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Od Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i Redakcji Postępów Biochemii

Niedawno otrzymali Państwo z rocznym opóźnieniem zeszyt 1-2 tomu 36 [1990] naszego pisma. Teraz 
przekazujemy zeszyt 3-4 tegoż tomu. Przewidujemy, że pierwsze dwa zeszyty (już pojedyńcze) tomu 37 
[1991] ukażą się latem 1991.

Zapraszamy Koleżanki i Kolegów do dalszej współpracy i prosimy o nadsyłanie do Redakcji 
interesujących prac. Po akceptacji redakcyjnej ukazywać się one będą nie później niż po upływie 
trzech miesięcy. Zachęcamy do nadawania artykułom formy m ini-reviews i prosimy o stosowanie się 
do zaleceń przedstawionych we wskazówkach dla Autorów.

Jak już informowaliśm y w poprzednich zeszytach, w najbliższym czasie podstawę materialną 
kwartalnika stanowić będą wpłaty z prenumerat i reklam. Anonsowaliśmy też przewidywaną 
konieczność czasowego zawieszenia wypłat honorariów za prace publikowane w najbliższych tomach. 
Wobec wzrostu kosztów poligraficznych znaleźliśmy się w łaśnie w takiej sytuacji. Przepraszamy 
przeto P.T. Autorów i Recenzentów prac publikowanych w tomie 36 i w pierwszych zeszytach tomu 37 
za niemożność term inowej wypłaty honorariów. Jednocześnie informujemy, że nowa forma publikacji 
zeszytów Postępów Biochemii uniemożliw ia sporządzenie odbitek. W zamian każdy z Autorów 
otrzymywać będzie zeszyt Postępów Biochemii ze swoim artykułem. Oczekujemy ze strony Państwa 
wyrozumiałości, a ze swej strony serdecznie przepraszamy.

Zofia Zielińska 
Redaktor Naczelny

Zofia Porembska 
Prezes Pol. Tow. Biochemicznego
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ARTYKUŁY
Structure and évolution of 5S rRNA genes

MAREK GNIADKOWSKI' 
PIOTR BORSUK2 
JANUSZ FIETT' 
PIOTR STĘPIEŃ3 
AGNIESZKA SZPECHT-POTOCKA1 
EWA BARTNIK3

One o f the favorite subjects in m olecular biology has 
been the study o f gene sequences in order to  observe 
their evolution. The genes which code for the 4 classes 
o f ribosom al R N A  (rR N A ) in eukaryotes (5S, 5.8S, 
18S and 26S) have been very popular as the genes 
themselves are repeated m any times in the genome and 
code for abundan t transcripts, thus are easy to  isolate 
and analyze. Genes coding for the 3 larger rR N A  
classes are transcribed by R N A  polym erase I, and in 
m ost eukaryotes form  tandem ly repeated units [1]. 
A jo in t transcrip t o f all three rR N A s is form ed and 
subsequently processed to m ature rR N A s by removal 
o f sequences present between the coding regions and o f 
3’ and 5’ flanking sequences [1,2]. The mechanisms of 
this process are poorly understood, but both  transcrip­
tion and processing appear to be species-specific.

The genes coding for the smallest rR N A  molecule, 
the 120 nucleotide long 5S rR N A  are transcribed by 
a different enzyme, R N A  polym erase III, and can be 
organized in 3 different ways — they are part o f the 
rD N A  repeat unit, they are tandem ly repeated or 
dispersed. The latter m ode o f organization has only 
been found in several species o f fungi [1].

A fundam ental problem  as far as repeated genes are 
concerned is how their hom ogeneity is m aintained, 
when a m utation  in any single gene is obviously not 
lethal. The repeated rD N A  transcription units are 
believed to  be corrected by the mechanism  o f unequal 
crossing over, bu t even here the conservation o f rR N A  
coding sequences is high, whereas the intervening and 
flanking sequences vary greatly even am ong related 
organism s, thus unequal crossing over by itself is not 
a sufficient explanation. A second m echanism  which 
has been postulated  is conversion in which one copy of

1 mgr, 2 dr, 3 doc. dr, Zakład Genetyki Uniwersytetu 
Warszawskiego, Al. Ujazdowskie 4, 00-478 Warszawa, Po- 
land
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a gene (or its transcript) can partic ipate in changing the 
sequence o f a second very similar gene [3],

F o r m any years we have been w orking on the rR N A  
genes in the fungus Aspergillus nidulans. We have 
cloned and sequenced the rD N A  repeat unit from this 
organism  and analyzed its in vivo transcription. In 
addition, we cloned several genes coding for 5S rR N A  
and found they are dispersed [1]. This was the third 
know n case o f such an organization after N eurospora 
crassa and Schizosaccharomyces pom be [3].

We have determ ined the sequence o f 12 cloned 
fragm ents o f A. nidulans D N A  which hybridized to  5S 
rR N A . 3 o f them  contained sequences which were 
hom ologous only to the 5’ p art o f the 5S rR N A  gene 
(about 60 nucleotides) followed by a different sequen­
ce. The 5’ halves bore 0-2 m utations com pared to the 
appropriate  5S rR N A  genes. The 3’ flanking sequences 
had no hom ology to  5S rR N A , but abou t 70% 
hom ology am ong themselves. These sequences (which 
we call block C) exist in abou t 10 copies in the A. 
nidulans genome; 2 are know n to occur in regions 
dow nstream  form  2 norm al 5S rR N A  genes [4,5,6].

W e com pared the sequences o f the 9 cloned genes 
including the 3’ and 5’ flanking sequences, and found 
th a t the coding sequences, but not the flanking sequen­
ces, were very highly conserved, bu t there were several 
positions at which variation  occurred. 5S rR N A  
structure is well know n, and a universal m odel struc­
ture for all eukaryotic 5S rR N A s has been proposed by 
De W achter and co-w orkers [7], it is shown for A. 
nidulans 5S r R N A  in Fig. 1. We found that the base 
changes shown in Table I occurred either in single 
stranded regions, or if they were present in double 
stranded regions they were accom panied by other 
changes which led to the m aintenance o f the secondary 
structure. The changes occurred in distinct positions.

In order to check w hether the positions which are 
variable in 5S rR N A  genes in A. nidulans are a species 
specific m atter, we decided to analyze the 5S rR N A
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genes from  two other species o f Aspergillus: A. wentii 
and A. aw am ori. We found 8 genes and 2 pseudogenes 
in A. wentii, and 4 genes and 2 pseudogenes in A. 
aw am ori (In all 3 Aspergillus species there are about 
100 5S rR N A  genes dispersed in the genome). C om ­
parison o f the gene sequences indicated th a t A. wentii 
and A. aw am ori are very closely related and different 
from  A. nidulans. As shown in Table I, some o f the 
variable positions in A. nidulans are also variable in 
the two other Aspergillus species (eg. positions 12 and 
23) but there are also obvious differences.

In both  A. aw am ori and A. wentii we found one 
pseudogene sim ilar to the A. nidulans pseudogenes 
—  a 5’half o f 5S
rD N A  flanked by a sequence very similar to block C. 
In  these species only a single copy o f this sequence is 
present. M oreover, in A. wentii we found a pseudo­
gene lacking the first 40 nucleotides o f 5S rR N A  and 
bearing num erous m utations, and in A. awam ori 
a „classical” un truncated  pseudogene bearing num e­
rous deletions and insertions.

We thus have a collection o f altogether 21 genes and 
7 pseudogenes from  3 closely related species. The one 
classical pseudogene from  A. aw am ori is obviously the 
result o f m utations which went uncorrected and even­
tually led to the loss o f function. The A. wentii 
pseudogene which lacks the first 40 nucleotides also 
bears num erous m utations. The truncated  5’ half 
pseudogenes o f A. nidulans are different — they bear 
0 to 2 changes com pared to the genes, in A. wentii and 
A. aw am ori there are 6 changes. The truncated 5’ 
pseudogenes could either be recent creations, and thus 
have accum ulated few m utations, or, as seems m ore 
probable, still be subject to the correction m echanisms 
presum ably conversion [3] which m aintain the hom o­
geneity o f the 5S rR N A  genes themselves. We believe 
th a t their form ation predates the separation o f the 
3 investigated Aspergillus species, as this type of 
pseudogene is found in all 3 species. How  were these 
pseudogenes formed? There is evidence th a t some 7SK 
R N A  pseudogenes were formed by self prim ing o f 
reverse transcrip tion by 7SK R N A  molecules [8]. We 
have no t found a structure in 5S rR N A  which would 
allow for self-priming o f an intact molecule. However, 
in all 3 species a characteristic sequence is found in 
some 5S rR N A  molecules and flanking the 5’ end o f 
26S rR N A . This sequence is probably  recognized by

Table 1
5S rR N A  gene sequence varia tion  in three species o f Aspergillus. 
V —  variable, T /C , A /G  etc —  two different nucleotides found with 
approxim ately  equal frequencies, A g and T c —  one o f all know n 
genes has the nucleotide shown with a small letter in this position.

Origin of 
sequences

Positions

1 12 23 26 54 69,70 81,82 96,97 107,108 112

A. nidulans 
A. wentii

A T/C A/G C T V,T/A A,T A/T A/T,V T c

and 
A. awamori

Ag T/C A/G C/T T/C G,A T,G C,A T,T T

a processing RN A se which liberates the 5 end o f 26S 
rR N A  from  the longer precursor transcript. If this 
sequence were recognized by a processing enzyme in 5S 
rR N A  a shorter molecule potentially capable o f 
self-priming the form ation a 5’ half 5S cD N A  would be 
formed.

W hy are all five 5’ half pseudogenes flanked by the 
non-5S rR N A  sequence which we call block C and 
which is over 60% conserved between the 3 species? 
We have been unable to detect transcripts o f the 
C sequence, and it does not code for any potential 
polypeptides. Sequences w ithout function norm ally 
are no t conserved in the process o f evolution. The 
event leading to the creation o f the truncated pseudo­
genes probably  occurred before the A. nidulans lineage 
separated from  the A. wentii and A. aw am ori lines, 
which are much m ore closely related. The 5’ halves 
underw ent correction by conversion, the C blocks 
accum ulated m utations —  for some reason very 
slowly. The other possible scenario is th a t the creation 
o f the 5’ halves occurred independently in the three 
species, and that the C block was the preferred 
integration site for these events. W hy the sequence is 
present in one copy in A. wentii and A. aw am ori and in 
10 copies in A. nidulans is a m atter for speculation.

Summing up we have found th a t sequence conser­
vation m echanism  operate in the dispersed 5S rR N A  
gene family in the genus Aspergillus, and th a t the 
sequences which rem ain constant are to  some extent 
species specific. We have also found an unexpectedly 
large num ber o f pseudogenes o f 3 different types 
— lacking part o f the 5’ coding sequence, lacking the 3’ 
half o f the 5S rD N A  and an untruncated  pseudogene 
with m utations in the whole 5S rR N A -like  sequence. 
So far m am m als have been the favorite object for

Fig 1. The secondary structure 
o f A. nidulans 5S rR N A
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pseudogene analysis, as they have a lot o f pseudogenes; 
fungi, with their small genomes, were considered to be 
relatively free from  pseudogenes, though a 5S rR N A  
pseudogene had been found in N. crassa [3]. O ur 
system o f three closely related species o f Aspergillus 
has enabled us to look at the fate o f a family of 
dispersed genes in order to check w hat mechanism  may 
operate in the m aintenance o f these sequences. It is 
worthwhile noting th a t the sequences which flank the 
5S rR N A  genes are no t conserved, and vary from gene 
to  gene, which is an indication that probably  the 5S 
rR N A  transcripts are responsible for conversion.

A rtyku ł otrzymano 18 września 1990 r.
Zaakceptowano do druku 19 września 1990 r.
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XXVI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Gdańsk, 13-15.09.1990

SPRAWOZDANIE
W dniach 13-15 września 1990 obradował w budynku Zakładów 

Teoretycznych Akademii Medycznej w Gdańsku XXVI Zjazd Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego w Gdańsku. W Zjeździe wzięło udział 375 
zarejstrowanych uczestników z kraju i 30 zaproszonych gości, w tym 12 
gości z zagranicy.

Większość uczestników Zjazdu korzystała z zakwaterowania w Domach 
Studenckich AMC, pozostali mieszkali w hotelu „HEVELTIUS” i hotelu 
Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej. Wszystkim chętnym zapew­
niono śniadania i obiady w stołówce studenckiej AMG po umiarkowanych 
cenach.

Zjazd rozpoczęła 2-godzinna sesja plenarna na której referaty wygłosili:
— prof, dr Mariusz Żydowo (Gdańsk) — „UNIWERSALNE ZNACZE­

NIE METABOLIZMU ADENYLANÓW”
— prof. dr Shi Chen (Szanghaj) — „A STUDY OF THE STRUCTURE 

AND THE EXPRESSION OF PROTOONCOGENES IN HUMAN 
PRIMARY GASTRIC CANCER”,

— prof. dr Konstancja Raczyńska-Bojanowska (Warszawa) — „PUB­
LIKOWANIE EKSPERYMENTALNYCH PRAC POLSKICH BIO­
CHEMIKÓW ”

Program naukowy Zjazdu obejmował 5 sympozjów tematycznych, a mia­
nowicie:

A. METABOLIZM I EFEKTY REGULACYJNE POCHODNYCH 
PURYNOWYCH I PIRYMIDYNOWYCH (organizator: prof, dr 
M. Żydowo),

B. BIOCHEMIA NERKI I TRANSPORT JONÓW  PRZEZ BŁONY 
(organizator: prof. dr S. Angielski),

C. MOLEKULARNE PODSTAWY OCHRONY I WYKORZYS­
TANIA EKOSYSTEMÓW MORSKICH (organizator: prof. dr K. 
Taylor),

D. HORMONALNA REGULACJA METABOLIZMU (organizator: 
prof, dr Jerzy Rogulski),

E. GLIKOKONJUGATY (organizator: prof. dr J. Kościelak).
Ponadto Sekcja Biochemii Klinicznej PTBioch, zorganizowała w ramach 
Zjazdu w sobotę dnia 15.09.1990 sympozjum „METODY IMMUNO- 
CHEMICZNE W BIOCHEMII KLINICZNEJ” (organizator: prof. dr S. 
Angielski), w którym wzięło udział około 80 osób.

W poszczególnych sympozjach tematycznych wygłoszono łącznie 17 
referatów sympozjalnych i przedstawiono ustnie 64 komunikatów. Ponad­
to w czterech sesjach obejmujących zróżnicowaną tematykę zaprezen­
towano 213 doniesień w formie plakatów.

Podczas Zjazdu odbył się konkurs dla młodych biochemików o nagrodę 
im. Włodzimierza Mozołowskiego. Konkurs przebiegał według nowego, 
zmienionego w stosunku do lat poprzednich regulaminu. Komisji konkur­
sowej przewodniczył prof, dr Leon Żelewski z Katedry i Zakładu Biochemii 
Farmaceutycznej AMG. Lauretem konkursu został dr Grzegorz Nowak 
z Katedry i Zakładu Biochemii AMG, który przedstawił pracę p.t. 
„IZOLACJA I MECHANIZMY REGULACYJNE DEAMINAZY
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AMP Z MIĘŚNIA GŁADKIEGO MACICY KROWY”. Laureat został 
uhonorowany pamiątkową akwafortą przedstawiającą Ratusz Głównego 
Miasta w Gdańsku i czekiem na kwotę 1.000.000 zł (jeden milion złotych). 
Wyróżnienia w Konkursie otrzymali ponadto kol. Katarzyna Kwiatkows­
ka z Warszawy i Grzegorz Bukato oraz Ryszard Smoleński z Gdańska. 
Ogłoszenie wyników Konkursu i uroczyste w'ręczenie Nagrody im. Włodzi­
mierza Mozołowskiego odbyło się w drugim dniu Zjazdu w sali wykładowej 
imienia Profesora.

Obradom zjazdu towarzyszyła wystawa sprzętu laboratoryjnego, apara­
tury, odczynników i leków w której wzięły udział 28 firmy krajowe 
i zagraniczne.

W przeddzień Zjazdu odbyło się posiedzenie Zarządu Głównego 
PTBioch., a w godzinach wieczornych koktail powitalny w KLUBIE 
„M EDYK” na terenie Osiedla Akademickiego z udziałem około 80 
zaproszonych osób.

W pierwszym dniu Zjazdu w godzinach wieczornych (20°°-2300) odbyło 
się spotkanie towarzyskie na statku Żeglugi Gdańskiej n-s „SZAFIR” 
odbywającym rejs na Zatokę Gdańską. W spotkaniu wzięło udział około 
180 osób. Goście bawili się znakomicie, a tańce na statku przeciągały się dla 
niektórych aż do godzin rannych.

Wieczór w drugim dniu Zjazdu wypełnił koncert muzyki barokowej 
w wykonaniu oryginalnego zespołu wokalno-instrumentalnego Capella 
Gedanensis. Koncert odbył się w zabytkowych wnętrzach dawnego Pałacu 
Opatów na terenie Parku Oliwskiego. Koncertowi przysłuchiwało się około 
90 uczestników Zjazdu i zaproszeni goście. Wszyscy byli pod silnym 
wrażeniem oryginalności i poziomu instrumentalnego i wokalnego zespołu, 
jak również muzealnych wnętrz zabytkowego Pałacu.

W sobotę dnia 15.09.1990 organizatorzy przygotowywali szereg wycie­
czek po Trójmieście i okolicach na które niestety nie było zbyt wielu 
chętnych. Największym zainteresowaniem cieszyła się całodzienna wyciecz­
ka do Fromborka połączona ze zwiedzaniem Katedry i Muzeum Koper­
nika.

Zjazd finansował się sam nie korzystając z żadnych dotacji ze strony 
Towarzystwa Biochemicznego ani Polskiej Akademii Nauk. Koszty or­
ganizacji Zjazdu zostały pokryte w 52% z dochodów z wystawy i reklam, 
oraz w 24% z dotacji pieniężnych od sponsorujących firm z terenu 
Wybrzeża i w pozostałych 24% z wpisowego wniesionego przez uczest­
ników. Ponadto Zjazd korzystał z pomocy licznych instytucji spon­
sorujących, które świadczyły nieodpłatnie lub po zniżonej cenie liczne 
usługi na rzecz Zjazdu (udostępnienie sal wykładowych, transport, papier, 
druk etc.).

W rozliczeniu finansowym organizacji Zjazdu pozostaje pewna nadwyż­
ka finansowa, którą Komitet Organizacyjny chciałby przeznaczyć na 
wsparcie finansowe redakcji LISTÓW oraz prac przygotowawczych do 
następnego Zjazdu organizowanego w roku 1991 w Lublinie, w tym 
ufundowanie w Lublinie Nagrody im. Włodzimierza Mozołowskiego.

Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego 
Przewodniczący Oddziału PTBioch w Gdańsku 

prof. dr Wiesław Makarewicz
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I. Wstęp
G enetyka klasyczna wykorzystuje mutagenezę 

w w arunkach in vivo w badaniach lokalizacji i funkcji 
genów. Zwiększenie częstości m utacji spontanicznych, 
niezbędne w tych badaniach, osiągane jest dzięki 
stosow aniu m utagenów  chemicznych, prom ieniow a­
nia ultrafioletow ego lub jonizującego. M utacje in­
dukow ane w genomie charakteryzują się w pewnym 
uproszczeniu rozkładem  losowym a selekcje m utantów  
prow adzi się na podstaw ie zm ian fenotypowych. P re­
cyzyjne przypisanie poszczególnych zm ian fenotypo­
wych zm ianom  w genomie pozostaje jednak  sprawą 
bardzo skom plikow aną.

K lonow anie genów i inne techniki współczesnej 
biologii m olekularnej umożliwiają prow adzenie anali­
zy m utacyjnej wielu genów poza ich naturalnym  
środowiskiem. W śród m etod m utagenezy in vitro 
wyróżnia się mutagenezę ukierunkow aną pozw alającą 
na osiąganie zaprogram ow anych, ściśle określonych 
zm ian w strukturze genu o znanej sekwencji nuk- 
leotydów i m utagenezę chemiczną, k tó ra  m a charak ter 
mniej specyficzny. M etody te um ożliwiają precyzyjne 
powiązanie zmian w budowie genów lub produktów  
ich ekspresji ze zm ianam i w ich funkcji.

Znaczenie m utagenezy in vitro w badaniach kwasów 
nukleinowych i białek ciągle w zrasta. Obecnie, po 
upływie dziesięciu lat od w prow adzenia tej metody, 
nie sposób już zliczyć wszystkich jej zastosow ań, a tym 
bardziej dokonać ich pełnego przeglądu. Znacznie

1 m gr,2 doc. dr hab.: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN 
61-704 Poznań ul. Noskowskiego 12/14

* aktualny adres: Abteilung fur Forstgenetik und Forstpf- 
lanzenzuechtung, Universität Goettingen 3400 Goettin­
gen, Buesgenweg 2

zwiększyła się też różnorodność i efektywność stoso­
wanych technik mutagenezy. Zagadnienia te dyskuto­
wano w kilku opracow aniach przeglądowych [1-8], 
wyczerpujących tem at w zróżnicowanym  stopniu i nie 
obejmujących osiągnięć m etodycznych ostatnich kilku 
lat.

Celem tego artykułu  jest przedstawienie różnych 
technik stosowanych w mutagenezie in vitro, ocena ich 
efektywności oraz zakresu zastosow ań. Opisane będą 
kolejno m etody mutagenezy chemicznej sterowanej 
oligonukleotydam i, kasetowej oraz osiąganej przez 
częściową lub całkow itą syntezę genu.

II. Mutageneza chemiczna
Wiele związków chemicznych m odyfikuje specyficz­

nie reszty zasad purynowych i pirym idynowych 
w D N A  [6, 9-11]. M odyfikacje te często indukują 
zm iany w parow aniu zasad, co w konsekwencji p row a­
dzi do utw orzenia zm utow anych cząsteczek DNA . 
Zestawienie najczęściej stosowanych m utagenów  che­
micznych wraz z ich k ró tką charakterystyką zawiera 
tabela 1.

Isto tną spraw ą jest sposób przygotow ania badane­
go D N A  do mutagenezy. Trzy reprezentatyw ne pode­
jścia stosowane w mutagenezie chemicznej przedsta­
wione są na rycinie 1.

Pierwsze z nich polega na wydzieleniu badanego 
odcinka D N A  ze zrekom binow anego plazm idu po 
wycięciu enzymami restrykcyjnymi i poddaniu  go 
chemicznej m odyfikacji na przykład kwasem azoto­
wym lub hydroksyloam iną. Zm odyfikow any fragm ent 
wprow adzany jest ponownie do plazm idu, którym  
transform ow ane są kom órki bakteryjne [12-14]. Po­
nieważ selektywne wydzielenie badanego, najczęściej 
dość krótkiego, fragm entu D N A  z plazm idu może 
nastąpić jedynie w przypadku korzystnego rozkładu 
miejsc restrykcyjnych, m etoda ta nie znalazła szer­
szego zastosow ania, również z pow odu niskiej wydaj­
ności reakcji w prow adzania zm odyfikowanego frag­
m entu do w ektora. Jednakże tę trudność m ożna 
pokonać hybrydyzując badany fragm ent restrykcyjny 
z jednoniciow ą form ą zrekom binow anego D N A  i syn­
tetyzując enzymatycznie pełną drugą nić [15].

Kolejnym  sposobem  przeprow adzenia mutagenezy 
chemicznej jest miejscowe odsłonięcie badanego od­
cinka D N A  i jego m odyfikacja odczynnikiem specyfi­
cznym dla pojedynczej nici, zazwyczaj w odorosiar-
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Tabela 1
C harakterystyka odczynników  stosow anych w m utagenezie chem i­
cznej

Odczynnik Rodzaj m odyfikacji
W ywoływane 

m utacje * L iteratu ra

kwaśny
siarczyn
sodu

dezam inacja 

dC  -> dU
C -> T

10,16
17,29

30

hydroksy­
loam ina

substytucja grupy 
aminowej 

hydroksylam inow ą 
w dC

C -»■ T 13,31

hydrazyna

otwarcie pierścienia 
pirym idynowego 

w dT  i dC

T C 
T -* G 
C -> T

23,28
32

kwas
m rów kow y

hydroliza wiązania 
N-glikozydow ego 

(depurynacja)

G  -> T 
A -► T 
G  -+ C

23
33-36

kwas
azotaw y

dezam inacja 
dC  -*■ dU  

dG  -> dX 
dA -► dH X

C -* T 

A -► G

15,23

37

izolacja mafego fragmentu 
restrykcyjnego

chem iczna m odyfikacja

1. endonukteaza
2. egzonukleaza

chemiczna m odyfikacja, 
dobudowa drugie j nici

1. chemiczna m odyfikacja
2. po lim eraza
3. ligaza wycięcie badanego 

odcinka DNA 
w łączenie do wektora

ł

t ra n s fe k c ja
tra n s fo rm a c ja

i
se lekc ja  mutantów

*) najczęściej obserwow ane

czynem sodu [16]. Dwuniciowy D N A  zawierający 
krótki odcinek jednoniciowy m ożna otrzym ać en­
zymatycznie [17]. Stosowane są w tym celu najczęściej 
kontrolow ane traw ienia odpowiednią restryktazą i eg- 
zonukleazą na przykład Exo III [18, 19]. Fragm ent 
D N A  poddaw any m utagenezie może też stanowić 
pętlę delecyjną lub pętlę nie parującą z wektorem  [17]. 
Zm odyfikow any jednoniciowy odcinek D N A  uzupeł­
niany jest następnie do formy dwuniciowej polim erazą 
D N A  i łączony z wektorem  za pom ocą ligazy D N A  
[20-22]. Poważnym  ograniczeniem m etody, w której 
stosowany jest niemal wyłącznie w odorosiarczyn so­
du, jest możliwość uzyskania m utacji polegających 
jedynie na zam ianie par C-G  w pary T-A (Tabela 1).

Trzecią strategią, w której m utagenezie poddaw ana 
jest jednoniciow a form a rekom binanta fagowego re­
prezentuje m etoda opisana przez M eyersa i M aniatisa 
[23]. Zm odyfikow any D N A  parow any jest z oligonuk- 
leotydowym  „prim erem ” używanym standardow o do 
enzymatycznego sekwencjonowania w układzie faga 
M l 3 [21-25], W ydłużanie prim era odw rotną trans- 
k ryptazą prow adzi do utw orzenia dwuniciowego 
D N A . O dw rotna transkryptaza wirusa AM V w p o ró ­
wnaniu z innymi polim erazam i D N A  charakteryzuje 
się większą zdolnością tworzenia drugiej nici D N A  na 
zm odyfikowanych m atrycach. Z większą częstotliwoś­
cią w prow adza też pożądane m utacje związane z m o­
dyfikacją zasad [23]. W kolejnym etapie odcinek D N A  
izolowany jest z replikatywnej formy rekom binanta

Ryc. 1. Trzy sposoby prow adzenia m utagenezy chemicznej polega­
jące na  chemicznej m odyfikacji: A -izolow anego fragm entu 
restrykcyjnego, B-jednoniciowgo fragm entu zrekom bino- 
wanego plazm idu, C-jednoniciowej form y rekom binanta  
fagowego.

fagowego za pom ocą enzymów restrykcyjnych i w łą­
czany do niem odyfikowanego w ektora, którym  trans­
form ow ane są kom órki bakteryjne. Zm utow ane frag­
m enty rozdzielane są elektroforetycznie, wykorzystuje 
się przy tym ich zróżnicow aną zdolność do denaturacji 
na żelach z gradientem  czynnika denaturującego [26, 
27]. Technika ta pozw ala na rozdzielenie odcinków 
zm utow anego D N A  różniących się zaledwie jedną 
parą zasad, co w ykazano sekwencjonując poszczegól­
ne frakcje D N A  [23, 28].

Końcowym  etapem  procesu m utagenezy jest wy­
krycie m utantów . Jeżeli m utacje spowodowały zm iany 
fenotypowe, wstępna selekcja może zachodzić na tej 
podstawie. W przypadku m utacji nie ujawniających się 
fenotypow o określenie miejsca i rodzaju m utacji wy­
krywa się poprzez sekwencjonowanie D N A .

We wszystkich przedstaw ionych m etodach stosow a­
nia m utagenezy chemicznej analizow any jest jedynie 
niewielki odcinek D N A  będący na przykład elemen­
tem regulatorow ym  lub fragm entem  genu struktury. 
Stosując omówione techniki otrzym uje się przeważnie 
spektrum  m utacji zlokalizow anych w badanym  frag­
mencie. Jest to  korzystne, gdy badania zakładają 
utworzenie biblioteki m utantów . Krytycznym etapem  
w podejściu chemicznym jest wyszukiwanie okreś­
lonych m utantów , często spośród wielu setek różnych
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klonów. W iąże się to zazwyczaj z ogrom nym  n a ­
kładem  pracy przy sekwencjonowaniu DNA .

III. Mutageneza sterowana 
przez oligonukleotydy

Zbiór technik opisanych w tym rozdziale umożliwia 
precyzyjne wprow adzenie zaprogram ow anych zmian 
do sekwencji badanego D N A  za pom ocą syntetycz­
nych oligonukleotydów . M ożliwe jest uzyskanie sub­
stytucji zasad, insercji oraz delecji. M utacje te m ogą 
być w prow adzone pojedynczo lub łączone w różnych 
kom binacjach (Ryc. 2).

Ryc. 2. Trzy typy m utacji osiągane za pom ocą syntetycznych 
oligonukleotydów . A -pojedyńcza m utacja  typu substy tu­
cji: a-m utageniczny oligonukleotyd, b-jednoniciowy m at­
rycowy D N A , c-m utageniczna zasada. B -M utacja typu 
delecji: d-fragm ent ulegający delecji. C -M utacja typu inser­
cji: e-fragm ent ulegający insercji. D -K om binacja  dwóch 
m utacji typu substytucji zasad delecji fragm entu  m at­
rycowego D N A .

D o w prow adzenia pojedynczej mutacji typu sub­
stytucji wystarcza użycie oligom eru składającego się 
z 15-20 nukleotydów  [38, 39]. Stosując mieszaninę 
oligomerów tej długości m ożna uzyskać wiele sub­
stytucji zasad w jednym  doświadczeniu [40,41]. W celu 
uzyskania insercji lub delecji stosowane są zazwyczaj 
nieco dłuższe oligonukleotydy [42-44]. Stwierdzono, że 
długość odcinków D N A  ulegających delecji w stosun­
ku do długości oligonukleotydów  koniecznych do 
wprow adzenia tej m utacji może być bardzo duża. Za 
pom ocą odcinków D N A  o długości 18 i 21 nuk­
leotydów uzyskano 1000-nukleotydowe delecje [45, 
46]. Insercje natom iast m ają wielkość ograniczoną 
długością oligonukleotydu m utagenicznego [43-47].

Oligonukleotydy wykorzystywane w m utagenezie 
posiadają sekwencję kom plem entarną do badanego 
fragm entu D N A  z wyjątkiem  zasady wprowadzającej 
m utację lub fragm entu, k tóry  m a ulegać insercji lub 
delecji (Ryc. 2). N ieparująca się zasada um ieszczana 
jest w dostatecznej odległości od końca 3’-oligomeru, 
najlepiej w jego środku [38, 48]. Celem takiego po ­

stępow ania jest ochrona nukleotydu w prow adzające­
go m utację przed usunięciem z oligomeru, co m ogłoby 
być wynikiem egzonukleazowej aktywności 3’-5’ frag­
m entu Klenow a polimerazy I D N A , katalizującego 
syntezę drugiej nici DN A . D la podniesienia w ydajno­
ści syntezy stosuje się niekiedy dłuższe oligomery, 
tworzące trwalsze kom pleksy z m atrycą oraz nadm iar 
oligonukleotydu w stosunku do m atrycy [49, 50]. 
Isto tną sprawą jest też zapewnienie specyficzności 
procesu hybrydyzacji. D ostępne program y kom pute­
rowe [51, 52] umożliwiają szybkie sprawdzenie stopnia 
niepożądanego tworzenia kom pleksów mutagenicz- 
nych oligonukleotydów  z innymi regionam i badanego 
DN A . Testem eksperym entalnym  na specyficzność 
parow ania jest sekwencjonowanie badanego fragm en­
tu D N A  z wykorzystaniem  oligonukleotydu m utage­
nicznego jako  prim era sekwencyjnego [39, 53, 54],

D obór w ektora, w którym  znajdzie się badany D N A  
w trakcie m utagenezy, zależny jest od planów  dalszego 
w ykorzystania zm utowanych cząsteczek D N A . Stoso­
wane są w ektory jednoniciowe i dwuniciowe, pochod­
ne fagowe oraz plazmidowe. W ektory fagowe są 
najczęściej pochodnym i D N A  faga M l3, na przykład 
M 13m pl8 lub M 13m pl9 [25, 55]. W ektory te niosą 
m arker genetyczny, gen galaktozydazy i umożliwiają 
łatwe, fenotypowe wyszukiwanie rekom binantów . P o ­
siadają też dużo unikatow ych miejsc restrykcyjnych 
zgrom adzonych w krótkim  fragmencie D N A , umiesz­
czonym w sekwencji kodującej enzym markerowy. 
W ykorzystanie plazm idów jako  wektorów  w m utage­
nezie m a tę zaletę, że większość m anipulacji rekom- 
binacyjnych w ykonywana jest w plazm idach. Służą 
one również jako  wektory w badaniach ekspresji 
genów. W ystąpienie mutacji m ożna także potwierdzić 
bez konieczności przenoszenia badanego D N A  do 
w ektora M l3, sekwencjonując bezpośrednio dwuni- 
ciowy, plazm idowy D N A  [56, 57].

Różne stosowane kom binacje w ektorów  i prim erów 
oligonukleotydow ych, a także dalszy przebieg procesu 
m utagenezy przedstawia ryc. 3.

Do m utagenezy sterowanej oligonukleotydam i ko­
nieczne jest przygotow anie badanego odcinka D N A  
w formie jednoniciowej. Zatem  gen zaw arty w plaz­
midzie musi być również doprow adzony do takiej 
postaci. Jednym  z rozwiązań jest całkowite usunięcie 
jednej nici plazm idu [58]. Procedura polega na selek­
tywnej hydrolizie jednej nici endonukleazą restrykcyj­
ną lub DN Azą I w obecności brom ku etydyny [29, 59], 
gdyż w takich w arunkach D N A  jest substratem  dla 
egzonukleazy Exo III. Po traw ieniu tym enzymem 
pozostaje jednoniciow a cząsteczka D N A  [60, 63].

Pewną odm ianą powyższej m etody jest częściowe, 
kontrolow ane trawienie Exo III, które pow oduje luki 
w jednej z nici D N A  [64, 65]. Jednoniciowe odcinki 
D N A  m ożna też utworzyć poprzez hybrydyzację plaz­
midowego, zrekom binowanego D N A  przeciętego 
w pewnej odległości od miejsca dołączenia badanego 
genu z D N A  samego plazm idu przeciętym w miejscu
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Ryc. 3. R óżne sposoby przygotow ania m atrycy D N A  do m utagene- 
zy sterowanej oligonukleotydam i i techniki prow adzenia 
m utagenezy.

insercyjnym [66-68]. M ożna też utworzyć tak  k ró tką 
jednoniciow ą lukę w dwuniciowym D N A , że m utage- 
niczny oligonukleotyd wypełnia ją  w całości [69, 70]. 
Dwuniciowy D N A  zawierający fragm ent jednonicio- 
wy m ożna również przygotow ać z fagowego D N A . 
K onstrukcja takiego układu polega na hybrydyzacji 
kolistego zrekom binow anego fagowego D N A  z du ­
żym fragm entem  restrykcyjnym w ektora fagowego 
[71-73]. O pisano też technikę w której dwuniciowy 
„kolisty” D N A  poddaw any jest jedynie denaturacji 
i hybrydyzacji z jednym  lub dwom a oligonukleotyda­
mi [74]. Podejście to jest eksperym entalnie bardzo 
proste, prow adzi jednak  do niskiej wydajności m u ta­
genezy.

Stosując opisywane techniki parow ano z m atrycą 
jeden [39, 58] lub dwa [42, 74] „prim ery” . Zabieg 
w prow adzania drugiego oligonukleotydu służy zwięk­
szeniu wydajności mutagenezy. Przyspiesza on tworze­
nie drugiej nici, której synteza rozpoczyna się w dwóch 
miejscach i chroni oligonukleotyd m utageniczny przed 
usunięciem z m atrycy [6, 7, 42, 74],

Po etapie hybrydyzacji we wszystkich odm ianach 
m etody oligonukleotyd jest wydłużany enzymatycznie 
do postaci pełnej drugiej nici. Stosowane są w tym celu 
polim erazy D N A , głównie fragm ent K lenow a polime- 
razy I D N A  [39, 75], a od niedaw na także polim eraza 
D N A  faga T4 [76]. Enzym ten w znacznie mniejszym 
stopniu pow oduje usuwanie prim era z matrycy, um oż­
liwiając w ten sposób nawet dw ukrotny wzrost w ydaj­

ności mutagenezy [77, 78], Opisano też przykłady 
bezpośredniej kotransform acji kom órek bakterii lub 
drożdży za pom ocą jednoniciowego m atrycowego 
D N A  i oligonukleotydu mutagenicznego [79, 80]. 
Innym , nie przedstawionym  na ryc. 3, podejściem jest 
technika w prow adzona przez N  o r r i s a [81], w której 
dwuniciowy fragm ent restrykcyjny zawierający m uta­
cję indukow aną za pom ocą dwóch prim erów  jest 
przenoszony z w ektora fagowego do plazmidowego, 
co w rezultacie w istotny sposób zwiększa wydajność 
mutagenezy.

Po izolacji D N A  z transform ow anych kom órek 
otrzym uje się zarów no cząsteczki zm utow ane jak  
i typu dzikiego. Kolejnym  etapem  jest selekcja m u tan ­
tów. K ryterium  selekcji stanowić m ogą zm iany fenoty- 
powe w m utantach, o czym w spom niano w poprze­
dnim rozdziale. Sytuacje takie w ystępują jednak dość 
rzadko, podobnie jak  pojaw ianie się lub likwidacja 
w wyniku mutacji miejsca restrykcyjnego, którego 
wykorzystanie m ogłoby stanowić podstaw ę selekcji 
[60, 82, 83]. Częściej stosow ana jest hybrydyzacja 
wyizolowanego D N A  ze znakow anym  oligonukleoty- 
dem m utagenicznym  [39, 42, 58]. Ostateczne potw ier­
dzenie wystąpienia i specyficzności m utacji osiągane 
jest po sekwencjonowaniu D N A .

M aksym alna teoretyczna wydajność m utagenezy 
prow adzonej technikam i opisanym i powyżej może 
wynosić jedynie 50%, ponieważ m utację zawiera tylko 
jedna nić cząsteczki, k tó rą  transform ow ane są bak ­
terie, zatem po replikacji D N A  w kom órkach, tylko 
połow a cząsteczek potom nych może być zm utow ana. 
W praktyce wydajność m utagenezy waha się w zależ­
ności od wybranej m etody od kilku [39] do ponad  40% 
[79, 81]. Przyczyny zaniżonej wydajności tworzenia 
m utantów  m ogą być bardzo różne. Należą do nich: 
m ała efektywność parow ania prim era z m atrycą, usu­
wanie prim era (głównie przez polimerazę D N A ), niska 
wydajność transfekcji lub transform acji, usuwanie 
m utagenicznego nukleotydu przez systemy naprawcze 
kom órki, czy też letalny efekt m utacji. N a wydajność 
m utagenezy m a również wpływ stechiom etria procesu, 
tak  na etapie hybrydyzacji prim era, jak  i wydłużania 
oraz cyklizacji drugiej nici D N A . Dotyczy ona stopnia 
nadm iaru  prim era m utagenicznego w stosunku do 
m atrycy, jak  również względnych ilości polimerazy 
i ligazy [6, 78],

Próby optymalizacji poszczególnych etapów  proce­
su przynosiły niekiedy znaczny wzrost wydajności 
m utagenezy [79, 81], w większości przypadków  pozos­
tawała ona jednak dość odległa od wartości teoretycz­
nej. Pojawiło się więc kilka nowych koncepcji p row a­
dzenia mutagenezy, których wspólną cechą jest dąże­
nie do biologicznej dezaktywacji lub usunięcia nie- 
zm utowanej nici m atrycy, co podnosiłoby teoretyczną 
wydajność procesu do 100%. A ktualnie znanych jest 
pięć technik w prow adzania pożądanej asymetrii po ­
między dwie nici DN A . Zostały one zestawione w ta ­
beli 2.
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Tabela 2
Sposoby osiągania asym etrii nici w heterodupleksie D N A , polegają­
ce na usuw aniu lub dezaktyw acji nici niezm utow anej

R odzaj asym etrii nici Z asada  eliminacji 

nici niezm utow anej

m etylow ana / niem etylow ana systemy napraw cze

aktyw na / kodon  am ber m utacja nonsensow na

Eco K  / Eco B restrykcyjna —  m odyfikacja

a-S-dN T P / dN T P endonukleaza restrykcyjna

tym ina / uracyl glikozylaza uracylow a

Trzy spośród powyższych technik przedstaw iono 
schematycznie na ryc. 4. Pierwsza z nich (A) [78, 84, 85] 
posługuje się D N A  uzyskanym  z kom órek E.coli, k tóre 
na skutek odpowiednich m utacji pozbaw ione zostały 
enzymów dU TP-azy i uracylo-N-glikozylazy (.E.coli 
du t— ung- ). Brak dU TP-azy, enzymu hydrolizującego 
trój fosforan dezoksyurydyny powoduje podwyższenie

Transfekc ja  
E .co li duf~ung~ 

*

Eco K

Nci I

dNTP S
polim eraza
ligaza

ł
U T ra n s fe k c ja  

E .c o li r*m *

'U '

parowanie z mutagenicznym
prim erem

( j
U u

synteza drugie j 
n ici

t

Eco B

Egzonukleaza

I

T ransfekc ja  
E .c o li dut*ung*

I

Transfekcja 
E. c o li r* r* po lim e raza

ligaza

ł

Eco K

Ryc. 4. M etody osiągania dodatkow ej asym etrii w heterodupleksie 
D N A  polegające na  w prow adzeniu: A-reszt uracylu do nici 
niezm utow anej, B-miejsc restrykcyjnych w kom binacji ze 
szczepami bakteryjnym i zdolnym i lub niezdolnym i do ich 
restrykcji, C -tiofosforanów  nukleozydów  do nici zaw ierają­
cej m utację.

stężenia dU T P  w kom órce przez co może on kon­
kurow ać z dT T P w syntezie DN A . Uracylo-N-glikozy- 
laza jest enzymem systemu naprawczego odpow iedzia­
lnym za usuwanie z D N A  reszt uracylu. D N A  p o ­
chodzący z kom órek, w których b rak  obu enzymów, 
zawiera niewielką ilość nukleotydów  urydynowych 
w miejsce tymidynowych. Po hybrydyzacji m utageni- 
cznego oligonukleotydu z tak  przygotow aną m atrycą 
następuje etap enzymatycznego w ydłużania prim era 
do postaci heterodupleksu. N ow o pow stała nić nie 
zawiera reszt uracylowych lecz tym idyno we. T ransfor­
m acja kom órek E.coli nie pozbaw ionych w spom nia­
nych aktywności enzymatycznych pow oduje usuwanie 
uracylu z nici m atrycy, a przez to powstawanie miejsc 
apirym idynowych. U szkodzona nić jest m ało aktyw na 
biologicznie i w zestawieniu z nicią zm utow aną niepo­
rów nanie słabiej ulega ekspresji. Średnia wydajność 
tworzenia m utantów  wynosi w tej metodzie ponad  
50%, a w optym alnych w arunkach przekracza 90% 
[78].

D ruga technika (B) przedstaw iona na ryc. 4B polega 
na jednoczesnym  zastosow aniu oligonukleotydu mu- 
tagenicznego i selekcyjnego [86, 87], Prim er selekcyj­
ny, będący w istocie również prim erem  m utagenicz­
nym, po włączeniu do nowo tworzonej nici hetero­
dupleksu zmienia sekwencję rozpoznaw aną przez re- 
stryktazę EcoB na sekwencję rozpoznaw aną przez 
EcoK, podczas gdy drugi oligonukleotyd m utage- 
niczny, wywołuje jednocześnie pożądaną m utację 
w badanym  genie. Sekwencja rozpoznaw ana przez 
restryktazę EcoK  w prow adzona została uprzednio do 
wektorów  M 13m pl8 i M 13m pl9 w postaci kasety 
selekcyjnej.
W  wyniku transform acji linii kom órkowej E.coli z ak ­
tywną restryktazą EcoK  heterodupleksem , w którym  
nić m atrycy posiada sekwencję rozpoznaw aną przez 
EcoK , a nić zm utow ana sekwencję dla EcoB, ta 
pierwsza będzie ulegała restrykcji, natom iast w stanie 
biologicznie czynnym pozostanie nić zm utow ana. S to­
sując przemiennie prim ery selekcyjne i linie k o ­
m órkow e EcoK  lub EcoB m ożna w prow adzać kolejno 
szereg m utacji do badanego D N A . Techniką tą uzys­
kuje się m utanty  z wydajnością około 70%.

Kolejne podejście (C) z zastosow aniem  restryktaz 
(Ryc. 4C) wykorzystuje właściwości niektórych en­
zymów restrykcyjnych (np. Nci I, Ava I, Ava II, Ban 
II) polegające na ham ow aniu zdolności enzymu do 
restrykcji wobec tiofosforanów  nukleozydów w sek­
wencji rozpoznaw anej [89-92]. N ić D N A  zawierająca 
m utageniczny oligonukleotyd jest syntetyzow ana 
w obecności czterech nukleozydotrifosforanów , w tym 
jednego dołowanego. Po połączeniu końców  nowo 
utworzonej nici przeprow adzane jest trawienie od­
pow iednią restryktazą, k tó ra  hydrolizuje wyłącznie 
nietiolow aną nić matrycy. N astępnym  etapem  jest 
reakcja z egzonukleazą (Exo III, T7 lub X), k tóra 
prow adzi do usunięcia części pękniętej nici. Proces ten 
przebiega w kontrolow any sposób, tak  aby odsłonięty
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został fragm ent D N A  zawierający m utację. Powstała 
luka wypełniona jest enzymatycznie za pom ocą frag­
m entu Klenow a lub polim erazy D N A  faga T4 i w wy­
niku ligowania następuje utworzenie w pełni zm uto­
wanego hom odupleksu. Średnia wydajność m etody 
wynosi 80% [90, 91].

W  innej metodzie, (D) nie przedstawionej na ryc. 4, 
wykorzystywano aktywność systemu naprawczego, 
istniejącego w kom órkach E.coli, k tóry usuwa prefe­
rencyjnie niesparow ane zasady z niem etylowanego 
D N A , wykazując znacznie osłabioną aktywność w sto­
sunku do nici m etylowanych [93]. U tw orzono taki 
heterodupleks D N A , w którym  nić m atrycy była 
niem etylowana, a nić zawierająca m utageniczny oligo- 
nukleotyd m etylowana. W rezultacie w prow adzenia 
takiego układu  do kom órek E.coli, uprzywilejowanej 
ekspresji ulegała nić D N A  zawierająca m utację [94, 
95].
Silną selekcję m utantów  uzyskano także wykorzys­
tując kodony nonsensowne (E) [7, 8, 86]. S konstruo­
wano heterodupleks D N A , w którym  tylko nić zawie­
rająca m utageniczny oligonukleotyd nie posiadała 
m utacji am ber w genach istotnych dla funkcjonow ania 
wektora. Transfekcja kom órek E.coli pozbawionych 
supresorów am ber prow adziła do wybiórczej ekspresji 
nici zawierającej pożądaną m utację [86, 96, 97],

Przedstawione powyżej techniki m utagenezy, w pro­
wadzające asym etrię dwu nici D N A , um ożliwiają 
uzyskiwanie m utan tów  z wysoką wydajnością, co 
pozw ala na ich selekcję bezpośrednio po sekwenc- 
jonow aniu. Techniki te nie są jednak  pozbawione 
istotnych wad. N ależą do nich: dość duża pracochłon­
ność, konieczność dysponow ania specyficznymi szcze­
pam i bakteryjnym i, lub konieczność specjalnego przy­
gotow ania w ektora.

IV. Mutageneza kasetowa
Zasada tej m etody m utagenezy, przedstaw iona na 

ryc. 5, jest bardzo prosta i polega na wymianie 
analizowanego fragm entu genu ograniczonego dw o­
m a unikatow ym i miejscami restrykcyjnymi, na syn­
tetyczny dupleks zawierający pożądaną m utację czy

traw ien ie restryktazami| 

A i

c £ Z Z P

r T ?  -
SYNTETYCZNA
KASETA ligowanie

TYP DZIKI

1 TRANSFORMACJA
2 IZOLACJA DNA
3 SEKWENCJONOWANIE MUTANT

Ryc. 5. O gólny schem at przebiegu m utagenezy kasetowej. 

10

zespół m utacji. M etoda może być stosow ana wyłącz­
nie do dwuniciowych D N A  i pozw ala na uzyskiwanie 
substytucji zasad, insercji lub delecji z wydajnością 
sięgającą 100%.

M iejsca restrykcyjne wykorzystywane w m utagene- 
zie kasetowej nie powinny znajdow ać się w odległości 
mniejszej niż 10 par zasad z uwagi na m ogące wystąpić 
trudności z ilościowym usunięciem fragm entu na tu ra l­
nego genu. N ie powinny też być oddalone bardziej niż 
o 100 pz ze względu na wysokie koszty chemicznej 
syntezy D N A . W  sytuacjach gdzie miejsca restrykcyjne 
użyteczne dla m utagenezy kasetowej obejm ują dłuższy 
odcinek D N A  niż fragm ent, k tóry  m a być poddany 
analizie m utacyjnej, dobrym  rozwiązaniem  jest po ­
dzielenie kasety na część stałą, syntetyzowaną jedno­
razowo, oraz zm ienną, zawierającą każdorazow o no ­
we m utacje [98-101].

O bok kryterium  odległości pom iędzy miejscami 
restrykcyjnym i istotne są rodzaje końców pozostaw io­
nych w plazmidzie w wyniku usunięcia fragm entu 
naturalnego D N A . Pożądane jest, aby obydwa en­
zymy pozostaw iały w D N A  lepkie końce, o struk ­
turach wykazujących znikom ą tendencję do wzajem­
nych oddziaływań kom plem entarnych [102,103]. U ży­
cie pary restryktaz generujących tępe końce nie m a 
praktycznego zastosow ania z uwagi na znacznie niższą 
efektywność ligowania insertu D N A  i jego w ystępow a­
nie w dwóch orientacjach.

W arunek wystąpienia dwu blisko leżących miejsc 
restrykcyjnych w analizowanej części sklonowanego 
genu, nie posiadających pow tórzeń w jego innych 
częściach i w w ektorowym  D N A , jest zwykle bardzo 
trudny do spełnienia. Nie oznacza to  jednak, że 
zastosow ania m utagenezy kasetowej ograniczają się 
do nielicznych przypadków  korzystnego rozmieszcze­
nia miejsc restrykcyjnych w plazmidzie [99, 101, 104]. 
Pożądane miejsca restrykcyjne m ożna utworzyć jedną 
z m etod opisanych w rozdziale III. W sytuacji gdy 
badana sekwencja koduje białko, możliwe jest w pro­
wadzenie „cichych” m utacji. Polega to na utw orzeniu 
w tzw. potencjalnych miejscach restrykcyjnych n o ­
wych sekwencji poprzez zam ianę jednej lub dwóch 
zasad. Sekwencje te, nie zmieniając właściwości kodu­
jących D N A , są rozpoznaw ane przez odpowiednie 
restryktazy [103, 105, 106]. D o wyszukiwania po ten­
cjalnych miejsc restrykcyjnych służą przygotow ane 
w tym celu program y kom puterow e [107, 108]. Sche­
m at eksperym entu, w którym  najpierw za pom ocą 
m utagenicznego oligonukleotydu utw orzono obydwie 
unikatow e sekwencje rozpoznaw ane, a następnie wy­
korzystano je w mutagenezie kasetowej, przedstaw io­
ny jest na Ryc. 6. W eksperymencie tym jeden z kodo- 
nów m etioniny w genie białka subtylizyny zastępow a­
no kodonam i dla pozostałych 19-tu am inokwasów 
[103].

Syntetyczna kaseta zawierać może pojedyncze m u­
tacje [98, 102] lub ich większą ilość w miejscu jednej 
zasady, na krótkim  odcinku D N A  np. kodonie [103,
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i-AlaTyrAsnGlyThrSerMetAlaSerProHisValAlaGlyAlaAla- (1) 

5'-GCGTACAACGGTACGTCAATGGCATCTCCGCACGTTGCCGGAGCGGCTGC-3’

2 2 2

( 2 )
3'-CGCATGTTGCCATGCAGTTACCGTAGAGGCGTGCAACGGCCTCGCCGACG-5'

5'-GTACAACGGTACCTCA- CGCACGCTGCAGGAGCGGCTGC-3' (3)

delecja 
10 pz

Kpn I Pst I
l  * * 4 . *

5 ' -GCGTACAACGGTACCTCA-----------CGCACGCTGCAGGAGCGGCTGC-3 '
3 1-CGCATGTTGCCATGGAGT-

(4)
-GCGTGCGACGTCCTCGCCGACG-5'

5 *-GCGTACAACGGTAC
3 *-CGCATGTTGCp

hydroliza 
Kpn I 
Pst I

pGGAGCGGCTGC-3'
ACGTCCTCGCCGACG-5 *

( b )

ligowanie
syntetycznej
kasety

5'-GCGTACAACGGTACGTCANNNGCATCTCCGCACGTTGCAGGAGCGGCTCG-3' 
3 1-CGCATGTTGCCATGCAGTNNNCGTAGAGGCGTGCAACGTCCTCGCCGAGC-5'

( 6 )

Ryc. 6. Przygotow anie genu i m utageneza kasetow a kodonu  m etioniny-222 w białku subtylizynie. 1-Fragm ent sekwencji am inokwasow ej białka 
z zaznaczonym  miejscem m utagenezy, 2-odpow iadający sekwencji am inokwasow ej fragm ent genu z zaznaczonym i potencjalnym i 
(niepełnymi) m iejscami restrykcyjnym i, 3-oligonukleotyd m utageniczny w prow adzający trzy substytucje zasad (miejsca zaznaczono) 
tw orzące kom pletne sekwencje rozpoznaw ane przez K pn I i Pst I oraz delecję 10 pz (m utagenezę prow adzono po przeniesieniu 
fragm entu genu do w ektora fagowego), 4-badany dwuniciowy fragm ent genu z zaznaczoną delecją oraz miejscami restrykcyjnym i, *) 
oznaczają w prow adzone m utacje, 5-fragm ent (4) po hydrolizie K pn I i Pst I, *) oznacza jedyną pozostającą w genie zm utow aną pozycję, 
6 -struk tura  zrekom binow anego genu po ligow aniu syntetycznej kasety zawierającej kodony dla 19-tu am inokw asów  w miejscu 
oznaczonym  N N N ; podkreślony kodon  G C A  pozostaje, pom im o w prow adzonej m utacji, kodonem  dla alaniny.

104,109] lub na całej swej długości [110-113]. Powyższe 
rodzaje syntetycznego dupleksu D N A  m ożna obecnie 
otrzym ywać syntetyzując jedynie dwa kom plem entar­
ne oligonukleotydy, poprzez zadanie odpowiedniej 
opcji podczas autom atycznej syntezy D N A . W ybór 
określonego w ariantu  kasety wiąże się z większym

nakładem  pracy przy syntezie i k lonow aniu D N A  lub 
przy selekcji m utantów  na drodze sekwencjonowania.

W ydajność m etody zależy głównie od stopnia usu­
nięcia naturalnego fragm entu D N A  enzymami re­
strykcyjnymi oraz tendencji D N A  w ektora do samoli- 
gowania. Stopień nadm iaru  molowego kasety w sto-
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sunku do w ektora może mieć również wpływ na 
wydajność procesu, chociaż bardzo dobre wydajności 
m utantów  osiągano stosując zarów no dw ukrotny 
[101] jak  i 30-krotny [103] nadm iar kasety.

M etoda m utagenezy kasetowej zalecana jest w przy­
padkach gdy małe fragmenty genów lub inne niewiel­
kie segmenty D N A  poddaw ane będą intensywnej 
analizie m utacyjnej.

V. Mutageneza przez częściową lub całkowitą 
syntezę genu

Pożądane m utacje lub miejsca restrykcyjne niezbęd­
ne do prow adzenia m utagenezy kasetowej w prow a­
dzano również poprzez częściową [98, 102] lub cał­
kowitą [114] syntezę genu. W przypadku krótkich 
genów, które m ożna utworzyć z 2-4 syntetycznych 
dupleksów, kolejne m utanty  otrzym yw ano pow tarza­
jąc wielokrotnie proces składania genu, każdorazow o 
z innym  zestawem dupleksów [115]. Rozwój tej m eto­
dy nastąpił w wyniku znacznego postępu m etodycz­
nego i technicznego w syntezie chemicznej oligodezok- 
synukleotydów [116-122], Autom atyczne syntezatory 
D N A  umożliwiają syntezę oligomerów o długości do 
200 nukleotydów  [123]. Tak długie fragm enty DN A 
wykorzystywane są obecnie jedynie w chemiczno-en- 
zymatycznej metodzie syntezy genów [124-127]. O p­
tym alna długość fragm entów stosowanych w metodzie 
chemicznej wynosi 50-80 nukleotydów, gdyż takie 
oligomery m ożna znacznie oczyścić na żelach polia- 
kryloam idowych. Obydwie m etody syntezy genów 
przedstaw iono schematycznie na ryc. 7.

Całkow ita synteza genu w przeciwieństwie do klo­
now ania genomowego D N A  lub cD N A  zapewnia 
możliwość pełnej kontroli nad sekwencją. O dpow ied­
nio zaprojektow ane miejsca klonow ania, czy sekwen­
cje oskrzydlające gen struktury  eliminują konieczność 
złożonych niekiedy zabiegów, jakich wymaga ad ap ta­
cja naturalnego genu lub cD N A  do klonow ania w we­
ktorze.

D la celów m utagenezy bardzo isto tna jest m oż­
liwość w ykorzystania zjawiska degeneracji kodu gene-

MET0DA CHEMICZNO-ENZYMATYCZNA

synteza długich oligomerów 
h yb rydyzac ja  końców -  3 '

♦
l utworzenie dupleksu DNA 
j  enzymem Klenowa

i hydro liza enzymami 
I  restrykcy jnym i

Ryc. 7. Dwie m etody syntezy genów. 
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tycznego i zaprojektow ania struk tury  genu w taki 
sposób, aby zawierał unikatow e miejsca restrykcyjne, 
rozmieszczone w odpow iednio krótkich odstępach. 
W praktyce każdy gen kodujący białko m ożna tak 
skonstruow ać, aby posiadał pożądane miejsca restryk­
cyjne w odstępach nie większych niż 50 par zasad [123]. 
Przy m odyfikacji struk tury  genu i w prow adzaniu 
nowych miejsc restrykcyjnych w arto pam iętać o zróż­
nicowanym  w ykorzystyw aniu poszczególnych kodo- 
nów przez kom órki różnych organizm ów [128-132]. 
Sprawa ta nabiera szczególnego znaczenia gdy p lano­
wane jest badanie ekspresji syntetycznego genu i jego 
m utantów  zarów no w systemach hom o- jak  i hetero- 
logicznych. O dpowiednio zaprojektow aną strukturę 
genu kodującego interferony [133] przedstaw ia ryc. 8.

Opisano już wiele przypadków  ekspresji syntetycz­
nych genów kodujących najczęściej m utanty  n a tu ra l­
nie występujących enzymów [123, 134-138]. Od nieda­
w na otrzym ywane są w ten sposób białka nieposiada- 
jące odpow iedników  w przyrodzie, na przykład chara­
kteryzujące się składem  am inokw asów  zapewniającym 
optym alne wartości żywieniowe [127, 129]. Podobne 
zastosow ania syntetycznych genów mogą być p o d ­
stawą rozwoju nowych, bardzo atrakcyjnych biotech­
nologii.

VI. Uwagi końcowe
W artykule przedstaw iono cztery najważniejsze m e­

tody stosowane w m utagenezie in vitro. Z uwagi na 
objętość pracy pom inięto szereg zagadnień szczegóło­
wych oraz pewne problem y ogólne m utagenezy, k tó ­
rych dyskusję czytelnik znajdzie w m ateriale źród­
łowym i w obszernych pracach przeglądowych [5, 6, 
10, 140]. Więcej uwagi niż w innych opracow aniach 
poświęcono natom iast ostatnio wprow adzonym  m o­
dyfikacjom  m etod m utagenezy sterowanej oligonuk- 
leotydam i, a także mutagenezie kasetowej oraz osiąga­
nej przez syntezę genu. Dwie ostatnie m etody zilust­
row ano także szczegółowymi, reprezentatywnym i 
przykładam i zastosow ań.

Inform acje przedstaw ione w artykule nie wyróż­
niają szczególnie żadnej z przedstaw ionych m etod. Jest 
to zgodne z intencją autorów , gdyż w ybór optym alnej 
m etody mutagenezy spośród szeregu niemal równie 
efektywnych procedur zależeć będzie tak od celu 
m utagenezy i charakterystyki badanego m ateriału 
genetycznego, jak  od posiadanego zaplecza lab o ra to ­
ryjnego. M utageneza chemiczna nie wym aga na przy­
kład stosow ania syntetycznych oligonukleotydów , 
podczas gdy kolejne przedstaw ione m etody opierają 
się we wzrastającym  stopniu na sprawnie działającym 
warsztacie syntezy chemicznej oligodezoksynukleoty- 
dów. W arunkiem  niezbędnym dla stosowania każdej 
z m etod m utagenezy jest natom iast stosowanie technik 
sekwencjonowania D N A . Z uwagi na konieczność 
szybkiego potw ierdzenia w ystąpienia m utacji w genie 
o znanej sekwencji nukleotydów, zalecana jest, prosta
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M Q D P Y V K E A E  N L K K  Y F N  
GAATTCCATATGCAGGACCCGTACGTAAAGGAAGCGGAGAACCTGAAAAAGTACTTCAAC 
EcoRI SnaBI Scal
CTTAAGGTATACGTCCTGGGCATGCATTTCCTTCGCCTCTTGGACTTTTTCATGAAGTTG 

10 20 30 40 50 60
A G H S D V A D N G T L F L G I L K N W

GCAGGTCACTCTGATGTAGCAGACAATGGTACCCTGTTTCTGGGCATCCTGAAGAACTGG
KpnI.

CGTCCAGTGAGACTACATCGTCTGTTACCATGGGACAAAGACCCGTAGGACTTCTTGACC 
70 80 90 100 110 120

K E E S D R K I M Q S Q I V S F Y F K L
AAAGAAGAATCGGACCGTAAAATCATGCAAAGCCAAATCGTAAGCTTCTATTTCAAACTG

Rsrll Hindlll
TTTCTTCTTAGCCTGGCATTTTAGTACGTTTCGGTTTAGCATTCGAAGATAAAGTTTGAC 

130 140 150 160 170 180
F R N F K D D Q S I Q K S V E T I K E D

TTCAAGAACTTCAAAGACGACCAATCGATCCAGAAATCCGTTGAAACCATTAAAGACGAT
Ciał

AAGTTCTTGAAGTTTCTGCTGGTTAGCTAGGTCTTTAGGCAACTTTGGTAATTTCTCCTA 
190 200 210 220 230 240

M N V K F F N S N K K K R D D F E K L T  
ATGAACGTGAAGTTTTTCAACTCCAACAAAAAGAAACGCGATGACTTCGAAAAGTTAACT 

Xmnl Hpal
TACTTGCACTTCAAAAAGTTGAGGTTGTTTTTCTTTGCGCTACTGAAGCTTTTCAATTGA 

250 260 270 280 290 300
N Y S V T D L N V Q R K A I H E L I Q W  

AACTATTCGGTGACCGACCTGAACGTACAACGCAAAGCTATCCACGAGCTCATCCAGGTT 
BstEII SacI

TTGATAAGCCACTGGCTGGACTTGCATGTTGCGTTTCGATAGGTGCTCGAGTAGGTCCAA 
310 320 330 340 350 360

M A E L S P A A K T G K R K R S Q M L F
ATGGCTGAACTGTCTCCTGCAGCTAAAACCGGCAAGCGTAAACGTTCCCAAATGCTGTTC

Pstl
TACCGACTTGACAGAGGACGTCGATTTTGGCCGTTCGCATTTGCAAGGGTTTACGACAAG 

370 380 390 400 410 420
Q G R R A S Q 

CAAGGTCGTCGCGCTAGCCAGTAATAAGGATCCGAGCTT 
Nhel BamHI

GTTCCAGCAGCGCGATCGGTCATTATTCCTAGGCTCGAA 
430 440 450

Ryc. 8. S truk tu ra  syntetycznego genu in terferonu-^, z miejscami restrykcyjnym i zaprojektow anym i w niewielkich odstępach. Powyżej 
sekwencji obydw u nici D N A  zaznaczono sekwencję am inokw asów  w yrażoną kodem  jednoliterow ym .
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w użyciu, enzymatyczna m etoda sekwencjonowania 
[24, 141, 142],

O grom na większość dotychczasowych zastosow ań 
m utagenezy in vitro dotyczy m odyfikacji struktury  
genów kodujących białka. Od 1986 roku  ukazuje się 
nowy periodyk naukow y Protein Engineering  prezen­
tujący prace z tej dziedziny.

Szerokie perspektywy stosow ania m etody m utage­
nezy sterowanej w badaniach różnych klas kwasów 
rybonukleinowych otworzyły się dopiero niedaw no 
wraz z opracowaniem  układów  wydajnej transkrypcji 
in vitro wykorzystujących właściwości polim eraz R N A  
fagów SP6 [143, 144], T7 [145, 146] i T3 [147, 148]. 
Opisano już przykłady zastosow ania mutagenezy 
i transkrypcji in vitro  w badaniach prekursorów  
m R N A  [149, 150] i tR N A  [151], dojrzałych cząsteczek 
tR N A  [115], 5S-rRN A  [152], 16S-rRNA [101, 102] 
i snR N A  [153, 154] oraz wirusowych [155] i w iroido- 
wych R N A  [156, 157]. A ktualny stan rozwoju technik 
transkrypcji in vitro jest przedm iotem  przygotow yw a­
nego odrębnego opracow ania przeglądowego.

A rtyku ł otrzymano 22 września 1988 r. 
Zaakceptowano do druku 20 listopada 1989 r.
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I. Wstęp

C oraz powszechniejsza obecność związków m u ta­
gennych w środow isku człowieka powoduje częste
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i liczne uszkodzenia D N A , które są jedną z przyczyn 
pow staw ania now otw orów  i zaburzeń genetycznych. 
Pom im o wysiłków na rzecz ograniczenia poziom u 
czynników m utagennych (oraz niem utagennych kan- 
cerogenów) w otoczeniu człowieka wydaje się, że długo 
jeszcze będą one poważnym  źródłem  zagrożenia. Stąd 
poszukiwanie czynników o charakterze antym utage- 
nów i antykancerogenów , przeciwdziałających lub 
znoszących aktyw ność środowiskowych m utagenów  
i kancerogenów. Z naczną grupę antym utagenów  i an ­
tykancerogenów  zidentyfikow ano w śród naturalnych 
składników  pożywienia [1,2]. Im  właśnie poświęcony 
jest niniejszy artykuł.

Znajom ość działania związków o charakterze an ­
tym utagenów  i antykancerogenów  wiąże się ściśle

z naszą wiedzą o mutagenezie i kancerogenezie. Ta 
pierwsza jest stosunkow o dobrze poznana i zdefinio­
wana. Nie da się tego natom iast powiedzieć o znacznie 
bardziej złożonym  procesie pow staw ania now otw o­
rów. Z  praktycznego punk tu  widzenia wyróżnia się 
trzy etapy kancerogenezy: inicjację, prom ocję i progre­
sję. K ażdy z nich stwarza możliwość interwencji 
mającej na celu niedopuszczenie do pow stania now o­
tw oru (ryc. 1).

Procesy zachodzące podczas inicjacji prow adzą do 
pow stania m utacji somatycznych. Wiele wywołują­
cych je związków nie m a żadnych właściwości genoto- 
ksycznych (prom utageny). Pojawiają się one dopiero 
po przekształceniu tych związków w reaktyw ne p o ­
chodne w m ikrosom ach w ątroby. Procesy takie za-

KOMÓRKA

NORMALNA

INICJACJA 

1 -  2dn i

PROMOCJA 
10 + l a t

PROGRESJA 

1 + rok

NEOPLASTYCZNA

Ryc. 1. Schem at w ieloetapowego procesu kancerogenezy indukow anego przez chemiczne kancerogeny lub kancerogeny i związki prom otorow e.
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chodzą w ciągu kilku pierwszych godzin ekspozycji. 
Biorąc jednak  pod uwagę to, że wiele tkanek m a 
zdolność reperacji powstałych uszkodzeń D N A  w cią­
gu kilku dni, a czasem tygodni, zanim  zostaną u trw alo­
ne w stabilne m utacje, okres skutecznej interwencji 
może ulec pewnem u wydłużeniu.

Zdecydowanie dłuższy jest okres prom ocji, kiedy to 
zainicjow ana kom órka przekształca się w kom órkę 
preneoplastyczną lub całkowicie zm ienioną. M oże to 
trwać kilka lat. Prom ocja może mieć charak ter spon­
taniczny, może jednak  zachodzić w wyniku działania 
prom otorów , tj. związków chemicznych przyspieszają­
cych etap prom ocji. W tym ostatnim  przypadku 
istnieje możliwość zaham ow ania procesów zachodzą­
cych podczas prom ocji. T aka interwencja, następująca 
po lub w czasie długotrwałej ekspozycji na prom otor, 
może owocować opóźnionym  pojawieniem się ob­
jaw ów  chorobowych.

O statni etap kancerogenezy, progresja, może być

Tabela 1
M echanizm y działania inhib itorów  m utagenezy i kancerogenezy

również w ykorzystany do interwencji, przynajm niej 
w niektórych przypadkach.

Działanie antym utagenne i antykancerogenne w ró ­
żnych etapach procesu now otw orow ego stwierdzono 
dla licznych związków chemicznych, tworzących p o ­
nad 20 różnych grup [3]. W  niniejszym artykule będą 
om ów ione tylko te spośród nich, które są składnikam i 
naturalnego pożywienia.

D o niedaw na jeszcze punktem  ciężkości badań nad 
związkami antym utagennym i i antykancerogennym i 
była ich identyfikacja oraz em piryczne poznanie sku t­
ków ich działania. Obecnie coraz więcej prac koncent­
ruje się na m echanizm ach antym utagennej czy an- 
tykancerogennej aktywności zidentyfikowanych już 
substancji. P róbują one wyjaśnić, czy aktywne związki 
działają przez ham ow anie oddziaływ ań między D N A  
a m utagenem , rozkład aktywnej form y m utagenu, 
ham ow anie metabolicznej aktywacji p rom utagenu czy 
też inaktywację enzymów aktywujących prom utagen. 
W przypadku naturalnych składników  pokarm ow ych 
nie są to jeszcze prace bardzo zaaw ansow ane. Po­
zwalają jednak  na opracow anie klasyfikacji tych zw ią­
zków opartej o mechanizm y ich działania. Taki system 
klasyfikacji antym utagenów  i antykancerogenów , sfo­
rm ułow any przez W a t t e n b e r g a  [3], K a d a  i in; 
[4], R a m e 1 a i in. [5], S h a n k e 1 a i in. [6] oraz D  e 
F 1 o r ę i in. [7] przedstaw iony jest w tabeli 1.

Procesy chemicznej kancerogenezy zachodzą nie 
tylko w kom órce, k tó ra ulegnie transform acji, lecz 
również w wielu innych kom órkach, tkankach oraz 
płynach ustrojowych. D latego też inhibitory m utage­
nezy i kancerogenezy podzielono generalnie na takie, 
które działają poza- i w ewnątrz kom órki docelowej. 
W  dalszej części artykułu  om awiane są naturalne 
antym utageny i antykancerogeny w oparciu o klasyfi­
kację przedstaw ioną w tabeli 1.

II. Inhibitory mutagenezy
działające poza komórką docelową

II-l. Związki hamujące powstawanie 
endogennych mutagenów

Klasyczną reakcją prow adzącą do powstania en­
dogennych m utagenów  i kancerogenów jest reakcja 
między azotynam i i am inam i zachodząca w kwaśnym 
środow isku żołądka. Powstające związki N -nitrozow e 
stanow ią dobrze scharakteryzow aną grupę m utage­
nów i kancerogenów. Spośród przetestowanych 300 
takich związków ponad 90% wywołuje now otw ory 
u 40 gatunków  zwierząt, w tym u naczelnych [8]. 
Jednym  z najlepiej poznanych związków ham ujących 
pow staw anie związków N -nitrozow ych jest kwas 
askorbinow y, który w środow isku kwaśnym (pH 2-5) 
in vitro i in vivo redukuje kwas azotaw y do N O  [9, 10, 
11].

Innym i —  poza kwasem askorbinow ym  —  inhibito­
rami pow staw ania związków N -nitrozow ych są: dzia­

klasyfikacja przykłady

ł . Inhib itory  m utagenezy dzia­
łające poza kom órką  doce­
lową

1.1. H am ujące pow staw anie en­
dogennych m utangów
1.1.1. ham ujące reakcje n it­

row ania wit. C, tokoferole, fenole
1.2. D eaktyw ujące m utageny

1.2.1. przez reakcje chem icz­
ne tiole, przeciwutleniacze

1.2.2. przez reakcje enzym a­ w arzyw a z aktyw nością
tyczne peroksydazy

2. Inhibitory  m utagenezy dzia­
łające w ew nątrz kom órki
docelowej

2.1. M odu la to ry  m etabolizm u
2.1.1. ham ujące replikację retinoidy
2.1.2. ham ujące aktywację m odulatory  reakcji fazy I

prom utagenów (rośliny krzyżowe)
2.1.3. ham ujące m echaniz­

my detoksykacyjne fenole, tiole
2.2. Blokujące reaktyw ne cząste­

czki
2.2.1. reagujące z elektrofi-

lami
2.2.1.1. przez reakcje chem i­

czne związki siarkowe
2.2.1.2. przez reakcje enzy­

m atyczne induktory  reakcji fazy II
2.2.2. ,,zm iatacze” reaktyw ­

nych rodzajów  tlenu przeciwutleniacze
2.2.3. ochraniające nukleo-

filowe miejsca w D N A kwas elagowy, retinoidy
2.3. M odulato ry  procesów n ap r­

awy lub replikacji D N A
2.3.1. faworyzujące n ap ra ­ aldehyd cynam onow y,

wę D N A wanilina, tiole
3. Inhib itory  działające na  ko ­

m órkę zainicjow aną lub ne-
oplastyczną

3.1. M odu la to ry  e tapu prom ocji
now otw oru
3.1.1. ham ujące efekty gen- patrz  pu n k t 1 i 2

otoksyczne
3.1.2. „zm iatające” wolne

rodniki przeciwutleniacze
3.1.3. ham ujące proliferację

kom órki retinoidy
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łająca w warstwie lipidowej oraz w em ulsjach w itam i­
na E [(a- i y- tokoferol [11,12] oraz aktywne w środow i­
sku kwaśnym  1,2- i 1,4-dihydroksyfenole (katechol, 
hydrochinon); 1,2,3-trihydroksyfenole (pirogalol, 
kwas galusowy); fenole z podstaw nikam i w pozycji p- 
(wanilina) i polifenole (kwas fenolowy, cynamonowy, 
taninowy) [2, 11],

Związki N-nitrozow e, a w szczególności N -nitrozo- 
amidy, wydają się być odpowiedzialne za powstawanie 
now otw orów  żołądka (typu nabłonkow ego). Inicjacja 
tego procesu zachodzi praw dopodobnie już we wczes­
nym okresie życia jako  konsekwencja spożywania 
pokarm ów  bogatych w azotyny i azotany oraz suszo­
nych, wędzonych i konserw ow anych ryb. Pewne zna­
czenie m a tu  również dieta o dużej zawartości soli, 
prow adząca do uszkodzenia błony śluzowej żołądka. 
Zmniejszenie ryzyka zachorow ania na raka żołądka 
wiąże się więc w sposób oczywisty z ograniczeniem 
spożycia wymienionych wyżej produktów . Bardzo 
istotnym  elementem zmniejszenia ryzyka jest jednak 
również zwiększenie spożycia, już od wczesnego dzieci­
ństwa, tych owoców i jarzyn, które podnoszą poziom  
kw asu askorbinow ego, w itam iny E oraz polifenoli 
w żołądku. Pozytyw na korelacja między spożyciem 
owoców i jarzyn a zmniejszonym występowaniem  
now otw orów  żołądka i przełyku m a swoje potw ier­
dzenie w badaniach epidemiologicznych [13].

II-2. Związki inaktywujące mutageny

M utageny pochodzenia egzogennego m ogą tracić 
swą aktywność przed osiągnięciem kom órki docelo­
wej. Wiele z nich ulega inaktywacji już w przewodzie 
pokarm ow ym . W reakcjach tych b iorą udział obecne 
w diecie substancje o charakterze antym utagenów . 
Soki z wielu warzyw, w szczególności z kapusty [14] 
i brokułów  [15] są źródłem  peroksydazy oraz oksydazy 
N A D PH , które zmniejszają m utagenność np. p roduk­
tów pirolizy tryp tofanu  (Trp-P-2) [16].

Inaktyw acja szeregu m utagenów , jak  np. piroliza- 
tów  T rp -P -ł, Trp-P-2 i Glu-P-1, odbyw a się również 
przez nieodw racalną adsorpcję na w łóknach obecnych 
w kapuście, łopianie czy rzodkiewce [17, 18]. Zjawisko 
adsorpcji wiąże się praw dopodobnie z w ielokrotnie 
obserwow anym  w badaniach epidemiologicznych an- 
tykancerogennym  efektem diety bogato-resztkowej 
[19].

III. Inhibitory mutagenezy
działające wewnątrz komórki docelowej

III-l. Związki działające 
na metabolizm komórkowy

I I I - l.l .  Związki obniżające częstość 
podziałów komórkowych

Częstość podziałów kom órkow ych m a bezpośredni 
wpływ na inicjację kancerogenezy. Czym częstsze są

podziały kom órkowe, tym mniejsza jest szansa n a ­
prawy uszkodzenia D N A  i uniknięcia utrw alenia 
w postaci mutacji. To też kom órki szybko dzielące się 
są bardziej podatne na działanie inicjatorów  niż kom ó­
rki nie ulegające podziałom  [20]. Przykładem  antykan- 
cerogennego działania opartego na obniżaniu często­
ści podziałów  kom órkow ych jest ochronny efekt reti- 
noidów na kom órki epiderm alne [21].

III-1 .2 . Związki działające na mikrosomowe enzymy 
metabolizujące ksenobiotyki

Jak  już w spom niano na wstępie, większość chemicz­
nych m utagenów  nabyw a właściwości m utagennych 
po przekształceniach zachodzących w komórce. Wiele 
prac, zapoczątkow anych przez badania M iller i M iller 
[22], wskazuje na wspólny m echanizm  pow staw ania 
aktywnych form  dla licznych m utagenów  i kanceroge- 
nów. M echanizm  ten został poznany na podstawie 
badań  nad działaniem  enzymów m etabolizujących 
ksenobiotyki.
Enzymy m etabolizujące ksenobiotyki, obecne w wielu 
różnych tkankach, przekształcają niepolarne związki 
w formy lepiej rozpuszczalne w wodzie, a więc łatwiej 
usuwane z organizm u. Z aproponow ana przez Wil- 
liam sa [23] i uznaw ana powszechnie klasyfikacja tych 
enzymów wyróżnia dwie grupy. D o pierwszej należą 
enzymy katalizujące reakcje fazy I, tzn. w prow adzają­
ce do ksenobiotyków  grupy polarne. Są to przede 
wszystkim reakcje katalizow ane przez m ikrosom alny 
system m onooksygenaz. Obecność grup polarnych 
umożliwia reakcje fazy II, katalizow ane przez inną 
grupę enzymów, polegające na sprzęganiu przekształ­
conych ksenobiotyków z kwasem glukuronowym , 
glutationem  (GSH) lub siarczanami.

Aktywacja prom utagenów  i prokancerogenów  d o ­
konyw ana jest przez enzymy katalizujące reakcje fazy
I. Enzymy katalizujące reakcje fazy II m ogą brać 
udział w inaktywacji m utagenów  i kancerogenów. 
W efekcie poziom  m utagenów i kancerogenów ustala 
się jako  wynik pewnej równow agi, na k tó rą  obok 
wymienionych wyżej procesów, wpływa szybkość roz­
kładania aktywnych form  przez inne enzymy oraz ich 
spontaniczny rozkład.

Interwencja w działanie enzymów detoksykujących 
dotyczy przede wszystkim m ikrosom owych enzymów 
systemu m onooksygenazy. Czynniki ham ujące ich 
aktywność nazwane zostały przez W a t t e n b e r g a  
[3] czynnikam i blokującymi.

Skutki interwencji w działanie enzymów detoksyku­
jących są niezmiernie trudne do przewidzenia. Przede 
wszystkim enzymy te odpowiedzialne są za usuwanie 
z organizm u wszelkich niepolarnych ksenobiotyków  
i każda ingerencja zakłóca ten proces. Dalej — p o ­
szczególne grupy kancerogenów są aktywow ane w od­
m ienny sposób (np. C -hydroksylacja nitrozoam in, 
N -hydroksylacja amin arom atycznych, epoksydacja 
pierścieni węglowodorów arom atycznych, itd.). W efe­
kcie ochronne działanie w stosunku do jednego kan-
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cerogenu może wzmagać aktywację innego. Wreszcie 
— niektóre działające w tym miejscu czynniki b lokują­
ce m ają niekorzystne działania uboczne. I tak  np. 
dodaw any do pożywienia zwierząt selen powoduje 
wzrost aktywności jednego z enzymów detoksykują- 
cych, peroksydazy glutationow ej [24], wzmagając jed ­
nocześnie m etaboliczną aktywację 2-acetyloam inof- 
luorenu [25], W ydaje się więc, że interwencje w działa­
nie enzymów detoksykujących najłatwiej jest zaplano­
wać wówczas, gdy m a ona dotyczyć dużych grup 
ludności narażonych na dom inujące i silne czynniki 
kancerogenne.

Pom im o złożonych zależności między poszczegól­
nymi elementami systemu enzymów detoksykujących 
niektóre dane doświadczalne wskazują na korzystny, 
z punk tu  widzenia działania przeciwnowotworowego, 
efekt netto wielu związków działających na te enzymy. 
Efekt taki obserwuje się np. dla flawonów, izotiocyja- 
nianów, fenoli i indoli obecnych w roślinach krzyżo­
wych, tak  w w arunkach eksperym entalnych [26], jak  
i w niektórych badaniach epidemiologicznych. Te 
ostatnie, choć jeszcze niekom pletne, wskazują że spo­
żywanie brukselki, kalafiorów , kapusty i brokułów  
zmniejsza ryzyko zachorow ania na raka przew odu 
pokarm ow ego [27, 28]. Ów wielostronny efekt wyizo­
lowanych z tych roślin fenoli, izotiocyjanianów i p o ­
chodnych indolu (indol-3-karbinol, 3,3’-diindolyl me­
tan  i indol-3-acetonitryl) dotyczy indukcji hydroksyla- 
zy arylowęglowodorowej, aktywującej niektóre proka- 
ncerogeny, ale również cytoplazmatycznej transferazy 
glutationow ej, usuwającej aktywne formy innych 
związków rakotw órczych [29].

III-1 .3 . Związki działające na enzymy 
pozamikrosomowe

W  cytozolu kom órki obecne są, obok m ikrosom o- 
wych enzymów detoksykujących, inne enzymy zaan­
gażowane w m etabolizm  m utagenów  i kancerogenów. 
Ulegają one łatwo indukcji, co stwarza możliwość 
interwencji. Należy tu przede wszystkim szereg en­
zymów cyklu glutationow ego [30]. Innym  enzymem 
jest D T  diaforaza, obecnie intensywnie badana pod 
kątem  jej aktywności antym utagennej i antykancero- 
gennej. W iąże się to z katalizow aną przez D T  diafora- 
zę dw uelektronow ą reakcją przekształcania barw ni­
ków azowych i chinonów. Prowadzi to do pow stania 
nieaktywnych produktów  końcowych, co stanowi 
konkurencję dla 1 elektronow ych reakcji zachodzą­
cych z udziałem cytochrom u P-450, które prow adzą do 
pow stania toksycznych sem ichinonów i reaktywnego 
tlenu [31]. D T  diaforaza jest indukow ana przez wiele 
związków, m.in. /Tnaftoflawony, które równocześnie 
indukują cytochrom  P-450 przez wiązanie specyficz­
nego receptora Ah [7].

III-2. Związki blokujące reaktywne 
mutageny i kancerogeny

Usuwanie reaktywnych m utagenów  i kancerogenów 
z kom órki jest bardzo obiecującą strategią w profilak­
tyce przeciwnowotworowej. Najczęściej stosowanym i 
inhibitoram i są związki wiążące elektrofilowe m etabo­
lity oraz „zm iatające” rodniki tlenowe. Stąd są to 
często związki o właściwościach nukleofilowych i prze- 
ciwutleniacze.

W iązanie reaktywnych cząsteczek odbywa się na 
drodze enzymatycznej lub spontanicznie. Ten pierwszy 
mechanizm  obejmuje wspom niane wcześniej (pkt.
I I I -1.2) reakcje fazy II. Enzymy katalizujące te reakcje 
to: transferaza U D P-glukuronylu, sulfotransferazy 
i acetylotransferazy, transferaza glutationow a. Szcze­
gólne znaczenie przypisuje się rodzinie izoenzymów 
tego ostatniego enzymu, katalizującego reakcję koniu­
gacji glu tationu z elektrofilami [30].

Transferaza glutationow a jest enzymem łatwo ule­
gającym indukcji. Jej aktyw ność często wykorzys­
tyw ana jest jako  test na obecność czynników blokują­
cych w naturalnych produktach  żywnościowych [26]. 
Właściwości indukcyjne wobec transferazy g lu tationo­
wej wykazują fenole, indole, arom atyczne izotiocyja- 
niany (kum aryna), dw uterpeny, niepolarne flawony 
i ditiotioniany [2, 5, 26, 29, 32].

Niezwykle istotnym  czynnikiem uszkadzającym  
cząsteczki D N A  są rodniki tlenowe naturalnie tw orzą­
ce się w kom órce. W wyniku stopniowej czteroetapo- 
wej redukcji cząsteczki tlenu pow stają trzy rodzaje 
m utagenów: ponadtlenki, nadtlenki i wolne rodniki 
hydroksylowe.

Cała grupa enzymów kom órkow ych rozkłada ak ­
tywne pochodne tlenu. Są to: dysm utaza ponadtlen- 
kowa, peroksydaza glutationow a, reduktaza N A D  (P) 
H: chinon oraz transferaza glutationow a. Co najmniej 
jeden z tych enzymów, peroksydaza glutationow a, 
wykazuje zależność od diety. W skład peroksydazy 
glutationow ej wchodzi selen, czynnik o potw ierdzo­
nym epidemiologicznie działaniu antykancerogennym  
[33], W ydaje się, że podstaw ow ym  m echanizm em  
takiego działania selenu jest jego udział w likwidacji 
aktywnych form  tlenu.

O bok związków m odulujących aktywność enzy­
m ów usuwających aktywne form y m utagenów  i k an ­
cerogenów wiele składników diety spontanicznie usu­
wa owe aktyw ne formy. Szereg związków wykazuje 
właściwości przeciwutleniaczy, usuwając aktywne fo r­
my tlenu. T aką funkcję spełnia tokoferol w błonach 
lipidowych [34] oraz kwas askorbinow y w cytoplazmie 
[35, 36]. W tym ostatnim  przypadku jest to już kolejna 
obok zapobiegania tworzenia związków N -nitrozo- 
wych (zob. pkt. I I -1) funkcja antykancerogenna kwasu 
askorbinow ego.

Spośród naturalnych przeciwutleniaczy obecnych 
w diecie zw ierząt (myszy, szczury) oraz człowieka 
bardzo isto tną rolę odgrywa /I-karoten [37, 38]. /?-ka-
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roten i inne karotenoidy aktywnie uczestniczą w lik­
widacji związków utleniających zawartych w dymie 
papierosow ym  i smółce. W stosunku do rodników  
nadtlenkow ych ^-karo ten  jest bardziej wydajnym 
przeciwutleniaczem niż a-tokoferol i g lu tation [39].

D rugą, obok przeciwutleniaczy, grupą związków 
spontanicznie reagujących z aktywnym i kancerogena- 
mi są związki wiążące cząsteczki o charakterze elektro- 
filowym. Klasycznym przykładem  jest kwas elagowy, 
związek o charakterze fenolu, obecny w grejpfrutach, 
orzechach i kawie. W iąże on kowalencyjnie aktywne 
form y benzo(a)pyrenu [40] obniżając ich m utagenny 
efekt in vitro [41].

Inne i bardziej złożone jest działanie witam iny A. 
Z  jednej strony przekształca się ona w kom órce w kwas 
5,6-epoksyretinowy, który konkuruje z m utagennym i 
epoksydam i w ich reakcjach z DN A . Z drugiej strony 
obecne w diecie retinoidy podwyższają poziom  pro- 
staglandyn, które z kolei ham ują wiązanie się nie­
których m utagenów  z cząsteczkami D N A  [20].

III-3. Związki wpływające na procesy naprawy 
i replikacji DNA

Utrw aleniu się uszkodzenia D N A  w postaci m utacji 
przeciwdziała wierna napraw a uszkodzenia. Stąd też 
stym ulacja takiej napjrawy m a w efekcie charak ter 
antym utagenny i antykancerogenny. Podobny efekt 
wykazuje stym ulacja wierności replikacji D N A  i zaha­
m owanie systemu napraw y wprow adzającego błędy [4, 
42],

Przykładem  związków stym ulujących w ierną na­
prawę uszkodzeń D N A  jest aldehyd cynam onow y 
i jego pochodna —  kum aryna i um beliferon oraz 
wanilina [43]. W ydaje się, że wszystkie te związki 
indukują system bezbłędnej napraw y D N A  [44].

IV. Inhibitory promocyjnej fazy 
kancerogenezy

Faza prom ocyjna rozwoju now otw orów  trw a b ar­
dzo długo, stwarzając tym samym wiele możliwości dla 
interwencji człowieka. Jest to jednocześnie faza bardzo 
słabo poznana, przez co obecna wiedza o działających 
w tej fazie antykancerogenach m a charak ter wybitnie 
empiryczny.

W odróżnieniu od inicjacji faza prom ocji może być 
cofnięta lub opóźniona. W ym aga to zwykle ciągłego 
stosow ania związków antyprom ocyjnych, zaś w przy­
padku naturalnych składników  pożywienia —  ich 
ciągłej obecności w diecie.

W śród związków o aktywności antyprom ocyjnej 
spotyka się wiele takich, które w ykazują również 
działanie antykancerogenne w fazie inicjacji. Są to 
przede wszystkim przeciwutleniacze, jako  że wolne 
rodniki odgrywają olbrzym ią rolę w prom ocji now o­
tw orów  [34, 45]. Stąd wiele naturalnych przeciwut-

leniaczy, jak  w itam ina A i inne retinoidy, tokoferole, 
sole selenu czy chlorofilina wykazują aktywność anty- 
prom ocyjną [3, 5].

Spośród retinoidów, prekursorów  i pochodnych 
witam iny A, ß-karoten, aldehyd retinowy, kwas reti- 
nowy i estry retinolu wykazują działanie ochronne 
przed eksperym entalnie indukow anym i now otw oram i 
[37], tak  w fazie inicjacji (zob. pkt. I I I -1.1) ja k i  p rom o­
cji kancerogenezy. Szczególnie silną aktywność w yka­
zuje ß-karoten [46]. W większości przypadków  działa­
nie retinoidów  wiąże się z przedłużeniem fazy p rom o­
cyjnej. Jest praw dopodobne, że antykancerogenny 
efekt retinoidów  nie wynika wyłącznie z ich właściwo­
ści przeciwutleniających. P e t k o v i c h i i n .  [47] w yka­
zali, że kwas retinowy wiąże się ze swoistym recep­
torem , pochodnym  receptora tyroidowego, pow iąza­
nego z onkogenem  erb-A. Stosowanie retinoidów  jako  
skutecznych antykancerogenów  jest ograniczone ich 
toksycznością, występującą przy dużych dawkach.

Innym  supresorem  fazy prom ocyjnej, wymienionym 
wcześniej przy okazji ham ow ania inicjacji, jest w itam i­
na E. Jej przeciwutleniająca aktyw ność przejawia się 
szczególnie w przypadku wolnych rodników  pow stają­
cych w błonach biologicznych [48]. Podaw ana wraz 
z kwasem askorbinow ym  ham uje fazę prom ocyjną 
now otw orów  indukowanych u zwierząt laboratory j­
nych przez związki N -nitrozow e i arom atyczne węg­
low odory policykliczne [10].

Działanie antyprom ocyjne w stosunku do adenoka- 
rcynom y ostatniego odcinka jelita grubego indukow a­
nej dim etylohydrazyną [49] oraz neoplazji żołądka 
indukowanej u myszy benzo(a)pyrenem  [50] wykazują 
obecne w czosnku i cebuli sulfotlenki diallilu oraz 
m etylosulfotlenek allilu. Podobne działanie w stosun­
ku do kancerogenezy indukow anej u szczurów 
N-benzylom etyloam iną i azotynam i wykazuje obecna 
w gotow anym  dorszu tioprolina [51].

Szczególny efekt antyprom ocyjny wykazuje odpo­
wiedni dobór diety tłuszczowej. Tłuszcze spożywane 
w nadm iernych ilościach, są czynnikiem ryzyka po­
wstawania nowotworów , szczególnie w jelicie grubym  
[52]. W iąże się tó z działaniem  pośrednim : efekt 
prom ocyjny wykazują bowiem kwasy żółciowe wy­
dzielane w zwiększonych ilościach przy diecie boga- 
to-tłuszczowej. Odpowiedni dobór tłuszczu może łago­
dzić powyższy efekt. Liczba jądrow ych aberracji w ko­
m órkach epitelialnych jelita grubego myszy karmionej 
karcinogenem  IQ w zrasta przy jednoczesnym  stoso­
waniu oleju kukurydzianego, zaś maleje przy podaniu 
oliwy z oliwek [53],

V. Inhibitory fazy progresji

Niewiele jest przykładów skutecznej interwencji 
w fazie progresji kancerogenezy. Jednym  z nich jest 
cofanie się wczesnych zm ian patologicznych w tkance 
epidermalnej pod wpływem retinoidów  [21, 54], Nie 
jest zupełnie jasne, czy taki efekt m a charakter trwały.
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VI. Uwagi końcowe

Obecna wiedza o m echanizm ach działania inh ib ito­
rów m utagenezy i kancerogenezy jest jeszcze bardzo 
fragm entaryczna. Jednakże korzyści jakich m ożna 
spodziewać się po praktycznym  zastosow aniu antym u- 
tagenów i antykancerogenów  w profilaktyce, są przy­
czyną znacznego zainteresow ania tymi związkami. 
Szczegółowe badania nad antym utagenam i i antykan- 
cerogenami są konieczne; wiele z nich bowiem w ykazu­
je w ielostronne działania, nierzadko pow odując szko­
dliwe efekty uboczne. Praktyczne zastosowanie an- 
tym utagenów  i antykancerogenów  musi więc poprze­
dzić selekcja najbardziej bezpiecznych związków oraz 
opracow anie optym alnych w arunków  ich stosowania.

A rtyku ł otrzymano 15 października 1989 r.
Zaakceptowano do druku 17 września 1990 r.
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Sprawozdanie z działalności 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

w 1990 roku
Działalność organizacyjna
1. Skład osobowy Zarządu Głównego:

Doc. dr hab. Zofia Porembska —  prezes, prof. dr 
hab Tadeusz W ilusz —  wiceprezes, doc. dr hab. 
Jacek Kuźnicki —  sekretarz, dr Ewa W iśniews- 
ka-Szewczyk —  skarbnik. Członkowie Zarządu 
Głównego doc. Andrzej Buranowski, prof. Maria 
Gumińska, dr M ichał Komoszyński, doc. Henryk 
Kostyra, doc. Roman Tarnawski, prof. Zofia Wal­
ter, dr Teresa Wesołowska, doc. Maria Woj- 
taś-W asilewska, doc. dr hab. Marian Wolny, prof. 
dr hab. Kazim ierz Zakrzewski, doc. Krzysztof 
Zw ierz, prof. dr hab. Mariusz Żydowo. K ierownik 
B iura Zarządu G łównego mgr Irena Kamińska.

2. Zarząd Główny dzia ła również poprzez Oddziały 
Terenowe w B iałymstoku, Gdańsku, Katowicach, 
Krakowie, Lublinie, Lodzi, O lsztynie, Poznaniu, 
Szczecinie, Toruniu, W arszawie, W rocławiu.

Ważniejsze uchwały Organów Statutowych
1. Uchwalenie regulam inu konkursu na najlepszy 

wykład z biochem ii i b io log ii m olekularnej.
2. Powołanie Kom isji Statutowej w celu uporząd­

kowania spraw statutowych.
3. Uchwalenie podwyższenia składki członkowskiej 

z 1000 zł na 30000 zł.

Działalność naukowa
1. O rganizacja XXVI Zjazdu Polskiego Towarzystwa 

B iochem icznego (13-15.09.1990) w Gdańsku 
z udziałem  375 uczestników z kraju i 30 za­
proszonych gości, w tym 12 z zagranicy. Przed­
stawiono 17 referatów sym pozjalnych i 213 donie­
sień w 5 sekcjach:
—  Metabolizm  i efekty regulacyjne pochodnych 

purynowych i p irym idynowych
—  Biochem ia nerki i transport jonów  przez błony
—  M olekularne podstawy ochrony i wykorzys­

tania ekosystemów morskich
—  Horm onalna regulacja metabolizmu
—  G likokoniugaty

2. Jednodniowa konferencja naukowa (4.09.1990) 
we W rocław iu p.t. „M o leku la rne  podstawy me­
chanizm ów odpowiedzi im m unolog iczne j”  zor­
ganizowana przez O ddział W rocławski. Tematy: 
Odpowiedź komórkowa, odpowiedź humoralna, 
regulacja odpowiedzi im m unologicznej, immu- 
nogiobuliny jako przeciw cia ła  i substancje efek- 
torowe, jak w irus HIV w ywołu je AIDS, abzymy
—  przeciw cia ła  monoklonalne z aktywnością en­
zymatyczną.

3. XII Sesja Europejskich Towarzystw  Tkanki Łącz­
nej (9-13.07.1990) w B iałymstoku przygotowana 
przez Oddział B iałostocki.

4. W maju m iała m iejsce Sesja poświęcona pamięci 
prof. W łodzim ierza M ozołowskiego zorganizo­

wana przez Oddział Gdański i Katedrę Biochemii 
Akadem ii Medycznej (Gdańsk, 1990).

5. Sekcja „M etabolizm u w apniow ego”  zorganizo­
wała sesję p.t. Osteoporoza —  problem y k lin icz­
ne” , w ramach W ielodyscyplinarnego Forum Os- 
teoporotycznego (8.12.1990).

6. Przyznanie nagród im. prof. J. Parnasa, prof. B. 
Skarżyńskiego oraz prof. W. M ozołowskiego. Po 
raz pierwszy w bieżącym roku przyznano na­
grodę za najlepie j przygotowany i wygłoszony 
wykład z biochem ii i b io log ii m olekularnej.

7. Przygotowanie XXVII Zjazdu Polskiego Towarzy­
stwa Biochem icznego w Lublin ie (1991), na któ­
rym przew idziano następujące sympozja:
—  M olekularna regulacja procesów wzrostu 

i różnicowania komórek somatycznych
—  Procesy biotechnologiczne w produkcji żyw­

ności i ochronie środow iska
—  Toksyczne oddziaływanie czynników śro­

dowiska na organizm y żywe
—  tRNA i syntetazy am inoacylo-tRNA

8. Przygotowywanie polsko-francuskiej sesji po­
święconej m etabolizm owi wapnia, która odbę­
dzie się w 1991 r.

Działalność wydawnicza
1. „Postępy B iochem ii’ —  kwarta ln ik Polskiego To­

warzystwa Biochem icznego inform uje o najnow­
szych osiągnięciach z dziedziny biochem ii i b io­
logii m olekularnej. Pełni on również funkcję dy­
daktyczną: um ożliw ia młodszym pracownikom 
naukowym zdobywanie um iejętności przygoto­
wywania artykułów  przeglądowych, a wobec bra­
ku podręczników oraz dostępu do piśm iennictwa 
św iatowego, bywa też źródłem  inform acji dla 
studentów. W bieżącym roku Polskie Towarzyst­
wo Biochem iczne podjęło próbę rozszerzenia 
tematyki pisma m.in. poprzez publikowanie ar­
tykułów  promujących naukę polską oraz wprow a­
dzenie tematyki dotyczącej nauczania biochemii.

2. Seria „M onogra fie  B iochem iczne” —  wydano 
kolejny tom p.t. „G likopro te iny ssaków” . Następ­
na m onografia p.t. „B łony  b io log iczne”  jest przy­
gotowywana do druku.

3. „L is ty ”  do członków Towarzystwa —  wychodzą 
systematycznie, inform ują o wydarzeniach nau­
kowych w środowisku biochemicznym.

Działalność w zakresie upowszechniania nauki
—  Sesja poświęcona popularyzacji biochem ii przez 

Oddział W arszawski p.t. „C o nowego w bio logii 
m o leku la rne j”  (Warszawa 4.12.1990).

—  Przygotowywanie pomocy naukowych (przeźro­
cza, tabele, modele) niezbędnych w nauczaniu 
biochem ii i b io logii m olekularnej.

Zofia  Porembska

POSTĘPY BIOCHEMII 3-4, 1990 23http://rcin.org.pl



Molekularne podłoże fenyloketonurii 

Molecular basis of phenylketonuria

JADWIGA JARUZELSKA1 
RYSZARD SŁOMSKI2
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Contents: 
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Wykaz stosowanych skrótów:
PKU-fenyloketonuria, cDNA PAH-komplementarny DNA 

hydroksylazy fenyloalaninowej, mRNA PAH-messenger 
RNA hydroksylazy fenyloalaninowej, IR-inverted repeats 
(odwrotne powtórzenia), cAMP-cykliczny jednofosforan 
adenozyny, RFLP-polimorfizm długości fragmentów re­
strykcyjnych (ang. restriction fragment length polymor­
phism )

I. Wstęp

Klasyczna fenyloketonuria, opisana przez Foelin- 
ga w 1934 roku, jest jedną z najczęściej występujących 
genetycznie uw arunkow anych wad m etabolizm u, k tó ­
ra  przejawia się zaburzeniam i w przem ianie arom aty­
cznych aminokwasów. U  osób obarczonych tą auto- 
som alną, recesywną cechą, zaobserw ow ano w ystępo­
wanie w m oczu m etabolitów  fenyloalaniny, w wyso­
kim stężeniu, m.in. fenylopirogronianu, k tóry  u zdro­
wych osobników  występuje w ilościach śladowych 1], 
W ykazano również, że u chorych na fenyloketonurię 
nie dochodzi do hydroksylacji fenyloalaniny do tyro­
zyny z pow odu niedoboru enzymu hydroksylazy feny­
loalaninowej (PAN) [2, 3], P A H  (4-m onooksygenaza 
fenyloalaninowa EC 1.14.16.1) katalizuje przetw arza­
nie fenyloalaniny w tyrozynę przy udziale tetrahyd- 
robiopteryny jako  kofak to ra [4, 5]. O bniżona aktyw ­
ność lub brak  aktywności P A H  prowadzi do pod-

JDr, 2Doc. dr hab.
Zakład Genetyki Człowieka PAN, Strzeszyńska 32, 60-479 
Poznąń

niesienia poziom u fenylolalaniny i jej m etabolitów  
w surowicy krwi [5]. Obserwuje się również niepraw id­
łowości w m etabolizm ie tyrozyny i tryp tofanu  [6], 
obniżenie syntezy katecholam in, m elaniny i serotoniny
[7], Leczenie fenyloketonurii (dieta) musi zostać po d ­
jęte bezpośrednio po urodzeniu, celem uniknięcia 
znacznego niedorozw oju umysłowego wywołanego 
toksycznymi związkami uszkadzającym i tkankę m óz­
gową [4, 5]. H iperfenyloalaninem ia może mieć również 
inne podłoże niż zaniżoną aktyw ność P A H , np. może 
wynikać z n iedoboru reduktazy dw uhydropterydyny, 
syntetazy biopteryny lub innych systemów enzym aty­
cznych [7].

Pom im o ustalenia bloku m etabolicznego wywołu­
jącego PK U , dopiero niedaw no opracow ano sposoby 
identyfikacji nosicieli (heterozygot) oraz prenatalnego 
w ykryw ania PK U . P A H  występuje jedynie w w ątrobie 
i nie ulega ekspresji w fibroblastach, kom órkach 
trofoblastu  i płynu owodniowego używanych zwykle 
w diagnostyce prenatalnej. K onw encjonalne testy en­
zym atyczne stosowane w prenatalnej diagnostyce de­
fektów m etabolicznych nie mogły być zastosow ane [8]. 
Bardzo pom ocne w rozw iązaniu tego problem u stały 
się, rozwijane w ostatnich latach, m etody m olekularnej 
analizy genetycznie uw arunkow anych chorób. Z asto ­
sowanie technik rekom binacji D N A  doprow adziło do 
izolow ania i określenia struktury  genów, umożliwiło 
analizę białkowych produktów  genów i pom ogło 
w przygotow aniu m olekularnych testów do w ykryw a­
nia szeregu chorób genetycznych [9]. Podjęto również 
próbę izolow ania i analizy genu P A H  oraz jego 
białkowego p roduk tu  u człowieka. W  Postępach Bio­
chemii ukazał się artykuł Z i ę t k i e w i c z a  i 
S ł o m s k i e g o  przedstawiający zastosow anie tech­
nik biologii m olekularnej w genetyce człowieka [9].

II. Klonowanie i analiza genu PAH

Sklonowanie i analiza ludzkiego genu poprzedzone 
zostały klonow aniem  cD N A  P A H  szczura. Poprzez 
im m unoprecypitację polisom ów kom órek w ątroby 
wyizolowano m R N A  P A H  szczura i przepisano na 
cD N A  drogą odwrotnej transkrypcji. R ekom binanty 
zawierające fragm enty genu P A H  wyselekcjonowano 
na podstaw ie różnicowej hybrydyzacji, translacji 
w układzie bezkom órkow ym  oraz im m unoprecypitacji 
uzyskanych produktów  białkowych [10]. W  ten sposób 
otrzym ano dwa klony — prPH191 i prPH 198, które
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następnie subklonow ano w plazmidzie pBR322. M a­
powanie restrykcyjne wykazało, że sekwencja uzys­
kanych klonów była w znacznym  stopniu hom ologicz­
na i reprezentow ała połowę cząsteczki m R N A  P A H  
szczura, której wielkość oszacowano na około 2,5 
kilozasad. K lony zsekwencjonowano, poddając anali­
zie obie nici D N A  aby uniknąć błędu. Ponieważ klony 
cD N A  P A H  nie zawierały sygnału poliadenylacji, nie 
było pewności co do ich orientacji 5‘- 3 ‘. W yjaśniła to 
kom puterow a analiza sekwencji obu klonów cD N A , 
znajdując ram kę odczytu 246 am inokwasów , po k tó ­
rych następow ał term inujący kodon U G A , a za nim 
423 nukleotydy niekodującej sekwencji 3’. W ew nątrz 
sekwencji w ramce odczytu występował tylko jeden 
kodon m etioniny, zlokalizow any w pozycji 243 -  245. 
Stąd oczekiwano, że po fragm entow aniu brom ocyja- 
nem białka odpowiadającego powyższej sekwencji 
powinno się uzyskać peptyd o wielkości 177 am ino­
kwasów, o masie 18.000 daltonów  odpow iadający 
części am inokwasów  końca karboksylowego.

Celem upewnienia się, że uzyskane klony cD N A  
odpow iadają sekwencjom kodującym  P A H  w ątroby 
szczura, należało chociaż częściowo oznaczyć sekwen­
cję am inokwasów  enzymu. Przez działanie brom ocyja- 
nem na oczyszczony enzym uzyskano dwa peptydy
0 masie 32.000 i 18.000 daltonów . Powyższy wynik 
potw ierdza wcześniejsze doniesienia o masie cząsteczki 
enzymu (określonej na 50.000 daltonów ) i obecności 
tylko jednej reszty m etioniny [11]. P A H  jest enzymem 
cytoplazm atycznym  o zablokow anym  końcu am ino­
wym dlatego celem oznaczania sekwencji pierwszych 
18 am inokwasów  końca aminowego stosow ano m eto­
dę Edm ana. Sekwencję tę porów nano następnie z sek­
wencją ram ki odczytu klonów  cD N A  i wykazano 
pełną zgodność sekwencji am inokwasów z sekwencją 
nukleotydów . K lony te posłużyły następnie do iden­
tyfikacji ludzkich klonów cD N A  P A H  m etodą krzyżo­
wej hybrydyzacji. Z kolei klony cD N A  P A H  człowieka 
zastosow ano do celów diagnostycznych [12, 13].

Sklonow any cD N A  P A H  szczura prPH 98 (po­
chodna prPH 198) posłużył jako  specyficzna sonda 
hybrydyzacyjna do przeglądania biblioteki ludzkiego 
cD N A  z m R N A  w ątroby [14]. W ten sposób oceniono 
około 40.000 transform antów  i uzyskano kilka k lo­
nów D N A , zawierających fragm enty sekwencji 0,3 
-  1 kz kodujące P A H  człowieka. Dwa klony z najw ięk­
szymi fragm entam i ludzkiego cD N A  P A H — phPH 72
1 phPH73 posłużyły jako  sondy hybrydyzacyjne do 
identyfikacji pełnej sekwencji cD N A  P A H  [12]. W  tym 
celu ponownie przygotow ano bibliotekę ludzkiego 
cD N A  z m R N A  P A H  (0,1 % całkowitego kom ór­
kowego m R N A  w ątroby człpowieka). Przy użyciu 
klonu phPH 72 wyselekcjonowano z biblioteki zawie­
rającej 14 min transform antów  4, z fragm entam i 
cD N A  P A H  o wielkości 2 -  2,5kz i największy 
fragm ent odpow iadający wielkości m R N A  P A H  sub­
klonow ano w plazmidzie pBR322. U zyskany w w ten 
sposób rekom binant phPA H 247 poddano analizie

restrykcyjnej wykazując unikalne miejsca rozpoznania 
enzymów restrykcyjnych: X bal, B g lll , X hoI, Bam H I 
oraz po dwa miejsca restrykcyjne H in d lll  i N col, co 
pozwoliło na oznaczenie sekwencji obydwu nici insertu 
za pom ocą m etody M axam a i G ilberta. cD N A  wklo- 
now nany w plazm id phPA H 247 zawierał 2448 i 19 par 
zasad stanowiących sygnał dla poliadenylacji końca 3’ 
m R N A . W sekwencji tej stw ierdzono ram kę odczytu, 
k tó ra zaczyna się w pozycji 233 kodonem  A TG  
(m etionina), a kończy w pozycji 1579 kodonem  TAA. 
M ożna założyć, że kodon A T G  w pozycji 233 jest 
inicjującym kodonem  odpow iadającym  metioninie, 
ponieważ kodony term inujące wykryto we wszystkich 
trzech ram kach odczytu w nie ulegającym translacji 
regionie 3’. Region kodujący m a długość 1353 pz 
i koduje 451 am inokwasów. Region 5’ nie ulegający 
translacji m a długość 200 pz i w pozycji 105 -  114 
zawiera sekwencję U C G U U A C C G C , w 80% hom o­
logiczną z końcem  3’ 18S rR N A  [15]. Ta sekwencja 
może służyć jako  miejsce wiązania 18S rR N A  podczas 
translacji. Region ten zawiera również dwie sekwencje 
typu IR  o wielkości 13 pz wykazujące 77% homologii 
w pozycji 44 -  56 i 108 -  120; m ogą one brać udział 
w tworzeniu struk tury  łodyżki (ang. stem loop). Region 
3’ nie ulegający translacji wynosi 851 pz i zawiera 
wiele kodonów  term inujących we wszystkich ram kach 
odczytu. W ystępują ponadto  3 sekwencje A A TA A A  
w pozycjach 2198, 2347 i 2413. Odległość pomiędzy 
ostatn ią sekwencją a sekwencją poliA wynosi 13pz 
i praw dopodobnie m a ona znaczenie w dojrzew aniu 
m R N A  i w poliadenylacji [16].

Plazm id phPAH247 zastosow ano w badaniach 
struktury  prawidłowego genu P A H  człowieka. Za jego 
pom ocą z genomowej biblioteki ludzkiego D N A  w ko- 
sm idach wyizolowano klony pokryw ające w sposób 
ciągły fragm ent o wielkości 120 kz obejm ujący cały gen 
PAH . W ten sposób z dużą dokładnością określono 
wielkość genu P A H  oraz rozmieszczenie i wielkości 
eksonów i intronów . Gen P A H  koduje białko o długo­
ści 451 am inokwasów , zawiera 13 eksonów o wielkości 
57 -  892pz (średnia wielkość 114 +  43 pz) i 12 
intronów  o bardzo zróżnicowanej wielkości (1 -2 4  kz).
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N a pełną sekwencję genu P A H  składa się 2,3 kz 
eksonów oraz 85 kz intronów  (Ryc. 1). Stosunek 
kodujących do niekodujących części genu jest jednym  
z najniższych wśród znanych genów eukariotycznych. 
Podobnie gen ludzkiego czynnika VII [17] oraz tyreo- 
globuliny [18] m ają długość ponad  100 kz, a długość 
ich m R N A  wynosi zaledwie 7,8 kz. W przeciwieństwie, 
gen witellogeniny o wielkości 23 kz koduje m R N A  
o wielkości 6,6 kz i zawiera 25 intronów  o średniej 
wielkości 940 pz. Opisane dla wielu genów korelacje 
pom iędzy rozmieszczeniem intronów  a właściwościa­
mi struktury  białka nie są zgodne z teorią insercyjnego 
pochodzenia in tronów  [20,21]. Plazm id phPH247 ule­
gał ekspresji po w prow adzeniu do kom órek co p o ­
twierdziło, że zawiera pełną inform ację dla praw id­
łowego funkcjonow ania enzymu [22]. P onadto  stwier­
dzono, że P A H  jest genem pojedynczym  i nie wy­
stępują pseudogeny [21].

III. Lokalizacja genu hydroksylazy 
fenyloalaniny

D o zlokalizow ania genu P A H  na chrom osom ie 
człowieka przyczyniły się badania W  o o i współ­
autorów , w których w ykorzystano kom órki hybrydo­
we zawierające chrom osom y myszy lub chom ika i wy­
brane chrom osom y ludzkie oraz sondę hybrydyzacyj-
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Ryc. 1.
Struk tu ra  genu hydroksylazy fenyloa- 
laninowej człowieka. Kolejne num ery 
oznaczają eksony genu. Strzałki ozna­
czają polim orficzne miejsca restrykcyj­
ne [47],

ną w postaci cD N A  P A H  człowieka (klon phPH 72). 
W  pierwszym etapie badań ustalono, że sonda hyb- 
rydyzuje z fragm entem  restrykcyjnym B am H I 20,5 kz 
ludzkiego D N A . Z kolei w D N A  myszy, poddanym  
analizie w tych samych w arunkach, sonda hybrydyzuje 
z fragm entem  restrykcyjnym  o wielkości 5,7 kz, co 
wskazuje na wysoką hom ologię genów P A H  myszy 
i człowieka. Ponieważ gen P A H  występuje w ludzkim 
genomie w pojedyńczej kopii i nie w ystępują pseudo­
geny, obecność ludzkiego genu P A H  w hybrydach 
kom órek zawierających mysie oraz ludzkie chrom o­
somy może być w ykazana na podstawie wielkości 
fragm entów  restrykcyjnych mysiego i ludzkiego genu. 
W  D N A  wszystkich kom órek hybrydowych wykazano 
obecność prążków  hybrydyzacyjnych o wielkości 10,4 
i 5,7 kz, natom iast jedynie tam  gdzie obecny był ludzki 
chrom osom  12 w ykryto również obecność prążka
0 wielkości 20,5 kz —  typowego dla ludzkiego genu. 
N a podstawie sprzężeń z innymi genami ustalono, że 
gen P A H  znajduje się w długim ram ieniu tego chrom o­
som u [23]. W  drugim  etapie badań przystąpiono do 
dokładniejszej lokalizacji genu P A H sn obrębie długich 
ram ion chrom osom u 12 przeprow adzając hybrydyza­
cje z D N A  kom órek hybrydowych zawierających, 
poza chrom osam i chom ika, ludzkie chrom osom y 12 
z delecjami. Istotne było przeprow adzenie różnicowej 
hybrydyzacji między genem P A H  człowieka i chom i­
ka. W  tym celu genom owy D N A  wyizolowany z p ra ­
widłowych ludzkich limfocytów oraz z kom órek 
CHOK1 traw iono restryktazą B am H I i analizow ano 
m etodą Southerna, stosując jako  sondę hybrydyzacyj- 
ną pełnej długości cD N A  P A H  (phPAH247) [16]. 
W  ten sposób uzyskano w ludzkim  D N A  5 fragm en­
tów  B am H I o wielkości 20,5 12,0, 9,4, 8,7 i 5,5 kz i dwa 
fragm enty 28 i 8 kz w traw ionym  D N A  kom órek 
C hO K l chom ika. Spośród siedmiu typów kom órek 
hybrydowych wszystkie zawierały 2 fragm enty o d ­
pow iadające P A H  chom ika, a tylko w trzech w ykaza­
no dodatkow o obecność fragm entów  Bam H I odpo­
wiadających genowi P A H  człowieka. W kolejnym 
etapie przeprow adzono uzupełniającą analizę, polega­
jącą na badaniu  sprzężenia genu P A H  z genami 
enzymów wcześniej zlokalizow anych na długim ram ie­
niu chrom osom u 12 — izom erazy triozofosforanow ej
1 (TPI-1), dehydrogenazy gliceroaldehydo-3-fosfora- 
nowej (G A PD H ), dehydrogenazy mleczanowej 
B (LD H B), enolazy 2 (E N 02), hydroksym etylotrans- 
ferazy serynowej (SH M T) i peptydazy B (PEPB) 
[24,25]. W ykazano, że gen TM77 występował w sprzęże­
niu z locus genu P E P B  w miejscu 12q21 [24], W  czw ar­
tym etapie badań nad lokalizacją P A H  zastosow ano 
hybrydyzację in situ sondy phPA H 247 z chrom o­
som am i płytek m etafazalnych ludzkich kom órek lim- 
foidalnych, transform ow anych wirusem Epstein-Barr. 
Przez barwienie chrom osom ów  m etodą uwiadacznia- 
jącą prążki G  oraz wnikliwą analizę m atem atyczną 
autoradiogram ów  wykazano, że gen P A H  znajduje się 
w regionie 12q22 -  q24.1 [8].
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IV. Struktura i funkcja hydroksylazy 
fenyloalaniny

M asa P A H  wynosi około 100.000 daltonów  i en­
zym składa się z dwóch podjednostek o masie 50.000 
daltonów . Do niedaw na nie było zgodności co do 
struk try  natywnego enzymu P A H  u ssaków. W  bad a­
niach elektroforetycznych w w arunkach denatu ru ją­
cych uzyskiwano 2 prążki odpow iadające m onom ery- 
cznym podjednostkom . W edług wielu autorów  enzym 
jest heterodim erem  zbudow anym  z podjednostek róż­
niących się właściwościami biochemicznymi i im m u­
nologicznymi [26 -  32], Doniesienia innych autorów  
wskazują, że enzym zbudow any jest z dwóch identycz­
nych podjednostek reprezentujących fosforylow aną 
lub defosforylow aną form ę peptydu [33,34]. Niezwyk­
le ważne było rozstrzygnięcie, czy obserw owane pep- 
tydy stanow ią produk ty  jednego czy dwóch różnych 
genów. Odpowiedź na to pytanie uzyskano po trans- 
fekcji do linii kom órek ssaków (nie wykazujących 
aktywności P A H ) ekspresyjnego w ektora eukariotycz­
nego z pełnej długości cD N A  człowieka. T ransfor­
m owane kom órki wykazywały obecność m R N A  P A H  
oraz aktyw ność P A H  [22]. Podobny wynik uzyskano, 
po w prow adzeniu do bakterii cD N A  P A H  z wektorem  
ulegającym ekspresji w bakteriach. Powyższe wyniki 
ostatecznie dowiodły, że ludzki enzym P A H  jest 
hom odim erem  kodow anym  w locus 12q22.22— 24.1
[8], Dotychczas wyizolowano P A H  z w ątroby szczura, 
m ałpy i człowieka [26,31,35,36], a wielkość m ono­
m erów wynosiła 50.000 daltonów . P A H  szczura jest 
substratem  kinazy białkowej zależnej od cA M P i m oż­
na wyizolować zarów no fosforylowane jak  i niefos- 
forylowane form y białka [37]. H oloenzym  jest m etalo- 
p roteiną zawierającym  jeden mol żelaza na m ol pod- 
jednostki i jego kofak to ra tetrahydrobiopteryny [16]. 
Oznaczenie sekwencji kodującej gen P A H  szczura 
(cD N A ) umożliwiło poznanie pierwszorzędowej s tru ­
k tury  białka, określenie jego wielkości na 51.672 
daltonów  [28,31,36].

Z porów nania sekwencji cD N A  P A H  człowieka 
i szczura wynika, że sekwencje do końca 3’ są w znacz­
nym stopniu hom ologiczne, szczególnie w regionach 
kodujących [38]. H om ologia sekwencji nukleotydów  
w eksonach genu P A H  szczura i człowieka wynosi 
89% , natom iast hom ologia am inokwasów  wynosi 
96% . W ynika to z tzw. utajonych m utacji (ang. sileni 
mutations) nie zm ieniających sekwencji am inokw a­
sów. Różnice sekwencji dotyczą zaledwie 10 spośród 
245 am inokwasów  i są one substytucjam i nie wpływa­
jącym i na sekwencję am inokw asów  [16], Szczególnie 
interesująca jest konserw atyw ność sekwencji miejsca 
fosforylacji PAH . U  szczura leży ona w obrębie 
sekwencji aminokwasowej: Ser-Arg-Lys-eu-SerP-
-Asx-Phe-Gly-Glx-Glx [39]. P odobna sekwencja wy­
stępująca pom iędzy 11 a 20 am inokwasem  aminowego 
końca wynika z wydedukowanej sekwencji ludzkiego 
genu. Pierwsza seryna we fragmencie enzymu szczura

jest u człowieka zastąpiona resztą glicyny. H om ologia 
pom iędzy sekwencją P A H  człowieka i szczura jest 
zgodna z odległością ewolucyjną obydwu gatunków . 
N atom iast w regionie 3’ nie ulegającym translacji 
hom ologia ta wynosi zaledwie 30%. Potw ierdza to 
doniesienie o eukariotycznych genach różnych gatun­
ków, których nie ulegające translacji regiony 3’ i 5’ 
wykazywały większe różnice, niż w sekwencjach kodu­
jących [16]. Aktywność P A H  szczura, w zrasta po 
fosforylacji w obecności naturalnego kofak tora tet­
rahydrobiopteryny, katalizowanej przez kinazę biał­
kow ą zależną od cA M P [34]. Podobny wzrost aktyw ­
ności enzymatycznej był również obserwowany in vivo 
w w ątrobie szczura po zastosow aniu glukagonu, co 
sugeruje, że aktywność enzymu jest regulow ana przez 
fosforylacje i defosforylacje [13,40].

Hydroksylaza fenyloalaniny występuje u kręgow­
ców [41] i bakterii [42,43], Enzym bakteryjny wykazuje 
wiele cech eukariotycznego odpow iednika, chociaż 
jego ciężar cząsteczkowy wynosi zaledwie 25.000
-  30.000 [42,43]. U  Chromobacterium vioaceum wy­
stępują dwie hydroksylazy zależne od pteryny, z k tó ­
rych jedna jest specyficzna dla fenyloalaniny a druga 
dla tryp tofanu  [42]. Nie w iadom o, czy istnieje hom o­
logia pom iędzy tymi hydroksylazam i i zróżnicow any­
mi hydroksylazam i wyższych E ukaryota [44],

V. Polimorfizm loci hydroksylazy 
fenyloalaninowej człowieka

N a podstawie nowszych badań  sekwencji D N A  
człowieka stwierdzono, że w liczącym 3 mld nuk­
leotydów genomie występuje jedna substytucja na 100
-  300 nukleotydów. W toku  ewolucji zm utow ane geny 
szeroko rozprzestrzeniły się w populacji ludzkiej. W ię­
kszość substytucji nukleotydów  nie ulega fenotypowej 
ekspresji, lecz może być wykryta, ponieważ ulega 
zmianie struk tu ra  miejsc rozpoznaw anych przez en­
zymy restrykcyjne. Polim orfizm  długości fragm entów 
restrykcyjnych D N A  (ang. restriction fragm ent length 
polymorphism  —  R F LP ) dziedziczony jest zgodnie 
z praw am i M endla i może być łatwo wykryty m etodą 
Southerna przy użyciu specyficznych sond hybrydyza- 
cyjnych. Polim orficzne fragm enty D N A  m ogą służyć 
jako  genetyczne m arkery w wykryw aniu zm utow a­
nych genów pod warunkiem , że m ożna wykazać 
sprzężenie zm utowanego genu z fragm entem  restryk­
cyjnym genu. W krótkim  czasie analiza polim orfizm u 
fragm entów restrykcyjnych (R FL P) stała się jedną 
z najważniejszych m etod w genetyce m olekularnej 
człowieka. Z ostała również zastosow ana przez W oo 
i w spółautorów  w diagnostyce P K U  i wykryw aniu 
nosicieli zm utowanego genu P A H  [12]. N a podstawie 
analizy restrykcyjnej D N A . w duńskich rodzinach 
w yróżniono osiem enzymów restrykcyjnych użytecz­
nych w analizie R FL P  w fenyloketonurii: M spl, SphI, 
H indIII, EcoRV, EcoR I, X m nl, B g lII, PvuII po ­
zwalających na diagnozow anie ponad  98.5% ro-
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Ryc. 2. Polim orfizm  fragm entów  restrykcyjnych genu 
hydroksylazy fenyloalaninowej w rodzinie, 
w której w ystąpiła fenyloketonuria.
G enom ow y D N A  ojca (O), m atki (M ), dziecka 
z fenyloketonurią (PK U ) i zdrow ych dzieci (zdl 
i zd2) traw iono enzymem restrykcyjnym  M SpI 
i hybrydyzow ano m etodą Southerna z sondą 
m olekularną zawierającą pełnej długości cD N A  
hydroksylazy fenyloalaninowej człowieka 
(phPA H247).
W górnej części ryciny schematycznie p rzed­
staw iono uk ład  prążków  hybrydyzacyjnych 
u członków rodziny.
W  dolnej części ryciny przedstaw iono rodow ód 
tej rodziny. Symbole biało-czarne oznaczają 
nosicieli fenyloketonurii, występują u nich allele 
praw idłow e o wielkości 23 kz i zm utow ane 
o wielkości 19 kz. Symbol czarny —  dziecko płci 
męskiej z fenyloketonurią posiada obydw a zm u­
tow ane allele (*) o wielkości 19 kz. Dziecko 
zdrowe nie będące również nosicielem posiada 
dwa praw idłow e allele o wielkości 23 kz.

rodzin, u których wystąpiła już uprzednio P K U  [45]. 
Polim orfizm  w locus P A H  jest na tyle częsty, że dla 
większości rodzin, u  których w ystąpiła PK U , m ożna 
wykonać diagnostykę prenatalną oraz ustalenie nosi­
cielstwa. W analizie zm utowanego genu w rodzinach 
z PK U , porów nuje się z R FL P  D N A  rodziców oraz 
chorego dziecka. Przykład analizy restrykcyjnej D N A  
członków rodziny, u której wystąpiła fenyloketonuria 
przedstaw iono na rycinie 2. D N A  członków tej rodzi­
ny traw iono restryktazą M spl. Geny w hom ologicz­
nych chrom osom ach obojga rodziców m ogą być roz­
różnione, ponieważ w jednym  z nich brak sekwencji 
rozpoznawanej przez restryktazę M spl, co prowadzi 
do pow stania fragm entu M spl o wielkości 23,0 za­
m iast 19,0 kz. Chore dziecko odziedziczyło od ojca 
i m atki obydwa chrom osom y zawierające miejsca 
rozpoznaw ane przez enzym M spl. Zm utow ane geny są 
sprzężone w tej rodzinie z fragm entem  19,0 a praw id­
łowe z fragm entem  23,0 kz. Obydwa prawidłowe 
chrom osom y zostały przekazane dziecku, k tóre jest 
zdrow ą hom ozygotą. W  rodzinach z dwojgiem cho­
rych dzieci segregacja zm utowanych alleli oraz stan 
choroby były całkowicie zgodne [46,47].

U kłady alleli wykrywane przez enzymy restrykcyj­
ne oraz sondę hybrydyzacyjną cD N A  P A H  um oż­
liwiają tzw. analizę haplotypów  alleli genu PAH . 
Osobnicy danej populacji są albo hom ozygotam i albo 
heterozygotam i pod  względem długości fragm entów 
D N A  (R FLP), co m ożna uwidocznić m etodą Souther­
na. U kład fragm entów  D N A  różnej długości uzys­
kanych po traw ieniu genomowego D N A  danego osob­
nika każdym  z 8 enzymów restrykcyjnych, wyznacza 
tzw. haplotyp R F L P  alleli PAH . Porów nując hap- 
lotypy R FL P  osób chorych na PK U , z haplotypam i 
R FL P  rodziców (z których każdy posiada prawidłowy 
i zm utow any allel), m ożna określić u rodziców zm uto­
wany i prawidłow y allel P A H  związany z danym  
haplotypem . H aplotypy R F L P  74 prawidłowych

i zm utow anych alleli genu P A H  określono dla 37 
duńskich rodzin. O pisano 12 haplotypów  R FL P  zwią­
zanych z prawidłow ymi i zm utow anym i allelami P AH . 
Spośród 74 zm utow anych alleli, 67 (91% ) było zasoc- 
jow anych z haplotypam i 1, 2, 3 i 4, przy czym 
haplotypy 2 i 3 zawierały 53% zm utow anych alleli, 
natom iast rzadko występowały wśród prawidłowych 
alleli. Z kolei haplotypy 1 i 4 przeważały w populacji 
prawidłowych genów i było z nimi związane tylko 38% 
zm utow anych alleli [45,47]. Stw ierdzono ponadto , że 
w locus P A H  w ystępują R FLP: B glII-PvuIIa-PvuIIb  
w części 5’ genu, natom iast w części 3’ genu występuje 
R F L P  E coR I-M spI-X m nI-E coR V -H indIII [21],

Polim orfizm  fragm entów  restrykcyjnych D N A  ge­
nu hydroksylazy fenyloalaniny m ożna sklasyfikować 
w grupy obejm ujące substytucje lub insercje i delecje. 
W  pierwszej grupie w wyniku pojedynczej substytucji 
zasady — występuje lub zanika miejsce rozpoznania 
dla restryktaz: B g lll , PvuII, X m nl, EcoR I, EcoRV 
i M spl. N atom iast drugi typ R F L P  wykryw any jako  
różnica długości fragm entu przy traw ieniu restryktazą 
H in d lll  reprezentow any jest w postaci 3 alleli (4,4, 4,2, 
4,0 kz) różniąc się o fragm ent 200 pz ulegający delecji 
lub insercji [21].

VI. Mutacje w genie hydroksylazy 
fenyloalaninowej

O braz kliniczny fenyloketonurii jest zróżnicow a­
ny, co w ynika z różnorodności m utacji mających 
niejednakowy wpływ na aktywność hydroksylazy fe­
nyloalaninowej [48]. Dzięki ustaleniu struk tury  praw i­
dłowego genu P A H  m utacje wywołujące P K U  m ogą 
być zidentyfikowane. Ze względu na to, że aż 38% 
zm utow anych alleli w P K U  odpow iada haplotypow i 
3, poszukiw ania m utacji w genie P A H  rozpoczęto od 
przygotow ania biblioteki genomowej w kosm idach 
D N A  z leukocytów chorego hom ozygoty o haploty-

28 POSTĘPY BIOCHEMII 3-4, 1990http://rcin.org.pl



Leksykon 
nowych terminów biochemicznych

opracowała Janina Kwiatkowska-Korczak —

W piśmiennictwie pojawia się stale wiele nowych nazw i pojęć. Skłoniło to Komisję Słownictwa 
Biochemicznego do zamieszczania w „Postępach Biochemii” leksykonu tych nazw, zawierającego, obok 
definicji także odnośnik piśmiennictwa. Taki leksykon ukazuje się systematycznie w „Biochemical 
E ducation” i jest bardzo pom ocny w opracow aniu polskiego słownika. Definicje haseł noszą niejednokrotnie 
charakter roboczy, wydaje się jednak pożyteczne podanie ich w takiej formie z możliwością pow tórnego 
ogłoszenia hasła po uzyskaniu pełniejszej informacji. Zachęcamy czytelników do uzupełniania naszego 
leksykonu hasłami z własnej dziedziny badań.

A   ............. ..

abzym (abzyme), katalityczne przeciwciało. M onoklo- 
nalne przeciwciało skierow ane przeciw analogowi sta­
nu przejściowego substratu  (T ram ontano  A. et al., 
Science 1986, 234, 1568 -  1570).

adypsyna (adipsin), białko występujące w dużych iloś­
ciach w adipocytach i w nerwie kulszowym. W ykazuje 
hom ologię struk tu ra lną  z rodziną proteaz serynowych 
(włącznie z pozycjami reszt His, Asp i Ser). Adipocyty 
wydzielają ją  do krwi. Pow stają dwie formy: 44 kD a 
i 37 kD a, które następnie ulegają przekształceniu, po 
enzymatycznej deglikozyclacji, do formy 25,5 kD a 
(Cook K.S. et al., Science 1987, 237, 402 -  405 i Flier 
J.S. et al., ibid 405 -  408).

AGE, akronim  „końcowych produktów  późnej gliko- 
zylacji” (advanced glycosylation end-products). G rupa 
barw ników  wyróżniających się żólto-brązow ą fluorys- 
cencją, które usieciowują białka w ostatnich stadiach 
ich nieenzymatycznej glikozylacji (Ceram i A., Trends. 
Biochem. Sci, 1986, 11, 311 -  314).

akarboza (acarbose), inhibitor a-l-4-glukozydazy. 
W prow adzony dootrzew now o zaburza m etabolizm  
lizosomów w ątroby, pow odując znaczne i trwałe ha­
m owanie enzymu i ostre zaburzenia lizosom alnego 
m etabolizm u glikogenu (Taylor J.A ., Biochem.J., 
1985, 228, 319 -  324).

akrozyna (acrosin), proteinaza nasienia, uczestnicząca 
w procesie zapłodnienia u ssaków. Powstaje w postaci 
proakrozyny, a jej przekształcenie w akrozynę wiąże 
się z nabieraniem  przez spermę zdolności penetrow a­
nia przez zewnętrzną osłonkę kom órki jajowej (Parrish 
R .F ., Polaski K .L ., Int. J. Biochem ., 1979, 10, 391 
-  395).

aksokinina (axokinin), ciepłotrw ała fosfoproteina 
o M =  56 kD a, występuje w rzęskach bezkręgowców

i kręgowców. Jej fosforylacja, zależna od cAM P, jest 
niezbędna dla zainicjowania ruchliwości rzęsek (Tash 
J.S. et al, Celi 1984, 301, 551 -  559).

aktynożełina (actinogelin), białko indukujące żelowa- 
cenie aktyny F  przy niskich stężeniach jonów  wapnia. 
Składa się z dwu identycznych podjednostek M r =  
112 000 -  115 000 każda (M im ura N., A sano A.J., J. 
Celi Biol., 1982, 93, 899 -  909).

aktywina (activin) (synonimy: białko uwalniające 
FSH , FRP), przysadkow o-tropow e białko, w ystępują­
ce w gonadach ssaków w dwu form ach, jako  hom o- 
dimery łańcuchów inhibiny BA lub Bb, połączonych 
wiązaniam i dwusiarczkowymi. Silny, wybiórczy sty­
m ulator sekrecji FSH  w przednim  płacie przysadki, 
działa bez pośrednictw a receptorów  G nR H . M oduluje 
proliferację kom órek erytroidalnych w hodowlach 
ludzkiego szpiku kostnego oraz indukcję nagrom adze­
nia w nich hemoglobiny. (Yu J. et al, Naturę (Fond.) 
1987, 330, 765 -  767).

allozymy (allozymes), alleliczne w arianty enzymów 
(Zam er W .E., H offm an R .J., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA  1989, 86, 2737 -  2741.

amelogenina (amelogenin), główne białko szkliwa zę­
bów we wczesnych okresach rozwoju. O pisano sek­
wencję 170 reszt am inokwasow ych tego białka (Takaji 
T. et al., Biochem. Biophys. Res. Comun. 1984, 121, 592 
-  597).

amfiregulina (amphiregulin), A R, glikoproteina, h a ­
m ująca wzrost kom órek nowotw orow ych niektórych 
linii, i stym ulująca proliferację ludzkich fibroblastów  
oraz innych prawidłowych i now otw orow ych kom ó­
rek. U stalono sekwencję am inokw asów formy A R  
zawierającej 78 reszt, a także form y posiadającej 
6 dodatkow ych reszt na N -końcu. C -term inalna część 
cząsteczki wykazuje wyraźną hom ologię z rodziną 
nabłonkow ych czynników wzrostowych (EG F). A R  są

http://rcin.org.pl



wiązane przez receptory E G F  i w pełni zaspakajają 
zapotrzebow anie na E G F  w niektórych układach 
kom órkowych. (Shoyab M. et ak, Science 1989, 243, 
1074 -  1076).

amidorfina (amidorphin), peptyd opiatowy, odpow ia­
dający resztom  104 -  129 proenkefałiny A wołu, 
posiada grupę am idową na C-końcu. (Seizinger B.R., 
Nature (Lond.) 1985, 313, 57 -  59).

aminomalonowy kwas (aminomalonic acid) (synonim: 
Arna; 2-karboksy-glicyna), stosunkow o nietrwały 
am inokwas, występujący w małych ilościach u bakterii 
i w płytkach aterosklerotycznych. Pokrewny kwasom: 
2-karboksyasparaginow em u i 4-karboksyglutam ino- 
wemu, które również w ykryto w płytkach aterosk- 
lerotycznych (van Buskirk J.J. et al., Proc. Soc. Acad. 
Sci. U SA , 1984, 81, 722 -  725).

amunina (amunin) (synonim: czynnik uwalniający kor- 
tykotropinę), am id polipeptydu zbudow anego z 44 
reszt aminokwasowych. W ydzielona z podwzgórza 
(Vale W., Science 1981, 213, 1394 -  1397).

amylina (amylin), peptyd złożony z 32 reszt am ino­
kwasowych, główny składnik am yloidu wysepek trzus­
tki. W ykazuje strukturalne podobieństw o do ludz­
kiego peptydu-2. Oba peptydy są silnymi inhibitoram i 
syntezy glikogenu w mięśniach in vitro, zarów no 
podstawowej jak  i stymulowanej przez insulinę (Leigh­
ton B., C ooper G .J.S., Nature (Lond.) 1988, 335, 632
-  635).

aneksyna (annexin), nazwa nadana przez Geisgowa 
(F E B S L ett. 1986, 203, 99-103) rodzinie białek w iążą­
cych C a2+ i fosfolipidy, M r 35 000. Zalicza się do niej 
następujące białka o znanej hom ologii sekwencyjnej: 
endotoksynę I, kalpaktynę I, kalelektrynę I i białko II 
(Schlaepfer D .D . et ak, Proc. Natl. Acad. Sci. U SA , 
1987, 84, 6078 -  6082).

anchoryna c li  (anchorin cli), hydrofobow a gliko- 
proteina, M r 31 000 wydzielona z błon chondriocytów  
kurczęcia. W iąże kolagen typu II (M ollenhauer J. et 
ak, J. Cell. Biol. 1984, 98, 1572 -  1578).

antyhormon (antihormone), izoform a horm onu, wiąże 
się z odpowiednim  receptorem , ale nie wykazuje 
aktywności biologicznej. Pierwszym zidentyfikow a­
nym antyhorm onem , występującym w organizm ie jest 
antagonista FSH  (Dahl K. et ak, Science 1987, 239, 72
-  74).

anty-mRNA, (an ti-m R N A jjednoniciow y R N A , kom ­
plem entarny do m R N A  (Pestka S., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 1984, 81, 7525 -  7528).

antystatyna (antistatin), białko o M r 17 000, występuje

w gruczołach ślinowych pijawki meksykańskiej (Hae- 
mentaria officinalis). W ykazuje aktywność przeciw- 
krzepnieniow ą i antym etastatyczną (Tyszyński G .P et 
ak, J. Biol. Chem. 1987. 262, 9718 -  9723).

apamina (apamin), oktadekapeptyd, neurotoksyna ja ­
du pszczół (W emmer D., K allenbach N .R ., Biochemis- 
try  1983, 22, 1901 -  1906).

/3 -ARK, akronim  kinazy receptora (1 -adrenergicznego 
(¡3 —  adrenergie receptor kinase). K inaza niezależna od 
cA M P, swoiście fosforyluje receptor f$ - adrenergiczny 
w jego postaci związanej z agonistą (Benovic J.L. et ak, 
J. Biol. Chem. 1987, 262, 9026 -  9032).

atrioaktywaza (atrioactivase), swoista proteaza sery- 
nowa, występująca w przedsionku serca wołu, katali­
zuje aktywację prekursora przedsionkowego czynnika 
natriuretycznego drogą selektywnej hydrolizy w iąza­
nia peptydow ego przy Arg89 (Im eda T. et ak, J. Biol. 
Chem. 1988, 263, 9515 -  9519).

atriopeptygen, prekursor atriopeptyny. W ystępuje 
w m iocytach przedsionka serca (Saper C.B. et ak, 
Science 1985, 227, 1047 -  1048).

atriopeptyny (atriopeptins), biologicznie czynne pep­
tydy, wydzielone z przedsionka serca ssaków. At- 
riopeptyna I składa się z 21 reszt am inokwasowych, 
atriopeptyna II - z 23, tzn. m a sekwencję identyczną 
z atriopeptyną I z dodatkow ym  dipeptydem  Phe - Arg 
na C-końcu (Currie M .G . et al, Science 1984, 223, 67 
-  69).

B  ________ ___

batroksobina (batroxobin), trom bino-podobna p ro tea­
za serynowa wydzielona z jad u  Bothrops atrox, lub ich 
podgatunków . W odróżnieniu od trom biny, k tó ra 
przekształca fibrynogen w fibrynę drogą odszczepienia 
peptydów  A i B, batroksobina odszczepia jedynie 
peptyd A. Podobnie jak  trom bina wykazuje aktyw ­
ność esterazow ą i am idazową, a także hydrolizuje 
substraty peptydow e (Stiirzibecher J,, Toxic on 1986, 
24, 585 -  595).

białka inaktywujące rybosomy (ribosome-inactivating 
proteins) (synonim: RIP). Białka typu I składają się 
z pojedynczego łańcucha polipeptydowego. Zalicza się 
tu  agrostynę, diantrynę, dodekandrynę, geloninę, lufi- 
nę m om ordynę i trytynę (,agrostin, dianthrin, dodecand- 
rin, gelonin, luffin, momorclin, tritiń). Białka typu II 
składają się z łańcucha o właściwościach RIP, kowale­
ncyjnie związanego z łańcuchem  wiążącym o właś­
ciwościach lektyny. Do tej klasy zaliczamy: abrynę, 
modekcynę, rycynę, wiskum inę i wolkenzynę (ahrin,
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modeccin, ricin, viscumin, volkensin) (Stripe F., Bar- 
bieri L., F E B S L ett 1986, 195, 1 -  8).

białko „Alz 50” (,,A lz 50” protein), białko o M r 68 000, 
występuje swoiście w m ózgu pacjentów  z chorobą 
Alzheimera, w neuronach zawierających płytki neury- 
towe i struktury  włókniste, charakterystyczne dla tej 
choroby. W ystępuje w podw zgórzu, korze skroniowej 
i cleus basalis — regionach, atakow anych przez choro­
bę (Barnes D.M ., Science 1985, 230, 1260).

białko glejowe macierzy (m atrix glia protein), białko 
macierzy organicznej kości, o M r 15 000, zawiera 5-6 
reszt kwasu y -karboksyglutam inow ego (Price P.A. et 
al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, 117, 765
-  771).

białko kamieni trzustkowych (pancreatic stone protein), 
główne rozpuszczalne białko kam ieni trzustkowych. 
Fosfoproteina wiążąca wapń, występuje w ziarnistoś- 
ciach zym ogennych kom órek trzustki. W ydziela się 
z sokiem trzustkow ym  zarów no osób zdrowych jak  
i tych, u których tw orzą się kamienie trzustkow e. 
H am uje w ytrącanie węglanu w apnia w soku trzust­
kowym. M r 13 000 (M ultinger L. et al., Biochem. 
Biophys. ReP. Commun., 1983, 110, 69 -  74).

białko pasma ciążowego {pregnancy zone protein) (sy­
nonimy: a2 -glikoproteina ciążowa, a2-pregnoglobuli- 
na, PZP), jedno z głównych białek osocza pojaw iają­
cych się podzas ciąży. M oże osiągać poziom  1,0 -  1,4 
g/l tuż przed porodem . W ykazuje wysoką hemologię 
sekwencyjną z ludzką a2-m akroglobuliną (Sottrup 
-Jensen L. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 1984, 81, 
7353 -  7357).

białko STO P (S T O P  protein) (synonim: stable tubule 
only polypeptide, trwały peptyd, właściwy jedynie dla 
tubul), białko o M r 145 000, blokuje dysocjację koń­
cowych podjednostek m ikrotubul (polim erów tubuli- 
ny). Wiąże się nieodwracalnie z m ikrotubulam i, ale 
zachodzi jego translokacja i przesuwanie wzdłuż m ik­
ro tubul (Pabion M. et al., Biochemistry 1984, 23, 6642
-  6648).

białko Z {protein Z), białko zależne od witam iny K., 
występuje w osoczu człowieka i wołu. M r 62000. 
Białka Z obu gatunków  są podobne do siebie pod 
względem wielkości, składu am inokwasow ego, chara­
kterystyki chrom atograficznej i N-końcowej sekwen­
cji. Funkcja niejasna (Broze Jr. G .J., M ilevich J.P ., J. 
Clin. Invest. 1984, 73, 933 -  938).

bindyna {bindin), białko otrzym ane z nasienia jeżowca, 
M r 35 000, składa się z 258 reszt am inokwasowych. 
Pośredniczy w swoistym rozpoznaw aniu i adhezji 
nasienia do powierzchni ja ja  (Bellet N .F  et al. Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 1977, 79, 159 -  165).

bombolityna {bombolitin), jeden z pięciu heptapep- 
tydów, spokrew nionych strukturaln ie ze sobą, boga­
tych w hydrofobow e reszty am inokwasowe, w ystępu­
jących w jadzie trzm iela Megabombus pensylvanicus. 
W szystkie one lizują erytrocyty i liposomy, uw al­
niające histam inę z kom órek tucznych i stym ulują 
fosfolipazę A 2. Właściwości bom bolityny są zbliżone 
do właściwości m elityny (Argiolas A., Pisano J.J., / .  
Biol. Chem., 1985, 260, 1437 -  1444).

bombyksyny (bombyxins), rodzina peptydów
0 M  =  5 kD a, wydzielonych z m ózgu jedw abnika. 
Składają się z łańcuchów A i B, połączonych w iąza­
niem dwusiarczkowym , w ykazują hom ologię z in­
sulinami kręgowców (K aw akam i A. et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6843 -  6847).

bouwardyna {bouvardin), cykliczny heksapeptyd wy­
dzielony z rośliny Bouvardia ternifolia, używanej 
w M eksyku jako  lek przeciw dyzenterii i innym 
chorobom . W ykazuje aktywność przeciwnowotworo- 
wą w kilku układach, ham uje syntezę białka w niena­
ruszonych kom órkach eukariotycznych i układach 
bezkom órkow ych (Zalacain M. et al., F E B S Lett., 
1982, 148, 95 -  97).

brewetoksyna (brevetoxin), związek wydzielony z m ik­
roorganizm ów  „czerwonego przypływ u” {Ptychodis- 
cus brevis) na Florydzie. W ywołuje m asow ą śmierć ryb
1 neurotoksyczne zatrucia u ludzi występujące po 
zjedzeniu skorupiaków  (Baden D .G  et al., Toxicon, 
1984, 22, 75 -  81)

brewina (brewin), białko surowicy o M r 90 000. W yka­
zuje aktyw ność depolim eryzow ania aktyny, choć jej 
głównym zadaniem  jest skracanie filam entów aktyny 
(Lees A. et al„ Biochemistry 1984, 23, 3038 -  3047).

briostatyna (briostatin), aktyw ator kinazy białkowej 
zależnej od w apnia i fosfolipidów. Blokuje różnicow a­
nie prom ielocytów  białaczkowych H L - 60 indukow a­
ne przez estry forbolow e (K raft A.S. et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1986, 83, 1334 -  1338).

bursyna (bursin), tripeptyd, lizylo-histydylo-glicyloa- 
mid. H orm on, różnicuje wybiórcze kom órki fi, wy­
stępuje w torbie Fabriciusa u  kurcząt. (A udhya T. et 
al., Science 1986, 231, 997 -  999).

butyrofilina (butyrophilin), kw aśna glikoproteina 
o M r 67 000, wydzielona z wewnętrznej otoczki krope­
lek tłuszczu mleka, zawierającej białka (Fraudenstein 
C. et al., Exp. Cell. Res., 1979, 118, 277 -  294).

bZIP, grupa białek, zawierających sekwencje bogate 
w zasadowe reszty aminokwasowe, przylegające do 
sekwencji charakterystycznych dla „leucynowych su­
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w aków ” (ileucine zipper) (Vinson C.R. et al., Science 
1989, 246, 911 -  916).

c
CAD, akronim  na oznaczenie wielofunkcyjnego białka 
tkanek ssaków, k tóre wykazuje aktywność syntazy 
karbam oilofosforanow ej zależnej od glutam iny, trans- 
karbam oilazy asparaginianowej i dihydroorotazy 
(Crayson D .R ., Evans D .R ., J. Biol. Chem., 1983, 258, 
4123 -  4129).

cerebelina (cerebellin), heksadekapeptyd o znanej sek­
wencji, swoisty dla m óżdżku. Z lokalizow ano ją  w pe- 
rykarionie m óżdżkow ych kom órek Purkiniego i w de- 
ndrytach. U  szczurów pojawia się w 5 dni po urodze­
niu, osiąga m aksym alny poziom  w 25 dniu, a następnie 
obniża się do stałego poziom u. Głównym  m etabolitem  
cerebeliny jest des-ser1 -cerebelina (Slemmon J.R . et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci USA, 1985, 82, 7145 -  7148).

cerebrocystatyna (cerobrocystcitin), polipeptyd o 
M r 12 000, wydzielony z m ózgu szczura. H am uje 
oczyszczoną proteinazę cysteinową m ózgu (katepsyna
B, EC 3.4.22.1) i papainę (EC 3.4.22.2) Podobne 
inhibitory peptydowe wydzielono z w ątroby szczura, 
leukocytów świni i śledziony wołu (K opitar A. et al. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, 112, 1000 
-  1006).

cerulenina (cerulenin), antybiotyk przeciwgrzybiczy, 
silny inhibitor syntetazy kwasów tłuszczowych, p o ­
chodzącej z m ikroorganizm ów  i tkanek zwierzęcych 
(Tom oda H. e ta l., J. Biochem. (T o kyo ), 1984,95,1705
-  1712).

chinoproteiny (quinoproteins), dehydrogenazy wystę­
pujące w niektórych bakteriach. Ich koenzymem jest 
pirolochinolinochinon (PQQ) (D ekker R .H ., et al., 
Eur. J. Biochem., 1982, 125, 69 -  73).

cholekalcyna (cholecalcin) (synonim: białko wiążące 
wapń), grupa w ew nątrzkom órkow ych białek o silnym 
powinowactwie do wapnia. Ich stężenie zależy od 
kalcytriolu (1,25-dihydroksycholekalcyferolu) (Perret
C. et al., Eur. J. Biochem., 1985, 148, 61 -  66).

chondrokalcyna (chondrocalcin), białko wydzielone 
z chrząstek przełyku płodów  bydlęcych, wiąże się silnie 
z hydroksyapatytem . Jest to białko pozakom órkow e, 
nie spokrew nione z żadnym  znanym  białkiem kości 
i chrząstek (Poole A .R . et al., J. Celi Biol., 1984, 98, 54
-  65).

chromogranina A, (chromogranin), CgA, białko, wy­
stępujące w większości tkanek produkujących h o r­
mony, łącznie z trzustką, przysadką, przy tarczycam i,

kom órkam i C tarczycy i endokrynnym i kom órkam i 
jelit i płuc. Z lokalizow ana i wydzielana razem  z ho r­
m onam i, występuje w zwiększonej ilości w surowicy 
krwi osobników  z now otw oram i endokrynnym i (np. 
rakiem  rdzenia tarczycy, m ałokom órkow ym  rakiem  
płuc, itp.) (M urray S.S. et al., Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 1987, 142, 141 -  146).

chymodenina (chymodenin), pep tydopodobny horm on 
dw unastnicy, gwałtownie zmienia wzajemne proporcje 
enzymów wydzielanych przez trzustkę. Pod jej wpły­
wem powstaje m ieszanina stosunkow o bogata w chy- 
m otrypsynogen (Adelso J. et al., J. Biol. Chem. 1986, 
261, 10569 —  10575).

cyjanoginozyna (cyanoginosin) toksyczny czynnik, od­
powiedzialny za liczne przypadki zatrucia wśród zwie­
rząt w Afryce, pijących wodę obfitującą w cyjanobak- 
terie. Jest to cykliczny heksapeptyd o M r 900-1100. 
L D S0 w  zakresie 0,05 -  020 pg/g  wagi ciała myszy. 
Poznano 7 odm ian tego peptydu (K fir R. et al., 
Toxicon, 1986, 24, 543 -  552).

cyklina (cyclin), kwaśne białko jąd ra  kom órkow ego 
o M r 36 000. Identyfikuje się ją  na podstawie okreś­
lonej pozycji, jak ą  zajmuje w dw ukierunkowym  roz­
dziale białek kom órkow ych. W rażliwa na transfo rm a­
cję, syntetyzowana głównie w fazie S cyklu kom ór­
kowego. Identyczna z „jądrow ym  antygenem  prolife- 
rujących kom órek” (proliferating celi nuclear antigen) 
(M athews M .B. et al., Naturę 1984, 309, 374 -  376).

cyklofilina (cyclophilin), swoiste białko cytozolowe 
o M r 15 000, odpowiedzialne za wiązanie cyklosporyny 
A - im m unosupresyjnego undekapeptydu grzybów. 
W ystępuje w kom órkach mysiej, wołówej i ludzkiej 
grasicy, w dojrzałych limfocytach T, m ózgu i nerkach 
(H andschum acher R.E. et al., Science 1984, 226, 544
-  547).

cyno-protoporfiryna (tin-protoporphyriń), syntetyczna 
m etaloporfiryna, analog hemu, w którym  atom  żelaza 
zastąpiono przez cynę. Nie wiąże tlenu cząsteczkowe­
go, nie jest rozkładana przez oksygenazę hemową. Jest 
kom petycyjnym  inhibitorem  tego enzymu (D rum - 
m ond G.S., K appas A., Science 1982, 217, 1250
-  1252).

cystatyna (cystatiń), białko oporne na zasady, o M r 
12000, inhibitor proteinaz cysteinowych, wydzielony 
z białka jaja. W ystępuje w dwu form ach o różnych 
punk tach  izoelektrycznych. Ż adna z nich nie zawiera 
grup SH (Anastazi A. e ta l., Biochem. J., 1983,211,129
-  138).

cytosynalina (cytosynalin), białko oczyszczone z błon 
synaptycznych wołu, wiąże kalm odulinę i oddziaływu- 
je z szeregiem elementów cytoszkieletu M r 35 000

iv
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(Sobue K. et al., Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 1985, 82, 
8075 -  8079).

cząstka rozpoznająca sygnał, cząstka rozpoznaw ania 
sygnału (.signal recognition particle), kom pleks 6 poli- 
peptydów i cząsteczki 7S R N A , działa jako  przejś­
ciowa trzecia podjednostka rybosom u, łączy proces 
translacji z wydzielaniem sekrecyjnego białka poza 
kom órkę (Levin R., Science 1982, 218, 111 -  778).

D  _____________

defensyny (defensins), kationow e polipeptydy o niskiej 
masie cząsteczkowej, wydzielone z obojętochłonnych 
leukocytów i m akrofagów  płuc, strukturalnie spok­
rewnione z kortykostatynam i. W szystkie defensyny 
i kortykostatyny zaw ierają 3 1 - 3 3  reszt am inokw aso- 
wych, w tym sekwencję 11-12 reszt, w której Cys i Arg 
występują w sposób wysoce konserw atyw ny (Quelette 
A.J. et al., J. Cell Biol., 1989, 108, 1687 -  1695).

depaktyna (depactin), białko o M r17 000, wydzielone 
z kom órek jajow ych rozgwiazdy. Depolim eryzuje ak ­
tynę F  i ham uje polimeryzację aktyny G. (M abuchi I., 
J. Biochem. (T okyo)  1981, 89, 1341 -  1344).

1 -deoksynojirymycyna (l-deoxynojirim ycin), an tybio­
tyk wytwarzany przez określony gatunek Bacillus. 
Z redukow ana form a nojirymycyny, antybiotyku p ro ­
dukow anego przez kilka szczepów Streptomyces. A na­
logi glukozy, zawierają grupy N H  zam iast tlenu w pie­
rścieniu piranozowym . In vitro i in vivo ham ują jelitowe 
a - glukozydazy i trzustkow ą a - amylazę, a także 
syntezę złożonych oligosacharydów o w iązaniu 
N-glikozydowym, w hodowli kom órkowej (Saunier 
B„ et al., J. Biol. Chem., 1982, 257, 14155 -  14161).

desmina (desmin) (synonim: szkieletyna (sceletin)), 
białko występujące w tarczkach z m ięśnia szkieletowe­
go i sercowego. M r 50 000 -  55 000. W ystępuje także 
w filam entach mięśni gładkich i kom órek niemięś- 
niowych (Lazarides A., Ann. Rev. Biochem. 1982, 51, 
219 -  250).

diwidyna (dividid), ludzka zasadow a fosfoproteina 
jąd ra  kom órkow ego o M r 54000, swoista dla cyklu 
kom órkowego, zw iązana z procesem proliferacji (Celis 
J.E ., Nielsen J., Proc. Natl. Acad. Sei. U SA, 1986, 83, 
8187 -  8190).

dystrofina (dystrophin), białko o M r 40 000, występuje 
w mięśniu szkieletowym przy potrójnym  złączu. Jak  się 
wydaje, b rak  go w dystrofii mięśniowej typu D uchenne 
(H offm an E.P. et al., Nature 1987, 330, 754 -  758).

E ______________________________

(erythroid differentiating factor), białko wydzielone 
z ludzkich kom órek białaczkowych linii TH P-1. In ­
dukuje różnicowanie białaczkowych kom órek Frien- 
da. Białko to znaleziono w 4-dniowej kulturze ko­
m órek THP-1 hodow anych w obecności 4 -  /?-forbo- 
lo-12-m irystyniano-12-octanu. Jest ono dimerem, 
M r 25 000, N -term inalna sekwencja jest identyczna 
z sekwencją łańcucha (1 inhibiny A świni (Eto Y., et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 142, 1095 
-  1103).

egazyna (egasin) g likoproteina o M r 64 000, wykazuje 
aktywność esterazową. D eterm inuje w ew nątrzkom ór­
kowe rozmieszczenie /ł-glukuronidazy o różnych na­
rządach myszy (M edda S., Swank T .R ., J. Biol. Chem.
1985, 260, 15802 -  15808).

egzoenzym (exoenzyme), enzym wydzielany przez ko­
m órkę, np. enzymy trawienne żołądka i trzustki (S tan­
ley K .K . et al., Trends Biochem. Sci, 1982, 7,145 -  147).

ejkozanoidy (ejcosanoids), pochodne kwasu arachido- 
nowego. O gólna nazwa związków C20: prostaglandyn, 
trom boksanów , prostacyklin, leukotrienów (W issman 
G., New Eng. J. M ed., 1983, 308, 454 -  455).

ektoenzym (ectoenzyme), enzym stanowiący integralne 
białlo błony cytoplazmatycznej, o centrum  aktywnym  
zwróconym  na zewnątrz kom órki. M oże działać w po- 
zakom órkow ym  metabolizm ie swego substratu, albo 
jego receptor i stanowić integralną część procesu 
transportu  substratu  do kom órki (Stanley K .K . et al., 
Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 145 -  147).

ekworyna (aequorin), fosfoproteina z meduzy Aequor- 
ea, emituje światło po dodaniu  śladowych ilości C a2+, 
zarów no w obecności jak  i nieobecności tlenu. Dzięki 
wysokiej czułości białko to m a duże zastosow anie jako  
wskaźnik jonów  w apnia w układach biologicznych 
(Shim om ura O., Biochem. J. 1986, 234, 271 -  277).

elastonektyna (elastonectiń), białko o M r 120 kD a, 
występuje w fibroblastach skóry, przypuszczalnie od­
pow iada za indukow aną adhezję kom órek mezen- 
chym alnych do elastycznych włókien (H ornbeck W., 
Tixier J.M ., R obert L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1986, 83, 5517 -  5520).

embrionina (embryoniń), g likoproteina o M r 270000, 
po redukcji tworzy 3 polipeptydy: M r 185 000, 12 000 
i 68 000. W ydzielana z niektórych preparatów  fetuiny 
otrzym anych z surowicy krwi płodów  cielęcych. W y­
kazuje aktywność czynnika wzrostu. Identyczna z byd­
lęcą a -m akroglobuliną (Feldm an S. et al., J. Biol. 
Chem. 1984, 259, 4458 -  4462).

EDF, synonim: erytroidalny czynnik różnicujący
endopeptydaza tworząca y-endorfinę (y-endorfin-gene- 
rating endopeptidase), enzym rozszczepiający wiązanie
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...Leu17 -Phe18 ... w /? -endorfinie z utworzeniem  
y-endorfiny i ^-endorfiny (18 -  31) (Labouille J.L .M . et 
al. Biochem. Biophys. R es . Commun. 1985, 133, 897 
-  903).

endotelina (endothelin), peptyd zwężający naczynia, 
wydzielony ze śródbłonka. Składa się z 21 reszt 
am inokwasowych, zawiera dwa wiązania dwusiarcz- 
kowe, z których jedno tworzone jest przez N -końcow ą 
cysteinę. W ydzielona z supernatan tu  hodowli kom ó­
rek śródbłonka aorty  świni. Powstaje z proendoteliny, 
zbudow anej z 203 reszt am inokwasowych (Yanasiga- 
wa M. et al., Naturę  1988, 332, 411 -  415).

entaktyna (entactin), glikoproteina zawierająca reszty 
siarczanowe o M r 185 000, wydzielona z pozakom ór- 
kowej macierzy błon podstaw nych, oporna na chond- 
roitynazę ABC. Ponad 1/3 budujących ją  am ino­
kwasów stanowi glicyna, asparaginian i glutam inian 
(Carlin B. et al., J. Biol. Chem. 1981, 256, 5209 
-5 2 1 4 ).

enterochelina (<enterochelin), siderofor, związek chela- 
tujący żelazo, syntetyzowany w wielu organizm ach, 
m.in. E. coli. Jest to cykliczny trim er 2,3-dihydrok- 
sy-N-benzoilo-L-seryny, jego syntezę reguluje wenąt- 
rzkom órkow a podaż żelaza (Lundigran M .B., K adner 
R .J., J. Biol. Chem  1986, 261, 10797 -  10801).

enzym odgałęziający „lariat” mRNA (pętlę lassa 
m R N A ) (lariat debranching enzyme), enzym rozszcze­
piający wiązanie 2‘-5‘ -fosfodiestrowe, utw orzone p o d ­
czas składania (splicing) m R N A  pom iędzy 5‘ -ter­
m inalną resztą guanylow ą in tronu  a resztą adenylową 
leżącą blisko miejsca przecięcia (K ram er A., Keller W., 
E M B O  J  1985, 4, 3571 -  3581).

enzymy zawiasowo zgięte (hinge-bending enzym e), en­
zymy złożone z conajmniej dwu globularnych dom en, 
których wzajem ną orientację modyfikuje obecność 
liganda, np. heksokinaza, kinaza fosfoglicerynianowa 
i inne enzymy wiążące nukleotydy (Betton J.M . et al., 
Biochemistry 1984, 23, 6654 -  6661).

F    __

fascyna (fascin), białko o M =  58 kD a, wydzielone z jaj 
jeżowca m orskiego, tworzy usieciowanie z aktyną 
(Craig S.W., Pollard T .D ., Trends Biochem. Sci., 1982, 
7, 88 -  92).-

fermodulina (fermodulin), białko wiążące żelazo, wy­
stępuje w m ikrosom ach w ątroby szczura i frakcjach 
cytozolowych serca, w ątroby i mózgu. H am uje aktyw ­
ność reduktazy H M G -C oA . M r 58 000 (M enon A.S. et 
al., Indian J. Biochem. Biophys. 1984, 21, 27 -  38).

feralteryna (ferralterin), rozpuszczalne białko ch loro­
plastów, zawiera nie-hemowe centra żelazo-siarkowe, 
M r 30 000. Składa się z trzech podjednostek, dwu o M r 
=  7 000 i jednej — 12 000. Pośredniczy w świetlnej 
aktywacji fruktozo-1,6-bisfosfatazy w chloroplastach 
(de la Toore et al., Arch. Biochem. Biophys. 1982, 213, 
5 4 5 -5 5 0 ).

fibronektyna (fibronectin), g likoproteina występująca 
w dwu formach: pozakom órkow ej i kom órkowej 
błonowej, łączy się z fibrynogenem , kolagenem , ak ­
tyną, glikozam inoglikanam i i powierzchnią kom órek. 
W ystępuje w krwi i innych płynach ustrojow ych oraz 
na powierzchni kom órek w tkance łącznej. U w aża się, 
że uczestniczy w zakotw iczaniu kom órek w macierzy 
pozakom órkow ej. Jest dimerem praw dopodobnie ide­
ntycznych polipeptydów , połączonych wiązaniem 
dwusiarczkowym  (R uoslahti E. et al., Trends Biochem. 
Sci. 1982, 7, 188 -  190).

fibrosom (fibrosome), sztuczny pęcherzyk „liposo- 
m o-podobny” , tw orzony drogą nakładania cząsteczek 
oczyszczonej ludzkiej fibronektyny na substrat, opła- 
szczony agarem ; sztuczny kom pleks m akrom olekular­
ny (K uehn G .D ., Trends Biochem. Sci., 1985, 10, 227 
-  230).

filagryna (filaggrin), struk turalne białko zasadowe, 
wydzielone ze zrogowaciałej warstwy nabłonka, wiąże 
się swoiście z pośrednim i włókienkam i. M r filagryny 
myszy — 30 000, szczura - —48 000 (Steinert P.M . et 
a l., Proc. N a tl.A cad . Sci. USA, 1981 ,78 ,4097-4101).

filamina (filamin), białko o M  =  25 kD a, występuje 
w kom órkach mięśni gładkich, a także tarczkach 
Z w mięśniach szkieletowych i kom órkach niemięś- 
niowych (G om er R .H ., Lazarides E., Celi, 1981, 23, 
524 -  532).

fimbryna (fimbrin), białko o M  =  68 kD a, wydzielone 
z nabłonka jelit, tworzy usieciowanie z aktyną (Craig 
S.W., Pollard T .D ., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 88 
-9 2 ) .

fitochelatyny (phytochelatins), rodzina m ałych pep- 
tydów, bogatych w cysteinę, wiążą koordynacyjnie, 
przez grupę tiolow ą, m etale ciężkie (C d2+, Z r f+, P b2+, 
Hg2+). W ystępują w roślinach. Ich wzór ogólny to 
(y-Glu-Cys)n-Gly (n =  2 do 11) (Grill E. et al., Proc. 
Natl. Acad-Sci. USA  1987, 84, 439 -  443).

folistatyna (follistatin), białko ham ujące wydzielanie 
FSH , M r — 35 000. W ydzielono go z płynu pęcherzy­
kowego jajników  świni. Nie wykazuje hom ologii sek­
wencyjnej z inhibinam i (Veno N. et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci USA  1987, 84, 439 -  443).'

fosfolamban (phospholamban), białko siateczki śród-
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błonkowej serca, M r 20000 -  24000. U fosforylowany, 
zwiększa powinowactwo A TPazy zależnej od w apnia 
d o C a 2+ (Lidem ann J.P. e ta l . , / .  Biol. Chem. 1983,258, 
4 6 4 -  471).

fosforamindon {phosphoramindoń), N -a-L -ram nopira- 
nozylo-oksyfosfo(L-leucyto-L-tryptofan). Swoisty in­
hibitor term olizyny (K itagisaki K., H irom i K., J. 
Biochem. (T o kyo )  1984, 95, 529 -  534).

fosforyny {phosphorins), grupa białek nie-kolageno- 
wych, bogatych w fosforan, wydzielonych z siekaczy. 
Uczestniczą w m ineralizacji kości. Z siekaczy szczurów 
wydzielono dwa główne składniki o M r71 000 i 65 000. 
Zaw ierają one ponad  70% reszt serynowych i aspara- 
ginianowych (Dim uzio M .T ., Veis A., Calcif. Tis. Res., 
1980, 25, 169 -  178).

fragmina (fragmin), białko wrażliwe na C a2+, 
M r ~  43 000, wydzielone z Physarium polycephalum. 
Reguluje długość filam entów aktyny tw orzonych in 
vitro (Craig S.W., Pollard T .D ., Trends Biochem. Sci., 
1982, 7, 88 -  92).

frederykamycyna A (frederikam ycin A), nowa klasa 
antybiotyków , produkow anych przez szczep Strep- 
tomyces griseus. W ykazuje aktywność wobec bakterii 
G ram -dodatn ich  oraz grzybów. Działa cytotoksycznie 
na przeszczepialne now otw ory myszy in vitro i in vivo. 
Zaw iera spiranow y układ pierścieniowy (Byrne K .M . 
et al., Biochemistry 1985, 24, 47[8 -  486).

G ____________________________
Gaba-modulina (Gaba-moduliń) (synonim: m odulina 
kwasu y-aminomasłowego). N europro teina mózgu, 
przypuszczalnie m oduluje swoiste miejsce rozpozna­
nia G aba o wysokim powinowactwie. Składa się 
z około 126 reszt am inokwasowych, m a zablokow any 
N -koniec i resztę histydyny na C-końcu. M r 16 500 
(G uidotti A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1982, 
79, 6084 -  6088).

galanina (galanin), peptyd złożony z 29 reszt am ino­
kwasowych, wydzielony po raz pierwszy z jelit w iep­
rzowych, ale występujący także w centralnym  układzie 
nerwowym ssaków (w największym stężeniu w po d ­
wzgórzu). Po wprow adzeniu zdrowym  osobnikom  
wywołuje gwałtowny wzrost poziom u horm onu wzro­
stu we krwi (Bauer F .E ., Lancet 1986, 2, 192 -  194).

GAP, peptyd towarzyszący horm onow i uw alniające­
m u gonadotropinę (GnRHr), składa się z 56 reszt 
aminokwasowych. W chodzi w skład prekursora 
G nR H . P rekursor ten m a 92 reszty u  człowieka 
i szczura, 90 — u myszy, zawiera sekwencję G n R H  (10 
reszt) i GAP. (M ason A.J. et al., Science 1986, 234, 
1366 -  1371).

gelaktyna (gelactin), białko o M r 23 000, wydzielone 
z Acanthamoeba, tworzy usieciowanie z ak tyną (Craig
S.W., Pollard T .D ., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 88 
-9 2 ) .

gelonina (gelonin), zasadow a glikoproteina, M r 30 000, 
inaktyw ująca rybosom y. W ydzielono ją  z nasion roś­
lin. H am uje syntezę białka w układach bezkom ór- 
kowych (Falasca et al., Biochem J., 1982, 207, 505 
-  509).

gelsolina (gelsolin), białko o M r 91000, wydzielone 
z m akrofagów , reguluje długość filam entów aktyny, 
tworzonych in vitro (Craig S.W., Pollard T .D ., Trends 
Biochem. Sci. 1982, 7. 88 -  92).

gen sor (sor gene), krótki gen ram ki odczytu, umiejs­
cowiony w D N A  między poi, i env (Lee T .H . et al., 
Science 1986, 231, 1546 -  1549).

genisteina {genisteiń), związek izoflawonowy, wydzie­
lony z pożywki fermentacyjnej Pseudomonas sp. Swoiś­
cie ham uje terozynowe kinazy białkowe (A kiyam a T. 
et al., J. Biol. Chem. 1987, 262, 5592 -  5596).

GIP, akronim  żołądkow ego polipeptydu ham ującego 
{Gastric Inhibitory Polypeptide), insulinotropow ego 
polipeptydu zależnego od glukozy {Glucose-Dependent 
Insulinotropic Polypeptide), polipeptyd złożony z 42 
reszt aminokwasowych, wydzielany przez specyficzne 
kom órki endokrynne śluzówki górnej części jelita 
cienkiego. Jego wydzielanie stym ulują wchłonięte z je ­
lita węglowodany i tłuszcze. G IP  ham uje wydzielanie 
kwasu w żołądku i wzmaga wydzielanie insuliny 
podczas hiperglikemii (Sarson D .L., J. Clin. Invest. 
1982, 12,457 -  461).

glicynina (glycinin), główne białko zapasowe nasion 
soji. M r 350000, składa się z 6 podjednostek, a każda 
z nich -  z kwaśnego i zasadowego polipeptydu, 
połączonych wiązaniem dwusiarczkowym  (Kella N .D . 
et al., Int. J. Pept. Protein Res. 1986, 27, 421 -  432).,

glikacja {glycation), nazwa zalecana na określanie 
każdej reakcji w iązania cukru z białkiem, niezależnie 
od tego czy jest ona katalizow ana przez enzym, czy nie. 
G likozylacja będzie więc jednym  z rodzajów  glikacji. 
P roduktem  glikacji jest glikowane białko, np. glikowa- 
na hem oglobina. (N om enclature A nnouncem ent. 
Arch. Biochem. Biophys. 1984, 229, 339 -  401).

glikoforyna (glycophoriń), g likoproteina błony eryt­
rocytów  ludzkich. Składa się z 130 reszt am inokw aso­
wych, M r 30 000. W yróżniam y 3 dom eny glikoforyny: 
am inoterm inalna, bogata w gałązki oligosacharydowe 
wystaje po zewnętrznej stronie błony, zawiera an ­
tygeny grupowe A, B i O; C -term inalna jest po 
wewnętrznej stronie b łony;'środkow a składa się z 23
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reszt am inokwasow ych, jest zanurzona w warstwę 
lipidową (Capoldi R .A ., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 
292 -  295).

glikogenina (glycogenin) białko o M r około 37 000, 
związane kowalencyjnie z glikogenem przez resztę 
tyrozynową. P rekursor glikogenu, prim er konieczny 
dla inicjowania syntezy glikogenu (W helan W .J., Bio- 
Essays, 1986, 5, 136 -  140).

glikokalicyna (,glycocalicin), hydrofilny fragm ent o M r 
około 130000, bogaty w węglowodany, odszczepiany 
przez proteazy z zewnętrznej części łańcucha a glikop- 
roteiny Ib, integralnego białka błony płytek krwi. 
G likoproteina Ib jest płytkowym  receptorem  czynnika 
W illebranda (Steiberg M .H . et al., New England J. 
M ed. 1987, 317, 1037 -  1042).

glikosomy (glycosomes), organelle podobne do m ikro- 
ciałek, występujące u Trypanosoma brucei. Zaw ierają 
9 enzymów glikolitycznych, kinazę adenylanow ą, kar- 
boksykinazę pirogronianow ą i dwa enzymy szlaku 
biosyntezy pirym idyn (Opperdoes F .R . et al., J. Celi 
Biol. 1984, 98, 1178 -  1184).

glipacja (glypation), dołączenie glikozylofosfatydyloi- 
nozytolu (PIG ) do białek zakotw iczających się za jego 
pom ocą w błonach kom órkowych (Cross G .A .M . Celi 
1987, 48, 179 -  181).

glukokortyna (glucocortin), białko indukow ane przez 
glukokortykoidy w adipocytach, hepatocytach, fibro- 
blastach i grasicy, M r około 17 000. Jedyny wczesny 
produk t indukcji, wspólny wszystkim kom órkom  w ra­
żliwym na glukokortykoidy (Colbert R .A ., Young
D .A ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA  1986, 83, 72 -  76).

goblina (,goblin), białko występujące w błonach plaz- 
m atycznych erytrocytów  ptaków , M r około 26 000. 
Pod wpływem horm onów  ulega fosforylacji. Goblinę 
uważa się za odpowiednik ankiryny, białka łączącego 
spektrynę z błoną. G oblina i ankiryna są hom ologicz­
ne strukturalnie. Podobne białko, pokrewne serologi­
cznie, występuje w skupiskach przyległych do linii 
Z w mięśniu szkieletowym i sercowym (Nelson W .J., 
Fazarides E., Proc. Natl. Acad. Sci. USA  1984, 81, 
3292 -  3296).

gostatyna (gostatin), am inokw as wydzielony z przesą­
czu hodowli Streptom yces sumanensis N K  - 23, kwas 
5-am ino-2-karboksy-4-okso-1,4,5,6,-te trahydrop iry - 
dyno-3-octowy. Inhibitor m itochondrialnej transam i- 
nazy asparaginianowej (EC 2.6.1.11) (Nishino T. et al., 
J. Biocłiem. (T o kyo )  1984, 95, 1283 -  1288).

granzym A (granzyme A), esteraza serynowa, ulegająca 
ekspresji swoiście w cytolitycznych limfocytach. W y­
kazuje swoistość podobną do trypsyny. D im er łań­

cuchów polipeptydowych połączonych wiązaniem 
dwusiarczkowym  (M asson D. et al., F E B S Lett. 1986, 
208, 84 -  88).

H    _

hekson (hexon), główne białko otoczkow e ludzkiego 
adenow irusa. Trim er składający się z identycznych, 
ściśle ze sobą splecionych łańcuchów polipeptydow ych 
o M r 120 000 każdy. U tworzenie trim eru wymaga 
obecności niewirionowego białka, tzw 100 K, kodow a­
nego przez wirus i wiążącego się ściśle z powstającym i 
łańcucham i heksonu syntezowanym i na rybosom ach 
(Cepko C .F ., Sharp P.A., Celi 1982, 31, 407 -  415).

hepanoidy (hepanoids), pentacykliczne, sterolo-podo- 
bne cząsteczki występujące w bakteriach i niektórych 
roślinach. Ich macierzystym związkiem jest hepan 
(C30), syntezowany z kw asu m ewalonowego (Prince 
R .C ., Trends Biochem. Sci. 1987, 12, 455 -  456).

hepatopoetyna (hepatopoietin), w ątrobow y czynnik 
proliferacji kom órek T erm ostabilna glikoproteina
0 M r około 38 000, po dootrzewnowej injekcji stym u­
luje syntezę D N A  i m itozę prawidłowych kom órek 
w ątroby szczura (Goldberg M .J., Cell Biochem. 1985, 
27, 291 -  302).

heptokoryna (heptocorrin), g likoproteina wiążąca ko- 
balam inę. In vitro ulega degradacji pod wpływem 
proteinaz i płynu jelitowego wołu, podczas gdy czyn­
nik wew nątrzpochodny jest oporny na trawienie (Gu- 
eant F.J. et al., The Lancet 1986, 2, 709 -  712).

hormonotoksyny (horm onotoxins), konjugat horm o­
nów peptydow ych z toksynam i peptydowym i, np. 
owczy horm on luteinizujący-gelonina (Ding V. et al., 
J. Biol. Chem. 1989, 264, 3089 -  3095).

hpGRF, akronim  Fudzkiego Trzustkow ego Czynnika 
Uw alniającego H orm on W zrostu (Human Pancreatic 
Growth Hormone-Releasing Factor), peptyd złożony 
z 44 reszt am inokwasow ych, wykazuje zdolność uw al­
niania horm onu wzrostu. Został wydzielony z now o­
tw oru trzustki, pow odującego akromegalię. O znaczo­
no struk turę pierwszorzędową hpG R F . Jego syntety­
czny odpow iednik ma pełną aktywność biologiczną
1 stymuluje sekrecję. Jest identyczny z peptydem  
wydzielanym przez podwzgórze (Guillemin R. et al., 
Science 1982, 218, 585 -  587).

HSP, akronim  białek szoku cieplnego (heat-shock- 
-proteins), b iałka syntezowane w odpowiedzi na gwał­
tow ną zmianę tem peratury o kilka stopni oraz inne 
bodźce. Pow stają u bakterii, drożdży, grzybów, p ier­
wotniaków, roślin, owadów, ptaków  i ssaków (Schlesin- 
ger M.J. et al., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 222 -  225).
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humulina (humulin), ludzka insulina otrzym yw ana d ro ­
gą inżynierii genetycznej (Shapley D., Naturę 1982, 
300, 100 -  101).

hypuzyna (hypusine), N -(4-am ino-2-hydroksybutylo) 
lizyna, am inokwas utw orzony przez addycję grupy 
butyloam inowej (pochodzącej ze spermidyny), do 3 -a- 
minowej grupy reszty lizynowej łańcucha polipep- 
tydowego i hydroksylację węgla 2 dodanej grupy. 
Obecność hypuzyny wykazano dotychczas jedynie 
w białku H y+, znajdujących się we wszystkich kom ór­
kach zwierzęcych. H ypuzyna aktywuje czynnik inic­
jacji translacji (C ooper H .L. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA  1988, 80, 1854 -  1857).

I  ________________________ __

ikozapeptyd ludzki trzustkowy {human pancreatic ico- 
sapeptide), peptyd złożony z 20 reszt am inokw aso- 
wych, stanowi C-końcow y odcinek p rekursora polipe- 
ptydu trzustkow ego. Jest on drugim  znanym  trwałym  
produktem , pow stającym  z tego p rekursora (Schwarz 
T.W . et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA  1984, 81, 408 
-4 1 2 ) .

immunotoksyna {immunotoxins), klasa leków, koniu- 
gaty toksyn (np rycyny, toksyny dyfteryjnej i i.) 
z m onoklonalnym i przeciwciałami, które m ają zdol­
ność wybiórczego kierow ania tych toksyn do kom órek 
docelowych (Grienfield L. et al., Science 1987, 238, 536 
-  539).

ingenzyna (ingensin), cytozolowa proteaza, wrażliwa 
na kwas linolowy, wydzielona w hom ogennej postaci 
z łożyska ludzkiego (Ishiura S. et al., Int. J. Biochem. 
1986, 18, 765 -  769).

inhibitor-1- fosfatazy białkowej {protein phosphatase 
inhibitor-1), białko wydzielone z mięśni szkieletowych 
królika, ham uje fosfatazę b iałkow ą-1, enzym o sze­
rokiej swoistości. Pojedynczy łańcuch polipeptydo- 
wy, złożony z 165 reszt am inokwasowych, zawiera 
N-acetylow aną m etioninę na N -końcu. Oznaczono 
jego całkow itą struk turę pierw szorzędową. Jest ak ­
tywny wyłącznie wtedy, gdy reszta treoninow a w pozy­
cji 35 jest ufosforylowana. Zwiększa odpow iedź mięśni 
szkieletowych na adrenalinę i obniża odpowiedź na 
insulinę (Aitiken A. et al., Eur. J. Biochem. 1982, 126, 
235 -  246).

insulinotropina (insulinotropin), peptyd zawierający re­
szty am inokwasow e 7 - 3 7  glukagono-podobnego 
peptydu I. K odow ana wspólnie z glukagonem  w prep- 
roglukagonie. Silny stym ulator wydzielania insuliny 
w izolowanej trzustce szczura (M ojsov S. et al., J. Clin. 
Invest., 1987, 79, 616 -  619).

integryna {integrin), integralny błonowy kom pleks 
glikoproteinowy, uczestniczący w transm em brano- 
wym połączeniu fibrynektyny macierzy pozakom ór- 
kowej z aktyną cytoszkieletu (Tam kun J.W ., et al., Celi 
1986, 46, 271 -  282).

IPG , akronim : fosforanu inozytologlikanu {inositolp- 
hosphate glycan), w tórny przekaźnik działania insuli­
ny, p roduk t hydrolizy fosfatydyloinozytologlikanu 
(PIG), powstaje pod wpływem swoistej fosfolipazy 
C po związaniu insuliny przez jej receptor (Saltiel 
A .R ., et al., J. Biol. Chem. 1987, 262, 1116 -  1121).

izoaktyny (isoactins), różne form y m olekularne ak ­
tyny, występujące w tkankach kręgowców. Tkanko- 
wo-swoiste formy aktyn rozróżnia się na podstawie 
ruchliwości elektroforetycznej, determ inant antygeno­
wych i sekwencji am inokwasowej (Pardo J. et al., Celi 
1983, 82, 1093 -  1103).

inzomaltuloza (insomaltulose) (synonim: palatynoza 
(palatinose) ), disacharyd (6-0-a-glukopiranozy-
lo-D -fruktofuranoza) (Cheetham  P.S.J. et al., Nature 
(Lond.) 1982, 299, 628 -  632).

izoschizomery {isoschizomers), endonukleazy restryk­
cyjne rozpoznające jednakow e sekwencje deoksyrybo- 
nukleotydów  w D N A  i rozszczepiające identyczne 
wiązania fosfodiestrowe. N p. M sp I i H pa II — 
oba enzymy rozszczepiają niem etylowane sekwencje 
C C G G  (Wiks A .F. et al., Proc. Natl., Acad. Sci. USA  
1982, 79, 4252 -  4255).

izotretynoina {isotretinoin), kwas 13-cis-retinowy, syn­
tetyczny retinoid, okazuje wysoką aktyw ność jako  lek 
przeciw trądzikowi. Podwyższa stężenie trigliceryfdów 
i całkowitego cholesterolu w osoczu, obniża poziom  
H D L  {Nut. Rev. 1986, 44, 196 -  198).

K ____________________________

kachektyna {cachectin), czynnik (lub czynniki), p ro d u ­
kowany przez m akrofagi po stymulacji przez endotok- 
syny in vitro. Obniża syntezę i aktywność kluczowych 
enzymów lipogenezy w hodow lach adipocytów, swoiś­
cie ham uje ekspresję genów tych enzymów. Białko 
o wysokim stopniu hom ologii z T N F  (Czynnik N ekro­
zy N ow otw orów ), okazuje też podobne działanie 
(Torti F .M . et al., Science 1985, 229, 867 -  869; Sherry 
and Ceram, J. Celi Biol. 1988, 107, 1269 -  1272).

kadheryny (cadherins), białka adhezji kom órkowej, 
zależne od C a2+. K lasyfikuje się je zależnie od wy­
stępow ania w tkankach. K adheryna-E  (synonim: 
uw om orulina), M r około 124 000, występuje w tk an ­
kach nabłonkow ych, kadheryna-N , M r około 127 000 
- w tkance nerwowej. Obie m ają jednakow y wzorzec

ixhttp://rcin.org.pl



traw ienia przez trypsynę i identyczne heksapeptydy na 
N -końcach (Shirayoshi Y. et al., The E M  BO J. 1986, 5, 
2485 -  2488).

kalcjosom (calciosome), oddzielna struk tu ra subkom ó- 
rkowa, w ystępująca w kom órkach niemięśniowych. 
Zawiera zapasy C a2f wrażliwe na inozytolo-l,4,5-tris- 
fosforan. C harakteryzuje go obecność białka podob­
nego do kalsekwestryny (Yolpe R. et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1988, 85, 1091 -  1095).

kalcyforyna (calciphorin), białkowy jonofo r wapnia
0 znanej sekwencji am inokwasowej, M r 3 000. W y­
dzielona z wewnętrznej błony m itochondrialnej kom ó­
rek serca cielęcia (Jeng A .E., Sham oo E.S., J. Biol. 
Chem. 1980, 255, 6897 -  6903).

kalcyklina (calcyclin) cytoplazm atyczne białko wią­
żące w apń i cynk, k tóre wyizolowano z kom órek 
raka wysiękowego Ehrlicha. W ystępuje m.in. w fi- 
b roblastach. Ekspresja genu kalcycliny zachodzi pod 
wpływem czynników wzrostowych. Gen kalcykliny 
jest rozregulow any w ostrych białaczkach szpikowych. 
(C alabretta i wsp. J. Biol. Chem. 1986, 261, 12628 
— 12632, Filipek i Kużnicki Acta Bioch. Pol. 1990, 37, 
99 -  101).

kalcymedyny (calcimedins), zestaw czterech białek, 
wydzielonych z mięśnia szkieletowego, sercowego
1 gładkiego za pom ocą chrom atografii pow inow ac­
twa na flufenazyno-Sepharose. M r tych białek: 67 000, 
35 000, 33 000 i 30 000. Białko 67 kD a oczyszczono do 
hom ogenności (M oore P.B., Biochem. J., 1986. 238,49 
-5 4 ) .

kalelektryna (calelectrin), białko regulowane przez 
C a2+, M r 34000, wydzielone z zakończeń nerwowych 
organu elektrycznego Torpedo mammorata. W iąże się 
z błonam i, ulega auto-asocjacji, pobudza agregację 
błon w sposób zależny od C a2+. W w ątrobie, mózgu 
i rdzeniu nadnerczy ssaków znaleziono dwie kalelekt- 
ryny (M r 67 000 i 32 000), biorące udział w regulacji 
transportu  błonowego, zależnego od w apnia (Sudhof 
T.S. et al., Biochemistry 1984, 23, 1103 -  1109).

kalpastyna (calpastin), w spólna nazwa grupy wszech­
obecnych, wewnątrzkom órkow ych inhibitorów  biał­
kowych, działających swoiście na kolpainę (E.C. 3.4. 
22.17), proteazę cysternową zależną od C a2+ (Takano 
E., M urachi T., J. Biochem. (T o kyo )  1982, 92, 2021 
-  2028).

kalregulina (calregulin), białko odpowiedzialne za 
wiązanie C a2+, M r około 63 000. W  supernatancie 
(100 000x G) hom ogenatu  w ątroby wołu stanowi jeden 
z głównych szczytów aktywności w iązania jonów  
wapnia. W ystępuje we wszystkich tkankach  oprócz 
erytrocytów. M a oddzielne dom eny wiązania C a2+

i Z n2+. Brak jej w siateczce śródbłonkowej. Funkcja 
fizjologiczna nie została w yjaśniona (K hanna N .C. et 
ak, J. Biol. Chem. 1986, 261, 8883 -  8887).

kariofilne białka (karyophylic proteins), rozpuszczalne 
białka, grom adzące się w jądrze po w prow adzeniu do 
cytoplazm y oocytów  gadów. Nie wiążą się z chrom aty- 
ną ani innymi strukturam i jąd ra . Zalicza się do nich 
nukleoplazm inę i kwaśne białka jądrow e N -l, N-2, 
N-3 i N-4 oocytów Xenopus (D abanvalle M .C ., F ranke 
W .W ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1982, 79, 5302 
-  5306).

kastanospermina (castanospermin), alkaloid roślinny 
(1,6,7,8-tetrahydroksy-oktahydroindolizydyna) h a ­
muje glikozydazę I i wydzielanie glikoprotein w kom ó­
rkach w ątrobiaka ludzkiego (Sask Y. et al., Biochem. 
J:, 1985, 232, 769 -  766).

katakalcyna (katacalcin) (akronim  :KC), peptyd złożo­
ny z 21 reszt am inokwasow ych, otrzym ywany z biał­
kowego prekursora kalcytoniny, przylega do niej po 
stronie C-końcowej. Silnie obniża poziom  w apnia 
w osoczu. W prawidłow ym  osoczu występuje w rów- 
nom olarnych stężeniach z kalcytoniną. U w alnia się 
natychm iast po infuzji w apnia do organizm u (Hillyard 
C.T. et al., The Lancet 1983, 1, 846 -  848).

kazamorfina (casomorphin), peptyd opiatowy, wydzie­
lony z produktów  enzymatycznego traw ienia kazeiny. 
O dpow iada sekwencji 60 -  66 ¡3 - kazeiny wołu (Petrilli 
P. et al., F E B S L ett. 1984, 169, 53 -  56).

keratołinina (keratolinin), rozpuszczalny białkowy 
substrat transglutam inazy (EC 2. 3. 2. 12) tkanek 
człowieka i wołu (Zettergren J.S. et al., Proc. Natl: 
Acad. Sci. U SA, 1984, 81, 238 -  242).

kinetensyna (kinetensin), nonapeptyd o im m unoreak- 
tywności podobnej do neurotensyny, wydzielony z lu­
dzkiego osocza potraktow anego pepsyną. W ykazuje 
hom ologię sekwencyjną z dw om a regionam i ludzkiej 
album iny surowiczej (M ogard M .H . et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 1986, 136, 983 -  988).

kinezyna (kinesin), A TPaza zależna od m ikrotobuli, 
dzięki której aksoplazm atyczne organelle przesuwają 
się wzdłuż m ikrotubuli. Wywołuje ruch tych organelli 
na szkle i paciorkach lateksowych i m ikrotubularnych. 
Oczyszczono ją  z aksoplazm y kałam arnicy, m ózgu 
ssaków i jaj jeżowca morskiego. Kinezyna m ózgu jest 
tetram erem , złożonym z dwu łańcuchów  o M równym  
120 kD a i dwu — 62 kD a. (K uznetsov A.S. et al., The 
E M  BO J. 1988, 7, 353 -  356).

kiotrofina (kyotrophin), dipeptyd Tyr-A rg wydzielony 
z m ózgu wołu, wykazuje działanie analgetyczne (Kiso 
Y. et al., F E B S Lett. 1983, 155, 281 -  284).
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kofilina (cofilin), białko z m ózgu świni, wiąże filam enty 
aktym y i ham uje ich interakcję z m iozyną i tropo- 
miozyną. M r około 21000. (N ishida E. et al., Bio­
chemistry 1984, 23, 5307 -  5313).

kompaktyna (com pactin), podstaw iony lakton hek- 
sahydronaftalenu, zmniejsza zaw artość cholesterolu 
w osoczu. K om petycyjnie ham uje aktywność reduk- 
tazy H M G -C oA , kluczowego enzymu biosyntezy cho­
lesterolu (Nut. Rev. 1985, 43, 266 —268).

konwertaza proferomonowa Y (propheromone-conver- 
tase Y), pro teaza występująca w drożdżach, swoista 
względem pary reszt am inokw asów  zasadowych 
(-Lys-Arg-; -Arg-Arg-; -Arg-Lys-), nieaktyw na wobec 
pojedynczych reszt zasadowych. M r około 43 000 
(M izuno K., M atsuo H., Nature 1984, 309, 558 -  590).

kotwice błonowe (membrane anchors), sekwencje hyd­
rofobowych reszt am inokwasow ych, za pom ocą k tó ­
rych białka łączą się z hydrofobow ą frakcją błon. 
M ogą mieścić się na N -końcu białka, jak  w izom altazie 
sacharozowej, cytochrom ie P450 i L M 2, lub też na C- 
końcu, jak  w glikoproteinie w ibrionu sinbis SVREI, 
łańcuchu IgM  itp. (Inana G. et al., Nature  1983, 302, 
3 1 0 -3 1 5 ).

kranina (cranin), g likoproteina o M =  120 kD a, 
w ykryta wewnątrz błon cytoplazm atycznych, główny 
składnik lam iny (Smalheiser N .R ., Schwartz M.B., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 6457 -  6461).

krotalocytyna (crotalocytin), białko agregujące płytki 
krwi, o M r 55 000 i znanym  składzie am inokw aso- 
wym, wydzielone z jadu  grzechotnika (Schmaier A. H. 
et al., Blood 1980, 56, 1013 -  1019).

L   ...................... .................
laminy (lamins), grupa białek występujących w blasz­
ce zewnętrznej jąd ra  kom órek wątroby. Lam iny 
A i C wykazują znaczną hom ologię sekwencyjną. 
Lam ina B jest polipeptydem  o odmiennej budowie, 
występuje w blaszce wewnętrznej jąd ra  kom órkow ego 
w ątroby szczura (Label S., R aym ond A., J. Biol. 
Chem. 1984, 259, 2693 -  2696).

lentropina (lentropin), białko występujące w płynie 
szklistym oka, stymuluje różnicowanie włókien socze­
wki. Funkcjonalnie i immunologicznie pokrew na in- 
sulino-podobnym  czynnikom  w zrostu (Beebe D.C. et 
al., Proc. Natl. Acad.''Sci. USA, 1987, 84, 2327-2 3 3 0 ).

„leucynowy suwak” (,,leucine zipper”), hipotetyczna 
struk tura, w spólna dla wielu białek wiążących D N A . 
Składa się z niezwykle długich a -helis, w których 
periodycznie pojaw iają się reszty leucynowe. P rzypu­

szczalnie boczne łańcuchy leucyn jednej helisy od- 
działywują z odpow iednią helisą drugiego łańcucha 
polipeptydow ego, tworząc trwałe niekowalencyjne 
wiązania (Landeschulz W.El. et al., Science 1988, 240, 
1759 -  1764)

leukosulfakinina (leucosulfakinin), sulfonow any unde- 
kapeptyd m iotropow y, wydzielony z wyciągów głowy 
karalucha. W ykazuje hom ologię sekwencyjną z ludzką 
gastryną II i cholecystakininą (N achm an R.J. et al., 
Science 1986, 234, 7 1 -7 3 ) .

leumorfina (leumorphin), endogennny peptyd opiato- 
wy (29 reszt aminokwasowych), odpow iadający re­
sztom 228 -  256 preproenkafaliny. 13 N -term inalnych 
reszt odpow iada rym orfinie (dynom orfm ie B), a 5 
N -term inalnych reszt - leucynoenkefalinie (N akao K. 
et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 1983, 117, 695 
-  701).

leuprolid (leuprolide), analog horm onu uwalniającego 
gonadotropinę (gonadoliberyny, G nR H ), w którym  
reszty 5 i 10 (w horm onie glicyna i glicynamid) 
zastąpiono odpowiednio D-leucyną i etanolo-am iną 
(The Leu-prolide Study G roup, New England J. Med. 
1984, 31, 1281 -  1286).

lipofekcja (lipofectioń), wysoce wydajna procedura 
transfekcji D N A  za pośrednictwem  liposomów. W y­
korzystuje się jednowarstwowe, blaszkowe liposomy, 
zbudow ane z kationowych lipidów, spontanicznie o d ­
działywujące z D N A  (Falgner P.L. et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA  1987, 84, 7413 -  7417).

lipofilina (ilipophilin), hydrofobow a apoproteina prote- 
olipidu, jeden z głównych składników  błony mielino- 
wej. M r 28 000, zawiera 263 reszty am inokwasow e 
(Stoffel W. et al., H oppe-Seyler‘s Z. Physiol. Chem. 
1982, 263, 1397 -  1407).

lipoforyny (lipophorins), klasa lipoprotein o niskiej 
i wysokiej gęstości, występują w hemolimfie owadów. 
Uczestniczą w transporcie lipidów (Shapiro J.P. et al., 
J. Biol. Chem. 1984, 259, 3680 -  3685).

lipoksen (lipoxene), jedna z pochodnych kwasu 15-hyd- 
roperoksy-ejkozapentaenow ego, produkow ana przez 
leukocyty świni (W ong P.Y. K., et al., Biochem. Bio­
phys. Res. Commun. 1985, 126, 763 -  772).

lipoksyna (lipoxin), jeden z trihydroksytetranow ych 
m etabolitów  kwasu 15-hydroperoksyarachidonow e- 
go. Powstaje w ludzkich leukocytach. Lipoksyna 
A wywołuje skurcz skraw ków płuc świnki morskiej, 
uw alnia anion ponadtlenkow y z polim orfojądrzastych 
leukocytów i ham uje natu ralną aktyw ność kom órek 
cytotoksycznych (W ong P.Y .K. et al., Biochem. Bio­
phys. Res. Commun. 1985, 126, 763 -  772).
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lipomodulina (lipomodulin), białko ham ujące aktyw ­
ność fosfołipazy. Pod wpływem kinaz białkowych 
zależnych od cA M P i C a2+ zachodzi fosforylacja reszt 
tyrozynowych lipom oduliny (H irata F. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA  1984, 81, 4717 -  4721).

lizostaflna (lysostaphin), enzym degradujący ściany 
kom órkow e, wydzielany przez Staphylococcus simu- 
lans. Gen odpowiedzialny za syntezę enzymu koduje 
białko złożone z 389 reszt am inokwasowych. Ulega 
ono aktywacji przez odszczepienie 143 reszt N -ter- 
minalnych, co dzieje się poza kom órką (Recsei P-A. et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA  1987, 84, 1127 -  1131).

lofotoksyna (lophotoxin), cykliczny diterpenoid, wy­
dzielony z korali. N ieodw racalnie inaktywuje receptor 
nikotynow y acetylocholiny w nienaruszonych kom ór­
kach BC3H-1 (Culver P. et al., J. Biol. Chem. 1984, 
259, 3763 -  3770).

LTR (akronim  long terminal repeats), długie pow tarza­
jące się końcowe sekwencje, D N A  flankujące prowiru- 
sowe geny retrowirusów, powstające podczas odw rot­
nej transkrypcji z wirusowego RNA . Zaw ierają infor­
macyjne sekwencje z obu stron wirusowego RNA. 
Uczestniczą w integracji prowirusowego D N A  z geno­
mem gospodarzy, zawierają sygnały inicjacji i poliade- 
nylacji transkryptów  wirusowego RN A , a także sek­
wencje regulatorowe, które m odulują sprawność 
transkrypcji prow irusa (G rover B., Hynes M .E.,. 
Trends Biochem. Sci. 1982, 400 -  403).

M ________________ ____________

maltoporyna (maltoporin), białko uczestniczące 
w transporcie m altodekstryn przez zewnętrzną błonę.
E. coli (Cline A. et al., Biochem.Biophys.Res.Com- 
mun.1984, 121, 3 4 -4 0 ) .

manoalid (manoalide), naturalny sesterpenoid, nieod­
wracalnie ham ujący fosfolipazę A 2 i fosfołipazy C. 
Silny inhibitor mobilizacji w apnia w różnych typach 
kom órek (W heeler L.A. et al., J.Biol.Chem. 1987, 262, 
6531 -6 5 3 8 ).

mastoparan (mastoparan), zasadowy, hydrofobow y 
amid peptydu, złożonego z 14 reszt aminokwasow ych, 
występuje w jadzie osy. W zm aga transport C a2+, N a + 
i K + przez czarne błony (Higashi T. et al., F E B S ett. 
1983, 152, 1 7 6 -1 8 2 ).

maturaza mRNA (m R N A  maturase), aktywność en­
zym atyczna, uczestniczy w wycinaniu odcinków m ito- 
chondrialnych prekursorów  m R N A , kodow anych 
przez in trony odpowiedniego genu. M aturaza jest 
częściowo kodow ana przez intron m itochondrialnego 
genu grzybów i drożdży, bierze udział w wycinaniu

tego in tronu  z pre-m R N A .-transkryptu  odpow ied­
niego genu. a być może także innych sekwencji, 
kodow anych przez introny, z transkryptów  innych 
genów (Grivell L.A., Borst O., Naturę 1982, 298, 
7 0 3 -7 0 4 ).

melityna (mellitin), hydrofobow y amid peptydu, skła­
dającego się z 26 reszt am inokwasow ych o znanej 
sekwencji. W ydzielona z jad u  pszczół, aktywuje fos­
folipazę A i wywołuje zm iany przepuszczalności błon 
(Lauterwien J. et al., Biochim.Biophys.Acta, 1979, 556, 
2 4 4 -2 5 6 ).

mepryna (meprin), endopeptydaza związana z błoną, 
zawiera Z n2+ i C a2+. W ydzielono ją  z tkanki nerek 
(Butler P .E., Bond J.S., J. Biol.Chem. 1988, 263, 
13419-13426).

metalotioneiny (metallothioneins), białka uczestniczące 
w detoksykacji oraz w hom eostazie cynku i miedzi 
(M ayo K.E. et al., Celi 1982, 29, 9 9 -1 0 8 ) .

meta-winkulina (meta-vinculiń), białko o M r 150 000, 
immunologicznie pokrew ne winkulinie. W inkulina 
jest białkiem o M r 130 000, wiążącym aktynę, wy­
stępuje w obszarach błon zasocjowanych z cytoszkiele- 
tem. M eta-w inkulinę znaleziono w kom órkach na­
błonkowych jelit, fibroblastach, mięśniu sercowym 
i szkieletowym. Podczas gdy winkulinę cechuje roz­
puszczalność, właściwa białkom  peryferyjnym, m e­
ta-w inkulina ma właściwości integralnego białka b ło­
nowego. Sądząc z lokalizacji kom órkowej, m eta-w in­
kulina może być integralnym  białkiem „kotw icow ym ” 
włókienek aktyny (D ’Angelo Siliziano J, Craig S.W., 
Naturę 1982, 300, 5 3 3 -5 3 5 ).

metabolon (metabolon), supram olekularny kom pleks 
enzymów, uczestniczących kolejno w danym  m etaboli­
zmie (np. glikolizie) oraz strukturalnych elementów 
kom órkow ych (Srere P.A ., Trends Biochem. Sci. 1985, 
10, 1 0 9 -1 1 0 ).

metanopteryna (m ethanopterin), nowy kofaktor, wy­
dzielony z Methanobacterium thermoautotrophicum, 
składa sę z 2-am ino-4-hydroksypterydyny (pteryny), 
kwasu glutam inow ego, fosforanu, heksozoam iny i in­
nych niezidentyfikow anych składników  (Keltjens J.T. 
et al., Eur.J.Biochem., 1983, 130, 537 — 544).

mezenterykopeptydaza zasadowa (alkaline mesenteri- 
copeptidase) (synonim: hydrolaza peptydylopeptydo- 
wa, EC 3.4.21), proteaza serynowa, wydzielona z Ba- 
cillus mesentericus, zawiera 275 reszt am inokw aso­
wych, m a jeden łańcuch peptydow y o znanej sekwencji 
(Svendsen I. et al., F E B S Lett. 1986, 196, 228 — 232).

c.d. Leksykonu ukaże się w 1 zeszycie 37 tomu 
(1991).
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pie 3. Do wykrycia zm utow anego genu P A H  za­
stosowano cD N A  phPA H247. Regiony zawierające 
eksony genu były subklonow ane w fagu M 13mp 18 dla 
analizy sekwencji nukleotydów. Stwierdzono, że sek­
wencja nukleotydów  zm utowanego genu jest identycz­
na z sekwencją prawidłowego genu [16] z wyjątkiem 
substytucji (A -  )  G) w trzeciej zasadzie kodonu 232 
(Gin) [16,45,48] oraz tranzycji G  -  )  A w miejscu 
donorow ym  5’ wycinania in tronu  12, zmieniającej 
obligatoryjny donorow y dw unukleotyd G T  w AT. 
W prowadzenie zm utow anego genu do kom órek euka­
riotycznych i ocena jego ekspresji wykazały, że m uta­
cja pow oduje nieprawidłowości w wycinaniu intronów  
czego rezultatem  jest pominięcie eksonu 12 w doj­
rzałym m R N A , a w konsekwencji powstawanie nie­
prawidłowego, niestabilnego białka. Istotnym  uzupeł­
nieniem w badaniach m utacji związanej z haplotypem  
3 było przygotow anie biblioteki cD N A  z m R N A  
nosiciela PK U , u którego gen związany był również 
z haplotypem  3. Z tej biblioteki wyizolowano 8 klo­
nów, które zawierały fragm enty eksonu 12. Substytu­
cja G  -  )  A powoduje prawidłow e składanie R N A  
—  pominięcie eksonu 12, co prowadzi do przesunięcia 
ram ki odczytu i pow stania przedwczesnego kodonu 
„sto p ” . W następstwie powstaje defektywne białko, 
w którym  brak  52 am inokw asów karboksylow ego 
końca. Do wykrycia tej m utacji m ożna również za­

stosować oligonukleotydow e sondy (21-mery) rozróż­
niające prawidłow y i zm utowany allel, kom plem entar­
ne do kodującej nici prawidłowego genu lub zm utow a­
nego genu z substytucją G  -  > A. Analiza D N A  innych 
rodzin z PK U  wykazała, że m utacja G  -  )  A w miejscu 
istotnym  dla wycinania in tronu  12 nie jest swoista dla 
haplotypu 3, ponieważ występują również prawidłowe 
allele w tym haplotypie. Powyższa m utacja nie wy­
stępuje jednak  w innych haplotypach. Interesujące 
było również ustalenie miejsca m utacji w genie P A H  
w przypadku haplotypu 2, drugiego co do częstości 
występowania w populacji duńskiej. Stosując podobne 
procedury*jak poprzednio wyizolowano kilka klonów 
[21]. A naliza sekwencji zawierających eksony zm uto­
wanego genu wykazała pojedyńczą m utację —  sub­
stytucję C -  )  T  w pierwszej zasadzie kodonu 408 
prow adzącą do zm iany Arg -  )  T rp w 12-tym eksonie. 
Celem potwierdzenia, że ta substytucja była bezpo­
średnią przyczyną fenyloketonurii przeprow adzono 
kierunkow ą m utagenezę z użyciem specyficznego oli- 
gonukleotydu, a następnie oceniono ekspresję zm uto­
wanego genu po wprow adzeniu do kom órek ssaków. 
Sonda nukleotydow a była kom plem entarna do kodu­
jącej nici prawidłowej sekwencji eksonu z wyjątkiem 
miejsca mutacji C -  )  A w zm utow anym  genie. 
Ponieważ Arg408 znajduje się w wewnętrznym frag­
mencie H in d lll o długości 588 pz prawidłowego klonu

P O L T R A D E  L I M I T E D
W Y Ł Ą C Z N Y  D Y S T R Y B U T O R  N A  P O L S K Ę  

W Y R O B Ó W  : B I B B Y  S T E R I L I N  I A M I C O N

ma przy jem ność po in fo rm ować państwa, że wszelk ie  in fo rm ac je  techn iczno- 
handlowe można uzyskać w nowo powsta łym  biurze:

"PRO SPECTA"
S k r .P o c z t .1 1 , W a-w a21 te l.(0 2 2 )2 3 5 8 5 2
u l .  K o ro ty ń sk ieg o  5 f a x / t e l .(0 2 2 )2 3 5 3 0 6
0 2 -1 2 1  W arszaw a t l x . 816675

Bibby Sterilin
Jest jednym z na jw iększych na świecie  producentem sprzętu laboratory jnego 

ze szkła borokrzem owego i sodowowapniowego oraz z tw o rz y w  sz tucznych,  
sprzedawanymi pod znakami f i rm o w y m i :  P Y R E X , Q U IC K F IT ,  E -M IL ,  SVL, M B L ,
A Z L O N .

Bibby S te r i l in  specja l izu je się rów n ież  w naczyniach do hodowli kom órkow e j,  
sprzedając swoje wyroby pod znakami f i rm o w y m i:  C O R N IN G , TISSUE CULTURE i 
S T E R IL IN .

F irm a  posiada także  bogaty aso r tym ent urządzeń labo ra to ry jnych  tak ich  jak: 
de s ty la rk i ,  wypark i ob ro tow e , p H -m e t r y ,  halogenowe p ły tk i  g rze jne ,  te rm o m e try ,  
b iu re ty  c y f ro w e ,  dozow n ik i .

amicon
A m icon  dostarcza technolog ii do u l t r a f  i I t ra c j i  i ch rom atog ra f  i i , apara tu ry  do 

izo lowan ia  do zastosowania w badaniach naukowych, labora tor iach k l in icznych  i 
p rodukcy jnych ,  szp i ta lach ,  jak też  w przem yś le .

P roduk ty  te j  f i r m y  są szeroko stosowane w przemyśle fa rm a ce u tycznym , 
chem icznym  i b io tech no log i i .
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cD N A  phPAH 247, fragm ent ten subklonow ano w fa- 
gu M 13m pl8 [50], a następnie powielono przy użyciu 
zm utowanej sondy jako  prim era. Zm utow anym  frag­
m entem  H in d lll zastąpiono fragm ent H in d lll 
w phPA H 247 celem uzyskania pełnej długości zm uto­
wanego cD N A  PAH , zawierającego m utacje Trp408. 
Z kolei zm utow any i prawidłowy cD N A  P A H  były 
niezależnie włączone do eukariotycznych wektorów
0 wysokiej ekspresji — p91023 (B) [51]. Z m utow aną
1 praw idłow ą oligonukleotydow ą sondą wykryw ającą 
m utację Trp408 użyto do bezpośredniej analizy miejs­
ca mutacji w prawidłowym  i zm utow anym  zrekom- 
binowanym  klonie cD NA/p91023 (B) P A H  [52]. T ra ­
wienie tych klonów restryktazą EcoRI pow odow ało 
powstanie fragm entu 2,4 kz odpowiadającego praw id­
łowemu lub zm utow anem u cD N A  PAH . W odpow ie­
dnio dobranych w arunkach hybrydyzacji praw idłow a 
sonda hybrydyzowała wyłącznie z fragm entem  2,4 kz 
EcoR I prawidłowego cD N A , natom iast zm utow ana 
sonda hybrydyzow ała specyficznie ze zm utow anym  
cD NA . Te dane potwierdziły obecność substytucji 
w zm utow anym  klonie cD N A  P A H . Prawidłowe 
i zm utow ane klony cDNA/p91023 (B) P A H  w prow a­
dzono m etodą transfekcji do kom órek COS nerki 
m ałpy celem analizy produktów  ekspresji [22]. W yka­
zano aktywność P A H  w ekstraktach kom órki ludzkiej 
w ątroby (kontrola) oraz w kom órkach, do których 
w prow adzono prawidłow y cD N A  P A H Ip91023 (B), 
natom iast nie wykryto aktywności tego enzymu po 
wprow adzeniu zm utowanego cD N A  P A H Ip91023 (B) 
i w ekstrakcie w ątroby przy braku syntetycznego 
kofak tora 6-m etylotetrahydropteryny. Chociaż anali­
za R N A  techniką N orthern  kom órek COS poddanych 
transfekcji wykazała, że zarów no sekwencje reprezen­
tujące zm utow any jak  i prawidłowy cD N A  ulegały 
transkrypcji na podobnym  poziomie techniką W estern 
nie w ykazano obecności zm utow anego p roduk tu  biał­
kowego w ekstraktach kom órek poddanych transfek­
cji zm utow anym  cD N A  P A H Ip91023 (B). Całkowity 
brak aktywności P A H  oznacza klasyczny fenotyp 
P K U  [1] i może być przypisany zamianie Arg -  )  Trp, 
wywołanej substytucją C -  )  T w 12 eksonie [53].

VII. Uwagi końcowe

W  bliskiej przyszłości należy oczekiwać poznania 
m utacji występujących w innych haplotypach, co 
przyczyni się do wyjaśnienia, czy P K U  jest spow odo­
wana przez ograniczoną liczbę mutacji, które rozprzes­
trzeniły się w śród osób białej rasy, czy też różnorodne 
m utacje pow stały niezależnie w różnych populacjach. 
Takie badania pom ogłyby wyjaśnić ewolucje i p o ­
chodzenie m utacji prow adzących do fenyloketonurii. 
W przypadku potw ierdzenia hipotezy o sprzężeniu 
specyficznych m utacji z danym  haplotypem  R FL P  
w locus P A H , stałoby się możliwe przygotow anie 
zestawu sond oligonukleotydow ych pozwalających na

wykrycie około 90% zm utow anych genów u osób 
białej rasy. W  ten sposób zostałby również rozwiązany 
problem  wykrywania nosicielstwa.

A rtyku ł otrzymano 6 września 1988r. 
Zaakceptowano do druku 2 listopada I989r.
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Diagnostyka prenatalna: szansa? zagrożenie? dylemat?* 
Prenatal Diagnosis: a chance? danger? dilemma?
BARBARA CZARTORYSKA'

Pod pojęciem wrodzonej wady m etabolicznej rozu­
miemy taki rodzaj błędu ap ara tu  genetycznego, k tóry 
prow adzi do braku  lub znaczącego niedoboru aktyw ­
ności jednego enzymu lub, ogólniej, jednego białka 
(enzymu, horm onu, receptora itd.).

W badaniach nad w rodzonym i w adam i m etaboli­
cznymi biochem ik może wybrać jedno z dwu podejść: 
teoretyczno-poznawcze lub praktyczne, 
ad. 1/ W rodzony niedobór jakiegoś białka to idealny 
m ateriał doświadczalny do badania jego roli w m eta­
bolizmie. Pozwala na śledzenie grom adzenia się jed ­
nych m etabolitów  i b raku  innych, na obserwację 
sposobu wykorzystyw ania szlaków alternatywnych, 
rozm aitych skutków  pozornie odległych od pierwotnej 
przyczyny itp. To właśnie badania nad kom órkam i 
— zazwyczaj hodow anym i in vitro —  pochodzącym i 
od takich chorych pozwoliły na wyjaśnienie wielu 
faktów  np. na wyznaczanie dróg katabolizm u ganglio- 
zydów, inkorporacji enzymów lizosom alnych do lizo- 
som u itp. A naliza D N A , a także śledzenie syntezy 
i obróbki białka pozwoliło w wielu przypadkach na 
doświadczalne potwierdzenie teoretycznych założeń 
możliwości m utacji (Np. stw ierdzono, że pierw otną 
przyczyną choroby F ab ry ’ego tj. n iedoboru a-galak-

1 Dr, Zakład Genetyki, Instytut Psychiatrii i Neurologii
* Na marginesie artykułu J. Jaruzelskiej i R. Słomskiego 
„M olekularne podstawy fenyloketonurii” .
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tozydazy lizosomalnej bywa m utacja punktow a, dele- 
cja lub duplikacja fragm entu genu), 
ad. 2/ M edycyna oczekuje jednak  od biochem ika 
pom ocy w rozwiązaniu spraw praktycznych, a m iano­
wicie w opracow aniu m etod diagnostycznych oraz 
w wyznaczaniu dróg leczenia.
a / D iagnoza w przypadkach chorób metabolicznych 
opiera się na:

1. Stwierdzeniu grom adzenia m etabolitu, będącego 
w norm alnych w arunkach albo bezpośrednim  sub- 
stratem  „defektyw nego” enzymu (np. gangliozyd 
G m7 w tkance mózgowej chorych na chorobę 
Tay-Sachsa) albo produktem  wykorzystania alter­
natywnej drogi m etabolicznej, nie mającej znacze­
nia w kom órce prawidłowej (np. kwas fenylopiro- 
gronowy w m oczu chorych na fenyloketonurię, 
kwas moczowy w kom órkach chorych na tzw. 
chorobę Fesh-Nyhena)

2. Stwierdzeniu braku  lub niedoboru bezpośredniego 
produk tu  „defektywnego” genu —  na ogół aktyw ­
ności enzymatycznej (np. arylosulfatazy A w ko­
m órkach chorych na leukodystrofię m eta-chrom a- 
tyczną), rzadziej horm onu (hypotyroidyzm ) lub 
receptora (rodzinna hipercholsterolem ia).

3. Oznaczeniu substancji, której obniżenie stw ierdzo­
no doświadczalnie u chorych nie znając przyczyny 
tego obniżenia (np. ceruloplazm ina w chorobie 
W ilsona).
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4. Analizie D N A . Podstaw ą m etody jest zjawisko 
polim orfizm u fragm entów  restrykcyjnych pocho­
dzących z samego nieprawidłowego genu lub też 
z blisko z nim  sąsiadujących fragm entów  D N A . 
Jest to podejście kosztowne i wymagające wyspec­
jalizow anych laboratoriów  ale niezastąpione 
w przypadkach, gdy nie ma dobrej m etody oznacza­
nia aktywności „defektyw nego” enzymu, gdy nie 
znany jest ani enzym ani jego m etabolity a znany 
jedynie kliniczny przebieg choroby oraz sposób 
dziedziczenia (np. pląsawica H untingtona) albo też 
gdy niedostępne są kom órki, w których obserwuje 
się ekspresję danego genu. 

b/ Leczenie. Prawidłowa diagnoza m a służyć praw id­
łowemu leczeniu. I tu  zasadnicza trudność. Trzeba 
powiedzieć brutalnie, że genetycznie uw arunkow ane 
wady m etaboliczne są nieuleczalne. Nie m am y m oż­
liwości „napraw y” wadliwie pracującego kodu genety­
cznego. M ożemy jedynie usuwać, łagodzić czy mini­
m alizować skutki danej wady. Oczywiście istnieją 
wady m etaboliczne nieszkodliwe (np. albinizm), wady, 
które wcale lub w stopniu m inim alnym  utrudniają 
człowiekowi prawidłow e funkcjonowanie. N a ogół 
jednak  wady m etaboliczne są to bardzo ciężkie scho­
rzenia, prow adzące do inwalidztwa fizycznego, a częs­
to również do upośledzenia umysłowego.

W wielu przypadkach możemy dziś usuwać lub 
łagodzić skutki choroby — pacjent jednak zawsze 
pozostaje przez całe życie lub jakiś jego okres inwalidą 
zm uszonym  do przestrzegania bardzo ścisłego reżimu, 
W jaki sposób m ożna skutkom  choroby zapobiec?
I. U suw ając grom adzone nieprawidłowe m etabolity 

(np. w chorobie W ilsona usuwa się grom adzoną 
miedź podając penicylaminę lub sole cynku).

II. Ograniczając —  na ogół w krytycznym  okresie 
dzieciństwa — podaż substancji będących sub- 
stratam i „defektyw nego” enzymu (np. glutenu 
w celiakii czy białka w fenyloketonurii).

III. U zupełniając niedobór brakującego m etabolitu 
(np. fosforan we wrodzonej hypofosfatem ii —  p o ­
daje się go sondą, przez 12 godz. na dobę).

IV. U nikając podaw ania leków lub innych czynników 
wyzwalających nieprawidłow ą reakcję (np. chro­
niąc przed światłem chorych na porfirię).

V. Stosując leczenie substytywne (podawanie czyn­
nika V III krzepnięcia w przypadkach hemofilii, 
horm onów  tarczycy w w przypadkach hypotyroi- 
dyzm u itp). Szczególną odm ianą m etody substytu­
cji jest przeszczepienie tkanek lub grupy kom órek 
(np. nerki, łożyska lub hodow anych fibroblastów  
skóry). Przeszczepiony organ (lub grupa kom órek) 
m a być źródłem  ciągłego dopływu brakującego 
białka. M etoda ta jest najracjonalniejsza, lecz 
stosowanie jej jest ograniczone do sytuacji, gdy 
brakuje białka wydzielanego, produkow anego 
przez wyspecjalizowany narząd, organ, tkankę lub 
grupę kom órek na potrzeby innych kom órek czy 
tkanek. Inaczej m a się rzecz w przypadkach, gdy

każda kom órka produkuje dane białko na własne 
potrzeby — j ak to m a miejsce np. w przypadkach 
chorób lizosomalnych. W prawdzie istnieje zjawis­
ko m iędzykom órkow ego „przekazyw ania” enzy­
m u oraz „wychwytywania” go z krwi przez opłuki- 
wane kom órki, są to jednak  najczęściej ilości 
niedostateczne. Pozytywne skutki przeszczepu, n a ­
wet jeśli w początkow ym  okresie są dostrzegalne, 
na ogół są krótkotrw ałe. D odatkow ą przeszkodą 
nie do przekroczenia jest bariera krew/mózg. P o ­
nad to  ograniczeniem jest niebezpieczeństwo od­
rzucenia przeszczepu oraz jego obum ieranie. Inną 
m etodą substytutywnego leczenia może być wyko­
rzystanie szczepów bakteryjnych z „w staw ionym ” 
odpowiednim  genem człowieka. Być może w przy­
szłości będzie to droga zapobiegania skutkom  
chorób m etabolicznych, choć i na tej drodze piętrzą 
się trudności analogiczne do przedstawionych p o ­
wyżej (patrz A ddendum ).

Pow tarzam  istnieje wciąż jeszcze kilkadziesiąt bardzo 
ciężkich chorób m etabolicznych albo całkowicie nie 
poddających się leczeniu albo takich, w których częś­
ciowe złagodzenie skutków  m ożna osiągnąć stosując 
drakoński reżim (np. bardzo ostra dieta, ciągły wlew 
dożylny lub doustny-przez sondę itp.).

W  przypadkach chorób poddających się leczeniu 
ogrom ne znaczenie m a wczesna (czasami oznacza to 
kilka dni po urodzeniu) i praw idłow a diagnoza. 
A w przypadkach nie poddających się leczeniu? Praw i­
dłowa diagnoza nie jest pozbaw iona znaczenia —  częs­
to pozw ala oszczędzić pacjentowi wielu bezużytecz­
nych badań, zabiegów itp. Ale z drugiej strony odbiera 
nadzieję pacjentowi czy, częściej, jego rodzicom. D o­
datkow ym  dylem atem  jest możliwość postawienia 
diagnozy na długo, kilka, kilkanaście lub naw et ponad  
20 lat, przed wystąpieniem  pierwszych objawów (np. 
pląsawica H untingtona). Czy słuszne jest by pacjent 
żył z tą groźbą? a z drugiej strony jeśli jest możliwość 
uspokojenia go, że m imo ryzyka genetycznego może 
być spokojny, że nie zachoruje.

W przypadku rodzin obarczonych wysokim ryzy­
kiem urodzenia następnego dziecka chorego (25% 
w przypadku chorób dziedziczonych w sposób recesy- 
wny, 50% w przypadku dziedziczenia w sposób dom i­
nujący) dodatkow ą pokusą jest możliwość diagnozy 
prenatalnej —  na podstaw ie badania m etabolitów  
w płynie owodniowym  (m ukowiscydoza, m ukopolisa- 
charydozy), aktywności enzymatycznej w hodow a­
nych kom órkach z płynu owodniowego, lub kom órek 
kosm ówki, wreszcie analizy D N A  otrzym anego z tych 
kom órek.

W  przypadku stwierdzenia, że dziecko urodzi się 
zdrowe m ożna uspokoić rodziców. A w przypadku 
stwierdzenia defektu? To, co dzisiaj proponuje się 
rodzicom  w poradniach genetycznych zwie się eufemis­
tycznie „selektywną aborcją” , a jest po prostu  p ro p o ­
zycją zabicia chorego dziecka przed jego urodzeniem . 

Czy istotnie dziecko chore nie m a praw a do życia?
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i jakie stosować tu kryterium ? Jaki chory nie m a praw a 
do urodzenia się? C hory na chorobę Tay— Sachsa, 
której pierwsze objawy w ystąpią w 4-6 miesiącu życia, 
dziecko przestanie się rozwijać a potem  pocznie cofać 
się w rozwoju psychom otorycznym  i zginie przed
2-gim rokiem  życia ślepe, głuche, nie reagujące na 
otoczenie? na chorobę H untera —  u dziecka upo­
śledzenie umysłowe i ruchowe, zm iany kostne, masz- 
karonow ata twarz pogłębiają się z wiekiem i pacjent 
ginie na ogół przed 20-tym rokiem  życia? na chorobę 
H untingtona w której pierwsze objawy pojaw iają się 
po 30-tym roku życia i prow adzą do ciężkiego in­
walidztwa? fenyloketonurię, w przypadku której p ra ­
widłowy rozwój dziecka zapewnia ostra dieta uniem o­
żliwiająca np. wyjazdy na norm alne kolonie, obozy 
itp?, hemofilię, w której każde skaleczenie grozi śmier­
telnym krw otokiem  a najmniejszy zabieg chirurgiczny 
wymaga stosow ania preparatów  krwi grożących zaka­
żeniem?

K to m a decydować? rodzice? ich decyzja będzie 
zawsze em ocjonalna, uw ikłana w tysiące zależności 
— od poziom u wykształcenia i poziom u m oralnego, 
od sposobu przedstawienia sprawy przez lekarza, od 
nacisku opini społecznej, od perspektyw pom ocy przy 
pielęgnacji chorego dziecka. Lekarz? jego rolą jest 
leczyć nie zabijać. Ustawa? jakaś komisja?

Dotychczas sprawy te regulują tzw. komisje etycz­
ne, sesje etyki lekarskiej różnych zjazdów itp. złożone 
na ogół ze zwolenników „selektywnej aborcji” . Czy 
napraw dę Światowy Zjazd N aukow y jest autorytetem

m oralnym  zdolnym decydować o prawie człowieka do 
życia?

A jak a  w tym rola i odpowiedzialność biochem ika, 
dostarczającego coraz liczniejszych, precyzyjniejszych, 
lepszych, nowocześniejszych m etod?

A rtyku ł otrzymano 10 sierpnia 1989r.
Zaakceptowano do druku 15 sierpnia 1989r.

* Addendum, grudzień 1990 r.
W ostatnim  czasie „leczenie genem ” ze sfery fantazji 
przeszło do fazy eksperym entalnej. Time z 24.09.1990 
r. donosi o podjętej we wrześniu br. przez zespół 
z C entrum  Klinicznego N IH  w Bethesdzie próbie 
leczenia niedoboru dezam inazy adenozyny, ciężkiej 
choroby objawiającej się całkowitym  brakiem  o dpor­
ności im munologicznej. Dziecku dotkniętem u tą cho­
robą przetoczono jego własne limfocyty T zainfekow a­
ne zm odyfikowanym  retrowirusem , w którego genom 
w budow ano gen kodujący syntetazę dezam inazy ade­
nozyny. Zadaniem  tych limfocytów będzie produkcja 
brakującego enzymu. W yniki nie zostały jeszcze opub­
likowane. N a skutki tego leczenia m usimy poczekać.

R e d a k c ja  z a p ra s z a  do  d a ls z y c h  
w y p o w ie d z i  na te m a t  d ia g n o s ty k i  

p re n a ta ln e j .
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33http://rcin.org.pl



plazminogenu typu urokinazowego (prourokinaza); 
r — oznacza, że dane białko przed nazwą którego umiesz­
czono tę literę otrzymano techniką rekombiacji DNA; 
APSAC — acylowany kompleks streptokinazy z plazmino- 
genem; EG F — epidermalny czynnik wzrostowy; F — dome­
na typu „flnger” ; E — domena o budowie podobnej do EGF; 
K — domena typu „kringle” ; P — łańcuch B w t-PA i u-PA 
zawierający centrum aktywne; X — reszty cukrowe w cząs­
teczce aktywatora plazminogenu; S — peptyd sygnalny; 
L — prepeptyd; FD P — produkty degradacji włóknika

I. Wstęp

Zakrzepy i zatory zakrzepowe w naczyniach krw ionoś­
nych serca i m ózgu wstrzymujące przepływ krwi są 
bezpośrednią przyczyną większości zgonów w uprze­
mysłowionych krajach, a także obniżenia wydolności 
organizm u i zdolności do pracy. Powstanie skrzepu 
jest wynikiem lokalnej aktywacji układu krzepnięcia 
krwi zachodzącej w miejscu uszkodzenia ściany naczy­

nia, m ającego zwykle naturę miażdżycowę. A ktyw ato­
ry plazm inogenu wykorzystywane są w medycynie do 
rozpuszczania tych skrzepów, zwłaszcza w miejscach 
szczególnie newralgicznych, takich jak  naczynia wień­
cowe. Pow odują one przejście nieaktywnego plaz­
m inogenu w plazm inę (enzym proteolityczny), k tóra 
hydrolizuje w łóknik stanowiący podstaw ow y element 
s trukturalny skrzepu krwi (Ryc. 1.).

Stosowanie w praktyce klinicznej czynników trom - 
bolitycznych takich jak  streptokinaza, urokinaza, 
a także w prow adzonych ostatnio: t-PA, scu-PA i A P­
SAC, potwierdziło ich skuteczność w terapii wielu 
chorób o podłożu zakrzepowym , ale również ujawniło 
występowanie towarzyszących im niekorzystnych efe­
któw  ubocznych [1 -  3]. Rozpoczęto więc poszukiw a­
nie nowych wersji tych leków, lepszych od dostępnych 
obecnie [4],

Celem przyświecającym konstruow aniu  nowych 
m utantów  tych białek, jest nabycie przez nie na-

Ryc. 1. Schem at działania aktyw atorów  plazm inogenu w procesie fibrynolizy. Linia poziom a oddziela ak tyw atory  przekształcające w m iarę 
selektywnie plazm inogen do plazm iny na powierzchni skrzepu (t-PA, scu-PA, A PSA C ) od działających niespecyficznie (streptokinaza, 
tcu-PA). Strzałki narysow ane przeryw aną linią wskazują działanie inh ib ito ra  wolnej plazm iny.
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Tabela 1
M utanty  rscu-t-PA  otrzym ane techniką m utacji punktow ej. Strzałki 
wskazują w iązania peptydow e w sekwencji t-PA , k tóre ulegają 
rozszczepieniu w w yniku działania trom biny i plazm iny

t r o m b i n a  p l a z mi n a
i Ł

- A r a  -  P h e - L y s  -  l l e - J l e  
158 158

y  i

— Gly

Opis m utan ta  Substytucja am inokwasu , Piśmiennictwo

r s c u -  PA - Gl u-j5g L y s™ — •*.
I

G lu 51 - 53

rsc u -P A -G ly < ]5g L y s 158 — - Gly 51

r s c u - P A - M e t ^ g  , Lys  158 — Met  [ 52,53
r s c u - P A -A la i Lys 158 — A la  | 52
r s c u - P A  -  Val 158 | Lys 158 — Val | 53
r s c u - P A  -A rg 15g | L yS 158 — - Arg 55
r s c u - P A  -  Th r  I 

156,158| Ar 9 156 
Lys 158

Thr
Thr

54

r s c u - W - S ly 156 1 s8 j Lys 158 
lte  160

*■ Gly
Lys

55

rscu -P A -P ro  ^gg lle  159 — *■ Pro  i 55

rsc u -P A -G ly 15g j Ue 159 Gly | 

I

55

stępujących własności: a) zwiększonego pow ino­
wactwa wiązania z włóknikiem, b) wydłużonego w 
w arunkach in vivo okresu półtrw ania w krążeniu, 
c) ulepszonej specyficzności i selektywności działa­
nia.

II. Mutanty scu-PA

Cząsteczka scu-PA jest jednołańcuchow ym  polipe- 
ptydem  o m.cz. 54000 zbudow anym  z 411 am ino­
kwasów (Ryc. 2.). Przekształcenie jej do formy dwu- 
łańcuchowej (tcu-PA) następuje w wyniku hydrolizy 
wiązania peptydowego Lys158-Ile159 przez plazminę. 
scu-PA zawiera trzy domeny: N -końcow y region 
utw orzony z dom eny E i K  oraz C-końcowy region 
zawierający podjednostkę enzymatyczną. Funkcja 
N-końcowego regionu scu-PA nie jest w pełni p o ­
znana. Przypuszcza się, że pośredniczy on w o d ­
działywaniu z receptoram i kom órkow ym i i jest w zna­

Ryc. 2. Schem at struk tu ry  pierwszorzędowej jednołańcuchow ego urokinazow ego ak tyw ato ra  plazm inogenu (scu-PA). Zygzakiem  zaznaczone 
są miejsca glikozyłacji. C zarne kropki wskazują am inokw asy z centrum  aktyw nego. T rójkątem  zaznaczone jest wiązanie peptydow e, 
które ulega rozbiciu przy przejściu do postaci dw ułańcuchowej. Strzałki (od B do M) w skazują fragm enty polipeptydow e kodow ane 
przez poszczególne egzony wchodzące w skład struk tury  genu scu-PA.

3 4 0
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cznym stopniu odpowiedzialny za usuwanie tego ak ­
tyw atora z układu krążenia [5],

W  wyniku szczegółowych badań  różnych m utan ­
tów (Tab. 1.) okazało się, że dla właściwego funkc­
jonow ania aktyw atora reszty am inokwasowe tw orzą­
ce wiązanie 158 -  159 są bardzo ważne. M utan t 
rscu-PA (G 1 u 158) oporny na działanie plazm iny, w k tó ­
rym podstaw iono G lu w miejsce Lys158 miał 10-20-kro- 
tnie niższy potencjał katalityczny w porów naniu 
z rscu-PA typu dzikiego. Obecność Ile w pozycji 159 
determ inje aktywność enzymatyczną zarów no jedno- 
jak  i dwułańcuchowego prekursora urokinazy. W oso­
czu krwi wszystkie m utanty  oporne na działanie 
plazm iny posiadały niższą aktywność od rscu-PA typu 
dzikiego i zm niejszoną specyficzność w stosunku do 
w łóknika [6].

N aturaln ie syntetyzowany scu-PA zawiera resztę 
cukrow ą w pozycji A sn302. Pozbawienie go tej reszty 
podnosi jego specyficzność w stosunku do w łóknika 
przy zachow aniu niezmienionych własności fibrynoli- 
tycznych i farm akokinetycznych. M utant ten otrzym y­
wany jest przy pom ocy techniki rekom binacji D N A

w kom órkach bakteryjnych E. coli. Podobne właś­
ciwości posiada rscu-PA, w którym  zm iana am ino­
kwasu w pozycji 302 (Asn -> Asp) uniemożliwia 
uzyskanie glikozylowanego białka w kom órkach eu­
kariotycznych (np. Saccharomyces cerevisiae) [7]. M u ­
tan t scu-PA o wydłużonym  półokresie trw ania w k rą ­
żeniu uzyskuje się poprzez delecję dom eny E [8].

Ze względu na możliwość zastosow ania klinicz­
nego, bardzo interesującym aktyw atorem  plazminoge- 
nu jest niskocząsteczkowy scu-PA, powstały w wyni- 
kiu rozszczepienia wiązania peptydoweggo Glu- 
143-L eu144 przez niezidentyfikow aną proteazę. A ktyw a­
to r ten określany jako  scu-PA-32k, po raz pierwszy 
otrzym any został z hodowli linii kom órek now otw oru 
płuc (CALU-3). W ystępuje on również w kom órkach 
nerek małpy. Podobnie jak  scu-PA utrzym uje on 
względną specyficzność w stosunku do w łóknika oraz 
powoduje znacznie mniej zaaw ansow aną fibrynogeno- 
lizę niż tcu-PA. Tę formę ak tyw atora urokinazow ego 
otrzym ano również w w arunkach laboratoryjnych 
dzięki zastosow aniu techniki rekom binacji D N A  [9]. 
rscu-PA-32k jest nie do odróżnienia od naturalnie

Ryc. 3. Schem at struk tury  pierwszorzędowej tkankow ego ak tyw atora  plazm inogenu (t-PA). Oznaczenia analogiczne jak  w rycinie 2.
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występującego scu-PA-32k i może być konkurencyjny 
w produkcji na skalę przem ysłową w stosunku do 
rscu-PA. Brak polipeptydu S er,-G lu143 nie wpływa na 
właściwości biochemiczne tego ak tyw atora [10]. W y­
korzystuje się go nie tylko jako  czynnik trom bolitycz- 
ny, ale także do konstrukcji białek fuzyjnych (chimer 
aktyw atorów  plazm inogenu).

III. Mutanty t-PA

Cząsteczka t-PA  jest jednołańcuchow ą glikoprote- 
iną o m.cz. 70000 składającą się z 527 am inokwasów . 
Zbudow ana z pięciu dom en, z których każda kodow a­
na jest przez jeden lub kilka egzonów [11]. Łańcuch 
ciężki stanowi N -końcow y region cząsteczki i obej­
muje cztery dom eny (Ryc. 3.). Są to: dom ena F  —  po ­
dobna do segmentów występujących w fibronektynie, 
dom ena E o budowie podobnej do epiderm alnego 
czynnika wzrostowego (EG F) [12], dwie dom eny 
K — Kj i K 2. P iątą dom enę P stanowi łańcuch lekki 
(łańcuch B) zawierający centrum  katalityczne enzymu. 
W ewnątrz cząsteczki znajdują się trzy miejsca glikozy- 
lacji (A sn1]7, A sn184, A sn448). Z łańcuchem  lekkim 
bezpośrednio oddziałuje szybko i swoiście reagujący 
inhibitor o nazwie PA1-1 [13 -  14],

Selektywność działania t-PA  w stosunku do plaz­
minogenu zaadsorbow anego na w łóknach skrzepu 
wynika z obecności w cząsteczce ak tyw atora miejsc 
wiążących włóknik, zlokalizowanych na dom enach F, 
E i K 2 [15]. M iejsca te nie reagują z fibrynogenem, 
w którym  obszary oddziaływujące z t-PA  są ukryte. Po 
związaniu z włóknikiem  zmienia się kinetyka od­
działywania t-PA z plazm inogenem, o czym świadczy 
spadek wartości stałej M ichaelisa (K M) z 83 do 0.18 
jtiM oraz wzrost kcat z 0,07 do 0,28sek—1. Oznacza to, że 
wydajność katalityczna tkankow ego aktyw atora p laz­
m inogenu po związaniu z włóknikiem  w zrasta ponad 
1000-krotnie [16].

Jednołańcuchow a postać t-PA  znacznie lepiej 
wiąże się z włóknikiem  niż form a dw ułańcuchowa 
[17]. Podczas fibrynolizy zm iana konform acji czą­
steczki, wywołana rozbiciem wiązania peptydowego 
Arg275-Ile-,76 przez plazm inę pow oduje obniżenie pow i­
now actw a w iązania tego wiązania. Poprzez zamianę 
techniką m utacji punktow ej reszty A rg w pozycji 275 
na inny am inokwas m ożna tem u zapobiec.

Skonstruow ano m utanty  t-PA, w których A rg275 
podstaw iona została kolejno wszystkimi naturalnie 
występjącymi am inokw asam i [18]. O trzym ane m utan ­
ty charakteryzują się następującym i właściwościami: 
a) utrzym ują postać jednołańcuchow ą (z wyjątkiem 
t-PA-Lys275), b) zachow ują niezm ienioną zdolność 
wiązania się z włóknikiem  (z wyjątkiem  t-PA-Cys275) 
oraz aktywacji plazm inogenu związanego z w łókni­
kiem, c) in vivo m ogą przechodzić w formę dwułań- 
cuchową w wyniku hydrolizy przez plazminę wiązania 
przy Lys277.

Jedynie m utanty, które m ają G in i Ile w pozycjach

odpowiednio: 275 i 277 zachowują formę jedno łań­
cuchową oraz utrzym ują zdolność selektywnej ak ­
tywacji plazm inogenu w obecności w łóknika [18]. 
W ydaje się, iż m utanty  oporne na działanie plazminy 
w w arunkach in vivo są czynnnikam i trom bolitycz- 
nymi bardziej specyficznymi w stosunku do włóknika 
niż t-PA  typu dzikiego.

Usunięcie jedynie dom eny F  z cząsteczki t-PA  nie 
znosi zdolności oddziaływania ak tyw atora z w łók­
nikiem [19], ale je obniża. W ypadnięcie dom en 
E i F  powoduje podobne konsekwencje w aktywności 
t-PA [20]. M utanty  delecyjne t-PA  pozbaw ione dom en 
F i E, ale zawierające dom eny kringlowe posiadają 
norm alną aktyw ność enzymatyczną, w ykazują um iar­
kowanie lub znacznie [2 0 -2 1 ] zredukow ane możliwo­
ści oddziaływania z włóknikiem. O ptym alne oddziały­
wanie z włóknikiem  wymaga również obecności w czą­
steczce t-PA dom eny K 2. W przypadku pojawienia się 
defektów genetycznych w tej domenie, jej funkcję 
przejmuje dom ena KJ22], Aktywność enzymatyczna 
t-PA  nie jest uzależniona od pierwszych 4 dom en 
cząsteczki. Centrum  aktywne enzymu mieści się w łań­
cuchu lekkim (łańcuch B). O bszar ten, bez względu na 
to czy jest w yodrębniony z cząsteczki za pom ocą 
m etod chemicznych, czy też otrzym any techniką re­
kom binacji D N A  wykazuje właściwą dla t-PA aktyw ­
ność enzymatyczną. Aktywność ta nie jest jednak 
stym ulow ana obecnością w łóknika tak  jak  w przypad­
ku rt-PA  typu dzikiego, ale m utan t utw orzony z dom e­
ny F  i łańcucha lekkiego wiąże się z włóknikiem  
i zachowuje aktywność enzymatyczną.

Próba zwiększenia powinowactw a wiązania do 
w łóknika poprzez zastąpienie dom eny K 1? dom eną K 2, 
delecję dom eny E i zam ianę A sn59 na Ser (F K 2P, 
fG PLys,77 Asn59 -» Ser) nie dała, przynajm niej w w aru­
nkach in vitro, pozytywnych rezultatów . W ydłużył się 
natom iast znacznie okres półtrw ania (do 25 -  30 min) 
w osoczu [23], P o h l  i w spółautorzy [24] wykazują, że 
m utanty  tkankow ego aktyw atora plazm inogenu: K 2P, 
K 2PLys277  ̂ Val277, K 2PA sn448 > G ln448 , F K 2PLys277 
-> Val277, F K 2Asn448 -» G ln448 posiadają także znacznie 
niższe powinowactwo wiązania z w łóknikiem  i są dużo 
mniej efektywne w rozpuszczaniu skrzepu. Jednak 
najnowsze doniesienia częściowo tem u przeczą. W yda­
je się, że jednak  m utan t K 2P odznacza się bardzo 
korzystymi cechami fibrynolitycznymi [25].

Za szybkie usuwanie t-PA  z krążenia (okres pół­
trw ania —  U wynosi od 1 do 4 min) odpowiedzialne 
są kom órki w ątroby — hepatocyty oraz kom órki 
śródbłonka. W ydłużenie czasu przebywania aktyw a­
to ra w krążeniu jest jednym  ze sposobów podniesienia 
jego skuteczności terapeutycznej. U rt -  PA, (głów­
nie w postaci dwułańcuchowej), k tóry  używany jest 
w celach leczniczych, wynosi ok. 6 min. Jednołań­
cuchowa postać przebywa w krążeniu o 30 -  40% 
czasu krócej. Za usuwanie rt-PA  odpowiedzialne są 
głównie dom eny łańcucha ciężkiego. W ypadnięcie 
dom eny F 26] i dom eny E [27] pow oduje znaczne
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wydłużenie czasu t i . Delecja dom en F, E wraz z m utac­
jam i punktow ym i w miejscach glikozylacji cząsteczki 
(Asn —► Gin) wydłuża czas U do 25 min w przypadku 
TPA aFE, 42 min dla t-PA A FElX  (A sn174 -» Gin) i 14 
min — t-PAAFE3X (we wszystkich punktach glikozy­
lacji w miejsce Asn podstaw ione były Gin). W tym 
eksperymencie okres póltrw ania naturalnego t-PA 
(t i) wynosił 4 min [28]. Nie tylko delecje całych dom en, 
ale także zm iana pojedyńczych am inokwasów  tak jak  
w przypadku t-PA  (Pro47 -> Gly, Lys 49 -> Asn) i t-PA 
(G ln42 -> Asn, H is44 -> Glu) pow oduje utrzym anie 
wyższego stężnia aktyw atora w osoczu przez znacznie 
dłuższy okres czasu niż obserwuje się to w przypadku 
rt-PA  typu dzikiego [29].

W  procesie eliminacji t-PA  z krążenia w ażną rolę 
odgrywają również reszty cukrowe [30 -  33]. Znaczne 
wydłużenie okresu półtrw ania w krążeniu uzyskać 
m ożna poprzez eliminację techniką m utacji punktowej 
oligosacharydu m annozy występującego w pozycji 117 
łańcucha białka (zamienia się Asn na Gin) [34]. 
P odobny efekt wywiera analogiczna m utacja w pozycji 
Asn448. Całkowite usunięcie cukrów  z cząsteczki znacz­
nie wydłuża okres półtrw ania w krążeniu zarówno 
jedno jak  i dwułańcuchowej formy enzymu. Począt­
kowo sugerowano, że reszty cukrowe biorą udział 
w w iązaniu tego białka z receptoram i hepatocytów . 
Obecnie uważa się, że usuwanie t-PA  z krążenia 
odbywa się za pośrednictwem  receptorów  dwóch ro ­
dzajów. Jedne, rozpoznające pewne regiony łańcucha 
ciężkiego znajdują się na kom órkach parenchym y 
w ątroby (hepatocytach), drugie (specyficzne dla m an­
nozy) na kom órkach śródbłonkow ych [35]. Najwolniej 
usuwane z krążenia są m utanty  t-PA  pozbaw ione 
dom en F i E [35]. M utanty  te wiążą się również 
znacznie słabiej ze świeżo w yodrębnionym i hepatocy- 
tam i szczura. W  odróżnieniu od przeciwciał anty K 2, 
które nie m ają wpływu na te reakcje, przeciwciała 
m onoklonalne skierowane przeciwko dom enom  F /E  
i Kj ham ują odpowiednio w 27% i 67% wiązanie 
125Irt-PA  z hepatocytam i. Również in vivo przeciwciała 
m onoklonalne otrzym ane dla dom en F /E  znacznie 
bardziej ham ow ały usuwanie rt-PA  niż przeciwciała 
m onoklonalne dla dom eny K ,. W ynika stąd, iż w w ią­
zaniu rt-PA  z receptoram i hepatocytów  nie uczest­
niczą dokładnie te same obszary, które odpow iedzial­
ne są za eliminację tego białka z krążenia [57], D ok ład ­
ny mechanizm  tego procesu nie jest jeszcze poznany. 
O jego złożoności świadczy fakt, iż zam iana nawet 
pojedynczego am inokw asu w dom enie E (Tyr67 
-» Asn) znacząco wpływa na wiązanie t-PA  z hepato ­
cytami [36].

K om órki śródbłonkow e posiadają dwa rodzaje 
receptorów  dla t-PA  [37]: a) receptory o wysokim 
powinowactwie wiązania, k tóre przyłączają t-PA 
skom pleksowany z PAI-1 oraz b) o niskim pow inow a­
ctwie ale większej pojemności. Związanie aktyw atora 
przez te drugie receptory nie pow oduje u tra ty  jego 
aktywności [59]. W oddziaływaniu z tymi receptoram i

praw dopodobnie pośredniczą dom eny F  i E [38].
W celu uchronienia rt-PA  przed inaktyw acją przez 

szybko działające inhibitory, takie jak  PAI-1 i PAI-2, 
konstruuje się acylowane pochodne tego białka [39], 
Po wprow adzeniu do układu krążenia zachodzi pow o­
lna deacylacja aktyw atora i odblokow anie jego aktyw ­
ności biologicznej.

IV. Kompleksy trwałe utworzone z aktywato­
rów plazminogenu sprzężonych z odpowie­
dnimi przeciwciałami monoklonalnymi

Podwyższenie swoistości działania aktyw atorów  
plazm inogenu uzyskuje się przez przyłączenie do ich 
fragm entów zawierających dom enę enzymatyczną, lub 
do całej cząsteczki ak tyw atora przeciwciał specyficznie 
rozpoznających włóknik [40-42], Związanie, np. prze­
ciwciał m onoklonalnych 64C5, rozpoznających N -ko- 
ńcowy fragm ent łańcucha B ludzkiego w łóknika, 
z urokinazą za pom ocą odczynnika sprzęgającego, 
podwyższało 100-krotnie potencjał fibrynolityczny 
otrzym anej chimery. K om pleksy jednołańcuchow ego 
t-PA  lub u-PA  z innym  przeciwciałem —  59D8 — wy­
kazywały również 100-krotnie wyższą aktywność tro- 
m bolityczną niż urokinaza oraz 10-krotnie niż t-PA. 
Tak zmienione cząsteczki aktyw atorów  przyspieszały 
od 3.2 do 4.5-krotnie lizę skrzepu w ludzkim  osoczu
[41]. Zaobserw ow ano także znaczne podniesienie ich 
swoistości działania, tj. chimery w m inim alnym  stop­
niu pow odow ały trawienie fibrynogenu i alfa2— anty- 
plazminy. Połączenie scu-PA z fragm entem  F ab ’ prze­
ciwciała 59D8 spow odowało 230-krotny wzrost ak ­
tywności fibrynolitycznej w porów naniu  z rscu-PA, 
430-krotny w odniesieniu do urokinazy oraz 33 razy 
wyższy niż t-PA  [40]. W ynika to ze znacznego w zrostu 
powinow actw a wiązania tych chim er z w łóknikiem 
przy zachow aniu strukturalnych i funkcjonalnych w ła­
sności scu-PA.

W ykorzystując techniki inżynierii genetycznej 
otrzym ano rekom binacyjną wersję chimery rt-PA  
z przeciwciałami m onoklonalnym i 59D8. W  tym celu 
sklonow ano cD N A  kodujące łańcuch ciężki przeciw­
ciała 59D8, k tóry  następnie włączono do w ektora 
ekspresyjnego, zawierającego sekwencję kodującą 
część konserw atyw ną łańcucha gam m a2b oraz łań ­
cuch B ludzkiego tkankow ego aktyw atora plazm ino­
genu. Uzyskane w ten sposób białko hybrydow e 
zachowało właściwości przeciwciała m onoklonalnego 
59D8 oraz własności enzymatycze t-PA. W  w arunkach 
in vivo, po podaniu  donaczyniowym  takiej chimery 
cząsteczkowej obserwow ano intensywniejszą lizę 
skrzepu niż po podaniu  samego rt-PA . Polepszenie 
specyficzności i właściwości fibrynolitycznych uzys­
kano także w wyniku połączenia za pom ocą odczyn­
nika sprzęgającego rscu-PA bądź tcu-PA z przeciw­
ciałami m onoklonalnym i M A 1505 dla fragm entu D -D  
otrzym anego z hydrolizatu plazm inowego włóknika
[42],
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Podobne chim ery cząsteczkowe tw orzono korzys­
tając z przeciwciał m onoklonalnych TCL8 (dla t-PA) 
i 59D8 (dla włóknika), lub przeciwciał m onoklonal­
nych PEG 2 (dla łańcucha A wysokocząsteczkowej 
urokinazy) oraz przeciwciał 59D8 (dla w łóknika) [43]. 
Podane wraz z aktyw atorem  w w arunkach in vitro 
powodowały wyraźny w zrost aktywności fibrynolity- 
cznej, spow odow any swoistym zagęszczeniem aktyw a­
to ra na powierzchni w łóknika.

V. Hybrydy białkowe aktywatorów 
plazminogenu

W celu wzmocnienia specyficzności działania 
w stosunku do w łóknika, połączono fragm ent cD N A  
kodujący łańcuch A t-PA  (am inokwasy od Serj do 
T hr263) z cD N A  kodującym  scu-PA-32k (am inokwasy 
od L euI44 do Leu411). Ekspresję tak  skonstruow anego 
genu białka hybrydowego uzyskano w kom órkach 
CHO. W jego następnej wersji, by zm inimalizować 
oddziaływanie steryczne, rozszerzono region łączący 
oba fragm enty białkowe o 17 am inokw asów  (t-PA: 
Ser! — Phe274, scu-PA: Ser138-Leu4U). Aby zapobiec 
obecności wolnej cysteiny w pozycji 264 t-PA, nuk- 
leotydy od 997 do 981 (TG C) zastąpiono nukleotyda- 
mi G G A  kodującym i Gly [44]. A ktywność fibrynolity­
czna tej chimery gwałtownie w zrastała w obecności 
plazminy, k tó ra  pow odow ała przejście z form y jedno- 
łańcuchowej do dwułańcuchowej (t-PA/tcu-PA).

Kom pleks utw orzony przez połączenie dwułań- 
cuchowych cząsteczek t-PA  i u-PA  odznaczał się 
mniejszą specyficznością działania na w łóknik niż 
kom pleks jednołańcuchow ych form  tych samych b ia­
łek. Stabilność w osoczu chim ery złożonej z form  
jednołańcuchow ych była podobna do stabilności 
scu-PA [45].

Rekom binow ane białko fuzyjne zbudow ane z d o ­
meny F t-PA  (am inokwasy Ser! —  T yr67) oraz frag­
m entu scu-PA (Lysn6 —  Leu41j) cechowało się gorszym 
powinowactwem  wiązania z włóknikiem  niż rscu-PA, 
utrzym ując podobną aktyw ność enzymatyczną. P odo­
bne właściwości obserwowano w przypadku rscu-PA, 
który zawierał w staw ioną dom enę K 2 z t-PA  (am ino­
kwasy Cys,73 — Ser262) pom iędzy reszty am inokw aso- 
we A sp,30 i Ser139 [46]. Zarów no te, jak  i inne wersje 
białek hybrydowych aktyw atorów  plazm inogenu [47] 
nie odznaczają się korzytniejszymi cechami od ich 
białek macierzystych. Nie obserwuje się spodziew ane­
go zsum ow ania korzystnych cech różnych ak tyw ato­
rów.

Bardziej interesującą generacją aktyw atorów  plaz­
m inogenu są chimery u-PA  z w m ontow anym i frag­
m entam i łańcucha ciężkiego t-PA  (F G K 2-u-PA, 
F K 2-u -PA, K 2-uPA), ulokowanym i dokładnie przy 
miejscu, na które działa plazm ina w cząsteczce uroki- 
nazowego aktyw atora plazm inogenu. Ekspresję kodu­
jących je genów uzyskano w kom órkach linii C H O  
[48], Obecność dom eny K 2 z tkankow ego aktyw atora

plazm inogenu w u-PA powoduje 5-10 kro tny  wzrost 
aktywności stymulowanej przez włóknik. Słabszy 
efekt pojawiał się wówczas, gdy zam iast dom eny K 2 
wbudowyw ano dom enę F. Chimery te odznaczały się 
znacznie wydłużonym  okresem półtrw ania oraz op o r­
nością na ham ow anie przez PAI-1 [75]. M u tan t t-PA, 
do którego w stawiono dom enę kringlow ą pochodzącą 
z urokinazy (przed K ,) odznaczał się również wywoły­
waniem specyficznej lizy skrzepu, wydłużonym  czasem 
przebywania w krążeniu oraz m inim alną fibrynogeno- 
lizą [49],

VI. Chimery białkowe powstałe wskutek 
łączenia plazminogenu z innymi białkami

Skonstruow ano hybrydy zbudow ane z łańcucha 
B urokinazy oraz N-końcowego regionu plazm iny 
zawierającego miejsca wiążące lizynę, części enzym aty­
cznej scu-PA i dom eny K, plazm inogenu [50], tcu-PA 
oraz centrum  aktywnego plazm iny [51]. N a razie brak 
jest bliższych danych charakteryzujących ich w łasno­
ści trom bolityczne.

W zrost powinowactw a do w łóknika w porów ­
naniu z rt-PA  typu dzikiego wykazywała chimera, 
w której dom eny F i E z t-PA  zastąpiono dom eną K, 
pochodzącą z plazm inogenu, jak  również jej zm odyfi­
kowany w ariant z usuniętym  miejscem glikozylacyj- 
nym (delecja A sp ,17) z K t t-PA  [52]. Zm iany te nie 
wpływają na ich funkcje enzymatyczne [53]. Dołącze­
nie dom eny E z czynnika X II do t-PA  nie wpłynęło 
znacząco na zmianę jego właściwości [54],

Sygnalizowane jest także w ykorzystanie fibrynoge- 
nu jako  białka nośnikowego, dowożącego aktyw ator 
do miejsca pow staw ania zakrzepu. Łączy się go w spo­
sób odw racalny z rt-PA  [55]. Chim era w ytworzona 
przez połączenie wiązaniem kowalencyjnym fibryno- 
genu z urokinazą posiadała znacznie zwiększoną efek­
tywność w rozpuszczaniu zakrzepu tętniczego. 2500 
j urokinazy w kompleksie z fibrynogenem  podane na 
kg wagi ciała udrażniała naczynie krwionośne, pod­
czas gdy ta sam a ilość natywnego enzymu była nie­
skuteczna [56]. W zrost aktywności fibrynolitycznej 
(2,5 -  3 razy) tego p repara tu  spow odow any jest 
specyficzną akum ulacją p repara tu  na powierzchni 
włóknikowego skrzepu.

VII. Podsumowanie

Ze względu na olbrzymie zastosow anie praktyczne, 
aktyw atory plazm inogenu znalazły się w centrum  
zainteresow ania tak  klinicystów, jak  i biologów m ole­
kularnych. D okonyw ane modyfikacje m ają je w yposa­
żyć w nowe korzystne cechy. D o chwili obecnej 
o trzym ano i przetestow ano ponad 100 m utantów  t-PA 
i u-PA. Pozytywne wyniki uzyskano w przypadku 
niektórych wersji t-PA z wymienionymi pojedyńczymi 
am inokwasam i (zwłaszcza w pozycji A rg275), m utan­
tów delecyjnych (K 2P) oraz chim er cząsteczkowych,
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które utw orzone zostały przez kowalencyjne związanie 
aktyw atorów  lub ich fragm entów  ze swoistymi prze­
ciwciałami. Chimery te dzięki zwiększonej zdolności 
w iązania się z pow ierzchnią w łóknika charakteryzują 
się wyższą specyficznością substratow ą w stosunku do 
w łóknika niż innych białek osocza, w tym fibrynoge- 
nu. W łasności trom bolityczne tak  zm odyfikowanych 
cząsteczek aktyw atorów  nie są jednak  w pełni poznane 
i wym agają dalszych badań.

A rtyku ł otrzymano 20 marca 1990r. 
Zaakceptowano do druku 30 sierpnia 1990r.
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Wykaz stosowanych skrótów:
HMWSC — wielkocząsteczkowy kompleks syntetaz ami­
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E — enzym, aa — aminokwas.

I. Wstęp

Syntetazy am inoacylo-tR N A  pełnią kluczową fun­
kcję w początkow ym  etapie biosyntezy białka specyfi­
cznie katalizując tworzenie am inoacylo-tR N A . B ada­
nia ostatnich lat wykazały, że rola tych enzymów jest 
bardziej w szechstronna niż pierw otnie przypuszczano. 
Oprócz reakcji am inoacylacji, n iektóre syntetazy k a ta ­
lizują tworzenie diadenozynotetrafosforanu [1,2], 
związku, k tórem u przypisuje się udział w regulacji 
syntezy D N A  [3, 4]. Sugeruje się również wykazywanie 
aktywności kinazowej przez syntetazy am inoacy­
lo-tR N A  [5].

Szeroko prow adzone badania nad tymi enzymami 
ujawniły, że w wyższych organizm ach m ogą one 
występować w postaci wieloenzymatycznych wielko­
cząsteczkowych kom pleksów zawierających w swoim 
składzie oprócz syntetaz am inoacylo-tR N A  także inne 
składniki. Sczególnie interesujący jest fakt, że wielko­
cząsteczkowe kom pleksy syntetazowe (HM W SC, 
high-m olecular-weight synthetase complex) występują 
wyłącznie w wyższych organizm ach. W ydaje się, że 
zjawisko to stanowi wyraz większej złożoności m aszy­
nerii syntetyzującej białko wykształconej w toku  ewo­
lucji. W  piśmiennictwie zagranicznym  ukazało się 
kilka opracow ań om awiających dotychczasowe bada­
nia nad kom pleksam i syntetaz am inoacylo-tR N A  
i dyskutujących ich rolę biologiczną [6 -  10]. W  niniej­
szym artykule przedstaw iono aktualny stan wiedzy 
o wielkocząsteczkowych kom pleksach syntetaz am i­
noacylo-tRN A .
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II. Porównanie syntetaz aminoacylo-tRNA 
organizmów pro- i eukariotycznych

II -1. Ewolucja struktury
Syntetazy am inoacylo-tR N A  organizm ów proka- 

riotycznych są białkam i prostym i o masie cząstecz­
kowej w granicach 30-270— x 103 i strukturze podjed- 
nostkowej typu a, a2 a4, a/ł, a2/?2, przy czym m asa 
pojedynczego pro tom eru  dochodzi do 95 kD a [11]. 
W niektórych syntetazach stwierdzono obecność p o ­
wtarzających się odcinków o tej samej sekwencji 
am inokwasów . W tworzeniu form  oligomerycznych 
biorą udział C-końcowe odcinki łańcuchów połipep- 
tydowych, podczas gdy funkcje katalityczne pełnią 
odcinki N -końcow e [12, 13]. W  organizm ach proka- 
riotycznych znaleziono tylko jedną syntetazę am ino­
acylo-tR N A  dla każdego z am inokwasów [11].

Liczba występujących w organizm ach eukariotycz­
nych syntetaz am inoacylo-tR N A  przewyższa liczbę 
znajdow anych w białkach am inokwasów. W  cytosolu 
bowiem w ystępują wielorakie form y syntetaz, jeszcze 
inne formy syntetaz występują w m itochondriach i chlo­
roplastach, a nawet w jądrze komórkowym [11, 14].

D ługości łańcuchów  polipeptydowych syntetaz 
wyższych organizm ów są na ogół większe niż proka- 
riotycznych (patrz Tab. 1 oraz [7,13]). W  toku  ewolucji 
syntetazy am inoacylo-tR N A  (przynamniej niektóre) 
powiększyły się o znajdujący się w obrębie C -końca 
polipeptydu [13] odcinek, k tóry  nie jest niezbędny dla 
ich funkcji katalitycznej. Zauw ażono wyraźne różnice 
we właściwościach fizykochemicznych (rozpoznaw a­
nych m etodam i chrom atograficznym i) syntetaz euka­
riotycznych i prokariotycznych. Syntetazy eukario ty­
czne zatrzym ywane są na kolum nach z anionowym i 
i hydrofobow ym i nośnikam i, np. z im mobilizowanym  
R N A  [29], z heparyną [30, 31], na kolum nach feny-
lo-agarozow ych [24], podczas gdy odpow iadające im 
enzymy z E. coli nie w ykazują tej właściwości. Pow y­
ższe różnice spowodowane są w ystąpow aniem  w syn­
tetazach eukariotycznych regionów bogatych w am i­
nokw asy elektrododatnie i hydrofobow e.

U ogólniając m ożna stwierdzić, że syntetazy am i­
noacylo-tR N A  zbudow ane są z rdzenia odpowiedzial­
nego za aktywność katalityczną oraz z części nie 
niezbędnej, k tó ra  w organizm ach eukariotycznych jest 
bardziej rozbudow ana niż u p rokaryo ta  [13].

Tabela 1
Porównanie wielkości niektórych syntetaz aminoacylo-tRNA pochodzenia zwierzęcego z syntetazami bakteryjnymi*

Syntetaza
specyficzna

dla

Syntetazy zwierzęce Syntetazy z E. coli
Pochodzenie

enzymu
M r pojedyń- 

czego łańcucha 
x 103

Skład pod- 
jednostkowy

Piśmien­
nictwo

M r pojedyń- 
czego łańcucha 

x 103

Skład pod- 
jednostkowy

Piśmien­
nictwo

Arg

wątroba szczura
60
89*
65*
72*

a 15, 16 
20 
19 
18

60 a 22wątroba owcy 73* 21
wątroba królika 74* 16, 21

Gin
wątroba owcy 94* 21

69 a 26
wątroba królika 96* 21

Glu
wątroba owcy 85* 21

56 a 23
wątroba królika 150* 21

He wątroba owcy 139* 25 112 oc 23

Leu
wątroba owcy 129* 21, 24

104 a 23wątroba królika 108*
129*

20
21

Lys

wątroba szczura 129*
73*
66* ct2

20
19
17

52 a2 23wątroba owcy 79* 21, 24
w ątroba królika 76* 21

Met

w ątroba szczura 90*
104*

20
27

85 a2 23
wątroba owcy 103*

78* a
21
28

wątroba królika 108* 21

* Syntetaza pochodzi z wielkocząsteczkowego kompleksu. 
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II-2. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie

Syntetazy am inoacylo-tR N A  u prokoryo ta występują 
w rozpuszczalnej frakcji kom órki jako  wolne, dyfun- 
dujące enzymy lub jako  kom pleksy enzym -substrat 
z odpowiednim i tR N A  [11]. Syntetazy wyższych o r­
ganizmów (przynajmniej niektóre) wykazują zdolność 
do wiązania się z rybosom am i oraz z elementami 
struktur w ew nątrzkom órkow ych.

Posługując się technikam i immunocytologiczny- 
mi wykazano [14], że niektóre syntetazy am ino­
acylo-tRN A  w w ątrobie szczura są zasocjowane z w łó­
knami cytoszkieletu. Znaleziono znaczną część aktyw ­
ności syntetazy m etionylo-tR N A  w składnikach reti- 
kulum endoplazm atycznego, nierozpuszczalnych 
w buforze z detergentem  [27]. Wg D e u t s c h e r a  [8], 
syntetazy zwierzęce zasocjowane są z błonam i plaz- 
matycznymi. W iązanie jest względnie słabe, o czym 
świadczy fakt, że enzymy te nie frakcjonują się jak  
typowe białka błonowe.

Większość zwierzęcych syntetaz am inoacylo- 
-tR N A  wykazuje zdolność wiązania się z rybosom am i 
[32, 33]. Za wiązanie odpowiedzialny jest rybosom alny 
RN A [29, 34 -  36]. Nie w iadom o, czy wzajemne 
oddziaływanie syntetaz z rybosom am i m a jakieś zna­
czenie funkcjonalne in vivo. W badaniach in vitro 
wykazano, że związanie z rybosom am i zwiększa ak ­
tywność syntetaz oraz ich trwałość. Wg niektórych 
autorów  [27, 29, 34] popraw ia sprawność translacji 
dzięki wysokiej miejscowej koncentracji tych enzy­
mów.

II-3. Wielkocząsteczkowe kompleksy syntetaz 
aminoacylo-tRNA (HMWSC) organizmów 
zwierzęcych

Najbardziej uderzającą różnicą pom iędzy synteta- 
zami am inoacylo-tR N A  organizm ów prokariotycz- 
nych i wyższych zwierząt jest występowanie u tych 
ostatnich wielkocząsteczkowych kom pleksów synteta- 
zowych. Kom pleksy te, których M r dochodzi do 
6 x 106, zawierają oprócz syntetaz am inoacylo-tR N A , 
także inne białka oraz składniki nie będące białkam i. 
Kom pleksy pow stają dzięki wykształconej w toku 
ewolucji zdolności syntetaz eukariotycznych do asoc­
jacji i do łączenia się z elem entami strukturalnym i 
wnętrza kom órki [8, 27, 36-38]. Regiony polipep- 
tydowe o dddzialyw aniu elektrododatnim  i hydro­
fobowym, występujące w syntetazach eukariotycz­
nych, są najpraw dopodobniej odpowiedzialne za tę 
zdolność [8,17, 24, 37, 3 9 -4 1 ], Uw aża się, że H M W SC 
stanowią wyraz dodatkow ego, supram olekularnego 
poziom u organizacji ap ara tu  biosyntezy białka. Poja­
wiły się propozycje nazw, które wyrażałyby struk turę 
i funkcję tych, jeszcze niezbyt poznanych, tworów: 
Uigasom y” [42], „kodosom y” , [43], „translasom y” 
[44].

III. Otrzymywanie, budowa i własności 
HMW SC

III-l. Otrzymywanie
W celu otrzym ania wielkocząsteczkowych kom plek­
sów syntetazowych stosowano standardow e techniki 
oczyszczania białek i enzymów. M ając na uwadze 
nietrwałość kom pleksów, preferow ano techniki łagod­
ne. Zastosow anie procedury polegającej na trak tow a­
niu supernatan tu  post-m ikrosom alnego wielkocząs­
teczkowym glikolem polietylenowym, sączeniu m ole­
kularnym  uzyskanego p repara tu  oraz na chrom ato­
grafii powinowactw a przy użyciu kolum n z immobili- 
zowanym  tR N A  pozwoliło na uzyskanie kom pleksów 
zawierających 7— 9 syntetaz am inoacylo-tR N A  [28,45
-  47], O dm ienną m etodą posługiwali się D ang i Yang 
[20], którzy z supernatan tu  post-m ikrosom alnego 
otrzymywali frakcję X (frakcja sedym entująca w wyni­
ku długotrwałego wirowania supernatan tu  post- 
m ikrosom alnego), po rozpuszczeniu w buforze po ­
ddawali ją  sączeniu m olekularnem u przez kolum ny 
z żelem Sephadex G  200, i po zatężeniu w atm osferze 
azotu frakcjonowali za pom ocą w irowania w gradien­
cie stężenia sacharozy. A utorzy otrzymywali kom ­
pleks o stałej sedymentacji 24S, oczyszczony około 
1000-krotnie, z wydajnością 30%.

Stosowano też wirowanie w gradiencie stężenia 
glicerolu w celu uzyskania ludzkich i zwierzęcych 
kom pleksów syntetazowych [48, 49].

III-2. Budowa HMWSC
III-2.1. Wielkość, kształt oraz skład 

enzymatyczny

Jak podano w tabeli 2, wielkość kom pleksów syn­
tetazowych charakteryzow ana za pom ocą stałych se­
dym entacji zawiera się w granicach 12 -  24 S, zaś za 
pom ocą m asy cząsteczkowej —  w granicach 106
— 6 x 106. W ielkocząsteczkowe kom pleksy syntetazo- 
we opisywane są jako  twory owalne (globularne) 
o wym iarach 8 — 27 nm [77 -  80]. W ich budowie 
m ożna wyróżnić rdzeń lipidowy, w którym  zasoc­
jow ane są hydrofobow e odcinki łańcuchów polipep­
tydowych syntetaz. N a zewnątrz znajdują się hydro- 
filowe funkcjonalne regiony enzymów rozmieszczone 
w sposób umożliwiający łatwy dostęp substratów . 
Odcinki łańcuchów polipeptydowych o oddziaływaniu 
elektrododatnim  znajdują się w miejscach odległych 
od dom en katalitycznych [8]. Opublikow ane zostały 
fotografie z m ikroskopu elektronowego przedstaw ia­
jące twory o budowie heksamerycznej [79] i oktam ery- 
cznej [78] oraz owalne i prostokątne [77, 80] jako  
kom pleksy syntetazowe, jednak  brak jest przekonyw a­
jących dowodów  na to, że przedstawione agregaty są 
rzeczywiście skom pleksowanym i syntetazam i [9]. H i­
potetyczny przekrój H M W SC sporządzony na pod­
stawie sugestii D e u t s c h e r a  [8] oraz innych au to ­
rów [24, 30, 37, 81] przedstaw iony jest na rycinie 1.
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Tabela 2

Syntetazy aminoacylo-tRNA wykryte w składzie wielkocząsteczkowych kompleksów syntetazowych. Symbole literowe 
wskazują aminokwasy, dla których specyficzne syntetazy znajdują się w kompleksie

L.P. Pochodzenie HMWSC Czystość
preparatu

Wielkość
HMWSC Syntetazy aminoacylo-tRNA Piśmiennictwo

1 Embriony myszy PS R D Q E I L K M P V 50
2 W ątroba myszy PS R D Q E I L K M P V 50
3 PS A R D N Q G H I L K M F P S T Y V 51, 52
4 W ątroba szczura PS A R D Q E G H I L K M F P S T W Y V 53
5 PS R D C E L K M F P T W V 54
6 PO 24 S R Q E I L K M P 20
7 PO R D Q E I L K M P 16
8 PO 18 S R Q I L K M 42
9 PS R D Q E G L K M F P S T Y 55

10 PS Q I L K M 56
11 18 S A R D N C Q E I L K M F P W Y V 57
12 55 55 PO 12 S R K 19, 58, 59, 76
13 55 55 PO 24 S R Q E I L K M 60
14 55 55 PO R I L K  M 61
15 Gruczoł mleczny szczura PO 3xl06Da R C Q I L K  M V 62
16 Mięsień szkieł, szczura PS R C Q E I L K M P V 63
17 Tarczyca świni PS R D N C E H I L K M F P S T Y V 64
18 W ątroba owcy PO 106Da R Q E I L K M 28,45-47,65,66
19 PO 6xl06Da R Q E I L K M 40
20 Mózg wołu 

Mózg cielęcia
2xl06Da R D N Q E L K P V 67, 68

21 PS A R D N Q E G H I L K M F P S T Y V 49
22 Łożysko ludzkie PO 17-21 S R Q E I L K M 48
23 Embriony kurze 

Komórki białacz. Frienda
PS R D Q E I L K M P V 50

24 PS R D Q E I L K M P 50
25 Śledziona owcy PO 106Da R Q E I L K M 47
26 Komórki jajnika chomika PS R D C Q E H I L K M P T V 69
27 PS R D C Q E I L K M F P V 70
28 PO l,2x l06Da R D Q E I L K M P 71
29 W ątroba królika PO 106Da R Q E I L K M 21, 32, 39, 47
30 PO l , lx l0 6Da R D Q E I L K M 72
31 PS R D N C Q E I L K M F P W Y V 44
32 Kom órka HeLa PS R D Q E I L K M P V 50
33 Retikulocyty królika PO 16 S R I L K M 73
34 55 55 PS R D Q E I L K M P V 50
35 55 55 PO 106Da R Q E I L K M 47, 74
36 Komórki raka wątroby 

Yoshida PO 24 S R D Q E I L K M P 75
37 Komórki erytroleuke- 

miczne myszy PO 25 S R D Q E I L K M P 77

W tabeli ujęto tylko te pomiary, w których oznaczano co najmniej 17 syntetaz aminoacylo-tRNA. 
PS - preparat surowy, PO - preparat oczyszczony.

Szczególną rolę w utrzym aniu struktury  kom plek­
su przypisuje się lipidom  [8, 17, 39-41, 60], które 
praw dopodobnie wiążą się z hydrofobowym i regiona­
mi łańcuchów  polipeptydowych syntetaz, jak  również 
zasadowym  odcinkom  N-końcowej części polipepty- 
du, wykazującym  pow inow actw o do ujemnie nałado­
wanych cząsteczek [8, 18, 24].

Brak jest jednom yślności odnośnie ilości syntetaz 
am inoacylo-tR N A  znajdujących się w natywnych 
HM W SC. W  kom pleksach nie oczyszczonych znaj­
dow ano więcej enzymów niż w kom pleksach wysoko 
oczyszczonych (patrz tabela 2). N iektórzy autorzy 
dzielą syntetazy na trzy klasy w zależności od wy­
stępowania ich w składzie H M W SC  [7, 10, 37]. Do 
klasy 1-szej zaliczają enzymy specyficzne dla nastę­
pujących am inokwasów: Arg, Asp, Gin, G lu, Ile, Leu, 
Lys, M et, Pro, które to enzymy m ożna uważać za 
„kom pleksotw órcze” , ponieważ powszechnie wystę­
pują w kom pleksach syntetazowych wyższych zwie-

Ryc. 1. H ipotetyczny przekrój przez w ielkocząsteczkowy kom pleks 
syntetazowy. H  -  regiony hydrofobow e, C -  centra aktyw ne 
syntetaz am inoacylo-tR N A , L -  lipidy. (Sporządzono na 
podstaw ie sugestii [8, 24, 30, 37, 80]).
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rząt. Enzymy te znaleziono w kom pleksach, które 
udało się wyizolować i oczyścić (patrz tabela 2).

Do klasy 2-giej zaliczane są enzymy rzadziej znaj­
dowane w kom pleksach, lub tworzące kom pleksy 
nietypowe, zawierające na przykład oligomeryczne 
postacie jednego enzymu (kom pleksy hom otypow e) 
[81]. Do klasy trzeciej zaliczane są syntetazy, które 
bardzo rzadko w ystępują w kom pleksach, lub może 
lepiej należałoby powiedzieć, których do tej pory nie 
udało się znaleźć w preparatach  oczyszczonych kom ­
pleksów. Są w tej klasie enzymy specyficzne dla: Ala, 
Asn, Gly, His, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr.

Częstość w ystępow ania poszczególnych syntetaz 
w kom pleksach otrzym anych z różnych organizm ów 
może być zilustrow ana za pom ocą histogram u, tak  jak  
przedstaw iono na rycinie 2.

Porów nanie histogram u z tabelą 2 wskazuje, że 
7 — 9 syntetaz, k tóre znajdow ano w oczyszczonych 
kom pleksach syntetazowych, to właśnie syntetazy, 
które najczęściej w ykryw ano w surowych preparatach 
HM W SC. R óżna trwałość enzymów tworzących kom ­
pleksy może być przyczyną tego, że w oczyszczonych 
preparatach H M W SC  m ożna znaleźć jedynie syn­
tetazy m ocno związane ze składnikam i kom pleksów. 
Dane doświadczalne wskazują, że niektóre enzymy są 
szczególnie słabo związane w HM W SC, od którego 
m ogą być łatwo oddysocjowane naw et w czasie hom o­
genizacji [82], w trakcie w irow ania w gradiencie stęże­
nia sacharozy [20], lub podczas chrom atografii hydro­
fobowej [17, 20].

Największe wysoko oczyszczone kom pleksy, za­
wierające 9 syntetaz, otrzym ali C i r a k o g 1 u i współ­
autorzy [16] z w ątroby szczura oraz M i r a n d ę  
i współautorzy [71] z hodowli kom órek jajn ika chom i­
ka. Kom pleksy te składały się z 12 rodzajów  polipep- 
tydów, z których 9 było syntetazam i wymienionymi 
wyżej jako  syntetazy klasy 1-szej. Najluźniej związa-

Ryc. 2. H istogram  obrazujący częstość wykryw ania poszczególnych 
syntetaz am inoacylo-tR N A  w wielkocząsteczkowych kom ­
pleksach syntetazow ych różnych organizm ów  zwierzęcych. 
Uw zględniono badan ia, w których oznaczano co najmniej 
17 syntetaz (patrz  Tab. 2).

Ś0 -

3 0 -

2 0 -

10 -

nym w kompleksie enzymem była syntetaza proli- 
lo-tR N A . Znaczenie trzech pozostałych polipeptydów 
nie było znane. Badając relacje ilościowe enzymów 
w kom pleksach stwierdzono, że syntetazy am inoacy­
lo-tR N A  występują w ilości jedna lub dwie cząsteczki 
na kom pleks [42, 65].

Uw aża się, że niektóre syntetazy wyższych zwierząt 
w ystępują in vivo jedynie w postaci wielkocząstecz­
kowych kom pleksów (np. syntetaza lizylo-tRN A  w ąt­
roby szczura) [16], inne m ogą występować równolegle 
jako  wolne i skom pleksowane. N iektórzy autorzy [39, 
46, 83] sugerują, że syntetazy wolne występujące obok 
skom pleksowanych są p roduktam i proteolizy tych 
ostatnich.

Jak  wynika z tabeli 2, wszystkie syntetazy am ino­
acylo-tR N A  wykryto w wielkocząsteczkowych kom ­
pleksach syntetazowych wyższych zwierząt. Należy 
uznać za znaczące sugestie autorów  [8, 9, 63, 73, 82], 
które utrzym ują, że natywne kom pleksy są znacznie 
większe i bogatsze w enzymy niż te kompleksy, które 
udało się wyizolować i oczyścić.

III-2.2. Obecność innych niż syntetazy 
aminoacylo-tRNA składników w HMW SC

W tabelach 3 i 4 podane są białkowe i niebiałkowe 
składniki H M W SC występujące obok syntetaz am ino­
acylo-tRN A . W śród składników  białkowych, w kom ­
pleksach znaleziono translacyjne czynniki inicjacji 
i elongacji, enzymy m odyfikujące kwasy nukleinowe 
i białka, w tym kinazy białkowe. W śród niebiałkowych 
składników znaleziono znaczne ilości lipidów, RN A , 
a także cukry (związane z łańcucham i polipeptydowy- 
mi syntetaz). Lipidy, które znaleziono w H M W SC, to 
cholesterol wolny i zestryfikowany oraz fosfolipidy. 
Przypuszcza się, że oddziaływanie hydrofobow ych 
regionów łańcuchów polipeptydow ych syntetaz z lipi­
dam i odgrywa rolę w utrzym aniu struktury  H M W SC 
oraz wpływa na trwałość budujących kom pleks en­
zymów [8, 41, 97]. Interesujące jest, że usunięcie 
lipidów destabilizuje aktywność skom pleksowanych 
syntetaz, nie pow oduje jednak  zniszczenia kom pleksu 
[41].

III-3. Własności HMWSC

III-3.1. Własności katalityczne skompleksowanych 
syntetaz aminoacylo-tRNA

Reakcje am inoacylacji katalizow ane przez obecne 
w kompleksie syntetazy odbyw ają się równocześnie 
i niezależnie [39, 60]. Jest dość zaskakujące, że reakcje 
te nie oddziaływują wzajemnie na siebie. W ykazano za 
pom ocą badań  kinetycznych, że wolne i skom plek­
sowane syntetazy m ają podobne powinowactwo do 
substratów  [39, 60, 83].
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D okładniejsze badania porównawcze własności 
katalitycznych syntetaz wolnych i skom pleksowanych 
pozwoliły jednak  znaleźć pewne różnice, które m ogą 
mieć znaczenie funkcjonalne. W badaniach in vitro 
wykazano, że am inoacylacja w obecności wolnej syn­
tetazy  lizy lo -tR N A  z w ątro b y  szczura je s t dw a razy 
wyższa niż w obecności enzym u skom pleksow anego 
[98], zaś synteza d iad en o zy n o te tra fo sfo ran u  jest 
sześć razy  w yższa [99], S kom pleksow ana syn tetaza 
leu cy lo -tR N A  k o m ó rek  ja jn ik a  chom ika  chińskiego 
w ykazuje wyższą w rażliw ość n a  ham ujące działan ie 
p iro fo sfo ran u  niż enzym  w olny [100]. B adając p a ra ­
m etry  k inetyczne dla w szystkich trzech su b stra tó w  
wolnej i skom pleksow anej syntetazy  lizy lo -tR N A  
z w ą tro b y  szczura (d la tR N A , lizyny i A T P ) stw ier­
dzono , że szybkość m aksym alna  dla enzym u 
w olnego jest nieznacznie lecz znam ienn ie wyższa 
[17].

P rzy toczone wyżej spostrzeżenia św iadczą, że 
funkcja  k a ta lity czn a  syn te taz  m oże być m o d u lo w a­
n a  poprzez tw orzenie kom pleksów . Jed n ak  trzeb a  
zaznaczyć, że m iałoby  to  znaczenie regulacyjne 
jedyn ie wów czas, k iedy w w aru n k ach  in vivo z a ­
chodziłaby  in terkonw ersja  pom iędzy  enzym am i w o ­
lnym i a skom pleksow anym i. T akiego  zjaw iska d o ­
tychczas nie stw ierdzono.

Tabela 3

III-3.2. Diadenozynotetrafosforan (Ap4A) 
a HMW SC

Jak  w spom niano we wstępie, niektóre syntetazy 
am inoacylo-tR N A , tak pro- jak  i eukariotyczne, m ia­
nowicie: lizynowa, prolinow a, alaninow a, fenyloalani- 
now a i serynowa [101 -  104] są zdolne do katalizow a­
nia syntezy diadenozynotetrafosforanu (diadenozy- 
no-5,,5’” -P 1, P4- tetrafosforan, A p4A). Synteza o d ­
bywa się wg następującego m echanizm u [3, 103]:

E +  aa +  A TP =  E-aa-A M P +  P P ;

E -aa-A M P +  A TP =  E +  aa +  A p4A,

Sugeruje się, że ten niezwykły dinukleotyd bierze 
udział w inicjacji replikacji D N A  [1, 3, 89]. W ew nątrz­
kom órkow e stężenie A p4A jest skorelow ane z aktyw ­
nością prołiferacyjną kom órek [102], Postuluje się 
udział tego związku w zjawiskach szoku kom órkow e­
go [105]. Należy dodać, że poziom  kom órkow ego 
A p4A nie zależy jedynie od poziom u jego syntezy, lecz 
również od aktywności hydrolaz [3,106,107], katalizu­
jących jego rozpad.

Dotychczas zgrom adzono jedynie fragm entarycz­
ne inform acje na tem at zależności w ystępowania syn-

Biologicznie aktywne białka obecne w wielkocząsteczkowych kom pleksach syntetazowych obok syntetaz 
am inoacylo-tR N A

Aktywne białko Pochodzenie kom pleksu Piśmiennictwo

Łożysko ludzkie 48

Translacyjne czynniki elongacji K om órki raka wysiękowego Ehrlicha 84
W ątroba szczura 85
Retikulocyty królika 31

Translacyjne czynniki inicjacji Retikulocyty królika 31

A cetylotransferaza petydylowa W ątroba szczura 55

M etylotransferaza tR N A Leukocyty ludzkie i mysie 86,87

Sulfotransferaza tR N A W ątroba szczura 88

Rybonukleaza G ruczoł tarczowy świni 64

Polim eraza D N A  alfa K om órki HeLa 89

Fosfatazy białkowe W ątroba szczura 61

K inaza białkow a W ątroba szczura 61

K inaza kazeinowa I R etikulocyty królika 74

Pirofosfataza nieorganiczna W ątroba szczura i królika 43
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tetaz am inoacylo-tR N A  w stanie skom pleksowanym , 
a ich ro lą w syntezie A p4A. W olna syntetaza lizy- 
lo-tR N A  jest 6 razy bardziej aktyw na w syntezie A p4A 
niż syntetaza skom pleksow ana, przy tym obserwuje się 
zwiększoną stymulację syntezy tego zw iązku przez 
Zn2+ w obecności enzymu wolnego [99]. Postuluje się 
odmienny m echanizm  syntezy A p4A  przez enzymy 
wolne i skom pleksowane [99, 108].

III-3.3. Fosforylacj a-defosforylacja 
składników HMW SC

M odulow anie aktywności syntetaz am inoacy­
lo-tR N A  na drodze fosforylacji-defosforylacji było 
postulow ane w ielokrotnie [61, 74, 90, 109, 110]. 
W ostatnich latach udow odniono, że rzeczywiście 
możliwa jest fosforylacja syntetaz tak  bakteryj­
nych [111], jak  wolnych syntetaz zwierzęcych

[109, 110, 112, 113] oraz syntetaz skom pleksowanych 
[43,61,74,90], Stwierdzono, że fosforylacja skom plek­
sowanych syntetaz może zachodzić in vitro [74, 90] i in 
vivo [61] i prow adzi do znacznej u tra ty  własności 
katalitycznych tych enzymów. Są znane również do­
niesienia, że niektóre syntetazy am inoacylo-tR N A  
wykazują wyższą aktywność po ufosforylow aniu 
[109].

Stw ierdzono fosforylację seryny i w niewielkim 
stopniu treoniny w skom pleksow anych syntetazach 
glutam ylo-, izoleucylo-, m etionylo- i lizylo-tRN A  [74]. 
Postuluje się obecność kinazy kazeinowej I jako  stałe­
go składnika natywnych kom pleksów syntetazowych 
biorącego udział w regulacji aktywności enzymów na 
drodze fosforylacji [74, 90]. W ykazano, że fosforylacja 
skom pleksowanych syntetaz odbyw a się przy udziale 
cyklicznego A M P, co wskazuje na możliwość ho r­
m onalnej regulacji tego procesu [90]. Należy nad ­
mienić, że ogłoszono również wyniki badań, w których

Tabela 4

Składniki niebiałkowe wielkocząsteczkowych kom pleksów syntetazowych

Pochodzenie kom pleksu Składnik niebiałkowy kom pleksu * Piśmiennictwo

Cholesterol i estry cholesterolu (5% ) 20
Kwas cholesterolo-14-metylo-heksadekanowy(N.O.) 91
Estry cholesterolu (20 —  25% ) 92
G likolipidy (N.O) 55

W ątroba szczura Cukry (14% ) 58
C ukry (N .O.) 93
C ukry (0,7% ) 59
R N A  (N.O.) 84
tR N A  (0,2% ) 20
tR N A  (N.O.) 53
tR N A  (3% ) 55

Gruczoł mleczny szczura
Cholesterol (N.O.) 

R N A  (4% )

62

62

W ątroba myszy R N A  (7,2% ) 94

Retikulocyty królika R N A  wysokocząsteczkowy (N.O.)
Fipidy (lipidy obojętne -  ok. 0,5% , fosfo­

95

lipidy -  ok. 0,06% P) 73

K om órki raka wysiękowego Ehrlicha R N A  wysokocząsteczkowy (N.O) 84

K om órki jajn ika chom ika R N A  (N.O.) 70

Fibroblasty myszy tR N A  (N.O.) 96

* W  naw iasach podano procentow ą zaw artość składnika: 
N .O. —  nie oznaczano
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nie potw ierdzono fosforylacji syntetaz w kom órkach 
jajn ika chom ika chińskiego i H eLa  [71].

III-4. Rola biologiczna HMWSC

Znaczenie funkcjonalne wielkocząsteczkowych 
kom pleksów syntetazowych jest jeszcze mniej zro­
zumiałe niż ich struk turalna organizacja. Jeśli natywne 
kom pleksy składają się z 9 syntetaz am inoacy­
lo-tR N A , to brak  jest jakiejkolwiek korelacji pom ię­
dzy występowaniem  w kompleksie danych syntetaz, 
a biologicznymi lub chemicznymi właściwościami ak ­
tywowanych przez nie am inokwasów.

N iektóre enzymy i inne białka uw ażane do tej pory 
za rozpuszczalne, są w rzeczywistości połączone w ko­
m órkach eukariontów  w wieloenzymatyczne agregaty 
lub są zasocjowane ze strukturam i w ew nątrzkom ór­
kowymi. Podobnie aparat syntetyzujący białka jest, 
praw dopodobnie, w organizm ach wyższych zwierząt 
połączony ze strukturam i szkieletu kom órkow ego 
[114, 115]. Z  tych względów rozpatryw anie procesu 
biosyntezy białka w wymiarze supram olekularnym  
jest, jak  się wydaje, bliższe rzeczywistości. Połączenie 
syntetaz am inoacylo-tR N A  w kom pleks zasocjowany 
ze strukturam i wew nątrzkom órkow ym i może uspraw ­
nić przekazywanie powstających am inoacylo-tR N A  
z syntetyzujących je enzymów na czynniki inicjacji, na 
rybosom y itd. W ydaje się, że pojawienie się w toku 
ewolucji wielkocząsteczkowych kom pleksów  synteta­
zowych stanowi przejaw uspraw nienia procesu biosyn­
tezy białka. E 1 s k a j a i współautorzy [43] sugerują, 
że istnienie H M W SC  ułatw ia am inoacylację i um oż­
liwia regulację tego procesu dzięki obecności w kom ­
pleksach takich składników jak  pirofosfataza nieor­
ganiczna (usuwanie pirofosforanu) i kinaza białkowa 
(regulacja aktywności na drodze fosforylacji).

III-4.1. HM W SC w tkankach i narządach

W ystępow anie syntetaz am inoacylo-tR N A  w tk a ­
nkach i narządach różnych zwierząt nie jest jed ­
nakowe. Przeważnie jest ono skorelowane z szybkoś­
cią rozrostu  kom órkow ego i z aktyw nością m etaboli­
czną tkanki. Przykładow o, znaczną aktywność syn­
tetazy arginylo-tR N A  znaleziono w tkankach  i n arzą­
dach szczura o wysokiej aktywności m itotycznej (w ąt­
roba, kora nadnerczy, grasica), zaś niewielką w tk an ­
kach i narządach o niskim w skaźniku m itotycznym  
(tkanka tłuszczowa, płuca, serce, mózg) [116]. P odob­
nie u wołu stwierdzono, że aktywności syntetaz m óz­
gowych są znacznie niższe niż w ątrobow ych [68].

Niewiele wyników zgrom adzono na tem at specyfi­
czności narządowej i tkankowej wysokocząsteczko- 
wych kom pleksów  syntetazowych. Z m ózgu wołu 
wyizolowano H M W SC  o masie 2 x 103 kD a, zaw ierają­
cy 9 syntetaz am inoacylo-tR N A  [68]. N a uwagę za­

sługuje nieco odm ienny skład enzymatyczny kom plek­
su mózgowego w porów naniu  z kom pleksam i w ąt­
robowym i (patrz tabela 2). Jednakże trudno  wnios­
kować o specyficzności narządowej na podstaw ie 
zauważonych różnic, ponieważ w badaniach posługi­
w ano się nie jednakow ą m etodyką. W badaniach 
prow adzonych na oczyszczonych kom pleksach syn­
tetazowych otrzym anych z różnych narządów  owcy 
i królika wykazano istnienie różnic gatunkow ych, 
podczas gdy w obrębie tego samego gatunku kom plek­
sy były identyczne [47], Nie stw ierdzono różnic w b u ­
dowie kom pleksów pom iędzy blisko spokrewnionym i 
gatunkam i [9, 27].

Interesującą sugestię wysunęli V a d e b o n c o -  
e u r  i L a p o i n t e  [67] na tem at roli H M W SC 
w mózgu. A utorzy sugerują udział skom pleksowanej 
syntetazy glutam ylo-tR N A  i glutam inianu w neuro- 
transm isji w obszarze synaptycznym. Sugestia ta  m a 
jednak  dość spekulatywny charakter.

III-4.2. Większa trwałość skompleksowanych 
syntetaz aminoacylo-tRNA

Sprawą, k tó ra  zainteresow ała badaczy, jest zmie­
niona trwałość enzymów w budow anych w kompleks. 
Zgrom adzono wiele dowodów  na to, że skom plek­
sowane syntetazy am inoacylo-tR N A  w ykazują m niej­
szą term owrażliwość w porów naniu  z enzymami w ol­
nymi [60, 97, 117 -  122]. Przypuszcza się, że jest to 
spowodowane wzajemnymi oddziaływaniam i łańcu­
chów polipeptydow ych skom pleksow anych syntetaz 
oraz wpływem niebiałkowych składników  kom plek­
sów [60, 97]. Zm niejszoną podatność syntetaz skom ­
pleksowanych na inaktywację term iczną wykazano dla 
syntetazy leucylo-tRN A  z mięśnia sercowego świni 
[122] i z kom órek chom ika chińskiego [118], jak  
również dla syntetazy lizylo-tRN A  z w ątroby szczura 
[117] i syntetazy arginylo-tR N A  z w ątroby królika 
[97], Podobnie, w badaniach prow adzonych na term o- 
wrażliwych m utantach  kom órek chom ika, stw ierdzo­
no zmniejszoną term owrażliwość skom pleksowanych 
syntetaz am inoacylo-tR N A  w porów naniu  z enzym a­
mi wolnymi [119-121], Istnieją także doniesienia o b ra ­
ku różnic w term owrażliwości skom pleksowanych 
i wolnych syntetaz [43] oraz o zwiększonej wrażliwości 
na tem peraturę skom pleksowanej syntetazy arginy­
lo-tR N A  z w ątroby szczura [83].

Liczni badacze podnoszą sprawę wrażliwości 
H M W SC  na proteolizę w ew nątrzkom órkow ą, który 
to  proces może być odpowiedzialny za pojawienie się 
syntetaz wolnych obok skom pleksow anych [15, 32, 45, 
47, 60, 123] oraz za unieczynnianie enzymów [124]. 
W ykazano, że skom pleksow ane syntetazy są bardziej 
odporne na działanie endogennych proteaz niż enzymy 
wolne [46, 83, 124]. N a tej podstaw ie przypuszcza się, 
że znaczenie biologiczne tw orzenia przez wyższe o r­
ganizmy kom pleksów syntetazowych polega na ochro­
nie syntetaz przed w ew nątrzkom órkow ą proteolizą
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[46, 83, 124], Pośrednim  dowodem  może być fakt 
znalezienia w skom pleksow anyh syntetazach charak ­
terystycznych sekwencji am inokwasow ych PEST 
(Pro-G lu-Ser-Thr) [124], k tóre stanow ią sygnał dla 
działania w enątrzkom órkow ych proteaz. P raw dopo­
dobne jest, że sekwencje te są m askow ane dzięki 
tworzeniu H M W SC  [124],

III-4.3. Syntetazy skompleksowane wykorzystują 
aminokwasy zewnątrzkomórkowe

W badaniach prow adzonych z użyciem m utantów  
kom órek chom ika chińskiego [120], w których zauw a­
żono dodatn ią  korelację pom iędzy nie występowaniem  
niektórych syntetaz am inoacylo-tR N A  w składzie 
HM W SC a zwiększoną term owrażliwością kom órek, 
stwierdzono, że wysokie stężenia am inokwasów w śro­
dowisku (am inokwasów  będących substratam i dla 
badanych syntetaz) wykazywały działanie ochronne 
w stosunku do m utantów . Obserwacje powyższe p o ­
zwoliły au torom  na sform ułowanie hipotezy, że skom ­
pleksowane syntetazy am inoacylo-tR N A  wykorzys­
tują przede wszystkim am inokw asy z przestrzeni poza- 
kom órkowej, podczas gdy syntetazy wolne wykorzys­
tują am inokwasy w ew nątrzkom órkow e. Trzeba za­
znaczyć, że istnieją dow ody na to, że zew nątrzkom ór­
kowe am inokw asy m ogą być zużywane do biosyntezy 
białka bez mieszania się z pulą am inokw asów  we­
wnątrzkom órkow ych [118, 125].

III-4.4. Syntetazy skompleksowane zwiększają 
wierność translacji

Spośród teorii tłumaczących znaczenie funkcjonal­
ne H M W SC, na uwagę zasługuje hipoteza Ryazanova 
[126] przypisująca kom pleksom  zwiększanie wierności 
translacji. H ipoteza opiera się na spostrzeżeniu, że 
tR N A  specyficzne dla następujących aminokwasów: 
Arg, Glu, Gin, Ile, Leu, Lys, którym  odpow iadają 
syntetazy am inoacylo-tR N A  zawsze występujące 
w składzie H M W SC, m ają na pierwszej pozycji w an- 
tykodonie zm odyfikowany uracyl. Ponieważ w skła­
dzie H M W SC znajdują się także enzymy m odyfikujące 
tR N A  (patrz tabela 3), m ożna przypuszczać, że rów ­
nocześnie z am inoacylacją lub wcześniej dochodzi do 
modyfikacji uracylu, co zapobiega połączeniu z n ieod­
powiednim kodonem  m R N A . A utor hipotezy po d ­
kreśla, że niezależnie od innych możliwych funkcji 
HM W SC, zgrupowanie syntetaz i enzymów m odyfi­
kujących tR N A  w jednym  kompleksie zabezpiecza 
kom órkę przed błędnym odczytaniem  kodu genetycz­
nego.

III-4.5. HMW SC w patologii

Dążąc do wyjaśnienia roli biologicznej skom- 

POSTĘPY BIOCHEMII 3-4, 1990

pleksowanych postaci syntetaz am inoacylo-tR N A , 
podjęto badania na regenerujących narządach oraz na 
narządach i tkankach zm ienionych patologicznie. 
Zgrom adzono szereg informacji, z których trudno jest, 
jak  do tej pory, wyciągnąć jednoznaczne wnioski.

W  badaniach prow adzonych na regenerującej w ąt­
robie szczura [127] zauw ażono wzrost aktywności 
skom pleksowanych syntetaz lizylo- i glutam ylo-tR N A  
jak  również wyraźne zwiększenie zawartości fosfolipi­
dów w kom pleksach, w porów naniu  z narządem  
prawidłowym. W podobnych badaniach [128] w ykaza­
no zwiększenie aktywności skom pleksowanej synteta­
zy prolilo-tR N A .

Porów nując fibroblasty mysie stransform ow ane 
wirusem m ięsaka mysiego z kom órkam i zdrowymi 
[96], stw ierdzono wzrost aktywności skom pleksow a­
nych syntetaz w kom órkach stransform ow anych. 
W  nowotworze w ątroby szczurów stwierdzono obec­
ność kilku rodzajów  wielkocząsteczkowych kom plek­
sów syntetazowych oraz zwiększoną aktywność skom ­
pleksowanej syntetazy prolilo-tR N A  [128],

Z kom órek wysiękowego now otw oru w ątroby 
szczura Y oshida A H  130 ( Yoshida ascites hepatoma 
A H 130) o trzym ano H M W SC o stałej sedymentacji 24 
S, zawierający 9 syntetaz am inoacylo-tR N A , w tym 
trwale zw iązaną syntetazę pro lilo-tR N A  [75], Syn­
tetazy obecne w powyższym kompleksie wykazywały 
zwiększoną odporność na endogenną proteolizę w p o ­
rów naniu z enzymami kom pleksu otrzym anego w ide­
ntyczny sposób z kom órek zdrowych.

W badaniach nad doświadczalnym  zawałem serca 
u królików  stwierdzono, że w chorobie tej dochodzi do 
zm ian aktywności skom pleksowanych syntetaz am i­
noacylo-tR N A  w wątrobie: w zrasta aktywność syn­
tetazy leucylowej i lizylowej, maleje natom iast serylo- 
wej i glicylowej [129], Obserwowano ponadto  zmniej­
szenie zawartości fosfolipidów w kompleksie synteta- 
zowym z wątroby.

W badaniach prow adzonych na m ózgu królika 
z w rodzoną drżączką porażenną, wśród skom plek­
sowanych syntetaz am inoacylo-tR N A , obok glutami- 
nylowej, lizylowej i asparaginylowej znaleziono także 
syntetazę glicylową, na ogół nie spotykaną w składzie 
HM W SC [130],

W zapaleniu wielomięśniowym na tle autoalergicz- 
nym (polymyositis), stwierdzono obecność przeciw­
ciała anty-Jol, skierowanego przeciwko syntetazie his- 
tydylo-tR N A  [131, 132], B adania wykazały, że an ­
tygen znajduje się wyłącznie w cytozolu [133]. W scho­
rzeniu wykryto również przeciwciała przeciwko syn- 
tetazom  treonylo-tR N A  [134] i alanylo-tR N A  [135]. 
Interesujące jest, że autoprzeciwciała polymyositis 
skierowane są przeciwko syntetazom  amino-acy- 
lo-tR N A  należącym do klasy 3-ciej, a więc przeciwko 
tym, k tóre rzadko występują w kom pleksach syn­
tetazowych. Przypuszcza się [10], że fakt ten ma 
związek z rozpuszczalną natu rą  tych enzymów, co 
sugeruje możliwość opuszczania przez nie zm ienio­
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nych chorobow o kom órek. Syntetazy klasy 1-szej, 
związane w wielkocząsteczkowych kom pleksach, nie 
m ogą w ydostawać się do przestrzeni pozakom órko- 
wej.

IV. Uwagi końcowe

W ystępowanie wielkocząsteczkowych kom plek­
sów syntetaz am inoacylo-tR N A  w organizm ach zwie­
rzęcych jest najbardziej uderzającą różnicą pomiędzy 
syntetazam i organizm ów  pro- i eukariotycznych. 
W toku ewolucji wiele spośród syntetaz am inoacy­
lo-tR N A  zyskało dodatkow y odcinek łańcucha poli- 
peptydowego, nie zmieniający ich własności katality­
cznych, a nadający im zdolność wiązania się z sys­
temem błon w ew nątrzkom órkow ych, jak  to ma miejs­
ce u drożdży, oraz zdolność do tworzenia wielkocząs­
teczkowych wieloenzymatycznych agregatów , co 
stwierdzono u wyższych zwierząt. Badania in vitro 
wskazują, że tworzenie kom pleksów modeluje nie­
które własności budujących je syntetaz am inoacy­
lo-tR N A , zmienia ich term owrażliwość, zmniejsza 
podatność na proteolizę.

M im o, że od czasu wykrycia skom pleksowanych 
postaci syntetaz am inoacylo-tR N A  upłynęło już około 
20 lat, wielu spraw odnoszących się do ich występow a­
nia, budowy i funkcji jeszcze nie wyjaśniono. Nie 
w iadom o, czy kom pleksy syntetazowe występują 
w świecie roślinnym  oraz u niższych zwierząt. Nie 
w iadom o ile syntetaz buduje natyw ne kompleksy, nie 
jest jasna ich ro la biologiczna. Największy dotychczas 
wyizolowany i oczyszczony kom pleks zawierał 9 syn­
tetaz, lecz wiele przesłanek przem awia za tym, że 
funkcjonujące w kom órkach wyższych zwierząt kom ­
pleksy są bardziej rozbudow ane i zawierają więcej 
enzymów. W ielkocząsteczkowe kom pleksy syntetazo­
we znaleziono u wyższych zwierząt, nie w iadom o 
jednak  w jakim  stadium  filogenetycznego rozwoju 
organizm ów eukariotycznych pojaw iają się.

Powstawanie kom pleksów jest wyrazem d o d a t­
kowej supram olekularnej organizacji w ew nątrzkom ó­
rkowych procesów, co wydaje się szczególnie ważne 
w odniesieniu do syntetaz am inoacylo-tR N A , enzy­
mów, które obok swej zasadniczej funkcji wiązania 
am inokwasów do tR N A , katalizują również syntezę 
A p4A, związku będącego ogniwem łączącym syntezę 
białka z syntezą D N A .

* * *

A utor wyraża wdzięczność prof, dr Tom aszowi 
Borkowskiem u za cenne uwagi podczas przygotow y­
wania niniejszego artykułu oraz za krytyczną ocenę 
tekstu.

A rtyku ł otrzymano 22 maja 1989r.
Zaakceptowano do druku 12 marca 1990r.
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et al.
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of the University 20
GB-Newcastle upon Tyne NE2 4HH 
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Molecular approaches to 
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et al.

Department of Molecular Cell Biology 2-17 May
MPi of Biophysical Chemistry D-Göttingen
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studying secretion
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Department of Physiology 
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Centre for Molecular Biology 6-13 October
ZMBH, University d-Heidelberg
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D-6900 Heidelberg 
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY
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D-6900 Heidelberg
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D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY
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D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY
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Date(Place)
Number of Students

4-15 September
D-kö
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8-15 September
GB-Oxford
15
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S-Stockholm 
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16-28 September

15
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F-Marseille
12

13-23 May
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20-28 January 
D-EMBL, Heildelberg
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3-13 March 
D-EMBL, Heidelberg 
20

26 May-5 June 
D-EMBL, Heidelberg
16

10-015 June 
D-EMBL, Heidelberg
15

23 June-4 July 
D-EMBL, Heidelberg
14-16

18 July-2 August 
D-EMBL, Heidelberg 
20

6-170ctober 
D-EMBL, Heidelberg
16

13-23 November 
D-EMBL, Heidelberg 
15
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EMBO WORKSHOPS 1991
Subject

Structural and motile proteins

Bacterial conjugation systems

Genetic control of vertebrate 
development

Bacterial plasmid-coded toxins: 
bacteriocins, microcins, and 
lantibiotics

Viruses of fungi and simple 
eukaryotes

The genetics of translation: 
the interconnectedness of things

Molecular cross-talk between 
epithelial cells and pathogenic 
microorganisms 
(co-sponsored by ASCB)

From receptor to gene

NMR structures of proteins

Molecular biology of Rhizobium- 
legume symbiosis

Protein phosphatases

Molecular biology of 
filamentous fungi

Organizer(s)

J.V. Small

E. Lanka
B. Wilkins

P. Gruss
D. Duboule

R. James 
et al.

V. Rubio 
et al.

R.H. Buckingham 
et al.

J.-P. Kraehenbuhl 
et al.

Ch. Weissman 
et al.

K. Wüthrich

M. laccarino 
et al.

P. Cohen 
W. Merlevede

U. Stahl 
et al.

Address for Inquiries

Institute of Molecular Biology 
Academy of Sciences 
Billrothstrasse 11,A-5020 Salzburg 
AUSTRIA

Department Schuster 
MPI für Moleculare Genetik 
Ihnestrasse 73, D- 1000 Berlin 33 
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

Department of Molecular Cell Biology 
MPI of Biophysical Chemistry 
Am Faßberg, D-3400 Göttingen 
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

School of Biological Sciences 
University of East Anglia 
GB-Norwich NR4 7TJ 
ENGLAND

Centro Nacional de Biotecnología 
Serrano 115 duplicate 
E-28006 Madrid 
SPAIN

Institut de Biologie Physico- 
Chimique
13,rue P el M Curie 
F-57005 Paris 
FRANCE

Swiss Institute for 
Cancer Research 
Ch. des Boveresses 
CH-1066 Epalinges 
SWITZERLAND

Institute of Molecular Biology 1 
of the University 
Hönggerberg, Ch-8093 Zürich 
SWITZERLAND

Institute of Molecular Biology 
and Biophysics, ETH-Hönggerberg 
CH-8093 Zürich, SWITZERLAND

IIGB
via Marcohi 10 
1-80125 Naples 
ITALY

Katholieke Universiteit
Afdeling Biochemie
Campus Gasthuisberg, Herestraat 49
B - 3000 Leuven
BELGIUM

Department of M icrobiology & Genetics 
University of Technology 
Gustav Meyer Allee 25, D-1000 Berlin 65 
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

Date/Place

18-22 March 
A-Schladming

30 June-4 July 
D-Tegernsee

26-31 May
GR-Kolymbari, Crete

22-26 September 
F-lsland of Bendor

3-6 September 
E-Mallorca

14-19 May 
F-Veyrier-du-Lac

18-23 August 
CH-Arolla

25 August-1 September 
Ch-Arol!a

31 August-5 September 
Ch-Kandersteg

16-19 October
l-Capri/Naples

25-30 August 
B-Leuven

24-29 August 
D-Berlin
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32nd International Conference 
on the Biochemistry of Lipids 
September 18-21, 1991 
Granada, Spain

S c ie n t if ic  P r o g r a m

The sc ientif ic  p rogram  wil l include p lenary 
lectures with invited speakers, co llogu ia  and 
poster sessions. A num ber of poster abstracts 
w ill be selected for oral presentation. The 
authors of these abstracts w il l be in formed by 
June, 1991.

The themes of the conference w il l be:
1.—  The oxystero l pathway and its b io log ica l 

implications.
2.—  Synthesis and secretion of l ipoprote ins 

in the intestine.
3.—  Polyunsaturated fatty acid of the n-3 

series: b io log ica l and m etabolica l roles.

Poster com m unications may be related to the 
topics of the conference or to any other areas of 
lipid b iochem is try  and m o lecu la r biology.

CORRESPONDENCE

M.a Jose A le jandre .
Dpto. de B iogu im ica .y  B io log ia  M o lecu lar 
Universidad de Granada. Apdo. de Correos 70 
18080 - Granada; Spain 
Phone: (34) 58/243240. Fax: (34) 58/274258

ORDER  
FORM

A dvances in B io ch em is try

□
□
□

ISSN  0 0 3 2 -54 22
Please enter my subscription for 1991 at: 
institutional rate US$ 60 or personal rate 
US$ 30 (including postage and handling)

I enclose my cheque (bank draft) for 
US$.........

I am interested in receiving further infor­
mation (a free sample) copy of „Postçpy 
Biochemii"

NAME: .....

ADDRESS:

POSTAL CODE:............  DATE

Cheques should be made payable or remittance 
transferred to:

Polish Biochemical Society 
16 Freta Street, 00-227 Warszawa 

Bank Handlowy, PBK XII I/O Warszawa 
37 00 44 - 1225 - 139 - 11

Send orders  to:
Polish B iochem ica l S o c ie ty  

16 Freta  S tre e t  
0 0 -2 2 7  W a rs za w a  

Poland

-------------------X -
Prenumerata krajo­
wa indywidualna:
80 000 zł; (50% zniżki 
dla członków Polskie­
go Towarzystwa Bio­
chemicznego).

Prenumerując
„Postępy Bioche- 

■ ■ 1 ! mu
wspierasz
swoje
czasopismo !

Aby zaprenumerować 
„Postępy Biochemii" 
w 1991 r. należy wpła­
cić odpowiednią kwotę 
na konto bankowe w y­
dawcy (Polskiego To- 
wa rzyst wa Biochemi­
cznego) za pomocą 
przekazu zamieszczo­
nego na odwrocie. Za­
mówione egzemplarze 
będziemy wysyłać po­
cztą na adres podany 
nam na przekazie. Po­
nieważ odcinek prze­

kazu docierający do 
nas jest jednocześnie 
zamówieniem, prosimy 
o bardzo wyraźne 
napisanie imienia, na­
zwiska (lub nazwy in­
stytucji) i dokładnego 
adresu razem z kodem 
pocztowym (DRUKO­
WANYMI LITERAMI) 
na wszystkich trzech 
odcinkach przekazu. 
Prenumerata krajo­
wa dla instytucji:
180 000 zł.

http://rcin.org.pl



Wydawca prosi 
o kontakt tych, 

którzy chcieliby wykorzystać 
łamy „Postępów Biochemii” 
do reklamowania 
swych produktów i usług 
związanych z biochemią, 
biologią molekularną 
i biologią komórki.

Please
contact the Editors 
if you wish
to advertise in „Postępy Biochemii 
the products and services 
related to biochemistry, 
molecular biology 
and cell biology.

-----------------------------------

X X th  E U R O P E A N  
C O N F E R E N C E  O N  

M U S C L E  C O N T R A C T I O N  
A N D  C E L L  M O T I L I T Y

Dear Colleague,

The Twentieth Meeting of the European Muscle Club is due 
to take place in Oxford from 23rd — 27th September 1991, 
organised jointly by myself and Dr Chris Ashley of the 
Department of Physiology of Oxford University.

The meeting organizers are aware that our Eastern 
European colleagues cannot, in general, obtain hard 
currency for conference expanses in Western Europe. We 
shall therefore try to pay as much of their conference 
expanses as we are able to do, and we hope that they can 
buy travel tickets to Oxford (with is a short bus ride from 
London’s Heathrow airport) in their own currency.

We are currently attempting to raise funds to make this 
possible. We therefore suggest that you photocopy the 
preliminary form if necessary, and send back to us one 
copy for each person who wishes to come to this meeting. 
When we know what the possibilities are we shall tell you, 
as a national group, how many people from your country 
we can afford to fund in Oxford, and in consultation with 
you we will try to sort out those with highest priority, if we 
are unable to help everyone who wishes to come.

It would be most useful for us to have your fax numbers, 
because this is without doubt the easiest form of com­
munication for us, and problably for you also.

Yours sincerely.

Gerald Elliott
P.S. „Preliminary forms” są dostępne w Zarządzie Głów­
nym Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Pokw itow anie dla w płacającego

z ł......................................

wpłacaj ący............................... .

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym 

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 
P.B.K. X III/0  W -w a, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11

O dcinek dla posiadacza rachunku

zł..........................................
słownie ......... ..............

wpłacający..................................

itempel

podpis przyjmującego

im ię, nazw isko, dok ładny  adres z kodem  pocztowym 

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 
P.B.K. X III/0  W -w a, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11

stempel

O dcinek dla poczty lub banku  

  Z ł . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   ..... ..........

słownie  ......... .

wpłacający,

im ię, nazw isko, dok ładny  adres z kodem  pocztow ym

podpis przyjmującego

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 
P.B.K. X III/0  W -w a, Al. Jerozolimskie 
370044-1225-139-11

stempel

podpis przyjmującego
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Wskazówki 
dla autorów

W ydaw any p rzez  P o lsk ie  T o w a rzys tw o  B io che m iczne  
kw a rta ln ik  „P o s tę p y  B io c h e m ii”  p u b liku je  p race  p rze ­
g lądow e  o m a w ia ją c e  b ieżą ce  o s ią g n ię c ia , kon cep c je  
i k ie run k i badaw cze  w  d z ie d z in ie  b io c h e m ii i nauk p o k re w ­
nych; p u b lik u je  też no ty z h is to r ii b io ch e m ii, zaady  p o l­
sk iego  s ło w n ic tw a  b io ch e m iczn e g o , rece nz je  n a d e s ła ­
nych ks ią żek  o ra z  s p ra w o z d a n ia  ze z ja zdó w , kon fe re n c ji 
i szkó ł, w  k tó rych  b io rą  u d z ia ł c z ło n k o w ie  T ow a rzys tw a .

Prace p rze zna czone  do p u b lik a c ji w  „P o s tę p a c h  B io ­
c h e m ii”  m ogą m ieć c h a ra k te r a rty k u łó w  m o n og ra ficznych  
(do 20 s tron  tekstu  licząc  p iś m ie n n ic tw o  i tabe le ), m in ire -  
v iew s (do 10 s tron  tekstu), o ra z  k ró tk ich  not o na jn ow szych  
o s ią g n ię c ia ch  i pog ląda ch  (do 5 s tron  tekstu).

A u to rzy  a rtyku łu  o d p o w ia d a ją  za p ra w id ło w o ś ć  i ś c is ło ść  
podaw anych in fo rm a c ji o ra z  po p ra w n o ść  cy to w a n ia  p iś ­
m ienn ic tw a . U jęc ie  p rac w in n o  być syn te tyczne , a p rze d ­
s taw ione  za g a d n ie n ie  z ilu s tro w a n e  za pom ocą  tabe l, 
rycin , (w ykresy , schem aty , reakc je ), w z o ró w  i fo to g ra fii.

W skazany je s t p o d z ia ł a rty k u łó w  m on og ra ficzn ych  na 
rozd z ia ły  i p o d ro zd z ia ły , k tó rych  rzeczo w e  ty tu ły  tw o rzą  
spis treśc i. Z g o d n ie  z p rz y ję tą  kon w e n c ją  ro z d z ia ły  noszą 
cy fry  rzym sk ie  p o d ro z d z ia ły  o d p o w ie d n io  rzym sk ie  i a ra b ­
sk ie  np. 1-1, I-2. P op raw ność  lo g iczn a  i s ty lis ty c z n a  tekstu  
w a ru n ku je  je g o  je d n o zn a czn o ść  i czy te ln ość . A u to rzy  
prze to  w inn i un ikać sk ła d n i ob co ję zyczn e j, g w a ry  la b o ra ­
to ry jn e j, a także  o g ra n icza ć  s to so w a n ie  d o ra ź n ie  tw o rz o ­
nych skró tów , naw e t je ż e li b yw a ją  używ ane w p racach  
sp e c ja lis tycznych . K ażda z n a de s łan ych  do R edakc ji p rac 
pod lega  o ce n ie  s p e c ja lis tó w  i o p ra co w a n iu  re d a k c y jn e ­
mu. R edakcja  z a s trze g a  sob ie  m o ż liw o ść  s k ró c e n ia  tekstu  
i w p ro w a d ze n ie  zm ian  n ie  w p ływ a ją cych  na tre ś ć  pracy, 
d e k la ru je  też go tow o ść  k o n s u lto w a n ia  tekstu  z A u to ram i.

P rzekazan ie  a rty k u łu  do re d a kc ji je s t rów no zn a czn ie  
z o ś w ia d c z e n ie m , że n a de s łan a  p ra ca  n ie  by ła  i n ie  będz ie  
p u b likow an a  w innym  czaso p iśm ie , je ż e li zo s ta n ie  o g ło ­
szona w „P o s tę p a ch  B io c h e m ii” . W p rzypadku , gdy Au- 
tor(zy) z a m ie rza (ją ) w łą czyć  do sw ego  a u to ra  a rtyku łu  
ilu s tra c je  p u b liko w a n e  p rzez  a u to ró w  prac cy tow anych , 
na leży uzyskać i p rze kaza ć  nam  o d p o w ie d n ią  zgodę  na 
p rzedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących  
wskazówek szczegółowych:

TEKST: M aszyn op is  po w in ie n  być na p isa n y  je d n o s tro n ­
nie czc io nką  w ie lk o ś c i s ta n d a rto w e j, z po d w ó jn ą  in te r­
lin ią , z lew ym  m a rg in e se m  ok. 4 cm  z trz y d z ie s to m a  
w ie rszam i na s tro n ie  i 60 zna kam i w  w ie rszu  ( lite ry  
+  odstęp), ods tępy  po m ię d zy  w y ra za m i p o w in n y  od ­
pow iadać je dn em u  zna kow i (n ie  rów nać do p ra w e g o  
m arg inesu ).
W tekśc ie  n ie na le ży  s toso w ać  żadnych  po dkre ś leń , an i 
rozs trze lo n e g o  d ruku . E w e n tua lne  su g e s tie  co do c h a ra k ­
te ru  czc io nk i d ru k a rs k ie j m ogą A u to rzy  zazn aczyć  o łó w ­
kiem  na m a rg ine sach  m aszyn op isu . W p rzypadku  s to so ­
w an ia  w  tekśc ie  lite r  a lfa be tu  g re c k ie g o  trze b a  na m a r­
g ine s ie  w p isać  o łó w k ie m  ich fon e tyczne  b rzm ie n ie .

Strona informacyjna m aszyn op isu  je s t n ie n u m e ro w a n a , 
za w ie ra  im io n a  i na zw isko  (a) a u to ra  (ów  ), nazw y, a d re sy  
w raz  z num erem  te le fonu  za k ła d ó w  (w ję zyku  po lsk im

i a n g ie lsk im ), w k tó rych  p ra cu ją  au to rzy , ad res  do k o re ­
spo n d e n c ji nr te le fonu  i e w e n tu a ln ie  fax, a d re sy  p ryw a tne  
au to rów , ty tu ł a rtyku łu  w ję zyku  p o lsk im  i a n g ie ls k im  oraz 
—  w p ra w ym  do lnym  rogu —  liczbę  tabe l, ryc in , w zo ró w  
i fo to g ra fii o raz  sk ró t ty tu łu  pracy  (do 25 znaków ).

Strona 1 (tytułowa) z a w ie ra  im io n a  i n a zw iska  au to rów , 
ty tu ł p ra cy  w  ję zyku  p o lsk im  i a n g ie ls k im , rzeczo w y  sp is  
treśc i też  w obu językach , ty tu ł naukow y każdego z au to ­
rów  i ich m ie jsce  pracy  z ad rese m  pocz tow ym  o raz  w ykaz 
s toso w an ych  skró tów .
Kolejno num erow ane dalsze strony o b e jm u ją  te ks t p racy, 
p iśm ie n n ic tw o , tabe le , po dp isy  i o b ja ś n ie n ia  ryc in , w zo ­
rów  i fo to g ra fii.

P IŚM IENNICTW O: W ykaz p iś m ie n n ic tw a  o b e jm u je  p race  
w ko le jn o śc i ich cy to w a n ia  w tekśc ie , zaznacza  s ię  je  
liczbam i p o rząd kow ym i u ję tym i w  n a w ia sy  kw a d ra to w e , 
np. [3,7,9,— 26], O dnośn ik i b ib lio g ra fic z n e  w in n y  m ieć 
now ą u p roszczo ną  fo rm ę . Sposób  c y to w a n ia  czaso p ism  
(1), m o n o g ra fii (2), ro z d z ia łó w  z ks ią że k  je d n o to m o w ych  
(3), ro z d z ia łó w  z tom ów  s e r ii o p ra co w a n e j p rzez tych 
sam ych  re d a k to ró w  (4), ro z d z ia łó w  z to m ó w  s e r ii o p ra co ­
w anych  przez  różnych  re d a k to ró w  (5) w ska zu ją  pon iże j 
podane p rzyk ład y :

1. H ild e n b ra n d t GR, A ron son  NN (1980) B io ch im  B io- 
phys A cta  631: 499— 502

2. B os tock  CJ, S um n er AT (1978) The E uka ryo tic  C h ro ­
m osom e, E lse v ie r, N o rth -H o land , A m ste rda m

3. N o rbe rth  T, P isca to r M (1979) W: F ribe rg  L, N o rdberg  
GF, Von VB (red) H andbook on the  T o x ic o lo g y  of 
M eta ls . E lse v ie r, N o rth -H o lla nd , A m ste rda m , s tr 
541-553

4. D e le j J, K es te rs  K (1975) W: F lo rk in  M, S totz EH (red) 
C o m p re h e n s ive  B io c h e m is try  t 29B. E lse v ie r, 
N o rth -H o lla nd  A m ste rda m , s tr 1-77

5. F ranks NP, L ieb  WR (1981) W: K n igh t CG (red) 
R esearch M on og raph s  in C e ll and T issue  P h ys io lo ­
gy, t 7. E lse v ie r, N o rth -H o lland , A m ste rda m , s tr 
243-272

ILUSTRACJE: R yc iny  w in n y  być go tow e  do re p ro d u kc ji. 
F o tog ra fie  c z a rn o -b ia łe  (kon tra s tow e ), p o w in n y  być w yko ­
nane na p a p ie rze  m atow ym . P ozos ta łe  ryc in y  na leży 
w ykonać tuszem  na b ia łym  pa p ie rze  lub ka lce  tech n iczn e j. 
W skazane jes t, aby ryc in y  by ły  d w u k ro tn ie  w ię ksze  od 
p rzysz łe j re p ro d u kc ji, tj. w  ska li 2:1. C y fry  i lite ry  s łu żące  
do op isu  rysunku  po w in ny  m ieć w yso kość  n ie  m n ie jszą  niż 
5 m m . Na rysunkach  n ie  na ley  um ieszcza ć  o p isó w  s ło w ­
nych, lecz p o s łu g iw a ć  s ię  sk ró tam i. O sie  w yk re só w  w inny  
być op a trzo n e  nap isem  ła tw o  z ro z u m ia ły m . D ecyz ję  o s to ­
pn iu  z m n ie js z e n ia  ryc in y  p o d e jm ie  w ydaw ca . I lu s tra c ji n ie 
na le ży  w łą cza ć  w teks t m aszyn op isu , lecz o d p o w ie d n io  
po nu m erow ać : tab e le  i ryc in y  noszą c y fry  a ra bsk ie , w zo ry  
zaś rzym sk ie . Na m a rg in e s ie  tekstu  na le ży  zaznaczyć  
o łó w k ie m  p re fe ro w a n e  m ie jsce  um ieszcze n ia  tab e li, ry c i­
ny, czy w zoru . T abe le  o d p o w ie d n io  po rub rykow a ne , w inny  
być op a trzo n e  je dn ozna cznym  ty tu łe m  i e w e n tu a ln ie  także 
n iezb ędn ym i o b ja ś n ie n ia m i. S łow ne  o b ja ś n ie n ia  znaków  
g ra ficznych  m ożna u m ieśc ić  w  p o d p is ie  pod ryc iną , rysu n ­
kow e zaś je d y n ie  na p lan szy  ryc iny . T y tu ły  i o b ja ś n ie n ia  
ryc in  sp o rzą d za  s ię  w  postac i o d d z ie ln e g o  w ykazu . I lu s t­
rac je  na leży  podp isać  na zw isk iem  p ie rw sze g o  z au to rów  
i p ie rw szym  s ło w em  ty tu łu  p ra cy  o ra z  oznaczyć  „g ó ­
ra -d ó ł”  (o łów k iem , na o d w ro c ie ). Ze w zg lęd u  na w e w n ę t­
rzną  spo is to ść  a rtyku łu  w skazane  je s t k o n s tru o w a n ie  
o ry g in a ln y c h  ryc in  i zb io rczych  tabe l na po d s ta w ie  danych 
z p iśm ie n n ic tw a .

M aszyn op is  i z a łą c z n ik i (w dw u eg ze m p la rza ch ), w ła ś ­
c iw ie  zab ezp ie czo n e  przed uszkodzen iem  w czas ie  tra n s ­
portu , na le ży  p rze s ła ć  na ad res:

R edakc ja  k w a rta ln ik a  „P o s tę p y  B io c h e m ii”
Ins ty tu t B io lo g ii D o św ia dcza lne j im . M. N enck iego , 
ul. P asteu ra  3,
02-093 W arszaw a

http://rcin.org.pl



It w ill reach 
many Polish biochem 
molecular biologists 
and medical doctors.

Looking for a post-doctoral fellow?
Looking for a job? 
We will publish 
your advertisement!
(Advertisements up to 300 letters 
are free in 1991).

Szukasz pracy? Szukasz pracownika? 
Zamieścimy Twoje ogłoszenie!
20 pierwszych ogłoszeń do 300 znaków 
będzie w 1991 roku bezpłatne.
Dział Ogłoszeń 
„Postępów Biochemii” 
może pośredniczyć 
w wymianie informacji 
gdy osoba ogłaszająca się 
chce zachować incognito.

Place 
your advertisement 

in „Postępy Biochemii"!

http://rcin.org.pl
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