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Profesor Stanisław M arian Jóźkiew icz  
W spomnienia

1910-1994

W dniu 19 grudnia 1994 roku, w kilkanaście dni po 
swoich 84 urodzinach, zmarł współtwórca Wydziału 
Lekarskiego w Katowicach oraz Wydziału Farm aceu­
tycznego w Sosnowcu, doktor honorowy AM w K ato­
wicach, profesor Stanisław Marian Jóźkiewicz.

Profesor Jóźkiewicz urodził się 8 grudnia 1910 roku 
we Lwowie. Po ukończeniu w rodzinnym mieście 
V Gimnazjum im. Jana Karola Chodkiewicza, odbył 
też tam w latach 1928-1935, studia na Wydziale 
Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Jana 
Kazimierza. Już w okresie studiów pracował jako  
asystent w Katedrze Chemii Ogólnej pod kierunkiem 
profesora Kazimierza Tołłoczki. Pracę magisterską 
wykonał pod kierunkiem profesora Romana M ałacho­
wskiego w Katedrze Chemii Organicznej. Po studiach 
podjął pracę w Oddziale Wodnym Lwowskiej Filii 
Państwowego Zakładu Higieny, którym kierował w la­
tach 1937-1941. Po wybuchu wojny niemiecko-sowiec- 
kiej przeniósł się do Krakowa, gdzie pracował w In­
stytucie Badań nad Tyfusem Plamistym, pod kierun­
kiem profesora Rudolfa Weigla, a później w Wytwórni 
Surowic i Szczepionek pod kierunkiem profesora 
O dona Bujwida. Po zakończeniu działań wojennych 
w marcu 1945 roku, pierwszym transportem, przybywa 
do dymiącego jeszcze Wrocławia. Był jednym z o r­
ganizatorów szkolnictwa wyższego we Wrocławiu. 
Rozpoczął pracę w Katedrze Chemii Fizjologicznej 
Wydziału Lekarskiego Uniwersytetu i Politechniki 
Wrocławskiej. W 1951 roku uzyskał doktorat z nauk 
przyrodniczych promowany przez profesora Tadeusza

Baranowskiego. W tym samym roku przybywa na 
Śląsk, gdzie organizuje Katedrę Chemii Fizjologicznej 
Śląskiej Akademii Medycznej w Zabrzu-Rokitnicy. 
W katedrze tej był kolejno zastępcą profesora (1951- 
1954), docentem (1955-1961), a od 1961 roku profeso­
rem nadzwyczajnym i zwyczajnym.

Profesor Stanisław Jóźkiewicz był inspiratorem 
i opiekunem 7 prac habilitacyjnych następujących 
osób: Kazimierza Spetta (1960), Tadeusza Jerzykows- 
kiego (1966), późniejszego kierownika K atedry T ok­
sykologii Wydziału Farmaceutycznego w Sosnowcu, 
Józefa Stanoska (1967), swego następcy w Katedrze 
w Zabrzu-Rokitnicy, Anny Tokarzowej (1968), póź­
niejszego pierwszego kierownika Katedry Biochemii 
Wydziału Lekarskiego w Katowicach-Ligocie, Jan u ­
sza Gregorczyka (1971), późniejszego kierownika K a­
tedry Biochemii AM w Szczecinie, Zdzisławy Elbo- 
wicz-Waniewskiej (1973), potem kierownika Katedry 
Chemii i Analizy Leków Wydziału Farmaceutycznego 
w Sosnowcu i M ariana Drożdża (1979), organizatora 
i długoletniego Dziekana Wydziału Farm aceutycz­
nego w Sosnowcu, oraz długoletniego kierownika 
Katedry Diagnostyki Laboratoryjnej i Chemii Klini­
cznej tego Wydziału. Długa jest lista Jego d o k to ran ­
tów, spośród nich aż dziewięciu zostało samodzielnymi 
pracownikami nauki. Z okresu kierowania Katedrą 
Chemii Fizjologicznej Wydziału Lekarskiego w Z ab ­
rzu-Rokitnicy pochodzi większość dorobku nauko­
wego Profesora, obszernego, bo liczącego ponad 100 
publikacji. Jego badania dotyczyły wpływu specyficz­
nych i niespecyficznych bodźców stresowych (ultra­
dźwięki, hałas, wibracje, glikokortykosterydy) na me­
tabolizm, oraz wybranych zagadnień toksykologii 
przemysłowej i biochemii klinicznej. Profesor był au to ­
rem wielokrotnie wznawianego skryptu noszącego 
tytuł „Chemia fizjologiczna”, którego pierwsze wyda­
nie ukazało się w 1954 roku. Znaczenia tego skryptu 
nie można oceniać z dzisiejszej perspektywy, przy 
ogromnej dostępności różnorodnych, krajowych i o b ­
cych wydawnictw biochemicznych w księgarniach. 
Były to lata „żelaznej kurtyny”. Dopływ informacji 
naukowych z zachodu był ograniczony. Po 22 latach 
kierowania Katedrą, w 1973 roku, w wyniku re­
organizacji Profesor został zmuszony do odejścia 
z Katedry. Kierownikiem Katedry Chemii Fizjologicz­
nej został jego wychowanek, docent Józef Stanosek.

W latach 1973-1981 był profesorem w Katedrze 
Chemii Klinicznej i Diagnostyki Laboratoryjnej Wy­
działu Farmaceutycznego Śląskiej Akademii Medycz­
nej, k tórą kierował wówczas profesor M arian Drożdż. 
Był to okres niezwykle owocny, nie waham się powie­
dzieć, że wywarł On ogromny wpływ na pierwsze 
kilkanaście lat działalności Wydziału Farmaceutycz­
nego w Sosnowcu. To głównie dzięki ogromnemu 
autorytetowi Profesora i Jego poparciu w 1971 roku 
został erygowany Wydział Farmaceutyczny w Sos­
nowcu. Gdy w 1982 roku zmarła doc. Tokarzowa 
kierownictwo Katedry Biochemii Wydziału Lekars­
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szość swego twórczego życia, Śląska Akademia Medy­
czna nadała M u tytuł doktora  honoris causa. P rom o­
torem w tym uroczystym przewodzie doktorskim był 
profesor Zbigniew Stanisław Herman.

Profesor Stanisław Jóźkiewicz dużą uwagę przywią­
zywał nie tylko do umiejętności naukowych, lecz i do 
tzw. „zachowania akademickiego” swoich wychowan­
ków. Bardzo przeżywał zarówno sukcesy jak i porażki 
swych wychowanków. Profesor uważał, że nauka jest 
chyba ostatnią dziedziną w której znaczenie ma mistrz, 
pod kierunkiem którego zdobywa się kolejne stopnie 
naukowe. Sam był uczniem profesora Romana M ała­
chowskiego — ucznia profesora Jakuba Karola Parna- 
sa. Profesor Stanisław Marian Jóźkiewicz odszedł spo­
kojnie, otoczony szacunkiem i wdzięcznością swych 
uczniów —- dla nich będzie zawsze niezastąpiony.

Uczniowie i współpracownicy

Kolejny, XXXI, Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbędzie się w  Warszawie w dniach 6 8 
września 1995 r. Pierwsze zawiadomienie Członkowie otrzymali w listopadzie.

P R O G R A M  N A U K O W Y  Z JA Z D U :

1. Rola błon w  regulacji procesów komórkowych.
2. Mięśnie w  normie i patologii.
3. Biologia komórki nowotworowej.
4. Geny i genomy.
5. Biochemia receptorów.
6. Procesy biotransformacji.
7. Regulacja hormonalna.
8. Nauczanie biochemii.

Zjazdowi towarzyszyć będą wystawy sprzętu laboratoryjnego, aparatury i odczynników. Przewiduje się 
umieszczenie ogłoszeń w  materiałach zjazdowych.

Zainteresowanych uczestnikom w Zjeździe, a także osoby chcące zasięgnąć informacji w  sprawie wystaw 
i ogłoszeń prosimy o kontakt z sekretarzem Oddziału Warszawskiego, pod następującym adresem:

Doc. dr hab. Katarzyna NAŁĘCZ,
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul Pasteura 3, 02-093 Warszawa, 
tel. 659-85-71 w. 303, fax 22-53-42.

Z przyjemnością informujemy, że —  wzorem lat ubiegłych — biochemicy polskiego pochodzenia i Polacy 
pracujący w  krajach byłego Związku Radzieckiego mogą ubiegać się o pokrycie kosztów uczestnictwa 
w  Zjeździe i pobytu w  Warszawie. Serdecznie zapraszamy i prosimy o powiadomienie o tej możliwości 
zainteresowanych kolegów. Zgłoszenia przyjmuje Pełnomocnik Zarządu do kontaktów z kolegami w krajach 
byłego ZSRR —  profesor dr med. Marek Gniazdowski z Zakładu Chemii Ogólnej Akademii Medycznej (ul. 
Lindleya 6, 90-1 31 Łódź, tel. 784-277) oraz Zarząd G łówny P.T. Bioch. (ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa).

kiego w Katowicach-Ligocie zostało powierzone prof. 
M. Drożdżowi. O d pierwszych tygodni kierowania 
Katedrą, profesor Drożdż zatrudnił w Katedrze Profe­
sora Stanisława Jóźkiewicza. Profesor pracował w tej 
Katedrze do końca swych dni, ostatnie lata w wymia­
rze pół etatu. Profesor Stanisław Jóźkiewicz, doktor 
honorowy Uczelni, dzięki swemu spokojowi i ogrom ­
nemu urokowi osobistemu cieszył się szacunkiem 
i sympatią wszystkich współpracowników.

Profesor Stanisław Jóźkiewicz był założycielem 
i pierwszym prezesem Oddziału Śląskiego Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego (1964-1966). Był orga­
nizatorem XI Zjazdu tego towarzystwa (Katowice 
1971). Był członkiem Polskiego Towarzystwa Fizjo­
logicznego, a w 1987 roku otrzymał honorowe człon­
kostwo Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego. 
W roku 1982 uczelnia, w której przepracował więk­
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Wykaz stosowanych skrótów: PCN A  — jądrow y antygen 
proliferujących kom órek; kinazy cdk — kinazy cyklino- 
zależne; kinazy M A P — kinazy aktywow ane działaniem 
mitogenu; Cln — cykliny znajdow ane w fazie G1 kom órek 
drożdży; Clb — cykliny znajdow ane w fazach G2 i M kom ó­
rek drożdży.

I. W stęp

Przechodzenie komórek eukariotycznych przez cykl 
komórkowy jest złożonym procesem regulowanym

* Prof. d r hab. Zakład Biochemii K om órki, Instytut Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, P asteura 3,02-093 
W arszawa

przez liczne czynniki zewnątrz- i w ewnątrzkom ór­
kowe, odpowiedzialne za tzw. wewnętrzne punkty 
kontrolne cyklu (cell-cycle checkpoints). Po zadziałaniu 
czynników wzrostowych na powierzchnię komórki 
— i ich interakcji z odpowiednimi receptorami — ulega 
uruchomieniu kaskada procesów biochemicznych 
przenoszących sygnał mitogenny do jądra  kom ór­
kowego. W jądrze komórkowym następuje skoor­
dynowana transkrypcja genów tzw. wczesnej i późnej 
odpowiedzi. Ekspresja tych genów jest częścią p ro ­
gramu genetycznego odpowiedzialnego za wyjście ko­
mórek ze stanu spoczynkowego, wywołanie w nich 
syntezy DNA i doprowadzenie do podziału. Istotnym 
elementem tego programu jest obecność wewnętrz-
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nych punktów kontrolnych w różnych etapach cyklu, 
przede wszystkim na granicy faz G l /S  oraz G2/M , 
a także podczas mitozy przy tworzeniu wrzeciona 
kariokinetycznego. W tych to momentach cyklu doko­
nywane jest m.in. monitorowanie gotowości komórek 
do rozpoczęcia syntezy DNA, a następnie sprawdzenie 
czy została ona w pełni ukończona. Funkcją tych 
punktów kontrolnych jest zatem uniemożliwienie ko­
m órkom  wejścia w kolejną fazę cyklu przed zakoń­
czeniem syntezy wszystkich niezbędnych makrocząs­
teczek [1-6].

Szczególną rolę w przejściu komórek przez te kryty­
czne punkty grają w komórkach eukariotycznych 
kinazy serynowo-treoninowe, znane jako  kinazy cyk- 
lino-zależne (cdk, cyclin-dependent kinases) [7-18]. 
W kom órkach drożdży S. cerevisiae występuje jedna 
kinaza, tzw. kinaza cdc2, w S. pombe —  kinaza CDC28, 
w komórkach ssaków natomiast wykryto już kilka­
naście kinaz cyklino-zależnych. Następująca kolejno 
aktywacja poszczególnych enzymów z tej rodziny 
i wynikająca z tego fosforylacja właściwych substratów 
(białek strukturalnych, enzymatycznych, regulatoro­
wych) promuje uporządkowany przebieg cyklu kom ó­
rkowego. Poznanie wewnątrzkomórkowych mechani­
zmów leżących u podstaw regulacji funkcjonowania 
kinaz cdk i ich współdziałania z produktam i genów 
supresorowych ma również istotne znaczenie w zro­
zumieniu procesów prowadzących do powstania no ­
wotworów.

Artykuł poświęcony jest grupie w ewnątrzkom ór­
kowych białek hamujących aktywność kinaz cdk w ko­
mórkach ssaków.

II. Kinazy cyklino-zależne i ich wewnątrz­
kom órkowe kom pleksy

II-l. Kinazy cdk i ich kompleksy z cyklinami

Kinazy cdk (cdk 1 -cdk7) są białkami o c.cz. 32-38kD, 
w których liczne sekwencje aminokwasowe wykazują 
znaczny stopień homologii [7,15,18-21], W cząsteczce 
kinaz cdk wyróżnia się region wiążący A TP (sekwencja 
G EG T Y G ) oraz występującą w odległości 25 AA od 
niego, 16-aminokwasową sekwencję —  EGVPSTAI- 
REISLLKE- (skrót PSTAIRE; Ryc. 1). Uczestniczy 
ona prawdopodobnie w wiązaniu kinazy cdk, stano­
wiącej podjednostkę katalityczną kompleksu, z cyk­
linami A-H, jako  podjednostkami regulatorowymi 
[14, 22-24]. W wiązaniu wielu kinaz cdk z cyklinami 
bierze też udział białko p9 [25], homolog białka p 13, 
kodowanego przez gen suci u drożdży.

O  aktywności enzymatycznej kompleksu kinazy cdk 
z cykliną decyduje fosforylacja i defosforylacja am ino­
kwasów T14 i Y15 leżących w centrum aktywnym 
kinazy, oraz T l 60/161 i S277, znajdujących się poza 
nim (Ryc. 1). W tych procesach decydujących o aktyw­
ności kompleksu uczestniczą liczne, specyficznie dzia­
łające kinazy (CAK, weel, m iki) i fosfatazy (cdc25).

kinazy 
W eel /  M iki

kinaza 
C A K / p A O 1

fo s fa ta z a ł '  
cdc2 5  J HAMOWANIE f fosfa taza b ia łkow a 

A KTY W A C JA

T Y UL
14 15 PSTAIRE i607i6T 
region 

wiążący 
ATP

Ryc. 1. Schemat budowy kinazy cyklino-zależnej (wg 29, zmodyf). 
Uw idoczniono region wiążący ATP oraz typową dla kinaz 
cdk sekwencję am inokw asow ą PSTA IRE. Zaznaczono tak ­
że uczestniczące w aktywacji tego enzym u kinazy białkowe 
(w eel/m ik l, C A K /p40MO'5) oraz fosfatazy (cdc25 i fosfatazę 
białkową I) uczestniczące w jego aktywacji i w inaktywacji.

Tego typu regulację aktywności enzymatycznej przez 
fosforylację i defosforylację najlepiej poznano w przy­
padku kinazy cdkl (cdc2) skompleksowanej z cykliną 
B [9, 13, 26-28]. Przypuszcza się, że aktywność pozo­
stałych kinaz cdk regulowana jest w podobny sposób.

W aktywnej kinazie cdkl,  działającej w komórce na 
przełomie faz G2/M , T14 i Y15 nie są ufosforylowane, 
ufosforylowana zaś jest T w pozycji 161 (Ryc. 2A). 
W kompleksie nieaktywnym enzymatycznie wszystkie 
wymienione wyżej aminokwasy są ufosforylowane 
(Ryc. 2B). Nieaktywne enzymatycznie formy kinazy 
cdk mogą pojawiać się również po dołączeniu do niej 
wewnątrzkomórkowego białkowego inihbitora (Ryc. 
2C i D; patrz rozdziały III-V).

W tabeli 1 zestawiono najczęściej występujące w k o ­
mórkach ssaków kinazy cdk oraz ich typowe cyk- 
linowe podjednostki regulatorowe. Zaznaczono także,

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie aktywnej formy kinazy cdk 
(A) oraz jej form nieaktywnych zawierających ufosforylowa­
ne tyrozynę (Y) i treoninę (T) w regionie wiążącym A TP (B) 
lub też dodatkow o przyłączony w ew nątrzkom órkow y in­
hibitor I (C, D). M ożna przypuszczać, że inhibitor może 
bądź to ham ow ać aktyw ność kinazy z odblokow anym  
regionem wiązania A TP (C), bądź uniemożliwiać „aktyw u­
jącą” fosforylację treoniny 161 przez kinazę CAK (D).
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Tabela 1.
Kinazy cdk w kom órkach ssaków (z danych 7, 14, 15, 19, 20, 22)

K inaza H om ologia sekwencji AA 
w stosunku do cd k l; %

Region PSTA IRE 
lub zbliżony

W iązanie cykliny Aktywność 
enzym atyczna 
w fazie cyklu

W iązanie białka 
hom ologicznego 

do suci

cd k l (cdc2) 100 PSTA IRE cyklina A 
cyklina B

S
G 2/M

tak

cdk2 65 PSTA IR E cyklina A 
cyklina E 
cykliny D3 i D l

S
G l/S

G l

tak

cdk 3 66 PSTA IR E ? G l? tak

cdk4 44 PV /ISV RE cyklina D l G l nie

cdk 5 57 PSSALRE cykliny D 
inne?

G l nie

cdkó ? PL ST IR E cyklina D l G l ?

cdk 7 ? ? cyklina H ? ?

w której fazie cyklu komórkowego enzymy te przeja­
wiają najwyższą aktywność. Jak widać poszczególne 
kinazy cdk różnią się powinowactwem wobec okreś­
lonych cyklin należących do różnych grup. Niektóre 
z kinaz, tak jak  kinaza cdk4, łączą się tylko z jednym 
partnerem cyklinowym, inne, jak  kinaza cdk2 ak ­
tywowane są przez cykliny tzw. mitotyczne (A, B) oraz 
cykliny typowe dla fazy G l .  Należy zaznaczyć, że 
każdy z takich kompleksów czynny jest w innej fazie 
cyklu komórkowego. Jak dotąd nie znaleziono cyk- 
linowego partnera kinazy cdk3, przypuszcza się jed ­
nak, że kinaza ta jest aktywowana przez cyklinę(y) i jest 
niezbędna dla prawidłowego przebiegu fazy S [15].

Kompleksy kinaz cdk z cyklinami są nietrwałe 
(transient), może też w nich zachodzić wymiana par t­
nerów. N a krótkotrwałą stabilność tych kompleksów 
mają niewątpliwie wpływ różnice w czasie półtrwania 
cyklin i kinaz cdk. Jest on na przykład rzędu minut (30’) 
w przypadku cykliny D i rzędu godzin (4h) w przypad­
ku kinazy cdk [22], Nie można też wykluczyć znacze­
nia różnych potranslacyjnych modyfikacji białek two­
rzących podjednostki, czy też współdziałania podjed- 
nostek z innymi niezidentyfikowanymi dotąd białkami 
komórkowymi.

Tak więc prawidłowości leżące u podstaw interakcji 
kinaz cdk z cyklinami są bardzo złożone i jeszcze nie 
dostatecznie wyjaśnione. Należy sądzić, że poznana 
niedawno struktura krystaliczna jednej z kinaz (cdk2), 
ułatwi zrozumienie powyższych zależności [29, 30].

1-2. Wieloskładnikowe kompleksy kinaz cdk 
z białkami komórkowymi

Od 1992 r. wiadomo, że kinazy cdk oprócz połączeń 
z cyklinami tworzą kompleksy z innymi jeszcze biał­
kami komórkowymi. Niektóre z kinaz cdk, zwłaszcza 
kinazę cdk2, wykrywa się w kompleksach zawierają­
cych oprócz cykliny A lub cykliny E także czynnik
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transkrypcyjny E2F oraz białko pl07, pokrewne p ro ­
duktowi genu supresorowego Rb [31-32]. F o rm ow a­
nie się takich kompleksów (różniących się obecnością 
określonej cykliny) stwierdzono w kom órkach będą­
cych w różnych fazach cyklu komórkowego: kom plek­
sy z cykliną E w fazie G l ,  z cykliną A w fazie S. 
Niewątpliwie, dzięki interakcji z czynnikiem trans- 
krypcyjnym E2F i białkiem o właściwościach sup- 
resorowych, kinaza cdk2 może pośrednio wpływać na 
ekspresję różnych genów (Ryc. 3).

W iadomo już, że prawie wszystkie kinazy cdk 
(oprócz cdk3) obecne w prawidłowych kom órkach 
ssaków występują w postaci czteroskładnikowych 
kompleksów zawierających oprócz kinazy, jako  pod­
jednostki katalitycznej, także jedną z cyklin z grupy A, 
B, D lub E oraz białka p36 i p21 [33-37]. Obecność 
białek p36 i p21 w kompleksach zawierających różne

Ryc. 3. Przykłady aktyw nych kom pleksów kinazy cdk2 z białkam i 
kom órkowym i.
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cykliny sugeruje, że mogą one grać jednakow ą rolę, 
istotną dla funkcjonowania wszystkich kompleksów 
kinazowych [36]. Okazało się także, że komórki 
stransformowane zawierają tylko dwuskładnikowe 
kompleksy kinaz cdk z cyklinami. Znajdowane są 
w nich również połączenia kinaz cdk z innymi białkami 
np. kinazy cdk4 jedynie z białkiem pl 6 (patrz rozdz. V) 
[35]. Dwuskładnikowe kompleksy kinaz cdk i cyklin 
występują też w komórkach nie zawierających p roduk­
tu genu supresorowego p53 i pochodzące od pacjentów 
z zespołem Li-Fraumeni [35].

Białko p36 zidentyfikowano jako jądrowy antygen 
proliferujących komórek (PCNA), o którym wiadomo, 
że uczestniczy zarówno w replikacji jak i reperacji 
D NA  [38,39], Jego funkcja w kompleksach z kinazami 
cdk i innymi białkami wydaje się bardzo złożona. 
Podejrzewa się np., że PCN A może być elementem 
odbierającym sygnały (”sensor’) o uszkodzeniach 
D N A  czy zmieniających się warunkach wzrostu. 
Stwierdzono też ostatnio bezpośrednie oddziaływanie 
PCN A  z białkiem p21 (patrz rozdział II 1.2). Wnioskuje 
się natomiast, że PCNA nie uczestniczy w wiązaniu p21 
z kinazami cdk i cyklinami, gdyż uzyskano in vitro trój­
składnikowe kompleksy nie zawierające PCN A [34].

Białko p21 okazało się być fizjologicznym inhibito­
rem wszystkich poznanych dotąd kinaz cdk [34]. 
Pogląd zatem mówiący, że o aktywności enzymatycz­
nej kompleksu kinaza cdk-cyklina decyduje przede 
wszystkim stopień ufosforylowania jego podjednostek, 
zwłaszcza kinazy cdk, musi ulec modyfikacji. Białko 
p21 należy do coraz liczniejszej klasy zidentyfikowa­
nych białkowych inhibitorów kinaz cdk [40-44]. Takie 
inhibitory białkowe określa się też jako negatywne 
regulatory wzrostu komórek [45].

III. Inhibitor p21 i kodujący go gen P IC I

Białko p21 jest w ostatnich dwóch latach jednym 
z najintensywniej badanych regulatorów wzrostu ko­
mórek. Zostało wykryte niezależnie w kilku labora to­
riach z zastosowaniem bardzo różnych podejść eks­
perymentalnych. W związku z tym białko p21 znane 
jest pod różnymi nazwami: C IP  (cdk-interactingprote­
in) [46], WAF-1 (wild-type p53 activated fragment) 
[47], SDI-1, (senescent cell derived inhibitor) [48] czy 
też CAP 20 (cdk-2-associatedprotein) [49]. Sugeruje się 
także, ażeby gen kodujący białko p21 nosił nazwę 
P IC I (p53-regulatory inhibitor o f  cells) [1, 40], ze 
względu na istotne jego powiązania z genem sup- 
resorowym p53. Nazwę PIC I  stosować będę w dalszej 
części artykułu.

III-l. Gen PICI i regulacja jego ekspresji

Gen PIC I  znajduje się w kom órkach mysich w chro­
mosomie 17, proksymalnie w stosunku do genu kodu­
jącego histon H2 [50]. Z porównania sekwencji nuk- 
leotydowych w genie P IC I  z komórek aż 17 mysich

szczepów [50] oraz 20 różnych ludzkich komórek 
nowotworowych [51] wynika, że geny te są genami 
homologicznymi, w których kodony 21-60 oraz 131- 
164 wykazują szczególnie wysoką konserwatywność. 
Jedyną, bardzo rzadko występującą, mutację znalezio­
no w kodonie 31 genu PIC I  (kodowanie argininy 
zamiast seryny). Zmutowane białko p21 (p21 -A) cechu­
ją jednak te same właściwości co białko macierzyste 
(p21-S) [50, 51],

Ekspresja genu PIC I  zmienia się podczas cyklu 
komórkowego [52]. Ilość PICI mRNA wzrasta wyraź­
nie w fazie G1 (po zastymulowaniu komórek do 
wzrostu, np. surowicą), obniża w komórkach wkracza­
jących w fazę S i osiąga najniższy poziom w kom ór­
kach w późnej fazie S. Pewien wzrost ilości P IC I 
mRNA stwierdza się również w komórkach znaj­
dujących się w fazach G2 i M, co sugeruje, że białko 
p21 może funkcjonować i w tych fazach cyklu kom ór­
kowego.

Intryguje pytanie, jaki jest mechanizm regulujący 
zmienną ekspresję genu P IC I  w czasie cyklu kom ór­
kowego. Głównym czynnikiem indukującym ekspresję 
PIC I  jest, jak się sądzi, białko p53, produkt genu 
supresorowego p53 [47, 53-55]. W komórkach trak­
towanych czynnikami uszkadzającymi DNA wzrasta 
bowiem znacząco poziom prawidłowego białka p53, 
jak też i białka p21. Czynniki uszkadzające DNA nie 
wywierały natomiast wpływu na poziom białka p21 
w komórkach zawierających zmutowany gen p53 [53]. 
Akumulację p21 wykrywano także w komórkach 
z nadekspresją genu p53, które w związku z tym 
przestały się dzielić i zostały zatrzymane w fazie G 1, lub 
ulegały apoptozie w szlaku obejmującym białko p53 
[53, 54, 56-58]. Dalszych dowodów przemawiających 
za udziałem białka p53 w regulacji ekspresji genu PIC 1 
dostarczyły badania fibroblastów pochodzących od 
pacjentów z zespołem Li-Fraumeni, zawierających 
tylko jedną kopię prawidłowego genu p53 lub nawet 
niezawierających jej wcale. Analizując poziom PICI 
mRNA w tych komórkach wykazano, że pojedyncza 
kopia genu p53 wystarcza do uaktywnienia transkryp­
cji genu PICI;  u trata obydwu kopii genu p53 prowa­
dziła do spadku ekspresji genu PIC I  i w efekcie do 
osłabienia syntezy białka p21 [37, 52],

Jak już wspomniano powyżej (r. III), w komórkach 
niezawierających genu p53 obecne są tylko dwuskład­
nikowe kompleksy kinaz cdk z cyklinami, chociaż 
wewnątrzkomórkowy poziom trzeciego składnika, 
PCNA, pozostaje zasadniczo bez zmian. Wskazuje to 
pośrednio na udział białka p21 w wiązaniu jądrowego 
antygenu proliferujących komórek z pozostałymi skła­
dnikami kompleksu kinaza cdk-cyklina [37-52],

Stymulację ekspresji genu P IC I , w komórkach 
(niezależnie od obecności lub nieobecności genu p53) 
wywołują też liczne czynniki indukujące różnicowanie 
komórek, np. TPA, D SM O  czy kwas retinowy [59,60]. 
Wzrostowi wewnątrzkomórkowego poziomu białka 
p21, produktu genu P IC I , towarzyszy wówczas ob­
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niżenie stopnia ufosforylowania białka p 105 (produktu 
genu supresorowego Rb) i zatrzymanie komórek w fa­
zie G1 oraz rozpoczęcie ich różnicowania [37, 52].

Różne czynniki mitogenne —  surowica oraz czyn­
niki wzrostowe (płytkowy, naskórkowy czy fibroblas- 
tyczny) mogą również stymulować ekspresję genu 
P IC I  [54, 61]. Obserwuje się pozorny paradoks, gdyż 
przejściowemu wzrostowi wewnątrzkomórkowego 
poziomu białka p21 nie towarzyszy zatrzymanie po­
działu komórek. Co więcej wykryto, tak in vivo jak i in 
vitro, obecność białka p21 w kompleksach zarówno 
z aktywnymi enzymatycznie jak  i nieaktywnymi kina­
zami cdk [37, 52]. Jak więc pogodzić te obserwacje 
z faktem, że p21 okazał się być inhibitorem aktywności 
wszystkich przebadanych kinaz cdk [46, 34, 62], lecz 
nie hamował działania innych kinaz białkowych [46]. 
Hamowanie kinaz cdk jest bardzo wyraźne, a wartość 
Ki p21, oznaczona w badaniach in vitro z użyciem 
oczyszczonych kompleksów kinaz cdk z cyklinami, jest 
rzędu 8-10 nM  [46].

III-2. Oddziaływania białka p21 z kinazami 
cdk i ich fizjologiczne znaczenie

Wysnuto przypuszczenie, że kompleksy kinaz cdk 
aktywne i nieaktywne enzymatycznie, różnią się liczbą 
związanych cząsteczek białka p21. Formy aktywne 
miałyby zawierać w kompleksie tylko jedną cząsteczkę 
p21, zaś nieaktywne —  wiele cząsteczek p21 [37], 
których liczba mogłaby nawet przekraczać liczbę 
podjednostek kinazy cdk i odpowiedniej cykliny [61]. 
Zgodny z tą hipotezą jest, obserwowany in vitro, 
gwałtowny spadek aktywności enzymu po dodaniu 
białka p21 [34]. Dotyczy to wszystkich kinaz cdk, 
niezależnie od tego, w której fazie cyklu działają.

In vivo sytuacja musi być bardziej złożona, gdyż 
oprócz ilościowych zmian poszczególnych składników 
kompleksu, mogą one, zwłaszcza kinazy cdk, ulegać 
istotnym potranslacyjnym modyfikacjom. Modyfika­
cją taką jest przede wszystkim fosforylacja kilku reszt 
aminokwasowych (rozdział V). Wysycenie kompleksu 
przez p21 może też blokować dostęp specyficznych 
kinaz CAK (patrz rozdz. II), fosforylujących T l 61 
w kinazie cdk [37]. Nadal przedmiotem badań jest 
kwestia, czy w komórce p21 wiąże się z już ufosfory- 
lowaną czy też nieufosforylowaną podjednostką cdk.

Postuluje się także, że białko p21 mogłoby grać rolę 
czynnika promującego łączenie się kinaz cdk z cyk­
linami (”assembly factor"). Przemawia za tym sposo­
bem działania, między innymi, kilkukrotny wzrost 
aktywności kinazowej po dodaniu niewielkich ilości 
p21 do lizatów komórkowych zawierających kinazę 
cdk2 i cyklinę A [37].

Nie można też wykluczyć możliwości, że in vivo 
mogą w grę wchodzić inne jeszcze białka komórkowe 
modulujące samo białko p21 i że oddziaływania te 
mogą być „obustronne”. Jednym z takich białek wyda­
je się być PCNA. Wykazano bowiem, że p21 hamuje

w układzie in vitro replikację DNA w wyniku bezpo­
średniego związania PCN A [63-67], nie wpływa nato­
miast na udział PCNA w reperacji DNA [64-66]. 
Przypuszcza się, że sposób w jaki zadziała p21 — po­
przez blokowanie aktywności kinaz cdk, czy też przez 
hamowanie replikacji DNA, dzięki interakcji z DNA 
—  zależy od momentu, w którym nastąpi uszkodzenie 
DNA. Jeśli wystąpi ono stosunkowo wcześnie, przed 
rozpoczęciem fazy S, to wówczas p21 miałoby działać 
jako inhibitor kinaz cdk. Gdy zaś uszkodzenie DNA 
nastąpiłoby podczas fazy S, to p21, wiążąc się z PCNA, 
blokowałoby replikację DNA. Dzięki oddziaływaniu 
bądź to z kinazami cdk, bądź też z PCNA, p21 
stanowiłoby „łącznik” koordynujący mechanizmy re­
gulacyjne cyklu komórkowego i replikacji DN A  [63]. 
W związku z powyższym nasuwają się pytania, dziś 
jeszcze pozostające bez odpowiedzi: jak  jest możliwe, 
że p21 wiąże się z tak różnymi białkami jak  kinazy cdk 
i PCNA; w jaki sposób następuje inaktywacja białka 
p21 po ukończeniu replikacji DNA, czy jest ono 
degradowane przy udziale ubikwityny i proteasomu?

Przytoczone dane wskazują, że p21 może działać 
jako  efektywny inhibitor przejścia komórek zwłaszcza 
przez wczesne fazy cyklu komórkowego, dzięki bloko­
waniu aktywności kinaz cdk i replikacji DNA. Wywo­
łane eksperymentalnie podwyższenie wewnątrzkomór­
kowego poziomu białka p21 rzeczywiście prowadzi 
do zahamowania wzrostu komórek [47, 46, 34]. Nie 
podejmują one wówczas syntezy DNA, a w konsek­
wencji spada liczba komórek będących w fazie S. Efekt 
ten może znieść transfekcja komórek, antygenem T wi­
rusa SV40, wywołująca rozbicie kompleksu kinaz cdk 
z p21 (rozdział II.2).

IV. Inhibitor p27 i kodujący go gen K IP I

Pokrewne inhibitorowi p21 wydaje się być białko 
p27, kodowane przez gen K I P I  i pojawiające się 
w komórkach traktowanych różnymi egzogennymi 
czynnikami antymitotycznymi. Należy do nich przede 
wszystkim parakrynny czynnik wzrostowy T G F -p i  
hamujący cykl podziałowy (w fazie G l)  większości 
komórek epi- i endotelialnych, myeloidalnych i lim- 
foidalnych [68, 69], a także lowastatyna, inhibitor 
reduktazy 3-metylo-glutarylo-koenzymu A [70] oraz 
cA M P i rapamycyna [71].

IV-1. Transkrypt genu KIPI  i białko p27

Obecność transkryptu genu K I P I - mRNA liczącego 
2.5kb, wykrywa się we wszystkich narządach myszy. 
Jego poziom w dzielących się i spoczynkowych (wsku­
tek zahamowania kontaktowego) keratynocytach jest 
jednakowy. Co więcej, ani stymulacja tych komórek do 
podziału działaniem surowicy, ani też potraktowanie 
komórek T G F -p i  nie zmieniało w nich poziomu K IP  
mRNA. Dane te sugerują, że regulacje aktywności (i 
poziomu?) białka p27 mogą być regulacjami potrans-
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lacyjnymi [72, 73]. W ludzkich limfocytach T wykaza­
no jednak regulację transkrypcji genu KIPI ,  a m iano­
wicie jej hamowanie, przez interleukinę 2 [74, 75].

Białko p27 w komórkach ludzkich i mysich składa 
się z około 200 AA, a sekwencje aminokwasowe 
wykazują aż 90% identyczności. Fragment cząsteczki 
p27, obejmujący 60 aminokwasów od N-końca (17-77 
AA), jest w 44%  homologiczny z odpowiednim frag­
mentem w cząsteczce omawianego już inhibitora p21 
[72-73]. Białko p27 jest białkiem termostabilnym, 
występującym w niedzielących się komórkach w kom ­
pleksie z termolabilnym, bliżej jeszcze nie określonym 
białkiem, które maskuje jego aktywność [72], Wysu­
wane są sugestie, że może nim być kinaza cdk4 
w kompleksie z cykliną D.

IV-2. Interakcja białka p27 z kinazami cdk i jej 
metaboliczne konsekwencje

Białko p27 wiąże się in vivo z kompleksami kinaza 
cdk2-cyklina E, oraz kinaza cdk4/cdk6-cyklina D. Nie 
obserwowano natomiast łączenia się p27 ani z poje­
dynczą podjednostką kinazową, ani z cyklinową [76]. 
W układzie in vitro, białko p27 w stężeniach nano- 
molarnych, hamowało aktywność enzymatyczną po­
wyższych kompleksów kinazowych, dopiero zaś w wy­
ższych stężeniach aktywność kinazy cdk 1-cyklina B, 
aktywnej w późniejszych etapach cyklu. Do wystąpie­
nia aktywności inhibitorowej p27 wystarcza 52-amino- 
kwasowa sekwencja występująca we fragmencie ho­
mologicznym z fragmentem inhibitora p21 [76].

Przypuszcza się, że hamowanie aktywności kinaz 
cdk po związaniu p27, może wynikać z wywoływanych 
przez to białko zmian konformacyjnych wokół cent­
rum katalitycznego kinazy. Równie istotne znaczenie 
miałoby mieć uniemożliwienie, po związaniu p27, 
fosforylacji T l 61 w samej kinazie cdk, fosforylacji 
niezbędnej dla pełnej aktywności enzymatycznej [77] 
(patrz rozdział II). In vivo jest również niewątpliwie 
ważne obniżenie przez TGF-(31 ekspresji genów kodu­
jących syntezę podstawowych składników kompleksu 
—  niektórych kinaz cdk (cdkl, cdk4), [78, 79], oraz 
cykliny A [80] i cykliny E [81, 82], będących podjed- 
nostkami regulatorowymi w kompleksie z kinazą 
cdk2. Im więcej bowiem w komórkach np. kinazy cdk4 
i cykliny D, tym więcej białka p27 zostaje niezwiązane 
w kompleksie. Wolne białko p27 może wówczas 
hamować działanie innych kinaz cdk, także fosforylu- 
jących białko p 105, produkt genu supresorowego Rb 
[83-86]. W rezultacie, białko p 105 będąc w formie 
nieufosforylowanej (lub słabo ufosforylowanej) [87, 
88] wiąże się trwale z czynnikiem transkrypcyjnym 
E2F i unieczynnia go, co prowadzi do zahamowania 
ekspresji wielu genów, których produkty są niezbędne 
dla prawidłowego przebiegu cyklu [89-92].

Podobnymi właściwościami, co białko p27, odzna­
cza się też białko p28 występujące w kompleksie 
z kinazą cdk2 i cykliną E w ludzkich komórkach

nowotworowych HeLa, zahamowanych w fazie G1 
przez lowastatynę oraz w zahamowanych „kontak­
towo” ludzkich fibroblastach [93], Oprócz białek 
p27/p28, ważnym efektorem działania TGF-(31, okaza­
ło się też być indukowane przez ten czynnik białko pl 5. 
Jego działanie zostanie dokładniej omówione w roz­
dziale V-2.

V. Inhibitory p ló  i p l5  i kodujące je geny 
M T S 1 /I N K 4 A  i  M T S 2 /I N K 4 B

Geny kodujące białka p ló  i p l 5 występują w chrom o­
somie 9 człowieka, we fragmencie, który w komórkach 
wielu nowotworów często ulega delecji. Spowodowało 
to wysunięcie przypuszczenia, że produkty genów 
mieszczących się w tym fragmencie mogą działać 
hamująco na rozwój nowotworów. Geny te otrzymały 
w związku z tym nazwę MTS1 i MTS2  (multiple tumor 
suppressor) [94] (nazwywane są też I N K 4 A  i I N K 4 B ) 
[40]. Początkowo badania skoncentrowały się na 
kodowanym przez gen MTS1 białku pló. Okazało się 
bowiem, że jest ono identyczne z odkrytym w 1993 r. 
białkiem p ló  tworzącym dwuskładnikowe kompleksy 
z kinazą cdk4 [95]. Takie kompleksy kinazy cdk4 
znajdowano przede wszystkim w komórkach strans- 
formowanych wirusami onkogennymi [94, 95] (patrz 
też rozdział II), występują one także, oprócz innych 
wieloskładnikowych kompleksów, w prawidłowych 
ludzkich fibroblastach VA13 [95].

V-1. Białko pló jako inhibitor kinaz cdk4 i cdkó

Białko pló, zbudowane z 360 AA, zawiera 22- 
aminokwasowy region wykazujący znaczną homologię 
z tzw. kasetą cyklinową (cyclin box) cyklin [96-98]. Ten 
N-końcowy fragment cząsteczki cyklin, odgrywa przy­
puszczalnie istotną rolę w wiązaniu ich z kinazami cdk. 
Mutacje w tej części cząsteczki p ló  nie wywierają jednak 
wpływu na jego wiązanie z kinazą cdk4 [95].

Białko p ló  tworzy kompleksy przede wszystkim 
z kinazami cdk4 i cdkó, których podjednostkami 
regulatorowymi są cykliny D. Nie tworzy ono nato­
miast połączeń z kinazami cdk zaangażowanymi 
w przebieg późniejszych niż G1 faz cyklu kom ór­
kowego [95, 99]. W przeciwieństwie do omawianych 
powyżej inhibitorów (rozdz. III i IV), inhibitor p ló  
współzawodniczy z cyklinami z grupy D o wiązanie 
z kinazą cdk4. Nadekspresja genu cykliny D l,  czę­
sto występująca w komórkach nowotworowych [100- 
105], może powodować sytuację, w której nadmiar 
cyklin D może wypierać białko p ló  z kompleksów 
z kinazami cdk i powodować ich aktywację. W rezul­
tacie mogłaby następować fosforylacja białka p 105 
i/lub pokrewnych mu białek supresorowych p 107 
i p 130, ich oddysocjowanie od czynnika transkrypcyj- 
nego E2F, a więc tym samym uaktywnienie transkryp­
cji przebiegającej przy udziale E2F.

Funkcjonalny związek pomiędzy białkiem pló, ki-
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cykliną D l i

p 16

nieaktywne kinazy cdk4/cdk6- p16 
i cyklina Dl

------------------------------------------------------ G l  1- S ------------------
fazy cyklu 
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Ryc. 4. Schemat funkcjonalnych powiązań białka supresorow ego p 105, kinaz cdk4/cdk6 i cykliny D l z inhibitorem  p 16 (w oparciu o 106, 108). 
Kom pleksy kinaz cdk4/cdk6 z cykliną D l fosforylują białko p 105 znajdujące się w kom pleksie z czynnikiem transkrypcyjnym  E2F. 
W efekcie hyperfosforylowane białko p 105 oddysocjowuje od czynnika transkrypcyjnego E2F, co wywołuje jego uaktyw nienie. 
W następstw ie E2F reguluje transkrypcję wielu genów, których produkty  niezbędne są do replikacji DNA. Może on również 
stym ulow ać transkrypcję genu M TS1  i wywoływać wzrost poziom u (f) p lóm R N A  i białka p 16. Zwiększona ilość białka p 16 wywołuje 
rozdysocjonow anie kom pleksów kinaz cdk4/cdk6 z cykliną D, pow stają wówczas ich nieaktyw ne kom pleksy z białkiem p 16 oraz wolna 
cyklina D l. Znak — |oznacza  hamowanie.

nazami edk, cyklinami D i białkowym produktem 
genu supresorowego Rb  wydaje się być in vivo jeszcze 
bardziej złożony. Wskazuje na to m.in., wysoki we­
wnątrzkomórkowy poziom p 16 [101] oraz brak kom ­
pleksów kinazy edk z cyklinami D [107-109] w kom ór­
kach, w których nie występuje prawidłowy gen Rb, jak 
również niski poziom p 16 w komórkach raka piersi 
charakteryzujących się obecnością prawidłowego genu 
supresorowego Rb [110]. Sugeruje się też możliwość 
stymulacji przez uaktywniony czynnik transkrypcyjny 
E2F (dzięki oddysocjowaniu hyperfosforylowanego 
białka p 105), ekspresji genu kodującego p 16 na począt­
ku fazy S, o czym miałby świadczyć, obecny w tej fazie 
(co wykazano eksperymentalnie) wysoki wewnątrz­
komórkowy poziom białka p 16 [106] (Ryc. 4). Poja­
wiający się w nadmiarze inhibitor p 16 mógłby ham o­
wać „niepotrzebną” już w tej fazie cyklu aktywność 
kinazy cdk4 i umożliwiać dzięki temu funkcjonowanie 
innych kinaz edk zaangażowanych w prawidłowy 
przebieg fazy S [106, 108], Przekonywujący dowód 
wskazujący na udział inhibitora p 16 w regulacji wzros­
tu komórek, stanowi zahamowanie proliferacji, strans- 
formowanych onkogenem Ha-ras embrionalnych fib- 
roblastów szczura, w wyniku ich transfekcji plazmidem 
zawierającym gen MTS1 [104],

V-2. Gen M TS1 , kodujący pló, jako prawdopodo­
bny gen supresorowy

Od momentu wykrycia p 16 nie słabnie zaintereso­
wanie nim jako  prawdopodobnym białkiem supreso-

rowym, być może odpowiedzialnym za powstanie 
wielu nowotworów. Na podstawie analizy zmian chro- 
mosomalnych w komórkach ustalonych linii nowo­
tworowych hodowanych in vitro sądzono początko­
wo, że delecje lub mutacje genu MTS1 występują 
powszechnie [94, 111], Uważano nawet, że częstość ich 
występowania może być porównywalna z częstością 
mutacji genu supresorowego p53 [112]. Ostatnio 
pojawiły się wątpliwości, czy gen MTS1 może być 
rzeczywiście „uniwersalnym” genem supresorowym 
[113, 114]. Chociaż bowiem delecje genu MTS1 są 
bardzo częste w kom órkach nowotworowych utrzy­
mywanych w hodowli in vitro, to znacznie rzadziej 
występują one w kom órkach nowotworów pierwo­
tnych [115-119]. Częste występowanie aberacji 
w chromosomie 9p21 komórek w hodowli, wydaje się 
stanowić przejaw zmian adaptacyjnych, polegających 
na selekcji komórek, w których brak jest wewnątrz­
komórkowych inhibitorów wzrostu, typu białkowych 
inhibitorów kinaz edk.

Jednakże niektóre typy nowotworów charakteryzu­
ją się stosunkowo częstym występowaniem delecji i/lub 
mutacji w genie MTS1 (np. rak przełyku [120, 121]; 
glejakomięsak [122-124]; białaczki i chłoniaki [125]), 
w innych są one jednak rzadsze (np. śródbłoniak [118]; 
rak pęcherza [119]; gwiaździak [126, 127]), lub wręcz 
sporadyczne (czerniaki [115]; nowotwory piersi [128, 
129]). Natomiast wydaje się, że do wystąpienia zmian 
nowotworowych może przyczyniać się również znacz­
ne zwielokrotnienie genu kodującego kinazę cdk4 
[124, 128], czasami nawet jednoczesne z amplifikacją
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genu MDM2 .  Gen M D M 2  koduje białka unieczyn- 
niające funkcjonowanie białka supresorowego p53 
[92, 130, 131]. Z przytoczonych danych wynika, że 
p rodukt genu MTS1, białko p 16, niewątpliwie uczest­
niczy w kontroli wzrostu komórek. Czy jednak jego 
funkcjonowanie jako supresora wzrostu nowotworów 
jest tak powszechne jak sugerowały pierwsze badania, 
okaże się w niedalekiej przyszłości.

Podejrzewano także, że na krótkim ramieniu chro­
mosomu 9 może występować inny niż MTS1 gen 
supresorowy. Czy jest nim zidentyfikowany przez 
K a m b a  gen MTS2  [94, 115, 132, 133]?

V-3. Białko p l5 kodowane przez gen MTS2/INK4B  
działa jako efektor antymitogenu TGF-|31

Występujący w chromosomie 9 przy genie MTS1,  
gen MTS2  [94], wchodzi w skład większego, ostatnio 
zidentyfikowanego genu I N K 4 B  [99], kodującego 
białko p 15. Podobnie jak białko p 16, współzawod­
niczy ono z cyklinami D o wiązanie wyłącznie z kinaza­
mi cdk4 i cdkó i tworzy z nimi nieaktywne enzymatycz­
nie, dwuskładnikowe kompleksy.

Strukturą swą białko p 15 przypomina białko p 16, 
a niektóre fragmenty N-końca cząsteczki wykazują aż 
97% identyczności. 86 AA w C-końcu cząsteczki 
kodowanych jest przez sekwencje nukleotydowe 
wchodzące w skład genu MTS2. Obecność białka p 15 
wykazano po raz pierwszy w ludzkich keratynocytach 
potraktowanych omawianym już czynnikiem TGF-(31, 
który indukował w nich aż 30-krotny wzrost syntezy 
p 15 mRNA [99]. Równolegle do wzrostu poziomu p 15 
m RNA (a w następstwie białka p 15) następował spa­
dek aktywności kinaz cdk4 i cdkó. Dane te sugerowały, 
że p 15 może być indukowalnym efektorem działania 
T G F -p i ,  współdziałającym prawdopodobnie z biał­
kiem p27, kodowanym przez KI PI ,  którego ekspresja 
nie jest stymulowana przez TGF-(11.

Przypuszczalny schemat funkcjonowania w kom ór­
ce obydwu efektorów TGF-(31 przedstawiono w tabeli 2 
[133]. Zakłada się, że w komorach proliferujących 
występuje tylko p27 i to wyłącznie w trójskładniko­

wych kompleksach kinaz cdk4/cdk6 z cykliną D i kina­
zy cdk 2 z cykliną E. Ilość tego inhibitorowego białka 
byłaby jednak niewystarczająca do unieczynnienia 
wszystkich obecnych w komórce kinaz powyższych 
rodzajów. Część kompleksów kinazowych pozostawa­
łaby aktywna i komórki mogłyby wkraczać w fazę 
syntezy DNA. Po zadziałaniu na komórkę T G F -p i  
pojawiałoby się w niej białko p 15, które współzawod­
nicząc z cyklinami D o wiązanie z kinazami cdk4/cdk6, 
wywoływałoby rozpad pierwotnych kompleksów i re­
dystrybucję partnerów w kompleksie. W efekcie p27 
wyparte i uwolnione z kompleksu z kinazą cdk4/cdk6 
i cykliną D wiązałoby się jedynie z kinazą cdk2-cyk- 
lina E i hamowało jej aktywność, p 15 zaś tworzy­
łoby dwuskładnikowe nieaktywne kompleksy tylko 
z kinazami cdk4 i cdkó. Uwolniony inhibitor p27 
miałby też też wiązać się z cyklinami D powodując 
destabilizację.

Tak więc wydaje się, że w komórkach prawidłowych 
możnaby traktować kompleks kinazy cdk4-cyklina D- 
z białkiem p27 jako „wewnątrzkomórkowy magazyn” 
tego inhibitora, a kompleks kinazowy, jako  wykrywa­
ny już wcześniej termolabilny składnik kompleksu [72, 
76], czasowo wychwytujący i unieczynniający białko 
p27. Miałoby tu umożliwić funkcjonowanie kinazy 
cdk2 z cykliną E, niezbędne dla przejścia komórek 
przez punkt krytyczny na granicy faz G l/S .  W sytuacji 
wyjątkowej, za jaką można traktować zadziałanie 
antymitogenu T G F -p i ,  inhibitor p27 mógłby być 
uwolniony z kompleksu z kinazą cdk4- cykliną D i łą­
czyć się z kinazą cdk2 [134]. Białko p27 i p 15 
z pewnością nie są jedynymi efektorami działania 
T G F -p i ,  ale ich funkcjonowanie w regulacji wczes­
nych etapów cyklu komórkowego jest nie do przece­
nienia.

N a ogół komórki nowotworowe (np. czerniaki) nie 
odpowiadają na podanie TGF-(31 zatrzymaniem po­
działów [135]. Czy wynika to z częstych delecji lub 
mutacji locus 9p21 (i genów I N K 4 A  i I NK4B)  wy­
stępujących w komórkach utrzymywanych w hodowli, 
pozostaje do wyjaśnienia. Do oporności wobec 
TGF-(il może się prawdopodobnie przyczyniać rów­

Tabela 2.
Schemat przypuszczalnego współdziałania inhibitorów  p27 i p 15 w zatrzym aniu kom órek, pod wpływem czynnika transform ującego T G F -p l, 
w fazie G l cyklu kom órkow ego (w oparciu o 133)

TGF-/J1

K O M Ó R K I PR O L IF E R U JĄ C E : K O M Ó R K I ZA TR ZY M A N E W FA ZIE G l:
zawierają aktywne i nieaktywne kom pleksy kinaz zawierają wyłącznie nieaktywne kom pleksy kinaz

cdk2 —  cyklina E cdk2 — cyklina E —  p27
cdk4 —  cyklina D cdk4 — p 15
cdkó — cyklina D cdkó — p ló

jedynie z inhibitorem  p27
następuje też degradacja cyklin D,
po związaniu z p27

p l5

Należy zaznaczyć, że indukowany przez TGF-/21 wzrost poziom u p 15 sprawia, że p 15 wypiera p27 z kompleksów z kinazam i cdk4 i cdkó
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nież nadekspresja cyklin z grupy D i kinazy cdk4, jako 
białek „wychwytujących” inhibitor p27.

VI. Syntetyczne inhibitory kinaz cdk

Często spotykana w komórkach nowotworowych 
deregulacja aktywności kinaz cdk, a także wykrycie 
w materiale biologicznym ich białkowych inhibitorów 
spowodowało poszukiwania syntetycznych związków 
zdolnych do specyficznego hamowania aktywności 
kinaz cdk. M ożna sobie wyobrazić, że syntetyczne 
inhibitory mogłyby działać poprzez:

—  zakłócenie wiązania z kinazami cdk ATP i/lub 
ich białkowych substratów

—  zaburzenie wiązania cyklin
—  zakłócenia fosforylacji i defosforylacji am ino­

kwasów decydujących o aktywności kinaz cdk
—  wpływ na poziom ekspresji genów kodujących 

kinazy cdk i/lub cykliny
—  wywoływanie zmian wewnątrzkomórkowej lo­

kalizacji białkowych inhibitorów
—  naśladowanie działania naturalnych inhibitorów 
Poniżej przedstawię kilka typów inhibitorów

(Ryc. 5), których działanie zostało stosunkowo naj­
lepiej poznane.

VI-1. Pochodne purynowe

Badania puryn, jako  inhibitorów kinaz cdk rozpo­
częto, gdy okazało się, że niektóre z nich (np. 6-amino- 
puryna) hamują podziały komórek [ 136,137] i w zwią­
zku z tym są stosowane w badaniach cyklu kom ór­
kowego. Porównawcze badania efektywności ham o­

wania 35 różnych kinaz białkowych, aż przez 81 
pochodnych purynowych, doprowadziły do znalezie­
nia silnego, specyficznego inhibitora kinaz cdk-olomu- 
cyny (Ryc. 5) [138].

Olomucyma, w stężeniach mikromolarnych (IC 50 
7-25 pM), hamowała aktywność kompleksów kinazy 
cdkl z cykliną B, kinazy cdk2 z cykliną A i z cykliną 
E oraz kinaz cdk5 i MAP, a więc kinaz uczestniczących 
m.in. w przejściu komórek z fazy G1 w fazę S (kinaza 
cdk2-cyklina E), w przebieg fazy S (kinaza cdk2- 
cyklina A) i w przejście z fazy G2 w mitozę (kinaza 
cdk 1 -cyklina B). Natomiast kinazy cdk4 i cdk6, działa­
jące w fazie G 1 cyklu, były stosunkowo słabo ham owa­
ne przez olomucynę (IC 5 0 > 1 5 0  pM). Sądzi się, że 
powyższa różnica odpowiedzi poszczególnych kinaz 
cdk na działanie olomucyny może wynikać z różnic 
w strukturze przestrzennej tych białek [20, 138],

Olomucyna działa jako  kompetytywny wobec ATP 
inhibitor kinaz cdk, niekompetytywny zaś wobec biał­
kowego substratu, histonu HI. Efektywność olomucy­
ny jako inhibitora kinaz cdk potwierdziły również 
wyniki badań in vivo, w których pokazano jej silne 
antymitotyczne działanie. Zainteresowanie olomucy- 
ną, jako specyficznym inhibitorem aktywności kinaz 
cdk jest duże, gdyż właśnie kinazy cdk i kinazy MAP są 
prawdopodobnie odpowiedzialne za hyperfosforylację 
białka tau w mózgu pacjentów z chorobą Alzheimera 
[139, 140, 16].

VI-2. Butyrolakton I

Butyrolakton I (Ryc. 5), związek wyizolowany 
z grzyba Aspergillus terreus, hamuje aktywność kinaz
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cdkl i cdk2 w komórkach ssaków (w stężeniach 
mikromolarnych), prawdopodobnie współzawodni­
cząc z A TP o miejsce wiązania w cząsteczce enzymu 
[141, 142]. Jest on także inhibitorem innych kinaz 
białkowych (kinaza A, C, kinazy kazeinowe, kinaza 
MAP), jednak w stężeniach 100-300-krotnie wyższych 
niż wymagane do zahamowania kinaz cdk. P raw ­
dopodobnie właśnie w wyniku hamowania aktywności 
kinaz cdk2 i cdk l,  butyrolakton I nie dopuszcza do 
inicjacji replikacji D N A  w jajach Xenopus [143]. 
Zakłóca on także cykl podziałowy komórek ssaków, 
zatrzymując je na granicy faz G l /S  lub G2/M , zależnie 
od m om entu  podania związku [141, 142]. W za­
trzymanych w określonych fazach cyklu komórkach, 
wykazano słabszą, niż w komórkach proliferujących, 
fosforylację białka supresorowego Rb (faza G l)  oraz 
histonu HI (granica faz G2/M). Potwierdza to raz 
jeszcze niezbędność ufosforylowania tych białek dla 
prawidłowego przebiegu cyklu. Sądzi się, że butyrolak­
ton I może być związkiem pomocnym przy iden­
tyfikacji komórkowych substratów kinaz cdk.

VI-3. Pochodne flawonowe

Złożona pochodna flawonowa L86-8275, podobnie 
jak  butyrolakton I, może zakłócać przebieg cyklu 
komórkowego zatrzymując komórki bądź to w fazie 
G l ,  bądź też G2 [144]. Przyczyny tego upatruje się 
w obecności w komórkach nieaktywnej kinazy cdkl,  
nie fosforylującej wówczas histonu H I. Kinazę tę 
charakteryzuje niższe niż wymagane do pełnej aktyw­
ności ufosforylowanie reszt treoniny i tyrozyny. Nie 
wiadomo jeszcze, czy wynika to z bezpośredniej inter­
akcji flawonu z kinazą cdkl,  czy też może być rezul­
tatem zakłócenia przez inhibitor wiązania cyklin z ki­
nazą cdkl.

VI-4. Pochodne fumagiliny

AGM-1470 (Ryc. 5), syntetyczna pochodna fumagi­
liny, związku wytwarzanego przez Aspergillus fumiga- 
tus [145], zatrzymuje wzrost komórek endotelialnych 
naczyń krwionośnych w późnej fazie G l .  Przyczyną 
tego inhibitorowego działania AGM-1470 wydaje się 
być, przynajmniej częściowo, hamowanie przez ten 
związek ekspresji genów kodujących kinazy cdkl oraz 
cykliny A i E [146, 147], Następuje wówczas obniżenie 
stopnia fosforylacji białka p 105 i zależnej od czynnika 
E2F ekspresji różnych genów i w rezultacie zaham o­
wanie angiogenezy i wzrostu nowotworu.

VI-5. Staurosporyna

Staurosporyna, znany inhibitor kinazy C oraz wielu 
innych kinaz białkowych, wykazuje zdolność zatrzy­
mywania prawidłowych komórek w fazie G l  lub G2, 
zależnie od użytego stężenia [148-150]. W układzie in 
vitro staurosporyna (w stężeniach nanomolarnych),

hamuje aktywność kinaz cdk2-cyklina E, cdk2-cyklina 
A oraz cdk 1 -cyklina B [ 150,151 ]. Są też dane sugerują­
ce, że może ona znacząco obniżać poziom cyklin 
D i E  in vivo oraz hamować aktywność kinazy (kinaz?) 
cdk działającej w komórkach prawidłowych będących 
w fazie G l ,  w których nie wystąpiła jeszcze aktywność 
kinazy cdk2-cyklina E. Wniosek ten oparto  m.in. na 
analizie stopnia ufosforylowania białka supresorowe­
go p 105, obecnego w komórkach zatrzymanych przez 
staurosporynę (2nM i 20nM) w różnym czasie od 
rozpoczęcia fazy G l [152],

VII. Podsum owanie

Poznanie regulacji cyklu komórkowego polega 
przede wszystkim na zrozumieniu mechanizmów zape­
wniających funkcjonowanie właściwych kinaz cdk, 
połączonych z właściwymi partnerami cyklinowymi, 
w konkretnych momentach cyklu. O aktywności tych 
enzymów (lub jej braku) decydują między innymi:

—  odpowiednie ilości składników kompleksów, ak ­
tywnych enzymatycznie, (tzn. kinaz cdk i cyklin) 
regulowane poziomem ekspresji kodujących je 
genów oraz intensywnością rozkładu samych 
białek

—  właściwe modyfikacje potranslacyjne składni­
ków kompleksu, zwłaszcza fosforylacja kinaz

-  obecność wewnątrzkomórkowych inhibitorów 
kinaz cdk, ujawniających się w odpowiedzi ko­
mórki na liczne bodźce pozakomórkowe i/lub 
stanowiących „wewnętrzny system kontrolny” 
umożliwiający komórce prawidłowy przebieg 
cyklu.

Wykryte w ciągu ostatnim niespełna dwóch lat 
i omówione w niniejszym artykule białkowe inhibitory 
kinaz cdk stanowią jeden z bardziej istotnych elemen­
tów regulacyjnych cyklu komórkowego. Złożone in­
terakcje tych inhibitorów z określonymi kinazami cdk 
mogą bowiem powodować unieczynnianie tych en­
zymów w specyficznych momentach cyklu. Tłumaczy­
łoby to fakt, że określone białka komórkowe są 
fosforylowane tylko w pewnych fazach, a nie w ciągu 
całego cyklu komórkowego.

W tabeli 3 zestawiono, uzyskane do dziś, pod­
stawowe informacje na temat białkowych inhibitorów 
obecnych w komórkach ssaków, dane o analogicznych 
białkach występujących w komórkach drożdży [40, 
153-159]. W tabeli 3 podano też, kodowane przez gen 
K A P / CI P 2 , białko p24 [160, 161], przejawiające ak ­
tywność fosfatazy tyrozynowo-treoninowej i często­
kroć traktowane jako  inhibitor kinaz cdk [40], Nie 
negując faktu, że białko p24 może wpływać na aktyw­
ność kinaz cdk (prawdopodobnie zmieniając stopień 
ich ufosforylowania), moim zdaniem traktowanie go 
jako inhibitora wydaje się dyskusyjne. Znamy przecież 
wiele fosfataz, których działanie na określone białka 
komórkowe bądź to hamuje bądź też promuje przebieg 
cyklu.
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Tabela 3.
Białkowe inhibitory kinaz cdk

Gen Bialko Regulacja ekspresji 
genu

W kom órkach  
kom pleksy

Ham ow anie 
aktywności kom pleksu 

kinazowego

Faza
cyklu

Efekty braku aktyw ności 
kinaz cdk

PIC1/W AF1 p21 indukcja przez 
czynniki uszkadza­
jące DNA (poprzez 
p53), czynniki wy­
wołujące różnico­
wanie, surowicę, 
E G F  a także p od­
czas starzenia się 
kom órek

czteroskładnikow e: 
kinaza cdk —  cyklina 
-  PC N A  —  P21

cdkl —  cyklina B 
cdk2 —  cyklina A 
cdk2 —  cyklina E 
cdk4 —  cyklina D 
cdk6 —  cyklina E

G 2/M
S
G l/S
G1
G1

Upośledzenie fosforylacji 
histonu HI (G 2/M ) oraz 
b iałka supresorow ego p 105 
(G l); zatrzym anie kom órek 
w fazie G l i/lub G2

K IP I p27 represja przez in- 
terleukinę 2

trójskładnikow e: 
kinaza cdk —  cyklina 
-  p27

dw uskładnikow e: 
cyklina —  p27

cdk2 —  cyklina D 
cdk2 — cyklina E 
cdk2 —  cyklina A 
cdk4 —  cyklina D 
cdk6 —  cyklina D

G1
G l/S
S
G1
G1

Brak fosforylacji białka su­
presorowego p l 05; zatrzy­
m anie kom órek w fazie G l 
lub na granicy G l/S

M T S  2/ 
/ IN K 4 B

p 15 indukcja przez 
czynnik w zrosto­
wy TGF-/H

dw uskładnikow e: 
kinaza cdk —  p 15

cdk4 —  cyklina D 
cdk6 —  cyklina D

G1
G1

Brak fosforylacji białka sup­
resorowego p l05 ; zatrzy­
m anie kom órek w fazie G l

M T S I /
/IN K 4 A

pi 6 wirusy onkogenne? dw uskładnikow e: 
kinaza cdk —  p 16

cdk4 —  cyklina D 
cdk6 —  cyklina D

G1
G1

Brak fosforylacji białka sup­
resorowego p l05 ; zatrzy­
m anie kom órek w fazie G l

K A P /C IP 2 p24 ? trójskładnikow e? 
kinaza cdk —  cyklina 
-  p24

cdk l —  cyklina B 
cdk2 —  cyklina E 
cdk2 —  cyklina D

G 2/M
G l/S
G1

Zatrzym anie kom órek w fa­
zie G l

Farl* pl20 feromon 7 cdc28 — Cln2 G1 Zatrzym anie kom órek w fa­
zie G l

Sicl* p40 ? 7 cdc28 — Clb M /G l zaburzenia przejścia kom ó­
rek z fazy M w G l

Ruml* ? 7 7 cdc2 —  Cln? S? G2? zaburzenia syntezy DNA

* Geny obecne w kom órkach drożdży.

Dysponujemy dziś podstawowymi informacjami 
o regulacji ekspresji genów kodujących omawiane 
inhibitory. Brak natomiast danych o sposobach de­
gradacji tych białek sprawiającej, że przynajmniej 
niektóre z nich działają tylko w określonej fazie cyklu 
komórkowego. Czy proteoliza tych inhibitorów prze­
biega z udziałem układu ubikwitynowego, podobnie 
jak  ma to miejsce w przypadku degradacji cyklin 
mitotycznych? Fakt, że w komórkach drożdży de­
gradacja inhibitora wymaga udziału ubikwityny [156] 
sugeruje, że i w komórkach ssaków proces ten może 
zachodzić podobnie.

Uderzające są korelacje pomiędzy zakłóceniami 
w funkcjonowaniu inhibitorów kinaz cdk, a pojawie­
niem się nowotworów. Inhibitory odpowiedzialne są 
bowiem nie tylko za prawidłowe funkcjonowanie 
produktów kilku genów supresorowych. Ekspresja 
genów kodujących inhibitory może być także regulo­
wana przez białka supresorowe. Co więcej, niektóre 
z inhibitorów traktuje się wręcz jako białka sup-

resorowe. Najbliższe miesiące przyniosą niewątpliwie 
nowe fascynujące informacje o tych białkach.

Artykuł otrzymano 22 lutego 1995 r. 
Zaakceptowano do druku 15 marca 1995 r.
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Addendum:
O statn io  szczególne zainteresowanie wzbudza zasygnalizo­
wany już w artykule (rozdział I I I -1) udział białka p21 
w różnicow aniu kom órek (1-4), zwłaszcza kom órek mięśni 
szkieletowych (2-4). W ykazano, że w indukcji ekspresji genu 
P IC I w różnicujących się kom órkach mięśniowych uczest­
niczy przede wszystkim czynnik transkrypcyjny M yoD, nie 
bierze zaś udziału białko supresorow e p53. O statn io  także, 
identyfikując aktywne regiony cząsteczki białka p 2 1, udoku­
m entow ano udział fragm entu peptydu w pobliżu N-końca 
w ham ow aniu aktywności kinaz edk (5, 6, 8), natom iast 
fragm entu w pobliżu C -końca w blokow aniu działania 
PCN A  (6, 7, 8).
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Wykaz stosowanych skrótów: Hsp białka szoku term icz­
nego; H SF — czynnik szoku termicznego, białko regulatoro­
we; hse sekwencja DNA wiążąca czynnik szoku term icz­
nego; Hsp70 białko należące do klasy białek szoku 
termicznego o masie około 70 kD.

I. W stęp

Komórki prokariotyczne i eukariotyczne odpowia­
dają na podwyższenie temperatury nieznacznie ponad 
wartość fizjologiczną, wzmożoną syntezą grupy poli- 
peptydów zwanych białkami szoku termicznego (Hsp- 
heat shock proteins) [1-3]. Do indukcji syntezy tych 
białek dochodzi również w wyniku działania całego 
szeregu innych czynników stresowych takich jak: in­
fekcja wirusowa, czynniki uszkadzające DNA, analogi 
aminokwasów, zmiana pH środowiska, czy obecność 
etanolu. Białka szoku termicznego pochodzące z róż­
nych organizmów charakteryzują się wysokim stop­
niem homologti zarówno na poziomie sekwencji ami- 
nokwasowej jak i struktury.

Przeniesienie komórek bakterii Escherichia coli z te­
mperatury 30 C do 42°C powoduje wzrost syntezy 
ponad dwudziestu białek szoku termicznego [4,5]. 
Wiele z tych białek (GroEL, GroES, DnaK, DnaJ,

* Dr, Pracow nia Biofizyki. K atedra Biologii M olekularnej, 
Uniwersytet G dański ul. Kładki 24, 80-822 G dańsk

GrpE, ClpX) to białka klasy białek opiekuńczych 
(chaperone proteins) [6]. Uczestniczą one w procesie 
prawidłowego zwijania polipeptydów syntetyzowanych 
w komórce oraz dysocjacji i tworzeniu kompleksów 
białkowych. Inne, liczne białka szoku termicznego to 
proteazy lub białka współpracujące z nimi (Lon, ClpP, 
ClpA, ClpB, ClpX, hflX, hflK, hflC, hflB) [7], Sądzi się, 
że funkcja proteolityczna jak i opiekuńcza białek szoku 
termicznego niezbędna jest komórce z uwagi na zwie­
lokrotnioną liczbę nieprawidłowo zwiniętych polipep­
tydów, czy też niefunkcjonalnych kompleksów biał­
kowych pojawiających się w warunkach stresowych. 
Większość białek Hsp E. coli (GroEL, GroES, DnaK, 
DnaJ, GrpE, HtpG, Lon, ClpB, ClpP, ClpX) posiada 
swoje odpowiedniki (białka homologiczne) w kom ór­
kach eukariotycznych [7,8],

Indukcja syntezy białek szoku termicznego następuje 
natychmiast po przeniesieniu komórek do podwyż­
szonej temperatury, a szybkość syntezy osiąga po czasie 
5-10 minut maksimum kilka do kilkunastokrotnie 
przewyższając szybkość syntezy białek szoku w warun­
kach fizjologicznych. Następnie, w ciągu 20-30 minut, 
szybkość syntezy tych białek stopniowo spada i ustala 
się nowy stan równowagi, w którym synteza białek 
szoku termicznego w komórce jest około dwukrotnie 
wyższa niż w temperaturze 30°C [9-11], Podwyższenie 
tempertury hodowli bakteryjnej do 46°C-50°C powo­
duje nie tylko indukcję syntezy białek szoku termicz­
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nego, ale także zatrzymanie syntezy wszystkich innych 
białek [12]. W tych warunkach dwa główne białka 
szoku termicznego DnaK i G roEL stanowią około 20% 
wszystkich białek komórkowych [12].

Całość procesów zachodzących w komórce w wyni­
ku działania czynników stresowych obejmująca zaró­
wno indukcję syntezy białek szoku termicznego jak 
i następujący po niej proces hamowania syntezy tych 
białek nazywamy odpowiedzią szoku termicznego 
(heat shock response) [13-19],

II. Rola czynnika <r32 —  podjednostki poli- 
m erazy R N A  w transkrypcji genów białek  
szoku term icznego

Pozytywnym regulatorem odpowiedzi szoku ter­
micznego jest p roduk t genu rpoH (htpR ) [20,21 ], który 
został zidentyfikowany jako podjednostka sigma ( a 22) 
polimerazy RNA [22]. Podjednostka ta współdziała 
z rdzeniem polimerazy RNA (podjednostki oc,[3p') 
w transkrypcji D N A  i odpowiedzialna jest za rozpo­
znawanie p rom otorów  genów białek szoku termicz­
nego [23], Gen rpoH  jest genem istotnym dla bakterii 
(essential), gdyż delecja tego genu jest letalna w tem­
peraturach przewyższających 20°C [24]. Oprócz zaha­
mowania wzrostu w warunkach fizjologicznych m u­
tanty w genie rpoH  wykazują defekty przebiegu prote- 
olizy [25], podziałów komórkowych [26] i replikacji 
DNA bakteriofagów X i PI [27]. Wydaje się, że tak 
plejotropowy efekt mutacji rpoH spowodowany jest 
brakiem lub niedoborem niektórych białek szoku 
termicznego, gdyż równoczesna nadprodukcja białek 
G roE L  i G roES częściowo niweluje fenotyp mutacji 
rpoH  [28], Wyniki te wskazują na to, że białka szoku 
termicznego są niezbędne nie tylko w warunkach 
podwyższonej temperatury, ale pełnią także istotne 
funkcje w warunkach fizjologicznych (bezstresowych).

Białko a 22 kontroluje transkrypcje genów' białek 
szoku termicznego zarówno w warunkach stresowych 
jak i fizjologicznych [24]. Niektóre geny białek szoku 
termicznego (np. groES, groEL , grpE, rpoD) posiadają 
zarówno prom otory zależne od ci70 jak i od a 12, co 
zapewnia wyższy poziom ekspresji tych białek w wa­
runkach fizjologicznych [23, 24, 29], Sekwencje pro- 
motorowe rozpoznawane przez a 22 są znacząco różne 
od sekwencji prom otorów genów rozpoznawanych 
przez czynnik a 70 [23], Inny jest zarówno re jon-10 jak 
i-35 oraz odległość pomiędzy tymi rejonami (Ryc. 1). 
Polimeraza RNA współdziałająca z er72 ( E a 72) nie 
rozpoznaje prom otorów cy70-zależnych, podobnie jak 
E a 70 nie rozpoznaje prom otorów a 22 zależnych. Jedy­
nym znanym wyjątkiem jest p rom otor pl genu rrnB, 
który jest rozpoznawany przez Ect70 jak i E a '2 [30].

Niski poziom (10-30 kopii) białka a ' 2 w komórce 
bakteryjnej jest czynnikiem limitującym syntezę białek 
szoku termicznego w warunkach bezstresowych (temp. 
30°C) [31]. Indukcja syntezy białek szoku termicznego 
osiągana jest poprzez 15-20-krotny, gwałtowny wzrost

stężenia czynnika a 22 w komórce. Poziom a 22 w komór­
ce kontrolowany jest poprzez skomplikowany mecha­
nizm, w którym kluczową rolę odgrywa aktywacja 
transkrypcji i translacji genu rpoH , oraz zmiana stabil­
ności i aktywności czynnika <x22. Wzrost stężenia cr22 
w komórce doprowadza do zwiększonej transkrypcji 
genów białek szoku termicznego [32], co z kolei 
powoduje wzrost poziomu białek szoku termicznego 
w komórce. Gdy synteza białek szoku termicznego 
przekracza pewien poziom następuje jej hamowanie 
(negatywna regulacja odpowiedzi szoku termicznego).

III. Regulacja syntezy białka a 32

III - l .  Regulacja transkrypcji genu rpoH  kodujące­
go białko a 32

Gen rpoH  posiada co najmniej 4 promotory (Ryc. 2). 
Trzy z nich (P l,  P4, P5) są transkrybowane przez 
polimerazę RNA współdziałającą z a 70 (E a 70) [33-35], 
a jeden (P3), jest rozpoznawany przez nowy czynnik 
sigma, a 1 ( a 24) [36, 37], P rom otor Pl jest promotorem 
najsilniejszym i odpowiada za większość transkrypcji 
w warunkach fizjologicznych. W temperaturze 42°C 
transkrypcja z prom otora Pl nie zmienia się, nato­
miast transkrypcja z P4 rośnie 2-3 krotnie [33, 34], 
Bardzo interesujący jest p rom otor P3 zależny od 
czynnika a E. Wykazano, że wraz ze wzrostem tem­
peratury rośnie transkrypcja z tego promotora, zaś 
w temperaturze 50°C transkrypcja genu proH  zachodzi 
wyłącznie z prom otora a 1 [36], To spostrzeżenie 
wydaje się ważne, gdyż wyjaśnia jak zachodzi trans­
krypcja rpoEI w temperaturach, w których promotory 
zależne od a 70 są nieczynne. Jak dotąd  zidentyfikowa­
no tylko dwa promotory rozpoznawane przez E a K. 
Jeden to właśnie prom otor P3 rpoH, drugi zaś to 
prom otor htrA (degP) [38] genu, który koduje seryno- 
wą proteazę, istotną dla przeżycia bakterii w wysokiej 
temperaturze [39, 40], Ostatnio sklonowano gen ko­
dujący a 1 co umożliwi porównanie tego czynnika 
transkrypcyjnego z innymi bakteryjnymi czynnikami 
sigma [108, 109], Pozostały, czwarty prom otor P5 
genu rpoH jest promotorem słabym. Transkrypcja 
z tego prom otora jest aktywowana w warunkach nie­
doboru glukozy lub w wyniku dodania etanolu do ho­
dowli bakteryjnej. Obecność cA M P i regulatorowego 
białka wiążącego cA M P ( c AMP receptor protein) jest 
wymagana do efektywnej transkrypcji z tego p rom oto­
ra [35]. Miejsce potencjalnego wiązania białka wiążą­
cego cA M P zostało zidentyfikowane i znajduje się 
38-39 nukleotydów' powyżej prom otora P5 [35],

Rejon -35 Rejon -10 promotor

TCTCNCCCTTGAA 13-17 pz CCCCATNTA a 32zależny

TTGACA 16-18 pz TATAAT a  ^za lezny

Ryc. 1. Porów nanie sekwencji p rom otorów  zależnych od czyn­
ników cr32 i a 70.
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rpoH

Rye. 2. Schemat rejonu regulatorow ego oraz kodującego genu rpoH.

Obecność w rejonie promotorowym genu rpoH 
miejsc potencjalnie wiążących białko DnaA (białko 
inicjatorowe replikacji chromosomu E. coli) sugeruje, 
że transkrypcja genu rpoH  może być regulowana 
poprzez wiązanie tego białka do DNA. In vitro, 
oczyszczone białko DnaA hamuje transkrypcję z pro­
motorów P3 i P4 [41]. Wyniki te sugerują, że od­
powiedź szoku termicznego może być powiązana 
z regulacją cyklu komórkowego.

III-2. Regulacja translacji rpoH  m R N A

Szereg wyników doświadczeń świadczy o tym, że 
wzrost syntezy <x32 wynika przede wszystkim ze zwięk­
szenia translacji mRNA rpoH. Przeniesienie bakterii 
z 30°C do 42°C powoduje tylko około dwukrotny 
wzrost transkrypcji genu rpoH, natomiast ilość białka 
er32 wzrasta ponad dziesięciokrotnie [32]. Ponadto 
maksymalny poziom syntezy a 32 w komórce wyprze­
dza maksymalną akumulację mRNA rpoH [32, 33].
N a g a i i w s p. [42] wykazali, używając fuzji genów 
kodujących <x’2 i P-galaktozydazę, że po przeniesieniu 
bakterii do podwyższonej temperatury, pomimo zaha­
mowania rifampicyną aktywności polimerazy RNA 
dochodzi do indukcji syntezy zrekombinowanego biał­
ka. Zwiększona intensywność translacji mRNA rpoH 
powoduje jego stabilizację co prowadzi do podniesie­
nia stężenia mRNA rpoH w komórce [33, 34, 43],

Badania prowadzone w pracowniach Y u r y 
i G r o s s  doprowadziły do zidentyfikowania dwóch 
rejonów mRNA rpoH odpowiedzialnych za regulację 
translacji rpoH (Ryc. 2) [42, 44]. Pierwszy rejon, 
zlokalizowany zaraz za miejscem startu translacji (6-20 
nukleotyd), aktywuje translację genu mRNA rpoH. 
Jest on komplementarny do odcinka 16S rRNA i rów­
nocześnie podobny do szeregu sekwencji znalezionych

R1 - rejon I
RH - rejon II
RIII- rejon III

■ ■  m ie jsce w iązan ia b ia łka DnaA

CZl m ie jsce w iązan ia b ia łka w iążącego cAMP

w genach bakteryjnych i fagowych, określanych jako 
“downstream box”, niezbędnych do wysokiego pozio­
mu ekspresji genów prokariotycznych [45-47], Sądzi 
się, że występowanie tej sekwencji stymuluje translację 
poprzez stabilizację wiązania m RN A  do podjednostki 
30S rybosomu [46], Delecja tego rejonu powoduje 
15-krotny spadek ekspresji badanych fuzji białkowych 
(cr32— P-galaktozydaza) [48]. Drugi rejon mRNA 
rpoH, zawarty pomiędzy nukleotydami 153-247, od­
powiada za represję translacji tego mRNA w 30°C. 
Analiza sekwencji pokazała, że m RNA rpoH  może 
wytworzyć strukturę drugorzędową zawierającą oba 
omawiane rejony oraz rejon kodonu startowego, co 
w konsekwencji mogłoby doprowadzić do zaham ow a­
nia inicjacji translacji [42,49], Do stymulacji translacji 
w wysokiej temperaturze dochodziłoby poprzez des­
tabilizację drugorzędowej struktury mRNA. W ykaza­
nie, że mutacje utrudniające powstanie drugorzędowej 
struktury mRNA podwyższają translacje już w 30°C 
oraz nie powodują indukcji translacji w wyniku szoku 
termicznego, jest zgodne z tą hipotezą [42, 49].

Ostatnio zidentyfikowano trzeci rejon mRNA rpoH 
aktywny w procesie kontroli ekspresji a 32 [42, 44, 50], 
Doświadczenia pokazały, że w wysokiej temperaturze 
kinetyka syntezy mRNA rpoH  i białka a 32 jest różna. 
Pomimo wysokiego poziomu syntezy mRNA rpoH  
dochodzi do represji translacji tego mRNA [51]. Taka 
represja translacji nie zachodzi w szczepach niosących 
mutację w genach białek szoku termicznego dnaK, 
dnaJ  oraz grpE [50, 52]. Dalsze badania wykazały, że 
rejon genu rpoH zawarty pomiędzy nukleotydami 
364-433 (122-144 aminokwas białka a 32 od końca 
N-terminalnego) uczestniczy w zahamowaniu syntezy 
białka a 32 [50], Doświadczenia z mutacjami zmienia­
jącymi ramkę odczytu w tym rejonie genu rpoH  
wykazały, że za efekt ten odpow iada raczej sekwencja
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am inokwasowa w białku nie zaś sekwencja nukleo- 
tydowa mRNA [50]. Możliwe, że oddziaływanie bia­
łek D naK , DnaJ i G rp E  z sekwencją zawartą pomiędzy 
122 a 144 aminokwasem syntetyzowanej podjednostki 
ct32 prowadzi do zaham ow ania syntezy cr32 i wzmożo­
nej degradacji niedokończonego łańcucha polipep- 
tydowego. Altenatywnie, oddziaływanie białek DnaK, 
DnaJ i G rpE  z tym rejonem białka a 22 może uaktyw­
niać proteazy odpowiedzialne za degradacje a 32.

IV. Stabilność białka o 32

Czynnik a 32 jest białkiem wyjątkowo niestabilnym. 
Czas połowicznej degradacji wynosi ok. 1 min i nie 
zależy od tem peratury hodowli bakteryjnej [32, 51, 
53], Wprowadzenie do komórki plazmidu nadprodu- 
kującego a 32 nie zmienia czasu połowicznej degradacji 
tego białka [53]. Ponad to  wykazano, że mutacje 
w trzech genach białek szoku termicznego, dnaK, clruiJ 
i grpE wydłużają 10-20 razy czas połowicznej de­
gradacji a 32 [52, 53]. Wyniki doświadczeń genetycz­
nych sugerują więc, że białka DnaK, DnaJ i GrpE, 
należące do klasy białek opiekuńczych, biorą udział 
w procesie degradacji a 32. Uważa się, że białka te 
poprzez wytworzenie kompleksu z podjednostką a 32 
umożliwiają jej efektywną proteolizę [54], S h e r ­
m a n  i G o l d b e r g  [55] zaproponowali analogicz­
ną rolę białek D naK , DnaJ i G rpE  w degradacji 
zmutowanej formy alkalicznej fosfatazy. Jednakże, jak 
dotychczas brak danych z doświadczeń in vitro, które 
potwierdzałyby hipotezę bezpośredniego oddziaływa­
nia kompleksu D naK-białko z proteazą selektywnie 
degradującą to białko.

Białko a 32 ulega przejściowej stabilizacji w począt­
kowym okresie działania stresu [32]. Mechanizm tej 
stabilizacji nie jest poznany. Przypuszcza się, że stabili­
zacja a 32 może być spowodowana wysyceniem, potenc­
jalnie oddziałujących z a 32, białek opiekuńczych 
DnaK, DnaJ i G rp E  przez powstałe w komórce 
w warunkach stresowych zdenaturowane białka lub 
nieprawidłowo zestawione kompleksy białkowe [7], 
Dzięki przejściowej stabilizacji istniejących w komórce 
kopii białka cr32, odbywającej się szybciej niż proces 
syntezy a 32 de novo, możliwa jest natychmiastowa 
odpowiedź komórki na szok termiczny.

Jak dotąd  nie zidentyfikowano proteazy lub systemu 
proteaz odpowiedzialnych za degradacje a 32. Szybka 
degradacja cr32 w szczepach z mutacjami w genach 
kodujących proteazy indukowane w czasie szoku 
termicznego (Lon, ClpP) sugeruje, że te zależne od 
A TP proteazy nie odgrywają istotnej roli w proteolizie 
a 32 [54]. Ostatnio wykazano, że gen f tsH ,  który jak 
sądzono zaangażowany jest w procesie podziału ko­
mórki, jest identyczny z genem hflB  kodującym protea- 
zę biorącą udział w degradacji białka cli bakteriofaga X 
[56]. Wstępne wyniki z pracowni B o  u l o c a  suge­
rują, że produkt genu hflB  (f t s H ) może być zaan­
gażowany w procesie degradacji cr32 [110].

V-1. Białka opiekuńcze uczestniczące w regulacji 
odpowiedzi szoku termicznego

T i l l y  i w s p. [57] wykazali, że mutacja w genie 
kodującym opiekuńcze białko szoku termicznego 
DnaK powoduje brak negatywnej autoregulacji od­
powiedzi szoku termicznego. Analogiczne wyniki uzys­
kali następnie inni autorzy dla m utantów w genach 
dnaJ i grpE  [52], Sugeruje to, że przynajmniej te trzy 
białka szoku termicznego, należące do klasy białek 
opiekuńczych, biorą udział w procesie regulacji o d ­
powiedzi szoku termicznego. Sekwencja aminokwaso­
wa białka DnaK, jednego z głównych białek induko­
wanych w czasie szoku termicznego, jest w 50% 
homologiczna do sekwencji eukariotycznych białek 
należących do klasy Hsp70 [58]. Delecja genu dnaK  
jest możliwa tylko w warunkach powolnego wzrostu 
bakterii w pożywce minimalnej w obniżonej tem ­
peraturze [59]. Mutacje w genie dnaK  upośledzają 
takie procesy jak: transport białek [60, 61], degradację 
białek [52, 55], replikację DNA E. coli, bakteriofagów 
X i PI oraz niektórych plazmidów bakteryjnych [27, 
62]. Mutacje w genach dnaJ i grpE mają podobny efekt 
fenotypowy jak mutanty w genie dnaK  co sugeruje, że 
produkty tych genów współdziałają ze sobą [27, 54]. 
Odtworzenie in vitro, systemów replikacji DNA bak­
teriofagów X [63, 64] i PI [65] oraz pokazanie, że 
białka DnaJ i GrpE stymulują słabą aktywność AT- 
Pazową białka DnaK  [66], potwierdziło tezę o współ­
działaniu pomiędzy białkami DnaK, DnaJ i GrpE. 
Doświadczenia przeprowadzone w laboratorium Ż y - 
l i c z ą  [67] pokazały, że in vitro białko DnaK jest 
zdolne do ochrony innych enzymów przed inaktywa- 
cją termiczną. Również w tym procesie białka DnaJ 
i G rpE  współdziałają z DnaK i zwiększają jego 
zdolność do reaktywacji termicznie zinaktywowanych 
enzymów [68, 69],

Wyniki genetyczne pokazujące, że mutacje w genach 
dnaK,  dnaJ i grpE w ten sam sposób upośledzają 
odpowiedź szoku termicznego oraz wykazanie wspól­
nego działania tych białek w szeregu innych procesów' 
biochemicznych sugeruje, że DnaK współdziała 
z DnaJ i G rpE  także w czasie regulacji odpowiedzi 
szoku termicznego.

V-2. Mechanizm autoregulacji odpowiedzi szoku  
termicznego

Zarówno doświadczenia z wykorzystaniem ekstrak­
tów bakteryjnych [70] jak i oczyszczonych białek [71, 
72] wykazały, że białka szoku termicznego DnaK 
i DnaJ oddziaływują z a 32. Białko DnaK  wykazuje 
słabe powinowactwo do a 32 natomiast produkt zm uto ­
wanego genu dnaK765  (mutant dnaK756  wykazuje 
upośledzenie odpowiedzi szoku termicznego) nie od-

V. Autoregulacja odpowiedzi szoku termicz­
nego
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działywuje z a 32 [71]. Również białko DnaJ wykazuje 
wysokie powinowactwo do a 32 [70, 72], W obecności 
ATP dochodzi do utworzenia trwałego kompleksu 
D n a K -a 32-DnaJ [72], Zastąpienie białka DnaJ produk­
tem zmutowanego genu dnaJ259 (mutant upośledzo­
ny w odpowiedzi szoku termicznego) powoduje, że 
trójskładnikowy kompleks DnaK-cr32-DnaJ259 nie 
tworzy się. Równocześnie stwierdzono, że białka 
D naK i DnaJ nie oddziaływują z natywnym czyn­
nikiem a 70 [72], Wykazano, że w obecności a 70 białka 
DnaK i DnaJ usuwają a 32 z kompleksu z polimerazą 
RNA [72] i w konsekwencji dochodzi do specyficznej 
inhibicji transkrypcji z promotorów genów szoku 
termicznego B ł a s z c z a k ,  L i b e r e k  (wyniki niepu­
blikowane). B u k a u  i ws p .  (wyniki niepublikowane) 
stwierdzili, że obecność samego białka DnaJ blokuje 
powstawanie otwartego kompleksu (open complex) 
polimerazy RNA z zależnymi od podjednostki cr32 
promotorami genów białek szoku termicznego. P odo­
bna reakcja nie zachodzi w przypadku prom otorów  
zależnych od a 70.

Wyniki te pozwoliły na zaproponowanie hipotezy 
[7, 27, 54, 72], wyjaśniającej autoregulację odpowiedzi 
szoku termicznego przez białka DnaK, DnaJ i GrpE. 
W czasie wzrostu bakterii w warunkach fizjologicz­
nych stężenie cr32 w komórce jest niskie. D odatkow o 
obecne w komórce białka DnaK  i DnaJ oraz G rpE  
obniżają aktywność obecnej w komórce a 32 poprzez 
wytworzenie kompleksu D n a K -a 32-DnaJ. Podwyż­
szenie temperatury doprowadza do pojawienia się 
w komórce zdenaturowanych białek czy też nieprawid­
łowo zestawionych kompleksów białkowych, co zwię­
ksza zapotrzebowanie na białka opiekuńcze. Nadm iar 
substratów dla białek opiekuńczych DnaK i DnaJ 
doprowadza do uwolnienia z kompleksu D n a K - a 32- 
DnaJ białka a 32 i jego uaktywnienia. D odatkow o 
poziom cr32 wzrasta dzięki zwiększonej transkrypcji 
oraz odblokowaniu translacji W wyniku znacznego 
wzrostu stężenia a 32 w komórce, wzrasta synteza 
białek DnaK i DnaJ, które z kolei zaczynają o d ­
działywać z białkiem a 32 i powodują jego oddyso- 
cjowanie z kompleksu z polimerazą RNA. W ten 
sposób dochodzi z kolei do obniżenia transkrypcji 
genów szoku termicznego. Czynnik a 32 związany 
w kompleksie DnaK-cr32-DnaJ staje się substratem 
proteaz.

Ostatnio uzyskane wyniki sugerują, że oprócz od- 
dysocjowania a 32 z kompleksu z polimerazą RNA 
białka DnaK, DnaJ i G rpE  mogą pełnić dodatkową, 
ważną rolę w regulacji odpowiedzi szoku termicznego. 
Doświadczenie prowadzone w laboratorium Ż y l i ­
c z a  pokazały, że inkubacja holoenzymu polimerazy 
RNA zawierającego podjednostkę <x° w temperaturze 
50°C prowadzi do utraty aktywności tego enzymu. 
Białka opiekuńcze DnaK, DnaJ i GrpE mogą reak­
tywować ten enzym w zależnej od ATP reakcji [67,69], 
Za utratę aktywności holoenzymu polimerazy RNA 
odpowiada inaktywacja czynnika c r0, który ulega

agregacji. Ten wynik sugeruje jak może dochodzić do 
wyłączenia transkrypcji z zależnych od a 70 p rom oto ­
rów po przeniesieniu bakterii do temperatury wyższej 
niż 45°C. Białka DnaK, DnaJ, G rpE  w zależnej od 
ATP reakcji katalizują monomeryzację czynnika a 7,) 
B ł a s z c z a k ,  L i b e r e k  (wyniki niepublikowane). 
Reakcja ta wymaga wysokiego stężenia białek opie­
kuńczych, zachodzi więc efektywnie dopiero po induk­
cji syntezy tychże białek. Reaktywowany czynnik a 70 
skutecznie konkuruje z czynnikiem a 32 o wiązanie do 
polimerazy RNA. Uzyskane wyniki sugerują, że w cza­
sie wychodzenia z szoku termicznego białka DnaK, 
DnaJ i G rpE  nie tylko bezpośrednio wpływają na 
asocjację czynnika cr32 z polimerazą RNA, ale także 
uczestniczą w reaktywacji termicznie zinaktywowane- 
go czynnika a 70. Konsekwencją obu procesów jest 
hamowanie syntezy białek szoku termicznego (proces 
wychodzenia z szoku termicznego) (Ryc. 3).

VI. Regulacja odpowiedzi szoku term icznego  
w innych bakteriach

Zsekwencjonowanie rejonów promotorowych ge­
nów szoku termicznego pochodzących z różnych bak­
terii wykazało, że regulacja odpowiedzi szoku termicz­
nego poprzez specyficzny czynnik sigma nie jest uni­
wersalna. Istnienie specyficznego czynnika homologi­
cznego do a 32 oraz odrębnych prom otorów genów 
szoku termicznego wykazano u bakterii należących do 
szeregu gatunków, głównie gram ujemnych [73-75]. 
Czynnik a 32 wyizolowany z morskiej bakterii Vibrio 
harveyi współdziała z polimerazą RNA pochodzącą 
z E. coli w transkrypcji genów białek szoku termicz­
nego E. coli, co może świadczyć o wysokiej homologii 
czynników' <x32 w tej grupie bakterii [76], Okazało się 
jednak, że u bakterii należących do dużej grupy, 
głównie gram dodatnich gatunków, odpowiedź szoku 
termicznego jest regulowana inaczej. W bakteriach 
tych brak jest analogu cr32, a transkrypcja genów szoku 
termicznego zachodzi wyłącznie z prom otorów  zależ­
nych od analogu a 70 [77]. Zsekwencjonowanie rejo­
nów promotorowych tych genów wykazało istnienie
9-nukleotydowej sekwencji odwróconych powtórzeń 
(inverted repeats) zdolnej do wytworzenia struktury 
szpilki do włosów (hairpin) [78]. Sekwencje te zlokali­
zowane są pomiędzy miejscem startu transkrypcji 
a miejscem startu translacji [79]. Sam mechanizm 
indukcji odpowiedzi szoku termicznego w tych o r­
ganizmach nie został poznany, ale można spekulować, 
że możliwa jest regulacja ekspresji poprzez zmianę 
topologii DNA (lub RNA) genów kodujących białka 
szoku termicznego. Alternatywnie, może istnieć białko 
regulatorowe wiążące się do sekwencji odwróconych 
powtórzeń, którego aktywność jest modulowana w od ­
powiedzi na zmiany temperatury. Ten drugi sposób 
indukcji odpowiedzi szoku termicznego jest podobny 
do regulacji ekspresji genów szoku termicznego za­
chodzącej w komórkach eukariotycznych.
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Ryc. 3. Hipotetyczny schemat udziału opiekuńczych białek D naK , D naJ i G rp E  (białka Hsp) w regulacji odpowiedzi szoku term icznego £. coli. 
A. —  fizjologiczne w arunki wzrostu, większość cząsteczek polim erazy RNA w spółdziała z czynnikiem a 7"; B. —  podwyższenie 
tem peratury  ponad w artość fizjologiczną, inaktyw acja czynnika a 70, wzrost stężenia cr12 w kom órce, zwiększenie syntezy białek szoku 
termicznego; C. —  białka szoku term icznego D naK , DnaJ i G rpE  reaktyw ują czynnik o 70 oraz wysycają czynnik szoku term icznego cr32; 
D. —  stym ulow ana przez DnaJ i D naK  degradacja cr32; E. — reaktyw acja a 70 oraz degradacja cr32 doprow adza do zaham ow ania 
transkrypcji genów białek szoku termicznego, pow rót do warunków  fizjologicznych.

VII. Regulacja odpowiedzi szoku term icznego  
w kom órkach eukariotycznych

W komórkach eukariotycznych odpowiedź na szok 
termiczny jest regulowana na etapie inicjacji trans­
krypcji poprzez uaktywnienie specjalnego czynnika 
transkrypcyjnego zwanego czynnikiem szoku termicz­
nego, HSF (heat shock factor) [79-81]. W komórkach 
drożdży czynnik ten jest związany z DNA, a jego 
aktywacja jest wynikiem fosforylacji [82, 83]. W ko­
mórkach wyższych organizmów eukariotycznych ak ­
tywacja transkrypcji następuje w wyniku wiązania 
czynnika szoku termicznego (HSF) do sekwencji DNA 
nazywanej hse (heat shock element) [80, 84-88]. Sek­
wencja hse wiążąca czynnik szoku termicznego to trzy 
powtórzenia pięcionukleotydowej sekwencji w zmien­
nej orientacji [nGAAn] [nT T C n] [nGAAn] [89, 90]. 
W komórkach drożdży (Saccharomyces cerevisiae) 
i muszki owocowej (Drosophila melanogaster) ziden­
tyfikowano tylko jeden czynnik szoku termicznego 
(HSF) [91, 92]. W komórkach innych organizmów 
eukariotycznych zidentyfikowano przynajmniej dwa 
(mysz, człowiek) (HSF1, HSF2) lub trzy (pomidor, 
kura) (HSF1, HSF2, HSF3) czynniki szoku termicz­
nego [93-97]. Doświadczenia z użyciem przeciwciał

specyficznych do określonych białek HSF pokazały, że 
różnią się one funkcjonalnie. Za indukcję odpowiedzi 
szoku termicznego w wyniku podwyższenia tempera­
tury lub innych czynników stresowych (metale ciężkie, 
analogi aminokwasów) odpowiada HSF1, natomiast 
do aktywacji HSF2 dochodzi podczas specyficznych 
etapów rozwoju i różnicowania komórek [98, 99], 
W warunkach fizjologicznych HSF1 występuje w cyto- 
plazmie i jądrze komórkowym jako monomer. Warunki 
stresowe doprowadzają do oligomeryzacji HSF1 (tri- 
mer) i fosforylacji oraz transportu HSF1 do jądra 
komórkowego [100, 101]. Trimeryczna forma HSF1 
jest formą aktywną, która poprzez wiązanie do sekwen­
cji hse aktywuje transkrypcję genów szoku termicznego. 
Wszystkie znane czynniki szoku termicznego pomimo 
znacznych różnic w wielkości i tylko około 40% 
homologii posiadają dwie zachowane domeny. Pierw­
sza, obejmująca około 100 N-końcowych aminokwa­
sów, jest homologiczna do bakteryjnych czynników 
sigma i odpowiada za wiązanie do DNA [92], Druga, 
leżąca centralnie w białku HSF, zawiera hydrofobowe 
aminokwasy tworzące strukturę suwaków leucynowych 
(leucine zipper) i odpowiada za tworzenie aktywnych 
trimerów białka HSF [102], Dodatkowa struktura 
suwaka leucynowego znajduje się na na C-końcu białka
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HSF. Sądzi się, że w warunkach fizjologicznych od- 
działywuje ona z domeną drugą co powoduje utrzyma­
nie czynnika szoku termicznego w monomerycznej, 
nieaktywnej formie [103]. Drożdżowy czynnik szoku 
termicznego nie posiada tej dodatkowej struktury suwa­
ka leucynowego i występuje w komórce jako trimer 
w warunkach fizjologicznych [83].

N adprodukcja czynnika szoku termicznego pocho­
dzącego z komórek eukariotycznych w bakterii E. coli 
prowadzi do ekspresji aktywnej w transkrypcji, trime- 
rycznej formy HSF [92, 94]. N adprodukcja tego 
samego czynnika szoku termicznego w komórkach 
eukariotycznych doprowadza do uzyskania m ono­
merycznej, nieaktywnej formy HSF [92, 95]. Sugeruje 
to, że w komórkach eukariotycznych znajduje się 
dodatkowe białko odpowiedzialne za negatywną kon t­
rolę aktywności transkrypcyjnej HSF. L i n d q u i s t  
i w s p. [104] zaproponowali, że białkiem tym jest 
Hsp70 (eukariotyczny homolog bakteryjnego białka 
DnaK). W laboratorium M o r i m o t o pokazano, że 
wyizolowane białko Hsp70 blokuje aktywność trans- 
krypcyjną in vitro ekstraktu zawierającego aktywny 
czynnik HSF1 [105]. Wykazano również oddziaływa­
nie aktywnej, trimerycznej formy HSF1 z białkiem 
Hsp70 [105]. M o r i m o t o [15, 16, 105] zapropono­
wał, że wiązania białka Hsp70 do HSF jest jednym 
z czynników utrzymujących HSF w nieaktywnej, m o­
nomerycznej formie. Podniesienie temperatury ponad 
wartość fizjologiczną prowadzi do pojawienia się zde- 
naturowanych lub też nieprawidłowo zwiniętych, nie­
aktywnych białek i kompleksów białkowych, kon­
kurujących z HSF o wiązanie z Hsp70. Oddyso- 
cjowanie Hsp70 z kompleksu z HSF umożliwia jego 
trimeryzację i aktywuje zdolność wiązania do DNA, co 
w efekcie doprowadza do zwiększonej syntezy Hsp70 
oraz innych białek szoku termicznego. Wzrost pozio­
mu Hsp70 w komórce przywracałby oddziaływanie 
pomiędzy Hsp70 i HSF co mogłoby doprowadzać do 
inaktywacji HSF i wyłączenia odpowiedzi szoku ter­
micznego.

VIII. Podsum owanie

Odpowiedź szoku termicznego jest charakterystycz­
na dla wszystkich organizmów, a wzrost stężenia 
białek szoku termicznego zachodzi w wyniku podwyż­
szenia transkrypcji genów szoku termicznego. Pomi­
mo różnic w mechanizmie indukcji transkrypcji genów 
hsp pomiędzy komórkami eukariotycznymi a bakterią 
E. coli wydaje się, że rola białka Hsp 70 w negatywnej 
autoregulacji odpowiedzi szoku termicznego jest po­
dobna w komórkach obu rodzajów. Dalsze badania 
roli białek Hsp70 w autoregulacji odpowiedzi szoku 
termicznego u eukariota, a szczególnie uwzględnienie 
w tych badaniach udziału ostatnio zidentyfikowanych 
eukariotycznych homologów białek DnaJ i GrpE 
[106, 107], powinny doprowadzić do pełnego zro­
zumienia roli Hsp 70 w modulacji aktywności trans-

krypcyjnej czynnika szoku termicznego.
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Struktura i właściwości czynnika transkrypcyjnego
III A Xe nopuslaevis

Structure and properties of transcription IIIA from
Xenopus laevis 

ELIZA W YSZKO1 
MIROSŁAWA Z. BARCISZEWSKA2
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5. TF lIIA-type transcription factors from other sources

Wykaz stosowanych skrótów: 5S rRN A  —  rybosom alny 
RNA o stałej sedymentacji 5S; T F  IIIA — czynnik transkryp- 
cyjny IIIA; ICR — wewnątrzny region prom otorow y genu 
5S rRN A  (ang. internat control region); 7S R N P  — kom pleks 
T F  IIIA /5S rRN A  o stałej sedym entacji 7S (ang. 7S ribonuc- 
leoprotein particie); pz — pary zasad; aa— am inokw as, m.cz 
—  m asa cząsteczkowa.

I W prowadzenie

W komórkach eukariotycznych transkrypcja genów 
w jądrze przebiega przy udziale trzech polimeraz 
RNA; poi I, poi II, poi III. Katalizują one wydłużanie

Tabela 1.
C harakterystyka polim eraz RNA eukarion tów

łańcucha RNA na matrycy DNA. Są to białka o dużej 
masie cząsteczkowej (np m.cz. poi III z drożdży —  650 
kD) zbudowane z kilku polipeptydów. Polimerazy I, II 
i III różnią się strukturą, lokalizacją i funkcją w trans­
krypcji genomu jądrowego. Charakteryzują się też 
odmienną wrażliwością na ot-amanitynę, znany in­
hibitor procesu transkrypcji (Tab. 1). Polimeraza 
I RNA katalizuje transkrypcję genów rybosomalnych 
kwasów rybonukleinowych (18S, 5.8S, 28S rRNA). 
Polimeraza II bierze udział w transkrypcji genów 
kodujących białka (mRNA ang. messenger RNA) ,  oraz 
niektórych genów niskocząsteczkowych jądrowych 
RNA (ang. s n RNA  -  smali nuclear RNA).  Polimeraza

Polim eraza Lokalizacja Udział w transkrypcji 
genów

Aktywność w obecności 
oc-amanityny

poi I jąd e rk o r RNA (18S, 5.8S, 28S) niewrażliwa

poi II nukleoplazm a mRNA Sn RNA inhibicja przy 10- * M

poi III nukleoplazm a tRN A , 5S rRNA, 7SL RNA inhibicja przy 10-6 M

1 Mgr, 2 doc. dr hab  w Instytucie Chem ii Bioorganicznej
PAN , ul. N oskowskiego 12,61-704 P oznań

III katalizuje syntezę tRNA, 5S rRNA, wirusowych 
RNA i niektórych niskocząsteczkowych RNA (Tab. 2). 
Mechanizm transkrypcji wymaga swoistych białek,
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Tabela 2.
C harak terystyka  p roduktów  transkrypcji genów przebiegającej z udziałem polim erazy III RNA [55]

Produk t Właściwości Źródło

t RNA udział w syntezie białka, inne wszystkie organizm y
5S rR N A składnik dużej podjednostki rybosom u wszystkie organizm y
U6 snRN A udział w składaniu  pre-m RN A  (splicing) wszystkie organizm y
RNA RNazy P udział w dojrzew aniu 5 '-końca t RNA człowiek, drożdże
RNA RNazy P udział w tw orzeniu starterów  dla syntezy 

m itochondrialnego DNA
człowiek, szczur, mysz

RNA telom erazy składnik telom erazy Tetrahymena
7SL RNA udział w translokacji białek wszystkie organizm y
U3 snRN A udział w dojrzew aniu pre-rR N A rośliny
Y scRNA składnik Ro scR N P człowiek
7SK RNA nieznana człowiek
vRNA nieznana szczur, żaba
G8 RNA nieznana Tetrahymena
Ekson 1 Myc nieznana człowiek
VA RNA udział w selektywnej translacji w irusowego RNA adenow irus
EBER RNA nieznana Epstein-B arr Virus
H V P RNA nieznana H erpes Virus

tzw. czynników transkrypcyjnych rozpoznających spe­
cyficzne sekwencje prom otorowe genów. W przeci­
wieństwie do genów klasy I i II, których sekwencje 
prom otorowe zlokalizowane są przed miejscem startu 
transkrypcji w niekodującym regionie 5’, geny klasy 111 
posiadają w większości prom otory wewnętrzne (ang. 
internal control region, ICR),  stanowiące część sekwen­
cji kodującej. Składają się one z dwóch, oddalonych od 
siebie odcinków oligonukleotydowych (ang. box), roz­
dzielonych sekwencją łącznikową. W przypadku ge­
nów tRNA, 7SL i małych wirusowych RNA nazwane 
są one blokami A i B. Natomiast w genach 5S rRNA 
określane są jako  bloki A i C ze względu na brak 
homologii pomiędzy sekwencjami fragmentów B i C. 
W transkrypcji genów 5S rRNA Xenopus laevis uczest­
niczą trzy czynniki transkrypcyjne I I I A, IIIB i HIC. Ich 
nazwy odzwierciedlają kolejność wypływu białka z ko­
lumny wypełnionej fosfocelulozą [1]. Czynniki TF  
III A i T F  IIIC wpływają na stabilność kompleksu 
transkrypcyjnego [2], natomiast T F  IIIB umożliwia 
swoiste oddziaływanie polimerazy III z genem [3] 
(Ryc. 1). Pierwszym i jak dotychczas najlepiej po­
znanym eukariotycznym czynnikiem transkrypcyjnym 
jest T F  111A żaby szponiastej Xenopus laevis (TF III A 
X.I.). Znana jest sekwencja genu kodującego T F  111A
[4] oraz jego sekwencja aminokwasowa. Na podstawie 
charakterystycznego ułożenia cystein i histydyn zasu­
gerowano w 1985 r. istnienie nieznanego wówczas 
elementu budowy białek tzw. palca cynkowego, od­
powiedzialnego za wiązanie kwasów nukleinowych
[5]. Wykazano jego zdolność do wiązania DNA jako  
czynnika transkrypcyjnego oraz niezwykle rzadką 
właściwość tworzenia kompleksów z 5S rRNA. Jest to 
jedno z nielicznych białek oddziałujących zarówno 
z DNA  jak i RNA. Innymi białkami należącymi do tej 
grupy są np. T4 DNA polimeraza, kluczowe białko 
replikacji fagowego DNA, rozpoznające również selek­
tywnie mRNA oraz białko jądrow e oczyszczone z ko-

5SDNÄI

5S DNA TFIIIA

 *--------  TFIIIC

5S DNA TFIIIA TFIIIC

 *  TFIIIB)

5S DNA TFIIIA TFIIIC TFIIIB

 *  pollll

5S DNA TFIIIA TFIIIC TFIIIB poili

Ryc. 1. Schemat tw orzenia aktyw nego kom pleksu transkrypcyj­
nego genu 5S rRNA.

mórek HeLa, hnR N P-U /SA F-A  oddziałujące z jedno- 
niciowym DNA i syntetycznymi homorybopolinuk- 
leotydami [6, 7], Podobnie białko EBER 1 wirusa EBV 
pełni istotną funkcję w replikacji DNA wirusa i od ­
działuje z RNA między innymi z elementem TAR 
wirusa HIV [8],

II. Charakterystyka czynnika transkrypcyjnego 
III A Xenopus laevis

W genomie Xenopus laevis występują dwie rodziny 
genów 5S rRNA, które ulegają ekspresji na różnych
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etapach rozwoju. Są to oocytowo specyficzne geny 5S 
rRNA (20.000 kopii/haplo ida lny  genom) oraz grupa 
somatycznych genów 5S rRNA (400 kop ii /hap lo ida l­
ny genom). Geny te ulegają ekspresji w oocytach, 
natomiast w kom órkach somatycznych syntetyzowa­
ny jest tylko somatyczny 5S rRNA. Początkowo, 
wysoki poziom transkrypcji oocytowego 5S rRNA 
stopniowo maleje w trakcie oogenezy. Efekt ten p róbo­
wano tłumaczyć obniżeniem stabilności kompleksu 
transkrypcyjnego oocytowego genu 5S rRNA lub też 
malejącym stężeniem czynnika transkrypcyjnego 111A 
w oocytach. Obecnie znane są inne dowody wskazują­
ce, że histon HI jest odpowiedzialny za zróżnicowaną 
ekspresję genów 5S rRNA u Xenopus. Białko to 
tworząc kompleksy z DNA  modyfikuje strukturę 
nukleosomu i w ten sposób uniemożliwia transkrypcję 
oocytowych genów 5S rRNA. Histon HI wykazuje 
preferencję do sekwencji nukleotydowych bogatych 
w A +  T. Sekwencje oskrzydlające oocytowe geny 5S 
rRNA charakteryzują się wysoką zawartością A +  T 
ok. 76%. Taki mechanizm transkrypcji 5S rRNA 
potwierdza również fakt, że podczas wczesnych sta­
diów rozwojowych Xenopus  nie znaleziono histonu H 1 
w chromatynie. Wydaje się oczywiste, że histony 
wywierają decydujący wpływ na transkrypcję. Niezale­
żnie od stężenia czynników transkrypcyjnych w chro­
matynie histon H I hamuje transkrypcję oocytowych 
genów 5S rRN A  [9-11].

Okazało się, że u żaby szponiastej istnieją dwie 
formy T F  IIIA: oocytowa (O-TF 111 A) oraz somatycz­
na (S-TF III A). Białko specyficzne dla oocytów ak ­
tywuje transkrypcję oocytowego 5S rRNA podczas 
całego procesu oogenezy. We wczesnym jej etapie 
w komórce znajduje się 1012 cząsteczek TF  III A, co 
stanowi około 10% wszystkich białek. Poprzez od ­
działywanie z 5S rRNA, T F  111A zapewnia także 
akumulację tej cząsteczki w postaci 7S R N P  [12, 13]. 
Niski poziom transkrypcji somatycznego 5S rRNA 
w embrionach i dojrzałych tkankach odpowiada nie­
wielkiemu stężeniu S-TF III A w komórkach. Białko to 
ma identyczne właściwości immunologiczne z O -T F  
III A, lecz jego masa cząsteczkowa jest o 2000 daltonów 
większa. O ba polipeptydy kodowane są przez ten sam 
gen, a różnica w wielkości tych białek jest spowodowa­
na rozpoczęciem translacji O- i S-TF 111A z dwóch 
miejsc inicjacji oddalonych od siebie o 66 nukleotydów 
[14]. D odatkow e 22 aminokwasy przy końcu am ino­
wym białka nie wpływają na jego oddziaływanie z 5S 
rRNA czy 5S DNA. Podobny sposób regulacji eks­
presji genów opisano dla genu amylazy ssaków [15]. 
Z badań genomowego DNA Xenopus laevis wynika, że 
gen kodujący T F  III A występuje w jednej kopii na 
haploidalny genom [4].

T F  111A Xenopus laevis jest białkiem monomerycz- 
nym o m.cz. około 40 kD, zbudowanym z 344 am ino­
kwasów. M ożna w nim wyróżnić dwie domeny: jedna 
przy końcu aminowym (domena N), decydująca o spe­
cyficznym oddziaływaniu z kwasami nukleinowymi

Ryc. 2. Schem at przedstawiający oddziaływ anie T F  INA z DNA.

i druga przy końcu karboksylowym (domena C), która 
bierze udział w aktywacji transkrypcyjnej genu 5S 
rRNA rozpoznając inne składniki kompleksu trans­
krypcyjnego. Jest ona zaangażowana w bezpośrednie 
oddziaływania z czynnikiem transkrypcyjnym HIC, 
który bezT F  III A nie wiąże się z genem 5S rRNA [2, 5] 
(Ryc. 2). W  domenie N T F  IIIA, pomiędzy am ino­
kwasami 13-276, znajduje się dziewięć podobnych 
odcinków o długości około 30 aminokwasów, tworzą­
cych tzw. palce cynkowe, w których występują charak ­
terystycznie powtarzające się pary cystein i histydyn 
(Ryc. 3). Cząsteczka T F  III A może związać 7-11 
kationów cynku [5], Każdy jon cynku koordynowany 
jest przez dwie histydyny i dwie cysteiny (Cys2His2). 
W  oddziaływania te zaangażowane są atomy azotu 
grup imidazolowych histydyn oraz atomy siarki grup 
tiolowych cystein [16].

TF  III A zawiera 9 palców cynkowych typu Cys2His2
0 uogólnionej sekwencji aminokwasowej: (Tyr, Phe)- 
-X -C y s-X 2 _ 4-C y s -X 3-P h e - X 5-L e u -X 2-H is -X 3 _ 4- 
-His-X2_ 6, gdzie X może być dowolnym am inokw a­
sem [5, 17] (Ryc. 4). Palce cynkowe połączone są 
krótkimi sekwencjami łącznikowymi o długości 5-8 
aminokwasów. W  T F III A mają one różny skład
aminokwasowy z wyjątkiem dwóch o sekwencji
Thr-Gly-Glu-Lys (TGEK), występujących między 
trzema pierwszymi palcami. Przypisuje się im specyfi-

1 8  1 3  17  2 3  2 6  3 0

M G E K A L P V V Y K R  ------^

1 ^  © I © S F A D © G A A ® N K N W K © Q * A ® L C * K ®  3 7

2  T G E K *  P © P © K  E E G ©  E K G © T  S L H H © T  * R ® S  L * T ®  6 7

3  T G E K *  N ©  T ©  D S D G ©  D L R © T  T K A N M K * K ® F  N R F ®  9 8

4  N I K I C V © V © H F E N © G K A © K K H N Q © K * V ® O F * S ®  129

5  T O O L *  P ©  E ©  P H E G ©  D K R © S  L P S R © K  * R ®  E K * V ®  159

6  A G - - * -  ©  P ©  K K D D S ©  S ©  V G K T W T ©  Y L K ®  V A E C ®  188

7  Q D - - * L A V ©  - - D V ©  N R K ©  R H K 0 Y ©  R * D ®  0  K * T ®  2 1 4

8  E K E R T V ©  L ©  P R D G ©  D R S ® T T A F N  ©  R * S ®  I Q S F ®  2 4 6

9  E E Q R *  P ©  V ©  E H A G ©  G K C © A  M K K S © E  * R ® S  V * V ®  2 7 6

D P E K R K L K E K C P R P K R S L A S R L T G Y I P P K S K E K N A  3 11  

S V S G T E K T D S L V K N K P S G T E T N G S L V L D K L T 1 Q  3 4 4

Ryc. 3. Sekwencja am inokw asow a czynnika transkrypcyjnego 111A 
z oocytów  Xenopus laeris. Regiony powtarzające się są 
ponum erow ane 1-9 po lewej stronie ryciny, numery po 
prawej stronie oznaczają kolejność am inokwasów. Stałe 
am inokw asy zaznaczone są kółkam i, zmienne pozycje są 
oznaczone gwiazdkami, a miejsca wolne w sekwencji kres­
kami. N um eracja nad ryciną odnosi się do pozycji am ino­
kwasów w dom enach palców cynkowych.
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(Tyr, P he )-X -C ys-X 2.4-C ys-X 3-Phe-X5-Leu-X2-H is-X 3.4-H is-X 2.6

Ryc. 4. Schem at s truk tu ry  palców cynkowych T F  111A przed­
staw iający pętlę utw orzoną wokół tetraedrycznie zw iązane­
go ka tionu  cynku, gdzie kółkam i zaznaczone są stałe 
am inokw asy Cys, His, Tyr, Asp, Phe, Leu.

czny udział w oddziaływaniach z DNA w dużej 
bruździe [18].

Analiza struktury  wielu później poznanych białek 
pozwoliła na wyróżnienie kilku innych typów palców 
cynkowych (Tab. 3). Należą do nich oprócz Cys2His2, 
także Cys2Cys2, Cys6, Cys3HisCys4, Cys2HisCys. 
Różnią się one głównie liczbą cystein lub histydyn 
zaangażowanych w wiązanie cynku. Palce cynkowe 
są stałym elementem strukturalnym eukariotycz­
nych białek regulatorowych np. Spl, receptorów hor­
monów sterydowych, białka Kriippel, ADR1, czy 
Krox-20.

N a podstawie widm magnetycznego rezonansu jąd ­
rowego (NM R) stwierdzono, że palce cynkowe zbudo­
wane są z helisy a, w której znajdują się dwie histydyny 
oraz z ułożonej antyrównolegle struktury daszkowej 
((3) zawierającej dwie cysteiny. S truktura tego motywu 
utrzymywana jest przez kation cynku związany koor­
dynacyjnie z tymi aminokwasami (Ryc.5) [19].

Tabela 3.
Typy palców cynkowych [56]

III. Oddziaływanie T F  III A Xenopus laevis  
z genem 5S rR N A

T F  IIIA inicjuje tworzenie kompleksu transkrypcyj- 
nego w wyniku specyficznego wiązania z fragmentem 
genu strukturalnego określanym jako  wewnętrzny 
region kontroli (ang. internal control region, ICR).  
Topografię oddziaływania TF  111A z ICR badano za 
pomocą ograniczonej hydrolizy nukleazami, dichroiz­
mu kołowego (CD), spektroskopii N M R , oraz analizy 
rentgenograficznej kompleksów białka z dwuniciowy- 
mi oligonukleotydami. Pokazano, że czynnik trans- 
krypcyjny III A oddziałuje z fragmentem około 50 par 
zasad w regionie promotorowym. Za pomocą hydro­
lizy kompleksu DNA T T  III A DNazą I wykazano, że

Ryc. 5. Schemat trzeciorzędowej struktury  palca cynkow ego typu 
C ys,H is, (opis patrz tekst).

Typ palca 
cynkowego

Białko Właściwości

C ys2His2 ADR1 Regulacja syntezy dehydrogenazy alkoholowej u drożdży (2 palce cynkowe).
ATBF1 Czynnik wiążący sekwencje enhancerow e bogate w pary A-T genu a-fetoproteiny 

ludzkiej (17 palców cynkowych).
Evi-1 Produkt pro toonkogenu  Evi-1 (10 palców cynkowych).
hunchback (hb) P roduk t genu hunchback regulującego segmentację u Drosophila.
Krüppel (Kr) P roduk t genu Kriippel regulującego segmentację u Drosophila.
Krox-20 (ERG2) P roduk t genu wczesnej odpowiedzi na sygnały m itogenne i stym ulujące róż­

nicowanie (3 palce cynkowe).
Spl Czynnik transkrypcyjny wiążący sekwencje bogate w G (GC-boxes) (3 palce 

cynkowe).
T FIIIA Czynnik transkrypcyjny genów 5S rRNA (9 palców cynkowych).
ZFY U dział w sperm atogenezie i rozwoju em brionalnym  (kodow any przez chrom osom  

Y) (13 palców cynkowych).
C ys2HisCys N C P Białko nukleokapsydu retrowirusów uczestniczące w tworzeniu dim erów genom u 

wirusowego oraz inicjacji odw rotnej transkrypcji.
C ys2Cys2 GR Receptor g lukokortykoidu.

ER Receptor estrogenu.
Cys6 GAL4 Drożdżowy czynnik regulujący ekspresję genów kodujących enzymy m etabolizujące 

galaktozę.
C ys,H isC ys4 bmi-1 Produk t genu bmi-1 M o-M uLV  (M oloney M urine Leukem ia Virus).
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są to nukleotydy 45-95 nici kodującej i nukleotydy 
45-97 nici niekodującej. Nić kodująca DNA  w obrębie 
miejsca wiązania T F  III A jest prawie całkowicie 
osłaniana przez białko, natomiast na nici niekodującej 
występują 2 krótkie regiony, trawione D N azą  I oraz 
3 fragmenty osłaniane przez T F  III A. Są tu nukleotydy 
49-58 (box A), 65-71 (łącznik-I) oraz, 78-88 (box C) 
regionu promotorowego [20], Palec cynkowy 9 znaj­
duje się przy końcu karboksylowym wiąże się przy 
końcu 5’ ICR (box A), a palec cynkowy 1 znajdujący się 
przy końcu aminowym oddziałuje z D N A  przy końcu 
3’ ICR (box C) [5, 21].

Widma CD wskazują, że DNA w miejscu wiązania 
z T F  III A przyjmuje konformację pośrednią pomiędzy 
formami A i B DNA [22].

W oparciu o zaobserwowaną okresowość sekwencji 
DNA (X-C-X-G-G-X-Py-X-G-G-Pu) oraz pow tarza­
jące się elementy struktury białka (palce cynkowe) 
zaproponowano modele budowy przestrzennej k o m ­
pleksu T F  III A z DNA (Ryc. 6). Model I (Ryc. 6a) 
zakłada, że TF  IIIA oplata helisę D N A  I, a każdy palec 
cynkowy oddziałuje z 5 parami zasad w dużej bruździe 
DNA I. W modelu II (Ryc. 6b) białko ułożone jest 
równolegle do osi helisy DNA, a poszczególne palce 
cynkowe oddziałują z guanozynami znajdującymi się 
po przeciwnych stronach helisy w dużej bruździe D NA  
[23]. N a poparcie modelu II wskazują wyniki hydro­
lizy nukleazami kompleksu T F  IIIA/55 DNA. Tylko 
jedna strona helisy jest dostępna dla enzymów i czyn­
ników modyfikujących podczas gdy druga jest osłania­
na przez białko [23]. W modelu III (Ryc. 6c) palce

Model I

Model III

A I C
I 9-7 | 6 15 1 4 i 3-1 i

Model IV

I 9-7 i 6 | 5 | 4 | 3-1 |

Ryc. 6. M odele oddziaływ ania T F  IIIA z DNA. (opis patrz  tekst)

cynkowe 1-3 wiążą się z blokiem C (box C) prom otora  
w dużej bruździe DNA. Wykazano, że 90%  energii 
wiązania 5S DNA z T F  IIIA pochodzi właśnie z od­
działywań 3 pierwszych palców cynkowych [24], 
a usunięcie pozostałych 6 palców cynkowych nie 
zmienia zasadniczo specyficzności wiązania białka 
z DNA [20]. Usunięcie fragmentu ICR od 80 do 97 
nukleotydu całkowicie hamuje tworzenie kompleksu 
T F  IIIA z genem 5S rRNA. Mutacje nukleotydów 
w pozycjach 81, 85, 86, 89 i 91 w znaczący sposób 
redukują zdolność oddziaływania T F  IIIA z genem 5S 
rRNA [25]. Palce 7-9 wiążą się z blokiem A (box A) 
w dużej bruździe promotora, palec 5 wiąże się z sek­
wencją łącznikową (I) w dużej bruździe natomiast 
palce 4 i 6 układają się w poprzek małej bruzdy łączącej 
poszczególne bloki prom otora [26, 27], Delecje tych 
fragmentów ICR nie wywołują podobnego efektu jak 
usunięcie bloku C, a jedynie ograniczone oddziaływa­
nie obu składników kompleksu [28]. Model IV (Ryc. 
6d) opiera się na założeniu, że kompleks T F  IIIA/5S 
DNA nie ma stałej symetrii. Występują w nim 2 typy 
oddziaływań palców cynkowych z DNA; skrajne palce 
cynkowe (1-3, 7-9) oplatają helisę DNA, natomiast 
wewnętrzne palce (4-6) ułożone są wzdłuż osi helisy 
D NA  [29],

Rozwiązanie struktury kryształu kompleksu 
Zif268/DNA pozwoliło dokładnie poznać mechanizm 
oddziaływania palców cynkowych typu Cys2His2 
z DNA. Białko wyizolowane z myszy, Zif 268 oplata 
DNA wzdłuż dużej bruzdy. Helisy a  każdego z trzech 
palców cynkowych tego polipeptydu oddziałują z trze­
ma parami zasad w dużej bruździe formy B DNA [30, 
31], poprzez tworzenie wiązań wodorowych pomiędzy 
łańcuchami bocznymi arginin i guaninami. Natomiast 
łańcuchy boczne arginin, histydyn i seryn pochodzące 
ze struktury (3 palców cynkowych oddziałują z łań­
cuchem fosforanowo-cukrowym DNA. Palec cynkowy 
znajdujący się przy końcu karboksylowym Zif 268 
oddziałuje z DNA przy końcu 5', natomiast z regionem 
3' DNA oddziałuje palec cynkowy przy końcu am ino­
wym [31]. Ponieważ Zif 268 ma dużą homologię do 
sekwencji aminokwasowej trzech pierwszych palców 
cynkowych T F  IIIA Xenopus laevis, można przypusz­
czać, że ich oddziaływania z 5S DNA są bardzo 
podobne.

IV. Oddziaływanie T F  IIIA Xenopus laevis 
z 5S rR N A

Jak już wspomniano wcześniej T F  IIIA oddziałuje 
specyficznie nie tylko z genem 5S rRNA ale również 
z produktem jego transkrypcji tworząc kompleks 
białkowo-nukleinowy (RNP) o stałej sedymentacji 7S. 
Występuje on w dużych ilościach w niedojrzałych 
oocytach [32]. Kompleks ten jest prawdopodobnie 
formą przechowywania 5S rRNA, aż do momentu 
utworzenia rybosomu [12,13]. T F  IIIA wiąże 5S DNA 
i 5S rRNA ze zbliżonym powinowactwem, a stała
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dysocjacji kompleksu (Kd) wynosi około 1 nM [32], 
Cząsteczka 7S R N P  zawiera 2 silnie związane kationy 
cynku, których nie można usunąć przy pomocy EDTA 
[33]. Z wyników ograniczonej hydrolizy kompleksu TF  
IIIA/5S rRNA rybonukleazami wynika, że TF  IIIA 
oddziałuje z dwiema domenami RNA utworzonymi 
przez; helisę Ii/pętlę B i helisę IV/pętlę E/helisę V [34]. 
Przy czym silniejsze oddziaływania zaobserwowano 
bliżej końca 5' miejsca wiązania TF IIIA z 5S rRNA, 
natomiast w przypadku 5S DNA silniejsze wiązanie 
wykazano dla 3'-końcowego fragmentu ICR [24, 35]. 
Wiele danych wskazuje, że helisa II i pętla B 5S rRNA są 
głównym regionem oddziaływań z TF  IIIA [34]. 5S 
rRNA z kiełków pszenicy, somatyczny 5S rRNA X eno­
pus laevis i mutanty  oocytowego 5S rRNA Xenopus 
laevis, posiadające pętlę B o sekwencji identycznej 
z somatycznym 5S rRNA, wykazują większe powinowa­
ctwo do T F  IIIA niż oocytowy 5S rRNA dzikiego typu 
[34, 36]. Zauważono, że delecje wypętlonych nukleo- 
tydów (A49, A50, C63 w helisie II i A83 w helisie IV) 5S 
rRNA nie mają zdecydowanego wpływu na ich wiązanie 
do T F  IIIA [37]. Mutacje w pętlach C, D i E również nie 
zmieniają siły wiązania TF  IIIA z 5S rRNA. Świadczy to
0 tym, że konserwatywne nukleotydy oraz konformacja 
tych regionów nie są warunkiem wystarczającym dla 
rozpoznawania RNA przez T F  IIIA. Inni autorzy 
utrzymują, że fragmenty helikalne (I, III, V) 5S rRNA są 
niezbędne dla tworzenia specyficznych oddziaływań 
z T F  IIIA [38]. Sekwencja C C U G G  występująca 
w dwóch kopiach rozdzielonych 11 nukleotydami w he­
lisach IV i V nie jest istotna dla wiązania T F  IIIA z 5S 
rRNA pomimo, dużej roli tych nukleotydów w ICR 
genu 5S rRNA [39-42]. Wydaje się jednak, że struktura 
helis II i V jest krytyczna dla wiązania T F  IIIA
1 niezależnie od sekwencji region ten jest elementem 
rozpoznawanym przez białko [40],

Interesujący efekt zaobserwowano po wprowadze­
niu mutacji w pętli A 5S rRNA. Stanowi ona kluczowe 
miejsce w strukturze 5S rRNA będąc miejscem roz­
gałęzienia dwóch głównych domen cząsteczki [43], 
Zauważono, że mutacje w tym regionie wywołują 
zmiany w strukturze 5S rRNA redukując jego powino­
wactwo do T F  IIIA [43].

Z  dotychczasowej analizy mutantów 5S rRNA oraz 
fragmentów T F  IIIA wynika, że palce cynkowe 1,
2 i 3 oddziałują z helisą IV, palce 4, 5 i 6 z helisą I, II i V, 
a palce cynkowe 7, 8 i 9 z helisą III (Ryc. 7). Wydaje się, 
że specyficzność wiązania warunkują środkowe palce 
T F  IIIA tj. 4, 5 i 6. Szósty palec cynkowy odgrywa 
szczególną rolę lokując się w rejonie pętli A łączącej 
helisy I, II i V [44]. N atom iast usunięcie palców 
cynkowych 8 i 9 nie zmienia oddziaływania z 5S rRNA 
[24, 45]. Wydaje się, że T F  IIIA w inny sposób 
rozpoznaje 5S rRN A  i gen 5S rRNA.

Badając oddziaływania T F  IIIA Xenopus laevis z 5S 
rRNA różnych organizmów eukariotycznych, eubak- 
teryjnych i archebakteryjnych wykazano, że elementy 
struktury 5S rRNA (w tym również trzeciorzędowa
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Rye. 7. S t ruk tura  drugorzędowa 5S rRNA oocytów Xenopus laevis. 
Cyframi rzymskimi (I-V) oznaczone są helisy, literami (A-E) 
pętle. P onad to  zaznaczono region oddziaływania 5S rRNA 
z T F  111 A na szaro, oraz rozmieszczenie kolejnych palców 
cynkowych T F  III A Xenopus laevis Z F  1-9 (ZF —  ang. hinc 
Jinger) podczas tworzenia kompleksu z 5S rRNA.

V. C zynniki transkrypcyjne typu T F IIIA  
z innych organizm ów

Z porów nania sekwencji aminokwasowych T F  IIIA 
różnych organizmów wynika, że czynnik transkrypcyj- 
ny typu T F  IIIA nie jest białkiem konserwatywnym 
(Tab. 4). Podobieństwo białek Xenopus laevis i X eno­
pus borealis wynosi 84%, a Xenopus laevis i Rana 
catesbeiana —  63% [47]. T F  IIIA rodzajów Xenopus 
i Rana  różnią się głównie sekwencją aminokwasową 
domen C, inne są ich właściwości immunologiczne 
i zdolność wiązania prom otora 5S rRNA przez te 
białka [47, 48],

Z Saccharomyces cerevisiae wyizolowano gen kodu­
jący T F  IIIA (Tab. 5). Białko o m.cz. 51 kD otrzymane 
in vitro wiąże specyficznie ICR drożdżowego genu 5S 
rRNA. N atyw ne białko z drożdży, obserwuje się na 
żelach poliakrylamidowych z SDS w postaci dwóch 
pasm odpowiadających masie cząsteczkowej 51 kD 
i 48 kD. Różnice w wielkości między nimi mogą być 
wynikiem potranslacyjnej modyfikacji lub częściowej 
proteolizy białka. Gen T F  IIIA Saccharomyces cervi- 
siae występuje w jednej kopii i pozbawiony jest intro- 
nów w przeciwieństwie do genu T F  IIIA Xenopus 
laevis, który zawiera 8 intronów. Czynniki transkrpy- 
cyjne IIIA drożdży i Xenopus laevis różnią się znacznie 
między sobą. T F  IIIA Saccharomyces cerevisiae ma 
domenę N większą niż T F  IIIA Xenopus laevis. Oba 
czynniki transkrypcyjne mają 9 palców cynkowych, 
z tym, że odległości mędzy Cys-Cys, His-His i His-Cys

struktura 5S rRNA), a nie homología sekwencji są istotne 
w oddziaływaniach 5S rRNA z TF  IIIA [34, 36, 46],
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Tabela 4.
Porów nanie właściwości T F  III A rodzajów  Xenopus i Rana

Źródło  T F  III A Wielkość Tworzenie 
7S R N P

W iązanie 
przeciwciał 

dla T F IIIA  X.F

Tworzenie kom pleksu z 
genem 5S rRNA X.I.

Stym ulacja transkrypcji 
genu 5S rRNA X.b. in vitro

Xenopus laevis ~  40 kD a + +  + +  + + +
Xenoppus borealis ~  40 kD a + +  / - +  + +  +

Rana catesbeiana ~  40 kD a + — +  + +
Rana pipiens ~  40 kD a + — +  + +

nie są takie same. Ponadto, w drożdżowym T F  III A 
między palcem 8 i 9 występuje 81-aminokwasowy 
fragment o nieznanej jak dotychczas funkcji. Różnice 
w składzie aminokwasowym i wielkości dotyczą także 
domen C tych białek, warunkujących ich właściwości 
transkrypcyjne T F  III A Saccharomyces cerevisiae nie 
oddziałuje z genem 5S rRNA Xenopus laevis, na to ­
miast T F  III A Xenopus laevis charakteryzuje się 
100-1000 razy słabszym powinowactwem do genu 5S 
rRNA drożdży [49, 50].

mów wyższych. Te białka poprzez specyficzne od­
działywania z kwasami nukleinowymi pełnią istotne 
funkcje regulatorowe w komórkach. Przypuszcza się, 
że pochodzą one od pierwotnego peptydu zawierające­
go tylko jeden palec cynkowy, który został zwielokrot­
niony na drodze rearanżacji genów. Duża ilość palców 
cynkowych powinna wpływać na większą specyficz­
ność w rozpoznawaniu kwasów nukleinowych. U kła­
dy transkrypcyjne, w których zaangażowane są czyn­
niki białkowe mogą rozpoznawać bardzo dużą liczbę

Tabela 5.
Porów nyw anie właściwości T F  III A Xenopus laevis, Saccharomyces cerevisiae

W łaściwości T F  I I IA X . laevis T F  III A S. cerevisiae T F  111A HeLa

wielkość b iałka (kD) 40 51 (48) 35, 42
ilość palców cynkowych 9 9 9
tworzenie kom pleksu z genem 5S rRNA + + +
stym ulacja trnskrypcji genu 5S r RNA + + +
wiązanie 5S rRNA + ? +
wielkość genu (pz) 1500 1800 ?

ilość intronów 8 ?

ilość kopii/haploidalny genom 1 1 ?

identyczność poszczególnych palców cynkowych 
wielkość dom eny N (przed pierwszym palcem cyn­

20-40% 20-40% 7

kowym 12 aa 48 aa 7

wielkość dom eny C 70 aa 35 aa 7

odległości między cysteinami 4 aa 2 aa 7

odległości między histydynam i 3 aa 4 aa 7

łącznik TGEK. + - 7

wiązanie heterologicznego genu 5S rRNA 0.1-1% * - j **

reakcja z przeciwciałami dla T F  IIIA X I. + — _|_ ***

* —  wiązanie genu 5S rRNA S. cerevisiae w stosunku do genu z X . laevis',
** —  wiązanie genu 5S r RNA S. cerevisiae i X. laevis przez białko 42 kD

*** —  dotyczy białka 42 kD

Z komórek HeLa wyodrębniono T F  III A o wielko­
ści 42 kD, który stymuluje transkrypcję genu 5S rRNA 
in vitro i oddziałuje z przeciwciałami dla T F  III A 
Xenopus laevis. Białko to zawiera 9 palców cynkowych 
podobnie jak  T F  III A Xenopus laevis i Saccharomyces 
cerevisiae [51]. Wcześniej z tego samego źródła wyizo­
lowano białko o wielkości 35 kD, wykazujące zdolność 
do wiązania 5S rRNA i 5S rDNA. Dla utrzymania jego 
aktywności konieczna jest obecność cynku, co wskazu­
je na możliwość występowania w nim palców cyn­
kowych [52, 53].

Białka zawierające palce cynkowe wykryto tylko 
w organizmach eukariotycznych i można przyjąć, że 
jest to ich unikalną cechą, istotną w ewolucji organiz-

specyficznych miejsc wiązania na D N A  przez losowe 
łączenie elementów wiążących DN A  dając organiz­
mom większą przewagę selekcyjną [54].
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Szukanie igły w stogu siana. Identyfikacja genów ulegają­
cych różnicowej ekspresji

Looking for a needle in a haystack. Identification of differentially 
expressed genes

MICHAŁ DĄBROWSKI*
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Wykaz stosowanych skrótów: cD N A  DNA kom plem en­
tarny do mRNA; PCR łańcuchow a reakcja polim erazy; 
P D G F  — płytkopochodny czynnik wzrostowy; cRNA 
— RNA kom plem entarny do mRNA.

I. W stęp

Przedmiotem tego przeglądu są techniki indentyfi- 
kacji genów, które różnią się ekspresją na poziomie 
mRNA w różnych typach lub s tanach czynnościowych 
komórek lub tkanek, w sytuacji gdy brak jest infor­
macji o sekwencji tych genów i nie są dostępne 
specyficzne przeciwciała w stosunku do ich produktu  
białkowego ani metody czynnościowego oznaczenia 
tego produktu.

II. Biblioteki cD N A

Komplementarny DNA (cDNA) powstaje na m a t­
rycy mRNA przy udziale odwrotnej transkryptazy. Na 
matrycy pierwszej nici cDNA dokonuje się syntezy 
drugiej nici za pomocą polimerazy DNA. Względna 
częstość (udział) określonych sekwencji cD N A  w bib-

* Pracow nia Hodowli Kom órek i T kanek. Insty tu t Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego, ul. P asteura 3, 02-093 
W arszawa

liotece odzwierciedla ich udział w wyjściowej populacji 
mRNA.

Biblioteka cDNA jest to populacja cząsteczek 
cDNA wbudowanych w cząsteczki wektora zdolnego 
do replikacji (zwykle plazmidu lub bakteriofaga). Bib­
lioteki cDNA tworzy się z dwóch zasadniczych powo­
dów. Po pierwsze, RNA jest trudny do manipulacji ze 
względu na wszechobecność RNAaz. Po drugie, cząs­
teczkę wektora z zawartym w niej cD NA można 
namnażać, co znacznie ułatwia izolację klonów zawie­
rających cDNA kodujące określone białka [2, 3], 
Możliwa jest konstrukcja biblioteki z bardzo małej 
wjściowej ilości RNA z wykorzystaniem amplifikacji 
cDNA [4].

III. Przeszukiwanie biblioteki

W celu znalezienia w plazmidowej lub fagowej 
bibliotece cDNA, klonu zawierającego określoną sek­
wencję, bakterie zawierające część biblioteki wysiewa 
się z taką gęstością, aby pojedyncze kolonie lub łysinki 
nie zlewały się ze sobą. Następnie, część DNA zawar­
tego w każdej kolonii lub łysince zostaje przeniesiona 
na filtr z nitrocelulozy, w taki sposób że stanowi on 
odbicie szalki [5, 6], Filtr poddaje się hybrydyzacji 
z sondą komplementarną do poszukiwanej sekwencji, 
płukaniu i autoradiografii [2].
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III-I. Przeszukiwanie + /  — +

Technika ta umożliwia identyfikację rodzajów 
m RNA, którymi różnią się dwie populacje komórek 
[7-9]. Kom órki te mogą różnić się pochodzeniem 
tkankowym, etapem różnicowania albo stanem czyn­
nościowym. Tradycyjnie jedną z próbek oznacza się 
plusem ( + )  a drugą minusem ( —). Bakterie zawierają­
ce część biblioteki cDNA zostają wysiane na szalki, 
z każdej szalki wykonuje się po dwie repliki [5, 10]. Na 
matrycy mRNA -l-i —, produkuje się radioaktywne 
sondy cDNA. Z każdej pary jeden filtr zostaje poddany 
hybrydyzacji z sondą + ,  a drugi —. Pozycje na filtrze 
które dały silniejszy sygnał z sondą -I- niż z sondą 
— identyfikują klony zawierające sekwencje których 
udział w sondzie cDNA + ,  a zatem i wyjściowym 
mRNA, jest większy niż w sondzie cDNA — (Ryc. 1).

III-2. Statystyka przeszukiwania + /  —

Znalezienie klonu cDNA w bibliotece wymaga 
uwzględnienia jego udziału w wyjściowej populacji 
m RNA i jej złożoności.

Częstość względna lub udział (ang. abundance) dane­
go rodzaju mRNA, to iloraz liczby jego kopii przez 
całkowitą liczbę cząsteczek mRNA w komórce. Złożo­
ność (ang. complexity) populacji cząsteczek mRNA lub 
cD NA to suma długości wszystkich m RNA lub cDNA 
z wyłączeniem powtórzeń tej samej sekwencji. Para­
metr ten zależy od liczby rodzajów mRNA obecnych 
w komórce i ich średniej długości.

Przeszukiwanie biblioteki spełnia warunki schema­
tu Bernouliego i może być opisane przez rozkład 
dwumianowy P =  n !: [ k !(n — k)!] ak (1 — a)n^k, gdzie 
P —  prawdopodobieństwo k sukcesów w n prób 
(znalezienia k razy szukanej sekwencji wśród n klonów 
biblioteki)
a —  prawdopodobieństwo sukcesu w pojedynczej 
próbie (udział danego mRNA)
Szansa znalezienia co najmniej jeden raz szukanej 
sekwencji wśród n klonów wynosi 
P -  1 — (1 — a)n
Liczba klonow które trzeba przeszukiać aby z okreś­
lonym prawdopodobieństwem znaleźć dany klon 
n =  lo g P : log(l-a)
Na przykład, aby z prawdopodobieństwem P =  0.99 
znaleźć klon którego udział a =  10 “4 (0.01 %) koniecz­
ne jest przeszukanie n =  log0.99: log 10^4 =  5 • 104 
klonów.

Widać, że dla znalezienia klonów o niskim udziale 
trzeba przeszukać bardzo dużą liczbę klonów. Ponad­
to, w przypadku przeszukiwania + / — zwykle używa 
się sondy cDNA o dużej złożoności. Część aktywności 
sondy przypadająca na daną sekwencję wynosi 
S =  C • a gdzie
C — całkowita aktywność sondy 
a — udział danego mRNA

Ryc. 1. Przeszukiwanie + /  —
Biblioteka cD N  A +  (dla uproszczenia przedstaw iono tylko 
3 klony) została wysiana na szalkę a następnie w ykonano 
z niej 2 jednakow e repliki. Jeden filtr poddano  hybrydyzacji 
z sondą cD N A  +  , a drugi z sondą cDNA —. K lon oznaczo­
ny strzałką zawiera sekwencję specyficzną dla tkanki + .

W praktyce, jeżeli całkowita aktywność sondy 
cD NA wynosi ok. 107- 10S cpm, a aktywność sondy 
związana z pojedynczą kolonią na filtrze k tóra  daje 
wyraźny sygnał na autoradiogramie jest rzędu 103 cpm
[6], udział mRNA które można zidentyfikować m eto­
dą przeszukiwania + / — wynosi około 10 4- l ( C 5. 
W celu znalezienia rodzajów mRNA, których udział 
jest mniejszy od tej wartości opracowano technikę 
hybrydyzacji odejmującej, która zmniejsza złożoność 
puli cDNA.

IV. Techniki oparte o hybrydyzację w roztworze

IV-1. Hybrydyzacja odejmująca

Technika ta (ang. subtractive hybridization) polega 
na prowadzeniu hybrydyzacji w roztworze sekwencji 
komplementarnych z dwóch tkanek, a następnie roz­
dziale fragmentów pozostałych w formie jednoniciowej 
od dwuniciowych hybryd [11-14], Hybrydyzację naj­
częściej prowadzi się pomiędzy cDNA z tkanki 
+  a m RNA z tkanki — [13, 14], ale może ona być 
prowadzona także w innych układach np. 
cDNA +  / c D N A — [15], m R N A + / c R N A  —, pod wa­
runkiem zachowania komplementarności nici kwasów 
nukleinowych obu populacji. Sekwencje występujące 
w mRNA z obu tkanek znajdą się we frakcji dwu- 
niciowej, dlatego frakcja jednoniciowa zostanie wzbo­
gacona w sekwencje tkankowo specyficzne (Ryc. 2).

Warunki hybrydyzacji zapewniające największą 
szybkość reakcji, to wysokie stężenia kationów jedno- 
wartościowych (rzędu 0.3 M) i kwasów nukleinowych 
(rzędu 1 mg/ml). W klasycznej hybrydyzacji odej­
mującej, w celu przyspieszenia reakcji, używa się 
10-100 krotnego nadmiaru próbki minus (ang. driver). 
W takich warunkach można zidentyfikować tylko 
sekwencje których udział w mRNA +  jest ponad 
10-100 razy wyższy niż w populacji —. W praktyce 
metoda ta jest bardzo przydatna w celu wykrywania 
transkryptów obecnych tylko w populacji mRNA 
+  ale nie w populacji — [18].
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Ryc. 2. Hybrydyzacja odejm ująca.
Dla uproszczenia pojedyncze prostokąty  reprezentują wiele 
sekwencji RNA lubcD N A . W trakcie hybrydyzacji, sekwen­
cje występujące w zarów no tkance +  jak  i — (czarne), 
tworzą dwuniciowe hybrydy, a sekwencje specyficzne dla 
tkanki — (białe) pozostają w formie jednoniciowej. Roz­
działu dokonuje się na kolum nach HA P lub z użyciem 
biotyny —  streptawidyny.

Prowadzenie reakcji w warunkach gdy wyjściowe 
stężenia sekwencji +  i — są równe (i wysokie), choć 
technicznie trudniejsze, pozwala na identyfikację ro­
dzajów mRNA, których udział w mRNA + różni się 
zaledwie kilka razy od udziału w m R N A — [19].

Czas hybrydyzacji można skrócić stosując reasocja- 
cję w emulsji fenolowej (ang. phenol emulsion reas­
sociation technique —  PERT) [3, 20, 21]. Powstanie 
emulsji zwiększa szybkość tworzenia hybryd ok. 1000 
razy, prawdopodobnie przez lokalne zwiększenie stę­
żenia substratów na granicy faz. PERT działa tylko dla 
hybrydyzacji DNA/DNA.

Część komplementarnych sekwencji nie tworzy hyb­
ryd, prawdopodobnie ze względu na wysoki udział AT 
i związaną z tym niższą temperaturą topnienia hybryd. 
W celu ich usunięcia, po kilku rundach hybrydyzacji 
odejmującej stosuje się niekiedy hybrydyzację +  /  +  i po 
rozdziale zachowuje się frakcję dwuniciową [3, 19].

Dla zwiększenia całkowitej ilości materiału po hyb­
rydyzacji odejmującej, lub pomiędzy jej kolejnymi 
rundami, stosuje się niekiedy łańcuchową reakcję 
polimerazy (PCR) [23, 24], PCR pozwala namnożyć in 
vitro odcinek DNA, jeżeli dysponujemy primerami 
komplementarnymi do obu jego końców, przez wielo­
krotne przeprowadzenie cyklu przyłączenia primerów, 
replikacji DNA i denaturacji. W tym celu do dwu- 
niciowego cDNA po odjęciu dołącza się sekwencje 
rozpoznawane przez primery użyte następnie do amp- 
lifikacji.

IV-2. Kinetyka hybrydyzacji w roztworze

nakowe, forma jednoniciowa zanika według równania
S =  (1 + k C 0t)~044 gdzie
S —  stężenie formy jednoniciowej
k —  stała szybkości reakcji
C0 —  początkowe stężenie substratów [mol/l]
t — czas reakcji [s]

Teoretycznie reakcja osiąga stan bliski równowagi 
gdy C0t >  100. W praktyce stosuje się C0t >  10\ 
Wymagany w tym celu czas wynosi niekiedy kilka­
dziesiąt godzin.

Jeżeli jednak jedna z komplementarnych sekwencji 
występuje w dużym nadmiarze reakcja zachodzi we­
dług kinetyki 1 rzędu S =  e~ kCot.

Stan równowagi osiągnięty zostaje gdy C 0t >  30, 
czyli około 3-krotnie szybciej.

IV-3. Rozdział sekwencji jednoniciowych od dwu- 
niciowych

Stosuje się w tym celu chromatografię powinowact­
wa na kolumnach wypełnionych hydroksyapatytem 
(HAP) [2, 3, 13], W temperaturze 60 C, w buforze 
fosforanowym o niskim stężeniu zarówno jedno jak 
i dwuniciowe kwasy nukleinowe ulegają związaniu 
z HAP. Następnie, buforami o rosnącym stężeniu 
fosforanów, kolejno eluuje się, najpierw formy jedno- 
niciowe, a potem dwuniciowe.

Inny sposób rozdziału wymaga aby zastosowany 
driver był połączony z cząsteczkami biotyny [21]. Po 
hybrydyzacji do mieszaniny dodaje się streptawidynę 

białko silnie łączące się z biotyną. Połączone ze 
streptawidyną dwuniciowe hybrydy i wolny driver zo­
stają usunięte przez ekstrakcję fenolem i chloroformem.

IV-4. Odjęte sondy i odjęte biblioteki cDNA

cDNA po hybrydyzacji odejmującej może zostać 
wyznakowane do wysokiej specyficznej aktywności 
przez syntezę drugiej nici DNA [2, 3, 22] i użyte do 
przeszukiwania biblioteki cDNA. W tak otrzymanej 
odjętej sondzie większa część całkowitej radioaktyw­
ności przypada na sekwencje specyficzne dla tkanki + ,  
co pozwala na identyfikację mRNA, których udział jest 
mniejszy niż 0.01 % (patrz 3.2). Wklonowanie w cząste­
czki wektora populacji cząsteczek cDNA będącej 
produktem hybrydyzacji odejmującej, czyli wytworze­
nie odjętej biblioteki cDNA, pozwala na wielokrotne 
zredukowanie liczby klonów, które trzeba przeszukać 
w celu znalezienia określonej, zwłaszcza rzadkiej sek­
wencji, obecnej w populacji m RNA +  [22]. Dzieje się 
tak dlatego, że jej reprezentacja (udział) w bibliotece 
wzrasta.

IV-5. Różnicowa hybrydyzacja kompetycyjna

Reasocjacja komplementarnych nici kwasów nuk­
leinowych jest procesem o kinetyce 2 rzędu. Dla 
przypadku gdy wyjściowe stężenia obu nici są jed-

Technika ta polega na dodaniu, do sondy +  używa­
nej do przeszukiwania biblioteki cD NA  +  , dużego 
molarnego nadmiaru niewyznakowanej sekwencji —.
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Sekwencje sondy wspólne dla obu tkanek ulegają 
połączeniu w roztworze, a ściślej ustala się stan równo­
wagi pomiędzy tymi sekwencjami w roztworze a zwią­
zanymi z filtrem, zaś sekwencje specyficzne dla tkanki 
+  pozostają w postaci jednoniciowej i mogą połączyć 
się z kom plem entarnym i cD N A  na filtrze [27], W ten 
sposób zmniejszeniu ulega złożoność sondy związanej 
z filtrem.

V. R óżnicowa prezentacja R N A

D uża czasochłonność metod opartych na biblio­
tekach cD NA doprowadziła do opracowania nowej 
techniki nazywanej różnicową prezentacją RNA (ang. 
differential R N A  display) [28-31].

M etoda różnicowej prezentacji RNA ma dwa etapy. 
W pierwszym dokonuje się syntezy pierwszej nici 
cD NA  z użyciem primera oligo-dT zmodyfikowanego 
na końcu 3' przez dodanie 2 arbitralnie wybranych 
nukleotydów. Strukturę primera opisuje wzór 
5’T 12M N, gdzie M, N oznaczają jeden z 4 nukletydów. 
Koniec 3’ takiego primera jest komplementarny tylko 
do 1/12 wszystkich rodzajów poli-A RNA obecnych 
w komórce, zakładając że w populacji mR NA komórki 
na dwóch ostatnich pozycjach przed końcem poli-A 
wszystkie 4 nukleotydy występują z jednakow ą częs­
tością. Powstałe cD NA poddane jest następnie amp- 
lifikacji z użyciem tego samego primera 3’ i, jako 
drugiego primera, dekameru o arbitralnie dobranej 
sekwencji. Długość primerów i warunki reakcji dob­
rane są tak aby każdy prążek reprezentował z dużym 
prawdopodobieństwem fragment sekwencji jednego 
genu (patrz V -1). Wzór długości fragmentów po amp- 
lifikacji jest różny dla niejednakowych wyjściowych 
populacji mR NA i różnych zestawów primerów. Prą­
żki charakterystyczne dla każdej tkanki najłatwiej 
znaleźć gdy produkty amplifikacji poddane są elektro­
forezie w sąsiednich ścieżkach żelu sekwencjonującego. 
Tkankow o specyficzne prążki można wyciąć, zreamp- 
lifikować, wklonować w plazmid, bądź użyć do syntezy 
sondy w celu przeszukania biblioteki, weryfikacji spe­
cyficzności ekspresji.

V -l .  Statystyka różnicowej prezentacji R N A

Technika ta opiera się na założeniu, że każda 
przypadkowo wybrana odpowiednio kró tka  sekwen­
cja jest zawarta w którymś z rodzajów mRNA. Praw ­
dopodobieństwo że L nukleotydowa sekwencja kom ­
plementarna do primera wystąpi w określonej pozycji 
cD N A  wynosi

p =  4L

Prawdopodobieństwo że taka sekwencja wystąpi co 
najmniej raz na odcinku cD N A  o długości M nukleo­
tydów, określone jest przez rozkład dwumianowy 
i wynosi

P =  i - ( l - P ) M

Ryc. 3. Różnicowa prezentacja RNA.
Dla uproszczenia przedstaw iono jedynie sekwencje cD N A  
które są: 1. specyficzne dla tkanki A lub B i 2. rozpoznaw ane 
przez użytą parę primerów. Te tkankow o specyficzne, a więc 
różne, sekwencje generują produkty  PCR o różnej długości. 
W rzeczywistości, stosow ana para primerów rozpoznaje 
kilkadziesiąt rodzajów  cDNA, z których większość po­
w tarza się w porównyw anych tkankach. Dlatego, na żelu 
obserwuje się kilkadziesiąt prążków, spośród których jedy­
nie pojedyncze są tkankow o specyficzne.

Spodziewana liczba odcinków DNA uzyskanych 
w wyniku PCR z jednym primerem 3’ i primerem 5’ 
o budowie T , , MN wynosi E(X) =  n • p 
gdzie
n — złożoność pierwszej nici cDNA 
Przy założeniu,że kom órka zawiera 104 rodzajów 
mRNA, a średnia długość pierwszej nici wynosi 1000 
nukleotydów n =  104: 12- 1000 =  8.3- 10\ Stąd

E(X) =  8.3 • 105-4 _l° =  0.8

W oryginalnie opisanych warunkach obserwuje się 
około 100 prążków, co sugeruje, że 10 nukleotydowe 
primery zachowują się jak 6-mery. Użycie 6-merów 
w oryginalnie opisanych warunkach reakcji anie po­
zwalało na skuteczną amplifikację.

Liczba primerów o niezależnych sekwencjach k tó ­
rych trzeba użyć aby z prawdopodobieństwem P co 
najmniej jeden primer był komplementarny do dow ol­
nej sekwencji DNA o długości M wynosi

n =  log P : log( 1 — p’) =  log P : log( 1 -p)M =
=  logP: M log(l-p)

Dla primera 10 nukleotydowego, cDNA o długości 500 
nukleotydów i oczekiwanego poziomu ufności 
P =  0.99

n =  log0.99: 500- log(l-4~10) =  21.1

VI. Dwukierunkowa elektroforeza białek

M etoda dwukierunkowej elektroforezy w żelu poli- 
akrylamidowym (2D-PAGE) pozwala na rozdział 
około 1000 białek komórkowych, różniących się masą 
cząsteczkową lub ładunkiem [32]. Z tego względu
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stanowi ona podstawowe narzędzie badania różnico­
wej ekspresji genów na poziomie białka [33]. Próbki 
białka poddane rozdziałowi mogą być produktam i 
translacji in vitro, wówczas, technika ta może służyć do 
analizy ekspresji również na poziomie mR NA [34].

VII. Przykłady sklonowanych genów

Przy użyciu przeglądania + / — zidentyfikowano 
m.in. 14 rodzajów mRNA indukowanych przez P D G F  
w linii komórkowej 3T3. Udział scharakteryzowanych 
sekwencji w populacji mRNA wynosił 2 -1 0 “ 3-9 • 10~3, 
stopień indukcji wynosił 10-20 razy [9].

Niedawno, sklonowano 5 rodzajów mRNA których 
poziom ekspresji w hipokampie zwiększył się po 
drgawkach wywołanych ogólnym podaniem metrazo- 
lu, w obecności cykloheksymidu. Ekspresja tych 
mRNA wzrosła 6-8 razy [8].

Przy użyciu odjętej sondy cDNA sklonowano m.in. 
mRNA kodujące receptor limfocytów T [14, 18]. 
Według autorów metoda pozwala wykryć klony 
o udziale KU5. Podobną metodą zidentyfikowano 
5 rodzajów mRNA aktywowanych w trakcie tworzenia 
konidiów u Aspergillus nidulans. Udział tych sekwencji 
w populacji mRNA wynosił KU 5, stopień indukcji
10-100 razy [16],

Wykorzystując odjęte biblioteki cDNA zidentyfiko­
wano ostatnio 52 rodzaje mRNA indukowane przez 
kwas kainowy w zakręcie zębatym hipokam pa Sek­
wencje 17 z nich odpowiadały znanym genom, reszta 
była nowa [22].

Zastosowanie hybrydyzacji odejmującej o niskim 
stosunku cDNA-t- do mRNA pozwoliło wyizolować 
50 rodzajów mRNA indukowanych uszkodzeniem 
DNA przez UV. Stopień indukcji wynosił od 1.8 do 28 
razy (dla większości klonów był on bliższy tej niższej 
wartości) [19].

Połączenie hybrydyzacji odejmującej i PCR umoż­
liwiło identyfikację 16 mRNA ulegających induk­
cji od 6 do ponad 20 razy w trakcie resorbcji ogona 
kijanki. Udział zidentyfikowanych m RNA  wynosił 
1(U3-1(U5 [25],

Różnicowa hybrydyzacja kompetycyjna pozwoliła 
wyizolować z klonu cytotoksycznych limfocytów T se­
kwencję mRNA kodującego specyficzną proteazę sery- 
nową [27].

Używając różnicowej prezentacji RNA zidentyfiko­
wano rodzaje mRNA różniące tum orogenną linię 
fibroblastów od linii nietumorogennej [28] i mR NA 
różniące normalne ludzkie komórki nabłonkowe sut­
ka od komórek raka sutka [30]. W kolejnej pracy ta 
sama grupa zidentyfikowała alfa 6 integrynę jako  
potencjalny antyonkogen [29]. Ostatnio, inna grupa 
zastosowała tę technikę do porównania rodzajów 
mRNA obecnych w komórkach wątroby na różnych 
etapach regeneracji po hepatektomii [35].

Połączenie translacji in vitro i dwukierunkowej 
elektroforezy umożliwiło wykrycie jakimi rodzajami

białek i mRNA w tkance mózgowej różnią się osoby 
chore na schizofrenię lub depresję od osobników 
kontrolnych [34],

VIII. Porównanie opisanych technik

Zaletą przeszukiwania +  /  — jest możliwość iden­
tyfikacji mR NA których poziom uległ niewielkiej 
nawet zmianie, zarówno w górę jak i w dół. Brak 
etapów potencjalnie uszkadzających DNA pozwala na 
uzyskiwanie cD N A  pełnej długości. Ograniczeniem tej 
metody jest stosowalność dla mRNA o udziale nie 
mniejszym niż K U 5.

Zaletą metod opartych na hybrydyzacji odejmującej 
jest duża czułość pozwalająca na wykrycie bardzo 
rzadkich mRNA. W niektórych zastosowaniach ogra­
niczeniem jest niemożność jednoczesnego porównania 
więcej niż 2 populacji RNA [33]. Hybrydyzacja odej­
mująca prowadzona w warunkach dużego nadmiaru 
drivera nie pozwala na wykrycie mRNA których 
stopień indukcji jest mniejszy od stosunku drivera 
mR NA —  do cDNA + .  Wady tej pozbawiona jest 
trudniejsza technicznie hybrydyzacja prowadzona 
w warunkach równych stężeń cDNA-|- i mRNA [19],

Różnicowa prezentacja RNA jest techniką stosun­
kowo nową. Jej główną zaletą jest możliwość rów no­
ległego porównywania ekspresji mRNA w wielu popu­
lacjach komórek.
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Regulacja syntezy cząsteczki fibrynogenu 
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I. W prowadzenie

Fibrynogen jest od wielu lat obiektem żywego 
zainteresowania między innymi dlatego, że: (a) od ­
grywa zasadniczą rolę w procesie hemostazy, (b) 
stanowi wygodny model do badania cząsteczek biał­
kowych o bardzo złożonej strukturze III- i IV-rzędo- 
wej, (c) pozwala śledzić zależność między budową 
białka i jego fizjologiczną funkcją, a także dlatego, że 
(d) jest dobrym modelem do badania mechanizmu 
syntezy białek zbudowanych z wielu łańcuchów poli- 
peptydowych.

1 Mgr, 2prof. dr hab., Zakład Biofizyki, Instytut Fizjologii
i Biochemii, Akademia M edyczna w Łodzi, ul. Lindleya 3,
90-131 Łódź

Białko to jest substratem trombiny, końcowego 
produktu  kaskadowej aktywacji układu krzepnięcia 
krwi. Po rozszczepieniu czterech wiązań peptydowych, 
z fibrynogenu powstają monomery włóknika, które 
spontanicznie polimeryzują tworząc szkielet czopu 
hemostatycznego lub zakrzepu. Fibrynogen ma rów ­
nież zdolność swoistego oddziaływania z receptorami 
integrynowymi płytek krwi i innych komórek obec­
nych w naczyniach. W ten sposób białko to bierze 
udział zarówno w bardzo wczesnych, jak i w ko ń ­
cowych etapach tworzenia czopu hemostatycznego, 
umożliwiając agregację płytek i powstanie siateczki 
włóknika krwi.

Cząsteczka fibrynogenu jest dimerem, a każda pod- 
jednostka składowa zbudowana jest z trzech łań-
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TYSIĄCE PAR ZASAD
Ryc. 1. O rganizacja genów trzech podjednostek fibrynogenu w ludzkim  chrom osom ie 4.

Strzałki wskazują kierunek przebiegu procesu transkrypcji. Lokalizację eksonów  w genach oznaczono czarnym i p rostokątam i 
a sekwencji intronow ych białymi. Ponadto  zaznaczone są także pozycje miejsc wiążących czynniki transkrypcji: M L T F  (major lale 
transcription factor), SP1, CAA T-binding factor, HNF1 (hepatic nuclear fa ctor  1), Il-6-interleukina 6.

cuchów polipeptydowych oznaczanych jako A cc, B fi i y. 
Łańcuchy polipeptydowe są powiązane ze sobą we­
wnątrz- i międzyłańcuchowymi mostkami disiarcz- 
kowymi. Budowę cząsteczki fibrynogenu można więc 
przedstawić ogólnym wzorem (A et (l y)2. Po od­
czepieniu fibrynopeptydów A i B, powstałe monomery 
włóknika mają wzór (a (i y)2. Powstawanie dojrzałych 
cząsteczek fibrynogenu jest procesem wieloetapowym 
i można w nim wyróżnić; (a) syntezę pojedynczych 
łańcuchów polipeptydowych, zachodzącą głównie 
w hepatocytach ale także w megakariocytach, (b) 
zwijanie i składanie dimerycznych cząsteczek, oraz (c) 
potranslacyjne modyfikacje cząsteczki, takie jak gliko- 
zylacja, fosforylacja czy też przyłączanie reszt siar­
czanowych. Synteza fibrynogenu, tak jak wszystkich 
białek złożonych z kilku łańcuchów polipeptydowych, 
jest więc procesem niezwykle złożonym i do końca nie 
w pełni zrozumiałym. Wpływ na poziom fibrynogenu 
we krwi, który normalnie wynosi od 2.0 do 3.8 g/l, mają 
czynniki środowiskowe (palenie tytoniu, dieta tłusz­
czowa) i czynniki genetyczne. Te ostatnie głównie 
odpowiedzialne są za duże ochylenia w zawartości 
fibrynogenu u różnych osobników. Wzrost syntezy 
fibrynogenu oraz jego stężenia we krwi, podobnie jak 
podwyższona aktywność czynnika VII i inhibitora 
aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1), powoduje 
zwiększenie ryzyka pojawienia się niedokrwiennej cho­
roby serca. Ze względu na to podwyższone stężenie 
fibrynogenu, tak jak nadciśnienie tętnicze, palenie

tytoniu, wysoki hematokryt, hiperlipidemia oraz oty­
łość, uważane jest za czynnik ryzyka pojawienia choro­
by sercowo-naczyniowej [1].

Podjednostki fibrynogenu kodowane są przez trzy 
odrębne geny, które występują jako  pojedyncze kopie 
w ludzkim genomie, zlokalizowane w odcinku o długo­
ści 50 kpz ramienia długiego chromosom u 4 (prążki 
q23-q24). Geny te ułożone są liniowo w bliskim 
wzajemnym sąsiedztwie tworząc zespół, w którym 
centralny gen a oflankowany jest przez gen /i z jednej 
strony i gen y z drugiej (Ryc. 1). Geny a i y trans- 
krybowane są w zgodnym kierunku ku genowi /? a gen 
/i ulega transkrypcji z przeciwnej nici DNA w kierunku 
genów a i y [2].

Homologia sekwencji nukleotydowych oraz budo­
wy domen typu ekson-intron na końcach 5’, jak 
również bliskie sąsiedztwo genów fibrynogenowych 
sugerują ich wzajemne pokrewieństwo. Geny ot, 
[1 i y wyodrębniły się ze wspólnego pragenu drogą 
podwójnej duplikacji i dywergencji około 500 min lat 
temu [2].

II. Charakterystyka genu podjednostki a

Gen podjednostki a zbudow any jest z około 10 kpz 
zgrupowanych w pięciu eksonach rozdzielonych przez 
cztery introny (Ryc. 1). Geny strukturalne stanowią 
około 23% całkowitej sekwencji nukleotydowej genu 
ot. cDNA dla podjednostki ot zbudowane jest z 2224 pz,
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które obejmują 54-68 pz nie ulegających translacji, 
region kodujący peptyd sygnałowy, 1875 pz zapisu dla 
625 reszt aminokwasowych polipeptydu a, kodon stop 
—  TA G , niekodujący region o długości 217 pz na 
końcu 3’ oraz 20 pz sekwencji poli(A). Sygnał poli- 
adenylacji AATAAA występuje w obrębie regionu 
niekodującego końca 3’ w odległości 21 pz od sekwen­
cji poli(A) [3]. W cD N A  dla podjednostki a ziden­
tyfikowano osiem tandemowych powtórzeń sekwencji
0 długości 36-39 pz, które zlokalizowane są pomiędzy 
nukleotydam i 905 i 1213. Poszczególne sekwencje 
pow tórzone wykazują od 72 do 95% identyczności co 
sugeruje, że powstały one w wyniku duplikacji niewiel­
kiego bo zbudow anego z 39 pz elementu genu [4], 
cD N A  dla podjednostki a zawiera również dwa star­
towe kodony translacji dla metioniny w pozycji -19 
oraz -16. Nie wiadomo, który z nich pełni swoją 
funkcję podczas syntezy łańcucha Aa. Długość pep- 
tydu sygnałowego łańcucha Aa szacowana jest więc na 
16 lub 19 reszt aminokwasowych zależnie od tego, 
k tóry  z kodonów  jest właściwym miejscem inicjacji [4],

III. C harakterystyka genu podjednostki p

G en podjednostki fi o długości 13 kpz zbudowany 
jest z ośmiu eksonów rozdzielonych siedmioma intro- 
nami (Ryc. 1). Długość intronów jest zróżnicowana
1 waha się od 100 pz do 1500 pz. Największy z nich
0 długości 1.5 kpz zlokalizowany jest w końcu 5’ genu 
pomiędzy pierwszym i drugim eksonem. Geny struk­
turalne stanowią 20% sekwencji nukleotydowej genu 
p. Rozmiary eksonów wynoszą od 100 do 400 pz [5]. 
Rozmieszczenie intronów w genie podjednostki P po­
twierdza hipotezę G i l b e r t a  [6], według której 
introny dzielą gen na strukturalne regiony odpow iada­
jące funkcjonalnym dom enom  kodowanego białka. 
Pierwszy ekson genu podjednostki P koduje peptyd 
sygnałowy i fragment fibrynopeptydu B. Drugi ekson 
odpowiada fragmentowi zawierającemu wiązanie pep- 
tydowe wrażliwe na działanie trombiny oraz jedno 
z miejsc polimeryzacyjnych, natomiast eksony trzeci
1 czwarty, kodują regiony łańcucha z licznymi wiąza­
niami peptydowymi rozszczepianymi przez plazminę 
a także węzeł disiarczkowy domeny E utrzymujący 
właściwą strukturę cząsteczki fibrynogenu [6]. P ro­
m otor genu podjednostki fi obejmuje ok. 200-300 pz 
w kierunku końca 5’ od miejsca inicjacji transkrypcji. 
Odcinek ten zawiera kilka typowych dla prom otora  
sekwencji TATA box wykazujących wysokie powino­
wactwo do czynników transkrypcyjnych [5]. W końcu 
5’ stwierdzono obecność trzech kodonów dla reszt 
metionylowych, które występują w pozycjach -16,-17 
i -30. Nie wiadomo jednak, który z nich jest kodonem 
startowym, dlatego długość peptydu sygnałowego jest 
szacowana na 16-30 aminokwasów. Peptyd sygnałowy 
podjednostki B/? zawiera zespół sześciu hydrofobo­
wych reszt Leu, którym obustronnie towarzyszą hyd- 
rofilowe reszty Lys wraz z pozbawioną ładunku resztą

Ser, w miejscu działania proteazy sygnałowej [6].
cDNA dla podjednostki /I tworzy 1932 pz, na które 

składa się 66 pz stanowiących zapis peptydu syg­
nałowego lub jego fragmentu, następnie 1383 pz 
kodujących 461 reszt aminokwasowych polipeptydu 
BP, kodon stopu —  TAG, 431 pz regionu nie ulegające­
go translacji na końcu 3’, a także fragmenty poli(A) 
o długości 19 pz. Nie ulegający translacji region końca 
3’ zawiera wiele nukleotydów A i T, które stanowią 
69% całkowitej jego sekwencji, a także sygnał poli- 
adenylacji ATTAAA oddalony o 14 pz w kierunku 
końca 5’ od regionu poliadenylowanego [6],

Wykryto trzy typy mRNA dla podjednostki P, 
różniące się długością regionów nie ulegających trans­
lacji, które występują na końcu 3’. Regiony te u tw orzo­
ne są przez 431, 167 albo 98 nukleotydów. W y­
stępowanie trzech rodzajów mRNA prawdopodobnie 
spowodowane jest odmiennym, wewnątrzjądrowym 
dojrzewaniem pre-mRNA lub zmianami w procesie 
terminacji transkrypcji [6].

IV. Charakterystyka genu podjednostki y

Gen podjednostki y zawiera ok. 10 kpz, które 
zgrupowane są w dziesięciu eksonach, rozdzielonych 
przez dziewięć sekwencji intronowych (Ryc. 1). Introny 
stanowią ok. 83% całkowitej sekwencji nukleotydowej 
genu y [7]. cD N A dla podjednostki y zbudowane jest 
z 1638 pz i obejmuje fragment o długości 71 pz 
stanowiący niekodującą część genu oraz 78 pz kodują­
cych peptyd sygnałowy. Kolejne 1233 pz stanowi zapis 
kolejności 411 aminokwasów dojrzałego polipeptydu 
y, następnie występuje kodon terminacji TA A, 207 pz 
nie ulegających translacji i 15 pz poli(A) końca 3’. 
Niekodujący region końca 3’ cDNA dla podjednostki 
y zawiera 68% nukleotydów A i T, a także sygnał 
poliadenylacji AATAAA zlokalizowany w odległości 
19 pz od sekwencji poli(A) [8], Kodon dla metioniny 
w pozycji -26 jest właściwym kodonem startowym 
translacji tej podjednostki. Fragment N-końcowy za­
wierający 26 reszt aminokwasowych wykazuje typową 
dla wszystkich sekwencji sygnałowych budowę i posia­
da liczne aminokwasy hydrofobowe oraz Ala, w miejs­
cu odłączenia peptydu od pre-białka przez proteinazę 
sygnałową [8].

Podjednostka y występuje w dwóch funkcjonalnie 
identycznych, lecz strukturalnie odmiennych formach, 
tj. jako  y oraz y .  O dm iana y’ zawiera dodatkow o osiem 
reszt aminokwasowych w C-końcu łańcucha i jest 
około 2 kD a cięższa od podjednostki y. Występowanie 
dwóch odmian spowodowane jest alternatywnym doj­
rzewaniem pre-mRNA. Odm iana y powstaje wów­
czas, gdy siódmy lub ostatni intron pre-mRNA nie 
zostaje wycięty i ulega translacji wraz z eksonami. 
W efekcie zachodzi podstawienie czterech ostatnich 
C-końcowych aminokwasów podjednostki y przez 
peptyd złożony z 12 reszt aminokwasowych [8]. 
O dm iana y’, jest syntetyzowana w hepatocytach, n a to ­
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miast w megakariocytach jej biosynteza nie zachodzi 
lub jest znacznie zredukowana. Przypuszcza się, że 
w procesie dojrzewania pre-mRNA dla podjednostki 
y uczestniczą nieznane dotąd specyficzne czynniki 
tkankowe [9].

V. Powstawanie dojrzałych cząsteczek  
fibrynogenu

V-1. Regulacja ekspresji genów fibrynogenu

Geny fibrynogenu ulegają ekspresji głównie w ko­
m órkach parenchymalnych wątroby, a także w mega­
kariocytach [10]. Synteza fibrynogenu, podobnie jak 
innych białek „ostrej fazy”, indukowana jest przez 
liczne czynniki, w tym cytokiny i horm ony glukokor- 
tykoidowe. Regulacja syntezy fibrynogenu odbywa się 
na poziomie transkrypcji przez oddziaływanie czyn­
ników regulujących transkrypcję z sekwencjami pro- 
motorowymi genów dla podjednostek a, (3 i y.

Zidentyfikowano wiele czynników białkowych regu­
lujących transkrypcję wraz z sekwencjami prom otora  
wykazującymi dla nich powinowactwo. P rom otor ge­
nu y zawiera sekwencje wiążące trzy uniwersalne 
czynniki regulacji transkrypcji: M L T F  (ang. major late 
transcription factor), SP1 wiążący się z fragmentem -66 
do -53 pz oraz czynnik wiążący sekwencję CAAT box , 
k tóra występuje pomiędzy -51 pz i -46 pz, licząc od 
miejsca startu transkrypcji [11, 12]. Wiadomo, że 
stymulujący wpływ deksametazonu na transkrypcję 
genu podjednostki fi powiązany jest w pewien sposób 
z regionem genu fl zlokalizowanym pomiędzy -2900 pz 
i -1500 pz, licząc od miejsca startu transkrypcji [13]. 
Szczególnie ważny stymulujący wpływ na ekspresję 
genów fibrynogenu ma interleukina 6 określana także 
jako  H SF (ang. hepatocyte stimulating factor). F rag ­
ment prom otora genu dla podjednostki (1 zawarty 
pomiędzy -150 pz i -82 pz, licząc od miejsca inicjacji 
transkrypcji, odpowiada za takie działanie interleuki- 
ny 6 [13]. W procesie tym bezpośrednio zaangażowa­
na jest sekwencja C T G G G A  obecna w prom otorach 
innych białek „ostrej fazy” oraz sekwencja wiążąca 
jądrowe białka rodziny C /EBP [14]. Efekt interleuki- 
ny 6 pośredniczony jest działaniem białka jądrowego, 
które nazywane jest czynnikiem odpowiedzi ostrej fazy 
A PR F (ang. acute-phase response factor). Białko to 
wiąże się ze wspomnianą sekwencją C T G G G A  [15]. 
Czynnik HNF-1 (ang. hepatic nuclear factor  1) jest 
zaangażowany w tkankowo-specyficzną regulację eks­
presji genów fibrynogenu dzięki oddziaływaniu z sek­
wencją zlokalizowaną pomiędzy -89 i -76 pz p rom oto ­
ra genu fl oraz promotorami genów a i y [16].

Regulacja ekspresji genów fibrynogenu odbywa się 
przede wszystkim na poziomie transkrypcji, chociaż 
potranskrypcyjne mechanizmy obejmujące zmiany 
w tempie dojrzewania i transportu m RNA  do cyto- 
plazmy mogą również mieć istotne znaczenie dla 
przebiegu tego procesu [17]. Przemiana m RNA dla

poszczególnych łańcuchów polipeptydowych fibryno­
genu jest ściśle skoordynowana i angażuje niescharak- 
teryzowane jeszcze, specyficzne cząsteczki regula toro­
we [17]. Stężenie poszczególnych łańcuchów fibryno­
genu jest w znacznym stopniu kontrolowane przez 
estrogeny wpływające na stabilność mRNA. W proce­
sie tym biorą udział sekwencje flankujące sygnał 
poliadenylacji AAUAAA w cząsteczce m RN A [18]. 
Transkrypcja genów dla podjednostek a , / i i y  zachodzi 
z taką samą prędkością dając równomolowe ilości 
odpowiednich cząsteczek mRNA [17]. Pomim o od­
krycia i opisania wielu czynników regulujących proces 
transkrypcji nie jest znany mechanizm regulacji oraz 
koordynowania ekspresji genów fibrynogenu.

V-2. Translacyjne i potranslacyjne procesy 
składające się na syntezę fibrynogenu

Cząsteczki mRNA dla poszczególnych podjednos­
tek fibrynogenu są transportowane do cytoplazmy, 
a następnie ulegają translacji na rybosomach siateczki 
śródplazmatycznej szorstkiej. Pierwotne produkty 
translacji są formami prekursorowymi polipeptydów 
Aa, Bfl i y. Zawierają one N-końcowe peptydy syg­
nałowe zbudowane z 16-30 reszt aminokwasowych. 
Peptydy sygnałowe biorą bezpośredni udział w proce­
sie kotranslacyjnej translokacji czyli przemieszczenia 
syntetyzowanych polipeptydów przez błonę siateczki 
śródplazmatycznej do wnętrza jej cystern. Sekwencje 
sygnałowe są usuwane kotranslacyjnie przez endope- 
ptydazę, znajdującą się na wewnętrznej powierzchni 
błony cystern i ulegają proteolizie do wolnych amino­
kwasów [19, 20]. Kolejną modyfikacją jest glikozyla- 
cja podjednostek Bfl i y [21]. Proces ten polega na 
kowalencyjnym przyłączeniu łańcucha cukrowego do 
grupy amidowej asparaginy w pozycji 52 prepetydu 
y oraz 364 prepeptydu B(i  Glikozylacja podjednostek 
fibrynogenu zaczyna się podczas wydłużania łańcu­
chów polipeptydowych w cysternach siateczki śród­
plazmatycznej szorstkiej i jest kontynuowana w apara­
cie Golgiego. Ze względu na lokalizację reszt Asn 
w polipeptydach Bfl i y, najpierw zachodzi glikozylacja 
podjednostki y a potem podjednostki Bfl [20],

Łańcuch Aa fibrynogenu izolowanego z osocza krwi 
zbudowany jest z 610 aminokwasów i zawiera resztę 
Val jako  C-końcową. Sekwencja aminokwasowa wyni­
kająca z analizy cDNA dla podjednostki a jest o 15 
reszt aminokwasowych dłuższa, składa się z 625 reszt 
zakończonych C-końcową Pro. Przypuszcza się, że 
podjednostka Aa ulega potranslacyjnej modyfikacji 
polegającej na odczepieniu dodatkowych 15 reszt 
aminokwasowych z C-końca, w procesie ograniczonej 
proteolizy zachodzącej podczas składania lub sekrecji 
cząsteczki fibrynogenu [3].

V-3. Składanie i sekrecja cząsteczki fibrynogenu

Synteza łańcuchów polipeptydowych Aa, B[l i y oraz
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ich składanie w dojrzałą cząsteczkę zachodzi rów no­
cześnie w siateczce śródplazmatycznej szorstkiej. Przy­
łączenie łańcuchów Aa i y, pochodzących z wewnątrz­
komórkowych rezerw, do rosnącego na polisomach 
łańcucha Bfl jest pierwszym etapem składania fib- 
rynogenu. W efekcie powstają kompleksy AaB/i oraz 
B/?y. Kompleksy te wiążą trzeci łańcuch tworząc 
strukturę (AotBfty), k tóra następnie ulega dimeryzacji 
w cząsteczkę fibrynogenu (AaB/Jy)2 [22]. Wiadomo, iż 
szybkość syntezy dojrzałych cząsteczek fibrynogenu 
ograniczona jest ekspresją genu kodującego strukturę 
łańcucha B/Ł Opisano polimorfizm genu B/? zlokalizo­
wany w regionie odpowiadającym fragmentowi re­
strykcyjnemu Bell. Polimorfizm ten w decydujący 
sposób wpływa na szybkość syntezy łańcucha B/J 
i w ten sposób, decyduje o poziomie syntezy funkc­
jonalnie aktywnych cząsteczek fibrynogenu.

W kom órkach Hep G2 stwierdzono obecność kilku 
kompleksów będących prekursorami dojrzałej cząste­
czki fibrynogenu a mianowicie AaB/Jy2 o masie 232 
kDa, Aay2 o masie 150 kDa, B/fy2 o masie 135 kD a 
oraz y3 o masie 128 kDa. Zakładając, że każdy z nich 
bierze udział w składaniu cząsteczki fibrynogenu za­
proponow ano również nieco odmienny mechanizm 
tego procesu (Ryc. 2). Zgodnie z nim, w pierwszym 
etapie powstają trimery polipeptydów y, które łączą się 
z łańcuchami Aa i Bfi tworząc odpowiednio kompleksy 
Aay2 i B/Jy2. W efekcie uwalnia się łańcuch y (etap 2 i 3). 
W następnym etapie w reakcję wchodzą kompleksy 
Aay2 i B/ły2 i jako produkt powstaje kompleks AaB/fy2 
oraz dwa wolne łańcuchy y. Końcowy etap polega na 
dimeryzacji kompleksów AaB/?y2 i utworzeniu doj­
rzałej cząsteczki fibrynogenu (AaB/ły)2 z uwolnieniem 
dwóch łańcuchów y [23],

W procesie składania i sekrecji cząsteczki fibrynoge­
nu ważną rolę pełnią występujące w niej liczne wiąza­
nia disiarczkowe. Symetryczne mostki disiarczkowe 
obecne przy N-końcu cząsteczki utrzymują dimerycz- 
ną strukturę fibrynogenu, natomiast powstanie m ost­
ków w C-końcowym regionie cząsteczki jest niezbędne 
dla prawidłowego wydzielania fibrynogenu przez he- 
patocyty [24]. Pomimo ścisłej koordynacji ekspresji 
wszystkich genów fibrynogenu, bliżej nieokreślone 
zmiany na poziomie potranskrypcyjnym powodują

3 y

2) 7 3 + Aa

3) 7 3 + B(3

4) A a y 2 +  B(3y2

5) AaB(3y2 -F AaB/Ły2

73

Aoty2 +  7

B/?7 2 + 7

AaB/Fy2 + 2 y

(AaB(3y)2 + 2 y

Ryc. 2. Hipotetyczny m echanizm składania dimcrycznej cząsteczki 
fibrynogenu z łańcuchów Aa, B/i i y.

pojawienie się nadmiernych ilości łańcuchów fibryno­
genu, które ulegają rozkładowi we wnętrzu komórki. 
Łańcuchy B/J i y rozkładane są w retikulum endoplaz- 
matycznym przy udziale białek BiP (ang. immunog­
lobulin heavy chain binding protein), natomiast łańcuch 
Aa oraz kompleks Aay w lizosomach [25]. Fibrynogen 
ulega sekrecji z hepatocytów do krwioobiegu przy 
udziale aparatu Golgiego. Obecność niektórych pre­
kursorów cząsteczki fibrynogenu Aay2, AaB/?y2 oraz 
bardzo niewielkich ilości wolnego łańcucha Aa w nad- 
sączach hodowli komórek Hep G2 wskazuje na to, że 
nie tylko dojrzałe cząsteczki fibrynogenu ulegają sek­
recji [23],

Rekapitulując, podobnie jak w przypadku innych 
białek zbudowanych z kilku łańcuchów polipeptydo- 
wych, nie znany jest do końca mechanizm pow staw a­
nia dojrzałej cząsteczki fibrynogenu. Nie znane są też 
wszystkie czynniki, które regulują syntezę tego białka 
i np. wpływają na jego podwyższone stężenie we krwi. 
Poznanie ich natury oraz wyjaśnienie systemu regula­
cji ekspresji genów fibrynogenu umożliwi opracowanie 
metod diagnostycznych i strategii terapeutycznej po­
mocnej w zapobieganiu i leczeniu zakrzepicy oraz 
chorób naczyniowo-sercowych.

A rtykuł otrzymano 28 grudnia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 28 lutego 1995 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: apo(a) — apolipoproteina(a); 
C C P  (ang. complement control protein) — białka dopełniacza; 
ECM  (ang. extracellular matrix) — macierz pozakom ór- 
kowa; E G F  (ang. epidermal growth factor) — epidermalny 
czynnik wzrostowy; EG F-podobne — podobne do epider- 
malnego czynnika wzrostowego; EHS (ang. Engerlhreth- 
Holm-Swarm) — mysi nowotwór (EHS); ELAM-1 (ang. 
endothelial-leukocyte adhesion molecule) — CD62E, czyłi 
selektyna E; ICAM (ang. intercellular adhesion molecules) 
—  receptory adhezyjne nadrodziny immunoglobulin  en- 
dotelium; Ig — immunoglobuliny; IL-2 —  interleukina-2; 
NCAM  (ang. neural cell adhesion molecules) —  receptory 
adhezyjne nadrodziny Ig komórek nerwowych; N M R  (ang. 
nuclear magnetic resonance) — jądrowy rezonans magnetycz­
ny; P D G F  (ang. platelet derived growth factor) plyt- 
kopochodny czynnik wzrostowy; pro-AR prekursor amfi- 
reguliny; p ro -E G F  — prekursor epidermalnego czynnika 
wzrostowego; p ro -T G F a  (TG F ang. transforming growth 
factor) — prekursor transformującego czynnika wzrostowe- 
go-a; pro-VG F (VGF ang. vaccinia virus growth factor) 

-  prekursor czynnika wzrostowego wirusa ospy krowiej 
(krowianki); Sjalo-Lex — granulocytospecyficzny antygen 
z determinantą: G a l f l .4  (Fucoc 1.3) G lcNA cpi.3  SPR (ang. 
serine protease repeat) — domena proteazy serynowej.

* Dr, Katedra Biochemii i Chemii Śl. Akademii Medycznej 
40-752 Katowice, ul. Medyków 18

I. W prowadzenie

Białka zawierające zestaw kilku modułów peptydo- 
wych, spotykanych w dwóch co najmniej różnych 
białkach, nazywane są białkami mozaikowymi. [1-4]. 
Poszczególne jednostki modułowe mogą występować 
pojedynczo lub powtarzać się wielokrotnie (ponad 50 
razy), tworząc tzw. tandemy, zarówno w jednym białku 
oraz w innych, pełniących odmienne funkcje biologicz­
ne w organizmie wielokomórkowym [5-7].

Do wielkiej i fascynującej złożoności białek mozai­
kowych [1] przyczynił się głównie proces przetasowa­
nia eksonów (exon shuffling) [4, 8]. Rozbieżna ewolucja 
z genu wyjściowego na skutek przetasowania eksonów, 
duplikacji lub delecji uważana jest za stosunkowo 
szybki i prosty sposób tworzenia zmienności moleku­
larnej. Przypuszczalnie kilka tysięcy eksonów byłoby 
wystarczające do odtworzenia przez przetasowanie 
eksonowe wszystkich aktualnie znanych białek [9],

Znanych jest obecnie ponad 100 biologicznie róż­
nych białek mozaikowych, nie uwzględniając izoform

1 Wykład na XXX Zjeździe Pol. Tow. Biochemicznego 
w Szczecinie, wrzesień 1994.
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gatunkowych lub tkankowych [10, 11]. Należy przy­
puszczać, że lista białek mozaikowych może powięk­
szać się z dnia na dzień dzięki badaniom, które wy­
korzystują kom putery do porównawczych analiz zna­
nych sekwencji aminokwasowych różnych białek.

Białka mozaikowe są powszechne przede wszystkim 
u zwierząt, choć ostatnio wykryto odpowiednik białka 
zwierzęcego u roślin [7] (Tab.l). Pojedyncze moduły 
odnaleziono również w białkach Prokariota lub wiru­
sów, ich pochodzenie nie jest ostatecznie wyjaśnione. 
Sugerowana jest możliwość „poziomego” przeniesie­
nia genu zwierzęcego do bakterii, które go nabywają 
skutkiem transformacji czy też transdukcji lub trans- 
fekcji z pośrednictwem faga [ l l a ] .  Zagadnienia ewolu­
cyjnej ruchliwości modułów białkowych szczegółowo 
przedstawili D o o l i t t l e  i B o r k  w polskojęzycz­
nym piśmiennictwie popularnonaukow ym  [Świat N a ­
uki 12: 36-43, 1993], do którego odsyłam zainteresowa­
nych czytelników, gdyż nie są one przedmiotem moich 
rozważań.

II. Białkowe jednostki modułowe

M oduł białkowy, to region polipeptydu o sekwencji 
40-100 reszt aminokwasowych, o strukturze i funkcji 
niezależnej od struktury pozostałej części cząsteczki

białkowej, którego filogenetyczne pochodzenie zdeter­
minowane jest procesem przetasowania eksonowego 
i duplikacją. M oduły posiadające te cechy są przed­
miotem moich rozważań. W piśmiennictwie n au k o ­
wym termin ten obejmuje różnie nazywane jednostki, 
mianowicie: powtórzenia (repeats), motywy (motifs), 
czy też domeny [2, 3, 11-15]. Krótkie sekwencje 
aminokwasowe mogą nie mieć wystarczającej liczby 
wiązań wewnątrzcząsteczkowych do utrzymania trw a­
łej struktury trójwymiarowej (czyli dominującego 
kształtu), wówczas nie spełniają warunków klasyfiku­
jących je do domen. Z drugiej strony, nie wszystkie 
domeny należy uznać za moduły, choć wiele modułów 
posiada cechy domen [3], Zatem, termin moduł może 
dotyczyć tego szczególnego rodzaju domeny, której 
powstanie było następstwem procesu przetasowania 
eksonów i duplikacji [2-4, 8]. Przyjmuje się, że sekwen­
cje aminokwasowe jednostek modułowych zdolne są 
do tworzenia trójwymiarowej struktury. S truktura ta 
może mieć mniej lub bardziej stabilny globularny 
kształt odmienny od reszty cząsteczki, zależnie od 
liczby tworzących ją  reszt aminokwasowych. Niekiedy 
do utrzymania dominującej struktury trzeciorzędowej 
wymagane mogą być dodatkowe czynniki stabilizują­
ce, np. w rodzaju kowalencyjnych wiązań disiarcz- 
kowych lub jonów  metali.

Tabela 1.
W ystępow anie i ogólna funkcja om aw ianych w pracy białek m ozaikowych.

W ystępow anie białek 
Miejsce 
działania

Funkcja  biologiczna białek m ozaikowych 

przykłady

Piśm iennictw o

R O ŚLIN Y niejasna w itronektyna [7]
K R Ę G O W C E krzepnięcie krwi czynniki: XII, X, IX, VII, b iałka C, S, pro trom bina [38, 39, 51]

przestrzeń i regulacja czynnik von W illcbranda [59]
pozakom órkow a trom bospondyna [34, 37]

trom bom odulina  błon kom órek endotclialnych [81]
fibrynoliza plazm inogen [38-40]
dopełniacz czynniki: B, C lq , C lr , C is , C2, C6-C9, perforyna [11]
i regulacja czynniki: H, D, I [18, 27, 34, 35]

w itronektyna [7]
odpowiedź, im m unologiczna properdyna [34. 36]
tran sp o rt cholesterolu LDL apolipopro teina  (a) [40]

ECM, błony oddziaływ ania typu: fibronektyna, perlekan, lam inina, nidogen, [19, 21, 22] [45,
podstawne białko-białko, tenascyna, kolageny V, IX, XI, XII 46] [52, 53] [54]

b iałko-kom órka, [41] [55-59]
k om órka-kom órka

błony
kom órkowe receptory: adhezji, N -CA M , I-CAM , selektyny E, P, L [17, 32] [30]

czynników wzrostowych, IL; receptor P D G F, receptor interleukiny-2 [31, 32] [22, 33]
endocytoza pośred. recept. receptor LDL [3]
prekursory  cz. wzrostowych proTGFoc, p roE G F, proA R [48]

cytoplazm a białko mięśni poprzecznie tytyna [10]
prążkow anych

B E ZK R ĘG O W C E
błony aktyw ność: czynników produkty  genów Notch, D elta i crum s drozofili
kom órkowe wzrostowych, p rodukty  genów lin 12, glp-1 nicienia [48]

PR O K A R IO TA enzym atyczna chitynaza, celulaza, endoglukanaza [ l l a ]
W IRUSY p rekursor rozpuszczalnego proV G F  — produkt wczesnego genu wirusa ospy

czynnika wzrostowego krowiej (krow ianki) [48]
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Zwykle moguły odpowiadają pojedynczym ekso- 
nom mającym tę samą fazę na granicy intron-ekson [2,
12]. Niektóre, jak np. moduł kringle, mogą odpow ia­
dać podwójnemu eksonowi przedzielonemu intronem, 
jednak zawsze podczas przetasowania przenoszone są 
razem, skoro dotąd nikt nie znalazł połówki tego 
m odułu w jakimkolwiek innym białku.

Ilość znanych modułów białkowych określona wstę­
pnie na podstawie sekwencji aminokwasowej prze­
kracza wartość 40, z czego jedynie niespełna 15 schara­
kteryzowano pod względem struktury trzeciorzędo­
wej. W tym znajdują się również moduły nie będące 
przedmiotem niniejszego opracowania, mianowicie 
uczestniczące w interakcjach typu białko-DNA, do 
których należą: motyw palca cynkowego (ang. zinc 
finger), motyw zam ka leucynowego (ang. leucine zip- 
per) i motyw heliks-skręt-heliks (ang. helix-turn-helix) 
[23-25],

Moduły: podobne do E G F  [16], do Ig [17], białek 
dopełniacza (CCP) [18], fibronektynowe typ I [19] 
i tzw. kringle [20] (Ryc. 1) mają stabilną strukturę 
trzeciorzędową, k tóra pozostaje zachowana po wyizo­
lowaniu jednostki zna tyw nego białka [3]. Potwierdza 
to sugestię, że s truk tura trzeciorzędowa modułu nie 
podlega wpływom sąsiadujących sekwencji amino-

kwasowych, które jako  towarzyszące są obecnie w ty­
powym białku mozaikowym. Struktura trzeciorzędo­
wa omawianych modułów jest stabilizowana wiąza­
niami disiarczkowymi, których liczba jest charakterys­
tyczna dla każdego typu. Obecność wiązań disiarczko- 
wych nie jest regułą, powszechne są również moduły, 
które ich nie zawierają, np. moduł fibronektynowy typu 
III [21, 22], Znaczne części struktury pierwszorzędowej 
omawianych modułów (Ryc. 1) występują w uporząd­
kowanej konformacji. Dominują fragmenty polipep- 
tydu o strukturze (3, które poprzedzielane są nieregular­
nymi luźnymi pętlami. Struktury (3 o układzie przeciw- 
równoległym, rzadziej równoległym, tworzą mniej lub 
bardziej upakowany, stabilny rdzeń modułu, natomiast 
rejony luźnych pętli znajdują się raczej na powierzchni 
modułu (Ryc. 1). Powierzchniowo uwidaczniają się 
reszty aminokwasowe bezpośrednio odpowiedzialne za 
kontakt z innymi białkami, czyli aminokwasy tworzące 
tzw. plamki funkcjonalne [3].

Przewaga rejonów o strukturze (3 jest cechą charak­
terystyczną dla modułów uczestniczących w oddziały­
waniach typu białko-białko [3], natomiast dla m odu­
łów uczestniczących w oddziaływaniach typu białko- 
DNA [23-25] bardziej charakterystyczna jest przewa­
ga rejonów o strukturze ot-heliksu.

MODUŁ EGF—podobny 
(G)

MODUŁ Ig (I)
I MMUNOGLOBUL I NO — podobny

MODUŁ C C P  
(C)

MODUŁ FIBRONEKTYNOWY 
typ I (FI )

MODUŁ tzw. KRINGLE (K)

1 nm

Ryc. 1. Schem atyczne d iagram y pasm owe (ribbon) konform acji przestrzennej niektórych m odułów [3, 16-20, 27], 
Rejony o struk tu rze  [3 przedstaw iono w postaci szerokich płaskich strzałek.
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Przedstawione na rycinie 1 moduły należą do po­
wszechnie występujących w różnych rodzajach białek 
oraz są dobrze scharakteryzowane pod względem 
struktury trzeciorzędowej. Poszczególne moduły po­
chodzące z biologicznie różnych białek tworzą rodziny 
homologicznych jednostek.

B a r o n  i w s p .  [3] sugerują, że homologiczne 
jednostki modułowe posiadają zgodną strukturę trze­
ciorzędową (a consensus structure) reprezentatywną 
dla całej rodziny podobnych modułów, przykłady 
takich konformacji przestrzennych schematycznie 
przedstawia rycina 1. Częściej jednak w praktyce 
badawczej o identyfikacji i klasyfikacji danego modułu 
decyduje zgodna sekwencja aminokwasowa (a consen­
sus seąuence) [3, 11, 12, 14-16, 19, 26], Poza zgodną 
sekwencją, homología pozostałych fragmentów struk­
tury pierwszorzędowej modułu może być stosunkowo 
niewielka [3, 11]. Przypuszczalnie obecność zgodnej 
sekwencji aminokwasowej jest wystarczające do deter­
minowania zgodnej struktury trzeciorzędowej, repre­
zentatywnej dla całej rodziny podobnych modułów 
[18, 26-28]. Natom iast niehomologiczne fragmenty 
struktury pierwszorzędowej modułu mogą stanowić 
odrębne t.zw. plamki funkcjonalne, jak np. w nie­
których modułach podobnych do EG F, szerzej om ó­
wionych w dalszej części opracowania.

Charakterystyczną cechą większości modułów jest 
ich szczególna sprawność w rozpoznawaniu i wiązaniu 
innych białek. Specyficzność oddziaływania typu biał- 
ko-białko nadaje moduł, który bezpośrednio w kon­
takcie uczestniczy. Miejscami oddziaływań mogą być 
np. krótkie sekwencje aminokwasowe rozpoznania 
adhezyjnego (adhesive récognition sequences) [29], któ­
re wydają się być eksponowane powierzchniowo na 
module. Moduły lektynowe, jako jedyne, uczestniczą 
w międzycząsteczkowych oddziaływaniach za pośred­
nictwem glikanów, które rozpoznają [30],

III. Struktura modułowa i funkcja białek 
m ozaikow ych

Białka mozaikowe występują pozakomórkowo 
(ECM) i na terenie błon plazmatycznych, wyjątkowo 
wewnątrz komórki [10] (Tab. 1). Wśród nich są białka 
układu krzepnięcia, fibrynolizy, dopełniacza, adhezyj- 
ne oraz o aktywności czynników wzrostowych i czyn­
ników transkrypcyjnych. Uczestniczą w procesach 
biologicznych w których bezpośrednie znaczenie mają 
interakcje typu białko-białko [11] lub białko-DNA. 
Te ostatnie nie są przedmiotem obecnych rozważań, 
gdyż wiedza zgromadzona na ich temat wymaga 
oddzielnego opracowania.

Białka mozaikowe można zróżnicować na jedno­
rodne i różnorodne pod względem występujących 
w nich modułów (Ryc. 2). Nie tylko w błonowym 
receptorze płytkochodnego czynnika wzrostowego 
(PDG F) powtarzają się moduły Ig-podobne [31, 32]. 
Jednorodnym białkiem jest równeż receptor inter-

OC2XDGXD©OCï!XIXDCîX£)©2XDCïXîXlXÎXS) c z y n n  t uc H 

» » »  »"O-O — VM*

Ryc. 2. Schematycznie przedstaw iona m odułow a organizacja re­
prezentatyw nych białek m ozaikow ych [3, 11],

leukiny-2 zawierający jedynie moduły C C P  charak­
terystyczne dla białek dopełniacza [22, 33], Moduły 
C CP-podobne mogą tworzyć tandem  np. w czynniku 
H [18, 27], który jest przedstawicielem większej grupy 
podobnych białek należących do negatywnych regula­
torów aktywności dopełniacza [34, 35]. Strukturę 
properdyny tworzy swoisty dla tego białka moduł 
powtarzający się 6-krotnie; [34, 36] podobny moduł 
odnaleziono również w trombospondynie (Ryc 2) [34,
37], Plazminogen i apolipoproteina(a) (apo(a)) [38-40] 
utworzone są z powtarzających się modułów K, tzw. 
kringle oraz z domeny proteazy serynowej (SPR). Te 
dwa białka, zasadniczo odmienne pod względem funk­
cji, strukturalnie różnią się głównie ilością modułów 
typu kringle. W plazminogenie jest ich pięć. natomiast 
w apo(a) moduł ten powtarza się aż 56 razy. Apo(a) 
z zachowaną zdolnością niezakty wowanego plazmino- 
genu do wiązania fibryny może przyczyniać się do 
ukierunkowywania transportu  cholesterolu LD L do 
miejsc mikrourazu, gdzie rozpoczynają się procesy 
naprawcze i zwiększa zapotrzebowanie na cholesterol, 
będący składnikiem błon.

Fibronektyna (Ryc. 2) jest prototypem białka ad ­
hezyjnego, którego pojedynczy polipeptyd składa się 
z kilkunastu powtarzających się sekwencji trzech ro ­
dzajów modułów fibronektynowych typu I, II i III, 
o długości odpowiednio wynoszącej 45, 60, 100 reszt 
aminokwasów [19, 21, 22], F ibronektynopodobne 
moduły obecne są równeż w innych białkach ECM 
[41], lecz nie tylko, gdyż występują również w we­
wnątrzkomórkowej tytynie [10], w błonowych recep­
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torach adhezyjnych [17, 32], w czynniku XII krzep­
nięcia i protrombinie [38, 39] (Ryc. 2).

Zwykle białka integralne błon plazmatycznych za­
wierają trzy typowe domeny, mianowicie: cytoplaz- 
matyczną, przezbłonową i pozakomórkową, jeśli jed ­
nocześnie prezentują budowę mozaikową to szczegól­
nie w rejonie tej ostatniej domeny (Ryc. 2). Natom iast 
większość pozakomórkowych białek mozaikowych 
ma w całości budowę modułową, tak jak np. fibronek- 
tyna, t rom bospondyna (Ryc. 2), czy perlekan [45, 46].

Białka mozaikowe, głównie pochodzące z macierzy 
pozakomórkowej, wykazują zdolność do samoagrega- 
cji. Wiele z nich, poza postaciami monomerycznymi, 
jak  np. perlekan, występuje w formach wielocząstecz- 
kowych (Ryc. 3) składających się z kilku polipeptydów, 
mianowicie: jako  postacie dimeryczne, np. fibronek- 
tyna; trimeryczne, np. laminina, czy też heksamerycz- 
ne, np. tenascyna. Różne izoformy tego samego białka 
specyficzne pod względem lokalizacji tkankowej czy 
też etapu ontogenezy różnią się w ostatecznej swej 
postaci liczbą oraz kombinacją poszczególnych łań­
cuchów mogących asocjować do struktur wielopod- 
jednostkowych. Zatem choć kompletne białko jest np. 
heksameryczne, to może również występować pod 
postacią timeryczną, dimeryczną, czy też monomerycz- 
ną. N atom iast  heterogenność poszczególnych popu la­
cji pojedynczych polipeptydów przypuszczalnie wyni­
ka z alternatywnego składania mRNA (splicing 
m R N A )  [21, 22, 77]. Niepowtarzalny, rozpostarty 
(extended) kształt (Ryc. 3) wielopodjednostkowych 
białek mozaikowych jest doskonale dopasowany do 
ich wspólnej własności, jaką jest zdolność do wielo­
krotnych oddziaływań typu białko-białko. Kształt ten 
sprzyja łączeniu odległych miejsc powierzchni k om ó­
rek z innymi białkami macierzy pozakomórkowej. 
Ponadto , dodatkow o zwielokrotnia ilość możliwych 
miejsc kon tak tu  skutkiem asocjacji kilku polipep­
tydów do ostatecznego rozpostartego kształtu.

Ryc. 3. K ształty podjednostkow ych, wielodom enowych białek m o­
zaikowych, przedstawione schematycznie [22, 41, 45, 53].

nego, wzmagając i przedłużając rekrutację leukocytów 
[43]. W receptorozależnej rekrutacji i adhezji leuko­
cytów do aktywnego śródbłonka, umożliwiającej po­
konanie bariery endotelialnej przez te komórki, uczest­
niczą również śródbłonkowe receptory adhezyjne nad- 
rodziny immunoglobulin, które podobnie jak N-CAM 
(Ryc. 2) są białkami mozaikowymi, określanymi I- 
CAM, których przeciwreceptorami są leukocytarne 
integryny-(32 [44]. Funkcjonalne oddziaływanie I- 
CAM ze swymi przeciwreceptorami integrynowymi na 
powierzchni leukocytów gwarantuje adhezję tych ko­
mórek do endotelium w stopniu wystarczającym do 
pokonania bariery śródbłonkowej.

II1-2 Białka modułowe działające jako czynniki 
wzrostowe

I II - l .  B iałka m ozaikow e adhezji kom órek

Błonowe receptory adhezyjne [17, 30], mianowicie 
selektyny (np. ELAM-1) i receptory z nadrodziny 
immunoglobulin (np. I-CAM), zależnie od aktualnego 
stanu czynnościowego endotelium i leukocytów, mogą 
być ujawniane na powierzchni tych komórek. Znane są 
trzy typy selektyn, mianowicie L, P, i E, wszystkie one 
są wapnio-zależnymi lektynami, których ligandami są 
jednostki oligosacharydowe np. z determinantami sja-
lo-Le* [42], Prom ują rekrutację leukocytów z krwi 
i toczenie tych komórek po endotelium. Selektyna E, 
czyli ELAM-1 (Ryc. 2) zbudowana jest z terminalnego 
modułu lektynopodobnego zależnego od wapnia, p o ­
jedynczego modułu EG F-podobnego i kilku modułów 
CCP, typu białek dopełniacza. Ekspresja tej selektyny 
na powierzchni endotelium następuje ze znacznym 
opóźnieniem w porównaniu z pojawieniem się selek­
tyny P, np. podczas utrzymującego się stanu zapal-

Wśród białek zawierających powtórzenia EGF- 
podobne znajduje się grupa białek, które poprzez 
specyficzne oddziaływania białko-białko wytyczają 
wzrost i różnicowanie komórek. Należą do nich przed­
stawione na rycinie 4 formy prekursorowe: transfor­
mującego czynnika wzrostowego-a (pro-TGF-a), epi- 
dermalnego czynnika wzrostowego (pro-EGF), amfi- 
reguliny (pro-AR), czynnika wzrostowego wirusa ospy 
krowiej (proVGF), oraz produkty genów: Notch , Delta 
i crumds Drosophila melanogaster lub genów lin-12 
i glp-1 nicienia Caenorhahditis elegans [48]. Wszystkie 
są integralnymi białkami błonowymi o pozakomór­
kowych domenach mających modułową strukturę 
utworzoną z EG F-podobnych jednostek, które mogą 
powtarzać się tylko raz, jak w pro-TGF-a, pro-AR 
i pro-VGF, lub też wiele razy, jak w pro-EG F i biał­
kach bezkręgowców. P ro-T G F-a  i wszystkie produkty 
genów bezkręgowców (Ryc. 4) ujawniają swą aktyw­
ność biologiczną w formie związanej z błoną, pozostałe
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j f  MODUfe. 1 i ( i I -' — podobny

Ryc. 4. C zynniki wzrostowe jak o  wielom odułowe białka zako t­
wiczone w błonie plazm atycznej [cyt. za 48, zm odyfikow a­
ne].
Strzałki wskazują miejsca proteolizy.

natom iast dopiero po uwolnieniu z powierzchni błony 
jako  formy niskocząsteczkowe, rozpuszczalne, zatem 
przenikliwe czynniki.

Epidermalny czynnik wzrostowy (EGF), p ro totypo­
wy mitogen [49], jest pojedynczym modułem składają­
cym się z 53 reszt aminokwasowych [16]. Wykazuje 
stabilną strukturę trzeciorzędową, k tóra utrzymywana 
jest trzema wiązaniami disiarczkowymi. Ten rozpusz­
czalny czynnik wzrostowy powstaje z formy prekur- 
sorowej p ro E G F  (Ryc. 4), która w swej domenie 
pozakomórkowej zawiera 9 EGF-podobnych jedno­
stek. Tylko jeden moduł jest flankowany z dwóch stron 
aminokwasami Arg lub Lys, wobec których specyficz­
na jest enteropeptydaza argininowa, przypuszczalnie 
odpowiedzialna za uwalnianie E G F  z powierzchni 
kom órki (Ryc. 4 —  strzałki wskazują miejsca ograni­
czonej proteolizy) [50]. Dotychczas nie wyjaśnione jest 
znaczenie fizjologiczne i losy uwolnionego jednocześ­
nie polipeptydu zawierającego pozostałe EGF-podob- 
ne powtórzenia. Sugeruje się, że pozostałe moduły 
mają zawierać zgodne sekwencje, które warunkują 
P-hydroksylację reszty asparaginowej lub asparaginia- 
nowej i przypuszczalnie są odpowiedzialne za tworze­
nie miejsc o wysokim powinowactwie do wiązania 
wapnia [51].

Pokrewny T G F-a , w przeciwieństwie do pro-EGF, 
przejawia aktywność czynnika wzrostowego, zarówno 
w formie prekursorowej związanej z błoną plazmatycz- 
ną, jak  również w formie rozpuszczalnej, po uwol­
nieniu na drodze ograniczonej proteolizy skutkiem 
działania enzymu elastazo-podobnego (Ryc. 4 — strzał­
ki wskazują miejsca ograniczonej proteolizy) [48], 
P rodukty  genów bezkręgowców zawierające moduły

EGF-podobne są integralnymi białkami błonowymi, 
które funkcjonują jako  nierozpuszczalne (niepenet- 
rujące) czynniki wzrostowe i nieznane są odpow iadają­
ce im formy rozpuszczalne u tych zwierząt [48],

Rodzinę EG F-podobnych modułów ocenia się obe­
cnie na około 500 jednostek [11] odnalezionych 
w wielu innych białkach (Ryc. 2), których ujawniona 
aktywność biologiczna różni się od aktywności czyn­
nika wzrostowego. W homologicznych modułach 
EG F-podobnych sekwencje identyczne stanowią jedy­
nie około 26% [3] i praktycznie żadna z pozycji 
mostków disiarczkowych nie pozostaje całkowicie 
zachowana [11]. M oduły te różnią się zdolnością do 
wiązania ze specyficznym receptorem E G F, który jest 
przezbłonową tyrozynową kinazą białkową aktywo­
waną ligandem, pośredniczącym w przekazie sygnału 
mitogennego do wnętrza komórki [16, 49]. Cecha ta 
pozwala zróżnicować moduły E G F-podobne na dwie 
skrajne grupy, mianowicie wiążące się lub nie ze 
swoistym receptorem. Wszystkie te moduły, które 
łączą się z receptorem E G F mają bardzo zbliżoną 
strukturę przestrzenną. Przypuszczalnie wszystkie one 
posiadają plamkę funkcjonalną odpowiedzialną za 
interakcję czynnika wzrostowego z receptorem E G F  
[3]. Plamkę tę tworzą reszty aminokwasowe pocho­
dzące z różnych pętli strukturalnych modułu EGF. 
U kierunkowana mutageneza sekwencji obszaru tej 
plamki funkcjonalnej dowiodła, że np. zamiana reszty 
Leu-47 przyczynia się do zaburzenia wiązania czyn­
nika wzrostowego z receptorem przy niewielkiej lokal­
nej zmianie struktury, natomiast inne mutacje mogą 
zaburzać zarówno wiązanie, jak i strukturę przestrzen­
ną tego modułu [3].

Wśród modułów EGF-podobnych nie wykazują­
cych zdolności do wiązania się z receptorem E G F  są 
takie, jak np. pierwszy z czynnika IX krzepnięcia (Ryc. 
2), które prezentują bardzo podobne pofałdowanie 
polipeptydu jak czynnik wzrostowy [51]. Fakt ten ma 
wspierać koncepcję zakładającą, że istnieje zgodna 
struktura danego typu modułu, która może być wyko­
rzystana do modelowania innych homologów, choć 
one ujawniają odmienne aktywności [3,26-28], M oduł 
EG F-podobny z czynnika IX krzepnięcia, poza typo­
wą zgodną sekwencją, zawiera również sekwencję 
w rejonie N -końca polipeptydu, k tóra tworzy plamkę 
funkcjonalną odpowiedzialną za wiązanie jonów 
C a + +, i w przypadku czynnika IX jest ważna w ujaw­
nianiu jego aktywności krzepliwej [51]. U kierunkow a­
na mutageneza pojedynczych aminokwasów z obszaru 
tej plamki zmienia powinowactwo do wapnia. Sekwen­
cja tworząca miejsca o wysokim powinowactwie wią­
zania jonów C a ++ w modułach E G F-podobnych  ma 
być obecna nie tylko w tych pochodzących z czyn­
ników krzepnięcia, ale również w m odułach EG F- 
podobnych pochodzących z innych białek, między 
innymi z antykrzepliwej trombomoduliny, receptora 
LDL, czy latentnego białka wiążącego TGF(31 [48], 
Sugeruje się również, że moduły E G F -podobne  z bia­
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łek Notch  i Delta pośredniczą w oddziaływaniach 
zależnych od wapnia, które wytyczają rozwój neuro- 
genny zarodków much.

Szczególne znaczenie biologiczne może mieć fakt, że 
niektóre moduły mogą uczestniczyć w sygnalizacji 
komórkowej jako formy rozpuszczalne, czyli czynniki 
przenikliwe, oraz jednocześnie jako formy zakotwiczo­
ne w błonie. Błonowe czynniki wzrostowe łącząc się ze 
specyficznymi receptorami na powierzchni innej ko­
mórki mogą podtrzymywać przyleganie kom órka- 
kom órka i jednocześnie pośrednicząc w ich stymulacji 
justakrynnej ( ju x tacr in e  S tim u la t io n ) czyli poprzez kon­
takt komórka-komórka [48]. N atom iast uwolnienie 
ich z powierzchni błony dostarcza rozpuszczalnych, 
przenikliwych czynników wzrostowych i być może 
osłabia przyleganie komórek. Obecnie nie można 
jeszcze jednoznacznie odpowiedzieć na pytanie, czy 
podobne możliwości mają moduły EG F-podobne obe­
cne w innych białkach mozaikowych, szczególnie 
ECM. Wiedza w tym zakresie jest skromna, obecnie 
w wielu ośrodkach prowadzone są badania, które 
przypuszczalnie pozwolą w przyszłości wyjaśnić ten 
problem.

III-3. Laminina i inne wielodomenowe białka mo­
zaikowe macierzy pozakomórkowej

Macierz pozakomórkową w większości tworzą gli- 
koproteiny [21, 22,41,45, 52-55]. Są one syntetyzowa­
ne w określonym czasie i miejscu podczas rozwoju 
embrionalnego oraz mają ściśle ustalone rozmiesz­
czenie w dojrzałych tkankach, jak się wydaje, charak ­
terystyczne dla różnych izoform.

Wiele glikoprotein to typowe białka mozaikowe, 
w tym kolageny [55-59], które należą do najpowszech­
niejszych białek zwierzęcych. Domeny obecne w nie­
których kolagenach, mianowicie: typu V, IX, XI i XII 
są homologiczne z domeną wiążącą heparynę p o ­
chodzącą z trombospondyny, natomiast moduły obec­
ne w kolagenie VII są homologiczne z modułem 
fibronektynowym typu III, inny z modułem czynnika 
von Willebranda typ A [59]. Perlekan jest proteo- 
glikanem siarczanu heparanu, który charakteryzuje się

dużą różnorodnością modułów w nim występujących 
[45, 46]. Tworzy go pięć domen, z których każda 
zawiera wewnętrzne powtórzenia (Ryc. 5). D om ena 
I występuje we wszystkich proteoglikanach, gdyż jest 
nośnikiem glikozoaminoglikanów. W perlekanie sta­
nowi ją  N-końcowa sekwencja sygnałowa po której 
następuje 172 aminokwasowy segment, zawierający 
trzy miejsca do przyłączenia 3 łańcuchów siarczanu 
heparanu. Domena II zawiera moduły L, które są 
podobne do tych występujących w receptorze-LDL 
(patrz Ryc. 2). Domena III ma budowę podobną  do 
krótkiego ramienia łańcucha A lamininy (patrz dalej, 
Ryc. 6). Dom ena IV zawiera 14 modułów Ig-podob- 
nych, które w większości są bardzo zbliżone do tych, 
które są obecne w N-CAM. Domena V zawiera trzy 
powtórzenia podobne do globularnych domen G  re­
gionu C-końca łańcucha A, które ponadto  są poprze­
dzielane modułami EGF-podobnymi, których brak 
w tym położeniu w łańcuchu A lamininy (Ryc. 5) [45], 
Różnorodność domen w perlekanie leży u podstaw 
możliwości uczestnictwa tego białka w wielorakich 
oddziaływaniach z innymi białkami ECM, jak  również 
z komórkami, m.in. za pośrednictwem integryn grupy 
(31 i [33 [47], które mają znaczenie podczas tworzenia 
ponadmolekularnej organizacji macierzy pozakom ór­
kowej.

Laminina wraz z kolagenem IV, perlekanem i nido- 
genem tworzą wyspecjalizowaną formę ECM, jaką  są 
błony podstawne, na których wspierają się śródbłonki 
[55]. Białka ECM spełniają dwojaką rolę. Z jednej 
strony bezpośrednio uczestniczą w powstawaniu „złą­
czy” w trakcie tworzenia ponadmolekularnej organi­
zacji macierzy, a z drugiej zaś strony wchodzą w kon­
takt z komórkami, promując i regulując swoiste funk­
cje komórkowe, jak adhezja, migracja, wzrost, prolife­
racja lub różnicowanie [43, 44].

Laminina jest głównym białkiem mozaikowym błon 
podstawnych [52, 53], M a charakterystyczną krzyżo­
wą strukturę (Ryc. 6), z jednym długim i trzema 
krótkimi ramionami, utworzoną z trzech homologicz­
nych polipeptydów A, BI i B2. Krótkie ramiona 
stanowią N-końcowe fragmenty poszczególnych poli­
peptydów, w których znajdują się domeny globularne,

PE R L E K A N

COOH

/  D o m e n a

J I  D o m e n a  D o m e n a  D o m e n a

I I I  I V  V

Ryc. 5. O rganizacja m odułow a i dom enow a struktury  perlekanu [45].
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L A M I N I N A

A

Ryc. 6. Schem atyczna stru k tu ra  lamininy mysiego now otw oru 
EHS [cyt. za 53]

po 2 w ramionach B oraz 3 w ramieniu krótkim A, 
poprzedzielane tandemami powtarzających się m odu­
łów EGF-podobnych, które są regionami wysoko 
konserwatywnymi w lamininach różnego pochodzenia 
[52]. We wszystkich trzech łańcuchach dalej następuje 
długi region polipeptydu zawierający 86 powtórzeń 
siedmioaminokwasowych motywów obecnych rów­
nież w innych białkach, których dwa lub trzy polipep- 
tydy lub ich fragmenty bogate w a-helikalne rejony, 
zwijają się wokół siebie w pałeczkowaty superheliks 
[60-62]. W lamininie domena typu coileci-coil spina 
trzy polipeptydy w pałeczkowate długie ramię. Rejon 
odpowiedzialny za samo-składanie (self-assembly) 
trzech łańcuchów polipeptydowych lamininy znajduje 
się w N-końcowym fragmencie łańcucha BI [63]. 
Specyficzny skład i sekwencja powtarzających się 
7-aminokwasowych motywów (mianowicie, am ino­
kwasy: 1 i 4- są hydrofobowe, 2 i 3 —  polarne, 
5 i 7 — obdarzone ładunkiem, 6 przedzielający — jest 
polarny) a-helikalnych rejonów polipeptydowych two­
rzących domenę superhelikalną sprawia, że w środku 
struktury coiled-coil znajdują się aminokwasy hydro­
fobowe, natomiast hydrofilne są wystawione na powie­
rzchnię, co w najistotniejszym stopniu stabilizuje tę

formę. Poza oddziaływaniami hydrofobowymi i jo n o ­
wymi, które stabilizują tę strukturę, łańcuchy lamininy 
połączone są również mostkami disiarczkowymi ulo­
kowanymi na obu końcach domeny coiled-coil, czyli na 
końcach długiego ramienia [52, 53]. Łańcuch A lami­
niny jest dłuższy od pozostałych łańcuchów i na jego 
C-końcu znajduje się pięć globularnych domen 
G o strukturze ß, które są homologiczne z dom ena­
mi obecnymi w globulinie wiążącej hormony płciowe 
[52, 53] i z domenami produktu genu crumbs Drosop­
hila [64].

Laminina uczestniczy w licznych interakcjach z in­
nymi białkami ECM , między innymi z nidogenem 
[54], białkiem mozaikowym o kształcie hantli, z k tó ­
rym tworzy kompleks w stosunku 1:1 o bardzo dużej 
stabilności. Miejsce wiązania nidogenu znajduje się 
przy wewnętrznym tandemie modułów E G F-podob­
nych krótkiego ramienia B2 [52, 53]. Związany nido- 
gen jest widoczny w mikroskopie elektronowym jako 
czwarte krótkie ramię lamininy. Nidogen wiąże się 
specyficznie z kolagenem IV i perlekanem i może 
stanowić pomost pomiędzy siecią kolagenu, lamininą 
i perlekanem [54]. Laminina również bezpośrednio 
oddziaływuje z kolagenem IV. Miejsca wiążące kola­
gen zlokalizowane są w N-końcowych domenach 
globularnych łańcuchów B [65]. Większość oddziały­
wań, w których uczestniczą omawiane białka, przypu­
szczalnie zachodzi poprzez kontakt specyficznych sek­
wencji aminokwasowych, ale nie jest to jedyny moż­
liwy sposób, ponieważ laminina może również od­
działywać z innymi białkami za pośrednictwem łań­
cuchów węglowodanowych. Oddziaływania te mogą 
być dwóch rodzajów, mianowicie z jednej strony 
fragment polipeptydu lamininy może wykazywać ak ­
tywność lektynopodobną i wiązać specyficznie węg­
lowodany pochodzące z innej makrocząsteczki, jak to 
jest w przypadku wiązania heparyny lub siarczanu 
heparanu, bądź też łańcuchy węglowodanowe lamini­
ny mogą być rozpoznawane przez inne białka lek- 
tynopodobne. Interakcje lamininy z łańcuchami gliko- 
zoaminoglikanowymi siarczanu heparanu, proteogli- 
kanów macierzy błon podstawnych, np. perlekanu, lub 
też przezbłonowych typu syndekan, zachodzą poprzez 
miejsca w rejonie C-końcowym łańcucha A lamininy, 
szczególnie dwóch ostatnich globularnych domen 
G (Ryc. 6) [66]. Natomiast łańcuchy węglowodanowe 
lamininy są rozpoznawane przez nieintegrynowe skła­
dniki powierzchni komórkowej [67]. Przypuszczalnie 
jest to białko posiadające zarówno miejsca lektynopo- 
dobne rozpoznające galaktozydy, głównie jednostek 
poli-N- acetylolaktozoaminowych, oraz miejsca wią­
żące peptydy [68-71].

System oddziaływań, w których uczestniczy lamini­
na wraz z innymi białkami, niezależnie czy za pośred­
nictwem łańcuchów polipeptydowych czy też wę­
glowodanowych, leży u podstaw tworzenia i utrzymy­
wania ponadmolekularnej organizacji macierzy oraz 
u podstaw jej integracji z komórkami. W zespalaniu
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komórek z macierzą pozakomórkow ą, do sieci wzaje­
mnych oddziaływań między białkami macierzy włą­
czają się również pozakom órkowe domeny białek 
błonowych, które mając m odułow ą budowę mogą 
ujawnić wiele różnych miejsc możliwego kontaktu. 
Funkcje komórkowe białek EC M  wymagają oddziały­
wań z pośrednictwem receptorów komórkowych, k tó ­
rych funkcja rozciąga się na cytoszkielet komórki 
i które uczestniczą w sygnalizacji komórkowej (celi 
signaling). Funkcje te spełniają receptory adhezyjne 
należące do integryn, których pozakom órkow e dom e­
ny a(3 wspólnie rozpoznają białka macierzy poza- 
komórkowej, zaś domeny cytoplazmatyczne z pomocą 
taliny i innych białek oddziaływują z systemem fila- 
mentów aktynowych. Receptory te pośredniczą w syg­
nalizacji komórkowej wrażliwej zarówno na informa­
cję napływającą z wnętrza jak  i z poza komórki [43, 
44], Niektóre komórki dla ścisłego kontak tu  z błoną 
podstawną tworzą hemidesmosomy [72], gdzie kon­
centrują się integryny, które mogą pośredniczyć w tych 
oddziaływaniach [73].

Ostatnio bierze się również pod uwagę, że łańcuchy 
węglowodanowe lamininy mogą być rozpoznawane 
przez receptory lektynowe pośredniczące w sygnaliza­
cji komórkowej [74, 75].

Znane są liczne integryny specyficzne dla fibronek- 
tyny (np. a5|31) i kolagenów (np. oc2(31) [44]. Fibronek- 
tyna zawiera wiele sekwencji specyficznego rozpo­
znania (np. RD G , RGE, LDV, REDV), które mogą 
oddziaływać z kilkoma różnymi receptorami integ- 
rynowymi [29], być może również zawiera sekwencje 
rozpoznawane przez inne receptory zdolne do syg­
nalizacji komórkowej, nie będące integrynami [71]. 
Cecha ta nie jest charakterystyczna jedynie dla s tosun­

kowo dobrze poznanej fibronektyny, raczej większość 
białek mozaikowych ECM  wydaje się prezentować 
wiele różnorodnych miejsc, zarówno pro- jak i prze- 
ciwadhezyjnych.

Dotychaczas opisano co najmniej 6 integryn wiążą­
cych lamininę, mianowicie integryny: a l  (31, a2(31, 
a3(31, a6[31, av[33, oc6(34 [75]. Wiedza na temat miejsc 
rozpoznawania dla wszystkich tych receptorów jest 
jeszcze niepełna. Są to krótkie adhezyjne sekwencje, 
zarówno RGD-zależne, jak  i RGD-niezależne [29,44], 
Często poza zgodnymi krótkimi sekwencjami w rozpo­
znawaniu znaczenie mają tzw. synergistyczne sekwen­
cje okoliczne, a również i struktura przestrzenna. 
W lamininie przede wszystkim całe jej długie ramię 
odpowiedzialne jest za przyczepianie komórek, choć 
ważne miejsca kontaktu  z komórkami poprzez sek­
wencje RGD- niezależne znajdują się w części bliższej 
C-końca domeny coiled-coil długiego ramienia 
i w trzech następujących dalej domenach globularnych 
G. Natomiast sekwencje RGD-zależne znajdują się 
w rejonie krótkich ramion lamininy [52, 53]. Ponadto  
w krótkich ramionach znajdują się miejsca sygnalizacji 
komórkowej o działaniu mitogennym lamininy. M o­
duły EG F-podobne obecne w lamininie mogą ujaw­
niać aktywność czynnika wzrostowego, promując po­
dział komórki [52, 53].

Inne białko macierzy pozakomórkowej, heksamery- 
czna tenascyna [41, 76-78] (Ryc. 7), wyróżnia się nie 
tylko swym niepowtarzalnym kształtem, lecz również 
wszechstronnością i zmiennością swych właściwości. 
Funkcjonuje jako białko adhezyjne lub przeciwad- 
hezyjne. Cecha ta może wynikać z współistnienia 
dwóch przeciwstawnych sygnałów na tym samym 
białku [41]. Miejsca odpowiedzialne za przyczepianie

TEN ASC YN A

Ryc. 7. Schem atyczne struk tury  pojedynczego ram ienia 
oraz postaci heksamerycznej zrekom binow anej te- 
nascyny kurcząt [cyt. za 41],

| j FI BRONEKTYNOWY typ III

FIBRYNOGENO-podobny
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kom órek znajdują się przy końcach sześciu ramion 
tenascyny, w obrębie modułów fibronektynowych ty­
pu III. Natom iast domena, k tóra zawiera 13,5 po­
wtarzających się modułów EG F-podobnych wykazuje 
działanie antyadhezyjne [41].

Obecność w pozakomórkowej macierzy i w błonach 
plazmatycznych białek mozaikowych z różnymi ze­
stawami jednostek modułowych, które zawierają róż­
ne miejca rozpoznania i wiązania biologicznego, sp ra­
wia że poszczególne makrocząsteczki białek są wiąza­
ne przez różne receptory błonowe i jednocześnie 
pozostają w kontakcie z innymi białkami ECM. W ten 
sposób może być tworzona sieć strukturalno-funkc- 
jonalnych złożonych oddziaływań typu białko-ko- 
m órka, białko-białko, czy też kom órka-komórka. W y­
daje się, że sugerowana sieć wzajemnych interakcji 
utrzymuje nie tylko lokalną architekturę tkanki, ale 
również może determinować jej aktualną aktywność 
biologiczną.

IV. U w agi końcowe

Prace nad strukturą i funkcją dużych białek prow a­
dzone są z dużą intensywnością. Badania ostatnich lat 
pozwoliły poznać ogólną strukturę białek m ozaiko­
wych, niektóre szczegółowo scharakteryzowano pod 
względem struktury drugo- i trzeciorzędowej, więk­
szość jednak opisano na podstawie znanej sekwencji 
aminokwasowej, k tóra odnoszona jest do sekwencji 
modułów innych białek, lepiej poznanych. Funkcje 
pojedynczych białek mozaikowych są znane. N adal 
jednak niejasne jest znaczenie obecności w białkach 
mozaikowych dodatkowych modułów towarzyszą­
cych temu, który determinuje ostateczną funkcję całe­
go białka. Skoro obecnie utrzymuje się pogląd, że 
jednostki modułowe zachowują swą funkcję w biał­
kach, w których się pojawiają, mimo, że funkcje te 
czasami mogą ulec zmianie skutkiem przetasowania 
eksonowego [2], to budowa mozaikowa może s tano­
wić molekularną podstawę potencjalnej wielofunkcyj- 
ności białek w których występują różne moduły. 
Powyższa sugestia może być praw dopodobna również 
w świetle innej proponowanej roli dla towarzyszących 
modułów. Mianowicie, że pełnią funkcje czysto s truk ­
turalnych odstępników odpowiedzialnych za umiesz­
czenie funkcjonalnego modułu we właściwej mu pozy­
cji umożliwiającej optymalne ujawnienie jego aktyw ­
ności biologicznej. Nie wyklucza to możliwości funkc­
jonowania domniemanych odstępników jednocześnie 
jako  nośników latentnych aktywności ujawnianych 
jedynie w specyficznych warunkach lub np. po ograni­
czonej proteolizie skutkiem działania swoistych prote- 
az, wówczas kiedy ujawnienie dodatkowej aktywności 
może mieć znaczenie biologiczne. Nośnikami takich 
latentnych aktywności są np. zymogeny układu krzep­
nięcia, dopełniacza, dobrze w tym zakresie poznane; 
większość z nich to białka mozaikowe.

Egzystujące różne moduły w białkach m ozaiko­

wych, szczególnie ECM , ze względu na swe potencjalne 
funkcje, np. komórkowe, czynników wzrostowych, czy 
stymulacji justakrynnej, być może są elementami 
wielopoziomowego systemu ukrytej informacji bio­
logicznej mogącej mieć znaczenie w lokalnej samore- 
gulacji tkankowej, przejawianej w formie określonej 
aktywności dopiero we właściwych ku temu w arun­
kach, np. już niefizjologicznych.

V. Perspektyw y

Liczba dotychczas poznanych sekwencji aminokwa- 
sowych różnych polipeptydów przewyższa kilkadzie­
siąt razy listę scharakteryzowanych struktur białko­
wych. Scharakteryzowanie wszystkich dużych białek
0 poznanej sekwencji aminokwasowej, w zakresie ich 
drugo- i trzeciorzędowej konformacji oraz funkcji 
biologicznej, wydawało się do niedawna wprost nie­
możliwe.

Przyszłościowa strategia badawcza, stawiająca so­
bie za cel poznanie własności strukturalno-funkcjonal- 
nych dużych białek, opiera się na możliwości wykorzy­
stania wyników badań  nad pojedynczymi modułami 
do konstruowania struktury i modelowania funkcji 
całych natywnych makrocząsteczek [3, 12, 14, 18, 19, 
26, 27]. Pozwala to przypuszczać, że wyjaśnienie 
konformacji przestrzennej dużych białek może na­
stąpić w niedalekiej przyszłości. Stało się to możliwe 
dzięki nowoczesnym technikom, mianowicie: reakcji 
łańcuchowej polimerazy, rekombinacji, klonowaniu
1 ekspresji białek, k tóre mogą być z powodzeniem 
wykorzystywane do produkcji pojedynczych modułów 
białkowych. P reparaty  określonych modułów polipep- 
tydowych, rzędu 15 mg białka pozostającego w roz­
tworze, są wystarczające do określenia pełnej trój­
wymiarowej s truktury modułu rozpuszczonego w roz­
tworze. Możliwość wykorzystania wysokiej rozdziel­
czości techniki jądrow ego rezonansu magnetycznego 
(NMR) pozwala pominąć żmudne, często nieskuteczne 
procedury związane z krystalizacją polipeptydów [79], 
N M R  jest skuteczną techniką, która pozwala określić 
kształt polipeptydów zawierających do około 150 reszt 
aminokwasowych [80], większość modułów mieści się 
w tych granicach. Możliwość dodatkowego wykorzys­
tania ukierunkowanej mutagenezy wraz z oznacza­
niem aktywności biologicznej wytworzonych p ro d u k ­
tów pozwala scharakteryzować plamki funkcjonalne 
poszczególnych modułów, tym samym pozwoli wyjaś­
nić szczegóły zależności między strukturą a funkcją 
poszczególnych modułów. Istnieją podstawy do przy­
puszczeń, że wyniki tego typu badań stworzą wiarygo­
dną bazę danych, k tó ra  będzie użyteczna podczas 
odtwarzania konformacji i modelowania funkcji wielu 
natywnych, dużych białek, szczególnie ECM , zawiera­
jących analizowane moduły.

A ktyku ł otrzymano 9 grudnia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 3 marca 1995 r.

POSTĘPY BIOCHEMII  41 (2 ) ,  1995 129http://rcin.org.pl



Piśm iennictwo

1. D o o l i t t l e  R F  (1985) Trends Biochem Sci 10: 233-237
2. P a t t y  L (1987) F EB S Lett 214: 1-7
3. B a r o n  M,  N o r m a n  D G ,  C a m p b e l l  I C  (1991) Trends 

Biochem Sci 16: 13-17
4. G i l b e r t  W A  (1985) Science 228: 823-824
5. D o o l i t t l e  R F  (1989) Trends Biochem Sci 14: 244-245
6. D o o l i t t l e  RF ,  F e n g  D F ,  J o h n s o n  MS ,  M c C l u r e  

M a (1986) Cold Spring Harbor Symp Quant Biol 51: 447-455
7. S a n d e r s  LC,  W a n g  CS,  W a l l i n g  L L  L o r d  E M  

(1991) Plant Cell 3: 629-635
8. G i l b e r t  W (1978) Nutere  (Lond) 271: 501-504
9. D o r i t  RL,  S c h o e n b a c h  L, G i l b e r t  W (1990) Science 

250: 1377-1382
10. B e n i a n  G M ,  K i f f  J E,  N e c k l e m a n  N,  M o e r m a n  

D G ,  W a t e r s o n  R H  (1989) N ature  (Lond) 342: 45-50
11. B o r k  P (1991) F EB S Lett 286:47-54
11a. B o r k  P, D o o l i t t l e  R F  (1992) Proc N atl Acad Sci USA  

89: 8990-8994
12. C a m p b e l l  I D,  B a r o n  M (1991) Philos Trans R Soc Lond 

Biol 332: 165-170
13. R i c h a r d s o n  J (1981) Adv Protein Chem  34: 167
14. B o r k  P, G r u n w a l d  C (1990) Eur J  Biochem 191: 347-358
15. B o r k  P, R o h d e  K (1990) Biochem Biophys Res Commun 171: 

1319-1325
16. C a m p b e l l  I D,  B a r o n  M,  C o o k e  R M,  D u d g e o n  

TJ ,  F a l l o n  A, H a r v e y T S ,  T a p p i n  M J (1990) Biochem  
Pharmacol 40: 35-40

17. W i l l i a m s  AF ,  B a r c l a y  A N  (1988) Annu Rev Immunol 6: 
381-405

18. B a r l o w  P N ,  B a r o n  M,  N o r m a n  D G ,  D a y  AJ ,  
W i l l i s A C ,  S i m  RB,  C a m p b e l l  I D  (1991) Biochemistry 
30: 997-10004

19. B a r o n  M,  N o r m a n  D,  W i l l i s  AC ,  C a m p b e l l  I D  
(1990) N ature  (Lond) 345: 642-646

20. A t k i n s o n  RA,  W i l l i a m s  R J P  (1990) J M ol Biol 204: 
191-204

21. R u o s l a h t i  E (1988) Annu Rev Biochem  57: 375-413
22. Y a m a d a  K M  (1989) Curr Opin Cell Biol 1: 956-963
23. S t r u h l  K (1989) Trends Biochem Sci 14: 137-140
24. W r i g h t  P E  (1989) Trends Biochem Sci 14: 255-260
25. H ä r d  T,  K e l l e n b a c h  E, B o e l a n s  R, M a l e r  BA,  

D a h l m a n  K,  F r e e d m a n  L P ,  C a r l s t e d t - D u k e  J, 
Y a m a m o t o  KR ,  G u s t a f s s o n  J A,  K a p t e i n  R (1990) 
Science 249: 157-160

26. P a t t y  L (1991) Curr Opin Struct Biol 1: 351-361
27. B a r l o w  P N ,  N o r m a n  D G ,  S t e i n k a s s e r e r  A, H o ­

r n e  TJ ,  P e a r c e  J, D r i s c o l l  P C ,  S i m  RB,  C a m p ­
b e l l  I D  (1992) Biochemistry 31: 3626-3634

28. S a l i  A, O v e r i n  g t o n  J P ,  J o h n s o n  MS ,  B l u n d e l l  
T L (1990) Trends Biochem Sci 15: 235-240

29. Y a m a d a  K M  (1991) J Biol Chem  266: 12809-12812
30. B e v i l a c q u a  M P ,  S t e n g i l i n  S, G i m b o r n e  MA,  

S e e d  B (1989) Science 243: 1160-1165
31. C l a e s s o n - W a l s h  L, E r i k s s o n  A, W e s t e r m a r k  B, 

H e l d i n  C H (1989) Proc N atl Acad Sci USA  86: 4917-4921
32. M a l l e t t  S, F o s s u m  S, B a r c l a y  A N  (1990) E M B O  J  9: 

1063-1068
33. L e o n a r d  WJ ,  D e p p e r  J H ,  K a n e s i h a  M,  K r ö n k e  

M,  P f e f f e r  NJ ,  S v e d l i k  PB,  S u l l i v a n  M,  G r e e n e  
W C  (1985) Science 230: 633-639

34. R e i d  K M B. D a y  AJ  (1989) Immunol Today 10: 177-180
35. M ü l l e r - E b e r h a r d t  H J  (1988) Annu Rev Biochem  57: 

321-347
36. G o u n d i s  D,  R e i d  K M B (1988) N ature  (Lond) 335: 82-84
37. L a w l e r  J, H y n e s  R O  (1986) J  Cell Biol 103: 1635-1648
38. P a t t y  L (1985) Cell 41: 657-663
39. F u r i e  B, F u r i e  B C  (1988) Cell 53: 505-518
40. M c L e a n  J W,  T o m l i n s o n  J E ,  K u a n g  WJ ,  E a t o n  

DL ,  C h e n  EY,  F l e s s  G M ,  S c a n u  A M ,  L a w n  R M  
(1987) Nature  (Lond) 330: 132-137

41. S p r i n g  J, B e c k  K,  C h i q u e t - E h r i s m a n n  R (1989) 
Cell 59: 325-334

42. S t a d  R K,  B u u r m a n  W A  (1994) Cell Adhesion Commun 2: 
261-268

43. H y n e s  R O,  L a n d e r  A D  (1992) Cell 68: 303-322
44. H y n e s  R O  (1992) Cell 69: 11-25
45. N o o n a n  D M ,  F ü l l e  A,  V a l e n t e  P, C a i  S, H o r i g a n  

E, S a s a k i  M,  Y a m a d a  Y, H a s s e l l  J R  (1991) J  Biol 
Chem  266: 22939-22947

46. K a l l u n k i  P,  T r y g g v a s o n  K (1992) J Cell Biol 116: 
559-571

47. H a y a s h i  K,  M a d r i  J A  Y u r c h c n c o  P D  (1992) J  Cell 
Biol 119: 945-959

48. M a s s a g u e  J (1990) J Biol Chem  265: 21393-21396
49. C a r p e n t e r  G,  C o h e n  S (1990) J  Biol Chem  265:7709-7712
50. S c o t t  J, U r d e a  M,  Q u i r o g a  M,  S a n c h e z - P e s ­

c a d o r  R, F o n g  N,  S e l b y  M.  R u t t e r  WJ ,  B e l l  G l  
(1989) Science 221: 236-240

51. H a n d f o r d  PA,  B a r o n  M,  M a y h e w  M,  W i l l i s  A, 
B e e s l e y  T,  B r o w n l e e  G G ,  C a m p b e l l  I D  (1990) 
E M B O  J  9: 475-480

52. B e c k  K,  H u n  t e r  I, E n g e l  J (1990) F A SE B  J  4: 148-160
53. E n g e l  J (1992) Biochemistry 31: 10643-10651
54. F o x  JW , M a y e r  U.  N i s c h t  R, A u m a i l l e y  M,  R e ­

i n h a r d t  D,  W i e d e m a n n  H,  M a n n  K,  T i m p l  R, 
K r i e g  T, E n g e l  J , C h u  M L  (1991) E M B O  J  10:3137-3146

55. T i m p l  R (1989) Eur J Biochem  180: 487-502
56. C h u  M L , P a n  T, C o n w a y  D,  K u o  HJ ,  G l a n v i l l e  

R W,  T i m  p i e  R, M a n n  K,  D e u t z m a n n  R (1989) 
E M BO  J  8: 1839-1846

57. C h u  M L , Z a n g  RZ,  P a n  T,  S t o k e s  D,  C o n w a y  D, 
K u o  HJ ,  G l a n v i l l e  R W,  M a y e r  U,  M a n n  K,  D e u -  
t z m a n n  R, T  i m p 1 R (1990) EM BO  J  9: 385-393

58. V u o r i o  E, D e  C r o m b r u g g h e  B (1990) Annu Rev 
Biochem  59: 837-872

59. B o r k  P (1992) FEBS Lett 307: 49-54
60. C o h e n  C,  P a r r y  D A D  (1990) Protein 7: 1-15
61. C o n w a y  J F ,  P a r r y  D A D  (1990) In t J Biol M acromol 12:

328-334
62. C o n w a y  J F ,  P a r r y  D A D  (1991) Int J  Biol M acromol 13: 

14-16
63. E n g e l  J, H u n t e r  I, S c u l t h e s s  T,  B e c k  K, D i x o n  

T W ,  P a r r y  D A D  (1991) Biochem Soc Trans 19: 839-844
64. P a t t y  L (1991) FEBS Lett 289:99-101
65. Y u r c h e n c o  P D ,  S c h i t t n y  J C  (1990) F ASE B  J  4: 

1577-1590
66. K j e l l e n  L, L i n d a h l  U (1991) Annu Rev Biochem 60: 

443-475
67. M e r c u r i o  A M  (1990) Curr Opin Cell Biol 2: 845-849
68. M e c h a m  R P ,  H i n e k  A, G r i f f i n  G L ,  S e n i o r  R M,  

L i o t t a  L A  (1989) J  Biol Chem  264: 16652-16657
69. Z h o u  Q,  C u m m i n g s  D (1990) Arch Biochem Biophys 281: 

27-35
70. S h u r B D (1989) Biochem Biophys Acta  988: 389-409
71. H i n e k  A (1994) Cell Adhesion Commun 2: 185-193
72. R o u s s e l e  P,  L u n s t r u m  G P ,  K e e n e  DR ,  B u r g e  - 

s o n  R E  (1991) J  Cell Biol 114: 567-576
73. J o n e s  J C,  G r e e n  K J  (1991) Curr Opin Cell Biol 3:127-132
74. D e a n  J W,  C h a n d r a s e k a r a n  S, T a n z  e r  M L  (1990) 

J  Biol Chem  265: 12553-12562
75. C h a n d r a s e k a r a n  S, D e a n  J W,  G i n i g e r  MS ,  

T a n z e r  M L  (1991) J  Cell Biochem 46: 115-124
76. M e c h a m  R P  (1991) F A SE B  J  5: 2538-2546
77. E r i c k s o n  H P ,  B o u r d o n  M A (1989) Ann Rev Cell Biol 5: 

71-92
78. S h a r f i  BG,  L a F l e u r  D W ,  P i r ó l a  CJ ,  F o r r e s t e r  

J S, F a g i  n J A  (1992) J  Biol Chem  267: 23910-23915
79. C a m p b e l l  I D  (1991) Biochem Soc Trans 19: 243-248
80. W r i g h t  P E  (1989) Trends Biochem Sci 14: 255-260
81. P r e i s s n e r  K T ,  K o y a m a  T,  M u l l e r  D,  T s c h o p p  J. 

M u l l e r - B e r g h a u s  G  (1990) J  Biol C hem 265: 4915-4922

Prenumerata „P ostępó w  Biochemii"  
w  1995 r.
Prenumerata dla instytucji — 580 zł
Indywidualna — 280 zł
50% zniżki dla członków  PTBioch.

130 POSTĘPY BIOCHEMII  41(2) , 1995http://rcin.org.pl



Flipazy —  białka transportujące fosfolipidy 

Flippases —  phospholipid transporting proteins
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Wykaz stosowanych skrótów: PC —  fosfatydylocholina; 
PE — fosfatydyloetanoloamina; PS fosfatydyloseryna; 
SM — sfingomielina; TNBS —  kwas trinitriobenzoesosul- 
fonowy; N B D  — reszta 4-nitrobenzo-2-oksa-l,3-diazolowa; 
EPR —  elektronowy rezonans paramagnetyczny; ATP 
— adenozynotrifosforan; k D a  —  kilodalton; ER —  siateczka 
śródplazmatyczna.

I. W stęp

Problem aktywnego transportu  fosfolipidów w bło­
nach biologicznych stanowi obecnie temat intensywnie 
badany i opracowywany. W ostatnich latach ukazało 
się kilka znakomitych artykułów przeglądowych, po­
święconych w całości lub w części temu ciekawemu 
zjawisku [1-5]. W związku z tym celowe wydaje się 
przybliżenie tej problematyki polskiemu czytelnikowi.

Podstawowy zrąb strukturalny wszystkich znanych 
błon biologicznych stanowi dwuwarstwa fosfolipidowa. 
Badania wykazują, że dwuwarstwa ta stanowi nie tylko 
barierę nieprzepuszczalną dla związków hydrofilowych 
i strukturalną matrycę, w którą wbudowane są białka 
błonowe, ale znajdujący się w stanie dynamicznej 
równowagi system składników ważnych dla inicjacji 
i utrzymywania podstawowych funkcji komórki.

Wchodzące w skład dwuwarstwy lipidowej cząste­
czki lipidów mają możność wykonywania trzech ro­
dzajów ruchów: rotacji wokół własnej osi, dyfuzji 
poprzecznej w monowarstwie, w której się aktualnie

* Mgr, Katedra Biofizyki Molekularnej UŁ, ul. St. Banacha 
12/16, 90-237 Łódź

znajdują, oraz dyfuzji transmembranowej, ruchu z jed­
nej m onowarstw y do przeciwległej (dyfuzja typu flip- 
flop).

II. A sym etria transmembranowa

N a początku lat siedemdziesiątych naszego wieku 
poczyniono dwa niezwykle ważne odkrycia, kładące 
podwaliny pod zrozumienie zjawisk zachodzących 
w fofsolipidowej dwuwarstwie błon biologicznych. 
W 1971 roku K o r n b e r g  i M c C o n n e l l  stwier­
dzili, że w sztucznych pęcherzykach fosfolipidowych 
(liposomach) szybkość dyfuzji transmembranowej fos­
folipidów jest niska, o czasie połówkowym rzędu 
godzin [6], Jest to spowodowane silnie hydrofilowym 
charakterem  główki cząsteczki fosfolipidu, zawierają­
cej między innymi resztę fosforanową. Hydrofobowa, 
wewnętrzna strefa dwuwarstwy stanowi dla niej zatem 
dużą baterię energetyczną. Odkrycie to miało ogromne 
implikacje, dawało bowiem przesłanki teoretyczne dla 
opisu zjawiska powstawania i utrzymywania się 
w układach modelowych oraz w błonach naturalnych 
asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidów. W 1972 
roku asymetria taka  została stwierdzona eksperymen­
talnie w przypadku aminofosfolipidów błony eryt­
rocytu [7], Fakt istnienia nierównomiernej dystrybucji 
fosfolipidów w błonach biologicznych ma ważkie 
konsekwencje fizjologiczne, a metodyka badania tego 
zjawiska jest stale rozwijana.

Erytrocyt ludzki jest komórką, dla której skład 
fosfolipidowy błony plazmatycznej jest doskonale po­
znany. Wartości uzyskane przez różne grupy badawcze
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T abela 1.
Rozmieszczenie głównych grup fosfolipidów w błonie plazmatycznej 
i błonach organelli w ybranych kom órek (opracow ano na podstawie 
[4,5]).
W artości w tabeli m ówią, jaki odsetek danego fosfolipidu znajduje 
się w m onow arstw ie zewnętrznej (ekstracytoplazm atycznej dla bło­
ny plazm atycznej, cytoplazm atycznej dla błon organelli)
SM —  sfingomielina; PC  —  fosfatydylocholina; PE — fosfatydyloe- 
tanolam ina; PS —  fosfatydyloseryna; bd —  brak danych

różnią się między sobą w zależności od metodyki 
badań, jednak ogólny obraz wyłaniający się z tych 
danych jest następujący: ponad 85% cząsteczek sfin- 
gomieliny (SM) i około 70% cząsteczek fosfatydylo- 
choliny (PC) znajduje się w monowarstwie zewnętrznej 
(ekstracytoplazmatycznej), natomiast w monowarst­

wie wewnętrznej zawartych jest około 85% cząsteczek 
fosfatydyloetanoloaminy (PE) oraz prawdopodobnie 
100% fosfatydyloseryny (PS) [5]. Taki schemat po­
działu, w którym aminofosfolipidy (PS i PE) zlokalizo­
wane są przede wszystkim w monowarstwie wewnętrz­
nej, natomiast fosfolipidy cholinowe (PC i SM) w ze­
wnętrznej, wydaje się przeważać w błonach plazmaty- 
cznych komórek eukariontów [4, 5, 8], Nie wiadomo 
tylko, czy zaobserwowane różnice pomiędzy k o m ór­
kami przypisać należy istniejącemu realnie zróżnico­
waniu, czy jest to artefakt wynikający ze stosowania 
różnych metod izolowania błon i oceny asymetrycz­
nego rozmieszczenia fosfolipidów. N a przykład, w bło­
nie rąbka rzęskowego enterocytu królika stwierdzono 
aż 30% PS w monowarstwie zewnętrznej [9], ale błony 
te oczyszczone zostały z homogenatu komórkowego, 
a z badań na innym materiale wiadomo, że zachodzące 
podczas lizy kom órki zaburzenia w błonie prowadzą 
do znaczącej redystrybucji fosfolipidów, sięgającej po­
nad dwudziestu procent [10].

III. M etody określania asym etrii i kinetyki 
dyfuzji transwersalnej fosfolipidów

Metody badania asymetrii można sklasyfikować 
w dwie główne grupy: polegające na wyznaczaniu 
rozmieszczenia w błonie endogennych fosfolipidów 
oraz na śledzeniu rozmieszczenia sond lipidowych 
i kinetyki ich dyfuzji transmembranowej.

Metody pierwszej grupy opierają się bądź na selek­
tywnej modyfikacji chemicznej fosfolipidów monowar- 
stwy zewnętrznej, bądź na wykorzystywaniu specyficz­
nych reakcji enzymatycznych. Jedną z najczęściej 
stosowanych metod selektywnej modyfikacji fosfolipi­
dów zewnętrznej monowarstwy jest ich hydroliza przy 
zastosowaniu nie przenikających przez błonę fosfoli- 
paz (najczęściej fosfolipazy A2) [11]. Po inkubacji 
z enzymem lipidy są ekstrahowane i rozdzielane chro­
matograficznie, a zawartość produktów hydrolizy 
w całkowitej frakcji lipidowej jest wyznacznikiem 
ekspozycji lipidu danej klasy na powierzchni błony. 
Stosując metody modyfikacji chemicznej należy upew­
nić się, że substancja znakująca nie przenika przez 
błonę oraz, że reakcja znakowania zachodzi o co 
najmniej rząd wielkości szybciej, niż spontaniczna 
dyfuzja transm em branow a lipidów. Przykładem takiej 
metody jest reakcja grupy -N H 2 aminofosfolipidów 
z kwasem trinitrobenzenosulfonowym (TNBS) [12,
13] lub fluoreskaminą [14].

Bardziej rzetelne są metody opierające się na wyko­
rzystaniu specyficznych reakcji enzymatycznych, zależ­
nych od ekspozycji fosfolipidów pewnych klas na 
powierzchni błony, lub polegające na wiązaniu specyfi­
cznych białek rozpuszczalnych. Jako przykład mogą 
służyć metody wyznaczania odsetka eksponowanych 
na zewnątrz błony aminofosfolipidów: przez pomiar 
aktywności kompleksu protrombinazowego (tzw. mie­
rzenie aktywności prokoagulacyjnej komórki) [15],

Rodzaj kom órek 
lub organelli SM PC PE PS

Erytrocyty człowieka 85 65-75 15-20 <  3

Erytrocyty szczura 100 62 20 6

Erytrocyty myszy 85 50 20 0

Erytrocyty m ałpy 82 67 13 0

Płytki krwi człowieka 93 45 20 9

Płytki krwi świni 91 40 34 6

F ibroblasty  LM myszy bd 48 25-35 5

Fibroblasty  em brionalne 
kury bd bd 34 17

M ioblasty em brionalne 
kury bd bd 66 46

M iocyty serca szczura 93 43 25 0

Rąbek rzęskowy nerki 
królika 80 34 23 15

Rąbek rzęskowy jelit 
królika 63 32 30 44

Rąbek rzęskowy jelit 
pstrąga bd bd 35-50 30

Elepatocyty szczura 
b łona kanalikularna 63 85 50 0

H epatocyty szczura - 
b łona ciągła 0 82 0 14

H epatocyty szczura — 
b łona sinusoidalna 66 85 55 0

H epatocyty szczura —  ER 60 70 40 10-20

H epatocyty szczura —  
—  wewnętrzna błona mi- 

tochondrialna bd 55 35-90 bd

Plemniki barana 90 60 15 15

Plemniki pstrąga bd bd 15-20 <  10

D rożdże bd bd 25-30 10-20

Siateczka sarkoplazm aty- 
czna mięśni królika 25 48 69 15

Ziarnistości wydzielnicze 
nadnerczy wołu 20 65 67 50
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STOMATOCYT I STOPNIA STOMATOCYT II STOPNIA
Ryc. 1. Zm iany kształtu  ery trocy tu  pod wpływem zm ian względnej powierzchni m onowarstw .

badanie szybkości autofosforylacji kinazy białkowej 
C [16] oraz pomiar wiązania aneksyny V z błoną. 
Aneksyna V jest białkiem wiążącym się w obecności 
jonów wapniowych specyficznie i niekowalencyjnie 
z fosfatydyloseryną [17].

O ile metody pierwszej grupy są w stanie dostarczyć 
informacji jedynie o ustalonym już rozmieszczeniu 
fosfolipidów, o tyle metody wykorzystujące syntetycz­
ne sondy lipidowe pozwalają na uzyskanie danych 
kinetycznych. W prowadza się je do błony w ilościach 
śladowych, nie zaburzających struktury błony. Kinety­
ka ich redystrybucji w błonie i ostateczne rozmiesz­
czenie śledzone są dzięki procedurom  selektywnej 
ekstrakcji lub wygaszania np. fluorescencji cząsteczek 
w jednej tylko (najczęściej zewnętrznej) monowarstwie. 
Najpowszechniej stosowanymi rodzajami sond są fos­
folipidy znakowane spinowo, poprzez przyłączenie do 
łańcucha kwasu tłuszczowego w pozycji (3 param ag­
netycznej reszty doksylowej [18, 19], fosfolipidy zna­
kowane fluorescencyjnie, poprzez przyłączenie reszty 
N B D  (4-nitrobenzo-2-oksa-l,3-diazolowej) [20,21] 
oraz znakowane izotopowo [22]. M etody wyznacza­
nia transmembranowej dystrybucji wymienionych 
sond to między innymi ich ekstrakcja z monowarstwy 
wewnętrznej z użyciem odtłuszczonej albuminy suro­
wicy wołu [19, 23, 24] lub lipidowych pęcherzyków 
akceptorowych [20, 39] oraz wygaszanie wygnału 
EPR sond paramagnetycznych w obecności askor- 
binianu [18] czy fluorescencji NBD-fosfolipidów 
w obecności czynników redukujących [25].

Do grupy tej zaliczyć można również metodę pole­
gającą na śledzeniu zmian kształtu komórki. Stosuje 
się ją z powodzeniem erytrocytów, komórek o ściśle 
określonym kształcie, którego zmiany są łatwe do 
obserwowania. M etoda ta opiera się na zaproponow a­
nej na początku lat siedemdziesiątych hipotezie bilayer 
couple [26]. W myśl tej hipotezy promień krzywizny 
dwuwarstwy lipidowej zależy od stosunku liczby cząs­
teczek lipidu w jednej i drugiej monowarstwie. Dwu- 
warstwa ulega wygięciu w kierunku monowarstwy, 
zawierającej mniej cząsteczek fosfolipidów, ze względu 
na jej mniejszą powierzchnię. Zatem po inkorporacji 
w błonę erytrocytu pewnej ilości egzogennego fos- 
folipidu, który ma tendencję do gromadzenia się 
w monowarstwie wewnętrznej, jej powierzchnia zwięk­
szy się, w związku z czym cały erytrocyt przyjmie 
kształt jednowklęsły (stomatocytarny). I odwrotnie, 
fosfolipid gromadzący się w monowarstwie zewnętrz­
nej, zwiększając jej powierzchnię, odprowadzi do tak 
zwanej krenacji, czyli transformacji echinocytarnej 
erytrocytu [27],

IV. Translokaza am inofosfolipidów

IV-1. Występowanie

Przełomowym wydarzeniem w badaniach nad asy­
metrycznym rozmieszczeniem fosfolipidów w błonach 
biologicznych było wykrycie w roku 1984 aktywnego
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systemu transportującego aminofosfolipidy1 z mono- 
warstwy zewnętrznej do wewnętrznej [18]. Opisano 
wówczas zależną od ATP translokację aminofosfolipi- 
dów w erytrocytach ludzkich, wykrytą z wykorzys­
taniem sond spinowych. Zjawisko to zostało później 
potwierdzone przez wiele grup badawczych przy uży­
ciu różnych metod. Stwierdzono, że aminofosfolipidy 
są przemieszczane z monowarstwy zewnętrznej do 
wewnętrznej bardzo szybko (czas połówkowy rzędu 
kilku minut), a proces ten uzależniony jest od dostęp­
ności ATP i jonów magnezowych po wewnętrznej 
stronie błony. Wykazano, że proces katalizowany jest 
przez enzym błonowy, translokazę aminofosfolipidów 
(aminophospholipid translocase) [28]. W sensie ogól­
niejszym mechanizm działania polegający na wiązaniu 
przez aktywne białko transportowe substratów w jed­
nej z monowarstw i przenoszeniu ich do drugiej 
monowarstwy nazwano mechanizmem flipazowym, 
zaś białka działające na tej zasadzie — flipazami 
(flippases) [3], Często terminem flipaza określa się po 
prostu translokazę aminofosfolipidów.

Flipaza błony erytrocytarnej zapełniła ważną lukę 
w obrazie aktywności ATPazowej błony erytrocy­
tarnej. Badając ATPazy typu P w preparatach bło­
ny erytrocytarnej badacze stwierdzali zawsze obec­
ność pewnej, dość znacznej aktywności podstawowej, 
pozostającej po zahamowaniu aktywności Na + , K + - 
ATPazy i C a 2 + -ATPazy [29]. Aktywność ta zależna 
była od jonów  magnezowych, a hamowana przez jony 
wanadanow e i fluorkowe. Obecnie uważa się, że za tak 
zwaną aktywność M g2 + -ATPazy w błonie erytrocy­
tów odpowiada przede wszystkim właśnie translokaza 
aminofosfolipidów [2,5],

Aktywność translokazy aminofosfolipidów stwier­
dzono w błonach wielu rodzajów komórek, pochodzą­
cych z różnych organizmów eukariotycznych: w eryt­
rocytach [18], płytkach krwi [30-32] i limfocytach 
[33] człowieka, erytrocytach wielu gatunków zwierząt 
(rezusa, wołu, konia, owcy, świni, psa i świnki morskiej) 
[21, 34], fibroblastach chomika [20], synaptosomach 
drętwy [1] i wreszcie w błonie ziarnistości chromo- 
chłonnych z komórek kory nadnerczy człowieka [35] 
—  tam aktywność skierowana była odwrotnie, czyli 
aminofosfolipidy transportowane były z m onowarst­
wy wewnętrznej (od strony światła ziarnistości) do 
zewnętrznej (cytoplazmatycznej).

IV-2. Specyficzność substratowa

Przeprowadzono badania nad specyficznością sub­
stratową translokazy aminofosfolipidów. Stwierdzo­
no, że transportuje ona fosfolipidy o następujących 
cechach:

—  polarna główka musi zawierać zdolną do dysoc-

1 lipidy zawierające pierwszorzędową grupę aminową w głó­
wce polarnej: fosfatydyloseryna o sumarycznym ładunku
ujemnym oraz fosfatydyloetanoloamina

jacji grupę aminową, oddzieloną od reszty fosforanowej 
przynajmniej dwiema grupami metylenowymi [19];

grupa karboksylowa przy węglu (3 zasady azoto­
wej (licząc od reszty fosforanowej) zwiększa pow ino­
wactwo do transportera, a zatem fosfatydyloseryna jest 
transportow ana około dziesięciu razy szybciej niż 
fosfatydyloetanoloamina [28, 27];

-  grupa hydroksylowa przy węglu [3 glicerolu 
powinna być zestryfikowana; lizofosfatydyloseryna 
jest bardzo słabym substratem, ale już estryfikacja 
grupą acetylową przywraca większość aktywności 
transportowej, a fosfolipidowe sondy spinowe o łań­
cuchu w pozycji (3 długości pięciu węgli zachowują się 
podobnie jak  lipidy naturalne [36, 19];

— nie jest ważny typ wiązania glicerol —- reszta 
kwasu tłuszczowego w pozycji a, jako że z równą 
szybkością transportow ana jest diacylofosfatydylose- 
ryna, jak i odpowiadający jej plazmalogen [5];

—  z równą szybkością transportowane są fosfolipi­
dy o nasyconych, jak i nienasyconych łańcuchach 
kwasów tłuszczowych [27];

— translokaza aminofosfolipidów transportuje je ­
dynie stereoizomery L fosfolipidów względem węgla 
(3 glicerolu [20], wykazuje pewną preferencję wzglę­
dem naturalnego stereoizomeru seryny (L-fosfatydylo- 
L-seryny), aczkolwiek transportuje również L-fos- 
fatydylo-D-serynę [37].

IV-3. Kinetyka reakcji

Podstawowa charakterystyka kinetyki reakcji prze­
prowadzanej przez translokazę aminofosfolipidów zo­
stała przeprowadzona już w latach osiemdziesiątych. 
Jak już wspomniano, enzym ten czerpie energię z hy­
drolizy ATP, do której niezbędne są jony magnezowe. 
Km transportu  PS w całych erytrocytach wynosi 5.4 
pM, a w pęcherzykach otrzymanych z błony eryt­
rocytarnej —  4.7 pM. Odpowiednie wartości dla PE są 
o rząd wielkości większe, co wskazuje na niższe 
powinowactwo transportera  do tego fosfolipidu (K m 
odpowiednio 50.4 pM i 39.2 pM) [28, 24], Stechiomet­
ria transportu  bliska jest jednej przetransportowanej 
cząsteczce lipidu na jedną zhydrolizowaną cząsteczkę 
A TP [24]. Aktywność translokazy aminofosfolipidów 
jest bardzo silnie ham ow ana przez jony wanadanowe 
(K, % 5 x 10-5 M) [18, 28, 38], hamują ją także jony 
fluorkowe [4, 5]. Bardzo silnym inhibitorem aktywno­
ści flipazowej są jony wapnia w cytozolu (K, <  10 6 
M) [38-40]. Natom iast jony wapniowe w przestrzeni 
zewnątrzkomórkowej nie mają wpływu na transport 
[38], Aktywność translokazy aminofosfolipidów ha­
mują również enzymy proteolityczne [41 ] oraz związki 
reagujące z grupami tiolowymi, takie jak N-etylomale- 
imid [27, 28, 33], pirydyloditioetyloamina [42] i bis- 
dimetyloamid kwasu diazynodikarboksylowego (di- 
amid) [42, 22]. Aktywność flipazy spada wraz z wie­
kiem erytrocytów, co jest prawdopodobnie wynikiem 
bezpośredniego uszkadzania cząsteczek enzymu przez
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produkty  peroksydacji lipidów [43].

IV-4. Próby charakteryzacji molekularnej białka

Podczas gdy eksperymenty kinetyczne nad trans- 
lokazą aminofosfolipidów są przeprowadzane już od 
dość daw na z dobrym skutkiem, jej oczyszczanie 
i charakteryzowanie na poziomie molekularnym po­
stępuje znacznie wolniej. Problemy pojawiły się już na 
pierwszym etapie — identyfikacji białka transpor­
towego. Na podstawie eksperymentów ze znakowa­
niem białek radioaktywnymi fotoaktywowalnymi in­
hibitorami aktywności flipazowej S c h r o i t  i w s p .  
[42, 44] zaproponowali białko o masie 32 kD a jako 
podstawowy element systemu transportującego ami- 
nofosfolipidy. Białko to zidentyfikowane zostało jako 
determinant układu grupowego krwi Rh [45]. Ponie­
waż cząsteczka ta jest nieco za mała na samodzielny 
transporter aktywny i nie zawiera miejsc wiązania 
ATP, wymienieni autorzy zaproponowali model, 
w którym translokaza byłaby powiązana niekowalen- 
cyjnie z białkiem peryferycznym, zlokalizowanym na 
stronie cytoplazmatycznej błony, hydrolizującym ATP 
i dostarczającym energii do transportu [42, 2]. N a to ­
miast D e v a u x  i w s p .  [46, 47], na podstawie 
eksperymentów z fotoaktywowalnymi fosfolipidami 
i izotopowo znakowanymi analogami ATP, wybrali 
jako najlepszego kandydata na translokazę aminofos­
folipidów białko o masie około 120 kDa. Częściowo 
oczyszczony preparat białek błon erytrocytarnych, 
wzbogacony w tę frakcję, wykazywał aktywność 
ATPazową zależną od jonów  magnezowych, ham ow a­
ną przez jony wanadanowe, fluorkowe i wapniowe 
oraz stymulowaną przez dodatek egzogennych am ino­
fosfolipidów [47-49]. Co więcej, ATPazę o podobnej 
masie i właściwościach zidentyfikowano w błonach 
ziarnistości wydzielniczych komórek nadnerczy, gdzie 
znaleziono również aktywność flipazową [35]. K o n ­
cepcja wskazująca na białko 120 kD a jako główny 
składnik systemu transportowego jest bardzo praw­
dopodobna, jednocześnie nie wykluczając koncepcji 
białka 32 kDa. Oba wymienione białka mogą wcho­
dzić równocześnie w skład złożonego kompleksu, 
odpowiadającego łącznie za obserwowaną aktywność 
translokazy aminofosfolipidów [2, 5].

V. Inne flipazy

Translokaza aminofosfolipidów jest najlepiej scha­
rakteryzowanym białkiem z grupy flipaz, jednak z pe­
wnością nie jedynym. Ponad wszelką wątpliwość udo­
wodniona została obecność w błonie siateczki śród- 
plazmatycznej (ER) białka katalizującego ułatwioną 
dyfuzję cząsteczek fosfolipidów w płaszczyźnie poprze­
cznej dwuwarstwy. Transporter ten po raz pierwszy 
wykryty został w błonie siateczki śródplazmatycznej 
z wątroby szczura [50]. Stwierdzono wówczas szy bkie 
wyrównywanie stężeń w obu monowarstwach krótko-

łańcuchowego analogu fosfatydylocholiny, przy czym 
transport ten charakteryzował się kinetyką nasycenio- 
wą i ulegał zahamowaniu w wyniku trawienia protea- 
zami. Z początku sugerowano, że transport ten jest 
specyficzny dla PC [50], jednak późniejsze ekspery­
menty dowiodły, że specyficzność transportera  jest 
bardzo niska i wszystkie badane typy fosfolipidów były 
przezeń transportowane z jednakową szybkością [43]. 
Jednocześnie, w błonie ER nie stwierdzono odpow ied­
nika translokazy aminofosfolipidów. Do podobnych 
wniosków prowadzą wyniki eksperymentów rekon- 
stytucyjnych białka transportującego [51]. Aktywność 
tego białka nie jest spolaryzowana, transportuje ono 
lipidy w obie strony, zatem zaproponowano dla niego 
nazwę „flip-flopaza” dla podkreślenia tego faktu [4], 

Innym przedstawicielem grupy flipaz mogłoby być 
białko odpowiedzialne za gwałtowne zniesienie asy­
metrii lipidów błonowych w niektórych kom órkach 
(lipid scrambling). Najlepiej zbadane pod tym wzglę­
dem są płytki krwi. Płytki krwi w wyniku aktywacji 
zmieniają kształt i zaczynają gwałtownie uwalniać 
hormony i substancje modulujące (serotonina, a d ­
renalina, nukleotydy adeninowe) [52]. Pod wpływem 
niektórych czynników, wywołujących aktywację pły­
tek, następuje bardzo szybka reorientacja niektórych 
lipidów, zwłaszcza fosfatydyloseryny, k tóra nagle po­
jawiając się w monowarstwie zewnętrznej błony nadaje 
jej własności prokoagulacyjne [53, 54], Aktywacji 
płytek towarzyszy zwykle zwiększenie wewnątrzko­
mórkowego poziomu jonów wapniowych. Postuluje 
się istnienie zależnego od jonów C a2 + białka, pow odu­
jącego po aktywacji szybką redystrybucję fosfolipidów 
niezależnie od klasy, zarówno transport aminofos­
folipidów do monowarstwy zewnętrznej, jak i sfin- 
gomieliny do wewnętrznej [32, 55], W zależności od 
rodzaju boźdzca aktywującego odpowiedź komórki 
przedstawia się różnie. Czynniki słabo aktywujące 
płytki doprowadzają jedynie do niewielkiego wzrostu 
stężenia wewnątrzkomórkowego C a2 + , wystarczają­
cego do stymulacji białka odpowiedzialnego za zniesie­
nie asymetrii, jednak bez hamowania aktywności 
translokazy aminofosfolipidów. W tych warunkach 
jest ona nawet stymulowana przez nadm iar substratu 
w monowarstwie zewnętrznej [31], Substancje łatwo 
wywołujące reakcję uwalniania, takie jak mieszanina 
kolagenu i trombiny lub jonofor wapniowy, poza 
stymulacją redystrybucji lipidów i zahamowaniem 
translokazy aminofosfolipidów doprowadzają do fuzji 
ziarnistości wydzielniczych z błoną plazmatyczną. 
Podczas związanego z tym rozszczepiania i zlewania 
błon lub pęcherzyków endocytarnych w miejscach 
egzo- i endocytozy powstają prawdopodobnie przejś­
ciowe struktury lipidowe inne niż dwuwarstwa, co 
prowadzi do dalszego wymieszania się składników 
błony [4, 5], Podobną, wyzwalaną przez zwiększenie 
wewnątrzkomórkowego stężenia C a 2 + , szybką redy­
strybucję lipidów stwierdzono w erytrocytach, choć jest 
ona tam mniej intensywna niż w płytkach krwi [56,40],
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W najnowszych pracach sugeruje się, że proces ten może 
jednak nie być zależny od konkretnego białka błonowe­
go, a jedynie od proporcji stężeń w monowarstwach 
błony fosfatydylo-(4,5-bifosfo)-inozytolu [37, 57],

Flipazami są również produkty genu mdr2 gryzoni 
i jego ludzkiego odpowiednika MD R 3 , które w kanali- 
kularnej błonie hepatocytów wątroby katalizują eks­
port fosfolipidów (głównie fosfatydylocholiny) do żółci 
[58, 58a],

Od dawna sugerowano, że oprócz białek specyficznie 
transportujących fosfolipidy z jednej dwuwarstwy do 
drugiej, integralne białka błonowe mogłyby ułatwiać 
transwersalną dyfuzję cząsteczek lipidów [59, 3], W yda­
je się, że glikoforyna czy białko pasma 3 w błonie ery- 
trocytarnej mogą przyspieszać szybkość reorientacji fos­
folipidów, być może wytwarzając na styku z błoną 
przejściowe struktury niedwuwarstwowe lub zaburzając 
otoczkę hydratacyjną główek fosfolipidów [5, 60, 61].

Wysunięto ciekawą hipotezę, w myśl której od ­
powiedzialne za zjawisko oporności wielolekowej biał­
ka z grupy białek zawierających domenę wiążącą ATP 
(białka ABC, ATP-Binding Cassette proteins), takie jak 
produkt ludzkiego genu MDR1, glikoproteina P eks­
portująca aktywnie kationowe ksenobiotyki [ 6 la], 
miałyby działać zgodnie z mechanizmem flipazowym, 
pobierając swoje substraty z wewnętrznej monowarst- 
wy [62]. Zasadność takiej sugestii wysuwanej także 
w odniesieniu do innych transporterów błonowych, 
należałoby dopiero udowodnić.

VI. Udział flipaz w powstawaniu i utrzym y­
waniu asymetrycznej dystrybucji fosfolip i­
dów w błonach biologicznych

Powstawanie i utrzymywanie się asymetrii składu 
fosfolipidowego w błonie biologicznej uzależnione jest 
od współdziałania kilku czynników, wpływających na 
zmianę orientacji lipidów w błonie. Swój udział mogą 
mieć tutaj:

—  asymetryczna synteza lipidów;
- transport pomiędzy różnymi błonami katalizo­

wany przez białka transportujące;
potencjał błonowy i asymetryczny rozkład ła­

dunku w białkach błonowych, wpływające na okreś­
loną orientację naładowanych cząsteczek fosfolipidów;

—  specyficzne oddziaływanie białek cytoszkieletu 
i innych białek peryferycznych z fosfolipidami konkre t­
nej klasy;

—  spontaniczny flip-flop;
— dyfuzja ułatwiona, katalizowana przez specyficz­

ne transportery lub niespecyficznie przez pewne integ­
ralne białka błonowe;

—  aktywny transport poprzez translokazę amino- 
fosfolipidów.

W konkretnej błonie decydujący wpływ na asymet­
ryczne rozmieszczenie fosfolipidów może mieć jeden 
czy dwa z powyższych czynników. Ustalenie hierarchii 
ich ważności jest trudne. W przypadku błony eryt­

rocytu bardzo długo panowała koncepcja, w myśl 
której za preferencyjną lokalizację cząsteczek amino- 
fosfolipidów w monowarstwie cytoplazmatycznej od­
powiedzialne są głównie niekowalencyjne oddziaływa­
nia aminofosfolipidów z cytoszkieletem erytrocytu, 
a zwłaszcza ze spektryną i ankiryną [63, 64], W ykaza­
no jednak, że takie oddziaływania, nawet gdyby ist­
niały in vivo, nie mogłyby odpowiadać za asymetrię 
fosfolipidów, jaką  obserwujemy w błonie erytrocytar- 
nej [65-67], Co więcej, asymetria nie ulegała zaburze­
niu w układach doświadczalnych nie zawierających 
elementów cytoszkieletu, a jedynie aktywną trans­
lokazę aminofosfolipidów [68, 69], Okazało się zatem, 
że to aktywność translokazy aminofosfolipidów jest 
podstawowym czynnikiem wytwarzającym i u trzymu­
jącym obserwowaną w tym systemie asymetrię składu 
fosfolipidowego. Możliwe jest jednak, że w innych 
słabiej zbadanych systemach biologicznych, o utrzy­
maniu asymetrii błonowej decydują inne czynniki.

VII. Rola fizjologiczna flipaz

Wykazano, że translokaza aminofosfolipidów nie­
zbędna jest do wytworzenia i zachowania asymetrii 
składu lipidowego błony biologicznej. Jej rolę fizjo­
logiczną należy rozpatrywać w powiązaniu z rolą, jaką 
pełnią substraty enzymu — aminofosfolipidy. Obecnie 
postuluje się kilka funkcji biologicznych tych lipidów 
w wewnętrznej i zewnętrznej monowarstwie błony. Jak 
wiadomo, kinaza białkowa C, zaangażowana w fos­
forylację wielu białek komórkowych (od białek cyto­
szkieletu do histonów) i co za tym idzie modulację ich 
funkcji, jest ściśle zależna od fosfatydyloseryny [70], 
A zatem w wyniku działania translokazy aminofos­
folipidów, regulującej dostępność aminofosfolipidów 
w różnych przedziałach komórki, pośrednio może 
odbywać się regulacja wielu procesów metabolicznych. 
Specyficzność substratowa kinazy białkowej zależy od 
stężenia fosfatydyloseryny w błonie, z którą enzym jest 
związany. Przy niskich i średnich stężeniach PS naj­
większy udział w całkowitej aktywności kinazowej ma 
autofosforylacja, działanie na inne substraty wymaga 
dostępności dużej ilości PS [71].

Inną wyróżnioną przez badaczy grupą białek są 
aneksyny, białka wiążące się z błonami w obecności 
jonów wapniowych [ 7 la]. Jedną z postulowanych 
funkcji aneksyn jest fuzja błon biologicznych, na 
przykład przy zlewaniu się różnych ziarnistości we­
wnątrzkomórkowych z błoną plazmatyczną [72]. 
I w tym procesie mogłaby odgrywać rolę flipaza, 
poprzez regulację dostępności aminofosfolipidów dla 
aneksyn wpływając pośrednio na fuzję. Aminofos­
folipidy w błonie działają jako czynnik fuzogenny nie 
tylko dzięki obecności aneksyn. Dzięki redukcji w obe­
cności jonów wapniowych otoczki hydratacyjnej bło­
ny ułatwiają zbliżanie się i fuzje różnych błon [73]. 
Dzięki lokalnemu wytwarzaniu destabilizujących 
dwuwarstwę struktur heksagonalnych H n (zwłaszcza

136 POSTĘPY BIOCHEMII  41(2) ,  1995http://rcin.org.pl



PE) również mogą ułatwiać fuzję [5, 74],
Translokaza aminofosfolipidów może też grać waż­

ną rolę w zjawiskach endocytozy. Prawdopodobnie 
pierwszym etapem powstawania wpuklenia endocyto- 
tycznego jest stymulacja aktywności flipazy, która 
przenosi większą niż zwykle liczbę cząsteczek fosfa- 
tydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy z m onow ar­
stwy zewnętrznej do wewnętrznej, powodując zgodnie 
z koncepcją hilayer couple wygięcie błony do wnętrza 
komórki. Oczywiście endocytoza jest wynikiem współ­
działania wielu składników komórki, ale fakty takie 
jak wpuklanie błony w erytrocytach po spowodowaniu 
redystrybucji lipidów czynnikami nie hamującymi 
translokazy aminofosfolipidów [75] oraz wytwarzanie 
pęcherzyków pseudoendocytotycznych przez erytro­
cyty sztucznie wzbogacone w ATP [76] przemawiają 
za ważką funkcją flipazy w tym procesie.

Inne praw dopodobne funkcje biologiczne translo­
kazy aminofosfolipidów związane są z ekspozycją 
fosfatydyloseryny na powierzchni krwinek. W w arun­
kach normalnych w monowarstwie zewnętrznej błony 
plazmatycznej krążących w krwiobiegu erytrocytów 
ilość fosfatydyloseryny bliska jest zeru. Ilość ta może 
wzrastać, na przykład w komórkach starzejących się, 
gdzie aktywność flipazowa spada [43], Makrofagi 
i kom órki śródbłonka rozpoznają komórki zawierają­
ce na powierzchni cząsteczki fosfatydyloseryny i usu­
wają je z krwiobiegu [77, 78], zatem translokaza 
aminofosfolipidów może być jednym z kluczowych 
elementów systemu biorącego udział w eliminacji 
krwinek patologicznych (np. erytrocytów sierpowa- 
tych), starzejących się i apoptotycznych.

Flip-flopaza z siateczki śródplazmatycznej pow odu­
je niespecyficzną redystrybucję nowo syntetyzowa­
nych fosfolipidów w błonie cystern, nie dopuszczając 
do ich akumulacji w monowarstwie wewnętrznej, co 
prowadziłoby do zakłóceń kształtu i funkcji błony [4], 
N atom iast hipotetyczne białko powodujące wyzwala­
ną przez jony wapniowe redystrybucję fosfolipidów 
błony płytek krwi mogłoby odgrywać kluczową rolę 
w systemie odpowiedzi płytki na bodźce aktywujące. 
Prawdopodobnie wydaje się, że obserwowane po silnej 
aktywacji płytki uwalnianie pęcherzyków egzocytoty- 
cznych spowodowane jest gwałtownym przemieszcze­
niem części aminofosfolipidów z monowarstwy we­
wnętrznej do zewnętrznej. Prowadzić to może do 
silnego zaburzenia kształtu błony oraz powstawania 
miejscowych uwypukłeń i odrywania się pęcherzyków. 
Układ translokaza aminofosfolipidów — białko szyb­
kiej redystrybucji działać może na podobnej zasadzie, 
jak zespół aktywnych pomp jonowych i wyzwalanych 
potencjałem kanałów jonowych w błonie neuronu. 
Translokaza aminofosfolipidów wytwarza w błonie 
gradient stężeń fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolo­
aminy, który może następnie w odpowiedzi na p o b u ­
dzenie zostać momentalnie zlikwidowany [4, 5]. Jak 
wiadomo, fosfatydyloseryna jest niezbędnym ogniwem 
w kaskadzie hemostatycznej, wchodząc w skład kom ­

pleksu protrombinazy, zawierającego ponadto czyn­
nik Xa, Va i jony wapniowe [15].

VIII. Podsumowanie

Flipazy to grupa białek odpowiedzialnych za we- 
wnątrzbłonowy (transmembranowy) transport cząs­
teczek fosfolipidów. Najlepiej spośród nich poznana 
jest translokaza aminofosfolipidów, enzym aktywnie 
transportujący cząsteczki aminofosfolipidów z zewnęt­
rznej monowarstwy błony plazmatycznej do m ono­
warstwy wewnętrznej. Białka te pełnią zapewne ważne 
role fizjologiczne w regulacji kształtu komórek, zja­
wisk endo- i egzocytozy oraz regulacji enzymów 
zależnych od niektórych klas fosfolipidów.
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G lik ozoam in og lik an y  —  struktura i funkcja

Glycosaminoglycans — structure and function
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Wykaz stosowanych skrótów: G A G  — glikozoaminogli- 
kan(y); HS — siarczan(y) heparanu; H SPG  —  proteoglikany 
heparanosiarczanowe; KS — siarczan(y) keratanu; KS-I 

rogówkowy siarczan keratanu; KS-II — szkieletowy 
siarczan keratanu; Ch-4-S — chondroityno-4-siarczan(y); 
Ch-6-S —  chondroityno-6-siarczan(y); Ch chondroityna; 
DS —  siarczan(y) derm atanu; HA — kwas hialuronowy, 
hialuronian; PG  —  proteoglikany.

I. W prowadzenie

Termin „glikozoaminoglikany” wprowadził w 1960 
roku Jeanloz [1], w miejsce —  nadanego w 1934 roku 
przez M e y e r a ,  —  określenia „kwaśne mukopolisa- 
charydy” [cyt. wg 2],

Glikozoaminoglikany (GAG) są to liniowe, nieroz- 
gałęzione heteropolisacharydy pochodzenia zwierzę­
cego, zbudowane z powtarzających się, disacharydo- 
wych sekwencji [3, 4], Podjednostki te składają się 
z reszt N-acetylowanej heksozoaminy (D-glukozoami- 
ny lub D-galaktozoaminy) albo N-siarczanowanej 
D-glukozoaminy oraz reszt kwasu heksuronowego 
(D-glukuronowego lub L-iduronowego) albo galak- 
tozy [4, 5], W niektórych glikozoaminoglikanach 
wykazano także obecność reszt L-fukozy, D-mannozy, 
D-ksylozy i kwasu N-acetyloneuraminowego (Ryc. 1) 
[2, 6],

Obecność w disacharydowych podjednostkach. bu­
dujących szkielet polisacharydowy GAG, znacznej 
liczby reszt siarczanowych i/lub karboksylowych, na-

'Dr, 2mgr, 3prof. dr hab.. K atedra  i Z akład Chemii Klinicznej 
i Diagnostyki Laboratoryjnej, Śląska Akademia Medyczna, 
ul. Jagiellońska 4, 41-200 Sosnowiec
4prof. dr hab., IV K atedra  i Klinika Chorób  Wewnętrznych. 
Śląska Akademia Medyczna, ul. Edukacji 102, 43-100 Tychy

a-L-fukopiranoza p-D-galaktopiranoza u-D-mannopiranoza
(a-L-ftjkoza, a-L-Fucp) (p-D-galaktoza; p-D-Gafc>) (a-D-mamoza, a-D-Manp)

p-D-ksytoptranoza Kwas p-D-glikoprarironowy Kwas u-L-KJopiranuroriowy
(P-D-ksyloza, p-D-XyV>) (Kwas uranowy, p-D-GIcpA) (Kwas a-Laduronowy; a-L-bopA)

2-ace tam ido -2-d eok sy- p-0 -ga lakt oprano za 
(Kwas St-acetytoneua minowy. NeuNAc) (N_acetyk>|(_D̂ alaktD2oamra (ł-0-GatpNAc)

CO CH j S 0 3'

2-acetamido-2-cJeoksy-p-D-glukopiranoza 2 cłeoksy-2-siJfamido-p-D-gk*opiranoza

(N-acetyto-p-D gkjcozoamina p-D-GIcpNAc) (N-starczano-p-O-glukozoamina. p-D-GfcpNS03')

Ryc. 1. S tru k tu ra  chem iczna m onosacharydów  występujących 
w łańcuchach glikozoam inoglikanów. W naw iasach p o d a ­
no nazwy zwyczajowe tych m onosacharydów  oraz po ­
wszechnie przyjęte skróty nazw owych związków.

daje łańcuchom glikozoaminoglikanów charakter po- 
lianionów, o dużej gęstości ujemnego ładunku elekt­
rycznego [3, 7],

Biorąc pod uwagę chemiczną budowę łańcuchów 
glikanowych, S c o t t  [8] wyróżnił cztery następujące 
grupy GAG;

1. glikozoaminoglikany heparanowe,
2. glikozoaminoglikany keratanowe,
3. glikozoaminoglikany chondroityno-dermatanowe,
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4. kwas hialuronowy.
Glikozoaminoglikany z trzech pierwszych grup 

wchodzą w skład glikoprotein zwanych proteoglikana- 
mi (PG) [8, 9]. Cząsteczki te, produkowane praw­
dopodobnie  przez wszystkie komórki zwierzęce [9], 
zbudowane są z białkowego rdzenia, z którym związa­
ny jest jeden lub więcej łańcuchów GAG, jednego lub 
różnych typów [10]. Część białkowa PG, zsyntetyzo- 
wana na rybosomach, w siateczce śródplazmatycznej 
zostaje zaopatrzona w N-glikozydowo łączone łań­
cuchy oligosacharydowe [3, 4, 11, 12]. Potem, już 
w aparacie Golgiego, następuje synteza O-glikozydo- 
wo łączonych oligosacharydów oraz łańcuchów GA G 
[9, 12, 13], Synteza tych ostatnich rozpoczyna się od 
rozpoznania odpowiednich reszt aminokwasowych 
białka rdzeniowego i przeniesienia na nie, przez okreś­
lone glikozylotransferazy, reszt cukrowych tzw. regio­
nu łączącego [9, 12], Struktury tego regionu pokazane 
są na rycinie 2, 3b i 4b. Następnie, do końca niereduku- 
jącego ostatniej reszty cukrowej wspomnianego regio­
nu zostają naprzemiennie przyłączone reszty odpowie­
dniej heksozoaminy i kwasu glukuronowego (lub 
galaktozy), co daje w rezultacie łańcuch glikozoamino- 
glikanowy [3, 9, 12-15]. Powstały łańcuch podlega 
dalej modyfikacjom, będącym przyczyną znacznej he- 
terogenności w obrębie każdego typu GA G i obej­
mującym epimeryzację niektórych reszt kwasu gluku­
ronowego do kwasu iduronowego oraz siarczanowa­
nie reszt cukrowych [12-16]. W łańcuchach heparyny 
i siarczanu heparanu te modyfikacje poprzedza N- 
deacetylacja i N-siarczanowanie niektórych reszt glu- 
kozoaminy [9, 14, 15].

Zsyntetyzowane proteoglikany są albo w różny 
sposób wiązane z błoną komórkową, albo też po d ­
legają sekrecji do przestrzeni pozakomórkowej [17, 
18]. W miejscach swego przeznaczenia omawiane 
makrocząsteczki mogą oddziaływać z wieloma typami 
cząsteczek, biorąc udział m.in. w zjawiskach adhezji, 
wzrostu i różnicowania komórek, fibrogenezy kolage­
nu czy mineralizacji kości [4, 10, 19-21], Interakcje te 
wymagają najczęściej równoczesnego uczestnictwa 
części cukrowej i białkowej cząsteczki proteoglikanu 
[9, 17, 19], Tym niemniej, istnieją funkcje PG wypeł­
niane wyłącznie przez ich łańcuchy GAG [3, 4, 9, 22],

Funkcje tego typu, stanowiące przedmiot niniejszego 
artykułu, mogą być także podejmowane przez wolne 
łańcuchy glikanowe, powstające w wyniku rozpadu 
proteoglikanów w przestrzeni pozakomórkowej [4],

G rupa  czwarta — wg klasyfikacji S c o t t a  —  obej­
muje wyłącznie kwas hialuronowy. Glikozoamino- 
glikan ten, w odróżnieniu od innych GAG , jest syn­
tetyzowany w błonie komórkowej poprzez naprze­
mienne przyłączanie reszt N-acetyloglukozoaminy 
i kwasu glukuronowego [3, 12, 23], Powstały hialuro- 
nian nie podlega modyfikacjom ani nie tworzy połą­
czeń kowalencyjnych z białkami [24, 25]. Tym nie­
mniej, w przestrzeni zewnątrzkomórkowej oddziały- 
wuje on niekowalencyjnie z wieloma różnymi cząstecz­
kami [24-27],

II. Rodzaje glikozoam inoglikanów

II-l. Glikozoaminoglikany heparanowe

G rupa ta obejmuje siarczany heparanu (HS) i hepa­
rynę (Hep). Heparynę, jako  substancję hamującą krze­
pnięcie krwi, wyizolował w roku 1 9 1 6 M c L e a n  [cyt. 
wg 2, 28]. Dwa lata później, H o w e 11 i H o 11 nadali 
owej substancji obowiązującą do dzisiaj nazwę. Siar­
czan heparanu został zaś wyizolowany i nazwany przez 
J o r p e s a  i G a r d e l l a  w 1948 roku [cyt. wg 2, 28],

Siarczany heparanu, o masach cząsteczkowych od 
14 do 100 kD a [29], są produkowane p raw dopodob­
nie przez wszystkie typy komórek zwierzęcych [9]. 
Glikany te wchodzą w skład proteoglikanów hepara- 
nosiarczanowych, łącząc się z resztą serylową białka 
rdzeniowego poprzez tetrasacharydowy region łączą­
cy, przedstawiony na rycinie 2. Siarczany heparanu, 
w postaci HSPG, występują w przestrzeni wewnątrz- 
i zewnątrzkomórkowej [4, 9, 20, 30-34]. W przypadku 
lokalizacji komórkowej znajduje się je w ziarnistoś- 
ciach wydzielniczych [4] i na powierzchni błon kom ór­
kowych [20, 31, 33, 35], a siarczany heparanu, będące 
produktami degradacji HSPG, także w jądrze kom ór­
kowym [4, 7, 32]. W przestrzeni zewnątrzkomórkowej 
siarczany haparanu wchodzą w skład HSPG  substan­
cji podstawowej tkanki łącznej —  w tym — błon 
podstawnych [4, 9, 34, 36, 37]. Omawiane związki

Siarczan heparanu, 
heparyna

Siarczany chondroityny 
siarczan dermatanu

D-GIcpA -M 2 >  D-Galp -P -U * D-Galp D-Xylp Ser

Ryc. 2. Sekwencja tetrasaeharydow a, łącząca glikozoam inoglikany heparanosiarczanow e i chondroityno-dcrm atanow e z resztą serylową 
białka rdzeniowego. Strzałkam i zaznaczono miejsca w resztach cukrowych m ogące ulegać siarczanow aniu lub fosforylacji.
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występują powszechnie w tkankach, przy czym szcze­
gólnie wysoką ich zawartość stwierdza się w płucach, 
wątrobie, nerkach, tkance nerwowej i ścianie naczyń 
krwionośnych [7, 9, 37, 38].

Heparyny są syntetyzowane i magazynowane w ko ­
mórkach tucznych i bazofilach, jako proteoglikany
0 dużej masie cząsteczkowej (do 1000 kDa) [4, 9, 15, 
28]. Glikany heparynowe przyłączone są do rdzenia 
białkowego za pośrednictwem tetrasacharydu, iden­
tycznego jak w H SPG  [4, 9, 39, 40], Po  otrzymaniu 
przez wymienione wyżej komórki sygnału do sekrecji 
heparyn, ich proteoglikany ulegają enzymatycznej 
degradacji. W rezultacie, następuje wydzielanie aktyw­
nych heparyn w postaci glikanów o masach cząstecz­
kowych w zakresie od 5 do 40 kD a [4, 28, 41].

Stosunkowo duże ilości heparyn stwierdza się w płu­
cach i błonie śluzowej jelit, mniejsze w ścianie naczyń 
krwionośnych, wątrobie i nerce [2, 7, 28, 35, 42]. 
Degradacja zaś tych glikozoaminoglikanów odbywa 
się w wątrobie, śledzionie, leukocytach i makrofagach 
[7, 28]. Heparyny i produkty ich rozpadu wydalane są 
z moczem [2, 28, 43].

Łańcuchy glikozoaminoglikanów heparanowych 
zawierają —  w różnych proporcjach —  reszty kwasu 
(3-D-glukuronowego i a-L-iduronowego oraz reszty 
N-acetylowanej i N-siarczanowanej a-D-glukozoami- 
ny. Glikany te mają wyłącznie wiązania glikozydowe 
typu 1 ->4 pomiędzy resztami cukrowymi [8, 44].

Disacharydowe sekwencje wchodzące w skład glika­
nów heparanowych przedstawiono na rycinie 5 a-f 
[2, 9, 45],

Wspólną cechą omawianych glikozoaminoglika­
nów jest charakterystyczna, domenowa budowa łań­
cucha cukrowego [9, 22]. Obok ubogosiarczanowa- 
nych fragmentów tego łańcucha, zbudowanych z reszt 
N-acetyloglukozoaminy i kwasu glukuronowego, ist­
nieją domeny z dużą zawartością reszt O-siarczanowa- 
nej N-siarczanoglukozoaminy oraz O-siarczanowane- 
go kwasu iduronowego [14, 17, 46], W siarczanach 
heparanu dominuje kwas glukuronowy, zaś reszty 
glukozoaminy są N-siarczanowane i N-acetylowane 
w zmiennych proporcjach. Według G a l l a g h e r a
1 w s p. [29], pierwsza reszta N-siarczanoglukozoami­
ny występuje po 8-12 disacharydowej, niesiarczanowa- 
nej domenie HS. N a 1 mol disacharydowych sekwencji 
siarczanów heparanu przypada od 0.4 do 2 mola grup 
siarczanowych [7, 28].

W cząsteczkach heparyn przeważają domeny zbu­
dowane z reszt N-siarczanoglukozoaminy i kwasu 
iduronowego. W obrębie tych domen większość reszt 
N-siarczanoglukozoaminy jest dodatkowo O-siarcza- 
nowana przy szóstym atomie węgla, a większość reszt 
iduronianowych występuje w postaci pochodnych 2- 
O-siarczanowanych. Heparyny zawierają od 1.5 do 
3 moli grup siarczanowych na mol disacharydowych 
podjednostek, 2.5 krotnie więcej reszt kwasu idurono­
wego niż glukuronowego oraz około 80% reszt gluko­
zoaminy —  w postaci N-siarczanowych pochodnych

[7, 9, 28]. Wysoka zawartość grup siarczanowych 
sprawia, że heparyny mają charakter najsilniejszego 
naturalnego polianionu [3, 39, 47]. Z tego też powodu 
mogą one oddziaływać z wieloma różnymi cząstecz­
kami. Mimo jednak dużego wachlarza oddziaływań, 
w których mogą uczestniczyć heparyny, ich fizjologicz­
na rola jest mocno ograniczona [48],

Przykłady oddziaływań heparyn i siarczanów hepa­
ranu z różnymi cząsteczkami przedstawiono w tabeli 1. 
Oddziaływania te charakteryzują się wysokim powino­
wactwem, choć w większości są nieswoiste [4, 9, 20, 28, 
49, 50]. Prawdopodobnie tylko w przypadku oddziały­
wań heparyn (a także siarczanów heparanu) z antytrom- 
biną III i zasadowym czynnikiem wzrostowym fibro- 
blastów wymagana jest obecność swoistych sekwencji 
szkieletu cukrowego (Ryc. 4a i 4b) [4, 9, 48],

II-2.GIikozoaminogIikany keratanowe

Siarczan keratanu (keratosiarczan) po raz pierwszy 
wyizolowali w 1953 roku M e y e r  i w s p . ,  najpierw 
z rogówki wołowej, a następnie z ludzkiej chrząstki 
[cyt. wg 2],

Glikozoaminoglikany keratanowe występują w o r­
ganizmach zwierzęcych w postaci proteoglikanów. 
W cząsteczkach tych łańcuchy siarczanów keratanu 
połączone są z białkami rdzeniowymi za pośrednict­
wem oligosacharydowych regionów, zawierających 
reszty mannozy, fukozy, galaktozoaminy i kwasu 
N-acetyloneuraminowego [2, 51-57]. Wyróżnia się 
dwa zasadnicze typy omawianych połączeń, co s tano­
wi podstawę do podziału glikanów keratanowych na 
dwa rodzaje:

1. rogówkowy siarczan keratanu (KS-I), o struk­
turze przedstawionej na rycinie 3a. Jest on N- 
glikozydowo związany z resztą asparaginy białka 
rdzeniowego, za pomocą oligosacharydu, zawie­
rającego m.in. reszty mannozy (Ryc. 3b). Poza 
rogówką, obecność KS-I stwierdzono w wielu 
tkankach, jakkolwiek w ilościach 20-1000 razy 
mniejszych [52-56].

2. szkieletowy siarczan keratanu (KS-II), którego 
strukturę zaprezentowano na rycinie 4a. Glikany 
tego typu są O-glikozydowo związane z resztą 
seryny lub treoniny białka rdzeniowego, oligo- 
sacharydem o masie cząsteczkowej około 1 kDa, 
który przedstawiono na rycinie 4b. Łańcuchy 
KS-II zakończone są często tetrasacharydem 
o masie cząsteczkowej około 1 kD a (Ryc. 4c). 
Szkieletowy siarczan keratanu w dużych iloś­
ciach występuje w chrząstce (stanowi tam 5-20% 
wszystkich GAG) i krążkach międzykręgowych 
(stanowi w nich 30-40% wszystkich GAG), zaś 
w mniejszej ilości — w kościach i tkance ner­
wowej [6, 51, 52, 54-60].

Nietypowe dla innych glikozoaminoglikanów spo­
soby wiązania KS z białkiem rdzeniowym oraz brak 
w cząsteczkach reszt kwasu heksuronowego powodu-
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Tabela 1. Działanie biologiczne wykazywane przez g likozoaminoglikany

Typ
glikozoam inoglikanów

Funkcje biologiczne glikozoam inoglikanów Piśm iennictw o

Siarczany heparanu 1. Działają antykoagulacyjnie, za pośrednictw em  pentasacharydow ej dom eny swoiście
wiążącej anty trom binę III (Ryc. 6a).

2. Działają antyproliferacyjnie; działanie to wykazuje frakcja jąd row a om aw ianego 
glikanu, charakteryzująca się dużą zaw artością 2-O-siarczanowanych reszt kwasu

9,48

glukuronowgo.
3. Aktywują zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów  (bFG F) za pośrednictwem

20,30-32,48,81

14-sacharydowej sekwencji (Oligo-H), przedstaw ionej na ryc. 6b. 46,82-84
4. Stym ulują lipazę lipoproteinow ą, podobnie —  choć słabiej — jak  heparyna. 4,7,33

Heparyny 1. W pływają na procesy różnicow ania i proliferacji kom órek, poprzez:
—  oddziaływ ania z czynnikam i wzrostowym i oraz  cytokinam i (interferonem  y, czyn­

nikam i wzrostowym i fibroblastów , czynnikiem  wzrostowym kom órek Schwanna, 
czynnikiem płytkowym, czynnikiem w zrostowym  kom órek śródbłonka, interleukiną 3,
interleukiną 7) i ich ochronę przed degradacją oraz umożliwienie reakcji z receptoram i, 4,21,68,85

—  oddziaływ ania z czynnikam i transkrypcyjnym i —  dim erem  Fos/Jun, 4
—  zwiększenie okresu półtrw ania m-RNA.
2. W pływają na procesy adhezji i migracji kom órek, poprzez oddziaływ ania z gliko-

4,86

proteinam i substancji podstawowej m acierzy zew nątrzkom órkow ej.
3. W pływają na enzymy, wykazując działanie:
— ham ujące na ATP-azę, (3-amylazę, (3-glukuronidazę, cyklazę adenylową, dehydrogenazę 

alkoholow ą i bursztynianow ą, elastazę, fosfatazę kw aśną i zasadową, heparanazę,

4,30,87

hialuronidazę, oksydazę lizylową, katalazę, katepsynę B, proteazę obojętną i pepsynę, 4,7,28,68
— aktyw ujące na kolagenazę, esterazy, polim erazę DNA, hydroksylazy tyrozyny, 9,28,68,88

— pobudzające sekrecję prokolagenazy, P-glicerofosfatazy, kwaśnej rybonukleazy.
4. W pływają na hemostazę, poprzez:
— aktyw ację inhibitorów  proteinaz serynowych —  serpin: anty trom biny III (Ryc. 6a),

28,38

heparynowego kofaktora II, inhibitora białka C, neksyny-1, 4,28,48
—  uwalnianie i aktywację tkankow ych ak tyw atorów  plazm inogenu, 4,48
— ham ow anie niektórych czynników kaskady krzepnięcia np. czynnika V illa , IXa czy Xa, 48
—  ham ow anie retrakcji skrzepu.
5. W pływają na układ imm unologiczny, poprzez:
— aktyw ację m akrofagów i kom órek na turaln ie  cytotoksycznych, zwiększanie liczby

7,28

eozynofilów i limfocytów. 89
—  regulację aktywności dopełniacza (p raw dopodobnie  przez wiązanie w itronektyny), 

ham ow anie tworzenia kom pleksów antygen-przeciwciało, unieczynnianic anafilatok-
89,90

syn, 28,38
— działania przeciwzapalne i im m unosupresyjne,
-  blokowanie inwazyjności wirusów HSV i HIV (wypieranie ich z powierzchniowych

89,90

receptorów  kom órkow ych zawierających HSPG).
6. W pływają na m etabolizm  lipoprotein, poprzez:
— uwalnianie lipazy lipoproteinow ej i lipazy wątrobow ej z połączeń z H SPG  a następnie

4,38,90

aktyw ację tych enzymów. 4,91
-  uwalnianie lipoprotein o niskiej gęstości z ich receptorów  kom órkowych, 4,42

— ham ow anie absorbeji lipoprotein o niskiej gęstości przez makrofagi.
7. W pływają na układ horm onalny, poprzez:
— ham ow anie syntezy a ldosteronu i som ato trop iny , uwalnianie tyroksyny i insuliny, 

wzm aganie działania parathorm onu, obniżanie aktyw ności ACTH, kortyzolu i wazo-

4,42

presyny.
8. W pływają na m etabolizm  ksenobiotyków  i związków endogennych, poprzez:

unieczynnianic leków (kurary, glikozydów naparstnicy, neomycyny, streptom ycyny) 
i innych związków biologicznie czynnych (bradykininy, histam iny, jadu  żmiji, toksyn

7,28

bakteryjnych). 28

Siarczany 1. Kom pleksują lipoproteiny o małej i bardzo małej gęstości. 7,43,92
chondroityny 2. Przyspieszają powstawanie fibryny i w zm acnianie w iązania pom iędzy fibrylami włók-

nika.
3. Stym ulują produkow anie glikozoam inoglikanów  i ham ow anie syntezy kolagenu

43

w chondrocytach i kom órkach nabłonkow ych rogówki.
4. Stym ulują wytwarzanie połączeń jonow o-m etabolicznych pom iędzy hepatocytam i

4,7

w hodowlach kom órkowych. 4
5. Redukują aktyw ność kwaśnych hydrolaz poprzez kom pleksow anie ich cząsteczek.
6. Żelifikują in vitro roztw ory kolagenowe (pomiędzy m akrocząsteczkam i polisacharydo­

3,7

wymi i polipeptydowym i zachodzą wzajemne elektrostatyczne oddziaływania). 2,8

142 POSTĘPY BIOCHEMII  41(2) ,  1995http://rcin.org.pl



Siarczany derm atanu Prócz funkcji biologicznych wspólnych z siarczanam i chondroityny, wykazują ponadto:
1. Właściwości antykoagulacyjne, aktyw ując poprzez specyficzną, heksasacharydow ą 

dom enę (Ryc. 7), należący do serpin, heparynow y kofaktor 11.
2. Zdolność w iązania czynnika płytkowego 4 (PF  4).
3. Z dolność aktyw acji lipazy lipoproteinow ej.

9.48 
4,92
43.48

K w as hialuronow y 1. Bierze udział w utrzym aniu równowagi wodno-elektrolitowej.
W iązanie wody w polisacharydow ej sieci, której obok proteoglikanów  istotną częścią 
jest HA, pow oduje wysoką oporność tkankow ą na przepływ wody. Ponieważ wspo­
m niana sieć węglowodanow a wiąże także niskocząsteczkowe jony, spełnia więc ona 
funkcje buforu osmotycznego.

2. Tworzy agregaty z niektórym i proteoglikanam i (zwłaszcza z PG  chrząstki —  agrekana- 
mi).

3. Bierze udział w procesach koagulacji (HA wiąże się z fibrynogenem, przyspiesza 
tworzenie fibryny i wzmacnia powstały włóknik, wiąże czynnik płytkowy 4).

4. Bierze udział w regulacji transportu  białek osoczowych w tkankach.
W spom niana w pkt. 1 sieć węglowodanow a wykazuje efekt sferycznego wykluczania dla 
różnych cząsteczek w zależności od ich rozmiarów . W łaściwość ta ma też znaczenie przy 
ochronie tkanek przed penetracją bakterii, grzybów i wirusów.

5. Pełni funkcję biologicznego sm aru dla stawów (maź stawowa) i powierzchni trących 
w narządach (lepki i elastyczny roztw ór HA występuje np. na powierzchniach bocznych 
włókien mięśniowych).

6. Bierze udział w procesach rozpoznania, proliferacji i lokomocji kom órek (poprzez 
swoistą dla h ialuronianu grupę receptorów  nazwanych CD44).

7. Pełni funkcję czynnika przeciwzapalnego (poprzez oddziaływ ania z leukocytami).
8. Bierze praw dopodobnie udział w form ow aniu tkanek oraz przestrzennej orientacji 

kom órek i białek włóknistych.
9. H am uje aktyw ność enzymów lizosomalnych.

24-26,37

4,6,55,57,59,60

24,93,94

24.25.37

24,25,37,38

24,95-97
24,94,98

24.37
24.37

a)

b)

Siarczan keratanu-Gal-GIcNAc- 
lub tylko siarczan keratanu

Siarczan keratanu lub 
kwas N-acetyloneuraminowy

COCH3 H O H NH

NH ,0 — N
Z /

I
c—c—CH 

H CO 

NH

OH CH2 ° H 0

Ryc. 3. S truktury rogówkow ego siarczanu keratanu:
a) polisacharydow e łańcuchy glikozoam inoglikanu,
b) oligosacharydow a sekwencja łącząca rogówkow e KS z resztą asparaginylow ą białka rdzeniowego.
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NeoNAc a+VD-Galp 6M,D-GlcpNAc(6-S03-) (UXD-Galp PL4..

Ryc. 4. S truktury szkieletowego siarczanu keratanu:
a) formy siarczanu keratanu  chrząstki nosowej wołu, róż­

niące się stopniem  polimeryzacji sekwencji d isacharydo­
wych. Poniżej podano liczby disacharydow ych podjed- 
nostek w łańcuchu cukrowym:
a =  1 i a 1 =  6 lub b =  4 i b 1 =  2, lub c =  5 i c' =  3, lub 
d =  7 i d 1 =  1,

b) oligosacharydow a sekwencja łącząca szkieletowe KS 
z resztą serylową lub trconylow ą białka rdzeniowego,

c) tetrasacharydow a sekwencja końcowa, obecna w nie­
których łańcuchach szkieletowego KS.

je, że siarczan keratanu zaliczany bywa do lakto- 
zoaminoglikanów (LAG) [54], Glikozoaminoglikany 
keratanowe zbudowane są z reszt N-acetyloglukozoa- 
miny i D-galaktozy, połączonych wiązaniami glikozy- 
dowymi, naprzemiennie 1 ->3 i 1 ->4 [3, 8, 44]. Wymie­
nione reszty cukrowe w polisacharydowych łańcu­
chach siarczanu keratanu (KS) tworzą disacharydowe 
sekwencje, co zilustrowano na rycinie 5g [2, 44, 61]. 
Zaw artość grup siarczanowych w przeliczeniu na 
1 mol disacharydowej podjednostki KS wynosi od 0.8 
do 1.8 mola [38]. Masy cząsteczkowe glikanów kerata- 
nowych stanowią od 2 do 30 kD a [51-53].

Fizjologiczna rola tych glikozoaminoglikanów wy­
nika z postaci w jakiej występują in vivo, czyli ich 
uczestnictwa w strukturach różnych proteoglikanów 
[6, 53-55, 58-60, 62, 63], Natomiast, w przebiegu 
niektórych chorób, przejawiających się wzmożoną 
degradacją chrząstki, obserwuje się wzrost stężenia 
glikanów keratanowych w surowicy krwi, które to 
zjawisko wykorzystuje się w diagnostyce tych schorzeń 
[6, 57-59, 64, 65],

II-3. Glikozoaminoglikany chondroityno-derma- 
tanowe

G rupa ta obejmuje trzy typy glikanów: chondro- 
ityno-4-siarczan (Ch-4-S; siarczan chondroityny A), 
chondroityno-6-siarczan (Ch-6-S; siarczan chondro­
ityny C) oraz siarczan dermatanu (DS; siarczan chon­
droityny B) [2, 8],

Siarczan chondroityny został odkryty w 1884 roku 
przez K r u k e n b e r g a  [cyt. wg 2], natomiast D a - 
v i d s o n  i M e y e r  [66] po raz pierwszy wyizolowali 
z chrząstki wołowej chondroitynę (ubogosiarczanowa- 
ny chondroitynosiarczan). Ci sami badacze ustalili też 
struktury chemiczne Ch-4-S i Ch-6-S. Z kolei, w 1956 
roku N a k a n i s h i  i w s p .  [cyt. wg 2] wyizolowali 
z chrząstki rekina chondroitynosiarczan D (bogatosia- 
rczanowany Ch-6-S). Siarczan dermatanu jako  pierwsi 
otrzymali ze skóry wieprzowej M e y e r  i C h a f f e e  
w 1941 roku [cyt. wg 2]. Budowę wymienionego GAG 
znamy dzięki badaniom  J e a n l o z a  i S t o f f y n a  
oraz F r a n s s o n a  [cyt. wg 2].

Glikozoaminoglikany chondroitynowe i dermata- 
nowe tworzą proteoglikany, w obrębie których łań­
cuchy glikanowe łączą się z resztami serylowymi białek 
rdzeniowych za pomocą tetrasacharydowej sekwencji 
łączącej, o strukturze przedstawionej na rycinie 2. 
Wspomniane PG, często niosąc dodatkow o łańcuchy 
siarczanu heparanu (np. betaglikan [67] lub niektóre 
syndekany [68]) czy siarczanu keratanu (np. agrekany 
[69]) — są szeroko rozpowszechnione w organizmach 
zwierzęcych [6, 20, 55]. Występują głównie w prze­
strzeni pozakomórkowej a proteoglikany chondro­
itynowe także wewnątrz i na powierzchni komórek [4, 
6, 9, 30, 42]. D o tkanek szczególnie zasobnych w te 
glikozoaminoglikany należą: chrząstka i krążek mię- 
dzykręgowy oraz kość, ścięgno, skóra, pępowina, ścia­
na naczyń krwionośnych, zastawka serca [6, 13, 20, 42, 
55, 59, 63, 67, 70-73],

Obecność wolnych glikanów chondroitynowych 
i dermatanowych o różnej zawartości reszt siarczano­
wych stwierdzono natomiast w surowicy krwi i w m o­
czu. Cząsteczki te są produktami degradacji proteo­
glikanów [2, 74].

Glikozoaminoglikany chondroitynosiarczanowe 
składają się z naprzemiennie ułożonych reszt N-acety- 
logalaktozoaminy i kwasu D-glukuronowego, tworzą­
cych disacharydową strukturę, którą przedstawiono 
na rycinie 5h [2, 4, 6, 45]. Glikany te zawierają grupy 
siarczanowe związane z resztami heksozoaminy. C h a­
rakterystyczne położenie reszty siarczanowej w pier­
ścieniu piranozowym N-acetylogalaktozoaminy jest 
podstawą klasyfikacji siarczanów chondoityny na [2]:

1. chondroityno-4-siarczany —  reszta siarczanowa 
przyłączona jest do grupy hydroksylowej przy 4 a to ­
mie węgla (C-4) heksozoaminy,

2. chondroityno-6-siarczany — reszta siarczanowa 
przyłączona jest do grupy hydroksylowej przy 6 a to ­
mie węgla (C-6) heksozoaminy.

b)
Siarczan
keratanu

H O H jC

COCH3 cocr
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W wymienionych glikanach zdarzają się jednak dom e­
ny, w których sekwencje disacharydowe nie zawierają 
reszt siarczanowych oraz takie, w których obie pozycje 
(C-4 i C-6) w cząsteczce galaktozoaminy zajęte są przez 
grupy siarczanowe [2, 6], Czasem w obrębie jednego 
łańcucha chondroitynosiarczanowego występują, roz­

łożone wzdłuż niego nieregularnie, reszty N-acetyloga- 
laktozoaminy, siarczanowane w różnych pozycjach 
pierścienia piranozowego [75]. Takie kopolimery są 
dodatkow o przyczyną heterogenności chondroityno-4 
i 6-siarczanów [2, 3, 38, 45]. Na 1 mol disacharydo- 
wych sekwencji w siarczanach chondroityny przypada

'4)-(3-D-QcpA(1 ~^4ba-D-GlqcNAc-(1 M)-|3-DGIc0V(1 - 4)-ot-L-ldopA- (1 - *  4) -a-D-G IcjcNAc- (1 -> 4)-p-DGIcpA-(1

CH2O o 
R

• 4)-p-D-QcpA< 1 -►4ba-D-Glqd4 S03-(1 -*4)-p-D-GlqD/V(1

CH2Q O 
R

'4)-(TD-QcpA{ 1 ->4)-a-D-GlqcN SC>3-(1 -*4}<x-L-ldcp/V{1

00- o,

CH2O o 
R

>4)-oeL-ldopA-(T-> ^-a-D-GlqcNS03"-(T *'4)-P-D-GlqDA-(1

CH20  O 

R

'4)-a-L-lcfopA-(1—» 4)-a-D-GlqcNS0 3 -(1 >4)ot-L-dq^-(1

COChfc R

NH OH CH2° /  o

►3)-|>D-Galp-(1 ►4)-(3-D-QcpNlAG-(1 «-3)-(3-D-Galp-(1 ->-4)-(3-D-GcpA{1--3>-p-D-Ga^cMAc-(1 -4)-(3-D-GlcpA(1

•4)-a-L-ldopA-(1 2)-i3-OGalfNAc-(1->4)-a-L-ldopA{ 1 ■ 4)-ceL-tdopA-(1 * 3) -p-D-Ga(/dSIAc-(1-> 4)-p-GGIcpA(1

—*-4)-p-D-QcpA{1—>3)-(3-D-Glcd4Ac-(T *-4)-p-D-GlcpiV(1 »

Ryc. 5. S truk tu ra  chem iczna pow tarzających się disacharydow ych sekwencji, w ystępujących w glikozoam inoglikanach. W celu zobrazow ania 
heterogenności tych związków, linią przeryw aną oddzielono następną m ożliwą w łańcuchu G A G  resztę m onosacharydow ą. Sekwencje 
a-f występują w siarczanach heparanu i heparynach, g — w siarczanach keratanu. h-j w siarczanach chondroityny i derm atanu , 
k — w kwasie hialuronow ym ; R =  H lub S 0 3_ .
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a)
so3-

COO- ^0

o H 0 /^ \

4)-a-QcpNR(6-0S03')-(1--*4)-p-D-GlcpA-(1—►4)-a-D-GlcpNS03'(3 -0S 03‘ ,6-0R1)-(1— * 4)-a-L-ldopA(2-OS03‘ )-(1— ► 4)-a-GlcpNS03'(6-0S 03'H 1— *

b )

C00- , 0

c h2o h  0 F

oso3 CH2OH o

COCHo
I
NH O

O HO

-*4)-p-GlcpA-(1— 4)-a-GlcpNS03--(1—*[4)-a-ldopA(2-OS03-)-(1— 4)-a-GlcpNS03--(l]5— 4)-a-ldopA-(1-*4)-a-GlcpNAc-(U

Ryc. 6. Sekwencje oligosacharydow e siarczanów heparanu i heparyn swoiście wiążące niektóre polipeptydy:
a) pentasacharyd wiążący anty trom binę III; R =  SO ,~ lub C O C H 3, R' =  H lub S 0 3_,
b) tetradekasacharyd (Oligo-H) wiążący zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów.

od 0.1 (dla tzw. chondroityny —  Ch) do 1.3 (dla tzw. 
chondroitynosiarczanu D) mola grup siarczanowych, 
najczęściej 1 mol [2, 13, 38].

Chondroityno-4-siarczany zawierają przede wszyst­
kim reszty kwasu glukuronowego oraz niewielkie ilości 
reszt kwasu iduronowego (izomeru glukuronianu). 
Jeśli zawartość tego ostatniego w łańcuchu glikano- 
wym przekracza 10% kwasów heksuronowych, to 
glikozoaminoglikan taki określa się mianem siarczanu 
dermatanu (DS; siarczan chondroityny B) [8, 9], 
Powstaje on z chondroityno-4-siarczanu w wyniku 
enzymatycznego procesu epimeryzacji, obejmującego 
niektóre reszty kwasu glukuronowego (maksymalnie 
90% tych reszt) [12], Wspomniany proces zachodzi 
z różną częstością wzdłuż łańcucha polisacharydowe­
go, a powstałe reszty iduronianowe mogą dodatkowo

ulegać siarczanowaniu w pozycji C-2 [9, 12, 45]. 
Disacharydowe sekwencje siarczanów derm atanu 
(Ryc. 5h-j) mogą zawierać albo resztę N-acetylogalakto- 
zoaminy niesiarczanowaną, albo siarczanowaną w p o ­
zycji C-4 lub siarczanowaną równocześnie w pozyc­
jach C-4 i C-6 [6, 45]. Na 1 mol tych sekwencji 
przypada od 1 do 2.5 mola grup siarczanowych [4, 35,
38]. W obrębie jednego łańcucha DS występują dom e­
ny o różnej zawartości reszt iduronianowych i różnym 
stopniu siarczanowania, co jest źródłem heterogenno- 
ści tego glikanu [2, 5, 7], Chondroityno-4 i 6-siarczany 
oraz siarczany dermatanu mają łańcuchy o masach 
cząsteczkowych w zakresie od 5 do 50 kD a [6, 7, 12]. 
Działania biologiczne wykazywane przez glikozoami­
noglikany chondroityno-dermatanowe przedstawiono 
w tabeli nr 1.

O3 SO

O H ^-COi OSCV

NH

COCH3

f^4)-a-L-ldopA(2-OS03-)-(1------ ► 3)-a-D-GlcpNAc(4-0S03-)-(1 ̂ 3"

Ryc. 7. Sekwencja heksasacharydow a siarczanów derm atanu  swoiście wiążąca heparynowy kofaktor II.
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II-4. Kwas hialuronowy

Do czwartej grupy glikozoaminoglikanów należy 
tylko kwas hialuronowy (HA) [8].

Kwas hialuronowy wyizolowany został po raz pier­
wszy w 1656 roku z pępowiny człowieka jako jeden ze 
składników „galarety W hartona” [cyt. wg 2], P onow ­
nie opisali go w 1934 roku M e y e r  i P a l m e r  [cyt. 
wg 2]. O m aw iany polisacharyd występuje powszech­
nie w przestrzeni międzykomórkowej kręgowców [24], 
Szczególnie dużo jest go w tkance łącznej — przede 
wszystkim w skórze, ciałku szklistym oka, mazi stawo­
wej, pępowinie i chrząstce [2, 6, 24, 26, 37, 44, 57, 59]. 
Kwas hialuronowy znaleziono także w streptokokach 
hemolitycznych (Aerobacter aerogenes, Streptococcus 
pyogenes), co pozwala przypuszczać, że reprezentuje 
on najstarszą formę ewolucyjną glikozoaminoglika­
nów [2, 38, 43],

Kwas hialuronowy zbudowany jest wyłącznie z reszt 
kwasu D-glukuronowego oraz reszt N-acetylogluko- 
zoaminy. Te pochodne glukozy, połączone wiązaniami 
glikozydowymi, naprzemiennie 1 ->3 i 1 —>4, tworzą nie 
podlegającą modyfikacjom, disacharydową sekwencję 
budującą omawiany glikan (Ryc. 5k) [2, 4, 24], Poli­
sacharydowe łańcuchy kwasu hialuronowego mają 
masę cząsteczkową od 4 do 8000 kD a [24, 37].

Glikan ten wprawdzie nie tworzy połączeń kowalen­
cyjnych z białkami [24,26, 37,55], może jednak wiązać 
te ostatnie w sposób niekowalencyjny. Przykładem 
tego typu struktur są połączenia HA z albuminami czy 
białkami rdzeniowymi niektórych proteoglikanów 
(zwłaszcza proteoglikanów chrząstki określanych mia­
nem agrekanów) [6, 55, 57, 59].

W roztworach wodnych, in vitro oraz in vivo, 
cząsteczki kwasu hialuronowego przyjmują konfor­
mację sztywnej, lewoskrętnej helisy, stabilizowanej 
przez mostki wodorowe, przebiegające równolegle do 
jej osi głównej [26, 37,44, 76, 77]. Omawiana struktura 
drugorzędowa HA powoduje, że naprzemiennie 
wzdłuż łańcucha polisacharydowego, eksponowane są 
hydrofilowe i hydrofobowe powierzchnie pierścieni 
piranozowych cukrów budujących ten glikan. Obec­
ność w HA ugrupowań hydrofobowych sprzyja two­
rzeniu agregatów, składających się z dwu lub większej 
liczby cząsteczek kwasu hialuronowego [26, 37, 76, 
77], Konsekwencją zjawiska samoagregacji może być 
—  wg S c o 11 a [26, 78] — możliwość tworzenia przez 
opisywany glikan uporządkowanych struktur prze­
strzennych, zwłaszcza w ciałku szklistym oka.

Helikalna cząsteczka kwasu hialuronowego może 
zmieniać właściwości fizykochemiczne pod wpływem 
sił działających z zewnątrz [37], Hialuronian jest 
zdolny do wiązania znacznych ilości wody [24, 26, 38], 
Jednak tylko część cząsteczek wody jest związana 
z glikanem za pomocą mostków wodorowych, więk­
szość z nich jest natomiast mechanicznie unierucho­
miona wewnątrz polisacharydowej helisy [26]. U w od­
nienie łańcucha cukrowego HA zależy od jego konfor­

macji przestrzennej, na którą z kolei ma wpływ pH 
i obecność różnych kationów [37],

W organizmach żywych kwas hialuronowy pełni 
wiele funkcji, opisanych w tabeli nr 1. Wydaje się 
jednak, że ta główna nadal pozostaje nieznana [24], 
Kwas hialuronowy ma także znaczenie w medycynie 
jako marker niektórych chorób (schorzenia reumaty­
czne, schorzenia wątroby, namnażanie komórek n o ­
wotworowych) [24, 37, 79]. Jest także stosowany jako  
lek oftalmologiczny i przeciwreumatyczny [24, 80].

Artykuł otrzymano 17 czerwca 1994 r. 
Zaakceptowano do druku 31 stycznia 1995 r.
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R e c e n a je

Lipidy —  liposomy —  błony biologiczne 

Lipids —  liposomes —  biological membranes

JOANNA BANDOROWICZ-PIKUŁA*

MOLEKULARNA ORGANIZACJA KOMÓRKI, t. II. LIPIDY, LIPOSOM Y i BŁONY  
BIOLOGICZNE, skrypt do ćwiczeń pod redakcją Arkadiusza K ozubka, W ydawnictwo 
Uniwersytetu Wrocławskiego, W rocław, 1993; 115 stron, 25 rycin, 7 tabel 
Arkadiusz Kozubek, Aleksander F. Sikorski, Jan Szopa

The emergence o f  lipid dynamics as one o f the most exciting new 
directions o f biomembrane research (...) integrates lipid bio­
chemistry with cell biology

Laurens L .M . van Deenen, 1994 [1 ]

Kom órki wszystkich żyjących na naszej planecie 
organizmów składają się w większości z wody. Zatem 
lipidy komórkowe, związki w wodzie praktycznie 
nierozpuszczalne, mają tendencję do tworzenia, dzięki 
efektowi hydrofobowemu [2, 3], wielocząsteczkowych 
struktur na granicy faz ciecz-powietrze. Struktury te 
zapewniają minimum kontaktu pomiędzy cząstecz­
kami rozpuszczalnika a cząsteczkami lipidów. Ich 
powstawanie leży u podstaw koncepcji błony bio­
logicznej, jako  ciągłej dwuwarstwy lipidowej stanowią­
cej półprzepuszczalną barierę, a jednocześnie będącej 
podłożem dla powierzchniowych i integralnych białek 
błonowych. Model płynnej mozaiki, w swej ostatecznej 
formie zaproponowany blisko ćwierć wieku temu 
przez Singera i Nicolsona [4], przetrwał w swej istocie 
dotyczącej dynamiki składników próbę czasu i próbę 
eksperymentu. Do dziś więc uważa się, że błona 
biologiczna to przede wszystkim dwuwarstwa lipido­
wa, istniejąca w warunkach fizjologicznych głównie 
w stanie ciekło-krystalicznym (w fazie płynnej, L J , i że 
białka błonowe są w różnym stopniu w dwuwarstwę 
lipidową błony zanurzone, w niej zakotwiczone lub 
z nią zasocjowane [2, 3, 5-8].

Z drugiej strony jednak, ostatnie ćwierćwiecze ba­
dań w sposób diametralny zmieniło nasze spojrzenie 
na lipidy jako  związki zapewniające jedynie wygodne 
środowisko dla białek strukturalnych, transportowych 
czy enzymów szlaków metabolicznych komórki. Z róż­

* Dr, Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii D oświad­
czalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie.

nicowanie strukturalne, nie dorównujące być może 
białkom i kwasom nukleinowym, ale prawie tak boga­
te, oraz polimorfizm lipidów złamały utarty pogląd, że 
lipidy jako  substancje hydrofobowe, tworzą kanonicz­
ną, ciągłą dwuwarstwę o stosunkowo łatwych do 
przewidzenia cechach fizycznych. W tym przypadku 
stwierdzono, że dwuwarstwa jest tylko jedną, na 
pewno nie jedyną możliwą z termodynamicznego 
punktu widzenia, s trukturą przyjmowaną przez lipidy 
[2 ,3 ,8 ] .

Katalog nieprzewidywalnego, z perspektywy m inio­
nego ćwierćwiecza, w lipidologii obejmuje między 
innymi:
i) odkrycie asymetrycznego rozmieszczenia lipidów 
w błonie — asymetria transwersalna oraz odpowiedzial­
na za to zjawisko, zależna od ATP translokaza amino- 
fosfolipidów [9, 10] i asymetria w płaszczyźnie błony 
(mikrodomeny fosfolipidowe) [7,11] —  wraz ze wszyst­
kimi implikacjami funkcjonalnymi tego zjawiska;
ii) charakterystyka specyficznych oddziaływań p o ­
między lipidami i białkami — szczególnie odkrycie 
rodzin białek wiążących lipidy, takich jak aneksyny 
[12], izoformy kinazy białkowej C [13], białka cyto- 
szkieletu [14] czy fosfolipazy komórkowe [15];
iii) transport lipidów oraz ich udział w fuzji błon, 
w procesach endo- i egzocytozy [2, 3, 5, 16];
iv) lipidy jako  wtórne przekaźniki informacji w k o ­
mórce (niektóre przykłady takich związków podano 
na rycinie 1) [3, 17-21].

Polskojęzyczne opracowania na temat lipidów są 
nieliczne i bardzo często nieznane szerszemu gronu 
Czytelników. Dość regularnie tematyce tej poświęcają
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Ryc. 1. Lipidowe w tórne przekaźniki informacji w kom órce (o- 
pracow ano na podstaw ie [3, 17-21]).
O bjaśnienia skrótów: R l, R2, R3, receptory błonowe; G l,  
G2, G3, białka G; PL C c, P L C j? fosfolipaza C specyficzna 
w stosunku do fosfatydylocholiny (c) lub do fosfatydyloino- 
zytolu (i);  SM aza, sfigomielinaza; K d a g ,  kinaza diacylog- 
licerolu; Ins(l,4 ,5)P„ inozytolo-l,4,5-trisfosforan; PI, fosfa- 
tydyloinozytol; P IP 2, fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfo- 
ran; PC, fosfatydylocholina; PA, kwas fosfatydowy; SM, 
sfingomielina; DAG, diacyloglicerol.

swe łamy Postępy Biochemii i Postępy Biologii K om ó­
rki, ale w przypadku wymienionych czasopism chodzi 
raczej, zgodnie z ich profilem, o nowiny poznawcze niż 
aspekty metodyczne, tak ważne przecież w pracy 
badawczej każdego biochemika, biologa m olekular­
nego czy biologa komórki. Wydaje się, że zapotrzebo­
wanie jakie istnieje na tego rodzaju opracowania, 
przynajmniej w części wypełnia praca Arkadiusza 
Kozubka, Aleksandra F. Sikorskiego i Jana Szopy, 
Lipidy, liposomy i błony biologiczne (M olekularna 
organizacja komórki, część II).

Skrypt podzielony jest na trzy części: Lipidy, Błony 
biologiczne i Elementy technologii liposomowej, po ­
przedzone Wstępem i zakończone Dodatkiem. We 
Wstępie autorzy skryptu wprowadzają Czytelnika 
w tematykę lipidową, podając definicję lipidów i k ró t­
ką historię badań tych związków oraz rolę lipidów 
w organizmach żywych. Pierwsza, najdłuższa część, 
zawiera dziewięć rozdziałów. Jako m otto autorzy 
traktują przyczyny zaniedbań w badaniach lipidów. 
Część praktyczną uzupełnia fragment teoretyczny na 
temat struktury 17-tu klas lipidów. Kolejne ćwiczenia 
stanowią logiczny ciąg, począwszy od ekstrakcji lipi­
dów z materiału biologicznego, ich rozdziału i analizy, 
poprzez oznaczanie składu reszt kwasów tłuszczo­
wych, w di-, triglicerydach i fosfolipidach, ilościowe 
metody analizy lipidów, analizę jakościową z zastoso­
waniem chromatografii cienkowarstwowej, badania 
amfifilowych właściwości lipidów i ich utleniania, 
a skończywszy na pomiarze aktywności lipooksygenaz 
i wybranych enzymów metabolizmu lipidów. W d ru ­
giej części dotyczącej błon biologicznych autorzy p ro ­
ponują ćwiczenia praktyczne mające na celu zapoz­
nanie studentów ze składem białkowym i lipidowym 
błony erytrocytów, z metodami analizy półprzepusz-

czalnych właściwości błon biologicznych, z metodami 
badania płynności dwuwarstwy lipidowej, a także 
z zastosowaniem liposomów w badaniach fuzji błon 
biologicznych. Ostatnia, trzecia część, Elementy tech­
nologii liposomowej, przedstawia techniki preparacji 
liposomów, pokazuje jak wyznaczyć objętość za­
mkniętą liposomów oraz jak określić ich trwałość 
i stabilność. W Dodatku, znajdującym się na końcu 
skryptu, autorzy zamieścili wybrane właściwości fizy­
ko-chemiczne lipidów i związków powierzchniowo 
czynnych, które mogą być przydatne nie tylko dla 
studentów wykonujących ćwiczenia, ale również dla 
wszystkich zajmujących się badaniami lipidów i błon 
biologicznych. Każdemu zestawowi ćwiczeń towarzy­
szy oryginalna literatura fachowa i teoretyczne wpro­
wadzenie, które pomaga zrozumieć istotę stawianych 
problemów i tok postępowania. Korzystanie z pracy 
ułatwiają dobrze skonstruowane tabele i rysunki. 
Wszystkie ćwiczenia przedstawione są według przej­
rzystego schematu wyodrębniającego materiały i od­
czynniki, sprzęt oraz w jasny sposób wypunktowane 
kolejne etapy wykonywanego zadania.

Skrypt jest niewątpliwie wartościową pozycją, k tó ­
rej nie było dotychczas na polskim rynku wydaw­
niczym. Dlatego może być cenną pomocą dla studen­
tów, ale również dla badaczy, którzy nie tylko od czasu 
do czasu, ale na codzień mają praktyczną styczność 
z tematyką lipidową.
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SPRAWOZDANIE
z działalności Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

w  roku 1994

Działalność organizacyjna

1. Skład osobowy Zarządu Głównego 
Prezydium: prezes —  prof. Liliana Konarska 

wiceprezes —  prof Zofia Porembska 
sekretarz — dr Ewa Turska 
skarbnik — doc. Jolanta Barańska 

Członkowie Z.G.: prof. Edward Bańkowski Białystok 
prof. Andrzej Guranowski Poznań 
dr Maria Kołaczkowska W rocław 
prof. M ichał Komoszyński Toruń 
prof. Antoni Polanowski W rocław 
prof. Marta Stryjecka-Zimmer Lublin 
prof. Roman Tarnawski Katowice 
dr hab. Marianna Turkiewicz Łódź 
prof. Tomasz Twardowski Poznań 
dr Teresa Wesołowska Szczecin 
doc. Maria Wojtaś-Wasilewska Lublin 
prof. Krzysztof Zwierz Białystok

irząd G łówny działa poprzez Oddziały Terenowe usytuowane:
Gdańsku Przewodniczący prof. W. Makarewicz
Toruniu dr A. Leźnicki
Krakowie prof. Z. Żak
Katowicach dr hab. K. Olczyk
Lublinie dr M. Sanecka-Obacz
Łodzi prof. S. Bielecki
Olsztynie prof. J. Głogowski
W rocławiu doc. M. Malicka-Błaszkiewicz
Warszawie prof. B. Grzelakowska-Sztabert
Białymstoku prof. K. Zwierz
Poznaniu prof. W. Walerych

Kierownik Biura Zarządu Głównego — Weronika Kamińska 
Komisja Rewizyjna prof. Magdalena Fikus

prof. Anna Barańczyk-Kuźma 
prof. Marian W olny

Zarząd G łówny współpracując z Zarządami Oddziałów prowadził działalność statutową Towarzystwa poprzez 
Sekcje, Komisje i Zespoły powołane do zadań szczegółowych. Jak co roku, zgodnie ze Statutem, odbyły się 
cztery plenarne posiedzenia Zarządu Głównego z udziałem przedstawicieli Oddziałów oraz dwa posiedzenia 
Prezydium Zarządu Głównego.
Dyżury członków Prezydium odbywały się we w torki w  biurze Zarządu Głównego, które mieści się w małym 
budynku Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3, pokój 633, telefon 
658-20-99, FAX 22-53-42,

WAŻNIEJSZE UCHW AŁY O R G A N Ó W  STATU TO W YC H TO W A R ZY STW A

1. Podwyższenie składki członkowskiej za rok 1995, (wnoszonej po 28 lutego 1995) z 1 0 zł do 1 5 zł. 
Członkowie studenci płacą 5 zł.

2. Powołanie Konkursu im. prof. Janiny Opieńskiej-Blauth na wniosek Luelskiego Środowiska Biochemicz­
nego. Na podstawie opracowanego i przyjętego przez Zarząd Główny regulaminu, nagroda jest 
przyznawana studentom za szczególnie wartościowe prace badawcze, zgłoszone i przedstawione na 
dorocznym Zjeździe PTBioch.

Pierwszy Konkurs odbył się podczas XXX Zjazdu naszego Towarzystwa w  Szczecinie.
3. Zatwierdzenie regulaminu nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego, która przyznawana będzie
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w  drodze konkursu za szczególne osiągnięcia dydaktyczne w  dziedzinie biochemii. Inicjatorem nagrody jest 
Łódzki Oddział PTBioch.

W poczet członków PTBioch w  1994 r. przyjęto łącznie 83 osoby w  tym 29 otrzymało status członka-studenta.

DZIAŁALNOŚĆ O R G A N IZ A C Y J N O -N A U K O W A  TO W A RZYSTW A  

DO RO CZNY ZJAZD OGÓLNOPOLSKI, SESJE I KONFERENCJE

1. XXX Zjazd Towarzystwa odbył się w  dn. 14-16 września 1994 r. w  Szczecinie z udziałem około 800 
uczestników z kraju i zagranicy. Obrady odbyły się w  ramach 12 sympozjów p.t.
—  Molekularne mechanizmy karcinogenezy
—  Regulacja wytwarzania energii w  komórce
—  Molekularne i biochemiczne aspekty w irusowych i bakteryjnych chorób zwierząt
—  Molekularne i regulacyjne aspekty systemów transportu jonów
—  Biologiczne zagrożenie związkami fluoru
—  Metabolizm lipoprotein
—  Składniki łącznotkankowe ściany naczyniowej
—  Pierwiastki śladowe w  organizmach i środowisku
—  Biochemia mięśnia
—  Wolne rodniki w  medycynie i biologii
—  Lektyny, selektyny i ich funkcje
—  Doniesienia różne

Program Zjazdu został wzbogacony organizacją dwóch sympozjów satelitarnych:
„B iologiczne i patofizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej”  Organizator —  prof. Tomasz Tyrakowski ze 
Szczecina „Glikozylacja i glikokoniugaty w  fiz jo logii i patologii”  Organizatorzy: prof. Jerzy Kościelak 
z Warszawy i prof. Elwira Lisowska z Wrocławia
Wyniki prac badawczych przedstawiono na Zjeździe ustnie oraz w  formie plakatów. Zaprezentowano 671 
referatów i doniesień.

Organizatorzy zainteresowali ośrodki masowego przekazu programem Zjazdu, zapraszając dziennikarzy na 
konferencję prasową. W ten sposób poprzez notatki i wyw iady w  prasie wyjaśniono społeczeństwu cel pracy 
badawczej biochemików i możliwości praktycznego wykorzystania ich osiągnięć w  różnych dziedzinach 
gospodarki.
Coroczne Zjazdy Towarzystwa cieszą się niesłabnącym zainteresowaniem. Coraz liczniejszy jest udział 
młodych pracowników nauki i studentów oraz gości, przedstawicieli pokrewnych dyscyplin naukowych.

DZIAŁALNOŚĆ W Y D A W N IC Z A

1. Postępy Biochemii
Wydano 4 zeszyty Postępów Biochemii. Kwartalnik jest dotowany przez KBN. Pismo rozwija się 

pomyślnie, w  obecnej formie dostarcza najnowszych informacji z dziedziny biochemii, b iologiii molekular­
nej i genetyki. Jest cenną pomocą do nauki dla studentów Wydziałów Biologicznych i Akademii 
Medycznych. Jest uzupełnieniem podręczników akademickich.

2. Acta Biochemica Polonica
Acta Biochemica Polonica jest kwartalnikiem publikującym oryginalne prace doświadczalne w  języku 

angielskim. Od listopada 1992 r. Acta Biochemica Polonica jest wydawana przez Polskie Towarzystwo 
Biochemiczne wspólnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. W 1994 r. wydano 4 zeszyty kwartalnika 
z pomocą finansową KBN

3. Listy do Członków
Biuletyn jest redagowany przez dr Teresę Wesołowską i wydawany w  Szczecinie. Informuje o działalno­

ści naszego Towarzystwa i innych Towarzystw. Wychodzi systematycznie, a życzliwy stosunek Redaktora 
do Czytelników sprzyjają integracji członków naszego Towarzystwa.

NAGRODY

Nagrody: im. prof. Jakuba Parnasa za najlepszą pracę doświadczalną z zakresu biochemii wykonaną 
w  pracowni na terenie Polski oraz im. prof. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądowy 
opublikowany w „Postępach Biochemii”  są przyznawane regulanie. Nagrodę im. prof. Włodzimierza 
Mozołowskiego otrzymuje corocznie młody biochemik na Zjeździe Towarzystwa za najciekawszą i najlepszą 
prezentowaną pracę
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W roku bieżącym nagrodę w  konkursie im. prof. Jakuba Parnasa Z.G.PTBioch. przyznał na wniosek komisji, 
zespołowi: Hanna Strzelecka-Gołaszewska, Joanna Moraczewska, Sofia Khaitlina, Małgorzata Mossakowska 
za publikację: „Localization of the tightly  bound divalent-cation-dependent and nucleotide-dependent 
conformation changes in C-actin using limited proteolytic digestion” , ogłoszoną w  Eur. J. Biochem. 1993, 
211, 731-742.

Nagrodę w  Konkursie im. prof. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądowy otrzymał dr 
Andrzej Kutner z Instytutu Farmaceutycznego w  Warszawie za publikację: „Analogi witamin D o działaniu 
anty prof liferacyjnym”  (Postępy Biochemii 39 t, Nr. 1, 39-45 z 1993 r.)

W konkursie im. Włodzimierza Mozołowskiego na najlepszą pracę młodych biochemików (do 30 lat) 
przedstawioną na XXX Zjeździe PTBioch. w  Szczecinie, Komisja nagrodziła:
I nagrodą —  Wojciecha Musiała z Poznania za pracę pt. „Transformacja tytoniu Nicotiana tabacum genem 
białka otoczki wirusa ospowatości ś liw y” oraz za współautorstwo w  pracy „Ekspresja genu białka otoczki 
wirusa ospowatości śliwy w  transformantach N. tabacum ".

Wyróżnienie otrzymał Sławomir Dąbrowski z Gdańska za przygotowanie i wygłoszenie komunikatu pt. 
„Badanie produktów PCR genu kodującego ludzką amylogeninę”  i Barbara Niewczas z Warszawy za pracę 
„Regulacja kanału wapniowego na błonie komórkowej hepatomy H -35”

Podczas tegorocznego Zjazdu PTBioch. w  Szczecinie po raz pierwszy przeprowadzono konkurs im. Janiny 
Opieńskiej-Blauth. Nagrody za szczególnie wartościowe prace badawcze, zgłoszone i przedstawione przez 
studentów przyznano:
I nagrodę Annie Herman z Gdańska za pracę pt. „Kontrola replikacji DNA przez czterofosforan guanozyny 
w  komórce Escherichia co/i".

Trzy równorzędne II nagrody:
—  Maciejowi Królowi z Łodzi za pracę: „W p ływ  ambroksolu na wewnątrzkomórkowe stężenie wapnia 

w  ludzkicnh granulocytach obojętnochłonnych po stymulacji peptydem chemotaktycznym FMLP 
i konkawaniną A .”

—  Sławomirowi Majdanikowi z Lublina za pracę „W p ływ  DMSO na aminoacylację tRNA.”
—  Aleksandrze Rojekz Warszawy za pracę „W p ływ  ATP i tapsigarginy na uwalnianie Ca2+ z wewnątrzkomór­

kowych magazynów oraz na wnikanie zewnątrzkomórkowego Ca2+ do cytosolu komórek glejaka C6” .
Wszyscy studenci uczestniczący w  konkursie otrzymali certyfikaty udziału w  I edycji konkursu.

Nagrodę za najlepszą prezentację posteru — Model cząsteczki DNA — ufundowaną przez firmę M&C Lab. 
otrzymał zespół kolegów E. Poremba, A. Goździcka -Józefiak, H. Kędzia z Instytutu Biologii Molekularnej 
i B iotechnologii AM w  Poznaniu za pracę „Analiza czynników komórkowych oddziałujących z wirusem H PV 
16 w  procesie onkogenezy” .

KONKURS NA NAJLEPIEJ PRZYG OTOW ANY I W YGŁOSZONY WYKŁAD

Organizacja konkursów ma na celu popularyzację osiągnięć nauk biologicznych. W 1994 roku dwie 
równorzędne pierwsze nagrody uzyskali:

Janusz Siedlecki z Centrum Onkologii w  Warszawie za wykład pt. „M olekularne podstawy chorób 
now otw orow ych”

Adam Szewczyk z Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN Warszawa za wykład pt. „ATP-wewnątrzkom ór- 
kowy przekaźnik informacji”
Dwie równorzędne drugie nagrody uzyskali:

Mirosława Siatecka, z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu za wykład pt. „Struktura 
i właściwości syntetaz aminoacylo-tRNA.”

Eliza Wyszko, z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu za wykład pt. „Struktura i w łaściwości 
czynnika transkrypcyjnego IMA /  TF III A /  Xenopus levis."

STAŻE NAUKOW E

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego gorąco popiera krajowe i zagraniczne staże 
naukowe. Współpraca z FEBS rozwija się zadawalająco. W roku 1994, 12 osób przebywało na szkoleniach 
konferencyjnych organizowanych przez FEBS, oraz na krótko lub długoterm inowych stażach naukowych 
finansowanych przez FEBS.
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REGULAMIN NAGRODY ZA OSIĄGNIĘCIA DYDAKTYCZNE  
IM .  PROF. DR HAB. ANTONIEGO D M O C H O W S K IE G O

1. Intencją nagrody jest: ^
a) podniesienie rangi nauczynia biochemii w  ocenie pracowników naukowo-dydaktycznych
b) podwyższenie poziomu nauczania biochemii w  różnych typach szkół wyższych
c) popularyzacja biochemii i dokształcanie różnych grup zawodowych w  tej dziedzinie.

2. Nagroda przyznawana będzie w  wyniku konkursu za szczególne osiągnięcia dydaktyczne w  dziedzinie 
biochemii. O nagrodę mogą ubiegać się autorzy podręczników, skryptów, cykli publikacji naukowych 
poświęconych dydaktyce, cykli publikacji pupularyzujących wiedzę biochemiczną, a także opublikow a­
nych opracowań programów pracowni eksperymentalnych z biochemii, uwzględniających nowoczesne 
metody i najnowsze osiągnięcia w  tej dziedzinie, realizowanych w  warunkach pracowni studenckiej 
w  Polsce.

3. Nagroda jest przyznawana co dwa lata, a prace do niej przedstawiane, obejmują ostatnie dwa lata przed 
rokiem przystąpienia do konkursu. W przypadku cykli publikacji co najmniej jedna praca powinna ukazać 
się w  ciągu tego okresu. O terminie zgłoszeń na konkurs powiadamia Zarząd G łówny Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego.

4. Nagrodę przyznaje Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na wniosek powołanej 
Komisji Oceniającej. Nazwisko osoby nagrodzonej zostaje podane do wiadomości członków Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego.

5. W skład nagrody wchodzi medal, dyplom oraz kwota pieniężna, której wielkość będzie zależna od 
posiadanych funduszy.

6. Obok nagrody głównej mogą być przyznawane wyróżnienia.
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Podręcznik laboratoryjny

Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk opracował podręcznik laboratoryjny 
pt. „Inżynieria Genetyczna i Biologia Molekularna. Metody” , w którym zawarto na 170 stronach 
67 metod sprawdzonych i stosowanych w  IBB PAN. Wydawcą książki jest „TECHGEN” 
spółka z o.o. ul. Pawińskiego 5a, 02-106 Warszawa, tel./fax 658-47-89, u którego można 
zamawiać i nabywać podręcznik.

Aby zaprenumerować „P o ­
stępy Biochemii" w  1 995 r. 
należy wpłacić odpowied­
nią kwotę na konto ban­
kowe wydawcy (Polskiego 
Towarzystwa Biochemicz­
nego) za pomocą przekazu 
zamieszczonego na odwro­
cie. Zamówione egzempla­
rze będziemy wysyłać po­
cztą na adres podany nam 
na przekazie. Ponieważ od­
cinek przekazu docierający 
do nas jast jednocześnie za­
mówieniem, prosimy o bar­
dzo wyraźne napisanie

imienia, nazwiska (lub na­
zwy instytucji) i dokładne­
go adresu wraz z kodem 
pocztowym (DRUKOWA­
NYMI LITERAMI) na wszy­
stkich trzech odcinkach 
przekazu.

Prenumerata krajowa  
dla instytucji:
580 000 zł.
Prenumerata krajowa  
indywidualna:
280 000 zł, (50% znizki dla 
członków Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy
Biochemii"
wspierasz
swoje
czasopismo!
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K w arta ln ik  „ Postępy B io ch em ii"  
w ydaw any z pom ocą finansow ą  
K o m ite tu  Badań N aukow ych

Pokw itow anie dla w płacającego

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

O dcinek dla posiadacza rachunku

zł............................................

O dcin ek dla poczty lub banku

z ł .........................................
słownie.......... ............................ słownie.......................................... słownie.......................... .

wpłacający..................................... wpłacający.................................... wpłacaiacy.................................I  J Ł J

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodera pocztowym imię. nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowy

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIII/0 W-wa, Al. Jerozolimskie 
37 00 44-1225-139-11

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. XIII/0 W-wa, Al. Jerozolimskie 
37 0044-1225-139-11

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIII/0 W-wa, Al. Jerozolimskie 
37 0044-1225-139-11

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

Pobrano opla!

Zł.
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W s k a z ó w k i  
d la  a u t o r ó w

W ydaw any p rze z  P o lsk ie  T o w a rzys tw o  B io ch e m iczn e  
k w a rta ln ik  „P o s tę p y  B io c h e m ii”  p u b lik u je  p race  p rze ­
g lą d o w e  o m a w ia ją c e  b ieżą ce  o s ią g n ię c ia , koncep c je  
i k ie ru n k i ba daw cze  w d z ie d z in ie  b io ch e m ii i nauk p o k re w ­
nych; p u b lik u je  też noty z h is to r ii b io ch e m ii, zasa dy  
po lsk ie g o  s ło w n ic tw a  b ioch em iczn eg o , rece nz je  nade­
s ła nych  ks ią że k  o raz  s p ra w o z d a n ia  ze z ja zdó w , ko n fe re n ­
c ji i szkó ł, w k tó rych  b io rą  u d z ia ł c z ło n k o w ie  T ow a rzys tw a .

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

A u to rzy  a rtyku łu  o d p o w ia d a ją  za p ra w id ło w o ś ć  i śc is ło ś ć  
podaw anych  in fo rm a c ji o raz  p o p ra w no ść  cy to w a n ia  p iś ­
m ie nn ic tw a . U jęc ie  p ra c  w in n o  być syn te tyczne , a p rz e d ­
s taw ion e  z a g a d n ie n ie  z ilu s tro w a n e  za pom ocą  tabe l, 
ryc in , (w ykresy, schem aty , rea kc je ), w zo ró w  i fo to g ra fii.

W skazany je s t p o d z ia ł a r ty k u łó w  m o n o g ra ficzn ych  na 
ro z d z ia ły  i p o d ro zd z ia ły , k tó rych  rzeczo w e  ty tu ły  tw o rz ą  
sp is  treśc i. Z g o d n ie  z p rz y ję tą  ko n w e nc ją  ro z d z ia ły  noszą 
c y fry  rzym sk ie  p o d ro z d z ia ły  o d p o w ie d n io  rzym sk ie  i a ra b ­
sk ie  np. 1-1, I-2. P op raw ność  lo g iczn a  i s ty lis ty c z n a  tekstu  
w a ru n k u je  je g o  je d n o zn a czn o ść  i czy te ln ość . A u to rzy  
p rze to  w inn i un ikać  sk ła d n i ob co ję zyczn e j, g w a ry  la b o ra ­
to ry jn e j, a także  o g ra n ic z a ć  s to so w a n ie  d o ra źn ie  tw o rz o ­
nych skró tów , naw e t je ż e li byw a ją  używ ane w p racach  
sp e c ja lis tyczn ych . Każda z n a de s łan ych  do R edakc ji p rac 
p o d lega  oce n ie  s p e c ja lis tó w  i o p ra c o w a n iu  re d a k c y jn e ­
mu. R edakc ja  z a s trze g a  sob ie  m o ż liw o ść  s k ró c e n ia  tekstu  
i w p ro w a d z e n ie  zm ia n  n ie  w p ły w a ją c y c h  na tre ś ć  pracy, 
d e k la ru je  też go tow o ść  k o n s u lto w a n ia  teks tu  z A u to ra m i.

P rzeka zan ie  a rty k u łu  do red a kc ji je s t rów n o zn a czn ie  
z ośw ia d cze n ie m , że n a de s łan a  p raca  n ie  by ła  i n ie  będz ie  
p u b liko w a n a  w innym  c za so p iśm ie , je ż e li z o s ta n ie  o g ło ­
szona  w  „P o s tę p a c h  B io c h e m ii” . W p rzyp ad ku , gdy  Au- 
to r(zy ) za m ie rz a (ją ) w łą czyć  do sw e go  au to ra  a rtyku łu  
ilu s tra c je  p u b liko w a n e  p rze z  a u to ró w  p ra c  cy tow a nych , 
na le ży  uzyskać i p rze kaza ć  nam  o d p o w ie d n ią  zgodę  na 
p rze d ru k .

Redakcja prosi Autorów o p rzestrzeganie następujących  
w skazówek szczegółowych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jedno­
stronnie, czcionką wielkości standardowej, z podwójną 
interlinią, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma 
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery 
+ odstęp), odstępy pomiędzy wyrazami powinny od­
powiadać jednemu znakowi (nie równać do prawego 
marginesu).
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak­
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołów­
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso­
wania w tekście liter alfabetu greckiego trzeba na mar­
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona inform acyjna m a szyn op isu  je s t n ien u m e ro w a n a , 
za w ie ra  im iona  i nazw isko  (a) a u to ra  (ów  ), nazw y, ad resy  
wraz z num erem  te le fonu  za k ła d ó w  (w ję zyku  p o lsk im

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

Strona 1 (tytułowa) za w ie ra  im io n a  i n a zw iska  au to rów , 
ty tu ł p ra cy  w  ję zyku  p o lsk im  i’ a n g ie ls k im , rzeczo w y sp is  
tre ś c i też w obu językach , ty tu ł naukow y każdego z au to ­
ró w  i ich m ie jsce  pracy  z ad rese m  po cz tow ym  o ra z  w ykaz 
s toso w an ych  skró tów .
Kolejno num erow ane dalsze strony o b e jm u ją  teks t p racy, 
p iśm ie n n ic tw o , tabe le , p o dp isy  i o b ja ś n ie n ia  ryc in , w zo ­
rów  i fo to g ra fii.

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

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

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

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

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

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-białe (kontrastowe), powinny być wy­
konane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą 
niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów 
winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decy­
zję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja. 
Ilustracji nie należy włączać w tekst maszynopisu, lecz 
odpowiednio ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry 
arabskie, wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy 
zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia 
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub- 
rykowane, winny być opatrzone jednoznacznym tytułem 
i ewentualnie także niezbędnymi objaśnieniami. Słowne 
objaśnienia znaków graficznych można umieścić w pod­
pisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na planszy ryciny. 
Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w postaci oddziel­
nego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem 
pierwszego z autorów i pierwszym słowem tytułu pracy 
oraz oznaczyć „góra-dół”  (ołówkiem na odwrocie). Ze 
względu na wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest 
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na 
podstawie danych z piśmiennictwa.

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

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