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I. Wstęp

Tkanki mięśniowe, dzięki wysokiemu stopniowi 
wyspecjalizowania oraz dużej jednorodności, stanowią 
doskonały układ doświadczalny do biochemicznych 
badań procesów odbioru  i przekazywania sygnałów 
zew nątrzkom órkow ych, roli przekaźników  2-go rzędu 
(szczególnie jonów  C a2 + ), m etabolizm u energetycz­
nego, a zwłaszcza m olekularnych podstaw  skurczu. 
S tosunkow o łatwy jest także m akroskopow y pom iar 
tak ważnych fizycznych param etrów  skurczu, jak  siła 
i czas jego trwania. Wyniki takich badań m ają bardzo 
wiele odniesień do zjawisk ruchu w kom órkach niemię­
śniowych.

Stosunkow o najlepiej poznano m echanizm  działa­
nia i sposoby regulacji skurczu mięśni poprzecznie 
prążkowanych: szkieletowych i sercowego (patrz a r­
tykuły przeglądowe [1-4]). Znacznie mniej wiemy 
o mięśniach gładkich i —  pod pewnymi względami 
zbliżonymi do nich —  układach kurczliwych wy­
stępujących w zasadzie we wszystkich kom órkach 
niemięśniowych kręgowców oraz mięśniach zwierząt 
niższych. K om órki mięśni gładkich cechuje podwójny 
układ regulacji skurczu, przy czym obie jego składowe 
wpływają na dwa rodzaje filamentów zaangażow anych 
w generacji siły [5]. Podstaw ow y m echanizm  regulacji 
związany jest z modyfikacją filamentów miozynowych 
polegającą na fosforylacji lekkich łańcuchów  miozyny 
przez zależną od jonów  C a2+ i kalm oduliny kinazę 
lekkich łańcuchów miozyny, co inicjuje skurcz. D ruga 
składowa, znacznie mniej poznana, polega na regula­
cji, czy też m odulacji, skurczu poprzez białka związane 
z filam entam i aktynowym i. Takim  białkiem  jest kal­
desmon, będący przedm iotem  niniejszego opracow a­
nia.
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II. Odkrycie kaldesmonu

K aldesm on —  nazwa pochodzi od kom binacji słów 
kalm odulina i desmos (gr. wiązanie) i oznacza „wiążący 
kalm odulinę” —  po raz pierwszy opisali w 1981 r. 
K a k i u c h i  i w s p ó ł a u t o r z y  [6] jako  główne 
białko wiążące aktynę i kalm odulinę w mięśniach 
gładkich. Te właściwości kaldesm onu pozwalały przy­
puszczać, że może on stanowić element układu regulu­
jącego skurcz mięśni gładkich działającego poprzez 
cienkie filamenty (filamenty aktynowe). W ystępowanie 
w mięśniach gładkich takiego układu sugerowano już 
od pewnego czasu [7-9]. Zespół K a k i u c h i e g o  
[10, 11] przedstawił pierwszą hipotezę działania kal­
desm onu, tzw. mechanizm u flip-flop (Rye. 1). W edług 
tej hipotezy wiązanie kaldesm onu z aktyną jest regulo­
wane przez stężenie jonów  C a2 + . W obecności m ikro- 
molowych stężeń jonów  C a2+, kalm odulina wiąże się 
z kaldesm onem , a kom pleks taki nie wiąże się z aktyną. 
W nieobecności jonów  C a2+ kalm odulina nie wiąże się 
z kaldesm onem . W iązanie kaldesm onu z aktyną wpły­
wa na oddziaływanie aktyna-m iozyna i towarzyszy mu 
ham ow anie aktywności aktywowanej aktyną ATPazy 
miozynowej. T a pierwsza hipoteza działania kaldes­
m onu została później znacznie zm odyfikow ana i uzu­
pełniona licznymi nowymi danymi.

Ca2+ > 1 0 "6 M

Ca2+ <10“ 6M ^ ^  /  ©
s k u rc z

III. Lokalizacja wewnątrzkomórkowa

Przeprow adzone przez S m a 11 a i w spółpracow ­
ników [12, 13] im munofluorescencyjne badania ko ­
mórkowej lokalizacji poszczególnych białek cytoszkie- 
łetu i aparatu  kurczliwego mięśni gładkich wykazały, 
że występującym w nich filamentom aktynow ym  tow a­
rzyszą różne białka. W domenie cytoszkieletowej jest 
to filamina i białka filamentów pośrednich, a w dom e­
nie „kurczliwej” m iozyna i kaldesm on. K olokalizacja 
kaldesm onu i układu aktom iozynow ego potw ierdza 
praw dopodobieństw o udziału kaldesm onu w regulacji 
skurczu mięśni gładkich. W yniki te zgodne są z wyni­
kami zespołu L e h m a n a  [14], który stosując prze­
ciwciała skierowane przeciwko kaldesm onow i oraz 
filaminie rozdzielił m etodą im m unoprecypitacji fila- 
menty aktynow e z mięśni gładkich bogate w te białka. 
M echanizm segregacji filamentów aktynowych na 
dwie populacje jest nieznany i wydaje się nie być 
związany z różnicam i występujących w nich izoform 
aktyny [15].

Badania immunofluorescencyjne wykazały, że kal­
desm on występuje nie tylko w mięśniach gładkich, lecz 
także w różnych kom órkach i tkankach niemięśnio- 
wych. Białko to wykryto m.in. w erytrocytach [16], 
płytkach krwi [17,18], limfocytach [19], fibroblastach 
[20], kom órkach nabłonkow ych jelita [21, 22] oraz 
w wielu liniach kom órkow ych w hodow lach [21, 
23-25]. Wszędzie tam  kom órkow a lokalizacja kaldes­
m onu pokryw a się z lokalizacją filamentów ak tyno­
wych.

IV. Formy polimorficzne

Kaldesm on występujący w mięśniach gładkich różni 
się od kaldesm onu występującego w kom órkach nie- 
mięśniowych m asą cząsteczkową. M asa cząsteczkowa 
kaldesm onu z mięśni gładkich, wyznaczona drogą 
elektroforezy na żelu poliakryloam idowym  w obecno­
ści SDS wynosi około 120-140 kD a, a jego niemięś- 
niowego odpow iednika około 70-83 kDa. W artości te 
jednak, jak  się okazało po zsekwencjonowaniu obu 
form polimorficznych, są zawyżone na skutek zaburzo­
nej migracji kaldesm onu w żelach z SDS [26, 27]. 
Prawdziw a m asa cząsteczki kaldesm onu z mięśni 
gładkich żołądków  kurzych wynosi 87-89 kD a [28, 
29], a m asa cząsteczkowa kaldesm onu niemięśniowe-

Ryc. 1. Udział kaldesm onu 
i kalm oduliny w zależ­
nej od jonów  C a 2+ re­
gulacji skurczu mięśni 
gładkich na zasadzie 
m echanizmu „flip-flop”
[U l
K D  — kaldesm on,
KM  —  kalm odulina,
A —  aktyna,
M —  miozyna,
TM  —  tropom iozyna.rozkurcz

go waha się w granicach 58-65 kD a [30-32]. Ponadto , 
zarów no kaldesm on z mięśni gładkich, jak  i kom órek 
niemięśniowych, występuje w postaci dwóch izoform: 
a  i (3, różniących się nieco sekwencją am inokwasów (a 
posiada większą masę cząsteczkową niż |3) [33]. P o ró ­
wnanie sekwencji wszystkich czterech izoform kaldes­
m onu kury (Ryc. 2) wskazuje na to, że różnią się one 
jedynie obecnością lub brakiem  pewnych fragm entów 
sekwencji aminokwasowych. Pozw ala to przypusz­
czać, że wszystkie izoformy m ogą pochodzić z jednego 
genu i powstawać na skutek alternatyw nego usuwania 
intronów  i składania sekwencji kodujących. Nie wy­
kluczono do tąd  jednak  możliwości występowania 
w genomie jednego organizm u więcej niż jednego genu 
kodującego kaldesm on. Interesujące jest, że podczas 
różnicow ania kom órek mięśniowych zachodzi wym ia­
na ulegającej ekspresji formy koldesm onu z niemięś- 
niowej na mięśniową. O dw rotne zjawisko obserwuje 
się badając ekspresję kaldesm onu w kom órkach mięśni 
gładkich w hodowlach, gdzie często zachodzi ich 
m odulacja fenotypowa [22].

POSTĘPY BIOCHEMII 38(3),  1992 91http://rcin.org.pl



200 435 756

- delecje odróżniające izoformy (A i (3

-  delecje odróżniające kaldesmon mięśniowy i n iemięśniowy

Ryc. 2. Porów nanie sekwencji 
am inokwasow ych poli- 
m orficznych form kal- 
desm onu z mięśni gład­
kich i z kom órek nie- 
mięśniowych kury (na 
podst. [28-31]).

V. W łaściwości fizykochemiczne

W ażniejsze właściwości m olekularne i fizykochemi­
czne różnych izoform kaldesm onu podsum ow ano 
w tabeli 1. D ane hydrodynam iczne wskazują na wyso­
ce asym etryczny kształt cząsteczki kaldesm onu [34- 
36]. M ikroskopia elektronow a potwierdziła, że cząs­
teczka ta jest w ydłużona i giętka (Ryc. 3a) [12, 37-39]. 
Długość cząsteczek kladesm onu z mięśni gładkich 
wynosi około 75-80 nm, a średnica około 2 nm. 
Cząsteczki kaldesm onu z kom órek niemięśniowych są 
krótsze. W roztw orze kaldesm on może tworzyć multi- 
meryczne agregaty na skutek utleniania grup d o ło ­
wych i pow staw ania międzycząsteczkowych m ostków 
dwusiarczkowych [38].

m oduliną tylko w obecności jonów  C a2 + . K aldesm on 
wiąże się z aktyną ze stałą powinow actw a w zakresie 
107 M -1 i stechiom etrią 1 kaldesm on na 7-10 m ono­
merów aktyny [41]. Tropom iozyna, k tó ra  sam a wiąże 
się z kaldesm onem  ze stechiom etrią 2 :1  i stałą pow ino­
wactwa w zakresie 106 M ~ 1 [42-45], zwiększa pow ino­
wactwo kaldesm onu do aktyny około 4-krotnie. Stała 
wiązania kalm oduliny z kaldesm onem  w obecności 
jonów  C a2+ wynosi około 106 M -1 . W porów naniu 
z innymi białkam i wiążącymi kalm odulinę w obecno­
ści jonów  C a2 + , takim i jak  kinaza lekkich łańcuchów 
miozyny (gdzie K a =  109M _1), wiązanie kalm oduliny 
z kaldesm onem  jest słabe. Stw ierdzono jednakże, że 
niektóre białka hom ologiczne z kalm oduliną (np. 
białko S-100) m ają większe powinowactwo do kaldes-

T abela  1
W łaściwości fizykochemiczne kaldesm onu

Izoform a kaldesm onu
Właściwości m ięśniowa niem ięśniowa Piśm iennictw o

a  P a  P

M asa cząsteczkowa (Da)
na podst. elektroforezy na żelu
poliakryloam idow ym  z SDS 120000— 140000 76000— 80000 21,24
na podst. równowagi sedymentacyjnej 90000 +  4000 66000± 20001 34,35
na podst. sekwencji am inokwasow ej 88743 86954 60174 58844 28-31

W łaściwości hydrodynam iczne
prom ień Stokesa (nm) 8,7 6,7' 34,35
w spółczynnik sedym entacji S° 20W (S) 2,65 +  0,05 2,49 ± 0 ,0 2 ' 34,35

wym iary cząsteczki (nm) ok. 76 x 2 ok. 5 5 x 2 12,34,37,40

1 D ane dotyczące kaldesm onu w ątroby królika. Pozostałe dane dotyczą izoform kaldesm onu z mięśni gładkich i kom órek niem ięśniowych kury.

VI. Właściwości funkcjonalne

VI-1. Oddziaływanie kaldesmonu z innymi biał­
kami aparatu kurczliwego mięśni gładkich

Jak  uprzednio wspom niano, kaldesm on wiąże się 
z ak tyną niezależnie od stężenia jonów  C a2 + , a z kal-

m onu [46-48]. Kaldesm on wiąże się także z m iozyną 
mięśni gładkich, zarów no ufosforylowaną, jak  i nieufo- 
sforylowaną. W obecności A TP kaldesm on wiąże się 
z filam entam i miozyny mięśni gładkich ze stechiom et­
rią 1 cząsteczka kaldesm onu na 1 cząsteczkę miozyny 
i K a «  106 M _1, w nieobecności A TP wiązanie jest 
słabsze [49-52].
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Kaldesmon / aktyna ( m o l / m o l )
Rvc. 4. H am ow anie przez kaldesm on aktyw ności A TPazy aktom iozynow ej (A) i przesuw ania filam entów aktynow ych wzdłuż im m obilizowa- 

nych cząsteczek m iozyny (B). Pom iary w ykonano w nieobecności (puste symbole) i obecności (pełne symbole) tropom iozyny (wg [56, 
65]).

Ryc. 3. A. O b raz  cząsteczek kaldesm onu otrzym any w m ikroskopie elektronow ym  z zastosow aniem  napylania obrotow ego p repara tu  [37]; B. 
O b raz  (ilam etów aktynow ych w nieobecności kaldesm onu uzyskany w m ikroskopie elektronow ym  z zastosow aniem  barwienia 
negatywnego; C. W iązki filam entów aktynow ych powstające w obecności kaldesm onu (obraz otrzym any analogicznie jak  w B). 
E lektronogram y B i C w ykonane przez B . G a ł ą z k i e w i c z .

VI-2. Wpływ na aktywność ATPazy aktomiozy­
nowej i ruchliwość filamentów aktynowych 
na immobilizowanej miozynie

W iązaniu kaldesm onu z filamentami aktynowym i 
towarzyszy, wzmacniane przez tropom iozynę i znoszo­
ne w obecności C a2 + -kalm oduliny, ham owanie ak ­
tywności ATPazy aktom iozynowej [53-59] i super- 
precypitacji żelu aktom iozynowego [55, 60]. H am o­
wanie tych param etrów , będących in vitro wykładnią 
skurczu mięśnia, znoszone jest również pod wpływem

fosforylacji kaldesm onu przez zależną od C a2+ i kal- 
m oduliny kinazę białkową II [61, 62] i kinazę C [63]. 
Kaldesm on zdolny jest także do obniżania szybkości 
ruchu filamentów aktynowych na powierzchni szkla­
nej opłaszczonej miozyną, ale przy znacznie wyższym 
stosunku tego białka do aktyny niż wymagany do 
ham ow ania ATPazy aktom iozynowej (Ryc. 4) [64,65]. 
Różnica ta wynika praw dopodobnie ze słabszego 
wiązania obu białek przy stosowanych w m ikroskopii 
stężeniach aktyny.
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VI-3. Domeny funkcjonalne

W prow adzonych w naszej pracowni badaniach 
mających na celu lokalizację miejsc wiązania aktyny 
i kalm oduliny w cząsteczce kaldesm onu, zastosow aliś­
my ograniczoną proteolizę tego białka a-chym otryp- 
syną. Trawi ona cząsteczkę koldesm onu na kilka 
fragmentów. Fragm entacja nie wpływa na zdolność 
kaldesm onu do ham ow ania ATPazy aktom iozynowej, 
ponieważ właściwość tę zachowuje fragm ent o masie 
cząsteczkowej 40 kD a (wg elektroforezy) lub 34 kD a 
(wg sekwencji) (Ryc. 5). Fragm ent ten zachowuje także 
zdolność wiązania aktyny i kalm oduliny. M oże on 
ulec, bez u traty  aktywności, dalszej degradacji do 
polipeptydu o masie cząsteczkowej 18 kDa. O ba 
wymienione fragmenty ham ują aktywność ATPazy 
aktom iozynowej w stopniu podobnym  do kaldesm onu 
[66]. Ponieważ strawienie kaldesm onu karboksypep- 
tydazą Y do polipeptydu o masie cząsteczkowej około 
115 kD a powoduje zniesienie jego wpływu na aktyw ­
ność ATPazy aktom iozynowej, jak  również zdolności 
wiązania z aktyną i kalm oduliną [67], dom ena funkc­
jonalna  musi znajdow ać się w C-końcowym rejonie 
cząsteczki kaldesm onu. W yniki te znalazły potw ier­
dzenie w badaniach innych zespołów [68-70]. O statnio 
udało się dokładniej określić miejsce wiązania aktyny 
i kalm oduliny w C-końcowym  10 kD a fragmencie 
kaldesm onu [71].

W ymienione powyżej miejsce wiążące aktynę nie jest 
jedynym  w cząsteczce kaldesm onu. Drugie takie miejs­
ce, ale o znacznie niższym powinowactwie do aktyny, 
występuje w trom binow ym  fragmencie o masie 15 kD a 
stanowiącym  N-końcowy odcinek C-końcowego 34 
kD a fragm entu (Ryc. 5) [72-74].

Fragm ent o masie cząsteczkowej 34 kDa, oprócz 
dwóch miejsc wiązania aktyny i miejsca wiązania 
kalm oduliny, zawiera także sekwencję am inokwasow ą 
przypom inającą sekwencję wiążącego tropom iozynę 
składnika troponiny, troponiny T [28]. Sekwencja ta 
jest potencjalnym  miejscem wiążącym tropom iozynę.

Region wiążący miozynę znajduje się w N-końcowej 
części cząsteczki kaldesm onu [50, 52, 75]. W sąsiedzt­
wie miejsca wiązania miozyny występuje, jak  się wyda-

—23,5 kD a 1

je, drugie (o niższym powinowactwie) miejsce wiązania 
kalm oduliny [37, 76].

Centralny region cząsteczki kaldesm onu mięśnio­
wego m a praw dopodobnie struk turę a-helikalną, sta­
bilizowaną licznymi m ostkam i solnymi [77] i zawiera 
kilkakrotnie pow tórzoną sekwencję 15 aminokwasów 
[28, 29]. Funkcja tego regionu pozostaje na razie 
nieznana; być może jest ona czysto struk turalna i pole­
ga na rozdzieleniu dom en wiążących aktynę/tropo- 
miozynę i miozynę. Region ten jest nieobecny w kaldes- 
monie z kom órek niemięśniowych (Ryc. 2) [30,31, 78].

O statn io  M a r s t o n  i R e d w o o d  [33], na pod­
stawie danych pochodzących z wielu pracowni, za­
proponow ali wyróżnienie w cząsteczce kaldesm onu 
czterech dom en (Ryc. 5).

VII. Organizacja strukturalna kaldesmonu 
w filamentach cienkich

P raw dopodobne rozmieszczenie cząsteczek kaldes­
m onu w cienkim filamencie mięśni gładkich przed­
stawiono na Ryc. 6. Schemat opracow ano na pod­
stawie wyników badań otrzym anych przy zastosow a­
niu przeciwciał skierow anych przeciwko fragm entom  
kaldesm onu: C-końcow em u o masie 34 kD a i N- 
końcowem u o masie 23,5 kDa. O ba przeciwciała 
powodowały boczną agregację cienkich filamentów 
z uwidocznieniem wzoru prążków  o powtarzalności 
wynoszącej około 38 nm [39, 79], Wyniki te sugerują, 
że, podobnie jak  cząsteczki tropom iozyny, cząsteczki 
kaldesm onu rozmieszczone są w sposób ciągły wzdłuż 
całej długości polimeru aktynowego. Miejsca wiązania 
aktyny na kaldesm onie znajdują się tylko w C-koń- 
cowej części 76 nm cząsteczki, bardzo praw dopodobne 
jest zatem, że cząsteczki kaldesm onu zachodzą na 
siebie, a tropom iozyna bierze udział w określaniu 
pozycji kaldesm onu na filamencie aktynowym . Ponie­
waż wyznaczona stechiom etria kaldesm onu i tro p o ­
miozyny wynosi 1:2, sugeruje się, że kaldesm on wiąże 
się z co drugą cząsteczką tropom izyny wzdłuż każdej 
z dwu nici superhelisy aktynowej. T aka organizacja 
filamentu cienkiego tłum aczyłaby niemal identyczną 
periodyczność rozmieszczenia kaldesm onu i tropo-

DTNB/KCN c
-34 kDa

Ryc. 5. D om enow a struk tu ra  
kaldesm onu.
N a rycinie zaznaczono 
położenie fragm entów 
kaldesm onu o masach 
cząsteczkowych 23,5 
kD a, 34 kD a i 15 kD a 
otrzym anych w wyniku 
działania odpowiednio: 
D T N B /K C N , chymo- 
trypsyny i trom biny. 
Num ery oznaczają po­
szczególne dom eny 
(m odyfikacja schem atu 
wg [33]).

(—15kDa— i 
tr tr
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Ryc. 6. Rozmieszczenie cząsteczek kaldesm onu na filam entach aktynow ych mięśni gładkich. Cząsteczki kaldesm onu (KD) o długości 76 nm 
um ieszczone są podobnie jak  cząsteczki tropom iozyny (TM) o długości 38 nm w row kach superhelisy filamentów aktynow ych (A). Wg 
[39].

m iozyny (38 nm) na cienkich filamentach, k tó ra wyni­
kać może z równoległego ułożenia 76 nm cząsteczek 
przesuniętych względem siebie o 38 nm. Dane z badań 
dyfrakcji rentgenowskiej natywnych i rekonstytuow a­
nych cienkich filamentów mięśni gładkich ujawniły, że 
kaldesm on i tropom izyna występują w podobnym  
prom ieniu od środka filamentu, wynoszącym odpo­
wiednio 4,0 i 3,5 nm (D. P opp i K.C. Holmes, c.f. [39]).

B adania cienkich filamentów z fibroblastów zarod­
ków szczurów wykazały, że kaldesm on z kom órek 
niemięśniowych także wiąże się wzdłuż filamentów 
aktynowych, podobnie jak  tropom izyna, i wraz z nią 
stabilizuje strukturę filamentów i zapobiega ich frag- 
mentacji przez żelzolinę [80, 81].

VIII. Molekularne podstawy zależnej od jo­
nów C a2 + regulacji skurczu mięśni gład­
kich przez kaldesmon

W celu poznania m olekularnego m echanizm u h a­
m ow ania ATPazy aktom iozynowej przez kaldesmon, 
badaliśm y m etodą polaryzacji jego wpływ na strukturę 
i dynam ikę cienkich filamentów w pojedynczych glice- 
rynow anych włóknach mięśni szkieletowych oraz tzw. 
cieniach włókien (ang. ghost fibers), otrzym ywane 
przez wyekstrahowanie miozyny i białek regulujących 
[82-85]. W ykorzystując znakow aną fluorescencyjnie 
aktynę, mogliśmy śledzić zm iany struktury  i orientacji 
m onom erów  aktyny, a także giętkości filamentów 
aktynowych pod wpływem wiązania kaldesm onu 
w obecności i nieobecności główek miozyny. O kazało 
się, że kaldesm on znacznie zmniejsza zmiany zacho­
dzące w strukturze filam entu aktynowego podczas 
transform acji włókien ze stanu rozkurczu do stanu 
rigor [82]. Równoległe doświadczenia polegające na 
inkorporacji kaldesm onu do cieni włókien pozwoliły 
wyjaśnić, że kaldesm on ham uje zmiany struktury  
aktyny indukow ane przez wiązanie z nią główek 
miozyny. W pływu kaldesm onu nie obserwowano 
w obecności kalm oduliny i jonów  C a2 + . W ywołane 
kaldesm onem  ham owanie zm ian struktury  aktyny pod 
wpływem wiązania główek miozyny m ożna wyjaśnić

osłabieniem przez kaldesm on wiązania pomiędzy ak ­
tyną i m iozyną [84].

Badania wpływu kaldesm onu na sztywność p o ­
zbawionych sarkolem m y włókien mięśni szkieleto­
wych oraz pom iary dyfrakcji prom ieni rentgeno­
wskich, doprowadziły do wniosku, że w obecności 
ATP kaldesm on powoduje dysocjację słabo zw iąza­
nych m ostków między filamentami aktynowym i i głó­
wkami miozyny, których tworzenie poprzedza skurcz 
mięśni [86]. O statnie badania wpływu C-końcowego 
34 kD a fragm entu kaldesm onu na kinetykę hydrolizy 
ATP przez aktom iozynę ujawniły jednak, że w obecno­
ści tropom iozyny kaldesm on może być również regu­
latorem  szybkości hydrolizy A TP [87].

Rozważa się również udział kaldesm onu w utrzym y­
waniu napięcia w mięśniach gładkich poprzez siecio­
wanie filamentów miozynowych i aktynowych w wyni­
ku jednoczesnego wiązania C -końca kaldesm onu z ak ­
tyną i N -końca z miozyną [5, 52]. Proces sieciowania 
mógłby być zależny od fosforylacji kaldesm onu w wy­
niku działania kinazy białkowej zależnej od C a2 + 
i kalm oduliny [52].

IX. Udział kaldesmonu w zjawiskach ruchu 
w komórkach niemięśniowych

Obecność kaldesm onu w kom órkach niem ięśnio­
wych sugeruje jego funkcję w regulacji procesów 
ruchliwości kom órkowej. K aldesm on oczyszczony 
z rdzenia nadnerczy, podobnie jak  kaldesm on z mięśni 
gładkich, wiąże się z filamentami aktynowym i i ham uje 
superprecypiiację i aktywność ATPazy aktom iozyny 
wyizolowanej z rdzenia nadnerczy. H am ow anie to jest 
odw racane przez kom pleks C a2 + -kalm odulina [88]. 
Podobne ham owanie ATPazy aktom iozynowej z pły­
tek krwi indukuje kaldesm on płytkowy [89]. Układ 
aktom iozynow y regulowany przez kaldesm on wydaje 
się także być zaangażow any w regulacji rozmiesz­
czenia i ruchliwości receptorów  powierzchniowych 
limfocytów [19, 90].

Dane z laboratorium  M a t s u m u r y  wskazują, że 
podczas mitozy niemięśniowy kaldesm on, na skutek
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fosforylacji przez kinazę cdc2, oddysocjowuje od fila­
m entów aktynowych [20, 91], co sugeruje, że białko to 
może uczestniczyć w zm ianach organizacji cytoszkiele- 
tu aktynowego. Oddysocjowanie kaldesm onu od F- 
aktyny może znosić ham owanie ATPazy i prowadzić 
do skurczu układu aktom iozynow ego w kom órce 
mitotycznej. Taki skurcz może powodować zaokrąg­
lenie kom órki (podczas wchodzenia w profazę). O d­
dysocjowanie kaldesm onu może być także czynnikiem 
m odulującym  później funkcjonow anie pierścienia po­
działowego podczas cytokinezy.

Przykłady te pokazują, że kaldesm on może brać 
udział w regulacji opartych na oddziaływaniu aktyny 
z m iozyną procesów ruchu zachodzących w kom ór­
kach niemięśniowych. Procesy te wydają się odgrywać 
ważną rolę w takich zjawiskach, jak  ruch m ikrokosm - 
ków, sekrecja i endocytoza, aktyw acja płytek krwi, 
ruchliwość receptorów  powierzchniowych, cytokineza 
i w wytwarzaniu napięcia przez w łókna naprężeniowe. 
K olokalizacja w tych układach kaldesm onu oraz bia­
łek aparatu  kurczliwego: aktyny, miozyny i tropo- 
miozyny, a także kalm oduliny, wskazuje, że może on 
pełnić tę funkcję.

Jednakże, nie jest to jedyna funkcja kaldesm onu, 
jako  że jest on składnikiem  krawędzi wiodącej (ang. 
leading edge) hodowanych kom órek, regionu w którym  
m iozyna nie została wykryta. Nasze badania wykazały, 
że kaldesm on wpływa na przechodzenie m onom erycz- 
nej aktyny w polimer. Jak obserwowano z zastosow a­
niem znakowanej fluorescencyjnie aktyny, kaldesm on 
przyspiesza etap nukleacji aktyny w środowisku o nis­
kim stężeniu soli, a także polimeryzuje aktynę w nie­
obecności soli [92, 93]. Polim eryzacja nie zachodzi 
w obecności jonów  C a2+ i kalm oduliny. Co więcej, 
wykazaliśmy ostatnio, że kaldesm on jest zdolny do 
destabilizacji kom pleksu G -aktyna-profilina i poli­
meryzacji aktyny uwolnionej z profilaktyny [94]. 
Proces ten może odgrywać ważną rolę podczas loko­
mocji kom órek. K aldesm on zdolny jest także do 
indukow ania oddziaływań międzyfilamentowych, cze­
mu towarzyszy tworzenie sieci lub wiązek filamentów, 
w zależności od proporcji kaldesm onu do aktyny [56, 
95] (Ryc. 3b, c). A zatem, inna przypuszczalna rola 
kaldesm onu polega na regulacji organizacji filamen­
tów aktynow ych w kom órkach niemięśniowych i w ten 
sposób kontrolow anie architektury cytoszkieletu. N a 
przykład, oddysocjowanie kaldesm onu od filamentów 
aktynowych (pod wpływem kalm oduliny lub fosforyla­
cji zależnej od kalm oduliny) może znosić ham ow anie 
aktywności żelzoliny, czego skutkiem  może być frag- 
m entacja filamentów. To z kolei może prowadzić do 
rozpadu włókien naprężeniowych i towarzyszącem u 
mu zm ian kształtu kom órek. Przypuszcza się także, że 
na skutek obniżonego poziom u kaldesm onu i podw yż­
szonego stężenia jonów  wapnia i kalm oduliny w ko­
m órkach stransform owanych, następuje destabilizacja 
filamentów aktynowych, k tó ra może być odpow iedzia­

lna za zmiany morfologiczne obserwowane w wielu 
takich kom órkach [24].

A rtykuł otrzymano 13 lutego 1992 r. 
Zaakceptowano do druku 17 lutego 1992 r.
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Regulacja cyklu komórkowego —  historii i komplikacji 
ciąg dalszy

Regulation of cell cycle — continuation of history 
and complications

BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT1

Spis treści:

I. Fosforylacja kinazy p34cdc2 i cykliny B oraz jej funkc­
jonalne znaczenie

II. Kinazy i fosfatazy uczestniczące w modyfikacji kinazy 
p34cdc2

III. Udział kinazy p34cdc2 i/lub jej homologów w sprzężeniu 
fazy S z inicjacją mitozy
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Contents:

I. Phosphorylation of kinase p34cdc2 and cyclin B as well as 
its functional significance

II. Kinases and phosphatases participating in modifications 
of kinase p34cdc2

III. Participation of kinase p34cdc2 and/or its homologs in 
coupling of phase S and initation of mitosis

IV. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrótów:
Y — tyrozyna; T — treonina; S — seryna; G — Glicyna; 
X — aminokwas niezidentyfikowany lub „inny”.

W kontroli cyklu kom órkow ego zarów no niższych 
jak  i wyższych organizm ów eukariotycznych szczegól­
ną rolę odgrywa fosfokinaza serynow o-treoninowa, 
nazywana dalej kinazą p34cdc2. Pierwotnie ziden­
tyfikowano ją  jako  p roduk t genu cdc2 u Schizosac- 
charomyces pombe i genu CDC28 u Saccharomyces 
cerevisiae. H om ologi p34cdc2 znaleziono we wszyst­
kich badanych dotąd  kom órkach eukariotycznych. 
Funkcjonują one jako  składnik heterodimerycznego 
kom pleksu białkowego z cykliną B koniecznego do 
rozpoczęcia mitozy i zwanego: czynnikiem M P F  (ma­
turation-promoting factor), „kinazą fazy M ” lub też 
specyficzną dla fazy M kinazą histonu H I [1-4]. 
Kom pleks ten fosforyluje różnorodne białka, które 
bezpośrednio lub pośrednio zapoczątkow ują kluczo­
we wydarzenia cyklu kom órkow ego takie, między 
innymi, jak  aktyw acja kom pleksu zaangażow anego 
w replikację DNA, rozpad otoczki jądrow ej, utw orze­
nie wrzeciona m itotycznego i kondensacja chrom o­
somów.

1 prof. dr hab., Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, 02-093 Warszawa. 
Pasteura 3.

Powszechnie uznany jest udział kinazy p34cdc2 
w przejściu kom órek z fazy G2 w mitozę. O statn io  
pojawiają się także dane wyraźnie świadczące o jej 
udziale, (lub też jej homologów) również we wcześniej­
szych fazach cyklu kom órkowego. Aktywność kinazy 
p34cdc2 zmienia się bowiem w drastyczny sposób 
w czasie cyklu kom órkowego. Regulacja tej ak tyw no­
ści jest bardzo złożona i obejmuje między innymi 
przejściowe tworzenie wysokocząsteczkowych kom ­
pleksów z innymi białkam i, jak  np. z cyklinam i i b iał­
kowym produktem  genu suci, oraz zm ianę stopnia 
ufosforylowania składników kom pleksu. Podstaw ow e 
zagadnienia tyczące tego problem u były już w ubieg­
łych latach om awiane w polskim piśmiennictwie n au ­
kowym [5-7]. Niniejsze opracow anie jest rozszerze­
niem i uaktualnieniem  poprzednich prac wobec lawi­
nowo wręcz pojawiających się w ostatnich dwóch 
latach danych o fosforylacji i defosforylacji kinazy 
p34cdc2, procesów cyklicznie zachodzących w cyklu 
kom órkowym , fosforylacji cyklin oraz o roli kinazy 
p34cdc2 i/lub jej hom ologów w procesach inicjujących 
mitozę po ukończeniu fazy S i replikacji ch rom o­
somów.

I. Fosforylacja kinazy p34cdc2 i cykliny 
B oraz jej funkcjonalne znaczenie

W cząsteczce kinazy p34cdc2 fosforylacji ulegać 
m ogą reszty tyrozyny, treoniny i seryny. K inaza ta 
z kom órek drożdży S. pombe jest ufosforylowana 
przede wszystkim w reszcie tyrozynowej w pozycji 15
[8], znajdującej się w sekwencji G XG XX G, k tó ra  
uczestniczy w wiązaniu A TP przez kinazy białkowe
[9]; dodatkow ym  miejscem fosforylacji jest treonina 
w pozycji 167 [8, 10]. N atom iast białko p34cdc2 
z kom órek wyższych kręgowców fosforylowane jest aż 
w 4 resztach am inokwasowych: tyrozynie znajdującej 
się w pozycji 15, treoninie w pozycji 14, serynie 
w pozycji 277 i praw dopodobnie treoninie w pozycji 
161 [11-13], przy czym intensywność fosforylacji po­
szczególnych am inokwasów  jest różna w określonych 
fazach cyklu kom órkow ego (Tabela 1). W ydaje się to 
świadczyć o znaczeniu regulacyjnym  fosforylacji róż-
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T ab ela  1
Intensyw ność ufosforylowania am inokw asów  w cząsteczce kinazy 
p34odc2 w poszczególnych fazach cyklu komórkowego (na podstawie danych [11])

Fazy cyklu 
kom órkow ego

Am inokwasy ulegające fosforylacji 
S-277 T14 Y15 T161

G l +  +  +  + + —  —

S +  + +  +  + +  +  +  +  +
G2 - +  +  +  + -I- +  +  +  ślady
M ślady - +  +

O becność śladowych ilości T l 61 w fazie G2 i S-277 w fazie 
M w ynika, zdaniem  autorów , p raw dopodobnie  z kontam inacji 
próbek kom órkam i z poprzedzających faz cyklu.

nych am inokwasów. I tak  m aksim um  fosforylacji 
tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w pozycji 14 przypada 
na fazę G2, seryny 277 na fazę G l,  natom iast ufos- 
forylow aną treoninę w pozycji 161 kinazy wykrywa się 
zarów no w fazie S jak  i podczas m itozy [11].

B adania m utantów  zawierających kinazę p34cdc2, 
w której tyrozyna 15 i/lub treonina 14 zostały za­
stąpione przez am inokwasy nie ulegające fosforylacji, 
pozwoliły na stwierdzenie, że do aktywacji kinazy 
p34cdc2 u drożdży wystarczy zdefosforylowanie fos- 
fotyrozyny w pozycji 15 [14-16]. W kom órkach zaś 
wyższych E ukaryota do aktywacji enzymu wym agana 
jest ponad to  defosforylacja fosfotreoniny w pozycji 14
[12]. Stanowi to, jak  się wydaje, podw ójne zabez­
pieczenie kinazy p34cdc2 przed niepożądaną aktyw a­
cją [1^]. Regulacyjne znaczenie ufosforylowania 
dwóch am inokwasów w cząsteczce enzymu wykryto 
także badając kinazy białkowe aktyw ow ane przez 
mitogeny, między innymi serynowo-treoninowe k ina­
zy —  p44mpk i p42mapk fosforylujące egzogenne sub- 
straty  takie jak  białko M AP-2 (microtubule-associated 
protein 2) i M BP (myelin-basic protein) [18-24]. Jed­
nakże w odróżnieniu od kinazy p34cdc2, ufosforylowa-

Go

nie tyrozyny i treoniny w cząsteczkach tych kinaz jest 
niezbędne do utrzym ania aktywności enzymatycznej. 
Jak  dotąd, nie opisano kinaz i fosfataz zdolnych do 
przeprow adzenia in vivo fosforylacji i defosforylacji 
tych enzymów.

M echanizm  aktywacji kinazy p34cdc2 przez defos- 
forylację fosfotyrozyny w pozycji 15 (i ewentualnie 
fosfotreoniny w pozycji 14 u ssaków) wydawał się przez 
dłuższy czas uniwersalny [25] (Ryc. 1). O statnio jed ­
nak ukazała się praca wykazująca brak defosforylacji 
fosfotyrozyny w kinazie p34cdc2 skompleksowanej 
z cykliną B, podczas aktywacji enzymu in vivo w oocy- 
tach jeżow ca z IV stadium  rozwoju [26]. Również 
w 1992 roku wykazano, że u S. cerevisiae defosforylacja 
fosfotyrozyny w pozycji 19 w produkcie genu CDC28 
(hom ologu genu cdc2 u S. pombe) nie aktywuje kinazy 
[27] i nie uniemożliwia zachodzenia mitozy w obecno­
ści uszkodzonego D N A  lub DNA  o nieprawidłowej 
strukturze [28]. W yniki te sugerują, że w tych organiz­
m ach musi występować inny, nie polegający na defos­
forylacji fosfotyrozyny, niewyjaśniony jeszcze do tąd  
mechanizm regulujący wejście kom órek w mitozę.

Znaczenie ufosforylowania poszczególnych reszt 
am inokwasowych w cząsteczce kinazy p34cdc2 dla jej 
aktywności nie jest dotąd  jasne. Niewątpliwie ufos- 
forylowanie tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w pozycji 
14 znajdujących się w dom enie wiążącej A TP może 
wpływać na poziom  aktywności enzymatycznej k ina­
zy. N atom iast ufosforylowanie treoniny w pozycji 161 
kinazy kręgowców [13, 29] i w pozycji 167 kinazy S. 
pombe [10] wydaje się być niezbędne do wiązania przez 
nią cyklin A i B i tworzenia stabilnych kom pleksów 
(zwłaszcza z cykliną B). Za interakcję kinazy p34cdc2 
z cyklinami są najpraw dopodobniej odpowiedzialne 
zarów no am inokwasy występujące w N -końcowym  
fragmencie jej cząsteczki, jak  i am inokw asy znajdujące 
się na powierzchni cząsteczki w sekwencji PSTAIR

M 1

fosfataza produkt I produkt
cdc25 genu suci 1

i genu suci

nieaktywny kompleks 
kinazy p34cdc2 
z cykliną B

aktywny kompleks 
kinazy p34cdc2 
z cykliną B

Ü  b  

^  V
zdegradowana cyklina B

nieaktywna kinaza 
cdc2

Ryc. 1. U niwersalny m echanizm  kontrolujący przejście faz G2-M -G 1 (wg 25, uproszczony). N a schemacie zaznaczono tylko am inokw asy 
znajdujące się w centrum  aktyw nym  enzymu.
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[30]. M utacje w tych właśnie fragm entach cząsteczki 
kinazy p34cdc2 upośledzają w znacznym stopniu wią­
zanie przez nią cyklin. Co więcej, w m utantach S. 
pombe z kinazą p34cdc2, posiadającą zamiast treoniny 
w pozycji 167 am inokw as nie ulegający fosforylacji, 
znajdow ano słabsze piętno z 32P w tyrozynie w pozycji 
15 [10]. Kinaza p34cdc2 z mysich fibroblastów, zawie­
rająca w pozycji 161 zam iast treoniny kwas asparagi­
nowy, charakteryzow ała się też mniejszą zdolnością 
wiązania cykliny B niż kinaza niezm utowana, a po­
wstały heterodim er nie wykazywał aktywności en­
zymatycznej [13]. Wyniki powyższych badań, jak 
również badań heterodim eru kinaza p34cdc2-cyklina 
B z jaj Xenopus, wydają się przem awiać za tym, że 
utworzenie kom pleksu poprzez dołączenie cykliny 
B jest niezbędne, ażeby mogła nastąpić fosforylacja 
tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w pozycji 14, co 
w konsekwencji sprawia, że kom pleks ten pozostaje 
nieaktywny enzymatycznie niemalże do końca fazy G2 
[31 -33]. W ysuwano też sugestię, że fosforylacja tyrozy­
ny w kinazie p34cdc2 może także wpływać na jej 
w ew nątrzkom órkow e rozmieszczenie [34], Szereg d a ­
nych wskazuje także na udział treoniny 161 w kinazie 
p34cdc2 z kom órek ludzkich w wiązaniu cykliny 
A podczas faz G1 i S [29]. Przypuszcza się, że 
fosforylacja treoniny 161 jest modyfikacją posttrans- 
lacyjną kinazy p34cdc2 niezbędną do ograniczenia 
replikacji DNA tylko dla jednego razu w cyklu kom ór­
kowym [35], Mniej jest w iadom o o znaczeniu ufos- 
forylowania seryny w pozycji 277 dla aktywności 
kinazy. Przypuszcza się, że może ono mieć związek 
z przechodzeniem kom órek z fazy G 1 w fazę S [ 11, 36], 
Nie m ożna też wykluczyć udziału ufosforylowanej 
seryny 277 w interakcji kinazy p34cdc2 z innymi 
białkam i niż cykliny [17].

Podobnie jak  kinaza p34cdc2, również cyklina B, 
jest fosfobiałkiem, którego obecność wykazano w ja ­
jach jeżow ca Sphaerochinus granularis [37], jajach 
i oocytach Xenopus [38, 39], a także ludzkich kom ór­
kach HeLa  [40]. W ystępujące w Xenopus dwie hom o­
logiczne formy cykliny B, a mianowicie cyklina BI i B2 
[41], są fosforylowane przede wszystkim w resztach 
serynowych w pozycjach 94 i 96 cykliny BI i pozycji 90 
w cyklinie B2 [39]. Cykliny typu B są substratam i in 
vitro kinazy M AP [39] i kinazy p34cdc2 [14, 42], są 
także fosforylowane przez produkt onkogenu c-mos
[43], W fosforylowanych in vitro cyklinach również 
reszty treoninowe podlegają fosforylacji, jednakże nie 
wykryto fosfotreoniny w cyklinach znakow anych ra ­
dioaktywnym  fosforem in vivo. Czy właśnie kinaza 
M A P i kinaza p34cdc2 są odpowiedzialne za fosforyla- 
cję cyklin in vivo pozostaje na razie w sferze przypusz­
czeń. W ykazanie jednakże, że m aksim um  fosforylacji 
cyklin, (oceniane intensywnością piętnow ania polipep- 
tydu 32P) jest zbieżne czasowo z pojawieniem się 
aktywności kinazowej kom pleksu p34cdc2-cyklina B, 
przemawiać może za możliwością fosforylacji cykliny 
B in vivo przez kinazę p34cdc2 [14].

Znaczenie ufosforylowania cykliny B w przebiegu 
cyklu kom órkowego jest nadal niejasne. Przypusz­
czenia o znaczeniu poziom u ufosforylowania cykliny 
B dla jej podatności na proteolizę [44, 45], a tym 
samym udziału w zakończeniu mitozy nie zostały 
jednak potwierdzone. Zastąpienie bowiem (na drodze 
mutagenezy) w cząsteczce cyklin B z Xenopus am ino­
kwasów ulegających fosforylacji przez aminokwasy 
niefosforylowane nie miało wpływu ani na efektywność 
degradacji cyklin pod koniec mitozy, ani też na 
indukcję nowych podziałów mitotycznych i dojrzewa­
nie oocytów [39].

II. Kinazy i fosfatazy uczestniczące w modyfi­
kacji kinazy p34cdc2

Chociaż zostały już określone podstawowe miejsca 
ufosforylowania kinazy p34cdc2 w kom órkach ssaków 
(Tabela 1), to jednakże kinazy odpowiedzialne za 
przeprowadzenie tego procesu zostały na razie tylko 
wstępnie scharakteryzowane. Dotychczas opisywane 
kinazy białkowe wykazywały specyficzność bądź to 
w stosunku do seryny i treoniny, bądź też tylko wobec 
tyrozyny [9]. D opiero w ostatnich latach opisano 
kinazy, które fosforylują zarów no serynę i treoninę, jak  
również tyrozynę, pom im o tego, że budow a ich jest 
charakterystyczna dla kinaz serynowo-treoninowych 
[46-48],

O kazało się, że jedną z takich kinaz u S. pombe jest 
białkowy produkt genu weel, p 107 [49], którego 
funkcją jest opóźnienie podziału kom órki, aż do 
m om entu w którym  osiągnie ona odpow iednią wiel­
kość (Tabela 2). K inaza ta ulega autofosforylacji 
w resztach seryny i treoniny, ale jest również zdolna do 
fosforylowania egzogennych substratów  (np. angioten- 
syny II) w reszcie tyrozynowej [50], Jak dotąd  nie 
wykazano jednak czy kinaza p 107, bezpośrednio fos- 
foryluje kinazę p34cdc2. Gen homologiczny wobec 
genu weel drożdży zidentyfikow ano także w ludzkich 
fibroblastach [51]. Jednakże kinaza p34cdc2 wyizolo­
wana z m utantów  niezawierających produktu  genu 
weel była ufosforylowana, co sugeruje brak bezpośred­
niego udziału kinazy p 107 w fosforylacji kinazy 
p34cdc2. Niemniej jednak  szereg innych danych prze­
mawia za tym, że fosforylacja tyrozyny w kinazie 
p34cdc2, stym ulow ana dzięki dołączeniu cykliny B, 
w bardzo znacznym stopniu zależy od obecności 
w kom órce kinazy p 107 [33], Sugeruje się, że kom pleks 
kinazy p34cdc2-cyklina B stanowi lepszy substrat 
kinazy p 107 niż sam a kinaza p34cdc2. Być może 
jednak także inne jeszcze czynniki uczestniczą w nega­
tywnej regulacji t.j. ham ow aniu aktywności kinazy 
p34cdc2 przez kinazę pl07. Czynnikiem takim  m ogła­
by być kinaza białkowa p66 kodow ana przez gen m iki 
u drożdży S. pombe [52], u których jak  się wydaje, 
produkty  tych dwóch genów działają na kinazę 
p34cdc2 w sposób kooperatywny. W ysunięto ostatnio 
także przypuszczenie, że efekt kinaz kodow anych przez
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T ab ela  2
G eny i b iałka uczestniczące w regulacji cyklu kom órkow ego

G en Białko Funkcja

cdc2 p34

cdcl 3 p60 i

cdc25 p80

suci p 13

cdk2 p32/p33

C L N 2 p62
weel p l0 7

m iki p66

kinaza uczestnicząca w inicjacji m itozy i przejściu 
z fazy G1 w S
cyklina B, uczestnicząca w kom pleksie z kinazą 
p34cdc2, w inicjacji m itozy 

p80 fosfataza defosforylująca kinazę p34cdc2 będącą 
w kom pleksie z cykliną B i białkiem p 13 

p 13 białko niezbędne dla pełnej aktyw ności enzym atycz­
nej kom pleksu kinazy p34cdc2 i cykliny B; praw ­
dopodobny  regulator fosfatazy cdc25; być może 
niezbędny czynnik do inaktywacji kinazy p34cdc2 
pod koniec mitozy 

p32/p33 kinaza (y) hom ologicznie do kodowanej przez gen 
cdc2 uczestniczące w przejściu z fazy G l-S  

p62 cyklina charakterystyczna dla fazy G1 
p l0 7  kinaza „opóźniająca” mitozę, praw dopodobnie na 

skutek bezpośredniego lub pośredniego działania na 
kinazę p34cdc2; przypuszczalny udział w fosforylacji 
fosfatazy cdc25
kinaza uczestnicząca pośrednio lub bezpośrednio 
w fosforylacji kinazy p34cdc2; przypuszczalny 
udział w fosforylacji fosfatazy cdc25 
kinaza ham ująca działanie kinazy weel 
praw dopodobnie fosfatazy fosfobiałkowe typu 
1 uczestniczące w regulacji aktyw ności kinazy tyro- 
zynowej fosforylującej kinazę p34cdc2

nimi

dis2

sds21

geny weel i m iki na poziom ufosforylowania kinazy 
p34cdc2 może być efektem pośrednim , poprzez wpływ 
tych enzymów na regulację aktywności specyficznej 
fosfatazy cdc25 defosforylującej fosfotyrozynę kinazy 
p34cdc2 [53].

Jakkolw iek dotąd nie określono, k tóra ze znanych 
kinaz tyrozynowych jest odpowiedzialna ze fosforyla- 
cję tyrozyny 15 w kinazie p34cdc2, to jednak wykazano 
jednocześnie, że jej aktywność, m ierzona stopniem 
ufosforylowania kinazy p34cdc2 oscyluje w cyklu 
kom órkow ym . Najwyższa jest w fazie S, gdy DNA 
w kom órkach nie jest jeszcze całkowicie zreplikowany. 
Aktywność kinazy tej wydaje się podlegać bardzo 
precyzyjnej regulacji, w której bierze udział system 
kinaz serynowo-treoninowych oraz fosfataz typu 1 ko­
dow anych odpow iednio przez geny nimi oraz dis2 
i sds21 [53], O specyficznej kinazie tyrozynowej „fizy­
cznie związanej” z kinazą p34cdc2 i fosforylującej ją  in 
vitro w tyrozynie, znajdującej się w pozycji 15, donie­
siono w przypadku kom órek HeLa  [54], K inaza ta jest 
białkiem o m.cz. 67 kD a i różni się od kinaz kodo­
wanych przez geny src, abl, fm s  oraz innych opisywa­
nych dotychczas kinaz tyrozynowych. Nie wiadom o 
nic, jak  dotąd, o kinazach fosforylujących w kinazie 
p34cdc2 inne niż tyrozyna aminokwasy. Jedynie u X e- 
nopus wykryto ostatnio aktywność kinazową zaan­
gażowaną w fosforylację treoniny 161 [55],

Więcej danych niż o kinazach fosforylujących 
p34cdc2 nagrom adziło się w ostatnich dwóch latach na 
tem at m echanizm u odpowiedzialnego za aktywację 
kom pleksu kinaz p34cdc2-cyklina B i udziału w nim 
produktów  genów cdc25 i suci (Tabela 2). Już od roku

1986 w iadom o było, że produkt genu cdc25 odpow ie­
dzialny jest za wejście kom órek drożdży w mitozę oraz 
za koordynację wielkości kom órek i m om entu rozpo­
częcia mitozy. Przemawiały za tym następujące obser­
wacje: rozpoczęcie mitozy przez kom órki znacznie 
mniejsze niż norm alne w m utantach drożdżowych 
charakteryzujących się nadekspresją genu cdc25 [56]; 
zatrzym anie kom órek w fazie G2 w m utantach d roż­
dżowych z upośledzoną ekspresją genu cdc25 i w yka­
zanie, że zawierają one ufosforylowaną kinazę p34cdc2 
o bardzo niskiej aktywności enzymatycznej [8, 56, 57]; 
wykazanie, że m utanty drożdżowe zawierające nieufo- 
sforylowaną kinazę p34cdc2 nie wymagały do rozpo­
częcia podziałów produktu  genu cdc25 [8].

Periodyczne nagrom adzenie się w kom órkach S. 
pombe fosfobiałkowego p roduktu  genu cdc25 i od ­
powiedniego mRNA właśnie w końcu fazy G2 i bezpo­
średnio przed rozpoczęciem mitozy wskazywało w yra­
źnie na regulacyjną rolę genu cdc25 w rozpoczęciu 
mitozy [58, 59], Powiązanie działania produktu  genu 
cdc25 z poziomem ufosforylowania tyrozyny w kinazie 
p34cdc2 badano początkow o pośrednio, stosując eg­
zogenną ludzką fosfatazę tyrozynow ą, zdolną do defo- 
sforylowania in vitro kom pleksu kinaza p34cdc2-cyk- 
lina B [16]. W ykazano, że wprowadzenie cD NA 
kodującego fosfatazę tyrozynow ą do kom órek m utan­
ta S. pombe z upośledzoną ekspresją genu cdc25 
zastępowało całkowicie działanie produktu  genu 
cdc25 i kom órki rozpoczynały mitozę. W ysuwano 
wówczas przypuszczenie, że u drożdży produkt genu 
cdc25 jest regulatorem  „pozytyw nym ” (t.j. ak tyw ato­
rem) kom órkow ych fosfataz defosforylujących kinazę 
p34cdc2 [16], nie zaś aktyw ną fosfatazą, gdyż sekwen­
cja am inokw asow a produktu  genu cdc25 różniła się 
znacznie od sekwencji znanych wówczas fosfataz [25].

Jednakże badania z zastosowaniem  hom ologów 
drożdżowego genu cdc25 wyizolowanych z kom órek 
Drosophila [60, 61] czy też z ludzkich kom órek HeLa
(62), wyraźnie wskazywały na bezpośredni udział biał­
kowych produktów  tych genów w defosforylacji i ak ­
tywacji kinazy p34cdc2 w ekstraktach z jaj Xenopus
[63]. Co więcej, oczyszczony białkowy produkt ludz­
kiego genu cdc25 in vitro defosforylował i aktywował 
nieaktywny kom pleks kinaza p34cdc2-cyklina B wy­
izolowany z jaj jeżow ca [64].

W 1991 po raz pierwszy pokazano, że białkowy 
produkt genu cdc25 z S. pombe może być fosfatazą 
tyrozynow ą [65]. Był on bowiem strukturalnie podob­
ny do wirusowej tyrozynowo-serynowej fosfatazy 
VHI, opisanej i zsekwencjonowanej także w 1991 roku 
[66]. W obu tych fosfatazach występowała sekwencja 
zawierająca reszty histydyny, cysteiny i argininy, cha­
rakterystyczna dla fosfataz tyrozynowych [67]. W yni­
ki badań opublikow anych w końcu roku 1991 jed n o ­
znacznie wskazują, że produkt genu cdc25 jest specyfi­
czną fosfatazą tyrozynową, bezpośrednio uczestniczą­
cą w aktywacji kinazy p34cdc2 i inicjacji mitozy 
zarów no w kom órkach pro- jak  i eukariotycznych
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[68-70], W kom órkach ludzkich enzym ten kodowany 
jest przez co najmniej dwa odrębne geny cdc25A 
i cdc25B [71], a jego obecność wykrywa się przede 
wszystkim w jądrze kom órkow ym  [72]. M oże to 
sugerować, że aktyw acja przez fosfatazę cdc25 kom ­
pleksu kinaza p34cdc2-cyklina B zachodzi na terenie 
jąd ra  kom órkowego. Fosfataza cdc25 oprócz defos- 
forylacji kinazy p34cdc2 katalizuje również defosfory- 
lację szeregu modelowych substratów , takich jak  fos­
foran p-nitrofenylu i ufosforylowane w tyrozynie pep- 
tydy, zawsze jednak  w obecności czynników redukują­
cych. Reakcja ta jest ham ow ana przez jony wanadu, 
a fosfataza cdc25 inaktyw ow ana przez N E M  [68]. 
C entrum  aktywne fosfatazy cdc25 znajduje się w C- 
końcu cząsteczki [70, 72], a zastąpienie innym am ino­
kwasem Cys480 w centrum  aktyw nym  inaktywuje 
enzym [70].

D okładna analiza C-końcowego fragm entu cząste­
czki fosfatazy cdc25 wykazała, że nie ma w nim 
pewnych sekwencji am inokwasow ych bezpośrednio 
przylegających do centrum  aktywnego innych fosfataz. 
Co więcej, sekwencje te zbliżone są do takiego samego 
układu znajdow anego w cyklinach, zwłaszcza w cyk­
linie B [71]. W ykazanie, że stechiom etryczne ilości 
cykliny B dodane do p reparatu  fosfatazy cdc25 wywo­
łują wzrost jej aktywności, i to w nieobecności kinazy 
p34cdc2, pozwoliło na wysunięcie interesującej h ipo­
tezy o mechanizmie tej aktywacji. Postuluje się w niej, 
że na skutek dołączenia cykliny B do fosfatazy cdc25 
i odpow iednich przekształceń w obrębie tego hetero- 
dim eru zostaje, jak  gdyby, uzupełniony brak powyżej 
wymienionej sekwencji (być może aktywującej), a fosf­
ataza cdc25 uzyskuje pełną aktywność, porów nyw alną 
z aktyw nością innych fosfataz [71, 74]. Chociaż ak ­
tywujący wpływ cykliny B na fosfatazę cdc25 obser­
w ow ano w nieobecności kinazy p34cdc2, to należy 
jednak  sądzić, że in vivo cyklina B dołącza się raczej do 
fosfatazy cdc25 związanej już z kom pleksem  kinazy 
p34cdc2 [75]. Okresowe wiązanie się fosfatazy cdc25 
z kom pleksem  kinazy p34cdc2 zostało bowiem stwier­
dzone podczas cyklu podziałowego zarodków  Xeno- 
pus [75] i wydaje się ono być związane z pow tarzają­
cym się nagrom adzeniem  i rozpadem  cyklin w cyklu 
kom órkow ym . Udział cykliny B w aktywacji fosfatazy 
cdc25, oprócz opisywanego wcześniej wpływu na kina- 
zę p3cdc24 i jej aktywność, wyraźnie uzmysławia 
wielofunkcyjną rolę tego białka.

W regulacji fosfatazy tyrozynowej cdc25 wydaje się 
też brać udział białkowy produkt genu suci, będący 
oprócz cykliny B, drugą podjednostką ściśle związaną 
z k inazą p34cdc2 (Tabela 2). Obecnie wiadomo, że 
p ro d u k t genu suci bierze udział w inaktyw ow aniu 
kinazy p34cdc2, co konieczne jest do zakończenia 
mitozy [57]. P roduk t genu suci ham uje wówczas (co 
w ykazano w jajach Xenopus) defosforylację fosfotyro- 
zyny w kinazie p34cdc2 i powoduje spadek aktywności 
kinazowej kom pleksu [76,77]. Białko kodow ane przez 
gen suci wiąże się ściśle z cząsteczką kinazy w dwóch
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[78, 79] lub więcej miejscach [80]. W ydaje się, że 
również i na fosfatazie tyrozynowej cdc25 znajduje się 
miejsce zdolne do wiązania białkowego produktu  genu 
suci. W ykazano bowiem, że p rodukt genu suci hamuje 
aktywność jednej z form fosfatazy tyrozynowej cdc25 
(formy kodowanej przez gen cdc2A) [71]. W odróż­
nieniu od interakcji z kinazą p34cdc2, interakcja 
produk tu  genu suci z fosfatazą tyrozynow ą jest inter­
akcją niestabilną.

Nie wyjaśniono jak  dotąd, czy fosfataza kodow ana 
przez gen cdc25 (lub jego homologi) jest jedyną fosf­
atazą zdolną do aktywacji kom pleksu kinaza p34cdc2- 
cyklina B in vivo. Szereg wyników sugeruje bowiem, że 
białkowa fosfataza typu 2A mogłaby uczestniczyć 
w tym procesie [17, 81, 82], bądź bezpośrednio defos- 
forylując p34cdc2, (co w ykazano in vitro) [10,83], bądź 
też pośrednio, wpływając na poziom  ufosforylowania 
kinaz tyrozynow ych kodow anych u drożdży przez 
geny weel i nimi. Aktywność tych kinaz z kolei 
decyduje o stopniu ufosforylowania fosfatazy cdc25. 
N a podstawie obecnych danych bardziej praw do­
podobny wydaje się pośredni udział fosfata­
zy 2A w regulacji aktywności kom pleksu kinaza 
p34cdc2-cyklina B [83]. M ożna bowiem spekulować, 
że gdyby fosfataza 2A defosforylowała kinazę p34cdc2 
in vivo, odszczepiając resztę fosforanową od fosfo- 
treoniny w pozycji 161/167, lub ewentualnie od cykliny 
B —  to m ogłoby to zaburzyć trwałość kompleksu, 
spowodować oddysocjowanie cykliny B [17, 83] i in- 
aktywow ać enzym. O statn io  stw ierdzono także, że 
zaham ow anie aktywności fosfatazy 2A, poprzez dzia­
łanie kwasu okaidowego, stym uluje defosforylację fos- 
fotyrozyny w kinazie p34cdc2 i wywołuje jej przed­
wczesną aktywację w ekstraktach jaj Xenopus [81]. 
M ożna zatem  sądzić, że fosfataza 2A może działać na 
fosfatazę cdc25 i pow odując jej defosforylację wywoły­
wać tym samym spadek jej aktywności enzymatycznej 
[17]. To przypuszczenie o regulacji fosfatazy cdc25 
przez fosforylację przy udziale kinaz kodow anych 
przez geny m iki i weel [53] nie jest pozbawione 
podstaw, gdyż wiadom o, że fosfataza ta jest fosfobiał- 
kiem, w której ufosforylowana jest przede wszystkm 
seryna, w mniejszym zaś stopniu treonina [57].

Jak  do tąd  zidentyfikow ano tylko nieliczne kom ó r­
kowe substraty, na które działa fosfataza 2A [84, 85]. 
Jednym  z nich jest histon H I, którego fosforylację 
przeprow adza kinaza p34cdc2 [84]. Tak więc wydaje 
się, że fosfataza typu 2A oprócz udziału w supresji 
aktywacji kinazy p34cdc2 in vivo (poprzez wpływ na 
fosfatazę cdc25) może także „odw racać” jedno z dzia­
łań kinazy jakim  jest fosforylacja histonu H I.

III. Udział kinazy p34cdc2 i/lub jej’ homo- 
logów w sprzężeniu fazy S z rozpoczęciem  
mitozy

Replikacja D N A  i redystrybucja pow stałych ele­
m entów pomiędzy potom ne kom órki som atyczne są
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kolejno zachodzącym i procesam i utrwalonym i w cza­
sie ewolucji. Sugeruje to działanie precyzyjnych me­
chanizm ów  kontrolujących, z którym i m ogą inter- 
ferować różnorodne czynniki zewnętrzne, w tym liczne 
związki chemiczne. Zdarza się również, jak  ma to np. 
miejsce we wczesnych stadiach embriogenezy, że do 
podziału kom órek może nawet nie dochodzić [86, 87],

W kom órkach  ssaków i grzybów zidentyfikowano 
szereg genów kontrolujących rozpoczęcie mitozy we 
właściwym momencie cyklu kom órkowego. Są to na 
przykład: gen rccl z nerkowych kom órek chom ika [88, 
89]; geny nim A i bimE z Aspergillus nidulans [90, 91]; 
gen rad9 z S. cerevisiae [92] oraz om awiany już gen 
cdc2, lub jego hom ologi znajdow ane we wszystkich 
badanych kom órkach [35, 93, 94]. Do niedaw na 
sądzono, że geny te są elementami odrębnych sys­
tem ów wiążących replikację DNA  i/lub reperację 
DNA z inicjacją mitozy. Obecnie jednak zaczyna się 
krystalizow ać i utrw alać pogląd, że działania biał­
kowych produktów  tych genów są w pewnym stopniu 
powiązane.

Szczególną uwagę poświęcę produktow i genu cdc2, 
kinazie p34cdc2, której rola (lub jej homologów) 
w cyklu kom órkow ym , i to nie tylko w inicjacji mitozy, 
wydaje się być niepodw ażalna [2], Szereg obserwacji 
przem aw ia za jej udziałem w syntezie DNA i pojaw ia­
jącej się następnie mitozie. I tak wykazywano wzrost 
ekspresji genu cdc2, przejawiający się wzrostem pozio­
mu właściwego m RNA i białka p34cdc2 w stym ulow a­
nych m itogenem  ludzkich limfocytach T będących 
w fazie G l-S  [95]. W prowadzenie do nich mRNA cdc2 
o „antysensow nym ” układzie nukleotydów zmniej­
szało ekspresję genu cdc2, ham owało też syntezę DNA. 
Do indukcji ekspresji genu cdc2 niezbędna była także 
uprzednia indukcja protoonkogenów  c-myb i c-myc. 
W zrost poziom u m RNA cdc2 w ykazano także w my­
sich kom órkach 3T3 i kom órkach p6 po działaniu 
czynników wzrostowych, IG F  i P D G F  [96]. W regula­
cji poziom u m RNA cdc2 szczególną rolę okazała się 
odgrywać interakcja IGF-1 (insulin-like growth factor) 
z jego kom órkow ym  receptorem. W prowadzenie bo­
wiem do kom órek „antysensownej” sekwencji nukleo- 
tydowej w stosunku do m RNA kodującego pojawianie 
się receptora IGF-1 znosiło pow odow any przez IG F  
wzrost poziom u m RNA cdc2. Podobny efekt co IGF-1 
wywierała również surowica dodana do spoczynko­
wych hodowli m łodych fibroblastów ludzkich [97, 98] 
czy chomiczych [97], Tego stym ulującego efektu suro­
wicy nie obserw ow ano natom iast w kom órkach sta ­
rych (także znajdujących się w fazie G l), lecz nie 
odpowiadających wznowieniem syntezy DNA pod 
wpływem m itogenów czy czynników wzrostowych. Co 
więcej, w takich starych kom órkach praktycznie nie 
wykryw ano obecności mRNA odpowiedzialnych za 
syntezę cyklin A i B [98].

N a bezpośredni związek kinazy p34cdc2 z syntezą 
DNA (i m itozą) wskazują też między innymi: obecność 
aktywnego enzymatycznie (kinazowo) heterokom ple-

ksu kinazy p34cdc2 z cykliną w kom órkach będących 
w fazie S [99] oraz zatrzym anie w fazie G2 kom órek 
zawierających zm utow aną w C-końcu kinazę p34cdc2 
[100] i kom órek traktow anych przeciwciałami skiero­
wanymi przeciwko ludzkiej kinazie p34cdc2 [77]. Co 
więcej, w kom órkach ssaków zatrzym anych w mitozie 
działaniem czynników uszkadzających wrzeciono mi- 
totyczne stwierdzono podwyższony poziom aktyw no­
ści kinazy p34cdc2 [101], w kom órkach zaś zatrzym a­
nych w fazie G2 (np. działaniem  przeciwnowotworo- 
wego leku — etopozydu) znaleziono obniżony poziom  
aktywności tej kinazy [102, 103].

Niski poziom aktywności kinazy p34cdc2 i brak 
inicjacji mitozy może być wywołany także przez nie- 
zreplikowany DNA [104], być może, poprzez wpływ 
na poziom  ufosforylowania p34cdc2. W ydaje się, że 
może to być zarów no aktywacja kinazy tyrozynowej 
odpowiedzialnej za fosforylację kinazy p34cdc2 [53] 
jak  i ham owanie fosfatazy cdc25 [93], nie zaś ham ują­
cy wpływ na syntezę cyklin i ewentualne zaburzenia ich 
wiązania z kinazą p34cdc2. N a udział p roduk tu  genu 
cdc25 w pow iązaniach replikacji DNA i m itozy w ska­
zują też wyniki badań tych procesów w m utantach S. 
pombe charakteryzujących się bądź to nadekspresją 
genu cdc25 bądź też obecnością zmienionej kinazy 
p34cdc2, nie wymagającej do aktywacji usunięcia 
fosforanu z fosfotyrozyny [105]. W podw ójnych m u­
tantach drożdży S. pombe nie wykazujących aktyw no­
ści kinaz kodow anych przez geny weel i m iki kinaza 
p34cdc2 nie jest ufosforylowana lub ufosforylowana 
jedynie w bardzo słabym stopniu. Jest więc stale 
aktyw na co „zezwala” na rozpoczęcie mitozy kom ór­
kom  znajdującym  się w każdym  momencie cyklu 
kom órkowego, niezależnie od tego czy została już, czy 
też nie, zakończona replikacja DNA  [52].

Dalszych bezpośrednich dow odów  na udział kinazy 
p34cdc2 w replikacji D N A  dostarczyły wyniki badań, 
w których bądź to ekstrakty  jaj Xenopus [106] bądź też 
m utanty S. pombe [35] w różny sposób pozbaw iono 
kinazy p34cdc2. I tak w ekstraktach z jaj Xenopus, 
obserw owano zaham ow anie rozpoczęcia replikacji 
DNA, (przy braku wpływu na powielanie DN A na już 
uprzednio utw orzonych widełkach replikacyjnych), co 
wydaje się sugerować, że działanie kinazy p34cdc2 
wymagane jest na etapie poprzedzającym  rozpoczęcie 
replikacji. Z kolei w m utantach S. pombe zawierających 
zmienione, na skutek mutacji w genie cdc2, białko p34 
o podwyższonej podatności na proteoiizę, obserw ow a­
no wystąpienie diploidyzacji DN A skorelowanej z wy­
raźnie obniżonym  kom órkow ym  poziom em  kinazy 
p34cdc2. Sugerow ano zatem, że w sytuacji „niedobo­
ru ” kinazy p34cdc2 kom órka jak  gdyby „zapom ina” 
o tym, że znajduje się w fazie G2 i podejm uje syntezę 
DNA zamiast rozpocząć mitozę.

Tak więc niezbędność obecności aktywnej kinazy 
p34cdc2 dw ukrotnie w czasie cyklu kom órkow ego 
wydaje się udow odniona. Należy jednak zdawać sobie 
sprawę, że poziom  aktywności enzymatycznej, ufos-
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forylowania czy też asocjacja z innymi białkami mogą 
być w każdym z tych etapów różne.

W 1991 r. wysunięto przypuszczenie, że kinaza 
p34cdc2 może występować w kom órkach w co naj­
mniej dwóch ulegających interkonwersji formach, tj. 
w formie S właściwej dla rozpoczęcia fazy S i w formie 
M niezbędnej dla wejścia kom órek w mitozę [35] (Ryc. 
2). Uwzględniając tę możliwość, jak  również założenie,

A

n ie zr ep lik o w a n e  DNA

©
n iek om p letn e  

w rzecion o  
m itotyczne

Ryc. 2. Schematy em brionalnego (A) i postem brionalnego (B) cyklu 
kom órkow ego (wg 107, zmodyfikowany)
M i S formy kinazy p34cdc2
M P F  —  kom pleks kinazy p34cdc2 w formie M z cykliną 
B i produktem  genu suci
SPF — kom pleks kinazy p34cdc2 w formie S z cyklinami 
fazy G l

że kom órka może znajdować się tylko w jednym  
z dwóch stabilnych stanów cyklu kom órkowego, m ito­
zie i interfazie, zdeterm inowanych aktywnością kinazy 
p34cdc2 [86] M u r r a y  ostatnio zaproponow ał na­
stępującą hipotezę przebiegu cyklu kom órkowego 
kom órek em brionalnych i somatycznych [102]. W e­
dług tej hipotezy w cyklu kom órek em brionalnych 
występujące naprzem iennie m itoza i interfaza ko n t­
rolow ane są jedynie przez zmiany aktywności kinazo- 
wej kom pleksu p34cdc2 z cykliną B (M PF). W cyklu 
kom órek somatycznych jak  się zakłada, działa też 
drugi dodatkow y kom pleks będący heterodimerem  
złożonym  z kinazy p34cdc2 z cyklinami charakterys­
tycznymi dla fazy G l (SPF). H eterodim er ten miałby 
stanowić czynnik umożliwiający kom órkom  przejście 
punktu  restrykcyjnego START [108] —  „wydarze­
nia”, po którym  kom órki ukierunkow ane są na syntezę 
DNA. K inaza aktyw na w fazie M stymulować m usia­
łaby powstanie formy S i czynnika SPF, z kolei zaś SPF 
pow stawanie formy M i kom pleksu M P F  aktywnego 
w mitozie.

Cyklinami charakterystycznym i dla fazy G l są 
u drożdży białka kodow ane przez geny C L N  [108- 
110], w kom órkach wyższych organizm ów eukario ty­
cznych rolę tę wydają się pełnić cykliny z grupy A [41, 
111,112]. Stale wzrastająca liczba wykrywanych cyk­

lin kom órkow ych [113-118] sugeruje ponadto, że 
funkcję cyklin fazy G l mogłyby pełnić także jeszcze 
białka inne niż cyklina A. Schem at przedstawiony na 
rycinie 2 nasuwa też pytanie jak  niektóre kom órki, np. 
poliploidalne, om ijają to regularne w czasie następo­
wania faz. Pozostaje ciągle do wyjaśnienia czy na­
stępuje w nich degradacja kinazy p34cdc2, jak  po 
ukończeniu każdej rundy syntezy DNA w om aw ia­
nych już m utantach  drożdży, czy też kom órki takie 
posiadają inne jakieś m echanizm y omijające blok 
syntezy DNA bez zakończenia mitozy.

Czy kinazy p34cdc2 uczestniczące w przejściu G l-S  
i G2-M  są tymi samymi białkam i, czy też białkam i 
homologicznymi? W ydaje się, że przynajmniej w ko­
m órkach wyższych organizm ów  eukariotycznych są to 
odrębne białka [31, 100, 119-126], Przejawiają one 
aktywność kinazow ą i są określane jako  kinazy cdk tj. 
kinazy czynne w procesie podziału kom órek (cdk, celi 
division kinase) lub też kinazy zależne od obecności 
cyklin (cyclin dependent kinase). T ranskrypt genu ko ­
dującego kinazę cdk2 z kom órek ludzkich składa się 
z 2.1 kilozasad i koduje polipeptyd złożony z 298 
am inokwasów, wykazujący znaczne podobieństw o 
strukturalne do kinaz cdk2 z innych kom órek jak  
również do kinazy p34cdc2 [123]. Kinazy cdk2 z jaj 
Xenopus [121] i kom órek ludzkich [125,126] w odróż­
nieniu od kinazy p34cdc2, tw orzą kom pleksy z cykliną 
A, a nie tworzą go z cykliną B. Aktywność kinaz cdk2 
nie spada także w końcow ych etapach mitozy. Co 
więcej, pozbawienie ekstraktu  z jaj Xenopus kinazy 
cdk2 blokuje w nich rozpoczęcie syntezy D NA będąc 
bez wpływu na rozpoczęcie m itozy [121]. O statn io  
wykazano, że cyklina A tworzy kom pleksy zarów no 
z kinazą cdk2 jak  i p34cdc2, pow odując pojawianie się 
aktywności kinaz zarów no w fazie S, jak  i pod koniec 
fazy G2 [126]. Pojawienie się aktyw ności kom pleksu 
kinazy cdk2 z cykliną A w fazie S cyklu pozwala 
przypuszczać, że uczestniczy ona, lub też kontroluje 
wydarzenia przebiegające równolegle do syntezy 
DNA.

IV. Uwagi końcowe

Om aw iane dotychczas dane dokum entow ały uni­
wersalność mechanizm ów kontrolujących cykl ko­
m órkow y i podkreślały szczególną rolę kinazy p34cdc2 
oraz białek hom ologicznych przynajm niej w dwóch 
etapach cyklu. W spom niano również o ważnych dla 
prawidłowego przebiegu cyklu genach nimA, rad9 
i reel uczestniczących, jak  się do niedaw na wydawało, 
w niepowiązanych z kinazą p34cdc2 m echanizm ach 
kontrolnych. O statn io  publikow ane prace wskazują 
jednakże na pewne pow iązania działania produktów  
tych genów z działaniem kinazy p34cdc2.1 tak w Asper­
gillus nidulans do rozpoczęcia mitozy wydaje się być 
niezbędna zarów no aktyw ność kinazy p34cdc2, jak  
i kinazy kodow anej przez gen nimA [127]. M utanty  
Aspergillus pozbaw ione aktyw ności kinazy kodowanej
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przez gen nimA nie podejm owały bowiem podziałów. 
Inhibitorem  efektów wywoływanych przez gen nimA 
jest p roduk t genu bimE [128]. Tak więc praw idłow a 
in terakcja  działania produktów  aż trzech genów 
— cdc2, nimA i bimE umożliwia rozpoczęcie mitozy 
w Aspergillus nidulans [129],

Z kolei działanie genu rad9, odpowiedzialnego u S. 
pombe za zatrzym anie podziału kom órki następujące 
w w yniku uszkodzenia DNA  pod wpływem radiacji, 
wydaje się mieć związek z inaktywacją kinazy p34cdc2. 
Przypuszczalny m echanizm, w którym  uczestniczy gen 
rad9 i jego hom ologi, zakłada, że geny rad m ogą 
indukow ać w ydarzenia prowadzące do uczynnienia 
genu weel, negatywnego regulatora kinazy p34cdc2 
[130-132], Mniej praw dopodobny wydaje się ham ują­
cy wpływ produktów  genów rad na ekspresję genu 
cdc25 [132], W ydaje się, że ten ostatni m echanizm  
działa tylko wówczas, gdy synteza DNA zaham ow ana 
jest przez specyficzne inhibitory [105].

R egulatorem  aktywności kinazy p34cdc2 jest także 
jądrow e białko wiążące DNA, kodow ane przez gen 
reel w kom órkach kręgowców i owadów [133] i ho­
m ologiczny do nich gen piml u S. pombe [134], 
Eksperym entalnie spow odowany brak białka RCC1 
kodow anego przez te geny wywołuje w kom órkach 
znajdujących się tylko w fazie syntezy DNA roz- 
sprężenie cyklu i przedwczesne zapoczątkow anie m ito­
zy, równoczesne ze wzrostem aktywności kinazy 
p34cdc2 [135], D o aktywacji kinazy p34cdc2 w tym 
układzie konieczna jest także, oprócz obecności cyk­
liny B, obecność jednego lub kilku białek dotychczas 
bliżej nie opisanych [135].

Z przedstawionego przeglądu wynika, że nasza 
wiedza o m echanizm ach regulujących przebieg cyklu 
m itotycznego kom órek prawidłowych pogłębia się 
coraz bardziej. Przyczyni się to z pewnością także do 
poznania podłoża zaburzeń regulacji cyklu w kom ór­
kach nowotworow ych. W ydaje się bowiem, że m echa­
nizmy leżące u podstaw  często spotykanej w kom ór­
kach now otw orow ych aneuploidyzacji, czy też za­
trzym ania ich w fazie G2 cyklu, m ogą być podobne do 
m echanizm ów spotykanych w omawianych powyżej 
kom órkach drożdży [136]. Ponad to  odkrycie, że 
wśród licznych substratów , na które działają w kom ór­
ce kinaza p34cdc2 lub jej hom ologi są też białka 
kodow ane przez geny Rb i p53 będące supresoram i 
nowotworów, stw arza dalsze możliwości badan ia me­
chanizm ów funkcjonow ania tych endogennych inhibi­
torów  podziałów kom órkow ych [137-139]. I ostatn ia 
rzecz będąca jak  gdyby praktycznym  zastosow aniem  
informacji, że kinaza p34cdc2 jest kluczowym en­
zymem dla przebiegu mitozy. O pracow ano m ianow i­
cie pomysłowy test, z zastosow aniem  immobilizowanej 
na płytkach aktywnej kinazy p34cdc2 [137], do bada­
nia in vitro związków o działaniu antym itotycznym , 
potencjalnych leków przeciwnowotworowych.

A rtykuł otrzymano 5 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 28 maja 1992 r.
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Wykaz stosowanych skrótów:
C D PD G  — CDPdiacyloglicerol; DG — diacyloglicerol; Ins
— myoinozytol; InsP — monofosfoinozytole; Ins (1) P
— inozytolo (1) fosforan; Ins(4)P  — inozytolo (4) fosforan;

1 mgr, 2 doc. dr hab., Zakład Biochemii Komórki, Instytut
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas­
teura 3, 02-093 Warszawa.

InsP2 — bisfosfoinozytole; Ins (1, 4 )P 2 — inozytolo (1,
4) bisfosforan; Ins (4, 5) P 2 — inozytolo (4, 5) bisfosforan; 
Ins (1, 4, 5 )P 3 — inozytolo (1, 4, 5) trisfosforan, InsP3, 
trisfosfoinozytol; Ins (1, 3, 4 )P 3 — inozytolo (1, 3, 4) trisfos­
foran (nie objęty nazwą InsP3); Ins (2, 4, 5) P 3 — inozytolo (2, 
4, 5) trisfosforan; InsP4 — tetrakisfosfoinozytole; Ins (1, 3, 4,
5) P4 — inozytolo (1, 3,4, 5) tetrakisfosforan; Ins (1, 3,4, 6) P4
— inozytolo (1, 3,4,6) tetrakisfosforan; InsP5 — pentakisfos- 
foinozytole; Ins (1, 3, 4, 5, 6) P 5 — inozytolo (1, 3, 4, 5, 6) 
pentakisfosforan; InsP6 — heksakisfosfoinozytol; InsP3R
— receptor trisfosfoinozytolu; PA — kwas fosfatydowy; PLC
— fosfolipaza C; PKC — kinaza białkowa C; Ptdlns
— fosfatydyloinozytol; P tdlnsP  — fosfatydyloinozytolofos- 
foran; Ptdlns (3) P — fosfatydyloinozytolo (3) fosforan; 
Ptdlns (4) P — fosfatydyloinozytolo (4) fosforan; Ptdlns (3,
4 )P 2 — fosfatydyloinozytolo (3, 4) bisfosforan; Ptdlns (4,
5) P2 — fosfatydyloinozytolo (4, 5) bisfosforan; Ptdlns (3, 4, 
5) P 3 — fosfatydyloinozytolo (3, 4, 5) trisfosforan; TPA — es­
ter forbolu (12-mirystylo, 13-acetylo ester forbolu).

1. Wstęp

Niewiele jeszcze w iadom o na tem at m echanizm ów 
przewodzenia w ew nątrzkom órkow ego sygnałów i ich 
przem iany w odpowiedź w kom órkach roślinnych [1,
2, 3]. W kom órkach zwierzęcych funkcjonują dwa 
podstawow e szlaki przekazywania informacji we­
wnątrzkom órkowej. Pierwszy związany jest z pow sta­
waniem cyklicznego AM P, drugi —  z hydrolizą fo­
sfatydyloinozytoli. W roślinach wyższych stwierdzono 
istnienie cyklicznego A M P [4], ale jak  do tej pory nie 
wykazano, czy pełni on rolę w tórnego przekaźnika
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informacji [3], W iadom o jednak, że i w tych organiz­
mach znajdują się układy prow adzące do hydrolizy 
fosfolipidów inozytolowych, oraz zachodzą przekształ­
cenia m etaboliczne produktów  ich degradacji. Choćby 
dlatego m ożna sądzić, że i w roślinach funkcjonuje 
drugi szlak przekazywania informacji, w którym  pow ­
stają dwa wtórne przekaźniki —  trisfosfoinozytol, Ins 
(1, 4, 5) P 3 i diacyloglicerol, D G  [1, 2, 3]. Znaczenie 
tych przekaźników, jak  również czynników pobudza­
jących hydrolizę fosfolipidów inozytolowych w kom ór­
kach zwierzęcych om awiają liczne artykuły przeglądo­
we [5-9]*.

Niniejsza praca stara się podsum ować stan wiedzy 
na tem at m etabolizm u fosfatydyloinozytoli i ich roli 
w przekazywaniu informacji w kom órkach roślinnych, 
próbując znaleźć analogie pomiędzy światem roślin 
i zwierząt.

II. Przekazywanie informacji

Rycina 1 prezentuje schemat ilustrujący m etabolizm  
fosfatydyloinozytoli i ich rolę w przekazywaniu infor­
macji w kom órkach zwierzęcych i roślinnych; stanowi 
także plan artykułu z zaznaczeniem kolejności om a­
wianych problemów.

1. Stymulacja komórki

M echanizm przekazywania informacji z udziałem 
fosfatydyloinozytoli jest już dobrze poznany [5-7], 
Powszechnie wiadom o, że w kom órkach zwierzęcych

inform acja niesiona przez różnorodne bodźce jest 
odbierana przez receptory znajdujące się na zewnętrz­
nej powierzchni błony plazmatycznej [5-7]. W kom ór­
kach roślinnych, jak  do tej pory, nie udało się wyizolo­
wać tego rodzaju receptorów [1, 2, 3]. F ak t ten, nawet 
przy ogólnie niskim stanie wiedzy o roślinnych biał­
kach błonowych, jest zdumiewający [2], D latego roz­
ważając wczesny etap procesu sygnałowego, jedynie 
zakłada się istnienie systemu receptorów  odbierają­
cych określone bodźce. Pośrednich dow odów  na ist­
nienie takiego systemu dostarczają badan ia nad dzia­
łaniem auksyny [10], światła [11], szoku osmotycz- 
nego [12], czy grawitacji [2, 3]. I tak, dodanie do 
znakowanej uprzednio [ 3H] inozytolem  kultury ko­
mórkowej Catharanthus roseus, syntetycznego analo­
gu auksyny —  2, 4-D, powoduje szybki wzrost pozio­
mu Ins (4,5) P 2 i Ins (1,4,5) P 3 [10]. Tak jak  w organiz­
mach zwierzęcych zm ianom  tym towarzyszy spadek 
poziom u znakowanego P td ln sP  i P td ln s  (4, 5) P 2. T ak ­
że ekspozycja na światło poduszeczki liściowej Sama- 
nea saman (roślina z rodziny M im ozowatych) już po 
15 s powoduje wzrost poziom u Ins (4,5) P 2 oraz 
I n s ( l ,4 ,5 )P 3 [11]. Podobnie reagują jednokom ór­
kowe glony Dunaliella salina, w których szok hypo- 
osm otyczny powoduje gwałtowny spadek poziom u 
fosfolipidów inozytolowych P tln sP  i P td ln s  (4,5) P 2 
[12].

Dane te pozwalają sądzić o istnieniu specyficznych 
receptorów, ale pozostaw iają wątpliwości, czy na pew­
no są one integralnym i składnikam i białkowym i plaz- 
molemmy [2].

(1)
(2)
(3)
(4)

BODZIEC RECEPTOR
2 £
BIAŁKO G

i n
FO SFOLIPAZA C

P td In s ( 3 )P

* patrz także: Wikieł H. Strosznajder J. 
(1988) Post. Biol. Kom. 15; 1-23; Nowak 
JZ, (1988) Kosmos 37: 339-378; Kwiat­
kowska J. (1988) Post. Biochem. 34: 
123-130; Kwiatkowska J. (1988) Post. 
Biochem. 35: 253-263; Wikieł H. Strosz­
najder J. (1991) Post. Biol. Kom. 18: 
109-115.

Ptd Ins (3 ,4) P2
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2. Białka G

W ystępow anie białek G w organizm ach roślinnych 
w ykazano pośrednio, dzięki doświadczeniom stwier­
dzającym  wiązanie G T P  i jego niehydrolizującego 
analogu  do frakcji błonowej [13]. O statnio ziden­
tyfikow ano białka G w plazmolemmie wielu roślin 
wyższych, używając przeciwciał przeciwko podjedno- 
stce a  króliczych białek G [13]. W yizolowane białka 
G  (podjednostka a) charakteryzują się niższą masą 
cząsteczkow ą (20-30 kD) niż ta, k tó ra występuje 
w organizm ach zwierzęcych (39-41 kD). N a tej pod­
stawie E i n s p a h r  i T h o m p s o n  [2] wysunęli 
przypuszczenie, że być może nie należą one do tej samej 
rodziny co trójpodjednostkow e zwierzęce białka G.

D ow ody na włączenie białek G w łańcuch przekazy­
w ania informacji w kom órkach roślinnych pochodzą 
z p rób  ich izolowania, identyfikacji, porów nania właś­
ciwości z własnościami charakterystycznym i dla zwie­
rzęcych białek G, oraz z prób wykazania ich udziału 
w obrocie polifosfoinozytoli. Jak do tej pory nie 
uzyskano bezpośrednich dowodów na udział białek 
G w przekazyw aniu informacji związanej z hydrolizą

Ryc. 1. U dział fosfolipidów inozytolowych w przekazyw aniu infor­
macji w kom órce zwierzęcej i roślinnej. Kolejne num ery 
znajdujące się po lewej stronie rysunku (1-7) odpow iadają 
poszczególnym  podrozdziałom  artykułu.

(1) W kom órce zwierzęcej zewnętrzne bodźce działają na znajdujące 
się na zewnętrznej powierzchni błony plazm atycznej receptory. 
W kom órce roślinnej, jak  do tąd  nie udało się wykazać ich obecności.
(2) Z arów no w kom órkach zwierzęcych, jak  i roślinnych, istnieją 
pośrednie dow ody na włączenie białek G  w proces przekazyw ania 
informacji.
(3) Sygnał poprzez białko G przekazyw any jest na fosfolipazę C, 
k tó ra  zarów no w roślinach, jak  i w zwierzętach hydrolizuje 
P td lns(4 , 5) P 2 do dwóch w tórnych przekaźników  informacji: DG 
i Ins (1,4, 5) P 3.
(4) P td ln s(4 , 5) P 2 jest defosforylowany do P td In s(4 )P  i dalej do 
P td łns. O dpow iednie kinazy (z udziałem A TP i M g2+) odw racają 
przebieg tych reakcji. Powyższe przekształcenia występują zarów no 
w świecie zwierząt i roślin. K lasa fosfolipidów inozytolowych (z 
grupą fosforanow ą w pozycji 3 pierścienia inozytolowego) znalezio­
na została w organizm ach zwierzęcych i jednokom órkow ych glo­
nach. W kom órkach roślin wyższych nie stw ierdzono w ystępowania 
tych związków.
(5) W tórny przekaźnik informacji DG , aktyw uje kinazę białkową 
C (PK C ) i jest szybko m etabolizow any z udziałem  kinazy diacylo- 
glicerolowej i A TP do kwasu fosfatydowego (PA). PA przekształca 
się w C D P-diacyloglicerol (C D PD G ), k tóry reaguje z myo-inozyto- 
lem (Ins) tw orząc P td łns. Przekształcenia te zachodzą w obu typach 
kom órek.
(6) Drugi w tórny przekaźnik — Ins (1,4,5) P 3 ulega zarów no w jed ­
nych jak  i drugich kom órkach licznym przekształceniom  m etaboli­
cznym. G łów nym  produktem  defosforylacji tego związku w świecie 
zwierząt i u jednokom órkow ych glonów jest I n s ( l ,4 ) P 2, podczas 
gdy Ins (4, 5) P 2 jest dom inującym  produktem  wśród roślin wyż­
szych. Polifosfoinozytole są szeroko rozpowszechnione w organiz­
m ach zwierzęcych. W świecie roślin w ykazano ich obecność jedynie 
w glonach Chlamydomonas eugametos, gdzie In sP 5 wydaje się 
pochodzić z bezpośrednich fosforylacji In sP 3 (b) podczas gdy 
u zwierząt powstaje w wyniku następujących po sobie procesów 
fosforylacji i defosforylacji (a).
(7) Biologiczna rola Ins (1,4,5) P 3 polega na mobilizacji C a2 + 
zarów no w kom órce zwierzęcej jak  i roślinnej. W endoplazm atycz- 
nym retikulum  kom órek zwierzęcych i w w akuolach kom órki 
roślinnej w ykazano obecność specyficznych receptorów  dla 
I n s (1,4, 5) P 3. Ins (1,4,5) P 3 wiążąc się z receptorem  (In sP 3R) pow o­
duje zmianę konform acyjną jego podjednostek, otw arcie kanału 
i wypływ C a 2+ do cytosolu.

P td łns (4, 5) P 2, natom iast pośrednie dowody w skazu­
ją  na ich rolę w regulacji aktywności fosfolipazy 
C (PLC).

3. Fosfolipaza C

W wielu tkankach roślin wyższych wykazano ak ­
tywność fosfolipazy C (PLC) specyficznie hydrolizują- 
cej fosfolipidy inozytolowe [1, 2, 3]. U dało się wyizolo­
wać dwie formy tego enzymu — rozpuszczalną i zw ią­
zaną z błoną kom órkow ą [14], Substratam i dla fo­
sfolipazy C w plazmolemmie są fosfatydyloinozyto- 
lo (4) fosforan (P tdłns (4) P) i fosfatydyloinozyto- 
lo (4, 5) bisfosforan (P td łns (4,5) P 2), natom iast nie jest 
nim fosfatydyloinozytol (Ptdłns). O dw rotna sytuacja 
ma miejsce z fosfolipazą C występującą w cytosolu. 
Aktywność wszystkich izomerycznych form roślinnej 
fosfolipazy C zależy od C a2 + . O ptym alne stężenie 
wapnia jest typowe dla określonych gatunków  roślin 
i w aha się w granicach od 10~5 do 10~4 M [14], Ta 
właściwość roślinnego enzymu odróżnia go od ana lo ­
gicznej fosfolipazy C działającej w kom órkach zwierzę­
cych. Fosfolipaza C hydrolizująca P td łns (4, 5) P 2 wy­
kazuje bowiem m aksim um  aktywności przy stężeniu 
C a2+ poniżej 10-6  M, które odpow iada poziomowi 
tego jo n u  w kom órce zwierzęcej przed pobudzeniem  
[5-7].

4. Fosfolipidy inozytolowe

Zarów no w m ateriale z całych roślin, jak  i w hodow ­
lach kom órek i tkanek, stw ierdzono występowanie 
P td łns, P td łns (4) P i P td łns (4,5) P 2. W ykazano, że 
ilość P td łns jest dwukrotnie większa (8— 15 m ol% ) niż 
ta znajdow ana w błonach kom órek zwierzęcych [2]. 
Ufosforylowane formy P tdłns, przez wiele lat nie były 
identyfikowane w organizm ach roślinnych z powodu 
ich znikom ych ilości. W roślinach występują ponadto  
znaczne ilości fosfolipidowych lizopochodnych mig­
rujących w układach chrom atograficznych (chrom ato­
grafia cienkow arstw owa —  TLC) razem z fosfolipida­
mi inozytolowym i [14], Dopiero bardziej nowoczesne 
techniki analityczne (H PLC  —  wysokociśnieniowa 
chrom atografia cieczowa) pozwoliły na ich w yodręb­
nienie i oznaczenie ilościowe. Stwierdzono, że zaw ar­
tość P td łn s  (4, 5 )P 2 w  kom órkach roślinnych nie 
przekracza 1% wszystkich fosfolipidów inozytolo­
wych [2]. W błonie plazmatycznej poziom P td łns (4) P 
i P td lns(4 , 5) P 2 wynosi odpow iednio 5% i 1,5% 
całości fosfolipidów błonowych [14, 16]. Roślinne 
fosfolipidy inozytolowe różnią się zasadniczo od fo­
sfolipidów inozytolowych zwierzęcych składem kw a­
sów tłuszczowych. G łówne kwasy tłuszczowe fosfolipi­
dów inozytolowych kom órek zwierzęcych to kwas 
stearynowy i kwas arachidonow y [9], natom iast ko­
m órek roślinnych kwas palmitynowy, linolowy i lino- 
lenowy [3]. Jak dotąd nie stw ierdzono w cząsteczce 
fosfolipidów inozytolowych roślin wyższych obecności 
kwasu arachidonowego.
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Fosforylacja P td lns do P td In s(4 )P  i dalej 
P td ln s (4 ,5) P 2 przebiega, podobnie jak  w organiz­
m ach zwierzęcych z udziałem określonych kinaz, ATP 
i M g2 + . W ykazano, że u zwierząt P td lns (4, 5) P 2 może 
ulegać dalszej fosforylacji z udziałem specyficznej 
kinazy wprowadzającej grupę fosforanową w położe­
niu 3 pierścienia inozytolowego. P td lns (3,4,5) P 3 oraz
3-podstaw ione produkty  jego degradacji stanow ią 
klasę fosfolipidów inozytolowych, której znaczenie 
biologiczne nie jest w pełni wyjaśnione, choć uważa się, 
że są istotne w procesach różnicowania kom órek [17]. 
Fosfolipidy tej klasy nie zostały jeszcze wykryte wśród 
roślin wyższych [1, 2, 3], natom iast znaleziono je 
u jednokom órkow ych glonów Chlamydomonas euga- 
metos [18]. W kom órkach Catharantus roseus zaobser­
wowano, że aktywności kinaz P td lns i P td ln sP  zmie­
niają się w cyklu kom órkow ym  osiągając maksim um  
w fazie podziału. W fazie elongacji kom órki aktywność 
kinaz jest dużo niższa, jednak  także znacząca [19]. 
O dw rotna reakcja —  defosforylacja — zachodzi 
z udziałem fosfomonoesteraz. W glonach Dunaliella 
salina wykazano aktywność enzymów degradujących 
P td lns (4,5) P 2 do P td lns (4) P i P td lns (4) P do P td lns 
[15]. W błonach plazm atycznych nasion soji wy­
stępuje natom iast zależna od C a2 + fosfom onoesteraza, 
wysoce specyficzna wobec P td lns (4) P [3].

Fosfolipidem, który „odpow iada” na bodziec jest 
w kom órkach roślinnych, podobnie jak  i w zwierzę­
cych, P td lns (4,5) P 2. Należy sądzić, że zaktyw ow ana 
poprzez białko G fosfolipaza C powoduje rozpad tego 
fosfolipidu do dwóch wtórnych przekaźników In sP 3 
i DG.

5. Diacyloglicerole i białkowa kinaza C

W ydaje się, że podobnie jak  u zwierząt tak i u roślin, 
D G  pojawia się w wyniku stymulacji kom órki. Z aob­
serwowano, że w kom órkach poduszeczki liściowej 
Samanea saman, ekspozycja na światło powoduje 
w ciągu 30 s podwyższenie zawartości D G  [20].

U tw orzone D G  ulegają szybkim przem ianom  m eta­
bolicznym. Przez lipazy są degradow ane do m ono- 
gliceroli i glicerolu, a przez kinazę diacyloglicerolową 
fosforylowane do kwasu fosfatydowego (PA). Zw iąza­
na z błoną roślinna kinaza diacyliglicerolowa została 
ostatn io  oczyszczona; jej m asa cząsteczkowa wynosi 
51 kD. Enzym wymaga do pełnej aktywności zarów no 
kationów  dwuwartościowych jak  i fosfolipidów [21]. 
W odróżnieniu, w kom órkach zwierzęcych enzym ten 
został zidentyfikowany jako  białko cytosolowe, 80 kD, 
którego translokacja do błony plazmatycznej jest 
indukow ana przez D G  [22]. Reakcja prow adzona 
przez ten enyzm zapoczątkow uje resyntezę 
P td lns (4 ,5 )P 2, podobnie jak  m a to miejsce w świecie 
zwierząt.

W poddaw anych szokowi osm otycznemu glonach
D. salina obserw owano podwyższenie poziom u PA 
przy równoczesnym obniżeniu zawartości P td ln s  (4) P

i P td lns (4, 5) P 2. Zjawisko to tłum aczono gwałtowną 
przem ianą D G  [12].

Diacyloglicerole są w kom órkach zwierzęcych natu­
ralnymi aktyw atoram i kinazy białkowej C (PKC). 
W roślinach opisano serynowo/treoninowe kinazy 
białkowe o podobnych własnościach jak  PK C  zwierzę­
ce, to znaczy, wymagające do pełnej aktywacji C a2+, 
fosfolipidów i DG. W yizolowano i oczyszczono kinazy 
białkowe z Cucúrbita pepo [23] oraz Amaranthus 
tricolor [24]. K inaza z nasion A. tricolor o masie 
cząsteczkowej 84.5 kD  m aksim um  aktywności wyka­
zuje w obecności 1 pM  C a2 + , 40 pg/ml fosfatydylosery- 
ny i 8 pg/ml dioleiny (diacyloglicerolu zawierającego 
w cząsteczce dwa kwasy oleinowe) [24]. Aktywność 
tych enzymów, w przeciwieństwie do PK C  z tkanek 
zwierzęcych, nie jest m odyfikowana przez estry forbolu 
(TPA) [23, 24]. N atom iast aktywność kinazow a tego 
typu badana w ekstrakcie z pszenicy była zależna od 
estrów forbolu i ulegała stymulacji zarów no przez 
mieszaninę fosfatydyloseryny i TPA, jak  i fosfatydylo- 
seryny z dioleiną [25]. O statnie badania na kom ór­
kach Nitella syncarpa wykazały, że TPA  modyfikuje 
napięciowo-zależne kanały wapniowe, a polim yksyna 
B (inhibitor PKC) znosi ten efekt [26].

Badania nad roślinną kinazą białkową C są jednak 
dopiero na początkowym  etapie rozwoju, dlatego nie 
ma danych dotyczących regulacji tego enzymu.

6. Trisfosfoinozytol i inne fosfoinozytole

Identyfikacja rozpuszczalnych w wodzie produktów  
rozpadu fosfolipidów inozytolowych nastręczała d u ­
żych trudności. Problem  stanowił fakt, że znakow ane 
in vivo [ 3H ] inozytolem rośliny, mogą m etabolizować 
ten związek do kwasu glukuronowego, arabinozy, czy 
ksylozy [1, 2, 3]. Związki te, jako  rozpuszczalne 
w wodzie wymywają się wspólnie z frakcją fosfoinozy- 
toli zanieczyszczając ją. Jak dotąd, najlepszą m etodą 
identyfikacji fosfoinozytoli roślinnych jest analiza 
H PLC , po rozdziale na kolum nie z wymieniaczem 
anionow ym  [2].

W roślinach wyższych potw ierdzono dotychczas 
obecność następujących polifosfoinozytoli: In s ( l)P , 
In s (1 ,4 )P 2, In s (4 ,5 )P 2, In s ( l ,4 ,5 ) P 3 i I n s ( l ,3 ,4 ) P 3 
[2 ,10 ,14]. W organizm ach tych występuje też inozytol 
podstaw iony sześcioma grupam i fosforanowymi. Ze 
względu na wrażliwość na działanie agonistów  wy­
odrębniono dwie grupy polifosfoinozytoli w ystępują­
cych w kom órkach zwierzęcych. Poziom  „wrażliwych” 
polifosfoinozytoli zmienia się szybko po stym ulacji 
kom órki, natom iast „niewrażliwe”, takie jak  In s P 5 
i In sP 6, reagują bardzo wolno [27]. Podejrzewa się, że 
te ostatnie związki pełnią funkcje strukturalne s tan o ­
wiąc składniki błon [6]; m ogą też działać jako  bodźce 
zewnętrzne [28].

W roślinach In sP 6 jest szeroko rozpow szechniony 
i znany od daw na pod nazwą kwasu fitynowego. 
W iadom o również o nim, że pełni funkcję w ew nątrz­
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kom órkow ego m agazynu fosforu i innych jonów  nie­
organicznych, ważnych w rozwoju i kiełkowaniu roślin.

Ins (1,4, 5) P 3 w tkankach zwierzęcych jest m etaboli­
zowany do myo-inozytolu przez kolejne defosforylacje, 
bądź ulega fosforylacji z udziałem określonej kinazy 
i ATP. Proces defosforylacji Ins (1,4,5) P 3 w roślinach 
wydaje się przebiegać w sposób bardziej skom plikow a­
ny. Defosforylacja Ins (1,4,5) P 3 w świecie zwierząt 
prow adzi do pow stania Ins (1,4) P 2, podczas gdy u roś­
lin pow stają dw a związki: In s ( l ,4 )P 2 i Ins (4, 5) P 2. 
P onad to , u zwierząt jony L i+ ham ują defosforylację 
m onofosfoinozytoli, podczas gdy u roślin, w zależności 
od gatunku, odpow iedź na L i+ może być różna —  od 
braku wpływu do działania ham ującego na reakcję 
defosforylacji bisfosfoinozytoli [3].

W świecie zw ierząt fosforylacja Ins (1,4, 5) P 3 p ro ­
wadzi do pow stania polifosfoinozytolu z czterema 
grupam i fosforanowym i —  Ins (1,3,4,5) P 4 [6]. Zw ią­
zek ten praw dopodobnie pełni rolę wtórnego prze­
kaźnika inform acji działając synergistycznie z Ins 
(1,4, 5) P 3 w aktywacji kanałów  w błonie plazmatycz- 
nej, a co za tym idzie, pow oduje wnikanie C a2+ do 
kom órki [6, 8].

W ystępow anie polifosfoinozytoli z czterem a i pię­
ciom a grupam i fosforanowymi nie zostało jak  dotąd 
potw ierdzone w kom órkach roślin wyższych [1, 2, 3]. 
N atom iast opisano je w zielonych glonach Chlamydo- 
monas eugametos [18]. W tych jednokom órkow ych 
organizm ach wykazano, że fosforylacja Ins (1,4,5) P 3 
prow adzi do pow stania In s(l, 3,4,5) P 4. Związek ten 
ulega defosforylacji do Ins (1,3,4) P 3 lub dalszej fo­
sforylacji do polifosfoinozytolu z pięcioma grupam i 
fosforanowymi Ins (1 ,3 ,4 ,5 ,6 )P 5 [18].

Jednokom órkow e glony C. eugametos są także jedy­
nymi organizm am i roślinnymi, w których wykazano 
występowanie niedaw no odkrytej u zwierząt klasy 
fosfolipidów inozytolowych posiadających grupę fo­
sforanową w pozycji 3 pierścienia inozytolowego.

To podobieństw o przekształceń metabolicznych po­
lifosfoinozytoli i fosfolipidów inozytolowych u jedno­
kom órkow ych glonów i u zwierząt, świadczy według 
I r v i n a o wykształceniu się tych związków już na 
wczesnym etapie rozwoju ewolucyjnego organizm ów 
eukariotycznych [18].

7. Mobilizacja wapnia w komórce*

W kom órkach zwierzęcych pow staniu Ins (1,4. 5) P 3 
towarzyszy zawsze wypływ C a2+ z m agazynów we­
w nątrzkom órkow ych do cytosolu [8]. U waża się, że 
organellą, z której uwalniany jest wapń w czasie 
stymulacji kom órki jest endoplazm atyczne retikulum. 
W iadom o, że w jego błonie znajdują się specyficzne 
receptory (InsP 3R) wiążące trisfosfoinozytol — 
Ins (1,4,5) P 3. In sP 3R jest tetram erem , jego podjed-

* patrz także: Białczyk J. Lechowski Z. „Rola wapnia 
w funkcjonowaniu systemów informacyjnych komórki roś­
linnej”, Wiadomości Botaniczne 34(4): 11-30, 1990

nostki tw orzą kanał, przez który następuje uwolnienie 
C a2 + do cytosolu. W organizm ach zwierzęcych zaw ar­
tość C a2+ w cytoplazmie wynosi od 10-8 do 10~7 
M [29],

Podobne stężenie wolnych jonów  C a2+ występuje 
w kom órkach roślinnych [3]. N atom iast wchodzący 
do kom órki roślinnej wapń jest m agazynowany głów­
nie w wakuolach, a także w retikulum  endoplaz- 
matycznym. Stężenie C a2+ w w akuolach wynosi od 
10“ 4 do 10“ 2 M. Pierwsze dane mówiące o uwalnianiu 
C a2+ przez Ins (1,4,5) P 3 w kom órkach roślinnych 
pochodzą z badań na frakcji m ikrosom alnej z dyni 
[30] i z kukurydzy [31]. O statn io  wykazano, że 
w izolowanych błonach w akuolarnych buraka znaj­
dują się receptory dla Ins (1,4,5) P 3 [32]. Związek ten 
już w stężeniu 10 -  6 M wiąże się z receptorem, pow odu­
je otwarcie kanału i wypływ C a2 +. Inne polifosfoinozy- 
tole, jak: I n s ( l ,4 )P 2, In s (l, 3,4) P 3, In s (2,4,5) P 3 
i In s (l, 3,4,5) P 4 nie wywierają podobnego działania. 
O tw ieranie kanału In sP 3R jest zależne od napięcia 
i podobnie jak  w organizm ach zwierzęcych [8 ,29], jest 
ham owane przez heparynę [32].

To odkrycie wskazuje także na pokrewieństwo 
ewolucyjne świata roślin i zwierząt, k tóre mimo szere­
gu różnic m ają podobny model przekazywania infor­
macji w kom órce i związany z nim podobny system 
receptorów wew nątrzkom órkowych.

III. Uwagi końcowe

Jest coraz bardziej oczywiste, że poszczególne ele­
m enty poznanego w świecie zwierząt układu prze­
tw arzania informacji związanego z hydrolizą fosfolipi­
dów inozytolowych występują także u roślin. Z asad­
niczą różnicą wydaje się być brak receptorów w błonie 
plazmatycznej kom órek roślinnych. Wydaje się także, 
że roślinne białka G, ze względu na ich małą masę 
cząsteczkową, m ożna zakwalifikować do innej rodziny 
niż trójpodjednostkow e białka zwierzęce. W ystępujące 
w świecie roślin fosfolipidy inozytolowe nie zawierają, 
w odróżnieniu od zwierząt, kwasu arachidonowego. 
C harakteryzują się natom iast znacznymi ilościami 
lizopochodnych co stanowi dodatkow ą trudność w ich 
badaniu, nie tylko przy oznaczeniach lecz także przy 
rozum ieniu ich roli biologicznej.

Poszczególne szlaki przem ian metabolicznych fo­
sfolipidów inozytolowych i polifosfoinozytoli w świe­
cie roślin i zwierząt różnią się między sobą. N a 
przykład, znaleziono nieco inny szlak degradacji 
Ins (1,4,5) P 3 w roślinach, i jak  narazie, nie wykazano 
obecności In sP 4 i In sP 5 w roślinach wyższych. Jednak 
w ogólnym zarysie model przekształceń tych związków 
jest podobny.

M ożna przypuszczać, że w tórne przekaźniki infor­
macji D G  i In sP 3 pełnią u roślin podobną rolę jak  
w organizm ach zwierzęcych. W ydaje się, że D G  ak ­
tywuje kinazę białkow ą C, choć nie zostało to jed n o ­
znacznie wykazane. N atom iast wiadom o, że In sP 3
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odpow iada za mobilizację wapnia w komórce.
O grom nie interesujące okazało się spostrzeżenie, że 

wakuole będące głównym m agazynem C a2 + w kom ór­
ce roślinnej mają specyficzne receptory dla In sP 3 
i podobnie jak  w retikulum  endoplazm atycznym  zwie­
rząt uwalniają przez nie wapń do cytoplazmy.

Podobieństw a układów przetw arzania informacji 
z udziałem fosfolipidów inozytolowych w świecie zwie­
rząt i roślin prow adzą także do wniosków ewolucyj­
nych. W organizm ach prokariotycznych fosfolipidy 
inozytolowe spotykane są rzadko [33]. M ożna zatem 
sądzić, że skok ewolucyjny między organizm am i pro- 
kariotycznym i i eukariotycznym i nie polega tylko na 
różnicach morfologicznych czy m etabolicznych, lecz 
także przejawia się w innym sposobie przekazywania 
informacji w komórce.

A rtykuł otrzymano 5 maja 1992 r. 
Zaakceptowano do druku 29 maja 1992 r.

Piśmiennictwo
1. M o r s e  MJ ,  S a t t e r  RL,  C r a i n  R G,  C o t t e  G G  (1989) 

Physiologia Plant arum 76: 118-121
2. E i n s p a h r  KJ ,  T h o m p s o n  G A  J r  (1990) Plant Physiol 

93: 361-366
3. L e h l e  L (1990) Plant M olecular Biology 15: 647-658
4. B r o w n  E G ,  N e w t o n  R P  (1981) Phytochemistry  20: 2453- 

2463
5. B e r r i d g e  MJ ,  I r v i n e  R F (1984) N ature  312: 315-321
6. B e r r i d g e  MJ ,  I r v i n e  R F  (1989) Nature  341: 197-205
7. K w i a t k o w s k a  J (1986) Post Biochem  32: 329-334
8. P o d d a n a  H,  B a r a ń s k a  J (1991) Post Biochem  37: 2-5
9. B a r a ń s k a  J, C z a r n y  M (1991) Post Biochem  37: 129-132

10. E t t l i n g e r  C,  L e h l e  L (1988) N ature  331: 176-178
11. M o r s e  MJ ,  C r a i n  RC,  S a t t e r  R L  (1987) Proc. Natl. 

Acad Sci USA  84: 7075-7078

12. E i n s p a h r  KJ ,  P e e l e r  T C ,  T h o m p s o n  G A  J r  (1988) 
J Biol Chem  263: 5775-5779

13. B l u m  W,  H i n s c h  K D ,  S c h u l t z  G,  W e i l e r  E W
(1988) Biochem Biophys Res Commun 156: 954-959

14. M c M u r r a y  WC ,  I r v i n e  R F  (1988) Biochem J  249: 
877-881

15. E i n s p a h r  KJ ,  P e e l e r  T C ,  T h o m p s o n  G A  JR (1989) 
Plant Physiol 90: 1115-1120

16. P e e l e r  T C ,  S t e p h e n s o n  MB ,  E i n s p a h r  KJ ,  
T h o m p s o n  G A  J r  (1989) Plant Physiol 89: 970-976

17. S t e p h e n s  LR,  H u g h e s  KT ,  I r v i n e  R F  (1991) Nature  
351: 33-39

18. I r v i n e  RF ,  L e t c h e r  AJ ,  S t e p h e n s  LR,  M u s g r a v e  
A (1992) Biochem J  281: 261-266

19. H e i m  S, W a g n e r  K C  (1989) Plant Sci 63: 159-165
20. M o r s e  MJ ,  C r a i n  RC,  C o t e  G G ,  S a t t e r  R L  (1989) 

Plant Physiol 89: 724-727
21. W i s s i n g  J, H e i m  S, W a g n e r  K G  (1989) Plant Physiol 

90: 1546-1551
22. B e s t e r m a n  J M ,  P o l l e n z  RS,  B o o k e r  E L  J r ,  C u a - 

t r e c a s a s  P (1986) Proc N atl Acad Sci USA  83: 9378-9382
23. S c h a f e r  A, B y g r a v e  F, M a t z e n a u e r  S, M a r m e  

D (1985) FEBS Lett 187: 25-28
24. E l l i o t  D C ,  S k i n n e r  J D  (1986) Phytochemistry  25: 39-44
25. O l a h  Z,  K i s s  Z (1986) FEBS Lett  195: 33-37
26. Z h e r e l o v a  O M  (1989) FEBS Lett 242: 330-332
27. T i l l y  BC,  v a n  P a r i d o n  PA,  V e r l a a n  I, W i r t z

K W A ,  d e  L a a t  S W,  M o o n l e n a a r  W H  (1987) Bio­
chem J  244: 129-135

28. V a l l e j o  M,  J a k s o n  T,  L i g h t m a n  S, H a n l e y  M R  
(1987) Nature  330: 656-658

29. H e n z i  V, M a c D e r m o t t  A B  (1992) Neuroscience 46: 
251-273

30. D r o b a k  BK,  F e r g u s o n  I B  (1985) Biochem Biophys Res 
Commun 130: 1241-1246

31. R e d d y  A S N,  P o o v a i a h  B W  (1987) J Biochem  101:
569-573

32. A l e x a n d r e  J, L a s s a l l e s  J P ,  K a d o  R T  (1990) Nature  
343: 567-569

33. V a n c e  D E  (1985) w Biochemistry of Lipids and M em branes 
(red. Vance DE, Vance JE) str. 242-269, Benjam ing/Com m ings 
Publishing C om pany, Inc

Rybonukleaza P —  przykład katalitycznej aktywności 
RNA

Ribonuclease P — an example of catalytical RNA activity

JOANNA SADOWSKA1

Spis treści:

I. Wstęp
II. RNaza P —  funkcja, budowa, występowanie

III. Rozpoznawanie substratu
IV. Mechanizm cięcia
V. Rola białka

VI. Struktura i funkcja RNA
VII. Różnice międzygatunkowe

VIII. Podsumowanie

1 mgr. Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-532 W ar­
szawa, ul. Rakowiecka 36.

Contents:

I. Introduction
II. RNaza P — Function, Structure and Localisation

III. Substrate Recognition
IV. Mechanism of Cleavage
V. The Role of Protein Subunit

VI. Structure —  Function Relationships in RNase P RNA
VII. Differences among Species

VIII. Conclusions

I. Wstęp

U kazanie się w 1972 roku artykułu [1] opisującego 
rybonukleazę P (RNazę P), enzym uczestniczący
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w procesie dojrzew ania tRNA, nie zapow iadało lawiny 
zm ian w enzymologii, k tó rą  wywołały późniejsze ba­
dania nad cząsteczką tego enzymu. T rudno też było 
przewidzieć, że jeden z autorów  tej publikacji — Sidney 
A ltm an —  zostanie za 17 lat uhonorow any nagrodą 
Nobla.

Prace nad  tym enzymem spowodowały znaczne 
rozszerzenie pola badań biochemicznych, ukazały bo­
wiem nowe aspekty w ew nątrzkom órkow ych procesów 
oraz nowe role cząsteczek w nich uczestniczących. 
Dzięki nim  zostało przełam ane dotychczasowe myś­
lenie o enzymie wyłącznie jako  o białku. Ta zm iana 
sposobu m yślenia była w pewnym stopniu ułatw iona 
wcześniejszym odkryciem , dokonanym  przez C e c h a  
w 1981 roku  [2], dotyczącym  samowycinających się 
intronów  [3 ,4 , 5,6, 7], lecz i tak nie przyszła ona łatwo.

II. R N aza P —  funkcja, struktura, występo­
wanie

RN aza P uczestniczy w dojrzewaniu tRNA, tnąc 
odpow iednio pre-tRN A , w wyniku czego powstaje 5' 
koniec cząsteczki [8, 9]. W skład tego enzymu np. u E. 
coli wchodzi niewielka część białkowa (13,8 kDa) [10] 
oraz cząsteczka RNA o długości 377 nukleotydów 
[11]. Enzym  wymaga jonów  M g2 + , które m ogą być 
zastąpione jedynie przez jony M n2+ ale wtedy aktyw ­
ność enzym u jest niższa [12].

W środowisku o niskiej sile jonowej (100 mM N H 4C1 
i 10 mM M g2 +) obie składowe enzymu są niezbędne dla 
jego aktywności. Stwierdzono, że zarówno działanie 
proteaz jak  i nukleaz znosi aktywność enzymu [13], 
W obecności 7M mocznika następuje dysocjacja obu 
składników enzymu [14], Usunięcie mocznika w wyni­
ku dializy powoduje przywrócenie natywnej formy 
i aktywności enzymu. Początkowo sądzono, że RNA 
enzymu odpow iada za rozpoznanie substratu, a część 
białkowa za właściwości katalityczne. Jednak badania 
G u e r r i e r - T a k a d y  opublikow ane w 1983 roku 
[13] wykazały, że w środow isku o wysokiej sile 
jonowej (100 m M  N H 4C1 i 100 mM  M g2 + ) już sam a 
cząsteczka RNA m a właściwości katalityczne.

Sklonow ano gen kodujący RNA rybonukleazy P, 
uzyskano w procesie transkrypcji in vitro czysty RNA 
i wykazano, że za reakcję cięcia substratu  odpow iada 
kwas nukleinowy, a nie np. niewielkie pozostałości 
białkowej kom ponenty enzymu nie usunięte w trakcie 
izolowania RNA [15]. Prace prow adzone nad okreś­
leniem optym alnych w arunków  działania enzymu wy­
kazały, że holoenzym  z E. coli wykazuje m aksym alną 
aktywność w obecności 10 mM  M g2+ i 100 mM  
N H 4C1, a z  B. subtilis w obecności 60-90 mM  M g2 + 
i 100-200 m M  N H 4C1. Sam RNA enzymu z E. coli 
wykazuje m aksym alną aktyw ność przy 100 mM  M g2 + 
i 100 mM N H 4C1, natom iast RNA enzymu B. subtilis 
w środowisku zawierającym  250-400 mM  M g2 + i 1,2-2 
M N H 4C1 [16,17]. O ptim um  pH dla aktywności RNA 
z rybonukleazy P jest bardzo szerokie, i mieści się

w granicach 5,5-9,0, a poza tym obszarem aktywność 
ta gwałtownie spada [16], Badając właściwości katali­
tyczne RNA rybonukleazy P stwierdzono, że kwas ten 
spełnia podstaw ow e w arunki wymagane w enzym olo­
gii dla określenia cząsteczki jako  enzymu, a więc 
niewielka jego ilość działa na znaczny nadm iar sub­
stratu , jest odpowiedzialny za przeprowadzenie reak­
cji, i po reakcji uwalnia się w niezmienionej formie oraz 
wykazuje stałą liczbę obrotów .

Badania kinetyczne reakcji katalizowanej przez 
RNA wykazały, że stała M ichaelisa (K M) jest taka sama 
przy reakcji samego RNA jak  i holoenzymu, co 
wskazuje, że RNA jest odpowiedzialny za rozpoznanie 
substratu  i cięcie, a białko odpow iada za zwiększoną 
szybkość reakcji czyli działa jako  kofaktor [13].

Jak  do tąd  u wszystkich badanych organizm ów 
stw ierdzono występowanie RNazy P [18]. W ystępuje 
ona zarów no u archebakterii [19, 20], eubakterii [10, 
21, 22], jak  i eukariontów  [23, 24]. U organizm ów 
eukariotycznych R N aza P występuje w jądrze kom ór­
kowym, w m itochondriach [25, 26] i w chloroplastach 
[27]. Obydwie kom ponenty jądrow ej RNazy P kodo­
wane są przez geny jądrow e [13], natom iast m itochon- 
drialna R N aza P  składa się z RNA kodow anego przez 
genom  m itochondrialny [28, 29], a białko kodow ane 
jest w jądrze [25]. Znacznie mniej wiadom o o ch lo ro­
plastowej RNazie P. Jak dotąd była ona badana 
jedynie fragm entarycznie i struk tu ra tego enzymu jest 
ciągle nieznana [27, 30].

III. Rozpoznawanie substratu

RN aza P rozpoznaje i w prow adza cięcie w ponad 60 
różnych pre-tRN A  [31]. N asuw a się zatem pytanie, 
jakie cechy tych cząsteczek są wspólne i które z nich 
rozpoznaje enzym. Ponieważ sekwencje usuwane 
z pre-tRN A  są bardzo różne w różnych cząsteczkach, 
główne cechy decydujące o rozpoznaniu substratu 
m uszą być zlokalizow ane w dojrzałej cząsteczce [32]. 
Świadczy o tym również to, że dojrzały tRN A jest 
kom petytyw nym  inhibitorem  RNazy P jak  i samego 
RNA tego enzymu [33], Stwierdzono, że jeżeli RNA 
z rybonukleazy P zostanie umieszczony w roztworze 
z dojrzałym  tRNA, a następnie doda się pre-tRN A  to 
tem po reakcji będzie niskie [34]. W skazuje to na 
pow inow actw o RNA do dojrzałej cząsteczki tRNA.

Pierw otnie wysunięto przypuszczenie, że R N aza 
P rozpoznaje w spólną dla wielu tRNA  sekwencję 
G T ^ C R  występującą w T pętli [13, 15]. Stosując 
technikę rekom binacji DN A wyizolowano gen ko d u ­
jący RNA z RNazy P u £ .  coli. Poznanie sekwencji tego 
genu pozwoliło na stwierdzenie występowania w nim 
dwóch regionów kom plem entarnych do określonej, 
wspólnej dla różnych tRNA  sekwencji. Zmieniając lub 
usuwając nukleotydy w tych obszarach wykazano, że 
nie są one odpowiedzialne za rozpoznaw anie substratu 
[35, 36]. Potw ierdza to również wzrastająca liczba 
poznaw anych, eukariotycznych tRNA, które nie za-
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wierają tej niezmiennej sekwencji.
W prowadzenie mutacji dotyczących pojedynczych 

nukleotydów  zaangażowanych w utrzym anie struk ­
tury drugo- i trzecio-rzędowej substratu  znacznie 
zmniejsza tem po reakcji [32]. Aby stwierdzić, które 
cechy budowy przestrzennej tRN A  są rozpoznaw ane 
przez RNazę P skonstruow ano wiele substratów  o od­
miennej budowie [38]. W iadom o było, że R N aza P z 
E. coli jest w stanie przeprow adzić reakcję cięcia

pewnych nietypowych m itochondrialnych pre-tRNA. 
Nie m ają one ram ienia i pętli D, m ają one natom iast 
norm alne ramię akceptorow e i ram ię T z pętlą [39]. N a 
bazie genu kodującego supresorow e tR N A phe E. coli 
skonstruow ano RNA tak zmienione, że przypom inało 
ono długością i struk tu rą  przestrzenną bydlęcy m ito- 
chondrialny tR N A Ser [38]. N ukleotydy z ram ienia 
i pętli D były usunięte, a podstaw iono sekwencje 
charakterystyczne dla m itochondrialnego tR N A Ser.

114 POSTĘPY B IOCHEM II 38 (3 ),  1992http://rcin.org.pl



O trzym aną cząsteczkę poddano działaniu RNazy 
P i samego RNA. O kazało się, że jest ona norm alnie 
cięta zarów no przez holoenzym  jak  i przez RNA. 
Obecność białka zwiększała szybkość reakcji, choć 
aktyw ność enzym u jest niższa niż wobec norm alnego 
substratu  np. pre-tR N A Phe. Zarów no zmniejszenie jak  
i zwiększenie liczby nukleotydów  w pętli T m a niewiel­
ki wpływ na szybkość reakcji. Podobne wyniki uzy­
skano także dla przypom inających m itochondrialne 
tRNA pochodnych tR N A Glu z E. coli [40],

Ci sami autorzy zastosowali jako  substrat cząstecz­
kę zawierającą tylko ramię akceptorowe, ramię i pętlę 
T oraz 3' końcow ą sekwencję CCA (tzw. m inim alny 
substrat). T aka cząsteczka była cięta z łatwością przez 
sam RNA, a dodanie białka nie zwiększało, w istotny 
sposób, tem pa reakcji. W artość stałej M ichaelisa (KM) 
i liczby obro tów  (Kcat) były bardzo podobne do 
uzyskanych podczas reakcji ze standardow ym i sub- 
stratam i. Zm iany końcowej sekwencji CCA w otrzy­
manym  substracie na sekwencję GCA lub ACA pow o­
dowały zanik aktywności enzymu. D opiero dwudzie­
stokrotny wzrost stężenia enzymu powodował doj­
rzewanie około 4%  cząsteczek. W skazuje to na istotną 
rolę sekwencji CCA dla przebiegu reakcji, tym bar­
dziej, że zarów no pierwszorzędowa struk tura jak  
i struk tu ra  przestrzenna tych cząsteczek była podobna 
do odpow iednich struk tu r substratu  wyjściowego z ła t­
wością ciętego przez RNA.

Zm iany sekwencji nukleotydowej w m inimalnym 
substracie powodujące rozpad helisy w ramieniu T, 
oraz delecja połowy m inim alnego substratu  dająca 
w rezultacie liniową cząsteczkę RNA, pozwalają na 
uzyskanie nowych cząsteczek o zupełnie odmiennej 
strukturze przestrzennej. Powstające cząsteczki nie są 
cięte ani przez holoenzym ani przez RNA. Wyniki

A

doświadczenia wskazują na znaczącą rolę w przebiegu 
reakcji ram ienia akceptorowego, ram ienia i pętli 
T oraz 3' końcowej sekwencji nukleotydowej. Dane te 
zostały potw ierdzone eksperym entam i polegającymi 
na modyfikacji różnych nukleotydów  w cząsteczce 
pre-tR N A Ser i w inicjatorowym  pre-tR N A Met [41].

Jako  substratu  dla RNazy P używano również RNA 
wirusa TYM V, którego struk tu ra przypom ina czą­
steczkę tRNA. Samo RNA enzymu tnie tę cząsteczkę 
z większą szybkością niż standardow e substraty  jak  np. 
pre-tR N A Tyr. Holoenzym  wykazuje natom iast obniżo­
ne tem po reakcji wobec wirusowego RNA, odw rotnie 
niż wobec pre-tR N A Tyr [42, 43].

W prow adzając zm ienną liczbę nukleotydów  w ami- 
noacylow anym  ram ieniu akceptorow ym  pre-tRN A  
stwierdzono, że następuje zm iana miejsca cięcia. Przy 
insercji 2 par zasad do ram ienia akceptorow ego pre- 
tR N A phe jądrow a R N aza P z Xenopus laevis w prow a­
dzała cięcie przesunięte o 2 nukleotydy w stronę 3' 
końca w stosunku do niezmienionego pre-tR N A phe
[44].

Dalsze badania nad aktyw nością RNazy P w sto­
sunku do różnych cząsteczek RNA jako  substratu  
doprowadziły do ukształtow ania pojęcia tzw. „zew­
nętrznej przewodniej sekwencji” (EGS — external 
guide sequence) [45],

Sekwencja ta jest odpowiednikiem  IGS (internal 
guide sequence) — sekwencji występującej w intronach 
grupy I. Introny tej grupy posiadają zdolność samowy- 
cinania. IGS występuje w obrębie końcowych odcin­
ków intronu. Uważa się, że wytworzenie struktury  
dwuniciowej pomiędzy IGS a kom plem entarnym  do 
niego odcinkiem eksonu wyznacza miejsce przecięcia 
RNA [46, 47], EGS również wyznacza miejsce cięcia 
pre-tRN A  przez RNazę P.

B

p p p G A A U A C A C G G A A U U C A C C A C n H p p p G A A U A C A C G G A A U U C A C C A C OH

^ EGS

Ryc. 2. M inim alny substrat
A. Schem at struk tury  pre-tR N A  z zaznaczoną usuniętą sekwen­
cją (w ramce)
B. Schemat struk tury  m inim alnego substratu
Strzałka wskazuje miejsce cięcia pre-tR N A  przez RNazę P
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Prow adząc badania nad sposobem rozpoznaw ania 
substratów  przez RNazę P stwierdzono, że sekwencja 
nukleotydow a RNA zawierająca miejsce cięcia nie jest 
stała w różnych substratach tego enzymu. Tym samym 
nie może być ona rozpoznaw ana przez jakąś określoną 
sekwencję RNA RNazy P [48].

Z badań wynika, że 3' końcow a sekwencja pre- 
tRN A określa miejsce cięcia RNazy P przez tworzenie 
dwuniciowego łańcucha z odcinkiem RNA, w którym 
zachodzi reakcja. Tę właśnie sekwencję określono 
m ianem EGS. W przeciwieństwie do sekwencji IGS, 
k tó ra jest kowalencyjnie związana z katalityczną cząs-
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Ryc. 3. Sekwencja i stru k tu ra  substratów  oraz kom pleksów między substratam i a odcinkam i RNA zawierającym i sekwencję EGS
A. pA T l —  m inim alny substrat. Strzałkam i zaznaczono miejsca cięcia enzym am i restrykcyjnym i plazm idu, na bazie którego 
syntetyzow ano odcinki RNA użyte jak o  substrat
O tw arta  strzałka wskazuje miejsce cięcia m inim alnego substra tu  przez RNazę P
B. H inf 1 pA T l —  EGS 29-nt RNA
K om pleks RNA będącego pochodną m inim alnego substra tu  i 29-cionukleotydowego odcinka RNA zawierającego EGS
D. T aq 1 pA T l —  EGS 20-nt RNA
K om pleks RNA będącego pochodną m inim alnego substra tu  i 20-tonukleotydow ego odcinka RNA zawierającego EGS 
W ram ce zaznaczono nukleotydy, które zostały zam ienione w celu u trzym ania stabilności odcinka dwuniciow ego 
P odkreślono sekwencję wspólną dla pre-tR N a.
C. 17-nt dim er
Przypuszczalna struk tu ra, w roztworze, 17-tonukleotydow ego odcinka RNA składającego się z 3' końcowej sekwencji m inim alnego 
substra tu  (pATl).
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teczką, EGS nie jest zw iązana z RNA RNazy P. 
N orm alnie jest ona integralną częścią substratu, lecz 
umożliwia cięcie RNazie P również gdy nie jest 
kowalencyjnie zw iązana z substratem .

Używając pochodnych minim alnego substratu, 
w których usunięto sekwencję EGS, stwierdzono, że 
cząsteczki te nie są cięte przez RNazę P ani przez jej 
RNA. G dy dodano  20-to lub 29-cio nukleotydowe 
RNA zawierające EGS, cząsteczki te były wydajnie 
i specyficznie cięte zarów no przez RNazę P jak  i jej 
RNA.

Skonstruow ano także 17-to nukleotydow y odcinek 
RNA, którego sekwencja była tak dobrana, że w jego 
skład wchodziła 3' końcow a sekwencja substratu  łącz­
nie z EGS [45]. 5' końcowe nukleotydy były 
kom plem entarne do nukleotydów  wchodzących 
w skład EGS. Tak skonstruow any odcinek RNA był 
zdolny tworzyć w roztw orze określoną strukturę prze­
strzenną. Substrat ten był również wydajnie cięty przez 
RNazę P, ale słabo przez samo RNA. Badania nad 
skonstruow anym  17-to nukleotydowym  odcinkiem 
RNA wskazują, że niewielka część pre-tRN A  jest 
wystarczająca do wydajnego cięcia tzn. obecność ami- 
noacylow anego ram ienia akceptorow ego i 3' koń ­
cowych sekwencji umożliwia reakcję.

N iska wydajność cięcia 17-to nukleotydowego RNA 
przez sam RNA RNazy P wydaje się być spow odow a­
na występowaniem  sekwencji CCA na złączu jedno- 
i dwu-niciowych odcinków, gdy norm alnie lokuje się 
ona w części jednoniciowej.

Chociaż badany 17-to nukleotydowy odcinek RNA 
zawiera tę sam ą 8-mio nukleotydow ą sekwencję z 3' 
końca co 20-to i 29-cio nukleotydow e odcinki (w skład 
których wchodzi sekwencja EGS) to w jego obecności 
pochodne m inim alnego substratu , nie zawierające 
EGS nie były cięte ani przez RNazę P  ani jej RNA. 
W skazuje to na udział w reakcji nie tylko 8-mio 
nukleotydowej sekwencji lecz również innych nukleo­
tydów leżących poza tą sekwencją. Pochodne m inim al­
nego substratu , k tóre nie posiadają końcowych 3' 
nukleotydów, nie są cięte. Tak więc, nukleotydy te są 
niezbędne w reakcji.

Podkreślona na rycinie sekwencja G U U C  w ystępu­
jąca  w pętli i charakterystyczna dla wszystkich 
pre-tRN A  nie jest konieczna do przeprow adzenia 
cięcia.

F o r s t e r  i A l t m a n  uw ażają [45], że w zasadzie 
każdy RNA może być cięty przez RNazę P  w obecności 
odpowiedniego EGS. Być może organizm  mógłby 
w ten sposób walczyć ze szkodliwymi dla niego 
cząsteczkam i RNA np. wirusowymi.

IV. Mechanizm cięcia

W wyniku cięcia RNA przez RNazę P  pow stają dwie 
cząsteczki: jedna zakończona grupą fosforanową na 5' 
końcu, a druga z grupą hydroksylow ą na 3' końcu. Nie 
poznano, jak  dotąd , szczegółów przebiegu reakcji.

Zakłada się, że wymaga ona usunięcia p ro tonu  z czą­
steczki wody w trakcie nukleofilowego a taku  i przyłą­
czenia pro tonu  do tlenu w pozycji 3' co prowadzi do 
przecięcia wiązania fosfodwuestrowego [34].

G rupa 2'-O H  przylegająca bezpośrednio do miejsca 
cięcia pozostaje po reakcji niezm ieniona [49]. P rzypu­
szcza się, że pośrednio bierze ona udział w reakcji 
ponieważ stwierdzono, że cząsteczki tRNA z przyłą­
czoną grupą 2'-H zamiast grupy 2'-O H  do 5' końca są 
cięte specyficznie w miejscu połączenia RNA i DNA, 
ale szybkość reakcji jest 45 razy niższa [45]. Uważa się, 
że grupa 2 '-O H  może stabilizować grupę 3 - 0  ~ lub 
wiązać się z cząsteczką wody, z M g2+ lub z grupam i 
występującymi w centrum  aktywnym  enzymu.

N iektóre doniesienia sugerują możliwość łączenia 
się dwóch cząsteczek RNA, które dopiero w tej formie 
tworzą aktyw ny kom pleks [35].

V. Rola białka

Sam RNA z rybonukleazy P jest zdolny do prze­
prow adzenia cięcia w cząsteczce pre-tRN A  przy od­
powiedniej sile jonowej środowiska reakcji. Jednak 
obecność części białkowej znacznie zwiększa szybkość 
reakcji. Jak stwierdzono, m utacja w genie kodującym  
część białkową, pow odująca termowrażliwość jest 
przyczyną grom adzenia pre-tRN A  w tem peraturze 
niepermisyjnej, a w tem peraturze permisyjnej kom órki 
wykazują niewielką akum ulację pewnych pre-tRNA 
i obniżone możliwości syntezy określonych dojrzałych 
tRNA [50]. W skazuje to na ważną rolę kom ponenty 
białkowej. Sklonowanie genu kodującego białko [51, 
52] pozwoliło na otrzym anie szczepów bakteryjnych 
produkujących znaczne ilości tego białka, a tym sa­
mym ułatwiło jego badanie.

Białko rybonukleazy P z £. coli składa się z 119 
am inokwasów, i ma ciężar cząsteczkowy 13,8 kD a 
[13]. M asa cząsteczkowa tego białka w porów naniu 
z masą RNA jest niewielka. Uważa się, że białko 
oddziaływuje z RNA głównie w miejscu wiązania 
substratu [33].

W ysoka siła jonow a, podobnie jak  obecność białka, 
umożliwia aktywność RNA. Ponieważ RNA niesie 
znaczący ujemny ładunek wydaje się więc, że od­
działywania między kwasem nukleinowym a k ationa­
mi środowiska reakcji polegają na osłabianiu sił od­
pychających zarów no wewnątrz samego RNA jak  
i między RNA a substratem . Umożliwianie wiązania 
substratu  przez kationy potw ierdzają dane kinetyczne 
wskazujące na zmniejszanie stałej M ichaelisa gdy 
wzrasta siła jonow a środow iska reakcji [33], Jednak 
badania mające na celu ustalenie wymagań jonow ych 
dla aktywności RNazy P nie są całkowicie zgodne 
z tym założeniem. Gdyby jedyną rolą jonów  dodatnich 
była osłona przed siłami odpychającymi to kationy 
o małym prom ieniu byłyby bardziej efektywne w ni­
skich stężeniach niż kationy większe dzięki możliwości 
ściślejszego przylegania do kwasów nukleinowych.
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Jednak okazało się, że jest inaczej. W skazuje to na 
istnienie dodatkow ej, nie ustalonej do tąd  roli tych 
jonów  [17]. W ydaje się, że funkcja białka jest podobna 
do roli kationów. Z całą pewnością białko wpływa na 
powinowactwo enzymu do substratu. Jak stwierdzono 
jedynym  jak  dotąd  poznanym  substratem  ciętym in 
vivo, nie będącym tRNA, jest 4, 5 S RNA z E. coli [54]. 
Cząsteczka ta jest cięta tylko przez holoenzym. Nie 
ulega ona reakcji przy udziale samego RNA mimo 
stosow ania środow iska o różnych siłach jonowych
[13].

Z kolejnych obserwacji wynika, że ta sam a m utacja 
w genie kodująycm  białko wpływa odmiennie na 
tem po dojrzewania różnych tRN A [50]. Tak więc 
holoenzym  oddziaływuje różnie z cząsteczkami pre- 
tR N A  i niekoniecznie tnie każdą z nich z tą sam ą 
szybkością.

Stwierdzony zasadowy charakter białka, wpływa 
z pewnością na powinowactwo wobec kwasów n u k ­
leinowych. B adania nad wybiórczym wiązaniem RNA 
przez białko wykazały, że białko to nie jest selektywne 
wobec pre-tRN A  czy tRNA. Białko enzymu wiąże 
z taką  sam ą siłą 5S RNA jak  i tRNA. W środowisku 
zawierającym  0,4M N H 4C1 kom ponenta białkowa 
wiąże specyficznie katalityczny RNA [56], a w środo­
wisku o niższej sile jonowej traci tę specyficzność 
i wiąże różne cząsteczki RNA z rów ną siłą [57].

Pełne ustalenie roli białka w reakcji wymaga jednak 
dalszych badań.

VI. Struktura i funkcja RNA

Jak w spom niano wyżej wykluczenie założenia o roz­
poznaw aniu substratu  przez RNazę P  w wyniku 
oddziaływań pomiędzy kom plem entarnym i odcinka­
mi RNA enzymu i pre-tRN A, spowodowało zwrócenie 
uwagi na powiązanie struktury  przestrzennej RNA 
rybonukleazy P z jego funkcją. Tym bardziej, że 
w iadom o było iż zliofilizowany p reparat RNA RNazy 
P, po rozpuszczeniu, wymaga do osiągnięcia aktyw no­
ści uprzedniej denaturacji, a następnie powolnej re- 
naturacji [58]. K orzystając z wcześniej ustalonych 
sekwencji RNA rybonukleazy P z E. coli [13, 59] oraz 
z B. subtilis [21] próbow ano ustalić ich strukturę 
przestrzenną używając program ów  kom puterow ych 
przewidujących, na podstawie istniejących założeń 
term odynam icznych, miejsca występow ania odcinków 
dwuniciowych. O kazało się jednak, że ustalona kom ­
puterow o struk tu ra  nie odpow iada w pełni danym , 
uzyskanym  przy użyciu sond chemicznych i enzym a­
tycznych. Najlepszym  sposobem  ustalenia konform a­
cji RNA z RNazy P było porów nanie wszystkich 
danych dla różnych organizm ów spokrewnionych 
ewolucyjnie i ustalenie miejsc o wysokiej homologii.

Celem wielu badań stało się więc określenie które 
elementy struk tury  są odpowiedzialne za wiązanie 
substratu , przeprow adzanie reakcji oraz oddziaływ a­
nia z białkow ą częścią enzymu. K orzystając ze sklono­

wanych genów kodujących RNA RNazy P różnych 
organizm ów w prow adzono punktow e mutacje w RNA 
i badano ich wpływ na funkcję tej cząsteczki. O kazało 
się, że nukleotydy których m utacja powoduje zmianę 
stałej M ichaelisa i/lub liczby obrotów  rozmieszczone 
są wzdłuż całej cząsteczki. Żaden z tych nukleotydów  
nie był absolutnie konieczny do funkcjonow ania RNA 
[60].

Badano również wpływ delecji różnych regionów 
RNA w celu ustalenia za jaką  funkcję regiony te są 
odpowiedzialne. O kazało się, że RNA rybonukleazy 
P z E. coli z delecją 120 nukleotydów z 3' końca 
zachowuje jedynie 1-2% wyjściowej aktywności [35]. 
Usunięcie 25 nukleotydów  z 5' końca pozostaw iało 
30% aktywności. N atom iast usunięcie równocześnie 
kilku nukleotydów  z obu końców całkowicie znosiło 
aktywność enzym atyczną RNA. Tak więc m ożna było 
przyjąć, że aktywność RNA zależy od obecności 
odpowiednich nukleotydów  na przynajmniej jednym  
końcu RNA. Prow adzono również badania, w których 
łączono oba końce stosując ligazę. Tak otrzym ana 
kolista cząsteczka RNA była enzymatycznie aktywna. 
W trakcie przechowyw ania następow ały sam orzutne, 
przypadkowe pęknięcia cząsteczki w okolicy jej koń­
ców. Powstałe liniowe cząsteczki o zm ienionych koń­
cach były aktywne [61]. Również łagodne trawienie 
RNA RN azą T t nie powoduje zaniku aktywności 
katalitycznej badanego RNA [61].

Dane te sugerują, że utrzym anie aktywności katali­
tycznej mimo występowania różnych cięć w cząsteczce 
jest spowodow ane jej wysokim stopniem  strukturalnej 
integralności. Z tymi danym i zgodne są doniesienia 
o utrzym aniu aktywności m itochondrialnej RNazy 
P z drożdży pom im o rozpadu cząsteczki RNA na kilka 
części w trakcie izolowania enzymu [62].

Bardzo pom ocne przy badaniu funkcji określonych 
regionów RNA okazały się term owrażliwe m utanty 
E. coli. Jeden z nich ts709 różni się dw om a nukleo- 
tydami: zam iast guaniny w pozycji 89 i 365 występuje 
adenina [59]. Stwierdzono, że substytucja w pozycji 89 
zmienia parę G-C  w A i C co pow oduje p raw dopodob­
nie destabilizację helisy. Fenotypow o zm utow any 
RNA posiada norm alną aktyw ność katalityczną, ale 
nie jest w stanie wiązać się z białkiem. Jest to cząsteczka 
term olabilna, znacznie łatwiej ulegająca degradacji 
pod wpływem kom órkow ych nukleaz niż niezm utowa- 
ny RNA [59, 63], W skazuje to na różnice konfor- 
macyjne tych cząsteczek. Tak znaczny wpływ mutacji 
w pozycji 89 sugeruje jej lokalizację w miejscu wiązania 
białka lub w niewielkiej odległości od tego miejsca.

Badając strukturę przestrzenną m utan ta  ts709 
stw ierdzono znaczne różnice konform acyjne w ob ­
szarze od 89 do 239 nukleotydu. Stąd wniosek, że 
obszar ten odpow iada za wiązanie białka, zaś funkcja 
katalityczna jest zlokalizow ana w pozostałej części 
cząsteczki [64].

Porów nanie sekwencji RNA rybonukleazy P
E. coli i B. subtilis wykazało istnienie takich samych
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sekwencji w obszarach 89-93, 124-133 i 225-238 [21]. 
Z wcześniejszych badań w iadom o było, że białko 
E. coli jest w stanie wiązać się z RN A B. subtilis tworząc 
aktyw ny kom pleks [13]. Istnienie wspólnych sekwen­
cji w obszarze o przewidywanej funkcji wiązania białka 
potw ierdza to założenie.

Inny m utant term owrażliwy ts2418 posiada poje­
dynczą substytucję G  -> A w pozycji 329. Wiąże on 
norm alnie białko, natom iast charakteryzuje się zredu­
kow aną Vmax reakcji wynoszącą 1/400 Vmax norm al­
nego RNA jak  i RNA m utanta ts709. Chociaż K M dla 
tych trzech typów RNA jest taka sam a [63]. N a 
podstawie tych wyników uważa się, że RNA RNazy 
P składa się z dwóch oddzielnych dom en, z których 
jedna odpow iada za wiązanie białka, a druga za 
katalizę.

Do określania centrum  aktywnego enzymu zastoso­
wano m etodę wykorzystującą grupę (p-azydofenacylo- 
wą), k tó ra  pod wpływem prom ieni UV wiąże się 
z RNA. G rupę tę przyłączono do substratu  w miejscu 
działania RNazy P. Podczas reakcji RNA RNazy P 
z tym substratem , przy jednoczesnym  naświetlaniu 
prom ieniam i UV, następow ało związanie tej grupy 
z katalitycznym  RNA. O trzym ane cząsteczki RNA 
były nieaktywne, zgodnie z założeniem, że ich centrum  
aktywne zostało zablokow ane. Miejsca łączenia czyn­
nika: A248-A249 i A330-A333 znajdow ały się w ob­
szarach wcześniej określonych jako  zawierające od­
cinki odpowiedzialne za katalizę [65],

H om ologia sekwencji nukleotydowej RNA rybo- 
nukleazy P E. coli i B. subtilis jest niska i wynosi 43%  
[21]. W ychodząc z założenia, że cechy niezbędne do 
aktywności enzymu są zachowywane ewolucyjnie, 
określono wspólne dla obu organizm ów struktury  tzw. 
rdzeń.

Korzystając z technik rekom binacji DN A in vitro 
usunięto z genu kodującego RNA rybonukleazy P E. 
coli odcinki uznane za specyficzne, a wstawiono regio­
ny pochodzące z B. megaterium  w tych miejscach, gdzie 
były one niezbędne do stabilizacji całej cząsteczki. 
W ten sposób pow stała m odelow a cząsteczka RNA 
tzw. min 1 RNA [66], składająca się z 263 nukleotydów 
(2/3 RNA E. coli). Cząsteczka ta była aktyw na i wyka­
zywała identyczną specyficzność jak  RNaza P. Jej stała 
M ichaelisa była o dwa rzędy wielkości wyższa niż dla 
natywnego RNA co świadczyło o zmniejszonym powi­
nowactwie do substratu. Liczba obrotów  przy op­
tymalnej sile jonowej była 20 razy wyższa niż dla 
norm alnego RNA i była podobna do wartości uzy­
skanej dla norm alnego holoenzymu. Być może jest to 
związane z szybszym uwalnianiem produk tu  przez min 
1 RNA. Tym bardziej, że jego powinowactwo do 
pre-tRN A  było niższe. W ym agania jonow e dla aktyw ­
ności min 1 RNA są nieco zmienione. M aksym alna 
aktywność osiągana była w wyższych stężeniach jonów  
jednow artościow ych (ale nie dwuwartościowych).

W iększa wrażliwość cząsteczki na tem peraturę 
wskazuje na osłabienie sił wewnątrzkom órkow ych
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utrzym ujących jej strukturę. Być może dlatego też do 
uzyskania pełnej aktywności wymaga ona wyższych 
stężeń jonów  jednowartościowych, które m ogą osła­
biać odpychające siły elektostatyczne, utrudniające 
przyjęcie przez cząsteczkę aktywnej konformacji.

W ydaje się, że usunięte struktury, charakterystyczne 
dla typu, pozwalają na lepszą stabilizację aktywnej 
formy RNA.

D odanie białka do min 1 RNA nie powoduje 
podwyższenia aktywności w w arunkach fizjologicz­
nych sił jonowych. Być może warunki, w których 
cząsteczka jest aktyw na nie są odpowiednie dla funk­
cjonowania holoenzym u, a konform acja min 1 RNA 
w w arunkach niskiej siły jonowej uniemożliwia jego 
związanie z białkiem.

W ydajność min 1 RNA bliska uzyskanej dla nie­
zmienionego RNA wskazuje na zbędność struk tur 
specyficznych dla typu w reakcji. Prow adzone są prace 
nad uzyskaniem nowej, jeszcze mniejszej, aktywnej 
cząsteczki [66].
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Z ostatnich doniesień wynika [67], że tylko frag­
menty RNA zawierające 5' i 3' końcowe odcinki RNA, 
związane z częścią białkową, wystarczają do prze­
prow adzenia reakcji in vitro. O pracow ano uniwersalny 
model struktury  RNA dla prokariontów  i eukarion- 
tów, w którym  określone sekwencje zlokalizow ane 
w pobliżu obu końców mają podstawow e znaczenie, 
dla przebiegu reakcji. N atom iast rozm iar i sekwencja 
wewnętrznego regionu RNA są zmienne i mniej istotne 
[68]. Ten nowy model nawiązuje do rybonukleaz 
M R P (mitochondrial R N A  processing enzymes) —  en­
zymów tnących m itochondrialny p rekursor s ta rte ro ­
wego (primer) RNA, i ukazuje podobieństw a struk tu ry  
RNA zaw artego w tych cząsteczkach i w RNazie P.

140

Obie te cząsteczki reagują z tymi samymi przeciw­
ciałami [69]. Istnieje duże praw dopodobieństw o ich 
wspólnej ewolucji i funkcji.

VII. Różnice międzygatunkowe
Obecność RNazy P stwierdzono w organizm ach 

trzech głównych typów filogenetycznych: archebak- 
terii, eubakterii i eukariontów . Eubakteryjne i eu­
kariotyczne RNazy P zawierają RNA, różniące się 
znacznie zarów no sekwencją jak  i strukturą.

Scharakteryzow ano RNazy P z dwóch gatunków  
archebakterii Haloferax volcanii [56] oraz z Sulfolobus 
solfataricus [19]. Enzym pierwszego organizm u byl 
wrażliwy na nukleazy, struk tu ra jego RNA przypomi-

G C A

q A G C A a a J

' 1 6 0

G U A GCG A
\  \  \  I Q

c c  A c G C GA
G ' 200

f f f  c
g U G C /  1 I j  U

CG , ? V a© a a

-ou a  r G u A , 

c C C A A  280

.O G

i G C - G  u a  a  1 
20 u - Ą  i

4Ó
U u c

\
jjC '

G A A G © U  G A C(© A KT=1 
i i i • T i i  i i T  •  r c _

CU U U(§)ACUG<§)C /  G.
A 
C 
C 
U

^ G c c 1

360

Ryc. 5. Struk tu ra  i sekwencja RNA z rybo- 
nukleazy P  E. coli.
Liniami połączono sekwencje tw orzą­
ce odcinki dw uniciow e określane m ia­
nem pseudowęzłów
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nała struk tu rę  charakterystyczną dla eubakterii. Samo 
RNA nie wykazywało aktywności w żadnym  z przeba­
danych środowisk. Jednakże gdy dodano do środow i­
ska białko rybonukleazy P z B. subtilis i umieszczono 
w w arunkach optym alnych dla holoenzym u tego o r­
ganizm u to uzyskano 10% aktywności enzymu [21].

Badając RNazę P z S. solfataricus stwierdzono, że 
jest ona niewrażliwa na nukleazy, chociaż w trakcie jej 
oczyszczania stw ierdzono obecność różnych RNA
0 długości od 200 do 400 nukleotydów. Jedno z nich 
pozostaw ało nierozłożone po traw ieniu nukleazą. W y­
niki w irow ania w gradiencie C s2S 0 4, wskazują na 
znaczną przewagę białka nad RNA. Ponieważ, nie 
wydzielono RNA z tego enzymu nie można, jak  
narazie, określić jego struktury.

Uważa się, że niewrażliwość enzymu na nukleazy 
jest wynikiem ochronnego działania białka. Być może 
środow isko życia tego organizm u (optym alna tem ­
peratu ra reakcji dla RNazy P wynosi 77°C) [19] 
wymaga takiej struktury  białka, k tó ra  otacza szczelnie 
RNA, chroniąc go przed działaniem  nukleaz.

Z tych danych wynika, że archebakterie nie m ają 
jednego, charakterystycznego dla siebie typu RNazy P.

W ystępow anie RNazy P stwierdzono także w mito- 
chondriach i chloroplastach. M itochondrialna RNaza 
P drożdży posiada względną gęstość 1,28 g/ml w gra­
diencie C s2S 0 4 [62].

RN aza P z chloroplastów  szpinaku wykazuje niską 
względną gęstość wynoszącą 1,28 g/ml i jest niewraż­
liwa na działanie nukleaz. Jej specyficzność wobec 
substratów  jest taka jak  innych RNaz P. W celu 
ustalenia czy nie zawiera ona RNA czy też posiada być 
może jak  R N aza P u S. solfataricus kwas nukleinowy 
chroniony przez białko konieczne są dalsze badania. 
Tym bardziej że, wcześniejsza praca Y a m a g u c h i
1 w s p ó ł a u t o r ó w  [31] donosi o istnieniu RNazy 
P w chloroplastach szpinaku i tytoniu wrażliwej na 
działanie nukleaz.

Przedstawione dane wskazują, że przebadane R N a­
zy P różnią się znacznie między sobą zarów no gęstoś­
cią względną (od 1,27 g/ml u S. solfataricus do 1,55 g/ml 
u E. coli), stałą sedymentacji (od 11,5S u E. coli do 15S 
dla kom órek HeLa) jak  również wym aganiam i jo n o ­
wymi, proporcją zawartości białka i kwasu nukleino­
wego w cząsteczce oraz sekwencją i struk tu rą  samego 
RNA.

Dotychczasowe badania wskazują że, wszystkie po­
znane do tąd  rybonukleazy P pełnią taką sam ą funkcję 
w kom órce i wykazują identyczną specyficzność sub­
stratową. W spólną cechą wszystkich przebadanych 
RNA tych enzymów jest występowanie tzw. pseudo- 
węzłów (pseudoknots) [68, 70], S truktura ta wiąże ze 
sobą odległe w cząsteczce, stałe ewolucyjnie sekwencje 
znalezione we wszystkich enzymach przebadanych 
organizmów.

Czy to właśnie ta struk tu ra  jest odpow iedzialna za 
utrzym anie tej samej funkcji mimo znacznych różnic 
w budowie i właściwościach fizycznych enzymów? 
Pytanie to pozostaje otwarte.

VIII. Podsumowanie

Jak wiadom o RNaza P jest białkiem złożonym. 
Powstaje pytanie, dlaczego w odróżnieniu od innych 
enzymów o jej podstawowej aktywności decyduje 
RNA a nie jedynie białko. Dla aktywności samowy- 
cinających się intronów , wyjaśnienie katalitycznej ak ­
tywności RNA wydaje się proste —  obecność samego 
RNA umożliwia reakcję, organizm  więc nie potrzebuje 
w ydatkow ać energii na tworzenie dodatkow ych en­
zymów białkowych. W przypadku RNazy P in vivo 
konieczne są zarów no białko jak  i RNA. W ydaje się, że 
RNA jest bardziej m obilną cząsteczką niż białko, co 
umożliwia rozpoznaw anie i katalizę znacznej liczby 
substratów . Tym samym jeden enzym „obsługuje” 
wszystkie dostępne dla niego typy pre-tRNA. Samo 
białko być może nie m ogłoby mieć wysokiej specyficz­
ności do miejsca cięcia dla tylu różnych substratów.

Istnieje sugestia, że katalityczna funkcja RNA może 
być pozostałością z czasów gdy u pierwotnych organiz­
mów nie był w pełni wykształcony aparat syntezy 
białka, choć teorię o pierw otnym  pochodzeniu RNazy 
P trudno  pogodzić ze znaczną różnorodnością sek­
wencji i struk tury  jej RNA.

W 1988 roku N o m u r a  i I s h i h a m a  odkryli 
nową aktyw ność RNazy P. Stwierdzili oni że, uczest­
niczy ona w dojrzewaniu 3' końca supresorowego 
pre-tRN A  E. coli [71].

Być może nie jest to ostatnie słowo badaczy na tem at 
tego enzymu.

A rtykuł otrzymano 5 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 16 czerwca 1992 r.
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gradujący substancję P (substance P degrading enzyme).

I. Wstęp

Wiele biologicznie aktywnych peptydów, w tym 
także neurokininy (tachykininy), jest syntetyzowanych 
w postaci nieaktywnych prekursorów  o dużej masie

1,2 3,4 prof ^  kab 5 *i z akład Biochemii, **II Zakład
Biochemii, Instytutu Fizjologii i Biochemii, Akademii Medy­
cznej w Łodzi, ul. Lindleya 6, 90-131 Łódź.

cząsteczkowej. Ich aktywacja zachodzi podczas specy­
ficznej w ewnątrzkom órkowej proteolizy, wycinającej 
z cząsteczki macierzystej aktywny biologicznie zwią­
zek lub związki. Po wydzieleniu go przez kom órkę do 
przestrzeni zew nątrzkom órkow ej i przetransportow a­
niu do kom órki docelowej, wiąże się on z odpowiednim  
receptorem, wywołując efekt fizjologiczny. Biosyntezie 
neurokinin oraz ich receptorom  poświęcono prace 
przeglądowe prezentow ane w 1 numerze 38 tom u 
Postępów Biochemii z 1992 roku.

Zakończenie działania horm onu czy neurotran- 
sm itera peptydowego spowodowane jest jego degrada­
cją proteolityczną zachodzącą na zewnątrz kom órki 
docelowej; nie m ożna jednak wykluczyć i innego 
mechanizmu, polegającego na internalizacji kom plek­
su peptyd-receptor i jego degradacji w ew nątrzkom ór­
kowej.

Czy jednak  zawsze degradacja neurotransm itera jest 
rów noznaczna z jego inaktywacją? W przypadku 
niektórych peptydów, np. neurokinin istnieje jeszcze 
jedna możliwość: enzymy proteolityczne degradujące 
substancję P  (SP) w istocie nie pow odują jej inak- 
tywacji, lecz generują fragmenty wykazujące wysoką 
aktywność biologiczną.

II. Enzymy uczestniczące w degradacji sub­
stancji P

Do tej pory odkryto kilka błonowych proteaz 
powodujących degradację SP. Rozszczepiają one ten 
jedenastopeptyd w miejscach zaznaczonych na Ryc. 1.

W chwili obecnej trudno przesądzić, który czy też 
k tóre z tych enzymów są faktycznie odpowiedzialne za 
przerwanie sygnału zapoczątkow anego uwolnieniem 
SP do szczeliny synaptycznej. Wyniki badań neuro- 
transm iterów  będących am inam i wskazują, że główną 
drogą ich inaktywacji jest zwrotny wychwyt. Nawet
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w przypadku acetylocholiny, mającej bardzo wydajny 
układ inaktywacji, głównym powodem  zaniku przeno­
szenia informacji pomiędzy neuronam i jest dyfuzja [1], 
W przypadku neurotransm iterów  peptydowych taki 
mechanizm jest mało praw dopodobny, choć istnieją 
prace dowodzące możliwości zw rotnego wychwytu 
peptydów uwalnianych przez zakończenia presynap- 
tyczne [2, 3, 4]. W ydaje się jednak, że jedynym  
istotnym  sposobem inaktywacji neurotransm iterów  
peptydowych jest hydroliza enzymatyczna. Przypusz­
czalnie stosunkow o niewielka liczba egzo- i endopep- 
tydaz preferująca oligopeptydy jako  substraty spełnia 
rolę systemu inaktywującego uwalniane neurotran- 
smitery. C entra aktywne tych enzymów wykazują 
małą specyficzność w stosunku do konkretnych am i­
nokwasów, a rozpoznają raczej pewne podstawowe 
cechy chemiczne łańcucha am inokwasów , na przykład 
jego hydrofobowość czy polarność.

nów czuciowych rogów grzbietowych zaangażow any­
mi w przewodzenie bólu. Tam  także obecne są recep­
tory SP. Fakty  te dowodzą, że rozmieszczenie SPDE, 
SP oraz jej receptorów jest ściśle współzależne. Pozo­
staje jednak ciągle niewiadom ą czy enzym ten odgrywa 
rolę fizjologiczną w wygaszaniu sygnału generowane­
go przez ten neuropeptyd, czy też zaangażow ane w ten 
proces są inne peptydazy [8]. D owiedziono, że SPDE 
jest enzymem m itochondrialnym , a więc jest mało 
praw dopodobne by odgrywał isto tną rolę w degradacji 
SP uwalnianej przez zakończenia synaptyczne [9].

11-2. Enkefalinaza

N eutralna m etaloendopeptydaza wrażliwa na fo- 
sforam idon (enkefalinaza, endopeptydaza-24.11) [EC 
3.4.24.11] —  to enzym rozszczepiający SP między

1Arg _  2 Pro 3Liz Pro Gin Gin Phe 8Phe Gly 10Leu i iMet
\

\ \\

/ \  i /
/ \ ! // \i/

\ /

V
[U [I] li]

Ryc. 1. Schemat struk tury  pierwszorzędowej substancji P oraz w iązań rozszczepianych przez proteazy degradujące substancję P.
1. W iązania rozszczepiane przez enzym degradujący substancję P (SPDE). 2. W iązania traw ione przez enkefalinazę (endopeptydaza- 
-24.11). 3. W iązania rozszczepiane przez peptydazę dipeptydylow ą. 4. W iązania przecinane przez enzym przekształcający angiotensynę 
(ACE). 5. W iązania przecinane przez endopeptydazę degradującą  substancję P.

II-l. Enzym degradujący substancję P

W kom órkach nerwowych mózgowia człowieka 
i szczura, występuje m etaloendopeptydaza wrażliwa 
na czynniki chelatujące, zwana enzymem degradują­
cym substancję P (SPDE-substance P degrading en- 
zyme) [EC  3.4.24.]. Przecina ona wiązania peptydowe 
SP pomiędzy G ln 6-P he7, P h e7-P he8 i P he8-Gly 9 [5].

SPD E ma masę cząsteczkową około 70 kD a i w yka­
zuje uderzająco wysoką specyficzność w stosunku do 
SP, w porów naniu z innymi neuropeptydam i. Różni się 
on od ACE i endopeptydazy 24.11 (enkefalinazy) 
specyficznością (Ryc. 1), właściwościami fizycznymi 
i wrażliwością na inhibitory. O trzym anie przeciwciał 
poliklonalnych przeciw SPD E pozwoliło na w yodręb­
nienie jej spośród innych peptydaz degradujących SP 
[5]. Rozmieszczenie SPD E w rdzeniu kręgowym o d ­
pow iada lokalizacji włókien nerwowych zaw ierają­
cych SP oraz specyficznych dla niej receptorów  [6, 7]. 
Znaczne ilości SPD E znajdują się w obrębie blaszki 
I i II rogów grzbietowych rdzenia kręgowego, a właśnie 
w tym obszarze występują zakończenia nerwowe za­
wierające substancję P, będące zakończeniam i neuro-

G ln6-P he7, P h e7-P he8, G ly9-L eu 10 [10], W yniki b a­
dań związanych z błonam i peptydaz, k tóre hydrolizują 
substancję P w obrębie istoty czarnej mózgowia, 
sugerują że głównym enzymem katabolizującym  ten 
neuropeptyd jest enkefalinaza [11]. Specyficzność jej 
jest niewielka. Przecina ona w iązania peptydowe X-Y 
(X-dowolny am inokwas, Y -am inokw as hydrofobowy), 
lecz wykazuje duże powinow actw o do peptydów o m a­
łej i średniej wielkości [10]. Początkow o uważano, że 
główną jego rolą jest inaktyw acja enkefalin i SP 
w prążkowiu [10, 12]. Jednak enkefalinaza występuje 
głównie w kom órkach glejowych, a nie nerwowych i jej 
funkcją może być degradacja fragm entów  neuropep- 
tydów, a nie bezpośrednia inaktyw acja peptydów 
uwalnianych do szczeliny synaptycznej. W badaniach 
prow adzonych przy użyciu kom órek neuroblastom y, 
stwierdzono, że fosforam idon wywiera bardzo słaby 
wpływ na ham owanie rozpadu SP. Sugerowałoby to, 
że degradacja neuropeptydu zachodzi pod wpływem 
innego enzymu [13, 14], aczkolwiek nie m ożna wy­
kluczyć, że w pewnych obszarach mózgowia, na przy­
kład w prążkow iu om aw iana pro teaza pełni postu lo­
waną rolę.
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II-3. Peptydaza dipeptydylowa

Peptydaza dipeptydylow a IV [EC 3.4.14.5] (amino- 
peptydaza postprolinow a) odcina N-końcow e dipep- 
tydy od polipeptydów , których drugim  am inokwasem  
jest prolina (X C P ro 2). Enzym działa optym alnie w śro­
dowisku obojętnym  i lekko zasadowym. W iązanie 
rozpoznaw ane przez tę peptydazę nie jest rozszczepia­
ne przez większość innych am inopeptydaz. Ze względu 
na wysoką specyficzność am inopeptydazy postproli- 
nowej, wielu au to rów  uważa, że odgrywa ona kluczo­
wą rolę w regulacji procesów fizjologicznych. N a tu ra l­
nymi substratam i enzymu są takie peptydy i białka jak: 
kasom orfina, substancja P, trypsynogen i m onom ery 
fibryny [15, 16, 17].

D egradacja SP przez am inopeptydazę postprolino- 
wą nie zachodzi zgodnie z kinetyką określoną przez 
M i c h a e l i s a - M e n t e n ;  przy stężeniu substratu  
powyżej 50 pM  dochodzi bowiem do niepropor­
cjonalnego wzrostu aktywności enzymu [16].

II-4. Enzym przekształcający angiotensynę

Peptydaza rozszczepiająca wiązania P he8-G ly9 
i G ly9-L eu 10 zw ana jest enzymem przekształcającym  
angiotensynę (ACE— angiotensin converting enzyme) 
[EC  3.4.15.1.] [18]. ACE występuje w kom órkach 
śródbłonka, a szczególnie aktywny jest w kom órkach 
śródbłonka płuc. Obecny jest także w osoczu. G łów ną 
funkcją tego enzym u jest przekształcanie angiotensyny 
1 w angiotensynę II, k tó ra jest czynnikiem pow odują­
cym skurcz naczyń krwionośnych i pobudzającym  
wydzielanie aldosteronu. Inhibitory ACE, takie jak  
kaptopril i enalapril są stosowane w leczeniu nadciś­
nienia tętniczego.

ACE występuje również w mózgowiu, lecz pełni tam 
praw dopodobnie inną funkcję niż na obwodzie. En­
zym z mózgowia m a mniejszą masę cząsteczkowy 
w porów naniu z enzymem znajdującym  się w tkankach 
obwodowych (140 kD a i 180 kDa) [19], W ykazano, że 
jest on zdolny do rozszczepiania wiązań peptydowych 
SP pomiędzy P h e8-G ly9 i G ly9-L eu10. Degraduje 
także neurokininę A [20], Specyficzność substratow a 
ACE jest niewielka; działając na enkefaliny odszczepia 
od nich C-końcow e dipeptydy. M etodam i autoradi- 
graficznymi w ykazano, że ACE znajduje się głównie 
w drogach łączących prążkowie z istotą czarną [21].

II-5. Endopeptydaza degradująca substancję P

O statn io  opisano kolejną peptydazę m ogącą brać 
udział w inaktywacji SP. Jest to endopeptydaza wyizo­
low ana z m ózgowia szczura, traw iąca peptyd między 
P ro 4-G ln5, G ln 5-G ln 6 i G ln6-P he7 [13]. Enzym ma 
masę cząsteczkową rzędu 55-58 kD a i wykazuje op­
tim um  działania w pH  około 7.5. Jest mało wrażliwy na 
kaptopril, fosforam idon i D F P  które są specyficznymi 
inhibitoram i ACE, enkefalinazy i dipetydyloam inope-

ptydazy [13], natom iast jego aktywność jest silnie 
ham ow ana przez EDTA, o-fenantrolinę i PCMB. 
W ydaje się, że rozszczepienie w iązania G ln6-P h e7 
przez ten enzym prowadzi do całkowitego zniesienia 
aktywności fizjologicznej SP, podczas gdy rozszczepie­
nie wiązań peptydowych P ro4-G ln5 i G ln 5-G ln6 ha­
muje aktyw ność odpow iednio w około 30 i 70% [13]. 
Powstałe w ten sposób C-końcowe fragmenty SP 
—  peptydy S P 5.n  i S P 6.n  mogłyby być z kolei 
substratam i am inopeptydazy, co prowadziłoby do ich 
całkowitego unieczynnienia. Alternatywnie, C-końco- 
wy fragm ent S P 5.n  może być wychwytywany przez 
kom órki, gdyż jak  wykazano, takie fragmenty (ale nie 
cała SP) były pobierane przez skrawki mózgowia 
w hodowli [13],

III. Biologiczne znaczenie fragmentów sub­
stancji P

III-l. Działanie itt vivo fragmentów substan­
cji P

Powstające w wyniku działania peptydaz fragmenty 
SP wykazują wysoką aktywność biologiczną. Podanie 
fragm entów N -końcowych czy C-końcowych do jąder 
śródm ózgow ia wywołuje podobne reakcje motoryczne 
do powodowanych przez substancję P [22, 23]. W 
mózgowiu i płynie m ózgowo-rdzeniowym poziom 
fragm entów N-końcowych SP ( S P ^ ,  SP^g) jest znacz­
nie wyższy niż fragm entów C-końcowych (SP7 n , 
S P 5-i i) [5, 24, 25].

Najwyższy poziom SP zanotow ano w części siatko­
watej istoty czarnej. Stw ierdzono ponadto, że stężenie 
innego neuropeptydu należącego do rodziny tachyki- 
nin —  neurokininy A, jest w tym obszarze bardzo 
wysokie. Jednakże do tej pory nie udało się udowodnić 
istnienia w tym regionie receptorów  dyskutowanych 
neuropeptydów  [26,27]. Z drugiej strony, wiadom o że 
zarów no SP, jak  i neurokinina A odgrywają istotną 
rolę w istocie czarnej; podanie do tego obszaru jednego 
z tych peptydów wywołuje gwałtowne uwolnienie DA 
(dopaminy) w prążkowiu. W ykazano także, że spantyd 
I (ang. spantide /; antagonista SP) selektywnie blokuje 
stym ulujące działanie SP [28]. Ponieważ nie udało się 
wykazać istnienia receptorów  tachykinin w istocie 
czarnej mózgowia, zasugerowano, że SP ujawnia swe 
działanie biologiczne poprzez wytworzenie m etabolitu 
powstającego w wyniku proteolizy [29]. Obecność N- 
i C-końcowych fragm entów SP (S P 1.7, S P 5.n , S P 7_n , 
S P 8.n ) w ykazano w istocie czarnej szczura [24], płynie 
m ózgowo-rdzeniowym  człowieka [30], preparatach 
błon kom órkow ych otrzym anych ze śródm ózgowia 
szczura [31] oraz w błonach kom órkowych jąd ra  
ogoniastego świni [10].

R e i d  i w s p ó ł a u t o r z y  [24] stwierdzili, że 
podanie do istoty czarnej N-końcowego fragm entu SP 
(S P j.7) powoduje stymulację bądź inhibicję (w zależno­
ści od dawki) uwalniania DA w prążkowiu. M ałe
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daw ki S P j.7 (0.01 nmola) ham ują, zaś duże (1-5 nmoli) 
stym ulują ten proces. M ałe dawki S P 1.7 ham ują także 
wydzielanie DA wywołane podaniem  SP. Efektu tego 
nie wykazywał natom iast fragm ent S P ^  w stosunku 
do neurokininy A, co sugeruje, że działa on za pośred­
nictwem receptora SP. S P 1.7 występuje stale w istocie 
czarnej w stężeniu około 15 razy mniejszym niż SP 
[24]. W ydaje się więc, że działając przeciwstawnie do 
SP może on pełnić funkcję regulatora wydzielania DA, 
tw orząc pętlę ujemnego sprzężenia zw rotnego [24]. 
M echanizm  podany wyżej, wyjaśnia przyczyny dw u­
fazowego działania SP: małe dawki SP wywołują 
wzrost uw alniania DA w prążkowiu, a duże ham ują 
ten proces. Związane to jest z tworzeniem  się w tych 
w arunkach większych ilości fragm entu S P ^ ,  działają­
cego antagonistycznie w stosunku do SP.

C-końcowy fragm ent SP (SP6.n ) ham uje uw alnia­
nie DA w prążkowiu. Nie zaobserw ow ano natom iast 
wpływu ham ującego SP 6_n  na uwalnianie DA po 
podaniu  SP czy neurokininy A. Sugeruje to, że m echa­
nizm tego zjawiska nie polega na oddziaływaniu S P ^  x 
z receptoram i SP czy neurokininy A. Stw ierdzono 
ponad to , że wpływ ten ujawniał się dopiero przy 
bardzo wysokich daw kach S P g .^  (kilka nanomoli); 
stąd wniosek, że zjawisko to nie ma większej roli 
biologicznej [24].

Przytoczone wyżej fakty nasuwają szereg pytań. 
Z jednej strony wiadom o, że w istocie czarnej stężenie 
neurokinin jest wysokie i odgryw ają one kluczową rolę 
w regulacji uw alniania DA w prążkowiu, a z drugiej 
strony nie udało się do chwili obecnej udowodnić 
istnienie receptorów  neurokinin w istocie czarnej m óz­
gowia. Założywszy, że SP wykazuje swe działanie 
biologiczne dopiero po przecięciu cząsteczki przez 
odpow iednią peptydazę czy peptydazy, należałoby 
poszukiwać w tym obszarze receptorów  o wysokiej 
specyficzności w stosunku do fragm entów SP lub 
zbadać powinowactwo fragm entów SP do dobrze już 
scharakteryzow anych na poziomie m olekularnym  re­
ceptorów  neurokinin [32].

III-2. Działanie in vitro fragmentów substancji P

B adania wpływu fragm entów SP i analogów tych 
fragm entów na aktyw ność pom p jonow ych, takich jak  
A TPazy (sodow o-potasow a i wapniowo-m agnezowa), 
obecnych w błonach synaptosom alnych różnych ob­
szarów m ózgowia szczura, wykazały że najsilniej ak ­
tywował (Na, K) ATPazę analog fragm entu SP ([P y r6, 
T y r8] SPg.! J  (10 pM). Podobnie aktyw ująco wpływał 
on na (Ca, Mg) ATPazę [33]. Stw ierdzono również, że 
N -końcow y fragm ent SP (SPX.4), podobnie jak  SP, 
zwiększa intensywność endogennej (stymulowanej 
cA M P) fosforylacji synapsyny I (białko błon pęcherzy­
ków synaptycznych), natom iast fragm ent C-końcowy 
nie wykazywał żadnego wpływu na ten proces [34]. 
Intensyw ność endogennej fosforylacji synapsyny I sty­
mulowanej jonam i wapnia i kalm oduliną ulegała n a to ­

m iast drastycznem u zmniejszeniu pod wpływem SP, 
fragm entu S P ^  oraz analogów  fragm entu C-koń- 
cowego ([P y r6, T y r8] S P 6.n , [T y r8] S P 6.U ). We 
wszystkich tych przypadkch SP i jej fragmenty lub 
analogi fragm entów działały jednak w wysokich stęże­
niach (1 mM , 100 pM) [35]. Badając działanie analo­
gów C-końcowego fragm entu SP ([P y r5, T y r8] SP5.n , 
[P y r6, T yr8] S P 6.n ]) (40 nM ) na aktywność mono- 
am inooksydazy [EC  1.4.3.4], w ykazano że analog 
[P y r6, T yr8] SP6.n  zwiększa jej aktyw ność w homo- 
genatach kory mózgowej i h ipokam pa szczura, na to ­
miast analog [P y r5, T yr8] S P 5.n  ham uje jej aktyw ­
ność w hom ogenatach hipokam pa [36].

Przytoczone wyniki wskazują, że nie tylko substan­
cja P, ale też jej fragmenty i analogi m ogą in vitro 
wpływać m odulująco na tak istotne procesy jak  aktyw ­
ny transport kationów  w błonach synaptosom alnych 
czy fosforylacja synapsyny I. Niewykluczone, że rów ­
nież in vivo aktywacja ATP-az jest regulow ana podob­
nie. In vivo, bezpośredni wpływ fragm entów  SP na 
fosforylację synapsyny I jest raczej m ało praw dopo­
dobny, ponieważ zmianę stopnia fosforylacji tego 
białka m ożna było zaobserwować dopiero przy wyso­
kim stężeniu tych fragmentów. Zważywszy jednak, że 
w tym samym układzie eksperym entalnym  (wyizolo­
wane błony synaptosom alne), N -końcow y fragment 
SP (SPj_4) zwiększa intensywność fosforylacji synap­
syny I przy udziale endogennej kinazy białkowej 
zależnej od cA M P, ham ując jednocześnie fosforylację 
tego białka stym ulow aną przez jony  w apnia i kal- 
modulinę, to fakt ten nie może pozostaw ać bez znacze­
nia [34, 35]. N ajpraw dopodobniej jednak  jest to efekt 
pośredni (wynikający np. z ham ow ania aktywności 
fosfataz przez fragm enty SP czy w iązania się tych 
fragm entów z kalm oduliną).

Autorzy świadomi są faktu, że inform acje zebrane na 
tem at biologicznego działania p roduktów  degradacji 
SP są fragm entaryczne i Czytelnikowi m ogą wydawać 
się niespójne. M imo to odzwierciedlają one obecny 
stan wiedzy dotyczący tego zagadnienia. N asuw a się 
oczywisty wniosek —  peptydazy degradujące neuro­
kininy niekoniecznie m uszą pow odow ać ich inaktywa- 
cję, a więc substancja P  jest nie tylko neurotran- 
smiterem ale jednocześnie może pełnić funkcję czą­
steczki prekursorowej.

A rtykuł otrzymano 17 marca 1992 r.
Zaakceptowano do druku 27 kwietnia 1992 r.
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I. Medyczne znaczenie enzymu

N -acetylo-P-D -heksozoam inidaza (EC 3.2.1.52) od­
szczepia reszty N -acetyloglukozoam iny lub N-acetylo-
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galaktozoam iny z nieredukującego końca łańcuchów 
oligosacharydowych glikolipidów, glikoprotein i pro- 
teoglikanów [1] (Ryc. 1). Enzym występuje prawie we 
wszystkich tkankach, ale szczególnie wysoką jego 
aktywność stwierdzono w nerce [2-5], śledzionie [6], 
wątrobie [7-10], błonie śluzowej żołądka [11] i jelit 
[12, 13], korze mózgowej [14], fibroblastach skóry 
[15], łożysku [16, 17] oraz tkankach zmienionych 
now otw orow o [13]. D la celów klinicznych aktywność 
enzymu oznaczana jest w moczu, surowicy, płynie 
m ózgowo-rdzeniowym oraz w płynie stawowym [5,10, 
11, 18-21]. Oznaczanie zmiany aktywności enzymu 
w moczu m a znaczenie diagnostyczne w chorobach 
nerek [22] oraz przy m onitorow aniu stanu pacjentów 
chorych na cukrzycę [23].

a  zbudow any z 528 am inokwasów i (3 zbudow any z 556 
am inokwasów (Ryc. 2) [30, 32]. Pom im o, że każdy 
z prepropolipeptydów  jest kodow any przez inny gen 
hom ologia ich jest wysoka i sięga 57%.

III. Posttranslacyjne dojrzewanie N -acetylo- 
-p-D-heksozoaminidazy

III-l. Modyfikacje w szorstkiej siateczce en- 
doplazmatycznej

Po translacji prepropolipeptydy a  i (3 są przekształ­
cane w szorstkiej siateczce endoplazm atycznej w pro- 
polipeptydy (Ryc. 2 i 3). M odyfikacja polega na 
proteolitycznym  „odcięciu” od strony N-końcowej

Cer*- G ic -G a l— GalNAc
i
Neu Ac

heksozoaminidaza
C<2P~Gic~Gal~ +- Gal NAc

Neu Ac

blok w gangliozydozie GM2.
R \c. 1. Schem at działania N-acetyło-(3-D-heksozoaminidazy.

Spośród reakcji katalizow anych przez N-acetylo- 
(3-D-heksozoaminidazę największe znaczenie medycz­
ne ma degradacja gangliozydów G M 2 [24,25]. Bardzo 
dram atyczny przebieg kliniczny m ają tzw. choroby 
spichrzania związane z wrodzonym  niedoborem  ak ­
tywności N-acetylo-P-D -heksozoam inidazy, znane 
pod nazwą choroby Tay-Sachsa i choroby Sandhoffa 
(Tab. 1) [26-29]. W skutek obniżenia lub braku aktyw ­
ności N -acetylo-P-D -heksozoam inidazy dochodzi do 
grom adzenia się w kom órkach nerwowych ganglio­
zydów G M 2. Postępująca kum ulacja tych związków 
prowadzi do stopniowej dezintegracji prawidłowych 
czynności układu nerwowego, czego objawam i są m.in. 
niedorozwój umysłowy, zaburzenia m otoryczne, śle­
pota, u tra ta  mowy, agresywność. C horoby Tay-Sachsa 
i Sandhoffa m ają podłoże genetyczne i są schorzeniam i 
nieuleczalnymi, powodującym i śmierć w dzieciństwie 
[26, 27],

II. Budowa N-acetylo-p-D-heksozoam inidazy

N -acetylo-P-D -heksozoam inidaza jest glikoprotei- 
ną zbudow aną z dwóch łańcuchów polipeptydow ych 
oznaczanych a  i p. W cząsteczce enzymu występują 
dwa łańcuchy w trzech możliwych kom binacjach. 
Izoenzym A m a budowę aP, izoenzym B-PP i izoenzym 
S-ocot [30-32]. U człowieka geny kodujące syntezę 
N -acetylo-P-D-heksozoam inidazy są zlokalizowane 
na dwóch różnych parach chromosom ów: gen kodu ją­
cy syntezę łańcuchów a  na chrom osom ach 15 pary, 
a łańcuchów P na chrom osom ach 5 pary [33, 34].

W szorstkiej siateczce endoplazm atycznej są syn­
tetyzowane dwa odpowiednie prepropolipeptydy:

krótkich peptydów: z łańcucha a  fragm entu „a” zawie­
rającego 22 am inokwasy (jest to praw dopodobnie tzw. 
sekwencja liderowa, od której rozpoczyna się właściwy 
łańcuch polipeptydowy), z łańcucha p fragm entu „b” 
zawierającego 42 am inokwasy (jest to 23 am inokw aso-

T abela 1.
N iedobory aktyw ności N -acetylo-P-D -heksozoam inidazy w/g 
26-29],

C horoba

Tay-Sachsa 
(wariant A)

Tay-Sachsa
(w ariant

AB)

Sandhoffa

N iedobór
heksozoam inidazy

(3-heksozoaminidazy
A

Brak aktyw ności 
(3 -heksozoam in idazy  
w stosunku do 
G M 2-gangliozydu 
jak o  substra tu

(3-heksozoaminidazy 
A i B

N a tu ra  defektu na 
poziom ie m olekularnym

1. Brak m R N A  dla «-pre­
kursora.

2. Z redukow ana synte­
za a-prekurso ra .

3. N ierozpuszczalny 
a -prekursor.

5. Dojrzały a -p rek u rso r 
dłuższy niż norm alnie 
i posiada nieaktyw ne 
pola.

6. Defekt w łączeniu a  
i (3 podjednostek.

7. Z redukow ana synteza 
a -p rek u rso ra  i defekt 
w łączeniu z p-prekur-

N ieobecność ak tyw ato ra  
białkowego w ym aganego 
do hydrolizy G M 2-gang- 
liozydu

1. Brak syntezy P-prekur- 
sora.

2. Z redukow ane dojrze­
wanie a-prekurso ra .
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wa sekwencja liderowa i 19 am inokwasow y peptyd) 
[3 1 ,3 5 ,3 6 ] ,

W szorstkiej siateczce endoplazm atycznej pre- 
propolipeptydy oc i p ulegają N-glikozylacji (Ryc. 
2 i 4). Polega ona na przeniesieniu oligosacharydu 
G lc3 M an 9G lcN A c2 z dolicholu na reszty asparaginy, 
które występują w sekwencji: -Asn-X-Ser/Thr- (gdzie 
-X -  może być każdym  am inokwasem  oprócz proliny). 
A sparagina w tej sekwencji musi występować w okreś­
lonej konform acji przestrzennej: w postaci P-zgięcia 
(ang. fl-turn), struk tury  pofałdowanej kartk i (ang. 
13-sheet) lub konform acji przypadkowego kłębka (ang. 
random coil), zajm ując w łańcuchach prepropolipep- 
tydów oc i P określoną pozycję, od N -końca łańcucha 
białkowego [37, 38]. Prepropolipeptyd oc ulega gliko- 
zylacji w dwóch miejscach; są to reszty asparaginy 
o num erach 114 w strukturze random coil i 294 
w strukturze f3-turn. W cząsteczce propolipeptydu 
P glikozylowane są cztery reszty asparaginy; dwie 
o num erach 84 i 142 w strukturze random coil, jedna

PREPROPOLIPEPTYD oC

a 1 1 1 5  P 5 7
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Ryc. 2. Sekwencja am inokw asow a prepropolipeptydów  a  i (3 
N -acetylo-P-D -heksozoam inidazy, w/g [30 ,32] zm odyfiko­
wana.
a, c —  fragm enty p repropolipeptydu a  ulegające „odcięciu”; 
(xp, a  — fragm enty prepropolipeptydu a  tw orzące łańcuch a;
b, d, e, f —  fragm enty prepropolipeptydu P ulegające 
„odcięciu”; pp, pb, pa —  fragm enty prepropolipeptydu 
P tw orzące łańcuch P;
N —  reszty asparaginy ulegające glikozylacji;
C —  reszty cysteiny.

0 num erze 190 w strukturze (i-sheet oraz jedna w pozy­
cji 327 w strukturze fi-turn [39-41]. Asparagina w po ­
zycji 497 propolipeptydu p nie ulega glikozylacji; jej 
obecność wydaje się mieć istotne znaczenie dla eks­
presji izoenzymu B i jego stabilności. Zastąpienie 
asparaginy glutam iną na drodze tzw. mutagenezy 
kierowanej pow oduje 90%  obniżenie aktywności izo­
enzymu B [40].

Przyłączone oligosacharydy ulegają złożonym i do 
końca jeszcze niewyjaśnionym przekształceniom, roz­
poczynającym  się w obrębie szorstkiej siateczki endo­
plazmatycznej, kontynuow anym  w aparacie G olgfego
1 kończącym  się w lizosomach. M odyfikacje łańcuchów 
oligosacharydow ych w szorstkiej siateczce endoplaz­
matycznej, k tóre są najlepiej poznane i wspólne dla 
wszystkich N -glikoprotein, polegają na „odcięciu” 
w dwustopniowej reakcji katalizowanej przez odpo­
wiednie glikozydazy, trzech term inalnych reszt gluko­
zy i jednej reszty m annozy (Ryc. 4) [38, 41].

III-2. Modyfikacje N-acetylo-p-D-heksozoamini- 
dazy w aparacie GolgPego i lizosomach

Po N-glikozylacji i proteolitycznej modyfikacji za­
chodzącej w szorstkiej siateczce endoplazm atycznej 
propolipeptydy oc i p translokow ane są do aparatu  
G olgfego, gdzie ulegają działaniu wielu transferaz 
cukrowych i glikozydaz. Poszczególne łańcuchy są 
przekształcane w zupełnie różny sposób, ponieważ 
w dojrzałej cząsteczce ich struk tu ra jest odmienna. Jak 
dotąd  znane są tylko niektóre struktury  oligosachary- 
dowe powstałe w wyniku wspom inanych przekształ­
ceń w dojrzałych łańcuchach a  i p. W łańcuchu 
ot zidentyfikowano oligosacharyd związany z Asn 114 
o składzie M an 3G lcN A c2, natom iast skład oligosa­
charydu związanego z Asn 294 nie został jak  dotąd 
określony (Ryc. 4). W łańcuchu P nie znany jest skład 
oligosacharydów  związanych z Asn 84 i 327. Z Asn 142 
związany jest oligosacharyd M an 3G lcN A c2, n a to ­
m iast z Asn 190 m ogą być związane dwa rodzaje 
oligosacharydów  polimannozowych: M an5.7G lcN A c2 
oraz oligosacharyd o nieustalonym  dotychczas skła­
dzie. Interesująca jest obecność pojedynczej reszty 
N -acetyloglukozoam iny w dojrzałym  łańcuchu P dołą­
czonej do Asn w pozycji 327 [40], co może wskazywać 
na istnienie endoglikozydaz w lizosomach lub na 
bezpośrednie przeniesienie N-acetyloglukozoam iny 
z pochodnych urydynowych z pominięciem fosforanu 
dolicholu.

Przed transportem  propolipeptydów  ot i P do lizoso- 
mów w aparacie G olgfego zachodzi synteza m arkera, 
rozpoznaw anego przez receptor enzymu w błonie 
lizosomałnej. M arkerem  jest reszta kwasu fosforowego 
dołączonego do szóstego atom u węgla reszty man- 
nozowej, wbudowanej do oligosacharydu wiązaniem 
oc 1-+2. Jest to reakcja dwustopniow a (Ryc. 5). W pier­
wszym etapie N -acetyloglukozoam inotransferaza 
przenosi N-acetyloglukozoam ino-1 -fosforan z U D P-
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Ryc. 3. Schemat dojrzew ania łańcuchów a  i (3
N -acetylo-|3-D -heksozoam inidazy, w/g [31, 32, 35, 36] zm odyfikow ana. W yjaśnienia skrótów  opisano przy Ryc. 2.
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Ryc. 4. Schem at modyfikacji oligosacharydów  łańcuchów  a  i (3
N-acetylo-(3-D-heksozoam inidazy w obrębie szorstkiej sia­
teczki endoplazm atycznej, ap a ra tu  G olgi’ego i lizosom ów, 
w/g [38, 41] zm odyfikowana.
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-N -acetyloglukozoam iny na C 6 mannozy. W drugim  
etapie odszczepiana jest N -acetyloglukozoam ina, 
a pozostaw iona reszta fosforanowa jest zw iązana z C 6 
m annozy [38].

Ryc. 5. Schem at fosforylacji łańcucha polim annozow ego i tran ­
sportu  N -glikoprotein do lizosomów, w/g [37, 38] zmodyfi­
kow ana.
W yjaśnienia symboli opisano przy Ryc. 4;
M 6P —  m annozo-6-fosforan

B adania in vitro poszukujące miejsca przyłączenia 
m arkerowej reszty fosforanowej do łańcucha (3 wska­
zały, że tylko oligosacharydy związane z Asn 84 i 327 są 
fosforylowane [40], ale jak  już wspom niano, struk tu ra 
tych oligosacharydów  nie jest znana. Nie jest także 
jasne dlaczego oligosacharydy przy Asn 190, posiada­
jące reszty m annozy w połączeniu a  l-*2 , nie są 
substratem  N -acetyloglukozoam inotransferazy. Nie 
w iadom o również, czy do efektywnego łączenia się 
ufosforylowanych oligosacharydów  enzymu z recep­
torem  M an-6-P  w błonie lizosomalnej w ym agana jest 
obecność jednej czy więcej reszt mannozy. Istnieją 
bowiem różne doniesienia na tem at fosforylacji po­
szczególnych łańcuchów. W edług jednych autorów  
fosforylowany jest tylko łańcuch |3 [40], według innych 
fosforylowane są oba łańcuchy, a transport do lizoso­
mów łańcucha a  jest niezależny od transportu  łań­
cucha p [42]. Potw ierdzeniem  pierwszej hipotezy 
m ogą być doniesienia, w których wykazano łączenie 
się prepropolipeptydów  a  i |3 jeszcze w obrębie aparatu  
olgi’ego poprzez tworzenie m ostków  dwusiarczko- 
wych (Ryc. 3) [43, 44].

Po połączeniu się M an-6-P  z receptorem, łańcuchy 
a  i p enzymu trafiają do tzw. kwaśnego przedziału (Ryc. 
5), k tóry  jest struk tu rą  kom órki pośredniczącą w wy­
mianie między aparatem  G olgi’ego i lizosomami. Tam, 
praw dopodobnie pod wpływem obniżonego pH, na­
stępuje odłączenie enzymu od receptora błonowego.

W jak i sposób enzym z kwaśnego przedziału trafia do 
lizosomów, dotychczas nie w iadom o [38, 40].

Końcowe dojrzewanie łańcuchów propolipeptydo- 
wych (Ryc. 3) zachodzi praw dopodobnie w lizosom ach 
i polega na wycięciu 14 aminokwasow ego fragm entu 
„c” z łańcucha a  oraz fragm entów „d”, „e”, ,,f’ (kolejno 
8, 14 i 3 lub 5 am inokwasowych) z łańcucha (3 [32]. 
Usuwanie tych fragmentów peptydowych jest proce­
sem wielostopniowym  i zachodzi pod wpływem kilku 
różnych proteaz lizosomalnych. Powstałe podjednos- 
tki łańcucha ot (api a) oraz (3(Pp, Pbi Pa) łączą się ze sobą, 
praw dopodobnie za pom ocą m ostków dwusiarczko- 
wych. W grę wchodzi jedna reszta cysteiny fragm entu 
a pw pozycji 57 oraz reszty cysteiny fragm entu a  w po ­
zycjach 103, 124, 277, 327, 457, 494 i 521 łańcucha a. 
W łańcuchu P w grę wchodzi jedna reszta cysteiny 
w pozycji 91 fragm entu Pp, dwie reszty cysteiny w pozy­
cjach 137 i 309 fragm entu pb oraz reszty cysteiny 
w pozycjach 360,487,534 i 551 fragm entu Pa(Ryc. 2 i 3). 
Nie ustalono jeszcze, które reszty cysteiny b iorą udział 
w łączeniu podjednostek heksozoam inidazy [30, 32].

IV. Podsumowanie

Postępy w badaniach ludzkiego genom u stw arzają 
nadzieję na zlokalizowanie zmian D N A  leżących 
u podstaw  chorób Tay-Sachsa i Sandhoffa. Poznanie 
ciągu reakcji prowadzących od DNA  do dojrzałego 
enzymu zmierza do wypracowania strategii leczenia 
schorzeń wynikających z niedoboru lub braku aktyw ­
ności N-acetylo-P-D-heksozoam inidazy.

A rtykuł otrzymano 17 marca 1992 r.
Zaakceptowano do druku 21 kwietnia 1992 r
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Automatyczne metody analizy obrazów 
i ich zastosowanie w biologii komórkowej

Automatic image analysis as used in cell biology
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i Embriologii Akademii Medycznej im. Karola Marcinkow­
skiego w Poznaniu, ul. Święcickiego 6, 60-781 Poznań.

I. Wstęp

W ostatnich latach nastąpił gwałtowny postęp 
w produkcji sprzętu przeznaczonego do au tom atycz­
nej analizy obrazów. Początkow o analiza obrazów 
opierała się prawie wyłącznie na wzroku ludzkim. Ten 
system analizujący, utw orzony przez układ „oko 
—  m ózg” był i jest najbardziej uniwersalnym  „apara­
tem ” pozwalającym  na analizę obrazów  w sposób 
szybki oraz ciągły. Jego m ankam entem  jest często 
m ała dokładność, zwłaszcza przy ocenie takich p a ra ­
m etrów  jak  wielkość powierzchni, poziom szarości czy 
intensywność zabarwienia. Dzięki pojawieniu się 
sprzętu kom puterow ego dysponującego dużą pam ię­
cią operacyjną, zdolnego do szybkiego przeprow adza­
nia operacji obliczeniowych, stało się możliwe skon­

132 POSTĘPY BIOCHEMII 38 (3 ),  1992http://rcin.org.pl



struow anie urządzeń, w których obraz rejestrowany 
przez k am erę  telew izyjną m ógł być dalej op raco w y w a­
ny i oceniany w oparciu o cyfrową technikę ob­
liczeniową. P o n ad to  powstały realne możliwości bada­
nia procesów  przyżyciowych zachodzących w kom ór­
kach, oparte  na rejestracji ciągu następujących po 
sobie obrazów  m ikroskopow ych i to z szybkością 
m ilisekundow ą. Dzięki tem u mogły rozwinąć się nowe 
techniki badaw cze pozwalające na przyżyciową obser­
wację zm ian stężenia i rozmieszczenia jonów  C a2 + , 
M g2 + , K  + , N a + , H + [1]. W ykorzystano w nich 
indykatory  jonów , k tóre po wprow adzeniu do kom ór­

ki dawały określoną fluorescencję o intensywności 
zależnej od ich stężenia. O p raco w an o  rów nież m etody 
pozw alające na zastosow anie  au tom atycznego  an a li­
zatora obrazu jako  fotom etru [2], który ocenia zmiany 
gęstości optycznej obrazu w oparciu o analizę stopni 
szarości rejestrowanych przez kamerę. Dzięki temu 
zaczęto wykorzystywać go do odczytyw ania profili 
elektronogram ów , oceny preparatów  histologicznych, 
odczynów histo- i im m unohistochem icznych oraz do 
analizy zm ian stężenia jonów.

A nalizatory obrazów  stw arzają tak szerokie m oż­
liwości w naukach przyrodniczych (zwłaszcza w bio-

Konwerter

A/C
Wzmacn i acz

Urządzeń i ac we j i c i owe

Inny n iż  mikroskopowy

Monitor obrazowy Monitor tekstowy

UkFad p rze tw a rza n ia Układ za rząd za jący :

obrazów <------------- ------------- ► komputer z twardym dyskiem

o pamięci o peracy jne j i softwarem

od 8 do 32 MB

/  P i ó r o  \  

\  św i e t  Ine /

Ryc. 1. Schemat blokowy typowego system u analizy obrazów.
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logii komórkowej), iż wydaje się uzasadnionym  przed­
stawienie w krótkim  zarysie ich budowy i zasady 
działania.

II. Opis urządzenia

Schemat obrazujący typowy system analizy o b ra­
zów przedstaw iono na rycinie 1.
M ożna w nim wyróżnić następujące części składowe:
1. Urządzenie wejściowe — złożone z kam ery telewi­
zyjnej (zazwyczaj wysokiej klasy typu CCD) w yposa­
żonej w odpowiednie oprzyrządow anie pozwalające 
na bezpośrednią rejestrację badanego obrazu (np. 
zdjęcie m ikroskopow o-elektronow e lub elektrofoto- 
gram) lub pośrednią poprzez dodatkow e urządzenie 
optyczne (m ikroskop, p rojektor itp.).
2. Wzmacniacz —  układ wzmacniający sygnał wideo, 
pochodzący z kam ery telewizyjnej i przekazujący go 
do następnego etapu opracowywania.
3. Konwertor A/C —  urządzenie zamieniające wzmoc­
niony sygnał analogowy uzyskany z kam ery na sygnał 
cyfrowy możliwy do dalszego przetw arzania w kom ­
puterze.
4. Jednostkę komputerową składającą się z dwóch 
urządzeń:

Ryc. 2. G łów ne etapy autom atycznej analizy obrazów.

a) układu przetwarzania obrazu (ang. image processing 
unit) czyli jednostki odpowiedzialnej za obróbkę ob ra­
zu ukazującego się na ekranie m onitora wysokiej 
rozdzielczości. Pam ięć operacyjna takiej jednostki 
wynosi kilkadziesiąt M egabajtów, co umożliwia anali­
zę wielu obrazów  jednocześnie. Często dla uzyskania 
czytelniejszego i bardziej zróżnicowanego obrazu 
przypisuje się określonym  stopniom  jego szarości 
odpowiednie kolory (zwane pseudo kolorami).
b) komputera klasy IBM z kartą graficzną stanowiące­
go układ zarządzający systemem (ang. control proces- 
sor). Posiada on twardy dysk o dużej pojemności od 
kilkudziesięciu do kilkuset M egabajtów  pamięci, na 
którym  znajdują się pliki z program am i użytkowymi 
systemu, uzyskane dane liczbowe oraz analizowane 
obrazy.
5. Pióro świetlne pozwalające na m anualne wydziele­
nie interesującego fragm entu obrazu przeznaczonego 
do dalszej analizy.
6. Urządzenia wyjścia: zaliczyć do nich należy przede 
wszystkim drukarkę um ożliwiającą wydruk wszyst­
kich danych liczbowych i wykresów oraz pamięć 
taśm ową (ang. tape streamer) pozw alającą na archiwi­
zowanie na taśmie magnetofonowej zarów no obrazów 
jak  i danych liczbowych. Ponad to  do urządzeń wyjścia 
zalicza się sprzęt umożliwiający wykonywanie prze­
źroczy i fotografii bądź „elektronicznych”, bądź z m o­
nitora o wysokiej rozdzielczości.

III. Zasada działania automatycznego anali­
zatora obrazów

W pracy każdego autom atycznego analizatora ob­
razu wyróżnić m ożna pewne stałe etapy [3, 4], których 
prześledzenie umożliwia rycina 2.

1. Rejestracja i wstępne przetworzenie obrazu
Inform acje o obrazie zarejestrow anym  przez kam erę 
przekazywane są w postaci sygnału elektronicznego 
do dalszego opracow yw ania przez kom puter. Aby 
było to możliwe, zarejestrow any obraz szary zostaje 
program ow o podzielony, za pom ocą regularnej kratki, 
na określoną ilość równych pól elem entarnych (ich 
liczba jest ograniczona przez zdolność rozdzielczą 
karty  graficznej kom putera i najczęściej odpow iada 
jednej z następującej wartości 642, 1282, 2562 lub 
5122). Takie elem entarne pola stają się dla kom putera 
jednostkam i obrazu zwanymi pikselami. K ażdem u 
pikselowi przypisane są współrzędne określające jego 
położenie w analizow anym  obrazie oraz wartość o d ­
pow iadająca jego poziomowi szarości rejestrowanem u 
przez kamerę. Dzięki temu obraz może być trak ­
tow any przez kom puter jako  2-wymiarowa funkcja 
rozkładu gęstości optycznej, której zbiór wartości 
reprezentow any jest zazwyczaj przez 64 lub 256 stopni 
szarości. M oże on być bezpośrednio analizowany 
lub poddany dalszym etapom  przetworzenia.
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2. Przeprowadzenie segmentacji obrazu czyli ustalenie, 
które jego obszary znajdują się w zakresie zaintereso­
wań, a k tóre m ogą być traktow ane jako  tło. Jednym  
z najprostszych sposobów  realizacji tego etapu jest 
tzw. progow anie. O peracja ta polega na selekcji wszy­
stkich pikseli obrazu według zadanego kryterium , 
którym  jest ich poziom szarości. Efektem końcowym 
tego działania, jest obraz binarny, w którym  każdem u 
pikselowi obrazu będącem u w obszarze zainteresowań 
przypisana zostaje w artość 1, a pozostałym  w artość 0.
3. Podział obszaru zainteresowań na oddzielne obiekty 
Innym i słowy jest to dalsza redukcja obszaru zaintere­
sow ania do konkretnych pojedynczych obiektów. (O- 
czywiście istnieją badania, które nie wym agają iden­
tyfikowania pojedynczych obiektów  i wtedy ten etap 
analizy zostaje pominięty).
4. Przeprowadzenie ostatecznych pomiarów wyróżnio­
nych obiektów i ich analiza
5. Wydruk uzyskanych wyników w postaci danych 
liczbowych, wykresów, tabel, histogramów itp.

M ożliwości działania autom atycznych analizato­
rów obrazów  związane są z odpowiednim  oprog­
ram ow aniem  kom puterow ym . Każdy z producentów  
tych urządzeń przygotowuje je dla własnego sprzętu 
i tylko na nim może ono być wykorzystane. M imo 
dużej różnorodności oprogram ow ań, ogólne zadania 
jakie one spełniają są podobne i zostaną tutaj om ów io­
ne na przykładzie pakietu program ów  kom putero ­
wych autom atycznego systemu analizy obrazów  zwa­
nego „M A G IC A L ” *1

IV. Omówienie najważniejszych programów 
komputerowych automatycznego systemu 
analizy obrazów M AG ICAL **2

1. G E N I AS —  program  pozwalający na analizę o b ra ­
zów m ikroskopow ych preparatów  biologicznych uzy­
skanych z m ikroskopów  optycznych, elektronogra- 
mów z m ikroskopów  elektronow ych czy fotografii 
elektroforetycznych. Przekazany do pamięci operacyj­
nej kom putera obraz m ożna zapisać i przechowywać 
na tw ardym  dysku. Jest to  bardzo wygodne, gdyż, 
pozw ala na wywołanie go w każdej chwili w celu 
ponownej analizy lub porów nania z innymi obrazam i. 
Pojedynczy obraz m ożna poddaw ać operacjom  geo­
m etrycznym  (odbiciu zwierciadlanem u względem osi 
OX lub OY, obrotow i o wybrany kąt, przesunięciu 
o podany wektor, w ielokrotnem u powiększaniu) lub 
transform acjom  morfologicznym: dylatacja, erozja, 
domknięcie, otwarcie, skeletonizacja (ang. sceletonise).

*x System ten wyprodukowany został przez angielską f-mę 
Image Applied dawniej Joyce-Loebl. Nadmienić można, iż 
firm wyspecjalizowanych w chwili obecnej w produkcji 
analizatorów obrazu jest kilka: np. Cambridge (Wielka 
Brytania); Numelec (Francja); Zeiss, Leitz, ICN (Niemcy) itd.
** System ten wykorzystywany jest przez autorów ar­
tykułu w pracach badawczych prowadzonych w Pracowni 
Cytofizjologii Katedry Histologii i Embriologii AM w Po­
znaniu.

Opcje jednoczesnej analizy dwóch różnych obrazów 
umożliwiają wykonywanie na nich działań arytm e­
tycznych (tworzenie sumy obrazów, ich różnicy, ilora­
zu oraz iloczynu) oraz operacji Booleanowskich. 
Jednym  z najtrudniejszych i najżmudniejszych etapów 
analizy obrazu jest segmentacja polegająca na p o d ­
daw aniu obrazu szeregu operacjom  prowadzącym  do 
wyróżnienia w jego obrębie istotnych dla badającego 
struktur. G ranice między badanym  obiektem  a tłem 
nie zawsze są dostatecznie wyraźne i dlatego program  
urucham ia działanie operatorów  zwanych filtrami, 
które pom agają między innymi zwiększyć lub zmniej­
szyć kontrast, wyostrzyć brzegi badanej struktury  lub 
usunąć te elementy obrazu, które nie są dla badacza 
istotne. Po dokonaniu  segmentacji obrazu, kom puter 
mierzy autom atycznie takie param etry wszystkich 
wyróżnionych obiektów jak: pole powierzchni, obwód, 
współczynnik kształtu, średnice Fereta, środek ciężko­
ści, odległość najdalszych punktów , elongacje; może 
także wykreślić histogram  poziom ów szarości danego 
obiektu. W szystkie wartości liczbowe z pom iarów  
m ogą być przechowywane na tw ardym  dysku lub 
wydrukowane. P onadto  istnieje możliwość opracow a­
nia przez użytkow nika program ów  realizujących sta­
wiane przez niego zadania.

2. TA RD IS —  program  pozwalający na rejestrację 
sekwencji obrazów  zmiennych w czasie. A nalizator 
może rejestrować w dowolnych interwałach czaso­
wych zmiany w 504 różnych obrazach uzyskiwanych 
np. z m ikroskopu optycznego.
Najcenniejsze dla rejestracji procesów zmiennych 
w krótkim  czasie są dwa sposoby: — pozwalający na 
rejestrację 5 obrazów w każdej sekundzie, pierwszy 
(stepping mode) oraz —  pozwalający na rejestrację 25 
obrazów  w sekundzie, drugi sposób (video mode). 
P rogram  ten może być wykorzystany do obserwacji 
i analizy zmian stężenia szeregu jonów  wewnątrz 
żywych kom órek. Najczęściej jest on stosowany do 
badania jonów  C a2 + . W tym przypadku wprowadza 
się do kom órki fluorochrom  F ura  2/AM  [5, 6]. Cechą 
charakterystyczną tego fluorochrom u jest wzbudzenie 
się przy dwóch różnych długościach światła (340 nm 
i 380 nm) w zależności od kom pleksow ania lub nie, 
jonów  wapniowych. Pozwala to uniknąć szeregu błę­
dów występujących przy fluorochrom ach o jednej 
długości wzbudzenia. Rejestracja z odwróconego m ik­
roskopu fluorescencyjnego sekwencji par obrazów  
otrzym anych przy dwóch różnych długościach wzbu­
dzających pozwala, dzięki opcjom  program u, prze­
śledzić zmiany w stężeniu i rozmieszczeniu jonów  
wapniowych w kom órkach poddanych działaniu róż­
norodnych czynników [7, 8, 9]. System umożliwia 
obserwację na ekranie m onitora zarejestrowanych 
przem ian w zwolnionym  tempie oraz pełną ich a r­
chiwizację.

3. RESU LTS —  program  ten odczytuje z twardego 
dysku pliki z danym i liczbowymi uzyskanymi w trak ­
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cie pracy z innymi program am i systemu Magical 
i opracowuje je statystycznie. Podstawowe jego opcje 
to obliczanie wartości średniej i odchyleń s tandar­
dowych serii pom iarów, weryfikacja danych z wyko­
rzystaniem testów statystycznych takich jak: C H I2, 
T-Studenta, M ann’a-W hitney’a itp. oraz graficzne 
przedstawienie wyników i ich wydrukowanie.

Analiza obrazów przy użyciu kom puterow ego ich 
przetwarzania jest obecnie wszechstronnie stosowaną 
techniką. Nie tylko uspraw nia ona ocenę dużej liczby 
obiektów poprzez autom atyzację ich pom iarów, ale 
również umożliwia archiwizację obrazów na dyskach 
lub taśm ach magnetycznych. W yniki analiz przed­
stawione w postaci tabel liczbowych lub odpowiednich 
wykresów ułatwiają ich interpretację. Przypuszczać 
można, że urządzenia te w niedalekiej przyszłości 
zaliczane bądą do podstawowego wyposażenia p ra ­
cowni biologii kom órki.

A rtykuł otrzymano 19 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 4 czerwca 1992 r.
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Wskazówki 
dla autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo B iochem iczne 
kw arta ln ik  „P ostępy B iochem ii”  publiku je prace prze­
glądow e om aw iające bieżące osiągnięcia , koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzin ie  biochem ii i nauk pokrew ­
nych; publiku je też noty z h is to rii b iochem ii, zasady 
polskiego słow n ictw a biochem icznego, recenzje nade­
słanych książek oraz spraw ozdania ze zjazdów, konferen­
cji i szkół, w których b iorą udzia ł członkow ie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach B io­
chem ii”  mogą m ieć charakter a rtyku łów  m onograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc p iśm iennictw o i tabele), m in ire - 
views (do 10stron tekstu), oraz krótkich no to  najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpow iadają  za praw id łow ość i ścisłość 
podawanych inform acji oraz poprawność cytow ania piś­
m iennictwa. U jęcie prac w inno być syntetyczne, a przed­
staw ione zagadnien ie  z ilustrow ane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), w zorów  i fo tografii.

Wskazany jest podzia ł artyku łów  m onograficznych na 
rozdzia ły  i podrozdzia ły, których rzeczowe ty tu ły  tw orzą 
spis treści. Zgodnie z przyję tą  konwencją rozdzia ły noszą 
cyfry rzym skie podrozdzia ły odpow iednio  rzym skie i a rab­
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i s ty lis tyczna tekstu 
w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary labora­
to ry jne j, a także ograniczać stosow anie doraźnie tw orzo­
nych skrótów, nawet jeże li bywają używane w pracach 
specja listycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specja lis tów  i opracow aniu redakcyjne­
mu. Redakcja zastrzega sobie m ożliwość skrócenia tekstu 
i w prow adzenie zm ian nie w pływ ających na treść pracy, 
deklaru je  też gotowość konsultowania tekstu z Autoram i.

Przekazanie artykułu do redakcji jes t równoznacznie 
z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikow ana w innym czasopiśm ie, jeże li zostanie og ło­
szona w „Postępach B iochem ii” . W przypadku, gdy Au­
to rz y )  zam ierza(ją) w łączyć do swego autora artykułu 
ilustrac je  publikow ane przez autorów  prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpow iednią  zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST; M aszynopis pow inien być napisany jednostron­
nie czcionką w ie lkości standartow ej, z podwójną in te r­
lin ią, z lewym m arginesem  ok. 4 cm 
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrze lonego druku. Ewentualne sugestie  co do charak­
teru czcionki d rukarsk ie j mogą Autorzy zaznaczyć o łów ­
kiem na m arginesach maszynopisu. W przypadku stoso­
wania w tekście lite r alfabetu greckiego trzeba na m ar­
g inesie  w pisać o łówkiem  ich fonetyczne brzm ienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest n ienum erowana, 
zaw iera  im iona i nazw isko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
w raz z numerem telefonu zakładów  (w języku polskim

i angielskim ), w których pracują autorzy, adres do kore­
spondencji nr telefonu i ew entualn ie fax, adresy prywatne 
autorów, ty tu ł artykułu w języku polskim  i angielskim  oraz 
—  w prawym  dolnym rogu —  liczbę tabel, rycin, wzorów 
i fo tografii oraz skrót tytu łu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zaw iera  im iona i nazw iska autorów, 
ty tu ł pracy w języku polskim  i ang ie lskim , rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytu ł naukowy każdego z auto­
rów i ich m iejsce pracy z adresem  pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejm ują tekst pracy, 
p iśm iennictw o, tabele, podpisy i ob jaśnien ia  rycin, w zo­
rów i fo tografii.

PIŚMIENNICTWO; Wykaz p iśm iennictw a obejm uje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbam i porządkowym i ujętym i w naw iasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26]. Odnośniki b ib liogra ficzne w inny m ieć 
nową uproszczoną formę. Sposób cytow ania czasopism  
(1), m onografii (2), rozdzia łów  z książek jednotom owych 
(3), rozdzia łów  z tom ów serii opracowanej przez tych 
samych redaktorów  (4), rozdzia łów  z tom ów serii opraco­
wanych przez różnych redaktorów  (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. H ildenbrandt GR, Aronson NN (1980) B iochim  B io­
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic C hro­
mosome, E lsevier, North-Holand, Am sterdam

3. Norberth T, P iscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg 
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of 
Metals. E lsevier, North-Holland, Am sterdam , str 
541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: F lorkin M, Stotz EH (red) 
Com prehensive B iochem istry t 29B. E lsevier, 
North-Holland Am sterdam , str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR ( ^98^)  W: Knight CG (red) 
Research Monographs in Cell and Tissue Physio lo­
gy, t 7. E lsevier, North-Holland, Am sterdam , str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny w inny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-b ia łe  (kontrastowe), pow inny być w yko­
nane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na b iałym  papierze lub kalce technicznej. 
W skazane jest, aby ryciny były dw ukrotn ie w iększe od 
przyszłe j reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i lite ry  służące 
do opisu rysunku pow inny m ieć wysokość nie m nie jszą niż 
5 mm. Na rysunkach nie naley um ieszczać opisów  s łow ­
nych, lecz posługiw ać się skrótam i. Osie wykresów w inny 
być opatrzone napisem łatw o zrozum ia łym . Decyzję o sto­
pniu zm nie jszenia  ryciny podejm ie wydawca. Ilustracji nie 
należy w łączać w tekst m aszynopisu, lecz odpow iednio 
ponum erować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, wzory 
zaś rzym skie. Na m arg inesie  tekstu należy zaznaczyć 
o łówkiem  preferow ane m iejsce um ieszczenia tabeli, ryc i­
ny, czy wzoru. Tabele odpow iednio porubrykowane, w inny 
być opatrzone jednoznacznym  tytu łem  i ew entualn ie także 
niezbędnym i objaśnien iam i. S łowne ob jaśnien ia  znaków 
graficznych można um ieścić w podpisie pod ryciną, rysun­
kowe zaś jedyn ie  na planszy ryciny. Tytuły i ob jaśnien ia  
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Ilust­
racje należy podpisać nazw iskiem  p ierwszego z autorów  
i p ierwszym  słowem  tytułu pracy oraz oznaczyć „g ó ­
ra -dó ł”  (o łówkiem , na odwrocie). Ze względu na w ew nęt­
rzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryg ina lnych rycin i zb iorczych tabel na podstaw ie danych 
z p iśm iennictwa.

M aszynopis i za łączniki (w dwu egzem plarzach), w łaś­
ciw ie  zabezpieczone przed uszkodzeniem  w czasie trans­
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika „Postępy B iochem ii”
Instytut B io log ii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 W arszawa

http://rcin.org.pl
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