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NOWE W BIOCHEMII
Udział połifosfoinozytoli 
w przetwarzaniu informacji w komórkach*
Inositol polyphosphate in intracellular information-transfer

HANNA PODDANA1 
JOLANTA BARAŃSKA2
Wykaz skrótów stosowanych w tekście:
DG — diacyloglicerol; monofosfoinozytole:
Ins(l)P — inozytolo-1 -fosforan,
Ins(3)P — inozytolo-3-fosforan, 
lns(4)P — inozytolo-4-fosforan; 
bis-fosfoinozytole:
Ins(l,4)P, — inozytolo-1,4-bisfosforan,
Ins(l,3)P2 — inozytolo-1,3-bisfosforan,
Ins(3,4)P; — inozytolo-3,4-bisfosforan; 
trisfosfoinozytole:
Ins(l,4,5)P, — inozytolo-l,4,5-trisfosforan,
Ins( 1,3,4)P2 — inozytolo-1,3,4-trisfosforan (nie objęty poto
czną nazwą trisfosfoinozytol); 
tetrakisfosfoinozytole:
Ins( 1,3,4,5)P4 — inozytolo-1,3,4,5-tetrakisfosforan,
Ins( 1,3,4,6)P4 — inozytolo-1,3,4,6-tetrakisfosforan, 
lns( 1,4,5,6)P4 — inozytolo-1,4,5,6-tetrakisfosforan, 
Ins(3,4,5,6)P4 — inozytolo-3,4,5,6-tetrakisfosforan;

Ins( 1,3,4,5,6)P5 — inozytolo-1,3,4,5,6-pentakisfosforan, 
InsP(, — heksakisfosfoinozytol;
PIP2 — fosfatydyloinozytolo-4.5-bisfosforan.

W ew n ą trzk o m ó rk o w e  przekaźniki informacji: 
miY)-inozytol-l,4,5-trisfosforan (Ins( 1,4,5)P,; po tocz 
na  nazwa: trisfosfoinozytol) i 1,2-diacyloglicerol (D G ) 
znajdują  się od kilku lat w cen tru m  uwagi badaczy 
[1-6], Związki te pow sta ją  w w yniku hydrolizy jednego 
z fosfolipidów inozytolowych zna jdujących  się w b ło 
nie plazmatycznej kom órek , a m ianowicie  fosfatydylo- 
inozytolo-4 ,5-bisfosforanu (P IP 2). H ydro liza  P IP : za 
chodzi pod  wpływem fosfolipazy C i jest w yw ołana 
oddziaływaniem  substancji sygnałowych, jak  np. h o r 
m o n ó w  czy neuro transm ite rów , na specyficzne recep
tory występujące na zewnętrznej powierzchni błon 
kom órkow ych  (patrz  minirewiev J. K w iatkow skiej 
w Postępach Biochemii [1]). Fosfo lipaza  C pełni zatem  
funkcję e fek tom , na k tó ry  przekazyw any  jest sygnał 
odb ie rany  przez receptor. Rolę łącznika między recep
torem  a efektorem  spełniają b ia łka  G  [2], Powstały

1 mgr, 2 doc. dr hab.. Zakład Biochemii Komórki, In
stytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02-093 Warszawa

* Poniższy tekst stanowi nawiązanie do minireview J. 
Kwiatkowskiej (Postępy Biochemii 32, 329-334, 1986) i za 
zgodą autorki ma podobny tytuł

w wyniku hydrolizy diacyloglicerol pozosta je  w błonie 
plazmatycznej ak tyw ując  kinazę b ia łkow ą C [3], N a to 
miast trisfosfoinozytol zostaje uw oln iony  d o  cytosolu, 
gdzie w raz ze w zrostem  jego stężenia obserwuje się 
wzrost stężenia jo n ó w  C a 2+, co z kolei pow oduje  
aktywację  szeregu enzym ów  regulujących liczne p roce 
sy metaboliczne kom órek  [1], Czas, w k tó rym  
Ins( 1,4,5)P3 wywołuje w e w n ą trzk o m ó rk o w ą  mobiliza
cję C a 2 + jest rzędu sekund. Równie szybko przekaźnik  
ten ulega defosforylacji do  związków n ie a k ty w n y c h , , 
a mianowicie: In s ( l ,4 )P 2, Ins(4)P i w yo-inozytolu  1 
(R yc .l) .  |

Wyniki osta tn ich  b a d a ń  znacznie rozszerzyły i uzu-1 
pełniły przedstaw iony powyżej cykl następujących  po  j 
sobie zdarzeń w ew ną trzkom órkow ych  związanych ze j 
zm ianą m etabolizm u fosfolipidów inozytolowych 
[4-7]. Is to tnym  jego uzupełnieniem jest  wykazanie, że j 
tr isfosfoinozytol ulega nie tylko hydrolizie do  j 
In s ( l ,4 )P „  lecz może być także fosfory low any przez I 
odpow iedn ią  kinazę do  związku zawierającego cztery 
grupy fosforanow e Ins(1.3,4,5)P4 (R yc .l) .  W ydaje  się, 
że oba  kierunki przekształceń pozosta ją  pod  kon tro lą  
metaboliczną. Proces hydrolizy jest s tym ulow any 
przez diacyloglicerol i kinazę b ia łkow ą C, podczas gdy 
wzrost stężenia jo n ó w  C a 2+ w cytoso lu  stymuluje 
proces fosforylacji [4], W  k o m ó rk a c h  zwierzęcych 
znaleziono oprócz  Ins(l ,3 ,4 ,5)P4 jeszcze inne form y 
tetrakisfosfoinozytoli (nazwa anglojęzyczna inositol 
tę tn ik isphospha tes), a także polifosfoinozytole  z pię
ciom a, a nawet sześcioma g rupam i fosforanow ym i 
[4-6]. O sta tn io  op isano  s truk tu rę  i m etabo lizm  tych 
związków pochodzących  z k om órek  k łębuszkow ych 
nadnercza  wołu, s tym ulow anych ang io tensyną  II [7]. ] 
Jak  przedstaw iono  na rycinie 1, pow stan ie  po lifos-j 
fo inozytolu  Ins(l ,3 ,4 ,5 ,6)P5, nie polega  na  kolejnym  
przyłączeniu g rup  fosforanow ych d o  trisfosfoinozyto- 
lu Ins( 1,4,5)P3 i te trak isfosfo inozyto lu  In s( l ,3 ,4 ,5 )P4, 
ale stanowi wynik określonych procesów  defosfo ry la 
cji i fosforylacji. Polifosfoinozytol In s ( l ,3 ,4 ,5 ,6 )P 5 p o 
wstaje także ze związku Ins(3,4,5,6)P4, k tó rego  p o 
chodzenie  nie jest jeszcze znane (Ryc. 1). N ie w iad o m o  
też w jak i  sposób  powstaje  InsP6 [6],
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Biologiczna ro la  polifosfoinozytoli, z wyjątkiem roli 
t r is fosfo inozyto lu  In s ( l ,4 ,5 )P 3, nie została jeszcze 
w pełni w yjaśniona. W ydaje  się, że tetrakisfosfoinozy- 
tol Ins( 1,3,4,5)P4 działa synergicznie z In s( l ,4 ,5 )P 3 
u ła tw ia jąc  w chodzenie  C a 2 + poprzez błonę p lazm aty- 
czną d o  w nę trzna  kom órk i  [6]. Jest on również zdolny 
do  uw aln ian ia  C a 2 + z frakcji m ikrosom alnej tkanki 
nerwowej, je d n a k  działanie jego jest w ielokrotnie  
słabsze niż In s( l ,4 ,5 )P 3 [5]. Tetrakisfosfoinozytol 
In s ( l ,3 ,4 ,5 )P 4 ak tyw uje  także takie enzymy, jak  np. 
A M P -d eam in azę  w w ątrobie  szczura. Z aw artość  
Ins( 1,3,4,5)P4 i wszystkich pozostałych izomerycznych 
fo rm  te trak is  fosfoinozytoli ( R y c . l ) zwiększa się gwał
tow nie pod  wpływem działania  określonych substancji 
sygnałowych [7], podczas gdy wzrost zawartości In sP 5 
i In sP 6 występuje  jedynie pod  wpływem substancji 
sygnałow ych o p rzedłużonym  działaniu  [6]. Przypusz
cza się, że In sP 5 i InsP6 m ogą  pełnić funkcję neu ro tran -  
sm iterów  w o śro d k o w y m  układzie nerw ow ym  ssaków 
[8], N a to m ia s t  rola izom eru trisfosfoinozytolu  
—  lns( 1,3,4)P3, pozostaje  jeszcze do  wyjaśnienia. 
Związek ten, pod o b n ie  jak  In s ( l ,4 ,5 )P 3, ulega kolej
nym defosforylac jom , aż do  pow stan ia  m yo-inozytolu 
(R y c .l ) .  D otychczas nie s tw ierdzono aby In s( l ,3 ,4 )P 3, 
a także bis- i m onofosfo inozyto le  były związkami 
ak tyw nym i biologicznie.

Podczas dzia łania  fosfolipazy C na P IP 2 tworzy się 
także cykliczna form a tr isfosfoinozytolu (inozyto-
lo-l ,2-cykliczny-4 ,5-trisfosforan) [4,6]. Związek ten 
p os iada  p o d o b n ie  jak  Ins( 1,4,5)P3 zdolność do  m obili
zacji w apn ia ,  ale działanie jego jest o rząd wielkości

mniejsze. Cykliczna form a tr isfosfoinozytolu ulega 
także kolejnym defosforylacjom  do  pow stan ia  m yo- 
- inozytolu, proces ten jest jed n ak  n ieporów nyw alnie  
wolniejszy niż ten, k tóry  jest udziałem Ins( l ,4 ,5 )P 3 [6],

W śród  przedstaw ionych  powyżej polifosfo inozyto
li, tr isfosfoinozytol In s( l ,4 ,5 )P 3 budzi największe za in
teresowanie badaczy. Szczególnie interesujące wydaje 
się wyjaśnienie na  jak ie  organelle w ew n ą trzk o m ó r
kowe związek ten działa, w jaki sposób  wiąże się z ich 
b łonam i i ja k  uwalnia z nich C a 2+.

O d dość d aw n a  w iadom o, że m itochondr ia  nie b iorą  
udziału w w yw ołanym  przez In s( l ,4 ,5 )P 3 procesie 
uwalniania  C a 2+ z m agazynów  w ew n ą trz k o m ó rk o 
wych [1]. Za  organelle  takie uw ażano  endoplazm atycz- 
ne retiku lum  [1,5,6], choć frakcje b łonow e niektórych 
tkanek , na k tó re  działał In s( l ,4 ,5 )P 3, cha rak te ry zo w a
ły się także obecnością  enzym ów  typowych dla błon 
plazm atycznych [5]. V o l p e  i w s p ó ł a u t o r z y  [9], 
wyrazili w 1988 r. pogląd, że w k o m ó rk ach  w ą troby  
i trzustki, o raz  linii H L-60 i P C - 12, występują w y
dzielone, pojedyncze, małe, pęcherzykow ate  s truk tu ry  
o n ieznanym  b łonow ym  pochodzen iu , k tóre  wiążą 
Ins( l ,4 ,5 )P 3 i uwalniają  C a 2+. S truk tu ry  te au torzy  
nazwali ka lc josom am i (nazwa anglojęzyczna calcioso- 
mes). M ożliwość istnienia takich organelii, m agazynu
jących C a 2 + , została o s ta tn io  zap ro p o n o w a n a  także 
dla k om órek  kory  nadnercza  [10]. Jed n ak  wyniki kilku 
innych grup  badaczy  przeczą takiej możliwości. I tak, 
S n y d e r  i w s p ó ł a u t o r z y  [ UL używając prze
ciwciał w obec oczyszczonego w ew ną trzkom órkow ego  
białka recep torow ego wiążącego Ins( 1,4,5)P3, w ykaza

R y c . l .  S chem at  przeksz ta łceń  m etabo l icznych  po l i fosfo inozytoli .  O bjaśn ien ie  symboli  w wykazie  s to sow anych  sk ró tów , 

s y g n o t

re ce p to r

b ia tko  G

fos foh paza  C 

\
P IP ,  ►  lns(1,4,5)P3

ns(1 ,4 ,5 ,6  )P4

m y  o -  in o z y t o l
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li im m unocytochem icznie, że w neuronach  m óżdżku  
(neurony Purk in je ’go) głównym  miejscem działania  
trisfosfoinozytolu jest szorstkie endop lazm atyczne  re- 
tikulum. P o n ad to  pewną zdolność w iązania  
Ins( l ,4 ,5 )P3 w ykazyw ała b łona  jąd ro w a , o raz  frag
m enty  gładkiego retikulum  a także błony p lazm atycz- 
nej [12, 13]. S tru k tu r  podobnych  do  ka lc josom ów  nie 
obserw ow ano. D ane te, według G  i 11' a [ 14], wskazują  
na endop lazm atyczne  re tikulum  ja k o  tę w ew ną trz 
k o m ó rk o w ą  organellę. na k tó rą  działa In s ( l ,4 ,5 )P v 

W listopadow ym  num erze N aturę  z 1989 r. ukazały  
się trzy publikacje [13-15] dotyczące sposobu  w jaki 
trisfosfoinozytol wiąże się z b łoną  endop lazm atycz-  
nego re tikulum  kom órek  nerwowych i uwalnia z nich 
wapń. W ykazują  one, że tr isfosfoinozytol współdziała  
ze specyficznym receptorem  znajdującym  się na pow ie
rzchni tych błon (Ryc.2). R eceptor ten, zwany dawniej 
P-400, został w yodrębn iony  w 1988 r. [16], jed n ak

dopiero  osta tn io , w lab o ra to r iu m  M i k o s h i b y [13], 
określono  jego p ierw szorzędową s truk tu rę .  S n y d e r 
i w s p ó ł a u t o r z y  [15] wykazali p o nad to ,  że po d  
wpływem Ins( 1,4 ,5)P3, powyższe b iałko receptorow e 
w budow ane  w liposomy pow oduje  uwalnianie jo n ó w  
C a 2 ’ z w nętrza liposomów. Izom er trisfosfoinozytolu  
In s( l ,3 ,4 )P 3 nie m a takich właściwości. W ykazano, że 
receptor tr isfosfoinozytolu Ins( 1.4,5)P3 wyizolowany 
z błon endoplazm atycznego  re tiku lum  neu ronów  jest 
g likopro te iną  o masie 250 kD . C harak te ryzu je  go 
zarów no  zdolność wiązania Ins( 1,4,5)P3 jak i uw al
niania C a 2+. Wiąże także heparynę  i konkanaw alinę  
A i jest fosforylowany d rogą  zależną od cyklicznego 
A M P. H eparyna  działa an tagonis tycznie  wobec 
I ns( 1,4,5 )P3, a ufosforylowanie  recep tora  zmienia jego 
konform ację , uniemożliwiając uw alnianie jo n ó w  C a 2+ 
wywołane w spółdziałaniem receptora  z trisfosfoinozy- 
tolem. Przypuszcza się, że recep tor In s( l ,4 ,5 )P 3 jest

Rvc.2. P o ró w n an ie  m e c h a n iz m ó w  in icjujących uw aln ian ie  C a : z organelli  w e w n ą t r z k o m ó rk o w y c h  d o  cy toso lu  w k o m ó rc e  n iemięśniowej 
( lewa s t ro n a  ryciny) i w k o m ó rc e  mięśnia  szk ie le tow ego  (p raw a  s t ro n a  ryciny). Dzięki uprzejm ości  D .L . Gilla [14]
W k o m ó rc e  n iemięśniowej h o r m o n  (H )  wiążąc  się z recep to rem  (R), zna jd u jący m  się w błonie  p lazm atyczne j  (P M ) ,  p rzekazu je  sygnał  
p op rzez  b ia łko  G  (G ) na  fosfo lipazę C  (PLC).  Fosfo l ip aza  C  hydro lizu je  fosfolipid  (PIPO p ro w a d z ą c  d o  p o w s ta n ia  tr is fosfo inozy to lu  
In s( l ,4 ,5 )P ,  zazna czo n eg o  na  ry su n k u  j a k o  InsP,.  U w o ln io n y  d o  cy toso lu  InsP ,  działa  na specyficzny r ecep to r  tr is fosfo inozy to lu  
( In sP .R ) ,  zna jdu jący  się w b łon ie  en d o p la z m a ty c z n e g o  re t iku lum  (F R ) .  R e cep to r  ten ( In s P ,R )  jest te t r am erem .  K a ż d a  z jego czterech 
p o d jednos te k  sk łada  się z ła ń c u c h a  p o l ip ep ty d o w eg o ,  k tó reg o  d uża  część N - te rm in a ln a  (p rze d s taw io n a  w postac i  kółek) zna jdu je  się po  
s tron ie  cy top lazm atyczne j  b łony  E R , p o d czas  gdy k ró tk a  część z g rupą  k a rb o k sy lo w ą  (c) występuje  p o  s t ron ie  luminalnej .  Część 
b ło n o w ą  s ta n o w ią  k i lk ak ro tn ie  p ene tru jące  j ą  pętle łańcucha  po lipep tydow ego .  InsP ,  w iążąc sie z r ecep to rem  In sP ,R ,  p o w o d u je  zm ianę  
jego  kon fo rm ac j i  i uwolnienie  j o n ó w  C a : d o  cy toso lu .  Inna  subs tanc ja  sygna łow a (H ,)  dz ia ła jąc  na  inny recep to r  ( R ,) ak tyw uje  cyklazę  
aden y lo w ą  (AC). Pow sta ły  cykliczny A M P  (c A M P )  bierze udział w procesie fosforylacji  recep to ra  In sP .R ,  h a m u ją c  uw aln ian ie  j o n ó w  
C a : G W mięśniu szkie le towym , rolę sygnału  pełni depo la ryzac ja  b łony  T -tu b u la rn e j  (T T M ) .  W y tw o rz o n y  t r a n sb ło n o w y  po tenc ja ł  
e lek tryczny  A  zmienia  k o n fo rm ac ję  recep to ra  d ih y d ro p iry d y n o w e g o  (D H P R ) .  R e cep to r  ten zna jdu je  się w bl iskim k o n tak c ie  z częścią 
N - te rm in a ln ą  recep to ra  ry a n o d in o w e g o  (R R ) .  w ys tępu jącego  w błonie s a rk o p lazm a ty cz n eg o  re t iku lum  (SR). R e c e p to r  ry an o d in o w y  
jest te t ram erem . K a ż d a  jego  p o d je d n o s tk a  sk ła da  się z dużej części N - te rm ina lne j  (kó łka)  i k ró tk ich  części ko ń ca  k a rb o k sy lo w eg o  (c), i 
w ys tępu jącego  po  s t ron ie  cy to p lazm atyczne j ,  o ra z  pętli łańcucha  p o l ipep tydow ego  k i lk ak ro tn ie  pen e t ru jąceg o  błonę. Z m ia n a  
konfo rm ac j i  r ecep to ra  (R R ) ,  p o w o d u je  uw olnienie  j o n ó w  C a : z organell i  d o  cytosolu .  W o b y d w u  ty p ach  k o m ó re k  t r a n sp o r t  jo n ó w  
C a : d o  w nętrza  s a rk o p la z m a ty c z n e g o  czy e n d o p la z m a ty c z n e g o  re t iku lum  o d b y w a  się z udziałem A T P -a z y  (A TP) .
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te t ram erem  (R ye .2). Jego pod jednostk i  o taczają  prze
strzeń b ęd ącą  na jp raw d o p o d o b n ie j  kanałem , przez 
k tó ry  w ap ń  z w nętrza  endop lazm atycznego  re tiku lum  
zostaje uw oln iony  d o  cy tosolu  kom órki.  R eceptor 
tr is fosfo inozyto lu  w obrębie  każdej pod jednostk i sk ła
da się z b a rd zo  dużej części N -term inalnej łańcucha 
po l ipep tydow ego , znajdującej się po  stronie  cytoplaz- 
m atycznej endop lazm atycznego  retikulum ; krótk ich  
g likozylow anych  fragm entów  końca  karboksylow ego 
po  s tron ie  luminalnej; o raz  kilku pętli łańcucha po lipe
p tydow ego  pene tru jącego  błonę. (Ryc.2). Część recep
to ra  zna jdu jąca  się po  stronie cy toplazm atycznej za 
wiera na jp raw d o p o d o b n ie j  miejsca rozpoznające  
In s ( l ,4 .5 )P v Sądzi się, że tr isfosfoinozytol wiążąc się 
z receptorem  m odu lu je  te tram er  pow odu jąc  o tw iera
nie k a n a łu  [14, 17], przez k tóry  następuje  uwalnianie  
C a 24 d o  cytosolu.

B udow a recep to ra  trisfosfoinozytolu, w ystępujące
go w b łonie  endop lazm atycznego  re tikulum , p rzy p o 
m ina  b a rd zo  b u d o w ę  innego receptora, znajdującego 
się w błonie  sa rkop lazm atycznego  re tiku lum  mięśni 
szkieletowych (Ryc.2). Ten ostatn i —  receptor riano- 
d inow y (nazwa związana ze zdolnością  do  wiązania  
a lka lo idu  roślinnego —  rianodiny) tworzy kanał, 
uw aln ia jąc  jo n y  C a 2+ z w nętrza sarkop lazm atycznego  
re tiku lum  do  cytosolu . C harak te ryzu je  się on, p o d o b 
nie jak  recep tor tr isfosfoinozytolu  ( In sP 3R —  Ryc.2), 
wysoką m asą  cząsteczkową, występuje ja k o  te tram er 
i m a  p o d o b n ą  s t ru k tu rę  p ierw szorzędową [18]. Jednak  
sygnał w yw ołujący uwalnianie  C a 2 + z sa rk o p lazm a ty 
cznego re tiku lum , nie ma p raw d o p o d o b n ie  ch a rak te ru  
chem icznego [14, 18]. Przypuszcza się, że w w yniku 
procesu  depolaryzacji błon T -tubu la rnych  mięśni, wy
tw orzony  tran sb ło n o w y  potencjał elektryczny zmienia 
konform ację  zna jdującego  się w tej błonie specyficz- 

‘ nego receptora ,  wrażliwego na d ihydrop irydynę  
(D H P R  —  Ryc.2). Um ożliw ia to interakcję D H P R  
z cy top lazm atyczną , N -te rm ina lną  częścią recep tora  
ryanod inow ego  (R R  —  Ryc.2), co z kolei pow oduje  
o tw arcie  kan a łu  i uw alnianie C a 2+.

Podob ieńs tw o  budow y powyższych receptorów  wy- 
! s tępujących w b łonie  endop lazm atycznego  i sa rk o p 

lazm atycznego re tiku lum  stanowi, według G i l l ’ a

[14], rewelację. Pełnią one bow iem  tę sam ą funkcję, 
j a k ą  jest tworzenie kana łów  i uwalnianie  przez nie, pod  
wpływem określonych sygnałów, w apn ia  do  cytosolu. 
Korelacja  budow y i funkcji o b u  receptorów, m im o 
działania  na  nie różnych rodzajów  sygnałów i wy
stępow ania  w odm iennych  typach  kom órek ,  jest is to t
nie jed n ą  z najbardziej interesujących obserwacji, jakie  
pojawiły się o s ta tn io  w tej dziedzinie wiedzy.

A rty k u ł o trzym ano 17 marca 1990 r. 
Zaakceptow ano do druku 25 m arca 1990 r.
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ARTYKUŁY
Interferony a czynniki wzrostu i różnicowania*) 

Interferons and growth and differentiation factors

ANNA D. INGLOT'

Wykaz stosowanych skrótów:
CSF — czynnik wzrostu kolonii (colony stimulating factor) , 
EGF — czynnik wzrostowy naskórka, FG F — czynnik 
wzrostowy fibroblastów, FSH — hormon dojrzewania pę
cherzyka (follikulotropina), G — granulocytarny, F1CG
— gonodotropina komórkowa, IFN — interferon, IGF
— insulino-podobny czynnik wzrostowy, IL — interleukina, 
LH — hormon lutenizujący, LPS — lipopolisacharyd, 
M — makrofagowy, PHA — fitohemaglutynina, PDGF
— czynnik wzrostowy z płytek krwi. TG F — transformujący 
czynnik wzrostowy. TNF — czynnik nekrozy guzów ( tumor 
necrosis factor).

Wszystkie kom órk i  i tkanki ustro ju  działają w scalo
nym układzie pow iązań i wzajemnej zależności. Dzieje 
się to przy udziale klasycznych h o rm o n ó w  i cytokin. 
Term in „ c y to k in a"  obecnie w p ro w ad za  się ja k o  nazwę 
rodzajow ą dla oznaczenia czynników  h o rm o n o -p o d o -  
bnych, dawniej określanych j a k o  „ h o rm o n y  tk a n 
kow e" lub „ h o rm o n y  n ieklasyczne" [1-3, 4-9, 12].

W arto  podkreślić, że pierwotnie  cy tok inam i nazy
w ano  tylko czynniki l im fok ino -podobne ,  k tó re  są 
wytw arzane przez kom órk i nie należące do układu 
im m unologicznego [1-3]. C y tok iny  są bardziej liczne 
niż klasyczne ho rm ony , są w ytw arzane  na  obw odzie  
przez różne kom órki i tkanki i są w szechobecne 
w ustro jach żywych. Biorą one udział w regulacji 
na jrozm aitszych funkcji życiowych przez pobudzan ie  
lub ham ow an ie  proliferacji, w zrostu , różnicow anie  
oraz  wiele innych specjalistycznych reakcji kom órek  
i tkanek. Przy czym m ogą one w ykazyw ać  swoistość 
zarów no  ga tu n k o w ą  jak  i ko m ó rk o w ą .

C ytokiny  występują  ja k o  he terogenne rodziny gli- 
kopro te in , lub rzadziej białek prostych  i m ają  względ
nie niski ciężar cząsteczkowy. Zaw iera ją  na  ogół od 
50-200 am inokw asów . W w aru n k ach  Fizjologicznych 
cytokiny często spontanicznie  agregują  tw orząc  dime- 
ry, trimery, te tram ery  lub nawet większe multim ery.

1 Prof. dr hab.. Laboratorium Wirusologii, Instytut Im
munologii i Terapii Doświadczalnej im. L. Hirszfelda, ul. 
Czerska 12, 53-114 Wrocław
*

Referowane na XXV Zjeździe PTB. Toruń 13-15 wrzesień 
1989

Działanie cytokin  rozpoczyna się od ich wiązania ze 
swoistymi recep toram i białkowymi znajdującymi się 
w błonie cytoplazm atycznej lub też wew nątrz  k o m ó 
rki. W ykryto , że jedna  cy tokina  może wiązać się 
z k ilkom a różnymi receptoram i lub też jeden rodzaj 
receptora  może być wspólnym miejscem wiązania 
kilku pokrew nych cytokin  np: IG F-I i IG F -II ,  IF N -a  
i IFN -/;  [4], I L - 1 -a i IL-1-/L E G F  i T G F -a ,  TG F-/i ,  
i T G F-/L , P D G F -A A  i P D G F -B B  [1-4, 12]. Z a ró w n o  
liczba receptorów jak  i ich swoistość jest rozm aita  
i zależy od rodzaju  kom órk i i cha rak te ru  cytokiny.

M odulacja poziomu receptorów cytokin przez o d 
powiednie ligandy przypomina reakcje, które zachodzą 
w układzie klasycznych horm onów . Obserwuje się bo 
wiem zjawiska hyporeaktywności, hyperreaktywności 
i regulacji homotypowej i heterotypowej [1, 2, 4, 12].

N an o g ram o w e  lub nawet p ikogram ow e stężenia 
cytokin  wystarczają  do  wywołania  tzw. aktywacji 
kom órki. W aktywacji tej biorą udział liczne su b s ta n 
cje o charak te rze  przekaźników  takie jak: cykliczny 
A M P  i cykliczny G M P ,  regulatory przepływu jo n ó w  
C a f + , N a + , KY i jo n ó w  w odorow ych; tró jfosforan  
inozytolu ( IP 3), dwuacyloglicerol (D A G ), 2-5A oligo- 
nukleotydy, e icosanoidy oraz liczne enzymy i ich 
inhibitory. Wszystkie te substancje pobudza ją  lub 
ham ują  poszczególne etapy w ew ną trzkom órkow ych  
reakcji łańcuchowych inicjowanych przez cytokiny. 
Reakcje te nie są specyficzne w tym sensie, że cy tokiny 
m ogą mieć szereg wspólnych przekaźników' m im o ich 
odrębnych  aktywności [4. 10-12],

W wyniku działania  przekaźników  „drugiego  ob ie 
g u ” dochodzi do  głębokich zm ian dotyczących z a ró w 
no s truk tu ry  kom órek  i tkanek  jak  i ich funkcji 
biologicznych. Przy czym selektywne efekty cytokin  są 
w ypadkow ą  działania n iejednej substancji, lecz całego 
ich zespołu, w skład k tórego w chodzą czynniki o p rze
ciwstawnych aktywnościach. Ich wzajemne oddz ia ły 
wania  m ogą  być synergistyczne, addycyjne, an tagon is-  
tyczne lub agonistyczne [4,6-13].

In terferony uważa się obecnie za jedną  z postaci 
cytokin  odznaczających się bardzo  wysoką a k ty w n o ś
cią biologiczną, w tym szczególnie ak tyw nością  a n 
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Tabela 1
S t ru k tu r a  i funkcja  g łów nych  cy tok in

C y to k in y Uwagi P iśm iennic two

In te r fe ro n y  
IF N -a .  IFN -B , IFN -y

W ystępu ją  j a k o  he te ro g en n e  rodziny  białek lub  g l ikopro te in .  
W y tw a rz a n e  są przez wiele różnych  k o m ó re k .  H a m u ją  wzrost  k o 
m órek  i tk an ek ,  w tym n o w o tw o ro w y ch .  M a ją  si lne dz ia łan ie  
an tyw irusow e.  W m ałych stężeniach m o g ą  s ty m u lo w a ć  wzrost .  
W y k azu ją  silne dz ia łan ie  im m u n o m o d u la c y jn e .

3-9. 20-24

In te r leu k in y  ( IL.) 
typy I, 2. 3, 4. 5. 6. 7. 8

G l ik o p ro te in y  k o n t ro lu jąc e  wzrost  i r ó ż n ico w an ie  k o m ó re k  
u k ładu  im m ulog icznego  w tym lim focy tów  T. B, ty m o c y tó w  i innych.  
Są he terogenne.  W zajem nie  ze so b ą  współdz ia ła ją .

I -3, 12

C z y n n ik i  w zro s tu  kolonii 
G M - C S F .  M -C S F ,  G - C S F

H ete ro g en n e  g l ikopro te iny  regulujące p roliferację  k o m ó re k  u k ła 
du  k rw io tw órczego  i ich do jrzew anie .

12, 17

C z ynn ik i  n ek rozy  n o w o tw o ró w  
I N I  - / .  T N F -B

G lik o p ro te in a  n a zy w a n a  jes t  również  k a c h e k ty n ą .  W yk azu je  
p ok rew ień s tw o  z l im fo toksyną .  Są cy to toksyc zne  dla  wielu k o m ó re k ,  
w tym szcżególnie n o w o tw o ro w y c h .  M a ją  dz ia łan ie  im m u n o m o d u -  
lująee, przeciw pasoży tn icze  i an tyw irusow e.

1-3. 12-15

P o l ip e p ty d o w e  czynniki 
w zros tow e:  P D G F ,  E G F ,  
F G F -a ,  F G F -a ,  F G F -b .  
IG F - I .  I GF- I I ,  T G F -B

Liczna, h e te ro g en n a  rodz ina  białek lub g l ikopro te in .  Są c z y n n ik a 
mi regulującymi proliferację  i różn icow an ie  k o m ó re k  i tkanek .  
T G F -B  jest też silnym in h ib i to rem  w zros tu  n iek tó ry ch  k o m ó re k .  
T w o rz ą  s k o m p l ik o w a n ą  sieć w zajem ych  p o w iązań  fun k c jo n a ln y ch .

12,19,28,29

tywirusową. Interferony funkcjonują przede wszystkim 
jako inhibitory wzrostu komórek i niektórych progra
mów różnicowania. Jednakże , w małych stężeniach 
interferony mogą też współdziałać z niektórymi czyn
nikami wzrostowymi w celu pobudzania proliferacji lub 
także ułatwienia różnicowania komórek układu krwio
twórczego lub mięśni prążkowanych. W układzie im
munologicznym IFN-y może pobudzać namnażanie się 
klonów komórek T i B oraz wzmagać aktywność mono- 
cytów i makrofagów.

W przeciwieństwie do interferonów czynniki wzros
towe. jak sama nazwa wskazuje, są przede wszystkim 
stymulatorami namnażania się komórek. Przy czym nie 
działają one solo, lecz są członkami dużego zespołu 
czynników wzajemnie się wzmacniających lub osłabiają
cych swe wpływy. Często mówi się o czynnikach, które 
albo promują pierwszą fazę wzrostu albo umożliwiają 
kontynuację i ukończenie mitozy [12], Innymi słowami 
inicjują one mitozy lub umożliwiają progresję cyklu 
podziałowego.

W rodzinie czynników wzrostowych specjalną pozycję 
zajmuje TGF-B. W zależności od rodzaju komórki oraz 
stężenia TGF-B może być albo silnym inhibitorem nam 
nażania się komórek, w tym głównie nabłonkowych, lub 
też (głównie w małych dawkach) może wzmacniać syg
nały mitogenne przekazywane przez TGF-a, EGF. PDG 
F. IG F i inne czynniki wzrostowe [12,26].
TGF-B prawdopodobnie hamuje działanie ,,pozytyw
nych" czynników wzrostowych na poziomie receptorów 
błonowych oraz może też zaburzać transmisję sygnałów 
mitogennych. Jednakże TGF-B nie indukuje w' kom ór
kach syntezy białek, które odgrywają rolę w' mechaniźmie 
hamowania proliferacji komórek przez IFN [12,26],

Zarówno interferony jak i czynniki wzrostowe biorą 
udział w regulacji ekspresji oraz w funkcjonowaniu

onkogenów'. Podstawowa obserwacja dotyczy aktywacji 
przez czynniki mitogenne w ciągu minut lub godzin 
onkogenów c-myc i c-fos. natomiast interferony a, 13 lub 
y wygaszają aktywację tych onkogenów. O wiele mniej 
wiadomo o wpływie cytokin na inne onkogeny z wyjątkiem 
szczegółowych obserwacji dotyczących regulacji c-ras prze 
z interferony w fibroblastach mysich [4, 9, 12, 13].

Wszystkie cytokiny, w mniejszym lub większym stop
niu wywierają wpływ na wytwarzanie lub funkcję klasycz
nych horm onów  [9, 34. 35]. Na przykład IFN hamuje 
wydzielanie estrogenów, testosteronu, FSH, LH, insuli
ny. horm onów tarczycy i innych. Podobne działanie ma 
też T N F , natomiast czynniki wzrostowe mają działanie 
komórkowo-swoiste i regulują zarówno mitozy jak i zróż
nicowane funkcje komórek endokrynnych [12],

Pojęcie,,sieci cytokin" wprowadzono w celu wyrażania 
licznych powiązań i współzależności między tymi czyn
nikami. Odnosi się ono w' dużej mierze do ich wy
twarzania w następstwie przekazywania sygnału przez 
jedną cytokinę do produkcji innej cytokiny. Większość 
tych reakcji jest komórkowo-swoista. Podobne reakcje 
zachodzą zarówno w układzie immunologicznym jak 
i nie-immunologicznym (Tabela 2 i 3).

Jedną z najliczniejszych rodzin cytokin są limfokiny, 
w tym interleukiny, które odgrywają kluczową rolę 
w' regulacji procesów' immunologicznych [1-3,4.12],

Limfocyty T indukowane przez IL-1, IL-2 lub CSF 
mogą produkować IFN-y. 1 na odwrót, po stymulacji 
przez IFN-y może dochodzić do syntezy IL-2 
[10,11,13-16,18,20-26], IFN-y wybitnie wzmaga syntezę 
IL-1 i T N F  przez monocyty i makrofagi aktywowane 
przez LPS [1-3,16-18], Fibroblasty poddane działaniu 
PD G F, IL-1, T N L  lub nawet ILN-B1 mogą zostać 
pobudzone do wytwarzania IL-6 (zwanego dawniej 
1LN-B2). W niektórych liniach fibroblas-

POSTĘPY BIOCHEMII 37(1), 1991 7http://rcin.org.pl



Tabela 2
W ytw arzan ie  cy tok in  w w yn iku  w za jem nych  o ddz ia ływ ań

K o m ó rk i
docelowe

C yto k in y
indu k u jące

C y to k in y
w y tw arzan e

P iśm ien
nictwo

Limfocyty  T IL-1, IL-2, C S F  

IL-6, IF N -y

IFN -y ,  IL-2 10.11,13-16. 
18 

20-26

M o n o c y ty /
m akro fag i

IFN -y  +  LPS, 
I F N a .ß  T N F ,  
IL-1, G M - C S F

IL-1, T N F ,  
G M -C S F .  
IF N  a, ß

1-3.16-18

F ib rob las ty ,
k om órk i
endote lia lne ,
m aziow e
i mięśni
g ładkich

P D G F ,  IL-1,  
T N F ,  I F N - ß l . 
T G F - ß

IL-6, I F N  ß l ,  
P D G F .  
b ia łka  JE

13-15,
19,27,28

to -podobnych  po po d an iu  IL-1 lub T N F  dochodzi do 
produkcji  IFN-B1, C S F  lub P D G F  [13-15, 19, 27,28], 
P raw do p o d o b n ie  takie oddzia ływ ania  są niezbędne 
dla u trzym ania  hom eostazy.

Najbardziej skom plikow ane  form y interakcji m ię
dzy cytokinam i m ają również miejsce w układzie 
im m unologicznym , co jest z rozum iałe  gdy weźmie się 
pod uwagę biochemiczne podłoże swoistości. W szyst
kie wymienione czynniki m ogą funkcjonow ać ja k o  
,,pozy tyw ne" lub ,,nega tyw ne" czynniki wzrostu lub 
też różnicowania . Często posiadają  one ch a rak te ry s
tyczną swoistość k o m ó rk o w ą  (Tabela  3).

Z a ró w n o  w układzie im m unologicznym , jak  i w in
nych układach , wzajemne oddziaływ anie  między in ter
feronam i typu a, B lub y a „pozy tyw nym i” czynnikam i 
wzrostowym i są najczęściej an tagonistyczne  (Tabela 3, 
[11, 13-16, 18-26, 28-33]). Rzadziej, IF N  i czynniki 
wzrostowe m ogą po b u d zać  wzrost. Dotyczy to przede 
wszystkim działania IF N  w bardzo  niskich stężeniach 
o raz  interakcji synergistycznej między IF N  a TGF-B. 
(Tabela 3) Jednakże , T G F-B  tak jak  inne czynniki 
wzrostowe, ham uje  ak tyw ność  przeciwwirusową in ter
feronów  w f ibroblastach i w niektórych k om órkach  
now otw orow ych  [9,33]. Innymi słowy TG F-B , k tóry

Tabela 3
Sieć p o w ią z a ń  fu nkc jona lnych  między cy to k in am i

działa jak  „n eg a tyw ny"  czynnik w zrostow y na prolife
rację f ib roblastów  zachowuje się jak  „pozy tyw ny" 
czynnik w zrostow y w tych samych k o m órkach  p o 
ddanych  działaniu  in terferonów  i zakażonych  w irusa
mi [9,32,33],

Wytwarzanie plejady różnych cytokin, które między 
sobą reagują w procesach aktywacji komórek, leży u pod 
staw działania leków immunomodulacyjnych. Ostatnio 
wykryliśmy nową rodzinę immunostymulatorów wśród 
organicznych pochodnych selenu. Różne dwuselenki rea
gowały z adherentnymi i nieadherentnymi leukocytami 
krwi obwodowej człowieka i indukowały syntezę IFN-y, 
T F N  oraz kilku różnych mitogennych limfokin, które 
między sobą współdziałały [36].

B adania  cytokin  i wzajemnych między nimi p ow ią 
zań m ają  zarów no  znaczenie teoretyczno-poznaw cze 
jak  i aplikacyjne, w prak tyce  lekarskiej i w eterynary j
nej.

A r ty k u ł  o trzym a n o  18 września 1989 r. 
Z a a kcep to w a n o  d o  d ru k u  29 grudn ia  1989 r.
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Wykaz stosowanych skrótów:
E G F — naskórkowy czynnik wzrostowy; kinaza A — kinaza 
zależna od cAMP; RSV — wirus mięsaka Rousa; pp60c sr< 
— kinaza tyrozynowa, komórkowy homolog produktu 
onkogenu v-src wirusa RSV.

I. Wstęp
Badania  nad  proliferacją kom órek  p row adzone  są 

w dwóch aspektach. Jeden z nich dotyczy kontroli 
po budzan ia  w zrostu  k om órkow ego  i zmierza do  p o 
znania  m echanizm ów  leżących u podstaw  mitogennej 
aktywacji nie dzielących się kom órek . Wiąże się on 
z wyjaśnieniem procesów biochemicznych zachodzą
cych w kom órce  pod wpływem działania  czynników 
wzrostowych, po transform acji  kom órek  przez wirusy 
onkogenne, czy w odpowiedzi na działanie innych 
czynników o aktywności mitogennej. Z agadn ien iom  
tym poświęcono wiele uwagi w poprzednich  num erach  
Postępów Biochemii [1, 2, 3, 4, 5, 6].

Drugi kierunek b ad ań  dotyczy regulacji cyklu p o 
działowego kom órki.  Zm ierza on do  identyfikacji 
czynników odpow iedzialnych za kon tro lę  przebiegu 
kolejnych faz cyklu kom órkow ego . Duży postęp  
w tym k ie runku  d o k o n a n y  został w osta tn ich  latach 
w badan iach  drożdży  pączkujących Saccharom yces  
ccrevisiae o raz  odległych ewolucyjnie d rożdży  roz- 
szczepkowych Schizosaccharom yces pom he, Xcnopus  
laevis i ludzkich H eLa.

II. Charakterystyka produktów genów 
CDC2H/cdc2+

II-1. Krótka charakterystyka cyklu komórkowe
go S. cerevisiae

W cyklu k o m ó rk o w y m  organ izm ów  eukario tycz 
nych wyróżnić m ożna  4 zasadnicze fazy: G 1, S, G2, M . 
M łode kom órk i bezpośrednio  po podziale w chodzą 
w fazę G1 (ang. gap). Jest to okres, w k tó rym  kom órk i 
p rzygo tow ują  się do  procesu powielania m ateria łu  
genetycznego. W fazie S zachodzi replikacja D N A , 
a po jej ukończeniu  kom órk i p rzechodzą w fazę G 2 , : 
której końcow ym  m om entem  jest zapoczątkow anie  
podziału  m itotycznego. Fazy G 1 , S i G 2 stanow ią  tzw. 
interfazę. O sta tn ią  fazą cyklu jest m itoza —  faza M. 
Cały cykl m ito tyczny kończy cytokineza, czyli podział 
cy toplazm y i całej kom órk i  na dwie po tom ne.

Wiele informacji odnośnie  cyklu k o m órkow ego  
e u kar ion tów  uzyskano dzięki b adan iom  na tem p era 
tu ro  wrażliwych m u tan tach ,  k tóre  rosną i dzielą się 
z największą szybkością w środow isku nie p rzek racza 
jącym  23-28°C (tem pera tu ra  permisyjna), n a tom ias t  
w podwyższonej o kilka stopni tem pera tu rze  za trzy 
m ują się w określonej fazie cyklu i nie są zdolne do  jego 
kontynuacji.  G enetyczne i biochemiczne b ad an ia  ta 
kich m u ta n tó w  wykazały, że w kontroli cyklu p o 
działowego kom órk i drożdży  zaangażow ane  są geny

Ryc. 1 U p ro szcz o n y  schem at  cyklu  m ito tycznego  k o m ó rk i  5. cere- 
visiae.
Pełną c h a ra k te ry s ty k ę  cyklu  znaleźć m o żn a  w o p r a c o w a n iu  
P r i n g l e ’ a i H a r t w e 11 ’ a (12).

sporulacja (2n) 

faza stacjonarna

koniugacja

-  START ^  
C DC 28,37

y ^ X . D C 3 5  
RAS 1/RAS2

C DC31

TW O R ZEN IE
W RZECIO NA

SYNTEZA
D N A

C Y T O K IN E Z A
PĄCZKOW ANIE

CDC14.1
PODZIAŁ
JĄDRA

M IG RACJA
JĄDRA
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C D C *  (ang. cell division cycle). G eny  te spełniają 
określone  funkcje w swoistych dla siebie e tapach  cyklu 
k om ó rk o w eg o  [7, 8, 9, 10, 11].

U drożdży  pączkujących z identyfikow ano p o n ad  50 
genów C D C  [12]. U s ta lona  została  kolejność w łącza
nia się poszczególnych genów w cyklu życiowym 
kom órk i .  N a  rye. 1 p rzedstaw ione zostały poszczegól
ne fazy cyklu k o m ó rk o w eg o  S. cerevisiae z zaznacze
niem genów, k tórych  ekspresja odgryw a zasadniczą 
rolę regulacyjną w przebiegu cyklu [13].

II-2. Rola genu CDC28 w regulacji cyklu komór
kowego drożdży pączkujących — charak
terystyka produktu genu CDC28

Rozpoczęcie cyklu k o m órkow ego  drożdży  ma miej
sce podczas fazy G1 w m omencie, w k tó rym  k o m ó rk a  
osiąga pu n k t  określany  ja k o  S T A R T . N a  tym etapie 
ulegają ekspresji geny C D C 28, C D C 3, CD C21, 
C D C 39 [11, 13], przy czym rolę krytyczną spełnia 
ekspresja genu CDC28, k tóry  często w literaturze 
naukow ej określany  jest m ianem  „ S T A R T  gene” lub 
„ M A S T E R  gene” [11, 13]. M utacje  w genie CZŻC28 
pow odu ją  za trzym anie  cyklu we wczesnej fazie G1 
[14]. T em pera tu row raż liw e  m u tan ty  cdc28 m ogą ros
nąć, koniugow ać  (ang. m ate), ale nie są zdolne do 
rozpoczęcia now ego cyklu życiowego [15]. Z daniem  
niektórych badaczy  p ro d u k t  genu CD C28  wydaje się 
odgryw ać również is to tną  rolę w fazie G 2 [16],

Analiza s t ruk tu ry  pierwszorzędowej sk lonow anego 
genu C7)C28 wykazała  wyraźną  hom ologię  do  genów 
rodziny kinaz fosfobiałkowych [17, 18]. W 1985 roku  
R e e d  i w s p ó ł a u t o r z y [19] potwierdzili, że p ro 
d u k t  genu CD C 28 posiada  ak tyw ność  kinazy fos
fobiałkowej in vitro. Jest to b iałko o m.cz. 34 k D a  
(p34CDr28) i należy do  klasy kinaz serynow o/treon ino- 
wych [20], Przy użyciu technik im m unologicznych 
w ykazano , że k inaza p34( /)r2s występuje w kom pleksie  
ze swoim kom órk o w y m  substra tem , białkiem o m.cz. 
40kD a , będąca jednocześnie  m iarą  aktywności kinazy 
p34( /X 2X. obserw ow ana  jest jedynie  w fazie G1 (21, 22). 
W k o m ó rk ach  d rożdży  za trzym anych  w fazie G1 pod 
wpływem głodzenia, działania  fe rom onów  czy u tem- 
pera turow rażliw ych  m u tan tó w  hodow anych  w tem 
pera turze  niepermisyjnej ak tyw ność  om awianej k in a 
zy nie jest w ykryw ana  [21, 22],

II-3. Homologi genów CDC 28 u innych eukarion- 
tów

Struk tu ra lnym  i funkcjonalnym  hom ologiem  genu
C D C 28 u Schizosaccharom yces pom be  jest gen cdc2+.

*' Zgodnie z przyjętymi zasadami geny CDC drożdży pącz
kujących oznaczone są w artykule dużymi literami, nato
miast u innych organizmów małymi literami z zaznaczeniem 
+  oraz organizmu, z którego pochodzą np. cdc2 + Sp {Schizo
saccharomyces pombe), cdc2 + Hs (Homo sapiens), natomiast 
mutanty oznaczono odpowiednio cdc2%, cdc2.

Ekspresja genu cdc2 + Sp  odgryw a is to tną  rolę w regu
lacji cyklu życiowego drożdży  rozszczepkowych w fa 
zie G1 na etapie rozpoczęcia cyklu [23] oraz  w późnej 
fazie G 2  tuż przed rozpoczęciem mitozy [24, 25]. 
P ro d u k t  genu cdc2 +Sp  jest białkiem o m.cz. 34 k D a  
{p34cdc2Sp), k tóre  podobn ie  jak  p34( IK 28 pos iada  ak tyw 
ność kinazy fosfobiałkowej [26, 27, 28]. O tym, że gen 
CD C28  i cdc2 + Sp  są funkcjonalnym i hom ologam i 
świadczy fakt, że w prow adzenie  genu CDC28 do 
tem peraturow rażliw ych m u tan tó w  cdc2Sp  przywraca 
dziki fenotyp m u tan tow i i odw ro tn ie  w prow adzenie  
genu cdc2 + , po uprzednim  usunięciu wszystkich 4 in- 
t ronów , przyw raca możliwość przeżywania  S. cerevi
siae w podwyższonej tem pera tu rze  [29].

W świetle danych  w skazujących na is to tną  rolę 
regulacyjną k inaz CD C2S  i cdc2Sp  drożdży, rozpoczę
ły się intensywne poszuk iw an ia  białek u innych odleg
łych ewolucyjnie organizm ów . W 1987 r. L e e  i N u 
r s e  odkryli obecność  hom ologicznego genu w ludz
kich k o m ó rk ach  H eL a  [30]. P ro d u k t  tego genu 
(cdc2+H s) )esi b iałkiem o m.cz. 34 k D a ,  k tóry  również 
posiada  ak tyw ność  kinazy fosfobiałkowej [31]. A k tyw 
ność kinazy z kom ó rek  ludzkich, podobn ie  jak  u d ro ż 
dży, zmienia się w zależności od fazy cyklu k o m ó r 
kowego, przy czym najwyższy jej poziom  obserw ow a
ny jest na granicy faz G 2 /M  [31]. Analiza  p o ró w n a w 
cza s truk tu ry  pierwszorzędowej p ro d u k tó w  genów 
CDC28, cdc2 + Sp  i cdc2+H S  (dla uproszczenia w da l
szej części tekstu oznaczone będą jako  kinazy 
CDC28/cdc2) wykazała aż 63% identyczności [28]. 
Szczególnie konserwatywny fragment zidentyfikowany 
został na końcu C omawianych białek. Jest to sekwencja 
E G V P S T A IR E IS L L K E , k tóra  dosyć często skrótowo 
określana jest jako  sekwencja PST A IR  [30]. 
Przeciwciała o trzym ane  przeciw p34cd,Sr> [31] lub prze
ciw w spom nianej wyżej sekwencji P S T A IR  [30] roz
poznają  b iałko o m.cz. 34kD a w kilku liniach kom órek  
ludzkich [30], a także u X enopus laevis, rozgwiazd 
i wielu innych organ izm ów  [32, 33].

Z  przedstaw ionych  danych  wynika, że hom ologi 
genów C D C 28/cdc2+ występują  u wszystkich p rzeba
danych  organ izm ów  od prostych eu kar ion tów  jak  
drożdże, do  kom órek  wyższych organ izm ów  e u k a r io 
tycznych włączając kom órk i ludzkie. P roduk ty  tych 
genów, białka o m.cz. 34kD a należą do  kinaz fos
fobiałkowych co wskazuje, że procesy fosforylacji 
odgryw ają  rolę w regulacji cyklu kom órkow ego . D la 
tego też p ro w adzone  są intensywne bad an ia  zm ierzają
ce do  bliższej charak te rys tyk i w spom nianych  kinaz 
białkowych, poznan ia  ich fizjologicznych substra tów  
oraz  m echanizm u funkc jonow ania  w komórce.

III. Charakterystyka porównawcza kinaz 
CDC28lcdc2, czynnika MPF i kinazy HI

III-l. Czynnik MPF a kinazy CDC28/cdc2

Podziały m ito tyczne i mejotyczne k om órek  organ iz 
m ów eukario tycznych  kon tro lo w an e  są przez czynnik
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M P F  (ang. m aturation prom oting fa c to r  lub m ethap- 
hase prom oting factor). Uważa się, że czynnik ten 
zaangażow any  jest w inicjację z łożonych procesów 
rozpadu  błony jądrow ej i kondensacji ch ro m o so m ó w  
[34, 35], Po raz pierwszy ak tyw ność  czynnika M P F  
w ykazana  została w k o m órkach  HeLci [36], N astępnie  
jego obecność zaobserw ow ano  w dojrzałych oocytach  
wielu organ izm ów  kręgowych i bezkręgowych, w mi- 
totycznych k om órkach  jeżowców m orskich i gadów, 
w hodow lach  tkankow ych  kom órek  ssaków oraz  
u drożdży [32, 37, 38, 39], U wszystkich wymienionych 
tutaj o rgan izm ów  ak tyw ność  czynnika M P F  o b se r
w ow ana  jest jedynie podczas metafazy za rów no  w p ro 
cesie mitozy jak  i mejozy. W innych fazach cyklu 
k om órkow ego  ak tyw ność  czynnika M P F  nie jest w y
k ryw ana [40]. Brak odpow iedniego  testu na w ykryw a
nie aktywności M P F  in vitro o raz  duża jego labilność, 
przez długi czas była pow odem  niepow odzeń w jego 
oczyszczaniu [41, 42, 43, 44], W osta tn im  czasie udało  
się uzyskać pierwszy czysty p rep a ra t  tego czynnika 
z jaj Xenopus laevis [34], W ykazano , że czynnik M P F  
jest kom pleksem  złożonym  z białka o m.cz. 32 k D a  
(p32) i 45 k D a  (p45). Biochemiczna analiza w ykazała, 
że p32 posiada  ak tyw ność  kinazy se rynow o/treon ino- 
wej, k tó ra  wykorzystuje  drugi składnik kom pleksu  
M P F , białko p45 ja k o  substra t  fosforylacji. Enzym 
katalizuje również fosforylację h istonu H I ,  kazeiny 
o raz  inhibitora  1 fosfatazy 32). W arto  tutaj zaznaczyć, 
że B-glicerofosforan, znany  inh ib itor  fosfataz fosfobia- 
łkowych, wpływa na stabilizację aktywności czynnika 
M P F . M oże to jednocześnie wskazywać, że ak tyw ność  
czynnika M P F  jest regulow ana przez fosforylację. 
Badania  p row adzone  w wielu labo ra to r iach  d o p ro w a 
dziły os ta tn io  do  niezwykle interesującego odkrycia. 
W ykazano  mianowicie, że k o m p o n en ta  p32 czynnika 
M P F  jest hom ologiem  kinaz C D C 28/cdc2  [33, 35]. 
Przeciwciała uzyskane przeciw 16 am inokw asow em u 
peptydowi P S T A IR , k tóry  jest wspólny dla kinaz 
C D C 2S/cdc2 , dają  pozytyw ną reakcję im m unolog icz
ną z p32 czynnika M P F  Xenopus laevis [33]. Co  więcej 
w ykazano , że sam peptyd P S T A IR  w znacznym  
stopniu  przyśpiesza kondensację  ch ro m aty n y  i rozpad  
błony jądrow ej in vitro [33]. Obserwacje te zdają się 
potw ierdzać  udział białek CDC2%/cdc2 w inicjacji 
mitozy. Nie w iadom o tylko jaki jest m echanizm  ich 
działania. Czy poprzez fosforylację wpływają one na 
aktywację  induk to ró w  mitozy czy też ich działanie 
wiąże się z inaktyw acją  inh ib itorów  tego procesu.

III-2. Analiza porównawcza kinazy HI, czynnika 
MPF i kinaz CDC2Z/cdc2

Inicjacji mitozy towarzyszy wzrost fosforylacji wielu 
białek w kom órce. Do najintensywniej fosforylowa- 
nych należą: laminy [46], w im entyna  [47], histon H3 
[48] oraz histon H 1 [49], Szczególnie wiele uwagi 
poświęcono bad an io m  nad fosforylacją h is tonu  HI 
[50]. W ykazano , że ufosforylowanie  h is tonu  HI roz
poczyna się w fazie G l ,  jest kon ty n u o w an e  w fazie

S i G 2  i gwałtownie rośnie w fazie M (hyperfosforyla- 
cja). W tej fazie modyfikacji ulegają reszty serynowe 
i treoninow e zlokalizowane na końcu  N i C  histonu, 
ale nie w jego części globularnej. Za m odyfikację 
h istonu w' tych miejscach odpow iedzialna jest specyfi
czna kinaza h istonu HI (kinaza H I) ,  często określana 
m ianem  G A K  (ang. growth associated kinase) [51]. 
A ktyw ność  kinazy H ł  w ykazano  w kom ó rk ach  ssa
ków [52, 53, 54], Physarium  polycephalum  [49, 50], 
ja jach  jeżowca m orskiego [55], oocytach Xenopus 
laevis [56], rozgwiazd [57, 58] i innych [58],

Należy podkreślić, że najwyższy poziom  aktywności 
kinazy H 1 obserw ow any jest podczas mitozy i jest 
ściśle skore low any z hyperfosforylacją h istonu HI 
w specyficznych dla mitozy miejscach serynow o/treo- 
ninowych. Zdan iem  wielu badaczy hyperfosforylacją 
h is tonu  1 przez kinazę HI jest przyczyną kondensacji 
ch ro m aty n y  [59, 60] i inicjacji m itozy [61]. W  świetle 
osta tn ich  danych  przypuszczenia te m ogą okazać  się 
prawdziwe. W ykazano  mianowicie, że kinaza HI jest 
hom ologiem  kinaz CDC2%\cdc2 jak  również k o m 
ponenty  p32 czynnika M P F . Inform acje  odnośnie  tego 
zestawienia porów naw czego  pochodzą  z nas tęp u ją 
cych typów danych:
1. K inetyka aktywacji czynnika M P F  przez I -metylo- 

adeninę przebiega identycznie jak  ak tyw acja  kinazy 
HI [62],

2. Przeciwciała przeciw 16-aa peptydowi PST A IR  
reagują z białkiem o m.cz. 32-34 k D a  w chodzącym  
w skład oczyszczonej kinazy H 1 kom órek  ssaków
[32] ja k  i czynnika M P F  [33].

3. Oczyszczony czynnik M P F  z Xenopus  może fos- 
forylować histon H 1 in vitro, podobn ie  jak  kinaza 
HI oraz kinazy CDC2%fedc2 [34], Co  więcej fos
forylacji ulegają reszty seryny i treoniny w tych 
samych pozycjach, k tóre  m odyfikow ane są podczas 
mitozy [63].

W ym ienione tutaj oraz szereg innych pośrednich 
obserwacji [32, 35, 58, 113] wskazuje, że pow iązana  ze 
wzrostem kinaza H i ,  kinazy CDC2&/cdc2 o raz  k o m 
ponen ta  p32 czynnika M P F  są hom ologicznym i biał
kami. W ydaje się, że fosforylacja białek przez te 
enzymy stanowi pewien fragm ent zachow anego ew o
lucyjnie m echanizm u, k tóry  jest zaangażow any  w re
gulację cyklu podziałow ego kom órki. Pom im o dużego 
postępu  b ad ań ,  informacje z tego zakresu są wciąż 
dalekie od pełnego wyjaśnienia tych złożonych p roce 
sów.

IV. Regulacja aktywności kinaz CD C2S/cdc2

Jak już  wielokrotnie  w spom niano , ak tyw ność  o m a 
wianych kinaz zmienia się w zależności od fazy cyklu 
kom órkow ego . I tak kinaza CDC28 S. cerevisiae 
wykazuje najwyższy poziom  aktywności w fazie G l  
[22]. U drożdży  rozszczepkowych ak tyw ność  h o m o 
logicznej kinazy cdc2 pojawia się w fazie G l  oraz 
G 2 /M  [28]. N a to m ias t  w kom órkach  H eL a  kinaza
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cdc2 jest ak tyw na  jedynie  podczas mitozy [64], Poziom 
syntezy tych białek w poszczególnych fazach cyklu 
k o m ó rk o w eg o  nie ulega zasadniczym  zm ianom , co 
wskazuje, że wzrost aktywności tych enzym ów  nie 
w ynika  z ich akum ulacji  w kom órce  [22, 27, 64], 
W ydaje  się, że ak tyw ność  om aw ianych  kinaz jest 
regu low ana  na drodze  potranslacyjnej modyfikacji 
a także poprzez tworzenie wysokocząsteczkowych 
kom pleksów  z innymi białkami.

IV-1. Regulacja aktywności poprzez fosforylację
—  K om órki H eL a

W wielu labo ra to r iach  w ykazano , że we wszystkich 
p rzebadanych  organ izm ach  kinazy CDC28/c<7c2 ule
gają fosforylacji in vivo [27, 65, 66, 67], M odyfikacja  
tych enzym ów  nie jest wynikiem autofosforylacji lecz 
zachodzi na d rodze  fosforylacji poprzez inne kinazy 
kom órkow e . A kcep to ram i reszt fosforanow ych jest 
seryna i t reonina ,  a w p rzypadku  kom órek  H eL a  
d o d a tk o w o  m o dyf ikow ana  jest tyrozyna [65]. Należy 
tutaj podkreślić , że p34a/<//v jest białkiem o najwyższej 
zaw artości P -tyrozyny w kom ó rk ach  H eL a  [65]. W y
kazano , że dwie reszty tyrozynow e ulegają modyfikacji 
in vitro.

Jest interesujące, że poziom  fosforanu  w resztach 
ty rozynow ych p34"/<//v zmienia się podczas  cyklu k o 
m órkow ego  i jest najwyższy podczas mitozy. W arto  
przypom nieć , że w tej fazie ak tyw ność  om awianej 
k inazy również osiąga m aksym alny  poziom.

D r a e t t a  i i n n i  [65] wykazali, że k inaza tyrozy- 
now a pp60‘"'7i katalizuje fosforylację jednej reszty 
tyrozynowej p34cdcHs in vitro. W iadom o , że w mysich 
f ibroblastach  N IH 3 T 3  ak tyw ność  kinazy pp60‘ v" jest 
k ilkakro tn ie  wyższa podczas mitozy niż w interfazie 
[68], Czy m ogłoby to wskazywać, że enzym ten uczest
niczy w m odyfikacji p34“/<//v in vitro2 W arto  tutaj 
w spom nieć, że w k o m ó rk ach  f ibroblastów  kurczęcia 
po transfo rm acji  now otw orow ej wirusem RSV, kinaza 
pp60'"'T< katalizuje fosforylację nie z identyfikow anego 
d o tąd  białka o m.cz. 34 k D a  [69]. Białko o tej samej 
masie cząsteczkowej ulega fosforylacji in vivo w re
sztach ty rozynow ych oraz  serynowych w k o m órkach  
A-431 stym ulow anych  E G F  [70]. Fosforylacja  ty rozy
ny obse rw ow ana  jest również w czynniku M P F  izo
low anym  z jaj Xenopus laevis podczas mitozy [71], Nie 
m ożna  więc wykluczyć, że kinazy CD C 28/cdc2  w p o 
w iązaniu  z k inazam i tyrozynow ym i będącymi p ro d u k 
tami p ro to o n k o g en ó w , onkogenów  wirusowych bądź 
receptoram i czynników  wzrostowych, uczestniczą 
w regulacji cyklu życiowego kom órek  praw idłow ych 
i now otw orow ych .

—  Schizosaccharom yces pom be
Jak  w sp o m n ian o  wcześniej, wszystkie poznane  d o 

tąd  kinazy hom ologi CD C 28/cdc2  ulegają modyfikacji 
w resztach serynow o/treon inow ych . U Schizosaccha
rom yces pom be  obserwuje się ścisłą korelację między 
ak tyw nością  kinazy cdc2Sp  a s topniem  jej ufosforylo-

w ania . W ykazano , że w k o m ó rk ach  drożdży roz- 
szczepkowych p oddanych  głodzeniu azo tow em u tuż 
przed rozpoczęciem now ego cyklu kom órkow ego , 
k inaza  y>2Acdc2Sp traci swoją aktyw ność. Spadek ak ty w 
ności enzym u jest skore low any z jego defosforylacją 
[27], Badania  genetyczne na  tem peraturow rażliw ych  
m u ta n ta c h  pozwoliły z identyfikować kilka genów k tó 
rych p ro d u k ty  uczestniczą w regulacji aktywności 
k inazy  cdc2Sp. Przy czym należy przypom nieć, że 
ak tyw ność  kinazy cdc2Sp  pojaw ia się dw ukro tn ie  
w cyklu k o m ó rk o w y m  a więc w fazie G1 o raz  G 2 /M  
przed rozpoczęciem mitozy. S to sunkow o  najwięcej 
d anych  uzyskano z b a d a ń  nad  inicjacją mitozy i w y k a 
zano , że w regulacji k inazy cdc2Sp  na  tym etapie 
uczestniczą p ro d u k ty  genów cdc25 + , wee 1+ i nim  1+. 
W y k azan o ,  że m utac ja  delecyjna genu cdc25+ p o w o 
duje  zaham ow an ie  mitozy a w zm ożona  transkrypcja  
tego genu prow adzi do  znacznego przyśpieszenia tej 
fazy cyklu kom ó rk o w eg o  [72], W skazuje  to, że gen 
cdc25+ koduje  pozytyw ny element kontroli mitozy. 
W  odróżn ien iu  od cdc25, p ro d u k t  genu wee 1 + wydaje 
się być zaangażow any  w negatywnej kontro li  m itozy 
[73]. N a to m ias t  ekspresja genu nim  1+ wpływa na 
w zrost inicjacji m itozy wywierając inh ib itorow y efekt 
na p ro d u k t  genu wee 1+ [74], N a  ryc. 2 p rzedstaw iono 
schem at kontro li  mitotycznej u S. pom be  z a p ro p o n o 
w any  przez L e e  i N u r s e  [28],

nim 1 PK

©

wee 1 PK cd c  25

G2

cd c  2 PK ísuc 1, cdc 13)

In ic ja c ja
m itozy

Ryc. 2 K o n t ro la  m itozy  u S. pom be.
S kró t  PK oznacz a  k inazę fo sfob ia łkow ą,  -  negatyw ny, 
+  d o d a tn i  wpływ na  a k ty w n o ś ć  poszczególnych enzym ów .

A naliza  sekwencyjna genów cdc25 + , wee 1+ i n im \ 4 
wskazuje, że kodu ją  one białka o m.cz. odpow iednio  
67 k D a ,  96 k D a  i 45 kD a. W ykazano ,  że geny wee 1 + 
i n im \ + pos iada ją  duży stopień homologii do  rodziny 
k inaz  fosfobiałkowych. W skazuje  to, że trzy kinazy 
zaangażow ane  są w kaskadow ej regulacji m itozy u S. 
pom be  [28, 73], Nie w iadom o  tylko, czy istnieje bezpo
średnie oddziaływ anie  między nimi, czy funkcjonują  
w połączeniu  z innymi pośrednim i składnikam i.
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—  Sac char om y ces cerevisiae
Jak wynika z cytow anych wcześniej danych  li te ra tu 

rowych, kinaza CZŻC28 drożdży  pączkujących w yka
zuje najwyższą ak tyw ność  w fazie G l ,  w m om encie  
inicjacji nowego cyklu podziałow ego kom órk i.  O roz
poczęciu nowego cyklu w dużym  stopn iu  decydują 
w arunki odżywcze podłoża  wzrostu. W pod łożu  u b o 
gim w źródła  azo tu , siarki czy przy b rak u  a m in o 
kwasów, kom órk i drożdży  w chodzą  w fazę spoczynku 
po rów nyw alną  do fazy G o  kom órek  zwierzęcych. 
N a to m ias t  w op tym alnych  w arunkach  odżywczych, 
k tó rym  towarzyszy wzrost syntezy cA M P , kom órk i  
d rożdży  rozpoczynają  nowy cykl podziałowy. W y k a 
zano, że c A M P  jest pozytyw nym  regu la to rem  cyklu 
k om órkow ego  drożdży [75, 76]. Synteza c A M P  w k o 
m órkach  drożdży  pączkujących regu low ana  jest przez 
kilka genów. Bezpośrednim k a ta l iza to rem  jego syn
tezy jest cyklaza adenylow a, p ro d u k t  genu C D C 35, 
znany również pod  nazwą C Y R \  [77,78]. W ykazano , 
że w eks trak tach  pochodzących  z tem pera tu row raż -  
liwych m u tan tó w  cdc2S inkubow anych  w podw yż
szonej tem peraturze , ak tyw ność  kinazy CZŻC28 (mie
rzona  poprzez fosforylację p40) nie jest w ykryw ana 
[21]. N a  poziom  syntezy c A M P  wpływają również 
geny R A S \ ,  R A S 2  o raz CD C25  [79, 80, 81, 82], 
P roduk ty  genów R A S  drożdży, posiadają  wiele hom o- 
logii do ich wirusowych i k om órkow ych  odpo w ied 
ników u ssaków. P odobn ie  jak  białka ras o rgan izm ów  
wyższych posiadają  one zdolność w iązania  nukleoty- 
dów  guaninow ych oraz  hydrolizy G T P  [83, 84, 85, 86, 
87], P ro d u k t  onkogenu  R/1S1 (36 kD a)  zaangażow any  
jest głównie w regulację przem ian fosfolipidów inozy- 
tolowych [88], na tom ias t  R A S 2  uczestniczy przede 
wszystkim w regulacji syntezy c A M P  [80, 89], Białko 
R A S 2  ulega fosforylacji in vivo przez dwie różne kinazy 
z których jedna  jest zależna od c A M P  [90, 91]. Białko 
R A S 2  u fosforylow ane przez kinazę A in vitro posiada 
obn iżoną  o 40%  zdolność aktywacji cyklazy adenylo- 
wej [92], Istnieją przypuszczenia, że fosforylacja białka 
R A S 2  przez kinazę A stanowi pewną część m echaniz
mu, działającego na zasadzie sprzężenia zw rotnego, 
w regulacji syntezy c A M P  w kom órce  [91, 92],

Jak  w spom niano  wcześniej innym sk ładnikiem  b io 
rącym udział w regulacji aktywności cyklazy adenylo- 
wej i syntezy c A M P  jest p ro d u k t  genu C D C 25. Bierze 
on udział w wymianie G D P ,  zw iązanego z białkiem 
R A S 2 , na G T P  [87, 93, 94], M echan izm  regulacji 
syntezy cA M  P u drożdży  zilustrow any został na ryc. 3.

Istnieją sugestie, że w ywołany działaniem  sk ład
ników podłoża  (np. glukozy) wzrost stężenia c A M P  
pow oduje  aktywację  kinazy A, k tó ra  z kolei w ykorzys
tuje kinazę CDC28 ja k o  substra t  fosforylacji [9]. Nie 
w iadom o  tylko czy fosforylacja kinazy CZJC28 regulu
je ak tyw ność  enzymu. O sta tn io  w ykazano , że w k o m ó 
rkach drożdży, k tórych cykl za trzym any  został w fazie 
G l  poziom  fosforylacji p34( /)(2lS nie uległ zmianie [95]. 
Są to wyniki odm ienne w po ró w n an iu  d o  5”. pom he  
i H cLa. D latego w ym agane  są dalsze b ad an ia  w celu

czynnik i zewnątrzkom órkowe 
(np. glukoza)

CDC 25

(?)

CDC 28

Ryc. 3 Regulacja  syntezy c A M P  w k o m ó rk a c h  S. cerevisiae.
P —  oznacz a  resztę fo s fo ranow ą,  +  d o d a tn i  a -  u jem ny 
wpływ na  ak tyw ację  cyklazy adenylowej

wyjaśnienia tego niezwykle złożonego m echanizm u. 
Zdan iem  niektórych badaczy  regulacja aktywności tej 
kinazy zachodzi poprzez odm ienny  m echanizm .

IV-2. Regulacja aktywności przez tworzenie wyso- 
kocząsteczkowych kompleksów

Niezależnie od skorelow anych cyklem k o m ó rk o 
wym zmian w poziomie fosforylacji, kinazy 
C D C 2S/cdc2  charak te ryzu ją  się zdolnością tw orzenia  
wysokocząsteczkowych kom pleksów  z innymi biał
kami. W kom ó rk ach  drożdży pączkujących ak tyw na  
form a kinazy CZŻC28 jest kom pleksem  o m.cz. 160 
kD a. W skład tego kom pleksu  oprócz p34(/)(2x w ch o 
dzą białka o m.cz. 40 kD a  i 15 k D a  [96], Jak 
w spom niano  wcześniej, białko p40 jest subs tra tem  
fosforylacji dla kinazy p34c/)c:x a jego fosforylacja 
o bserw ow ana  jest jedynie w fazie G l  [21]. Tw orzenie  
kom pleksu  jest regulowane podczas cyklu k o m ó r 
kowego i osiąga m aks im um  w fazie G l .  Z dan iem  
W i t t e n b e r g a  i R e e d a  [96] aktyw ność  p3 4 ( lx 28 
regulow ana jest właśnie poprzez asocjację i dysocjację 
poszczególnych kom p o n en tó w  wysokocząsteczkowe- 
go kom pleksu.

U drożdży  rozszczepkowych białko cdc2Sp  jest 
ściśle zasocjowane z p ro d u k tam i genów suc 1 (p 13™H)
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Ryc. 4 A k ty w n o ś ć  k inazy  cdc2  w cyklu  k o m ó r k o w y m  k o m ó re k  H eL a  wg (64).
W fazie G1 k inaza  p34f'A2Wv w formie n ieufosfory low anej  jes t  s k o m p le k s o w a n a  z p ep ty d em  p 13. P od  koniec  fazy S p34"/<2H' ulega 
fosforylacji , k tórej  poz io m  rośnie  w fazie G 2  i M (hyperfosforylac ja) .  N a  tym e tapie  p rzy łącza  się b ia łko  p62, k tó re  ulega fosforylacji  
przez k inazę  p34"/<2w' pod czas  m itozy w formie w ysokocząsteczkow ego ,  u fosfo ry low anego  k om pleksu ,  enzym  pos ia da  najwyższą 
ak tyw ność .  Podczas  cy tok inezy  w/w k o m p lek s  ulega defosforylacji  i dysocjacji  d o  n iskocząsteczkowej fo rm y. N a  schem acie  -  P oznacza  
resztę fo s fo ran o w ą .

oraz  cdc 13+ [31, 97, 98], Rola  p ro d u k tó w  genów suc 1+ 
i cdc 13 + nie została  d o tąd  poznana . M ożna  przypusz
czać, że pełnią one funkcje regula torów , k tóre  u ła t 
wiają interakcje z innymi b iałkami, lub też ułatwiają 
lokalizację kinazy cdc2 w odpow iedn im  ko m p ar tm en -  
cie kom órk i [97].

O sta tn io  w ykazano , że s t ru k tu ra  pierwszorzędowa 
genu c d c \3 +Sp  i genów kodujących cykliny jest w d u 
żym stopniu  hom ologiczna [98, 99, 100]. Cykliny to 
g rupa  spokrew nionych  białek, k tóre  są syntetyzowane 
podczas interfazy i szybko degradow ane  podczas 
mitozy [101]. Istnieją sugestie, że cykliny pełnią funkcję 
regula torów  ak tyw ności kinaz CDC2%\cdc2 [38, 114],

Białko cd c l  k om órek  H eL a  jest również zasoc- 
jow ane  z peptydem  p 13, k tóry  jest hom ologiem  p l3 '" ‘ 
S. pom be  [31, 97]. W ykazano  p o n ad to ,  że ufosforylo- 
w ana  fo rm a kinazy p34H s posiada  zdolność przy łą
czania b iałka o m.cz. 62 kD a. Białko to, analogicznie 
do  p40 S. cerevisiae jest substra tem  fosforylacji dla 
kinazy p34Hs. Ten heterom ultim eryczny  kom pleks 
powstaje w fazie G 2 /M  i w takiej formie c h a ra k 
teryzuje się najwyższą aktyw nością  [64], M echanizm  
aktywacji kinazy p34H s przedstaw iony  został na  ryc. 4

V. Rola kinazy CD C1  w cyklu komórkowym 
drożdży pączkujących

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.

O m aw iając  udział k inaz fosfobiałkowych w regula
cji cyklu kom órkow ego  należy w spom nieć o produkcie  
genu C D C 1 . Ekspresja  tego genu zachodzi na granicy 
faz G l / S  (ryc. 1). P ro d u k t  genu CD C 1, b iałko o m.cz. 
58 k D a  [102] pos iada  ak tyw ność  kinazy fosfobiał- 
kowej, k tó ra  jest ściśle zasocjow ana z wysokocząstecz- 
kow ym  m ultim erycznym  kom pleksem  replikacyjnym 
D N A  [103]. W  izolowanych kom pleksach  replikacyj- 
nych enzym fosforyluje kilka białek ze szczególną 
wybiórczością w sto sunku  do  białka o m.cz. 48 kD a. 
Enzym  m oże także w ykorzystyw ać histon ja k o  sub- 
stra t  fosforylacji. W ykazano ,  że w kom pleksach  re- 
plikacyjnych izolowanych z tem peraturow rażliw ych
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m u tan tó w  cd c l  inkubow anych  w tem pera turze  nieper- 
misyjnej (kom órki za trzym ane  w fazie G 1 /S) ak ty w n o 
ści kinazowej nie stwierdzono. W skazuje  to na funkcję 
kinazy C D C 1 in vivo.

W ydaje się więc, że fosforylacja k o m p o n en tó w  
ap a ra tu  replikacyjnego może odgrywać w ażną  rolę 
w •kontroli replikacji D N A . Istnieje wiele p rzykładów  
białek zaangażow anych  w replikację D N A , które 
ulegają fosforylacji: D N A  polim eraza  a, topoizom era- 
za 1 i II, i inne [103, 104, 105, 106, 107, 108]. Nie m ożna  
w tej chwili odpowiedzieć czy i ewentualnie k tóre  z nich 
jest m odyfikow ane przez kinazę C D C 1 .

Podsum ow ując  należy wspomnieć, że istnieją p o 
glądy, że w kom ó rk ach  drożdży  pączkujących kinazy 
fosfobiałkowe uczestniczą w kaskadow ej regulacji 
przejścia cyklu k om órkow ego  z fazy G1 do fazy S. Ten 
szereg reakcji fosforylacji rozpoczynałby się aktyw acją  
kinazy CZŻC28 w m om encie  S T A R T -u  a o s ta tn im  jego 
ogniwem byłaby kinaza C D C 1 , k tó ra  poprzez  fos- 
forylację kom pleksu  replikacyjnego rozpoczynałaby  
fazę S cyklu k om órkow ego  [103].

VII. Uwagi końcowe

A by w pełni zrozum ieć z łożone m echanizm y regula
cyjne cyklu życiowego kom órk i należy poznać wszyst
kie p ro d u k ty  genów cdc, oznaczyć ich funkcje oraz 
miejsce działania w kom órce. Pom im o dużego postępu  
badań , wiedza zdoby ta  w tej dziedzinie jest w dalszym 
ciągu fragm entaryczna. Z ebrane  w przedstaw ionym  
artykule  inform acje  dotyczą charak terys tyki genów 
cdc, których p ro d u k ty  pos iadają  ak tyw ność  kinaz 
fosfobiałkowych i spełniają krytyczną rolę w regulacji 
cyklu kom órkow ego . M ożna  przypuszczać, że liczba 
kinaz, p ro d u k tó w  genów cdc, bądź też k inaz w pływ a
jących na regulację aktywności białek cdc jest znacznie 
większa. Przykładem  może być z identyfikow ana k ina
za o aktywności supresorowej w stosunku  do  p ro d u k tu  
genu CD C25 S. cerevisiae [109, 110], czy też p ro d u k t  
genu ran \ + S. pom be, k inaza o znaczeniu krytycznym  
w regulacji inicjacji mejozy [111].

Największy postęp  w om awianej dziedzinie d o k o n a 
ny został na drożdżach. Stało się to możliwe dzięki 
dostępności tem peraturow rażliw ych  m u ta n tó w  cdc 
i możliwości różnego typu m anipulacji genetycznych. 
W ykorzystan ie  współczesnych technik rekom binacji 
hom o- i heterologicznych D N A  sprawia, że kom órk i  
drożdżow e stały się obecnie uniwersalnym  o rgan iz 
mem wykorzystyw anym  do badan ia  ekspresji genów 
wyższych organ izm ów  eukario tycznych  [112]. Należy 
przypuszczać, że tego typu badan ia  przyniosą wiele 
nowych informacji odnośnie  s truk tu ry ,  funkcji oraz 
wzajem nego pokrew ieństw a genów (w tym również 
cdc) u odległych ewolucyjnie organizm ów .

★
Panu Profesorowi Eugeniuszowi G ąsiorow i sk ładam  
serdeczne podziękow anie  za życzliwe uwagi i dyskusję 
podczas przygotow yw ania  pracy.

Artykuł napisany w ramach prac finansowanych przez 
CPBR-3.13. i RP-ll-13.

A rtyku ł otrzym ano 28 września 1989 r.
Zaakceptow ano do druku 31 styczn ia  1990 r.

Piśmiennictwo
1. K l e i n  A.,  (1987), P ost. B iochem .. 33, 125-150.
2. I n g l o t  A., (1987), Post. B iochem ., 33, 151-164.
3. P o p i k  W'., (1987). Post. B iochem ., 33. 165-181.
4. K o s  z M . U n e n c h a  k M ., K a w e c k a  D. ,  M a g i e 1 s -

k a - Ż e r o ,  (1987), Post. B iochem ., 33. 183-197.
5. K a c z m a r e k  L. (1987), Post. B iochem ., 33, 425-432 .
6. J a g ł a  J. ,  D o m a n i e w s k i  J. (1987), Post. B iochem ., 33, 

433-450.
7. L l o y d  D „  (1987). Biochem . ./.. 242, 313-321.
8. H a r t w e l l  L .H .,  C u  l o t t  i J. ,  P r i n g l e  P., R e i d  B.J., 

(1974), Science. 183. 46-51.
9. W h i t f i e l d  J .F . .  D u r k i n  J.P.,  F r a n k s  D .J . ,  K l e i n e  

L.P.. R a p t  i s  L. ,  R i x o n  R .H . ,  S i k o r s k a  M. ,  W a l k e r  
P R., (1987), Cancer M eta sta s is  Rev. 5, 205-250.

10. W h e a l s  A..  (1985). B ioE ssavs  33, 108-1 12.
11. M o o r e  S.A., (1988), ./. Biol. C hem ., 263. 9674-9681.
12. P r i n g l e  J .R . .  H a r t w e l l  L .H.,  (1981) w T h e  M o le cu la r  

Biology o f  the Yeast Saceharom yces .  Life Cycle a n d  In h e r i t a n 
ce, (red. S t ra th e rn  J .N . .  Jones  E.W., Broach  R., str. 97-142 , 
C o ld  Spring  H a r b o r  L ab o ra to ry .

13. B r e e d e n  L„ (1988), Trends G enet., 4, 249-253.
14. H e r e f o r d  L. ,  H a r t w e l l  L .H.,  1974), ,/. M ol. B iol., 84, 

445-461.
15. R e i d  B„  H a r t  w e l l  K .H . ,  (1977), J. Cell. B iol.. 75, 355-365.
16. P i g g o t  J .A .,  R a i  R „  C a r t e r  B .L.A.,  (1982), N ature, 

( L a n d .) 298. 391-394.
17. L o r i n c z  A .T .,  R e e d  S.I., (1983), N ature , (L a n d .)  307, 

183-185.
18. B o o h e r  R.. B e a c h D „  (1986), M ol. Cell. Biol. 6. 3523-3530.
19. R e e d S.I., H a d w i g e r  A., L o  r i n c z A., (1985), Proc. N a th  

Acad. Sci. U S A , 82. 4055-4059.
20. H a n k s S .K .,  Q  u i n n A .M . ,  H u n t e r T., (1988), Science, 241. 

42-52.
21. M e n d e n h a l l  M .D . ,  J o n e s  A., R e e d  S.I.. (1987), Cell, 50, 

927-935.
22. W i t t e n b e r g  C „  R e e d  S.L., (1988), Cell, 54, 1061-1072.
23. N u r s c P.. B i s s e  11 Y „  (1981), N ature, (L a n d .)  292, 558-600.
24. N u r s e  P.. (1975). N ature, (L a n d .)  256, 547-556.
25. F a m e s  P.A..  (1983), N ature  (L a n d .) ,  302, 153-155.
26. N u r s e  P.. (1985). Trends G enet., 1, 51-55.
27. S i m o  n i s V.. N u r s e  P.. (1986). Cell, 45, 261-268.
28. L e c  M .G . .  N u r s e  P., (1988). Trends G enet., 4, 287-290.
29. B o o h e r R . ,  B e a  e h D ,  (1986), M ol. Cell. Biol. 6, 3523-3530.
30. L e c  M .G . .  N u r s e  P.. (1987). N ature  (L o n d .) ,  327, 31-35.
31. D  r a e 11 a G..  B r i z u e 1 a L., P o t a  s h k i n J., B o  a c h D.,

(1987), Cell. 50. 319-325.
32. L o l i  k a M..I.. (1989), ./. Cell. Sci., 92, 131-135.
33. G  a u t i e r J., N o r b u r y  C. ,  L o h k a M. .  N u r s e  P. ,  M a i 

l e r . ) . .  (1988), Cell, 54. 433-439.
34. L o h k a M .J . ,  H a y e s M . K . ,  M a 11 e r J .L .,  (1988). P roc. N atl. 

Acad. Sci. U S A , 85. 3009-3019.
35. D u n p h y W .G . ,  B r i z u e 1 a L.. B e a  c h D.. N e w p o r t  J..

(1988). Cell, 54. 423-431.
36. S u n k a r  a P.S., W r i g h t  D .A ..  R a o P .N .,  (1979). Proc. N atl. 

Acad. Sci. U S A . 76. 2799-2802.
37. M a 11 e r J., (1985). Cell. D iffer., 16. 211-221.
38. F e a t h e r s t o n e  C., (1989). Trends B iochem . Sci. 14. 85-87.
39. K i s h i m o t o T.,  (1988), Dev. Grow th D iffer., 30, 105-1 15.
40. G e r h a r t  J., W u M., K i r  s c  h n e r  M.. (1984), ,/. Cell. Biol. 

98. 1247-1255.
41. L o h k a M . J . ,  M a i l e r  L., (1985), 7. Cell. Biol., 101, 518-523.
42. S u p r y n o w i c z F.. G  e r a c e L., (1986). Cell. B iol., 103. 

2073-2081.
43. N e w p o r t J., S p a n n T „  (1987). Cell, 48. 219-230.
44. F i s c h e r  P.A.,  (1987). Cell, 48. 175-176.
45. C i c i  r e l l  i M .F . .  P e l e c h  S.L., K r e b s  F .G . ,  (1988),  J. Biol. 

C hem ., 263, 2009-2019.
46. O t t a  v i a  n o  Y. .  G e r a c e  L., (1985), J. Biol. C hem .. 260. 

624-632.
47. E v a n s  R .M ..  F i n k  L .M .,  (1982). Cell, 29. 43-52 .

16 POSTĘPY BIOCHEMII 37(1), 1991http://rcin.org.pl



48. G u r l e y  L .R .,  W a l t e r s  R .A .,  T o b ey  R.A .,  (1974), ,/. Cell. 
Biol. 60, 356-364 .

49. B r a n d b u r y E .M .,  1 n g 1 i s R M  a 11 h e w s H .R . ,  (1974), 
N ature  (L a n d .)  247, 257-261.

50. J e r z m a n o w s k i  A.. (1986), Post. B iochem ., 32, 97-128 .
51. L a k e  R.S.,  S a l z m a n  N .P . ,  (1972), B iochem istry , 11, 

4817-4825.
52. W o o d f o r d T . A . ,  P a r d e e  A .B., (1986), J. Biol. C hem ., 261, 

4669-4676.
53. F a b i s z . - K i j o w s k a  A .A ..  L u m l e y - S a p a n s k i ,  

H a l l  e c k M.S..  S c h 1 e g e 1 R.A ..  (1987). Biochem . Cell. Biol., 
65, 1070-1079.

54. M u l l e r  K. .  L i t t l e  M. (1989), E xp. Cell. Res., 180. 
30-35.

55. M e i j e r  L. ,  P o n d  o v e n  P., (1988), E xp . Cell. Res., 174,
116-129.

56. M a s a r a c c h i a  R .A ..  M a i l e r  J.L . ,  W a l s h  D .A . ,  (1979), 
Arch. B iochem . B iophys., 194. 1-12.

57. P e l e c h  S. L. ,  M e i j e r  L. ,  K r e b s  G .E . .  (1987), B iochem istry , 
26. 7960-7968.

58. A r i o n  D. ,  M e i j e r  L. .  B r i z u e l a  L. ,  B e a c h  D., (1988), 
Cell, 55 ,371-378 .

59. M u l l e r  R .D . .  Y a s u d a  H „  B r a n d  b u r y  E .M .,  (1985), . / .  
Biol. C hem ., 260. 5081-5086.

60. M a t s u m  o t o  L., Y a s u d a  IE, M i t a  S., M a r u n o u c h i 
T..  Y a  m a d  a M .A . ,  (1980).  N ature, (L o u d .)  284, 181-184.

61. B r a n d b u r y  E .M .,  I n g l i s  R.J .. M a t t h e w s  H .R . ,  L a n - 
g a n  T .A .,  (1974),  N ature , (L o u d .)  249, 553-556.

62. M e i j e r L., P e 1 e c h S.L .,  K r e b s E .G .,  (1987), B iochem istry ,
26. 7968-7974.

63. L a n g  a n T .A . ,  G a u t i e r  J. ,  L o h k a  M. ,  H  o l  l i n g s  - 
w o r  t h R.,  N u r s e P., M a 11 e r J .L . ,  S c i a  f  a  n i R .A . ,  (1988), 
./. Cell. Biol. 107, 665.

64. D r a e t t a  G „  B e a c h  D „  (1988), Cell, 54, 17-26.
65. D r a e t t a  G. ,  P i w n i c a - W o r m s  H. ,  M o r r i s o n  D. ,  

D r u k e r B . ,  R o b e r t s  T. ,  B e a c h  D., (1988). N ature , ( L oud)  
336, 738-744.

66. R e e d  S.L., H a d w i g e r J .A .,  L o r i n c z A .T .,  (1985), Proc. 
N atl. A cad. Sci. U S A , 82, 4055-4059.

67. P o t a s h k i n  J .A .,  B e a c h  D .H . ,  (1988), C'urr. G enet., 14, 
235-240.

68. C  h a c k a I a p a r a m  p  i 1 L., S h a 11 o w a y D., (1988), Cell, 
5 2 ,8 0 1 -8 1 0 .

69. S i m o n  M. ,  A r r i g o  A .P . ,  S p a  h r  P .F . ,  (1987), E xp . Cell. 
R es., 169, 419-431 .

70. S a w y e r  S.T .,  C o h e n  S., (1985), ./. Biol. C hem ., 260, 
8233-8236.

71. L o h k a  M .J . ,  K y e s  J .L . ,  M a i l e r  K .L .,  (1987), M ol. Cell. 
Biol., 7, 760-768.

72. R u s s e l  P. .  N u r s e  P., (1986), Cell, 45, 145-153.
73. R u s s e l  P. ,  N u r s e  P., (1987), Cell, 49, 559-567.
74. R u s s e l  P.. N u r s e  P., (1987), Cell, 49, 569-576.
75. B o y - M a r c o t t e  E. .  G a r r e a u  H.,  J a c q u e t M .,  (1987), 

Yeast, 3. 85-93.
76. M a t s u m  o  t o K.,  U n o  L., I s h i k a  w a  T .,  (1986) w Yeast 

Cell. Biol. 101-111. A lan  R „  Liss, Inc.
77. M a t s u m o t o K..  U n o  L., I s h i k a w a  T .,  (1984),  J. B ac

terial. 157. 277.
78. C a s p e r s o n  G .F . ,  W a l k e r  N „  B o u r n e  R.,  (1985), Proc. 

N atl. Acad. Sci. U S A . 82. 5060.
79. C a m o n i s J . ,  K a l e k i n e M . ,  G o n d r e B . ,  G a r r e a u  H. ,  

B o y - M a r c o t t e  E. ,  J a c q u e t  (1986), E M  BO  ./., 5, 357.
80. T o d a  T „  U n o  I.. I s h i k a w a T . .  P o w e r s S., K a t a  o k a 

T. .  B r o c k  D. ,  C a m e r o n  S.,  B r o a c h J. ,  M a t s u m o t o 
K „  W i g l e r  M „  (1985),  Cell, 40 ,2 -36 .

81. F a s a n o  O.,  C  r e c h e t J.B.,  D e V e n d i t i s E., Z a h u R., 
F  e g e r G . .  V i t e 11 i A..  P a r m e g g i a n i  A.. (1988), E M  BO  
,/.. 7. 3375-3383.

82. M b o  n y i K . . B e u l l e n s M . ,  D e t e r  m i e r e  K. ,  G  e e r t s L. ,  
T h e v e l e i n  J .M . .  (1988). M ol. Cell. B iol., 8, 3051-3057.

83. G  i b  b s J.B , S c h a b e r M .D . ,  M a r s h a l l  M.S.,  S c o 1 n i c k 
E .M ..  S i  g a  1 J.S.,  (1987), J. Biol. C hem ., 262, 10426-10429.

84. K a t a o k a  T. ,  P o w e r s  S..  C a m e r o n  S.,  F a . s a n o  O. ,  
G o l d  f a  r b  M „  B r o a  c h J.. W i g 1 e r M „  (1985), Cell, 40, 
19-26.

85. T e m e l e s  G .L . ,  G i b b s J . B . .  D ' A l o n z o J . S . ,  S i g a l  I.S., 
S c o  1 n i c k (1985),  N ature , ( L a n d .)  313, 700-703.

86. T a m a n o i  F. ,  W a l s h  M. ,  K a t a o k a  T. ,  W i g l e r  M.,  
(1984),  Proc. N a tl. Acad. Sci. U S A , 82, 6925-6928.

87. T a m a n o i  F.,  (1988), Biochim . B iophys. A cta , 948, 1-15.
88. K a i b u c h i  K. ,  M i y a j i m a  A. ,  A r a i  K. ,  M a t s u m o t o  

K „  (1986), Proc. N atl. A cad. Sci. U S A , 83, 8172-8176.
89. B r e v i a r i o D., H i n n e b u s c h A.. D  h a r R., (1988), E M  BO  

J ., 7, 1805-1813.
90. S r e e n a t h  T .V .,  B r e v i a r i o  D. ,  A h m e d  N. ,  D h a r  R.,

(1988),  Biochem . B iophys. Res. C om m un. 157, 1182-1189.
91. C o b i t z  A .R . .  Y i m  E .H .,  B r o w n  W .R . ,  P e r o n  C .M . ,

(1989),  Proc. N a tl. A cad. Sci. U S A , 86, 858-862.
92. R e s n i c k  R.J . , R a c k e r  E., (1988), Proc. N a tl. A cad. Sei. 

U S A , 85, 2474-2478.
93. B r o e k  D. ,  T o d a  T. ,  M i c h a e l i  T. ,  L e v i n  L. ,  B i r c h -  

m  e i e r C., Z  o 11 e r M .,  P o w e r s S., W  i g 1 e r M .,  (1987), Cell, 
48, 789-799.

94. R o b i n s o n  L.C., G i b b s  B. ,  M a r s h a l l  M.S.,  S i g a l  I.S., 
T a t e  h e l l  K .,  (1987), Science, 235, 1218-1221.

95. H a d w i g e r  J .A .,  R e e d  S.I., (1988), M ol. Cell. B iol., 8, 
2976-2979 .

96. W  i 11 e n b e r g C.,  R i c h a r d s o  n S.L., R e e d S.I., (1987), 7. 
Cell. B iol., 105, 1527-1538.

97. B r i z u e 1 a L., D  r a  e 11 a  G .,  B e a c h D.,  (1987), E M  B O  J., 6, 
3507-3514.

98. B o c h e r  R. ,  B e a c h  D ., (1987), E M  BO  J ., 6, 3441-3447.
99. S o l o m o n  M. ,  B o c h e r  R. ,  K i r s c h n e r  M. ,  B e a c h  D., 

(1988),  Cell, 54, 738-739.
100. G o e b l  M. ,  B y e r s  B„ (1988), Celt, 54, 739-740.
101. S w e n s e n  K.I . ,  F a r r e l  K .M . ,  R u d e r m a n  J .W .,  (1986), 

C ell, 477. 861-870.
102. P a 11 e r s o n M .,  S c i a  f  o n i P .A.,  F  a n g m  a n W .L .,  R o - 

s a m o n d  J., (1986),  M o l. Cell. B iol., 6, 1590-1598.
103. J a z w i n s k i  S .M.,  (1988), Proc. N a tl. A cad. Sci. U S A , 85, 

2 101-2105 .
104. D o n a l d s o n  R .W .,  G e r n e r  E .W .,  (1987), Proc. N atl. 

A cad . Sci. U S A , 84, 759-763.
105. D u r b a n  E. ,  G o o d e n o u g h  M. ,  M i l l s  J. ,  B u s c h  H.,  

(1985),  E M  B O  J., 4, 2921-2926.
106. A c k e r m a n  P. ,  G l o v e r C . ,  O s h e r o f f N . ,  (1985), Proc. 

N a tl. Acad. Sci. U S A , 82, 3164-3168.
107. S a h y o u n  N. ,  W o l f  M. ,  B e s t e r m a n  J. ,  H s i c h  T.S.,  

S a n d e r  M. ,  L e V i n e  H. ,  C h a n g  K .J.,  C u a t r e c a s a s  
P., (1986), Proc. N a tl. A cad. Sci. U S A , 83, 1603-1607.

108. S t u d z i ń s k i  G .P . ,  B r e 1 v i Z.S., F e l d m a n  S.C., W a t t  
R .A . ,  (1986), Science  234, 467^170.

109. L  i s z i e w i c z J., G  o  d a  n  y A.,  F o r s t e r H . H . ,  K u n t z e l  
H „  (1987), J. Biol. C hem ., 262, 2549-2553.

110. O h  n o  S., A o s h i m a  M. ,  M a t s u m o t o  S. ,  Y a h a r a  I., 
S u z u k i  K.,  (1987) F E B S  L e tt., 222, 279-285.

111. M c L e o d  M. ,  B e a c h  D., (1988),  N ature  (L o n d .)  332, 
509-514 .

112. B o t s t e i n D., F i n k G .R . ,  (1988), Science, 240, 1439-1443.
113. G a u t i e r  J. ,  M a t s u k a w a  T. ,  N u r s e  P. ,  M a l l e r  J.,

(1989),  N ature  (L o n d .) ,  339, 626-629.
114. N o r t h G . ,  (1989),  N ature  (L o n d .) ,  339, 97-98.

Addendum
Już  po  od d an iu  m aszynopisu  do  d ru k u  uzyskano 

wiele now ych danych, k tóre  dotyczą  regulacji ak ty w 
ności k inaz  C D C 28/cdc2  przez fosforylację. D o k ła d 
niejsze b ad an ia  p rzep row adzone  na k o m ó rk ach  ssa
ków (1), rozgwiazd (2) i Xenopus laevis (3, 4) pozwoliły 
wykazać , że aktywacji kinazy cdc2 w fazie M tow arzy 
szy jej defosforylacja. Przy użyciu przeciwciał an ty  
P-tyrozynow ych w ykazano , że am inokw asem  ulegają
cym defosforylacji jest P-tyrozyna (1,3). Obserwacje te 
zostały także potw ierdzone  przez bezpośrednią  analizę 
fo sfoam inokw asów  (1).

W y k azan o  p o n ad to ,  że w fazie ekspotencjalnego 
w zrostu  drożdży  rozszczepkowych S’, pom be  k inaza 
cdc2 ulega fosforylacji in vitro nie tylko w resztach 
serynow ych i treoninow ych, ale również w resztach
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tyrozynowych (5). W arto  podkreślić, że jest to p ierw 
sze dobrze u d o k u m en to w an e  doniesienie o fosforylacji 
tyrozyny u tego prostego organ izm u eukario tycznego. 
Fosforylacji ulega tyrozyna w pozycji 15 białka cdc2, 
w miejscu odpow iedzia lnym  za wiązanie A TP. Stwier
dzono  p o n ad to ,  że analogicznie do  kom órek  wyższych 
o rganizm ów  eukario tycznych , u drożdży  rozszczepko- 
wych podczas mitozy zachodzi defosforylacja cdc2 
w resztach tyrozynowych. Defosforylacji ulega ró w 
nież P-treonina. Podstawienie  P-tyrozyny fenyloalani- 
ną na  drodze  kierowanej mutacji prow adzi do  wcześ
niejszego rozpoczęcia mitozy (5). P odobne  obserwacje 
uzyskano na d rożdżach  pączkujących (dane n ieopub-

likowane cyt. za 5). Wszystkie te obserwacje wskazują, 
że fosforylacja odgryw a isto tną rolę w regulacji inic
jacji m itozy u odległych ewolucyjnie o rganizm ów  
eukario tycznych  (6).
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I. Wprowadzenie

N ukleazy są jednym i z najbardziej rozpow szech
nionych enzym ów  w k o m órkach  za rów no  pro- jak  
i eukario tycznych. Są wśród nich takie, k tóre  nie

Dr, : mgr ,  ’ prof . ,  Ins ty tu t  Biochemii, U niw ersy te t  W roc ław ski,  
ul. T a m k a  2. 50-137 W roc ław

wykazują  żadnej swoistości w stosunku  do substra tu ,  
trawią zarów no  D N A  jak  i R N A , niezależnie od  ich 
s truk tu ry  drugorzędow ej, o raz takie, k tóre  odznaczają  
się precyzją w rozpoznaw an iu  określonej sekwencji 
kw asów  nukleinowych. O grom na  różnorodność  swoi
stości tych enzym ów  w stosunku  do substra tu  sp o w o 
dow ała , że o nukleazach pisze się najczęściej ja k o
0 enzym ach s tanowiących cenne narzędzie w biologii 
molekularnej.  Z astosow anie  enzymów nukleolitycz- 
nych w biologii m olekularnej było przedm iotem  wielu 
o p racow ań  m onograficznych  w ostatn ich  latach. 
O bok  ściśle u ty litarnego znaczenia enzym ów  nuk- 
leolitycznych op isano  również wiele procesów zw iąza
nych z m etabolizm em  kom ó rk o w y m  kwasów n u k 
leinowych regulow anym  przez nukleazy [1, 2], I tak, 
enzymy te uczestniczą w rekom binacji,  p rze tw arzan iu
1 reperacji kwasów nukleinowych. A ktyw nie uczest
niczą w cyklu życiowym kom órek  i w syntezie now ego 
D N A . W  literaturze op isano  wiele p rzykładów  niew ą t
pliwego udziału endonuk leaz  prokario tycznych  w inic
jacji replikacji endogennego D N A  [ 3 -9 ] ,  W ie lo k ro t
nie w skazyw ano również na analogiczną funkcję en 
donuk leaz  w k o m ó rk ach  eukariotycznych. W w ięk
szości jed n ak  dosta rczone  dow ody  są pośrednie, op ie 
rają się na testach immunologicznych, na lokalizacji
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endonuk leaz  lub na badan iach  składu polipeptydow e- 
go a p a ra tu  replikacyjnego.

N iektóre  endonuk leazy  z całą pewnością z lokalizo
w ano w obszarach  genom u zawierających miejsca 
s tartu  replikacji [10, 11]. S tw ierdzono, że kom pleks 
replikacyjny zawiera w swoim składzie endonukleazy  
[ 12-15], o raz  że kom pleksy  im m unoglobu liny  G  an- 
tynukleaza  ham u ją  swoiście replikację D N A  [16]. 
W ykazano  p o n a d to ,  że w niektórych k o m ó rk ach  
roślinnych poziom , ak tyw ność  i lokalizacja e n d o n u k 
leazy 32 k D a  jest czułym p aram etrem  odzwiercied
lającym stan  m etaboliczny  kom órki.  Enzym w o d 
powiedzi na  trak to w an ie  kom órek  f i toho rm onam i 
migruje z nuk leop lazm y do  macierzy jądrow ej, miejsca 
w k tó rym  inicjow ana jest synteza now ego D N A  [ 17, 
18]. Zm ieniają  się przy tym właściwości enzym u od 
nieswoistej ak tyw ności od wybiórczego nac inania  
D N A . E n d o n u k leaza  z Crithidia fasc icu la ta  swoiście 
rozpoznaje  sekwencje A R S  [ 11 ], sekwencje w ykryw a
ne również są w miejscach inicjacji replikacji w D N A  
wielu o rgan izm ów  eukario tycznych. Powyższe w łaś
ciwości endonuk leaz  wskazują  na ich regula torow y 
charak te r ,  na możliwość ich ak tyw nego uczestnictwa 
w inicjacji replikacji D N A . O statecznego jed n ak  roz
wiązania tego zagadnien ia  dostarczyć m ogą jedynie 
badan ia  zależności pom iędzy ekspresją genu e n d o n u k 
leazy i inicjacją replikacji D N A .

W osta tn ich  la tach p rzedstaw iono  sugestię o uczest
nictwie endonuk leaz  również w p ro g ram o w an y m  o b 
um ieraniu  kom órek . Przedm iotem  tego a r tyku łu  jest 
podsum ow an ie  b a d a ń  na ten temat.

II. Udział endonukleaz w programowanym 
obumieraniu komórek

Morfologicznie, zjawisko obum ieran ia  kom órek  
sk lasyfikow ano na dw ojakiego rodzaju , a mianowicie 
nekrozy i ap op tozy  [ 19-22 ]. Generaln ie , pojawienie się 
kom órek  nekro tycznych  jest p rzypadkow e, sp o w o d o 
wane infekcją w irusam i cytolitycznymi, uszkodzeniem  
przez kom plem ent i zew ną trzkom órkow ym i oraz  we
w nątrzk o m ó rk o w y m i uszkodzeniami fizycznymi lub 
chemicznymi p row adzącym i do  znacznego obniżenia  
w ew ną trzkom órkow ego  stężenia A TP, zmian w prze
puszczalności jo n ó w  lub u tra ty  b łonow ych fosfolipi
dów. K om órk i  takie charak te ryzu ją  się wczesnymi 
zm ianam i w cytoplazmie; na przykład  obserwuje się 
w nich pęcznienie m itochondriów  i dyspersję ry b o 
somów. W przeciwieństwie do nekrozy, apo p to za  
( apop tosis) dotyczy  pojedynczych kom ó rek  oraz  ze 
względu na k inetykę procesu i sekwencję zm ian za 
chodzących w kom órce  jest rozw ażana ja k o  p ro g ra 
m ow ane obum ieran ie  kom órek . Najwcześniej obse r
wowanymi zm ianam i w kom ó rk ach  apop to tycznych  
są kondensacja  c h ro m a ty n y  jądrow ej oraz  fragm enta-  
cja błon jąd row ych  i p lazm atycznych ( ze io s is ), zmiany 
patologiczne w organellach  cytoplazm atycznych  p o ja 
wiają się w późniejszym okresie.

Nieco mniej w iadom o na tem at procesów biochem i
cznych, k tóre  od różn ia ją  od siebie dwie w spom niane  
form y obum iera jących  kom órek . W  komórjcach n ek 
rotycznych pęcznieniu m itochondriów  towarzyszy 
u t ra ta  zdolności p ro d u k o w an ia  energii i w konsekw en
cji u t ra ta  zdolności do  regulacji osmotycznej; w czasie 
tych zmian ch ro m a ty n a  ją d ro w a  nie ulega większym 
zm ianom . W  przeciwieństwie do  tego w kom ó rk ach  
apoptycznych  zm iany dotyczą  przede wszystkim ch ro 
m atyny , jak  to  s tw ierdzono w apop to tycznych  tymo- 
cytach szczura obserw ując jej fragm entację  aż do 
nuk leosom ów  (c o  z pewnością jest przyczyną śmierci 
i lizy kom órek  ). Jest oczywiste, że degradację  c h ro m a 
tyny katalizują  enzym y endonukleolityczne. W ięk
szość dotychczas p rzebadanych  czynników  in d u k u ją 
cych pow staw anie  k om órek  apop to tycznych  p o w o d u 
je fragm entację  D N A . Jednym  z najwcześniejszych 
objaw ów  obum ieran ia  kom órek  po ich p o trak to w an iu  
g l ikokortyko idam i,  p rom ien iow aniem  jonizującym  
w niskich daw kach  lub w irusam i cytolitycznymi jest 
degradacja  D N A  [23].  Trawienie  D N A  m oże być 
p ierw otnym  lub w tó rnym  efektem działania  tych czyn
ników. F ragm entac ja  D N A  może być wynikiem a k 
tywacji nukleaz obecnych w kom órce  lub wzmożonej 
ekspresji genu nukleazy w określonym  etapie o b 
um ieran ia  kom órek , jeżeli proces obum ieran ia  zna j
duje się pod  kon tro lą  genetyczną, lub może być 
wynikiem uwolnienia enzym ów  nukleolitycznych 
z subfrakcji k o m órkow ych  w czasie ich destrukcji.

II - 1. Indukcja fragmentacji DNA przez glikoko- 
rtykoidy, promieniowanie jonizujące, cyto- 
toksyczne komórki T lub brak interleuki- 
ny-2

G l i k o k o r t y k o i d y .  S tw ierdzono, że mysie 
tymocyty, na k tóre  podz ia łano  glikokortyko idem  ( tes
tosteron , h o rm o n  a d re n o k o r ty k o t ro p o w y ) w fizjo
logicznych stężeniach (0.1 do 1.0 p M )  wykazują  
objawy obum ieran ia  w przedziale czasowym od 8 do 
20 godzin. W  czasie około  4 godzin od  m o m en tu  
podzia łan ia  g likokortyko idem  c h ro m a ty n a  tych k o 
m órek  ulega fragm entacji do  odcinków  około  200-600 
p a r  zasad. Degradację  D N A  udało  się zaham ow ać, 
o raz  opóźnić  ba rdzo  znacznie proces obum ieran ia  
kom órek  wtedy, gdy zah am o w an o  syntezę R N A  i b ia 
łek p rzyk ładow o przez inkubację  kom órek  z cyklohek- 
soimidem [24-26], A ktyw ność  endonukleo lityczną 
odpow iedzia lną  za f ragm entację  D N A  opisano  po  raz 
pierwszy w 1970 roku. O becność enzym u w ykazano  
w wielu tkankach .  Enzym do  swej optym alnej ak ty w 
ności w ym aga jo n ó w  w apnia  i m agnezu. C ynk jest 
silnym inh ib ito rem  enzym u [ 25 ]. A k tyw ność  e n d o n u 
kleazy jest wyższa wtedy, gdy substratem jest DNA 
o strukturze nukleosomowej niż D N A  pozbawiony ok- 
tamerów histonowych. Enzym trawi D N A  pomiędzy 
nukleosomami tak, że ostatecznym produktem trawienia 
chromatyny są pojedyncze nukleosomy [23].
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P r o m i e n i o w a n i e  j o n i z u j ą c e .  
P rom ieniow anie jonizujące oraz  cy totoksyczne czyn
niki p rzeciw now otw orow e znane są od daw na  ja k o  
czynniki p row okujące  obum ieran ie  kom órek . O ba 
wymienione czynniki pow odu ją  zmiany m orfologiczne 
kom órek , typowe dla kom órek  apop to tycznych  [27. 
28], Limfocyty są najbardziej czułymi ze znanych  
kom órek  na p rom ieniow anie  jonizujące. P onad to ,  
w przeciwieństwie do  innych kom órek , k tóre  są na j
bardziej wrażliwe na prom ieniow anie  wtedy gdy dzielą 
się aktywnie, limfocyty największą wrażliwością o d 
znaczają się w interfazie. W ykazano , że obum ieran iu  
tych kom órek  eksponow anych  na p rom ieniow anie  
towarzyszy intensywna degradacja  D N A . Z adz iw ia ją 
cym było, że tak niska daw ka  radiacji jak  5R, k tó ra  nie 
pow oduje  prawie żadnych zmian w naświetlanych 
ch rom osom ach  jest wystarczająca do  rozległej, in ten 
sywnej degradacji D N A  w limfocytach i kom ó rk ach  
śledziony, za rów no  in vitro yak i in vivo [29], P roduk ty  
degradacji D N A  są identyczne jak  w p rzypadku  
kom órek  trak tow anych  g likokortyko idam i. Stwier
dzono , że fragm entację  D N A  ham uje  cykloheksoim id 
lub jony  cynku. Pierwszy z czynników  ham uje  syntezę 
białka, drugi ham uje  ak tyw ność  C a 24 - M g 2+ - zależnej 
endonuk leazy  [23]. Z eksperym entów  wyciągnięto 
wniosek o intensyfikacji syntezy endonuk leazy  ja k o  
najwcześniejszego e tapu  obum ieran ia  kom órek , na 
k tóre  podzia łano  p rom ieniow aniem  jonizującym .

C y t o t o k s y c z n e  k o m ó r k i  T. K om órk i  
s tanow iące cel a tak u  cy totoksycznych kom órek  
T  ( C T L ) były przedm iotem  wielu bad ań  za ró w n o  in 
vitro  jak  i in vivo [30, 31 ]. W yróżn iono  trzy fazy tego 
a taku ,  a mianowicie: rozpoznanie , p rog ram ow an ie  
obum ieran ia  i destrukcję  kom órek . W pierwszym 
etapie obserwuje się adhezję kom órek  T  do  kom órek  
a takow anych , reakcja jest zależna od jo n ó w  wapnia  
oraz  m agnezu i jest wysoce swoista. Swoistość reakcji 
nadaje  precyzyjne rozpoznaw anie  przez receptory k o 
m órek T  miejsc an tygenow ych na k o m ó rk ach  a ta k o 
wanych [ 32 ]. Drugi e tap  polega na w nikaniu  wypustek 
kom órek  T  do kom órek  a takow anych ; w ielokrotnie  
obserw ow ano  wnikanie wypustek aż do  ją d ra  k o m ó r
kowego. Jak o  efekty towarzyszące obserw ow ano  k o n 
densację ch rom atyny , kurczenie się kom órek  i f rag
mentację D N A . Trzeci e tap  jest niezależny od ob ecn o 
ści kom órek  T. Podczas tego e tapu  kom órk i  za
a tak o w an e  pęcznieją, stają się przepuszczalne dla 
barw ników  przyżyciowych ( np. eozyna 4 ), obserwuje 
się wycieki cytoplazmy.

Podobnie  jak  w przypadku  g likokortyko idów  je d 
nym z wcześniejszych objaw ów  obum ieran ia  kom órek  
a takow anych  jest fragm entacja  ich D N A  do po jedyn
czych i w ielokrotnych nukleosom ów . W przeciwieńst
wie jednak  do  apop tozy  wywołanej przez ho rm o n y  
w prow adzenie  czynników  ham ujących syntezę R N A  
i białka nie ham uje  degradacji D N A  [ 33 ]. Z adz iw ia ją 
cym było, że nie w ykazano  obecności endonuk leazy

zależnej od jo n ó w  w apnia  ani w jąd rach  k o m ó rek  C T L  
ani kom órek  a takow anych . Zmieszanie obu  rodzajów  
kom órek  pow oduje  niemal na tychm ias tow ą d e g ra d a 
cję D N A  w k o m ó rk ach  a takow anych . Skąd  pochodzi 
enzym odpow iedzia lny  za tę degradację? W yczerpu ją 
cej odpowiedzi na to pytanie brak, sugeruje się, że 
enzym może pochodzić  z cy toplazm y k om órek  C T L  
i jest wstrzykiwany do  kom órki a takow anej w pierw
szej fazie a taku .  Inna sugestia przewiduje istnienie 
enzym u n ieaktyw nego w kom órkach  a tak o w an y ch ,  
k tóry  aktyw uje  się po w prow adzeniu  ak ty w a to ra  
dosta rczanego  przez kom órk i C T L  [34, 35],

W y c z e r p y w a n i e  s i ę  i n t e r l e u k i n y  - 2. 
C yto toksyczne kom órk i  C T L  w ym agają  do  p ro lifera
cji h o rm o n u  w zrostow ego —  interleukiny-2 [36], 
W nieobecności interleukiny-2 ( IL-2 ) ta subpopu lac ja  
limfocytów T  obum iera .  W ielokrotnie  obserw ow ano , 
że użyte do bad ań  kom órk i  szczególnie uzależnione od 
IL-2, a mianowicie C T L L -20  i HT-2 o raz  kom órk i  
śledziony s tym ulow ane k onkanaw aliną  A obum iera ły  
po okresie 12 godzin od m om en tu  usunięcia IL-2. Na 
wiele godzin przed obum ieran iem  zaobse rw ow ano  
fragm entację  genom u tych kom órek . D egradację  
D N A  daje się zaham ow ać, a tym sam ym  u trzym ać 
przy życiu kom órk i w środow isku  zawierającym  nie
wielkie stężenie ( 5 / ig /m l) cykloheksoim idu. P odobn ie  
jak  w poprzednich  przypadkach  sugeruje się, że p rzy
czyną obum ieran ia  kom órek  jest aktyw acja  nukleazy 
lub jej synteza de novo. Jedynym  odstępstw em  jest, że 
nie udało  się zaham ow ać  procesu o b um ie ran ia  przez 
włączenie do  uk ładów  jo n ó w  cynku, ham ujących  
skutecznie ak tyw ność  endonukleazy  [ 23 ]. O kaza ło  się, 
że użyte do  badań  kom órk i aktywnie usuwają ten jon  
ze swoich wewnętrzynych struk tur.

U - 2. Identyfikacja endonukleazy indukowanej 
przez hormony sterydowe

Liza kom órek  in d u kow ana  przez sterydy jest dobrze  
o p racow anym  przykładem  kon tro low anego  procesu 
obum ieran ia  kom órek . Ta form a obum ie ran ia  jest, jak  
się wydaje, inic jowana przez tkankow o- lub k o m ó rk o -  
wo- swoiste sygnały aktywujące procesy k o m ó rk o w e , 
których kulm inacyjnym  punk tem  jest śmierć kom órk i .  
Najlepszymi ko m ó rk am i do  tego typu bad ań  są k o m ó 
rki limfocytów, k tóre  podlegają  tej formie o b u m ie 
rania po podzia łan iu  na nie g likokortyko idam i. D ane 
z wielu labora to r iów  wskazują, że degradacja  genom u  
jest najwcześniejszym etapem  lizy limfocytów, z a ró w 
no in vitro jak  i in vivo [37-39, 24, 25]. B adan ia  
genetyczne wspierają ten wniosek i rozszerzają go 
o sugestię, że w yw ołana przez działanie s terydów  
śmierć kom órek  jest wynikiem ekspresji "g e n u  lizy", 
którego  p ro d u k t /-y /  odpowiedzialny jest za śmierć 
kom órek  [40], Celem identyfikacji p ro d u k tu / -ó w /  
genu ana lizow ano  białka jąd row e  kom órek  tym ocy- 
tów pod względem ich aktywności nukleolitycznej. 
Podziałanie na kom órk i g l ikokortykoidem  objaw iło
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się indukcją  syntezy w tych k o m ó rk ach  kilku białek: 
duble tu  30-32 k D a  po lipep tydów  oraz 3-4 polipepty- 
dów  o masie cząsteczkowej 12-19 kD a. Białka te 
w ykazują  ak tyw ność  D N azo w ą . K inetyka  indukcji 
tych nukleaz oraz  analiza  p ro d u k tó w  ich działania  na 
endogenny  D N A  pozwoliły na sform ułow anie  suge
stii, że po lipeptydy te są p ro d u k tem  genu/-ów / litycz
nego [41 ].

J o n y  w a p n i a  r e g u l u j ą  a k t y w n o ś ć  
e n d o n u k l e a z y .  W ielokro tn ie  już podkreś lano , 
że jed n ą  z najwcześniej obserw ow anych  zm ian 
w kom ó rk ach  dotkn ię tych  p ro g ram o w an y m  o b u 
m ieraniem  jest w zm ożona  ak tyw ność  zależnej od 
w apn ia  i m agnezu  endonuk leazy  [33, 42, 43]. N ie 
d aw no  w ykazano , że tymocyty, na k tóre  podz ia łano  
g likokortyko idam i odznaczają  się również wzrostem  
stężenia jo n ó w  w apnia  w cytosolu  [44], Udział w a p 
nia w p ro g ram o w an y m  obum ie ran iu  kom órek  n a j
lepiej p rześledzono bada jąc  tymocyty, na  k tóre  p o 
dzia łano  2, 3, 7, 8 -cz te roch lo rodw ubenzo-p-d ioksyną 
( T C D D  ). Ten a rom atyczny  w ęglow odór stanowi p r o 

d u k t  pośredni wielu procesów przemysłowych. K o m ó 
rki tra k to w a n e  T C D D  w ykazywały identyczne zmiany 
jak  kom órk i ,  na  k tóre  dzia łano  g likokortyko idam i
[45]. Tym ocyty , na  k tóre  podz ia łano  T C D D  w stęże
niach od 1 do  100 /iM odznaczają  się wzrostem  
cy toplazm atycznego stężenia C a 2 + , przy czym im 
większe stężenie użytego T C D D , tym większy o b 
serw ow any wzrost stężenia C a 2+. Podziałanie  na k o 
m órk i  cykloheksoim idem , czynnikiem b lokującym  
syntezę białka, a następnie  T C D D  nie prow adzi do 
podwyższenia  zawartości C a 2+ w cytoplazmie. D ane  te 
wskazują , że po dobn ie  ja k  kom órk i  p o d d an e  działaniu 
g likokortyko idów , kom órk i ,  na  k tóre  zadziałano 
T C D D  w ykazują  wzrost zawartości w apnia  i wzrost 
ten jest uzależniony od syntezy białka w tych k o m ó r 
kach. Z a tem  T C D D  indukuje  w tym ocytach  syntezę 
czynnika lub czynników  białkowych odpow iedzia l
nych za ułatwienie w nikania  po zak o m ó rk o w eg o  w a p 
nia do  kom órek  [46]. N ie obserw ow ano  degradacji 
D N A  w k o m ó rk a c h  tym ocytów  po  podzia łan iu  na nie 
T C D D  w środow isku  pozbaw ionym  jo n ó w  w apnia  
[ 4 7 ,4 8 ] ,

Hormony lub inne regu la to ry

i
translokacja hormonu 
do jądra komórkowego

ł

nowe transkrypty

i
synteza nowych 
białek

translokacja c-AMP 
do jądra

trans lokac ja  hormonu 
do jądra komórkowego

1 ł
Aktywacja c-AMP za

leżnej kinazy białkowej nowe transk ryp ty

ł ł
fos fo ry la c ja
białek

nowych synteza białek wzmac
niających pobieranie 
C aY  przez kom órkę

ł
aktywacja proteaz 
CaŻ+ zależnych

Aktywacja nukleaz lub uwoln ienie nukleaz z m acierzy jądrowej: 
aktyw acja uta jonych nukleaz

R y c . ł  Schem at p rzypuszczalnej  drogi  a k 
tywacji e n d o n u k le a z  w ko m ó rce  
w p r o g ra m o w a n y m  jej o b u m ie ra 
niu.
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Sugeruje się następującą  sekwencję zdarzeń to w a 
rzyszących kon tro lo w an em u  obum ieran iu  k om órek  
[46]: 1. Synteza czynników białkowych ja k o  o d p o 
wiedź na czynniki środow iska  ( T C D D , g likokortykoi-  
dy i t p . ), 2. W zrost zawartości C a 2+ w cytosolu  ja k o  
konsekw encja  syntezy czynników  ułatw iających w ni
kanie tego jo n u ,  3. A ktyw acja  endonukleaz , 4. Frag- 
m entac ja  genom u, 5. Dalsze zm iany biochemiczne 
i m orfologiczne prow adzące  do śmierci kom órek .

II - 3. Podsumowanie
Podobnie  jak  w p rzy p ad k u  wielu procesów znanych 

w biologii kom órk i,  również obum ieran ie  kom órek  
jest de te rm inow ane  przez w ew n ą trzk o m ó rk o w e  ok reś 
lone zmiany. W śród  obum iera jących  kom órek  w yróż
nia się kom órk i  nekrotyczne, k tórych obum ieran ie  
wydaje się być w dużej mierze przypadkow e, n iek o n t
ro low ane oraz  kom órk i apop to tyczne  nazyw ane ró w 
nież k om órkam i z p rog ram em  do obum ieran ia ,  k tó 
rych destrukcja  jest często sp o w o d o w an a  czynnikam i 
fizjologicznymi oraz znajduje  się pod  kon tro lą  genety
czną. K om órk i  apop to tyczne  budzące ze zrozum iałych 
względów największe zainteresowanie , cha rak te ryzu ją  
się fragm entacją  endogennej ch ro m a ty n y  j a k o  n a j
wcześniejszym etapem  obum ieran ia  kom órek . We 
wszystkich opisanych p rzypadkach  apo p to zy  jony  
w apnia  i m agnezu  są abso lu tn ie  konieczne. Proces 
degradacji D N A  i lizy kom órek  jest h a m o w an y  przez 
czynniki ham ujące  syntezę R N A  i b iałka ( a k ty n o m y -  
cyna D, cykloheksoim id ). Sugeruje się obecność  ” ge- 
nów lizy” w genomie kom órk i,  których ekspresja 
determ inuje  p ro g ram o w an e  obum ieran ie  kom órek  
(R yc .  1). Sądzi się, że p ro d u k tam i ekspresji tych 
genów są endonukleazy . W ykazano  podw yższoną 
zaw artość  endonuk leaz  o masie cząsteczkowej 32 k D a  
i 18 k D a  w k o m ó rk ach  znajdujących się we wczesnym 
etapie apoptozy . N iedaw no  zasugerow ano  nowy spo 
sób aktywacji nukleaz, a mianowicie poprzez syntezę 
czynników  białkowych zwiększających zaw artość  w a
pnia w kom órce. Z atem  aktyw acja  nukleaz m oże 
polegać raczej na dostarczeniu  jo n ó w  aktyw ujących  
enzym niż na wzmożonej ekspresji genów e n d o n u k 
leaz. Ostatecznych danych  dostarczyć m oże jedynie  
wyizolowanie tych genów.

Pozagenetyczny sposób  regulacji poz iom u a k ty w 
ności endonukleolitycznej w kom ó rk ach  apop to tycz- 
nych wydaje się bardziej p rzekonujący, jeżeli wziąć 
pod  uwagę wyniki eksperym entów  na k o m ó rk ach  
roślinnych opisanych w podrozdzia le  I. W y k azan o ,  że 
kom órk i  s tym ulow ane do  w zrostu  f i toho rm onam i 
odznaczają  się w zm ożoną translokacją  endonuk leazy  
32 k D a  z nukleoplazm y do  macierzy jąd row ej,  przy 
czym zmienia się z nieswoistego na swoisty sposób  
działania  enzymu, proces ten jest odw racalny . W ydaje  
się wysoce p raw d o p o d o b n y m , że w k o m ó rk a c h  apop-  
totycznych następuje  uwolnienie endonuk leazy  z m a 
cierzy jądrow ej zdolnej następnie  do  degradacji en 
dogennej ch rom atyny . Również degradacja  n iek tó 

rych po lipeptydów  może prowadzić  do  ujawnienia 
ukrytej aktywności nukleolitycznej. Z jaw isko takie 
obserw ow ano  podczas degradacji dużej pod jednostk i 
( 190 k D a  ) DNA-zależnej R N A  polimerazy I w k o m ó 
rkach limfocytów T  i B [49]. P roduk tem  degradacji 
były trzy endonuk leazy  o masach cząsteczkowych od 
14 do  18 kDa.

Z powyższego wynika, że zwiększona ak tyw ność  
nukleaz w kom ó rk ach  obum ierających jest wynikiem 
raczej ich aktywacji, uwolnienia z su b s tru k tu r  k o m ó r 
kowych lub ujawnienia się aktywności kryptycznej niż 
wzmożonej ekspresji genów endonukleaz.

A rty k u ł otrzym ano  7 sierpnia 1989 r.
Zaakceptow ano do druku 19 września 1990 r.
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I. Specyficzne oddziaływania białek i DNA

Przedm iotem  szczególnego zain teresow ania  stały się 
w ostatn ich  la tach m echanizm y specyficznego i nie
specyficznego rozpoznaw an ia  D N A  przez różno rodne  
białka s truk tu ra lne ,  enzym atyczne bądź  regulatorow e
[1], P odstaw ą niespecyficznych interakcji białek 
i D N A  są e lektrostatyczne oddzia ływ ania  d o d a tn io  
na ładow anych  łańcuchów  bocznych i ujemnie n a ła d o 
wanych reszt fosforanow ych kwasu nukleinowego. Są 
to oddzia ływ ania  niezależne od sekwencji nukleo tydo- 
wej.

N a to m ias t  oddzia ływ ania  określane ja k o  specyficz
ne zależą od sekwencji nukleotydow ej ro zpoznaw a
nych fragm entów  D N A , jak  również od s truk tu ry
I-rzędowej rozpoznających  je białek. Decydującą rolę 
w procesie specyficznego rozpoznaw an ia  odgryw ają  
w iązania  w odorow e. Szczególny układ  akcep to rów  
i d o n o ró w  p ro to n u  wynikający z określonej sekwencji 
nuk leo tydów  w D N A  jest rozpoznaw any  przez k o m 
p lem entarny  uk ład  d o n o ró w  i akcep to rów  u tw orzony  
przez elementy s truk tu ry  białka.
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Badania nad specyficznym rozpoznaw aniem  przez 
pewne białka określonych sekwencji nukleo tydow ych 
podjęto  już w połowie lat 70-tych, aczkolwiek zn a jo 
mość s truk tu ry  owych białek była wówczas zn ikom a. 
Do znaczących op raco w ań  należy o p u b l ik o w an a  
w 1976 r. praca  S e e m a n a  i w s p ó ł a u t o r ó w ,  
którzy przeanalizowali układ  d o n o ró w  i akcep to rów  
p ro to n u  w 4 możliwych parach  zasad (G-C, C -G , A-T, 
T-A), po to, aby wykazać, iż bezbłędna identyfikacja 
przez białko określonej pary  zasad jest możliwa tylko 
wówczas, gdy pom iędzy nią, a białkiem zaistnieje 
więcej niż jedno  wiązanie w odorow e [2], O becność 
większości d o n o ró w  i akcep to rów  w dużej bruździe 
D N A  sugerowała, iż właśnie ten region D N A  jest 
miejscem k o n ta k tu  z białkiem. Tego rodzaju  m ech a 
nizm rozpoznaw ania  został określony m ianem  „ o d 
czytu bezpośredniego” .

W ybitną  specyficzność w rozpoznaw an iu  okreś lo 
nych sekwencji nukleo tydow ych w ykazują  m.in. biał
ka represorowe regulujące proces transkrypcji.  Pod 
koniec lat 70-tych szczegółowo opisano  np. oddz ia ły 
wania z D N A  takich białek jak: białko C A P  (catabolite  
activator protein  [3,4], represory ero i ż bak te r io faga  
ż [5,6] oraz represor faga 434 [7,8],

Wyniki badań  nad m echanizm em  działania  represo- 
ra trp  wykazują, iż w tym w ypadku  pow stan ie  k o m 
pleksu rep reso r-opera to r  w ym aga u tw orzenia  aż 30 
wiązań w odorow ych  pom iędzy łańcucham i bocznymi 
am inokw asów  i resztkami fosforanow ym i w D N A  
[10,11], Nie s tw ierdzono n a tom ias t  wiązań w o d o ro 
wych pomiędzy białkiem i zasadam i w D N A , jak  
również oddziaływ ań o charak te rze  hydrofobow ym . 
W arunk iem  specyficznego rozpoznaw ania  sekwencji 
opera torow ej przez represor trp  jest p ra w d o p o d o b n ie  
odpow iednia  konform acja  jej szkieletu fosfo rano-cuk- 
rowego, u w aru n k o w an a  z kolei sekwencją zasad. 
Powstanie kom pleksu  rep reso r-opera to r  trp  określa 
się ja k o  odczyt pośredni [9,10], w przeciwieństwie do 
opisanego wyżej odczytu bezpośredniego.

II. Endonukleaza Eco RI

W ostatn ich  latach przedm io tem  zain teresow ania  
bio logów m olekularnych  zajm ujących się badan iem  
oddziaływ ań białek i kwasów nukleinow ych stały się 
enzymy restrykcyjne odznaczające się, tak jak  b iałka 
regulatorowe, wybitną  specyficznością ro z p o z n a w a 
nia określonych fragm entów  D N A  [11], Znaczne  z róż
nicowanie takich właściwości enzym ów  restrykcyj
nych jak: m asa  cząsteczkowa, ilość pod jednostek , 
konieczne ko fak to ry  oraz mechanizm  działania  w y m a
gało ich klasyfikacji. Spośród  znanych obecnie trzech 
typów tych enzym ów  najbardziej interesujące ze 
względu na ch a rak te r  oddzia ływ ań z D N A  są enzymy 
typu II. M echanizm  ich funkc jonow ania  jest jed n ak  
znacznie bardziej skom plikow any , niż m echanizm  
działania białek regula torow ych poniew aż nie tylko 
rozpoznają  określone fragm enty  D N A , ale d o k o n u ją

również, ich degradacji. Pom im o odkrycia  kilkuset 
enzym ów  restrykcyjnych typu II [12,13] s to sunkow o  
dobrze  p oznano  m echanizm  działania tylko jednego  
z nich, mianowicie endonukleazy  Eco RI. Poniżej 
zostały zaprezen tow ane  wyniki badań  p row adzonych  
nad m echanizm em  jej działania za pom ocą ró ż n o ro d 
nych m etod  badawczych, nie wyłączając analizy rent- 
genostruktura lnej,  w kolejnym zaś artykule  op isano  
wyniki uzyskane dzięki użyciu syntetycznej o ligonuk- 
leotydów m odyfikow anych w obrębie szkieletu fos- 
fo rano-cukrow ego.

Enzymy restrykcyjne typu  II są to s to sunkow o  małe 
białka o masie cząsteczkowej 20-70 kD a. F o rm ą  
ak tyw ną  biologicznie są zwykłe dimery, czasami - m o 
nomery. Jedynym  kofak to rem  niezbędnym dla ich 
d iałania  są jony  M g 2 + . Najistotniejszą cechą e n d o n u k 
leaz typu II jest zdolność hydrolizy specyficznie roz
poznaw anego  wiązania in ternukleo tydow ego zn a jd u 
jącego się w obrębie  unikalnej sekwencji nuk leo tydów  
zwanej „sekwencją k an o n iczn ą” . W ykazano , że re- 
s tryktazy rozpoznają  na ogół dwuniciowe 4- lub 
6-nukleo tydow e sekwencje D N A  o podwójnej symetrii 
rotacyjnej. Są to sekwencje zasad, w których k o m 
p lem entarne  zasady (A i T  oraz G  i C) są u łożone 
wzajemnie symetrycznie (pa lindrom ow o) względem 
osi. W wyniku hydrolizy wiązań in te rnukleo tydow ych 
pow sta ją  fragm enty  D N A  z wolną g rupą  h y droksy lo 
wą na końcu  3' o raz  fragm enty  z resztą fosfo ranow ą na 
końcu 57 Ponieważ hydrolizie ulegają na ogół w iąza
nia nie leżące na przeciwko siebie, f ragm enty  D N A  
powstające w wyniku działania enzymów m ają oligo- 
nukleo tydow e jednonic iow e zakończenia  (tzw. lepkie 
końce). Istnieją jednakże  i takie enzymy, k tó re  de
g radują  w obu  niciach D N A  wiązania  in ternukleo ty-  
dowe leżące na  przeciwko siebie, dając w ten sposób  
tzw. tępe końce [2,13],

Jak  dotychczas, najlepiej p oznaną  endonuk leazą  
typu II jest restrykcyjna endonuk leaza  Eco RI. W 1972 
roku  została  o n a  wyizolowana przez H e d g p e t h a  
i w s p ó ł a u t o r ó w  z kom órek  E. coli należących 
do szczepu RY13 [14]. U sta lono  wówczas, iż enzym 
ten rozpoznaje  następującą  sekwencję kanoniczną:

5 ...G A A T T C . . .
. . . C T T A  A G . . .5 ’

i hydrolizuje wiązanie in ternukleo tydow e pom iędzy 
deoksyguanozyną  i deoksyadenozyną  tw orząc f rag 
ment ...G z w olną g rupą  hydroksylow ą na końcu  3' 
oraz fragm ent pA A T T C .. .  z resztą fosfo ranow ą na 
końcu  5' (Ryc. 1). M asa  cząsteczkowa pojedynczego 
łańcucha polipeptydow ego restryktazy Eco RI, z łożo
nego z 277 am inokw asów  wynosi ok. 31.000 [15.16], 
jednakże  w roztworze enzym występuje jak o  d im er  lub 
te tram er. Fakt,  iż w roztworze o stężeniu enzym u 
10"IOM (stężenie katalityczne) stabilną form ą jest d i
mer, wskazuje, iż właśnie ta postać enzymu wykazuje  
ak tyw ność  biologiczną.
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Eco RI
OH

Rye. 1. H ydro l iza  w iązan ia  in te rn u k le o ty d o w eg o  k a ta l izo w an a  
przez rest rykcy jną  e n d o n u k leazę  Eco Rl.

II-l. Aktywność Eco RI*
Zjawiskiem, k tó re  w pewnym  stopniu  przyczyniło 

się d o  wyjaśnienia m echanizm u pow staw ania  k o m 
pleksu endonuk leaza  Eco RI —  D N A  stała się tzw. 
ak tyw ność  Eco RI*. Taki zapis zastosowali po raz 
pierwszy w 1975 r. P o l i s k y  i w s p ó ł a u t o r z y  
na oznaczenie zaobserw ow anej wówczas obniżonej 
specyficzności rozpoznaw an ia  sekwencji kanonicznej 
[17] przez restryktazę Eco RI. Specyficzność rozpoz
naw an ia  zależy w dużym  stopniu  od w arunków , 
w jak ich  zachodzi ka ta lizow ana  przez endonukleazę  
reakcja. W buforze o składzie: 100 m M  Tris-H Cl, 50 
m M  N aC l, 5 m M  M gCE (pH 7.6) enzym rozpoznaje  
kanon iczną  sekwencję G A A T T C . Jednakże  obniżenie 
siły jonowej rozw oru  poprzez zastosow anie  bufo ru  
o składzie: 25 m M  Tris-H C l, 2 m M  M gCE oraz 
podwyższenie pH  do  wartości 8.5 zmienia specyficz
ność enzym u i sprawia, iż rozpoznaje  on sekwencję 
le tran u k leo ty d o w ą  N A A T T N ’. W trakcie bad ań  nad 
ak tyw nością  Eco RI* okaza ło  się, iż obn iżoną  specyfi
czność rozpoznaw an ia  wywołują również obecne 
w buforze glicerol (40-50%), d im etylosulfotlenek, d i
m ety lo fo rm am id  (1-6% ) oraz  w prow adzone  zam iast 
jo n ó w  m agnezu  jony  M n + + (100-150 pM) .  D la z b a d a 
nia aktywności Eco RI* P o l i s k y  i w s p ó ł a u t o 
r z y  zastosowali ja k o  substra t  plazmid pVH51 (M.cz. 
2 .1 x l0 6). Poniew aż posiada  on jedno  miejsce rozpoz
naw ane  przez Eco RI, trawienie w w aru n k ach  s ta n d a r 
dowych pow oduje  przekształcenie form y kolistej 
D N A  w form ę liniową, k tó ra  charak teryzu je  się m niej
szą ruchliwością e lek trosta tyczną w żelu agarozow ym , 
podczas gdy w w a ru n k ach  wywołujących z red u k o w a
ną specyficzność enzym u plazmid pVH51 ulega de
gradacji z u tw orzeniem  6-8 fragm entów . Ilość tych 
f ragm entów  była różna  w zależności od czasu in
kubacji. M ogło  to świadczyć o pewnych preferencjach 
enzym u wobec zasad N i N ’. Istotnie, zasadą  N w sek
wencji N A A T T N ’ była głównie guan ina  (60% ); w zn a 
cznie mniejszym stopn iu  adenina  (26% ), tym ina (14% ) 
o raz  cytozyna (jedynie 0 ,5% ). M im o obniżenia  specy
ficzności enzym u miejscem hydro lizow anym  z na j
większą szybkością pozosta ła  sekwencja kanoniczna. 
Szybkość hydrolizy heksam eru  G A A T T C  była b o 

wiem o 1-2 rzędy wielkości większa, niż szybkość 
degradacji którejkolwiek innej sekwencji N A A T T N ’ 
[17], W zespole v o n  H i p p e l d a [ 1 8 ]  zastosowano 
jako  substrat dwuniciową (replikatywną) formę D N A  
faga oX174 nie zawierającą sekwencji kanonicznej Eco 
RI. M imo to, w w arunkach  powodujących redukcję 
specyficzności rozpoznawania, w D N A  pojawiło się 
5 miejsc wrażliwych na działanie endonukleazy Eco RI. 
Również w tym w ypadku zaobserwowano, że p o d a t
ność na działanie enzymu Eco RI* zależy od rodzaju 
zasad N i N ’. Co więcej, stwierdzono, iż enzym de
graduje D N A  także w miejscach o sekwencji innej niż 
N A A T T N ’, np. N N ’A T T T  gdzie N =  N ’ =  G. Hipoteza, 
iż aktywność Eco Ri* jest związana z obecnością innego 
enzymu restrykcyjnego będącego zanieczyszczeniem 
prepara tu  endonukleazy Eco RI [19] została wkrótce 
odrzucona. Okazało się bowiem, że wskutek opisanych 
powyżej zmian składu buforu  obniżeniu ulega specyficz
ność rozpoznawania  właściwej sekwencji przez takie 
enzymy jak  Barn HI [20], , Bstl [21], Bsul [22], H hal 
i Hind III. W odpowiednich w arunkach aktywność Eco 
RI* wykazują ponad to  preparaty  endonukleazy o takim 
stopniu czystości, który umożliwia ich krystalizację. 
Należało przyjąć, iż aktywność (*) jest wywołana zmia
ną środowiska, w którym odbywa się reakcja katalizo
wana przez enzym restrykcyjny. M echanizm tych zmian 
nie został jednak  wyjaśniony. M ożna przypuszczać, że 
w w arunkach  niestandardowych może następować 
zmiana konformacji zarów no białka jak i D N A . Nie 
wykluczone jest, że wskutek takich zmian zwiększa się 
elastyczność s truk tu r  zaangażowanych w bezpośrednie 
oddziaływania b ia łko-D N A . Konsekwencją tej niesta
bilności może być zwiększony dostęp cząsteczek wody 
i ich udział w tworzeniu wiązań wodorowych zarówno 
z D N A  jak i z białkiem. Jakkolwiek nie udało się 
wyjaśnić mechanizmu generującego aktywność (*, 
(szczególnie aktywność Eco RI*), to badania  nad 
obniżoną specyficznością rozpoznawania  przeprow a
dzone prze J .  R o s e n b e r g a  i P .  G r e e n e  przy
niosły wiele nowych informacji na temat powstawania 
kompleksu Eco R I— D N A  [23]. Wykorzystali oni rezul
taty wcześniejszych prac na temat aktywności Eco RI* 
oraz szybkości hydrolizy wiązania in ternukleotydowe
go w miejscach innych niż sekwencja kanoniczna 
[24,25]. Pozwoliło to na opracowanie  prezentowanej 
poniżej tabeli hierarchii podstawień, w której uszerego
wano 6-nukleotydowe sekwencje (różne od sekwencji 
kanonicznej Eco RI) w zależności od szybkości, z jaką  są 
one hydrolizowane przez endonukleazę Eco RI w w aru 
nkach obniżonej specyficzności (*).

5‘ G  A
+ 1 + 2

A T  T  C  3‘
-3 + 4  + 5  + 6 H ie ra rch ia  podstaw ień

NI G  »  A >  T  »  C
N2 A »  [G ,  C ]  »  T
N3 A »  [G ,  C ]  »  T
N4 T  »  [ C, G  ] »  A
N5 T  »  [ C, G  ] »  A
N6 C  »  T  >  A »  G
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N I ,  N2... itd. oznaczają  kolejne nukleo tydy  sekwencji 
kanonicznej, na tom ias t  „h ierarch ia  p o ds taw ień” 
oznacza względne p raw dop o d o b ień s tw o  hydrolizy 
fragm entów  różniących się od sekwencji kanonicznej 
jednym  nukleo tydem  (podstaw ionym  w jednej z pozy
cji od N 1 do  N6). Zdan iem  R o s e n b e r g a  i G r e -  
e n e różna szybkość hydrolizy odzwierciedla zmiany 
w procesie rozpoznaw ania  w ywołane obecnością  
w określonej pozycji nuk leo tydu  innego niż w sekwen
cji kanonicznej.

W  1976 r. S e e m a n  i w s p ó ł a u t o r z y  [2] zw ró 
cili uwagę, iż w arunkiem  bezbłędnego rozpoznan ia  
przez białko określonej pary  zasad w D N A  jest 
utworzenie między tymi kom po n en tam i przynajmniej 
dwóch wiązań w odorow ych (R yc.2). U tw orzenie  tylko 
jednego wiązania nie gw aran tu je  w yboru  właściwej 
zasady. Dla przykładu: o p raw idłow ym  rozpoznan iu  
guaniny  decydują  należące do  pierścienia purynow ego  
a tom y  tlenu 06 i azo tu  N7 sk ierow ane do  dużej b ruzdy 
D N A  i pełniące funkcję akcep to rów  p ro tonu .  Taki 
układ jest charak terys tyczny  tylko dla guaniny, ale 
obecność a to m u  azo tu  N 7 jest cechą wspólną  guaniny 
i adeniny, na tom ias t  położenie a to m u  06 w dużej 
bruździe jest p o d o b n e  do  tego, k tóre  zajmuje a to m  04 
tyminy. Toteż  tworzenie przez b iałko tylko po jedyn
czego wiązania w odorow ego  z udziałem azotu  N7 
zasady uniemożliwiłoby rozróżnienie adeniny  i guan i
ny; w p rzypadku  tworzenia  pojedynczego wiązania 
z udziałem tlenu 06 lub 04 nie byłoby również możliwe 
odróżnienie  przez białko guaniny  i tyminy. Tę niejed
noznaczność albo degenerację systemu rozp o zn aw a
nia pa r  zasad możliwą w p rzy p ad k u  tworzenia  po jedy
nczych wiązań w odorow ych  między białkiem i z a sad a 
mi azotowym i przedstaw ia tabela  1.

W  zależności od tego, czy odpow iada jące  sobie 
a tom y  m ają  takie sam o położenie (jak w przypadku  
a to m u  N7 guaniny  i adeniny), czy tylko p o d o b n e  (np. 
a tom y  tlenu —  06 guaniny  i 04 tyminy), degeneracja 
może mieć dwojaki charak te r .  W cytowanej pracy 
określono  je odpow iedn io  ja k o  „ h a r d ” i „ so f t” . R o 
s e n b e r g  i G r e e n e  założyli, iż w w aru n k ach  
s tandardow ych  endonuk leaza  Eco R1 tworzy dw a 
wiązania w odorow e z każdą z 6 p a r  zasad w ch o d zą
cych w skład sekwencji kanonicznej. N a to m ias t  w w a
runkach  generujących ak tyw ność  Eco RI* zmieniają 
się w nieznany sposób  właściwości białka i to p o w o d u 
je u tra tę  możliwości tworzenia przez nie jednego  lub 
kilku spośród 12 wiązań w odorow ych , a tym sam ym  
zmniejsza się specyficzność rozpoznaw ania  substra tu .  
Odzwierciedleniem u tra ty  kolejnych wiązań w o d o 
rowych, jest m alejąca specyficzność rozpoznaw ania  
oraz  malejąca szybkość hydrolizy miejsc różnych od 
sekwencji kanonicznej. Dla przykładu: hierarchia  
podstaw ień  w pozycji + 1  jest następująca: 
G  »  A >  T  »  C. W  w aru n k ach  s tandardow ych  en 
donuk leaza  tworzy dw a wiązania  w odorow e z guani-

Tabela 1
N ie jednoznac zność  ( d e g e n e r a c j a ) sys tem u ro z p o z n a w a n ia  w y w o ła 
na  p o w s ta w a n ie m  po jedynczych  w iązań  w o d o ro w y c h  pom iędzy  
b iałk iem i z a s ad am i  a zo tow ym i

Symbol degene
racji*

Symbol degene
racji w nici 

koplementarnej
Typ Bruzda

Atomy zaangażo
wane w tworzenie 

wiązań wodorowych

A i G Pu Py Hard Duża N7 ( puryna)

T i C  Py Pu Hard Duża N7 ( puryna')

A i C Ac Gt Soft Duża N6(A) i N4(C) 
lub

04(T’) i 06(G')

G i T  Gt Ac Soft Duża 04(T) i 06(G) 
lub

N6(A") i N4(C’)

A i T At At Hard Mała N3(A) i 02(T)

G i C  Gc Gc Soft Mała N2(G)

- oznacz a  zasadę  w nici k o m p lem en ta rn e j  
* Brak możliwości  ’’ro z ró ż n ia n ia ”  przez b ia łko  d w óch  zasad  

np. A i G  lub T  i C został  sym bolicznie  ozn acz o n y  j a k o ,  
o d p o w ie d n io  degenerac ja  Pu  ( p u r y n y ) i degenerac ja  Py ( p i ry 
m idyny  ). Brak możliwości  rozróżn ien ia  d w óch  zasad  w jednej  
nici p o w o d u je  w konsekw encj i  b rak  możliwości  ro z ró ż n ie 
nia zasad  d o  nich k o m p le m e n ta rn y c h  w drugiej nici, s tąd  
degeneracje  w nici k o m p le m e n ta rn e j  zostały  o zn acz o n e  j a k o ,  
o dp o w ied n io ,  Py i Pu.

ną, w czym bio rą  udział a tom y  06 i N7. Jednak  
w w aru n k ach  generujących ak tyw ność  (*) b iałko traci 
możliwość tworzenia  wiązania  w odorow ego  z a tom em  
06 lub N7, a tym sam ym  traci możliwość odróżn ien ia  
odpow iedn io  g uaniny  i adeniny  oraz guaniny  i tyminy. 
Czw arte  miejsce, jak ie  p rzypada  w przedstawionej 
hierarchii cytozynie wynika z faktu , iż sekwencje, 
w których  zajmuje ona  pozycję +  1 są substra tem  
enzym u Eco RI* tylko wówczas, gdy całkowicie traci 
on zdolność tworzenia  wiązań w odorow ych  z zasadą  
znajdującą  się w pozycji + 1 .  Niewielka preferencja, 
ja k ą  enzym Eco RI* wykazuje  w s tosunku  do  adeniny 
(w p o ró w n an iu  z tyminą), jest p ra w d o p o d o b n ie  w yw o
łana  efektem sterycznym grupy metylowej tyminy, 
k tó ra  to g rupa  jest sk ierow ana ku dużej bruździe D N A  
i znajduje  się w pozycji analogicznej z tą, j a k ą  zajmuje 
a tom  N 7 guaniny. Jest to p raw d o p o d o b n ie  d o d a t 
kowy czynnik, k tó ry  u tru d n ia  interakcje b iałka z tym i
ną w pozycji +  1. H ierarchie  podstaw ień  w pozycjach 
+  2 i + 3  są również wynikiem u tra ty  przez białko 
zdolności tworzenia  jednego  lub dw óch wiązań w o d o 
rowych z zasadam i zajm ującym i te pozycje. Z am ias t  
dwóch wiązań w odorow ych  powstających przy udziale 
a to m ó w  N 6 i N7 adeniny, b ia łko może tworzyć jed n o  
wiązanie z a tom em  N 6 adeniny lub N 4  cytozyny 
(degeneracja Ac) albo z a to m em  N7 adeniny lub 
guaniny  (degeneracja Pu).
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Leksykon 
nowych terminów biochemicznych

— opr acował a Janina Kwiatkowska-Korczak
Pierwszą część leksykonu zamieszczono w „Postępach Biochemii” tom 36, nr 3-4 (1990). Definicje haseł 
noszą niejednokrotnie charakter roboczy, wydaje się jednak pożyteczne podanie ich w takiej formie 
z możliwością powtórnego ogłoszenia hasła po uzyskaniu pełniejszej informacji. Zachęcamy czytelników 
do uzupełniania naszego leksykonu hasłami z własnej dziedziny badań.

mezosekretyna (m esosecretin), glikoproteina o M r o k o 
ło 46 000, wydzielana przez hodowle kom órek ludzkich, 
wywodzących się z mezodermy oraz nabłonkowych 
(Rheinwald J-G. et al., J.Cell.B ioL, 1987, 104(263-275).

micRNA blokujący m R N A  kom plem entarny R N A  
( m R N A -in terfering  complementary R N A ) ,  także: an- 
ty -m R N A , nowy rodzaj RN A , który reguluje ekspresję 
genów. Hamuje translację, hybrydyzując z m R N A  
(Nlizuno T. et al., P roc.N atl.Acad.Sci. U SA  z ł 984, 81, 
1966-1970).

mikrowilina ( m icrovillin), nieufosforylowane i po zb a
wione reszt cukrowych białko o M r 200 kD a, występuje 
w m ikrokosm kach  kom órek gruczołu mlecznego szczu
rów (Allen R. et al., P roc.N atl.A cad.Sci.U SA  1984, 81, 
5459-5463).

mini-ekson ( m iniexon  ), mały ekson, jak np. w genie tro- 
poniny T  ( Hedford  R.M. et al., Celi, 1984, 38,409-421).

mitochondrialny plazmidowy DNA {m itochondrial plas
m id D N A  ), odrębna klasa elementów genowych, znale
zionych w niektórych dzikich szczepach Neurospora, 
a nie wykazujących homologii sekwencyjnej ze s tan d a r
dowym m tD N A , badanej za pom ocą doświadczalnej 
hybrydyzacji D N A . Osiąga dużą liczbę kopii, nie o k azu 
je supresyjnych zachowań względem dzikiego m tD N A  
( Nargang  et al., J.B iol.C hem ., 1983, 258, 4257-4269).

moduł ( m o du le ), zwarty region cząsteczki polipeptydu, 
o długości 20-50 reszt aminokwasowych, oznaczany na 
mapie odległości węgli ot. Różni się od domeny, której 
długość może wynosić 100 i więcej reszt. Podczas gdy 
domeny mają jedynie ograniczony kon tak t  wzajemny, 
sąsiednie moduły mogą mieć rozległe powierzchnie 
kon tak tu  między sobą. D om ena może składać się 
z kilku m odułów  (Levin R., Science, 1982, 217, 
921-922).

monenzyna ( monensin  ), jednowartościowy, kationowy 
jonofor, hamuje transport pęcherzyków błonowych

z apara tu  Golg i’ego do błony cytoplazmatycznej w k o 
mórkach  eukariotycznych. W kom órkach  trak to w a
nych m onenzyną obserwuje się b lokowanie wydzielania 
rozpuszczalnych białek i upośledzenie transportu  białek 
do błon. M onenzyna hamuje też recyklizację recep
torów L D L  w fibroblastach. (W h it tak e r  J. et al., 
B iochem .J., 1986, 234, 463-468).

morficeptyna ( m orphiceptin ), amid tetrapeptydu 
( T yr-P ro -P he-P ro -N H 2), stanowiący fragment B-kazei- 
ny mleka. Jest agonistą receptorów opiatowych, b loko
wanych przez nolokson. Stanowi N-terminalny peptyd 
¡1- K azomorfiny heptapeptydu otrzymanego z p ep tono 
wego p roduk tu  trawienia B-kazeiny (C h a n  K.J. et al., 
J.Biol. Chem., 1985, 260, 9706-9712).

M PP, przetwarzające białko macierzy ( m atrix  proces
sing protein), białko o M r około 57 000, występuje 
w macierzy mitochondrialnej {Neurospora crassa), ka 
talizuje przetwarzanie białek prekursorowych, kodow a
nych w jądrze i transportow anych  do m itochondrium. 
Współdziała z nim PEP (b ia łko  wzmagające przetwa
rzanie, Processing Enhancing Pro te in )  białko o M r 
52000. ( Hawlitschek G. et al., Celi, 1988, 53, 795-806).

MSEL-neurofizyna ( M S E L -n eu w p h ysin ), /synonim : 
neurofizyna II /, białko zasocjowane z horm onem  neu- 
roprzysadkowym. O dm iana  ludzka składa się z 93 reszt 
aminokwasowych, zawiera metioninę w pozycji 2, sery- 
nę w pozycji 3, kwas glutaminowy w pozycji 6 i leucynę 
w pozycji 7 ( Chauvet M.T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA,  1983, 80, 2839-2843).

N ____________________________

nefrokalcyna ( nephrocalcin ), kw aśna  glikopro te ina  
m oczu ssaków ( w tym lu d z i ), zawiera kwas y -karbok- 
syloglutam inowy. Silnie ham uje  tworzenie się krysz
ta łów  szczawianu. M acierz  organiczna  szczaw iano
wych kamieni m oczow ych oraz  m ocz ludzi, u k tórych  
te kamienie występują  zawiera zm odyfikow aną  nef- 
rokalcynę, w której b rak  jest kw asu  y-karboksy-gluta-

xi i i
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m inow ego ( N ak ag aw a  Y. et al., J. Clin. Invest., 1987, 
79, 1782-1787 ).

neksyna ( n e x in ), białko wydzielone z f ibroblastów  
wiążące proteazy. Kowalencyjnie wiąże urykazę  i inne 
proteazy  serynowe. M a wysokie pow inow actw o  do 
heparyny ( Scott R.W . et al., J. Biol. C hem ., 1983, 258. 
4397-4403).

neplanomycyna A ( neplanom yein A ), cyklopentenylo- 
wy analog  adenozyny, n a tu ra lny  an tybio tyk , h a m u ją 
cy aktyw ność  hydrolazy S -adenozynohom ocyste ino- 
wej i nam nażan ie  wirusa krow ianki ( B orchard t R.T. et 
al., J. Biol. C hem ., 1984, 259, 4353-4358 ).

neuromedvna C {neurom edin  C ) ,  dekapep tyd  o sek
wencji identycznej z C -końcow ym  peptydem  Peptydu 
Uwalniającego G astrynę  ( Gastrin Releasing P ep tid e ). 
W ydzielono ją  z rdzenia kręgowego świni ( M inam ino  
N. et al., Bioehem. Biophvs. Res. C om m un., 1984. 1 19,
14-20).

neuromedyna N ( neuromedin N ), heksapeptyd  wy
dzielony z rdzenia kręgowego świni. Jej C -końcow y 
te trapeptyd  jest identyczny z występującym  w neuro- 
tensynie ( M inam ino  N. et al., Bioehem. Biophys. Res. 
C om m un., 1984, 119, 14-20).

neuropeptyd Y {neuropeptide Y ), synonim: neuropep- 
tydo tyrozyna, ( n europep tide  ty ro s in e ), peptyd sk ła
dający się z 36 reszt am inokw asow ych , wydzielony 
z mózgu świni, homologiczny z trzustkow ym  polipep- 
tydem i peptydem  YY ( G u  J. et al.. L ancet, 1983, I, 
1008-1010).

nidogen {n idogen), sam oregulu jąca  się g likopro te ina  
błon podstaw nych , zawiera około  1 %  w ęglow odanów  
w postaci N- lub O-związanych łańcuchów  sacharydo- 
wych. W ydzielono ją  z błon podstaw nych  now otw oru  
myszy. Stanowi 2 - 3 %  białka ca łkow itego tych błon 
( T im pl R. et al., Eur. J. Bioehem., 1983, 137,455-465).

niukleolina ( nueleolin ), główne białko jąd e rk a ,  ulega
jące fosforylacji, występuje w asocjacji z ch ro m a ty n a  
w ew nątrz jąderkow ą i cząstkam i prerybosom alnym i. 
W ydedukow ano ,  że sekwencja am inokw asow a  zawie
ra 713 reszt. N ukleo lina  odgryw a rolę w transkrypcji 
genów rR N A  i do jrzew aniu  p re -rR N A  ( Lapeyre B. et 
al., Nuci. Aeid. Res., 1985, 13, 5805-5816; Proc. N atl. 
Aead. Sei. USA,  1987, 84, 2327-2330).

numatryna ( num atrin  ), b ia łko o M 40 kD a, pi =  5.0, 
występuje w macierzy jądrow ej limfocytów B u myszy, 
ma udział w indukow an iu  proliferacji tych kom órek  
( Feuerstein N., M o n o d  J.J., J. Biol. Chem ., 1987, 262,
11389-11397 ).

o ______________________________________________

odwrotna giraza ( reverse girase ), topo izom eraza ,  któ- 

xiv

ra w prow adza  dod a tn ie  superhelikalne skręty  do  cząs
teczek D N A . W ystępuje w wyciągach kom órkow ych  
Sulfoglobulus, archebakterii  kwaso- i termofilnych 
( Kikuchi A., A sai K., N a tu rę , 1984, 309, 677-681 ).

oligosacharyny ( oligosaccharins ), g rupa reg u la to ro 
wych o ligosacharydów  (n p .  hep tag lukozyd  grzybów 
i o l igoga lak tu ron id  roślin ), o trzym anych  ze ścian 
kom órkow ych  roślin. K on tro lu ją  ró żn o ro d n e  funkcje, 
np. wzrost, rozwój, rep rodukcję  i ob ro n ę  przeciw 
ch o ro b o m  roślin ( Albersheim  P-. Darvill A .G . Sei. 
A m er., 1985, 253/3, 58-64 ).

onkomodulina {oneo m o d u lin ), kwaśne b iałko wiążące 
w apń, sk łada się ze 108 reszt am inokw asow ych . W y
krywa się ją  jedynie  w now otw orach  ( Klee C.B., 
Heppel L.A., Bioehem. Biophys. Res. C om m un., 1984.
30, 420-424).

osteokalcyna ( osteoca lc in ) / sy non im y: g lapro te ina  
kostna , B G P / ,  b ia łko wiążące C a 2 + , występujące 
w organicznej macierzy kości, w dentynie  i innych 
zm ineralizow anych tkankach . Zawiera  47-51 reszt 
am inokw asow ych , w zależności od ga tunku . 3 reszty 
y-karboksyg lu tam in ianow e pow sta ją  w wyniku po- 
sttranslacyjnej modyfikacji, d rogą  karboksylacji,  zale
żnej od w itam iny K ( H auschka  P.V. et al.. 
J.B io l.C hem ., 1983. 258, 176-182 ).

osteonektyna ( o steo n ee tin ), swoiste białko błonowe, 
M r 32 000. Wiąże kolagen. C a 2+ i hyd roksyapa ty t ,  nie 
ma zdolności wiązania  jo n u  fosforanow ego. Znajduje  
się ją  w miejscach świeżo osadzonych  m inerałów  
kostnych ( T erm ine J .D . et al.. C e li  1981, 26, 99-105 ).

osteopontyna ( osteopontin  ), s ja loproteina swoista dla 
kości, składa się z 317 reszt am inokw asow ych. P o 
wstaje w k o m ó rk ach  macierzy kostnej może tworzyć 
mostki między k om órkam i i substancją  m ineralną 
macierzy ( poprzez sekwencję Arg-G ly-A sp  ) ( O ldberg
A. et al.. Proc. N atl. Aead. Sei. USA,  1986, 83, 
8819-8823 ).

owotiol {ovo th io l), nowy związek tiohistydynowy, 
wydzielony z jaj jeżow ca morskiego. N adaje  ow opero- 
sydazie ak tyw ność  o ksydoreduk tazy  N A D ( P ) H :  02 
(T u r n e r  F. et. al.. J. Biot. Chem., 1986. 261, 
13056-13063 ).

p _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
p21, transfo rm ujące  białko, kodow ane  przez wirus 
mięsaka Harveya. Funkcja  p21 in vivo nie jest wyjaś
n iona, ale wydaje się. że jest ona  istotna dla tran sfo r
macji kom órek  zainfekow anych tym wirusem. Zaw ie
ra silnie związany lipid ( Sefton B.M. et al., C e li  1982,
31, 465-474).
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p60 " , t ransfo rm ujące  białko, kodow ane  przez wirus 
m ięsaka  Rousa, kinaza b iałkowa o swoistości wyłącz
nie względem reszt tyrozynowych. Fosforylacja  poli- 
pep tydów  kom órkow ych  odgryw a przypuszczalnie is
to tn ą  rolę w transform acji now otw orow ej zakażonych  
kom ó rek .  W regionie N -końca  zawiera silnie związany 
lipid. ( Sefton B.M. et al„ C e li  1982, 31, 465-474).

p 120. transfo rm ujące  białko, kodow ane  przez wirus 
A belsona , k inaza b iałkow a swoista względem reszt 
ty rozynow ych , zawiera silnie związany lipid ( Sefton
B.M. et al„  C eli, 1982, 31, 465-474).

’’palce cynkowe” ( ” zinc f in g e r s ” ), dom eny  lub m oduły  
w cząsteczce białkowej, wiążące D N A  lub R N A . Jeden 
"p a le c ” składa się z helisy - skrętu  - helisy, zawiera 
a to m  cynku  skoord y n o w an y  z dwiem a resztami cys- 
teinylowymi i dwiem a histydylowymi ( Klug A., R h o 
des D ., Trends Biochem. Sci., 1987, 12, 464-469).

pankreastatyna ( pancreastatin  ), peptyd składający się 
z 49 reszt am inokw asow ych , wydzielony z trzustki. Na 
N -k o ń cu  ma am id glicyny. Silnie ham uje  wydzielanie 
insuliny, po b u d zan e  przez glukozę (T a te m o to  K. et 
al„  N ature  1986, 324, 476-478 ).

pardaksyny ( p a rd a x in s ), trzy peptydy zabójcze dla 
ryb, ( P - l ,  P-2, P-3 ), wydzielone z wydzieliny o c h ro n 
nej soli Pardachirus pavoninus. K ażdy  zawiera 33 
reszty am inokw asow e, odm ienny hydrofilny region 
C -końcow y  oraz  hydrofobow y region N -końcow y. 
W ykazu ją  fizyczne i farm akologiczne podob ieńs tw o  
do  mellityny, ale nie wykazują homologii sekwencyjnej 
(T h o m p s o n  S.A. et al., Science, 1986, 223, 341-343 ). 
Białko soli Pardachirus m arm oratus, toksyczne dla 
rekinów nazw ano  też pa rdaksyną  (T a c h ib a n a  K. et 
al., Science, 1984, 226, 703-705 ).

patatyna (patat i n) ,  rodzina glikoprotein  o M r około  
40 000, stanowiących około  40%  rozpuszczalnych 
białek w bulwach ziem niaka. W ykazuje  esterazową 
ak tyw ność  acylohydrolazy lipidowej ( M ignery G .A . 
et al., Nuci. A c id  Res, 1984, 12, 7978-8000).

pawonininy ( pavon in ins), g rupa hemolitycznych ami- 
noglikozydów  steroidowych, wydzielonych z obronnej 
wydzieliny soli Pardachirus pavoninus. M ają  w łaściwo
ści ods traszan ia  rekinów ( T ach ibana  K. et al., Science, 
1984, 226,703-705 ).

PDG F / synonim: p ły tkow y czynnik w zrostu  ( platelet 
derived grow th fa c to r ), ciepłostała g l ikoproteina, 
o trzym ana  z płytek krwi człowieka, pi =  9,8 - 10,2. 
Stymuluje wzrost kom órek  tkanki łącznej w h o d o w 
lach. M oże w ystępow ać w różnych postaciach m o lek u 
larnych o M, między 27 000 a 35 000. Redukcja  P D G F  
pow oduje  uwolnienie trzech łańcuchów  polipeptydo- 
wych o M r 17 000. 16 000 i 14 500-15 000, odpow iednio .

M oże mieć udział w aterogenezie ( M aciag T., Trends 
Biochem. Sci., 1982, 7, 270).

pekalosomy ( p eka lo so m es ), /sy n o n im : transgenom y 
( transgenom s)/, duże kom pleksy D N A  w ew nątrz  k o 
m órek biorców, transfekow anych  przez D N A , wy
trącany  za po m o cą  fosforanu  w apnia  ( Small J., Scan- 
gos G „  Science, 1982, 219, 174-176).

peptaboile ( pep ta h o ils ), liniowe antybio tyk i peptydo- 
we, pochodzące  z grzybów, zawierają w wysokich 
proporc jach  kwas a-am inoizom asłow y, czasem izo- 
walinę. M ają  acetylowane N -końce, a C-końce p o łą 
czone wiązaniem pep tydow ym  z am inoa lkoho lem , np. 
walinolem, leucynolem itp. Należą do  tej grupy: 
alam ecytyna, an tyam eb ina , em erym ycyna, suzukali- 
cyna, tr icho toksyna , zerw am ycyna IIA. M ają zdol
ność zm ieniania  przepuszczalności dw uw arstw y lipi
dowej. Dawniej zw ano je pepta ibofo lam i ( pep ta ibop- 
hols ) ( K okkin id is  M. et al., Biochem. Biophys. Res. 
C om m un., 1986, 139, 590-595).

peptyd łączący (jo in ing  pep tide), kwaśny ok tapep tyd , 
po łożony  w p ro -op iom elanokortyn ie  między y3-M SH  
i A C T H , połączony z nimi za pom ocą  dw u za sad o 
wych reszt am inokw asow ych  z każdej s trony ( Eipper 
B A. et al., J. Biol. Chem ., 1986, 261,8686-8694).

peptyd towarzyszący cukrzycy ( diahetes-associated pe
p tid e )  /ak ron im : D A P / ,  peptyd złożony z 37 reszt 
am inokw asow ych , wydzielony z bogatych w amyloid 
wyciągów trzustki osobn ików  cierpiących na cukrzycę 
typu 2. Nie występuje u osób  zdrowych. H om ologicz
ny względem C G R P  ( calcitonin-genereted pep tide) ,  
wykazuje im m unoreak tyw ność  właściwą temu o s ta t 
niemu. (C la rk  A. et al., The Lancet, 1987, 231-234).

peptyd wazopresyno-podobny ( vasopresin-like pep ti
de) ,  peptyd szeroko rozpow szechniony w sym patycz
nym układzie nerwowym  ssaków, wykazuje b ioaktyw- 
ność i im m unoreak tyw ność  wazopresyny. M oże speł
nić rolę m ed ia to ra  nie —  adrenergicznych odpowiedzi 
na stymulację sym patyczną ( Hanley M .R . et al., 
N a tu re , 1984, 309, 258-261 ).

perforyny ( p erfo r in s ), b iałka wydzielone z cyto tok- 
sycznych kom órek  T, eozynofilnych leukocytów, 
E.histo lytica  . T w orzą  o tw ory  w b łonach kom órek . 
P raw d o p o d o b n ie  pokrew ne  cytolizynom ( M arx  J.F., 
Science, 1986, 231, 1367-1369).

PE ST -hipoteza ( P E S T -h y p o th e s is ), hipoteza, zgodnie 
z k tó rą  obecność jednego  lub więcej regionu bogatego 
w prolinę ( P ) ,  kwas g lu tam inow y ( E ), serynę ( S )  
i treoninę  ( T ) w pierwszorzędowej s truk tu rze  białka 
nadaje  m u p o da tność  na w ew n ą trzk o m ó rk o w ą  prote- 
olizę ( Rogers S. et al., Science, 1986, 234, 364-368).
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PH V 42 / a k ro n im  Peptydu H is tydyna-W alina  42 
( Peptide H istidine-Valine 4 2 )/, peptyd zawierający 42 
reszty am inokw asow e, histydynę na N -końcu  i walinę 
na C-końcu . Powstaje z jelitowego p rep ropep tydu  
naczynio-ak tyw nego (resz ty  81-122). ( Y iangou  Y. et 
al., J .B io l.C hem ., 1987, 262, 14010-14013 ).

PIG / a k ro n im  fosfatydylo inozyto loglikanu  ( phosp- 
hatidylinositolglycan  ). Jest to inozytolofosfatyd, p o łą 
czony z o l igosacharydem  przez resztę inozytolową. 
Występuje ja k o  wolny składnik  błony cytoplazm atycz- 
nej, a także ja k o  "ko tw ica  P IG "  ( P IG -anchor), za 
pośrednictw em  której wiele białek b łonow ych z a k o t
wicza się w błonie. Białka te, określane ja k o  z a k o t
wiczone za pom ocą  P IG  ( PIG -anchored proteins, 
P IG -tailed p ro te in s ) łączą się z te rm inalną  resztą 
glikozylową PIG . Do białek tych należą m.in.: choline- 
steraza, fosfataza zasadow a, antygeny pow ierzchnio
we, heparyny u ssaków i g likoproteiny pow ierzch
niowe ( VSG, Variant Surface Proteins ) u Trypanoso
m a  ( Berger G. et al., P roc.N atl. Acad. Sci. U S A , 1987, 
84, 4885-4887). Inni au to rzy  używają na określenie 
P IG  innego skrótu: G -IP  ( od: glycosyl-phosphatidyli- 
nositol, g likozy lo fosfa tydy lo inozy to l) i określenia: 
kotwica G -IP ( G -IP  anchor) (F e rg u so n  A.J. et al., 
Science , 1988, 239, 753-759).

pirochinolinochinon ( pyrrolo-ąuinoline qu in o n e ) / syno
nim: P Q Q /, koenzym dehydrogenazy  m etanolowej 
( EC 1.1.99.8 ) i dehydrogenazy  m etyloam inowej ( EC
1.4.99.3), a przypuszczalnie i innych enzym ów  b a k 
teryjnych ( D ekker R .H . et al., Eur. J .B iochem ., 1982, 
125, 69-73 ).

plakoglobina ( p la ko g lo b in ), polipeptyd o M r około  
83 000, uczestniczący w różnych rodzajach  adhezyj- 
nych funkcji kom órek . Pojawia się także w rozpusz
czalnej, g lobularnej postaci w cytoplazm ie kom órek  
pozbaw ionych takich funkcji ( Cowin P. et al., Cc//, 
1986, 46, 1063-1073).

plazminogen Tochigi ( plasm inogen Tochigi) dziedzicz
ny, nieprawidłowy typ p lazm inogenu, w k tórym  alany- 
lowa reszta w pozycji 600 cząsteczki g likoproteinowej 
( liczącej 790 r e s z t ) jest zas tąp iona  resztą treonylową. 
Plazmina, k tó ra  powstaje z nieprawidłowego plaz
m inogenu pod  wpływem urokinazy  jest pozbaw iona  
aktywności ( M iyata  T. et al., Proc. N atl. Acad. Sci. 
U S A , 1982, 79, 6132-6136).

podokaliksyna ( p o d o ca lyx in ), g łówna s ja loproteina 
nab łonkow ych  kom órek  kłębuszków nerkow ych (p o -  
docytów  ). M, około  140 000 ( Kerjaschki D.J., J. Celi 
Biol., 1984, 98, 1591-1596).

’’pozostający D N A ” ( "rem nant D N A  "), D N A , który  
rozdziela zmienne ( V ) i stałe ( C ) regiony genów 
im m unoglobulin . W wielu kom ó rk ach  produku jących  
im m unoglobu liny  jest on zachow yw any po re k o m 
binacji segm entów genów regionów V i C i u tworzeniu

jednostk i transkrypcyjnej (V oss  J., S treb U., Nuci. 
A cid  Res., 1984, 12 ,4229-4236).

predynorfina ( predynorph in ) /sy n o n im : p re k u rso r  
B-neodorfmy /d y n o rfm y ,  p roenkefa lina  B /, polipep- 
tydow y preku rso r  neodorfiny-B, dyno rfm y  i sekwencji 
Leu-enkefaliny. Składa się z 236 reszt a m in o k w aso -  
wych ( Rossier J., N ature , 1982, 298, 221-222).

prekursorowe białko poliubikwityny ( po lyubiąuitin  p re
kursor p ro te in ), b ia łko z drożdży, zawierające kilka 
dok ładnych  kopii 76-am inokw asow ej sekwencji ubi- 
kwityny, połączonych wiązaniem G ly-M et między 
os ta tn ią  i pierwszą resztą kolejnych ubikw ityn (O z-  
kaynak  E. et al., N a tu re , 1984, 312, 663-666).

preprocholecystokinina ( preprocholecystokin in  ), b ia ł
ko zawierające 115 reszt am inokw asow ych , p re k u rso r  
cholecystokininy. Sekwencję am in o k w aso w ą  o z n a c z o 
no na podstaw ie sekwencji D N A , kodu jącego  to 
białko w k o m ó rk ach  szczura ( Deschenes R. et al., 
Proc. N atl. Acad. Sci. U SA , 1984, 81, 726-730).

prepro-CRF / synonim: p repro-czynnik  uw alnia jący 
k o r ty ko trop inę  ( prepro-corticotropin-releasing fa c 
to r ), p re p ro k o r ty k o l ib e ry n a /, b ia łko sk ładające  się 
z 190 reszt am inokw asow ych , zawiera sekwencję 40 
reszt stanowiących czynnik uwalniający k o r ty k o t ro p i 
nę ( C R F ), mieszczącą się w pozycji 148-188. S ekw en
cję p re p ro -C R F  oznaczono  na podstaw ie  budow y  
owczego m R N A , kodującego to b iałko ( F u tu tan i  Y., 
N ature , 1983, 301, 537-540).

preprodynorfina ( preprodynorphin  ), po lipep tydow y 
p reku rso r  predynorfiny, zawiera na N -końcu  peptyd  
sygnałowy złożony z 20 reszt am inokw asow ych  ( Kaki-  
dani H. el al., N a tu re , 1982, 298, 245-249).

preprorenina ( preproren in ), p rek u rso r  reniny i p rore-  
niny, występuje w przykłębuszkow ych k o m ó rk a c h  
nerki. Pojedynczy łańcuch polipeptydw y, z łożony 
z 406 reszt am inokw asow ych . G en  kodu jący  prep- 
roreninę zawiera 10 eksonów  i rozciąga się na oko ło
11.7 kb ( Mizyaki H. et al.. Proc. N atl. Acad. Sci. U S A , 
1984, 81, 5999-6003 ).

preprotachikinina ( prep ro ta ch yk in in ), p re k u rso r  su b 
stancji P w m ózgu wołu. oc-preprotachikinina zawiera 
sekwencję substancji P, a B-prepro tachik in ina  - su b 
stancji P i substancji K, dek ap ep ty d u  wydzielonego 
z rdzenia kręgowego świni, pobudza jącego  skurcz 
jelita, znanego też pod nazw ą neurok in iny  ( N aw a  H. 
et al., N ature , 1984, 312,729-734).

proenkefalina (proenkephalin) /synonim : p roenkefa l i
na A/, po lipeptydow y p rek u rso r  enkefaliny, w ydzielo
ny z rdzenia nadnerczy. P od o b n y  może w ystępow ać 
w podw zgórzu. K ażda  cząsteczka zawiera 4 Kopie  
M et-enkefaliny  i po jednej Kopii Leu-enkefaliny,
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heptapeptydu Met-enkefalina-Arg6-Phe i oktapeptydu 
Met-enkefalina-Arg6-Phe7-Leux(Rossier J., Nature. 1982, 
298, 221-222).

profilina ( pro filin ), białko wydzielone z tkanek ssaków/ 
i Acanthamoeba, zapobiega polimeryzacji monomerów' 
aktyny ( Craig S.W., Pollard T.D., Trends Biochem. Sei., 
1982, 7. 88-92 ).

progastryksyna ( progastriesin) /synonim: pepsynogen 
II ), zymogen wydzielany do soku żołądkowego u czło
wieka. prekursor gastryksyny ( proteinazy EC 3.4.23.3)
( Foltman B., Jensen A.L., E w . J.Biochem., 1982, 128, 
63-70).

pronatriodilantyna ( pronatriodilantin), prekursor pepty- 
dów o charakterze hormonalnym z serca człowieka: 
przedsionkowego czynnika natriurytycznego ( A N F, -109 
reszt am inokwasowych) i kardiodilantyny (16 reszt). 
Strukturę pierwszorzędową oznaczono na podstawie sek
wencji genu ( Nemer M., Nature, 1984, 312, 654-656).

proosteokalcyna ( proosteocalcin ), białko o wysokiej m a
sie cząsteczkowej, zawiera sekwencję aminokwasową 
osteokalcyny ( Hauschka P.V. et al., J.Biol. Chem. 1983, 
258. 176-182 ).

prosom ( prosom e ), cząstka rybonukleoproteinowa 
(R N P .  rybonueleoprotein particie) o zwartej strukturze 
wyraźnie widocznej w mikroskopie elektronowym, połą
czona z reprymowanymi m R N P  (informacyjnymi cząst
kami rybonukleinow ym i). zawiera też swoiste małe cyto- 
plazmatyczne RN A ( cRNA ) i charakterystyczny zestaw 
białek (Schmidt H.P. et al., The E M  BO J ., 1984, 3, 
29-34).

proto-onkogen ( proto-oncogene), prawidłowy gen kom ó
rkowy o potencjalnej możliwości wywoływania transfor
macji komórki ( po odpowiedniej aktywacji genu ) (Marx 
J.L., Science, 1982, 218. 667 ).

pro-UK synonim UK: nerkowy aktywator plazminogenu 
( kidney plasminogen activator ), jednołańcuchowa forma 
zymogenowa urokinazy (Goldsmith M.F, J A M A ,  1985, 
1694-1695 ).

przedsionkowe polipeptydy natriuretyczne ( atrial natriure
tic polypeptides ) synonimy: AN P. atriopeptyny, kardio- 
natryny ( atriopeptins, cardionatrins) /', polipeptydy wy
stępujące w tkance przedsionka serca u ludzi i szczurów, 
wykazują silną aktywność natriuretyczno-diuretyczną. 
a-ANP zawiera 28 reszt aminokwasowych, ß-ANP - 56 
reszt i jest dimerem anytrównolegle ułożonych łańcuchów
2-ANP. połączonych za pomocą dwu mostków dwusiar- 
czkowych. y-ANP składa się z 126 reszt am inokwaso
wych. Wszystkie trzy A N P powstają z prekursora o 151 
resztach, zawierającego 25-aminokwasowy peptyd syg- 
nałowy. ( Kangawa K. et al., Nature, 1985, 313, 397-400 ).

pseudoekson, białko kodow ane  przez ekson, k tóry  jest 
pow tó rzony  w przyległym intronie ( F ornace  A., et al., 
Science , 1984, 224, 161-164).

pseudointron, in tron  zawierający odpow iednie  miejsca 
wycięcia go po stronie 3' i 5", k tóre  nie są jednak  
wykorzystyw ane do wycięcia tego in tronu  ( Fledford 
R-M . et al., Celi, 1984, 38, 409-412).

R  ______________________________________________

receptor S R P ( S R P  receptor), / sy non im : receptor 
cząstki rozpoznan ia  sygnału ( signal recognition partic
ie receptor)!, b iałko siateczki śródplazm atycznej, roz
poznające cząstkę rozpoznan ia  sygnału ( S R P  ) i u m o ż
liwiające proces wydzielenia białka sekrecyjnego ( Le
win R., Science, 1982, 218, 777-778).

renokortyna ( renocortin ), białko indukow ane  przez 
g lukokortyko idy . P ro d u k u ją  ją  kom órk i rdzenia n a d 
nerczy w hodowli. H am uje  ak tyw ność  fosfolipazy A : . 
R en o k o r ty n a  wykazuje podob ieńs tw o , a może jest 
identyczna z d w om a białkami indukow anym i przez 
g lukokortykoidy: lipom oduliną  wydzieloną z obojęt- 
nochłonnych  leukocytów  królika i m a k ro k o r ty n ą  
z m akro fagów  szczura. ( R o th u t  B. et al., Biochem. 
Biophys. Res. C om m un., 1983, 117, 878-884).

retroendocytoza ( re troendocytosis), proces, dzięki k tó 
remu cząstki L D L  po  związaniu przez receptor i en- 
docytozie są z pow ro tem  uw alniane do środow iska 
i nie ulegają degradacji wew nątrz  lizosomów. Szereg 
innych m akrocząsteczek także ulega temu procesowi 
( G reenspan  P., St. Clair  R .W ., J .B iol.C liem ., 1984, 
259, 1703-1723).

retropozony ( retroposons ), rozproszone, pow tarza jące  
się sekwencje D N A  u ssaków. W ydaje  się, że pochodzą  
z R N A , np. pseudogeny reprezentujące m R N A , pseu- 
dogeny reprezentujące małe jąd row e  R N A , Alu i p o 
krewne sekwencje. Z akończone  są segmentem b o g a 
tym w adeniny, f lankującą  sekwencją z 7-21 pa r  zasad, 
s tanow iącą  d u p lika t  obszaru  insercji. Należy je o d ró ż 
nić od t ranspozonów  ( transposons), k tóre  są roz
proszonym i, pow tarza jącym i się sekwencjami, p rzesu
wającymi się przy transpozycji D N A  ( Rogers J., 
Naturę, 1983, 301. 460).

rianodyna ( ryanodin ), oboję tny  a lkaloid roślinny, wy
dzielony z R yania  speciosa, wpływa silnie na mięśnie. 
Składa się z dw u głównych aktyw nych składników: 
r ianodyny i 9 ,21-d idehydrorianodyny, występujących 
w sto sunku  1:3. O ba  składniki w ykazują  jed n ak o w ą  
toksyczność i wiążą się w nanom olow ych  stężeniach, 
w sposób  zależny od C a :+ , z p repara tam i ciężkich 
pęcherzyków SR z serca i mięśnia szkieletowego 
(M eissner  G ., J.B io l.C hem ., 1986, 261, 6300-6306).
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rybozym ( ribozym e), pierwotny transkrypt genu rybo- 
somalnego RNA ( pre-rRNA ) pierwotniaka Tetrahyme- 
na, który może wycinać własne sekwencje intronowe bez 
udziału białek ( Walsh C.T. Trends Biochem. Sci., 1984, 9, 
159-162 ). Niektórzy autorzy używają określenia samo 
składający" się RNA ( self-splicing R N A )  (Levin R., 
Science, 1981, 218, 873-874 ). 
x patrz: składanie RNA ( RNA splicing)

rymorfina ( rym orphin), naturalnie występujący, unikalny 
tridekapeptyd. W tkankach, zawierających dynorfinę 
i a-neodynorfinę rynorfina jest głównym peptydem, za
wierającym sekwencję Leu-enkefaliny. Z jednej cząsteczki 
prekursora pochodzą 3 sekwencje enkefalin (Kilpatrick
D.L. et al„ Proc. Natl. Acad. Sci. USA,  1982, 79, 
6480-6483 ).

s _________________________
a-sarcyna ( ct-sarcin), zasadowe, cytotoksyczne białko 
produkowane przez Aspergillus giganteus. Składa się 
z 150 reszt aminokwasowych. Hamuje syntezę białek, 
hydrolizując wiązania fosfodiestrowe w 28S RNA w du 
żej podjednostce rybosomów ( Sacco G. et al., J. Biol. 
Chem., 1983, 258, 5811-5818 ).

sarkofagina ( sarcophaginc), dipeptyd a-alanylo-L-tyro- 
zyna ( Kano Y., Natori S., J.Biochem. ( T o k y o ), 1985, 97, 
463-471 ).

SERGE, wewnątrzkomórkowe miejsce inicjacji odkłada
nia glikogenu w wątrobie szczura. Składa się z siateczki 
śródplazmatycznej i małych cząstek o dużej gęstości 
elektronowej, w skład których wchodzi glikogen i enzymy 
( Cardell R.R. et al., J.Cell. Biol. 1985, 101, 201-206).

serpiny (serpins), rodzina inhibitorów proteaz seryno- 
wych, do której zaliczamy inhibitor a-proteinazy, anty- 
trombinę III, 2,-antytrypsynę osocza, a,-anty- 
chymotrypsynę i in.( Pannehoek H. et al., E M  BO J., 
1986, 5, 2539-2544 ).

SF2 /synonim: czynnik składania, (splicing fac tor)!, 
białko o M r około 50 000, odporne na działanie ciepła, ale 
unieczynniane przez N-etylomaleimid. Występuje w wy
ciągach jąder komórkowych, działa we wczesnych sta
diach składania pre-mRNA (K ram er  A., Keller W., 
E M B O  J., 1985, 4. 3571-3581 ).

składanie RNA ( R N A  splicing), precyzyjne wycinanie 
intronów z pierwotnych transkryptów genów, tzn. 
z pre-rRNA, z pre-mRNA, pre-tRNA i in. Zespół 
zdarzeń, zachodzących w jądrze po transkrypcji i prowa
dzących do przetworzenia pre-RNA w funkcjonalne, 
cytoplazmatyczne formy RNA (a  więc nie tylko składa
nie. ale m.in. metylacje) określa się mianem dojrzewania, 
przetwarzania ( processing) lub redagowania (edit ing)  
RNA (m.in. B.Seliwanowicz, Post. Biochem., 1988, 34, 
351 ).

somatokrynina (som atocrinin), nazwa proponow ana na 
określenie czynnika uwalniającego hormon wzrostu / sy
nonimy: G F R , G H R F , G H R H  /, wydzielonego z nowo
tworu wysepek trzustki. Jest to polipeptyd, składający się 
z 44 reszt aminokwasowych, wywołuje akromegalię, a in 
vitro uwalnia przysadkowy hormon wzrostu ( Brazeau P. 
et al., Proc.Natl.Acad.Sci. USA.  1982, 79, 7909-7913 ).

somatostatyna-28 ( som atostatin-28 ), /synonim: SS-28/, 
polipeptyd składający się z 28 reszt aminokwasowych, 
w którym C-terminalny tetradekapeptyd jest identyczny 
z somatostatyną ( "som atosta tyna-M ", SS-14). Wystę
puje w różnych regionach mózgu szczura, w ciałach 
komórek i w zakończeniach nerwowych ( Bakhit C. et al.. 
Nature, 1983, 301, 524-526).

somatostatyna-28 (1-12) (somatostatin-28 (1-12) / s y n o 
nim: SS-28 (1-12)/, N-terminalny dodekapeptyd somato- 
statyny-28, występuje w różnych korowych i podkoro- 
wych regionach mózgu. Może być neurotransmiterem. 
(Bakhit  C. et al., Nature, 1983, 301, 524-526).

splenina ( splenin) / synonim: tymopoetyna III ( thymopoi
etin III)/ ,  polipeptyd składający się z 48 reszt am ino
kwasowych, produkowany w trzustce wołu, różni się od 
tymopoetyny wołu wyłącznie resztą w pozycji 34, którą 
w tymopoetynie jest asparaginian, a w spleninie glutami
nian ( Audhya T. et al., Proc.Natl.Acad.Sci. USA,  1984, 
81, 2847-2849).

splenopentyna (splcnopcntin), syntetyczny polipeptyd, 
odpowiada sekwencji 32-36 spleniny (A udhya  T.et al.. 
Proc.Natl. Acad.Sci. USA,  1984, 81, 2847-2849 ).

SRP - patrz: receptor SRP

stefina ( stefin  ), cytozolowy białkowy inhibitor proteinaz. 
cysteinowych, wydzielony z ludzkich granulocytów poli- 
morfojądrzastych. Strukturalnie podobny do cystatyny 
ludzkiej ( Brzin J. et al., Biochem. Biophys. Rcs. Commun., 
1984, 118, 103-109).

stromolizyna ( strom olysin ), metaloproteinaza zdolna do 
degradowania fibronektyny, lamininy i kolagenu typu IV 
(ale nie typu I), wydzielana przez fibroblasty maziowe 
królika i skóry człowieka. Preprostromolizyna (4777 
reszt) przekształca się w prostromolizynę po utracie 17 
aminokwasowego peptydu sygnałowego. Trypsyna uwal
nia aktywną stromolizynę z proenzymu odszczepiając 
N-terminalny peptyd złożony z 84 reszt aminokwaso
wych (Wilhelm S.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,  
1987, 84, 6725-6729 ).

struktura choinkowa (holliday structure), rozgałęziona 
forma DNA, utworzona drogą wzajemnej wymiany wyci
nków jednoniciowego lub dwuniciowego DNA; jest to 
pośrednia struktura we wzajemnym crossing-over pro
stych łańcuchów, zachodzącym między podwójnymi
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w cząsteczkami DNA. Powstaje w niektórych szlakach 
rekombinacji genetycznej ( Mizuki K. et al., Celi, 1982, 
29. 357-365 ).

synapsyna I ( synapsin I ). główne białko swoiste neuro
nów. występuje w pęcherzykach synaptycznych więk
szości ( lub wszystkich ) zakończeń nerwowych. Synap
syna jest substratem kinaz białkowych zależnych od 
Ca-kalmoduliny i cA M P. ulega fosforylacji w wielu 
miejscach cząsteczki (N a v o n e  F., Science , 1984, 226, 
1209-1211 ).

synaptofizyna ( synaptophysin  ), integralne białko b łono
we. stanowi 6 - 8 %  białek błon pęcherzyków synaptycz
nych. S truktura  pierwszorzędowa łańcucha złożonego 
z 307 reszt am inokwasowych została określona na 
podstawie klonowania i sekwencjonowania cD N A  
(S ü d h o f  T.C. et al.. Science, 1987, 238, 1142-1144).

T ____________________________

tachikininy ( tachykinins ), rodzina peptydów, zawierają
cych C-końcową sekwencję Phe-X-Gly-Leu-Met- 
- N ł f ,  wywołujących skurcz mięśni gładkich i różnych 
ich preparatów. Do tej grupy należą: substancja P, 
eledoizyna, neurokinina-a i neurokinina-ß  ( Cascieri 
M A. et al., J.B io l.C hem .. 1985. 260, 1501-1507).

talopeptyna ( talopeptin ), N-( 6-deoksy-a-L-talopirano- 
zyle-oksyfosfo-L-leucylotryptofan. Inhibitor licznych 
metaloproteaz, z termolizyną włącznie ( Katagishi K., 
Hiromi K.. J. Biochem. (T o k y o ) ,  1984. 95.529-534).

tapsygargina ( thapsigargin). czynnik mobilizujący 
wapń i pobudzający wzrost nowotworów. Podnosi 
stężenie wolnego wapnia w cytoplazmie płytek krwi do 
stałego poziomu, co rozpatruje się jako  możliwy m echa
nizm pobudzania  wzrostu nowotworów ( T hastrup  O. et 
al., Biochem. Biophys. Res. C om m un ., 1987, 142, 
654-660 ).

tenascyna ( tenciscin ) synonim: antygen mięśniowo- 
-ścięgnowy {m yotendinous a n tigen ), glikoproteina m a 
cierzy pozakom órkowej, uczestniczy w oddziaływa
niach tkankowych podczas rozwoju płodu i onkogene- 
zv. Podobnie jak fibronektyna składa się z podjednostek 
o M, około 240 000. połączonych wiązaniami dwusiar- 
czkowymi ( Chiquet-Ehrism an R. et al., Celi 1986, 47. 
131-139 ).

tentoksyna ( tentoxin  ). cykliczny tetrapeptyd o sekwen
cji: cyklo L-leucylo-N-metylo-( Z  )-dehydrofenyloala-
nylo-glicylo-N-metyloalanyl . W ykazano, że peptyd 
ten, początkowo wydzielony jako  metabolit Altenutria  
al terna ta. po wprowadzeniu go do kiełkujących nasion 
niektórych wrażliwych gatunków  roślin wybiórczo in
dukuje chlorozę ( Edwards J.V., Int. J. Peptide Protein 
Res.. 1986. 28. 603-612).

tiolaktomycyna ( thiolactomycin  ). antybiotyk wydzielo

ny z przesączu hodowli Nocardia sp, selektywnie i od 
wracalnie hamuje syntezę kwasów tłuszczowych ( ty p  
I I ), działając na trzy jej składniki enzymatyczne ( Mis- 
hida I . et a l ..J.B iochem . ( Tokyo ), 1986,99, 1447-1454).

tonina ( tonin ), endopeptydaza występująca w różnych 
tkankach szczura. Trawi angiotensynogen i angioten- 
syno-tetradekapeptydowy substrat reniny, tworząc bez
pośrednio angiotensynę II. Hydrolizuje też wiązanie 
Phe-His angiotensyny I, tworząc angiotensynę II. N ale
ży do proteaz serynowych (G u tk o w sk a  J. et al., Ca- 
nad.J.Biochem., 1982, 60, 843-846).

transducyna ( transducin ). białko wiążące G T P  / syno
nim: białko G J  występuje w pręcikach siatkówki, 
pośredniczy w; sprzęganiu sygnału między rodopsyną 
a fosfodiesterazą cG M P , związaną z błoną zewnętrz
nych segmentów pręcików ( Naven S.E., Fung B.K.K., 
J.B io l.C hem ., 1984, 259, 6686-6693 ).

transportosomy ( transportosom es), organelle k o m ó rk o 
we, co do których postuluje się, że mogą być aktywnym 
narzędziem jądrowo-cytoplazm atycznego transportu  
m R N A , tR N A  i podjednostek rybosomów. Uważa się 
je za rybonukleinowe cząstki, zawierające unikalny 
rodzaj hnR N A . Agregują, tworząc w łókno-podobną, 
wysoce zorganizowaną strukturę, tzw. ’’rusztowanie” . 
Rybonukleinowe kompleksy pre-m R N A  ( lub  innych 
RN A ) przyczepiają się do transportosom ów  przy prze
chodzeniu do porów jądra ,  a w czasie transportu  ulegają 
składaniu i dojrzewaniu ( Page A.O., Miller K.S., BioEs- 
says, 1986. 5, 162-165 ).

’’tranzytowy peptyd” ( "transit pep tide"), synonim pep- 
tydu sygnałowego ( van den Broeck, Nature, 1985, 313, 
358-363 ).

trihydroksvtetraeny ( trihydroxytetraenes), nowa grupa 
związków, tworzonych z kwasu arachidonowego w leu
kocytach ludzkich. Są to trihydroksy- pochodne kwasu 
7, 9, 11, 13-ejkozatetraenowego ( Serhan C.S., et al. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1984, 118, 943-949).

tromboniodulina ( throm bom odulin  ). białko powierzch
niowe kom órek  nab łonkow ych , tworzy kom pleksy 
z t rom biną  i m odyfikuje  jej właściwości katalityczne 
( Salem H .H . et al., J  .C lin .Invest., 1984. 75, 968-972 ).

trombospodyna ( throm bospod in ), g likopro te ina  o M r 
420 000, wydzielana przez płytki krwi, p oddane  dzia ła
niu a -trom biny . Składa  się z trzech łańcuchów  polipep- 
tydowych o jednakow ej masie cząsteczkowej, po łączo
nych wiązaniami dw usiarczkow ym i. Wiąże heparynę. 
N -term inalne  e jkozapeptydy  tro m b o sp o d y n y  oraz pe
ptyd wiążący heparynę  ( o  M r 30 000 ), o trzym yw any 
z tro m b o sp o d y n y  za pom ocą  plazm iny mają identycz
ną sekwencję am inokw asow ą  ( Slayter H.S., J.B iol. 
C hem ., 1984, 259, 3944-3949).
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trypanotion ( trypanothione), N 1, N s bis ( glutationylo ) 
spermidyna, jest kofaktorem reduktazy glutationowej 
z Trypanosoma i Leishniania ( Fairlamb A.H. et al.. 
Science, 1985, 227. 1485-1487 ).

trvptaza ( tryptase ). trypsyno-podobna proteaza seryno- 
wa, otrzymana z komórek tucznych płuc człowieka 
( Smith T.J. et al., J.Biol.Chem ., 1984, 259, 1046-1051 ).

TSAb, akronim przeciwciała, stymulującego tarczycę 
(thyroid  stimulating antibody). Synonimy: stymulator 
tarczycy o długim działaniu ( long-acting thyroid stim ula
tor), przeciwciało receptora tyreotropiny ( thyrotro- 
pin-receptor antibody) ( Stracosch C.R. et al., New .En
gland J.M ed., 1982, 307, 1499-1507 ).

tymulina ( thymulin ) / synonim: surowiczy czynnik grasi- 
czy (serum thymic fa c to r I, nonapeptyd, zawierający 
cynk, produkowany selektywnie przez komórki nab łon
kowe grasicy, wpływa na różnicowanie limfocytów ( Lau- 
sac J.P. et al., J.Biol.Chem., 1986, 261, 7784-7790).

u _________________________
ubikwityna ( ubiquitin), termostabilny polipeptyd, po
wszechnie występujący w tkankach. W chromatynie może 
występować w wolnej postaci, lub wiązać się z histonami 
2A i 2B za pośrednictwem wiązania izopeptydowego, 
powstającego między C-końcową resztą glicyny w ubi- 
kwitynie a fi-aminową grupą reszty lizylowej histonu. 
Powstająca przy tym rozgałęziona cząsteczka wiąże się 
trwale z nukleosomem. Różne inne cząsteczki ubikwityny 
mogą wiązać się podobnie silnie z innymi białkami 
w reakcji wymagającej udziału ATP. Przyłączenie ubi
kwityny może być wewnątrzkomórkowym sygnałem de
gradacji białek ( Herschko A., Ciechanover A., 
Ann.Rev.Bioc/iem., 1982, 51, 335-364).

urodilantyna ( urodilantin ). peptyd zbudowany z 32 reszt 
aminokwasowych, wydzielony z moczu ludzkiego. Ma 
sekwencją identyczną z a-przedsionkowym peptydem 
natriuretycznym, ale zawiera dodatkowy tetrapeptyd na 
N-końcu ( Feller S.M. et al., Trends Biochem.Sci., 1989, 
10, 93-94).

uromodulina (urom odulin), glikoproteina o M 85 kDa, 
wydzielona z moczu ciężarnej kobiety, zbudowana z 616 
reszt aminokwasowych. Identyczna z glikoproteiną 
Tamm-Horsfall. Jest jednym z białek najobficiej wy
stępujących w moczu ( Pennica D. et al.. Science, 1987, 
236, 83-88 ).

U-snRNA, małe jądrowe RNA, bogate w urydylan.
Rodzina cząsteczek snRNA ( oznacza się je jako U ,  do
U6-snRNA ), zawierających 100-215  nukleotydów i ”o- 
czapeczkowany” koniec 5’, których przypuszczalną funk
cją jest udział w procesach składania hnR N A  do doj
rzałych RNA ( Busch H. et al., Ann.Rev.Biochem., 1982, 
51, 617-654).

uwomodulina ( uvomodulin ), glikoproteina uczestnicząca 
w adhezji, zależna od C a2 + , bierze udział w utworzeniu 
wczesnego płodu myszy. Rozpowszechniona w wielu 
tkankach, prawdopodobnie homologiczna z "cząstecz
kami adhezji” innych gatunków (Peyeras N. et al., 
Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 1985, 82, 8067-
-8071 ).

v __________________________
VAMP-1, błonowe białko-1 związane z pęcherzykami 
( vesicle associated membrane protein-1 ), białko swoiste 
dla pęcherzyków neuronowych, składa się z 120 reszt 
aminokwasowych. Wydzielono go z organu elektrycz
nego Torpedo. Hydrofobowy C-koniec może stanowić 
kotwicę błonową, zaś reszta cząsteczki jest zwrócona ku 
cytoplazmie (Trimble W.S. et al., Proc.Natl.Acad.Sci. 
USA, 1988, 85, 4538-4542).

w _________________________
wersykan ( versikan), wielkocząsteczkowy proteoglikan, 
występujący w ludzkich fibroblastach. Dojrzały polipep
tyd składa się z 2389 reszt aminokwasowych, zawiera 
domenę wiążącą kwas hialuronowy na N-końcu, oraz 
miejsca przyłączania glikozaminoglikanów i kilka innych 
domen na C-końcu ( Zimmermann D.R., Ruoslahti E., 
EM  BO J., 1989, 8, 2975-2981 ).

wimentyna ( vim entin), białko tarczek, wydzielone z mięś
nia sercowego i mięśni szkieletowych. M r 52 000. Wy
stępuje także w pośrednich filamentach w większości 
różnicujących się komórek, w komórkach rosnących 
w hodowlach tkankowych oraz w niektórych komórkach 
w pełni zróżnicowanych ( Lazarides E., Ann.Rev.B io
chem.. 1982, 51, 219-250).

winkulina ( vinculin), cytoszkieletowe białko związane 
z cytoplazmatyczną powierzchnią płytek adhezyjnych, 
które zakotwiczają mikrofilamenty, zawierające aktynę, 
w błonie komórkowej i przyczepiają komórkę do pod 
łoża. Zawiera fosfoserynę, fosfotreoninę i fosfotyrozynę. 
W komórkach transformowanych przez wirus mięsaka 
Rousa zawartość fosfotyrozyny w winkulinie wzrasta 
8-krotnie w porównaniu z niezainfekowanymi kom ór
kami ( Sefton B.M. et al., Celi, 1981, 24, 165-174).

wolkenzyna ( volkensin), toksyczne białko o M r 62 000, 
oczyszczone z korzeni Adenia volkensii, krzewu rosnącego 
w Kenii (Barbieri L„ et al., F E B S Lett., 1984, 171, 
277-279 ).

z _________________________
zasada N-końca ( N -end  rule ), zasada, zgodnie z k tó rą  
okres pó łtrw an ia  białka in vivo zalezy od  jego 
N -końcow ych reszt ( B achm air  A. et al., Science, 1986, 
234, 179-186).
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Ryc. 2. Z a p ro p o n o w a n y  przez S e e m a n a  i w s p ó ł 
a u t o r ó w  uk ład  d o n o r ó w  i a k c e p to ró w  p r o t o 
nu. charak te ry s ty czn y  dla  p a r  zasad  G -C ,  A -T , 
T -A  i C -G  ( st rzałki  w s kazu ją  po łożen ie  a to m ó w  
tlenu i a zo tu  o ra z  położenie  g rupy  metylowej 
tym iny po tenc ja ln ie  zaa n g a ż o w a n y c h  w o d d z ia 
ływania z b ia łkam i ( w g  M c C l a r i n  
i w s p ó ł a u t o r ó w  [ 2 7 ] ) .

II-2. Oddziaływania białka Eco RI — DNA

N a  początku  lat 80-tych podję to  w kilku la b o ra to 
riach p róby  identyfikacji e lem entów  s truk tu ry  D N A  
zaangażow anych  w oddzia ływ ania  z białkiem Eco RI 
[28-30]. Wiele informacji na ten tem at uzyskano  w ze
spole M o d r i c h a  [31] stosując o p raco w an ą  nieco 
wcześniej m etodę „alkyla tion  protection  and alkylation  
interference"  [32]. W ykorzys tano  w niej zjawisko spe
cyficznego wiązania się (w środow isku  pozbaw ionym  
jo n ó w  m agnezu) endonuk leazy  z sekwencją kanon icz 
ną, ale bez ak tu  hydrolizy [33]. J a k o  substra t  e n d o n u k 
leazy zas tosow ano  tu o ligonukleo tyd  (34 pary  zasad) 
zawierający sekwencję G A A T T C ,  o trzym any  po  wy
cięciu przez restryktazy Bspł i A luł odpow iedniego  
fragm entu  z D N A  plazm idu  pBR322. Niezależne 
metylowanie tego o ligonukleo tydu , przed i po  u tw o 
rzeniu kom pleksu  z endonuk lazą , pozwoliło  z iden

ty fikow ać zasady pu rynow e pozostające w kontakcie  
z enzym em . In terakcje  endonuk leazy  z o ligonukleoty- 
dem  chron iły  przed m ety low aniem  a tom  N 7 guaniny 
+ 1  (w dużej bruździe) oraz  a tom y  N3 reszt adeniny 
+  2 i 4-3 (mała bruzda). Z  kolei metylowanie  po p rze 
dzające p ró b y  tworzenia  kom pleksu  D N A -b ia łk o  wy
kazało , iż tylko modyfikacje  a to m u  N 7 guaniny  oraz 
a to m u  N 3 centraln ie  położonej adeniny + 3  un iem oż
liwiają tworzenie  kom pleksu  między D N A  i endonuk- 
leazą. M ety low anie  adeniny  + 2  poprzedzające in
kubac ję  z białkiem nie in terferow ało  z tworzeniem 
kom pleksu . M o żn a  więc było przypuszczać, iż osłonię
cie a to m u  N3 adeniny  + 2  było d o d a tk o w y m  efektem 
in terakcji enzym u z guan iną  - f i  o raz  aden iną  + 3 .  
P o ró w n an ie  w yników  o b u  eksperym entów  pozwoliło 
sądzić, iż w oddzia ływ ania  z enzym em  są zaan g ażo w a
ne a to m  N 7 guaniny  +  1 o raz  a to m  N3 adeniny + 3 ,  
a więc miejscem k o n ta k tu  endonuk leazy  Eco RI
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z D N A  jezt za rów no  duża, jak i m ała  bruzda. Było to 
dość niejasne, ponieważ wyniki bad ań  uzyskane dzięki 
użyciu D N A  m etylow anego przez m ety lotransferazę 
Eco RI (k tóra  rozpoznaje  również heksam er G A 
A T T C  i katalizuje m etylowanie  adeniny + 3 )  w skaza
ły, iż miejscem k o n tak tu  białka z aden iną  + 3  jest a tom  
azotu  N6 grupy  egzoaminowej znajdującej się w dużej 
bruździe łańcucha nukleo tydow ego D N A . N a tom ias t  
z prac M o d r i c h a wynikało, że k o n tak ty  enzymu 
z adeniną  + 3  m ają miejsce za rów no  w dużej, jak  
i w małej bruździe D N A . Rozwiązanie  tego p roblem u 
przyniosły os ta tn io  badan ia  ren tgenostruk tu ra lne.

M etoda  „alkyla tion interference'" umożliwia także 
identyfikację w iązań in te rnukleo tydow ych zaan g ażo 
w anych w oddziaływ ania  z białkiem. Służy temu 
m odyfikow anie  D N A  za pom ocą  e ty lonitrozom ocz- 
nika, k tóry  w 0.1M roztworze kako d y lan u  sodowego 
alkiluje głównie grupy fosforanow e (60-65% ), n a to 
miast w znacznie mniejszym stopn iu  a to m  tlenu 02 
tyminy (30% ) oraz a tom y  N3 adeniny i 04 tyminy 
(łącznie ok. 5% ) [34]. O becność g rupy  etylowej m o d y 
fikującej wiązanie in te rnuk leo tydow e może zmienić 
c h a rak te r  interakcji z białkiem w wyniku u tra ty  ła d u n 
ku lub poprzez efekty steryczne. W labo ra to r ium  
M o d r i c h a usta lono, że w oddziaływ aniach z en- 
d onuk leazą  uczestniczy osiem grup  fosforanow ych (po 
cztery w każdej z nici tworzących dupleks):

5‘ 1 3  5
A* A* G* A A* T  T  C T  C
T  T C T  T* A A* G* A* G  5‘

Sześć z nich jest rozmieszczonych symetrycznie w s to 
sunku  do  osi symetrii, dwie n a tom ias t  są położone 
pom iędzy resztami A i T, gdzie przebiega oś symetrii 
sekwencji kanonicznej. Bardzo silny efekt (polegający 
na ham ow an iu  tworzenia kom pleksu  b ia łko -D N A ) 
miało alkilowanie in te rnukleo tydow ych reszt fosfora
nowych znajdujących się poza sekwencją kanoniczną  
(w k ie runku  końca  5‘). W oddziaływ aniach e n d o n u k 
leazy z D N A  uczestniczą także reszty fosforanow e 
leżące pom iędzy nukleozydam i G  i A o raz  A i T, przy 
czym M o d r i c h zwraca uwagę, iż efekt alkilowania 
in ternukleotydow ej reszty fosforanowej pomiędzy 
G  i A (tzn. wiązania rozszczepianego przez enzym) jest 
znacznie mniejszy niż efekt a lk ilowania  trzech pozos
tałych reszt fosforanow ych. Jakkolw iek  przyczyna 
tego zróżnicow ania  pozostaje  nieznana, M o d  r i c h  
sugeruje, iż wiązanie in ternuk leo tydow e pomiędzy 
G  i A m oże być odpow iedzialne w w aru n k ach  kata li ty 
cznych za koordynację  jo n ó w  M g + + koniecznych 
w procesie hydrolizy; toteż alkilowanie tego wiązania 
w w aru n k ach  b raku  jo n ó w  m agnezu w środow isku 
reakcji wywołuje mniejszy efekt niż alkilowanie innych 
reszt fosforanow ych. Zas tosow anie  opisanej m etody 
dla z identyfikow ania  miejsc k o n ta k tu  pom iędzy en- 
donuk leazą  Eco RI a substra tem  w ym agało  usunięcia 
jo n ó w  M g + + ze środow iska  reakcji. Jakkolw iek  w tych 
w aru n k ach  endonuk leaza  Eco RI rozpoznaje  sekwen
cję kanoniczną, a pow stające kom pleksy  są trwałe

(stała asocjacji K.i =  7 x l0 _ll) M), to w obecności jo n ó w  
m agnezu interakcje między D N A  i enzym em  m ają  
p raw do p o d o b n ie  nieco inny charak te r .  Toteż  miejsca 
k o n ta k tu  między D N A  i endonuk leazą  w skazane  
przez M o d  r i c h  a należy uznać ja k o  isto tne dla 
procesu rozpoznania ,  ale niekoniecznie dla procesu 
hydrolizy.

II-3. Zastosowanie syntetycznych oligonukleoty- 
dów w badaniach mechanizmu działania en
donukleazy Eco RI

W ostatn ich  latach wiele informacji na tem at m ech a 
nizmu działania  endonuk leazy  Eco RI uzyskano  na 
podstaw ie badań , w których  w ykorzystano  ja k o  sub- 
stra ty  syntetyczne oligonukleotydy.

Fak t,  iż substra tem  endonuk leazy  Eco RI (i innych 
enzym ów  restrykcyjnych) jest na ogół dw uniciow y 
D N A , nakazyw ał syntezę o l igonukleo tydów  o s t ru k 
turze palindrom ow ej, a p o n a d to  zastosow anie  takich 
w aru n k ó w  inkubacji z enzymem, w k tórych naw et 
krótkie  fragm enty  D N A , liczące jed n ak  nie mniej niż 
8 nukleo tydów , w ystępowałyby ja k o  s truk tu ry  dw u- 
niciowe. Ponieważ ich tem pera tu ra  mięknięcia jest 
s tosunkow o niska i czasami nie przekracza  20°C, 
należało obniżyć tem pera tu rę  inkubacji z 37° do
15-16°C, co niewątpliwie miało n iekorzystny wpływ na 
ak tyw ność  endonukleazy , ale jednocześnie  czyniło 
o ligonukleotyd bardziej dos tępnym  dla enzymu. Ba
dan ia  p rzeprow adzone  przy użyciu ok tan u k leo ty d u  
p T G A A T T C A  wykazały, iż m aksym alna  szybkość 
( Vmax) reakcji hydrolizy tego o ligom eru katalizowanej 
przez endonukleazę  Eco RI jest rów na szybkości 
m aksym alnej wyznaczonej dla przeprow adzonej 
w analogicznych w aru n k ach  reakcji hydrolizy D N A  
wirusa SV40 [35]. Jednakże  w artość  stałej M i c h a e - 
l i s a  w yznaczona dla tej reakcji ( K M =  30 nM ) jest 
około  200 razy mniejsza niż w artość K M w yznaczona 
dla reakcji hydrolizy o l igonukleo tydu  ( K M =  7 p M) ,  
wykazując tym sam ym , iż pow inow actw o  enzym u jest 
znacznie mniejsze wobec o ligonukleo tydu  niż wobec 
na tu ra lnego  D N A . M im o  to, w wielu labora to r iach  
zaczęto s tosow ać oligonukleo tydy  zawierające 8-12 
pa r  zasad ja k o  substra ty  endonuk leazy  Eco RI oraz 
wielu innych enzym ów  restrykcyjnych. Możliwość 
syntezy fragm entów  D N A  zawierających zarów no  
klasyczne jak  i n ietypowe nukleozydy, o raz  możliwość 
m odyfikow ania  wiązań in ternuk leo tydow ych  pozw o
liła na wyjaśnienie n iektórych p rob lem ów  związanych 
z m echanizm em  działania  wielu enzym ów  restrykcyj
nych, szczególnie jed n ak  endonuk leazy  Eco RI.

Jakkolw iek  obecność sekwencji G A A T T C  decyduje 
o specyficznym rozpoznaw an iu  i hydrolizie substra tu  
przez restryktazę Eco RI, to jed n ak  rodzaj i sekwencja 
zasad otaczających miejsce rozpoznaw ania  mają is to t
ny wpływ na szybkość hydrolizy D N A . Pierwsze 
informacje na ten tem at pochodzą  z pracy  T h o m a 
s a  i D a v i s a, k tórzy  zauważyli różnice w szybkości 
hydrolizy pięciu sekwencji kanonicznych Eco RI wy
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stępujących w D N A  bak ter io faga  A. P odobne  zjawisko 
zaobse rw ow ano  podczas degradacji D N A  adenow iru- 
sa katalizowanej przez Eco RI [29],

D la ustalenia roli sekwencji otaczających miejsce 
rozpoznaw ane  przez Eco RI zsynte tyzow ano dwa 
dekanuk leo tydy  o podanej niżej sekwencji [36]. Stwier
dzono , iż szybkość hydrolizy d ek an u k leo tydu  o z n a 
czonego ja k o  I jest 10-krotnie wyższa niż szybkość 
hydrolizy o ligom eru II.

I 5 A A G A A T T C C C
II 5‘ G G G A A T T C T T  

Enzym  wyraźnie preferuje sekwencję boga tą  w reszty 
deoksyadenozyny: w obecności p a r  A-T szybkość 
hydrolizy wzrasta, podczas gdy obecność p a r  G -C  
zmniejsza ją. Nie są jednak  znane bliższe szczegóły 
dotyczące roli nukleozydów  sąsiadujących z miejscem 
Eco RI. M ożna  przypuszczać, iż nie b iorą  one bezpo
średniego udziału w odziaływ aniach z enzymem, a ra 
czej zmieniają konform ację  sekwencji zaangażow anej 
w interakcje z białkiem.

Syntetyczne oligonukleo tydy  w ykorzystano  dla wy
jaśnienia  jeszcze jednego  prob lem u dotyczącego m e
chan izm u działania endonuk leazy  Eco Rl, mianowicie 
możliwości hydrolizy jednonic iow ego D N A . W p o ło 
wie lat 70-tych uw ażano , iż tylko dwuniciowe form y 
D N A , wykazujące p odw ójną  symetrię ro tacy jną , są 
ro zpoznaw ane  i deg radow ane  przez enzymy restryk
cyjne typu II. Jednakże  wyniki dalszych b a d a ń  w ska
zywały, iż niektóre  spośród  nich np. Hae III specyficz
nie hydrolizują  jednonic iow y D N A  fagów oX174, 
M 13 oraz fl [37, 38]. Obecnie lista endonuk leaz ,  k tóre  
specyficznie rozpoznają  i degradu ją  wym ienione ro 
dzaje jednonic iow ego D N A , zawiera już  kilkanaście 
enzym ów [39], ale m echanizm  tego procesu wciąż jest 
nieznany. W edług niektórych au to ró w  degradacja  
jednonic iow ego D N A  jest możliwa dzięki tworzeniu 
się (przejściowo) form dwuniciowych [39, 40] o s t ru k 
turze szpilki do włosów. Ewidentny brak zdolności 
n iektórych restryktaz do  rozpoznaw an ia  i degradacji 
jednonic iow ego D N A  wynika raczej z określonych 
właściwości substra tu ,  a nie enzymu, i jest sp o w o d o 
w any  brakiem  lub niestabilnością s t ru k tu r  dw unic io 
wych zawierających sekwencję kanoniczną. Jednakże  
ka ta l izow ana  przez enzym M spl hydroliza o ligonuk- 
leotydów  o podanej niżej sekwencji zachodzi nawet 
wówczas, gdy substra t  ma form ę jednon ic iow ą (ponie
w aż w każdym  z tych oligom erów region sam o k o m p -  
lem entarny  jest ograniczony do  te tram eru  C C G G , dla 
k tó rego  wartość tem pera tu ry  mięknięcia (Tm) jest 
znacznie  niższa niż. tem pera tu ra ,  w której p ro w ad zo n o  
inkubację, tzn. temp. 25°C) [41],

5' G  A A C C G  G A G A 3‘
5' T C T C C G G T T  3‘

Rów nież analiza sekwencji nuk leo tydów  sąs iadu ją 
cych z miejscem M spl w genom ie faga o X l 74 w ykaza
ła, iż najdłuższy region dwuniciowy, jak i może tworzyć 
się z udziałem te tram eru  C C G G  liczy 6 pa r  zasad. To  
też wydaje się wysoce p raw d o p o d o b n e ,  że enzym M spl

rozpoznaje  i degraduje  sensu stricte  jednoniciowy 
D N A . C o  do  endonuk leazy  Eco RI jeszcze do n iedaw 
na sądzono , iż enzym ten nie degraduje  jednonic iow e
go D N A  [39], Jednakże  wyniki hydrolizy syntetycz
nego o ligonukleo tydu  związanego kowalencyjnie ze 
złożem wskazują , iż endonuk leaza  rozpoznaje  i de
g raduje  jednonic iow y D N A  nie wym agając  obecności 
s t ru k tu r  dwuniciowych [42], Im m obilizow anie  sub 
s tra tu  na złożu wyklucza, zdaniem  au to rów , m oż
liwość pow stan ia  w ewnątrzcząsteczkowych dup lek 
sów.

II-4. Analiza rentgenostrukturalna kompleksu en
donukleaza Eco RI-DNA

B adania  ren tgenostruk tu ra lne  takich  białek jak  re- 
p resory  faga ż [6], b ia łko C A P  [3, 4] o raz  represor 
o p e ro n u  t ry p to fan u  [10, 11] przyczyniły się w dużej 
mierze do  op raco w an ia  za p o m o cą  m etody  symulacji 
kom puterow ej modeli interakcji między tymi białkami 
i odpow iedn im i f ragm entam i D N A . M eto d a  ta jednak  
nie uwzględnia znacznych zm ian konform acji białka 
lub D N A , co poważnie ogranicza jej stosowalność. 
Bardziej w iarygodną  wydaje się analiza ren tgenos truk 
tu ra lna  kom pleksów  b ia łk o -D N A . Z as to sow ano  ją  
m.in. w b ad an iach  kom pleksu  represor 434-tetradeka- 
nuk leo tyd  [8] oraz kom pleksu  endonuk leaza  Eco 
R l- tr id ek an u k leo ty d  d [T C G C G A A T T C G C G ]  [26, 
27]. W yb ó r  tej sekwencji był n ieprzypadkow y, pon ie
waż w 1981 d o k o n a n o  analizy ren tgenostruktura lnej 
d o d ek am eru  o podobnej  sekwencji, mianowicie 
d [C G C G A A T T C G C G ]  [43, 45], Porów nan ie  w yni
ków analizy tego d o d ek am eru  z wynikami analizy 
kom pleksu  białko Eco R I -d [T C G C G A A T T C G C G ]  
pozwoliło  Rosenbergow i stwierdzić, że konform acja  
o l igonukleo tydu  związanego z enzymem znacznie ró 
żni się od tej, ja k ą  obserw ow ano  w kryształach zawie
rających jedynie o ligom er [26, 27], Tę now ą k o n fo rm a 
cję stabilizow aną przez enzym określono  jak o  ,,neo" 
konform ację ,  n a tom ias t  odkształcenia  helisy D N A  
spow odow ane  przez enzym znajdujące się pom iędzy 
nukleozydam i A i T  o raz  C i G  (Ryc. 3) oznaczono  
ja k o  „neo -k ink"-I  i „neo -k ink"-I I .  Odkształcenie wy
stępujące pom iędzy A i T  ( , ,neo-kink"-I polega na 
rozwinięciu D N A  (o 25°), a jego efektem jest p o 
szerzenie w tym rejonie dużej bruzdy. Odległość mię
dzy fosforanam i położonym i naprzeciw ko siebie w d u 
żej bruździe, a należącymi do  przeciwległych nici 
zwiększa się o 3.5 A.

Zwiększenie odległości między elementami szkieletu 
fo s fo ranow ocukrow ego  znajdującym i się w dużej b ru 
ździe jest konieczne, aby  a-helikalne fragm enty  białka 
zaangażow ane  w oddzia ływ ania  z sekwencją k an o n i
czną mogły zbliżyć się do  odsłoniętych w ten sposób  
zasad. W  w yniku odkształceń pom iędzy nukleozydam i 
A i T  zmienia się położenie dw óch sąsiadujących ze 
sobą  reszt adeniny, co umożliwia oddziaływ ania  p o 
między nimi i łańcucham i bocznym i odpow iednich  
am inokw asów . G d y b y  w tym rejonie D N A  nie n a 
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R y c .3 .  S chem at  p rzedstaw ia jący  k 
pleks b ia łko  Eco RI - E 
( zazn a czo n a  zos ta ła  je 
p o d je d n o s tk a  b ia łka  i zm ian a  
k o nfo rm acj i  " n e o - k in k ” -I ).

stąpiła zmiana konformacji, atomy azotu N6 i N7 
każdej z dwóch reszt adeniny byłyby zbyt odda lone  od 
białka, aby uczestniczyć w oddziaływaniach z jego 
cząsteczką. Zmianie ulega również konform acja  grup 
fosforanowo-cukrowych pomiędzy nukleozydami 
C i G  (w miejscach oznaczonych na Ryc. 3 gwiazdkami). 
Odkształcenia występujące w tych regionach są zm ian a 
mi typu ,,neo-kink’’-II. Nie wywołują one tak dużych 
zmian konformacji jak  „neo-k ink"-I ,  ale m ogą mieć 
pewien wpływ na hydrolityczną aktywność enzymu.

Analiza ren tgenos truk tu ra lna  pozwoliła stwierdzić, 
że każda z podjednostek  endonuk leazy  Eco Rl jest 
zorgan izow ana  w taki sam sposób. Składa się z pięciu 
fragm entów  o s truk tu rze  B oraz  3 fragm entów  a-heli- 
kalnych u tw orzonych  przez am inokw asy  29-43 o raz  
146-158 i 201-209. Trzy z pięciu fragm entów  o s t ru k 
turze B tw orzą tzw. region równoległy zaan g ażo w an y  
w bezpośrednie oddziaływ ania  z zasadam i ja k  rów nież 
w interakcje pom iędzy dw om a p o d jednos tkam i e n 
zymu. W  skład tego regionu wchodzą fragm enty  B3, B4 
oraz  B5. N a tom ias t  region antyrównoległy , w skład 
k tórego  wchodzą fragm enty  BI, B2 oraz częściowo B3 
jest odpowiedzialny za proces hydrolizy w iązania  
in ternukleo tydow ego (Ryc. 3). F ragm en t 133 uczest
niczy więc zarów no  w procesie rozpoznaw an ia  jak  
i rozszczepiania D N A . P o n ad to  w każdej pod jed n o s t-  
ce endonukleazy  Eco Rl z identyfikow ano f ragm enty  
łańcucha polipep tydow ego tworzące tzw. ramię, k tó re  
owija się w okół helisy D N A . O ba  ram iona  (po jed n y m

w każdej podjednostce) działają j a k o  swego rodzaju  
kleszcze, k tóre  un ie rucham ia ją  fragm en ty  D N A  
w określonym  położeniu w s to su n k u  do  powierzchni 
białka. K ażde ramię jest z łożone z pierwszych 17 
a m inokw asów  łańcucha po lipep tydow ego  oraz  a m i
nokw asów  176-192 leżących pom iędzy  fragm entam i 
134 i B5. A m inokw asy  w chodzące  w skład  ramienia 
tw orzą  s truk tu rę  złożoną z trzech d o d a tk o w y c h  frag 
m en tów  13 całkowicie n iezależnych od wyżej opisanych 
pięciu fragm entów  o s truk tu rze  B.

Udział N -końcow ego  f ragm en tu  b ia łka  („ ram ie 
n ia" )  w in terakcjach z D N A  z a p ro p o n o w a n o  po raz 
pierwszy dla wyjaśnienia oddz ia ływ ań  pom iędzy  D N A  
i represorem  ż [6], Jednakże  N -k o ń co w e  ramię re- 
presora  ż jest zaangażow ane  w specyficzne oddzia ły
w ania  z zasadam i, podczas gdy ra m io n a  endonuk leazy  
Eco Rl uczestniczą w oddz ia ływ aniach  ze szkieletem 
fosfo ranow o-cukrow ym . W yniki b a d a ń  Jen-Jacobson
[46] w skazują, że kon tak ty  pom iędzy  D N A  a pierw
szymi d w u n as to m a  am in o k w asam i wchodzącym i 
w skład ram ienia  są konieczne dla ak tyw nośc i  ka ta li ty 
cznej enzymu. P raw d o p o d o b n ie  m ają  one  wpływ na 
tworzenie się odkształceń typu , ,n eo -k in k "-I I ,  a tym 
sam ym  zmieniają konform ację  szkieletu fosforano- 
w o-cukrow ego  w pobliżu  miejsca hydrolizy . O ddzia ły
w ania  pom iędzy D N A  i endo n u k leazą  p ra w d o p o d o b 
nie pow odu ją  zm iany ko n fo rm acy jne  także  w cząstecz
ce białka, ale ich istnienie nie zos ta ło  dotychczas 
udow odnione .
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Szczegółowa ana liza  ren tg enos truk tu ra lna  k o m p le 
ksu e n d o n u k le a z a  Eco R l- tr id ek an u k leo ty d  
d [ T C G C G A A T T C G C G ]  (p rzep row adzona  przy ro z 
dzielczości 2,3 A [27]) pozwoliła stwierdzić, i spośród  
sześciu zasad  h ek sam eru  G A A T T C  tylko zasady  pury- 
nowe k o n ta k tu ją  się z białkiem za pom ocą  w iązań 
w odorow ych . A to m  azotu  N7 oraz  a to m  tlenu 06 
guaniny  +  1 tw o rzą  dwa wiązania  w odorow e  z ar- 
gininą 200 jednej z pod jednostek  d im eru  Eco RI, 
podczas  gdy a to m y  azotu  N 6 dwóch reszt adeniny  
tworzą dw a w iązan ia  w odorow e z łańcuchem  bocznym  
g lu tam in ian u  144 tejże podjednostk i.  N a to m ia s t  a t o 
my N7 tych sam ych reszt adeniny uczestniczą w o d 
dzia ływ aniach  z d ru g ą  pod jed n o s tk ą  b iałka poprzez  
wiązania  w o d o ro w e  z łańcuchem  bocznym  arg in iny  
145.

Poniew aż sekw encja  kanon iczna  Eco RI m a c h a r a k 
ter d im eru  w oddz ia ływ aniach  z d im erem  enzym u 
uczestniczy t r in uk leo tyd  G A A  jednej nici o raz  tr inuk-  
leotyd o tej samej sekwencji należący do  drugiej nici. 
T r im er  p irym idyn  T T C  nie jest bezpośrednio  z a a n 
gażow any  w oddzia ływ ania  z białkiem, chociaż m oże 
mieć wpływ na  konfo rm ację  heksam eru  G A A T T C .  
T ak  więc analiza  ren tg en o s tru k tu ra ln a  wykazała , iż 
kom pleks  enzym  Eco R l -D N A  jest s tabil izow any 
przez 12 w iązań  w odorow ych  u tw orzonych  pom iędzy  
s t ru k tu rą  G A A T T C /C T T A A G  i łańcucham i bocz 
nymi sześciu am in o k w asó w  białka Eco RI.

U zyskanie  krystalicznego kom pleksu  b ia łk o -D N A , 
a następnie  jego  analiza  ren tg en o s tru k tu ra ln a  przy 
odpow iedn io  dużej rozdzielczości, pozw ala ją  wyjaśnić 
wszystkie a spek ty  funkc jonow ania  białek re g u la to ro 
wych, pon iew aż  ich funkcja  ogranicza się do  u tw orze 
nia kom pleksu  z odpow iedn im  fragm entem  D N A . 
Tym czasem  w p rzy p ad k u  endonuk leazy  Eco RI an a l i 
za re n tg e n o s t ru k tu ra ln a  kom pleksu  enzym -oligonuk- 
leotyd (zaw ierający sekwencję kanon iczną)  wyjaśnia 
jedynie  m echan izm  rozpoznaw an ia  substra tu .  Proces 
hydrolizy  w ym aga  bowiem udziału jo n ó w  m agnezu . 
Usunięcie go ze ś rodow iska  jest konieczne, aby m ożna  
było ana lizow ać  oddz ia ływ ania  enzym u z substra tem , 
ale jednocześnie  uniemożliwia to  analizę procesu  h y d 
rolizy. T o też  p o m im o  niewątpliwie doniosłych w yni
ków  uzyskanych  przez R o s e n b e r g a  i w s p ó ł 
a u t o r ó w  p rob lem  m echanizm u rozszczepienia w ią 
zania  in te rnuk leo tydow ego  przez endonuk leazę  Eco 
RI pozosta ł  nie rozwiązany. M ożna  przypuszczać, że 
jo n y  m agnezu  p o w o d u ją  zm ianę konform acji  b ia łka 
zw iązanego specyficznie z D N A . Efekt allosteryczny 
w yw ołany  przez jo n y  m agnezu  polega na pow stan iu  
now ego k o n fo rm e ru  różnego od tego, jaki R o s e n 
b e r g  o bserw ow ał w kryształach o trzym anych  po d  
nieobecność  m agnezu . W obecności jo n ó w  M g + + 
kom pleks  D N A -b ia łk o  Eco RI staje się mniej stabilny
[33]. Ich obecność  zwiększa szybkość dysocjacji en 
zym u od D N A . W yw ołana  przez jo n y  m agnezu  des
tabilizacja ko m p lek su  enzy m -D N A  ułatw ia katalizę, 
pon iew aż  obn iża  różnicę energii aktywacji pom iędzy

kom pleksam i enzym -substra t  i enzym -produk t.  Bio
rąc po d  uwagę możliwość zm iany konform acji białka 
p o d  wpływem jo n ó w  M g ++ m ożna  przypuszczać, iż 
miejsca k o n ta k tu  pom iędzy białkiem i D N A  są nieco 
różne w procesie rozpoznaw ania  i hydrolizy. Toteż 
jakko lw iek  wyniki kilkuletnich bad ań  zespołu R o s e 
n b e r g a  wyjaśniły m echanizm  rozpoznaw ania  sek
wencji kanonicznej przez endonukleazę  Eco RI, to 
nada l  w wielu labo ra to r iach  pode jm ow ane  są wysiłki 
zmierzające do  wyjaśnienia procesu specyficznego 
rozszczepiania  D N A  przez ten enzym. Wiele nowych 
inform acji na ten tem at uzyskano na podstaw ie badań , 
w k tó rych  w ykorzystano  ja k o  substra ty  dla Eco RI 
zm odyfikow ane  oligonukleotydy.

A rty k u ł o trzym ano 18 m aja 1990 r. 
Z aakceptow ano do druku 5 grudnia 1990 r.
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Niektóre zmiany w cytoszkielecie 
po transformacji nowotworowej

Some changes in the cytoskeleton 
after neoplastic transformation — minireview

KRZYSZTOF JAGŁA1 
BARBARA SAFIEJKO-MROCZKA3 
JAN DOMANIEWSKI3

Wykaz stosowanych skrótów:
PDGF — czynnik wzrostowy pochodzący z płytek krwi, 
EGF - epidermalny czynnik wzrostowy, CSF-1 - ang. colony 
stimulating factor — /, tsRSV — mutant termowrażliwy 
wirusa mięsaka Rousa, MT — mikrotubula, MF — mikro- 
filament, MAP2 — ang. microtubule associated protein 2, 
GFAP — ang. glial fibrilar acidic protein.

Badania biochemiczne i u l tra s truk tu ra lne  pozwoliły 
na identyfikację trzech głównych uk ładów  w łóknis
tych w cytoplazmie: m ikrofilam entów , m ikro tubu ł 
i fllam entów pośrednich*. T w orzą  one tró jw ym iarow ą 
sieć cy toplazm atycznych włókien, k tó ra  zostaje uwi
doczn iona  w ko m ó rk ach  po ekstrakcji de tergentam i 
niejonowymi i określona  jest m ianem  cytoszkieletu 
[ 1 ]-

U w aża się [2, 3, 4], że poszczególne elementy 
cytoszkieletu poza funkcjami cytom echanicznym i, 
związanymi z zachow aniem  kształtu  kom órk i ,  zdol
nością do migracji i adhezji kom órek  oraz rozmiesz
czeniem organelli w cytosolu, odgryw ają is to tną rolę 
w przewodzeniu informacji z błony cytoplazm atycznej 
do  ją d ra  i indukcji odpowiedzi biochemicznej. H ip o 
teza p rzedstaw iona przez E d e l m a n  a [ 5]  zakłada, że 
receptory powierzchni kom órk i oraz  m ikrofilam enty  
i m ikro tubu le  działają wspólnie w procesie inicjacji 
syntezy D N A  przez czynniki wzrostowe. W skazuje to 
na możliwość udziału poszczególnych elem entów cy to 
szkieletu w regulacji dwóch podstaw ow ych funkcji 
życiowych kom órk i —  w zrostu  i różnicowania . Z a b u 
rzenia tych procesów, jak  w iadom o, m ogą  prow adzić  
do wytworzenia  now otw orow ego  fenotypu  kom órki. 
W iadom o również, że szereg białkowych p ro d u k tó w  
onkogenów  ( odpow iedzialnych za transform ację  n o 

‘Dr, :Dr, 'Prof. dr hab. med.. Katedra i Zakład Patomor
fologu Klinicznej Akademii Medycznej w Bydgoszczy, 
85-094 Bydgoszcz, ul. Skłodowskiej-Curie 9
* Ogólna charakterystyka mikrofilamentów, mikrotubuł 

i fllamentów pośrednich została przedstawiona na ła
mach Postępów Biochemii w artykule Z. P i e t r z y k o 
w s k i e g o ,  Post. Bioehem., 33, ( 1987), 501-514.

** Bliższe informacje na temat genów transformujących 
i ich produktów zawarto w artykule ’’Geny transfor
mujące wykrywane metodą transfekcji” , K J a g ł a ,  J. 
D o m a n i e w s k i ,  Post. Bioehem., 33, ( 1987 ), 433-450.

w o tw o r o w ą ) działa bądź  ja k o  czynniki w zros tow e 
( p r o d u k t  c-sis - P D G F  [6 ] ,  bądź  ja k o  receptory  
( p ro d u k t  c-erbB  - receptor E G F  [ 7, 8 ], p ro d u k t  c-fm s  
- recep to r CSF-1 [9 ] ,  p ro d u k t  c-erbA  - recep to r  
g luk o k o r ty k o id ó w  [1 0 ] ) ,  bądź  też wykazuje a k ty w 
ność k inaz b iałkowych (p ro d u k ty  c-src, c-yes, c-abl, 
c-fesf fps,  c-fgr, c-m il/ raf, c-mos, c-rel [ 9 ]**. Inform acje  
te w skazują  na istnienie wzajemnych pow iązań  p o m ię 
dzy ekspresją białek cytoszkieletu, s t ru k tu rą  jego 
elem entów, a własnościami transform ującym i p r o d u k 
tów onkogenów .

Podczas transform acji  now otw orow ej indukow anej 
in vitro zaobserw ow ano  [3, 11, 12] istotne zm iany  
zachodzące  w cytoszkielecie kom órek . S tw ierdzono , że 
u jaw nian iu  oraz  utracie fenotypu n o w otw orow ego  
towarzyszy zm iana  kształtu  kom órek . N ap ro m ien ie 
nie f ib roblastów  mysich C 3H  1 OT 1/2 pow oduje  [13],  
że kom órk i h o dow ane  w dużej gęstości w w aru n k ach  
uniemożliwiających adhezję, przybierają  kulisty 
kształt i są zdolne do  wywoływania  now o tw o ró w  
u ’’nag ich” myszy, n a tom ias t  hod o w an e  w małej 
gęstości, w naczyniach p lastykow ych, zachow ują  m o r 
fologię no rm alnych  f ibroblastów  i nie wywołują n o w o 
tw orów  u ’’nag ich” myszy. Podobnie , w p rzy p ad k u  
k om órek  pochodzących  z n iektórych linii czerniaka 
myszy [14] ,  zdolność do  przerzu tow ania  m oże być 
znacznie podw yższona w efekcie hodowli w naczy
niach uniemożliwiających wytworzenie przez kom órk i 
płytek adhezyjnych.

M ik roskopow o-e lek tronow e  badan ia  kom órek  
s transfo rm ow anych  wykazały, że w p o ró w n an iu  z k o 
m ó rk am i praw idłow ym i następuje  w nich redukcja  
ilości i grubości wiązek fllam entów ak tynow ych  ( fib- 
ry l i ) o raz  połączeń m ikrofilam ent —  b łona  cytoplaz- 
m atyczna  [15, 16]. Za  pom ocą  technik im m uno- 
fluorescencyjnych [17]  usta lono , że w w yniku t ra n s 
formacji now otw orow ej w k o m ó rk ach  następuje  spa 
dek ilości lub całkow ity  brak  włókien naprężeniow ych 
(an g .  stress fib e r s ), związany z depolim eryzacją  
F -ak tyny  do  G -ak ty n y  oraz  towarzyszące tem u zjawis
ku obniżenie  zdolności do  tworzenia  włókien fibronek- 
tynowych na powierzchni kom órk i (R y c . l  ). J e d n o 
cześnie zachodzi znaczne ograniczenie w ilości trans-
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Ryc. 1. S chem at  in terakcji  zachodz ących  p om iędzy  cytoszkie le tem  i m a t r ik s  p o z a k o m ó rk o w ą :  A - w k o m ó rc e  praw id łow ej ,  B - w k o m ó rce  
s t r an s fo rm o w an e j ,  M F  - m ik ro f i l a m e n t ; P M  - b ło n a  k o m ó r k o w a ;  C O  - w łó k n a  k o la g e n o w e ;  P - p o d ło ż e ;  a - a k ty n in a ;  F N  
- I lb ro n ck ty n a  ; V - w inku l ina  ; T  - ta l ina  ; src, ahl, y e s  - p ro d u k ty  o n k o g e n ó w  o ak tyw nośc i  fosfok inaz ,  w ys tępu jące  w obręb ie  płytek 
a d h e z y jn y c h ; A - b ia łko  t r a sb ło n o w e  uczestniczące w w iązan iu  p o z a k o m ó rk o w e j  f ib ronek tyny  z a -a k ty n in ą  m ik ro f i l a m e n tó w ; 
B - b ia łko  tra n sb ło n o w e  uczestniczące w w iązan iu  m ik ro f i la m e n tó w  z b ło n ą  k o m ó r k o w ą  przy  udziale w inkul iny  i taliny w obręb ie  płytek 
a d h e z y jn y c h ; C  - b ia łko  pośredn iczące  w w iązan iu  p o z a k o m ó rk o w y c h  włókien  k o lagenow ych  z b ło n ą  k o m ó r k o w ą  w obręb ie  płytek  
adhezyjnych.
P rz y g o to w a n o  na  p ods taw ie  pozycji l i te ra tu row ych  n r  3,26-30.

błonow ych pow iązań  ( fibronexus ) pom iędzy białkiem 
m atriks  pozakom órkow ej —  fib ronek tyną , a sub- 
b łonow ym i m ikrofilam entam i ( Ryc. 1.) o raz  obniże
nie zdolności do  adhezji, co w efekcie wpływa na 
zm ianę kształtu  kom órek  [3]. Czynniki pow odujące  
rozkład powierzchniowej f ib ronektyny  ( np. plazm ina, 
t rypsyna ) zmieniają przestrzenną organizację włókien 
ak tynow ych , n a tom ias t  poddan ie  kom órek  działaniu 
cytochalazyny B, zapobiegającej tworzeniu  się nowych 
i w ydłużaniu  już istniejących m ikrofilam entów , p ro 
wadzi do  uwolnienia fibronektyny  [3]. Biochemiczne 
podstaw y zmian w filamentach ak tynow ych  s transfor- 
m ow anych  kom órek  nie zostały całkowicie wyjaś
nione. S twierdzono, że w k o m ó rk ach  t ra n s fo rm o w a 
nych kancerogenam i chemicznymi dochodzi do m u ta 
cji punktow ej g en u /F ak ty n y  [18], której następstw em  
może być obniżenie włączania zmienionej fo rm y a k 
tyny do  cytoszkieletu. Zm ianie  ulega również ekspre
sja b iałka wiążącego się z ak tyną , t ropom iozyny.

W diploidalnych fibroblastach  ludzkich linii K D  
i t ran s fo rm an tach  H u T  (po ch o d zący ch  z kom órek  
K D )  w ykryto  6 izocząsteczek tropom iozyny. Stwier
d zo n o  różnice w ekspresji tych izocząsteczek w k o m ó r 
kach praw idłow ych i s transfo rm ow anych  o raz  różnice 
w " u tk a n iu "  m ikrofilm entów  aktynow ych , specyficz
ne dla zm ian zachodzących w ekspresji t ropom iozyny  
[19].

P o n a d to  wyniki p row adzonych  os ta tn io  bad ań  
wskazują  na bezpośredni związek białek onkogennych  
z b iałkam i odpow iedzialnym i za s truk tu rę  m ikrofila

m entów . Z identyfikow any w lab o ra to r iu m  B a r b a -  
c i d a [ 20] onkogen  tr k * koduje  białko fuzyjne złożo
ne z fragm entów  tropom iozyny  niemięśniowej i kinazy 
białkowej, a p ro d u k t  onkogenu  c-fgr jest hybrydem  
fragm entu  ak tyny  i kinazy tyrozynowej [21 ].

Szczególnie dogo d n y m  m ateria łem  do badan ia  
zm ian  w organizacji cytoszkieletu są kom órk i  t ran s 
fo rm ow ane  m u tan tam i term owraźliwym i wirusa mię
saka R ousa  ( t s R S V ) [ 22-24]. W  w yniku w prow adze
nia do  fibroblastów  kurczęcia m u tan tó w  tsRSV stwie
rdzono  redukcję syntezy a-izoaktyny [24], Białko 
p p 6 0 s7T, p ro d u k t  onkogenu  v-src, k tóry  jest odpow ie
dzialny za transform ację  wirusem RSV, jest związane 
z siecią cytoszkieletu po ekstrakcji detergentam i [25] 
i może wpływać na polimeryzację ak tyny  poprzez 
fosforylację miejsc tyrozynowych. Za pom ocą  technik 
im m unofluorescencyjnych  i im m unoenzym atycznych  
us ta lono , że pp60 vrf występuje za rów no  na w ew nętrz
nej powierzchni b łon k om órkow ych  jak  i w p łytkach 
adhezyjnych [26],  a j ednym  z substra tów  fosforylacji 
jest znajdu jąca  się w płytkach  adhezyjnych w inkulina 
i ta lina [27],  (R y c .  1). N ajnow sze wyniki bad ań  
B a l l m e r a  —  H o f e r a  i w s p ó ł a u t o r ó w  
[ 28 ], p rzeprow adzonych  na k o m ó rk ach  C E F  ( chicken  
em bryo fib ro b la s ts ) t ransfo rm ow anych  wirusem RSV, 
wskazują , że b iałko pp60 'T< o raz  tzw. średni antygen

* Dokładny opis identyfikacji onkogenu trk przedstawiono 
w artykule K. J a g ł y  i J. D o m a n i e w s k i g o ,  Post. 
Biochem., 33, ( 1987), 433-450.
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T ( ang. m iddle T  an tigen)  tw orzą kom pleks z win- 
kuliną, pow odu jąc  dezorganizację  sieci f i lam entów  
ak tynow ych .

W  miejscach k o n ta k tu  kom ó rek  z podłożem  w y
kry to  również p ro d u k ty  innych o n k o g en ó w  w ykazu ją 
cych ak tyw ność  kinazy tyrozynowej ( np. e-abl i c-yes ) 
[29, 30], M oże to tłum aczyć zm iany  adhezywności 
kom órek  po  transform acji.  F unkcja  białek h y b ry d o 
wych ( p ro d u k tó w  trk  i c-fgr) jest s łabo  poznana , lecz 
przypuszcza się, że m o g ą  one  pełnić rolę e lem entów 
cytoszkieletu, zak łócając  tworzenie p raw idłow ego ” u- 
tk a n ia ” włókien ak tynow ych , p o dobn ie  jak  w p rz y p a 
dk u  zm utow anej /Fak tyny  w k o m ó rk ach  stransfor-  
m ow anych  chemicznie [18]. Z m ian y  zachodzące  w mi- 
k ro tu b u lach  po transform acji  now otw orow ej [31, 32] 
zw iązane są najczęściej z zachw ianiem  rów now agi 
pom iędzy  form ą spo lim eryzow aną  i wolną tubu liną  
( d im ery tubulinow e).

W  wyniku oznaczeń rad io im m unolog icznych  p rzep 
row adzonych  w pracow niach  W e b e r a [ 33 ] i M e a - 
n s a [ 34], nie stw ierdzono różnic w poziom ie  tubuliny  
w k o m ó rk a c h  p raw idłow ych i s transfo rm ow anych ,

Rvc. 2. Im m u n o e n z y m a ty c z n a  detekcja  /(-tubu l iny  we frakc jach  
białek c y to p lazm aty czn y c h  z f ib ro b la s tó w  szczurzych linii 
N R K  oraz  t r a n s f o rm a n tó w  o p o rn y c h  n a  G cne t ic in  G -418. 
o t r z y m a n y c h  po  t ransfekcji  przy  użyciu D N A  z k o m ó re k  
r a k a  su tka  cz łow ieka  i p la z m id u  pS V 2neo .

Białka cy to p la z m a ty c z n e  im m o b i l iz o w a n o  p u n k to w o  na m e m b 
ranie  n i t rocelu lozow ej  przy  użyciu a p a r a t u  d o  p u n k to w e g o  n a n o s z e 
nia p r ó b  M inifo ld  I ( S c h 1 c i c h c r & S c h u e 11). Miejsca n ie
specyficznego w iązan ia  b lo k o w a n o  0 ,5 %  o d czy n n ik iem  b loku jącym  
l irm y B o e h r i n g e r  M a n n h e i m .  D o  im m u n o d e tek c j i  użyto 
p rzeciwciał  m o n o k lo n a ln y c h  anty- / /- tubu l in  ( A m ersham  ), b io tyny-  
low an y ch  przeciwciał przeciw m ysim  IgG ( A m ersh a m  ). k o m p le k su  
s t r e p ta w id y n a -b io ty n y lo w a n a  p e ro k sy d a z a  ( A m ersham  ) o r a z  sub-  
s t r a tu ,  4 - c h lo ro - l -n a f to lu  ( Aldrich  ). K o lu m n a  o z n a c z o n a  I p rz e d 
s tawia  ekspres ję  tubu l iny  w k o m ó r k a c h  N R K  przed transfekcją ,  
k o lu m n y  2, 3 ,4  w trzech ró żnych  liniach t r a n s fo rm a n tó w .  Szeregi A, 
B, C. D  o d p o w ia d a ją  rozc ieńczen iom  n a n o s z o n y c h  białek c y to p la z 
m a ty czn y ch ,  o dpow iedn io :  A - 1:50, B - 1:25. C - l  :5. D - 1:1. W pun k c ie  
D3 n a n ie s io n o  1% ro z tw ó r  BSA j a k o  k o n t ro lę  nega tyw ną .

A

1 2  3 4
36

zaobserw ow ano  jed n ak ,  że w w yniku transfo rm acji  
następuje  2-kro tny  wzrost poziom u k a lm odu liny  [ 34], 
k tó ra  pow oduje  depolim eryzację  m ik ro tubu l.  B adania  
ekspresji tubuliny ( n iepublikow ane ), w y k o n an e  w n a 
szym labo ra to r ium  m etodą  im m unoenzym atycznej 
detekcji białek cy toplazm atycznych  im m obilizow a- 
nych p u n k to w o  na  m em branie  nitrocelulozowej, w y
kazały nieznaczne obniżenie poziom u /F tubu liny  w k o 
m órkach  2 linii N R K  (n o rm a / rat k id n ey ), do  których  
w p ro w adzono  D N A  z kom órek  raka  su tka  człowieka 
( Ryc. 2 ) .  Jednocześnie przy użyciu techniki im m uno- 
fluorescencji stwierdziliśmy, że w uzyskanych h o d o w 
lach t ran s fo rm an tó w  dochodzi do  w zrostu  ekspresji 
tubuliny  w k om órkach ,  k tóre  uległy w yraźnym  zm ia
nom  m orfologicznym  ( kształt k u l is ty ) i są zdo lne  do 
wzrostu w ielowarstwowego (R yc . 3).

Za  pom ocą  m etod  im m unofluorescencyjnych  i tech
nik m ikroskopow o-e lek tronow ych  [35, 36, 37] stwier
dzono  s truk tu ra lne  interakcje pom iędzy m ik ro tu b u la -  
mi ( M T  ) i m ikrofilam entam i ( M F ) ( Ryc. 4 ). W k o 
m órkach  transfo rm ow anych  tsRSV w tem pera tu rze  
permisywnej nas tępow ało  rozerwanie  połączeń p om ię
dzy M T  i M F  [35], Skłania to do  przypuszczeń, że 
p p 6 0 A" może pow odow ać  fosforylację b iałka M A P 2  
( ang. m icrotubule assoeiated protein  ), odpow iedz ia l
nego za tworzenie kom pleksu  M T -M F  [38, 39, 40], 
p row adząc  do oddzielenia tych elem entów cytoszkiele
tu ( Ryc. 4 ).

Procesowi polimeryzacji tubuliny oraz  tw orzenia  
wzajemnych pow iązań pom iędzy f ilam entam i a k ty n o 
wymi towarzyszy hydroliza  G T P  (w  p rzy p ad k u  m ik 
ro tubu l ) i A T P  (w  p rzypadku  m ik ro f i la m e n tó w ) 
[41], co świadczy o roli tych nuk leo tydów  w regulacji 
stabilności cytoszkieletu. Obecnie przyjm uje się, że 
najbardziej p raw d o p o d o b n y m  sposobem  oddziaływ- 
nia A T P  na cytoszkielet jest in terakcja  z b iałkam i 
związanymi z m ik ro tubu lam i i m ikrof i lam entam i,  wi- 
nkuliną  i filaminą, k tóre  ulegają fosforylacji [41],
( Ryc. 4 ). Założenie to jest zgodne z w ynikam i b adań ,  
wskazujących na zm iany aktywności cA M P-zależnej 
kinazy białkowej podczas polimeryzacji i depolim ery- 
zacji m ikro tubu l [42], N a  tej podstawie możliwe jest 
również wyjaśnienie zm ian zachodzących w cytoszkie- 
lecie kom órek  t ransfo rm ow anych  onkogenam i,  k tó 
rych p ro d u k ty  w ykazują  ak tyw ność  kinaz b iałkowych 
[43]. Udział w reorganizacji cytoszkieletu przypisuje 
się również b iałkom  G  ( białka wiążące G T P  ) [ 44 ], do 
k tórych należy p ro d u k t  onkogenów  z rodziny  ras, 
b iałko p21 [45], Znaczenie  m echanizm u działania  
białek G w procesie transform acji  now otw orow ej 
wydaje się szczególnie istotne w świetle w yników  
b a d a ń  wskazujących na to, że większość genów tra n s 
form ujących z identyfikow anych d o tąd  w k o m ó rk ach  
now otw orow ych  należy do  rodziny ras [46 ].

O sta tn io  [44] p rzedstaw iono p róbę  wyjaśnienia roli 
białek G  w transb łonow ym  przew odzeniu  sygnałów 
z recep torów  powierzchni kom órki.  N e e r i C 1 a p - 
h a m  [44] uważają, że przewodzenie bodźca  dostar-
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Ryc. 3. Im tn u n o f lu o rescen c y jn a  o cena  ekspresji  tubu l iny  w p ra w id 
łow ych k o m ó rk a c h  N R K  o raz  t r a n s fo rm a n ta c h  o t r z y m a 
nych po  w p ro w a d z e n iu  D N A  z k o m ó re k  r ak a  su tka  cz ło 
wieka. A - f ib rob las ty  N R K  przed t r a n s f e k c j ą ; B. C, 
D  - u tkan ie  włókien  tubu l in o w y ch  w t r a n s fo rm a n ta c h .

K o m ó rk i  ro snące  na  szkie łkach n a k ry w k o w y c h  ek s t ra h o w a n o  0 ,5%  
ro z tw o re m  T r i to n u  X-10(). D o  im m unode tekc j i  użyto  przeciwciał 
m o n o k lo n a ln y c h  an ty- / /- tubu l inow ych  ( A ,  B )  o r a z  an ty -a - tubu l i -  
now ych  ( C. D  ) ( A m e rs h a m ) o ra z  b io ty n y lo w an y ch  przeciwciał 
przeciw m ysim IgG (A m e r sh a m )  i s t rep taw id y n y  sk on iugow a nc j  
z fluoresceiną ( A m ersham  ).

czanego przez agonistę prow adzi do  połączenia pod- 
jednostk i  białka G z receptorem , oddysocjow ania  
pod jednostk i i aktywacji e fektora , k tórym  jest cyklaza 
adenylow a lub kanały  jo now e  w błonie, z rów noczesną 
in terakcją  z cytoszkieletem ( Ryc. 5 ). M ożna  p rzy p u 
szczać, że mutacje punk tow e, stw ierdzane w onkoge- 
nach ras w k o m ó rk ach  now otw orow ych  [47, 48], 
p ro w ad zą  do  zaburzeń w funkc jonow aniu  tego sys
temu i w efekcie do obniżenia  zdolności kom órek  do 
odpowiedzi na sygnały dopływ ające z receptorów  
powierzchniowych. Przedstaw iony na Ryc. 5 model 
pobudzen ia  efek torów  b łonow ych po zadziałaniu  
czynnika  h o rm o n o p o d o b n e g o  przez związane z cy to 
szkieletem białka G, potw ierdza  cy tow ane wcześniej 
założenia koncepcji E d e 1 m a n a [ 5 ].

Z g ro m ad zo n e  dotychczas dane  doświadczalne 
w skazują  na ak tyw ny udział m ikrof ilam entów  i mikro- 
tubul w transform acji nowotw orow ej większości b a d a 
nych kom órek , mniej jednak  w iadom o  o zm ianach 
jakim ulega trzeci element cytoszkieletu, f ilamenty 
pośrednie. K om órk i  now otw orow e przejawiają tk a n 
kow o specyficzną ekspresję białek budujących  filame
nty pośrednie  ( desm ina, w im entyna, cytokera tyny , 
G F A P  ) [ 3. 49], Ustalenie składu chemicznego filame- 
ntów pośrednich stanowi n ie jednokro tn ie  p o d s ta w o 
wą m etodę  określenia pochodzenia  now otw oru  i właś
ciwej d iagnozy [50, 62], O sta tn io  zauw ażono  jednak  
[63] ,  że w im entyna może być cytoszkieletalnym sub- 
stra tem  kinazy białkowej C. a więe również p ro d u k tó w  
niek tórych  genów transform ujących . W y k azan o  b o 
wiem, że w efekcie podan ia  estrów fo rbolu  ( kokan- 
cerogen chemiczny blokujący różnicow anie  ) do  h o d o 
wli kom órek , następuje  wzrost aktywności związanej 
z b łoną  kinazy białkowej oraz  wzrost w łączania ' P 
z [ y P] - A T P  do w im entyny [63, 64],

P odsum ow ując  przedstaw ione inform acje  należy 
stwierdzić, że podczas transform acji  now otw orow ej 
kom ó rek  zachodzą  istotne zm iany w organizacji cy to 
szkieletu i w in terakcjach pom iędzy różnym i jego 
e lem entam i. O bjawiają  się one szczególnie wyraźnie 
w odm iennej organizacji przestrzennej m ik ro f i lam en
tów  i m ik ro tubu l o raz  redukcji ilości połączeń pom ię
dzy nimi. Dotyczą również dezorganizacji płytek ad- 
hezyjnych i ich sk ładników , co wpływa na uwalnianie 
f ib ronek tyny  z powierzchni kom órek , rozrywanie  p o 
łączeń filam entów ak tynow ych  z b łoną  i w efekcie na 
zm ianę  kształtu  kom ork i i obn iżoną  adhezywność. 
M oleku la rne  podłoże tych zmian pozosta je  w związku

POSTĘPY BIOCHEMII 37(1), 1991 37http://rcin.org.pl



¿P  c o
+ ATP  >►

K inaza 
bia łkow a C 
(p rodukty  
onkogenów)

Ryc. 4. P ra w d o p o d o b n y  m echan izm  kontro li  stab ilności  m ik ro tu b u l  i m ik ro f i lam en tó w  zależny od  fosforylacji  b iałek zw iązanych  
zcy toszk ie le tem .  A - m ik ro tu b u le  i m ik ro f i lam en ty  w postac i  sp o l im e ry z o w a n e j ; B - rozerw anie  w za jem nych  połączeń i d epo l im eryza-  
cja m ik ro tu b u l  i m ik ro f i lam en tó w  w w yn ik u  fo s fo ry lac j i ; X. Y - b ia łka  zw iązane  z m ik ro tu b u la m i  i m ik ro f i lam en tam i ,  np. w inku l ina  
i f i la m in a ;  M A P  - ( a n g .  m icro tubule a sso c ia te d p ro te in )  - b ia łka  uczestniczące w in te rakc jach  m ik ro tu b u l  z m ik ro f i lam en tam i .

P rz y g o to w a n o  na  p ods taw ie  pozycji l i te ra tu row ych  n r  35-41

Ryc. 5. S chem at  m e c h a n iz m u  dz ia łan ia  białek G  po  po łączen iu  
agonis ty  z recep to rem  b ło n o w y m . A - a g o n i s t a ; R - recep
t o r ;  A C  - cyk laza  a d e n y l o w a ; J C  - k a n a ł  j o n o w y ;  a, fi, 
y - p o d jednos tk i  b ia łka  G ; C S  - cytoszkielet.

P rz y g o to w a n o  na  pod s ta w ie  pozycji l i te ra tu row ej n r  44.

z ekspresją b iałkowych p ro d u k tó w  niek tórych  o n 
kogenów, k tóre  p ow odu ją  fosforylację e lem entów 
cytoszkieletu lub białek z nim związanych. Efektem są 
zaburzenia  w przew odzeniu  sygnałów w zrostu  i róż
nicowania.
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I. Wstęp

W 1965 roku  R o s e n b e r g  zaobse rw ow ał,  że 
c is -d iam inodich loropla tyna  ( I I ) ( c i s - D D P ) p o w o d u 
je zaham ow an ie  podziałów  k o m ó rk o w y c h  i włókien- 
kowy wzrost kom órek  E.coli [ 1 ]. O bserw acja  ta 
wkró tce  doprow adziła  do  za in ic jow ania  b a d a ń  nad 
użyciem c is-D D P  i innych kom pleksów  pla tyny  w te ra 
pii przeciwnowotworowej. P oczą tkow e b a d a n ia  w y k a 
zały, że c is -D D P  ma znaczną ak tyw ność  przeciw now o- 
tw orow ą w przypadku  m ięsaka S-180 i białaczki 
L I 210 [2, 3]. Po licznych p ró b ach  labo ra to ry jnych ,  
w których w ykazano  użyteczność c is -D D P  w terapii 
now otw orów , związek ten w 1972 ro k u  zosta ł  w p ro w a 
dzony do  p rób  klinicznych [3]*. W łaściwości te ra p e u 
tyczne c is -D D P  zadecydow ały  o tym , że w 1984 roku  
był to jeden z częściej używanych leków przeciw now o- 
tworowych [4, 5].

Dość powszechnie przyjmuje się, że za ak tyw ność  
przeciw now otw orow ą c is -D D P  odpow ied z ia ln a  jest 
in terakcja  tego związku z D N A  [3, 4, 6, 7, 8],

h 3n Cl
\  /

Pt
/  \  

HoN Cl

H3N Cl
\  X

/ \
Cl n h 3

cis DDP trans DDP

W zór  I. W zory  s t ru k tu ra ln e  cis i t r a n s - D D P

II. Biologiczne efekty działania cis-D D P  
wskazujące na DNA jako główny akceptor 
leku.

Chemiczne podob ieństw o  c is -D D P  do  dw ufunkcyj-  
nych związków alkilujących p row adziło  d o  hipotezy, 
że za właściwości biologiczne tego i innych  k o m p lek 
sów Pt odpow iada  ich zdolność reag o w an ia  z D N A . 
Z asadność  powyższej h ipotezy znalazła  potw ierdzenie

1 Doc.dr hab., 2 mgr, Zakład Biochemii Klinicznej AM 
w Bydgoszczy, ul. Curie-Skłodowskiej 9, 85-317 Bydgoszcz.

* — Problemy zastosowania związków platyny w terapii 
przeciwnowotworowej zostały omówione w artykule 
J. K u d u k  — J a w o r s k i e j  ( 1984), Post. Hig. Med. 
Dośw., 38,281-322.
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w następujących  obserw acjach dotyczących biologicz
nych efektów  dzia łan ia  c is-D D P:

1. C is -D D P  w zbudza  w łókienkow y wzrost bakterii
E.coli nu sku tek  h am o w an ia  podzia łów  kom órkow ych  
[ 1 ]. Z as to so w an ie  izo topu  P t 141 wykazało , że temu 
efektowi tow arzyszy  przyłączanie się p latyny do  kw a
sów nuk le inow ych  i białek [9],

2. W yniki b a d a ń  cytologicznych sugerują, że 
c is -D D P lokuje  się w jąd rze  w postaci związanej 
z D N A  [17, 18],

3. W w a ru n k a c h  niskiej cytotoksyczności następuje  
selektywne ham o w an ie  syntezy D N A  bez p o d o bnego  
wpływu na  syntezę R N A  i białka [10].  H am ow an ie  
syntezy D N A  okaza ło  się wynikiem reakcji c is -D D P  
z m a trycow ym  D N A , nie s tw ierdzono na to m ias t  inak- 
tywacji po lim erazy  D N A  [11].

4. C is -D D P  w bardzo  niskich stężeniach (0,1 pM  ) 
w zbudza indukcję  p rofagów  [12]. W y k azan o  też zale
żność między p rzec iw now otw orow ą ak tyw nością  
związków p la tyny  i ich zdolnością  do  w ytw arzania  
pra fagów  w lizogennych k o m ó rk ach  E. coli [12],

5. C is -D D P  pow odu je  m utacje  za rów no  w o rgan iz 
mach  p rokaryo tycznych  jak  i eukaryotycznych , p o d 
czas gdy izom er trans  stanowi m ało  ak tyw ny  m utagen  
[13, 14], U żyw ając  testu A m e s a w ykazano , że 
c is -D D P  i jej p o ch o d n e  działają bezpośrednio  bez 
wstępnej aktyw acji  metabolicznej; za ich efekt m u ta 
genny od p o w iad z ia ln a  jest substy tucja  pa r  zasad [ 15, 
16],

III. Zasady azotowe jako główny akceptor 
kompleksów platyny w cząsteczce DNA

Znaczenie  decydujące o aktywności biologicznej 
kom pleksów  pla tyny  m ają  ich a d d u k ty  z zasadam i 
azo tow ym i, chociaż  z niektórych doświadczeń wynika, 
że możliwa jest także ich reakcja z resztą kwasu 
fosforow ego [6, 19], lub (2  ) cząsteczką cuk ru  [ 8 ]. N a 
podstaw ie  b a d a ń  p rzeprow adzonych  w osta tn ich  la
tach z zas to sow an iem  spektrom etrii  ram anow skiej 
i N M R .  miejsca wiązania związków platyny w cząs
teczkach zasad  azotow ych m ożna  upo rząd k o w ać  zgo
dnie z ich reak tyw nością  w środow isku  oboję tnym  
w następu jący  sposób: N — G  >  N — A >  
N 1 — A >  N ' — C [6, 7, 8]. W pH  obo ję tnym  tym ina 
i uracyl nie reagowały  ze związkam i p latyny [7],

IV. M odele specyficznych połączeń platyny 
z DNA

O bydw a izom ery D D P  m ają  po dwie reaktyw ne 
g rupy  C U ,  a więc do centra lnego  a to m u  Pt m ogą być 
przyłączone dw a ligandy pochodzące  z jednej lub dwu 
zasad  azo tow ych  cząsteczki D N A  (R y c .  1 ). R eakcja  
w ym iany  o b u  ligandów  D D P  z D N A  może przebiegać 
w różny  sposób:

1. Połączenie dw óch zasad azotow ych p o c h o d z ą 
cych z przeciwległych nici D N A  w ytw orzy między -

niciowe wiązanie  krzyżowe [20, 21, 22].
2. R eakcja  kom pleksów  platyny z dwiema zasad a

mi azotow ym i, pochodzącym i z tej samej nici po d w ó j
nego heliksu D N A  prow adzi do  pow stan ia  wewnątrz- 
niciowych w iązań krzyżowych [23, 24, 25, 26, 27],

3. Z  teoretycznego p u n k tu  widzenia możliwe jest 
u tw orzenie  w iązania  chelatowego c is -D D P  z udziałem 
jednej zasady: między g rupą  N H 2 i N 7 lub g rupą  N H 2 
i N 1 adeniny  i N 7 i O 6 cząsteczki guaniny  [26, 28, 29, 
30],

4. W w yniku  reakcji związków platyny z D N A  
w obecności białek jąd row ych  łub g lu ta t ionu  pow sta ją  
w iązania  krzyżowe D N A -P t-b ia łk o  ( D N A -P t-g lu ta -  
t io n )  [31, 32, 33, 34, 35],

IV-1. Międzyniciowe wiązania krzyżowe

Z b a d a ń  p rzeprow adzonych  m etodą  elucji alkalicz
nej, jak  również z doświadczeń opartych  na technice 
M e s e l s o n a - S t a h l a  wynika, że międzyniciowe 
w iązania  krzyżowe reprezentują  mniej niż 1% cał
kowitej ilości a d d u k tó w  P t-D N A  [36, 37, 38, 39]. 
W iązan ia  takie m ogą się utworzyć głównie w o b 
szarach D N A  w zbogaconych  w pary  G C  [40, 41]. 
Sugeruje to  możliwość pow staw ania  w iązań między 
guan iną  i cytozyną [42] a lbo między dw iem a resztami 
guan iny  w przeciwległych niciach D N A  [ 43 ]. T a  d ruga 
m ożliwość jest bardziej p raw d o p o d o b n a  ponieważ 
p la tyna  wiąże się przeważnie z a tom em  N 7 guaniny. 
C iekaw a m e to d a  izolowania  i cha rak te ryzow ania  a d 
d u k tó w  tworzących  w iązania  międzyniciowe, została 
p rzeds taw iona  przez E a s t m a n a  [40]. Ponieważ 
międzyniciowe wiązania  krzyżow o znacznie ułatwiają 
rena tu rac ję  D N A , izolow ano frakcje w zbogacone 
w takie właśnie wiązania. N astępnie  jednoniciow y 
D N A  traw io n o  deoksy rybonuk leazą  SI ( zNeur os por a  
crassa ), a frakcje D N A  dwuniciowego strącano  za 
po m o cą  kw asu  nadchlorow ego. O trzym ane  frakcje 
traw iono  enzym atycznie  do  nuk leo tydów  i rozdziela
no  techniką  H P L C  [40]. Frakcje, w k tórych w ym yw a
ne były dw ufunkcy jne  ad d u k ty  c is -D D P  z nukleo tyda- 
mi reprezentow ały  międzyniciowe wiązania  krzyżowe. 
Z  b ad ań  tych wynikało , że międzyniciowe wiązania 
krzyżowe pow sta ją  głównie między dwiema zasadam i 
guan inow ym i, a do  pow stan ia  takiego wiązania  konie
czne jest rozerwanie  w iązań w odorow ych  obu  guanin  
i ich ro tac ja  w k ie runku  mniejszego row ka D N A  [40] 
( Ryc. 1 ). Pociąga to za sobą deform ację  szkieletu 
fosfocukrow ego ( k in k ).

N iek tó rzy  badacze próbow ali  tłumaczyć cyto tok- 
syczność kom pleksów  platyny obecnością  międzyni- 
ciowych w iązań krzyżowych. Zależność taką  udało  się 
wykazać w p rzy p ad k u  niektórych linii kom órkow ych  
[ 34, 35, 44, 45 ]. Brak bezpośredniego związku między 
cy to toksycznością  c is -D D P, a obecnością  międzyni- 
ciowych w iązań krzyżowych sugerują wyniki uzyskane 
z bad ań  na  k o m ó rk ach  b iałaczkow ych myszy, w raż
liwych i op o rn y ch  na c is -D D P  [47]. Rów nież w wielu
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Glutation Bianko

Rvc. 1. M ode le  specyficznych połączeń D D P  z D N A : 
a ) m o n o a d d u k ty ,  
b ) połączenia  hi funkcyjne:

- bl -  w ew nątrzn ic iow e w iązan ia  krzyżowe,
-b2- m iędzynic iow e w iązan ia  krzyżowe,
-b3- m iędzycząs teczkow e w iązan ia  krzyżowe: 

D N A - D D P - b ia łk o  i D N A - D D P - g lu ta t i o n

innych badan iach  nie udało  się potwierdzić takiej 
zależności [27, 46, 47, 48, 49],

IV-2. Wewnątrzniciowe wiązania krzyżowe

Z p u n k tu  widzenia stereocheniii możliwość wy
tw arzania  wewnątrzniciowych wiązań krzyżowych 
między sąsiadującymi zasadam i powinien mieć tylko 
izomer cis. Odległość między dw om a labilnymi Ugan
dam i Cl w cząsteczce cis —D D P  jest ( 3,3A ) niemal 
dok ładn ie  taka  sama jak  między dwiem a sąsiadujący
mi zasadam i w podw ójnym  heliksie D N A . Dla p o ró w 
nania  p o d o b n a  odległość w cząsteczce t ra n s -D D P  
wynosi 4.5A.

Ponieważ, jak  już  w spom niano  wcześniej, najłatwiej 
ulega platynacji pozycja N w cząsteczce guaniny 
należałoby oczekiwać, że sieciowanie dwóch cząs
teczek guanin  będzie uprzywilejowane podczas reakcji 
c is -D D P  z D N A . Obecność takich p ro d u k tó w  reakcji 
w ykazano  po raz pierwszy w doświadczeniach, w k tó 
rych D N A  w irow ano  w gradiencie gęstości chlorku 
cezu i zaobserw ow ano  wzrost gęstości frakcji D N A  
z przyłączoną c is -D D P [50]. Ten wzrost gęstości był 
w prost p roporc jona lny  do  zawartości pa r  G C  i s tosun
ku P t/nukleo tyd  [50], D oświadczenia  z hom opolim e- 
rem poli ( d G  ) i poli ( dC  ) ujawniły, że po platynacji 
jego gęstość w zrastała  pięciokrotnie  w po rów nan iu  
z gęstością natyw nego D N A  [51 ] co potwierdza, że 
głównym p roduk tem  reakcji jest połączenie c is-D D P 
z sąsiadującymi zasadam i guaninow ym i.

Jak  się wydaje jednak ,  nie tylko kom pleksy platyny 
o konfiguracji cis zdolne są do  tworzenia wewnątrz- 
niciowych a d d u k tó w  z dw iem aguaninam i. Również 
w reakcji t r a n s -D D P  z D N A  pow sta ją  adduk ty ,  w k tó 
rych Pt po łączona jest poprzez a tom y  N 7 z dwiema

cząsteczkami guaniny [52], O dległość między reak 
tywnymi jon am i Cl w cząsteczce t r a n s - D D P  czyni 
jednak  m ało  p ra w d o p o d o b n ą  m ożliw ość w ytw arzania  
połączeń między sąsiadującymi zasadam i w tych ad- 
duktach . Są to raczej kompleksy, w k tó rych  cząsteczki 
guaniny  oddzielone są trzecią zasadą .

Z astosow anie  m etod ch rom atog ra f icznych  i N M R  
pozwoliło na dokładniejsze scha rak te ryzow an ie  n a tu 
ry wewnątrzniciowych wiązań krzyżowych. Po reakcji 
d inuk leo tydu  G p G  z c is -D D P  zao b se rw o w an o  obec
ność wiązania między a to m am i N każdej z dwu 
cząsteczek guaniny  [53, 54], O p ró cz  pow staw ania  
ad d u k tó w  poprzez dw a a tom y  N 7 guan in  zaobse r
w ow ano  również wiązanie Pt z N 1 aden iny  [55], 
Platynacja krótkich  o l igonuk leo tydów  zawierających 
sekwencje G -G  lub sekwencje, w k tó rych  guaniny  
oddzielone były trzecią zasadą , rów nież p row adziła  do 
pow stan ia  w iązań w ew nątrzniciow ych pom iędzy  p o 
zycjami N" dwóch guanin  [56, 57, 58, 59].

C hrom atog ra f iczna  analiza p ro d u k tó w  reakcji 
c is -D D P z o l igonukleo tydam i i D N A  potwierdziła , że 
najczęściej powstaje ad d u k t  złożony z dw óch  sąs iadu
jących ze sobą cząsteczek guaniny  [23, 60, 61, 62, 63]. 
Przy niskim stosunku  P t/nuk leo tyd  p o n a d  50%  wszys
tkich p ro d u k tó w  platynacji s tanow ią  a d d u k ty  pom ię
dzy sąsiadującymi guan inam i [23, 64], W p la ty n o w a
nym D N A  w ykazano  również obecność  a d d u k tó w  
platyny z dwiema resztami guan iny  oddzielonym i 
trzecią zasadą, jak  też obecność p o d o b n y ch  a d d u k tó w  
kom pleksu Pt i guaniny  z adem iną  [23, 40, 43, 63],

Jak  wynika z bad ań  p rzep row adzonych  technikam i 
im m unologicznym i również w w a ru n k a c h  in vivo g łó
wnymi p ro d u k tam i reakcji c is -D D P  z D N A  m ogą  być 
w ewnątrzniciowe wiązania  krzyżowe [65, 66, 67], 
O trzym ane  przez grupę P o i r i e r [66, 67 ] przeciw
ciała rozpoznaw ały  w próbie  EL ISA  tylko kom pleksy 
D N A -cis-D D P . Jednofunkcy jne  a d d u k ty  o trzym ane  
z reakcji związku typu ( dien Pt C l )  Cl nie były 
rozpoznaw ane  przez te przeciwciała. Przeciwciała rea
gowały ze zm odyfikow anym  przez c is -D D P  hom o- 
polimerem poli ( d G ) poli ( d C ) nie da jąc  podobnej 
reakcji z p o l i /d( G -C  )/poli/d( G -C  ), co wskazywało 
na wewnątrzniciowe połączenia p la tyny  z dwiema 
guaninam i, ja k o  główną ro zp o zn aw an ą  przez nie 
de te rm inan tą .  D N A  izolowany z ko m ó rek  L I 210, 
inkubow anych  z c is -D D P  oraz  D N A  leukocytów 
pobranych  od pacjen tów  poddanych  chem ioterap ii  był 
także rozpoznaw any  przez te przeciwciała [66, 67], 
Potw ierdzono  też możliwość ro zp o zn aw an ia  przez 
swoiste przeciwciała połączeń c is -D D P  z dw iem a zasa
dami guaninow ym i [65].

Decydującą rolę wewnątrzn ic iow ych w iązań krzy
żowych w cy totoksycznym  dzia łaniu  c is -D D P  sugeru
ją  rezultaty bad ań  P o i r i e r  i w s p ó ł a u t o r z y
[68]. Znaczną  ilość w ew nątrzniciow ych wiązań krzy
żowych s tw ierdzono bowiem w D N A  leukocytów 
pobranych  od pacjentów z rakiem  ją d e r  skutecznie 
leczonych c is-D D P. Brak takich  a d d u k tó w  obser
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w ow ano  z reguły w D N A  leukocytów chorych, u k tó 
rych nie s tw ie rdzono  efektów terapeutycznych [68],

IV-3. Tworzenie chelatu z udziałem jednej zasady

N ajhardziej a t rak cy jn ą  wydaje się h ipoteza według 
której c is -D D P  tworzy koordynacy jne  wiązanie m ię
dzy N i O 6 w cząsteczce guaniny. D ane rentgeno- 
graficzne i spek tro skopow e , w skazują  na możliwość 
u tworzenia  tak iego  wiązania  [28, 29, 30], Po przyłą
czeniu się p la tyny  do  N 7 guaniny  odległość między 
a tom am i Pt i O 6 jest jed n ak  zbyt duża by mogło 
u tworzyć się bezpośrednie  wiązanie i zbyt m ała  aby 
pow sta ło  w iązanie  za pośrednic tw em  cząsteczki PLO
[69].

N a  podstaw ie  b ad ań  krystalograficznych ko m p lek 
su c is -D D P  z dod ek am erem  C -G -C -C -A -A -T -T - 
C -G -C -G  o konform acji  podw ójnego  heliksu, w nios
kuje się przemieszczenie pierścienia guaniny  w wyniku 
przyłączenia p la tyny  do  N 7, co umożliwia p o w s taw a
nie nas tępnego  wiązania  z O 6 za pośrednictw em  cząste
czki H :0 [69].

IV-4. Wiązania krzyżowe DNA-Pt-białko

B adania  interakcji związków platyny z nuk leosom a- 
mi wykazały, że wiązanie h is tonów  z D N A  możliwe 
jest tylko podczas  długiej inkubacji i w obecności 
wysokich stężeń D D P  [70]. Łatwiej n a tom ias t  p o 
wstają w iązania  krzyżowe między białkami niehis- 
tonow ym i, D D P  i D N A . O becność wiązań krzyżo
wych D N  A -D D P -b ia łk a  n iehistonow e w ykazano  
w dośw iadczeniach  przy zas tosow aniu  d w u k ie ru n k o 
wej e lek troforezy  w żelu po liakry loam idow ym . Stwier
d zono  zm ianę w obrazie e lektroforetycznym  białek 
niehis tonow ych po inkubacji kom órek  H eL a  
z c is -D D P  [71],  Sieciowanie białek n iehistonowych 
z D N A  zao bse rw ow ano  po inkubacji jąd e r  kom órek  
L1210 z c is -D D P  [72], W iązania  krzyżowe 
D N A -P t-b ia łk o  stabilizowały s truk tu rę  ją d e r  nawet 
w obecności SD S po  ekstrakcji h istonów. Ten typ 
s ieciowania u jaw n iono  również stosując m etody  im 
m unologiczne, w kom ó rk ach  H eL a  inkubow anych  
z cis i t r a n s -D D P  [31, 32],

Najczęściej s to sow aną  m etodą  pozw ala jącą  na b a 
danie  kinetyki tw orzenia  i nap raw y  wiązań krzyżo
wych D N A -b ia łk o  jest alkaliczna elucja lizatu k o m ó r 
kow ego po traw ien iu  p ro te inazą  K ( su b t i l iz y n a ) [73, 
74] co pozwala na odróżnienie  w iązań międzynicio- 
wych od  wiązań krzyżowych D N A -bia łko .

O piera jąc  się na tej technice Z w e 11 i n g 
i w s p ó ł a u t o r z y [ 34, 35, 75 ] stwierdzili, że w iąza
nia krzyżowe D N A -b ia łk o  są szybko usuwane, zaś ich 
obecność  nie jest zw iązana z cytotoksycznością  związ
ków platyny. W yniki innych prac, w k tó rych  d o k o n a 
no podobnej  analizy nie po tw ierdzają  jed n ak  tych 
spostrzeżeń.

Po inkubacji z c is -D D P  za rów no  w k o m ó rk ach

ja jn ika  chom ika  chińskiego [46],  jak  i w kom órkach  
białaczkowych myszy wrażliwych na c is -D D P [48] 
s tw ierdzono zbieżność w ystępow ania  obecności w ią
zań krzyżowych D N A -P t-b ia łk o  z cy to toksycznoś
cią leku. N a  taką  zależność wskazuje też praca, 
w której w ykazano  znaczny wzrost cytotoksycznoś- 
ci t r a n s -D D P  w połączeniu z h iperterm ią [76]. Jedy
nym efektem biochem icznym  takiego połączonego 
działania, był wzrost ilości w iązań krzyżowych 
D N A -P t-b ia łko .

Po doo trzew now ym  po d an iu  szczurom z w ątrob ia-  
kiem N o v i k o f f a  terapeutycznych dawek c is -D D P 
(7  m g /kg  wagi c ia ła )  lub rów nom olow ych  dawek 
t ra n s -D D P , izolow ano kom pleksy  D N A -P t-b ia łko  
i tes tow ano  je analizując przyłączone antygeny b iał
kowe. S twierdzono, że są to białka zrębu jąd row ego, 
a wśród  nich białka f ilam entów pośrednich - cyto- 
keratyny, k tó re  są charak terys tyczne dla kom órek  
now otw orow ych . Za  po m o cą  m etody  im m unoche- 
micznej identyfikacji an tygenów  białkowych w yzna
czono kinetykę nap raw y  wiązań krzyżowych 
D N A -P t-b ia łk o ,  w ykazując różnice w szybkości u su 
wania  białek z a d d u k tó w  o konfiguracji cis i trans 
[77],

V. Naprawa uszkodzeń indukowanych działa
niem cis-D D P

N ależałoby  oczekiwać, że analogicznie do  procesów 
nap raw y  uszkodzeń D N A  wywołanych różnymi czyn
nikam i chemicznymi i fizycznymi, również uszkodze
nia D N A , pow stające w w yniku działania  związków 
platyny pow inny  być usuw ane przez p odobne  m echa
nizmy. Jednakże  wyniki prac dotyczących usuw ania  
ad d u k tó w  P t-D N A  przez enzymy napraw cze nie p o 
zwalają na wyciągnięcie jednoznacznych  wniosków.

N iek tó re  wyniki b ad ań  nad Escherichia coli sugeru
ją , że uszkodzenia  D N A  indukow ane  przez związki 
p la tyny  są usuw ane zarów no  za pom ocą  m echaniz
m ów  nap raw y  przez wycinanie, j ak  i napraw y rekom - 
binacyjnej [ 78, 79, 80, 81, 82], P o p o f  f  i w s p ó ł 
a u t o r z y  [83 ]  u trzym ują , że podstaw ow ą drogą  
usuw ania  ad d u k tó w  D D P  u E. coli jest n ap raw a  przez 
wycinanie. P o n a d to  zdaniem  cytow anych au to rów  
a d d u k ty  c is -D D P  m ogą  wywoływać również indukcję 
systemu SOS. Reperacja  tych ad d u k tó w  w ym aga 
udziału specyficznych białek U vrA , UvrB  i UvrC. 
K om ó rk i  baktery jne  m ają  również zdolność u ru ch a 
m iania  adaptacyjnej nap raw y  D N A  znoszącej letalne 
i m utagenne  skutki działania  czynników  chemicznych 
[ 84 ]. W  pracy G e r m a n i e r a  i w s p ó ł a u t o r ó w  
[85]  przedstaw iono  wyniki b a d a ń  dw u szczepów E. 
coli BS 21, w k tórych  funkc jonow ał adap tacy jny  
mechanizm  napraw y, oraz  szczepu BS 23, pozbaw io 
nym  takiego m echanizm u. W szystkie ch a rak te ry zo w a
ły się p o d o b n ą  opo rnośc ią  na c is -D D P  [85]. Ilość 
p latyny przyłączonej do  D N A  była u tych bakterii 
p o d o b n a  jak  w szczepach E. coli o norm alnej o p o rn o 
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ści na c is-D D P. Nie s tw ierdzono żadnej zbieżności 
między opornością  na c is-D D P, a opornośc ią  na 
prom ieniow anie  UV [85]. W nioskuje  się więc, że 
w usuwaniu a d d u k tó w  c is -D D P -D N A  biorą udział 
mechanizm y niezależne od enzym ów  napraw y a d a p 
tacyjnej, niezależne również od enzym ów  n ap raw ia ją 
cych uszkodzenia wywołane działaniem p rom ien iow a
nia UV [85],

Podobnie  jak  w przypadku  kom órek  bakteryjnych 
również w kom ó rk ach  E ukoryo ta  stw ierdzono m o ż
liwość usuw ania  ad d u k tó w  platyny z D N A  za pom ocą  
napraw y przez wycinanie i napraw y rekombinacyjnej 
[82, 86, 87], Niewykluczone, że obydw a te procesy 
biorą  udział w usuwaniu a d d u k tó w  platyny z D N A  
[88]. Z do lność  do usuw ania  uszkodzeń D N A  przed 
rozpoczęciem procesu replikacji w znacznej mierze 
decyduje o oporności na działanie leków przeciw- 
now otw orow ych. W badan iach  przeprow adzonych  
przez M eyna i w spó łau to rów  [ 89] kom órk i  z defektem 
m echanizm u napraw y przez wycinanie w ykazują  rów 
nież wyższą wrażliwość na m itom ycynę C i c is-D D P. 
Z a ró w n o  w k o m órkach  z defektem, jak  i kontro lnych , 
s tw ierdzono ten sam poziom  wiązań krzyżowych bez
pośrednio  po t rak tow an iu  D D P . Po 24 godzinnej 
inkubacji poziom wiązań krzyżowych obniżył się 
o 80%  w p rzypadku  kom órek  ze spraw nym  m echaniz
mem napraw y, n a tom ias t  w p rzypadku  kom órek  
z niesprawnym  m echanizm eem  napraw y przez w ycina
nie następow ało  usunięcie tylko około  20%  wiązań 
krzyżowych [89].

Większa wrażliwość na związki platyny kom órek  
H eL a  w p orów nan iu  z kom órkam i chom ika  chińs
kiego znajduje uzasadnienie  w obecności w tych o s ta t 
nich bardziej wydajnych m echanizm ów  napraw y re
kombinacyjnej [87].

Szczególnie użytecznym układem  do badan ia  m e
chanizm ów  usuw ania  a d d u k tó w  D N A -P t  są kom órki 
niezdolne do  sprawnej nap raw y  uszkodzeń D N A . 
Klasycznym układem  są f ibroblasty  pochodzące  od 
osób  cierpiących na Xeroderm a pigm entosum  oraz na 
anemię Fanconiego. K om órk i Xeroderm a pigm entosum  
są bardzo  wrażliwe na prom ieniow anie  UV, ponieważ 
nie zawierają sprawnie działających enzymów naprawy 
przez wycinanie wielu nukleotydów [ 90, 91 ]. F ibroblas
ty pobrane  od osób chorych na anemię Fanconiego są 
nadwrażliwe na dwufunkcyjne związki alkilujące [90, 
94, 95]. Defekt naprawy w tych kom órkach  polega na 
niezdolności do usuwania wiązań krzyżowych [93, 96]. 
W kom órkach tych brak jest p raw dopodobnie  nie
których enzymów aktywnych w naprawie przez wycina
nie niewielu nukleotydów [93], Wysoka wrażliwość 
Xeroderma pigm entosum  na cis-D D P sugeruje, że w p ro 
cesie naprawy adduk tów  c is-D D P-D N A  biorą udział 
enzymy aktywne w naprawie D N A  uszkodzonego p ro 
mieniowaniem UV. Podobnie wrażliwe na cis-DDP są 
jednak komórki anemii Fanconiego prawidłowo reagu
jące na promieniowanie UV. Należałoby przyjąć zatem, 
że c is-DDP wprowadza kilka rodzajów potencjalnie le-

talnych ad d u k tó w , których usuw anie  u w a ru n k o w a n e  
jest obecnością  obu  typów  m echan izm ów  n ap raw y  
przez wycinanie [97],

Badając oporność  now otw orów  zarodkow ych, w yka
zano znacznie wyższą ich wrażliwość na terapię 
cis- D D P  w powiązaniu z terapią bleomycyną. Leki te 
wywołują zmiany zarówno w drugo-, jak  i pierw- 
szo-rzędowej strukturze D N A . Oprócz wiązań krzyżo
wych związanych z działaniem D D P, b leomycyną wy
wołuje podwójne pęknięcia D N A . Ponieważ na tu ra  
tych uszkodzeń wydaje się wymagać działania m echan i
zmu napraw y rekombinacyjnej, sugeruje to, że em b 
rionalne kom órki now otw orow e nie mają zdolności 
szybkiej napraw y tego typu [98]. N atom iast kom órki 
po tw orn iaków  złośliwych ( teratocarcinoma  ) wykazują 
wyższą oporność na cis-D D P w stosunku do  kom órek  
prawidłowych, co wskazuje, że enzymy biorące udział 
w naprawie rekombinacyjnej pojawiają się dopiero  
w późniejszych stadiach rozwoju osobniczego [98].

Sugeruje się też [ 99] możliwość istnienia enzymów 
reperacyjnych charakteryzujących się wysoką specyficz
nością w stosunku do uszkodzeń indukow anych przez 
cis-DDP.

V-1 Enzymy wycinające addukty platyny z DNA

K inetyka usuw ania  uszkodzeń D N A  sp o w o d o w a 
nych działaniem  c is -D D P  jest p o d o b n a  do  kinetyki 
usuw ania  a d d u k tó w  w prow adzonych  w w yniku  d z ia 
łania różnych czynników  alkilujących i p ro m ien io w a
nia UV [87], Szereg b ad ań  wskazuje jed n ak  na udział 
swoistych enzym ów  napraw czych  w obu procesach. 
I lak endonuk leaza  zaw arta  w wyciągu z M icrococcus  
luteus rozpoznaje  uszkodzenia  D N A  w yw ołane p r o 
m ieniow aniem  UV, nie rozpoznaje  n a tom ias t  a d d u k 
tów c is -D D P  z D N A  [ 100]. Sugeruje to udział w p r o 
cesie wycinania a d d u k tó w  P t-D N A  innego typu  en 
donuk leazy  potrzebnej do  zainicjowania procesu  u su 
wania  uszkodzeń. W ekstrakcie  z M icrococcus luteus 
w ykry to  również ak tyw ność  enzym u usuw ającego 
z D N A  m ety low aną  adeninę [ 100]. Wycięcie alkilowa- 
nej adeniny  prow adziło  do  wytworzenia  w D N A  
labilnych w środow isku  alkalicznym miejsc ap u ry n o -  
wych. Brak takich miejsc w p la tynow anym  D N A  po 
inkubacji z wyciągiem enzym atycznym  M . lu teus , 
pozwoliło  na wyciągnięcie wniosku, że p la tynow ane  
zasady azotow e nie są usuw ane z D N A  przez obecną 
w tym wyciągu glikozylazę m ety loadeniny  [ 101 ].

O s ta tn io  w ykazano , że zróżn icow ana  o po rność  k o 
m órek  ludzkich kilku linii na po ch o d n e  n itrozom ocz- 
nika zależy od obecności w tych k o m ó rk a c h  genów 
w arunku jących  fenotyp M er ( M ethyla tion  rep a ir ), 
p rog ram ującego  syntezę uk ładu  enzym atycznego  w y
cinającego O 6 alk iloguaninę  [ 102, 103, 104], J e d n o 
cześnie s tw ierdzono, że fenotypowi M er nie to w arzy 
szy op o rn o ść  na c is-D D P, co raczej wyklucza udział 
enzym ów  usuwających O 6 alk iloguaninę  w reperacji 
a d d u k tó w  P t-D N A  [ 105],
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VI. Mechanizmy oporności komórek na dzia
łanie cis-D D P

Z prob lem am i chem ioterapii p rzeciw now otw orow ej 
ściśle związany jest proces nabyw ania  przez kom órk i  
n ow otw orow e  oporności na s tosow ane leki. Badania  
oporności na c is -D D P  poprzedzone  były wieloletnimi 
badan iam i m echan izm ów  działania  przeciw now otw o- 
rowego D D P .  w wyniku  k tórych, jak  już  w spom niano , 
usta lono, że za ak tyw ność  tę odpow iedzia lna  jest 
przede wszystkim interakcja  leku z D N A . [ 3 ,4 ,6 ,  7, 8 ].

VI-1 Hamowanie transportu cis-DDP przez błonę 
komórkową

Jednym  z m echan izm ów  prow adzących  do  rozwoju 
oporności ko m ó rek  na działanie leków m oże być 
ograniczenie t ran sp o r tu  leku przez błonę kom ó rk o w ą . 
N iek tóre  z doniesień sugerują, że ograniczenie t ra n s 
po r tu  c is -D D P  do  wnętrza kom órk i  m oże tylko częś
ciowo od p o w iad ać  za opo rność  [ 106, 107, 108 ]. C o  do  
p rob lem u t ra n sp o r tu  D D P  do  w nętrza kom órk i  p a n u 
ją  rozbieżne opinie. Wcześniejsze doniesienia ja k o  
sposób  przen ikan ia ,  p rzyjm ują bierny t ran sp o r t  D D P  
przez błony [3, 4], Przenikanie  D D P  przez b łony do  
w nętrza kom ó rk i  m oże mieć ch a rak te r  ak tyw nego 
tran sp o r tu  nośnikow ego [107], za czym przem aw ia 
swoistość zmniejszenia przepuszczalności błony k o 
m órkow ej d la  c is -D D P  w p rzy p ad k u  k om órek  o p o r 
nych. Nie jest to jednak  m echanizm  powszechnie 
akcep tow any .

O p o rn o ść  na c is -D D P  jest w n iektórych w ypadkach  
po łączona  z opornośc ią  na melfalan i w nieznacznym 
stopn iu  na inne czynniki alkilujące jak  np. bisulfan
[107]. O trz y m a n o  linię kom órek  S C C 2 5 /C P (  1 ) o 12 
k ro tn ie  wyższej oporności na działanie c is -D D P  od 
linii macierzystej [107], K om órk i  te były również 
o p o rn e  na działanie m eta treksa tu .  U w aża się, że 
rozwój wielolekowej oporności kom órek  
S C C 2 5 /C P (  1 ) jest następstw em  obniżenia  się poz io 
m u absorpcji leku, wzrostu poz iom u białek zaw iera ją
cych g rupy  sulfhydrylowe, jak  również w zrostu  ak ty w 
ności S -transferazy glutationowej [ 107]*.

VI-2. Rola glutationu
G lu ta t io n  jest jednym  z podstaw ow ych  związków 

n iebiałkowych zawierających g rupy  sulfhydrylowe, 
jaki bierze udział w procesach detoksykacji. O sta tn io  
podkreś la  się rolę g lu ta tionu  ja k o  ważnego czynnika 
inak tyw ującego  leki reagujące z D N A . W ykazano  
is to tną  rolę tego związku w rozwoju oporności k o m ó 
rek na różne  leki i czynniki cytotoksyczne. Podw yż
szenie po z io m u  g lu ta tionu , m ożna  uzyskać po eks
p o n o w an iu  kom órek  na działanie leków elektrofilo-

*— Dokładny opis mechanizmów oporności na leki znajdzie 
czytelnik w artykułach B. Grzelakowskiej-Sztabert ( Post. 
Biochem.. ( 1983 ), 29, 167-190, oraz Post. Biochem., ( 1989), 
35, zeszyt 4,).
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wych, takich jak  D D P , cyklofosfam id czy melfalan
[108], Analiza D N A  po inkubacji z c is -D D P  w obec
ności g lu ta tionu , wykazała  obecność nowych adduk-  
tów hydrofilowych. A d d u k ty  te z reguły stanow ią  
połączenia pom iędzy deoksyguanozyną , Pt i glutatio- 
nem. Takie  ad d u k ty  m ogą  pow staw ać  zarów no  w wy
niku przyłączenia kom pleksu  g lu ta tion-P t do  D N A , 
jak  i po reakcji m o n o a d d u k tó w  D N A -P t  z glutatio- 
nem. W ystępow anie  drugiego z tych m echanizm ów  
w ykazano , izolując m o n o a d d u k ty  nie zawierające g lu
ta t ionu  po  platynacji D N A  i późniejszej inkubacji 
z g lu ta tionem  [108]. M echanizm  obn iżan ia  cyto tok- 
syczności c is -D D P  przez g lu ta tion  nie został jeszcze 
ustalony. P raw d o p o d o b n ie  funkc jonu ją  przynajmniej 
dw a m echanizm y k o m ó rk o w e  regulujące ten proces:

1 ) c is -D D P  wnikając  do  kom órk i ulega inaktywacji 
wiążąc się z g rupą  sulfhydrylową g lu ta t ionu  i tworząc 
tioester. W ykazano ,  że ok. 52%  c is-D D P  zawartej 
w cytosolu  k om órek  nerek i w ą troby  jest zasocjowane 
w wielkocząsteczkowe frakcje (m cz  <  1000) po łączo
ne z g lu ta tionem  [109]. W iązanie  D D P  zachodzi 
p ra w d o p o d o b n ie  w cytoplazm ie [106],

2 )  g lu ta tion  redukuje  toksyczność D D P  przez inak- 
tywację m o n o a d d u k tó w  D N A -P t .  Taki m echanizm  
wyjaśnia po tencja lną  cy to toksyczność t ra n s -D D P  
w p rzy p ad k u  drastycznego obniżenia  poz iom u g lu ta 
tionu  w kom órce . A d d u k ty  t r a n s -D D P  z D N A  są 
głównie m onofunkcy jne  i p rzegrupow anie  w połącze
nia bifunkcyjne zachodzi znacznie wolniej niż w przy
p a d k u  cis-D D P. W niek tórych  uk ładach  blisko d w u 
k ro tn em u  podwyższeniu poz iom u  glu ta tionu  w k o m ó 
rkach  towarzyszy znaczny wzrost oporności kom órek  
na c is -D D P  [106], d ługo trw ałem u obniżeniu  poziom u 
g lu ta t ionu  w ew nątrz  k om órk i  może towarzyszyć 
wzrost wrażliwości [110]. Isto tne jest również spost
rzeżenie, że wzrost oporności kom órek  na  D D P  w yw o
łany podniesieniem poz iom u g lu ta tionu , uo d p a rn ia  je 
także na melfalan [106]. S tąd  wniosek, iż g lu tation  
w pewnym  s topniu  może być odpow iedzialny za 
op o rność  wielolekową.

VI-3. Tolerowanie nienaprawionych uszkodzeń 
DNA

Is to tnym  czynnikiem w rozwoju oporności może 
być również zdolność do  to lerow ania  uszkodzeń w y
wołanych działaniem D D P . W pływ w zrostu  poz iom u 
g lu ta tionu , ja k  i obniżenie przepuszczalności b łon jest 
w n iektórych w ypadkach  n ieproporc jona ln ie  niższe od 
poz iom u oporności linii kom órkow ej.  W ydaje  się, że 
może to być związane ze zdolnością  do tolerancji 
uszkodzeń D N A -P t  [106]. Tę hipotezę po tw ierdzać 
m oże obserwacja, że w p rzy p ad k u  rów notoksycznych  
daw ek c is-D D P, ilość międzyniciowych wiązań krzy
żowych jest w k o m ó rk a c h  opo rnych  na  lek 15-krotnie 
wyższa niż w k o m ó rk ach  wrażliwych [ 108 ]. Jak  d o tąd  
b rak  jest jednakże  wyjaśnienia m echan izm ów  takiej 
oporności.
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VII. Uwagi końcowe

M im o długiego czasu jaki upłynął od chwili o d 
krycia przeciw now otw orow ych właściwości c is-D D P 
i dużej liczby prac poświęconych temu związkowi, 
m echanizm  działania leku nadal nie został dokładnie  
poznany.

W ydaje się, że istotne znaczenie w zrozumieniu 
m olekularnych  podstaw  aktywności biologicznej 
c is -D D P m ają różnice występujące w s truk turze  p ro 
du k tó w  reakcji c is -D D P  i nieaktywnej przeciwnowo- 
tw orow o tra n s -D D P  z D N A , oraz  rola m echanizm ów  
napraw y D N A , usuwających takie uszkodzenia. W y
niki wielu doświadczeń w skazują  na bezpośredni zwią
zek między cytotoksycznością  c is -D D P  i skutecznością 
m echanizm ów  napraw iających uszkodzenia D N A  in
dukow ane  tym lekiem [97, 99], Nie bez znaczenia jest 
również różna szybkość usuw ania  ad d u k tó w  cis 
i t ra n s -D D P  z D N A  [ 46, 111 ]. N iek tórzy  zakładają , że 
ad d uk ty  z zasadam i azotowym i t ran s -D D P , które 
znacznie zakłócają  u p o rząd k o w an ą  s truk tu rę  D N A , 
są łatwo rozpoznaw ane  i usuw ane przez enzymy 
biorące udział w napraw ie  D N A  [111]. N atom iast 
niewielkie zm iany s truk tu ra lne  w prow adzone  do 
D N A  przez izomer cis są słabym sygnałem do roz
poczęcia napraw y, jednakże  efektywnie ham ują  re- 
plikację D N A , a więc m ają  silne działanie cytosta tycz
ne. Interesujący ze w /g lędu na zastosow anie  kom plek 
sów Pt w terapii jest również udział g lu ta t ionu  w d e to 
ksykacji kom órek  norm alnych  i now otw orow ych 
[ 106, 107, 110], Pomyślne rozwiązanie zasygnalizowa
nych powyżej zagadnień pow inno  umożliwić znalezie
nie odpowiedzi na bardziej podstaw ow e pytanie: jakie 
uszkodzenia D N A  indukow ane  przez c is -D D P  decy
dują  o aktywności biologicznej leku i w jaki sposób 
c is -D D P wybiórczo zabija n iektóre  kom órk i n o w o 
tworowe?

A rty k u ł o trzym ano 24 października 1989r. 
Zaakceptow ano do druku 31 stycznia  1990r.
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Wykaz stosowanych skrótów:
HSV-1 — wirus Herpes simplex-1, ICPO i 1CP4 — polipep- 
tydy wirusowe HSV-1 ( ang. ICP — infected cell polypep- 
tides) kodowane przez geny grupy a, tj. odpowiednio geny 
oznaczone jako 0 i 4. TK — tymidynowa kinaza.

I. Wprowadzenie

U ludzi herpesw irusy  w ywołują  różne choroby. 
W p rz y p a d k u  n iek tó rych  c h o ró b  stwierdza się obec
ność herpesw irusów , chociaż ich rola w procesie 
c h o ro b o w y m  nie jest dok ładn ie  znana  [ 1 ].

H erpesw irusy  c h a rak te ry zu ją  się właściwościami 
onkogennym i [2 ] ,  tj. m ają  zdolność wywoływania  
zmian tran sfo rm acy jn y ch  w hodowli kom órek . R ó w 
nież herpesw irusom  przypisuje  się udział w procesach 
n o w otw orow ych  in vivo.

D o  rodziny H erpesv ir idae  [3 ]  zalicza się wirusy 
zawierające dw unic iow y, liniowy D N A . w formie 
rdzenia  w ir ionu  o raz  ikozaedra lny  kapsyd składający 
się z 162 k ap so m eró w . M asa  cząsteczkowa D N A  
genom ow ego  wynosi 97 x 106 w p rzy p ad k u  wirusa 
H erpes sim plea-1 o raz  80 x 106 w p rzy p ad k u  wirusa 
E pstein-B arr. Z a w a r to ść  G  +  C w D N A  HSV-1 wynosi 
6 7% , w D N A  H SV -2 6 9 % , a w D N A  k o m ó rk o w y m  
41-42%  [3],

1 D r , : Prof. dr hab. med., Katedra i Zakład Patomorfologii 
Klinicznej, Akademia Medyczna, ul. M.Skłodowskiej-Curie 
9, 85-094 Bydgoszcz.

Ryc. 1 S chem at  g en o m u  HSV-1
G e n o m  HSV-1 obe jm uje  d w a  odcinki  tj. odcinek długi 
( ozn acz o n y  j a k o  L ) o raz  odcinek  k ró tk i  ( o znaczony  j a k o  
S ), k tó r e  s ta n o w ią  o d p o w ie d n io  82%  i 18% w irusow ego  
D N A .  O dcinek  długi sekwencji un ika lnych  ( oznaczony  
j a k o  U L) jest o to c z o n y  przez po w ta rz a ln y  o dcinek k o ńcow y  
( T R[ ) z jednej  s t rony  o raz  w ew nętrzny  odcinek p o w ta rz a l 
ny ( I R . )  z drugiej s t rony.  O dc inek  k ró tk i  sekwencji un ik a l 
nych ( U s ) jest o to c z o n y  przez p o w ta rza ln y  odcinek  k o ń 
cowy ( T R S) z jednej  s t rony  o raz  przez pow ta rza ln y  odcinek 
w ew nętrzny  ( I R S) z drugiej s t rony.  N a  rycinie p rz e d 
s ta w io n o  umiejscowienie w y b ran y ch  f rag m en tó w  res tryk 
cyjnych ( S, P o raz  PS ) po  t raw ien iu  Barn H I ,  k tó re  zostały 
sk lo n o w a n e  i użyte j a k o  so n d y  w o m aw ian y ch  w pracy 
d o św iadczen iach  hybrydyzacy jnych .  O p ra c o w a n o  na p o d 
stawie d a n y c h  l i te ra tu row ych  [3-9].

G enom  HSV-1 jest cząsteczką D N A  zawierającą 
oko ło  150 kpz  i m ającą  zdolność do  kodow an ia  50-100 
genów [4-9].

II. Ekspresja genów herpeswirusów w okresie 
infekcji litycznej

G eny  HSV  są t ran sk rybow ane  w jądrze  zakażonych  
kom ó rek  przez enzym gospodarza  tj. polimerazę R N A  
klasy II. Po zakażeniu  ulegają kolejno ekspresji p o 
szczególne zestawy genów HSV. W ystępują  przypusz
czalnie 3 g łówne zestawy genów wirusowych, k tóre  są 
również nazyw ane g rupam i kinetycznymi tj. ct,ß, y [ 5, 
10], G eny  zaliczane do  różnych g rup  kinetycznych 
przepla ta ją  się wzajemnie wzdłuż wirusowego D N A
[11]. W przeciwieństwie do  większości wirusowych 
i eukario tycznych  m R N A , t ransk ryp ty  HSV nie są na 
ogół nadzwinięte  ( a n d .  spliced) [10, 11 ].
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N aty ch m ias t  po wniknięciu wirusa do  kom órk i  
g o sp o d arza  następuje  transkrypcja  5 genów grupy  
« [12].  G eny  te są jedynym i genami wirusowymi 
t ransk rybow anym i przy b raku  syntezy białek wirusa. 
G ru p a  a ( ang. im m ediate early - I E ) obejmuje geny IE 
oznaczone  ja k o  0, 4, 22, 27 i 47. A ktywacja  t ra n sk ry p 
cji tych genów  następuje  przez polipeptyd Vm65, który 
jest po łączony  z wirionem [13].

P ro d u k t  genu grupy « - IE4, tj. b iałko 1CP4 jest  stale 
po trzebne  podczas cyklu infekcyjnego dla u trzym ania  
transkrypcji  genów grup  innych niż geny grupy  « [ 14], 
Przypuszczalnie białko ICP4 wpływa ak tyw ująco  na 
ekspresję genów grup  ß  i y o raz  pełni funkcję au to re-  
gulacyjną w p rzypadku  genów grupy a [ 14].

O s ta tn io ,  duże znaczenie w regulacji ekspresji genów 
w irusow ych przypisuje się oprócz  ICP4 również białku 
ICPO [13] .  Stosując transfekcję [ 13] z użyciem p laz
m idów  zawierających sekwencje genów wirusowych 
HSV, w ykazano , że białka ICP4 i ICPO m ogą pełnić 
funkcję za ró w n o  pozytywnego jak  i negatyw nego 
czynnika  regulacyjnego transkrypcji,  w zależności od 
stężenia i s tanu  funkcjonalnego  cząsteczek tych białek. 
Przy użyciu im m unofluorescencji z zas tosow aniem  
przeciwciał m onok lona lnych  wobec ICPO i IC P4  wy
kazano , że białka te występują w przeważającej ilości 
w jąd rze  zakażonych  kom órek . F u nkc jona lna  in te rak 
cja co najmniej dwóch p ro d u k tó w  genów grupy  « tj. 
białek ICPO i ICP4 stanowi podstaw ę skoordynow anej 
regulacji ekspresji genów wirusowych w cyklu infek
cyjnym HSV  [ 13]."

P rzykładem  genu grupy //jest wirusowy gen tymidy- 
nowej k inazy / T K /  [15, 16]. Tym idynow a kinaza 
k o d o w an a  w irusowo ( tzn. gen T K  wchodzi w skład 
genom u w i r u s a ) ma bardzo  duże znaczenie dla cyklu 
replikacyjnego HSV, a poziom jej ekspresji określa 
neurow irulencję  i możliwość zapoczą tkow an ia  stanu  
latencji HSV-1 [17].

III. Latencja

N iek tó re  wirusy, m.in. herpeswirusy, mają zdolność  
p rzebyw ania  w kom órce  gospodarza  w stanie latencji, 
czyli u ta jen ia , bez nam n ażan ia  cząstek wirusa [18],

N a  ogół zakażenie la tentne [6, 19] rozpa tru je  się 
w trzech etapach: - zapoczątkow an ia  s tanu  latencji 
( ang. esta b lish m en t), - dalszego trw ania  latencji ( ang. 
m a in ten a n ce ), - o raz  reaktywacji (an g .  rea c tiva tio n ), 
w w yniku  której następuje  przejście wirusa H erpes 
s im p le x -1 ze stanu  latencji do  infekcji litycznej, w k tó 
rej m a  miejsce replikacja genom u HSV-1. W  czasie 
infekcji litycznej genom  HSV-1 występuje w formie 
liniowej.

Przejście H S V -1 w stan latencji odbyw a się w k o m ó 
rkach nie dzielących się tzn. neu ronach  in vivo [20], 
S tąd bardziej p rzydatne  do  b ad ań  niż linie ko m ó rk o w e  
okazały  się układy dośw iadczalne in vivo, s tosujące 
zwierzęta labora tory jne .

W w aru n k ach  eksperym enta lnych , infekcyjne cząs

tki wirusowe m ożna  izolować ze zw ojów  trójdzielnych 
myszy aż do  7-10 dnia  po infekcji [6, 21, 22], Po 
okresie infekcji litycznej wirus przechodzi w stan 
latencji [18]. W stanie latencji nie m o ż n a  wykryć 
infekcyjnego wirusa w hom ogenac ie  tk a n k o w y m , n a 
tom iast m ożna  wykryć wirusowy D N A  w pniu  mózgu 
i w zwojach trójdzielnych przez okres  życia zwierzęcia 
[7, 23].

Niski poziom  zawartości w irusow ego D N A  w stanie 
latencji u myszy i innych zwierząt lab o ra to ry jn y ch  [7, 
8] przy zakażeniu  w w aru n k ach  dośw iadcza lnych  jest 
g łów nym  utrudnien iem  w postępie b a d a ń  nad  latencją 
H S V -1 .

Dotychczas  stwierdzono, że la tencja  nie zachodzi, 
w p rzypadku  herpeswirusów, k tó re  nie w ytw arzają  
białek ICP4 i tymidynowej kinazy [24, 25].

Rola uk ładu  im m unologicznego  w za p o c z ą tk o w a 
niu latencji oraz w dalszym jej t rw an iu  w ym aga  jeszcze 
b a d a ń  [26].
. P oznano  wiele czynników  fizyczno-chemicznych, 
k tó re  induku ją  proces przejścia ze s tan u  latencji do 
aktywnej infekcji litycznej, w procesie reaktywacji. 
W śród  czynników  fizyczno-chemicznych s tosow ano  
m.in. naprom ien iow anie  nadfio le tem , podrażnien ie  
ta śm ą  celofanow ą oraz trak to w an ie  ksylenem, k w a
sem retinow ym , D M S O  itp.

O prócz  czynników fizyczno-chemicznych, wywoły
w ano  reaktywację  w w aru n k ach  labo ra to ry jn y ch  p o 
przez uszkodzenie nerwu o raz  tra k to w a n ie  im m unosu -  
presyjne [ 27, 28 ].

IV. Stan fizyczny genomu herpeswirusa 
w okresie latencji

Do analizy s tanu  fizycznego genom u  HSV-1 w o k re 
sie latencji zas tosow ano  m etody  hybrydyzacji  kwasów 
nukleinow ych [7, 8]. W b adan iach  tych [7, 8] izo
low ano  D N A  z m ózgów  myszy w okresie  fazy ostrej 
infekcji (cykl lityczny ) o raz  w stanie latencji. N as tęp 
nie próbk i D N A  traw iono  enzym em  restrykcyjnym 
Barn H 1, rozdzielano elektroforetycznie  i p rzenoszono 
na  nitrocelulozę, po czym p o d d a w a n o  hybrydyzacji 
z sondą  reprezentującą cały genom  HSV-1. Stwier
dzo n o  duże podob ieńs tw o  w zakresie sk ładu  fragm en
tów  restrykcyjnych poszczególnych p ró b ek  D N A  z fa
zy ostrej i latentnej o raz  w p rzy p ad k u  D N A  wiriono- 
wego. N a  tej podstaw ie stw ierdzono , że większość 
sekwencji D N A  genom u HSV-1 w ystępuje  w mózgu 
la tentnie  zakażonych  myszy. W yniki te wykluczyły 
możliwość, ze nagrom adzen ie  się defektyw nych cząs
tek w irusowych stanowi przyczynę latencji.

Do b a d a ń  s tanu  fizycznego gen o m u  HSV-1 użyto 
specyficznych sond hybrydyzacyjnych , k tóre  o d p o 
wiadały  określonym  fragm entom  g en o m u  wirusowego 
( Ryc. 1 ). B adania  te [7 -9]  w ykazały  u tra tę  fragm en
tów  końcow ych P i S ( Ryc. 1 ) la ten tnego  genom u 
HSV-1, przy zachow aniu  regionu łączącego PS, w p o 
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rów naniu  do  D N A  w irionu oraz  D N A  z fazy infekcji 
ostrej. U t r a ta  końcow ych fragm entów  w w irusowym , 
latentnym  D N A  HSV-1 jest związana [9 ]  z ich p o łą 
czeniem i u tw orzeniem  fragm entu , k tó ry  odp o w iad a  
łączącemu fragm entow i PS D N A  wirionu. A zatem 
występują dwie kopie  regionu łączącego PS w la ten t
nym genom ie HSV-1.

Badania  s tan u  fizycznego la ten tnego  genom u 
HSV-1 przy użyciu chrom atograf i i  w fazie odw róconej 
( RPC-5 ) w ykaza ły  zróżnicowanie  w wielkości k o ń 
cowych f rag m en tó w  restrykcyjnych la ten tnego  D N A  
HSV-1 (u z y sk a n y c h  w w yniku trawienia  D N A  en 
zymem restrykcyjnym  Eco Rl ) w s to sunku  do  wirio- 
nowego D N A  [ 29 ]. W ykryte  z różnicow anie  w w ielko
ści f ragm entów  restrykcyjnych la tentnego D N A  
HSV-1 m ogło  wynikać  z pow stan ia  w w irusowym  
latentnym  D N A  miejsc przyłączenia do  D N A  gos
podarza . B adan ia  te jed n ak  nie rozstrzygają os ta tecz
nie tej kwestii, poniew aż istnieje możliwość, że przy 
użyciu ch rom atog ra f i i  w fazie odw róconej uzyskano 
wzbogacenie  w nie tylko wirusowe, lecz także k o m ó r 
kowe hom olog iczne  sekwencje D N A , k tóre  mogły 
hybrydyzow ać  niespecyficznie z sondą  w ykryw ającą  
sekwencje w irusow e [30, 31 ].

Na podstaw ie  b ad ań  s tanu  fizycznego la tentnego 
genom u HSV-1. w ykonanych  techniką w irow ania  
w gradiencie ch lo rk u  cezu w połączeniu z hyb rydyza
cją p u n k to w ą  kw asów  nukleinow ych [8, 32], p rz y p u 
szcza się że HSV-1 występuje w stanie latencji w w ięk
szości w form ie  p ozach rom osom alnej  tzn. nie łączy się 
z sekwencjami k o m órkow ym i gospodarza . Przypusz
czalnie la ten tny  HSV-1 występuje w formie episomal- 
nej.

N iek tó re  sekwencje D N A  ssaków (m ysi, ludzk i)  
i D N A  ludzkich herpesw irusów  (H S V -1 ,  H S V -2 )  są 
hom ologiczne. O bszary  homologii [30, 31 ] ( Ryc. 1 ) 
z sekwencjami D N A  gospodarza  występowały  głównie 
w obrębie  o b sza ru  L i S typu "inverted  repeat"  oraz  
w pobliżu c e n tru m  obszaru  L sekwencji unikalnych  
w irusow ego genom u. H om olog ię  sekwencji w iruso
wych i sekwencji gospodarza  s tw ierdzono także 
w p rz y p a d k u  wirusa E pstein-Barr oraz  wirusa cyto- 
megalii [ 31 ]. O becnie  nie w iadom o  czy obszary  h o m o 
logiczne reprezen tu ją  specyficzne funkcjonaln ie  geny 
czy też sekwencje niekodujące. Nie w iadom o także czy 
obszary  hom olog ii  genom u herpesw irusów  i genom u 
kom órk i  g o sp o d a rza  powstały  przez rekom binację  czy 
też w drodze  konwergencji m echanizm ów  ewolucyj
nych.

V. Ekspresja genomu herpeswirusa w stanie 
latencji

B adania  p rzep ro w ad zo n e  przy użyciu techniki h y b 
rydyzacji kw asów  nukleinowych, w tym techniki h y b 
rydyzacji in situ  [33, 34], wykazały obecność R N A  
specyficznego dla HSV-1 w stanie latencji w zwojach 
tró jdzielnych człowieka. W badan iach  p rzep ro w ad zo 

nych na myszach również w ykazano  obecność  w iru so 
wych m R N A  w stanie latencji HSV-1, w tym  trans-  
k ryp tów  R N A  genów wirusowych kodu jących  ICPO 
i ICP4 oraz  ograniczenie ilości t ran sk ry p tó w  genu 
wirusowego kodującego  tym idynow ą k inazę ( T K )
( chociaż wyniki bad ań  w p rzypadku  genu T K  często 
nie są zbieżne - [33, 35, 36]) .

W badan iach  dotyczących translacji genów  HSV-1 
w stanie latencji [37]  w ykazano  obecność  polipep- 
tydów  wirusowych w zwojach trójdzielnych, k tó re  
należały do  grupy  kinetycznej a, czyli tzw. polipep- 
tydów  b ardzo  wczesnych ( o m.cz. 175 kD , 136 kD , 110 
kD , 87 kD , 63 k D )  o raz  g r u p y ß ,  czyli tzw. po lipep- 
tydów  wczesnych ( o  m.cz. 146 kD , 44 k D , 32 k D ) .  
W y k azan o  także obecność po lipep tydu  k apsydu  
o m.cz. 155 kD. W śród  polipep tydów  b a rd z o  wczes
nych s tw ierdzono obecność białka IC P 4  ( o  m.cz. 
175 k D )  [38 ]  w zwojach trójdzielnych w stanie  
latencji.

W ażnym  elementem dotyczącym  ekspresji gen o m u  
HSV-1 w stanie latencji jest zjawisko metylacji o k re ś 
lonych sekwencji w irusowego D N A . Z a o b se rw o w a n o  
bowiem związek między metylacją D N A  a b rak iem  
aktyw ności transkrypcyjnej wielu k o m ó rk o w y ch  i w i
rusowych genów [39].

W b adan iach  latencji in vitro [ 39 ], w yko n an y ch  przy 
zas tosow aniu  limfoidalnej linii k om órkow ej,  s tw ier
dzono , że la tentny w irusow y D N A  jest zm ety low any. 
W p rzy p ad k u  infekcji litycznej nie s tw ierdzono  w b a 
dan iach  in vitro metylacji w irusowego D N A .

Badania  latencji in vivo [40],  p rzep ro w ad zo n e  na  
myszach wykazały, w przeciwieństwie do  b a d a ń  
w układzie in vitro , b rak  metylacji przeważającej części 
la ten tnego  D N A  HSV-1. W  p rzy p ad k u  b a d a ń  in vivo , 
metylacja dużej części la tentnego genom u HSV-1 nie 
jest niezbędnym  w arunk iem  stanu  latencji.

VI. Uwagi końcowe

Badania  s tanu  latencji H S V -1 w y k onane  na  zwierzę
tach labora to ry jnych  m ają  odniesienie do  s tanu  la ten 
cji HSV-1 u człowieka. W yniki tych b a d a ń  m uszą  być 
jed n ak  zweryfikowane na m ateria le  ludzkim. Z a k a ż e 
nie HSV-1 u człowieka różni się bowiem od  zakażen ia  
HSV-1 w p rzy p ad k u  zwierząt labora to ry jnych . U m y 
szy H S V -1 wykazuje w zakażeniu  p ie rw otnym  większą 
neurowirulencję niż u człowieka [6] , R eak tyw acja  jest 
u  la tentnie  zakażonych  myszy rzadka , w przeciw ieńst
wie do  reaktywacji występującej u człowieka [6] . 
W  badan iach  na m ateria le  ludzkim  p o tw ie rd zo n o  
u tra tę  fragm entów  końcow ych w irusow ego D N A , 
k tó rą  w ykazano  w badan iach  latencji na  m yszach 
[41].

Z asadn iczo  w p rzy p ad k u  la ten tnego  g en o m u  H SV  
replikacja w irusowego D N A  nie zachodzi [42] .  P o 
czą tkow o w ykazano  [43]  obecność specyficznego 
t ran sk ry p tu  - L A T  ( ang. latency-associated  tra n scr ip t) 
w la tentnie  zakażonych  neu ronach  mysich. W y k a z a n o
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ogran iczoną transkrypcję  la tentnego genom u HSV-1 
na m ateria le  zwierzęcym [4, 44] o raz na materiale 
ludzkim [45 -47 ] ,  W ykryte  transk ryp ty  pochodziły  
przede wszystkim z sekwencji pow tarzalnych  ( I R L ,  
IRS ), zwłaszcza odc inka  długiego ( L ) genom u HSV-1 
[48],

U sta lono , że w irusowe R N A  w stanie latencji p o d 
legają transkrypcji z nici D N A  przeciwnej do  nici 
D N A , w której występuje gen kodujący t ranskryp t 
po lipep tydu  ICPO. T ranskrypc ja  w stanie latencji 
dotyczy części sekwencji tego genu. Brak jest danych 
odnośnie  możliwości kodow an ia  białka przez tę sek
wencję ( L A T ) [49].

M ożna  przypuszczać, że p row adzone  obecnie k o m 
pleksowe badan ia  pozw olą  wyjaśnić szereg zagadnień 
ekspresji la tentnego genom u HSV-1.

A r ty k u ł otrzym ano 13 lipca 1989 r.
Zaakceptow ano do druku 26 września 1990 r.
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 UWAGA!
Redakcja „Postępów Biochemii’ ’ 

zamierza wydać w 1992 r.

„Leksykon nowych term inów b iochem icz
nych". Ponieważ leksykon um ieszczony w to
mie 36(3-4) i tom ie 37(1) ma charakter roboczy, 
prosim y o uwagi i ewentualne poprawki, a jed 
nocześnie zachęcamy do uzupełn iania go has
łam i z w łasnej dziedziny badań.
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PCR-MATE EP

oferuje.

Wszechstronny i poręczny 
syntezator DNA
PCR-MATE EP to poręczne urządzenie laboratoryjne firmy Applied 
Biosystem, w którym połączono chemię, precyzyjny system 
odmierzania i szerokie oprogramowanie.
Dzięki tym właściwościom urządzenie PCR-MATE EP zapewnia 
różnorodne możliwości w zakresie syntezy kwasów nukleinowych jak 
np. uzyskanie:
— prawidłowego DNA
— tiofosforanowych pochodnych (np. anty-sense oligonukleotydów)
— 35S — tiofosforanowych sond o wysokiej specyficzności
— a nawet syntetyczne RNA
Wraz z rozszerzaniem zakresu Twoich badań PCR-MATE EP łatwo 
dostosowuje się do Twoich potrzeb!

Applied 
Biosystems

Programowany Blok Termiczny
Pomyśl o nim jako o fotokopiarce biologicznej, której użyjesz gdy 
potrzebujesz wysokiej jakości kopie — przy amplifikacji DNA 
(np. reakcji łańcuchowej polimerazy) i hybrydyzacji. Taką samą 
maksymalną odtwarzalność uzyskasz stosując Programowany Blok 
Termiczny w badaniach z użyciem enzymów restrykcyjnych i hodowli 
komórkowych
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BIO-TELEFONY
(dzwoniąc do firmy nie zapomnij pochwalić się, że 
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tel. (022) 23-58-52 
fax: (022) 23-53-06
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fax: (222) 82-85-629
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tel./fax: 642-87-77
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Wiedeń
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