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W SK A ZÓ W K I DLA A U TO RÓ W

Kwartalnik „Postępy biochemii” publikuje artykuły z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuły 
winny w sposób syntetyczny omawiać wybrany temat na podstawie możliwie pełnego piśmiennictwa 
z kilku ostatnich lat. Objętość 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 najnowszego piśmien­
nictwa, wystarczającego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik publikuje krótkie noty do 
5 stron maszynopisu, informujące o nowych, interesujących 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, jeśli zostanie ogłoszona w „Postępach Biochemii”. 
Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość podanych informacji. Autorów obowiązuje 
korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawianiem błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązującyh stawek. Autorzy otrzymują 25 
odbitek swego artykułu.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy odsyłać w dwu egzempla­

rzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, czcionką wielkości standardowej, z 
podwójną interlinią, z marginesem około 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie. Maszynopis 
powinien zawierać (zgodnie z Normą Polską) nie więcej niż 30 wierszy na stronie oraz 60 znaków w 
jednym wierszu (co odpowiada sumie liter i odstępów). Odstępy pomiędzy wyrazami powinny 
odpowiadać jednemu znakowi. Wydawnictwo nie przyjmuje wydruków komputerowych z czcionką 
obcą, drobną i sporządzoną linią punktową.

Układ maszynopisu: strona informacyjna nienumerowana zawiera imiona i nazwiskowa) 
autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w języku polskim i angielskim, w których pracują autorzy, adres 
pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzymywać korespodencję, adres prywatny, telefon miejsca 
pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim) o raz— w prawym dolnym rogu— liczbę stron, 
liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót tytułu (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona 1, tytułowa, obejmuje imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), tytuły pracy 
w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w języku polskim i angielskim, tytuł naukowy 
autora(ów) i ich miejsce(a) pracy, 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 publikujemy 
bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy rzymskimi, a  podrozdziały odpowiednią 
rzymską i arabską (np. 1-1). Tytułów podrozdziałów nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerować. 
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie 
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołówkiem na marginesie 
maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekście liter alfabetu greckiego należy na marginesie 
wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory 
rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w żądanym 
miejscu pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć. Tabela 1. Ryc. 1. Wzór 1 itp. Numerację wzoru w tekście 
należy podawać po nazwie związku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwracanie szczególnej uwagi na poprawność językową tekstu, a  także 
na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie gwary laboratoryjnej oraz niewprowadzanie do tekstu 
tworzonych doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane w pracach obcojęzycz­
nych.

Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpływają­
cych na treść pracy.
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Z H IST O R II B IO C H E M II

STELLA NIEMIERKO*»

Z historii siedemdziesięcioletniej działalności**} 
Instytutu Biologii Doświadczalnej 
imienia Marcelego Nenckiego

The Nencki Institute of Experimental Biology: seventy years of activity

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M arcelego Nenckiego, mieszczący się w 
dużym gm achu przy ul. Pasteura 3 w Warszawie, liczy obecnie ponad 340 
pracowników, w tym około 130 pracow ników naukowych. Wiele jednak czasu 
upłynęło, i wymagało pracy kilku pokoleń naukowych, nim Instytut stał się tak 
dużą i znaną placówką badawczą.

T rudno jest dokładnie podać datę pow stania Instytutu. Myśl o utworzeniu 
placówki poświęconej badaniom  doświadczalnym  w zakresie biologii powstała 
wkrótce po śmierci M arcelego Nenckiego (1847— 1901). Pragnieniem  Jego 
licznych uczniów i współpracowników było uczczenie pamięci ich Nauczyciela 
przez nadanie Jego imienia polskiej placówce, w której rozwijano by choćby 
niektóre kierunki badawcze Jego ogrom nej spuścizny naukowej.

M arceli Nencki***’ urodził się w Boczkach koło Sieradza. G im nazjum  
ukończył w Piotrkowie Trybunalskim . Udział w Pow staniu Styczniowym 
uniemożliwił M u wstęp na Uniwersytet W arszawski, przeniósł się więc do 
Krakow a, gdzie rozpoczął studia w zakresie filozofii i filologii klasycznej. 
W krótce jednak okazało się, że i w Galicji, będącej wówczas pod zaborem  
austriackim , nie czuł się bezpieczny.

Zm uszony do opuszczenia Polski kontynuow ał studia w Berlinie. Jednak 
przerwał wybrany kierunek studiów i zafascynowany naukam i przyrodniczymi, 
być może pod wpływem swych przyjaciół młodych medyków, wstąpił na Wydział 
Lekarski z mocnym postanowieniem  prow adzenia w przyszłości badań proce­
sów chemicznych zachodzących w organizm ie żywym. W związku ze swymi 
planam i naukowymi Nencki pogłębiał studia w zakresie chemii, pracując pod

*’ prof. dr. Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, Pasteura 3, 02-093 Warszawa 
**’ Najważniejsze źródła

1. Grzelakowska-Sztabert B. (1972), Intern. J. Biochem. 3, 125— 137.
2. Pięćdziesiąt lat działalności Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego. 1918— 1968. 

Red. Adler H. Warszawa, 1968, PWN ss. 184.
3. Niemierko S. (1987), Acta Bioch. Polon. 34, 239— 252.
4. Zieliński K. (1978), Nauka Polska 19. 33—80.

***’ Szwejcerowa A., 1977. Marceli Nencki, str. 137, Interpress, Warszawa.
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4 S. NIEM IERK O [2]

kierunkiem  słynnego chem ika Adolfa Bayera. Jeszcze jako  student Nencki, wraz 
ze swym przyjacielem O tto  Szultzenem, opublikow ał wyniki badań nad pow sta­
waniem m ocznika oraz nad budow ą kwasu moczowego. W roku 1870 N encki 
otrzym ał stopień dok to ra  medycyny na podstawie pracy na tem at „U tlenianie 
związków arom atycznych w ustroju zwierzęcym”. W 1872 r. objął stanow isko 
asystenta w Zakładzie Patologii Uniwersytetu w Bernie (Szwajcaria); w r. 1877 
zaproponow ano M u objęcie K atedry Chemii Lekarskiej, specjalnie dla N iego 
utworzonej. W arto nadmienić, że K atedry Chemii Fizjologicznej istniały 
wówczas tylko w Strasburgu, kierow ał nią znakom ity Hoppe-Seyler, i w 
W arszawie, gdzie kierownikiem  był profesor Bolesław Fudakow ski. W ciągu 
osiem nastu lat Nencki prowadził w Bernie intensywną działalność badawczą, 
dydaktyczną i organizacyjno-naukow ą. Badania Jego ceniono bardzo wysoko; 
wybitni badacze z całej Europy odwiedzali Jego Zakład. Nencki wykształcił 
wielkie grono współpracowników, wśród których było wielu Polaków, otaczał 
ich szczególnie troskliwą opieką. N iektórzy z nich po uzyskaniu przez Polskę 
niepodległości objęli katedry uniwersyteckie. Pom im o wielu sukcesów nau k o ­
wych w Szwajcarii, Nencki zgodził się zorganizować i objąć kierownictwo Działu 
Chemii w now opowstałym  Instytucie M edycyny Eksperym entalnej w Petersbur­
gu. W arunki, które M u proponow ano, były wyjątkowo nęcące: nowy gmach, 
wybudowany według własnych Jego planów; wyposażenie pracow ni— w spania­
łe jak  na owe czasy; m ożność zabrania ze sobą w spółpracowników z Berna; 
sw oboda w wyborze tem atyki badawczej; w spółpraca z Iwanem  Piotrowiczem  
Pawłowem, wybitnym fizjologiem rosyjskim, D yrektorem  Instytutu; brak obcią­
żeń dydaktycznych ze studentam i. W szystko to sprawiło, że dziesięcioletni okres 
pracy badawczej Nenckiego w Petersburgu okazał się niezwykle owocny. 
Niestety zm arł przedwcześnie, w wieku 54 lat.

Im ponującą spuściznę naukow ą Nenckiego opracowali jego najbliżsi współ­
pracownicy, N adieżda Sieber-Szumowa i Jan  Zaleski, w postaci dwóch tom ów, 
każdy po ponad osiemset stron pod wspólnym tytułem  „O pera O m nia”; 
zawierają one własne prace Nenckiego oraz prace Jego licznych uczniów.

Badania Nenckiego, prow adzone w drugiej połowie XIX wieku, wyprzedzały 
znacznie dotychczasowe statyczne podejście do problem ów  biochemicznych. 
Nenckiego pasjonowały zagadnienia dynam iki procesów chemicznych zacho­
dzących w organizmie, pow staw ania niektórych składników  ustroju — m ożna 
G o więc zaliczyć do protagonistów  nowoczesnej biochemii.

Zagadnienia opracowywane przez Nenckiego i Jego współpracowników  były 
bardzo różnorodne. Nie miejsce tu om awiać szczegółowo Jego osiągnięcia. 
Ograniczę się więc do wskazania głównych kierunków  badawczych. Szereg 
zagadnień interesow ało Nenckiego przez całe Jego życie; np. utlenianie kwasów 
arom atycznych, budow a puryn, a zwłaszcza kwasu moczowego. D o ważnych 
osiągnięć Nenckiego należy wykazanie, że mocznik nie jest preform owany w 
cząsteczce białka, lecz powstaje z am inokw asów i że procesowi tem u towarzyszy 
wiązanie dw utlenku węgla. We współpracy z I. P. Pawłowem  wykazał on, że
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miejscem pow staw ania m ocznika jest w ątroba. O grom ną sławę przyniosły 
Nenckiem u wyniki własnych badań i m łodego biochem ika polskiego, pracują­
cego wówczas w Anglii Leona M archlewskiego. Badania te wyraźnie wskazywa­
ły na pokrewieństwo chemiczne dwóch biologicznie ważnych barwników: 
hem oglobiny i chlorofilu. Poważny był też wkład Nenckiego w zagadnienia 
syntezy kwasów tłuszczowych, który później doprow adził K noopa do wyjaśnie­
nia dróg utlenienia kwasów tłuszczowych. Nencki nie ograniczał się do 
zagadnień teoretycznych: w razie potrzeby włączał się do pracy, k tó ra  przynosiła 
bezpośredni pożytek, jak  np. zwalczanie księgosuszu u bydła na południu Rosji. 
Wiele pracy poświęcił Nencki badaniom  farmakologicznym, był jednym  z 
pionierów mikrobiologii biochemicznej.

Nencki nigdy nie pracow ał w Polsce, utrzym ywał jednak ze swoją Ojczyzną 
bliskie kontakty: był członkiem Akademii Umiejętności w Krakowie, doktorem  
honoris causa Uniwersytetu Jagiellońskiego, członkiem wielu towarzystw nau­
kowych m.in. Towarzystwa Lekarskiego Krakowskiego, wygłaszał w Polsce 
referaty jak  np. ostatni jego słynny odczyt w r. 1900 na Zjeździe Lekarzy i 
Przyrodników  w Krakowie (p. str. 23). Odczyt ten powszechnie uważa się za 
testam ent naukow y Nenckiego. Ogłaszał także artykuły w czasopismach 
polskich. Nencki czuł się Polakiem. Zgodnie z Jego wolą pochow any został w 
W arszawie.

Ze względu na w arunki polityczne Polski początek XX wieku był bardzo 
trudny dla rozwoju N auki Polskiej. Wszelkie starania warszawskich sfer 
naukow ych, chcących uczcić pamięć Nenckiego przez stworzenie Towarzystwa 
Jego imienia, którego celem byłoby popieranie rozwoju nauk ścisłych i stosow a­
n y ch —  niestety nie udawały się na skutek zakazów władz rosyjskich. D opiero 
ruchy rewolucyjne 1905 r. zmieniły nieco sytuację: wcześniej odrzucane zabiegi 
warszawskich członków Polskiej Akademii Umiejętności doczekały się pom yśl­
nego zakończenia i w 1907 r. zarejestrow ano Towarzystwo N aukow e W arszaw­
skie (TNW). Skupiało ono głównie wykładowców i byłych wychowanków Szkoły 
Głównej. Jednym z celów Tow arzystw a było tworzenie własnych pracowni 
naukow ych, wśród nich Pracowni, które były zalążkiem przyszłych zakładów 
Instytutu  imienia M arcelego Nenckiego. TN W  utrzym ywało się z fundacji 
społecznych, trudności finansowe były więc ogromne. D latego też wielkie 
znaczenie miał dokonany w 1909 r. zapis N adieżdy Sieber-Szumowej, długolet­
niej współpracowniczki M. Nenckiego. Zapis ten w kwocie 50.000 rbl. przezna­
czony był dla przyszłego Instytutu. Także w gm achu przy ul. Śniadeckich 8, 
obecnej siedzibie Instytutu M atem atycznego PAN, darze Józefa Potockiego dla 
TN W , przewidziano lokal dla Instytutu. Jednakże dopiero po odzyskaniu przez 
Polskę niepodległości kierownicy zakładów biologicznych TN W  mogli ponowić 
staran ia o utworzenie Insty tutu  im. M arcelego Nenckiego, które zostały 
zaaprobow ane. Rok 1918 m ożna więc uważać za początek działalności Instytutu.

Pierwszym D yrektorem  Instytutu został Kazimierz Białaszewicz. Dzięki Jego 
szerokiej wiedzy, energii, zdolnościom  organizacyjnym  i oddaniu wszystkich
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6 S. NIEM IERK O [4]

swych sił dla dobra rozwoju N auki Polskiej Instytut w krótkim  czasie stał się 
przodującą placów ką w zakresie doświadczalnych nauk biologicznych, k tóra 
przyciągała do współpracy, bardziej lub mniej ścisłej, badaczy z całej Polski.

Kazimierz Białaszewicz urodził się w 1882 r. w Suwałkach. Po ukończeniu 
gimnazjum wstąpił na Uniwersytet W arszawski gdzie studiował zoologię. Jeszcze 
jako  student w ykonał pracę z zakresu histogenezy hydry, pracę tę nagrodzono 
złotym medalem. W 1905 r. za udział w walkach rewolucyjnych został wyrzucony 
z Uniwersytetu i musiał opuścić W arszawę, podobnie jak  ponad  40 lat wcześniej 
Nencki. Dwa lata spędził w Niemczech pracując w różnych laboratoriach 
biologicznych. Później studiował w Uniwersytecie Jagiellońskim  pod kierun­
kiem świetnego biologa prof. Em ila Godlewskiego, jra. Tam  Białaszewicz 
doktoryzow ał się na podstaw ie pracy z dziedziny fizjologii wzrostu płazów. Już 
wtedy zainteresow ania Białaszewicza skierowane były na procesy m etabolizm u 
w tkankach zwierzęcych —  główny problem  większości Jego prac. Przez parę lat 
pracował jako  asystent w Zakładzie Zoologii Uniwersytetu w Saratowie. W 1913 
r. powrócił do W arszawy i objął stanow isko asystenta w Pracow ni Fizjologii 
Zwierząt przy TN W  kierowanej przez Jana Sosnowskiego, której kierownictwo 
objął w 1916 r. po habilitacji w Uniwersytecie Jagiellońskim. Pracow nia ta była 
zalążkiem późniejszego Zakładu Fizjologii Insty tutu  Nenckiego. Tak więc od r. 
1913 aż do końca swego życia (1943) Kazimierz Białaszewicz był związany z 
Instytutem , którem u oddał całą swą pasję życiową. O d r. 1918 Białaszewicz był 
kierownikiem  Z akładu Fizjologii tworzącego się Instytutu im. Nenckiego. W r. 
1920 został m ianowany profesorem  Fizjologii Zwierząt na Uniwersytecie 
W arszawskim. Była to  pierwsza w Polsce K atedra Fizjologii na W ydziale N auk 
Przyrodniczych, również i w innych krajach Europy było ich wówczas niewiele.

Zakład Fizjologii Zwierząt U.W. przez wiele lat korzystał z pomieszczeń 
Z akładu Fizjologii Instytutu Nenckiego przy ul. Śniadeckich 8. Także gdy w 1934 
r. otrzym ał własny lokal przy ul. Wawelskiej w budynkach Insty tu tu  Radowe­
g o —  związek między Instytutem  a zakładem  uniwersyteckim był bardzo ścisły, 
ponieważ Zakład Fizjologii Insty tutu  został przeniesiony do tego samego 
budynku, w najbliższym sąsiedztwie obecnego gm achu Insty tutu  im. M arcelego 
Nenckiego.

Zakłady Insty tu tu  ze względu na trudną sytuację finansową nie mogły 
zatrudniać licznego personelu. Największy z Zakładów  —  Zakład Fizjologii —  
liczył nie więcej niż 6 do 8 osób stałego personelu. Kierownik Z akładu nie 
pobierał gaży z Instytutu, lecz tylko z Uniwersytetu W arszawskiego. Pozostali 
pracownicy, to wolontariusze. W śród nich liczną grupę stanowili studenci, a 
także osoby, które zarabiały w inny sposób, głównie jako  nauczyciele. Ich pasją 
życiową były badania doświadczalne, stwarzało to szczególną atmosferę, tak 
bardzo sprzyjającą wytężonej pracy naukowej.

Zadanie jakie stawiał sobie Instytut od początku „było skupienie w jego łonie 
grona specjalistów w zakresie najważniejszych działów biologii”*'. Liczba

*’ Instytut imienia Nenckiego przy Towarzystwie Naukowym Warszawskiem. 1920— 1927. 
Organizacja, Działalność, Środki, Warszawa, 1928.
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zakładów  zmieniała się, zarów no ze względów finansowych jak  i ze względów 
personalnych. Jedne musiały ulec likwidacji lub czasowemu zawieszeniu. Bez 
przerwy do wybuchu II W ojny Światowej funkcjonowały: Zakład Fizjologii pod 
kierunkiem  Kazimierza Białaszewicza, Zakład Biologii Ogólnej —  kierownik 
Rom uald Minkiewicz. Zakład M orfologii Doświadczalnej, kierowany przez 
Jana Dembowskiego, utw orzony został w 1927 r., jego działalność została 
zawieszona w 1934 r. ze względu na objęcie przez J. Dembowskiego K atedry 
Biologii na Uniwersytecie Stefana Batorego w Wilnie. Zakład Biometrii pod 
kierunkiem  Jerzego Spława-Neym ana powstał w 1928 r.. Działalność tego 
zakładu rozwijała się w ścisłej współpracy z placów kam i z poza Instytutu 
podejm ującym i zbliżoną tem atykę naukow ą. Zakład Neurobiologii objął po 
śmierci prof. E. F la taua prof. K. Orzechowski.

G łównym  tem atem  badawczym Zakładu Biologii była analiza przystosowań 
czynnych ustroju jako  całości do środowiska. Badania doświadczalne dotyczyły 
różnych przystosowań. W zakresie morfologicznych na pierwszy plan wybijały 
się klasyczne prace Stanisławy Dembowskiej nad m orfodynam iką aparatu  
rzęskowego Stylonychia w czasie regeneracji. Przystosow ania fizjologiczne 
opracowywali m.in. Jan  i Stanisława Dembowscy. Badali oni wpływ różnych 
czynników na pobieranie pokarm u przez wymoczki, wpływ różnego kształtu 
kropli na ruchy orzęsków, wpływ światła barwnego na szybkość podziałów tych 
pierwotniaków. Trzecią grupę zagadnień obejmowały przystosowania etologicz- 
ne, pod którym i należy rozumieć procesy psychofizjologiczne (w rozumieniu z lat 
dwudziestych) — a więc instynkty, pamięć, orientację przestrzenną, stosunki z 
innymi organizm am i, jak  symbioza, naśladow nictwo itp.. Są to głównie prace 
R om ualda M inkiewicza i w spółpracowników nad rozpoznawaniem  i pamięcią 
kształtów  oraz barw. Inne prace dotyczyły zagadnień etologicznych, które i 
znacznie później opracow yw ano w Instytucie Nenckiego np.: budowa dom ków 
przez larwy chruścika, zagadnienia symbiozy, rytmy biologiczne. W Zakładzie 
Biologii wprow adzano też nowe m etody badań, jak  np. barwienie przyżyciowe. 
Część wymienionych zagadnień opracowywanych przez Jana i Stanisławę 
Dembowskich weszła później do tem atyki Zakładu Morfologii Doświadczalnej.

Nieco więcej uwagi poświęcę problem atyce Zakładu Fizjologii, ponieważ z 
niego powstały po wojnie dwa duże Zakłady Instytutu: Zakład Biochemii i 
Zakład Neurofizjologii. Tem atyka Zakładu, w prow adzona przez Białaszewicza i 
kontynuow ana przez Jego uczniów, dotyczyła zagadnień przemiany m aterii i 
energii z punktu widzenia porównawczego. W szczególności badano metabolizm 
różnych składników ciała w czasie głodu u przedstawicieli wielu gatunków  
zwierząt, zarówno kręgowych jak  i bezkręgowych. Cały cykl prac poświęcono 
zagadnieniom  biochemii rozwoju, ze szczególnym uwzględnieniem procesów 
zachodzących w czasie wzrostu i m etam orfozy u owadów. Przem ianę m ineralną 
badano z różnych punktów  widzenia: skład mineralny jaj, mięśni i cieczy ciała 
zwierząt morskich w zależności od składu m ineralnego środowiska, w którym  
hodow ano zwierzęta; przem iany m ineralne w czasie głodu, chłonienie składni­
ków mineralnych w jelicie psa i steku kury. W zakresie fizjologii mięśni badano
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przepuszczalność mięśni dla elektrolitów; rolę tłuszczów w pracy mięśnia, ciepło 
spalania mięśnia. Oddzielny kierunek badawczy, w prow adzony przez K azim ie­
rza Białaszewicza w latach trzydziestych, to fizjologia pracy fizycznej u człowie­
ka. Profesor Białaszewicz opracow ał szczegółowo m etodykę badań ergometrycz- 
nych, wymiany oddechowej, przy czym cały szereg aparatów  był Jego własnego 
pomysłu.

W latach trzydziestych tem atyka badaw cza Z akładu Fizjologii poszerzyła się 
dzięki w prow adzeniu zagadnień z fizjologii układu nerwowego i wyższych 
czynności nerwowych. Tem atyką tą zajmowali się Liliana Lubińska oraz Jerzy 
K onorski i Stefan Miller. Był to jeszcze jeden przykład otw artości profesora 
Białaszewicza na nowe zagadnienia —  chętnie godził się na prowadzenie badań 
nie będących w zasięgu Jego bezpośrednich zainteresow ań —  pod w arunkiem  
jednak, że prace są pożyteczne dla rozwoju nauki.

Szereg osób mających związek z Zakładem  Fizjologii Instytutu objęło jeszcze 
przed wojną kierownicze stanow iska w różnych placów kach naukow ych 
(np. Mieczysław Bogucki, Bolesław G utowski, Stanisław Przyłęcki, W itold 
Rawita-W itanowski). Tę listę m ożna poszerzyć nazwiskami bezpośrednich 
uczniów Kazimierza Białaszewicza, którzy po wojnie zajęli szereg poważnych 
stanowisk (M ichał Laskowski, Stella Niem ierko, W łodzimierz N iem ierko, Alina 
Perlberg-Szumlewicz, Bronisław Zawadzki, Genowefa Szwejkowska), również 
kilka osób które przed wojną miały zaaw ansow ane prace m agisterskie lub 
ukończone wywodzą się z Zakładu Fizjologii Zwierząt U.W. (M aria D ydyńska, 
Zofia Kiernik-Zielińska, Paulina W łodawer, M arian Rybicki). Jedną z ważnych 
działalności naukow ych Z akładu Fizjologii były zebrania naukowe, w których 
poza stałymi pracownikam i, brali udział również studenci, wykonujący prace 
doktorskie, jak  i szereg osób z poza Instytutu. Te zebrania, cieszące się dużą 
frekwencją, m ożna uważać na zalążek Polskiego Tow arzystw a Fizjologicznego, 
którego głównym organizatorem  i pierwszym Przewodniczącym  był Profesor 
Białaszewicz. Znów więc Instytut odegrał ważną rolę w integracji życia 
naukow ego w Polsce. Należy podkreślić, że Polskie Towarzystw o Fizjologiczne 
skupiało nie tylko fizjologów, lecz również biochemików, farm akologów  itp. 
W śród członków założycieli PTBiochem. jest wielu daw nych członków T o­
warzystwa Fizjologicznego.

Prócz Zakładów  naukowych Insty tu t posiadał Stacje terenowe. Było to 
zgodne z celami Instytutu im. Nenckiego zrzeszania biologów polskich różnych 
specjalności. Stacje miały swoją własną problem atykę, ale służyły one również 
jako  miejsce badań dla szerokich rzesz biologów. Prow adzono tam  również 
kursy szkoleniowe dla studentów  i m łodych pracowników naukow ych. Jak 
bardzo ważną rolę dla rozwoju biologii w Polsce stanowiły Stacje Insty tu tu  może 
służyć spis nazwisk ludzi, którzy przewijali się przez Stacje, znajdujący się w 
spraw ozdaniach z działalności Instytutu. Stacji było trzy. Stacja Hydrobiologicz- 
na na W igrach, kierow ana przez Alfreda Lityńskiego od r. 1920, Stacja M orska w 
Helu, Kierownik —  Mieczysław Bogucki i wreszcie Stacja Potam ologiczna nad 
Prypecią, prow adzona przez młodego biologa, Jerzego Wiszniewskiego, roz­

http://rcin.org.pl



[7] Z HISTORII BIOCHEMII 9

poczynająca działalność tuż przed II W ojną Światową. Ponadto  Instytut 
posiadał C entralną Bibliotekę w Warszawie, dostępną dla każdego, którem u 
księgozbiór był potrzebny. Biblioteka prowadziła szeroką wymianę czasopism z 
zagranicą. Księgozbiór jej został znacznie powiększony przez pryw atną bibliote­
kę Nenckiego, k tórą Instytut Medycyny Eksperymentalnej w Petersburgu 
ofiarował Instytutowi. Biblioteka Instytutu była największą biblioteką biologicz­
ną w Polsce, tuż przed wojną liczyła 30000 woluminów. Była wzorowo 
prow adzona i cieszyła się zasłużonym uznaniem.

O d samego początku swego istnienia Instytut prowadził ożywioną działal­
ność wydawniczą. Początkow o wydawał „Prace Instytutu im. Nenckiego” (od r. 
1921/1922). Od r. 1926 zaczęło wychodzić Archiwum Hydrobiologii i Rybactwa 
pod redakcją Alfreda Lityńskiego i Mieczysława Boguckiego, od 1928 r. Instytut 
zaczął wydawać Acta Biologiae Experimentalis. R edaktorem  i inicjatorem  tego 
czasopism a był profesor Białaszewicz. W „Acta” drukow ano prace z całej Polski, 
warto nadmienić, że już wówczas prace ogłaszane były nie tylko w języku 
polskim, lecz również w języku angielskim, francuskim i niemieckim.

N a zakończenie tego rysu dziejów Instytutu  przed II W ojną Światową w arto 
podkreślić rzecz trudną do opisania lecz bardzo ważną — to jest atmosferę, jaka 
panow ała w Instytucie. Atmosfera rzetelnej pracy naukowej, której inne sprawy 
były podporządkow ane. Stosunki koleżeńskie, które sprawiały, że sukcesy 
jednych były radością pozostałych, a zm artwienia —  wspólnymi zmartwieniami. 
Każdy pracownik czuł się dum ny, że jest pracownikiem  Instytutu im. Nenckiego.

Niestety, przyszła wojna i Instytut podzielił los wszystkich placówek 
naukow ych i kulturalnych: praktycznie cały dobytek m aterialny albo został 
zniszczony w czasie oblężenia Warszawy, albo w czasie Pow stania W arszaw­
skiego. Biblioteka Instytutu, jego dum a, poszła z dymem, ap a ra tu ra  albo zabrana 
przez Niemców albo zniszczona pom im o usilnych starań garstki byłych pracow ­
ników. Pozostały tylko cudem uratow ane niektóre książki z dawnym Exlibrisem 
Instytutu, mające już teraz wartość historyczną. Ale jak  zwykle przy takich 
kataklizm ach, największe straty — to ludzie. Ludzie, którzy zginęli bądź zam or­
dowani przez hitlerowców, bądź zabici przez kule, bądź zmarli śmiercią 
przedwczesną ze względu na wyniszczające w arunki bytowania. Spośród praco­
wników Instytutu nie doczekali końca wojny: Kazimierz Białaszewicz, N atan 
Balsam, M aks Chejfec, Olga Krauze, Zygm unt Koźmiński, Alfred Lityński, 
Stefan Miller, Romuald Minkiewicz, H alina Rosenberg, Stanisław Sumiński, 
W itold Rawita-W itanowski, Jerzy Wiszniewski, M irosław Zieliński i inni.

Natychm iast po wojnie grono byłych pracowników Instytutu podjęło 
staran ia  odbudowy Instytutu. Pierwsze kroki poczynili w M oskwie profesor Jan 
Dembowski, który w czasie wojny sprawował funkcję attache kulturalnego w 
Am basadzie Polskiej w Moskwie, Stanisława Dembowska, Jerzy Konorski i 
Liliana Lubińska, (którzy wojnę przeżyli w Związku Radzieckim, pracując w 
Zakładzie Fizjologii w Suchumi). W iosną 1945 r. po powrocie do Polski 
Konorskiego i Lubińskiej powstał K om itet Organizacyjny, do którego należały 
początkow o 4 osoby —  Jerzy Konorski, Liliana Lubińska, Stella N iem ierko i
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W łodzimierz Niemierko; po powrocie do Kraju, jesienią 1947 r. dołączyli się Jan  i 
Stanisława Dembowscy. Pierwszą sprawą było ustalenie tymczasowej siedziby 
Instytutu. Ze względu na zniszczenia w W arszawie było niemożliwe nawet myśleć
o Stolicy. W ybrano więc Łódź, k tóra była praktycznie nie zniszczona. O rganizo­
wano tam  Uniwersytet i R ektor Profesor Tadeusz K otarbiński zaproponow ał 
K atedrę Fizjologii Zwierząt mojemu mężowi, W łodzimierzowi Niemierce, a 
Jerzem u K onarskiem u —  K atedrę Neurofizjologii. Było to bardzo ważne, p o ­
nieważ zdawaliśmy sobie sprawę, że jednym  z najważniejszych zadań stojących 
przed n am i— jest przygotow anie m łodych kadr naukow ych, których brak był 
oczywisty. O grom  trudu, który stał przed nami mógłby nawet przerażać: ze 
świetnie prosperującej placówki nie zostało dosłownie nic. Trzeba było zaczynać 
od początku. Jednakże był to okres niezwykłego entuzjazm u, który ogarniając 
prawie wszystkich pom agał w urzeczywistnieniu spraw wydających się niem o­
żliwymi do wykonania. Nie było wówczas rozbudow anej biurokracji i jeden 
drugiem u starał się pomóc. W stosunkow o krótkim  czasie otrzym ano gmach 
przy ul. Południowej 66, po adaptacji mógł już on służyć za siedzibę Instytutu, w 
którym  miały funkcjonować trzy zakłady: Biochemii (Kierownik Profesor 
W łodzimierz Niemierko), Biologii (Kierownik Profesor Jan  Dembowski) i 
Neurofizjologii (Kierownik Profesor Jerzy Konorski). Jeszcze za czasów pier­
wszej przejściowej siedziby Insty tu tu  w Łodzi przy ul. K opernika 65 staraliśm y 
się najróżniejszymi sposobam i o aparatu rę  (m.in. dary z U N RRA , U N ESC O  i 
Zw. Radzieckiego), a także próbując zamawiać prostsze urządzenia u najróżniej­
szych rzemieślników lub kupow ać poniemieckie (a może polskie?) aparaty, 
których Niemcy nie zdążyli wywieźć. Insty tu t podlegał wówczas W ydziałowi 
N auki M inisterstwa Oświaty; TN W  nie istniało jeszcze. Do Instytutu, rozpoczy­
nającego swą działalność, zaczęli się zgłaszać jego dawni pracownicy: Genowefa 
Szwejkowska, Antoni W ojtczak, Aniela Szwejcerowa —  przedw ojenna bibliote­
karka, k tó ra nie tylko zgodziła się zorganizować Bibliotekę Insty tutu  zupełnie od 
nowa, lecz zajm owała się wieloma sprawam i biurowymi. K ażdy robił wtedy to co 
było potrzebne. Zjawili się też dawni m agistranci profesora Białaszewicza (M aria 
Dydyńska, Zofia K iernik-Zielińska, Paulina W łodawer), rozpoczynali oni 
stopniow o pracę w Instytucie w Zakładzie Biochemii. P onad to  angażow ano 
młodzież studencką z U.Ł., k tóra studiując jednocześnie pom agała przy organi­
zacji Instytutu i stopniow o zaczynała pracę doświadczalną. W Zakładzie 
Biochemii pracowali: Czesław Kurowski, Lech W ojtczak, Anna W ojtczak, Irena 
Kąkol, W itold Drabikowski. Personel techniczny właściwie nie istniał. Trzeba 
było więc samemu uczyć młode, pojętne i m anualnie sprawne osoby; do takich 
należała np. M aria Bednarek. Stopniowo Zakład zaczynał funkcjonować i 
przygotowywaliśmy się intensywnie do pracy doświadczalnej. Podobnie działo 
się w dwóch pozostałych Zakładach Instytutu, którego D yrektorem  od 1948 r. 
był profesor Dembowski.

Problem atyka Insty tutu  od początku działalności powojennej obejm owała 
zagadnienia współzależności budowy i funkcji oraz m echanizm ów regulacyjnych 
na poziomie subkom órkow ym , kom órkow ym  oraz całego organizm u. Główny
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trzon badań pozostał dotychczas ten sam. Zmieniło się natom iast i zmienia się 
ustawicznie wraz z postępam i w nauce i możliwościami technicznymi podejście 
do rozwiązywania problem ów oraz ich wybór, które bądź ze względów 
poznawczych, bądź z punktu  widzenia użyteczności wydają się ważne. Rozwój 
pracy w znacznym stopniu zależał od warunków  lokalowych, wyposażenia w 
aparaturę, zwiększenia kadry naukowej i naw iązania stosunków z placówkami 
zagranicznymi. To wszystko mogło nastąpić dopiero po otrzym aniu przez 
Instytut nowego budynku. Budowę jego rozpoczęto w W arszawie przy ul. 
Pasteura 3. W r. 1952 nowopow stała Polska Akadem ia N auk przejęła Instytut 
jako  jedną z pierwszych swych placówek. D yrektoram i Instytutu po Janie 
Dembowskim  byli: W łodzimierz N iem ierko (1961— 1967), Jerzy K onorski 
(1968— 1973) i Kazimierz Zieliński od r. 1973. Zakłady Instytutu stopniowo 
przenosiły się do W arszawy w latach 1953— 1955. W pracach związanych z 
organizacją Instytutu brało już bardzo czynny udział również następne pokole­
nie naukow e Instytutu.

W nowym gm achu Instytutu w W arszawie utworzony został w 1953 r. Zakład 
H ydrobiologii Eksperymentalnej (Kierownik Rom uald Klekowski). W latach 
1951— 1961 do Instytutu, zgodnie z jego tradycjam i, należała także Stacja 
Hydrobiologiczna w M ikołajkach przyjęta następnie przez Instytut Ekologii 
PAN, podobnie jak  i Zakład Hydrobiologii w r. 1974. W latach 1955— 1961 w 
skład Instytutu wchodził także Zakład Psychologii (Kierownik Eugeniusz 
Geblewicz), który przeszedł potem  do U.W.

W dalszym ciągu opracow ania przedstawię jedynie w głównych zarysach 
tem atykę obecnie działających Zakładów  Instytutu, poświęcając nieco uwagi 
Zakładow i Biochemii.

Problem atyka badawcza Zakładu Biochemii, we wczesnym okresie pow ojen­
nym, dotyczyła w pierwszym rzędzie biochemii owadów. Była to kontynuacja 
badań  Kazimierza Białaszewicza i W łodzimierza Niemierki. O pracow yw ano 
metabolizm  fosforowy, lipidowy, azotowy, węglowodanowy, jak  również fosfo- 
rylację oksydacyjną w różnych okresach życia i stanach fizjologicznych u mola 
woskowego, a później i jedw abnika. W prow adzano nowe metody badawcze 
m.in. cytochemiczne. O trzym ano szereg ważnych wyników, niektóre zdobyły 
rozgłos światowy. W prow adzono pracę zespołową, dawniej nie stosow aną w 
Instytucie. D ała ona bardzo dobre wyniki: przyspieszenie postępów w rozwią­
zywaniu zagadnień i nawiązywanie dobrych stosunków koleżeńskich, z których 
Insty tu t słynął. W miarę powiększania kadry naukowej poza biochemią owadów, 
rozpoczęto badania w zakresie biochemii mięśni i białek mięśniowych, które w 
latach późniejszych rozwinęły się bardzo dobrze pod kierunkiem  przedwcześnie 
zm arłego W itolda Drabikowskiego. Duże osiągnięcia zdobyto w zakresie 
biochemii lipidów (cykl prac W łodzimierza Niemierki i Pauliny W łodawer ze 
współpracownikami). Badania fosforylacji oksydacyjnej stopniow o doprow adzi­
ły do badań bioenergetycznych zespołu profesora Lecha W ojtczaka. Profesor 
Zofia Zielińska wprowadziła do Zakładu technikę hodowli narządów  przeżywa­
jących, a profesor A leksandra Przełęcka różne m etody cytologiczne, w tym
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m ikroskopii elektronowej. T rudno w dość krótkim  artykule uwzględnić cały 
długoletni dorobek Zakładu Biochemii. W ydaje się ważnym, że tworzenie 
nowych pracowni, podejm ow anie nowych zagadnień następow ało w m iarę 
potrzeb Zakładu, przygotow ania personelu naukowego, często zagranicą, wypo­
sażenia aparaturow ego. N a początku lat 60-tych stw orzono Pracownię N euro- 
chemiczną (Kierownik Stella Niemierko), k tó ra  początkow o zajm owała się 
zagadnieniem  transportu  w aksonie. Badania we współpracy z Lilianą Lubińską 
dały ciekawe, szeroko cytowane wyniki. Zakład Biochemii w końcu lat 60-tych 
podzielił się na dwa Zakłady: Biochemii K om órki (Kierownik Zofia Zielińska) i 
U kładu Nerwowego i Mięśni (Kierownik W itold Drabikowski). Obecnie istnieje 
Zakład Biochemii K om órki (Kierownik B arbara G rzelakow ska-Sztabert) i 
Zakład  Biochemii Mięśni (Kierownik H anna Strzelecka-Gołaszewska). W 
każdym  z nich jest kilka pracowni. G łówne kierunki badawcze Zakładów  
Biochemii to różne aspekty bioenergetyki, m etabolizm u i czynności enzym atycz­
nych na poziomie subkom órkow ym , w kom órkach norm alnych i now otw oro­
wych. M.in. są to badania bioenergetyki m itochondriów  (Lech W ojtczak); 
regulacja m etabolizm u (Anna Wojtczak); regulacja biosyntezy fosfolipidów 
(Józef Zborowski); m etabolizm  folianów i antyfolianów w kom órkach norm al­
nych i nowotworow ych oraz wpływ poliam in na ekspresję genów w cyklu 
kom órkow ym  (B arbara Grzelakowska-Sztabert); syntaza tym idylanow a jako  
enzym docelowy w chem oterapii (Wojciech Rode). Badania biochemii mięśni 
dotyczą białek kurczliwych, białek regulujących procesy skurczu oraz właściwoś­
ci błon mięśni i niektórych tkanek niemięśniowych. W szczególności bada się 
zależność pomiędzy struk tu rą i funkcją miozyny i aktyny oraz różne aspekty 
interakcji tych dwóch białek (H anna Strzelecka-Gołaszewska); mechanizmy 
zależnej od wapnia regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni szkieleto­
wych i gładkich oraz procesy regulacji ruchliwości w kom órkach niemięśniowych 
(Renata Dąbrowska); strukturę i funkcję białek transportujących wapń (Jacek 
Kuźnicki). Ponad to  prowadzi się prace nad budow ą chemiczną i metabolizm em  
niektórych składników błon kom órkow ych mięśni. Wreszcie prow adzone są 
badania nad rolą lekkich łańcuchów miozyny w mięśniach szkieletowych w 
procesach skurczu mięśniowego (Irena Kąkol). Badania z neurochem ii obejm ują 
zagadnienia odnow y po uszkodzeniach mózgu, roli gangliozydów i czynników 
neurotropow ych po uszkodzeniach struk tu r limbicznych (B arbara O derfeld-No- 
wak) oraz wpływu deprywacji ocznej na układy neuroprzekaźnikow e (Jolanta 
Skangiel-Kram ska). W wydzielonej Pracowni M etabolizm u Białek (Anna Puka) 
bada się wpływ różnych czynników, m.in. zmian w unerwieniu na u ltrastrukturę i 
metabolizm  mięśni szkieletowych.

Zakład Biologii K om órki (M aria Jerka-D ziadosz) ma tradycyjnie za obiekt 
doświadczeń głównie pierwotniaki. Ważniejsze problem y badań to: ruchy 
am eboidalne i płynięcie cytoplazmy (Andrzej Grębecki); wpływ jonów  na 
zjawiska wrażliwości kom órki (Stanisław Dryl); aspekty strukturalne cytoszkie- 
letu w doświadczalnie zmienionej morfogenezie (M aria Jerka-Dziadosz); bada­
nia układów  ruchliwych u pierw otniaków  (Leszek Kuźnicki); funkcjonalne
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aspekty struktury  błon kom órkowych i okolicy subplazmatycznej (Aleksandra 
Przełęcka). Stosuje się nowoczesne m etody, m.in. m ikrom anipulacyjne, cytoche- 
miczne, m ikroskopow o-elektronow e, im munocytochem iczne, biochemiczne, ele- 
ktrofizjologiczne, kinematograficzne.

Zakład Neurofizjologii (Bogusław Żernicki) stosując podejście międzydyscy- 
plinarne, m etody elektrofizjologiczne, behawioralne, anatom iczne, psycho-fizjo- 
logiczne, neurochemiczne, etologiczne bada organizację mózgu i jego plastycz­
ność u zwierząt dorosłych i w czasie rozwoju. Największy z Zakładów  Instytutu 
posiada 11 pracowni, których nazwy ilustrują kierunki badawcze: Percepcji 
wzrokowej (Bogusław Żernicki); Układów  Aferentnych (Remigiusz Tarnecki); 
Psychofizjologii (W anda Budohoska); O bronnych O druchów  W arunkowych 
(Kazimierz Zieliński); U kładu Limbicznego (Elżbieta Fonberg); Etologii (P iotr 
Korda); N euroanatom ii (Anna Kosmal); Fizjologii Pamięci (Irena Łukaszew ­
ska); N eurochem ii (Barbara Oderfeld-Nowak).

Poza zakładam i Instytut posiada Bibliotekę, liczącą 60.000 woluminów oraz 
dwie Pracow nie Środowiskowe: M ikroskopii Elektronowej (Elżbieta W yroba) 
oraz Hodowli K om órek i Tkanek (Leszek Kaczm arek) i kilka pracowni 
usługowych, w tym K om puterow a, Izotopow a oraz W arsztat M echaniczny i 
Szklarski.

Insty tut wydaje czasopisma w języku angielskim: wznowione po wojnie „Acta 
Biologiae Experim entalis” zm ieniono w r. 1970 na Acta N eurobiologiae 
Experim entalis (R edaktor Bogusław Żarnicki) i Acta Protozoologica (R edakto­
rzy: Stanisław Dryl i Stanisław Kazubski).

N a zakończenie w arto się zastanowić, co z daw nego przedwojennego 
Instytutu zachowało się do dni dzisiejszych? W ydaje się, że pom im o tylu lat, 
k tóre dzielą nas od „dawnego” Instytutu, kataklizm ów  dziejowych, ogrom nych 
strat ludzkich, zmiany pokoleń, zm iany przynależności (TNW , M inisterstwo 
Oświaty, PAN), Instytut im. M. Nenckiego nie tylko nadal żyje, lecz się 
wspaniale rozwinął, zachowując swoją indywidualność —  placówki poświęconej 
podstawow ym  badaniom  doświadczalnym  w dziedzinie biologii. Jest to placów­
ka o tw arta  na postępy wiedzy, na nowe techniki badawcze. Instytut nadal stara 
się o integrację biologów, m.in. przez koordynację planów badawczych, w ydaw a­
nie czasopism, udostępnianie pracowni środowiskowych, urządzanie zebrań, 
organizację sympozjów krajowych i m iędzynarodowych. S tara się, w spółpracu­
jąc z ośrodkam i zagranicznymi i kształcąc nowe kadry naukow e —  propagow ać 
N aukę Polską. Wiele prac obecnie prowadzonych ma swoje korzenie w dawnych, 
nawet przedwojennych badaniach.

W ydaje mi się, że w arto tu przytoczyć kilka myśli M arcelego Nenckiego, 
które wciąż aktualne, mogą służyć jako  drogow skaz dzisiejszym i przyszłym 
pracow nikom  Instytutu Jego imienia. ...,,Z czasem i to, co nam prawie do 
osiągnięcia wydawało się niemożebnym, wpadło w nasze ręce, lecz my, dążąc 
ciągle naprzód już inne trudniejsze do wypełnienia mamy życzenia. Nie wątpię, że 
te zam iary przez nowe pokolenia badaczy zostaną osiągnięte, że nasi następcy 
znowu będą mieli cele, których my nie przeczuwamy... Zadań, czekających nahttp://rcin.org.pl



rozwiązanie jest nieskończona ilość i pojedyńczy badacz ... widzi jak  jedne 
pokolenia po drugich dalej kroczyć i pracow ać muszą, a końca badań nie ujrzą. 
Za to wiedza nasza będzie coraz obszerniejsza i głębsza, a korzyść praktyczna ... 
coraz większa”*’

1 4  S. N IE M IE RK O  [12]

Z okazji Jubileuszu Insty tutu  im. M. Nenckiego wpłynęło do Redakcji 
naszego K w artalnika kilkanaście artykułów  z różnych dziedzin biochemii. 
Pierwsze trzy publikujemy już w tym zeszycie. N astępne ukażą się w zeszytach 
m onotem atycznych poświęconych regulacyjnej funkcji procesów fosforylacji 
białek (zeszyt 2, tom u 35, 1989) i transportow i przez błony biologiczne (zeszyt 3, 
tom u 35, 1989).

M. Nencki, 1900, Przegląd Lekarski XXXIX, Nr. 31.
http://rcin.org.pl
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I. Wstęp

Kwas fosfatydowy jest fosfolipidem występującym zarów no w kom órkach 
organizm ów eukariotycznych jak  i prokariotycznych jedynie w ilościach 
śladowych. Jest on jednak związkiem kluczowym w biosyntezie złożonych 
lipidów we wszystkich organizm ach żywych (patrz artykuły przeglądowe [1, 2]). 
Ulegając defosforylacji do diacyloglicerolu jest prekursorem  fosfatydylocholiny, 
fosfatydyloetanoloam iny i triacyloglicerolu, a reagując z C T P  przekształca się w 
CD P-diacyloglycerol, który jest prekursorem  takich fosfolipidów jak fosfaty-

*' Dr hab., *** doc. dr hab., Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. 
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

http://rcin.org.pl



16 J. B A R A Ń S K A , J. Z B O R O W S K I [2]

dyloinozytol i fosfatydyloglicerol; z tego ostatniego powstaje następnie kardio- 
lipina —  specyficzny fosfolipid wewnętrznej błony m itochondrialnej.

W związku z kluczową rolą jaką kwas fosfatydowy odgrywa w syntezie 
lipidów wydają się być istotne nie tylko badania dotyczące jego przekształceń 
m etabolicznych, lecz także i takie, które dotyczą jego transportu  pomiędzy 
strukturam i kom órkowym i. Obecny artykuł zajmuje się wybranym i zagadnie­
niami z zakresu biosyntezy kwasu fosfatydowego w kom órkach zwierzęcych, 
oraz jego transportem  in vitro i in vivo. O m aw ia także, wydające się au torom  
ciekawe, nowe doniesienia dotyczące roli kwasu fosfatydowego jako  jonoforu  
jonów  wapnia.

II. Biosynteza kwasu fosfatydowego

W kom órkach zwierzęcych kwas fosfatydowy jest głównie syntetyzowany 
poprzez estryfikację sn-glicero-3-fosforanu lub fosforanu dihydroksyacetonu. 
Estryfikacja sn-glicero-3-fosforanu, po raz pierwszy opisana przez K o r n -  
b e r g a  i P r i c e r a  w 1953 r [3] jest procesem dwuetapowym  (Rye. 1). Pierw ­
szą reakcję estryfikacji katalizuje acylotransferaza sn-glicero-3-fosforanu 
(EC.2.3.1.15) w ykorzystująca głównie długołańcuchowe nasycone acylowe po­
chodne CoA, estryfikację drugą —  acylotransferaza l-acylo-sn-glicero-3-fosfora- 
nu (EC.2.3.1.51) w ykorzystująca wyłącznie nienasycone estry CoA [4, 5]. 
Powstające w ten sposób określone cząstki kwasu fosfatydowego (rodzaje 
molekularne) nie determ inują jednak w pełni składu kwasów tłuszczowych 
innych fosfolipidów tkankow ych [6].

Funkcja fosforanu dihydroksyacetonu jak o  akceptora długołańcuchowych 
acylowych pochodnych CoA została w ykazana w późnych latach 60-tych [7, 8]. 
Syntezę acylowej pochodnej fosforanu dihydroksyacetonu katalizuje specyficzna 
acylotransferaza (EC.2.3.1.42). Związek ten jest prekursorem  lipidów eterowych 
ale może być także redukow any przy udziale N A D PH  do 1-acylo-sn-glice- 
ro-3-fosforanu (kwas lizofosfatydowy), z którego w wyniku kolejnej acylacji 
tworzy się kwas fosfatydowy (Rye. 1).

Ponadto , kwas fosfatydowy może powstaw ać poprzez fosforylację L -1,2-di- 
-acylo-glicerolu przy udziale ATP, w reakcji katalizow anej przez kinazę diacylo- 
glicerolową (EC. 2.7.1.31) [9], rye. 1. Enzym ten występuje zarów no w błonach 
jak  i we frakcji rozpuszczalnej w ątroby [10], czy mózgu [11, 12]. W mózgu 
(zarówno w endoplazm atycznym  retikulum  jak  i we frakcji rozpuszczalnej) [11, 
12], a szczególnie w błonach erytrocytów  (ghosts) [13], aktywność tego enzymu 
znacznie przekracza aktywność acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu, co 
wskazuje na jego znaczenie.

W odróżnieniu od kinazy diacyloglicerolowej, acylotransferazy sn-gli- 
cero-3-fosforanu i fosforanu dihydroksyacetonu są w kom órkach zwierzęcych 
wyłącznie enzymami błonam i. Początkow o sądzono, że acylotransferaza fosfora­
nu dihydroksyacetonu, w zależności od rodzaju tkanki, występuje bądź whttp://rcin.org.pl
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Ryc. 1. Główne drogi biosyntezy kwasu fosfatydowego.
Szlak I: GP, sn-glicero-3-fosforan; LPA, l-acylo-sn-glicero-3-fosforan (kwas lizofosfatydowy); PA, 
kwas fosfatydowy. Szlak II: DHAP, fosforan dihydroksyacetonu; Acylo-DHAP, acylowa pochodna 
fosforanu dihydroksyacetonu; LPA, PA, jak wyżej. Szlak III: DG, diacyloglicerol; PA, jak wyżej. Inne 
skróty: PC, fosfatydylocholina; PE, fosfatydyloetanoloamina; TG, triacyloglicerol; CDP-DG , CDP- 
-diacyloglicerol; PI, fosfatydyloinozytol; PG, fosfatydyloglicerol; CL, kardiolipina.

m itochondriach [14, 15] bądź w endoplazm atycznym  retikulum  [16], jednakże 
dokładniejsze badania J o n e s a  i H a j r y  [17— 19] wykazały, że enzym ten jest 
zlokalizowany w peroksysom ach. Aktywność jego jest bowiem ściśle skorelow a­
na z aktywnością urykazy, enzymu „znacznikowego” peroksysomów.

W m ikrosom ach głównym produktem  acylacji sn-glicero-3-fosforanu jest 
kwas fosfatydowy [20, 21], podczas gdy w m itochondriach są nimi kwas 
lizofosfatydowy i fosfatydowy [21, 22]. Skład kwasów tłuszczowych mito- 
chondrialnego i m ikrosom alnego kwasu fosfatydowego różni się między sobą 
[23]. W m itochondriach acylotransferaza sn-glicero-3-fosforanu występuje w 
zewnętrznej błonie m itochondrialnej [24— 27]. W edług Pu 11 m a n a i w s p. 
[27] m ikrosom alne i m itochondrialne acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu 

są izoenzymami. Ich właściwości określone dla enzymów tkanki wątrobowej 
zestawiono w Tabeli 1.

Jak  widać z Tabeli 1, acylotransferazy m ikrosom alna i m itochondrialna 
różnią się między sobą specyficznością względem wykorzystywanych estrów 
długołańcuchowych kwasów tłuszczowych, inną odpowiedzią na działanie 
tem peratury, enzymów proteolitycznych, czynników reagujących z grupam i SH,

2 P o stę p y  B iochem ii 1— 2/89 http://rcin.org.pl



Tabela 1
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Acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu w subfrakcjach komórek wątroby

Lp. Właściwość Mikrosomy Mitochondria Piśmiennictwo

1. Specyficzność względem nasyco­ brak specyficz­ wykorzystywa­ [5, 21, 22,
nych i nienasyconych długołańcu- ności ne są wyłącznie 27 — 30]
chowych estrów CoA estry nasycone

2. Optimum pH 7,0 6,6 — 8,5 [28]
3. Km względem glicero-3-fosforanu 0,33 mM 0,18 mM [29]
4. Wpływ N-etylomaleimidu (NEM) inaktywuje brak wpływu [28, 30, 31]
5. Trawienie enzymami proteolitycz­

nymi
inaktywuje brak wpływu [31]

6. Wpływ temperatury
a) przetrzymywanie w 4°C inaktywuje brak wpływu [28, 29]
b) przetrzymywanie w 15°C inaktywuje mniejszy 

wpływ niż w 
przypadku en­
zymu mikroso- 
malnego

[28, 29]

7. Traktowanie polimyksyną B inaktywuje słaba stymula­
cja

[31]

a także polimyksyny B. W ykazują też odm ienną pozorną stałą K m względem 
sn-glicero-3-fosforanu oraz różne optim a pH.

W ostatnich latach zajęto się również kwestią asymetrycznego rozmieszcze­
nia acylotransferaz w płaszczyźnie poprzecznej błony m ikrosom alnej i m ito- 
chondrialnej. W badaniach użyto enzymów proteolitycznych [31— 33]. O kazało 
się, że pronaza, trypsyna, brom elaina i papaina ham owały aktyw ność enzymu 
m itochondrialnego tylko wówczas, gdy struktury  te poddaw ano uprzednio 
działaniu detergentów, takich jak  dezoksycholan lub T riton X-100. W przypad­
ku acylotransferazy m ikrpsom alnej, enzymy proteolityczne ham owały jej aktyw ­
ność niezależnie od obecności detergentów [31]. Wyniki te wskazywałyby, że 
centrum  aktywne m ikrosom alnej acylotransferazy znajduje się po cytoplazm a 
tycznej stronie błony, podczas gdy enzym m itochondrialny jest eksponowany po 
stronie wewnętrznej błony zewnętrznej m itochondrium . Jednakże późniejsze 
badania tych autorów  [33] nie wskazują jednoznacznie na taką lokalizację 
enzymu m itochondrialnego. W zależności bowiem od środow iska i jego siły 
jonowej enzym był lub nie był ham owany przez proteazy, co zdaniem  autorów  
sugeruje, że jest on umieszczony prostopadle w stosunku do płaszczyzny 
poprzecznej błony. N atom iast enzym katalizujący następną reakcję acylacji, t.j. 
acylotransferaza l-acylo-sn-glicero-3- fosforanu, a ściślej jego centrum  aktywne, 
znajduje się najpewniej po wewnętrznej stronie zewnętrznej błony m itochond- 
rialnej (informacja pryw atna uzyskana na XIV M iędzynarodowym  Kongresie 
Biochemicznym, Praga, 1988).

Porów nując udział ilościowy acylotransferaz sn-glicero-3-fosforanu wystę­
pujących w m itochondriach i endoplazm atycznym  retikulum  w syntezie kwasu
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fosfatydowego w różnych tkankach u różnych zwierząt wykazano, że w w ątrobie 
szczura, królika i wołu, m itochondrialne acylotransferazy odpow iadają za 50% 
produkcji tego związku w kom órce [22, 29, 34]. W narządach takich jak  serce, 
nerka, nadnercze [34], a także w tkance tłuszczowej [35], tylko 10% kom órko­
wego kwasu fosfatydowego jest produkow ane w m itochondriach. Udział 
m itochondrialnej acylotransferazy w w ątrobie świnki morskiej [36] i kom órkach 
nowotworowych raka Ehrlicha [34] jest jeszcze mniejszy. Biorąc to pod uwagę 
m ożna wnosić, że m itochondria tkanek o niskich zdolnościach do syntezy kwasu 
fosfatydowego otrzym ują go z endoplazm atycznego retikulum  na drodze 
transportu . Podobnie, kwas fosfatydowy musi być transportow any z zewnętrznej 
błony m itochondrialnej do błony wewnętrznej tych organelli, gdzie zachodzi 
synteza kardiolipiny. Możliwe mechanizmy transportu  kwasu fosfatydowego 
zachodzące w kom órkach zwierzęcych są przedstawione w następnych rozdzia­
łach niniejszego artykułu.

III. Transport kwasu fosfatydowego w układach modelowych błon sztucznych oraz 
naturalnych in vitro

T ransport fosfolipidów w kom órkach organizm ów żywych jest od dłuższego 
czasu obiektem  specjalnego zainteresowania badaczy. W latach 70-tych wyizolo­
wano z frakcji cytoplazmatycznej kom órek wielu tkanek zwierząt, a także roślin, 
rozpuszczalne białka posiadające zdolność wiązania i przenoszenia fosfolipidów 
pomiędzy błonam i (patrz artykuły przeglądowe w Postępach Biochemii [37,38]). 
Lipidy mogą być jednak  również, choć wielokrotnie wolniej, transportow ane bez 
udziału białek przenoszących. Zjawisko to nosi nazwę transportu  spontanicz­
nego.

III-l. Transport spontaniczny

Spontaniczny transport lipidów jest od kilku ostatnich lat przedm iotem  
intensywnych badań. N a podstawie dotychczasowych danych postuluje się 
istnienie dwóch od siebie niezależnych m echanizmów odpowiedzialnych za ten 
proces, a mianowicie transport:

1) jako  wynik kolizji dwóch błon: dawcy i biorcy [39, 40],
2) jako  wynik przejścia fosfolipidu w postaci m onom eru lub micelli z błony 

dawcy do błony biorcy w procesie dyfuzji przez fazę w odną [41— 50],
M echanizm pierwszy zakłada, że błony naturalne lub sztuczne wchodzą na 

pewien okres w ścisły kontak t pomiędzy sobą. K ontak t ten pow oduje znaczne 
zmniejszenie lub prawie zupełne zniknięcie przylegającej do części grup polar­
nych fosfolipidów izolującej warstwy wody, przez co zostaje ułatw ione wyjście 
cząsteczki lipidu z jednego rodzaju błony i wniknięcie do drugiego rodzaju. 
M ożliwa jest także fuzja błon, zachodząca również na krótki okres czasu, w 
którym  to fosfolipidy z dwóch błon wymieniają się, a następnie rozchodzą w obu
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błonach w wyniku dyfuzji lateralnej. N atom iast mechanizm drugi zakłada 
wyjście m onom eru z błony dawcy i dyfuzję przez fazę wodną, aż do przypadko­
wego spotkania i wniknięcia do błony akceptorowej.

O ba mechanizmy m ają swoich zwolenników, jednakże najnowsze badania 
przem awiają za prawdziwością mechanizm u drugiego. Badania kinetyczne 
wykazały bowiem, że w przypadku równego stężenia obu błon, dawcy i biorcy, 
reakcja przejścia m onom eru lipidu przez fazę w odną jest reakcją pierwszego 
rzędu [45, 46]. Należy zatem sądzić, że czynnikiem ograniczającym  w procesie 
transportu  jest wyjście cząsteczki z błony do fazy wodnej a nie wejście do błony 
akceptorowej [45, 46]. Przeprow adzono również inne, proste doświadczenia 
pozwalające na rozróżnienie między obu mechanizmami. W doświadczeniach 
tych inkubow ano stałą ilość błon dawcy z wzrastającymi stężeniami błon biorcy. 
W przypadku kolizji błon transport fosfolipidów byłby w prost proporcjonalny 
do dodanych ilości błon akceptorowych, a w przypadku dyfuzji fosfolipidów 
stężenie tych błon byłoby bez wpływu na transport. Doświadczenia prow adzone 
w układach błon sztucznych wykazały brak wpływu stężenia błon biorcy na 
transport, co wskazuje na prawdziwość drugiego mechanizm u [43, 44, 46].

Spontaniczny transport m onom erów  kwaśnych fosfolipidów przez fazę 
w odną został również wykazany przez grupę belgijską [47, 48, 50] w pom ysło­
wych doświadczeniach, w których w ykorzystano metodę swobodnej przepływo­
wej elektroforezy (free-flow electrophoresis). W doświadczeniach tych używano 
dwóch rodzajów pęcherzyków liposomalnych, jednych o ładunku obojętnym  
zbudow anych z fosfatydylocholiny oraz drugich zbudow anych z fosfatydylo- 
choliny i [ 3H]-fosfatydyloglicerolu [47]. Pęcherzyki pierwszego rodzaju były w 
polu elektrycznym inertne, podczas gdy drugie wędrowały do anody. Po 
zmieszaniu razem, w czasie inkubacji, liposomy zawierające początkow o wyłącz­
nie fosfatydylocholinę stawały się coraz bardziej naładow ane, podczas gdy 
pęcherzyki drugiego rodzaju były coraz mniej ujemne. Obserwacje te potw ier­
dzało także przemieszczenie piętna. Po czterech godzinach inkubacji populacja 
pęcherzyków stała się hom ogenna. Doświadczenie to świadczy o stopniowym 
przechodzeniu fosfatydyloglicerolu przez fazę wodną do liposomów zaw ierają­
cych początkow o wyłącznie fosfatydylocholinę. Gdyby transport odbywał się 
drogą kolizji m ożnaby było spodziewać się wielu różnych populacji pęcherzyków 
liposom alnych już od pierwszych m inut inkubacji. De C u y p e r  i ws p .  [47, 
48, 50] badali ponadto  zdolność i innych fosfolipidów do przemieszczania się 
pomiędzy sztucznymi błonam i. Najwydajniejszy ich transport zachodził, gdy 
błona dawcy posiadała ładunek ujemny, a błona biorcy ładunek obojętny. W śród 
wszystkich fosfolipidów, których transport badano, kwas fosfatydowy był 
transportow any z największą wydajnością, a jego przejście zależało od pH 
środowiska. M ianowicie w pH 4 ,5 -7 ,0 , w którym  kwas fosfatydowy jest 
cząsteczką jednoujem ną, jego połowiczny czas przejścia wynosił 150 min, w pH 
poniżej 4,5, w którym  nie jest on zdysocjowany, a więc silnie związany błoną, 
kilka godzin; natom iast w pH powyżej 7, w którym  kwas fosfatydowy tworzy 
anion dwuujemny, co praw dopodobnie zwiększa jego hydrofilność, jego poło­
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wiczny czas przejścia stawał się bardzo szybki (poniżej 10 min). Badania te 
wskazują na rolę hydrofitowej grupy fosfolipidów w transporcie spontanicznym . 
Poprzednio zw racano uwagę jedynie na rolę hydrofobowej części fosfolipidów 
[43, 51], przypuszczając nawet, że budow a ich części polarnej (hydrofilowej) jest 
mniej isto tna [51].

W szystkie powyżej przedstawione badania były prow adzone na błonach 
sztucznych. S t u h n e - S e k a l e c  i S t a n a c e v  [52] wykazali jednak  znaczny 
transport kwasu fosfatydowego w nieobecności rozpuszczalnych białek cyto- 
plazm atycznych między frakcją m ikrosom alną a m itochondrialną w ątroby 
świnki morskiej. Podobny transport był obserwowany przez B a r a ń s k ą  i 
W o j t c z a k a  [53] między frakcją m ikrosom alną (dawca) a m itochondrialną 
(biorca) w ątroby szczura. W czasie 1 godz., w środowisku o wysokiej sile jonowej 
(100 mM KC1), spontaniczny transport radioaktywnego, [ 32P] kwasu fosfatydo­
wego wynosił od 20 do 30%, podczas gdy podobny, bez udziału białek 
transportujących, transport fosfatydylocholiny wynosił 2,5%. T ransport kwasu 
fosfatydowego nie był wprost proporcjonalny do zwiększającego się stężenia 
błon akceptorowych, co wskazuje na mechanizm dyfuzji tego fosfolipidu przez 
fazę wodną.

II1-2. Transport przy udziale białek przenoszących

Rozpuszczalne białka frakcji cytoplazmatycznej charakteryzują się różnym 
stopniem  specyficzności wobec transportow anych fosfolipidów [37, 38, 54, 55]. 
O prócz białek specyficznie przenoszących fosfolipidy, np. fosfatydyloinozytol 
czy fosfatydylocholinę, są także niskocząsteczkowe białka niespecyficzne przeno­
szące większość fosfolipidów, a także cholesterol i glikolipidy [56]. Białko takie 
zostało po raz pierwszy oczyszczone i opisane przez B l o j a  i Z i l v e r s m i t a  
w 1977 r [57]. O prócz w ątroby szczura występują one także i w innych tkankach.

Niskocząsteczkowe białka, których obecność wykazano w cytoplazmie 
w ątroby wołu [58] i świnki morskiej [52] testowane były również pod względem 
zdolności do transportu  kwasu fosfatydowego i zdolność tę wykazywały. 
B a r a ń s k a  i W o j t c z a k  [59] wykazali zależność transportu  kwasu fosfaty­
dowego (z frakcji m ikrosom alnej do m itochondriów  w ątroby szczura) od 
obecności białka przenoszącego jedynie w niskiej sile jonowej środowiska. W 
wysokiej sile jonowej (100 mM KC1), transport spontaniczny kwasu fosfatydo­
wego był natom iast tak duży, że dodatek frakcji cytoplazmatycznej zawierającej 
niespecyficzne białko transportujące fosfolipidy nie wpływał już na przejście 
kwasu fosfatydowego pomiędzy błonami. Zdolność do transportu  i wiązania 
kwasu fosfatydowego posiadało jedynie niespecyficzne białko cytoplazmatyczne. 
Białka rozpuszczalne w przestrzeni międzybłonowej m itochondriów , oraz 
w nętrza m itochondrium  (matriks) nie były do tego zdolne [59],

Zestaw iając dane dotyczące biosyntezy i transportu  in vitro kwasu fosfaty­
dowego m ożna przyjąć, że fosfolipid ten syntezowany po cytoplazmatycznej 
stronie endoplazm atycznego retikulum  może być przenoszony do innych
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struk tu r kom órkowych (m itochondria). T ransport przebiega przy udziale białka 
przenoszącego, a także bez jego udziału w wyniku transportu  spontanicznego. 
W ystępująca w kom órkach in vivo siła. jonow a jest dostatecznie wysoka aby 
sądzić, że za przejście kwasu fosfatydowego pomiędzy błonam i jest odpow ie­
dzialny w znacznej mierze transport spontaniczny. W m itochondriach kwas 
fosfatydowy jest syntetyzowany po wewnętrznej stronie błony zewnętrznej, a w 
przestrzeni międzybłonowej nie stw ierdzono białek przenoszących. M ożna więc 
przypuszczać, że transport kwasu fosfatydowego z zewnętrznej do wewnętrznej 
błony m itochondrialnej, konieczny dla syntezy kardiolipiny, zachodzi bądź 
drogą dyfuzji m onom eru poprzez fazę wodną, bądź dyfuzji lateralnej w miejscu 
zetknięcia się obu błon m itochondrialnych.

IV. Transport kwasu fosfatydowego in vivo

Prace przedstawione w tym rozdziale pochodzą z jednego tylko lab o ra to r­
ium. Jest to laboratorium  am erykańskie, kierowane przez P a g a n o ,  w którym  
do badań transportu  fosfolipidów wewnątrz żywej kom órki zastosow ano 
unikalną metodę. Polega ona na inkubacji kom órek hodowanych w jednow arst­
wowych kulturach z liposomami zawierającymi fluorescencyjne analogi fosfoli­
pidów [60]. Fosfolipidowe analogi wnikają do błony plazmatycznej kom órek, a 
następnie przechodzą do różnych struk tur subkom órkowych. Piętnow anie w 
czasie różnych struk tu r subkom órkow ych, będące wynikiem przemieszczenia 
fosfolipidów, oglądano we fluorescencyjnym m ikroskopie (high resolution 
fluorescence microscopy) i fotografowano. Do badań używano fibroblastów  
chom ika a fluorescencyjne analogi fosfolipidów zawierały w miejscu jednego z 
łańcuchów kwasów tłuszczowych podstawnik fluorescencyjny C 6-NBD. 
Skrót ten oznacza kwas N -(4-nitrobenzo-2-oxo-l,3-diazolo)am inokapronow y. 
Liposomy zbudow ane były bądź z C 6-N BD-kwasu fosfatydowego, bądź z innych 
C 6-NBD-fosfolipidów i zawierały ponadto  pewną ilość znakowanej rodam iną 
fosfatydyloetanoloam iny. Inkubację prow adzono 30— 60 min w temp. 2°C, aby 
zapobiec endocytozie. N astępnie kom órki odm ywano od zewnątrznego medium 
i inkubow ano dalej, bez liposomów, w temp. 37°C w czasie 1 godz. W tak 
przeprow adzonym  doświadczeniu m ożna wyróżnić 3 stadia przejść fosfolipidu:

1) przejście fosfolipidu z liposomu do błony plazmatycznej kom órki,
2) translokacja fosfolipidu poprzez błonę plazm atyczną,
3) transport fosfolipidu wewnątrz komórki.

Przejście fosfolipidu z liposomów do błony plazmatycznej przebiegało drogą 
dyfuzji m onom eru fosfolipidu przez fazę wodną (transport spontaniczny). 
Świadczy o tym fakt, że w błonie kom órek fibroblastów nie znajdow ano 
znakowanej rodam iną fosfatydyloetanoloam iny, k tóra winna również się tam  
znajdować, gdyby transport odbywał się zgodnie z mechanizmem kolizji [61,62],

W przypadku gdy kom órki fibroblastów inkubow ano w temp. 2°C z 
liposomami zawierającymi fluorescencyjne analogi fosfatydylocholiny [61, 64],
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fosfatydyloetanoloam iny [61, 64] lub fosfatydyloseryny [64] stwierdzano przej­
ście tych związków jedynie do błony plazmatycznej, wnętrze kom órki nie 
wykazywało fluorescencji. Po podwyższeniu tem peratury do 37°C, C 6-NBD-fos- 
fatydyloseryna i C 6-N B D -fosfatydyloetanoloam ina przemieszczały się z listka 
zewnętrznego dwuwarstwy lipidowej błony do jej listka wewnętrznego, a 
następnie do różnych struk tu r w ew nątrzkom órkowych. W przypadku C 6-NBD- 
-fosfatydylocholiny, podwyższenie tem peratury pow odow ało odrywanie pęche­
rzyków zbudow anych z błony plazmatycznej, które w wyniku endocytozy 
pojawiały się w cytoplazmie kom órek.

O dm ienne wyniki otrzym ano w przypadku C 6-NBD-kwasu fosfatydowego 
[65], W temp. 2°C, fosfolipid ten wnikał poprzez błonę plazm atyczną do struk tu r 
w ew nątrzkom órkow ych. W rezultacie obserwowano fluorescencję błon endo- 
plazm atycznego retikulum , błony jądrow ej i zewnętrznej błony m itochondrial­
nej, a nie jak  w przypadku poprzednio om ówionych fosfolipidów tylko błony 
plazmatycznej. Po podwyższeniu temp. do 37°C, fluorescencja endoplazm atycz- 
nego retikulum  zanikała, a świecenie pojaw iało się w miejscach odpowiadającym  
kropelkom  lipidów zapasowych w cytoplazmie. Badania biochemiczne [66, 67] 
wykazały, że podczas znakow ania kom órki prawie cały C 6-NBD-kwas fosfaty­
dowy ulegał defosforylacji do C 6-NBD-diacyloglicerolu (80— 90%), który w 
temp. 37°C przekształcał się dalej w C 6-NBD-triacylglicerol i C 6-NBD-fosfaty- 
dylocholinę.

Dla zbadania bliżej m echanizm u wnikania kwasu fosfatydowego do kom órki 
fibroblastów  użyto [62] także innych fluorescencyjnych analogów kwasu 
fosfatydowego, a mianowicie analogu nie poddającego się defosforylacji (a więc 
związku, z którego nie może powstawać diacyloglicerol) oraz analogu, który 
ulegał defosforylacji, ale nie mógł być ponow nie re-fosforylowany (budowa tych 
analogów , patrz  [62]). Badania prow adzono w temp. 2°C. Analog fluorescencyj­
ny kwasu fosfatydowego nie podlegający hydrolizie do diacyloglicerolu wnikał 
do błony plazmatycznej kom órek, ale nie ulegał translokacji w płaszczyźnie 
poprzecznej tej błony i nie przechodził do wnętrza kom órki. Kiedy z kolei 
inkubow ano kom órki z analogiem  ulegającym defosforylacji do diacyloglycero- 
lu, ale nie poddającym  się ponownej re-fosforylacji stw ierdzono znakowanie 
fluorescencyjne błon struk tu r subkom órkowych. W tych samych w arunkach 
liposom alna C 6-NBD-fosfatydylocholina nie wnikała do wnętrza kom órek. 
Poddanie tych ostatnich kom órek działaniu fosfolipazy C (odszczepiającej 
fosforylocholinę i prowadzącej do powstania C 6-NBD-diacyloglicerolu) pow o­
dow ało w zrastającą w czasie fluorescencję błon w ewnątrzkom órkow ych [62].

N a podstawie tych danych zaproponow ano hipotezę dotyczącą przebiegu 
transportu  kwasu fosfatydowego w kom órce fibroblastów ([62], ryc. 2). Zakłada 
on co następuje: kwas fosfatydowy wnika do błony plazmatycznej kom órki, jej 
zewnętrznego listka (I), gdzie ulega defosforylacji do diacyloglicerolu (II); przez 
błonę przemieszcza się diacyloglicerol (III); następnie diacyloglicerol z we­
wnętrznego listka błony plazmatycznej przechodzi do cytoplazmy i s truk tu r 
w ew nątrzkom órkow ych na drodze dyfuzji (transport spontaniczny), lub przy
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Ryc. 2. Wnikanie i transport kwasu fosfatydowego oraz jego metabolitów w komórce, wg [64]. 
Szczegółowy opis rycin w tekście artykułu. L-liposomy; M ITO-mitochondria; ER-endoplazmatyczne 
retikulum; PA,kwas fosfatydowy; DG, diacyloglicerol; TG, triacyloglicerol; PC, fosfatydylocholina.

udziale niespecyficznego białka transportującego fosfolipidy (IV). W endoplaz- 
matycznym  retikulum  diacyloglicerol ulega dalszym przekształceniom  do tria- 
cyloglicerolu i/lub fosfatydylocholiny (VI). Może on także ulegać re-fosforylacji 
do kwasu fosfatydowego będącego po ponownej hydrolizie źródłem diacyloglice- 
rolu (V). Linią przerywaną na schemacie zaznaczono szlaki przekształceń 
możliwe, ale nie wykazane doświadczalnie, a mianowicie fosforylację diacylogli- 
cerolu do kwasu fosfatydowego w wewnętrznym listku dwuwarstwy lipidowej 
błony plazmatycznej i jego transport do wnętrza kom órki.

Powyższa hipoteza postuluje zatem, że formę transportow ą kwasu fosfatydo­
wego stanowi diacyloglicerol. Związek ten, w odróżnieniu od kwasu fosfatydo­
wego, łatwo przemieszcza się w płaszczyźnie poprzecznej błony plazmatycznej 
kom órek fibroblastów. Wyniki te są zgodne z obserwacjami innych badaczy 
dotyczących translokacji* fluorescencyjnego analogu kwasu fosfatydowego w 
błonie erytrocytów. Związek ten, podobnie jak  fosfatydylocholina, a w odróż­
nieniu od fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloam iny, ulega translokacji bar­
dzo wolno [68]. N atom iast endogenny diacyloglicerol jest szybko przemieszcza­
ny w błonach ludzkich erytrocytów  [69].

* Przemieszczanie się fosfolipidu z listka zewnętrznego dwuwarstwy lipidowej błony do jej listka 
wewnętrznego nosi nazwę w angielskiej terminologii ”flip — flop“.
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Na podstawie przedstawionych doświadczeń m ożna wnosić, że kwas fosfaty­
dowy syntetyzowany po stronie cytoplazmatycznej endoplazm atycznego retiku- 
łum może być także w w arunkach in vivo transportow any do innych błon. W 
m itochondriach, kwas fosfatydowy syntetyzowany po wewnętrznej stronie błony 
zewnętrznej mógłby być transportow any jedynie do błony wewnętrznej tych 
organelli. Ażeby natom iast przemieścić się poprzez błonę zewnętrzną i być 
„w yeksportow any” do innych struktur subkom órkowych, być może, musi ulec 
najpierw defosforylacji do diacyloglicerolu. Ponieważ jednak w wielu tkankach 
zarów no endoplazm atyczne retikulum  jak  i m itochondria syntetyzują kwas 
fosfatydowy, jest możliwe, że nie zachodzi w ogóle potrzeba jego transportu  
pomiędzy tymi strukturam i. W yjątkiem byłyby kom órki (patrz rozdział I), w 
których synteza m itochondrialnego kwasu fosfatydowego jest niska.

Reasumując, mimo intensywnych badań prow adzonych w wielu pracow ­
niach na świecie, problem  transportu  kwasu fosfatydowego w kom órce pozostaje 
nadal spraw ą otw artą. Nowe światło na to zagadnienie rzucają badania 
dotyczące roli kwasu fosfatydowego jako  jonoforu.

V. Kwas fosfatydowy jako jonofor

O prócz transportu  spontanicznego bądź katalizow anego przez białka prze­
noszące, dodatkow ym  mechanizmem transportu  polarnych cząsteczek przez 
hydrofobow ą barierę, jak ą  stanowi błona, byłaby możliwość wykorzystania ich 
zdolności jonoforow ych. Pojęcie jonoforu  odnosi się zazwyczaj do organicznych 
cząsteczek, które m ogą wiązać i przenosić kationy przez błony [70]. W 
przypadku jednak kiedy jonofory są związkami amfifilicznymi, jakim i są 
fosfolipidy, kation może odgrywać rolę czynnika inicjującego transport.

Działając jako  jonofor kwas fosfatydowy tworzy kom pleks składający się z 
dwóch cząsteczek wiążących jedną cząsteczkę wapnia ośm iom a wiązaniami 
koordynacyjnym i pochodzącym i z atom ów  tlenu grup fosforanowych i karbony- 
lowych (po cztery wiązania z każdej cząsteczki kwasu fosfatydowego). Zew nętrz­
ną warstwę kom pleksu stanowi hydrofobowy pierścień składający się z czterech 
łańcuchów kwasów tłuszczowych umożliwiający dyfuzję poprzez hydrofobową 
warstwę błony.

T aką budowę kom pleksu kwasu fosfatydowego z jonem  wapniowym postu ­
luje między innymi R e u s c h  [71] opierając się na doświadczeniach, w których 
w ytrząsała wodny roztw ór zawierający radioaktyw ny 45C aC l2, oraz zdysper- 
sowany radioaktyw ny [ 32P]kw as fosfatydowy z rozpuszczalnikam i organicz­
nymi. Analiza fazy organicznej wykazała, że proporcja kwasu fosfatydowego do 
w apnia wynosiła 2:1, a zatem wzór powstałego kom pleksu m ożna przedstawić 
jak o  Ca(PA )2. Podobnie, kwas fosfatydowy wiązał i przenosił M n2 + , nie 
reagował natom iast z jonam i M g2 + , S r2 + , N a + i K + . Zastosow any tu układ fazy 
wodnej i organicznej m ożna za Reusch [71] przyjąć jako  prosty model
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doświadczalny biologicznego układu cytoplazm a-błona. Znajdujące się w fazie 
wodnej (cytozplazmie czy przestrzeni m iędzykom órkowej) m onom ery kwasu 
fosfatydowego w obecności jonów  wapnia tworzą kompleks, który może łatwo 
wnikać i przechodzić przez błonę. W ten sposób C a2 + pełni funkcję inicjującą 
pow stanie kom pleksu i może być uważany za sprawcę translokacji kwasu 
fosfatydowego.

W arto  jednak dodać, że przejście fosfolipidu wraz z jonem  w apnia z fazy 
wodnej do organicznej ograniczone było jedynie do kwasu fosfatydowego. 
Zdyspersow ana fosfatydylocholina bądź fosfatydyloetanoloam ina nie miały 
właściwości tworzenia kom pleksu z jonam i wapnia i nie przechodziły do fazy 
organicznej. N atom iast w mieszaninie z kwasem fosfatydowym fosfolipidy te 
tworzyły kom pleks z jonam i C a2+ i przedostawały się do warstwy organicznej w 
proporcji 1:1:1. N a tej podstawie, R e u s c h  [71] wyciągnęła wniosek, że kwas 
fosfatydowy w obecności C a2+ może ułatwić wnikanie do błony i innym 
fosfolipidom, które tworzyłyby jonoforow o działający kompleks: kwas fosfaty- 
dowy-wapń-fosfolipid.

T a ostatn ia sugestia jest kw estionowana przez B r o c k e r h o f f a  i ws p .  
[72]. W edług tych autorów  jedynie dwie cząstki kwasu fosfatydowego związane 

z jonem  C a2 + m ogą tworzyć cząsteczkę jonoforu. Badacze ci używali jednak 
innego modelu doświadczalnego. Prowadzili doświadczenia na zbudow anych z 
różnych fosfolipidów liposomach, w których wnętrzu zam knięty był barwny 
związek arsenazo III, posiadający zdolność wiązania jonu  wapnia. Tak zbudo­
wane liposomy inkubow ano z podanym  zewnętrznie C a2+, a następnie badano 
jego przejście do wnętrza. Podobny model doświadczalny był używany w 
badaniach grupy holenderskiej dotyczących między innymi wpływu różnych 
kwasów tłuszczowych obecnych w cząsteczce kwasu fosfatydowego na tworzenie 
kom pleksu Ca(PA)2 i jego właściwości [73].

B r o c k e r h o f f  i ws p .  [72] wykazali, że jedynie znajdujący się w błonie 
liposom ów kwas fosfatydowy tworzył jonofor dla jonów  C a2+ i pozw alał im na 
wejście do wnętrza pęcherzyka. Zależność transportu  w apnia od pH środowiska 
pozwala przypuszczać, że największe zdolności jonoforow e posiada kom pleks 
dwuujem ny (Ca(PA)2-2 ) występujący w fizjologicznym pH. Inkubacja liposo­
mów zbudow anych z kwasu fosfatydowego z dodatkiem  innych fosfolipidów np. 
fosfatydylocholiny, pow odow ała tworzenie kompleksu: kwas fosfatydowy- 
-wapń-fosfatydylocholina, który nie wykazywał jednak właściwości jonoforo- 
wych.

Przedstaw ione powyżej badania wskazują na rolę kwasu fosfatydowego w 
wiązaniu i przenoszeniu C a2 + . Najciekawsze z nich wydają się jednak sugestie 
wskazujące na ułatwienie przejścia przez błonę kwasu fosfatydowego wtedy, gdy 
występuje on w postaci kom pleksu z C a2 + .

W poprzednim  rozdziale przedstaw iono dane świadczące o nikłych możli­
wościach transportow ych in vivo cząsteczki kwasu fosfatydowego przez błonę 
bez jego uprzedniej defosforylacji. Być może utworzenie kom pleksu z C a2 +
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stanowi drogę alternatyw ną. Badania związane z jonoforow ą funkcją kwasu 
fosfatydowego są nowe. Najbliższe lata przyniosą napewno rozwiązanie tego 
interesującego problem u.

Autorzy składają serdeczne podziękowanie dr R. E. Pagano oraz American Society of Biological 
Chemists Inc. za zgodę na reprodukcję ryciny zamieszczonej w artykule jako Ryc. 2.
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I. Wstęp

We wszystkich żywych organizm ach większość procesów biochemicznych i 
biofizycznych zachodzących w kom órce zależy od budowy i funkcjonowania 
błon. K ażda błona biologiczna charakteryzuje się określonym , często specyficz­
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nym, składem  strukturalnych fosfolipidów i białek, których wzajemne interakcje 
w arunkują właściwości fizykochemiczne i biologiczne.

Biosynteza różnych klas fosfolipidów zachodzi w oddzielnych przedziałach 
subkom órkow ych. I tak, w kom órkach ssaków podstawow e fosfolipidy: fosfaty- 
dylocholina (PC), fosfatydyloetanoloam ina (PE), fosfatydyloseryna (PS) i fosfaty- 
dyloinozytol (PI) są syntetyzowane w endoplazm atycznym  retikulum  [ 1 ], a tylko 
niektóre, jak  kardiolipina (CL) w m itochondriach [1, 2]. Te ostatnie organelle 
zawierają jednak PE i PC jako  swoje podstawowe fosfolipidy. Pozostaje nadal 
kwestią o tw artą wyjaśnienie, w jaki sposób odbyw a się przemieszczanie tych 
fosfolipidów prowadzące do utrzym ania ich stałego składu w błonach mito- 
chondriów.

O prócz badań zmierzających do wyjaśnienia i zrozum ienia złożności orga­
nizacji błon wyższych organizm ów eukariotycznych prow adzone są dośw iad­
czenia z użyciem kom órek drożdży piekarniczych, Saccharomyces cerevisiae. 
W yniki tych badań dotyczące lipidowej kom ponenty błon są przedm iotem  
niniejszego artykułu.

II. Rozmieszczenie i metabolizm fosfolipidów w błonach komórek drożdży

II-l. Frakcje subkomórkowe i fosfolipidowy skład błon

Jednym  z warunków  umożliwiających badanie m etabolizm u fosfolipidów w 
kom órkach drożdży było uzyskanie czystych frakcji subkom órkow ych [3]. 
O prócz typowego preparatu  m ikrosom alnego używano frakcji wzbogaconych w 
szorstkie endoplazm atyczne retikulum  (charakteryzujące się aktyw ną inkor­
poracją U D P -N -acety lo [U -14Clglukozoam iny) i gładkie endoplazm atyczne 
retikulum  (enzym znacznikowy: reduktaza N A D PH -cytochrom  EC 1.6.2.4) [3]. 
Z nana jest też m etoda subfrakcjonow ania m itochondriów  drożdży [4]. Stopień 
czystości otrzym anych frakcji określano stosując enzymatyczne testy „znaczni­
kowe”, elektroforezę w żelu poliakryloam idowym  i kontro lę za pom ocą przeciw­
ciał m onoklonalnych. Z m itochondriów  po ich rozfrakcjonow aniu uzyskano: 
frakcję zawierającą fragmenty błony wewnętrznej (enzym znacznikowy: oksy­
daza cytochrom u c, EC 1.9.3.1); frakcję zawierającą fragmenty błony zewnętrznej 
(enzym oraz białko znacznikowe: 3-m onooksygenaza kinureninowa, EC 1.14. 
13.9; poryna A —  29 kD a polipeptyd); frakcję odpow iadającą przestrzeni między- 
błonowej (enzym oraz białko znacznikowe: peroksydaza cytochrom u c, EC 
1.11.1.5; cytochrom  b 2), a także frakcję odpow iadającą m atriks m itochondrialnej 
(enzym znacznikowy: hydrataza fum aranowa, EC 4.2.1.2).

M aksym alna kontam inacja badanych frakcji fragm entam i innych błon 
wynosiła od 0.1 do 10%, z wyjątkiem frakcji zewnętrznej błony m itochondrialnej 
zanieczyszczonej w 25% frakcją odpow iadającą przestrzeni międzybłonowej.

Procentow a zaw artość głównych fosfolipidów w stosunku do ich całkowitej 
ilości jest w różnych błonach (błony plazmatyczne, m itochondria, endoplazm a-

http://rcin.org.pl



[3] FO SFO LIPIDY W DROŻDŻACH 31

tyczne retikulum ) kom órek szczepu dzikiego Saccharomyces cerevisiae podobna i 
przedstawia się następująco: PC (34— 41%), PE (19— 34%), PI (8— 26%), PS 
(3— 10%) [5]. K ardiolipina (CL), fosfolipid charakterystyczny dla wewnętrznej 
błony m itochondrialnej (13%), jest obecna również w zewnętrznej błonie 
m itochondrialnej (5%), a także w nieznacznym procencie w innych błonach.

Skład podłoża wzrostowego i warunki hodowli drożdży, takie jak  natlenienie
i tem peratura, w wyraźny sposób wpływają na zawartość ergosterolu (sterolu 
charakterystycznego dla błon drożdżowych) i fosfolipidów w błonach m itochon- 
drialnych. Całkowicie dojrzałe m itochondria z kom órek drożdży rosnących w 
w arunkach tlenowych zawierają znaczne ilości ergosterolu [6], N atom iast 
p rom itochondria wykazują niższą zaw artość ergosterolu, PE i CL, a wyższą PI, 
PS i PC. M itochondria termofilnych (ciepłolubnych) szczepów drożdży rosną­
cych w tem peraturze 25 do 45°C, na przykład Torulopsis bovina, są bardzo bogate 
w CL (25%), z wyjątkiem szczepu Candida sloojfii, który nie posiada w ogóle tego 
fosfolipidu przy równocześnie zwiększonych ilościach PI, PS i PA [7]. Szczep ten 
charakteryzuje się upośledzonym  oddychaniem  i brakiem  oksydazy cytochrom u 
c, której aktyw ność zależy od obecności C L /W  m utantach „petite” z upośledzo­
nym oddychaniem  [8] obserwowano podobne zmiany w składzie fosfolipidów, 
chociaż zaw artość CL nie była w nich aż tak zredukow ana, jak  u szczepu C. 
slooffii. M itochondria szczepów psychrofilnych (wilgociolubnych) rosnących w 
tem peraturze —2 do +20°C , takich jak  Leucosporidiumfrigidum  i Leucosporidium  
nivalis, wykazują zwiększoną PE (43%) w stosunku do oznaczonej w mito- 
chondriach kom órek szczepu dzikiego. Sugeruje się, że grupa am inowa PE 
tworzy wiązania wodorowe z polarnym i cząsteczkami wody uniemożliwiając w 
ten sposób pow stawanie w błonach punktów  zam arzania. Używając do badań 
szczepu S. uvarum rosnącego na podłożu bez inozytolu zaobserwow ano zmiany 
w fosfolipidowym składzie obydwu błon m itochondrialnych i obniżenie stosun­
ku masy fosfolipidów do masy białek o około 12— 14%. Jest to spowodowane 
zmniejszeniem ilości PI i CL, a tylko częściowym zwiększeniem zaw artoś­
ci pozostałych fosfolipidów [9]. W innej pracowni wykazano, że stosunek 
masy fosfolipidów do masy białek zmienia się nieznacznie w obydwu bło­
nach m itochondrialnych auksotrofa drożdży ino 1— 16 (H o h e n g a s s e r i 
w s p ó ł p r., dane niepublikowane, cytowane w/g [5]) rosnącego na podłożu bez 
inozytolu. W m itochondriach tego auksotrofa zmniejszenie zawartości PI jest 
kom pensow ane zwiększeniem ilości PE.

Procentow a zawartość steroli w zewnętrznej i wewnętrznej błonie m itochon­
drialnej S. cervisiae jest odm ienna w stosunku do oznaczonej w kom órkach 
innych organizmów. Badania wykonane przy użyciu preparatów  błonowych 
izolowanych z kom órek auksotrofów  wyselekcjonowanego szczepu drożdży erg 
11 -sp 3 ( H o h e n g a s s e r  i w s p ó ł p r . ,  dane niepublikowane, cytowane w/g 
[5] z m utacją prow adzącą do znacznego obniżenia zawartości steroli (25— 30% 
w stosunku do kontroli) wykazały, że ilość ergosterolu w wewnętrznej błonie 
m itochondrialnej jest zdecydowanie większa niż w błonie zewnętrznej. Z astoso­
wane ostatn io  [10, 11] metody enzymatycznej degradacji fosfolipidów przez
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fosfolipazy i chemicznej modyfikacji za pom ocą kwasu trinitrobenzenosulfono- 
wego (TNBS) (patrz artykuł przeglądowy [12]) umożliwiły stwierdzenie asym e­
trycznego rozmieszczenia fosfolipidów w płaszczyźnie poprzecznej obydwu błon 
m itochondrialnych. Wyniki tych badań ilustruje rycina 1.

OM

Ryc. 1. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidów w błonach mitochondriów komórek drożdży [9, 
10]. Objaśnienia skrótów: IM — błona wewnętrzna; O M — błona zewnętrzna; w — listek wew­
nętrzny dwuwarstwy lipidowej błony; z — listek zewnętrzny; PC — fosfatydylocholina; P I — fosfa- 
tydyloinozytol; CL —kardiolipina; PS — fosfatydyloseryna; PE — fosfatydyloetanoloamina.

O dm ienność obydwu błon m itochondrialnych wykazano badając ich płyn­
ność przy użyciu sondy fluorescencyjnej, difenyloheksatrienu. Błona zewnętrzna 
charakteryzująca się niższym współczynnikiem ergosterol/fosfolipidy (0, 021) i 
wyższym współczynnikiem fosfolipidy/białka (1, 20) wykazuje niższą anizotropię 
(a więc większą ruchliwość lipidów) w stosunku do błony wewnętrznej charak te­
ryzującej się znacznie wyższym współczynnikiem ergosterol/fosfolipidy (0, 070) 
[10].

11-2. Drogi biosyntezy fosfolipidów w komórkach drożdży i ich regulacja

Szlaki m etaboliczne głównych fosfolipidów w kom órkach drożdży przed­
stawiono na rycinie 2. D roga biosyntezy PS w kom órkach drożdży wyróżnia je 
spośród innych organizm ów eukariotycznych. Fosfolipid ten syntetyzowany jest 
z wykorzystaniem  C P D -D G  jako  pośrednika zarów no w m ikrosom ach jak  i 
m itochondriach [13, 14]. Potw ierdzono to w badaniach in vitro z użyciem 
[ 32P ]-C D P -D G  i zimnej L-seryny [15], podobnie jak  w kom órkach innych 
grzybów i bakterii [16— 21]. N atom iast w kom órkach wyższych organizm ów 
eukariotycznych, PS syntetyzow ana jest głównie w reakcjach wymiany zasady 
zachodzących z udziałem endogennych PC i PE oraz L-seryny (Ryc. 2, patrz 
artykuł przeglądowy [12]). W kom órkach zwierzęcych PS może powstawać 
również w reakcji wykorzystującej kwas 1, 2-diacyloglicerolopirofosfatydowy 
[22] (Ryc. 2). Jest on substratem  enzymu, wrażliwego na inhibitory grup -SH, 
przenoszącego resztę wolnej L-seryny. Czy reakcja ta zachodzi w kom órkach
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drożdży nie jest wiadomo. O statn io  stw ierdzono [23], że m ikrosom y wątroby 
szczura wykorzystują C D P-S jako  pośrednik do biosyntezy różnych rodzajów 
m olekularnych PS (Ryc. 2). Oznacza to, że w wytworzonej już inną drogą PS 
następuje wymiana kwasów tłuszczowych w wyniku przemian odmiennych niż 
powszechnie spotykane reakcje deacylacji przy udziale fosfolipaz i reacylacji przy 
udziale specyficznych acylotransferaz. Czy w biosyntezie PS kom órek drożdży, 
podobnie jak  w organizm ach wyższych może być wykorzystywana C D P-S 
zgodnie z zaproponow aną przez Infantego hipotezą [24] pozostaje kwestią 
otw artą.

PE i PC są syntetyzowane w endoplazm atycznym  retikulum  kom órek 
drożdży głównie drogą opisaną przez K e n n e d y ’ e g o  z udziałem odpo­
wiadających im C D P-pochodnych [13,14], analogicznie jak w kom órkach wielu 
bakterii. W kom órkach E ukarionta wyższych ewolucyjnie oprócz szlaku wy­
m ienionego powyżej PE i PC m ogą powstawać w wyniku reakcji wymiany zasad 
[12]. W m itochondriach kom órek drożdży, podobnie jak  u wyższych E uka­
rionta, zachodzi dekarboksylacja PS do PE. Stopniową metylację PE, tak samo 
jak  u organizm ów wyższych ewolucyjnie, katalizują enzymy obecne w frakcji 
m ikrosom alnej.

CL syntetyzowana jest de novo w m itochondriach drożdży [14], tak jak  w 
kom órkach zwierzęcych z C D P -D G  w sekwencji reakcji podanych na rycinie 2. 
N atom iast PI powstaje w m itochondriach i m ikrosom ach drożdży [25], podczas 
gdy w kom órkach ssaków tylko w mikrosom ach.

Kwas fosfatydowy (PA) oprócz drogi pokazanej na rycinie 2 może być także 
syntetyzowany z diacyloglicerolu w reakcji katalizowanej przez specyficzną 
kinazę (EC 2.7.1.-). Enzym ten we frakcji błon kom órek drożdży wykorzystuje 
C T P  [26], a nie A TP jak  w kom órkach bakteryjnych i zwierzęcych.

W ykorzystując czynniki mutagenne, techniki krzyżowania i klonowania 
otrzym ano wiele szczepów drożdży, charakteryzujących się specyficznymi 
m utacjam i w genach strukturalnych różnych enzymów uczestniczących w 
biosyntezie fosfolipidów [15] lub właściwych im genach regulatorowych [27]. 
Pojedyncza m utacja w genie strukturalnym  C H O  1 syntazy fosfatydylosery- 
nowej [15] auksotrofów  m utanta cho 1 powoduje całkowity brak zdolności 
wbudowyw ania [ 14Clseryny do PS zarów no in vivo jak  in vitro, a nie wpływa na 
syntezę znakowanych PE i PC. Sugeruje się więc, że biosynteza tych fosfolipidów 
przebiega z utworzeniem CDP-seryny (CDP-S) jako  pośrednika, analogicznie do 
tworzenia C D P-etanoloam iny, C D P-m onom etyloetanoloam iny, CDP-dim ety- 
loetanoloam iny i CDP-choliny [15].

Badania porównawcze z użyciem auksotrofów  różnych m utantów  oraz 
szczepu dzikiego umożliwiły lepsze poznanie dróg metabolicznych fosfolipidów i 
zbadanie właściwości niektórych enzymów [28— 31]. Stwierdzono między 
innymi, że cytydylilotransferaza fosfatydanowa [32], syntaza fosfatydyloseryno- 
wa [33, 34], dekarboksylaza fosfatydyloserynowa [35] oraz m etylotransferazy 
fosfatydyloetanoloam inowe [36,37] (w sekwencji reakcji oznaczonych na rycinie
2 grubymi strzałkam i) są regulowane kom pleksowo [38]. W kom órkach szczepu

3 P o stę p y  B iochem ii I— 2/8 9
http://rcin.org.pl



34 R. JASIŃSKA. J. ZBOR OW SK I [6]

dzikiego hodow anych na podłożu wzrostowym  wzbogaconym  w wolne am ino- 
alkohole: etanoloam inę, L-serynę i jej struk turalne analogi D-serynę, glicynę, 
L-cysteinę enzymy te ulegają represji (jednocześnie obniża się ich aktywność)

Ryc. 2. Objaśnienie na str. 35
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tylko w obecności inozytolu lub derepresji w jego nieobecności. Sama L-seryna 
dodana do podłoża nie powoduje w błonach tych kom órek zmiany składu 
fosfolipidowego. N ieobecność jednego z am inoalkoholi w podłożu i dodanie 
inozytolu powoduje częściową represję om awianych wyżej enzymów. W tych 
w arunkach inozytol podany wraz z etanolam iną, choliną [34, 39] lub L-seryną 
[38] nie wpływa na aktywność enzymu 3-fosfatydylotransferaza CDP-diacylo- 
glicerol — inozytol (EC 2.7.8.11). W obecności inozytolu ulega natom iast represji 
w kom órkach szczepu dzikiego syntaza m /o-inozytolo-l-fosforanowa (EC 
5.5.1.4) [40]. P rodukt jej reakcji po zdefosforylowaniu służy do syntezy PI. W 
celu wyjaśnienia m echanizm u działania inozytolu na aktywność enzymów 
syntezy PS, PE i PC wyselekcjonowano kilka m utantów  regulatorowych 
biosyntezy inozytolu. Są to szczepy: ino 2, ino 4 — wykazujące uszkodzenie 
genów IN O  2, IN O  4, których natywne produkty  stym ulują ekspresję syntazy 
m/o-inozytolo-l-fosforanowej oraz szczep opi 1 — z uszkodzonym  genem O PI 1, 
p rodukty  którego ham ują ekspresję tego enzymu. W kom órkach omawianych 
m utantów , enzymy szlaku biosyntezy PC wykorzystujące C D P -D G  jako  
substrat wyjściowy (rycina 2, droga oznaczona grubymi strzałkam i) nie są 
regulowane. Sugeruje się, że represja enzymów przez inozytol wraz z L-seryną 
zależy od syntezy inozytolu. Ani inozytol ani L-seryna, ani ich mieszanina nie 
wpływają bezpośrednio na aktyw ność oczyszczonych do hom ogenności enzy- 
m ów [38]: cytydylilotransferazy fosfatydanowej ( K e l l y  i C a r m a n ,  cytowa­
ne według [38]), syntazy fosfatydyloserynowej [41] i 3-fosfatydylotransferazy 
C DPdiacyloglicerol-inozytol [42]. Zastosow anie techniki im m unoblotingu z 
użyciem poliklonalnych przeciwciał wykazało, że inozytol wraz z L-seryną 
regulują syntezę wymienionych enzymów. Ekspresja genów kodujących poszcze­
gólne enzymy jest kontrolow ana przez wspólny mechanizm regulatorowy [43]. 
W kom órkach szczepu dzikiego i m utan tach  ino 2, ino 4, opi 1, cho 1 aktywność 
syntazy fosfatydyloserynowej jest zależna od ilości kopii określonego fragmentu 
m RNA [44].

Ryc. 2. Drogi metaboliczne fosfolipidów w komórkach drożdży. Linią przerywaną (----------- —)
oznaczono drogi biosyntezy fosfolipidów w komórkach drożdży; linią kropkowaną (.......) oznaczono
drogi biosyntezy fosfolipidów w komórkach wyższych organizmów eukariotycznych; ramkami 
objęto kluczowe pośredniki w biosyntezie fosfolipidów. Skróty: G-3.P — sn-glicerolo-3-fosforan; 
DHAP  — fosfodihydroksyaceton; AcDHAP — acylofosfodihydroksyaceton; AcG-3-P — monoacy- 
loglicero-3-fosforan; PA — kwas fosfatydowy; PPA — kwas 1,2-diacylopirofosfatydowy; DG* — di- 
acyloglicerol powstający w wyniku defosforylacji kwasu fosfatydowego jest wykorzystywany w 
biosyntezie PE i PC drogą Kennedy’ego; C D P -D G — cytydynodwufosforan diacyloglicerolu; 
PG P — fosfatydyloglicerofosforan; PG — fosfatydyloglicerol; CL — kardiolipina; P I— fosfatydy- 
loinozytol; PS — fosfatydyloseryna; PE — fosfatydyloetanoloamina; PC — fosfatydylocholina; 
SAM — S-adenozylometionina; SAH — S-adenozylohomocysteina; CDP-E — cytydynodwufosfo­
ran etanoloaminy; CDP-C — cytydynodwufosforan choliny; CDP-S — cytydynodwufosforan se- 
ryny; EP — fosforyloetanoloamina; CP — fosforylocholina; E — etanoloamina; S — L-seryna; 
C — cholina; GPS — glicerofosforyloseryna; Co A — koenzym A.
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II-3. Lokalizacja głównych enzymów szlaków metabolicznych fosfolipidów w komórce
4

Jak opisano w podrozdziale II-2 reakcje biosyntezy fosfolipidów zachodzą w 
drożdżach w endoplazm atycznym  retikulum  i w m itochondriach. N iektóre 
procesy, jak  dekarboksylacja PS i synteza CL zachodzą wyłącznie w m ito­
chondriach inne, jak  reakcja metylacji PE wyłącznie w endoplazm atycznym  
retikulum.

W zględną aktywność enzymów oraz ich rozmieszczenie w płaszczyźnie 
poprzecznej błon przedstaw iono odpow iednio w tabeli 1 i na rycinie 3. Jak widać 
w tabeli 1, pewne enzymy, między innymi acylotransferazy fosforanu dihydro- 
ksyacetonu i glicerofosforanowa oraz syntaza fosfatydyloserynowa są bardziej 
aktywne w zewnętrznej błonie m itochondrialnej, aniżeli w endoplazm atycznym  
retikulum . Lokalizację w płaszczyźnie poprzecznej błon (Ryc. 3) dwóch ostatnich 
enzymów, a także dekarboksylazy fosfatydyloserynowej i innych ustalono w 
wyniku proteolizy natywnych m itochondriów , m itochondriów  pozbawionych 
błony zewnętrznej i prawidłow o zorientow anych pęcherzyków uzyskanych po 
fragmentacji błony zewnętrznej [3]. W przypadku pęcherzyków wskaźnikiem 
dla prawidłowej ich orientacji była obecność białka o względnym ciężarze 
m olekularnym  70-kDa (jednego z 10 charakterystycznych białek błony zewnętrz­
nej) w listku zewnętrznym dwuwarstwy lipidowej błony, wykazana przy użyciu 
specyficznych przeciwciał [45]. Spośród enzymów zaangażowanych w m eta­
bolizm fosfolipidów serynowych, syntazę fosfatydyloserynową zlokalizowano w 
listku zewnętrznym dwuwarstwy lipidowej błony zewnętrznej, a enzym de- 
karboksylujący w zewnętrznym listku błony wewnętrznej.

Tabela 1

Rozmieszczenie w komórkach drożdży enzymów biorących udział w syntezie fosfolipidów

Numer Nazwa enzymu
Numer Aktywność enzymu*

reakcji EC IM OM MIC

1. acylotransferaza glicerofosforanowa 2.3.1.15 — +  +  + +  +
2. acylotransferaza fosforanu dihydroksyacetonu 2.3.1.42 - +  +  + +
3. acylotransferaza acyloglicerofosforanowa 2.3.1.— - + +  +
4. cytydylilotransferaza fosfatydanowa 2.7.7.41 +  + +  + +
5. fosfatydylotransferaza glicerofosforanowa 2.7.8.5 +  +  + - +
6. glicerofosfotransferaza CDP-glicerolowa 2.7.8.12 +  +  + - -
7. 3-fosfatydylotransferaza CDP-diacyloglicerol- 

inozytol
2.7.8.11 +  +  + +  +

8. syntaza fosfatydyloserynowa 2.7.8.8. — +  +  + +  +
9. dekarboksylaza fosfatydyloserynowa 4.1.1.65 +  +  + - —

10. metylotransferaza fosfatydyloetanoloaminowa 2.1.1.17 - - +  +  +
11. fosfotransferaza cholinowa 2.7.8.2 — +  + +  +

* -f  +  4-, w y so k a  a k ty w n o ść  sp ecyficzn a; +  + ,  średnia; + ,  n iska; — , brak a k ty w n o śc i. IM  —  b ło n a  w ew nętrzn a , O M  —  b ło n a  

zew n ętrzn a , M IC  en d o p la zm a ty cz n e  retiku lum . N u m ery  reakcji za m ie szc zo n e  w  p ierw szej k o lu m n ie  tabeli są zg o d n e z p o d a n y m i  

na rycin ie 2.
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Mitochondria Endoplazmałyczne
IM OM retikulum MIC

Ryc. 3. Wewnątrzkomórkowa i wewnątrzmitochondrialna lokalizacja enzymów syntetyzując 
fosfolipidy w komórkach drożdży [3, 5]. IM — błona wewnętrzna; OM — błona zewnętrzna. 
Numery podane na rycinie odpowiadają zamieszczonym w tabeli 1 enzymom. W przypadku 
enzymów 4, 10 i 11 nie udało się w pełni określić ich lokalizacji w płaszczyźnie poprzecznej badanej 
błony. Być może są to białka integralne, stąd oznakowanie kółkami pełnymi i przerywanymi.

N a podstawie badań kinetycznych stwierdza się, że enzymy występujące 
zarów no w endoplazm atycznym  retikulum  jak  i w m itochondriach kom órek 
drożdży mają bardzo podobne właściwości i m ogą być uważane za izoen- 
zymy [3],

III. Mechanizmy transportu fosfolipidów w drożdżach

W kom órkach drożdży (Daum  G., dane niepublikowane, cytowane według 
[3]) wykazano, że syntetyzowana in vivo w endoplazm atycznym  retikulum drogą 
metylacji PC szybko wbudowuje się do błon m itochondrialnych. Podobnie PE 
powstająca drogą dekarboksylacji PS w wewnętrznej błonie m itochondrialnej 
szybko pojawia się w endoplazm atycznym  retikulum . Te dwie obserwacje 
sugerują przemieszczanie się fosfolipidów w obrębie błony i między błonam i (dla 
zapewnienia im stanu równowagi). Inne błony kom órek drożdży, takie jak 
wakuole, jąd ro  i błony plazm atyczne nie syntetyzują fosfolipidów. Lipidowe 
składniki są im dostarczane z endoplazm atycznego retikulum , m itochondriów 
lub obydwu organelli. Istnieją obecnie trzy hipotezy wyjaśniające przemieszcze­
nie się fosfolipidów. Będą one om ówione w kolejnych podrozdziałach.
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III-I. Transport fosfolipidów z udziałem białek transportujących

Udział specyficznych i niespecyficznych białek w transporcie fosfolipidów 
pomiędzy różnymi błonam i jest szeroko postulowany. O becność białek trans­
portujących wykazano w kom órkach drożdży [25], kom órkach zwierzęcych [46, 
47], roślinnych [48], eukoriotycznych i prokariotycznych m ikroorganizm ach 
[49] (patrz artykuł przeglądowy w Postępach Biochemii [50]).

W badaniach kinetycznych stwierdzono, że białka transportujące katalizują 
dw ukierunkow ą reakcję przeniesienia (wymiany) poszczególnych fosfolipidów 
pomiędzy dwiema błonam i [51, 52]. M echanizm  reakcji, w której substratam i są 
donorow e i akceptorow e fosfolipidy jest porównyw alny z m echanizm em  dwu- 
substratowej reakcji enzymatycznej Il-rzędu, w którym  nadm iar jednego z 
substratów  powoduje ham owanie katalizy [51]. W ydajność reakcji przeniesienia 
zależy od fizykochemicznych właściwości błon donorow ych i akceptorow ych 
wynikających z ich fosfolipidowego składu.

W badaniach in vitro przy użyciu frakcji cytoplazmatycznej otrzym ywanej z 
kom órek drożdży wykazano, że fosfolipidy: PA, PI, PE, PS, PC i CL są 
transportow ane w następującym  stosunku 2 ,7 :2 :2 :1 ,3  : 1: 1 [53]. W yizolowano 
i zbadano właściwości niespecyficznego cytosolowego białka transportującego 
PC i PI [53] (o ciężarze m olekularnym  35 kDa, pl 4,6). Badając transport 
znakowanych pyrenem  fosfolipidów z błon donorowych pęcherzyków do 
nieznakowanych błon pęcherzyków akceptorowych potw ierdzono, że cytopla- 
zmatyczne białko transportu jące (oczyszczone 3000 razy) przenosi głównie PC, a 
w mniejszym stopniu PI [54], Niskie stężenia PI ham ują zależny od białka 
transport PC praw dopodobnie w wyniku współzawodnictwa o miejsce wiążące. 
Podobnie, PE, PS i PA mimo, że nie są transportow ane przez to  białko, ham ują 
reakcję przeniesienia PC.

O statnio  w innej pracowni wyizolowano i oczyszczono z kom órek drożdży 2 
białka transportu jące o podobnym  ciężarze m olekularnym  około 33,4 kD a, ale 
różniące się punktem  izoelektrycznym 6,3 i 6,1 [55, 56]. Białko o pi 6,3 może 
ulegać ograniczonej proteolizie (degradacji ulegają niektóre reszty asparaginowe 
lub glutaminowe). W wyniku opisanych przem ian powstaje białko o pi 6,1. 
Używając jako  donorow ych dużych, jednowarstwowych liposomów zbudo­
wanych z PC, PE, PI i PS w stosunkach molarnych 4 : 3 : 2 : 1  i zawierających 
jeden z tych fosfolipidów piętnowany oraz jako  akceptorowych, liposomów 
wielowarstwowych zbudow anych z fosfolipidów w tych samych proporcjach ale 
nieznakowanych, wykazano identyczną specyficzność substratow ą obydwu 
białek [56]. Ich specyficzność względem przenoszonych fosfolipidów jest na­
stępująca: PC >  PE >  PI >  PS. Proporcjonalnie w stosunku do zawartości 
w liposom ach donorow ych przenoszone są tylko PC i PI. W idać więc, że skład 
liposomów donorow ych i akceptorow ych jest czynnikiem ograniczającym 
transport fosfolipidów. W przypadku obecności PE wraz z PI lub PS w 
wielowarstwowych pęcherzykach akceptorowych możliwe jest utworzenie mię­
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dzy ich powierzchnią a białkiem kom pleksu warunkującego przeniesienie 
fosfolipidów z liposomów donorowych.

Zdolność omawianych białek do katalizow ania transportu  fosfolipidów 
między błonam i naturalnym i i sztucznymi sugeruje, że odgrywają one tę samą 
rolę in vivo w komórce.

W ykazano, że aktywność białka transportującego fosfolipidy zależy zarów no 
od stadium  rozwoju drożdży jak  i źródła m etabolizowanego węgla. Aktywność 
białka transportującego w kom órkach drożdży hodowanych na podłożu z 
glukozą jest znacznie niższa w stosunku do oznaczonej w kom órkach hodo­
wlanych na podłożu z glicerolem (w tych samych stadiach wzrostu komórek). Być 
może inny skład podłoża wzrostowego, w tym obecność mleczanu [53], bądź 
glukozy lub glicerolu [55, 56], jest przyczyną odmiennych właściwości izo­
lowanych w różnych pracow niach białek transportujących fosfolipidy.

Obserwowany in vitro spontaniczny transport fosfolipidów pomiędzy bło­
nam i zachodzi wolniej niż przy udziale białka transportującego. W ykazano 
jednak  [57], że strukturalny analog PC, fosfatydylopropylo-N ,N -dim etyloeta- 
noloam ina, k tóra nie jest transportow ana przez białko transportujące fosfolipidy 
przemieszcza się szybciej in vivo między endoplazm atycznym  retikulum  a 
m itochondriam i niż wskazuje na to jej wolny transport spontaniczny in vitro.

111-2. Transport fosfolipidów drogą dyfuzji lateralnej

W m itochondrialnej przestrzeni międzybłonowej kom órek drożdży (a także 
w m atriks) ( D a u m  G., dane niepublikow ane cytowane według [5]) nie 
stw ierdzono obecności białka transportującego fosfolipidy. O prócz transportu  
spontanicznego inną możliwością przenoszenia fosfolipidów jest dyfuzja la- 
teralna w płaszczyźnie poprzecznej w miejscu kontaktow ym . W ykazano wy­
stępow anie przejściowych (joining) i stałych (tight junction) miejsc kontaktow ych 
pom iędzy obiem a błonam i m itochondrialnym i [45]. Używając w doświadcze­
niach in vitro znakowanej seryny i stosując m etodę lokalizacji fosfolipidów przy 
użyciu TNBS odnajdow ano nowosyntetyzow aną radioaktyw ną PS w wew­
nętrznym  listku zewnętrznej błony natywnych m itochondriów  [58]. Fosfolipid 
ten przenoszony jest następnie do błony wewnętrznej, gdzie ulega dekarbo- 
ksylacji do PE. U tw orzoną PE znajdow ano w listku zewnętrznym błony 
zewnętrznej, co świadczy o przechodzeniu lipidu przez miejsca ’’tight junction”. 
W przypadku m itochondriów  poddanych w arunkom  szoku osmotycznego [59] 
radioaktyw na PE pojawia się we fragm entach błony zewnętrznej (obecność 
których wykazano stosując przeciwciała przeciwko porynie A) ściśle przy­
legających do błony wewnętrznej. Używając tego samego m ateriału biologicz­
nego stwierdzono, że wchodzące w skład pęcherzyków liposom alnych zna­
kow ane PC i PI przemieszczają się bez udziału białka transportującego przez 
błonę zewnetrzna w miejscach ’’tight junction” do błony wewnętrznej [59].
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Pozam itochondrialny transport fosfolipidów i jego mechanizm om ówiony 
będzie w następnym  podrozdziale.

U1-3. Pęcherzyki lipidowe jako forma transportu

W doświadczeniach in vivo [60] przy użyciu kom órek szczepu dzikiego 
drożdży, którym  do podłoża podaw ano pulsowo [ 3H]serynę wykazano, że 
radioaktyw na PS powstaje w endoplazm atycznym  retikulum  i m itochondriach, 
ale tylko w m itochondriach jest dekarboksylow ana do [ 3H ]P E . Sum a rad io ­
aktywnej PE pojawiającej się w endoplazm atycznym  retikulum  i utw orzonej z 
niej PC jest m iarą przeniesienia nowosyntetyzowanej PE z miejsca syntezy do 
miejsca metylacji. Z kolei ilość radioaktyw nej PC powstającej wyłącznie w 
endoplazm atycznym  retikulum  z podanej kom órkom  [m etylo-3H ] m etioniny 
umożliwiła określenie wydajności transportu  tego fosfolipidu do m itochondriów .

Badając transport fosfolipidów w kom órkach drożdży w yjaśniono, że jest to 
proces zależny od energii [60]. Po krótkiej, 10 min inkubacji kom órek z 
radioaktyw ną seryną, choliną bądź m etylom etioniną ham ow ano przepływ 
elektronów  w łańcuchu oddechowym  podając mieszaninę C N ~, F ~ , N J  (w 
stężeniach 5 mM  każdy) i kontynuując inkubację w czasie do 90 min. W ykazano, 
że ilość radioaktywnej PS, w przypadku podanej znakowanej seryny, zwiększa 
się w czasie zarów no w m itochondriach jak  i m ikrosom ach. Jest to  trudne do 
wytłumaczenia biorąc pod uwagę, że w kom órkach drożdży nie zachodzi reakcja 
wymiany seryny. Równocześnie ilość piętnowanej PE w m itochondriach w zras­
ta, gdyż dekarboksylaza fosfatydyloserynowa nie wymaga dostarczania energii 
(ATP). N atom iast zaw artość PE w m ikrosom ach utrzym uje się na stałym 
poziomie, co świadczy o zablokow aniu jej przemieszczania się między organel­
lami w komórce. D odanie mieszaniny C N - , F - , N J  ham ując syntezę PC  w 
endoplazm atycznym  retikulum . Z obniżenia specyficznej radioaktyw ności mi- 
krosom alnej PC i równoległego zwiększenia m itochondrialnej PC, autorzy  [60] 
wnioskują o przeniesieniu tego fosfolipidu między organellam i w w arunkach 
zablokow anego m itochondrialnego łańcucha oddechowego.

W kom órkach drożdży, podobnie jak  w wyższych E ukarionta, fosfolipidy 
obecne w błonach plazm atycznych pochodzą z błon w ew nątrzkom órkow ych. W 
badaniach in vivo [60] kom órki m u tan ta  drożdży sec 18 [61] (charakte­
ryzującego się wytwarzaniem  dużych pęcherzyków błonowych zawierających 
białka i lipidy) i odpow iadającego im szczepu dzikiego (S . cerevisiae X 2810-1 A) 
hodow ano w obecności [ 3H ]I. W ykazano, że przeniesienie kom órek z tem pe­
ratury  permisywnej (23°C) do restrykcyjnej (37°C) ham uje przepływ pęche­
rzyków uczestniczących w sekrecji białek, ale nie wpływa na transport fosfo­
lipidów: PC i PI do błon plazm atycznych. Ich przejście z przedziałów we­
w nątrzkom órkow ych do błon plazm atycznych mierzy się pośrednio m etodą 
oznaczania uwalnianych, do podłoża, znakow anych glicerofosfosfocholiny i 
glicerofosfoinozytolu. Te fosfodiestry pow stają w wyniku deacylacji PC i PI 
katalizowanej przez fosfolipazę B (A,) obecną w warstwie zewnętrznej błony
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plazmatycznej [62]. Ponieważ radioaktyw ność odnajdow ana w podłożu hodow ­
lanym pochodzi ze znakowanych PC i PI obecnych w błonach plazmatycznych, 
m ożna wnioskować o przeniesieniu tych fosfolipidów z błon wewnątrzko­
m órkowych (miejsca syntezy) do błon plazm atycznych (miejsca ich deacylacji).

Ryc. 4. Międzybłonowy transport fosfolipidów w komórkach drożdży [59, 60], Za pomocą © 
oznaczono zależny od ATP transport pęcherzyków zawierających PE z donorowych błon 
mitochondrialnych. Linią kropkowaną oznaczono transport fosfolipidów w obrębie warstwy 
monomolekularnej w miejscu ’’tight junction” (dyfuzja lateralna) lub w dwuwarstwie (angielski 
termin: flip-flop). KT — kwasy tłuszczowe; pozostałe oznaczenia jak na rycinach 1 i 2.

N a podstawie przedstawionych wyżej wyników, a także innych zapropo­
now ano następujący schem at transportu  fosfolipidów w kom órkach drożdży 
[59 ,60] (Ryc. 4). Z akłada on zależne od energii przemieszczanie się PE pomiędzy 
zewnętrzną błoną m itochondrialną a endoplazm atycznym  retikulum. T ransport 
innych fosfolipidów (PS, PC) pomiędzy błonam i odbyw a się przy udziale białek 
transportujących bądź drogą dyfuzji lateralnej. T ransport PE za pośrednictwem 
pęcherzyków lipidowych wydaje się być jedyną z możliwych dróg, biorąc pod 
uwagę niezależność od energii (ATP) funkcjonow ania białek transportujących 
fosfolipidy w komórce.

Artykuł otrzymano 8 lipca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 7 września 1988 r.
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I. Wstęp

O d kilku lat stało się możliwe konstruow anie nowych i m odyfikowanie 
naturalnych enzymów w celu zmiany ich specyficzności czy zwiększenia sta ­
bilności lub aktywności. Zajm uje się tym nowo pow stała dziedzina wiedzy, 
inżynieria białkowa, łącząca planowanie zmian właściwości białka z inżynierią 
genetyczną [1]. Dziś w tej dziedzinie, podobnie jak  od kilkunastu lat w 
m ikroelektronice, trwa intensywny wyścig naukow y, którego stawką jest o p an o ­
wanie nowych technologii i łączące się z tym m iliardowe zyski. N a przykład 
subtylizyna, enzym produkow any na skalę przemysłową i wykorzystywany w 
proszkach do prania, ulega denaturacji pod wpływem tem peratury wyższej niż 
60° C. Zwiększenie term ostabilności subtilizyny, poprzez zaproponow anie

*Mgr, **dr, ***mgr, Zakład Biofizyki, Instytut Fizyki Doświadczalnej, Uniwersytet
Warszawski, ul. Żwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa
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odpowiednich mutacji, a następnie wprow adzenie ich do sekwencji am inokw aso- 
wej jest celem intensywnych prac kilku grup badawczych. [2],

B adania prow adzone w ostatnim  trzydziestoleciu umożliwiły sform ułowanie 
hipotezy, że sekwencja am inokwasow a białek decyduje o ich właściwościach i 
funkcji [3]. D otychczas nie opracow ano jednak żadnej m etody przewidującej te 
właściwości wyłącznie w oparciu o informacje zaw arte w sekwencji białka. 
M ożna sformułować ten problem  w języku fizyki i rozwiązywać go przy pom ocy 
praw  obowiązujących w świecie m olekularnym . U kład jest jednak  niezmiernie 
skom plikow any, a rozwiązanie równań, które z tych praw wynikają jest 
niemożliwe na obecnym poziomie wiedzy i techniki kom puterowej.

W spółczesna biochem ia zgrom adziła ogrom ną ilość informacji o wielu 
białkach i analiza tych danych może dostarczyć potrzebnego narzędzia b a ­
dawczego. Kiedy projektuje się mutację jakiegoś enzymu, m ożna w ykorzystać 
wnioski z analizy innego enzymu o podobnej funkcji, przenosząc pożądane cechy 
z jednego układu do drugiego. Form ułuje się również wiele empirycznych reguł

Rye. 1. Schemat postępowania przy analizie sekwencji, wzorowany na rycinie 10 z rozdziału XII 
książki “Nucleid acids and protein sequence analysis, a practical approach.” [14],
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łączących sekwencje i właściwości białek. Reguły te nie dając wyjaśnienia 
zadow alającego dla celów poznawczych, pozw alają jednak na przewidywanie 
skutków  planow anych mutacji.

Analizę sekwencji białka rozpoczyna się zwykle od poszukiwania innych 
białek o podobnej sekwencji, które m ają najpraw dopodobniej analogiczne 
właściwości i funkcje. Gdy takie białka nie są znane, m ożna korzystać z 
algorytm ów  przewidywania struktury  drugorzędowej, identyfikacji szczegól­
nych układów  am inokw asów  itd. Efektywna analiza jest możliwa jedynie wtedy, 
gdy inform acje o sekwencjach am inokwasow ych i właściwościach fizykoche­
micznych białek są łatwo dostępne w postaci tzw. kom puterowych baz lub 
banków  danych. Tworzeniem, a następnie stałym uaktualnieniem  takich banków 
zajm ują się wyspecjalizowane instytucje, np. N ational Institut of Health (NIH) i 
N ational Biomedical Research Foundation  (NBRF) w Stanach Zjednoczonych 
oraz E uropean  M olecular Biology L aboratory  (EM BL) w Europie.

Celem tego artykułu jest spopularyzow anie teoretycznej analizy sekwencji 
białek jak o  efektywnego narzędzia badawczego. Zaprezentujem y tutaj za­
stosow anie rozm aitych m etod do przykładowego problem u. Algorytm analizy 
sekwencji dow olnego białka pokazano na rycinie 1, dokładniejsze omówienie 
wym ienionych tam  m etod znajduje się w tekście artykułu. Białkiem, którego 
sekwencję i struk tu rę  będziemy wykorzystywali we wszystkich przykładach, jest 
zależne od w itam iny D białko wiążące jony wapnia z jelit wołowych, oznaczone 
skrótem  IC B P [4]. Wszystkie zamieszczone w pracy rysunki i przykłady 
pochodzą z przygotowywanych do druku prac autorów . Oczywiście te same 
techniki m ogą być zastosow ane przy rozwiązywaniu innych problemów.

Zebranie tak  różnorodnego m ateriału w jednym  artykule daje szczególną 
perspektyw ę —  pozw ala zobaczyć, jak  poprzez sztuczne granice specjalizacji 
przebijają się autentyczne, pasjonujące problemy. Fascynacja nimi może fizyka 
zaprow adzić do biochemii, biochem ika do informatyki. Niech ta fascynacja 
będzie naszym usprawiedliwieniem przed zarzutem  nadm iernych uprosz­
czeń —  na tem at każdej ze wspom nianych tutaj m etod m ożna napisać (i napisano 
już) niejedną monografię.

II. Porównywanie sekwencji aminokwasowych białek, problem podobieństwa 
sekwencji

Pierwszym etapem  przewidywania właściwości białka na podstawie jego 
sekwencji może być odnalezienie innego białka (innych białek) o podobnej 
strukturze pierwszorzędnej. Jak jednak zdefiniować podobieństw o dwóch sek­
wencji am inokwasow ych i jak  odnaleźć, wśród kilku tysięcy sekwencji, tę 
podobną do analizowanej?

Pierwszą możliwością jest potraktow anie am inokw asów jako  liter pewnego 
alfabetu i porów nyw anie białek tak jak  słów zapisanych w tym alfabecie. To, że 
jakaś litera oznacza am inokwas o konkretnych właściwościach nie ma tu
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Rye. 2. Graficzne przedstawienie 
macierzy podobieństwa (similari­
ty matrix) sekwencji białek ICBP i 
PaV. Kolumny indeksowane są 
kolejnymi aminokwasami PaV, 
wiersze aminokwasami ICBP. Na 
przecięciu wiersza i kolumny ry­
sujemy kropkę gdy odpowiednie 
aminokwasy są identyczne. Licz­
by n, i n2 podane w górnej ramce 
to tzw. filtry, identyczność amino­
kwasów traktowana jest jako nie­
przypadkowa, gdy wśród n, sąsia­
dów (z obu stron) danego amino­
kwasu występuje n 2 identycznoś­
ci.
a. n, = 0 ,  n 2 =  1 (nie ma fil­
trowania); b. n, =  2, n2 =  3; c. 
n, =  9, n 2 =  6.
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żadnego znaczenia, podobne m etody stosuje się do porów nyw ania sygnałów 
telekom unikacyjnych. Rozpoczynamy od konstrukcji macierzy podobieństw a, 
której kolum ny indeksowane są kolejnymi am inokw asam i jednego białka, a 
wiersze —  am inokw asam i drugiego. N a przecięciu dowolnego wiersza i kolum ny 
umieszczamy jedynkę (lub kropkę w reprezentacji graficznej), gdy odpow iednie 
am inokw asy są identyczne, a zero (lub puste miejsce), jeśli są różne. M acierz 
podobieństw a dla porów nania białek ICBP i parw album iny z mięśni karpia 
(PaV) [5] przedstaw iono graficznie na rycinie 2a. Mimo, iż są to białka 
hom ologiczne, na rysunku dom inują szumy, czyli przypadkowe zgodności 
pojedynczych am inokwasów . Uwzględnienie lokalnej gęstości zliczeń umożliwia 
pozbycie się szum ów (proces ten nazywa się filtrowaniem) i podobieństw o białek 
uwidacznia się na rycinie jako  kropkow ane ukośne linie w pobliżu przekątnej 
(Ryc. 2b i 2c). D odatkow e linie poza przekątną odzwierciedlają podobieństw a 
fragm entów białka (ICBP, składa się z dwóch, a PaV z trzech wzajemnie 
hom ologicznych pojednostek).

Dla szybkiego porów nania wybranej sekwencji z wieloma innymi, lub dla 
uzyskania ilościowej miary podobieństw a stosuje się różne aglorytm y, k tóre 
eliminują potrzebę wizualnej analizy macierzy podobieństw a, tak jak  w metodzie 
graficznej. Takie właśnie podejście jest np. podstaw ą algorytm ów N e e d e l m a -  
n a - W u n s c h a  [6] i S m i t h a - W a t e r m a n a  [7]. Do bardzo szybkiego 
poszukiwania homologii, np. wybranej sekwencji z całą bazą danych służy 
algorytm  L i p m a n a - P e a r s o n a  [8] (program  FASTP). Przy jego w yko­
rzystaniu porów nanie sekwencji ICBP z całym bankiem  sekwencji SW ISSPR O T 
5.0 [9] trw a ok. 1 min. na kom puterze VAX-780.

Przy dokładniejszej analizie w spom nianą powyżej ’’zero-jedynkow ą” p u n k ­
tację w m acierzy podobieństw a zastępuje się punktacją uwzględniającą pre­
ferencję pewnych am inokw asów  do zamiany na inne. Najczęściej wykorzystuje 
się dane statystyczne zebrane w postaci tzw. macierzy D a y h o f f  [10]. W tym 
samym celu m ożna wykorzystać podobieństw a am inokw asów i zdefiniowane 
poprzez ich właściwości fizykochemiczne [11, 12] np. traktow anie leucyny 
izoleucyny jak o  tego samego am inokwasu. Nie jest to jednak pozbaw ione 
elementów arbitralności —  nie w iadom o które właściwości am inokwasów są 
istotne z punktu  widzenia ich podobieństwa.

Każda z wymienionych powyżej m etod pozwala ilościowo ocenić po ­
dobieństw o sekwencji, oraz wzajemne przyporządkow anie (alignment) am ino­
kwasów w obu sekwencjach. Podobieństw o sekwencji wyrażone jest najczęściej 
w procentach (100% sekwencje identyczne, ok. 10— 15% sekwencje przypadko­
we). M odyfikując nieco powyższe m etody m ożna poszukiwać przyporządkow a­
nia sekwencji am inokwasow ych nie całych białek, lecz wspólnych fragmentów, 
zwanych czasem dom enam i [13]. We wszystkich m etodach analizy podo­
bieństwa sekwencji stosuje się arbitralnie przyjm owane param etry, za pom ocą 
których opisuje się delecje i insercje w sekwencji. Swoboda ich wyboru sprawia, 
że spotyka się czasem różne przyporządkow ania sekwencji am inokwasow ych 
tych samych białek.

4 P o stę p y  B iochem ii 1— 2/K9 http://rcin.org.pl
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icbp.seq, 72 amino acids V3 Sscratch:swiss.dat library
< 2 0

4 2
6 18
8 10

10 48
12 82
14 138
16 261
18 451
20 483
22 514
24 648
26 582
28 493
30 413
32 293
34 222
36 149
38 91
40 63
42 30
44 31
46 36
48 48
50 22
52 18
54 12
56 6
58 6
60 2
62 3
64 8
66 2
68 2
70 1
72 5
74 1
76 1
78 0
80 3

> 80 7
1337974 res

769 scores better 
The best scores are

5205 sequences, mean score: 
than 32 saved, ktup: 1, fact:

24
4

.5 (6.93) 
scan time: 0:01:11.93

>CABISBOVIN
>CABI$PIG
>CABI$RAT
>S10A$BOVIN
>S10B$RAT
>S10B$HUMAN
>s i o b $b o v i n
>TPCCSHUMAN
>TPCC$RABIT
>TPCC$BOVIN
>CFAG$HUMAN
>CL1L$PIG
>TPCS$CHICK
>TPCS$RABIT
>TPCS$RANES
>TPCSSHUMAN
>TPCS$PIG
>CALL$CA EEL
> C A L M $ T E T P Y
>RP02 $YEAST

DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE
DE

VITAMIN D-DEPENDENT CALCIUM-BINDING PROT 
VITAMIN D-DEPENDENT CALCIUM-BINDING PROT 
VITAMIN D-DEPENDENT CALCIUM-BINDING PROT 299 
S-100 PROTEIN, ALPHA CHAIN.
S-100 PROTEIN, BETA CHAIN.
S-100 PROTEIN, BETA CHAIN.
S-100 PROTEIN, BETA CHAIN.
TROPONIN C, CARDIAC MUSCLE (TN-C).
TROPONIN C, SLOW SKELETAL AND CARDIAC MU 
TROPONIN C, CARDIAC MUSCLE (TN-C).
CYSTIC FIBROSIS ANTIGEN (CFAG).
CALPACTIN I LIGHT CHAIN (P10 PROTEIN). 
TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE.
TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE.
TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE.
TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE.
TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE.
CALMODULIN-LIKE PROTEIN (GENE NAME: CAL- 
CALMODULIN (PHOSPHORYLASE KINASE DELTA C 
DNA-DIRECTED RNA POLYMERASE II (EC 2.7.7

init, opt
347, 347
318, 318
299, 301
111, 167
101, 154
100, 154
98, 154
79, 91
79, 91
79, 91
76, 137
74, 122
71, 90
71, 91
71, 89
71, 91
71, 91
69, 77
68, 89
68, 74

Ryc. 3. Przykład wyniku porównania sekwencji ICBP (występującego pod nazwą 
CABIBOVINE w w banku sekwencji SWISSPROT5), uzyskany przy pomocy programu FASTP [8], 
Oprócz podania najbardziej podobnych białek, program podaje histogram wyników porównania. 
Na osi pionowej występuje miara podobieństwa sekwencji (score), na osi poziomej odpowiednia 
liczba znalezionych sekwencji. Powyżej score =  60 występują białka spokrewnione z ICBP.
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BESTFIT of: Cabi$Bovin check: 6660 from: 2 to: 73
ID CABI$BOVIN STANDARD; PRT; 75 AA.
AC P 0 2 6 3 3;
DT 21-JUL-1986 (ADAPTED FROM A PIR ENTRY)
DT 20-MAR-1987 (ANNOTATIONS EDITED)
DT 13-AUG-1987 (ANNOTATIONS EDITED) . . .
to: Tpcs$Chick check: 9597 from: 94 to: 161
ID TPCS$CHICK STANDARD; PRT; 162 AA.
AC P02588;
DT 21-JUL-1986 (ADAPTED FROM A PIR ENTRY)
DT 13-AUG-1987 (FT LINES EDITED)
DE TROPONIN C, SKELETAL MUSCLE. . . .
Symbol comparison table: GenDataBase:SWGapPep.Cmp CompCheck: 1254

Gap Weight: 5.000 Average Match: 0.5 40
Length Weight: 0.300 Average Mismatch: -0.396

Quality: 33.6 Length: 72
Ratio: 0.494 Gaps: 1 

Percent Similarity: 48.529
Cabi$Bovin x Tpcs$Chick October 22, 1987 18:37

2 SPEELKGIFEKYAAKEGDPNQLSKEELKLLLQTEFPSLLKGPSTLDELFE 51 
I I I I I I I I I I I I I  I I I I I I

94 SEEELADCFRIFDKNADGFIDIEELGEILRATGEHV....TEEDIEDLMK 139
52 ELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKI 73

I I I I I I I I I I I I I  I 140 DSDKNNDGRIDFDEFLKMMEGV 161
Ryc. 4. Wynik porównania sekwencji ICBP i PaV za pomocą programu BESTFIT (pakiet 
UWGCG), wykorzystującego algorytm Smitha-Watermana [7]. Pionowe kreski oznaczają, że na 
odpowiednich miejscach w obu sekwencjach wystąpiły takie same lub zbliżone (wg skali przyjętej w 
danych wejściowych do programu) aminokwasy.

Dla naszego przykładu, analiza program em  FA STP wykazała, że ICBP 
należy do rodziny homologicznych białek wiążących jony wapnia, bowiem 
większość białek z tej rodziny ma sekwencje am inokwasowe podobne do ICBP 
(Ryc. 3). Jak widać na przykładzie przyporządkow ania dla ICPB i PaV 
wykonanego dokładniejszym  algorytm em  [7] (Ryc. 4), podobieństw o obejmuje 
również fragm enty wiążące jony C a2 + , wzmacniając przypuszczenie o podobnej 
funkcji obu białek.

N a tem at poszukiw ania podobieństw a sekwencji istnieje bogata literatura 
[14, 15, 16]. Analiza podobieństw a sekwencji jest znacznie łatwiejsza przy 
korzystaniu z kom puterow ego banku danych i staje się działaniem rutynowym, 
jeśli korzystam y z gotowych pakietów program ów  do analizy sekwencji 
am inokwasow ych białek. Do najbardziej znanych należą pakiety Uniwersytetu z 
W isconsin (U W G C G ) [17] na kom puter VAX i firmy Genofit SA Genewa 
(PCGene) [18] na kom puter IBM PC.
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III. Poszukiwanie zależności pomiędzy sekwencją aminokwasową a strukturą 
drugorzędową białek

N a podstawie analizy sekwencji am inokwasowej, struk tury  przestrzennej i 
innych właściwości znanych białek sform ułowano wiele statystycznych p ra ­
widłowości wiążących poszczególne ’’układy” am inokw asów  ze s truk tu rą  lub 
funkcjami białka. N ajbardziej ogólnym zastosowaniem  powyższych analiz są 
próby przewidywania struktury  drugorzędowej w oparciu o statystyczną analizę 
preferencji poszczególnych am inokwasów do w ystępowania w rozm aitych 
struk turach  drugorzędowych. Do najczęściej stosow anych należą metody: 
G a r n i e r a  i w sp . [19], C h o u  i F a s m a n a  [20], oraz K abscha i Saudera 
[20a]. Algorytm L i m a  [22] dla sekwencji hydrofobowych am inokwasów typu 
x..xx..xx..x (gdzie x —  oznacza am inokw as hydrofobowy a. —  oznacza dowolny 
am inokwas) przewiduje alfa helisę. Należy on już do m etod typu ’’pattern  
m atching”, które bezpośrednio poszukują wspom nianych wcześniej szczegól­
nych ’’układów ” am inokwasów. Dla niektórych typów skrętów  [22], rejonów 
oddziałujących z DNA [23] oraz miejsc wiążących nukleotydy [24] również 
zidentyfikowano charakterystyczny wzór am inokwasów. M etody ’’pattern  m a­
tching” z założenia dotyczą tylko pojedynczych funkcji, lecz w m iarę w zbo­
gacania się zestawu rozpoznaw anych elementów strukturalnych będą na pewno 
zyskiwać na popularności i być może staną się podstaw ą analizy nowych 
sekwencji.

Następnym  etapem  rozwoju m etod typu ’’pattern  m aching” jest objęcie 
analizą nie tylko samej sekwencji, ale również (przewidywanej) struktury  
drugorzędowej. Szczególnie chodzi tu o rozpoznawanie większych fragm entów 
struktury  (tzw. supersecondary structure, patrz rozdział następny). O pracow ano 
też kilka m etod analizujących rozmieszczenie am inokw asów o określonych 
właściwościach. W połączeniu z przewidywaniem struktury  drugorzędowej, 
pozw ala to na bardzo przybliżone przewidywanie struk tury  trzeciorzędowej. 
W yniki analizy tego typu m ogą być wykorzystane do poszukiw ania homologii 
na poziomie wyższym niż sekwencyjny, co w sprzyjających okolicznościach może 
doprow adzić do zidentyfikowania funkcji białka, nawet gdy nie jest ono 
spokrewnione z żadnym  znanym  białkiem. Przy takim  podejściu często wy­
korzystuje się języki program ow ania najnowszych generacji (co czasami nazywa 
się technikam i sztucznej inteligencji) [25, 26], a kierunek ten jest najbardziej 
obiecujący, ale i najsłabiej rozwinięty z omawianych dotychczas.

Przykład kompleksowej analizy sekwencji am inokwasowej białka ICBP, z 
zastosow aniem  wielu spośród om ówionych tu m etod, pokazuje rycina 5, 
uzyskana za pom ocą program u P E P P L O T  z pakietu U W G C G  [27].

IV. Analiza i porównywanie struktur trzeciorzędowych białek

Jeżeli przy użyciu opisanych w rozdziale II m etod znaleziono w bazie danych 
dobrze zbadane białko o bardzo zbliżonej sekwencji aminokwasowej, dalsze 
postępow anie jest już znacznie łatwiejsze, a w każdym  razie nie ma już
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[11] AN ALIZA BIAŁEK W YK O RZYSTANIE BAZ D A NY CH 55

wątpliwości co do funkcji biologicznej analizowanego białka. W najkorzyst­
niejszym przypadku, gdy znana jest struk tu ra przestrzenna homologicznego 
białka, m ożna nawet próbow ać przewidzieć strukturę nowego białka m etodą 
m echaniki molekularnej [28]. Dotychczasowe próby przewidywania struktury 
nie zawsze kończyły się sukcesem [29, 30], gdyż zbyt słabo jeszcze rozumiemy 
czynniki decydujące o pow staw aniu i stabilizacji struktury  przestrzennej białka.

Ryc. 6. Graficzne nałożenie na siebie struktur ICBP i PaV na podstawie wyników programu 
HOMSTR [32], Przedstawione są jedynie odpowiadające sobie fragmenty. Duże sfery oznaczają 
jony wapnia. Podobieństwo strukturalne obejmuje fragmenty wiążące jony wapnia wraz z 
sąsiadującymi helisami.

Porównaw cza analiza struktury  dobrze poznanych, a jednocześnie blisko 
spokrewnionych, białek dostarcza wielu informacji, którym i m ożna wzbogacić 
przewidywania oparte na m etodach fizyki. Białka, których sekwencje amino- 
kwasowe są podobne w ponad 50%, mają na ogół bardzo zbliżone struktury 
trójwym iarowe [31] i m ożna próbow ać „nałożyć” je na siebie (Ryc. 6). Uzyskuje 
się wtedy dodatkow ą weryfikację przyporządkow ania uzyskanego jedną z metod 
wymienionych w rozdziale II, a równocześnie m ożna badać jak różnice w 
sekwencji wpływają na przestrzenne ułożenie się białka. Analizując rycinę 5 i 6 
widzimy, że podobieństw o strukturalne IC B P i PaV obejmuje fragment łańcucha 
uczestniczący w wiązaniu wapnia wraz z sąsiednimi elementami struktury 
drugorzędowej (helisami).

Opisując białka w języku struktury  drugorzędowej możemy przekonać się, że 
wiele odległych ewolucyjnie białek o zupełnie niepodobnej sekwencji posiada
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fragm enty o podobnej budowie, np. dwie następujące po sobie alfa helisy 
(alfa-alfa), fragment beta, alfa helisę i znowu fragment beta (beta-alfa-beta). 
Tw orzą one tzw. struk turę superdrugorzędow ą [33]. Analiza podobieństw  i 
różnic w sekwencjach am inokwasowych takich fragm entów dostarcza również 
wielu informacji o roli poszczególnych rodzajów am inokwasów w pow staw aniu 
struk tury  trzeciorzędowej białek.

W obu om ówionych powyżej przykładach istotną rolę odgrywało po­
dobieństw o strukturalne badanych białek. Jakim i m etodam i m ożna zidentyfiko­
wać podobne białka czy ich fragmenty ? G rafika kom puterow a [34] ułatwia 
porównyw anie struk tu r przestrzennych białek umożliwiając na płaskim  ekranie 
również oglądanie rysunków stereo. Z powodów technicznych nie m ożna 
zamieścić takich ilustracji w tym artykule. Inna m etoda polega na analizie 
odległości pomiędzy atom am i w cząsteczce białka. K onstruuje się macierz

3ICB "all or nothing" contact map 5. A cut off

Ryc. 7. Objaśnienia na stronie 57
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1CPV "all or nothing" contact map 5.0 A cut off

1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 6 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 0 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 6 8 8 8 8 8 8 9 9 9 0 0 9 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 6 9 7 8 0 0 1 2 3 4 6 6 7 6 0 0 1 2 3 4 5 6 7 6 0 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Ryc. 7. Uproszczone, graficzne przedstawienie macierzy odległości ICBP i PaV (na rycinie 
oznaczone 3ICB i 1CPV), tę formę przedstawienia nazywa się czasem mapą kontaktów. Czarny 
kwadracik w pozycji wyznaczonej przez aminokwasy n i m oznacza, że przynajmniej jeden atom 
aminokwasu n znajduje się w odległości mniejszej niż 5 A od jednego z atomów aminokwasu m. 
Zagęszczenie czarnych kwadracików w pobliżu przekątnej odpowiada kontaktom atomów należą­
cych do najbliższych sąsiadów. Najwięcej takich kontaktów występuje w alfa helisach. Mapy 
kontaktów można stosować do rozpoznania elementów struktury drugorzędnej.

odległości (ang. distance matrix), której kolum ny i wiersze indeksowane są 
poprzez kolejne atom y w białku, a której wyrazy są odległościami pomiędzy 
odpowiednimi atom am i. Dzięki analizie macierzy odległości m ożna między 
innymi: wyszukiwać odrębne domeny lub podjednostki w cząsteczce białka [35], 
czy poszukiwać „klucza” pasującego do znanego fragm entu białka [36]. 
Uproszczone graficzne przedstawienie macierzy odległości dla ICBP i PaV 
znajduje się na rycinie 7. Podobieństw o obu macierzy (a więc i struktur) jest

http://rcin.org.pl



58 A. G OD ZIK.  G. BOGU TA , T. WESOŁOWSKI [14]

wyraźne. Dzięki tym rysunkom  m ożna łatwo zidentyfikować am inokw asy 
odgrywające kluczową rolę w utrzym aniu właściwej struk tury  obu białek [37].

V. Zastosowanie metod fizyki teoretycznej do analizy struktur białek

Poznanie struktury  przestrzennej białka umożliwia rozpoczęcie kolejnego 
etapu jego analizy. Jest nim szczegółowe badanie funkcji i właściwości białka 
przy pom ocy teoretycznych m etod fizyki m olekularnej. W najbardziej podsta­
wowym ujęciu białko jest układem  jąder i elektronów tworzących bardziej lub 
mniej stabilną strukturę kowalencyjną silnie oddziałującą ze swoim otoczeniem 
tzn. wodą, jonam i i związkami niskocząsteczkowymi. Energetykę i dynam ikę 
procesów zachodzących w białku określają jedynie oddziaływanie elektro­
magnetyczne. W celu obliczenia wszystkich właściwości fizykochemicznych 
takiego układu należałoby rozwiązać odpowiednie dla niego rów nania me­
chaniki kwantowej. N a razie jest to jednak niemożliwe, obecnie największe 
badane w ten sposób układy nie przekraczają kilkunastu atomów. Pojawia się 
stąd konieczność w prow adzania uproszczeń, które dotyczą zarów no definicji 
układu, jak  i sposobu obliczenia jego energii.

Różnorodność stosowanych przybliżeń zilustrow ana zostanie na przykładzie 
dwóch problemów: pierwszy dotyczy opisu wpływu otoczenia białkowego na pK 
łańcuchów bocznych, a drugi w iązania ligandów przez białko.

1. Początkow o w pracach dotyczących wpływu grup naładow anych na-pK 
wybranego łańcucha bocznego [38] trak tow ano białko jako  jednorodne kuliste 
m edium  o niskiej stałej dielektrycznej zanurzone w roztw orze o wysokiej stałej 
dielektrycznej. Jony występujące w roztworze opisywane są poprzez model 
D e b y e - H u e c k l a .  Ł adunki białka występują tam  na powierzchni sfery. 
Nowsze modele uwzględniają również niejednorodne otoczenie białka poprzez 
obliczanie powierzchni dostępnej przez cząsteczki rozpuszczalnika [39]. W 
jeszcze bardziej skom plikow anych modelach rozpuszczalnik ma wewnętrzną 
struk tu rę złożoną z jonów , których rozkład oblicza się poprzez rozwiązywanie 
rów nania P o i s s o n a - B o l t z m a n a  [40]. Pole elektryczne modyfikujące pK 
badanego łańcucha bocznego obliczane może być również w tzw. modelu 
m ikrodielektrycznym  [41]. W tym modelu białko oraz otaczający solwent ma 
bogatszą strukturę wewnętrzną złożoną z ładunków  elektrycznych i polary- 
zowalnych dipoli atom owych. Najnowsze prace sugerują, że do prawidłowego 
opisu pola elektrycznego w białku należałoby uwzględnić lokalne fluktuacje 
położeń atom ów, czyli dynam ikę białka [42].

2. U kład złożony z białka i małej cząsteczki oddziałującej z nim (ligandu) 
analizowany może być przez rozwiązywania równań m echaniki kwantowej 
wybranych fragmentów białka [43], lub poprzez symulacje całego białka wraz z 
otaczającym  je rozpuszczalnikiem, lecz przy użyciu prostszego sposobu obli­
czania energii [44]. Do obliczania energii całego białka o określonej strukturze 
przestrzennej stosuje się proste analityczne potencjały typu atom -atom . Dla
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powyższego m odelu przyjęła się nazwa m echanika m olekularna, gdyż stosowane 
rów nania są analogiczne do tych, które należałoby rozwiązać gdyby białko było 
układem  oddziałujących kulek i sprężynek. Bardziej skom plikow ane m odele 
uwzględniają właściwości dielektryczne białka [45, 46]. Właściwości term o­
dynam iczne, takie jak energia swobodna, entropia, średnie położenia i fluktuacje 
atom ów , stałe wiązania ligandów itp., obliczane są następnie w wyniku 
uśredniania interesujących wielkości (M onte Carlo lub dynam ika molekularna).

Zwiększająca się dostępność kom puterów  o dużej mocy obliczeniowej 
umożliwia powstawanie modeli teoretycznych opisujących coraz dokładniej 
analizow ane zjawisko fizykochemiczne w białku. Z uwagi na skom plikow anie 
problem u om awianego na początku tego rozdziału podejście „bez przybliżeń” 
nie będzie pom im o to realne w najbliższej przyszłości.

U m iejętność takiego sform ułowania pytania i doboru właściwej metody, aby 
jej błędy możliwie mało wpłynęły na otrzym ane wyniki, jest prawdziwym 
wyzwaniem dla biofizyki m olekularnej. W celu znajdow ania systematycznych 
prawidłowości determ inujących właściwości białek niezbędne jest oparcie się na 
łatwo dostępnych danych. Są to zarówno dane strukturalne takie jak  te zaw arte 
w Protein  D ata Bank [47], jak  i inne (sekwencje, dane fizykochemiczne), 
znajdujące się np. w banku SW ISSPROT, czy w innych bazach danych.

Przykładem  zastosow ania takiej m etody badwczej jest sformułowanie przez 
H o l a  [48] koncepcji dipola alfa helisy (ładunek -0.5e na C-końcu i 0.5e na 
N -końcu helisy). Koncepcja ta była następnie analizow ana za pom ocą m etod 
mechaniki kwantowej [49]. Prace te uzasadniają stosowanie takich modeli, w 
których pole elektrostatyczne białka przybliżano poprzez pole pochodzące od 
jego drugorzędow ych fragmentów [50].

Jednym  z kierunków rozwoju biofizyki m olekularnej jest niewątpliwie 
form ułowanie reguł i prawidłowości dotyczących struktury  i funkcji białek. Nie 
zastępują one podstawowych praw fizyki, które determ inują właściwości m ak ro ­
cząsteczek, lecz ułatwiają powstawanie coraz lepszych modeli przybliżonych.

VI. Uwagi końcowe

Przedstaw iono tutaj wiele metod stosowanych do teoretycznej analizy 
sekwencji i struk tu r białek. M etody te, badając białko na różne sposoby, tw orzą 
pewną całość, k tórą chcielibyśmy tu przedstawić godząc się z góry na wiele 
uproszczeń. Wiele z przedstawionych m etod powstało poza tradycyjną bio­
chemią i biologią i z tego powodu są w tych środowiskach często nie znane i nie 
doceniane. M etody te stosowane są od kilku lat przez autorów  w badaniach nad 
grupą białek wiążących jony wapnia. Chociaż jest to specyficzny problem , to 
proponow ane metody mogą być z powodzeniem stosowane do innych za­
gadnień. Wierzymy, że artykuł przyczyni się choć trochę do ich popularyzacji. 
W spólną cechą omówionych tutaj podejść jest intensywne zastosow anie kom ­
putera jako  narzędzia pracy. Nie sposób inaczej przeprow adzać analizy dużych i
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skom plikow anych układów, opracowywać duże zbiory danych. Na szczęście, i to 
czyni tę tem atykę tak atrakcyjną, nie potrzeba do takiej analizy niedostępnych 
dla nas superkom puterów . Dla wielu zastosow ań wystarczy dobry m ikro­
kom puter (np klasy IBM AT), czyli sprzęt coraz łatwiej dostępny w Polsce. 
Wszystkich zainteresowanych tą tem atyką, i/lub zamierzających wykorzystać 
opisane powyżej m etody do własnych problem ów zapraszam y do nawiązania 
kontaktu  z autoram i.

Dziękujemy prof. C. Sanderowi i personelowi EMBL w Heidelbergu za wiele cennych uwag i 
wszechstronną pomoc. Część zamieszczonych w pracy wyników uzyskano za pomocą niedostępnych 
w Polsce programów i danych (UWGCG, HOMSTR oraz dane Protein Data Bank) podczas pobytu 
jednego z nas (AG) w EMBL [37],

Opracowanie wykonano w ramach Programu CPBR 3.13.

Artykuł nadesłano 17 marca 1988 r. 
Zaakceptowano do druku 28 maja 1988 r.
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64 W. LEŚNIAK [2]

I. Wstęp —  rola i właściwości kalmoduliny

K alm odulina (CaM ) zaliczana jest do grupy hom ologicznych białek wiążą­
cych wapń [1]. Jest to kwaśny (pi 4.2), term ostabilny polipeptyd o masie 17 kD a 
zawierający cztery dom eny wiążące jony wapnia (Rye. 1) [2,3]. W iązanie jonów
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Ryc. 1. Pierwszorzędowa struktura kalmoduliny. Prostokątami oznaczono rejony tworzące a-helisę. 
Stosowane jednoliterowa skróty nazw aminokwasów: A-Ala; B-Asx; C-Cys; D-Asp; E-Glu; F-Phe; 
G-Gly; H-His; I-Ile; K-Lys; L-Leu; M-Met; N-Asn; P-Pro; Q-Gln; R-Arg; S-Ser; T-Thr; V-Val; 
W-Trp; Y-Tyr; Z-Glx

w apnia inicjuje zmianę konform acji kalm oduliny wyrażającą się wzrostem 
zawartości a-helisy w jej strukturze drugorzędowej [4,5], z równoczesnym 
wyeksponow aniem  hydrofobowych rejonów cząsteczki [6], W ywołane przez 
wapń zmiany w strukturze kalm oduliny umożliwiają jej interakcję z wieloma 
enzymami oraz białkam i nieenzymatycznymi. Tylko nieliczne białka są zdolne 
wiązać kalm odulinę również w nieobecności jonów  wapnia [7,8]. Związanie 
kalm oduliny z enzymem pow oduje stymulację jego aktywności. W ten sposób, 
bezpośrednio, lub przez aktywację niektórych kinaz i fosfataz, kalm odulina może 
wpływać na aktywność wielu enzymów, a co za tym idzie na przebieg różnych 
procesów biologicznych (Tab. 1). Szerzej struk tu ra i funkcja kalm oduliny zostały 
om ów ione w pracach przeglądowych [9, 10,11, 12]. O d kilku lat znana jest także 
s truk tu ra  krystalograficzna kalm oduliny [13].
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Białka docelowe kalmoduliny
Tabela 1

Enzymy Występowanie Proces metaboliczny 
modulowany w wyniku interakcji

fosfodwuesteraza cyklicznych
nukleotydów
cyklaza adenylowa

cyklaza guanidylowa

kręgowce, bezkręgowce, 
pierwotniaki, rośliny 
ssaki, bakterie

pierwotniaki

metabolizm cyklicznych nukleo­
tydów

Ca2+-ATPazy z błon plazmatycz­
nych

ssaki, rośliny regulacja stężenia jonów wapnia 
w komórce

kalcyneuryna [fosfotaza białko­
wa]

ssaki defosforylacja białek

ATPaza dyneiny kręgowce, bezkręgowce, 
pierwotniaki, rośliny

ruchliwość wici, rzęsek

oksydaza NADPH 
oksydoreduktaza NADPH semi- 
hydroaskorbinian

ssaki (neutrofile) 
ssaki (aparat Golgiego)

procesy oksydoredukcyjne

metylaza fosfolipidowa grzyby metylacja fosfolipidów

kanał potasowy zależny od wap­
nia (99, 100)

pierwotniaki równowaga jonowa

kinaza lekkich łańcuchów miozy­
ny
kinaza ciężkich łańcuchów mio­
zyny

kręgowce, bezkręgowce 

grzyby

regulacja aktywności ATPazy 
aktomiozynowej

fosfofruktokinaza (147) ssaki glikoliza

kinaza fosforylazy ssaki glikogenoliza

kinaza dolicholi pierwotniaki biosynteza glikoprotein

kinaza NAD rośliny synteza NADP

kinaza zależna od wapnia i kal­
moduliny

kręgowce, rośliny fosforylacja białek

Białka nieenzymatyczne

Map-2(*) 
tubulina (*) 
czynnik tau (*) 
pasmo I 
lipovitellina 
synapsyna I (*) 
spektryna (fodryna)(*)

kaldesman(*)

kręgowce (mózg, nadner­
cza, erytrocyty)

kręgowce, bezkręgowce, 
rośliny, pierwotniaki

kręgowce

organizacja cytoszkieletu

organizacja cytoszkieletu oraz 
wpływ na aktywność ATPazy ak­
tomiozynowej

5 P o stę p y  B iochem ii 1 — 2 /8 9

[65]

http://rcin.org.pl



6 6 W. LEŚNIAK [4]

c.d. tabeli 1

Enzymy Występowanie Proces metaboliczny 
modulowany w wyniku interakcji

fosfolamban(*) ssaki (mięśnie) regulacja stężenia jonów wapnia 
w sarkoplazmie

regulatorowa podjednostka ki­
nazy zal. od cAMP

ssaki (mózg) regulacja aktywności kinazy

peptyd inhibitorowy ATPazy mi­
tochondrialnej

ssaki (mitochondria) ?

zasadowe białko mielinowe(*)

troponina I 
histony

ssaki (mózg)

ssaki (mięśnie) 
kręgowce

obserwowana in vitro interakcja 
nie ma prawdopodobnie fizjolo­
gicznego znaczenia

(* ) —  bia łka  te u legają  ró w n ież  fosfory lacji przez k in azę za leżn ą  o d  C a M . W  tabeli u w zg lęd n io n o  ty lk o  te b ia łk a , k tórych  fu n k ­

cja w o rg a n izm ie  lub  fiz jo lo g ic zn e  zn a czen ie  interakcji z  C aM  są zn an e. T a b e lę  o p ra co w a n o  na p o d sta w ie  d anych  z p racy  M a n a I a n 

i K l e e  (9], z  n iew ielk im i zm ia n a m i i u zu pe łn ien iam i.

Równolegle z badaniam i nad struk tu rą oraz biologiczną rolą kalm oduliny 
rozwijały się badania nad m olekularnym  mechanizmem jej interakcji z białkam i 
docelowymi. Rycina 2 przedstawia wysuniętą w 1982 roku hipotezę działania 
kalm oduliny [14]. W edług tej hipotezy enzymy aktywow ane przez CaM  
zawierają w swojej cząsteczce odcinek peptydowy osłaniający centrum  aktyw ne i 

© © ®

Ryc. 2. Hipotetyczny schemat aktywacji i inhibicji enzymów zależnych od kalmoduliny. 1. W 
natywnym enzymie centrum aktywne zablokowane jest przez domenę inhibitorową. 2. Przyłączenie 
CaM powoduje odblokowanie centrum aktywnego. 3. Związanie CaM z inhibitorem uniemożliwia 
jej interakcję z enzymem. 4. Odtrawienie domeny inhibitorowej powoduje nieodwracalną aktywację 
enzymu.
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[5] INTERAKCJE K A L M O D U L I N Y 67

tym samym powodujący autoinhibicję enzymu. K alm odulina wiąże się z tym 
fragm entem  i powoduje wzrost aktywności enzymu praw dopodobnie poprzez 
wywołanie takich zm ian w konformacji odcinka inhibitorow ego, które powo­
dują odsłonięcie centrum  aktywnego. W iązanie kalm oduliny z enzymem jest 
stabilizowane przez oddziaływ ania o charakterze hydrofobowym  i jonowym. 
Ł agodna proteoliza może pow odow ać odtraw ienie dom eny inhibitorowej co 
prow adzi do niezależnej od CaM , nieodwracalnej aktywacji enzymu. Hydrofo­
bowe, dodatn io  naładow ane inhibitory wiążą się z kalm oduliną uniemożliwiając 
jej interakcję z enzymem. Przedstaw iona wyżej hipoteza oparta  była na 
następujących faktach doświadczalnych:

1. N iektóre, różne pod względem budowy chemicznej substancje (takie jak  
pochodne fenotiazyny, lokalne anestetyki, niektóre alkaloidy) o charakterze 
hydrofobowym  i wypadkowym  ładunku dodatnim , ham ują zależną od kalm o­
duliny stymulację aktywności enzymów [14— 17].

2. W nieobecności w apnia kwaśne fosfolipidy i nienasycone kwasy tłuszczo­
we (czyli związki mające, podobnie jak  kalm odulina, hydrofobowy charakter i 
ładunek ujemny) m ogą stym ulować aktywność enzymów zależnych od kalm o­
duliny [18— 22],

3. Interakcja kalm oduliny z enzymami zależy od pH i siły jonowej środo­
wiska [23].

4. Łagodna proteoliza enzymów zależnych od kalm oduliny powoduje ich 
nieodw racalną aktywację pow iązaną z u tra tą  wrażliwości na kalm odulinę [14, 
24— 31].

Przedstaw iona wyżej hipoteza nie wyjaśnia jednak wielu kwestii dotyczących 
m olekularnych aspektów  interakcji kalm oduliny z jej białkam i docelowymi. Nie 
w iadom o na przykład czym spow odowane są obserwowane in vitro różnice w 
powinowactwie enzymów do kalm oduliny. W ysunięto przypuszczenie, że pewne 
enzymy mogą oddziaływać z kalm oduliną, k tóra ma związane trzy jony wapnia, 
podczas gdy inne wymagają do interakcji kalm oduliny w kompleksie z czterema 
jonam i wapnia [32, 33]. M ogłoby to powodować in vivo sekwencyjne „włączanie 
się” procesów zależnych od kalm oduliny w m iarę wzrostu stężenia wapnia w 
komórce. Nie w iadom o również który i czy zawsze ten sam rejon cząsteczki 
kalm oduliny odpowiedzialny jest za wiązanie poszczególnych enzymów? Czy 
odpow iada mu zawsze taki sam, czy też różny odcinek łańcucha polipeptydo- 
wego w białkach docelowych? Jaki aspekt struk tury  CaM  odpowiedzialny jest za 
specyficzne właściwości wyróżniające ją  spośród innych białek wiążących wapń? 
Te i inne zagadnienia dotyczące m olekularnego mechanizm u działania kalm odu­
liny stały się w ostatnich kilku latach przedm iotem  wnikliwych badań przy 
użyciu metod chemicznych, biochemicznych, genetycznych i immunologicznych. 
A rtykuł ten ma na celu omówienie badań nad interakcją kalm oduliny z białkami 
docelowymi ze szczególnym uwzględnieniem najnowszych osiągnięć w tej 
dziedzinie.
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6 8 W. LEŚNIAK [ 6 ]

II. Zastosowanie chemicznie zmodyfikowanej kalmoduliny w badaniach jej 
interakcji z enzymami

Jedną z m etod badania interakcji kalm oduliny z aktywow anym i przez nią 
enzymami stanowi wykorzystanie chemicznie zmodyfikowanej kalm oduliny. 
Porów nanie biologicznej aktywności natywnej i zmodyfikowanej kalm oduliny 
pozwala wnioskować o wpływie wprowadzonej zmiany, a zatem o roli zm ody­
fikowanej reszty am inokwasowej w interakcji kalm oduliny z enzymem. M etoda 
ta ma liczne ograniczenia wynikające chociażby ze słabej reaktywności am ino­
kwasów hydrofobowych oraz trudności w uzyskaniu specyficznej modyfikacji 
określonych reszt am inokwasowych. Jej stosowanie stwarza również pewną 
trudność w interpretacji wyników. Często trudno jest bowiem rozstrzygnąć czy 
zaobserw ow ane zmiany w aktywności CaM  są bezpośrednim  następstwem  
zablokow ania grup funkcyjnych am inokwasów, czy też wynikają z w tórnych 
zmian struktury  CaM , albo też —  zwłaszcza w przypadku dużych podstaw ników  
arom atycznych — są skutkiem  sterycznej przeszkody, jaką dla interakcji stanowi 
wprow adzony związek.

II-l. Niespecyficznie zmodyfikowana kalmodulina

Większość dotychczas stosowanych m etod chemicznej modyfikacji kalm o­
duliny prowadzi do niespecyficznej modyfikacji jednego rodzaju am inokw asu. Z 
doświadczeń z tak zm odyfikowaną kalm oduliną wynika, że jedyna reszta 
histydyny (His 107) oraz dwie reszty tyrozynowe (Tyr 99 i Tyr 138) w cząsteczce 
kalm oduliny nie są praw dopodobnie bezpośrednio zaangażow ane w wiązaniu i 
aktywacji badanych enzymów. K alm odulina zawierająca karboetoksylow ą 
pochodną histydyny lub znitrow ane reszty tyrozynowe nie wykazuje zm ian w 
aktywacji fosfodwuesterazy cyklicznych nukleotydów (PDE) z serca wołu [34] i 
cyklazy adenylowej z mózgu [35]. Również kalm odulina zawierająca azydkow ą 
pochodną arylow ą zw iązaną z jedną lub dwiema resztami tyrozyny oraz CaM  
znakow ana jodem  w reszcie tyrozynowej stym ulują PD E w tym samym stopniu 
co C aM  natyw na [36, 37]. K alm odulina znakow ana jodem  zachowuje zdolność 
wiązania się z wieloma białkam i docelowymi i jest powszechnie w ykorzystyw ana 
do wykrywania białek wiążących kalm odulinę w hom ogenatach tkanek [37, 38]. 
M odyfikacja reszt argininy [34, 39], lizyny [34, 35, 40, 41], m etioniny [34, 35] 
oraz am inokwasów kwaśnych [34, 35] w cząsteczce C aM  pow oduje natom iast 
znaczne zmiany w jej biologicznej aktywności. Efekt m odyfikacji zależy od 
rodzaju w prow adzonego podstaw nika oraz liczby zm odyfikowanych reszt 
danego am inokwasu w cząsteczce [34, 39] i może się wyrażać zm ianą pow ino­
wactwa CaM  do enzymu, zm ianą m aksym alnego poziom u stymulacji aktyw noś­
ci enzymatycznej, a w skrajnych przypadkach, nawet u tra tą  zdolności w iązania 
lub aktywacji enzymu. Należy przy tym podkreślić, że modyfikacja nie pow odu­
jąca zmiany ładunku reszty am inokwasowej, np. guanidylacja reszt lizyny, ma 
łagodniejsze skutki niż modyfikacja wywołująca jego zm ianę lub neutralizację
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[9] INTERAKCJE K A L M O D U L IN Y 71

[34 ,40 ,41]. Wpływ niektórych modyfikacji na biologiczną aktywność kalm odu­
liny przedstaw ia tabela 2. O kazuje się, że ta sam a modyfikacja kalm oduliny może 
mieć zupełnie różny efekt na jej powinowactwo i zdolność do aktywacji różnych 
enzymów. Obserwacje te zwróciły uwagę na różnice w interakcji C aM  z 
poszczególnymi białkam i docelowymi.

II-2. Specyficznie zmodyfikowana kalmodulina

Specyficzną modyfikację jednej lub kilku ściśle określonych reszt am inokw a­
sowych w cząsteczce kalm oduliny m ożna uzyskać wykorzystując chemicznie 
reaktyw ne pochodne różnych związków o charakterze hydrofobowym. Ta 
specyficzność modyfikacji wynika praw dopodobnie z faktu, że związki te 
wykazują powinowactwo wobec hydrofobowych rejonów cząsteczki, a ich 
chemicznie reaktywne pochodne reagują z resztami am inokwasowymi znajdują­
cymi się w tych rejonach lub ich najbliższym sąsiedztwie [42]. Wszystkie 
stosow ane dotychczas związki o charakterze hydrofobowym  specyficznie znako­
wały reszty lizyny w pozycji 75,148 oraz 21 [42— 45] lub położone w ich pobliżu 
reszty m etioniny [46], a więc te rejony cząsteczki CaM , które uczestniczą w 
niekowalencyjnym wiązaniu fenotiazyn i innych hydrofobowych inhibitorów  
[47— 49]. Niezmiernie interesujące wyniki przyniosły badania nad biologiczną 
aktywnością kalm oduliny z kowalencyjnie związanymi pochodnym i fenotiazyn 
[42,45, 50— 53]. Fenotiazyny (najlepiej poznana grupa inhibitorów  CaM ) wiążą 
się z C aM  w obecności jonów  w apnia w stosunku 2:1 i kompetycyjnie ham ują jej 
interakcję z białkam i docelowymi [54, 55]. N a tej podstawie sądzi się, że mogą 
one wiązać się z tymi samymi co enzymy rejonam i cząsteczki kalmoduliny. 
Jednak kowalencyjne związanie jednej cząsteczki fenotiazyny nie uniemożliwia 
wiązania się kalm oduliny z enzymami i dopiero związanie drugiej cząsteczki 
fenotiazyny ham uje interakcję [51— 53], lub drastycznie zmniejsza powinowac­
two kalm oduliny do enzymów [50]. Kowalencyjne związanie fenotiazyn ma 
natom iast zasadniczy wpływ na zdolność CaM  do wywołania stymulacji 
aktywności badanych enzymów [42,45,50— 53] (Tab. 2). Przyłączenie cząsteczki 
norchloroprom azyny do lizyny 75 powoduje, że C aM  nie stymuluje aktywności 
P D E  i kinazy lekkich łańcuchów miozyny (M LCK ) [51, 52], stymuluje 
aktywność kalcyneuryny (CaN) tylko do 50% szybkości maksymalnej [52], 
natom iast w pełni aktywuje kinazę fosforylazy [53], kinazę białkową [53], 
C a2 + -ATPazę z błon erytrocytów  [45] i bakteryjną cyklazę adenylową [45], Z 
kolei modyfikacja reszty lizyny w pozycji 148 [42] sprawia, że kalm odulina jest 
zupełnie nieaktywna w stosunku do roślinnej kinazy NAD, ale jednocześnie jej 
aktywność w stosunku do C a2+-ATPazy oraz PD E  pozostaje praktycznie 
niezmieniona i dopiero związanie drugiej cząsteczki fenotiazyny powoduje 
dram atyczny spadek powinowactwa CaM  do tych enzymów [50]. W skazuje to 
na różnice w interakcji C aM  z poszczególnymi enzymami. Jedną z możliwych 
interpretacji tego zjawiska jest założenie, że różne enzymy rozpoznają inne 
miejsca wiązania w cząsteczce C aM  [50]. Jak jednak wytłumaczyć fakt, że
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72 W. LEŚNIAK [10]

zmodyfikowana C aM  wiąże się z enzymem z wysokim powinowactwem, tak jak  
w przypadku M LC K  i PD E, ale nie powoduje stymulacji aktywności enzym a­
tycznej [51, 52]? Oczywiste jest, że sam o związanie się kalm oduliny z enzymem 
nie wystarcza do jego aktywacji. Praw dopodobnie spełniony musi zostać 
dodatkow y warunek lub w arunki aby kalm odulina mogła w pełni przejawić 
swoją aktywność biologiczną. Być może zm iana konformacji CaM , jak ą  
zaobserwow ano podczas jej interakcji z niektórym i peptydam i [56, 57] lub 
inhibitoram i [58], ma również istotne znaczenie w interakcji z enzymami. W 
przypadku C aM  zmodyfikowanej przez kowalencyjne związanie fenotiazyny, 
wiązanie to może uniemożliwiać przyjęcie przez nią określonej konformacji 
koniecznej dla interakcji z określonym  enzymem. Ta sam a C aM  zachowuje 
jednak zdolność do m aksymalnej stymulacji aktywności innych enzymów co 
sugeruje, że m ogą one oddziaływać z inną konform acyjną formą kalm oduliny. 
Poparcie hipotezy o różnicach w konformacji C aM  m ogą stanowić wyniki 
doświadczeń z przeciwciałem, które z różnym powinowactwem rozpoznaje 
kalm odulinę w kompleksie z różnymi enzymami [59].

II-3. Chemiczna modyfikacja kalmoduliny w kompleksie z enzymem

Cenne informacje o rejonach kalm oduliny zaangażowanych w interakcję z 
enzymami przynoszą doświadczenia nad chemiczną modyfikacją kalm oduliny 
przeprow adzoną w obecności lub nieobecności związanego z nią enzymu. 
Pozw alają one bowiem porów nać reaktywność określonych reszt am inokw aso- 
wych w cząsteczce kalm oduliny, gdy jest ona w fórmie wolnej lub związanej z 
enzymem. Dotychczas zbadano w ten sposób wpływ kalcyneuryny [40] oraz 
M LC K  [60] na acetylację reszt lizyny. K alm odulina w kompleksie z tymi 
enzymami jest mniej podatna  na acetylację w porów naniu z kalm oduliną wolną. 
W szczególności zmniejsza się podatność na acetylację lizyny w pozycji 75, a 
także reszt lizyny w pozycjach 21 i 148 [40,60]. Również związanie P-endorfiny i 
trójfluoroperazyny przez C aM  zmniejsza możliwość acetylacji lizyn w pozycjach 
75 i 148 [61]. Nie w iadom o czy spadek reaktywności reszt lizyny w cząsteczce 
C aM  wynika z ich „zasłonięcia” przez związany enzym czy też jest to skutek 
zm iany konformacji kalm oduliny wywołanej związaniem enzymu. Zm niejszona 
reaktywność lizyn w pozycjach 21, 75, i 148 pozostaje w zgodzie z wynikami 
badań krystalograficznych, z których wynika, że C-końcowy fragm ent kalm o­
duliny zawierający lizynę 148 znajduje się w sąsiedztwie centralnej a-helisy 
zawierającej lizynę 75 [12]. Inne badania dostarczają dow odów  na to że, 
związanie ligandu powoduje zbliżenie się do siebie N- i C- końcowych rejonów 
cząsteczki C aM  [62]. Za ewentualnym  udziałem lizyny 75 w interakcji z 
enzymami przemawia również fakt, że ta reszta am inokwasow a jest 25 razy 
bardziej podatna na modyfikację wówczas gdy C aM  ma związany wapń, a więc 
gdy jest w formie aktywnej [44, 60].
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11-4. Zastosowanie azydkowych pochodnych kalmoduliny

Innym, ciekawym podejściem do badania miejsc interakcji kalm oduliny z 
białkam i docelowymi jest wykorzystanie fotoczułych azydkowych pochodnych 
kalm oduliny. G rupa azydkow a pod wpływem prom ieni UV może reagować z 
grupam i = C -H , -O -H , = N - H  z wytworzeniem kowalencyjnych wiązań między- 
cząsteczkowych i pow staniem  nitrenu [63]. Dotychczas m etoda ta była szeroko 
stosow ana do wykrywania interakcji zachodzących między dw om a białkami 
[64], w tym również między kalm oduliną i jej białkam i docelowymi [65, 66]. 
M etodę tę m ożna również wykorzystać do lokalizow ania miejsc interakcji, o ile 
fotoczuła grupa azydkowa znajduje się w znanym  miejscu łańcucha p o lip ep - 
tydowego badanego białka. Azydkowa pochodna kalm oduliny w której fotoczu­
ła grupa związana jest z tyrozyną w pozycji 99 tworzy kowalencyjne wiązanie z 
troponiną I (TNI), PD E  i M LC K , natom iast kalm odulina z grupą azydkową 
związaną z tyrozyną 138 reaguje z T N I i PD E, ale nie reaguje z M LC K  [36]. 
W ydajność sieciowania pomiędzy T N I i PD E  a tyrozyną 99 jest znacznie wyższa, 
niż pomiędzy tymi białkam i a tyrozyną 138. W ynika to praw dopodobnie z 
większej odległości Tyr 138 od miejsca wiązania enzymu, chociaż nie bez wpływu 
jest zapewne to, że Tyr 138 schow ana w „kieszeni hydrofobowej” jest mniej 
dostępna niż Tyr 99 [12]. Doświadczenia z użyciem przeciwciała skierowanego 
przeciwko liczącemu siedem am inokw asów  fragmentowi łańcucha polipepty- 
dowego kalm oduliny, obejm ującem u resztę tyrozyny w pozycji 138 wykazały, że 
fragm ent ten nie stanowi miejsca wiązania PD E  i kinazy fosforylazy [67]. 
Stosując C aM  z kowalencyjnie związaną biotyną uzyskano również wyniki 
świadczące o tym, że Lys 75, Lys 94 oraz Tyr 99 znajdują się bliżej miejsca 
wiązania P D E  niż Tyr 138 [45]. Z kolei doświadczenia przeprow adzone tą samą 
m etodą w badaniu A TPazy dyneiny z rzęstek Tetrahymena [68] i innych białek
[37] wykazują, że m ogą one mieć inne niż PD E  miejsca wiązania w cząsteczce 
kalm oduliny.

III. Biologiczna aktywność naturalnie występujących izoform oraz genetycznie 
zmienionej kalmoduliny

Zanim  możliwa stała się ingerencja w pierwszorzędową strukturę kalm odu­
liny zgrom adzono wiele danych o funkcjonalnych różnicach pomiędzy CaM  
pochodzącą z różnych organizmów. Należy zaznaczyć, że kalm odulina jest 
białkiem konserwatywnym . C aM  wyizolowana z tkanek ssaków, ptaków  i 
płazów różni się jedynie stopniem  amidacji [69, 70— 74], a otrzym ana z organu 
elektrycznego węgorza ma tylko jeden zamieniony am inokw as [75]. Od kilku do 
kilkunastu zm ian w sekwencji am inokwasowej w porów naniu z CaM  kręgow­
ców wykazuje kalm odulina pochodząca z Tetrahymena [76], Chlamydomonas 
reinhardtii [77, 78], Dictyostelium discoideum [79], Metridium senile [80], 
Paramecium [81 ] oraz C aM  z roślin [82,83]. Najwięcej różnic w sekwencji i tylko
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60% homologii z kalm oduliną kręgowców wykazuje C aM  wyizolowana z 
drożdży [84]. Większość różnic w sekwencji am inokwasow ej C aM  pow stała na 
skutek zmiany jednej zasady w trójkowym  kodonie D N A  [82].

Kalm oduliny pochodzące ze szpinaku [85], owsa [83], orzeszka ziemnego 
[86], Chlamydomonas [87], Dictyostelium  [79] i drożdży [88] stym ulują 
aktywność fosfodwuesterazy cyklicznych nukleodytów  w identycznym  stopniu 
jak  kalm oduliny kręgowców jakkolw iek z różnym  powinowactwem. N atom iast 
znaczne różnice w biologicznej aktywności kalm odulin otrzym anych z różnych 
źródeł wykazano porów nując ich zdolność do stym ulow ania aktywności M LCK  
z żołądka kury [89], roślinnej kinazy N A D  [79, 89— 91], cyklazy guanidylowej z 
Paramecium [92], cyklazy guanidylowej z Tetrahymena [93] oraz kanału 
potasowego zależnego od wapnia ze zm utowanej formy Paramecium  [81, 94]. 
Tylko w niewielu wypadkach w iadom o jak a  zm iana w strukturze pierwszorzę- 
dowej C aM  odpowiedzialna jest za różnice w jej biologicznej aktywności. Defekt 
aktywności kanału potasow ego zaobserw ow any u m utan ta Paramecium  spowo­
dowany jest tym, że C aM  pochodząca z tego m utan ta  różni się od CaM  ze 
szczepu dzikiego jedną resztą am inokwasow ą [95]. Defekt aktywności kanału 
może być usunięty przez wstrzyknięcie do kom órki kalm oduliny ze szczepu 
dzikiego [96], natom iast kalm odulina pochodząca z innych organizm ów  tylko w 
niewielkim stopniu lub w ogóle nie jest w stanie wywołać tego efektu [81]. 
Zm ianą w jednej reszcie aminokwasowej C aM  spow odow ane są także różnice w 
jej zdolności do stym ulow ania aktywności kinazy NAD. I tak, różne kalm odu­
liny, których wspólną cechą jest obecność w pozycji 115 lizyny z wolną grupą 
8-aminową m ogą stym ulow ać aktyw ność tego enzymu do kilkukrotnie wyższego 
poziom u [79, 89—91]. W cząsteczce kalm oduliny kręgowców i kalm oduliny 
pochodzącej z wielu innych organizm ów w pozycji tej znajduje się trójm etyloli- 
zyna. Fizjologiczne znaczenie metylacji lizyny 115 nie zostało w pełni wyjaśnione 
[97], jakkolw iek sugeruje się, że ta posttranslacyjna m odyfikacja może chronić 
kalm odulinę przed proteolizą [79, 98, 99]. Przeprow adzona in vitro metylacja 
lizyny w pozycji 115 nie zmienia poziom u aktywacji PD E, natom iast trzykrotnie 
obniża zdolność CaM  do stymulacji aktywności kinazy N A D  [100]. Zam iana 
lizyny 115 na argininę nie powoduje natom iast żadnych zm ian we właściwoś­
ciach CaM  [100].

Zastosow anie m etod inżynierii genetycznej w badaniach kalm oduliny i jej 
interakcji z białkam i datuje się dopiero od niedawna. M etody te, z zastosow a­
niem cDNA kom plem entarnego do mRNA C aM , przyczyniły się między innymi 
do poznania pierwszorzędowej struktury  kalm oduliny pochodzącej z różnych 
źródeł [69, 91, 101, 102], Zastosow anie techniki rekombinacji i m utagenezy 
pozwala również na ingerencję w sekwencję cD N A  lub sztucznie zsyntetyzowa- 
nego DNA kodującego kalm odulinę, co umożliwia uzyskiwanie zm ian w jej 
strukturze pierwszorzędowej. Porów nanie aktywności kalm oduliny zawierającej 
określone substytucje am inokwasowe z C aM  natyw ną dostarcza wielu inform a­
cji o roli poszczególnych reszt am inokwasow ych w oddziaływaniach z enzymami 
[103— 105]. M etody, inżynierii genetycznej m ają zasadniczą przewagę nad
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opisaną wcześniej chemiczną modyfikacją kalm oduliny, ponieważ pozw alają na 
dokonanie zam iany wybranej reszty aminokwasowej; wykluczają także m ożli­
wość ew entualnych zaburzeń w interakcji spowodowanych przez steryczne 
przeszkody, jakim i m ogą być podstaw niki w chemicznie zmodyfikowanej 
kalm odulinie.

Poprzez rekom binację klonowanego w bakteriach genu C aM  kury z 
pseudogenem  zawierającym 19 substytucji am inokwasow ych otrzym ano kalm o- 
dulinę zawierającą odpow iednio 3 (CaM-3), 16 [CaM -16) i 19 (CaM -19) 
substytucji am inokwasow ych w cząsteczce w porów naniu z kalm oduliną kury 
[104], Aktywność biologiczna CaM -3 jest taka sam a jak  natywnej kalm oduliny. 
CaM -16 i CaM -19 stym ulują aktywność PD E  i M LCK  z mięśni szkieletowych i 
gładkich do takiej samej szybkości m aksym alnej jak  natyw na kalm odulina 
w ykazując‘niewielki, bo trzykrotny spadek pow inowactwa wobec tych enzymów. 
Jednocześnie CaM  16 oraz C aM  19 są w stanie spowodować wzrost aktywności 
kalcyneuryny, kinazy białkowej i kinazy fosforylazy tylko o 50, 60 i 10% [104] 
(Tab. 2). Inną zm ianą w pierwszorzędowej strukturze CaM  jak ą  udało się 
wywołać stosując m etody inżynierii genetycznej było zastąpienie trzech ujemnie 
naładow anych reszt kwasu glutam inowego w pozycji 82-84 przez trzy reszty 
lizyny (VU-8 CaM ) [105]. Tak zmieniona kalm odulina zachowuje zdolność 
m aksym alnej stymulacji PD E. M LC K  stymuluje tylko do 30%  szybkości 
m aksym alnej i nie jest w stanie aktywować kinazy NAD. W tym ostatnim  
przypadku CaM  praw dopodobnie w ogóle nie wiąże się z enzymem [105]. 
O pisane wyżej przykłady wskazują, że zam iana jednego lub kilku am inokw asów  
w cząsteczce CaM  może mieć zasadniczy wpływ na jej interakcję z pewnymi 
enzymami, nie m ając praw dopodobnie żadnego efektu na interakcję z innymi 
enzymami. Nie wiadom o jednak  czy różnice w biologicznej aktywności C aM  w 
stosunku do różnych białek docelowych wynikają bezpośrednio ze zm iany 
istotnej reszty aminokwasowej, czy też są rezultatem  zmian konform acji 
kalm oduliny wywołanych zm ianam i w jej strukturze pierwszorzędowej [104, 
105]. Różnice te m ogą więc wynikać z innych miejsc wiązania tych białek lub/i z 
różnic w optym alnej dla każdego enzymu konformacji kalm oduliny.

IV. Struktura i biologiczna aktywność fragmentów kalmoduliny

Poddając kalm odulinę działaniu trypsyny w kontrolow anych w arunkach 
m ożna doprow adzić do jej straw ienia na fragm enty (106, 107). Jeżeli trawienie 
przeprow adza się w obecności jonów  wapnia to hydrolizie ulega wiązanie Lys
77-M et 78 w wyniku czego pow stają dwa fragmenty: N-końcow y fragm ent 1-77 i 
C-końcowy fragment 78-148, odpowiadające niemal dokładnie dwóm połów ­
kom  cząsteczki kalm oduliny. Każdy z tych fragm entów zawiera dwie dom eny 
wiążące wapń. W nieobecności jonów  wapnia trawienie ma miejsce pom iędzy 
argininą 106 a histydyną 107. Powstaje wówczas fragm ent 1-106 zawierający trzy 
dom eny wapniowe, przy czym dom ena III jest niekom pletna, oraz fragm ent
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107-148 z jedną dom eną wiążącą wapń [106, 107]. Liczne badan ia wykazały, że 
fragmenty 1-77 i 78-148 zachowują strukturę taką, jak ą  miały w natywnej 
cząsteczce kalm oduliny [108— 111], m ogą więc być uważane za odpowiedniki 
tych rejonów natywnej kalm oduliny i w związku z tym stanow ić doskonały 
instrum ent badań nad lokalizacją miejsc wiązania enzymów z kalm oduliną. 
Początkow o prace z użyciem fragm entów dotyczyły głównie ich zdolności do 
stym ulow ania aktywności enzymów zależnych od C aM  [107, 112— 114]. 
Stwierdzono wówczas, że powinowactwo fragmentów kalm oduliny do enzymów 
jest wielokronie, czasami nawet o kilka rzędów wielkości niższe niż natywnej 
kalm oduliny. D latego też w niektórych przypadkach aktyw acja enzym u widocz­
na przy wysokich stężeniach fragm entu mogła być spow odow ana m inim alnym  
nawet zanieczyszczeniem preparatu  fragm entu niestraw ioną kalm oduliną. T ru d ­
ności z interpretacją takich wyników spowodowały pewien im pas w badaniach z 
użyciem fragm entów kalm oduliny. D o jego przełam ania przyczyniło się zastoso­
wanie H PL C  do rozdzielania fragmentów. Dało to gwarancję usunięcia ślado­
wych ilości kalm oduliny [115]. Rozpoczęto także badania nad wiązaniem się 
fragmentów kalm oduliny z jej białkam i docelowymi [115— 117]. W ten sposób 
m ożna było wykazać interakcję fragm entu CaM  z enzymem nawet wówczas, gdy 
nie wyrażała się ona wzrostem aktywności enzymu.

Wyniki doświadczeń nad wiązaniem się fragm entów kalm oduliny i ich 
zdolnością do aktywacji niektórych enzymów przedstawia tabela 3. Fragm ent

Tabela 3

Zdolność proteolitycznych fragmentów CaM do interakcji z białkami docelowymi

Fragment
Enzym

1-
W

- 7 7
A

7 8 -
W

-148
A

1 — 106 
W A Piśmiennictwo

Ca2+-ATPaza (erytrocyty) + - + + +  + 116, 118

PDE + — + — 115, 117

kalcyneuryna — — + - 115, 117

MLCK (mięśnie gładkie) — — + - 37, 116, 117

kinaza fosforylazy + + + 113

kinaza zal. od CaM — + 117

kinaza fosfolambanu z SR 
serca 121

cyklaza guanidylowa z 
Paramecium + + + 119

fodryna — + 117

melityna + + 120

+  , — o zn aczają  o d p o w ie d n io  w y stę p o w a n ie  lub  brak w iązan ia  (W ) lub  aktyw acji (A ) en zy m u
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78-148 zachowuje zdolność wiązania się ze wszystkimi badanym i białkam i 
docelowymi kalm oduliny, a więc w tej części cząsteczki kalm oduliny znajduje się 
miejsce (miejsca) interakcji z białkam i docelowymi. Fragm ent 1-77 natom iast ma 
zdolność w iązania się tylko z niektórym i spośród badanych białek. Pośród 
zbadanych dotychczas enzymów są takie, których aktywność wzrasta pod 
wpływem związania fragm entu, np. C a2 + -A TPaza z erytrocytów  [116, 118], 
kinaza fosforylazy [113], cyklaza guanidylowa z Paramecium [119] oraz inne np. 
M LC K  [114, 116], PD E  [115], kalcyneuryna [115], w przypadku których 
związanie fragm entu kalm oduliny nie jest warunkiem  wystarczającym do 
stymulacji aktywności.

Zdolność interakcji niektórych enzymów zarów no z fragmentem 1-77 jak  i
78-148 stanowi bezpośredni dowód obecności co najmniej dwóch miejsc 
wiązania enzymów w cząsteczce kalm oduliny. Niższe niż w przypadku kalm o­
duliny stałe w iązania kom pleksu enzym-fragment świadczą, że pom im o zacho­
wania miejsca lub miejsc wiązania, powinowactwo fragm entów kalm oduliny do 
jej enzymów docelowych drastycznie spada. M ożna więc sądzić, że w natywnej 
cząsteczce CaM , procesowi wiązania z enzymem towarzyszy silna pozytyw na 
kooperacja pomiędzy różnymi rejonam i cząsteczki. Kooperację taką zaobser­
wowano w procesie w iązania się kalm oduliny z niektórym i inhibitoram i [122, 
123] i peptydam i [124]. Efekt kooperacji nie występuje w przypadku interakcji 
enzym-fragment, co może być przyczyną spadku powinowactwa.

V. Struktura i właściwości krótkich peptydów wiążących kalmodulinę

Ze względu na trudności związane z sekwencjonowaniem dużych cząsteczek 
białkowych, przez szereg lat nie wiedziano praktycznie nic o strukturze dom en 
odpowiedzialnych za wiązanie kalm oduliny w aktywow anych przez nią enzy­
mach. D latego też niezwykle interesujące i ważne było spostrzeżenie, że horm on 
adrenokortykotropow y (ACTH) oraz (3-endorfina, jeden z peptydów opioido- 
wych, ham owały aktywację PD E  współzawodnicząc z enzymem o kalm odulinę 
[125]. W bardzo krótkim  czasie poznano szereg innych biologicznie aktywnych 
peptydów wiążących się z C aM  in vitro. Należą do nich peptydy takie jak: 
glukagon, sekretyna, peptyd jelitowy (VIP), peptyd żołądkow y (GIP)[126, 127], 
dynorfiny [ 127,128], m elityna —  składnik jadu  pszczół [ 129,130] oraz m astopa- 
rany —  składniki jadu  os [130— 132], Ogółem opisano dotychczas około 50 
takich peptydów [133]. W iążą się one z kalm oduliną w obecności jonów  wapnia 
ze stałymi dysocjacji od kilku m ikrom oli (P-endorfma) do kilku nawet dziesią­
tych części nanom ola w przypadku m astoparanów  i melityny [129, 131, 133]. 
W tym ostatnim  przypadku stałe dysocjacji porów nyw alne są ze stałymi 
dysocjacji kom pleksu CaM -enzym . Stechiom etria wiązania peptydu z kalm odu­
liną wynosi 1:1 i 2 :1  odpowiednio dla peptydów o wysokim i niskim 
powinowactwie. K rótkie peptydy m ają również zdolność ham ow ania in vitro 
wywołanej przez kalm odulinę aktywacji enzymów [129— 131, 134].
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Ze względu na niewielką długość i znaną sekwencję am inokw asow ą opisane 
wyżej peptydy okazały się bardzo użytecznym narzędziem w badaniach procesu 
wiązania kalm oduliny z białkami. Stało się bowiem jasne, że w ich prostej 
strukturze zawarte są wszystkie elementy niezbędne do interakcji z kalm oduliną i 
praw dopodobnie charakterystyczne również dla dom en wiążących CaM  w 
białkach. Jednym  z celów badań nad tymi peptydam i było określenie m inim al­
nego odcinka am inokwasowego zdolnego do wiązania kalm oduliny z wysokim 
powinowactwem. Porów nując stałe w iązania pomiędzy kalm oduliną a fragmen­
tam i ACTH [135], p-endorfiny [135, 136] i dynorfiny [128, 131, 135] ustalono 
pewne charakterystyczne elementy strukturalne wspólne dla wszystkich tych 
fragmentów. Fragm enty badanych peptydów wiążące CaM  z K d <  10 |iM 
cechowała uderzająco niska zaw artość reszt kwasu glutam inowego, podczas gdy 
zaw artość glutaminy, argininy i lizyny była wyższa niż przeciętna [127, 133]. 
W ysunięto przypuszczenie, że do wiązania kalm oduliny niezbędna jest obecność 
trzech zasadowych reszt am inokwasow ych i, położonych o dwie pozycje dalej, 
dwóch reszt am inokwasów hydrofobowych [126]. T aka struk tu ra  odpow ia­
d a — jeżeli chodzi o rozkład ładunków  i rejonów hydrofobowych —  strukturze 
najbardziej efektywnie wiążących kalm odulinę fenotiazyn i innych związków 
farmakologicznych [137]. Jakkolw iek nie wszystkie peptydy wiążące CaM  
posiadają taką właśnie strukturę to charakteryzuje je pewna regularność 
występowania reszt am inokwasów zasadowych i hydrofobowych (Ryc. 3). Szereg

Stefa
dysocjacji ( nM )

1 I N l [k1a  l  A A l a |k k | i l 0.3

2 i n w [k ] g i a  a  m a |k k | i l 0.9

3 G A V  L 0 V  L T T G L P A L 3.0

U l | k k |l LfklL l | k k] l  l [ k 1 l 3.0

5 M A V lK  K|Y L N S 1 L N 50

6 i | r ] q q d  f v n w l l a q q 70

7 F 0 N  A 1 1 0 N  A T[k ]<]G N > 7 0

8 A G N P T V|KlV P|R R K K|N

9 M L W Q V F  QG a [RJR]S D L

Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa niektórych peptydów wiążących kalmodulinę. 1. mastoparan; 2. 
mastoparan X; 3. melityna; 4. syntetyczny peptyd LK2; 5. VIP; 6. GIP; 7. P-endorfina (13— 18) 8. 
ACTH (14—27); 9. glukagon (14— 27). Kwadratami oznaczone zostały reszty aminokwasów 
zasadowych.

obserwacji potwierdziło istotność dodatnich ładunków  w peptydach w ich 
interakcji z kalm oduliną. N a przykład fragmenty P-endorfiny pozbaw ione kilku 
reszt am inokwasów zasadowych znacznie słabiej antagonizow ały aktywację
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PD E  przez CaM  [136] zaś acetylacja reszt lizyny w melitynie i m astoparanie 
pow odow ała znaczny spadek ich powinowactw a wobec kalm oduliny [128,133]. 
Stw ierdzono, że niektóre zasadowe peptydy wykazują zdolność wiązania się z 
C aM  [138] jakkolw iek inne, np. polilizyna nie m ają tej właściwości [126]. 
M ożna więc sądzić, że obecność am inokwasów zasadowych jest koniecznym, ale 
nie wystarczającym  w arunkiem , aby peptyd wiązał kalmodulinę.

B adania nad interakcją C aM  z m astoparanam i i m elityną wzbogaciły 
dotychczasow e wiadom ości o nowe dane. W yróżniającą cechą tych peptydów 
jest ich zdolność przybierania konformacji a-helisy w obecności CaM . W 
strukturze drugorzędowej melityny w formie a-helisy występuje tylko 5% 
łańcucha am inokwasowego; pod wpływem związania z C aM  udział a-helisy 
w zrasta do 70%  [139]. Powstająca w melitynie po związaniu z kalm oduliną 
a-helisa ma charakter amfifilowy, tzn. am inokw asy zasadowe i hydrofobowe 
umieszczone są po przeciwnych stronach struk tury  helikalnej. O dpow iada to 
takiej struk turze pierwszorzędowej, w której reszty am inokwasów  zasadowych i 
hydrofobowych występują średnio co -3.6 pozycji. S trukturę a-helisy pod 
wpływem wiązania z C aM  tworzą również m astoparany, VIP, G IP  i sekretyna 
[140]. Zsyntetyzow ano sztuczne peptydy o takiej sekwencji, k tó ra  determ inuje 
pow stanie idealnej amfifilowej a-helisy. Liczący siedem am inokwasów peptyd 
Leu-Lys-Lys Leu-Leu-Lys-Leu jest zbyt krótki by utworzyć stabilną a-helisę i w 
zw iązku z tym słabo wiąże CaM , natom iast dwa razy dłuższy peptyd o takiej 
samej sekwencji wiąże C aM  ze stałą wiązania porów nyw alną do melityny [141, 
142]. Inny syntetyczny peptyd o strukturze amfifilowej a-helisy, ale o charakterze 
kwaśnym  w ogóle nie oddziaływuje z CaM , podczas gdy 5-hemolizyna, tworząca 
a-helisę o charakterze neutralnym , wykazuje słabą interakcję [141,142]. Autorzy 
sugerują, że amfifilowa helisa peptydów może wiązać się z jedną z kwaśnych

Ryc. 4. Schemat interakcji pomiędzy amfifilowymi peptydami (LK2) i jednym z fragmentów a-helisy 
kalmoduliny. Elektrostatyczne oddziaływania pomiędzy przeciwnie naładowanymi helisami sta­
bilizowane są dehydracją reszt aminokwasów hydrofobowych. Znaki +  , — oznaczają dodatnio i 
ujemnie naładowane reszty aminokwasowe.

L
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a-helis w cząsteczce CaM , poprzez elektrostatyczne oddziaływania pomiędzy 
przeciwnie naładow anym i helisami, stabilizowane dehydracją reszt hydrofobo­
wych [142]. Ze względów energetycznych najkorzystniejsze jest antyrównoległe 
ułożenie struk tu r helikalnych. Przykład takiej interakcji przedstawia rycina 4. 
Jednak przykłady p-endorfmy [125], gramicydyny S [124] oraz innych pepty- 
dów wiążących kalm odulinę, a nie tworzących a-helisy wykazują, że struk tu ra  ta 
nie jest niezbędnym w arunkiem  umożliwiającym wiązanie, niemniej jednak 
stanowi jeden z czynników determ inujących wysokie powinowactwo peptydu do 
kalm oduliny.

VI. Domeny wiążące kalmodulinę w białkach docelowych

Logiczną konsekwencją poznania sekwencji krótkich peptydów wiążących 
kalm odulinę i określenia ich wspólnych właściwości umożliwiających to w iąza­
nie, stały się poszukiwania analogicznych rejonów aminokwasow ych w białkach 
wiążących kalm odulinę. Badania takie rozpoczęto dopiero kilka lat temu, ale 
znane są już w kilku enzymach i białkach nieenzyrtiatycznych sekwencje 
fragmentów wiążących kalm odulinę.

Stosując różne m etody traw ienia wyizolowano i określono sekwencję 
fragm entów wiążących C aM  z kinazy lekkich łańcuchów miozyny (M LCK) z 
mięśni szkieletowych [143], M LC K  z mięśni gładkich [144], fosfofruktokinazy 
[145] oraz C a2 + -ATPazy z erytrocytów  [146]. Z kolei, znając sekwencję 
am inokw asow ą lub sekwencję zasad DNA czy cDNA, znaleziono analogiczne 
fragmenty w cząsteczce y-podjednostki kinazy fosforylazy [144], CaM -zależnej 
kinazy II [147], M LC K  z mięśni gładkich [148] oraz term ostabilnego białko­
wego inhibitora kinazy zależnej od cA M P [149]. W ykazano, że w przypadku 
każdego z wymienionych białek, sztuczne peptydy o sekwencjach odpow iadają­
cych takim  fragm entom  wiążą CaM  ze stałymi dysocjacji wynoszącymi od kilku 
do kilkudziesięciu nanom oli oraz ham ują wywołaną przez kalm odulinę aktyw a­
cję natywnych enzymów.

Rycina 5 przedstawia poznane dotychczas sekwencje dom en wiążących 
kalm odulinę z różnych białek. Pom im o pewnych wspólnych cech sekwencje te 
nie wykazują bezpośredniej homologii. C harakteryzują się one dużą zaw artością 
am inokw asów zasadowych i hydrofobowych, brakiem  lub niską częstością 
występowania reszt proliny oraz am inokw asów  kwaśnych. W ymienione cechy 
wskazują na wysokie praw dopodobieństw o przyjm owania przez te fragmenty 
konformacji a-helisy. Powstawanie takiej struktury  w obecności CaM  w ykazano 
doświadczalnie dla fragm entu M LC K  z mięśni szkieletowych [57].

D oskonałą sondą służącą do wykryw ania analogicznych fragmentów wiążą­
cych CaM  w innych białkach i określania stopnia ich podobieństw a są oczywiście 
przeciwciała. Poliklonalne przeciwciało przeciwko melitynie rozpoznaje niektóre 
białka wiążące kalm odulinę z organu elektrycznego węgorza [150]. N atom iast
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Stara
dysocjacji (nM)
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I A S G ® T  G{RR\H A I HD  I L V S S A  70

Ryc. 5. Sekwencje aminokwasowe domen wiążących CaM w białkach. 1. MLCK z mięśni gładkich 
(146,150); 2. MLCK z mięśni szkieletowych (145); 3. Kinaza zależna od CaM (149); 4. y-podjednostka 
kinazy fosforylazy (146); 5. fosfofruktokinaza (147); 6. C a2 + -ATPaza z erytrocytów (148); 7. inhibitor 
kinazy zależnej od cAMP (151). Kwadratami oznaczone zostały reszty aminokwasów zasadowych.

m onoklonalne przeciwciało skierowane przeciwko wiążącej CaM  domenie z 
M LC K  mięśni szkieletowych nie rozpoznaje żadnego innego enzymu, czy 
peptydu [151]. Dalsze badania z użyciem przeciwciał pozwolą zapewne na 
rozstrzygnięcie, czy i w jakim  stopniu dom eny wiążące kalm odulinę w różnych 
białkach wykazują strukturalne podobieństwa. Być może różnice w strukturze 
tych dom en są bezpośrednią przyczyną różnic w powinowactwie enzymów do 
CaM .

O statnie badania zwróciły uwagę na pewien ciekawy aspekt budowy 
fragm entów wiążących kalm odulinę w cząsteczce M LC K  z mięśni szkieletowych 
i gładkich. W ykazano mianowicie ich podobieństw o do substratu  M LCK  czyli 
lekkich łańcuchów miozyny [152, 153]. Syntetyczny peptyd wzorowany na 
domenie wiążącej C aM  z M LC K  mięśni szkieletowych nie tylko współzawodni­
czy z enzymem o kalm odulinę, ale również ham uje aktywność niezależnego już 
od CaM , chym otrypsynowego fragm entu tego enzymu, współzawodnicząc z 
właściwypi substratem  o centrum  aktywne (z w artością Kj zbliżoną do wartości 
K m substratu) [152]. Co więcej, zastąpienie trzech am inokwasów w tym 
fragmencie trzem a resztami seryny sprawia, że może on być fosforylowany przez 
M LCK , chociaż aktywność specyficzna enzymu jest wówczas 1000-krotnie 
mniejsza niż dla właściwego substratu. D odanie CaM  ham uje inhibicję enzymu i 
fosforylację fragmentu [152]. Podobne wyniki uzyskano badając M LCK  z 
mięśni gładkich [153]. Autorzy sugerują, że zjawisko autoinhibicji przez 
fragm ent enzymu o budowie pseudosubstratu może cechować nie tylko enzymy 
aktyw ow ane przez CaM .

Fragm enty pochodzące z różnych białek docelowych kalm oduliny mogą, jak 
wyżej wykazano, mieć zdolność zarów no wiązania CaM  jak  i ham owania 
aktywacji enzymów. N iektóre wyniki sugerują, że m ożna z nich wyróżnić dwie 
różne, sąsiadujące ze sobą domeny, z których jedna odpow iedzialna jest za
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wiązanie CaM , a druga stanowi właściwą dom enę inhibitorow ą. W przypadku 
C a2 +-ATPazy z erytrocytów  [154, 155] i PD E  z m ózgu [156] wykazano, że na 
pewnym etapie proteolizy wzrostowi ich aktywności nie towarzyszy u tra ta  
zdolności wiązania C aM  [154, 156]. Sugeruje to, że odtraw ieniu ulega najpierw 
fragm ent inhibitorow y. N atom iast łagodna proteoliza M LC K  z mięśni gładkich 
prowadzi do uzyskania nieaktywnego, niewrażliwego na C aM  enzymu, który 
staje się aktywny pod wpływem dalszego traw ienia [157,158]. W tym przapadku 
odtraw ieniu ulega najpierw fragm ent wiążący C aM  a następnie fragment 
blokujący centrum  aktywne enzymu.

VII. Podsumowanie

K alm odulina wiąże się ze ściśle określonym  odcinkiem  w łańcuchu am ino- 
kwasowym białka docelowego. Odcinek ten m a długość 20— 30 am inokwasów, 
co odpow iada masie ok. 3— 4 kDa. Fragm enty wiążące kalm odulinę z różnych 
białek charakteryzują się wysoką zaw artością am inokw asów  hydrofobowych i 
zasadowych oraz zdolnością do tw orzenia amfifilowej a-helisy, ale ich sekwencje 
am inokwasowe nie są identyczne. Położenie tych fragm entów w łańcuchu 
am inokwasowym  białka docelowego jest różne w różnych białkach.

Lokalizacja miejsc(a) wiązania enzymów w cząsteczce CaM  pozostaje nadal 
nieznana. Wiele danych doświadczalnych wskazuje na obecność w cząsteczce 
kalm oduliny więcej niż jednego miejsca wiązania z białkami. Praw dopodobnie 
tworzeniu się kom pleksu kalm oduliny z białkiem docelowym towarzyszy 
pozytyw na kooperacja pomiędzy tymi miejscami. Sugeruje się również, że różne 
enzymy m ogą rozpoznaw ać różne miejsca wiązania w cząsteczce kalmoduliny. 
Najczęściej postuluje się, że w interakcji z enzymami zaangażow ane są, 
rozpoznaw ane również przez inhibitory, dwie hydrofobowe dom eny w N -końco- 
wej i C-końcowej części cząsteczki CaM . Innym  ciekawym aspektem  tworzenia 
się kom pleksu CaM -enzym  jest zachodząca wówczas zm iana konformacji 
kalm oduliny i jej znaczenie dla interakcji. O całej złożoności i różnorodności 
interakcji C aM  z jej białkam i docelowymi może świadczyć fakt, że każdy ze 
zbadanych dotychczas enzymów reaguje w inny sposób na zm iany w strukturze 
C aM  (Tab. 2.).

Należy dodać, że na tworzenie się kom pleksu CaM -enzym  in vivo wpływać 
może wiele różnych czynników. Znany jest na przykład efekt wzrostu pow ino­
wactwa kalm oduliny wobec enzymu, gdy enzym ten m a związany substrat [159]. 
Z kolei obecność enzymu zwiększa powinowactwo C aM  wobec w apnia i ułatwia 
jego wiązanie [62, 160, 161]. W ten sposób obecność substratu  danego enzymu 
może powodować preferencyjne wiązanie się kalm oduliny z tym właśnie 
enzymem. Czynnikam i regulującymi interakcję CaM -enzym  m ogą okazać się 
fosforylacja [167, 168], karboksym etylacja [169— 171] i inne posttranslacyjne 
modyfikacje kalmoduliny. W ymienione powyżej czynniki, jak  i zapewne wiele
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innych m odulatorów  działania kalm oduliny tworzą w efekcie bardzo elastyczny 
system reagujący różnokierunkow o na m inim alne nawet zm iany wewnątrzko­
m órkow ego stężenia jonów  wapnia.

Artykuł nadesłano 18 kwietnia 1988 r. 
Zaakceptowano do druku 9 września ¡988 r.
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I. Wstęp

K alm odulina (CaM ) jest niskocząsteczkowym, regulatorowym  białkiem, 
które zachowując znaczny stopień strukturalnej homologii, powszechnie wy­
stępuje u eukariontów . Jako jedno z białek wiążących C a2+, kalm odulina 
wchodzi w odw racalne interakcje z C a2 + tworząc kom pleks białko-C a2 +, który z 
jednej strony m oduluje aktywność wielu enzymów, z drugiej zaś podlega 
regulacji poprzez zm iany stężenia C a2+ w komórce. Ze względu na to, że zm iany 
stężenia C a2 + , zgodnie z hipotezą przekaźnika II rzędu, są efektem działania 
bodźców zewnętrznych, kalm odulinę uznano za czynnik odgrywający zasadni­
czą rolę w regulacji czynności kom órki.

Kalm odulinę odkryli w 1970 roku niezależnie od siebie C h e u n g  [1 ,2 ] oraz 
K a k i u c h i i i n . [3] i opisali jako  term ostabilne białko odpowiedzialne za 

wysoką aktywność fosfodwuesterazy cyklicznych nukleotydów  mózgu w obec­
ności C a2 + . N astępnie T e  o i W a n g [4] wykazali, że jest ono niskocząstecz­
kowym białkiem wiążącym C a2 + . Zdolność aktyw ow ania fosfodwuesterazy 
cA M P, wiązania C a2+ i inne właściwości fizyko-chemiczne ak tyw atora 
odkrytego w mózgu stały się podstaw ą jego identyfikacji z pewnymi białkam i [5]. 
W yizolowano je i oczyszczono z rozm aitych tkanek różnych zwierząt oraz 
charakteryzow ano jak o  białka wiążące C a2+ albo też zależne od C a2 + 
aktyw atory określonych enzymów. Rola kalm oduliny w regulacji procesów 
metabolicznych u zwierząt była przedm iotem  artykułu  K u ź n i c k i e g o  i 
D r a b i k o w s k i e g o  z 1980 roku [6].

D opiero po paru latach od odkrycia kalm oduliny w tkankach zwierząt 
wykazano, że białko to  występuje również w roślinach. W 1977 roku, 
M u t o  i M i y a c h i  [7] stwierdzili, że częściowo oczyszczona kinaza N A D  
grochu podlega stymulacji pod wpływem endogennego, term ostabilnego białka. 
N astępnie A n d e r s o n  i C o r m i e r  [8] wykazali, że aktywacja enzymu 
zachodzi jedynie w obecności C a2 + . Dalsze badania A n d e r s o n a  i i n.  [9] 
doprow adziły do identyfikacji aktyw atora kinazy N A D  z kalm oduliną. Jak  się 
później okazało, kalm odulina występuje zarów no w roślinach wyższych jak  i 
niższych oraz reguluje aktywność przynajmniej kilku różnych enzymów roślin­
nych.

Odzwierciedleniem historii badań nad kalm oduliną było słownictwo 
stosowane dla określenia nowo odkrytego białka [5]. Początkow o nazyw ano je 
uwzględniając jedyną z jego m olekularnych lub funkcjonalnych właściwości. 
W raz z napływem informacji wskazujących na wielofunkcyjny charak ter białka,
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zaczęto określać je np. jako  zależny od wapnia regulator (ang. calcium 
dependented regulator). W końcu przyjęto nazwę zaproponow aną przez 
C h e u n g a i i n. [10]: kalm odulina (ang. calmodulin), k tó ra pochodzi od słów: 
calcium -dependent m odulator protein.

II. Występowanie kalmoduliny

O d czasu odkrycia kalm oduliny w siewkach grochu [7], kalm odulinę lub 
aktyw ność podobną do aktywności kalm oduliny wykryto w większości p rzeba­
danych roślin zaliczanych do różnych grup systematycznych (Tab. 1), przy czym z 
niektórych roślin białko to zostało wyizolowane, oczyszczone i przynajm niej 
częściowo scharakteryzow ane [13— 17, 19, 20, 23— 25]. K alm odulina występuje 
praw dopodobnie także w organizm ach prokariotycznych. Stw ierdzono bowiem 
występowanie białka podobnego do kalm oduliny w Bacillus subtilis [26] i 
M yxococcus xanthus [27] oraz wykazano aktywność podobną do aktywności 
kalm oduliny w Escherichia coli [28].

K alm odulinę wyizolowano z różnych organów  roślin okrytonasiennych 
[25]. O znaczono także jej zaw artość za pom ocą m etody radioim m unologicznej 
w różnych tkankach  etiolowanych oraz zielonych roślin grochu [22]. W yniki 
badań, wyrażone w |ig kalm oduliny/m g D N A  wskazują na to, że kalm odulina 
występuje najobficiej w młodych, dzielących się i rosnących tkankach etio­
lowanych siewek oraz aktywnych fotosyntetycznie tkankach roślin zielonych,

Tabela 1

Rośliny, w których wykryto kalmodulinę

G rupa
systematyczna Gatunek Piśmiennictwo

Glony Euglena gracilis 11
Chlamy domonas 13. 14
Mougeotia 13, 5, 15

Śluzorośla Physarum polycephalum 11, 14, 12
Dictyostelium discoideum 14

Grzyby niższe Blastocladiella emersonii 12

Grzyby wyższe Neurospora crassa 5, 13, 16
Saccharomyces cerevisiae 14
Russula 17
Cortinarius 17
Agaricus bisporus 17

Mchy 5

Paprocie Anemia phyllitidis 18
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c.d. tabeli 1

Grupa
systematyczna Gatunek Piśmiennictwo

Okrytonasienne Jęczmień 5, 13, 19, 20
Pszenica 21
Kukurydza 5, 13, 22
Owies 19
Brokuły 5
Rzepa 5
Burak 5
Ziemniak 5
Ogórek 5
Groch 5, 12, 21, 22
Fasola 12
Marchew 12
Orzeszki ziemne 5, 13, 19
Szpinak 5, 13, 21, 19, 22, 23
Cukinia 5, 13, 16
Bawełna 5
Kapusta 5
Tytoń 24
Citrus sinensis 25

Tabela 2

Rozmieszczenie kalmoduliny w komórkach liścia pszenicy [13]

Frakcja
Zawartość kalmoduliny w % 
całkowitej ilości kalmoduliny

Cystosol 90

M itochondria 5 — 9

Chloroplasty 1 — 2

Mikrosomy < 1

przy czym zaw artość kalm oduliny w liściach jest o wiele niższa od tej jak ą  
oznaczono w części wierzchołkowej roślin etiolowanych. Wyższą zaw artość 
kalm oduliny w dzielących się kom órkach w porów naniu z innymi badanym i 
tkankam i stwierdzono także u kukurydzy i szpinaku stosując m etodę im- 
m unohistochem iczną [29]. Obserwacje te tłumaczy się udziałem kalm oduliny w 
regulow aniu fotosyntezy oraz procesu podziału kom órek [22].

W tabeli 2 przedstaw iono wyniki badań nad rozmieszczeniem kalm oduliny w 
kom órce roślinnej. Należy je traktow ać ostrożnie, ponieważ wykazano, że 
zależnie od w arunków  doświadczenia uzyskuje się różne dane na tem at ilości 
kalm oduliny w błonach, cytoplazmie i organellach [5,13]. Biorąc pod uwagę 
informacje zawarte w tabeli 2 oraz doniesienia o obecności kalm oduliny w jądrze
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kom órki roślinnej [13,30] m ożna przypuszczać, że białko to jest związane ze 
wszystkimi organellam i kom órkowym i. K alm odulina występuje jednak głównie 
w cytosolu, gdzie jej stężenie wynosi około 1— 10 |iM  [13].

III. Budowa i właściwości kalmoduliny

III-l. Masa cząsteczkowa

M asy cząsteczkowe kalm oduliny z roślin zaliczanych do różnych grup 
system atycznych są zbliżone (Tab. 3). Dostępne dane wskazują na to, że 
kalm odulina jest białkiem m onom erycznym  [6,31], chociaż biorąc pod uwagę 
masę cząsteczkową kalm oduliny zwierzęcej wyznaczoną m etodą sączenia na 
sitach m olekularnych dopuszcza się możliwość pow staw ania dim eru tego białka 
z udziałem  innych wiązań niż dwusiarczkowe (brak cysteiny w cząsteczce) [6]. 
W przypadku kalm oduliny roślinnej kwestią nierozstrzygniętą jest nie tylko 
tworzenie dimeru, ale także ew entualna rola reszt cysteiny w tym procesie 
(obecność cysteiny w cząsteczce; por. Tab. 3).

Tabela 3

Masy cząsteczkowe kalmoduliny z różnego materiału roślinnego*

Źródło
kalmoduliny

Względne masy cząsteczkowe
Piśmiennictwo

+  Ca2+ — Ca2+

Mougeotia 14,000 16,500 15
Anemia phyllitidis 14,000 15,000 18
Cukinia 14,500 17,000 15, 16, 25
Citrus sinensis 14,500 17,000 25
Nicotiana tabacum Im 15,000 18,000 24
Serce wołu 16,500 21,000 24
Mózg wołu** 16,000 19,000 15, 16, 25

* W artości o tr zy m a n o  stosu jąc  e le k tr o fo r ezę  k a lm o d u lin y  w  S D S -ż e lu  p o lia k ry lo a m id o w y m  w  o b ecn o śc i i p od  n ie o b e cn o ść  

C a 2+ ( +  C a 2+/  — C a 2+). R ó ż n ice  m ięd zy  w a r to śc ia m i u zysk an ym i w o b ecn o śc i i p o d  n ie o b e cn o ść  C a J+ są  p ra w d o p o d o b n ie  w yn ik iem  

w ięk szej p o d a tn o śc i k a lm o d u lin y  na d z ia ła n ie  c z y n n ik ó w  d en atu ru jących  w  p o ró w n a n iu  z  k o m p le k se m  C a 2+-k a lm od ulina  (patrz  
R o z d z . III-3).

** M c z  k a lm o d u lin y  z m ó zg u  w o łu  o b lic z o n a  na p o d sta w ie  sek w encji a m in o k w a so w ej w y n o s i o k o ło  17 000  d a lto n ó w  [6, 12],

II1-2. Struktura pierwszorzędowa

Obecnie znany jest skład am inokwasowy kalm oduliny wielu niższych i 
wyższych roślin [13,14, 23,25, 32] (Tab. 4). W iadom o, że łańcuch polipeptydowy 
kalm oduliny składa się z około 150 am inokwasów, z czego znaczną część (ponad 
30% ) stanow ią kwas glutam inow y i asparaginow y lub ich pochodne amidowe. 
W ysoka zawartość am inokw asów  kwaśnych i niska am inokwasów  zasadowych 
w kalm odulinie sprawiają, że m a ona niski punkt izoeletryczny (Tab. 5). Z kolei 
b rak tryptofanu, niska zaw artość tyrozyny i stosunkow o duża zawartość
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Tabela 4

Skład aminokwasowy kalmoduliny szpinaku [23]

Aminokwasy Liczba reszt/15 680 g“

Asp 23,5

Thr 7,3

Ser 5,6

Glu 29,7

Pro 1,8

Gly 10,3

Ala 10,5

Cys n.d.

Val 4,9

Met 7,0

Ile 5,0

Leu 10,5

Tyr 1,0

Phe 7,5

His 0,9

TM-Lys 1,0

Lys 7,7

Trp 0

Arg 4,3

a —  w zg lęd n a  m asa  cz ą ste c z k o w a  k a lm o d u lin y  szp in ak u  w y z n a ­

cz o n a  m e to d ą  e le k tr o fo r ezy  w  żelu  p o lia k ry lo a m id o w y m  

T M -L y s-N -e-tró jm ety lo lizy n a  

n .d . —  n ie  o zn a cz a n a

fenyloalaniny powodują, że widmo absorpcyjne kalm oduliny w zakresie u ltra ­
fioletu wykazuje pasm a absorpcji charakterystyczne dla fenyloalaniny. K on­
sekwencją składu am inokwasow ego kalm oduliny jest także niski współczynnik 
absorpcji np. e ^ nm kalm oduliny roślin wyższych wynosi 0,9 [25].

W kalm odulinie wielu organizm ów roślinnych i zwierzęcych stw ierdzono 
obecność nietypowego am inokw asu tj. trójmetylolizyny. N atom iast nie wykryto 
tego am inokw asu np. w kalm odulinie grzybów, śluzorośli (Tab. 6), a także glonu 
Chlamydomonas [14]. Brak trójm etylolizyny nie jest jednak cechą charakte-
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Tabela 5

Punkty izoelektryczne kalmoduliny różnego pochodzenia

Źródło kalmoduliny
Punkt

izoelektryczny Piśmiennictwo

Neurospora crassa 3,9 16
4,04 14

Tytoń 3,85 24

Cukinia 3,9 16

Citrus sinensis 3,7 25

Dżdżownica 4,0 5

Różne tkanki wołu 3,9—4,3 5

M ózg wołu 4,0 6
3,9 16
4,3 5

Tabela 6

Różnice w składzie aminokwasowym kalmoduliny różnych roślin i kalmoduliny zwierzęcej

Źródło kalmoduliny
Liczba reszt aminokwasów w cząsteczce

Piśmiennictwo
Ser Pro !> ' Cys TM-Lys

Dictyostelium discoideum 6 4 5 0 0 14

Neurospora crassa 11 3 1 0 0 14

Saccharomyces cerevisiae 15 1 0 0 0 32

Podstawczaki 11 10 3 n.d. 0 14

Jęczmień 9,9a 5,0a 3,2a n.d. 0a 17

5,5b 2,2b l,3b n.d. l , l b 20

Orzeszki ziemne 5 2 1 1 1 25

Kukurydza 6 2 1 n.d. 1 13

Cukinia 5 2 1 1 1 25

Citrus sinensis 5 2 1 1 1 25

Mózg wołu 4 2 2 0 1 13

T M -L y s-N -e-tró jm ety lo lizy n a  
n .d. —  n ie o zn a cz a n o

a —  średn ia  d la  2 p rep aratów  (m ol a m in o k w a su /m o l k a lm o d u lin y )  

b — m o l /16700 g

[95]
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rystyczną kalm oduliny organizm ów niższych, ponieważ am inokw as ten wy­
stępuje w kalm odulinie pierw otniaków  oraz bezkręgowców [14]. Według 
niektórych danych również kalm odulina jęczmienia nie zawiera trójmetylolizyny 
(Tab. 6). Nie potw ierdzają tego jednak inne doniesienia na ten tem at (Tab. 6). Nie 
m a też danych, które wskazywałyby na występowanie dwóch form tego 
regulatorowego białka w roślinach a jednocześnie wyjaśniały sprzeczność 
wyników składu am inokwasowego kalm oduliny jęczmienia. Różnice budowy 
kalm oduliny różnych roślin oraz kalm oduliny roślinnej i zwierzęcej dotyczą 
także innych am inokwasów (Tab. 6).

Dotychczas określono prawie kom pletną sekwencję am inokw asow ą kalm o­
duliny szpinaku tj. pozycje 13— 21 i 30— 148 [13] oraz częściowo zsekwencjo- 
wano kalm odulinę jęczm ienia [20] i fasoli (Phaseolus aureus ) [30]. Pewnych 
informacji na tem at struktury  pierwszorzędowej kalm oduliny roślinnej do­
starczyły badania przeprow adzone z zastosow aniem  techniki daktyloskopii [14] 
oraz m etod im munologicznych [12, 20, 22, 31].

Liczne doświadczenia wykazały, że skład am inokwasow y, sekwencje amino- 
kwasowe, m apy peptydów „trypsynowych” kalm oduliny różnego pochodzenia 
są podobne. Mówi się więc o dużej homologii kalm oduliny roślin wyższych, 
kręgowców i pierw otniaków  [20] oraz wysokiej konserwatywności tego białka 
wśród eukariontów  [23].

III-3. Wiązanie C a2+ przez kalmodulinę i jej struktura drugorzędowa

Znam ienną cechą kalm oduliny jest zdolność wiązania jonów  wapnia. 
Zakładając, że m asa cząsteczkowa kalm oduliny wynosi 17 000 i stosując 
rów now agow ą chrom atografię żelową wykazano, że 1 mol kalm oduliny wyizo­
lowanej z różnych organizm ów może przyłączyć następujące ilości moli C a2 + : 
kalm odulina mózgu wołu —  3,3 [19], mięśni ow ada —  3,5 [19], Neurospora 
crassa —  3,0 [19], cukini —  3,3 [ 19], 3,5 [13]. Wyniki te wskazują, że w cząsteczce 
kalm oduliny są 4 miejsca wiązania C a2 + . Nie jest to jednak  regułą, ponieważ 
wykazano obecność tylko 3 miejsc w iązania C a2+ w cząsteczce kalm oduliny 
drożdży [32]. Kwestią nierozstrzygniętą jest czy miejsca te m ają jednakow e, czy 
też różne powinowactwo względem C a2+ [5, 6, 33]. K alm odulina może wiązać 
także jony M g2 + , przy czym miejsca wiązania M g2+ są różne od miejsc wiązania 
C a2+ [33].

H ipoteza na tem at struktury  drugorzędowej kalm oduliny [5, 6, 12, 33] 
przewiduje usytuowanie miejsc w iązania C a2+ w kalm odulinie. W edług tej 
hipotezy cząsteczka kalm oduliny zbudow ana jest z 4 dom en, a każda z nich 
składa się z 2 odcinków o strukturze a-heliksu i łączącej je pętli, w której znajdują 
się am inokwasy koordynacyjnie wiążące C a2 + .

Przyłączenie C a2+ przez kalm odulinę powoduje zm ianę niektórych jej 
właściwości, a mianowicie: zmniejsza się podatność pewnych am inokwasów w 
cząsteczce kalm oduliny na działanie czynników m odyfikujących [6]; zwiększa 
się odporność kalm oduliny na proteolityczną inaktywację [5, 6], zwiększa się
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intensyw ność fluorescencji tyrozyny [6, 13]; pojawia się zdolność kalm oduliny 
do tw orzenia połączeń ze związkiem, który wchodzi w interakcje z hydro­
fobowymi częściami białek [34]; wzrasta stała sedymentacji oraz zmniejsza się 
prom ień Stokesa [5]. P onad to  stwierdzono, że wiązanie C a2+ wywołuje zmianę 
widma dichroizm u kołowego, przy czym w przypadku kalm oduliny mózgu wołu, 
cukini [19] i Neurospora crassa [14] zaobserw ow ano podobne zmiany widma w 
dalekim  ultrafiolecie oraz nieco odm ienne w bliskim ultrafiolecie. Różnice te 
tłum aczy się niejednakow ą zaw artością tyrozyny w kalm odulinie roślinnej i 
zwierzęcej. Przedstaw ione dane wskazują, że związanie jonów  C a2+ przez 
kalm odulinę pow oduje wzrost uporządkow ania, z wartości i stabilności białka 
[5] oraz odsłonięcie hydrofobowych części kalm oduliny [34]. Obecnie wiadom o 
również, że zm iany konform acyjne towarzyszą przyłączaniu kolejnych jonów  
C a2+ przez cząsteczkę kalm oduliny [33].

II1-4. Właściwości biochemiczne

K alm odulina reguluje aktywność wielu enzymów w obecności jonów  C a2 + . 
P rzeprow adzono badania, w których porów nyw ano wpływ kalm oduliny roślin­
nej i zwierzęcej na aktyw ność jednego z enzymów współdziałających z C a2+ i 
kalm oduliną, przy czym stosow ano enzym roślinny (kinaza NAD) lub zwierzęcy 
(fosfodwuesteraza cyklicznych nukleotydów, kinaza lekkiego łańcucha miozyny). 
W yniki tych badań są sprzeczne. I tak, jedne wskazują na podobną zdolność 
kalm oduliny roślinnej i zwierzęcej do aktyw ow ania enzymu roślinnego [13, 20, 
24, 25, 30], inne zaś na znacznie niższą zdolność kalm oduliny roślinnej do 
aktyw ow ania enzymu zwierzęcego [14, 17, 32] oraz znacznie niższą zdolność 
kalm oduliny zwierzęcej do aktyw ow ania enzymu roślinnego [13]. Nie wiadomo, 
jaki jest pow ód tych sprzeczności. Przypuszcza się, że są one spowodowane 
różnymi biochemicznymi właściwościami preparatów  kalm oduliny [13, 24]. 
N iektórzy jednak sugerują, że kalm odulina różnego pochodzenia może mieć 
różne pow inow actw o do poszczególnych enzymów i jest to wynikiem, bliżej na 
razie nieokreślonych, różnic strukturalnych [14, 25],

IV. Ewolucja kalmoduliny

Badania nad struk tu rą  występujących u zwierząt homologicznych białek 
wiążących C a 2+ doprow adziły do sform ułow ania hipotezy, według której 
podstaw ow ą jednostką ewolucji była dom ena wiążąca C a2 + [5], a pojawienie się 
kalm oduliny poprzedziły dwie kolejne duplikacje pierw otnego genu kodującego 
tę dom enę [5, 12]. N atom iast porów nanie właściwości kalm odulin różnego 
pochodzenia skłoniło do przypuszczeń, że kalm odulina pow stała jako  jedno z 
pierwszych białek wiążących C a2+ [5], ewoluowała nadzwyczaj wolno do 
m om entu pojawienia się roślin wyższych i zwierząt naczelnych [20], a w 
m ikroorganizm ach gen kodujący kalm odulinę był poddany większej liczbie 
punktow ych m ujacji niż u zw ierząt i roślin [14].

7 P o stę p y  B iochem ii I— 2/89
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V. Mechanizm działania kalmoduliny

Aktywacja enzymów przez kalm odulinę wymaga obecności C a2^ [12]. 
Zależność tę tłumaczy wielostopniowy przebieg interakcji kalm oduliny z 
regulowanymi przez nią enzymami [5, 12, 31], k tóry m ożna zilustrować za 
pom ocą 2 równań:

(1) C aM  +  nC a2 + C aM  • C a2+ C aM x • Ca^+
nieaktywna aktyw na

(2) C aM x • C a2+ +  Enz (C aM x • C a2+) • Enz ^  (C aM x • C a2+) • Enz*
aktyw na aktywny

gdzie: C aM  —  kalm odulina; Enz —  enzym; x —  now a konform acja

Po związaniu jonów  C a2+, kalm odulina przyjmuje konformację aktyw ną 
biologicznie tj. taką, k tó ra pozwala na jej połączenie z enzymem [5, 12, 31]. 
Podkreśla się przy tym, że ekspozycja grup hydrofobowych w kompleksie 
C a2 +-kalm odulina jest istotna dla zajścia tego procesu [34, 35]. Z kolei 
przyłączenie kom pleksu C a2 +-kalm odulina do nieaktywnego lub częściowo 
aktywnego enzymu powoduje zmianę jego konformacji, której z reguły tow a­
rzyszy wzrost aktywności [5, 12, 31]. Taki mechanizm  działania kalm oduliny 
zaproponow ano na podstawie badań nad stym ulacją fosfodwuesterazy cyklicz­
nych nukleotydów  [5, 31], a następnie potw ierdzono w doświadczeniach z 
innymi zależnymi od C a2+ i kalm oduliny enzymami m.in. kinazą N A D  [31].

W yjątek stanowi enzym zwierzęcy —  kinaza fosforylazy b, który podlega 
dwojakiego rodzaju regulacji [5, 12, 31]. K alm odulina jako  podjednostka 
wiążąca C a2+ asocjuje z pozostałym i podjednostkam i (a, p, y) w sposób 
niezależny od C a2 + . N atom iast egzogenna kalm odulina może w obecności C a2 + 
dodatkow o stym ulować enzym zgodnie z m echanizmem regulacji innych 
enzymów. W trakcie badania fosforylacji białek koleoptyli kukurydzy wynikły 
problem y z usunięciem endogennej kalm oduliny [36], które m ożna by wy­
tłumaczyć zakładając istnienie podwójnego mechanizm u regulacji również w 
przypadku zależnych od C a2+ i kalm oduliny kinaz białkowych.

M echanizm  wielofunkcyjności kalm oduliny pozostaje na razie w sferze 
domysłów, przy czym rozpatruje się m.in. następujące możliwości:

1) Różne enzymy posiadają podobne dom eny [5, 12] lub regiony hydro­
fobowe [34], które wchodzą w interakcje z tymi samymi miejscami [5, 12] lub 
grupam i hydrofobowym i [34] kom pleksu C a 2 +-kalm odulina.

2) Różne enzymy reagują z różnymi regionam i kom pleksu C a2 +-kalm o­
dulina [12].

3) Różne białka lub grupy białek rozpoznają różne stechiom etrycznie 
kom pleksy kalm oduliny z jonam i C a2+ [12, 13].

W edług niektórych danych [33], dopiero po zw iązaniu trzech jonów  C a2 + 
przez cząsteczkę kalm oduliny staje się możliwa interakcja regulatorowego białka 
z enzymami. Z kolei, porów nując wpływ eksperym entalnie zm utowanej kalm o-
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duliny na aktyw ność trzech wybranych enzymów (kinaza NAD, fosfodwuestera- 
za cyklicznych nukleotydów, kinaza lekkiego łańcucha miozyny), stwierdzono, że 
miejsca interakcji różnych enzymów z kalm oduliną nie są jednakow e [33].

VI. Enzymy roślinne zależne od Ca2 + i kalmoduliny

B adania nad  rolą kalm oduliny w roślinach przeprow adza się wykorzystując 
oczyszczone enzymy, albo też preparaty enzymatyczne pozbawione endogennej 
kalm oduliny. D okonuje się również doświadczeń na surowych ekstraktach 
roślinnych, a naw et nienaruszonych tkankach. W tych ostatnich dwu przy­
padkach stosuje się środki inaktywujące kalm odulinę zwane inhibitoram i lub 
an tagonistam i kalm oduliny. Zalicza się do nich m.in. niektóre leki anty- 
psychotyczne, takie jak  chlorprom azina, fluphenazina, które wiążą się od­
wracalnie z kalm oduliną w sposób zależny od C a2+ [15]. Antagoniści regu­
latorow ego białka m ogą jednak oddziaływać niespecyficznie na badane procesy 
[15, 35, 37, 38, 39], dlatego też wyniki doświadczeń z ich zastosowaniem  należy 
in terpretow ać bardzo ostrożnie.

VI-1. Kinaza NAD

K inaza N A D  współdziałająca z C a2+ i kalm oduliną jest typowo roślinnym 
enzymem, bowiem nie udało się jej wykryć u zwierząt z wyjątkiem jaj morskiego 
jeżow ca [12, 31]. W kom órce roślinnej występuje praw dopodobnie zależna i 
niezależna od C a2+ i kalm oduliny form a kinazy N A D  [13], przy czym 
wykazano, że kinaza N A D  regulow ana przez kalm odulinę stanowi przynajmniej 
95%  kinazy N A D  występującej w grochu [37]. Dane dotyczące subkom órkowej 
lokalizacji enzym u często są sprzeczne ze sobą. M uto  i in. [40] stwierdzili, że w 
przypadku 5-ciu (z 6-ciu przebadanych) gatunków  roślin większość zawartej w 
kom órce kinazy N A D  znajduje się w chloroplastach. W doświadczeniach tych 
nie spraw dzono jednak, czy enzym podlega regulacji przez C a2+ i kalmodulinę. 
J a r r e t i i n. [37], na podstawie badań protoplastów  grochu, również uznali 
chloroplasty za główne miejsce występowania kinazy N A D  w komórce, a 
p onad to  wykazali, że występująca w strom ie kinaza N A D  jest zależna od C a2+ i 
kalm oduliny. Badania S i m o n a  i i n. na chloroplastach szpinaku [41] i grochu 
[42] potwierdziły powyższe wyniki tylko odnośnie obecności kinazy N A D  w 
chloroplastach. W ykazano bowiem, że w chloroplastach szpinaku występuje 
niezależna od C a2+ i kalm oduliny kinaza NAD, a w strom ie i błonach 
chloroplastów  grochu znajdują się różne formy tego enzymu, przy czym 
regulow ana przez C a2 + i kalm odulinę kinaza N A D  zasocjow ana jest z zew­
nętrzną błoną chloroplastów . Z kolei badając koleoptyle kukurydzy stwier­
dzono, że prawie cała aktywność kinazy N A D  zasocjowana jest z zewnętrzą 
b łoną m itochondrialną i aktywność ta podlega stymulacji przez C a2+ i 
kalm odulinę [13]. Kinazę N A D  wykryto także w m itochondriach korzeni
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kukurydzy, ale tym razem stwierdzono, że form a zależna od C a2 + i kalm oduliny 
występuje zarów no w zewnętrznej jak  i wewnętrznej błonie m itochondrium  [41]. 
Kinazę N A D  współdziałającą z C a2+ i kalm oduliną znaleziono ponadto  w 
cytoplazmatycznej frakcji szpinaku [41], grochu [8] i cukini [13].

Kontrowersje na tem at lokalizacji regulowanej przez C a2+ i kalm odulinę 
kinazy N A D  wynikają przypuszczalnie z tego, że w niektórych badaniach 
stosow ano praw dopodobnie preparaty  kinazy NAD, k tóre ze względu na duże 
powinowactwo kinazy do kalm oduliny, zawierały enzym w postaci kom pleksu z 
kalm oduliną. To bowiem powoduje, że nie m ożna wykazać współdziałania 
enzymu z dodaną kalm oduliną [30].

Kinaza N A D  jest jedynym  znanym  enzymem, który katalizuje fosforylację 
N A D  w obecności A TP [13]. Enzym ten wyróżnia się wśród innych enzymów 
współdziałających z C a2+ i kalm oduliną. Oczyszczona kinaza NA D ulega 
bowiem aktywacji pod wpływem około  50 razy mniejszej ilości kalm oduliny niż 
enzymy zwierzęce regulowane przez kalm odulinę [37]. W iadom o również, że jej 
aktywność może zwiększyć się około 100-krotnie [37], a np. fosfodwuesterazy 
cyklicznych nukleotydów  tylko 6-15-krotnie [12] pod wpływem kalmoduliny. 
P onad to  nie stw ierdzono, żeby kinaza NAD , w odróżnieniu od niektórych 
innych enzymów zależnych od C a2+ i kalm oduliny, ulegała aktywacji pod 
wpływem lipidów, czy proteaz [37].

VI-2. ATPazy błonowe

Pierwsze dowody na istnienie zależnej od kalm oduliny i C a 2+ ATPazy 
błonowej w kom órkach roślin pochodziły z doświadczeń nad aktyw ną akum u­
lacją wapnia w pęcherzykach błonow ych tworzących frakcję m ikrosom alną lub 
tzw. frakcję m ikrosom alną w zbogaconą w błony plazm atyczne [13, 16, 44— 46]. 
Tego typu badania ujawniły, że kalm odulina stym uluje zależny od ATP 
transport C a2 + do m ikrosom ów i aktywuje m ikrosom alną C a2 +, M g2 + -ATPazę 
[13, 16, 44, 45]. Bardziej bezpośrednim  dowodem  na istnienie transportującej 
C a2+ ATPazy regulowanej przez kalm odulinę była udana p róba częściowego 
oczyszczenia ATPazy z m ikrosom alnej frakcji koleoptyli kukurydzy m etodą 
chrom atografii powinowactwa, z kalm oduliną jako  ligandem [45]. W ykazano 
przy tym, że częściowo oczyszczony enzym jest odpowiedzialny za stym ulowany 
przez kalm odulinę transport C a2+ , jaki obserwowano w m ikrosom ach. Przy­
puszcza się, że A TPaza regulow ana przez kalm odulinę występuje w błonie 
plazmatycznej i jest elementem systemu transportu  wydalającego C a2+ na 
zewnątrz kom órki [13, 44— 46].

C a2 + , M g2 + -ATPazę w spółdziałającą z C a2+ i kalm oduliną odkryto 
również w otoczce chloroplastów  szpinaku [21] i etioplastów  owsa [47], 
jednakże funkcja tej ATPazy nie jest znana. O dkry ta A TPaza występuje 
najpraw dopodobniej w wewnętrznej błonie chloroplastów , w związku z czym 
badania wskazujące na to, że Mg A T P 2- wpływa na transport polipeptydów po 
cytosolowej stronie chloroplastów , wykluczają możliwość udziału tego enzymu
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w transporcie polipeptydów  [47], co pierw otnie brano pod uwagę [21]. Tak więc 
m ożna przypuszczać, że A TPaza stanowi element aktywnego mechanizmu 
wprzęgniętego w wypływ H + , transport K + lub wywołany światłem transport 
C a2+ przez błony chloroplastów  [21].

P onad to  stwierdzono [13], że aktywność transportującej H + ATPazy, 
zw iązana z tonoplastem , jest ham ow ana przez kalm odulinę w obecności C a2 + , a 
antagoniści kalm oduliny stym ulują wydzielanie H + i pow odują hiperpolaryza- 
cję transm em branow ego potencjału w nienaruszonych tkankach roślinnych. 
Zatem  należy się spodziewać odkrycia nowej regulatorowej funkcji kalmoduliny.

VI-3. Kinaza asparaginianowa

K inaza asparaginianow a (4-fosfotransferaza A T P iasparag in ian) —  enzym 
występujący w bakteriach i roślinach wyższych — katalizuje reakcję fosforylacji 
asparaginianu do aspartylofosforanu, k tó ra  jest pierwszym etapem  w biosyntezie 
aminokwasów: izoleucyny, lizyny, treoniny i metioniny. Z nane są trzy izo- 
funkcjonalne formy tego enzymu różniące się podatnością na ham ujące działanie 
treoniny, lizyny i S-adenozylom etioniny. S a n e  i i n. [48] wykazali, że kinaza 
asparaginianow a z liści kilku gatunków  roślin podlega stymulacji pod wpływem 
czynnika białkowego, który później zidentyfikowano jako  kalm odulina. 
K o c h h a r  i in . [48, 49] stwierdzili następnie, że z dwóch form kinazy 
asparaginianow ej, jakie udało się im rozdzielić (wrażliwa na treoninę i wrażliwa 
na lizynę), tylko izoenzym ham ow any przez treoninę współdziała z C a2+ i 
kalm oduliną. W yniki te są zgodne z obserwacjami B o n n e r a  i in.  [50], którzy 
wykazali, że kalm odulina nie bierze udziału w regulow aniu aktywności kinazy 
asparaginianowej wrażliwej na lizynę.

VI-4. Enzymy lipolityczne

Doświadczenia, w których zaobserwow ano, że jonofor C a2+ (A 23187) 
wzmaga a inhibitor kalm oduliny opóźnia degradację błon liści grochu oraz, że 
aktyw ność fosfolipazy W m itochondriach kalafiora i frakcjach organelli bulw 
ziem niaka jest skutecznie ham ow ana przez inhibitor kalm oduliny [51], zapo­
czątkowały badania nad rolą kalm oduliny w regulacji enzymów lipolitycznych. 
W ykazano, że inhibitory kalm oduliny ham ują, a egzogenna kalm odulina 
stym uluje hydrolizę fosfatydylocholiny w hom ogenatach liści ziem niaka [51]. 
Badania kontynuow ano stosując trzy frakcje subkom órkow e liści ziem niaka 
(supernatant po wirowaniu przy 13000 x g oraz osad i supernatan t po wirowaniu 
supernatan tu  13000 x g przy 100000 x g) i analog fluorescencyjny fosfatydylo­
choliny jako  substrat [52]. W ykazano w ten sposób, że kalm odulina stymuluje 
fosfolipazę zlokalizow aną we frakcji rozpuszczalnej. Przedstaw iono ponadto  
dane wskazujące na to, że fosfolipaza podlega in vivo regulacji poprzez 
mechanizm  typu fosforylacja-defosforylacja, a kalm odulina aktywuje fosfolipazę 
za pośrednictwem kinazy białkowej.
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Prow adząc następnie badania na hom ogenatach z bulw ziemniaka, uzyskano 
odm ienne wyniki od poprzednich [53].
Egzogenna kalm odulina nie m iała wpływu na szybkość degradacji błon, ani, w 
odróżnieniu od egzogennych jonów  C a2+, na hydrolizę fosfatydylocholiny. 
P onadto  inhibitory kalm oduliny w zależności od stężenia działały ham ująco 
bądź stym ulująco na hydrolizę fosfatydylocholiny. Obserwacje te jednak nie 
obalają tezy o udziale kalm oduliny w regulowaniu aktywności fosfolipazy, 
ponieważ hom ogenat ziem niaka zawierał endogenną kalm odulinę, a inhibitory o 
właściwościach hydrofobowych praw dopodobnie oddziaływały na hydrolizę 
fosfatydylocholiny w sposób niespecyficzny.

VI-5. Reduktaza azotanowa

Reduktaza azotanow a jak o  kom pleks enzymatyczny katalizuje redukcję 
azotanów  do azotynów. W ykazanie zależności m etabolizm u azotanów  od 
zawartości wapnia i obecności C a2+ w liściach skłoniło do badań nad 
mechanizmem działania C a2+ w procesie asymilacji azotanów  [54], Badania te 
doprowadziły do stwierdzenia, że reduktaza azotanow a wyizolowana z liści 
Amaranthus ulega aktywacji pod wpływem kalm oduliny w obecności C a2 + [54], 
W ykazano ponadto, że miejscem działania kalm oduliny jest ta część kom pleksu 
reduktazy azotanowej, której grupę prostetyczną stanowi FM N .

VI-6. Kinazy białkowe

M ożna wyróżnić 3 grupy roślinnych kinaz białkowych: 1) kinazy niezależne 
od C a2 + , 2) kinazy zależne od C a2 + , 3) kinazy zależne od C a2+ i kalm oduliny
[38]. Biorąc pod uwagę doniesienia [45,46] o niedaw no odkrytym  mechamizmie 
regulacji aktywności tych enzymów, należałoby wyodrębnić dodatkow o grupę 4) 
zależne od C a2+ i fosfolipidu.

Pierwsze informacje na tem at kinaz zaliczanych do trzeciej grupy pochodzą z 
badań nad fosforylacją białek frakcji błonowych izolowanych z różnych tkanek 
rozm aitych roślin [13, 36, 45, 55]. W niektórych przypadkach stw ierdzono 
jedynie, że kalm odulina stymuluje fosforylację białek błonowych [12, 36], w 
innych natom iast udało się określić ilość i masę cząsteczkową peptydów 
fosforylowanych w sposób zależny od C a2+ i kalm oduliny [13, 45, 55]. Z badań 
przeprowadzonych na frakcjach m ikrosom alnych wynika ponadto, że większość, 
spośród dużej liczby białek ulegających fosforylacji, stanow ią białka, k tóre są 
fosforylowane w procesie niezależnym od C a 2+ a tylko kilka z nich podlega 
działaniu kinaz współdziałających z C a2 + i kalm oduliną [56, 57]. O kazało się, że 
proces fosforylacji przebiega inaczej w wysoce oczyszczonych preparatach 
tonoplastu, bowiem w tym przypadku dotyczy on ograniczonego zespołu 
polipeptydów i jest zależny głównie od C a2+ i kalm oduliny [56]. Poza tym 
stwierdzono, że kalm odulina bierze udział w regulowaniu procesu fosforylacji 
białek rozpuszczalnych koleoptyli kukurydzy [36].
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Przedm iotem  zainteresowań było także jąd ro  kom órki roślinnej, ponieważ 
zachodzi w nim intensywna fosforylacja białek przez endogenne kinazy [57]. 
W yniki badań z zastosowaniem  inhibitorów  kalmoduliny, C a2+ i EGTA 
sugerują, że kalm odulina może być zaangażow ana w fosforylację białek jąd ro ­
wych [39]. Skądinąd wiadomo, że częściowo oczyszczona kinaza histonowa 
pszenicy ulega aktywacji pod wpływem kom pleksu C a2 + -kalm odulina [13].

Ze względu na to, że w większości badań stosowano tylko preperaty 
mikrosom ów, rozmieszczenie kinaz białkowych współdziałających z C a2+ i 
kalm oduliną i ich substratów  w kom órce nie jest znane [56]. Oczyszczenie 
preparatów  błonowych cukini pozwoliło jedynie stwierdzić, że białka fosforylo- 
wane przez te kinazy są specyficznie zlokalizowane w retikulum  endoplazm atycz- 
nym, m itochondriach, plazmalemmie [13, 57]. Poza tym w badanych p repara­
tach stwierdzono obecność trudnej do usunięcia endogennej kalmoduliny, co 
często uniemożliwiało określenie białek fosforylowanych w sposób zależny od 
kalm oduliny [36] i mogło być przyczyną tylko nieznacznej stymulacji aktyw ­
ności kinaz białkowych przez egzogenną kalm odulinę [38]. Problem  komplikuje 
się w świetle informacji wskazujących na to, że stężenie kalm oduliny stymulujące 
fosforylację może różnić się w zależności od białka będącego substratem  [36]. 
Nie rozwiązuje go zastosowanie inhibitorów  regulatorowego białka. Z badań 
przeprowadzonych na koleoptylach kukurydzy [36] wynika bowiem, że działają 
one ham ująco na fosforylację w stężeniach zbyt wysokich, aby m ożna było uznać 
specyficzność inhibicji, a z badań przeprow adzonych na rajgrasie [56], że 
zastosow ane w bardzo wysokich stężeniach mogą stym ulow ać fosforylację 
białek.

Dotychczas zidentyfikowano w roślinach wiele zależnych od C a2+ i kalm o­
duliny kinaz białkowych włącznie z tymi, które udało się oczyścić i częściowo 
scharakteryzow ać [39]. Jednakże nie znane są substraty tych kinaz z wyjątkiem 
oksydoreduktazy chinian: N A D + [39]. Jest ona typowo roślinnym enzymem, 
który katalizuje reakcję: chinon ^  dehydrochinon, przy czym jedynie ufosforylo- 
wana oksydoreduktaza stanowi formę aktyw ną enzymu [13, 16, 57]. Do 
odkrycia mechanizmu regulacji aktywności oksydoreduktazy przyczyniło się 
doświadczenie, które wykazało, że pozbaw iony kalm oduliny, nieaktywny pre­
parat enzymu staje się aktywny w obecności ATP, C a2+ i kalm oduliny jako  
niezbędnych składników procesu reaktywacji [13, 16, 57]. Te obserwacje 
sugerowały, że za aktywację oksydoreduktazy odpow iedzialna jest kinaza 
białkowa zależna od C a2 + i kalm oduliny [13,16, 57], co następnie potwierdzono 
oczyszczając enzym fosforylujący oksydoreduktazę m etodą chrom atografii 
powinowactwa z kalm oduliną jako  ligandem [57], Tak więc oksydoreduktaza 
chinian: N A D + podlega dwustopniow em u systemowi regulacji, który obejmuje 
zależną od stężenia C a2 + aktywację kinazy białkowej przez kalm odulinę (etap 1) 
oraz aktywację oksydoreduktazy na skutek fosforylacji katalizowanej przez 
aktyw ną formę kinazy (etap 2) [57]. Zgodnie z tym mechanizmem przebiega 
aktywacja oksydoreduktazy w zawiesinowych kulturach tkankow ych marchwi 
rosnących na świetle, natom iast w kom órkach hodowanych w ciemności,
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oksydoreduktaza podlega bezpośredniej aktywacji przez C a2 + , p raw dopodob­
nie dzięki przyłączeniu dodatkow ej podjednostki, której obecność stwierdzono w 
wyizolowanym enzymie [13, 57].

VI-7. Syntaza a-galaktozylo-1 -» l-glicero-3-fosforanu

Kurczenie kom órek Poterioochromonas malhamensis umieszczonych w roz­
tworze hipertonicznym  powoduje wzrost aktywności syntazy odpowiedzialnej za 
regulację ciśnienia osmotycznego. O kazało się, że m echanizm aktywacji tego 
enzymu obejmuje zależne od C a2+ procesy błonowe oraz wywołaną przez nie 
aktywację proteazy, k tóra jest bezpośrednim  aktyw atorem  enzymu [46, 58]. 
W prow adzając kalm odulinę mózgu wołu lub kom órek glonu i jony C a2+ do 
hom ogenatów  z kom órek o standardow ej objętości wykazano, że C a2 + wpływa 
na aktywację syntazy za pośrednictwem  kalm oduliny [46, 58].

VII. Rola Ca2+ i kalmoduliny w świetle hipotezy przekaźnika II-rzędu

Jednym  z mechanizmów tłumaczących zdolności adaptacyjne organizm u do 
środowiska zewnętrznego jest mechanizm opisany pod postacią hipotezy 
przekaźnika II rzędu. Dane świadczące o wzroście stężenia C a2+ pod wpływem 
stymulacji nerwowej lub horm onalnej, a także obecność białek wiążących C a2 + 
takich jak  kalm odulina w tkankach zwierzęcych sugerowały, że jony C a2 + 
funkcjonują jako  przekaźnik II-rzędu u zwierząt [6]. Odkrycie kalm oduliny w 
roślinach przem awiało za tym, że jony C a2+ m ogą pełnić podobną rolę w 
kom órkach roślinnych. Obecnie powszechnie uznaje się C a 2+ za istotny element 
systemu przenoszenia bodźców [13, 16, 31].

W kom órce roślinnej spełnione są warunki niezbędne do funkcjonow ania 
takiego systemu regulacji. Pośrednie dane wskazują bowiem, że stężenie wolnych 
jonów  C a2+ w cytosolu niestym ulowanych kom órek roślin wyższych jest niskie 
(poniżej 1 |iM), [13, 30,41]. P onadto  z badań nad transportem  C a2 + wynika, że 
kom órki roślinne są wyposażone w system kontroli i regulacji stężenia C a 2 + [13, 
33, 44, 45],

Istnieją przesłanki by sądzić, że w roślinach rzeczywiście zachodzi regulacja 
według m echanizmu przekaźnika II rzędu z udziałem C a2 + . W ykazano bowiem, 
że światło i niektóre horm ony zmieniają właściwości transportu  C a 2 + w różnych 
frakcjach subkom órkow ych [13, 16, 44— 46]. Poza tym pewne badania nad 
wpływem bodźców takich jak  horm ony, światło, fitotoksyczne substancje 
grzybowe, grawitacja na procesy fizjologiczne [13, 16, 38, 46, 59] sugerują, że 
istnieje związek między percepcją bodźca, wzrostem stężenia C a2 + a obserw ow a­
ną reakcją fizjologiczną. W niektórych przypadkach stw ierdzono, że C a2+ w 
podwyższonym stężeniu może oddziaływać na badane procesy za pośrednic­
twem kalm oduliny [13, 15, 38], N ajbardziej przekonywającym  argum entem  za 
takim mechanizmem przenoszenia bodźców jest aktyw acja kinazy N A D  pod 
wpływem światła w nienaruszonych tkankach [13, 16].
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B O D Z I E C

Ryc. 1. Schemat udziału C a2+ i kalmoduliny w regulacji metabolizmu komórki roślinnej [13]. 
Objaśnienia: © ® oddziaływanie hamujące, © ® oddziaływanie stymulujące, ? — oddziaływanie 
niedostatecznie poparte danymi doświadczalnymi, -Ca — wapń związany przez błonę plazmatyczną, 
CaM — kalmodulina, Ca-CaM *— kompleks C a2 + — kalmodulina (aktywna forma kalmoduliny), 
Ca-CaM x enzym* — kompleks aktywnej kalmoduliny z enzymem, x — zmieniona konformacja.

Udział C a 2+ i kalm oduliny w regulacji m etabolizm u kom órki, zgodny z 
hipotezą przekaźnika II rzędu, został przedstawiony na rycinie 1. Pod wpływem 
bodźców zewnętrznych (przekaźniki I rzędu) stężenie wolnych jonów  C a2+ w 
cytoplazmie rośnie, praw dopodobnie z 0,1 |iM  do 1— lO^tM [13]. Przypuszcza 
się, że zjawisko to może być spowodowane:
—  wnikaniem  C a2+ ze środowiska kom órki przez kanały wapniowe, które są 
otw ierane na skutek działania bodźców [13, 45],
—  uwalnianiem  C a2+ przez organelle kom órkow e takie jak  retikulum  endo- 
plazmatyczne, wakuole i m itochondria [38] oraz cysterny wapniowe, które 
występują w kom órkach niektórych glonów [38, 60], śluzowców i mimozy [60],
—  uwalnianiem  wapnia związanego [13],
—  zmniejszeniem aktywności transportu  C a2+ na zewnątrz cytoplazmy [13, 
16], obniżeniem aktywności zależnej od C a2+ i kalm oduliny ATPazy błonowej, 
k tó ra traci wrażliwość na kalm odulinę pod wpływem światła [33]. M olekularny
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mechanizm oddziaływania bodźców na elementy systemu transportu  zaangażo­
wane w przepływ C a2+ nie jest jeszcze wyjaśniony.

Stężenie C a2+ w cytoplazmie kom órki niepodlegającej działaniu bodźców 
jest, z uwagi na K D wiązania C a2+ przez kalm odulinę, zbyt niskie, żeby 
aktywow ać białko, dlatego też enzymy zależne od C a2+ i kalm oduliny są 
nieaktywne lub tylko w niewielkim stopniu aktywne [13]. Pod wpływem 
stymulacji stężenie C a2+ w cytoplazmie staje się wyższe od wartości K D dla 
wiązania C a2+ przez kalm odulinę, co powoduje utworzenie aktywnego kom p­
leksu C a2 +-kalm odulina [13]. Przypuszcza się, że C a2+ w stężeniu wyższym niż 
1 (iM jest w stanie zaktyw ować większość kom órkowej kalm oduliny [39]. Z kolei 
aktywny kom pleks C a2 +-kalm odulina łącząc się z enzymem wywołuje reakcje 
biochemiczne, które m ają istotne znaczenie dla fizjologicznej odpowiedzi 
kom órki na działające bodźce [13, 21].

O becność kalm oduliny w różnych przedziałach kom órkow ych, gdzie naj­
praw dopodobniej spełnia funkcje regulatorowe, nasuw a przypuszczenie, że w 
organellach m ają miejsce zmiany stężenia jonów  C a2+ i zachodzi regulacja 
aktywności enzymów według mechanizm u zaproponow anego dla enzymów 
cytoplazm y [13]. Pewnym potwierdzeniem  tej tezy są wyniki k tóre wskazują, że 
stężenie C a2+ w strom ie chloroplastów  zwiększa się pod wpływem światła 
wskutek transportu  C a2+ z cytoplazmy [37, 44] albo uw alniania C a2+ z 
wewnętrznych przestrzeni tylakoidów [30].

K alm odulina wykazuje zdolność do stym ulow ania akum ulacji jonów  wapnia 
w w akuolach, retikulum  endoplazm atycznym , cysternach m ikrosom alnych, a 
także transportu  C a2+ na zewnątrz kom órki [13]. Obserwacje te sugerują, że 
kalm odulina nie tylko odbiera sygnał jakim  jest wzrost stężenia C a2+, ale ma 
również wpływ na intensywność i czas trw ania tegoż sygnału [5] oraz bierze 
udział w regulowaniu swej własnej aktywności [13]. P onad to  wraz z odkryciem 
naturalnych inhibitorów  kalm oduliny w jabłkach [61] pojaw ia się możliwość 
występowania innego niż poprzez zmiany stężenia C a2+ mechanizm u regulo­
wania aktywności kalmoduliny.

Pragnę podziękować Panu Prof. Zbigniewowi Kaniudze za pomoc w przygotowaniu niniejszego 
artykułu.

Opracowanie wykonane w ramach tematu 1.09 finansowanego z CPBP 05.02.
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Addendum

O statnio  wyizolowano kalm odulinę z owoców aw okado [62], liści Papaver 
somniferum i Euphorbia lathyris [63] oraz określono niektóre jej właściwości. 
Przedstaw iono także nowe dane na tem at ATPazy stym ulowanej przez C a2 + i 
kalm odulinę [64, 65] oraz wyniki badań nad wpływem glinu na aktywność 
zależnej i niezależnej od C a2 + i kalm oduliny kinazy N A D  w korzeniach pszenicy 
[66]. P onadto  odkryto  inhibitor kalm oduliny i w ykazano zm iany jego poziomu 
jak  również poziom u kalm oduliny w zarodkach rzodkiewki podczas wczesnych 
faz kiełkowania nasion [67]. Interesujący przegląd aktualnych informacji 
dotyczących roli C a2+ i kalm oduliny w przenoszeniu sygnałów został zaprezen­
towany przez D ietera M arm e [68].
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Wykaz stosowanych skrótów: bakteroid — nowa forma bakterii Rhizobium zdolnych do przyswa­
jania azotu atmosferycznego, zlokalizowanych w komórce roślinnej, oddzielonych od cytoplazmy 
rośliny gospodarza błoną bakteroidową; sekwencja promotorowa, prom otor — region DNA, zwykle 
w kierunku 5' od kodonu inicjującego, zawierający zachowawcze odcinki DNA niezbędne dla 
optymalnej transkrypcji genu eukariotycznego: CAT — acetylotransferaza chloramfenikolu; gen 
kodujący CAT — najczęściej stosowany obecnie w transferach genowych jako tzw. „reporter gene” ze 
względu na prostą i szybką metodę identyfikacji tego enzymu. Pojawienie się aktywności CAT w 
stransformowanej roślinie jest świadectwem ekspresji chimerycznego genu; pseudogen — gen nie 
ulegający ekspresji ze względu na mutacje w ważnych dla jego transkrypcji regionach DNA; Lb, gen 
Lb — leghemoglobina, gen leghemoglobinowy; p.z. — par zasad.

I. Wstęp

Symbioza bakterii glebowych rodzaju Rhizobium  i roślin z rodziny m otylko­
watych prowadzi do wytworzenia wysoce wyspecjalizowanego organu — bro­
dawki korzeniowej. W brodaw kach tych odbyw a się wiązanie azotu atmosferycz­
nego po uprzedniej jego redukcji przez enzym bakteryjny — nitrogenazę. 
Zakażenie kom órek korzenia bakteriam i Rhizobium  zapoczątkow uje szereg 
procesów w arunkujących morfogenezę brodawki. W trakcie jej rozwoju pow sta­
je około 20— 30 polipeptydów (nodulin) nieobecnych w niezakażonym  korzeniu 
[1— 5]. Jednym  z nich jest związek posiadający, jak  wykazano już w 1939 r., 
właściwości hem oglobiny [6]. Poniew aż występuje w roślinach motylkowych
—  Lequm inosae nazw ano go leghemoglobiną.

Lata siedemdziesiąte przyniosły wiele nowych informacji dotyczących tego 
interesującego białka. W iadom o, że leghem oglobina uczestniczy w wiązaniu 
azotu atmosferycznego przez utrzym anie odpowiedniego ciśnienia parcjalnego 
tlenu w otoczeniu bakteroidu, w którym  m ają miejsce intensywne procesy 
oddychania, fosforylacji i przyswajania azotu. Ciśnienie tlenu utrzymywane jest 
przez leghemoglobinę na takim  poziomie, aby chronić przed uszkodzeniem 
wrażliwy na tlen kom pleks nitrogenazy, a jednocześnie zapewnić odpowiedni dla 
procesów fosforylacji i oddychania dopływ tlenu do bakteroidu. Białko to spełnia 
więc podw ójną rolę. Jest to możliwe dzięki temu, że wykazuje ono niezwykle 
wysokie powinowactwo do tlenu, znacznie wyższe niż np. m ioglobina czy 
hem oglobina [7].

Obecne badania zmierzają w kierunku poznania m olekularnego m echaniz­
mu regulacji ekspresji genów leghem oglobinowych i identyfikacji sygnału 
odpowiedzialnego za ich aktywację w brodaw kach korzeniowych. W yjaśnienie 
tego problem u może być pom ocne w uzyskaniu, drogą m anipulacji genetycz­
nych, nowych użytecznych rodzajów  symbiozy. Jest bowiem leghem oglobina 
elementem naturalnych układów symbiotycznych: rośliny m otylkow ate —  bak­
terie Rhizobium.

Celem tego artykułu jest ukazanie miejsca i funkcji leghemoglobiny w 
symbiotycznym wiązaniu azotu atmosferycznego, a także przedyskutow anie 
najnowszych poglądów nt. regulacji transkrypcji genów Lb. O ile zwierzęce geny
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globinowe zostały opisane w artykule przeglądowym  w tym czasopiśmie [8], o 
tyle geny roślinne nie doczekały się takiego opracow ania w języku polskim, 
chociaż w literaturze światowej było ich kilka [7, 9, 10].

II. Leghemoglobina

II-l. Występowanie

Obecnie nie ulega wątpliwości, że Lb znajduje się w brodaw kach wszystkich 
roślin przyswajających azot. W iadom o, że niektóre m utanty Rhizobium  mogą 
indukow ać wytwarzanie brodawek korzeniowych zawierających leghemoglo- 
binę, ale niezdolnych do wiązania azo tu  [3, 11, 12], nie znana jest natom iast 
sytuacja odw rotna, tzn. istnienie brodaw ek pozbawionych leghemoglobiny i 
przyswajających azot. Świadczy to o jej kluczowej roli w procesie asymilacji 
azotu. N ależy odnotow ać, że znane są również, współżyjące z Rhizobium  rośliny 
m otylkow ate, np. Aeschynomene i Sesbania, które wytwarzają zawierające 
leghem oglobinę brodaw ki nie tylko na korzeniach, ale również na łodygach [13].

O statn io  pojawiły się doniesienia o występowaniu hem oglobiny w roślinach 
innych niż m otylkow ate [14, 15]. W iążąca azot atmosferyczny Parasponia 
andersonii z rodziny Ulmaceae (rząd Utricales) ulega zakażeniu przez niektóre 
bakterie Rhizobium. Jej brodaw ki zawierają dim eryczną hemoglobinę, k tóra 
działa podobnie do leghemoglobiny pełniąc rolę przenośnika tlenu.

D okładna analiza spektrofotom etryczna skrawków brodaw ek wykazała 
obecność hem oglobiny w brodaw kach kilku roślin np. Casuarina cunninghaniana 
i M yrica gale [10, 15], zdolnych do przyswajania azotu w asocjacji z grzybami 
(Actinomycetes) rodzaju Frankia [16]. Stosując m etodę hybrydyzacji D N A - 
DNA, znaleziono sekwencje DNA homologiczne do genów Lb u czterech innych 
roślin z tej rodziny: Alnus glutinosa, Casuarina glauca, Ceanotus americanus i 
Elaeagnus pungens [17]. Sugeruje to możliwość występowania hemoglobiny 
również i w tych roślinach. Napływ ające informacje wskazują, że globiny są 
znacznie bardziej rozpowszechnione w świecie roślin niż do tąd  sądzono.

D otychczas wyodrębniono leghemoglobinę z soi i fasoli [7], bobu [18], 
grochu [18, 19], lucerny [20], koniczyny [21], Sesbania [13] i łubinu [7, 20]. 
Zastosow anie m etody izoelektroogniskow ania pozwoliło na wykazanie, że u 
większości roślin leghem oglobina występuje w kilku formach m onomerycznych. 
N a przykład w skład Lb soi wchodzą cztery kom ponenty główne: a, c l5 c2, c3 i 
cztery uboczne: b, d v  d 2, d 3, które są produktam i potranslacyjnej modyfikacji 
kom ponentów  głównych [23]. O tw arta  jest kwestia liczby kom ponentów  Lb w 
łubinie. N iektórzy autorzy znajdują dwa [24, 25], inni trzy [22, 26]. Obserwuje 
się zm iany stosunków  ilościowych poszczególnych kom ponentów  w trakcie 
rozwoju brodaw ki [27, 28]. Różne jest także ich powinowactwo do tlenu: 
kom ponenty Lb powstające głównie w brodaw kach starszych mają wyższe
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powinowactwo do tlenu niż syntetyzowane w brodaw kach młodych [19]. 
W zględne zmiany ilościowe poszczególnych kom ponentów , zachodzące w 
rozwijających się brodaw kach m ogą więc wpływać na zaopatrzenie bakteroidów 
w tlen, a zatem m ogą sprzyjać zwiększeniu efektywności w iązania azotu.

II-2. Analiza sekwencji aminokwasowej

Dotychczas została oznaczona sekwencja am inokw asów  dwu leghemoglo- 
bin, Lbl i L bll, z łubinu [24,25], Lba [29] i Lbc2 [30] z soi, Lba z fasoli [31], Lbl 
z grochu [32] i bobu [33] oraz hemoglobiny z Casuarina [34]. Ponadto  poznana 
została sekwencja DNA genów: Lba, L bcx [35], Lbc2 i Lbc3 [36] z soi, Lb z fasoli 
[37], Lb2 i Lb3 z Sesbania [38], hem oglobiny z Parasponia [39] oraz cD NA  Lbl i 
L b ll z łubinu [40, 41]. Poznanie sekwencji nukleotydowej DNA pozwoliło na 
wydedukowanie sekwencji am inokwasowej białek i ewentualne jej skorygowanie 
(w przypadku soi i łubinu).

Porów nanie sekwencji aminokwasowej poszczególnych kom ponentów  w 
obrębie gatunku wskazuje, że różnice między nimi są niewielkie. N a przykład Lbl 
i L b ll z łubinu (obie m ają po 153 reszty am inokwasowe) różnią się 18 
am inokwasam i. Bardziej różnią się leghem oglobiny pochodzące z różnych roślin: 
hem oglobina z Parasponia różni się od Lb z roślin m otylkow ych połową swoich 
am inokwasów. Jeśli natom iast porów nam y wszystkie globiny roślinne i zwierzę­
ce, włączając w to również niedawno wyizolowaną hem oglobinę bakteryjną 
[42], to okaże się, że tylko dw a am inokwasy znajdują się w tym samym miejscu 
we wszystkich globinach. Są to histydyna, k tó ra  łączy się kowalencyjnie z grupą 
hem ową i fenyloalanina utrzym ująca grupę hemową w jej hydrofobowym  
„gniazdku”. Zadziwiające jest, że mimo tak znacznych różnic w sekwencji 
am inokwasowej, konform acja łańcucha polipeptydowego globin jest bardzo 
podobna. W ykazała to analiza kom puterow a globin [43] i analiza rentgenogra- 
ficzna kryształu leghemoglobiny z łubinu [44]. N a podstawie uzyskanych 
danych zaproponow ano hipotezę, że wszystkie białka globinowe, w tym także 
roślinne, pochodzące od jednego wspólnego genu globinowego. Konkluzja ta 
zostanie om ów iona w dalszej części artykułu (rozdz. V).

11-3. Rozmieszczenie w komórkach brodawki

N a ten tem at do niedaw na zdania były podzielone. N iektórzy autorzy 
twierdzili, że leghem oglobina znajduje się wyłącznie w cytpolazmie kom órek 
roślinnych zakażonych Rhizobium, i nie jest transportow ana poprzez błonę 
otaczającą bakteroidy (tzw. „peribacteroid m em brane”) [45, 46]. Inni utrzym y­
wali, że leghem oglobina znajduje się po obu stronach tej błony, tzn. zarów no w 
cytoplazmie jak  i wewnątrz otoczki zamykającej bakteroid lub niewielką grupę 
bakteroidów  [47, 48]. A utorom  tym zarzucano jednak, że otrzym any rezultat 
może być artefaktem , wynikającym z uszkodzenia błony otaczającej bakteroid w 
trakcie przygotowywania próbek m ikroskopow ych.

http://rcin.org.pl



[5] LE G H EM O G L O BIN Y 113

Rozwiązanie tego problem u nastąpiło dzięki zastosow aniu techniki barwie­
nia skraw ków  brodaw ek złotem, po reakcji z przeciwciałem skierowanym 
przeciw leghemoglobinie. M etodą tą precyzyjnie wykazano, że leghemoglobina 
znajduje się w cytoplazmie i jąd rach  kom órek zakażonych, a nie w przestrzeni 
otaczającej bakteroidy [49]. W ynik ten jest zgodny z wynikami wcześniejszych 
badań nad syntezą in vitro leghemoglobiny, które wykazały, że powstający 
łańcuch peptydowy Lb soi [27], a także łubinu [50] nie zawiera sekwencji 
sygnałowej, umożliwiającej ew entualny transport tego białka przez błonę 
otaczającą bakteroid. Nie gdzie indziej, jak  tylko w cytoplazmie kom órek rośliny 
gospodarza zlokalizowano także niektóre enzymy niezbędne do utrzym ania 
leghem oglobiny w stanie aktywnym  (zredukowanym) [51]. W świetle uzyska­
nych danych kwestia lokalizacji Lb w cytoplazmie kom órek zakażonych wydaje 
się przesądzona. Pozostaje jednak  niewyjaśnione czy Lb spełnia jakąkolw iek rolę 
w jądrach  tych kom órek, dokąd może przemieścić się na drodze dyfuzji.

III. Geny leghemoglobinowe

III-l. Struktura genów Lb

A p p l e b y  zauważył, że leghem oglobina może być kodow ana przez genom 
roślinny, a nie bakteryjny [9]. Jego sugestia była oparta  na doświadczeniach 
polegających na zakażeniu w ybranych roślin różnymi szczepami Rhizobium  i 
identyfikacji pojawiającej się leghemoglobiny. Niezależnie od tego jakim  szcze­
pem bakterii zakażona jest roślina, zawsze powstaje w brodaw kach ta sama, 
specyficzna dla niej leghemoglobina. Inaczej mówiąc biosynteza Lb kontrolow a­
na jest przez roślinę, a nie przez jej m ikrosym bionta Rhizobium. Konkluzja ta 
została w pełni potw ierdzona na poziomie m olekularnym . Translacja in vitro 
poli(A) m RNA z brodaw ek soi [52], a także łubinu [50], prowadzi do syntezy 
apoleghem oglobiny. cDNA przygotow any na m atrycy tego m RNA hybrydyzuje 
wyłącznie z roślinnym DNA a nie z DNA Rhizobium  [53, 54].

Początek lat osiemdziesątych przyniósł znaczny postęp w badaniach genów 
roślinnych. Spośród genów leghemoglobinowych najlepiej poznane zostały geny 
Lb soi. Stanowią one niewielką rodzinę liczącą conajmniej osiem genów. Cztery z 
nich kodują główne kom ponenty leghemoglobiny: a, c l5 c2 i c3 [36, 37]. Ponadto  
wyizolowano cztery inne geny, które nie są funkcjonalne. Są to dwa pseudogeny: 
vJ/,Lb, zm utowany w regionie istotnym  dla transkrypcji, \J/2Lb posiadający 
kodon term inujący w drugim  eksonie [56] oraz dwa niekom pletne geny (T p T 2) 
[53— 58].

S truktura wszystkich poznanych genów jest następująca (Ryc. 1): cztery 
eksony są przedzielone trzem a sekwencjami intronowym i (IVS) [59]. Dwa z 
trzech intronów  (IVS-1 i IVS-3) znajdują się dokładnie w takich samych 
miejscach jak  w genach zwierzęcych, tzn. między kodonam i 32 i 33 oraz 103 i 104. 
N atom iast trzeci intron (IVS-2), którego brak we współczesnych genach
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Ryc. 1. Porównanie budowy roślinnych (A) i zwierzęcych (B) genów globinowych (na podstawie 
[55—59]) i ich relacja do jednostek strukturalnych znalezionych w globinach [60]. Sekwencje 
kodujące oznaczono białymi prostokątami; sekwencje niekodujące linią ciągłą. Zaznaczono regiony, 
którym przypisuje się znaczenie w regulacji transkrypcji. Liczby podają numery kodonów między 
którymi znajdują się introny (IVS). OS — region DNA odpowiedzialny za tkankowo-specyficzną 
ekspresję genów Lb zidentyfikowany na podstawie analizy prom otora (“deletion analysis”), wg [78]; 
BS-1, BS-2 — elementy DNA oddziaływujące specyficznie z czynnikami białkowymi z brodawek, wg 
[81].

kodujących globinę zwierzęcą, znajduje się między 68 i 69 kodonem . Jego pozycja 
została zadziwiająco dokładnie przew idziana na podstawie analizy kom putero­
wej struktury  globiny, k tóra w ykazała w globinach zwierzęcych cztery jednostki 
s trukturalne (Ryc. 1.) [60]. N a tej podstawie wysunięto hipotezę, że centralny 
ekson w zwierzęcych genach globinowych może być wynikiem fuzji dwu eksonów 
prymitywnego genu globinowego.

Długość sekwencji intronow ych IVS-1 w aha się od 94 do 169 p.z., a długość 
IVS-2 od 100 do 234 p.z. W yjątkiem  jest tu pseudogen \\il Lb, który m a IVS o 
długości 1370 p.z. Długość IVS-3 w aha się od 147 do 778 p.z. Analiza sekwencji 
złącz intron-ekson ujawniła, że sekwencje intronow e rozpoczynają się dwu- 
nukleotydem  GT, natom iast kończą się AG, podobnie jak  m a to miejsce w 
innych genach [61]. Geny leghem oglobinowe zawierają dom niem ane sekwencje 
regulatorowe, identyczne lub bardzo podobne do tych znalezionych w genach 
innych organizm ów eukariotycznych: sekwencje -CAAG- (tzw. „CAAT-box”), 
sekwencje -TATA- (tzw. „TATA-box”) oraz pięcionukleotyd -CCAAG-, którem u 
również przypisuje się udział w inicjacji transkrypcji (Ryc. 1). P onad to  sugeruje 
się (Rozdz. IV.3.), że niektóre fragm enty D N A  prom otora leghemoglobinowego 
odpowiedzialne są praw dopodobnie za organospecyficzną ekspresję genów Lb w 
brodaw kach korzeniowych. O d strony 3' transkrypty  genów leghem oglobino- 
wych zawierają niekodujący region zakończony sekwencją poli(A). Miejsce
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przyłączenia poli(A) poprzedza charakterystyczna sekwencja -AATAAA- odpo­
wiedzialna, jak  się wydaje za poliadenylację (Ryc. 1).

III-2. Chromosomalne rozmieszczenie genów rodziny Lb

Rodzina genów Lb jest rozmieszczona na chrom osom ie w czterech regionach 
(Ryc. 2) [62,63]. W regionie pierwszym (I) cztery geny ułożone są w następującym  
porządku: 5 '-L ba-L bc1-v|/1Lb-Lbc3-3'. Drugi region (II) zawiera dwa geny: 
5'-i|/2L b-Lbc2-3'. Dwa pozostałe niekom pletne geny Lb zostały zlokalizowane na 
dwóch różnych fragm entach DNA (III i IV) nie połączonych ze sobą [63].

10 kp. z. l-----------------1

5* ------------ - 3'
Ryc. 2. Rozmieszczenie genów leghemoglobinowych na chromosomie soi, wg [62, 63], Opis w 
tekście.

Odległość między poszczególnymi genami w regionie I i II wynosi 2000— 3000 
p.z. We wszystkich regionach (I— IV) poza genami Lb w kierunku 5' i 3' 
znaleziono sekwencje DNA (ozn. A i S na Ryc. 2), k tóre ulegają ekspresji nie tylko 
w brodaw kach jak  leghemoglobina, ale również w liściach i w korzeniach 
niezakażonych. O znacza to, że elementy DNA odpowiedzialne za organospecy- 
ficzną ekspresję leghemoglobiny znajdują się w bardzo bliskim sąsiedztwie 
genów Lb. Ich roli zostanie poświęcona dalsza część artykułu (Rozdz. IV.3.). 
Dotychczas nie znaleziono genów innych nodulin, leżących na chrom osom ie 
blisko genów Lb. Jest więc praw dopodobne, że jeśli te geny znajdują się na tym 
samym chromosom ie, to są „przem ieszane” z genami podlegającymi ekspresji 
także w innych tkankach rośliny, a m echanizm kontrolujący ich skoordynow aną 
transkrypcję może być niezwykle skom plikow any.
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IV. Regulacja ekspresji genów leghemoglobinowych

IV-1. Ekspresja genów Lb w trakcie rozwoju brodawki korzeniowej

Ekspresja niemal wszystkich poznanych zwierzęcych genów globinowych 
podlega zm ianom  w trakcie rozwoju organizm u [8]. Geny te ułożone są na 
chrom osom ie w kolejności zgodnej z kolejnością ich ekspresji w trakcie rozwoju 
organizmu. I tak np., w rodzinie genów typu a  ekspresja genu kodującego 
hemoglobinę zarodkow a C, następuje tylko w pierwszych tygodniach rozwoju w 
pęcherzyku żółtkowym  em brionu. Później następuje ekspresja niemal identycz­
nych genów a t i a 2, kodujących polipeptydy hem oglobiny płodowej i dorosłej. 
Gen kodujący polipeptyd t, znajduje się na chrom osom ie w kierunku 5' od genów 

i a 2.
Inaczej następuje ekspresja genów leghemoglobinowych, chociaż pierwsze 

obserwacje zmian zawartości apoleghem oglobiny w brodaw kach wskazywały na 
pewne podobieństw a [27, 28]. Dopiero dokładna analiza zawartości mRNA 
kodującego leghemoglobinę w trakcie rozwoju brodaw ki wykazała, że geny Lb 
soi ulegają aktywacji w kierunku odw rotnym  do ich ułożenia na chrom osom ie 
[56]. We wczesnej fazie rozwoju brodawki soi (7— 8 dni po zakażeniu) aktywacji 
ulegają geny Lbc3 i Lbcj. Niem al w tym samym czasie aktyw ow any jest gen Lbc2. 
Po kilku dniach, aktywacji ulega gen Lba i białko Lba dom inuje w dojrzałych 
brodaw kach [27]. O koło 12 dni po zakażeniu następuje skoordynow any wzrost 
transkrypcji genów Lba, L bc15 Lbc3, a także w mniejszym stopniu Lbc2. 
Transkrypcja wszystkich genów pozostaje na niezmienionym poziomie przez 
niemal cały okres wegetacji rośliny, co także odróżnia je od genów globin 
zwierzęcych. Przedstawione dane wskazują, że regulacja ekspresji genów Lb 
następuje według innego m echanizm u niż ekspresja hem oglobiny u kręgowców.

W ykazano również, że transkrypcja genów leghem oglobinowych następuje 
przed pojawieniem się aktywności nitrogenazy w brodaw kach [9, 56, 64, 65]. 
O kazało się także, że transkrypcja genów Lb i synteza Lb następuje niezależnie 
od tego czy nitrogenaza jest obecna w brodaw kach czy też nie [3, 11, 12]. M ożna 
więc sądzić, że zmiany zachodzące w tworzących się bakteroidach, polegające na 
przestawieniu się m etabolizm u bakterii na redukcję azotu atmosferycznego, 
pozostają bez wpływu na transkrypcję genów Lb.

IV-2. Udział Rhizobium  w indukcji genów Lb

IV-2.1. Geny Rhizobium biorące udział w indukcji genów Lb

M echanizm aktywacji genów Lb jest nieznany, ale powszechnie przyjmuje 
się, że indukcja następuje na sygnał pochodzący z Rhizobium. Jak dotychczas nie 
ma doniesień, które by przeczyły tej hipotezie. Agrobacterium tumefaciens, 
bakterie blisko spokrewnione z Rhizobium , indukują powstawanie guzowatości 
szyjki korzeniowej u roślin dwuliściennych. W guzach tych nie stw ierdzono 
obecności żadnych nodulin ani mRNA kodującego noduliny [66], Również
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warunki fizjologiczne symulujące procesy zachodzące w otoczeniu bakteroidu 
(niskie stężenie tlenu) nie indukują ekspresji genów nodulinowych w korzeniach 
grochu [67].

Z powyższych danych m ożna wywnioskować, że mechanizm indukcji genów 
nodulinow ych, w tym również genów Lb, nie jest związany jedynie z reakcją 
obronną rośliny przed organizm am i patogennym i (np. Agrobacterium tumefa- 
ciens), czy w arunkam i stresowymi panującym i w brodaw kach, takimi jak  np. 
niski poziom  tlenu. Nie ulega wątpliwości, że sygnał, który bezpośrednio lub 
pośrednio uczestniczy w indukcji genów nodulinow ych pochodzi od Rhizobium.

W celu wyjaśnienia, które geny bakteryjne (lub ich produkty) są odpow ie­
dzialne za aktywację genów nodulinowych i leghemoglobinowych zastosow ano 
podejście eksperym entalne, które warte jest omówienia [68]. Punktem  wyjścia 
była obserw acja że w szybko rosnących szczepach Rhizobium, geny biorące 
udział w procesie symbiozy mieszczą się na tzw. plazmidzie symbiotycznym 
(„Sym” plazmid, megaplazmid) [69]. F ragm ent tego plazmidu, zawierający 
region DNA niezbędny dla zajścia procesu brodaw kow ania („nod region”) 
sklonow ano i przeniesiono do szczepu Rhizobium , k tóry wcześniej został 
pozbawiony tego plazmidu. Szczep biorcy odzyskuje wtedy zdolność brodaw ko­
wania, jednakże utworzone brodawki nie przaswajają azotu, ponieważ brakuje 
odpowiedniego regionu DNA odpowiedzialnego za wiązanie azotu (tzw. regionu 
,,n if’ i „fix”) [70]. Autorzy wspomnianej pracy zakazili rośliny grochu takim  
właśnie szczepem Rhizobium  i wykazali, że w utworzonych brodaw kach obecne 
są wszystkie noduliny, w tym również leghem oglobina. K onkluzja jest więc 
następująca: poza regionem „nod”, regiony ,,nif' i , f i x ”, a także inne geny obecne 
na megaplazmidzie nie biorą udziału w indukcji genów nodulinowych. M ożna 
więc z dużym praw dopodobieństw em  powiedzieć, że sygnał aktywujący geny 
nodulinowe pochodzi z regionu „nod” plazm idu symbiotycznego Rhizobium , 
chociaż nie m ożna wykluczyć, że również inne geny umiejscowione na chom oso- 
mie Rhizobium  mogą brać udział w tym procesie.

IV-2.2. Czy grupa hemowa indukuje syntezę Lb

Do niedaw na sądzono, że głównym czynnikiem stym ulującym  syntezę 
leghemoglobiny może być cząsteczka hemu, stanowiąca grupę prostetyczną 
leghemoglobin. Przypuszczenia te oparte były na obserwacji, że grup'a hemowa 
niezbędna do utworzenia funkcjonalnej Lb jest syntetyzowana przez Rhizobium  
[9, 71], szczególnie intensywnie w w arunkach podobnych do tych, jakie panują w 
rozwijających się brodaw kach korzeniowych (niskie stężenie tlenu) [72]. Póź­
niejsze doniesienia nie potwierdziły tej hipotezy. O tóż w brodaw kach utw orzo­
nych po zakażeniu soi zm utowanym  szczepem Rhizobium japonicum , w którym  
endogenny poziom hemu jest znacznie niższy niż w szczepie dzikim, stężenie 
leghemoglobiny w cytoplazmie, nie odbiega od norm y [73].

Stw ierdzono ponadto, że transkrypcja chimerycznego genu, składającego się 
z prom otora leghemoglobinowego i znajdującego się pod jego kontro lą genu tzw.
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„reporter gene” kodującego fosfotransferazę neomycyny (N PTII) nie jest, jak  się 
spodziewano, indukow ana przez podanie hemu [74]. Ekspresję tego genu 
badano w drożdżach, gdzie funkcjonuje kilka hem oprotein, których synteza jest 
kontrolow ana na poziomie transkrypcji przez wew nątrzkom órkow y hem. N a 
marginesie należy dodać, że ci sami autorzy postulują, iż ekspresja w spom nia­
nego genu chimerycznego jest regulow ana przez hem na poziomie translacji. 
Brak jednak dowodów, że podobny mechanizm regulacji za pośrednictwem 
hemu działa w w arunkach naturalnych, tzn. w brodaw kach korzeniowych soi. 
Problem  udziału hemu w indukcji genów Lb pozostaje więc nadal otwarty.

IV-3. Analiza regionów DNA kontrolujących ekspresję genów Lb

Pojawienie się nodulin wyłącznie w brodaw kach korzeniowych, a nie w 
innych częściach roślin jest przykładem  tkankowo-specyficznej ekspresji genów 
eukariotycznych. W literaturze opisane zostały przykłady tego typu ekspresji 
niektórych genów roślinnych [75]. Chociaż dokładny m echanizm  regulacji nie 
został poznany, wykazano np., że ekspresja genów biorących udział w fotosynte­
zie indukow ana jest przez światło, dzięki obecności światłoczułych sekwencji w 
obrębie ich regionu prom otorow ego [76]. Te krótkie odcinki DNA  (sekwencje 
cis) zdolne są do oddziaływania z aktyw atorem  („trans-acting factor”), który 
może kontrolow ać proces transkrypcji określonego genu.

Dzięki osiągnięciom inżynierii genetycznej m ożna obecnie zidentyfikować te 
fragmenty genu, które biorą udział w regulacji transkrypcji i decydują o jego 
organospecyficznej ekspresji. Możliwe jest bowiem wprow adzenie do chrom oso­
mu rośliny obcego genu i badanie jego aktywności in vivo. I tak  w celu znalezienia 
regionów DNA odpowiedzialnych za tkankowo-specyficzną ekspresję genów 
Lbc3 soi, skonstruow ano chimeryczny gen o następującej strukturze: 5'-niekodu- 
jąca sekwencja Lbc3 (ok. 2000 p.z.)--sekwencja kodująca CAT-3'-niekodujący 
region Lbc3 (ok. 1000 p.z.) [77]. G en ten został w prow adzony do genomu innej 
rośliny m otylkow atej Lotuscorniculatus za pom ocą plazm idu Ri jako  wektora. 
Dzięki obecności sekwencji kodującej CAT można było łatw o m onitorow ać jego 
aktywność. Autorzy wykazali, że ekspresja nowego genu zachodzi wyłącznie w 
brodaw kach stransform owanej rośliny (a nie w innych jej tkankach) i jest 
regulow ana na poziomie RNA. Co więcej, sekwencja prom otorow a Lbc3 
kontroluje również prawidłow ą ekspresję chimerycznego genu w trakcie rozwoju 
brodawki. Ekspresja następuje bowiem przed pojawieniem się aktywności 
nitrogenazy, podobnie jak  to ma miejsce w przypadku L bc3 w macierzystej soi.

D okładna analiza różnych fragm entów regionu prom otorow ego („deletion 
analysis”) wykazała, że za tkankowo-specyficzną ekspresję genu Lbc3 w strans- 
formowanych roślinach odpowiedzialny jest fragment D N A  o długości 37 p.z., 
k tóry znajduje się w odległości 102 p.z. w kierunku 5' od kodonu inicjatorowego 
[78]. Region ten obecny jest również w innych genach Lb i nodulinowych, 
których sekwencja została poznana. Być może ten właśnie fragm ent prom otora
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stanowi miejsce receptorowe dla cząsteczki aktyw atora pozytywnie kontro lu ją­
cego skoordynow aną ekspresję tej grupy genów w brodawkach. Jak wiadomo, 
transkrypcja genów kodujących Lb i niektóre noduliny w soi [79], a także w 
łubinie [65] zachodzi niemal jednocześnie. Jest więc praw dopodobne, że ich 
ekspresja może być kontrolow ana przez jedną cząsteczkę aktyw atora. Z 
najnowszych badań wynika również, że takie czynniki aktywujące są obecne w 
brodaw kach soi. W ykazano bowiem, że inkubacja jąder izolowanych z zarod­
ków soi z ekstraktem  z brodawek prow adzi do indukcji genów Lb i dwu innych 
nodulin [80]. Aktywacja następuje pod wpływem czynnika zawartego w 
brodaw kach, ponieważ ekstrakty z innych części roślin nie dały takiego efektu. 
Co więcej, badanie kom pleksów typu D NA -białko, pozwoliło na precyzyjne 
określenie, z którym  regionem genu Lbc3 oddziaływują dom niem ane czynniki 
aktywujące z brodawek [81]. Są to dwa elementy prom otora o długości 24 i 16 
p.z. znajdujące się w odległości 223 i 169 nukleotydów  w kierunku 5' od kodonu 
ATG (Ryc. 1.). Jak się jednak okazuje, żaden z tych fagmentów nie jest identyczny 
z regionem DNA odpowiedzialnym  za tkankowo-specyficzną ekspresję genu 
Lbc3, znalezionym na podstawie badań p rom otora („deletion analysis”).

Reasum ując m ożna jednak powiedzieć, że uzyskane rezultaty potwierdzają 
istnienie w brodaw kach korzeniowych czynników białkowych zdolnych do 
specyficznego oddziaływania z regionem prom otorow ym  genów leghemoglobi- 
nowych. Zostały również zidentyfikowane te fragmenty p rom otora Lb, które 
mają znaczenie dla jego ekspresji w brodaw kach. M ożna oczekiwać, że 
oczyszczenie czynników aktywujących transkrypcję, poznanie ich budowy i 
mechanizm u oddziaływania z elem entami cis DNA będzie następnym  krokiem  
zmierzającym do wyjaśnienia, jak  następuje tkankowo-specyficzna ekspresja 
tych genów.

V. Ewolucja genów leghemoglobinowych

Białka globinowe są szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Z nana jest 
tetram etryczna hem oglobina u wyższych kręgowców, m onom eryczna jej forma u 
niektórych strunowców i różnych bezkręgowców, m onom eryczna mioglobina i 
leghemoglobina. O statnio znaleziono także hem oglobinę u roślin niem otylkowa- 
tych [14, 15], bakterii [42] i owadów [82]. K om puterow a analiza sekwencji 
am inokwasów poznanych globin zwierzęcych i roślinnych wykazała ich podo­
bieństwo strukturalne [43]. N a tej podstaw ie wysunięto sugestię, że wszystkie 
globiny pochodzą od wspólnej pierwotnej praglobiny.

Porów nanie sekwencji DNA roślinnych i zwierzęcych genów globinowych 
pozwoliło na sformułowanie dalszych uogólnień. Po pierwsze —  różnicowanie 
się tych dwu grup genów rozpoczęło się w przybliżeniu 1400 milionów lat temu 
(przy założeniu, że szybkość procesów ewolucyjnych zachodzących w obu 
grupach organizm ów była taka sama). Po drugie — geny roślinne podlegały
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ewolucji w podobny sposób jak  geny zwierzęce. Częstość zmian nukleotydów 
(addycje, delecje i substytucje) w regionie kodującym  jest zbliżona, a struktura 
intronów  jest podobna [83]. O becność krótkich sekwencji potwarzających się 
(„direct repeat”) w obrębie intronów  nasuwa przypuszczenie o udziale elementów 
mobilnych w tworzeniu tej struktury. Po trzecie — obecność dwu bardzo 
podobnych regionów zawierających geny Lb (region I i II, Ryc. 2) wskazuje, że w 
rozwoju ewolucyjnym soi zaszła duplikacja dużych regionów chrom osom u. 
Ponieważ soja jest rośliną tetraploidalną [84], obie grupy genów mogły powstać 
przez duplikację genomu w prym itywnym  gatunku soi, ale mogła też nastąpić 
duplikacja tylko części chrom osom u zawierającej geny Lb.

Do niedawna sądzono, że leghem oglobina występuje jedynie w roślinach 
motylkow atych, które pojawiły się ok. 200 milionów lat temu [9]. Powstało w 
związku z tym kilka interesujących teorii, próbujących wyjaśnić w jaki sposób 
rośliny m otylkow ate nabyły gen globinowy. W arto przytoczyć niektóre z nich 
chociaż w świetle dzisiejszych danych wydają się m ało praw dopodobne.

J e f f r e y s  [85] zasugerował, że gen Lb został przeniesiony ze świata 
zwierząt za pośrednictwem  wirusa jak o  wektora. Źródłem  genu —  dawcą, miały 
być wg. au to ra np. owady. Jednakże niedawno okazało się, że struk tu ra genu 
globinowego z Chironomus (ochotek) jest zupełnie n iepodobna do struktury  
genów Lb: brak jej intronów  [82]. Czyni to mało praw dopodobną teorię 
„transferu horyzontalnego”.

A p p l e b y  [9] wysunął interesującą sugestię, że gen globinopodobny (np. 
kodujący białko oddechowe) został przeniesiony z Rhizobium  do genomu 
prymitywnej rośliny m otylkowatej, po czym zmiany ewolucyjne doprowadziły 
do pow stania współczesnej Lb. Teoretycznie możliwe byłoby przeniesienie 
fragm entu DNA z bakterii do genom u roślinnego w podobny sposób jak  to czyni 
Agrobacterium tumefaciens. Do niedaw na sądzono, że globiny są białkam i 
eukariotycznym i, ale ostatnio opisano takie białko w bakteriach [42], co 
mogłoby przemawiać za opisaną możliwością. Jednakże obecność sekwencji 
intronow ych w genach Lb świadczy przeciwko tej hipotezie, gdyż w organizm ach 
prokariotycznych powszechne jest występowanie genów bez intronów.

M ożna też przyjmować, że pojawienie się leghemoglobiny w roślinach 
m otylkow atych jest wynikiem ewolucji zbieżnej (“convergent”). W edług tej teorii 
gen Lb miałby powstać przez rekom binację istniejących w roślinach dwóch 
eksonów kodujących dom eny białkowe wiążące hem i dwóch innych elementów 
roślinnego DNA. Podobną hipotezę proponuje B 1 a k e dla wyjaśnienia dużej 
heterogenności białek wiążących hem [86]. Co więcej, dane o występowaniu 
genów globinowych w roślinach niem otylkow atych (Rozdz. II), pozw alają 
uważać za praw dopodobne, że leghem oglobina, taka jaką  odnajdujem y w 
roślinach motylkowych jest produktem  ekspresji genu obecnego w świecie roślin 
od m om entu kiedy wszystkie organizm y eukariotyczne miały wspólnego przod­
ka. W toku ewolucji gen ten został być może usunięty z genom u niektórych roślin 
lub nie podlega w nich ekspresji.
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Nie ulega wątpliwości, że dalsze badania struk tury  i m echanizm u ekspresji 
genów globinowych w roślinach powinny ułatwić zrozumienie procesów ewolu­
cyjnych, które doprowadziły do sym biotycznego wiązania azotu.

Artykuł otrzymano 16 września 1987 r.
Zaakceptowano do druku 6 września 1988 r.
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I. Wstęp

G likoproteiny, to liczne, zróżnicowane strukturalnie i funkcjonalnie białka. 
Są wśród nich m.in. enzymy, horm ony, im m unoglobuliny, białka osocza krwi, 
wydzielin śluzowych, błon biologicznych i wiele innych [1— 4]. N a ich konfor­
mację i funkcję biologiczną w różnym stopniu wpływają oligosacharydowe grupy 
prostetyczne. Sądzi się, że te ostatnie w jakiejś mierze decydują o takich ważnych 
zjawiskach biologicznych, jak: rozpoznanie m iędzykom órkow e i adhezja ko­

* Doc. dr hab., Zakład Biochemii i Metabolizmu Leków, Akademia Medyczna, ul. Lubartow­
ska 85, 20-123 Lublin
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mórek, różnicowanie kom órkowe, rozpoznawanie zew nątrzkom órkow ych sy­
gnałów i ich transm isja do kom órek, w ew nątrzkom órkow y transport i segregacja 
białek, czy też usuwanie glikoprotein z krwi [5].

Jednostki cukrowe glikoprotein wykazują znaczne zróżnicowanie, jeśli 
chodzi o ich wielkość i strukturę, poczynając od m ono- i disacharydów, do 
rozgałęzionych oligosacharydów zawierających na ogół nie więcej niż 20 reszt 
m onosacharydow ych. Zaw artość tych jednostek w poszczególnych glikoprote- 
inach może być jakościow o i ilościowo różna. Podobna heterogenność może 
występować w obrębie ich struktury  oligomerycznej.

Intensywne badania, prow adzone przy użyciu zarów no klasycznych, jak  i 
nowych m etod odszczepiania i analizy składnika cukrowego, pozwoliły poznać, 
zwłaszcza w ostatnim  dziesięcioleciu, kilkaset s truk tu r oligosacharydowych 
występujących w glikoproteinach [6]. W ogólnym zarysie poznano również ich 
biosyntezę [1, 2]. Szczególnie interesująca i złożona okazała się biosynteza 
oligosacharydów wchodzących w skład glikoprotein połączonych N-glikozydo- 
wo. N a ogół obejmuje ona trzy etapy: formowanie się prekursorow ego oligosa- 
charydu na nośniku lipidowym, jego przeniesienie na białko i przetwarzanie 
(processing). W tych badaniach cenne usługi oddały now oodkryte naturalne i 
syntetyczne inhibitory biosyntezy glikoprotein [7, 8].

S trukturę i biosyntezę glikoprotein poznano, badając głównie m ateriał 
pochodzenia zwierzęcego i drożdże. Pod tym względem rośliny były badane 
niesystematycznie i w sposób raczej powierzchowny, co znalazło wyraz we 
wcześniejszych artykułach przeglądowych [9,10]. Niniejszy artykuł przedstawia, 
w świetle dotychczasowych badań, zagadnienia struktury  i biosyntezy g likopro­
tein roślinnych połączonych N-glikozydowo.

II. Struktura glikoprotein

Istotnym  elementem struktury  glikoprotein jest rodzaj w iązania kowalencyj­
nego łączącego część cukrow ą z łańcuchem  polipeptydowym. G likoproteiny 
szczególnie szeroko rozpowszechnione w organizm ach eukariotycznych zawie­
rają wiązanie N-glikozydowe między resztą N -acetyloglukozoam iny (GlcNAc) i 
asparaginy. W innych glikoproteinach takich, jak  np. m ucyna i substancje 
grupowe krwi, występują w iązania O-glikozydowe, które tworzą reszty N-acety- 
logalaktozoam iny i seryny lub treoniny. Te, i inne, mniej rozpowszechnione 
O -glikoproteiny nie będą om aw iane w niniejszym artykule. W arto dodać, że w 
cząsteczce pojedynczej glikoproteiny mogą występować równocześnie O- i 
N-glikozydowo połączone oligosacharydy.

Analiza poznanych dotąd  kilkuset łańcuchów oligosacharydowych N-gliko- 
protein kom órek zwierzęcych pozwoliła zakwalifikować je, pom im o jej znacznej 
heterogenności, do trzech podstawowych typów strukturalnych. M ianowicie do 
oligosacharydów: polim annozowych (high-m annose type), złożonych (complex 
type) i mieszanych (hybride type). W spólnym elementem struk tury  wszystkich
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trzech typów jest pentasacharyd M a n a l-3 /M a n a l-6 /-M an p i-4 G lcN A c p l-4 - 
GlcNAc-A sn — określany jako  rdzeń (core) [11].

O ligosacharydy polim annozowe zawierają w swojej cząsteczce, oprócz 
rdzenia, od dwóch do 6-ciu dalszych a-glikozydowo połączonych reszt m annozo- 
wych, wobec czego oligosacharydy te m ożna przedstawić wzorem sumarycznym: 
M an 5_ 9/G lcN A c/2 [12]. W oligosacharydach złożonych występują dodatkow o, 
obok M an i GlcNAc, reszty galaktozy (Gal), fukozy (Fuc) i kwasu N-acetyloneu- 
ram inowego (SA). Ich struk tu ra  jest mniej lub bardziej rozgałęziona, a ilość 
odgałęzień (anten) może wahać się od 2 do 6-ciu. Liczne przykłady tych 
złożonych struktur znajdzie Czytelnik w pracach przeglądowych [2 ,6 ], O ligosa­
charydy mieszane charakteryzują się obecnością elementów obydwu poprzed­
nich struktur.

B adania strukturalne N -glikoprotein roślinnych datu ją się od roku 1964,

Tabela 1

Glikoproteiny roślinne połączone N-glikozydowo

Glikoproteiny
Skład Struktura

monosacharydowy zbadana Piśmiennictwo

Lektyny
Erythrina cristagalli GlcNAc, 

Fuc Xyl
Man, nie 14

Glycine maxima (soy bean agglutinin) GlcNAc, Man tak 15
GrifTonia simplicifolia GlcNAc, 

Fuc Xyl
Man, nie 16

Phaseolus limensis (lima bean) GlcNAc,
Fuc.

Man, tak 17

Phaseolus vulgaris (fitohemaglutynina) GlcNAc, 
Fuc Xyl

Man, tak 19

Sophora japonica GlcNAc, 
Fuc Xyl

Man, tak 20

Vicia graminea GlcNAc, 
Fuc Xyl

Man, nie 21

Białka zapasowe
Białko 7S GlcNAc, Man nie 22
Fazeolina GlcNAc,

Xyl
Man, tak 23

Wicilina GlcNAc, Man nie 25, 31
Enzymy
a-amylaza (ryż) GlcNAc,

Fuc
Man, nie 26

Bromelaina GlcNAc, 
Fuc Xyl

Man, tak 27, 32

Lakaza (jawor) GlcNAc, Man, tak 28
Fuc Xyl, Gal

Peroksydaza GlcNAc, Man, nie 29
Fuc Xyl, Ara

Taka-amylaza GlcNAc, Man tak 30
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kiedy to w pracowni S h a r o n a  [13] poraź pierwszy zidentyfikowano połącze­
nie asparaginylo-oligosacharydow e w hemaglutyninie z soi. Dalszy postęp w tej 
dziedzinie osiągnięto jednak dopiero w roku 1975, opisując pierwszą strukturę 
oligosacharydową N -glikoproteiny roślinnej, brom elainy z drzewa ananasow e­
go. N a przełomie lat 70/80 poznano kom pletną struk turę szeregu dalszych 
oligosacharydów, a w niektórych przypadkach zdołano przynajmiej ustalić ich 
skład jakościowy. Scharakteryzow ane oligosacharydy występują w lektynach, 
białkach zapasowych i enzymach roślinnych (Tabela I). We wszystkich oligosa- 
charydach znaleziono GlcNAc i M an, u większości również Fuc i ksylozę (Xyl), w 
jednym  przypadku (lakaza) —  G al i w jednym  (peroksydaza) — arabinozę (Ara).

Rye. 1 przedstawia wybrane struktury  oligosacharydowe niektórych gliko- 
protein roślinnych. Lektyna z soi (soy bean agglutinin) zawiera typowy 
oligosacharyd polim annozow y o składzie M an9/G lcN A c/2 (Ryc. la). Podobny 
oligosacharyd znaleziono w lektynie z Phaseolus vulgaris (tora bean). Zw raca tu 
jednak uwagę obecność związanych z rdzeniem reszt Fuc i Xyl (Ryc. lb). Dwa 
oligosacharydy wyizolowane z brom elainy są całkowicie pozbawione odgałęzie-

Manal — ►2Manot1 Q
\

^Mana1v

Manal — ► 2Mano1 ^Marysi — ► 4GlcNAc^1 — ► 4GlcNAc£1 ► NAsn

/
Mana 1 — ► 2 Mana 1 — 2Mana1 

Manal—►2Mana1N̂  b

^Manal

s  X
Ma™1-1 Manfil — ► iGIcNAc/M — ► ¿GlcNAc/S1 — ►Asn
Man«.1\^  ̂ 2 3

Manal — ► 2Mana1

Manal — 6 Manal ^

jMan^l — ► ¿GIcNAc^l — ►¿GlcNAc

/  tXyl̂ 1 I
Fucal

Manal d
\

®Man^1 — ►¿GIcNAcyM — ► AGIcNAc 

Xyli1'/<
Fucetl

Ryc. 1. Struktury oligosacharydowe N-glikoprotein roślinnych a. Lektyna soi; b. Lektyna fasoli 
(tora bean); c i d. bromelaina ananasa.
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Manctl
\

§Man>3l — ► ¿GIcNAc^l —► ¿GIcNAc 

/  3
Manal

Xyl¿1 Fuc<l1

Manal

“Man/51 — ►¿GIcNAc^l — ►OSIcNAc 
j f  2 3

GIcNAcjM —*2Vauti.Y
Xyl/51 Fucal

GlcNAc,61 — »»2Mana1

.,Man£l — ► ¿GIcNAc/M — ►¿GIcNAc

S  2 i
Manal

XylySl Fucal

GlcNAc>31 —► 2Mana1
\

^Manpl —►¿GlcNAc£1—►AGIcNAc

GIcNAcAl —*■ 2Mana1
Xyl̂ 1 Fucal

Fucal.x
6

Gal^1 —*■ ¿GIcNAcAl —► 2Mana1.
\

^Manyłl —► 4GlcNAcjS1 —►¿GIcNAc 
y 2 3

GIcNAcfil —► 2Mana1
*  Xyl/1 Fucal

Fucal.
6

Gal^1 —  AGIcNAcj&l —►2Mana1N̂

3Man/ł1 — ► 4GlcNAc/S1 —► ¿GIcNAc

Galyjl — ► ¿GIcNAcySi — ►2Manar
6 Xyl/S1 Fucal

Fucal^

Ryc. 2. Oligosacharydy laktazy Acer pseudoplatanus.

nia a  1,3 przy (3-mannozie. Z tą ostatn ią jest natom iast połączona (31,2-glikozy- 
dow o —  Xyl (Ryc. lcd).

W 1986 roku T a k a h a s h i  i ws p .  [28] po raz pierwszy wykazali w 
glikoproteinach roślinnych struktury  oligosacharydowe złożone dwuantenowe. 
Znaleźli je w lakazie z drzewa jaw orow ego Acer pseudoplatanus (Ryc. 2). 
W ystępuje w nich ksyloza, k tó ra pow iązana jest pi,2-glikozydow o z p-mannozą, 
podobnie jak  to ma miejsce w brom elainie i lektynie fasoli (tora bean). W arto tu 
podkreślić, że obecność ksylozy jest charakterystyczną cechą glikoprotein
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roślinnych. M onosacharyd ten w glikoproteinach zwierzęcych znaleziono tylko 
w jednym  przypadku-a-hem ocyjaniny hemolimfy ślim aka (Helix pomatia) [33]. 
Inną, godną uwagi cechą oligosacharydów lakazy (a także wymienionych wyżej 
dwóch dalszych glikoprotein roślinnych) jest powiązanie Fuc z term inalną 
GlcNAc wiązaniem al,3-glikozydow ym , a nie, jak  to jest w oligosacharydach 
glikoprotein zwierzęcych, wiązaniem al,6-glikozydowym .

Reasumując, dotychczasowe wyniki badań strukturalnych wykazały, że w 
m ateriale roślinnym występują glikoproteiny zawierające oligosacharydy o 
różnej budowie, podobnie jak  to ma miejsce w przypadku glikoprotein 
zwierzęcych. Różnice pom iędzy oligosacharydam i z tych dwóch źródeł dotyczą 
jedynie kilku cech. Tak więc oligosacharydy roślinne są znacznie mniej 
rozgałęzione i nie występują w nich typowe dla zwierzęcych —  reszty sjalowe. Z 
kolei ksyloza jest w oligosacharydach roślinnych szeroko rozpowszechniona, 
podczas gdy w zwierzęcych znaleziono ją, jak  dotychczas, tylko w jednym  
przypadku. Wreszcie w tych pierwszych fukoza jest pow iązana z term inalną 
GlcNAc wiązaniem al,3-glikozydow ym , zaś w tych drugich — wiązaniem 
al,6-glikozydowym . N atom iast występowanie w obu grupach oligosacharydów 
identycznego pentasacharydow ego rdzenia sugeruje, że ich biosynteza, przy­
najmniej na pewnym etapie, przebiega podobnie.

III. Udział poliprenoli w biosyntezie prekursorowego oligosacharydu glikoprotein

111-l. Poliprenylofosfomonosacharydy

W latach 1969— 71 pojawiło się szereg prac, w których autorzy obserwowali 
w różnych organizm ach eukariotycznych przeniesienie radioaktyw nych mon- 
osacharydów  — m annozy, glukozy i N-acetyloglukozoam iny —  z ich połączeń 
nukleotydowych do frakcji lipidowej. W krótce udało się udowodnić, że powstałe 
w ten sposób glikolipidy to odpowiednio: poliprenylofosfom annoza — i glukoza, 
oraz poliprenylodifosfo-N-acetyloglukozoam ina. Badania te dotyczą głównie 
m ateriału zwierzęcego i om ów iono je w artykule przeglądowym opublikowanym  
w Postępach Biochemii [34], Biosynteza prenylofosfom annozy u roślin (prepara­
ty z kiełków fasoli i włókien bawełny) om ówiona również we wspom nianym  
artykule, była przedm iotem  badań głównie w pracowniach E 1 b e i n a i 
V i 11 a m e z a. Prace te nie doprowadziły jednak do wyizolowania poszczegól­
nych m annolipidów i ustalenia ich struktury. Biorąc ponadto  pod uwagę fakt, że 
przeniesienie m annozy z G D P-m annozy do frakcji lipidowej stym ulował 
zarów no fikaprenylofosforan, jak  dolichylofosforan, trudno jest w tej chwili 
powiedzieć, które typy poliprenoli (nasycone czy nienasycone) są naturalnym i 
akceptoram i reszt m annozow ych i niezbędne są dalsze badania w tym kierunku. 
Nic nie wiadom o również o m annozylotransferazie katalizującej syntezę m anno­
lipidów roślinnych.

Powstawanie glukolipidu przy udziale U D P-glukozy i endogennego akcep­
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to ra  lipidowego poraź pierwszy obserw ow ano w m ikrosom ach włókien bawełny 
[9]. W yizolowany z soi akceptor lipidowy glukozy przypom inał swoimi 
w łasnościami nasycony prenylom onofosforan [10]. Z kolei w wyniku inkubacji 
m ikrosom alnych preparatów  grochu z izopentenylodifosforanem  otrzym ano 
dolichylofosforan (Dol-P). Ten, był akceptorem  reszt glukozy z U D P-glukozy, 
dając D ol-P-glukozę. Co do tego ostatniego produktu  istnieje jednak kon­
trow ersja, gdyż był on również identyfikowany jak o  dolichylodifosfoglukoza 
(D ol-PP-glukoza) [ref. 9].

Przeniesienie GlcN Ac-1-P z U D P-G lcN A c na endogenny akceptor lipidowy 
katalizow ały preparaty m ikrosom alne z różnych gatunków  roślin [ref. 9, 10]. W 
reakcji tej uczestniczy odpow iednia GlcN A c-1-P transferaza, k tórą zsolubilizo- 
wano Tritonem  X-100 z rosnących w zawiesinie kom órek soi [36]. Enzym 
wykazywał optim um  pH 7.6, był ham ow any przez EDTA i aktywow any jonam i 
M g2 + . Jego działanie było stym ulowane przez fosfatydyloglicerol i fosfatydylo- 
inozytol. Podobnie jak  odpowiedni enzym u zwierząt, był on silnie ham owany 
przez tunikam ycynę — nukleozydowy antybiotyk pochodzenia grzybowego [7].

111-2. Poliprenylodifosfooligosacharydy

Biosynteza poliprenylodifosfooligosacharydów oraz ich udział w glikolizacji 
białek u drożdży i zwierząt została om ów iona w artykule opublikow anym  w 
Postępach Biochemii [4]. Tutaj zostanie przedstaw iona biosynteza tych związ­
ków w m ateriale roślinnym.

Procesy biosyntezy oligosacharydów na nośnikach poliprenoidowych oraz 
przeniesienie tych oligosacharydów na różne białka akceptorow e są już dobrze 
udokum entow ane. W biosyntezie bierze udział szereg enzymów, glikozylotran- 
sferaz, związanych z retikulum  endoplazm atycznym , które kolejno dokonują 
przeniesienia 2 reszt GlcNAc, 9 reszt M an i 3 reszt Gic z ich połączeń 
nukleotydowych lub lipidowych na Dol-P, tw orząc G lc3M an 9G lcN A c2-PP- 
-Dol. Część oligosacharydowa jest następnie przenoszona w całości na akceptor 
białkowy. U zwierząt poszczególne reakcje szlaku dolicholowego i jego m etaboli­
ty zostały w dużym stopniu poznane [1, 2]. U roślin przem iana ta występuje 
również, lecz wiele jej członów nie zostało dostatecznie scharakteryzowanych. 
Tym niemniej końcowy oligosacharyd został wyizolowany z m ateriału roślin­
nego i jego struk tu ra  została poznana.

Reakcją inicjującą szlaku dolicholowego jest wymienione już w poprzednim 
rozdziale przeniesienie G lcN A c-lP  z U D P-G lcN A c na D ol-P  i wytworzenie 
G lcN A c-PP-D ol. Ten, jest akceptorem  drugiej reszty GlcNAc, dając GlcNAc- 
G lcN A c-PP-D ol. O dpow iednią transferazę przenoszącą drugą resztę GlcNAc 
w yekstrahow ano i częściowo oczyszczono z m ikrosom ów kiełków fasoli [37]. 
Enzym wykazywał optim um  pH 7.4— 7.6, był aktyw ow any jonam i M g2+ oraz 
niejonowymi detergentam i N oidet P-40 i T rition X-100. N ukleotydy urydylowe 
silnie ham owały enzym, przy czym U D P  i U D P-G lc były silniejszymi inhibito­
rami aniżeli U M P  i UTP.
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W kolejnej reakcji szlaku dolicholowego z udziałem G D P-m annozy tworzy 
się M an J3-GlcNAc2-PP-D ol. Reakcję tę katalizow ały m ikrosom alne preparaty z 
włókien bawełny i ekstrakty z Phaseolus aureus [ref. 9]. D ol-P-m annoza nie była 
donorem  reszt m annozow ych w tej reakcji. Enzym — (3-mannozylotransferazę 
otrzym ano z frakcji m ikrosom alnej aorty  [38], został on również znaleziony w 
kom órkach soi (G. P. K a u s h a l ,  doniesienie ustne).

Jednym z produktów  tworzących się in vitro podczas inkubacji preparatów  
błonnych pochodzenia zwierzęcego z donoram i cukrów jest M an 5G lcN A c2- 
PP-D ol [1 ,9 ]. D onorem  wszystkich reszt m annozow ych jest tu G D P -m annoza 
[39, 40]. P reparaty  enzymatyczne z nasion soi i włókien bawełny [41], liścieni 
grochu i fasoli [42— 44] oraz kiełków fasoli [45] również syntetyzowały różne 
oligosacharydy związane z poliprenoidam i. Istnieje przekonanie, że także u 
roślin dawcą pierwszych 5-ciu reszt m annozowych dla prekursorow ego oligosa- 
charydu jest G D P-m annoza. Świadczą o tym wyniki doświadczeń z użyciem 
EDTA lub afomycyny — związków blokujących syntezę D ol-P-m annozy. So- 
lubilizowane preparaty frakcji m ikrosom alnej kom órek soi, zdolne do synte­
zy szeregu oligosacharydów od M anG lcN A c2 do M an 8G lcN A c2, w obec­
ności wspom nianych inhibitorów  syntetyzowały jedynie M an 3G lcN A c2 i 
M an 5G lcN A c2 [41]. W kom órkach zwierzęcych heptasacharyd może być dalej 
wydłużany przy udziale D ol-P-m annozy i Dol-P-glukozy, aż do wytworzenia 
G lc3M an9G lcN A c2 [1]. U roślin ten ostatn i związek wyizolowano z kiełków 
koniczyny [46], oraz hodowli kom órek tytoniu [47] i soi [48]. N atom iast sam 
proces wydłużania oligosacharydu o 3 reszty Gic nie był przedm iotem  badań.

IV. Przeniesienie oligosacharydu z nośnika lipidowego na białko

Glikolyzacja białek jest na ogół procesem kotranslacyjnym  i polega na 
przeniesieniu en bloc kom pletnego łańcucha oligosacharydowego z donora 
lipidowego na rosnący polipeptyd akceptorow y [1]. W procesie tym oligosacha- 
rylotransferaza (dolichylodifosfooligosacharyd: białko oligosacharylotranse- 
raza) zlokalizow ana w retikulum  endoplazm atycznym  wchodzi w interakcję ze 
znajdującym  się w tym samym środow isku oligosacharydo-lipidem  oraz tw o­
rzącym się na polisom ach łańcuchem  polipeptydowym . M echanizm  tej reakcji 
jest jeszcze słabo poznany. Istnieje przekonanie, że specyficzność glikozylacji jest 
przede wszystkim związana z budow ą cząsteczkową białka akceptorow ego, a w 
mniejszym stopniu z budow ą oligosacharydu [49].

Glikozylacja reszt asparaginy odbyw a się w obrębie tzw. „sekwencji m arke­
rowej” Asn-X-Ser/Thr [11]. M echanizm  reakcji związany jest z wytworzeniem 
wiązania wodorowego między grupą am idow ą asparaginy i grupą hydroksylow ą 
hydroksyam inokw asu, co zwiększa reaktywność tej pierwszej w stosunku do 
donora reszt glikozylowych [50]. Tw orzeniu się tego wiązania sprzyja konfor­
macja typu pętli (loop) lub zgięcia (P-turn) w okolicy „sekwencji m arkerow ej” i 
fakt ten został potw ierdzony statystycznie [11].
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Badania wielu autorów  [ref. 2] świadczą, że obecność reszt glukozy w 
łańcuchu oligosacharydu powiązanego z lipidem znacznie ułatwia przeniesienie 
tego oligosacharydu na cząsteczkę białka poprzez obniżenie wartości Km w 
stosunku do donora reszt glikozylowych. Jednakże obecność reszt glukozowych 
nie jest w arunkiem  sine qua non przeniesienia. Tak na przykład uzyskano szereg 
m utantów  kom órek drożdżowych, deficytowych na wielu etapach syntezy 
oligosacharydo-lipidu i stwierdzono, że nieglukozylowane olligosacharydy o 
długości od M an t _ 2G1cNA c2 do M an9G lcN A c2 były przenoszone na białko. 
P odobne zjawisko obserwow ano u pierwotniaków, a ostatnio również u zwierząt 
[52]. Sądzi się również, że glukozylacja chroni oligosacharyd przed enzymatycz­
ną degradacją [2].

O ile reszty glukozy ułatwiają przeniesienie oligosacharydu na białko,
o tyle reszty m annozy wydają się nie wpływać na ten proces. Dla przykładu 
usunięcie pereferyjnych reszt m annozowych z prekursorow ego oligosacha­
rydu przy pom ocy a-m annozydazy nie wpływało na aktyw ność donorow ą 
glikolipidu. Zielone wiciowce Volvox carteri syntetyzowały oligosacharyd 
G lcM an 5G lcN A c2, który był przenoszony na białko. Podobnie kom órki 
organizm ów  eukariotycznych inkubow ane w obecności inhibitorów  wy­
wołujących deficyt energetyczny (CCCP, antym ycyna A) sytetyzowały 
G lcM an 5G lcN A c2, który brał udział w glikozylacji białek [ref. 2].

Badań nad przeniesieniem oligosacharydu z donora lipidowego na białko w 
m ateriale roślinnym nie prow adzono, jedynie w jednej pracy stwierdzono, że 
przeniesienie oligosacharydu o nieznanym bliżej składzie na zdenaturow aną 
rybonukleazę A katalizow ała frakcja m ikrosom alna z kiełków rącznika [53]. 
Jednakże występowaniu tej reakcji u roślin świadczy wykazanie prekursorow ego 
oligosacharydu związanego z białkiem. Nie opisano też oligosacharylotransfe- 
razy roślinnej. N atom iast enzym ten wyizolowano z m ateriału zwierzęcego [49].

V. Przetwarzanie (processing) oligosacharydu N-glikoprotein

Oligosacharyd po przeniesieniu na białko ulega przetwarzaniu. [1, 2]. 
Zasadniczo dokonuje się ono w dwóch fazach: w pierwszej — następuje skrócenie 
łańcucha przy pomocy kilku specyficznych glikozydaz (trimming) i w d ru ­
giej—  odbywa się dodaw anie nowych reszt m onosacharydow ych przy udziale 
swoistych glikozylotransferaz (dojrzewanie).

Reakcje przetw arzania były badane przy użyciu kom órek soi [55]. Zawiesinę 
kom órek inkubow ano najpierw z /2 -3H /-m annozą, a następnie z nieznaczoną 
m annozą. W różnych odstępach czasu kom órki traw iono pronazą i ciężar 
cząsteczkowy uzyskiwanych glikopeptydów oznaczono przy pom ocy kalibrow a­
nej kolum ny Biogel P-4. O bserw ow ano stopniowe usuwanie wszystkich reszt 
glukozy, a także jednej lub dwu reszt mannozy. W przypadku aglutyniny soi 
usuwane były jedynie reszty glukozowe, dając M an9G lcN A c2 występujący w
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dojrzałym białku [16]. Potw ierdza to przypuszczenie, że przetwarzanie gliko- 
protein roślinnych przebiega podobnie jak  u zwierząt.

Wcześniejsze obserwacje D a v i e s  i D e l m e r  [56] wskazują na występo­
wanie u roślin reakcji charakterystycznej dla późnej fazy przetwarzania. 
Wymienieni autorzy wykazali obecność niewrażliwej na tunikam ycynę reakcji 
przeniesienia GlcNAc z U D P-G lcN A c na nieredukujący koniec oligosachary- 
dów glikoprotein endogennych w Phaseolus aureus. Resztę G lcN Ac m ożna było 
następnie usunąć przez traktow anie glikoprotein P-N -acetyloglukozoam inidazą. 
Jednakże autorzy ci nie ustalili struktury  oligosacharydów będących akcepto­
rami reszt GlcNAc. V i t a l e  i C h r i s p e e l s  [57] badali syntezę fitohemaglu- 
tyniny w Phaseolus vulgaris i stwierdzili, że białko to było akceptorem  reszt 
GlcNAc, zaś reakcja transferazowa przebiegała w aparacie Golgiego. F itohem a- 
glutynina była następnie transportow ana do ziaren aleuronowych (protein 
bodies), stanowiących w pewnym sensie odpowiedniki lizosomów zwierzęcych, 
gdzie reszty GlcNAc były następnie usuwane przez obecną tam  p-N-acetylo- 
glukozoam inidazę.

Innym, bezpośrednim  podejściem do badania reakcji przetw arzania były 
doświadczenia z użyciem zdefiniowanego substratu  G lc3M an 9G lcN A c1 _ 2 i 
preparatów  błonowych różnych tkanek, jako  źródła enzymów. Uwolnienie 
jednej lub więcej reszt glikozylowych było m iarą aktywności enzymatycznej i 
umożliwiło śledzenie procesu oczyszczania glikozydaz izolowanych z frakcji 
m ikrosomalnej.

Reakcję przetw arzania inicjuje specyficzna al,2-glikozydaza, zw ana glukozy- 
dazą I, k tóra odszczepia term inalną resztę glukozow ą [58, 59]. Aktywność 
glukozydazy I znaleziono w m ikrosom ach kiełków fasoli i po solubilizacji 
T ritonem  X-100 oczyszczono ten enzym ok. 200 razy [60]. Enzym usuwał jedną 
resztę glukozy z G lc3M an9GlcNAc i był ham owany przez kojibiozę (kojibiose)
—  disacharyd glukozy połączony wiązaniem a-l,2-glikozydow ym . Inne, badane 
disacharydy zawierające glukozę, jak: nigeroza, m altoza i izom altoza, nie były 
inhibitoram i glukozydazy I. Enzym był również bardzo wrażliwy na działanie 
znanych silnych inhibitorów  zwierzęcej glukozydazy I —  kastanosperm iny (cast- 
anosperm ine) i deoksynojirim ycyny (deoxynojirimycin). Analogiczny enzym 
otrzym ano w stanie ham ogennym  z w ątroby cielęcej [61].

Kolejne dwie reszty glukozy w oligosacharydach są połączone wiązaniem 
al,3-glikozydowym . Hydrolizę tych wiązań katalizuje jeden enzym glukozydaza
II. Enzym ten otrzym ano z wątroby szczura [62] i kiełków Phaseolus aureus [60]. 
G lukozydaza zwierzęca działała na GlCj _ 2M an9G lcN A c2, p-nitrofenylo-a-D - 
glukopyranozyd, 4-m etyloum beliferylo-a-D -glukopyranozyd i m altozę, zaś glu­
kozydaza roślinna tylko na ten pierwszy związek. O ba enzymy są przypuszczal­
nie glikoproteinam i.

Następnym  etapem  przetw arzania jest odszczepienie z M an9G lcN A c2 
czterech reszt m annozy połączonych al,2-glikozydow o i wytworzenie 
M an 5G lcN A c2. U zwierząt reakcję tę katalizują trzy enzymy: oc-mannozydaza 
retikulum  endoplazm atycznego oraz m annozydazy 1A i IB, które to enzymy
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odszczepiają w aparacie Golgiego trzy dalsze reszty m annozowe [63— 66]. 
S z u m i l o  i ws p .  [67] wyizolowali m annozydazę I z frakcji mikrosomalnej 
Phaseolus aureus, k tó ra odcinała wszystkie cztery jednostki mannozowe. En­
zym wymagał dla swojej aktywności jonów  C a2+ i działał jedynie na 
M an9GlcN A c, _ 2. N a jego budowę glikoproteinow ą wskazuje zdolność wiąza­
nia się z konkanaw aliną A — lektyną z Canavalia ensiformis.

M an 5G lcN A c2 jest akceptorem  reszt GlcNAc z U D P-G lcN A c w reakcji 
katalizow anej przez GlcNAc-transferazę I, dając G lcN A cM an5G lcN A c2 [68], 
P rodukt ten grom adził się w mieszaninie inkubacyjnej zawierającej solubilizo- 
wane preparaty  z Phaseolus aureus oraz swainsoninę (swainsonine) która 
blokując m annozydazę II, zapobiegała dalszemu odszczepieniu reszt m annozo- 
wych i tworzeniu się dalszych produktów  tej przemiany [69]. Na utworzony 
oligosacharyd G lcN A cM an5G lcN A c2 działa z kolei m annozydaza II, która 
odcina kolejne dwie reszty m annozow e połączone wiązaniami glikozydowymi 
a l,3  i ocl,6 [68], Oczyszczony preparat z kiełków fasoli złocistej wykazywał 
optim um  pH 6.0, był aktywow any Tritonem  X-100 i ham owany przez swainso­
n in ę— alkaloid z Astragalus sp., a także przez trójm annozyd zawierający 
w iązania glikozydowe a l,3  [70].

P rodukt m annozydazy II —  G lcN A cM an3G lcN A c2— jest akceptorem 
nowej reszty GlcNAc, dając G lcN A c2M an3G lcN A c2. Uczestnicząca w tej reakcji 
G lcN Ac-transferaza II została najpierw znaleziona i scharakteryzow ana u 
zwierząt [71], a następnie u roślin [72]. Oczyszczony 3400 razy enzym z frakcji 
m ikrosom alnej Phaseolus aureus przenosił resztę GlcNAc na m annozę połączoną 
wiązaniem al,6-glikozydow ym  z P-mannozą; wykazywał absolutną zależność od 
jonów  M n2+ [72].

W organizm ach zwierzęcych szereg dalszych GlcN Ac-transferaz oznaczo­
nych num eram i od III do VI dodaje do tego ostatniego oligosacharydu nowe 
reszty GlcNAc inicjujące formowanie się s truk tu r w ieloantenowych [ 11 ]. Z kolei 
wydłużanie się rozgałęzień o reszty galaktozy, fukozy czy kwasu sjalowego 
odbywa się przy udziale specyficznych glikozylotransferaz zlokalizowanych w 
aparacie Golgiego. C ukry te są przenoszone na rosnący glikosacharyd z 
odpowiednich połączeń nukleotydowych, t.j. U D P-galaktozy, G D P-fukozy i 
C M P-kw asu sjalowego [11]. U roślin reakcje te są jeszcze mało poznane.

Badania w ewnątrzkom órkowego rozmieszczenia enzymów przetwarzania 
glikoprotein roślinnych (glikozydaz i glikozylotransferaz) zostały przeprow adzo­
ne w liścieniach Phaseolus vulgaris [73]. W ykazały one, że glukozydazy I i II 
występują w retikulum  endoplazm atycznym , natom iast wszystkie pozostałe — w 
aparacie Golgiego. Te ostatnie były jednolicie rozmieszczone w obrębie aparatu  
Golgiego [73].

Wyniki dotychczasowych badań przeprowadzonych przez zespół E 1 b e i n a 
wskazują, że przetwarzanie oligosacharydowych łańcuchów N -glikoprotein 
roślinnych i zwierzęcych biegnie szlakiem analogicznym aż do etapu wytworze­
nia G lcN A c2M an3G lcN A c2 (Ryc.'3). Uzupełnieniem i rozwinięciem tych badań 
są prace grupy Chrispeelsa wyjaśniające strukturę i biosyntezę fitohemaglutyni-
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Ryc. 3. Reakcje przetwarzania prekursorowego oligosacharydu N-glikoprotein obserwowane w 
preparatach fasoli. □  — N-acetyloglukozoamina; O  — mannoza; A — glukoza; F — fukoza; F-T —
— fukozylotransferaza; X — ksyloza; X-T — ksylozylotransferaza.

ny i fazeoliny —  dwóch glikoprotein zapasowych, grom adzonych w ziarnach 
aleuronowych liścieni Phaseolus vulgaris [23, 25, 74].

Fitohem aglutynina jest tetram erem , w którym  każdy łańcuch polipeptydowy 
zawiera dwa oligosacharydy związane N-glikozydowo: jeden — polim annozowy
i drugi — zmodyfikowany. W retikulum  endoplazm atycznym  każdy z czterech 
polipeptydów otrzym uje kotranslacyjne dwa oligosacharydy polim annozowe 
[74]. Następnie jeden oligosacharyd z każdej pary ulega w aparacie Golgiego 
obróbce polegającej na skróceniu łańcuch i oraz uzyskaniu przezeń reszt fukozy, 
ksylozy oraz peryferyjnych reszt GlcNAc. Podstawienie fukozą może o d ­
bywać się na poziomie G lcN A cM an5G lcN A c2 G lcN A cM an3G lcN A c2 i 
G lcN A c2M an3G lcN A c2, zaś ksylozą — tylko na poziomie dwóch ostatnich 
oligosacharydów [74],
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Inne, także tetram etryczne białko zapasowe Phaseolus uulyaris — fazeo- 
lina zawiera trzy rodzaje N-glikozydowo związanych oligosacharydów: 
M an 9G lcN A c2, M an 7G lcN A c2 i X yl-M an3G lcN A c2 [23]. Interesującym jest 
fakt, że przetwarzanie oligosacharydu 3-ciego dokonuje się (z wyjątkiem reakcji 
glukozydaz) w aparacie Golgiego, podczas gdy usuwanie dwóch reszt m annozo- 
wych w oligosacharydzie 2-gim ma miejsce dopiero w ziarnach aleuronowych 
[23].

W arto podkreślić, że preparaty m ikrosom alne z fasoli nie były zdolne do 
katalizow ania przeniesienia dalszych reszt G lcNAc na G lcN A c2M an 3G lcN A c2, 
co świadczyłoby, że nie zawierają one aktywności G lcN A c-transferaz III i IV. 
Brak tych enzymów byłby przeszkodą w syntezie u roślin oligosacharydów 
trójantenow ych oraz oligosacharydów  posiadających dodatkow ą resztę GlcNAc 
przy centralnej (3-mannozie w rdzeniu (bisected). W istocie, takich oligosachary­
dów dotąd  u roślin nie stwierdzono.

K i m u r a  i ws p .  [75] w oparciu o analizę struk turalną szeregu oligosa­
charydów  lektyn Ricinus com m unis zaproponow ali odm ienny szlak ich przetw a­
rzania. Nie uwzględnia on ani reakcji glikozydazowych pierwszej fazy (trim- 
ming), ani też udziału w tym procesie G lcN Ac-transferaz I i II. W odczuciu au to ra 
szlak ten świadczy raczej o dalszej hydrolitycznej modyfikacji oligosacharydów 
w ziarnach aleuronowych po ich uprzednim  przetworzeniu w retikulum  endo- 
plazm atycznym  i aparacie Golgiego.

Z badań C h r i s p e e l s  i ws p .  [57] wynika, że obie peryferyjne reszty 
G lcN Ac w zm odyfikowanym  łańcuchu oligosacharydowym  fitohem aglutyniny 
ulegają odszczepieniu w ziarnach aleuronowych, gdzie białko to grom adzi się 
jak o  m ateriał zapasowy. To sam o zjawisko obserw ow ano również w przypadku 
fazeoliny [23]. M ożna jedynie spekulować, czy reszty te nie spełniają przypad­
kiem funkcji sygnału decydującego o transporcie glikoprotein do ziaren aleuro­
nowych. W przypadku hydrolaz lizosomów zwierzęcych funkcję tę pełni reszta 
m annozo-6-fosforanow a [2], T aka rola wydaje się jednak mało praw dopodob­
na, ponieważ tunikam ycyna — silny inhibitor glikolizacji białek na poziomie 
G lcN A c-1-P transferazy przem iany dolicholowej —  nie ham uje transportu  nie- 
glikozylowanej fitohem aglutyniny do ziaren aleuronowych [76]. Ponadto, w 
strukturach  tych występują białka nie będące glikoproteinam i (glicynina soi, 
legumina grochu). Raczej m ożna przypuszczać, że term inalne reszty GlcNAc 
pełnią funkcję sygnałowe decydujące o przebiegu późnych reakcji przetw arzania 
oligosacharydów w aparacie Golgiego (np. fukozylacji i ksylozylacji).

W oparciu o dotychczasowe badania m ożna stwierdzić, że w N-glikoprote- 
inach roślinnych występują struktury  oligosacharydowe charakterystyczne dla 
glikoprotein zwierzęcych. Są one jednak znacznie mniej rozgałęzione, nie 
zawierają typowych dla zwierzęcych reszt sjalowych, lecz są bogate w reszty 
ksylozowe, które z kolei w zwierzęcych glikoproteinach występują niezwykle 
rzadko.

Biosynteza oligosacharydów  u roślin obejmuje, podobnie jak  u zwierząt, trzy 
fazy: formowanie się prekursor^w ego oligosacharydu na nośniku polipreno-
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idowym, jego przeniesienie na białko i przetwarzanie. Również w ew nątrzkom ór­
kowa organizacja biosyntezy jest podobna: reakcje dwóch pierwszych faz są 
zlokalizowane w rektikulum  endoplazm atycznym , trzeciej — zainicjowane w 
retikulum  endoplazm atycznym , przebiegają głównie w aparacie Golgiego. W 
przypadku N -glikoprotein zapasowych roślin końca hydolityczna modyfikacja 
oligosacharydów może odbywać się w ziarnach aleuronowych.

Autor wyraża serdeczne podziękowanie Prof. dr Alanowi D. Elbeinowi z Health Science Center 
at San Antonio, USA, za przyznanie stypendium i możliwość odbycia 2-letniego stażu w Jego 
laboratorium, gdzie wykonano badania cytowane w niniejszym artykule.

Artykuł otrzymano 13 października 1987 r.
Zaakceptowano do druku 9 września 1988 r.
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I. Wstęp

W zrost roślin w środowiskach skażonych m etalam i ciężkimi, jest zjawiskiem 
szeroko rozpowszechnionym, a zarazem  przykładem  ewolucji na drodze natu ra l­
nej selekcji [1]. Towarzyszy temu wytwarzanie ekotypów  roślinnych adap tu ją­

* Dr, Instytut Biologii, Zakład Fizjologii Roślin, Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, ul. 
Akademicka 19, 20-033 Lublin

** Na temat metalotioneiny ukazał się w 1976 roku obszerny artykuł przeglądowy: P i o ­
t r o w s k i  J. K., M o g i 1 n i c k a E. M., (1976), Post. Biochem., 22, 401—419.
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cych się do przeżywania takich warunków  bez objawów toksyczności, a ekotypy 
te określa się mianem tolerancyjnych.

M echanizmy pozwalające roślinom  przeżywać w środowiskach zanieczysz­
czonych m etalam i ciężkimi są bardzo różne [2]. Polegają one między innymi na 
wydzielaniu przez korzenie nadm iaru pobranych jonów  [3], unierucham ianiu 
metali w ścianach kom órkowych [4, 5] lub w akuolach [6— 8]. Często spotykaną 
adaptacją są zmiany enzymatyczne, polegające bądź na syntezie nowych 
enzymów, bądź dotyczące ilości czy intensywności ich w ytwarzania [9], Bardzo 
powszechnym sposobem  detoksykacji organizm ów  roślinnych jest wiązanie 
wolnych toksycznych jonów  metali ciężkich w nietoksyczne kompleksy ze 
składnikam i chemicznymi kom órek. W zrostowi stężenia jonów  pewnych metali 
(zwłaszcza cynku i niklu) w środowisku odżywczym roślin towarzyszy wzmożona 
synteza kwasu jabłkow ego i m alonowego w cytoplazmie oraz kwasu szczawio­
wego w wakuoli [6, 8, 10, 11]. Kwasy te, są czynnikam i wiążącymi jony metali w 
tych przedziałach kom órkowych, elim inując tym samym jony z ogólnego 
m etabolizm u. Z naną odpowiedzią na wzrost wewnątrzkom órkow ego stężenia 
jonów  miedzi jest wiązanie jej z am inokwasam i, zwłaszcza takimi jak  cysteina i 
histydyna. Powstające kom pleksy pełnią rolę zarów no w unierucham ianiu 
wolnych toksycznych jonów  miedzi oraz są połączeniami, w postaci których 
miedź jest transportow ana w roślinie przez floem [12].

Inną, najbardziej chyba powszechną, formą znoszenia toksycznego działania 
jonów  metali ciężkich u roślin są ich połączenia z białkami. Białka te, to bądź 
peptydy obecne w kom órkach w naturalnych w arunkach [13— 16], bądź też 
peptydy indukow ane przez jony metali [17— 21].

Szerszemu omówieniu tego ostatniego zagadnienia, poświęcony jest obecny 
artykuł.

II. Białka wiążące metale ciężkie u zwierząt i mikroorganizmów roślinnych

11-1. Metalotionemy

W 1957 roku M a r g o s h e s  i V a l l e e  [22] wyizolowali z końskiej nerki 
białko związane z kadmem. Po dokładnym  oczyszczeniu i scharakteryzow aniu 
[23, 24] nazwane zostało m etalotioneiną, z pow odu stwierdzonych w nim 
niezwykle dużych ilości metalu i siarki. Dalsze badania wykazały, że m etalotio- 
neiny są obecne w niektórych tkankach zwierzęcych w w arunkach fizjologicz­
nych. Niewielkie ich ilości stw ierdzono w wątrobie, nerkach i szpiku kostnym , 
gdzie funkcjonują jako  główne formy przechowywania niezbędnych śladowych 
pierwiastków, głównie Z n 2+ i C u 2+, lub są formą wiązania toksycznych jonów , 
np. C d 2 + w celu wyłączenia ich z ogólnego m etabolizmu. Zwiększenie w ew nątrz­
kom órkow ego stężenia jonów  metali ciężkich, indukuje w nich intensywność 
syntezy m etalotionein. T aka zdolność, wytw arzania zwiększonych ilości białek
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chelatujących toksyczne wolne jony, jest fizjologiczną podstaw ą zmniejszenia 
wrażliwości na metale ciężkie u zwierząt [25].

Stała obecność m etalotionein w niektórych tkankach zwierzęcych, wyklucza 
pogląd, że rola m etalotionein jest wyłącznie protekcyjna. M etalotioneinom  
przypisuje się też udział w zew nątrzkom órkow ej (homeostatycznej) i wewnątrz­
kom órkowej regulacji m etabolizm u pierwiastków śladowych w organizmie w 
odpowiedzi na zew nątrzkom órkow e zmiany ich stężeń. Te, zwykle „krótko 
żyjące” połączenia, m ogą po degradacji uwalniać jony metali niezbędnych dla 
potrzeb metaloenzymów, zapewniając organizm owi hom eostazę w gospodarce 
m ikroelem entam i [25, 26].

M etalotioneiny, oraz inne m etaloproteiny o właściwościach podobnych do 
m etalotioneiny wyizolowanej z końskiej nerki, spotyka się u sinic [17], grzybów 
[18— 20], bezkręgowców [27, 28] i zwierząt kręgowych [22, 23, 29, 30, 31]. 
Kom pleksy takie, niezależnie od organizm u z jakiego pochodzą, oraz niezależnie 
od rodzaju jonu  który je indukuje, charakteryzuje wiele wspólnych cech:

1) są to białka term ostabilne, których masa cząsteczkowa wyliczona na 
podstaw ie składu am inokwasow ego wynosi 6— 7 kD, a oznaczona m etodą 
filtracji żelowej wynosi 10 kD,

2) są indukow ane przez wiele metali, a zwłaszcza C d 2 + , C u 2 + , Z n 2+, N i2 + , 
P b 2 + , C o 2 + , Bi3 + , Hg + , A u +, Ag + ,

3) duża ilość zawartej w nich siarki jest wynikiem obecności cysteiny, k tóra 
stanowi około 33% całkowitej zawartości reszt am inokwasowych budujących 
łańcuch polipeptydowy złożony z 61— 62 reszt am inokwasowych,

4) w I-rzędowej strukturze białka m etalotionein zwraca uwagę pow tarzająca 
się sekwencja cysteina-X-cysteina, gdzie X jest am inokwasem  innym niż cysteina 
(najczęściej są to lizyna, arginina lub seryna),

5) sekwencja cysteina-X-cysteina są miejscami wiązania jonów  metali z 
białkiem a wiązania te m ają charak ter połączeń typu m erkaptydowego,

6) stosunek m olarny zawartej w polipeptydzie cysteiny do ilości wiązanych 
przez jej reszty jonów  metali dwuwartościowych wynosi 3 :1 ,

7) brak, lub bardzo niska zawartość w składzie am inokwasowym  am ino­
kwasów arom atycznych i histydyny,

8) m erkaptydow e wiązanie metalu z cysteiną oraz brak aminokwasów 
arom atycznych pow odują, że m etalotioneiny charakteryzuje wysoka absorban- 
cja przy 250 nm, a niska przy 280 nm. W zwierzęcych m etalotioneinach stosunek 
A25o/A 28o wynosi około 10.

M etalotioneiny są kodow ane przez geny strukturalne, których ekspresję i 
transkrypcję regulują w ew nątrzkom órkow e zmiany stężeń jonów  metali. W yka­
zano ponadto, że u zwierząt czynniki stresowe i towarzyszący im wzrost poziomu 
horm onów  glukokortykosterydow ych, mogą wzmagać intensywność syntezy 
wątrobowych m etalotionein. Podobny wpływ, na zwiększenie ilości m etalotio­
nein w organizm ach zwierzęcych, ma injekcja bakteryjnego lipopolisacharydu 
[32— 35]. Również infekcje wirusowe wywołują wzrost poziom u transkrypcji
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genów m etalotionein, a za indukcję tę odpow iada praw dopodobnie interferon 
syntetyzowany w odpowiedzi na infekcje [35, 36].

U roślin obecność m etalotionein ograniczona jest wyłącznie do niektórych 
m ikroorganizm ów . Jony miedzi, obecne w środowisku wzrostu drożdży Sac­
charomyces cerevisiae, indukują wytwarzanie w kom órkach tego grzyba białka 
wiążącego metal, a właściwości tego kom pleksu pozwalają zaliczyć go do 
miedziotionein. W yizolowane białko m a masę cząsteczkową 10 kD, w składzie 
am inokwasowym  zawiera 24,3% cysteiny i wiąże 10 atom ów  m etalu [18]. 
Kom pleks, o właściwościach podobnych do tych jakie cechują metalotioneiny 
zwierzęce, izolowano również z kom órek grzyba Neurospora crassa rosnącego w 
obecności znacznej zawartości jonów  miedzi w podłożu [19, 20]. W ydaje się, że 
również i u tego m ikroorganizm u roślinnego, zdolność przeżywania w takich 
w arunkach może być wynikiem możliwości syntezy miedzioproteiny. Miedzio- 
proteinę tę nazwano m iedziotioneiną, mimo wielu odmiennych jej właściwości 
różniących ją  od m etalotionein zwierzęcych. Tioneinę Neurospora crassa charak­
teryzuje, podobnie jak  m etalotioneiny zwierzęce, wysoka zawartość cysteiny 
(28%). Łańcuch polipeptydowy zbudow any jest tu jednak nie z 61 (jak u 
zwierząt), ale z 25 reszt aminokwasowych, czego konsekwencją jest, znacznie 
niższa niż u zwierząt, m asa cząsteczkowa kom pleksu (2.2 kD). Również w 
kom órkach sinicy Synechococcus sp., rosnącej w środowisku o zwiększonej 
zawartości kadm u, wykryto obecność kadm otioneiny o masie cząsteczkowej 8.54 
kD  i zawartości cysteiny wynoszącej 11.4% [17].

11-2. Białka ubogie w cysteinę wiążące metale ciężkie

U zwierząt bezkręgowych i niektórych grzybów, spotyka się również białka 
wiążące metale ciężkie, lecz nie charakteryzujące się jednak, tak jak  m etalotio­
neiny, wysoką zaw artością cysteiny. Kom pleksy te posiadają też całkowicie 
odm ienne właściwości. U trąb ika Buccinum tenuissimum stwierdzono obecność 
dwu (F IIa i FI1b) plazm atycznych glikoprotein wiążących kadm  [37]. G likopro- 
teina F IIA zawiera ok. 80% białka i ok. 20% cukrów (wśród których przeważają 
glukoza, fruktoza, galaktoza, m annoza, glukozam ina i galaktozam ina). M asa 
cząsteczkowa tej glikoproteiny wynosi 8 kD  i wiąże ona 6 atom ów  kadm u. 
G likoproteina F IIB, złożona z ok. 92%  białka i ok. 8% podobnych rodzajów 
cukrów, wiąże 8 atom ów  kadm u. W obu glikoproteinach stwierdza się jedynie 
śladowe ilości cysteiny.

Podobną glikoproteinę, związaną z jonam i kadm u, a zawierającą nieznaczne 
ilości cysteiny, wykazano u larwy ow ada Pteronarcys californica [38].

W gruczołach traw iennych mięczaka Pecten maximus, wykryto zawierające 
jony kadm u białko o masie cząsteczkowej 55 kD  [39]. Białko to zawiera również 
pewne ilości węglowodanów i m ożna je uważać za glikoproteinę. Zaw artość reszt 
cysteinowych w składzie am inokwasowym  wynosi około 9%.

Również i w kom órkach grzybów, rosnących w obecności jonów  kadm u, 
stwierdza się obecność fosfoglikoproteiny wiążącej ten metal. U grzyba Agaricus
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macrosporus taki Cd-fosfoglikoproteinowy kompleks nazwano mykofosfatyną. 
Nie wykazano w nim obecności cysteiny a w wiązaniu metalu uczestniczą reszty 
fosfoseryny [40], Właściwości m ykofosfatyny porównyw ane są z właściwościami 
białek uczestniczących w transporcie w apnia u zwierząt [41]. Przypuszczalna 
rola tej kadm oproteiny grzybów polega na grom adzeniu jonów  kadm u, którego 
obecność wielokrotnie wykazano, stymuluje wzrost mycélium [42],

III. Białka wiążące metale ciężkie u roślin wyższych

L ata 80-te przyniosły bardzo dużo doniesień o, podobnym  jak u zwierząt, 
mechanizmie detoksykacji organizm ów roślinnych narażonych na wzrost w 
środow iskach skażonych m etalam i ciężkimi. W 1980 roku R a u s e r  i C u r -  
v e t t o  [21] opisali właściwości m etaloprotreiny, k tórą wyizolowali z korzeni 
trawy Agrostis gigantea rosnącej w w arunkach skażonego miedzią podłoża. 
Autorzy nazwali odkryty kom pleks m iedziotioneiną wykazując, że to roślinne 
białko m a właściwości charakterystyczne dla m etalotionein zwierzęcych. Prze­
mawiały za tym term ostabilność i niska masa cząsteczkowa miedzioproteiny 
oraz wysoka zaw artość cysteiny w jej składzie am inokwasowym. Syntezę tego 
białka de novo indukow ał wzrost stężenia jonów  miedzi w podłożu, a obecności 
jego nie stw ierdzano u roślin nie narażonych na działanie niefizjologicznych 
dawek metalu.

Odkrycie R - a u s e r a  i C u r v e t t o ,  m etalotioneiny w tkankach roślin 
wyższej, zainspirow ało wielu badaczy d o szu k an ia  potwierdzenia, że w organiz­
mach roślin wyższych istnieje, podobny jak  u zwierząt, mechanizm detoksykacji. 
Wynikiem tego, było pojawienie się w ostatnich kilku latach, bardzo dużej ilości 
publikacji w których opisywano właściwości wyizolowanych z tkanek roślin 
wyższych m etaloprotein, tworzących się w obecności metali ciężkich. Ich 
obecność stwierdzono w korzeniach trawy Agrostis gigantea [43— 45], kukury­
dzy [46], pom idora [47], fasoli [48, 49], soi [50], Silene cucubalus [51], tytoniu 
[52], ryżu [53] i w liściach kapusty [54].

W ykrywane m etaloproteiny roślin wyższych, wielu autorów  nie nazywało 
jednak m etalotioneinam i, lecz kom pleksam i podobnym i do m etalotionein 
(„metallothionein-like complexes”), ze względu na znaczące różnice ich składu 
aminokwasow ego w porów naniu z m etalotioneinam i zwierzęcymi. C haraktery­
zuje je wprawdzie wysoka zaw artość cysteiny [25— 40% ], jednak stwierdza się w 
ich składzie am inokwasow ym  niezwykle dużą zawartość kwasu glutam inowego 
[20— 54% ].

Masy cząsteczkowe tych roślinnych m etaloprotein określano jako  podobne 
do mas cząsteczkowych m etalotionein zwierzęcych. Zw racano jednak uwagę, że 
wyznaczanie mas cząsteczkowych roślinnych m etaloprotein zależne jest w 
dużym stopniu od sposobu ich izolowania z tkanek [16, 45, 55, 56]. Obecność 
dużej zawartości kwasu glutam inow ego w budowie roślinnych m etaloprotein 
sprawia, że mają one charakter anionowy i przez to wykazują wysokie
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powinowactwo względem DEAE-zasadow ych jonowym ieniaczy używanych do 
ich rozdziału. Niezbędne staje się więc stosowanie buforów o znacznie wyższej, 
niż w przypadku m etalotionein zwierzęcych, sile jonowej do elucji roślinnych 
kom pleksów z zasadowych wymieniaczy jonowych. Zastosow anie zaś buforów o 
niskiej sile jonowej, sprzyja agregacji lub oligomeryzacji cząsteczek o an iono­
wych ładunkach, co może być powodem, że oznaczone masy cząsteczkowe są 
znacznie wyższe niż w rzeczywistości. Po uwzględnieniu odpowiednich w arun­
ków preparatyki okazało się, że masy cząsteczkowe, prawie wszystkich opisa­
nych dotąd  m etaloprotein roślin wyższych, są znacznie niższe (600— 4000) niż 
m etalotionein zwierzęcych (10000).

W naszej pracowni wykryliśmy m iedzioproteiny w korzeniach owsa [13] i 
szpinaku [14, 15] w w arunkach wzrostu w środowisku o znacznej zawartości 
miedzi. Nie wykazaliśmy jednak, aby białka wiążące powstawały de novo i miały 
właściwości m etalotionein zwierzęcych. Stwierdzamy, że są to białka cytosolu 
kom órek mające zdolność wiązania m etalu przez grupy sulfhydrylowe. Ich 
anionow y charak ter sprawiał nam  również trudności w wyznaczaniu masy 
cząsteczkowej m etodą filtracji żelowej. Zastosow anie buforów o wysokiej sile 
jonow ej do elucji wskazuje, że ich masy cząsteczkowe mają wartość około 2000.

B adania ostatnich lat wydają się dodatkow o potwierdzać różnice we 
właściwościach m etaloprotein roślinnych i zwierzęcych, a różnice te skłaniają 
wielu autorów  do kw estionow ania obecności m etalotionein typu zwierzęcego u 
roślin wyższych [16, 55, 57— 59].

IV. Fitochelatyny

Począwszy od 1985 roku, pojawiło się w literaturze wiele informacji o 
peptydach wiążących metale ciężkie w tkankach roślin wyższych. Synteza tych 
peptydów oraz ich właściwości, różnią je znacznie od m etalotionein zwierząt i 
m ikroorganizm ów  roślinnych, oraz od m etaloprotein opisanych dotąd  u roślin. 
P onad to  ich struk tu ra  znakomicie uzasadniła, stw ierdzaną dotychczas przez 
wielu autorów , wysoką zaw artość cysteiny i kwasu glutam inowego w budowie 
m etaloprotein roślinnych, oraz ich niską masę cząsteczkową. Peptydy te 
nazw ano fitochelatynam i [59].

Fitochelatyny wiążą najczęściej kationy takie jak: C d 2+, Z n 2+, C u 2 + , P b 2 + , 
N i2 + , Sb3+, A g+, a także aniony A sO ^ ' i SeO 2 - . Nie obserwowano syntezy 
fitochelatyn pod wpływem stresów, np. tem peraturow ych, które wywołują 
wytwarzanie specyficznych białek w organizm ach zwierzęcych. Synteza fito­
chelatyn nie jest indukow ana przez metale de novo, lecz tworzą się one z 
wykorzystaniem , powszechnie występującego w kom órkach trójpeptydu —  glu- 
tationu  [16, 60— 62].

G lu tation  jest syntetyzowany w kom órkach roślinnych głównie w ch lo ro­
plastach i cytoplazmie [63— 65]. W stanie zredukow anym  (GSH) działa w 
kom órkach jako  czynnik utrzym ujący reszty cysteinowe białek w formie
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zredukow anej [66, 67], pełni rołę w redukcji toksycznych rodników  tlenowych 
[66, 67], neutralizow aniu toksycznego działania herbicydów [68], jest również 
najpowszechniejszą form ą transportow ania siarki w roślinach [69— 72].

G lu ta tion  jest trójpeptydem , zbudow anym  z kwasu L-glutaminowego, 
L-cysteiny i L-glicyny powiązanych dw om a wiązaniami peptydowymi. C hara­
kterystyczny jest sposób pow iązania grupy karboksylowej L-glutam inianu z 
grupą am inow ą L-cysteiny. Jest to wiązanie typu y-karboksyam idowego a nie, 
jak  zwykle w peptydach, a-karboksyam idow e. D latego też skrócona forma 
wzoru g lutationu m a postać y-L-glu-L-cys-gly (Ryc. 1A).

a) £ - l- g l u t a m in ia n  l- c ysteina  L-GLICYNA
I ------------------------------------------------- 1----------------------- I --------------------------------- 1

9 9
2 HOOC -c h 2-c h 2- c h - £ - n - c h -  c - n - c h 2-c o o h  

I I I  I
nh2 h c h2sh  h

b) ^-L-GLUTAMIN IAN L-CYSTEINA ft-ALANINAi ----------------------------i ---------------- i -J-----------------,
o o

2HOOC-CH7-C H ,-C H -C  - n -  c h -  c -n -c h -c o o h  
I I I  I I
nh2 h ch2sh h ch 3 

Ryc. 1. Struktura glutationu /A / i homo-glutationu /B/.

Fitochelatyny, podobnie jak  glutation, w składzie am inokwasowym  wykazu­
ją  obecność tylko trzech różnych am inokw asów , tzn. L-glutam inianu, L-cysteiny
i L-glicyny. Są one liniowymi polimerami jednostki y-glu-cys, będącej fragm en­
tem glutationu i podobnie jak  w cząsteczce glutationu, am inokwasy tego 
fragm entu łączą się wiązaniem y-karboksyam idowym . Aminokwasem term inal­
nym w łańcuchu fitochelatyn jest, podobnie jak  w glutationie, glicyna. F itochela­
tyny nazywane są często poli (y-glu-cys)ngly, gdzie n może mieć wartość 2— 11, co 
daje łańcuch peptydowy złożony z 5— 23 am inokw asów  [60],

Tego rodzaju peptydy izolowano z kom órek drożdży Schizosaccharomyces 
pombe [61, 73, 74] w których, po dodaniu  do hodowli C dC l2, stwierdzono 
obecność dwu rodzajów  białek wiążących kadm  (C d-B Pl i Cd-BP2) o masach 
cząsteczkowych 1.8 i 4 kD. N azw ano je kadystyną A i kadystyną B, a po 
dokładnej analizie ich składu am inokwasowego, zaproponow ano dla nich 
następującą budowę:

KADYSTYNA A

(NH3)-Y-GLU-CYS-V-GLU-CYS-'i-GLU-CYS-GLY-COO"

KADYSTYNA B

(NH3) -V -G LU -C Y S -V -G L U  -  CYS -GLY-COCT

Ryc. 2. Struktura łańcuchów peptydowych kadystyny A i kadystyny B wiążących jony kadmu w 
komórkach Schizosaccharomyces pombe [74].
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Od czasu odkrycia fitochelatyn w tkankach roślin wyższych przez G r i l l a  i 
w s p. [59], obecność peptydów  o budowie poli(y-glu-cys)gly wiążących metale 
ciężkie, potw ierdzono u tych organizm ów  wielokrotnie. Stwierdzono je w 
badaniach kultur kom órkow ych wielu gatunków  roślin okrytonasiennych 
hodow anych w obecności jonów  kadm u [55, 57, 59, 75— 77]. O pisano też 
fitochelatyny wiążące kadm , wykryte w korzeniach wielu gatunkach roślin 
jedno- i dwuliściennych [78— 80], oraz wiążące miedź w korzeniach Mimulus 
guttatus [81, 82]. Wszystkie, z opisanych dotychczas fitochelatyn, mają niską 
masę cząsteczkową a ich skład am inokw asow y pozwala na zaproponow anie 
struktury  ich łańcuchów peptydowych.

Skoro, jak  uważa wielu autorów , glutation jest bezpośrednio zaangażowany 
w syntezę fitochelatyn, intensywność syntezy i zużywania glutationu kom órko­
wego pow inna ulegać zmianie w obecności toksycznych stężeń metali ciężkich. 
Przypuszczenia te poparły ostatnie badania równoczesnego określania poziomu 
kom órkow ego glutationu i tw orzonych fitochelatyn w obecności metali ciężkich 
[16, 62]. Równocześnie z syntezą peptydów  wiążących metale spada zawartość 
g lutationu w kom órkach. Wówczas, najszybciej tworzy się fitochelatyna o 
najkrótszym  łańcuchu, tzn. (y-glu-cys)2gly. F itochelatyny o dłuższych łańcu­
chach pow stają później.

Za udziałem glutationu w syntezie fitochelatyn przemawia też fakt, że po 
zastosow aniu inhibitorów  syntezy glutationu, nie obserwuje się wytwarzania 
m etalopeptydów  [16, 76, 77]. Specyficznym inhibitorem  syntetazy y-glutamylo- 
cysteinowej jest p reparat o nazwie buthionin  sulfoximin. Inhibitor ten, użyty w 
stężeniu 2 mM  powoduje, że w kom órkach Rauvolfia serpentina, rosnących w 
obecności toksycznych stężeń jonów  srebra, obserwuje się 94%  spadek produkcji 
fitochelatyn [16].

Fitochelatyny, podobnie jak  glutation, nie są syntetyzowane na drodze 
ekspresji genów strukturalnych w obecności metali ciężkich. Również obecność 
wiązań y-karboksyam idow ych w ich budowie wyklucza możliwość kodow ania 
tego peptydu przez geny strukturalne [55, 57, 58]. Regulacyjna funkcja jonów  
metali ciężkich w biosyntezie fitochelatyn, może się przejawiać wpływem na 
aktywność enzymów uczestniczących w wytwarzaniu prekursora tych m etalo­
peptydów — glutationu [62, 81].

V. Homo-fitochelatyny

W ytwarzanie peptydów wiążących jony C d 2 + , podobnych, lecz nie identycz­
nych z fitochelatynam i, zaobserw ow ano w obecności jonów  kadm u w tkankach 
roślin niektórych gatunków  rzędu Fabales (np. fasoli, soi, koniczyny). O kazało 
się, że znalezione peptydy są hom ologam i fitochelatyn, a prekursorem  ich syntezy 
jest nie glutation, lecz jego hom olog zwany hom o-glutationem  (h-GSH) [60]. Po 
raz pierwszy jego obecność w roślinach stwierdzono w 1963 roku [83], ale wobec 
nieznajomości budowy chemicznej, otrzym ał on wówczas nazwę faseotion 
(izolowany z roślin fasoli związek bogaty w siarkę).
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H om oglutation jest trójpeptydem  złożonym z L-glutam inianu i L-cysteiny 
połączonych, podobnie jak  w GSH, wiązaniem y-karboksyam idow ym , lecz w 
odróżnieniu od G SH , term inalnym  am inokwasem  w jego cząsteczce jest 
(5-alanina. (Ryc. 1B). Ogólny wzór hom o-fitochelatyn, pochodnych hom o-gluta- 
tionu, ma postać (y-glu-cys)nP-ala, gdzie n =  2—-7.

W ystępowanie w hom o-fitochelatynach wiązań y-karboksyam idowych, oraz 
obecność P-alaniny (dla której nie istnieje kodujący triplet na m-RNA) przem a­
wiają za tym, że hom o-fitochelatyny nie m ogą być syntezow ane de novo na 
drodze ekspresji genów strukturalnych. Synteza tych m etalopeptydów  przebiega 
równolegle ze zużyciem kom órkow ego h-GSH [16, 60].

Nie wszystkie rośliny z rzędu Fabales mają zdolność wytwarzania homo-fito- 
chelatyn, wiele z nich wytwarza fitochelatyny. O kazało się, że rodzaj prekursora 
obecnego w kom órkach, determ inuje tworzenie fito- czy hom o-fitochelatyn. 
Rośliny fasoli, soi i koniczyny, zawierają w kom órkach tylko hom o-glutation i 
syntezują tylko homo-fitochelatyny. Inne pokrewne rośliny, zawierające tylko 
GSH, tworzą wyłącznie fitochelatyny, a te, u których obecny jest GSH i h-GSH, 
wytwarzają oba rodzaje peptydów wiążących metale [60].

Hom o-fitochelatyny, podobnie jak  fitochelatyny, dzięki zdolności wiązania 
jonów  metali, uczestniczą w detoksykacji organizm ów roślinnych rosnących w 
środow iskach skażonych m etalam i ciężkimi. Pełnią również rolę w prawidłowej 
gospodarce m ikroelem entam i, unierucham iając jony w w arunkach wzrostu ich 
w ew nątrzkom órkow ego stężenia, lub uwalniając je z m etalopeptydów dla 
potrzeb kom órki [60].

VI. Uwagi końcowe

M etalotioneiny, czyli proteiny wiążące metale ciężkie, występują powszech­
nie w organizm ach zwierząt. D otąd również nie zakwestionow ano ich obecności 
w kom órkach m ikroorganizm ów  roślinnych.

Rośliny wyższe wytwarzają peptydy wiążące m etale ciężkie, które są 
funkcjonalnymi analogam i m etalotionein zwierzęcych, ale znacznie różnią się od 
nich sposobem  pow staw ania i budową. O pisane m etalotioneiny czy „metallo- 
thionein-like complexes” u roślin wyższych, po ponownych badaniach, okazały 
się fitochelatynam i lub hom o-fitochelatynam i.

Nie m ożna jednak chyba zupełnie popierać poglądu niektórych autorów , że 
organizm y roślinne, począwszy od jednokom órkow ych glonów aż do roślin 
okrytonasiennych, wytwarzają wyłącznie chelatyny w odpowiedzi na skażenie 
środowiska m etalam i ciężkimi. Przykładem  m ogą być kom órki Datura innoxia w 
których, po działaniu jonów  kadm u, stw ierdzono dwa rodzaje m etalopeptydów. 
[55]. Jeden z nich, wiążący ponad 80% pobranego przez kom órki kadm u, jest 
fitochelatyną o masie cząsteczkowej 600— 800 D i strukturze (y-glu-cys)2g ly— 
(y-glu-cys)3gly. Jednak, około 15% wnikającego do kom órek Datura innoxia 
kadm u, wiąże się z polipeptydem  o właściwościach m etalotionein zwierzęcych.
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Dwa rodzaje białek, wiążących kadm  w kom órkach Datura innoxia, pozwalają 
przypuszczać, że rośliny, w odpowiedzi na skażenie środowiska metalami 
ciężkimi, m ogą wytwarzać różne rodzaje kom pleksów m etaloproteinowych.

Również, stwierdzonego w korzeniach Agrostis gigantea [84] białka wiążące­
go kadm , nie m ożna zaliczyć ani do połączeń o budowie chelatyn, ani do 
m etalotionein. Być może, kom pleksy m etalobiałkow e traw, posiadają odmienne 
właściwości od tych, jakie charakteryzują tego rodzaju połączenia u innych roślin 
jednoliściennych czy dwuliściennych. Byłoby to podstaw ą do przypuszczeń, że 
rodzaje tworzonych kom pleksów zależą również od gatunku rośliny.
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I. Wstęp

A m oniakoliaza L-fenyloalaniny (PAL; EC 4.3.1.5) jest enzymem zajmującym 
centralną pozycję w biosyntezie związków fenylopropanowych i ich pochod­
nych,m.in. lignin. Związki te zaliczamy do kategorii substancji zwanych me­
tabolitam i w tórnym i, chociaż wiele z nich (np. fitohorm ony, fitoaleksyny, i inne)

* Dr, Pracownia Regulatorów Wzrostu Roślin, Instytut Fizjologii i Cytologii, Uniwersytet 
Łódzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 Łódź
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nie odgrywa roli drugorzędnej, zwłaszcza w procesach regulacyjnych [6]. PAL 
jest ogniwem łączącym przem iany podstawowe fenyloalaniny z metabolizmem 
wtórnym. Enzym ten katalizuje reakcje dezaminacji Phe do kwasu trans-cyna- 
m onowego z wydzieleniem am oniaku.

W związku z dużym znaczeniem fizjologicznym PAL, enzym ten jest 
intensywnie badany zarów no przez biochemików jak  i fizjologów, tak 
w w arunkach in vitro jak  i in vivo. Badania prow adzone in vitro m ają 
na celu głównie rozszyfrowanie struktury  enzymu, poznanie aktywnych centrów 
katalitycznych oraz m echanizm ów współdziałania podjednostek strukturalnych 
w ram ach natywnej molekuły, złożonej na ogół z 4 podjednostek [5]. W 
analizach tych duży postęp zanotow ano dzięki zastosow aniu mniej lub bardziej 
wybiórczych inhibitorów  aktywności enzymu, takich, jak  np. kwas 
L-a-am inooksy-P-fenylopropionow y (AOPP). W 1977 roku A m r h e i n  i 
G o e d e c k e  wykazali wpływ A O PP, hydroksyam inowego analogu Phe na 
aktywność PAL in vitro i in vivo. Stwierdzili oni, iż związek ten jest 
kompetycyjnym inhibitorem  PAL w ekstraktach z Rhodotorula glutinis oraz w 
hypokotylach gryki, Fagopyrum esculentum  M o e n c h .  [1].

Badania nad aktywnością PAL in vivo koncentrują się głównie na poznaniu 
mechanizmów endogennej regulacji aktywności enzymu przez takie czynniki jak  
światło, fotoperiod, tem peratura, fitohorm ony, a także inhibitory wzrostu oraz 
endogenne białkowe inhibitory PAL [11]. W tym ostatnim  przypadku znów 
duże usługi oddaje technika wybiorczych, syntetycznych inhibitorów  enzymu jak

Duże znaczenie fizjologiczne PAL powoduje, iż syntetyzuje się substancje o 
działaniu inhibitorow ym  lub stym ulatorow ym  dla PAL. Szczególnie istotna jest 
synteza inhibitorów  kom petycyjnych enzymu. Jednym  z takich inhibitorów  jest 
wzm iankowany już L-A O PP, analog strukturalny L-Phe, który w zakresie 
stężeń od 1 0 "8 do 10“ 7 M kom petycyjnie ham uje aktywność PAL in vitro [1].

W latach 70-dziesiątych został zsyntetyzowany inny analog strukturalny Phe, 
kwas l-amino-2-fenyloetylofosfoniowy (PheP)*

Wzór I. Kwas l-amino-2-fenyloetylofosfoniowego (PheP).

D, L-PheP jest inhibitorem  kom petycyjnym  syntetazy fenyloalanylo-tRN A 
(K¡ =  17 |iM), z kasztanow ca zwyczajnego (Aeculus hippocastanum  L.) i kaszta­

* W roku 1981 grupa chemików z Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej Politechniki 
Wrocławskiej kierowana przez prof. Przemysława M a s t a l e r z a  opracowała oryginalną metodę 
syntezy szeregu fosfonowych i fosfoniowych pochodnych aminokwasów w tym również analogi L- i 
D-Phe, między innymi PheP (I). Substancja ta została również zsyntetyzowana w laboratoriach firmy 
Ciba-Geigy.

A O PP.

H H

H NH.
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nowca drobnokw iatow ego (A. parviflora L.) [3], Zadziwiające, że inne syntetazy 
am inoacylo-tR N A  z A. hippocastanum  nie są wrażliwe na fosfoniowe analogi ich 
naturalnych substratów  am inokwasowych. Stwierdzono też, iż P heP  w zależ­
ności od stężenia wpływa stym ulująco lub ham ująco na kinazę pirogronianow ą z 
mięśni królika [3].

D, L -PheP  pow oduje silny wzrost aktywności lybonukleazy (RNazy) w 
roślinie wodnej hodow anej w warunkach in vitro, Spirodela oligorrhiza (Kurz) 
Hegelm., przy czym pojawia się RNaza o MW  około 60000, k tó ra nie występuje 
w roślinach kontrolnych [17].

PheP w stężeniach wyższych 1 0 "3 M działa ham ująco na wzrost S. 
oligorrhiza i powoduje zm iany morfologiczne. Stare człony pędowe stają się 
ciem nozielone w porów naniu  z kontrolnym i, podczas gdy młode są jasnozielone. 
Ponieważ nowe człony pędowe nie oddzielają się od matecznych, rośliny tworzą 
„grona” (zlepki: ang. clusters) złożone z wielu potom nych członów pędowych. 
PheP  w stężeniach niższych słabo wpływa na wzrost roślin [12, 14].

W siewkach soi (Glycine max. L. Merill cv. H arosoy 63) porażonych 
zoosporam i zjadliwego szczepu Phytophtora megasperma f. sp. glycinea (Pmg 1) L 
PheP  obniża zaw artość gliceoliny (jest to fitoaleksyna, k tóra grom adzi się w 
siewkach soi, po porażeniu fitopatogenam i np. grzybami). P heP  nie jest 
toksyczna ani dla siewek soi ani zoosor P. megasperma [16].

Ponieważ PheP jest pochodną Phe, podobnie jak  A O PP, nasunęło się 
przypuszczenie, iż PheP  może działać na PAL jako  jej kom petycyjny inhibitor. O 
wpływie tej substancji na aktywność PAL in vitro będzie mowa w rozdziale II.

II. Wpływ PheP na aktywność PAL in vitro

W badaniach wpływu PheP  na aktywność PAL in vitro używano ekstraktów  
z bulw ziem niaka pokrojonych w cienkie plastry i hodow anych na świetle białym 
[7], Stwierdzono, iż form a lewoskrętna PheP jest bardziej efektywna niż 
praw oskrętna. Racem at (D, L)-PheP ham uje aktywność PAL pośrednio między 
formą D-i L. Podobne rezultaty nad wpływem różnych form optycznych PheP na 
aktywność PAL z 6-dniowych hypokotyli Fagopyrum esculentum  Moench, 
naświetlanych światłem białym, otrzym ał L a  b e r  [14]. D- i L -PheP  ham ują 
również aktywność PAL in vitro w nieoczyszczonych hom ogenatach z korzeni 
soi porażonych Phytophtora megasperma f.sp. glycinea (Pmg 1) [16].

D- i L -PheP m ogą działać zarów no jako  kompetycyjne, jak  i jako  nie- 
kompetycyjne inhibitory PAL, w zależności od stosunku stężeń L-Phe do PheP i 
od stężenia PheP  (przy stałym stężeniu L-Phe). W stężeniach L.Phe rzędu 10“ 3 
M, PheP w stężeniu 10 5 M jest inhibitorem  kom petycyjnym  PAL [9].

W zależności od stężenia PheP, krzywe obrazujące szybkość reakcji enzym a­
tycznej (v) do stężenia substratu  (s) są wygięte w górę, co wskazuje, iż PAL nie 
stosuje się do praw kinetyki enzymatycznej opisanej przez M ichaelisa-M enten
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Ryc. 1 Krzywa szybkości reakcji enzymatycznej (v) do stężenia substratu (I), uzyskana w typowych 
doświadczeniach nad zahamowaniem aktywności PAL przed D- (a) i L- (b) enancjomery PheP.

Tabela 1

Poziomy K; dla D-, L-, D,L-PheP

Enancjomer PheP
Wartość Kj

Solanum tuberosum Fagopyrum esculentum

D- 3,3 x 10-5 M 11,6 x 10~5 M
L- 6,5 x 10-5 M 1,5 x 10-5 M
D,L- (racemat) 1,6 x 10~5 M 2,6 x l i r 5 M

P A L  w y ek str a h o w a n o  z  b u lw  z iem n ia k a  ( S olan u m  tuberosum )  p o cięty c h  na c ie n k ie  p lastry  i h o d o w a n y ch  na św ietle  b ia łym  [9] 

o ra z  h y p o k o ty li gryki (F agopyru m  escu len tum )  [14].

(Ryc. 1) [15, 9], W pewnym jednak ograniczonym  zakresie stężeń m ożna PAL 
traktow ać tak, jak  gdyby był to enzym typu „M ichaelisowskiego” i wyliczyć 
przybliżoną wartość Kj. W artość Kj dla PAL z roślin dwóch gatunków  
przedstaw iono w Tabeli 1.

D, L -PheP  ham uje również aktywność PAL in vitro i z innych gatunków  
roślin, np. Spirodela oligorrhiza. Efektywność D, L -PheP  zmniejsza się wraz ze 
wzrostem stężenia inhibitora [12].
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III. Wpływ PheP na aktywność PAL in ivo

III-l. Okołodobowe zmiany aktywności PAL

Badania wpływu PheP  na aktywność PAL in vivo w S. oligorrhiza wykazały, 
iż enzym ten podlega cyklicznym 48-godz. zmianom. W obecności P heP  już po 
pierwszej dobie obserwuje się wzrost aktywności PAL oraz zniesienie endogennej 
fluktuacji aktywności tego enzymu [13]. Przy czym wzrost oraz czas utrzy­
m yw ania się wyższej aktywności PAL zależą od stężenia podanego inh ibitora 
o raz od tego, czy zastosow ano jego D-, czy L- enancjom er (gdy rośliny rosną w 
obecności D, L -PheP w stężeniu 10“ 4 M stym ulacja aktywności zanika po 4 
dniach hodowli) [12].

W siewkach szarłatu, Amaranthus caudatus L., etiolowanych i w zbudzonych 
światłem białym stwierdzono bardzo wyraźną fluktuację aktywności PAL [4]. 
O dpow iednie analizy wykazały, że fluktuacje aktywności PAL występują 
również w 3-dniowych siewkach szarłatu po indukcji światłem białym, przy czym 
D, L-PheP  silnie podwyższa aktywność enzymu w ciemności i na świetle (dane 
własne, nie publikowane).

III-2. Poziom antocyjanów i endogennej Phe

PAL zapoczątkow uje ciąg przem ian prowadzących od L-Phe do związków 
fenolowych o szkielecie fenylopropanowym  C 6 C 3, takich jak  garbniki, ligniny, 
flawonoidy (w tym m. innymi antocyjany oraz betalainy, w skład których 
wchodzi am arantyna). Specyficzna interferencja PheP  z PAL in vivo prow adzi do 
zmniejszenia poziom u związków fenylopropanoidowych, m. innymi antocy-

Tabela 2

Poziom fenyloalaniny w siewkach i liściach różnych gatunków roślin po 
24-h inkubacji na roztworze D, L-PheP, 1 mM [14]

Gatunek
Zawartość fenyloalaniny 

(fimol g~' św. masy)

-P h e P +  PheP

liście
szpinak 0,26 4,01
pszenica 0,21 1,35
kukurydza 0,32 1,55
pomidor 0,15 2,80
heban 0,85 1,73
całe rośliny
gryka 0,03 1,33
fasola 1,11 2,92
szarłat1 0,09 0,67
S. oligorrhiza1 0,11 0,30

1 d an e w łasn e, n ie  p u b lik o w a n e
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janów  i innych flawonoidów oraz do wzrostu Phe występującej w roślinach. 
P heP  powoduje obniżenie poziom u antocyjanów  w siewkach roślin różnych 
gatunków  jak  np. w hypokotylach gryki (Fagopyrum esculentum L.), kapusty 
czerwonej (Brassica oleracea var. capitata), kalarepy (Brassica oleracea var. 
caulo-rapa) [12, 14] oraz w znacznie słabszym stopniu następuje obniżenie 
poziom u am arantyny w siewkach szarłatu (Amaranthus caudatus L.). Obniżenie 
poziom u antocyjanów  jest współzależne ze stopniem  zdolności do ham ow ania 
aktywności PAL in vitro w siewkach kalarepy [14].

D, L -PheP  powoduje silny wzrost poziom u wolnej fenyloalaniny w liściach 
pom idora, szpinaku, pszenicy, kukurydzy oraz hebana [14] i siewkach roślin 
kilku gatunków  jak  np. gryki, fasoli [14], szarłatu oraz Spirodela oligorrhiza 
[dane własne, nie publikow ane] (Tabela 2).

IV. Uwagi końcowe

PheP powoduje „superindukcję”, tj. k ilkakrotny wzrost aktywności PAL in 
vivo, towarzyszy temu silne obniżenie aktywności enzymu in vitro. W yjątek 
stanow ią tylko siewki kapusty czerwonej, w której PheP nie powoduje wzrostu 
aktywności PAL in vivo, a przeciwnie —  obserwuje się obniżenie aktywności 
enzymu. W siewkach tych stosunkow o słabem u zaham ow aniu aktywności PAL 
towarzyszy znacznie silniejszy spadek zawartości antocyjanów  [12].

D ane uzyskane w mojej pracowni zasadniczo podobne są do tych, które 
zostały stwierdzone przez Labera. N a podstawie spadku antocyjanów  z jedno­
czesnym silnym podwyższeniem zawartości Phe wywnioskowano, iż PheP 
ham uje aktywność PAL in vivo [14], Jeżeli słuszne jest, iż od aktywności PAL 
zależy poziom  wolnej Phe i odw rotnie to powyższe wyniki są pozornie sprzeczne. 
W ydaje się możliwe, że PheP  ham uje aktywność PAL in vivo tworząc labilny 
kom pleks, który rozpada się podczas ekstrakcji tkanek, w w arunkach in vitro. 
Założenie o tworzeniu się labilnego, łatwo rozpadającego się kom pleksu 
m ogłaby wyjaśnić zjawisko „superindukcji”. Za słusznością wyżej wymienionej 
hipotezy przemawia pośrednio spadek włączania 14C leucyny do białek S. 
oligorrhiza po 24 godz. hodowli w obecności D, L-PheP. Słuszność tego założenia 
m ożna byłoby sprawdzić oznaczając aktywność PAL m etodą in vivo, w pro­
wadzając L -[3 ~ 3H] fenyloalaninę do całych kom órek [2].

A rtyku ł otrzym ano 14 czerw ca 1988 r.
Zaakcep tow ano do druku 15 październ ika 1988 r.
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SŁ O W N IC T W O

I. Słownictwo prenoli

O pracowano na podstawie dokumentu Wspólnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury Bio­
chemicznej (JCBN): "Prenol Nomenclature, Recommendations 1986), opublikowanego w Eur. J. 
Biochem., 167, 181— 184, (1987) i w innych czasopismach.

Opracował Zdzisław A. Wojciechowski

Komisja Słownictwa Biochemicznego uprzejmie dziękuje profesorowi dr Osmanowi Achmato- 
wiczowi za konsultację przy opracowaniu dokumentu

Spis treści 

Wstęp
Nazwy ogólne 

Pr-1. Prenol 
Pr-2. Poliprenol 
Pr-3. Estry i ich pochodne 
Pr-4. Liczba reszt 

Stereochemia
Pr-5. Podwójne wiązania
Pr-6. Kolejność przedrostków stereochemicznych 
Pr-7. Przedrostki zwielokratniające 

Specyficzne związki
Pr-8. Nazwy zwyczajowe 
Pr-9. Difosforan izopentenylu
Pr-10. Relacja pomiędzy poliprenolami i izoprenoidami 
Pr-11. Hormony juwenilne 
Pr-12. Dolichole

Wstęp

A ktualna p raktyka w zakresie słownictwa prenoli w niewielkim tylko stopniu 
uwzględnia stereochemię tych związków. Kom isja uznała więc za celowe 
dokonanie przeglądu istniejących zasad słownictwa i uzupełnienie ich zale­
ceniami co do sposobu określania stereochemii. N iektóre z tych zaleceń zostały 
już uwzględnione w nom enklaturze enzymów [1],

Nazwy ogólne

Pr-1. Prenol

Szeroko już obecnie używaną nazwę prenol (patrz m.in. [2, 3, 5, 6]) zaleca się 
dla związków o budowie przedstawionej wzorem I. N azw a ta stanowi skrót 
określenia: alkohol izoprenoidowy (ang. isoprenoid alcohol) [2].
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CH5— C =C H  — CH5

CH

-OH

Atomy węgla num eruje się wzdłuż głównego łańcucha poczynając od C -l, t.j. 
od atom u węgla do którego dołączona jest grupa hydroksylow a (por. z regułą 
C - l5.11 w [8]). G rupa m etylowa związana z atom em  C-3 zawiera atom  C -31 a 
grupa metylowa przy C -l  zawiera atom  C -71 itd.
U w a g a :  Użycie w skaźnika liczbowego u góry odpow iada zaleceniu dla 
słownictwa tetrapiroli ujętemu regułą TP-2.1 [9]. Pow tarzającą się jednostkę 
C 5H 8 (ujętą we wzorze I w nawias) określa się jako  jednostkę lub resztę 
izoprenową. Prenole i ich estry są prekursoram i wielu różnych związków, w tym 
także terpenów i steroidów, u których znaczna część szkieletu węglowego 
pozostaje bez zmian. Związki te określa się jako  izoprenoidy.

Pr-2. Poliprenol

Poliprenole stanow ią podgrupę w obrębie prenoli. Nazwę poliprenol, k tó ra  
jest już w powszechnym użyciu (np. [2]), zaleca się stosować do związków o 
budowie odpowiadającej wzorowi I, gdzie n wynosi więcej niż 4.

Pr-3. Estry i ich pochodne

Powszechnie już stosowane nazwy difosforan prenylu (lub difosfoprenol) 
oraz difosforan poliprenylu (lub difosfopoliprenol) zaleca się dla estrów I z 
kwasem difosforowym a także dla soli i anionów  tych estrów. Zalecenie to  jest 
zgodne z zasadam i przyjętymi w słownictwie związków zawierających fosfor [7].

Pr-4. Liczba reszt

Liczbę reszt izoprenowych w cząsteczce danego poliprenolu lub jego 
pochodnej, t.j. wartość n we wzorze 1, wskazuje się za pom ocą odpowiedniego 
przedrostka określającego krotność [10], który zastępuje mający ogólne zna­
czenie przedrostek poli- (patrz reguła Pr-2), np. heksaprenol, difosforan 
heptaprenylu.

Stereochemia

Pr-5. Podwójne wiązania

Podwójne wiązania występujące w danej reszcie izoprenowej określa się jak o  
cis lub trans w zależności od tego czy wokół tego w iązania główny łańcuch 
przyjmuje konfigurację cis czy trans. Resztę zawierającą wiązanie podw ójne cis 
m ożna nazwać resztą cis a resztę zawierającą wiązanie podwójne trans — resztą 
trans.
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O znaczenia cis lub trans odnoszą się do konfiguracji głównego łańcucha 
w okół w iązania podwójnego i dlatego, w odróżnieniu od oznaczeń Z  i £  [11], nie 
wpływają na nie żadne ewentualne podstawienia występujące w cząsteczce. 
Zalecenie powyższe nie wyklucza stosow ania oznaczeń Z  i E.

Pr-6. Kolejność przedrostków określających stereochemię

Resztę najbardziej oddaloną od grupy hydroksylowej określa się jako  resztę 
co a oznaczenia stereochemiczne podaje w kolejności od reszty bezpośrednio 
sąsiadującej z resztą co do reszty zawierającej grupę hydroksylową, np. ditrans, 
po/icis-undekaprenol (II).

1. W przypadku reszty co nie istnieją formy cis i trans o ile jedna z grup 
metylowych nie jest podstaw iona. Oznaczenia stereochemiczne podaje się więc 
poczynając od reszty sąsiadującej z resztą co.

2. Nie zaleca się pom ijania oznaczeń stereochemicznych gdyż może to 
prow adzić do wieloznaczności. Nazwa difosforan heptaprenylu, k tórą sto­
sow ano w odniesieniu do występującego w bakteriach związku all-trans [12] 
m ogła by być myląca w odniesieniu do difosforanu ditrans, po/ids-heptaprenylu 
wykrytego w brzozie i w innych roślinach wyższych [13]. Z kolei nazwę 
difosforan undekaprenylu używano w odniesieniu do bakteryjnych związków 
ditrans, policis- [14] i użycie tej nazwy w odniesieniu do związku tritrans, policis- 
występującego w liściach roślin wyższych [15] mogło by prowadzić do 
nieporozum ień.

3. Jakkolwiek w wyniku kolejnego przyłączania nowych reszt, z których 
każda może być resztą cis lub trans, powstawać m ogą liczne stereoizom ery 
(Rys.l), najbardziej rozpowszechnione prenole ograniczają się do czterech 
podstawowych grup (Ryc.2), t.j. do: I) all-trans-prenoli, II) ditrans, policis-prenoli, 
III) tritrans, po/ids-prenoli i IV) a//-ci's-prenoli. W ystępujące na Ryc. 2 literowe 
symbole W, T i C a także czwarty symbol S, stanowią wygodny zestaw służący do 
skrótow ego oznaczania budowy poliprenoli (patrz Tablica 1).

W związkach grupy I all-trans oznacza, że wszystkie reszty, z wyjątkiem 
reszty co, znajdują się w konfiguracji trans. W związkach grup II i III reszty trans 
są zgrupow ane w sąsiedztwie reszty co. Związki grupy IV są słabiej poznane lecz 
występują praw dopodobnie jako  prekursory naturalnego kauczuku.

II

CH, c h

OH

U w a g i :
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Tabela 1

Symbol Znaczenie

W reszta co
T reszta trans
C reszta cis
S reszta nasycona (dihydro)

4. Zalecenie aby przedrostki określające stereochemię podaw ać w kolejności 
odwrotnej do odpowiednich lokantów  jest zaleceniem przeciwstawnym wobec 
zaleceń przyjętych w innych przypadkach. O  takim  jego sform ułowaniu zade­
cydowały jednak następujące względy: 1) jest ono już w praktyce powszechnie 
stosowane, 2) odpow iada powszechnie przyjętemu sposobowi przedstaw iania z 
lewej strony ku prawej wzorów i symbolicznych zapisów budowy prenoli i ich 
difosforanów oraz 3) zgodnie z tym zaleceniem wiązania podwójne powstające w 
procesie biosyntezy na początku jest tym wiązaniem podwójnym , którego 
stereochemię określa się w pierwszej kolejności.

Przykłady:
Nazw a all-trans-nonaprenol oznacza występujący w roślinach tzw. sola- 

nesol —  prenol zawierający dziewięć reszt izoprenowych, z których osiem jest 
resztami trans a dziewiąta jest resztą co.

Pr-7. Przedrostki zwielokratniające

Przedrostek poli —  m ożna zastąpić odpowiednim  przedrostkiem  określają­
cym krotność — np. występujący w bakteriach baktoprenol należy raczej 
określić jako  ditrans, o/ciacis-undekaprenol niż jako  ditrans, po/ids-undekapre- 
nol. Przy stosow aniu się do tego zalecenia nie radzi się pom ijać przedrostków  
określających ogólną liczbę reszt występujących w cząsteczce —  nawet wtedy gdy 
utw orzona nazwa zawiera w sobie nadm ierną ilość informacji. N a przykład w 
cząsteczce ditrans, o/ciacis-undekaprenolu, t.j. prenolu zawierającego jedną resztę 
co, dwie reszty trans i osiem reszt cis, ogółem musi wystąpić jedenaście reszt.

Specyficzne związki

Pr-8. Nazwy zwyczajowe

N iektóre prenole krótkołańcuchow e mają swoje nazwy zwyczajowe. N a 
przykład difosforany prenoli zawierających od jednej do pięciu reszt izo­
prenowych m ają nazwy zwyczajowe podane w Tablicy 2.

Nazwy takie jak  difosforan dim etyloallilu (ściśle: difosforan 3,3-dimetyloalli- 
lu), difosforan geranylu i difosforan nerylu określają odpowiednie związki w 
sposób całkowicie jednoznaczny, bez konieczności podaw ania oznaczeń stereo-
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Tabela 2

Liczba reszt Stereochemia Nazwa zwyczajowa

1 brak difosforan
dimetyloallilu

2 trans difosforan geranylu
cis difosforan nerylu

3 2-trans. 6-trans
2-cis, 6-trans difosforan
2-trans, 6-cis farnezylu
2-cis, 6-cis

4 2-trans, 6-trans. \0-trans difosforan
geranylogeranylu

2-cis, 6-trans, 10-trans difosforan
geranylonerylu

5 2-trans, 6-trans, 10-trans, 14-trans
2-cis, 6-trans, 10-trans, 14-trans difosforan
2-trans, 6-cis, 10-trans, 14-trans geranylofarnezylu
2-cis, 6-cis, 10-trans, \ 4-trans

chemicznych. Nazwa dimetyloallil, k tóra jest zwyczajową nazwą 3-metylo- 
but-2-enylu, nie odpow iada zasadom  przyjętym w [8] i jest niejednoznaczna gdy 
stosuje ją  bez biochemicznego kontekstu.

Nazwa difosforan farnezylu obejmuje cztery stereoizomery C 15. Izomery te 
przyjęto określając jak o  trans,trans, cis,trans, trans,cis, i cis,cis, przy czym 
pierwsze oznaczenie odnosi się do C-2 a drugie do C-6 [16] — t.j. w odwrotnej 
kolejności niż przyjęto dla poliprenoli (patrz reguła Pr-6), co może być mylące. 
Zaleca się więc aby, dla uniknięcia ewentualnych nieporozum ień, podawać 
odpowiednie lokanty —  np. difosforan 2-cis,6-trans-farnezy\u (cząsteczka tego 
związku tworzy w wydłużającym się poliprenolu kraniec co stając się trans,cis).

—POP

*H —C
H V __ ^

H H H H

Ryc. 1. Etap wydłużania łańcucha podczas biosyntezy prenoli.

CH3*H H CH, 0 —POP
I \ /  1 I

/ Ĉ  / CH*
R—CH2 C C C

I /V I
H H H* H

Dwie jednostki prenylowe C 20 określa się jako  geranylogeranyl i gera- 
nyloneryl. W jednostkach tych druga, licząc od atom u tlenu, reszta izoprenowa 
jest zawsze trans, tzn. obie om awiane jednostki są 6-trans. Stosowanie 
wymienionych nazw zwyczajowych jest tak powszechne i tak silnie ugruntowane, 
że ich odrzucenie spowodowało by praw dopodobnie załam anie zalecanych 
zmian. Pozostałym  związkom należy jednak nadaw ać nazwy stosownie do reguł

http://rcin.org.pl



168 S Ł O W N I C T W O [ 6 ]

Pr-4 —  Pr-7. Tak na przykład związek o stereochemii 2-trans, 6, 10-dicis należy 
nazwać difosforanem dicis,trans-lelra.preny\u.
Uwaga: Komisja uważa iż słownictwo zalecane dla poliprenoli (reguły Pr-4-Pr-7) 
m ogłoby być bez szkody stosowane również w odniesieniu do związków C 20 
poprzez określenie ich jako  tetraprenoli. W yeliminowało by to niezgodność 
polegającą na odwróceniu kolejności oznaczeń stereochemicznych dla związków
o liczbie reszt izoprenowych mniejszej niż pięć.

11,30,33,

WTTTTn - POP 
a l l  - trans - polipreny- 
lo - POP 
Grupa I

WTTT-POP 
geranylogeranylo - POP 

„ „  (all -  trans) 11,29,30,33^
mi-POP '  
trans, trans - far- 
nezylo - POP

10,11,29

WTTTC n-P0P 
tri trans, poi i cis - po - 
liprenylo -POP 
Grupa II, np. fikapreny- 
lo- POP

W T -POP 
geranylo - POP 

(2- trans)

\

WTTC- POP 
geranylonerylo - POP 
( 2 - c i s , -6, W - d i  trans)

mc-POP 
2 - cis, 6 - trans  
nezylo -POP

far-

W-POP 
dimetyloallilo - POP

28\. WC- POP
^  n o r u  I r\ -  PCnery Io -POP

(2-c is ) wCC-POP
cis, cis - farnezylo - POP

WTTCCn- POP 
dit rans, policis - polipre- 
nylo - POP
Grupa III, np. baktopre- 
nylo-POP i dehydrodo- 
lichylo - POP

WCCCCn-POP  
all -c is -p o lip re n y lo -POP 
Grupa IV

Ryc. 2. Stereochemia biosyntezy poliprenoli. Każda strzałka symbolizuje przekształcenie typu 
przedstawionego na Ryc. 1. Strzałki skierowane ku górze symbolizują przyłączenie trans reszty 
pochodzącej z difosforanu izopentenylu (patrz reguła Pr-9), strzałki skierowane do dołu symbolizują 
przyłączenie cis. Liczby arabskie przy strzałkach odpowiadają enzymom katalizującym dane reakcje 
wymienionym pod tą liczbą w grupie EC 2.5.1 w zalecanym nazewnictwie enzymów [ 1 ] np. enzym 
EC 2.5.1.11 katalizuje przekształcenie geranylo-POP w trans,trans-{arne7.y\o-POP. Grupy wy­
mienione w kolumnie po prawej stronie odpowiadają głównym grupom poliprenoli podanym w 
uwadze 3 do reguły Pr-6. Tam gdzie podaje się lokanty, przedrostki wymienione są w kolejności 
odpowiadającej lokantom (reguła Pr-8) a nie w kolejności „od lewej do prawej” (reguła Pr-6). W 
skrótowych zapisach budowy W oznacza resztę co, T resztę trans a C — resztę cis.
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Difosforan izopentenylu (III), t.j. difosforan 3-m etylobut-3-en-l-olu (alkoho­
lu izopentenylowego), jest ważnym izomerem difosforanu dimetyloallilu. S tano­
wi on uniwersalną jednostkę budulcow ą izoprenoidów; difosforan prenylu 
reagując z difosforanem izopentenylu traci resztę difosforanową i wydłuża się o 
jedną resztę izoprenow ą (patrz Ryc. 1 i 2). Nazwę difosforan izopentenylu 
należało by więc zachować.

31
CH,
I

CH-,— C — CH-,— CH-,— 0 — P— 0 —  p  III
u 1 3 i 1

U w a g i :

1. G rupa C H =  alkoholu izopentenylowego zawiera C-4 (patrz zalecenie 
C-13.1 l(b) w [8]). Jest to wygodne ponieważ C-4 difosforanu izopentenylu staje 
się C-4 wydłużającej się w procesie biosyntezy cząsteczki prenolu (Ryc. 1).

2. Nazwę izopentenyl zaleca się stosować tylko w biochemii. Nazwa ta nie 
odpow iada zasadom  słownictwa chemicznego (patrz [8]) i jest niejednoznaczna 
gdy używa się jej w kontekście nie związanym z biochem ią lub z prenolami. 
Nazwa izopentenyl jest zwyczajowym określeniem 3-metylobut-3-enylu.

Pr-10. Relacja pomiędzy poliprenolami i izoprenoidami

Nazwy pochodnych izoprenoidów podaje Tablica 3.

Tabela 3

Liczba reszt
Prekursor prenolowy 

(np. w postaci difosforanu) Klasa terpenoidów

1 alkohol dimetyloallilowy hemiterpenoid
2 geraniol lub nerol monoterpenoid
3 farnezol seskwiterpenoid
4 geranylogeraniol diterpenoid
5 geranylofarnezol sesterpenoid
6 farnezol3 triterpenoida
8 geranylogeraniol6 tetraterpenoid (lub karotenoidb)

liczne kauczuk (all-cis) 
gutaperka (all-trans)

* T riterp en o id y  p ow stają  ze sk w a len u , k tóry  z k ole i je s t  w y tw arzan y  z d w ó ch  cząsteczek  d ifo sfo ra n u  farnezylu . 

h K a ro ten o id y  p ow sta ją  z fito e n u , k tóry  z kolei jest w y tw a rza n y  z d w ó ch  cząsteczek  d ifo sfo ra n u  gerany logeran y lu .

Pr-11. Hormony juwenilne

Farnezol jest prenolem , którego szkielet węglowy odpow iada szkieletowi 
najprostszego horm onu juwenilnego. Pozostałe związki z grupy horm onów
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juwenilnych zawierają resztę etylową w miejsce grupy metylowej przy C-3 i (lub) 
przy C-7 i (lub) przy C - l l .  M ożna je więc uznać jako  pochodne metylowe 
farnezolu, w których stereochemię reszty izoprenowej co podaje się (tam gdzie to 
konieczne) poprzez wskazanie podstawionej grupy metylowej.

Przykłady:

CH,— CH2 O-U CH,3 | 2 ! 3 ( 3

/ CH*°H IV 
CH CH, CH CH, CHCH3 CH CH2 CH CH2 

ditrans -111 -metylofarnezol

CH3 CH3— CH2 ch3

C^ CH2 C^ CH, C. ch2oh 
CH3— CH2 CH CH2 CH CH2 CH 

ditrans - 71,12 - di metylofarnezol

Pr-12. Dolichole

Dolichole są grupą pochodnych prenoli. Nazwę tą, aktualnie szeroko 
stosow aną (np. [2]), zaleca się dla związków o budowie określonej wzorem I, 
gdzie n jest większe niż 4 i gdzie reszta zawierająca grupę hydroksylową jest 
nasycona, t.j. dla 2,3-dihydropoliprenoli. Ponieważ dolichole są pochodnym i 
prenoli nie należy ich obejm ować ogólną nazwą prenole o ile nie zostanie to 
wyraźnie zaznaczone.

Opracowanie otrzymano 21 czerwca 1988 r.
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II. Słownictwo retinoidów

Opracowano na podstawie dokumentu Wspólnej Komisji IUPAC-IUB Nomenklatury Bio­
chemicznej (JCBN): ’’Nomenclature of Retinoids, Recommendations 1981” opublikowanego w Eur. 
J. Biochem., 129, 1—5, (1982) i w innych czasopismach.

Opracował Zdzisław A. Wojciechowski

Komisja Słownictwa Biochemicznego uprzejmie dziękuje profesorowi dr Osmanowi Achma- 
towiczowi za konsultacje przy opracowaniu dokumentu

Spis treści 

Wstęp
Ret-1 Definicja klasy związków

1.1 Witamina A
Ret-2 Związki o macierzystej stereochemii

2.1 Retinol
2.2 Retinal
2.3 Kwas retinowy

Ret-3 Numerowanie atomów węgla
Ret-4 Modyfikacje związków o macierzystej stereochemii

4.1 Węglowodór podstawowy 
«4.2 Zamiana grupy funkcyjnej

4.2.1 Pochodne węglowodoru podstawowego
4.2.2 Pochodne retinalu
4.2.3 Pochodne kwasu retinowego

4.3 Zmiany stopnia uwodorowania
4.4 Podstawione retinoidy
4.5 Seko retinoidy
4.6 Nor retinoidy
4.7 Retro retinoidy
4.8 Inne modyfikacje 

Ret-5 Stereochemia
5.1 Grupy chiralne
5.2 Wiązania podwójne

Dodatek: Niektóre pokrewne terpenoidy zawierające mniej niż 20 atomów węgla 
Piśmiennictwo

Wstęp

W 1912 r. F u n k  [1] zaproponow ał określenie term inem  „w itam ina” 
niezbędnego dla życia czynnika wzrostowego występującego w pokarm ie. 
O kazało się następnie, że takich czynników istnieje więcej i M cCollum  [2] 
podzielił je na dwie klasy: „rozpuszczalne w tłuszczach — A” i „rozpuszczalne w
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wodzie — B”. Z kolei D r u m m o n d  [3] określił wyróżnione przez 
M c C o 11 u m a klasy odpowiednio jako  witaminę A i witaminę B oraz 
zaproponow ał, aby dalsze podobne czynniki nazywać witam inam i C, D itd. W 
1934 r. W a 1 d [4] w yodrębnił ze zwierzęcej siatkówki związek, którem u nadał 
nazwę ”retinen”. M o r t o n  [5] wysunął przypuszczenie, że związek ten jest 
aldehydem  witam iny A i określił go jako  retinaldehyd (lub retinal) [6], Popraw ną 
budow ę chemiczną witam iny A wyjaśnił w 1931 r. K a r r e r  [7] proponując 
nazwanie jej „akseroftolem ” (niem. Axerophtol) [8] w oparciu o działanie 
zapobiegające chorobie oczu zwanej kseroftalemią. D rugą z witamin A, wy­
odrębnioną przez M o r t o n a i współpracowników, nazw ano witam iną A2 [9].

W 1960 r. zostały ogłoszone przez IU PA C  zalecenia słownictwa witamin 
[10]. W zaleceniach tych znalazły się nazwy trzech związków macierzystych, tj. 
retinolu, retinalu i kwasu retinowego a także ich 3-dehydro pochodnych. 
Poszerzona i popraw iona wersja tych zaleceń została ogłoszona przez Komisję 
IU PA C -IU B  N om enklatury  Biochemicznej (CBN) w 1965 r. [11]. W związku z 
opublikow aniem  przez Komisję IU PA C  N om enklatury Chemii Ograniczonej 
(C N O C ) i Komisję IUB N om enklatury Biochemicznej (CBN) „Nazewnictwa 
K arotenoidów ” [ 13] a także opublikowaniem  przez C N O C  Działu F (substancje 
naturalne i pokrew ne związki) [14] „N om enklatury Związków O rganicznych” 
[15], W spólna K om isja IU PA C -IU B  N om enklatury Biochemicznej (JCBN) 
podjęła decyzję opracow ania oddzielnego dokum entu poszerzającego rozdział 
M -l w wymienionym wyżej opracow aniu z 1965 r. Poniższe zalecenia o p ra­
cow ano w oparciu o wstępny projekt przygotow any przez G. P. M o s s a w 
porozum ieniu z niektórym i badaczami aktywnie zajmującymi się retinoidam i 
oraz w porozum ieniu z CN O C .

Zalecenia
Ret-1. Definicja klasy związków

Retinoidy są klasą związków zawierających cztery jednostki izoprenoidowe 
połączone ze sobą w sposób „głow a-ogon”. W szystkie retinoidy m ożna formalnie 
wywieść od monocyklicznego związku macierzystego zawierającego pięć pod­
wójnych wiązań węgiel-węgiel oraz grupę funkcyjną znajdującą się na końcu 
acyklicznego fragm entu cząsteczki. Dla uniknięcia sprzeczności z nazewnictwem 
stosow anym  poprzednio nie określa się nazwą odpowiedniego węglowodoru 
macierzystego (patrz reguła Ret-4.1).

1.1 Witamina A

Nazwa „w itam ina A” powinna być używana jako  rodzajowe określenie tych 
retinoidów, które jakościow o wykazują aktywność biologiczną retinolu. O kreś­
lenie to należy stosować w nazwach pochodnych takich jak: „aktywność 
witaminy A”, „niedobór witaminy A”, „antagonista witaminy A” [16].
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Ret-2. Związki o macierzystej stereochemii

Przez macierzysty stereozwiązek rozumie się związek macierzysty, którego 
nazwa implikuje określoną stereochemię —  w związku z czym nie ma potrzeby 
szczegółowo tej stereochemii określać.

We wzorach przedstawiających szkielety retinoidów wygodnie jest pomijać 
szczegółowe przedstawienie poszczególnych atom ów  C i H, tak jak podano 
poniżej:

(1) R=CH2OH (6) r = c h 2n h 2

(2) R = CHO (7) R = CH-NOH
(3) R = C02H (8) R = CH -N [C H 2]4CHNH2C02H

(4) R=CH3 (9) R = C02C2H5

(5) R=CH20C0CH3

COOH 
H 0 ^ " - \  --------°-

(10) R- =
H 0 — CO —

OH

2.1. Retinol

Związek (1), tj. (2E, 4 E, 6£, 8E)-3,7-dimetylo-9-(2,6,6-trimetylocyklo- 
heks-l-en-l-y lo)nona-2 ,4 ,6 ,8-tetraen-l-o l1, znany także pod nazwami: w itam ina 
A, alkohol witaminy A, w itam ina A l , alkohol witaminy A t , akseroftol i akserol, 
należy określać jako  retinol2.

2.2. Retinal

Związek (2), zwany również aldehydem witaminy A, aldehydem witaminy \ l , 
retinenem lub retinenem ^ należy określać jako  retinal.

2.3. Kwas retinowy

Związek (3), znany również pod nazwami: tretino ina2, kwas witaminy A lub kwas 
w itaminy A t , należy określać jako  kwas retinowy.

1 System numerowania atomów w przypadku podawania nazwy systematycznej jest odmienny 
od systemu opisanego wyżej (patrz reguła Ret-3).

2 Nazwa zaakceptowana przez W HO
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Ret-3. Numerowanie atomów węgla

Podstaw ow y sposób num erow ania atom ów  węgla pokazano na wzorach 
1— 9. Jest on zgodny z systemem przyjętym dla karotenoidów  (patrz reguły Car-4
i C a r-12.4 w [13]).

Ret-4. Modyfikacje związków o macierzystej stereochemii

4.1. Węglowodór podstawowy

W ęglow odór (4), znany również jako  akseroften, należy określać jako 
deoksyretinol3. W ęglow odór ten nie powinien być traktow any jako  macierzysty 
stereozwiązek dla rdzenia ’’retin-” ponieważ należałoby mu wtedy nadać nazwę 
’retinen” —  co m ogłoby prowadzić do nieporozum ień gdyż nazwę tą stosowano 
poprzednio jak o  synonim  nazwy ’’retinal” (patrz regułaRet-2.2). Z kolei nazwa 
’’re tinan” nie byłaby właściwa ponieważ implikowałaby ona nasycony charakter 
tego w ęglow odoru (patrz reguła F-2.3 w [14]).

4.2. Zmiana grupy funkcyjnej

4.2.1. Podstaw ienie węglowodoru podstawowego w pozycji 15 grupą 
funkcyjną zaznacza się stosując grupowe nazwy retinyl (R na wzorze oznacza 
C H 2-) lub retinyliden (R oznacza C H = )  przy czym zachowuje się numerację 
atom ów  węgla jak  w węglowodorze podstawowym . N a przykład (5) przedstawia 
octan retinylu a (6) —  retinyloam inę.

4.2.2. P ochodną retinalu m ożna określać albo jako  pochodną aldehydu 
(zgodnie z regułam i C-842, C-922 lub C-982 [15]) albo jako  związek podstawiony 
dw uw artościow ą grupą — retinylidenem  (patrz reguła A-4.1 w [15]). N a 
przykład (7) przedstaw ia oksym retinalu a (8) — N 6-retinylideno-L-lizynę.

4.2.3. Pochodnym  kwasu retinowego nadaje się nazwy tak jak  pochodnym  
innych kwasów karboksylow ych tj. zgodnie z regułami C-4.6 i C-403 [15]. N a. 
przykład (9) przedstaw ia retinian etylu a (10) — kwas 1 -O-retinoilo-/?-D-glukopi- 
ranuronow y.

4.3. Zmiany stopnia uwodorowania

Retinoidom , które różnią się od odpowiednich, określonych regułą Ret-2 
związków o macierzystej stereochem ii stopniem  uw odorow ania, nadaje się 
nazwy stosując przedrostki „hydro” lub „dehydro” z równoczesnym podaniem 
lokantów  wskazujących atom y węgla, przy których nastąpiło przyłączenie lub

3 Przedrostek „deoksy” może być pisany łącznie lub oddzielany łącznikiem (patrz reguła
C-16.11 [15]). W niniejszym opracowaniu jest on pisany łącznie i, ponieważ nie ma potrzeby
podawania lokanta 15, przedrostek ten związany jest bezpośrednio z rdzeniem nazwy.
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odłączenie atom ów  wodoru. Przedrostki te pisze się łącznie i, jeśli oba występują 
w tej samej nazwie, przedrostek „dehydro” podaje się przed przedrostkiem  
„hydro” (przedrostki określające krotność nie wpływają na podaną kolej­
ność)—  patrz reguła Car-6 [13]. Przykłady:

4
3,4-Didehydroretinol (znany również jako de- 
hydroretinol4 lub witamina A2)

I I I
u

4 ,5 -Didehydro- 5 , 6 - dihydroretinol (znany 
również jako oc-witamina A)

4.4. Podstawione retinoidy

Podstawionym  pochodnym  retinoidów nadaje s ię ,nazwy stosując odpo­
wiednie przedrostki zgodnie z zasadam i ogólnymi słownictwa związków orga­
nicznych (patrz reguła C-0.1 w [15]). Użycie przyrostków  nie jest możliwe 
ponieważ nazwy związków o macierzystej stereochemii zdefiniowane regułą 
Ret-2 zawierają już przyrostek związany z obecnością grupy funkcyjnej przy 
C-15. Przykłady:

5,6-Epoksy-5,6-dihydroretinol (znany także 
jako hepaksantyna)

12 -  Fluororetinian etylu

4 Nazwa zalecana w pracach z zakresu żywienia [16].
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4.5. Seko  retinoidy

Rozszczepienie pierścienia z przyłączeniem jednego lub więcej atom ów  
w odoru do każdej z powstałych grup krańcowych zaznacza się przedrostkiem  
„seko” przy czym zachowuje się numerację atom ów węgla jak  w wyjściowym 
retinoidzie (patrz reguła F-4.7 w [14]).

VI

1,6 -  Seko- 1 , 2 - didehydroretinol (znany także jako ^ - w i­
tamina A)

4.6. N or  retinoidy

Eliminację z cząsteczki retinoidu grupy C H 3, C H 2, CH lub C zaznacza się za 
pom ocą przedrostka „nor” poprzedzonego lokantem  usuniętego atom u węgla. 
W tedy gdy istnieje kilka możliwości wybiera się lokant najwyższy z możliwych 
przy czym zachowuje się sposób num erow ania atom ów węgla w retinoidzie. 
Przedrostek „nor” jest nierozłączny (patrz reguły F-4.2 i F-4.4 w [14]). Należy tu 
zwrócić uwagę, że powyższe zalecenie odpow iada raczej regułom F-4.2 i F-4.4 niż 
zaleceniom słownictwa karotenoidów  (reguła Car-5.1 w [13]), które to zalecenia 
nakazują wybór lokanta najniższego z możliwych. Należało by więc, przy okazji 
kolejnej rewizji zasad słownictwa karotenoidów , zmodyfikować regułę Car-5.1, 
tak aby odpow iadała ona ogólniejszej praktyce.

CH-,0 VII

R = NHC2H5 N -  E ty lo -3-m etoksy-2-m etylo-17-nor-1)2,3(/»-tetra- 
dehydroretinamid (znany także jako motretinid2)

R = OC2H5 3-M etoksy-2-m etylo-17-nor-1,2,3,4-tetradehydrore- 
tinian etylu (znany także jako etretinian2)

VIII

Kwas 5 -a ce ty lo -A  ,18 -d in o r- retinowy

12 P ostępy  B iochem ii I 2/89 http://rcin.org.pl
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4.7. R etro  retinoidy

Przedrostek „retro" (pisany kursywą), wraz z parą lokantów, wskazuje na 
przesunięcie sprzężonego układu polienowego o jedną pozycję pomiędzy 
pozycjami określonymi przez te lokanty. Pierwszy lokant wskazuje atom  węgla, 
który utracił pro ton  a drugi — atom  węgla, który zyskał proton. Przedrostek 
„retro" jest nierozłączny (patrz reguła Car-9 w [13]). Przykłady:

u

¿ ,5 - Didehydro-15,5 -  r e t r o -  deoksyretinol 
(zwany także anhydrowitaminą A)

U w a g a :  Podana wyżej nazwa semisystematyczna jest bardziej właściwa niż 
„14,15-didehydro-4,14-reiro-deoksyretinol” gdyż występuje w niej zestaw 
niższych lokantów  (patrz reguły A-2.2 i C -13.11 w [15]).

u

Octan U ^ L - r e t r o -  retinylu

4.8. Inne modyfikacje

Inne modyfikacje m ożna zaznaczać w nazwie za pom ocą odpowiednich 
przedrostków. N a przykład: „cyklo” —  patrz reguła F-4.1 w [14]; „hom o” — 
patrz reguła F-4.5 w [14]; heteroatom y — patrz reguła F-4.11 w [12]; dodatkow e 
pierścienie — patrz reguła 2S w „D odatku”, w [17].

Ret-5. Stereochemia

5.1. Grupy chiralne

Konfigurację absolutną centrów chiralności określa się za pom ocą konwencji 
RS, podając symbole, wraz z odpowiednim i lokantam i, przed nazwą retinoidu 
(patrz reguła E-4.9 w [18]).
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Przykłady:

R = H (3/?)-3-Hydroksyretinol

R=C0CH3 (3fl)-3-Acetoksyretinol

5.2. Wiązania podwójne

Nazw a związku o macierzystej stereochemii określonego regułą Ret-2 
oznacza konfigurację trans wokół wszystkich wiązań podwójnych łańcucha 
polienowego (o ile nie podano, że jest inaczej). Obecność podwójnych wiązań cis 
wskazuje się po określeniu konfiguracji absolutnej (jeśli to niezbędne). M ożna w 
tym celu stosować stereochemiczne symbole E i Z  (patrz reguła E-2 w [18]). 
Symbole te należy stosow ać zawsze wtedy, gdy oznaczenia cis lub trans mogły by 
pow odow ać niejednoznaczność. Trzeba jednak zwrócić uwagę na to, że podsta­
wienie cząsteczki retinoidu może prowadzić do zmiany konfiguracji E i Z  lub 
odw rotnie — nawet wtedy, gdy nie następuje zm iana konfiguracji łańcucha 
polienowego w odniesieniu do związku o macierzystej stereochemii. Z tego 
powodu, w przypadku stosow ania symboli E lub Z, zaleca się podaw anie 
stereochemii wszystkich wiązań podwójnych. N a przykład związek (9) jest 
(a//-£)-retinianem  etylu. Zastąpienie w odoru przy C-12 fluorem daje związek 
podany jako  przykład ilustrujący regułę Ret-4.4, który m ożna określić jako  (7E, 
9E, 11 Z , 13E)-12-fluororetinian etylu.

Przykłady:

R = CH2OH 1 3 -c/s-Rełinol lub (7E,  9E, 11E.13Z)-
- retinol (znany także jako neowitamina A)

R = CC>2H Kwas 13-o s-re tin o w y lub kwas [ 7 E , 9 E , ^ E ,  
13Z)-retinowy (znany także jako izotretinoina2)

12« http://rcin.org.pl
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U w a g a :  Jeśli zachodzi konieczność określenia w retro-retinoidzie stereochemii 
w iązania podwójnego 6 (7), należy to uczynić tak, aby, na przykład, związek 
wymieniony w regule Ret-4.7 został nazwany octanem  (6Z , 8E, 10E, 12£)-4, 
14-refro-retinylu.

Dodatek 

Niektóre pokrewne terpenoidy zawierające mniej niż 20 atomów węgla

Term in „karotenoid” ogranicza się zazwyczaj do terpenoidów, które zacho­
wały dwie centralnie położone grupy metylowe macierzystego związku C 40. Tym 
niemniej reguły Car-1 i C a r-10 [13] zezwalają na rozszerzenie tego terminu, 
poprzez zastosowanie przedrostka „apo”, również na retinoidy (na przykład 
retinal m ożna by określić jako  15-apo-(3-karoten-15-al) oraz wiele innych 
terpenoidów  o niedużych cząsteczkach. Wiele tych terpenoidów  wykazuje 
aktywność horm onów  roślinnych lub stanowi ważne składniki olejków eterycz­
nych. Poniższą listę nazw zwyczajowych niektórych związków z tej grupy 
podano dla wygody —  nie oznacza to jednak oficjalnego uznania tych nazw.

Nazwa semisystematyczna

kwas (7£, 9Z)-(6S)-6-hydroksy-3-okso-l l-apo-£-karoten-l 1-owy 
(5fl)-3,4-didehydro-5,8-dihydro-8-apo-P-karoten-8,5-olid 
5,8-epoksy-3,4-didehydro-5,8-dihydro-9-apo-P-karoten-9-ol 
(6S, 9/?)-6,9-dihydroksy-9-apo-e-karoten-3-on 
(6S, 9K)-6,9-dihydroksy-7,8-dihydro-9-apo-e-karoten-3-on 
9-hydroksy-7,8-dihydro-9-apo-e-karoten-3-on 
7-apo-P-karoten-7-al 
7-apo-P-karoten-7-ol 
kwas 7-apo-P-karoten-7-owy
(8E)-3,4,8,9,-tetradehydro-7,8-dihydro-9-apo-P-karoten-7-on 
patrz Loliolid
kwas (7E, 9Z)-(1/?, 5R, 6S)-5,16-epoksy-6-hydroksy-3-okso-5,6-di- 
hydro-11-apo-P-karoten-l 1-owy 
(2R, 6S)-2-metylo-9-apo-e-karoten-9-on 
(2R, 6K)-2-metylo-9-apo-e-karoten-9-on 
(2/?)-2-metylo-9-apo-P-karoten-9-on 
(6/?)-9-apo-e-karoten-9-on 
9-apo-P-karoten-9-on 
(6S)-9-apo-y-karoten-9-on
9-apo-4,-karoten-9-on 
11-apo-P-karoten-l 1-al 
kwas 11-apo-P-karoten-l 1-owy
11-apo-P-karoten-l l-ol 
(3S, 5R, 6R)-3,5-dihydroksy-6,7-didehydro- 
-5,6-dihydro-9-apo-P-karoten-9-on
(7£, 9Z)-(3S, 5R, 6S)-5,6-epoksy-3-hydroksy-5,6-dihydro-l 1-apo-P- 
-karoten-11-al

Nazwa zwyczajowa

( + )-Abscysowy kwas

(-)-Aktynidiolid 
Aktynidol 
Blumenol A 
Blumenol B 
Blumenol C 
P-Cyklocytral 
P-Cyklogeraniol 
P-Cyklogeranowy kwas 
Damascenon 
Digiprolakton 
Fazeowy kwas

( +  )-cis-a-Iron
(-)-frćins-a-Iron
( +  )-j3-Iron
(-l-)-a-Jonon
P-Jonon
(-)-y-Jonon
'P-Jonon
P-Jonylidenoaeetaldehyd 
P-Jonylidenooctowy kwas 
p-Jonylidenoetanol 
Keton konika polnego 
Romalea microptera 
(-)-Ksantoksyna
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(-)-Loliolid 
Lucyferyna z Latia 
Pseudojonon 
Safranal 
(-)-Teaspiron 
Trisporol B

(3S, 5/?)-3-hydroksy-5,8-dihydro-8-apo-p-karoten-8,5-olid 
mrówczan ( 9£)-7,8-dihydro-1O-apo-P-karoten-10-ylu 
patrz HMonon
3,4-didehydro-7-apo-(3-karoten-7-al 
(6S, 9S)-6,9-epoksy-7,8-dihydro-9-apo-e-karoten-3-on 
( 1 S)-16-hydroksy-11,12-dihydro-13-apo-P-karoten- 
-4,13-dion
( 1 S, 13 R)-13,16-dihydroksy-11,12-dihydro-13-apo-P-karoten-4-on
(1S)-11,16-dihydroksy-1 l-apo-P-karoten-4-on
kwas (lS)-4,13-diokso-l 1,12-dihydro-13-apo-P-karoten-16-owy
kwas (1S, 13K)-13-hydroksy-4-okso-l 1,12-dihydro-13-apo-P-karo-
ten-16-owy
patrz Blumenol A

Trisporol C 
Trisporon 
Trisporowy B kwas 
Trisporowy C kwas

Womifoliol

Opracowanie otrzymano 21 czerwca 1988 r.
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III. Słownictwo i symbole kwasu foliowego i związków 
pokrewnych

Opracowano na podstawie dokumentu Wspólnej Komisji Nomenklatury Biochemicznej (JCNB) 
IUPAC-IUB: “Nomenclature and symbols for folic acid and related compounds. Recommendations 
1986”, opublikowano w Eur. J. Biochem., (1987), 168, 251—253.

Komisja Słownictwa Biochemicznego uprzejmie dziękuje profesorowi Osmanowi Achmato- 
wiczowi za konsultacje przy opracowaniu dokumentu.

Spis treści

1. Wstęp
2. Skorygowane zalecenia

2.1. Związek macierzysty
2.2. Numerowanie
2.3. Glutaminowe pochodne kwasu foliowego
2.4. Folian i kwas foliowy
2.5. Rodzajowe użycie terminu foliany
2.6. Związki uwodorowane
2.7. Podstawniki
2.8. Symbole i skróty

3. Piśmiennictwo

Foliany stanowią grupę związków heterocyklicznych zawierających szkielet 
kwasu 4-[(pterydyn-6-ylometylo) am ino] benzoesowego (Ryc. 1.) związany z 
resztą lub resztami glutam inianowym i. Przedstaw iony dokum ent jest skorygo­
waną wersją zaleceń Komisji N om enklatury Biochemicznej IU PA C-IU B, 
sporządzonych w 1964 r. [ 1 ]. G łówne zmiany są konsekwencją wzrostu wiedzy o 
stereochemii folianów. D okum ent zawiera także zalecane słownictwo związków 
uwodorowanych i podstawników, jak  również symbole i skróty.

opracowała Barbara Rzeszotarska

1. Wstęp

0
c o 2h

h2n 'N N

Ryc. 1. Kwas pteroinowy
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2. Skorygowane zalecenia

2.1. Związek macierzysty

Podstawę grupy związków, o których mowa stanowi kwas pteroinowy (Ryc.
1.). Sole tego kwasu nazywa się pteroinianam i, a grupę acylową — pteroilem. 
U w a g i :

1) S truk tura pokazana na rycinie 1 m a nazwę systematyczną: Kwas 
4-{[(2-amino-3,4-dihydro-4-oksopterydyn-6-ylo) metylo] amino} benzoesowy. 
M orfem “dihydro” w tej systematycznej nazwie macierzystego, nieuw odorow a- 
nego związku powinien być starannie odróżniany od m orfemu “dihydro” w 
nazwach pochodnych uwodorow anych (paragraf 2.6).

2) W biologicznie ważnych pochodnych występuje również 2-am inoptery- 
dyn-4(3H)-on, który m ożna nazwać pteryną.

2.2. Numerowanie

N um erow anie atom ów  pokazuje Ryc. 1.
U w a g a :  N um ery 5,8, i 10 jednoznacznie określają pozycje atom ów azotu  w 
cząsteczce. Nie należy zatem wprow adzać symbolu N  do nazwy przy wskazywa­
niu podstaw ników  przy tych atom ach. Atomy węgla wspólne dla dwóch 
pierścieni num eruje się 4a i 8a, co umożliwia opisanie związków uw odorow anych 
w tych pozycjach.

2.3. Glutaminianowe pochodne kwasu foliowego

Związki, w których kwas pteroinow y związany jest z resztą lub resztami 
L-glutam inianowym i nazywa się pteroiloglutam inianem , pteroilodiglutam inia- 
nem itd (nie używa się nazwy pteroilom onoglutam inian; patrz również paragraf
2.4.). Przyjmuje się, że druga i każda następna reszta glutam inianow a łączy się z 
poprzedzającą wiązaniem y-peptydowym, zatem:

Pteroil-N H -C H - C H 2-C H 2-C O -N H -C H - C H 2-C H 2-CO-NH...itd.

Powyższe nazwy m ożna również stosować w sensie rodzajowym. T ak więc 
“pteroiloheksaglutam inian” może być użyty do oznaczenia jakiegokolwiek 
związku o tej podstawowej strukturze lub ich mieszaniny bez względu na star 
uw odorow ania pierścienia pterydynowego lub jego jednowęglowe podstawniki. 
Term in “pteroilopoliglutam iniany” ma jeszcze szerszą konotację i stosuje się do 
wszystkich związków z więcej niż jedną resztą glutam inianow ą.

2.4. Folian i kwas foliowy

Nazwy: folian i kwas foliowy są uprzywilejowanymi synonim am i pteroilo- 
glutam inianu i kwasu pteroiloglutam inow ego.
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2.5. Rodzajowe użycie terminu foliany

Termin foliany m ożna stosować w sensie rodzajowym  do nazwania jakiego­
kolwiek związku z grupy pteroiloglutam inianów  lub ich mieszaniny niezależne 
od stopnia uw odorow ania pierścienia pterydynowego, jednowęglowych pod­
stawników i liczby reszt glutam inianowych.

2.6. Związki uwodorowane

Związki uw odorow ane oznacza się przedrostkam i “dihydro-”, “tetrahydro-” 
itd., z cyframi wskazującymi pozycje dodatkow ych atom ów  wodoru, o ile pozycje 
te są znane. Przyjmuje się, że pochodna tetrahydro- jest uw odorow ana w 
pozycjach 5, 6, 7, i 8, a dihydro- w pozycjach 7 i 8, o ile nie zaznaczono inaczej.

Skoro absolutna konfiguracja atom u C-6 naturalnych stereoizomerów 
tetrahydropteroiloglutam inianów  jest znana, zawsze kiedy możliwe należy 
używać symboli R, S lub ambo-. (Przedrostek ambo- oznacza mieszaninę 
cząsteczek, z których jedne mają konfigurację R a drugie S na atomie, do którego 
symbol ten się odnosi; jest on szczególnie użyteczny przy nierównym udziale 
składników, wynikającym z obecności w cząsteczce innych centrów chiralnych, 
jak  centra reszt glutam inianowych. Dokładniejsze wyjaśnienia znajdują się w 
rozdziałach 3AA-13.2 i 3AA-19.2 dokum entu cytowanego w punkcie 2 spisu 
piśmiennictwa). W szystkie znane naturalne stereoizomery m ają tę samą konfi­
gurację jak  (6S)-tetrahydrofolian, a w ich wzorach przedstawionych tak jak  na 
rycinie 1 atom  w odoru przy C-6 umieszczony jest poniżej płaszczyzny papieru. Są 
one jednak oznaczane raz jako  R, a raz jako  S w zależności od reguł 
pierwszeństwa (uzupełnienie 2 w dokum encie cytowanym  w punkcie 3 spisu 
piśmiennictwa). Przykłady podano poniżej w paragrafie 2.8.(f). Jeśli konfiguracja 
przy C-6 związku mającego w odór przy tym atom ie jest nieznana, m ożna użyć 
symboli ( +  ) ,( - ) ,  lub ( +  ), aby wskazać aktywność optyczną.

2.7. Podstawniki

Pospolite podstaw niki określa się przedrostkam i, pochodzącym i z ogólnych 
reguł słownictwa związków organicznych (3-6), wraz z num eram i wskazującymi 
podstawione pozycje. Przedrostek oznacza, że podstaw nik zastępuje jeden atom  
w odoru w macierzystej strukturze w przypadku formylu, metylu lub grupy 
formiminowej, lub dwa takie atom y w przypadku metenylu. Powyższe trzeba 
mieć na uwadze w bilansow aniu równań zawierających tetrahydrofoliany. 
Metylen (C H 2) i metenyl (CH) (patrz Tabela) tworzą mostek między atomem 
azotu 5 a 10 folianów uwodorow anych. W przypadku metenylu ładunek dodatni 
umieszcza się w obrębie struktury  N ..........CH ............N.

Dla wygody, przedrostek określający uw odorow anie (dihydro- lub tetrahy­
dro) traktuje się jako  nierozłączny (odnośnik (5), reguła C - l6.1) i jako  taki 
umieszcza bezpośrednio przed rdzeniem nazwy (folian, pteroiloglutam inian). 
Przedrostki określające inne podstaw niki umieszcza się przed dihydro- lub 
tetrahydro-.
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Tabela 1

Podstawnik Symbol Wzór strukturalny

Formimino*)
Formyl
Metyl
Metylen
Metenyl*)

NHCH—
HCO
c h 3—
c h 2

—CH+—

HN=CH-—
0 = C H
c h 3—
c h 2

—C H =  w formach mezomerycznych 
[>N—C H = N +<<->)N+= C H —N<]

*) S y stem a ty czn y m i n azw am i H N = C H —  i — C H = s ą  im in o m ety l (lu b  fo r m im id o il) i m ety liden . P o d a n o  

je d n a k  n azw y  p o w sze ch n ie  u żyw an e w  p rak tyce  b iochem icznej. F o rm im in o  n ie n a leży  m y lić  z  fo r m y lo im in o  

(H C (O )N -.

2.8. Symbole i skróty

Często dla wygody, przede wszystkim, aby skrócić długie nazwy w rów na­
niach, tabelach i na rycinach, om aw iane tu związki oznacza się symbolami. We 
wszystkich przypadkach, w których m ogą powstać wątpliwości, symbole należy 
zdefiniować lub nazwy związków podać w pełnym brzmieniu. Zaleca się 
stosowanie następujących zasad:

a) P rzedkłada się nazwę folian nad nazwę kwas foliowy. Ponieważ term in 
folian jest krótki, nie należy go skracać.

b) P teroinian (lub pteroil lub kwas pteroinowy) określa się trójliterowym  
symbolem Pte.

c) Kwasy pteroiloglutam inow e lub ich sole oznacza się symbolami PteG lu, 
P teG lu2, P teG lu3 itd. Liczby wskazują liczbę reszt glutam inianowych. (Symbol 
Glu pochodzi ze standardow ych symboli am inokwasów [2]. W serii folianów 
Glu oznacza kwas glutam inow y dołączony w sposób om ówiony w paragrafie 2.3, 
o ile nie podano inaczej).

d) U w odorow anie pochodnych określają przedrostki H 2 i H 4 umieszczone 
przed głównym symbolem ze wskazaniem pozycji, o ile to potrzebne, np. 
H 2folian, H 4P teG lu3. Nie powinno się używać symboli D H  i TH.

e) Podstaw niki oznacza się symbolami pochodzącym i od ich wzorów 
strukturalnych, jak  pokazano w tabeli 1. Pozycję podstaw nika podaje się przed 
symbolem jego nazwy.

f) Przedrostki H 2, H 4 i inne m ożna używać z term inem  “foliany” lub 
“pteroiloglutam iniany” mając na myśli związki uw odorow ane i/lub zm odyfiko­
wane (bez określenia liczby reszt kwasu glutam inow ego w cząsteczce).

Poniżej podano przykłady naturalnych stereoizomerów:

(6S)-H4folian (6S)-5,6,7,8-tetrahydrofolian
(6S)-5,6,7,8-tetrahydropteroiloglutaminian 

(6R)-5,10-CH2-H 4folian (6/?)-5,10-metylenotetrahydrofolian
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(6S)-5-CH3-H 4PteG lu3 (6S)-5-metylotetrahydropteroilotriglutaminian
(6/?HO-HCO-H4PteGlun (6R)-10-formylotetrahydrofolian, (lub (6K)-10-formylotetrahydropte- 

roilopoliglutaminian, jeżeli wyklucza się n =  1)
(6R)-5,10-CH +-H 4folian (6R)-5,10-metenylotetrahydrofolian 
(6S)-5-CHO-H4folian (6S)-5-formylotetrahydrofolian

Poniżej podano przykład mieszaniny stereoizomerów:

(6-ambo)-5-CHO-H4folian (6-ambo-5-formylotetrahydrofolian

Opracowanie otrzymano 8 lipca 1988 r.
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Zalecenia Komisji Słownictwa Biochemicznego, obowiązujące Autorów
przekazujących artykuły do druku  w „Postępach Biochemii” m ożna znaleźć w
następujących publikacjach:

1. „Nowe Polskie Słownictwo Biochemiczne” (red. A. Morawiecki), PW N, 
W arszawa 1983*.

2. W ybrane symbole i wielkości jednostek. W ykaz skrótów. Post. Biochem., 
1983, 29, 412—413.

3. Jednostki aktywności enzymatycznej. Post. Biochem., 1983, 29, 409— 411.
4. Słownik nazw enzymów. Post. Biochem., 1985, 31, 95— 205.
5. Zm iany w słownictwie enzymów. Post. Biochem., 1986, 32, 375.
6. Zalecenia dotyczące pom iarów  i przedstaw iania dawnych równowag bioche­

micznych. Post. Biochem., 1984, 30, 487— 499.
7. Przedstawienie danych term odynam icznych i pokrewnych w biologii. Post. 

Biochem., 1987, 33, 357.
8. Słownictwo m onosacharydów  rozgałęzionych. Post. Biochem., 1985, 31, 

649— 656.

9. Słownictwo m onosacharydów  nienasyconych. Post. Biochem., 1985, 31, 
656— 661.

10. Słownictwo określające konform ację pięcio- i sześcioczłonowych form 
pierścieniowych m onosacharydów  i ich pochodnych. Post. Biochem., 1985, 
31, 684— 690.

11. Skrócone nazwy łańcuchów oligosacharydowych. Post. Biochem., 1985, 31, 
662— 672.

12. Słownictwo polisacharydów. Post. Biochem., 1985, 31, 672— 677.
13. Symbole określające konform ację łańcuchów polisacharydowych. Post. 

Biochem., 1985, 31, 677— 684.
14. Słownictwo witam in D. Post. Biochem., 1983, 29, 397— 408.

* Komisja Słownictwa przypomina , że obecnie obowiązuje termin „względna masa cząstecz­
kowa” zamiast dawnej stosowanego terminu „ciężar cząsteczkowy”.
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SPR A W O ZD A N IA

Międzynarodowa Letnia Szkoła na temat „Nowe Techniki i Kierunki Badań w 
Pracach nad Fotosyntezą” —  NATO/FEBS Summer School

“Techniques and New Developments in Photosynthesis” (Spetsai, Grecja 31 lipca — 13 sierpnia 1988)

Tegoroczna Letnia Szkoła Biochemiczna poświęcona fotosyntezie była kolejnym tego typu 
spotkaniem. Pierwsze z nich odbyło się w tym samym miejscu 10 lat temu. Jednym z głównych 
organizatorów kursu był wówczas George Akoyunoglou (Grecja). W bieżącym roku zjazd 
dedykowano jego pamięci. W komitecie organizacyjnym Szkoły znaleźli się: Jim Barber (Anglia), 
Richard Malkin (USA) i Roland Douce (Francja). W spotkaniu wzięło udział ponad 120 osób z 21 
krajów świata. Najliczniej reprezentowane były: Anglia, Stany Zjednoczone, RFN i Grecja.

Szkołę otworzył wykładem inauguracyjnym pt. „Energia słoneczna, jej wychwytywanie i 
wykorzystanie” profesor Sir George Porter (Anglia), laureat nagrody Nobla. W czasie kursu 20 
innych wykładowców z czołowych ośrodków biochemicznych świata wygłosiło 46 godzinnych 
wykładów poświęconych fotosyntezie. Byli to: B. Andersson (Szwecja), J. Barber (Anglia), J.Joyard 
(Francja), T. A. Dyer (Anglia), K. Gounaris (Anglia), J. C. Gray (Anglia), M. C. Guerrero (Hiszpania), 
U. Heber (RFN), R. Malkin (USA), B. A. Melandri (Włochy), H. Michel (RFN), E. Nabedryk 
(Francja), I. Ohad (Izrael), L. Packer (USA), G. C. Papageorgiu (Grecja), B. Ramage (USA), M. Stitt 
(RFN), W. Vermaas (USA), D. A. Walker (Anglia), C. A. Wright (USA).

Poza tym odbywało się 7 tzw. „dyskusji okrągłego stołu” oraz prezentacja wyników w czasie sesji 
plakatowych. Problematyka zajęć obejmowała kilka grup tematycznych:

1) Absorpcja światła, struktura kompleksów chlorofilowo-białkowych i przekazywanie energii.
2) Struktura błon fotosyntetycznych i zmiany w nich zachodzące pod wpływem czynników 

stresowych.
3) Struktura i funkcja fotosyntetycznego centrum reakcji.
4) Wydzielanie tlenu, funkcje chinonów, kompleks cytochrom b6/f.
5) Fosforylacja i mechanizm sprzężenia energetycznego.
6) Metabolizm dwutlenku węgla i jego regulacja.
7) Biologia molekularna aparatu fotosyntetycznego.
Wielką zasługą organizatorów było wydanie materiałów zjazdowych i to nie tylko streszczeń 

plakatów, ale i wykładów. Ponadto komunikaty mają ukazać się w formie rozszerzonych, 
kilkustronicowych prac, których maszynopisy uczestnicy Szkoły przekazali organizatorom w czasie 
jej trwania. Miłym urozmaiceniem kursu było kilka wycieczek do innej części wyspy oraz na pobliski 
Peloponez.

Letnia Szkoła na temat Fotosyntezy na pewno pozostanie na długo w pamięci jej uczestników 
dzięki zdobytej tu wiedzy oraz nawiązaniu nowych kontaktów naukowych.

Joanna Gemel
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IV Sympozjum Fluorowe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Szczecinie

IV Sympozjum Fluorowe zorganizowane przez Oddział Szczeciński Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego odbyło się w dniach 1—2 września 1988 roku na terenie Pomorskiej Akademii 
Medycznej, w ramach obchodów 40-lecia istnienia Uczelni. W obradach brało udział około 80 osób, 
chociaż nie wszyscy współautorzy prac, zwłaszcza zamiejscowi, mogli przybyć na obrady. Na 
program Sympozjum złożyło się 10 referatów i 30 plakatów. Pierwszego dnia w sesji przedpołudnio­
wej przedstawiono 6 referatów, a w godzinach popołudniowych miała miejsce prezentacja plakatów. 
W drugim dniu wygłoszono 4 referaty. Kolejność referatów była następująca:

1. Czy istnieje głód fluorowy u ludzi (Z. Machoy, Szczecin);
2. Najnowsze kierunki w chemii i technologii fluoru (U. Glabisz, Szczecin);
3. Rola biologiczna fluorowanych nukleozydów i nukleotydów (K. Jacyszyn, Wrocław);
4. Przypadki ostrych śmiertelnych zatruć związkami fluoru w praktyce Instytutu Ekspertyz 

Sądowych (J. Markiewicz, J. Sadlik, Kraków);
5. Przewlekłe narażenie człowieka na związki fluoru na terenach uprzemysłowionych i niektóre 

związane z tym zmiany enzymatyczne oraz konsekwencje zdrowotne (M. Gumińska, Kraków);
6. Fluoride accumulation in antarctic Krill and consequences to its natural predators (D. 

Adelung, Kiel, RFN);
7. Different sensitivities to fluoride in humans and animals. An overview (H. Runge, J. Franke, 

Halle — Erfurt, NRD);
8. Diagnostyka kliniczna fluorozy przemysłowej (E. Czerwiński, Kraków);
9. Experimental fluorosis in rat: sodium fluoride induced changes of bone and cartilage (M. Bely, 

T. Pinter, A. Apathy, Budapest, Węgry);
10. Effects of fluoride emmissions in the vicinity of industry (Ch. Schmit, NRD);
Dyskusje odbywały się po każdym z referatów. Na zakończenie obrad zorganizowane zostało,

pod kierownictwem prof. Gumińskiej, spotkanie autorów plakatów. Miało ono na celu przedyskuto­
wanie przedstawionych plakatów, wysłuchanie uwag, komentarzy, wyjaśnień i zarzutów merytorycz­
nych. Stanowiło więc ważną część tego interdyscyplinarnego sympozjum. A oto kilka z wybranych 
stwierdzeń. Fluor, który był jednym z pierwszych znanych inhibitorów wielu reakcji enzymatycznych, 
oddziaływuje według różnorodnych mechanizmów. Najogólniej mówiąc, doprowadza on do 
wyeliminowania z organizmów wpływów wielu podstawowych kationów. Jego penetracja, nie tylko 
do tkanek twardych, ale także do tkanek miękkich jest zastanawiająca i błyskawiczna. Dramaturgia 
kilku ostrych zatruć była przedstawiona w referacie prof. Markiewicza. Do poznanych już wcześniej 
negatywnych wpływów fluoru na szlaki metaboliczne cukrów, białek, lipidów i wytwarzania energii 
dochodzą oddziaływania immunologiczne, o których dotychczas mało było wiadomo. Na uwagę 
zasługuje doniesienie A. Wędzisz i współ., że przy podawaniu małych dawek fluorków ich kumulacja 
w kościach i zębach jest w przybliżeniu jednakowa, ale przy zwiększonych dawkach fluorków więcej 
ich gromadzi się w kościach niż w zębach. Może to mieć praktyczne znaczenie dla stomatologów w ich 
programach profilaktycznych zwalczania próchnicy zębów poprzez fluorkowanie wody pitnej. 
Jeszcze ciekawiej wygląda przemieszczanie się fluoru u antarktycznego kryla. Po jego odłowieniu, w 
temperaturze poniżej 0JC, ma miejsce szybka proteoliza i przemieszczanie się fluoru z pancerza do 
tkanek miękkich, co bardzo obniża wartość użytkową jego białka. Tym i innym wypowiedziom 
zostanie poświęcone osobne opracowanie w wydawnictwie specjalistycznym.

W czasie ogólnej dyskusji sprecyzowano pewne postulaty dotyczące opracowania ponownej 
weryfikacji metod analitycznych w zakresie diagnostyki badań pracowników zatrudnionych w 
zakładach przemysłowych, przerabiających materiały zawierające związki fluoru. Organizatorom 
sympozjum sugerowano zorientowanie się w możliwościach utworzenia w Polsce filii Międzynaro­
dowego Towarzystwa Badania Fluorków (ISFR).

10-letni okres czasu, w którym odbyły się w Szczecinie cztery sympozja fluorowe skłania do 
oceny ich znaczenia naukowego. Organizatorzy I Sympozjum w 1979 roku nie przypuszczali, że 
przekształcą się one w regularne spotkania naukowe. Wydawało się, że fluor jako pierwiastek nie 
stanowi dostatecznie dużego obszaru dla działalności naukowej. Obecnie jednak przemianami fluoru

http://rcin.org.pl



[3] S P R A W O Z D A N I A 193

zajmują się specjaliści wielu gałęzi nauki. Jest to wynikiem szczególnych właściwości fluoru, który 
odgrywa znaczną rolę nie tylko w chemii, głównie w różnych procesach syntezy i technologii 
chemicznej, lecz również w stomatologii, medycynie, weterynarii, toksykologii, biochemii, rolnictwie i 
wielu innych dziedzinach. Największe zainteresowanie fluorem wykazują toksykolodzy, którzy w 
zatruciach przewlekłych, być może bardziej niż w zatruciach ostrych, widzą narastające niebezpie­
czeństwo ekologiczne. Polska ma szczególne powody ku temu, by bacznie obserwować skutki 
wywołane rozprzestrzenianiem się związków fluoru w atmosferze, a poprzez nią oddziaływanie na 
wodę, glebę, rośliny, zwierzęta i ludzi. Ujemne skutki obserwuje się już nie tylko wokół dużych 
zakładów przemysłowych, ale na ogromnych obszarach nieuprzemysłowionych z powodu spalania 
ogromnych ilości węgla niskogatunkowego, zawierającego związki fluoru. Węgiel zapewne jeszcze 
długo będzie w Polsce głównym źródłem energii, co nie napawa ekologów optymizmem. Znaczne 
ilości fluoru są wprowadzane do gleby także z nawozami sztucznymi.

Zainteresowanie dotychczasowymi sympozjami fluorowymi obrazuje załączona tabela, która 
informuje o ilości prac pochodzących z różnych ośrodków.

Obszerniejsze i dokładniejsze sprawozdania z sympozjów były publikowane w czasopismach 
krajowych (Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, Czasopismo Stomatologiczne) i zagranicznych 
(Fluoride). Dzięki wydaniu książkowych materiałów zjazdowych z I, III i IV Sympozjum i 
skróconego opracowania z II Sympozjum, opublikowanego w Czasopiśmie Stomatologicznym, 
każdy zainteresowany problematyką fluorową znajdzie w nich sporo informacji. Wydawnictwa te 
zostały zamówione przez liczne biblioteki krajowe i informacyjne centra zagraniczne (zawierają 
tytuły i streszczenia w języku angielskim). Coraz częściej odzywają się głosy, aby szczecińskim 
sympozjom fluorowym nadać rangę spotkań międzynarodowych.

Zygmunt Machoy 

Tabela 1

Sympozja fluorowe w Szczecinie i ilość zgłoszonych prac w poszczególnych latach

Lp. Ośrodek 1979 1983 1986 1988

1. Białystok 1 5 _ _
2. Jabłonna — 1 — —
3. Jelenia Góra 1 1 1 1
4. K raków 5 8 6 5
5. Kielce — — 1 —
6. Kórnik 1 1 1 1
7. Lublin 4 2 1 1
8. Łódź 2 3 3 5
9. Olsztyn-Kortowo — — — 2

10. Poznań 5 3 5 —
11. Puławy — — 2 2
12. Śląsk-Sosnowiec 7 — 1 3
13. Szczecin 26 18 18 17
14. Warszawa 1 — — —
15. Wrocław 4 2 1 1
16. USA (San Francisco, Warren) 1 1 — —
17. N R D  (Erfurt, Cottbus, Heide- 

nąu, Halle) _ 1 2 3
18. RFN  (Wuxrzburg, Kiel) — 1 1 1
19. Czechosłowacja (Ceske Budejo- 

wice) _ _ 1 _
20. D ania (Odense) — — 1 —
21. Węgry (Budapest) — — — 1
22. Turcja (Ankara) — — — 1
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Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuły tabel i nagłówki rubryk powinny 
jasno opisywać ich treść zaznaczając z jakich(jakiej) prac(y) pochodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją w kolejności ich 
omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzorów cyframi 
rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze matowym. 
Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny 
nie powinien być mniejszy niż 10 x 15 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. N a 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 następu­
jące symbole: O  □  A  ® ■  A. Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” 
(ołówkiem). Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

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

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie oryginalnych 
rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. Prawie 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 Biochemii* 
należy uzyskać zgodę na przedruk i przedłożyć ją  Redakcji.

Piśmiennictwo: w artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz 
najważniejsze artykuły przeglądowe omawiając przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem artyku­
łów opublikowanych w „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie nazwiska badaczy, 
których prace mają podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba 
numerować w kolejności ich cytowania w tekście. Wykaz piśmiennictwa obejmuje zatem prace 
opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporządkowane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne 
winny mieć formę zalecaną przez Komisję wydawców Czasopism Biochemicznych Międzynarodowej 
Unii Biochemików (IUB). Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziałów z książek 
jednotomowych (3), rozdziałów z tomów serii opracowanej przez tych samych redaktorów (4), 
rozdziałów z tomów serii opracowanych przez różnych redaktorów (5)— podane na następujących 
przykładach:

1. Hildenbrandt G. R. Aronson N .N., (1980), Biochim. Biophys. Acta. 631, 499-502.
2. Bostock C. J., Sumner A.T., (1978). The Eukaryotic Chromosome, str. 233-268; North-Hol-

land, Amsterdam.
3. Norbeth T., Piscator M., (1979), w H andbook on the Toxicology of Metals (red. Friberg L., 

Nordberg G. F., Vonk V.B.,), str. 541-553; Elsevier North-Holland, Amsterdam.
4. De Ley J., Kersters., (1975), w Comprehensive Biochemistry, (red. Florkin M., Stotz E.H.,), 

tom 29 B. str. 1-77; Elsevier, Amsterdam.
5. Franks N. P., Lieb W. R., (1981), w Research Monographs in Cell and Tissue Physiology, tom 

7 (red. Knight C. G.,), str. 243-272; Elsevier/North-Holland, Amsterdam.
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.
Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopis i ilustracje przed 

pogięciem.
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