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Dnia 12 lutego 1987 roku zmarła niespodziewanie, w  pełni sił twórczych 
profesor doktor habilitowany Maria Gabriela Sarzała-Drabikowska. W y 
bitny biochemik, specjalistka w  zakresie biochemii błon biologicznych, kie
rownik Pracowni Biomembran Komórek Kurczliwych w  Instytucie Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego P A N  w  Warszawie, z którym związana 
była przez cały okres swojego życia naukowego.

Uirodzona w  1936 roku w Rębowie, jako studentka Wydziału Biologii 
i Nauki o Ziemi, w  1959 r. wykonała w  Instytucie pracę magisterską, a już 
wówczas ujawnione zdolności i predyspozycje do ¡prowadzenia badań 
naukowych zadecydowały o przyjęciu Jej do grona stałych pracowników 
Instytutu. Wczesne Jej prace badawcze dotyczyły enzymów biorących 
udział w  procesach metabolizmu i wchłaniania lipidów w  przewodzie po
karmowym zwierząt. Badania nad fosfatazą kwasu fosfatydowego w  jelicie 
były przedmiotem Jej pracy doktorskiej, zakończonej uzyskaniem stopnia 
doktora nauk przyrodniczych w  1966 r. Duży w pływ  na Jej dalszą pracę 
naukową miał staż w  Uniwersytecie w  Utrechcie w  latach 1968— 1969, któ
ry skierował Jej zainteresowania na komponentę lipidową błon biologicz
nych. Badania swe prowadzone nad metabolizmem i rolą lipidów w funk
cjonowaniu błon komórki mięśniowej —  sarkolemy i błon sarkoplazma- 
tycznego retikulum rozszerzyła też na badania białek błonowych. W  1973 
roku M. Gabriela Sarzała-Drabikowska została kierownikiem  nowoutwo
rzonej Pracowni Biomembran Komórek Kurczliwych. W  roku 1975 uzys
kała stopień doktora habilitowanego a w  roku 1983 została mianowana 
profesorem nadzwyczajnym. W  ostatnich latach Jej zainteresowania nau
kowe koncentrowały się na zmianach zachodzących w  błonach mięśniwych 
w  czasie rozwoju i w  stanach patologicznych. Szczególnie interesujące są 
Jej badania nad molekularną organizacją błon, zwłaszcza asymetrycznym 
rozmieszczeniem ich składników. Opublikowała 42 prace eksperymentalne 
w  czasopismach o zasięgu międzynarodowym i 5 artykułów przeglądowych. 
W  uznaniu Jej zasług naukowych zespół kierowany przez profesor Sarza- 
łę-Drabikowską otrzymał dwukrotnie (w  latach 1973 i 1978) nagrodę Se
kretarza Naukowego PA N . Była członkiem Polskiego Towarzystwa Bio
chemicznego i Komitetu Cytobiologii. Prowadziła szeroką współpracę z la
boratoriami polskim i zagranicznymi. Szczególnie owocne i ważne były 
Jej kontakty z Uniwersystetem w  Londynie i placówkami naukowymi we 
Włoszech. Jako ceniony i uznany biochemik bywała często zapraszana do 
udziału w międzynarodowych zjazdach, sympozjach i szkołach biochemicz
nych.
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Miała szerokie zainteresowania i dużą wiedzę, którą się chętnie dzieliła. 
Wykształciła w ielu pracowników naukowych. Pod Jej opieką zostało w y
konanych 6 prac doktorskich, a 3 dalsze doktoraty Jej wychowanków są 
kwestią najbliższej przyszłości. Jedna z Jej współpracowniczek uzyskała 
stopień doktora habilitowanego. Jako kierownik prac doświadczalnych w y
kazywała w iele inicjatywy, była wymagająca, ale niezwykle wyrozumiała 
i życzliwa, i potrafiła w ytw orzyć klimat harmonijnej współpracy.

Tak wczesne odejście Profesor Sarzały-Drabikowskiej jest dotkliwą 
stratą dla Jej współpracowników i kolegów. Pozostanie w  ich pamięci nie 
tylko jako wybitny biochemik, ale również jako serdeczny opiekun i przy

jaciel.

Uczniow ie i przyjaciele
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Genom H IV  (H TLV -III,LAV ) —  ludzkiego wirusa 
braku odporności immunologicznej

Genome of HIV (HTLV-III, L A V ) —  human immunodeficiency virsus
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Wykaz stosowanych skrótów:

HIV, LAV , H T L V -III —  ludzki wirus braku odporności GRID, AIDS — zespół nabytego 
braku odporności H TLV-I, H TLV -II — ludzki wirus lim fotropowy typ I i II, H TLV - 
IV  — ludzki wirus braku odporności immunologicznej typ IV, S T L V -IIIAGM, STLV - 
H IMAC —  małpi wirus braku odporności immunologicznej typ AGM  i MAC, T IA V  — 
wirus białaczki zakaźnej (koński), A LV  —  wirus białaczki złośliwej (ptasi), BLV — 
wirus białaczki (cielęcy), Mo-MuLV — wirus białaczki limfatycznej (mysi) szczep 
Moloneya, RSV — wirus mięsaka Rousa (ptasi), gag— gen kodujący białka struktu
ralne wirusa, poi — gen kodujący odwrotną transkryptazę, env — gen kodujący gli- 
koproteiny otoczki, sor —  krótka otwarta ramka odczytu (ang. short open reading 
frame), 3’orf — otwarta ramka odczytu kodująca
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ul. Rakowiecka 36
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400 M. JUNG, W. ZAGÓRSKI [2]

białko o masie 27 000, TA R  — sekwencja będąca receptorem dla transaktywatora 
(ang. trans-acting responsive sequence), T A T  — regulacja genów poprzez transakty- 
wacją, ta t-III —  peptyd transaktywujący, trs, art — gen kodujący potencjalny regu
lator cięcia i składania RN A  (ang. trans-acting regulator of splicing), x-LOR — gen 
kodujący regulator transkrypcji w  genomie H TLV -I i H TLV -II, NCR — region ko
dujący drugi ekson peptydu tat-III

I. Wprowadzenie

Jedną z nowych chorób cywilizacyjnych, znaną nam wszystkim z relacji 
choćby prasowych jest zespół nabytego braku odporności immunologicz
nej —  w yw oływ any przez ludzki retrowirus, przekazywany głównie drogą 
płciową. A rtyku ł ten jest poświęcony omówieniu budowy genomu tego 
wirusa.

Badania nad strukturą i funkcją genomu H IV  są istotne z punktu w i
dzenia etiologii choroby, jak również dostarczają nowych danych na temat 
funkcjonowania układu immunologicznego i ekspresji genów w  ludzkich 
komórkach. Zagrożenie nową pandemią spowodowało koncentrację w ysił
ków wirusologów molekularnych na tych badaniach.

W  ciągu dwóch lat (1983— 1985) wirus został wyizolowany, a genomy 
jego szczepów zsekwencjonowane. Uzyskaliśmy względnie pełny obraz 
czynności poszczególnych fragmentów genomu H IV . Należy to traktować 
jako jedno z ważnych osiągnięć biologii molekularnej, istotny etap w  opra
cowywaniu strategii zwalczania tej groźnej choroby.

II. Dane epidemiologiczne

Raporty Ośrodka Kontroli Chorób w  Atlancie w  U SA  z 1981 r. wyka
zały nagły wzrost zużycia leków stosowanych przy zapaleniu płuc spowo
dowanych pierwotniakiem Pneumocystis carinii. Ten rzadki rodzaj zapa
lenia płuc występuje zazwyczaj u pacjentów, u których funkcjonowanie 
systemu immunologicznego jest poważnie zakłócone. Jednocześnie w  K a 
liforn ii stwierdzono wystąpienie tego typu zapalenia płuc u pięciu młodych 
mężczyzn uprzednio nie wykazujących żadnych objawów spadku odporno
ści. W szyscy pacjenci m ieli jedną wspólną cechę —  byli homoseksualista
mi. W  związku z tym  początkowo nową chorobę nazwano GRID  (gay rela
ted immunodeficiency). Później okazało się, że nie tylko homoseksualiści 
padają jej ofiarą i stąd nowa nazwa określająca wyłącznie medyczny punkt 
widzenia: A ID S  —  acquired immune deficiency syndrome czyli: zespół na- 
bytego braku odporności immunologicznej. Wkrótce określono tzw. grupy 
wysokiego ryzyka, wśród których prawdopodobieństwo zachorowania jest 
największe. Są to: homoseksualiści, chorzy na hemofilię, narkomani pobie
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[3] GENOM HIV 401

rający narkotyki dożylnie, prostytutki, chorzy, u których występuje ko
nieczność stosowania częstych transfuzji, kobiety współżyjące z osobnika
mi biseksualnymi [1]. Ponieważ infekcja przenosi się w  sposób poziomy 
(nie jest przekazywana genetycznie), podejrzewano występowanie czynni
ka infekcyjnego odpowiadającego za je j powstawanie [2]. I rzeczywiście, 
z krw i chorych wyizolowano czynnik uważany za patogeniczny w  tej cho
robie [3, 4, 5] —  jest to wirus z grupy retrowirusów (patrz dalej), a z su
row icy krw i —  przeciwciała przeciwko antygenom tego wirusa [6, 7]. 
Choroba jest przenoszona drogą płciową oraz przez krew. Wirus był w y 
izolowany z krw i [3, 4, 5], szpiku kostnego, gruczołów lim fatycznych [3], 
komórek śledziony, plemników [8, 9], komórek układu nerwowego oraz 
śliny [9]. Skażenia stwierdzono również w  bankach krwi, spermy i narzą
dów używanych do transplantacji (rogówki). Szczególne zagrożenie homo
seksualistów nie wynika z samego charakteru kontaktów seksualnych, 
a raczej z ich częstotliwości, przypadkowości w  doborze partnerów, a tak
że znacznej podatności śluzówki rectum na mechaniczne uszkodzenia, co 
ułatwia przedostawanie się wirusa do krwi. Przypuszczalnie homoseksua
liści byli pierwszą grupą w  U SA  i w  Europie, która zetknęła się z w iru
sem i stąd początkowe rozprzestrzenianie się H IV  w  je j obrębie [10].

Obraz choroby jest bardzo złożony ze względu na mnogość objawów. 
Chorzy cierpią na ciągłe stany podgorączkowe i wysokie temperatury, 
obrzęki gruczołów lim fatycznych, zaburzenia funkcjonowania układu lim - 
fatycznego np. trombocytopenię (zmniejszenie liczby płytek krw i), nocne 
poty, biegunki, utratę wagi. W  późniejszych etapach pojawiają się dys
funkcje centralnego układu nerwowego takie jak: encefalopatia, demen- 
cja, całkowite osłabienie świadomości, zaburzenia ruchu oraz niedowład 
mięśni. Końcowej fazie choroby towarzyszą różnego rodzaju nowotwory, 
w  tym  również złośliwe jak np. mięsak Kaposi’ego, chłoniaki i białaczki. 
Symptomatyczne dla przebiegu choroby jest częste występowanie rozma
itych in fekcji towarzyszących wywołanych przez bakterie, wirusy, g rzy 
by, pierwotniaki i inne pasożyty zwykle nie chorobotwórcze [11]. Są to 
tak zwane infekcje oportunistyczne. Obraz m orfologiczny krw i u chorych 
na A ID S  wykazuje znaczny spadek liczby lim focytów  T, a szczególnie 
tych, które mają na swej powierzchni receptory T4 [12, 13].

Czynnikiem etiologicznym A ID S  jest wirus należący do grupy retro
wirusów (nota bene jeden z trzech dotychczas znanych retrowirusów ludz
kich), wykazujący tropizm w  stosunku do podgrupy lim focytów  T zwanych 
pomocniczymi (helper). Początkowo nazwano go L A V  (ang. lymphoadeno- 
pathy associated virus), lub H T L V -II I  (ang. human T-cell lymphotropic 
virus) [1, 10]. Pozostałe dwa ludzkie retrowirusy: H T L V -I [14] i H T L V -II  
wykazują także powinowactwo do lim focytów  T4. H T L V -I powoduje 
ostrą formę lim foidalnej białaczki u osób dorosłych, natomiast występo
wanie H T L V -II wiąże się z rzadką postacią białaczki zwanej białaczką 
włochato-komórkową [10]. Różnica w  końcowym efekcie działania tych

http://rcin.org.pl



402 M. JUNG, W. ZAGORSKI [4]

trzech wirusów jest bardzo znaczna: podczas gdy H T L V -I i H T L V -II po
wodują nieograniczoną proliferację lim focytów  T4, H IV  je zabija —  stąd 
spadek liczby lim focytów  T4 u pacjentów z A ID S  [1].

L im focyty  T4 odgrywają kluczową rolę w  odpowiedzi immunologicznej 
organizmu na antygen. Pobudzają one lim focyty  T8 —  cytotoksyczne —  
zdolne zniszczyć konkretny cel i stymulują działanie makrofagów oraz 
produkcję przeciwciał przez lim focyty  B. Zakażone przez H IV  lim focyty  
T4 działają nieprawidłowo i nie namnażają się, bowiem nie w ytwarzają 
odpowiedniej lim fok iny —  interleukiny 2 (IL-2), niezbędnej do podtrzy
mania ich podziałów. Brak produkcji przeciwciał oraz drastyczny spadek 
ilości komórek T4 powodują zachwianie funkcji immunologicznych orga
nizmu chorego [1].

H IV  to wirus wolno działający —  okres latencji A ID S  od zakażenia 
do rozwinięcia wyraźnych objawów choroby wynosi ok. 5 lat [1, 10]. Znane 
są jednak również przypadki gwałtownego przebiegu choroby, często koń
czące się remisją [1].

Choroba rozw ija się w  sposób pandemiczny. Pod koniec 1985 r. stw ier
dzono, że w  U SA  zetknęło się z H IV  od 400.000 do 1.000.000 osób, co zna
czy, że wykazano u nich dodatni odczyn serologiczny w  stosunku do anty
genów H IV  [10]. A le  jak dotąd, jedynie u ok. 8— 10°/o tzw. osobników sero- 
pozytywnych rozw ija się pełna forma choroby [10]. Przew idu je się (dane 
zaczerpnięte z prasy amerykańskiej), że do roku 1990 liczba osób w yka
zujących dodatni odczyn serologiczny wzrośnie do 100.000.000. Do chwili 
obecnej stwierdzono, w  U SA  i w  Europie łącznie, ok. 20 000 zachorowań 
na A ID S  [1, 10].

Cztery rejony na świecie są szczególnie dotknięte A ID S : U SA  (a zwła
szcza regiony wokół miast Los Angeles, N ew  York, San Francisco), Europa 
Zachodnia, Haiti, A fryka  Równikowa, a szczególnie Zair [1].

III. Systematyka, izolowanie, nazewnictwo i morfologia wirusów AIDS

Systematycy wyróżniają trzy podgrupy retrowirusów [15]:
—  wirusy onkogenne (Oncovirinae) —  powodujące leukemie, lim fom y 

i innego typu nowotworzenia;
—  wirusy spieniające (Spum avirinae ) —  powodujące wakuolizację ko

mórek w  hodowlach tkankowych, ale nie wywołujące żadnej znanej cho
roby;

—  wirusy powolne (Len tiv irin ae ) —  powodujące cytopatyczne efekty 
w  hodowanych kulturach tkankowych i wolno rozwijające się choroby 
u ssaków, w  tym  u człowieka [16].

Wirus H IV  po raz pierwszy został w yizolowany przez naukowców z In
stytutu Pasteura w  Paryżu pracujących pod kierunkiem L. M o n t a g -
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15] GENOM HIV 403

n i e r ’ a. Ponieważ wirus zabija lim focyty T4, w  których się namnaża —  
początkowo nie udawało się utrzymać hodowli tkankowej zarażonych lim 
fo cy tó w —  toteż wyizolowanie go było poważnym problemem.

M o n t a g n i e r  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  [1, 2] zdecydowali się 
na podjęcie prób wyizolowania wirusa z hodowli, lim focytów  T4 uzyska
nych z krw i pacjenta wykazującego tylko początkowe ob jaw y choroby. 
Badacze zakładali, że w  tym  stadium populacja zakażonych lim focytów  T4 
jest jeszcze stosunkowo duża. A by umożliwić nagromadzenie się wirusa w  
zakażonych komórkach, do hodowli dodano przeciwciała skierowane prze
ciwko a-interferonowi. Kom órki zakażone wirusem wydzielają bowiem 
a-interferon, niszczący cząstki wirusowe. Ta strategia zakończyła się suk
cesem —  już z pierwszej hodowli tkankowej wyodrębniono retrowirusa, 
który uznano za czynnik chorobotwórczy. Dalsze prace potw ierdziły ten 
wniosek. Wirus ten przez grupę francuską został nazwany LA V . Praca 
grupy francuskiej została przesłana do redakcji „Science”  lecz opublikowa
na dopiero po pół roku, razem z pracą grupy amerykańskiej R. C. G a 11 o 
i M. E s s e x a  z N IH  w Bethesdea (2), donoszącą o wyizolowaniu po
dobnego wirusa, tym  razem nazwanego H T L V -III.

G a l i o  postulował zaliczenie tego wirusa do rodziny retrowirusów, 
wspólnie z dwoma ludzkimi wirusami H T L V -I i H T LV -II, wcześniej przez 
niego wyizolowanym i. W ydaje się jednak, że wirus H T L V -III  nie wykazu
je strukturalnej i m orfologicznej homologii do H T L V -I i I I  (patrz dalej), 
a więc zaliczenie go do wspólnej z nimi jednostki systematycznej jest ra
czej błędne. W  maju 1986 roku członkowie Podkomisji do spraw Nomen
klatury Retrowirusów Ludzkich (ang. Human Retrovirus Subcommitee) 
z wyjątkiem  R. C. G a l i o  i M.  E s s e x a  zaproponowali nazwę H IV  —  
Human Immunodeficiency Virus. Ta nazwa jest zgodna z wymogam i M ię
dzynarodowej Kom isji do Spraw Taksonomii W irusów i zawiera najważ
niejsze informacje opisujące wirusa, a jednocześnie jest neutralna w  sporze 
do niedawna toczonym przez Gallo i Montagnier’a [17, 18].

W irion H IV  (Rye. 1) jest cząstką sferyczną o średnicy ok. 1000 ang- 
stremów [14]. Otoczka zewnętrzna zbudowana jest z podwójnej warstwy 
lipoproteinowej o składzie podobnym do składu błony komórkowej gospo
darza. Otoczka zaopatrzona jest w  wypustki zwane igłami, zbudowane 
z glikoprotein kodowanych przez gen env (patrz dalej), i stanowiące o spe
cyficzności antygenowej wirusa. Białka otoczki wchodzące w  skład ig ły  
wykazują powinowactwo do białek receptorów T4 [1, 10, 12, 13, 19] na 
powierzchni ludzkich lim focytów  T4, tak więc decydują o możliwości przy
czepienia się wirionu do komórki określonego typu, co jest pierwszym 
etapem infekcji.

Pod otoczką zewnętrzną znajduje się warstwa pośrednia, będąca luźno 
uorganizowaną strukturą białkową. Otacza ona rdzeń wirusa tzw. nu- 
kleoid zawierający genomowe R N A  skompleksowane z białkami kodowa-
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nymi przez gen gag. Rdzeń H IV , oglądany w  mikroskopie elektronowym, 
jest ciemną, wydłużoną strukturą i jest zlokalizowany wyraźnie w  cen
trum cząsteczki [20].

Rye. 1 Struktura wirionu H IV

Na podstawie efektów  cytopatycznych, jakie w yw ołu je H IV , podobień
stwa do innych znanych wirusów powolnych np do wirusa visna [21] oraz 
ze względu na jego budowę morfologiczną, można H IV  zaliczyć do tej 
grupy systematycznej.

IV. Budowa genomu, charakterystyka czynności poszczególnych genów

Genom H IV  jest najdłuższym ze znanych genomów retrowirusowych 
[16]; długość cząsteczki prowirusowego D N A  różnych szczepów H IV  waha 
się od 9734 do 9749 par zasad. Genom wirusa zbudowany jest z kilku 
funkcjonalnie zróżnicowanych odcinków. Można w  nim wyróżnić trzy 
typowe dla retrowirusów geny: gag —  kodujący białka strukturalne w iru
sa (ang. group specific antigen gene), pol —  kodujący odwrotną transkry- 
ptazę (ang. polymerase), env —  kodujący glikoproteiny otoczki (ang. env
elope), oraz charakterystyczne dla wirusa H IV  cztery dodatkowe frag
menty: Q i F  (zwane też odpowiednio sor oraz 3’ORF); tat —  czynnik 
transaktywujący (transactivator element) i art, zwany też inaczej trs (ang. 
odp. anti-represor activator —  aktywator antyrepresorowy lub transacting 
regulator of splicing —  trans-czynny regulator składania genomowego) 
[22, 23]. S o d r o s k i  i w s p . [24] przypuszczają, że kilka innych tzw. 
otwartych ramek odczytu* (ORF —  open reading frame) występujących

* Ramka odczytu — sekwencja kodująca, ograniczona kodonami inicjatorowym 
i terminacyjnym.
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w  genomie wirusa, jest zdolnych do kodowania niezidentyfikowanych 
jeszcze peptydów o masach cząsteczkowych ok. 10 000. Schemat budowy 
genomu wirusa H IV  przedstawia rysunek 2.

5 LIR
310 1629 1869

gag
X

4673
4588

poi

5196 r
5780 8369 3 LTR

fr*

tgt
Prsl

B344 ł"9 1  
3' ORF

9749

Ryc. 2 Schemat genomu H IV  (wg. J. Coffin, Celi 46, 1980, zmodyfikowano; numeracja 
nukleotydów wg. Ratner i wsp., Nature 313, 1985)

Siedmiu otwartym  ramkom odczytu H IV, przyporządkowano określone 
funkcje genetyczne. ORF I odpowiada genowi gag, ORF II  —  genowi poi, 
O RF IV  —  genowi env [25]. ORF I I I  zwany też sor —  short open reading 
frame [25] czyli krótka otwarta ramka odczytu —  to gen kodujący białko
o masie cząsteczkowej 23 000, którego funkcja nie jest jeszcze znana. 
ORF V  koduje białko p27 o również nieznanej dotąd funkcji [26, 27]. 
Funkcje genowe tat i trs występują w  dwóch pozostałych otwartych ram
kach odczytu, jak dotąd nie określonych kolejnym i numerami [22, 28, 29].

Każda cząsteczka H IV  jest z dwóch stron zaopatrzona w  sekwencje 
końcowe zwane L T R  (od ang long terminal repeats) [11, 30]. Odcinki LTR  
H IV  mają długość po 634 par zasad. Składają się z trzech fragmentów [30], 
(rys. 2A): U3 o dł. 453 par zasad, R o dł. 98 par zasad, U5 o dł. 83 par

U3
♦  O

R
T •

U5
■

5' LTR

-12^ -2*7 '
ł t
10 84 98 2fDO 218

(463*) (537*1(551*) (635‘ ) (653*)

U3 R U5 3' LTR
▼ • m

t ł ♦ ł
9096 9112 9437 9538 9575 9649 9663

Ob)QŚnienia

♦  -  sygnał- wzmacniający U3
O — segrent TATA

t  -sygn a ł’ wzmacniajqcy R
•  -  sygnał poliadenylacji 
» — miejsce poliadenylacji

dnu -  miejsce wiązania tRNAtyS 
fttr  -  szlak polipurynowy o dhjg 16 par zasad 

ł -  strzałki oznaczaja pierwszy nukleotyd danej 
sekwencji regulacyjnej

*  -kolejna numeracja nukleotydów licząc od pierwszego nukleotydu 5’LTR

Ryc. 2A Schemat budowy sekwencji LTR  (wg. B. Starcich i wsp., Science 227, 1985)
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zasad. Odcinek LT R  rozpoczyna się od sekwencji TG  a kończy się sekwen
cją odwróconą CA [30].

Odcinek U3 kończy się w  miejscu inicjacji transkrypcji RNA . To 
miejsce zostało eksperymentalnie wyznaczone przy zastosowaniu nukleazy 
S I [30]. W  U3 nie stwierdzono występowania otwartych ramek odczytu. 
P ierwszy nukleotyd odcinka R jest tradycyjn ie w  literaturze określany 
numerem 1 [24, 30]. Określa on miejsce startu transkrypcji w irusowego 
m RNA. W  pozycji — 27 (czyli w  odcinku U3) znajduje się segment T A T A  
będący sygnałem promotorowym —  sygnałem startu polimerazy RNA . 
Znajduje się on w  pozycji typowej dla promotorów genów eukariotycz
nych. W  obrębie odcinka U3 stwierdzono występowanie sekwencji wzmac
niających (ang. enhancer) podnoszących poziom transkrypcji [30]. W  ob
rębie odcinka R także stwierdzono występowanie sekwencji, której fra g 
ment T G G G T TA  (463— 469 nukleotyd) jest homologiczny z sekwencjami 
wzmacniającymi genów eukariotycznych. Zbieżność lokalizacji tej sekwen
cji oraz homologia nukleotydów może sugerować, że pełni ona rolę se
kwencji wzmacniającej. Oprócz tych przypuszczalnych elementów regu
lacyjnych, w  rejonie R pomiędzy 37 a 82 nukleotydem znajduje się se
kwencja zwana TAR . Wiąże ona peptyd ta t-III sterujący procesem trans- 
aktywacji (patrz dalej) [28]. Granicę pomiędzy R i U5 wyznacza 551 nu
kleotyd. U5 rozpoczyna się miejscem poliadenylacji CAA. Sygnał polia- 
denylacji występuje w  stosunku do granicy R-U5 w  pozycji — 24 [30]. Za 
odcinkiem U5 w  5’L T R  występuje komplementarna wobec tR N A lys se
kwencja, o długości 18 par zasad [30]. Związany w  tym  miejscu tR N A lys 
pełni funkcję primera w  syntezie w irusowej nici (— ) DNA. W  pozostałych 
retrowirusach, z w yjątkiem  M M TV  (murine mammary tumor virus), funk
cję tę pełni tR N A pro [30]. W  3’L T R  brak jest miejsca wiązania primera, 
ale przed pierwszym nukleotydem U3 występuje w  3’LTR  16 nukleotydo- 
w y  szlak polipurynowy zaczynający się 8632 nukleotydem [24]. Odgrywa 
on rolę w  inicjacji syntezy nici ( + )  DNA. Podobnie jak w  przypadku in
nych retrowirusów odcinki L T R  komplementują z fragmentami genomu 
gospodarza, umożliwiają rekombinację D N A  wirusowego z komórkowym 
i odnajdywane są także w  prowirusie.

ORF I warunkuje syntezę białek kapsydu i nukleoidu. Białka te są 
syntetyzowane w  form ie prekursora gag o masie ok. 55 000 (p55) ulegają
cego ograniczonej proteolizie, prowadzącej do powstania trzech polipep- 
tydów, a nie czterech jak podczas proteolizy w  innych retrowirusach. Są 
to białka p24, pl7, p l5  (Rye. 2B). Białka p24 i p l7 są strukturalnymi biał
kami kapsydu [16, 29]; p l5  jest białkiem zasadowym, prawdopodobnie 
wiążącym się z D NA, podobnie jak analogiczne białka innych retrowiru
sów [25].

ORF II koduje prekursor enzym ów wirusowych, zwany poi. 240 nu
kleotydów rejonu 5’ genu poi zachodzi na 3’ końcowy fragment genu gag.
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Gen pol koduje odwrotną transkryptazę, umożliwiającą „przepisywanie” 
informacji genetycznej z R N A  na DNA. Przypuszcza się, że gen poi koduje 
także, w swym 5’ końcowym rejonie swoistą proteazę odpowiedzialną za 
dojrzewanie białek wirusa, a od strony 3’ endonukleazę i „integrazę” —  
enzymy, które są odpowiedzialne za integrację H IV  z genomem gospo
darza [16].

Objaśnienia 
PROT — proteaza
ENDO — endonukleaza ^.integraza"
RT — odwrotna transkryptaza

Ryc. 2B Dojrzewanie białek H IV  (wg. F. Wong-Staal i R. C. Galio, 1985, 
zmodyfikowane)

ORF IV  koduje env —  prekursor białka otoczki o masie ok. 100 000 (po 
glikozylacji ok. 160 000), poprzedzone N-końcowym peptydem sygnałowym
o długości 30— 60 aminokwasów. Z białka env w  wyniku dojrzewania po
wstają dw ie glikoproteiny: gpl20 i gp41. Na podstawie analizy sekwencji 
aminokwasowej w  białku env stwierdzono aż 32 miejsca, które mogą ule
gać glikozylacji. Obudowanie białka licznymi resztami cukrowymi może 
tłumaczyć tak znaczny wzrost masy cząsteczki w  czasie dojrzewania [12, 
13, 16, 25],

Białko gpl20 tworzy ig ły  na powierzchni wirionu i rozpoznaje antygen 
powierzchniowy T4 ludzkich lim focytów  T  [12]. Białko to wykazuje naj
większą zmienność z białek H IV , w  rejonie D N A  kodującym gpl20 często 
występują delecje i insercje.

Białko gp41 jest białkiem transmembranowym [13]. Jego region wysta
jący na zewnątrz otoczki oddziaływuje z gpl20 ukotwiczając ig ły  w  w irio- 
nie. W  środkowym rejonie gp41 występuje sekwencja 23 hydrofobowych 
aminokwasów prawdopodobnie tworzących odcinek łańcucha przenikający 
przez otoczkę. Odcinek C-końcowy gp41 zanurzony jest w  cytoplazmie 
pod pączkującym wirionem  i niesie sygnały decydujące o przecięciu pre
kursora 160 000 przez enzym y komórkowe, w  późnych fazach dojrzewania 
wirionu [13]. W  komórkach zainfekowanych H IV  wykrywano jedynie 
obecność białka gpl20; co sugeruje, że podczas in fekcji do wnętrza komór
ki nie przechodzi gp41 [25].
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ORF l i i  inaczej zwany sor, jest fragmentem genomu zdolnym do ko
dowania białka o masie ok. 23 000 (p23), zbudowanego z 203 aminokwasów 
[16, 31]. Jego 5’ koniec zachodzi na koniec 3’ genu poi na długości 86 nu- 
kleotydów. Sor koduje białko bogate w  reszty tryptofanowe. Funkcja biał
ka sor jest nieznana. Sekwencja genu sor nie wykazuje żadnej hom ologii 
ze znanymi wirusowymi lub ssaczymi genami kom órkowym i [25]. Białko 
p23 jest odczytywane z m R N A  tworzonego w wyniku cięcia i składania 
pierwotnego transkryptu wirusowego. Jest to m R N A  o długości ok. 5 kb 
[31]. p23 jest białkiem immunogennym, reagującym z surowicą pacjentów 
z AIDS. N ie stwierdzono jednak, aby pomiędzy wykrywalnością przeciw 
ciał przeciwko białku p23 u chorych na A ID S  lub na ARC  (A ID S  related 
complex) a poszczególnymi stadiami choroby zachodził jakiś szczególny 
związek [32].

Za odcinkiem sor występuje rejon do niedawna uważany za niekodu- 
jący i tak też nazywany (noncoding region-NCR). Ma on długość 440 nu- 
kleotydów. Cechą znamienną jego jest występowanie kilku otwartych ra
mek odczytu [32], które potencjalnie mogą kodować krótkie peptydy. Jed
na z nich została scharakteryzowana jako drugi ekson peptydu ta t-III 
(patrz dalej). Region NCR styka się bezpośrednio z początkiem genu env.

ORF V  inaczej zwany 3’ORF jest genem o nieznanej funkcji, o którego 
ważności może jednak świadczyć fakt, że jest zachowywany we wszyst
kich dotychczas wyizolowanych szczepach H IV . In icjatorowy kodon me- 
tioninowy znajduje się 1 [27] lub 4 [32] nukleotydy za kodonem term ina- 
cyjnym  genu env. Otwarta ramka odczytu 3’ORF zachodzi na sekwencję 
U3 w  3’LTR . Natyw ny produkt 3’ORF został zidentyfikowany jako białko
o masie 27 000 (p27). Jest to białko immunogenne [32, 33]. W  w ielu  ko
mórkach zainfekowanych H IV  stwierdzono występowanie swoistego w i
rusowego m R N A  o długości ok. 2 kb kodującego p27 [10]. Analiza sekwen
cyjna wskazuje, że ten m R N A  powstaje na skutek podwójnego składania 
genowego, i składa się z trzech eksonów [27]. Produkt b iałkow y 3’ORF 
nie podlega glikozylacji. Oddziałuje on immunologicznie z surowicą cho
rych na AIDS, a także z surowicą afrykańskich koczkodanów zarażonych 
zbliżonym wirusem S T L V - IIIAGM (według nowej nomenklatury A G M IV ), 
co wskazuje na zachowawczość tego genu [27].

Niedawno zwrócono uwagę na możliwość występowania jeszcze dwu 
otwartych ramek odczytu i przypisano im funkcje genowe trs i tat. J. G. 
S o d r o s k i  i j e g o  w s p ó ł p r a c o w n i c y  [23] uważają, że gen trs 
składa się z dwóch eksonów wykorzystujących dwie różne ramki odczytu. 
Kodon metioninowy znajduje się w  pozycji 5550; pierwszy ekson kończy 
się nukleotydem 5625 [23]. Miejsce akceptorowe składania genowego znaj
duje się w  pozycji 7956; drugi ekson kończy się nukleotydem oznaczonym 
jako 8227 [23]. Produkt białkowy genu trs szacuje się na 116 aminokwa
sów. Są to aminokwasy silnie hydrofilowe, podobnie jak aminokwasy
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ta t-III i  innych białek wiążących się z DNA. Ta otwarta ramka odczytu 
(trs) utrzym uje się w e wszystkich dotychczas zsekwencjonowanych szcze
pach H IV  [22].

Funkcjonowanie genu trs jest niezbędne do ekspresji genu gag i env. 
Grupa S o d r o s k i e g o  jest zdania, że produkt translacji genu trs jest 
drugim transaktywatorem H IV  powodującym derepresję transkrypcji 
m R N A  gag i env poprzez znoszenie negatywnego działania sekwencji re
gulatorowych poprzedzających oba te geny [23] (patrz dalej).

V. Zmienność genomu H IV

Analiza sekwencji nukleotydowych różnych wariantów H IV  wykazała 
znaczną zmienność genomów wirusów A ID S  (patrz Tabela 1).

Tabela I

Porównanie zmienności genetycznej w obrębie pięciu różnych szczepów HIY

r
% zmian w stosunku do szczepu BH-10*

nazwa
szczepu

LTR gag poi sor NCR
(tat)

env
3’DR1

p9 gpl20 gp41

HAT3 7.0 5.9 3.7 3.6 8.2 23.4 14.0 8.4 10.6
6.5 5.3 6.4 — 29.7 21.4 13.0 17.0

ARV2 4.7 5.6
7.3

4.4
5.0

5.1
9.8

8.4 23.4
35.1

11.4
17.0

6.3
12.2

8.0
12.2

LAVla 1.6 3.0
3.1

1.9
2.1

0.3

0
1.9 1.8

5.4
2.2
2.9

0.9
1.4

— 2.0 
3.7

WMJ-1 —
3.3
3.1

■

— —
24.3
35.1

12.3
18.7

6.0
8.4

* Górne cyfry przedstawiają zmiany nukleotydowe, dolne — zmiany aminokwasowe 
— oznacza brak danych

(Według B. Starcich i wsp. Celi, 45, 637, 1986, zmodyfikowana)

Rejon 3’L T R  charakteryzuje się występowaniem licznych zmian nu
kleotydowych zlokalizowanych głównie w  odcinku 5’ końcowym fragmen
tu U3, na który zachodzi otwarta ramka odczytu 3’O R F  (Ryc. 2 i 2A). Od
cinki obu L T R  zawierające sygnały regulujące ekspresję H IV  wykazują 
wysoki stopień zachowawczości, sięgający w  pewnych odcinkach (R  i U5) 
prawie 100%. Geny gag, poi i sor, a także ich produkty białkowe w yka
zują zbliżony stopień zmienności sięgający kilku procent. Zmiany amino-
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kwasowe w  białkach enzymatycznych i strukturalnych, są w ięc prawdo
podobnie niekorzystne dla rozwoju wirusa. Bardzo wysoką zmienność, i to 
skoncentrowaną przede wszystkim w  rejonie kodującym zewnętrzne biał
ko ig ły  gpl20, wykazuje gen env. Zamiany aminokwasowe pomiędzy róż
nymi szczepami H IV  w  białkach gpl20 i gp41 sięgają ponad trzydziestu 
procent. Zamiany nukleotydowe w  tym  rejonie genomu dotyczą w  35,6% 
trzeciej zasady w  kodonie, a zamiany aminokwasowe sięgają 33°/o. Za
miany nukleotydowe w  genie gag są również bardzo częste, bowiem  docho
dzą do 61°/o w  trzeciej zasadzie kodonu, lecz większość z nich prowadzi do 
wytworzenia kodonów oznaczających ten sam co poprzednio aminokwas. 
Procent zmienności na poziomie aminokwasowym w  produktach genu gag 
wynosi zaledwie 4,5 (Tabela 1). Zmienność białka ig ły  ma istotne znacze
nie biologiczne. Igła bowiem, to cząstka eksponowana na zewnątrz wirionu, 
która jest rozpoznawana przez przeciwciała zainfekowanego gospodarza. 
Taka zmienność głównego białka env jest najprawdopodobniej źródłem 
utraty kontroli nad rozwojem  H IV  przez układ immunologiczny. Przec iw 
ciała skierowane przeciwko jednemu wariantowi białka gpl20 nie są w 
stanie rozpoznać białek ig ły  nadinfekującego szczepu H IV , czy też warian
tu powstałego w  czasie rozwoju w  zakażonym szczepem macierzystym or
ganizmie ludzkim [12, 13].

Zmienność genu env nie dotyczy w  tym  samym stopniu wszystkich je 
go odcinków. Białko gpl20 zbudowane jest z trzech odcinków zachowaw
czych, przeplecionych odcinkami superzmiennymi [13, 34]. Pozycję tych 
odcinków ocenić można na podstawie analizy sekwencji aminokwasowych 
gpl20 z różnych szczepów. Odcinki konserwatywne zawierają się pomiędzy 
następującymi resztami aminokwasowymi 37— 130, 211— 289, 488— 530. 
Rejony env o niskiej zmienności wydają się być istotne dla narzucenia od
powiedniego kształtu białkom gpl20 i gp41. Mutacje w  rejonach konser
watywnych zdarzają się rzadko, w iele z nich jest chemicznie zachowaw
czych. Rejony te wykazują znaczną homologię z genem env A L V  (avian 
leukemia virus), [12]. Gdyby z genu env H IV  usunąć sekwencje super- 
zmiene to białko ig ły  miałoby mniej w ięcej tę samą długość, co produkt 
genu env A L V  [12].

W ydaje się [12], że rejony superzmienne env m ogły powstać na skutek 
rekombinacji z wycinanymi przypadkowo fragmentami kodowanymi przez 
genom gospodarza lub, że mutacje w  tych rejonach mogą być wynikiem  
duplikacji sekwencji wirusowych, oraz licznych mutacji punktowych.

Rejony superzmienne wydają się być istotne dla propagacji wirusa. 
Uważa się bowiem, że odcinki niezmienne gpl20 ukryte są wewnątrz 
struktury trzeciorzędowej gdzie oddziaływują ze sobą tworząc szkielet 
igły. Na zewnątrz zaś ig ły  wystają regiony superzmienne, tworząc duże 
„parasole” osłaniające regiony stałe przed rozpoznaniem przez układ im
munologiczny.
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Ryc. 3 Porównanie struktury glikoprotein gp85 i gp37 oraz gpl20 i gp41 wirusów 
A L V  i H IV  (wg. J. Coffin, Cell 46, 1—4, 1986, zmodyfikowano)

Taką interpretację funkcji rejonów obu typów  (niezmienne i super- 
zmienne) oparto m iędzy innymi na stwierdzeniu, że cysteiny tworzące w e
wnętrzną architekturę wiązań siarczkowych w  cząsteczce gpl20 występują 
w  rejonach zachowawczych —  a w  dodatku w  wysoce konserwatywnych 
pozycjach. Tak więc zmienność antygenowa igły, mogąca się przecież w y 
rażać w  kolejnych plonach wirusowych (częstość mutacji wynosi 1— 2 
zmiany zasad na jeden cykl replikacji) [12], może powodować utratę kon
tro li układu opornościowego gospodarza nad rozwojem  H IV  [12, 13, 16, 
21]. Zmienność ta może być również źródłem pojawiania się nowych im
munologicznie szczepów H IV  [12, 13]. Ponieważ wszystkie znane szczepy 
wirusa H IV  wykazują tendencję do zakażania jednego typu komórek, w y 
daje się, że regiony superzmienne nie kodują domen białkowych wiążą
cych się z receptorami T4 [12].

Obecność rejonów  superzmiennych w  białku env H IV  pozwala na w y 
sunięcie hipotezy zakładającej, że wirus wym yka się spod kontroli układu 
immunologicznego i namnaża się nieustannie w  organizmie, ponieważ w  
kolejnych plonach pojawiają się cząstki wirusowe odmienne antygenowo, 
w  efekcie zmian w  strukturze białka env. Hipoteza ta oparta jest na kilku 
niezależnych spostrzeżeniach. Pierwszym  są obserwacje dotyczące cyklu 
życiowego retrowirusa E IA V  (Equine Infectious Anemia Virus) —  czyli 
wirusa końskiej białaczki zakaźnej. Wykazano, że kolejnym  rzutom cho
roby objawiającym się u konia falam i gorączki towarzyszy pojawianie się
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w e krw i zwierzęcia nowych wariantów antygenowych wirusa, zaw ierają
cego zmienione białko otoczki [35]. Przeciwciała gospodarza nie niszczą 
takich nowych wariantów wirusa. Dopiero po pewnym  czasie organizm 
zwierzęcia produkuje nową generację przeciwciał skierowanych przeciwko 
pojaw iającym  się odmianom wirusa. Podobne zjawiska pojawiania się 
wariantów antygenowych stwierdzono przy in fekcji owiec wirusem visna 
[21]. Drugim spostrzeżeniem jest wysoka zmienność białka env badanych 
szczepów H IV. Trzecim  jest, charakterystyczna zresztą dla retrowirusa, 
wysoka częstość mutacji, wynikająca z kumulacji błędów zachodzących w 
czasie odwrotnej transkrypcji i transkrypcja prowirusa przez komórkową 
R N A  polimenazę II  zależną od DNA. Odwrotna transkryptaza jest w  trak
cie syntezy nici D N A  zdolna do „przeskakiwania” z jednej nici diploidal- 
nego macierzystego genomu R N A  infekującego komórkę —  na drugą 
i z powrotem. Powoduje to pojawianie się krótkich delecji i duplikacji 
czy zmian punktowych szczególnie w  rejonie 3’ genomu, od którego zaczy
na się odwrotna synteza D N A  czyli właśnie w  rejonie genu env [11, 13, 36].

Założenie analogii m iędzy mechanizmem ucieczki spod kontroli immu
nologicznej E IA V  i H IV , choć interesujące, może się okazać fałszywe. W y 
kazano na przykład, że wirus izolowany z lim focytów  dziecka urodzonego 
przez chorą matkę [37] różnił się znacznie od wirusa pochodzącego z leu
kocytów matki. W ydaje się, iż dwa te wirusy pochodziły od innych szcze
pów wyjściowych.

Być może, obserwowana zmienność wirusa H IV  nie odzwierciedla 
zmian mutacyjnych zachodzących w  trakcie cyklów  replikacji w tym  sa
mym organizmie gospodarza, lecz jest efektem  pierwotnego zakażenia w i
rusami różnych szczepów H IV  o różnej budowie genu env. Proces w ym y
kania się spod kontroli układu immunologicznego może przeto wynikać 
z mieszanych in fekcji oraz częściowego dryfu antygenowego (patrz dalej). 
A l i z o n  i w s p . [13] sugerują że dryf antygenowy —  zmienność białka 
env w wyniku mutacji wirusa zdarzających się w  organizmie nosiciela pro
wadzi do powstania odmian H IV, jednak nie na tyle różnych, by w ydo
stawały się spod kontroli układu immunologicznego. Autorzy ci uważają, 
że niewielkie zmiany białek otoczki pozwalają na rozpoznawanie przez ko
lejne plony wirusa, kolejnych sub-populacji lim focytów  zaliczanych do 
klasy T4 lecz mogących posiadać różne odmiany tego receptora.

VI. Mechanizmy regulacji ekspresji genów HIV: 
TAT-TAR; TRS i składanie genowe

Grupa badaczy współpracująca z J. S o d r o s k i m  zauważyła, że w 
komórkach zainfekowanych wirusem H T LV -I, który wyraża funkcje genu 
x-LO R , następuje wzrost poziomu m R N A  wirusowego i wzrost ekspresji 
genów znajdujących się pod kontrolą wirusowych odcinków LTR .
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Stwierdzono, że zjawiska te są związane ze zmianami na poziomie 
transkrypcji D N A  H T L V -I i ten typ regulacji nazwano regulacją T A T  
[10, 38] (ang. trans-acting transcriptional regulation czyli trans-aktywacja 
transkrypcji). Czynnikami transaktywującymi nazwano takie czynniki, 
które mogą regulować aktywność transkrypcyjną cząsteczki wirusowego 
D N A  innej niż ta, która je koduje. Czynnik transaktywujący w  H T L V -I 
jest inny od występującego w  H T L V -II. Zostały one nazwane odpowiednio 
tat-I i  tat-II [38]. S o  d r  o s  k i  przypuszczał [38], że fragment x-LO R  ko
duje białko, pełniące funkcję regulatora transkrypcji, działającego w  ukła
dzie trans, poprzez bezpośrednie powiązanie z L T R  H T L V  albo na drodze 
indukcji genów komórkowych. Efektem takiego działania byłaby stymula
cja transkrypcji genów znajdujących się ,pod kontrolą L T R  H TLV . Wkrótce 
potem stwierdzono [21, 39] obecność funkcjonalnego odpowiednika tat-I 
i tat-II u H IV, który nazwano ta t-III [39, 40] sugerując, że rola tego białka 
polega również na aktywacji transkrypcji D N A  wirusowego. Sugestia ta 
może nie być słuszna.

Istotną cechą różniącą ta t-III od tat-I i tat-II jest jego wysoka aktyw 
ność, bowiem powoduje on wzrost ilości syntetyzowanego białka 500— 1000 
razy [40], podczas gdy tat-I i tat-II aktywują syntezę białek H T L V -I i II 
około pięciokrotnie [41]. Stwierdzono także [38, 42], że T A T  dotyczy nie 
tylko genów wirusowych, ale także na drodze pozytywnej lub negatywnej 
wpływa na geny komórkowe.

Zawarty w  genomie H IV  gen ta t - I I I  składa się z trzech eksonów [43]: 
pierwszy —  niekodujący, pełniący funkcje lidera w  m R N A  o długości 250 
par zasad jest zawarty pomiędzy — 167 a 83 nukleotydem 5’L T R  (numera
cja wg. R a t  e r  d w s p . 1985); drugi ekson występujący pomiędzy sor 
a genem env pomiędzy 5365 a 5607 nukleotydem koduje 72 aminokwasy 
i jest absolutnie niezbędny do transaktywacji; trzeci ekson w  obrębie genu 
env, w  innej niż env ramce odczytu, pomiędzy nukleotydem 8053 a 9296 
koduje 14 aminokwasów (patrz Ryc. 5).

Produktem genu ta t - I I I  jest peptyd o łącznej długości 86 aminokwa
sów i masie 14 000. Zawiera on stosunkowo dużo aminokwasów zasado-

1 ekson II ekson III ekson

250 pz 242 pz 

72 amino kvwsv
V / 1243 pz 

14 aminokwasów
.

-167 83 5365 5607 8053 9296

Objaśnienia

I -  strzatki oznaczają początkowy i końcowy nukleotyd 
T i i l , [[I eksonu

pz -  para zasad

Ryc. 4 Schemat składania genu tat-III (wg. Science 2'29, A rya S. i wsp., Sodroski J. 
i wsp. 69—77 1985, zmodyfikowano)
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wych, a szczególnie argininy; jest także bogaty w  prolinę. Z analizy se
kwencji aminokwasowej wynika również, że nie zawiera on żadnych po
tencjalnych miejsc g likozylacji [33]. Charakter zasadowy tego peptydu 
może świadczyć o jego zdolności do wiązania się z kwasami nukleinowymi. 
Już dawniej było wiadomo, że w  obrębie odcinka L T R  retrowirusów znaj
dują się elementy kontroli transkrypcji [44]. S o d r o s k i  wykazał [38], 
że w  obrębie LT R  znajdują się sekwencje, których obecność jest niezbędna 
do transaktywacji i nazwał te sekwencje TAR . W ycięcie bowiem pewnych 
odcinków L T R  znosiło aktywujący w pływ  białek transaktywujących.

Bliższe badania wykazały, że sekwencja T A R  wykazująca zdolność do 
wiązania peptydu ta t-III występuje w  genomie H IV  w  obrębie odcinka R 
[41], znajdującego się w  5’L T R  [45]. Sekwencja ta znajduje się pomiędzy 
37 a 82 nukleotydem. Stwierdzono, że obecność T A R  w  obrębie lidera, 
(czyli niekodującego odcinka m R N A  rozpoznawanego przez inicju jący ry- 
bosom) wpływa hamująco na translację m R N A  H IV  będącego w  pozycji 
cis w  stosunku do tej sekwencji. Wprowadzenie do komórki produktu ge
nu ta t - I I I  znosi inhibicję translacji nie powodując wyraźnego wzrostu po
ziomu specyficznego m R N A  H IV  [22], być może jednak wpływ ając na 
wzrost stabilności tego m R N A  [41].

Widać więc, że peptyd ta t-III nie jest aktywatorem  transkrypcji H IV , 
znosi on jedynie blok translacyjny spowodowany przez obecność regionu 
T A R  w  LTR . Mechanizm aktywacji przez ta t-III może być związany z eu
kariotycznym aparatem translacyjnym. Odcinek T A R  zlokalizowany w  
rejonie „R ” L T R  H IV  w  wyniku obróbki transkryptów H IV  zostaje wbu
dowany w  sekwencje liderowe m R N A  wirusowego, gdzie tw orzy stabilne 
struktury drugorzędowe.

Wiadomo, że podczas in icjacji translacji podjednostka 40S rybosomu 
eukariotycznego wiąże się z końcem 5’ m R N A  i przesuwając się w  kierun
ku 3’ „szuka” w  m R N A  kodonu inicjującego. Drugorzędowa struktura w 
obrębie m R N A  może więc zakłócać ruch podjednostki wzdłuż m R N A  i re
dukować w  ten sposób wydajność inicjacji translacji. Uważa się, że peptyd 
ta t-III wiążąc się z TA R , zmienia strukturę drugorzędową zawartą w  se
kwencji liderowej i umożliwia dojście rybosomu do kodonu inicjatorowe- 
go. Wiązanie się peptydu ta t-III z m R N A  może wzmacniać nie tylko w y
dajność translacji ale i stabilność m RNA, co tłumaczy wzrost jego poziomu 
(m RNA). Niewykluczone, że podwyższy model może posłużyć do pełnego 
wyjaśnienia mechanizmu transaktywacji genomu H IV . Uważa się jednak 
również za możliwe, że peptyd ta t-III (lub indukowane przez niego czynni
ki komórkowe) rozpoznają odpowiednie sekwencje nie tylko w  R N A  ale 
i w  L T R  D N A  wirusowego. Może to prowadzić do działania ta t-III jako 
regulatora i translacji i transkrypcji [41].

Wiadomo także, że w  przypadku in fekcji oportunistycznych spowodo
wanych np. wirusem herpes (H S V -I) następuje stymulacja transkrypcji
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HIV, z czego wynika, że genom wirusa herpes także może pełnić funkcję 
transaktywującą [46].

Sądzi się, że ta t-III może wpływać na długość latencji H IV. W  1984 r. 
G a l i o  i w s p . [47] prowadząc badania nad opornością lim focytów  T4 
na H IV , zidentyfikowali dwie linie komórkowe (H4 i H9) wykazujące zna
czną oporność na wirusa. Niedawno stwierdzono, że oporność lim focytów  
H9 i H4 związana jest z ograniczeniem w  tych komórkach syntezy peptydu 
tat-III. Tak więc, pewne stany komórki, ograniczające ekspresję ta t -I I I  
prowadzą do powolnego namnażania się wirusa, bez doprowadzenia do 
śmierci gospodarza. Stosując linie H9 i  H4 można uzyskać ok. 1011 cząstek 
wirusowych na 1 ml hodowli [47] trwających bez wyraźnych objawów cy- 
topatycznych aż do 6 miesięcy. Można sobie wyobrazić, że aktywacja eks
presji ta t - I I I  w  takich komórkach może doprowadzić do gwałtownego 
wzrostu syntezy H IV  i w  efekcie —  przejścia in fekcji z fazy utajonej —  w  
aktywną.

Bliższe badania nad czynnością genu ta t - I I I  umożliwiło stwierdzenie, że 
wirus H IV  może się rozwijać nie tylko w  hodowlach in vitro  lim focytów  
T4, ale także w  komórkach cos-1 z nerki małpy konstytutywnie w yra
żających antygen T  simian virus 40 (SV  40). Kom órki takie podtrzymują 
replikację plazmidów zawierających ori SV 40 (origin of replication —  
początek replikacji genomu SV  40) [48]. W  plazmidy wyposażone w  rejon 
ori SV 40 wstawiano różne odcinki D N A  prowirusa H IV , poczynając od 
jego pełnej kopii, poprzez różnego rodzaju mutanty delecyjne zawierają
ce określone tylko fragmenty genomu H IV  [22, 43]. Chimerycznymi plaz
midami przeprowadzono transfekcję komórek cos-1 i wykazano, że pełne 
kopie D N A  prowirusowego są infekcyjne i powodują powstawanie w  ko
mórce autentycznych w irionów H IV. Tym  samym udowodniono, że wirus 
rozwijać się może w  komórkach nielim focytarnych i że swoistość komór
kowa H IV  związana jest wyłącznie z oddziaływaniem ze swoistym recep
torem T4.

Białka wirusowe syntetyzowane w  komórkach cos-1 transfekowanych 
plazmidami zawierającym i pełny genom lub fragm enty genomu H IV, 
identyfikowano immunologicznie [22], Stwierdzono wówczas, że oprócz 
białka ta t-III (m.cz. 14 000) immunoprecypitacji tym  samym przeciwcia
łem ulega białko o masie cząsteczkowej 26 000. Jest to najprawdopodob
niej białko syntetyzowane na m R N A  o sekwencji częściowo pokrywającej 
się z m RNA tat-III. W ydaje się, że m RN A  białka 26 000 powstaje w  w y 
niku zmian w  składaniu genu ta t-III. Składanie genu ta t - I I I  może więc 
przebiegać dwiema drogami —  jedną prowadzącą do powstania m R N A  ko
dującego białko 14 000 i drugą —  m R N A  kodującego białko 26 000, być 
może o zmienionej aktywności trans-aktywującej.

Składanie genów H IV  zachodzi podobnie w  lim focytach T4 i komórkach 
cos-1. Grupa G a l i o  [22] uznała, iż proces ten jest kontrolowany nie
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ty le  przez komórkę co przez produkty genowe wirusa. Sugestia ta wydaje 
się słuszną bowiem zidentyfikowano w  D N A  H IV  gen kontrolujący prze
bieg cięcia i składania m R N A  wirusowego. Mutant, w  którym  delecji ule
gał odcinek D N A  m iędzy 5367 a 5582 nukleotydem produkuje odmienny 
od dzikiego zestaw m R N A  wirusowych. W  takim mutancie nie stwierdza 
się praktycznie obecności transkryptu o pełnej długości genomu (a więc 
R N A  genomowego niezbędnego do organizacji in fekcyjnego H IV ) za to 
produkowane są krótkie transkrypty (2 kb) powstające w  wyniku cięcia 
i składania i kodujące m.in. białko ta t-III oraz śladowe ilości m R N A  ko
dującego białko env (4,3 kb).

E fekt delecji usuwa z genomu H IV  odcinek rozpoznający otwartą ram
kę odczytu, której kodon in icjatorowy zajmuje pozycję 5550— 5553. Ta 
ramka odczytu obejmuje 348 nukleotydów i zachodzi częściowo na frag
ment genu ta t-III, choć odczytywana jest w  innej fazie. Ta ramka odczytu 
mogąca kodować białko zbudowane ze 116 aminokwasów występuje w 
w ielu  różnych wariantach H IV , co sugeruje je j znaczenie funkcjonalne.

W ydaje się, że jest to now y gen H IV  kontrolujący proces składania 
m R N A  wirusowego, bowiem insercje czterech zasad w  końcowym re jo
nie tej ramki odczytu, nie naruszające struktur R N A  istotnych dla skła
dania, lecz zmieniające sekwencję hipotetycznego kodowanego przez ów 
gen białka, w yw ołu ją ten sam efekt co omówiona delecja. Wykazanie, że 
dw ie niezależne mutacje oddalone tak znacznie od siebie w  genomie H IV  
powodują (zmieniając tę samą ramkę odczytu), identyczne zmiany wzoru 
składania genowego, przemawia za tym, że to produkt owego genu kontro
lu je cięcie i składanie m R N A  H IV . Jest to regulacja typu trans, bowiem 
białko zsyntetyzowane na nici typu dzikiego może komplementować defekt 
mutacyjny występujący na innej nici R N A  wirusowego.

Odkrywcy tego nowego genu H IV  nadali mu wobec tego nazwę trs. 
Przew idywania oparte na analizie transkrypcji w  mutantach H IV  potw ier
dzają badania nad w pływ em  inhibitorów biosyntezy białka na proces skła
dania. Zahamowanie syntezy białka w  komórkach syntetyzujących R N A  
wirusowy w yw ołu je ten sam efekt co zmiany mutacyjne w  omawianej 
ramce odczytu, co sugeruje, że gen trs ulega ekspresji w  postaci białka 
niezbędnego do skierowania procesu obróbki transkryptów ku produkcji 
R N A  genomowego [22]. Odkrycie to ma pierwszorzędne znaczenie dla po
znania nie tylko mechanizmów ekspresji H IV , ale także przebiegu proce
sów cięcia i składania m RNA. Jak dotąd, uważa się, że proces ten regulo
wany jest przez własności „enzym atyczne” samych, odpowiednio uporząd
kowanych łańcuchów RN A , zdolnych do autokatalitycznego wycinania in- 
tronów i łączenia eksonów [49].

Od co najmniej ośmiu lat, jednakże, w  pracowni Słonimskiego w  G if- 
sur-Yvette (Francja), uzyskiwane są kolejne dowody wskazujące, iż w 
mitochondriach drożdży pewne procesy cięcia i składania kontrolowane
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są przez swoiste białka zwane maturazami. Są one kodowane przez otwar
te ramki odczytu, zlokalizowane w  intronach genu cytochromu b [42, 50, 
51, 52, 53]. Białka te kontrolują cięcie i składanie w  układzie trans, a mu
tacje tworzące np. trip lety terminalne w  ramkach odczytu kodujących owe 
białka, przerywają proces cięcia i składania. Zmiany w  aparacie transkryp- 
cyjnym  mitochondriów odbijają się na przebiegu procesu cięcia i składa

nia.

Hipoteza, że H IV  koduje białka kontrolujące cięcie i składanie gene
ralizuje teorię Słonimskiego i nadaje je j wym iar równocennej z teorią 
autokatalitycznego przebiegu cięcia i składania.

Problem  działania białka trs skomplikowany jest dodatkowo faktem, 
iż cięcie i składanie m R N A  H IV  zachodzi najprawdopodobniej w  jądrze 
komórkowym. Zmutowane prowirusy H IV  niosące delecję w  genie trs 
wcielone do genomu krowianki rozmnażającego się w  cytoplazmie, ulega
ją cięciu i składaniu prowadzącemu do powstania nie tylko m R N A  2kb 
ale i dłuższych odcinków m R N A  wirusowego [54], a więc tak jakby ich 
gen trs nie był zmutowany. Oznacza to, że kontrolna funkcja trs wyraża 
się wyłącznie na terenie jądra —  a przecież jeżeli produkt trs jest swois
tym białkiem, to syntetyzowany musi być w  cytoplazmie i wracać do ją
dra, gdzie kontrolowałby równowagę m iędzy długimi formami m R N A  
H IV  (genomowymi i m RNA env) a krótkim i kontrolującymi syntezę tat- 
I I I  i trs.

Współdziałanie m iędzy dwoma białkami regulatorowym i ta t-III i trs 
może być źródłem długotrwałego ukrytego przebiegu infekcji H IV . Jeżeli 
w  fazie początkowej po zakażeniu, cięcie i składanie prowadzi przede 
wszystkim do powstania białka tat-III, to białko trs kodowane przez na
kładające się sekwencje genomu, nie jest syntetyzowane i proces cięcia 
i składania generuje krótkie form y m R N A  odpowiedzialne za syntezę 
białka tat-III. W  tym  stanie transkrypcja nie prowadzi do powstania 
m R N A  gag i env, białko env nie jest syntetyzowane i  nie inkrustuje po
wierzchni zakażonego limfocytu. W  rezultacie zakażony lim focyt niosący 
prowirusa nie jest rozpoznawany przez układ immunologiczny i nie jest 
niszczony. Komórka taka, w  której nagromadzony jest aktywator trans
krypcji tat-III może stać się przy pewnej zmianie fizjologicznej zdolna do 
n iezwykle aktywnej syntezy białek wirusowych. Jeżeli pod w pływ em  
czynnika zewnętrznego w  komórce nastąpi ekspresja genu trs to powsta
wać zaczną długie transkrypty czyli R N A  genomowy i m RN A  gag i env; 
synteza transkryptów genomowych ograniczana występowaniem regu la
cyjnej sekwencji w rejonie R 3’L T R  zostanie bowiem zaktywowana przez 
nagromadzone białko tat-III, wiążące się z tą sekwencją. R N A  genomowe 
w  czasie cyklu życiowego wirusa, a także na skutek procesów cięcia i skła
dania generuje m RN A  env (4,3 kb). m R N A  gag i env w  komórce gdzie 
nagromadzone jest białko ta t-III ulegać będą intensywnej translacji, białko
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env rozpocznie inkrustację błony komórkowej, genomowe R N A  obudowa
ne zostanie białkami gag i wcielone w  pączkujące w iriony a komórka 
z uprzednio milczącym genomem H IV  stać się może źródłem gwałtownej 
infekcji.

Ten tak zwany mechanizm uporczywości infekcji, polegający na w y
mknięciu się wirusa spod kontroli immunologicznej poprzez nieekspono- 
wanie antygenu wirusowego na powierzchni ruchliwej komórki gospoda
rza i przy zmianie warunków na gwałtownym  przejściu do fazy  litycznej 
nazywany jest obrazowo „mechanizmem konia trojańskiego” [21]. Me
chanizm taki wydaje się być odpowiedzialny za uporczywość in fekcji w i
rusem visna, gdzie stwierdzono, że w  płynie m ózgowordzeniowym  owiec 
zakażonych visna, prowirus infekuje monocyty, lecz praktycznie nie ule
ga w nich ekspresji. Transkrypcję wirusowego R N A  i tym  samym induk
cję wirusa stymuluje proces dojrzewania monocytów do makrofagów, 
związany ze stymulacją antygenową monocytów. Tak w ięc czynnikiem 
zewnętrznym  wywołującym  zmiany w  procesie transkrypcji visna jest 
wyraźnie stymulacja antygenowa [21].

Można przypuszczać, że również aktywacja genomu H IV  związana jest 
ze stymulacją antygenową zakażonego lim focytu. Wskazuje na to fakt, 
że w  odpowiednich warunkach (niska koncentracja komórek, częsta w y
miana podłoża), zakażone lim focyty T4 przeżywają i  proliferu ją do 60 dni 
nie produkując wirionów. Hodowla taka przy dodatkowej stymulacji an
tygenowej natychmiast zaczyna produkować w iriony i wkrótce obumiera 
[55]. Mechanizm tego efektu stymulacji antygenowej nie jest jasny. W ia
domo, że stymulacja taka prowadzi do gwałtownego wzrostu produkcji 
interleukiny-2 [55] poprzez w pływ  na nieodczytywany regulatorowy od
cinek D N A  leżący po stronie 5’ genu IL-2 [56]. Odcinek ten wykazuje da
leko idącą homologię z rejonami L T R  H IV  [56], być może więc, stymulacja 
antygenowa podnosi nie tylko ekspresję genu IL-2 ale i prowirusa HIV. 
Wzrost stężenia IL-2 po stymulacji prowadzi do proliferacji zainfekowa
nych komórek T4, w  których następuje pełna ekspresja wirusa i ,,koń 
trojański” otwiera się, wysypując plon infekcyjnych cząstek, zakażających 
subpopulację zdrowych dotąd lim focytów.

Rekapitulując, kolejność zdarzeń może więc wyglądać następująco: w i
rus infekuje leukocyt, w  początkowej fazie nie wyraża się gen trs, cięcie 
i składanie genowe prowadzi do powstania m R N A  tat-III, wirus istnieje w 
postaci ukrytej. Stymulacja antygenowa prowadzi do proliferacji leuko
cytów  T4, czemu towarzyszy zmiana wzoru składania genowego HIV, po
wstają m R N A  kontrolujące syntezę białek strukturalnych, ich synteza 
jest aktywowana przez białko tat-III. Synteza w irionów  prowadzi do ob
umierania komórki, bowiem białko env inkrustując powierzchnię leuko
cytu w yw ołu je fuzje zakażonych komórek; syncycja obumierają, do krwi 
dostają się antygeny z lim focytów  gospodarza, organizm wytwarza prze
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ciw nim przeciwciała i nawet zdrowe leukocyty T4 zostają zniszczone w 
wyniku autoagresji immunologicznej [1, 21, 22, 45, 55]. W  sumie spada 
dramatycznie populacja lim focytów  T4 i chory cierpi na objawy immuno
supresji. Jeśliby ta hipoteza „konia trojańskiego” dobrze odzwierciedlała 
przebieg cyklu życiowego H IV, to prawdopodobnie w  pewnych etapach 
choroby, pozytywne efek ty mogłoby dać podawanie leków wywołujących 
immunosupresję, co zapobiegałoby autoagresji immunologicznej [21]. Jed
nakże ten mechanizm rozwoju choroby nie jest w  pełni udokumentowany. 
Rozprzestrzenianie się infekcji powolnym  retrowirusem, mimo tego, że w  
organizmie powstają skierowane przeciw wirusowi przeciwciała, może 
mieć inne podłoże, a mianowicie zmienność antygenową białek otoczki w i
rusa (patrz rozdz. V. Zmienność genomu H IV ).

G łównym  argumentem przemawiającym przeciwko teorii dryfu an
tygenowego, a za hipotezą „konia trojańskiego” jest przechodzenie H IV  
z fazy utajonej do gwałtownego cyklu litycznego, w  rezultacie stymulacji 
antygenowej.

VII. Miejsce H IV w grupie retrowirusów

Genom H IV  porównano z genomami następujących retrowirusów: 
H T L V -I i II, B LV  (Bovine Leukemia Virus), M oM uLV (Moloney Murine 
Leukemia Virus), RSV (Rous Sarcoma Virus) [10], Visna Virus [21], (Ryc. 
5). Dwa spośród wymienionych: M o-M U LV  i RSV są wirusami onkogen- 
nymi. Ich wspólną cechą jest występowanie w  genie gag, pomiędzy biał
kiem p l6— pl9 a białkiem p30— p27 małej cząsteczki białkowej zwanej 
prolgagtyną. W  cząstkach innych wymienionych wirusów prolgagtyna nie 
występuje. W  RSV występuje dodatkowo onkogen src umożliw iający 
transformację nowotworową. Białka kodowane przez gen env RSV i Mo
M uLV są nieco mniejsze niż u H T L V -III. Białka gpl20 i gp4l z H IV  odpo
wiadają gp85 i gp37 RSV, oraz gp70 i gpl5 M o-M uLV. W  genomach zarów
no RSV jak i M o-M uLV brak jest jednej ramki odczytu występującej w 
H IV  a mianowicie 3’ORF. H T L V -I i II wykazują większe podobieństwo 
sekwencji nukleotydowej do B LV  niż do H IV . N ie stwierdzono u nich 
występowania 3’ORF. N ie stwierdzono także występowania peptydu trans- 
aktywującego. Zdaniem R. C. G a l i o ,  który zalicza H IV  do wspólnego ty 
pu z H TLV -I i H T LV -II, peptyd transaktywujący jest kodowany w  genie 
x-LO R obu tych wirusów, będącym w  tej samej fazie odczytu z genem 
env [10]. Gallo uważa, że gen x-LO R  jest odpowiednikiem rejonu NCR.

W ydaje się jednak, że pomiędzy rejonami x -LO R  i tat-III występują 
zbyt duże różnice aby można je było uznać za odpowiedniki. Peptyd x- 
LO R  (obecnie nazywany w  H T L V -I i H T L V -II  odpowiednio tat-I i tat-II) 
jest ok. trzykrotnie w iększy od kodowanego przez H IV  peptydu tat-III 
[57]. Peptydy tat-I, II są kodowane w  3’ rejonie genomu za genem env.
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Ryc. 5 Porównanie struktury retrowirusów (wg. F. Wong-Staal i R. C. Gallo, Nature 
317, 395, 1985, i P. Sonigo. Celi 42, 369—382, 1985, zmodyifkowane. Pytajn ik oznacza 
niepełną informację na temat funkcji lub dojrzewania białka.

Sekwencje wiążące tat-I i tat-II są ulokowane w  obrębie rejonu U3 5’LTR  
[40], zaś sekwencja wiążąca ta t-III w  H IV  znajduje się w  rejonie R 5’LTR .

H IV  jest najbardziej podobny do wirusa visna. Oba w irusy charakte
ryzują się podobną sekwencją nukleotydową. Obydwa wykazują podobne 
efek ty cytopatyczne in v itro , zdolność do infekowania komórek mózgu oraz 
podobną morfologię. Ważnym wreszcie elementem upodabniającym H IV  
i visna jest to, że odwrotna transkrypcja u obu wirusów inicjowana jest 
przez tR N A Iys. W ydaje się, że H IV  jest pierwszym ludzkim wirusem, mo
gącym być zaliczonym do grupy systematycznej wirusów powolnych [21].
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VIII. Odmiany H IV  i pokrewne mu wirusy małpie

Wśród szczepów H IV  na uwagę zasługują niektóre wirusy pochodzące 
z A fryk i. W irusy powodujące A ID S  występują endemicznie w  Zairze i kra
jach A fryk i Centralnej. Ostatnio jednak stwierdzono występowanie retro- 
wirusa podobnego do H IV  w  Gwinei-Bissau [13]. Wykazuje on m orfolo
giczne i  cytopatyczne podobieństwo do H IV , jak również tropizm w  sto
sunku do lim focytów  T4. Jest jednak różny od H IV  genetycznie i anty- 
genowo. W  Senegalu stwierdzono występowanie wirusa bardzo zbliżonego 
do H IV , ale całkowicie niepatogennego. Przeciwciała przeciwko antyge
nom tego wirusa posiada spora część populacji Senegalu, a głównie pro
stytutki [13, 58]. Nowego wirusa nazwano H TLV -IV . In  v itro  namnaża się 
on w  lim focytach T ale ich nie zabija, jak również nie powoduje trans
form acji nowotworowej zaatakowanych komórek [58].

Również w  A fryce  stwierdzono występowanie małpich wirusów spo
krewnionych z H IV . Jednego z nich nazwanego S T L V -IIIAGM wyizolowano 
z nie wykazujących żadnych objawów chorobowych afrykańskich koczko- 
danów (african green monkey) [59]. Inny wirus S T L V -II IMAC wyizolowany 
z k rw i makaków z zespołem braku odporności immunologicznej (podobnym 
do A ID S ) pod względem  morfologii, patogenności a także tendencji do ata
kowania lim focytów  T4, wykazuje podobieństwo do HIV. Białka H IV  (gag, 
env i 3’orf) wykazują reakcje krzyżowe z białkami S T L V -IIIMAC. Metoda
mi serologicznymi stwierdzono, że najbardziej immunogenne są białka 
gpl60 i gpl20, podobnie jak w  przypadku H IV. Oba zwierzęce szczepy 
S T L V -II Iagm i S T L V - II IMAC są zbliżone antygenowo. Faktu występowania 
u małp afrykańskich wirusa podobnego do wirusa A ID S  nie można baga
telizować, ponieważ, na przykład doustna szczepionka z atenuowanych 
wirusów polio jest produkowana z pierwotnych nerkowych kultur tkan
kowych afrykańskich koczkodanów.

Artykuł otrzymano 30 kwietnia 1987 
Zaakceptowano do druku 1 czerwca 1987

PIŚM IENNICTW O

1. M o n t a g i e r  L., B r u n e t  J. B., K l a t z m a n n  D., (1985), La Recherche, 15, 
750—760.

2. Nature, 326, 435—436, (1987).
3. B a r r e - S i n o u s s i  F., C h e r m a n  J. C., R e y  F., N u g e y e r e  M. T., C h a -  

m a r e t  S., G r e v e s a  J., D a n g u e t  C., A x l e r - B l i n  C., R o s e n b a u m  W., 
M o n t a g n i e r  L., (1983), Science, 220, 868— 871.

4. G a l l o  R. C., S a l a h u d d i n  S. Z., P o  po  v i e  N., S h e a r e r  G. M., K a p 
l a n  M., H a y n e s  B. F., P  a 1 k e r, T. J., R e d  f i e l d  R., O 1 e s k e, J., S a f a 
r i  B., W h i t e  G., F o s t e r  P., M a r k h e m P. D., (1984), Science, 224, 500—503.

http://rcin.org.pl



422 M. JUNG, W. ZAGÓRSKI [241

5. L  e v y J. A., H o f f  m a n A. D., K r a m e r  S. M., L a u d i  J. A., S h i m m u k u -  
r o J. M., O s h i r o L. S., (1984), Science, 225, 840— 842.

6. S a r n g a d h a r a m  M. G., (1984), Science, 224, 506—508.
7. S o d r o s k i J. G., R o s e n  C. A., H a s e 11 i n e W. A., (1984), Science, 225, 381— 

385.
8. H o  H. D., (1984), Science, 226, 451—453.
9. G r o o p m a n J. E., (1984, Science, 226, 447— 449.

10. W o n g - S t a a l  F., G a l l o  R. C., (1985), Nature, 317, 395—403.
11. S h a w  G. M., H a r p e r  M., H a h n  P., E p s t e i n  R., G a j d u s e k  D. C., W o n g -  

S t a a l  F., G a l l o  R. C., (1985), Science, 227, 177— 182.
12. C o f f i n  J. M., (1986), Cell, 46, 1—4.
13. A l i z o n  M., W a i n - H o b s o n  S., M o n t a g n i e r  L., S o n i g o  P., (1986), Cell,

46, 63—74.
14. G a 11 o R. C., (1986), Sci.Am., 226, 78—88.
15. F e n n e r F., (1975—76), In tervirology  6, 1.
16. R a b s o n  A. B. i M a r t i n  M. A., (1985), Cell, 40, 477—480.
17. C o f f i n  J., (1986), Science, 232, 697—700.
18. (1987), Nature, 326, 533.
19. P e r t C. B., H i 11 J. M., R u f f  M. R., B e r m a n  R. M., R o b e y  W. G., A r t h u r  

L. O., R u s c e t t i  F. W., F a r r a r  W. L., (1986) Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 83, 
9254—9258.

20. G o n d a M., G a l l o  R. C., W o n - S t a a 1 F., C l e m e n t s  J., N a r a y a n  O., 
G i l d e n  R., (1985), Science, 227, 173—177.

21. S o n i g o  P., (1985), Cell, 42, 369—382.
22. F e i b e r g  M., J a r r e t t  R., A l d o v i n  A., G a l l o  R. C., W o n g - S t a a l  F., 

(1986), Cell, 46, 807—817.
23. S o d r o s k i J . , G o h  W., R o s e n  C., D a y t o n  A., T e r  w i l l i g e r  E., H a s e l 

t i n e  W. A., (1986), Nature, 321, 412—417.
24. S a n c h e z - P e s c a d o r  R., P o w e r  M., B a r r  P., S t e i n e r  K., S t e m p i e n 

M., L e v y  J., D i n a  D., L u c i v  P., (1985), Science, 227, 484— 492.
25. R a t n e r  L., H a s e l t i n e  W., P a t a r c a  R., L i v a k  K., S t a r c i c h  B., J o 

s e p h s  S., D o r a n  E., R a f a l s k i  A. J., W h i t e h o r n  E. A., B a u m e i s t e r  
K., I v a n o f f  L., P e t t e w a y  J r  S. R., P e a r s o n  M. L., L a u t e n b e r g e r  J. 
A., P a p a s  T. S., G h r a y e b  J., C h a n g  T. N., G a l l o  R. C., W o n g - S t a a l  
F., (1985), Nature, 313, 277— 284.

26. A l l a n  J. S., C o 11 i g a n J. E., L e e  T., M c L a n e  M., K  a n k i P., G r o o p - 
m a n  J., E s s e x  M., (1986), Science, 230, 810—813.

27. F r a n c h i n i  G., R o b e r t - G u r o f f  M., W o n g - S t a a l  F., G h r a y e l  J., 
K a t o  I., C h a n g  N. T., (1986), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 83. 5282—5285.

28. S o d r o s k i J . ,  G o h  W., R o s e n  C., T a r t a r  A., P o r t e t e l l e  D., B u r r y  A., 
H a  s e i  t i n e  W. A., (1986), Science, 231, 1549— 1553.

29. K i t c h e n L., B a r i n F., S u 11 i r o L., M c L a n e  M., B r e t t e r  D., L  e v i n e P., 
E s s e x  M., (1984), Nature, 312, 367—369.

30. S t a r c i c h  B., R a t n e r  L ,  J o s e p h s  S., O k a m o t o  T., G a l l o  R. C., W o n g -  
S t a a l  F., (1985), Science, 227, 538— 540.

31. L e e  T., C o l l i g a n  J., A l l a n  S., M c L a n e  M., G r o o p m a n  J., E s s e x  M., 
(1986), Science, 231, 1546— 1549.

32. K a n  N., F r a n c h i n i  G., W o n g - S t a a l  F., D u b o i s  G., G e r a r d  G. F., 
R o b e y  J., L a u t e n b e r g e r  J., P a p a s  T. S., (1986), Science, 231, 1553—1555.

33. A r y a S., G u o C., J o s e p h s  S., W o n g - S t a a l  F., (1985), Science 229, 69—74.
34. S t a r c i c h  B., H a h n  B., S h a w  G. M., M c N e 11 y P. D., M o d r o w S., W o l f

http://rcin.org.pl



[25] GENOM HIV 423

H., P a r k s  E., J o s e p h s  S., G a l l o  R. C., W  o n g - S t a a 1 F., (1986), Cell, 45. 
637—648.

35. M o n t e l a r o  J., (1984), J. Biol. Chem. 259, 10539— 10544.
36. Z a g u r y  D., (1984), Science, 226, 449—451.
37. H a h n  B., (1986), Science, 232, 1548— 1553.
38. S o d r o s k i ,  J., R o s e n  C. A., H a s e 11 i n e W. A., (1984), Science, 225, 381—385.
39. S o d r o s k i  J., P a t a r c a  R., R o s e n  C., W o n g - S t a a l  F., H a s e l t i n e  W.

A., (1985), Science, 229, 74—77.
40. R o s e n  C. A., S o d r o s k i  J., G o h  W. C., D a y t o n  A. L., L i p p k e  J., H a 

s e l t i n e  W. A., (1986), Nature, 319, 555—559.
41. C u l l e n  B. R , (1986), Cell, 46, 973—982.
42. D e  la  h o d  da  A., B a n r o q u e s  J., B e c a v  A. M., G o g u e l  V., P e r e o  J., 

S c h r o l d e r  R., J a c q  C., w  „Achievments and perspectives of mitochondria 
research”, vol. II, wyd. Quogriariello E., Slater E. C., Palmieri F., Saccone C., 
Kroom  A. M., (1985), 79— 88.

43. F i s h e r A. G., W o n g - S t a a l  F., G a 11 o R. C., (1986), Nature 320, 367—370.
44. T e m i n  H. M., (1981), Cell, 27, 15.
45. D a y t o n  A., S o d r o s k i  J., R o s e n  C. A., G o h  W. C., H a s e l t i n e  W. A., 

(1986), Cell, 44, 941—947.
46. M o s c a  J., B e r n a r d i k  M., R a j  N. B. K., R o s e n  C. A., S o d r o s k i  J. G., 

H a s e l t i n e  W. A., P i t h a P. H., (1987), Nature, 325, 67—70.
47. P  o p o v  i c M., S a r n g a d h a r a m M. G., R e a d E., G a l l o  R. C., (1984), Science, 

224, 497—500.
48. G lu z  m a n  P., (1981), Cell, 23, 175— 182.
49. C e c h T. R., (1986), Sci. Am., 225, 76—88.
50. J a c q C . ,  Ł a z o w s k a  J., S ł o n i m s k i  P. P., (1980), C. R. Acad. Sc. Paris, 290. 

1—4.
51. Ł a z o w s k a  J., J a c q  C., S ł o n i m s k i  P. P., (1980), Cell, 22, 333—348.
52. J a c q  C., P a j o t  P., Ł a z o w s k a  J., D u j a r d i n  G., C l a i s s e  M., G r o u -  

d i n s k y  O., D e  l a  So  l i e  H., G r a u d c h a m p  C., L a b o u e s s e  M., G a r -  
g o u r i  A., G u i a r d  B., S p y r i a d a k i s  A., D r e y f u s  M., S ł o n i m s k i  P. P., 
w „Mitochondial genes” , wyd. Słonimski P. P., Borst P., Attardi G., Cold Spring 
Harbor Laboratory, New  ork, 1892, 155.

53. G u i s o  N., S i f f e r t  O., D a u c h i n  A., S p y r i d a k i s  A., C l a i s s e  M., S ł o - 
n i m s k i  P. P., (1984), EM BO JO U R N A L, 3, 1769.

54. C h a k r a b a r t i  S., R o b e r t - G u r o f f  M., W o n g - S t a a l  F., G a l l o  R. C., 
M o s s  B., (1986), Nature, 320, 535—537.

55. Z a g u r y  D., B e r n a r d  J., L e o n a r d  L., C h e y n i e r  R., F e l d m a n  M., S a 
r i n  P., G a l l o  R. C., (1986), Science, 231, 850—853.

56. F u j i t a T., S h i b u y a H., O h a s h i  T., Y a m a m i s h i  K., T a n i g u s h i  T., 
(1986), Cell, 46, 401—407.

57. M a r x J. L., (1985), Science, 227, 156— 157.
58. M a r x  J. C., (1986), Science, 232, 157.
59. K  a n k i P. J., A  1 r o y J., E s s e x M., (1985), Science, 230, 951—954.

http://rcin.org.pl



Redakcja przypomina Autorom, że skróty oznaczające geny zapisujemy 
kursywą, np. src, mos itp. W bieżącym zeszycie Autorzy niektórych ar
tykułów niezastosowali się do tej reguły.
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z płytek, PH A  — fitohemaglutynina, PPP  — osocze ubogopłytkowe

I. Wstęp

W  ostatnich latach upowszechnił się pogląd, że zewnątrzkomórkowymi 
regulatorami proliferacji komórek są tzw. czynniki wzrostowe (ang. growth 
factors). Są to na ogół peptydy lub białka, działające za pośrednictwem 
swoistych receptorów wbudowanych w  błonę komórkową [1, 2].

Różne typy komórek wykazują różne wymagania względem  czynników 
wzrostowych i to zarówno odnośnie ilości, jak i rodzajów tych czynników. 
W  największym stopniu owe wymagania poznano w przypadku mysich fi-  
broblastów linii Balb/c 3T3 [3, 4], dla których S t i l e s  i w s p .  wyróżnili 
kompetencyjne i progresyjne czynniki wzrostowe. Czynniki kompetencyj-
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PAN, ul. L. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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ne to na mocy defin ic ji te, które regulują pierwszą fazę pobudzenia cyklu 
komórkowego. Inicju ją one pewne procesy biochemiczne, natomiast ich 
obecność nie wystarcza do wprowadzenia fibroblastów w  fazę S cyklu 
życiowego. Z kolei czynniki progresyjne uzupełniają działanie czynników 
kompetencyjnych, umożliw iając fibroblastom  wejście w  fazę S.

Podstawowym  przedstawicielem  kompetencyjnych czynników wzro
stowych jest białko PD G F (ang. platelet-derived growth factor), które w 
organiźmie jest magazynowane w  płytkach krwi. Źródłem zaś czynników 
progresyjnych jest tzw. osocze ubogopłytkowe (ang. platelet-poor plasma), 
które w  istocie jest surowicą krw i pozbawioną płytek, a zatem i uwal
nianego z nich PDGF. Wśród składników osocza ubogopłytkowego (P P P ) 
podstawowym czynnikiem  wzrostow ym  jest IG F -I (ang. insulin-like 
growth factor I) —  insulino-podobny czynnik wzrostowy 1., ziwany także 
somatomedyną C [3, 4]. Ponadto, do czynników progresyjnych zalicza się 
często EGF (ang. epidermal growth factor) —  naskórkowy czynnik wzro
stowy [3, 4].

Oprócz fibroblastów, w  badaniach pobudzenia cyklu komórkowego 
często stosuje się lim focyty, a w  szczególności mysie splenocyty (komórki 
śledziony) lub ludzkie komórki jednojądrzaste krw i obwodowej. Te pierw 
sze stanowią mieszaninę głównie lim focytów  T  i B, a zawierają także 
makrofagi. W  drugich zaś dominują lim focyty  T (50%— 70%), ale zarówno 
lim focyty B, jak i monocyty-makrofagi są również obecne. Zaletą stosowa
nia lim focytów  w  badaniach pobudzenia proliferacji jest zwłaszcza to, że 
komórki te, świeżo pobrane z organizmu, znajdują się fizjologicznie w fa
zie G0 cyklu życiowego [5].

Pobudzenie proliferacji lim focytów  zostanie przedstawione na przykła
dzie ludzkich lim focytów  T. Świeżo pobrane komórki jednojądrzaste krwi 
obwodowej człowieka można in  v itro  potraktować mitogenem swoistym 
dla lim focytów  T, jakim jest fitohemaglutynina (PH A , ang. phytohemag- 
glutinin). Wówczas tylko lim focyty T  wejdą w  cykl komórkowy, by w 
miarę synchronicznie, po ok. 50— 60 godzinach rozpocząć syntezę D NA 
(fazę S). P H A  jest białkiem roślinnym —  lektyną, o którym  wiadomo, że 
łączy się m.in. z receptorem lim focyta T  dla antygenu [6]. Aktyw acja tego 
receptora stanowi zapewne w  warunkach fizjologicznych, wewnątrz orga
nizmu, sygnał pobudzenia komórki T  do podziału.

Stymulacja proliferacyjna lim focytów  T  nie ogranicza się do wpływu 
PHA, czy antygenu na swoisty receptor. Potrzebna jest również współ
praca monocytów-makrofagów, występujących wśród komórek jednoją- 
drzastych krw i obwodowej. Izolowane lim focyty T (oczyszczone od ma- 
krofagów ) nie są efektywnie stymulowane przez P H A  do cyklu życiowego. 
Aczkolw iek fitohemaglutynina in icjuje w  takich komórkach pewne pro
cesy, to pozbawione kontaktu z makrofagami lim focyty T, pod wpływem  
PH A  n ie podejmują syntezy D NA. Przypom ina to trochę działanie czyn
ników kompetencyjnych na fibroblasty.
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Dopiero dodanie makrofagów, lub ich białkowego produktu —  interleu- 
kiny 1 pozwala lim focytom  T, traktowanym uprzednio P H A  na wejście w  
fazę S. Rola makrofagów polega na wytwarzaniu wym ienionej interleu- 
k iny 1, która z kolei stymuluje lim focyty T  do produkcji i wydzielania 
interleukiny 2. Ta ostatnia zwana jest również czynnikiem wzrostowym  
lim focytów  T  (ang. T  celi growth factor, TCGF), ponieważ umożliwia ko
mórkom mającym swoisty dla niej receptor kontynuację cyklu komór
kowego.

Ryc. l. Schemat pobudzenia lim focytów T do proliferacji
T — lim focyt T , m0 — makrofag, PH A — fitohemaglutynina, T X1_2R — lim focyt T  posiadający 
receptor dla 11-2, ma (11-1) — makrofag wytwarzający 11-1, 11-1 — interleukina 1, T  (11-2) — lim 
focyt T  wytwarzający interleukinę 2, 11-2 — interleukina 2, I1-2R —‘ receptor dla 11-2

II. Dane świadczące o genetycznej kontroli pobudzenia proliferacji

Pobudzeniu cyklu komórkowego przez czynniki wzrostowe towarzyszy 
stymulacja ekspresji pewnych genów, których białkowe produkty są w e
wnątrzkomórkowymi regulatorami tego procesu. Świadczy o tym  szereg 
danych (7].

4 Przede wszystkim stwierdzono, że zahamowanie aktywności enzyma
tycznej R N A  polimerazy I I  w  komórkach pobudzanych do proliferacji 
uniemożliwia im osiągnięcie fa zy  S. Enzym ten można poddać inhibicji za 
pomocą swoistego związku —  alfa-amanityny, albo też dzięki mikroin jekc ji 
swoistego przeciwciała. Można też skorzystać z linii komórkowej B H K  ts 
AF8, wykazującej tem peraturo-wrażliwy fenotyp odnośnie aktywności te
go enzymu. Kom órki tej lin ii zdolne są do całkowicie normalnego wzrostu 
i podlegania pobudzeniu wówczas, gdy hodowane są w  temperaturze per- 
m isyjnej (ang. permissive). W  temperaturze nieperm isyjnej tzn. wyższej
o kilka stopni Celsjusza nie ulegają stymulacji, zatrzymując się w  swois
tym  dla siebie punkcie fazy Gj. Uważa się, że mutacja prowadząca do w y 
twarzania termolabilnego białka związanego z aktywnością polimerazy 
R N A  II jest przyczyną opisanego fenotypu komórek.

Oprócz tej linii komórkowej, istnieje również szereg innych o podob
nym zachowaniu w  hodowli, o których jednak wiadomo, że mutacje doty
czą innych genów. Można zatem stwierdzić, że istnieje co najmniej kilka

T , M O — T11—2 r , M O ( i i - i )

T ( l  1-2)

T i i - 2 r 1 U . T + T
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różnych genów, których ekspresja nie jest krytyczna dla utrzymania przy 
życiu komórki spoczynkowej, ale jest niezbędna dla skutecznego pobudze
nia cyklu życiowego.

III. Geny, których ekspresja zależy od cyklu komórkowego

Opisane w  poprzedniej części pracy dane doświadczalne, świadczące
0 istnieniu genów związanych z regulacją cyklu komórkowego, skłoniły 
szereg grup badaczy do podjęcia prób identyfikacji takich genów. Zastoso
wano kilka różnych podejść eksperymentalnych [8].

Podejście najbardziej systematyczne polegało na sporządzeniu bibliotek 
cD N A swoistych dla komórek pobudzanych do proliferacji, a następnie 
na różnicowym przeszukaniu takich bibliotek pod kątem sekwencji swois
tych dla genów, których ekspresja wzrasta po stymulacji komórek do cy
klu życiowego. Otrzymano w  ten sposób kilkadziesiąt klonów cD N A  kom
plementarnych do genów, których ekspresja jest regulowana w  cyklu ży
ciowym. Następnie szereg z tych klonów poddano sekwencjonowaniu
1 stwierdzono, że kodują one pewne dobrze już znane białka np. enzym y 
glikolityczne [9], beta-aktynę [9], w imentynę [10], translokazę nukleoty- 
dów adeninowych [11]. Funkcję innych z wyszukanych genów można było 
wydedukować na podstawie sekwencji nukleotydów a przez to i białek. 
Na przykład w  zespole Nathansa w ykryto nowy czynnik wzrostowy —  
proliferynę [12], a w  zespole Basergi nowe białko wiążące wapń —  kalcy- 
klinę [13]. Trzeba jednak podkreślić, że funkcja zdecydowanej większości 
genów, których ekspresja zależy od cyklu życiowego, a które z iden ty fi
kowano dzięki przeszukaniu swoistych bibliotek cDNA, pozostaje nie
znana.

Inne podejście badawcze mające na celu określenie genów cyklu ko
mórkowego polega na sprawdzeniu, czy ekspresja pewnych znanych już 
genów zależy od pobudzenia proliferacji. Stwierdzono np., że ekspresja 
genów kodujących histony, kinazę tym idylanową, tubuliny, aktyny, inter
ferony, dekarboksylazę ornitynową i kalmodulinę zależy od cyklu komór
kowego [8, 14, 15, 16, 17, 18, 19].

Szczególnie owocne okazały się badania protoonkogenów. Wykazano, 
że ekspresja szeregu z nich wzrasta zdecydowanie w  okresie pobudzenia 
komórek spoczynkowych do cyklu życiowego. Należy tu wym ienić takie 
geny jak: c-K -ras, c-H -ras , c-N -ras, c-m yc, c-fos , c-m yb, p53 [8, 14, 15. 
16, 17, 18, 19].

W  ostatnim okresie stwierdzono, że ekspresja wielu z powyższych ge
nów jest pobudzana nie ty lko  przez złożone mitogeny (płodowa surowica 
cielęca, fitohemaglutynina podawana w obecności makrofagów), ale rów 
nież przez chemicznie czyste czynniki wzrostowe. Na przykład pobudzenie 
ekspresji c-m yc , c-/os, oraz genów kodujących dekarboksylazę ornitynową.
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aktynę i w imentynę może zostać w ywołane działaniem PD G F i EGF, ale 
nie insuliny i P P P  [8, 9, 20]. Z kolei 11-2 pobudza czynność protoonkogenu 
c-myc [21].

Co więcej, wykazano również, iż wybiórcza aktywacja szlaków zależ
nych od określonych przekaźników drugiego rzędu prowadzi do pobudze
nia ekspresji niektórych genów. Zaobserwowano np., że stymulacja kina
zy białkowej C, a także, niezależnie, podwyższenie stężenia cytoplazma- 
tycznego jonów Ca2+ stymuluje ekspresję protoonkogenów c-jos  i c-m yc  
[8, 20].

IV. Czynnościowy udział onkogenów i protoonkogenów 
w pobudzeniu cyklu komórkowego

Pierwszych danych świadczących o tym, że produkty pojedyńczych 
genów mogą inicjować łańcuch zjawisk prowadzących komórki spoczyn
kowe do podjęcia replikacji jądrowego D NA, dostarczyły badania wirusów 
onkogennych o genomach zbudowanych z D N A (SV40, wirus polyoma, 
adenowirusy) [22]. Na przykład w  badaniach G a l a n t i ’ e g o  i w s p .
[23] stwierdzono, że gen wirusa SV40, kodujący białko T  zdolny jest, po 
wprowadzeniu drogą mikroiniekcji, do pobudzenia cyklu życiowego komó
rek spoczynkowych. Podobną własność wykazano również dla białkowych 
produktów genu E l A  Adenowirusa [24].

W  ostatnich latach zgromadzono liczne dane świadczące o tym, że biał
kowe produkty niektórych protoonkogenów mogą brać udział w regulacji 
proliferacji. Stwierdzono, że produkty onkogenów i protoonkogenów ro
dziny ras (K-ras i H-ras) zdolne są do pobudzenia komórek spoczynkowych 
do wejścia w cykl życiowy [8]. Co w ięcej, wybiórcze usunięcie funkcjonal
ne tych białek z komórek proliferujących (takiego usunięcia można doko
nać dzięki iniekcji swoistego przeciwciała) powoduje, że komórki takie za
trzymują się w  fazie G x, nie będąc zdolne do kontynuacji cyklu życiowe
go [25].

Również mikroiniekcja przeciwciała skierowanego przeciwko białku p53 
hamowała cykl komórkowy w  fazie G t [8, 26, 27]. Z kolei wprowadzenie 
drogą mikroiniekcji genu kodującego p53 do komórek spoczynkowych, 
wprowadzało te komórki w  stan kompetencji. To znaczy, że komórki sta
w ały się zdolne do podjęcia syntezy D N A  pod warunkiem podania im rów 
nież czynników progresyjnych np. osocza ubogopłytkowego [28].

Bardzo podobne w yniki przyniosły badania nad protoonkogenem c-myc. 
Również w  tym  przypadku obecność białka c-myc powodowała, że komór
ki spoczynkowe przechodziły w stan kompetencji [2, 29, 30].
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V. Podsumowanie: protoonkogeny a aktywacja komórki 
do różnych czynności biologicznych

Przedstawione pow yżej dane sugerują, że protoonkgeny mogą stanowić 
składniki genetycznej kontroli pobudzenia komórek do proliferacji. W y 
pada jednak wspomnieć o licznych danych wskazujących na udział tych 
samych genów w  regulacji różnicowania komórek. W ystarczy powiedzieć, 
że np. c-m yc, c-jos  i c-H -ras  ulegają zwiększonej ekspresji w  wyniku po
budzenia komórek guza chromochłonnego szczura PC12 do różnicowania 
w  kierunku neuronów [8, 31, 32, 33]. Proces neuronalnego różnicowania 
komórek PC 12 odbywa się pod w pływ em  czynnika wzrostu nerw ów  N G F 
(ang. nerve growth factor). Różnicowanie komórek PC12 pod w pływ em  
N G F łączy się z zahamowaniem proliferacji tych komórek. Co w ięcej m i- 
kroinjekcja onkogenu H-ras pobudza komórki PC 12 do różnicowania w  
kierunku neuronów [34].

Podsumowując, wypada stwierdzić, że funkcja protoonkogenów nie jest 
swoiście związana z regulacją proliferacji, ale również z pobudzaniem ko
mórek do wypełniania różnorodnych czynności biologicznych, których 
podstawą jest ujawnienie nowych cech.

Artykuł otrzymano 10 kwietnia 1987 
Zaakceptowano do druku 22 maja 1987
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I. Wstęp

Przekształcenie komórek normalnych w  nowotworowe może zachodzić 
w wyniku przyjęcia przez komórki egzogennego D N A  (najczęściej prow i- 
rusowego D N A  wirusów onkogennych lub D N A  wyizolowanego z komórek
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nowotworowych) albo pod wpływem  różnych czynników fizycznych lub 
chemicznych. Proces ten określany jest mianem transformacji nowotworo
wej*. Natomiast wprowadzenie egzogennego materiału genetycznego do 
komórek (najczęściej hodowanych in v itro ) nosi nazwę transfekcji**. Zm ia
ny towarzyszące (przemianie komórki normalnej w  nowotworową mają 
podłoże genetyczne i są następstwem przegrupowań strukturalnych geno
mu prowadzących do „aktyw acji”  komórkowych genów transformujących 
(protoonkogenów). Większość poznanych protoonkogenów charakteryzuje 
się wysoką stabilnością ewolucyjną —  wykazują one dużą homologię w 
grupie organizmów wyższych. Świadczy to o ich udziale w  podstawowych 
procesach życiowych (wzrost, proliferacja) normalnych komórek somatycz
nych. W yraźny postęp w  badaniach nad identyfikacją komórkowych genów 
transformujących nastąpił głównie dzięki zastosowaniu metod umożliw ia
jących wprowadzanie genów do komórek. Obecnie wiadomo, że komórki 
eukariotyczne zdolne są do przyjęcia egzogennego D N A  w  postaci całych 
chromosomów [1], w  wyniku przeniesienia sekwencji genowych w  w ekto
rach wirusowych D NA-w irusów  [2, 3], bądź w  liposomach [4], a także przy 
użyciu m ikroiniekcji [5], elektropulsacji [6] oraz w wyniku fu zji komórek 
bakterii z eukariotycznymi komórkami docelowym i [7]. Ponadto D N A  
może być wprowadzony do komórek metodą transfekcji zależnej od 
DEAE-dextranu [8] oraz zależnej od precypitacji D N A  z fosforanem wap
nia [9], Ostatnia z wym ienionych powyżej technik jest podstawową metodą 
umożliwiającą identyfikację onkogenów komórkowych. Jednocześnie testy 
transfekcyjne pozwalają na ocenę własności transformujących genów zw ią
zanych z .procesem transformacji nowotworowej. Badania z wykorzysta
niem transfekcji dały dowody na to, że przebieg spontanicznie powstają
cych nowotworów  człowieka i zwierząt jest zwykle procesem wieloetapo
wym, prowadzącym do wyodrębniania się nowych subklonów komórko
wych zastępujących form y macierzyste w  wyniku selektywnych przysto
sowań do wzrostu.

II. Komórkowe geny związane z transformacją nowotworową

Na temat genów transformujących i molekularnego podłoża procesu 
transformacji nowotworowej ukazało się w  piśmiennictwie szereg szcze
gółowych opracowań [10— 22]. Przyjm u je się, że w  trakcie rozwoju nowo
tworów  obok tzw. genów transformujących odpowiedzialnych za przemia

* Problem transformacji nowotworowej został szeroko omówiony w  artykule 
Chorążego i Szali (Post. Biochem., 29, (1983), 261— 298). Niektóre aspekty poruszone 
były również w artykułach E. Kalinowskiej (Post. Biochem., 31, (1985), 617—630) oraz
B. Gołos (Post. Biochem., 31, (1985), 601—615).

** Na temat ekspresji genów wprowadzanych do komórek metodą transfekcji 
ukazał się w  Postępach Biochemii artykuł Ewy Kalinowskiej (Post. Biochem., 31,
(1985), 617—630).
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ny komórek normalnych w  nowotworowe (onkogeny wirusowe bądź akty
wowane onkogeny komórkowe*), istotną rolę odgrywają geny o funkcji 
supresorów nowotworowych oraz tzw. geny modulatory. Sekwencje supre- 
syjne, zwane też „anty-onkogenam i” [15, 17] ulegają delecji lub funkcjo
nalnemu zablokowaniu przed rozpoczęciem rozwoju nowotworu. Przyk ła
dem może być zlokalizowany w  chromosomie 13 gen rb-1, którego 
normalna funkcja polega na indukowaniu końcowego różnicowania się 
komórek w  tkance. W  komórkach retinoblastomy rb-1 może występować 
w  postaci heterozygotycznej lub homozygotycznej [17]. W  przypadku he- 
terozygotyczności genu rb-1 zmiany transformacyjne komórek retinoblas
toma są ściśle związane z wcześniejszą mutacją lub delecją jednego allelu, 
przy czym mutacje zachodzące w  komórkach rozrodczych mogą być dzie
dziczone. Natomiast w  przypadku homozygotyczności, mutacji (somatycz
na mutacja recesywna) lub delecji (często z w iększym  fragmentem chro
mosomu 13) ulegają obydwa allele rb-1 [17].

Analogiczne „ le z je ” pojedynczych genów towarzyszą powstaniu takich 
nowotworów jak neuroblastoma, drobnokomórkowy rak płuc czy też guz 
W ilm s’a [15]. Własności supresyjne recesywnych anty-onkogenów stw ier
dzono także wykonując analizy cytogenetyczne komórek hybrydowych 
(komórka nowotworowa x komórka normalna) wykazujących utratę cech 
onkogennych [15]. Geny modulatory należą prawdopodobnie do dużej gru
py genów, wpływających na rozwój nowotworu. Są wśród nich geny 
zgodności tkankowej (ang. MHC —  major histocompatibility complex ge
nes), a także geny enzymów proteolitycznych (np. kolagenaza IV ). P ro 
dukty tych genów choć nie biorą udziału w  transformacji nowotworowej, 
wpływ ają na „uzłośliw ienie” komórek nowotworowych (na ich inwazyjny 
wzrost) oraz ^wym ykanie” się spod immunologicznej kontroli organizmu 
[15].

W  genomach normalnych komórek organizmów wyższych stwierdzono 
występowanie szeregu genów (protoonkogenów), które w  form ie „zakty- 
w owanej” —  w  wyniku mutacji punktowych, insercji promotora wiruso
wego, translokacji chromosomalnej lub innych przegrupowań struktural
nych (geny fuzyjne), zdolne są do wywołania transformacji nowotworowej 
[10 — 18, 23, 24]. Protoonkogeny komórkowe (proto-onc) w  komórkach nor
malnych stanowią około 0,1% wszystkich genów [25] i biorą udział w  pro
cesach wzrostu i różnicowania komórek [10, 15, 16, 19, 22]. Stwierdzono 
dużą homologię genów proto-onc ze znanymi wcześniej sekwencjami on
kogennych retrowirusów. W  wyniku przeprowadzonych analiz ustalono, 
że onkogeny komórkowe w  przeciwieństwie do wirusowych są typowym i 
genami mozaikowymi i składają się z intronów oraz eksonów. Obecnie 
przeważa pogląd [10— 16, 18], że onkogeny wirusowe są pobranymi w  w y-

* Różnice pomiędzy onkogenami komórkowymi (c-onc) i wirusowymi (v-onc) oraz 
ich udział w  procesie transformacji nowotworowej zostały omówione w  artykule 
Chorążego i Szali (Post. Biochem., 29, (1983), 261—298).
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niku rekombinacji genetycznej fragmentami proto-onkogenów komórko
wych, które podlegają transkrypcji, a onkogenne retrowirusy —  wtórnie 
powstałymi chimerami. N ie wszystkie komórkowe geny transformujące 
mają jednak swoje odpowiedniki w  genomach retrowirusowych. N ie ziden
tyfikowano dotychczas sekwencji v-onc homologicznych z onkogenami 
raka sutka int-1 i  int-2 [26— 28], a także genami Pim-1 i tek [29, 30] oraz 
onkogenem kodującym białko p53 [31, 32]. Na podstawie różnic w  lokali
zacji oraz w  strukuralnych i czynnościowych własnościach białkowych 
produktów aktywacji można wyróżnić pięć grup poznanych dotychczas 
onkogenów komórkowych [18, 19] (Tab. 1).

Tabela 1

Podział onkogenów komórkowych pod względem lokalizacji i własności białkowych produktów 
ich aktywacji.
Sporządzono na podstawie pozycji literaturowych nr. 18, 19, 21, 22, 24, 61.

Grupa Onkogeny
Lokalizacja 

produktów białkowych
Własności produktów białkowych

I c-sis
płyny ustrojowe, 
powierzchnia błon ko
mórkowych

czynnik wzrostu komórek, homologicz
ny z podjednostką B PDGF

II

c-src, c-fms, c-ros, 
c-neu, c-abl, c-fgr, 
c-erbB, c-yes, c-fes/ 
/fps, oncD (c-trk)

błony cytoplazmatycz- 
ne

receptorowe białka błonowe, wykazujące 
aktywność kinazy tyrozynowej (produkt 
c-erbB jest homologiczny z receptorem 
EGF)

Ila c-raf/mil, c-mos błony cytoplazmatycz- 
ne

białka wykazujące aktywność kinazy 
serynowej

III

c-erbA, c-ets, c-rel, 
c-ski, met, mel, 
Blym, dbl, mcf-2, 
mcf-3

cytoplazma, błony lub 
nieznana

białka receptorowe lub nieznane (pro
dukt c-erbA jest homologiczny z rece
ptorem tyroksyny)

IV c-ras błony cytoplazmatycz- 
ne

białko związane z aktywnością GTP-azy

V
c-fos, c-myb, c-myc, 
P53 jądra

białka uczestniczące w regulacji tran
skrypcji genów

Podstawą do takiego podziału stały się wyniki badań, w  których stw ier
dzono homologię pomiędzy produktami onkogenów, a czynnikami wzrosto
w ym i oraz ich receptorami. Wykazano m iędzy innymi, że skład aminokwa- 
sowy i struktura produktu białkowego onkogenu c-sis (p28), są identyczne 
z sekwencją i strukturą podjednostki B czynnika wzrostowego z płytek
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krw i (PD G F ) [21, 22, 33], natomiast produkty onkogenów c-erbB i c-fms 
są homologiczne z receptorami innych czynników wzrostowych odpowied
nio EGF i CSF-1 [19, 34— 36]. Ponadto białkowe produkty aktywacji ta
kich onkogenów jak c-ros, c-neu, c-fgr, c-yes, c-src, c-abl, (c-fps), wykazują 
aktywność kinazy tyrozynowej, charakterystyczną dla białek receptoro
wych i są ściśle związane z błoną komórkową [19, 37— 41]. Osobną grupę 
stanowią onkogeny c-myc, c-myb i c-fos, których produkty lokalizowane 
są w  jądrach komórkowych i pełnią funkcję regulatorów transkrypcji [12—  
16]. Tak szeroki zakres czynnościowy onkogenów komórkowych sugeruje 
występowanie powiązań funkcjonalnych pomiędzy nimi. S t i 1 e s [22] 
i H e l d i n  {21] zakładają istnienie kaskadowej aktywacji onkogenów 
(Ryc. 1), prowadzącej do wytworzenia nowotworowego fenotypu komórek. 
Zgodnie z tym  modelem czynniki wzrostowe (np. PDGF), m ogłyby inicjo
wać zmiany transformacyjne w  komórkach wpływając poprzez oddziały
wanie z receptorami błonowymi na procesy regulacji transkrypcji genów. 
Zmiana ekspresji onkogenów kodujących białka związane z aktywnością 
kinaz białkowych m ogłaby następnie prowadzić do wzrostu pobudliwości 
komórek na czynniki wzrostowe i w  efekcie na przyspieszenie tempa po
działów komórkowych. W  późniejszych stadiach rozwoju nowotworu moż
liwa byłaby redukcja kaskady polegająca na uniezależnieniu się komórek 
nowotworowych od wpływu czynników wzrostowych.

c-sis _

4

Ryc. 1. Schemat kaskadowej aktywacji onkogenów komórkowych. Sporządzono na 
podstawie danych o lokalizacji i funkcji białkowych produktów aktywacji onkoge
nów (Tab. 1) oraz na podstawie pozycji literaturowych nr. 21 i 22.

Obecnie prowadzone są badania, których celem jest poznanie udziału 
różnych onkogenów komórkowych w  procesie transformacji nowotworo
wej. Większość doświadczeń tego typu wykonano dzięki zastosowaniu tes
tów  transfekcyjnych.
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III. Wprowadzanie D N A  do komórek metodą transfekcji 
zależnej od fosforanu wapnia

Transfekcja zależna od fosforanu wapnia została po raz pierwszy opi
sana przez G r a h a m a  i V a n  d e r  E b a  w  1973 roku [9]. Opraco
wana wówczas metodyka była wielokrotnie modyfikowana, m iędzy innymi 
przez zespół W  i g 1 e r a [42] oraz B a r b a c i d a  [43], główna jej zasada 
pozostaje jednak niezmieniona. Proces transfekcji polega na inkubacji ko
mórek (najczęściej w  hodowli jednowarstwowej) z D N A  osadzonym na 
kryształach fosforanu wapnia. Strąt C a -P 0 4-D N A  przygotowuje się po
przez dodanie chlorku wapnia do preparatów D N A  rozpuszczonych w 
buforze zawierającym fosforany. U tworzony precypitat ulega adsorpcji na 
powierzchni błon komórkowych, a następnie wchłaniany jest przez ko
mórki, prawdopodobnie w  wyniku procesu fagocytozy [44]. Ekspresja 
wprowadzanego D N A  wykrywalna jest po około 20 godzinach po trans
fekcji [45] oraz po 3 godzinach w  przypadku m ikroiniekcji D N A  do jąder 
komórek ptasich [46]. Wynika z tego, że transport D N A  z błony cytoplaz- 
matycznej do jąder trwa około 17 godzin. Jednakże mechanizmy warun
kujące przyjęcie przez komórki wprowadzonego metodą transfekcji D NA, 
a następnie jego aktywację są słabo poznane. Prawdopodobnie sekwencje 
egzogennego D N A  są połączone ze sobą w  postaci dużych struktur linior 
wych, które są wbudowywane do D N A  komórek biorców, a następnie w 
całości replikowane [47]. Ostatnio wykazano, że infekcja komórek wirusa
mi H T L V  (ang. human T-lym photropic viruses) silnie podnosi ekspresję 
genów wprowadzonych metodą transfekcji [48]. C u l l e n  [49] sądzi, że ob
serwowany wzrost ekspresji genów związany jest z wywołanym i infekcją 
retrowirusową zmianami w  błonie cytoplazmatycznej komórek biorców 
i w  efekcie wzrostem włączania egzogennego DNA.

W  badaniach transformacji nowotworowej in v itro  transfekcji podda
wane są najczęściej fibroblastopodobne komórki embrionalne pochodzące 
z utrwalonych linii komórkowych (N IH  3T3, REF, QEC, itp.), w yprowa
dzonych z zarodków gryzoni lub ptaków. Ekspresja genów wprowadza
nych metodą transfekcji, w  zależności od linii komórkowej i warunków 
doświadczenia wykrywana jest w  komórkach stanowiących 10~6— 10-4 
wszystkich komórek docelowych [50]. Fibroblasty mysie lin ii BALB/c 3T3 
zdolne są do przyjęcia obcego D N A  w  ilości odpowiadającej 1/3 zawartości 
D N A  jądrowego (w  przeliczeniu na jedną komórkę) (badania własne). 
Efektywność transfekcji (ilość wprowadzonych sekwencji) uzależniona jest 
od ilości oraz wielkości fragm entów D NA, od doboru warunków precypi- 
tacji (stężenie chlorku wapnia, skład i pH buforu zawierającego fosforany) 
oraz od czasu inkubacji komórek z precypitatem ([9] oraz badania własne). 
W  przypadku prowadzenia transfekcji fragmentami genowym i klonowa
nymi w  plazmidach korzystne jest stosowanie dodatkowo D N A  wysoko-
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cząsteczkowego jako materiału nośnikowego [9]. Wzrost kompetencji* ko
mórek biorców do przyjęcia egzogennego materiału genetycznego można 
uzyskać poprzez inkubację komórek z DEAE-dextranem bezpośrednio 
przed transfekcją [9] lub krótkotrwałą inkubację z 20% dimetylosulfo- 
tlenkiem [51] albo z 25°/o glicerolem  [52] podczas transfekcji.

W  celu wprowadzenia wysokocząsteczkowego DNA, korzystne wydaje 
się zastosowanie inkubacji precypitatu D N A  z komórkami znajdującymi 
się w  zawiesinie (badania własne) —  zgodnie z modyfikacją transfekcji wg 
C h u  i S h a r p a  [53]. W  efekcie takiego postępowania uzyskujemy 
wzrost powierzchni kontaktowej oraz większe prawdopodobieństwo fago- 
cytozy strątu C a-P 04-D NA. K lon y  komórek wykazujących ekspresję wpro
wadzonych sekwencji D N A  otrzym uje się w  wyniku selekcji komórek 
biorców. W  tym celu wraz z fragmentami D N A  precypitacji poddaje się 
m arkery plazmidowe, zawierające najczęściej gen „neo” odporności na 
neomycynę [54— 57] bądź gen „ tk ” —  kinazy tym idynowej [56, 57]. K o 
mórki po transfekcji przenosi się na podłoża selektywne, zawierające ana
log neom ycyny (Geneticine G-418) lub tzw. medium H A T  (hipoksantyna, 
aminopteryna, tymidyna), a otrzymane w  efekcie kolonie opornych ko
mórek poddaje się testom na ekspresje wprowadzanych genów. Obok me
tod hybrydyzacji kwasów nukleinowych [58] z powodzeniem stosowane są 
tu przeciwciała monoklonalne przeciwko antygenom kodowanym przez 
wprowadzane sekwencje genowe [52, 59].

IV. Ocena aktywności transformacyjnej 
genów wprowadzanych do komórek 
metodą transfekcji

W  kulturze fibroblastopodobnych komórek embrionalnych (N IH  3T3, 
REF, QEC), poddanych transfekcji przy użyciu wirusowych lub komórko
wych genów transformujących, zachodzą zmiany w  m orfologii oraz w 
przystosowaniu komórek do wzrostu i proliferacji. Powstają ogniska (ko
lonie) stransfarmowanych komórek (ang. focus farmation). W  ogniskach 
obserwowany jest wzrost w ielowarstwowy, spowodowany zanikiem zja
wiska hamowania kontaktowego (charakterystycznego dla hodowli normal
nych fibroblastów) oraz brakiem zdolności komórek do adhezji na ścianach 
naczyń hodowlanych (ang. anchorage independent). Oceny własności trans
formujących wprowadzanych sekwencji dokonuje się na podstawie w y 
ników testów transfekcyjnych —  testu na tworzenie ognisk komórkowych 
w  pożywce płynnej (ang. focus assay) oraz testu na tworzenie kolonii ko

* Wzrost kompetencji komórek do przyjęcia egzogennego DNA wprowadzanego 
metodą transfekcji zależnej od fosforanu wapnia, rozumiany jest tu jako efekt dzia
łania wymienionych związków chemicznych na błonę komórkową, który prawdopo
dobnie objawia się wzrostem tempa fagocytozy strątu Ca-POł-DNA.
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mórek w  półpłynnym agarze (ang. colony formation in soft agar) [60— 64]. 
Tumorogenność otrzymanych klonów komórek (zdolność do w ywoływania 
nowotworów ) sprawdza się przez podanie ich nagim myszom (ang. nude 
mice). W  przypadku „foous assay” ognika stransformowanych komórek 
oblicza się w  10— 14 dniu po transfekcji prowadząc hodowlę przy obniżo
nym do 5°/o stężeniu surowicy cielęcej [65]. P rzyjm u je się, że ilość ognisk 
komórkowych w  przeliczeniu na fxg D N A  użytego do transfekcji (FFU/|xg 
D N A  —  focus form ing units) stanowi wskaźnik własności transformują
cych wprowadzanych genów.

Otrzymane klony komórek można poddać następnie testom na przeży- 
walność oraz zdolność do proliferacji [65], określając w  ten sposób tzw. 
stabilność transformacji. W  wyniku transformacji komórek in v itro  zw ięk
sza się poziom wydzielanych przez nie do medium czynników wzrosto
wych, takich jak TG F (transforming growth factor), FGF (fibroblasts 
growth factor), PD G F (platelet derived growth factor), EGF (epidermal 
growth factor) i inne. Dla określenia ekspresji genów, kodujących białka 
wzrostowe stosuje się nieraz test m itogenny [66]. Supernatanty znad ko
mórek poddanych transfekcji, zawierające czynniki wzrostowe są zbiera
ne i następnie podawane jako m itogeny do hodowli normalnych komórek. 
Wzrost tempa podziałów komórek świadczy o podwyższonym poziomie 
czynników wzrostowych oraz w  sposób pośredni o aktywności transkryp- 
cyjnej genów związanych z procesem transformacji nowotworowej. Opi
sane powyżej testy wym agają jednak zawsze w iarygodnie przeprowadza
nych prób kontrolnych ze względu na spontaniczne zmiany transform acyj
ne jakim ulegać mogą komórki z lin ii ustabilizowanych. Badania prowa
dzone przez zespół W  i g 1 e r a [67] oraz C o o p e r a  [68] dowiodły bowiem, 
że w  wyniku transfekcji fibroblastów N IH  3T3 przy użyciu D N A  z nor
malnych komórek człowieka może dojść do powstania genów transformu
jących.

V. Aktywacja genów transformujących 
w komórkach nowotworowych

Zgromadzone do tej pory dane eksperymentalne świadczą o tym, że 
„aktyw acja” pojedynczego onkogenu, zarówno w  wyniku przyłączenia 
promotora jak i w  wyniku translokacji czy mutacji jest niewystarczająca 
dla całkowitego przekształcenia komórek normalnych w  nowotworowe. 
Uzyskane w  efekcie zmiany (w  przypadku lin ii pierwotnych) polegają 
zwykle na wykształceniu fenotypu komórek „nieśm iertelnych” (immor- 
talizowanych), pozbawionych jednak zdolności tworzenia kolonii w  m ięk
kim agarze oraz indukowania nowotworów  u nagich myszy. Wprowadzenie 
do komórek normalnych dwóch aktywnych onkogenów jednocześnie lub
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w  wyniku następujących po sobie transfekcji znacznie zwiększa częstość 
transformacji. Podobną funkcję mogą pełnić wprowadzane wraz z onko
genem sekwencje wzmacniające (ang. enhancer) lub promotorowe (naj
częściej pochodzenia wirusowego). Silne własności transformujące onko- 
gennych retrowirusów związane są również z aktywnością dwóch zinte
growanych onkogenów komórkowych. Przykładem  może być genom pta
siego retrowirusa M ill-H ill Nr. 2 (MH2), indukującego nowotwory i trans
formującego komórki in vitro. Zawiera on onkogen v-m yc (obecny także 
w  trzech innych retrowirusach MC29, C M II i OKIO) oraz onkogen v-m il
o sekwencji zbliżonej do genu src wirusa RSV  [69]. W  ptasich komórkach 
N R  (ang. neuroretina cells) transformowanych MH2 w ykryto mutanta 
MH2 (MH2PA200), niezdolnego do morfologicznej transformacji ptasich 
komórek embrionalnych. Brak własności transformujących mutanta oka
zał się wynikiem  —  delecji części genu v-m yc i brakiem jego aktywności 
[70],

Transformowane onkogenami myc lub ras komórki linii REF (ang. rat 
embryo fibroblasts) nie są zdolne do wywołania nowotworów u nagich 
myszy. Dopiero w  wyniku wprowadzenia obu onkogenów jednocześnie 
fibroblasty REF zmieniają się w  typowe komórki nowotworowe [65]. A k 
tywacja c-myc może następować w  wyniku insercji sekwencji retrowiru- 
sowych, co stwierdzono w  indukowanym wirusem A L V  chłoniaku Burkit- 
ta [23], wywodzącym  się z lim focytów  B odpowiedzialnych za produkcję 
immunoglobulin. Obok genu c-myc w  komórkach B L  (ang. Burkitt lym p
homa) w ykryto wysoką ekspresję innych onkogenów, Blym  oraz N-ras 
{72, 73], W  tym wypadku „aktyw acja” c-myc związana jest raczej z począt
kowym  etapem transformacji nowotworowej, natomiast „aktyw acja” B lym  
lub N-ras z wytworzeniem  nowotworowego fenotypu komórek BL [74].

Y -l. Współdziałanie onkogenów oraz aktywujące własności 
sekwencji wirusowych

Zupełnie odmienny mechanizm aktywacji c-myc występuje w  a fry 
kańskiej odmianie chłoniaka Burkitta, która jest silnie związana z infek
cją wirusem Epsteina-Barra (EBV) [14]. Wykazano, że EBV jest poten
cjalnym  czynnikiem „unieśmiertelniającym” dla ludzkich komórek B, 
a jego aktywność wykrywana jest w  postaci dwóch antygenów jądrowych, 
EBNA-1 i EBNA-2. L im focyty  krw i osób zakażonych EBV mają n iew iel
ką zdolność do tworzenia kolonii w  agarozie i nie tworzą nowotworów 
u nagich myszy. Dane te wskazują, że D N A  EBV odpowiedzialne jest za 
początkowy etap transformacji nowotworowej komórek B. Świadczy o tym  
również fakt, że komórki transformowane EBV w  przeciwieństwie do no
wotworowych komórek BL, są zależne od wydzielanego przez nie czynni
ka wzrostowego —  BCGF (B —  cell growth factor) [14]. Stwierdzono, że 
uzyskanie typowego fenotypu nowotworowego przez komórki infekowane
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EBV, związane jest ściśle z aktywacją c-myc, który ulega translokacji do 
jednego z trzech loci immunoglobulinowych [14]. Ten typ „aktyw acji” 
c-myc warunkuje zmiany komórek charakterystyczne dla późnej fazy 
transformacji nowotworowej [14].

Ostatnio zaobserwowano również współdziałanie pomiędzy onkogenami 
c-myc i c-raf. Przeprowadzenie badań nad kooperacją tych dwóch onko- 
genów podyktowane było w ykryciem  w  komórkach jednej z odmian drob- 
nokomórkowego raka płuc SCLC —  SC/LC (ang. small cell/large celi) am- 
plifikacji genu c-myc [75] oraz ekspresji c-raf-1 [76]. C l e v l a n d
i w s p .  [25] skonstruowali rekombinanty pomiędzy plazmidami p3611MSV 
(ra f) oraz pMH2 (mil/myc) i pMC29 (myc), otrzymując form y J-l, J-2, J-3, 
J-5. H ybrydy J -l i J-2 zaw ierały fragm enty raf końca 5’ z plazmidu 
p3611-MSV oraz m il końca 3’ z pMH2, połączone z fragmentem 5’ myc po
chodzącym z pMH2, przy czym forma J-2 zawierała dodatkowo sekwencje 
myc końca 3’ pMC29. Rekombinant J-3 w  porównaniu z J-2 pozbawiony 
był 17 kodonów w  miejscu SphI końca 3’, w  którym  dołączony był do 
fragmentu mil, natomiast J-5 zawierał tylko v-m yc z pMC29. Stw ierdzo
no, że wirusy J -l i J-2 w  przeciwieństwie do J-3 i J-5 indukują tworzenie 
ognisk w hodowli komórek N IH  3T3 i wywołują nowotwory u nagich 
myszy. Wcześniej zaobserwowano także [77, 78], że do wzrostu in v itro  
komórek pochodzących z guzów indukowanych u myszy wirusem 3611- 
M SV (v-ra f) konieczna jest interleukina 3 (IL-3). Okazało się jednak, że 
uniezależnienie tych komórek od IL-3 można uzyskać przez transfekcje 
wirusami tramsdukującymi v^raf i v-m yc [25]. Tym  samym wykazano 
współdziałanie onkogenów m yc i raf w  procesie transformacji nowotwo
rowej.

Serię ciekawych doświadczeń przeprowadził S m i t h  i w s p .  [79] 
wykazując, że związanie produktu onkogenu ras (p21) przeciwciałem  anty- 
p21 (Y13-259) prowadzi do zmian w  transformacji komórek N IH  3T3. 
Stwierdzono, że fibroblasty N IH  3T3 poddane transfekcji onkogenami, ko
dującymi białka homologiczne z receptorami czynników wzrostowych (fes, 
fms, src), są zależne od obecności p21. Neutralizacja białka p21 powodowa
ła obniżenie włączania sH -tym idyny do komórek. Natomiast komórki tran
sformowane onkogenami, których produkty lokalizowane są w  cytopla- 
zmie i wykazują aktywność kinazy serynowej (mos, raf) okazują się być 
niezależne od ekspresji genu ras. Interesująco przedstawia się również 
aktywacja onkogenu c-mos. Dotychczas [80, 81] znane były aktywujące 
własności wirusopodobnych cząstek A  (IA P  —  ang. intracisternal A  parti
cie), które ulegały wbudowywaniu do sekwencji kodujących genu c-mos. 
Sekwencje powtarzalne IA P  (IA P  L T R ) zawierają dwa promotory, jeden 
odpowiedzialny za transkrypcję genomu IA P , drugi zaś inicjujący trans
krypcję c-mos. Ostatnio okazało się, że włączanie promotora genu c-mos 
może być regulowane przez produkty białkowe onkogenów c-myc, p53,
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wirusa SV40 i adenowirusa E l A  [82]. W  ten sposób IA P  L T R  byłyby og
niwem  pośrednim w  procesie transaktywacji onkogenu c-mos. Zdaniem 
L  u r i i  i H o r  ow  i t z a [82], autorów doświadczeń, obserwowane przez 
nich zjawisko transaktywacji może występować również jako jeden z me
chanizmów aktywacji innych onkogenów. Podobnie, wbudowane prowi- 
rusowe sekwencje o charakterze promotorowym lub wzmacniającym są 
ściśle związane z aktywną formą innych onkogenów. Przykładem  może 
być wbudowanie fragm entów L T R  (ang. Long terminal repeat) w  regionie 
promotora genu c-myc, przy pierwszym  eksonie końca 5’ [20] oraz akty
wacja genów int-1, int-2 lub Pim-1, odpowiednio przez w irusy M M TV
i M L V  [20, 28]. Duże znaczenie przypisuje się również w p ływ ow i prowi- 
rusowych sekwencji gag na aktywność transformacyjną onkogenów. 
M a t h e y - P r e v o t  i B a l t i m o r e  [83] porównali własności trans
formujące genów v-abl, v-src, i v-fps, potwierdzając wcześniejsze donie
sienie [84], że delecja gag w  wirusie A -M u LV  przenoszącym v-abl odpo
wiedzialna jest za utratę zdolności wirusa do transformacji komórek lim - 
foidalnych. Ponadto wykazano, że wbudowanie sekwencji gag na końcu 5’ 
onkogenów v-src i v-fps, pozbawionych promotora, zwiększa ich aktyw
ność transformacyjną (mierzoną w  FFU ) od 3 do 5 razy [83].

„A k tyw acja ” onkogenów z rodziny ras związana jest z mutacjami punk
towym i. Występują one w  kodonie 12 i 61 [11, 85], przy czym  znana jest 
również mutacja kodonu 13 w  genie N-ras [86]. Własności transformujące 
c-Ha-ras z mutacjami pojedynczym i (12 lub 61) oraz podwójnym i [12 i 61] 
są takie same [85], jedynie C i c h u t e k  i D u e s b e r g  [87] utrzymują, 
że zmiany mutacyjne nie mają wpływu na „aktyw ację” onkogenów z gru
py ras. Wiadomo natomiast, że czynnikiem pobudzającym ekspresję c-ras 
może być antygen p53 [88, 89], onkogen c-myc, gen kodujący tzw. duży 
antygen T  (large T-antigen) oraz geny adenowirusa E l [63, 65, 90, 91], 
Ostatnio grupa W e i n b e r g a  [65] przeprowadziła w nikliw e badania 
własności transformujących c-Ha-ras. Wykazano, że ras wprowadzony do 
komórek REF wraz z genem neo oporności na neomycynę, w yw ołu je sta
bilną transformację nowotworową w  10% kolonii komórek, które w  w yn i
ku transfekcji uzyskały odporność na neomycynę. Pobrane z kolonii klony 
komórek posiadały 10-krotnie wyższą ekspresję ras aniżeli komórki trans
formowane łącznie genami ras i myc. Nowotworowa transformacja komó
rek REF przez jeden onkogen jest w ięc możliwa, lecz zachodzi z niezwykle 
małą częstością i związana jest z wysokim  poziomem ekspresji wprowa
dzanego genu [65],

Zdaniem grupy W e i n b e r g a  [65] oraz L u r i i  i H o r o w i t z a  
[82] podczas transformacji nowotworowej ma miejsce współdziałanie po
m iędzy dwoma grupami onkogenów. Do pierwszej grupy należą geny 
wirusów polyoma i SV40, kodujące tzw. duży antygen T, gen adenowirusa, 
którego produktem jest antygen E l A  oraz onkogeny v-m yc i c-myc. Biał
ka produkowane przez onkogeny grupy I w ykryw ane są w  jądrach ko
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mórkowych i pełnią rolę aktywatorów transkrypcji onkogenów grupy II, 
których produktami są białka cytoplazmatyczne takie jak tzw. średni an
tygen T  (m iddłe-T antigen) wirusa polyoma oraz białko p21, kodowane 
przez onkogeny z rodziny ras.

V-2. Własności transformujące
wysokocząsteczkowego DNA nowotworowego

Wprowadzanie wysokocząsteczkowych preparatów D N A  nowotworo
wego daje możliwość wykrywania w  klonach transformowanych komórek 
sekwencji odpowiedzialnych za przemiany nowotworowe. Identyfikację 
genów transformujących przeprowadza się poprzez selekcję klonowanych 
fragmentów D N A  otrzymanego z transformantów. K lony powodujące 
transformację komórek N IH  3T3 w  testach transfekcyjnych zawierają on
kogeny odpowiedzialne za transformujące własności nowotworowego DNA.

Zdaniem C h o r ą ż e g o  i S z a l i  [10] w yn ik i prowadzonych wcześ
niej doświadczeń, w  których uzyskano transformację komórek N IH  3T3 
wprowadzając do nich D N A  w yizolow any z komórek normalnych oraz 
niska wydajność transformacji obserwowana po podaniu niektórych pre
paratów D N A  nowotworowego dowodzą, że zjawiska związane z transfor
macją nowotworową na modelu komórek N IH  3T3 są mało uniwersalne. 
Jednakże należy zauważyć, że D N A  nowotworowy różni się od D N A  z ko
mórek normalnych obecnością genów transformujących. Własności trans
formujące D N A  nienowotworowego [92] wprowadzanego do komórek mo
gą być spowodowane samą procedurą transfekcji. W  efekcie może dojść 
bowiem do rekombinacji pomiędzy wprowadzanym materiałem genetycz
nym, a D N A  komórek-biorców prowadzącej do uaktywnienia komórko
wych genów transformujących.

Zgodnie z koncepcją C o o p e r a  i in . [93] własności transformujące 
D N A  nienowotworowego wzrastają jednak dopiero w  drugim cyklu trans
fekcji (gdy używamy D N A  z komórek transformowanych wcześniej D N A  
nienowotworowym), a więc różnice w  częstotliwości transformacji in v itro  
przy użyciu D N A  z komórek normalnych i nowotworowych powinny być 
stwierdzalne w  testach transfekcyjnych. Jeżeli tak nie jest i obserwowana 
jest wysoka transformacja komórek zarówno po podaniu nowotworowego 
jak i nienowotworowego D N A, oznacza to, że użyto niewłaściwej, sponta
nicznie transformującej lin ii komórkowej lub komórki były zbyt w iele 
razy pasażowane przed transfekcją. Jeżeli natomiast komórki nie ulegają 
transformacji lub transformują z bardzo małą częstotliwością przyjmuje 
się, że jest to wynikiem  niskich własności transformujących badanego pre
paratu D N A  nowotworowego. Może to być jednak związane również z ma
łą podatnością komórek do przyjęcia egzogennego DNA. W  celu uniknię
cia dwuznaczności w yników  wysokocząsteczkowe preparaty D N A  wpro
wadza się z markerami selektywnymi, a transformację ocenia się w kio-
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nach opornych komórek, o których wiadomo, że wbudowały egzogenny 
materiał genetyczny. N iestety nie wszystkie pracownie przestrzegają ta
kiego protokołu transfekcji, co w  rezultacie stwarza trudności w  porów
nywaniu własności transformujących nowotworowego D N A  stwierdzanych 
w  różnych laboratoriach [94— 98].

T h o r g e i r s s o n  i w s p .  [99] otrzymali stransformowane nowo- 
tw orow o komórki N IH  3T3 w  wyniku transfekcji przy użyciu D N A  z ludz
kich komórek ostrej białaczki lim fatycznej i  szpikowej oraz z komórek 
raka pęcherza. W  klonach komórek transformowanych przy użyciu D N A  
z ostrej białaczki szpikowej, stwierdzono podwyższoną aktywność onko- 
genu N-ras, związaną z mutacją w  kodonie 13 [86]. Zwiększoną ilość trans- 
kryptów  ras znaleziono również w  fibroblastach N IH  3T3 poddanych 
transfekcji przy użyciu D N A  z komórek osteosarcoma [100],

S r i v a s t a v a  i w s p .  [101] zastosowali transfekcję wysokocząstecz- 
kowym  D N A  do badań heterogenności białka p21 (produkt ras). Komórki 
N IH  3T3 transformowano D N A  izolowanym z lin ii komórkowych T24
i HS578T, zawierających c-Ha-ras z mutacją kodonu 12 (G ly- >  Val)
i (G ly - >  Asp) oraz z lin ii Hs242, SW1271 i JPT26 z aktywowanym N-ras 
lub Ha-ras w  pozycji 61 (G lu - > L e u )  lub (Glu- >  A rg). Stwierdzono, że 
istnieją różnice w  elektroforetycznych obrazach prążków białka p21, otrzy
manego z komórek transformowanych przy użyciu D NA, zawierającego 
ras z mutacją kodonu 12 oraz ras z mutacją kodonu 61.

Ostatnio wykazano, że transformanty otrzymane w  wyniku transfekcji 
fibroblastów N IH  3T3 przy użyciu D N A  wyizolowanego z wątrobiaka 
szczura wykazują wysoką aktywność genu c-raf [102].

Natomiast B o s  i w s p .  [103] badając własności transformujące 
D N A  z różnych nowotworów człowieka udowodnili, że istnieje możliwość 
wykrycia „aktyw nych” sekwencji onkogennych, nawet w  preparatach 
D N A  o niskiej zdolności do transformacji. Użyto D N A  z raka żołądka, któ
ry  w  hodowli komórek N IH  3T3 indukował powstanie 2 ognisk na 100 ¡ig 
wprowadzonego D N A  (100-krotnie mniej niż D N A  z komórek EJ raka 
pęcherza, zawierających „ak tyw ny” Ha-ras) oraz D N A  z komórek raka 
pęcherza (in vivo), który indukował 15 ognisk na 100 fig DNA. Otrzymane 
klony transformantów namnożono i wyizolowano z nich D NA, który uży
to do drugiej transfekcji. Uzyskano w  ten sposób wzmocnienie aktywacji 
genów transformujących, obecnych w  D N A  nowotworowym , co pozwoliło 
stwierdzić, że w  komórkach raka żołądka istnieje podwyższona ekspresja 
genu Ki-ras, a w  komórkach raka pęcherza genu N-ras.

V-3. Geny fuzyjne

Większość genów transformujących identyfikowanych przy pomocy 
testów transfekcyjnych okazała się homologiczna z onkogenami rodziny 
ras. N iektóre z wykrywanych sekwencji różnią się jednak od znanych już
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onkogenów. Należą do nich geny met [104], mel [105], dbl [61] oraz oncD
[24]. W  laboratorium B a r b a c i d a  [24] zidentyfikowano cztery różne ge
ny transformacyjne występujące w  komórkach raka okrężnicy, nazwane 
one A, B, C i D. Onikogeny one A, B i C by ły  homologiczne odpowiednio 
z transformującymi allelam i Ha-ras-1, Ki-ras-2 i N-ras, natomiast one D 
różnił się od znanych sekwencji onkogennych. Transform ujący klon D N A  
(20 kpz) zawierający one D wyizolowano z komórek N IH  3T3 w  trzecim 
cyklu transfekcji i poddano subklonowaniu. Otrzymane fragm enty D N A  
użyto jako sondy genowe do identyfikacji transkryptów one D w  trans- 
formantach N IH  3T3. Dwa z tych subklonów, pDM6 (1.4 kpz) i pDMB 
(2.7 kpz) w ykryw a ły  m R N A  o długości 2.5 kpz, który stw ierdzany był 
również w  normalnych komórkach N IH  3T3 oraz transformowanych ge
nem ras. W ystępowanie związanego z one D R N A  w  nietransformowanych 
komórkach N IH  3T3 sugerowało, że w  skład badanego onkogenu wchodzą 
sekwencje transkrybowane w  normalnych komórkach mysich. Przepro
wadzono sekwencjonowanie pDM6 i pDM8, stwierdzając wysoką ich ho- 
mologię z klonem hTM NM -1 ludzkiego pseudogenu tropom iozyny nie- 
mięśniowej. Następnie ustalono sekwencję nukleotydową całego genu one
D, który składa się z 2301 pz, a w  tym  z 1923 pz produkujących peptyd 
złożony z 641 aminokwasów. Fragment kodujący poprzedzony jest na 
końcu 5' sekwencjami nie ulegającymi translacji o długości 232 pz, a na 
końcu 3' sekwencjami niekodującymi (143 pz). Sekwencje nieulegające 
translacji mają charakter bogatych w  G i A  fragm entów powtarzalnych. 
W  obszarze od pozycji -63 do +664 znajdują się sekwencje homologiczne 
z pierwszym i 7 eksonami genu tropomiozyny, który podczas rearanżacji 
genetycznej uległ przedzieleniu m iędzy 7 i 8 eksonem. W  tym  też m iej
scu nastąpiło przyłączenie sekwencji, które pomiędzy pozycją +1015
i +1773 wykazują homologię z retrow irusowym i omkogenami kodującymi 
białka receptorowe związane z aktywnością kinazy tyrozynowej (v-abl, 
v-erbB, v-fes/fps, v-fgr, v-fms, v-ros, v-src, v-yes). Tak więc one D jest 
genem fuzyjnym  powstałym w  wyniku przegrupowania strukturalnego, 
które spowodowało jego aktywność transformacyjną. M a r t i n - Z a n c a
i w s p .  [24] proponują dla genu one D nazwę trk (tropomiozyna, receptor, 
kinaza).

Innym przykładem aktywacji onkogenów komórkowych przez rearan- 
żację genetyczną jest omawiane już przeniesienie myc do loci immunoglo- 
bulinowych występujące w  komórkach B L  (Burkitt lymphoma) i M PC 
(mouse plasmacytoma) oraz przemieszczenie c-abl z chromosomu 9 do 22, 
charakterystyczne dla komórek C M L (chronic myelogenous leukemia) po
siadających tzw. chromosom Philadelphia [15, 16]. Zmiana loci c-abl, jak 
się okazało powoduje zmiany w  wielkości i własnościach produktu białko
wego genu [16]. Obok normalnego peptydu (145 kDa) produkowane jest 
białko fuzyjne, 210 kDa kodowane przez przemieszczony c-abl oraz frag
ment 3’ sekwencji ber występujących w  chromosomie 22. Poprzez pod
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wyższoną aktywność kinazy tyrozynowej białko to upodabnia się do pro
duktu transformacyjnego genu v-abl [16].

VI. Uwagi końcowe

Badania transformacji nowotworowej w warunkach in  vitro, z zastoso
waniem testów transfekcyjnych um ożliw iły i nadal umożliwiają identy
fikację genów transformujących. P rzy  pomocy metody transfekcji doko
nuje się oceny transformujących własności genów oraz preparatów D N A  
pochodzących z komórek nowotworowych, przy czym wykazano, że w 
pewnych warunkach sam proces transfekcji może być przyczyną powsta
nia „aktyw nych” sekwencji onkogennych.

Procesy warunkujące aktywację komórkowych onkogenów związane 
są z przegrupowaniem strukturalnym prowadzącym do powstania genów 
fuzyjnych lub połączenia genu transformującego z sekwencją typu „en 
hancer” lub „prom otor” .

Obserwowane zjawiska pozwalają wyjaśnić charakter zmian w  komór
kowych systemach kontroli oraz zakres powiązań m iędzy komórkowymi 
genami transformującymi występujący w  spontanicznie rozwijających się 
nowotworach.

A rtyku ł napisano w ramach prac finansowanych z C PB R  3.13.3.
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I. Wstęp

Identyfikacja molekularnych podstaw wielu wrodzonych wad metabo
lizmu, rozwój nowoczesnych technik diagnostyki prenatalnej, monitoro
wanie chorób genetycznych oraz poznanie w ielu genetycznych czynników 
odpowiedzialnych za występowanie takich chorób, jak cukrzyca, m iażdży
ca, i w iele innych, przyczyn iły się do wzrostu znaczenia genetyki medycz
nej w  ostatnich 15 latach.

Dzięki znacznemu rozwojow i nowych molekularnych technik badaw
czych wyizolowano poprzez klonowanie kilkadziesiąt spośród około 100 000 
genów, składających się na ludzki genom. Określono również sekwencje 
par zasad niektórych genów lub też wprowadzano geny do innych komó
rek celem poznania ich funkcji. W  badaniach takich często korzysta się 
z nowych zdobyczy informatyki i technik obliczeniowych. Wymienione 
metody badawcze znalazły zastosowanie w  diagnostyce chorób genetycz
nych.

W  niniejszej pracy szczególną uwagę zwrócono na zastosowanie tech
nik rekombinacji D N A  w  diagnostyce i monitorowaniu chorób genetycz
nych oraz na perspektywy zastosowania terapii genowej. N iektóre proble
m y etyczne i prawne, wywołane wprowadzeniem nowych technik gene
tycznych, są w  pracy zaznaczone, jednak nie będą szczegółowo omawiane.

II. Technika rekombinacji D NA
w diagnostyce i monitorowaniu chorób genetycznych

Zastosowanie biologii molekularnej w  diagnostyce chorób genetycz
nych przyczyniło się do określenia występowania specyficznych mutacji 
punktowych oraz delecji genowych wywołujących określoną chorobę oraz 
zlokalizowania na chromosomach genów, odpowiedzialnych za występo
wanie chorób genetycznych.

II-l. Wstępna molekularna 
charakterystyka choroby genetycznej

Do niedawna diagnostyka genetycznie uwarunkowanych chorób meta
bolicznych opierała się m iędzy innymi na oznaczaniu biochemicznych de
fektów  stanowiących podłoże danej choroby. Diagnostyka prenatalna była 
możliwa jedynie w  przypadku, gdy ekspresja patologicznego genu wystę
powała w  fibroblastach płodowych. Um ożliw iało to rozpoznanie zaledwie 
2%  ogólnej liczby chorób dziedziczących się według praw Mendla.

Dzięki wprowadzeniu enzymów restrykcyjnych i klonowania do badań 
hemoglobinopatii przeprowadzono po raz pierwszy diagnostykę defektów 
genetycznych na poziomie DNA. W krótce okazało się, że te metody mają
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13] ZASTOSOW ANIE REKOMBINACJI DNA 453

ogromne znaczenie dla całej genetyki człowieka, zwłaszcza dla diagnosty
ki prenatalnej chorób nie poddających się leczeniu.

Pierwszym  etapem badań jest przygotowanie wysokocząsteczkowego 
genomowego DNA, który najczęściej uzyskuje się z około 10— 40 ml krw i 
obwodowej, z wydajnością 10— 40 ng/m l krwi. Innym, teoretycznie nie
ograniczonym źródłem D N A  są hodowle komórkowe fibroblastów skóry 
lub komórek limfoblastoidalnych krwi. Dla celów diagnostyki prenatalnej 
prowadzi się również hodowle komórek płynu owodniowego, uzyskiwa
nych drogą amniocentezy. W  przypadku stosowania hodowli komórkowych 
niekorzystny dla celów diagnostyki jest stosunkowo długi okres czasu 
(kilka tygodni) niezbędny do uzyskania znacznej liczby komórek potrzeb
nej do wyizolowania odpowiedniej ilości DNA. Ostatnio udało się ten etap 
znacznie udoskonalić dzięki opracowaniu metody enzymatycznej am plifi- 
kacji określonych, kilkudziesięcionukleotydowych sekwencji D NA. Metoda 
ta wymaga stosowania syntetycznych oligonukleotydów inicjujących syn
tezę komplementarnej nici D N A  oraz fragmentu Klenowa polimerazy 
I D N A  z E.coli. Dzięki tej metodzie można uzyskać niezbędną do celów 
diagnostycznych ilość D N A  przy użyciu zaledwie 1 fig genomowego D N A 
pochodzącego na przykład z lim focytów  krw i obwodowej pacjenta. Metodę 
am plifikacji genu zastosowano na przykład w  diagnostyce anemii sierpo- 
watej [1, 2].

W ybór odpowiedniej techniki badawczej w  diagnostyce chorób gene
tycznych na poziomie D N A  zależy od stopnia zaawansowania molekularnej 
charakterystyki tych chorób i jest uwarunkowany wieloma czynnikami, 
z których najważniejsze opisano poniżej (patrz też Tabela 1.).

1. Poznanie genu odpowiedzialnego za występowanie choroby genetycznej.

Wśród wielu ludzkich genów, poznane są na przykład geny beta-glo- 
biny oraz hydroksylazy fenyloalaninowej [3]. Wiadomo, że określone mu
tacje tych genów mogą spowodować powstanie zmienionych białek, co w 
konsekwencji prowadzi do wystąpienia anemii sierpowatej lub beta-tala- 
semii (mutacja genu beta-globiny) lub fenyloketonurii (mutacja genu hy
droksylazy fenyloalaninowej). N iestety w wielu genetycznie uwarunkowa
nych chorobach, na przykład w  pląsawicy Huntingtona, nie poznano dotąd 
genów ani ich produktów odpowiedzialnych za wystąpienie danej choro
by.

2. Przygotowanie sondy molekularnej komplementarnej do określonego 
genu.

Podstawową techniką stosowaną w  diagnostyce chorób genetycznie 
uwarunkowanych jest hybrydyzacja badanego D N A  z radioaktywnymi 
sondami molekularnymi. Sondami molekularnymi mogą być naturalne ge
ny zawierające oprócz sekwencji kodujących także sekwencje flankujące 
i wtrącone, wchodzące w  skład danego genu.
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Innym rodzajem sond molekularnych są syntetyczne geny zawierające 
wyłącznie sekwencje kodujące. Sondami zawierającym i same sekwencje 
kodujące są również sondy cDNA, syntetyzowane przy pomocy odwrotnej 
transkryptazy na m atrycy m RNA. Pewnym  ograniczeniem w  stosowaniu 
sond cD N A  jest ich skomplikowane przygotowanie, które obejm uje im - 
munoprecypitacje polisomów syntetyzujących określone białko, izolacje 
polisomalnego m R N A  oraz syntezę cDNA.

Jako sondy molekularne stosuje się również syntetyczne odcinki D N A  
(19-nukleotydowe oligom ery) służące do wykrywania pojedyńczych sub
stytucji nukleotydowych w  badanych sekwencjach. Analizę prowadzi się 
w  tak dobranych warunkach, aby radioaktywna sonda hybrydyzowała w y 
łącznie z poszukiwaną komplementarną sekwencją [4]. W  diagnostyce son
dy takie stosuje się tylko w  przypadku chorób wywołanych mutacją poje- 
dyńczej zasady w  obrębie znanej sekwencji genu.

W  przypadkach, kiedy molekularne podłoże choroby nie jest znane, na
tomiast znany jest region chromosomu, w  którym  występuje mutacja, son
dę molekularną może stanowić odcinek chromosomu [5].

Do przeprowadzenia hybrydyzacji z jedną z w yżej wym ienionych sond 
konieczne jest poddanie genomowego D N A  trawieniu określonym enzy
mem restrykcyjnym. Powstałe fragmenty rozdziela się elektroforetycznie 
w  żelu agarozowym i przenosi na filtr  nitrocelulozowy metodą Southerna. 
D N A  unieruchomiony na filtrze jest poddawany hybrydyzacji z radioak
tywną sondą, znakowaną najczęściej za pomocą 32P -A T P  (gamma) i kinazy 
polinukleotydowej lub S2P -N T P  (alfa) i polimerazy z E. coli przy użyciu 
metody „n ick” translacji. Odcinki, które uległy hybrydyzacji, uwidocznia 
się metodą autoradiografii.

Obecnie uzyskano już sondy molekularne komplementarne do w ielu 
ludzkich genów lub ich fragmentów [3, 6] np. genów beta-globiny, hydro- 
ksylazy fenyloalaninowej i alfaj-antytrypsyny.

3. Polim orfizm  fragmentów restrykcyjnych D N A  (R FLP ).

Mutacja pojedynczej pary zasad może spowodować zanik istniejącego 
lub powstanie nowego miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyjny, 
czego wynikiem  jest polimorfizm  fragmentów restrykcyjnych (ang. rest- 
riction fragment length polymorphism —  R FLP ) uzyskanych przy zastoso
waniu tego enzymu. Jeżeli mutacja genu jest jednocześnie mutacją zm ie
niającą miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny, to zmutowany 
gen jest w ykryw any w e fragmentach D N A  o długości innej niż długość 
fragmentów, w których występuje niezmutowany gen (Ryc. la, b).

Częstotliwość mutacji jest zwykle większa w  sekwencjach niekodują- 
cych niż w kodujących. Stąd R F LP  najczęściej nie jest spowodowany mu
tacją w obrębie genu, ale jest wynikiem  naturalnej zmienności par zasad 
D N A  poza genem. W  związku z tym występowanie genu we fragmentach 
restrykcyjnych o różnej długości nie zawsze jest związane z mutacją tego
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I IV
Ryc. 1. Mechanizm powstawania polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych DNA. 
Lewa strona ryciny: a) prawidłowy gen i otaczające go sekwencje DNA; b) mutacja 
w obrębie genu wyłączająca miejsce rozpoznawane; przez enzym restrykcyjny; c) na
turalna zmienność par zasad D NA poza genem, wyłączająca miejsce rozpoznawane 
przez enzym restrykcyjny; d) naturalna zmienność par zasad D NA poza genem, 
wyłączająca; miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny, sprzężona z mutacją 
w  obrębie genu.
Prawa strona ryciny: schematyczne przedstawienie autoradiogramów uzyskanych 
w wyniku hybrydyzacji DNA, trawionego endonukleazą E, z radioaktywną sondą 
molekularną komplementarną do badanego genu.
cienka strzałka — miejsce rozpoznawane przez endonukleazę E; szeroka strzałka — 
mutacja powodująca wyłączenie miejsca rozpoznawanego przez endonukleazę E; sze
roka strzałka zaciemniona — mutacja nie powodująca wyłączenia miejsca rozpozna
wanego przez endonukleazę E; Z — mutacja poza genem wynikająca z naturalnej 
zmienności zasad w  DNA; M —  mutacja w  obrębie genu, prowadząca do choroby; I,
II, III, IV  —  schematyczne oznaczenie wielkość fragmentów D N A  hybrydyzujących 
z sondą.

genu (Ryc. la, c). Z drugiej strony, mutacja w  obrębie genu nie dotycząca 
miejsc rozpoznawanych przez enzym restrykcyjny nie wpływa na zmianę 
wielkości fragmentów, w  których jest odnajdywany dany gen (Ryc. lc, d).

Dopiero analiza fragmentów restrykcyjnych D N A  uzyskanych przy 
użyciu różnych enzymów pozwala na ustalenie sprzężenia zmutowanego 
odcinka D N A  z określonym układem (haplotypem) miejsc restrykcyjnych 
i w ykrycie mutacji. Zasadę tego rodzaju badań obrazuje Ryc. 2. W  przed
stawionym abstrakcyjnym przykładzie wśród mieszkańców pewnego ob
szaru geograficznego występuje sześć (spośród 36 m ożliwych) haploty- 
pów —  kombinacji obecności lub braku miejsc rozpoznawanych przez trzy
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Sonda molekularna 

E B H

haplotyp haplotyp

20 

25 

3
100 -  6000  lat

Sonda molekularna

E B H n  E' B' H
+ + + 'Z -  -t- -

10

32

nowa m utacja X m utacja X

Ryc. 2. Przykład zastosowania analizy polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych DNA 
w  diagnostyce medycznej.
Sonda molekularna hybrydyzuje z odcinkiem DNA zaznaczonym na rycinie. E, B, H 
i E ’, B\ H ’ oznaczają miejsca rozpoznawane przez endonukleazy EcoRI, BamHI, 
H in d lll po stronie 5’ i 3’ od miejsca hybrydyzacji sondy. Znaki - f  i —  oznaczają 
odpowiednio występowanie lub niewystępowanie miejsca restrykcji.
Lew a część ryciny — przykładowe haplotypy miejsc restrykcyjnych (z 36 możliwych); 
Prawa część ryciny — zmiana haplotypów po upływie kilku stuleci 
X  —  hipotetyczna mutacja związana z haplotypem 6.

enzym y restrykcyjne: EcoRI, BamHI i H in d lll (lewa strona ryciny). U oso
by z haplotypem 6 występuje mutacja X. Po kilkuset latach (prawa strona 
ryciny), w wyniku m igracji ludności i działania czynników środowisko
wych, w populacji tej występują również inne haplotypy miejsc restryk- 
cyjnych, lecz mutacja X  u przeważającej większości badanych osób pozo
staje nadal sprzężona z haplotypem 6. Określenie sprzężenia haplotypu 6 
z chorobą spowodowaną mutacją X  nie wymaga znajomości sekwencji par 
zasad zmutowanego odcinka DNA.

4. Poznanie sekwencji genu i specyficznej mutacji pojedynczej pary zasad.

Poznanie sekwencji par zasad w  prawidłowym  oraz zmutowanym genie 
pozwala na stosowanie w  diagnostyce syntetycznych sond molekularnych 
komplementarnych do genu prawidłowego lub zmutowanego. Wiadomo na 
przykład, że sekwencja par zasad w  pobliżu końca 5’ prawidłowego genu 
beta-globiny składa się z: CTCCTG AAG , w  anemii sierpowatej, w  wyniku 
pojedyńczej substytucji (A -> T ) sekwencja ta składa się z: CTCCTGTGG, 
przez co w nieprawidłowej cząsteczce beta-globiny zamiast kwasu gluta
minowego występuje walina [4, 7]. Jedna z form  beta-talasemii jest z kolei 
spowodowana zmianą jednego nukleotydu (G—>-A) w  obrębie pierwszego 
intronu w  genie beta-globiny, przez co powstający pre-m RNA jest niesta
bilny in vivo  [8, 9]. Jeden z wariantów niedoboru aktywności a lfa^anty- 
trypsyny (inhibitora proteaz syntetyzowanego w  wątrobie) jest wynikiem
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pojedyńczej substytucji nukleotydowej (G ->A ) w  obrębie sekwencji kodu
jącej to białko, prowadzącej do zastąpienia kwasu glutaminowego przez 
lizynę [10].

Na podstawie poznanej sekwencji genu prawidłowego i zmutowanego 
można przygotować takie sondy, aby w  odpowiednich warunkach doświad
czenia hybrydyzowały wyłącznie z fragmentami D N A  zawierającym i kom
plementarne sekwencje (z dokładnością do jednego nukleotydu).

II-2. Wybór techniki diagnostycznej

Kierunek badawczy w  diagnostyce medycznej i związany z tym  wybór 
techniki diagnostycznej zależą od dostępności omówionych w  poprzednim 
rozdziale danych dotyczących molekularnego podłoża choroby genetycz
nej (Tab. 1). Poniżej przedstawiono czynniki wpływające na w ybór tech
niki diagnostycznej.

1. Znany gen, znana mutacja punktowa, dostępna syntetyczna sonda mo
lekularna.

Stosowana w  tych przypadkach metoda polega na hybrydyzacji bada
nego D N A  z syntetycznymi sondami oligonukleotydowymi. W  diagnostyce 
anemii sierpowatej wykorzystu je się syntetyczne oligonukleotydy (nona- 
dekamery) komplementarne do końca 5’ genów betaA-globiny (sonda A ) 
i betas-globiny (sonda S). Sonda A  tw orzy trwałe hybrydy z D N A  prawi-

AA AS SS

Sonda k

ACTCCTGACCACAACTCTGCC  

T h rP ro C iu G lu  Lys Ser Ala

—  —  i.B kz

AA AS SS

Sonda S

ACTCCTCTGCAGAACTCTCCC  

T V  Pro Vj I Clu ly s  Ser Ala

— — i.e ki

Ryc. 3. Zastosowanie syntetycznych oligonukleotydów komplementarnych do betaA — 
i beta-s-D N A  w diagnostyce anemii sierpowatej.
Lewa część ryciny —  sekwencje syntetycznych oligonukleotydów komplementarnych 
do odcinka genu betaA-globiny (sonda A ) i do odcinka genu betaS-globiny (sonda S) 
oraz odpowiadające im sekwencje aminokwasów. Strzałka oznacza substytucję A—»-T 
powodującą zamianę kodonu glutaminowego na walinowy.
Prawa część ryciny — schematyczne przedstawienie autoradiogramów uzyskanych po 
hybrydyzacji radioaktywnej sondy A  (górny schemat) i sondy S (dolny schemat) 
z elektroforetycznie rozdzielonym D NA trawionym endonukleazą. D N A  — uzyskany 
od osób zdrowych —  homozygot betaS-globiny (A A ), od nosicieli —  heterozygot betaA- 
i betas-globiny (AS) i od osób chorych —  homozygot betaS-globiny (SS).
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dłowych (zdrowych) homozygot, a sonda S —  z D N A  homozygot recesyw- 
nych (chorych), obie sondy tworzą nieco mniej trwałe hybrydy z D N A  
heterozygot [4] (Hyc. 3.). Ta technika badawcza jest bardzo korzystna, 
ponieważ diagnostyka może być przeprowadzona bez badań rodzinnych, 
a ponadto nie jest konieczne badanie R FLP . Technikę tę zastosowano rów 
nież w  prenatalnej diagnostyce hemoglobiny C [7], w  niektórych przy
padkach talasemii [8, 9], niedoboru aktywności a lfa^ntytrypsyny [9] i in
nych chorobach.

2. Znany gen, znany defekt w  postaci delecji, dostępna sonda molekular
na.

Delecję genu w ykryw a się przez stwierdzenie braku hybrydyzacji ba
danego D N A  z sondą molekularną. Analiza przypadków nie wymaga ba
dania R FLP . Przykładam i chorób mogą być: talasemie charakteryzujące 
się całkowitą lub częściową delecją genów alfa- lub beta-globiny [11, 12], 
niedobór hormonu wzrostu [13], zespół Ehlersa-Danlosa —  częściowa dele- 
cja genu alfami) kolagenu osteogenesis imperfecta- [14], delecje w  obrębie 
genu pro-alfa^I) kolagenu [15] i inne.

3. Znany gen, dostępna sonda molekularna, występuje polimorfizm  frag
mentów restrykcyjnych D N A  (R F L P ) zawierających gen.

Analiza polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych D N A  w  diagnostyce 
chorób dziedziczonych recesywnie polega na trawieniu genomowego D N A  
osób chorych (homozygot recesywnych —  zmutowanych), zdrowych (ho
mozygot dominujących —  normalnych) i nosicieli (heterozygot) różnymi 
enzymami restrykcyjnym i i hybrydyzacji uzyskanych fragmentów z od
powiednią sondą (np. cDNA). Do badań diagnostycznych wybiera się en
zym y, które powodują powstanie hybrydyzujących z sondą fragmentów
o wielkości różnej dla D N A  homozygot normalnych i recesywnych, dla 
heterozygot uzyskuje się hybrydyzację fragmentów obu typów.

Polim orfizm  fragm entów restrykcyjnych został po raz pierwszy opisa
ny i zastosowany w  prenatalnej diagnostyce anemii sierpowatej przez 
K  a n a i D o z  y ’e g o  [16]. W  badaniach tych genomowy D N A  osób zdro
wych i chorych poddano trawieniu enzymem Hpal, elektroforezie i hybry
dyzacji z sondą (fragmentem  beta-globiny). U osób zdrowych gen beta-glo
biny występował we fragmencie o wielkości 7,6 lub 7,0 tys. par zasad 
(zależnie od populacji), u osób chorych w  87% gen wykrywano we frag
mencie o wielkości 13 tys. par zasad. Obecnie w  diagnostyce anemii sier
powatej stosuje się hybrydyzację D N A  trawionego enzymami M stll lub 
Ddel z fragmentem A lu l końca 5’ genu beta-globiny [17— 20]. W  związku 
z tym, że mutacja w  genie beta-globiny powoduje wyłączenie 
miejsc rozpoznawanych przez M stll i Ddel, sonda hybrydyzuje z frag
mentami o różnej długości w  przypadku homozygot prawidłowej i zmuto
wanej. a w przypadku heterozygot —  z obydwoma fragmentami (Ryc. 4).
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Analizę R F LP  zastosowano również do identyfikacji w ielu haplotypów 
miejsc cięcia enzymów restrykcyjnych wokół genu beta-globiny u osób 
z beta-talasemią [20— 23]. K  a z a z i a n i w  s p. [21] wykazali, że w 86°/o 
przypadków określony haplotyp jest sprzężony z identyczną mutacją.

AA AS SS
A. ACTCCJCAGGAGA AG

Thr Pro Glu Glu lys -----  —

B: ACTCCTGTGGAGAAG

Thr Pro Val Glu Lys ------------------------

________ k J = L _______=
TTkz i ii i"

s _LJ_____ ^-LL____
14 kZ I II I"

Ryc. 4. Analiza polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych DNA wywołanego zmianą 
miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyjny MstH — wykorzystanie w diag
nostyce anemii sierpowatej.
Lewa część ryciny —  sekwencje nukleotydów końca 5’ genu betaA- i betas-globiny 
(od kodonu 4 do 8). W  genie betaA-globiny podkreślono sekwencje rozpoznawane 
przez enzym MstH (CCTNAGG, N =  G)
Poniżej —  schematyczne rozmieszczenie miejsc rozpoznawanych przez enzym MstH 
(strzałki) w  odcinku DNA zawierającym geny beta-globiny (typu A  lub S). Sekwen
cje kodujące oznaczono cyframi rzymskimi (od końca 5’ : I ,  I I ,  I I I ) .
Prawa część ryciny — schematyczne przedstawienie autoradiogramów uzyskanych po 
hybrydyzacji radioaktywnej sondy molekularnej z elektroforetycznie rozdzielonym 
DNA trawionym endonukleazą MstH. Sonda — naturalna lub syntetyczna, komple
mentarna do końca 5’ genu beta-globiny. DNA — uzyskany od osób zdrowych — ho
mozygot betaA-globiny (AA ), od nosicieli anemii sierpowatej —  heterozygot betaA - 
i betaS-globiny (AS) i od osób chorych — homozygot betas-globiny (SS).

Analiza R F LP  jest najbardziej przydatna, gdy określony układ miejsc 
restrykcyjnych jest sprzężony z występowaniem znanej mutacji, ale może 
być przeprowadzana także wtedy, gdy mutacja nie jest poznana, np. celem 
oznaczania głównych antygenów zgodności tkankowej [24— 27] lub w diag
nostyce fenyloketonurii [28, 29].

4. Nieznany gen, dostępna sonda molekularna, występuje polimorfizm 
fragmentów restrykcyjnych D N A  zawierających fragment D N A  hybry- 
dyzujący z sondą.

. 1.4 kz 

. 1.2 kz
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Przy  użyciu sondy molekularnej komplementarnej do określonego 
miejsca w  genomie można badać, czy mutacja w obrębie sekwencji hybry- 
dyzującej z tą sondą jest sprzężona z daną chorobą. W  tego rodzaju bada
niach konieczna jest analiza polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych 
D N A  dużej liczby osób chorych i zdrowych oraz zastosowanie wielu róż
nych enzymów restrykcyjnych. Znaczące odchylenie częstości występo
wania określonego układu miejsc restrykcyjnych (haplotypu) u osób cho
rych w  porównaniu ze zdrowym i wskazuje na sprzężenie choroby z muta
cją w  regionie w ykryw anym  przez stosowaną sondę molekularną. P rzy  
użyciu tej metody badano m.in. sprzężenia polimorfizmu fragm entów res
trykcyjnych w  regionie H L A  z myastenia gravis [30], celiakią [30, 31], 
cukrzycą insulino-zależną [32] i reumatoidalnym zapaleniem stawów [33].

5. N ieznany gen, brak sondy molekularnej samego genu, występuje poli
m orfizm  fragmentów restrykcyjnych DNA.

Występowanie RFLP, związane z mutacją powodującą określoną cho
robę, może być wykorzystane w  diagnostyce tej choroby nawet wtedy, 
gdy nie dysponujemy sondą molekularną komplementarną do genu w yw o
łującego tę chorobę. Sondami mogą być w  takim przypadku na przykład 
sklonowane fragm enty ludzkiego chromosomu, sondy te wiążą się z se
kwencjami sąsiadującymi z genem. Obecnie diagnozuje się w  ten sposób 
choroby genetyczne sprzężone z chromosomem X, jak niedorozwój umy-. 
słowy związany z łam liwym  chromosomem X  [34], dystrofia mięśniowa 
Beckera i Duchenne’a [35, 36]. Gusella i współpracownicy [37, 38] wykazali 
ostatnio R F LP  związany z występowaniem pląsawicy Huntingtona.

6. N ieznany gen, brak sondy molekularnej, nie stwierdzono RFLP .

Taką sytuację mamy w  przypadku większości chorób genetycznych. 
W  tych przypadkach wykonuje się badania mające na celu ustalenie 
sprzężeń pomiędzy znanym R F LP  (lub innymi markerami) a określoną 
chorobą genetyczną. Po ustaleniu takich sprzężeń można stosować metody 
opisane w  punktach 4 i 5.

III Perspektywy molekularnej terapii genowej.

Dzięki poznaniu w ielu genów odpowiedzialnych za choroby genetycz
ne rozważa się obecnie coraz częściej [39, 40] możliwości terapii poprzez 
wprowadzanie do komórek odpowiednich prawidłowych genów. Upłynie 
jednak jeszcze sporo czasu, zanim będzie możliwe przeprowadzenie pierw
szych prób terapii genowej u ludzi [41]. Ciągle jeszcze w iele trudności 
sprawia wprowadzanie materiału genetycznego do komórek ssaków, przy 
czym najważniejszym  problemem do rozwiązania jest sprawa regulacji 
i ekspresji obcego genu w  komórce. Istotny w pływ  na rozwój nowych
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technologii mają też czynniki socjalne, prawne i etyczne, których nie moż

na pominąć [42].
W  niniejszej pracy ograniczono się wyłącznie do omówienia stosowania 

technik rekombinacji D N A  w  ewentualnym leczeniu chorób genetycznych.

I I I - l .  Wprowadzanie informacji genetycznej do komórek

Biologia molekularna dysponuje obecnie kilkoma metodami wprowa
dzania informacji genetycznej do komórek, jednak każda z nich obok do
datnich ma również ujemne strony (Tab. 2).

Tabela 2

Metody wprowadzania informacji genetycznej do komórek.

Metody komórkowe
!

1. Fuzja komórek
2. Fuzja mikrokomórek
3. Fuzja komórek po naświetleniu promieniowaniem X
4. Wprowadzenie do komórek fragmentów chromosomów

Transfekcja

1. Precypitacja D NA fosforanem wapnia
2. Zastosowanie wektorów plazmidowych
3. Kontransfekcja^(plazmid z markerem selekcyjnym i wysokocząsteczkowy DNA)
4. Transfekcja przy zastosowaniu szoku elektrycznego (elektroporacja)

Tnne metody

1. Mikroiniekcja
2. Fuzja protoplastów
3. Zastosowanie liposomów
4. Zastosowanie cieniów erytrocytów
5. Zastosowanie wektorów: wirusów D NA i retrowirusów

III-l.l. Metody komórkowe.

Obecność wirusów lub związków reagujących z błoną komórkową 
umożliwia w  hodowli in  v itro  łączenie (fu zje) dwóch różnych komórek i ich 
genomów [43, 44]. Proces ten cechuje się niską częstością i wydajnością. 
Selekcje hybrydów  przeprowadza się najczęściej w  hodorwli in v itro , przy 
czym wskazane jest, aby co najmniej jedna grupa komórek rodzicielskich 
posiadała marker selekcyjny. H ybrydy komórek somatycznych na ogół 
mają bardzo zróżnicowany genotyp i stąd są przydatne w  mapowaniu 
ludzkiego genomu. Metoda ta jest mniej przydatna w  sytuacjach, w  któ
rych chcemy uzyskać stabilną ekspresję określonego genotypu, ponieważ 
przenosi się podczas fuzji komórek w iele genów i sekwencji regulatoro
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wych. Pewną specyficzność można uzyskać przeprowadzając fuzje komó
rek w  obecności cytochalazyny B [45].

Znacznie precyzyjniej można przenosić gen stosując wprowadzanie do 
komórek fragmentów obcych chromosomów (ang. chromosome-mediated 
gene transfer) [46]. Jedynie niew ielk i fragment donorowego chromosomu 
ulega inkorporacji do jądra komórkowego i łączeniu z genomem. Po do
konaniu transferu konieczne jest przeprowadzenie selekcji komórek, .któ
re pobrały chromosom, stąd wskazane jest, aby chromosom posiadał mar
ker selekcyjny.

1II-1.2. Transfekcja. .. . ,v .

Potrzeba wprowadzania do komórek jedynie ściśle określonych se
kwencji D NA, genów lub ich fragmentów, doprowadziła do opracowania 
metody badawczej —  transfekcji, w  której egzogenny D N A  jest pobierany 
przez komórki w  postaci koprecypitatu z fosforanem wapnia [47— 50]. 
P rzy  zastosowaniu tej metody można wprowadzać do komórek chromo- 
somalny D N A  lub klonowane geny w  różnych wektorach plazmidowych. 
Transfekcja jest znacznie wydajniejsza niż hybrydyzacja komórek soma
tycznych a je j częstość może być jeszcze podwyższona poprzez wprowadze
nie czynnika selekcyjnego do podłoża lub przez zastosowanie szoku elek
trycznego w  czasie inkubacji komórek z D N A  (ang. electroporation) [51]. 
Marker selekcyjny może występować w  badanym genie lub w  przenoszą
cym  ten gen wektorze, w  warunkach doświadczalnych najczęściej obie te 
sekwencje są pobierane i integrowane z genomem. Drogą transfekcji uzys
kano nie tylko wprowadzenie, ale również ekspresję w ielu genów. Poważ
nym ograniczeniem tej metody jest niemożność kontrolowania miejsca 
integracji wprowadzonego D N A  z genomowym D N A  komórki.

1II-1.3. Inne metody.

Ponieważ komórki w ielu linii jedynie w  n iew ielk iej ilości inkorporu ją 
egzogenny D N A  wprowadzany metodą transfekcji, próbowano podawać 
do komórek D N A  zamknięty w  liposomach [52], cieniach erytrocytów  oraz 
protoplastach bakteryjnych [53]. Fragm enty D N A  można również wpro
wadzać do komórek metodą m ikroiniekcji [54] —  duży odsetek komórek 
trwale integruje tak podany D N A  i na ogół wprowadzone geny ulegają 
ekspresji. N iestety ta ostatnia metoda wymaga bardzo dobrego przygoto
wania technicznego i jest niezwykle pracochłonna.

Ekspresja obcych genów wprowadzanych do komórki przy zastosowa
niu powyższych metod jest często niestabilna i zanika po kilku podziałach 
komórkowych na skutek delecji, m etylacji D N A  lub działania czynników 
regulatorowych.
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III>2. Wektory wirusowe a terapia genowa

W miarę uzyskiwania nowych informacji o biologii wirusów, rozpo
częto próby analogiczne do badań przeprowadzanych przy użyciu w ekto
rów  bakteriofagowych w  genetyce m ikroorganizmów. K ilka D N A-w iru - 
sów, jak SV-40, wirus brodawczaka wołowego —  Bovine papilloma virus 
(B PV ) lub adenowirus, zastosowano z pozytywnym  wynikiem  do przeno
szenia D N A  w  różnych układach doświadczalnych [41]. W irusy SV-40 
i B PV  mogą jednak przenosić tylko niewielkie odcinki DNA, ponadto B PV  
replikuje bez integracji z genomem gospodarza. Potencjalnie wśród D N A - 
wirusów największe zastosowanie mają wektory adenowirusowe.

Ostatnio coraz w ięcej uwagi poświęca się retrowirusom i ich zastoso
waniu w  przenoszeniu genów. W  trakcie cyklu życiowego retrowirusy 
umieszczają odwrotny transkrypt ich genomowego R N A  (tzw. prowirus) 
w  D N A  gospodarza, gdzie ulega on ekspresji i replikacji. Informacja ge
netyczna retrowirusa ulega ekspresji przy wykorzystaniu wirusowych 
sekwencji regulatorowych (promotora i sekwencji wzmacniającej w yd a j
ność transkrypcji —  enhancera), zlokalizowanych w  pobliżu końców 3’ i 5’ 
wirusa, w  obrębie tzw. długich końcowych powtórzeń (ang. long terminal 
repeats —  LTR ). Geny białek strukturalnych retrowirusa kodują: antygen 
grupowo specyficzny, odwrotną transkryptazę (niezbędną do przepisania 
sekwencji wirusowego R N A  na prowirusowy D N A ) oraz białka tworzące 
kapsyd, warunkujące selektywność interakcji wirusa z określoną grupą 
komórek zwierzęcych. N iektóre retrowirusy mogą infekować komórki inne 
niż komórki pierwotnego gospodarza, inne znów infekują jedynie okreś
lone komórki, np. tylko jedna z subpopulacji ludzkich lim focytów  T  (zw a
na helper) jest podatna na infekcje ludzkim wirusem H T L V -III  w yw ołu ją
cym nabyty brak odporności immunologicznej (A ID S).

Znaczną część genomu wirusa można zastąpić innymi sekwencjami. 
Zmodyfikowane genomy wirusowe, po zainfekowaniu komórek gospodarza 
zawierających wirus typu dzikiego, mogą rekombinować z tym  wirusem, 
wytworzone w  ten sposób zrekombinowane w irusy mogą infekować inne 
komórki, przenosząc w  ten sposób informację genetyczną z dużą w ydaj
nością. W  takim przypadku występuje jednak duże niebezpieczeństwo 
przeniesienia wraz z wirusem zrekombinowanym chorobotwórczego w iru
sa typu dzikiego.

Oprócz genów strukturalnych sekwencji regulatorowych retrowirusy 
zawierają tzw. sekwencję psi, niezbędną do upakowania wirusowego R N A  
w  kapsydzie (otoczce białkowej) [55]. Modyfikacja lub usunięcie tej se
kwencji uniemożliwia wirusowi wytworzenie form y zdolnej do infeko
wania dalszych komórek, mimo zachowania przez wirus zdolności replika
cji i ekspresji pozostałych sekwencji. Takie „zdefektowane” retrowirusy 
są stosowane jako wirusy pomocnicze przy wprowadzaniu genów do ko
mórek szpiku kostnego. W łaściwym  wektorem  wirusowym są w  tej me
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todzie retrowirusy, z których usunięto wszystkie geny strukturalne, a w 
ich miejsce wbudowano gen, który ma zostać wprowadzony do komórek. 
Takim i zmodyfikowanym i wirusami infekuje się komórki gospodarza za
każone uprzednio wirusem pomocniczym. Zmodyfikowane wirusy wraz 
z przenoszonym genem ulegają integracji z genomem gospodarza i repli
kacji, po czym ulegają upakowaniu w  puste kapsydy wirusa pomocnicze
go. Namnożone w irusy mogą następnie infekować kolejne komórki. P rzy  
użyciu opisanej m etody wprowadzono do mysich komórek szpiku kostnego 
gen ludzkiej fosforybozylotransferazy hipoksantyny (H PR T ) oraz gen dea- 
minazy adenozynowej (AD A ). Po dokonaniu transplantacji transformowa
nych komórek do organizmu myszy stwierdzono, że ludzki gen ulegał ak
tyw nej ekspresji [56].

Miejsce wbudowywania retrowirusów do genomu zainfekowanej ko
mórki jest przypadkowe, istnieje więc potencjalne niebezpieczeństwo uak
tywnienia komórkowych onkogenów poprzez wbudowanie wirusa wraz 
z jego sekwencją promotorową na końcu 5’ onkogenu. A by  temu zapobiec, 
usuwa się z wirusowego wektora sekwencje promotorowe leżące w obrę
bie 3’-końcowego odcinka LTR . Przenoszone w  wirusie geny muszą posia
dać swoje własne sekwencje promotorowe, niezależne od wirusowych se
kwencji regulatorowych. Wskazane jest też wbudowanie w  wektor w iru
sowy markera selekcyjnego (np. gen reduktazy dihydrofolianowej warun
kujący oporność na metotreksat).

Inną ujemną cechą przenoszenia informacji genetycznej przez retro
wirusy, wynikającą z przypadkowej integracji wirusa z genomem, jest 
potencjalna możliwość inaktywacji genów gospodarza [57, 58]. Ponadto 
retrowirusy należąc do ruchomych elementów genetycznych, mogą w y 
wierać w pływ  na różne miejsca genomu gospodarza.

Z drugiej strony, zastosowanie retrowirusów pozwala na: uzyskanie 
wysokiej wydajności transfekcji, przenoszenie dużych odcinków D N A  oraz 
kontrolowanie in fekcji przez je j ograniczenie do określonych komórek. 
Stąd, mimo wspomnianych zastrzeżeń, wprowadzanie informacji genetycz
nej do organizmów ssaków przy zastosowaniu retrowirusów wydaje się 
obecnie bardzo obiecującą metodą, zwłaszcza w  odniesieniu do komórek 
szpiku wykazujących naturalne powinowactwo do retrowirusów.

III-3. Wprowadzanie DNA do organizmów 
poprzez komórki rozrodcze

W  ostatnich latach przeprowadzono próby uzyskania ekspresji obcych 
genów w  wielokomórkowych organizmach poprzez wprowadzanie genów 
do komórek rozrodczych lub wczesnych embrionów organizmów wyższych, 
głównie Drosophila i myszy. Do przedjądrzy zapłodnionych komórek ja jo
wych myszy wprowadzono drogą m ikroiniekcji w irusowy gen kinazy ty-
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m idy łanowej i  zaobserwowano, że w  większości przypadków mysie komór
ki nie ulegały uszkodzeniom i po implantacji rozw ija ły  się w  dojrzałe or
ganizmy [59]. Embriony Drosophila, do których wprowadzono obce geny, 
rozw inęły się w  dorosłe organizmy, a wprowadzone geny w ykazywały 
trwałą integrację z genomem i ulegały regulacji narządowej [60 , 61]. 
W  opisanych przykładach dochodzi jedynie do przypadkowej integracji 
pobranych genów z genomem biorcy, co w  skrajnych przypadkach może 
zaburzyć istotne funkcje organizmu i spowodować śmierć embrionu. Opi
saną metodę wykorzystano w  badaniach genów odpowiedzialnych za em- 
briogenezę i różnicowanie komórek [62, 63].

Sekwencje DNA, które po podaniu do komórki zostają zintegrowane 
z genomem biorcy, w  wielu przypadkach nie ulegają ekspresji. Jeżeli jed
nak ekspresja występuje i jest dostatecznie duża, może dojść do powstania 
nowych fenotypów. Na przykład, gen hormonu wzrostu wprowadzony me
todą m ikroiniekcji do zapłodnionych mysich komórek jajowych uległ eks
presji, co spowodowało, że transgeniczne myszy, które rozw inęły się z im- 
plantowanych embrionów były  prawie dwukrotnie większe niż myszy, 
które nie otrzym ały nowego genu [64]. Z kolei u transgenicznych myszy, 
które w ykazyw ały ekspresję wprowadzonego genu antygenu T  wirusa 
SV-40 lub aktywację onkogenu „m yc” zaobserwowano rozwijanie się spe
cyficznych nowotworów [65— 67].

Powyższe badania dostarczyły w ielu nowych informacji o regulacji ge
netycznej w  trakcie różnicowania komórek, o tkankowo-specyficznej re
gulacji i ekspresji genów oraz onkogenezie. Ponadto opracowane metody 
mogą być w  przyszłości przydatne do wprowadzania nowych cech do ge
nomu zwierząt domowych. W ydaje się jednak, że ze względów  etycznych 
nawet w  dalekiej przyszłości metody te nie będą stosowane w  genetyce 
człowieka.

IV. Zastosowanie badań molekularnych w  poradnictwie genetycznym

Poradnictwo genetyczne jest jednym z najważniejszych działów ge
netyki człowieka i  prawdopodobnie, obecnie i w  przyszłości, będzie miało 
najw iększy w pływ  na zapobieganie chorobom genetycznym. Już obecnie w  
w ielu krajach przeprowadzanie testów na występowanie niektórych cho
rób genetycznych wśród noworodków jest powszechnie stosowane.

W  połowie lat siedemdziesiątych zaczęto w  poradnictwie genetycznym 
stosować na szeroką skalę diagnostykę prenatalną opartą na hodowli ko
mórek płynu owodniowego, uzyskanych drogą amniocentezy w  drugim 
trymestrze ciąży. Obecnie jest to jedna z najczęściej stosowanych technik 
w  genetyce człowieka, jest ponadto pewna i względnie bezpieczna. Ruty
nowo przeprowadzane są badania wśród kobiet z dużym ryzykiem  zagro-
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żenią ciąży: w iek matki powyżej 35 lat pozostaje nadal najczęstszym 
wskazaniem dla przeprowadzenia diagnostyki prenatalnej. Duże ośrodki 
genetyczne wykonują 1000— 2000 amniocentez rocznie.

Oprócz amniocentezy, w  diagnostyce prenatalnej stosuje się pobieranie 
próbek kosmków kosmówki (ang. chorionic villus —  CV). Kosmówka za
w iera szybko dzielące się komórki płodowe i w  ciągu pierwszych 9— 12 
tygodni ciąży stanowi główną część rozw ijającej się tkanki zygoty. Po 
bieranie kosmówki sprawiało początkowo w iele trudności [68— 70]. W  os
tatnich latach badania znacznie rozszerzono [71— 74] i w  1982 r. O 1 d 
i W  s p. [75] po raz pierwszy zastosowali kosmówkę do analizy hemoglo- 
binopatii u płodu. Wkrótce wykazano, że kosmówkę można stosować jako 
materiał do bezpośredniej analizy R F L P  i badań chromosomów [72]. K o 
mórki kosmówki można stosować do badań kariotypu już po 2 godzinach 
hodowli. Również bardzo szybko można uzyskać D N A  do analizy wybra
nych genów, a komórki kosmówki nadal hodować dla dalszych badań en
zymatycznych i ewentualnego sprawdzenia uzyskanych wcześniej w yn i
ków. Wszystkie w yn ik i można uzyskać przed 12 tygodniem  ciąży. Do 
kwietnia 1985 r. w  badaniach koordynowanych przez WHO, w  56 ośrod
kach badawczych wykonano 4586 oznaczeń stosując kosmówkę i u 9,4°/o 
badanych płodów wykazano anomalie.

V. Podsumowanie

W  najbliższym czasie powinno dojść do dalszego udoskonalenia metod 
wykrywania i diagnostyki genetycznie uwarunkowanych chorób na po
ziomie DNA. Postęp w  tej dziedzinie zależy w  dużej m ierze od uzyskania 
odpowiednich sond molekularnych oraz od poznania genów i zaburzeń 
odpowiedzialnych za powstanie choroby. N iestety często nie jest m ożliwe 
określenie zaburzenia, jeżeli nie jest nim duża delecja. Pewną pomocą 
może być poszukiwanie korelacji pomiędzy chorobą a polimorfizm em  od
cinków D N A  przylegających do badanego genu, jednak w  w ielu  przy
padkach, na przykład cytrulinem ii [76], niedoboru białka wiążącego tyro- 
ksynę [77], daltonizmu [78], dotąd nie dało to rezultatów.

Diagnostyka prenatalna, która do niedawna była możliwa tylko w  
przypadkach anomalii chromosomowych oraz chorób, w  których ekspresja 
patologicznego genu występowała w  fibroblastach płodowych, obecnie jest 
możliwa w  wielu chorobach spowodowanych mutacją genową, nie powo
dującą zmian w  strukturze chromosomu ani nie powodującą powstania 
produktów w ykryw alnych metodami biochemicznymi. Prenatalna diagnos
tyka może być wykonywana rutynowo w  przypadku takich chorób, jak: 
anemia sierpowata, talasemie, niedobór alfai-antytrypsyny, fenyloketonu- 
ria, niedobór antytrombiny III, zespół Lesh-Nyhana (niedobór fosforybo- 
zylotransferazy hipoksantyny), niedobór hormonu wzrostu, hemofilia A
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i B, zespół łam liwego chromosomu X, dystrofia mięśniowa typu Duchen- 
ne’a i Beckera, cukrzyca typu I (insulinozależna), retinoblastoma i w iele 
innych.

Należy podkreślić możliwość wykorzystania analizy D N A  do określenia 
nosicielstwa patologicznego genu w  chorobach dziedziczonych recesywnie 
(wykrywanie heterozygot) i chorobach o niepełnej penetracji, które rozw i
jają się dopiero w  późniejszym okresie życia, kiedy chore osoby zwykle 
mają już potomstwo, np. w  pląsawicy Huntingtona [79].

Analiza polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych D N A  przy użyciu 
dostępnych sond molekularnych pozwala na ustalenie ojcostwa w  przy
padkach, gdy standardowe badania antygenów grupowych, białek suro
w icy i antygenów zgodności tkankowej nie dają pewnej odpowiedzi [80].

Hybrydyzacja komórek somatycznych połączona z hybrydyzacją in situ 
przy zastosowaniu sond cD N A  pozwala na precyzyjną lokalizację genu w 
chromosomie. Technika ta, powiązana z analizą sprzężeń R F LP  badanego 
genu z innymi markerami w  obrębie chromosomu pozwala na ustalenie 
dokładnych map chromosomowych [81— 85].

Dzięki zastosowaniu technik rekombinacji D N A  m ożliwe jest obecnie 
uzyskiwanie in  v itro  w ielu białek, których otrzym ywanie metodami izo
lowania lub syntezy sprawiało w iele trudności. Wysoka czystość uzyska
nych w  ten sposób białek pozwala na bezpieczne ich stosowanie w  terapii 
chorób wywołanych genetycznie uwarunkowanym niedoborem tych białek. 
Na przykład, uzyskany techniką rekombinacji czynnik V I I I  krzepnięcia 
nie stwarza dla chorych na hemofilię zagrożenia zakażenia wirusem 
H T L V -III  (wywołu jącym  A ID S ). Również hormony wzrostu uzyskane 
przy zastosowaniu technik rekombinacji D N A  są bezpieczne, podczas gdy 
u osób, które otrzym ywały hormony izolowane z ludzkich gruczołów 
przysadkowych wystąpiło podejrzenie choroby Creutzfeld-Jakob’a.

N iezw yk le ważna jest również możliwość produkcji szczepionek o w y 
sokiej czystości. Zastosowanie kapsydów wirusa nie zawierających ma
teriału genetycznego jako szczepionek pozwala na uzyskanie odpowiedzi 
immunologicznej przeciw natywnym  wirusom bez niebezpieczeństwa spo
wodowania zakażenia wirusowego.
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1. Wprowadzenie

Mutacje supresorowe są to mutacje drugiego rzędu, które całkowicie 
lub częściowo przywracają funkcje utracone na skutek mutacji pierwot
nych i są zlokalizowane w  innym niż te ostatnie miejscu (Ryc. 1). W  nie
których przypadkach cały fenotyp szczepu dzikiego ulega odtworzeniu, w  
innych proces ten zachodzi tylko częściowo [1— 3].

Mutacje są konsekwencją zmian w  sekwencji par zasad w  genie struk
turalnym lub poza nim. W  pierwszym  przypadku zmiany te mogą nastę
pować w  wyniku addycji lub delecji (ubytek określonego odcinka materia
łu genetycznego) jednej lub kilku par zasad, powodując zaburzenia w  od
czytywaniu kodu genetycznego łącznie z przesunięciem ramki odczytu. 
Mogą również nastąpić zmiany w  sekwencji prowadzące do zastąpienia 
jednego aminokwasu innym (mutacja myląca, ang. missense mutation) lub

* Dr, ** Dr hab., w  Zakładzie Cemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, 
Noskowskiego 12, 61-704 Poznań.
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Dziki szczep Mutacja amber Supresja supF
Rye. 1. Schematyczne przedstawienie procesu nonsensownej supresji. Panele lewy 
i środkowy przedstawiają sytuację odpowiednio w  szczepie dzikim, dla mutacji am
ber (5). Supresja kodonu amber (UAG) przez supresor Sup F (tyr T ) pokazana jest 
w  prawym panelu (5).

też wcześniejsze zakończenie syntezy łańcucha polipeptydowego (mutacje 
nonsensowne, ang. nonsense mutation).

Mutacje drugorzędowe występujące poza genem niosącym pierwotną 
mutację nazywa się supresorami pozagenowymi (ang. extragenic of ex
ternal suppressors) i dzieli na dwie grupy [4]:

a) supresorów międzygenowych (ang. intergenic suppressor), które ko
rygu ją sekwencję aminokwasów w  białku mutanta poprzez m odyfikacje 
układu biosyntezy białka (tzw. supresja informacyjna lub bezpośrednia).
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b) supresorów międzygenowych, w  których biosynteza zmutowanych 
białek kompensowana jest pośrednio poprzez w pływ  różnych czynników 
na ekspresję genu szczepu dzikiego (ang. indirect suppression).

Supresja informacyjna, która jest przedmiotem tego artykułu realizo
wana jest głównie poprzez zmiany w  strukturze transferowych kwasów 
rybonukleinowych (tRN A).

Zakończenie syntezy łańcucha polipeptydowego następuje wówczas, 
gdy rybosomy natrafią na jeden z trzech kodonów terminujących: U A A  
(ochre), U A G  (amber) i U G A  (opal), znajdujących się przy końcu każdego 
cistronu. W  niektórych przypadkach terminacja ulega supresji przez 
tR N A , który rozpoznaje jeden z trzech kodonów terminujących i amino
kwas zostaje włączony do syntezującego się białka. W  takiej sytuacji ry 
bosomy kontynuują włączanie aminokwasów dopóki nie natrafią na na
stępny kodon terminujący. Białka, które syntetyzowane są w  taki sposób 
nazywać będziemy wydłużonymi, supresorowymi lub dalszego odczytu 
(ang. readthrough), a tRNA, które rozpoznają kodony terminujące supre
sorowymi tR N A  (ang. suppressor tR N A ), [6].

Właściwości supresorowe mogą być indukowane w  procesie mutage- 
nezy lub też występować spontanicznie [7]. Te ostatnie wydają się być 
mechanizmem odpowiedzialnym za syntezę białek supresorowych, które 
wypełniają istotne funkcje biologiczne. Jako przykład wym ienim y tutaj 
pierwszy poznany przypadek naturalnej supresji. Pochodzi on z badań nad 
bakteriofagiem Q(3 [8]. Fag ten ma dwa rodzaje białek płaszcza. Główne 
białko o m.cz. 14 000 D oraz dodatkowe białko o m.cz. 38 000 D (A j). Ponie
waż A i zawiera dodatkowy peptyd (200 aminokwasów) dołączony do koń
ca karboksylowego głównego białka, A 1 uważa się za rezultat czytania ko- 
donu terminującego U G A  w  genie białka płaszcza.

Rekonstrukcja virionu Q(3 in vitro w  obecności lub nieobecności w y 
dłużonego białka A i jednoznacznie wskazuje na jego niezbędność dla za
chowania infekcyjności wirusa [8]. Dalsze przykłady naturalnej supresji 
zostały omówione w  publikacjach [5, 7].

Supresja informacyjna, a w  szczególności supresja kodonów nonsenso
wnych, odgrywa kluczową rolę w  wyjaśnieniu mechanizmu biosyntezy 
białka, natury kodu genetycznego, zależności m iędzy strukturą i funkcją 
tRNA. U Eukaryota dobrze scharakteryzowane są nonsensowne supresory 
drożdży. Jednakże dotychczasowa wiedza o naturalnej supresji u tej gru
py organizmów jest generalnie niewielka.

Badania tego zjawiska, prowadzone w  ostatnich latach głównie u ssa
ków i roślin, doprowadziły do wyodrębnienia i pełnej charakterystyki k il
ku supresorowych tRNA.

Celem niniejszego artykułu jest przedstawienie i podsumowanie do
tychczasowych badań naturalnych supresorów eukariotycznych. Ze w zglę
du na nowość i atrakcyjność tematu oraz bezpośredni udział w niektórych 
pracach, autorzy pragną temat ten czytelnikowi przybliżyć.

6*
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2. Supresja informacyjna u Eukaryota

Zjawisko supresji u Eukaryota w ykryto stosując test biosyntezy białka 
in  vitro. Proces ten można prowadzić w  ekstrakcie retiku locytów  królika, 
w  obecności dowolnego informacyjnego RNA. Jak wiadomo m atrycowy 
R N A  a-hemoglobiny zawiera kodon terminujący U A A  (ochrę) oraz na
stępny kodon stop w  odległości 63 par zasad (czyli 21 kodonów) w  kierun
ku końca 3’; natomiast m R N A  (3-hemoglobiny ma kodon term inujący U G A  
(opal) oraz następny sygnał stop złożony z tandemu kodonów U A A  w 
odległości 22 kodonów w  kierunku końca 3’ [6]. Jak widać oba globinowe 
m RN A  nadają się doskonale do badania mechanizmu supresji. Syntetyzu
jące się w  ten sposób białko dalszego odczytu (modyfikowana hemoglobi
na) ma m.cz. 18 500 D. Masa cząsteczkowa hemoglobiny 16 000 D.

Białko supresorowe powstające podczas translacji R N A  wirusa mozaiki 
tytoniu (TM V -R N A ), produkowane jest w  wyniku czytania kodonu amber, 
natomiast otrzymane w  wyniku translacji (3-globinowego R N A  jest rezul
tatem supresji kodonu opal. Należało zatem, w  przypadku retikulocytów 
królika, wyodrębnić specyficzny tR N A  posiadający właściwości czytania 
kodonu U G A  i powodujący powstanie modyfikowanej hemoglobiny o m.cz. 
18 500. G e l l e r  i  R i c h  [6] zidentyfikowali tR N A  specyficzny dla 
tryptofanu (tR N A Trp) jako odpowiedzialny za ten proces. Niezależnie, czy 
efek t ten powoduje cytoplazmatyczny czy organelowy tR N A  (jak niektó
rzy  sądzą, mitochondrialny tR N A Trp —  m t tR N A Trp retikulocytów ) było to 
bardzo ważne stwierdzenie w  badaniach naturalnej supresji. Wspomniano 
tutaj o mt tR N A Trp ponieważ wiadomo, że kod genetyczny w  mitochon- 
driach jest szczególny [10], a mt tR N A Trp sprawnie rozpoznaje kodon U G A  

[ 1 1 , 1 2 ].
Pierwszym  w  pełni scharakteryzowanym eukariotycznym supresoro- 

wym  tR N A  był tR N A  specyficzny dla seryny wyodrębniony z wątroby 
bydlęcej [13]. tR N A  ten ma kilka charakterystycznych cech struktural
nych. Występuje w  nim antykodon tryptofanu CmCA (Rys. 2), ale tR N A  
ten przyłącza serynę. Omawiany tRNAcmCAnie wiąże się do rybosomów 
w  obecności kodonu tryptofanu UGG ani też w  obecności sześciu kodo
nów serynowych A G P y  i UCX. Jedyną trójką katalizującą ten proces był 
trójnukleozyd UGA. Oddziaływanie tRNAcmca z kodonem opal potwierdzo
no następnie w  teście biosyntezy białka in v itro  stosując R N A  (3-globiny 
jako matrycę. Interesujące jest, jakie modyfikacje tR N A  powodują tak 
drastyczne zmiany w  oddziaływaniu kodon— antykodon. Pewne wnioski 
można wyciągnąć z porównania sekwencji nukleotydowych tR N A . N aj
bardziej właściwym układem odniesienia wydaje się być tR N A Trp E.coli 
tzw. suppressor Hirscha [14]. Oba tR N A , to jest tR N A Trp E.coli [13] oraz 
tRNAcmca wątroby bydlęcej [13] mają podobne antykodony: odpowiednio 
CCA i CmCA oraz rozpoznają ten sam kodon UGA. W iadomo również, że
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zamiana jednego nukleotydu A  na G w  ramieniu dwuhydrourydyny 
tR N A  Trp E. coli dzikiego szczepu powoduje zmianę własności kodujących 
z UGG (tryptofan) na U G A  (opal). Sugeruje to, że zmiany w  tym  frag
mencie cząsteczki tR N A  mogą być odpowiedzialne za rozpoznanie kodu 
genetycznego. tRNAcmCa różni się od innych tR N A  [15, 16] dwoma dodat
kowym i nukleozydami w  ramieniu dwuhydrourydyny m iędzy „stałym i

A o
A°" B aoh
c c
c c
6 G

* 6 • C pG • C
C • G C • G
C • G C • G
C • G C • G
G •  C 6 •  c

mł G •— G • U C G • U C
r A • U / ̂  U U A • U  ̂\ U U

A t U U U C A C C  «» A U U C A C C
G U ♦ G • • • • •  ą A • • • • •  a

C C C U A  A G U G G  c G U G A U C C C U A G U G G  C
G ............ r G  *   r “ ł

o  f t « u . . ‘ V  « „ C U G G S S  *  c ' ! *
* U « A G • u U - C
C 0*-C • G 6 • r C • G G .A

A • U U . ° C A • U U . G C
G * C C G # c  C G
G * C U A G • C U A

C A C A
U l*A U , »A

Ryc. 2. Sekwencja nukleotydowa supresorów opal wątroby bydlęcej [17]. Strukturę 
pierwszorzędową IR N A nca zapisano w  dwóch modelach liścia kończyny (A  i B). 
Strzałkami na rysunku A  zaznaczone są nukleotydy występujące w  drugim izoakcep- 
torowym tRNA — tRNAcmc..
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pozycjam i” 8 i 14 (poz. 8 —  urydyna i poz. 14 —  adenozyna). Właśnie te 
cechy strukturalne mogą powodować zmiany w  oddziaływaniu kodon—  
antykodon. Dalsze badania doprowadziły do znalezienia drugiego izoakcep- 
tora, bardzo podobnego do tRNAcmca>ale różniącego się strukturą antyko- 
donu. Zamiast metylowanej cytydyny w  pierwszej pozycji antykodonu 
stwierdzono nukleozyd N  o nieznanej budowie (Ryc. 2, 17). tR N A Ser w y 
odrębniono także z komórek HeLa oraz wątroby myszy. Na żelu poliakry- 
loamidowym ten tR N A  m igru je w  rejonie 4,5 S, to jest m iędzy tR N A  (4S) 
oraz 5S RNA. W  obrębie 4,5 S znaleziono 9 R N A  różnych typów, które 
analizowano. R N A  C l okazał się być niskocząsteczkowym jądrowym  R N A  
typu U6 [34]. C4 ma 90 nukleozydów w  tym  modyfikowane N, i6A , młA, 
a także końcówkę CC A  typową dla tRN A . Antykodonem C4 jest NCA, 
gdzie N  jest nieznaną pochodną urydyny [34]. Sekwencja C4 zapisana w 
form ie liścia kończyny jest prawie identyczna z sekwencją IR N A nca wą
troby w ołowej [17]. Interesujące jest, że koniec 5’ stanowi trójfosforan 
guanozyny ulegający łatwo degradacji do mononukleotydu. Ten tR N A  
jesJt pierwszym  znanym eukariotycznym tRNA, który nie zawiera prekur- 
sorowych nukleozydów [14].

Serynowe tR N A  rozpoznające kodon U G A  znaleziono także u innych 
ssaków [17], natomiast nie stwierdzono ich w  drożdżach, zarodkach psze
nicy czy E. coli [13]. Stwierdzono ponadto, że Ser-tRNAcmCa [oraz Ser- 
tRNANCA są substratami w  specyficznej reakcji fosforylacji, w  której po
wstaje fosfoserylo-tRNA [17].

Znalezienie nowej klasy tR N A  skłoniło do szukania odpowiedzi na py
tanie, czy kodony nonsensowne używane są u Eukaryota jako sygnały 
do innych procesów niż terminacja translacji [7], Dotychczas zgromadzone 
fakty upoważniają do stwierdzenia, że faktycznie niekiedy następuje w łą
czanie aminokwasu w  miejscu kodonu terminującego. N ie wiadomo czy 
czytanie kodonów stop ma charakter okazjonalny czy też istnieją geny, 
które tolerują kodon UGA, jaka jest funkcja fosfoserylo-tRNA, czy fosfo- 
seryna jest włączana do łańcucha polipeptydowego itd. [17]. Ponieważ 
(“ P ) fosfoserylo-tRNA ulega związaniu do rybosomów w  obecności tró j- 
nukleotydu U G A  oraz ze względu na inne dane [3] jest ocizywiste, że fosfo- 
seryna musi spełniać określoną funkcję. Niedawno w ykryto [18] oraz scha
rakteryzowano fosfotransferazę serylo-tRNA : A T P  [19]. Enzym ten ma 
100-krotnie większe powinowactwo do tRNAlmCa niż syntetaza serylo- 
-tR N A , być może dlatego, że stężenie supresorowego tR N A  w  cytoplazmie 
wynosi około 50 nM [19]. Fosfotransferaza wykazuje pewną specyficzność 
do niektórych fragmentów cząsteczki tRNA. N ie rozpoznaje głównego izo- 
akceptora Ser-tRNAfcA oraz nie daje fosfotyrozyno- ani fosfotreonylo- 
tR N A  z odpowiednimi specyficznymi am inoacylo-tRNA. W ynika stąd w y 
raźnie istotna rola fosfoserylo-tRNA  w  procesie biosyntezy białka u ssa
ków, a także jego udział w  odwrotnym  szklaku przebiegającym od seryny 
do 3-fosfohydrosypirogronianu [19].
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N iezw yk łe właściwości spowodowały chęć poznania zależności m iędzy 
strukturą a funkcją supresorowych tR N A  przez analizę struktury i orga
nizacji ich genów. Dotychczas badania w  tej dziedzinie dotyczyły g łów 
nych izoakceptorów tRNA.

AvaII -200

GXCCCT CTATTTGCAT ACGGCGCGCG 
- 1 8 0  -1 6 0  -1 4 0

CGTGCTGCCG GGCCGGCAAG GGCTGCGGCT TCTCGCCCCT TCAGCGGGTA CCGCTGCGGG 
- 1 2 0  -1 0 0  - 8 0

CCGGGGCTGA GGCCGGGCAG CAATAGGGGC ACCGCTCGGC GCGGCTGTCG GGTACTGCGG 
- 6 0  H a e l l l  - 4 0  - 2 0

AGGCCTCGCC CTGACCTGAC AACGGCCTAG TCTTGCAGCT TCATATCCTT GAGGGAAGGA
1 20 40

GCTTATAATT g c c c g g a tg a  c c c t c a g t g g  tc t g g g c tg c  a g g c t t c a a a  c c tg ta g c tg
5*---------------- ---------------- -------------------------------* * * —  — -------------

60  80 100  
t c t a g c g a c a  g a g t g g t t c a  a t t c c a c c t t  tc g g g c g g tc  tg g c g g a a g c  g a g g a g g ttc
-------------------------------------------------------- ----------------------- 3 .

120 Ava I 160
t g t t t t t g t t  c c c g t g g g t a  c c c c a c g c c c  g a g g g c ttc g  t a g t g c t a c c  ogcgggctgg  

180 200 220  
a ta g c a g c g g  a g g a tt g a g c  c a c a aa g g g g  a a c t g c a t a c  g c g a tg tg g a  ggctgcgtgc  

240 260 280
cc tg c o g c g g  t t a t a g g a c a  cg cg g tg g g g  a c a c g tc a a c  a a a a c c a g c t  c t g t g t a t t t  

300 A v a I1
TATTGCTTTC CCTCAGCCCT t g t c c t t t g c  ttc g g y c

Ryc. 3. Analiza sekwencji fragmentu DNA kurczęcia (540 par zasad) zawierającego 
gen supresora opal [20], Kodujący odcinek genu tR N A  (nukleotydy 1—87) jest pod
kreślony. Gwiazdkami zaznaczono antykodon tRNA.

Supresorowy tR N A Ser wątroby bydlęcej nie jest głównym  izoakcepto- 
rem i występuje w  cytoplazmie w  n iew ielk iej ilości. Interesujące jest za
tem jak wygląda gen takiego tR N A , czy występuje on w  w ielu pojedyn
czych kopiach czy też w  zgrupowaniach (ang. cluster), czy ma zróżnico
waną ilość i różne lokalizacje intronów sugerujące różne drogi dojrzewa
nia, czy ma ten sam promotor i taką samą sekwencję kończącą, czy gen 
lub geny stanowią fragm enty większego zbioru genów funkcjonalnych, 
które mogą stać się pseudogenami (tj. genami nieczynnymi) przez delecję 
lub przegrupowanie [20]. Dla wyjaśnienia tych kwestii wyodrębniono su
presorowy (opal) tR N A Ser z wątroby kurczęcia i wykorzystano go jako 
sondę do izolacji jego genu z przygotowanej biblioiteki genów w  fagu, Cha
ron 4a. Ponieważ z wątroby bydlęcej wyodrębniono dwa tR N A Ser 
(tRNAcmCa i tRNANCA pomiędzy którym i istnieje 90% homologii) należało 
się spodziewać, że podobna sytuacja ma miejsce u kurczęcia i genom zawie
ra dwa geny supresorowego (U C A ) tRN A . Okazało się jednak, że D N A  kur
częcia zawiera tylko jeden gen tR N A Ser. Niska zawartość tego tR N A  w  cy-
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toplazmie [19] może być tłumaczona różnicą w  liczbie kopii genów izo- 
akceptorowych tR N A  lub jako wynik regulacji transkrypcji na skutek 
zmiany powinowactwa promotora.

Porównanie dotychczas znanych sekwencji wewnętrznego 5’ promotora 
genów tR N A  daje sekwencję największej zgodności (ang. consensus se
quence) T R G Y N N A R T G C : gdzie R —  puryna, Y  —  pirymidyna, N  —  
miejsce występowania różnych nukleotydów. Gen tR N A Ser kurczęcia na 
strukturę 8TG A C C C TC A G TG C 20 różniącą się zamianą G na A  w  pozycji 
10 cząsteczki tR N A  oraz obecnością 2 dodatkowych nukleotydów występu
jących po stałej pozycji 13. Takiej zamiany nie stwierdzono w  dotychczas 
znanych strukturach genów tRNA. W  regionie 3’ promotora (nukleoty- 
dy 65— 75) sekwencja genu tR N A Ser i sekwencja największej zgodności są 
bardzo podobne (Tabela).

gen tRNASer (pozycje w  strukturze)

consensus
8 20 65 75
TGACCCTCACTG C G C TTG AATTCC  
TR G YN N -A R TG G  GGTTCRANNCC

Jak widać z powyższego zestawienia gen strukturalny tRNAcmCA ma 
normalny „3 ’ promotor”  oraz niew ielkie zm iany w  „promotorze 5’ ” , w  sto
sunku do consensus. Te ostatnie mogą wpływać na proces transkrypcji. 
Obecność oligo T  wymagana zwykle dla terminacji transkrypcji zastała 
również potwierdzona. Gen tR N A Ser nie zawiera intronów, a końcówka 
CC A  występująca we wszystkich tR N A  nie jest kodowana w  genomie 
(Ryc. 4), [20].

Omawiając eukariotyczne tR N A  o właściwościach supresorowych, war
to wspomnieć, że tR N A Tyr (antykodon G ^A ) muszki owocowej Droso- 
philla melanogaster zachowuje się jako naturalny supresor kodonu amber 
R N A  wirusa mozaiki tytoniu, podczas gdy  drugi izoakceptor mający anty
kodon QipA nie wykazuje takich właściwości [21]. Wykonano analizę se
kwencji supresorowego tR N A Tyr (Ryc. 5) i stwierdzono obecność zarówno 
Q jak i G w  pierwszej pozycji antykodonu a także T  obok U w  pętli rybo- 
tym idyny [22]. Interesujące jest, że tR N A Tyr wyodrębniony z jedwabnika 
ma taką samą sekwencję nukleotydową jak tR N A Tyr Drosophilla  (Ryc. 5) 
[23]. W  Drosophilla  nie stwierdzono obecności tR N A  rozpoczynających ko- 
don opal U G A  w  R N A  (3-globiny.

3. Roślinne tRNA o właściwościach supresorowych

R N A  wirusa mozaiki tytoniu (T M V -R N A ) może również ulegać trans
lacji w  różnych systemach bezkomórkowych oraz oocytach (niezapłodnio- 
ne komórki jajowe żaby afrykańskiej Xenopus leavis), dając z jednego
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cistronu dwa duże białka, jedno o m.cz. 126 000 oraz drugie o m.cz. 183 000 
mające w  porównaniu z poprzednim dodatkowo 499 aminokwasów przy 
końcu karboksylowym. In  vivo, ale nie in v itro, syntetyzowane jest białko

A

C

c
A

C G 

C G 

U A 

U A 

C G 

G C
A łA U  „

D G A
U C G G C C

G C U G G
D * r  r  m2G U  V C
G

G . 2 _
-> A m?G 7

acp U G U A m G

V’ A G

G C

G C

A U
C A

U m1G

G. V A 
'Q

Ryc. 4. Sekwencja nukleotydowa tR N A T y r  muszki owocowej Drosophila m elano- 
gaster [ 2 2 ] .

płaszcza o m.cz. 17 000 [9]. Synteza obu ciężkich białek, najprawdopodob
niej podjednostek replikazy, przebiega identycznie, z tym, że peptyd
o większej m.cz. powstaje w  wyniku czytania kodonu stop (U AG ).

P e l h a m  [24] pokazał, że synteza dwóch białek, podjednostek wiruso
wej replikazy w  liściach tytoniu zakażonych wirusem mozaiki tytoniu 
(TM V ) rozpoczyna się w  tym  samym miejscu inicjacji oraz, że białko
o wyższym  ciężarze cząsteczkowym syntetyzowane jest w  wyniku czyta
nia kodonu amber.

Stwierdzono ponadto, że w  obecności zwiększających się ilości drożdżo- 
wego supresorowego (U AG ) tR N A , synteza in vitro białka o m.cz. 183 000 
D zwiększa się, a białka 126 000 D zmniejsza się. Podobny efekt obser
wowano po dodaniu tR N A  tytoniu, jednak tego interesującego spostrze
żenia nie związano wówczas z żadnym specyficznym tR N A  [24]. K ilka  lat 
później inni badacze potw ierdzili wcześniejsze obserwacje i wyodrębnili 
specyficzny tR N A  powodujący supresję kodonu amber oraz określili jego 
strukturę pierwszorzędową. Okazało się, że dwa cytoplazmatyczne 
tR N A Tyr liści tytoniu stymulują syntezę białka 183 000 D w  ekstrakcie
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retikulocytów królika programowanych T M V -R N A  [25]. Rezultat ten mo
że wskazywać, że w  tytoniu nie wykorzystywany jest kodon U AG  jako 
sygnał stop lub też nieznane czynniki strukturalne T M V -R N A  faworyzu
ją rozpoznanie kodonu U AG  przez tyrozynow y tRNA. Na Ryc. 5 przedsta-

482 M. Z. BARCISZEW SKA, J. BARCISZEW SKI [10]

Ryc. 5. Sekwencja nukleotydowa tR N A l>’r liści tytoniu |25]. W  ramkach pokazano 
nukleotydy występujące w  tR N A lyr. Pochodna urydyny w  pozycji 47 oznacza 3-(3- 
amino 3-karboksypropylo)urydynę (nukleozyd X).

wionę są sekwencje dwóch cytoplazmatycznych tR N A Tyr posiadających 
właściwości supresorowe [25]. Różnią się one dwoma nukleotydami w ra
mieniu rybotym idyny. Może to wskazywać, że przynajm niej dwa geny 
tR N A Tyr tytoniu ulegają ekspresji. Izoakceptor tR N A 1̂ 1 zaw ierający parę 
A -U  w  ramieniu rybotym idyny ma również niemodyfikowaną guanozynę 
w  pozycji 10. Struktura antykodonu tR N A Tyr rodzi pytanie w  jaki sposób 
kodon U AG  jest rozpoznawany i tworzy kompleks z antykodonem GipA. 
Tego typu oddziaływanie nie jest zgodne z hipotezą wahadła a także inny
mi propozycjam i [25]. Obecnie nie znamy mechanizmu tego procesu, na
tomiast m ożliwe są pewne hipotezy [35]. W  przeciwieństwie do innych 
eukariotycznych tR N A Tyr [15], ten wyodrębniony z liści tytoniu nie zawie
ra nukleozydu, z którym  przynajm niej częściowo wiązano specyficzność 
oddziaływania kodon-antykodon [21]. Powstaje zatem pytanie, jak w y 
glądają naturalne supresorowe tR N A  w  innych roślinach. Badania rozsze
rzono na zarodki pszenicy oraz łubin żółty. Stwierdzono, że zarodki psze
nicy zawierają dwa specyficzne tR N A  dla tyrozyny, ale tylko jeden z nich
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wykazuje właściwości czytania kodonu amber [26]. Ryc. 6 przedstawia 
sekwencję nukleotydową tego tR N A . Sytuacja w  zarodkach pszenicy jest 
inna niż w  tytoniu. G łówny izoakceptor w  translacji u pszenicy, tRNAę&A 
(85% ) jest nieaktywny w  procesie „readthrough” , podczas gdy tRNAc£A 
(15%) jest efektywnym  supresorem. Wynika z tego, że antykodon G ^A  
rozpoznaje tylko kodon tyrozyny tzn. guanozyna (z antykodonu GipA) ma-

A

c
c
A

pC —  G

C —  G

G —  C
A —  U

C —  G

C —  G

U —  A u  A
U U G G C C  <"'A

I I I I I
: i i i i Acc u G c u * c

G A G U*U ^ j
0  U *  G _  U A . -O

» - U  0
G —  C
G —  C

A —  y  
C A

U m'G
G Ar

Ryc. 6. Sekwencja nukleotydową tR N A T y r  (antykodon GUA) zarodków pszenicy [26]. 
Drugi izoakceptor różni się tylko obecnością nukleozydu Q zamiast G w pierwszej 
pozycji antykodonu.

jąc możliwość występowania w  konformacji syn tw orzy wiązania wodoro
we z guanozyną kodonu U AG  ale nie z adenozyną kodonu U A A  [15]. 
Stwierdzono np. że nie w  pełni modyfikowane tR N A  zawierające guano- 
zynę zamiast ąueniny (Q) występują w  różnych komórkach rakowatych. 
Przypuszczano, że tR N A  nie zawierające nukleozydu Q są charakterys
tyczne dla komórek znajdujących się na niskim stopniu zróżnicowania 
[27, 28]. U roślin sytuacja nie jest jasna. W  tytoniu, a także liściach psze
nicy [26] nie znaleziono tR N A Tyr z nukleozydem Q, natomiast w  zarodkach 
pszenicy jest on głównym  izoakceptorem. Może to mieć konsekwencje 
biologiczne. Rośliny w  różnych okresach wzrostu mogą potrzebować ta
kiego izoakceptora tR N A Tyr, który jest bardziej uniwersalny w  rozpozna
waniu kodu genetycznego. tRNAo^A może czytać bez różnic oba kodony 
tyrozynowe U AU  i UAC, natomiast tRNAę&A zachowuje się inaczej ponie
waż nukleozyd Q ma większe powinowactwo do U niż do C [29]. Ostatnio
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okazało się, że tR N A  zawierający zamiast Q, 6-tioqueninę (S6Q) efektywnie 
rozpoznaje kodon U AG  [36].

Translacja T M V -R N A  w  protoplastach tytoniu i lizatach retikulocy
tów królika zachodzi w  podobny sposób, jeżeli rozważać stosunek powsta
jących białek 126 i 183 kD. W  systemie bezkomórkowym z zarodków 
pszenicy jest syntezowane tylko białko 126 kD, podczas gdy białko 183 kD 
występuje w  minimalnych ilościach lub wcale. Ta raczej zaskakująca ob
serwacja, wskazuje, że systemy biosyntezy białka in v itro  z roślin mają 
mniej cech wspólnych aniżeli układ retikulocyty królika —  roślinne tRNA. 
Prowadząc biosyntezę białka w  ekstrakcie z zarodków pszenicy w obec
ności tRNAc$A liści tytoniu otrzymano białko 183 kD [26].

Interesujące było również stwierdzenie, czy inny system biosyntezy 
białka in  vivo  —  komórki ja jowe Xenopus leavis —  jest przydatny w  
badaniach właściwości supresorowych tRNA. Wykorzystano ten układ do 
poszukiwania supresorów opal (U G A ) i amber (U A G ) z nasion łubinu 
żółtego stosując jako matrycę T M V -R N A  oraz R N A  (3-globiny [30]. Z o- 
trzymanych danych wynikało, że w  łubinie nie ma tR N A , który mógłby 
powodować supresję kodonu opal w  (3-globinowym RNA. Z drugiej strony 
wiadomo, że kodon U G A  wirusa lucerny ulega supresji w  ekstrakcie re
tikulocytów królika pod w pływ em  tR N A  pszenicy i tytoniu, włączając 
glutaminę [7]. W ynika stąd, że fakt obecności supresora opal w roślinach 
wymaga dalszego potwierdzenia. Łubin podobnie jak inne badane rośliny 
zawiera tR N A Tyr, który jest supresorem kodonu U AG  w  oocytach (Ryc. 
7). Okazało się, że sekwencja nukleotydowa tego tR N A  jest identyczna 
z sekwencją tR N A lyr pszenicy (Ryc. 6). Drugi izoakceptor tR N A Tyr z łu
binu zawiera nukleozyd Q [30]. Roślinne tR N A  o właściwościach supreso
rowych mają kilka interesujących cech: nie zawierają rybotym idyny, za

w ierają nukleozyd 3-(3-amino 3-karboksypropylo)urdydynę, nukleozyd X  
w  ramieniu dodatkowym (jest to pierwszy przypadek u eukariota), mają 
dwie pary G-C w  ramieniu antykodonu. Ponadto sekwencje roślinnych 
tR N A Tyr wykazują pełną identyczność co w  pełni potwierdza hipotezę
o zachowawczości struktury roślinnych specyficznych tR N A  [31].

Szereg kwestii w badaniach roślinnych supresorów pozostaje nadal 
niewyjaśnionych. Nieobecność nukleozydu Q w  tR N A  tytoniu jest nie
zwykle interesująca. Podczas analizy sekwencji tR N A Tyr tytoniu nie zna
leziono nukleozydu Q, ale podczas chromatografii mieszaniny tR N A  ty 
toniu na dwuhydroboryloaminoetylocelulozie (DBAE), wyodrębniono 

tR N A Tyr wykazujący duże powinowactwo do jonitu.

DBAE celuloza zawierająca grupy borylowe tw orzy kompleks z ugru
powaniem cis-diolowym nukleozydu Q powodując zatrzymanie na kolum
nie tR N A  zawierających ten związek. W ażny jest także stosunek obu izo- 

akceptorowych tR N A  u roślin. Właściwości supresorowe mogą mieć zw ią
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zek z procesami starzenia i funkcją enzymów modyfikujących oraz mody
fikowanych nukleozydów w  tym  procesie.

... _X... . "d: \ ■■

Ryc. 7. Autoradiografia białek oocytów Xenopus leavis po dodaniu różnych ilości 
tR N ATyr łubinu w  obecności TM V -R N A  [30]. Pierwsze dwie ścieżki oznaczają kon
trole H 20  oraz TM V-RNA. W  dalszych doświadczeniach dodawano 1, 3, 10, 30 i 90 ng 
tRNA na oocyt i obserwowano odpowiednio 15, 12— 25, 38 i 42fl/o supresji [30].

4. Podsumowanie

Przedstawione w artykule dane wskazują na różnice w  wykorzystywa
niu kodonów terminujących U A A , U AG  i UGA. Obecność kodonu U A A  
może oznaczać „zawsze stop” , natomiast kodony U AG  i U G A  mogą ozna
czać „zw yk le  stop ’ . U Eukaryota najlepiej poznane są supresory opal 
u ssaków oraz supresor amber u roślin. U ssaków tR N A Ser występują w 
minimalnych ilościach, podczas gdy roślinne supresory są to główne cyto- 
plazmatyczne izoakceptorowe tR N A Tyr. Być może wiąże się to z naturą 
kodu genetycznego. Ponieważ kodon U AG  jest kodonem przepuszczającym 
(ang. leaky), potrzebne są być może większe ilości takiego tR N A  aby uzys
kać efekt podobny do w yw oływ anego przez minimalną ilość tR N A  w sto
sunku do supresji kodonu opal, który nie jest leaky. Wspomnieliśmy także, 
że wyniki dotyczące roślinnych tR N A  czytających kodon U G A  są sprzecz
ne. Najprawdopodobniej o rozpoznaniu określonego kodonu decyduje jego 
otoczenie [32].
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Jest oczywiste, że sekwencja m R N A  (3-globiny oraz wirusa alfa lfa  w 
rejonie kodonu U G A  jest inna. W  poznanych sekwencjach supresorowych 
tR N A  nie udało się znaleźć fragmentów struktury identycznych i specy
ficznych dla właściwości supresorowych. Jedyną ich cechą wspólną, ale 
nie specyficzną, jest brak rybotym idyny. Należy również podkreślić, że 
obecność roślinnych supresorowych tR N A  badana była w  testach in v ivo  
i dlatego wyniki te wydają się być tym  bardziej interesujące.

Prace tutaj omówione i wykonywane przez autorów były częściowo 
finansowane przez Polską Akademię Nauk.

Artykuł otrzymano 8 marca 1987 
Zaakceptowano do druku 2 czerwca 1987
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G R A Ż Y N A  P ŁA Z A *

Zastosowanie fagów M l3 w  klonowaniu i sekwencjonowaniu D N A  

M l3 phages in cloning and sequencing of DNA

Spis treści:

I. Wstęp
II. Wektor M13 i jego pochodne

III. Sekwencjonowanie wg metody Sangera i wsp.
IV. Sekwencjonowanie długich fragmentów DNA
V. Zakończenie

Contents 

I. Introduction
II. M13 vector and its derivatives

III. Sequencing by Sanger’s dideoxy chain — termination method
IV. Sequencing of long DNA fragments
V. Conclusion

Wykaz stosowanych skrótów: pz —  pary zasad, RF DNA — dwuniciowy DNA, 
SS DNA — jednoniciowy DNA, MCS —  wielofunkcyjne miejsce klonowania, X  — 
gal-5 bromo-4-chloro-3-indolo-P-D-galaktozyd, IPTG  — izopropylogalaktozyd, ddNTP
— dideoksy-nukleotydy

I. Wstęp

Fagi M13 są najczęściej stosowanymi wektorami w klonowaniu i se- 
kwencjonowaniu DNA. Zarówno fag, jak i komórki jego gospodarza E.coli 
K12 są dobrze poznane pod względem  genetycznym i biochemicznym [1—  
7]. Fagi M13 są łatwe do namnażania; z jednej hodowli płynnej o objętości 
1 ml można otrzymać w  ciągu 24 godzin około 5X 1012 cząsteczek faga. 
Podczas wzrostu fagi te nie powodują lizy  komórek gospodarza. Kom órki 
zakażone fagiem  rosną 2— 3 razy wolniej niż komórki niezakażone, dając 
na podłożu stałym obraz „pseudołysinek” fagowych. Pseudołysinki są to 
miejsca występowania zakażonych fagiem  komórek E.coli, nazwane tak

* Mgr, Zakład Biologii Nowotworów, Instytut Onkologii, ul. Wybrzeże Arm ii 
Czerwonej 15, 44-100 G liw ice
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przez analogię do „łysinek” powstających po lizie komórek bakteryjnych. 
D N A  faga M13 występuje zarówno w  postaci jednoniciowej (SS D N A  —  
ang. single stranded D N A ), która jest formą występującą w  wirionie, jak
i w  postaci dwuniciowej, replikacyjnej (RF D N A  —  ang. replicative form ), 
syntetyzowanej w  komórkach gospodarza. Jednoniciowy D N A  faga służy 
jako matryca do sekwencjonowania fragmentów D N A  w g metody S a n - 
g e r a  i w s p .  [9], natomiast dwuniciowy D N A  wykorzystuje się do k lo
nowania obcego D N A  przy pomocy różnych zestawów enzymów restryk
cyjnych. Sposób izolowania D N A  obu tych postaci jest względnie prosty: 
z 1 ml hodowli płynnej bakterii zakażonych fagiem  otrzym ujem y około 
10 ng jednoniciowego D N A  i około 1 |¿g dwuniciowego D N A  [7, 8]. Do ge
nomu faga M13 użytego jako wektora można wprowadzać fragm enty D N A
0 długości rzędu 40 tys. nukleotydów [2]. Kształt otoczki białkowej nie 
ogranicza wielkości wprowadzanych do niej fragmentów DNA.

II. Wektor M13 i jego pochodne

Fag M13 należy do bakteriofagów F f (ang. F-specific filamentous coli- 
phages), [1, 6]. W ewnątrz osłonki białkowej znajduje się jednoniciowa, 
kolista cząsteczka D N A  (nić „plus” ) dobrze scharakteryzowana fizyczn ie
1 genetycznie [4— 6, 10]. Genom faga typu dzikiego o długości 6407 nukleo
tydów zawiera 10 genów, których funkcje są znane. Geny: I, III, V , V I,
V II, V III, IX  kontrolują syntezę białek Wirionu, produkty białkowe genów 
V  i X  biorą udział w  syntezie D N A  infekcyjnego, białko kodowane przez 
gen I I  kontroluje replikację dwuniciowego D N A  w  komórce gospodarza 
[5, 11]. Proces in fekcji rozpoczyna się od adsorbeji wirusa na powierzchni 
bakterii F ’ (komórki męskie zawierające czynnik płciowy F ’) za pośred
nictwem rurkowatych struktur zwanych fimbriam i lub pili. Mechanizm 
penetracji D N A  wirusowego jest nieznany. Do komórki wnika infekcyjny, 
jednoniciowy DNA, a kapsyd pozostaje prawdopodobnie na powierzchni 
komórki. W  początkowym etapie rozwoju wirusa w  komórce gospodarza 
zachodzi synteza komplementarnej do in fekcyjnej nici „plus” nici „m inus” 
(synteza SS D N A->R F  D NA). W  komórce powstaje kolisty, dwuniciowy 
D N A  fąga (RF D NA). Następnym etapem jest synteza dalszych 200— 300 
kopii cząsteczek RF D N A  (replikacja RF D N A->R F  D NA), która przebiega 
zgodnie z mechanizmem „toczącego się koła” (ang. rolling —  circle mecha
nism), [7, 16]. Inicjacja syntezy RF  D N A  rozpoczyna się przez nacięcie 
jednej z nici D N A  przy udziale białka kodowanego przez gen II, z uwol
nieniem końca 3’-OH. Miejsce to służy jako starter do syntezy nowego 
łańcucha D NA. Proces in fekcji kończy się syntezą jednoniciowego D N A  
(RF D NA->SS D N A ) oraz białek strukturalnych wirionu. W irusy potomne 
wydostają się na zewnątrz komórki bakteryjnej nie powodując je j lizy 
(Ryc. la ).
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a E.coli

M 13

/

RFDNA

/

/

M 13
SS DNA

Ryc. la. Cykl życiowy faga M13 [7] SS DNA — jednoniciowy D NA; RF DNA — dwu- 
niciowy DNA

W genomie faga M13 typu dzikiego znajdują się dwa regiony: jeden
0 długości 100 nukleotydów pomiędzy genami V I I I  i III, drugi o długości 
508 nukleotydów pomiędzy genami IV  i II, nie mające istotnego znaczenia 
dla jego funkcji życiowych. W  region ¡pomiędzy genami IV  i II, M e s s i n g
1 ws p .  [17— 21] wprowadzili in vitro fragment operonu la c genomu E.coli. 
Fragment ten zawierał część genu represora, promotor, operator oraz se
kwencję kodującą pierwsze 145 aminokwasów (3-galaktozydazy Ryc. Ib.

Ryc. Ib. Mapa genetyczna faga M13 [17, 18] I, II, III, IV, V, VI, V II, V III, IX , X  — 
kolejne geny faga M13. Geny I I  i X  są genami zachodzącymi na siebie. IG  — (ang. 
„intergenic region” ) —  region nie mający istotnego znaczenia dla funkcji życiowych 
faga; O — operator lac, p —  promotor lac, I ’ —  część genu represora lac; Z ’ — a-re- 
gion P-galaktozydazy.

Miejsce klonowania
b

http://rcin.org.pl



492 G. PŁA ZA [4]

Skonstruowany wektor oznaczyli jako pochodną faga M13 m p l. Dalsze 
modyfikacje M e s s i n g  i w s p .  [19] przeprowadzali w  obrębie frag
mentu (5-galaktozydazy. Przez wymianę pojedynczych nukleotydów utwo
rzyli sekwencję rozpoznawaną przez restryktazę EcoRI. Kolejną pochodną 
faga M13 oznaczyli jako M13 mp2 [20]. Pozostałe pochodne M13 m p  otrzy
mali przez insercję fragmentu o długości 17 nukleotydów, w  obszar genu 
lac pochodnej M13 mp2. W  rezultacie w  genomie faga powstał region na
zwany w ielofunkcyjnym  miejscem klonowania —  MCS (ang. multipurpose 
cloning site), o długości 48 nukleotydów, który zawierał sekwencje rozpo
znawane przez kolejne restryktazy: EcoRI, Sali, AccI, BamHI, H incII, 
Pstl. Pochodną tą autorzy określili jako M13 mp7 [21, 22]. Dalsze pochodne 
M13 mp  powstały w  wyniku różnych m odyfikacji sekwencji regionu MCS 
[17]. W  tabeli 1 przedstawiono zestaw stosowanych obecnie pochodnych 
M13 mp.

Tabela 1

Niektóre pochodne M13mp [7]

Pochodne M13mp
Długość wektora 

(w parach zasad) Miejsca restrykcyjne służące do klonowania

M13mp2 7196 EcoRI
M13mp5 7196 EcoRI, EcoRI, EcoRI, EcoRI, EcoRI, H i ad III 

EcoRI, EcoRI
M 13mp7 7238 EcoRI, BamHI, Sali, Accl, HincII, Pstl, HincII 

Sali, Accl, BamHI, EcoRI
M13mp8 7229 EcoRI, Xmal, Smal, BamHI, Sali, Accl, HincII, 

Pstl, Hindlll
M13mp9 7229 Hindlll, Pstl, HincII, Accl, Sali, BamHI, Smal, 

Xmal, EcoRI
M13mpl0 7244 EcoRI, SacI, Xmal, Smal, BamHI, Xbal, Sali, 

Accl, HincII, Pstl, Hindlll
M13mpl 1 7244 Hindlll, Pstl, HincII, Accl, Sali, Xbal, BamHI, 

Smal, Xmal, SacI, EcoRI
M13mpl8 7250 EcoRI, SacI, KpnI, Xmal, Smal, BamHI, Xbal, 

HincII, Accl, Sali, Pstl, SphI, Hindlll
M13mpl9 7250 Hindlll, SphI, Pstl, Sali, Accl, HincII, Xbal, 

BamHI, Smal Xmal, KpnI, SacI, EcoRI

Uwaga:
Niektóre enzymy restrykcyjne rozpoznają tę samą sekwencję, np. Smal i Xmal, Sali i Accl i HincII.

\ i
Smal: CCCGGG X m al: CCCGGG

GGGCCC GGGCCC
t  t

i 4
i AG GTCGAC . . .  GTPyPuAC

I: GT AC SalI: CAGCTG HincII: CAPuPyTGCT
t

GC 
CA TG 

T A f
Pary wektorów M13mp8 i M13mp9, M 13mpl0 i M 13m pll, M I3m pl8 i M13mpl9 posiadają sekwencje rozpoznawane 
przez te same restryktazy ale ułożone w odwrotnej kolejności.
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W  przypadku wszystkich pochodnych M13 mp fragmenty obcego D N A  
są zawsze wprowadzane w  fragment genu (3-galaktozydazy. Um ożliw ia to 
w sposób prosty i szybki identyfikację fagów  zawierających wbudowane 
fragm enty D N A  [23]. Kom órki biorcy E.coli K12 (np. bakterie oznaczone 
jako JM 101, 103, 105, 106, 107) mają nieczynny operon laktozowy w epi- 
somie F\ Operon ten jest zmutowany w  promotorze represora lac i posiada 
delecję kilku nukleotydów w  genie (3-galaktozydazy [24]. Cząsteczki (3-ga- 
laktozydazy kodowane przez episom są nieaktywne enzymatycznie, w 
związku z tym  niezainfekowane fagiem  komórki E.coli K12 są lac- , w  
przeciwieństwie do komórek zakażonych, które są lac+. Aktywność enzy
matyczna (3-galaktozydazy wynika z komplementacji dwóch łańcuchów 
polipeptydowych zmutowanych genów: genu (3-galaktozydazy regionu lac 
w  genomie faga i genu (3-galaktozydazy regionu lac w  episomie F ’ (tzw. 
komplementacja wewnątrzcistronowa). Połączenie dwóch łańcuchów poli
peptydowych daje w  efekcie jedną, czynną cząsteczkę enzymu. Aktywność 
enzymatyczną (3-galaktozydazy można łatwo stwierdzić dodając do podłoża 
barwnika X -ga l (5-bromo-4-chloro-3-indolo-D-galaktozyd) i induktora 
operonu Zac-IPTG (izopropylotiogalaktozyd). Aktywna enzymatycznie (3- 
galaktozydaza rozkłada X -gal do bromochlorindolu, który nadaje koloniom
E.coli zabarwienie niebieskie. W  przypadku wprowadzenia fragmentu ob
cego D N A  w  gen lac Z  genomu faga następuje inaktywacja enzymu, w 
wyniku zaburzenia fazy  odczytu aminokwasów. Wówczas X -ga l nie jest 
rozkładany do bromochlorindolu i powstałe „pseudołysinki” zrekombino- 
wanych fagów  są białe.

W ykorzystanie zestawu fagów  M13 do klonowania i sekwencjonowania 
polega głównie na utworzeniu swego rodzaju „b ib liotek i” (kolekcji) fa 
gów zawierających wbudowane i analizowane fragm enty obcego DNA. 
Fragm enty obcego D N A  są najczęściej produktami trawienia różnymi res- 
tiryktazami, nieswoistą DNazą lub degradacji ultradźwiękami (sonikacji) 
całych genomów [24].

Pochodne M13 m p  umożliwiają m iędzy innymi klonowanie fragmen
tów  D N A  otrzymanych z podwójnego trawienia, tzw. „wymuszone klono
wanie” —  (ang. „forced coloning” ) [25]. Zarówno wektor, jak i badany 
D N A  traw i się równocześnie dwoma różnymi enzymami restrykcyjnym i. 
Najczęściej stosuje się trawienie enzymami tworzącym i lepkie końce, np. 
BamHI, EcoRI, H in d lll itp. Fragmenty D N A  otrzymane z podwójnego 
trawienia wykazują większą specyficzność w  reakcji łączenia z wektorem 
niż fragmenty D N A  pochodzące z pojedynczego trawienia. Na zasadzie 
komplementarności par zasad łączą się tylko cząsteczki wektora z frag
mentami obcego DNA. „Zam knięcie” się wektora bez integracji z obcym 
D N A  jest praktycznie niemożliwe.
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III. Sekwencjonowanie wg metody S a n g e r a  i w s p .  [9J

Metoda sekwencjonowania opracowana przez S a n g e r a  i w  s p. [9] 
polega na enzymatycznej syntezie znakowanych fosforem  łańcuchów 
D N A  komplementarnych wobec matrycy. P ierwszym  etapem reakcji se
kwencjonowania jest połączenie startera z matrycą. Starterem jest frag
ment D N A  (oligonukleotyd) o takiej długości, która gwarantuje stabilne
i specyficzne wiązanie z matrycą. Na ogół, w  reakcjach sekwencjonowania 
stosuje się obecnie startery o długości 15 lub 17 nukleotydów, syntetyzo
wane chemicznie i rozprowadzane, m iędzy innymi, przez firm ę B IO LABS. 
Startery takie zawierają kolejno sekwencje: 5’-TC C C AG TC A C G AC G T-3 ’, 
5’-G TA A A A C G G C C A G T-3 ’. Umożliw iają one sekwencjonowanie fragm en
tów D N A  o różnej długości. Startery te, stosowane są w  przypadku 
wszystkich pochodnych M13 m p  i są komplementarne do określonej se
kwencji genu lac Z, położonej w  pobliżu miejsca insercji. Następnym eta
pem reakcji sekwencjonowania jest przygotowanie czterech mieszanin 
reakcyjnych, które zaw ierają kolejno: kompleks starter+ matryca, trójfos- 
fodezoksymikleotydy, z  których jeden jest znakowany fosforem  **P, jeden 
określony trójfosfodideoksynukleotyd i fragment Klenowa polimerazy 
D N A  I (który to fragment nie wykazuje aktywności egzonukleolitycznej 
w  kierunku 5’->3’). Enzym ten katalizuje elongację nowo syntetyzowanego 
łańcucha D NA, która przebiega od końca 3’-OH startera w  kierunku 5’->3’. 
Dideoksynukleotydy spełniają w  reakcji sekwencjonowania rolę inhibito
rów elongacji łańcucha DNA. Brak grupy hydroksylowej przy węglu 
3’dideoksynukleotydu uniemożliwia tworzenie następnego wiązania fosfo- 
dwuestrowego w  reakcji syntezy łańcucha D N A  (Ryc. 2). W  mieszaninie 
reakcyjnej powstają dwuniciowe fragm enty D NA, o różnej długości, które 
na końcu 3’ mają wbudowane w  miejsce odpowiedniego dezoksynukleoty-

0 0 0 „ II II
H 0 - P - 0 - P - 0 -I i 

OH OH

Pu lub Py

OH

d NTP

0 0 0 
~ u ii ii s- 

H 0 - P - 0 - P - 0 - P - 0 - C H 2

OH OH OH 0

Pu lub Py

dideoksy NTP (ddNTP)

Ryc. 2. Wzory strukturalne dezoksynukleotydów i dideoksynukleotydów. Pu — pury- 
na; Py — pirymidyna
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du dideoksynukleotyd. Ważne jest, żeby w  mieszaninie reakcyjnej była 
odpowiednio dobrana proporcja dideoksynukleotydów do dezoksynukleo- 
tydów. W łaściwe proporcje ddNTP/dNTP umożliwiają syntezę odpowied
niej ilości łańcuchów D N A  o wzrastającej długości. Po zakończeniu elon- 
gacji fragm enty D N A  denaturuje się i rozdziela elektroforetycznie na żelu 
poliakryloam idowym . Do wyznaczenia kolejności nukleotydów w  badanej 
sekwencji stosuje się autoradiografię. Położenie prążków na kliszy rentge
nowskiej określa kolejność nukleotydów badanego regionu D N A  (Ryc. 3). 
Ogólny schemat postępowania w  sekwencjonowaniu opracowany przez

Reasocjacja startera z matryca

SS DNA

Reakcja sekwencjonowania

Matryca + Starter 
dCTP , d GTP, d TTP, 
«. - p 3? -dATP

5’-CGATTCATGC 5'-CGATTCATG‘ 5'-CGATTCAT' 5 ,-CGATTCATGCA‘
5’ -CGATTC
5’-C*

I__

5’- CG

Elektroforeza 
na żelu poliakryloamidowym 

i autoradiografia

17
G T

5'-CGATT
5’-CGAT"

T

S’-CGATTCA
5’-CGA*

____ I

Ryc. 3. Sekwencjonowanie w g S a n g e r a i w  s p. [9, 46J ddCTP — dideoksycytydy- 
notrójfosforan; ddGTP —  dideoksyguanozynotrójfosforan; ddTTP — dideoksy tymidy- 
notrójfosforan; ddATP — dideoksyadenozynotrójfosforan. Nukleotyd z kropką ozna
cza wbudowany w miejsce określonego dezoksynukleotydu dideoksynukleotyd.
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S a n g e r a  i w s p .  i zwany potocznie metodą „dideoksy” jest prosty
i szybki, nie wymaga użycia skomplikowanej aparatury, a przeciętna ilość 
nukleotydów odczytana w  jednej reakcji jest rzędu 200— 300. Do standar
dowej metody „dideoksy” wprowadza się obecnie różnego rodzaju m odyfi
kacje umożliwiające jednorazowe sekwencjonowanie większych fragm en
tów DNA. Zastosowanie, np. gradientu buforu przy rozdziałach elektro- 
foretycznych w  połączeniu z użyciem dezoksynukleotydów znakowanych 
nie “ P ale 85S um ożliw iły odczytanie na żelu o długości 50 cm sekwencji 
o 150— 180 nukleotydów dłuższej w  porównaniu z metodą standardową 
[26— 29].

W  metodzie opisanej przez B e c k a  i P o h l a  [30, 31] jednorazowo 
sekwencjonowano fragm enty D N A  o długości 600 nukleotydów, ale kosz
tem wprowadzenia do badań skomplikowanej aparatury. Zasadą tej me
tody jest „w yłapyw anie” fragmentów D N A  schodzących z krótkiego, o dłu
gości od 6— 20 cm, żelu poliakryloamidowego podczas elektroforezy przez 
odpowiednią bibułę mającą zdolność jonowego wiązania DNA. Podczas 
elektroforezy bibuła ta w  sposób ciągły i ze stałą prędkością przesuwa się 
pod żelem. „W yłapyw ane” przez bibułę fragm enty D N A  znajdują się mniej 
w ięcej w  równej od siebie odległości, tak że odczytanie sekwencji po au- 
toradiografii nie sprawia większych trudności.

IV . Sekwencjonowanie długich fragmentów D N A

Fragmentaryzacja całych genomów przy zastosowaniu różnych metod 
daje w  efekcie bardzo dużą ilość cząsteczek D N A  o różnej długości, rzędu 
nawet kilku tysięcy par nukleotydów. Metoda sekwencjonowania opraco
wana przez S a n g e r a  i w  s p. [9] umożliwia wyznaczenie kolejności 
około 600 nukleotydów. W  celu sekwencjonowania długich fragmentów 
D N A  wprowadza się do standardowej metody „dideoksy” w iele technik 
dodatkowych. Stosuje się m iędzy innymi technikę „subklonowania” loso
wego (ang. random subcloning procedure) lub „subklonowania” nieloso- 
wego (ang. nonrandom subcloning strategie) badanego regionu D N A  [32—  
36}. Metoda przypadkowej analizy polega na wyizolowaniu wstawki z wek
tora, strawieniu je j enzymami restrykcyjnym i i ponownym wprowadze
niu do wektora. Otrzym ujem y losowo, w  bardzo krótkim  czasie, bez skom
plikowanych zabiegów laboratoryjnych, w iele mniejszych fragmentów 
DNA. Niektóre z nich mogą być sekwencjonowane wielokrotnie, co w yn i
ka z faktu „zachodzenia” na siebie fragmentów restrykcyjnych. Metody 
„nieprzypadkowego” sekwencjonowania D N A  są bardziej kłopotliwe: w y 
magają użycia wyszukanych endonukleaz i bardziej skomplikowanych 
manipulacji technicznych. M etody te jednocześnie eliminują wielokrotną 
analizę regionów D N A  już sekwencjonowanych.
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Jedna z technik „nieprzypadkowego” sekwencjonowania długich frag
mentów D N A  polega na tworzeniu, przy pomocy egzonukleazy BAL-31, 
wielu progresywnych delecji w  badanym regionie D N A  ]37[. Enzym ten 
traw i lin iow y D N A  usuwając w  ciągu minuty 100— 200 nukleotydów. W y
dłużając stopniowo czas trawienia enzymem uzyskuje się zbiór fragmen
tów o stopniowo zmniejszającej się długości. Fragmenty te są rozdzielane 
elektroforetycznie, a następnie izolowane z żelu i powtórnie wprowadzane

b

nowo syntetyzowany 
Itińcuch DNA

Ryc. 4a. Ogólny schemat sekwencjonowania długich fragmentów D NA w g H o n g a 
[40]
b. Sekwencjonowanie z udziałem drugiego startera (ang. „reverse primer” ):

1. Reasocjacja „uniwersalnego” startera z matrycą. Synteza nowej matrycy przy 
udziale DNA polimerazy I i czterech dezoksynukleotydów.

2. Uwolnienie nowo syntetyzowanej matrycy.
3. Reasocjacja drugiego startera „odwrotnego” z nową matrycą. Reakcja sekwen

cjonowania przebiega z przeciwnego końca wbudowanego fragmentu DNA.
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do wektora. Analiza sekwencyjna pojedynczych fragmentów D N A  umoż
liw ia ustalenie kolejności nukleotydów w  całej badanej sekwencji.

Sekwencjonowanie długich fragmentów D N A  może się także odbywać 
przy udziale tzrw. „wewnętrznych starterów” [38]. Technika ta polega na 
wykorzystaniu fragm entów restrykcyjnych badanego regionu D N A  jako 
starterów sekwencjonowania. Startery te są komplementarne wobec róż
nych miejsc badanej sekwencji. W  celu wyznaczenia kolejności nukleo
tydów  całej sekwencji niezbędne jest użycie w ielu „wewnętrznych starte
rów ” . Techniki tej praktycznie nie stosuje się do badania regionów D N A  
zawierających powtarzające się sekwencje.

Metoda sekwencjonowania długich fragm entów D N A  opracowana przez 
H o n g a [39] określana jako „sekwencjonowanie w  odwrotnym kierun
ku” (ang. reverse sequencing) polega na oznaczeniu kolejności nukleoty
dów badanej sekwencji D N A  przy użyciu dwóch starterów: uniwersalne
go i „odwróconego”  (ang. reverse prim er) (Ryc. 4a). Uniwersalny starter 
w ykorzystyw any jest w  reakcji sekwencjonowania prowadzonej z jednego 
końca wstawki. Z udziałem tego startera, D N A  polimerazy I i czterech 
dezoksynukleotydów powstaje łańcuch komplementarny wobec oryginal
nej sekwencji („odwrotna matryca” ). Nowo syntetyzowana matryca po
trzebna jest do wyznaczenia kolejności nukleotydów z przeciwnego końca 
wstawki przy zastosowaniu „odwrotnego” startera (Ryc. 4b).

B a r n e s  i B e v a n  [40, 41] opracowali metodę sekwencjonowania 
fragmentów D N A  o dł. 3000— 14 000 nukleotydów. Podstawą tej metody

Ryc. 5. Schemat sekwencjonowania długich łańcuchów DNA wg metody B a r n e s a  
i B e v a n a [41, 42].

Traw ienie 
BAL-31
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jest tworzenie w ielu  jednokierunkowych delecji we wbudowanym frag
mencie obcego D NA. Badany rejon traw i się wstępnie w  sposób przypad
kow y przez kolejne enzym y: DN-azę, egzonukleazę III, egzonukleazę B A L - 
31. Enzym BAL-31 tw orzy tępe końce umożliwiające przyłączenie przy 
udziale ligazy faga T4 łączników oligonukleotydowych zawierających se
kwencję rozpoznawaną, np. przez enzym EcoRI. Enzym ten rozpoznaje 
sekwencję w  pobliżu miejsca wiązania startera. Po cięciu EcoRI powstają 
jednokierunkowe delecje zaczynające się z określonego miejsca rozpozna
wanego przez „unikalny” enzym restrykcyjny. Zamknięcie wektora ze 
zmniejszoną wstawką następuje przy udziale ligazy faga T4. Wielkość de
lec ji określa się porównując ruchliwość elektroforetyczną całych fagów  
(Ryc. 5).

V . Zakończenie

Opracowanie szybkich i względnie prostych metod klonowania i se- 
kwencjonowania D N A  umożliwia ustalenie struktury pierwszorzędowej 
w ielu genów strukturalnych, plazmidów, bakteriofagów, wirusów onko- 
gennych [42— 44]. W  artykule starano się przedstawić jedną z najczęściej 
stosowanych, tzw. szybkich metod klonowania i sekwencjonowania D N A  
przy użyciu fagów  M13. Stosując liczne m odyfikacje praktycznie rzecz 
biorąc, w  ciągu jednego dnia można oznaczyć sekwencję D N A  o długości 
kilku tysięcy par nukleotydów.

Artykuł otrzymano 9 kwietnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 30 kwietnia 1987 r.
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ZB IG N IEW  PIETRZKO W SKI*

Cytoszkielet a mitogenne działanie czynników wzrostowych 

Cytoskeleton and mitogenic action of growth factors

Spis treści:

I. Wstęp — udział zmian cytoszkieletu w aktywności podziałowej komórek
II. Budowa cytoszkieletu i jego znaczenie

I I -1. Mikrotubule
II-2. Mikrofilamenty
II-3. Filamenty pośrednie

III. Działanie czynników wzrostowych na morfologię komórek
IV. Wpływ czynników wzrostowych na aktywność ruchową komórek
V. Sposoby oddziaływania czynników wzrostowych na reorganizację cytoszkieletu

Contents

I. Introduction — participation of cytoskeleton changes in cell division activity
II. Cytoskeleton structure and its significance

II-l.  Microtubules
II-2. Microfilaments
II-3. Intermediate filaments

III. Effects of growth factors on cell morphology
IV. Effects of growth factors on cell motility
V. Modes of action of growth factors on cytoskeleton reorganization

Wykaz stosowanych skrótów: EGF —  epidermalny czynnik wzrostowy, FGF — 
fibroblastyczny czynnik wzrostowy, NGF — nerwowy czynnik wzrostowy, PDGF — 
czynnik wzrostowy pochodzący z płytek krwi, RDGF — czynnik wzrostowy pocho
dzący z siatkówki, pH, —  cytoplazmatyczne pH, Ca?+ —  cytoplazmatyczne stężenie jo 
nów Ca2+, M A P I — ang. microtubule associated protein 1, M AP2 — ang. microtubule 
associated protein 2, komórki PC 12 — komórki guza chromochłonnego

I. Wstęp —  udział zmian cytoszkieletu w aktywności podziałowej komórek

Mechanizm aktyw acji syntezy D N A  i podziału komórek prawidłowych 
od w ielu lat jest przedmiotem intensywnych badań. Dotyczą one zarówno 
metabolizmu komórek jak i występujących w  tym  okresie zmian organi
zacji cytoszkieletu. Zm iany te mają w pływ  na adhezję i rozpłaszczanie ko

* Mgr, Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zu- 
rzyckiego, Uniwersytet Jagielloński, al. Mickiewicza 3, 31-120 Kraków
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mórek prawidłowych in  v itro  na podłożu stałym, m orfologię (kształt oraz 
architekturę powierzchni), m igrację (tzn. ukierunkowaną aktywność ru
chową komórki), bezkierunkową aktywność ruchową (tzn. aktywność ru
chową, która nie zmienia położenia geometrycznego centrum komórki) [1], 
podział komórki [2— 8], a także rozmieszczenie receptorów błonowych [9—
11]. Na czasową zbieżność obu procesów, aktywacji syntezy D N A  i reorga
nizacji cytoszkieletu wskazywały wcześniejsze badania, w  których stw ier
dzono, że:

—  wzrost komórek prawidłowych zależy od przyczepienia i rozpłasz
czenia na podłożu stałym [12, 13], a ograniczanie rozpłaszczenia tych ko
mórek poprzez m odyfikację adhezywności podłoża prowadzi do zahamo
wania syntezy D NA, R N A  i białek [14— 19],

—  zwiększenie liczby komórek w  populacji powoduje wzrost często
tliwości wzajemnych kontaktów m iędzy komórkami, co hamuje ich m igra
cję [20, 21],

—  w  hodowli jednowarstwowej jest zahamowana zarówno migracja 
jak i proliferacja komórek [22— 25], dalsze podziały mogą wystąpić po 
udostępnieniu wolnej powierzchni do m igracji [26— 28] lub po dodaniu do 
środowiska komórek np. insuliny [29] względnie trypsyny [28, 30, 31],

—  komórki zahamowane kontaktowo zatrzymane są w  fazie G1 cyklu 
komórkowego [32— 34] (dzisiaj przyjm uje się, że komórki te opuszczają 
cyk l komórkowy w  drugiej połowie fazy  G1 przechodząc do fazy GO [35]),

—  rozpoczęciu m igracji komórek towarzyszy wzrost aktywności po
działowej [36], podobnie jak podczas m igracji komórek z eksplantatów 
tkanek [37, 38].

Wykazano czasową zbieżność aktywności podziałowej z aktywnością 
ruchową komórki, co stało się przedmiotem wielostronnych badań. M iędzy 
innymi, zmierzają one do poznania przyczyn i skutków dynamicznych 
zmian w  metabolizmie i strukturze cytoszkieletu zachodzących pod w p ły 
wem  działania czynników wzrostowych oraz do ustalenia charakteru za
leżności m iędzy reorganizacją cytoszkieletu a aktywacją syntezy DNA. 
Badania te dotyczą budowy czynników wzrostowych, drogi ich oddziały
wania na błonę, mechanizmu przetworzenia sygnału, metabolizmu komór
ki, znaczenia zmian w  organizacji elementów cytoszkieletu [39].

Dotychczas opisano w iele efektów  działania czynników wzrostowych, 
które poprzedzają indukcję syntezy D NA. Dwa z nich wydają się być 
szczególnie ważne ze względu na szybkość działania oraz ich powszech
ność. Są to: zwiększenie stężenia jonów wapnia w  cytoplazmie oraz alkali- 
zacja cytoplazmy. Znaczenie jonów wapniowych w  regulacji metabolizmu 
i proliferacji komórek od w ielu lat jest przedmiotem intensywnych badań, 
bowiem jon Ca2+ jest czynnikiem regulującym przebieg w ielu procesów 
komórkowych [40— 42] i aktywność w ielu enzym ów [43, 44]. Tu przedsta
w iono dane wskazujące na to, że obserwowane pod w pływ em  czynników

http://rcin.org.pl



13] CYTOSZKIELET A CZYNNIKI WZROSTOWE 503

wzrostowych zmiany m orfologii i aktywności ruchowej komórek są w yn i
kiem zwiększenia cytoplazmatycznego stężenia jonu Ca2+ oraz alkalizacji 
cytoplazmy.

II. Budowa i znaczenie cytoszkieletu

II-l. Mikrotubule

W yniki biochemicznych i ultrastrukturalnych badań ujawniły obecność 
trzech typów  struktur włóknistych w  komórce: mikrotubul, m ikrofila- 
mentów i filam entów  pośrednich, które razem tworzą tró jw ym iarow y cy- 
toszkielet.

Mikrotubule są zbudowane z alfa i beta tubuliny oraz białek towarzy
szących o charakterze regulatorowym: M A P I, MAP2, białka Tau [45]. Di- 
m ery alfa i beta tubuliny w  procesie polimeryzacji tworzą mikrotubule. 
Białko M AP2 po fosforylacji przez kinazę zależną od cA M P [46] uczest
niczy we wzajem nym  oddziaływaniu mikrotubul z mikrofilamentami [47, 
48]. Oddziaływania te nadają ciału komórek pewną sprężystość i kształt 
[49— 53]. Natomiast białko Tau uczestniczy w  regulacji polimeryzacji tu
buliny przy udziale kompleksu kalmodulina-Ca [40, 54] i swoistej kinazy 
[55]. Zewnętrzna średnica mikrotubul wynosi 24 nm, a ich długość może 
wynosić 50 nm [56, 57]. Jak stwierdzono przy użyciu technik immuno- 
fluorescencyjnych [58— 60] oraz przeciwciał monoklonalnych specyficz
nych dla tubuliny [61, 62], mikrotubule tworzą w  komórce przestrzenną 
sieć, która jest strukturą ulegającą reorganizacji w  zależności od stanu 
fizjologicznego komórki, czynników środowiska, charakterystyki kontaktu 
z podłożem. Mikrotubule spełniają ważną funkcję w  formowaniu i stabili
zacji miejsc kontaktu komórki z inną powierzchnią [63, 64]. Poza tym  
odgrywają one dużą rolę w  orientacji i stabilizacji całego cytoszkieletu 
[59, 64] oraz m igracji komórek [65]. Mogą być połączone z białkami błony 
jądra komórkowego [61], m itochondriów [66] oraz błony komórkowej [67]. 
W  czasie podziałów komórek uczestniczą w  regulacji ruchu chromoso
mów [68].

II-2. Mikrofilamenty

M ikrofilam enty często określa się jako filam enty cienkie ze względu 
na ich średnicę wynoszącą 6 nm. Ich składnikiem jest F-aktyna będąca 
polimerem globularnego białka, G-aktyny. Na stan organizacji aktyny ma 
w pływ  w iele białek o charakterze regulatorowym  [69]. W  kontrolowaniu 
procesu polim eryzacji G -aktyny bierze udział profilina i inne białka [70, 
71]. Żelzolina [72], fragm ina [73], w ilina [74] to białka ograniczające dłu
gość filam entów aktynowych i wpływające na szybkość polimeryzacji 
G-aktyny. Białka te przyczepiają się do rosnącego końca filamentu akty
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nowego i blokują przyłączanie kolejnych monomerów G-aktyny. Uczest
niczą w  procesie skracania filam entów aktynowych oraz w inicjacji poli
m eryzacji G -aktyny [75— 77]. Połączenie m ikrofilamentów z żelzoliną, 
fragminą, wiliną i kalmoduliną zmienia stopień żelifikacji cytoplazmy, co 
jest ważne dla prawidłowego przebiegu określonych procesów komórko
wych [78]. Białka wiążące filam enty aktynowe (fimbryna, alfa-aktynina, 
filam ina) inicjują powstawanie różnych układów przestrzennych tych 
struktur [74]. Może to być izotropowa sieć filam entów aktynowych, jak 
ma to miejsce w  lamelipodium i filopodium [79] lub równoległy układ 
filam entów  [80]. Połączenia m ikrofilam entów z taliną [81] lub winkuliną 
[82, 83] mają w pływ  na powstawanie połączeń filam entów aktynowych 
z białkami błony komórkowej [84]. Filam inie przypisuje się też udział w  
procesie wysuwania preudopodiów [85, 86]. Jest to białko obecne we 
wszystkich komórkach; występuje na obrzeżu komórki oraz we włóknach 
naprężeniowych. Homologi tego białka wyizolowane z płytek krw i oraz 
z makrofagów mogą zmieniać reologiczne właściwości cytoplazmy [87, 88]. 
Oddziaływanie z aktyną większości wymienionych białek jest zależne od 
stężenia jonu Ca2+ w  cytoplazmie [89— 95]. Na skutek oddziaływania F - 
aktyny z miozyną [96], tropomiozyną [97], alfa-aktyniną [98] i filaminą 
[99] powstają funkcjonalne włókna aktomiozynowe odpowiedzialne za cy- 
tomechaniczne własności cytoszkieletu [100]. Wykazano także istnienie po
łączeń m ikrofilam entów z mikrotubulami [101] i filamentami pośredni
mi [102].

II-3. Filamenty pośrednie

Średnica filam entów pośrednich wynosi 7— 11 nm. Obecnie wyróżnia 
się 5 klas filam entów pośrednich:

—  filam enty w imentynowe —  homopolimer w im entyny występujący 
w  komórkach tkanek mezynchymalnych [103— 105],

—  filam enty glejow e zbudowane z kwaśnego białka o masie 51 000, 
występujące w  komórkach glejowych, astrocytach ale nieobecne w  neuro
nach [106],

—  filam enty desminowe zbudowane z desminy i występujące w  komór
kach mięśniowych [107, 108],

—  neurofilam enty —  heteropolimery trzech białek o masie 68 000, 
145000, 2 000 000, występują w  neuronach [109, 110],

—  filam enty keratynowe zbudowane z 20-stu białek o masie 40 000—  
7000 [103]. Występują w  komórkach naskórka. Powstają w  tym  samym 
czasie co desmosomy [111].

F ilam enty pośrednie tworzą połączenia z białkami błony jądrowej 
[112] i mitochondriów [113], polirybosomami i elementami aparatu 
translacyjnego [114], błoną komórkową [115], elementami strukturalnymi 
desmosomów [111], mikrotubulami [116].
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III. Działanie czynników wzrostowych na morfologię komórek

W  powstawaniu miejsc kontaktu komórki z podłożem biorą udział in
tegralne białka błony oraz m iędzy innymi F-aktyna i białka regulatorowe 
m ikrofilam entów, spośród których szczególne znaczenie ma winkulina, 
która może być substratem kinazy C [117]. Jak stwierdzono, w  pierwszych 
trzech minutach działania PD G F następuje przemieszczenie w inkuliny do 
cytoplazm y podstawowej i rozpoczyna się proces reorganizacji cytoszkie- 
letu [118]. W  miejscach kontaktu z podłożem powoduje to zanik połączeń 
filam entów  aktynowych z błoną, a w  konsekwencji reorganizację cyto- 
szkieletu, zmianę kształtu komórki oraz zwiększenie ilości w inkuliny w  
cytoplazmie podstawowej [118]. Natomiast nie obserwowano podobnych 
zmian, gdy na te komórki działano EGF, insuliną czy somatomedyną C. 
Takie same rezultaty działania PD G F uzyskano w  komórkach Swiss 3T3 
i ludzkich diploidalnych komórkach glejowych [119, 120]. Jednocześnie 
wykazano, że przemieszczanie w inkuliny do cytoplazmy podstawowej 
i synteza D N A  mogą zachodzić w  tym  samym czasie [121].

Jak wcześniej wspomniano, zmniejszenie liczby połączeń m iędzy biał
kami błony a m ikrofilamentami prowadzi do zaniku miejsc kontaktu z po
dłożem, szczególnie w  obrębie lamelipodiów, które tworzą w tedy fałdy 
przemieszczające się poprzez całą powierzchnię komórki [122— 124]. In
nymi, często opisywanym i efektami działania czynników wzrostowych na 
m orfologię komórek są zmiany w  ilości i wielkości m ikrowypustek na po
wierzchni, co wykazano przy użyciu skaningowej mikroskopii elektrono
w ej [122— 126].

IV. W pływ czynników wzrostowych na aktywność ruchową komórek

Strukturalne zmiany cytoszkieletu wywołane działaniem czynników 
wzrostowych obejmują również reorganizację filam entów aktomiozyno- 
wych [120]. W  wielu pracach wykazano, iż poszczególne czynniki wzrosto
we w  różnym stopniu stymulują m igrację komórek. EGF i RD G F zw ięk
szają szybkość m igracji komórek śródbłonka [127, 128] oraz komórek 
RIE-1 [129]. Natomiast PD G F aktywuje m igrację komórek mięśni gład
kich [130, 131], fibroblastów [132] i monocytów [133]. EGF zwiększa szyb
kość m igracji komórek Swis 3T3 z 2 do 30 jim/h [134] oraz obrót A T P  [135]. 
Te wyniki potwierdzają wcześniejsze dane o sprzężeniu syntezy D N A  
z aktywnością ruchową, jakie uzyskano w  badaniach wpływu surowicy na 
aktywność podziałową komórek prawidłowych i ich m igrację [20, 136—  
139], surowiczych czynników stymulujących proliferację [140] i EGF 
[141.] Stwierdzono w tedy, że zwiększeniu szybkości m igracji komórek to
warzyszy wzrost aktywności podziałowej.

Aktywność ruchowa komórek jest wynikiem  funkcjonowania włókien 
aktomiozynowych [142]. Z ich cytomechanicznymi właściwościami wiąże
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się duże zapotrzebowanie na energię. W  czasie skurczu jest ona dostarcza
na z reakcji hydrolizy A T P  przez A TP-azę aktomiozynową [143— 147]. 
Zwiększona aktywność A TP-zow a  filam entów  aktomiozynowych obniża 
stosunek ATP/AD P, a tym  samym pobudza metabolizm energetyczny ko
mórki [25, 146, 147].

Stwierdzono, że podczas m igracji fibroblasty zarodka kurczęcia oddy
chają intensywniej niż niemigrujące [148]. Zwiększona aktywność rucho
wa komórek jest sprzężona z aktywacją metabolizmu energetycznego [25, 
149, 150]. Co w ięcej aktywacja procesów energetycznych komórki może 
prowadzić do zwiększenia puli pośredników metabolicznych potrzebnych 
do syntezy D N A  [149, 150].

V. Drogi oddziaływania czynników wzrostowych na reorganizację 
cytoszkieletu

Czynniki mające w p ływ  na reorganizację cytoszkieletu oddziałują na 
te procesy komórkowe, które przebiegają z udziałem struktur włóknistych. 
Do takich czynników m.in. należą: zmiana cytoplazmatycznego stężenia 
jonu Ca2+ oraz, w  mniejszym  stopniu, alkalizacja cytoplazmy. Zmiana 
tych parametrów jest wynikiem  m.in. działania czynników wzrostowych. 
Zwiększenie cytoplazmatycznego stężenia jonów Ca2+ występuje w  pierw 
szych 10 sekundach działania czynników wzrostowych [151], a maksymal
ne podwyższenie pHj ma miejsce kilka minut później [152].

Badania aktywacji syntezy D N A  przez czynniki wzrostowe wykazały, 
że mikrotubule są ważnym  elementem mechanizmu transdukcji sygnału 
pochodzącego z kompleksu receptor-czynnik wzrostowy ¡[153, 154]. Regu
lacja procesu polim eryzacji i depolimeryzacji tubuliny przez poszczególne 
białka jest zależna od poziomu cAM P, kompleksu kalmodulina-Ca i stęże
nia jonów Ca2+ oraz od aktywności specyficznych dla tych białek kinaz 
białkowych [46, 55, 155, 156].

Przestrzenna organizacja m ikrofilam entów zależy od stopnia polimery
zacji G-aktyny, funkcjonowania białek regulujących stan aktyny, obec
ności połączeń filam entów aktynowych z miozyną i mikrotubulami oraz 
od stanu skurczu komórki (izometrycznego lub izotonicznego [157]. Proces 
polimeryzacji i wydłużania oraz powstawania połączeń m iędzy m ikrofila- 
mentami zachodzi przy udziale białek regulacyjnych wrażliw ych na zmia
ny stężenia jonów Ca2+ [158, 159], Podobnie, oddziaływanie F-aktyny 
z miozyną jest zależne od stężenia jonów Ca2+ i kompleksu kalmodulina- 
Ca [95, 160, 161, 162] tak jak powstawanie kontaktów aktyny i m iozyny 
z białkami błony [163, 164].

Znaczenie filam entów  pośrednich dla funkcjonowania cytoszkieletu jest 
stosunkowo słabo poznane. Stwierdzono, że są bardziej w rażliw e na enzy
m y proteolityczne niż mikrotubule czy m ikrofilamenty. Specyficzne, za
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leżne od wapnia proteazy wpływ ają na stan organizacji filam entów  desmi- 
nowych i w im entynowych [165, 166] oraz keratynowych [167]. Duże zna
czenie dla formowania i agregacji filam entów  pośrednich ma proces fos
fo ry la c ji w im entyny i keratyn przez kinazy zależne od kompleksu kal- 
modulina-Ca [168, 169]. Niezależnie od wym ienionych dróg reorganizacji 
filam entów  pośrednich zmiany w  ich przestrzennym układzie mogą być 
w yn ik iem  zaniku połączeń z pozostałymi elementami cytoszkieletu.

Alkalizacja cytoplazmy ma duże znaczenie dla w ielu procesów zacho
dzących w  komórce [170]. Jak wykazano, także dla aktyw acji syntezy 
D N A  alkalizacja cytoplazmy jest procesem niezbędnym {171]. Występuje 
na skutek działania m.in. surowicy i czynników wzrostowych [172— 174]. 
Również organizacja cytoszkieletu zmienia się w  zależności od pH cyto
plazmy. Oddziaływanie zmian pHi na organizację cytoszkieletu odbywa się 
również za pośrednictwem białek regulacyjnych mikrotubul i m ikrofila- 
mentów. Kofilina, białko o ciężarze 21 000, w  zależności od wartości pHt 
w yw iera  różny w p ływ  na proces polim eryzacji i depolimeryzacji aktyny 
[175]. W  układzie pozakomórkowym wykazano, że wraz ze zwiększeniem 
wartości pH w  obecności ko filiny odwracalnie zwiększa się depolimeryza- 
cja F-aktyny bez względu na stężenie jonu Ca2+ w  środowisku [176], P o 
dobne właściwości ma białko biorące udział w  procesie powstawania połą
czeń mikrotubul z m ikrofilamentami [177].

Uwagi końcowe

W  świetle nowych w yn ików  czynniki wzrostowe poprzez tworzenie 
kompleksu ze specyficznym  dla nich receptorem, bez internalizacji w y 
wołują szereg następujących po sobie zmian w  metabolizmie i strukturze 
szkieletu komórki. Najintensywniej bada się te zmiany, które występują 
w  pierwszej kolejności i które pozwalają komórce na osiągnięcie stanu 
kompetencji. Obecnie można wym ienić przybliżoną kolejność reakcji, ja
kie występują w  komórce w  pierwszych minutach działania czynników 
wzrostowych. Są to: tyrozynowo^specyficzna autofosforylacja receptora 
czynnika wzrostowego [178— 181], aktywacja fosfolipazy C [182— 183], 
zwiększenie cytoplazmatycznego stężenia jonów Ca2+ [184— 190], aktywa
cja kinazy C [191], aktywacja antyportu N a+/H+ [173, 191], alkalizacja 
cytoplazmy [172, 173, 192, 193], reorganizacja cytoszkieletu.

Natomiast sprzężenie aktywacji obrotu fosfatydyloinozytoli z induko
waną przez czynniki wzrostowe inicjacją syntezy D N A  nie jest poparte 
jednoznacznymi wynikam i badań [194, 195], pomimo, że udział fosfatydy
loinozytoli jest uważany za w ażny element transdukcji m itogennego syg
nału [196]. W ym ienione wczesne e fek ty  działania czynników wzrostowych 
poprzez zwiększenie stężenia jonów Ca2+ w  cytoplazmie, często za po
średnictwem powstałego w  tych warunkach kompleksu kalmodulina-Ca 
inicju ją zmiany w  metabolizmie komórek [91— 95, 197], ich aktywności
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ruchowej oraz m orfologii [198— 201], Wzajemne związki omawianych tu 
procesów przedstawia rys. 1.

W  wyniku działania czynników wzrostowych po upływie kilku godzin 
następuje zwiększenie syntezy białek cytoszkieletu. W  aatrocytach stw ier
dzono 4-krotne zwiększenie syntezy białek filam entów glejowych na sku
tek działania FGF [123]. Ponadto w  obecności NGF, w  komórkach SH- 
-S Y 5Y  obserwowano podwyższony poziom m R N A  dla alfa i beta tubuliny 
i G-aktyny. Te efek ty  można zaliczyć do zmian związanych z przejściem 
komórek z fazy  G1 do fazy  S, podczas gdy wczesne efekty działania PD G F 
i EGF, bez internalizacji kompleksów receptor-czynnik wizrostowy stymu
lują przejście komórek z fazy GO do fazy  G1 i aktywują proces syntezy 
D NA [202].

Artykuł otrzymano 5 czerwca 1986 r.
Zaakceptowano do druku 6 maja 1987 r.
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rodzina onkogenów ptasiego mięsaka, c-fos —  onkogen kociego mięsaka kości, 
c-m yc —  rodzina onkogenów ptasiej mieloblastoma, v-sis —  onkogen wirusa małp 
wełnistych, c-sis — odpowiednik komórkowy onkogenu v-sis

I. Wstąp

Mechanizm namnażania się komórek eukariotycznych jest jednym 
z ważniejszych problemów biologii, który nie doczekał się jeszcze pełnego 
wyjaśnienia, choć w iele znanych obecnie faktów pozwala na tworzenie w 
tym  zakresie prawdopodobnych hipotez. Poszukiwanie substancji odpo
wiedzialnych za regulację wzrostu komórek, swoistych nośników informa
cji genetycznej, oraz sposobów ich działania trw ają już od w ielu lat.

H. E a g l e  [1] pierwszy zwrócił uwagę na to, że substancje niezbędne 
do wzrostu tkanek in v itro  mają charakter białkowy i znajdują się w su
rowicy.

Późniejsze badania nad wpływem  białek surowicy ludzkiej [2, 3, 4, 5, 
6] i bydlęcej [7, 8] na rozwój hodowanych komórek potw ierdziły obecność 
w  niej czynników odpowiedzialnych za praw idłowy wzrost. Jednocześnie 
wykazano, że komórki stransformowane niektórym i wirusami potrzebują 
tych czynników znacznie mniej niż komórki normalne [4, 9, 10].

Stwierdzenie, że osocze znacznie słabiej pobudza wzrost hodowanych 
fibroblastów niż surowica [3] doprowadziło do udowodnienia, że czynnik 
powodujący wzrost komórek tkanki łącznej znajduje się w  a-ziarnistoś- 
ciach płytek krw i i nazwano go platelet-derived growth factor —  PDGF 
[10, 11, 12, 13, 14]. N ie jest jednak znane miejsce syntezy PDGF, chociaż 
badania C h e r n o f f ’ a i w s p .  [15] wskazują na to, że może on być 
syntetyzowany w  megakariocycie i znajdować się w  płytce w  chwili jej 
przejścia ze szpiku kostnego do krwi.

PD G F może być uwalniany z płytek krw i tylko w  efekcie ich rozpadu 
w  czasie krzepnięcia krw i lub przylegania płytek w  miejscu uszkodzenia 
naczynia krwionośnego. Przypuszczalnie czynnik ten odgrywa ważną rolę 
w  gojeniu się ran, a także w  powstawaniu m iażdżycy tętnic [3, 14. 16].

II. Oczyszczanie i badanie struktury PDGF

Po raz pierwszy PD G F otrzymali A n t o n i a d e s  i w s p .  [17] z su
row icy krw i ludzkiej i podali jego wstępną charakterystykę. Obecnie do 
izolowania tego czynnika używane są zagęszczone preparaty płytek krwi 
ludzkiej [18, 19, 20, 21, 22, 23, 24], bydlęcej [25] lub świńskiej [26] chociaż 
obecność PD G F stwierdzono we krw i wszystkich kręgowców [27].

Hu-PDGF oczyszczano z surowego, jedynie odwłóknionego lizatu płyt
kowego [21, 23, 24], bądź wykorzystując jego termostabilność, bądź też sto
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sując etanolowo-kwaśną ekstrakcję lizatu (co sprzyja denaturacji enzymów 
i pozwala uzyskać około 40-krotne oczyszczenie PD G F) [20].

Aktywność PD G F oznaczano dokonując pomiaru ilości wbudowanej do 
D N A  hodowanych komórek 3H-tym idyny [18, 19, 21, 22, 23, 24] albo biolo
gicznym  testem mitogennym polegającym na obserwowaniu proliferacji 
komórek BALB/c 3T3 pod mikroskopem [20, 25].

Tabela 1

Porównanie właściwości biochemicznych PDGF wyizolowanych z płytek ludzkich różnymi metodami

Metody uzyskania 
PDGF

Mr
przed redukcją po redukcji

Punkt
izoełektryczny

Heldin i wsp. [23] 33000 17000 9,5-10,2

Deuel i wsp. [21] 1 31 000 17000 
14000

11 28 000 14 000 
14000

10,2

Raines i Ross [24] 31 000* 14 400 
29 000 16 000 
28 500 17 000 
27 000

9,0

.

Antoniades i wsp. [19] 35 000 13 000-16 000 9,8

Czyrski i wsp. [20] 1 34 000 16 000-17 000 
II 31 000

9,4-10,65

* żele wybarwiane były srebrem

Dochodząc do uzyskania wysokoaktywnego, homogennego preparatu 
różnymi drogami, wszyscy autorzy otrzymali podobne wyniki (Tab. 1). Jak 
wykazano drogą elektroforezy poliakryloam idowej w  obecności SDS, 
PD G F jest mieszaniną polipeptydów o Mr 27 000— 34 000, które wykazują 
podobną aktywność biologiczną. Np. D e u e 1 i w s p .  [21] uzyskali dwie 
frakcje glikoproteinowe: PD G F I i PD G F II, z których każda pobudza 
hodowane komórki do syntezy D N A  w  stężeniu 0,2 ng/ml. Skład amino- 
kwasowy obydwóch czynników wzrostowych jest bardzo zbliżony. Każdy 
z nich zawiera 18 reszt cysteinowych. Różnią się one natomiast stopniem 
glikozylacji. W  skład PD G F I wchodzą: mannoza, galaktoza, N-acetyloglu- 
kozamina, N-acetylogalaktozamina i fukoza. W  PD G F II występują tylko 
pierwsze trzy wymienione cukry. Redukcja cząsteczki Hu-PDGF (3-mer- 
kaptoetanolem prowadzi zawsze do powstania dwóch, nieaktywnych biolo
gicznie łańcuchów polipeptydowych (widocznych w  elektroforegramach)
o Mr około 14 000 i 16 000 [18, 20, 23, 24, 28]. Tak więc ludzki PDGF jest
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heterodimerem o Mr około 30 000, składającym się z dwóch łańcuchów 
polipeptydowych powiązanych wieloma mostkami dwusiarczkowymi, któ
rych obecność jest niezbędna do zachowania jego biologicznej aktywności. 
Odporność PD G F na wysoką temperaturę można wiązać z brakiem w ol
nych grup SH w  cząsteczce [21], natomiast jego wrażliwość na redukujące 
działanie (3-merkaptoetanolu wskazuje na obecność wiązań S-S m iędzy 
polipeptydami [18, 20, 21, 23, 24, 28]. Możliwe, że fragmenty łańcuchów 
są odszczepione przez enzym y proteolityczne, co jest przyczyną ich róż
nych mas cząsteczkowych. N ie wiadomo jednak, czy następuje to w  czasie 
oczyszczania, czy też jest wynikiem  procesów, jakim jest poddana czą
steczka prekursora PD G F przed, lub w  związku z je j uwolnieniem z płytki 
[29].

67 30 100 120

Ł a ń c u c h  B Hu-PDGF SLGSLTIAEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQCRPTQVQLRVPQ

x
Ł a ń c u c h  A Hu-PDGF S I - E - V P - V .............V I Y - - P - S Q V - P T .................................... K - - T - - - N T S S - K - X - X X X X X X X X X

1*40 160 180

Ł a ń c u c h  B Hu-PDGF V RK IE IVRKKPIFKKATVTLEDHLACKCEIXAAARAVTRSPGT

Ł a ń c u c h  A Hu -PDG F X X X X -Y .............K L - E V Q -X - -E - - E - X X X X X X X X X X X X X X X X X

Ryc. 1. Porównanie sekwencji aminokwasowej łańcucha A  i B ludzkiego PDGF 
podanej przez W a t e r f i e l d a  i w s p .  [33]
Poszczególne litery oznaczają nazwy następujących aminokwasów:
A  — alanina, C —  cysteina, D — kwas asparaginowy, E —  glutamina, F —  fenyloalani- 
na, G — glicyna, H — histydyna, I —  izoleucyna, K  — lizyna, L  — leucyna, M —  me
tionina, N — asparagina, P  —  protamina, Q —  glutamina, R — arginina, S — seryna, 
T  — treonina, V —  valina, W  — tryptofan, Y  —  tyrozyna.
X  — nieznana sekwencja 
x —  przypuszczalne miejsce glikozylacji 
------- sekwencje homologiczne
Numerację reszt aminokwasowych rozpoczęto od N-końca białkowego produktu on- 
kogenu v-sis.

Badania sekwencji aminokwasowej PD G F [30, 31, 32, 33] potw ierdziły 
przedstawione w yżej przypuszczenia w ielu autorów dotyczące budowy bio
chemicznej PDGF. Na ryc. 1 przedstawiono sekwencję aminokwasów łań
cucha A  (odpowiednik PD G F I) i łańcucha B (odpowiednik PD G F II) po
daną przez W a t e r f i e l d a  i w s p .  [33]. Łańcuch A  jest w  60°/o ho
mologiczny z łańcuchem B.

PD G F z bydlęcych płytek krw i jest najprawdopodobniej również he
terodimerem, gdyż po redukcji (3-merkaptoetanolem otrzym uje się dwa 
prążki o różnej ruchliwości elektroforetycznej [25]. Natomiast świński 
PD G F jest prawdopodobnie homodimerem zbudowanym z dwóch polipep- 
tydów  homologicznych z łańcuchem B Hu-PDGF [26].
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Oprócz płytek krwi, źródłem PD G F mogą być również płyny hodowla
ne, w  których rosły m iędzy innymi komórki ludzkiego lub świńskiego 
śródbłonka naczyń krwionośnych [34, 35, 36, 37] lub mięśni gładkich szczu
rze j aorty [38, 39]. Wykazano, że komórki te wydzielają do płynu hodowla
nego czynnik wzrostowy, który współzawodniczy z ludzkim PD G F o recep
tory  obecne na powierzchni komórek docelowych. Ponadto, substancje 
przypominające swym i biologicznymi i biochemicznymi właściwościami 
PD G F  są produkowane przez komórki (głównie fibroblasty) transformo
wane: wirusem SSV, SV-40 lub chemicznie —  metylocholantrenem [37]. 
Substancje te wytwarzane są także przez aktywowane monocyty [40] oraz 
komórki białaczki człowieka [41, 41a].

III. Wiązanie PDGF z receptorami. 
Heterologiczna i homologiczna regulacja działania receptorów

Na działanie PD G F w rażliwe są przede wszystkim komórki pochodze
nia mezenchymalnego: fibroblasty, komórki glejowe i komórki mięśni 
gładkich [2, 3, 13, 14, 42, 43, 44, 45]. Opracowanie testu radioreceptorowe- 
go stworzyło możliwość swoistego i czułego ilościowego oznaczania PDGF 
w  płynach biologicznych, hodowlanych i ekstraktach tkankowych. Na po
wierzchni jednej w rażliw ej komórki liczba miejsc wiążących ten polipep- 
tyd (wykazywana, tą samą radioreceptorową metodą, przez różnych auto
rów ) waha się w  granicach 150 000 do 400 000. Stała dysocjacji kompleksu 
hormon-receptor wynosi od 10-11 do 10-9M, co świadczy o wysokim powi
nowactwie PD G F do receptorów [27, 34, 46, 47, 48, 49, 50].

Po związaniu się PD G F z receptorem, błona komórkowa ulega wpukle- 
niu do wewnątrz i wytwarza zamknięty pęcherzyk —  endosom, wewnątrz 
którego znajduje się kompleks ligand —  receptor. Endosom przemieszcza 
się w  cytoplazmie w  kierunku lizosomu, jednak jeszcze przed wniknięciem 
do niego dochodzi do dysocjacji kompleksu i podziału endosomu. PDGF 
wraz z otaczającym go pęcherzykiem wnika do lizosomu, gdzie ulega de
gradacji, natomiast receptor znajdujący się w  endosomie wędruje w kie
runku powierzchni komórki i może być zdolny do ponownego wiązania 
PD G F [48, 51, 52, 53].

Możliwość wiązania PD G F przez w iele różnych komórek, a także po
winowactwo receptorów powierzchniowych na fibroblastach mysich, w o
bec PDGF z różnych organizmów [27] świadczyć może o tym, że ich budo
wa jest taka sama, lub podobna u zwierząt w ielu gatunków. Wykazano, że 
komórki 3T3 mają na swej powierzchni receptor o M r 164 000 [50, 54], 
który ma zdolność wiązania PDGF. Receptor ludzkich fiobroblastów, o Mr 
185 000, oczyszczony przy użyciu przeciwciała skierowanego przeciwko 
fosfotyrozynie, wiąże się z niektórym i lektynami. Można więc przypusz
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czać, że jest glikoproteiną. Oczyszczone białko 185 000 umieszczone w e
wnątrz liposomu odzyskuje zdolność wiązania czynnika wzrostowego cha
rakterystyczną dla natywnego receptora [29, 55, 56], P rzy  przyłączeniu 
PD G F receptor ten zyskuje zdolność autofosforylacji tyrozyn obecnych 
prawdopodobnie w  jego części enzymatycznej. Do jego aktywności kinazo- 
w ej niezbędne są szczególnie jony manganu [57, 58, 59, 60, 61, 62]. Recep
tory insuliny [63, 64, 65], EGF [66] oraz CSF-1 [67] są również glikopro- 
teinami; w  cząsteczkach ich można wyróżnić trzy główne obszary: część 
wiążącą hormon (N-koniec białka receptorowego), transmembranową (bo
gatą w  aminokwasy zasadowe) oraz wewnątrzkomórkową sekwencję o ce
chach enzymu, która ma zdolność autofosforylacji tyrozyn [67, 68].

Receptory PDGF, EGF i CSF-1 są białkami nierozgałęzionym i o Mr 
165 000 i 175 000 natomiast receptory insuliny i IGF-1 są tetramerami 
(M r 360 000— 380 000) zbudowanymi z dwóch pod jednostek a i dwóch pod- 
jednostek (3 połączonych mostkami dwusiarczkowymi [67, 68, 69].

Ostatnio poznano budowę aminokwasową receptora PDGF. W ykaza
no, że zawiera on pojedynozy obszar bogaty w  aminokwasy zasadowe 
(część transmembranowa), N-końcowy fragment wiąże PDGF, a część w e
wnątrzkomórkowa zawiera obszar aktywności enzymatycznej. Potw ier
dzone zostały przypuszczenia, że receptor ten jest glikoproteiną. Region 
zaw ierający kinazę, który jest w  wysokim stopniu homologiczny z produk
tem białkowym onkogenu src, przedzielony jest sekwencją o niewyjaśnio
nych do końca właściwościach biologicznych [68]. Podobna budowa części 
enzymatycznej cechuje również białkowe produkty onkogenów v-fm s  i c- 
fms [67]. Ten ostatni, jak już wspomniano, jest receptorem czynnika sty
mulującego tworzenie kolonii makrofagów (CSF-1). H ydrofilowe sekwen
cje przedzielające obszary enzymatyczne omawianych w yżej produktów 
onkogenów wykazują również wysoki stopień homologii z sekwencją 
przedzielającą receptora PDGF. Możliwe, że sekwencje te biorą udział w 
regulacji aktywności kinazowej. Przypuszcza się również, że mogą one 
wiązać substrat obecny w  cytoplazmie.

Opierając się na budowie biochemicznej poznane dotychczas receptory 
czynników wzrostowych podzielić można na dwie grupy:

Do pierwszej z nich zalicza się receptory PDGF, CSF-1 i białkowy pro
dukt onkogenu v-kit. W  cytoplazmatycznej części tych receptorów obsza
ry  homologiczne z produktem onkogenu src przedzielone są sekwencjami 
niehomologicznymi (ang. insert region). Ponadto receptory PD G F i CSF-1 
mają podobny układ reszt cysteinowych w  ich części zewnątrzkomórko- 
wej.

Do drugiej grupy zaliczyć można receptory EGF i TG F a, receptory in
suliny, insulino-podobnego czynnika wzrostowego (IGF-1) [67, 68] oraz 
białkowy produkt onkogenu v-erb-B. Części cytoplazmatyczne tych recep
torów, które są homologiczne z białkowym produktem onkogenu src nie
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zawierają sekwencji rozdzielających. Ponieważ części receptorów odpo
wiedzialne za ich aktywność biologiczną są produktami onkogenów —  jak 
się przypuszcza —  ich liczba może ulegać zwielokrotnieniu w  przypadku 
transformacji nowotworowej komórki.

W warunkach fizjologicznych może dochodzić do współdziałania wielu 
różnych czynników wzrostowych. Ich w pływ  na komórkę może być inny, 
niż w  przypadku kiedy działają pojedynczo [70], Wykazano, że pod w p ły
wem  PD G F zmniejsza się liczba aktywnych biologicznie receptorów EGF 
na powierzchni fibroblastów [71, 72]. Uważa się, że PD G F powoduje ob
niżenie termostabilności tych receptorów, co w  warunkach eksperymentu 
może prowadzić do zmniejszenia ich powinowactwa. Efekt taki wydaje 
się być bardziej prawdopodobny niż wciąganie do wnętrza komórki w ol
nego receptora EGF przez kompleks PDGF-receptor. Podobnie reguluje 
aktywność biologiczną receptorów EGF czynnik wzrostowy fibroblastów 
(FDGF) [73] i wazopresyna [74].

Podane w yżej efek ty biologiczne określa się jako heterospecyficzną re
gulację aktywności receptorów. Dochodzi do niej wtedy, gdy właściwości 
receptora jednego czynnika wzrostowego zmieniają się pod wpływ em  in
nego czynnika wzrostowego. W  omawianych przypadkach zmniejsza się 
ich liczba i ich powinowactwo. Stwierdzono jednak, że w  efekcie hetero- 
specyficznej regulacji dochodzić również może do zwiększania się w rażli
wości receptora na swoisty dla niego czynnik wzrostowy. Tak w pływ a na 
przykład insulina na receptory IG F (insulino-podobny czynnik wzrosto
w y) [75].

Dołączenie się hormonu tkankowego do właściwego receptora, po któ
rym  rozpoczynają się określone przemiany biochemiczne określa się jako 
regulację homospecyficzną [75]. W  wyniku internalizacji hormonu zwią
zanego z receptorem dochodzi do zmniejszenia liczby receptorów na po
wierzchni komórki (tzw. down regulation) [75, 76].

IV. Biochemiczne konsekwencje przyłączenia się PDGF  
do receptora komórkowego

Podczas indukcji podziałów komórkowych PD G F stymuluje między 
innymi następujące procesy biochemiczne: glikolizę, transport aminokwa
sów do wnętrza komórki, przyspiesza powstawanie polisomów i powoduje 
reorganizację filam entów aktyny [77, 78, 79, 80]. Mechanizmu działania 
PD G F na te procesy jeszcze dokładnie nie poznano. Wiadomo jednak, że 
już w kilka minut po przyłączeniu się tego czynnika wzrostowego do re
ceptorów dochodzi do autofosforylacji tyrozyn obecnych w  części cytopla- 
zmatycznej jego receptora [56, 57, 60, 61, 70]. Dochodzi również do pod
wyższenia aktywności enzymatycznej kinazy białkowej C, która katalizuje 
m iędzy innymi fosforylację rybosomalnego białka S6 [81],
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Innym, ważnym dla prawidłowego rozwoju (czyli proliferacji i różni
cowania się) komórki procesem biologicznym indukowanym przez PD G F 
jest przemiana komórkowego fosfatydyloinozytolu, który wraz z G TP  
może regulować przemieszczanie się jonów wapnia z retikulum endopla- 
zmatycznego w  kierunku błony cytoplazmatycznej. Jony Ca+2 są niezbęd
ne w  procesie przekazywania sygnału do wnętrza komórki przez kompleks 
czynnik wzrostowy-receptor. PD G F przyspiesza również resyntezę fosfa
tydyloinozytolu z monoacyloglicerolu i kwasu arachidonowego. Jedno
cześnie obserwuje się przyspieszenie syntezy fosfatydylocholiny.

Jednym z produktów przemian fosfatydyloinozytolu jest kwas arachi- 
donowy będący prekursorem prostaglandyn. W  płytkach krw i znajduje się 
on w  form ie zestryfikowanej z fosfolipidami błon. Jednym z enzymów 
niezbędnych do rozpoczęcia przemian kwasu arachidonowego jest fosfo- 
lipaza A ,, której aktywność wzrasta wielokrotnie pod w pływ em  PDGF. 
Zjawisku temu towarzyszy zwiększanie wydzielania prostaglandyn przez 
fibroblasty mysie BALB/c 3T3 do płynu hodowlanego [85],

Na obecnym etapie badań dotyczących czynników wzrostowych nie 
można jeszcze odpowiedzieć na pytanie, w  jaki sposób opisane powyżej 
procesy biochemiczne powiązane są z autofosforylacją tyrozyn na białkach 
receptorowych wrażliwych na dany czynnik wzrostowy komórek. Obecnie 
panuje pogląd [86, 87] że po przyłączeniu się czynnika wzrostowego do 
receptora podwyższa się aktywność enzymatyczna fosfolipazy C, co pro
wadzi do przyśpieszenia metabolizmu fosfatydyloinozytolu. Jednym z je 
go produktów jest 1,4,5-trójfosfoinozytol, który stymulując wzrost srtę- 
żenia jonów Ca+2 w  cytoplazmie jest w raz z nimi aktywatorem swoistych 
kinaz białkowych, które poprzez fosforylację określonych białek pośred
niczą w  przekazywaniu sygnału mitogennego. Hipotezę taką wysunięto 
badając przemiany metaboliczne zachodzące w  komórkach BALB/c 3T3 
pod w pływ em  epidermalnego czynnika wzrostowego (EGF), insuliny, 
PD G F lub surowicy. W arto również zwrócić uwagę na fakt, że PD G F mo
że w pływ ać pośrednio na poziom komórkowego cAM P. Ilość cA M P  zw ięk
sza się pod wpływem  prostaglandyny Ej (PGE), której produkcja jest po
budzana przez PD G F [88].

Ostatnie badania dowiodły, że czynnik ten przyczynia się do wzrostu 
ekspresji onkogenów komórkowych takich jak c-jos  i c-m yc  [89, 90, 91, 
92, 93, 94]. Pod jego wpływ em  dochodzi również do ekspresji genu odpo
wiedzialnego za syntezę interferonu oraz genu odpowiedzialnego za syntezę 
(2’-5’)-oligoadenilanu, o których dotychczas wiadomo było, że są induko
wane przez dwuniciowy R N A  i wirus V S V  [95].

Na zakończenie omawiania wpływu PD G F na procesy metaboliczne za
chodzące w  komórce można dodać, że przyspieszanie tych procesów jest 
wspólną cechą wielu czynników wzrostowych, szczególnie tych, które izo
lowano z tkanek stransformowanych [78].
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V. Biologiczna rola PDGF

Głównym efektem  biologicznym jaki w yw ołu je PD G F w  komórkach 
docelowych jest stymulowanie syntezy D N A  [76, 96] i przyspieszanie po
działów komórkowych. Efekt m itogenny PD G F ujawnia się jedynie w  
obecności innych występujących w  plazmie regulatorów, z którym i działa 
synergistycznie [5, 97, 98, 99, 100], np. takich jak insulino-podobne czyn
niki wzrostowe. PD G F pobudzając komórki do podziałów uwrażliw ia je 
na działanie innych czynników (np. somatomedyny C), która powoduje ich 
przejście w  fazę S. PD G F chroni również dzielące się komórki przed w e j
ściem, w  fazę spoczynkową —  G„ [101].

Drugim efektem biologicznym wyw oływ anym  przez PD G F jest pobu
dzenie wędrówki (działanie chemotaktyczne —  przyciągające) hodowanych 
komórek takich jak: monocyty, granulocyty obojętnochłonne, fibroblasty 
i komórki mięśni gładkich [78, 102, 103, 104]. Wszystkie one występują w  
miejscach powstawania stanów zapalnych i regeneracji tkanek. Mitogenne 
i chemotaktyczne (przyciągające) właściwości PD G F pozwalają przypusz
czać, że fizjologiczna rola tego czynnika wzrostowego polega dzięki temu 
na przyspieszeniu procesów regeneracji i gojenia się ran oraz na ułatwia
niu angiogenezy związanej z regeneracją prawidłowych tkanek.

Prawdopodobnie inne obszary cząsteczki PD G F są odpowiedzialne za 
chemotaktyczną i mitogenną aktywność w  odniesieniu do fibroblastów 
a inne za działanie chemotaktyczne na monocyty [105]. Regulacja aktyw 
ności biologicznej płytkowego czynnika wzrostowego in  v ivo  nie jest jesz
cze poznana. Wiadomo jednak, że czas półtrwania PD G F jest niższy od 
dwóch minut oraz, że jest on wiązany przez białka osocza m.in. przez 
a2-makroglobulinę [106, 107, 108].

Według najnowszych danych, PD G F ze względu na swoje właściwości 
mitogenne i chemotaktyczne może pełnić ważną rolę w  powstawaniu miaż
dżycy. Komórki śródbłonka, mięśni gładkich, makrofagi i p łytk i krwi, 
których migracja i proliferacja prowadzi do powstawania m iażdżycy, za
wierają lub są zdolne do uwalniania różnych czynników wzrostowych mię
dzy innymi PDGF.

Uważa się [109], że istnieją co najmniej dwie drogi powstawania tej 
choroby:

1) w hipercholesterolemii, kiedy nie występuje uszkodzenie śródbłonka 
dochodzi do wzajemnego oddziaływania m iędzy pobudzonymi (w  niezna
ny dotąd sposób) makrofagami a płytkami krwi,

2) „zranienie” śródbłonka prowadzi do oddziaływania m iędzy komórka
mi śródbłonka, makrofagami i płytkami krwi. Następnie aktywne substan
cje uwalniane z rozpadających się płytek, takie jak serotonina, adrenalina 
i prawdopodobnie histamina zwiększają lokalną przepuszczalność śród-
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błonka, ułatwiając przenikanie PD G F do ściany naczynia, gdzie wspólnie 
z innymi czynnikami wzrostowym i może stymulować rozplem komórek 
mięśni gładkich, przyspieszając powstawanie blaszki m iażdżycowej [14, 
110, 111].

Ostatnio wykazano [112], że PD G F ma zdolność kurczenia mięśni gład
kich aorty szczura w  stężeniach niższych niż angiotensyna II, która jest 
klasycznym peptydem zwężającym  naczynia. Jednak różnice w  czasie po
jawiania się maksymalnego stężenia wolnego Ca+2 w  cytosolu oraz natę
żenie skurczu pozwalają przypuszczać, że PD G F i angiotensyna II działają 
innymi drogami pośrednimi.

PD G F przyspieszać może rozwój procesu miażdżycowego również po
przez w p ływ  na agregację płytek. Zm iany patologiczne, do których docho
dzić może w  czasie procesu regeneracji naczyń krwionośnych, mogą być 
wynikiem  zaburzenia równowagi pomiędzy poziomem tromboksanu, który 
powoduje agregację płytek, a poziomem prostacykliny, która jest silnym 
inhibitorem tego procesu. PD G F poprzez w pływ  na syntezę prostaglan- 
dyn może być włączony w  mechanizm regulujący agregację płytek [113].

VI. PDGF jako białkowy produkt onkogenu c-sis

Biologiczne i biochemiczne właściwości czynnika wzrostowego w yizolo
wanego z płynu hodowlanego, w  którym  rosły komórki ludzkiego mięsa
k a —- ODGF opisali H e l d i n  i w s p .  [114]. Wykazano, że oczyszczony 
przez nich czynnik jest zasadowym, w rażliw ym  na redukcję, termostabil- 
nym białkiem o Mr około 30 000. Stymuluje on wzrost fibroblastów oraz 
komórek glejowych, osłabiany przez surowicę anty-PDGF. Uzyskane w y 
niki świadczą o wysokim biologicznym i immunologicznym podobieństwie 
PD G F — pochodzącego z tkanki prawidłowej oraz ODGF —  pochodzącego 
z tkanki stransformowanej. Ostatnio całkowicie oczyszczono oraz zbadano 
sekwencję aminokwasową ODGF [115]. Z badań tych wynika, że ODGF 
zbudowany jest z dwóch polipeptydów homologicznych wobec łańcuchów 
A  PDGF. Białko podobne do PD G F wyizolowano również z komórek BH K 
(komórki nerki zarodka chomika) transformowanych wirusem SV-40. 
Działało ono synergistycznie z innymi czynnikami wzrostowym i jak na 
przykład insulina czy EGF [116].

Na podstawie przedstawionych powyżej danych można sądzić, że gen 
odpowiedzialny za syntezę PD G F  może pełnić ważną rolę w  transformacji 
nowotworowej komórek. Przypuszczenie takie potwierdzić może obserwa
cja iż czynnik ten może przyspieszać wzrost indukowanego wirusem mię
saka Moloneya u myszy [117]. W  następnych badaniach w ykryto w takich 
nowotworach jak glejak lub mięsak m R N A  dla PD G F [118, 119, 120, 121], 
oraz wykazano wysoki stopień homologii sekwencji polipeptydowej ludz
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kiego PD G F  z sekwencją transformującego białka p28sis, które jest pro
duktem onkogenu wirusa mięsaka małp-SSV [31, 33, 122, 123, 124].

Onkogen v-sis produkuje transformujące białko p28sis, które w  odróż
nieniu od wielu innych białek —  produktów onkogenu nie jest fosfoprotei- 
ną. Analiza mutanta delecyjnego wirusa (nie zawierał on onkogenu u-sis) 
wykazała, że nie jest on zdolny do transformacji [124, 125]. Ponadto 
stwierdzono, że transformacja wywołana przez wirusa SSV może być ha
mowana przez przeciwciała anty-PDGF [126]. Warto dodać, że ludzki ana
log onkogenu v-sis, c-sis znajduje się na 22 chromosomie [77, 127].

Jak wykazały badania sekwencji i struktury Hu-PDGF jest on hetero- 
dimerem zbudowanym z dwóch łańcuchów polipeptydowych: ciężkiego A  
oraz lekkiego B połączonych mostkami dwusiarczkowymi [21, 23, 24, 30]. 
Taka budowa może nasuwać przypuszczenie, że czynnik ten kodowany 
jest przez dwa różne geny, z których jeden, c-sis, koduje prawdopodobnie 
prekursor łańcucha B, a inny gen łańcucha A, który jest w  60°/o homolo
giczny wobec łańcucha B [33]. W  odróżnieniu od PD G F wyizolowanego 
z ludzkich płytek krwi, PD G F świński jest najprawdopodobniej homodi- 
merem zbudowanym z dwóch, częściowo homologicznych w  stosunku do 
łańcucha B Hu-PDGF, łańcuchów polipeptydowych [26]. Ta częściowa ho- 
mologia może świadczyć o tym, że również PD G F pochodzący z tego źródła 
jest produktem onkogenu c-sis.

Homodimerem jest również opisywany w  poprzednim rozdziale czyn
nik wzrostowy w yizolowany z ludzkiego mięsaka kości ODGF. W  odróż
nieniu jednak od Po-PD G F zbudowany on jest z dwóch polipeptydów ho
mologicznych z łańcuchem A  ludzkiego PDGF. N ie wyklucza się jednak 
możliwości, że komórki mięsaka syntetyzują również łańcuch B lub hete- 
rodimer AB, lecz ta postać czynnika wzrostowego może nie być w ydzie la
na na zewnątrz komórek lub może się natychmiast wiązać z receptorami 
i dlatego nie można je j w ykryć w  płynie hodowlanym [115].

Nie wiadomo, w jaki sposób dochodzi do powstawania homodimerów 
w przypadku świńskiego PD G F lub ODGF. Prawdopodobnie te dwa łań
cuchy (B w  Po-PD G F i A  w  ODGF) łączą się ze sobą po translacji. Dal
sze badania wykażą, który fragment polipeptydu, budującego te czynniki, 
jest odpowiedzialny za ich właściwości mitogenne i czy struktura te j części 
jest jednakowa w  Hu-PDGF, Bo-PDGF oraz ODGF. Jest to bardzo praw
dopodobne, ponieważ wym ienione tu czynniki wzrostowe (Bo, Po- i Hu- 
-PD G F) wykazują bardzo zbliżone powinowactwo wobec receptorów znaj
dujących się na błonach komórkowych ludzkich fibroblasto w  H A T  i ło
żyska ludzkiego (badania własne przy zastosowaniu testu radioreceptoro- 
wego).
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VII. Układ para- i autokrynny > x

Czynniki wzrostowe, a wśród nich i  PDGF, wykazują przypisywane 
hormonom właściwości biologiczne. W  odróżnieniu jednak od hormonów 
klasycznych, produkowanych przez gruczoły wydzielania wewnętrznego 
i działających endokrynnie, hormony tkankowe są „hormonami lokalny
m i” parakrynnymi lub autokrynnymi [38, 128, 129].

P rzy  omawianiu właściwości biologicznych PD G F opisano jego zdol
ność do przyspieszania podziałów komórek pochodzenia mezenchymalnego 
w  kooperacji z somatomedyną C oraz jego udział w  gojeniu się ran. P o 
nieważ w  omawianych przypadkach czynnik ten działa na niewielkie od
ległości (wpływa na tkanki znajdujące się w  jego najbliższym sąsiedztwie) 
możemy mówić o jego działaniu parakrynnym. Parakrynnie działają rów 
nież inne czynniki wzrostowe, jak np. czynnik wzrostu komórek nerwo
wych (NG F), który w pływ a na morfologię neurytów oraz na rozwój ko
mórek współczulnych, erytropoetyna regulująca erytropoezę oraz interleu- 
kiny, które regulują leukopoezę [75].

Innym  sposobem pobudzania komórek do podziałów jest stymulacja 
autokrynna. W  ten sposób pobudzane są do wzrostu te same komórki, które 
produkują dany czynnik i posiadają na swej powierzchni receptory w rażli
w e na jego działanie. Taki rodzaj regulacji jest charakterystyczny głów 
nie dla tkanek embrionalnych i nowotworowych. Produkują one transfor
mujące czynniki wzrostowe, dla których komórki tych tkanek są jedno
cześnie komórkami docelowymi. Umożliw ia im to częściowe uniezależnie
nie się od „hormonalnego importu” i w  rezultacie nieograniczoną prolife
rację. Do polipeptydów, które mogą działać autokrynnie należą transfor
mujące czynniki wzrostowe a i (3, bombezyna oraz peptydy przypomina
jące swym i właściwościami biologicznymi i budową PDGF. Zaobserwowa
no, że czynniki te powodują fenotypową transformację normalnych komó
rek docelowych, tzn. że komórki pod ich wpływem  mogą wykazywać nie
które cechy morfologiczne komórek nowotworowych.

PD G F może również działać autokrynnie. Wykazano, że niektóre ko
mórki nowotworowe mogą wykorzystywać produkowany przez siebie 
PDGF, co sprzyja niekontrolowanemu wzrostowi [130, 131]. Ponadto 
stwierdzono, że TGF(3 może pobudzać protoonkogen c-sis w  mysich fibro- 
blastach, którego produkt jest podobny do PD G F [132]. Jednakże wiadomo, 
że PD G F stymuluje syntezę interferonu w  hodowanych komórkach Balb/c 
3T3, a więc sam włącza system kontroli pobudzonego przez siebie w zro
stu [95]. ,

Artykuł otrzymano 14 października 1986 r.
Zaakceptowano do druku 2 czerwca 1987 r.
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I. Wstęp

a, [3-dehydroaminokwasy wyróżniają się wśród naturalnych a-amino- 
kwasów tym, że obok grup a-aminowej i a-karboksylowej (oraz ewentual
nie innych znajdujących się w  łańcuchach bocznych) mają zawsze wiązanie 
podwójne m iędzy atomem węgla a a (3. Pierwszą oczywistą konsekwencją 
tego faktu jest to, że —  w  miejsce izomerii optycznej L  lub D innych a- 
aminokwasów —  w  cząsteczkach a, (3-dehydroaminokwasów występuje izo
meria geometryczna (Z ) lub (E) (Ryc. 1). Spośród izomerów geometrycz-

R . MiR')  (R ')H. R
.>cr . ,

n ' • • ii - ................. ; .............
~HN C0~ ~HN C0~

IZ) (E)

Ryc. 1. Izomeria (Z) i (E) a, [3-dehydroaminokwasów. R i R ’ rodniki alifatyczne lub 
aromatyczne. R większe od R ’ według reguł pierwszeństwa.

nyeh w  materiale biologicznym spotyka się przede wszystkim izomery (Z ) 
dehydroaminokwasów, a tylko w  nielicznych antybiotykach —  izomery (E), 
mianowicie w  rokfortynie (ang. roąuefortine) i  oksalinie stwierdzono (E)- 
AHis [1] oraz w  antrymycynach, które okazały się identyczne z cyrratio- 
mycynami (ang. antrimycins i cirratiomycins) —  (E )-A lle [2] (Ryc. 2). Po-

Ryc. 2. Reszta (E)-a, (3-dehydrohistydyny i reszta (E)-a, P-dehydroizoleucyny.

nadto sugeruje się, że reszta (E)-Lle występuje też w  MC-toksynie (toksyna 
wytwarzana przez H elm inthosporium  carbonum ) [3]. Umiejscowienie 
trzech grup funkcyjnych w  pozycji-a dehydroaminokwasu daje znaczne 
możliwości sprzężeń elektronowych m iędzy nim i [4— 11], a to z kolei m oż
liwości następstw chemicznych, fizykochemicznych i sterycznych, om ówio
nych w  rozdziale V.

Zainteresowanie związkami zawierającym i reszty a, (3-dehydroamino- 
kwasowe sięga lat trzydziestych. Jednak dopiero współczesne sprawne 
techniki rozdziału pozwoliły na wyodrębnienie ze źródeł naturalnych w ie
lu a, (3-dehydropeptydów, a, (3-dehydropiperazyno-2,5-dionów i pochodnych 
a, p-dehydroaminokwasowych, a sprawne techniki badania struktury —  na 
opis budowy tych związków. Związki, o których mowa, znajduje się g łów 
nie w  produktach metabolizmu drobnoustrojów. Lecz spotyka się je także 
w  roślinach wyższych i w  organizmach zwierzęcych, a, (3-dehydropepty- 
dy —  to przeważnie oligopeptydy i najczęściej cykliczne. Znane są jednak
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i a, p-dehydropolipeptydy i  a, (3-dehy drobią łka. Związki zawierające reszty 
a, (3-dehydroaminokwasowe mają różnorodną aktywność biologiczną. Są 
antybiotykami, alkaloidami, fitotoksynami, prohormonami, inhibitorami 
wzrostu, inhibitorami lub grupami prostetycznymi enzymów [1— 6, 12—  
43]. N iektóre pochodne a, (3-dehydroaminokwasów, a, (3-dehydropiperazy- 
no-2,5-diony i a-(3-dehydrooligopeptydy wykazują czynność przeciwno- 
wotworową o potencjalnej lub faktycznej użyteczności farmakologicznej 
[4, 6, 13— 16]. Takim  stosowanym od dawna w  lecznictwie antybiotykiem 
przeciwnowotworowym  jest bleomycyna ze Streptomyces verticu llus  [13, 
15, 16]. Do używanych przez medycynę a, (3-dehydropeptydowych antybio
tyków  należą też antybiotyki przeciwgruźlicze, kapreomycyna produkowa
na przez Streptomyces capreolus [17a] i wiomycyna wytwarzana przez 
Streptomyces griscoverticilla tus  [17a, 18]. Ponadto a, (3-dehydropeptydami 
są cefalosporyny tak naturalne, jak półsyntetyczne [17b, 19, 20]. Inny a, 
|3-dehydropeptydowy antybiotyk, nizynę (Streptococcus lactis) stosuje się 
do konserwacji serów [21].

Wyrazem  wzrostu zainteresowania a, (3-dehydroaminokwasami i pep- 
tydami zawierającym i reszty takich aminokwasów są m iędzy innym i trzy 
obszerne monografie na ich temat, z przełomu lat siedemdziesiątych/osiem- 
dziesiątych oraz z początku lat osiemdziesiątych. W  opracowaniach tych 
omawia się przede wszystkim występowanie w  przyrodzie a, |3-dehydro- 
aminokwasów i peptydów, m etody identyfikacji i syntezy pierwszych 
z nich oraz ich rolę w  przemianach metabolicznych, syntezę i reaktywność 
chemiczną substancji modelowych zawierających reszty a, (3-dehydroami- 
nokwasowe, jak i syntezę biologicznie aktywnych peptydów z resztami 
a, fi-dehydroaminokwasowymi [4— 6]. Najnowszy z cytowanych artykułów 
[6] wzmiankuje o zależności m iędzy strukturą a aktywnością a, (3-dehydro- 
peptydów. Celem niniejszego opracowania jest rozwinięcie tego ostatniego 
tematu i wzbogacenie go o dodatkowe oraz najświeższe dane.

II. Rola reszt a, |3-dehydroaminokwasowych 
w naturalnych a, (3-dehydropeptydach

Niezbędnym pierwszym  krokiem w  badaniu roli reszt a, (3-dehydroami- 
nokwasowych w naturalnych peptydach jest przeprowadzenie reakcji ad- 
dycji do wiązania podwójnego i badanie aktywności biologicznej otrzyma
nych związków. Najczęściej przyłącza się wodór [6, 22— 24] lub tryt [25—  
27], czasami związki tiolowe [28] lub znakowany 14C nitrometan [25, 29]. 
Inny sposób —  to wbudowanie w  drodze syntezy chemicznej w  miejsce 
aminokwasu nienasyconego analogicznego aminokwasu nasyconego L  lub 
D [6, 24] albo czasami innego aminokwasu nienasyconego [30]. W  przy
padku polipeptydów można selektywne rozszczepić łańcuch peptydowy w  
celu ustalenia fragmentu odpowiedzialnego za czynność biologiczną [31,
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32]. N iże j omówimy w yniki badań przeprowadzonych dla określenia roli 
reszt a, p-dehydroaminokwasowych w  naturalnych peptydach. Najp ierw  
znajm iemy się niektórym i już wym ienionym i peptydowymi antybiotyka
mi, a następnie enzymami i fitoksynami.

Kapreom ycyny [33, 34] i tuberaktynomycyny, do których należy w io- 
mycyna [18], mają w  swoim składzie resztę (Z)-karbamoilodehydroalany- 
lową. Destruktywne uwodorowanie tej reszty w  cząsteczce w iom ycyny do 
reszty alanylowej (Ryc. 3) daje związek zachowujący 50— 25%> czynności

~ H N  CO~

Ryc. 3. Tworzenie się reszty alanylowej z reszty (Z)-karbamoilodehydroalanylowej.

antybiotyku natywnego. Zatem reszta ta choć nie niezbędna, jest ważna 
dla aktywności w iom ycyny [22, 23]. Ponieważ antybiotyki, o których mo
wa, cechuje podobna budowa chemiczna i podobne działanie, w ydaje się, 
że prawidłowość ta obowiązuje w  całej ich grupie.

Inną zależność obserwowano w  przypadku nizyny. Jest to heterode- 
tyczny pentacykliczny 34-peptyd, o unikalnych trzynastoczłonowych 
układach pierścieniowych zawierających atom siarki (Ryc. 4) [31, 35].

Ile -  A  Abu -  Ala - Ile -  A  Ala -  Leu -  Ala -  D -  Abu -Pro -  Gly- Ala -

r  s a
-  Lys -  D -  Abu -  Gly -  Ala -  Leu -  Met -  Gly -  Ala -  Asn -  Met -  Lys -

r s
- D - A b u - A la -D -A b u -A la -H is -A la -S e r - lle -H is -V a l-  AAIa -  Lys 

^-------- S--------- '

Ryc. 4. Nizyna [35],

W  części C-końcowej peptydu dwa takie pierścienie tworzą także unikal
ny układ bicykliczny [31, 35]. N izyna ma dwie reszty dehydroalanylowe 
i jedną a, (3-dehydrobutyrynową, a sądzi się, że i je j układy pierścieniowe 
powstały w  drodze addycji grupy SH reszty cysteinylowej do podwójnego 
wiązania reszty dehydroalanylowej lub a, (3-dehydrobutyrynowej [36]. N i- 
zynę charakteryzuje szeroki zakres działania na bakterie z rodzaju Clos- 
trid u m , Bacillus, Pseudomonas, niektóre Streptococcus i Staphylococcus 
[21]. Rozszczepienie łańcucha peptydowego nizyny za pomocą bromocyjanu 
daje C-końcOwy tridekapeptyd aktyw ny wobec Staphylococcus aureus 
(A TC C  10 537) [28, 31]. Natomiast rozszczepienie tegoż łańcucha za pomocą 
kwasu solnego w  kwasie octowym prowadzi do dez-(AAla33, LysS4)-nizyny

H2NCOHNL _H
c
II

~H N  CO~
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pozbawionej właściwości inhibitorowych. Aktywność ta znika także po 
addycji do nizyny merkaptoacetamidu. Tę ostatnią reakcję uznano za mo
del bioreaktywności antybiotyku, który może w ychwytywać ważne meta^ 
bolicznie związki zawierające grupę SH jak glutation, niektóre enzymy, 
koenzym A. Na brak koenzymu A  są wrażliwe pasożyty Plasmodium  berg- 
hei wywołujące malarię. Nizyna podawana zarażonym nimi myszom, po 
4— 7 dniach, w  zależności od sposobu stosowania, redukuje wzrost paso
żytów  od 98 do 80% [28, 35, 37]. Nizyna lub jej fragment (1— 21) powodu
je rozpad erytrocytów  i lizosomów [35], co polega najprawdopodobniej 
również na reakcji peptydu z grupami su lfhydrylowym i białek błonowych 
[6]. Inna ciekawa właściwość nizyny oraz jej fragmentów (1— 21) i (1—
12)— to działanie na tkanki zarodkową i neoplastyczną, co może prowa
dzić do resorpcji płodu i/lub inhibowania implantacji jaja oraz hamowa
nia wzrostu nowotworu [32]. Mechanizmu tych procesów nie znamy [6].

Bardzo podobną budowę do nizyny ma subtylina (Ryc. 5) produkowana 
przez Bacillus subtilis i hamująca wzrost m iędzy innymi Sarcina lutea, 
Staphylococcus aureus i M ycobacterium  phlei [6]. Jest to 32-peptyd, także

r -------- s~ -------\ r — S:
Trp -L y s  -  Ala -G lu  -  A A Ia - L e u - A la - D - A b u - P r o - G ly - A la - V a l -

r------------------------- 5 ----------------------------s
-  D -  Abu -  Gly -  Ala -  Leu -  Gin -  A  Abu -  Ala -  Phe -  Leu -  Gin -

r  s '\
- D - A b u - L e u - D - A b u  -  A la - A s n - A la -L y s  -  Ile -  A  Ala -  Lys

V-------s —-—1
Ryc. 5. Subtylina [38].

o heterodetycznej, pentacyklicznej strukturze, zawierający dw ie reszty 
dehydroalanylowe i jedną a, |3-dehydrobutyrynową [38]. Przypuszcza się, 
że zależności m iędzy strukturą a aktywnością subtyliny i n izyny są takie 
same [37]. Natomiast intrygujące jest, że odległe od siebie filogenetycz
nie organizmy wytwarzają tak podobne antybiotyki [6].

Mówiąc o subtylinie pochodzącej z Bacillus subtilis odnotujmy jeszcze 
jedną a, [3-dehydropeptydową rodzinę antybiotyków produkowanych przez 
te bakterie, a mianowicie heptamycyn, hamujących wzrost bakterii gram- 
dodatnich. Są to heterodetyczne heptapeptydy z N-końcową grupą acety
lową lub propionylową, zawierające trzynastoczłonowy układ pierścienio
wy, w którym  występuje tlen i reszta (Z)-a, |3-dehydrobutyryny. Synteza 
antybiotyków jest w  toku [6]. Wolno zatem oczekiwać badań znaczenia tej 
reszty dla czynności związków.

RCO-D -Phe-D -Leu-Phe-Thr-Val-A la-(Z)-AAbu

gdzie: R =  CH3, CH3CH2
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Enzymy zwane amoniako-liazami L-aminokwasów (EC 4.3.1) katalizują 
elim inację z cząsteczki a-aminokwasu amoniaku i powstanie odpowiednie
go a, (3-dehydrokwasu (Ryc. 6). W ykryto je w  tkankach zwierzęcych [29], 
materiale roślinnym [27] i w  bakteriach [25, 26]. Brak niektórych z w y-

RCH2CH(NH2)C O O H --------—  n h 3 + r c h  =  c h c o o h

Ryc. 6. Tworzenie się amoniaku i a, (3-dehydrokwasu z a-aminokwasu.

mienionych enzymów może być przyczyną chorób. Np. brak amoniako- 
liazy L-histydyny (EC 4.3.1.3) powoduje u ludzi histydynemię [29]. Bada
nie aktywności dwóch z nich, amoniako-liazy L-histydyny (EC 4.3.1.3) po
chodzenia bakteryjnego [25, 26] i ssaczego [29] oraz amoniako-liazy L -  
fenyloalaniny (EC 4.3.1.5) pochodzenia roślinnego .[27] doprowadziło do 
wniosku, że w  ich centrum aktywnym  znajduje się reszta dehydroalaniny. 
Podstawą tego poglądu jest obserwacja zanikania aktywności enzymów 
po działaniu odczynników, które wybiórczo reagują z wiązaniem podwój
nym m iędzy atomami węgla. Po hydrolizie zdezaktywowanego enzymu 
wyodrębnia się produkty przyłączenia do podwójnego wiązania dehydro
alaniny. Sądzi się, że grupa aminowa tego aminokwasu tw orzy  najpraw
dopodobniej zasadę Schiffa z jakimś związkiem karbonylowym, a hipote
tyczny mechanizm katalitycznej elim inacji amoniaku z cząsteczki substra- 
tu [27] przedstawia (Ryc. 7).

A - k w a s  . B - z a s a d a  , 0 -  p ierścień fenylowy

Ryc. 7. Hipotetyczny mechanizm reakcji eliminacji amoniaku z cząsteczki fenyloala- 
niny w  obecności amoniako-liazy L-fenyloalaniny (EC 4.3.1.5) (według [27] zmody
fikowane). A  — kwas; B — zasada; 0 — pierścień fenylowy.
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: Grz^b . A lternańa tenuis produkuje tentoksynę (Ryc. 8), cykliczny te- 
trapeptydowy toksyczny metabolit w yw ołu jący chlorozę kiełkujących na
sion roślin niektórych gatunków. Tentoksyna zawiera resztę (Z )-N -m ety- 
lodehydrofenyloalaniny [39]. W  celu wyjaśnienia zależności m iędzy budo-

^-Gly-MeAla -Leu -(Z )-M eA P he—̂
1 2  3 U

Ryc. 8. Konformacja tentoksyny [39]

w 3 js j reszt aminokwasowych i konformacją szkieletu peptydowego 
a czynnością biologiczną zsyntezowano parę analogów tentoksyny [6, 39, 
40j, Wśród nich były przede wszystkim analogi zawierające w  miejsce 
aminokwasu nienasyconego resztę N-m etylofenyloalaniny. Żaden ze zw ią
zków  nasyconych nie miał aktywności, co wskazuje na niezbędność po
dwójnego wiązania w  pozycji 4 dla działania biologicznego [6, 40]. Jeden 
z analogów, [D -M eAla2]tentoksyna występuje w  temperaturze 25°C jako 
mieszanina trzech konformerów. Udało się je rozdzielić metodą chromato
gra fii cienkowarstwowej w  temperaturze 4°C na dwie frakcje, z których 
jedna jest jednorodna konformacyjnie, a druga jest mieszaniną dwóch 
izom erów konformacyjnych przechodzących szybko jeden w  drugi w  wa
runkach normalnych. Związek zawarty we frakcji jednorodnej ma konfor
mację (Ryc. 9,A ) [40] inną niż tentoksyna i jest mało czynny biologicznie 
[41]. Natomiast jeden z izomerów konformacyjnych frakcji drugiej w yka
zuje w  sąsiedztwie reszty N-m etylodehydrofenyloalanylowej konformację 
(Ryc. 9,B) [40] analogiczną do związku natywnego. Frakcja ta ma także 
i aktywność biologiczną zbliżoną do aktywności związku naturalnego [41]. 
Uwodornienie w  cząsteczce analogu, o którym  mowa, podwójnego w iąza
nia N-m etylodehydrofenyloalaniny daje związek o konformacji innej [40] 
niż tentoksyna. Zatem rola reszty (Z)-N-m etylodehydrofenyloalanylowej, 
strukturotwórcza dla aktywnej konformacji tej fitotoksyny, w ydaje się 
udowodniona.

Badano także zależność struktura —  aktywność AM-toksyn, produko
wanych przez grzyby Alternaría mali i powodujących nekrozę liści jabłoni 
niektórych odmian. AM -toksyny są cyklicznymi tetradepsipeptydami za
w ierającym i resztę dehydroalaniny. Wyodrębniono trzy związki różniące 
się budową bocznego łańcucha w  pozycji 3 (Ryc. 10) [6]. [D -A la4]AM -tok- 
syna I ma aktywność 2000— 5000 razy mniejszą niż związek macierzysty,

10* http://rcin.org.pl
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a [A la4]AM-toksyna I nie jest w  ogóle toksyczna [24]. [(Z )-AAbu4]AM -tok- 
syna I jest też nieaktywna. Sądzi się, że w  tym  ostatnim przypadku brak 
toksyczności wynika albo ze zmiany konformacyjnej, która chociaż nie-

Ryc. 9. Konformery (D-MeAla*)- 
tentoksyny: A  —  biologicznie nie
aktywny, B — jeden z dwóch 
występujących we frakcji biolo
gicznie aktywnej [40].

H3c CH3

c h 3 c h  (ĆH2)3 CH2 

j— NHCHCO--------- OCHCO---------- NHCHCO---------- NHCCO— j

1 2 3 U
Ala Hmb X A  Ala

X = kwas

|_-2 -am ino-5 -U  - metoksy f enylo) pentanowy
L -2 -am ino-5 -feny lop en tan ow y
L-2 -am ino-5 - ( i -hyd roksy feny lo )pentano w y

wielka, może być istotna, albo z braku chemicznej reaktywności reszty 
(Z )-AAbu4 z miejscem receptorowym  w  przeciwieństwie do domniemanej 
reaktywności reszty AA la4 [30]. Wykazano dalej, że dla aktywności biolo
gicznej AM-toksyn ważna jest też długość łańcucha alifatycznego w  pozy
cji 3. Ponadto wydaje się, że niezbędne jest współdziałanie reszt 3 i 4 [42]. 
Tak więc dla aktywności AM -toksyny reszta dehydroalanylowa jest istot
na. Jednak wyjaśnienie je j roli wymaga dalszych badań [43].

AM-toksyna R

I 0CH3
I I  H
II I  OH

Ryc. 10. AM-toksyny [6],
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Kończąc omówienie a, (3-dehydrofitotoksyn, wym ienim y jeszcze jedną, 
mianowicie HC-toksynę, wytwarzaną przez grzyb Helm inthosporium  car- 
bonum  Ullstrup i toksyczną dla ziarn kukurdzy o stopniu dojrzałości szkli
stej. Struktura związku nie jest znana. Wiadomo tylko, że cząsteczka jest 
cykliczna i zbudowana z pięciu reszt aminokwasowych, wśród których 
znajduje się (E)-a, (3-dehydroizoleucyna. Uwodorowanie tej ostatniej po
zbawia związek aktywności [3].

III. Efekt biologiczny a, (3-odwodorowania 
naturalnych peptydów lub ich analogów

Skoro wykazano, że reszty a, (3-dehydroaminokwasowe mogą być nie
zbędne dla biologicznej aktywności niektórych peptydów, to podjęto syn
tezę a, (3-dehydroanalogów tych aktywnych peptydów, które w  stanie na
turalnym wiązania podwójnego nie mają. Przedmiotem m odyfikacji są 
przede wszystkim hormony, a następnie neuromediatory, neuromodulato- 
ry, substraty enzymów, antybiotyki, a także analogi tych wszystkich zw ią
zków. W  wym ienionych cząsteczkach modyfikuje się aminokwasy istotne 
dla działania biologicznego, co może dostarczyć dalszych inform acji o za
leżności m iędzy strukturą a aktywnością badanych peptydów, a także do
prowadzić do uzyskania produktów o lepszych właściwościach terapeu
tycznych niż przed modyfikacją [5].

H I- l.  a, p-dehydro-cnkafaliny i -substancja P

Enkefaliny są pentapeptydami o sekwencjach:

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

o działaniu podobnym do opiatów [44— 49a]. Silnie aktywne biologicznie 
analogi enkefalin zawierają w  pozycji-2 resztę D-aminokwasu, zwłaszcza 
D -Ala [44, 45, 49a, 50]. Nieduża masa cząsteczkowa związków czyni stosun
kowo łatwą syntezę chemiczną ich analogów i  dlatego najobszerniejszy 
materiał eksperymentalny z zakresu a, (3-dehydromodyfikacji peptydów 
dotyczy właśnie enkefalin.

M odyfikacja amidu [D -A la2]M et-enkefaliny przez wbudowanie (Z )- 
APhe w  pozycję 4, jak się przypuszcza istotną do indukcji konformacji 
aktywnej biologicznie [51— 54], doprowadziła do otrzymania amidu [D- 
A la2, (Z )-APhe4]M et-enkefaliny pięciokrotnie bardziej czynnego przeciw- 
bólowo niż związek w yjściow y [55— 57], najprawdopodobniej dzięki za
równo podwyższonej oporności na hydrolizę enzymatyczną, jak i zw ięk
szonemu powinowactwu do receptora [55]. Również peptyd Tyr-D -A la-
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G ly-(Z )-APhe-M et(0 )-o l jest tak samo wysoko aktywny, jak peptyd ma
cierzysty [Tyr-D -A la-G ly-Phe-M et-(0 )-o l] [54]. Natomiast inny analog 
Met-enkefaliny, w  którym- pierścień fenylow y reszty 4 jest —  tak . jak w 
analogach z resztą (Z )-^Phe4—  skierowany do azotu, lecz nie ma m ożliwo
ści rotacji, ma znacznie niższe powinowactwo do receptora i jest n ieaktyw
ny in vivo. Stąd wniosek, że aby cząsteczka enkefaliny mogła reagować 
z receptorem, pierścień fenylow y reszty 4 w inien być skierowany do jej 
azotu, lecz mieć możliwość swobodnej rotacji [54].

a, P-dehydromodyfikacje Leu-enkefaliny objęły wszystkie je j pozycje, 
z wyjątkiem  pierwszej, gdyż synteza [ATyr1]Leu-enkefaliny się nie powio
dła [58], Modyfikowano zarówno [D-Ala*]Leu-enkefalinę, :jak i cząsteczkę 
natywną ([G ly2]). Otrzymano:

Tyr-AAla-Gly-Phe-Leu (1) Tyr-AAla-Gly-Phe-OCH3 (5)
Tyr-D-Ala-AAla-Phe-Leu (2) Tyr-Gly-AAla-Phe-Leu (6)
Tyr-D-Ala-G ly-(Z)-APhe-Leu (3) Tyr-G ly-G ly-(Z)-APhe-Leu (7) 
Tyr-D-Ala-G ly-Phe-(Z)-ALeu (4) Tyr-G ly-Gly-Phe-(Z)-ALeu (8)

. Badano aktywność uzyskanych związków stosując test wiązania z re
ceptorami 8 wobec [sH ]Tyr-D -A la-G ly-Phe-D -Leu  ([3H ]D A D LE ) i z recep
torami wobec [3H]dihydrom orfiny ([8H ]DHM). Aktywność wyrażono w 
ED50 (dawka powodująca 50% hamowania wiązania z receptorem a więc 
im 'mniejsze ED50, tym  większa aktywność). Za miarę selektywności oddzia
ływania peptydów z receptorami przyjęto stosunek ED50 receptorów jx do 
ED50 receptorów 8. Otrzymane wyniki zebrano w  Tabelach 1 i 2 oraz poka
zano na (Ryc. 11 i 12) [51, 52, 59— 62].

Tabela 1

Powinowactwo [D-Ala2]Leu-dehydroenkefalin do receptorów ó i ¡jl (według [51] zmodyfikowane)

Analog enkefaliny
<5([3H]DADLE) 
EDjo %  DADLE

¡x([3H]DHM 
EDjo % DADLE

Selektyw
ność (JL ¡d

(1) Tyr-AAla-Gly-Phe-Leu 2.8 68 6.1 125
! v i • 

2.2 .•
(2) Tyr-D-Ala-AAla-Phe-Leu 4.5 42 26 29 5.8

(3) Tyr-D-Ala-Gly-(Ż)-APhe-Leu 1.9 100 6.4 119 3.4

(4) Tyr-D-Ala-Gly-Phe-(Z)-ALeu 2.5 76 8.7 87 3.5
(5) Tyr-AAla-Gly-Phe-OMe 180 1 76 10 0.4

(DADLE) Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu 1.9 100 7.6 100 4.0

DHM  — dehydromorfina

Zastąpienie D -A la2 przez AAIa2 (1), Phe4 przez (Z )-APhe4 (3) i Leus 
przez (Z )-ALeu6 (4) praktycznie nie zmienia aktywności biologicznej pep- 
tydu. Z tabeli 1 i 2 widać, że enkefaliny generalnie mają większe powino
wactwo do receptorów 8 niż do receptorów |i. Jednak wzrost hydrofobo- 
wości reszty aminokwasowej w  pozycji 2 przesuwa selektywność w  kie-
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Ryc. U . Selektywność receptorowa Leu-enkefaliny jako funkcja modyfikacji jej po- 
zycji-2 [51]. DHM — dihydromorfina, DADLE —  Tyr-D -A la-G ly-Phe-D -Leu , ENK — 
enkefalina. Inne objaśnienia w  tekście i w  Tabelach 1 i 2.

Tabela 2

Powinowactwo [Gly2]Leu-dehydroenkefalin do receptorów <5 i ¡jl (według [51] zmodyfikowane)

Analog enkefaiiny
Ó([3H]DADLE) 
ED50 % ENK

(jt([3H]DHM) 
EDS0 % ENK

Selektyw
ność [ii 6

(6) Tyr-Gly-zlAla-Phe-Leu 62 4 80 19 1.3
(7) T yr-Gly-Gly-(Z)-Zl Phe-Leu 3.8 63 21 71 5.5
(8) Tyr-Gly-Gly-Phe-(Z)-zlLeu 6.6 36 32 47 4.8

(ENK) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 2.4 100 15 100 6.2

DADLE — Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu; DHM  — dihydromorfina.

Ryc. 12. Selektywność receptorowa Leu-enkefalin serii Gly* (—) i serii D -Ala2 (—) 
jako funkcja miejsca nienasycenia w łańcuchu peptydowym [51]. DHM —  dihydro
morfina, DADLE — Tyr-D -A la-G ly-Phe-D -Leu , ENK — enkefalina. Inne objaśnienia 
w tekście i w  Tabelach 1 i 2.
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runku receptorów ¡x (Ryc. 11), co zasługuje na szczególną uwagę. Analogi 
czy D -A la2, czy G ly2 zawierające resztę (Z )-APhe4 lub (Z )-ALeu5 wykazują 
preferencję wobec receptorów 8, tak jak związki nasycone (Ryc. 12). Zatem 
wzrost hydrofobowości w  pozycji 4 lub 5 nie ułatwia selektywnego od
działywania z receptorami. Tyr-D -A la-G ly (E )-APhe-Leu  jest 150— 260 ra
zy mniej aktywna wobec receptorów 8 i ¿a niż Tyr-D -A la-G ly-(Z )-APhe- 
Leu. W ynik ten zinterpretowano jako prawdopodobne oddziaływanie m ię
dzy resztą T y r1 a Phe4 w  trakcie rozpoznawania receptora [63]. [AA la3]en- 
kefaliny mają znacznie niższą aktywność w  stosunku do związków odnie
sienia (Tabela 1 i 2). W iążąc ten fakt z wynikami badania aktywności 
jeszcze innych analogów enkefalin wysnuto wniosek o istotności ścisłego 
związku reszt aminokwasowych w  pozycji 2 i 3 dla selektywności oddzia
ływania receptorowego oraz o bardzo specyficznych oddziaływaniach resz
ty G ly3 z receptorami 8 [60]. Stereochemia reszty 5 nie jest istotna dla 
czynności enkefalin, gdyż porównywalne analogi niezależnie od tego czy 
zawierają w  pozycji 5 Leu, D-Leu, czy (Z)ALeu, mają aktywność podobną 
[51].

Badano też podatności a, (3-dehydroenkefalin na działanie hydrolaz. 
Am id [D -A la2, (Z )-APhe4]M et-enkefiliny jest odporny na trawienie chy- 
motrypsyną (30 godzin w  temperaturze 37°C) [55, 56] i termolizyną [56]. 
[D -A la2, i(Ż )-ALeu5]Enkefalina jest odporna na działanie karboksypepty- 
dazy Y  (3 godziny w  temperaturze 25°C), a [D-Ala*, (Z )-APhe4]Leu-enke- 
falina w  tych warunkach ma odporność zredukowaną dziesięciokrotnie w  
stosunku do analogu nasyconego [61, 64].

Substancja P  — to undekapeptyd, któremu przypisuje się funkcję neu- 
romodulatora i neuromediatora. Szerokie spektrum je j efektów  fiz jo lo 
gicznych i farmakologicznych obejmuje także i właściwość obniżania ciś
nienia krw i [45, 65]. Cała czynność biologiczna substancji P  zawarta jest 
w  C-końcowym heksapeptydowym

1 2 3 4 5  6 7 8  9 10 11 
Arg-Pro-Lys-Pro-G ln-G ln-Phe-Phe-Gly-Leu-M et-NH2

fragmencie. Analog tego fragmentu z resztą piroglutamylową w  miejsce 
reszty glutam inylowej6 [SP(6-11)] jest w  niektórych badaniach testowych 
nawet bardziej aktywny niż substancja P. Za istotne dla oddziaływania 
substancji P  z receptorem uważa się reszty w  pozycjach 7, 8 i 11 [45]. 
Zsyntezowano sześć a, (3-dehydroanalogów SP(6-11), dwa z resztami (Z )- 
dehydrofenyloalanylowym i w  pozycji 7 lub 8 [66] i cztery z drugim jesz
cze podstawieniem aminokwasu w  pozycji 9, innym aminokwasem nasyco
nym [67]. O podstawieniu pozycji 9 substancji P  wiadomo, że jako poje
dyncze nie wpływa lub wpływa bardzo mało na właściwość obniżania 
ciśnienia krw i [67]. Analogi modyfikowane przez wprowadzenie tylko reszt 
dehydrofenyloalanylowych zachowują całkowitą zdolność obniżania ciś
nienia krw i [66]. Natomiast zmodyfikowanie cząsteczki także w  pozycji 9
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powoduje, że właściwość tę tracą [67]. W  badaniach immunochemicznych 
okazało się, że podczas gdy SP(6-11) wykazuje identyczne właściwości an^ 
tygenowe jak substancja P, to ekspresja determinanty antygenowej ana
logu [(Z )-APhe8]S P (6 - ll )  jest bardzo mała. Wskazuje to na istotną dla 
epitopu antygenowego substancji P  rolę reszty Phe8 [68, 69].

III-2 . a, (3-dehydrohormony

Oprócz enkefalin i substancji P  modyfikowano przez wbudowanie a, 
(3-dehydroaminokwasów niektóre peptydowe hormony tkankowe lub ich 
analogi, a także liberyny i statyny.

Pierwsze a, (3-dehydroanalogi hormonów —  to nienasycone pochodne 
saralazyny, [Sar1, A la8]angiotensyny, antagonisty angiotensyny II [70, 71].

1 2 3 4 5 6 7 8 
Sar-Arg-Val-Tyr-Ile-H is-Pro-A la

Oktapeptyd angiotensyna II jest hormonem podwyższającym ciśnienie 
krw i [49b, 70], a pewne jego antagonistyczne analogi są lekami przeciw- 
ciśnieniowymi [70]. Modyfikacja saralazyny w  pozycji 8 za pomocą róż
nych a, (3-dehydroaminokwasów dała m iędzy innymi analog [Sar1, A la8]an- 
giotensynę 35 razy bardziej aktywną niż związek macierzysty i tak jak on 
pozbawioną właściwości agonistycznych [72, 73].

Bradykinina jest nonapeptydowym hormonem tkankowym powodują
cym skurcz mięśni gładkich jelit, oskrzeli i macicy oraz obniżającym ciś
nienie tętnicze krw i [47, 49c]. Badanie działania biologicznego trzech jej 
a, (5-dehydroanalogów z resztą (Z )-APhe w  pozycji 5, 8 oraz 5 i 8 dało w y 
niki zebrane w  Tabeli 3 [74]. Związek pierwszy wykazuje wysoką aktyw
ność, w  tym szczególną zdolność obniżania ciśnienia krw i po podaniu do
żylnym. Analog drugi jest mniej aktywny niż związek macierzysty, nie
zależnie od zastosowanego testu, a analog trzeci ma aktywność porówny-

T a b e la  3

Aktywność dehydroanalogów bradykininy [74]
1 2 3  4 5 6 7 8 9  
Ar g-Pro- Pro-G ly-Phe-Ser- Pro-Phe-A rg

Analog bradykininy

Skurcz tkanki Ciśnienie krwi po podaniu 1
.

macica jelita dożylnym doaortowym I

%

Bradykinina (BK) 100 100 100 100
[(Z)-A Phe5]BK 133 250 2346 222
[(Z)-A Phe8]BK 20 87 93 7
[(Z)-A Phe5’8]BK 56 108 416

17 i
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walną z aktywnością bradykininy. W ynik i zinterpretowano następująco. 
Z  badań zależności m iędzy strukturą a aktywnością peptydu wiadomo, że 
dla czynności biologicznej niezbędny jest pierścień aromatyczny reszty 
fenyloalanylowej w  pozycji 5. Sądzi się, że pierścień ten wiąże się z re
ceptorem oddziaływaniami typu jt-jt. Tak więc dodatkowe elektrony w ią
zania podwójnego reszty APhe5 oddziaływanie to wzmacniają, co objawia 
się wysoką czynnością analogu [(Z )-APhe5]. Obecność (Z)-APhe w  pozycji 
8 ułatwia (3-zgięcie struktury peptydu i zwiększa siłę wiązania wodorowe
go 4->l. Utrudnia to jednak oddziaływanie z receptorem C-końcowej gru
py karboksylowej istotnej dla czynności biologicznej naturalnego hormo
nu. Przypuszcza się, że jest to główna przyczyna obniżenia aktywności 
analogu [(Z )-APhe8]. Wszystkie nienasycone pochodne bradykininy wyka
zywały zwiększoną odporność na hydrolizę enzymatyczną, co może być 
dodatkowym czynnikiem wpływającym  na ich aktywność [75].

Tyreoliberyna (TRH ) DG lu-H is-Pro-NH2 jest hormonem, którego czyn
ność biologiczna obniża się w  wyniku jakiejkolw iek m odyfikacji struktu
ry z wyjątkiem  podstawienia pozycji 2 przez 3’-Me-His. M iędzy innymi 
na podstawie takiego zachowania zaproponowano hipotezę oddziaływania 
TR H  z receptorem przedstawioną na (Ryc. 13) [49d]. A by hipotezę tę zwe-

(Z ) -  A Phe

Ryc. 13. A  — schemat ilustrujący oddziaływanie TRH z receptorem |49dj. B — podo
bieństwo budowy reszty (Z)-APhe do konformacji reszty His2 w proponowanym 
modelu A.

ryfikować, zsyntezowano [(Z )-APhe2]TR H  o ustalonej orientacji pierście
nia aromatycznego reszty aminokwasowej2, zgodnej z zakładaną w cząs
teczce TRH, i o domniemanej pogłębionej w  stosunku do związku macie
rzystego tendencji do występowania łańcucha peptydowego w  form ie zgię
tej. Za punkt wyjścia koncepcji posłużył analog [Phe2]TR H  o 10°/o aktyw
ności, inhibowanej przez trijodotyroninę (większość analogów TR H  tej
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cechy charakterystycznej natywnego hormonu nie wykazuje [76]. Jed
nakże wyników  badań biologicznych [(Z )-APhe2]TR H  nie znaleźliśmy.

Przedmiotem a, (3-dehydromodyfikacji były też analogi gonadoliberyny 
(GnRH) [77] i melanostatyna (MIH) [78]. W yników  badań biologicznych 
otrzymanych a, (5-dehydroanalogów również nie znaleźliśmy.

Ciekawe rezultaty uzyskano podstawiając w  bardzo aktywnym cyklo- 
heksapeptydowym analogu somatostatyny resztę fenyloalanylową resztę 
(Z)-dehydrofenyloalanylową (Rys. 14). Hormon natywny, somatostatyna

Ryc. 14. [(Z)-APhe7] cykloheksapeptydowy analog somatostatyny [801. Numeracja 
reszt aminokwasowych odpowiada numeracji w  cząsteczce somatostatyny.

jest heterodetycznym cyklicznym tetradekapeptydem hamującym uwal
nianie m iędzy innymi z przysadki somatotropiny i z trzustki insuliny

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
!---------------------------------------------------------------------- 1

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

i glukagonu [47, 49e, 79], Dominujący w  roztworze konformer cyklicznego 
dehydroanalogu miał konformację zarówno szkieletu peptydowego, jak
i pierścienia fenylowego w  pozycji 7 podobną do konformacji nasyconego 
cykloheksapeptyldu, lecz zdolność hamowania uwalniania somatotropiny 
dziesięciokrotnie od niego mniejszą. Stąd wniosek, że dla całkowitej aktyw
ności peptydu, o którym  mowa, konieczna jest swobodna rotacja bocznego 
łańcucha fenyloalaniny, który przyjm uje na powierzchni receptora kon
formację inną niż jego główna konformacja w  roztworze. Dehydroanalog 
był dziesięciokrotnie bardziej odporny na trawienie trypsyną niż nasycony 
cykloheksapeptyd i w badaniu tym zachował się tak, jak analog z resztą 
alanylową w  pozycji 7. Wskazuje to na ważność dla hydrolizy enzymatycz
nej omawianego peptydu odpowiednio ułożonego pierścienia fenylowego 
w tej pozycji [80].

P ro -(Z )-P he -o-T rp -Lys-T h r-P he—' • CH3COOH 
6 7 8 9 10 11
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III-3. Inhibitory enzymów

Oprócz a, (3-dehydroanalogów angiotensyny II zsyntezowano także a, 
P-dehydroanalog Pro-Phe-H is-Leu, substratu enzymu konwertującego an- 
giotensynę I do angiotensyny II  (EC 3.4.15.1). N-blokowana pochodna nie
nasyconego peptudy, mianowicie benzyloksykarbonylo-Pro-(Z)-APhe-His- 
Leu okazała się kompetycyjnym  inhibitorem enzymu [81]. Znane są inne 
przykłady wbudowania a, (3-dyhydroaminokwasu do substratu enzymu, 
zmieniającego go w  kom petycyjny inhibitor [5].

III-4. a, P-dehydroantybiotyki

Gramicydyna S jest cyklicznym dekapeptydem o (3-strukturze utrzy
mywanej przez cztery wewnątrzcząsteczkowe wiązania wodorowe (Ryc. 15), 
produkowanym przez szczep Bacillus brevis i  aktywnym  wobec bakterii 
gram-dodatnich [49f]. Porównywanie czynności biologicznej [D-Dpr44’]-,

Val Orn —  Leu — - D - Phe Pro

Pro——  d - Phe—  Leu —  Orn —  Val
5* - V  3' 2 '  r

Ryc. 15. Gramicydyna [82],

[AA la4’4’]- i [D -A la4,4’]gram icydyny S do czynności związku macierzystego 
wykazuje istotność hydrofobowych właściwości reszt aminokwaso- 
wych w  pozycjach 4 i 4’. Aktywność antybakteryjna [AAla4,4’]gram icydyny 
jest czterokrotnie wyższa niż prawdopodobnie mniej hydrofobowego, na
syconego analogu [D -A la4-4’] i wielokrotnie większa niż hydrofilow ej [D- 
-Dpr4’4’]gramicydyny. Ponieważ jest ona znaczna, wnioskuje się, że reszty 
dehydroalanylowe w  pozycjach 4 i 4’ stabilizują w  cząsteczce obydwa jej 
( 3 - z g i ę c i a ,  a w  konsekwencji (3-strukturę pierścienia peptydowego tego ana
logu gramicydyny, co najprawdopodobniej istotnie rzutuje na jego aktyw
ność biologiczną [82].
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IV. Syntetyczne a, |3-dehydropeptydy 
aktywujące funkcję cytotoksyczną makrofagów

Udało się syntetycznie skonstruować a, [3-dehydrooligopeptydy nie ma
jące odpowiedników w  przyrodzie, o cennych właściwościach biologicz
nych, stanowiących przedmiot patentów zachodnioniemieckiej firm y Tro- 
ponwerke w  Kolonii. Ze względu na nie zawsze łatwą dostępność litera
tury patentowej om ówim y to szerzej. Mianowicie otrzymano szereg N-a- 
cylowanych a, j^-dehydroaminokwasów, di- dodekapeptydów oraz ich soli, 
estrów, amidów i alkiloamidów, potencjalnych leków przeciwnowotworo- 
wych, o działaniu przede wszystkim miejscowym, lecz i systemowym. Nie 
wykazują one ogólnej toksyczności, która to cecha pozbawia w iele związ
ków  praktycznej użyteczności leczniczej. Dawki letalne D L 50 peptydów 
wynoszą dla szczurów około 300 mg/kg; 80 mg dziennie dawki/kg podawa
ne królikom po 27 dniach nie wywołu ją objawów zatrucia zwierząt. Dawki 
terapeutyczne związków —  to 1— 100 mg/kg, najczęściej 2— 40 mg/kg. E- 
fek ty  przeciwnowotworowego działania takich leków są różne: od zaniku 
nowotworu bez naruszania tkanki prawidłowej, poprzez nekrozy w  miejscu 
bezpośredniego działania, do nekroz w  miejscach odległych. Zw iązki te mo
żna również używać do bezbliznowej regeneracji po uszkodzeniu skóry, 
błon śluzowych i komórek nabłonkowych, wywołanym  przez infekcje bak
teryjne i grzybicowe, m iędzy innymi także przez infekcje charakterystycz
ne dla tropików [83— 85]. Spośród związków, o których mowa, dwa N-ace- 
tylodehydrodipeptydy (Ryc. 16) badano bardziej szczegółowo. N ie działają

O H  O H  0 O H  O H  O
II I II I ll li I n I II

CH,—C -N -C -C —N-CH-C-OH CH3—C—N-C-C -N-CH-C-O H
II I II I

OH OH

Ryc. 16. N-acetylo-a, (3-dehydrodipeptydy aktywujące funkcję cytotoksyczną makro
fagów [83— 85 [.

one bezpośrednio na komórki nowotworowe, natomiast domniemywa się, 
że aktywują funkcję cytotoksyczną makrofagów [86]. Z powyższą hipotezą 
zgodne jest obserwowane uodparnianie organizmów na zakażenia po sto
sowaniu niektórych syntetycznych ot, (3-dehydropeptydów [83— 85].

V. Właściwości a, (3-dehydroaminokwasów 
wpływające na aktywność biologiczną związków

Jak z przeglądu dokonanego w  rozdziałach II i I I I  widać, hipotez na 
temat właściwości a, p-dehydroaminokwasów istotnych dla ich aktywno
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ści biologicznej jest kilka. Lecz stopień ich udokumentowania nie jest na 
ogół duży. Czasami obserwuje się także tendencję do zbyt spiesznego uo
gólniania [51, 59, 60, 80], tj. wnioskowania o właściwościach całej grupy 
a, (3-dehydroaminokwasów i mechanizmach działania różnych efektorów 
biologicznych na podstawie wyników  badania tylko jednego a, (3-dehydro- 
aminokwasu lub tylko jednego rodzaju aktywności biologicznej.

Dość powszechnie wyraża się pogląd [25— 30, 40, 51, 59, 60, 80], że 
reszty a, (3-dehydroaminokwasowe mogą wiązać się kowalencyjnie z bio- 
ligandem, enzymem, receptorem, związkami ważnym i metabolicznie lub 
niektórym i strukturami komórkowymi. Tymczasem jakie są podstawy te
go Uogólnienia?

Dane doświadczalne na temat amoniako-liazy L-histydyny i. L -feny- 
loalaniny przemawiają za udziałem podwójnego wiązania dehydroalaniny 
w  reakcji kowalentnej addycji substratu, z którego w  wyniku końcowym 
elim inuje się cząsteczka amoniaku [25— 27, 29]. Oprócz tych danych, w y 
daje się, że przytoczony pogląd wynika z faktu występowania lantioniny
i (3-metylolantioniny (Ryc. 17) w  cząsteczkach antybiotyków: nizyny, sub- 
tyliny, cynamycyny i duramycyny, oraz lizynoalaniny (Ryc. 17) w  cząs-

HOOCv  /.COOH
CH—CH2—S-CH2—CH lanhonina

H.2N x nh 2

HOOC^ CH3 / C 00H
/ CH-CH2-S-CH-CH f i  -metylolanhonina

h 2n s'n h 2

HOOC^ ^.COOH
CH-CH2—NH-(CH2 )4-CH lizynoalanina

H2N < X NH2

Ryc. 17. Lantionina, p-metylolantionina i lizynoalanina.

teczkach cynamycyny i duramycyny [35, 38, 87]. W  badaniach modelo
wych wykazano bowiem, że prekursorem lantioniny i lizynoalaniny może 
być dehydroalanina, do której w  reakcji nukleofilowej addycji przyłącza 
się cysteina [88] lub lizyna [36, 87, 89]. Ponadto wymienione „podwójne” 
aminokwasy wyodrębniono jako artefakty z alkalicznych hydrolizatów 
niektórych białek [89]. (Przypuszcza się zatem, że to właśnie reakcja ad
dycji do reszt a, (3-dehydroaminokwasowych powoduje pewne zmiany 
właściwości fizykochemicznych, chemicznych i biologicznych białek pod
czas ich przechowywania [51]). Biorąc za podstawę bardzo łatwą chemicz
ną reaktywność nizyny z tiolami i kojarząc ją logicznie z aktywnością 
biologiczną nizyny wobec wrażliwych na brak koenzymu-A pasożytów 
Plazm odium  berhei, wnioskuje się w  sposób pośredni, że mechanizm dzia
łania biologicznego nizyny polega na addycji tioli do je j wiązań a, £)-nie- 
nasyconych [28]. Także w  doświadczeniach bionaśladowczych przeprowa
dzono wewnątrzcząsteczkową addycję grupy metyloam idowej do podwój
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nego wiązania dehydroalaniny (Ryc. 18), sugerując tym  samym drogę bio
syntezy cyklicznych peptydów typu gliotoksyn, o aktywności przeciw- 
w irusowej [90— 92]. Zatem, jeśli mowa o składowej chemicznej w  bioreak-

- ch3 o= c . . n - ch3

X—HN ^ C H 2 X-HN CHj

Ryc. 18. Wewnątrzcząsteczkowa addycja grupy metyloamidowej do podwójnego w ią
zania reszty dehydroalanylowej [90— 92]. X  — ochrona grupy aminowej.

tywności reszt a, [3-dehydroaminokwasowych, należy sobie zdać sprawę, że 
do tej pory, w  warunkach naturalnych i biomodelowych udało się w yka
zać reaktywność chemiczną tylko dehydroalaniny. Reszta ta i w  warun
kach chemicznej syntezy peptydów daje szereg produktów addycji [93].

Inne próby w eryfikacji hipotez o prekursorowej roli a, (3-dehydroami- 
nokwasu w  biosyntezie aminokwasu „podwójnego” nie dają tak jedno
znacznych wyników. Np. w  skład cząsteczek penicylin wchodzi jeszcze 
inny niż wymienione „podw ójny”  aminokwas —  kwas penicylanowy (Ryc. 
19). W  ważnych biotechnologicznie badaniach biosyntezy penicyliny G nie

h2

Ryc. 19. Kwas penicylanowy. Linią przerywaną oddzielono resztę cysteiny od reszty 
waliny. x oznacza jeden z optycznie czynnych atomów węgla kwasu penicylano- 
wego.

stwierdzono postulowanej od lat addycji grupy SH cysteiny do podwójne
go wiązania a, 3-dehydrowaliny [94]. Dehydrowalinie być może przypada 
w  tej biosyntezie odpowiedzialność za konfigurację-D atomu węgla, za
znaczonego we wzorze.

Pogląd, że reszty a, |3-dehydroaminokwasowe wbudowane do hormo
nów lub ich analogów mogą reagować chemicznie z receptorem [30, 40, 51, 
52, 59, 60, 80], nie znajduje poparcia eksperymentalnego. [AA la2]Leu-enke- 
falina i analogi enkefaliny z (Z)-dehydrofenyloalaniną w  pozycji 4 lub 
(Z)-a, (3-dehydroleucyną w  pozycji 5, wykazują podobne powinowactwo do 
receptorów jak analogi nasycone [51, 52, 59, 60]. Ponieważ jednak znane są 
przypadki reaktywności receptorów opiatowych z podwójnym  wiązaniem 
antagonisty [95], świadczy to o potrzebie bardzo ścisłego dopasowania 
strukturalnego podwójnego wiązania bioligandu do elementów receptora 
mogących ulec addycji. Także nie udało się udowodnić, że reszty a, (3- 
dehydroaminokwasowe występujące w  fitotoksynach reagują chemicznie
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z receptorem. Np. [D -A la4]AM-toksyna I ma nieznaczną, lecz mierzalną 
toksyczność [6].

Uważa się intuicyjnie, że reszty a, (3-dehydroaminokwasowe są bardziej 
hydrofobowe niż odpowiadające im reszty aminokwasów nasyconych, 
a właściwość ta w  miejscu wiązania peptydu z receptorem ma sprzyjać 
temu wiązaniu [51, 59, 60, 80]. Przykładu dostarcza chociażby aktywność 
[(Z )-APhe5]brydykininy większa niż związku macierzystego, tłumaczona 
oddziaływaniem hydrofobowym  receptora z resztą5 hormonu, wzmocnio
nym oddziaływaniem z podwójnym wiązaniem (Z)-dehydrofenyloalaniny 
[74].

Reszty a, (3-dehydroaminokwasowe wpływają na konformację i w y 
miary zarówno łańcucha bocznego, jak i szkieletu peptydowego, a wynika 
to z nietypowej dla peptydów sp2-hybrydyzacji a-węgla i możliwości sprzę
żeń elektronowych między wszystkimi grupami funkcyjnym i a. W pływ  
ten bada się zarówno w  stanie stałym, jak i w  roztworze na przykładach 
odpowiednich par aminokwasów i peptydów: związek nienasycony i nasy
cony. Wnioski są wspierane wynikami badań samych a, f5-dehydroamino- 
kwasów i a, (3-dehydropeptydów.

Pierwszy, najbardziej oczywisty w pływ  steryczny a, (3-dehydroamino- 
kwasu —  to określona orientacja podstawnika w  pozycji-|3 bocznego łańcu
cha reszty aminokwasowej. O jej istotności dla działania biologicznego mó
wią dwa z opisanych przykładów. Cykloheksapeptyd o czynności somato
statyny i jego (Z)-dehydrofenyloalanylowy analog mają w  roztworze tę 
samą orientację pierścienia fenylowego i tę samą konformację szkieletu 
peptydowego. P ierwszy z nich jest jednak dziesięć razy bardziej aktywny. 
Oznacza to, że oddziaływanie z receptorem zmienia orientację pierścienia 
fenylowego cykloheksapeptydu, prowadząc do czynności biologicznej. Na
tomiast niemożność zmiany orientacji tegoż pierścienia w  dehydropepty- 
dzie wpływa ujemnie na funkcję biologiczną [80]. Jeszcze pełniejszego 
obrazu dostarczają dehydrofenyloalanylowe analogi Met- i Leu-enkefalin. 
Związki z resztą (Z )-APhe4 mają działanie większe lub równe związkom 
z resztą Phe4, a zamiana w  Leu-enkefalinie (Z )-APhe4 na (E )-APhe4 powo
duje spadek aktywności o przeszło dwa rzędy [63].

Geometryczne w ym iary pochodnych aminokwasowych CH jCO -(Z )- 
APhe-NH CH 3 i CH3CO-Phe-NHCH3 zebrano na Ryc. 20. Oprócz oczywis-

1.229 
1,245 

1,50? * 1,341 

1,488 1,311 "  1,447

1,234

1-245 122,4
, 1,320 1,452 121,7

121 ,9 l i i ’6,  120,0 124,3

112.1
115,7

1,324 117,4

1,530 127,1

/» 113,4

121.5
110.5

121,6
123,0

Ą 1,521 V  B

Ryc. 20. Geometryczne dane cząsteczek CH3CO-(Z)-APhe-NHCH3 (wartości górne) 
i CH3CO-Phe-NHCH3 (wartości dolne). A  — długość wiązań (A), B — kąty walencyjne
O  f8].
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tych zmian długości wiązań i kątów wokół węgla a i (3, jakie wprowadza 
do cząsteczki nienasycona grupa funkcyjna, są zmiany w  wiązaniu aceta- 
m idowym, świadczące o sprzężeniu elektronowym, co potwierdzają także 
widma IR. W iązanie podwójne wykazuje niewielkie napięcie [8]. Rentge- 
nografia dalszych pochodnych dehydrofenyloalaniny i je j peptydów ujaw
nia jeszcze inne sprzężenia, czasami o maksymalnie m ożliwej rozległości 
[7 -1 1 ). •

Z analizy w idm  N M R par peptydów: (CH3)3COCO-Gly-Phe-OCH3 —  
(C H 3)3CO CO -G ly-(Z )-APhe-O CH 3, (C H 3)3COCO-Pro-Phe-OCH3 —  (CH 3)3- 
C O CO -Pro-(Z )-APhe-O CH 3 i (CH 3)3COCO-G ly-Phe-Leu-OCH3 —  (CH 3)3- 
C O CO -G ly-(Z )-APhe-Leu-O H 3, wynika, że dwie pierwsze pary przyjmują 
konformację y zg ię c ia  z wiązaniem wodorowym  m iędzy karbonylem N - 
-ochrony a N H  reszty APhe. Wielkości spektralne dehydropeptydu drugiej 
pary wskazują na mniejszą giętkość jego struktury. Peptydy trzeciej pary 
przybierają konformację ^-zgięcia z wiązaniem wodorowym  między kar
bonylem N-ochrony a N H  reszty Leu. I w  tym  przypadku struktura 
związku nienasyconego jest bardziej sztywna [96]. Także za pomocą *H 
N M R  stwierdzono w  następujących peptydach: (CH 3)COCO-Phe-(Z)-APhe- 
X -O C H 3, gdzie X  =  Leu, Val, Ala, przeważającą konformację II (3-zgięcia 
z wiązaniem wodorowym  między karbonylem N-ochrony a NH  reszty X  
[97]. Z rentgenografM (C H 3)3CO O -Pro-Phe-NH CH 3 i (C H 3)3COO-Pro-(Z )- 
-A Phe-N H C H (C II3)2 (Ryc. 21) widać, że konformacje II (3-zgięcia obu

Ryc. 21. Konformacja w  krysztale cząsteczek (CH3)3COO-Pro-(Z)-APhe-NHCH(CH3)3 
<A) i (CH3)3COO-Pro-Phe-NHCH3 (B). Na rysunku podano długości wewnątrzcząstecz- 
kowych wiązań wodorowych i kąty dwuścienne [8].

cząsteczek są bardzo podobne, z tym  że w  cząsteczce peptydu nasyconego 
wiązanie wodorowe 4-> l jest dłuższe (3.00 A ) niż w  cząsteczce peptydu 
nienasyconego (2.86 A ). Zgięty kształt obu związków zostaje zachowany w 
roztworze, jak wskazują widma IR  i ‘H NM R. Ponadto wykorzystując te 
ostatnie stwierdzono w  populacji konformerów peptydu (CH3)3COCO-Pro- 
Phe-NH CH (CH 3)2 60°/© udział konformeru o cechach I (3-zgięcia, a w  po
pulacji konform erów peptydu nienasyconego 87°/o udział konformeru o ce
chach II (3-zgięcia [8].
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Jak widać, w  przytoczonych przykładach (Z)-dehydrofenyloalanina 
występowała w  pozycji ( i +  2) (3- lub yzg ięc ia . Udało się też udowodnić, 
że reszta ta w  peptydach zarówno w  stanie krystalicznym, jak i w  roztwo
rze zwiera i stabilizuje strukturę |3-zgięcia. Ponadto są przesłanki, że (Z )- 
-dehydrofenyloalanina może zajmować pozycję i+ 1  w  II ¡3-zgięciu [97]. 
Omówione właściwości (Z )-dehydrofenyloalaniny są cenne, gdyż (3-zgięcie 
jest strukturą powszechną w  białkach i cyklicznych peptydach oraz spo
tykaną także w  polipeptydach liniowych, i istotną —  jak się sądzi —  dla 
aktywności biologicznej związków, o których mowa [98— 101].

Badania porównawcze dłuższych peptydów liniowych i peptydów cyk
licznych, nasyconych i nienasyconych, dostarczają dalszych danych na te
mat wpływu reszty dehydrofenyloalanylowej na konformację związków. 
Przesunięcia chemiczne a-CH reszt Tyr, G ly i Met amidu [D -A la2]M et-en- 
kefaliny i amidu [D -Ala2, (Z )-APhe4]M et-enkefaliny są różne. Sugeruje to 
konformacyjne konsekwencje wbudowania APhe rozciągające się na dalsze 
fragmenty łańcucha peptydowego [96]. Zatem reszta ta może kontrolować 
sferycznie nie tylko swoje najbliższe, lecz także i odległe sekwencyjnie 
sąsiedztwo w  peptydach liniowych. W  tentoksynie, dehydrocyklotetrapep- 
tydzie reszta (Z)-N-m etylodehydrofenyloalaniny ma bardzo istotną rolę 
strukturotwórczą, pozwalając peptydowi przybrać konformację właściwą 
dla oddziaływania z receptorem, której nie przyjmuje, gdy reszta ta jest 
nasycona [39, 40]. W  dehydrocykloheksapeptydzie cyk lo-[Pro6-(Z )-APhe7- 
D -Trp^Lys^Thr^-Phe11]. CH3COOH obok dominującego izomeru cis w ią
zania peptydowego Phen-Pro6, występuje izomer trans, podczas gdy w  pep- 
tydzie nasyconym wiązanie to ma konfigurację tylko cis. Obserwuje się 
tu więc w p ływ  reszty (Z )-APhe na konformację wiązania peptydowego są
siedniego do wiązania, w  którym  reszta ta uczestniczy [80]. Porównanie za 
pomocą jedno i dwuwym iarowego łH i 18C NM R, a w  niektórych przypad
kach i krystalografii, konformacji modelowych cyklopenta peptydów 
z resztą D-Phe i (Z )-APhe wykazuje natomiast ich bardzo duże podobień
stwo. Zatem w pływ  reszty dehydroaminokwasowej na konformację pierś
cienia peptydowego piętnastoczłonowego można pominąć. Prowadzi to do 
wniosku o wymienialności w  pięciopeptydowych układach cyklicznych 
aminokwasu nasyconego na nienasycony, o ile tylko orientacja bocznego 
łańcucha aminokwasu nienasyconego wbudowanego do peptydu cyklicz
nego odpowiada konformacji aktywnej biologicznie lub jest dla niej nie
istotna {102, 103].

Rozliczne w p ływ y sferyczne reszt a, (3-dehydroaminokwasowych na 

konformację i w ym iary peptydów można podsumować następująco. W pe

ptydach liniowych są to: określona orientacja łańcucha bocznego, różno
rodne sprzężenia elektronowe, pogłębianie i stabilizacja (3- i y-zgięć łańcu
cha peptydowego i w p ływ  na jego konformację w  miejscach odległych 
sekwencyjnie od wiązania podwójnego [7— 11, 63, 96]. W p ływ  reszty a,
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(J>-dehydroaminokwasowej na konformację peptydów cyklicznych zależy od 
w ielkości pierścienia. W p ływ  ten ujawnia się najsilniej w  cyklotetrapep- 
tydach, w  których stwierdzono, że reszta N-metylo-a, (3-dehydroamino- 
kwasowa może odgrywać istotną biologicznie rolę strukturotwórczą [39—  
41]. W  dehydrocykloheksapeptydzie wykazano zmianę konfiguracji jed
nego z wiązań peptydowych [80]. Natomiast w  cyklopentapeptydach resztę 
tę uznano za zamiennik konform acyjny reszty D-aminokwasowej [102, 
103], Jednak dotychczasowe dane zarówno krystalograficzne, jak fizyko
chemiczne świadczące o różnorodnych efektach sterycznych reszt a, |3-de- 
hydroaminokwasowych ograniczają się z bardzo nielicznymi wyjątkam i 
[104] do reszty APhe i to właściwie tylko w  konfiguracji Z (w yjątek [7]).

Badania trawienia enzymatycznego modelowych a, (3-dehydropepty- 
dów [105], analogów Len-enkefaliny [55, 56, 61, 64], bradykininy [75] i so- 
matostatyny [80], zawierających resztę dehydrofenyloalanylową lub a, 
(3-dehydroleucynową wykazały, że wiązania peptydowe zarówno z grupą 
aminową, jak i karboksylową reszty nienasyconej są odjporne na hydro
lizę enzymatyczną.

VI. Uwagi końcowe

Z dokonanego przeglądu widać, że obecność reszt a, (3-dehydroamino- 
kwasowych w  niektórych związkach naturalnych może decydować o ich 
działaniu biologicznym. W  centrum aktywnym  dwóch enzymów z klasy 
liaz, amoniako-liazy L-histydyny (EC 4.3.1.3) i amoniako-liazy L -feny lo- 
alaniny (EC 4.1.3.5), jak się sądzi, występuje dehydroalanina [25— 27, 29]. 
Pewne rodzaje aktywności biologicznej n izyny tłumaczy się reakcjami ad- 
dycji tioli do jej wiązań a, (3-nienasyconych [28]. W  cząsteczkach cyklo- 
peptydowych fitotoksyn, tentoksyny, HC-toksyny i AM -toksyny-I reszty, 
odpowiednio, (Z )-N-m etylodehydrofenyloalaniny [39— 41], (E)-a, (5-dehyd- 
roizoleucyny [3] i dehydroalaniny [24, 30] są albo niezbędne dla ich czyn
ności biologicznej [3, 39— 41], albo bardzo istotne [24, 30].

Również wprowadzenie reszt a, (3-dehydroaminokwasowych do natu
ralnych peptydów lub ich analogów w  miejsce aminokwasów białkogen- 
nych na ogół nie pozostają bez wpływu na aktywność peptydów. a, (3-De- 
hydromodyfikacje analogów amidu M et-enkefaliny [55— 57] i angiotensyny 
[72, 73] oraz natywnej cząsteczki bradykininy [74] przyniosły związki
o większej czynności. Udało się też, jak pokazuje przykład bradykininy 
[74] i analogów Leu-enkefaliny [51, 59— 62], zmienić selektywność działa
nia peptydu, a nawet odwrócić jego charakter, z substratu enzymu na in
hibitor [5, 81].

Niektóre a, (3-dehydropeptydy naturalne i syntetyczne nie mające ana
logii w  naturze wykazują aktywność przeciwnowotworową, będącą przed
miotem badań [32, 83— 86].
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Reszty a, (3-dehydroaminokwasowe mają właściwości, o których się są
dzi, że są istotne dla czynności biologicznej peptydów. N ajlep iej udoku
mentowana wydaje się zależność m iędzy cechami stereochemicznymi tych 
reszt a działaniem biologicznym związków, w  których one występują 
(tentoksyna [39— 41]) lub, w  które je wbudowano (a, |3-dehydroenkefaliny 
[63], a, (3-dehydrocykloanalog somatostatyny [80]). Rozpoznane właściwości 
reszt a, (3-dehydroaminokwasowych, sprawdzone w  dotychczasowych ba
daniach aktywności a, (3-dehydroanalogów peptydów  biologicznie czyn
nych, pozwalają uważać, że dalsze stosowanie a, (3-dehydroaminokwasów 
do m odyfikacji peptydów może doprowadzić do uzyskania zw iązków o cen
nych właściwościach farmakologicznych.

Niniejsze opracowanie powstało w związku z syntezą i badaniami stru
ktury modelowych peptydów z resztą a, fi-dehydroaminokwasową, finan
sowanymi z programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego R P .II-
10. Autorzy pracy dziękują za fundusze na te badania.

Artykuł otrzymano 9 kwietnia 1987.
Zaakceptowano do druku 1 czerwca 1987.
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Wykaz stosowanych skrótów: Met-enkefalina — metioninowa enkefalina, Leu- 
enkefalina —  leucynowa enkefalina, BAM-22P, BAM-20P, BAM-12P —  peptydy kro
wich nadnerczy, PCMB — kwas p-chlorortęciobenzoesowy, EDTA —  kwas etylenodia- 
minotetraoctowy.

I. Wstęp

Prowadzone od w ielu lat badania nad peptydami opioidowymi pozwo
liły  ustalić: ich budowę chemiczną, rozmieszczenie w  ośrodkowym i ob
wodowym  układzie nerwowym, a także poza nim, oraz częściowo ich rolę 
biochemiczną, fizjologiczną i działanie farmakologiczne. Szereg zagadnień 
omówiono już poprzednio na łamach Postępów Biochemii [1, 2].

W  piśmiennictwie sporo uwagi poświęcono peptydom opioidowym w y
stępującym w  nadnerczach —  gruczole niezwykle ważnym w  reakcji na 
zaburzenia homeostazy organizmu. N in iejszy artykuł stanowi przegląd 
wyników  tych badań. Ponadto, przedstawiono w  nim także niektóre dane

*Dr, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierząt, PAN, 05-551 Jastrzębiec.
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562 A. KONECKA

dotyczące peptydów opioidowych występujących w  zakończeniach nerwu 
trzewnego dochodzących do nadnerczy.

II. Rozmieszczenie w  komórkach

Po raz pierwszy S c h u l t z b e r g  i w s p . [3, 4] stosując metodę im- 
munofluorescencji wykazali w  rdzeniu nadnerczy szczura, świnki morskiej 
i  kota obecność peptydów  opioidowych dających dodatnią, opioidopodobną 
reakcję immunologiczną z przeciwciałami wobec Met- i Leu-enkefaliny. 
Prowadzone niezależnie badania histochemiczne, radioimmunologiczne 
i radioreceptorowe potw ierdziły występowanie tych związków w  nadner
czach zwierząt wielu innych gatunków [5— 12].

W  rdzeniu nadnerczy zawartość peptydów opioidowych waha się w 
zależności od gatunku zwierzęcia w  szerokich granicach (Tab. 1), [5, 13]. 
Pojedyncze prace donoszą ponadto o ich występowaniu w  części korowej 
nadnerczy, jednak w  ilościach 30-160-krotnie mniejszych niż w  rdzeniu 
[14, 15]. Peptydy opioidowe stwierdzono także w  zakończeniach nerwu 
trzewnego (n. splanchnicus) dochodzących do komórek rdzenia nadnerczy 
[16— 18], gdzie znajdują się prawdopodobnie w  pęcherzykach synaptycz
nych zawierających noradrenalinę [3, 4, 19— 21].

T a b e la  1

Stężenie peptydów opioidowych w rdzeniu nadnerczy 
u różnych gatunków zwierząt [5].
(Oznaczane jako ekwiwalenty Met-enkefaliny)

Gatunek
Peptydy opioidowe 

nmole/g świeżej tkanki

Szczur 0,29 ±0,03
Chomik 0,50
Królik 0,85 ±0,15
Kot 3,20 ±0,66
Pies 21,20 ±1,24
Krowa 20,00 ±5,00
Człowiek 6,50

Peptydy opioidowe w ykryto w  komórkach chromochłonnych rdzenia 
nadnerczy, a dokładnie w  ziarnistościach chromochłonnych tych komórek 
[4, 5, 7, 22— 28]. Jak wiadomo w  rdzeniu nadnerczy zachodzi synteza ad
renaliny i noradrenaliny, ich magazynowanie w  ziarnistościach chromo
chłonnych, a następnie sekrecja poza komórkę. W iele badań, w  których 
stosowano zarówno metody immunohistochemiczne jak i biochemiczne 
wskazuje, iż peptydy opioidowe występują w  ziarnistościach chromochłon-
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nych razem z adrenaliną [6, 24, 29— 34]. Stosując wirowanie homogenatów 
rdzenia nadnerczy w  gradiencie Percoll-sacharoza uzyskano dwie subfrak- 
cje: cięższą, w  której noradrenalina stanowiła około 90°/o całkowitej ilości 
katecholamin oraz lżejszą o przewadze adrenaliny (około 72°/o). Stosunek 
M et-enkefaliny do całkowitej ilości katecholamin wynoszący 0,07 w  przy
padku frakcji cięższej i 7,38 w  przypadku lżejszej świadczy o ścisłym po
wiązaniu peptydów opioidowych z ziamistościami chromochłonnymi za
w ierającym i adrenalinę [32, 33].

III. Peptydy opioidowe nadnerczy i ich biosynteza

M et- i Leu-enkefalina nie są jedynym i peptydami opioidowymi wystę
pującymi w  nadnerczach. W  prowadzonych niezależnie badaniach stw ier
dzono w  rdzeniu nadnerczy kilka białek i peptydów różniących się znacz
nie masą cząsteczkową i wykazujących różne powinowactwo wobec recep
torów opioidowych. Z ziarnistości chromochłonnych rdzenia nadnerczy 
wołu otrzymano białko o masie cząsteczkowej —  jak wstępnie oznaczono —  
około 50 000 daltonów, nie mające zdolności interakcji z receptorem opioi- 
dowym. W  wyniku trawienia białka trypsyną i karboksypeptydazą B 
otrzymano Met- i Leu-enkefalinę w  stosunku 7 :1 , co wskazywało, iż jest 
ono prawdopodobnie wspólnym prekursorem obu enkefalin i innych pep
tydów  opioidowych nadnerczy [35, 36]. Prekursor nazwano preproenke- 
faliną A  [37, 38]. Zastosowanie metody klonowania D N A  pozwoliło na w y- 
dedukowanie sekwencji aminokwasów preproenkefaliny A  z nadnerczy 
wołu, szczura i człowieka [39— 44].

Preproenkefalina A  —  prekursorowe białko z nadnerczy wołu składa 
się z 263 aminokwasów. Obliczona na tej podstawie, potwierdzona następ
nie doświadczalnie, masa cząsteczkowa wynosi 29 786 daltonów [45]. Biał
ko zawiera 1 sekwencję Leu-enkefaliny i 6 sekwencji Met-enkefaliny. 
Sekwencja Leu-enkefaliny i cztery sekwencje M et-enkefaliny są poprze
dzone i zakończone parą zasadowych aminokwasów: -Lys-Lys-, -L ys-A rg- 
lub -A rg-A rg-. Jedna z sekwencji Met-enkefaliny zawiera na swym  C- 
końcu dodatkowo trójpeptyd: arginylo-glicylo-leucynę poprzedzający 
-Lys-A rg-. Natomiast żadna z par zasadowych aminokwasów nie w ystę
puje po Met-enkefalinie znajdującej się na C-końcu preproenkefaliny A  
[Ryc. la].

Prawdopodobnie preproenkefalina A  zawiera również przyłączoną do 
cząsteczki resztę cukrową. Elektroforeza produktów proteolizy prepro
enkefaliny na żelu poliakryloam idowym  wykazała pojawianie się dwóch 
frakcji o tym  samym składzie aminokwasowym, a różniących się masą 
cząsteczkową [46]. N iewykluczone, iż frakcja woln iej migrująca stanowi 
formę glikozylowaną prekursora. W ymaga to jednak dalszego wyjaśnię-
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H -M e t-  Ala -  Arg-Phe -L e u -Q y -L e u -C y s  -Thr -TVp -  Leu-Leu-A la -  Leu -  Gly -

-P ro -G ly -L e u -L e u -A la -T h r-V a l-A rg -A la -G lu -C y s -S e r-G In -A s p -C y s -  
20 30

-  Ala -T h r-C y s -S e r-T y r - A rg -L eu -A la -A rg -P ro -T h r-A sp -L e u -A s n -P ro -
40

-L e u -A la -C y s -T h r-L e u -G lu -C y s -G lu -G ly -L y s -L e u -P ro -S e r-L e u -L y s  -  
50 60

-  T rp -T rp -G lu -T h r-C ys -L y s -G lu -L e u -L eu -G In -L e u -T h r-L y s -L eu -G lu  -
70

-  Leu -P ro -P ro - A s p -A la -T h r-S e r-A la -L e u -S e r-L y s -G In -G lu -G lu -S e r-
80 90

-H is -L e u -L e u -A la -L y s -L y s -T y r-G ly -G ly -P h e -M e t-L y s -A rg -T y r-G ly  -
100

-G ly -P h e -M e t-L y s -L y s -M e t-A s p -G lu -L e u -T y r-P ro -L e u -G lu -V a l-G lu  -  
110 120 

-G lu -G lu -A la -A s n -G ly -G ly -G lu -V a l-L e u -G ly -L y s -A rg -T y r-G ly -G ly  -
130

-P h e -M e t-L y s -L y s -A s p -A la -G lu -G lu -A s p -A s p -G ly -L e u -G ly -A s n -S e r- 
---------  140 150

-  S e r-A sn -L eu -L eu -L ys -G lu -L e u -L eu -G ly -A la -G ly -A sp -G in -A rg -G lu -
160

-  G ly -S e r-L e u -H is -G in -G lu -G ly -S e r-A s p -A la -G lu -A s p -V a l- Ser-Lys -
170 180

-A rg -T y  r - G ly -G ly -P h e -M e t-A rg -G ly -L e u -L y s -A rg -S e r-P ro -H is -L e u  -
190

-G lu -A sp -G lu  -T h r-L y s -G lu -L e u -G In -L y s -A rg -T y r-G ly -G ly -P h e -M e t-  
200 210

-  A rg -A rg -V a l-G ly -A rg -P ro -G lu -T rp -T rp -M e t-A s p -T y r-G in -L y s -A rg -
220

-T y r -  G ly -G ly -P h e -L e u -L y s -A rg -P h e -A la -G lu -P ro -L e u -P ro -S e r-G lu -  
230 240

-G lu -G lu -G ly -G lu -S e r-T y r-S e r-L y s -G lu -V a l-P ro -G lu -M e t-G lu -L y s  -
250

-  A rg -T yr-G ly -G ly -P h e -M e t-A rg -P h e -O H
260

Ryc. la. Sekwencja aminokwasów w  preproenkefalinie A  z nadnerczy wołu [39]

H -S e r -P ro -T h r-L e u -G lu  -  Asp-Glu- H i s - L y s -G lu -L e u -G ln -L y s -Arg - Tyr -

-  G ly -G ly -P h e-M et-A rg -A rg -V a l -  G ly -A rg -P ro - Glu-Trp -T rp -M e t-A s p -

-  Tyr- G ly -L y s -A rg -T y r- G ly -G ly -P h e-M et-O H  

Ryc. Ib. Sekwencja aminokwasów w  peptydzie I [60]

H -  Tyr -  G ly -G ly -P h e-M et-A rg -A rg  -Val -  Gly -  Arg-Pro -G lu  -Trp -Trp -  M ć i-

-  A sp -T yr-G In -L ys- A rg -T yr- G ly -G ly-P h e-L eu-O H  

Ryc. lc. Sekwencja aminokwasów w  peptydzie E [63]

H -A sp -A la -G lu -G lu -A s p -A s p -G ly -L eu -G ly -A s n -S er-S er-A sn -L e u -L eu  -  

-L y s -G lu -L e u -L e u -G ly -A la -G ly -A s p -G In -A rg -G lu -G ly -S e r-L e u -H is  -

-G in -G lu -G ly -S e r-A s p -A la -G lu -A sp -V al -S e r -L y s -A rg -T y r -G I^ G Iy ,-

-  P he-M et-A rg -G ly -Leu-O H

Ryc. Id. Sekwencja aminokwasów w  peptydzie o masie cząsteczkowej 5300 dalto- 
nów [67]

H -T y r-G ly -G ly -P h e -M et-L y s -L y s -M e t-A s p -G lu -L e u -T y r-P ro -L e u -G lu -

-  Val -G lu -G lu -G lu -A la -A s n -G ly -G ly -G lu -V a l-L e u -G ly -L y s -A rg -Tyr -

-G ly -G ly -P h e -M e t-O H  

Ryc. le. Sekwencja aminokwasów w  peptydzie F [64]

[564]
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BAM-22P
H -T y r -  G ly -G ly -P h e -M et-A fg -A rg -V a l-G ly -  A rg -P ro -G lu -Trp -T rp  -  Met -

-  Asp-Tyr -  Gln-Lys -  Arg -Tyr -  Gly -O H

BAM-20P
H -Tyr -  G ly -G ly -Phe-M et-Arg-A rg -Val -  G ly - Arg-Pro -G lii -Trp -  Trp -M et -  

-A s p -T y r-G ln -L y s -A rg -O H

BAM-12P
H -T y r-G ly -G ly -P h e -M e t-A rg -A rg -V a l -  G ly -A rg -P ro -G lu -O H

Ryc. l f .  Sekwencja aminokwasów w  BAM-22P, BAM-20P, BAM-12P [74, 75]

Ryc. Ig. Sekwencja aminokwasów w  adrenorfinie [81].
Sekwencje Met- i Leu-enkefaliny podkreślone.

nia, gdyż nie udało się potwierdzić obecności cukru innymi metodami 
[47].

Należy podkreślić, że preproenkefalina z nadnerczy ludzkich i szczura 
wykazuje daleko idące podobieństwa do preproenkefaliny z nadnerczy 
wołu pod względem  liczby sekwencji Met- i Leu-enkefaliny w  cząsteczce, 
masy i składu aminokwasowego [39, 42, 44]. Preproenkefalinę w ykryto 
także w  nadnerczach płazów [48]. Jednakże różni się ona od poprzednich 
brakiem Leu-enkefaliny, zawiera natomiast w  swym  składzie 7, a nie 6, 
sekwencji M et-enkefaliny [48, 49].

N o d a  i  w s p . [39] zasugerowali, iż rozkład proteolityczny preproen
kefa liny A  z nadnerczy wołu przez endopeptydazy, podobnie jak innych 
prohormonów [50— 52], zachodzi prawdopodobnie w  pierwszym  rzędzie 
w  miejscach występowania -Lys-Arg-. Prowadzi to do powstania m niej
szych fragmentów łańcucha prekursora z aminokwasami w  pozycjach: 
25— 101, 104— 130, 133— 179, 182— 189, 192— 203, 206— 223, 226— 230, 
233— 254 oraz 257— 263 (Ryc. la, Ryc. 2). Uzyskane w yniki doświadczeń 
nie tylko w  znacznym stopniu potw ierdziły tę sugestię, ale również usta
loną na podstawie metody klonowania D N A  sekwencję aminokwasów pre
proenkefaliny A. Bowiem  większość proponowanych produktów degrada
c ji preproenkefaliny faktycznie występuje w  rdzeniu nadnerczy i udało 
się je wyizolować.

I tak, w  homogenatach rdzenia nadnerczy wołu wykazano obecność 
białka o masie cząsteczkowej 23 300 daltonów [46, 53— 57], zawierającego 
w  swoim składzie 5 sekwencji M et-enkefaliny i Leu-enkefalinę na C-koń- 
cu. Sugeruje to, że cząsteczka białka stanowi fragment 25— 230 łańcucha 
peptydowego preproenkefaliny (Ryc. la, Ryc. 2).
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Inne białko wyodrębnione z nadnerczy wołu w  czystej postaci, o masie 
cząsteczkowej 18 200 daltonów, zawiera 3 sekwencje Met-enkefaliny oraz 
oktapeptyd: [A rg6, G ly7, Leu8] -Met-enkefalinę na C-końcu [46, 56, 58, 59]. 
Dotychczas poznano skład aminokwasowy białka, natomiast nie udało się 
ustalić pełnej sekwencji. Jednak na podstawie masy i obecności oktapep- 
tydu na C-końcu przypuszcza się, iż stanowi ono fragment łańcucha pre
kursora z aminokwasami w  pozycjach 25— 189 (Ryc. la, Ryc. 2).

Prawdopodobnie oba białka są związkami pośrednimi w  procesie po
wstawania innych krótszych peptydów, wyodrębnionych z ziarnistości 
chromochłonnych rdzenia nadnerczy, takich jak: peptyd I [36, 59— 61], 
peptyd E [36, 38, 61— 63] peptyd F [36, 59, 61, 62, 64— 66] oraz peptydów
o masach 12 600 [46, 59, 65], 5300 [59, 67] i  8600 daltonów [46, 59, 65, 68], 
(Ryc. 2).

Ustalono sekwencję aminokwasów peptydu o masie 5300 daltonów oraz 
peptydów I, F, E (60, 63, 64, 67), (Ryc. Ib— e). Ten ostatni, w  przeciwień
stwie do pozostałych, charakteryzujących się małym powinowactwem w o
bec receptorów opioidowych, wykazuje wysoką, około 40-krotnie wyższą 
niż Met-enkefalina, aktywność opioidową [39, 63]. W ydaje się więc praw
dopodobne, że nie tylko sama obecność sekwencji M et-enkefaliny na N - 
końcu decyduje o aktywności opioidowej (porównać Ryc. Ib— e), lecz także 
odpowiednia konformacja łańcucha peptydowego.

N ie ustalono pełnej sekwencji aminokwasów w  peptydach o masach 
12 600 i 8600 daltonów. Pierw szy zawiera trzy M et-enkefaliny i prawdo
podobnie odpowiada fragm entowi 25— 137 łańcucha preproenkefaliny 
[65], (Ryc. la, Ryc. 2). Peptyd o masie 8600 daltonów jest fragmentem 
prekursora z aminokwasami w  pozycjach 25— 101 [65, 68], (Ryc. la, Ryc. 2).

Sugeruje się, iż także synenkefalina jest produktem enzymatycznego 
rozkładu białek o masach 23 300 i 18 200 daltonów. Synenkefalina składa 
się z 72 aminokwasów (fragment 25— 96 łańcucha preproekefaliny) i nie 
zawiera M et- lub Leu-enkefaliny [68, 69], (Ryc. la, Ryc. 2). Występuje 
również w  mózgu [69]. Jednak je j rola zarówno w  mózgu jak i nadner
czach nie jest poznana.

Z ziarnistości chromochłonnych rdzenia nadnerczy wyodrębniono także 
peptyd B [60]. Skład aminokwasowy, masa cząsteczkowa (3600 daltonów) 
oraz zidentyfikowanie na jego C-końcu heptapeptydu: Tyr-G ly-G ly-Phe- 

M et-Arg-Phe sugerują, iż jest to prawdopodobnie fragment 233— 263 łań
cucha preproenkefaliny. W yizolowanie z rdzenia nadnerczy heptapeptydu 
w  pełni potwierdza ten wniosek [70— 72].

Grupa badaczy japońskich wyodrębniła z nadnerczy wołu trzy zbliżo
ne do siebie budową i masą cząsteczkową peptydy, tzw. peptydy krowich 

nadnerczy, a mianowicie BAM-22P, BAM -20P i BAM -12P [73— 75], Se

kwencję aminokwasów przedstawia (Ryc. l f ) .  Związki te powstają praw-

http://rcin.org.pl



568 A. KONECKA [8]

dopodobnie w  wyniku proteolizy dłuższych prekursorów takich jak pep
tyd I oraz E.

Oprócz Met- i Leu-enkefaliny wyizolowano z rdzenia nadnerczy cały 
szereg niskocząsteczkowych peptydów: [A rg8]-Met-enkefalinę, [Arg®, A rg 7]- 
Met-enkefalinę, [Lys6]-Met-enkefalinę i [Lys8]-Leu-enkefalinę [38, 70, 76—  
78]. Prawdopodobnie niektóre z nich pod wpływ em  karboksypeptydaz ule
gają przemianie do M et- i Leu-enkefaliny. Trawienie trypsyną in  v itro  
peptydu o masie 5300 daltonów powodowało tworzenie się oktapeptydu 
[A rg6, Phe7, Leu8]-M et-enkefaliny [67]. Również ten peptyd w ykryto  w 
stanie wolnym  i wyizolowano z homogenatów nadnerczy wołu oraz czło
wieka [79, 80]. Z tkanki nowotworowej nadnerczy ludzkich, a także z nad
nerczy zdrowych ludzi i wołu wyodrębniono amid oktajpe¡ptydu tzw . adre- 
norfinę, zawierający jedną sekwencję Met-enkefaliny [81]. Związek, cha
rakteryzujący się około 15-krotnie wyższą aktywnością biologiczną niż 
Met-enkefalina, stanowi fragment 210— 217 łańcucha preproenkefaliny. 
Sekwencję aminokwasów adrenorfiny przedstawia (Ryc. Ig).

Prowadzone niezależnie w  wielu ośrodkach badania nad wyjaśnieniem  
mechanizmu rozkładu preproenkefaliny skupiły się głównie na poszukiwa
niu proteaz odpowiedzialnych za ten proces i występujących w  rdzeniu 
nadnerczy.

Z ziarnistości chromochłonnych wyodrębniono i oczyszczono około 
1000-krotnie endopeptydazę o masie cząsteczkowej 20 000— 30 000 dalto
nów i optimum pH równym 8,0 (82— 85). Enzym, n iew rażliw y na inhibi
tory grup -SH, różnił się od lizosomalnej katepsyny D, gdyż ditiotreitol nie 
w pływ ał na jego aktywność. Natomiast hamowanie w  znacznym stopniu 
aktywności przez inhibitory trypsyny takie jak: aprotinina i diizopropylo- 
fluorofosforan było przesłanką do zaliczenia tej endopeptydazy do grupy 
trypsyno-podobnych z seryną w  centrum aktywnym. Jako produkty hy
drolizy przez enzym in  v itro  peptydu F, użytego jako substrat, ziden tyfi
kowano Met-enkefalinę, [Lys6]-M et-enkefalinę i arginylo-M et-enkefalinę. 
N ie wiadomo jednak czy ten ostatni peptyd powstaje także in  vivo, gdyż 
nie stwierdzono jego występowania w  rdzeniu nadnerczy. Jednocześnie w  
tych samych badaniach wykazano, że (3-lipotropina zawierająca jedną se
kwencję M et-enkefaliny poprzedzoną przez -Lys-A rg- nie ulega żadnym 
zmianom, co świadczy o specyficzności enzymu wobec peptydów opioido- 
wych nadnerczy [82, 85].

Inne badania potw ierdziły obecność trypsyno-podobnych peptydaz w  
ziarnistościach chromochłonnych nadnerczy [86, 87]. Hydrolizują one in 
v itro  BAM -12P i peptyd E odpowiednio do [A rg8]-M et-enkefaliny i Leu- 

enkefaliny. Jednakże w  przeciwieństwie do poprzedniego enzymu, są nie
wrażliwe na inhibitory serynowych proteaz i różnią się optimum pH (oko

ło 5,0). Na podkreślenie zasługuje fakt ich występowania w  form ie roz

http://rcin.org.pl



[9] PEPTYD Y OPIOIDOWE NADNERCZY 569

puszczalnej jak i związanej z błonami ziarnistości chromochłonnych [87]. 
N ie wiadomo jednak jaką rolę odgrywa podwójne miejsce występowania.

M i z u m o  i w s p . [88] wyodrębnili z ziarnistości chromochłonnych 
nadnerczy wołu endopeptydazę charakteryzującą się odmiennym od po
przednich trypsyno-podobnych enzymów, sposobem rozkładu preproenke- 
faliny. Enzym ten, o masie 222 000 daltonów, optimum pH 5,5 i w rażliw y 
na kwas jodooctowy i PCM B, hydrolizował preproenkefalinę do Met- 
i Leu-enkefaliny jako jedynych produktów reakcji. Także wśród produk
tów  rozkładu BAM -12P stwierdzono tylko Met-enkefalinę. Heksapepty- 
dy: [A rg6]-Met-enkefalina, [Lys8]-Met-enkeialina, [A rg0]-Leu-enkefalina 
i [Lys9]-Leu-enkefalina nie ulegały proteolizie pod wpływ em  enzymu. Au
torzy sugerują mechanizm działania enzymu polegający na jednoetapowym 
i jednoczesnym rozkładzie wiązań peptydowych utworzonych przez grupy 
aminowe i karboksylowe par zasadowych aminokwasów. Inne trypsyno- 
-podobne proteazy hydrolizują tylko wiązania utworzone przez grupy kar
boksylowe lizyny lub argininy. Ci sami badacze w yizolow ali również endo
peptydazę wykazującą działanie katalityczne w  zasadowych wartościach 
pH (7,5— 9,5). Stosując jako substrat syntetyczny peptyd zawierający 
sekwencję Leu-enkefaliny: Tyr-G ly-G ly-Phe-Leu -Lys-A rg-Ph e-A la-N H 2 
stwierdzili, że enzym rozkładał tylko wewnętrzne wiązanie peptydowe 
utworzone m iędzy liizyną a argininą, a jako jedyne produkty reakcji ziden
tyfikowano [Lys8]-Leu-enkefalinę i A rg~Phe-A la-NH 2. Diizopropylofluoro- 
fosforan hamował aktywność enzymu, co wskazuje na obecność seryny w  
centrum aktywnym  [89].

Na podstawie dotychczas opublikowanych danych trudno jest rozstrzy
gnąć, która z  endopeptydaz odgrywa istotną rolę w  rozkładzie preproenke- 
faliny. Niewykluczone, że właśnie różnorodność enzymów, działających 
w  odmiennych wartościach pH i wrażliwych na różne inhibitory, jest przy
czyną powstawania z prekursora peptydów o różnej długości łańcucha, a w  
żyw ym  organizmie każda z endopeptydaz jest odpowiedzialna za rozkład 
jednego specyficznego dla siebie substratu. Co więcej, wydaje się, że roz
kład preproenkefaliny lub związków pośrednich może zachodzić nie tylko 
w  miejscach występowania -Lys-Arg-. Rozpad łańcucha peptydowego pro
wadzący do utworzenia BAM -22P i  BAM -12P z prekursorów następuje 
m iędzy dwoma glicynani (aminokwasy w  pozycjach 227— 228 łańcucha 
preproenkefaliny) w  przypadku pierwszego oraz m iędzy kwasem glutami
nowym  a tryptofanem  (pozycje 217— 218) w  przypadku drugiego związku 
(Ryc. la — lc, lf). Przypuszcza się, iż w  procesie tym  biorą udział inne niż 
trypsyno-podobne enzym y proteolityczne [73, 74]. Wymaga to jednak po
twierdzenia doświadczalnego.

Istotnym zagadnieniem w  tworzeniu Met- i Leu-enkefaliny jako koń
cowych produktów rozkładu prekursora i zw iązków pośrednich jest udział 
karboksypeptydaz. Zidentyfikowanie wśród produktów rozpadu prepro
enkefaliny heksa- i heptapeptydów zawierających argininę lub lizynę jako
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C-końcowy aminokwas wskazuje, że ich rozkład do pentapeptydów kata
lizuje karboksypeptydaza typu B. N iektórzy badacze stw ierdzili występo
wanie karboksypeptydazy głównie w  lizosomach komórek chromochłon- 
nych i tylko w  nieznacznych ilościach w  ziarnistościach chromochłonnych 
[90]. Większość jednak wykazała występowanie enzymu w  form ie nieroz
puszczalnej, związanej z błonami ziarnistości chromochłonnych, jak też 
wewnątrz nich w  postaci rozpuszczalnej [87, 91— 99], Karboksypeptydazę 
udało się nie tylko wyodrębnić w  czystej postaci z ziarnistości chromo
chłonnych, ale również określić je j właściwości fizyko-chemiczne [91—  
97]. Różni się ona od innych znanych karboksypeptydaz optimum pH (5,0—  
6,0), wrażliwością na inhibitory i masą cząsteczkową. W  przeciwieństwie 
do karboksypeptydazy z lizosomów o-fenantrolina, ED TA  i jony kadmu 
były silnymi inhibitorami. Z kolei je j aktywatory —  jony kobaltu i nik
lu —  nie m iały wpływu na aktywność enzymu lizosomalnego. Natomiast 
enzym y z obu źródeł były  w rażliwe na działanie odczynników blokują
cych grupy -SH. Stwierdzono również znaczne różnice w  masach cząstecz
kowych karboksypeptydazy B z trzustki, N  z osocza krw i i lizosomalnej, 
wynoszących odpowiednio 34 000, 280 000 i 40 000— 60 000, a enzymu otrzy
manego z ziarnistości chromochłonnych —  50 000 daltonów. Poza nadner
czami karboksypeptydazy o takich samych właściwościach w ykryto w  
mózgu i przysadce [95, 96], co świadczyłoby o podobieństwach rozpadu 
prekursorów enkefalin w  tych trzech narządach. N ie mniej jednak, R o s - 
s i e r  i w s p . [100] wykazali, że rozpad preproenkefaliny jest specyficz
ny dla danej tkanki i inne produkty gromadzą się w  mózgu, zaś inne w  
nadnerczach.

Podczas przetrzymywania izolowanych ziarnistości chromochłonnych 
z nadnerczy wołu w  temperaturze 37°C zaobserwowano zależny od czasu 
ilościowy wzrost okta- i heptapeptydów, Met- i Leu-enkefaliny z równo
czesnym spadkiem poziomu białek i peptydów o masach cząsteczkowych 

18 200 i 12 600 daltonów, co potwierdza ich rolę jako związków pośred
nich w procesie rozpadu preproenkefaliny [101]. Heksapeptydy: [Lys6]- 
Met-enkefalina, [A rg8]-Met-enkefalina i [Lys6]-Leu-enkefalina, stanowią
ce etap pośredni biosyntezy enkefalin, również zanikały wraz z przedłuża
jącym się czasem inkubacji. Ponadto, ilość peptydów B, E, I i F nie tylko 
nie ulegała obniżeniu, lecz następowało ich gromadzenie w  ziarnistościach 
chromochłonnych. Jest to też zgodne z wcześniejszymi doniesieniami, iż 
w  nadnerczach przeważają peptydy o pośrednich masach cząsteczkowych 
[102].

Synteza prekursorów enkefalin i utrzymywanie ich określonego po
ziomu w  komórce podlega prawdopodobnie regulacji transsynaptycznej 

przez zakończenia nerwu trzewnego. W  nadnerczach szczura, gdzie w  po
równaniu z innymi gatunkami zwierząt występują znacznie mniejsze ilości 

enkefalino-podobnych peptydów, głównie nisko- i wielkocząsteczkowych,
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przecięcie nerwu trzewnego powoduje początkowo gwałtowny, około 10—  
15-krotny wzrost stężenia białka o masie około 22 000 daltonów, a następ
nie jego rozkład do enkefalin i peptydów o pośrednich masach [103— 106]. 
Podobny efekt powodowało zablokowanie receptorów nikotynowych anta
gonistami acetylocholiny: pentametylenopiperazyną i chlorosondaminą 
[104, 107]. Zjawisku temu towarzyszyło zwiększenie się poziomu m RNA 
specyficznego dla preproenkefaliny [108, 109]. Wzrost ilości enkefalino- 
podobnych peptydów obserwowano także po dodaniu do hodowli komórek 
chromochłonnych nadnerczy wołu rezerpiny uwalniającej katecholaminy 
z komórek [110].

W  nadnerczach wołu radioaktywność pochodząca z wbudowania poda
nej uprzednio 3SS-metioniny pojawiała się początkowo w  białku o masie 
cząsteczkowej 22 300 daltonów, a następnie w  mniejszych peptydach 
i Met-enkefalinie [111, 112]. Podobne zjawisko zaobserwowano w  ludzkich 
komórkach chromochłonnych hodowanych in v itro  [113]. Niewykluczone 
jednak, że w  komórkach chromochłonnych in v itro  i in  vivo  zachodzi de 
novo synteza Met-, Leu-enkefaliny oraz [A rg6]-M et-enkefaliny z wolnych 
aminokwasów [114— 116].

IV. Sekrecja opioidowych peptydów z nadnerczy

Wykazano, że pod wpływ em  acetylocholiny lub związków agonistycz- 
nych następuje wzmożone wydzielanie peptydów opioidowych z hodowa
nych in v itro  komórek chromochłonnych rdzenia nadnerczy wołu [5, 22, 
23, 117— 121]. W  doświadczeniach in  v ivo  podobne zwiększone wydziela
nie peptydów opioidowych z nadnerczy powodowała nie tylko ich perfuzja 
roztworami zaw ierającym i acetylocholinę, nikotynę lub inne substancje 
agonistyczne, lecz również drażnienie elektryczne nerwu trzewnego [15, 
122— 125]. Sekrecja następuje prawdopodobnie w  wyniku aktywacji re
ceptorów nikotynowych komórek rdzenia nadnerczy, a nie muskaryno- 
wych. Heksametonium —  antagonista acetylocholiny, specyficznie bloku
jący receptory nikotynowe, hamuje bowiem wydzielanie peptydów opio
idowych [15, 23, 25, 117, 123, 126].

Brak jest jeszcze obecnie danych wskazujących czy acetylocholina po
woduje wybiórczą sekrecję z nadnerczy peptydów opioidowych o ściśle 
określonych masach cząsteczkowych. W  doświadczeniach przeprowadzo
nych na izolowanych nadnerczach, jak i badaniach in vivo  wykazano w y 
dzielanie jedynie niskocząsteczkowych peptydów [5, 15, 122, 123, 125]. 
Jednak inne badania, prowadzone na izolowanych nadnerczach wołu, per- 
fundowanych nikotyną, wskazują na obecność nie tylko enkefalin, heksa- 
i heptapeptydów, ale również białek i peptydów opioidowych o dużych 
masach cząsteczkowych: 22 300, 8000, 2000— 5000 daltonów [119]. Perfuzja 
in situ nadnerczy kota acetylocholiną oraz drażnienie elektryczne nerwu
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trzewnego psa i kota powodowało wydzielanie do krw i również nisko- 
i wysokocząsteczkowych peptydów opioidowych ,[124, 126]. Dalsze bada
nia powinny przynieść wyjaśnienie tego problemu.

V. Rola fizjologiczna opioidowych peptydów nadnerczy

Peptydy opioidowe występują w  ziarnistościach chromochłonnych 
rdzenia nadnerczy zawierających jednocześnie adrenalinę i wydzielane są 
in  v ivo  razem z tą katecholaminą, co potwierdzono doświadczalnie [5, 15, 
23, 29, 32, 33, 124, 125, 127]. Stwierdzono, że wydzielone z nadnerczy do 
krwioobiegu peptydy obniżają ciśnienie krwi, w  przeciwieństwie do ad
renaliny [128]. Wniosek poparto obserwacjami, iż u szczurów z wrodzonym 
nadciśnieniem tętniczym  nie w ykryto w  nadnerczach peptydów opioido
wych [129], Ponadto u psów, którym  podano rezerpinę obniżającą stężenie 
katecholamin w  nadnerczach, drażnienie nerwu trzewnego zwiększało 
wydzielanie peptydów opioidowych i powodowało spadek ciśnienia tętni
czego krw i [126]. Ten ostatni efekt odwracany był przez nalokson. W yk ry 
cie receptorów opioidowych w  naczyniach krwionośnych przemawia za 
przedstawioną hipotezą [130— 132]. Prawdopodobnie M et- i Leu-enkefa- 
lina przejawiają działanie hypotensyjne [133— 137]. Są jednak dane wska
zujące, że wprowadzone dożylnie Leu-, Met-enkefalina oraz [A rg6, Phe7]- 
Met-enkefalina powodują u psa efekt odwrotny, a mianowicie wzrost ciś
nienia tętniczego krwi, odwracany przez nalokson [138].

Peptydy opioidowe i adrenalina występują w  tych samych strukturach 
komórek nadnerczy. Przypuszcza się, iż regulują one wzajemnie swoją 
biosyntezę w  komórkach chromochłonnych rdzenia nadnerczy [139, 140].

Biologiczna rola nadnerczowych peptydów opioidowych nie jest w  jpełni 
poznana. Coraz częściej sugeruje się jednak udział niektórych z nich w  
reakcjach przeciwbólowych organizmu. Efekt analgetyczny [A rg6, Phe7]- 
Met-enkefaliny, związku o powinowactwie wobec receptorów opioidowych 
wynoszącym około 40°/o powinowactwa Met-enkefaliny, jest około 8-krot- 
nie silniejszy niż pentapeptydu [141, 142]. Heptapeptyd działa również 
hamująco na neurony rdzenia kręgowego szczura [143]. Bardzo silnym 
działaniem przeciwbólowym  charakteryzuje się także BAM -22P [144].
O udziale peptydów opioidowych w  reakcjach przeciwbólowych świadczy 
ponadto fakt, że zarówno adrenalektomia, jak i przecięcie nerwu trzew 
nego powodują znaczną redukcję analgezji postresowej u szczurów [145]. 
Co więcej, analgezji postresowej, wywołanej u szczurów szokami elek
trycznymi, towarzyszy spadek stężenia peptydu F w  nadnerczach [146]. 
Przypuszcza się również udział peptydów pochodzących z nadnerczy w  
reakcjach stresowych organizmu. W  badaniach in  v itro  stwierdzono, że 
Met- i Leu-enkefalina hamują biosyntezę kortykosterydów w  korze nad
nerczy szczura [147]. Autorzy sugerują, iż również in v ivo  efekt ten powo

http://rcin.org.pl



[13] PEPTYD Y OPIOIDOWE NADNERCZY 573

dują peptydy opioidowe uwolnione z rdzenia i za pośrednictwem krw i do
stające się do kory nadnerczy [147].

W  przeciwieństwie do rdzenia nadnerczy, w  zakończeniach nerwu 
trzewnego występują głównie niskocząsteczkowe peptydy opioidowe, lecz 
u człowieka i psa stwierdzono tam także obecność wysokocząsteczkowych 
peptydów [16— 18, 21, 100]. Prawdopodobnie są one uwalniane z zakoń
czeń nerwu wraz z acetylocholiną [3, 17, 125]. Działanie acetylocholiny 
uwalnianej z zakończeń nerwu trzewnego jest znane od dawna. Interakcja 
z receptorami cholinergicznymi komórek chromochłonnych rdzenia nad
nerczy powoduje uwolnienie z nich katecholamin. Jednocześnie w iele da
nych wskazuje na obecność receptorów opioidowych w  błonach komórek 
chromochłonnych [17, 125, 148— 156]. Peptydy opioidowe takie jak: Met- 
enkefalina i [Arg®, Phe7]-Met-enkefalina, dodane do komórek chromochłon
nych hodowanych in  v itro, hamowały, wywołaną przez acetylocholinę lub 
nikotynę, sekrecję katecholamin [17, 148, 149, 151, 155]. Nalokson i nal- 
trekson odwracał efekt hamowania, co sugerowało bezpośredni udział re
ceptorów opioidowych. Co więcej, nalokson dodany do hodowli komórek 
chromochłonnych człowieka nie tylko odwracał hamowanie, ale powodo
wał zwiększenie wydzielania katecholamin [149]. Również w  badaniach 
in vivo  wykazano, że zablokowanie receptorów opioidowych powoduje 
zwiększenie wydzielania adrenaliny i noradrenaliny z nadnerczy, w yw oła
nego drażnieniem elektrycznym  nerwu trzewnego psa [156, 157]. N ie w ia
domo, czy wiąże się to z jednoczesnym wzrostem stężenia katecholamin w 
komórce. Badania, w  których zaobserwowano wzrost stężenia adrenaliny 
i noradrenaliny w  nadnerczach szczura po dootrzewnowym podaniu na- 
loksonu, zdają się jednak na to wskazywać [158]. Wysunięto hipotezę, że 
peptydy opioidowe, wydzielane razem z acetylocholiną z zakończeń nerwu 
trzewnego, przez interakcję z receptorami opioidowymi komórek chromo
chłonnych rdzenia nadnerczy powodują prawdopodobnie allosteryczną 
modyfikację receptorów cholinergicznych [17, 148]. Prowadzi to do hamo
wania sekrecji katecholamin z komórki. Przedstawiona hipoteza wymaga 
jednak dalszego potwierdzenia. N ie wiadomo bowiem, jakie receptory 
opioidowe: fi, x, 5 czy też o występują w  komórkach chromochłonnych 
i uczestniczą w  reakcji hamowania sekrecji katecholamin. Ponadto hepta- 
peptyd: [A rg6, Phe7]-Met-enkefalina, występujący w  zakończeniach nerwu 
trzewnego i jednocześnie hamujący sekrecję katecholamin z rdzenia nad
nerczy, ma bardzo małe powinowactwo wobec tych receptorów [155, 156]. 
Uzyskano też w yn iki raczej nie wskazujące na udział receptorów opioido
wych [159, 160]. Najbliższe lata w inny przynieść wyjaśnienie większości 
spornych zagadnień.

Praca finansowana przez P A N  w ramach tematu C PB P  05.05./5.1.

Artykuł otrzymano 21 stycznia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 4 czerwca 1987 r.

http://rcin.org.pl



574 A. KONECKA [14]

PIŚM IENNICTW O

1. K o n e c k a  A. M., (1980), Post. Biochem., 26, 443— 476.
2. P r z e w ł o c k i  R., (1985), Post. Biochem., 31, 463—486.
3. S c h u l t z b e r g  M., L u n d b e r g  J. M., H o k f e l t  T., T e r e n i u s  L., 

B r a n d t  J., E i d e  R. P., G o l d s t e i n  M., (1978), Neuroscience, 3, 1169— 1186.
4. S c h u l t z b e r g  M., H o k f e l t  T., L u n d b e r g  J. M., T e r e n i u s  T., E l f v i n  

L. G., E i d e  R., (1978), Acta Physiol. Scand., 103, 475—477.
5. V i v e r o s  O. H., D i l i b e r t o  E. J., H a  z u m  Jr.  E., C h a n g  K. J., (1979), 

Mol. Pharmacol., 16, 1101— 1108.
6. P e l t o - H u i k k o  P., S a l m i n e n  T., H e r v o n e n  A., (1982), Histochemistry,

73, 493—497.
7. L u n d b e r g  J. M., H a m b e r g e r  B., S c h u l t z b e r g  M., H o k f e l t  T., 

G r a n b e r g  P. O., E f e n d i c  S., T e r e n i u s  L., G o l d s t e i n  M., L u f t  R.,
(1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4079—4093.

8. C o s t a E., d i G i u 1 i o A. M., K u m a k  ur  a K., Y a n g  H. Y. T., (1979), Fed. 
Proc., 38, 1129.

9. L u n d b e r g  J. M., S c h u l t z b e r g  M., H o k f e l t  T., J o h a n s s o n  L., 
S i n d h u p a k  R., T e r e n i u s  L., H a m b e r g e r  B., (1979), Acta Physiol. 
Scand., 104, 228—230.

10. L  i n o i 11 a R. I., D i a u g u s t i n e R. P., H e r v o n e n  A., M i l l e r  R. J., (1980), 
Neuroscience, 5, 2247—2259.

11. L e b o u l e n g e r  F., C u p o  A., C a s t a n a s  E., B e n y a m i n a  M., P e l l e t i e r
G., V  a u d r y H., (1986), Neurochem. Int., 8, 303—309.

12. L e b o u l e n g e r  F., L e r o u x  P., D e l a r u e  C., T o n o n  M. C., C h a r n a y  Y., 
D u b o i s  P. M., C o y D. H., V a u d r y H., (1983), Life Sei., 32, 375—383.

13. H e x  um  T. D., Y a n g  H. Y.  T., C o s t a  E., (1980), Life Sei., 27, 1211— 1216.
14. Y a n g  H. Y.  T., D i  G i u l i o  A. M ,  F r a t t a  W ,  H o n g  J. S,  M a  j a n e  E. A ,  

C o s t a  E., (1980), Neuropharmacology, 19, 209—215.
15. C o r d e r  R., M a s o n  D. F. J., P e r r e t  D., L o w r y  P. J., C l e m e n t - J o n e s

V., L i s t o n  E. A., B e s s e r  G. M., R e e s  L. H., (1982), Neuropeptides, 3, 9— 17.
16. L i v e t t  B. G., D e a n  D. M., (1980), Neuropeptides, 1, 3— 13.
17. K u m a k u r a  K., G u i d o t t i  A., Y a n g  H. Y.  T., S a i a n i  L., C o s t a  E.,

(1980), Adv. Biochem. Psychopharmacol., 22, 571— 580.
18. K  o n d o H., K  u r a m o t o H., I w  a n a g a T., (1984), Brain Res., 310, 371—375.
19. W i l s o n  S. P., K l e i n  R. L., C h a n g  K.  J., G a s p a r i s  M. S., V i v e r o s  O.

H., Y  a n g W. H., (1980), Nature, 288, 707—709.
20. K l e i n  R. L., G a  s p a r  i s  M. S., Y a n g  W. H., V i v e r o s  O. H., W i l s o n  S. 

P., (1980), Trans. Am. Soc. Neurochem., 11, 326.
21. K l e i n  R. L., W i l s o n  S. P., D z i e l a k  D. J., Y a n g  W. H., V i v e r o s  O. H., 

(1982), Neuroscience, 7, 2255—2261.
22. R o s s i e r  J., D e a n  D. M., L i v e t t  B. G., U d e n f r i e n d S., (1981), Life Sei.,

28, 781— 789.
23. V i v e r o s  O. H., D i l i b e r t o  E. J., H a  z u m  Jr.  E., C h a n g  K. J., (1980), 

Adv. Biochem. Psychopharmacol., 22, 191— 204.
24. H e r v o n e n  A., P e l t o - H u i k k o  M., L i n n o i l a  I., (1980), Am. J .  Anat.,

157, 445— 448.
25. S t i n e  S. M., Y a n g  H. Y. T., C o s t a  E., (1980), Neuropharmacology, 19, 683— 

685.
26. S t e r n  A. S., L e w i s  R. V., K  i m u r a S., R o s s i e r  J., G e r b e r  L. D., 

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

http://rcin.org.pl



27. H o l z  R. W., (1980), J. Biol. Chem., 255, 7751—7755.
28. L e b o u l e n g e r  F., L e r o u x  P., T o n o n  M. C., C o y  D. H., V a u  d r y  H., 

P e l l e t i e r  G., (1988), Neurosci. Lett., 37, 221—225.
29. L  i v  e 11 B. G., D a y  R., E i d e  R. P., H o w e  P. R. C., (1982), Neuroscience, 7, 

1323— 1332.
30. P e l t o - H u i k k o  M., S a l m i n e n  T., H e r v o n e n  A., (1985), Histochemistry,

82. 377—383.
31. K o n d o H., Y  u i R., (1984), Histochemistry, 80, 243—246.
32. R o i s i n  M. P., A r  t o l a  A., H e n r y  J. P., R o s s i e r  J., (1983), Neuroscience,

10, 83—88.
33. R o s s i e r  J., L i s t o n  D., P a t e y  G., C h a m i n a d e  M., F o u t z  A. S., C u -  

p o  A., G i r a u d  P., R o i s i n  M. P., H e n r y  J. P., V e r b a n c k  P., V a n -  
d e r h a e g h e n  J. J., (1983), Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative 
Biology, 48, 393— 404.

34. L  a n g R. E., T  a u g e r G., G a i d a W., G a n t e n  D., K r a f t  K., U n g e r  Th., 
W u n d e r l i c h  I., (1983), Eur. J. Pharmacol., 86, 117— 120.

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

36. R o s s i e r J., (1981), Trends Neurosci., 4, 94— 97.
37. H o 111 V., (1983), Trends Neurosci., 6, 24—26.
38. U d e n f r i e n d  S., K i l p a t r i c k  D. L., (1983), Arch. Biochem. Biophys., 221, 

309—323.
39. N o  da  M., F u r u t a n i  Y., T a k a h a s h i  H., T o y o s a t o  M., H i r o s e  T., 

I n a y a m a  S., N a k a n i s h i  S., N u m a  S., (1982), Nature, 295, 202—206.
40. G u b l e r  U., K i l p a t r i c k  D. L., S e e b u r g  P. H., G a g e  L. P., U d e n 

f r i e n d  S., (1981), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 5484—5487.
41. G u b l e r  U., S e e b u r g  P., H o f f m a n  B. J., G a g e  L. P., U n d e n f r i e n d

S., (1982), Nature, 295, 206—208.
42. C o m b  M., S e e b u r g  P. H., A d e l m a n  J., E i d e n  L., H e r b e r t  E., (1982), 

Nature, 295, 663—666.
43. N o d a  M., T e r a n i s h i  Y., T a k a h a s h i  H., T o y o s a t o  M., N o t a k e  M., 

N a k a n i s h i  S., N u m a  S., (1982), Nature, 297, 431— 434.
44. H o w e l l s  R. D., K i l p a t r i c k  D. L., B h a t t  R., M o n a h a n  J. J., P o o -  

n i a n M., U d e n f r i e n d  S., (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7651—7655.
45. S a b o 1 S. L., L  i a n g C. M., D a n d e k a r  S., K r a n z i e r  L. S., (1983), J. Biol. 

Chem., 258, 2697—2704.
46. P a t e y  G., L i s t o n  D., R o s s i e r  J., (1984), FEBS Lett., 172, 303— 308.
47. K i l p a t r i c k  D. L., G i b s o n  K. D., J o n e s  B. N., (1983), Arch. Biochem. 

Biophys., 224, 402— 404.
48. L e b o u l e n g e r  F., C h a r n a y  Y., D u b o i s  P. M., R o s s i e r  J., V a u d r y

H., (1984), Neurochem. Int., 6, 773—777.
49. M a r t e n s  G. M. J., H e r  b e r t  E., (1984), Nature, 310, 251—254.
50. N a k a n i s h i  S., I n o u e  A., K i t a  T., N a k a m u r a  M., C h a n g  A. C. Y., 

C o h e n S., N u m a S., (1979), Nature, 278, 423—427.
51. L u n d  P. K., G o o d m a n  R. H., H  a b e n e r J. F., (1981), J. Biol. Chem., 

256, 6515—6518.
52. S t e i n e r  D. F., Q u i n n  P. S., C h a n  S. J., M a r s h  J., T a g e r  H., (1980), 

Ann. N. Y. Acad. Sei., 243, 1— 16.
53. P a t e y  G., L i s t o n  D., R o s s i e r  J., (1985), Neuropeptides, 5, 513—516.
54. F i s c h e r - C o l b r i e  R., D i e z - G u e r r a  J., E m s o n  P. C., W i n k l e r  H., 

(1986), Neuroscience, 18, 167— 174.
55. L e w i s  R. V., S t e r n  A. S., R o s s i e r  J., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., 

(1979),Biochem. Biophys. Res. Comm., 89, 822— 829.

[15] PEPTYD Y OPIOIDOWE NADNERCZY 575

http://rcin.org.pl



56. L e w i s  R. V., S t e r n  A. S., K i m u r a  S., R o s s i e r J., B r i n k  L., G e r b e r  
L. D., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1980), Adv. Biochem. Psychopharmacol.,
22, 167— 179.

57. F i s c h e r - C o l b r i e  R., F r i s c h e n s c h l a n g e r  I., (1985), J .  Neurochem.,
44, 1854r—1861.

58. K i l p a t r i c k  D. L., J o n e s  B. N., L e w i s  R. V., S t e r n  A. S., K  i j i m a K., 
S h i v e l y  J. E., U d e n f r i e n d  S., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. U S A , 79, 
3057—3061.

59. K  o j i m a K., K  i 1 p a t r i c k D. L., S t e r n A. S., J o n e s B. N., U d e n f r i e n d
S., (1982), Arch. Biochem. Biophys., 215, 638—643.

60. S t e r n  A. S., J o n e s  B. N., S h i v e l y  J. E., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S.,
(1981), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 78, 1962— 1966.

61. A r  t o i  a A., L i s t o n  D., R o s s i e r  J., (1982), Adv. Biochem. Psychopharmacol., 
33, 193—201.

62. L e w i s  R. V., (1982), Adv. Biochem. Psychopharmacol., 33, 167— 174.
63. K i l p a t r i c k  D. L., T a n i g u c h i  T., J o n e s  B. N., S t e r n  A. S., S h i v e 

l y  J. E., H u l l i h a n  J., K i m u r a  S., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1981), 
Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 78, 3265— 3268.

64. K i m u r a  S., L e w i s  R. V., S t e r n  A. S., R o s s i e r  J., S t e i n  S., U d e n  
f r i e n d  S., (1980), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 77, 1681— 1685.

65. J o n e s  B. N., S h i v e l y  J. E., K i l p a t r i c k  D. L., S t e r n  A. S., L e w i s  R.
V., K  o j i m a K., U d e n f r i e n d  S., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 
2096— 2100.

66. J o n e s  B. N., S t e r n  A. S., L e w i s  R. V., K i m u r a  S., S t e i n  S., U d e n 
f r i e n d  S., S h i v  e 1 y J. E., (1980), Arch. Biochem. Biophys., 204, 392—395.

67. J o n e s  B. N., S h i v e l y  J. E., K i l p a t r i c k  D. L., K  o j i m a K., U d e n 
f r i e n d  S., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 1313— 1315.

68. L i s t o n  D., B o h l e n  P., C h a b r i e r P. E., R o s s i e r  J., (1983), L ife  Sei., 
33, Suppl., 1, 45—47.

69. L i s t o n  D. R., V  a n d e r h a e g h e n J. J., R o s s i e r  J., (1983), Nature, 302, 
62— 65.

70. S t e r n  A. S., L e w i s  R. V., K i m u r a  S., R o s s i e r  J., S t e i n  S., U d e n 
f r i e n d  S., (1980), Arch. Biochem. Biophys., 205, 606—613.

71. Y o s h i m a s a  T., N a k a o  K., I k e d a  Y., S a k a m o t o  M., S u d a  M., I m u -  
r a  H., (1983), Life. Sei., 33, Suppl., 1, 85—88.

72. S t e r n  A. S., L e w i s  R. V., K i m u r a  S., R o s s i e r  J., G e r b e r  L. D., 
B r i n k  L., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1979), Proc. Natl. Acad. Sei. U S A , 
76, 6680— 6683.

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

74. M i z u m o  K., M i n a m i n o N., K a n g a w a  K., M a t s u o  H., (1980), Biochem. 
Biophys. Res. Comm., 97, 1283— 1290.

75. B a i r d  A., L i n g  N., B o h l e n  P., B e n o i t R., K 1 e p p e r R., G u i 11 e m i n R,.
(1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 2023—2025.

76. Y a n g  H. Y.  T., H e x u m T. D., M a j a n e E., C o s t a  E., (1980), Adv. Biochem. 
Psychopharmacol., 22, 181— 190.

77. Y a n g  H. Y.  T., C o s t a  E., D i  G i u 1 i o A. M., F r a 11 a W ., H o n g  J . S., 
(1979), Fed. Proc., 38, 364.

78. C l e m e n t - J o n e s  V., C o r  d e r  R., L o w r y  P. J., (1980), Biochem. Biophys. 
Res. Comm., 95, 665—673.

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

576 A. KONECKA [16]

http://rcin.org.pl



PEPTYD Y OPIOIDOWE NADNERCZY 577

80. Y o s h i m a s a  T., N a k a o K., I k e d a Y., S a k a m o t o  M., S u d a ,  M., I m u - 
r a  H., (1983), L ife  Sei., 33, Suppl., 1, 85—88.

81. M a t s u o  H., M i y a t a  A., M i z u n o  K., (1983), Nature, 305, 721—723.
82. L i n d b e r g  I., Y a n g  H. Y. T., C o s t a  E., (1982), Adv. Biochem., Psychophar- 

macol., 33, 183—191.
83. L  i n d b e r g I., Y a n g  H. Y. T., C o s t a  E., (1982), Life Sei., 31, 1713— 1716.
84. L  i n b e r g I., Y  a n g H. Y. T., C o s t a  E., (1982), Biochem. Biophys. Res. Comm., 

106, 183— 193.
85. L i n d b e r g  I., Y a n g  H. Y. T., C o s t a  E., (1984), J. Neurochem., 42, 1411— 1419.
86. E v a n g e l i s t a  R., R a y  P., L e w i s  R. V., (1982), Biochem. Biophys. Res. 

Comm., 106, 895—902.
87. T r o y  C. M ,  M u s a c c h i o  J. M , (1982), Life Sei., 31, 1717— 1720.
88. M i z u n o  K., M i y a t a  A., K a n g a w a  K., M a t s u o  H., (1982), Biochem. 

Biophys. Res. Comm., 108, 1235— 1242.
89. M i z u n o K., M a t s u o H., (1985), Neuropeptides, 5, 489— 492.
90. W a l l a c e  E. F., E w a  ns C. J., J u r  i k  S. M., M e f f o r d  I. N., B a r c h a s  

J. D., (1982), Life Sei., 31, 1793— 1796.
91. H o o k  V. Y. H., E i d e n  L. E., B r o w n s t e i n  M. J., (1982), Nature, 295, 

341— 342.
92. H o o k V. Y. H., E i d e n L. E., (1984), FEBS Lett., 172, 212— 218.
93. H o o k V. Y. H., E i d e n L. E., P r u s s R. M., (1985), J. Biol. Chem., 260, 5991— 

5997.
94. F r i c k e r  L. D., S n y d e r  S. H., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 79, 3886— 

3890.
95. F r i c k e r  L. D., S n y d e r  S. H., (1983), J. Biol. Chem., 258, 10950—10955.
96. F r i c k e r  L. D., S u p a 11 a p o n e S., S n y d e r  S. H., (1982), L ife Sei., 31, 

1841— 1844.
97. F r i c k e r  L. D., P l u m m e r  T. H., S n y d e r  S. H., (1983), Biochem. Biophys. 

Res. Comm., 111, 994— 1000.
98. S u p a t t a p o n e  S., F r i c k e r  L. D., S n y d e r  S. H., (1984), J. Neurochem.,

42, 1017— 1023.
99. H o o k  V. Y. H., (1984), Neuropeptides, 4, 117— 126.

100. L i s t o n  D., P a t e y  G., R o s s i e r  J., V e r b a n c k  P., V a n d e r h a e g h e n  
J. J., (1984), Science, 225, 734—737.

101. F l e m i n g e r  G., E z r a  E., K i l p a t r i c k  D. L., U d e n f r i e n d  S., (1983), 
Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 80, 6418-^6421.

102. Y a n g  H. Y.  T., H e x  u m T., C o s t a  E., (1980), Life Sei., 27, 1119—1125.
103. L e w i s  R. V., S t e r n  A., K i l p a t r i c k  D. L., G e r b e r  L. D., R o s s i e r  J., 

S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1981), J. Neurosci., 1, 80—82.
104. L a  G a m m a  E. F ,  A d l e r  J. E., B l a c k  I. B , (1984), Science, 22, 1102— 1104.
105. F l e m i n g e r  G., L a h m  H. W., U d e n f r i e n d  S., (1984), Proc. Natl. Acad. 

Sei. USA, 81, 3587—3590.
106. F l e m i n g e r  G., H o w e l l s  R. D., K i l p a t r i c k  D. L., U d e n f r i e n d  S., 

(1984), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 81, 7985—7988.
107. B o h n M. C., K  e s s 1 er J. A., G o 1 i g h 11 y L., B l a c k  I. B., (1983), Cell Tissue 

Res., 231, 469—479.
108. K i l p a t r i c k  D. L., H o w e l l s  R. D., F l e m i n g e r  G., U d e n f r i e n d  S., 

(1984;, Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 81, 7221— 7223.
109. B l o c h  B., M i l n e r  R. J., B a i r d  A., G ü b l e r  U., R e y m o n d  Ch., B o h 

l e n  P., 1 e G u e 11 e c D., B l o o m  F. E., (1984), Regulatory Peptides, 8, 345—354.
110. W i 1 s o n S. P., A  b o u - D o n i a M. M., C h a n g  K. J., V  i v  e r o s O. H., (1981), 

Neuroscience, 6, 71—79.

http://rcin.org.pl



578 A. KONECKA [18]

111. R o s s i e r  J., T r i f a r o  J. M., L e w i s  R. V., L e e  R. W. H., S t e r n  A. K i -  
m u r a  S., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77,
6889— 6891.

112. S a b o l  S. L., D a n d e k a r  S., K r a n z i e r  L. S., (1982), Adv. Biochem. Psy- 
chopharmacol., 33, i75— 181.

113. G i r a u d  P., E i d e n  L. E., (1981), Biochem. Biophys. Res. Comm., 99, 969—975.
114. T a n  L., Y u  P. H., (1980), Biochem. Biophys. Res. Comm., 95, 1901— 1908.
115. W i l s o n  S. P., C h a n g  K. J., V i v e r o s  O. H., (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA, 77, 4364—4368.
116. E i d e n L. E., G i r a u d  P., A f f l t e r H .  U., H e r b e r t  E., H o t c h k i s s  A. J., 

(1984), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 3949— 3953.
117. H e x  um  T. D., B a r r o n  B. A., (1984), w  Dynamics of Neurotransmitter Func

tion (ed. Hanin I.), Raven Press, New  York, str. 137— 142.
118. E i d e n  L. E., G i r a u d  P., D a v e  J. R., H o t c h k i s s  A. J., U f f o l t e r  H. U.,

(1984), Nature, 312, 661—663.
119. K i l p a t r i c k  D. L., L e w i s  R. V., S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1980), Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 77, 7473— 7475.
120. L i v e t t  B. G., D e a n  D. M., W h e l a n  L. G., U d e n f r i e n d  S., R o s s i e r  

J., (1981), Nature, 289, 317— 319.
121. S t i n e  S., Y a n g  H. Y.  T., C o s t a  E., (1980), Fed. Proc., 39, 386.
122. H e x  um  T. D., H a n b a u e r  I., G o v o n i  S., Y a n g  H. Y. T., (1980), Neuro

peptides, 1, 137— 142.
123. G o v o n i  S., H a n b a u e r  I., H e x  u m T. D., Y a n g  H. Y.  T., K e l l y  G. D., 

C o s t a  E., (1981), Neuropharmacology, 20, 639—645.
124. C h a m i n a d e  M., F o u t z  A. S., R o s s i e r  J., (1984), J. Physiol., 353, 157— 169.
125. C o s t a  E., G u i d o t t i  A., H a n b a u e r  I., K a g e y a m a  H., K a t a o k a  Y., 

P a  nu  l a  P., Q u a c h  T. T., S c h w a r t z  J. P., (1984), w  Catecholamines: 
Basic and Peripheral Mechanism, (ed. Liss A. R.), Inc, New York, str. 153— 161.

126. H a n b a u e r  I., G o v o n i  S., M a j a n e  E. A., Y a n g  H. Y.  T., C o s t a  E.,
(1982), Adv. Biochem. Psychopharmacol., 33, 209—215.

127. U v n a s  B., A b o r g  C. H., (1985), Acta Physiol. Scand., 124, 629—630.
128. F u j i  T., I zu m i  M., T o m o r i  M., (1985), Proc. Japan Acad., 61, Ser. B, 403— 

406.
129. D i G i u l i o  A. M., Y a n g  H. Y. T., F r a t t a  W., C o s t a  E., (1979), Nature, 

278, 646—647.
130. I l i e s  P., P f e i f f e r  N., L i m b e r  g e r  N., S t a r k e  K., (1983), Life Sci., 33, 

Suppl., 1, 307—310.
131. R o n a i A. Z., H a r s i n g L. G., B e r z e t e i I. P., B a j u s z S., V i z i  S., (1982), 

Eur. J. Pharmacol., 79, 337—338.
132. R o n a i A. Z., B e r z e t e i  I., (1978), w  Endorphins 78 (eds. Graf L., Palkovits M., 

Ronai A. Z.,), Akademiai Kiado, Budapest, Excerpta Medica, Amsterdam, str. 
237— 262.

133. K o y a m a  S., T e r a d a  N., S h i o j i m a  Y., T a k e u c h i  T., (1985), Experientia, 
41, 1394—1396.

134. E u l i e  P., R h e e  H. M., (1985), An. N.Y. Acad. Sci., 435, 408—411.
135. R h e e  H. M., T y l e r  L., (1984), Clin. Exp. Theory Practise, A6, 2063— 2067.
136. R u t h  J. A., E i d e n  E., (1984), Neuropeptides, 4, 101— 108.
137. R o n a i  A. Z., S e r f o z o  P., H a r s i n g  L. G. Jr., V i z i  S. E., (1983), Life Sci.,

33, Suppl., 1, 101— 104.
138. S a n d e r  G. E., G i l e s  T. D., (1985), Life Sci., 36, 2201— 2207.
139. C a s s e l i n  F., P i q u e  L., B e r t a g n a  X., B e n l o t  C., A n t r e s s i a n  J., 

P r o e s c h e  M. F., G i r a r d  F., Z o g b i  F., L e g r a n d  J. C., L u t o n  J. P., 
D a  u c h y  J., T h i b a u l t  J., (1984), Neuropeptides, 4, 175— 182.

http://rcin.org.pl



140. W i l s o n  S. P., C h a n g  K. J., V i v e r o s  O. H., (1981), Peptides, 2, Suppl., 1, 
83—88.

141. I n t u r r i s i  C. E., U m a n s  J. G., W o l f  D., S t e r n  A. S., L e w i s  R. V., 
S t e i n  S., U d e n f r i e n d  S., (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 5512— 5514.

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

143. G a y  t o n  R. J., (1982), Nature, 298, 275—276.
144. H o l l t  V., H a a r m a n n  I., G r i m m  C., H e r z  A., T u l u  n a y  F. C., L o h  H.

H., (1982), Life  Sci., 31, 1883— 1886.
145. L e w i s  J. W., T o r  d o f f  M. G., S h e r m a n  J. E., L i e b e s k i n d  J. C., (1982), 

Science, 217, 557— 559.
146. A l e s  s i  N., T a y l o r  L., A k i i  H., (1982), Life Sci., 31, 1875—1878.
147. R a c z  K., G l a z  E., K i s s  R., L a d a  G., V a r g a  I., V i d a  S., D i  G l e r i a  K., 

M e d z i h r a d s z k y  K., L i c h t w a l d  K., V e c s e i  P., (1980), Biochem. B io
phys. Res. Comm., 97, 1346— 1353.

148. K u m a k u r a  K., K a r o u m  F., G u i d o t t i  A., C o s t a  E., (1980), Nature, 
283, 489—492.

149. C a s t a n a s  E., G i r a u d  P., A u d i g e r  Y., D r i s s i  R., B o u d o r e s q u e  F., 
C o n t e - D e v o l x  B., O l i v e r  C., (1983), Life Sci., 33, Suppl., 1, 295—298.

150. Q u i r i o n  R., F i n k  e l  M. S., M e n d e l s o n  F. A. O., Z a m i r  N., (1983), 
Life Sci., 33, Suppl., 1, 299— 302.

151. L e m a i r e  S., L e m a i r e  I., D e a n  D. M., L i v e t t  B. G., (1980), Nature, 288, 
303—304.

152. C o s t a  E., G u i d o t t i  A., S a i a n i  L., (1980), Nature, 288, 304.
153. C h a v k i n  C., C o x  B. M., G o l d s t e i n  A., (1979), Mol. Pharmacol., 15, 751— 

753.
154. L e s l i e  F. M., C h a v k i n  C., C o x  B. M., (1980), J. Pharmacol., Exp. Th er ,f 

214, 395—402.
155. S a i a n i  L., G u i d o t t i  A., (1982), J. Neurochem., 39, 1669—1676.
156. C o s t a  E., G u i d o t t i  A., H a n  b a u e r  I., S a i a n i  L., (1983), Fed. Proc., 42, 

2946—2952.
157. C o s t a  E., G u i d o t t i  A., H a n b a u e r  I., H e x u m  T. D., S a i a n i  L., S t i n e

S., Y  a n g H. Y. T., (1981), Fed. Proc., 40, 160— 165.
158. K o n e c k a  A. M., (1982), Gen. Pharmacol., 13, 249—250.
159. D e a n  D. M., L e m a i r e  S., L i v e t t  B. G., (1982), J. Neurochem., 38, 606—614.
160. L e m a i r e  S., L i v e t t  B., T s e n g  R., M e r c i e r  P., L e m a i r e  I., (1981), 

J. Neurochem., 36, 866—892.

[19] PEPTYD Y OPIOIDOWE NADNERCZY 579

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Post. Biochem., 33 (1987), 581—597

M AŁG O R ZATA  W ILK *

Enzymy rozkładające enkefaliny i ich rola w  metabolizmie 
enkefalin

Enkephalins hydrolysing enzymes and their role in metabolism of enke
phalins.

Spis treści

I. Wstęp
II. Aminopeptydazy

II-l. Aminopeptydazy frakcji rozpuszczalnej komórki 
II-2. Aminopeptydazy błonowe
II-3. Inhibitory aminopeptydaz hydrolizujących enkefaliny

III. Hydrolaza peptydylowo-dipeptydowa (ACE)
IV. Enkefalinaza A

IV-1. Właściwości fizykochemiczne 
IV-2. Oznaczenie aktywności i występowanie 
IV-3. Mechanizm działania 
IV-4. Inhibitory enkefalinazy

V. Enkefalinaza B
VI. Metabolizm endogennych enkefalin 

VII. Uwagi końcowe

Contents

I. Introduction
II. Aminopeptidases

II-l. Aminopeptidases of cellular fraction 
II-2. Membrane aminopeptidases
II-3. Inhibitors of aminopeptidases hydrolysing enkephalins

III. Angiotensin —  converting enzyme (ACE)
IV. Enkephalinase A

IV-1. Physical and chemical properties
IV-2. Determination of activity and localization

*Dr, Zakład Leków Hormonalnych, Instytut Leków, ul. Chełmska 30/34, 00-725 
Warszawa

http://rcin.org.pl



582 M. W ILK 12]

1V-3. Mechanism of reaction 
IV-4. Inhibitors of enkephalinase

V. Enkephalinase B
VI. Metabolism of endogenous enkephalins 

VII. Concluding remarks

I. Wstęp

Enkefaliny —  endogenne ligandy receptorów opiatowych występujące 
w  wielu strukturach ośrodkowego układu nerwowego, zostały odkryte w 
1975 r. przez H u g h e s a  i w s p . [1]. Związki te mają właściwości fa r
makologiczne podobne do m orfiny i innych narkotycznych lektów  prze
ciwbólowych. Enkefaliny tkanki mózgowej są mieszaniną dwóch penta- 
peptydów o jednakowej sekwencji w  pozycjach 1-4 (T yr '-G ly^G lyV P h e4), 
a różniących się tylko C-końcowym aminokwasem. Zależnie od rodzaju 
tego aminokwasu wyróżniane są: metionylo-enkefalina (M et5-enkefalina) 
i leucyloenkefalina (Leu5-enkefalina). Po odkryciu enkefalin wysunięto 
przypuszczenie, że mogą one odgrywać rolę neurotransmiterów w  ośrod
kowym  układzie nerwowym. Ich rola w  procesie przekazywania bodźców 
pomiędzy dwoma neuronami, w  obrębie synapsy, nie została jednak w  peł
ni wyjaśniona. Trwa dyskusja, czy i w  jakim stopniu spełniają one rolę 
neuromodulatorów lub neuroprzekaźników. Za ich udziałem w  procesie 
przekazywania bodźca m iędzy dwoma neuronami przemawiają następują
ce fakty: 1) enkefaliny syntetyzowane są w  specyficznych neuronach tj. 
neuronach enkefalinergicznych [2, 3]; 2) w  tkance nerwowej występują 
enzymy degradujące enkefaliny [4, 5, 6]; 3) depolaryzacja błon neuronal- 
nych wysokim i stężeniami K + powoduje uwolnienie enkefalin [7, 8]; 4) en- 
kefaliny wiążą się z receptorami opiatowym i [9, 10],

Enkefaliny są związkami o krótkotrwałym  działaniu biologicznym. Po 
ich podaniu systemowym (i.V ., s.c., i.m,) nie obserwuje się żadnych efek
tów farmakologicznych. Wstrzyknięte bezpośrednio do struktur m ózgo
wych lub komór mózgowych działają silnie analgetycznie (przeciwbólowo), 
lecz zaledwie przez kilka minut. Już w  pierwszych pracach związanych 
z izolowaniem i identyfikacją enkefalin sugerowano, że szybki spadek ich 
aktywności biologicznej jest związany z rozkładem cząsteczki przez enzy
my proteolityczne [1, 3, 6]. Dlatego też w  w ielu laboratoriach zajęto się 
poszukiwaniem specyficznych enzymów powodujących utratę biologicznej 
aktywności enkefalin. W  początkowym okresie badań stwierdzono, że w  
kilkadziesiąt sekund po podaniu dokomorowo myszy 3H-(Leu5)-enkefaliny, 
ponad 80— 90°/o oznaczonej radioaktywności pochodzi z tyrozyny, będącej 
produktem rozpadu enkefalin [6]. Dawało to podstawę do stwierdzenia, że 
za degradację enkefalin odpowiedzialne są głównie aminopeptydazy, roz
szczepiające wiązanie T y r^ G ly2. W  toku dalszych badań potwierdzono
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udział aminopeptydaz w  hydrolizie enkefalin, które nie są jednak jedyny
mi enzymami biorącymi udział w  tym  procesie. W  roku 1978 M a 1 f r o y 
i w  s p. [10] znaleźli we frakcji nierozpuszczalnych fragmentów komórki 
w  mózgu myszy enzym, hyrdolizujący wiązanie G ly3-Phe4 enkefalin. 
Aktywność enzymu rosła po podaniu morfiny. Dla enzymu tego za
proponowano nazwę enkefalinaza. Wkrótce potem, również w  1978 r. 
E r d ó s  i w s p . [11] wykazali, że oczyszczona hydrolaza peptydylodi- 
peptydowa (ACE), przekształcająca angiotensynę I w angiotensynę II, m o
że również hydrolizować enkefaliny, przy czym rozszczepieniu ulega, po
dobnie jak przy działaniu enkefalinazy, wiązanie G ly8-Phe4. W  następnym 
roku w  homogenatach mózgu szczura, znaleziono enzym hydrolizujący 
wiązanie G ly^G ly2 enkefalin i nazwano go enkefalinazą B [12]. Cztery 
lata po odkryciu enkefalin wiedziano już więc, że spośród czterech wiązań 
peptydowych występujących w  cząsteczce enkefaliny, trzy  z nich są szcze
gólnie podatne na hydrolizę enzymatyczną.

H 2N — T y r1— G ly 2 — G ly 3— Phe4— M e t5 (L e u 5) — OM.

Podsumowując, wiązanie Tyr^G ly* enkefalin jest rozszczepiane przez 
aminopeptydazy. Wiązanie G lyVPhe4 hydrolizuje zarówno karboksypep- 
tydaza dipeptydylowa (enkefalinaza, enkefalinaza A), jak i hydrolaza pep- 
tydylo-dipeptydowa (ACE). Za hydrolizę wiązania Gly^-Gly3 odpowiedzial
na jest enkefalinaza B. Zależnie od frakcji komórkowej i występujących 
w  niej enzymów, rozkład enkefalin może przebiegać różnymi drogami. 
W  homogenatach lub frakcji rozpuszczalnej komórek rozszczepieniu ulega 
przede wszystkim wiązanie T y rJ-G ly2, a we frakcji wysokooczyszczonych 
błon komórkowych wiązanie G ly3-Phe4.

Zidentyfikowanie czterech enzymów rozkładających enkefaliny pozwo
liło w  następnych latach na oczyszczenie, zcharakteryzowanie oraz podję
cie prób nad ustaleniem ich roli w  metabolizmie enkefalin.

II. Aminopeptydazy

Aminopeptydazy są enzymami należącymi do grupy hydrolaz a-amino- 
acylopeptydów (E.C.3.4.1). Dla swojej aktywności grupa tych enzymów 
(określanych też jako N-końcowe peptydazy) wymaga wolnej grupy a-ami- 
nowej lub a-im inowej substratu i hydrolizuje wiązanie peptydowe przy, 
lub blisko N-końca łańcucha peptydowego. a-aminoacylopeptydazy są sze
roko rozpowszechnione w  tkankach zwierzęcych, w  których występują 
w  postaci mieszaniny hydrolaz aminoacylopeptydów. Znajdują się one za
równo we frakcji rozpuszczalnej komórki jak i w  błonach komórkowych.
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Enzymy te hydrolizują w iele L-peptydów, odszczepiając N-końcową resz
tę z wolną grupą aminową, a także hydrolizują dwu- i trójpeptydy [13]. 
Ze względu na powszechność występowania i małą specyficzność trudno 
było ustalić, które z aminopeptydaz biorą udział w  rozkładzie enkefalin. 
Bezpośrednie dane dotyczące roli aminopeptydaz w  degradacji enkefalin 
pochodzą z doświadczeń, w  których po inkubacji enkefaliny z homogena- 
tami mózgu stwierdzono obecność wolnej tyrozyny [14, 15, 16]. Aktywność 
aminopeptydaz w  homogenatach tkankowych rozszczepiających wiązanie 
T y^ -G ly2 enkefalin może być mierzona różnymi metodami. Najczęściej 
stosuje się metodę, w  której używa się (SH-Tyr^-enkefaliny jako substra- 
tu, a następnie izoluje i m ierzy ilość uwolnionej 3H-Tyr [6, 10, 14, 15, 17, 
18]. W  innych metodach stosuje się jako substrat nieradioaktywną enkefa- 
linę. Uwolnione w  wyniku reakcji hydrolizy aminokwasy izoluje się i ozna
cza w  analizatorze aminokwasów [19].

II-l. Aminopeptydazy frakcji rozpuszczalnej komórki

Aminopeptydazy frakcji rozpuszczalnej komórki, biorące udział w  de
gradacji enkefalin, są dosyć dobrze poznane. Oczyszczono enzym y otrzy
mane z mózgu szczura [20], mózgu małpy [21], mózgu wołu [22] i mózgu 
ludzkiego [23]. Najważniejsze własności aminopeptydaz rozkładających 
enkefaliny przedstawiono w  tabeli 1.

Tabela 1

Charakterystyka mózgowych aminopeptydaz rozkładających enkefaliny

Źródło enzymu
Mózg [wg 20] 

szczura
Mózg [wg 21] 

małpy
Mózg [wg 22] 

wołu

(
Mózg [wg 23] 

człowieka

■■ ..................- -....
Masa cząsteczkowa 100.000 92.000 98.000 61.500

Optimum pH 7 7 brak danych 7,4

Km substratu (¡jlM) 
(Met5)-enkefalina 3 167 22 64
(Leu5)-enkefalina 60 161 22

Inaktywacja przez: 
związki tiolowe + + + +
związki chelatujące + + + +

Aminopeptydazy są najbardziej aktywne przy pH 7. Masa cząsteczko
wa oczyszczonych enzymów waha się przeważnie w granicach 92 000—  
100 000 [20, 22], jedynie masa cząsteczkowa enzymu z mózgu ludzkiego 
wynosi 62 000 [23]. Enzym wołowy, małpi i ludzki są pojednczym i łań
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cuchami polipeptydowym i [21, 22, 23], natomiast enzym z mózgu szczura 
jest dimerem [20]. Stała Michaelisa aminopeptydaz wobec enkefalin jest 
w  większości przypadków w  granicach 3— 60 [20, 22], a tylko enzym 
z mózgu małpy charakteryzuje się znacznie wyższą wartością (K m ==160 
jiM ) [21] Aminopeptydazy są metaloenzymami zawierającym i jon cynku w  
centrum aktywnym  enzymu. Związanie grupy prostetycznej enzymu przez 
dodatek np. E D TA  daje nieaktywny apoenzym [20, 22, 23]. Aktywność 
enzymu można przywrócić przez dodanie jonów metali dwu wartościowych 
takich jak Zn*+, Co8+, M g2+, Mn2+ [20, 22]. Aminopeptydazy degradujące 
enkefaliny hamuje p-chlorortęciobenzoesan [5, 15] i p-chlorortęciofenylo- 
sulfonian [6, 10] co sugeruje, że są to enzym y należące do grupy proteaz 
tiolowych. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat substratowej specy
ficzności tych enzymów. Podstawienie G ly2 w enkefalinie przez D-amino- 
kwas (D -A la lub D-Met), powoduje około 20-krotne zmniejszenie powino
wactwa enzymu wobec substratu [10], czego wynikiem  jest znaczne zaha
mowanie uwalniania T y r1 ]16[. Podobnie modyfikacja C końcowej części 
pentapeptydu obniża znacznie ilość uwolnionej T y r1 [16]. Wzrost długości 
łańcucha peptydowego substratu zmniejsza aktywność enzymatyczną. 
Przykładowo, enzym z mózgu wołu roszczepia wiązania T y r^ G ly2 a i y en
dorfiny przy 1/3 szybkości rozszczepiania tego wiązania w  enkefalinach 
[24], podczas gdy (3 endorfina jest hydrolizowana przy szybkości ok. 5°/o 
szybkości hydrolizy enkefalin [16, 24]. Aminopeptydazy mają również 
zdolność degradacji dwupeptydów typu L-Tyr-aminokwas, L-A la-am ino- 
kwas, L-Phe-aminokwas i L-Leu-aminokwas oraz trójpeptydu L -Leu -G ly- 
G ly  [21, 22]. Najwyższe aktywności aminopeptydaz degradujących enke
fa liny znajdowano we frakcji rozpuszczalnej homogenatów mózgu [20—  
23], w jelicie świnki morskiej [25, 26, 27, 28] i w osoczu krwi [14, 15].

II-2. Aminopeptydazy błonowe

Aminopeptydazy znajdujące się we frakcji rozpuszczalnej komórki nie 
są jedynym i aminopeptydazami rozszczepiającymi wiązanie T yr^G ly2 w  
enkefalinach. W  kilku laboratoriach stwierdzono, że aktywność amino- 
peptydazowa występowała także w  wysoko oczyszczonej frakcji błon ko
mórkowych, otrzymanych po wirowaniu przy 100 000— 120 000Xg. A k tyw 
ność ta nie wynikała z zanieczyszczenia frakcji błonowej przez frakcję 
cytosolową komórki [10, 15, 18], N ie stwierdzono korelacji pomiędzy w y 
stępowaniem aktywności a poziomem enkefalin, jak również z rozmiesz
czeniem receptorów opiatowych [6, 12]. Aktywność enzymu oznaczyć moż
na było dopiero po uwolnieniu go z błon komórkowych pod w pływ em  
Tritonu X — 100 i po chromatografii tak otrzymanego preparatu enzyma
tycznego na DEAE celulozie [18]. Uzyskano dwie frakcje o aktywności 
aminopeptydazowej, które oznaczono jako MI (aminopeptydaza M I) i M II
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(aminopeptydaza M II) [29]. Aminopeptydaza M II ma największą aktyw 
ność przy pH 6,7. Hydrolizuje ona aminokwasowe f3-naftylamidy a także, 
lecz ze znacznie mniejszą szybkością (20% szybkości rozkładu enkefalin), 
Y endorfiny. Czynniki chelatujące jak np. ED TA  wpływ ają na utratę ak
tywności tego enzymu, natomiast jony dwuwartościowe przywracają ją. 
Wartość K m dla enkefalin wynosi ok. 20 ji.M. Aminopeptydaza oznaczana 
jako M I charakteryzuje się stosunkowo wysoką wartością K m, rzędu 500—  
2500 ^M i nie hydrolizuje a i y endorfin. Aminopeptydazy M I i M II hamo
wane są przez bacytracynę [18], ED TA  [29], kwas p-chlorortęciofenylo- 
sulfonowy oraz bardzo silnie przez bestatynę [5, 30],

II-3. Inhibitory aminopeptydaz 
hydrolizujących enkefaliny

Poznano już szereg zw iązków hamujących aminopeptydazy związane 
z degradacją enkefalin. Do najczęściej stosowanych należą następujące 
cztery inhibitory: puromycyna, bestatyna, amastatyna i bacytracyna.

Antyb iotyk puromycyna jest inhibitorem różnych aminopeptydaz 
i arylamidaz [23, 27, 31, 32]. Hamuje w  sposób kom petytywny uwolnienie 
T y r  z enkefalin przez aminopeptydazę cytosolową z wartością IC 50 — 0,2 
\iM [18, 27], a praktycznie nie hamuje aminopeptydazy związanej z błona
mi [29, 30, 33]. Puromycyna hamuje więc rozkład enkefalin przez amino
peptydazy w  homogenatach, w  supernatancie pomitochondrialnych lub po 
odwirowaniu mikrosomów czyli wówczas, gdy jest m ożliwy „kontakt” in
hibitora z aminopeptydazami frakcji rozpuszczalnej. N ie wpływa natomiast 
na degradację enkefalin w  skrawkach tkanek, gdzie dostęp do enzymów 
wewnątrzkomórkowych jest utrudniony [28]. Bestatyna jest to związek 
pochodzenia bakteryjnego [34, 35], którego wartość IC 50 wynosi ok. 200 jiM. 
Związek ten wiąże się z powierzchnią komórki [36], hamuje więc amino
peptydazy związane z błonami komórkowymi. Nazywane są one często 
aminopeptydazami w rażliw ym i na bestatynę [28, 30, 33, 36]. Amastatyna 
jest związkiem również pochodzenia bakteryjnego o działaniu zbliżonym 
do bestatyny [36, 37]. Zarówno amastatyna jak i bestatyna są inhibitora
mi kom petytywnym i [36]. Bacytracyna jest mało selektywnym  inhibito
rem wielu peptydaz [33] w  tym  również enkefalinazy [25]. Mózgowe ami
nopeptydazy hydrolizujące enkefaliny są hamowane przez nią z IC50 =  
=  10 fiM w  sposób niekom petytywny [15, 25, 38].

III. Hydrolaza peptydylowo-dipeptydowa (ACE )

Hydrolaza peptydylo-dipeptydowa (ACE-angiotensin converting enzy
me) (EC, 3.4.4.16) katalizuje tworzenie oktapeptydu angiotensyny II z de-
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kapeptydu angiotensyny I, uwalniając C końcowy dwupeptyd His-Leu. 
E r d ó s  i w s p . [11] w  1978 r. wykazali, że oczyszczony enzym katali
zuje również rozpad wiązania G lyVPhe4 w  enkefalinach. Stwierdzenie to 
było n iezw yle interesujące, ze względu na możliwość łączenia działania 
ACE z fizjologiczną inaktywacją enkefalin. Enzym ten występuje w  posta
ci związanej z błonami w wielu tkankach m.in. w  mózgu [39]. N ie w yka
zano jednak zbieżności występowania aktywności ACE w  mózgu z roz
mieszczeniem receptorów opiatowych i enkefalin [5]. Stwierdzono również 
małe powinowactwo enzymu wobec enkefalin np. dla (M et5) enkefaliny 
K m =  0,1 mM [5, 10]. Udziału ACE w  rozkładzie enkefalin nie można jed
nak bagatelizować w  warunkach in vitro. P rzy  planowaniu doświadczeń 
in v itro  i przy ich interpretacji, ze względu na używane stosunkowo w y 
sokie stężenie substratu, należy liczyć się z możliwością rozkładu wiąza
nia G Iy3-Phe4 enkefalin zarówno przez enkefalinazę jak i przez ACE.

IV. Enkefalinaza A

Enkefalinaza, karboksypeptydaza dipeptydylowa, EC. 3.4.24.11. [40]. 
Dopóki rozkład enkefalin badano w  homogenatach mózgu lub frakcji roz
puszczalnej komórek, nie można było, ze względu na wysoką aktywność 
specyficzną aminopeptydaz rozpuszczalnych, w ykryć produktów rozszcze
pienia wiązania Gly^-Phe4 enkefalin. Dopiero badając wiązanie 3H- (Leu5)- 
enkefaliny we frakcji błon plazmatycznych prążkowia myszy udało się 
stwierdzić, że z receptorem opiatowym wiąże się cała cząsteczka enkefali
ny [5, 10]. Fragm enty 8H peptydowe enkefaliny związane są natomiast 
z innymi fragmentami błon. Na podstawie analizy powstałych ^ -m eta b o 
litów  drogą chromatografii cienkowarstwowej i wysokociśnieniowej chro
matografii cieczowej stwierdzono, że głównym  produktem rozpadu był 
trójpeptyd 3H -Tyr-G ly-G ly. Szybkość tworzenia tego trójpeptydu wynosi
ła ok. 30% tworzenia 3H -Tyr i była hamowana przez niskie stężenia (5 ^M) 
(Leu5)-enkefaliny. U tworzenie Tyr-G ly -G ly  w  wyniku rozszczepienia w ią
zania Gly*Phe4 potwierdzono również identyfikując C-końcowe dwupep- 
tydy Phe-M et [41] i Phe-Leu [5] jako produkty powstałe odpowiednio 
z 3H -(M et5)- i 3H (Leu5)-enkefaliny. Enzym katalizujący proces powstawania 
trójpeptydu T yr-G ly -G ly  z enkefalin został nazwany enkefalinazą A  (en
kefalinaza). Systematyczna nazwa tego enzymu, karboksypeptydaza di
peptydylowa, określała sposób jego działania [5, 10]. Ko lejnym  problemem 
wym agającym  rozwiązania było wyjaśnienie, czy enzym y rozszczepiające 
wiązanie Gly^-Phe4 w  enkefalinach —  enkefalinaza i ACE, różnią się m ię
dzy sobą, czy też jest to jeden i ten sam enzym. Przekonywające dane 
wskazujące, że są to różne enzymy przedstawił S w e r t s  [42].

—  stwierdzono w  mózgu zróżnicowanie w  występowaniu enkefalinazy
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i ACE. Enkefalinaza —  prążkowie >  kora mózgowa >  móżdżek a ACE —  
prążowie >  móżdżek >  kora mózgowa [42, 43];

—  długotrwałe podawanie m orfiny powodowało wzrost aktywności ty l
ko enkefalinazy [42];

—  wykazano zasadnicze różnice w  powinowactwie obu enzymów w o
bec substratu (K m) oraz w  stałych hamowania. Enkefalinaza hamowana 
była przez m ikromolowe stężenia enkefalin, podczas gdy ACE hamowane 
było dopiero w  stężeniach m ilimolowych [5, 42];

—  dwa inhibitory ACE— SQ 14 225 (Kaptopril) i SQ 20 881 hamowały 
ten enzym w  stężeniach nanomolowych, podczas gdy enkefalinazę w  stę
żeniach mikromolowych [5, 42];

—  jony chlorkowe, znany aktywator ACE, nie miały znaczącego w pły
wu na aktywność enkefalinazy.

Jednoznacznym rozstrzygnięciem problemu było rozdzielenie obu en
zym ów na kolumnach jonowymiennych [12] i  na kolumnach zawierających 
przeciwciała skierowane przeciwko ACE [44],

IV-1. Właściwości fizykochemiczne

Oczyszczoną enkefalinazę otrzymano z nerek [45], przysadki [46] i móz
gu [12, 47, 48], Nazw y nadawane enkefalinazom otrzym ywanym  z różnych 
źródeł sugerowały, że są to inne enzymy. Okazało się jednak później, że 
enkefalinaza z mózgu, endopeptydaza z przysadki wołu, neutralna endo- 
peptydaza z nerki królika i metaloendopeptydaza z nerki ludzkiej są en
zymami mającymi bardzo podobne właściwości (Tabela 2).

Enzymy te są metaloenzymami, zawierającymi w  centrum aktywnym 
atom cynku, a ich masa cząsteczkowa waha się w  granicach 90 000—  
100 000. Optimum działania enzymów występuje w zakresie pH 6,5— 7,0. 
W  zależności od pochodzenia enzymu i stosowanego substratu uzyskano 
wartości K m od 1 ¡¿M do 75 ¡iM. Pewne różnice występują ponadto w ak
tywności molekularnej enzymów pochodzących z różnych źródeł, podobnie 
jak i w  aktywności enzymów. Enkefalinaza nie ma dużej specyficzności 
substratowej —  hydrolizuje też łańcuch B insuliny [49], angiotensynę I 

i II, bradykininę i LH R H  [33].
Ulepszenie metody oczyszczania enkefalinazy, przez wprowadzenie do 

dalszych etapów, ogniskowania izoelektrycznego i chromatografii powino
wactwa na specjalnych kolumnach z inaktywowanej lektyny pozwoliło 
na stwierdzenie, że enkefalinaza występuje w dwóch postaciach moleku
larnych A ! i A 2 [12]. Po zastosowaniu kolumn z lektyny z kiełków  psze
nicy, rozdzielono następnie frakcję A x i A 2 na podfrakcje i otrzymano w 
ten sposób cztery form y enkefalinazy oznaczone jako A lfi; A i>2; A 2-r» A 2;2 
[47], Krótką charakterystykę tych czterech form  enkefalinazy przedsta
wiono w  tabeli 3.

http://rcin.org.pl



Tabela 2

Charakterystyka fizykochemiczna enkefalinazy

Źródło enzymu
Nerka [wg 48] 

ludzka
Nerka [wg 45, 49] 

szczura
Mózg [wg 46] 

wołu
Mózg [wg 51] i 

myszy
j

Masa cząsteczkowa
90.000

100.000 [wg 49] 
90000-95000 [wg 45] 90.000 brak danych

Optimum pH 6,5 7,0 [wg 49] brak danych 6,7

Km substratu ( jaM )  

(Met5)-enkefalina

(Leu5)-enkefalina 74

8,0 [wg 49] 
1,2 [wg 45] 40,0

|

9,4

V max 
(pmole/min/mg) 52 brak danych brak danych 170

Aktywność moleku
larna
kcat/min-1

4680
1268 [wg 49] 
138 [wg 45] 21

brak danych

Wydajność enzymu 
kcat/km 
(min-1 • ¡jlM -1) 63

160 (wg 49] 
120 (wg 45] 530 brak danych

Tabela 3
Charakterystyka form molekularnych enkefalinazy (Z danych 47)

Formy enkefalinazy A i,i A i ,2 A 2» 1 A2,2

Km substratu (¡xM) 
i Leu-enkefalina

78 79 124 63

Optimum pH 6,5 6,5 6,5 6,5

Aktywność specyficzna
(pmole/min/mg) 60 000 211 000 100 000 139 000

Inhibitory:
(% hamowania)

Fenobarbital 0,2 mM 52 48 36 33
EDTA 1,0 mM 85 88 84 89
Ditiotreitol 2,0 mM 95 95 95 95
Tyr-Ala 0,25 mM 86 84 77 81
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Wszystkie cztery postacie molekularne enzymu mają podobne wartości 
K m wobec Leu-enkefaliny, identyczne wartości optimum pH i są znacznie 
hamowane przez dwupeptyd Tyr-A la , ED TA i ditiotreitol. Badając w iąza
nie z lektyną ustalono, że enkefalinaza jest glikoproteiną, a heterogenność 
postaci enzymu wynika z różnic w  jego części węglowodanowej. W ydaje 
się, że zmiany w  zawartości kwasu sjalowego lub w  liczbie rozgałęzień 
części węglowodanowej enzymu mogą być odpowiedzialne za różnice we 
właściwościach enkefalinaz A r2 i A 2>2 oraz enkefalinaz A 1>x i A 2>i- Struk
tura rdzenia węglowodanowego jest prawdopodobnie we wszystkich enke- 
falinazach taka sama i składa się z (1-6) fukozy związanej z rdzeniem (1- 
4)-N-acetyloglukozaminy.

IV-2. Oznaczanie aktywności i występowanie

Oznaczanie aktywności enkefalinazy przeprowadza się przy użyciu 
3H (M et5) —  lub 8H (Leu5)-enkefaliny jako substratu. Zastosowanie tej me
todyki wymaga dobrego rozdziału utworzonego trójpeptydu 8H -Tyr-G ly- 
G ly- od nierozłożonej enkefaliny i pozostałych metabolitów. W  tym  celu 
stosuje się chromatografię cienkowarstwową w  różnych układach rozw i
jających [10, 12], a także wysokociśnieniową chromatografię cieczową 
[50, 51]. Ilość utworzonego znakowanego trójpeptydu m ierzy się następnie 
w  liczniku scyntylacyjnym. Tak długo, jak oznaczenie aktywności enzy
matycznej nie dotyczy czystego enzymu, lecz tylko frakcji komórkowych, 
wynik oznaczeń obarczony jest dużym błędem. Błąd ten wynika z obec
ności w  homogenatach innych enzymów związanych z degradacją enkefa
lin; aminopeptydaz i ACE. Rozwiązaniem tych trudności, może być ozna
czanie aktywności enkefalinazy tylko w  wysoko oczyszczonej frakcji błon 
plazmatycznych, przy jednoczesnym stosowaniu specyficznych inhibito
rów aminopeptydazy błonowej (bestatyna) i ACE (kaptopril).

Najwyższą aktywność enkefalinazy wykazano w  mózgu i nerkach [49, 
50], ale stwierdzono ją również w  płucach, jądrach, jelicie, tarczycy i nad
nerczach [5, 33]. W  komórkach najwyższa aktywność enzymu występuje 
we frakcjach mitochondrialnej i mikrosomalnej [5]. Rozmieszczenie enke
falinazy w  mózgu odpowiada rozmieszczeniu receptorów opiatowych, 
a najwyższą aktywność enkefalinazy znaleziono we frakcji błon synap
tycznych [5, 8, 52, 53]. Fakt występowania enkefalinazy w zakończeniach 
nerwowych sugeruje jej rolę jako neuropeptydazy, tzn. enzymu odpowia
dającego za inaktywację synaptycznie uwalnianego neuropeptydu (enke
faliny [2, 5]).

IV-3. Mechanizm działania

Do niedawna podzielone były zdania na temat sposobu funkcjonowania 
enkefalinazy. N ie było jasne, czy enzym działa jako endopeptydaza, czy
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jako karboksypeptydaza dipeptydylowa. Z jednej strony bowiem enkefa
linaza może hydrolizować peptydy, w  których grupa karboksylowa ostat
niego aminokwasu jest zablokowana grupą amidową lub nawet włączona 
w  wiązanie peptydowe, jak w  przypadku łańcucha B insuliny lub innych 
biologicznie czynnych peptydów [46]. Z drugiej strony jednak najlepszy
mi substratami enzymu są enkefaliny z wolną grupą karboksylową. 
W  pierwszym przypadku enkefalinaza zachowuje się jako endopeptydaza, 
w  drugim, jako karboksypeptydaza dipeptydylowa. Wydajność enzymu 
hydrolizującego enkefaliny z wolną grupą karboksylową jest 10— 100 razy 
wyższa, niż w  przypadku zastosowania jako substratu peptydów z zablo
kowaną końcową grupą karboksylową. Po powstaniu kwasowego amidu, 
powinowactwo enzymu wobec substratu spada 30— 40 krotnie [49]. U lega
ją również obniżeniu, w  stosunku do enkefalinazy, właściwości hamujące 
peptydów, które zawierają grupę karboksylową zestryfikowaną, zabloko
waną grupą amidową lub zastąpioną grupą hydroksylową [5]. W ydaje się 
więc, że enkefalinaza w  zależności od warunków, może działać zarówno 
jako endopeptydaza jak i karboksypeptydaza dipeptydylowa. Wolna grupa 
karboksylowa substratu (lub inhibitora) ma duże znaczenie w  procesie 
katalizy, ponieważ ułatwia rozpoznanie substratu przez enkefalinazę. W aż
nym czynnikiem w pływającym  na wiązanie substratu (inhibitora) z enke- 
falinazą jest również reszta argininy (Arg), występująca w  cząsteczce en
zymu [54]. Potraktowanie enkefalinazy butendienonem, który wiąże się 
nieodwracalnie z resztami guanidynowymi, powoduje około 80°/o spadek 
aktywności enzymatycznej [5, 7, 49, 55], Na podstawie: 1. analogii z ak
tywnym  centrum karboksypeptydazy A, której mechanizm działania zo
stał dosyć dobrze poznany; 2. zasadniczych właściwości enkefalinazy i da
nych związanych z badaniami dotyczącymi aktywności i struktury tego 
enzymu, możliwe stało się opracowanie struktury centrum aktywnego 
enkefalinazy [5, 55],

Zasadniczymi elementami tej hipotetycznej struktury centrum aktyw
nego enkefalinazy są:

1. obecność dodatniego ładunku A rg  współdziałającego z C końcową 
grupą karboksylową substratów peptydowych. To hipotetyczne wiązanie 
grupy karboksylowej substratu z grupą guanidynową A rg  enzymu jest 
bardzo ważne w katalizie enzymatycznej wówczas gdy enkefalinaza działa 
nie jak endopeptydaza, ale jak karboksypeptydaza dipeptydylowa.

2. obecność atomu cynku w centrum aktywnym, który powoduje po
laryzację grupy karbonylowej wiązania amidowego substratu, umożliwia
jąc w  tym  miejscu hydrolityczny rozpad cząsteczki;

3. hydrofobowa kieszeń (S i) mogąca pomieścić aromatyczny lub hydro
fobowy boczny łańcuch przedostatniego aminokwasu substratu;

4. dodatkowa kieszeń (S2) współdziałająca z bocznym łańcuchem C koń
cowego aminokwasu. Uważa się, że obecność tej kieszeni jest odpowie
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dzialna za różny stopień powinowactwa Met- i Leu-enkefaliny wobec en
zymu i w  związku z tym  za inny stopień ich hydrolizy.

Karboksypeptydaza A

kieszeń

o  c h 2 o  0

II I II
P — CH — C - N W - C U - C - O  

Enkefalinata

_____

o  w ch2 o I-i R 0 0  
II I I II l i  i

Tyi----- G ly — G i y — C —  N —  C H - C  -  N - C U  — C  =  O  Enkefaliny

ę
0  cw2 o w o  0

I II I I
S —  C H 2- C H —c — N - C W 2— 0  =  0  T io r fan  

Ryc. 1. Hipotetyczna struktura centrum aktywnego enkefalinazy
Schemat przedstawia aktywne miejsce karboksypeptydazy A  i enkefalinazy oraz 
sposób wiązania substratów i inhibitorów do obu enzymów. Zarówno substraty jak 
inhibitory muszą w swojej strukturze zawierać grupę współdziałającą z atomem cyn
ku oraz hydrofobowe grupy współdziałające z kieszenią hydrofobową (Si), miejsca 
aktywnego enzymu. Na siłę wiązania substratu lub inhibitora wpływa grupa karbo
ksylowa w  łańcuchu, oddziaływująca z dodatnim ładunkiem miejsca aktywnego, a w 
enkefalinazie ponadto boczny łańcuch C końcowego aminokwasu współdziałający 
z dodatkową kieszenią (S2) miejsca aktywnego enzymu.

Opierając się na przedstawionej strukturze centrum aktywnego enke
falinazy, zsyntetyzowano inhibitor enkefalinazy, tiorfan (DL-3 merkapto- 
2-benzylopropanoilo-glicynę) [56, 57].

IV-4. Inhibitory enkefalinazy

Aktywność enkefalinazy hamuje w iele różnych związków. Najsiln iej
szymi inhibitorami tego enzymu okazały się jednak fosforylo-Leu-Phe 
(IC 50 =  0,3 nM), fosforamidon (IC 50 =  1,1 nM) oraz tiorfan (K; =  4,7 nM). 
Inhib itory te mają charakter kom petytywny [7, 51, 58]. Słabszymi inhibi
torami enkefalinazy są związki chelatujące jak wg ED TA i o-fenantrolina,
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których efekt może być odwrócony przez dodatek jonów m etali (Zn2 i, 
Co2+). Jako inhibitory enkefalinazy działają też związki zawierające grupy 
sulfhydrylowe [59]. [3-merkaptoetanol mający w  swojej cząsteczce jedną 
grupę SH, hamuje w  stężeniu 800 (iM aktywność enkefalinazy o połowę. 
Ditiotreitol, mający dwie grupy SH w cząsteczce, a więc silniej wiążący 
się przez to z enzymem, obniża aktywność enzymu o połowę, już w  stęże
niu 8 ¡J.M [7]. Właściwości hamujące aktywność enzymu wykazują też 
barbiturany (inhibicja niekompetytywna) oraz pochodne aminokwasowe 
kwasu hydroksamowego) [60, 61]. Aktywność enkefalinazy hamują też 
różne di- i trójpeptydy. Najbardziej efektywne inhibitory tego typu mają 
na N-końcu aminokwasy aromatyczne lub L-leucynę [12, 33].

V. Enkefalinaza B

W  wyniku rozdziału błon komórkowych mózgu szczura na kolumnach 
jonowymiennych otrzymano aminopeptydazę dipeptydylową, która roz
szczepia wiązania G ly^G ly3 enkefalin [12]. Enzym ten nazwano enkefali- 
nazą B. Ustalono następnie, że tylko około 10%» aktywności enkefalina
zy B znajduje się w e frakcji błon, natomiast aż 90% tej aktywności w y
stępuje we frakcji rozpuszczalnej komórki. Inhibitory innych enzymów 
rozkładających enkefaliny nie hamują enkefalinazy B [30]. Udział tego 
enzymu w  procesie degradacji enkefalin jest niewielki i wynosi kilka pro
cent [30, 33].

VI. Metabolizm endogennych enkefalin

Enkefaliny w  tkankach zwierzęcych powstają z proenkefalin [62]. Pro- 
enkefaliny są poplipeptydami o masie cząsteczkowej 5— 40 kdaltonów, 
zawierającymi w  swojej strukturze w ięcej niż jedną sekwencję M et- lub 
Leu-enkefaliny. Przykładowo, proenkefalina A  wyodrębniona z nadnerczy 
wołu, zawiera sześć sekwencji M et-enkefaliny i jedną Leu-enkefaliny 
[62, 63]. Uważa się, że proenkefaliny rozkładane są przez specyficzne pep- 
tydazy do hepta- i heksapeptydów. Przekształcenie heksapeptydów z A rg 
lub Liz na C końcu, katalizuje specyficzna karboksypeptydaza nazwana 
konwertazą enkefalinową [64], Działanie biologiczne powstałej cząsteczki 
Met lub Leu-enkefaliny jest krótkotrwałe, ze względu na n iezwykle szybki 
rozkład enzymatyczny jakiemu ulega ona w  organizmie. Określenie jakie 
enzymy są głównie odpowiedzialne in v ivo za hydrolizę enkefalin i próby 
stosowania specyficznych inhibitorów tych enzymów, mają duże znaczenie 
w  aspekcie przedłużenia przeciwbólowego działania enkefalin.
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Po zidentyfikowaniu enzymów rozkładających enkefaliny powstało 
pytanie, czy zasadniczo za rokład enkefalin in v ivo  jest odpowiedzialna 
enkefalinaza, aminopeptydaza błonowa (wrażliwa na bestatynę), czy ami- 
nopeptydaza rozpuszczalna. W  badaniach stwierdzono, że już w  2 m inuty 
po dokomorowym podaniu myszy znakowanej enkefaliny, 80°/» pentapep- 
tydu uległo rozkładowi, a efekt przeciwbólowy był bardzo słaby. Podanie 
z enkefaliną jednocześnie tiorfanu i bestatyny zapobiegało hydrolizie en
kefaliny w  90°/o a właściwości przeciwbólowe tego związku wzrastały. P o 
dawana równocześnie z enkefaliną puromycyna (inhibitor aminopeptyda
zy rozpuszczalnej) nie zmniejszała w  tym  układzie hydrolizy enkefalin 
[30, 65]). Można więc przypuszczać, że w  proces degradacji egzogennych 
enkefalin włączane są enkefalinaza i aminopeptydaza wrażliwa na besta
tynę. Badano również w p ływ  inhibitora peptydaz na odzyskanie endogen
nych enkefalin, uwalnianych ze skrawków mózgu do środowiska inkuba- 
cyjnego (po depolaryzacji błony przez K +). W  nieobecności inhibitorów 
odzyskano tylko małą ilość (16°/o) znakowanej (M et5) enkefaliny uwalnia
nej z tkanki do środowiska inkubacyjnego, reszta ulegała hydrolizie. 
W  obecności tiorfanu lub bestatyny ilość niezhydrolizowanej enkefaliny 
wzrastała do około 30°/o. Dodatek równocześnie obu tych inhibitorów, ha
mował rozkład enkefalin prawie w  100%. Inne inhibitory, jak puromycyna 
czy kaptopril (inhibitor ACE) nie zmieniały stopnia hydrolizy enkefalin 
[2, 65]. W yniki testów farmakologicznych związanych z reakcjami myszy 
na bodźce bólowe, w  obecności różnych inhibitorów peptydaz, potw ierdziły 
w yn ik i badań biochemicznych [30, 65]. W ykazały one, że tylko tiorfan i be- 
statyna powodują znaczne zahamowanie hydrolizy enkefalin, co zgodnie 
z przypuszczeniem objawiało się spadkiem wrażliwości zwierząt na ból.

Otrzymane wyniki wskazują na to, że w  procesie degradacji enkefalin 
in v ivo  zasadniczą rolę odgrywają enkefalinaza i aminopeptydaza błono
wa (wrażliwa na bestatynę).

Przedłużenie działania przeciwbólowego enkefalin, przez zastosowanie 
tiorfanu i bestatyny było jak dotąd ograniczone tylko do badań laborato
ryjnych na zwierzętach. Pewne nadzieje związane są z niedawno zsyntety- 
zowanym w  Laboratorium profesora R  a q u e s ’ a, specyficznym inhibito
rem enkefalinazy —  kelatorfanem [66]. Być może inhibitor ten, nie będzie 
tylko narzędziem do badania efektów  i mechanizmu działania enkefalin, 
ale pozwoli na krok w kierunku zastosowania w terapii specyficznych in
hibitorów enzymów degradujących enkefaliny, jako środków przedłużają
cych czas życia cząsteczki enkefaliny.

V II. Uwagi końcowe

Przyjm u je się obecnie, że enkefalinaza i aminopeptydaza wrażliwa na 
bestatynę działają jako neuropeptydazy [30, 40, 67]. N ie jest jeszcze w y 
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jaśnione, czy enkefalinaza i aminopeptydaza biorą udział in v ivo  w  fiz jo 
logicznej inaktywacji także innych neuropeptydów, które mogą być dla 
nich substratami in v itro. Przykładem  może być cholecystokinina (CCK-8), 
która jest bardzo dobrym substratem enkefalinazy in v itro, a zahamowanie 
enkefalinazy w  doświadczeniach prowadzonych na skrawkach mózgu nie 
zapobiega intensywnej hydrolizie CCK-8 [40]. Szczegółowego wyjaśnienia 
wymaga rola enkefalinazy. Fakt, że enzym może działać jako endopepty
daza, niezbyt duża specyficzność substratowa, wysoka aktywność enkefa
linazy poza ośrodkowym układem nerwowym, zwłaszcza w  nerce sugeru
je, że może być ona fizjologicznie związana również z metabolizmem pep
tydów innych niż enkefaliny [45, 49, 47]. Interesujące wydają się doniesie
nia wiążące endorfiny i enkefaliny z układem immunologicznym. Znale
ziono bowiem na powierzchni lim focytów  receptory endorfin i enkefalin, 
modulujące częściowo aktywność układu immunologicznego, (synteza 
przeciwciał, proliferacja lim focytów ) [68]. Powstała w  związku z tym  hi
poteza, że endorfiny i enkefaliny są fizjologicznym i regulatorami odpowie
dzi immunologicznej (immunomodulatorami). Są one swoistym i mediatora
mi m iędzy ośrodkowym układem nerwowym  a układem immunologicz
nym [69]. Koncepcja ta, wskazująca na możliwość „połączenia”  tych tak 
ważnych dla organizmu układów przez cząsteczki endorfin i enkefalin, 
będzie powodowała niewątpliw ie dalszy wzrost zainteresowania badania
mi enzymów „wyznaczających czas działania”  peptydów opiatowych. W y
daje się, że w  niedalekiej przyszłości, wyjaśnienie wielu niewiadomych 
związanych jeszcze z rolą enkefalin w  organizmie jak i z działaniem en
zym ów rozkładających enkefaliny może rzucić nowe światło na związek 
m iędzy czynnikami emocjonalnymi i stresem a odpornością organizmu.

Artykuł otrzymano 3 stycznia 1986 r.
Zaakceptowano do druku 29 maja 1987 r.
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JO LA N TA  KORDOW SKA* 
A N N A  JAKU BIEC-PU KA**

Wielkocząsteczkowe proteazy tkanek zwierzęcych 

A  high-molecular-weight proteases of animal tissues

Wykaz stosowanych skrótów: ATP, adenozynotrifosforan; ATPaza, adenozynotri- 
fosfataza; DFP, di-isopropylo-fluorofosforan; DTT, ditiotreitol; E-64, transepoksy- 
sukcynylo-L-leucylamido/4-guanidino/butan; Ep-475, L-transepoksysukcynyl-leucy- 
lamido/3-metylo/butan; SDS, sól sodowa siarczanu dodecylu; NEM, N-etylomaleim id; 
PMSF, fluorek fenylometylosulfonowy.

Nazwy enzymów proteolitycznych zastosowano zgodnie z zasadami przyjętym i w 
ostatnich latach w  piśmiennictwie międzynarodowym [1, 2, 3].

Jak wiadomo degradacja białek w  żyw ej komórce zachodzi w  lizoso- 
mach oraz poza lizosomami [2, 3, 4, 5]. Pierwsza z tych dróg, dość dobrze 
poznana, prowadzi do pełnej hydrolizy białek do aminokwasów. Druga, 
mało jeszcze znana, prowadzi do hydrolizy białek krótko żyjących, białek 
atypowych, a także białek, których degradacja jest wybiórczo regulowa
na. Prócz pełnej degradacji niektórych białek, na drodze pozalizosomalnej 
następuje tzw. ograniczona proteoliza białek w  komórce, będąca jednym 
z mechanizmów selektywnej, potranslacyjnej m odyfikacji białek. Ograni
czona proteoliza prowadzi więc przede wszystkim do przetwarzania nie
których enzymów, hormonów peptydowych, czy innych peptydów biolo
gicznie czynnych w  ich form y aktywne; prowadzi też do inaktywacji w ie
lu czynnych białek. Ograniczona proteoliza służyć więc może utrzym ywa
niu odpowiedniego dla potrzeb metabolizmu poziomu enzym ów i innych 
substancji białkowych biologicznie czynnych. Ograniczona proteoliza jest 
też jedną z dróg m odyfikacji białek w  czasie procesu translacji. Tow arzy
szy ona ponadto przebudowie cytoszkieletu i, jak się zdaje, jest je j warun
kiem, może więc w yw ierać w pływ  na kształt i czynność komórki. Ograni
czona proteoliza jest także, jak się wydaje, jednym z elementów mecha
nizmu warunkującego transport białek przez błony. Szersze omówienie 
tych i innych jeszcze funkcji ograniczonej proteolizy znajdzie Czytelnik 
w  artykułach przeglądowych [5, 6].

Jakkolwiek w  obecnej chwili doceniamy rolę proteolizy pozalizosomal-

* Mgr biol., ** Dr n.med., Pracownia Metabolizmu Białek, Instytut Biologii Do
świadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa, ul. Pasteura 3
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Zróżnicowana odpowiedź wielokatalitycznej proteazy na stosowane inhibitory i aktywatory.

Masa cząsteczkowa

Aktywność proteazy 
(substraty białkowe)

Źródło enzymu
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retikulocyty 700—1000 35
przysadka 700
mięśnie prążko 550
wane 500 - - + +

750
650—800 25—32 - - - -

1000
mięśnie gładkie 1300 28 - - -
wątroba 650 - - - + -

700 25— 120
650 22—34 - + + + + 4-

720—760 +
łożysko 700—1000 25—70

+ i — oznacza, odpowiednio, wrażliwość lub brak wrażliwości na stosowany związek

nej w  przebiegu i regulacji w ielu procesów w  komórce, to bardzo mało 
w iem y o enzymach proteolitycznych za nie odpowiedzialnych [5]. Jedyną 
dobrze poznaną proteazą (klasą proteaz) pozalizosomalną komórek zw ie
rzęcych jest C A N P  (kalpaina, EC 3.4.22.17), cysteinowa proteaza aktywo
wana przez jony Ca2+ [7— 9],

W  ostatnich latach odkryty został następny enzym, czy też raczej po- 
zalizosomalny system proteolityczny. Enzym ten odróżniają od znanych 
dotychczas proteaz [1— 3]: bardzo wysoka, bo co najmniej 500 kDa masa 
cząsteczkowa, obecność kilku centrów aktywnych w  jednej w ielk iej czą
steczce, oraz występowanie w  komórce w  form ie nieczynnej. Enzym na
zwany został wielkocząsteczkową, wielokatalityczną proteazą, w  skrócie 
H M P [10]. Jego obecność stwierdzono w  wielu różnych tkankach ssaków 
i człowieka. Występuje więc on, jak się zdaje, powszechnie w  komórkach 
zwierzęcych.

H M P dotychczas wyizolowano z tkanek ssaków: erytrocytów  [11], mięś
nia szieletowego [12— 17], mięśnia gładkiego [17, 18], przysadki mózgowej 
[19], wątroby [17— 23], soczewki oka [24], kory nadnerczy [25, 26], łożyska 
[27], retikulocytów [28], śledziony, płuc, jelita, nerki, skóry, mózgu [17]. 
Najw ięcej enzymu, bo aż powyżej 300 p.g/g zawierają tkanki o wysokiej
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Tahela 1
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aktywności metabolicznej, jak wątroba czy śledziona [17]. Stosunkowo 
mało jest go w  tkankach o mniejszej aktywności metabolicznej, jak np. 
mięsień prążkowany (30— 70 ¡mg/g tkanki) lub skóra (5 ¡ig/g tkanki) [17]. 
Enzym znajduje się głównie w  cytosolu, ale, stwierdzano jego obec
ność również w  błonach komórki [17, 20, 27, 28] i w  mitochondriach 
[25, 26].

Masę cząsteczkową enzymu określano przy pomocy różnych metod, jak 
elektroforeza w  warunkach niedenaturujących, filtracja na żelu, metoda 
wysokosprawnej chromatografi cieczowej (H PLC ), metoda rozpraszania 
światła laserowego, a także wyliczano z wym iarów  cząsteczek enzymu w  
obrazach z mikroskopu elektronowego [22, 29]. Na ogół w  tej samej pra
cowni, przy użyciu różnych metod uzyskiwano zbliżone wartości masy 
cząsteczkowej enzymu. Natomiast wyniki otrzymywane w  różnych pra
cowniach były  różne. W ydaje się, że różnice te są zależne od pochodzenia 
enzymu, od metody otrzymywania, a także wynikają ze stosowania nie
odpowiednich standardów. Z drugiej strony przy pomocy metod immu
nologicznych stwierdzono identyczność enzymu pochodzącego z różnych 
tkanek [17, 21]. Trudno więc w  tej chwili orzec, czy mamy do czynienia 
z formami tej samej proteazy, czy też raczej z klasą proteaz o analogicz
nym mechanizmie działania.

14 Postępy Biochemii 4/87
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W  czasie elektroforezy na żelu poliakrylam idowym w  warunkach nie- 
denaturujących enzym m igruje jako pojedynczy prążek. Natomiast w  wa
runkach denaturujących m igruje jako wiele, zwykle 8— 9 peptydów o ma
sie cząsteczkowej w  granicach 25— 35 kDa. Enzym niektórych tkanek za
wiera dodatkowo większe podjednostki, 70 bądź 120 kDa [18, 19, 23]. N ie 
można wykluczyć, że peptydy te są produktami autolitycznej degradacji 
jednego w ielkiego białka a nie podjednostkami enzymu [17, 19]. Dotych
czas nikt nie opisał aktywności proteolitycznej podjednostek enzymu, ani 
też ich właściwości immunologicznych.

Badanie w  mikroskopie elektronowym wykazało, że enzym  ma kształt 
cylindra o średnicy 9,6— 11 nm [29] lub nawet 20 nm [22] i długości około 
14 nm [29]. Analogiczne wyniki uzyskano w  przypadku enzymu przygoto
wanego do badań w  mikroskopie elektronowym  różnymi technikami, 
a także w  wyniku zastosowania metod fizycznych [22, 29]. Cylindryczna 
cząsteczka złożona jest z 4 pierścieni ułożonych równolegle względem  sie
bie. W  każdym z pierścieni jest przypuszczalnie 6 globularnych podjed
nostek, tak, że w  sumie w  skład w ielk ie j cząsteczki wchodzą 24 małe pod
jednostki o różnej masie cząsteczkowej. Przypuszczalnie cząsteczka ma 
kształt cylindra wypełnionego cytosolem [29].

Enzym wykazuje cechy proteazy zarówno serynowej, jak i cysternowej 
i zawiera co najmniej dwa [15, 17, 28], a jak niektórzy autorzy uważają 
[17] co najmniej trzy centra aktywne. Wnioski te wynikają z różnic aktyw
ności i różnego optimum pH enzymu w  stosunku do różnych substratów, 
a także z wrażliwości na inhibitory (Tabela 1). Enzym hydrolizu je in v itro  
białka takie jak kazeina, insulina, neurotensyna, glukagon i inne [4] oraz 
wiązania peptydowe syntetycznych substratów specyficznych dla trypsyny
i chymotrypsyny. Optimum pH działania enzymu jest w  granicach od 7 
do 10. Specyficzność substratowa oraz optimum pH wskazują zatem, że 
enzym jest proteazą neutralno-alkaliczną o właściwościach proteinazy, jak 
też peptydazy trypsyno- i chymotrypsynopodobnej. Dla bliższego scharak
teryzowania enzymu stosowano różne inhibitory i aktywatory (Tabela 1). 
Enzym wykazuje wrażliwość na inhibitory proteaz serynowych jak DFP, 
PM SF, będąc równocześnie w rażliw ym  na niektóre inh ib itory proteaz 
cysternowych. Leupeptyna, antipaina, chymostatyna hamują enzym  częś
ciowo lub całkowicie w  zależności od substratu (Tabela 1), natomiast po
wszechnie znane inhibitory proteaz cysternowych E-64, Ep-475, bestatina 
nie zmieniają aktywności enzymu [12, 15, 16, 20, 23, 28]. Pepstatyna, spe
cyficzny inhibitor proteaz asparytylowych, nie w yw iera w pływ u  na aktyw
ność enzymu [14, 16, 17, 23, 25]. Zw iązki redukujące grupy tiolowe jak 
DTT, cysteina czy merkaptoetanol zwykle lekko aktywują enzym (Tabe
la 1). Zatem enzym wykazuje właściwości zarówno proteazy serynowej jak
i cysteinowej. Większość autorów uważa, że zawiera on centra aktywne 
zarówno serynowe jak i cysternowe [17]. N iektórzy przypuszczają nato-
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miast, że enzym jest proteazą serynową, wymagającą do pełnej i prawidło
w ej aktywności udziału reszt cysternowych, znajdujących się w  pobliżu 
centrum aktywnego [20, 21, 28]. >

Rola H M P w  komórce ani też jego naturalne substraty nie są jeszcze 
znane. N ieznany jest też mechanizm regulacji enzymu. Dla uzyskania in
form acji o regu lacji enzymu in vivo, badano w  warunkach in v itro  w p ływ  
na aktywność enzymu w ielu substancji występujących w  żyw ej komórce, 
jak kwasy tłuszczowe, fosforany, kationy. Wykazano, że kwasy tłuszczo
we w  stężeniach około 0,02 piM stymulują, a w  stężeniu około 100 jiM 
znacznie, bo aż 7— 50 krotnie aktywują enzym [20, 21, 27, 28, 30]. N a j
bardziej znaczącą aktywację powodują kwasy tłuszczowe o 16— 24 ato
mach węgla posiadające wiązanie nienasycone (kwas linolowy i arachido- 
now y) [30], Podobnie jak kwasy tłuszczowe działa na enzym SDS w  stę
żeniu 0,02— 0,06% [16, 19, 20, 27, 28, 30]. H M P jest również w rażliw y na 
kationy jedno- i dwuwartościowe, przy czym poszczególne kationy w yka
zują odmienny w p ływ  na aktywność enzymu. Obecność kwasów tłuszczo
wych (lub SDS) zmienia wrażliwość enzymu na kationy [16, 20, 21, 27]. 
Obserwowano również stabilizujący w pływ  A T P  i innych tró j- i dwufosfo- 
ranów na enzym [8]. N iektórzy z autorów przypisują też enzym owi właś
ciwości A T P a zy  [18, 23]. Wynika z tego, że enzym może być regulowany 
przez zmianę stężeń naturalnie występujących składników komórki, a tak
że przez zmianę wzajemnych proporcji stężeń różnych składników.

H M P posiada przypuszczalnie naturalny inhibitor(y). Inhibitor taki 
znaleziono w  ludzkich erytrocytach [10]. Inhibitor jest wielkocząsteczko
w ym  białkiem o masie 240 kDa złożonym z podjednostek o masie 40 kDa. 
Inhibitor ten wykazuje w p ływ  hamujący zarówno na H M P jak i na C AN P , 
podczas gdy nie hamuje trypsyny, chymotrypsyny i papainy.

Przedstawiono powyżej uzyskane w  ostatnich latach informacje do
tyczące wielkocząsteczkowej, w ielokatalitycznej proteazy mimo, iż dane
o n iej są jeszcze niepełne i często niejednoznaczne. Enzym ten jest dopiero 
w  toku intensywnych badań. W ydaje się jednak, że H M P jest szczególnie 
interesujący ponieważ reprezentuje on zupełnie nowy typ enzymu proteo
litycznego. Ponadto taka właściwość, jak obecność w ielu centrów enzyma
tycznych, sprzyja n iewątpliw ie przyspieszeniu degradacji substratu w  ko
mórce, jak też stwarza możliwość kooperatywnego lub kaskadowego me
chanizmu reakcji.

Artykuł otrzymano 23 kwietnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 25 czerwca 1987 .r
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I. Wstęp

Fosfolipidy, obok białek, stanowią główny składnik strukturalny błon 
biologicznych wszystkich żywych organizmów niezależnie od stopnia roz
woju ewolucyjnego. Zależnie od tkanki i organizmu różne rodzaje fosfo 
lipidów występują w  komórkach w  określonych proporcjach. Są one asy
metrycznie rozłożone w  błonach [1, 2]. Jedną z hipotez tłumaczących tę

* Mgr, ** Doc. dr hab., Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczal
nej im. M. Nenckiego PAN , ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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asymetrię jest odmienna lokalizacja enzymów uczestniczących w syntezie 
poszczególnych rodzajów fosfolipidów i/lub ich przemieszczanie zachodzą
ce po syntezie [2]. Przemieszczanie się fosfolip idowych cząsteczek pomię
dzy różnymi błonami wewnątrzkomórkowymi uwarunkowane jest nato
miast obecnością i funkcjonowaniem cytoplazmatycznych białek trans
portujących [3, 4].

Fosfolipidy cholinowe i etanoloaminowe powstają w  tkankach zw ie
rzęcych drogą opisaną przez Kennedy’ego, z udziałem odpowiadających 
CDP-pochodnych [5]. Zm iany w  szybkości biosyntezy mogą być przyczyną 
zróżnicowania procentowej zawartości fosfolip idów  w  błonach. Intensyw
ność syntezy zależy od wieku zwierzęcia: stwierdzono na przykład, że syn
teza fosfatydylocholiny jest znacznie bardziej intensywna w  mózgu mło
dych, 2-miesięcznych szczurów niż u osobników starszych [6].

Struktura molekularna fosfolipidów może podlegać różnym m odyfi
kacjom. P rzy  udziale fosfolipaz A i i A 2 odszczepiane są kwasy tłuszczowe, 
drogą reacylacji powstałych lizofosfolip idów  mogą być syntetyzowane no
we cząsteczki [7]. Drugą z możliwych, jest wymiana zasady aminowej (cho
liny, etanoloaminy lub seryny) fosfolipidu na inną wolną zasadę. Reakcję 
tę nazwano reakcją wym iany zasady (the base-exchange reaction), a enzy
my błonowe w  niej uczestniczące enzymami wym ieniającym i zasady (the 
base-exchange enzymes). Reakcji tej podlega tylko niewielka część fos
folipidów  obecnych w  błonach.

W  ciągu 28 lat od pierwszych doniesień wykazujących wymianę zasad 
w  fosfolipidach tkanki wątrobowej [8, 9] stwierdzono in v itro  powszech
ność występowania tej reakcji w  tkankach zwierzęcych oraz częściowo 
oczyszczono z tkanki m ózgowej szczura niektóre enzym y wymieniające 
zasady. Zbadano rozmieszczenie tych enzym ów wpłaszczyżnie poprzecznej 
błony mikrosomów wątroby i mózgu oraz warunki ich działania i specy
ficzność substratową. Przeprowadzono ponadto obserwacje genetyczne nad 
enzymami wym ieniającym i zasady w  hodowlach komórkowych. W yniki 
wszystkich tych badań są przedmiotem niniejszego artykułu.

II. Wymiana zasady jako droga syntezy fosfatydylocholiny, fosfatydylo- 
etanoloaminy i fosfatydyloseryny w różnych tkankach

Reakcja wym iany zasad aminowych obecnych w  fosfolipidach jest 
szeroko rozpowszechniona, zarówno w  świecie zwierzęcym, jak i roślin
nym. Enzymy katalizujące tę reakcję występują w  komórkach głównie w  
endoplazmatycznym retikulum, a po jego fragmentacji i różnicowym w i
rowaniu odnajdywane są we frakcji błon mikrosomalnych, w  których 
reakcje wym iany zasad zachodzą z najwyższą wydajnością. Używając tej 
frakcji bądź całych homogenatów tkankowych w  badaniach, wykazano
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wymianę choliny i etanoloaminy w: wątrobie [8— 17], hepatocytach [18], 
nerce [13], sercu [13, 19] i mózgu szczura [20— 23], a także w  sercu psa 
[24], płytkach krw i królika [25— 27] i ludzkich leukocytach [28]. W  tych 
ostatnich, podobnie jak w  mikrosomach mózgu szczura, aktywność w y 
mieniająca etanoloaminy jest ponad 2-krotnie wyższa niż seryny, a ta niż 
choliny.

Możliwość in vivo  syntezy fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloami- 
ny drogą wym iany zasady nie jest ostatecznie wyjaśniona. Po jednoczes
nym dożylnym  podaniu szczurom 32P-ortofosforanu i sH-choliny stwierdzo
no 20-krotnie w yższy stosunek SH/32P w  fosfatydylocholinie wątrobowej 
niż fosforanie choliny w  tej tkance, co wskazuje na intensywną reakcję 
wym iany choliny [29]. Inni autorzy [30] stwierdzają, że szybkość syntezy 
fosfatydylocholiny w  wątrobie drogą wym iany choliny odpowiada jedynie 
1/20 szybkości syntezy de novo z udziałem CDP-choliny. Podanie domóz- 
gowo znakowanego ortofosforanu i choliny również wykazuje zachodzenie 
reakcji w ym iany choliny in  v ivo  w  te j tkance [21, 31]. Mniej przekonywa
jące dane otrzymano w  przypadku reakcji wym iany etanoloaminy zarów
no w  mózgu [22] jak i w  wątrobie [32].

W budowywanie seryny do fosfolipidów drogą wym iany zasady badano 
w  tkankach takich jak: wątroba [9, 16, 17, 33, 34], serce [19, 35] czy mózg 
szczura [36], a także mózg kurczęcia [37], świnki morskiej [38] i królika 
[39], siatkówka oka [40], płytki krw i [25— 27] i tkanka chrzęstna królika 
[41], serce psa [24], wątroba myszy [42] i płuca chomika [43]. Użyto rów 
nież hepatocytów szczura [18, 44], mysich fibroblastów [45] i ludzkich 
leukocytów [28, 46].

W ymianę seryny i innych zasad wykazano w  mikrosomach nasion gro
chu [47] i endospermie nasion rycynusa [48], a także w  tkankach niższych 
ewolucyjnie zwierząt, jak na przykład w  ciele tłuszczowym larw  muchy 
[49, 50], w  mięśniach szarańczy afrykańskiej [51]. W  mitochondriach pier
wotniaka Tetrahymena pyrijorm is  [52] stwierdzono wbudowywanie znako
wanej seryny do fosfatydyloseryny i znakowanej etanoloaminy do fosfa- 
tydyloetanoloaminy, nie obserwowano natomiast inkorporacji choliny do 
fosfatydylocholiny. Także mitochondria z komórek raka Ehrlicha [53]
i szybko rosnącej hepatomy Morrisa 7777 [54] wbudowują znaczne ilości 
seryny drogą wym iany zasady. Powstająca w  tych ostatnich fosfatydylo- 
seryna szybko jednak ulega dekarboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy.

Najbardziej ogólny, schematyczny zapis reakcji wym iany zasady moż
na przedstawić następująco:

P X  +  Y  ------- ► P Y  +  X
substraty enzym produkty

gdzie P X  —  jest cząsteczką endogennego fosfolipidu (fosfatydylocholiny, 
fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydyloseryny), a Y  —  wolnym  aminoalko- 
holem (choliną, etanoloaminą, seryną). Produktami reakcji są: P Y  —  nowa
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cząsteczka fosfolipidu z wymienioną resztą aminoalkoholową oraz X  —  
uwolniony z substratu aminoalkohol.

Reakcja nie wymaga nakładu energii [9, 10, 33], zachodzi w  alkalicz
nym  pH i wymaga specyficznie obecności jonów Ca2+. Reakcję wym iany 
zasady hamują ED TA  [16, 36] lub E G TA  [19], wysoka siła jonowa [56] 
oraz inne niż jon Ca2+ dwuwartościowe kationy, na przykład: Mg2+, Mn2+, 
Zn2+, Co2+ [10, 24, 25, 28, 33, 57]. W  mikrosomach roślin wyższych nie 
zaobserwowano hamującego działania jonów Mni+ [47],

Początkowo [10] przypuszczano, że enzymem katalizującym reakcje 
wym iany zasad w  mikrosomach jest błonowa fosfolipaza D (fosfatydo- 
hydrolaza fosfatydylocholiny, EC 3.1.4.4), która powoduje hydrolizę fos
fo lip idów  z utworzeniem kwasu fosfatydowego. Enzym ten w  obecności 
Ca2+ i aminoalkoholi umożliwia powstawanie nowych fosfolipidów drogą 
transfosfatydylacji. Hipoteza ta została odrzucona ze względu na odmien
ne właściwości fosfolipazy D w  porównaniu z enzymami wym ieniającym i 
zasady. Fosfolipaza D wykazuje inne optimum pH reakcji transfosfatydy
lacji [36, 37, 58], działa zarówno w  obecności Ca2+ jak i Mg2+. Katalizuje 
ona wbudowywanie glicerolu do fosfatydyloglicerolu i inne reakcje [58], 
których nie katalizują enzym y wym ieniające zasady. Ponadto, jak w y 
kazano, częściowo oczyszczony enzym wym ieniający serynę [59] nie speł
nia funkcji fosfolipazy D [60].

III. Właściwości enzymów wymieniających zasady

Jak już wspomniano w  poprzednim rozdziale, zależną od jonów Ca2+ 
inkorporację seryny, choliny i etanoloaminy do odpowiednich fosfolipidów 
drogą wym iany zasad badano in v itro  w  wielu tkankach. Zastosowanie w 
tych badaniach różnych stężeń Ca2+, buforów i pH (Tabela 1) nie pozwala 
na bezpośrednie porównywanie wyników. W  doświadczeniach z użyciem 
mikrosomów mózgu kurczęcia [37] zmiana buforu Tris/Cl w  medium 
reakcyjnym  na weronalowy/NaOH w  tym  samym zakresie pH i stężeń nie 
powodowała istotnych zmian wartości K m i V max. Bufory: im idazolowy, 
Tris i g licy loglicynow y użyte zamiast buforu HEPES hamowały reakcje 
wym iany zasad w  przypadku zsolubilizowanych błon mikrosomów mózgu 
szczura [56]. Zaobserwowano zależność efektywności wym iany wszystkich 
trzech zasad od pH buforu i stężenia Ca2+ w  medium reakcyjnym. Stw ier
dzono to, w  przypadku mikrosomów wątroby [16] i mózgu szczura [36, 55], 
serca psa [24] i płytek krw i królika [27]. Stężenie jonów Ca2+ optymalne 
dla wydajności tych reakcji zwiększa się wraz z obniżaniem pH środowiska
i odwrotnie. Sugeruje się [16], że kation Ca2+ jest związany elektrostatycz
nie z ujemnie naładowanymi domenami enzymu. Jony H + współzawodni-
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czą o te same miejsca w  enzymie. Enzym jest aktywny tylko w postaci 
kompleksu z kationami Ca2+. Stężenie Ca2+ powyżej optymalnego hamuje 
reakcję wym iany zasady w  wyższym  pH, zatem tylko w olny kation Ca2+ 
aktywuje enzym, a form y Ca(OH )+ i Ca(OH)2 hamują jego aktywność.

Różne wartości optimum pH i stężeń jonów wapniowych dla reakcji 
w ym iany poszczególnych zasad sugerowały obecność w  tkankach odręb
nych enzymów. Przem awiają za tym  również wyniki badań z użyciem 
detergentów, które w  różnym stopniu hamują inkorporację wolnych za
sad [36]. Preparat zsolubilizowanych błon mikrosomów mózgu szczura 
[56] wym agał dla w ym iany zasad obecności egzogennych fosfolip idów  w 
postaci azolektyny (handlowego preparatu mieszaniny fosfolipidów). In
korporacja wszystkich trzech znakowanych zasad była zależna od stężenia 
dodawanego białka enzymatycznego i prostoliniowa w  odpowiednim za
kresie jego stężeń i w  czasie. W  tych warunkach jednowartościowe katio
ny, zależnie od wielkości jonu (L i+ >  Na+ >  K + >  N H i), hamują inkor
porację choliny i etanoloaminy. Stwierdzono też, że sole chlorkowe tych 
kationów bardziej hamują reakcję niż octany. Rodanki sodowy i potasowy 
w  stężeniu 0,4 M hamują reakcję wym iany zasad w  50%.

W  ostatnich latach, wykazano stymulację inkorporacji seryny i innych 
zasad na drodze wym iany przez antagonistów kalmoduliny, takich jak: 
chloropromazyna (CPZ), trifluoroperazyna (T F P ) i N-(6-aminoheksylo)-5- 
chloro-l-naftaleno-sulfonoamid (W -7) w błonach płytek krw i królika [25—  
27] i błonach ludzkich leukocytów [28]. W yżej wymienione związki znane 
są z tego, że hamują efekty biologiczne kalmoduliny, m iędzy innymi w y
dzielanie serotoniny, agregację płytek krwi, zmianę ich kształtu [62, 63], 
czy aktywność mitogenną lim focytów  [64]. Początkowo wykazano, że obni
żanie się poziomu endogennej, wolnej seryny w  płytkach zależy od czasu 
działania i stężenia CPZ, a także jest proporcjonalne do indukowanego 
przez lek stechiometrycznego wbudowywania seryny do fosfatydylosery- 
ny w  obecności endogennego Ca2+. Natomiast poziom endogennych etano
loaminy i choliny wzrastał zależnie od czasu ekspozycji i stężenia CPZ, 
bez efektywnego wpływu leku na inkorporację tych zasad do odpowied
nich fosfolip idów  [26]. Wcześniej też sugerowano, że endogenna kalmodu- 
lina jest inhibitorem reakcji wym iany zasad w  błonach płytek krw i ze 
względu na tworzenie kompleksów kalmodulina-Ca2+. Egzogenna kalmo- 
dulina hamuje jedynie inkorporację choliny do fosfatydylocholiny [25], 
W  dalszych badaniach wykazano, że w warunkach fizjologicznych stężeń 
seryny, etanoloaminy i choliny, antagoniści kalmoduliny w  obecności 0,1 
i 3 mM stężeń Ca24 stymulują inkorporację wszystkich trzech zasad do 
fosfolip idów  [27] bez zmiany powinowactwa poszczególnych wolnych za
sad do enzymów. Inhibicja wiązania Ca2+ z błonami płytek i stymulacja 
aktywności enzymów wym iany zasad przez leki są ze sobą ściśle skorelo
wane. Jedynie 6-aminoheksylo-l-naftaleno-sulfonoamid (W-5), słabszy an
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tagonista kalmoduliny hamuje wiązanie Ca2+, a tylko w  niew ielkim  stop
niu aktywuje reakcję wym iany zasad [27]. Podobnie, w  błonach ludzkich 
leukocytów pozbawionych wolnych zasad aminowych i kalmoduliny [28], 
CPZ i T F P  stymulują aktywności enzymów wymieniających etanoloami- 
nę i serynę. Dodanie egzogennej kalmoduliny nawet w  obecności wysokich 
stężeń Ca2+ hamuje reakcję wym iany choliny i seryny, podczas gdy reak
cja wym iany etanoloaminy była niewrażliwa na obecność tego białka. 
Przytoczone w yżej dane wskazują, że stymulacja aktywności enzymów 
w ym iany zasad przez leki nie jest bezpośrednio spowodowana obecnością 
dużych stężeń wolnego Ca2+. Stymulacja aktywności tych enzym ów i ha
mowanie wiązania Ca2+ z błonami wydają się być odrębnymi procesami. 
Dalsze badania z użyciem oczyszczonych enzymów wymieniających zasady 
pozbawionych fosfolipidów i kalmoduliny, mogą więc dopiero wyjaśnić 
czy leki oddziaływają bezpośrednio z fosfolipidami, kalmoduliną czy z en
zymami.

W  określeniu właściwości enzymów wymieniających zasady istotną jest 
kwestia ich specyficzności substratowej względem  rodzajów molekular
nych fosfolipidów, biorących udział w reakcjach. W  mikrosomach wątro
by szczura najefektywniej produkowane in v itro  w  reakcji wym iany cho
liny są cząsteczki fosfatydylocholiny z wielonienasyconymi kwasami tłusz
czowymi [14, 65]. Szybkość wbudowywania choliny do heksanienasyconych 
rodzajów molekularnych fosfatydylocholiny była 10— 15 razy większa niż 
do mononienasyconych rodzajów tego fosfolipidu [16]. Podobnie etano- 
loamina jest wbudowywana głównie do wielonienasyconych rodzajów  
fosfatydyloetanoloaminy. Wśród tych ostatnich ilość utworzonych heksa
nienasyconych rodzajów była dwukrotnie wyższa niż mono- i dinienasyco- 
nych [16].

W  doświadczeniach in vivo  najwydajniej znakowane w  mikrosomach 
wątroby są rodzaje fosfatydylocholiny z mononienasyconymi kwasami 
tłuszczowymi [66, 67]. Jednakże w tym  przypadku istotną rolę może od
grywać droga syntezy z udziałem CDP-choliny. Wbudowaną in vivo  eta- 
noloaminę odnajduje się w  mikrosomach mózgu szczura w  fosfatydyloeta- 
noloaminie diacylo- i alkenyloacylo- w  stosunku 10 : 1 [68].

Analogiczne badania dotyczące specyficzności substratowej przeprowa
dzono również dla reakcji wym iany seryny. W  mikrosomach wątroby [34] 
po 10 minutach reakcji radioaktywna seryna najintensywniej, bo aż w 
43°/o, wbudowywana była do fosfatydyloseryny zawierającej kwasy: nasy
cony —  heksanienasycony i w  23% nasycony —  tetranienasycony, co w  za
sadzie jest zgodne z procentowym rozkładem tych rodzajów molekularnych 
w tkance. Rodzaje fosfatydyloseryny o składzie kwasów tłuszczowych: na
sycony —  heksanienasycony i nasycony —  tetranienasycony stanowią 
31,3%>, a nasycony—  trinienasycony 16,0°/o całkowitej puli tego fosfolipidu 
[69]. W  przypadku oczyszczonego enzymu [59] najlepszymi akceptorami 
były kolejno: plazmalogen etanoloaminy z żółtka jaja >  fosfatydyloetano-
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loamina z wątroby w ieprzowej >• fosfatydyloetanoloamina z żółtka jaja, co 
sugeruje, że skład kwasów tłuszczowych w fosfatydyloetanoloaminie od
grywa ważną rolę. Natomiast fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna, fos- 
fatydyloinozytol i kwas fosfatydowy były nieaktywne jako akceptory se
ryny.

Wymiana seryny w  mikrosomach wątroby myszy jest hamowana przez 
wolne, nasycone kwasy tłuszczowe o długości łańcucha 8-16 atomów w ę
gla, podane w  stężeniu 1— 10 mM. Kw asy te zmieniają wartość maksymal
nej szybkości reakcji (V max), pozostając bez wpływu na stałą K m względem  
seryny [70]. Podobnie kwasy: laurynowy, palm itynowy, stearynowy, olei
nowy i linolow y hamują syntezę fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolo- 
loaminy drogą wym iany zasad w  hepatocytach szczura [18].

IV. Solubilizacja, oczyszczanie i charakterystyka enzymów 
wymieniających zasady

Pierwszą próbę izolowania enzymów wymieniających zasady przepro
wadzono na mikrosomach mózgu szczura z zastosowaniem solubilizacji 
błon przy użyciu amfoterycznego detergentu Miranol H2M, o pi równym  
7,0 [71]. W  preparacie tym  wykazano tylko niewielką inkorporację radio
aktywnych zasad w nieobecności egzogennego fosfolipidu. Dodanie azolek- 
tyny powodowało znaczne podwyższenie inkorporacji wszystkich trzech 
zasad. Używając frakcji 35.000 x g mózgu szczura wykazano, że Miranol 
H2M w stężeniu l°/o (w/o) solubilizuje 50°/o białka, około 30°/o fosfo lip i
dów, 40% cerebrozydów i 11% cholesterolu [56], a preparaty enzymatycz
ne są bardzo labilne w  obecności detergentu. Stabilność enzymów popra
wiono usuwając detergent metodą filtracji na Sephadex G-25. O trzym any 
po solubilizacji preparat prowadził reakcję wbudowywania wszystkich 
trzech zasad do odpowiadających im fosfolipidów z różną szybkością, co 
sugerowało obecność odrębnych enzymów. W  dalszych pracach, prowadzo
nych na tym samym materiale, zastosowanie odmiennych procedur oczysz
czania enzym ów (Tabela 2) umożliw iło rozdzielenie aktywności enzyma
tycznych specyficznie wbudowujących etanoloaminę, serynę i cholinę [72]. 
W  badaniach tych mikrosomy solubilizowano w mieszaninie detergentów 
zawierającej Miranol H2M i cholan sodu, który hamuje inaktywację enzy
mów wym iany zasad spowodowaną przez Miranol H2M. Oznaczona mak
symalna aktywność enzymów w  mieszaninie detergentów, przy odzysku 
białka mikrosomalnego 66,3%), wynosiła w  nmolach/mg białka/godz: dla 
wym iany etanoloaminy 28,8, seryny 16,3 i choliny 3,0. Kolejnym  etapem 
w preparatyce było wysalanie siarczanem amonu w  obecności azolektyny, 
która zabezpieczała enzymy przed utratą aktywności w  czasie dializy
i chromatografii. W  osadzie frakcji wysolonej przy 35%) nasycenia siar
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czanem amonu odzyskiwano, niewrażliwą na detergenty, aktywność en
zymatyczną katalizującą wymianę choliny. Następne etapy doprowadziły 
do rozdzielenia aktywności wym ieniających etanoloaminę i serynę, które 
stanowiły odpowiednio 74°/o i 65°/n aktywności natywnych mikrosomów 
[72].

Zmiana warunków solubilizacji i chromatografii na Sepharose 4B oraz 
dwukrotny rozdział na DEAE-celulozie z użyciem różnych eluentów umoż
liw iły  wyodrębnienie aktywności enzymatycznej wym ieniającej serynę 
[59]. Uzyskano jej 37-krotne oczyszczenie z wydajnością 2-5%>. A k tyw 
ność specyficzna wbudowywania seryny wynosiła 370 nmoli/mg białka/ 
godz. Stwierdzono jednak, że oczyszczony enzym pozostający w  eluencie 
(0,2 M NaCl) był aktywny tylko w  ciągu 24 godzin. W  kolejnych próbach 
[61] oczyszczania tego enzymu obniżono stężenia obu detergentów, wzbo
gacając medium w (3-merkaptoetanol. W  otrzymanym preparacie wykaza
no aktywność enzymów wymieniających etanoloaminę i serynę, natomiast 
aktywność cholinowa była niemierzalna. W  procedurze pominięto etap 
wysalania siarczanem amonu, aby zapobiec reagregacji enzymów, nanosząc 
mikrosomalny ekstrakt detergentowy wprost na kolumnę z Sepharose 
CL-4B. Eluowany drugi niski szczyt białkowy zawierał 80°/o aktywności 
enzymów wymieniających serynę i etanoloaminę. Preparat ten zachowy
wał aktywność w  ciągu kilku miesięcy. Z materiału tego, po chromatogra
fii na kolumnie z phenyl-Sepharose 4B odzyskiwano obie aktywności w y
mieniające w  skokowym gradiencie Tritonu X-100. Frakcje eluowane 0,4°/o 
roztworem  Tritonu X-100 w ykazywały najwyższą aktywność specyficzną. 
Inne detergenty: Miranol H2M, cholan sodu, oktyloglukozyd zastosowane 
do elucji hamowały aktywności wymieniające etanoloaminę i serynę. Pre
parat wirowano w  gradiencie glicerolu i poddawano elektroforezie na żelu 
agarozowopoliakryloamidowym w  warunkach niedenaturujących. A k tyw 
ności wym ieniające etanoloaminę i serynę m igrowały w żelu wspólnie, co 
sugerowało, że mają ten sam ciężar molekularny. Aktywność wym ienia
jącą serynę oczyszczono 43-razy, a wymieniającą etanoloaminę 76-razy w 
porównaniu z aktywnościami zsolubilizowanego preparatu błon. Stosunek 
obydwu aktywności był stały w trakcie preparatyki. Aktywność specyficz
na wym iany seryny wynosiła 240, a etanoloaminy 405,8 nmola/mg białka/ 
godz. W  elektroforezie na żelu poliakryloamidowyim z użyciem SDS uzys
kano jeden prążek białkowy o masie około 100 kDa, co świadczy o homo- 
genności preparatu. Jak sugerują autorzy tej pracy, w mikrosomach móz
gu szczura funkcjonuje jeden enzym wym ieniający etanoloaminę i serynę,
o dwóch specyficznych miejscach wiążących.

Przedstawione pow yżej prace są jedynymi, udokumentowanymi pró
bami oczyszczenia enzym ów wymieniających zasady. W yniki tych badań 
są jednak sprzeczne. Udział zatem jednego lub kilku enzymów w reakcjach 
wym iany zasad w mikrosomach mózgu szczura, a także w  innych tkan-
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kach pozostaje nadal kwestią otwartą. Być może w  rozwiązaniu tej kwestii 
będą pomocne coraz bardziej doskonałe metody solubilizacji i chromato
grafii, a także badania genetyczne umożliwiające wyizolowanie genu lub 
genów, odpowiedzialnych za syntezę tych enzymów.

V. Asymetryczne rozmieszczenie w płaszczyźnie poprzecznej błony 
mikrosomalnej enzymów wymieniających zasady

Endoplazmatyczne retikulum jest głównym  miejscem syntezy fosfo li
pidów w  komórce. Tu syntetyzowane fosfolip idy wykorzystywane są w  
biogenezie innych błon komórki. Dlatego też rozmieszczenie enzymów syn
tezy i degradacji fosfolip idów  w  dwuwarstwie lipidowej tej błony oraz 
dostępność ich centrów aktywnych od strony cytoplazmatycznej bądź ek- 
stracytoplazmatycznej budzi zrozumiałe zainteresowanie. Wśród używa
nych metod najpowszechniejsze to: traktowanie badanych błon enzymami 
proteolitycznym i (np. trypsyną, chymotrypsyną, pronazą) oraz chemiczne 
znakowanie określonych grup (np. aminowej) nowo-zsyntetyzowanych 
fosfolipidów. Stosowane jest też trawienie różnymi fosfolipazami (A 2, C, 
D), bądź dla lokalizacji fosfolipidowego produktu, bądź dla określenia jaki 
fosfolip id jest wymagany dla aktywności danego enzymu. W e wszystkich 
przypadkach istotne jest, aby enzym y i znakujące związki nie przechodzi
ły  do wewnętrznej warstwy lipidowej badanej błony. Kierując zain
teresowanego czytelnika do wcześniej opublikowanego artykułu na łamach 
Postępów Biochemii, w  którym  metody te zostały dokładniej omówione 
[2] zatrzym am y się tutaj jedynie nad rozmieszczeniem enzymów wym iany 
zasad w  płaszczyźnie poprzecznej błony mikrosomalnej. Dane, które 
przedstawimy uzyskano głównie badając tkanki mózgową i wątrobową. 
Spośród trzech aktywności wym ieniających zasady najbardziej zgodne w y 
niki uzyskano w  przypadku aktywności enzymatycznej wym ieniającej cho
linę. W  obu w yżej wym ienionych tkankach centrum aktywne tego enzy
mu, podobnie jak cholinofosfotransferazy (EC 2.7.8.2) [73— 75] zlokalizo
wano po stronie cytoplazmatycznej błony, a więc zewnętrznej pęcherzy
ków mikrosomalnych uzyskanych po fragmentacji tkanki. Mikrosomy obu 
tkanek trawione enzymami proteolitycznym i traciły bowiem aktywność 
enzymu wymieniającego cholinę bez uszkodzenia integralnej struktury 
błony. M ikrosomy mózgu traktowano także niskimi stężeniami rtęciodek- 
stranu, który podobnie jak enzym y proteolityczne hamował aktywność 
wymieniającą cholinę [75]. Trawienie fosfolipazą C powodowało również 
hamowanie aktywności wym ieniającej cholinę, która w  tym  jednak przy
padku była przywracana dodaniem azolektyny [76]. Warto przy tym  pa
miętać, że około 80% całkowitej zawartości fosfatydylocholiny w  błonie 
mikrosomalnej wątroby szczura znajduje się w  zewnętrznej, cytoplazma
tycznej warstwie [77].
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W  podobny sposób badana była aktywność wymieniająca etanoloaminę, 
jednakże otrzymane wyniki odnośnie jej lokalizacji w  płaszczyźnie po
przecznej błony są rozbieżne, a interpretacja ich bardziej skomplikowana. 
W e wcześniejszych doświadczeniach na mikrosomach mózgu wykazano, że 
aktywności wym ieniające etanoloaminę i serynę w  przeciwieństwie do 
aktywności wym ieniającej cholinę są n iewrażliwe na trawienie trypsyną
1 dopiero potraktowanie pęcherzyków roztworem  taurocholanu prowadzi 
do ich inaktywacji [76]. Użycie kwasu trójnitrobenzenosulfonowego 
(TNBS) w  dalszych badaniach zarówno mikrosomów mózgu [78] jak i w ą
troby [79] przybliżyło wyjaśnienie tego zagadnienia. TNBS jest związkiem, 
który w  pewnym zakresie stężeń i w  odpowiedniej temperaturze nie prze
chodzi przez błonę. Reagując z grupą aminową amin I-rzędowych tw orzy 
kompleks m ożliwy do oznaczenia spektrofotometrycznie. Po przeprowa
dzonej reakcji wym iany z użyciem radioaktywnej etanoloaminy TNBS 
posłużył do stwierdzenia lokalizacji produktu, a więc nowo-zsyntetyzo- 
wanej fosfatydyloetanoloaminy. W  obu frakcjach mikrosomalnych w yka
zano, że występuje ona w  warstwie zewnętrznej, a więc cytoplazmatycz- 
nej. W  przypadku mikrosomów mózgu szczura tylko 24°/a całkowitej za
wartości fosfatydyloetanoloaminy reagowało z TNBS. Odpowiada to jed
nak całej fosfatydyloetanoloaminie zewnętrznej w arstwy błony mikroso- 
malnej. W ynik ten wskazuje na lokalizację aktywności wym ieniającej 
etanoloaminę po stronie cytoplazmatycznej. Przem awiają również za tym  
wyniki badań z zastosowaniem trawienia pronazą i „miareczkowania”  rtę- 
ciodekstranem szorstkiego retikulum endoplazmatycznego mózgu [80]. U ży 
cie TNBS umożliw iło także zlokalizowanie w  mikrosomach wątroby en
zymu wym ieniającego etanoloaminę, jak i produktu reakcji w  zewnętrznej 
(cytoplazmatycznej) warstw ie błony [79]. Wykazano ponadto, że dodanie 
EDTA po przeprowadzonej reakcji wym iany hamuje transport fosfatydy
loetanoloaminy do wewnętrznej warstwy. W  obecności jonów Ca2+ po
2 min reakcji wym iany z radioaktywną etanoloaminą aktywność specy
ficzna powstającej fosfatydyloetanoloaminy była 3-krotnie wyższa w  ze
wnętrznej warstwie niż w  wewnętrznej, natomiast po 30 min ulegała w  
obu warstwach wyrównaniu. Wskazuje to na szybkie przemieszczanie się 
produktu wewnątrz błony [79]. Z badań sztucznych błon lipidowych, zbu
dowanych z dwuwarstwy wynika, że istotną rolę przy przemieszczaniu się 
fosfatydyloetanoloaminy odgrywa fosfatydyloseryna. Po dodaniu jonów 
Ca2+ ulega ona (a także inne kwaśne fosfolip idy) szybszej dyfuzji lateral- 
nej umożliwiając przemieszczanie się fosfatydyloetanoloaminy w  form ie 
heksagonalnej I In pomiędzy obiema monomolekularnymi warstwami [81].

Przeciwstawną lokalizację aktywności wym ieniającej serynę wykaza
no w  mikrosomach wątroby i mózgu. W  mikrosomach wątroby za pomocą 
trawienia chymotrypsyną ustalono je j obecność w  zewnętrznej warstw ie 
[74], W  mikrosomach mózgu wyniki trawienia trypsyną, chymotrypsyną, 
pronazą, „m iareczkowania”  rtęciodekstranem, a także inkubacji z TN B S
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po wym ianie znakowanej seryny wskazują na je j obecność w  warstw ie 
wewnętrznej (ekstracytoplazmatycznej) [82]. W  przypadku mikrosomów 
wątroby nie wykazano hamującego wpływu rtęciodekstranu na aktywność 
wym ieniającą serynę, co jest w  pewnej sprzeczności z obserwowaną inak- 
tywacją pod w pływ em  chymotrypsyny. Proteoliza białek po stronie cyto- 
plazmatycznej może jednak powodować inaktywację centrum aktywnego 
po stronie wewnętrznej błony [74]. Odmienne rozmieszczenie aktywności 
enzymatycznej wym ieniającej serynę może być także spowodowane spe
cyficznością tkankową. Należy również pamiętać, że preparat mózgowych 
mikrosomów jest bardziej heterogenny i zawiera prawdopodobnie w ięcej 
zanieczyszczeń fragmentami błon komórkowych, a także pochodzi z róż
nych rodzajów komórek.

Bardzo ciekawe jest, wykazane niedawno, utrzymanie asymetrii w  roz
mieszczeniu aktywności enzymatycznej wym ieniającej etanoloaminę w 
reagregujących mózgowych pęcherzykach mikrosomalnych po solubiliza- 
c ji roztworem  oktyloglukozydu i jego oddializowaniu [83, 84]. Procedura 
reagregacji składników białkowo-lipidowych tych pęcherzyków wymaga 
obecności jonów Ca2+ bądź M g2+ w  medium dializacyjnym  i jest wyższa 
w  pH 6, aniżeli w  alkalicznym. Stwierdzono, że dodana egzogenna fosfaty- 
dyloetanoloamina hamuje aktywność wymieniającą cholinę w  m iejszym 
stopniu niż wymieniającą etanoloaminę, podczas gdy fosfatydylocholina 
nie wpływa na wymianę choliny, natomiast aktywuje wymianę etanoloa
m iny [84].

VI. Genetyczna regulacji biosyntezy fosfolipidów drogą wymiany zasady

Izolowanie i charakterystyka biochemiczna komórek wykazujących 
specyficzne mutacje enzymatyczne umożliwia wyjaśnienie mechanizmu 
kontrolującego metabolizm fosfolipidów i określenie znaczenia reakcji w y 
m iany zasad. Bardzo dobrym materiałem do badań genetycznych dotyczą
cych metabolizmu fosfolipidów w  komórkach ssaków okazały się hodowa
ne in v itro  komórki jajnikowe chińskiego chomika (Chinese hamster ovary 
cells, w  skórcie CHO-K1). Komórki te wymagają podłoża, zawierającego 
cholinę. W  warunkach zahamowanej endogennej syntezy fosfatydylocho
liny wykorzystują one do wzrostu egzogenne fosfolipidy cholinowe: fos- 
fatydylocholinę i lizofosfatydylocholinę, obecne w  surowicy cielęcej do
dawanej do pożywki [85]. Komórki CHO-K1 hodowane w nieobecności 
choliny w  pożywce wykazują znaczne zmiany aktywności dwóch enzymów 
biorących udział w  metabolizmie fostatydylocholiny, a mianowicie cyty- 
dylilotransferazy CTP: cholinofosforan (EC 2.7.7.15) i enzymu wym ienia
jącego cholinę. Aktywność pierwszego z tych enzymów rośnie, podczas 
gdy drugiego maleje o około 50°/o. Dodanie choliny do medium jej pozba

http://rcin.org.pl



[17] W YM IAN A  ZASAD FOSFOLIPIDÓW 621

wionego powoduje szybki wzrost aktywności enzymu wymieniającego cho
linę i spadek aktywności cytydylilotransferazy. Aktywność pozostałych 
enzymów, biorących udział w  szlaku syntezy de novo , nie ulega zmianie. 
Również aktywności wymieniające etanoloaminę i serynę pozostawały 
niezmienione w  komórkach hodowanych z choliną i bez niej. Wartość K m 
względem  aktywności wym ieniającej cholinę pozostawała stała niezależnie 
od obecności choliny, natomiast po dodaniu choliny obserwowano 3-krotne 
zwiększenie wartości V max tego enzymu. W  komórkach hodowanych w  nie
obecności choliny zmniejsza się również powinowactwo aktywności w y 
mieniającej cholinę względem Ca2+. Dodanie fosfatydylocholiny z żółtka 
jaja przywracało aktywność tego enzymu w  komórkach hodowanych w  
nieobecności choliny do poziomu takiego jak w  komórkach hodowanych 
w  jej obecności, a także zwiększało powinowactwo enzymu wym ieniają
cego cholinę względem  Ca2+. Cykloheksimid, blokujący syntezę białek 
komórkowych de novo, całkowicie hamuje aktywność wymieniającą cho
linę w  hodowlach prowadzonych bez choliny. N ie wpływa on natomiast 
na aktywność cytydylilotransferazy i enzymu wymieniającego cholinę w  
komórkach hodowanych w  obecności choliny, a także na zmiany aktyw 
ności tych enzymów obserwowane po dodaniu choliny do hodowli pro
wadzonej uprzednio bez niej [85].

Po zastosowaniu czynnika mutagennego (etylo-metanosulfonianu) w y 
selekcjonowano linię komórek CHO o obniżonej aktywności wym ieniają
cej cholinę [86]. Komórki tej linii, oznaczone jako CHO-64, charakteryzo
w ały się wrażliwością wzrostową na podwyższoną temperaturę. W  tempe
raturze 33°C i 40°C aktywność specyficzna enzymu wymieniającego cho
linę tych komórek odpowiadała 13°/o i 6%  aktywności komórek rodziciel
skich CHO-K1. Kom órki CHO-64 hodowane w  40°C wykazywały 
zmniejszoną w  stosunku do komórek rodzicielskich o około 50°/o 
zawartość fosfatydyloseryny. Stwierdzono także, że fosfatydylosery- 
na dodana w  postaci liposomów wzmagała szybkość wzrostu ko
mórek mutantów do obserwowanej dla komórek CHO-K1. W  przy
padku tych ostatnich nie obserwowano wpływu egzogennej fos
fatydyloseryny. Aktywności wymieniające etanoloaminę i serynę były w  
komórkach CHO-64 obniżone o około 50% w  stosunku do obserwowanych 
w komórkach rodzicielskich. Uzyskane szczepy mutanta CHO-64 z przy
wróconą odpornością na temperaturę 40°C miały natomiast analogiczny jak 
komórki rodzicielskie CHO-K1 skład fosfolipidów, zawartość fosfatydylo
seryny oraz wszystkie trzy aktywności wymieniające zasady. Na podsta
wie tych wyników  autorzy sugerują, że za cechy charakterystyczne mu
tanta CHO-64 jest odpowiedzialna pojedyncza mutacja w  genie struktu
ralnym kodującym enzym wym ieniający cholinę, a nie defekt w  post- 
translacyjnej m odyfikacji białka. Postulują oni również występowanie w  
komórkach CHO-K1 co najmniej dwóch rodzajów enzymów wymieniają-
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cych zasady, z których pierwszy katalizowałby wymianę choliny, etanolo- 
aminy i seryny (defekt którego przejawia się w  komórkach mutanta CHO- 
64) oraz drugiego funkcjonującego normalnie i wykorzystującego serynę 
i (lub) etanoloaminę jako substrat reakcji.

Badania nad w pływ em  egzogennej fosfatydyloseryny na biosyntezę de 
novo tego fosfolipidu w  komórkach CHO-K1 kontynuowano, mierząc in
korporację S2P-ortofosforanu dodanego do środowiska [87]. Wykazano, że 
wbudowanie fosforanu do komórkowej fosfatydyloseryny zależy od stęże
nia egzogennej fosfatydyloseryny, a także, że wysokie jej stężenia hamu
ją znakowanie fosfatydyloetanoloaminy tylko częściowo. Inne fosfo lip idy 
jak: fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol 
i sfingomielina dodane do medium, nie hamują ich endogennej syntezy, 
a ponadto wbudowywanie 82P-fosforanu do tych fosfolipidów nie jest zależ
ne od fosfatydyloseryny. Hamowanie /przez egzogenną fosfatydyloserynę 
wbudowywania 32P-fosforanu do endogennej fosfatydyloseryny mogło być 
spowodowane bądź zmniejszoną endogenną syntezą bądź zwiększoną szyb
kością metabolizmu nowo-zsyntetyzowanego fosfolipidu. Doświadczenia, 
w  których mierzono inkorporację znakowanej L-seryny do endogennej 
fosfatydyloseryny w  obecności i nieobecności egzogennej fosfatydylosery
ny, a także inne wykazały, że przyczyną hamowania jest ograniczona en
dogenna synteza tego fosfolipidu. Egzogenna fosfatydyloseryna ulega 
wbudowaniu do komórek i może być wykorzystana w  biogenezie błon. 
Fosfolipid ten obecny w  medium wzrostowym przez 10 generacji komó
rek, a także dodany do mieszaniny reakcyjnej, nie hamuje aktywności en
zymu wym ieniającego serynę.

Wyhodowano także auksotrofy (phosphatidylserine auxotroph, w  skró
cie PSA-3 ) komórek CHO-K1 wymagające bezwzględnie egzogennej fos
fatydyloseryny do wzrostu [88]. Mutanty PSA-3 nie syntetyzowały fosfa
tydyloseryny i w ykazyw ały utratę aktywności wym ieniającej serynę w  
77°/o w  stosunku do komórek rodzicielskich. Aktywność wymieniająca 
etanoloaminę była obniżona do 45% w  stosunku do komórek CHO-K1, 
a wymieniająca cholinę aż do 1%. Wykazano również, że dodanie egzogen
nej choliny hamuje w  60% aktywność wymieniającą serynę w  komórkach 
rodzicielskich, a jest bez wpływu w  komórkach mutanta. Minimalna ilość 
etanoloaminy hamuje prawie zupełnie aktywność wymieniającą serynę w  
komórkach PSA-3 i CHO-K1. W  tych ostatnich seryna i etanoloamina w  
bardzo małych stężeniach hamują aktywność wymieniającą cholinę. Na 
podstawie podanych w yżej wyników  autorzy postulują dwie aktywności 
wymieniające serynę: enzym I —  katalizujący reakcję wym iany choliny, 
etanoloaminy i seryny oraz enzym II* —  katalizujący reakcję wym iany 
etanoloaminy i seryny. Mutant PSA-3 wykazuje defekt w  enzymie I nie
zwykle istotny dla syntezy fosfatydyloseryny i wzrostu komórek. Zawar

* Enzym II  odpowiadałby oczyszczonemu enzymowi z mikrosomów mózgu [61]
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tość fosfatydyloetanoloaminy w komórkach tego mutanta po 2 dniach 
wzrostu bez fosfatydyloseryny obniża się 2-krotnie w  porównaniu z jej 
ilością w  komórkach rodzicielskich, co sugeruje, że fosfatydyloseryna jest 
głównym  prekursorem syntezy fosfatydyloetanoloaminy. Wniosek ten po
twierdza wcześniejsze w yniki badań z użyciem komórek nerek noworodka 
chomika (baby hamster kidney cells, w  skrócie BHK-21) [89] i komórek 
CHO-K1, oraz wykazujących defekt w  biosyntezie fosfatydyloetanoloami
ny drogą z udziałem CDP-etanoloaminy komórek mutanta CHO (linia 
888.3) [90].

Inkubacja komórek CHO-K1 w  obecności znakowanej 82P-fosfatydylo- 
choliny prowadziła do akumulacji wewnątrz oprócz tego fosfolipidu także 
radioaktywnej fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy. Powstawania 
tych dwóch ostatnich fosfolip idów  nie zaobserwowano w  komórkach mu
tanta PSA-3, co wskazuje, że fosfatydylocholina nie była tu substratem w  
reakcji wymiany. Synteza radioaktywnej fosfatydyloseryny podczas inku
bacji z 32P-fosfatydyloetanoloaminą była wyższa w  komórkach mutanta 
niż w  rodzicielskich. Mutant rósł normalnie w  obecności fosfatydylosery
ny jak i fosfatydyloetanoloaminy [91]. W ynik i te jeszcze raz potwierdzają 
defekt enzymu I wym ieniającego serynę. Autorzy proponują następujący 
schemat biosyntezy fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoam iny w  komór
kach CHO-K1 (Ryc. 1). Podobnie, fosfatydylocholina jest preferowanym

Ryc. 1. Drogi biosyntezy fosfatydyloseryny w  komórkach CHO-K1 według [91]. 
Objaśnienia skrótów: PC — fosfatydylocholina, PS — fosfatydyloseryna, PE — fosfaty- 
dyloetanoloamina, S — seryna, E — etanoloamina, DG — diacyloglicerol, CDP-E —  
cytydynodifosforan etanoloaminy.

substratem reakcji wym iany seryny w  syntezie fosfatydyloseryny w  
stransformowanych wirusem SV-40 liniach mysich fibroblastów (STU 51A/ 
232B) [45] i zmutowanych liniach (M.9.1.1.) komórek CHO-K1, które w y 
magały etanoloaminy do wzrostu [92]. Mutant M.9.1.1. jest zupełnie pozba
wiony aktywności wym ieniającej cholinę, a aktywności wym ieniające se
rynę i etanoloaminę są niższe o około 50% w  stosunku do oznaczonych w  
komórkach rodzicielskich.
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V II. Rola biologiczna reakcji wym iany zasad

W  poprzednich rozdziałach omówiono metody częściowego oczyszczania 
enzym ów wymieniających zasady fosfolipidów. Podano ich właściwości 
i występowanie w  różnych tkankach, a także uzyskane na podstawie ba
dań genetycznych informacje o regulacji reakcji wym iany zasad. Pomimo, 
że wiedza na temat tych reakcji rozszerzyła się znacznie w  ciągu ostatnich 
lat nie wyjaśniono ostatecznie ich biologicznej funkcji.

Reakcje wym iany zasad prowadzą do zmian w  polarnej części fos fo li
pidów, a także umożliwiają powstawanie nowych ich rodzajów molekular
nych. Proces ten może mieć istotne znaczenie dla „naprawy” i odtwarza
nia błon, a także dla m odyfikacji właściwości fizykochemicznych błon bio
logicznych (zmiana płynności). Strukturalne przekształcenia fosfolip idów  
mogą pośrednio wpływać na zmianę konformacji białek błonowych, a więc 
enzymów i receptorów. Szereg fosfolipidów w  znaczący sposób wpływa 
na aktywność niektórych enzymów. Należą do nich m iędzy innymi: A T P -  
aza transportująca N a+/K+ [93], ATPaza transportująca Ca2+ [94], fosfa
taza glukozo-6-fosforanu [58], dehydrogenaza (3-hydroksymaślanu [58], ki- 
naza białkowa C [95, 96], Inkorporacja etanoloaminy drogą reakcji w y 
miany zasady stymuluje aktywność A T P azy  transportującej N a+/K+ w 
mikrosomach mózgu szczura, natomiast reakcja wym iany seryny prowadzi 
do obniżenia aktywności tego enzymu [93]. Podobny efekt obserwowano 
w przypadku frakcji mitochondrialnych kraba E riocheir sinensis [97]. Fos- 
fatydyloseryna, która jest syntetyzowana wyłącznie drogą wym iany sery
ny w  tkankach zwierzęcych jest niezbędnym aktywatorem kinazy białko
w ej C. Cztery cząsteczki fosfolipidu w  błonie wiążą się poprzez grupy 
karboksylowe z jednym kationem wapniowym, tworząc kompleks do któ
rego przyłącza się kinaza C swoją podjednostką regulatorową. Bardzo 
ważna dla aktywności kinazy C jest obecność nienasyconych kwasów tłusz
czowych w  cząsteczce fosfatydyloseryny.

Istotna jest obserwacja wzajemnego hamowania aktywności enzymów 
wym ieniających zasady w  płytkach krw i królika [27]. Może ona mieć zna
czenie in  vivo. W  komórkach tych oznaczone fizjologiczne stężenia w ol
nych zasad wynosiły: seryny 1,1 mM, etanoloaminy 0,40 mM i choliny
0,33 mM. W  doświadczeniach, w  których porównywano inkorporację każ
dej ze znakowanych 14C zasad w  nieobecności i obecności dwóch pozosta
łych nieznakowanych, wszystkie zasady użyto w  stężeniach podanych po
w yżej. Stwierdzono, że inkorporacja etanoloaminy jeat hamowana przez 
serynę i cholinę w  około 70%, a inkorporacja choliny w  około 90% przez 
serynę i etanoloaminę, natomiast inkorporacja seryny jest hamowana 
przez etanoloaminę i cholinę tylko w 4-17%. W ynik ten sugeruje, że w  
warunkach fizjologicznych może zachodzić jedynie reakcja wym iany se
ryny. Jest to, jak dotychczas jedyny przykład wzajem nej współzależności
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enzymów wym iany zasady. Czy zjawisko to ma miejsce również w  innych 
tkankach i w  warunkach in  v ivo  pozostaje nadal sprawą otwartą.

Omówione w yżej badania wskazują na istotne znaczenie reakcji w y 
miany seryny. Powstająca tą drogą w  endoplazmatycznym retikulum 
fosfatydyloseryna transportowana jest do mitochondriów, gdzie ulega de- 
karboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy [9, 98]. N ie wiadomo jednak, czy 
tak tworzona fosfatydyloetanoloamina staje się składnikiem innych błon 
komórki.

Artykuł otrzymano 2 czerwca 1987 r.
Zaakceptowano do druku 23 czerwca 1987 r.
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LESZEK KLECZKO W SKI*

„Aktywaza” karboksylazy/oksygenazy rybulozo-l,5-difosforanu 
i fosforan karboksyarabinitolu —  klucze do zrozumienia 
mechanizmu regulacji fotosyntezy?

Rubisco „activase” and carboxyarabinitol phosphate —  keys to photosyn
thesis?

Ostatni rok przyniósł dwa odkrycia w  dziedzinie fotosyntezy, które —  
wydaje się —  zasadniczo zmienią nasze zrozumienie regulacji mechani
zmów asym ilacji węgla przez rośliny wyższe. Pierwsze z nich [1, 2, 3] do
tyczy identyfikacji czynnika białkowego odpowiedzialnego za aktywację 
karboksylazy/oksygenazy RuBP (Rubisco), enzymu katalizującego pierw 
szą reakcję cyklu Calvina (karboksylacja RuBP), a także pierwszą reakcję 
fotooddychania (oksygenacja RuBP). Ów czynnik białkowy, nazwany ,,ak- 
tywazą”  Rubisco, występuje w  stromie chloroplastów i jest silnie akty
wowany przez światło, umożliwiając optymalne funkcjonowanie karboksy 
lazy w  warunkach atmosferycznego (0.03%>) stężenia C 0 2. Drugie odkrycie 
[4] w iąże się z identyfikacją endogennego inhibitora aktywności Rubisco, 
1-fosforanu 2-karboksy-D-arabinitolu (CAP ), który jest syntetyzowany w 
ciemności i degradowany w  czasie ekspozycji rośliny na światło. Zarówno 
„aktyw aza” Rubisco jak i C A P  stanowią zupełnie nowy koncept regulacji 
Rubisco, a co za tym  idzie regulacji procesu fotosyntezy jako całości.

Mechanizm regulacji aktywności Rubisco jest jednym z najbardziej 
złożonych zagadnień biochemii roślin. Enzym ten po wyizolowaniu z liści 
lub chloroplastów wymaga skomplikowanego procesu aktyw acji przez 
CO, i M g2+ zanim osiągnie katalityczną aktywność, która z regu ły jest 
niższa od aktywności procesu fotosyntezy in v ivo  [5, 6], Aktyw acja  Rubis
co przez C 0 2 i Mg2+ była niedawno omawiana na łamach Postępów Bio
chemii [7], i wystarczy tu tylko przypomnieć, że proces ten wym aga przy
łączenia kolejno cząsteczki C 0 2 i M g2+ do centrum aktywnego Rubisco. 
Powstały kompleks enzym-Co2-M g2+ jest katalitycznie aktywną formą 
Rubisco [6], Z drugiej strony jednak, pewne własności procesu aktywacji 
in v itro  nie pokrywają się z fizjologicznym i obserwacjami fotosyntezy. 
Najbardziej uderzające jest, że pełna aktywacja wyizolowanego enzymu,

*Dr, Zakład Fizjologii Roślin, Instytut Biologii Roślin, Akademia Rolnicza, ul. 
Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa.
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odpowiadająca tej która jest wymagana dla procesu fotosyntezy in vivo, 
następuje tylko przy bardzo wysokich niefizjologicznych stężeniach C 0 2 
i M g2+ [2, 3, 6, 8], podczas gdy pomiary stanu aktywacji w  liściach w yka
zały, że enzym ten jest w  pełni aktywowany przez atmosferyczne stężenie 
COz [3, 9, 10]. Odkrywcy „aktyw azy” Rubisco, S a l v u c c i  i w s p .  [1, 
2], sugerują, że optymalna aktywacja Rubisco na świetle przy fiz jo log icz
nym  poziomie C 0 2 jest wynikiem  reakcji pomiędzy Rubisco i „aktyw azą” , 
co prowadzi w  konsekwencji do podwyższenia powinowactwa Rubisco dla 
COj. Reakcja ta najprawdopodobniej polega na zmianie konfiguracji struk
tury Rubisco, ułatwiając dostęp COz do centrum aktywnego enzymu.

Inna sprzeczność wynika z faktu, że aktywność Rubisco in  v ivo  jest 
stymulowana przez światło [8, 9, 10, 11, 12]. Aktyw acja  ta jest z reguły 
przypisywana wzrostowi pH i (M g2+) w  stromie chloroplastów pod w p ły 
wem światła. Z drugiej strony, zmiany w  wartościach pH i (M g2+) w ym a
gają dużo mniejszej intensywności światła niż aktywacja [9, 13] i są nie
wystarczające, by tłumaczyć nimi wysoki poziom aktywacji Rubisco na 
świetle in v ivo  [6], Udział „aktyw azy” Rubisco w  tym  procesie został w y- 
dedukowany już wcześniej na podstawie doświadczeń z mutantem A ra - 
bidopsis thaliana, który nie posiada zdolności do pełnej aktywacji Rubisco, 
podczas gdy mechanizm aktywacji przez C 0 2 i Mg2+ przebiega u niego 
normalnie [10]. Badania S a l v u c c i e g o  i w s p .  [1, 2] a także P o r -  
t i s a i w  s p. [3] pozw oliły na precyzyjniejsze określenie własności 
„aktyw azy” , a przede wszystkim dostarczyły dowodów na aktywację tego 
regulatorowego białka przez światło.

Obecność endogennej publi CAP, inhibitora Rubisco [4], zapewne także 
w pływ a na wielkość aktywacji tego enzymu wywołanej przez światło. 
P ierwszym i badaczami, którzy zasugerowali działanie endogennego inhibi
tora Rubisco, byli V  u i w s p .  [14]. Postulowali oni, że związek ten 
łączy się z nieaktywnym enzymem, utrudniając —  w  przeciwieństwie do 
„aktyw azy” opisanej przez S a l v u c c i e g o  i w s p .  [1] —  aktywację 
Rubisco przez C 0 2 i M g2+. Hipoteza ta znalazła eksperymentalne potw ier
dzenie w  badaniach G u t t e r i d g e ’ a i w s p .  [4], a nieco wcześniej w  
pracy S e r v a i t e s a  [15], k tóry wykazał, że w  ciemności Rubisco jest 
inhibowana przez niskocząsteczkowy związek chemiczny zaw ierający gru- 
pę(y) fosforanową(e) i przyłączający się do aktywnego centrum enzymu 
uniemożliwiając katalizę.

C A P  przypomina swoją budową chemiczną 1,5-difosforan 2-karboksy- 
D-arabinitolu, który jest prawdopodobnie produktem pośrednim reakcji 
karboksylazy i ma bardzo wysokie powinowactwo do enzymu (K i =  10-11 
M ) [16]. K inetyka inhibicji Rubisco przez C AP  i jego analogi była ostatnio 
skrupulatnie badana [16, 17], ale dane przytoczone przez G u t t e r i d 
g e ’ a i w s p .  [4] są pierwszymi, które opisują występowanie takiego in
hibitora in vivo.
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Pomimo że mechanizmy syntezy C A P  w  zaciemnionych liściach i jego 
degradacji na świetle są nieznane, wydaje się niemal pewne, że fiz jo lo 
giczna funkcja C A P  związana jest z inhibicją Rubisco w  ciemności. Proces 
degradacji tego inhibitora na świetle jest prawdopodobnie w  dużej m ierze 
odpowiedzialny za zjawisko tzw. indukcji fotosyntetycznej. K iedy liście 
są oświetlone, asymilacja C 0 2 wykazuje pewne opóźnienie (faza indukcji), 
trwające nieraz kilkadziesiąt minut, zanim fotosynteza osiągnie swą mak
symalną aktywność [6, 8, 9, 10, 11]. Dotychczas sądzono, że konieczność 
autokatalitycznego wzrostu poziomu RuBP, substratu Rubisco, jest g łów 
nym czynnikiem tego opóźnienia [8, 9]. W ynik i opublikowane przez G u t - 
t e r i d g e ’ a i w  s p. [4] wskazują, że proces obniżania endogennego stę
żenia C A P  w  oświetlonych liściach może stanowić dodatkowy czynnik, 
bodajże najważniejszy, dla osiągnięcia pełnej aktywności przez Rubisco. 
Udziału „aktyw azy” Rubisco [1, 2, 3] w  tym  procesie także nie można 
wykluczyć.

Podobnie można by tłumaczyć dotychczas nie wyjaśnione zjawisko 
zmian specyficznej aktywności Rubisco w  zależności od warunków św ietl
nych panujących bezpośrednio przed ekstrakcją enzymu z liści [14, 15, 18].

W  chw ili obecnej wydaje się pewne, że odkrycia „aktyw azy” Rubisco 
i regulacyjnej roli C A P  stanowią przełom w  dotychczasowym rozumieniu 
mechanizmów kontroli fotosyntezy. Prace te tłumaczą szereg pozornie 
sprzecznych wcześniejszych obserwacji dotyczących regulacji Rubisco
i fotosyntezy i tworzą podstawę nowego podejścia do problemu komplek
sowej regulacji procesu asymilacji węgla w  przyrodzie.

Artykuł otrzymano 9 kwietnia 1987 r.
Zaakceptoioano do druku 1 maja 1987 r.
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1. Wprowadzenie

W raz z wprowadzeniem szybkich metod sekwencjonowania kwasów 
nukleinowych, syntezy mieszanych sond oligonukleinowych i komputero
w ej analizy sekwencji kwasów nukleinowych, użycie pojedynczego sym 
bolu dla określania różnych m ożliwych nukleotydów występujących w  
określonej pozycji sekwencji uzyskało w  ostatnich latach szerokie rozpo
wszechnienie. Podczas gdy użycie symboli R i Y  dla określenia odpowied
nio rybonukleozydów purynowych (A  lub G) i pirym idynowych (C lub T ) 
zostało powszechnie zaakceptowane [1, 2], brak jest uzgodnionych symboli 
oznaczających inne m ożliwe kombinacje. W  ostatnich latach rozpowszech
niło się mnóstwo różnorodnych systemów [3— 12]. W  jednym ze skraj
nych przypadków kombinację (C lub G) przedstawia co najmniej pięć róż
nych symboli [3— 5, 9, 12]. A by  uniknąć pomyłek niezbędnym stał się więc 
ujednolicony zestaw symboli.

Zalecana symbolika obowiązywać ma zarówno w  odniesieniu do kwasu 
deoksyrybonukleinowego jak i rybonukleinowego. Zalecane symbole nie 
będą rozróżniać m iędzy D N A  i R N A , zaś symbol T  będzie stosowany we 
wszystkich pozycjach gdzie w  R N A  występuje U. Podobnie, symbole nie 
będą wprowadzały rozróżnienia m iędzy zasadą, nukleozydem i nukleoty
dem. Jeśli nie zaznaczono inaczej, należy przyjąć, że sekwencje mają szkie
let deoksyrybozowy (D N A). Takie zmiany wcześniejszych zaleceń [1, 2] 
wprowadzono w  następstwie znacznego postępu w  technikach sekwencjo
nowania D NA, który sprawił, że obecnie coraz powszechniej wnioskuje się
o sekwencji R N A  na podstawie odpowiednich sekwencji D NA. Ponieważ 
standardowe przedstawienie sekwencji D N A  można w  prosty sposób prze
kształcić w  odpowiadającą je j sekwencję RNA , zamieniając T na U, nie 
przewiduje się aby komputerowe banki danych musiały zawierać odrębne 
zapisy dla RNA . Autorzy powinni jednak zawsze jasno określić, do którego 
łańcucha: D N A  lub R N A  odnosi się dana sekwencja. W  okolicznościach, 
w  których może zajść pomyłka m iędzy D N A  i RNA , należy sekwencję 
poprzedzić małą literą d lub r, podobnie jak podano w  poprzednich zale
ceniach [1, 2]. Ponieważ obecne zalecenia nadają jednoznaczne alfabetycz
ne symbole każdej kombinacji nukleotydów, użycie dużych i małych liter 
nie prowadzi do pomyłek. Jednakże możliwa jest pomyłka m iędzy r (ry - 
boza) i R  (puryna), a więc należy zachować ostrożność w  tych rzadkich 
przypadkach, gdy różnorodne symbole występują obok siebie. Należy pod
kreślić, że chociaż doradza się stosowanie symboli pisanych dużymi lite
rami, to jednak obecne zalecenia nie mają wywołać uprzedzeń co do moż
liwego przyszłego stosowania dla specjalnych celów przeciwstawnych ma
łych i dużych liter.

Poprzednio zalecano [1, 2] używanie łączników dla przedstawienia 
wiązań fosfodiestrowych w  znanych sekwencjach nukleotydów. Ze w zglę
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du na nikłe niebezpieczeństwo zajścia pomyłki m iędzy kodonem trójko
w ym  a sekwencją nukleotydów, zalecenia tego nie uważa się obecnie za 
niezbędne. Można więc opuścić łączniki w  sekwencjach, tak jak to uczy
niono w e wszystkich sekwencjach przedstawionych w  tym  dokumencie. 
Jeśli nie zaznaczono inaczej, należy przyjąć, że sekwencję przedstawiono 
od końca 5’ do 3’, aczkolwiek nie zniechęca się do zaznaczania tego faktu.

Chociaż w  piśmiennictwie istnieje już kilka różnych systemów ozna
czania zasad, których struktura nie została w  pełni określona, obecna praca 
nie zawiera systematycznego przeglądu tych systemów. Szczegóły doty
czące poprzednich zaleceń, jak też dane na temat innych systemów można 
znaleźć w  piśmiennictwie [1— 12].

2. Zastosowanie standardowego słownictwa

2.1. Sekwencje w DNA rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne

Większość enzymów restrykcyjnych i właściwych im m etylaz rozpoz
naje proste, jednoznaczne sekwencje nukleotydów w  D NA. Na przykład 
EcoRI i BamHI rozpoznają odpowiednio sekwencje 5’-G A A T T C -3 ’ i 5’- 
G G ATCC-3 ’. N iem niej jednak, do tej powiększającej się wciąż klasy en
zym ów należą też takie, które rozpoznają serie pochodnych sekwencji, 
gdzie w  rozpoznawanej sekwencji w  tej samej pozycji mogą występować 
dwie zasady, lub w ięcej (pełny spis patrz [13]). Na przykład enzym  A val 
rozpoznaje cztery różne sekwencje: 5’-CCCGGG-3’, 5’-CCCG AG -3 ’, 5’- 
CTCGGG-3’, i 5’-CTCGAG-3\ Sekwencję rozpoznawaną przez A v a l można 
więc przedstawić jako 5’-CYCG RG -3 ’, gdzie Y  przedstawia pirym idynę, 
a R -purynę, jak zalecano uprzednio [1, 2]. Jednakże kilka nowo odkrytych 
enzym ów rozpoznaje kombinacje, których nie można przedstawić za po
mocą istniejących symboli. Na przykład AccI rozpoznaje sekwencję 5’- 
G T (A  lub T )(G  lub T )A C -3 ’. Sdul rozpoznaje sekwencję 5’-G (A  lub G lub 
T )G C (A  lub C lub T)C-3\ Obecne symbole uwzględniają takie możliwości.

2.2. Sekwencje w DNA rozpoznawane przez inne enzymy

Enzym y restrykcyjne są wysoce swoiste względem  określonych sek
wencji kwasów nukleinowych. W  przypadku wielu innych enzym ów swo
istość ta nie jest tak silnie wyrażona i symbole mają częściowo zaspokoić 
potrzebę systematycznego przedstawienia cech takich sekwencji. Na przy
kład sekwencje rozpoznawane przez polimerazę R N A  z Escherichia coli 
można przedstawić jako zestawienie dwu sekwencji: 5’-A A (A  lub T )- 
N TN N N (C  lub G )TT G A C A -3 ’ i 5’- (T  lub G )N N T A T A A T -3 ’, oddzielonych 
od siebie przez 13 do 16 nukleotydów [16, 17], gdzie N  przedstawia dowol
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ny nukleotyd. Podobny zabieg można zastosować w  stosunku do sekwencji 
rozpoznawanych przez inne białka wiążące DNA, takie jak np. cząsteczki 
represora.

2.3. Sekwencje w RNA rozpoznawane przez enzymy 
biorące udział w procesie translacji

Jak już wspomniano powyżej, sekwencje R N A  najwygodniej jest 
przedstawić w  postaci odpowiadającego im D NA. Tak więc zasadnicze 
elementy miejsca inicjacji translacji u Escherichia coli można przedstawić 
jako 5’-(G  lub A )(G  lub A )G G G N N N N A N (C  lub T )A T G N N (A  lub T )- 
N N NN N (C , T  lub G) (według [18]). Podobnie miejsca inicjacji translacji 
eukariotycznych m R N A  wydają się być obojęte ogólną sekwencją 5’- 
A N N A T G (G  lub A )-3 ’ [19].

2.4. Degeneracja kodonów

Chociaż istnieją 64 możliwe trip lety kodonowe, kodują one tylko 20 
różnych aminokwasów. Tak więc większość aminokwasów wbudowuje się 
w  rosnący łańcuch polipeptydowy w  odpowiedzi na dwa lub w ięcej róż
nych trip letów  w  m R N A  (patrz [20], praca przeglądowa). Na przykład 
prolinę koduje 5’-CCN-3’, a alaninę 5’-GCN-3 ’. W  innych przypadkach 
sytuacja jest bardziej złożona, jak np. w  przypadku izoleucyny kodowanej 
przez 5 '-AT (T , C lub A )-3 ’. Zauważmy, że pewne aminokwasy (np. seryna) 
mogą być kodowane przez dwie odmienne grupy trip letów  (5’-TCN-3 ’
i 5’-A G (T  lub C)-3’, których nie da się jednoznacznie przedstawić jako 
5’-(T  lub A )(C  lub G) (patrz Tab. 4). Warto zauważyć ,że syntetyczne son
dy oligonukleotydowe do wykrywania sekwencji kodujących białka często 
mają charakter „sond mieszanych” . W tedy w  określoną pozycję polinu- 
kleotydu wbudowuje się mieszaninę dwu (lub w ięcej) nukleotydów, tak 
aby uwzględnić wieloznaczność kodu genetycznego (na przykład [2]). Za
kłada się, że na opisanie takich mieszanin można użyć kodu jednolitero
wego.

2.5. Tworzenie uproszczonych sekwencji 
za pomocą uogólniających symboli

Gdy dwie wyjściowe sekwencje różnią się rodzajem nukleotydu w  
określonej pozycji (np. A  w  jednej, a G w  drugiej), można przedstawić 
uogólnioną, uproszczoną sekwencję, obejmującą obydwa przypadki stosu
jąc kod jednoliterowy w  miejsce dwu różniących się nukleotydów; w  tym  
przypadku R [11].

http://rcin.org.pl



SŁOW NICTW O KW ASÓW  NUKLEINOW YCH 637

2.6. Inne zastosowania

Zakłada się, że symbole będą użyteczne i w  tych przypadkach, w  któ
rych tożsamość nukleotydu nie jest w  pełni określona. Tak więc n iepew
ność, wynikającą przy wstępnej analizie sekwencji nukleotydów można w  
pewnych przypadkach wyrazić za pomocą standardowych symboli.

3. Przypisanie symboli

P rzy  wyborze symboli brano pod uwagę następujące założenia: 1) zgod
ność z dotychczasowym słownictwem IU PA C -IU B ; 2) logiczne pochodze
nie; 3) łatwość zapamiętania; 4) dostępność symboli na standardowej kla
wiaturze maszyny do pisania; 5) historyczny precedens.

3.1. Guanina, adenina, tymina, cytozyna: G, A, T, C

Te symbole jednoliterowe ustalono uprzednio [1, 2] i są one w  po
wszechnym użyciu. Istnieją jednak trudności z rozróżnieniem dużych liter 
G i C na złych kopiach sekwencji. N iem niej jednak nie zaleca się używa
nia alternatywnych symboli na określenie G (takich, jak G przekreślone, 
G). Rozróżnienie małych liter jest znacznie łatwiejsze. Zauważ, że T  i U 
można ogólnie uważać za synonimy, chociaż należy zachować ostrożność 
aby uniknąć dwuznaczności tam, gdzie jest ona prawdopodobna, np. przy 
omawianiu sztucznych hybrydów  D N A  i RNA , oraz tam, gdzie jest wska
zane specyficzne rozróżnienie m iędzy T i U.

i- •
i

3.2. Puryna (adenina lub guanina): R

R jest symbolem zalecanym uprzednio [1,2].

3.3. Pirymidyna (tymina lub cytozyna): Y

Y jest symbolem zalecanym uprzednio [1,2].

3.4. Adenina lub tymina: W

Chociaż na określenie tej pary używano kilku odmiennych symboli 
(podobnie jak uzupełniającej pary GH-C), tylko dwa symbole mają logicz
ne uzasadnienie: L  i W. L  pochodzi od gęstości D N A  (leight —  lekki); G +  
+  C —  heavy, ciężki, byłoby w ięc H); W  pochodzi od siły wiązań wodo
rowych m iędzy parami zasad (weak, słabe w  odniesieniu do A  +  T; G + C  —  
strong, silne, byłoby więc S). Jednakże system zalecany na określenie 
układów trzech zasad, (np. kombinacji trzech zasad G, T, C z pominięciem
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A, określanej jako n ie-A  =  B itd., patrz poniżej, punkt 3.8) wyklucza H, 
gdyż oznaczałoby to nie-G. Zaleca się więc stosować symbol W.

3.5. Guanina lub cytozyna: S

W ybór tego symbolu omówiono powyżej, punkt 3.4.

3.6. Adenina lub cytozyna: M

A  i C mają kilka cech wspólnych. Obecność grupy aminowej w  podob
nych pozycjach (Rys. 1) sprawia, że można było logicznie wprowadzić 
symbol. Ponieważ A  i N  są wykluczone, zaleca się M (od aMino).

3.7. Guanina lub tymina: K

Przez analogię z A  i C (punkt 3.6) guaninę i tyminę oznacza się przez 
K, gdyż obie zasady, G i T  mają grupy Ketonowe w  podobnej pozycji 
(patrz Rys. 1).

h3c

Ryc. 1. Pochodzenie symboli M  i K
Cztery zasady narysowano w  taki sposób, aby z jednej strony wykazać zależność 
między adeniną a cytozyną, obie bowiem mają grupy aminowe w  pozycji pierścienia 
najbardziej odległej od miejsca przyłączenia cukru, a z drugiej strony wykazać za
leżność między guaniną a tyminą, które mają grupy ketonowe w  odpowiadających 
sobie pozycjach. Atomy pierścieni ponumerowano zgodnie z zaleceniami (25—28), cho
ciaż nie jest to korzystne w  tym przypadku, wprowadza się bowiem inne numery 
odpowiadającym sobie pozycjom.

3.8. Adenina lub tymina lub cytozyna: H

Nie-G  jest to najprostszy sposób zapamiętania tej kombinacji, a zatem 
sprawdzano symbole logicznie związane z G. F i H pasowałyby, jako li
tery występujące przed- i po G w  alfabecie. A  nie mogłoby mieć jednak 
odpowiednika do F, wybrano więc H. Użycie H ma historyczny precedens

[3 ].
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3.9. Guanina lub cytozyna lub tymina: B

N ie-A , jak powyżej (punkt 3.8).

3.10. Guanina lub adenina lub cytozyna: V

Nie-T , przez analogię z nie-G (patrz punkt 3.8) powinno być U, jest 
to jednak wykluczone ze względu na możliwość pomyłki z uracylem. Za
uważ, że T  i U  mogą być w  niektórych przypadkach rozpatrywane jako
synonimy.

3.11. Guanina lub adenina lub tymina: D

Nie-C, jak powyżej (patrz punkt 3.8).

3.12. Guanina lub adenina lub tymina lub cytozyna: N

Ten symbol nasuwa się w  związku z brzmieniem słowa aNy, każdy. 
Uznaje się, lecz nie zaleca używania X  na określenie nieznanej zasady, 
gdyż symbol ten oznacza ksantynę [1, 2]. W  pewnych przypadkach pożą
dane jest wprowadzenie rozróżnienia m iędzy „nieokreślony, niesprecyzo- 
wany” (N ), a „nieznany” (X ), ale jeśli używa się X  w  tym  znaczeniu, na
leży to jasno zaznaczyć.

4. Inne pomocnicze symbole

Istnieje szereg okoliczności, w  których dodatkowe symbole mogą być 
niezbędne w  rutynowej wracy. Chociaż w  tym  rozdziale przedstawiono sze
reg propozycji, nie stanowią one części obecnych zaleceń.

Po pierwsze, rozważm y brak pewności, czy dana zasada występuje w  
określonej pozycji, czy też nie. Na przykład symbol „? ”  albo „  +  ” , określa
jący ,,G lub A  lub T  lub C lub brak nukleotydu” m ógłby służyć do ozna
czania niepewnych regionów o ograniczonej zmiennej wielkości w  roz
poznawanej sekwencji (patrz na przykład [23]). Jeden z tych symboli 
mógłby służyć alternatywnie jako element podkreślający niejednoznacz
ność: na przykład „? A ”  m ogłoby oznaczać „A  lub brak nukleotydu w  tej 
pozycji ’. Po drugie, niejednoznaczny brak nukleotydu, zaznaczony w  se
kwencji dla je j „wyrównania ’ lub do celów porównawczych można by 
oznaczać jako choć pozostawienie pustego pojedynczego miejsca prze
mawia samo za siebie. Po  trzecie, określoną liczbę nieznanych nukleoty
dów można by oznaczać za pomocą symbolu takiego jak np. „— ” w  połą
czenie z cyfram i, tak iż np. „-300-”  mogłoby oznaczać obecność 300 ko lej
nych nieznanych nukleotydów. Po czwarte w  okolicznościach, w  których 
ważne jest szybkie, wzrokowe rozróżnienie m iędzy „znane” (istotne) a „n ie
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znane” (nieistotne) można również zastąpić symbol N  łącznikiem „—  
Znaczenie wprowadzenia takiego symbolu można ocenić, porównując 
„N N N N N C N N G N T N N ” z „ ---- C - G - T - ” . Zauważ, że używając małej li
tery n można uniknąć wprowadzenia nowego symbolu, jak na przykład 
nnnnnCnnGnTnn” .

Dodatkowe wprowadzenie ukośnego przekreślenia „/” udogadnia okreś
lenie dokładnego miejsca cięcia przez endonukleazy restrykcyjne. Na 
przykład swoistość cięcia przez powszechnie znany enzym EcoRI można 
przedstawić jako C/AATTC. W  obu łańcuchach symetrycznej względem 
siebie sekwencji cięcie zachodzi w tedy m iędzy G i A.

Należy podkreślić, że symbole dyskutowane w  tym  rozdziale nie sta
nowią integralnej części zaleceń i dlatego przy ich użyciu należy je jasno 
zdefiniować w  kontekście w  jakim występują.

5. Dyskusja

Obecne słownictwo, zebrane w  (Tab. 1) utworzono w  celu stosowania 
go w  przypadku niejednoznacznego określenia struktury niektórych zasad 
występujących w  sekwencjach kwasów nukleinowych.

Tab. 1.

Streszczenie zaleceń kodu jednoliterowego

Symbol Znaczenie Źródło pochodzenia

G G Guanina
A A Adenina
T T Tymina
C C Cytozyna
R G lub A puRyna
Y T lub C pirymidyna (pYrimidine)
M A  lub C aMino
K G lub T Keto
S G lub C silne (Strong) oddziaływanie (3 wiązania wodoro

we)
w A  lub T słabe (Weak) oddziaływanie (2 wiązania wodorowe)
H A  lub C lub T nie-G, H występuje w alfabecie po G
B G lub T  lub C nie-A, B występuje w alfabecie po A
V G lub C lub A nie-T (nie-U), V występuje w alfabecie po U
D G lub A  lub T nie-C, D występuje w alfabecie po C
N G lub A  lub T lub C każdy (aNy)

W  przypadkach, gdzie dopuszcza się występowaniu dwuch lub w ięcej 
zasad w  określonej pozycji, słownictwo zezwala na przypisanie im jedno
literowego symbolu. Słownictwo to może też mieć zastosowanie tam, gdzie

http://rcin.org.pl



[8] SŁOW NICTW O KW ASÓW  NUKLEINOW YCH 641

nie ma pewności co do zasięgu i/lub identyczności sekwencji. W  przypad
ku dwuniciowych kwasów nukleinowych (Tab. 2) zezwala się na przypi
sanie symboli komplementarnemu łańcuchowi.

Tab. 2.

Definicja symboli komplementarnych

Symbol A B  C D G H K M S  T V W  N

Uzupełnienie T  V G H C D M K S *  A  B W* N*

* W  pewnych przypadkach symbol i jego komplementarne uzupełnienie są iden
tyczne

Podano przykłady zastosowania zalecanej nomenklatury do zapisu se
kwencji rozpoznawanych przez enzym y restrykcyjne typu II (Tab. 3) oraz 
do podkreślenia niejednoznaczności pojawiających się przy oznaczaniu se
kwencji kwasu nukleinowego na podstawie odpowiadającej je j sekwencji 
aminokwasów (Tab. 4).

Poniżej podano rozważania na temat dwu zastosowań, wykraczających 
poza zasięg podanego słownictwa.

Tab. 3.

Sekwencje rozpoznawane przez kilka endonukleaz restrykcyj
nych typu II, rozpoznających wielorakie sekwencje przedsta
wione tu za pomocą kodu jednoliterowego 
Rozpoznawane sekwencje przedstawiono od 5' do 3'; dokład
ne miejsce cięcia wskazano przez/. Dane pochodzą z [13]

Enzym Sekwencja rozpoznawana

Accl G T / M K A C
A cyl(H giD ll) G R/C G Y  C
A fllll A/CR Y G T
Aval C/Y C G R G
Avall G/G W C C
Bani G/G Y  R C C
Banll(Hgini) G R G C Y/C
Cfr\(Gdi\l) Y / G G C C R
EcoKll / C C W G G
Hae I W G  G/CC W
Hae II R G C G C/Y
HgiAl G W G  C W/C
HindU (Hincll) G TY/R A C
Nci\(Cau\\) C C/S G G
NspI(Nsp-l524-1) R C  A TG/Y
NspBU C M  G/C K G
Sf/»I(Nsp-7524-II) G D G C H / C
Xholl R/G A T C Y
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Tab. 4.

Odpowiedniki tripletów kodonowych dla aminokwasów 
(standardowy kod genetyczny)

Aminokwas Kod jednolite
rowy

Triplet/5'— 3'/

Glicyna G GGN
Alanina A GCN
Walina V GTN
Leucyna L YTN  (CTN i TTR)
Izoleucyna I ATH
Prolina P CCN
Fenyloalanina F TTY
Tyrozyna Y TA Y
Cysteina C TG Y
Metionina M ATG
Histydyna H CAY
Lizyna K AAR
Arginina R MGN(CGN i AGR)
Tryptofan W TGG
Seryna S WSN(TCN i AG Y)
Treonina T ACN
Kwas asparaginowy D GAY
Kwas glutaminowy E GAR
Asparagina N A A Y
Glutamina Q CAR
Kwas asparaginowy

lub asparagina B RAY
Kwas glutaminowy

lub glutamina Z SAR
Terminator • 77?/?(TAR  i TGA)
Nieznany X NN N

Sekwencja aminokwasów jest jednoznacznie określona przez sek
wencję nukleotydów. Podobnie, możliwe jest przekształcenie sekwencji 
aminokwasowej na linearny układ niejednoznacznie określonych zasad, 
ale powstają trudności z kodonami dla leucyny, argininy, seryny i termi
natora. W przypadku leucyny, na przykład, kodujące triplety są precy
zyjnie określone przez symbole CTN i TTR, ale połączenie tych dwóch 
daje YTN, który także zawiera w sobie dwa kodony dla fenyloalaniny, 
TTC i TTT. Można utracić taką informację, jeśli przekształci się sek
wencję aminokwasów w pojedynczą sekwencję symboli, wyrażających 
niepewność co do zasad. Aby uniknąć dwuznaczności, należy jasno 
zaznaczyć, że kiedy triplet, na przykład YTN  pojawia się w sekwencji, 
wydedukowanej z odpowiadającej jej sekwencji aminokwasów, nie 
obejmuje on możliwości sekwencji TTT lub TTC. Aby to podkreślić, 
można by drukować takie triplety kursywą.
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5.1. Interpretacja wstępnych danych sekwencyjnych

W  pewnych przypadkach słownictwo zezwala na wyrażanie niepew
ności, powstających przy sekwencjonowaniu kwasów nukleinowych za po
mocą kodu jednoliterowego. Co najmniej dwie sytuacje, określone symbo
lami „albo X  albo X Y ”  i „prawdopodobnie X ” nie zostały w  tym  opraco
waniu właściw ie potraktowane. Specjalnie dla takich celów stworzono 
wyspecjalizowane słownictwo (na przykład [4]).

5.2. Modyfikowane nukleotydy

W  wielu organizmach D N A  i R N A  ulegają m odyfikacji w  określonych 
pozycjach. Na przykład, D N A  z Escherichia coli ulega m etylacji na N-6 
reszty adeninowej w  sekwencji 5’-G A TC -3 ’ [24]. Obecne słownictwo nie 
przypisuje tym  zmodyfikowanym  nukleotydom żadnego określonego sym
bolu, a to z następujących powodów: 1) Obecność lub brak danej m odyfi
kacji zależy od umiejscowienia D NA. Sekwencje modyfikowane w  jednym 
organizmie mogą nie ulegać m odyfikacji w  innym. 2) M odyfikacje są za- 
zawyczaj statystyczne, to znaczy tylko część m ożliwych miejsc m odyfikacji 
może być wykorzystana in vivo. Modyfikacja nukleotydu lub zasady w 
danym polinukleotydzie nie jest funkcją sekwencji per se. Chociaż w ia
domo, że trwałe rodzaje R N A  (tR N A  i rR N A ) często mają stały rozkład 
post-translacyjnych m odyfikacji, obecne słownictwo nie ma na celu ani 
pokrywania się z istniejącymi systemami, ani ich wypierania. Prawdopo
dobnie nie udałoby się stworzyć prostego i logicznego systemu, który nie 
kolidowałby z poprzednimi. Należy więc uznać możliwość takiego konflik
tu i podejmować starania, aby uniknąć powstania zamieszania, np. w  od
niesieniu do symboli B, D, i S, które zalecano, odpowiednio, na określenie 
5-bromourydyny, 5, 6-dihydrourydyny i tiourydyny, [1, 2], lub W, używa
nego czasami na określenie w yozyny [29].

PIŚM IENNICTW O

1. IuPAC-IUB  Commission on Biochemical Nomenclature (CBN). Abbreviations and 
symbols for nucleic acids, polynucleotides and their constituents, Recommenda
tions 1970. [1970] Biochem. J., 120, 449— 454, i w  innych czasopismach.

2. Skróty i symbole kwasów nukleinowych, polinukleotydów i ich składników, w  
Nowe Polskie Słownictwo Biochemiczne. Red. A. Morawiecki. PW N  Warszawa 
1983, s. 133

3. F i t c h  W .M ., (1973) J. Mol. Evol. 2, 123— 136
4. S t a d e n R , (1979) Nucl. Acids Res. 6, 2601— 2610
5. C l a y t o n  J., K  e d e s L., (1982) Nucl. Acids Res. 10, 305—321
6. O r c u 11 B. C., G e o r g e  D. G., F r e d r i c k s o n  J. A., D a y h o f  f M. O., (1982) 

Nucl. Acids Res. 10, 157— 174

17* http://rcin.org.pl



644 ZALECENIA KOMISJI SŁOW NICTW A [U]

7. P a  t a r  ca  R., D o r  ta  B., R a m i r e z  J. L., Nuci. Acids Res. 10, 175— 182
8. S t o c k  w e l l  P. A., (1982) Nucl. Acids Res. 10, 115— 125
9. T o l s t o s h e v  C. M ,  B l a k e s l e y  R. W., (1982) Nucl. Acids Res. 10, 1— 17

10. M c C l e l l a n d  M., (1983) Nucl. Acids Res. 11, R169—173
11. F i t c h  W. M., (1983) Nieuopublikowany manuskrypt
12. B r o w n  N. L., (1983) Nieopublikowany manuskrypt
13. R o b e r t s  R. J., (1983) Nucl. Acids Res. 11, R135—167
14. Z a b e a u  M., R o b e r t s  R. J. Nieopublikowane obserwacje, cytowane w  [13]
15. J a n u l a i t i s  A., M a r c i n k e v i c i e n e  L., P e t r u s y t e  M., M i r o n o v  A., 

(1981) FEBS Lett. 134, 172— 174
16. R o s e n b e r g  M., C o u r t  D., (1979) Annu. Rev. Genet. 13, 319— 353
17. S i e b e n l i s t  U., D i m p s  o n  R. B., G i l b e r t  W., (1980) Cell 20, 269— 281
18. S t  o r  m o  G. D., S c h n e i d e r  T. D., G o l d  L., E h r e n f e e u c h t  A., (1982) 

Nucl. Acids Res. 10, 2997—3011
19. K o z a k  M., (1983) M icrobiol Rev. 47, 1—45
20. Y e a s  M., (1967) The biological code. Wiley-Interscience, New  York
21. G o e d d e l  D. V., Y e l v e r t o n  E., U l l r i c h  A., H e y n e c k e r  H. L., M i o z -  

z a r i  G., H o l m e s  W., S e e  b u r g  P. H., D u l l  T., M a y  L., S t e b b i b g  N., 
C r e a  R., M a e d a  S., M c C a n d l i s s  R., S l o m a  A., T a b o r  J. M., G r o s s  M., 
F a m i l l e t t i  P. C., P e s t k a  S., (1980) Nature (London) 287, 411—416

22. F i t c h  W. M., (1971) System. Zool. 20, 406—416
23. S t o r m o G. D., S c h n e i d e r  T. D., G o l d  L. M., (1982) Nucl. Acids Res. 10, 

2971— 2996
24. G e i e r  G. E,  M o d r i c h  P ,  (1979) J. Biol. Chem. 254, 1408— 1413
25. International Union of Pure and Applied Chemistry (1979) Nomenclature of Or

ganic Chemistry. Sections A, B, C, D, E, F and H. Red. Rigaudy J., Klesney S. 
P. Pergamon Press, Oxford

26. Nomenklatura związków organicznych. PW N Warszawa. (1978) Części A  i B, (1979) 
Część C i Część E., (1981) Część D

27. IU PAC  Commission on Nomenclature of Organie Chemistry (CNOC). Definitive 
rules for nomenclature of organic chemistry. (1960) J. Am. Chem. Soc. 82, 
5545—5574

28. IU PAC -IU B  Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN). Abbre
viations and symbols for the description of conformation of polynucleotide cha
ins. Recommendations (1982. (1983) Eur. J. Biochem. 131, 9— 15, i w  innych czaso
pismach

29. S i n g  h a l  R. P., R o b e r t s  E. F., V a k h a r i a  V. N., (1983) Progr. Nucl. Acid  
Res. Mol. Biol. 28, 211—252

http://rcin.org.pl



Post. Biochem., 33 (1987), 645—648

RECENZJE

Molecular Cell Biology
James Darnell, Harvey Lodish, David Baltimore

Scientific American Books Inc.
Distributed by W. H. Freeman and Co., 198G

Stron 1187. Cena w twardej okładce 48,95 funtów, w papierowej okładce 18,95 funtów.

Olbrzymi postąp w  biochemii jaki dokonał się w  ostatnich 20 latach (niektórzy 
nazywają ten okres rewolucją w  biologii) zawdzięczamy rozwojowi nowych metod, 
wykorzystujących zaledwie „minutowe” ilości substancji biologicznych. Można tutaj 
wymienić ultrawirowanie, nowe mikroskopy, rentgenografię, określenie sekwencji 
białek oraz DNA, a także nowe wykorzystanie materiału biologicznego jak mono- 
klonalne przeciwciała, wirusy roślinne i zwierzęce, kultury tkankowe i klonowanie 
genów. ,.Synenergetyczny” efekt wykorzystania nowego podejścia eksperymentalnego 
oraz innego myślenia spowodował nagromadzenie fascynujących, nie tylko biologów, 
informacji o architekturze cząsteczek biologicznych w  szczególności białek i kwasów 
nukleinowych i ich podstawowej roli w  procesach komórkowych. Wymienić tutaj 
można kilka z nich jak transport przez membrany, oddziaływanie ligand-receptor, 
tworzenie przeciwciał, organizację chromosomów, transkrypcja i dojrzewanie RNA, 
synteza polipeptydów, przemiany energii. Zagadnienia te, podstawowe dla zrozumie
nia struktury i funkcji komórki, są w  przemyślany i stosunkowo prosty sposób przed
stawione w  książce Darnella, Lodisha i Baltimora. Składa się ona z 25 rozdziałów 
podzielonych na 4 grupy tematyczne: l. Introduction: Molecules, Cells and Experi
mental Techniques; 2. Gene Expression, Structure and Replication; 3. Cell Structure 
and Function; 4. Normal and Abnormal Variations in Cells.

Jest ona bardzo podobna co do treści, form y i szaty graficznej do innego opraco
wania z 1983 r. „Molecular Biology of the Cell” napisanego przez zespół amerykań- 
sko-angielski z J. Watsonem na czele. Obecność D. Baltimora, laureata Nagrody Nobla 
z 1975 r., w  składzie autorów wydaje się być wystarczająco zachęcającym powodem 
do przeczytania z zapartym tchem rozdziału o raku —  ale nie tylko. Inne rozdziały, 
szczególnie ten o dojrzewaniu RN A  zawiera oprócz stanu wiedzy na dzień dzisiejszy, 
także interesujące spojrzenie historyczne. Czytanie tego i podobnych fragmentów 
może być intelektualną przygodą pokazującą jak historycznie zagadnienie się roz
wijało, w  jaki sposób logicznie układały się pewne obserwacje prowadząc do zdu
miewających uogólnień, dzisiaj już uznanych faktów.

Pewne zwątpienie budzi wymienienie glukozy, a nie fosforanu glicerylaldechydu 
jako prawdziwego produktu cyklu Calvina. Trzeba przyznać jednak, że tę niespójność 
można znaleźć także w  wielu innych podręcznikach.

W ydaje mi się, że obie książki: „Molecular Biology of the Cell”  (B. Alberts, 
D. Bray, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, J. D. Watson), Garland Publ. Inc. 1983 oraz 
charakteryzowany tutaj podręcznik są niezwykle interesującymi i cennymi opraco
waniami i powinny być w  zasięgu wszystkich biologów, biochemików, chemików 
oraz przedstawicieli dziedzin pokrewnych. Łączą one bowiem w  sposób przejrzysty 
biologię molekularną i biochemię oraz biologię komórki i genetykę. Mając tak przy
gotowany grunt łatwiej rozważać problemy rozwoju, immunologii czy nowotworów.

Oprócz zawartości merytorycznej na uwagę zasługuje forma prezentacji olbrzy
miego materiału. Używanie kolorów oraz podtytułów ułatwia systematyzowanie in
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formacji oraz kształtuje przestrzenne rozumienie zachodzących procesów komórko
wych. Naprawdę warto podjąć wysiłki mające na celu nabycie tych podręczników 
jeśli nie prywatnie, to dla bibliotek instytutowych. W  Zakładzie, w  którym pracuję 
obie pozycje są dostępne. Warto zastanowić się, aby co najmniej jedna z tych książek 
ukazała się w  polskim przekładzie na naszym rynku.

Jan Barciszewski

Hans-Peter Kleber i Dieter Schlee — „Biochemie I: Allgemeine und funktionelle 
Biochemie”

VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 1987 
501 stron, 192 ryciny, 32 tabele

Jest to dobry, w  pełni nowoczesny podręcznik biochemii ogólnej adresowany 
przede wszystkim do studentów biologii chociaż z pewnością może być cenną pomo
cą dydaktyczną także dla studentów medycyny, farmacji, weterynarii i kierunków 
rolniczych. Mimo stosunkowo skromnej objętości (ok. 500 stron zmniejszonego for
matu) autorom udało się przedstawić podstawy biochemii w  sposób przejrzysty, 
atrakcyjny i zgodny z aktualnym stanem wiedzy. Niemała w  tym zasługa właściwe
go wyważenia objętości poszczególnych rozdziałów i starannej selekcji podawanych 
informacji.

W  układzie książki zwraca uwagę, jako rozwiązanie dość rzadko stosowane, do
konanie w  rozdziale I („Wprowadzenie”), po zwięzłym określeniu obszarów zainte
resowań biochemii i jej powiązań z innymi dyscyplinami, krótkiego przeglądu pod
stawowych metod badania metabolizmu z wyróżnieniem technik pozwalających na 
śledzenie przemiany materii w  całych organizmach, w  izolowanych organach, tkan
kach i komórkach oraz na poziomie subkomórkowym i molekularnym. Choć siłą 
rzeczy przegląd ten jest dość ogólny daje jednak czytelnikowi pewne wyobrażenie
0 rozmaitości, wyrafinowaniu i precyzji metod stosowanych we współczesnej bio
chemii. Obszerny rozdział I I  („Struktura i funkcje biomolekuł” ) omawia kolejno 
budowę, właściwości i podstawowe funkcje biologiczne cukrów, białek, kwasów nu
kleinowych i lipidów. Rozdział ten zawiera również podstawowe informacje o enzy
mach i katalizie enzymatycznej oraz krótko lecz treściwie i nowocześnie ujęte omó
wienie budowy i funkcji błon biologicznych. Kolejny rozdział „Katabolizm i powsta
wanie związków wysokoenergetycznych” przedstawia podstawy bioenergetyki, głów
ne szlaki katabolizmu cukrów, lipidów, białek i aminokwasów oraz procesy wiodące 
do syntezy ATP. Rozdział IV  („Szlaki anaboliczne”) omawia drogi biosyntezy róż
nych składników komórki, przy czym duży nacisk położono na przestrzenne rozmiesz
czenie różnych procesów biosyntezy w  komórce i powiązania pomiędzy poszczególny
mi szlakami metabolicznymi. W kolejnym rozdziale „Biochemia kwasów nukleino
w ych—  replikacja, ekspresja genów” zwraca uwagę dość szerokie potraktowanie 
mechanizmów regulacji ekspresji genów u Prokaryota i Eukaryota, uwzględniające 
również osiągnięcia ostatnich lat. Ostatni rozdział „Regulacja i integracja metabo
lizmu” zasługuje na szczególne wyróżnienie ze względu na wyjątkowo przejrzyste
1 przemawiające do wyobraźni czytelnika przedstawienie różnorodnych mechaniz
mów regulowania metabolizmu komórki. Wielu omawianych tu zagadnień próżno by 
szukać w  dostępnych na rynku księgarskim podręcznikach biochemii —  jako przy
kład wymienić tu można choćby informacje o roli ubikwityny w  degradacji białek.

Od strony redakcyjnej podręcznik został przygotowany bardzo starannie. Siedze
nie tekstu ogromnie ułatwiają doskonale dobrane i graficznie opracowane, w  dużej
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części dwubarwne schematy i rysunki. Książka zaopatrzona jest w  obszerny, za
wierający ponad 2000 haseł indeks rzeczowy, tablicę przedstawiającą chronologicznie 
kilkadziesiąt najważniejszych dla rozwoju biochemii odkryć oraz liczący kilkadzie
siąt pozycji wykaz piśmiennictwa (głównie artykuły monograficzne) pomyślany jako 
literatura uzupełniająca. Szkoda, iż autorzy nie powołują się na odpowiednie pozycje 
tego wykazu bezpośrednio w  tekście lub na końcu kolejnych rozdziałów co ułatwiło
by czytelnikowi znalezienie interesującego go artykułu.

Być może u czytelników zainteresowanych szczególnie biochemią roślin, mikroor
ganizmów lub biochemią kliniczną lektura „Biochemie I ” Klebera i Schlee pozostawi 
pewien niedosyt ze względu na bardzo skromne potraktowanie zagadnień należących 
do tych działów biochemii. Wydawca zapowiada jednak ukazanie się jeszcze w  bieżą
cym roku drugiej części, opracowanej przez tych samych autorów, pt. „Biochemie II: 
Spezialle und angewandte Biochemie” , która ma szerzej uwzględnić m.in. wymienio
ne działy biochemii a także niektóre aspekty wykorzystania osiągnięć biochemii w 
medycynie, rolnictwie i biotechnologii.

W  sumie „Biochemie I ” jest wartościowym podręcznikiem, gruntownie i nowo
cześnie prezentującym podstawy biochemii i nie ustępującym wielu renomowanym 
podręcznikom, które ukazały się ostatnio na świecie. Warto by rozważyć jego ewen
tualne udostępnienie czytelnikom polskim. Fakt, iż wydawcą jest firma z NRD ułatwi, 
być może, pertraktacje w  sprawie wydania książki w  Polsce i umożliwi pojawienie 
się polskiej wersji w  księgarniach w  czasie znacznie krótszym, niż to miało miejsce 
w  przypadku polskich tłumaczeń podręczników biochemii opracowanych na Zacho
dzie — na przykład „Biochemii” A. Lehningera lub „Biochemii” L. Stryera.

Zdzisław Wojciechowski
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S PR A W O ZD A N IE

Krajowe kolokwium n.t. kwasów rybonukleinowych — Zielonka 87

W dniach 12 i 13 marca 1987 w  Leśnym Zakładzie Doświadczalnym Poznańskiej 
Akademii Rolniczej w  Zielonce k/Poznania odbyło się Krajowe Kolokwium Kwasów 
Rybonukleinowych. Organizatorem spotkania był Zakład Chemii Bioorganicznej PAN  
w  Poznaniu. Po czteroletniej przerwie udało się ponownie zebrać w  Poznańskim 
Ośrodku Naukowym ponad 100 reprezentantów prawie wszystkich krajowych grup 
badawczych zajmujących się kwasami nukleinowymi. Była to dziesiąta z kolei kon
ferencja o tej tematyce. Przypomnijmy tematykę, organizatora i miejsce poprzed
nich konferencji organizowanych w  Ośrodku Poznańskim.
1. Synteza, struktura i własności transferowych kwasów rybonukleinowych, 

M. Wiewiórowski, Zielonka k/Poznania 1971.
2. Synteza, struktura i własności transferowych kwasów rybonukleinowych, 

M. W iewiórowski, Poznań, 1972.
3. Synteza, struktura i własności transferowych kwasów rybonukleinowych, 

M. Wiewiórowski, Boszkowo k/Poznania 1973.
4. Recent Developments in Oligonucleotide Synthesis and Chemistry of Minor Bases 

of tRNA, M. W iewiórowski, K iekrz k/Poznania 1974.
5. Synthesis, Structure and Chemistry of Transfer Ribonucleic Acids and their Com

ponents, M. W iewiórowski, Dymaczewo k/Poznania 1976.
6. Translation of Natural and Synthetic Polynucleotides, A. Legocki, Błażejewko 

k/Poznania 1977.
7. Biological Implications of Protein — Nucleic Acid Interactions, J. Augustyniak, 

Dymaczewo k/Poznania 1980.
8. Struktura i właściwości kwasów nukleinowych, M. Wiewiórowski, Poznań, 1982.
9. Struktura i właściwości kwasów nukleinowych i białek, M. Wiewiórowski, Po

znań 1983.
Jak widać choćby z nazw konferencji niektóre z nich miały charakter między

narodowy, a w  dwóch ostatnich o zasięgu krajowym, brali udział goście zagraniczni. 
Materiały konferencji 1-7 zostały opublikowane. W  1984 r. odbyło się w  Poznaniu 
Międzynarodowe Sympozjum Chemii Produktów Naturalnych IUPAC , które również 
obejmowało tematykę kwasów nukleinowych. Organizatorami obecnej konferencji 
byli: R. W. Adamiak, J. Barciszewski, W. Krzyżosiak i W. T. Markiewicz;, a więc 
osoby, których zainteresowanie kwasami nukleinowymi stymulowała atmosfera 
wcześniejszych spotkań. O tym wszystkim powiedział w  swoim zagajeniu M. W ie
wiórowski, K ierownik Zakładu Chemii Bioorganicznej PAN, faktyczny inicjator 
wspomnianego cyklu spotkań naukowych, które można nazwać również Szkołą n.t. 
Kwasów Nukleinowych, dedykowanych głównie kwasom rybonukleinowym. Obecną 
konferencję rozpoczęto od przedstawienia współczesnych problemów chemii RNA. 
Stan wiedzy o lewoskrętnej form ie RN A  o tzw. „Z -R N A ” przedstawił R. W. Adamiak. 
Oczywiste było zainteresowanie słuchaczy właściwościami biologicznymi nowej for
my RNA. chociaż nie ma dotychczas bezpośrednich dowodów wskazujących na celo
wość tej struktury in vivo. Problem jest interesujący i z pewnością jego rozwiązanie 
dostarczy interesujących danych na temat różnic strukturalnych DNA i RNA. 
W. T. Markiewicz mówił o obecnych osiągnięciach w  syntezie oligorybonukleotydów. 
Pytaniem, które wszystkich tutaj nurtuje jest maksymalna możliwa długość synte
tycznego RNA. Oczywiście interesująca jest równie, a może przede wszystkim chemia 
takich układów. W. Krzyżosiak dyskutował o fagowych systemach transkrypcji
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opartych o RN A  polimerazy fagów T7 i SP 6 . Można było się przekonać jak stosun
kowo prosto i łatwo daje się otrzymać nawet miligramowe ilości tR N A  lub rRNA 
in vitro oraz jak wykorzystać tę metodę do ukierunkowanej mutagenezy. Kolejnym 
szeroko dyskutowanym tematem były transferowe kwasy rybonukleinowe. W ramach 
wystąpienia J. Barciszewskiego usłyszeliśmy krótkie podsumowanie różnych właś
ciwości biologicznych tRNA, od biosyntezy białka począwszy poprzez syntezę ścian 
komórkowych aż po syntezę chlorofilu. Obecnie znanych jest około 400 sekwencji 
tRNA oraz prawie tyle samo genów. Z roślin wyodrębniono 36 tRNA z czego więk
szość dotyczy nasion łubinu żółtego i zarodków pszenicy. J. Barciszewski omówił 
szczegółowo udział roślinnych tRNA tytoniu, zarodków pszenicy i łubinu żółtego w 
supresji kodonu U AG  (amber) występujących w  R N A  wirusa mozaiki tytoniu. In 
teresujące jest jaki aminokwas włączony jest do peptydu w  miejscu kodonu terminu
jącego oraz jaki jest wpływ  otoczenia kodonu terminującego na jego odczytanie 
(A. Legocki). Temat supresji został bardzo ładnie rozwinięty przez W. Zagórskiego, 
który zajął się supresją informacyjną kodonów nonsensownych, głównie ochrę w  
mitochondriach drożdży. O jądrowych genach tRNA roślin mówili: J. Augustyniak
i W. Kędzierski. Wydaje się, że w  najbliższym czasie uda się określić strukturę ge
nów tRNA z pszenicy i łubinu, jako, że odpowiednie klony udało się wyselekcjono
wać.

H. Augustyniak omówiła organellowe tRNA akcentując szczególnie geny mito- 
chondrialnych tRNA. Obecni mogli się przekonać jak trudny jest to obiekt badawczy. 
Mimo wszystko w  ostatnich latach określono sekwencję kilku genów tRNA w  tym 
również z łubinu. K. L. Wierzchowski przeniósł uczestników konferencji w  dziedzinę 
badań kinetycznych procesu inicjacji transkrypcji u prokariota, a A. Joachimiak 
omawiał oddziaływanie kwas nukleinowy—białko na przykładzie układu represor— 
operator tryptofanowy. Bliskie wydaje się rozwiązanie pełnej struktury kryształów 
kompleksu DNA białko i zrozumienie molekularnych podstaw ekspresji genów. Zda
niem D. Shugara niezwykle ciekawe doświadczenia prowadzone są w  zakresie poli
fosforanów dwunukleozydów, często nazywanych cząsteczkami sygnałowymi lub 
alarmonami. Najbardziej znanymi związkami w tej grupie są A 0 4A  oraz modyfiko
wany koniec 3’ niektórych m RNA tzw. CAP. Obecność Ap4A  wiąże się obecnie z w ie
loma procesami biologicznymi np. szok termiczny itp. Niezwykle ciekawe są rów 
nież enzymy powodujące hydrolizę. Problem ten jest również intensywnie badany 
w Polsce.

B. Golankiewicz podsumowała dotychczasową wiedzę w  dziedzinie badań fluory
zujących zasad i nukleozydów typu Y  wyodrębnionych z t R N A p he. Szczególnie cie
kawe informacje dotyczyły biosyntezy tego nukleozydu. H. Lonnberg (Finlandia) mó
w ił o stabilności rybonukleozydów w  środowisku alkalicznym.

A. Małkiewicz skoncentrował swoją i słuchaczy uwagę na hipermodyfikowanych 
pochodnych urydyny obecnych w  antykodonie tRNA w  tzw. pozycji wobble. Mają 
one istotne znaczenie w  procesie dekodowania informacji genetycznej. Pokazał rów 
nież, że synteza pochodnych U nie jest trudnym eksperymentem, przynajmniej dla 
specjalistów.

Bardzo skomplikowane i trudne do badania są oddziaływania cząsteczek tRNA 
znajdujących się na rybosomie. P. Górnicki pokazał, że wykorzystanie różnego typu 
modyfikacji chemicznych pozwoliło przybliżyć nasze wyobrażenia o topografii kom
pleksu translacyjnego. Interesujące było wystąpienie T. Twardowskiego omawiające 
wpływ  alkaloidów chonolizydynowych występujących w  łubinie na tworzenie kom
pleksów czynnika elongacyjnego EP1 oraz aminoacylo-tRNA.

Interesująco przebiegała ogólna dyskusja na temat perspektyw badań nad RNA. 
Mówiono o doświadczeniach wykazujących transport kwasów nukleinowych między 
organellami (np. 5.8. S RNA), o możliwościach wprowadzania liposomów do mito- 
chondriów. Starano się zrozumieć czy Z -RN A  istnieje rzeczywiście i jak go szukać.
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Nie pominięto niskocząsteczkowych jądrowych RNA, a także niskocząsteczkowych 
cytoplazmatycznych RNA. Wspomniano o konieczności badań oddziaływań kwas ry
bonukleinowy—białko, a także samych RN A  np. 5S rRNA, o którego funkcji wiemy 
niezwykle mało. Wspomniano o istotności dokładnego śledzenia wpływu kationów
i anionów na strukturę makrocząsteczki. Na konferencji omawiano nowe zagadnie
nia związane głównie z RNA. Najwięcej jednak uwagi poświęcono tRNA, modyfiko
wanym nukleozydom oraz zagadnieniom bezpośrednio z tR N A  związanym. Przy
gotowując konferencję, organizatorzy mieli świadomość, że w  roku 1987 mija właśnie 
30 lat od czasu odkrycia tego rodzaju R N A  przez Zamecnika. Chciano w  ten sposób 
dać wyraz swemu przywiązaniu do tego zagadnienia i skromnie podkreślić ten ju
bileusz w  biologii molekularnej.

Przy okazji jubileuszu należy podkreślić, że to właśnie tRNA jest rodzajem RNA, 
dla którego dobrze znane są metody określania właściwości biologicznych; jako 
pierwszy otrzymano w  stanie krystalicznym oraz rozwiązano strukturę przestrzenną 
kryształu. Mimo, że obecnie znacznie częściej prowadzone są badania w  dziedzinie 
DNA, tRNA nie zniknie najprawdopodobniej z mapy naukowej świata i kraju.

Na zakończenie jeszcze jedna refleksja. Otóż wszystkie referaty oparte były
o własne doświadczenia. Ten fakt zdecydowanie wyróżniał tę konferencję od pozo
stałych. Nigdy też dotychczas we wspomnianym cyklu spotkań naukowych nie noto
waliśmy tak dużego zainteresowania ludzi młodych. Można było zauważyć przekona
nie, że biologia molekularna jest tak atrakcyjną dziedziną wiedzy, iż mimo dużych 
trudności zaopatrzeniowo-finansowych oraz literaturowych w  naszym kraju, będzie 
się rozwijać.

Sądzić należy, że czas spędzony na konferencji nie był stracony oraz nie były 
to zwyczajne, szare dni.
Kolejna konferencja z tego cyklu odbędzie się prawdopodobnie w następnym roku.

Jan Barciszewski
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W S K A Z Ó W K I D L A  A U TO R Ó W

Kwartalnik „Postępy Biochemii” publikuje artykuły monograficzne omawiające 
wąskie tematy, oraz artykuły przeglądowe referujące szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuły pierwszego typu winny w  sposób syntetyczny omawiać 
wybrany temat na podstawie możliwie pełnego piśmiennictwa z kilku ostatnich lat, 
a artykuły drugiego typu na podstawie piśmiennictwa z ostatnich dwóch lat. Objętość 
takich artykułów nie powinna przekraczać 20 stron maszynopisu (nie licząc ilustracji
i piśmiennictwa). Kwartalnik publikuje także artykuły typu minireviews, do 10 stron 
maszynopisu, z dziedziny zainteresowań autora, opracowane na podstawie najnow
szego piśmiennictwa, wystarczającego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar
talnik publikuje krótkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujące o nowych in
teresujących osiągnięciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przybliżające 
historię badań w zakresie różnych dziedzin biochemii. Przekazanie artykułu do 
Redakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innych czasopismach, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Bio
chemii”. Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość podanych informa
cji. Autorów obowiązuje korekta autorska: poprawki wynikające z błędów drukarni 
nanosimy ołówkiem; niezbędne zmiany autorskie nanosimy niebieskim atramentem. 
Koszty zmian tekstu w  korekcie (poza poprawieniem błędów drukarskich) ponoszą 
autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązujących stawek. Autorzy otrzymują 
25 odbitek swego artykułu.

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 w ięcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), adres(y) Zakładu(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) m iejsce(a) pracy, oraz wykaz skrótów stosowanych w  pracy.

Strona 2 i 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
kujem y bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz
działy odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1). Tytu łów 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 cyfram i 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, W zór 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 i 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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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpły
wających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w  artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz 
najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające 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. W ykaz piśmien
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnym i numerami, ale nie uporządkowane alfabe
tycznie. Odnośniki bibliograficzne w inny mieć form ę zalecaną przez Kom isję W ydawców  Cza
sopism Biochemicznych M iędzynarodowej Unii Biochemików (IU B ) według Biochim . Biophys. 
Acta (1972), 271, 1 np.

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

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) i in icja ły autora(ów), 
rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i in icjały je j redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią 
stronę cytowanej publikacji, nazwę wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

Grant J. K., (1969) w  Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., G reville  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 tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyfram i arabskimi. Tytu ły tabel i nagłówki rubryk 
powinny jasno opisywać ich treść, zaznaczając, z jakich (jak ie j) prac(y) pochodzą inform acje 
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie  należy opatrzyć numeracją w  kole j
ności ich omówienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę numeracji rycin cyfram i arabskimi, 
a wzorów cyfram i 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  □  A  •  B  A- 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „gó ra ”  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. Praw ie wszystkie 
czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (Copyright). 
Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do artykułu przeznaczonego do publikacji 
w  Postępach B iochem 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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