanie powyższego zagadnienia umożliwiłoby również odpo
wiedź na pytanie o wpływ na proces kondensacji rozm aitych m odyfikacji 
histonu H I, czy to w postaci zmienionego składu aminokwasowego, czy to 
m odyfikacji postsyntetycznych poszczególnych aminokwasów. W poprzed
nim  punkcie staraliśm y się naszkicować ogólne własności cząsteczki typu 
HI po to, by móc teraz swobodniej rozpatryw ać znaczenie różnych faktów 
doświadczalnych dotyczących m echanizm u kondensacji. Trzeba jednak 
zacząć od bliższego określenia tego, co rozumie się przez kondensację.

Stosunkowo łatwo jest określić co rozum iem y przez kondensację in 
vitro. Jeżeli wydzieloną z jąder komórkowych, rozpuszczalną chrom atynę 
umieszcza się w roztworach o w zrastającym  stężeniu NaCl (poczynając od 
stężenia zerowego) obserw uje się w preparatach pod m ikroskopem  elektro
nowym, postępujące wraz ze wzrostem stężenia soli, fałdowanie podstawo
wego, 10 nm włókna nukleosomowego. Włókno nukleosomowe przechodzi 
przez kolejne pośrednie s truk tu ry  wyższego rzędu by osiągnąć m aksy
m alnie zwartą s truk tu rę  przy około 40 mM NaCl (Ryc. 4). Przez konden
sację chrom atyny in vitro będziemy więc rozumieć wzrost fałdowania 
podstawowego włókna nukleosomowego prowadzący do w zrostu stopnia

5mM

:>v

+ HI

i*

— H1

Hyc. 4. W pływ  stężenia soli (NaCl) na strukturę chrom atyny zaw ierającej (+ H 1) i se
lek tyw n ie pozbaw ionej (—HI) h istonu HI. W edług (4), za zgodą.
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upakowania DNA (ilość DNA przypadająca na jednostkę długości włókna). 
Powyżej 80 mM NaCl (dokładniej między 100 a 150 mM NaCl) dochodzi do 
agregacji i precypitacji sfałdowanych włókien. Ryc. 4 pokazuje, że zjawisko 
kondensacji indukowanej przez wzrost stężenia soli, łącznie z końcową 
agregacją i precypitacją, wymaga obecności w chrom atynie histonu H I.

Kondensacja chrom atyny in vitro, pod wpływem soli, doprowadza przy 
około 40 mM NaCl do wytworzenia tak zwanego „włókna grubego” zwa
nego również „solenoidem”. Badanie tego włókna m etodami takim i jak 
m ikroskopia elektronowa (4), rozpraszanie światła laserowego (23), roz
praszanie prom ieni X i neutronów  (24, 25), pom iar param etrów  hydrodyna
micznych (26) wskazuje, że średnica jego wynosi około 30 nm. Grube w łók
no chrom atynowe stabilizowane jest przez histony typu HI bądź HI i H5 
(6, 7, 24, 5, 8, 4). Podstawowe włókno nukleosomowe (10 nm) wydaje się 
w nim  zwinięte w postaci solenoidu tak, że 6 ± 1 nukleosomów przypada 
na 11 nm  długości włókna grubego (4, 28, 29, 30). Nukleosomy są nieco 
nachylone swymi powierzchniami twarzowymi ku osi solenoidu (4, 24, 29, 
30). Schematyczny obraz solenoidu przedstawia Ryc. 5. Solenoid można 
traktow ać jako dość regularną struk tu rę  powstałą przez superspiralizację 
10 nm  włókna nukleosomowego. W artykule tym  celowo nie rozpatru 
jem y konkurencyjnej w stosunku do solenoidu koncepcji tak  zwanych 
„superglobul”, która zakłada istnienie, jako wyższego rzędu struk tu ry

Oktamer włókna
histonowy

Ryc. 5. Schem atyczny obraz solenoidu (chrom atynowego w łókna 30 nm). N ukleosom y  
w  solenoidzie stykają się w ęższym i kraw ędziam i (5,5 nm) a ich pow ierzchnie tw a 
rzowe (11 nm) są lekko nachylone w  kierunku osi pionow ej w łókna. Dokładna pozy
cja HI (wewnątrz, na zew nątrz lub na przemian) w  tej strukturze n ie  jest znana. 
W edług N o t b o h m  H., H o l l a n d t  H.,  M e i s s n e r  J., (1979), Int. J. Biol. 
Macromol.  1, 180— 184, za zgodą.
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włókna podstawowego, dużych, globularnych agregatów skupiających 7—8 
nukleosomów (7, 31). W przeciwieństwie do solenoidu koncepcja super- 
globul nie tłum aczy szeregu faktów doświadczalnych (33).

Co się tyczy solenoidu, wiele szczegółów jego budowy jest wciąż nie
jasnych. Jednym  z nich jest rozmieszczenie histonu H I w stosunku do osi 
solenoidu. Na poziomie nukleosomu HI „spina” końce DNA wchodzącego
i schodzącego z powierzchni białkowego rdzenia. Umiejscowiony w ten 
sposób oddziaływuje również z DNA łączącym sąsiednie nukleosomy, tak 
zwanym „linkerem ” (zob. przegląd w (29), który, jak wykazują pom iary 
dichroizmu elektrycznego, ma s truk tu rę  superspiralną. Ponieważ w tej 
samej chrom atynie w ystępują linkery o różnej długości (32) oddziaływu
jący z nimi HI może, po kondensacji we włókno 30 nm, zajmować różne 
pozycje w stosunku do osi podłużnej włókna (29, 30).

Istnieje szereg dowodów na to, że włókno 30 nm  w ystępuje w jądrze 
komórkowym (33). Jest to więc struk tu ra  występująca nie tylko in vitro, 
pod wpływem soli, lecz również in vivo. Ponieważ naturalne w arunki jo
nowe w komórce odpowiadają około 100 mM roztworowi soli (w przelicze
niu na sól kationu jednowartościowego) całość chrom atyny powinna wy
stępować w postaci silnie skondensowanego solenoidu a być może również 
wyższego rzędu s tru k tu r powstających przez dalszą strukturalizację włók
na 30 nm. (Problemy związane z kondensacją chrom atyny omówione są 
szczegółowo w artykule K. S t a r o n i a ,  w tym  samym num erze Postę
pów Biochemii).

Czy H I umieszczony jest wewnątrz, czy na zewnątrz włókna 30 nm? 
Jakie znaczenie m ają jego różne domeny w generowaniu solenoidu pod 
wpływem wzrostu stężenia soli? W r. 1979 T h  o m  a i w s p. (4) zapro
ponowali, że oddziaływania między cząsteczkami HI w chrom atynie pro
wadzą do powstania homopolimerów tego białka. Główną funkcją takiego 
hom opolimeru m iałoby być tworzenie i utrzym yw anie superstruktury  
włókna nukleosomowego, to jest solenoidu. Istotnie, badania rozmieszczenia 
cząsteczek H I w chrom atynie za pomocą różnych, chemicznych czynni
ków sprzęgających wykazały, iż ulegają one bardzo łatwo sprzęganiu przy 
czym tendencja do sprzęgania między H I a H I jest większa niż między 
HI a histonami rdzeniowymi (34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42). Silnie 
zaznaczona tendencja do sprzęgania się HI między sobą wskazuje, że czą
steczki tego histonu leżą w chrom atynie w ścisłym sąsiedztwie. Ponieważ 
mostki H I—HI w chrom atynie powstają również w niskim  stężeniu soli, 
gdy włókno nukleosomowe nie jest skondensowane, lecz rozciągnięte, 
T h o m a s  i K h a b a z a  (41) postulowali, że oddziaływania między HI 
zachodzą raczej wzdłuż włókna nukleosomowego aniżeli na przykład po
między sąsiadującymi zwojami solenoidu. Ostatnie dane R i n g a  i C o l a  
(42) pokazują, iż miejsca sprzęgnięć leżą: a) między początkiem fragm entu 
C-końcowego jednego H I a rejonem  między fragm entem  globularnym  
a N-końcowym drugiego i b) między końcem fragm entu C-końcowego
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jednego H I a środkowym rejonem  fragm entu C-końcowego drugiego 
(Ryc. 6). Jak  widać ze schem atu na Ryc. 6 oddziaływania m iędzy sąsiadu
jącym i w chrom atynie HI dotyczą przede wszystkim  fragm entów C-końco- 
wych. W edług R i n g  a i C o l a  (42) odcinki HI ulegające sprzęganiu

Ryc. 6. M iejsca sprzęgania m iędzy cząsteczkam i HI 
w chrom atynie. R ejony sprzęgania zaznaczono pozio
m ym i kreskam i. Pozycje w  pobliżu rejonu globular- 
nego określono z dużym  przybliżeniem . W edług (42), 
za zgodą.

muszą znajdować się w chrom atynie w odległości nie większej niż 2 A. 
Brak sprzęgnięć m iędzy fragm entam i N-końcowymi wskazuje, że nie leżą 
one w bliskim sąsiedztwie.

Czy fakt bliskiego sąsiedztwa HI w chrom atynie wynika z istnienia 
specyficznych oddziaływań między cząsteczkami H I w roztworze? W ia
domo przecież, że specyficzne oddziaływania między histonam i rdzenio
wymi w roztworze są przyczyną tworzenia oktam eru rdzeniowego w  nu- 
kleosomie. T h o m a s  i K h a b a z a  (41) stw ierdzili, że H I oddysocjo- 
w any od chrom atyny (w której ulega łatwo sprzęganiu) za pomocą 0,5 M 
NaCl, a następnie sprzęgany w roztworze, przy zachowaniu tego samego 
stężenia, w którym  występował w chrom atynie (0,04 mg/ml) nie wytwarza 
m ultim erów. Już jednak przy stężeniu 4 mg/ml wolny HI w roztworze 
ulega łatwo sprzęganiu dając m ultim ery (39). R u s s o  i w s p .  (43) badali, 
czy sprzęganie obserwowane w roztworze przy wyższych stężeniach HI 
jest wynikiem oddziaływań specyficznych. Autorzy ci rozumowali nastę
pująco: ponieważ zarówno N-, jak i C-końcowy fragm ent HI w ystępuje 
w roztworze w konform acji nieuporządkowanej, tylko zestrukturalizow any 
fragm ent globularny może być miejscem oddziaływań specyficznych. Jeśli
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by takie specyficzne oddziaływania m iały miejsce, sprzęganie izolowanych 
fragm entów globularnych powinno zachodzić nie wolniej niż sprzęganie 
całych cząsteczek. Ponieważ tak  nie jest i sprzęganie izolowanych fragm en
tów globularnych zachodzi znacznie wolniej niż sprzęganie całych cząste
czek HI autorzy wnioskują, że sprzęganie nie jest specyficzne, jest nato
m iast wynikiem przypadkowych zderzeń cząsteczek, a jego szybkość 
w odniesieniu do poszczególnych fragm entów jest wprost proporcjonalna 
do ilości w ystępujących w nich lizyn (lizyna jest substratem  w reakcji 
sprzęgania). Autorzy wykazują, że sprzęganie w roztworze, w przypadku 
rzeczywistych oddziaływań specyficznych, na przykład między histonami 
rdzeniowymi: H2A i H2B, zachodzi około 360 razy szybciej niż w przypad
ku cząsteczek HI. Z powyższych stwierdzeń wynika ważny fakt, iż domeny 
globularne HI nie są zdolne do oddziaływań specyficznych, zatem nie 
mogą również tworzyć struk tu ry  homopolimerycznej sugerowanej przez 
T h o m a  i ws p .  (4). W niosek ten jest zgodny z w ynikam i wcześniejszych 
badan nad oddziaływaniami H I w roztworze (44). O ile homopolimer H I 
oparty na specyficznych oddziaływaniach niekowalencyjnych prawdopo
dobnie nie może być centralną s truk tu rą  osiową utrzym ującą solenoid, 
wnioski przytoczonych autorów (43) nie wykluczają w żadnym razie moż
liwości, iż oddziaływania między globularnym i częściami HI w chrom aty
nie zachodzą i mogą w istotny sposób kształtować jej konformację.

Kwestią rozmieszczenia H I i udziału poszczególnych jego domen w ge
nerowaniu s truk tu r wyższego rzędu zajmowali się ostatnio intensywnie 
T h o m a  i K o 11 e r. Autorzy ci stosowali jako główne narzędzia 
w swych badaniach, enzymy proteolityczne. Używając chrom atyny, z któ
rej uprzednio selektywnie usunięto histon HI, T h o m a  i K o l  l e r  ba
dali jej zdolność do kondensacji pod wpływem dodawanych z zewnątrz: 
a) nienaruszonego HI (lub H5) i b) różnych fragm entów HI (lub fragm en
tów H5). Ryc. 7 przedstawia schematycznie wygląd fragm entów używa
nych w tych doświadczeniach. Fragm enty CT-N i CT-C uzyskano przez 
działanie na HI chym otrypsyną, która przy ograniczonym czasie trawienia
i niskim stosunku enzym: substrat przecina selektywnie wiązanie pepty- 
dow7e położone we fragm encie globularnym  blisko początku fragm entu 
C-końcowego. Fragm ent globularny (G—HI, G—H5) to końcowy produkt 
traw ienia HI (H5) trypsyną. Fragm ent NBS-C uzyskano przez rozczepienie 
cząsteczki HI N—bromoimidem kwasu bursztynowego. Efekt kondensacyj
ny I i i  i poszczególnych fragm entów badano w funkcji stężenia soli (NaCl), 
analizując utrw alone p repara ty  w m ikroskopie elektronowym  (45). Dość 
nieoczekiwanym wynikiem  tych badań było stwierdzenie, że praktycznie 
każdy z analizowanych fragm entów HI jest zdolny do powodowania kon
densacji, a przy wyższym stężeniu soli (ok. 100 mM NaCl) również precy- 
pitacji chrom atyny pozbawionej uprzednio H I. Różnice są wyłącznie iloś
ciowe. Fragm enty zawierające odcinek C-końcowy kondensują i precypi- 
tu ją  chrom atynę pozbawioną HI przy niższym stosunku wagowym:

http://rcin.org.pl



108 A. JERZM ANO W SK I [12]

r, cG “ HI, c G - H 5

r C T - N  Nh

Ryc. 7. H iston HI oraz fragm enty HI i H5 dodaw ane do chrom atyny pozbaw ionej 
selek tyw nie HI w  celu stw ierdzenia w pływ u na proces kondensacji. W edług (45). 
Oznaczenia: N, G, C — fragm enty odpow iednio N -końcow y, globularny i C -końcow y, 
CT — fragm ent uzyskany przez działanie chym otrypsyną, N BS — fragm ent uzyskany  
przez rozczepienie cząsteczki HI N -brom oim idem  kw asu bursztynowego, r — histon  
z w ątroby szczura, c — histon z erytrocytów  kurczęcia.

peptyd:nukleosom , niż fragm enty: globularny lub N-końcowy. Nie konden- 
suje natom iast chrom atyny pozbawionej H I dodana z zewnątrz poli-L- 
lizyna. Ten ostatni fak t świadczy, że kondensacja chrom atyny pozbawionej 
H I nie jest prostym  efektem  równoważenia ładunków DNA, lecz sum ą 
zrównoważenia ładunków (większa gęstość ładunków we fragm encie C- 
końcowym jest prawdopodobnie przyczyną kondensacji przy niższym  sto
sunku: peptyd:nukleosom ) i jeszcze jakiegoś, niezidentyfikowanego czyn
nika. Ten ostatni tkwi niewątpliw ie w strukturze H I i to niezależnie, 
w każdej z jego domen. Nie wyklucza to możliwości, że w całej cząsteczce 
efekt tego czynnika potęguje się w porównaniu z izolowanymi fragm en
tami. Trzeba w tym  m iejscu podkreślić, że kondensacji chrom atyny pozba
wionej H I nie powodują także, dodane z zewnątrz, inne niż H I białka 
zasadowe.

Jakiego rodzaju oddziaływania między H I a innym i białkami lub m ię
dzy H I a DNA mogłyby być odpowiedzialne za jego szczególny efekt 
kondensacyjny? Stosując chym otrypsynę, jako próbnik dostępności H I 
w chrom atynie L o s a  i w s p .  (46) stwierdzili, że miejsce podatne na 
chym otrypsynę we fragm encie globularnym  jest dostępne tylko w chrom a
tynie nieskondensowanej (w roztworze o niskim  stężeniu soli). W roztworze
o stężeniu soli powodującym kondensację chrom atyny miejsce chymo- 
trypsynowe jest niedostępne dla enzymu. Udostępnia się ono w tych w arun
kach dopiero po potraktow aniu chrom atyny roztworem  4 M mocznika

rCT -  C

rN B S - C
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(a więc po likwidacji oddziaływań hydrofobowych) lub w pH 10, w którym  
konform acja HI ulega daleko posuniętym  zmianom (44). Autorzy wniosku
ją na tej podstawie, że fragm enty globularne cząsteczek HI w skondenso
wanej chrom atynie pozostają w ścisłym kontakcie za pośrednictwem  od
działywań hydrofobowych, które z kolei stabilizowane są przez silnie po
larne otoczenie włókien chrom atynowych z DNA owiniętym superspiralnie 
wokół rdzeni nukleosomowych. Drugim  wnioskiem, k tóry wynika z do
świadczeń z chym otrypsyną (oraz z nieopisanych tu  doświadczeń nad po
datnością na ten  enzym H I dodawanego z zewnątrz do zawierającej już 
H I chrom atyny) jest, iż fragm enty globularne być może z przedłużeniem
0 fragm ent N-końcowy tworzą s truk tu rę  umieszczoną ściśle wewnątrz 
włókna 30 nm i biegnącą blisko jego osi. Autorzy sądzą, że ta właśnie 
s tru k tu ra  będąca odpowiednikiem postulowanego wcześnie homopolimeru 
globularnej części H I (ewentualnie z fragm entem  N-końcowym) jest pod
stawą utrzym ującą solenoid. Sterczące na zewnątrz niej fragm enty C-koń- 
cowe, oddziaływując z długim fragm entem  nukleosomowego DNA, jak- 
gdyby przytw ierdzają nukleosomy do centralnej struk tu ry  homopolimeru 
białkowego.

In terp retacja  powyższa nasuwa szereg pytań  w związku z wcześniej 
ustalonym i faktam i. Po pierwsze sprzęganie chemiczne między H I zachodzi 
również w zdekondensowanym włóknie, a oddziaływania między fragm en
tam i globularnym i H I nie w ykazują żadnej specyficzności (zob. cytowane 
już 43). Czy zatem siła oddziaływań hydrofobowych między niespecyficz
nym i powierzchniami, naw et zakładając znaczną ich stabilizację przez ze
w nętrzne środowisko polarne, jest dostateczna, by współosiowy, białkowy 
polim er utrzym ał dość regularną s truk tu rę  włókna 30 nm? Po drugie dla
czego fragm ent globularny zachowuje zdolność do samodzielnego konden- 
sowania DNA, jeśli jego główną funkcją m iałoby być tworzenie wspomnia
nego polimeru?

Zdolność szczególnie ukształtow anych powierzchni a-helikalnych białka 
do zmiany geometrii cząsteczki DNA (22) nasuwa inną możliwość w ytłu
maczenia efektu kondensacyjnego H I. Odcinki a-helikalne, wykazane
1 istniejące potencjalnie we wszystkich trzech domenach HI mogłyby być 
elem entem  indukującym  superspiralizację międzynukleosomowych odcin
ków DNA (linkerów), ta zaś z kolei indukowałaby fałdowanie się włókna 
nukleosomowego w regularny  solenoid (włókno 30 nm). Tego rodzaju hipo
teza koresponduje z obserwacjami V o g e l ’ a i S i n g e r a  (47, 48), któ
rzy  w ykorzystując metodę wiązania do sączków (jilter binding) i analizę 
sedym entacyjną stwierdzili, że histon H I wiąże się preferencyjnie z DNA 
superspiralnym  (w porównaniu z DNA zrelaksowanym) i tylko w tym  wy
padku wiązanie ma charakter kooperatywny. Ten ostatni fak t ma szcze
gólne znaczenie w zestawieniu z obserwacją R e n  z’ a i D a y ’ a (49), że 
zależna od H I kondensacja chrom atyny (zachodząca powyżej 30 mM stęże
nia NaCl) jest procesem kooperatywnym . Co ciekawsze, wiązanie super-
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spiralnego DNA z H I, badane metodą wiązania na sączkach (9), wykazuje 
optim um  w okolicach fizjologicznego stężenia soli (ok. 100 mM) to jest 
w tych samych w arunkach jonowych, w których następuje m aksym alna 
kondensacja chrom atyny.

Można rozszerzyć powyższą hipotezę zakładając, że kondensacja chro
m atyny prowadzi istotnie do wzrostu ilości oddziaływań białko—białko, 
choćby między globularnym i fragm entam i H I, jednak głównym ich efek
tem  nie jest tworzenie stabilizującego homopolimeru, lecz indukcja dodat
kowych rejonów a-helikalnych (np. w N- i C-końcowych fragm entach HI), 
które oddziaływując z DNA zwiększają stopień jego superspiralizacji. Tego 
rodzaju mechanizm tłum aczyłby efekty kooperatywne w wiązaniu HI do 
superspiralnego DNA i kooperatywność procesu kondensacji chrom atyny. 
Oczywiście szereg elementów przedstawionej hipotezy wymaga w eryfi
kacji doświadczalnej.

III. Mikroheterogenność sekwencyjna histonu HI
i jej możliwe znaczenie

Uniwersalność nukleosomowej s truk tu ry  chrom atyny znajduje swe pod
łoże w zasadniczo podobnym składzie, budowie i oddziaływaniach (wzajem
nych i z DNA) pięciu głównych klas histonów: H I, H2A, H2B, H3 i H4. 
Jednakże uniwersalność ta zawiera w sobie również pewien zakres zmien
ności struk tu ralnej wykryw anej już na poziomie budowy chrom atyny. 
Podłożem tej zmienności jest prawdopodobnie w dużej mierze, w ykryta 
wśród histonów wszystkich klas (za w yjątkiem  H4) heterogenność sekwen
cyjna. Heterogenność ta, spośród histonów wszystkich klas, jest zdecydo
wanie największa (zarówno co do ilości frakcji jak i zakresu dzielących je 
różnic) wśród H I. K i n k a d e  i C o l e  (50) stosując wysokorozdzielczą 
chrom atografię na kolum nach z Amberlitu  wym ywanych gradientem  chlo
rowodorku guanidyny, rozdzielili frakcję H I z grasicy cielęcej na cztery 
główne składniki. Później zidentyfikowano wśród nich jeszcze dwa dodat
kowe składniki występujące w m niejszej ilości (44, 51). Różnice między 
poszczególnymi składnikam i nie w ynikały z różnych ilości postsyntetycz- 
nych m odyfikacji cząsteczek, lecz z różnic w składzie aminokwasowym 
(51). W chrom atynie grasicy m am y więc do czynienia z sześcioma różnią
cymi się sekwencją subfrakcjam i histonu H I. Taka m niej więcej ilość wa
riantów  sekwencyjnych H I w ystępuje w chrom atynach z tkanek ssa- 
czych (52, 53). Szczegółowe badania sekwencji subfrakcji HI wykazały, 
że wszystkie zachowują ten sam, znany nam  już, trójdomenowy typ budo
wy (zob. p. I). Sekwencja fragm entu globularnego jest w zasadzie identycz
na we wszystkich subfrakcjach H I pochodzących z jednej tkanki. Sekwen
cja części globularnej jest również bardzo zbliżona w H I z różnych gatun
ków (54, 55, 56, 57) a różni się wyraźniej tylko w przypadku wyspecjali
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zowanych klas H I, jak H l° czy H5 (zob. p. I). W dalszej części tego roz
działu rozważać będziemy tylko w arianty  HI typu wspom nianych wyżej 
6 subfrakcji grasicy, nie będziemy się natom iast zajmować różnicami mię- 
dzygatunkow ym i ani wyspecjalizowanymi klasam i histonów H I.

Różnice w sekwencji aminokwasowej wariantów  HI pochodzących 
z organizmów jednego gatunku nie dotyczą zatem części globularnej, lecz 
niezestrukturalizow anych fragm entów końcowych (51, 52). Jakie znaczenie 
dla funkcjonowania H I w chrom atynie mogą mieć zmiany w sekwencjach 
fragm entów  niezestrukturalizow anych? Z analizy dokonanej w p. I i II 
wynika, że wszystkie trzy  domeny H I m ają zdolność do kondensowania 
DNA. Zmiana sekwencji fragm entów niezestrukturalizow anych (w roztwo
rze) może w płynąć na zdolność całej cząsteczki H I do kondensowania chro- 
m atyny co najm niej trojako: a) poprzez m odyfikację odcinka oddziaływu
jącego z DNA we fragm encie niezestrukturalizow anym  (chociażby przez 
zmianę potencjalnej zdolności tworzenia a-heliksu), b) przez likwidację 
(lub wprowadzenie) możliwości m odyfikacji enzymatycznej danego miejsca 
w łańcuchu polipeptydowym, na przykład przez fosforylację seryny lub 
treoniny i c) przez wpływ na s truk tu rę  drugorzędową domeny globularnej. 
Możliwości wymienione w punktach a) i b) są oczywiste. Co do ostatniej, 
opiera się ona przede wszystkim na obserwacji S m e r d o n a  i I s e n -  
b e r  g a (44). Autorzy ci, badając metodą dichroizmu kołowego i anizo
tropii fluorescencji procent a-heliksu tworzonego w różnych w ariantach 
sekwencyjnych HI grasicy stwierdzili, że w roztworze o identycznym  stę
żeniu soli (150 mM NaCl) w ariant oznaczony 3b był zestrukturalizow any 
w 75°/o (całkowitej zawartości a-heliksu), podczas gdy w arianty oznaczone 
jako 1 i 2 zestrukturalizow ane były tylko w 60°/o. Z kolei C o l e  i w s p .  
w swoich ostatnich pracach, posługując się m etodami wiązania do sącz
ków, analizą sedym entacyjną i pom iarem  lepkości wykazali, że poszczegól
ne w arianty  sekwencyjne H I z grasicy różnią się zdolnością do kondenso
wania DNA (58, 59, 60). W ariant, k tóry wykazywał zdecydowanie najsil
niejszą zdolność do kondensowania DNA charakteryzow ał się jednocześnie 
najw iększym  powinowactwem do DNA superspiralnego. Co ciekawsze, był 
to ten sam w ariant, k tóry  wykazał najwyższy stopień strukturalizacji 
w pośrednim  stężeniu soli (150 mM NaCl), w przytoczonych wyżej do
świadczeniach S m e r d o n a  i I s e n b e r g a  (44). Korelacja ta jest 
zgodna z sugestią, iż odcinki a-helikalne HI odgryw ają kluczową rolę 
w generowaniu s truk tu r wyższego rzędu w chrom atynie (zob. uwagi w koń
cowych akapitach pkt. II).

S i n g e r  i S i n g e r  (61) wykazali, że w przypadku HI szczególnie 
ważny w rozróżnianiu DNA superspiralnego od zrelaksowanego jest odci
nek od aminokwasu 72 do aminokwasu 106, a więc rejon leżący w zestruk- 
turalizow anym  fragm encie globularnym. Ponieważ jest to sekwencja kon
serw atyw na i zachowana we wszystkich w ariantach H I, efekt zmienności 
sekwencyjnej fragm entów  niezestrukturalizow anych mógłby się przeja
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wić tylko poprzez wpływ na stopień strukturalizacji tego odcinka. Co do 
pozostałego rejonu globularnego wraz z przyległym  doń fragm entem  C- 
końcowym (106—212) wiąże się on silnie z DNA, lecz nie rozróżnia między 
form ą liniową a superspiralną. Dodany z zewnątrz do chrom atyny pozba
wionej H I fragm ent ten wywiera silny wpływ kondensujący. Kwestię tę, 
w powiązaniu z rozkładem  ładunków w poszczególnych fragm entach H I, 
omówiono w pkt. II.

Dodatkowym  potwierdzeniem  znaczenia obszaru rozpoznającego s tru k 
tu rę  superspiralną w DNA są badania F a s m a n a  i w s p .  (62), którzy 
wykazali, że widmo dichroizm u kołowego DNA jest silniej zakłócane, (co 
odpowiada większemu odkształceniu DNA) przez peptyd 72—212 niż przez 
całą cząsteczkę H I. Peptyd 1—72 w ystępując w nienaruszonej cząsteczce 
H I wpływa więc m oderująco na oddziaływanie peptydu 72—212. Ale jedno
cześnie mieszanina peptydów 1—72 i 72—212 zakłóca widmo dichroizm u 
kołowego DNA bardziej niż sam peptyd 72— 212. Ostatnio C o l e  i w s p .  
(58, 63, 64) potwierdzili raz jeszcze, że w arianty  sekwencyjne H I różnią się 
w zdolności do kondensowania zrelaksowanego, a jeszcze bardziej — super- 
spiralnego DNA, m ierzonej jako stopień zmiany widma dichroizmu koło
wego DNA. W szystkie wyżej przytoczone dane świadczą o istnieniu subtel
nych i trudnych jeszcze do dokładnego uchwycenia, relacji konform acyj- 
nych między poszczególnymi domenami w cząsteczce H I.

Szczególnie interesująca jest spraw a różnic metabolicznych m iędzy w a
riantam i sekwencyjnym i H I. Podobnie jak w przypadku pozostałych histo
nów okres najintensyw niejszej syntezy HI przypada w fazie S cyklu ko
mórkowego, to jest w okresie syntezy DNA (65). Jednakże pewna część H I 
podobnie jak i innych histonów, syntetyzow ana jest również poza fazą S 
(66, 67). Stwierdzono, że poszczególne w arianty  HI syntetyzow ane są z n ie
jednakow ą szybkością (dotyczy to zarówno syntezy w fazie S jak  i poza 
nią) oraz m ają niejednakowe okresy półtrw ania w chrom atynie (68, 69, 
66, 70). Powyższe różnice zaznaczają się szczególnie w yraźnie w czasie róż
nicowania i w tkankach poddanych działaniu hormonów. C o h e n  i w s p .  
(71, 72, 73) wykazali istnienie szczegółowego program u zmian obecnych 
w chrom atynie w ariantów  HI w czasie rozwoju embrionalnego jeżowca. 
Podobne zmiany wykazano w zarodkach kurczęcia (74), myszy (75) oraz 
w czasie sperm atogenezy u szczura (76, 77). Nie ma w tej chwili w ątp li
wości co do tego, że zestaw w ariantów  HI obecny w chrom atynie jest cha
rakterystyczny dla stopnia zróżnicowania kom órki (51).

Ostatnio L e n n o x  i C o h e n  (67) donieści, że w chrom atynie sper- 
m atocytów myszy w okresie prepachytenu w ystępują tylko dwa (H la i H ic) 
z pięciu w ariantów  sekwencyjnych H I myszy. Badania chrom atyny z tego 
stadium  w mikroskopie elektronow ym  wykazały, że nie ma ona stru k tu ry  
wyższego rzędu to jest nie w ystępuje w niej włókno 30 nm  (solenoid) (78, 
79). Głównie na podstawie powyższej obserwacji L e n n o x  i C o h e n  
(67) sugerują, że obecne w prepachytenie, niestabilne metabolicznie wa-
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rian ty  H la  i H ic  mogą być niezdolne do kondensacji chrom atyny. Ich 
funkcją, według cytowanych autorów, mogłoby być utrzym ywanie rozluź
nionej struk tu ry  DNA, niezbędnej do prawidłowego zajścia rekom binacji 
mejotycznej. W tym  ostatnim  procesie kluczowe znaczenie ma dokładne 
sparowanie homologicznych odcinków DNA, czemu prawdopodobnie prze
szkadzałyby struk tu ry  wyższego rzędu w chrom atynie. Gdyby przytoczone 
sugestie dotyczące H la  i H ic  myszy były prawdziwe s truk tu ra  i własności 
konform acyjne tych w ariantów  mogłyby stać się kluczem do zrozumienia 
mechanizmu działania H I. Jak  zwykle podstawowy problem  tkwi w tru d 
ności wydzielenia dostatecznej ilości tych  unikalnych białek do badań 
fizyko-chemicznych.

Co do wspomnianych wyżej efektów hormonów H o h m a n n  i C o l e  
(68, 69) wykazali już dość dawno, że wzór w ariantów  H I w chrom atynie 
komórek ku ltu r tkankow ych można zmienić przez dodanie hormonów 
w sposób, k tóry przypom ina efekty hormonów in vivo.

Fakty  poznane dotychczas wskazują coraz wyraźniej na to, że wzór wa
riantów sekwencyjnych H I oraz sposób ich zmian w trakcie różnicowania 
są co najm niej zbliżone w gatunkach należących do jednej grupy system a
tycznej takiej, jak np. ssaki (80).

IV. Modyfikacje postsyntetyczne histonu HI

Modyfikacje chemiczne białek (fosforylację, acetylacje, m etylacje, gli- 
kozylacje, poli(ADP-ryboz)ylacje i inne) zachodzące po ich syntezie są zja
wiskiem powszechnym w komórkach. Dokonują ich wyspecjalizowane 
enzymy, a efektem  ich jest m niej lub bardziej głęboka zmiana s truk tu ry
i będąca jej konsekwencją zmiana funkcji białka (jako elem entu s truk tu ry  
wyższego rzędu, enzymu bądź czynnika regulatorowego). W szystkie histo- 
ny ulegają m odyfikacjom postsyntetycznym , a procesy te i ich znaczenie 
dla struk tu ry  i funkcji chrom atyny są przedm iotem  intensywnych badań 
(81, 82). Histon H I ulega fosforylacji, poli(ADP-ryboz)ylacji i w jednym, 
dotąd stwierdzonym przypadku (83) również m etylacji.

IV-1. Fosforylacja

Fosforylację są najpowszechniejszą i najlepiej dotąd poznaną z modyfi
kacji HI. W zbadanych dotąd pod tym  względem kom órkach enzymy fos- 
forylujące fosforylują w H I tylko serynę i treoninę. Donoszono również
o obecności kwaso-labilnych pochodnych fosforanowych lizyny (fosfo-estry 
seryny i treoniny są kwaso-stabilne) (84) problem  ten jednak nie był dotąd 
szczegółowo badany. Do tej pory nie w ykryto w histonach H I fosforylo- 
wanej tyrozyny. W yróżniamy dwa główne typy specyficzności kinazowej 
w stosunku do HI. W dzielących się komórkach kinaza niezależna od
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cAMP wydaje się rozpoznawać w HI sekwencję: —Lys—Ser—Pro— Lys—
(Thr)

PÓ4
(54). Natomiast zależna od cAMP kinaza działająca w komórkach spoczyn
kowych fosforyluje (zarówno in vivo jak i in vitro) miejsce położone 
w peptydzie: —Lys—Ala—Ser—Gly—Pro—Pro—Val—Ser—Glu— Leu—

P 0 4
Ile—Thr—Lys— (85, 86). W arto zwrócić uwagę na obecność proliny w  bez
pośrednim sąsiedztwie m iejsc fosforylowanych w HI. W skazuje to, że m iej
sca te mogą leżeć w okolicach zgięć w strukturze drugorzędowej, a więc 
w rejonach szczególnie eksponowanych.

Jaki efekt wywiera fosforylacja na konform ację cząsteczki HI i sposób 
jej oddziaływania z DNA chrom atyny? Tabela I i Ryc. 8 pokazują miejsca 
fosforylacji w cząsteczkach histonu H I z niektórych organizmów.

Szereg danych wskazuje, że fosforylacja prowadzi do niewielkich, ale 
dających się zaobserwować zmian w konform acji cząsteczki H I. Jedną 
z metod najczęściej stosowanych do badania oddziaływań H I z DNA i chro- 
m atyną jest wspom inany już w tym  artykule dichroizm kołowy (CD). 
Pom iary CD są w stanie wykazać zmiany w stopniu kondensacji chrom a
tyny indukowane zarówno in vitro jak  i in vivo (89, 90). Ogólnie, obniżenie 
m aksim um  wartości eliptyczności w rejonie odpowiadającym DNA w wid
mie CD obserwuje się wtedy, gdy chrom atyna przyjm uje s truk tu rę  bar
dziej zw artą (89, 91). W ynika to prawdopodobnie ze zmiany kąta zwinięcia 
heliksu DNA owiniętego wokół cząstek rdzeniowych nukleosomów (92). 
Badając m etodą CD H I ufosforylowany enzymatycznie w m iejscu A lub 
w m iejscu B (ryc. 8) A d l e r  i w s p. (93) wykazali, że zarówno jedna

[A] [B]

Ryc. 8. M iejsca fosforylacji w  cząsteczkach HI. N ie w szystk ie m iejsca fosforylow ane  
są w e w szystkich HI. Num ery m iejsc (1—8) nie mają zw iązku z num erem  am ino
kw asu w  cząsteczce. W edług (87), za zgodą.

jak i druga forma usfosforylowana HI deform uje DNA mniej niż nie- 
ufosforylowany H I, przy zachowaniu tego samego stosunku DNA—białko. 
Różnicę tę można było zniwelować przez zwiększenie stosunku: ufosfory
lowany H1:DNA. Efekt HI usfosforylowanego jednocześnie w obu m iej
scach: A i B był jakościowo inny. Podwójnie usfosforylowany HI powodo
wał wyraźnie m niejszą deform ację DNA niż mono- lub nieufosforylowany
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HI, przy czym różnicy tej nie dało się zniwelować przez zwiększanie sto
sunku białko:DNA. Zatem, o ile nie ma większych różnic w oddziaływaniu 
na konform ację DNA histonu H I usfosforylowanego w m iejscu A lub B, 
ufosforylowanie obu m iejsc powoduje w yraźną zmianę jakościową w od
działywaniu HI z DNA.

Tabela 1.

Miejsca fosforylacji w HI, według (87), za zgodą

Miejsce fosforylacji 
wg. oznaczenia na 

Ryc. 8
_______________

2

Stymulator
fosforylacji

Podział komórki 
Podział komórki

Cykliczny AMP

Nie znaleziono 
in vivo

Podział komórki

Podział komórki 
Podział komórki 
Podział komórki

Lokalizacja 
w strukturze 

pierwszorzędowej

Ser-151, 162 
Thr-173’4, 191, 202

Ser-371, 382 

Ser-103 5

Thr-1535

Ser-1456 (Thr-1365) 
Ser-1616, 173s 
Ser-1805, 1826

Uwagi

Nie wszystkie cząsteczki HI 
mają oba miejsca (1 i 2). 
W szeregu liniach komór
kowych fosforylacja tych 
miejsc zachodzi najinten
sywniej w mitozie.
Miejsce A. Ser zastępowana 
jest przez Ala w RTL-3. 
Miejsce B. Fosforylacja tego 
miejsca in vitro powoduje 
zmianę konformacyjną. 
Lokalizacja miejsca 5— 8 
zależy od rodzaju HI.
Nie wszystkie HI są fosfo- 
rylowane w tych miejscach. 
Czasami Thr zastępuje Ser.

In d ek sy : 1 —  G rasica  k ró lika : R T L -4 HI (86) 
2 —  G rasica  cielęcia: CTL-1 HI (86)
3 —  G rasica  k ró lik a : R TL -2 HI (86)
4 —  H eL a: HI B (88)
5 —  G rasica  k ró lika : RTL-3 HI (86) 
6 — P strąg : HI (54)

O znaczenia : R TL -2, R TL -3, R T L -4, C TL -1. HI B odpow ia
dają  w arian tom  sekw encyjnym  HI.

Badania metodami spektroskopowymi w roztworze* ufosforylowanych 
in vivo cząsteczek H I nie wskazują na żadne znaczne zmiany konform a- 
cyjne (np. w procencie a-heliksu w części globularnej) powstające w wyni
ku fosforylacji (94). Badano przy tym  zwykle efekt maksymalnego ufosfo- 
rylowania, to jest wprowadzenia około 5—6 grup fosforanowych na cząs
teczkę. Jednakże czułość metod spektroskopowych może tu  być niedosta
teczna. Zachowanie się ufosforylowanych form H I w elektroforezie w żelu 
poliakryloamidowym  zawierającym  SDS (siarczan dodecylu) (w tym  typie 
elektroforezy neutralizow any jest efekt ładunku elektrycznego rozdziela
nych cząsteczek) wskazuje na w yraźny wpływ fosforylacji na konform ację 
cząsteczki H I (95, 83).

Ostatnio szczegółowe badania nad efektem  ufosforylowanego HI na
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struk turę  chrom atyny przeprowadzili K a p l a n  i w s p .  (96). Porów ny
wali oni efekt wiązania do chrom atyny uprzednio selektywnie pozbawionej 
HI, enzymatycznie ufosforylowanego oraz nieufosforylowanego H I, anali
zując dwie podstawowe cechy tak  zrekonstruow anej chrom atyny: a) widmo 
dichroizmu kołowego i b) profil denaturacji term icznej DNA w niskiej 
sile jonowej. Ten ostatni odzwierciedla stabilność s truk tu ry  chrom atyny. 
Stosując do doświadczeń rekonstrukcyjnych histon H I, do którego w pro
wadzono enzymatycznie 4—5,3 fosforanów na cząsteczkę (jest to poziom 
bliski m aksym alnem u stanowi ufosforylowania histonu H I kręgowców, 
in vivo), cytow ani autorzy stw ierdzili brak  jakichkolwiek znaczących róż
nic w widmie CD chrom atyny rekonstruow anej z ufosforylowanego HI 
w stosunku do tej, k tórą rekonstruow ano z udziałem H I bez fosforanów. 
W świetle przytoczonej uprzednio charakterystyki m etody CD świadczy to, 
że fosforylacja H I (nawet bliska m aksym alnej fosforylacji zachodzącej in 
vivo) per se nie indukuje poważniejszych zmian strukturalnych  w chrom a
tynie, a w szczególności nie zwiększa stopnia jej skondensowania. W ynik 
ten jest zgodny z ostatnim i rezultatam i D ’A n n a  i w s p .  (94), którzy 
badali metodą dichroizm u kołowego oddziaływanie z DNA H I izolowanego 
z kom órek m itotycznych to  jest w stanie m aksymalnego ufosforylowania. 
Stwierdzili oni brak zauważalnego efektu fosforylacji w niskich siłach 
jonowych. W pośredniej sile jonowej ufosforylowany HI wykazywał nato
m iast m niejszą niż nieufosforylowanych H I zdolność do indukowania 
zmian w DNA.

Porównanie profili denaturacji term icznych chrom atyn zrekonstruow a
nych z ufosforylowanym i nieufosforylowanym  H I wykazało pewną desta
bilizację, rozluźnienie s truk tu ry  chrom atyny zawierającej ufosforylowany 
HI (przesunięcie szczytu o I o w stronę niższych tem peratur) (96). W ynikać 
ono musi ze słabszego wiązania się ufosforylowanego H I do DNA.

Powyższe rezu lta ty  nie podtrzym ują koncepcji udziału fosforylacji HI 
w procesie m itotycznej kondensacji chrom atyny, przedstaw ionej przez 
B r a d b u r y ’ e g o  i w s p .  (97). (Szersze omówienie argum entów  za
i przeciw tej koncepcji znajduje się w odn. (98)). Są natom iast zgodne z pro
pozycją G u r l e y ’ a i w s p .  (99), że fosforylacja HI może być procesem 
odblokowującym, k tóry usuwa pewne ograniczenia struk tu ralne nakładane 
przez H I i być może umożliwia w ten  sposób m itotyczną kondensację chro
mosomów powodowaną przez inne czynniki jądrowe. Zmniejszona zdolność 
do wiązania DNA przez ufosforylowany H I (zgodna z ogólnym bilansem 
ładunków) może mieć również znaczenie w interfazie cyklu komórkowego, 
jako czynnik ułatw iający dostęp do DNA różnych enzymów i białek regula
torowych (replikacja, transkrypcja). W edług tego rozumowania rola fosfo
rylacji H I w interfazie i w mitozie byłaby zasadniczo ta sama i polegałaby 
na ułatw ianiu oddziaływań chrom atyny z innymi efektoram i działającymi 
w danym  etapie cyklu komórkowego (96).

Czym różni się fosforylacja HI w komórkach niedzielących się od tej,
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która zachodzi w kom órkach mitotycznych? Cechą charakterystyczną fosfo
rylacji w kom órkach niedzielących się jest po pierwsze wybiórczość w sto
sunku do chromatynowego HI i po drugie podatność na stym ulację przez 
różne bodźce zewnętrzne. Na przykład w niedzielących się komórkach wą
troby dorosłego szczura po stym ulacji przez podanie glukagonu lub cyklicz
nego AMP dochodzi do fosforylacji 1% spośród wszystkich cząsteczek HI 
zaw artych w chrom atynie. Fosforylacji ulega miejsce A (Ryc. 8) (85). To 
samo m iejsce A, jako jedyne, fosforylowane jest w HI in vitro (w roztwo
rze) przez zależną od cyklicznego AMP kinazę z tym, że w tych w arunkach 
obejm uje 100°/o obecnych cząsteczek. W tarczycy cielęcej podobna, w y
biórcza fosforylacja niewielkiej ilości cząsteczek HI w miejscu A zachodzi 
pod wpływem  TSH. Fosforylacja ta skorelowana jest w czasie z indukcją 
syntezy nowego RNA (100). Korelacja, między fosforylacją przez zależną 
od cAMP kinazę miejsca A w niewielkiej ilości cząsteczek H I, a aktyw acją 
poszczególnych genów nasunęła przypuszczenie, że fosforylacja ta ma zwią
zek z regulacją aktywności genów w komórkach niedzielących się. Fakt, iż 
nie wszystkie w arianty  sekwencyjne H I m ają miejsce A jeszcze bardziej 
zwiększa możliwość specyficznego działania tej, stym ulowanej przez cAMP 
fosforylacji (101).

Pozostałe dwa, poznane dotąd, przypadki fosforylacji HI w komórkach 
niedzielących się to: 1. fosforylacja HI związanego z różnymi frakcjam i 
satelitarnego DNA u Drosophila (102) i 2. fosforylacja HI w jądrach Tetra-  
hymena  pod wpływem  szoku cieplnego (103). W obu przypadkach nie doko
nano jeszcze tak  szczegółowej analizy miejsc fosforylacji ani charakteru 
enzymu, jak  w przypadku niedzielących się komórek ssaczych.

Poza omówionymi wyżej, wszystkie pozostałe, znane fosforylację HI 
zachodzą w komórkach aktyw nie dzielących się. Fosforylacja HI związania 
z podziałem komórkowym jest zjawiskiem uniwersalnym  wśród Euka- 
ryota. Najlepiej do tej pory proces ten scharakteryzow ano w komórkach 
ssaczych: CHO (chomik) i HeLa (człowiek) (99, 88), a spośród niższych 
Eukaryota  w śluzo wcu Physarum polycephalum  (104, 83). Ryc. 9 przed
staw ia schem at fosforylacji HI w trakcie cyklu komórkowego komórek 
CHO. W arianty  sekwencyjne HI w CHO (główny stanowi ok. 87% a po
m niejszy ok. 13% całości HI) ulegają fosforylacji w fazie G l, około 2 go
dziny przed wejściem kom órki w fazę S (syntezy DNA). Fosforylacji tej 
ulegają cząsteczki HI zsyntetyzowane jeszcze w poprzednim cyklu komór
kowym. Nie dotyczy ona miejsca A, lecz seryny w C-końcowym rejonie 
cząsteczki. Miejsce A w ogóle nie jest fosforylowane w cyklu komórkowym 
CHO co świadczy, że jego fosforylacja nie ma związku z podziałem komór
ki. W fazie G l około 50%  wszystkich cząsteczek HI zawiera przynajm niej
1 grupę fosforanową. W fazie S rozpoczyna się synteza nowego histonu 
HI. WT tym  czasie, obok kontynuacji fosforylacji zachodzącej w G l pojawia 
się również fosforylacja dodatkowej seryny, położonej także w C-końco
wym fragm encie H I. Ta druga fosforylacja obejm uje jednak nie więcej niż
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Fazy cyklu 

komórkowego n

H1.

H1.

N-

P04 P04 P 0 4
' L  J

po 4 po4
I I 

N —  Ser—Thr

----------- Ser-(8er)~(Ser)—C

PO4 P04 PO4 po4
-  T h r -S er~ (S er ) - (S e r ) -C

Ryc. 9. Fosforylacja h istonow  w  cyklu kom órkow ym  CHO. W edług (99), za zgodą.

10°/o wszystkich cząsteczek H I. Gdy komórka wchodzi w fazę G2 w zrasta 
ilość cząsteczek H I zawierających co najm niej 2 grupy fosforanowe. W ejś
cie kom órki w fazę mitozy i postępująca kondensacja chromosomów zacho
dzą równocześnie z superfosforylacją H I. Proces ten obejm uje 100% cząste
czek H I w chrom atynie. W kom órkach CHO rezultatem  superfosforylacji 
m itotycznej jest fosforylacja 6 m iejsc w głównym i 4 m iejsc w pom niej
szym w ariancie H I. Fosforylacja mitotyczna, której m aksim um  przypada 
na okres m aksymalnego skondensowania chromosomów w metafazie, różni 
się jakościowo od fosforylacji interfazalnej tym , że we fragm encie C-koń- 
cowym fosforylowana jest oprócz seryny również treonina oraz tym, że fos
forylacji ulegają również seryna i treonina w N-końcowym fragm encie 
HI (99). Badania fosforylacji w ariantów  sekwencyjnych H I w cyklu ko
mórkowym HeLa potw ierdzają obserwację, że w arianty  ulegają fosfory
lacji w zróżnicowany sposób (88). Doświadczenia na kom órkach HeLa w ska
zują jednak równocześnie, że w przeciwieństwie do komórek CHO, ani
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fosforylacja iSf-końcowego fragm entu HI, ani treonina jako akceptor fosfo
ranu nie są charakterystyczne wyłącznie dla fosforylacji m itotycznej, wy
stępują bowiem również w interfazie (88).

Szczególnie interesującym  obiektem w badaniach cyklu komórkowego, 
ze względu na naturaln ie występującą synchronię podziałów jąder kom ór
kowych, jest należący do niższych Eukaryota  śluzowiec Physarum polyce- 
phalum  (105). Organizm ten może się okazać ważnym  elem entem  w bada
niach nad funkcją HI i jego zmiennością w cyklu kom órkowym ze względu 
na szczególnie znamienne różnice między HI Physarum  a HI wyższych 
Eukaryota. Różnice te były ostatnio przedm iotem  szczegółowych badań 
w naszym laboratorium  (83). Rezultaty tych badań pokazują, że histon HI 
w chrom atynie Physarum  w ystępuje jako pojedyńcza form a m olekularna, 
nie ma więc bliskich w ariantów  sekw encyjnych tego rodzaju jakie w ystę
pują wśród HI ssaczych (nadal jednak nie można wykluczyć istnienia 
pewnej ilości bardzo odległych w ariantów  sekwencyjnych, różniących się 
od podstawowej form y znacznie pod względem m asy cząsteczkowej bądź 
konformacji). Cząsteczka HI z Physarum  jest znacznie większa niż cząs
teczka HI ssaków (220 aminokwasów, średnio) liczy bowiem około 300 
aminokwasów. Przyczyną tej różnicy jest najprawdopodobniej występowa
nie niezwykle długiego fragm entu C-końcowego w HI z Physarum.

W cyklu kom órkowym HI w Physarum  ulega nie tylko fosforylacji, 
ale i m etylacji, przy czym istnieje między tym i dwoma modyfikacjami 
ustalona relacja: fosforylacji może ulegać tylko HI uprzednio zmetylowany 
(83). Zarówno fosforylacja jak i m etylacja dotyczy w przeważającej mierze 
C-końcowego fragm entu cząsteczki (83). Fosforylacja H I w cyklu komór
kowym Physarum  charakteryzuje się, podobnie jak w innych organizmach 
eukariotycznych, występowaniem  cyklicznej superfosforylacji m itotycznej. 
Jednakże zupełnie niespotykana jest ilość grup fosforanowych w prowa
dzanych do cząsteczki HI Physarum. Jak  to  zobrazowano na Ryc. 10 cząs
teczka HI z Physarum  w stanie maksymalnego ufosforylowania w m eta- 
fazie mitozy zawiera około 25 grup fosforanowych. Ze względu na to, że 
po mitozie nie następuje całkowita defosforylacja „starego” histonu H I, 
Pysarum  umożliwia porównanie losów starego (syntetyzowanego w po
przednim  cyklu) i nowego histonu HI (Ryc. 10). Ze schem atu na Ryc. 10 
widać, że po m etylacji nowcsyntetyzowany H I jest stopniowo fosforylo- 
wany, aż w połowie fazy G2 ilość fosforanów w starym  i nowym histonie 
H I wyrównuje się. Od tego m om entu cała pula histonu HI ulega super
fosforylacji m itotycznej, aby po mitozie w fazie G2 następnego cyklu, w ró
cić ponownie do pośredniego stopnia ufosforylowania charakterystycznego 
dla starego HI w okresie interfazy. Przedstaw iony na Ryc. 10 obraz fosfo
rylacji nowego HI poprzedzony jego nieodw racalną m etylacja narzuca w ra
żenie, że odbywa się tu  proces dojrzewania nowej chrom atyny.

Do jakiego stopnia obraz m odyfikacji HI w Physarum  jest zgodny 
z przedstawioną przedtem  koncepcją G u r  1 e y ’ a (99) znajdującą po-
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MITOZA II MITOZA IU
Faza S Faza G2

C?as ( h )

Ryc. 10. M odyfikacje postsyntetyczne histonu HI w  cyklu m itotycznym  P h ysarum  
■polycephalum. W edług (83), za zgodą.

parcie w danych K a p l a n ’ a i w s p .  (96)? W cyklu kom órkowym  
Physarum, w odróżnieniu od cyklu komórek ssaczych, nie ma fazy G1 
a synteza DNA (faza S) rozpoczyna się zaraz po m etafazie. Nie jest więc 
wykluczone, że silnie ufosforylowany, m itotyczny HI istotnie umożliwia 
odblokowanie DNA po metafazie, np. w celu umożliwienia dostępu enzy
mom zaangażowanym w proces replikacji. Co do transkrypcji, k tóra 
u Phasyrum  odbywa się wkrótce po replikacji, w naszym  laboratorium  
prowadzi się aktualnie badania, czy zachodzi ona tylko w rejonach DNA 
skompleksowanych ze starym  (ufosforylowanym), czy również z nowo- 
syntetyzow anym  (niezmodyfikowanym) HI.

Ryc. 10 pokazuje, że praktycznie w żadnym okresie cyklu kom órko
wego Physarum  histon HI nie stanowi homogennie ufosforylow anej popu
lacji. Przeciwnie, we wszystkich okresach reprezentow any jest przez cząs
teczki zawierające różną ilość fosforanów, np. od 7 do 16 w fazie G2 lub 
od 14 do 28 w metafazie. Badanie ufosforylowanych populacji HI w róż
nych miejscach cyklu komórkowego za pomocą wysokorozdzielczej elektro
forezy w żelu poliakrylamidowym , zawierającym  SDS ujawniło, że skła
dają się one zwykle z kilku (3—4), wyraźnie różniących się ruchliwością 
w żelu klas, które mogą odpowiadać w ariantom  konform acyjnym  (83). Na 
podstawie tego faktu wysunięto sugestię, że szczególnie duża ilość w prow a
dzanych fosforanów i bardzo długi fragm ent C-końcowy w HI Physarum
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mogą służyć do form owania zróżnicowanych wariantów  konform aeyjnych 
opartych o pojedynczą sekwencję aminokwasową białka (83). Rola tych 
w ariantów  m ogłaby być analogiczna do roli w ariantów  sekwencyjnych H I 
w kom órkach ssaków.

Ostatnio interesujące prace dotyczące znaczenia fosforylacji HI opubli
kował H o h m a n n  i w s p .  (106). Badali oni hybrydy komórek mysich
i chomiczych, stabilne w trakcie długotrwałej hodowli. Komórki hybry
dowe zawierały po 68 chromosomów: 46 mysich i 22 chomicze, rep liku ją
cych się stabilnie w ciągu ponad rocznej hodowli w laboratorium . Ekspresji 
ulegały zarówno mysie, jak i chomicze enzymy, jednakże hybryd wytwa
rzał wyłącznie m ysi histon H I. O ile zatem nie wiadomo, czy genom cho- 
miczy w hybrydach funkcjonował tak  samo jak w norm alnych komórkach 
chomika, to można przyjąć za udowodnione, że rodzaj H I nie ma znacze
nia dla prawidłowego podziału komórkowego (replikacja DNA, mitoza). 
H o h m a n n  i w s p .  (106) sugerują na tej podstawie, zgodnie z wcześniej 
przytoczoną koncepcją G u r l e y ’ a (99), że fosforylacja HI związana 
z podziałem kom órki jest procesem doraźnym  i mało specyficznym, służą
cym przede w szystkim  odblokowaniu DNA i umożliwieniu sterowania pro
cesom replikacji i kondensacji m itotycznej przez inne czynniki. Nato
m iast za długofalową organizację struk tu ra lną  DNA w chrom atynie odpo
wiedzialne jest przede wszystkim zróżnicowanie sekwencyjne HI.

IV-2. M etylacja

Jak  już wspomniano m etylację opisano dotychczas tylko w jednym  przy
padku histonu H I z Physarum polycephalum  (83). M odyfikacja ta dotyczy 
wszystkich (100°/o) cząsteczek HI i rozpoczyna się wkrótce po syntezie HI 
w fazie S. Trwa ona aż do około 1/3 fazy G2. W HI dotyczy grupy £-NH2 
lizyny (powstaje £-N-metylolizyna). W H I Physarum  m etylacja dotyczy 
około 10— 15°/o wszystkich lizyn i zlokalizowana jest w C-końcowym frag
mencie cząsteczki. Jest to m odyfikacja nieodwracalna. Interesujące jest, 
że w H I Physarum  m etylacja cząsteczki poprzedza jej fosforylację. Nie 
wiemy, czy jest to odzwierciedleniem ustalonej sekwencji zmian w s tru k 
turze H I pozostających w związku przyczynowo-skutkowym, czy też od
bija raczej sekwencję zmian stru k tu ry  chrom atyny pociągających za sobą 
pew ną kolejność eksponowania miejsc akceptorowych dla modyfikacji 
w H I. Nie ma do tej pory żadnych danych o wpływie m etylacji na oddzia
ływanie HI z DNA lub chrom atyną.

IV-3. Poli(A D P-rybo)zylacja

W chrom atynie kom órek ssaczych w ystępuje enzym: polimeraza 
poli(ADP-rybozy), k tóry  katalizuje kondensację fragm entów ADP-rybo- 
zylowych pochodzących z NAD* (z jednoczesnym uwolnieniem nikotyn-
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amidu) i przyłączanie ich do różnych białek (107). Poli(ADP-ryboza) jest 
homopolimerem  jednostek ADP-rybozylowych połączonych wiązaniem gli- 
kozydowym między dwoma pierścieniam i rybozy (l"-2 '). Homopolimer 
może osiągać długość do 50 jednostek poli(ADP-rybo)zylowych połączo
nych liniowo lub z rozgałęzieniem (108). Przebadanie wpływu na poziom 
syntezy polim eru z NAD* różnych stanów fizjologicznych i bodźców ze- 
nętrznych wykazało, że najbardziej stym ulujące jest działanie czynników 
powodujących uszkodzenia DNA. W yciągnięto stąd wniosek, że poli(ADP- 
rybo)zylacja białek chromosomowych jest w jakiś sposób związania z u ła
tw ianiem  procesu napraw y DNA w chrom atynie (109). Wśród histonów, 
zarówno in vitro  jak i in vivo najlepszym  akceptorem  poli(ADP-rybozy) 
jest H I (110). Obok serii hyperpoli(ADP-rybo)zylowanych HI jednym  
z produktów reakcji polim erazy poli(ADP-rybozy) w chrom atynie jest d i
m er utworzony przez połączenie dwóch cząsteczek H I przez mostek złożony 
z 15 jednostek poli(ADP-rybozy). W H I przyłączone są do homopolimeru 
(przez resztę kwasu glutaminowego) N- i C-końcowe fragm enty cząsteczki. 
Ilość dim eru sięga zaledwie 1—5% całego H I w  chrom atynie (111). O stat
nio jednak doniesiono (112), iż w ykryw any w chrom atynie dimer HI może 
być artefak tem  związanym  z procedurą izolacyjną.

Dotychczasowe badania nie udzieliły jednoznacznej odpowiedzi co do 
funkcji poli(ADP-rybo)zylacji H I. Ostatnio A u b i n  i w s p .  (113) do
nieśli o w ykryciu korelacji m iędzy hyperpoli(A DP-rybo)zylacją HI w chro
m atynie a pojawianiem  się lokalnie zrelaksowanych odcinków chrom atyny. 
Autorzy ci sugerują, że rozluźnianie s tru k tu ry  chrom atyny przez 
poli(ADP-rybo)zylację HI może mieć związek z udostępnianiem  DNA 
w procesach naprawczych. Koncepcja ta przeciwstawia się zdecydowanie 
poprzednim  interpretacjom  efektów poli(ADP-rybo)zylacji sugerującym  
udział te j m odyfikacji H I w procesie kondensacji chrom atyny (114).

V. Histon HI a transkrypcja DNA w chromosomach

W pkt. I i II przytoczyliśmy dane wykazujące, że zdolność do konden- 
sowania włókna chromatynowego jest szczególną cechą histonów klasy H I. 
Z drugiej strony zmienność zarówno sekwencji aminokwasowej jak i stop
nia m odyfikacji postsyntetycznych przez fosforylację, m etylację
i poli(ADP-rybo)zylację cząsteczek H I znajduje odbicie w zróżnicowanej 
zdolności do kondensowania chrom atyny przez różne H I. Oba fakty: 
zdolność do kondensacji i możliwość modulacji efektu kondensacyjnego 
sugerują, że histon HI obok umożliwiania, generalnie, upakowania DNA 
w jądrze, może również pełnić rolę regulatora dostępności DNA dla róż
nych efektorów.

Badania s tru k tu ry  chrom atyny aktyw nie transkrybującej wskazują, 
że jest ona znacznie bardziej rozluźniona niż s truk tu ra  chrom atyny nie
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aktyw nej. Obok zmniejszenia gęstości nukleosomów przypadających na 
jednostkę długości DNA i znacznego zwiększenia dostępności DNA dla 
nukleaz, charakterystyczną cechą chrom atyny aktyw nej transkrypcyjnie 
jest brak s truk tu ry  solenoidowej (włókna grubego, 30 nm) (115). Analiza 
zdjęć z mikroskopu elektronowego wydaje się wskazywać, że rozwinięcie 
zw artej struk tu ry  solenoidowej jest w arunkiem  sine qua non aktyw nej 
transkrypcji w chrom atynie. Uzasadnione jest zatem  przypuszczenie, że 
odwracalne zmiany konform acyjne włókna 30 nm pełnią kluczową rolę 
zarówno w aktyw acji genów jak i umożliwianiu samego procesu tran s
krypcji.

Dotychczasowe badania, wykonane na różnych tkankach zgodnie w ska
zują, że rejony aktyw nej transkrypcyjnie chrom atyny są znacznie zubo
żone w histon HI w porównamiu z pozostałą, nieaktyw ną chrom atyną (116, 
117, 118, 119, 120, 121, 122). Nie ma natom iast zbyt przekonywujących 
danych co do tego, jakiego rodzaju mechanizm y mogłyby być odpowie
dzialne za usuwanie (całkowicie lub częściowo) HI z rejonów aktyw nej 
chrom atyny. Sugerowano, że czynnikiem  takim  mogłaby być zwiększona 
w aktyw nej transkrypcyjnie chrom atynie ilość białek niehistonowych, 
szczególnie z grupy tak  zwanych białek HMG (123) oraz hyperacetylacja 
lizyn w N-końcowych fragm entach histonów rdzeniowych, zmniejszająca 
siłę oddziaływań między histonam i a DNA oraz między poszczególnymi 
histonam i i zapoczątkowująca „otw ieranie” s truk tu ry  nukleosomu (29, 30, 
117, 124, 125). Procesy zapoczątkowujące rozluźnianie struk tu ry  solenoidu 
mogą mieć istotne znaczenie dla przejściowego usunięcia H I między inny
mi dlatego, że włókno 30 nm jest w zasadzie s truk tu rą  dynamiczną, w któ
rej histon H I może wym ieniać się (w fizjologicznym stężeniu soli) między 
różnymi odcinkami chrom atyny (126, 127). Ostatnio W e i n t r a u b  (129) 
wykazał, że nieaktyw ne geny w chrom atynie erytrocytów  ptasich zorga
nizowane są w superstruk tury  zawierające około 20—30 tysięcy par zasad 
DNA. Trawienie tych stru k tu r nukleazą mimo nacięć w DNA między- 
nukleosomowym nie powoduje ich rozkładu. Podobne struk tu ry  zawiera
jące aktyw ne transkrypcyjnie geny, po traw ieniu nukleazą rozpadają się 
(129). W e i n t r a u b  sugeruje, że za różną trwałość obu s truk tu r odpo
wiedzialny jest różny sposób związania H I i H5 (występują one w obu 
typach struktur). S c h l i s s e l  i B r o w n  wykazali również ostatnio, 
że w chrom atynie Xenopus leavis aktyw na transkrypcyjn ie chrom atyna 
chroniona jest przed wiązaniem  HI przez związanie z kompleksem trans- 
krypcyjnym  (128).

VI. Uwagi końcowe

Przedstawione w niniejszym  artykule dane dotyczące histonu HI uza
sadniają wniosek, że białko to jest kluczowym czynnikiem w generowaniu 
wyższego rzędu struk tu r chromosomowych. Stopień, w jakim  te wyższego
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rzędu s truk tu ry  ograniczają zdolność DNA do ulegania transkrypcji określa 
znaczenie HI, jako generalnego elem entu ustalającego (na zasadzie re 
presji) profil transkrypcyjny  DNA w jądrze. Jest oczywiste, że zarówno 
synteza poszczególnych rodzajów H I, ich m odyfikacje i prawdopodobnie 
rozmieszczenie w chrom atynie — pozostają pod kontrolą genetyczną. Stąd 
regulacyjną rolę H I w chrom atynie przyrównać można, za H o h m a -  
n e m, do roli grup SH w strukturze trzeciorzędowej białek.

Zaakceptowano do druku 15 września 1985 r.
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I. Wstęp

Przekształcenie rozproszonej w jądrze komórkowym chrom atyny in ter- 
fazowej w skondensowane chromosomy metafazowe o określonej m orfo
logii zaobserwowano po raz pierwszy w połowie XIX wieku (cyt. wg 1). 
Przez następne ponad sto lat m itotyczna kondensacja chromosomów była 
przedm iotem  intensyw nych badań. Jak  dotychczas, badania te nie dopro
wadziły do wyjaśnienia mechanizm u kondensacji chromosomów. Jednakże, 
dzięki rozwojowi precyzyjnych metod biochemicznych, fizycznych metod 
badania s truk tu r oraz mikroskopii elektronowej, ostatnie lata stw orzyły 
możliwości eksperym entalnego sprawdzania licznych hipotez. M ający 
miejsce w połowie lat siedemdziesiątych przełom  w poglądach na s truk 
tu rę  chrom atyny, związany z wykryciem  nukleosomu (por. poz. 2), rów 
nież dostarczył nowego im pulsu do badań nad kondensacją chromosomów. 
W rezultacie ostatnie lata przyniosły wiele prac na ten  tem at. N iniejszy 
artykuł jest próbą uporządkowania uzyskanych inform acji i przedstaw ienia 
tendencji w badaniach nad m itotyczną kondensacją chromosomów.

Mówiąc o kondensacji chromosomów rozumiemy, że oznacza ona zwięk
szenie ilości kontaktów między poszczególnymi nukleosomami. Z takiego 
określenia kondensacji chromosomów w ynikają w sposób na tu ra lny  dwa 
pytania: jakie s tru k tu ry  umożliwiają zwiększenie ilości oddziaływań m ię
dzy nukleosomami w chromosomach metafazowych oraz jakie zmiany po
w odują powstanie takich struk tur. Pytania te wyznaczają dwa podstawowe 
k ierunki badań nad m itotyczną kondensacją chromosomów. Zostaną one 
kolejno omówione w dalszej części artykułu .

II. Struktura chromatyny interfazowej i chromosomów metafazowych

I I - l .  Struktura podstawow a: nukleosom  i w łókno 30 nm

Podstawowa s truk tu ra  chrom atyny była przedm iotem  dwóch a rtyku 
łów opublikowanych w „Postępach Biochemii” (2, 3). Odwołując się do po
wyższych artykułów  ograniczam zakres tego podrozdziału wyłącznie do 
tych aspektów podstawowej struktury , które wiążą się bezpośrednio ze 
stopniem  skondensowania chromatynowego DNA.
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Cienka nić chrom atynowa o średnicy ok. 10 nm  jest zbudowana z nu- 
kleosomów, których rdzeniowe części są płaskimi cylindram i o wym ia
rach 11X11X5,5 nm (4). Obecność cząsteczki histonu H I w nukleosomie 
powoduje, że DNA wchodzi i wychodzi z rdzenia nukleosomu po jednej 
jego stronie (5, 6). W rezultacie ułożenie nukleosomów w natyw nej cienkiej 
nici chrom atynowej nie jest liniowe, lecz zygzakowate (5, 6). Owinięcie 
cząsteczki DNA wokół rdzenia nukleosom u powoduje, że zwiększa się 
współczynnik jej upakowania. Pojęcie to określa stosunek długości rozwi
niętej cząsteczki DNA do długości struk tu ry , w której cząsteczka ta została 
upakowana (7). W spółczynnik upakowania cząsteczki DNA w cienkiej nici 
chrom atynowej wynika z wym iarów nukleosom u i wynosi 6—7.

Cienka nić chrom atynowa tworzy s truk tu rę  wyższego rzędu, tj. grube 
włókno chromatynowe o średnicy 25—30 nm, w którym  cząsteczka DNA 
ulega dalszemu, 6—7-krotnem u upakowaniu (5, 8). Formowanie grubego 
włókna bezwzględnie zależy od obecności histonu H I. G ruba nić nie po
w staje w chrom atynie, z k tórej usunięto ponad 10% histonu H I (6).

Budowa grubego włókna budzi do dziś pewne kontrow ersje. Istnieją co 
najm niej trzy hipotezy na tem at s truk tu ry  włókna. Pierwsza, najpowszech
niej akceptowana, zakłada spiralizację cienkiej nici w solenoid, zawiera
jący ok. 6—7 nukleosomów na skręt (8, 9), ułożonych swymi płaskimi po
wierzchniam i równolegle do osi solenoidu (10). Jednakże obrazy z m ikro
skopu elektronowego często pokazują zmienną średnicę poszczególnych 
odcinków grubego włókna, a czasem położone obok siebie, gruzełkowate 
skupienia nukleosomów (11, 12). Skupienia te, zawierające 8— 12 nukleo
somów (tzw. superbeads), reprezentu ją  według drugiej hipotezy natyw ną 
s tru k tu rę  grubego włókna (13, 14, 15). Trzecia hipoteza sugeruje, że grube 
włókno ma s truk tu rę  podwójnego heliksu, wynikającą z zygzakowatego 
ułożenia nukleosomów w cienkiej nici o średnicy 10 nm  (16).

Podstawowa s truk tu ra  nukleosomu i grubego włókna chromatynowego
o średnicy 30 nm  jest wspólna dla chrom atyny interfazowej i chromoso
mów metafazowych (17, 18, 19, 20, 21).

II-2 . Struktura chrom atyny w  jądrze interfazow ym

Chrom atyna interfazowa otoczona jest przez trzy  struk tury , zanika
jące w ogromnej większości komórek w czasie mitozy. S truk tu ry  te, to 
otoczka jądrowa, pory jądrowe i blaszka (22). Spośród nich tylko blaszka 
pozostaje w bezpośrednim kontakcie z peryferyjną w arstw ą chrom atyny 
w jądrze komórkowym. Jest to dość homogenna s truk tu ra  o grubości 
ok. 80—300 nm, ulokowana w jądrach komórek somatycznych między 
otoczką jądrową a chrom atyną. Blaszka jest struk tu rą  białkową, zbudo
waną z podobnych do siebie polipeptydów o masie cząsteczkowej 
ok. 65 000—75 000 (22).

Wiele danych wskazuje na to, że włókna chromatynowe dołączone są do
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blaszki, która w ten sposób stanowi szkielet białkowy, odpowiedzialny za 
przestrzenne ułożenie DNA w jądrze interfazowym . Białka o masie cząs
teczkowej identycznej z masą cząsteczkową polipeptydów blaszki znajdują 
się w preparatach nukleoproteinowych wydzielanych z jąder komórko
wych po oddysocjowaniu histonów (macierz jądrowa, jądra pozbawione 
histonów). Białka te stanowią zwykle dom inującą grupę, czasem zaś są 
jedynym i składnikami białkowymi tak  otrzym anych preparatów  (23, 24, 
25, 26). Skład białkowy preparatów  macierzy jądrowej, jak również ich 
wygląd mikroskopowy, zależą w znacznej mierze od zastosowanej proce
dury wydzielania (27). Jak  dotąd, trudno jest rozstrzygnąć, czy preparaty  
zawierające białka inne niż białka blaszki są artefaktam i, czy też — prze
ciwnie — zachowują bardziej labilne elem enty s tru k tu ry  szkieletu białko
wego (22). Za udziałem w szkielecie białkowym chrom atyny białek innych 
niż białka blaszki przem awia znajdywanie szkieletu białkowego w chro
mosomach metafazowych, w których białka blaszki nie w ystępują (24, 26, 
28, 29). Również wśród białek macierzy jądrowej niższych eukariontów 
dom inują polipeptydy różne od białek blaszki (30).

Sposób formowania przestrzennej s truk tu ry  chromatynowego DNA 
przez szkielet białkowy widać na wykonanych w m ikroskopie elektrono
wym zdjęciach nienaruszonych cząsteczek DNA, uwolnionych z jąder 
przez delikatną lizę połączoną z całkowitym lub częściowym oddysocjowa- 
niem histonów (25, 31, 32). Podobne informacje uzyskuje się przez badanie 
właściwości sedym entacyjnych takich preparatów  (33, 34, 35, 36). Z badań 
tych wynika, że szkielet białkowy spina włókna chrom atynowe w pętle 
(domeny) o długości ok. 50— 100 tysięcy par zasad (33, 37, 38, 39).

Na niektórych zdjęciach z m ikroskopu elektronowego widać, że ilość 
rejonów skondensowanej chrom atyny pozostającej w kontakcie z otoczką 
jądrową jest taka sama, jak ilość chromosomów (40). Sugeruje to, że 
w architekturze jądra interfazowego zachowane są elem enty strukturalne 
pochodzące z chromosomów metafazowych.

II-3. Struktura chrom osom ów m etafazow ych

W największym  chromosomie ludzkim cząsteczka DNA o długości 
7,3 cm umieszczona jest w strukturze o długości ok. 10 |j.m (7). Oznacza 
to, że współczynnik upakowania DNA w skondensowanych chromosomach 
metafazowych wynosi ok. 8000. Pozorne skrócenie DNA rzędu 40 X jest 
wynikiem  owinięcia DNA wokół nukleosomu oraz kolejnej spiralizacji 
cienkiej nici w grube włókno chromatynowe o średnicy 30 nm (zob. pkt. 
II-l). Oznacza to, że mitotyczna kondensacja chromosomów związana jest 
z wytworzeniem  s truk tu r umożliwiających pozorne skrócenie grubego 
włókna chromatynowego rzędu 200X. Dotychczasowe badania, oparte 
głównie na interpretacji zdjęć z mikroskopu elektronowego, pozwoliły na 
sformułowanie dwóch różnych hipotez dotyczących takich struktur.
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Pierw sza hipoteza zakłada, że kondensacja mitotyczna wiąże się z heli- 
kalnym  skręceniem  grubej nici chrom atynowej. S truk tu ry  tego typu, 
nazwane supersolenoidem, obserwowane były przez B a k a  i w s p .  (7, 
41) w chromosomach metafazowych człowieka, myszy i Drosophila. Śred
nicę supersolenoidu oznaczono na ok. 400 nm  (7, 41). Odpowiada to 30— 
40-krotnem u pozornemu skróceniu grubego włókna chromatynowego obec
nego w supersolenoidzie. B a k  i w s p .  (41, 42) zakładają, że ostateczne 
upakowanie cząsteczki DNA w chromosomie metafazowym następuje 
w efekcie kolejnej spiralizacji supersolenoidu.

Powyższej hipotezie, według której skondensowany chromosom jest 
zbudowany z hierarchicznych heliksów, przeciwstawia się inną, postulu
jącą istnienie rdzenia białkowego, ułożonego centralnie wzdłuż osi chromo
somu, od którego promieniście rozchodzą się pętle grubych włókien chro- 
m atynowych (19, 43, 44, 45). Hipoteza ta, zaproponowana przez L a e m -  
m l i e g o  i w s p .  (43), zakłada, że centralnie ułożony rdzeń białkowy 
chromosomu powstaje z białkowego szkieletu chrom atyny interfazowej 
przez zbliżenie się do siebie podstaw poszczególnych pętli grubych włó
kien chrom atynow ych (19). W obrębie pętli grube włókna chromatynowe
0 średnicy 30 nm są dodatkowo okręcane wokół siebie. W efekcie, pętle 
te są widoczne w preparatach chromosomów metafazowych oglądanych 
w mikroskopie elektronowym  jako bardzo grube włókna o średnicy 
ok. 50 nm (19, 21, 46).

Szkielet białkowy chromosomu metafazowego pozostaje w kompleksie 
z DNA po usunięciu histonów i części białek niehistonowych. Na zdjęciach 
prezentow anych przez L a e m m l i e g o  i w s p .  (43, 47, 45) preparaty  
takie zachowują wiele cech morfologicznych chromosomów metafazowych.

Skład białkowy szkieletu chromosomu metafazowego różni się od szkie
letu  chrom atyny interfazowej brakiem  białek blaszki (26, 28, 29), która 
ulega depolimeryzacji w początkowych stadiach mitozy (48), tracąc w ten 
sposób kontakt z chrom atyną. Z drugiej strony obraz elektroforetyczny 
pozostałych białek szkieletu chrom atyny interfazowej jest podobny do 
obrazu białek chromosomów metafazowych izolowanych tą samą techniką 
(23, 26, 28). Sugeruje się więc, że istnieją dwa poziomy strukturalne szkie
letu białkowego (28). Pierw szy jest wynikiem dołączenia chromosomowego 
DNA do blaszki i występuje tylko w chrom atynie interfazowej. Drugi, 
tworzony przez pozostałe białka szkieletu, ulega przeorganizowaniu w cza
sie przejścia komórki z fazy G2 do mitozy, prowadząc w ten sposób do 
kondensacji chromosomów.

Jak  dotychczas, nie ma danych, które rozstrzygałyby ostatecznie na 
korzyść którejkolw iek z opisanych wyżej hipotez na tem at budowy chro
mosomu metafazowego. Przeciwnie, niektóre fakty przem aw iają przeciwko 
pierwszej hipotezie, inne zaś przeciwko drugiej. Z prac L a e m m l i e g o
1 w s p .  (45) wynika, że s tru k tu ry  podobne do supersolenoidu mogą po
wstawać na skutek działania sił mechanicznych w czasie izolowania chro
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mosomów. Z innych prac wynika, że s truk tu rę  chromosomu metafazowego 
stabilizują wyłącznie oddziaływania między grubym i włóknami chrom a- 
tynowym i (49, 50, 51), co zaprzecza udziałowi szkieletu białkowego 
w utrzym yw aniu struk tu ry  chromosomu.

Ostatnio pojawiły się doniesienia wskazujące na możliwość udziału 
DNA, a w szczególności jego form y Z, w określaniu s truk tu ry  skondenso
wanego chromosomu. Sekwencje poli(dGdT*dCdA), w ystępujące in vitro 
jako form a Z DNA, znaleziono w telom erycznych częściach chromosomów 
drożdży (52). Inne badania, przeprowadzone przy użyciu przeciwciał skie
rowanych przeciw Z-DNA, wykazały szczególnie dużą zawartość Z-DNA 
na końcach chromosomów politenicznych Chironomus i Drosophila (53). 
Jak  dotychczas, nie jest jasne czy i jaki związek zachodzi między s tru k 
tu rą  DNA w telom erycznych częściach chromosomu a funkcją telom eru, 
czy też morfologią chromosomu.

III. Zmiany białek chromosomowych towarzyszące kondensacji mitotycznej 
chromosomów

M itotycznej kondensacji chromosomów towarzyszą różnorodne zmiany 
białek chromosomowych. Zmienia się, choć nieznacznie, ich skład oraz po
jawia się lub zanika szereg m odyfikacji. Wiele hipotez łączy zachodzące 
podczas mitozy zmiany białek chromosomowych i kondensację chrom o
somów na zasadzie przyczyny i skutku. Te hipotetyczne m echanizm y kon
densacji chromosomów przedstawione zostaną w kolejnych podrozdziałach 
w7raz z opisem tych zmian białek chromosomowych, od których się w y
wodzą.

II I -l. Skład białek niehistonow ych

Skład podstawowych białek struk turalnych  — histonów — jest p rak 
tycznie identyczny w chrom atynie interfazowej i chromosomach m eta- 
fazowych (54). Zm iany składu białkowego, towarzyszące kondensacji m ito
tycznej, dotyczą wyłącznie niektórych białek niehistonowych (54, 55, 56). 
Zakres ilościowy tych zmian jest na tyle mały, że nie wpływają one na 
stosunek wagowy białek niehistonowych do DNA (54). Znaczna część białek 
niehistonowych w ystępuje w takich samych ilościach w chrom atynie in te r
fazowej i chromosomach metafazowych (54, 55). Obserwowane różnice 
w składzie białek niehistonowych m ają częściowo charakter ilościowy (54), 
częściowo zaś dotyczą występowania pewnych białek wyłącznie w chrom a
tynie interfazowej lub w chromosomach metafazowych (54, 55, 56). Zm iany 
w zawartości niektórych białek niehistonowych są identyczne w kom ór
kach różnych typów (54). Na tej podstawie wysunięto sugestię, że białka 
takie mogą pełnić rolę struk tu ra lną  w chromosomach metafazowych (54).
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Zm iany składu białek niehistonowych obserwuje się również wówczas, 
gdy kondensację chromosomów indukuje się sztucznie podczas interfazy, 
wywołując tzw. przedwczesną kondensację chromosomów (PCC — z ang. 
premature chromosome condensation) (56). Obserwowane zmiany są iden
tyczne z zachodzącymi w czasie normalnego przejścia komórki z fazy G2 
do mitozy (56).

III-2. Stopień ufosforylow ania białek chrom osom owych

Zm iany stopnia ufosforylowania m ają najbardziej masowy charakter 
ze wszystkich m odyfikacji białek zachodzących w czasie kondensacji chro
mosomów. Dotyczą one także najw iększej ilości różnych rodzajów białek 
chromosomowych. W czasie przejścia komórki z fazy G2 do m itozy obser
w uje się fosforylację praktycznie wszystkich cząsteczek histonu HI (57,
58, 59, 60) i histonu H3 (59, 60), fosforylację białek HMG 14 (60, 61) 
i HMG 17 (61), lecz również ogólną defosforylację innych białek niehisto
nowych (62) przy jednoczesnym wzroście stopnia usfosforylowania nie
których z nich (62, 63). Fosforylacja histonów H I i H3 zachodzi również 
w przypadku zaindukowanej w czasie interfazy przedwczesnej kondensacji 
chromosomów (PCC) (64, 65, 66). W skondensowanych chromosomach me- 
tafazowych usfosforylowane histony zawierają w sobie najw ięcej fosforu 
białek chromatynowych. W ynika to zarówno ze wzrostu stopnia ich ufosfo
rylowania, jak i defosforylacji większości białek niehistonowych. W chro
m atynie interfazowej białka niehistonowe mogą zawierać w sobie do 90% 
fosforu białek chrom atynowych (62).

Choć w czasie przejścia kom órki z fazy G2 do mitozy białka niehisto
nowe ulegają ogólnej defosforylacji, niektóre z tych białek są w tym  czasie 
specyficznie fosforylowane. Odnosi się to m.in. do białka szkieletu chroma- 
tynowego o m. cz. 119 000 (62) oraz do grupy białek luźno związanych 
z chrom atyną (ekstrahow anych 0,2 M roztworem  NaCl) o m. cz. od 27 500 
do 100 000 (63).

W fosforylacji białek chrom atynowych często dopatrywano się bezpo
średniej przyczyny m itotycznej kondensacji chromosomów. W szczegól
ności m itotyczną kondensację chromosomów łączono z fosforylacją histonu 
H I. B r a d b u r y  i w s p .  (57, 67) sugerowali, że m itotyczną fosforylacja 
histonu H I umożliwia wytworzenie dodatkowych oddziaływań między 
włóknami chrom atynowymi, prowadząc w ten sposób do kondensacji chro
mosomu. Hipotezę tę poparto pracami, które poza zbieżnością w czasie 
fosforylacji histonu H I i kondensacji chromosomów pokazywały: (1) skró
cenie cyklu mitotycznego śluzowca P. polycephalum  potraktowanego su
row ym  ekstraktem  kinazy histonowej (68), (2) wzrost aktywności kinazy 
histonowej bezpośrednio przed mitozą (69), (3) zahamowanie m itozy u ter- 
mowrażliwego m utan ta  z defektem  fosforylacji histonu H I (70), (4) zwięk
szoną zdolność agregacji kompleksów DNA-ufosforylowany histon HI

http://rcin.org.pl



136 K. ST A R O Ń 18}

w stosunku do kompleksów DNA-zdefosforylowany histon HI (71). Jednak
że wykazano również, że fosforylację histonu H I i kondensację chrom o
somów można rozdzielić uzyskując komórki o wysokim stopniu ufosfory
lowania histonu H I, lecz z zablokowaną kondensacją chromosomów (64) 
lub też z zachodzącą bez defosforylacji histonu HI norm alną dekonden- 
sacją (72). Z kolei z prac strukturalnych  wynika, że fosforylacja histonu 
HI nie powoduje znaczniejszych zmian w strukturze włókna chrom atyno- 
wego (73), zaś wiązanie ufosforylowanego w czasie m itozy histonu H I 
z chrom atyną jest słabsze niż analogiczne wiązanie histonu H I w in terfazie 
(74). Udział histonu H I w m itotycznej kondensacji chromosomów pozostaje 
więc sprawą otwartą. W arto zwrócić uwagę, że niektóre hipotezy łączą 
fosforylację histonu HI nie z kondensacją chromosomów, lecz z ogólnym 
wyłączeniem transkrypcji w czasie mitozy (60). Podobną rolę przypisuje 
się fosforylacji białek HMG (60).

G rupa R a o i w s p .  (63) łączy m itotyczną kondensację chromosomów 
z fosforylacją białek niehistonowych, tworzących niewielką frakcję białek 
ekstrahowanych z chrom atyny 0,2 M roztworem  NaCl. Fosforylacja i de- 
fosforylacja białek wchodzących w skład tej frakcji zachodzi dokładnie 
w tym  samym czasie, co przejście komórki z fazy G2 do mitozy i z mitozy 
do fazy G1 cyklu mitotycznego (63). Za możliwością udziału fosforylacji 
białek ekstrahow anych z chrom atyny 0,2 M roztworem  NaCl w m itotycznej 
kondensacji chromosomów przemawia również to, że białka obecne w eks
trakcie indukują kondensację chromosomów w oocytach Xenopus laevis 
(zob. rozdz. V).

III-3. D eacetylacja histonu H4

Podczas przejścia komórek z fazy G2 do mitozy następuje deacetylacja 
histonu H4 (75, 76). W przeciwieństwie do masowej fosforylacji m ito
tycznej histonów HI i H3, deacetylacja dotyczy tylko pewnej frakcji histo
nu H4. W komórkach CHO ilość zacetylowanej form y H4 spada z 47°/o 
w fazie S do 31°/o w czasie mitozy (75). Na podstawie powyższych obser
wacji wysunięto sugestię, że usunięcie grup acetylowych z części cząste
czek histonu H4 może ułatwiać współdziałanie histonu H4 z ufosforylowa- 
nym  histonem H I w formowaniu skondensowanych chromosomów m eta
fazowych (76).

III-4. Odłączenie ubikw ityny od histonu H2A

W komórkach interfazowych ok. 10°/o histonu H2A w ystępuje w formie 
związanej kowalencyjnie z ubikwityną, tworząc tzw. białko A24 (77). 
Białko A24 zanika całkowicie w czasie mitozy (78). Rozszczepienie białka 
A24 zachodzi przy udziale odpowiedniej liazy obecnej w jąderkach (79). 
Stworzona na podstawie powyższych obserwacji hipoteza przebiegu kon
densacji chromosowów zakłada, że usunięcie ubikw ityny odsłania zasadowe
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aminokwasy C-końcowego odcinka histonu H2A, które oddziałując elektro
statycznie z fosforanam i histonu H I tworzą dodatkowe kontakty między 
włóknami chrom atynowymi (78).

III-5. Poli-A D P-rybozylacja histonu H I

Wśród białek chromosomowych histon H I oraz liczne białka niehisto- 
nowe są akceptoram i poli-ADP-rybozy. Ilość poli-ADP-rybozylowanych 
białek niehistonowych jest drastycznie zmniejszona w chromosomach me- 
tafazowych (80). Odmiennie wygląda poli-ADP-rybozylacja histonu HI 
w cyklu mitotycznym. W zrost poli-ADP-rybozylacji histonu HI obserwuje 
się w fazie G2, zaś m aksim um  podczas mitozy (81, 82). Doniesienia doty
czące wpływu poli-ADP-rybozylacji histonu HI na kondensację chrom a
tyny  są sprzeczne ze sobą. Pewne prace sugerują, że efektem  tej modyfi
kacji może być wzrost stopnia skondensowania chrom atyny (83). Inne 
prace wskazują, że poli-AD P-rybozylacja histonu H I prowadzi do relak
sacji włókna chromatynowego (84, 85). Niektóre hipotezy sugerują, że 
poli-ADP-rybozylacja histonu H I, poprzez wytworzenie dimerów HI połą
czonych łańcuchem  poli-ADP-rybozy, prowadzi bezpośrednio do m itotycz
nej kondensacji chromosomów (82).

H I-6. K urczliw e białka chrom osom owe

Niektóre dane wskazują, że w przekształceniach struk turalnych  prowa
dzących do m itotycznej kondensacji chromosomów mogą brać udział 
kurczliwe białka chromosomowe. W prowadzenie do oocytów Xenopus  
laevis przeciwciał skierowanych przeciw aktynie prowadzi do zablokowa
nia kondensacji chromosomów (86).

IV. Rola środowiska jonowego w kondensacji chromosomów

Opisane w poprzednim  rozdziale hipotetyczne mechanizm y mitotycz
nej kondensacji chromosomów opierają się na zachodzących podczas m ito
zy m odyfikacjach białek chromosomowych. Całkowicie odmienną przyczy
ną kondensacji chromosomów zakładają hipotezy rozważające znaczenie 
w tym  procesie zmian środowiska wewnątrzkomórkowego, a w szczegól
ności zmian środowiska jonowego komórki (87, 88, 89).

IV-1. W pływ  środow iska jonow ego na stopień skondensow ania chrom atyny

Skład jonowy środowiska wewnątrzkomórkowego w znacznym stopniu 
determ inuje stopień skondensowania chrom atyny. Działanie środowiska 
jonowego dotyczy kilku poziomów struk tu ry  chrom atyny.
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Podstawowy efekt środowiska jonowego związany jest z polianionowym 
charakterem  chrom atyny (89, 90). Wielkość sił odpychania między u jem 
nym i ładunkam i grup fosforanowych DNA, nie zobojętnionymi przez od
działywania z histonam i i białkam i niehistonowymi, zależy od stopnia ek ra
nowania tych ładunków przez kationy, a więc od stężenia kationów w śro
dowisku. W wielu pracach wykazano wzrost stopnia skondensowania w y
izolowanej chrom atyny zachodzący pod wpływem zwiększenia stężenia 
kationów. Przejaw ia się to w zmianach lepkości (91, 92), współczynnika 
sedym entacji (91, 92, 93, 94), rozpraszania światła (95, 96), promieni ren tge
nowskich (97) i neutronów (9), w spadku objętości właściwej (98, 99, 100) 
i wzroście m asy na jednostkę długości włókna chromatynowego (16). 
Stwierdzono również bezpośrednio, że nukleosomy włókna chrom atyno
wego w środowisku o wysokiej sile jonowej znajdują się bliżej siebie niż 
w środowisku o niskiej sile jonowej (101). Kondensację chrom atyny powo
dują zarówno kationy jedno- jak i dwuwartościowe, w zakresach stężeń 
wynoszących odpowiednio 10~8— 10-1 M oraz 10-5— 10-8 M. W zakresach 
tych mieszczą się komórkowe stężenia N a+ +  K + (sumaryczne stężenia 
ok. 100 mM) (102, 103) oraz Mg2+ (ok. 0,5— 1 mM) (103, 104). Efekty dzia
łania kationów jedno- i dwuwartościowych wynikające z osłabienia sił 
m iędzy ujem nym i ładunkam i chromatynowego DNA są addytyw ne (100).

Kationy jedno- i dwuwartościowe odpowiadają za przekształcenie cien
kiej nici chrom atynowej o średnicy 10 nm  w grube włókno o średnicy 30 
nm. Regularne ułożenie histonów w nukleosomach oraz zdolność histonu 
HI do tworzenia oddziaływań typu H I—H I (105) um ożliwiają takie 
przejście w wyniku prostego zobojętnienia ujem nych ładunków. Pow stawa
nie grubego włókna chromatynowego obserwuje się przy stężeniu kationów 
jednowartościowych powyżej 10 mM (5, 6) i dwuwartościowych powyżej
0,1—0,2 mM (8, 12). Morfologia grubego włókna chromatynowego zależy 
zarówno od wartościowości, jak i od stężenia kationu. Ogólnie, włókno 
powstałe w obecności kationów dwuwartościowych jest m niej stabilne niż to 
sformowane w obecności kationów jednowartościowych (16). Bardziej sub
telne różnice to obserwowany w mikroskopie elektronowym  przy niskich 
stężeniach każdego z kationów gruzełkowaty wygląd grubego włókna, zani
kający wraz ze wzrostem stężenia kationu (12). Te przekształcenia s tru k 
turalne indukowane są niezależnie przez kationy jedno- i dwuwartościowe 
(12). Podobnie, zmiany stopnia skondensowania chrom atyny zachodzące 
w  trakcie formowania grubego włókna są niezależnie powodowane przez 
kationy jedno- i dwuwartościowe (100).

Kolejnym  elem entem  struk turalnym  chrom atyny wykazującym  w raż
liwość na kationy jest białkowy szkielet zbudowany z białek niehistono- 
w ych (zob. rozdz. III). Ekspozycja wyizolowanego szkieletu białkowego 
na Mg2+ powoduje zmniejszenie jego wymiarów o 25 do 40% (45). Można 
przypuszczać, że kondensacja szkieletu białkowego pod wpływem N a+ lub
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Mg2+ ma swój udział w ogólnym stopniu skondensowania chrom atyny 
znajdującej się w obecności kationów. Inną właściwością białkowego szkie
le tu  chromatynowego jest jego specyficzna wrażliwość na Ca2+ i Cu2+. 
W śród białek szkieletu znajdują się m etaloproteiny zawierające Ca2+ lub 
Cu2+ (23, 28, 35). K ationy te są związane z białkiem  i w ym agają do usu
nięcia silnych chelatorów (23, 28, 35). Usunięcie silnie związanych katio
nów ze szkieletu białkowego powoduje rozluźnienie oddziaływań między 
tym i białkam i i DNA (23, 28, 35) i w efekcie dekondensację chrom atyny 
prowadzącą do wzrostu jej objętości o ok. 50°/o (100).

IV-2. Zm iany środow iska jonow ego tow arzyszące m itotyczncj kondensacji 
chrom osom ów

Pom iary stężenia wolnych jonów w żyjącej komórce związane są z wie
loma trudnościam i, często nieprzezwyciężonymi do dzisiaj. Dlatego też, 
jak  dotychczas, brak jest bezpośrednich danych pokazujących zmiany śro
dowiska jonowego komórki, których zakres i zbieżność czasowa z konden
sacją chromosomów m ogłaby pozwolić na łączenie obu zjawisk, jako przy
czyny i skutku. Brak jest również danych wykluczających taką możliwość.

Najwięcej znanych dotąd faktów dotyczy zmian w stężeniu i rozm ie
szczeniu jonów wapniowych w czasie cyklu mitotycznego. Wiadomo, że 
w czasie trw ania mitozy w ystępują fluktuacje w pobieraniu Ca2+ ze środo
wiska (106, 107), sekw estracja i zmiany w rozmieszczeniu Ca2+ związanego 
z błonami znajdującym i się przy aparacie m itotycznym  (108, 109, 110) oraz 
przemieszczenia Ca2+ w ew nątrz kom órki (111). Na ogół nie wiąże się zmian 
w stężeniu wewnątrzkomórkowego Ca2+ bezpośrednio z kondensacją m ito- 
tyczną chromosomów, lecz raczej ze zmianami strukturalnym i wrzeciona 
mitotycznego (112, 113, 114). Jednakże jest możliwe, że stężenie jonów 
wapniowych reguluje poziom fosforylacji histonu H3 podczas kondensacji 
m itotycznej chromosomów. W ykryta w kom órkach HeLa kinaza białkowa 
fosforylująca histon H3 jest stym ulowana przez Ca2+ w fizjologicznym za
kresie jego stężeń (115).

Niektóre dane pokazują również przemieszczanie się w obrębie ko
m órki podczas mitozy tych kationów, których stężenie bezpośrednio deter
m inuje stopień skondensowania chrom atyny. Stwierdzono mianowicie, że 
podczas mitozy Mg2+ przemieszcza się wew nątrz komórki (111) oraz że 
Mg2+ koncentruje się w tym  czasie w chrom atynie (116). Również jon 
sodowy przemieszcza się wew nątrz komórki podczas m itozy (117).

W czasie cyklu m itotycznego zmienia się także stężenie jonów wodoro
wych w komórce, osiągając podczas m etafazy swą najniższą wartość (118, 
119). Jednakże zmiany pH w cyklu m itotycznym  są nieznaczne i w ahają się 
między 7,0 i 7,5 (119). W tym  zakresie pH nie wpływa na stopień skonden
sowania chrom atyny (100).
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V. Czynniki indukujące kondensację chromosomów w oocytach
i w somatycznych komórkach interfazowych

Klasyczne dzisiaj badania z zastosowaniem inhibitorów7 syntezy RNA 
i białka wykazały, że do rozpoczęcia kondensacji chromosomów potrzebne 
są białka, których synteza kończy się około 15—60 m inut przed rozpoczę
ciem mitozy (120, 121). Na obecność czynników indukujących kondensację 
chromosomów w kom órkach mitotycznych wskazuje również zjawisko 
przedwczesnej kondensacji chromosomów (PCC). Zjawisko to obserw uje 
się w czasie fuzji kom órki m itotycznej z komórką interfazową, czego sku t
kiem jest kondensacja chrom atyny jądra interfazowego połączona z zani
kiem otoczki jądrowej (122).

Czynniki indukujące kondensację chromosomów, obecne w kom órkach 
m itotycznych i w komórkach w późnej fazie G2, zostały wyizolowane 
i częściowo oczyszczone (123, 124, 125, 126). E kstrakty białkowe z komórek 
m itotycznych powodują przyspieszenie dojrzewania i kondensację chromo
somów w oocytach Xenopus laevis (123, 124, 125, 126), jak również kon
densację chromosomów w somatycznych komórkach interfazowych (127). 
Ekstrakty te indukują również powstawanie przeciwciał specyficznych 
w stosunku do skondensowanych chromosomów bez względu na to, czy te 
ostatnie znajdują się w kom órkach mitotycznych, czy też w komórkach 
interfazowych poddanych PCC (128). Czynniki indukujące kondensację 
chromosomów wiążą się preferencyjnie z chrom atyną: ich zawartość 
w chromosomach metafazowych jest trzykrotnie większa niż w cytoplazmie 
(128, 129). Również do zachowania aktywności antygenowej jest niezbędne, 
aby czynniki indukujące kondensację chromosomów występowały w kom 
pleksie z DNA (128).

Czynniki indukujące kondensację chromosomów można wyekstrahować 
z chromosomów m itotycznych 0,2 M roztworem  NaCl (129). Analiza elek- 
troforetyczna takich ekstraktów  pokazuje obecność kilku silnie ufosforylo- 
wanych białek o masach cząsteczkowych między 27 500 a 100 000, których 
nie ma w analogicznych ekstraktach izolowanych z chrom atyny interfazo
wej (63).

Badania podobne do opisanych wyżej wskazują również na obecność 
w kom órkach inhibitorów czynników indukujących kondensację chromo
somów (130, 131). Inhibitory te można sztucznie uaktyw nić przez naświe
tlenie komórek promieniami UV (131).

VI. Uwagi końcowe

M itotyczna kondensacja chromosomów jest tylko elem entem  wielu 
przem ian zachodzących w komórce podczas mitozy. Liczne fakty wskazują 
na to, że między tym i przem ianam i zachodzą wzajem ne powiązania. Jak 
dotychczas, nasza wiedza nie jest w ystarczająca na tyle, aby wyjaśnić, co
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dzieje się w komórce w czasie tworzenia wrzeciona mitotycznego, czy też 
przemieszczania chromosomów (132). Nie m am y więc spójnego i popartego 
dostateczną ilością faktów obrazu m olekularnych przem ian zachodzących 
w czasie mitozy, k tóry  mógłby pozwolić na przyjęcie, lub odrzucenie które
gokolwiek z opisanych hipotetycznych mechanizmów m itotycznej konden
sacji chromosomów.

Zaakceptowano do druku 15 września, 1985 r.
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S p r o s t o w a n i e

W zeszycie 3—4, tom u 31 (1985), w artykule  pt. „Transloka- 
cje chromosomalne a transform acja nowotworowa” (601—615) 
stosuje au tor term in  ,,egzon”. Term in ten, po angielsku „exon”, 
pochodzi od wyrażenia „expression on” należy zatem w języku 
polskim stosować pisownię ,,ekson”.
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I. Wstęp

Azot pochodzący z procesów katabolicznych jest usuw any z organizmów 
ssaków w postaci mocznika. U człowieka i szczura stanowi on 60—90°/o cał
kowitej puli wydalanego azotu (1, 2). Synteza mocznika przebiega w w ątro
bie w reakcjach katalizowanych przez pięć enzymów tworzących tzw. cykl 
mocznikowy. Inne tkanki mimo występowania w nich niektórych enzymów

* Mgr, Instytut B iochem ii, U niw ersytet W arszawski, Al. Żwirki i W igury 93, 
02-089 W arszawa
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cyklu nie odgrywają istotnej roli w produkcji mocznika (3). Substratam i 
tego szlaku metabolicznego są: amoniak i asparaginian (będące donorami 
azotu), HC03~ oraz trzy  cząsteczki ATP dostarczające energii (Ryc. 1). 
Z amoniaku, HCOj i dwóch cząsteczek ATP powstaje w m itochondriach 
przy udziale syntetazy karbamoilofosforanowej pierwszy m etabolit pośred-

Ryc. 1. Cykl m ocznikowy w  w ątrobie ssaków. 1 — syntetaza karbam oilofosf orano wa; 
2 — transkarbam oilaza ornitynowa; 3 — syntetaza argininobursztynianowa; 4 — liaza  
argininobursztynianow a; 5 — arginaza

ni cyklu: fosforan karbam oilu. Następnie transkarbam oilaza ornitynowa 
katalizuje reakcję przeniesienia grupy karbamoilowej na ornitynę z wytwo
rzeniem  cytruliny, która jest transportow ana do cytoplazmy, gdzie reaguje 
z asparaginianem  przy udziale syntetazy argininobursztynianowej. Argini- 
nobursztynian rozkładany jest przez liazę argininobursztynianową z w y
tworzeniem  fum aranu i argininy, która w reakcji katalizowanej przez argi- 
nazę ulega rozszczepieniu dając mocznik i ornitynę. Mocznik jest wydalany 
z kom órki wątroby, a ornityna jest transportow ana do mitochondriów, 
gdzie reaguje z następną cząsteczką fosforanu karbam oilu.

W końcu XIX wieku polski uczony Marceli Nencki wykazał, że mocznik 
syntetyzowany jest w wątrobie, a substratam i do jego w ytw arzania są amo
niak (odłączany od aminokwasów) i dwutlenek węgla. Przem iany m etabo
liczne prowadzące do syntezy mocznika czyli cykl mocznikowy wykryli 
w 1932 roku K r e b s  i H a n s e l e i t  (4) *>. Od tego czasu proces ten  jest 
przedm iotem  intensywnych badań, prowadzonych początkowo w  celu po
znania pośrednich m etabolitów (7), a następnie funkcjonowania izolowa

*) historia odkrycia patrz (5, 6).
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nych enzymów (3) i określenia czynników kontrolujących ich aktywność 
(8, 9). Wykazano, że wiele schorzeń i wad m etabolicznych wynika z zabu
rzeń funkcjonowania cyklu mocznikowego (3, 10, 11), opisanych również 
w piśm iennictwie polskim (12).

Podstawową rolą cyklu mocznikowego jest utrzym ywanie w wątrobie 
nietoksycznego poziomu amoniaku oraz jego usuwanie w postaci obojętnej 
dla organizmu. Kluczowe znaczenie w kontrolowaniu syntezy mocznika 
mają:

— zawartość poszczególnych enzymów w komórce wątroby,
— stężenia m etabolitów cyklu zależne od aktywności innych szlaków 

metabolicznych,
— występowanie enzymów cyklu w dwóch przedziałach komórko

wych — m itochondriach i cytoplazmie,
— transport m etabolitów  przez błonę m itochondrialną.

Dieta oraz długotrw ałe działanie hormonów zm ieniają szybkość w ytw arza
nia mocznika dopiero po upływie godzin i dni, wpływając na poziom enzy
mów w hepatocytach. Natomiast zmiany aktywności cyklu mocznikowego 
zachodzące w czasie sekund i m inut związane są z zawartością substratów 
i produktów, a także obecnością specyficznych efektorów enzymów 
(np. N-acetyloglutam inianu).

II. Pochodzenie amoniaku do syntezy mocznika

Synteza mocznika w wątrobie wymaga obecności asparaginianu, po
wstającego na drodze transam inacji w mitochondriach, oraz amoniaku do
starczanego z innych tkanek lub wytwarzanego w hepatocytach w procesie 
degradacji aminokwasów. Alanina, ostateczny produkt katabolizm u amino
kwasów w mięśniach (13) i degradacji glutam iny w jelicie cienkim (14) jest 
najprawdopodobniej ilościowo najważniejszym  źródłem amoniaku u szczu
rów głodzonych (15) oraz żywionych wyłącznie węglowodanami (16). W wa
runkach diety wysokobiałkowej donorami amoniaku mogą być inne amino
kwasy: prolina, seryna, lizyny, treonina, asparagina i glicyna (16).

Bezpośrednim źródłem amoniaku zużywanego w syntezie mocznika jest 
wg. K r e b s a  (17) glutam inian, wytw arzany w wyniku przeniesienia grup 
aminowych aminokwasów na 2-oksoglutaran. Następnie w reakcji katalizo
wanej przez obecną w m itochondriach dehydrogenazę glutaminianową 
uwalniany jest amoniak, zużywany do syntezy fosforanu karbam oilu
(17, 18). ‘

Istniała hipoteza, że amoniak wykorzystyw any do syntezy mocznika 
pochodzi głównie z cyklu nukleotydów purynowych, a nie z deaminacji 
glutam inianu (19, 20), jednakże późniejsze badania nie potwierdziły tego 
przypuszczenia (21—23).
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Szybkość powstawania amoniaku w reakcji katalizowanej przez dehy
drogenazę glutam inianową zależy od stężenia substratów  i stanu oksydo- 
redukcyjnego komórki, w szczególności od stosunku NADPH/NADP w m i- 
tochondriach (24— 27). Gdy źródłem amoniaku dla cyklu mocznikowego 
jest egzogenny NH4C1 obserwuje się spadek poziomu mitochondrialnego 
NADPH i wzrost syntezy mocznika w wątrobie (20, 24, 25). Kiedy donorem 
amoniaku jest prolina utleniana do glutam inianu wysoki stopień zreduko
wania nukleotydów nikotynoamidowych w m itochondriach ham uje syntezę 
mocznika (23). Ponadto etanol na skutek podwyższenia zawartości NADH 
ogranicza przem ianę i w ykorzystanie proliny (28). Pula glutam inianu do
stępnego do deaminacji zależy od szybkości jego powstawania w procesie 
transam inacji katalizowanym  przez am inotransferazę alaninową i aspara- 
ginianową (26, 29), oraz transportu  przez błonę m itochondrialną (30). 
Stwierdzono także, że ograniczenie syntezy aminokwasów z glutam inianu 
w w yniku zahamowania jego transam inacji z ketokwasam i powoduje 
wzrost syntezy cytruliny (31, 32).

Amoniak wykorzystywany w syntezie mocznika może pochodzić bez
pośrednio z glutam iny, w wyniku jej deamidacji w hepatocytach (Ryc. 2) 
(33, 34). Ponieważ zawartość glutam iny w komórkach w ątroby zależy od 
wypadkowej aktywności glutam inazy i syntetazy glutaminowej, w pew
nych w arunkach ureogenezie może towarzyszyć powstawanie glutam iny 
(20, 23).

III. Enzymy cyklu mocznikowego

Większość wiadomości o kinetyce enzymów cyklu mocznikowego uzys
kano przy użyciu oczyszczonych białek w badaniach in vitro, w w arun
kach optymalnych, często różnych od warunków środowiska fizjologicz
nego. Np. aktywność arginazy badano przy pH 9,5, gdy jej aktywność jest 
wyższa niż przy pH kom órkowym (35). Obecne in vivo  w środowisku 
inhibitory enzymów zm ieniają ich stałe powinowactwa do substratów , 
i tak  K m transkarbam oilazy ornitynowej wobec fosforanu karbam oilu 
zwiększa się pięciokrotnie w m itochondriach ze względu na obecność tam  
nieorganicznego fosforanu (8). Zm iany stałych kinetycznych w ynikają 
także z innych stężeń enzymów i substratów  in situ, np. wartość K m syn
tetazy karbam oilofosforanowej względem ATP wyznaczona dla enzymu 
w m itochondriach jest o rząd wielkości niższa niż w przypadku enzymu 
oczyszczonego (36). Określone in vitro param etry  kinetyczne (por. Tab. 1) 
nie inform ują w pełni o znaczeniu poszczególnych enzymów w regulacji 
aktywności szlaku metabolicznego, chociaż porównanie m aksym alnych 
szybkości enzymów cyklu, według zasady — najwolniejszy enzym jest 
enzymem regulatorowym  szlaku, prowadzi do wyróżnienia etapów kontro
lujących cykl mocznikowy. N ajaktyw niejszy enzym arginaza katalizuje 
reakcję dw ustukrotnie szybciej niż najw olniejszy enzym szlaku syntetaza
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Właściwości kinetyczne enzymów cyklu mocznikowego.

Wartości stałych Michaelisa oraz stałych aktywacji i inhibicji mM
Wartości szybkości ma

ksymalnych ¡¿mol x godz-1 
x g-1 tkanki

Syntetaza karbamoilofosforanowa
Km(N H ;) 2,0 (39) 1,3 (44) 322 ±32  (90)
Kra(HCOj) 5,0 (39) 2,2 (44) 108 ±42 (192)
Km(ATP) 1,0 (39) 0,26 (44)
Ka(N-acetylo-
glutaminian) 0,1 (39) 0,15 (44)
K.CM g^)1» 0,17 (39)
Ki (50%, fosforan
karbamoilu) 10—19 (190)
Ki(ADP) 0,6— 1,3 (189, 190)
^  (Pi) 25—75 (190)

Transkarbamoilaza ornitynowa
Km(ornityna) 0,24—1,4 (54); 0,4 (56) 9540 + 860 (90)
Km(fosforan .
karbamoilu) 0,006—0,23 (54); 0,16 (56) 4307 ±122 (192)
K| (Pi) 0,25 (59)

i Syntetaza argininobursztynianowa
Km(cytrulina) 0,044 (191); 0,18—2,0 (65) 111 ±23 (90)
Km(asparaginian) 0,02 (191); 0,15—1,7 (65) 52 ± 7  (192)
Km(ATP) 0,15 (191); 0,06—0,42 (65)
Kj(ADP)2) od 0,3 do 1,0 (65)
K¡(AMP)2) od 0,3 do 2,0 (65)

Liaza argininobursztynianowa
Km(arginino- 185 ±17 (90)
bursztynian) 0,04—0,13 (3) 102 ±29 (192)
Ki (mocznik) 8,3 (72)

Arginaza
Km(arginina)3) 6,8 (73) 10 (193) 72 600 ± 20 600 (90)

1 4993 ±52 (192)

*> w yznaczone przy stężeniu N -acety log lu tam in ianu  > 1 m M
2) w artości w yznaczone przy rosnących  stężeniach m etabolitów
3) K m  w yznaczone w p H  9,5
Zestaw ione stałe kinetyczne odnoszą  się do enzym ów  w yizolowanych z w ątroby człow ieka (pozycje 44, 56, 192, 193), 

w ołu (pozycje 3, 54, 65, 189, 190), szczura (pozycje 39, 59, 72, 73, 90, 191).

argininobursztynianowa. Z kolei transkarbam oilaza ornitynowa tylko trzy 
krotnie ustępuje arginazie a dwa pozostałe enzymy cyklu są od arginazy 
sto razy m niej aktywne (3).

Syntetaza karbamoilofosforanowa I (zależna od amoniaku)

Syntetaza karbam oilofosforanowa (ligaza dw utlenek węgla:amoniak, 
fosforylująca karbam oil, E.C.6.3.4.16.) katalizuje wytworzenie fosforanu 
karbam oilu, pierwszego produktu  cyklu mocznikowego, z amoniaku, HCOJ
i dwóch cząsteczek ATP:
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2 ATP + N H 3 + H C O j -> fosforan karbamoilu + 2 ADP + Pj.

Syntetaza karbamoilofosforanowa I występuje wyłącznie w m itochon- 
driach zwierząt ureotelicznych (3, 37).

Syntetaza karbamoilofosforanowa może mieć formę dim eru złożonego 
z identycznych podjednostek (38—40), chociaż forma m onomeryczna jest 
również aktyw na i prawdopodobnie przeważa ilościowo (41, 42). Pod jed
nostkę enzymu stanowi jeden polipeptyd o masie cząsteczkowej 155— 160 
tysięcy (38, 39, 43, 44). Syntetaza z różnych organizmów ureotelicznych 
ma prawie identyczny skład aminokwasowy (38, 40, 44). Podobne są także 
stałe powinowactwa wobec substratów  i efektorów (por. Tab. 1).

Enzym jest syntetyzowany w cytoplazmie w postaci prekursora w ięk
szego od białka aktywnego (45, 46), skąd jest transportow any do m itochon- 
driów, gdzie uzyskuje ostateczną formę (47). Syntetaza stanowi około 20°/o 
całkowitego białka m atriks m itochondrialnej (39, 40, 48).

Synteza fosforanu karbam oilu zachodzi po przyłączeniu do cząsteczki 
enzymu K + i Mg2+ (nie związanego z ATP), jednej cząsteczki ATP oraz 
N-acetyloglutam inianu, będącego allosterycznym  efektorem  zwiększają
cym szybkość m aksym alną enzymu (42, 49). Związanie N -acetyloglutam i
nianu powoduje zmiany konform acyjne enzymu umożliwiające wiązanie 
drugiej cząsteczki ATP, donora grupy fosforanowej dla fosforanu karba
moilu (50, 51). Obie cząsteczki ATP, związane w różnych miejscach cen
trum  aktywnego enzymu, tworzą z HCO3 tzw. „aktyw ny węglan” (ATP- 
CO2-ATP) reagujący następnie z amoniakiem, w wyniku czego powstaje 
fosforan karbam oilu (41, 52). Po oddysocjowaniu produktów oraz N-acety
loglutam inianu (41, 50—52) enzym może reagować z kolejnym i cząsteczka
mi substratów. Mechanizm aktyw acji izolowanego enzymu został potw ier
dzony badaniami in situ (53).

Transkarbamoilaza ornitynowa *>

Drugi enzym cyklu mocznikowego transkarbam oilaza ornitynowa (orni- 
tyno-transkarbam oilaza, fosforan karbam oilu: L-ornityna, E.C.2.1.3.3.) 
katalizuje reakcję przeniesienia grupy karbamoilowej z fosforanu karba
moilu na ó-aminową grupę ornityny z wytworzenie cytruliny:

ornityna + fosforan karbamoilu ^  cytrulina +  P,.

Reakcja jest łatwo odwracalna, ale w 37°C równowaga jest przesunięta 
w kierunku w ytwarzania produktu (3, 54).

Enzym ten występuje w m ikroorganizmach, roślinach i mitochondriach 
w ątroby zwierząt ureotelicznych (3, 37, 55). Enzym ssaków jest trim erem  
zbudowanym z identycznych podjednostek (56—60). Podjednostka trans- 
karbam oilazy ornitynowej oczyszczonej z w ątroby ssaków jest pojedyn
czym polipeptydem  (57) o masie cząsteczkowej 36—38 tysięcy (56—58,

*) stosuje się także nazw ę transkarbam ylaza ornitynowa
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60). Zbliżone są właściwości kinetyczne enzymu z różnych zwierząt ureo- 
telicznych (56, 59). Transkarbam oilaza, kodowana w jądrowym  chromo
somie X (61), jest syntetyzowana w cytoplazmie w postaci większego
o około 4 tysiące daltonów polipeptydu, który jest następnie transporto
w any do mitochondriów, gdzie ulega ostatecznej obróbce (47, 62, 63). 
W m itochondriach enzym stanowi od 0,5 do 0,6°/o całkowitego białka 
m atriks (59).

Transkarbam oilaza wykazuje typową kinetykę M ichaelisa-M enten (54,
59, 64). Enzym jest ham ow any współzawodniczo przez nieorganiczny fos
foran (por. Tab. 1), co może wpływać in vivo na powinowactwo do sub
stratów  (9). Transkarbam oilaza jest hamowana in vitro przez wiele amino
kwasów (21, 35, 54, 59), przy czym in situ zaobserwowano ham ujące dzia
łanie L-leucyny (21).

Syntetaza argininobursztynianowa

Syntetaza argininobursztynianow a (ligaza L-cytrulina: L-asparagina 
(AMP), E.C.6.3.4.5.), trzeci cytoplazm atyczny enzym cyklu mocznikowego, 
katalizuje w ytwarzanie argininobursztynianu z cytruliny i asparaginianu 
z udziałem  ATP:

cytrulina + asparaginian +  ATP ^  argininobursztynian +  A M ? + P¡.

Reakcja przebiega dwuetapowo. Produktem  pośrednim jest zadenylowana 
cytrulina (AM P-cytrulina) (3). Katalizowana przez syntetazę reakcja jest 
przesunięta w prawo w skutek rozkładu pirofosforanu przez nieorganiczną 
pirofosfatazę.

Syntetaza argininobursztynianow a występuje w cytoplazmie hepatocy- 
tów i w mniejszej ilości w pozawątrobowych tkankach zwierząt ureotelicz- 
nych (3, 37). Spotykana jest także u wszystkich mikroorganizmów synte
tyzujących argininę (3). Jest tetram erem  zbudowanym z podjednostek
0 identycznej masie cząsteczkowej 43—49 tysięcy (65— 67), połączonych 
m ostkami dwusiarczkowymi (3, 65). Skład aminokwasowy (67) i własności 
kinetyczne syntetazy wyizolowanej z w ątroby ssaków są podobne (66, 67).

Ten homotropowy *> enzym allosteryczny wykazuje ujem ne oddziały
wanie ze wszystkimi trzem a substratam i (65, 67). U jemne współdziałanie 
ATP z enzymem jest niezależne od obecności aminokwasów (3, 65), pod
czas gdy ujem ne współdziałanie każdego z aminokwasów zależy od stęże
nia drugiego i zachodzi tylko wtedy, gdy zawartość drugiego substratu 
jest wyższa od wartości wysycającej enzym (3, 65). Obniżenie stężeń ATP
1 aminokwasów powoduje wzrost powinowactwa syntetazy do substratów 
(3). Współzawodniczymi inhibitoram i enzymu są ADP i AMP, przy czym 
hamowanie m aleje wraz ze spadkiem  stężeń cytruliny i asparaginianu, 
pozwalając utrzym ać aktywność syntetazy przy niskim ładunku energe

*) efektor jest jednocześnie substratem  enzym u
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tycznym  i m ałych stężeniach aminokwasów (65) (Tab. 1). Syntetaza argini- 
nobursztynianow a jest również hamowana przez aminokwasy, najsilniej 
przez alaninę (68).

Liaza argininobursztynianowa

Liaza argininobursztynianowa (argininoliaza L-argininobursztynianu, 
E.C.4.3.2.1.) występująca w cytosolu hepatocytów oraz podobnie jak synte
taza argininobursztynianowa w innych kom órkach ssaków i w drobno
ustrojach (3, 37), katalizuje reakcję rozszczepienia argininobursztynianu na 
argininę i fum aran:

Argininobursztynian ^  arginina -f fumaran.

Reakcja ta jest odwracalna, stała równowagi wynosi 11,4X10-3 M w 38°C 
w pH 7,5 (9).

Enzym jest te tr  »merem złożonym z pod jednostek o ciężarze cząteczko- 
wym około 50 tysięcy (3, 69, 70). Cząsteczka liazy zawiera 16 grup sulf- 
hydrylowych, z których 12 utrzym uje s truk tu rę  tetram eryczną (3, 69, 70). 
Liaza wyizolowana z wątroby, nerki i mózgu wołu wykazuje te same w ła
ściwości kinetyczne i struk tu ralne (3, 69).

Liaza jest enzym em  allosterycznym  o ujem nym  oddziaływaniu z re 
agentam i (3, 69, 71). Powinowactwo enzymu do argininobursztynianu 
znacznie wzrasta przy obniżeniu stężenia substratu  (71). GTP jest allo
sterycznym  aktyw atorem  enzymu zmniejszającym  ujem ne współdziałanie 
enzymu z argininobursztynianem  (3, 71). Współzawodniczę hamowanie roz
padu argininobursztynianu przez mocznik (por. Tab. 1) może mieć znaczenie 
fizjologiczne w regulacji cyklu (72).

Arginaza

Arginaza (amidynohydrolaza L-argininy, E.C.3.5.3.I.), ostatni cyto- 
plazm atyczny enzym cyklu mocznikowego, katalizuje reakcję rozszczepie
nia L-argininy z wytworzeniem  mocznika i L-ornityny:

Arginina -* ornityna +  mocznik.

Reakcja jest silnie egzoergiczna, wartość AG0 wynosi — 12,3 kcal/mol (9).
Wysoki poziom arginazy stwierdzono w wątrobie kręgowców i nerce 

zwierząt urykotelicznych, a także we wszystkich innych tkankach kręgow
ców i w ątrobotrzustce bezkręgowców oraz u roślin i bakterii (3, 37). Enzym 
z różnych narządów zwierząt ureotelicznych wykazuje zróżnicowanie bu
dowy i właściwości (73).

Arginaza wyizolowana z wątroby ssaków jest glikoproteiną (3—4% 
heksoz) o masie cząsteczkowej 110— 115 tysięcy (3, 74, 75). Składa się 
z czterech identycznych pod jednostek (74). Enzym ssaków wiąże cztery 
atom y m anganu stabilizujące enzym i niezbędne do aktywności katalitycz
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nej (3, 74, 75). Aktywność arginazy jest ograniczana przez obecność amino
kwasów (35, 76, 77), w tym  współzawodniczo przez ornitynę i lizynę (77) 
oraz L-norw alinę (35).

IV. Zmiany zawartości enzymów w hepatocytach

W zrost ilości białka w pożywieniu powoduje zwiększenie poziomu wszy
stkich enzymów cyklu, choć nie w jednakowym  stopniu. Np. wzrost zawar
tości białka w pokarm ie z 15 do 60% powoduje trzykrotne zwiększenie 
poziomu syntetazy karbam oilofosforanowej w wątrobie, podczas gdy zawar
tość transkarbam oilazy ornitynowej wzrasta niespełna dwukrotnie (78). 
Proporcjonalnie wzrasta także w komórce zawartość mRNA tych enzy
mów (79, 80). Zmniejszenie ilości białka w pożywieniu lub dieta bezbiał- 
kowa wywołują z kolei spadek aktywności enzymów (81, 82). Wzrost ilości 
enzymów obserwowany u zwierząt głodzonych związany jest ze zm niej
szeniem w tych w arunkach szybkości degradacji białka enzymatycz
nego (79).

Istotne zwiększenie poziomu enzymów związane ze wzrostem syntezy 
mocznika obserwuje się w czasie życia płodowego i zaraz po urodzeniu (78, 
83, 84). Zawartość syntetazy karbam oilofosforanowej i transkarbam oilazy 
ornitynow ej w wątrobie płodu szczura we wczesnym okresie ciąży jest 
niewielka i wzrasta tuż przed urodzeniem, by osiągnąć poziom zbliżony do 
stwierdzonego u osobników dojrzałych m niej więcej w dziesiątym dniu 
życia (Tab. 2). Poziom mRNA syntetazy karbam oilofosforanowej w czasie

Tabela 2

Zawartość oraz aktywność syntetaty karbamoilofosforanowej i transkarbamoilazy ornitynowej 
w wątrobie szczura w różnych stadiach rozwojowych
T abelę  opracow ano  na  podstaw ie w yników  M c l n t y r e  i w s p .  (78)

Enzym

Zawartość enzymu 
mg x g-1 tkanki

Aktywność enzymu 
[xmol produktu x min-1 x g_1 tkanki

15—17
dzień
ciąży

Po uro
dzeniu

Osob
nik doj

rzały

Dzień ciąży 
15,5 21,5

Dni po urodze
niu

1,5 7,5

Osob
nik doj

rzały

Syntetaza karbamo- 
ilofosforanowa 
Transkarbamoilaza 
ornitynowa

0,01

0,04

1,60

0,23

4,90

0,59

0,07 2,66 

66,2 163,4

6,06 14,97 

214,5 406,1

19,09

464,9

życia płodowego jest znikomy a wzrasta raptownie i osiąga maksimum 
tuż po urodzeniu (80, 85). W okresie płodowym aktywności enzymów cyklu 
są regulowane przez glukokortykoidy oraz glukagon (83, 86, 87). Stw ier
dzono, że podniesienie zawartości syntetazy karbamoilofosforanowej w cza
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sie rozwoju płodu następuje równocześnie ze wzrostem  ilości receptorów 
sterydowych w cytoplazmie (78), a aktyw acja liazy argininobursztyniano- 
wej zależy od cAMP (86). Także w czasie przeobrażenia amoniotelicznych 
larw płazów obserwuje się, uzależniony od poziomu tyroksyny, wzrost 
aktywności enzymów cyklu mocznikowego w w ątrobie k ijanki (88, 89).

U dorosłych ssaków długotrwałe podawanie glukagonu powoduje wzrost 
zawartości wszystkich enzymów cyklu mocznikowego (90, 91). W pływ glu
kagonu na zawartość enzymów cyklu, za w yjątkiem  transkarbam oilazy 
ornitynowej i arginazy, obserwuje się także u zw ierząt z cukrzycą doświad
czalną (92— 94), tj. w warunkach, gdy poziom tego hormonu jest wysoki 
(95). Na zawartość enzymów cyklu mocznikowego w wątrobie m ają także 
wpływ inne horm ony odpowiedzialne za równowagę między procesami 
anabolicznymi i katabolicznymi. I tak  podanie horm onu wzrostowego 
zmniejsza aktywność enzymów m itochondrialnych (96), adrenolektom ia 
obniża, a podanie kortykoidów powoduje wzrost zawartości wszystkich 
enzymów cyklu (81, 97). W pływ poszczególnych hormonów zależy od stanu 
metabolicznego zwierzęcia, np. usunięcie nadnerczy szczurom otrzym ują
cym dietę o zawartości 75% białka powoduje jedynie spadek aktywności 
arginazy, podczas gdy u szczurów karm ionych pokarm em  zawierającym  
10% białka obserwowano spadek aktywności wszystkich enzymów (81)

V. Regulacja ureogenezy w wątrobie

W obecności małych stężeń am oniaku w hepatocytach (<C 1 mM) obser
wuje się niski poziom metabolitów ureogenezy, a ilość powstałego mocznika 
jest równoważna ilości dostarczonego am oniaku (34). W tedy powstawanie 
mocznika jest ograniczane przez aktywność syntetazy karbam oilofosfora- 
nowej (8, 9). Aktywność drugiego enzymu cyklu, karbam oilotransferazy 
ornitynowej jest czterdziestokrotnie większa niż syntetazy karbam oilo- 
fosforanowej i najprawdopodobniej nie ogranicza syntezy cy tru liny  (8, 9). 
W artość siły kontrolowania *> syntetazy karbam oilofosforanowej w czasie 
syntezy cytruliny w m itochondriach z NH3, HCOJ i ATP wynosi 0,96, 
podczas gdy w tych samych w arunkach wartość siły kontrolowania tran s
karbam oilazy ornitynowej nie jest większa niż 0,02 (8). W ynik ten  po
twierdza kluczowe znaczenie syntetazy karbam oilofosforanowej w regu
lacji syntezy cytruliny. W ydaje się, że synteza cytruliny jest procesem 
służącym usuwaniu amoniaku z m itochondriów, niezależnym  od aktyw 
ności enzymów cyklu zlokalizowanych w cytoplazmie (8).

Intensywne wytwarzanie mocznika obserw uje się przy wysokich stęże
niach amoniaku, ornityny i prekursorów  asparaginianu (18, 34, 100— 102).

*) w spółczynnik  określający udział enzym u w  regulacji przepływ u przez szlak  
m etaboliczny w  w arunkach rów now agi dynam icznej (98, 99).
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W tych w arunkach wewnątrzkom órkowe nagromadzenie cytruliny i aspa- 
raginianu (34, 100) wskazuje na ograniczenie przepływu przez cykl moczni
kowy na etapie reakcji katalizowanej przez syntetazę argininobursztynia- 
nową. Prawdopodobnie aktywność tego enzymu ogranicza m aksym alną 
aktywność cyklu również in vivo (9).

V-1. Zm iany zaw artości m etabolitów  cyklu m ocznikowego

Zawartość amoniaku w wątrobie. Poziom amoniaku w w ątrobie szczu
ra waha się w granicach 0,7—0,9 ¡im olaX g-1 tkanki (103), przy czym część 
jest z pewnością niew ykorzystana w procesach metabolicznych (104). S tę
żenie am oniaku w mitochondriach wynosi prawdopodobnie 0,1 mM (105), 
co jest poniżej wartości Km(NH4) syntetazy karbam oilofosforanowej (por. 
Tab. 1). Co więcej, m itochondrialny amoniak jest zużywany nie tylko 
w syntezie fosforanu karbam oilu, ale także glutam inianu i wielu am ino
kwasów.

Utrzym anie stałej zawartości am oniaku w wątrobie jest uzależnione 
w dużej m ierze od współdziałania cykli mocznikowego i glutaminowego 
(106). Układ syntetaza glutam inow a-glutam inaza wykazuje m iędzykom ór
kową przedziałowość. W hepatocytach występujących wokół żyły w rotnej 
obserwuje się wyższą aktywność glutam inazy i niższą aktywność synte
tazy glutaminowej, podczas gdy w komórkach leżących w pobliżu żyły 
wątrobowej aktywność syntetazy glutam inowej przewyższa znacznie 
aktywność glutam inazy. Ponieważ glutam inaza podobnie jak syntetaza 
karbamoilofosforanowa w ystępuje w m itochondriach, zatem w hepatocy
tach znajdujących się wokoło żyły w rotnej zachodzi synteza mocznika 
z egzogennego am oniaku i glutam iny. W komórkach zaś położonych przy 
żyle wątrobowej aktyw niejszym  procesem jest synteza glutam iny z am o
niaku nie wychwyconego przez komórki występujące wokoło żyły w rotnej. 
W ynika to z faktu, że wartość Km syntetazy karbam oilofosforanowej wo
bec amoniaku (1— 2 mM) jest wyższa niż w ystępującej w cytoplazmie syn
tetazy glutam inowej (0,3 mM). Co więcej w cytoplazmie utrzym uje się 
wyższe stężenie NH* niż w m atriks mitochondriów (Ryc. 2). W zrost stę
żenia amoniaku we krwi (w granicach fizjologicznych) powoduje jedno
czesne zwiększenie aktywności cyklu glutaminowego i mocznikowego, 
umożliwiając utrzym anie nietoksycznego poziomu amoniaku (106).

Znaczenie C 02 w syntezie cytruliny. Stężenie dw utlenku węgla w w ą
trobie jest wyższe niż 1 mM, a poziom HCOJ waha się w granicach 15— 
20 mM (107), to jest przekracza znacznie wartość K m syntetazy karbam o
ilofosforanowej (por. Tab. 1), która w ykorzystuje jedynie HCOJ (36). Na 
podstawie badań z zastosowaniem inhibitora anhydrazy węglanowej — 
acetazolamidu (108, 109) zaproponowano, że etapem  kontrolującym  szyb
kość syntezy cytruliny może być reakcja katalizowana przez anhydrazę 
węglanową, enzym utrzym ujący równowagę między C 0 2 a HCO3 w m ito-
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HEPATOCYTY OKALAJĄCE HEPATOCYTY OKALAJĄCE
ŻYŁĘ WROTNĄ ŻYŁĘ WĄTROBOWĄ

Ryc. 2. U dział cyklu m ocznikow ego i glutam inow ego w  usuw aniu am oniaku z w ątro
by ssaków , w edług H a u s s i n g e r a  (106). Liczba lin ii jest proporcjonalna do in ten
syw ności przepływ u m etabolitów  przez cykl glutam inow y i m ocznikow y

chondriach (110). Jednakże siła kontrolowania anhydrazy w syntezie 
cytruliny wynosi m niej niż 0,02, co nie potwierdza regulacyjnej roli tego 
enzymu (8).

Znaczenie poziomu ATP w mitochondriach. W yniki badań dotyczą
cych zależności między przepływem  przez syntetazę karbam oilofosfora- 
nową, m ierzonym  produkcją cytruliny, a zawartością m itochondrialnego 
ATP i ADP nie są jednoznaczne. W różnych układach doświadczalnych 
stwierdzono zależność szybkości syntezy cytruliny od ilości m itochondrial
nego ATP lub stosunku ATP/ADP, czy raczej MgATP2_/MgADP~ (111— 
113). Aktywność tego procesu równą połowie szybkości m aksym alnej 
obserwuje się przy wew nątrzm itochondrialnym  stężeniu ATP wynoszą
cym 2,5—4,0 mM (112), czyli niewiele przywyższającym  wartość Km izo
lowanej syntetazy karbam oilofosforanowej dla ATP (por. Tab. 1). S tym u
lacja syntezy cytruliny w nieuszkodzonych m itochondriach powoduje dwu- 
-trzykro tny  wzrost szybkości oddychania (114, 115), przy czym w tych w a
runkach następuje spadek m itochondrialnego stosunku ATP/ADP (116). 
R a i j m a n  i w s p .  (117) uważają, że ADP silnie ham uje syntetazę 
karbamoilofosforanową w m itochondriach niezależnie od poziomu ATP. 
Tak więc, zmian aktywności tego enzymu nie można bezpośrednio wiązać 
ze stężeniem m itochondrialnego ATP (36). Co więcej, na podstawie wyzna
czonej wartości siły kontrolowania dla łańcucha oddechowego w czasie syn
tezy cytruliny (<C 0,02), oraz wysokiej produkcji ATP w stanie 3 można 
wnioskować o nieograniczaniu przez oksydacyjną fosforylację syntezy
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fosforanu karbam oilu (8). Z drugiej strony jednak stwierdzono podwyż
szenie w ytw arzania cytruliny przy nadm iarze nukleotydów adenylowych 
(118). W ydaje się także, że regulacja aktywności syntetazy przez ATP wiąże 
się z kontrolą jej aktywności przez N-acetyloglutam inian (50, 51), gdyż 
zwiększenie stężenia tego aktyw atora przeciwdziała ham ującem u wpływo
wi niskiego stosunku ATP/ADP (112).

W m itochondriach synteza cytruliny współzawodniczy o ATP z innymi 
procesam i wym agającym i dostarczenia energii. Stwierdzono, że transport 
ATP przez błonę m itochondrialną, w ykorzystujący połowę ilości energii 
potrzebnej do syntezy ATP (119) może skutecznie ograniczać aktyw ność 
syntetazy karbam oilofosforanowej (117, 120). P rzy  niskim  poziomie energii 
w m itochondriach proces syntezy cytruliny ogranicza szybkość karboksy- 
lacji pirogronianu (121), podczas gdy zjawiska tego nie obserw uje się przy 
wysokiej zawartości ATP (101, 102). U świnki m orskiej i królika, k tóre 
charakteryzuje  występowanie karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej 
w m itochondriach, synteza fosfoenolopirogronianu jest intensyw niejsza niż 
w ytw arzanie cytruliny, gdy źródłem energii jest fosforylacja substratow a 
(32). K w asy tłuszczowe mogą również zmniejszać dostępność ATP w wyni
ku  w ykorzystyw ania go do tworzenia acylo-CoA (31, 122), przy czym ten 
efekt może być krótkotrw ały  i w następstw ie intensywnego utleniania kwa
sów tłuszczowych, prowadzącego do zwiększenia poziomu m itochondrial- 
nego ATP, synteza cytruliny może wzrosnąć (31, 123).

Stężenie fosforanu karbamoilu i fosforanu nieorganicznego w mito
chondriach. Stężenie m itochondrialnego fosforanu karbam oilu, pierwszego 
pośredniego m etabolitu ureogenezy zostało przez większość badaczy okreś-

M I TO  C H O N D R IU M
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glutaminian
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Ryc. 3. R egulacja cyklu  m ocznikow ego —©  stym ulacja; —© -*  ham ow anie; —O* 
transport przez błonę m itochondrialną.
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lone jako mniejsze niż 1 nm olX m g-1 białka (9, 124), to jest znacznie poni
żej odnośnej wartości Ki syntetazy karbamoilofosforanowej (por. Tab. 1). 
W przypadku syntetazy współczynnik elastyczności *> w odniesieniu do jej 
produktu wynosi —0,0114 i świadczy o m ałej wrażliwości enzymu na zmia
nę stężenia fosforanu karbam oilu (8). W świetle tych wyników jest mało 
prawdopodobne, aby fosforan karbam oilu mógł regulować syntezę cytru- 
liny przez hamowanie pierwszego enzymu cyklu, mimo że w nieobecności 
ornityny obserwowano podniesienie jego zawartości w m atriks mitochon- 
driów do ok. 5— 30 mM (113, 125). W spółczynnik elastyczności wyzna
czony dla fosforanu karbam oilu względem transkarbam oilazy ornitynowej 
wynosi 0,92, co świadczy o wysokim powinowactwie enzymu do substratu  
(8). W w arunkach fizjologicznych fosforan karbam oilu nie ogranicza 
aktywności transkarbam oilazy ornitynowej ponieważ jego zawartość w m i
tochondriach jest wyższa niż K m izolowanej transkarbam oilazy (por. Tab. 
1) i pozorna K m wyznaczona w m itochondriach w obecności fosforanu — 
inhibitora enzymu, równa 0,15 mM (8).

Jedynie odpływ fosforanu karbam oilu do reakcji cytoplazmatycznych 
mógłby ograniczyć syntezę cytruliny. Związek ten słabo przenika przez 
błonę m itochondrialną (125, 126), ale gdy nie jest w ykorzystyw any do pro
dukcji cytruliny, 20% puli fosforanu karbam oilu jest degradowane na ze
w nątrz m itochondriów (127). Kiedy zaś szybkość syntezy mocznika jest 
ograniczana przez cytoplazmatyczne enzymy cyklu, m itochondrialny fosfo
ran  karbam oilu zużywany jest w syntezie pirym idyn w cytoplazmie (124, 
126, 128). Uważa się nawet, że 70—90% fosforanu karbam oilu wykorzy
stywanego w hepatocytach do produkcji pirym idyn pochodzi z mitochon
driów, ponieważ jest w większej ilości zużywany do syntezy kwasu oro- 
towego niż cytoplazmatycznego pochodzenia fosforan karbam oilu, synte
tyzowany przez syntetazę karbamoilofosforanową II (zależną od glu ta
miny). Na poparcie tego przypuszczenia przem awia również stym ulacja 
syntezy pirym idyn przez NH3 i ograniczanie jej przez ornitynę (129).

Poziom fosforanu nieorganicznego w mitochondriach (15 mM (130)) jest 
znacznie niższy od wartości K^PO syntetazy karbam oilofosforanowej 
i transkarbam oilazy ornitynowej (por. Tab. 1). Nieorganiczny fosforan 
zmienia stałą powinowactwa fosforanu karbam oilu względem transkarba
moilazy ornitynowej, ale nie ma to prawdopodobnie znaczenia regulu
jącego (8).

Znaczenie ornityny. O rnityna jest produktem  arginazy i substratem  
transkarbam oilazy ornitynowej. W izolowanych hepatocytach (17, 26, 30, 
100) i perfundowanej w ątrobie (34) stwierdzono stym ulację ureogenezy 
przez ornitynę. Zjawisko to może być powodowane niską zawartością 
ornityny w w ątrobie (0,57 mM (131)), tego samego rzędu co Km (ornityna)

*> param etr określający w p ływ  zm iany stężenia m etabolitu na przepływ  przez 
w yodrębnioną reakcję (98, 99)
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transkarbam oilazy ornitynowej oraz w ykorzystyw aniem  tego aminokwasu 
do produkcji proliny, glutam inianu i putrescyny (132).

A m inotransferaza om itynowa, m itochondrialny enzym odpowiedzialny 
za degradację ornityny (133), jest hamowana bezpośrednio przez amino
kwasy o rozgałęzionym łańcuchu węglowym (134) oraz przez amoniak, 
k tóry  zmniejsza pulę 2-oksoglutaranu, substratu  tego enzymu (135). A za
tem oba m echanizm y wpływają na zwiększenie zawartości ornityny w ko
mórce. Istotnym  czynnikiem ograniczającym  przem iany ornityny i syntezę 
mocznika wydaje się być transport ornityny do mitochondriów (136). Orni- 
tyna może być transportow ana na zasadzie antyportu  z protonam i (133, 
137), co wym aga współdziałania z nośnikiem  przenoszącym fosforan (133), 
lub przy udziale nośnika umożliwiającego wym ianę ornityny z cytruliną 
(138, 139). Oba nośniki mogą oprócz ornityny przenosić lizynę (139, 140), 
co tłum aczy hamowanie syntezy cytruliny przez lizynę (101). Palm itynian 
i oleinian stym ulują syntezę cytruliny z fosforanu karbam oilu i ornityny 
w wyniku zwiększenia szybkości transportu  tego aminokwasu do m ito
chondriów (141). Natomiast jabłczan ham ując wnikanie ornityny do m ito
chondriów wpływa na obniżenie syntezy cytruliny (142).

Rola cytoplazmatycznych metabolitów cyklu mocznikowego. Stężenie 
cytruliny zależy jedynie od aktywności enzymów m itochondrialnych, przy 
czym cytruliną nie ogranicza swojej syntezy (8). Je j stężenie w wątrobie 
jest niskie 0,03— 1 fim olaXg-1 tkanki (16, 143), ze względu na precyzyjną 
regulację aktywności syntetazy argininobursztynianow ej (65).

W ykorzystywany przez syntetazę argininobursztynianową asparaginian 
jest w ytw arzany przez m itochondrialną am inotransferazę asparaginianową 
i transportow any do cytoplazmy (26, 30) na zasadzie wym iany z glutam i
nianem  (26). Zawartość asparaginianu w cytoplazmie zależy nie tylko od 
szybkości jego transportu  z mitochondriów, ale także od aktywności amino- 
transferazy asparaginianowej, enzymu katalizującego reakcję w stanie rów
nowagi (23, 101). P rzy  szybkim w ykorzystaniu aminokwasów w cyklu mocz
nikowym aktywność am inotransferazy jest wystarczająca do utrzym ania 
stężenia asparaginianu na stałym  poziomie (101). Zawartość asparaginianu 
w wątrobie wynosi od 0,3 do 3,5 nm olaX g-1 tkanki (144, 145). Do osiąg
nięcia m aksym alnej syntezy mocznika z amoniaku w komórce wątroby 
jest potrzebne dostarczenie prekursorów  asparaginianu (26). Szczawio- 
octan, substra t am inotransferazy asparaginianowej powstaje w reakcji 
katalizowanej przez m itochondrialną karboksylazę pirogronianową akty
wowaną przez acetylo-CoA (146). Spadek poziomu acetylo-CoA powo
dowany intensyw nym  utlenianiem  rozgałęzionych kwasów tłuszczowych 
prowadzi do zm niejszenia syntezy mocznika (147). Obserwowany stym ulu
jący wpływ m leczanu na ureogenezę jest także związany z wytwarzaniem  
szczawiooctanu za pośrednictwem  karboksylazy pirogronianowej (26, 100). 
Oprócz tego obniżenie utleniania jabłczanu w m itochondriach może ogra
niczać poziom asparaginianu i syntezę mocznika (26, 30).
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Stężenie argininobursztynianu w wątrobie jest niewysokie (0,034 
¡j.molaXg_1 tkanki) (131, 148). Jest to prawdopodobnie wynik niskiej 
aktywności syntetazy argininobursztynianowej w porównaniu z aktyw noś
cią innych enzymów (148). Oprócz tego argininobursztynian ham uje swoją 
własną syntezę, także przy niskich stężeniach cytruliny i asparaginianu 
(149), a liaza argininobursztynianowa wykazuje zwiększone powinowactwo 
wobec tego związku przy jego m ałych stężeniach (71, 131), uniemożliwiając 
nagromadzenie tego m etabolitu w komórce.

Niskie stężenie argininy w wątrobie (0,05 mM) jest związane z wysoką 
aktywnością arginazy i wysokim powinowactwem argininy do syntetazy 
tRNA (131, 148). Arginina może wpływać na syntezę cytruliny poprzez 
zwiększenie poziomu N-acetyloglutam inianu (patrz rozdz. V-2).

V-2. W pływ  N -acetyloglutam inianu

Aktywność syntetazy karbamoilofosforanowej jest uzależniona od obec
ności N-acetyloglutam inianu, aktyw atora enzymu (50, 51). W ielu autorów 
wykazało wprost proporcjonalną zależność syntezy cytruliny od zaw ar
tości N-acetyloglutam inianu w m itochondriach (124, 145, 150, 151). Obecnie 
uważa się, że regulacyjna rola N-acetyloglutam inianu wiąże się wyłącznie 
z usuwaniem  amoniaku z m itochondriów i utrzym ywaniem  niskiego po
ziomu NH3 w wątrobie, a nie z regulacją cyklu mocznikowego p sr  sz
(152). Ograniczenia aktyw ności syntetazy karbam oilofosforanowej w na
stępstwie zmniejszenia zawartości N -acetyloglutam inianu w komórce moż
na zauważyć przy braku aktywności syntazy N-acetyloglutam inianowej
(153) i w wielu stanach patologicznych (154).

Schemat regulacji syntetazy karbamoilofosforanowej zakłada, że każda 
pod jednostka enzymu wiąże jedną cząsteczkę efektora (50). W w arunkach 
fizjologicznych aktyw ny kompleks enzym -efektor stanowi ok. 1/2 całej 
puli enzymu w m atriks mitochondriów, więc zmiany poziomu N-acetylo- 
glutam inianu mogą spowodować aktyw ację syntetazy (120). Połowę m aksy
m alnej aktywności syntetazy obserwowano przy stężeniu N -acetylogluta
m inianu równym 0,8 nm olaX m g-1 białka m itochondrialnego (145). 
N-acetyloglutam inian jest syntetyzowany w m itochondriach (155), a de
gradowany do glutam inianu i octanu w cytoplazmie na drodze transacy- 
lacji i deacylacji (17, 151, 156). Reakcję syntezy N-acetyloglutam inianu 
z glutam inianu i acetylo-CoA katalizuje syntaza N-acetyloglutam inianowa 
(N -acetylotransferaza acetylo-CoA:L-glutam inian, E.C.2.3.1.1.). Syntaza 
występująca w m itochondriach w ątroby zwierząt ureotelicznych (157, 158) 
składa się z trzech podjednostek o masie 57 tysięcy. Cechuje ją wysoka 
specyficzność w stosunku do substratu, Km dla L-glutam inianu wynosi 3,0 
mM, a dla acetylo-CoA 0,7 mM, oraz jest silnie hamowana przez produkt, 
K; równa się 0,07 mM. L-arginina aktyw uje enzym zwiększając jego Vmax 
(157, 158).
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Aktywność syntazy N-acetyloglutam inianowej wzrasta w w arunkach 
obniżonej syntezy białka lub diety wysokobiałkowej, kiedy następuje pod
niesienie zawartości argininy w hepatocytach (159, 160), oraz po dodaniu 
egzogennej argininy do zawiesiny hepatocytów czy m itochondriów (161, 
162). Zważywszy jednak, że endogenny poziom argininy w w ątrobie jest 
niski, oraz, że jak  stwierdzono w przypadku szczura, arginaza jest silnie 
związana z błoną m itochondrialną (163, 164) aktyw acja syntazy przez argi- 
ninę nie odgrywa istotnej roli w w arunkach fizjologicznych. W ytw arzanie 
N -acetyloglutam inianu wzrasta również przy zwiększeniu stężenia g lutam i
nianu w komórce lub m itochondriach (150, 161, 165). Zjawisko to można 
wywołać podaniem NH4C1, k tó ry  jest w ykorzystyw any w produkcji gluta
m inianu (165), a ten z kolei w syntezie N-acetyloglutam inianu (135, 165, 
166). Zwiększenie ilości glutam inianu i jego acetylowanej form y obser
wowano także po injekcji zwierzętom mieszaniny aminokwasów (145). 
Zmniejszenie puli acetylo-CoA w wyniku działania kwasów pent-4-enolo- 
wego (161, 167), izowalerianowego (168), propionowego (162) lub walpro- 
inowego (169) powoduje spadek poziomu N-acetyloglutam inianu i zaha
mowanie syntezy mocznika mimo braku zmian w stężeniu komórkowego 
ATP. Także inne czynniki ograniczające dostępność acetylo-CoA, jak  obec
ność bursztynianu (162) i jabłczanu (150) utlenianych w cyklu kwasów 
trikarboksylowych, powodują obniżenie poziomu N-acetyloglutam inianu 
w wyniku czego następuje zmniejszenie szybkości syntezy cytruliny. 
Zwiększenie stężenia acetylo-CoA w m itochondriach w wyniku utleniania 
kwasów tłuszczowych powoduje wzrost zawartości N-acetyloglutam inianu 
oraz produkcji cytruliny (31). Badania z użyciem izolowanych m itochon
driów wykazały, że transport N -acetyloglutam inianu jest jednokierunkow y 
i zachodzi jedynie z m itochondriów do cytoplazm y (170, 171). Praw dopo
dobnie zależy on jedynie od szybkości syntezy N -acetyloglutam inianu 
w m itochondriach (172).

V-3. Rola jonów  m etali

Jony m etali zmieniają szybkość przepływu przez cykl mocznikowy 
działając na syntetazę karbam oilofosforanową, aktyw ną w obecności K + 
oraz Mg2" niezwiązanego z ATP (39, 50, 173). K a izolowanej syntetazy wo
bec magnezu wzrasta ze spadkiem  stężenia N-acetyloglutam inianu w m ie
szaninie reakcyjnej, jednocześnie Ka enzymu wobec N-acetyloglutam inia- 
nu zmniejsza się, gdy stężenie m agnezu rośnie (9). Stwierdzono, że spadek 
zawartości mitochondrialnego m agnezu niezwiązanego z ATP w wyniku 
chelatującego działania cytrynianu obniża wyraźnie syntezę cytruliny 
(174). Także współzawodniczę w stosunku do Mg ATP2- hamowanie enzy
m u przez CaATP2- ogranicza produkcję cytruliny (175, 176), co ma zna
czenie w hormonalnej regulacji tego procesu (175).
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V-4. W pływ  hormonów

Działanie hormonów na szybkość w ytw arzania mocznika w w ątrobie 
jest wynikiem  nie tylko ujaw niających się po upływie godzin lub dni zmian 
zawartości enzymów w komórce (por. rozdz. IV), ale także zmian poziomu 
m etabolitów zachodzących w czasie kilku m inut po podaniu hormonu. G lu- 
kokortykoidy (177, 178) oraz glukagon (111, 177, 179, 180) stym ulują syn
tezę cytruliny i mocznika na skutek zwiększenia m itochondrialnego oddy
chania i zawartości ATP. Działanie glukagonu może być również wynikiem  
zwiększenia poziomu m itochondrialnego N-acetyloglutam inianu (181— 183). 
W cukrzycy doświadczalnej w wątrobie szczurów stwierdzono wzrost za
wartości N-acetyloglutam inianu i argininy, podczas gdy w m itochondriach 
królików poziom N -acetyloglutam inianu nie wzrastał, a obserwowane 
zwiększenie syntezy cytruliny było następstw em  podniesienia stężenia ATP 
(92—94) (Tab. 3). Jednak doświadczalne zwiększenie zawartości nukleo- 
tydów adenylowych w m itochondriach sym ulujące wpływ glukagonu nie 
zmieniało szybkości syntezy cytruliny (184). Na podstawie przedstawionych 
wyników można sądzić o złożonym mechanizmie aktyw acji ureogenezy 
przez glukagon — aktywność syntetazy karbamoilofosforanowej reguluje 
zarówno ATP jak i N-acetyloglutam inian. Przy wysycających stężeniach 
jednego czynnika można obserwować wpływ drugiego będącego w subopty- 
m alnych stężeniach.

Tabela 3

Synteza cytruliny oraz wewnątrzmitochondrialny poziom N-acetyloglutaminianu i ATP u królików 
z cukrzycą alloksanową według Bryły i Garstki (94)

Źródło energii

Synteza cytruliny 
nmol x min-1 x mg-1 

białka

Poziom N-acetylogluta
minianu nmol x mg- 1 

białka

Poziom ATP 
nmol x mg"1 białka

kontrola cukrzyca kontrola cukrzyca kontrola cukrzyca

Glutaminian 
Bursztynian 4- ro- 
tenon
ATP 4- FCCP +  
oligomycyna +  ro- 
tenon

16,6±  1,6 39,0 ±  1,5 

22,8 ±1,8 32,2 ±2,6

39,3 ±2,4  59,1 ±1,8

1,07 ±0,08 1,42 ±0,06  

0,80 ±0,07 1,07 ±0,08

0,99 ±0,14 1,18±0,04

2,7 ±0,2  4,3 ±0,1 

4,3 ±0,5 6,1 ±0,2

M itochond ria  izolow ano z w ątroby kon tro lnych  i cukrzycowych kró lików , a  następnie inkubow ano  w obecności 
różnych substra tów  oddechow ych. Przedstaw ione wyniki są  średnim i z pięciu-ośm iu doświadczeń.

Wiadomo, że glukagon (185, 186), adrenalina, wazopresyna i angioten- 
syna (186) powodują wzrost aktywności glutam inazy, wpływający na 
zwiększenie poziomu glutam inianu i amoniaku, co powoduje stym ulację 
syntezy cytruliny. Oprócz tego w czasie działania glukagonu obserwuje się 
zwiększoną szybkość innych procesów: stym ulację proteolizy, zwiększenie 
transportu  aminokwasów do komórki oraz ich katabolizm u, co powoduje 
wzrost zawartości substratów  i prekursorów  cyklu mocznikowego.
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VI. Uwagi końcowe

Omawiając mechanizmy regulacji cyklu mocznikowego trzeba pamię
tać, aby wyniki odnosić do określonego układu doświadczalnego. W rezul
tacie, mimo wielu inform acji, trudno zbudować ostateczny schem at regu
lacji syntezy mocznika. Nie jest do końca wyjaśnione kontrolujące znacze
nie N -acetyloglutam inianu (33, 152), ornityny czy stężeń ATP (8, 9). Sto
sowane obecnie w badaniach regulacji metabolizmu metody pozwalające 
ilościowo ocenić wpływ aktywności enzymów oraz stężeń kofaktorów i me
tabolitów na aktywność szlaku metabolicznego (98, 99, 187) ułatw ią być 
może stworzenie spójnego, kompleksowego modelu regulacji cyklu mocz
nikowego.

W przedstawionej pracy zostały pominięte zmiany aktywności cyklu 
mocznikowego w stanach patologicznych. Badania takie, związane ściśle 
z potrzebam i klinicznym i rozw ijają się intensywnie, niezależnie od badań 
podstawowych (10— 12).

Interesującym  zagadnieniem są także badania porównawcze cyklu mocz
nikowego, inform ujące o jego filogenezie. Na przykład u m orskiej ryby 
chrzęstnoszkieletowej Squalus acanthias wydalającej mocznik, cykl mocz
nikowy przebiega inaczej niż u ssaków. Fosforan karbam oilu powstaje 
u tych ryb  z glutam iny w reakcji katalizowanej przez m itochondrialną 
syntetazę karbamoilofosforanową II, a mocznik pochodzi z rozkładu argi
niny przez także m itochondrialną arginazę (188). W ydaje się, że cykl mocz
nikowy powstał w toku ewolucji z enzymów pełniących we wczesnych 
etapach filogenezy inne funkcje metaboliczne. Prawdopodobnie obecna 
organizacja cyklu jest wynikiem  ewolucji narządów (to jest powstania wą
troby) oraz przystosowania organizmów do środowiska lądowego (37). 
U przodków prym ityw nych ryb  występowały najpew niej już wszystkie en
zymy cyklu, które u  Placodermi utworzyły wyodrębniony szlak m etabo
liczny odziedziczony następnie przez płazy i ssaki. U trata zdolności do syn
tezy mocznika u zwierząt pokrew nych ewolucyjnie nastąpiła wskutek 
zmniejszenia (ryby kostnoszkieletowe) lub u tra ty  (gady, ptaki) aktywności 
niektórych enzymów (37).

D zięku ję  serdeczn ie  P ani p ro fesor Ja d w id ze  B ry le  za  zachęcenie  m n ie  do n ap i
san ia  n in ie jszego  a r ty k u łu  i pom oc w  n a d a n iu  m u  osta tecznego  k sz ta łtu .

Część badań p rzed sta w io n ych  w  a r ty k u le  w y ko n a n o  w  ram ach  p ro b lem u  m ię d zy 
resortow ego  M R  II  1.1.4. oraz M R  II  1.1.7.

Zaakceptowano do druku 15 września, 1985 r.
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Od ponad dziesięciu lat wiadomo, że cząsteczki mRNA zaw ierają oprócz 
sekwencji kodujących, znacznej długości fragm enty nie niosące żadnej in 
form acji genetycznej o strukturze białka. Z reguły są one zgrupowane na 
5' i 3' końcach cząsteczki, a ich łączna długość najczęściej porównywalna 
jest z długością części kodującej. Inicjujący kodon AUG poprzedzany jest 
zwykle przez 36—50 nukleotydów z których pierwsze trzy, zmetylowane 
w pierścieniach zasad tworzą tzw. cap. Pośród pozostałych 5'-końcowych, 
niekodujących sekwencji, u większości mRNA eukariontów wyróżnia się 
krótki oligonukleotyd kom plem entarny do 3'-końca rRNA m niejszej pod- 
jednostki rybosom alnej.

3'-końcowy fragm ent cząsteczki mRNA, następujący po kodonach te r
m inujących (u eukariontów  trójnukleotyd: UAA, UAG lub UGA) jest 
znacznie bardziej urozmaicony tak  pod względem wielkości, jak i w ystępu
jących tam  sekwencji. Dla przykładu w (3-globinowym mRNA królika jest 
zaledwie 89-nukleotydowy (1), podczas gdy w mRNA reduktazy dihydro-
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folianu u myszy ma długość 950 nukleotydów (2). W tej części cząsteczki 
w ystępują często homologiczne sekwencje homo- i heteronukleotydowe
o bardzo zróżnicowanych długościach.

Pomimo intensywnych badań nad niekodującym i fragm entam i mRNA, 
funkcja ich poznana jest w bardzo różnym  stopniu. 5'-końcowy fragm ent 
był już w połowie lat siedemdziesiątych jednoznacznie wiązany z inicjacją 
procesu biosyntezy białka. Dalsze badania sugestię tą  potwierdziły i pozwo
liły na bliższe sprecyzowanie jego roli w przyłączeniu rybosomu (3, 4). 
Równie intensywnie badane były fragm enty 3'-końcowe, a szczególnie wy
stępowanie i przem iany, najczęściej występujących i najdłuższych odcin
ków poliadenylowych. Starsze dane literaturow e na ten tem at zostały opi
sane w opracowaniach obcojęzycznych i polskich (5, 6, 7). Jak  dotychczas 
niewiele jest inform acji jednoznacznie świadczących o funkcji odcinków 
poli(A), niektóre hipotezy na ten tem at omówione zostały w pracy L i t  - 
t a u e r a  (8).

I. Struktura 3'-niekodującego fragmentu cząsteczek mRNA Eukaryota

Po ustaleniu pełnej s truk tu ry  I-rzędowej (3-globinowego mRNA kró
lika, potwierdzono anomalie w ystępujące w składzie nukleotydowym  nie- 
kodujących fragm entów cząsteczki (9). Zawartość G +  C w części kodującej 
wynosiła 54,2%, a w części 5'-końcowej 41,5°/o, natom iast w części 3'-koń- 
cowej zaledwie 38,9°/o. Najwięcej zmetylowanych zasad stwierdzono na 
5'-końcu. Dalsze badania opisane szczegółowo w opracowaniu G a s a - 
r y a n a  (10) pozwoliły na stwierdzenie, że w części 3'-końcowej oprócz 
w ykrytych wcześniej odcinków poliadenylowych, w ystępują podobnie zgru
powane nukleotydy urydylowe. Długość odcinków poli(A), wynosi zależnie 
od organizmu od kilkudziesięciu do blisko trzystu. Oligonukleotydy urydy
lowe długości od kilkunastu do kilkudziesięciu, zlokalizowane są pomiędzy 
kodonem term inującym , a zajm ującym i pozycję bezpośrednio 3'-końcową 
odcinkami poli(A). Jednorodność odcinków poli(A) i poli(U) jest porów
nywalnie wysoka i wynosi ponad 90°/o.

Badania wykonane w latach osiemdziesiątych wykazały, że przedsta
wionego powyżej m odelu budowy 3'-końca cząsteczki mRNA nie należy 
generalizować. Stwierdzono, że w komórkach tego samego szczepu może 
występować mRNA różniący się 3'-końcowymi hom onukleotydam i. Dla 
przykładu w polisomach kom órek ku ltu ry  HeLa w ystępują aż cztery różne 
rodzaje mRNA (11):

poli(A)( +  )oligo(U)( —) — zawartość 52°/o całości mRNA 
poli(A)( — )oligo(U)( —) — zawartość 33%> całości mRNA 
poli(A)( +  )oligo(U)(+) — zawartość 4°/o całości mRNA 
poli(A)( —)oligo(U)( +  ) — zawartość 2°/o całości mRNA 

Łatwo zauważyć, że dwie pierwsze frakcje zaw ierają 85°/o całości mRNA,
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natom iast pozostałe zaledwie około 6°/o. Proporcje występowania różnią
cych się hom onukleotydam i mRNA nie są stałe: w zarodkach pszenicy 
większość mRNA występuje jako poli(A)( —)ołigo(U)( +  ) i poli(A)( +  )oli- 
go(U)(—) (12). Wiele uwagi w badaniach zwrócono na inform ację gene
tyczną przenoszoną przez różne rodzaje mRNA. Także i tego zagadnienia 
nie udało się jednoznacznie rozstrzygnąć, jakkolwiek większość autorów 
prac przychyla się do poglądu, że różniące się zawartością hom onukleoty- 
dów mRNA przenoszą jakościowo różną inform ację (13, 14). Znane są także 
i inne przykłady: w komórkach ku ltu ry  HeLa histon H 2B syntetyzowany 
jest na poli(A)( —)mRNA i na poli(A)( +  )mRNA (15).

W przedstawionych powyżej badaniach nie można wykluczyć pewnych 
niedokładności na tu ry  metodycznej. Najczęściej stosowaną metodą różnico
wania populacji mRNA jest obecnie chrom atografia powinowactwa. Metoda 
ta jakkolwiek wyjątkowo specyficzna stwarza wiele możliwości uzyskania 
omyłkowych rozdziałów. Istotny jest w tej metodzie chrom atograficznej 
efekt długości odcinka poli(A) na wydajność wiązania zawierającego go 
mRNA (11). P rzy długości poli(A) do 30 nukleotydów wydajność wiązania 
jest m niejsza od 50%, przy długości 50—60 nukleotydów wzrasta do 60%, 
a dopiero przy dłuższych odcinkach wynosi powyżej 95%. Zaobserwowano 
także u tra tę  powinowactwa do nośnika w wyniku powstawania s truk tu r 
dwuniciowych typu A—U.

Niekodujący 3'-końcowy fragm ent mRNA eukariontów zawiera często 
identyczne, krótkie sekwencje heteronukleotydowe. Na ogół, odcinek 
poli(A) poprzedzany jest dw unukleotydem  —GC—, natom iast około 20 
nukleotydów przed nim w kierunku 5'-końca w ystępuje oligonukleotyd 
—AAUAAA—. Kom plem entarne do tych sekwencje w ystępują zarówno 
w transkrybow anym  DNA jak i w pierwotnym  transkrypcie. Biorąc pod 
rozwagę ich położenie w stosunku do sekwencji struk turalnych  można uwa
żać, że sześcionukleotyd pełnił rolę term inatora transkrypcji, natom iast 
dwunukleotyd był znacznikiem miejsca poliadenylacji w czasie dojrzewa
nia transkryp tu  (10). Nie stwierdzono jak dotychczas, aby sekwencje te 
odgrywały jakąkolwiek rolę w metabolizmie i funkcjonowaniu mRNA na 
terenie cytoplazmy.

W ystępowanie na 3'-końcu cząsteczki mRNA wzajem nie kom plemen
tarnych odcinków homonukleotydowych predestynuje ten fragm ent do 
tworzenia struk tu r II-rzędowych. Najczęściej proponowaną jest tzw. struk
tu ra  szpilki do włosów  (1, 16, 17, 18). Fakty  te zostały wykorzystane w hi
potezie o udziale s tru k tu r drugorzędowych w regulacji aktywności trans- 
lacyjnej mRNA (3). Zakłada ona wytworzenie kom plem entarnych połączeń 
pomiędzy odcinkami poli(A) i niskocząsteczkowym, bogatym  w reszty ury- 
dylowe RNA. Kompleks taki ze względów strukturalnych  nie jest zdolny 
do łączenia się z rybosomami. Przyłączenie do poli(A) specyficznego białka 
chroni mRNA przed wytworzeniem  nieaktyw nej struk tu ry , umożliwia
jąc tym  samym jego udział w tworzeniu polisomów. Hipoteza ta w nie
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znacznie zmodyfikowanej formie jest aktualna i obecnie. Potwierdzono, 
że w rybonukleoproteinach zawierających mRNA w ystępuje niskocząstecz- 
kowy RNA o długości 70— 90 nukleotydów, połączony z białkami o masie 
20—70 kDa (19, 20). Ostatnio wykazano występowanie podobnych kom
pleksów w rybonukleoproteinach zawierających poli(A)( +  )mRNA (21). 
Niskocząsteczkowy RNA (tzw. iRNA) połączony jest z białkiem  o masie 
64 kDa, a cały kom pleks ham uje szczególnie intensywnie translację 
poli(A)( +  )mRNA.

II. Udział poli(A) w regulacji stabilności mRNA

Regulacja czasu trw ania mRNA w cytoplazmie komórki była n a j
wcześniej przypisywaną poli(A) funkcją. Klasyczne już dzisiaj doświad
czenia nad potwierdzeniem  tej hipotezy, są w ielokrotnie cytowane w opra
cowaniach m onograficznych dotyczących tego zagadnienia (5, 6, 8). Do 
oocytów jeżowca morskiego wprowadzano m ikroinjekcyjnie mRNA globiny 
różniący sią długością odcinków poli(A). Stwierdzono, że ulega on tran s
lacji tylko wtedy, gdy długość poli(A) jest nie m niejsza niż 30 nukleoty
dów. Graniczną jest długość 20-tu nukleotydów poniżej której obserw uje 
się gwałtowny rozpad polisomów, powodowany jak przypuszczano degra
dacją mRNA. Do podobnych wniosków o funkcji odcinków poli(A) doszli 
Z e e w i i w s p .,  badając czas trw ania adenowirusa w kom órkach trak 
towanych kordycepiną — inhibitorem  procesu poliadenylacji (22, 23). W y
kazano, że czas trw ania występującego w polisomach tych komórek 
poli(A)( —)mRNA jest zdecydowanie krótszy, od czasu trw ania natywnego 
poli(A)( +  )mRNA. Nie stwierdzono natom iast żadnych różnic w produktach 
translacji charakterystycznych dla wirusowego RNA. Badania nad in te r
feronowym  (24) i a-globinowym mRNA (25) w oocytach jeżowca m orskie
go, oraz badania translacji kilkudziesięciu rodzajów mRNA Dictyostelium  
różniących się długością poli(A) (26, 27), dostarczyły danych pozwalają
cych na zakwestionowanie poglądu o zależności pomiędzy długością poli(A) 
i trw ałością mRNA. Przytoczone w tych pracach fakty  nie przeczą 
natom iast, że przy pewnej długości poli(A) w mRNA następuje gwał
towny rozpad polisomów. Nowo syntetyzowany mRNA wchodzący 
w skład polisomów Dictyostelium  zawiera odcinki poli(A) długości 110— 
115 nukleotydów. W czasie kolejnych translacji zostają one skrócone do 
60—65 nukleotydów, jednak bez żadnej zmiany aktywności i wielkości 
polisomów. Dopiero przy długości poli(A) 25—30 nukleotydów aktywność
i wielkość polisomów m aleje, jakkolwiek nie jest to wynikiem  degradacji 
mRNA.

Przedstawione powyżej dane doświadczalne wskazują, że przy skróce
niu odcinków poli(A) w mRNA do długości około 20 nukleotydów na
stępuje gwałtow ny rozpad polisomów. W ątpliwym  jest natom iast wcześ
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niejszy pogląd, że równocześnie następuje degradacja mRNA. Indukowana 
długością odcinków poli(A) destabilizacja struk tu ry  polisomów może być 
związana jedynie z taką zmianą s truk tu ry  II-rzędowej mRNA, która unie
możliwia oddziaływanie z rybosomami.

Omawiając wpływ odcinków poli(A) na stabilność mRNA w polisomach 
nie można pominąć ich udziału w przyłączeniu specyficznych białek. 
Pierwsze doniesienia na ten tem at pojawiły się jeszcze w połowie lat sie
demdziesiątych (28) i rozwinięte zostały w latach późniejszych badaniami 
postulującym i udział tych białek w stabilizacji przestrzennej struk tu ry  
mRNA (17, 18). W roku 1978 P r e o b r a z e n s k y  i S p i r i n  badając 
polLsomalne rybonukleoproteiny zawierające mRNA stw ierdzili, że w ystę
pujące w nich białka należą pod względem masy cząsteczkowej do dwóch 
klas: 43—52 kDa tzw. „core” i 72— 78 kDa specyficznie oddziaływujących 
z poli(A) (29). W odróżnieniu od białek „core” , dysocjujących z polisomów 
w obniżonej mocy jonowej roztworu, białka oddziaływujące z poli(A) 
otrzymać można tylko przez w yczerpujące traw ienie polisomów mieszaniną 
rybonukleaz A i T\. Porównując wielkość tych białek z długością odcinka 
poli(A) stwierdzono, że może on przyłączyć 4—5 cząsteczek białek. Bar
dziej dokładnie s truk tu rę  takich połączeń zbadano w ostatnich latach (30). 
W polisomach wątroby szczura odcinki poli(A) długości 136 nukleotydów 
obudowane są białkami o m asach od 50 do 90 kDa. Łączna ich masa wynosi 
około 190 kDa i stanowi 80% m asy cząsteczkowej całej rybonukleopro- 
teiny. Prawdopodobnie tylko białko o masie cząsteczkowej 76 kDa oddzia- 
ływuje bezpośrednio z poli(A), natom iast kontakt pozostałych białek z kwa
sem nukleinowym  jest pośredni. Badania nad kinetyką działania rybo
nukleaz pozwoliły na stwierdzenie, że ponad połowa długości łańcucha 
poli(A) ułożona jest na powierzchni cząsteczki, która stabilizowana głów
nie oddziaływaniami hydrofobowymi nie wykazuje dużej zwartości. Hipo
teza o takiej budowie rybonukleoprotein zawierających odcinek poli(A) 
potwierdzona została badaniami wykonanym i w laboratorium  S c h e r -  
r e r a  (31, 32, 33) nad polisomami kaczki, myszy i królika. Wykazano, że 
białka przyłączone do poli(A) w mRNA badanych zwierząt posiadają zbli
żone właściwości fizyczne i chemiczne. Konserwatywność m iędzygatun- 
kowa budowy tych białek, podobna białkom rybosom alnym  i histonom, 
może sugerować, że pełnią one równie ważną funkcję s trukturalną. Bada
nia porównawcze nad rybonukleoproteinam i zawierającym i mRNA globiny 
wykazały, że białko wykazujące powinowactwo do poli(A) o masie 73 kDa, 
w ystępuje wyłącznie w polisomach. Nie stwierdzono jego obecności w in
nych cytoplazmatycznych rybonukleoproteinach zawierających mRNA 
przenoszący tę samą inform ację genetyczną. W skazuje to, że ten sam 
mRNA może występować w połączeniach z jakościowo różnym  zestawem 
białek, w zależności od stanu funkcjonalnego. Działanie rybonukleaz na 
pozapolisomalne rybonukleoproteiny wskazuje, że białka w ystępujące w ich 
składzie mogą skutecznie chronić mRNA przed degradacją. Można także
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przypuszczać, że funkcja białek przyłączonych do poli(A) w polisomach 
nie jest czysto strukturalną, ale może wpływać na aktywność translacji. 
Hipoteza ta  zostanie szczegółowiej przedyskutowana w dalszej części 
artykułu.

Pomimo intensyw nych badań nie udało się dotychczas wykazać aktyw 
ności enzymatycznej żadnego z białek oddziaływujących z poli(A). Poja
wiło się jedynie pojedyncze doniesienie o zgodności antygenowej takiego 
białka z poli(A)-polimerazą (34).

Jak  dotychczas nie w ykryto specyficznych nukleaz mogących przepro
wadzać w sposób ściśle kontrolowany degradacji odcinków poli(A) na tere 
nie cytoplazmy. Opracowania na tem at rybonukleaz biorących udział 
w metabolizmie mRNA opisują przede wszystkim jądrowe enzymy dojrze
wania transk ryp tu  (35, 36). Są to: endorybonukleaza IV (E.C.3.1.26.6)
i endorybonukleaza V (E.C.3.1.27.8). Ze względu na specyficzność sub
stratow ą i wymagania dotyczące s truk tu ry  II-rzędowej substratu, na jbar
dziej interesująca jest endorybonukleaza V. Enzym ten wykazuje specy
ficzność w stosunku do s tru k tu r jedno i dwuniciowych i jak wykazały 
badania in vitro, może hydrolizować odcinki poli(A) w cząsteczkach 
mRNA. Nie udało się jednak stw ierdzić występowania tego enzymu w cy
toplazmie i potwierdzić jego aktyw ności w stosunku do mRNA w w arun
kach in vivo. W roku 1978 A b r a h a m  i J a c o b  zasugerowali, że poli- 
m eraza poliadenylująca w zależności od poziomu ATP może działać także 
jako rybonukleaza specyficzna w stosunku do poli(A) (37). Ze względu na 
liczne doniesienia literaturow e o cytoplazm atycznym  występowaniu poli- 
m eraz poli(A) (38) hipoteza jest niezwykle atrakcyjna, ale niestety jak 
dotychczas nie potwierdzona dalszymi badaniami.

III. Wpływ poli(A) na aktywność translacji

Bezpośredni wpływ odcinków poliadenylowych mRNA na aktywność 
biosyntezy białka, był jedną z najwcześniej przedstaw ionych hipotez na 
tem at ich roli (39, 40, 41, 42). Wnioski płynące z tych badań przypuszcze
nia takiego nie potwierdziły. Usunięcie z mRNA odcinka poli(A), jego 
modyfikacje i blokowanie pozostawały bez wyraźnego wpływu na aktyw 
ność translacji w układach in vitro. Należy jednak odnotować, że niemal 
równolegle pojawiły się doniesienia przeciwne. Badając efektywność trans
lacji poli(A)( +  ) i poli(A)( —)mRNA ovoalbuminy stwierdzono, że układ 
biosyntezy białka in vitro z retikulocytów  królika w ykorzystuje poliadeny- 
lowany mRNA znacznie efektyw niej (43). Podobnych danych o wpływie 
poli(A) na wydajność procesu biosyntezy białka dostarczyły cytowane już 
badania nad translacją a-globinowego mRNA w oocytach jeżowca m ors
kiego (25). Jeszcze bardziej przekonywujących faktów wskazujących na 
ułatwioną translację poli(A)( +  )mRNA dostarczyły prace P a l a t n i k a
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i w s p. (27) oraz J a c o b s o n a  i w s p .  (44). Przebadano wpływ doda
wanego egzogennie kwasu poliadenylowego na translację mRNA Dictyoste
lium  w  układzie bezkomórkowym z retikulocytów  królika. Hamował on 
intensywnie, zarówno translację poli(A)( +  )mRNA jak i jego rybonukleo- 
protein. Tak wyraźnego efektu nie powodowały inne hom opolinukleotydy 
dodawane naw et w znacznie większych ilościach. Poziom hamowania uza
leżniony był od wyjściowej aktywności układu i długości dodawanego kwa
su poliadenylowego. M inimalną długością przy której występował już efekt 
hamowania było 30 nukleotydów. Pomimo znacznie obniżonej wydajności 
translacji, jej produkt pozostawał niezmieniony. Obserwowano także 
zm niejszenie wielkości polisomów, ale nie stwierdzono zwiększonej od nor
m alnej degradacji mRNA.

Przytoczonych powyżej faktów nie należy interpretow ać bezpośrednim 
wpływem odcinków poli(A) na aparat translacyjny komórki. Bardziej wia
rygodny jest ich wpływ na s truk tu rę  II-rzędową cząsteczki mRNA. P rzy
łączenie specyficznego białka do odcinka poli(A) mogłoby nadać i wysta- 
bilizować s truk tu rę  mRNA, najbardziej odpowiednią dla współdziałania 
z rybosomami i faktoram i procesu biosyntezy białka. Odłączenie białka, 
na przykład przez działający współzawodniczo z poli(A)( +  )mRNA kwas 
poliadenylowy mogłoby powodować zmianę struk tu ry  II-rzędowej mRNA
i m niej w ydajny przebieg translacji. Hipoteza ta pozostaje w zgodzie z fak
tam i doświadczalnymi wskazującymi, że występowanie poli(A) w mRNA 
nie jest w arunkiem  koniecznym dla jego aktywności tak w układzie in vitro 
jak i in vivo. W skazuje jedynie, że odcinki poli(A) mogą uczestniczyć po
średnio w m odulacji aktyw ności translacyjnej cząsteczek mRNA u euka- 
riontów. Bardziej szczegółowe dane o roli s truk tu ry  II-rzędowej w cząs
teczkach mRNA eukariontów przedstawione zostały w opracowaniu mono
graficznym  (45).

IV. Rola poli(A)( +  )mRNA we wczesnych etapach rozwoju Eukaryota

W latach siedem dziesiątych udowodniono, że wczesne etapy rozwoju 
zarodkowego wielu organizmów zwierzęcych i roślinnych mogą w znacz
nym stopniu być regulowane potranskrypcyjnie na terenie cytoplazmy. 
Związane z tym  procesem występowanie nieaktywnych, cytoplazmatycz- 
nych form mRNA zostało wyczerpująco omówione wcześniej w Postępach 
Biochemii (46). N iektóre cytowane już prace (25, 26, 27) wskazują na ścisłe 
powiązanie procesów uaktyw nienia translacyjnego mRNA i jego poli- 
adenylacji. Potw ierdzają to także bardziej bezpośrednie obserwacje.

Podczas wczesnych okresów rozwojowych oocytów jeżowca morskiego 
intensywnej translacji nagromadzonego tam  mRNA towarzyszy jego poli- 
adenylacja (47). Proces starzenia tego mRNA, polegający na skracaniu od
cinków poli(A) jest znacznie dłuższy w porównaniu z nowosyntetyzowa-

12*
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nym  poli(A)( +  )mRNA (48). O statnio ustalono, że zarodki jeżowca m ors
kiego do stadium  64 blastom erów (uruchom ienie transkrypcji) korzystają 
wyłącznie z inform acji genetycznej przechowywanej w cytoplazm atycz- 
nym  mRNA. Jego poliadenylacja osiąga m aksym alne natężenie jeszcze 
w stadium  8 blastom erów (49).

Podobne badania prowadzone są także na zarodkach nasion wielu ga
tunków roślin. Dawniejsze prace na ten  tem at zostały omówione wnikliwie 
w jednej z monografii P. T. Biochemicznego (50). Podobnie jak i w roz
woju zarodków zwierzęcych, w czasie kiełkowania nasion niektórych roślin 
(groch, bawełna) biosynteza białka w czasie pierwszych kilku, a nawet 
kilkudziesięciu godzin kiełkowania w arunkow ana jest wyłącznie inform acją 
genetyczną przechowywaną w mRNA. W nasionach innych roślin (psze
nica, kukurydza) podczas kiełkowania, równolegle z uruchom ieniem  bio
syntezy białka urucham iana jest także synteza mRNA. Nie neguje się 
jednak, że i w nasionach tych roślin, część uruchom ionej w czasie kiełko
wania inform acji genetycznej przechowywana była w mRNA, nagrom a
dzonym na terenie cytoplazm y podczas różnicowania zarodka. Wiele fak
tów doświadczalnych w skazuje także, że uaktyw nienie mRNA nasion spo
czynkowych połączone jest z jego poliadenylacją (51, 52, 53, 54, 55). W ydaj
ność procesu biosyntezy białka u roślin, podczas wychodzenia ich ze stanu 
spoczynku jest ściśle skorelowana z ilością poli(A)( +  )mRNA w cytoplazmie 
komórek (56, 57, 58). Zahamowanie procesu poliadenylacji w czasie kiełko
wania nasion, powoduje drastyczne zmniejszenie aktywności biosyntezy 
białka (59). Mechanizmy łączące procesy poliadenylacji mRNA i urucho
mienie biosyntezy białka w czasie wychodzenia nasion ze stanu spoczynku, 
nie zostały dotychczas poznane. Prawdopodobna wydaje się hipoteza, że 
poliadenylacja mRNA nasion spoczynkowych indukuje takie zmiany w 
składzie białek zawierających go rybonukleoprotein, które umożliwiają 
im udział w tworzeniu polisomów (60).

V. Uwagi końcowe

Podstawowe m echanizm y regulujące ekspresję inform acji genetycznej 
u eukariontów działają w jądrze, na poziomie transkrypcji, oraz cięcia
i składania transkryptu . Tylko niewielka część przetranskrybow anych sek
wencji odnajdywana jest w dojrzałym  mRNA na terenie cytoplazmy. Każ
da cząsteczka dojrzałego mRNA przenosi nie tylko pełną inform ację struk
turalną o białku, lecz także pewien zasób inform acji o czasie aktywności 
translacyjnej.

Zaprezentowane w artyku le  dane w skazują na udział odcinków poli- 
adenylowych w zabezpieczeniu i regulacji aktywności translacyjnej cząste
czek mRNA. W ydaje się być dostatecznie potwierdzone, że obydwie postu
lowane funkcje polegają na przyłączeniu specyficznych białek.
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Hipoteza o chroniącej przed działaniem  rybonukleaz funkcji odcinków 
poli(A) i przyłączonych białek, jest na obecnym  etapie badań najlepiej po
parta  faktam i doświadczalnymi. W ymaga jednak dodatkowych danych, 
przede wszystkim o cytoplazm atycznych nukleazach mogących w sposób 
kontrolowany przeprowadzać degradację 3'-końcowego fragm entu cząs
teczki mRNA.

Prawdopodobną, co więcej nie wykluczającą funkcji ochronnej, jest 
hipoteza o wpływie połączonych z odcinkam i poli(A) białek na s truk tu rę  
II-rzędową mRNA, a za jej pośrednictw em  na wydajność translacji. T raf
ność tej hipotezy w ydają się potwierdzać przytoczone wcześniej fakty 
doświadczalne o roli poli(A)( +  )mRNA we wczesnych etapach rozwoju za
rodków Eukaryota. Poliadenylacja nagromadzonego w rybonukleopro- 
teinach cytoplazmy mRNA, może być trak tow ana jako czynnik powodujący 
zmiany strukturalne umożliwiające translację. Pełniejsza w eryfikacja tej 
hipotezy wymaga większej ilości danych o białkach przyłączonych do 
poli(A), oraz bliższego poznania powiązań strukturalno-funkcjonalnych 
w mRNA.

Zaakceptowano do druku 15 września, 1985 r.
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I. Wprowadzenie

Minęło ponad ćwierć wieku od opublikowania przez A. I s a a c s a  
i J.  L i n d e n m a n n a  pracy, w której donieśli o odkryciu substancji 
ham ującej namnażanie się wirusów. Substancję tę nazwali in terfero
nem  (1).

W latach sześćdziesiątych i siedem dziesiątych ustalono, że kom órki k rę 
gowców wielu gatunków mogą produkować in terferony po indukcji w iru
sami. Najwięcej danych uzyskano badając komórki ludzkie i mysie. S tw ier
dzono, iż in terferony nie niszczą wirusów, ale uodparniają na nie komórki. 
Wykazano, że in terferony są białkam i o masie cząsteczkowej 15 000— 
70 000. Na podstawie wrażliwości na czynniki redukujące wykazano obec
ność w ich cząsteczkach mostków dwusiarczkowych. Reoksydacja przy
wracała interferonom  aktywność biologiczną, co pozwalało sądzić, że skła
dają się one z jednego łańcucha polipeptydowego. W niektórych p repara
tach in terferonu stwierdzono obecność cukrów. Oczyszczanie i charakte
rystyka interferonów  przy pomocy takich metod jak elektroforeza żelowa, 
różne typy chrom atografii, ogniskowanie izoelektryczne w ykazały hete- 
rogenność wielu preparatów  interferonów  (2, 3).

Przez wiele lat uważano, że charakterystyczną cechą interferonów  jest 
ich stabilność w pH 2. Zakwaszanie preparatów  było wygodną procedurą 
niszczącą w irus użyty do indukcji.

Stwierdzono, że leukocyty i fibroblasty po indukcji w irusem  produkują 
interferony. Wykazano, iż in terferony  produkowane przez te kom órki są 
antygenowo odrębne. Nazywano je in terferonem  leukocytarnym , czyli LelF  
lub IFL, i fibroblastycznym , czyli F ilF  lub IFF (2, 3).

W 1965 r. (4) wykryto, że leukocyty traktow ane mitogenami lub an ty 
genami produkują substancję o właściwościach interferonu, ale niestabilną 
w pH 2. Substancję tę nazywano interferonem  immunologicznym (immune  
IF, IFI, a także: antigen-induced, mitogen-induced, T-cell interferon). 
Ze względu na znaczne różnice właściwości tego in terferonu  i in terfero
nów kwasostabilnych (tzn. leukocytarnego i fibroblastycznego) w 1973 r. 
zaproponowano oznaczenia: in terferon  typu  I i typu II (5). Typ I obejmo
wał in terferony kwasostabilne (pH 2 stable), zaś typ II kwasolabilny in te r
feron immunologiczny (pH 2 labile).

W 1980 r. badacze zajm ujący się interferonam i powołali Kom itet No
m enklaturow y w celu ujednolicenia nazewnictwa interferonów . W skazania 
tego kom itetu obowiązują obecnie (6). Zgodnie z ustaleniam i interferon 
określa się jako „białko wykazujące niespecyficzną aktywność przeciw- 
wirusową poprzez oddziaływanie na procesy m etabolizmu komórkowego, 
w tym  na syntezę RNA i białka, co najm niej w homologicznych komór
kach”. Jako skrót nazwy in terferon przyjęto IFN zamiast uprzednio używa
nego IF aby uniknąć mylenia go z innym i substancjam i oznaczanymi lite
ram i IF. Wprowadzono symbole IFN-a, IFN-|3 i IFN-y na oznaczenie róż
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niących się immunologicznie typów interferonów . IFN-a odpowiada in te r
feronowi leukocytarnem u, IFN-|3 — fibroblastycznem u, zaś IFN-y — im 
munologicznemu. In terferony a i (3 są kwasostabilne, IFN-y — kwasolabil- 
ny. Jeżeli zostaną odkryte in terferony nie dające się zakwalifikować do 
żadnego ze znanych typów (a, (3 lub y), to należy je oznaczać IFN -8, 8... itd. 
Podtypam i IFN nazwano białka zaliczane do danego typu ale różniące się 
sekwencją aminokwasów, a więc kodowane przez różne geny. Podtypy 
oznacza się kolejnym i liczbami np. IFN-ctj, IFN-|32. Dany typ IFN może więc 
być jednorodny (obejmować 1 podtyp), ale najczęściej stanowi rodzinę po
krew nych białek. Organizm, z którego pochodzi in terferon określa się 
przez dodanie symbolu literowego np. IFN ludzki — HuIFN, mysi — 
MuIFN, bydlęcy — BoIFN, itd. Tak więc symbol H uIFN -a2 oznacza drugi 
podtyp ludzkiego interferonu a.

Nie wszyscy badacze jednak dostosowali się do postanowień Kom itetu 
Nomenklaturowego. Spowodowało to obecną niejednolitość nazewnictwa, 
głównie w  odniesieniu do podtypów IFN-a. W tabeli 1 zestawiono symbole 
stosowane do oznaczania tych interferonów  przez różnych autorów. Szcze
gólnie niefortunne jest oznaczanie frakcji chrom atograficznych HuIFN-a 
literam i alfabetu greckiego.

Tabela 1

Porównanie różnych systemów mianownictwa interferonów na przykładzie 
czterech podtypów HuIFN-a

Podtypy Frakcje chromatograficzne 
(12-14)(7-9) (10-11) (12-13)

IFN-a, LelF-D IFLrD IFLT3
lFN -a2 LelF-A IFLrA IFL a!, a2, P ,, (32
IFN-a3 LelF-F IFLrF —
IFN-a8 LelF-B IFLrB IFLf}3

W  naw iasach p odano  piśm iennictw o.

W 1980 r. podano pełne sekwencje aminokwasowe ludzkich in terfe
ronów ax (7), a2 (9, 10) i (3j (15, 16) oraz sekwencje nukleotydowe odpo
wiednich genów. W następnym  roku poznano sekwencje dalszych in te r
feronów typu a (11, 12). W 1982 r. opublikowano sekwencję nukleotydową 
ludzkiego genu kodującego IFN-y oraz określono sekwencję aminokwa- 
sową tego białka (17, 18). Obecnie znane są sekwencje aminokwasowe 
kilkunastu ludzkich interferonów  oraz sekwencje nukleotydowe genów je 
kodujących. Ten szybki postęp jest wynikiem  zaangażowania wielu badaczy 
i przeznaczenia ogromnych środków na w yodrębnienie genów interferonów, 
wprowadzenie ich do komórek biorców i uzyskanie klonów produkujących 
duże ilości ludzkiego IFN (7, 9— 12, 15—23). Geny ludzkiego IFN wprowa
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dzono do komórek bakterii Escherichia coli (7, 9, 10, 17, 19—23) i Methylo-  
philus methylotrophus  (19), drożdży Saccharomyces cerevisiae (24), a także 
do komórek m ałpich COS-7 (17).

W latach 1980— 1982 uzyskano m onoklonalne przeciwciała przeciwko 
interferonom  a (13, 25, 26), (3 (27, 28) i y (29, 30), w tym  także przeciwciała 
reagujące selektywnie z białkami różnych podtypów ludzkiego IFN-cr (13).

In terferony wyw ierają bardzo zróżnicowany wpływ na komórki. Oprócz 
zahamowania namnażania się wirusów (efekt przeciwwirusowy) ham ują 
także wzrost i podziały komórek (efekt antyproliferacyjny), m odyfikują 
reakcje immunologiczne, wywołują zmiany w błonie komórkowej. Ze 
względu na różnorodność funkcji spełnianych przez in terferony ustalenie 
ich miejsca wśród innych białek w organizmie napotkało na trudności. 
Usuwa je ostatnio przedstawiona przez I n g  1 o t (31, 32) oryginalna kon
cepcja dotycząca m echanizmu działania interferonów . Według niej są one 
„nieklasycznym i” hormonami, tj. czynnikami tkankow ym i stanowiącymi 
integralną część system u hormonalnego. Interferony działają jako sub
stancje antagonistyczne wobec czynników wzrostu. Główną ich funkcją 
jest udział w procesach regulacji w zrostu i różnicowania komórek.

Pomiędzy interferonam i kwasostabilnym i (a i (3), a IFN-y istnieje sy- 
nergizm działania zarówno w odniesieniu do aktywności przeciwwiruso- 
wej, jak i antyproliferacyjnej. Zjawisko to w ykryto w przypadku komó
rek ludzkich i mysich. I tak np. po zmieszaniu 26 jednostek MuIFN-(3 
i 3 jednostek MuIFN-y uzyskuje się nie 29 jedn., ale aż 320, tzn. 11 razy 
więcej niż to wynika z prostego sumowania (33—35).

W 1959 r. T y r r e l l  (36) otrzym ał interferon z kom órek nerki cielę
cej, które zakażono wirusem  grypy. In terferon ten nie był aktyw ny w ko
m órkach kurzych, w których I s a a c s  i L i n d e n m a n n  dwa lata 
wcześniej odkryli obecność in terferonu (1). Kurzy IFN zaś nie był aktyw ny 
w komórkach bydlęcych. Dało to podstawę koncepcji, w myśl której IFN 
otrzym any z komórek danego gatunku nie jest aktyw ny w kom órkach in
nych gatunków. Okazało się jednak, że w wielu przypadkach preparaty  
IFN są aktyw ne w układach heterologicznych. Obecnie wiadomo, że aktyw 
ność IFN w komórkach niehomologicznych może być różna, zależna wy
łącznie od rodzaju in terferonu i komórek. W skazuje to na istnienie różnic 
w budowie interferonów  z komórek zwierząt różnych gatunków (pokre
wieństwo filogenetyczne nie odgrywa tu taj decydującej roli). Często IFN 
jest bardziej aktyw ny w kom órkach heterologicznych; np. ludzki IFN-a 
jest bardziej aktyw ny w kom órkach bydlęcych niż w komórkach ludzkich 
i małpich. Zdarza się, że aktywności międzygatunkowe są jednostronne 
np. IFN bydlęcy wykazuje niewielką aktywność w kom órkach ludzkich 
(2).

N ajbardziej specyficznym gatunkowo jest IFN-y; tylko w wyjątkowych 
wypadkach jest on aktyw ny w układach heterologicznych. IFN-p, chociaż
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wykazuje aktywność w układach heterologicznych, to jego miano jest 
zwykle dużo niższe niż w kom órkach homologicznych. Natom iast IFN-a 
jest aktyw ny w wielu układach heterologicznych. Ludzki IFN-a działa 
przeciwwirusowo nie tylko w kom órkach zwierzęcych. W 1982 r. doniesio
no, że jest on zdolny zahamować nam nażanie się w irusa mozaiki tytonio
wej (TMV) w komórkach liścia tytoniu — Nicotiana sp. (37).

II. In terferony ludzkie

Najlepiej poznanymi interferonam i są in terferony ludzkie. Obecnie w ia
domo już wiele o budowie cząsteczek tych białek oraz o genach je kodu
jących (tabela 2).

Tabela 2
Ludzkie interferony (wg 38)

Typ 1FN mRNA Podtyp (gen)
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I I - l. Geny ludzkich interferonów  

II-l.l. Geny H u IF N -u

Znane są dwie grupy genów kodujących ludzkie interferony a. Geny 
z grupy as kodują in terferony as. mRNA tych genów ma 0,8— 1,4 kb. 
Większość w ykrytych genów kodujących IFN-a należy do tej grupy. Wy
izolowane geny as były użyte jako sondy hybrydyzacyjne. Sekwencje DNA, 
które hybrydyzowały z takim i sondami, kodowały wyłącznie interferony 
z grupy as.

Ponadto wyizolowano frakcję mRNA o długości 1,6—3,5 kb niehybry- 
dyzującą z powyższymi sekwencjami DNA a sterującą syntezą innego 
IFN-a — IFN -aL. In terferony tej grupy są kodowane przez geny aL. Induk
cja interferonów  as i ctL jest regulowana niezależnie. Surowice an ty-IFN -as 
neutralizują jednakże interferony obu tych grup. Jak  dotychczas tylko 
geny zaliczane do grupy as zostały sklonowane i scharakteryzow ane (38, 41).

W ykryto ponadto trzy frakcje mRNA o długości 2,0—2,7, 3,5—4,5 oraz 
7,0—8,0 kb sterujące syntezą interferonów  a. mRNA tych trzech frakcji 
hybrydyzuje z genem HuIFN-aj.  Są to więc prawdopodobnie transkryp ty  
genów as (43).

W genomie ludzkim  dotychczas zidentyfikowano około 20 różnych ge
nów i pseudogenów HuIFN-a  (7, 11, 14). Genom tym  i ich produktom  nada
wano oznaczenia według różnych systemów, co jest uwidocznione w tabeli
2. Część badaczy, zgodnie z ustaleniam i K om itetu Nomenklaturowego, 
oznaczyła geny i podtypy IFN-a literą a i kolejnym i liczbami np. a t, 
a 2 (7—9); inni zaś oznaczyli je symbolami literowymi np. aA, aB (10— 13).

Interferony zaliczone do poszczególnych podtypów różnią się co naj
m niej kilkunastom a aminokwasami. Geny je kodujące nie są alleliczne. 
Uważa się, że są one zgrupowane w krótszym  ram ieniu chromosomu 9 
(44) i podlegają skoordynowanej ekspresji (45). Stwierdzono ponadto ist
nienie interferonów  różniących się 1—2 aminokwasami np. a4a i a4b (45) 
albo aH i aHj (11). W obu przypadkach pary genów kodujących te in ter
ferony stanowią prawdopodobnie form y alleliczne.

Okazało się, że gen aE ma sekwencję zasad bardzo podobną do sekwen
cji genu a4. Gen aE zawiera jednak aż dwa kodony term inacyjne (pozycje 
am inokw asów — 102 i 155). Zakwalifikowano go więc jako pseudogen (11).

Geny as nie zawierają intronów (7, 14, 42).
W 1981 r. dokonano syntezy sztucznego genu IFN-a , z pojedynczych 

nukleotydów. Na podstawie sekwencji aminokwasowej in terferonu zapro
jektowano sekwencję nukleotydową genu, dokonując zmian w stosunku do 
naturalnego genu w celu zwiększenia liczby kodonów preferow anych przez 
bakterie tak, aby uzyskać wysoką wydajność produkcji IFN. Ten synte
tyczny gen, nie w ystępujący w przyrodzie, Wprowadzono do komórek 
Escherichia coli oraz M ethylophilus m ethylotrophus. Otrzym ano produkt 
aktywny, nie różniący się od IFN-a! (19, 46).
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Znam y już co najm niej 5 różnych mRNA dla HuIFN-(3 (Tabela 2) róż
niących się długością (23, 41). Sugeruje to obecność co najm niej pięciu 
genów kodujących ten  typ interferonu. Są one rozmieszczone co najm niej 
w trzech różnych chromosomach — 2, 5 i 9 (38, 41). Zidentyfikowano 
jednakże tylko dwa geny, oznaczone (33 i (32. DNA genów |3j i (32 nie hybry- 
dyzuje ze sobą, jednakże surowica przeciwko IFN-(3i neutralizu je  także 
IFN-(32 (23). Gen (32 nie zawiera intronów (21, 47) i przypuszczalnie znaj
duje się w krótszym  ram ieniu chromosomu 9 (44), jednak w pew nym  od
daleniu od zgrupowania genów as. Prawdopodobnie in trony w ystępują 
w genie |32, którego sekwencja nie została jeszcze opublikowana (38). Nie 
jest wyjaśnione czy pozostałe rodzaje mRNA są transkryptam i genów ko
dujących inne podtypy IFN-(3.

II-1.3. Gen H u lF N -y

Znany jest tylko jeden gen kodujący HuIFN-y (Ryc. 1). Znajduje się 
on prawdopodobnie w dłuższym ram ieniu chromosomu 12 (43) i zawiera 
trzy  in trony (17, 18).

44 - 20+146
aminokwasów

2422 132 —  4253
nukleotydów

Ryc. 1. Schem at budow y genu HuIFN-y. O dcinek DNA o długości 4253 nukleotydów  
zaw iera 4 eksony (zaczernione) kodujące 166 am inokw asów , w  tym  20 am inokw asów  
peptydu sygnałow ego i 146 am inokw asów  cząsteczki IFN -y (wg danych z 18).

DNA genu kodującego IFN-y hybrydyzuje tylko z jednym  odcinkiem 
genomowego DNA — tzn. z własną sekwencją, a więc nie ma genów po
krewnych znanem u genowi IFN-y. Nie znaleziono także mRNA odpowia
dającego ew entualnym  innym  rodzajom IFN-y. W szystko więc wskazuje na 
to, iż istnieje tylko jeden gen kodujący HuIFN-y, mimo znacznej hetero- 
genności preparatów  tego in terferonu (18). Zsyntetyzowano jednakże inny, 
nie występujący w przyrodzie, gen kodujący HuIFN-y (48).

II-2. Struktura pierw szorzędow a ludzkich interferonów

Opublikowano dotychczas pełne sekwencje aminokwasowe kilkunastu 
interferonów  as, in terferonu f3a i IFN-y oraz sekwencje nukleotydowe odpo
wiadających im genów. IFN-|3i i praw ie wszystkie IFN-a zbudowane są ze 
166 aminokwasów (7, 11, 15, 16); jedynie IFN -a2 ma 165 aminokwasów 
wskutek delecji tryp letu  nukleotydów w pozycji 44 (9— 11). Natomiast 
IFN-y zbudowany jest ze 146 aminokwasów (17, 18). In terferony  m ają N- 
końcowy peptyd sygnałowy oddzielany w czasie wydzielania z komórki.

II-1.2. G e n y  Hu I F N- P

20+18 23 61II
114 1238 6 9 1 183

95
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Ryc. 2. Ludzki interferon ai. Zaznaczono m ostki dw usiarczkow e (wg danych z 11).

Peptyd ten ma długość 20 — IFN-y (18), 21 — IFN-p! (15, 16) lub 23 am ino
kw asów — IFN -as (7, 9— 1 1 ).

Na podstawie znanych sekwencji aminokwasowych ludzkich in te r
feronów (7, 9— 12, 14— 18) obliczyłem liczbę identycznych aminokwasów 
w ystępujących na odpowiadających sobie pozycjach oraz liczbę identycz
nych zasad w genach je kodujących. Dane te wyrażone w procentach ze
brałem  w tabelach 3 i 4. Poszczególne pary  interferonów  z grupy as (tabela 
3) m ają średnio 81%  homologicznych aminokwasów, zaś poszczególne pary 
ich genów — 89% homologicznych nukleotydów. W szystkie analizowane 
IFN -as m ają łącznie 48% jednakowych aminokwasów, a ich geny 66%  
jednakowych nukleotydów (11). W ystępują obszary o wysokiej homo- 
logii — pozycje (num eracja według IFN-ai): 23—36, 62—75, 91— 97, 115— 
131, 133— 153 (14).

Jak  dotychczas nie została opublikowana sekwencja aminokwasowa 
HuIFN-[32, jednakże doniesiono już o jej poznaniu. IFN-(32 jest spokrew
niony z IFN-Pi, ale stopień homologii nie jest wysoki (M. R e v e l ,  donie
sienie ustne według 14). Między IFN -as a IFN-(3i w ystępuje istotne podo
bieństwo (około 30% homologii aminokwasowej), natom iast IFN-y różni się 
znacznie od obu kwasostabilnych interferonów.

Analiza sekwencji aminokwasowej HuIFN-y wykazała jednak, iż w cząs
teczce tego IFN znajduje się fragm ent m ający aż 30%  homologii am ino
kwasowej z odpowiadającym mu odcinkiem cząsteczki HuIFN-(3i. Ten 
fragm ent jest kodowany przez część trzeciego eksonu genu HuIFN-y. Cały 
odcinek kodowany przez trzeci ekson ma 23% homologii, podczas gdy
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Tabela 3

Porównanie 8 podtypów ludzkiego interferonu a i kodujących je genów (% homologii 
wyliczony wg 11).

HulFN aj <x2 «3 a4 «5 a 6 as aio

a i __ 83 83 73 87 81 77 81
a2 90 — 82 75 86 83 81 81 _c M

JU

a3 90 90 — 78 89 83 81 89 E
ca

"ĆS
5

a4 85 86 88 — 82 75 73 75 '5b '5?
a 5 91 91 91 90 — 86 83 84 o

o
io

«6 89 91 91 87 91 — 83 86 So
<8
i

“ 8 87 88 89 84 87 88 __ 81 JZ

a 10 88 89 94 86 90 92 88 —

% homologii nukleotydowej genów

Tabela 4

Porównanie ludzkich interferonów a, ¡3 i y oraz kodujących 
je genów (%  homologii wyliczony wg 11, 18, 49). Spośród 
podtypów IFN-a i IFN-[3 wybrano najczęściej występujące: 
HuIFN-a2 i HuIFN-p!

HulFN a 2 Pi T

a 2

Pi
Y

33 8 
49 — 13 
27 31 —

% 
ho

m
ol

og
ii 

am
in

ok
w

a-
 

so
we

j 
bi

ał
ek

% homologii nukleotydowej 
genów

pozostałe odcinki tylko 4—7°/o. W ysunięto hipotezę, iż gen IFN-y  powstał 
z genu IFN-fi1 poprzez insercję małego fragm entu DNA kodującego IFN-pi 
do jakiegoś innego genu (50).

W interferonach as, IFN-f?! i IFN-y o znanych sekwencjach amino- 
kwasowych tylko 6 aminokwasów (4°/o) znajduje się w tych samych pozy
cjach, a mianowicie: Asp 32, Phe 65, Phe 68, Ser 73, Asn 94, Lys 134 
(num eracja dla IFN-aj).

Skonstruowano drzewo genealogiczne ośmiu ludzkich interferonów  
as (aA—aH) szacując, że wspólny gen istniał 26 min la t tem u, a ostateczne 
ukształtowanie się 8 odrębnych genów nastąpiło 12 m in lat tem u (51). Inne 
obliczenia wskazują, że rozejście się genów at i a 2 nastąpiło 9— 35 m in lat 
tem u (9). Uważa się, że geny a i (3 pochodzą od wspólnego genu istn ieją
cego— w zależności od m etody obliczeń — 62—300 (9) lub 500— 1000 min 
lat tem u (49).

13 Postępy Biochemii 1—2/86 http://rcin.org.pl
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Interferony zawierają 2 (IFN-y), 3 (IFN-(3i), 4 (większość IFN-a) lub 
5 reszt cysteiny (IFN-aO. Cysteiny te tworzą dwa wiązania dwusiarczkowe 
w IF N -a — pozycje 1—99 oraz 29—139 (Ryc. 2) i 1 wiązanie w IFN-pi — 
pozycje 31— 141 (20). Wiązanie dwusiarczkowe jest niezbędne dla aktyw 
ności przeciwwirusowej tych interferonów  (52). IFN-y zawiera co prawda 
dwie cysteiny (pozycje 1 i 3), ale nie tworzą one wiązania dwusiarczko- 
wego (18).

IFN-y zawiera dwie sekwencje zwane sygnałowymi N-glikozylacji 
(Asn-X-Ser albo Asn-X-Thr). Jedna taka sekwencja w ystępuje w cząstecz
kach IFN-Pi i IFN -a6, brak ich natom iast w IFN-a pozostałych podtypów 
(14, 17, 39, 40). Obecność cukrów stwierdzono w oczyszczonych p repara
tach IFN-Pi i IFN-y (14, 52, 53), ale wielkość i skład części cukrowej nie 
zostały dotychczas w sposób bezsporny ustalone.

Działanie glikozydaz zmniejsza masę cząsteczkową IFN-|3i i IFN-y, ale 
nie wpływa na ich aktywność. Podobny efekt wywiera inhibitor N-gliko
zylacji — tunikam ycyna. Interferony zsyntetyzowane przez kom órki bakte
ryjne, do których uprzednio wprowadzono geny ludzkich IFN, są w pełni 
aktywne, mimo iż bakterie nie dokonują N-glikozylacji. Dane te wskazują, 
że część cukrowa nie jest konieczna dla aktywności ludzkich in terfero
nów (20, 53).

Interferony a nie są N-glikozylowane, być może zaw ierają jednak nie
wielkie ilości cukru na skutek O-glikozylacji (40, 53). Tłumaczyłoby to, 
dlaczego w niektórych oczyszczonych preparatach naturalnego IFN znaj
dują się 1—2 cząsteczki glukozaminy lub galaktozam iny na 1 cząsteczkę 
IFN-a (54).

Masa cząsteczkowa części białkowej ludzkich interferonów  a i (3 obliczo
na na podstawie sekwencji aminokwasów wynosi 19 000—20 000 (165— 166 
aminokwasów), a masa IFN-y wynosi 17 110 (146 aminokwasów). Tym
czasem w wyniku oczyszczania otrzym uje się szereg aktyw nych frakcji
o różnych m asach cząsteczkowych. I tak IFN-a ma 15 000—26 000, 
IFN-(3 — 20 000—40 000, a IFN-y — 20 000—70 000. Zwraca uwagę hetero- 
genność IFN-y, który jest kodowany tylko przez 1 gen (18).

W ystępowanie odmian IFN-a o masie m niejszej niż to wynika z sek
wencji aminokwasów można wytłumaczyć skróceniem cząsteczki na drodze 
specyficznych przem ian posttranslacyjnych bądź na skutek niespecyficz
nej proteolizy zachodzącej już po wydzieleniu IFN z kom órki (14). Istotnie, 
znaleziono IFN -a2 zbudowany ze 155 aminokwasów. Stwierdzono, że bra
kujące 10 aminokwasów zostało odłączone od C-końca — pozycje 156— 
165 (12).

Trudniej wyjaśnić występowanie form o masie cząsteczkowej większej 
niż obliczana teoretycznie na podstawie sekwencji aminokwasów. Istnieje 
kilka możliwości (14). Po pierwsze mogą istnieć geny kodujące in ter
ferony o cząsteczkach większych niż 166 aminokwasów. Jest to prawdo
podobnie w przypadku IFN-a (aŁ?) i IFN -[3 (|32?). Jednak naw et w razie
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wykrycia takich genów nie będzie to równoznaczne z rozwiązaniem pro
blem u. In terferony kodowane przez geny o nieznanej jeszcze sekwencji 
stanowią zapewne niewielką frakcję puli IFN (np. zbadanie naturalnych 
preparatów  HuIFN -a wykazało, że 42°/o cząsteczek należy do podtypu a 2 
a 27% do podtypu ax— wg 45), podczas gdy w ykrywa się znaczne ilości 
IFN o dużym ciężarze. Nie można w ten  sposób wytłumaczyć także hetero- 
genności HuIFN-y, gdyż w ykryto tylko jeden gen kodujący ten IFN (18).

Po drugie interferony mogą być glikozylowane. Część cukrową wykryto 
w IFN-(3 i IFN-y. In terferony a (z w yjątkiem  ct6) nie są N-glikozylowane, 
natom iast mogą być O-glikozylowane.

Po trzecie cząsteczki IFN mogą tworzyć z białkam i oligomery. Natyw- 
ny IFN-y w ystępuje przypuszczalnie w postaci m ieszaniny dimerów lub tri-  
m erów (55, 56). Oligomery te zbudowane są z dwóch rodzajów podjed
nostek będących glikoproteidam i (o masie cząsteczkowej 20 000 i 25 000). 
Także m asa cząsteczkowa syntetyzowanego w bakteriach HuIFN-y (32 000) 
wskazuje na struk turę  dimeryczną (57). In terferony mogłyby też agrego
wać z innym i białkami. W ysunięto przypuszczenie, że HuIFN -a jest zwią
zany poprzez cukier z adrenokortykotropiną (ACTH). Cząsteczka H uIFN -a- 
ACTH m iałaby masę cząsteczkową 23 000 (58).

A wreszcie po czwarte, różnice w wyznaczonych masach cząsteczko
wych mogą wynikać z nietypowego zachowania się niektórych interfero
nów w elektroforezie w żelu poliakryloam idowym  z siarczanem sodowym 
dodecylu (SDS-PAGE). Nie potwierdzono tego jednak doświadczalnie.

Ostatnio uzyskano hybrydow e cząsteczki IFN składające się częściowo 
z sekwencji IFN-cti a częściowo z IFN -a2. Dokonano tego działając enzy
mami restrykcyjnym i Bgl II i Pvu  II na geny tych interferonów . Następnie 
połączono fragm enty DNA pochodzące z różnych genów. Tak uzyskane 
geny hybrydowe sklonowano w bakteriach i otrzym ano IFN. Aktywność 
takich hybrydowych białek, a w  szczególności ich specyficzność gatun
kowa, zależy od części N-końcowej cząsteczki: i tak  aktywność IFN-aj/a* 
przypom ina IFN -a^ zaś IFN -a2/a! — IFN -a2. Przypuszczalnie w tej części 
cząsteczki znajduje się miejsce wiążące się z receptorem  na powierzchni 
komórki (59). Rolę N-końca w wiązaniu z receptorem  potwierdza fakt, iż 
po związaniu IFN z powierzchnią kom órki C-koniec pozostaje wolny dla 
przeciwciała monoklonalnego (60). W ykryto ponadto, że za aktywności 
przeciwwirusową i antyproliferacyjną są odpowiedzialne różne części cząs
teczki IFN (59).

II-3. Struktura drugorzędowa i trzeciorzędow a ludzkich interferonów

Od 1980 r. ukazało się kilka prac dotyczących struk tu ry  drugo- i trze
ciorzędowej ludzkich interferonów . Badacze opierając się na znajomości 
sekwencji aminokwasowej, posługując się różnymi metodami, uzyskali 
różne wyniki. I tak np. stwierdzono (61), że 55% cząsteczki HuIFN-a ma

13*
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postać a-heliksu, zaś (3-struktura stanowi 16% cząsteczki. W cząsteczce tego 
IFN występuje 8 odcinków a-heliksu i 4 odcinki (3-struktury. Ludzki IFN-(3 
ma mieć niemal jednakową ilość a-heliksu (36%) i (3-struktury (33%). 
W cząsteczce HuIFN-|3 a-heliks jest rozmieszczony w 6 odcinkach, a (3- 
struk tu ra  w 7. W świetle innych wyników (62, 63) nie ma różnic w ilości 
struk tu r a i (3 w różnych typach interferonów . Stwierdzono przy tym, że aż 
60—70% cząsteczki ludzkich interferonów  a, (3 i y ma postać a-heliksu, 
a tylko 10—20% jest w postaci (3-struktury. W cząsteczkach tych IFN w y
stępuje 5 odcinków a-heliksu. Zaproponowano w tejże pracy także dwa 
alternatyw ne modele s truk tu ry  trzeciorzędowej IFN, w których am ino
kwasy obdarzone ładunkiem  są skoncentrowane na powierzchni cząstecz
ki. Opracowano też inny model budowy cząsteczki in terferonu (64). W edług 
tego m odelu HuIFN -a i HuIFN-(3 m ają 4 odcinki a-heliksu przedzielone 
(3-strukturą, a aminokwasy konserw atyw ne są rozmieszczone na powierzch
ni cząsteczki.

Problem  struk tu r wyższego rzędu zostanie zapewne już niedługo roz
strzygnięty dzięki zastosowaniu dyfrakcyjnej analizy rentgenowskiej. N ie
zbędne jest w tej metodzie otrzym anie substancji w stanie krystalicznym . 
Pierwszego kroku w tym  kierunku dokonano w 1982 r. uzyskując kryształy  
H uIFN -a2 (65).

III. Interferony zwierzęce

Stwierdzono, że kom órki kręgowców wielu gatunków mogą produkować 
różne interferony (podobnie, jak  u ludzi w ystępują trzy  typy antygenowe 
interferonów  — a, [3 i y). O ich strukturze i w ew nątrzgatunkowym  zróżni
cowaniu niewiele wiadomo. Najlepiej poznane spośród nich są in terferony 
mysie.

III-l. Interferony m ysie

Zbadano sekwencje N-końcowych fragm entów M uIFN-a (20 amino
kwasów) i MuIFN-(3 (23 aminokwasy). Porównanie ich z analogicznymi 
fragm entam i ludzkich interferonów  wykazało, że bardziej są do siebie 
zbliżone in terferony jednego typu obu gatunków (35—50% homologii 
aminokwasowej) niż interferony a i (3 tego samego gatunku (15—30% ho
mologii). M uIFN-a ma masę cząsteczkową 22 000, zaś MuIFN-(3 — 28 000 
i 35 000 (66).

Poznano sekwencje 39 i 65 aminokwasów C-końcowych dwóch różnych 
mysich IFN-(3 (67). DNA genów kodujących te in terferony nie hybrydyzują 
ze sobą. Także analiza sekwencji znanych fragm entów wykazuje brak 
istotnej homologii. Natomiast oba te interferony cechuje pewne (aczkol
wiek niewielkie) podobieństwo do HuIFN-(3j. Masa cząsteczkowa produk
tów obu badanych genów wynosi 34 000.
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Stosując gen HulFN-[3j jako sondę hybrydyzacyjną w ykryto mysi gen 
IFN-fi (68). Te dwa geny m ają około 70°/o homologii nukleotydowej. Sek
wencja 117 aminokwasów C-końcowych tego MuIFN-(3 wykazała 50% 
homologii aminokwasowej z HuIFN-(3i. Stwierdzono natom iast, że in te r
feron ten jest odmienny od dwóch mysich interferonów  (3 wcześniej opisa
nych (67). Tak więc istnieją co najm niej trzy różne mysie interferony [3, 
w tym  jeden podobny do ludzkiego IFN-(3i.

Wyizolowano gen MuIFN-y  poprzez hybrydyzację z DNA kodującym  
HuIFN-y (69). Stwierdzono, że w genomie mysim jest tylko 1 gen kodujący 
IFN-y. Gen mysi ma podobną budowę jak gen ludzki, tzn. występują 
w nim również 3 introny, zaś długość intronów i eksonów jest analogiczna 
jak w genie ludzkim. Geny te wykazują 64% homologii nukleotydowej. 
Mysi IFN-y ma 136 aminokwasów, tj. o 10 mniej niż ludzki IFN-y. Białka 
te w ykazują 40% homologii aminokwasowej. Mysi IFN-y, podobnie jak 
ludzki odpowiednik, ma również dwa miejsca w łańcuchu ulegające 
N-glikozylacji, ale w innych miejscach cząsteczki. Masa cząsteczkowa 
MuIFN-y obliczona na podstawie sekwencji aminokwasów wynosi 15 894, 
podczas gdy oznaczana w naturalnych preparatach jest znacznie większa 
(35 000—80 000). Różnica ta prawdopodobnie wynika z glikozylacji oraz 
tworzenia oligomerów.

Wszystkie mysie interferony są glikoproteidami, przy czym deglikozy- 
lacja zmniejsza znacznie aktywność MuIFN-|3 (70, 71) i MuIFN-y (72).

III-2. Inne interferony zw ierzęce

Interferony w ykryto w kom órkach ssaków, ptaków, gadów, płazów 
i ryb. O strukturze tych interferonów  jeszcze niewiele wiadomo.

Porównano DNA pochodzące z kom órek różnych zwierząt pod wzglę
dem zdolności do hybrydyzacji z DNA genów HuIFN-a2 i HuIFN-fij, 
użytym i jako sondy hybrydyzacyjne (73). Sondy te hybrydyzow ały z DNA 
wszystkich badanych ssaków (szympans, goryl, orangutan, pawian zielony, 
ponocnica, lem ur płowy, antylopa garna, krowa, lew, pies, foka szara, kró
lik, mysz, chomik syryjski). Szczególnie silna hybrydyzacja wystąpiła 
z DNA naczelnych, zaś słaba z DNA gryzoni i królika. Stwierdzono ponad
to bardzo słabą hybrydyzację pomiędzy DNA genu HuIFN-az, a DNA p ta 
ka (kura) i gada (jaszczurka zielona). Nie udało się uzyskać hybrydyzacji 
z DNA płazów, ryb  i bezkręgowców. DNA kodujący HuIFN-|3i hybrydy- 
zował tylko z DNA ssaków. C harakterystyka fragm entów  hybrydyzują- 
cych wskazuje, że we wszystkich badanych przypadkach w ystępuje rodzina 
genów bądź pseudogenów IFN-a. U większości ssaków jest ty lko jeden gen 
hybrydyzujący z DNA genu HuIFN-p,; tylko parzystokopytne (krowa, 
antylopa garna) m ają rodzinę genów (3. Dane te są zgodne z wcześniej
szymi badaniam i (74) stw ierdzającym i, że u bydła w ystępują dwie rodziny 
genów kodujących IFN-a (białka m ają około 50% homologii aminokwaso-
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wej), jedna rodzina genów IFN-{3 oraz pojedynczy gen BoIFN-y. Inne 
badania wykazały, że w genomie szczura znajduje się rodzina genów 
i pseudogenów składająca się co najm niej z 13 różnych sekwencji hybry- 
dyzujących z DNA genu RaIFN-a (75).

IV. Uwagi końcowe

In terferony są białkami konserwatywnym i. Stopień homologii między 
nimi może być więc m iernikiem  pokrewieństwa pomiędzy różnymi g rupa
mi system atycznym i. Można to wyrazić budując drzewo genealogiczne 
interferonów  pochodzących z różnych gatunków, podobnie jak to zrobiono 
w przypadku podtypów HuIFN -a (51). W ymaga to jednak zbadania s tru k 
tu ry  większej ilości interferonów.

Badania nad interferonam i są kontynuowane. Należy się spodziewać, 
że dalsze stosowanie metod rekom binacji DNA in vitro doprowadzi wkrótce 
do uzyskania wielu nowych danych o struk turze ludzkich i zwierzęcych 
interferonów . Badania nad hybrydam i oraz synteza sztucznych genów, 
w których można dokonać zmian w sekwencji nukleotydów, stw arzają 
możliwość określenia znaczenia poszczególnych aminokwasów w aktyw 
ności biologicznej interferonów . Powiązanie tych wyników z badaniam i 
struk tu ry  drugo- i trzeciorzędowej pozwoli ustalić s truk tu rę  przestrzenną 
cząsteczki składającą o jej oddziaływaniach z innym i m akrocząsteczkami; 
wyjaśnić mechanizmy: indukcji genów interferonu, plejotropowych aktyw 
ności wykazywanych przez same interferony, zmian w metabolizmie komó
rek indukowanych i docelowo zmienianych w obecności interferonu.

Zaakceptowano do druku 1 września 1984 r.
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I. W stęp

Scrapie, choroba centralnego układu nerwowego owiec i kóz (1), choroba 
C reutzfeldta-Jakoba-C JD  (2) i kuru  (3) u człowieka, oraz transm isyjna 
encefalopatia nerek (4) określa się jako podostrą transm isyjną encefalopa
tię gąbczastą. Kilka innych jednostek chorobowych (zespołów), szczegól
nie zespół G erstm anna-Strausslera (5), choroba Alzheim era (6, 7) oraz cho
roby neurologiczne północno-amerykańskich jeleni i łosi (8) i białych 
tygrysów (9) cechuje zbliżona etiologia lub przynajm niej analogiczna pato
geneza (10).

* Dr nauk med., Akadem ia M edyczna w Łodzi. Katedra i K linika Neurologii, 
ul. K opcińskiego 22, 90-153 Łódź

Praca częściow o subsydiowana przez M inisterstw o Zdrowia i Opieki Społecznej 
(MZ 5).
W ykaz stosow anych skrótów:
CJD — C reutzfeldt-Jakob disease — choroba C reutzfeldta-Jakoba; CTAB — deter
gent — cetyltrim ethylam m onium  bromide; DEP — diethylpyrocarbonate; DOC — 
sodium  deoxycholate; NP-40 — N onidet 40; PSTV — potato spindle tuber viroid — 
w iroid w rzecionow atości bulw  ziem niaków ; PrP 27—30 — prion protein 27 000—30 000 
daltonów  — białko ,,prionu” o c.c. 27— 30 000 daltonów; SA F — scrapie  associated  
fibrils — w łókienka tow arzyszące scrapie
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W szystkie wymienione jednostki chorobowe charakteryzuje długi okres 
inkubacji trw ający miesiące do dziesiątków lat. W szystkie wykazują po
wolny przebieg prowadzący nieuchronnie do śmierci, wszystkie wreszcie 
z neuropatologicznego punktu widzenia są procesami czysto zwyrodnienio
wymi. W obrazie neuropatologicznym  w ystępują zaniki (depopulacje neu- 
ronalne), glejoza włóknista (astrocytarna) oraz stan gąbczasty lub zm iany 
gąbczaste i płytki amyloidowe. Topografia procesu oraz nasilenie poszcze
gólnych jego elementów pozostają pod kontrolą genomu gospodarza oraz 
zależą po części od szczepu czynnika infekcyjnego (11, 23).

Od lat trzydziestych XX wieku wiadomo, że scrapie jest chorobą infek
cyjną wywoływaną przez czynnik przesączalny. Infekcyjną natu rę  ku ru  
i CJD udowodniono dopiero w połowie lat sześćdziesiątych (22, 23). Pomimo 
wykazania infekcyjnej na tu ry  wym ienionych chorób czynnika odpowie
dzialnego za ten stan nie udało się ani uwidocznić w mikroskopie elektro
nowym ani go wyizolować, nie udało się tym  bardziej ustalić jego fizyko
chemicznej struk tu ry  (24, 25). Nietypowe właściwości czynnika i wywo
łanych nim  procesów (patrz niżej) spowodowały konieczność sklasyfiko
wania czynników scrapie, kuru  i CJD jako czynników niekonw encjonal
nych, nietypowych (wirusów niekonwencjonalych czy nietypowych, w iru 
sów powolnych) a ostatnio spowodowały wprowadzenie dwóch neolo
gizm ów — tj. wirino (13) i prion (26, 27, 28). W ydaje się jednak, że k lasy
fikowanie czynników infekcyjnych bez znajomości ich fizykochemicznej 
s truk tu ry  jest przedwczesne (29, 30, 31, 32).

Udana transm isja scrapie z owiec na myszy (33), a zarówno scrapie 
(34, 35) jak i CJD na chomiki (36, 43) przyspieszyła opracowanie metod 
oczyszczenia czynnika infekcyjnego, oraz określenia jego chemicznej s tru k 
tury . Szereg danych prezentow anych w lipcu 1984 na sympozjum  EMBO 
w New Battly Abbey wydaje się wskazywać na pierwsze sukcesy w tym  
kierunku. Należy się chyba spodziewać, iż pełne określenie chemicznej 
s truk tu ry  czynnika scrapie (i odpowiednio CJD) zostanie przeprowadzone 
w ciągu najbliższych kilku lat, i że impas trw ający od blisko czterech dzie
siątków la t został przełam any.

Celem niniejszej pracy jest dokonanie przeglądu danych na tem at czyn
nika infekcyjnego scrapie, prawdopodobnego występowania w nim  białek 
i kwasów nukleinowych a także przedstaw ienie hipotez dotyczących rep li
kacji omawianego czynnika. Pozostałe dane dotyczące zwłaszcza neuro- 
patogenezy i neuropatologii chorób wywołanych przez czynniki niekon
wencjonalne znajdzie czytelnik w szeregu innych opracowań (1, 14, 28, 
25, 47).

II. Poszukiwania kwasu nukleinowego czynnika scrapie

Do chwili obecnej brak jest wiarygodnych danych świadczących o obec
ności DNA lub RNA w cząstkach czynnika scrapie, CJD czy kuru . Wyliczo
na początkowo D37 (tj. dawka pozostawiająca 37fl/o aktywności preparatu.
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Ryc. 1. W łókienka tow arzyszące scrapie  (scrapie  associated fibrils-SA R s). Szczep 263 
scrapie  pasażow any przez złote chom iki syryjskie. Zdjęcie z m ikroskopu elektrono
w ego. M ateriał kontrastow any negatyw ow o.

lub zmniejszająca jego aktywność o czynnik e-1) wynosiła 43 k. grejów, co 
odpowiada wielkości genomu czynnika scrapie równej 1.5 X I O5 daltonów 
(48). Podobne wyniki uzyskano w kolejnym  eksperym encie (49), dla któ
rego wielkość D37 wynosiła 46 k. grejów. Posługując się Co60 jako źródłem 
promieniowania gamma (50) udało się potwierdzić powyższe wyniki. Jedno
cześnie z eksperym entam i nad scrapie wykonano eksperym enty z m ate
riałem  pochodzącym od naczelnych zainfekowanych kuru  i CJD (51, 52). 
Pomimo, iż niewielka liczba dostępnych próbek uniemożliwiła wykreślenie 
krzywej inaktyw acji i wyliczenie D37, wydaje się, że czynnik CJD i kuru  
są przynajm niej tak samo odporne na promieniowanie jonizujące jak 
czynnik scrapie (51, 52). Pierwsze badania z użyciem promieniowania 
UV przy długości fali 254 nm (53) nie wykazały znaczącego spadku miana 
infekcyjności ze względu na zbyt m ałą użytą dawkę. W kolejnych eks
perym entach z użyciem promieniowania jonizującego lub UV starano się 
określić wielkość potencjalnego genomu czynnika scrapie, a także budowę 
chemiczną czynnika.

W yniki eksperym entów radiacyjnych są trudne do interpretacji (52). 
Oporność „konwencjonalnych” wirusów na naprom ieniowanie jest wypad
kową wielkości genomu (im genom m niejszy tym  odporność większa) oraz 
wydajności systemów reparacyjnych (47, 52, 55, 57). M inimalna oszacowana
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wielkość chrom oforu scrapie wynosząca 6.5 X 104 sugeruje, iż każda in te r
akcja energii jonizującej z genomem musi być letalna, niem niej oszaco
wana wielkość nie m usi być wielkością genomu. Instruktyw nym  przyk ła
dem jest tu ta j różnica pomiędzy wielkością genomu wirusa polyoma 
(2.4X 106) a wielkością chrom oforu tego w irusa (1.25 X 105), która sugeruje 
bardzo w ydajną aktywność systemów reparacyjnych (reparacja 19 na 20 
uszkodzeń). Podsum owując ten  ciąg danych autorzy sugerują dwie podsta
wowe możliwości — po pierwsze czynnik infekcyjny scrapie nie zawiera 
kwasu nukleinowego (58), lub o ile taki kwas nukleinowy w ystępuje — 
jest on chroniony „płaszczem” o nieznanej budowie.

W roku 1980 wysunięto hipotezę (55, 56, 57), że posługiwanie się teorią 
tarczy jako teoretyczną podstawą oceny wielkości genomu z D 37 może by<? 
błędne. Stała inaktyw acji wirusów „konwencjonalnych” jest zależna od 
masy ich genomu. P rzy  założeniu, że czynnik scrapie zawiera jednak 
kwas nukleinowy i uwzględniając uzyskane uprzednio D37, obliczony ciężar 
cząsteczkowy czynnika wynosiłby 1.7 XIO6 (dla dwuniciowego DNA) lub
0.75X10® (dla jednoniciowego DNA) (47— 56). Jest więc co najm niej jeden 
rząd wielkości większy niż szacowany uprzednio.

In terpretację krzyw ych inaktyw acji scrapie dodatkowo kom plikuje 
obecność agregatów czynnika (47, 55, 56). Wiadomo, że intensyw na homo
genizacja lub sonikacja m ateriału  zakażonego scrapie prowadzi do wzrostu 
miana infekcyjności (56, 59) co można interpretow ać jako zjawisko deza- 
gregacji spowodowane homogenizacją lub sonikacją. Obecność agregatów 
czynnika w zasadniczy sposób wpływa na ocenę wielkości genomu (im 
większe agregaty tym  większa dawka niezbędna do zniszczenia wszystkich, 
wchodzących w skład agregatu podjednostek). Przyjęcie założenia powsta
wania agregatów czynnika pozostających w równowadze z form ami wol
nym i pozwala na wyrażenie bimodalnej krzywej inaktyw acji m aksym al
nie zgodnej z pochodzącymi z eksperym entów radiacyjnych (48, 50, 52) 
oraz na ocenę wielkości genomu czynnika (rzędu genomu wirusa polyoma).

Nietypowe własności scrapie, tj. niewrażliwość na wysoką tem peraturę , 
promieniowanie jonizujące i UV, itd. (19, 25) sugerujące nietypową s tru k 
tu rę  fizykochemiczną w ydają się być również przeinterpretow ane. „Mia
reczkowanie do punktu końcowego” (60), jedyna dostępna metoda pom iaru 
m iana infekcyjności scrapie daje możliwość oceny różnicy m ian rzędu 
100-5. W zastosowaniu do jakichkolwiek eksperym entów inaktyw acyjnych 
miano końcowe, odpowiada więc m ianu infekcyjności najbardziej opornej 
subpopulacji czynnika (47, 61, 62). Na podstawie badań kinetycznych po
m iaru inaktyw acji scrapie przez działanie wysokich tem peratur (61, 62) czy 
podchlorynu sodowego, fenolu, nadtlenku wodoru, form aldehydu, nadm an
ganianu potasu (57, 62) wysunięto wniosek, o początkowej inaktyw acji 
usuwającej ponad 99°/o populacji czynnika i pozostawiającej szczątkową 
subpopulację niewrażliwą na zastosowane procedury wielkości 0.1—0.01% .

Celem oceny ogólnego metabolizmu kwasów nukleinowych oraz polisa
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charydów posłużono się m etodą wbudowywania radioaktyw nych prekurso
rów (3H)-tym idyny, (14C)-UDP glukozy, (14C) kwasu orotowego oraz (14C) 
glukozaminy, zarówno w mózgu jak i śledzionie (63, 64, 65). W yniki wska
zywały, że inkporacja (3H)-tym idyny i (14C)-UDPG i (14C)-glukozaminy 
(dwa ostatnie są prekursorem  polisacharydów) jest wyższa w mózgach 
i śledzionach myszy zakażanych scrapie co interpretow ano jako obecność 
kom pleksu DNA polisacharyd. W dalszej pracy potwierdzono powyższe 
wyniki (64), ale stwierdzono także, że znakowany try t (3H) był związany 
z innym i niż kwasy nukleinowe frakcjam i. Autorzy tłum aczą wyniki praw 
dopodobieństwem w ystąpienia redystrybucji try tu  z tym idyny. Badania 
frakcji błonowych (tzw. duża frakcja ziarnista oraz frakcja retiku lum  endo- 
plazmatycznego) wykazały podobny wzrost inkorporacji znakowanych pre
kursorów  do kwasów nukleinowych i polisacharydów. Należy podkreślić, 
że stosunek (3H )-tynidyny do (14C) kwasu orotowego po zadziałaniu mocz
nikiem  we frakcjach postrybosomalnych nie wykazywał istotnych różnic, 
co zdaje się sugerować, że postulowany kompleks — DNA-polisacharyd 
jest trw ały  i zlokalizowany w cytoplazmie. W dalszych badaniach skon
centrowano się nad DNA pochodzącym z frakcji jądrow ej otrzym anej z 
mózgów myszy zainfekowanych scrapie (65). Nie wykazano różnic w krzy
wej topnienia DNA, natom iast aktywność specyficzna (3H )-tym idyny była 
wyższa niż w kontroli. Badanie DNA w dużej frakcji ziarnistej w yka
zały obecność małego szczytu DNA eluującego się z kolum ny hydroksy- 
apatytowej przed dwuniciowym DNA a nieobecnego w kontroli. Ekspery
m enty przeprowadzone około dwa miesiące po inokulacji, a więc poprze
dzające pojawienie się objawów klinicznych wykazały podobnie wzmożoną 
specyficzną aktywność (turnover) DNA, w tym, że m ały szczyt DNA był 
nieobecny. Obecność małego szczytu w dużej frakcji ziarnistej, eluującego 
przed dwuniciowym DNA mogła świadczyć, że jest to jednoniciowy DNA
o kolistej lub otw artej strukturze.

W 1979 doniesiono o obecności pasma S 2, charakterystycznego dla frak
cji synaptosom alnej otrzym anej z mózgu myszy zainfekowanych scrapie 
poddanej działaniu lizolecytyny, utraw irow aniu i ekstrakcji detergentam i 
(66, 79). Niewielki jednoniciowy DNA został wyizolowany z frakcji S2 po 
ekstrakcji fenolem i elektroforezie w żelu poliakryloamidowym. Stała se
dym entacji 4.6 S w żelu poliskryloamidowym i gęstość 1.718 g/cm8 w gra
diencie chlorku cezu sugerują c.o. rzędu 105 daltonów, a więc zgodną z p ier
wotną in terp retacją  danych eksperym entów radiacyjnych. Izolowany DNA 
nie był jednak infekcyjny, co wiązano z faktem , iż ekstrakcja fenolem, 
niszczy infekcyjność scrapie.

Przeszczepienie scrapie na chomiki (34, 35) oraz częściowe oczyszczenie 
homogenatów mózgowych scrapie poprzez wirowanie z przyspieszeniem 
rzędu 105 G (59) pozwoliło na zastosowanie chrom atografii hydroksyapa- 
tytow ej oraz elektroforezy w żelach poliakryloamidowych, które to metody 
wykazały obecność frakcji, zawierającej infekcyjność scrapie i podatnej
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na traw ienie DNazą lecz nie ulegające traw ieniu RNazami czy proteazam i 
(67). W kolejnych badaniach wykonano elektroforezę w żelu agarozowo- 
poliakryloamidowym  z m arkeram i RNA i DNA o znanych ciężarach cząs
teczkowych (rRNA, tRNA, wiroid łuszczycy kory cytrusowej, fragm ent 
restrykcyjny faga 174 po traw ieniu  Hea III). W ykazano (68, 70), że m arkery  
RNA o m.c. pomiędzy 25 000 a 70 000 daltonów, oraz DNA rzędu 48 000 
i 130 000 daltonów kom igrują w rejon o najwyższym  mianie infekcyjności 
scrapie. In terpretacja  powyższych wyników, zwłaszcza odniesienie o trzy
m anych frakcji podatnych na trawienie DNAazą, do DNA otrzym anego 
z chrom atografii hydroksyapatytow ej (65) jest niełatwa, głównie z powodu 
niemożliwości ich powtórzenia (71).

Ostatnio zastosowano specyficzną technikę o wysokiej czułości (rzędu 
10 bp dwuniciowego DNA) celem odpowiedzi na pytanie, czy w CJD 
w ystępuje DNA o wielkości wiroidu (72). Aczkolwiek nie ma bezpo
średnich danych świadczących, że czynniki infekcyjne scrapie i CJD są 
identyczne, można jednak uważać je za analogiczne (22, 23). W jednym  
z eksperym entów DNA znaczony 32P wielkości 400 bp wytworzył prążek 
w żelu poliakryloamidowym nieobecny w kontroli. Nie wydaje się, aby 
uzyskany m atereiał stanowił istotne DNA specyficzny dla CJD, ponieważ 
frakcja synaptosomalna, zawierająca od 3 do 8 razy większe m iana infek
cyjności nie wykazywała wzbogacenia w powyższy m ateriał. Cytowana 
praca dała wyniki w pełni negatywne, pod warunkiem , że postulowany 
DNA posiada dwuniciową strukturę, choćby na tak m ałym  odcinku jak 
10 bp. O ile DNA charakterystyczny dla scrapie czy CJD byłby całkowicie 
jednoniciowy pozostawałby poza możliwościami detekcji z użyciem nick- 
translacji.

Kolejną próbą znalezienia DNA specyficznego dla scrapie był ekspe
rym ent z transfekow aniem  hodowli tkankowych mózgu płodu mysiego 
oraz hodowli komórek em brionu mysiego (73). Jako kontroli użyto DNA 
uzyskanych z faga qp X I94 i w irusa herpes simplex. W yniki eksperym entu 
okazały się także całkowicie negatywne.

Podobnie negatyw na okazała się próba zastosowania techniki hybrydy
zacji in situ (74), w której jako sondy użyto fragm entu DNA wyizolowa
nego na podstawie danych literaturow ych (67, 68).

Badania z pomocą szeregu psoralenów, trójcyklicznych pochodnych 
furokum aryny dyfundujących przez osłonki białkowe i tworzących foto- 
addukty z kwasami nukleinowymi pod wpływem promieniowania o d łu
gości fali 360 nm, okazały się również negatywne (75, 26, 27, 28). Użyto 
pięć różnych psoralenów o różnej hydrofobowości z jednakowo negatyw 
nym wynikiem. Podobnie hydroksylamina, inaktyw ująca kwasy nukleino
we nie tylko nie okazała się aktyw na w stosunku do częściowo oczyszczo
nych preparatów  scrapie, ale także wykazano jej protekcyjne działanie 
w stosunku do inaktyw acji przez użycie DEP (26, 27, 28, 76).
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III. Poszukiwania białka czynnika infekcyjnego scrapie

W początku lat siedemdziesiątych poglądy na fizykochemiczną struk
tu rę  czynnika scrapie zdominowała hipo>teza błonowa sform ułowana przez 
G i b b o n s a  i H u n t e r a  (58). Autorzy cytowanej hipotezy zauważyli, 
że błony komórkowe, rozfragm entow ane działaniem sił odśrodkowych 
i kontam inujące wszystkie frakcje subkomórkowe powinny zachowywać 
się w sposób analogiczny do stwierdzanego w eksperym entach ze scrapie. 
A utorzy hipotezy założyli, iż kluczowym dla zrozumienia patogenezy i nie
typowych właściwości czynnika infekcyjnego jest zaburzenie konformacji 
błony komórkowej, prawdopodobnie w postaci zmian konform acji bliżej 
niezidentyfikowanego czynnika cukrowego lub oligosacharydowego. N aj
bardziej nieortodoksyjną częścią hipotezy błonowej było założenie mówiące, 
że replikacja czynnika scrapie (tj. fragm entu  błony komórkowej o zmie
nionej konform acji) zachodzi niezależnie od replikacji kwasów nukleino
wych. Hipoteza ta  była w stanie wyjaśnić nie tylko nietypowe właści
wości czynnika ale także np. brak  immunogenności tak  charakterystyczny 
dla encefalopatii gąbczastych (22, 23).

Stosunkowo szybko okazało się jednak, że obecność błon komórkowych 
nie jest w arunkiem  niezbędnym do zachowania infekcyjności scrapie (59). 
W eksperym entach z użyciem wirowania przy przyspieszeniach rzędu 
105 G uzyskano frakcję zawierającą wysokie miano infekcyjności scrapie 
a praktycznie pozbawioną elem entów błonowych. Tak więc hipoteza bło
nowa tj. zakładająca, że sam czynnik infekcyjny jest błoną okazała się 
błędna.

W yniki kolejnego eksperym entu (59), w którym  wirowanie z przyspie
szeniem rzędu 105 G zostało poprzedzone intensyw nym  homogenizowaniem 
in vitro w ykazały dalszy wzrost m iana infekcyjności scrapie rzędu 1— 
5 log co sugeruje uwalnianie czynnika z błon.

Zastosowanie kombinacji w irowań różnicowych przy wzrastających 
przyspieszeniach z zastosowaniem szeregu detergentów stanowiły podstawę 
m etody służącej do oczyszczania czynnika zastosowanej przez grupę 
P r u s i n e r a  z U niw ersytetu K alifornijskiego w San Francisco (26, 27, 
28). W pierwszej grupie eksperym entów  starano się określić właściwości 
sedym entacyjne czynnika infekcyjnego z śledziony mysiej scrapie oraz 
opracować najw ydajniejsze m etody uzyskiwania frakcji o m aksym alnie wy
sokim m ianie infekcyjności, a pozbawionej białek i kwasów nukleinowych 
komórki (77, 82). Wykazano, że czynnik scrapie pozostaje w supernatancie 
Si przy w*t rzędu 109 rad*/sek, następnie przy wartościach większych niż 
1011 radYsek zaczyna sedymentować. Stwierdzono także, że tzw. profil 
sedym entacyjny tj. zależność stopnia sedym entacji czynnika scrapie od 
stosowanych przyspieszeń nie ulega zmianie przy zastosowaniu dezoksy- 
cholanu sodu (DOC) lub sonikacji. F ak t ten wskazywał na niezależność 
czynnika infekcyjnego scrapie od błon komórkowych, upłynnianych przez

14 Postępy Biochemii 1—2/86 http://rcin.org.pl



210 P. P. LIB E R SK I [81

zastosowany detergent. Podwyższenie tem peratury  do 80°C przez 30 m i
nut powodujące rozpad rybosomów nie zmieniała profilu sedym entacyj
nego scrapie ani nie obniżało miana infekcyjności. W yliczony na podstawie 
profilu sedym entacyjnego współczynnik sedym entacji S20.w w ahał się 
pomiędzy 400— 1200 S, osiągając najwyższą wartość w  m ateriale trak tow a
nym detergentam i lub poddanemu działaniu ultradźwięków, co wskazuje 
na możliwość przyłączenia innych cząsteczek (agregacja do bliżej nie
zidentyfikowanych składników subkomórkowych lub cząstek czynnika po
między sobą). W kolejnych badaniach mózgu jak i śledziony wykazano 
obecność m niejszych form  czynnika być może jego monomerów, o stałej 
sedym entacji rzędu 70 S. Pięciokrotne zastosowanie wirowania z przyspie
szeniem 121 G a następnie naprzem iennie 3.2X108 rad2/s i 1.5X10“ rad 2/s 
pozwoliło na uzyskanie frakcji P 5 (od pellet). Stopień oczyszczenia czyn
nika scrapie wynosił 16—23 razy (81). Zastosowana procedura usuw ała 
95% całkowitego białka i DNA, natom iast jedynie 80% RNA komórki. 
Czynnik scrapie nie ulegał inaktyw acji pod działaniem dezoksycholanu 
sodu, lizoleeytyny, RNazy w obecności EDTA i purom ycyny. W gradiencie 
sacharozy wysokie miana infekcyjności scrapie stwierdzono wzdłuż całego 
gradientu tj. od 1.08 do 1.30 g/cm3, przy czym większość czynnika sedy- 
m entowała przy gęstości większej od 1.21 g/cm3. Preinkubacja z 0.5 M 
KCL lub 5 mM EDTA w 37°C, m ająca za cel rozpad rybosomów pociągała 
za sobą odzyskiwanie większości czynnika infekcyjnego z dna gradientu 
co sugeruje współczynnik sedym entacji większy niż 500 S.

Podstawowym  wnioskiem płynącym  z kilku analizowanych prac jest 
stw ierdzenie heterogenności populacji czynnika scrapie, z wysoką zdol
nością do agregacji oraz m inim alną wielkości S rzędu 40S, tj. mniej niż 
najm niejsze w irusy „konwencjonalne” (83). P rusiner i jego grupa w ysu
nęli hipotezę (77, 78, 84), że za nietypowe właściwości czynnika jest; 
odpowiedzialny bliżej niescharakteryzow any rodzaj oddziaływań hydro
fobowych grup białkowych czynnika scrapie. Przyjęcie hipotezy o oddzia
ływaniach hydrofobowych byłoby w stanie stosunkowo łatwo wyjaśnić 
wiązanie czynnika scrapie z błonami, agregację oraz oporność na wysokie 
tem peratu ry  (stabilizowanie wiązań hydrofobowych). Z kolei spowodowana 
białkowym i oddziaływaniami hydrofobowymi zdolność czynnika scrapie 
do agregacji tłum aczyłaby szeroki zakres gęstości gradientów z których 
odzyskiwano czynnik scrapie. Hipotetyczne wiązanie lipidów na powierzch
ni czynnika w yjaśniłoby niską antygenowość czynnika scrapie, czy opor
ność na degradację za pomocą enzymów proteolitycznych czy nukleaz, 
w założeniu nie penetrujących poprzez ochronny „płaszcz”.

Niejonowe detergenty Triton 100 i Nonidet P40 nie inaktyw ow ały czyn
nika scrapie podobnie jak niedenaturujące jonowe detergenty  — dezoksy- 
cholan sodowy i sarkosyl. D enaturujący, anionowy, detergent SDS w yka
zywał własności inaktyw ujące w stosunku do czynnika scrapie, zależne od 
dawki. W ykazano także brak  właściwości inaktyw ujących czynnik DNazy
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I i II, RNazy A i Ti, oraz proteazy K w obecności, lub przy jej braku 
SDS. Cytowane badania są powtórzeniem  badań M i l i s  o n a  (24, 85), 
w których wykazano brak  efektu inaktywującego lizolecytyny, DOC oraz 
DNazy i RNazy, podczas gdy trypsyna, pronaza, SDS i STAB wykazywały 
efekt inaktyw ujący w stosunku do czynnika infekcyjnego scrapie. Autorzy 
cytowanej pracy podkreślają współzależność pomiędzy stopniem upłyn
nienia błon przez detergent a stopniem  inaktyw acji czynnika scrapie 
(np. 5% SDS upłynnia 99°/o białek błonowych wykazując jednocześnie 
efekt inaktyw acyjny sięgający 5 log10ID50).

Zastosowanie elektroforezy w żelu poliakryloamidowo — agarozowym 
(2,5°/o i 0,5% odpowiednio) nie było zbyt wydajne, ze względu na brak 
penetracji żelu przez czynnik. Z kolei elektroforeza przepływowa nie 
zwiększyła możliwości separacji infekcyjności, aczkolwiek 99% infekcyj
ności m igrowała w kierunku anody (82, 86).

W ykreślenie profilu sedymentacyjnego dla frakcji P 5 po ogrzaniu do 
80°C wykazało, że około 90% czynnika scrapie sedym entuje przy w ar
tościach w2t rzędu 107 rad 2/s, co daje współczynnik sedym entacji S rzędu 
10 000 (wielkość mitochondrium).

Zastosowanie elektroforezy w obecności 0,2%  sarkosylu polepszało nie
co wydajność oczyszczania czynnika scrapie, niemniej nadal większość 
infekcyjności odzyskiwano z górnych partii żelu (86). Należy jednak pod
kreślić, że około 30% odzyskiwanej infekcyjności komigrowała z fragm en
tem  restrykcyjnym  faga lambda o wielkości 2 X 10® daltonów.

Podstawowym  osiągnięciem, które znacznie przyspieszyło opracowanie 
metody oczyszczenia czynnika, było oparcie pom iaru miana infekcyjności 
na ocenie okresu inkubacji, a nie jak dotychczas na tzw. miareczkowaniu 
do punktu  końcowego (87, 88, 89). Jednocześnie zastosowano metodę analo
giczną do tej jaka służyła do otrzym ania frakcji P 5 ze śledzion myszy, 
a obecnie została zastosowana do otrzym ania frakcji P 3 z mózgów chomi
ków. Profil sedym entacyjny frakcji P 3 był analogiczny jak frakcji P 5, przy 
czym większość czynnika scrapie sedym entowała przy wartościach w2t 
rzędu 1011 rad 2/s. Czynnik scrapie był stosunkowo łatwo precypitow any 
przez polietylenoglikol i siarczan streptom ycyny (95%) w obecności znacz
nych stężeń detergentu i etanolu. Niskie pH, rzędu 5 powodowało znaczny 
spadek m iana infekcyjności, co sugeruje punkt izoelektryczny hydrofobo
wego białka stanowiącego in tegralną część czynnika wynoszącą około 5. 
Podobnie jak w w ypadku P 5 ze śledzion myszy zastosowanie detergentów 
Trion X— 100, Nonidet P40, Brij 35 i 56, sulfobetainy 12 i 14 oraz Am- 
monyx LO nie wpływ ały na miano infekcyjności frakcji P 3. Podobny efekt 
w yw ierały jonowe nie denaturu jące detergenty  — sole sodowe kwasów 
cholonowego i dezoksycholowego, jak  i kationowy detergent CTAB. Ana
logicznie w  stosunku do frakcji P 5 denaturujący detergent SDS (jak i sól 
litowa siarczanu dodecylu) w ykazywał efekt inaktyw ujący. Należy pod
kreślić, że SDS w obecności detergentów  niejonowych, jak NP-40 czy
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Ammonyx LO nie inaktywował czynnika scrapie. Z kolei jony słabo chao
tropowe, jak Cl” , B r“ , Ch3COO~, CLCH2COO~ nie inaktyw ow ały czyn
nika scrapie w odróżnieniu od jonów silnie chaotropowych jak SCN-  czy 
CI3COO- (90).

W kolejnej szerokiej serii eksperym entów poszukiwano metod n a jb a r
dziej wydajnego oddzielenia czynnika scrapie od związanych (w założeniu 
wiązaniami hydrofobowymi) składników  subkomórkowych (91). Rozpusz
czenie frakcji P 3 w 4°/o Trionie X-100 lub 2°/o dezoksycholanie sodu, po
dobnie jak w 0.1°/o SDS nie zwiększała penetracji żelu przez czynnik 
scrapie; większość czynnika scrapie otrzym ywano nadal z górnych odcin
ków żelu. Podobnie jak w przypadku mysiej scrapie (77, 78, 79, 80, 81, 82) 
wykazano niewrażliwość czynnika na działanie DNazy I i II, Rnazy A i T x, 
nukleazy m ikrokokalnej, fosfolipazą A2 i C oraz proteinazą K i szeregiem  
mieszanin enzymów proteolitycznych, nukleaz oraz lipopolisacharydaz 
z jadów węży. Ostatecznie opracowana metoda składa się z szeregu kolej
nych kroków i traw ienia frakcji P 3 nukleazą m ikrokokalną oraz p ro te 
inazą K, oraz elektroforezą w  obecności sarkozylu. W opisywanych w arun 
kach część czynnika scrapie migrowało w żelu za fragm entem  restry k - 
cyjnym  wielkości 2X10® daltonów. Uzyskana frakcja była wzbogacona 
w stosunku do pozostałych białek i DNA 102— 108 razy.

Ulepszona m etodyka pozwoliła na przeprowadzenie eksperym entów  
kluczowych dla wyizolowania białka związanego z infekcyjnością scrapie 
oraz sform ułowania hipotezy o białkowej strukturze czynnika infekcyj
nego (26, 27, 28). Jak  już wspominano jony słabo chaotropowe nie w pły
wają na miano infekcyjności, natom iast jony silnie chaotropowe działają 
inaktywująco. Jony SCN“ (90) wykazały efekt inaktyw ujący przy czym 
zastąpienie K + przez N a+, L i+ lub guanidynę nasila efekt inaktyw ujący 
jonu SCN". Usunięcie jonów SCN" w drodze dializy powoduje ponowny 
wzrost m iana infekcyjności scrapie, przy czym efekt taki nie był obser
wowany przy użyciu guanidyny. W ykazano także odwracalny (działaniem 
hydroksylam in) efekt dietylopirokarbonatu (-DEP) powodującego spadek 
miana infekcyjności scrapie (76). DEP powoduje szybką karboetoksylację 
białek, zwłaszcza zawierających reszty histydylowe. Należy podkreślić, że 
inaktyw ujący efek t DEP nie jest obserwowany w nie oczyszczonych p repa
ratach  mózgowych, oraz że dodanie RNazy A, BSA lub L-histydyny częścio
wo wywiera efekt ochraniający w stosunku do DEP. Jak  wspomniano 
częściowo oczyszczone p reparaty  mózgów zw ierząt chorych na scrapie bądź 
nieoczyszczone homogenaty są oporne na działanie enzymów proteolitycz
nych (24, 26, 27). Użycie proteinazy K w stosunku do frakcji E6 (frakcje 
otrzym ane w w yniku preparatyw nej elektroforezy frakcji P 5) w tem pe
ratu rze  37°C powoduje spadek m iana infekcyjności rzędu 101 do więcej niż 
103 log (92). Trypsyna również inaktyw uje czynnik scrapie. W ykazano 
także, że inhibitor proteinazy K fenylo-m etylo-sulfonylo-fluorek, 
(PhMeSOoF) dodany do frakcji E6 przed traw ieniem , zapobiega spadkowi
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miana infekcyjności (92). Jednocześnie miano infekcyjności scrapie we 
frakcji E6 I nie zmienia się pod działaniem  RNazy A i DNazy I. (92). 
Nie wiadomo, czy białko będące substratem  proteinazy K jest identyczne 
z białkiem  podlegającym  działaniu DEP. Proteinaza K nie jest jedynym  
enzym em  proteolitycznym  inaktyw ującym  czynnik scrapie. W ykazano po
dobne działanie pronazy ( Mi l i  s o n  24, 93, 94). Ostatnio potwierdzono 
inaktyw ujące działanie proteinazy K w stosunku do czynnika scrapie 
w częściowo oczyszczonych preparatach (95) co potwierdza wyniki uzyska
ne przez P r u s i n e r a  i j e g o  w s p ó ł p r a c o w n i k ó w .

Dalsza charakterystyka omawianego białka, oznaczonego obecnie jako 
P rP  (prion protein — patrz niżej), została przeprowadzona we frakcji P 5, 
otrzym anej w wyniku zmodyfikowanej procedury (96). 50% infekcyj
ności identyfikowano w drugiej frakcji blisko dna gradientu, podczas gdy 
większość białka komórki lokalizowała się w górnych partiach gradientu. 
Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym  próbek gradientu po jego jody- 
nacji I125 wykazała obecność rozciągłego prążka o c.c. rzędu 27 000—30 000 
daltonów. Wyizolowane białko jest wrażliwe na traw ienie proteinazą K, ale 
jedynie o ile uprzednio zostało zdenaturyzowane. Trawienie proteinazą K 
bez poprzedzającej denaturacji jest bez efektu. W stępne wyniki wydają się 
wskazywać na różny skład aminokwasowy P rP  i innych białek izolowanych 
z mózgów niezainfekowanych chomików (97).

Jednocześnie z próbą oczyszczenia białka związanego z infekcyjnością 
scrapie poszukiwano morfologicznego w ykładnika czynnika scrapie. O stat
nio Merz ze współpracownikami opisała w łókienka towarzyszące scrapie 
(SAEs — scrapie associated jibrils), (98). Składały się one z podjednostek 
w formie filamentów, przy czym dwie lub cztery podjednostki tworzyły 
jedną struk tu rę  typu SAF. SAF I wykazały struk tu rę  helikalną, SAF II 
były utworzone z filam entów przebiegających równolegle. SAFs zwróciły 
baczniejszą uwagę (początkowo traktow ane jako jeszcze jeden elem ent 
patologii włókienkowej w scrapie, np. przypom inający sparowane pod
wójne filam enty choroby Alzheim era — (99) ponieważ okazało się, że to
warzyszą nie tylko scrapie ale także chorobie C reutzfeldta-Jakoba (100). 
Badania elektrono-mikroskopowe frakcji P 5 przez grupę P r u s i n e r a  
także wykazały obecność tworów pałeczkopodobnych (w nom enklaturze 
Prusinera — flatten rods) średnicy 25 nm  i długości 100— 200 nm. (99, 101). 
Opracowanie metodyki polegającej na kolejnych wirowaniach z m aksy
m alnym i przyspieszeniami rzędu 215 000X G  oraz włączonych traw ieniach 
proteinazą K i nukleazą m ikrokokalną (102, 103) pozwoliło uzyskać frak 
cję (tzw. P 2i5S) bardzo znacznie wzbogaconą w SAFs. SAFs otrzym ane 
z frakcji P 215s występowały jako pałeczki, sformowane z helikalnie sk rę
conych filam entów o średnicy 4—6 nm (104). Tak uzyskane SAFs były nie
co krótsze (50— 300 nm) niż pierw otnie opisane (98, 100), co przypisano 
nieznacznym  różnicom metod. Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym  
w obecności SDS wykazała, że większość srebrochłonnego m ateriału  (90%)
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dawała się odzyskać z dna gradientu. Głównym prążkiem  charak terys
tycznym  dla scrapie było pasmo kom igrujące z alfa-chym otrypsynogenem , 
co sugeruje wielkości 26 000 (104, 105). W ydaje się, że P rP  wykazuje 
m ikroheterogenność podczas elektroforezy w żelu (106, 107). Dane prezen
towane na sympozjum  EMBO pozwoliły na powiązanie P rP  i SAFs. W yka
zano obecność SAFs w przypadkach myszy, chomików i m ałpy wiewiórko- 
watej zainfekowanej szczepami 139A, ME7, 22A, 87V, 263K i C50G scrapie 
(106). SAFs wyizolowane z różnego m ateriału  (różne szczepy scrapie cha
rakteryzow ane różnym i obrazami histopatologicznym i oraz odmiennymi 
okresami inkubacji (wykazują pewne różnice budowy u ltrastruk tu ra lne j. 
Białko, (PrP) powiązane z SAFs ma c.c. rzędu 21 500— 31 000, zarówno 
przy wyizolowaniu z m ateriału  chomiczego jak i myszy. Białko izolowane 
z mózgów myszy zakażonych szczepem 87V rozdziela się na dwa prążki 
podczas elektroforezy w żelu, natom iast białka izolowane z mózgów m y
sich zakażonych szczepami 22A, ME7 i 139A rozdziela się na trzy  lub cztery 
prążki (106). W ykazano także, że działanie proteinazy K, 2°/o SDS i 6M 
mocznika powoduje spadek obserwowanej liczby SAFs na jednostkę po
wierzchni. Zjawiska tego nie wywołuje trypsyna. P r  u s i n e r  (97) w yka
zał związek pomiędzy SAFs a P rP  (106, 107) sugerując, że każdy SAF jest 
agregatem  do 103 P rP  o c.c. od 27 do 30 000 daltonów, przy czym na jedną 
ID50 przypadałoby od 10 do 100 SAFs. Działanie ultradźw ięków  rozbija 
SAFs na fragm enty poniżej 100 nm. W ykazano także (97, 106, 107), w iąza
nie przez SAFs czerwieni kongo, sugerowałoby to, iż SAFs stanowią w isto
cie włókienka amyloidu.

IV. Wirino czy prion. Wnioski

W 1982 roku wysunięto hipotezę, że czynnik scrapie jest w rzeczywi
stości odm iennym  od dotychczas zidentyfikowanych typem  patogenu i na
dano m u nazwę prion (od proteinaceus infectious particie — z przestaw io
nymi samogłoskami). Podstawowym i pośrednimi danymi m ającym i świad
czyć o białkowej naturze czynnika scrapie są:

1. inaktyw acja czynnika pod wpływem proteinazy K (90, 101, 106, 107),
2. inaktyw acja poprzez m odyfikację chemiczną działaniem DEP (26, 

27, 28),
3. inaktyw acja czynnika przy użyciu detergentu SDS,
4. inaktyw acja działaniem jonów silnie chaotropowych (26, 27, 28, 91),
5. inaktyw acja pod działaniem  fenolu (22, 23, 24) oraz mocznika (22, 

23, 24).
Uzyskano także wyniki świadczące o inaktyw ującym  działaniu fenylo- 
m etylo-sulfonylo-fluorku i butanedionu, związku modyfikującego reszty 
argininowe (101). O białkowej naturze czynnika scrapie poza danym i 
przytoczonymi w  pierw otnej w ersji hipotezy P rusinera świadczą także
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nowsze obserwacje nad białkiem  (PrP), charakterystycznym  dla scrapie 
i wrażliwym  na traw ienie proteinazą K po uprzednim  zdenaturow aniu 
(97, 106, 197).

Jednocześnie wszystkie przytoczone wyżej dane sugerują brak w rażli
wości kwasów nukleinowych na działanie inaktyw ujące (97, 106, 107) brak  
też danych świadczących, że czynnik scrapie zawiera DNA lub RNA (26, 
27, 28, 72). Innym  możliwym w yjaśnieniem  pewnych niepowodzeń ekspe
rym entalnych jest możliwość, iż metody służące izolowaniu kwasów nukle
inowych inaktyw ują jednocześnie czynnik scrapie. Przykładowym  tu ta j 
związkiem jest fenol (22, 23, 24). Ostatnio wykonano także szereg ekspe
rym entów  porównujących działanie kilku metod inaktyw acj’ wiroidu 
wrzecionowatości bulw  ziemniaków (potato spindle tuber viroid — PSTV)
i czynnika scrapie (108). PSTV jest jedynie nieznacznie inaktywow any 
działaniem  DEP, natom iast hydroksylam ina, która przyw raca aktywność 
inaktyw ow anych przez DEP preparatów  scrapie, wywiera w stosunku do 
PSTV działanie inaktyw ujące. Podobnie psoraleny, nieaktyw ne w stosunku 
do czynnika scrapie (73, 76) w ykazują działanie inaktyw ujące w przypadku 
PSTV. Hydroliza DNA i RNA w podwyższonej tem peraturze w obecności 
jonów Zn++ inaktyw uje kom pletnie PSTV i nie wpływa na aktywność 
preparatów  scrapie. Podobnie PSTV jest oporny na inaktyw ujące działanie 
„silnych” jonów chaotropowych — np. SCN- . W konkluzji raz jeszcze 
wykazano, że czynnik scrapie różni się znacznie od s tru k tu r zawierających 
kwasy nukleinowe. W ysunięcie hipotezy o białkowej naturze czynników 
scrapie (26, 27, 28) pociągnęło natychm iast pytanie o mechanizmy replika
cji prionu, o ile taka m iałaby być niezależna od DNA lub RNA. Wielkość 
prionu nie wyklucza jednak obecności małego, ciasno upakowanego oligo- 
nukleotydu, mogącego działać jako elem ent regulacyjny, a nie jako m atry 
ca. Ale prion może w rzeczywistości nie zawierać DNA lub RNA i repli
kować się poprzez aktyw ację preegzystujących w genomie sekwencji. In
nymi, również nieortodoksyjnym i możliwościami są odwrotna translacja
i synteza białka zależna od białka a nie kwasu nukleinowego.

Hipoteza o białkowej i tylko białkowej naturze czynnika scrapie spot
kała się z k ry tyką  (29, 30, 32, 31), głównie zresztą z powodu wprowadzenia 
nazwy „prion” jako przedwczesnej, ale także ponieważ wprowadzała do
datkowe założenia — np. odwrotnej translacji, czy promocji własnej syn
tezy, co nie ma żadnego odpowiednika w danych eksperym entalnych. 
W ydaje się obecnie, iż dane świadczące o braku  DNA lub RNA, nie są 
ostateczne. K i m b e r  l i n  (29, 30) w swojej podstawowej krytyce propo
nował, specyficzny dla scrapie kwas nukleinowy nie podlegający trans
la c ji— podobnie jak RNA wiroidów (110, 111), oraz, iż rozwój objawów 
choroby jest zależny od bliżej nieokreślonej interakcji oligonukleotydu 
DNA lub RNA z system am i regulacyjnym i genomu gospodarza.

Podstawowym, trudnym  do pogodzenia z założeniem o odwrotnej trans
lacji, czy promocji własnej syntezy prionu, jako mechanizmów jego repli
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kacji, jest fak t istnienia szczepów scrapie, o stabilnych właściwościach 
genetycznych (11, 12). Poprzez szczepy rozum iem y odmiany czynnika 
o ustalonym  okresie inkubacji w danym  genotypie gospodarza, ustalonym  
pod względem genu Sine  (od Scrapie incubation period), charakterystycz
nej topografii uszkodzeń (16, 17, 18) danej klasie stabilności (112, 113). 
Szczególnie istotne jest, że pewne szczepy cechuje nieciągła zmienność 
swoich właściwości — co określa się jako m utację (1 1 1 ), a szereg szczepów 
wykazuje zjawisko kom petycji pomiędzy sobą (111). Należy jednak zazna
czyć, że stabilność genetyczna szczepów scrapie nie jest pełna — znany jest 
na przykład fak t u tra ty  zdolności infekowania pierwotnego gospodarza po 
przepasażowaniu przez zwierzę innego gatunku (30, 21, 32). W chwili obec
nej trudno przyjąć mechanizm replikujący białko o tak wysokiej specy
ficzności i powtarzalności, inny niż poprzez translację inform acji zaw artej 
sekwencjach DNA lub RNA.

Podstawowym  pytaniem  jest czy P rP  jest integralną częścią czynnika 
scrapie. Nie udało się dotąd wykazać, żeby jedynie P rP  było odpowie
dzialne za infekcyjność. Zaobserwowano jedynie zbieżność pomiędzy obec
nością SAFs (rods) a m ianem  infekcyjności lecz pomiędzy liczbą SAFs 
a ilością białka istnieje korelacja odwrotna. Ostatnie badania sugerują, że 
SAFs (rods) stanowią jedynie formę am yloidu (106, 107, 113) nie infekcyjną 
per se, lecz stanowiącą produkt powstający w czasie procesu chorobowego.

W podsumowaniu należy stwierdzić, że obecne skąpe i w większości 
pośrednie dane wskazują, iż istnieje białko powiązane z czynnikiem infek
cyjnym  scrapie. Nie wiadomo jednak czy stanowi ono in tegralną część 
czynnika infekcyjnego scrapie, czy jest ono infekcyjne jako takie, nie
znane są także m echanizmy replikacji ani interakcji prowadzących do roz
woju objawów choroby.

W ystępowanie SAFs (rods) oraz dane sugerujące, iż nietypowe włas
ności czynnika scrapie obserw uje się jedynie w części populacji czynnika 
mogą wskazywać, że czynnik scrapie może nie być tak  nietypowy jak to  
się dotychczas wydawało. Być może jego właściwości są pochodną silnie 
hydrofobowych właściwości białek czynnika scrapie zdolnych do oddzia
ływ ań z elem entam i subkomórkowymi i agregacji, które łącznie m askują 
jego prawdziwe cechy. Prawdopodobnie najbliższe lata odpowiedzą na te 
zasadnicze pytania.

Zaakceptowano do druku 15 września 1985 r.
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Addendum

Już po oddaniu do druku uzyskano szereg danych całkowicie zmienia
jących pogląd na znaczenie P rP  w biologii m olekularnej czynnika scrapie. 
Procedura opracowana dla uzyskania P rP  scrapie okazała się także p r z y 
datna w  badaniach nad CJD (1—4). Elektroforeza w żelu poliakryloamido- 
wym  wykazała obecność czterech charakterystycznych dla CJD prążków:
o c.c. 18—20, 22—24, 26— 29 i 43—46 000 daltonów. Białka te są oporne 
na traw ienie proteinazą K. Relacje pomiędzy P rP  o c.c. 27— 30 000 dalto
nów a wyżej wymienionymi białkam i nie są znane. Białka CJD i P rP  w y
kazują reaktyw ność krzyżową przy  użyciu surowicy króliczej skierowanej 
przeciw PrP , przy czym aktyw ność tej surowicy w stosunku do białek 
jest dw ustukrotnie niższa niż w stosiunku do P rP .

P rP  i białka CJD są sjalkoglikoproteidam i (3—5). P rP  wykazuje hete- 
rogenność ładunku (punkt izoelektryczny ośmiu heteroizom erów pomiędzy 
pH 4.6 a 7.8). Neuraminidaza redukuje liczbę heteroizom erów P rP  do czte
rech (punkt izoelektryczny pomiędzy pH 6.5 a 7.5). Trawienie endogliko- 
zydazą H wykazuje podobne efekty, z tym, że liczba heteroizom erów ładun
ku po traw ieniu  wynosi sześć. W ykazano także wiązanie PAS przez PrP , co 
przem awia za obecnością reszt oligocukrowych w cząsteczce PrP . W analo
giczny sposób należy interpretow ać wiązania lektyn do białka CJD (4).

Analiza składu aminokwasowego P rP  (5) wykazała najczęstsze w ystę
powanie glicyny, glutam iny (kwasu glutaminowego) oraz asparaginy (kwa
su asparaginowego). Jest to skład podobny do składu aminokwasowego 
białek amyloidu i sugeruje obecność s truk tu r beta-fałdowych. Określono
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także sekwencję 15 aminokwasów N-końca P rP . Sekwencja ta: G ly-Gln- 
G ly-G ly-G ly-Thr-H is-A sn-G ln-Trp-A sn-Lys-Pro-Ser-Lys jest sekwencją 
unikalną i nie wykazuje homologii z sekwencją żadnego znanego białka.

Znajomość sekwencji N-końca P rP  27— 30 pozwoliła na zsyntetyzo- 
wanie 32 kom plem entarnych oligonukleotydów, które posłużyły do stw ier
dzenia obecności sekwencji homologicznej w genomie zainfekowanych 
zwierząt (6). Do syntezy cDNA posłużyły poli-A-RNA wyizolowane podczas 
eksponencjalnej fazy wzrostu czynnika scrapie. cDNA sklonowano w ko
m órkach E. coli DH1, posługując się w ektorem  pHG327. Jedną kolonię wy
kazującą obecność fragm entu cDNA znaleziono wśród 150 000 kolonii 
E. coli. Sklonowany fragm ent cDNA wycięto posługując się restryktazą 
BamH I, przecięto na dwa fragm enty z pomocą restryktazy Hind III
i zsekwencjonowano. Interesujący fragm ent składał się z 1918 nukleoty- 
dów poprzedzonych s truk tu rą  33G i zakończonych poli-A (56 reszt). N-koń- 
cowy fragm ent odpowiadał sekwencji P rP  (4). Posługując się fragm entem  
cDNA P rP  wyznakowanym 32P przebadano chromosomowy DNA chomi
ka. Okazało się, że gen o sekwencji homologicznej wobec cDNA jest obecny 
w komórkach mózgów zwierząt zakażonych i niezakażonych. Podobnie 
białko P rP  jest obecne w komórkach mózgów zwierząt zakażonych i zdro
wych. Posługując się identycznym i m etodami uzyskano równocześnie ana
logiczne wyniki w innym  laboratorium  (7).

12  3 4 5

Ryc. 2. U kład białek otrzym yw anych w  w yniku pro
cedury opracow anej przez D i r i n e r a  (patrz tekst) 
po elektroforezie w  żelu  poliakryloam idow ym , w  
obecności SDS. Żele: 1—2 żele kontrolne (niezainfe-

25 KD kow ane chom iki szczepu Aura), żele 3—5 zw ierzęta  
zakażone scrapie  (3 — chom iki szczepu Aura, 4—5 — 
szczepu Clac). Zwraca uw agę obecność prążka o c.c. 
25 000 daltonów  (25KD) nieobecnego w  żelach kon
trolnych. Białko to odpowiada białku PrP (patrz 
adendum).

Obecność P rP  jak  i genu P rP  w niezainfekowanych kom órkach nasuwa 
dwie podstawowe możliwości in terpretacji (6— 9). Pierw szą najbardziej 
prawdopodobną, że P rP  jest norm alnym  białkiem  neuronów, wchodzącym 
następnie w skład SAFs — produkt (amyloidu) tworzącego się podczas in
fekcji scrapie. Druga, że P rP  podlega modyfikacjom postranslacyjnym , 
które prowadzą do jego ekspresji w czasie trw ania choroby. W ydaje się 
także, że kolejna faza poszukiwań czynnika infekcyjnego scrapie zakoń
czyła się niepowodzeniem.
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SŁOWNICTWO BIOCHEMICZNE

EWA KOPIECZNA-GRZEBIENIAK *, DANUTA JAKUBOW SKA **

Syntaza czy syntetaza karbamoilofosforanowa?

Carbamoyl — phosphate synthase or synthetase?

Praca zawiera krytykę dowolności w stosowaniu nazw oraz klasyfi
kacji num erycznej enzymów syntetyzujących karbamoilofosforan, m eta
bolitu pośredniego zużywanego w cyklu mocznikowym i biosyntezie p iry- 
midyn, przedstaw ia też m echanizm  działania syntetazy karbam oilofosfora
nowej I jako ligazy. Enzym ten, oznaczony skrótem  CPS I, w najnowszych 
polskich podręcznikakach biochemii nazywany jest przez jednych autorów 
syntazą (1, 2, 3), przez innych syntetazą karbamoilofosforanową (4, 5). 
Jeszcze inni autorzy używają obydwu tych nazw (6, 7).

Według zaleceń Komisji Słownictwa IUB term in syntaza można stoso
wać w przypadku każdego enzymu klasy 4 lub enzymów innych klas (z wy
jątkiem  enzymów klasy 6), gdy chodzi o podkreślenie syntetycznego aspek
tu reakcji (8). Stosowanie nazwy syntaza karbamoilofosforanowa było więc 
uzasadnione tylko do czasu kiedy uważano, że enzymy syntetyzujące ka r
bamoilofosforan są transferazam i (11— 19).

Jednak naw et autorzy zaliczający ten ezym do klasy transferaz różnie 
go klasyfikują. Jedni podają jego zaszeregowanie w spisie enzymów jako 
E.C.2.6.1.13 (11), co wskazywałoby błędnie, że CPS I jest am inotransferazą, 
inni autorzy uważają, że enzym ten przenosi grupy zawierające fosfor, 
czyli że jest kinazą. Także jednak ci autorzy stosują różną klasyfkację nu
meryczną. I tak, niektórzy nieprawidłowo oznaczają CPS I jako E.C.2.7.2.2. 
(fosfotransferaza ATP: karbam inian, czyli kinaza karbam inianowa) (12, 13, 
14); inni oznaczają CPS I num erem  E.C.2.7.2.5. (fosfotransferaza ATP: kar
baminian defosforylująca) (15, 16, 17, 18, 19).

Według innej (2, 5), niepełnej definicji, syntazy to szczególny rodzaj 
liaz. Reakcje katalizowane przez te enzymy nie wym agają w kładu energii 
ze strony ATP. Równowaga reakcji przesunięta jest w kierunku syntezy, 
stąd ich nazwa. W jednym  przypadku (10), zupełnie nieprawidłowo, podano 
nawet charakterystykę CPS I jako E.C.4.1.1.15.

W ostatnich latach CPS I w piśm iennictw ie światowym występuje pod

*) Dr nauk med., **) Dr nauk med., Zakład B iochem ii i Chemii Ś ląskiej A kadem ii 
M edycznej, ul. M edyków 18, 40-752 K atow ice

Wykaz stosow anych skrótów: CP — karbam oilofosforan, CPS I — syntetaza kar
bam oilofosforanow a I, CPS II — syntetaza karbam oilofosforanow a II.
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num erem  E.C.6.3.4.16. (9, 20, 21, 22, 23). Pełna jego nazwa brzmi: ligaza 
dw utlenek węgla: amoniak czyli syntetaza karbam oilofosforanowa (amo
niak). Biotyna nie jest potrzebna do aktyw acji dwuwęglanu jak uważano 
wcześniej (4).

Do wytworzenia 1 cząsteczki karbam oilofosforanu CPS I wymaga
2 cząsteczek MgATP (25). Dwie cząsteczki MgATP są używane na oddziel
nych etapach. Do 1979 roku uważano, że jedna cząsteczka MgATP zuży
wana jest do aktyw acji dwuwęglanu, w wyniku czego w I etapie reakcji 
katalizowanej przez CPS I miał powstać kompleks enzym — karboksy- 
fosforan. W II etapie do tego kompleksu przyłączyć miał się N H i, co 
miało powodować wytworzenie kom pleksu enzym — karbam inian. W III 
etapie pod wpływem drugiej cząsteczki ATP z kompleksu enzym — karba
m inian powstawać miał dopiero karbam oilofosforan (25).

Przebieg syntezy karbam oilofosforanu jest jednak inny. W edług B r  i t  - 
t o n a i w s p. (9) CPS I posiada dwa oddzielne m iejsca wiązania ATP 
w centrum  aktywnym . N-acetyloglutam inian, a prawdopodobnie także 
Mg++ i K + zm ieniają konform ację białka na bardziej aktyw ną (25). P ierw 
szą przyłączoną cząsteczką do enzymu jest ATP, którego grupa fosforylowa 
odnajdywana jest w CP (9). Następnie z enzymem łączy się ATP z drugą 
cząsteczką będącą źródłem uwalnianego fosforanu, a następnie dopiero 
dwutlenkiem  węgla. Enzym nie tworzy kompleksu z karbam inianem , nato
m iast tworzy kompleks: enzym* A TPbH C 03*ATPa. Ostatni etap reakcji 
katalizowanej przez CPS I polega na ataku nukleofilowym  N H 3 (a nie 
N H i prowadzącym do wytw orzenia karbam oilofosforanu (9). CPS I nale
ży więc do ligaz, czyli syntetaz. Użycie nazwy sytaza dla enzymów tej k la
sy zgodnie z przedstawioną wyżej definicją jest błędne (8).

CPS II, enzym również syntetyzujący karbam oilofosforan, w nowszej 
literaturze zamiast oznaczenia E.C.2.7.2.9. (26) w ystępuje pod num erem  
E.C.6.3.5.5. (27) i nosi nazwę: amido-ligaza dw utlenek węgla: L-glutam ina 
czyli syntetaza karbamoilofosforanowa (hydrolizująca glutaminę) (8).

Według nowo stosowanej klasyfikacji (8) CPS I i CPS II zakwalifiko
wano więc do 2 różnych podpodklas zgodnie z ich zapotrzebowaniem  sub
stratowym.

Zaakceptowano do druku 15. września 1985 r.
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Uwagi Komisji Słownictwa Biochemicznego 
na temat nazw „syntazy” i „syntetazy”

Zgodnie z zaleceniam i K om isji S łow nictw a IUB, zam ieszczonym i w „Enzyme 
nom enclature” z r. 1978, syntetazam i nazyw am y enzym y należące do k lasy 6, katali
zujące reakcje przebiegające z hydrolizą trifosfonuklezydów . N azw ę „syntaza” nadaje 
się enzym om  w szystkich  klas, oprócz 6 , jeśli pragnie się podkreślić syntetyczny  
aspekt reakcji. S łow nictw o to jednak w yw oływ ało  i w yw ołu je w iele  nieporozum ień, 
a w ięc K om isja S łow nictw a IUB w prow adziła odpow iednie zm iany w now ym  
w ydaniu „Enzyme nom enclature” (poszerzonym  o 2700 haseł), które jest obecnie 
w  druku. K om isja podała do w iadom ości w prow adzone zm iany w  „N ew sletters 
January 1984”, ogłoszonym  w w ielu  czasopism ach, m iędzy innym i w  Z. Physiol. 
Chem.,  (1984), 365, I—V. Poniżej podajem y treść notatki na tem at syntaz.

Syntazy

Do Komisji Słownictwa IUB wpłynęło wiele uwag na tem at tego, że 
nazwy „syntaza” i „syntetaza” są zbyt do siebie podobne, aby mogły zada
walająco określić wzajemnie wykluczające się pojęcia. W nowym wydaniu 
Enzyme nomenclature  zmieniono więc zalecane nazwy, pozostawiając jed
nak możliwość użycia dawnych określeń tym, którym  odpowiada dotych
czasowy sposób. Nazwę „syntaza” można dodawać do nazwy każdej sub
stancji na oznaczenie enzymu katalizującego reakcję, w której ta  substan
cja powstaje. W ten sposób nazwę syntaza można obecnie nadawać także 
enzymom, katalizującym  reakcje przebiegające z hydrolizą trihosfonukleo- 
zydów, a więc enzymom, które dotychczas nie mogły nosić tej nazwy. Do 
nazw „syntaza glikogenowa”, „syntaza cytrynianow a” itp. może dojść obec
nie np. „syntaza glutam inow a”, „syntaza NAD+”.

Enzymy, katalizujące reakcje z towarzyszącą hydrolizą trifosforanów 
nukleozydów powinny zawierać raczej określenie „ligaza” niż „syntetaza” 
w swej nazwie, z wymienieniem łączących się reaktantów . I tak  „ligaza 
tyrozyna-tR N A ” i „ligaza octan-CoA” winna zastąpić nazwy „syntetaza 
tyrozylo-CoA” i „syntetaza acetylo-CoA”. Obok zalecanych nazw, forma 
„syntetaza” pozostaje jednak nadal jako nazwa dopuszczalna.

Autorzy mogą więc nadal używać słowa „syntetaza” dla wyróżnienia 
enzymów których reakcje wym agają hydrolizy nukleozydów trifosfora- 
nowych, będą oni jednak znacznie lepiej zrozumiani używając nazwę 
„ligaza”, zważywszy jak wielu biochemików nie rozróżnia znaczenia nazw 
„syntaza” i „syntetaza”.

tłum aczyła: Janina K w iatkow skahttp://rcin.org.pl
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E. PIA SE C K I — S tru k tu ra  in te rfe ro n ó w

Addendum

W okresie od złożenia artykułu do druku ukazało się w iele  prac rozszerzających  
w iedzę o interferonach. W oparciu o p iśm iennictw o z lat 1984— 1986 sprostowania  
w ym agają dw ie sprawy. Po pierw sze ustalone zostało m ianow nictw o dwóch grup 
IFN-«. Zam iast używ anych w nin iejszej pracy tym czasow ych oznaczeń « s i « l  przy
jęto określenia «1 i «u. Po drugie w yjaśniono, iż błędnie w yznaczono granicę m iędzy 
peptydem  sygnałow ym  a w łaściw ym  białkiem  w  sekw encji IFN -y. Obecnie uważa 
się, że w łaściw a cząsteczka tego IFN ma o 3 reszty am inokw asow e m niej niż sądzono 
pierw otnie. A w ięc H uIFN -y składa się ze 143, a M uIFN-y ze 133 am inokwasów.

O publikow ano dotychczas (listopad 1986) sekw encje am inokw asow e interferonów
6 gatunków . W poniższej tabeli zestaw iłem  inform acje dotyczące genów  n iea llelicz- 
nych. W kilku przypadkach brak pełnej sekw encji lub mapy genow ej uniem ożliw ił 
podanie jednoznacznych danych.

Tabela

IFN
Liczba znanych genów nieallelicznych

Ilość aminokwasów 
w cząsteczce białkałącznie z pseudogenami funkcjonalnych

HuiFN-a, 16— 19 13— 16 165, 166
HuIFN-ai, 5— 9 1— 2 172
HuIFN-p 2— 4 2—4 166
H u IF N -y 1 2 143
MoIFN-a 1 1 166
MoIFN-fj 1 1 166
BolFN-ai 4— 6 4— 6 166
BoIFN-a,i 1 1 172
Bo[FN -(3 3 3 165
BoIFN-y 1 1 143
PoIFN-a 1 1 166
MuIFN-a 11— 12 10— 11 162, 166, 167
MuIFN-[3 1— 3 1 - 3 161
MuIFN-v 1 1 133
RaIFN-7. 1 1 169
RalFN-y 1 1 134

Interferony: H u  —  ludzki: M —  m ałp i; B o — bydlęcy; P o — świński; M u —  m ysi; R a —  szczurzy.

Przy pisaniu  addendum  w ykorzystano prace oryginalne (których ze w zględu na 
brak m iejsca nie w yszczególniono) oraz następujące publikacje zaw ierające pod
sum ow anie obecnej w iedzy o strukturze interferonów :
76. L a n g e r  J. A.,  P e s t k a  S., (1985), Pharmac. Ther., 27, 371—401.
77. H e n  c o  K., B r o s i u s  J., F u j i s a w a  A.,  F u j i s a w a  J. - 1., H a y n e s  J. R.,  

H o c h s t a d t  J., K o v a c i c  T., P a s e k  M.,  S c h a m b ó c k  A.,  S c h m i d  J., 
T o d o k o r o  K., W a l  c h i  i M., N a g a t a  S., W e i s s m a n n  C., (1985), 
J. Mol. Biol., 185, 227—260.

78. M ethods in Enzym ology, t. 119, red. S. Pestka, A cadem ic Press 1986.
79. P i a s e c k i  E., (1987), Post. Hig. Med. Dośw. (w druku).
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpływa
jących na treść pracy.

Piśmiennictwo: w artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz 
najważniejsze artykuły przeglądowe omawiając przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem  
artykułów opublikowanych w  „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie 
nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znaczenie w  przedstawionej dziedzinie. 
Omawiane prace trzeba numerować w kolejności ich cytowania w tekście. Wykaz piśmien
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporządkowane alfabe
tycznie. Odnośniki bibliograficzne winny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Cza
sopism Biochemicznych Międzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według B io c h im . B io p h y s .  
A c ta  (1972), 271, 1 np.

Pispa J. P. Buchanan F. M., (1971), B io c h im , B io p h y s . A c ta ,  247, 181—184.

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

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 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.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzyć 
kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w tekście oraz oznaczyć (na górze 
stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytuły pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuły tabel i nagłówki rubryk 
powinny jasno opisywać ich treść zaznaczają, z jakich (jakiej) prac(y) pochodzą informacje 
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rusunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją w kolej
ności ich omówienia w  tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi arabskimi, 
a wzorów cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane 
na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze lub na 
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie 
nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą 
niż linie właściwe wykresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać 
się skrótami. Osie wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla 
oznaczenia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: O O A •  H A* 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. Oznacze
nia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie oryginal
nych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. Prawie wszystkie 
czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (C o p y r ig h t). 
Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do artykułu przeznaczonego do publikacji 
w P o s tę p a c h  B io c h e m ii  należy uzyskać zgodę na przedruk i przedłożyć ją Redakcji.

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