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Zawsze wysoka 
pojemność złóż 
BAKERBOND Wide-Pore

J.TBaker

Zdolność wiązania w mg białka/g BAKERBOND Wide-Pore 40

Białka c 4 HIC PEI CBX ABx

Albumina surowicy krwi wołowej 140 180 200 190 150

Owalbumina 170

Hemoglobina 200 180 190

Cytochrom C 200

Lizozym 200

Ig surowicy krwi ludzkiej 150 150

Ig surowicy krwi mysiej 150 150

Ig surowicy krwi króliczej 150 150

Są to najniższe wartości zdolności wiązania

Wysoka zdolność wiązania białek
Fazy BAKERBOND Wide-Pore o rozmiarach 5, 15 i 40 /a nadają się szczególnie do 
rozdziału biopolimerów. Zdolność wiązania wymieniaczy jonowych, sorbentu Hi-Propyl 
i faz odwróconych jest >15 0  mg białka w przeliczeniu na g suchego wypełnienia. 
Wysoką specyficzność i selektywność rozdziału uzyskuje się dzięki trwałemu i jednoro­
dnemu pokryciu silikonowego nośnika. Odpowiedni nośnik krzemionkowy gwarantuje 
stabilność wypełnienia kolumny i niskie ciśnienie na wlocie kolumny. Odzysk białka 
wyrażony ilością i aktywnością jest większy niż 97%.

EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne, POBox 46, 90-980 Łódź-7, tel. 813140, 844614

Duża wydajność 
brak wiązania balastu 
BAKERBOND Wide-Pore

J.TBaker

Odzysk w % z zastosowaniem BAKERBOND Wide-Pore 40 ju PREPSCALE

Białka PEI QUAT CBX
CARB.
SULF. MAb ABx

Albumina surowicy wołowej 97 95 96 95 98 100
Owalbumina 99 97 98 97 97 99
Transferyna 97 99 100 99 98 98
Hemoglobina 97 95 95 96 - -
Mioglobina 97 98 99 98 - -
Cytochrom C 99 95 98 97 - -
Lizozym 96 98 97 95 - -
Anhydraza węglanowa 96 92 98 97 -
y3 — laktoglobulina (A+B) 98 100 100 98 - -
Ig surowicy krwi ludzkiej 97 95 96 96 98 97
Ig surowicy krwi mysiej - - - - 97 97
Ig surowicy krwi króliczej - - - - 98 99

Wysoki odzysk białek
Używając BAKERBOND Wide-Pore kolumn do HPLC (5 fx i 15 ¡x) lub 
faz (40 ¡jl PRESCALE), od razu można uzyskać przynajmniej 97% białka 
i oznaczyć jego aktywność. Rozdział następuje jednoetapowo, przy 
umiarkowanym ciśnieniu i niskim stężeniu soli. Niespecyficzne substancje 
nie są w ogóle wiązane.

Na temat BAKERBOND Wide-Pore Istnieje bezpłatna broszura:
EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne, POBox 46, 90-980 Łódź-7, tel. 813140, 844614
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Profesor Tadeusz Baranowski —  Wspomnienie

Profesor Tadeusz Baranowski 
1910-1993

24 marca 1993 roku zmarł profesor Tadeusz Bara­
nowski. Odszedł od nas wielki uczony o między­
narodowej sławie, nauczyciel i wychowawca kilku 
pokoleń biochemików i lekarzy. Przeniósł tradycje 
szkoły naukowej Jakuba Karola Parnasa z Wydziału 
Lekarskiego Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwo­
wie do Wrocławia. Stworzył tu Zakład Chemii Fizjo­
logicznej na Wydziale Lekarskim, jedyną wówczas 
placówkę biochemiczną w mieście. Uczniowie Profeso­
ra zasilili następnie wszystkie instytucje naukowe 
miasta, tworząc nowe ośrodki biochemiczne. Liczni 
biochemicy, odbywający staże i szkolenia naukowe 
pod kierownictwem Profesora Baranowskiego prze­
nieśli Jego nauki do wielu placówek w kraju i za 
granicą.

Tadeusz Baranowski urodził się 13 września 1910 
roku we Lwowie. Uzyskawszy Dyplom lekarza w 1933 
roku na Wydziale Lekarskim UJK, podjął pracę 
w Zakładzie Chemii Lekarskiej pod kierunkiem 
J. K. Parnasa. Tu powstały pierwsze prace Baranows­
kiego na temat amoniogenezy. Od 1935 roku pracował 
przez dwa lata nad sacharozurią w Zakładzie Chemii 
Lekarskiej Uniwersytetu Stefana Batorego w Wilnie, 
kierowanym przez Włodzimierza Mozołowskiego, 
gdzie uzyskał stopień naukowy dok tora  medycyny.

Powróciwszy do Lwowa włączył się w prace zespołu 
badającego przenoszenie grup fosforanowych. Z tego 
okresu datują się ważne prace w dziedzinie transfos- 
foryzacji nukleotydów, tworzenia ATP i fosforylacji 
glikogenu w mięśniu. Po raz pierwszy zastosowano 
wtedy znakowany fosfor do badań nad glikolizą. 
W 1938 roku doktor Baranowski habilitował siię. 
Wtedy też zajął się krystalizacją białek. Uzyskał w for­
mie krystalicznej albuminę surowiczą oraz miogen 
mięśniowy o aktywności aldolazy. Te pionierskie ba­
dania dały początek serii prac nad enzymami mięśnio­
wymi, prowadzonymi później przez Profesora i jego 
uczniów we Wrocławiu. W czasie wojny włączył on do 
swej tematyki badania nad budową i funkcją witaminy K. 
Zaowocowały one ważnymi odkryciami.

W czasie okupacji niemieckiej profesor Baranowski 
opuścił Lwów. K rótko pracował jako  lekarz w Szczaw­
nicy. W 1945 roku początkowo wykładał chemię 
fizjologiczną na Uniwersytecie Jagiellońskim. Natych­
miast jednak kiedy stało się to możliwe, bo już 9 maja 
1945 roku, udał się wraz z ekipą kierowaną przez prof. 
Stanisława Kulczyńskiego do Wrocławia, by tworzyć 
tam Uniwersytet. Współtworzył i organizował W y­
dział Lekarski, dosłownie własnymi rękoma: odgruzo­
wywał budynki, stał na czele strzegących ich grup 
samoobrony, odnajdywał i przywoził ukrytą przez 
ustępujące wojska aparaturę i księgozbiory. Jedno­
cześnie organizował Zakład Chemii Fizjologicznej. 
Mianowany profesorem nadzwyczajnym objął kierow­
nictwo Zakładu. Od samego początku mimo ciężkich 
warunków prowadził dydaktykę na wysokim pozio­
mie i rozpoczął intensywną pracę naukową, poświęca­
jąc nadal swój czas i wysiłek organizacji Wydziału 
Lekarskiego, przekształconego później w Akademię 
Medyczną. Zorganizował Wydział Farmacji i był jego 
pierwszym dyrektorem. W latach 1948— 1949 pełnił 
funkcje dziekana Wydziału Lekarskiego, a 1965— 1968
—  Rektora Akademii Medycznej. Od 1970 roku był 
dyrektorem Instytutu Biochemii i Biofizyki, potem
—  Biochemii i Fizjologii A.M. Od 1955 roku (już jako 
profesor zwyczajny) kierował także Zakładem Bio­
chemii Instytutu Immunologii i Terapii Doświadczal­
nej. Pod jego kierunkiem rozpoczęto tam kontynuo­
wane do dziś badania nad antygenami krwinek czer­
wonych. Od 1954 roku był członkiem —  koresponden­
tem, a od 1969 — członkiem rzeczywistym PAN. Był 
członkiem prezydium PAN, sekretarzem Oddziału 
Wrocławskiego, a przez dwie kadencje przewodniczył 
Komitetowi Biochemii i Biofizyki. Pełnił też ważne 
funkcje w Radzie Naukowej przy Ministrze Zdrowia 
i w Komitecie Nagród Państwowych.

Te rozliczne i pracochłonne funkcje nigdy nie o d ­
rywały jednak Profesora od działalności naukowej. 
Prowadząc osobiście doświadczenia i kierując pracą 
uczniów stworzył silny ośrodek enzymologiczny. G łó­
wnym zainteresowaniem Profesora były enzymy gliko- 
lityczne. Aż 10 spośród nich uzyskano w homogennej, 
a większość w krystalicznej postaci, także z mięśni
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ludzkich. Dehydrogenaza alfa-fosfoglicerolowa uzys­
kała nazwę enzymu Baranowskiego. Prace nad struk­
turą, kinetyką i regulacją enzymów glikolitycznych są 
nadal kontynuow ane w Zakładzie Biochemii, m.in. we 
współpracy z ośrodkami amerykańskimi. Profesor 
Baranowski prowadził też uwieńczone sukcesem bada­
nia horm onów  peptydowych, jak ACTH, bradykininy 
i somaotropiny. W 1952 roku otrzymał Państwową 
N agrodę N aukow ą I stopnia za wprowadzenie ACTH 
do lecznictwa. Dbał o to, aby teoretyczne prace 
prowadzone przez kierowane przez Niego zespoły 
miały związek z medycyną praktyczną. G G T P , enzym 
odkryty z Jego udziałem wszedł na stałe do badań 
diagnostycznych. Prace nad nim zostały nagrodzone 
w 1964 roku Państwową N agrodą N aukową II s top­
nia. Badania nad genetycznymi i posttranslacyjnymi 
zmianami enzymów glikolitycznych w patologii stały 
się jednym  z tradycyjnych tematów Zakładu Bio­
chemii.

Po swym odejściu na emeryturę Profesor nadal 
prowadził prace doświadczalne i publikował ich wyni­
ki. Odkrył nową, uboczną reakcję katalizowaną przez 
kinazę pirogronianową i regulacyjny wpływ RNA na 
ten enzym.

Ogółem ogłosił 164 prace naukowe. Ten niestrudzo­

ny badacz przykładał też wielką wagę do dydaktyki. 
Stale unowocześniał wykłady, wprowadzając do nich 
najnowsze odkrycia. Czuwał nad całym procesem 
dydaktycznym Zakładu Biochemii. Jego podręczniki 
„Chemia Fizjologiczna” i „Podręcznik Biochemii” 
były wielokrotnie wznawiane i do dziś służą studen­
tom.

Profesor Tadeusz Baranowski był członkiem —  za­
łożycielem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
i jego Członkiem Honorowym. Był członkiem Bio­
chemical Society w Londynie, a także członkiem 
towarzystw integrujących lokalne środowiska n au k o ­
we: Wrocławskiego Towarzystwa Naukowego i P o ­
znańskiego Towarzystwa Przyjaciół Nauk.

Odszedł od nas Profesor Tadeusz Baranowski, 
strudzony swym wypełnionym pracą życiem. Zostało  
po nim bardzo wiele: trwałe miejsce w biochemii, 
uznanie świata nauki, szereg odkryć naukowych. A na­
de wszystko pozostawił swą szkołę biochemiczną: 
rzesze wykształconych studentów i blisko 20 wycho­
wanków, którzy kierują własnymi zespołami badaw ­
czymi i znacząco zaistnieli w świecie nauki.

Janina Kwiatkowska

The Oxford Glycobiology Institute, Oxford GlycoSystems and 
Department of Pharmaceutical Biochemistry of Białystok University 
Medical School, w ill organize a practical and lecture course on 
Glycobiology, including advanced approaches to the release and 
analysis of oligosaccharides from  glycoproteins, for 15-20 par­
ticipants on 22-28 August, 1993.

For inform ation please w rite  to:
Prof. Krzysztof Zwierz,
Departm ent of Pharmaceutical Biochemistry,
Białystok University Medical School, 
ul. Adama M ickiewicza 2,
15-230 Białystok, Poland,
Fax: 4885 24 907.

Deadline: 1 Marz, 1993.
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Biologiczne funkcje zmodyfikowanych nukleozydów 
w transferowych RNA

Biological functions of modified nucleosides in transfer RNAs 

ZOFIA SZWEYKOWSKA-KULIŃSKA*
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guanozyna (Grp) w pozycji 64 inicjatorowych 
iR N A ^* grzybów i roślin 

II-2. Lizydyna w pozycji 34 tRN A 2le E.culi 
11-3. 1-metyloguanozyna (m 'G 37) w tRNAAsp drożdży
II-4. Modyfikacja adenozyny w pozycji 37 (A 37) w tRNA  

rozpoznających kodony rozpoczynające się urydyną 
(U N N )

II-5. Modyfikacje nukleozydów w pozycji 34 tRNA  
czytających kodony typu Na£

II-6. Pseudourydyna (4*) w pozycjach 38,39 w tRN A Hls 
S.typhimurium

III. Podsumowanie
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Contents:
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reading codons N a£

II-6. Pseudouridine (4*) at positions 38 and 39 of 
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* dr hab., Zakład Biochemii Biopolimerów, Uniwersytet im. 
A. Mickiewicza w Poznaniu, Fredry 10, 61-701 Poznań

Wykaz stosowanych skrótów: m ‘A 1-metyloadenozyna; 
m 2-A— 2-metyloadenozyna; m 6A— N6-metyloadenozyna; 
i6A— N6-izopentenyloadenozyna; m s2i6A 2-metylotio-
-N6-izopentenyloadenozyna; ms2io6A— 2-metylotio-N6-
-hydroksyizopentenyloadenozyna; t6A -N-((9-(3-D-rybo- 
furanozylopuryna-6-YL)-karbamoilo)treonina; m t6A N- 
-((9-P-D-rybofuranozylopuryna-6-YL)N-metylokarbamoi- 
lo)treonina; s2C— 2-tiocytydyna; C m— 2'-0-metylocytydy- 
na; ac4C— N4-acetylocytydyna; m 3C— 3-metylocytydyna; 
m 5C — 5-metylocytydyna; m ‘G — 1-metyloguanozyna; 
m 2G — N2-metyloguanozyna; G m— 2'-0-metyloguanozyna; 
m 2G — N2,N2-dimetyloguanozyna; m 7G — 7-metyloguano- 
zyna; I— inozyna, m ‘I— 1-metyloinozyna, Q — kuozy- 
na— 7-[4,5-cis, dihydroksy-l-cyklopenteno-3-aminomety- 
lo]-7-deazaguanozyna; m anQ — [3-D-mannozylokuozyna,
G rp —0-(3-rybozylo-(l"-2')guanozyno-5" fosforan; I4
-Arp— 0-P-rybozylo-(l",-2')adenozyno-5" fosforan; YW 
wybutozyna; 0 2YW— wybutoksyozyna; T — m 5U — 5-mety- 
lourydyna— rybotymidyna; T m — 2'-0-metylourydyna;
s2T — 5-metylo-2-tiourydyna; s2U— 2-tiourydyna; s4U —4- 
tiourydyna; U m — 2'-0-metylourydyna; cm 5U— 5-karbamoi- 
lometylourydyna; m cm 5U— 5-metoksykarbamoilo-metylo- 
urydyna; m cm 5s2U— 5-metoksykarbamoilometylo-2-tiou- 
rydyna; m n m 5s2U— 5-metyloaminometylo-2-tiourydyna; 
cm nm 5s2U— 5-karboksymetyloaminometylo-2-tiourydyna; 
cm n m 5U— karboksymetyloaminometylourydyna; 
m n m 5Se2U— 5-metyloaminometylo-2-selenourydyna; 
o 5U— kwas(urydyno5)oksyoctowy; m o 5U— 5-metoksyury- 
dyna; X— acp3U— 3(3-amino-3-karboksypropylo)urydyna; 
D — dihydrourydyna; 4*— pseudourydyna; m lvP 1-me- 
tylopseudourydyna.

I. Wstęp

Jedną z najbardziej charakterystycznych cech trans­
ferowych RNA (tRNA) jest obecność w nich znacznej 
liczby (ponad 50 rodzajów) zmodyfikowanych nukleo­
zydów [1], Niektóre modyfikacje są bardzo proste, 
takie jak metylacja, redukcja, tiolacja, inne znowu
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powstają w wyniku skomplikowanych reakcji bio­
chemicznych prowadzących do hiperzmodyfikowa- 
nych nukleozydów (np. kuiny — ang. queuine, wybuto- 
zyny —  ang. wybutosine, izopentenyloadenozyny). 
Wszystkie modyfikacje nukleozydów w transferowych 
RNA zachodzą posttranskrypcyjnie w czasie dojrze­
wania cząsteczki pre-tRNA. Kolejność „wprowadza­
nia” poszczególnych zmodyfikowanych nukleozydów 
zależy od struktury cząsteczki pre-tRNA w okreś­
lonym etapie dojrzewania (np. obecność intronu) jak 
i od przestrzennego rozmieszczenia w komórce en­
zymów modyfikujących. U Eukaryota  większość en­
zymów modyfikujących tRNA występuje w jądrze, ale 
niektóre —  modyfikujące głównie nukleozydy w pętli 
antykodonowej —  obecne są w cytoplazmie [2].

Eukariotyczne transferowe RNA są na ogół znacz­
nie silniej zmodyfikowane tak pod względem zakresu, 
jak  i liczby rzadkich nukleozydów występujących 
w cząsteczce, niż tRNA prokartiotyczne. N a przykład 
transferowy RNAier z Escherichia coli zawiera dziewięć 
zmodyfikowanych nukleozydów, podczas gdy jego 
odpowiednik u Eukaryota, tRNA f" (izolowany z wąt­
roby szczura) m a ich 14 [3],

Niektóre rodzaje zmodyfikowanych nukleozydów 
tRNA występują w organizmach wszystkich trzech 
królestw: Archaebacteńa, Eubacteria i Eukaryota  (np. 
^ 13, C m 32, m G 37, t6A37, VR38, T^g, ^ 40» ^ 55’ 
m l A48) [3]. Może świadczyć to, że powstały one 
w zamierzchłej przeszłości u wspólnego przodka o r­
ganizmów wszystkich trzech królestw. Nie można 
jednak wykluczyć —  chociaż jest to mało praw dopo­
dobne —  że te rzadkie nukleozydy powstały niezależ­
nie i obecnie obserwowane podobieństwa są wynikiem 
konwergencji. Inne zmodyfikowane nukleozydy wy­
stępują wyłącznie w organizmach reprezentujących 
poszczególne królestwa: np m nm 5s2U (5-metyloami- 
nometylo-2-tiourydyna) w pozycji 34 tRNA, występuje 
tylko u Eubacteria, a cm 5U (5-karboksymetylourydy- 
na) tylko u Eukaryota  [3]. Dla Archaebacteńa charak­
terystyczna jest obecność m llP (1-metylopseudourydy- 
na) w pozycji 54 transferowych RNA, podczas gdy 
u pozostałych organizmów w tej pozycji występuje 
m 5U (rybotymidyna) [3], Rycina 1 przedstawia drugo- 
rzędową strukturę tRNA, w której naniesiono spoty­
kane w poszczególnych jego pozycjach rzadkie nukleo­
zydy. Niniejszy artykuł będzie poświęcony omówieniu 
roli niektórych zmodyfikowanych nukleozydów w pre­
cyzyjnej regulacji procesów życiowych komórki.

II. Rzadkie nukleozydy jako istotny element 
funkcjonalny transferowych RNA

II-1. Fosforybozyloadenozyna (Arp) lub fosfory- 
bozyloguanozyna (Grp) w pozycji 64 inic- 
jatorowych tRNAMet grzybów i roślin

Pomimo, że w przypadku większości aminokwasów 
kod genetyczny jest zdegenerowany, metioninę koduje

tylko kodon AUG. Aby translacja w cytoplazmie 
została prawidłowo zainicjowana tripletem A UG  roz­
poczynającym syntezę peptydu, aparat translacyjny 
komórki musi być zdolny do odróżnienia inicjującego 
kodonu A U G  od kodonów metioninowych znajdują­
cych się wewnątrz mRNA.

W komórkach pro- i eukariotycznych obecne są dwa 
różne metioninowe tRNA — jeden zwany inicjatoro- 
wym —  tRNAJ^ 1 (lub u Prokaryota tR N A fMct), który 
współdziała w inicjacji translacji i drugi — zwany 
elongacyjnym tR N A ^et, który współdziała w wydłuża­
niu rosnącego łańcucha peptydowego. Intensywne 
badania struktury tRNAjMet i tR N A ^et wykazały mię­
dzy innymi obecność hiperzmodyfikowanego nukleo- 
zydu w pozycji 64 tRNAj^ 1 grzybów i roślin. W trze­
ciorzędowej strukturze cząsteczki tRNA, para zasad 
50-64 ramienia rybotymidynowego znajduje się w rejo­
nie rozpoznawanym przez kilka enzymów oddziałują­
cych z tRNA (syntetaza aminoacylo-tRNA alanino- 
wa-Ala RS z E. coli [4], RNaza P [5], bakteryjny 
czynnik elongacyjny Tu [ 6]). Wykazano, że wspo­
mniany hiperzmodyfikowany nukleozyd to fosforybo- 
zylowana w pozycji 2 'OH adenozyna lub guanozyna

Urn,Cm

s2U
Cm
m 5C
o5U

Q ,  a c 4C
m o5U
mcm 5 U
m cm 5s 2U
m anQ
i.in m 5s 2U
cm nm 5U
cm n m 5s 2U

N
YW
02YW
m u
m2A
m s2i 6A
i 6A
m t6A
m 6A
m s2t 6A

Ryc. 1. Ogólny m odel struktury  drugorzędowej transferowych 
kwasów rybonukleinow ych z zaznaczeniem  pozycji ulegają­
cych modyfikacjom . Pogrubionym i kw adratam i zaznaczo­
no pozycje, w których występują konserwatyw ne lub semi- 
konserwatyw ne nukleotydy. W pozycjach 17, 20 i 47 może 
znajdow ać się zm ienna liczba nukleotydów  w zależności od 
rodzaju tRNA. O bjaśnienia skrótów  poszczególnych rzad­
kich nukleozydów  znajdują się w wykazie skrótów.
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[8], w skrócie oznaczana odpowiednio Arp lub G rp 
(Wzory I, II) [7]. Transferowy RNAj^ 1 z Saccharomy­
ces cerevisiae i zarodków pszenicy, któremu „usunięto” 
ten rzadki nukleozyd (poprzez utlenienie nadjodanem 
—  tRNA^xet) odczytuje zarówno wewnętrzne kodony 
metioninowe jak i kodony inicjujące [9]. Mało tego, 
niezmodyfikowany w pozycji 64 tR N A ^ 1 łączy się 
z czynnikiem elongacyjnym EFTu. G T P  z E. coli (czyn­
nik ten jest funkcjonalnym analogiem eukariotycznego 
czynnika EF-1 oc.GTP). Podobnego oddziaływania nie 
zaobserwowano nigdy w przypadku tRNAjMet z Arp 
lub G rp  w pozycji 64. Wydaje się więc, że ta hydro- 
filowa modyfikacja inicjatorowego tR N A ^ 61 uniemoż­
liwia jego wiązanie z czynnikiem elongacyjnym 
E F -la .G T P , tym samym wykluczając go z procesu 
elongacji i czyniąc cząsteczką, k tóra rozpoznaje tylko 
kodony A U G  inicjujące translację [9]. U zwierząt 
w pozycji 64 tRNAjMet występuje zawsze pirymidyna, co 
jak  się wydaje wystarcza by wykluczyć tR N A ^6' z pro ­
cesu elongacji [1, 9].

II-2. Lizy dyna w pozycji 34 tRNA^le z E .co li

W pozycji 34 (pierwsza pozycja antykodonu) trans­
ferowego RNA(le z E.coli występuje zmodyfikowana 
cytydyna-lizydyna. Nukleozyd ten powstaje w wyniku 
kondensacji lizyny z pirymidynowym pierścieniem 
cytydyny (Wzór III) [10]. Wyizolowany gen tRNA(le 
zawiera antykodon CAT —  tak samo jak gen tRNA 
metioninowego. Wykazano jednak, że dojrzały tRNA^le 
nie rozpoznaje kodonów metioniny, natomiast roz­
poznaje jeden z trzech kodonów izoleucyny: kodon 
AUA. Opierając się na tych wynikach można było 
przypuszczać, że prosta modyfikacja posttranskryp- 
cyjna tRNA(le eliminuje możliwość błędnych podsta­
wień w łańcuchu peptydowym izoleucyny w miejscach 
zarezerwowanych dla metioniny (kodon AUG)* oraz 
że niezmodyfikowany tRNA(le będzie w rosnącym 
łańcuchu peptydowym włączał błędnie izoleucynę 
w pozycjach przeznaczonych dla metioniny. M u r a -  
m a t s u  i w s p .  poddali badaniom proces amino- 
acylacji sztucznie skonstruowanego tRNA(le nie zawie-

NH2

Wzór III W zór chemiczny li/ydyny zm odyfikowanego nukleo- 
zydu w pozycji 34 jednego z izoakceptorow ych tR N A lle 
(tRNAye) E. coli.

0

W z ó r  I i II W zory chemiczne Q-(3-rybozylo( I "-2 )-adenozyno-5 "fos­
foranu (Arp) i ()-P-rybozylo( 1 "-2')-guanozyno-5"fosfora- 
nu (Grp) —  zm odyfikowanych nukleozydów występują­
cych w pozycji 64 tRNA|Mel grzybów i roślin.

rającego lizydyny [11]. Okazało się, że był on amino- 
acylowany izoleucyną z wydajnością ponad 10 razy 
niższą niż tRNA(le zawierający lizydynę, co jak się 
wydaje eliminuje błędne włączanie izoleucyny w miejs­
ca metioniny. Okazało się też, że tRNA(le nie zawiera­
jący lizydyny był aminoacylowany metioniną z wydaj­
nością stanowiącą ponad 30% aminoacylacji tR N A ^ ct 
metioniną. W związku z tym można przypuszczać, że 
tRNA^e z antykodonem CAU będzie najpraw dopodo­
bniej w trakcie translacji włączać metioninę w pozyc­
jach dla niej zaprogramowanych. Doświadczenia te 
rzucają światło na sprawę tzw „determinant tR N A ”, 
elementów rozpoznawanych przez poszczególne syn- 
tetazy aminoacylo-tRNA. Wiadomo, że dla amino- 
acylosyntetazy metioninowej (Met RS) z E. coli kryty­
czne są nukleotydy an tykodonu CAU, a zwłaszcza 
nukleotyd w pozycji 34 [12, 13], w której u tR N A Met 
E.coli występuje cytydyna lub N4-acetylocytydyna 
(ac4C) [1]. Nukleotyd ten jest tzw. pozytywną deter­
minantą dla Met RS.

Transferowy tR N A 1]6 nie zawierający lizydyny ma 
identyczny antykodon jak tR N A Met, a poza tym wyka-

* W mitochondriach niektórych organizmów (np. ssaków
i drożdży piekarskich) kodon AUA koduje metioninę. W or­
ganizmach tych brak równolegle tR N A lle zawierającego
lizydynę [11].
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żuje 70% homologii (włączając w to zmodyfikowane 
nukleozydy) z tR N A ^ 0*. Jasne jest więc, że tR N A ‘Je bez 
lizydyny jest aminoacylowany przez Met RS. „Dziki” 
typ tR N A 1]6 (zawierający lizydynę) nie jest amino­
acylowany przez Met RS, a więc ta prosta modyfikacja 
eliminuje błąd mogący powstać w wyniku fałszywej 
aminoacylacji tR N A "6 przez Met RS. A zatem jeden 
zmodyfikowany nukleozyd w tRNA zmienia specyficz­
ność rozpoznawania kodonu przez tRNA, jak  i specyfi­
czność rozpoznawania tRNA przez odpowiednią syn- 
tetazę aminoacylo-tRNA [11].

II-3. 1-metyloguanozyna w pozycji 37 (m1G37) 
w tRNAAsp drożdży

Nukleotydy (lub pary nukleotydów) tRNA, które 
odpowiadają za rozpoznawanie tego ostatniego przez 
specyficzną syntetazę aminoacylo-tRNA (ARS), na­
zwano „determinantami”. Niedawne badania droż- 
dżowego tR N A Asp wykazały, że również zmodyfikowa­
ne nukleozydy mogą pełnić krytyczną rolę w prawid­
łowym rozpoznawaniu tRNA:ARS. W tR N A Asp 
z drożdży występuje osiem zmodyfikowanych post- 
transkrypcyjnie nukleozydów, w tym dwa zawierające 
alkilowane zasady: 1-metyloguanozyna (m 1G 37) i 5- 
metylocytydyna (m5C 49) [1], Pierwotny transkrypt 
tR N A Asp (powstający w układzie in vitro zawierającym 
polimerazę RNA faga T7), nie posiadający żadnych 
zmodyfikowanych nukleozydów, jest aminoacylowa­
ny przez syntetazę asparaginianową aminoacylo- 
tRNA (Asp RS) z tą samą wydajnością co „dziki” typ 
tR N A Asp, zawierający wszystkie rzadkie nukleozydy. 
Transkrypt tR N A Asp pozbawiony zmodyfikowanych 
nukleozydów ulega także „arginylacji” w reakcji z syn- 
tetazą argininową aminoacylo-tRNA (Arg RS) [15]. 
Zmodyfikowany tR N A Asp nie jest dobrym substratem 
dla Arg RS. Porównanie niezmodyfikowanego 
„tR N A Asp” i zmodyfikowanego tR N A Asp pod względem 
specyficzności w stosunku do Arg RS wskazuje, że 
specyficzność tego pierwszego jest 300-500 razy 
wyższa. Jaki element struktury tR N A Asp zapewnia tak 
wysokie powinowactwo do Asp RS eliminując moż­
liwość błędnej aminoacylacji przez Arg RS? M ożna go 
nazwać „antydeterm inantą”, gdyż nie odgrywa on roli 
w rozpoznawaniu tR N A Asp przez specyficzną Asp RS, 
a jedynie uniemożliwia fałszywą aminoacylację w reak­
cji z Arg RS. Z doświadczeń wynika, że są nim 
zmodyfikowane nukleozydy tR N A Asp, które chronią tę 
cząsteczkę przed błędną aminoacylacją [14]. Dane 
z laboratorium  R . G i e g e sugerują pośrednio, że rolę 
antydeterminanty w reakcji arginylacji prowadzonej 
przez Arg RS pełni 1-metyloguanozyna w pozycji 37 
dojrzałego tR N A Asp [15].

Niedawno opublikowana została praca, w której 
wykazano, że aminoacylacja tRNA ani translacja nie 
są zależne od modyfikacji cząsteczki tRNA [16]. Praca 
ta dotyczy szczególnego przypadku —  tR N A Gly z M y ­
coplasma mycoides. Należy tu zaznaczyć, że tRNA

z tego organizmu charakteryzują się szczególnie małą 
zawartością zmodyfikowanych nukleozydów [ 1].

II-4. Pochodne adenozyny w pozycji 37 (A37) 
tRNA rozpoznających kodony zaczynające 
się urydyną (UNN).

U Salmonella typhimurium  wszystkie tRNA (z wyjąt­
kiem tRN Af y) [ 1], które rozpoznają kodony rozpo­
czynające się od urydyny mają w pozycji 37 zmodyfi­
kowaną adenozynę: ms2io6A (2-metylotio-N6-hydro- 
ksyizopentenyloadenozyna). Jednym z kodonów za­
czynającym się od urydyny jest kodon stop typu amber 
(UAG). Każdy kodon mRNA znajduje się w okreś­
lonym otoczeniu (ang. codon-context) nukleotydów. 
Wiadomo, że w supresjach typu nonsens, zmiana sensu 
i przesunięcie ramki odczytu, otoczenie kodonu wpły­
wa na wydajność supresji. Szczególnie istotny jest 
nukleotyd znajdujący się po 3' stronie kodonu ulegają­
cego supresji [17]. Wpływ nukleozydu ms2io6A na 
„wrażliwość” supresorowych tRNA na sąsiedztwo 
kodonów ulegających supresji wykazano w pracowni 
G. B j o r k a [18]. I tak podczas gdy w komórkach S. 
typhimurium  mia A + supresorowe tR N A Tyr i tR N A Ser 
były całkowicie zmodyfikowane w pozycji 37 
(ms2io6A), w komórkach miaA~ zawierały w tej pozy­
cji niezmodyfikowaną adenozynę. W obu typach ko­
mórek wydajność translacji w obecności supresoro­
wych tRNA wzrastała, gdy po 3’ stronie kodonu 
znajdowała się adenozyna zamiast cytozyny. Jednak, 
podczas gdy w szczepie miaA~ (A37 niezmodyfikowa- 
na) wydajność rozpoznawania kodonu amber po zmia­
nie C->A była sześciokrotnie wyższa, to w szczepie 
m iaA + —  tylko półtorakrotnie. M ożna więc sądzić, że 
tRNA nie zawierające m s2io6A są znacznie bardziej 
wrażliwe na wpływ nukleotydów sąsiadujących z 3’ 
strony kodonu ulegającego supresji niż tRNA mające 
w pozycji 37 m s2io6A. Wyjaśniają to wyniki uzyskane 
wcześniej przez H . G r o s j e a n ’a [1 9 ] ,  który wykazał, 
że puryna w pozycji 37 tR N a oddziałuje z pierwszym 
nukleotydem kodonu, zaś pierwsza zasada antykodo- 
nu z nukleotydem po 3’ stronie kodonu (Ryc. 2). Tak 
więc kodon UAG-A zapewnia znacznie większą stabil­
ność oddziaływań z antykodonem CUA-A niż kodon 
UAG-C. Kompleks kodon-antykodon jest najmniej 
trwały, gdy w pozycji 37 tRNA występuje niezmodyfi- 
kowana adenina, a po stronie 3’ kodonu — cytozyna. 
Przy braku modyfikacji w pozycji 37, tylko oddziały­
wanie:

5.NUAGA3, (kodon)

tA A U C 5. (antykodon)

umożliwia uzyskanie większej stabilności kompleksu 
kodon-antykodon. Obecność rzadkiego nukleozydu 
m s2io6A podwyższa stabilność kompleksu niezależnie 
od sąsiedztwa po stronie 3’kodonu, co tłumaczy nie- 
wrażliwość supresorowych tRNA zawierających 
m s2io6A na otoczenie kodonu. Może to mieć duży
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Ryc. 2. M odel oddziaływań kodon-an tykodon  kodonu am bcr 
(UAG) z antykodonem  supresorow ego tRN A , uwzględ­
niający zaangażow anie nukleotydów  po 3' stronie kodonu 
((C/A)3'). W m odelu tym C 34 oddziałuje z nukleotydem  po 
3' stronie kodonu (zaznaczono na rysunku strzałką), 
U 35 i A 36 oddziałują odpow iednio z G  i A kodonu, 
a m s2io6A z pierwszym nukleotydem  kodonu (U) [18].

wpływ na sprawność odczytywania kodonów rozpo­
czynających się urydyną przez tRNA posiadające 
w pozycji 37 zmodyfikowaną adenozynę (ms2io6A). 
W pracowni G. B j o r k a ,  gdzie wyizolowano szereg 
szczepów z defektami w poszczególnych stadiach po­
wstania tego rzadkiego nukleozydu: A37 -► i6A 37 —► 
-> ms2i6A 37 -> ms2io6A 37 wykazano, że obecność nie- 
zmodyfikowanej adenozyny w pozycji 37 lub obecność 
tylko izopentenylowanej adenozyny (i6A) powoduje 
obniżenie wydajności translacji odpowiednio dziesię- 
cio- i dwukrotnie w porównaniu z wydajnością trans­
lacji w szczepie dzikim [20].

Innym przykładem modyfikacji w pozycji 37 tRNA 
jest 1-metyloguanozyna (m lG). Nukleozyd ten wy­
stępuje u Salmonella typhimurium  w tRNA, które 
„czytają” kodony typu C(U/C/G)N (gdzie N  =  A, C, 
G, U) [1], Wykazano, że brak tej metylacji powoduje 
obniżenie tempa wzrostu komórek, jak również in­
dukuje zdolność supresji mutacji typu „przesunięcie 
ramki odczytu”. Zmiana kodonu C C N  na „C C C N ” 
jest „czytana” przez tR N A Pro jako  kodon włączający 
prolinę, wówczas gdy brak w tym tRNA metylacji 
w pozycji G 37. Tym samym 1-metyloguanozyna w po­
zycji 37 tR N A Pro wydaje się chronić komórkę przed 
mutacjami typu przesunięcie ramki odczytu w przypa­
dku, gdy w m RNA pojawi się ciąg nukleotydów 
cytydynowych. Autorzy tłumaczą to zjawisko zakłada­
jąc, że niezmodyfikowana guanozyna w pozycji 37 
(pierwsza pozycja za antykodonem) tworzy wiązanie 
typu Watson-Crick z pierwszą zasadą kodonu(C), 
umożliwiając tym samym prolinowemu tRNA od­
czytanie kodonu czterozasadowego [21], Ponieważ 
m !G w pozycji 37 występuje w tRNA czytających 
kodony typu C(U/C/G)N u Eubacteria, Eukaryota  
i Archaebacteria wydaje się, że rola tego nukleozydu 
jest we wszystkich trzech królestwach taka sama.

II-5. Zmodyfikowane nukleozydy w pozycji 34 
tRNA „czytających” kodony typu Nao.

W eubakteryjnych i eukariotycznych tRNA dla 
lizyny, kwasu glutaminowego i glutaminy w pozycji 34 
znajduje się zmodyfikowana urydyna. Jest to 2-tioury- 
dyna (s2U), k tóra może zawierać dodatkow o kilka 
różnych podstawników np.: 5-metyloaminometylo-2- 
-tiourydyna (m nm 5s2U), 5-karboksymetyloaminome- 
tylo-2-tiourydyna (cmnm5s2U) lub 5-metoksykarbo- 
nylometylo-2-tiourydyna (mcm5s2U). W pozycji 34 
tR N A Gln można również znaleźć 2,-0-metylourydynę 
( U J  [1]. Wymienione tRNA „czytają” kodony typu 
NA£, gdzie N  =  A, C, G, U. W pracowni G. B j o r k a  
wyizolowano m utanty E. coli niezdolne do syntezy 
m n m 5s2U [22] i zbadano wpływ braku tego rzadkiego 
nukleozydu na wydajność translacji. Użyto w tym celu 
supresorowego tRNAt)AA (zdolnego do czytania non­
sensownych kodonów  ochre-UAA i amber UAG) 
i połączonych genów lacI-lacZ z wprowadzonymi 
w obrębie lacl kilkoma kodonami ochrę i amber. 
W przypadku kodonów am ber (UAG), niezmodyfiko- 
wany tR N A [AA zachowywał się jak supresor z wydaj­
nością stanowiącą 30-70% wydajności supresorowej 
tR N A [AA zawierającego zmodyfikowany nukleozyd. 
Wynika stąd, że tRNA[)AA nie tylko działa słabo jako 
supresor kodonów amber, gdy pozbawiony jest 
m n m 5s2U, lecz jest również wrażliwy na „sąsiedztwo” 
kodonu ulegającego supresji (różnice procentowe 
w spadku wydajności translacji). Supresja kodonów 
ochrę była również obniżona, ale nie tak, jak w przy­
padku kodonów amber. Również i tu obserwowano 
wrażliwość supresorowego, niezmodyfikowanego 
tRNA „na sąsiedztwo” kodonu ulegającego supresji 
[22]. W opisanym przypadku brak zmodyfikowanego 
nukleozydu w pozycji 34 tRNA miał podobne konsek­
wencje jak  brak m s2io6A w pozycji 37 tRNA —  to jest 
uwrażliwienie tRNA na otoczenie kodonów „czyta­
nych” przez te RNA oraz redukcję wydajności trans­
lacji. Defekty te mogą zatem zakłócić całość procesów 
życiowych zachodzących w komórce.

W transferowych RNAGlu i tR N A L,z niektórych 
mikroorganizmów (jak i komórek rakowych) stwier­
dzono w pozycji 34 tRNA obecność 5-metyloamino- 
metylo-2-selenourydyny (m nm 5Se2U) [23-25]. Form a 
ta powstaje z analogu zmodyfikowanego nukleozydu 
(m nm 5S2U) poprzez eliminację siarki i zastąpienie jej 
selenem [26]. Obecność selenu w tR N A Glu’ Llz wydaje 
się powodować preferencyjne „czytanie” kodonów, 
które w trzeciej pozycji tripletu zawierają guanozynę. 
Z kolei „siarkowa” odm iana tej modyfikacji preferuje 
kodony zawierające w trzeciej pozycji tripletu adeno­
zynę [27]. Istnieje ścisła, odw rotna korelacja pomiędzy 
poziomem selenowych nukleozydów w tRNA, a tole­
rancją mikroorganizmu na tlen. Methanococcus van- 
nielii —  mikroorganizm wymagający do życia w arun­
ków anaerobowych, jest szczególnie bogaty w zm ody­
fikowane selenem tRNA. Z kolei. E. coli, k tó ra  toleruje
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zarówno warunki tlenowe jak i beztlenowe, zawiera ich 
znacznie mniej. Sugeruje to, że seleno-tRNA mogą 
pełnić szczególną rolę w syntezie białek ulegających 
ekspresji w warunkach beztlenowych.

Innym przykładem modyfikacji pozycji 34 jest 
tRNAj^et E. coli zawierający ac4C (acetylocytydynę) 
[1]. Inicjatorowy tR N A Met E. coli zawiera w tej pozycji 
niezmodyfikowaną cytydynę [1], Po chemicznym 
„usunięciu” modyfikacji z tRNA™ct wiązał się on dwa 
razy lepiej do rybosomu w kompleksie z mRNA 
zawierającym kodony AUG, niż cząsteczka zmodyfi­
kowana. Obecność ac4C powodowała jednak obniże­
nie poziomu mylnego odczytywania in vitro kodonów 
AUA izoleucyny (patrz rozdz 2). Wyniki te wskazują, 
że funkcją nukleozydu ac4C jest przede wszystkim 
redukcja mylnych podstawień w trakcie translacji [28].

U większości organizmów prokariotycznych i euka­
riotycznych transferowe RNA specyficzne dla kwasu 
asparaginowego, asparaginy, histydyny i tyrozyny 
mają w pozycji 34 hiperzmodyfikowany nukleozyd 

-  kuozynę (ang. -ąueuosine) (7-[4,5-cis, dihydroksy-
l-cyklopenteno-3-amino-metylo]-7-deazaguanozynę) 
[29,30], Ta bardzo charakterystyczna modyfikacja 
zachodzi poprzez wycięcie guaniny w pozycji 34 
i wprowadzenie w to samo miejsce kuiny lub jej 
prekursora [31]. Reakcję tę przeprowadza enzym 
zwany transglikozylazą tRNA-guaninową lub po p ro ­
stu Q insertazą [32]. Synteza kuiny zachodzi w bak­
teriach, lecz nie zaobserwowano jej u Eukaryota  
[33,34]. W ykazano natomiast, że ssaki uzyskują ją 
z pożywienia lub z flory bakteryjnej jelit [35].

Transferowe RNA zawierające Q 34 czytają kodony 
NAU i NAC, gdzie N =  A, U, G, C.

W pracowni E. K u b 1 i do oocytów Xenopus laevis 
wstrzyknięto tR N A Tyr zawierający antykodon Q ¥ A , 
lub G ¥ A ,  oraz RNA wirusa mozaiki tytoniu. W ykaza­
no, że tR N A Tyr bez kuiny mylnie rozpoznawał kodony 
stop typu amber (zachowywał się jak tRNA sup- 
resorowy), podczas gdy tR N A Tyr zawierający kuinę nie 
oddziaływał z tym kodonem powodując terminację 
translacji [36], Stosując podobny układ E. K u b 1 i 
wykazał, że tR N A Hls, zawierający antykodon G U G , 
preferował zdecydowanie jeden z kodonów histydyny: 
CAC, natomiast tR N A Hls, zawierający antykodon 
Q U G , wykazywał tylko niewielką preferencję w sto­
sunku do tego kodonu, czytał natomiast wydajnie 
kodony CAU [37], Kuina wydaje się więc pełnić 
funkcję zbliżoną do wcześniej omówionych funkcji 
zmodyfikowanych nukleozydów w pozycjach 34 i 37 
— warunkuje precyzyjne odczytywanie kodu genety­
cznego.

Zmiany w poziomie modyfikacji Q zaobserwowano 
w różnych stadiach rozwojowych organizmów. 85% 
tR N A Tyr z zarodków pszenicy zawiera antykodon 
Q ¥ A ,  a tylko 15% G ¥ A .  Natom iast tRN A Tyr izo­
lowany z liści pszenicy zawierał tylko hipozmodyfiko- 
wany antykodon G ¥ A .  Stwierdzono, że także tR N A Tyr 
izolowany z roślin tytoniu zawiera antykodon G ¥ A

[38]. U zwierząt, tRNA zawierające kuinę są charak­
terystyczne dla dojrzałych tkanek. Retikulocyty i wąt­
roba płodu owcy zawierają znaczne ilości tRNA 
z G  zamiast Q w pierwszej pozycji antykodonu, 
podczas gdy w ątroba dojrzałych zwierząt zawiera 
głównie tRNA z kuiną [39].

W wielu rodzajach tkanek rakowych obserwuje się 
całkowity brak kuiny [40]. Po podaniu kuiny do 
hodowli komórek rakowych chomika (CHT) (w k tó­
rych kuina nie występuje) obserwowano włączanie 
tego związku do hipozmodyfikowanych tRNA. Co 
najważniejsze, nadmiar kuiny hamował wzrost tych 
kom órek [41]. Podobne wyniki uzyskano w przypad­
ku guzów mysich [42,43]. Autorzy tych badań sugeru­
ją, że brak kuiny może być odpowiedzialny za zmiany 
w ekspresji genetycznej, które prowadzą do rozwoju 
guzów. Przyczyny braku kuiny w badanych kom ór­
kach rakowych (jak i w niezróżnicowanych młodych 
kom órkach zwierzęcych) nie są znane. Wiadomo, że 
brak nukleozydu Q w odpowiednich tRNA nie jest 
spowodowany nieobecnością transglikozylazy tRNA 
guaninowej, ponieważ zawartość tego enzymu w ko­
m órkach rakowych i zdrowych jest zbliżona [40].

II-6. Pseudourydyna (¥ )  w pozycjach 38 i 39 
t R N A H,s S. typhimurium

U Salmonella typhimurium  operon histydynowy 
składa się z dziesięciu genów [44]. Jego ekspresja jest 
regulowana przez poziom histydyny w środowisku. 
Region kontrolny operonu zawiera sekwencje, które 
po przepisaniu w mRNA, tworzą helikalną strukturę 
typu szpilki do włosów. Za bogatym w pary G-C 
ramieniem występuje ciąg dziewięciu urydyn. Struk­
tury tego typu są sygnałami terminacji transkrypcji 
[44] pełniąc równocześnie rolę atenuatora operonu. 
Region kontrolny koduje peptyd składający się z 16- 
aminokwasów, w skład którego wchodzi ciąg aż 
siedmiu histydyn. Regulacja ekspresji operonu polega 
na powstawaniu alternatywnych form mRNA, które 
tworzą lub nie charakterystyczną strukturę atenuato­
ra. Rodzaj powstającego m RNA zależy od odległości 
między rybosomem a polimerazą RNA syntetyzującą 
m R N N . Jeśli rybosom „podąża” w ślad za polimerazą 
RNA (tym samym bardzo szybko „przebija się” przez 
ciąg siedmiu kodonów histydyny w mRNA), tworzy się 
s truk tura atenuatorow a powodująca przerwanie 
transkrypcji. Spowolnienie translacji w stosunku do 
transkrypcji (z powodu braku histydylo-tRNAHls) po­
woduje powstanie alternatywnej do atenuatora struk­
tury m RNA i umożliwia derepresję operonu histydy- 
nowego [45]. W pracowni J. R. R o t h ’a [45] do 
badań nad modelem regulacji histydynowego operonu 
wykorzystano m utanta  his T [46], który wykazywał 
konstytutywną ekspresję operonu i charakteryzował 
się brakiem pseudourydyn (¥ )  w pozycji 38 i 39 
w tR N A Hls [47]. tR N A Hls nie posiadający ¥ 38,39 nie był 
w stanie, pomimo normalnej aminoacylacji, dekodo­
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wać z odpowiednią szybkością siedmiu tripletów his- 
tydynowych powodując tym samym stałą derepresję 
operonu. Wyniki te wskazują, że brak pseudourydyn 
w pozycjach 38 i 39 (pętla i ramię antykodonowe) 
wpływa negatywnie na oddziaływanie kodon-anty- 
kodon. Mechanizm osłabienia tych oddziaływań jest 
nieznany. Warto jednak wspomnieć, że supresorowy 
tRNAuAG, który z powodu mutacji his T  nie zawiera 
również 4 ^  i 4*39, nie jest wydajnym supresorem 
w porównaniu z tRNAuAG posiadającym w pozycjach 
38 i 39 pseudourydyny. Ponieważ syntaza pseudo- 
urydynowa modyfikująca pozycje 38, 39, 40 działa na 
różne rodzaje tRNA, wszystkie one będą praw dopodo­
bnie hipozmodyfikowane w przypadku braku aktyw ­
nego enzymu. Ogólny efekt tych hipomodyfikacji nie 
jest jednak drastyczny, skoro mutanty his T S. typ- 
himurium wykazją w stosunku do szczepu dzikiego 
jedynie nieznacznie spowolniony wzrost.

III. Podsumowanie

Przegląd funkcji zmodyfikowanych nukleozydów 
w procesach, w których bierze udział transferowy RNA 
pokazuje, jak ważną spełniają one rolę w precyzyjnym 
funkcjonowaniu całego aparatu  syntezy białka. Nie 
został jednak dotąd wykryty żaden zmodyfikowany 
nukleozyd w tRNA, którego brak byłby dla komórki 
letalny lub poważnie uszkadzał jej funkcjonowanie.

U Eukaryota  istnieje tendencja do „tracenia intro- 
nów” w genach tRNA. Im wyżej stoi organizm „na 
drabinie ewolucyjnej”, tym mniej posiada genów 
tRNA z intronami. U Saccharomyces cerevisiae wy­
stępuje dziewięć rodzin genów tRNA z sekwencjami 
intronowymi, podczas gdy u człowieka stwierdzono 
jak dotąd, obecność tylko dwóch takich rodzin. Są to 
rodziny kodujące cytoplazmatyczne tRN A Tyr (anty- 
kodon G 4/A) tR N A Leu (antykodon m 5CAA). U wszyst­
kich dotąd poznanych organizmów eukariotycznych 
geny tych dwóch rodzin tRNA posiadają introny. 
Wykazano, że introny w pre-tRNATyr i pre-tRN ALeu są 
niezbędne dla powstania pewnych zmodyfikowanych 
nukleozydów [48, 49]. Doświadczenia przeprowadzo­
ne ze zmutowanymi tR N A Tyr i tR N A Leu (których 
pre-tRNA nie zawierały intronów, a tym samym 
odpowiednich rzadkich nukleozydów) wykazały 
w obu przypadkach niską wydajność odczytywania 
odpowiednich kodonów. Obecność intronów jest tu 
niezbędna dla powstania rzadkich nukleozydów, co 
tłumaczy nacisk selekcyjny na ich utrzymanie w ge­
nach. Oprócz roli w procesie biosyntezy białka, tRNA 
pełnią również inne funkcje w komórce. Biorą one 
udział między innymi w syntezie chlorofilu [50], 
inicjowaniu reakcji odwrotnej transkrypcji [51], 
w procesie degradacji białka [52] a także, jak wykaza­
no ostatnio, w syntezie endotoksyn [53]. Niezwykle 
interesujące byłoby sprawdzenie czy i w tych procesach 
rzadkie nukleozydy są istotne dla funkcjonowania 
transferowych RNA.
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dopirymidyna; Fapy-Gua -— 2,6-diamino-4-hydroksy-5- 
formamidopirymidyna; Fapy-7-MeG — 2,6-diamino-4-hyd- 
roksy-5N-metylo-formamidopirymidyna; N-7-M eG —  N-
7-metyloguanina; D M S —  siarczan dwumetylu; M M S — su­
lfonian metanometylowy; M N N G  — N-metylo-N'-nitro- 
N-nitrozoguanidyna; miejsca AP —  miejsca apuryno- 
we/apirymidynowe; AZT —  azydotymidyna; dA — dezok- 
syadenozyna; dG  — dezoksyguanozyna; dC — dezoksycyty- 
dyna; dT —  dezoksytymidyna.

I. Wstęp

Aktywne formy tlenu są mediatorami wielu proce­
sów fizjopatologicznych takich jak zapalenie [ 1], nie­
dokrwienie [2, 3], dystrofia mięśniowa, procesy starze­
nia i nowotworowe [4, 5], a także niektórych chorób 
dziedzicznych jak mukowiscydoza [ 6]. Aktywacja 
tlenu zachodzi w wyniku oddziaływania na organizmy 
czynników fizycznych (promieniowanie jonizujące, ult­
rafioletowe), chemicznych oraz w toku przemian meta­
bolicznych. W trakcie procesów oddechowych w mito- 
chondriach, a także w peroksyzomach w wyniku 
aktywności oksydaz powstaje nadtlenek wodoru 
(H 20 2). W mitochondriach tworzony jest również 
anion nadtlenkowy (Oź ). Powstaje on także w błonach 
leukocytów podczas fagocytozy [7] oraz w trakcie 
utleniania substancji endogennych i egzogennych 
przez mikrosomalny układ reduktaza N A D PH -cyt 
P-450 i cytochrom P-450. Niektóre antybiotyki o stru­
kturze chinonowej (adriamycyna, mitomycyna C) ule­
gają przemianie do bardzo reaktywnych semichino- 
nów przez reduktazę NA D PH -cyt P-450 [8].

Innym źródłem tworzenia aktywnych form tlenu są 
reakcje fotosensybilizacji. Zarówno składniki kom ó­
rek (flawiny, porfiryny) jak i wiele barwników (ak- 
rydyny, błękit metylenowy, czerwień obojętna) oraz 
biologicznie czynnych leków (fenotiazyny, tetracyk­
liny, tiazydy) są zdolne do absorpcji światła widzial­
nego lub ultrafioletowego ulegając wzbudzeniu. 
W zbudzona cząsteczka fotosensybilizatora, bądź bez­
pośrednio reaguje z DNA tworząc rodniki kationów 
zasad lub addukty (reakcje typu I), bądź aktywuje tlen 
cząsteczkowy do tlenu atomowego lub anionu nad ­
tlenkowego (reakcje typu II) [9]. Tlen atomowy jest 
zdolny do bezpośredniego utleniania zasad DNA. 
Anion nadtlenkowy nie modyfikuje DNA, ale w obec­
ności katalitycznej ilości metali przejściowych (np. 
Fe + 3) daje początek tworzeniu rodników hydroksy­
lowych ( OH) w tzw. reakcji Haber-Weissa:
202“ +  2 H + -> H 20 2 +  0 2 (1)
M e3+ +  0 2~ -► M e2+ +  0 2 (2)
M e2+ +  H 20 2 -» M e3+ +  OH  +  O H - (3, tzw re­

akcja Fen- 
tona)

Reaktywność rodników hydroksylowych jest o kilka 
rzędów większa niż tlenu atomowego. Aktywne formy 
tlenu uszkadzając kwasy nukleinowe, lipidy i białka 
mogą przyczyniać się do inicjacji procesów patologicz­
nych. Niniejszy artykuł ogranicza się do omówienia

utleniania puryn, właściwości mutagennych oraz na­
prawy oksydacyjnych uszkodzeń puryn w komórkach 
Escherichia coli.

II. Oksydacyjne modyfikacje puryn

Czynniki utleniające wprowadzają do DNA róż­
nego typu uszkodzenia w różnych proporcjach w zale­
żności od stosowanego czynnika. Ponadto  produkty 
utleniania puryn in vitro są różne dla wolnych nukleo- 
zydów i zasad zawartych w DNA.

II-l. Utlenianie wolnych nukleozydów

Pod wpływem fotosensybilizatorów i światła z 2'- 
dezoksyadenozyny powstają 2'-dezoksyinozyna oraz 
8-oxo-7,8-dihydro-2'-dezoksyadenozyna (8-oxodA) 
[10,11]. Głównym produktem  utleniania dA po na­
świetleniu promieniowaniem jonizującym jest 8-0 x0- 
dA [12].

Z 2'-dezoksyguanozyny, po naświetleniu promienio­
waniem jonizującym [ 10] oraz pod wpływem fotosen­
sybilizatorów działających według reakcji typu I (np. 
ryboflawiny) i tworzących kationy rodnika guanozyny 
powstają 2,2-diamino-4-[(2-dezoksy-(3-D-erytropen- 
tafuranozyl)-amino]-5-(2H)-oxazolon i jego prekursor
2-amino-5-[(2-dezoksy-P-D-erytropentafuranozyl)-a- 
mino]-4-imidazolon (Rys. 1) [13], Pod wpływem pro ­
mieniowania jonizującego zachodzi również hydro- 
ksylacja węgla C -8 pierścienia imidazolowego [14], 
jednak w przypadku wolnych nukleozydów jest to 
proces marginalny, zaś ilość wytworzonej 8-oxo-7,8- 
dihydro-2'-dezoksyguanozyny (8-oxodG) nie jest p ro ­
porcjonalna do dawki promieniowania gamma, pozo­
stając praktycznie na stałym poziomie.

II-2. Utlenianie puryn w wyizolowanym DNA

Promieniowanie jonizujące [15], nadtlenek wodoru 
[16], odczynniki Fentona [17] oraz kompleks jonu 
miedziowego z 1,10-fenantroliną [18] powodują 
w DNA in vitro (Rys. 1): (i) hydroksylację zasad 
w pozycji C 8, co prowadzi do tworzenia 8-oxodA 
i 8-oxodG, (ii) otwieranie pierścieni imidazolowych 
dające 4,6-diamino-5-formamidopirymidyny (Fapy- 
Ade) i 2,6-diamino-4-hydroky-5-formamidopirymidy- 
ny (Fapy-Gua) oraz (iii) powstawanie 8-5'-cyklicznych 
pochodnych 2'dezoksyguanozyny i 2'dezoksyadenozy- 
ny. Interakcja jonów metali z aktywnym tlenem wyda­
je się mieć istotny wpływ na spektrum powstających 
uszkodzeń. Inkubacja DNA z nadtlenkiem wodoru 
w warunkach nierodnikowych, tzn. pozbawionych 
śladowych ilości metali prowadzi do niemal selektyw­
nego powstawania N-l tlenku adeniny (Rye. 1) [19].

II-3. Utlenianie puryn w DNA komórkowym

W kom órkach ssaków traktowanych nadtlenkiem

92 PO STĘPY B I O C H E M I I  3 9 ( 2 ) ,  1 9 9 3http://rcin.org.pl



wodoru zaobserwowano występowanie 8-oxodA 
i 8-oxodG [20, 21]. 8-oxodG znajdowano również 
w kom órkach ssaków poddanych promieniowaniu 
jonizującemu [22] i innym czynnikom utleniającym 
[23, 24]. W nowotworach wątroby szczurów eks­
ponowanych na działanie kancerogenów chemicznych 
obserwowano tworzenie Fapy-G ua [25]. W DNA 
izolowanym z ludzkich guzów piersi stwierdzono 
występowanie 8-oxodG, Fapy-Gua, 8-oxodA [26]. 
W DNA Proteus mirabilis traktowanego nadtlenkiem 
wodoru zaobserwowano tworzenie N -l- tlenku adeni­
ny [ 11].

III. Kodujące właściwości utlenionych puryn

Badania nad właściwościami kodowania utlenio­
nych puryn dotyczyły jedynie 8-oxodG i 8-oxodA. 
Konsekwencje obecności w DNA innych oksydacyj­
nych uszkodzeń puryn nie są znane. Dostępne są 
jedynie dane o właściwościach kodowania Fapy-7- 
metyloguaniny, modyfikacji zbliżonej strukturalnie do 
Fapy-Gua, lecz powstającej na skutek metylacji guani- 
ny w pozycji N-7, a następnie otwarcia pierścienia 
imidazolowego pomiędzy C 8 i N9.

III-I. 8-oxo-7,8-dihydroguanina

Właściwości kodujące 8-oxodG były badane po raz 
pierwszy przez K u c h i n o  i ws p .  [27]. Replikacja 
syntetycznych oligonukleotydów z pojedynczą resztą 
8-oxodG przez polimerazę DNA I z E.coli wykazała, 
że obecność tej zmodyfikowanej zasady nie blokuje 
replikacji, ale naprzeciw 8-oxodG są włączane wszyst-

Rys. 1. P rodukty  utleniania nukleozydów purynowyeh in vitro: 
1. 2 '-dezoksyinozyna; 2. 8-oxo-7,8-dihydro-2'-dezoksyade- 
nozyna; 3. dezoksynukleozyd 4,6-diam ino-5-form am idopi- 
rymidyny; 4. N -l-tlenek  2 '-dezoksyadenozyny; 5. 8,5'- 
-cyklo-2'-dezoksyadenozyna; 6. 8,5'-cyklo-2'-dezoksy- 
guanozyna; 7. 8-oxo-7,8-dihydro-2'-dezoksyguanozyna; 
8. dezoksynukleozyd 2,6-diam ino-4-hydroksy-5-form am i- 
dopirym idyny; 9. 2-amino-5-[(2-dezoksy-[3-D-erytropenta- 
furanozyl)-am ino]-4-im idazolon; 10. 2,2-diamino-4-[(2-
dezoksy-(3-D-erytropentafuranozyl)-amino]-5-(2H)-oxazolon

kie 4 nukleotydy z jednakową częstością. W badaniach 
K u c h i n o  i ws p .  [27] nieoczekiwanie zaobser­
wowano również błędy w kodowaniu pirymidyn sąsia­
dujących z 8-oxodG. Dalsze badania nie potwierdziły 
jednak tych obserwacji. S h i b u t a n i  i ws p .  [28] 
w podobnych eksperymentach wykazali, że naprzeciw 
8-oxodG były włączane specyficzne d C M P  i dAMP. 
Stosunek włączania d C :d A  naprzeciw 8-oxodG był 
różny w zależności od użytej polimerazy DNA i wyno­
sił: 7:1 dla polimerazy DNA I z E.coli, 4:1 dla 
polimerazy p z komórek HeLa, 1:200 dla polimerazy 
a  z komórek HeLa i 1:5 dla polimerazy c t  z  grasicy 
cielęcej. Stałe Michaelisa (Km) dla włączania dC lub dA 
naprzeciw 8-oxodG były 3-35 razy wyższe niż przy 
włączaniu dC naprzeciw dG; również przy inkor­
poracji następnego nukleotydu do nowosyntetyzowa- 
nej nici, K mdla tego nukleotydu było 2-100 razy wyższe 
dla par 8-o x o d G :d C  i 8-oxodG :dA  niż dla pary 
d G :d C .  Chociaż więc obecność 8-oxodG w matrycy 
nie blokuje replikacji DNA, to zmniejsza szybkość 
syntezy. Dla wszystkich badanych polimeraz DNA 
wydłużanie pary 8-oxodG : dA zachodziło przy niższej 
stałej Michaelisa i z większą szybkością maksymalną 
niż wydłużanie pary 8-o x o d G :d C  [28]. Błędnie włą­
czona dA naprzeciw matrycowej dG była rozpoznawa­
na i wycinana przez 3' -» 5' egzonukleolityczną aktyw­
ność polimerazy DNA I z E. coli, jednakże ani dA, ani 
dC nie była wycinana z syntetyzowanego łańcucha po 
sparowaniu z 8-oxodG [28].

M utagenną specyficzność 8-oxodG ustalono na 
podstawie badań mutagenezy kierowanej. Obecność 
pojedynczej reszty 8-oxodG w jednoniciowym wek­
torze fagowym indukowała transwersje G - + T  w ko­
mórkach E.coli z częstotliwością 0,5-1% [29]. Użycie 
dwuniciowego plazmidu z wydeletowanym fragmen­
tem jednej nici, gdzie jedna reszta 8-oxodG występo­
wała na nici pojedynczej, pozwoliło stwierdzić, że 
8-oxodG nie hamuje wydajności transformacji plaz­
midu do komórek E.coli. W miejscu uszkodzenia 99% 
transformantów posiadało pary G : C, jednakże 1 % 
zawierał transwersje G -> T. Nie stwierdzono również 
mutacji zasad sąsiadujących z 8-oxodG [30], Indukcja 
systemu SOS w komórkach E.coli (układu napraw ­
czego, który kosztem obniżenia wierności replikacji 
i podwyższenia częstości mutacji zwiększa przeżycie po 
uszkodzeniu DNA [31 ]) nie zmieniała ani częstotliwo­
ści ani specyficzności mutacji powstających na m at­
rycy zawierającej 8-oxodG [30]. W kolejnych bada­
niach [32], w których dwuniciowe DNA fagowe nie 
zawierało 8-oxodG naprzeciw luki w drugiej nici, 
a luka ta była uzupełniana przez polimerazę z faga T7 
w obecności mieszaniny nukleotydów zawierającej 
8-oxodG T P zamiast dG TP, częstotliwość mutacji wy­
nosiła 16%, a 76 z 78 zaobserwowanych substytucji 
zasad były transwersami A -> C, zaś 2 pozostałe 
G -* T. Wyniki te wskazują, że 8-oxodG T P może być 
włączana do D NA  podczas replikacji. Błędne paro­
wanie 8-oxodG z dA prowadzi do powstawania trans-
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wersji G : C -> T : A, jeśli 8-oxodG występuje w m at­
rycy lub transwersji A : T -> C : G, jeśli jest ona włą­
czana do nowosyntetyzowanego łańcucha z puli nuk­
leotydów komórkowych.

III-2. 8 -oxo-7,8-dihydroadenina

Właściwości kodujące 8-oxodA były badane przy 
użyciu syntetycznych oligonukleotydów, zawierają­
cych pojedynczą resztę 8-oxodA. Obecność 8-oxodA 
nie hamowała replikacji tych matryc przez fragment 
Klenowa polimerazy DNA I z E.coli ani przez poli- 
merazę z Thermus aąuaticus. Zasadą wbudowywaną do 
DNA naprzeciw 8-oxodA była tymina [33]. Można by 
więc sugerować, że 8-oxodA, chociaż jest jednym 
z głównych produktów modyfikacji DNA indukowa­
nych promieniowaniem jonizującym [34], nie odgry­
wa roli w mutagenezie i kancerogenezie.

III-3. Fapy-7-metyloguanina

Fapy-7-MeG była wprowadzona do DN A  faga M 13 
przez metylację DNA siarczanem dwumetylu i o tw ar­
cie pierścieni imidazolowych jej prekursora — N-
7-MeG w środowisku zasadowym [35]. Replikacja 
DNA in vitro, przez polimerazę DNA I z E.coli 
w obecności Fapy-7-MeG była zatrzymywana na 
wysokości jednej zasady przed resztą guaniny [36], Po 
transfekcji DNA faga M 13m pl8 zmodyfikowanego 
działaniem DMS i zasady do komórek E. coli zaobser­
wowano znaczne obniżenie żywotności faga zawierają­
cego Fapy-7-MeG w stosunku do faga zawierającego 
w DNA 7-MeG. Analiza mutacji w genie lacZ  fagów 
zawierających Fapy-7-MeG, a namnażających się 
w komórkach E. coli z zaindukowanym systemem SOS 
wykazała jedynie nieznaczny, 2-3-krotny wzrost częs­
totliwości transwersji G -* C i G -> T [37]. Wydaje się 
więc, że głównym następstwem obecności w DNA 
Fapy-7-MeG jest blokowanie replikacji i w konsek­
wencji efekt letalny.

IV. Naprawa D N A  zawierającego utlenione 
formy puryn

W kom órkach E. coli poznano trzy enzymy eliminu­
jące 8-oxodG z puli nukleotydów lub z DNA: produkt 
genu mutT, formamidopirymidyno-DNA-glikozylazę 
(białko Fpg) będące produktem genu fp g (  = m utM ), 
oraz produkt genu mutY. N iedobór każdego z tych 
białek w komórkach E. coli prowadzi do wzrostu 
częstotliwości mutacji spontanicznych typu transwer­
sji.

IV-1. Białko MutT

Spośród genów mutatorowych u E.coli, m utT  był 
znaleziony jako pierwszy [38], Mutacja w tym genie 
specyficznie zwiększa 100-10000 razy częstotliwość

transwersji A : T - > C : G  [39] i nie podnosi częstot­
liwości tranzycji ani mutacji typu zmiany fazy odczytu 
[40], Mutacja m utT  jest recesywna w stosunku do 
dzikiego allelu m u tT +[41]. Efekt mutatorowy genu 
objawia się zarówno w stosunku do dwuniciowego 
DNA E.coli oraz bakteriofaga lambda [42] jak i jed- 
noniciowego faga M 13 [43]. Wyniki doświadczeń nad 
replikacją in vitro jednoniciowego faga M13z użyciem 
ekstraktów ze szczepu dzikiego oraz mwfTsugerowały, 
że produkt genu m utT  zapobiega błędnemu parowaniu 
adeniny z guaniną [43].

G en m utT  jest zlokalizowany na 2,5 min mapy 
genetycznej E.coli [41]. W latach 1987-88 w dwóch 
niezależnych pracowniach sklonowano gen mutT, 
a białko M utT  zostało oczyszczone do homogenności 
[44-46]. Gen mwiTzłożony jest z 387 par zasad. Masa 
cząsteczkowa białka wynosi 15 000 [44], Najbardziej 
oczyszczone preparaty białka M utT zawierały poli- 
peptyd o masie 15 000 jako główny składnik oraz 
niewielką domieszkę większego białka. Sekwencja pie­
rwszych 20 aminokwasów od końca aminowego obu 
tych białek była taka sama [45], być może więc 
obecność większego polipeptydu jest związana z post- 
translacyjną modyfikacją białka MutT.

A k i y a m a  i ws p .  [45] stwierdzili, że białko 
M utT  posiada aktywność dGTP-azy, do której wyma­
ga obecności jonów M g2+. M a k i  i S e k i g u c h i
[47] zaobserwowali następnie, że białko M utT  hydro- 
lizuje nie tylko d G T P  do dG M  P, ale także 8-oxodG T P 
do 8-oxodG M P, przy czym stała Michaelisa dla 
hydrolizy 8-oxodG T P jest 2000 razy niższa niż dla 
dG TP. Prawdopodobnie więc w warunkach fizjologi­
cznych enzym preferencyjnie rozkłada 8-oxodGTP. In 
vitro białko M utT  hydrolizuje również inne trifos- 
forany nukleotydów do monofosforanów, ale z bardzo 
niską szybkością maksymalną i bardzo wysokimi 
wartościami Km [47].

W badaniach nad przyporządkowaniem aktywności 
enzymatycznej białka M utT  jego funkcji zapobiegania 
błędnemu parowaniu guaniny z adeniną zauważono, 
że podczas replikacji poli(dA) in vitro przez podjednos- 
tkę a  polimerazy DNA III z E.coli, w nieobecności 
białka M utT  do nowosyntetyzowanego łańcucha są 
włączane niewielkie ilości d G M P  (poniżej 1 zasady na 
10000 nukleotydów). Obecność białka M utT  w mie­
szaninie reakcyjnej zawierającej wszystkie cztery trifo- 
sforany nukleotydów obniżała błędne włączanie 
d G M P , a obniżenie to korelowało z aktywnością 
dGTP-azow ą enzymu [45], d G M P  włączane błędnie 
do matryc poli(dA:dT) przez polimerazę D N A  III 
migrowało wolniej niż autentyczne d G M P  w ch rom a­
tografii cienkowarstwowej, a szybkość jego migracji 
była charakterystyczna dla 8-oxodG M P  [47]. 
Błędne włączanie dG naprzeciw dA w badaniach 
A k i y a m a  i w s p .  [45] było prawdopodobnie spo­
wodowane zanieczyszczeniem preparatów d G T P  
przez 8-oxodGTP. Stosując wysokooczyszczone pre­
paraty d G T P  nie zaobserwowano błędnej inkorporacji
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dG naprzeciw dA [47]. 8-oxodG T P może być włącza­
ne do DNA przez podjednostkę a  polimerazy DNA III 
naprzeciw dA i dC, ale nie naprzeciw dG i dT. Reakcja 
ta zachodzi łatwiej niż włączanie niezmodyfikowanych 
żle sparowanych nukleotydów [47]. Fizjologiczna rola 
białka M utT polegałaby więc na usuwaniu z puli 
nukleotydów komórkowych 8-oxodGTP, nukleotydu 
który może być włączany do DNA podczas replikacji 
i parując błędnie z dA indukować powstawanie trans- 
wersji A : T -> C : G.

IV-2. Białko FPG( = MutM)

Białko F P G  zostało początkowo odkryte jako en­
zym usuwający z DNA pochodną guaniny z otwartym 
pierścieniem imidazolowym — 2,6-diamino-4-hydro- 
ksy-5N-metylo-formamidopirymidynę (Fapy-7-MeG)
[48]. Uszkodzenia takie powstają in vitro w środowis­
ku zasadowym z 7-metyloguaniny [35] będącej iloś­
ciowo przeważającym uszkodzeniem indukowanym 
czynnikami alkilującymi. Podstawione Fapy-Gua 
powstają również pod wływem niektórych leków 
przeciwnowotworowych jak N,N'-bis (2-chloroetylo)- 
N-nitrozomocznik czy metabolity cyklofosfamidu 
[49, 50] oraz mutagenów środowiskowych —  aflatok- 
syny BI i N-hydroksyacetylofluorenu [51, 52]. Reakcje 
prowadzące do powstawania Fapy-7-MeG zachodzą 
również in vivo. Uszkodzenie to było znajdowane 
w DNA wątroby szczura po intoksykacji zwierząt 
N,N-dimetylonitrozoaminą lub 1,2-dimetylohydrazy- 
ną oraz w DNA nabłonka pęcherza moczowego szczu­
ra traktowanego N-metylonitrozomocznikiem [53, 54],

Obecność w komórkach E.coli białka F PG  począt­
kowo wiązana była z usuwaniem z DNA wtórnych 
uszkodzeń powstałych z alkilowanych zasad. Badania 
nad enzymem były jednak ograniczone ze względu na 
niski poziom ekspresji w dzikich szczepach E.coli. 
Dopiero w 1987 r. gen fpg  z E.coli został sklonowany 
początkowo na plazmidzie pBR322, następnie dwu­
krotnie przeklonowany, co pozwoliło na uzyskanie 
800-krotnej nadprodukcji enzymu w stosunku do 
szczepu dzikiego [55, 56]. Gen fpg  jest złożony z 807 
par zasad i koduje białko o długości 269 aminokwasów 
[55] i masie cząsteczkowej 30,2 kD. Eksperymentalnie 
wyznaczony punkt izoelektryczny białka wynosi 8,5 [56].

Białko F P G  jest N-glikozylazą o szerokim spektrum 
specyficzności substratowej. Wycina ono reszty adeni­
ny z otwartym pierścieniem imidazolowym, guaninę 
z otwartym pierścieniem imidazolowym zarówno nie- 
podstawioną jak i podstawioną w pozycji N-7 czyn­
nikami metylującymi, chloroetylującymi, aflatoksyną 
BI i metabolitami cyklofosfamidu [57], Wszystkie te 
pochodne formamidopirymidynowe mają pierścień 
imidazolowy otwarty pomiędzy C 8 i N9 reszty guani­
ny. Ponadto  białko F P G  rozpoznaje i usuwa resztę 
guaniny z otwartym pierścieniem imidazolowym po­
między N7 i C 8 N-(dezoksyguanozyno-8-yl)-2-amino- 
fluorenu [57],

Enzym rozpoznaje również i usuwa z DNA 8-oxodG 
[15, 58], 8-oxodG jest wycinane przez białko F PG  
z syntetycznych dwuniciowych dezoksyoligonukleo- 
tydów, jeśli występuje naprzeciw dC, dG, czy dT. 
Natomiast jeśli występuje naprzeciw dA nie jest rozpo­
znawane przez ten enzym. 8-oxodG nie jest substratem 
dla białka F P G  w jednoniciowych dezoksyoligonuk- 
leotydach [58]. 8-oxodA nie jest substratem dla białka 
F P G  ani w jedno- ani w dwuniciowych syntetycznych 
oligonukleotydach niezależnie od parowania z każdą 
z czterech zasad [58].

Białko F P G  posiada również dwie inne aktywności 
enzymatyczne. W miejscach apurynowych przecina 
ono wiązania estrowe zarówno od końca 3' jak i 5' 
miejsca AP uwalniając zredukowaną resztę cukrową 
oraz fragmenty DNA z resztami fosforanowymi na 
końcach 3' i 5' [59], Zredukowane miejsca AP nie są 
substratem dla białka F P G  [60, 61], co sugeruje, że 
mechanizm tej reakcji polega na P-eliminacji, po której 
następuje delta-eliminacja. Enzym ten usuwa również 
terminalną 5'-fosfodezoksyrybozę pozostającą po na­
cięciu DNA, w miejscach apurynowych, przez en- 
donukleazy [62]. Potencjalnie więc, może on uczest­
niczyć w procesie reperacji przez wycinanie, zainic­
jowanym przez inne enzymy. Aktywność glikozylazo- 
wa i AP-endonukleazowa współzawodniczą ze sobą 
wzajemnie. Zarówno jedno- jak i dwuniciowe dezok- 
syoligonukleotydy zawierające zredukowane miejsca 
apurynowe są silnymi inhibitorami aktywności N- 
glikokozylazowej białka F P G  [60]. Stosunek biał­
ko : DNA przy 100% hamowaniu aktywności glikozy- 
lazowej wynosi 1: 1, sugerując że tworzenie kompleksu 
białko-DNA jest osiągane przez wiązanie jednej cząs­
teczki DNA z jedną cząsteczką białka. Jednoniciowe 
i dwuniciowe oligonukleotydy zawierające pojedyncze 
niezredukowane miejsce apurynowe (które są sub- 
stratami dla białka FPG ) również hamują aktywność 
N-glikozylazową enzymu, prawdopodobnie przez 
kompetycję z substratem Fapy [60]. Białko F PG  
zawiera 1 atom cynku na cząsteczkę związany z cztere­
ma resztami cysteiny zlokalizowanymi w pobliżu C- 
końca polipeptydu w pozycjach 244, 247, 264, 267 
i zorganizowanymi w charakterystyczny dla palców 
cynkowych motyw sekwencyjny CysX2CysX16CysX2Cys. 
Ponadto  enzym posiada 2 dodatkowe reszty cysteiny 
w pozycjach 147 i 195. Badając mechanizm działania 
białka F P G  skonstruowano mutanty Cys -> Gly w ka­
żdej z poszczególnych pozycji reszt cysteiny i stwier­
dzono, że cztery terminalne reszty cysteiny są zaan­
gażowane zarówno w wiązaniu cynku i DNA do 
enzymu jak i we wszystkich trzech aktywnościach 
enzymatycznych białka F P G  [63].

Sklonowanie genu fpg  na plazmidzie pFPG 50 um o­
żliwiło wstawienie do genu 1,5 kb fragmentu DNA 
niosącego oporność na kanamycynę i uzyskanie m u­
tanta  fp g -1 :: K nr [64]. Gen fpg  zmapowano w 81.7 min 
chromosomu E. coli. Poprzez integrację genu lacZ  do 
prom otora  fpg ustalono, że aktywność genu nie jest
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indukowana ani przez czynniki indukujące system 
SOS ani przez induktory systemu odpowiedzi adap ta­
cyjnej na czynniki alkilujące [64], Długo nie można 
było ustalić fenotypu mutacji w locusfpg. M u tan t fp g -l 
był niewrażliwy na czynniki, które potencjalnie mogły­
by indukować Fapy w DNA , tj. na promieniowanie 
jonizujące, UV, M M S i M N N G  [64], W 1991 r. 
M i c h a e l s  i ws p .  [65] sklonowali i oczyścili 
produkt genu m utM  z E.coli. Locus m utM  mapuje się 
w 81 min mapy genetycznej E.coli, a mutacja w tym 
genie prowadzi do specyficznego 10-krotnego wzrostu 
transwersji G : C -> T : A [66], W wyniku analizy sek­
wencji nukleotydów genu stwierdzono, że jest on 
identyczny z genem fpg. Fenotypem mutacji w locus 
fpg  jest więc wzrost częstotliwości transwersji 
G : C -> T : A. Okazało się również, że specyficzność 
białka F P G  jest identyczna ze specyficznością oczysz­
czonej niezależnie przez grupę N i s h i m u r y glikozy- 
lazy z E.coli usuwającej 8-oxodG z DNA [67, 58],

Aktywność białka F PG  może być kom plem entowa­
na przez inne systemy reperacyjne E.coli. Plazmid 
pBR322 modyfikowano in vitro fotosensybilizatorem, 
błękitem metylenowym i światłem widzialnym (MB- 
światło), który uszkadzając DNA tworzy zarówno 
addukty z resztą guaniny jak i 8-oxodG. Po transduk- 
cji plazmidu do komórek E. coli zaobserwowano syne- 
rgistyczne zmniejszenie wydajności transdukcji u po­
dwójnego m utanta Jpg-1,uvrA w stosunku do szczepu 
dzikiego. Wydajność transdukcji u m utantów  poje­
dynczych fp g -l bądź uvrA była taka sama jak  w szcze­
pie dzikim [68], Synergistycznego efektu tych dwóch 
mutacji nie stwierdzono, gdy plazmid modyfikowany 
był promieniowaniem jonizującym, UV (254nm) lub 
MMS. Liczba nacięć plazmidu poddanego działaniu 
MB-światło, dokonywana in vitro przez oczyszczone 
enzymy F P G  i UvrABC endonukleazę, była jednako­
wa. Reperacja uszkodzeń indukowanych przez MB- 
światło jest więc podejmowana zarówno przez białko 
F P G  jak i UvrABC endonukleazę, które mogą się 
nawzajem zastępować.

Szerokie spektrum specyficzności substratowej oraz 
trzy różne aktywności enzymatyczne białka F PG  
sugerują, że niezależnie od funkcji polegającej na 
usuwaniu z DNA 8-oxodG i zapobieganiu powstawa­
nia transwersji G : C -> T : A, bierze ono również udział 
w usuwaniu innych uszkodzeń i uzupełnia aktywność 
innych systemów naprawy DNA.

IV-3. Białko MutY

N g h i e m  i ws p .  [69] odkryli istnienie w kom ór­
kach E. coli nowego genu mutatorowego specyficznie 
podnoszącego częstotliwość transwersji G  : C -> T : A. 
Gen ten został nazwany m utY  i zmapowany w około 
64 min mapy genetycznej E.coli. Defekt genu m utY  
powoduje bardzo duży wzrost częstotliwości spon­
tanicznych mutacji, tego samego rzędu co brak białka 
MutT.

Białko M utY z komórek E.coli zostało oczyszczone 
do homogenności i stwierdzono, że jest to monomer
0 masie cząsteczkowej 36000 [70]. Gen m utY  został 
następnie sklonowany na plazmidzie pBR329 [71]. 
Gen ten zawiera 1050 nukleotydów kodujących białko 
złożone z 350 aminokwasów o masie cząsteczkowej 39 
123. Sekwencja nukleotydów genu m utY  wykazuje 
dużą homologię z sekwencją genu nth, mapującego się 
na 36 min mapy genetycznej E. coli, kodującego en­
donukleazę III. Enzym ten wycina z DNA uszkodzone 
reszty tyminy i cytozyny [72]. W 181 aminokwaso- 
wych odcinkach pokrywających się w obydwu biał­
kach zaobserwowano 23,8% fragmentów identycz­
nych oraz 66,3% fragmentów podobnych. O ba en­
zymy posiadają charakterystyczną grupę prostetyczną 
[4Fe-4S] 2 + z resztami cysteiny zlokalizowanymi w po­
bliżu C-końca cząsteczki białkowej [71].

Oczyszczony preparat białka MutY inkubowany 
z heterodupleksami zawierającymi błędną parę G-A 
wytwarzał miejsca wrażliwe na działanie 5'AP-en- 
donukleazy z komórek HeLa, tzn miejsca apurynowe. 
Nicią, w której powstawały miejsca apurynowe była 
nić zawierająca resztę adeniny [70], Białko MutY jest 
więc glikozylazą usuwającą adeninę z błędnie sparo­
wanego hybrydu G-A. Okazało się następnie, że białko 
MutY jest identyczne z opisaną niezależnie przez 
R a d i c e l l l a  i ws p .  [73] glikozylazą usuwającą 
adeninę z błędnych par G-A lub C-A, a kodowaną 
przez gen micA [74].

Przy użyciu oczyszczonej glikozylazy MutY i syn­
tetycznych oligonukleotydów zawierających błędne 
pary A :G  bądź A : 8-oxodG stwierdzono, że enzym 
usuwa adeninę nie tylko z pary A : G, ale również z pary 
A : 8-oxodG i to z jednakow ą szybkością, tj. 26 nmo- 
li/godz/mg białka [75]. Enzym jest specyficzny wobec 
adeniny sparowanej z guaniną bądź 8-oxodG, gdyż nie 
usuwa cytozyny, guaniny ani tyminy sparowanej z 8- 
oxodG, ani też nie eliminuje 8-oxodG z żadnej z wy­
mienionych hybryd [75].

M utanty  m utY  i m utM ( = fpg) charakteryzują się 
identycznym spektrum mutacji, tj. specyficznie zwięk­
szają częstotliwość transwersji G : C  -> T : A [66, 70]. 
Produkty obydwu genów mogłyby się uzupełniać 
w naprawie 8-oxodG. Białko M utM  (FPG) usuwałoby 
8-oxodG z DNA, zaś glikozylazą MutY eliminowałaby 
reszty adeniny błędnie włączone do DNA naprzeciw 
8-oxodG nie usuniętej przez M utM  przed replikacją. 
Hipotezę tę potwierdza test komplementacji. W prowa­
dzenie do szczepu m utY  plazmidu nadproducenta 
białka M utM  (FPG) zmniejsza częstotliwość mutacji 
szczepu m utY  do poziomu szczepu dzikiego [73], 
Ponadto  w ekstraktach szczepu Supl7, chromoso- 
malnego supresora mutacji m utY  stwierdzono 
15-krotną nadprodukcję białka M utM . Podwójny 
mutant mutYmutM  charakteryzował się 20-krotnie 
wyższą częstotliwości transwersji G : C -> T : A niż wy­
nikałoby to z sumy efektu mutacji pojedynczych m utY
1 m utM  [75],
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V. Podsumowanie

Organizmy żywe posiadają szereg enzymatycznych 
i nieenzymatycznych dróg eliminacji reaktywnych 
form tlenu z komórki jak np.: katalazy, peroksydazy, 
dysmutazy natlenkowe czy kwas askorbinowy lub 
karoten [76]. Jednakże te bariery nie wystarczają do 
wyłapania wszystkich reaktywnych form tlenu. W po­
jedynczej komórce wątroby szczura w ciągu każdego 
dnia tworzy się 4 x 105 reszt 8-oxodG, a uszkodzenie to 
stanowi około 5% wszystkich oksydacyjnych modyfi­
kacji DNA [77],

W kom órkach E. coli istnieją przynajmniej trzy, 
nawzajem uzupełniające się drogi eliminacji 8-oxodG 
z puli trójfosoforanów dezoksynukleotydów i z DNA. 
Pierwsza polega na usuwaniu 8-oxodG T P z puli 
nukleotydów komórkowych przez 8-oxodGTP-azę 
kodowaną przez gen mutT. 8-oxodG TP jest włączane 
do DNA przez polimerazy DNA naprzeciw dC lub dA 
indukując transwersje A :T  -> C :G .  Obecna w DNA 
8-oxodG jest z niego usuwana w kaskadzie reakcji 
katalizowanych przez wiele enzymów. Białko FPG  
(MutM), dzięki aktywności N-glikozylazowej usuwa 
8-oxodG, a następnie nacina nić DNA w miejscu 
uszkodzenia rozpoczynając proces naprawy przez wy­
cinanie. Jeśli jednak przed reperacją rozpocznie się 
następna runda replikacji DNA, 8-oxodG nie jest 
rozpoznawane i usuwane z jednoniciowych fragmen­
tów DNA przez białko F P G  i może błędnie parować 
z dA. Polimerazy DNA z różnych źródeł z różną 
wybiórczością włączają dC lub dA naprzeciw 8-o- 
xodG, przy czym polimerazy eukariotyczne preferują 
włączanie adeniny do nowosyntetyzowanej nici DNA 
naprzeciw 8-oxodG. Para 8-oxodG :dA  również nie 
jest rozpoznawana przez białko FPG . Kolejny etap 
naprawy 8-oxodG byłby realizowany przez białko 
M ut Y, usuwające adeninę z pary 8-oxodG : dA. W pro­
cesie naprawy zapoczątkowanym przez białko MutY 
powstają miejsca apurynowe, które podlegają napra­
wie przez wycinanie. Naprzeciw 8-oxodG może wtedy 
zostać włączona dC, co umożliwia białku F P G  wycię­
cie 8-oxodG i ostateczną korekcję pary 8-oxodG :dA  
w parę dG : dC (Ryc. 2).

8-oxodG nie usunięta z DNA charakteryzuje się 
silnymi właściwościami mutagennymi. Mutacja w lo- 
cus m utT  oraz mut Y  zwiększa 100-10000 razy częstot­
liwość spontanicznych transwersji. Uszkodzenie 
dwóch enzymów, F P G ( ^ M u tM )  i M utY synergis- 
tycznie, 10-20-krotnie zwiększa częstotliwość mutacji 
spontanicznych ponad wartość, która wynikałaby 
z sumy częstotliwości obserwowanej u m utantów 
pojedynczych.

Duże ilości 8-oxodG powstają w mitochondriach 
ssaków [78], w tym i człowieka, a jej poziom wzrasta 
drastycznie pod wpływem niektórych leków, np. AZT 
[79] stosowanego w terapii AIDS, czy pewnych an ty­
biotyków takich jak  tetracyklina, bacytracyna i rifa- 
mycyna [80]. 8-oxodG jest usuwana z DNA ssaków

&FPG 8-oxodGTP S-oxodGMP

¿^ollmeraza DNA

5 ' — X X
3 '-------C — A ------------ 5'

reperacja przez wycinanie

M utY  ♦ reperacja przez wycinanie

F P G  + reperacja przez wycinanie

Rys. 2. Elim inacja 8-oxodG z puli trójfosforanów nukleotydów 
i z DNA E. coli przez białka M utT , F P G  i MutY.

i wydalana z moczem zarówno zwierząt jak i ludzi 
[76]. Jednakże enzymy umożliwiające eliminację tej 
zmodyfikowanej zasady są słabo poznane. Białko F P G  
zostało częściowo oczyszczone z komórek grasicy 
cielęcej [81].

A rtykuł otrzymano 4 stycznia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 11 marca 1993 r.

Wydawca prosi o kontakt tych, którzy 
chcieliby wykorzystać łamy „Postę­
pów Biochemii”  do reklamowania 
swych produktów i usług związanych 
z biochemią, biologią molekularną 
i biologią komórki.
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Wykaz stosowanych skrótów: HBV — wirus zapalenia wątro­
by typu B (ang. — hepatitis B virus); HBsAg — antygen 
powierzchniowy HBV; HBcAg — antygen rdzeniowy HBV; 
HBeAg —  antygen e; O R F  —  otwarta ram ka odczytu; 
aa —  aminokwas(y); pz — pary zasad; kz — tysiąc par zasad.

I. Wstęp

M im o upływu dwudziestu lat od identyfikacji wiru­
sa zapalenia wątroby typu B (HBV), stanowi on nadal 
poważny problem kliniczny i społeczny ze względu na 
masowość zakażeń i ich przewlekłe następstwa. Bada­

1 dr I Zakład Biochemii Akademii Medycznej w Łodzi, 
90-131
2 doc. Centrum  Mikrobiologii i Wirusologii PAN, Łódź, ul. 
Dąbrowskiego 251.

nia epidemiologiczne wskazują, że na świecie jest 
obecnie ok. 300 min. nosicieli wirusa HBV. Są oni 
stałym źródłem zakażeń [1]. Następstwa wirusowego 
zapalenia wątroby takie jak zapalenie przewlekłe 
i marskość wątroby oraz rak pierwotny wątroby 
stanowią poważne zagrożenie zdrowia i życia dla 
znacznego odsetka (40%) nosicieli [2, 3]

Z powodu ograniczonej liczby gospodarzy HBV 
(człowiek i małpy naczelne), dużej swoistości tkan­
kowej oraz długotrwałych trudności z opracowaniem 
hodowli komórkowej zapewniającej replikację HBV, 
możliwości analizy molekularnej cyklu życiowego wi­
rusa były bardzo ograniczone. Wiele ważnych infor­
macji uzyskano dzięki analizie zakażonej tkanki, bada­
niu zwierząt (świstak, wiewiórka ziemna, kaczka pe­
kińska) zakażonych przez inne rodzaje wirusów Hepa- 
dna (WH V, GSHV, DHBV), czy wreszcie przez ekspre­
sję pojedynczych wirusowych genów w hodowlach 
komórkowych. Intensywny rozwój badań nastąpił 
dopiero od momentu zastosowania komórek ludz­
kiego raka pierwotnego wątroby (hepatoma), w k tó ­
rych okazała się możliwia ekspresja całego genomu 
HBV [4, 5]. Linie komórkowe, wyprowadzone z ludz­
kich raków pierwotnych wątroby (HepG2, h u H 6, 
huH7) wydzielają pełne cząstki wirionu, które wywołu­
ją zapalenie wątroby typu B u szympansów [6, 7]. 
Badanie pośrednich form replikacji pochodzących 
z linii komórkowej HepG2 wykazało, że są one 
podobne do występujących w tkance wątrobowej 
zakażonych osób [8, 9].

D okonany już postęp w badaniach oraz rozwój 
nowych technologii w genetyce i wirusologii moleku­
larnej stwarza nadzieję na pełną analizę cząstki wiruso­
wej i poznanie mechanizmu zakażenia. W artykule
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omówiono współczesne poglądy na temat struktury 
genetycznej HBV oraz nietypowej strategii replikacyj- 
nej tego wirusa.

II. Budowa HBV i cząstek subwiralnych

Wirus HBV należy do rodziny Hepadna uiridae 
składającej się z kilku spokrewnionych hepatotropo- 
wych DNA wirusów zaliczonych do niej na podstawie 
wspólnej morfologii, typowej wielkości genomu, cha­
rakterystycznego nadmiaru cząstek antygenu powierz­
chniowego i sposobu replikacji.

Uznawany do niedawna za pewny monotropizm 
tkankowy wirusa (komórka docelowa: hepatocyt) nie 
znalazł potwierdzenia w wynikach ostatnich badań. 
Wykazano obecność wirusowego DN A  w licznych 
tkankach poza wątrobą takich jak: trzustka, grasica, 
śledziona, szpik kostny i limfocyty krwi obwodowej 
[ 10, 11].

HBV posiada rzadką wśród czynników zakaźnych 
zdolność utrzymywania się we krwi nosicieli w wyso­
kim stężeniu sięgającym 1010 cząstek na mililitr [ 12].

Cząstka wirusa (wirion), zwana także cząstką D a­
n e ^  [13] ma średnicę 42 nm i składa się z nukleokap- 
sydu o średnicy 28 nm oraz płaszcza złożonego z białek 
powierzchniowych o grubości 7 nm. W skład nukleo- 
kapsydu wchodzi: częściowo dwuniciowa cząsteczka 
DNA, białko służące jako  primer dla odwrotnej trans­
krypcji połączone z 5’ końcem minusowej nici DNA, 
polimeraza DNA o własnościach odwrotnej trans- 
kryptazy i główne białko rdzeniowe P22 wykazujące 
również aktywność kinazy białkowej [3, 14]. 180 
podjednostek białka rdzeniowego w nukleokapsydzie 
tworzy tzw. cząstkę rdzeniową HBcAg.

Otoczka wirusa składa się z białek powierzchnio­
wych: S (małego), M (średniego) i L (dużego) wy­
stępujących w połączeniu z węglowodanami oraz 
lipidami. Pochodzące z komórek gospodarza lipidy to 
głównie: fosfatydylocholina, zestryfikowany choleste­
rol i niewielkie ilości trójglicerydów [ 12].

Białka powierzchniowe w połączeniu z błonami 
lipidowymi stanowią tzw. antygen powierzchniowy 
HBsAg. HbsAg występuje również we krwi w postaci 
niezakaźnych form subwiralnych w stężeniu do ok. 
1015 cząstek na ml. Antygen powierzchniowy pro ­
dukowany jest przez hepatocyty w dwóch for­
mach morfologicznych: kulistej o średnicy 20-22 nm 
oraz pałeczkowatej o podobnej szerokości i długości 
200 nm (Ryc. 1). Zarówno monomery białka S jak 
i pozostałe białka powierzchniowe połączone są kow a­
lencyjnie przy udziale mostków dwusiarczkowych 
[12]. W skład wirionu wchodzi 300-400 monomerów 
białka S natomiast w 20 nm cząsteczce subwiralnej jest 
ich około 100. Oprócz tego wiriony oraz formy pałecz- 
kowate mogą zawierać 10-20% białek L, podczas gdy 
kuliste cząstki subwiralne pochodzące od tych samych 
nosicieli zawierają tylko do 3% białka L. Większa ilość 
białka L w cząsteczce wirusa (40-80 kopii na cząstkę)

cząstka
HBV

cząstki 
subwi r a 1ne

cząstka rdzeniowa 
HBcAą

Ryc. 1. Antygen powierzchniowy (HBsAg) syntezowany w czasie 
zakażenia HBV stanowi otoczkę białkow ą pełnej cząstki 
wirusa (A) oraz tworzy niezakaźne subw iralne cząstki 
kuliste (B) lub pałeczkowate (C). Ryc. w ykonano na pod­
stawie danych z pracy [2], Rycina przedstawia jedynie 
schem at cząstek nie m ający potw ierdzenia w badaniach 
u ltrastrukturalnych.

potrzebna jest prawdopodobnie do dojrzewania i sek- 
recji wirionów [15].

Obserwacja formowania cząstek D ane’a w trans- 
fekowanych HBV komórkach Huh7 wykazała, że 
wszystkie trzy rodzaje białek powierzchniowych 
(szczególnie istotne są proporcje między L i  M) są 
niezbędne do utworzenia wirionu [16].

Skład otoczki białkowej zależy nie tylko od rodzaju 
cząstek, ale także od stadium zakażenia. W surowicach 
chronicznych nosicieli w czasie repliacji wirusa cząstki 
kuliste zawierają tę samą ilość białka S i M i około 20 
razy mniej białka L. Gdy nie zachodzi replikacja 
cząstki kulistej, zawierają głównie białko S i mniej niż 
1% białka L [17].

III. Organizacja genetyczna HBV

III-I. Budowa genomu

Wkrótce po sklonowaniu genomu HBV wyizolowa­
nego z cząstek Dane’a [18] określono jego całkowitą 
sekwencję [19, 20]. Genom HBV oraz innych wirusów 
Hepadna ma bardzo charakterystyczną strukturę (Ryc. 
2). Jest to mała, częściowo dwuniciowa cząsteczka 
DNA. Długość jej waha się w zależności od podtypu 
wirsa od 3182 do 3221 nukleotydów. Czterem klasycz­
nym podtypom: adw, adr, ayw i awr odpowiada 
dziesięć zestawów sekwencji nukleotydowych, co jest 
podstawą klasyfikacji w obrębie podtypów [ 21]. 
Zmienność sekwencji różnych klonów tego samego 
podtypu HBV sięga 2%  [22].

Minusowa nić DNA komplementarna do cząsteczek 
m-RNA, określana inaczej jako  nić długa (L), ma 
charakter liniowy i liczy ok. 3200 nukleotydów. Nić 
krótka S ( +  ) może mieć różną długość stanowiącą od 
50-100% długości nici minus (najczęściej 1700-2800 
nukleotydów). Mimo swojej liniowości, obie nici DNA 
tworzą strukturę kolistą, k tóra jest utrzymywana
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Ryc. 2. O rganizacja genetyczna wirusa zapalenia w ątroby typu B. 
Przedstaw iono kolisty, częściowo dwuniciowy genom HBV 
(podtyp ayw) z zaznaczeniem  O R F  genów presS/S, precC/C, 
P, X oraz sekwencji regulatorow ych. C zarna k ropka na 5' 
końcu nici L symbolizuje białkowy prim er replikacji. Ryc. 
2 w ykonano na podstawie danych pochodzących z prac: 
[14], [19], [20], [26],

dzięki tworzeniu komplementarnych par zasad przez 
220 nukleotydów na końcach 5’ obu nici DNA. Ten 
krótki fragment odpowiedzialny za utrzymanie kolis­
tej struktury genomu zawiera także krótką sekwencję 
reprezentującą trójniciowe DNA (rejon 5’ nici minus). 
Do końca 5’ nici (-) przyłączone jest kowalencyjnie 
białko, które służy jako primer w replikacji [23]. Na 
obu końcach 5’ nici DNA znajdują się proste powtó­
rzenia DR1 i DR2 (direct repeats) o sekwencji 
T T C A C C T C T G C  (1 lpz), które służą jako pierwotne 
miejsca replikacji dla obu nici DNA.

G enom  HBV zawiera cztery częściowo nakładające 
się otwarte ramki odczytu (ORF) na nici L: preS/S, 
preC/C, P oraz X (Ryc. 3). Kodują one trzy białka 
powierzchniowe wirusa [12], białka rdzeniowe [19], 
wirusową polimerazę z aktywnością odwrotnej trans- 
kryptazy [24] i transaktywujące białko X [25]. O sta t­
nie prace donoszą o istnieniu dwu dodatkowych 
otwartych ramek odczytu: O R F  5 na nici L i O R F  6 na 
nici S [26] nakładających się częściowo na O R F  
P i O R F  X. Nie zidentyfikowane są dotychczas pro ­
dukty białkowe mogące pochodzić z tych ramek 
odczytu.

O R F  preC/C, inaczej nukleokapsydowa ORF, znaj­
duje się pomiędzy 1816 i 2454 nukleotydem w genomie 
HBV (współrzędne dla podtypu ayw). Zawiera dwa 
znajdujące się w fazie kodony startu translacji i koduje 
dwa peptydy różniące się obecnością 29 aminokwasów 
na N -końcu dłuższego tzw. przedrdzeniowego poli- 
peptydu (preC). Ta część przedrdzeniowego produktu

translacji funkcjonuje jako  peptyd sygnałowy kierują­
cy cząsteczkę do retikulum endoplazmatycznego, gdzie 
po proteolitycznym odcięciu N-końca pozostała jej 
część jest transportow ana do aparatu Golgiego i wy­
dzielana jako  HBeAg. Główne białko rdzeniowe P22 
jest produktem translacji, rozpoczynającej się od dru­
giego kodonu inicjującego w O R F  C.

Ryc. 3. Ułożenie o tw artych ramek odczytu na linearnym  genomie 
HBV. Ten niewielki genom (ok. 3200 pz), dzięki nakładaniu  
się otw artych ram ek odczytu przy jednoczesnym  przesunię­
ciu fazy odczytu dla poszczególnych genów (niezależnie od 
podtypu HBV), koduje białka wirusowe o łącznej masie 
cząsteczkowej ~  180 tysięcy D. Ryc. 3 w ykonano na 
podstaw ie danych pochoczących z. prac: [21], [26],

O R F  dla preS/S zlokalizowana została między nuk- 
leotydami 2850-837. Zawiera ona trzy, znajdujące się 
w fazie kodony ATG, które dzielą je na rejony preSl, 
preS2 i S. O R F  preS/S koduje trzy białka powierzch­
niowe: L, M i S posiadające taki sam C-końcowy 
fragment cząsteczki [12]. Gen S i preS2 mają stałą 
długość we wszystkich podtypach HBV i kodują 
odpowiednio białko S o długości 226aa oraz peptyd 
preS2 o długości 55aa. Długość rejonu preSl różni się 
w poszczególnych podtypach. Koniec 5’ rejonu preSl 
w podtypach adw, adr i ayr zawiera sekwencję złożoną 
z dodatkowych 12 lub 33 pz w porównaniu z podtypem 
ayw. Ośmionukleotydowa sekwencja o charakterze 
prostego powtórzenia (DR) znajdująca się na końcach 
tej dodatkowej sekwencji ulega prawdopodobnie dele- 
cji lub insercji. N-koniec białka L kodowanego przez 
wszystkie trzy rejony O R F  preS/S zawiera w stosunku 
do białka M dodatkow o 108-119 aminokwasów.

O R F  P znajduje się pomiędzy 2309 i 1625 nukleo­
tydem genomu HBV. Koduje ona polimerazę wirusa 
o właściwościach odwrotnej transkryptazy. Jest to 
białko o masie cząsteczkowej 92 kd złożone z 822aa, 
o wysokiej zawartości reszt histydynowych.

O R F  X zlokalizowana pomiędzy 1376 i 1840 nuk­
leotydem genomu HBV koduje białko składające się 
z 145aa mające właściwości transaktywatora.

III-2. Elementy regulatorowe w genomie HBV

Regulacja ekspresji HBV zależy bezpośrednio od 
czterech elementów promotorowych. P rom otor rdze­
niowy ulokowany jest bezpośrednio przed O R F  C i od­
powiada za powstanie transkryptu o długości 3,5 kz, 
który kończy się pojedynczym miejscem poliadenylacji 
[27]. Sygnał poliadenylacji, wspólny dla wszystkich 
rodzajów m-RNA, ulokowany jest w genie C między 
nukleotydami 1919 a 1962.

Produkty transkrypcji wszystkich promotorów
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HBV mają zatem taki sam koniec 3'. Charakterystycz­
ną cechą syntezy transkryptu o długości 3,5 kz jest 
„ignorowanie” przez aparat transkrypcyjny miejsca 
poliadenylacji, które napotyka po inicjacji syntezy 
RNA w obrębie sekwencji pre-C [28], 3,5 kz RNA 
służy jako  pregenomowa matryca dla odwrotnej trans- 
kryptazy przy syntezie nici (-). W procesie translacji 
służy jako  m-RNA kodujący produkt genu P oraz, ze 
względu na mikroheterogenność na końcu 5’, antygeny 
HBcAg i HBeAg [29, 30]. W przeciwieństwie do 
odwrotnej transkryptazy retrowirusów produkt genu 
P w H BV powstaje niezależnie od produktu genu C bez 
tworzenia pierwotnego białka fuzyjnego [24], Kodon 
ATG dla genu P znajduje się w rejonie nakładania się 
O R F  C i  O R F  P.

Prom otor rdzeniowy jest bardzo aktywny trans- 
krypcyjnie, co wydaje się zrozumiałe ze względu na 
znaczenie kontrolowanych przez niego transkryptów 
i polipeptydów w cyklu życiowym wirusa. Jest on 
aktywowany przez wątrobowospecyficzne czynniki 
oddziaływujące poprzez wirusową sekwencję wzmac­
niającą (enhancer) [31, 32], W obrębie sekwencji 
promotorowej znaleziono sekwencje nukleotydowe 
stanowiące miejsca wiązania komórkowych czynni­
ków transaktywujących, jak wątrobowy białkowy 
czynnik C /EBP [33].

P rom otor HBs znajduje się w O R F  dla białek 
otoczki przed miejscem startu translacji białka M [34]. 
Sekwencja tego prom otora przypomina sekwencję 
późnego prom otora wirusa SV40. Prom otor kieruje 
syntezą RNA o długości 2,1 kz. W związku z mikro- 
heterogennością na końcu 5’ transkrypt ten kodować 
może zarówno białko M jak i S. Jak wykazano, białka 
M i S mogą ulegać ekspresji pod kontrolą własnego 
lub heterogennego prom otora w wielu liniach kom ór­
kowych. Synteza 2,1 kz RNA jest więc w dużym 
stopniu niezależna od czynników wątrobowo-specyfi- 
cznych [35]. Badając złożony proces regulacji syntezy 
2,1 kz RNA w liniach komórkowych HepG2 i Huh7 
wykazano oddziaływanie na prom otor HBs sześciu 
czynników aktywujących i jednego czynnika ham ują­
cego transkrypcję [36].

W zakażonych komórkach wątrobowych 2,1 kz 
RNA jest jednym z dwóch głównych wykrywanych 
transkryptów. Opowiedzialny jest za charakterystycz­
ną nadprodukcję subwirlnych cząstek HBsAg o śred­
nicy 22 nm.

Prom otor preS 1 o typowej sekwencji T AT A zlokali­
zowany jest przed pierwszym kodonem ATG O R F  
preS/S i odpowiada za poziom syntezy 2,4 kz RNA 
kodującego białko otoczki L. W porównaniu z p rom o­
torem rdzeniowym lub promotorem HBs jest mało 
aktywny [27]. Ze względu na ważną rolę białka L dla 
struktury całego wirionu [12] ekspresja genu preSl 
podlega ścisłej regulacji. Dysregulacja aktywności p ro ­
m otora preSl i w konsekwencji nadprodukcja białka 
L może być przyczyną chorób indukowanych przez 
HBV [37],

Wydajną ekspresję białka L in vitro obserwowano 
tylko w transfekowanych HBV liniach komórkowych 
ludzkiego hepatoma [ 10] i w transfekowanych kom ór­
kach HeLa. Nie zachodzi ona natomiast w mysich 
fibroblastach [38] lub w komórkach jajników chomi­
ka (CHO) [39], Wskazuje to na zależność ekspresji od 
czynników komórkowo-specyficznych. Wykazano, że 
wątrobowy czynnik transkrypcyjny HNF1, który 
wpływa między innymi na poziom transkrypcji z pro­
m otora genu kodująego ludzką albuminę oddziaływu- 
je także na sekwencję prom otorową białka L [40], 
Prawdopodobnie ekspresja wszystkich genów regulo­
wanych przez promotory zawierające miejsce wiązania 
HNF1 jest wątrobowo-specyficzna.

Prom otor genu X jest mało aktywny transkrypcyj- 
nie również in vivo. Transkrypt specyficzny dla genu X, 
czyli RNA o długości 0,8 kz reprezentuje mniej niż 1 % 
całego RNA obecnego w zakażonej wątrobie [41], 
Analiza produktów transkrypcji genomu HBV uzys­
kanych w hodowli komórkowej wykazała obecność 
transkryptu o długości 3,9 kz zawierającego dwie kopie 
sekwencji gen X. Synteza tego transkryptu inicjowana 
jest również przez prom otor genu X [42],

Kluczowymi elementami regulatorowymi wszyst­
kich znanych wirusów i większości genów kom ór­
kowych są elementy wzmacniające (enhancery). W ge­
nomie HBV element wzmacniający znaleziono pomię­
dzy O R F  S i O R F  X to jest pomiędzy 1074 a 1234 
nukleotydem [43]. Element wzmacniający wirusa 
HBV jest aktywny przede wszystkim w komórkach 
wątrobowych. W połączeniu z prom otorem  genu rdze­
niowego jest ściśle tkankowo specyficzny. Element 
wzmacniający HBV zawiera miejsca wiążące dla przy­
najmniej czterech różnych czynników komórkowych: 
E, TGT3, EP i NF1 [31]. Wszystkie te miejsca działają 
synergistycznie, ale element przyłączający czynnik EP 
ma szczególne znaczenie dla funkcjonowania całego 
kompleksu wzmacniającego [44], Badanie wpływu 
czynnika C/EPB, którego działanie na prom otor genu 
C poznano wcześniej wykazało, że w niskich stężeniach 
wiąże się on z miejscem E aktywując enhancer, n a to ­
miast w wyższych stężeniach, poprzez wiązanie się 
z kolejnym miejscem — EP, hamuje działanie sekwen­
cji wzmacniającej. Wykryto także drugi element 
wzmacniający w genomie HBV - ENH II [45]. Wy­
stępuje on pomiędzy nukleotydami 1636 a 1741. 
Stwierdzono, że EN H  II stymuluje aktywność trans- 
krypcyjną obu prom otorów genu preS/S.

W rejonie genu S, między nukleotydem 351 a 368 
zidentyfikowano również element odpowiadający na 
działanie glukokortykoidów (GRE) [46], Wcześniej 
już zaobserwowano, że u pacjentów z przewlekłym 
zapaleniem wątroby typu B, którzy poddawani byli 
leczeniu kortykosteroidami znacznie podnosi się po­
ziom produktów genów HBV. Wykazano, że podanie 
glukokortykoidów zwiększa ekspresję HBsAg u trans- 
genicznych myszy [47]. Badanie wpływu kortyko- 
steroidów na komórki ludzkiej hepatotoblastomy
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transfekowane DNA HBV otrzymanym techniką re- 
kombinacyjną wykazały wzrost ilości HBsAg, HBeAg 
i wirusowego DNA w następstwie stymulacji trans­
krypcji [48],

III-3. Proces replikacji HBV

Na niezwykłość replikacji u wirusów Hepadna zwró­
cono uwagę ze względu na widoczną asymetryczność 
nici DNA w cząstce Dane’a. Badania wewnątrzwąt- 
robowych form wirusowego DNA wykazały jeszcze 
jedną istotną asymetrię [49], Zakażone hepatocyty 
zawierały duże ilości nici (-) o długości mniejszej niż 
3200 zasad, przy czym część z nich nie była sparowana 
z nićmi (+ ) .  Te asymetryczne formy, których obecność 
nie daje się wyjaśnić za pomocą klasycznego semikon- 
serwatywnego mechanizmu replikacji, zlokalizowane 
są w wirusowych nukleokapsydach w cytoplaźnie i sta­
nowią produkty pośrednie innego typu replikacji [28].

Porównania komputerowe przewidywanej sekwen­
cji aminokwasowej najdłuższej O R F  w genomie HBV 
z sekwencją odwrotnej transkryptazy retrowirusów 
wykazyły ścisłą homologię, co potwierdza tezę, że 
wirusy Hepadna są odpowiedzialne za syntezę własnej 
zależnej od DNA polimerazy RNA [50],

Główne etapy replikacji są wspólne dla genomów 
wszystkich wirusów Hepadna [51]. Pierwszym z nich 
jest przekształcenie asymetrycznych cząsteczek DNA 
obecnych w wirionach w kowalencyjnie zamknięte 
koliste cząsteczki DNA (Rys. 4) zlokalizowane w ją d ­
rach zakażonych hepatocytów. Drugim etapem jest 
transkrypcja tego DNA przez pochodzącą z komórki 
gospodarza polimerazę RNA II w celu utworzenia 
matrycowego RNA (pregenomu) dla odwrotnej trans­
kryptazy i połączenie pregenomu z białkiem rdzenio­
wym wirusa. Trzeci etap to synteza (-) nici DNA przez 
kopiowanie pregenomowego RNA przy udziale biał­
kowego primera. Etap czwarty to synteza nici ( +  ) 
przez kopiowanie nici (-) przy udziale oligonukleotydu 
RNA jako  primera.

Po wniknięciu wirusa do hepatocytu syntetyzowana 
jest nić ( +  ). Prowadzi do utworzenia kowalencyjnie 
zamkniętej kolistej cząsteczki DNA (ccc DNA). Prze­
dostaje się ona do jądra  hepatocytu i służy tam jako 
matryca transkrypcyjna dla komórkowej polimerazy 
II do syntezy pregenomowego RNA oraz m-RNA 
[34], Stwierdzono, że spośród wszystkich rodzajów 
cząsteczek RNA występujących w zakażonych wiru­
sem HBV hepatocytach tylko RNA o długości 3,5 kz 
może pełnić rolę pregenomu. Jego długość przekracza 
jednostkową długość genomu dzięki obecności ok. 120 
nukleotydów na końcu 5'. Pregenomowy RNA jest 
transportow any do cytoplazmy, gdzie razem z nowo- 
zsyntetyzowaną polimerazą wirusową i białkiem pri- 
merowym tworzy kompleks z cząsteczkami białka 
rdzeniowego [27], Badanie replikacji w stabilnym 
systemie ekspresji (komórki HepG2 transfekowane 
DNA pochodzącym z HBV) wykazały, że ten etap

Ryc. 4. Cykl rcplikacyjny HBV składa się z trzech zasadniczych faz: 
transkrypcji, odw rotnej transkrypcji i replikacji DNA. 
Poszczególne etapy to: A —  tworzenie kolistej cząstki DNA, 
B —  transkrypcja nici ( —), C —  odw rotna transkrypcja 
prow adząca do odtw orzenia nici ( —) z równoczesną de­
gradacją pregenom owego RNA, D — przeniesienie pre­
genom owego RNA prim era do obszaru DR2 i rozpoczęcie 
syntezy nici (+ ), E —  w ew nątrzm olekularne „przełączenie” 
procesu replikacji nici ( + )  na rejon 3' nić ( —), F — w ydłuże­
nie nici ( +  ), tworzenie cząstki oc DNA. Ryc. w ykonano na 
podstawie danych pochodzących z [3], [28], [52].

Wewnątrz powstałych cząstek syntetyzowana jest 
przez odwrotną transkryptazę minusowa nić DNA. 
Proces ten inicjowany jest w sekwencji DR1 przy 3' 
końcu matrycy RNA a jako  primer służy w nim białko 
pochodzące z N-końcowej części produktu białkowe­
go O R F  P [51]. Podczas gdy koniec 3' nici DNA ulega 
wydłużaniu pregenomowe RNA jest stopniowo hydro- 
lizowane dzięki aktywności RNA-zy H charakterys­
tycznej dla odwrotnej transkryptazy HBV [28], Nowo 
utworzona nić (-) służy teraz jako matryca do syntezy 
nici ( +  ). Primerem w tej syntezie jest krótki oligo- 
rybonukleotyd pochodzący z 5' końca pregenomowe­
go RNA. Synteza nici plus rozpoczyna się we fragmen­
cie DR2 i postępuje w kierunku końca 5' nici (-) na 
długości ok. 240 nukleotydów. Następnie, w wyniku

replikacji jest silnie hamowany przez interferon (INFoc 
i INFP) [52],
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wewnątrzmolekularnego „przełączenia”, wydłużanie 
nici ( + )  odbywa się dzięki wykorzystaniu 3' końca nici 
(-) jako matrycy. Powoduje to przekształcanie linio­
wych form DNA w dwuniciowe cząsteczki koliste (oc).

Cząstki rdzeniowe, po opłaszczeniu przez białka 
powierzchniowe, wydzielane są na zewnątrz hepatocy- 
tów jako nowe pokolenie wirionów. Część cząstek 
rdzeniowych jest transportow ana z powrotem do 
jądra, gdzie forma oc wirusowego DNA przekształ­
cana jest w formę ccc, co wydatnie zwiększa pulę 
genomu HBV w komórce [53]. Po wielu takich 
cyklach (w zakażeniach chronicznych) wirusowe DNA 
może integrować się z genomem gospodarza. Tow a­
rzyszy temu często modulacja ekspresji zarówno ge­
nów wirusa jak i gospodarza [54].

Podobieństwo pomiędzy replikacją wirusów Hepad- 
na i retrowirusów oraz uderzająca homologia pomię­
dzy konserwatywnymi rejonami ich genomów prow a­
dzi do wniosku, że HBV i retrowirusy mogą mieć 
wspólne pochodzenie [55],

A rtykuł otrzymano 8 grudnia 1992 r. 
Zaakceptowano do druku 25 marca 1993 r.
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Białka jedwabiu B.mori —  charakterystyka, biosynteza 
i regulacja ekspresji genów
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I. Gruczoł przędny —  funkcja i budowa

Najbardziej znanym owadem snującym jedwab z ro­
dziny Lepidoptera jest jedwabnik morowy B. mori. Jego 
jedwab wykorzystuje się do celów przemysłowych. 
B. mori. znany od ponad 4000 lat, jest owadem w pełni 
udomowionym. Obecnie nie występuje w stanie dzi­
kim. Jest typowym monofagiem, którego gąsienice 
żywią się jedynie liśćmi morwy białej. Rozwój jedwab­
nika morwowego obejmuje 4 stadia: jaja, larwy, po- 
czwarki i dorosłego owada. Stadium larwalne dzieli się 
na 5 okresów. Pod koniec ostatniego, V stadium, które 
trwa 8 dni, owady rozpoczynają snucie kokonu. G łów­
nym składnikiem kokonu jest fibroina, która stanowi 
70-80% wszystkich białek. Udział serycyn jest znacz­
nie mniejszy, około 20-30%. Pozostałe składniki to: 
substancje woskowe nieorganiczne, barwiące oraz wę­
glany [1], Synteza białek oprzędu przebiega w gruczo­
le przędnym owada, będącym odpowiednikiem prze- 
transformowanych gruczołów śliniankowych. Jest to 
parzysty organ, w którym pod względem morfologicz­
nym i funkcjonalnym można wyróżnić 3 części:

—  długą i wąską część tylną, gdzie zachodzi synteza 
głównego białka jedwabiu fibroiny i związanego 
z nią niskocząsteczkowego białka o m.cz. 25 
kKD-białko P 25 [2, 3],

—  część środkową —  miejsce syntezy serycyn. Biał­
ka, przesunięte z części tylnej, są tutaj oplatane 
serycynami i przechowywane w tej części gruczo­
łu aż do momentu snucia kokonu [3, 4].

—  część przednią —  cienki kanał, przez który 
podczas snucia kokonu uwalnia się gotowa nić.

W ostatnim, V stadium larwalnym, obserwuje się 
bardzo gwałtowne zmiany strukturalne i biochemiczne 
komórek gruczołu przędnego. Waga gruczołu zwięk­
sza się 20-krotnie, podczas gdy waga ciała w tym czasie 
wzrasta tylko 6-krotnie [5]. Następuje też znaczny 
wzrost ilości DNA, RNA i białek. [6]. Po zakończeniu 
snucia kokonu, podczas metamorfozy dorosłej larwy 
w poczwarkę, gruczoł przędny ulega degeneracji i au- 
tolizie.
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II. Białka jedwabiu

II-l. Fibroina

Fibroina jest dużym, nierozpuszczalnym polipep- 
tydem o m.cz. 370 +  20 kD [2, 7, 8]. Zawiera ona 4700 
-5000 reszt aminokwasowych, głównie glicyny, alani­
ny, seryny i tyrozyny. Stanowią one około 90% 
wszystkich reszt aminokwasowych tego białka [2, 3, 7, 
8]. W fibroinie wyróżnić można dwa obszary: krys­
taliczny i amorficzny [9,10] (Rys. 1). Część krystalicz­
na, nierozpuszczalna, składa się z około 50-ciu po­
wtarzających się jednostek polipeptydowych o długo­
ści 59 reszt aminokwasowych i sekwencji: Gly-Ala- 
G L y-A la-G ly -S er-G ly -A la-A la-G ly -(S er-G ly -A la-  
Gly-Ala-Gly)8-Tyr [11]. Powtarzający się heksapep- 
tyd uczestniczy w stabilizacji struktury fibroiny. Re­
gion amorficzny, rozpuszczalny, jest mieszaniną pep- 
tydów długości 3-35 reszt aminokwasowych, w któ­
rych glicyna, dominujący aminokwas (40%), występuje 
w połączeniu głównie z alaniną, rzadziej waliną, proli- 
ną czy tyrozyną [12]. Łańcuchy polipeptydowe fib­
roiny mogą występować w dwóch odmiennych konfor­
macjach. Łańcuch fibroiny, obecny w kokonie, tworzy 
tzw. formę [3-arkusza, w której równoległe łańcuchy 
polipeptydowe połączone są poprzecznymi wiązania­
mi wodorowymi (Ryc. 1). Wiązania te nadają takiej 
strukturze dużą trwałość. Odmienna konformcja fib­
roiny, znana jako ”silk I” czy ”a-silk”, jest stosunkowo 
słabo poznana. Opiera się ona na a-heliksie, jest mniej 
stabilna i prawdopodobnie w takiej formie występują 
łańcuchy polipeptydowe fibroiny w gruczole przęd- 
nym [9].

II-2. Białko P25

Niskocząsteczkowe białko jedwabiu B. mori o m.cz. 
25 kD (P 25), syntetyzowane w tylnej części gruczołu 
przędnego [2, 3, 13], związane jest z fibroiną wiązania­
mi S-S [14]. Białko to różni się składem amino- 
kwasowym od fibroiny. W białku P 25 zawartość 
glicyny i alaniny jest stosunkowo niska (14,7% 
i 13,2%) w porównaniu z fibroiną (46,1% i 31,6%), 
natomiast jest ono bogate w aminokwasy kwaśne 
i hydrofobowe, takie jak: kwas glutaminowy, fenyloa- 
lanina, prolina, cysteina, walina i leucyna [ 12, 15, 16]. 
Funkcja białka P 25 nie jest znana. Przypuszczalnie 
bierze ono udział w stabilizacji cząsteczki fibroiny [3],

II-3. Serycyny

Serycyny syntetyzowane specyficznie przez komórki 
środkowej części gruczołu przędnego [17], stanowią 
mieszaninę 3-4 większych i kilku mniejszych polipep- 
tydów, o m.cz. od 60 do 400 kD [3, 8, 18]. C harak ­
teryzują się wysoką zawartością seryny, od 16 do 42% 
[8], G a m o  i w s p. [ 8] analizując białka pochodzące 
z różnych regionów części środkowej gruczołu wyka­
zali obecność trzech większych (s-1; s-2 i s-3) i dwóch 
mniejszych (s-4 i s-5) białek. Serycyny s-2 i s-5 o m.cz. 
177 i 133 kD wydzielane są przez komórki przedniego 
regionu części środkowej gruczołu. Serycyny s-1 i s-3
0 m.cz. odpowiednio 305 i 140 kD syntetyzowane są 
w środkowym, a serycyny s-4 o m.cz. 80 kD w koń­
cowym regionie części środkowej gruczołu. Skład 
aminokwasowy czterech polipeptydów (s-1; s-2; s-3
1 s-4) jest podobny. W każdym z nich dominującymi 
aminokwasami są: seryna, glicyna i kwas asparagino­
wy. Jedynie serycyna s-5 zawiera o połowę mniej reszt 
serynowych w porównaniu z pozostałymi, podczas gdy 
zawartość glicyny i kwasu asparaginowego jest podob­
na [ 18], Serycyny B. mori są glikoproteidami. Zawiera­
ją dwa typy jednostek oligosacharydowych: N-acetylo- 
galaktozoaminy i galaktozy dołączone do seryny czy 
treoniny oraz N-acetyloglukozoaminy i mannozy 
związane z resztami asparaginowymi białka [19].

III. Biosynteza fibroiny

III-I. Zaopatrzenie w aminokwasy

Gruczoł przędny w pierwszych dniach ostatniego 
stadium larwalnego syntetyzuje niewielkie ilości bia­
łek jedwabiu. W tym okresie większość aminokwasów 
zużytkowywanych do syntezy białek pochodzi z poży­
wienia i pobierana jest z hemolimfy [20]. Gdy larwa 
przestaje żerować i rozpoczyna się snucie kokonu, 
synteza białek jedwabiu odbywa się głównie kosztem 
innych tkanek, np. jelita czy powłoki ciała [ 21]. 
Wewnątrzkomórkowa pula wolnych aminokwasów 
gruczołu przędnego B. mori nie jest dostatecznie boga­
ta w takie aminokwasy jak glicyna, alanina, seryna czy
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tyroz>na, które stanowią około 90% reszt amino- 
kwascwych fibroiny [6]. Zawartość ich w tylnej części 
gruczołu przędnego pozwoliłaby na utrzymanie syn­
tezy fibroiny jedynie przez 3 minuty [3]. Utrzymanie 
się pu'i wolnych aminokwasów w gruczole na stałym 
poziomie, podczas intensywnej syntezy białek, wska­
zuje n i  bardzo gwałtowny proces zarówno ich pobie­
rania jak i zużytkowywania w syntezie białka [6]. Za 
wybór odpowiedniego aminokwasu wbudowywanego 
do łańcucha białkowego odpowiedzialne są zarówno 
transportujące RNA (tRNA), jak i aminoacylo-tRNA 
syntetazy. W tylnej części gruczołu przędnego B. mori 
ponad połowę całej puli tRNA stanowią: tR N A Gly, 
tRNA^la, tR N A Ser oraz tR N A Tyr [3]. W ostatnim,
V-tym stadium larwalnym, od momentu zaprzestania 
żerowania (4 dzień), do snucia kokonu (8 dzień) 
dwukrotnemu wzrostowi poziomu całkowitego tRNA 
w tylnej części gruczołu towarzyszy 8-krotny wzrost 
tRNAĄla i tRNA gly [22], Występuje tutaj zjawisko tzw. 
funkcjonalnego przystosowania populacji tRNA do 
składu aminokwasowego syntetyzowanego białka-fib- 
roiny [3, 22-25]. Wzrost poziomu pewnych rodzajów 
tRNA w gruczole może być wynikiem zarówno selek­
tywnej transkrypcji genów, jak też wybiórczego doj­
rzewania prekursorowych tRNA (pre-tRNA). Nie zu- 
żytkowywane w syntezie białka rodzaje tRNA ulegały­
by gwałtownemu zanikowi [3, 24].

III-2. mRNA fibroiny (FmRNA)

FmRNA został wyizolowany i częściowo zsekwenc- 
jonowany [26]. Sumę zawartości G i C w FmRNA 
określono na 59%, w tym guanina staowiła 40% [26]. 
M.cz.FmRNA w g L i z a r d i e g o  i ws p .  [27] wynosi 
5,8 x 106 daltonów (około 16 000 nukleotydów). P o ­
nieważ fibroina składa się z 4700-5000 reszt amino- 
kwasowych [3, 7, 8] jej mRNA powinien zawierać 
około 15 000 nukleotydów. Tak więc FmRNA posiada 
nadmiar sekwencji w stosunku do ilości oczekiwanej 
a różnica ta spowodowana jest obecnością w cząstecz­
ce mRNA obszarów niekodujących [2, 7, 27, 28]. 60% 
cząsteczek fibroinowego mRNA ma na 5' końcu

- 5  0
________ j _______________ i--------------

E1 1
5' H I ---------
___________________________ r ~ i

Ryc. 2. Schemat budowy genu fibroiny u B. mon. wg. [3, 30, 36, 41

7-metyloguanozynę (m7G) i zmetylowane sąsiadujące 
nukleotydy, a więc strukturę kapturka (ang. cap) typu: 
m 7G (5 * ppp(5 ] Amp U mp Cp Xp G p [29]. Pozostałe 
40% zawiera niezmetylowane nukleotydy na 5 końcu 
i strukturę: G (P5PP)(5,) ApPypXpXpG p [30].

Do 3' końca Fm RN A  dołączony jest odcinek poli(A)
0 długości 100 nukleotydów [27]. Przylegający do 
segmentu poli(A) niekodujący fragment FmRNA, zło­
żony z 34 nukleotydów, jest bogaty w reszty urydylowe
1 zawiera sekwencję-AAUAAA- [28]. Sekwencja ta jest 
prawdobodobnie sygnałem poliadenylacji [31]. S u ­
z u k i  i S u z u k i  [32] badając zawartość FmRNA 
w rozwoju gruczołów przędnych, wykazali nagrom a­
dzanie się mRNA w czasie kolejnych stadiów larwal­
nych. Pod koniec Iii-go, IV-go i V-tego (ostatniego) 
stadium larwalnego, gruczoły gromadzą FmRNA 
w ilościach odpowiednio: 0,2 pg; 2,0 pg i 170 pg/parę 
gruczołów. Podczas linienia synteza Fm R N A  zanika, 
a cząsteczki Fm R N A  ulegają całkowitej degradacji 
[32, 33]. Tak więc podczas rozwoju gruczołu zachodzi 
cykliczne włączanie i wyłączanie genu fibroinowego 
oraz degradacja dojrzałego mRNA w czasie kolejnych 
linek [13, 33],

III-3. Gen fibroiny

Gen fibroiny (Ryc. 2) jest intensywnie badany od 
początku lat siedemdziesiątych, a na szczególną uwagę 
zasługują prace S u z u k i  i ws p .  [30, 34-36]. Gen ten 
składa się z ponad 17 000 par nukleotydów, a więc jest 
tylko nieznacznie większy (ok. 7%) od dojrzałego 
FmRNA [27, 37, 38]. Zawartość par G +  C w genie 
fibroinowym wynosi 59-60% [37]. W genomie kom ó­
rek gruczołów przędnych gen fibroiny występuje w jed­
nej kopii, co stanowi około 0,0022% całkowitej ilości 
genomowego DNA (0,5 pg DNA/genom) [34, 37, 39, 
40], DNA komórek gruczołów przędnych podczas 
kolejnych stadiów rozwoju podlega około siedemnas­
tu cyklom replikacyjnym bez podziału komórkowego 
[5, 39]. W wyniku tej poliploidyzacji zawartość DNA 
w komórkach gruczołu w 3-cim, 4-tym dniu, V-tego

+ 5 +10 +15
 !_______________ I-----------------------I----------
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- E2 — l 3'
l I 1 1 j 1 I  i J— ok. 17000 pz
A C A C A C A C  A C A C A C A

E -  ekson 
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A -  sekwencje kodujące amorficzny region 
C -  sekwencje kodujące krysta liczny region
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ostatniego stadium larwalnego osiąga wartość 0,2 
pg/komórkę (ok. 4 x 105 kopii genu fibroiny/komórkę) 
[39]. Mimo, że udział genu fibroiny w całkowitym 
DNA komórek gruczołu jest niewielki, O s h i m a 
i S u z u k i  [35] otrzymali klony genu w plazmidzie 
pMB9. Jeden z tych klonów, pFb 29 z insertem
0 długości 21 kz, zawiera cały gen fibroiny z flan­
kującymi sekwencjami na obu końcach. Powtarzalne 
sekwencje, stanowiące rdzeń części kodującej (ok. 
15000 par nukleotydów), składają się z co najmniej 10 
domen o dl. ok. 1-2 kpz, kodujących krystaliczny 
region fibroiny, przedzielonych krótszymi (0,2 kpz) 
sekwencjami, kodującymi amorficzny obszar białka 
[41, 42], Ten duży blok sekwencji oporny na działanie 
większości enzymów restrykcyjnych trawiony jest 
przez dwie endonukleazy: Alu I i Hpa II [41], N a to ­
miast miejsca rozpoznawane przez takie enzymy re­
strykcyjne jak: Pst I, Bg II, Hinf I, Hind III, Tag
1 znajdują się jedynie w pobliżu końców 5' i 3' genu 
fibroinowego [35, 36, 43],

Szczegółowo zbadano strukturę regionu 5' końca 
genu fibroiny [30, 36]. Miejsce startu transkrypcji 
(nukleotyd +1)  zlokalizowano w sekwencji-GCA- 
[30], Wspólną cechą wielu regionów promotorowych 
jest duży udział par A:T w ich składzie [44], W ykaza­
no, że sekwencje poprzedzające 5' koniec genu fibroiny 
(między -7 a -119 nukleotydem) są również b. bogate 
w pary A:T (ok. 75%) oraz zawierają liczne odcinki 
oligo(dA) i oligo (dT)[30], W obszarze promotoro- 
wym genu fibroinowego wykazano obecność siedmio- 
nukleotydowej sekwencji -TATA A A A- (w pozycji -30 
-24) podobnej do tzw. fragmentu Pribnowa -TAT£ 
ATG- [45]. Przyjmuje się, że fragment Pribnowa, jest 
ogólnym sygnałem rozpoznawanym przez polimerazę 
RNA. Delecja sekwencji -TATA- (pozycja -30 -27) 
prawie całkowicie znosi transkrypcję, a bardzo nis­
kiemu jej poziomowi towarzyszy błędne umiejscowie­
nie miejsca startu transkrypcji [46]. Między nukleo­
tydem -88 a -85 znajduje się sekwencja -CAAT- 
odpowiedzialna za podstawowy poziom transkrypcji 
[30, 36]. W odległości ok. 200 par nukleotydów na 
lewo od sekwencji -TATA A A A- w rejonie od -238 do 
-116 wykazano obecność sekwencji wzmacniających 
(ang. enhancer), które wpływają na wydajność trans­
krypcji niezależnie od odległości i orientacji w stosun­
ku do miejsca startu transkrypcji [47], T s u j i m o t o 
i S u z u k i  [30, 36] wykazali obecność w genie fibroiny 
długiej ( ~ 1,0 kpz) sekwencji interweniującej (inaczej 
intronu), która przerywa gen w miejscu oddalonym od 
końca 5' (na prawo) o ok. 70 par nukleotydów. Kopii 
tej sekwencji nie było w dojrzałym fibroinowym 
FmRNA, co świadczy, że jest ona wycinana podczas 
dojrzewania mRNA [48]. Powtarzalne sekwencje ko­
dującego regionu genu, oddalone są od 5' końca genu 
o ok. 1 100 par nukleotydów. Sekwencje znajdujące się 
w rejonie połączenia sekwencji interweniującej i kodu­
jącej (intronu z eksonem) odgrywają ważną rolę w skła­
daniu pierwotnego transkryptu genu fibroiny [36].

IV. Biosynteza białka P 25

IV-1. mRNA białka P25

Analizując poliadenylowane RNA tylnej części gru­
czołu przędnego B. mor i, w okresie intensywnej syntezy 
fibroiny, C o u b l e  i ws p .  [49] wykazali obecność 
dwóch dominujących mRNA, które stanowiły ponad 
80% puli całkowitego poli A + RNA. Jednym z nich był 
FmRNA, natomiast drugi został zidentyfikowany jako  
mRNA dla białka P 25 [13, 50]. O ba te mRNA 
występują w komórce w ilościach ekwimolarnych [13, 
49]. M.cz. mRNA białka P 25 wynosi 4 ,0 -4 ,2 x l0 5 
daltonów (1 100-1 200 nukleotydów) [13, 51]. Tak więc 
mesenger ten ma nadmiar sekwencji nukleotydowych 
(około 40%) w stosunku do wielkości syntetyzowane­
go białka, składającego się z 220 aminokwasów. Zm ia­
ny stężenia mRNA białka P 25 w czasie rozwoju 
gruczołów przędnych B. mori są podobne do tych, 
które obserwowano w wypadku Fm RN A  [13, 32, 33, 
51], W stadium linienia synteza P 25mRNA, podobnie 
jak FmRNA zanika, a 85% jego cząsteczek ulega 
degradacji. Śladowe ilości mRNA białka P 25 wy­
krywane wtedy w tylnej części gruczołu, wskazują na 
wyższą stabilność tego mRNA niż FmRNA, którego 
nie wykrywano w okresie linienia [13]. W piątym 
ostatnim stadium rozwoju, obserwowany jest wzrost 
zawartości mRNA białka P 25 w tylnej części gruczołu 
od ok. 2 pg/parę gruczołów w 2 dniu do około 20 
pg/parę gruczołów w 6-7 dniu, tzn. w okresie snucia 
kokonu. Zdaniem C o u b l a  i ws p .  [13] duże na­
gromadzanie mRNA białka P 25, podobnie jak 
FmRNA w piątym ostatnim stadium rozwoju gruczołu 
jest możliwe dzięki intensywnej transkrypcji i wysokiej 
stabilności tych mRNA podczas tego stadium.

IV-2. Gen białka P25

Gen białka P 25 został sklonowany i całkowicie 
zsekwencjonowany [52, 53]. Składa się z 3485 par 
nukleotydów i podobnie jak gen fibroiny występuje 
w jednej kopii w genomie. Zawiera pięć bloków 
sekwencji kodujących -eksonów (5' E t - E 5 3'), które 
przedzielone są sekwencjami interweniującymi, s tano­
wiącymi aż '6 0 %  całkowitej długości cząsteczki genu. 
Miejsce startu transkrypcji (nukleotyd +  1) zlokalizo­
wano w obrębie sekwencji -GCA- [52, 53]. W obrębie 
promotorowym genu na lewo od 5' końca zlokalizowa­
no sekwencję -TATA- (-32, -29), miejsce rozpoznawane 
przez polimerazę RNA II, oraz sekwencję-CAAT-(-90, 
-87) która obecna jest również w podobnej pozycji 
w genie fibroinowym [52].

W odległości 23 par nukleotydów od miejsca startu 
transkrypcji w eksonie E , wykazano obecność odcinka 
DNA ( +  23, +74) niekomplementarnego z mRNA 
białka P 25. Okazało się, że ten fragment DNA koduje 
peptyd sygnałowy obejmujący siedemnaście am ino­
kwasów, w tym trzynaście o charakterze hydrofobo­
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wym (z przewagą waliny i alaniny). Peptydy syg­
nałowe, odcinane podczas translokacji umożliwiają 
transport pozostałej części cząsteczki białka przez 
błonę szorstkiego reticulum endoplazmatycznego. 
Fragment DNA kodujący peptyd sygnałowy poprze­
dza sekwencja -CAAC- (+ 1 9 ,  +22), k tóra występuje 
również w genach serycynowych. Rola tej sekwencji 
nie jest znana, chociaż wykazano jej obecność w ob­
szarze 5' końca wielu genów owadzich [54]. W pobliżu 
y  końca genu P 25 wykazano obecność sekwencji 
-AATAAA- (pozycja +3461, +3466) będącej syg­
nałem do poliadenylacji. Gen P 25 i gen fibroiny, 
znacznie różniące się strukturą, wykazują wysoki 
stopień homologii między sekwencjami flankującymi 
5' końców obu tych genów [52].

V. Biosynteza serycyn

V-l. mRNA serycyn

W środkowej części gruczołu przędnego B. mori, 
wykazano obecność kilkunastu poliadenylowanych 
RNA o długości: 10,5; 9,0; 4,0; 2,8; 5,4; 3,1; 3,5; 2,95 
i 0,45 kz, kodujących białka typu serycyn [55-57]. 
Mesengery o długości 10,5; 9,0; 4,0 i 2,8 kz trans- 
krybowane są w postaci wspólnego wielkocząstecz­
kowego pre-mRNA, który następnie podlega zróż­
nicowanemu cięciu i składaniu. Gen kodujący ten duży 
transkrypt został określony jako  Ser-1 [56-58]. Infor­
macyjne RNA kodowane przez gen Ser-1 zawierają 
powtarzalną, sekwencję o długości 114 nukleotydów 
bogatą w kodony serynowe, oraz mają takie same 
sekwencje na 5' i 3' końcach cząsteczki [57], Serycyno- 
we mRNA o długości 5,4 i 3,1 kz powstają również 
w wyniku zróżnicowanego cięcia i składania wspól­
nego transkryptu, produktu genu Ser-2 [57]. Oprócz 
tych dwóch głównych „grup mRNA serycyn”, pozo­
stałe trzy mRNA o długości 3,5; 2,95 i 0,45 kz kodowane 
są przez różne geny określone jako MSGS-3, 4 i 5 [59]. 
Serycynowe mRNA są syntetyzowane podczas kolej­
nych stadiów larwalnych natomiast w okresie linienia 
synteza zanika [60], W V-tym, ostatnim stadium roz­
woju, następuje znaczny wzrost zawartości tych mRNA 
osiągający poziom maksymalny ok. 5-tego dnia roz­
woju. Z badań C o u b l a  i ws p .  [57] i M i c h a i 11 e 
i w s p. [56] wynika, że w różnych regionach środkowej 
części gruczołu przędnego są synteyzowane określone 
rodzaje serycynowych mRNA. W przedniej części 
następuje synteza mRNA kodowanych przez gen Ser-2 
i M SGS-4, w środkowej przez gen Ser-1 i M SGS-3, 
natomiast w tylnej części syntetyzowane są krótkie 
mRNA. Synteza tych mRNA zależy nie tylko od 
umiejscowienia komórek syntetyzujących je w gruczo­
le, lecz również od stadium rozwoju gruczołu.

V-2. Geny serycyn

Geny serycynowe Ser-1, Ser-2, M SG S-3 ,4 i 5 zostały

sklonowane i częściowo zsekwencjonowane [56, 59, 
61]. Najlepiej poznano strukturę genu Ser-1 kodujące­
go cztery mRNA [56, 61]. Gen ten składa się z 24000 
par nukleotydów. Podobnie jak gen białka P 25 [52] 
i gen fibroiny [39, 40] występuje w genomie w jednej 
kopii [56]. Gen Ser-1 składa się z co najmniej 5 odcin­
ków kodujących, które są przedzielone intronami [61]. 
Miejsce startu transkrypcji zlokalizowano w obrębie 
sekwencji -GCATAGT-. Sekwencję -GCA- można 
odnaleźć w miejscu startu transkrypcji genu fibroiny 
[30] i genu białka P 25 [52]. Sekwencja -TATAAAA-, 
podobna do tzw. fragmentu Pribnowa została zlokali­
zowana między nukleotydami -30, a -24 i znajduje się 
w identycznej pozycji jak w genie fibroiny [30]. 
W pozycji -90 do -86 genu Ser-1 wykazano obecność 
sekwencji -CAAAT-, która wykazuje duże podobieńst­
wo do sekwencji -CAAT- występującej w genie fibroiny 
w pozycji -88 do -85 [30, 36], a w genie P 25 -90 do -87 
[52]. Wykazano znaczny stopień homologii między 
sekwencjami flankującymi 5' końców genów Ser-1 
i fibroiny [61]. Gen Ser-2 o długości 16 200 par 
nukleotydów kodujący dwa mRNA, podobnie jak  gen 
Ser-1 występuje w genomie w jednej kopii [57], Został 
on sklonowany, jednak jego struktura nie jest jeszcze 
znana [52] podobnie jak pozostałych genów serycyn: 
MSGS-3,4 i 5 [59],

VI. Czynniki regulujące syntezę białek 
jedwabiu

Przedstawione wyżej dane wskazują, że geny kodu­
jące białka jedwabiu, różne strukturalnie, mogą mieć 
wspólne mechanizmy regulacyjne, o czym świadczy 
bardzo wysoki stopień homologii flankujących sek­
wencji na końcach 5' tych genów. Szczegółowe badania 
strukturalne regionów końca 5' genów fibroiny, białka 
P 25 i Ser-1 prowadzone przez H u i  i ws p .  [62] 
potwierdzają tę hipotezę. W obrębie proksymalnych 
sekwencji promotorowych (do ~100 par nukletydów 
na lewo od miejsca startu transkrypcji) genu fibroiny, 
P 25 i Ser-1 wykazano obecność sekwencji o wspólnym 
rdzeniu: -A /TGTTT- które znajdują się w pozycjach: 
dla genu fibroinowego -41 T C G A G T T T T G A C  -52;

i -80 AGATGTTTATTC -69; 
genu Ser-1 -101 CATTGTTTGCAC -89; 

genu P 75 -89 AATTGTTTCCAC -78, 
[62, 63],

Sekwencje te może rozpoznawać białkowy czynnik 
SGF-1 pochodzący z ekstraktów komórkowych tylnej 
części gruczołów przędnych B. mori [62], Wiązanie się 
czynnika SGF-1 z tymi sekwencjami DNA wykazano 
dla genu fibroiny i Ser-1. Ponieważ w regionie promo- 
torowym genu białka P 25 jak również genu fibroiny 
Antheraea yamamai [62], znaleziono podobne sekwen­
cje, wydaje się bardzo prawdopodobne, że czynnik 
SGF-1 odgrywa znaczącą rolę w ekspresji genów 
białek jedwabiu. W odległości ponad 100 par nukleo­
tydów od miejsca startu transkrypcji genu fibroiny,
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Ser-1 i białka P 25 wykazano obecność powtarzających 
się sekwencji bogatych w pary A +  T o wspólnym 
rdzeniu -TAAT- i długości 10 pz. Sekwencje te wykazu­
ją  duże podobieństwo do sekwencji największej zgod­
ności (ang. consensus sequence) -TCAATTAAAT- wią­
żącej białka kodowane przez odcinki mRNA zwane 
homeoboks (ang. homeobox) [62, 64]. Znaleziono je 
w wielu genach np. u Drosophila. Wykazano, że białka 
Drosophila kodowane przez homeoboks, tzw. białka 
Z E N  i EVE [65, 66], są wiązane przez sekwencje
0 rdzeniu -TAAT- genów fibroiny i Ser-1. Według 
H u i i ws p .  [62] geny kodujące białka jedwabiu 
mogą stanowić grupę genów specyficznie reagujących 
z niektórymi białkami kodowanymi przez homeobok- 
sy. Wykazano, że sekwencje o rdzeniu -TAAT- mogą 
być również rozpoznawane przez białkowe czynniki 
z ekstraktów zarówno tylnej, jak i środkowej części 
gruczołów B.mori, określane jako  SGF-2; SGF-3
1 SGF-4. Do ich wiązania się z DNA konieczna jest 
obecność segmentu -TAAT- [62, 64], Dopiero dalsza 
charakterystyka tych czynników pozwoli na określenie 
ich roli w ekspresji genów białek jedwabiu. Z badań 
H u i i w s p .  [62] można wnioskować, że homologicz­
ne sekwencje wykrywane w flankujących regionach 5' 
końców genów fibroiny, Ser-1 i białka P 25 mogą być 
odpowiedzialne za wspólną i zsynchronizowaną eks­
presję tej grupy genów. W komórkach Eukaryota 
opisano szereg genów, których regulacja aktywności 
zachodzi pod wpływem hormonów [67, 68]. Są dane 
wskazujące, że może to również dotyczyć genów 
kodujących białka jedwabiu [58, 60, 69]. W rozwoju 
osobniczym owadów główną rolę odgrywają dwa 
hormony: ekdyzon i hormon juwenilny (JH). JH należy 
do grupy izoprenoidów, natomiast ekdyzon jest związ­
kiem sterydowym. Ekdyzon jest przekształcany 
w tkankach owada do 20-hydroksyekdyzonu, który 
jest bardziej aktywną formą hormonu. Badania A k a i 
i w s p .  [69] i G a r e 1 a [70] wskazują, że snucie 
jedwabiu kontrolują hormony. Podanie larwie B. mori 
JH w początkowym okresie V-tego stadium larwal­
nego powoduje spowolnienie procesów replikacji, 
transkrypcji i translacji w gruczole przędnym, a w kon­
sekwencji wydłużenie stadium larwalnego i wzrost 
produkcji jedwabiu o około 30%. 20-hydroksyek- 
dyzon podany larwie w początkowym okresie V-tego 
stadium powoduje znaczne obniżenie zawartości 
mRNA serycynowych i fibroiny [59]. Spadek zawarto­
ści tych mRNA w normalnym rozwoju obserwuje się 
wtedy, gdy miano endogennego horm onu jest wysokie. 
B a d a n i a T r i p o u l o s a  i S a m o l s a  [59] wskazują, 
że egzogenny 20-hydroksyekdyzon może wpływać na 
przebieg cięcia i składania transkryptów kodujących 
serycyny. Tak więc hormony mogą być jednym z czyn­
ników regulujących ekspresję genów kodujących biał­
ka jedwabiu.

A rtykuł otrzymano 8 marca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 22 marca 1993 r.
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P OST ĘP Y B I O C H E M I I  3 9 ( 2 ) ,  1 9 9 3

Drożdże S. cerevisiae od wielu lat uważane są za 
atrakcyjnego gospodarza dla produkcji heterologicz­
nych białek tak w celach aplikacyjnych, jak i badaw­
czych. Drożdże, podobnie jak bakterie, są organiz­
mami jednokomórkowymi, łatwo poddają się m anipu­
lacjom genetycznym, hodowanie ich jest tanie, a tempo
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wzrostu stosunkowo szybkie. W odróżnieniu jednak 
od organizmów prokariotycznych, drożdże z ich eu­
kariotyczną organizacją struktur i procesów kom ór­
kowych są zdolne do przeprowadzania postransla- 
cyjnej obróbki i modyfikacji białek (glikozylacja, for­
mowanie mostków dwusiarczkowych). Procesy te czę­
sto są niezbędne do uzyskania aktywnych białek
0 natywnej strukturze przestrzennej. Wyodrębnienie
1 charakterystyka m utantów defektywnych w po- 
stranslacyjnej obróbce i sekrecji homologicznych droż- 
dżowych białek wydzielniczych, takich jak inwerta­
za, fosfataza czy płciowy czynnik a, umożliwiły po­
znanie mechanizmów odpowiedzialnych za ich wy­
dzielanie. Genetyczne i biochemiczne dane wykazują, 
że wewnątrzkomórkowy transport i sekrecja białek 
z S. cerevisiae zachodzi w sposób podobny do prze­
biegu tych procesów w komórkach wyższych euka- 
riontów. Białka są transportowane przez błonę re- 
tikulum endoplazmatycznego i cysterny aparatu  Gol- 
giego [ 1], gdzie ulegają modyfikacjom, a następnie 
zamknięte w pęcherzykach wydzielniczych transpo­
rtowane są do błony cytoplazmatcznej i po fuzji 
z nią uwalniane.

Potranslacyjna obróbka i modyfikacje zachodzące 
w trakcie transportu heterologicznych białek przez 
drożdżową „drogę wydzielniczą”, poza wpływem na 
strukturę przestrzenną, umożliwiają prawidłowe ufor­
mowanie aminowego końca rekombinacyjnych białek. 
Wydzielanie produktów ekspresji klonowanych ge­
nów na zewnątrz komórek może zapobiegać ich tok­
sycznemu działaniu na komórki oraz zdecydowanie 
upraszcza procedury czyszczenia białek.

II. Drożdżowe wektory ekspresyjne

Narzędziami umożliwiającymi ekspresję heterolo­
gicznych genów i sekrecję ich produktów są odpowied­
nie drożdżowe wektory ekspresyjne. Wektory te są 
konstruowane w oparciu o wektory drożdżowe dzielą­
ce się na dwie główne kategorie: 1) integracyjne, nie 
posiadające własnego replikonu i utrzymujące się 
w komórce dzięki integracji do chromosomu i 2) 
autonomiczne, replikujące się niezależnie do chrom o­
somu. Wektory autonomiczne, najczęściej stosowane 
do konstrukcji drożdżowych wektorów ekspresyjnych 
dzieli się na: a) pochodzące od endogennego 2pm 
plazmidu drożdżowego (YEp-yeast episomal plasmid) 
występujące w komórce w 20-60 kopiach [2], b) oparte 
na drożdżowych sekwencjach chromosomalnych bę­
dących miejscami startu replikacji ARS (autonomously 
replicating sequence) — plazmidy te występują w ko­
mórkach w 5-10 kopiach, ale pozbawione mechanizmu 
segregacji podczas mejozy są bardzo niestabilne [2, 3], 
c) ARS/CEN, plazmidy centromerowe czyli posiadają­
ce dodatkową sekwencję centromerową CEN-zacho- 
wują się w czasie mejozy jak minichromosomy, są więc 
stosunkowo stabilne, występują w 1-2 kopiach na 
komórkę [4], Niezbędnymi elementami wektorów są

drożdżowe markery umożliwiające selekcję komórek 
niosących plazmid oraz sekwencje niezbędne do re­
plikacji i selekcji w E. coli.

Część plazmidu, związaną bezpośrednio z ekspresją 
klonowanej sekwencji kodującej, określa się mianem 
kasety ekspresyjnej. Jednym z jej elementów jest 
prom otor kierujący transkrypcją klonowanego genu. 
Cechy charakteryzujące poszczególne prom otory  to 
ich siła i możliwości regulowania inicjowanej przez nie 
transkrypcji (indukcyjność). Pozostałe składniki kase­
ty ekspresyjnej to sekwencja kodująca klonowanego 
genu podłączona do prom otora  bądź bezpośrednio, 
bądź przez sekwencję peptydu wyprowadzającego (li­
dera) oraz sekwencje terminujące transkrypcję DNA.

III. Peptydy wyprowadzające

Peptydy wyprowadzające (lidery) to klasa specyficz­
nych amino-terminalnych sekwencji peptydowych od­
powiedzialnych za wewnątrzkomórkowy transport 
białek i ich wydzielanie. Są częścią składową prekur­
sorów białek wydzielniczych, tak bakterii, jak i kom ó­
rek eukariotycznych. Znanych jest pond 200 sekwencji 
wyprowadzających. Ustalono najważniejsze elementy 
ich struktury: składają się z zasadowego regionu 
N-terminalnego, centralnego regionu hydrofobowego 
i bardziej polarnego regionu C-terminalnego [5], 
zawierającego sekwencje rozpoznawane przez protea- 
zy biorące udział w obróbce potranslacyjnej białka 
prekursorowego.

S. cerevisiae wydzielają do peryplazmy bądź na 
zewnątrz komórek tylko kilka białek. Ilości wydziela­
nej inwertazy, czynnika a  i kwaśnej fosfatazy wynoszą­
ce mniej niż 100 mg w litrze podłoża hodowlanego [ 6, 
7, 8] w porównaniu z możliwiościami wydzielniczymi 
innych organizmów są ograniczone. Dla przykładu 
Aspergillus niger wydziela kilka gramów glukoamyla- 
zy na litr hodowli [9], a Bacillus subtilis podobne ilości 
a-amylazy [10]. S. cerevisiae okazały się jednak o r­
ganizmem zdolnym do wydajnej sekrecji wielu hetero­
logicznych białek. Niezbędnym warunkiem dla sek­
recji obcych białek jest to, aby peptyd wyprowadzający 
był prawidłowo rozpoznawany w kom órkach d roż­
dżowych. Mimo, że mechanizmy transportu  i obróbki 
potranslacyjnej białek są ewolucyjnie zachowane przez 
wiele organizmów, nie wszystkie lidery pochodzące 
z innych gatunków prawidłowo funkcjonują w S. 
cerevisiae [11-13]. Z drugiej strony z powodzeniem 
poddaw ano ekspresji w S. cerevisiae geny licznych 
prekursorów heterologicznych białek. Naturalnie wy­
stępujące w tych białkach lidery zapewniały prawid­
łowy transport i sekrecję oraz obróbkę potranslacyjną 
(np. glukoamylaza z A. niger [14], ludzki trzustkowy 
wydzielniczy inhibitor trypsyny, [15] czy a-amylaza 
ludzkiej śliny [16]). Sekrecję heterologicznych białek 
z S. cerevisiae można także uzyskać stosując hom o­
logiczne peptydy wyprowadzające pochodzące z pre­
kursorów wydzielniczych białek drożdżowych, takich
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jak inwertaza [ 13] czy kwaśna fosfataza [ 17] lub lidery 
pochodzące z innych gatunków drożdży, np. lider 
toksyny z Kluyveromyces lactis (ang. killer toxin ) [18], 
czy zmutowany lider a-glukoamylazy z S. carlsbergen- 
sis [19]. Najczęściej jednak stosowany jest lider po­
chodzący z prekursora drożdżowego czynnika płcio­
wego c l S. cerevisiae.

IV. Czynnik płciowy a —  synteza, obróbka 
potranslacyjna

Czynnik a  jest peptydem składającym się z 13 
aminokwasów, wydzielanym przez haploidalne ko­
mórki typu płciowego c l, niezbędnym dla efektywnej 
koniugacji między haploidalnymi komórkami typu 
a i a, a w konsekwencji, tworzenia form diploidalnych. 
Genom S. cerevisiae zawiera dwa geny kodujące 
prekursorowe białko czynnika a  [20, 21]. Większy 
z nich (M F a  1) koduje 165 aminokwasowy polipeptyd 
(pre-pro a-factor, gdzie sekwencja oznaczona mianem 
pre-pro odpowiada sekwencji lidera) zawierający 19 
aminokwasowy pre-region (sekwencja sygnalna) i 64 
aminokwasowy pro-region z trzema potencjalnymi 
miejscami N-glikozylacji [22]. Za liderem następują 
4 powtórzenia sekwencji aminokwasowych dojrzałego 
czynnika a, z których każda poprzedzona jest krótkim 
peptydem rozdzielającym o sekwencji Lys-Arg- 
-(Glu/Asp-Ala)2_3. Drugi gen czynnika a (M F a  2) 
koduje białko prekursorowe zawierające tylko 2 jed­
nostki czynnika c l. Lider i peptydy rozdzielające zawie­
rają sekwencje aminokwasowe stanowiące sygnały do 
specyficznej proteolizy i sekrecji czynnika c l. (Ryc. 1). 
W obróbce potranslacyjnej biorą udział 4 różne en­
zymy proteolityczne: 1) sygnalna peptydaza hydro- 
lizująca wiązanie między 19 a 20 aminokwasem sek­
wencji liderowej, 2) endoproteinaza (kodowana przez 
gen K E X 2 ) tnąca od karboksylowego końca sekwencji 
Lys-Arg peptydu rozdzielającego, 3) dipeptydyloami- 
nopeptydaza (produkt genu STE13) usuwająca pozo-

A m ie jsca N g likozy lac ji sekw encja rozdzie la jąca

sygna lna pep tydaza

B

endopro te inaza  -  p roduk t genu KEX2

C/u A/a Asp A/o G/u A/a  Trp His Trp Leu Gin Leu Lys Pro Gly Gin Pro Met Tyr LysArg

t t t
d ipep tydy lo  am inopep tydaza  — 

p ro d u k t genu STE13

V
karboksypeptydaza -  
p rodukt genu KEX1

Ryc. 1. A. Schem at prekursora  czynnika ot z zaznaczonym i miejs­
cami N-glikozylacji i proteolitycznej obróbki prowadzonej 
przez sygnalną pcptydazę i endopro teinazę-produkt genu 
KEX2.
B. Sekwencja am inokw asow a pojedynczej jednostk i czyn­
nika a  otrzym anej po traw ieniu endoproteinazą kodow aną 
przez gen K E X 2  z zaznaczonym i miejscami proteolitycz­
nego cięcia przez produkty  genów STE13 i KE X1 .

stałe aminokwasy sekwencji rozdzielającej od N-końca 
każdej powtarzalnej jednostki czynnika c l, 4) karbok­
sypeptydaza (kodowana przez gen KEX1 )  usuwająca 
argininę i lizynę z C O O H -końca czynnika c l po­
wstałego z trzech pierwszych jednostek [23].

Białko-prekursor czynnika a  (pre-pro a-factor) prze­
chodząc klasyczną drogę wydzielniczą w pierwszym 
etapie przemieszczane jest do retikulum endoplazma- 
tycznego, gdzie po usunięciu sekwencji sygnalnej staje 
się czynnikiem pro-a. Do trzech miejsc N-glikozylacji 
pro-regionu dołączany jest rdzeń oligosacharydowy. 
Modyfikacja rdzenia oligosacharydowego zachodzi 
w aparacie Golgiego poprzedzając działanie enzymów 
proteolitycznych. Powstały w efekcie obróbki potrans­
lacyjnej dojrzały czynnik c l szybko jest wydzielany na 
zewnątrz komórek (egzocytoza) [24],

V. Konstrukcja układów do sekrecji hetero- 
łogicznych białek wykorzystujących wy- 
dzielniczy system czynnika a

Pierwsze doniesienia o zastosowaniu wydzielnicze- 
go systemu czynnika płciowego c l do sekrecji białek z S. 
cerevisiae pojawiły się w latach 1983-84. E r m i ws p .
[25] wykazali, że produkt ekspresji hybrydowego genu 
powstałego w wyniku połączenia sekwencji kodującej 
lider czynnika c l z  sekwencją kodującą drożdżowy 
enzym inwertazę (z zachowaniem ramki odczytu lide­
ra) podlegał prawidłowej obróbce potranslacyjnej 
(usuwanie segmentu hybrydowego białka pochodzące­
go z pre-pro sekwencji czynnika a) i był wydzielany do 
przestrzeni peryplazmatycznej. W pracy B i 11 e r a
[26] opisane zostały pozytywne wyniki ekspresji i sek­
recji do podłoża hodowlanego produktów ekspresji 
fuzji sekwencji kodującej lider czynnika c l z  syntetycz­
nymi genami kodującymi heterologiczne dla drożdży 
białka P-endorfinę i analog ludzkiego interferonu c l. 
Od tej pory w S. cerevisiae poddawano ekspresji wiele 
różnych heterologicznych genów korzystając z fuzji 
klonowanego genu z sekwencją liderową czynnika 
c l [27-30]. W większości wydzielanych produktów 
formowały się natywne mostki dwusiarczkowe, a po­
wstające białka wykazywały biologiczną aktywność. 
Ponieważ wiadomo, iż w retikulum endoplazmatycz- 
nym występuje enzym izomeraza dwusiarczkowa [31], 
uczestniczący w procesie tworzenia mostków dwusiar- 
czkowych w homologicznych białkach drożdżowych, 
przypuszcza się, że bierze on także udział w p o ­
wstawaniu mostków dwusiarczkowych w białkach 
heterologicznych.

Istotnym problemem związanym z produkcją hete­
rologicznych białek w S. cerevisiae jest to, aby uzys­
kane rekombinacyjne białko posiadało cechy białka 
natywnego, a więc prawidłową sekwencję aminokwa- 
sową, natywną strukturę przestrzenną i w konsekwen­
cji aktywność biologiczną identyczną z aktywnością 
białka natywnego. Czynnikiem decydującym o zgod­
ności sekwencji aminokwasowej biegnącej od N-końca
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białka rekombinacyjnego z sekwencją produktu n a tu ­
ralnego jest sposób połączenia klonowanego genu 
z sekwencją peptydu wyprowadzającego. W efekcie 
ekspresji hybrydowego genu powstałego w wyniku 
fuzji sekwencji kodującej lider czynnika a  z syntetycz­
nym genem ludzkiego czynnika wzrostowego kom ó­
rek epidermalnych (hEGF) większość wydzielanego, 
biologicznie aktywnego produktu zawierała na swoim 
końcu aminowym sekwencję (Glu-Ala)3 pochodzącą 
z peptydu rozdzielającego. Sugeruje to, że ilość kodo­
wanej przez gen STE13 dipeptydyloaminopeptydazy 
obecnej w komórce jest niewystarczająca dla prawid­
łowej obróbki dużej ilości hybrydowego białka. Po 
usunięciu z fuzji genowej kodonów peptydu rozdziela­
jącego (metodą mutagenezy in vitro) otrzymano doj­
rzały h E G F  o prawidłowej sekwencji aminokwasowej 
końca N H 2 [32], Zarówno w przypadku hEGF, jak 
i wielu innych białek rekombinacyjnych wykazano iż 
obecność sekwencji (Glu-Ala)3 peptydu rozdzielające­
go nie wpływa na działanie endopeptydazy kodowanej 
przez gen KEX2 .  Z tego względu w konstrukcji 
wektorów służących do ekspresji i sekrecji hetero- 
logicznych białek z wykorzystaniem lidera drożdżowe- 
go czynnika a  najczęściej usuwano sekwencje peptydu 
rozdzielającego. Istnieją jednak dane wykazujące, że 
nie wszystkie hybrydowe białka pozbawione peptydu 
rozdzielającego są dobrym substratem dla proteazy 
kodowanej przez gen KEX2.  Efekt taki opisano b ad a­
jąc ekspresję fuzji genowej sekwencji kodującej lider 
czynnika a, kończący się kodonami Lys-Arg z genem 
IN F-con l.  Wydzielany, hiperglikozylowany produkt 
nie podlegał prawidłowej obróbce potranslacyjnej. 
Natomiast po ekspresji podobnej fuzji zawierającej 
sekwencje peptydu rozdzielającego głównym produk­
tem sekwencji był dojrzały IFN  [33].

Drożdżowy system obróbki potranslacyjnej prekur­
sorów białek, w którym bierze udział proteaza kodo­
wana przez gen KEX2 ,  stosowano także do sekrecji 
heterologicznych białek połączonych z innymi niż lider 
czynnika płciowego a  peptydami wyprowadzającymi 
[34, 35],

VI. Glikozylacja

Innym z procesów modyfikacji prekursorów białek 
w S. cerevisiae jest glikozylacja zachodząca podczas 
syntezy białek w retikulum endoplazmatycznym i pod ­
czas ich transportu poprzez aparat Golgiego. Syg­
nałem dla glikozylacji asparaginy jest sekwencja ami- 
nokwasowa Asn-Xaa-Ser/Thr, pod warunkiem, że jest 
ona sterycznie dostępna dla enzymów glikozylujących. 
Sygnał ten jest silnie zachowany ewolucyjnie od droż­
dży do ssaków. Chociaż rdzeń (core) oligosacharydo- 
wy dołączany do Asn jest podobny lub identyczny 
w kom órkach drożdżowych i zwierzęcych, to modyfi­
kacje rdzenia różnią się znacząco. W drożdżowych 
glikoproteinach przeznaczonych do sekrecji (np. kwaś­
na fosfataza) do rdzenia dodawane są zewnętrzne

łańcuchy cukrowe składające się z 50 lub więcej 
mannoz, podczas gdy u ssaków do rdzenia oligo- 
sacharydowego dołączane są 3 mannozy podstawiane 
przez kwas sialowy, galaktozę i N-acetyloglukozoami- 
n ę1 [36]. Heterologiczne glikoproteiny wytwarzane 
w S. cerevisiae często są hiperglikozylowane (zawierają 
nieobecne w białkach natywnych łańcuchy cukrowe). 
Hiperglikozylacja najczęściej nie wpływa na ich bio­
logiczną aktywność in vitro [37], ale w przypadku 
białek o znaczeniu farmakologicznym może zmieniać 
ich właściwości immunogenne. Sposobem na zm inima­
lizowanie różnic między białkami produkowanymi 
przez drożdże, a ich naturalnymi odpowiednikami jest 
zastosowanie do sekrecji szczepów drożdżowych nio­
sących mutacje w genach odpowiadających za glikozy- 
lację. M o i r  i D u m i a s  [38] porównywali strukturę 
ludzkiej antytrypsyny a l  (al-AT) wydzielanej przez 
szczepy drożdżowe niosące dziki lub zmutowany gen 
mnn9. M utacja ta blokuje dodawanie zewnętrznych 
łańcuchów mannozy do rdzenia oligosacharydowego
[39], Wydzielana przez szczep dziki (M N N 9 ) a l -A T  
będąc mieszaniną glikoprotein o większej masie cząs­
teczkowej niż białko natywne, wykazywała zmienioną 
ruchliwość elektroforetyczną. Heterogenność p ro­
duktu wynika z różnej długości dołączanego łańcucha 
węglowodanowego. P rodukt wydzielany przez kom ór­
ki niosące mutację był homogenny i charakteryzował 
się ruchliwością elektroforetyczną bardzo zbliżoną do 
ruchliwości naturalnej al-A T.

Lista heterologicznych glikoprotein wydzielanych 
przez drożdże do środowiska jest bardzo długa. Lidery 
kierujące te białka do sekrecji są pochodzenia bądź 
drożdżowego, np. lider czynnika płciowego a  (mu 
G M -C SF  [40], bydlęca Interleukina 2 [41]), czy lider 
inwertazy (ludzka a- l  antytrypsyna, [38]), bądź są 
natywnymi liderami białek ssaków (glukoamylaza, 
[14]). Wyniki S l e e p a  i ws p .  [34] uzyskane przy 
klonowaniu albuminy surowicy ludzkiej wskazują, że 
obecność lub brak w liderach sekwencji podlegających 
glikozylacji nie wpływa na poziom sekrecji hetero- 
logicznego białka.

VII. Czynniki wpływające na wydajność se­
krecji

VII-I. Wydajność ekspresji klonowanego genu

Wydajność sekrecji heterologicznych białek z S. 
cerevisiae uzależniona jest między innymi od pojem no­
ści drożdżowej „drogi wydzielniczej”. Jeżeli ilość po­
wstałego w komórce białka jest większa niż zdolność 
komórki do jego transportu i obróbki potranslacyjnej, 
wytwarzane białka w nikłym stopniu uwalniane są na 
zewnątrz, a produkt ekspresji gromadzony jest we­

1 Przebieg procesu glikozylacji i obróbki reszt cukrowych 
w aparacie Golgiego był tematem artykułu przeglądowego 
G. P a l a m a r c z y k  (1987) Post Biochem 33, 297-307.
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wnątrz kom órek. T aka akum ulacja ham uje tempo 
wzrostu i obniża żywotność kom órek, obniża liczbę 
kopii plazm idu i jego stabilność [13, 17]. Dlatego 
ważne jest, by liczba kopii plazm idu i siła prom otora, 
które w dużym stopniu odpow iadają za wydajność 
ekspresji, zapewniały równowagę pomiędzy wytw arza­
niem białka i jego wydzielaniem. Ścisła regulacja 
ekspresji heterologicznych genów przez regulowane 
prom otory  polegająca na indukcji ekspresji genu w od­
powiedniej fazie wzrostu, lub przy odpowiedniej gęsto­
ści hodowli pozwala uniknąć ewentualnego toksycz­
nego wpływu produktu  na kom órki drożdży.

E l l i o t  i w sp . [42] klonując gen kodujący ludz­
ką erytropoetynę (EPO), badali wpływ poziom u eks­
presji na wydajność sekrecji białka. W ykazali, że 
zmniejszenie wydajności sekrecji dojrzałego białka 
przy nasileniu ekspresji genu spow odow ane jest osła­
bieniem skuteczności obróbki potranslacyjnej prze­
prow adzanej przez proteazę kodow aną przez gen 
KEX2.  Odsetek w pełni dojrzałej E PO  wydzielanej 
przez kom órki drożdżowe był mniejszy w systemie 
zapewniającym  wysoką ekspresję (wielokopijny wek­
to r oparty  na 2 pm DNA) niż w układzie deter­
m inującym  niski poziom ekspresji (plazmid centro- 
merowy występujący w małej ilości kopii). Sekrecja 
wytwarzanej na wysokim poziomie EPO  lim itow ana 
jest także na etapie transportu  przez drogę wydziel- 
niczą. Badanie ekstraktów  kom órkowych wykazało, że 
grom adzona w kom órkach EPO  głównie akum ulow a- 
na jest w retikulum  endoplazm atycznym , a więc naj­
praw dopodobniej upośledzony jest etap transportu  
z retikulum  endoplazm atycznego do aparatu  Gol- 
giego.

VlI-2. Peptydy wyprowadzające

N a wydajność sekrecji heterologicznych białek z S. 
cereuisiae może mieć wpływ rodzaj użytego peptydu 
wyprow adzającego. Może on także wpływać na jakość 
otrzym anego produktu  określaną przez stopień jego 
jednorodności. W wyniku zastosow ania 5 różnych 
peptydów liderowych do sekrecji tego samego białka 
-  album iny surowicy ludzkiej (HSA) uzyskano efek­

tywne wydzielanie badanego białka (od 20 do 55 mg 
w litrze podłoża hodowlanego), przy czym obser­
w owano różnice w wydajnościach w zależności od 
użytego lidera. Najlepsze wyniki uzyskano stosując 
dwa hybrydowe lidery zawierające 1) część pre-regionu 
HSA, 2) fragment pre-regionu toksyny kilerowej Kluy- 
veromyces lactis połączone z fragmentem lidera czyn­
nika a  zawierającym sekwencje rozpoznaw ane przez 
proteazę kodow aną przez gen KEX2 .  Nieco niższą 
wydajność sekrecji uzyskano stosując naturalny pep- 
tyd wyprow adzający HSA lub lider czynnika a, najniż­
szą stosując lider toksyny kilerowej. G łów ną frakcję 
izolowanych z podłoża hodow lanego białek stanowiła 
dojrzała album ina. Oprócz niej obserwowano jednak 
p roduk t o mniejszej masie cząsteczkowej, występujący

w różnej proporcji w zależności od zastosow anego 
lidera. Jest on fragmentem HSA kończącym się na 403 
lub 409 am inokwasie album iny składającej się z 585 
aminokwasów. M echanizm prowadzący do tworzenia 
się tego fragmentu nie jest jasny. Autorzy sugerują, że 
różnice w zwijaniu się cząsteczek wynikające ze stoso­
wanego lidera mogą powodować różną wrażliwość 
białka na wewnątrzkom órkow e enzymy proteolitycz­
ne, a w konsekwencji są powodem różnego stopnia 
heterogenności otrzym anego produktu  [34]. Zależ­
ność wydajności sekrecji od stosowanych peptydów 
wyprowadzających opisano także w przypadku p ro ­
dukcji białek, takich jak  np. tkankow y aktyw ator 
plazm inogenu tPA [17] lub wieprzowa trzustkow a 
fosfolipaza A 2 [43], a także HSA [44],

Sekwencje wyprowadzające nie zawsze równie wy­
dajnie kierują sekrecją różnych heterologicznych bia­
łek. Wydaje się więc, że pewne cechy dojrzałych białek, 
a w szczególności charakter sekwencji aminokwasowej 
regionu N -term inalnego ma wpływ na funkcje peptydu 
wyprowadzającego. Zm iana składu am inokwasowego 
w regionie N -term inalnym  ludzkiego lizozymu polega­
jąca na wprowadzeniu am inokwasów polarnych i nio­
sących ładunek ujemny powoduje nieprawidłowe zwi­
janie się białka i przez to obniża sekrecję, natom iast 
wprowadzenie am inokwasów z ładunkiem  dodatnim  
upośledza translokację białka prekursorowego przez 
m em branę. Z am iana pierwszego am inokwasu lizozy­
mu lizyny na prolinę u trudnia odcinanie peptydu 
wyprowadzającego [45].

VI1-3. Rodzaj wektora

Problem  zwiększenia wydajności sekrecji rekom- 
binacyjnych białek z S. cerevisiae może być rozwiązy­
wany przez zmianę wektorów ekspresyjnych lub ich 
składników. Zwiększenie wydajności ekspresji klono­
wanego genu osiągane przez podwyższenie ilości kopii 
plazm idu lub zmianę p rom otora może mieć pozytyw­
ny wpływ na ilość otrzym anego produktu  [44, 46-48].

S m i t h  i w s p. [13] klonując gen kodujący cielęcą 
prochym ozynę udowodnili, że efektywność sekrecji 
prochym ozyny może być regulowana przez zastoso­
wanie w ektora integracyjnego. Integracja kilku kopii 
jednostki transkrypcyjnej (zawierającej prom otor oraz 
klonow any gen połączony z sekwencją kodującą lider 
kierujący sekrecją białka) do chrom osom u drożdżowe- 
go pow odow ała czterokrotne zwiększenie ilości wy­
dzielanej prochym ozyny w porów naniu ze szczepem 
zawierającym taką sam ą jednostkę zrekom binow aną 
z plazmidem występującym w wielu kopiach, mimo iż 
poziom ekspresji genu w obu przypadkach był porów ­
nywalny. M echanizm  prowadzący do podwyższenia 
poziom u sekrecji nie jest znany. Autorzy sugerują, że 
ekspresja genu zlokalizow anego na plazmidzie wielo- 
kopijnym jest bardziej zsynchronizow ana niż ekspresja 
jego kopii rozsianych po drożdżowym  genomie 
i w konsekwencji pulsowe uwalnianie dużej ilości
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produk tu  powoduje „przesycenie” drogi wydzielniczej 
obniżające poziom sekrecji.

D odatkow ą zaletą w budow ania zrekom binowane- 
go genu do chrom osom u jest wysoka stabilność sys­
tem u ekspresyjnego. W przypadku klonow ania genu 
kodującego MU G M -C SF [49] poprzez integrację ka­
sety ekspresyjnej do chrom osom u drożdżowego, po 30 
generacjach nie zaobserwow ano segregacji plazmidu 
z kom órek. Taka stabilność znosi ograniczenia w ho­
dowli związane z koniecznością stosowania presji se­
lekcyjnej dla utrzym ania plazm idu i umożliwia prow a­
dzenie hodowli w bogatym  podłożu, w którym  drożdże 
rosną szybciej i do wyższej gęstości. Jest to bezpośred­
nia przyczyna otrzym ania większej ilości wydzielanego 
białka (M U G M -CSF) w bogatym  podłożu hodow ­
lanym  w stosunku do podłoża selekcyjnego.

YTI-4. Szczepy drożdżowe

Jednym  ze sposobów podwyższenia poziomu wy­
dzielania heterologicznych białek było poszukiwanie 
szczepów drożdżowych charakteryzujących się zwięk­
szoną zdolnością do ich sekrecji. S m i t h  i w s p. [13] 
wyizolowali m utanty S. cerevisiae (nazwane ssc) wy­
dzielające proporcjonalnie więcej produkow anej we­
w nątrz kom órek prochymozyny niż szczep dziki. P od­
wyższenie poziomu sekrecji rekom binacyjnego białka 
przez m utanty ssc nie jest zależne od zastosow anego 
układu ekspresyjnego —  podobny efekt obserwowano 
stosując różne prom otory i lidery, jak  i integrację 
jednostki transkrypcyjnej do chrom osom u. M utacja 
ssc wydajnie podnosi poziom sekrecji innych hetero­
logicznych białek takich jak  ludzka prourokinaza 
(u-PA) czy ludzki aktyw ator tkankow y (t-PA), a z d ru ­
giej strony nie ma wpływu na wydajność wydzielania 
a - l antytrypsyny [50], Poszukiw ano także innych 
m utantów  S. cerevisiae o podwyższonym poziomie 
sekrecji wytwarzanego białka. Szczep niosący m utację 
osel wydzielał 12-15 razy więcej mysiej alfa-amylazy 
niż szczep dziki [51]. Poziom sekrecji ludzkiego lizozy- 
mu przez inny szczep z m utacją ssll był dziesięciokrot­
nie podwyższony względem szczepu dzikigo [52]. 
Również szczepy fenotypowo dzikie pod względem 
zdolności do sekrecji różnią się między sobą wydajnoś­
cią wydzielania produktów  ekspresji klonowanych 
genów.

VII-5. Podłoża hodowlane

D odatkow ym  elementem mogącym mieć wpływ na 
ilość wydzielanego białka są w arunki hodow ania zre- 
kom binow anych szczepów drożdżowych. W zbogace­
nie standardow ego m inim alnego podłoża przez do d a­
nie hydrolizatu kazeiny spow odow ało znaczące pod­
wyższenie poziom u sekrecji ludzkiego horm onu przy­
tarczycznego [29], Podobny skutek osiągnięto dla 
(3-galaktozydazy z E. coli uzupełniając podłoże eks­
trak tem  drożdżowym  i peptonem  [53]. Przy wzboga­

caniu podłoża trzeba jednak mieć na uwadze obniżenie 
stabilności plazmidu na skutek ew entualnego braku 
presji selekcyjnej.

VIII. Podsumowanie

Sekrecja heterologicznych białek z S. cerevisiae jest 
użyteczną i szeroko stosowaną m etodą w produkcji 
białek zarów no do celów badawczych, jak  i stosow a­
nych. Jednakże obszerna literatura dotycząca tego 
problem u, jak  dotąd nie tłumaczy różnic w skuteczno­
ści obróbki potranslacyjnej czy w poziomie sekrecji 
uzyskiwanym dla różnych białek. Czynniki mające 
wpływ na wydajną ekspresję i sekrecję to między 
innymi liczba kopii wektora, indyw idualna charak ­
terystyka zastosow anego prom otora, stabilność 
mRNA, rodzaj lidera i szczep drożdżowy. Lista ta musi 
być uzupełniona o badania właściwości hybrydowego 
białka podlegającego obróbce potranslacyjnej i sek­
recji oraz jego interakcji ze składnikam i drożdżowego 
aparatu  wydzielniczego.

W ydajność, z jaką drożdże S. cerevisiae wydzielają 
heterologiczne białka do podłoża hodowlanego, waha 
się od kilkunastu m ikrogram ów  w 1 1 podłoża (np. 
ludzka interleukina 5 [54]) do kilkudziesięciu mili­
gramów (np. HSA [44]). Najczęściej jednak uzyskuje 
się kilka miligramów rekom binacyjnego białka z 1 litra 
podłoża hodowlanego. Niskie wydajności sekrecji he­
terologicznych białek z S. cerevisiae a także stopniowe 
grom adzenie wiedzy z zakresu fizjologii i genetyki 
innych gatunków  drożdży oraz rozwój technik tran s­
formacji umożliwiły rozszerzenie badań nad ekspresją 
i sekrecją obcych białek na takie gatunki drożdży jak 
Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia 
pastoris, Schizosaccharomyces pomhe, Schwanniomyces 
occidentalis i Yarrowia lipolytica. Porów nanie wydaj­
ności sekrecji różnych białek z S. cerevisiae i z alter­
natywnych systemów drożdżowych wykazuje, że o r­
ganizmy te są często bardziej produktyw ne [55], 
Dlatego też w coraz większym stopniu stają się one 
obiektem  zainteresow ania badaczy, a przede wszyst­
kim koncernów  biotechnologicznych nastawionych na 
bardzo wydajną i tanią produkcję rekombinacyjnych 
białek o znaczeniu handlowym.

Artykuł otrzymano 11 lutego 1993 r.
Zaakceptowano do druku 23 marca 1993 r.
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Nowy aspekt metabolizmu poliamin —  posttranslacyjne, 
zależne od transglutaminaz, modyfikacje białek przez 
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transglutaminase dependent, protein modifications mediated by 
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Poliaminy —  putrescyna*, spermidyna i sperm ina są 
alifatycznymi polikationam i z odpow iednio 2, 3 i 4 ła­
dunkam i dodatnim i w fizjologicznym pH (Ryc. 1). 
Poliwalencyjność tych prostych amin sprawia, że in 
vivo są one w większości odwracalnie związane z ko­
m órkowym i anionam i, a więc z kwasami nukleinow y­
mi, białkami i fosfolipidami. N iesłabnące od kilkunas­
tu lat zainteresow anie poliam inam i wiąże się z istotną 
rolą tych związków w podstawowych procesach za­
chodzących w kom órce [1-4]. Poliaminy wpływają 
zarówno na proliferację kom órek, jak i ich wzrost oraz 
różnicowanie, jednak  mechanizm ich działania na 
poziomie m olekularnym  pozostaje nie całkowicie wy­
jaśniony. O statn io  zwrócono uwagę na nowy aspekt 
metabolizm u poliam in, które w tkankach i płynach 
ustrojowych obecne są nie tylko jako  polikationy, ale 
m ogą być również nieodwracalnie inkorporow ane do 
białek w procesie posttranslacyjnym  katalizow anym  
przez transglutam inazy (TG) [5, 6]. Kowalencyjne 
związanie poliam in z białkami, prowadzące do modyfi-

Wykaz stosowanych skrótów: T G  — transglutam inaz(a)y; 
tTG  (TGII) — tkankow a transglutam inaza; TG I —  trans- 
glutam inaza epiderm alna, zw iązana z błonami; pu — putres­
cyna; spd — spermidyna; spm — spermina; D F M O  — a- 
difiuorom etyloornityna; PAO  — oksydaza poliaminowa; 
eIF -4D  —  eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4D

Ryc. 1. W zory poliam in

* dr, Insty tu t Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
PAN, ul. P asteura 3, 02-093 W arszawa

* putrescyna, chociaż jest diam iną, zwyczajowo zaliczana 
jest do poliam in
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kacji ich właściwości i funkcji biologicznych, oraz 
wynikające z tego konsekwencje dla funkcjonow ania 
kom órki, a także funkcjonalna rola T G  w kom ór­
kowych procesach, są przedm iotem  tego opracow ania.

II. Reakcje katalizowane przez
transglutaminazy; poliaminy jako 
fizjologiczne substraty transglutaminaz

Transglutam inazy (EC 2.3.2.13, R -glutam inylopep- 
tyd: am ino y-glutam ylotransferaza), spokrewnione 
z proteazam i, katalizują zależną od w apnia reakcję 
przeniesienia grupy acylowej, w której grupa y-kar- 
boksyam idow a związanej peptydow o glutam iny jest 
donorem  acylu, a I rzędowa grupa am inow a pep­
tydowo związanej lizyny —  akceptorem  acylu. Rolę 
akceptora grupy acylowej może rów nież grać in vitro, 
a także jak  w ykazano ostatnio in vivo, I rzędowa grupa 
am inowa poliam iny czy m onoam iny [7-9], (Ryc. 2).

U h2) 2 - T< h + R" NH2" " j - (CH2 )2 " í /'
B I A Ł K O  2  B I A Ł K 0  N H

I
R

Ryc. 2. Reakcja katalizow ana przez transglu tam inazy

Opisany został mechanizm tej reakcji, w której nie­
zwykłe reaktyw na grupa tiolow a cysteiny z centrum  
aktywnego enzymu reaguje z grupą y-karboksyam ido- 
wą reszty glutamylowej białka tw orząc interm ediat 
acyl-enzym, który z kolei jest przedm iotem  ataku  
nukleofilowego I rzędowej am iny (R N H 2).

W rezultacie reakcji katalizowanej przez TG  tworzy 
się bądź wiązanie izopeptydowe glutam ylolizynowe 
prowadzące do sieciowania białka, bądź też wiązanie 
y-glutam yloam inowe, którym  I rzędow a am ina zostaje 
nieodwracalnie związana z białkiem.

Transglutam inazy różnią się specyficznością w sto­
sunku do obydwu substratów  biorących udział w reak­
cji. Cechuje je wysoka selektywność wobec substratu  
będącego donorem  acylu, z którym  tw orzą interm e­
diat. G lutam ina nie tylko więc musi być związana 
z białkiem, ale niezbędna jest również odpow iednia 
sekwencja otaczających ją  am inokw asów  w arunkują­
cych właściwą strukturę II rzędową. Te uw arunkow a­
nia sprawiają, że tylko niewiele białek może być 
donorem  acylu; co więcej na ogół w takim  białku 
jedynie pojedyncza grupa glutam ylow a podlega m ody­
fikacji. Przeciwnie, transglutam inazy nie wykazują 
wysokiej specyficzności wobec substratow ej grupy 
aminowej. D obrym  substratem  jest zw iązana z biał­
kiem grupa am inow a lizyny (w przeciwieństwie jednak 
do wolnej lizyny), bardzo dobrym i są też poliaminy. 
Kowalencyjne przyłączenie poliam iny do białka nie 
tylko może prowadzić do m odyfikacji jego własności 
o daleko idących konsekwencjach m etabolicznych, 
lecz także —  do wysoce specyficznego sieciowania 
białek. W ynika to z faktu, że przyłączona do białka

poliam ina ma jeszcze jedną I rzędową grupę am inową 
umożliwiającą kolejną reakcję z drugą resztą glutamy- 
lową tego samego lub następnego białka (Ryc. 3).

b i a ł ko  1

- ( c h 2)2— C.

? -(C H 2 )4 N H 2

b i a ł k o  2

b i a ł k o  1

(CH2)2
TG \TT—- r  c =o 
Ca y

6 N H
I

<CH2 )4
I

b i a ł k o  2

N H 2 - ( C H 2 ) n- N H 2

b i a ł k o  3

Ryc. 3. Sieciowanie białka poprzez wiązanie e-(y-glutamylo)lizyno- 
we (A) i poprzez wiązanie N,N-bis(y-glutam ylo)poliam ino- 
we (B)

Następuje wówczas, podobnie jak  to ma miejsce gdy 
substratow ą grupą am inową jest związana z białkiem 
lizyna, sieciowanie dwóch łańcuchów polipeptydo- 
wych, które będą w tym przypadku połączone wiąza­
niem N,N-bis-(y-glutamylo)poliaminowym. Należy 
pokreślić, że zaznaczone na rycinie 3 białko 2 biorące 
udział w wiązaniu glutamylolizynowym i białko 
3 związane przez połączenie N,N-bis(glutamylo)poli- 
am inowe są różnymi białkami; podczas gdy białko 
2 jest donorem  grupy aminowej, białko 3 (podobnie jak  
białko 1) dostarcza glutamylowej grupy substratowej.

M odyfikacja białka przez przyłączenie m onoam iny 
(np. histam iny czy cystaminy), bądź acetylowych po ­
chodnych putrescyny, spermidyny i sperminy z wolna 
tylko jedną I rzędową grupą aminową, nie stwarza 
możliwości sieciowania białek.

III. Rola biologiczna transglutaminaz

Transglutam inazy, enzymy katalizujące sieciowanie 
białka, występują powszechnie zarówno w kom órkach 
i tkankach (TG wewnątrzkom órkowe), jak  i w płynach 
ustrojowych (TG zewnątrzkomórkowe). Białka zm o­
dyfikowane przez TG  odnajdyw ane są w tak różnych 
struk turach  jak  w sieci fibrynowej krzepnącej krwi, 
w przestrzeniach międzykom órkow ych, czy w rogowa- 
ciejącej warstwie skóry i w jej przydatkach (włosy, 
paznokcie).

Funkcja transglutam inaz związana jest z pow staw a­
niem stabilnych polimerów białkowych niewrażliwych
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na proteolizę i zwiększających odporność struk tur 
subkom órkowych i tkanek na enzymatyczną, chemicz­
ną i fizyczną degradację. Przykładem  tak działającej, 
wszechstronnie przebadanej, TG  zew nątrzkom órko- 
wej jest powstający w osoczu krwi z nieaktywnego 
proenzymu czynnik X llla  będący m ediatorem  kow a­
lencyjnej polimeryzacji fibryny w czasie hemostazy 
[8-10], Zew nątrzkom órkow a TG płynu nasieniowego 
katalizuje jego koagulację [11], (o roli poliam in w tym 
procesie będzie mowa w rozdz. V. 1.). W ew nątrzkom ór­
kowa TG  epiderm alnych keratynocytów  (TG I), zwią­
zana z błoną kom órkow ą, indukow ana w czasie róż­
nicowania końcowego keratynocytów, stabilizuje ich 
błonę poprzez sieciowanie rozpuszczalnych białek cy- 
toplazm atycznych w duże, nierozpuszczalne polimery 
tworzące zrogowaciałą otoczkę (cornified envelope) 
[12, 13]. Podobnie katalizow ane przez TG  reakcje 
sieciowania stabilizują w ewnątrzkom órkow ą organi­
zację strukturalnych składników w zapłodnionym  jaju 
[14]. '

Mniej poznana jest funkcja rozpuszczalnej, we­
wnątrzkom órkowej TG, zwanej tkankow ą (tTG, 
TG  II, rozpuszczalna, cytoplazmatyczna). Podw yż­
szona ekspresja tTG  prowadzi do zmiany zarów no 
morfologi kom órki, k tó ra staje się spłaszczona, jak  i jej 
adhezji do podłoża [15-17]. Niezmiernie ciekawa rola 
tkankowej TG  w apoptozie, czyli program owanej 
śmierci kom órki będzie om ów iona w oddzielnym 
rozdziale.

IV. Połączenia kowalencyjne poliamin 
z białkami w materiale biologicznym  
i metody ich identyfikacji

Tabela 1 zawiera wybrane przykłady kom órek i tk a ­
nek zwierzęcych, ale także roślinnych, oraz płynów 
ustrojowych, w których stwierdzono obecność poli­
amin włączonych kowalencyjnie do białek. Identyfika­
cja takich połączeń opiera się na ich niezwykłej 
trwałości. W iązania glutam yloam inowe, podobnie 
jak  glutamylolizynowe, są odporne na działanie 
enzymów proteolitycznych, a ulegają rozbiciu dopiero 
w wyniku długotrwałej hydrolizy kwaśnej (6N HC1, 
120°, 16 godzin), której poddaje się frakcję białkową. 
Połączona z białkiem poliam ina zostaje w tych w arun­
kach odszczepiona i zidentyfikowana chrom atografi­
cznie (najczęściej przy zastosow aniu HPLC). W opinii 
niektórych badaczy [5, 25] procedura ta jest nie 
w pełni specyficzna wobec poliam in związanych kow a­
lencyjnie z białkiem wiązaniami y-glutamylowymi. 
M oże ona dawać wyniki zawyżone o te poliaminy, 
które są silnie związane z frakcją białkową, ale nie 
wiązaniami kowalencyjnymi, lecz elektrostatycznym i 
czy hydrofobowymi.

Ograniczeń tych nie ma inna strategia m etodyczna 
polegająca na traw ieniu frakcji białkowej enzymami 
proteolitycznymi. O trzym uje się wówczas w hydro­
lizacie związki o strukturze y-glutam ylopoliam iny, lub 
też bis-(y-glutamylo)poliaminy. Obecność tej ostatniej

Tabela 1.
W ystępowanie poliam in kowalencyjnie połączonych z białkami.

kom órka/tkanka hydroliza poliam ina/Y -glutam ylopoliam ina

skoagulow any płyn nasieniowy szczura proteolityczna y-glutam ylospd
[11] y-glutam ylospm

bis(y-glutamylo)spd
bis(y-glutamylo)spm

prosta ta  szczura kwaśna spd
[18] spm 

ślady pu

hepatocyty szczura proteolityczna y-glutam ylopu
[19]

w ątroba szczura kwaśna pu, spd, spm
[20] proteolityczna y-glutam ylospd

y-glutam ylospm
bis(y-glutamylo)spm

stym ulow ane ludzkie limfocyty proteolityczna y-glutam ylopu
[21] y-glutam ylospd

y-glutam ylospm

soczewka oka ludzkiego kwaśna pu
[22]

kom órki C H O proteolityczna y-glutam ylopu
[23] y-glutam ylospd

Helianthus tuherosus kwaśna pu
[24] ślady spd i spm
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struktury  świadczy o połączeniu poliam in z dwiema 
grupam i glutamylowymi białka, a więc o jej udziale 
w jego sieciowaniu. Dalszym potwierdzeniem struk ­
tury otrzymanej glutam ylopoliam iny, oprócz jej iden­
tyfikacji chromatograficznej, jest użycie jej jako  sub- 
stratu cyklotransferazy y-glutamyloaminowej specyfi­
cznej wobec glutam yloam in (a także glutamylolizyny).
0  roli tego enzymu w katabolizm ie sieciowań glutamy- 
lolizynowych i glutam ylopoliam inow ych będzie mowa 
poniżej. Znikanie glutam yloam in z jednoczesnym  po­
jawianiem  się wolnych amin stanowi w pełni przekony­
wującą identyfikację tych struktur.

Podawanie znakowanych poliam in, czy amin, i ba­
danie powstałych znakowanych pochodnych glutamy- 
loaminowych jest wygodną i użyteczną techniką śle­
dzenia aktywności TG w żywej komórce. Pozwoliło to 
na stwierdzenie wzrostu inkorporacji trytowanej 
putrescyny do białek w jajach jeżow ca po jego zapłod­
nieniu [14]. Podobnie po wstrzyknięciu [ 3H] putres­
cyny do neuronu olbrzymiego R2 Aplysia  zidentyfiko­
wano znakow aną y-glutam yloputrescynę i y-glutamy- 
lospermidynę, oraz ich bis(glutamylo)poliaminowe od­
powiedniki [26]. K om órki tuczne P T I8 po podaniu 
znakowanej histydyny lub histam iny syntetyzowały 
y-glutam ylohistaminę, co było skorelow ane z aktyw ­
nością TG [27], Wyniki tych badań nie świadczą 
bezpośrednio o obecności kowalencyjnie włączonych 
amin, a jedynie wskazują na możliwość takiej modyfi­
kacji. Są jednak dowodem  na aktywnie działającą in 
vivo TG. W przypadku jaj jeżow ca [14], w których 
poziom putrescyny wzrasta po zapłodnieniu, a także 
kom órek tucznych, w których histam ina osiąga bardzo 
wysoki poziom [27] modyfikacja białek przez aminy 
jest wysoce praw dopodobna.

V. Funkcja poliamin związanych 
kowalencyjnie z białkami

V-1. Poliaminy jako inhibitory sieciowania białek

W latach 70-tych i na początku 80-tych, kiedy 
inkorporacja poliam in do białek w w arunkach fizjo­
logicznych w kom órce nie była jeszcze udokum en­
towana, postrzegano aminy (zarówno m ono- jak
1 poli-) jako  skuteczne inhibitory TG, współzawod­
niczące z peptydowo związaną lizyną o miejsce aktyw ­
ne enzymu. W praktyce stosow ano więc aminy jako  
inhibitory sieciowania białek oprócz klasycznego in­
hibitora TG — dansylokadaweryny. Związek ten, 
powstały poprzez dansylację jednej z dwu grup am ino­
wych macierzystej kadaweryny, nie tylko używa się do 
ham ow ania włączenia peptydu zawierającego lizynę 
do białek, ale również, dzięki obecności grupy dan- 
sylowej łatwo wykrywanej m etodam i fluorescencyj­
nymi, służy do detekcji TG  np. na żelu po rozdziale 
elektroforetycznym [8], czy też do znakow ania en­
dogennych substratów  TG [28],

Jak wykazano, alifatyczne am iny ham ują sieciowa­

nie takich naturalnych substratów  jak  fibryna [29]. 
Putrescyna zapobiega sieciowaniu białek tworzących 
otoczkę w czasie końcowego różnicowania ludzkich 
keratynocytów  [12]. Histam inę i cystaminę stosuje się 
jako  inhibitory TG erytrocytów ludzkich, k tóra katali­
zuje powstawanie polimeru białkowego w błonie, 
pow odując zmianę kształtu erytrocytu [8].

U niektórych gryzoni, sieciowanie białek płynu 
nasieniowego powoduje ich koagulację i powstawanie 
czopu kopulacyjnego, śluzowatej struktury  zam ykają­
cej wejście do pochwy samicy po kopulacji [11]. 
W płynie nasieniowym tych zwierząt spermidyna i sper- 
mina osiąga wysokie (mM) stężenie. Uważa się, że 
funkcja tych poliamin, poprzez kompetycję z resztami 
lizynowymi białek, polega na opóźnieniu koagulacji 
płynu nasieniowego, co zapobiega blokowaniu cewki 
moczowej w czasie wytrysku [11].

V-2. Modulacja struktury i biologicznej 
aktywności białek przez poliaminy

Jak już wspom niano poliam iny m ogą być włączone 
do białka bądź poprzez tylko jedną, bądź też poprzez 
obydwie swoje I rzędowe grupy aminowe, tworząc 
w tym ostatnim  przypadku połączenia — mostki 
— między dwom a białkami. Jak się wydaje obydwie 
takie struktury występują w przyrodzie (Tabela 1).

W wyniku przyłączenia do białka poliaminy po­
przez jedną grupę am inową dodatnio  naładow ana 
reszta y-glutam ylopoliam iny zastępuje obojętną resztę 
glutam ylową białka substratowego. T aka modyfikacja 
może mieć daleko idące konsekwencje dla kom órki 
gdy białko substratow e jest enzymem, inhibitorem  czy 
aktyw atorem  procesów wewnątrzkom órkowych. Wy­
suwana jest także hipoteza, że zm ieniona konform acja 
zmodyfikowanego przez poliam inę białka może stano­
wić sygnał w procesie szybkiej, wewnątrzkom órkowej 
degradacji białka, być może podobnie, jak  to ma 
miejsce w przypadku połączeń białka z ubikwityną 
[23], '

Sieciowanie dwu białek może zachodzić zarówno 
poprzez wiązanie y-glutamylolizynowe jak  i bis-(y- 
glutamylo)poliaminowe. Pom im o wspólnego pocho­
dzenia enzymatycznego te dwa rodzaje sieciowania 
różnią się między sobą [5]. M ostek bis-(y-glutamy- 
lojpoliam inowy ma strukturę bardziej rozciągniętą niż 
glutamylolizynowy, co umożliwia większą odległość 
pomiędzy dwom a usieciowanymi białkami. Co więcej, 
dodatni ładunek II rzędowej grupy aminowej sper- 
midyny (czy sperminy) biorącej udział w wiązaniu 
może spełniać specyficzną funkcję biologiczną. W resz­
cie w przypadku sieciowania białek poprzez wiązanie 
y-glutamylolizynowe jedno białko dostarcza reszty 
glutamylowej, drugie zaś lizynowej. Inaczej w siecio­
waniu poprzez y-glutam ylopoliaminę; każde z białek 
biorących w nim udział dostarcza grupę glutam ylow ą 
(porównaj rozdział II), co przy dużej specyficzności 
enzymu wobec donora acylu, wyklucza możliwość
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sieciowania przypadkowych białek.
Poliaminy, poprzez udział w sieciowaniu białek, 

stabilizują cytoszkielet. N a rolę poliamin w polim ery­
zacji filamentów aktynowych wskazują bowiem bada­
nia z użyciem auksotrofów  poliaminowych kom órek 
jajn ika chom ika chińskiego (CHO) [30]. W nieobecno­
ści poliam in w pożywce kom órki te były niezdolne do 
replikacji, a w 90% kom órek wiązki filamentów 
aktynowych i m ikrotubul zanikały. O sieciowaniu 
białek cytoszkieletu za pośrednictwem poliam in świa­
dczą też badania oczyszczonej tubuliny z mózgu 
szczura, k tóra w obecności TG  i putrescyny tworzyła 
m ikrotubule [31].

W procesie końcowego różnicowania keratynocy- 
tów z utworzeniem zrogowaciałej otoczki kom órko­
wej, oprócz wiązań glutamylolizynowych, tworzą się 
również wiązania bis-(y-glutamylo)spermidynowe, 
k tóre w zdrowej skórze stanow ią połowę tych pierw­
szych [5], Proporcje te ulegają zmianie u pacjentów 
z łuszczycą charakteryzującą się zaburzeniam i róż­
nicowania keratynocytów  i podniesionym  poziomem 
poliam in w tej tkance. W keratynocytach osób chorych 
na łuszczycę liczba wiązań bis-(y-glutamylo)spermidy- 
nowych wzrasta k ilkakrotnie przy niezmienionym 
poziomie wiązań glutamylolizynowych.

Aktywacja transglutam inazy epidermalnej związa­
nej z błonam i (TGI) będąca wynikiem wzrostu stężenia 
C a2+ w pożywce mysich kom órek epiderm alnych 
indukuje ich różnicowanie [32]. Procesowi temu tow a­
rzyszy podwyższenie poziom u poliam in związanych 
kowalencyjnie z białkam i przy spadku zawartości 
wolnych poliamin. Tak więc zarów no TG jak  i poli­
am iny są istotne dla procesu różnicowania keratyno­
cytów.

Poliaminy ułatwiają i przyspieszają naprawę uszko­
dzenia śluzówki żołądka i dwunastnicy szczura wywo­
łanego stresem [33]. Śluzówka zwierząt poddanych 
stresowi charakteryzuje się nieciągłością powierzchni, 
nekrotycznym  zakończeniem kosm ków lub ich utratą, 
czy też uszkodzeniem powierzchniowych kom órek 
(spęcznienie kom órek, wakuolizacja cytoplazmy, pik- 
notyczne jądra). O udziale i specyficznej roli, jaką  grają 
poliam iny oraz TG  w gojeniu śluzówki świadczy 
zaham ow anie tego procesu zarówno przez a-difluoro- 
m etylornitynę (D FM O), specyficzny inhibitor biosyn­
tezy poliamin, jak  i jego opóźnianie przez inhibitor TG  
— dansylokadawerynę. Co więcej, podanie spermidy- 
ny jednocześnie z D F M O  znosi jej ham ujący wpływ 
i zapewnia prawidłowy przebieg gojenia śluzówki, ale 
jedynie wówczas, gdy jest aktyw na TG, a więc w nie­
obecności dansylokadaweryny.

VI. Indukcja transglutaminaz przez kwas 
retinowy, rola poliamin

Retinoidy,** uważane za fizjologiczne regulatory 
wzrostu kom órki, wywierają istotny wpływ na morfo- 
genezę, proliferację i różnicowanie kom órek praw id­

łowych i nowotworowych [34], M olekularne pod­
stawy działania kwasu retinowego wydają się być 
związane ze zm ianą ekspresji pewnych genów (retinóle 
acid-responsive genes). Takim  genem jest m.in. gen 
transglutam inazy tkankowej (tTG), lecz nie dotyczy to 
genu transglutam inazy związanej z błonam i (TGI). 
Indukcja tTG , szczególnie spektakularna w m akro- 
fagach stym ulowanych kwasem retinowym (100-krot- 
ny wzrost aktywności tTG), jest następstwem  zwięk­
szonej transkrypcji genu tT G  i podwyższonego pozio­
mu mRNA specyficznego dla tTG  [35]. M odulacja 
ekspresji genu tTG  zachodzi za pośrednictwem  
jądrow ych receptorów kwasu retinowego [36], z su- 
perrodziny jądrow ych receptorów horm onów  sterydo­
wych i horm onów  tarczycy [34], Jądrow e receptory 
retinoidów, których ekspresja jest regulow ana przez 
kwas retinowy [36], działają jako  czynniki transkryp- 
cyjne przyłączając się w postaci heterodim erów  do 
specyficznych sekwencji nukleotydowych genów doce­
lowych [34].

Kwas retinowy dodany do hodowli mysich kom órek 
epiderm alnych indukuje tTG  (lecz nie indukuje TGI), 
podwyższa proliferację tych kom órek i zapobiega ich 
różnicow aniu [32]. W rezultacie, podczas gdy w ko­
m órkach kontrolnych tTG  stanowi jedynie 5% ogól­
nej aktywności TG, to po stymulacji kwasem retino­
wym wartość ta wzrasta do 80%. W zrasta również 
poziom wolnej putrescyny na skutek jej zwiększonego 
pobierania i aktywacji interkonwersji poliam in [37], 
a nie podwyższonej biosyntezy. Zastanaw iające jest, że 
mimo powyższych w arunków  sprzyjających sieciowa­
niu obserwuje się w tych kom órkach niewiele białek 
zm odyfikowanych poliam inam i. Zgodnie z roboczą 
hipotezą może to być związane z brakiem  specyficz­
nego białka substratowego, którego biosynteza byłaby 
kontro low ana przez kwas retinowy [32],

W w ątrobie szczura stosunki ilościowe dwóch form 
TG  są odw rotne niż w kom órkach epiderm alnych 
[38]. Form a przeważająca (70%) —  tTG  jest in­
dukow ana przez kwas retinowy podany jednorazow o 
zwierzęciu. W yróżniono dwie fazy indukcji tTG  w 
wątrobie —  wczesną, będącą wynikiem aktywacji już 
istniejącego białka enzymatycznego, oraz późną, zw ią­
zaną z jego syntezą de novo. Podobnie jak  w mysich 
kom órkach epiderm alnych [32] również w wątrobie, 
a także w kom órkach neuroblastom a [37], po podaniu 
kwasu retinowego obserwuje się wzrost ogólnego 
poziomu putrescyny (tj. putrescyny niezwiązanej 
i związanej z białkami). Może to świadczyć o udziale 
poliam in w indukcji ekspresji tT G  zwłaszcza, że zaob­
serwowano korelację pomiędzy obniżonym  poziomem 
poliam in przez D F M O  a zaham owaniem  ekspresji 
tTG  [37]. N a m odulacyjną rolę poliam in w indukcji 
tTG  przez kwas retinowy wydają się też wskazywać

* regulacje procesów wzrostu i różnicow ania przez kwas 
retinowy om awia J. K w i a t k o w s k a  na łam ach Post
Biochem 38(1992) 32-36
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wyniki badań in vitro różnicow ania ludzkich m ono- 
cytów krwi obwodowej do m akrofagów [39]. Proces 
ten jest przyspieszony przez kwas retinowy, a tow arzy­
szy mu indukcja tTG. Nie obserwuje się jej jednak, gdy 
jednocześnie z induktorem  dodaje się do pożywki 
D FM O  obniżającą wew nątrzkom órkow y poziom 
putrescyny i spermidyny. W zbogacenie pożywki w te 
poliaminy w obecności kwasu retinowego przywraca 
indukcję ekspresji tTG.

Podane przykłady wskazują, że kwas retinowy może 
wywołać różne efekty w różnych systemach kom ór­
kowych. O prócz indukcji różnicow ania kom órek lub 
ich proliferacji kwas retinowy może indukow ać apop- 
tozę (porównaj rozdział VII), tak jak  to się dzieje 
w przypadku kom órek neuroblastom a [40, 41]. K o­
m órki te w hodowli in vitro wytwarzają dwa odrębne 
biochemicznie i morfologicznie fenotypy N i S. Regula­
cja ekspresji genu tTG  przez kwas retinowy dotyczy 
tylko kom órek o fenotypie S charakteryzujących się 
zwiększoną adhezją. W kom órkach tych kwas retino­
wy indukuje tTG  oraz apoptozę [40]. W kom órkach 
N typu neuronalnego z charakterystycznym i w ypust­
kami kwas retinowy nie indukuje tTG, lecz stymuluje 
ich różnicowanie.

VII. Udział transglutaminaz
w programowanej śmierci komórek

Apoptoza, term in użyty po raz pierwszy w 1972 
roku, oznacza genetycznie program ow aną śmierć ko­
m órki zachodzącą na drodze jej autodestrukcji [42-
48]. Ten ewolucyjnie konserwatywny proces fizjo­
logiczny odgrywa istotną rolę w rozwoju em brional­
nym i metamorfozie, w hom eostazie tkankowej, in- 
wolucji hiperplastycznych narządów , eliminacji kom ó­
rek preneoplastycznych, czy w regresji nowotworu.

Apoptoza jest procesem aktywnym  wymagającym 
syntezy m akrocząsteczek (RNA, białka) związanych 
z ekspresją specyficznych genów. Śmierć apoptyczną 
rozpoczyna selektywny i szybki eksport jonów  i wody 
z kom órki (u trata 1/3-1/2 objętości w ciągu kilku 
minut) prowadzący do kondensacji cytoplazmy i wzro­
stu gęstości kom órki. Równolegle zachodzi kondensa­
cja i fragm entacja chrom atyny (przy udziale aktyw o­
wanych endonukleaz**), zaś apoptyczna kom órka 
tworzy ciałka apoptyczne (apoptic bodies) z charak ­
terystyczną wysoce usieciowaną białkową otoczką 
(envelope, scaffold). C iałka apoptyczne, zawierające 
fragmenty jąd ra  oraz nieuszkodzone organelle takie 
jak  m itochondria czy lizosomy, ulegają fagocytozie 
przez sąsiednie kom órki czy makrofagi. Usieciowiona 
otoczka ciałek apoptycznych, odporna na proteolizę, 
zapobiega uwalnianiu potencjalnie szkodliwych we­
w nątrzkom órkow ych m akrocząsteczek do przestrzeni

* O  roli endonukleaz w apoptozie pisali R. R z e p e c k i ,
R. S z m i d z i ń s k i  i J. S z o p a  w Post Biochem 37(1991) 
18-22

m iędzykom órkowych i krwioobiegu.
Sieciowanie białek w ciałkach apoptycznych za­

chodzi przy udziale tTG , k tóra ulega aktywacji w cza­
sie apoptozy. Indukcja i aktywacja tTG (przez C a2 + , 
którego stężenie wzrasta w czasie apoptozy) jest częś­
cią biochemicznego program u eliminacji komórek 
przez apoptozę. Pomiędzy apoptozą kom órek (mie­
rzoną tzw. indeksem apoptycznym , czyli ilością ciałek 
apoptycznych/103 komórek), a aktywnością tTG  oraz 
ilością białka enzymatycznego zachodzi ścisła korela­
cja. Zależność taką stwierdzono w różnych kom órkach 
podlegających apoptozie; m.in.: w stymulowanych 
epiderm alnym  czynnikiem wzrostu kom órkach w ątro­
by szczurzych now orodków  [49], w hiperplastycznej 
wątrobie szczura ulegającej inwolucji [50], w trak ­
towanych glukokortykoidem  tym ocytach szczura
[50], w chomiczych kom órkach fibrosarcom a i mysich 
kom órkach m elanom a [51], czy też w ludzkich kom ór­
kach nowotworowych indukowanych do apoptozy 
kwasem retinowym [41],

Degradacja hepatocytów  szczurzych umierających 
śmiercią apoptyczną prowadzi do akum ulacji w poży­
wce izodipeptydu glutamylolizynowego [52]. Ten p ro ­
teolityczny produkt usieciowanych białek wy­
odrębniono również z surowicy szczurów, w których 
inwolucja hiperplastycznej w ątroby była wynikiem 
apoptycznej śmierci hepatocytów  [52]. Taka przej­
ściowa akum ulacja izodipeptydu glutam ylolizynowe­
go może być uw ażana za m iarę częstotliwości apop­
tozy w układach biologicznych, obok aktywności TG, 
k tóra jest użytecznym m arkerem  biochemicznym tego 
procesu.

Wysoce usieciowana białkowa otoczka ciałek apop­
tycznych w arunkuje ich niezwykle wysoką odporność 
fizyko-chemiczną, k tórą wykorzystano do ich izo­
lowania z populacji kom órkowej w procedurze polega­
jącej na gotowaniu w redukującym  roztworze 2%  SDS
[51]. Apoptyczne hepatocyty stają się nierozpuszczal­
ne w detergentach, czynnikach chaotropow ych, takich 
jak  mocznik czy chlorow odorek guanidyny, i w związ­
kach redukujących [53], Pod m ikroskopem  kontra- 
stowo-fazowym widoczne są jako  pomarszczone, nie­
regularne, sferyczne struktury, morfologicznie zbliżone 
do zrogowaciałych otoczek keratynocytów.

Sieciowanie białek otoczki apoptycznej zachodzi 
zarów no poprzez wiązania glutamylolizynowe, jak  
i bis(y-glutamylo)spermidynowe [53], oraz bis(y-gluta- 
m ylo)sperminowe [41]; ponadto  zarów no putrescyna 
jak  i sperm ina są kowalencyjnie, poprzez jedną grupę 
N H 2 włączane do białek ciałek apoptycznych [41].

D F M O  i kwas retinowy wywierają wyraźny, choć 
przeciwstawny efekt na ekspresję tTG  i na apoptozę 
[41]. Tak więc w ludzkich kom órkach now otw oro­
wych obniżeniu poziomu poliam in wywołanemu przez 
D F M O  towarzyszy spadek aktywności tTG, zaś apop­
toza staje się niewykrywalna. N atom iast kwas retino­
wy podwyższając wszystkie te param etry indukuje 
apoptozę. W yniki te potw ierdzają raz jeszcze zależność
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pomiędzy wewnątrzkom órkowym  poziomem poli­
am in a ekspresją tTG, a także apoptozą.

VIII. Transglutaminazy w komórkach 
nowotworowych

K om órki i tkanki nowotworow e wykazują obniżo­
ną aktywność tTG  w porów naniu z ich prawidłowymi 
odpow iednikam i [51]. W przypadku chomiczych ko­
m órek fibrosarcoma i szczurzych kom órek sarcoma jest 
to spow odow ane obecnością nieaktywnego enzymu, 
k tórego obecność stwierdzono w ekstraktach kom ór­
kowych rozdzielanych chrom atograficznie [54], Z n a­
leziono trzy formy antygenu TG  różniące się masą 
cząsteczkową, z których tylko dwie wykazywały ak ­
tywność TG  i odpow iadały TG I i TG II. Trzecia 
n ieaktyw na forma, w wyniku ograniczonej proteolizy 
ulegała aktywacji i przekształceniu w TG II. Wydaje 
się, że obecność nieaktywnej enzymatycznie formy TG 
w kom órkach nowotworowych, której nie stwierdzono 
w w ątrobie szczura, jest wynikiem zaburzonej na 
poziom ie transkrypcyjnym  lub posttranskrypcyjnym  
ekspresji genu [54].

Badając in vitro kom órki nowotworowe różniące 
się zdolnością do tworzenia przerzutów stwierdzono 
odw rotną zależność pomiędzy aktyw nością tTG  a po­
tencjałem przerzutow ania kom órki [51]. K om órki 
z obniżoną aktywnością tTG , o podwyższonej zdolno­
ści do przerzutów, cechowała wyraźnie obniżona 
apoptoza. Jak się zatem wydaje związany z aktyw noś­
cią tT G  nieprawidłowy przebieg apoptozy, zaburzają­
cy równow agę pomiędzy proliferacją kom órek i ich 
śmiercią, może stanowić ważną cechę fenotypową 
niezbędną dla progresji now otw oru [51]. H ipoteza 
o istotnej roli jak ą  pełni program ow ana śmierć kom ó­
rki w kontroli proliferacji kom órkowej znalazła nieda­
wno swe potwierdzenie, gdy wykazano, że działanie 
szeregu leków stosowanych w terapii przeciwnowo- 
tworowej związane jest z indukcją apoptozy 
[55, 56],

W ysuwana jest również sugestia, że n iekontrolow a­
na proliferacja kom órek nowotworow ych, które ce­
chuje wysoki poziom poliamin, wynika z niepraw id­
łowej, podwyższonej ich inkorporacji do białek w miej­
sce peptydow o związanej lizyny [57], W kom órkach 
B I6 m elanom a zaham ow anie biosytezy poliam in 
przez D F M O  podwyższało liczbę wiązań glutamyloli- 
zynowych w białkach, oraz ham owało proliferację 
kom órek i drastycznie redukow ało ich potencjał meta- 
statyczny [57]. Należy jednak zaznaczyć, że w kom ór­
kach tych jednocześnie była aktyw ow ana teofiliną 
tT G , co mogło podwyższać apoptozę. Tak więc te 
interesujące badania wymagają dalszego potw ierdze­
nia.

IX. Uwagi końcowe

Przedstaw ione dane eksperym entalne wskazują na

niewątpliwą modyfikację własności i funkcji fizjologi­
cznych białek przez kowalencyjne przyłączenie poli­
amin. Czy jednak takie związanie poliam in z białkiem 
może być również mechanizmem utrzym ującym  ich 
hom eostazę kom órkow ą? Takie przypuszczenia są 
istotnie wysuwane, a wydaje się je uzasadniać aktyw a­
cja TG  w w ątrobie świnki morskiej po zablokow aniu 
przez inhibitory głównych szlaków katabolicznych 
histam iny i putrescyny [58]. M ożna spekulować, czy 
taki mechanizm regulacji w ew nątrzkom órkow ego po­
ziomu poliam in i innych amin biogennych funkcjonuje 
w w arunkach fizjologicznych. Działałby on jednak 
praktycznie tylko w jednym  kierunku —  obniżenia 
stężenia poliam in, ponieważ wiązania glutam ylopoli- 
aminowe (jak i glutamylolizynowe) są niezwykle trwałe 
i odporne na proteolizę, co było w ielokrotnie podkreś­
lane. Możliwe jest co praw da enzymatyczne uwol­
nienie związanej kowalencyjnie poliaminy, ale m usiał­
by ją  poprzedzać etap degradacji, czyli proteoliza 
usieciowanego białka. Pow stała w wyniku proteolizy 
glutam ylopoliam ina jest dopiero substratem  y-gluta- 
m yloam inocyklotransferazy [59], której wysoką ak ­
tywność stwierdza się m.in. w nerce [60], O statn io  
wykryto jeszcze inną możliwość degradacji wiązań 
y-glutam ylopoliam inowych, k tóra zachodzi przy 
udziale oksydazy poliaminowej (PAO) zależnej od 
FAD [25], PAO z w ątroby szczura odszczepia in vitro 
poliam iny z peptydowo związanej y-glutam ylosper- 
midyny i y-glutam ylosperm iny [25].

Na zakończenie należy dodać, że posttranslacyjne 
modyfikacje białek, w które zaangażow ane są poli­
aminy, mogą przebiegać dw om a szlakami m etabolicz­
nymi, przy czym tylko jeden z nich, będący przedmiotem 
tego artykułu, zachodzi przy udziale transglutam inaz. 
W drugim  szlaku fragm ent butyloam inow y pochodzą­
cy ze spermidyny zostaje przyłączony kowalencyjnie, 
w reakcji niezależnej od TG , do peptydowo związanej 
lizyny tworząc dezoksyhipuzynę, k tóra następnie ule­
ga hydroksylacji do hipuzyny (Ryc. 4) [61]. W kom ór­
kach ssaków hipuzyna tworzy się zawsze posttrans- 
lacyjnie na jedynym  białku, eukariotycznym  czynniku 
inicjacji translacji 4D (eIF-4D) o masie cząsteczkowej 
18 kD. Z nana jest sekwencja am inokw asow a czynnika 
4D wokół pojedynczej reszty hipuzyny, jednak dok ład­
na funkcja tego czynnika nie jest wyjaśniona, choć 
wiadom o, że ma niewątpliwy związek z syntezą białka 
w aktywnie proliferujących kom órkach. W intensyw­
nie dzielących się kom órkach, w przeciwieństwie do 
kom órek spoczynkowych, większość podaw anej ra ­
dioaktywnej putrescyny czy spermidyny odnajdyw ano 
właśnie w hipuzynie [3, 8, 21, 32]. O statn io  wykazano, 
że dezoksyhipuzyna i hipuzyna, zarów no w formie 
wolnej jak  i związanej z eIF-4D , są substratam i tT G  
z w ątroby świnki morskiej, zaś związki powstałe 
w wyniku proteolizy eIF-4D  z kowalencyjnie zw iązaną 
hipuzyną zidentyfikowano jako  y-glutam ylodezoksy- 
hipuzynę i y-glutam ylohipuzynę [61]. W olno przy­
puszczać, że zachodzące przy udziale tTG  sieciowanie
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Ryc. 4. Biosynteza dezoksyhipuzyny na białku eIF -4D  i jej 
hydroksylacja do hipuzyny. 1 — syntaza dezok­
syhipuzyny; 2 —  hydroksylaza dezoksyhipuzyny
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i OH
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eIF-4D  ze specyficznym białkiem, donorem  grupy 
glutamylowej, może zmieniać fizjologiczne własności 
tego czynnika. Tym samym otw iera się nowe pole 
przyszłych badań nad rolą tTG oraz poliam in w bio­
logicznej aktywności eIF-4D.
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Wykaz stosowanych skrótów: C aB P białka wiążące wapń; 
CNS — ośrodkow y układ nerwowy; LTP — zjawisko 
długotrw ałego wzmocnienia synaptycznego; N M D A  — 
kwas N -m etylo-D -asparaginow y; GABA — kwas y-amino- 
masłowy; N G F  — czynnik wzrostu nerwu; cA M P — cyklicz­
ny 3’,5’-adenozynom onofosforan; cG M P  —  cykliczny 3’,5’- 
guanozynom onofosforan; M AP2, tau — białka związane 
z m ikrotubulam i.
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I. Wstęp —  klasyfikacja białek wiążących 
wapń

Jony wapnia odgrywają isto tną rolę w przekazywa­
niu sygnałów przez błonę kom órkow ą oraz w regulacji 
różnych procesów fizjologicznych wewnątrz kom órki. 
N a wzrost stężenia wolnych jonów  w apnia w cytoplaz- 
mie reagują specyficzne białka wiążące wapń. Są wśród 
nich białka zawierające tzw. dom eny ”E F -hand” — 
struktury o charakterystycznej budowie, składające się 
z dwóch odcinków alfa helisy i pętli łączącej —  [1-4] 
oraz białka, które nie posiadają takich wyspecjalizo­
wanych struktur, a mimo to wiążą jony wapnia [5]. Do 
pierwszej grupy zalicza się m.in. kalm odulinę, rekowe- 
rynę, kalbindynę D-28K, kalretininę, parw album inę 
oraz białka z rodziny S-100. Przedstawicielam i białek 
wiążących wapń nie posiadających typowych dom en 
”E F -hand” są aneksyny.

Funkcja większości białek wiążących wapń w ukła­
dzie nerwowym nie jest wyjaśniona, jednak na pod­
stawie dostępnych informacji m ożna wyróżnić białka, 
które regulują różne procesy enzymatyczne tak jak  
kalm odulina, oraz białka, które pełnią inne funkcje 
w kom órce tak jak  kalbindyna D-28K i parw album ina. 
Białka należące do tej drugiej grupy są obecnie w cent­
rum uwagi neurobiologii ze względu na ich specyficzną 
lokalizację w pewnych zespołach neuronów  lub kom ó­
rek glejowych. P onadto  sugeruje się, że w stanach 
patologicznych, którym  towarzyszy podwyższone stę­
żenie wolnych jonów  wapnia w kom órce, białka te 
mogą chronić kom órki przed uszkodzeniem. W a r­
tykule tym zebrano informacje na tem at właściwości, 
występowania oraz możliwej funkcji głównych białek

wiążących wapń występujących w układzie nerwowym 
(Tab. I).

II. Kalmodulina i niektóre enzymy zależne od 
kalmoduliny

K alm odulina występuje we wszystkich kom órkach 
eukariotycznych, podczas gdy inne białka wiążące 
wapń występują tylko w tkankach lub specyficznych 
kom órkach określonych organizmów. To powszechne 
występowanie kalm oduliny jest związane z jej wielo- 
funkcyjnością [6-8]. Po związaniu jonów  wapnia kal­
m odulina aktywuje wiele enzymów, m.in. kinazy i fos­
fatazy białkowe oraz oddziałuje z białkam i struk tu ral­
nymi [9]. W nielicznych przypadkach kalm odulina 
może wiązać się z białkam i w nieobecności jonów  
wapnia [10,11]. Sugeruje się nawet, że niektóre proce­
sy jak  np. podziały kom órkow e m ogą być zależne od 
kalm oduliny bez wapnia [12]. Jednak, w układzie 
nerwowym, istotne funkcje pełni kalm odulina dopiero 
po związaniu z jonam i wapnia. Poniżej omówiono trzy 
enzymy ważne dla funkcjonow ania układu nerwowe­
go, których aktywność jest regulowana przez kom ­
pleks kalm odulina-wapń.

II-I. Kinaza II zależna od wapnia i kalmoduliny

K inaza II zależna od wapnia i kalm oduliny wy­
stępuje w dużych ilościach w tkance nerwowej [13,14]. 
W niektórych częściach mózgu, np. hipokam pie, który 
jest szczególnie ważny w procesach uczenia się i pam ię­
ci, kinaza II stanowi 2%  wszystkich białek. Enzym ten 
występuje w kom órce we frakcji rozpuszczalnej, a tak ­

Tabela 1.
N iektóre własności białek wiążących wapń występujących w układzie nerwowym.

C aB P
Ciężar

cząsteczkowy

liczba dom en 
“E F -hand”

W ystępowanie
na podstawie 

sekwencji

zdolnych do 
wiązania 

C a +

kalm odulina 16 700 4 4 wszystkie komórki Eukaryota

rekoweryna 23 000-26000 4 3 siatków ka

kalbindyna 28 000 6 4 w wielu tkankach: nabłonku jelita, 
nerce, tkance nerwowej

kalretinina 29 000-31 000 6 4 tkanka  nerwowa; inne tkanki (?)

parw album ina 13 000 3 2 tkanka  mięśniowa, 
kom órki niemięśniowe 
w tym tkanka  nerwowa

białka S-100 9 000-14000 2 2 w wielu tkankach 
i kom órkach

aneksyny 30000-70000 brak dom en “E F -hand”; 
wiązanie w apnia przez inne 

struktury

w wielu tkankach 
i kom órkach
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że może być połączony z błoną kom órkow ą, jądrow ą 
i elementami cytoszkieletu. Stosunek między ilością 
enzymu z frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej 
zależy od stanu funkcjonalnego kom órki. I tak np. 
w czasie niedotlenienia kinaza II z frakcji rozpuszczal­
nej zanika bardzo szybko, podczas gdy enzym związa­
ny z błonami — wolno [15]. In vitro kinaza II 
fosforyluje różne białka jak  np. synapsynę, M AP2, 
hydroksylazę tyrozyny, syntazę glikogenu, fosfolam- 
ban. N iektóre z tych białek wydają się być również 
substratam i in vivo, a zmiany w stopniu ich ufos- 
forylowania wpływają m.in. na syntezę i uwalnianie 
neurotransm iterów .

K inaza II jest heteropolim erem  składającym  się 
zasadniczo z podjednostek a, (3, [3’ o masach od 50 do 
62 kD a. K ażda z podjednostek zawiera dom enę regu­
latorow ą i katalityczną. Dom ena regulatorow a kinazy 
przypom inająca w swej strukturze substrat, pełni rolę 
auto inhib itora blokującego centrum  aktywne enzymu. 
Po związaniu kalm oduliny dom ena regulatorow a ule­
ga autofosforylacji, w wyniku czego centrum  aktywne 
kinazy zostaje odsłonięte, a enzym jest zdolny fos- 
forylować różne substraty. W podobny sposób działają 
też inne kinazy białkowe [16]. Ponadto, autofosforyla- 
cja dom eny regulatorowej przekształca kinazę w formę 
niezależną od wapnia i kalm oduliny, co powoduje, że 
krótkotrw ały wzrost stężenia jonów  wapnia wywołuje 
długo trwającą aktywność enzymu. Również ograni­
czona proteoliza powoduje, że katalityczny fragm ent 
kinazy pozbawiony dom eny autoinhibitorow ej jest 
w pełni aktywny w nieobecności jonów  wapnia i kal­
moduliny. Autofosforylacja kinazy II i tworzenie form 
enzymu niezależnych od wapnia zachodzi w kom ór­
kach w hodowli i w skrawkach tkanki nerwowej [17].

Wysokie stężenie kinazy II w synapsach, szczególnie 
w zagęszczeniu postsynaptycznym  (ang. postsynaptic 
density) przodom ózgowia, gdzie enzym ten stanowi 
20-50% wszystkich białek, sugeruje, że kinaza II 
odgrywa istotną rolę w regulacji procesów synaptycz­
nych związanych z plastycznością CNS [ 18], Plastycz­
ność synaptyczna jest modyfikacją połączeń między- 
neuronalnych w wyniku odpowiedzi na określony 
bodziec i może przybierać różne formy. Jedną z nich 
jest zjawisko długotrwałego wzmocnienia synaptycz­
nego —  LTP (ang. LTP od long-term synaptic poten­
tiation) [19]. W większości synaps ośrodkowego ukła­
du nerwowego indukcja LTP zależy od receptorów 
N M D A  (wrażliwych na kwas N-m etylo-D -asparagi- 
nowy) połączonych z kanałam i jonowym i. Co więcej, 
w iadom o, że indukcja LTP może być zaham ow ana 
poprzez obniżenie stężenia jonów  wapnia lub przez 
wprowadzenie inhibitorów  kalm oduliny do zagęsz­
czenia postsynaptycznego.

Badania zapoczątkow ane przez K a n d e l a  i T o ­
n e  g a w ę wskazują, iż kinaza II jest jednym  z głów­
nych czynników wpływających na procesy uczenia się 
i zapam iętyw ania [20, 21]. W nioski takie wyciągnięto 
po przeprowadzeniu doświadczeń na myszach, którym

w rozwoju zarodkow ym  usunięto gen kodujący kina­
zę II. Zwierzęta takie po urodzeniu wyglądały norm al­
nie, ale miały zaburzone reakcje związane z m echaniz­
mem uczenia się i przestrzennej pamięci. K ontynuacja 
tego rodzaju badań nad kinazą II zależną od C a2 + 
i kalm oduliny pow inna w niedługim czasie dostarczyć 
nowych i przekonywujących dow odów  na to, że enzym 
ten jest szczególnie ważny w procesach związanych 
z plastycznością układu nerwowego.

II-2. Kalcyneuryna

Kalcyneuryna to fosfataza zależna od w apnia i kal­
m oduliny [22-24], Enzym ten jest heterodim erem  
składającym  się z podjednostki A o masie 60 kD a 
i podjednostki B o masie 19 kDa. Podjednostka 
A wiąże kalm odulinę w obecności jonów  wapnia 
i zawiera centrum  aktywne, natom iast podjednostka 
B wiąże cztery jony wapnia podobnie jak  kalm odulina 
i posiada nieokreśloną dotąd bliżej funkcję regulatoro­
wą. K alcyneuryna, podobnie jak  kinaza II, występuje 
w dużych ilościach w tkance nerwowej, np, w mózgu 
stanowi ponad 1% wszystkich białek. W ystępuje ona 
przede wszystkim w neuronach, zarów no we frakcji 
rozpuszczalnej, jak  i nierozpuszczalnej. K alcyneuryna 
jest fosfatazą serynow o-treoninow ą o wysokiej specyfi­
czności substratowej. Enzym ten defosforyluje m.in. 
podjednostkę alfa kinazy fosforylazy, podjednostkę 
regulatorow ą kinazy A, białko M AP2, tau, kanał 
wapniowy wrażliwy na dihydropirydynę. O statn io  
wykazano, że aktyw ność kalcyneuryny jest ham ow ana 
przez kompleksy leków im m unosupresyjnych z od ­
powiednimi białkam i (np. przez kom pleks cyklospory- 
ny z cyklofiliną i FK506 z FK BP) [25], Kom pleksy te 
powodują tzw. efekt im m unosupresyjny polegający na 
zaham ow aniu w ytwarzania limfocytów T [26, 27],

II-3. Cyklaza adenylanowa typu I

Cyklaza adenylanow a typu I jest enzymem stym ulo­
wanym przez jony  w apnia i kalm odulinę. M etodą 
hybrydyzacji in situ wykazano, że cyklaza adenylano­
wa typu I występuje w dużych ilościach w neuronach 
hipokam pa mózgu szczura [28], Sugeruje się, że 
aktywacja cyklazy zachodzi w odpowiedzi na wzrost 
stężenia wapnia wewnątrz kom órki, a to z kolei 
powoduje wzrost stężenia cyklicznego A M P i aktyw a­
cję kinazy białkowej A. Bezpośrednie dow ody potw ier­
dzające takie działanie uzyskano w doświadczeniach, 
w których do ludzkich kom órek linii 293 w prow adzo­
no gen kodujący cyklazę adenylanow ą typu I. Z aob­
serwowano, że stężenie cA M P w tych kom órkach 
w zrastało po zastosow aniu jonoforu wapniowego i po 
podwyższeniu stężenia wapnia na zewnątrz kom órki. 
Poziom cA M P w kom órkach kontrolnych (kom ór­
kach linii 293 nie zawierających genu kodującego 
cyklazę adenylanow ą typu I) nie zmieniał się mimo 
wzrostu stężenia jonów  wapnia. P onadto  wykazano, że
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agoniści receptorów m uskarynowych (np. karbachol, 
który powodował podwyższenie stężenia jonów  w ap­
nia) wywołują wzrost cA M P w kom órkach 293 zawie­
rających cyklazę adenylanową. Doświadczenia te po­
twierdzają, że in vivo cyklaza adenyłanow a typu I jest 
stym ulow ana przez jony wapnia [29].

Udział cyklazy adenylanowej w procesach uczenia 
się i pamięci badano na przykładzie prostych organiz­
mów. Stosunkow o najszerzej badano odruch chow a­
nia skrzela do jam y płaszczowej u ślimaka morskiego 
(Aplysia). Słaby bodziec dotykow y powiązany z na­
stępującym po nim szokiem elektrycznym powoduje, 
że po kilku próbach pojawia się odruch warunkowy, 
ale tylko wtedy, gdy bodziec bezwarunkow y następo­
wał ok. 0.5 s po bodźcu warunkowym . W połączeniach 
m iędzyneuronalnych powstaje wówczas tzw. wzmoc­
nienie synaptyczne. Zjawisku temu towarzyszy znacz­
ny wzrost ilości cAM P, który jest wynikiem zwięk­
szonej aktywności cyklazy adenylanowej. Półsekun- 
dow a przerwa między bodźcami odpow iada czasowi, 
w którym  dochodzi do syntezy cA M P [30, 31].

III. Rekoweryna a aktywacja cyklazy 
guanylanowej

Rekoweryna jest białkiem wiążącym wapń występu­
jącym  w siatkówce i praw dopodobnie determ inującym  
wrażliwość cyklazy guanylanowej na wapń. Aktyw­
ność tej cyklazy i synteza cyklicznego G M P  wzrasta, 
gdy stężenie jonów  w apnia obniża się do 0.1 pM. Tak 
więc w przeciwieństwie do kalm oduliny rekoweryna 
wydaje się aktywować cyklazę guanylanow ą w w arun­
kach nietypowych, tj. przy niskich stężeniach jonów  
wapnia [32, 33]. O statn io  sklonow ano cDNA rekowe- 
ryny i wprowadzając go do genomu E. coli otrzym ano 
znaczne ilości tego białka [34]. D okonano także 
krystalizacji rekoweryny i określono strukturę trzecio­
rzędową tego białka. W ykazano, że składa się ono 
z dwu globularnych dom en, z których każda zawiera 
dwie struktury ”E F -hand” [35]. Najnowsze doniesie­
nie o rekowerynie mówi, że białko to oddziałuje 
z błonam i kom órkowym i poprzez resztę kwasu tłusz­
czowego związanego kowalencyjnie z aminowym koń­
cem białka [36].

Białkiem podobnym  do rekoweryny zidentyfikowa­
nym w siatkówce kurczaka jest wizynina i frekweni- 
na (p26) [37, 38]. Frekw enina posiada trzy dom eny 
”E F -hand”, lecz tylko dwie z nich wydają się wiązać 
jony wapnia. W doświadczeniach in vitro wykazano, że 
frekwenina z muszki owocowej (Drosophila) aktywuje 
cyklazę guanylanow ą w sposób zależny od jonów  
wapnia, podobnie jak  rekoweryna. Badania im m uno­
logiczne z zastosowaniem  przeciwciał na frekweninę 
wskazują na występowanie tego białka również w sy­
napsach ośrodkowego i obwodowego układu ner­
wowego. Jednak funkcja frekweniny w synapsach nie 
jest wyjaśniona. Sugeruje się, że może ona brać udział 
w uwalnianiu neurotransm iterów  z zakończeń ner­

wowych [39], Jeszcze innym białkiem posiadającym  
wysoką homologię z rekoweryną (51 %), występującym 
w dużych ilościach w mózgu jest neurokalcyna. N euro- 
kalcyna ma masę 22 kD a i zawiera trzy domeny 
”E F -hand”. Sugeruje się, że może ona pełnić podobną 
funkcję w CNS, jak  rekoweryna i wizynina [40].

IV. Białka wiążące wapń o mniej znanych 
funkcjach

IV-1. Kalbindyna D-28K

K albidyna jest białkiem występującym w nabłonku 
jelita cienkiego oraz w wielu innych tkankach, a jej 
synteza w niektórych z nich wydaje się być regulow ana 
przez witaminę D 3 (1,25-dihydroksywitaminę D 3) 
[41]. W ostatnich latach dużo prac poświęcono wy­
stępowaniu kalbindyny D-28K w kom órkach układu 
nerwowego. Prow adzono też badania, w których po­
równyw ano występowanie kalbindyny D-28K w ukła­
dzie nerwowym z występowaniem kalretininy i parwal- 
bum iny [42-46].

W celu ilościowego oznaczenia poziomu kalbindyny 
D-28K, np. w tkankach szczura, stosow ano wysoce 
czułą m etodę im munologiczną pozwalającą na wy­
krycie 0.1 pg białka. W ykazano, że najwięcej kalbin­
dyny występuje w nerce oraz tkance mózgowej. P onad­
to zaobserwowano, że w czasie rozwoju em brional­
nego szczura, w korze mózgowej, móżdżku oraz pniu 
mózgu 15-dniowych em brionów  pojawiała się kalbin­
dyna. Poziom tego białka wzrastał osiągając stały 
poziom w 4-5 tygodniu po urodzeniu. W późniejszym 
okresie zmiany w poziomie kalbindyny u szczura były 
niewielkie, podczas gdy stężenie tego białka w korze 
mózgowej człowieka znacznie malało wraz z wiekiem 
[47].

W ykazano, że neurony hipokam pa zawierające kal- 
bindynę D-28K są bardziej odporne na wzrost stężenia 
jonów  wapnia, niż neurony nie mające tego białka [48,
49]. Np. podczas niedotlenienia, kiedy dochodzi do 
wzrostu stężenia jonów  wapnia w komórce, kalbin­
dyna zwiększa przeżywalność tych kom órek, w k tó ­
rych jest zlokalizow ana [50], Tym niemniej, w prze­
wlekłych chorobach układu nerowego takich jak  cho­
roba Alzheimera, H untingtona czy Parkinsona ilość 
kalbindyny D-28K (czyli praw dopodobnie ilość ko­
m órek, które zawierają to białko) jest zmniejszona 
w objętych chorobą rejonach mózgu [51, 52],

IV-2. Kalretinina

K alretinina jest białkiem o wysokiej homologii 
z kalbindyną D-28K (58%). Po raz pierwszy gen 
kalretininy zidentyfikowano w siatkówce (ang. retina) 
kurczaka i stąd pochodzi nazwa tego białka. W y­
stępowanie tkankow e kalretininy jest inne niż kalbin­
dyny pom im o dużego podobieństw a obu tych białek. 
Również w mózgu występuje ona w innych populac­
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jach neuronów niż kalbindyna D-28K. Jest gęsto 
upakow ana w kom órkach zwojów czuciowych. W m ó­
zgu szczura, szczególnie w dużych ilościach kalretinina 
występuje w jądrze ślimakowym. Poza tym, ziden­
tyfikowano ją  w interneuronach kory mózgowej i hipo- 
kam pa oraz w m óżdżku i opuszkach węchowych 
[53-57],

M etodam i immunochemicznymi badano lokalizację 
kalretininy w innych tkankach. W ykazano, że białko 
to występuje w kom órkach splotu Auerbacha [58] 
oraz w kom órkach śródmiąższowych jajnika szczura 
[59], Ponadto  wykazano obecność kalretininy w ko­
m órkach nowotworowych W iDr (linia kom órek no- 
wotworowyh jelita grubego) [60]. Dla tych ostatnich 
kom órek badano poziom kalretininy w różnych fazach 
cyklu kom órkowego. W ykazano, że podczas mitozy 
kom órek W iDr kalretinina znajduje się w cytoplazmie 
i wrzecionie mitotycznym. W cytoplazmie występuje 
tylko w fazach podziału kom órkowego. N atom iast we 
wrzecionie m itotycznym kalretinina jest już obecna 
w prometafazie i we wszystkich kolejnych fazach 
mitozy.

IV-3. Parwalbumina

Parwalbum inę po raz pierwszy zidentyfikowano 
w mięśniach szkieletowych, a dopiero potem  wyizolo­
w ano ją  z kom órek niemięśniowych, w tym z tkanki 
nerwowej [61]. W mózgu parw album ina występuje 
m.in. w neuronach móżdżku, hipokam pa, opuszek 
węchowych i niektórych rejonów podwzgórza. W m óż­
dżku zlokalizow ana jest w kom órkach Purkinje’go 
oraz w kom órkach gwiaździstych i koszyczkowych, 
natom iast w korze mózgowej w neuronach wszystkich 
warstw z wyjątkiem warstwy pierwszej. W ykazano, że 
w mózgu szczura dorosłego parw album ina występuje 
w interneuronach zawierających GA BA (kwas y-ami- 
nomasłowy) [62].

W czasie rozwoju zarodkow ego szczura, w nie­
których częściach układu nerwowego, parw album ina 
pojawia się w 13-tym dniu życia em brionu, a następnie 
jej poziom szybko wzrasta. W neuronach kory m óz­
gowej i hipokam pa zawierających GABA oraz w k o ­
m órkach Purkinje’go m óżdżku parw album ina poja­
wia się dopiero po urodzeniu, a więc po różnicowaniu 
się kom órek i utworzeniu połączeń m iędzyneuronal- 
nych [63].

IV-4. Przypuszczalna rola kalbindyny D-28K, 
kalretininy i parwalbuminy w układzie 
nerwowym

Rola kalbindyny, kalretininy i parwalbum iny 
w układzie nerwowym nie jest jasna, jednak stwier­
dzono, że w neuronach hipokam pa poziom tych białek 
koreluje z odpornością kom órkow ą na uszkodzenia. 
Przypuszcza się więc, że białka te działają poprzez 
obniżenie stężenia jonów  w apnia w cytoplazmie [51,

52]. W badaniach, które polegały na w prow adzeniu 
kalbindyny lub parwalbum iny do hodow anych neuro­
nów i pom iarze stężenia wolnych jonów  w apnia stw ier­
dzono, że białka te rzeczywiście m ogą buforować C a2 + 
wewnątrz kom órki [64],

K albindyna, kalretinina i parw album ina zlokalizo­
wane są w różnych subpopulacjach kom órek w mózgu. 
W ysoki stopień homologii tych białek i ich różna 
lokalizacja w mózgu wskazują z jednej strony, iż mogą 
one pełnić podobne funkcje w różnych populacjach 
neuronów , np. buforować jony wapnia, z drugiej zaś 
strony sugerują możliwość zróżnicowanej funkcji każ­
dego z tych białek. D odatkow e informacje na ten tem at 
może uda się uzyskać po zidentyfikowaniu białek 
wiążących się z kalbindyną, kalretininą i parw album i- 
ną. I tak np. sugeruje się możliwość oddziaływ ania 
kalbindyny D-28K i kanału wapniowego typu P w ko­
m órkach Purkinje’go [65].

Przeciwciała skierowane przeciwko kalbindynie, ka- 
lretininie i parwalbuminie, z uwagi na różną lokalizację 
tych białek mogą być stosowane jako  znaczniki neuro- 
anatom iczne [66, 67], Białka te mają taką przewagę 
nad innymi znacznikami neuronalnym i, że są dobrze 
rozpuszczalne i widoczne nawet w cienkich w ypust­
kach neuronów. Umożliwia to m.in. badanie kształtu 
kom órek nerwowych i ich połączeń.

V. Rodzina białek S-100

Do rodziny białek S-100 zalicza się kilkanaście 
polipeptydów, które występują na ogół w określonym  
typie kom órek [68], Najlepiej poznane są białka: S -100 
(a i P), kalbindyna D-9K, białko pi l ,  kalcyklina. 
M onom er białka z rodziny S-100 zawiera dwie dom e­
ny „E F -hand” i może wiązać dwa jony wapnia. W ięk­
szość białek S -100 ma zdolność do tworzenia dimerów, 
które m ogą wiązać 4 jony wapnia. Geny kodujące 
białka S-100 są aktywowane tylko w określonej fazie 
cyklu kom órkow ego lub w przebiegu różnicowania. 
N iektóre białka z grupy S-100 znajdow ane są na 
zewnątrz kom órek, co może świadczyć o ich funkcji 
pozakom órkow ej.

Po raz pierwszy białko S-100 wyizolowano z tkanki 
nerwowej w 1965 roku [69]. Późniejsze badania 
wskazały, że białko to występuje w postaci trzech form 
S-100ao, S-lOOa i S-lOOb, które składają się odpow ied­
nio z podjednostek aa, aP i pp [70]. W ośrodkow ym  
i obwodowym  układzie nerwowym białko S-100P 
występuje przede wszystkim w kom órkach glejowych. 
Białko S-lOOa, znajdowane w mózgu w małych iloś­
ciach (stanowi ok. 5% mieszaniny białek S-lOOa 
i S-100P), jest obecne w neuronach h ipokam pa oraz 
w neuronach obwodowego układu nerwowego [71], 
Ponad to  S-lOOa występuje w znaczących ilościach 
w mięśniu szkieletowym, mięśniu sercowym i nerce 
[72-74],

Dotychczas nie wyjaśniono, jaką funkcję pełnią 
białka S-100. Sugeruje się np., że m ogą one regulować
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procesy fosforylacji i defosforylacji białek mózgowych, 
oraz oddziaływać z systemem m ikrotubulow ym . 
W doświadczeniach, które polegały na zaham ow aniu 
syntezy S -100(3 w kom órkach glejaka C6 istotnie 
zaobserwowano znaczne zmniejszenie szybkości po­
działów kom órkowych, oraz zmianę w organizacji 
cytoszkieletu kom órkowego [75]. W 1985 roku K 1 i - 
g m a n  i M a r s h a k  pokazali, że hom odim er białka 
S -100(3 może pełnić funkcję czynnika wydłużającego 
neuryty [76]. W yniki te zostały potw ierdzone przez 
v a n  E l d i k  i ws p .  [77], którzy pokazali ponadto, 
że białko S -100(3 jest wydzielane przez kom órki glejo­
we do pożywki i działa jako  czynnik mitogenny. 
N anom olow e stężenie białka S -100(3 w hodowli ko­
mórkowej stym ulowało proliferację kom órek glejaka 
C6 i pierwotnych astrocytów  [78],

Podwyższony poziom białka S -100(3 obserwuje się 
w mózgu w różnych stanach patologicznych, takich jak  
choroba Downa i Alzheimera, a także w niektórych 
nowotworach [79, 80]. W ydaje się więc, że stosowanie 
przeciwciał specyficznych wobec białka S -100(3 może 
być wykorzystywane m.in. do identyfikacji różnych 
nowotworów układu nerwowego. Jak dotąd białko 
S -100(3 znaleziono tylko w now otw orach pochodzą­
cych z kom órek glejowych, nie znaleziono w now o­
tw orach wywodzących się z neuronów  [81, 82].

Niewiele wiadom o na tem at występowania i roli 
w układzie nerwowym innych białek z rodziny S-100. 
Badania prowadzone na kom órkach PC 12 (kom ór­
kach szczurzego guza chrom ochłonnego nadnerczy) 
pokazują, że pod wpływem N G F  w kom órkach tych 
pojawiają się trzy białka z rodziny S-100: 42A, 42C 
i kalcyklina [83-85]. W czasie różnicowania się tych 
kom órek pod wpływem N G F  poziom mRNA 42A 
wzrastał 25-krotnie, a mRNA 42C — 5-krotnie. Trze­
cie białko, kalcyklina, po raz pierwszy została wyizolo­
wana z kom órek raka Ehrlicha, a później wykazano, że 
występuje ona głównie w fibroblastach i kom órkach 
nabłonkow ych [86]. Badając kom órki różnych linii 
nerw iaka zarodkow ego (neuroblastom a) T o n i n i 
i w s p. zaobserwowali wysoki poziom  mRNA kalcyk- 
liny w kom órkach typu S (podobnych do kom órek 
nabłonkow ych Schwanna), a znacznie niższy w kom ór­
kach typu N (embrionalnych kom órkach nerwowych) 
[87]. Jednak po traktow aniu  kom órek typu N kwasem 
retinowym  poziom kalcykliny kilkakrotnie wzrastał. 
M etodą N ortherna wykazano też obecność mRNA 
kalcykliny w mózgu myszy [88], a badania im m unohi- 
stochemiczne prowadzone na skrawkach mózgu szczu­
ra wskazują, że białko to występuje w neuronach [89].

VI. Aneksyny —  białka wiążące wapń 
i fosfolipidy

Aneksyny to białka o niskim powinowactwie wzglę­
dem jonów  wapnia pełniące różnorodne funkcje w ko­
mórce. W iązanie wapnia z tymi białkam i znacznie 
w zrasta w obecności fosfolipidów, głównie fosfatydylo-

seryny [90, 91]. Białkom tym w przeszłości nadaw ano 
różne nazwy jak  np. kalpaktyny, lipokortyny czy 
chrom obidyny. D opiero C r u m p t o n  i D e d m a n  
w 1990 zaproponow ali nazwę aneksyny [92]. Anek­
syny nie zawierają dom en „E F-hand”, a miejsca w iąza­
nia wapnia nie są w pełni zidentyfikowane. S truktura 
wiązania wapnia przewidywana na podstawie sekwen­
cji aminokwasowej ma być dom eną podobną do 
„E F -hand”, w której jon  wapnia koordynow any jest 
przez karbonylowe atom y tlenu głównego łańcucha po- 
lipeptydowego [5]. N a podstawie badań krystalografi­
cznych określono struktury Ill-rzędowe wielu aneksyn. 
Najnowsze badania sugerują te ż , że niektóre aneksyny 
m ogą pełnić funkcję kanałów  jonowych [93, 94].

Badania prow adzone w ciągu ostatnich lat w skazu­
ją, że niektóre aneksyny występują w tkance nerwowej 
i wykazują charakterystyczne rozmieszczenie zależne 
od typu kom órek i ich stanu rozwoju. I tak np. 
stwierdzono, że u 10-dniowego szczura wysokie stęże­
nie aneksyny II występuje głównie w kom órkach 
Purkinje’go móżdżku. U szczurów 18-dniowych silną 
reakcję z przeciwciałem na aneksynę II wykazują 
kom órki glejowe Bergm anna i astrocyty w substancji 
białej. W m óżdżku szczura dorosłego aneksyna II 
występuje wyłącznie w w ypustkach kom órek glejo­
wych Bergm anna i w w ypustkach niektórych astro ­
cytów warstwy ziarnistej i substancji białej [95]. 
Największe stężenie aneksyny IV w mózgu ssaków 
dorosłych zidentyfikow ano w substancji białej w k o ­
m órkach glejowych położonych poniżej warstwy k o ­
m órek Purkinje’go [96]. N atom iast aneksyna V wy­
stępuje głównie w kom órkach glejowych m óżdżku 
oraz w kom órkach Bergmanna, astrocytach i oligo- 
dendrocytach kory mózgowej. Aneksynę V zidentyfi­
kowano ponadto  w kom órkach Schwanna nerwu 
kulszowego [97]. W m óżdżku ssaków stwierdzono 
także obecność aneksyny VI. W ystępuje ona głównie 
w kom órkach Purkinje’go oraz w dendrytach i ak ­
sonach neuronów  substancji białej i warstwy ziarnistej 
[96]. Inne badania prow adzone na kom órkach linii 
PC 12 pokazują, że po stymulacji tych kom órek czyn­
nikiem N G F  zmienia się poziom aneksyny II i V. I tak, 
stężenie aneksyny II w zrasta 32 razy, zaś aneksyny 
V —  5 razy. Po usunięciu N G F  stężenie tych białek 
pow raca do wartości początkowej [98, 99]. Sugeruje 
się zatem, że przynajmniej niektóre aneksyny m ogą 
odgrywać istotną rolę w różnicowaniu się kom órek 
nerwowych.

VII. Podsumowanie

Jony wapnia odgrywają isto tną rolę w regulacji 
wielu procesów fizjologicznych kom órki. W kom ór­
kach układu nerwowego biorą one udział m.in. w syn­
tezie i uwalnianiu neurotransm iterów , m ogą induko­
wać LTP i uczestniczyć w procesach uczenia się 
i pamięci. W wielu przypadkach działanie jonów  C a 2 + 
zachodzi poprzez wiązanie się z określonymi białkam i
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wiążącymi wapń.
N iektóre białka wiążące wapń, jak  kalm odulina 

i rekoweryna występujące w dużych ilościach w tkance 
nerwowej, m odulują aktywność enzymów. Inne białka, 
jak  kalbindyna, kalretinina i parw album ina występu­
jące w określonych populacjach neuronów w mózgu, 
m ogą obniżać stężenie jonów  wapnia wewnątrz ko­
mórki. Specyficzna lokalizacja w określonych populac­
jach kom órek sprawia, że przeciwciała skierowane na 
kalbindynę, kalretininę, parw album inę mogą być wy­
korzystane jako  m arkery do badań neuroanatom icz- 
nych [100, 101]. Również białka z rodziny S-100, 
aneksyny i czułe na wapń proteazy m ogą być istotne 
dla funkcjonow ania układu nerwowego [102-104].

W ażną cechą białek wiążących wapń jest ich dobra 
rozpuszczalność i występowanie nawet w cienkich 
wypustkach neuronów. Umożliwia to badanie kształtu 
kom órek nerwowych i ich połączeń, co jest szczególnie 
istotne w śledzeniu rozwoju układu nerwowego 
i w m onitorow aniu różnych stanów patologicznych 
[105-106]. Dalsze badania w dziedzinie białek w iążą­
cych wapń są jednak niezbędne dla pełniejszego wyjaś­
nienia i zrozum ienia roli tych białek w układzie 
nerwowym.
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Rola wazotocyny argininowej i melatoniny w fizjologicz­
nych mechanizmach adaptacji ryb kostnoszkieletowych do 
zmian zasolenia środowiska

Role of arginine vasotocin and melatonin in physiological adapta­
tion mechanisms to salinity changes in Teleostei

EWA KULCZYKOWSKA*

Spis treści:

I. Wprowadzenie
II. Wazotocyna argininowa a osmoregulacja u ryb
III. Receptory wazotocyny argininowej
IV. Wazotocyna argininowa i izotocyna wpływają na wiele 

funkcji organizmu
V. Szyszynka jako przetwornik informacji
VI. Zależność funkcjonalna wazotocyna— melatonina?

Contents:

I. Introduction
II. Arginine vasotocin and osmoregulation in fish
III. Arginine vasotocin receptors
IV. Arginine vasotocin and isotocin affect a wide variety of 

functions
V. Pineal as a neuroendocrine transducer
VI. Functional relationship vascotocin— melatonin?

Wykaz stosowanych skrótów: AVT — w azotocyna argin ino­
wa (arginine vasotocin); A VP w azopresyna argininowa 
(arginine vasopressin); ACTH — horm on adrenokortykot- 
ropow y (adrenocorticotropic hormone); V j, V2 — receptory 
wazopresyny (vasopressin receptors).

I. Wprowadzenie

Sezonowe wędrówki ryb są zjawiskiem na ogół 
znanym , lecz biochemiczne i fizjologiczne podstawy 
m echanizm u takiego zachowania się zwierząt pozo­
stają, jak  dotąd, niezbadane. Jakie czynniki zewnętrzne 
i wewnętrzne stanowią impuls do rozpoczęcia wędró­
wki? Co stanowi synchronizator zachodzących prze­

* dr, C entrum  Biologii M orza PAN, G dynia ul. św. W oj­
ciecha 5

m ian w funkcjonowaniu organizmu? Jakie fizjologicz­
ne mechanizmy adaptacyjne pozwalają organizm owi 
prawidłow o reagować na zmiany środowiska? Z nale­
zienie pełnej odpowiedzi na te pytania nie jest dziś 
jeszcze możliwe i dlatego istotne wydaje się przy­
bliżenie czytelnikowi tej tematyki i być może za­
chęcenie go do podjęcia badań w tym kierunku.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie udziału 
dwóch hormonów: wazotocyny argininowej i m elato­
niny w fizjologicznym procesie adaptacji ryb kostno­
szkieletowych do zmian zasolenia środowiska. Z agad­
nienie to jest przedmiotem badań prow adzonych obec­
nie w Centrum  Biologii M orza PAN w Gdyni.

W azotocyna jest jednym  z siedmiu zidentyfikow a­
nych u ryb horm onów  nerwowej części przysadki 
i wraz z izotocyną (ichtiotocyną) obecna jest u wszyst­
kich ryb kostnoszkieletowych (Teleostei). Ich synteza 
zachodzi w jądrach podwzgórza (nucluos preopticus), 
skąd cząsteczki przesyłane są za pośrednictwem ak ­
sonów do tylnej części przysadki gdzie są m agazyno­
wane i stąd uwalniane. Pozostałe neurohorm ony tzn. 
oksytocyna, m ezotocyna, glumitocyna, aspargtocyna 
i w alitocyna spotykane są u ryb innych rzędów (Tab. 1). 
W szystkie są nonapeptydam i i różnią się między sobą 
jednym , a czasem dw om a am inokwasam i w sekwencji 
(Ryc. 1, Wzory I-VIII).

M elatonina jest horm onem  syntetyzowanym z tryp- 
tofanu w szyszynce wszystkich kręgowców (W zór IX). 
W procesie pow staw ania melatoniny bierze udział 
między innymi N -acetylotransferaza —  enzym nie­
zwykle ważny z punktu widzenia regulacji biosyntezy 
melatoniny.

II. W azotocyna argininowa a osmoregulacja 
u ryb

W azotocyna argininowa (Ryc. 1, W zór II) występuje 
również u wyższych kręgowców (Tetrápodo) i podobnie 
jak  wazopresyna (Ryc. 1, W zór II) odgrywa ważną rolę
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Tabela 1.

Horm ony nerwowej części przysadki 
zidentyfikowane u ryb różnych rzędów

Ryby spodouste 
(Elasmohranchii)
w tym:
Żarłacze 
(Selachii)

Zrostogłow e 
(Holocephali)

w azotocyna, glum itocyna, 
aspargtocyna, w alitocyna

w azotocyna, aspargtocyna, 
oksytocyna

Ryby kostnopromieniste
(A ctinopterygii)
w tym:
K ostnoszkieletowe (Teleostei) 
Ramieniopłetwe (Branchiopterygii) 
G anoidy kostne (Holostei) 
K ostołuskie (Chondrostei)

w azotocyna, izotocyna 
w azotocyna, izotocyna 
w azotocyna, izotocyna 

w azotocyna

Ryby dwudyszne 
(Dipnoi)

w azotocyna, m ezotocyna 
oksytocyna

1. WAZOPRESYNA ARGININOWA

i-------------------------------------- 1
Cys  -  T y r  -  Phe -  Gln  - Asn  -  Cys  -  Pr o  - Arg  -  Gly  -  NH2 

1 2 3 4 - 5 6 7 8 9

2. WAZOTOCYNA ARGININOWA

i i
C ys  -  T y r  -  Ile  -  Gln  -  Asn  -  Cys  -  Pro  -  Arg  -  Gly  -  NH2

3. OKSYTOCYNA

f i
C ys  -  T y r  -  Ile  -  Gln  -  Asn  -  Cys  -  Pro  -  L eu  -  Gly  -  NH2

4. MEZOTOCYNA

i i
Cys  -  T y r  -  Ile  -  Gln  -  Asn  -  C ys  -  Pro  -  Ile  -  Gl y  -  NH2

5. IZOTOCYNA

i i
Cys  -  T y r  -  Ile  -  Ser  -  Asn  -  Cys  -  Pr o  -  Ile  -  Gl y  -  NH2

6. GLUMITOCYNA

i---------------------------------------1
Cy s  -  T y r  -  ILe -  Ser  -  Asn  -  Cys  -  Pr o  -  Gln  -  Gl y  -  NH2

7. ASPARGTOCYNA

i i
C ys  - T y r  -  Ile  -  Asn  -  Asn  -  Cys  - Pr o  -  L eu  -  Gly  -  NH2

8. WALITOCYNA

Ryc. 1. H orm ony nerwowej części przysadki mózgowej zidentyfi­
kowane u ryb, wzory II-VIII. Dla porów nania  przedstaw io­
no również budowę wazopresyny argininowej —  horm onu 
nie występującego u niższych kręgowców, wzór I.

P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  3 9 ( 2 ) ,  1 9 9 3

Wzór IX M elatonina —  horm on szyszynkowy kręgowców

w utrzym aniu hom eostazy płynów ustrojowych wy­
wierając działanie naczyniowe i kanalikowe. Efekt 
polegający na obkurczeniu naczyń krwionośnych m o­
że prowadzić do wzrostu diurezy na skutek podw yż­
szenia ciśnienia krwi, lub przeciwnie, do jej zaham ow a­
nia w wyniku obkurczenia naczyń nerkowych i spadku 
filtracji kłębkowej. W wyniku bezpośredniego działa­
nia wazotocyny na kanaliki nerkowe i tym sam ym  
zwiększenia reabsorbeji wody z kanalików  dochodzi 
do zaham ow ania diurezy (efekt antydiuretyczny).

Od daw na wiadomo, że zmiany aktywności sek- 
recyjnej przysadki m ogą być wywołane zm ianam i 
toniczności wody, w której przebywa ryba, lecz n a tu ra  
tego zjawiska jest nadal niejasna. Badania histologicz­
ne dem onstrują zmniejszenie zawartości neurosekretu 
w przysadce ryb podczas ich adaptacji do środow iska 
hipertonicznego [1, 2]. Udało się również wykazać 
zwiększoną ekspresję mRNA prow azotocyny w po d ­
wzgórzu pstrągów znajdujących się w wodzie słodkiej 
[3] i wzrost stężenia AVT w osoczu fląder i pstrągów  
przeniesionych z wody słonej do słodkiej oraz jego 
spadek po powrocie ryb do wody słonej [ ł ,  4, 5]. 
W yniki tych prac jednoznacznie wskazują na zw ięk­
szoną syntezę i sekrecję wazotocyny u pstrągów i fląder 
znajdujących się w wodzie słodkiej. Zaobserw ow ano 
ponadto  korekcję między osm olarnością osocza, stęże­
nie jonów  N a + w osoczu, a stężeniem AVT w osoczu 
słonowodnych fląder i brak tych zależności u ryb 
słodkowodnych. Może to, jak  się wydaje, wskazywać 
na zróżnicowanie roli wazotocyny u ryb żyjących 
w różnych środowiskach [1, 5].

U węgorza europejskiego, przeciwnie niż u fląder 
i pstrągów, adaptacja do środow iska słonow odnego 
związana jest z wyższym poziomem wazotocyny i izo- 
tocyny w przysadce i osoczu krwi [6, 7]. W ęgorze 
słodkow odne reagują zmniejszeniem filtracji k łębko­
wej i zaham owaniem  diurezy na niskie, przypuszczal­
nie równe fizjologicznym, dawki AVT (0.001 ng/kg 
ciężaru ciała) zaś zwiększoną diurezą na wysokie 
dawki horm onów  (100 ng/kg ciężaru ciała) [8, 9].

Ogólnie m ożna stwierdzić, że wysokie stężenia AVT 
egzogennego, powodujące znaczne podwyższenie ciś­
nienia krwi, działają diuretycznie, zaś niższe stężenia 
wywierają efekt antydiuretyczny. Nie jest wykluczone, 
że wazotocyna u ryb działa bezpośrednio na kanalik i
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nerkow e zwiększając resorpcję płynu, a więc anty- 
diuretycznie, co jednak przy wyższych jej stężeniach 
m askow ane jest zwiększoną diurezą wynikającą z jed ­
noczesnego wzrostu ciśnienia krwi i filtracji kłębkowej.

W arto  również wspomnieć, że u stenohalicznego 
karp ia  nie obserwuje się zmian poziom u AVT w oso­
czu, co może wskazywać na brak efektów diuretycz- 
nych, jako  reakcji na zmieniającą się osm olarność 
wody. Były to, co prawda, zmiany niewielkie ze 
względu na dużą wrażliwość karpia na zasolenie 
środow iska [5], U ryb płucodysznych zaś niewielka już 
daw ka AVT (0.1 ng/kg) wywołuje diurezę [10]. Dane te 
wskazują na duże zróżnicowanie odpowiedzi fizjo­
logicznej ryb na zmiany środowiska i wydzielaną 
wazotocynę.

III. Receptory wazotocyny argininowej

Kierując się kryteriam i funkcjonalnymi i farm akolo­
gicznymi wyodrębniono dwa zasadnicze rodzaje rece­
p torów  wazopresyny: i V2. Receptory V j, nazywa­
ne są naczyniowymi receptoram i wazopresyny. Ich 
pobudzenie powoduje hydrolizę fosfatydyloinozytolu 
i mobilizację wewnątrzkom órkow ego wapnia. Są one 
odpowiedzialne m.in. za zwężenie naczyń krw ionoś­
nych i w efekcie podwyższenie ciśnienia krwi. N a to ­
m iast pobudzenie tzw. kanalikowych receptorów w a­
zopresyny, V2, prowadzi do aktywacji w ew nątrzko­
m órkowej cyklazy adenylowej i podwyższenia pozio­
mu cA M P w kom órkach kanalików  zbiorczych nerek 
ssaków  i tym samym odpow iada za efekt antydiurety- 
czny.

Wyniki najnowszych badań wskazują na obecność 
receptorów  typu V\ w tkankach ryb (podobnych do 
receptorów  V t specyficznych dla wazopresyny ssa­
ków), natom iast pozostaw iają nierozstrzygnięty p rob ­
lem obecności receptorów typu V2. W naczyniach 
nerkow ych najpraw dopodobniej funkcjonują recep­
tory  typu V l5 gdyż syntetyczny antagonista tych 
receptorów  znosi efekt antydiuretyczny wywołany 
podaniem  AVT u ryb, u których utrzym ywane jest 
stałe ciśnienie krwi [11]. Jednocześnie udało się stwier­
dzić, że AVT powoduje zależną od dawki stymulację 
syntezy cA M P w izolowanych kom órkach kanalików 
nerkowych pstrąga i zaham owanie diurezy, co może 
wskazywać na funkcjonowanie receptorów typu V2 
[12]. W skazano również, że w azotocyna i izotocyna 
bezpośrednio ham ują aktywność cyklazy adenylowej 
(w nieobecności jonów  C a2 + ) w błonie kom órek 
nabłonkow ych skrzeli i obniżają poziom cA M P w izo­
low anych hepatocytach pstrąga, wskazując tym sa­
mym na obecność nieznanych dotąd receptorów [13].

W ydaje się jednak, że próby klasyfikacji receptorów 
AVT u ryb są jeszcze przedwczesne. M ożna jedynie 
przypuszczać, że za efekt kanalikow y (antydiuretycz­
ny) odpowiedzialne są receptory typu V2, natom iast za 
efekt naczyniowy receptory typu .

IV. W azotocyna argininowa i izotocyna wpły­
wają na wiele funkcji organizmu

Rola fizjologiczna wazotocyny argininowej i izo- 
tocyny nie ogranicza się do udziału w osmoregulacji. 
Indukow anie stanu gotowości ryby do tarła, kurczenie 
jajowodów , zależne od podanej dawki AVT pobudze­
nie syntezy testosteronu T 2 i regulacja aktywności 
gonadotropow ej kom órek przysadki, to tylko niektóre 
przykłady udziału tych horm onów  w procesie re­
produkcji [14, 15].

Znany jest także wpływ neurohorm onów  podwzgó- 
rzowych na wydzielanie ACTH i kortyzolu u ryb. 
Stymulowanie wydzielania ACTH przez wazotocynę 
i izotocynę przypom ina ten sam efekt znany u ssaków, 
a wywołany przez wazopresynę [16].

Badania neuroanatom iczne z zastosow aniem  naj­
nowszych technik im munocytochem icznych wskazują, 
że włókna nerwowe zawierające cząsteczki wazotocy­
ny i izotocyny docierają do różnych struk tu r mózgu 
i mogą odgrywać rolę neurotransm iterów  i neuro- 
m odulatorów  w centralnym  układzie nerwowym ryb 
[17], przypom inając tym samym działanie w azo­
presyny i wazotocyny u kręgowców wyższych [18, 19], 
Jednym  z praw dopodobnych miejsc działania w azoto­
cyny jest szyszynka. Rozwinięte w latach 80-tych 
techniki badawcze pozwoliły potwierdzić obecność 
wazotocyny argininowej i wazopresyny w szyszynce 
u wyższych kręgowców [20]. W azotocynę argininową 
wykryto także w szyszynce ryb [20, 21].

Jednym z ciekawszych, lecz nadal słabo poznanym  
efektem działania wazopresyny jest regulowanie sek­
recji horm onów  osi podw zgórze-przysadka [22-24] 
i syntezy m elatoniny w szyszynce [25] i tym samym jej 
udział w przekazywaniu sygnałów związanych z funk­
cjonowaniem zegara biologicznego [26]. Wysoki po­
ziom AVP w płynie mózgowo-rdzeniowym ssaków 
w ciągu dnia pokrywa się z niskim poziomem m elato­
niny, a niski poziom AVP w nocy odpow iada wysokie­
mu poziomowi m elatoniny [27], Również w jądrach 
podwzgórza, w bliskim sąsiedztwie skrzyżowania ner­
wów wzrokowych (suprachiasmatic nucleus), miejscu 
zegara biologicznego kręgowców, obserwuje się ry t­
miczne zmiany poziom u wazopresyny i m RNA wazo­
presyny (z minimum w nocy) [26, 28],

V. Szyszynka jako przetwornik informacji

Szyszynka ryb zawierająca kom órki fotoreceptoro- 
we działa jednocześnie jako  odbiornik i przetwornik 
informacji (photoneuroendocrine, thermoendocrine 
transducer), stanowi rodzaj łącznika organizm u ze 
środowiskiem [29-32]. Inform acja w postaci fali świet­
lnej lub/i bodźca termicznego dociera do szyszynki, 
gdzie zostaje zam ieniona w sygnał chemiczny (m elato­
nina) i w impuls nerwowy docierający do centralnego 
układu nerwowego. Układ, złożony z kom órek foto- 
receptorowych syntetyzujących horm on m elatoninę
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i połączonych synapsam i z neuronam i, prow adzi swe 
aksony do różnych struk tu r mózgowych. Stw arza to 
możliwość pełnej koordynacji funkcjonow ania o rga­
nizmu, tak  na drodze nerwowej jak  i horm onalnej.

N a uwagę zasługuje zaobserw ow ana u pstrąga zale­
żność między sygnałam i nerwowymi i horm onalnym i 
wychodzącymi z szyszynki [33]. W ydaje się, że m elato­
nina stanowi m odulato r sygnałów nerwowych, a po­
nadto  regulator własnej syntezy i sekrecji, działający 
na zasadzie sprzężenia zwrotnego.

Biosynteza m elatoniny w szyszynce przebiega ry t­
micznie u wszystkich kręgowców: poziom  jej jest 
wysoki w nocy i niski w dzień. U ssaków wydzielanie 
m elatoniny kierow ane jest przez tzw. zegar biologiczny 
znajdujący się w podw zgórzu (suprachiasmatic nucleus) 
i podlega regulacji przez zm ieniający się fotoperiod 
(zmiany długości dnia i nocy). N ocny szczyt syntezy 
horm onu może być sygnałem synchronizującym  także 
dla innych rytm ów okołodobowych. Zim ą i jesienią, 
kiedy dni są krótsze, czas wzmożonej syntezy m elato­
niny jest dłuższy niż wiosną i latem, tak  więc rytm  ilości 
syntetyzowanej m elatoniny stanowić może rodzaj 
kalendarza endokrynnego, pozwalającego na dostoso­
wanie się organizm u do sezonowych zm ian w arunków  
środow iska [34-36].

B adania aktywności wydzielniczej izolowanej szy­
szynki pstrąga przeprow adzone w różnych w arunkach 
fotoperiodu wskazują niewątpliwie na regulujący 
wpływ światła na syntezę m elatoniny [37], lecz jak  
do tąd  nie udało się jednoznacznie określić, czy rytm  
wydzielania m elatoniny w szyszynce ryb jest n ad a­
wany przez sam ą szyszynkę. W  w arunkach u trzym u­
jącej się ciemności rytm  okołodobow y wydzielania 
horm onu utrzym uje się w szyszynce szczupaka [30] 
i karasia [38], natom iast zanika w szyszynce pstrąga 
[37], co może wskazywać na różny charak ter rytm u 
(endo- lub egzogenny) u różnych gatunków  ryb.

VI. Zależność funkcjonalna wazotocyna- 
-melatonina?

Funkcjonalne zależności między nerwową częścią 
przysadki ryb oraz uwalnianym i stąd horm onam i, 
w azotocyną i izotocyną, oraz szyszynką i jej h o r­
m onem  m elatoniną, nie były nigdy wcześniej przed­
miotem  rozważań. W ydaje się, że jest dość danych 
wskazujących na praw dopodobieństw o wyżej w spo­
m nianych interakcji:

—  dane o zależności w azopresyna-m elatonina 
u ssaków;

—  duże podobieństw o funkcjonow ania m echaniz­
mów sprzężeń zw rotnych u kręgowców wy­
ższych i ryb, szczególnie w regulacji wydzielania 
horm onów  uczestniczących w dostosow aniu o r­
ganizm u do zm ieniających się w arunków  środo­
wiska;

—  podobieństw o budowy cząsteczek wazotocyny 
i wazopresyny oraz podobieństw o struktury

receptorów  tych horm onów;
—  obecność wazotocyny argininowej w szyszynce 

ryb;
—  udział, zarów no wazotocyny argininowej, jak  

i m elatoniny w przekazywaniu informacji
0 zmieniających się w arunkach środowiskowych 
(światło, tem peratura, osmolarność);

—  zdolność m odulow ania sygnałów nerwowych
1 horm onalnych przez w azotocynę i m elatoninę.

Miejsca receptorow e specyficzne dla m elatoniny
wykryto w różnych częściach mózgu, w tym w tzw. 
polu przedw zrokowym  (preoptic area) [39], Należy 
w tym miejscu przypomnieć, że jąd ro  przedwzrokowe 
(:nucleus preopticus) występujące w polu przedw zroko­
wym podw zgórza jest miejscem biosyntezy w azotocy­
ny argininowej. N asuw a się więc przypuszczenie, że 
m elatonina może wpływać na syntezę wazotocyny 
w podwzgórzu, zaś w azotocyna m odyfikować syntezę 
i sekrecję m elatoniny w szyszynce, o czym w spom niano 
wcześniej. N iestety tego typu zależności nigdy nie 
badano.

N a rycinie 2 przedstaw iono hipotetyczne zależności 
między m elatoniną, a w azotocyną argininow ą u ryb, 
z uwzględnieniem światła i tem peratury, jako  czyn­
ników środowiskowych regulujących wydzielanie tych 
horm onów. Zarów no światło, jak  i tem peratra wpły­
wają na syntezę i uwalnianie m elatoniny w szyszynce 
ryb [29]. Znany jest także wpływ światła na syntezę 
wazotocyny w szyszynce [20] i wazopresyny w p o d ­
wzgórzu [28] u ssaków. Nie wyklucza się, że synteza 
AVT u ryb jest również regulow ana przez światło (czas 
naświetlenia). Bliskie położenie szyszynki, podw zgórza 
i przysadki, oraz anatom iczne połączenia między tymi 
strukturam i umożliwiają wzajem ną regulację syntezy 
i wydzielania wazotocyny i melatoniny. W iadom o, że 
zredukow ana form a wazotocyny argininowej ham uje 
rozkład N -acetylotransferazy —  kluczowego enzymu 
uczestniczącego w biosyntezie melatoniny. N atom iast 
sam a w azotocyna argininow a przyśpiesza rozkład 
tego enzymu [20]. Tak więc, wysoki poziom  wazotocy­
ny może działać ham ująco na syntezę m elatoniny zaś 
niski poziom  może pozwalać na uaktywnienie jej 
biosyntezy. Podobne zjawiska zaobserw ow ano u ssa­
ków: wysoki poziom  szyszynkowej w azotocyny w p o ­
rze dziennej odpow iada niskiemu poziom owi m elato­
niny, a niski poziom  AVT w porze nocnej, wysokiemu 
poziom owi m elatoniny [20]. Jak  widać, zależności te 
m ogą być dość skom plikow ane i wym agają przepro­
wadzenia kompleksowych badań.

Może, poznanie zależności funkcjonalnych między 
m elatoniną i w azotocyną argininow ą oraz m echaniz­
mów biochemicznych leżących u podstaw  tych zależ­
ności, pozwoli lepiej zrozumieć niektóre przem iany 
obserwowane w organizm ie ryb wędrujących. Dziś już 
wiadomo, że przem iany te następują z pewnym wy­
przedzeniem w stosunku do zmieniających się w arun­
ków zewnętrznych (zasolenia, oświetlenia, tem peratu­
ry), a więc m ają charakter preadaptacyjny. Pozw ala to
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Ryc. 2. H ipotetyczne zależności między wydzielaniem wazotocyny 
argininowej (AVT) i m elatoniny u ryb. Światło i tem ­
p era tu ra  regulują biosyntezę m elatoniny w szyszynce. M e­
laton ina i w azotocyna m ogą wpływać wzajemnie na swoją 
biosyntezę i uwalnianie w ewnątrz samej szyszynki i poza 
nią. M elaton ina uw alniana w szyszynce może wpływać na 
biosyntezę wazotocyny w podw zgórzu i jej uwalnianie 
w przysadce, a także m odyfikow ać jej działanie w narządach 
obwodow ych. W azotocyna syntetyzow ana w podw zgórzu 
i uw alniana w przysadce może regulow ać biosyntezę i wy­
dzielanie m elatoniny w szyszynce.

przypuszczać, że o podjęciu wędrówki i pojawieniu się 
adekw atnych mechanizm ów adaptacyjnych decyduje 
czynnik genetyczny. H orm ony zaś pełnią niezwykle 
ważną rolę synchronizując procesy życiowe ze zmie­
niającymi się w arunkam i środowiskowymi.
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Fenolowe metabolity wtórne jako sygnały roślin 
w odziaływaniach międzygatunkowych

Phenolic secondary metabolites as plant signals in interspecies 
interactions
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I. Wprowadzenie

W  trakcie rozwoju rośliny pew na część w ytw arza­
nych przez nią substancji uw alniana jest do otoczenia, 
w sposób kontrolow any, tw orząc specyficzny dla dane­
go gatunku roślin „profil chemiczny”. W śród wy­
dzielanych substancji znajdują się również związki 
fenolowe —  cząsteczki pow stające na drodze przem ian 
am inokwasów arom atycznych (głównie fenyloalaniny 
i, w mniejszym stopniu, tyrozyny), bądź ich bezpośred­
nich prekursorów . D ane zgrom adzone do końca lat 
siedemdziesiątych wskazywały, że m etabolity wtórne, 
zwłaszcza związki fenolowe, czy alkaloidy, funkcjonują 
głównie jako  substancje zabezpieczające rośliny przed 
konkurencją ze strony innych roślin (allelopatia), przed 
roślinożercam i oraz przed patogenam i (odstraszanie 
i reakcje obronne). W latach osiemdziesiątych odkryto, 
iż pojawienie się niektórych związków fenolowych 
w otoczeniu roślin jest wykorzystywane przez inne 
organizm y zasiedlające fitosferę jako  sygnał chemiczny 
wskazujący obecność odpow iedniego partnera  oddzia­
ływań [1].

* dr, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Noskowskiego 12, 
61-704 Poznań

II. Rola związków fenolowych w oddziaływa­
niach międzygatunkowych

II-1. Infekcja roślin wyższych przez bakterie z ro­
dzaju Agrobacterium

Bakterie z rodzaju Agrobacterium  (Rhizobiaceae) to 
w większości patogeny roślinne wywołujące pow sta­
wanie guzow atości szyjki korzeniowej (ang. crown gali 
tumor) lub włosowatości układu korzeniowego (ang. 
hairy roots) [2]. Indukcja objawów chorobow ych 
następuje poprzez przeniesienie fragm entu plazm idu 
(T-DNA) do kom órek roślinnych i integrację T-D N A  
z genom em  roślinnym  [3]. F ragm ent T-D N A  zawiera 
geny białek katalizujących syntezę związków o aktyw ­
ności auksyn i cytokinin oraz geny enzymów biosyn­
tezy opin [2]. Przeniesienie T-D N A  do kom órki 
roślinnej zależy od aktywności białek kodow anych 
przez tzw. region wirulentności (vir) na plazmidzie Ti 
oraz przynajm niej 4 różne regiony chrom osom owego 
D N A  [4]. Aktywacja genów regionu vir, a w konsek­
wencji przeniesienie T-D NA, m a miejsce tylko wtedy, 
gdy Agrobacterium  rozpozna kom órki roślinne p o d at­
ne na infekcję.

O pracow anie techniki genów reporterow ych [5] 
umożliwiło zbadanie aktywności loci regionu vir. Tech­
nika ta  polega na łączeniu prom otorów  badanych 
genów z pozbaw ionym  własnego p rom otora  genem, 
k tórego p rodukt m ożna łatwo oznaczyć ilościowo, np. 
/ł-galaktozydazę z E. coli (lacZ ). S tąd też wprow adze­
nie układu Tn3-lacZ  w odpowiednie miejsca regionu vir 
na plazmidzie Ti i uzyskanie połączeń typu vir::lacZ  
pozwoliło na zbadanie indukcji poszczególnych loci 
regionu przez związki chemiczne wydzielane przez 
rośliny [6]. Tą drogą zidentyfikowano cząsteczki syg­
nałowe specyficznie aktywujące transform ację roślin: 
acetosyringon i a-hydroksyacetosyringon (Ryc. 1) 
uwalniane z uszkodzonych kom órek tytoniu Nicotiana  
tabacum  [6]. Zidentyfikowane cząsteczki spełniały 
wszystkie w arunki wymagane do tego, by aktywacja 
układu przeniesienia T-D N A  następow ała jedynie 
w obecności wrażliwych kom órek roślinnych. O ba 
związki: 1) są wytwarzne w różnych tkankach roślin, 
2) pojawiają się specyficznie w wydzielinach uszkodzo­
nych kom órek, 3) aktyw ują ekspresję wszystkich in-
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Ryc. I. Związki fenolowe silnie aktyw ujące ekspresję genów vir 
Agrobacterium tumefaciens.

tyczny podstaw nik w pozycji 5. G rupa hydroksylow a 
przy C5 obniża aktyw ność induk tora (kwas 5-hydro- 
ksyferulowy jest nieaktywny —  [7]). S truk tura pod- 
staw nika w pozycji 1 nie odgrywa tak  istotnej roli, choć 
i tu występują pewne prawidłowości. Wyższej aktyw ­
ności sprzyja obecność tlenu karbonylow ego w odleg­
łości 1 lub 3 atom ów  węgla od pierścienia benzenowe­
go. W iązanie podw ójne pom iędzy tlenem karbonylo- 
wym a pierścieniem również podwyższa aktywność 
induktora. Estry metylowe kwasów hydroksycynam o- 
nowych są bardziej efektywnymi induktoram i genów 
vir niż wolne kwasy [7], W iększość związków m ono- 
cyklicznych najsilniej aktywuje geny vir w stężeniach 
200-500 pM , choć np. acetosyringon swe m aksim um  
osiąga już przy 10 pM , a kwas ferulowy przy 50-100 pM  
[8]. D la związków oligocyklicznych (chalkony, flawo- 
noidy) decydujące znaczenie m a układ podstaw ników  
pierścienia B (Ryc. 2). O  ile jednak  chalkony aktyw ują 
geny vir w stężeniach 10-50 pM , a naw et w zbudzają 
słabą aktyw ność już przy 0.1 pM  [7], o tyle najaktyw ­
niejsze glikozydy flaw onoidów indukują ekspresję ge­
nów vir dopiero w stężeniach rzędu 2-5 m M  [9].

Indukcja genów vir przez związki fenolowe, szcze­
gólnie monocykliczne, ulega znacznem u wzmocnieniu 
w obecności m onosacharydów  z grupy aldoz lub ich 
kwasowych pochodnych [10]. Proces indukcji zależy 
także od kilku czynników środowiskowych: tem pera-

dukow alnych loci regionu vir, 4) ich wytwarzanie jest 
stym ulowane przez uszkodzenie tkanki roślinnej, 5) 
wytwarzanie sygnałów następuje tylko w aktywnych 
metabolicznie kom órkach [6]. Ponad to , przebadano 
wiele różnych związków fenolowych, podobnych stru ­
kturalnie lub niosących analogiczny „motyw struk­
turalny” w obrębie bardziej złożonej cząsteczki. Tylko 
niektóre z nich zostały wyizolowane ze źródeł na tu ra l­
nych. Większość używano do badań  w postaci chemi­
cznie czystych związków. W yróżniono ponad  30 zwią­
zków aktywujących geny regionu vir. Jako silne induk- 
tory genów vir zidentyfikowano: acetosyringon, a- 
hydroksyacetosyringon, acetowanilinon, aldehyd sy- 
ringonowy, kwas syringonowy, alkohol koniferylowy, 
kwas synapinowy, kwas ferulowy oraz 4,2,,4'-trihyd- 
roksy-3-m etoksychalkon i 4,2',4'-trihydroksy-3,5-di- 
m etoksychalkon (Ryc. 1).

Porów nanie budow y cząsteczek sygnalnych um oż­
liwiło wyróżnienie 6 klas strukturalnych: 1) acetofeno- 
ny i ich pochodne, 2) m onolignole, 3) pochodne kwasu 
cynamonowego, 4) chalkony, 5) flawonoidy i 6) inne 
związki niosące wspólny „motyw struk tu ralny” (Ryc. 
2). Z identyfikowano dwa elementy struktury  chemicz­
nej w arunkujące aktyw ność induktorow ą: 1) obecność 
pierścienia benzenowego podstaw ionego wg dwóch 
typów — gwajakolu (4-hydroksy-3-metoksy-) lub sy- 
ringonu (4-hydroksy-3,5-dimetoksy-) oraz 2) obecność 
grupy hydroksylowej w pozycji C4 (Ryc. 2). G rupa 
m etoksylow a w pozycji 3 jest niezbędna, natom iast 
większość silnych induktorów  zawiera również iden-

ACETOFENONY I  IC H  POCHODNE MONOLIGNOLE POCHODNE KWASU CYNAMONOWEGO

CHiOH

Ryc. 2. K lasy struk turalne związków fenolowych działających jak o  
induk to ry  genów vir Agrobacterium. W skazano podstaw ­
niki, k tórych występowanie nie znosi aktyw ności induk- 
torowej danego związku. P okazano  również typy budow y 
rdzenia cząsteczki aktywnej.
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tury, pH i ciśnienia osm otycznego oraz obecności 
związków fosforu [8, 11].

Wyniki om ówionych wyżej badań pozwoliły na 
zaproponow anie mechanizm u indukcji genów vir Ag- 
robacterium. Uszkodzenie tkanek roślinnych pow o­
duje rozerwanie ścian kom órkow ych i uwolnienie 
m ono- i oligosacharydów, zarów no mechaniczne, jak  
i na drodze enzymatycznej przy udziale glikozydaz 
ścian kom órkowych. O ligosacharydy m ogą induko­
wać syntezę fitoaleksyn i innych m etabolitów  w tór­
nych. P raw dopodobnie w ten sposób następuje syn­
teza fenolowych induktorów  genów vir. M ożliwe też, 
że niektóre aktyw atory loci regionu vir uwalniane 
są bezpośrednio ze ścian kom órkow ych. C hem otaksja 
Agrobacterium  do miejsca zranienia następuje dzięki 
współdziałaniu białka ChvE —  wiążącego specyficznie 
m onosacharydy i białka VirA —  receptora związków 
fenolowych. Po związaniu właściwego sygnału feno­
lowego (przy udziale białek plO i p21 — [12]), 
histydynow a kinaza białek —  VirA, fosforyluje białko 
VirG, k tóre w tej postaci aktywuje pozostałe loci 
regionu vir [11].

N iew yjaśniona pozostaje kwestia powszechności 
występowania induktorów  genów vir i korelacja z za­
sięgiem taksonom icznym  roślin atakow anych przez 
Agrobacterium. Przyjmuje się [13], że Agrobacterium  
wywołuje nowotworzenie u roślin dwuliściennych i na- 
gozalążkowych, a nie poraża roślin jednoliściennych. 
Analiza G C -M S wydzielin uszkodzonych kom órek 
roślin należących do różnych rodzin [14] wykazała, że 
acetosyringon i inne pochodne acetofenonu występują 
w zasadzie tylko w roślinach z rodziny Solanaceae. 
W innych roślinach stw ierdzano przede wszystkim 
obecność kwasów hydroksycynam onow ych i ich est­
rów metylowych. Związki te znajdow ano jednak  rów ­
nież u przedstawicieli jednoliściennych [14]. P roponu­
je się wobec tego, iż inne, do tąd  nie poznane, czynniki 
odgryw ają równie isto tną rolę w transform acji kom ó­
rek roślinnych. Duże znaczenie przypisuje się ko o r­
dynacji czasowej infekcji Agrobacterium  z cyklem 
rozwojowym kom órek roślinnych, zwłaszcza z podzia­
łami kom órkow ym i [3]. Sugeruje się także, iż istnieje 
związek pomiędzy fenolowymi sygnałami kon tro lu ją­
cymi podziały kom órkow e roślin a sygnałami inicju­
jącym i ekspresję genów vir Agrobacterium  [1, 15].

II-2. Symbioza roślin strączkowych z bakteriami 
brodawkowymi

Symbiozę roślin strączkowych i rizobiów (bakterii 
brodaw kow ych) m ożna uznać za najlepiej poznany 
system oddziaływań roślin wyższych z inymi organiz- 
mani. Rośliny wchodzące w symbiozę to  wyłącznie 
przedstawiciele rodziny Leguminosae. Jedynym  zna­
nym wyjątkiem jest rodzaj Parasponia (Ulmaceae; 
[16]). Z  kolei rizobia zalicza się do trzech, filogenetycz­
nie odległych, rodzajów: Rhizobium, Bradyrhizobium  
i Azorhizobium  [16, 17]. Rośliny z danego gatunku

mogą być infekowane przez szczepy bakterii zalicza­
nych do różnych gatunków  i odwrotnie, dany szczep 
bakterii może wytwarzać brodaw ki w symbiozie z roś­
linami z różnych gatunków  [18, 19]. D any szczep 
rizobiów może indukować tworzenie brodaw ek korze­
niowych i/lub pędowych. D okonują tego jedynie nie­
które bakterie rizosfery oddziałujące z wrażliwymi 
kom órkam i korzenia rośliny. Pierwszym widocznym 
znakiem  tych odziaływań jest skręcanie się włośników 
korzeniowych i indukcja podziałów merystematycz- 
nych kom órek korzenia. Infekcja włośników korzenio­
wych prowadzi do wniknięcia bakterii do tworzącej się 
brodaw ki przez nić infekcyjną. Możliwe są również 
inne drogi infekcji: pomiędzy kom órkam i epidermy 
korzenia (ang. crack entry) lub np. w miejscach tworze­
nia korzeni bocznych. Bakterie wnikające do kom órek 
brodaw ki przekształcają się w bakteroidy —  formy 
bakterii zdolne do wiązania N 2. Tworzy się funkc­
jonalna  brodaw ka, a wytworzony am oniak wykorzys­
tywany jest przez roślinę jako  źródło azotu.

Inicjacja symbiozy zależy od aktywności szeregu 
genów zarów no roślin (noduliny; [20]), jak  i bakterii 
(geny nod i nol, exo; [21, 22]). Partnerzy symbiozy 
kom unikują się ze sobą wymieniając sygnały aktyw u­
jące grupy genów symbiotycznych. Związki fenolowe 
(wydzielane przez nasiona i korzenie roślin) ziden­
tyfikowano zarów no jako  chem oatraktanty  bakterii, 
jak  i pierwsze sygnały inicjacji symbiozy indukujące 
ekspresję genów nod bakterii [22-24]. Te z kolei kodują 
enzymy katalizujące syntezę tzw. czynników Nod
—  morfogenów o rdzeniu opartym  na oligomerach 
N-acetyloglukozam iny, odpowiednio m odyfikowa­
nych w zależności od szczepu bakterii. Czynniki N od 
indukują skręcanie włośników korzeniowych i po­
działy kom órek kory korzenia i uznawane są za 
wyznacznik specyficzności symbiozy [18, 19, 22, 25].

C hem otaksja rizobiów odgrywa istotną rolę na 
etapie kolonizacji korzeni przez bakterie. Rizobia 
reagują zarówno na obecność cukrów i am inokwasów, 
jak  i sygnałów fenolowych. P raw dopodobnie istnieją 
odrębne szlaki indukcji chem otaksji dla obu grup 
związków [26]. Szybko rosnące bakterie Rhizobium  
reagują chem otaktycznie na flawonoidy —  induktory 
genów nod [19, 26]. U Bradyrhizobium, izoflawony
—  silne aktyw atory genów nod —  nie wywołują 
odpowiedzi chemotaktycznej, natom iast słabe induk­
tory genów nod (kwasy hydroksycynam onowe, al­
kohol koniferylowy) działają chem oatraktyw nie [27].

Podobnie jak  w przypadku Agrobacterium  (Rozdz. 
II-l), system genów reporterowych (połączenia genowe 
typu nodwlacZ) umożliwił identyfikację flawonoidów 
indukujących ekspresję regulonu nod [24]. W połowie 
lat osiemdziesiątych prawie równocześnie pojawił się 
szereg prac opisujących indukcję ekspresji genów nod 
w obecności sygnałów fenolowych ze źródeł natu ra l­
nych (wydzieliny nasion i korzeni, ekstrakty korzenio­
we) [28-33]. W wydzielinach korzeniowych i ekstrak­
tach z korzeni roślin strefy um iarkowanej (koniczyna,
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Ryc. 3. Związki fenolowe zidentyfikowane jako  aktyw atory ekspresji genów nod w układzie sym biotycznym  Medicago sativa (lucerna) 
—  Rhizobium meliloti.

lucerna, groch, wyka), jako  aktyw atory genów nod 
Rhizobium  zidentyfikowano głównie flawony, flawano- 
ny i chalkony (Ryc. 3, 4). Induktoram i genów nod 
Bradyrhizobium  były głównie izoflawony (Ryc. 5) wy­
dzielane przez rośliny strefy tropikalnej, np. soję. 
Dzięki opracow aniu odpowiedniego testu agarowego 
wykazano, że wydzielanie aktyw atorów  ekspresji ge­
nów nod zachodzi w ściśle określonej strefie korzenia: 
pom iędzy jego wierzchołkiem i pierwszymi dojrzałymi

włośnikami [29, 34], czyli w strefie infekcji korzenia 
przez rizobia [19, 23, 24], U dow odniono także ist­
nienie „okna aktywacji”: tylko bakterie we wczesnej 
fazie wzrostu logarytmicznego reagowały na obecność 
flawonoidów in vitro [30].

Badania połączeń genowych typu nod: dacZ  w yka­
zały, iż podstawowym  elementem regulującym induk­
cję genów nod jest białko N odD . Aktywność pozo­
stałych genów nod, zarów no wspólnych dla wszystkich
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Ryc. 4. S truk tu ra  fenolowych induktorów  genów nod bakterii Rhizobium trijolii i Rhizobium leguminosarum.
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Ryc. 5. Budowa sygnałów chemicznych aktyw ujących ekspresję 
genów nod Bradyrhizohium japonicum.

rizobiów (nod ABC), jak  i specyficznych dla danego 
szczepu bakterii, zależy od aktywności białka N odD  
oraz od obecności związków fenolowych [22, 23]. 
Białko N odD , konstytutyw nie wytwarzane w kom ór­
kach rizobiów, rozpoznaje związki fenolowe wydzie­
lane przez rośliny stanow iąc wyznacznik specyficzno­
ści oddziaływań. Białko N odD  R. meliloti, R. legumino- 
sarum, czy R. trifolii reaguje jedynie na obecność kilku 
flawonoidów. Białko N odD  szczepu Rhizobium  
N G R 234 (infekującego rośliny z wielu różnych gatun ­
ków) ulega aktywacji w obecności szerokiego spekt­
rum związków fenolowych. Z drugiej strony, dany 
związek fenolowy działa różnie na białka N odD  
z różnych szczepów bakterii, np. daidzeina (izoflawon) 
jest silnym induktorem  genów nod B. japonicum, lecz 
nie aktywuje (a nawet działa ham ująco) genów nod R. 
leguminosarum, czy R. trifolii [24].

Rośliny wydzielają do otoczenia wiele różnych zwią­
zków fenolowych. Skład, tak ilościowy, jak  i jak o ś­
ciowy mieszaniny zależy, między innymi, od gatunku 
rośliny i jej stadium  rozwoju. N a przykład w układzie 
sym biotycznym  Medicago sativa (lucerna) —  R. melilo­
ti stw ierdzono wyraźne zróżnicowanie strukturalne 
induktorów  genów nod w zależności od tego, czy 
zostały one wydzielone przez pęczniejące nasiona, czy 
też przez korzenie młodych siewek. F law onoidy wy­
dzielone przez korzenie nie posiadały grupy hydroksy­
lowej w pozycji C5 [35], natom iast związki uwolnione 
z nasion zawierały podstaw nik hydroksylowy lub

m etoksylowy w tej pozycji (Ryc. 3; [28,36]). W ykazano 
też, że wydzielanie flawonoidów indukujących geny 
nod jest wynikiem ich równoczesnej syntezy w korze­
niu, przy czym wydzielanie to jest procesem aktyw ­
nym, a nie biernym wymyciem flawonoidów z kom ó­
rek epidermy [37]. F law onoidy m ogą być wydzielane 
do otoczenia w postaci aglikonów lub glikozydów 
(mniej aktywne, ale lepiej rozpuszczają się w roz­
tw orach wodnych). Aglikony m ogą być uwalniane 
z odpowiednich glikozydów przez glikozydazy, tak 
pochodzenia bakteryjnego, jak  i roślinnego, co zwięk­
sza ilość czynnego aktyw atora genów nod [38]. Jest to 
tym bardziej istotne, iż ilość wydzielanego induktora 
może być czynnikiem ograniczającym tworzenie b ro ­
dawek [39]. Chociaż induktoram i genów nod są 
głównie związki oligocykliczne (flawonoidy, chalko- 
ny), w ykazano również, iż monocykliczne związki 
aromatyczne, takie jak: alkohol koniferylowy, kwas 
chlorogenowy, czy kwas ferulowy (Ryc. 5), słabo 
aktywują geny nod B. japonicum  [27].

Regulujące działanie flawonoidów praw dopodobnie 
nie ogranicza się tylko do etapu rozpoznania rośliny- 
gospodarza przez bakterie. Wyniki badań układu Vicia 
sativa subsp. nigra (wyka) — R. leguminosarum w yka­
zały, że infekcja roślin przez bakterie wywołuje wzmo­
żone wydzielanie aktyw atorów  genów nod, przy czym 
zmianie ulega nie tyle ilość wydzielanych flawonoidów, 
lecz skład mieszaniny związków fenolowych [40]. 
Zjawiskiem często obserwowanym  w badaniach a k ­
tywacji genów nod było wzajemne oddziaływanie zwią­
zków fenolowych o różnej aktywności. Stwierdzono, że 
induktory wydzielane przez nasiona i/lub korzenie 
lucerny m ogą współdziałać synergicznie w aktywacji 
genów nod R. meliloti [36]. Z kolei aktywność izo- 
flawonów indukujących geny nod B. japonicum  może 
być ham ow ana przez flawony, flawanony lub flawono- 
le o podobnym  układzie podstaw ników  w pozycjach 
C5, C7 i/lub C4' [41].

Inicjacja symbiozy przez odpowiednie aktyw atory 
zależy od wielu czynników. Intensywność wydzielania 
flawonoidów, jak  i ich akum ulacji w korzeniach zależy 
od formy i stężenia azotu w otoczeniu [42]. Azot może 
być również czynnikiem regulującym aktywność ge­
nów nod bakterii [43, 44]. W ydzielanie flawonoidów 
zależy od pH otoczenia oraz stężenia jonów  dwuwar- 
tościowych, szczególnie Ca [45]. Podobne zależności 
wykazuje ekspresja genów nod [46].

II-3. Pasożytnicze rośliny naczyniowe

Rośliny pasożytnicze (ponad 3000 gatunków) m oż­
na znaleźć pośród roślin okrytonasiennych z 20 rodzin. 
Wszystkie rośliny pasożytnicze charakteryzuje zdol­
ność do wytwarzania zróżnicowanej anatom icznie 
i morfologicznie, lecz identycznej funkcjonalnie, s tru k ­
tury zwanej haustorium  (ssawka) umożliwiającej k o ­
rzystanie z zasobów rośliny-gospodarza. Początkow e 
stadia rozwoju roślin pasożytniczych z rodzin Scrop-
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hulariaceae, Orobanchaceae, Balanophoraceae, Raffle- 
siaceae, Hydnoraceae, i Lennonaceae regulowane są 
przez sygnały chemiczne roślin-gospodarzy. Pierwszy 
sygnał indukuje kiełkowanie nasion pasożyta. W y­
tworzenie funkcjonującego haustorium  następuje tyl­
ko w obecności drugiego sygnału chemicznego p rodu­
kowanego przez roślinę-gospodarza [1, 47, 48].

Hydrochinon o złożonej budowie —  sorgoleon-358 
(Ryc. 6) był pierwszym zidentyfikowanym sygnałem

STYMULATOR KIEŁKOWANIA NASIOH

II
0

2.6-DMBQ

Ryc. 6. Fenolowe sygnały m olekularne w arunkujące rozwój siewek 
roślin pasożytniczych: ich kiełkowanie oraz wytworzenie 
haustorium .

kiełkowania nasion pasożyta [49]. W ykryto go w wy­
dzielinach korzeniowych sorgo —  rośliny-gospodarza 
dla Striga asiatica —  obok szeregu podobnych związ­
ków różniących się od formy 358 długością i/lub ilością 
wiązań podwójnych podstaw nika alkilowego. W tes­
tach in vitro wykazano, że sorgoleon-358 wydzielany 
jest na całej długości korzenia sorgo. H ydrochinon jest 
cząsteczką niestabilną i w w arunkach autooksydacji 
przechodzi w nieaktywny chinon. Powoduje to, iż 
wokół korzeni sorgo tworzy się zrównoważony gra­
dient stężenia aktywnego stym ulatora kiełkowania 
nasion pasożyta. W efekcie nasiona Striga kiełkują 
jedynie w pobliżu korzenia (do 5 mm) [1, 49].

Związki fenolowe nie są jedynymi sygnałami kieł­
kow ania nasion roślin pasożytniczych. Z bawełny, 
rośliny-pułapki (w jej obecności nasiona Striga kieł­
kują, ale nie tworzą haustoriów), wyizolowano silny 
induktor seskwiterpenoidowy —  strygol [47].

Pasożyty fakultatywne (np. Agalinis purpurea), ros­

nąc w oddaleniu od korzeni rośliny-gospodarza, nie 
wytwarzają ssawek. W obecności korzeni lub jedynie 
wydzielin korzeniowych rośliny-gospodarza następuje 
błyskawiczna indukcja tworzenia haustoriów . Z tra- 
gantu, wydzieliny Astragalus ssp, wyizolowano dwa 
stym ulatory tworzenia haustorium  u Agalinis (Ryc. 6). 
Ksenognozynę A zidentyfikow ano jako  cynamylofe- 
nol [50], a ksenogonozynę B jako  2'-hydroksyfor- 
m ononetynę [51]. Badania syntetycznych analogów 
ksenognozyny A wykazały, iż krytycznymi dla aktyw ­
ności biologicznej elementami struk tury  są: 1) grupa 
m etoksylowa fenolu w pozycji meta oraz 2) obecność 
propenowego wiązania podwójnego [51].

Striga asiatica (pasożyt obligatoryjny) ma silnie 
ograniczone możliwości rozwoju. Po wykiełkowaniu, 
siewki zdolne są do wytworzenia ssawek przez około 
5 dni [1]. Sygnał indukujący tworzenie haustorium  
zidentyfikowano jak o  2,6-dimetoksy-4-benzochinon 
(2,6-DM BQ —  Ryc. 6; [52]). Związku tego nie wyizo­
lowano jednak  z wydzielin korzeniowych, a z powierz­
chni korzenia. Przypuszcza się, że pasożyt wydziela do 
otoczenia enzymy zdolne do uw alniania induktorów  
ze ścian kom órkow ych gospodarza [1].

II-4. Oddziaływania roślin wyższych z innymi 
organizmami

Większość szczepów Pseudomonas syringae —  pato- 
gena wielu roślin jedno- i dwuliściennych, wytwarza 
fitotoksynę —  syringomycynę, k tó ra  wywołuje objawy 
nekrotyczne u roślin zakłócając transport jonów  przez 
błony. K luczową rolę w syntezie toksyny odgrywa 
białko kodow ane przez gen syrB. W ykazano, że k on t­
rola ekspresji tego genu zachodzi przy synergicznej 
współpracy glikozydów fenolowych i sacharydów. 
Jako  aktywne sygnały fenolowe zidentyfikow ano ar- 
butynę, fenylo-(3-D-glukopiranozyd oraz salicynę. Sła­
bymi induktoram i okazały się również eskulina i heli- 
cyna (Ryc. 7). Aktywność sygnałów fenolowych, podo­
bnie jak  u Agrobacterium  (Rozdz. I I -1) ulegała wzmoc­
nieniu w obecności cukrów takich jak  D-fruktoza, 
D -m annoza i sacharoza [53].

Przedstawiciele rodziny Xylariaceae —  grzybów 
zasiedlających tkanki roślin bez wywoływania o b ­
jaw ów  chorobowych —  rozpoznają roślinę-gospoda­
rza również dzięki obecności związków fenolowych. 
Początkow e etapy infekcji roślin przez askospory 
Xylariaceae  następują na drodze złożonej sekwencji 
zdarzeń określanej m ianem  eklozji. Proces ten in ­
dukow any jest przez glikozylowane monolignole: Z- 
syringinę i Z-izokoniferynę (Ryc. 7; [54]). Związki te, 
w odróżnieniu od konform erów  E (trans) związanych 
w polim erach lignin, występują w korze drzew w po­
staci m onom erów, a więc jako  łatwo dostępne sygnały 
m olekularne.

W iększość roślin okryto- i nagonasiennych, paproci 
oraz m szaków żyje w związku z grzybami endom ikory- 
zy pęcherzykow o-arbuskularnej (ang. vesicular-arbus-
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OH
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ARBUTYNA

H0-
CH£)H

HO .OH

FENYLO-ß-D—GLUKOPIRANOZYD

\

OH

fenolowe m ogą precyzować, zarów no w czasie, jak 
i przestrzeni, zależności pomiędzy oddziałującymi ze 
sobą organizmami. W efekcie, fenolowe cząsteczki 
sygnalne wywołują, poprzez aktywację szeregu genów 
„odbiorcy”, specyficzną reakcję prow adzącą do naw ią­
zania kontaktu  i utw orzenia mniej lub bardziej trw a­
łych połączeń.

A rtykuł otrzymano 19 października 1992 r.
Zaakceptowano do druku 18 lutego 1993 r.

OH
ESKULINA

CHiOH

OH 
OCH3 

OH
Z-IZOKONIFERYNA

Ryc. 7. G likozydy fenolowe indukujące ekspresję genu syrB Pseu­
domonas syringae (silne induktory: arbu tyna, fenylo-fH 
D -glukopiranozyd, salicyna; słabe induktory: eskulina, heli- 
cyna) oraz sygnały fenolowe rozpoznaw ane przez askos- 
pory grzybów z rodziny Xylariaceae (Z-syringina, Z-izo- 
koniferyna).

cular mycorrhizae =  VAM). W 1991 roku ukazały się 
prace z dwóch różnych laboratoriów , w których 
opisano stymulację rozwoju grzyba przez flawonoidy 
z wydzielin korzeniowych koniczyny i lucerny [55-57]. 
Wyniki te jednakże częściowo zaprzeczają sobie, gdyż 
izoflawon —  form ononetyna —  ham ujący kiełkowanie 
spor w testach in vitro [55], uznany został, obok 
biochaniny A, za stym ulator w zrostu strzępek i roz­
woju procesu infekcyjnego [56, 57].

III. Uwagi końcowe

Przedstaw iony przegląd pokazuje, iż stan zaaw an­
sow ania badań nad poszczególnymi układam i od­
działujących ze sobą organizm ów jest bardzo zróż­
nicowany: od pierwszych obserwacji fizjologicznych 
(m ikoryza VAM) poprzez obserwacje cytologiczne 
(rośliny pasożytnicze) do badań wykorzystujących 
techniki biologii m olekularnej (oddziaływania roślin 
z Agrobacterium  czy Rhizobium). Szczególnie wyniki 
tych ostatnich badań wykazały, że pojawienie się 
fenolowych sygnałów chemicznych w otoczeniu roś­
liny może być odebrane i rozpoznane przez organizm y 
fitosfery. Co więcej, wydzielane przez rośliny związki
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Polskie Towarzystwo 
Biochemiczne 

ogłasza konkurs 
na najlepszy 

wykład akademicki
Regulamin nagrody

1. Intencją nagrody jest popularyzacja 
biochemii i b io log ii molekularnej 
oraz pozyskanie materiałów dydak­
tycznych.

2. Warunkiem wzięcia udziału w  Kon­
kursie jest przygotowanie wykładu na 
wybrany temat uwzględniający najno­
wsze osiągnięcia w tej dziedzinie oraz 
ilustrujących go materiałów w  po­
staci maszynopisu, rysunków 
i kompletu przezroczy. Termin nad­
syłania materiałów mija 30.04.1993 r.

3. Przewidziana jest Nagroda Główna 
w  wysokości 3 m il io n ó w  złotych  
(w  1993 r.) oraz dwa wyróżnienia. 
Środki finansowe na Nagrodę zapew­
nia Zarząd G łówny Polskiego T o ­
warzystwa Biochemicznego.

4. Zarząd G łówny Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego zorganizuje 
sesję, na której zostaną wygłoszone 
konkursowe wykłady. Maksymalny 
czas wystąpienia 2 x 4 5  minut.

W 1993 roku sesja odbędzie się na 
początku czerwca. Nagroda Główna 
i wyróżnienia zostaną przyznane 
w  dniu Konkursu.

5. Członkowie Zarządu Głównego tw o­
rzą Komisję Konkursową. Ocenią oni 
prezentację, wartość merytoryczną 
i dydyktyczną w ykładów  przyznając 
od 0 do 10 punktów. Komisja ob ­
raduje niejawnie, a protokół z obrad 
i inne materiały pozostają w  doku­
mentacji Towarzystwa. Nagrodę uzy­
ska osoba, która otrzyma największą 
liczbę punktów. Nazwisko zwycięzcy 
Konkursu zostanie podane do wiado­
mości Członków Polskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego w „Postępach 
Biochemii” oraz w „Listach” .

6. Materiały konkursowe: maszynopis 
wykładu, rysunki, przezrocza i progra­
my komputerowe stają się własnością 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego i będą rozpowszechniane w pla­
cówkach naukowych i dydaktycz­
nych jako wykłady autorskie nagro­
dzonych osób, rekomendowane przez 
Oddziały Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego. Wymagana jest pisem­
na zgoda na przekazanie materiałów 
na własność Towarzystwa. Towarzys­
two zastrzega sobie prawo do zakupu 
materiałów nienagrodzonych.

7. Niniejsza wersja regulaminu została 
uchwalona przez Zarząd Główny Pol­
skiego Towarzystwa Biochemicznego 
w  dniu 5 listopada 1990 roku i w cho­
dzi w  życie z dniem uchwalenia.
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Wskazówki 
dla autorów

cyfry rzym skie podrozdzia ły odpow iednio rzym skie i a rab­
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i sty listyczna tekstu 
w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto winni unikać składni obcojęzycznej, gwary labora­
toryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie tw o rzo ­
nych skrótów, nawet jeże li bywają używane w pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specja listów  i opracowaniu redakcyjne­
mu. Redakcja zastrzega sobie m ożliwość skrócenia tekstu 
i w prowadzenie zm ian nie wpływ ających na treść pracy, 
deklaru je też gotowość konsultowania tekstu z Autoram i.

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

Prace przeznaczone do publikacji w ,.Postępach B io­
chem ii”  mogą mieć charakter artyku łów  monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc p iśm iennictw o i tabele), m in ire- 
v iews (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

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

Wskazany jest podział artyku łów  m onograficznych na 
rozdzia ły i podrozdzia ły, których rzeczowe tytu ły tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdzia ły noszą

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśm ie, jeże li zostanie og ło ­
szona w „Postępach B iochem ii” . W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zam ierza(ją) w łączyć do swego autora artykułu 
ilustracje  publikowane przez autorów prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpow iednią zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: M aszynopis pow inien być napisany jednostron­
nie czcionką w ielkości standartowej, z podwójną in te r­
linią, z lewym m arginesem  ok. 4 cm 
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak­
teru czcionki drukarskie j mogą Autorzy zaznaczyć o łów ­
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso­
wania w tekście lite r alfabetu greckiego trzeba na m ar­
ginesie wpisać ołówkiem  ich fonetyczne brzm ienie.

Strona informacyjna m aszynopisu jest n ienum erowana, 
zaw iera im iona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
wraz z numerem telefonu zakładów (w języku polskim

Aby zaprenumerować „P o ­
stępy Biochemii”  w  1993 r. 
należy wpłacić odpowied­
nią kwotę na konto banko­
we 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 jest 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- 
tkich trzech odcinkach 
przekazu.

Prenumerata krajowa 
dla instytucji:
340 000 zł.

Premumerata krajowa 
indywidualna:
160000 zł, (50% zniżki dla 
członków Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego).

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

Strona 1 (tytułowa) zaw iera im iona i nazwiska autorów, 
tytuł pracy w języku polskim  i angielskim , rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytu ł naukowy każdego z auto­
rów i ich m iejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejm ują tekst pracy 
piśm iennictwo, tabele, podpisy i ob jaśnienia rycin, wzo­
rów i fo tografii.

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

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

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

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

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

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research M onographs in Celi and Tissue Physiolo- 
gy, t 7. E lsevier, North-Holland, Am sterdam , str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny w inny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-b ia łe  (kontrastowe), pow inny być w yko­
nane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym  papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dw ukrotn ie  w iększe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i lite ry służące 
do opisu rysunku pow inny mieć wysokość nie m nie jszą niz 
5 mm. Na rysunkach nie naley um ieszczać opisów  s łow ­
nych, lecz posługiw ać się skrótam i. Osie wykresów  w inny 
być opatrzone napisem łatwo zrozum iałym . Decyzję o sto­
pniu zm nie jszenia  ryciny podejm ie wydawca. Ilustracji me 
należy w łączać w tekst maszynopisu, lecz odpow iednio  
ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, w zory 
zaś rzym skie. Na m arginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem  preferow ane m iejsce um ieszczenia tabeli, ryc i­
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykow ane, w inny 
być opatrzone jednoznacznym  tytu łem  i ew entua ln ie  także 
niezbędnym i ob jaśnien iam i. S łowne ob jaśnien ia  znaków 
graficznych można um ieścić w podpisie pod ryciną, rysun­
kowe zaś jedyn ie  na planszy ryciny. Tytuły i ob jaśnien ia  
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Ilust­
racje należy podpisać nazwiskiem p ierw szego z autorów  
i p ierwszym  słowem  tytułu pracy oraz oznaczyć „g ó ­
ra -dó ł" (o łówkiem , na odwrocie). Ze względu na w ew nęt­
rzną spoistość artykułu wskazane jest konstruow anie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie danych 
z p iśm iennictwa.

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

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

Pokwitowanie dla wpłacającego

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

Odcinek dla posiadacza rachunku

zł...................................
słownie.......*......................... ;

Odcinek dla poczty lub banku

zł.................................
: słownie

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

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

na rachunek

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

na rachunek

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

na rachunek

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

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

Pobrano opłatę

Zł.
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tury, pH  i ciśnienia osmotycznego oraz obecności 
związków fosforu [8, 11].

W yniki om ówionych wyżej badań pozwoliły na 
zaproponow anie m echanizm u indukcji genów vir A g­
robacterium. Uszkodzenie tkanek roślinnych pow o­
duje rozerwanie ścian kom órkow ych i uwolnienie 
m ono- i oligosacharydów, zarów no mechaniczne, jak  
i na drodze enzymatycznej przy udziale glikozydaz 
ścian kom órkowych. O ligosacharydy m ogą induko­
wać syntezę fitoaleksyn i innych m etabolitów  w tór­
nych. P raw dopodobnie w ten sposób następuje syn­
teza fenolowych induktorów  genów vir. M ożliwe też, 
że niektóre aktyw atory loci regionu vir uwalniane 
są bezpośrednio ze ścian kom órkowych. C hem otaksja 
Agrobacterium  do miejsca zranienia następuje dzięki 
w spółdziałaniu b iałka ChvE —  wiążącego specyficznie 
m onosacharydy i białka VirA —  receptora związków 
fenolowych. Po związaniu właściwego sygnału feno­
lowego (przy udziale białek plO i p21 —  [12]), 
histydynowa kinaza białek —  VirA, fosforyluje białko 
VirG, które w tej postaci aktywuje pozostałe loci 
regionu vir [11].

N iew yjaśniona pozostaje kwestia powszechności 
występowania induktorów  genów vir i korelacja z za­
sięgiem taksonom icznym  roślin atakow anych przez 
Agrobacterium. Przyjm uje się [13], że Agrobacterium  
wywołuje nowotworzenie u roślin dwuliściennych i na- 
gozalążkowych, a nie poraża roślin jednoliściennych. 
Analiza G C -M S wydzielin uszkodzonych kom órek 
roślin należących do różnych rodzin [14] wykazała, że 
acetosyringon i inne pochodne acetofenonu występują 
w zasadzie tylko w roślinach z rodziny Solanaceae. 
W innych roślinach stw ierdzano przede wszystkim 
obecność kwasów hydroksycynam onow ych i ich est­
rów metylowych. Związki te znajdow ano jednak  rów ­
nież u przedstawicieli jednoliściennych [14]. P ro p o n u ­
je się wobec tego, iż inne, do tąd  nie poznane, czynniki 
odgryw ają równie isto tną rolę w transform acji kom ó­
rek roślinnych. Duże znaczenie przypisuje się k o o r­
dynacji czasowej infekcji Agrobacterium  z cyklem 
rozwojowym kom órek roślinnych, zwłaszcza z podzia­
łam i kom órkow ym i [3]. Sugeruje się także, iż istnieje 
związek pom iędzy fenolowymi sygnałami kon tro lu ją­
cymi podziały kom órkow e roślin a sygnałam i inicju­
jącym i ekspresję genów vir Agrobacterium  [1, 15].

II-2. Symbioza roślin strączkowych z bakteriami 
brodawkowymi

Symbiozę roślin strączkowych i rizobiów (bakterii 
brodawkow ych) m ożna uznać za najlepiej poznany 
system oddziaływań roślin wyższych z inymi organiz- 
mani. Rośliny wchodzące w symbiozę to wyłącznie 
przedstawiciele rodziny Leguminosae. Jedynym  zna­
nym  wyjątkiem jest rodzaj Parasponia (Ulmaceae; 
[16]). Z kolei rizobia zalicza się do trzech, filogenetycz­
nie odległych, rodzajów: Rhizobium, Bradyrhizobium  
i Azorhizobium  [16, 17]. Rośliny z danego gatunku

m ogą być infekowane przez szczepy bakterii zalicza­
nych do różnych gatunków  i odwrotnie, dany szczep 
bakterii może wytwarzać brodaw ki w symbiozie z roś­
linami z różnych gatunków  [18, 19]. D any szczep 
rizobiów może indukow ać tworzenie brodaw ek korze­
niowych i/lub pędowych. D okonują tego jedynie nie­
które bakterie rizosfery oddziałujące z wrażliwymi 
kom órkam i korzenia rośliny. Pierwszym widocznym 
znakiem  tych odziaływań jest skręcanie się włośników 
korzeniowych i indukcja podziałów  m erystematycz- 
nych kom órek korzenia. Infekcja włośników korzenio­
wych prowadzi do wniknięcia bakterii do tworzącej się 
brodaw ki przez nić infekcyjną. M ożliwe są również 
inne drogi infekcji: pomiędzy kom órkam i epidermy 
korzenia (ang. crack entry) lub np. w miejscach tworze­
nia korzeni bocznych. Bakterie wnikające do kom órek 
brodaw ki przekształcają się w bakteroidy —  formy 
bakterii zdolne do wiązania N 2. Tworzy się funkc­
jonalna  brodaw ka, a wytworzony am oniak wykorzys­
tywany jest przez roślinę jako  źródło azotu.

Inicjacja symbiozy zależy od aktywności szeregu 
genów zarów no roślin (noduliny; [20]), jak  i bakterii 
(geny nod i nol, exo ; [21, 22]). Partnerzy symbiozy 
kom unikują się ze sobą wymieniając sygnały aktyw u­
jące grupy genów symbiotycznych. Związki fenolowe 
(wydzielane przez nasiona i korzenie roślin) ziden­
tyfikowano zarów no jako  chem oatrak tan ty  bakterii, 
jak  i pierwsze sygnały inicjacji symbiozy indukujące 
ekspresję genów nod bakterii [22-24]. Te z kolei kodują 
enzymy katalizujące syntezę tzw. czynników N od
— morfogenów o rdzeniu opartym  na oligomerach 
N -acetyloglukozam iny, odpowiednio m odyfikowa­
nych w zależności od szczepu bakterii. Czynniki N od 
indukują skręcanie włośników korzeniowych i po­
działy kom órek kory korzenia i uznawane są za 
wyznacznik specyficzności symbiozy [18, 19, 22, 25].

C hem otaksja rizobiów odgrywa isto tną rolę na 
etapie kolonizacji korzeni przez bakterie. Rizobia 
reagują zarów no na obecność cukrów  i am inokwasów, 
jak  i sygnałów fenolowych. Praw dopodobnie istnieją 
odrębne szlaki indukcji chem otaksji dla obu grup 
związków [26]. Szybko rosnące bakterie Rhizobium  
reagują chem otaktycznie na flawonoidy —  induktory 
genów nod [19, 26]. U Bradyrhizobium, izoflawony
—  silne aktyw atory genów nod —  nie wywołują 
odpowiedzi chemotaktycznej, natom iast słabe induk­
tory genów nod (kwasy hydroksycynam onow e, al­
kohol koniferylowy) działają chem oatraktyw nie [27].

Podobnie jak  w przypadku Agrobacterium  (Rozdz. 
I I -1), system genów reporterowych (połączenia genowe 
typu nod: :lacZ) umożliwił identyfikację flawonoidów 
indukujących ekspresję regulonu nod [24]. W połowie 
lat osiemdziesiątych prawie równocześnie pojawił się 
szereg prac opisujących indukcję ekspresji genów nod 
w obecności sygnałów fenolowych ze źródeł natu ra l­
nych (wydzieliny nasion i korzeni, ekstrakty korzenio­
we) [28-33]. W wydzielinach korzeniowych i ekstrak­
tach z korzeni roślin strefy um iarkowanej (koniczyna,
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