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Cell Biology
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Molecular Biology 
& Radiochemicals
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adrenergiczne, cholinergiczne, dopaminergiczne, 
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inhibitory enzymów, modulatory kanałów jonowych, 
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W ielce Szanowny
Pan Profesor dr hab. Kazimierz Zakrzewski 
Członek Honorow y
Polskiego T ow arzystw a Biochemicznego

Wielce Szanowny Panie Profesorze,

XXXIV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  Białymstoku jest znakomitą okazją do złożenia 
Panu Profesorowi, Członkowi Honorowemu naszego Towarzystwa, najserdeczniejszych życzeń z okazji 
jubileuszu osiemdziesiątej rocznicy urodzin.

Ten piękny jubileusz splata się z 40 rocznicą powstania Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, którego 
losy od samego początku związane były z Osobą Pana Profesora. Listem tym więc pragniemy podziękować 
Panu Profesorowi za lata pracy na rzecz środowiska biochemicznego, za współtworzenie jego naukowego 
przedstawiciela jakim jest Polskie Towarzystwo Biochemiczne, za cztery kadencje funkcji jego prezesa i łącznie 
kilkadziesiąt lat pracy w  jego władzach, za godne reprezentowanie naszego środowiska w  kraju i na 
międzynarodowym forum naukowym. To Panu Profesorowi w  znacznej mierze Polskie Towarzystwo 
Biochemiczne zawdzięcza swój dynamiczny rozwój w  latach 60-tych oraz przetrwanie trudnego okresu na 
początku lat osiemdziesiątych. Dziękujemy też za niezwykłą konsekwencję z jaką działał Pan na rzecz rozwoju 
nauki w  Polsce, a w  szczególności rozwoju i popularyzacji biochemii i nauk biomedycznych.

Życzymy Panu Profesorowi osobistej satysfakcji z ogromnego dorobku życiowego oraz zdrowia i wszelkiej 
pomyślności na dalsze długie lata.

Z wyrazami najwyższego szacunku i uznania,

w  imieniu
Biochemików Polskich 
zebranych na XXXIV Zjeździe 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
w  Białymstoku

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
Prof. dr hab. Liliana Konarska

Białystok, 15 września 1998 r.

274 POSTĘPY BIOCHEMII 44 (4 ),  1998
http://rcin.org.pl



ARTYKUŁY

Insulinopodobne działanie związków wanadu 

Insulin-like effect of vanadium compounds

A N N A  K IE R S Z T A N *

Spis treści:

I. Wstęp
II. Charakterystyka związków wanadu
III. Porównanie mechanizmów działania insuliny i związ­

ków wanadu
IV. Efekty uboczne wywoływane przez związki wanadu
V. Uwagi końcowe

Wykaz stosowanych skrótów: IRS 1/2 — substrat kinazy 
tyrozynowej receptora insulinowego (insulin receptor sub­
stra te  1 /2); SH 2 — region 2 homologii src (src hom ology 2); 
PI3K —  kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa (phospatidylinosi- 
to l 3-kinase); PTP —  2 białkowa fosfataza tyrozynowa 
(pro tein  tyrosine phosphatase-2); GRB-2 —  białko wiążące 
czynniki wzrostowe (grow th fa c to r  receptor binder-2); m SOS
— czynnik uczestniczący w wymianie nukleotydów guanino- 
wych (m am m alian son o f  sevenless); Ras —  białko z rodziny 
małych białek GTPazowych; Raf — białko o aktywności 
kinazy Ser/Thr; M APK — kinaza białkowa aktywowana 
przez mitogeny (m itogen activated  protein kinase); C/EBPa
— czynnik transkrypcyjny (CC A AT/enhancer-binding p ro te­
in a); G LU T — nośniki transportujące glukozę; MeAIB
— kwas metyloaminoizomasłowy; JAK — kinaza JAK 
(Janus kinase ).

1. Wstęp

Utrzym anie stałego poziom u glukozy we krwi (4-8 
mM ) [1] polega na zachow aniu równow agi między jej 
wytwarzaniem  w w ątrobie i nerkach a zużywaniem 
przez tkanki zależne od insuliny tj. w ątrobę, mięśnie 
i tkankę tłuszczową, a także przez tkanki względnie 
niezależne od insuliny takie jak  mózg i nerki. Proces 
ten jest regulow any horm onalnie przez insulinę, gluka- 
gon i adrenalinę, przy czym tylko insulina może 
pow odow ać hipoglikemię. P oza tym insulina wpływa 
na transport jonów  i am inokwasów , m etabolizm  lipi­
dów, syntezę i degradację białek, transkrypcję okreś­
lonych genów i replikację D N A  oraz wzrost i podziały 
kom órek [2, 3].

N iedobór insuliny lub upośledzenie tkankow ej wra-

* Mgr, Zakład Regulacji Metabolizmu, Instytut Biochemii, 
U.W., ul. Żwirki i Wigury 9-3, 02-089 Warszawa

Contents:

I. Introduction
II. Characteristics of vanadium compounds
III. Similarity in mechanisms of insulin and vanadium 

compounds action
IV. Side effects of vanadium derivatives administration
V. Concluding remarks

żliwości kom órek na ten horm on prow adzi do cuk­
rzycy, której głównym objawem jest hiperglikemia 
i glukozuria. Cukrzyca występuje u wszystkich ras 
i grup wiekowych, często prowadzi do ślepoty, m iaż­
dżycy (głównie tętnic wieńcowych i mózgowych), uda­
ru mózgu, niewydolności nerek, zgorzeli stopy, uszko­
dzenia układu nerwowego oraz zwiększenia ryzyka 
wad w rodzonych u dzieci urodzonych przez kobiety 
chore na cukrzycę [6], C ukrzyca jest zaliczana do 
chorób społecznych, a zachorow alność na nią stale 
wzrasta. W Europie liczba ludzi chorych na cukrzycę 
waha się od 1 do 5% [4, 5], a główną przyczyną ich 
um ieralności są przewlekłe pow ikłania związane z dłu­
gotrwałym  przebiegiem tej choroby [6].

W yróżnia się wiele form cukrzycy. Jej dwie główne 
formy to: typ I, k tóry cechuje się zupełną lub prawie 
zupełną u tra tą  zdolności wydzielania insuliny przez 
kom órki |3 trzustki na skutek ich autoim m unologicz- 
nej destrukcji. U  osób z cukrzycą typu I stwierdza się 
genetyczną predyspozycję do rozwoju choroby. W y­
stępuje ona głównie u dzieci i młodzieży, a leczenie jej 
polega przede wszystkim na podaw aniu insuliny [4]. 
Typ I I -  to  cukrzyca, k tó ra  jest szczególnie etiologicz­
nie i patogenetycznie niejednorodna i stanowi ona 
80-90% wszystkich przypadków  cukrzycy. U  ludzi 
z cukrzycą typu II wydzielanie insuliny przez kom órki 
(3 trzustki jest często wystarczające, aby zapobiec 
pow staw aniu ketozy, ale jest niedostateczne dla utrzy­
m ania euglikemii. Z reguły spotyka się upośledzenie 
kom órkowej wrażliwości na insulinę, które nasila się 
przez otyłość. Cukrzyca typu II występuje najczęściej 
u ludzi powyżej 40 roku życia. Leczenie jej polega na 
stosow aniu diety, fizycznego treningu leczniczego, 
oraz podaw aniu insuliny i innych związków obniża­
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jących poziom  glukozy we krwi tj. głównie pochod­
nych sulfonylom ocznika lub pochodnych biguanidu 
[1, 4, 5],

Ze względu na to, że u wielu pacjentów  obecne 
m etody leczenia nie są wystarczająco skuteczne, trw ają 
poszukiw ania doustnych leków pow odujących wzmo­
żenie wydzielania insuliny i jednocześnie zwiększenie 
wrażliwości kom órek (tkanek) docelowych na ten 
horm on. Obecnie testuje się grupę związków zwanych 
tiazolidinendionam i [7, 8], k tóre zwiększają wraż­
liwość na insulinę oraz sole w anadu [9], W toku badań 
klinicznych troglitazonu, leku z grupy tiazolidinen-

charakteryzow ały się otyłością, hiperinsulinem ią, hi- 
perglikemią oraz osłabioną odpowiedzią na insulinę 
[16-18], u których norm alizacja poziom u glukozy we 
krwi występowała dopiero po 20-50 dniach od podania 
związków w anadu (Ryc. IB), w przeciwieństwie do 
zwierząt z cukrzycą typu I, u których m aksym alny 
efekt widoczny był już po 3-4 dniach.

Pozytywne efekty działania związków w anadu 
u zwierząt doświadczalnych doprow adziły do roz­
poczęcia badań  nad zastosow aniem  tych związków 
u ludzi. Dotychczasowe dane wydają się obiecujące, 
gdyż doustne podaw anie m etaw anadanu sodowego

Czas (dni)

Kontrola Cukrzyca

Ryc. 1. Wpływ wanadanu na poziom glukozy 
we krwi szczurów z cukrzycą typu I (A) 
i myszy z cukrzycą typu II (B). Wg A, 
B. G o l d f i n e  i ws p.  [20], dzięki 
uprzejmości autora i Kluwer Academic 
Publishers.

dionów, zaobserw ow ano wiele przypadków  uszkodze­
nia w ątroby. Jeden z głównych prom otorów  tego leku 
(Sigma Glaxo) przerw ał badania w tym zakresie.

Pierwsze doniesienia o terapeutycznym  działaniu 
związków w anadu sięgają 1979 roku, kiedy zaobser­
wowano in vitro wzrost transportu  glukozy i jej 
utleniania w adypocytach, stymulację syntezy glikoge­
nu w w ątrobie i przeponie oraz ham ow anie glukoneo- 
genezy w hepatocytach [10-12]. O d tego czasu podob­
ne do insuliny właściwości związków w anadu były 
szeroko badane początkow o w kom órkach takich 
typów jak: hepatocyty, adypocyty, miocyty [13], a na­
stępnie na zwierzętach [14-18]. W roku 1985 stwier­
dzono, że u szczurów z indukow aną cukrzycą typu I, 
po podaniu  o rtow anadanu następuje norm alizacja 
poziom u glukozy we krwi, przy nie zmienionych 
stężeniach insuliny [14]. Podobny efekt występował 
również po 3-4 dniach doustnego podaw aniu w anada­
nu lub siarczanu w anadylu szczurom z cukrzycą 
indukow aną podaniem  streptozotocyny (Ryc. 1 A) [15] 
lub alloksanu [19].

Pozytywne wyniki działania związków w anadu zao­
bserwowano również u zwierząt z cukrzycą typu II 
(myszy ob/ob i db /db  oraz szczurów fa/fa), które

(125 mg dziennie) lub siarczanu w anadylu (100 mg 
dziennie) przez 2-3 tygodnie jest dosyć dobrze to lero­
wane, podnosi wrażliwość na insulinę u pacjentów  
z cukrzycą typu II jak  i u niektórych osób z cukrzycą 
typu I [20-22]. D odatkow ym  efektem jest obniżanie 
poziom u cholesterolu w surowicy [20]. Interesujące 
jest również, że korzystne działanie w anadu utrzym u­
je się jeszcze przez 2 tygodnie po zakończeniu kuracji 
[21, 22].

II. Charakterystyka związków wanadu

W anad należy do grupy m etali przejściowych. Jego 
stopień utlenienia może zmieniać się od — 1 do + 5 . 
W płynach ustrojowych i zew nątrzkom órkow o stwier­
dzono występowanie 5-wartościowego w anadanu: m e­
taw anadanu -V O 3" i ortow anadanu -V O |_ . Jest on 
transportow any do kom órek, w których ulega redukcji 
do 4-wartościowego w anadylu -V O 2 + [23]. W kom ór­
kach in vivo możliwe jest również spontaniczne utlenia­
nie w anadylu do w anadanu oraz zachodzenie reakcji 
odwrotnej [24]. W anadan może tworzyć polimery 
oraz oddziaływać z wieloma potencjalnym i ligandam i 
tj. N A D  + , G D P , A D P [25], a także wiązać się
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- o

Fosfora 11 Waiiadan Nadtlenek wanadami

Rye. 2. Strukturalne podobieństwo między fosforanem, wanadanem 
i nadtlenkiem wanadanu. Wg A. Shavera i wsp. [27], 
dzięki uprzejmości autora i Kluwer Academic Publishers.

z białkam i, glutationem , am inokw asam i, kwasami 
nukleinowymi, fosfolipidami i wieloma innym i m eta­
bolitam i [23, 26]. Ze względu na to, że V O 3 m a 
struk turę podobną do fosforanu (Ryc. 2), może za­
stępować go w niektórych m etabolitach [27], a V 0 2+, 
m ając podobną wielkość jak  jo n  M g2 + , może wpływać 
na reakcje enzymatyczne zależne od tych jonów  [13]. 
W ew nątrzkom órkow e stężenie w anadu w większości 
tkanek zwierząt wyższych jest mniejsze niż 0.2 pM
[28], a w czasie podaw ania tych związków w zrasta do
10-20 pM  u zwierząt i 1-5 pM  u ludzi [20, 29],

III. Porównanie mechanizmów działania in­
suliny i związków wanadu

N a rycinie 3 przedstaw iono hipotetyczny m echa­
nizm transdukcji sygnału wywoływanego przez in­
sulinę. Przyłączenie horm onu pow oduje autofosfory- 
lację receptora insulinowego, a w konsekwencji ak ­
tywację kinazy tyrozynowej receptora insulinowego, 
k tó ra  w większości kom órek fosforyluje białko cyto- 
solowe IRS-1 i/lub IRS-2 (ang. insulin receptor sub- 
strate-1/2) [30, 31]. Ufosforylowane IRS-1/2 może 
aktywow ać wiele białek zawierających dom eny SH2 
np. kinazę 3-fosfatydyloinozytolową (PI3K), fosfatazę 
tyrozynow ą (PTP-2) i białko GRB-2, k tóre tworzy 
kom pleks z mSOS (ang. guanine nucleotide exchange 
factor) i może aktywować białko Ras, a w konsekw en­
cji również kinazę M A P (M APK). Oddziaływanie 
IRS-1 z konkretnym i białkam i daje określoną od­
powiedź kom órkow ą na insulinę, m anifestującą się np. 
zwiększoną syntezą glikogenu w wątrobie, a w kom ór­
kach mięśni i tkanki tłuszczowej wzrostem  szybkości 
translokacji nośników  glukozy z w nętrza kom órki do 
błony cytoplazmatycznej [20, 30]. W w arunkach od- 
dysocjowania insuliny od receptora, jego internalizacji 
i degradacji lub defosforylacji kinazy tyrozynowej 
receptora insulinowego i białka IRS-1 przy udziale 
fosfatazy tyrozynowej następuje zaham ow anie działa­
nia tego horm onu [33].

N a rycinie 3, przedstawiającej m echanizm  działania 
insuliny, zaznaczono również przypuszczalne miejsca 
działania wanadu. Podobnie jak  insulina, związki te 
norm alizują poziom  glukozy we krwi w wyniku stym u­
lacji transportu  glukozy do kom órek mięśni i adypocy- 
tów, jej utleniania oraz m agazynow ania w postaci 
glikogenu, a także obniżenia szybkości glukoneogene-

zy i degradacji glikogenu [ 10].
Zwiększona szybkość glikolizy pod wpływem związ­

ków w anadu w hepatocytach, adypocytach i kom ór­
kach mięśniowych wynika ze zm iany aktywności i za­
wartości enzymów tego szlaku [34-36]. Podobnie jak  
insulina, w anadan wpływa na aktywność i ekspresję 
genów kodujących enzymy kluczowych etapów  m eta­
bolizmu glukozy. U zwierząt z cukrzycą poziom 
m RNA glukokinazy i kinazy pirogronianow ej w w ąt­
robie spada odpow iednio o 90 i 70%, a po 18 dniach 
podaw ania związków w anadu zostaje przywrócony 
w co najmniej 40% [37]. Poza tym w anadan ham uje 
aktywność fruktozobisfosfatazy 2, co prow adzi do 
zwiększania szybkości glikolizy w wyniku aktywacji 
fosfofruktokinazy 1 przez syntetyzowany w tych w a­
runkach fruktozo-2,6-bisfosforan [38],

Rys. 3. Mechanizm działania insuliny i przypuszczalne miejsca 
działania związków wanadu. IRS-1 — białko fosforylowane 
przez kinazę tyrozynową receptora insulinowego (ostatnio 
uważa się, że nie jest to jedno białko,, stąd czasami zapis 
IRS-1/2), GRB-2 — białko wiążące czynniki wzrostowe, 
PI3-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, PTP — biał­
kowa fosfataza tyrozynową, mSOS — (ang. mammalian son 
o f sevenless) czynnik biorący udział w wymianie nuk- 
leotydów guaninowych, SHC — białko zawierające region 
2 homologii sre, Ras — białko G o aktywności GTP-azy, 
Raf — Ser/Thr kinaza białkowa, M APK — kinaza MAP 
(kinaza białkowa aktywowana przez mitogeny), p90rsk
— rybosomałna kinaza białkowa S-6 o masie 90 kDa, 
p70S6K — rybosomałna kinaza S-6 o masie 70 kDa, PP-1G
— fosfataza syntazy glikogenowej, G s — syntaza glikogeno­
wa, P hK — kinaza fosforylazy glikogenowej, PHAS-1
— białko szoku cieplnego (ang. heat-and acid-stable protein), 
eIF-4 — eukariotyczny czynnik transkrypcyjny, PTK — cy- 
tosolowa kinaza tyrozynową. Dalsze wyjaśniania w tekście.
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Podobnie jak  insulina, w anadan nie tylko indukuje 
zwiększoną ekspresję niektórych genów, ale również 
ham uje ekspresję innych genów. O bniżanie szybkości 
glukoneogenezy odbyw a się w wyniku działania po­
chodnych w anadu na fosfatazę glukozo-6-fosforano- 
wą, k tó ra  jest końcowym  enzymem tego szlaku [39] 
oraz spadku ekspresji kluczowego enzymu: karbok- 
sykinazy fosfoenolopirogronianowej, k tó ra  w w ątro­
bie zwierząt z cukrzycą w zrasta 15-krotnie [37]. W a­
nadan  może też wpływać na ekspresję genu karbok- 
sykinazy fosfoenolopirogronianowej w wyniku m ody­
fikacji C /E B Pa, jednego z czynników transkrypcyj- 
nych, związanych z kontrolow aniem  przem ian ener­
getycznych w kom órce [40]. Co więcej, pod wpływem 
w anadu obserwuje się ham ow anie zwiększonej eks­
presji m itochondrialnej syntazy 3-hydroksy-3-metylo- 
glutarylo-CoA, regulatorow ego enzymu ketogenezy 
[40], co również nie pozostaje bez znaczenia dla 
utrzym ania poziom u glukozy, gdyż kwasicy ketono­
wej towarzyszy znaczne nasilenie procesów glukoneo­
genezy [6].

Poziom  glukozy we krwi jest obniżany również 
w wyniku zwiększonej syntezy glikogenu. Podobnie 
jak  insulina, podaw anie pochodnych w anadu pow odu­
je wzrost odkładania glikogenu w w ątrobie w wyniku 
stymulacji aktywności syntazy glikogenowej [41-43] 
i przywrócenia norm alnej aktywności fosforylazy gli­
kogenowej [44], Takie korzystne działanie w anadu 
obserwowano u zwierząt z cukrzycą typu I [45].

Podobnie jak  insulina, w anadan reguluje również 
m etabolizm  lipidów. W w ątrobie związek ten ham uje 
lipolizę [46], a także przyw raca norm alny poziom 
aktywności kluczowych enzymów lipogenezy tj. kar- 
boksylazy acetyloCoA i syntetazy kwasów tłuszczo­
wych [47] oraz liazy cytrynianowej zależnej od ATP 
[48]. W przypadku dwóch pierwszych enzymów jest to 
konsekwencją zwiększenia poziom u ich m RNA  w w ąt­
robie, czego nie obserwuje się w tkance tłuszczowej 
[47], W  w ątrobie związki w anadu pow odują też 
obniżenie zawartości dehydrogenazy glukozo-6-fos- 
foranowej oraz dehydrogenazy jablczanowej dekar- 
boksylującej, zwiększanych w czasie trw ania cukrzycy 
[45]. W anadan  stymuluje również uwalnianie lipazy 
lipoproteinowej z adypocytów  szczura, k tó ra  bierze 
udział w hydrolizie triacylogliceroli [46].

Podobnie jak  insulina, w anadan zwiększa transport 
glukozy do kom órek [9] przy udziale białek b łono­
wych G L U T  [67] w wyniku działania na ekspresję 
genów kodujących te nośniki [37, 68]. Przypuszczalne 
miejsca stymulacji transpo rtu  glukozy przez związki 
w anadu przedstaw ia rycina 4. U  zwierząt z cukrzycą 
typu I szybkość ekspresji G L U T  1, występującego 
prawie we wszystkich kom órkach, podobnie jak  
i G L U T  4, transporte ra  wrażliwego na insulinę w mięś­
niach szkieletowych i kom órkach tkanki tłuszczowej, 
zostaje zwiększona pod wpływem związków w anadu 
do poziom u obserwowanego u szczurów kontrolnych 
[68-70]. U  zwierząt z cukrzycą typu I poziom  m RNA

G L U T  2, głównego nośnika transportującego glukozę 
w kom órkach (3 trzustki, wzrasta 2,5-krotnie i obniża 
się zarów no po podaniu  w anadu, jak  i insuliny [37], 
N atom iast u zwierząt z cukrzycą typu II nie obserwuje 
się wpływu pochodnych w anadu na ekspresję genów 
kodujących G L U T  2 [71] i G L U T  4 [72], a zwięk­
szona wrażliwość kom órek na insulinę wynika b ar­
dziej z uspraw nienia funkcjonow ania tych nośników 
niż ze zwiększenia ich ilości [72].

M olekularny m echanizm zwiększania transportu  
glukozy przez związki w anadu ciągle jest niejasny, 
gdyż: 1) stym ulacja transportu  heksoz przez w anadan 
nie jest blokow ana przez kwercetynę, k tó ra ham uje 
aktywność kinazy tyrozynowej receptora insulinowe­
go jak  i stym ulowany przez insulinę transport heksoz
[73], 2) w anadan i nadtlenek w anadu zwiększają 
szybkość transportu  glukozy w obecności w ortm ani- 
ny, inhibitora kinazy 3-fosfatydyloinozytolowej [74], 
której aktyw ność warunkuje zależne od insuliny w bu­
dowywanie w błony transporterów  glukozy [75], 3) 
dodatnie do mieszaniny inkubacyjnej zarów no wort- 
m aniny jak  i inhibitora kinaz tyrozynowych blokuje 
działanie nadtlenku w anadanu na transport glukozy
[74], 4) stym ulacja transportu  cukrów przez insulinę 
i związki w anadu jest ham ow ana przez cytochalazynę 
D, wskazując na podobieństw o m echanizm ów ich 
działania [9],

Pochodne w anadu nie tylko wpływają na aktywność 
enzymów związanych z m etabolizm em  glukozy i lipi­
dów, ale również na aktywność enzymów m etabolizm u 
białek i am inokwasów. W anadan obniża aktywność 
am inotransferazy alaninowej, am inotransferazy aspa- 
raginianowej oraz arginazy we frakcji cytosolowej 
i tylko częściowo we frakcji m itochondrialnej, gdy jest 
podaw any szczurom z cukrzycą [49]. O d daw na 
również wiadom o, że związki w anadu ham ują fos­
fatazy tyrozynow e [50]. M echanizm  inhibicji nie jest 
do końca wyjaśniony, ale przypuszcza się, że w anadan

Insulina

Ryc. 4. Wpływ związków wanadu na transport glukozy. Możliwe 
miejsca działania wskazują strzałki a, b i c. IRS 1/2 
— substraty kinazy tyrozynowej receptora insulinowego, 
PI3-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, PTK — kinaza 
tyrozynowa. Dalsze wyjaśnienia w tekście. Wg E. Tsiani 
[9], dzięki uprzejmości autora i Elsevier Science Inc.
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jak o  analog fosforanu przyłącza się do enzymów 
przenoszących reszty fosforanowe i w ten sposób 
ham uje ich aktywność [51]. Wpływ związków w anadu 
na inne enzymy przedstaw ia tabela 1.

Tabela 1.
Wpływ związków wanadu na aktywność wybranych enzymów.

1. Enzymy hamowane przez związki wanadu Piśmiennictwo

ATPaza N a +/K  + [52, 53]

ATPaza Ca2 + [54, 55]

ATPaza H +/K  + [56]

ATPaza H + [57]

ATPaza K + [58]

ATPaza C a2+/M g2 + [59]

dehydrogenaza glutaminianowa [60]

kinaza adenylanowa [61]

alkaliczna fosfataza [62]

kwaśna fosfataza [63]

fosfataza tyrozynowa [50]

2. Enzymy stymulowane przez związki wanadu

fosfolipaza C [64]

kinaza C [64]

cyklaza adenylanowa [65]

kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa [66]

D ane na tem at wpływu związków w anadu na tran s­
p o rt am inokw asów  są rozbieżne. W hodowli kom órek 
mięśni szkieletowych L6, w przeciwieństwie do in­
suliny, w anadan i nadtlenek w anadanu, ham ują tran s­
port kwasu m etyloam inoizom asłowego (MeAIB), nie 
m etabolizowalnego analogu am inokw asów  specyficz­
nie przenoszonych przez układ A nośników w raż­
liwych na insulinę [76], N atom iast w kom órkach 
mięśni szkieletowych szczura pod wpływem w anadu 
następuje stym ulacja tego układu w wyniku zwięk­
szania pH  wewnątrz kom órki [77]. Co więcej, orto- 
w anadan, siarczan w anadylu i acetyloacetonian wana- 
dylu nie wpływają na transport alaniny do hepatocy- 
tów królika [60].

Podobne kontrow ersje budzi także wpływ w anadu 
na syntezę i degradację białek. N iektóre doniesienia 
mówią, że związki w anadu nie wpływają ani na syntezę 
ani na degradację białek w mięśniach szkieletowych 
[36], podczas gdy w anadan, podobnie jak  insulina, 
ham uje degradację białek w izolowanych hepatocy- 
tach szczura [78]. M imo, że insulina działa na replika- 
cję D N A  [3], o rtow anadan  i m etaw anadan w stężeniu 
2-10 p M  w niewielkim stopniu wpływają na szybkość 
syntezy DNA, natom iast zwiększają o ok. 50% działa­

nie insuliny w badanych hodowlach tkankow ych ssa­
ków [79].

Pewne wczesne badania sugerowały, że związki 
wanadu m ogą stym ulow ać autofosforylację podjed- 
nostki (3 receptora insulinowego [80]. Sugestie te nie 
zostały jednak potw ierdzone w późniejszych bad a­
niach [15, 81,82], O statn io  przypuszcza się, że niedaw ­
no otrzym ane syntetyczne pochodne w anadu —  nad ­
tlenki w anadanu, oddziaływują bezpośrednio z recep­
torem  insulinowym [83]. Jednym  z podstawowych 
mechanizm ów działania pochodnych w anadu jest ha­
mowanie białkowych fosfataz tyrozynowych, w szcze­
gólności cytosolowych (84, 85]. Istotne znaczenie 
przypisuje się również aktywacji cytosolowej kinazy 
tyrozynowej [86], której aktywność w adypocytach 
inkubow anych z w anadanem  w zrasta 3-5 razy [87] 
i/lub kinaz JA K  (ang. Janus kinase), należących do 
grupy kinaz tyrozynowych, fosforylujących substraty 
receptora insulinowego IRS-1 i IRS-2 [88], O udziale 
cytosolowej kinazy tyrozynowej w mechanizmie dzia­
łania w anadu może świadczyć również to, że stauros- 
poryna, silny inhibitor cytosolowych kinaz tyrozyno­
wych, a słaby kinazy tyrozynowej receptora insulino­
wego, znosi stymulujący efekt działania w anadanu na 
lipogenezę w adypocytach, a tylko nieznacznie zmniej­
sza działanie insuliny [86]. W świetle tych obserwacji 
m ożna wnioskować, że związki w anadu nie muszą 
działać bezpośrednio na receptor insulinowy, a mimo 
to miejsca ich działania często pokryw ają się ze 
szlakiem sygnałowym urucham ianym  przez insulinę.

Poza aktyw acją kinaz tyrozynowych w anadan może 
również stym ulować kinazę M A P (M A PK —  mitogen- 
-activated protein kinase) oraz kinazę 3-fosfatydyloino- 
zytolową (PI3K  —  phosphatidyl inositol 3-kinase). 
O bserwowana aktyw acja kinaz M A P przez związki 
w anadu odbywa się w sposób niezależny od kinazy 
tyrozynowej receptora insulinowego [89] i może wyni­
kać z ham ow ania aktywności fosfataz kinaz M AP 
(cytosolowej M KP-1 i/lub jądrow ej PAC-1), podczas 
gdy aktyw acja P I3K  może odbywać się za pośrednic­
twem cytosolowej kinazy tyrozynowej [85],

W świetle przedstawionych wyników m ożna wnios­
kować, że m echanizm działania związków w anadu jest 
bardzo skom plikow any i należy przeprow adzić jeszcze 
wiele badań, aby go w pełni wyjaśnić.

IV. Efekty uboczne wywoływane przez 
związki wanadu

M ożliwość zastosow ania pochodnych w anadu w le­
czeniu cukrzycy spowodowała, że rozpoczęto również 
badania dotyczące ich ew entualnego działania ubocz­
nego. Istnieje wiele rozbieżnych doniesień na ten temat, 
wynikających z tego, że działanie związków wanadu 
zależy od wielu czynników: użytego związku wanadu, 
stopnia jego utlenienia, wielkości dawki, sposobu 
podania oraz czasu trw ania terapii [90]. W począt­
kowych etapach badań głównym efektem ubocznym
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obserwowanym  u zwierząt był obniżony apetyt i zabu­
rzenia żołądkowo-jelitowe, które prowadziły do sta­
nów chorobowych, a nawet śmierci [91]. U zwierząt 
z cukrzycą doświadczalną, którym  przez długi okres 
czasu podaw ano doustnie związki w anadu, obser­
wowano ok. 1000-krotny wzrost stężenia tego pier­
w iastka w surowicy (do 20 pM), a nawet wyższy 
w takich tkankach  jak: kości, nerki, w ątroba, gdzie 
w anad jest akum ulow any i jego stężenie podnosi się do 
szczególnie wysokich wartości [92]. Przy podaw aniu 
doustnym  związków w anadu w stężeniu 0,4 mg/ml 
obserwowano obniżoną produkcję spermy u szczurów 
[91], spadek poziom u hem oglobiny [9], a także tok ­
syczność w anadu na płody szczurów i myszy [91, 93]. 
Terapeutycznym  przeciwwskazaniem stosowania 
związków w anadu może być również to, że wanad 
podobnie jak  inne pierw iastki przejściowe tj. F e2+, 
C u2 + , C o2+ może reagować z H 20 2 i powodować 
powstawanie wolnych rodników  hydroksylowych, 
które m ogą zapoczątkow ać autokatalityczną perok- 
sydację lipidów zawierających nienasycone kwasy tłu ­
szczowe [26, 94]. Istnieją jednak  również doniesienia
0 przeciwutleniających właściwościach związków wa­
nadu [95]. W  przeciwieństwie jednak  do tych danych 
doustne podaw anie w anadylu szczurom przez okres
1 roku nie powoduje żadnych zm ian hem atologicz­
nych i m orfologicznych w surowicy krwi oraz nie 
wpływa na poziom  kreatyniny i w ątrobow ych en­
zymów cytosolowych [92], wskazując na prawidłowe 
funkcjonow anie w ątroby i nerek.

Jak dotąd  niewiele jeszcze w iadom o na tem at to k ­
syczności w anadu u ludzi. W yniki otrzym ane dla ludzi 
są podobne do uzyskanych wcześniej na zwierzętach 
z cukrzycą typu I i II [15-18, 96-98]. Słabsze działanie 
w anadu u ludzi może wynikać ze stosow ania mniej­
szych dawek w anadu, mniejszego stężenia tych związ­
ków we krwi oraz krótkiego czasu ich działania. Inna 
jest również wrażliwość ludzi i zwierząt. U  gryzoni 
daw ka norm alizująca poziom  glukozy we krwi wynosi 
ok. 100 mg x k g -1 x dzień-1 , podczas gdy u ludzi 
efekt ten obserw ow ano przy dawce 1,5 m g x  
x kg - 1 x dzień" h W  tych w arunkach poziom  w anadu 

we krwi zwierząt w ahał się między 10-20 pM , a u ludzi
1-5 pM . Najdłuższe jak  do tąd  badania u ludzi trwały 
zaledwie 2-3 tygodnie [20] i dlatego konieczne jest 
przeprowadzenie dłuższych badań  celem uzyskania 
całościowego obrazu działania związków w anadu na 
hom eostazę glukozy, m etabolizm  węglowodanów i li­
pidów. Najczęstszym objawem obserwowanym  pod­
czas terapii jest nietolerancja żołądkowo-jelitowa. 
U  pacjentów  z cukrzycą niezależną od insuliny przez 
3 tygodnie podaw ania siarczanu wanadylu w dawce 
—  100 mg x dzień" 1 [21] oraz u sportow ców  w czasie 
3 miesięcy podaw ania siarczanu w anadylu w dawce 
0,5 mg x k g " 1 x dzień" 1 nie zauw ażono żadnych zna­
cznych zm ian w morfologii krwi oraz param etrach 
biochemicznych (takich jak: poziom  bilirubiny, chole­
sterolu, triglicerydów, białka, m ocznika, kreatyniny

i am inotransferaz: alaninowej i asparaginianowej) 
[99]. Akum ulowanie w anadu w niektórych tkankach 
podczas leczenia cukrzycy może okazać się poważnym  
problem em  w długotrwałej terapii tymi związkami. 
Podejm ow ane są już pierwsze próby podaw ania tych 
związków z tironem , chelatującym  jony w anadu lub 
innymi związkami, które eliminowałyby albo przy­
najmniej zmniejszały jego akum ulow anie się w tk an ­
kach [91],

V. Uwagi końcowe

Związki w anadu okazały się użyteczne w poznaw a­
niu funkcji i budow y enzymów, roli fosforylacji reszt 
tyrozynowych w procesie transdukcji sygnałów k o ­
mórkowych, a ich działanie insulinopodobne in vitro 
i in vivo spowodowało duże zainteresowanie nimi jako  
potencjalnym i lekami w terapii przeciwcukrzycowej. 
Co więcej, związki te m ogą wzmacniać działanie 
insuliny i przedłużać trwanie jej efektów m etabolicz­
nych, co byłoby szczególnie istotne w terapii cukrzycy 
II typu. O statn io  okazało się, że wykazują one również 
właściwości przeciwbakteryjne [100]. Wiele proble­
mów pozostało jeszcze nie wyjaśnionych. N ależą do 
nich m.in. m olekularny mechanizm  działania w anadu, 
a także efekty przeciwstawne do tych wywoływanych 
przez insulinę na m etabolizm  białek, mitogenezę i sty­
m ulowany przez insulinę transport am inokwasów 
[101]. Dalsze badania są również niezbędne celem 
upewnienia się, czy długotrw ałe podaw anie związków 
w anadu nie pow oduje poważnych działań ubocznych. 
Syntetyzowane są nowe pochodne o zwiększonej spe­
cyficzności dzałania i zmniejszonej toksyczności w p o ­
rów naniu ze związkami stosowanym i dotychczas, np. 
organiczne kom pleksy w anadu z m altolem  (kwas 
lariksynowy) lub kwasem kojowym, które charak ­
teryzują się 2-3 krotnie większą skutecznością działa­
nia niż siarczan wanadylu. W czasie ich podaw ania nie 
obserwuje się efektów ubocznych, a roztw ory tych 
związków są bardzo stabilne naw et przez kilka miesię­
cy [9, 102, 103],
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Wykaz stosowanych skrótów: PCT — kanalik kręty pro- 
ksymałny, PST — kanalik prosty proksymalny, mTAL 
— część rdzenna grubego ramienia wstępującego pętli Hen- 
lego, CTAL — część korowa grubego ramienia wstępującego
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pętli Henlego, DCT — kanalik kręty dystalny, CCD — część 
korowa kanalika zbiorczego, OM CD — część rdzenna 
zewnętrzna kanalika zbiorczego, IM CD — część rdzenna 
wewnętrzna kanalika zbiorczego, PKA — kinaza białkowa 
A, PK G  — kinaza białkowa G, PKC — kinaza białkowa C, 
DARPP-32 — białko regulowane przez dopaminę i cyklicz­
ny AMP, P G E 2 — prostaglandyna E 2, NO — tlenek azotu, 
11-pOHSD — dehydrogenaza 11-betahydroksysterydowa, 
IL -1— interleukina 1, ET-1 — endotelina 1, EG F — czynnik 
wzrostu naskórka, NPY — neuropeptyd Y
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I. Ogólna charakterystyka N a + ,K + -ATPazy  
i jej rola w kanalikach nerkowych

Pom pa sodow o-potasow a (N a+ ,K + -ATPaza) jest 
enzymem błony kom órkowej, k tóry aktywnie tran s­
portuje jony sodu z kom órek do przestrzeni pozako- 
m órkowej, a jony  potasu  w kierunku odw rotnym . 
W każdym  cyklu katalitycznym  hydroliza 1 cząsteczki 
A TP dostarcza energii do transpo rtu  3 jonów  N a + 
i 2 K  + . N a  + ,K + -A TPaza występuje we wszystkich 
kom órkach ustroju ssaków. Reguluje ona skład jo n o ­
wy i objętość płynu wew nętrzkom órkowego oraz 
generuje potencjał spoczynkowy kom órek pobudli­
wych [1]. N a + ,K + -A T Paza należy do A TPaz typu 
P  charakteryzujących się przejściowym fosforylowa- 
niem cząsteczki enzymu w każdym  cyklu katalitycz­
nym  oraz cyklicznymi przekształceniam i konformacyj- 
nymi postaci E l w E2 i odw rotnie [2].

Szczególnie istotną rolę spełnia N a + ,K +-ATPaza 
w kanalikach nefronu. Jest ona odpowiedzialna za 
wchłanianie zwrotne sodu, a tym samym uczestniczy 
w regulacji objętości płynów ustrojowych i pośrednio 
ciśnienia tętniczego. N a +,K + -ATPaza znajduje się 
w błonie bazolateralnej kom órek kanalika i aktywnie 
transportuje jony N a + z kom órki do przestrzeni około- 
kanalikowej. Dzięki temu stężenie sodu w kom órce jest 
niskie, co umożliwia bierne wnikanie tego kationu 
z płynu kanalikowego przez przenośniki znajdujące się 
w błonie luminalnej [3]. Różnica stężeń jonów  N a + 
pomiędzy płynem pozakom órkowym  i wnętrzem ko­
m órki powstająca przy udziale N a +,K + -ATPazy do ­
starcza też energii do transportu  innych substancji np. 
glukozy, aminokwasów i fosforanów [2].

N erki są najbogatszym  w N a + ,K + -ATPazę narzą­
dem w ustroju, z nich też otrzym ano po raz pierwszy 
enzym w postaci oczyszczonej [4]. N a + ,K + -A TPaza 
występuje we wszystkich odcinkch kanalika, najw ięk­
szą aktyw ność stwierdza się w części rdzennej ram ienia 
wstępującego pętli Henlego (mTAL) i kanaliku krętym  
dystalnym  (DCT), pośrednią w kanaliku proksym al- 
nym i zbiorczym, a najm niejszą w części cienkiej pętli 
Henlego [2-4]. Aktywność N a + ,K + -A TPazy w p o ­
szczególnych odcinkach nefronu jest skorelow ana 
z natężeniem  transportu  sodu [4].

Cząsteczka enzymu składa się z podjednostek 
a  i (3 [4]. P odjednostka a  zawiera miejsce katalityczne 
oraz miejsca wiążące ATP, ouabainę (strofantynę G) 
oraz transportow ane kationy. Podjednostka (3 jest 
glikoproteiną, dokładna jej rola nie została poznana 
[4]. Podjednostka a  występuje w 3 odm ianach: a l ,  a2 
i a3, a podjednostka (3 co najmniej w dw óch ((31 i (32), 
przy czym w nerkach przeważa izoenzym al(31 [5, 6]. 
U  królika N a + ,K + -A T Paza w części proksym alnej 
nefronu charakteryzuje się mniejszą wrażliwością na 
działanie ouabainy niż w kanalikach zbiorczych. Nie 
wiadom o, czy wynika to z obecności w tych odcinkach 
kanalika enzymu zawierającego odpow iednio podjed- 
nostki a l  i a3, czy też różne odm iany podjednostki a l

[7, 8]. U szczura obie formy, odporna i wrażliwa na 
ouabainę występują na całej długości nefronu [9].

Ze względu na funkcje, jakie spełnia N a + ,K + 
-A TPaza w nerkach, regulacja tego enzymu budzi duże 
zainteresowanie. M echanizm y tej regulacji zostały 
bliżej poznane dzięki opracow aniu czułych m etod 
oznaczania aktywności enzymu w poszczególnych 
częściach nefronu. Aktywność katalityczna N a + ,K + - 
-ATPazy jest m ierzona na podstawie ilości fosforanu 
nieorganicznego uwolnionego z ATP. M iernikiem 
aktywności transportow ej jest wrażliwe na ouabainę 
wychwytywanie radioaktyw nego ru b id u (86Rb + ) przez 
izolowane kom órki. M ożliwe jest też określanie ilości 
cząsteczek N a + ,K + -ATPazy w błonie kom órkowej na 
podstawie wiązania przez kom órki znakowanej ou a­
bainy [ 10].

M echanizm y uczestniczące w regulacji N a +,K + 
-ATPazy w kom órkach kanalików  nerkowych m ożna 
podzielić na krótko- i długodziałające. Regulacja k ró t­
kotrw ała odbywa się poprzez: 1) zm iany stężenia sodu 
w kom órce, 2) zm iany aktywności cząsteczek N a + ,K + - 
-ATPazy lub jej powinowactwa do substratu  (ATP) 
i aktyw atorów , 3) redystrybucję enzymu między pulą 
aktyw ną (błonową) i nieaktyw ną (w ew nątrzkom ór­
kową). Czynniki które wpływają na biosyntezę lub 
degradację N a + ,K +-ATPazy pow odują długotrwałe 
zm iany jej aktywności [11].

W regulacji N a + , K +-ATPazy uczestniczy sze­
reg horm onów, które działają za pośrednictw em  róż­
nych dróg wewnątrzkom órkowego przekazywania sy­
gnałów.

II. Mechanizmy wewnątrzkomórkowe

II-1. Stężenie sodu w komórce

Isto tną rolę w regulacji N a + ,K + -ATPazy odgrywa 
w ew nątrzkom órkow e stężenie sodu. M aksym alną ak ­
tywność osiąga ona przy stężeniu N a + ok. 100 mM , 
tymczasem w kom órce jest ono w ielokrotnie mniejsze 
[4]. Oznacza to, że enzym nie działa na „pełnych 
obro tach”, wykorzystuje on zwykle tylko 20-40% 
maksymalnej aktywności [3]. Zależność aktywności 
N a + ,K +-ATPazy od stężenia N a + może być wyrażo­
na równaniem  Hilla: [12, 13]

v =  V m axx
[N a +  ] n

[N a +  ] n +  [K 0.5] n

gdzie: v —  aktywność N a +, K  + - A TPazy przy stężeniu 
sodu [N a +  ], Vmax —  m aksym alna aktywność 
N a +,K +-ATPazy przy optym alnym  stężeniu sodu, 
K 0 5 —  stała pow inowactwa enzymu do sodu (stężenie 
N a + przy którym  N a + ,K +-A TPaza osiąga 50% m ak­
symalnej aktywności), n —  współczynnik Hilla wyra­
żający dodatnią kooperację poszczególnych miejsc 
wiążących N a + (n >  1). W artość K 0 5 wynosi od 25 
m M  w kanaliku zbiorczym [14] do 45 m M  w kanaliku 
proksym alnym  [15].
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Stężenie N a + w kom órkach kanalików nerkowych 
zależy od napływ u tego kationu przez przenośniki 
znajdujące się w błonie luminalnej [16]. Zwiększony 
napływ sodu pow oduje aktywację N a + ,K + -ATPazy, 
co przyw raca prawidłow e stężenie tego kationu  w ko­
mórce i wzmaga jego wchłanianie zwrotne [17].

D ługotrw ały wzrost w ew nątrzkom órkow ego stęże­
nia sodu zwiększa ilość aktywnych cząsteczek 
N a + ,K + -ATPazy i tym samym Vmax. Efekt ten wy­
stępuje po k ilkunastu m inutach i nie jest zależny od 
syntezy nowych cząsteczek enzymu, ale od aktywacji 
cząsteczek uprzednio nieczynnych lub ich rekrutacji 
z m agazynów w ew nątrzkom órkow ych do błony [18, 
19]. Ta „zapasow a” pula enzymu nie występuje u zwie­
rząt, którym  usunięto nadnercza, co wskazuje że jest 
ona zależna od kortykosterydów  [18, 20, 21]. Po 
dłuższym czasie zwiększa się synteza enzymu de novo 
[3], N atom iast długotrw ałe zaham ow anie napływu 
sodu do kom órki zmniejsza ilość aktywnych cząs­
teczek N a + ,K + -ATPazy w błonie kom órkowej [19].

II-2. Pochodne kwasu arachidonowego

Eikozanoidy odgrywają isto tną rolę w regulacji 
aktywności N a +,K + -ATPazy w kom órkach kanali­
ków nerkowych na drodze autokrynnej lub parakryn- 
nej. M ogą być one również wewnątrzkom órkowym i 
przekaźnikam i w działaniu różnych horm onów .

Kwas arachidonow y jest m etabolizow any w kanali­
kach zbiorczych przez cyklooksygenazę do prosta- 
glandyny E 2 [22, 23], k tó ra  m a silne działanie na- 
triuretyczne [24]. P G E 2 ham uje transport sodu 
w mTAL, C CD  i IM C D  [16, 25]. U szczurów, którym  
podaw ano inhib itor cyklooksygenazy, indom etacynę, 
aktywność N a + ,K + -ATPazy była zwiększona 
w mTAL. oraz w PCT, PST, CTAL, CCD, a zmniej­
szona w D C T  [26, 27]. Podaw anie indom etacyny 
królikom  także pow oduje wzrost aktywności 
N a +,K + -ATPazy w C C D  [28]. In vitro P G E 2 zmniej­
sza aktyw ność N a + , K  + -ATPazy w m TAL [26-29], 
CCD  [27, 30-32] oraz PCT, PST i CTAL, a zwiększa 
w D C T  [27]. P G E 2 zmniejsza wrażliwe na ouabainę 
zużycie tlenu i wychwytywanie znakow anego rubidu 
w kom órkach części rdzennej wewnętrznej kanalików  
zbiorczych [25].

M echanizm  działania P G E 2 nie jest znany. Sugeruje 
się, że może być ona allosterycznym  inhibitorem  
N a + ,K + -ATPazy działając na to sam o miejsce en­
zymu, co ouabaina [25, 33,34]. Inne badania wskazują 
na bardziej złożony, receptorow y mechanizm  działa­
nia. P G E 2 nie ham uje N a + ,K + -ATPazy wyizolowanej 
z korowej części kanalika zbiorczego w preparatach 
bezkom órkowych [28], natom iast zmniejsza liczbę 
cząsteczek N a + ,K + -ATPazy w błonie kom órek tej 
części nefronu praw dopodobnie przyspieszając ich 
endocytozę [35]. Podobne działanie obserwowano 
w hodow lach kom órkow ych [36].

W niektórych badaniach wykazano, że działanie

P G E 2 zależy od ham ow ania napływu sodu do k o ­
m órki [32], w innych natom iast nie wykazano takiej 
zależności [29, 37]. Praw dopodobnie więc mechanizm 
działania P G E 2 jest różny w różnych odcinkach 
nefronu.

D użą aktyw ność w nerkach wykazuje szlak prze­
m ian kwasu arachidonow ego zależny od cytochrom u 
P450 [38-40]. Jego produktam i są:

1) kwasy: 19 -i 20-hydroksyarachidonow y (19 -i 20- 
-HETE) oraz 20-karboksyarachidonow y (20- 
-COOH -AA ) powstające na drodze co/co-1 hydro- 
ksylacji,

2) kwasy epoksyeikozatrienow e (5,6-EET, 8,9EET, 
11,12-EET i 14,15-EET) oraz produkty  ich 
hydrolizy, kwasy dihydroksyeikozatrienowe 
(DHT),

3) kwasy hydroksyeikozatetraenow e (HETE) pow ­
stające na drodze reakcji lipooksygenazopodo- 
bnej.

5,6-EET hamuje N a +,K + -ATPazę w komórkach ka­
nalika proksymalnego [41]. Podobne działanie w tej 
części nefronu ma 20-HETE [42-44], 12(R)-HETE, 
i 11,12-DHT [43] oraz 16- i 17(S)-HETE [45], 20-HETE 
i 20-COOH-AA zmniejszają wychwytywanie znakowa­
nego rubidu przez komórki mTAL królika [46, 47]. 
5,6-EET, 11,12-EET, 11,12-DHT i 12(R)-HETE hamują 
N a +, K +-ATPazę w korowej części kanalików zbior­
czych szczura w sposób zależny od dawki [32].

M echanizm  działania tej grupy m ediatorów  jest 
praw dopodobnie różnorodny. Ich działanie na 
N a + ,K + -ATPazę nie wynika z blokow ania napływu 
sodu do kom órki [32]. W ydaje się, że w niektórych 
przypadkach działają one na enzym bezpośrednio. 
20-COOH -AA, 20-H ETE i 12(R)-HETE ham ują izo­
low aną N a + , K  + -ATPazę w preparatach  bezkom ór­
kowych [48-50]. Nie jest to jednak m echanizm uniwer­
salny, ponieważ np. 20-HETE zmniejszający aktyw ­
ność N a + ,K + -ATPazy w kanalikach proksym alnych
[42] nie m a takiego działania na enzym izolowany z tej 
części nefronu [45]. 20-H ETE działa w tych kom ór­
kach praw dopodobnie za pośrednictw em  kinazy biał­
kowej C [44].

N a uwagę zasługuje odm ienne działanie różnych 
izom erów pochodnych kwasu archidonowego. N a 
przykład 19(S)-HETE pobudza N a + ,K + -ATPazę wyi­
zolow aną z m ikrosom ów  kory nerek, natom iast 19(R)- 
-H E TE  nie wpływa na jej aktywność [49, 50]. 12(R)- 
-H E TE ham uje N a + ,K + -ATPazę w kom órkach CCD  
szczura, zaś 12(S)-HETE nie ma takiego działania [32]. 
Podobnie wyłącznie izomery S 16- i 17-HETE ham ują 
N a + ,K + -ATPazę wyizolowaną z kom órek PC T  k ró ­
lika [45],

II-3. Procesy fosforylacji i defosforylacji białek

W ażną rolę w regulacji N a + ,K + -ATPazy m ają 
kinazy białkowe i fosfatazy fosfoproteinowe, przy 
czym najwięcej badań na ten tem at poświęcono jak  
dotychczas roli kinaz białkowych C i A.
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A ktyw atory kinazy białkowej C —  estry forbolu 
zm niejszają aktyw ność N a + ,K + -A TPazy w izolow a­
nych kanalikach proksym alnych [51, 52]. W innych 
badaniach [53] obserw ow ano dwufazowe działanie 
ak tyw atora P K C  (diacyloglicerolu) w tej części nef- 
ronu  —  początkow o następow ał wzrost, a następnie 
spadek zużycia tlenu wrażliwego na ouabainę. 
W  m TAL i C C D  estry forbolu nie wpływają na 
aktyw ność N a + ,K +-ATPazy [52].

D ziałanie kinazy białkowej A zależnej od cyklicz­
nego A M P także jest różne w różnych odcinkach 
kanalika. A ktyw ator cyklazy adenylowej (forskolina) 
i egzogenne analogi cyklicznego A M P pobudzają 
N a + ,K + -ATPazę w kanaliku proksym alnym  [54, 55]. 
Są również doniesienia o b raku  działania cA M P w tej 
części nefronu [52, 56], Analogi cA M P lub egzogenne 
aktyw atory  cyklazy adenylowej zmniejszają aktyw ­
ność N a + ,K + -A TPazy w m TAL [52, 57-59] i CCD  
[60]. W  części rdzennej kanalików  zbiorczych cA M P 
nie wpływa na aktyw ność N a + ,K + -A TPazy [61].

K inazy białkowe m ogą m odyfikować aktywność 
N a + ,K + -ATPazy na drodze różnych m echanizmów, 
co tłum aczy ich odm ienne działanie w różnych częś­
ciach nefronu albo naw et w tych sam ych kom órkach 
w różnych w arunkach. K inaza może fosforylować 
sam ą cząsteczkę A TPazy wpływając na jej aktywność 
lub szybkość w budow yw ania albo usuw ania enzymu 
z błony kom órkow ej. M oże też fosforylować inne 
białko błonowe regulujące aktyw ność ATPazy. W resz­
cie kinazy m ogą pobudzać syntezę pochodnych kwasu 
arachidonow ego, k tóre wpływają na aktywność en­
zym u jak o  „trzeciorzędowe” przekaźniki [62].

W ykazano, że PK C  oraz podjednostka katalityczna 
kinazy A fosforylują izolowaną podjednostkę 
a  N a +,K + -ATPazy [63-65]. Aktywacja kinaz zaw ar­
tych w kom órkach przez egzogenne aktyw atory także 
prowadzi do fosforylowania N a +,K +-ATPazy [64, 66, 
67]. Losforylowanie zmniejsza aktywność enzymu [63]. 
Ufosforylowana N a +,K + -A TPaza może być defosfory- 
lowana przez fosfatazy białkowe typu 1, 2a i 2b, co 
prowadzi do jej reaktywacji [63].

Kinazy białkowe m ogą w niektórych odcinkach 
nefronu pobudzać syntezę pochodnych kwasu arachi­
donowego zależnych od cytochrom u P450, które pełnią 
rolę „przekaźników trzeciego rzędu” w ham owaniu 
N a +,K +-ATPazy. Pogląd ten jest oparty na fakcie, że 
inhibitor fosfolipazy A2, m epakryna znosił hamujące 
działanie cA M P na N a +,K + -ATPazę w C CD  [60] 
i m TAL [52]. Cykliczny A M P pobudza syntezę 19- 
-HETE, 20-HETE i 20-COOH-AA hamujących 
N a +,K +-ATPazę w m TAL [48]. Inhibitory cytochro­
m u P450 —  etoksyresorufina, SK F 525A i C oC l2 
zapobiegają działaniu dibutyrylo-cAM P na N a +,K + - 
-ATPazę w korowej części kanalików  zbiorczych [32]. 
M epakryna i etoksyresorufina zapobiegają także ham o­
waniu N a +,K +-ATPazy przez estry forbolu w kom ór­
kach kanalików proksym alnych [43, 52],

M echanizm aktywacji przem ian kwasu arachidono-

wego przez kinazy białkowe pozostaje niejasny. Istnieje 
hipoteza, że fosforylują one kom órkow e białko —  lipo- 
modulinę, k tóra staje się wówczas nieaktywna i prze­
staje ham ować fosfolipazę A2 [52, 60, 68].

W mTAL hamowanie N a +,K +-ATPazy przez 
cA M P może być wynikiem nie tylko aktywacji fos- 
forylowania, ale również ham owania defosforylowania 
białek (Ryc. 1). Kinaza A fosforyluje białka DARPP-32 
i 1-1 będące endogennymi inhibitoram i fosfataz biał­
kowych D ARPP-32 i 1-1 w postaci ufosforylowanej 
ham ują fosfatazy typu 1 i 2a zwiększając stopień 
ufosforylowania białek [69]. W mTAL wykryto dużą 
aktywność fosfatazy typu 1 [70] oraz obecność in­
hibitorów D A RPP-32 i 1-1 [71, 72]. W ykazano też, że 
ufosforylowany DARPP-32 zmniejsza m aksym alną ak­
tywność N a + ,K + -ATPazy w tej części nefronu [59], 
Egzogenne inhibitory fosfataz: kwas okadejowy i kali- 
kulina A także zmniejszają Vmax N a + ,K +-ATPazy 
w mTAL, praw dopodobnie w wyniku ham owania 
fosfatazy typu 1 [70]. Kwas okadejowy podawany in 
vivo również zmniejsza aktywność N a + ,K + -ATPazy 
w części rdzennej nerek [73].

Do wyjaśnienia mechanizmu działania kinaz przy­
czyniły się znacznie badania F e r a i l l e  i w s p  [13]

Ryc. 1. Udział endogennych inhibitorów fosfotaz białkowych w re­
gulacji Na + , K +-ATPazy.
W komórkach ramienia wstępującego pętli Henlego dopa- 
mina zwiększa aktywność cyklazy adenylowej. Zwiększony 
poziom cAMP powoduje aktywację kinazy białkowej A, 
która fosforyluje DARPP-32. Ufosforylowany DARPP-32 
staje się aktywnym inhibitorem fosfatazy białkowej typu 
1 (PP1). Prowadzi to do zahamowania defosforylacji N a +, 
K +-ATPazy lub innego białka regulatorowego i spadku 
aktywności tego enzymu. Podobnie do dopaminy może 
działać przedsionkowy czynnik natriuretyczny (ANF) oraz 
tlenek azotu (NO) aktywujące odpowiednio błonową oraz 
cytoplazmatyczną cyklazę guanylową i zwiększające poziom 
cG M P w komórce. cGM P aktywuje kinazę białkową G, 
która fosforyluje DARPP-32. Kinazy białkowe (PK) mogą 
też bezpośrednio zmniejszać aktywność NA + , K +-ATPazy 
fosforylując cząsteczkę enzymu lub białka regulującego jego 
aktywność. Zwiększony poziom wapnia w komórce np. pod 
wpływem angiotensyny lub noradrenaliny aktywuje fos­
fatazę białkową typu 2b (PP2b, kałcyneurynę), która defos- 
foryluje DARPP-32. Prowadzi to do aktywacji fosfatazy 
typu 1 i wzrostu aktywności N a +, K +-ATPazy.
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wykonane na świeżo izolowanych kom órkach kanali­
ka proksym alnego nerki szczura. A utorzy ci stwier­
dzili, że kierunek zm ian aktywności N a + ,K + -ATPazy 
w wyniku aktywacji kinazy C zależy od prężności 
tlenu. W w arunkach niskiej prężności tlenu (stosowa­
nej w większości badań  in vitro) estry forbolu zmniej­
szały Vmax N a + ,K +-ATPazy. Jeśli jednak  kom órki 
inkubow ano w środowisku o podwyższonym p 0 2 
estry te nie miały wpływu na Vmax enzymu, zwiększały 
natom iast jego powinowactwo do sodu, co jest wyni­
kiem fosforylowania podjednostki a  [74]. W  w arun­
kach hipoksji bezpośredni pobudzający wpływ PK C  
jest praw dopodobnie m askow any w wyniku nasilonej 
pod wpływem tej kinazy syntezy pochodnych kwasu 
arachidonow ego ham ujących N a + ,K + -ATPazę [13]. 
W kom órkach do których w prow adzono zm utow aną 
podjednostkę a, pozbaw ioną miejsca fosforylowanego 
przez PK C , aktyw acja tej kinazy prow adziła do spad­
ku, a nie w zrostu aktywności N a + ,K + -ATPazy nieza­
leżnie od w arunków  tlenowych [75]. W ykazano rów ­
nież, że aktyw acja kinazy A zwiększa, w wyniku 
fosforylowania podjednostki a  Vmax N a + ,K +-ATPazy 
w kom órkach P C T  inkubow anych w środowisku 
o dużej prężności tlenu [76].

M niej badań  poświęcono jak  dotychczas znaczeniu 
kinazy białkowej G. Jej aktyw ator, 8-brom o-cG M P 
zmniejsza ouabaino-wrażliw e zużycie tlenu w kom ó­
rkach IM C D  [61]. 8-brom o-cG M P ham uje N a +,K + - 
-ATPazę w rdzeniu nerek w wyniku aktywacji kinazy 
G, co wykazano zarów no in vitro [77, 78], jak  i in 
vivo [73]. Istnieją sugestie, że kinaza G, podobnie 
jak  kinaza A, fosforyluje inhibitory fosfataz b iałko­
wych: D A R PP-32 i 1-1 [77, 78] (Rye. 1). W ykazano, 
że P K G  może fosforylować D A R PP-32 w tkankach 
pozanerkow ych [79, 80]. Nasze badania sugerują 
natom iast, że kinaza G  może wzmagać syntezę po ­
chodnych kwasu arachidonow ego zależnych od cy- 
tochrom u P450 [81].

O prócz om ówionych dotychczas kinaz serynowo- 
-treoninow ych istnieją także dane wskazujące na 
udział kinaz tyrozynowych w regulacji N a + ,K + 
-ATPazy. K inazy te w chodzą między innymi w skład 
receptora insulinowego. Aktywacja kinazy tyrozyno­
wej w kom órkach kanalików  proksym alnych zwiększa 
pow inowactwo N a +,K +-ATPazy do sodu nie zmie­
niając Vmax. Sugeruje to  fosforylowanie N-term inalnej 
części podjednostki a, podobnie jak  m a to miejsce 
w wyniku działania kinazy białkowej C [82].

II-4. Rola wapnia wewnątrzkomórkowego

B adania na izolowanych kom órkach kanalika p ro ­
ksym alnego wykazały, że wzrost w ew nątrzkom órko­
wego stężenia C a2+ zwiększa aktywność N a + ,K + 
-ATPazy w wyniku aktywacji kalcyneuryny —  fosf­
atazy białkowej typu 2b zależnej od w apnia i kal- 
m oduliny [83, 84]. Inh ib itor kalcyneuryny —  FK506 
ham uje podstaw ow ą aktywność N a + ,K +-ATPazy

w rnTAL, C CD  i O M C D  [85, 86]. W skazuje to, że 
napływ w apnia do kom órki inicjuje procesy defos- 
forylacji białek prow adzące do aktywacji N a +,K + 
-ATPazy (Rye. 1).

III. Hormonalna regulacja N a + ,K +-ATPazy  

III-l. Aminy katecholowe

D opam ina (DA) jest istotnym  czynnikiem regulują­
cym wydalanie sodu. Jest ona syntetyzowana w ko­
m órkach kanalika proksym alnego, a jej działanie 
natriuretyczne wynika zarów no z wpływu na naczynia 
nerkowe, jak  i z ham ow ania cewkowego transportu  
sodu. D opam ina zmniejsza wchłanianie N a + na sku­
tek ham ow ania N a + ,K +-ATPazy oraz wymieniacza 
N a + H + [62, 87]. H am ow anie N a + ,K +-ATPazy przez 
dopam inę wykazano in vitro w kanaliku proksym al- 
nym [51,88], części grubej ram ienia wstępującego pętli 
Henlego [59] oraz korowej części kanalika zbiorczego 
[60, 89],

W kanalikach proksym alnych występują receptory 
dopam inergiczne D A X aktywujące zarów no fosfolipa- 
zę C jak  i cyklazę adenylow ą [87, 90] oraz D A 2 
ham ujące cyklazę adenylow ą [91], W edług niektórych 
doniesień [92] działanie dopam iny w PC T  wynika 
z aktywacji receptorów  D A 1? według innych natom iast 
[56, 93] konieczne jest równoczesne pobudzenie re­
ceptorów  D A : i D A 2. D opam ina ham uje N a + ,K + 
-ATPazę w kanaliku proksym alnym  w wyniku ak ­
tywacji fosfolipazy C uwalniającej z fosfatydyloinozy- 
tolodw ufosforanu dwuacyloglicerol aktywujący k ina­
zę białkow ą C, ta zaś zapoczątkow uje syntezę pochod­
nych kwasu arachidonow ego zależnych od cytochro- 
m u P450 [43, 52,94]. D ługotrw ałe działanie dopam iny 
w P C T  wymaga jednoczesnego pobudzenia kinaz 
białkowych C i A [94]. O statn io  pojawiło się doniesie­
nie [91], że aktywacja receptorów  D A 2 w tej części 
nefronu powoduje wzrost aktywności N a + ,K + -A T P­
azy praw dopodobnie w wyniku zmniejszenia stężenia 
cA M P w komórce.

W  rnTAL [59, 71] i C CD  [52, 60] dopam ina 
zmniejsza aktywność N a +,K + -ATPazy w wyniku 
działania wyłącznie na receptory D A X związane z cyk- 
lazą adenylową. W działaniu dopam iny w rnTAL [52, 
71, 77] i C CD  [32, 52, 60, 89] uczestniczy cykliczny 
A M P i kinaza białkow a A. W ram ieniu wstępującym 
pętli Henlego dopam ina może stym ulować fosforylo­
wanie endogennego inh ibitora fosfataz białkowych 
D A R PP-32 przez kinazę białkow ą A (Rye. 1). W ykaza­
no, że agonista receptorów  D A 2 fenoldopam  zmniejsza 
aktywność fosfatazy białkowej typu 1 w tej części 
nefronu [95]. Innym  m echanizm em  działania dopam i­
ny może być indukow anie przez w spom nianą kinazę 
syntezy pochodnych kwasu arachidonowego zależ­
nych od cytochrom u P450 [52], co wykazano w ko ro ­
wej części kanalików  zbiorczych [32, 60].

A ntagonistyczne do dopam iny działanie m a n o rad ­
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renalina uw alniana przez zakończenia neuronów  
współczulnych —  zwiększa ona aktyw ność N a +, 
K  + -A TPazy w kanaliku  poksym alnym  [96,97]. N o ra ­
drenalina zwiększa powinow actw o enzymu do sodu 
bez wpływu na Vmax [83,98]. Podobnie jak  w w ypadku 
dopam iny, sprzeczne są dane dotyczące receptorów  
odpowiedzialnych za działanie noradrenaliny. W edług 
A p e r i a  i w s p  [83] konieczne jest pobudzenie 
receptorów  cl1 i a 2, według innych doniesień [99] 
wyłącznie receptorów  a 1. M echanizm  działania n o rad ­
renaliny polega praw dopodobnie na zwiększaniu we­
w nątrzkom órkow ego stężenia wapnia, k tóry  aktywuje 
fosfatazę białkow ą typu 2b (kalcyneurynę) [83, 84,98].

Pobudzenie receptora a 2 w kanalikach krętych 
dystalnych zwiększa wrażliwe na ouabainę wychwyty­
wanie rubidu [100]. W działaniu tym pośredniczy 
fosfolipaza C i kinaza białkow a C [101].

Istnieją dane wskazujące, że kom órki kanalików  
nerkow ych m ogą zawierać także receptory adrener- 
giczne (3. Pobudzenie tych receptorów  prow adzi do 
wzrostu aktywności N a + ,K +-ATPazy w kanaliku 
proksym alnym  [ 102] oraz do jej spadku w korowej 
części kanalików  zbiorczych [62].

III-2. Angiotensyna

Angiotensyna II stosowana zarówno in vivo [103] jak  
i in vitro [59, 98, 104] zwiększa powinowactwo 
N a +,K +-ATPazy do sodu w kanaliku proksym alnym  
nie wpływając na aktywność maksymalną. M echanizm 
działania polega na zwiększeniu stężenia C a2+ w ko­
mórce i aktywacji fosfatazy typu 2b [98]. Istnieją dane, 
że w większych stężeniach angiotensyna może wywierać 
przeciwne (natriuretyczne) działanie. Poprzez receptory 
znajdujące się w błonie luminalnej kom órki pobudza 
ona fosfolipazę A 2 i powoduje uwalnianie 5,6-EET 
będącego inhibitorem  N a + ,K + -ATPazy [41, 42, 105, 
106]. Angiotensyna II wzmaga też uwalnianie innych 
pochodnych kwasu arachidonowego zależnych od cyto- 
chrom u P450: 16“ , 17“ , 18“ , 19“ i 20-HETE [45].

Podobne działanie m a inny peptyd należący do 
układu renina-angiotensyna-aldosterom angiotensyna 
(1-7). Zm niejsza ona zależne od ATPazy zużycie tlenu 
przez kom órki P C T  szczura [107]. M echanizm  jej 
działania nie jest znany, w iadom o jednak, że aktywuje 
ona fosfolipazę A 2 w tych kom órkach [108] co sugeru­
je, że może działać poprzez pochodne kwasu arachido­
nowego. A ngiotensyna (1-7) jest głównym m etabolitem  
angiotensyny II w nerkach, może też powstaw ać 
bezpośrednio z angiotensyny I, zwłaszcza po zab loko­
waniu enzymu konw ertującego [107].

III-3. Peptydy natriuretyczne

K ardiom iocyty przedsionków  serca syntetyzują 
i wydzielają do krwi 4 pochodzące od wspólnego 
p rekursora peptydy natriuretyczne: A N P 99_126 (przed­

sionkowy czynnik natriuretyczny, ANF), A N P 1.30 
(długo działający peptyd natriuretyczny), A N P 31_67 
(peptyd rozszerzający naczynia) i A N P 79_98 (peptyd 
kaliuretyczny). Bodźcem do wydzielania peptydów 
przedsionkowych jest rozciągnięcie ściany przedsion­
ka. Działają one na tkanki za pośrednictw em  recep­
torów  zawierających błonow ą cyklazę guanylową 
[praca przeglądowa —  109]. W szystkie te peptydy 
znacznie zwiększają wydalanie sodu z moczem, przy 
czym działanie to wynika z ham ow ania jego transpor­
tu w różnych odcinkach nefronu, zwłaszcza w części 
rdzennej kanalików  zbiorczych [16].

A N F zmniejsza wrażliwe na ouabainę zużycie tlenu 
przez kom órki IM C D  [110]. Badania wykonywane 
zarów no in vitro [78] jak  i in vivo [73] wykazały, że 
horm on ten zmniejsza Vmax N a + ,K +-ATPazy w części 
rdzennej nerek. W działaniu tym pośredniczy cG M P  
i kinaza białkowa G  [61, 73, 78]. A N F zmniejsza też 
aktywność N a + ,K + -ATPazy w PCT, ale tylko wów­
czas, gdy została ona uprzednio pobudzona przez 
angiotensynę lub noradrenalinę [98].

A N P 31_67 zmniejsza Vmax N a + ,K +-ATPazy w ko­
m órkach IM C D . W  jego działaniu pośredniczy pro- 
staglandyna E 2, nie bierze natom iast udziału cG M P 
[111]. W ykazano również, że A N P 1.30, A N P 31_67 
i A N P 79_98 ham ują N a + ,K + -ATPazę w korze i rdze­
niu nerek w preparatach  bezkom órkow ych, także przy 
udziale P G E 2 [33, 34],

III-4. Tlenek azotu

Tlenek azotu (NO) jest ważnym wewnątrznerko- 
wym regulatorem  natriurezy. Jest on wytwarzany 
przez syntazę tlenku azotu znajdującą się w kom ór­
kach kanalików  nerkowych [112-114], N O  m a działa­
nie natriuretyczne, w kanaliku proksym alnym  ham uje 
zarów no napływ sodu do kom órki, jak  i N a +,K + - 
-ATPazę [115, 116]. Zmniejsza on również aktywność 
N a +,K + -ATPazy w części rdzennej nerek [77, 78], 
a także w izolowanych kom órkach IM C D  [61]. Tle­
nek azotu aktywuje cytoplazm atyczną cyklazę guany­
lową. W jego działaniu na N a + ,K + -ATPazę bierze 
udział cG M P  i kinaza białkow a G  [77, 78]. W działa­
niu N O  może też uczestniczyć mechanizm  niezależny 
od cG M P; nadtlenoazotyn (O N O O “ ) powstający 
w wyniku reakcji N O  z anionorodnikiem  ponadtlen- 
kowym jako  silnie reaktywny wolny rodnik może 
uszkadzać lipidy błonowe i w ten sposób zmniejszać 
aktywność N a +,K + -ATPazy [115].

II1-5. Parathormon

P ara tho rm on  (PTH) ham uje transport sodu w ka­
naliku proksym alnym . Efekt ten jest wynikiem ham o­
wania zarów no wymieniacza N a +/ H + w błonie lum i­
nalnej kom órki [117] jak  i ham ow ania N a + ,K + -A TP­
azy [118]. Receptory dla PT H  w tym odcinku nefronu 
aktyw ują fosfolipazę C i cyklazę adenylow ą [119].
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K rótkotrw ałe działanie parathorm onu  jest wynikiem 
pobudzenia szlaku fosfolipaza C —  diacyloglicerol 
—  kinaza białkow a C —  pochodne kwasu arachidono- 
wego zależne od cytochrom u P450 [42, 43, 52]. 
N atom iast długotrw ałe ham owanie N a + ,K +-ATPazy 
przez PT H  wymaga jednoczesnej aktywacji kinaz 
białkowych C i A [94].

III-6. Hormony sterydowe kory nadnerczy

Istotne znaczenie w regulacji N a + ,K +-ATPazy m a­
ją  m ineralo- i glukokortykoidy. A ldosteron wzmaga 
kanalikow y transport sodu stym ulując zarów no n a­
pływ tego kationu do kom órki, jak  i aktywność 
N a + ,K + -ATPazy [120]. U  zwierząt po adrenalek- 
tomii aktywność N a + ,K +-ATPazy spada szczególnie 
w korowej części kanalików  zbiorczych [ 121], w mniej­
szym stopniu w PCT, m TAL i D C T  [122]. Spadek ten 
jest wynikiem zmniejszonej syntezy enzymu, co przeja­
wia się obniżeniem poziom u m RN A podjednostek od 
i (31 w kom órkach C CD  [123, 124], Podanie aldo- 
steronu w dawce substytucyjnej przywraca aktywność 
N a + ,K + -ATPazy do norm y [121, 125, 126]. P odaw a­
nie syntetycznych m ineralokortykoidów  zwierzętom 
z zachowanym i nadnerczam i także zwiększa aktyw ­
ność N a + ,K + -ATPazy w kanalikach dystalnych 
i zbiorczych [127-129]. Zm iany aktywności N a + ,K + - 
-ATPazy w C CD  pod wpływem niedoboru lub nad ­
m iaru aldosteronu są niezależne od towarzyszących 
tym stanom  zaburzeń gospodarki potasowej [130]. 
A ldosteron aktywuje też N a + ,K + -ATPazę w izolowa­
nych C CD  in vitro [131].

A ldosteron pobudza syntezę N a + ,K + -ATPazy. H o ­
rm on ten zwiększa ilość m RN A  podjednostek od i (31, 
czemu zapobiegają inhibitory transkrypcji [132-134] 
oraz ilość cząsteczek enzymu w błonie kom órkowej 
[135, 136]. A ldosteron wpływa też na syntezę cząs­
teczek N a + ,K +-ATPazy znajdujących się w „puli 
rezerwowej”, k tóre m ogą ulegać rekrutacji do błony 
kom órkowej pod wpływem zwiększonego napływu 
sodu [18, 21]. W iększość danych doświadczalnych 
wskazuje, że wpływ aldosteronu na biosyntezę 
N a + ,K +-ATPazy nie wynika ze zwiększonego n a­
pływu sodu do kom órki, ale z bezpośredniego działa­
nia tego horm onu na ekspresję genów podjednostek 
N a + ,K +-ATPazy [133, 136, 137],

Również naturalne i syntetyczne glukokortykoidy 
zwiększają aktyw ność N a + ,K +-ATPazy zarów no in 
vivo, jak  i in vitro w różnych częściach nefronu, ich 
działanie także zależy od pobudzenia transkrypcji 
i syntezy białka de novo [133, 134, 136, 138, 139]. 
W  przeciwieństwie do aldosteronu, działanie glukoko- 
rtykoidów  jest wynikiem zwiększonego napływu sodu 
do kom órki [136].

G lukokortykoidy m ają pow inow actw o zarów no do 
receptorów  gliko- jak  i m ineralosterydowych. N a j­
większa ilość tych ostatnich znajduje się w kanaliku 
dystalnym  i części korowej kanalików  zbiorczych [2].

W tych odcinkach nefronu glikokortykosteroidy m ogą 
działać za pośrednictwem  receptorów  m ineralostery­
dowych. W zrost aktywności N a + ,K +-ATPazy pod 
wpływem deksam etazonu w kom órkach CCD  może 
być zablokow any przez spironolakton, antagonistę 
receptorów  m ineralosterydowych [140]. Działanie n a­
turalnych glukokortykoidów  w częściach nefronu za­
wierających dużo receptorów  m ineralosterydowych 
jest jednak  słabsze, kom órki te zawierają bowiem 
dehydrogenazę 11-betahydroksysterydową (11-(30HSD), 
która powoduje unieczynnienie tych hormonów chroniąc 
w ten sposób receptory mineralosterydowe przed działa­
niem glukokortykoidów [16, 141]. Zahamowanie tego 
enzymu wzmaga wzrost aktywności N a +,K +-ATPazy 
pod wpływem deksametazonu i kortykosteronu w hodo­
wli komórek nabłonka nerki szczura [133]. U szczurów po 
adrenalektomii kortykosteron przywraca prawidłową ak­
tywność N a +,K +-ATPazy w CCD tylko wówczas, jeśli 
podawano im jednocześnie inhibitor 11-(30HSD — kar- 
benoksolon [142]. Działanie glikosterydów w pozostałych 
częściach nefronu, odbywa się za pośrednictwem recep­
torów glikosterydowych [136, 140],

Wzrost aktywności N a +,K +-ATPazy pod wpływem 
glukokortykoidów nie jest wynikiem hamowania przez te 
hormony syntezy prostaglandyn [136].

HI-7. Insulina

Insulina aktywuje transport sodu i wrażliwe na ouabai- 
nę wychwytywanie znakowanego rubidu w PCT, 
mMTAL, CTAL, CCD, O M C D  i IM CD  [15]. W kanali­
kach proksymalnych hormon ten zwiększa powinowact­
wo N a +,K +-ATPazy do sodu nie wpływając na Vmax [12]. 
Mechanizm działania insuliny polega prawdopodobnie na 
fosforylowaniu podjednostki a  N a +,K +-ATPazy przez 
kinazę tyrozynową [82]. Natomiast w kanalikach zbior­
czych insulina zwiększa Vmax, a nie wpływa na powinowac­
two N a +,K +-ATPazy do sodu [14].

Peptyd C zwiększa Vmax N a +,K +-ATPazy w kanali­
kach proksymalnych. Mechanizm jego działania polega 
na zwiększaniu za pośrednictwem białka G  dokomór- 
kowego napływu Ca2+, który aktywuje fosfatazę białkową 
typu 2b [143],

III-8. Hormony tarczycy

Niedoczynność tarczycy charakteryzuje się spadkiem 
aktywności N a +,K +-ATPazy w PCT, mTAL, CTAL 
i CCD zarówno u szczurów [144], jak i u królików [145]. 
Jest to wynikiem zmniejszenia ilości enzymu w błonie 
komórkowej [145]. Podobnie tyroksyny lub trójjodotyro- 
niny zwierzętom z usuniętą tarczycą przywraca aktywność 
N a +,K +-ATPazy do normalnego poziomu [144, 145]. 
Hormony tarczycy zwiększają ilość mRNA podjednostek 
a  i (3 oraz samych podjednostek w korze nerek [146,147]. 
Także in vitro trójjodotyronina zwiększa aktywność 
N a +,K +-ATPazy, ilość podjednostek a  i (3 w błonie 
komórkowej oraz mRNA tych podjednostek w komór-

288 POSTĘPY BIOCHEMII 44 (4 ),  1998
http://rcin.org.pl



kach kanalików proksymalnych [148]. Nie wyjaśniono, 
czy hormony tarczycy bezpośrednio wpływają na ekspre­
sję genów N a +,K +-ATPazy, czy też ich działanie jest 
wynikiem zwiększonego napływu sodu do komórki. H or­
mony te zwiększają bowiem aktywność wymieniacza 
N a =/H = w kanalikach proksymalnych [149].

III-9. Inne mediatory

Interleukina 1 (IL-1) hamuje wchłanienie zwrotne sodu 
w części rdzennej wewnętrznej kanalików zbiorczych 
[150]. Wykazano, że IL-1 zmniejsza wrażliwe na ouabainę 
wychwytywanie 86R b + w komórkach IM CD. W  działa­
niu tej cytokiny pośredniczy prostaglandyna. E 2 [151].

Endotelina 1 (ET-1) —  peptyd syntetyzowany przez 
komórki śródbłonka zmniejsza aktywność N a +,K +- 
-ATPazy w kanalikach proksymalnych [152]. ET-1 
zmniejsza też wrażliwe na ouabainę zużycie tlenu i wy­
chwytywanie 86R b + w komórkach części rdzennej we­
wnętrznej kanalików zbiorczych [153]. W działaniu en- 
doteliny w tym odcinku nefronu pośredniczy P G E 2 [153]. 
Fakt, że ET-1 jest produkowana w kanalikach zbiorczych, 
w których znajdują się też receptory dla tego peptydu 
wskazuje na istotną rolę endoteliny jako auto- lub para- 
krynnego regulatora natriurezy [16, 154],

Czynnik wzrostu naskórka (EGF) jest syntetyzowany 
w PCT, mTAL, CTAL i DCT. Wykazuje on działanie 
natriuretyczne in vivo, hamuje też transport sodu przez 
izolowane perfundowane CCD [155]. Komórki części 
rdzennej kanalików zbiorczych zawierają receptory dla 
EG F [16, 82]. EG F stymuluje syntez! P G E 2 w tej części 
nefronu [156]. Natomiast w kanalikach proksymalnych, 
EG F wzmaga reabsorpcję sodu [157] i wychwytywanie 
znakowanego rubidu [82].

Neuropeptyd Y (NPY) jest wydzielany wraz z nor­
adrenaliną przez zakończenia neuronów współczulnych. 
Zwiększa on aktywność N a +,K =-ATPazy w kanalikach 
proksymalnych [158], Jego działanie na N a +,K =-ATPazę 
wynika z pobudzenia za pośrednictwem receptorów Y2 
napływu wapnia do komórki [84, 159].

CZYNNIKI
POBUDZAJĄCE
Na+.K+-ATPaze

Noradrenalina 
Neuropeptyd Y 
Angiotensyna II 
Aldosteron 
Glukokortykoidy 
Hormony tarczycy 
Insulina

CZYNNIKI
HAMUJĄCE
N a.K -A T P aze

Peptydy natriuretyczne
Tlenek azotu
Prostaglandyna E2
Pochodne kwasu arachidonowego
zależne od cytochromu P450
Dopamina
Parathormon

SPADEK
NATRIUREZY

WZROST
NATRIUREZY

Ryc. 2. Najważniejsze hormony i mediatory wpływające na aktyw­
ność Na + , K + -ATPazy w kanalikach nerkowych.

IV. Podsumowanie

Aktywność N a +,K +-ATPazy w kanalikach nerkowych 
jest efektem działania wielu mechanizmów humoralnych 
wewnątrz- i pozanerkowych (Ryc. 2). Czynniki aktywujące 
N a =,K +-ATPazę hamują wydalanie sodu z moczem, 
natomiast czynniki zmniejszające aktywność enzymu m a­
ją  działanie natriuretyczne. Wzajemna równowaga tych 
dwóch grup mediatorów zapewnia sprawną kontrolę 
bilansu sodowego i objętości płynów ustrojowych.

Artykuł otrzymano 22 stycznia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 10 sierpnia 1998 r.
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Fosfatydyloseryna u Pvokaryota i Dekarbok
sylacja, synteza i transport

Phosphatidylserine in Pvokaryota and Eukaryota. Decarboxyla 
tion, synthesis and transport

A N N A  D Y G A S *
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I. Wstęp — rola dekarboksylazy fosfatydyloseryny
II. Przemiany fosfatydyloseryny i produktu jej dekarbo- 

ksylacji — fosfatydyloetanoloaminy
II-1. Synteza fosfatydyloseryny
II-2. Dekarboksylacja fosfatydyloseryny
II-3. Metylacja fosfatydyloetanoloaminy

III. Lokalizacja enzymów metabolizmu fosfatydyloseryny 
IY. Transport substratu i produktu dekarboksylazy fos­

fatydyloseryny
Y. Regulacja syntezy i dekarboksylacji fosfatydyloseryny

Wykaz stosowanych skrótów: PS — fosfatydyloseryna; PE 
— fosfatydyloetanoloamina; PC — fosfatydylocholina; 
CDP-DAG — cytydynodifosforan diacylo-1,2-sn-glicerolu; 
PG  — fosfatydyloglicerol; P G P — fosfatydyloglicerofos- 
foran; CL — kardiolipina; PyrxPS — l-palmitoilo-2(l-pyre- 
nyloacylo)x-sn-glicero-3-fosfoseryna (x — to ilość jednostek 
węglowych w łańcuchu alifatycznym łącznie z węglem kar- 
bonylowym); NBD-PS — acylo-2 [N-(7-nitrobenzo-2-oksa- 
-l,3-diazol-4-yl)aminoheksanoil]-sn-glicero-3-fosfoseryna; 
NEM  — N-etylomaleimid

I. Wstęp —  rola dekarboksylazy fosfatydylo­
seryny

D ekarboksylaza fosfatydyloseryny [EC.4.1.1.65], 
enzym przeprow adzający przem ianę fosfatydylosery­
ny (PS) do fosfatydyloetanoloam iny (PE), została 
odkry ta w 1961 roku  przez B o r k e n h a g e n a  
i w s p. [1]. W iedziano wcześniej, że seryna wbudow y­
wana jest do fosfolipidów w w ątrobie szczura [2], i że 
am inokwas ten nie ulega bezpośredniej dekarbo­
ksylacji [3-5]. D opiero jednak B o r k e n h a g e n  
i w s p. [1] wykazali, że to z PS powstaje p roduk t jej 
dekarboksylacji —  PE. Od m om entu odkrycia reakcji 
dekarboksylacji PS zbadano, że zachodzi ona w całym 
świecie żywym, u bakterii, roślin i ssaków, jednak 
enzym który ją  katalizuje został oczyszczony do hom o- 
genności tylko z Escherichii coli.

* Dr, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
PAN, Zakład Neurobiołogii Molekularnej i Komórkowej, 
Pracownia Przekaźników Sygnałów, ul. Pasteura 3, 02-093 
Warszawa

Contents:

I. Introduction — the role of phosphatidylserine decar­
boxylation

II. Metabolism of phosphatidylserine and phosphatidyl- 
ethanolamine — the product of its decarboxylation 
II-l. Phosphatidylserine synthesis
II-2. Decarboxylation of phosphatidylserine
II-3. Methylation of phosphatidylethanolamine

III. Localization of the enzymes of phosphatidylserine me­
tabolism

IV. Transport of phosphatidylserine decarboxylase substra­
te and product

V. Regulation of phosphatidylserine synthesis and decar­
boxylation.

D ekarboksylacja PS dostarcza w kom órkach E. coli 
aż 70% wszystkich fosfolipidów. Pom im o to m utanty, 
które nie zawierają syntazy PS, a produkują tylko 
fosfatydyloglicerol i kardiolipinę [6] m ogą rosnąć, choć 
tylko w obecności M g2 + w środowisku. Podobnie jest 
z m utantam i, które nie m ają dekarboksylazy PS i p ro ­
dukują w nadm iarze fosfatydyloserynę [7]. Stwierdzo­
no, że m utant nie zawierający PE  m a nieaktywną 
permeazę laktozow ą [8], w 80% zredukow aną aktyw­
ność oksydazy N A D H  typu II i nie posiada wici. PE 
wydaje się być niezbędna dla wykazywania przez kom ó­
rkę ruchliwości i chemotaksji [9], U drożdży m utanty 
nie posiadające aktywnych enzymów dekarboksylują- 
cych PS (PSD1 i PSD2) są auksotrofam i w stosunku do 
etanoloam iny co wyraźnie wskazuje, że rolą PSD 
u niższych Eukaryota jest produkcja PE  [10].

W kom órkach drożdży pozbawionych genu PSD1 
zaobserw ow ano niski poziom  PE w m itochondriach, 
co mówi o roli dekarboksylazy w tych organizm ach 
[10]. N atom iast trudno  określić przy obecnym stanie 
wiedzy, czy rolą dekarboksylazy PS znajdującej się 
w m itochondriach u ssaków jest usuwanie z nich tej PS, 
k tó ra  zostanie do nich przetransportow ana, czy być 
może produkcja PE, tak  jak  u Prokaryota  i p raw ­
dopodobnie niższych Eukaryota. M ała ilość PS w m i­
tochondriach, a także brak  jak  dotychczas dowodów 
na to, że PE  pochodząca z dekarboksylacji PS pozos­
taje w m itochondriach zdaje się wskazywać głównie na 
tę pierwszą funkcję zwłaszcza, że Eukaryota  m ają 
dostęp do PE  i produktów  jej hydrolizy znajdujących 
się w pożywieniu. Należy tu dodać, że wew nątrz­
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kom órkow e stężenie choliny i etanoloam iny nie tylko 
zależy od ich stężenia we krwi, ale także od czynników 
regulujących ich transport przez błonę plazm atyczną 
oraz od szybkości ich zużywania w syntezie fos- 
fatydylocholiny (PC) i PE  drogą de novo zwanej też od 
nazwiska jej odkrywcy drogą K ennedy’ego. W ykazano 
bowiem, że wzrost ilości fosfoetanoloam iny i PE  
produkow anej drogą K ennedy’ego ham uje aktywność 
dekarboksylazy PS, co wskazuje na wzajem ną ko o r­
dynację tych szlaków [11]. W ykazano też, że synteza 
PC  na drodze metylacji PE powstałej zarów no z dekar- 
boksylacji PS jak  i syntezy de novo jest niezbędna do 
norm alnego w zrostu i funkcjonow ania w ątroby u m y­
szy trzymanej na diecie ubogiej w cholinę. Stw ierdzono 
przy tym jednak, że metylacja PE  do PC  nie może 
zastąpić de novo syntezy PC, ponieważ aktywność 
enzymu metylującego (PEM T) maleje w czasie po ­
działów kom órki, natom iast w zrasta aktyw ność trans- 
ferazy cytydylowej CTP; fosfocholina, enzymu regula­
torow ego syntezy PC  drogą K ennedy’ego [12]. Z upeł­
nie inaczej jest u drożdży. Tam  cała PC  może p o ­
chodzić z metylacji PE  —  produk tu  dekarboksylacji 
PS. Także u nielicznych bakterii, k tóre posiadają 
w swoim składzie fosfolipidowym PC, syntetyzowana 
jest ona na drodze metylacji PE  —  produk tu  dekar­
boksylacji PS.

Być może istnieje związek pom iędzy syntezą i dekar- 
boksylacją PS oraz metylacją PE  a funkcjam i wydziel- 
niczymi w ątroby u ssaków. Stw ierdzono na przykład, 
że w syntezie PS u ssaków najbardziej preferowanym i 
przez enzym substratam i lipidowymi są wielonienasy- 
cone fosfolipidy. B adania wykazały też, że do praw id­
łowego rozwoju m ózgu u płodu potrzebne są wielo- 
nienasycone rodzaje m olekularne PE  —  głównie za­
wierających kwas tłuszczowy 22:6 [12]. W okresie 
rozwoju płodowego to w ątroba m atki produkuje

Ryc. 1. Synteza de novo fosfatydyloseryny. (1) — Syntaza 
CDP-diacyloglicerolu [EC.2.7.7.41]; (2) — Syntaza fos­
fatydyloseryny [EC.2.7.8.8.]; (3) — Dekarboksylaza fos­
fatydyloseryny [EC.4.1.1.65]; (4) — Syntaza fosfatydylo- 
glicerofosforanu [EC.2.7.8.5]; (5) — Fosfataza fosfatydylo- 
glicerofosforanu [EC.3.1.3.27]; (6) — Syntaza kardiolipi- 
ny; PA — kwas fosfatydowy; PS — fosfatydyloseryna; 
PE — fosfatydyloetanoloamina; CDP-DAG — diacylo- 
glicerol; PG P — fosfatydyloglicerofosforan; PG  — fos- 
fatydyloglicerol; CL — kardiolipina.

POSTĘPY BIOCHEMII 44 (4 ) ,  1998

znaczne ilości PE  i PC, zawierających ten właśnie kwas 
tłuszczowy [13], jednocześnie stwierdzono, że w w ąt­
robie prenatalnej bardzo niska jest aktywność en­
zymów m etylujących PE. W zrasta ona dopiero po 
urodzeniu, tak że dojrzałe kom órki w ątrobowe m ają 
już wysoką ekspresję aktywności enzymów m etylują­
cych PE. Czy istotnie jednak proces metylacji PE, 
a więc by może także wcześniejszy etap dekarbo­
ksylacji PS do PE związane są z procesam i wydziel- 
niczymi w ątroby —  nie wiadomo.

Fosfolipidy, którym  przez długie la ta  przypisywano 
tylko funkcje strukturalne, prawie wszystkie m ogą 
w błonach plazm atycznych pełnić aktyw ną rolę 
w przekazywaniu zewnątrzkom órkow ych sygnałów 
[14]. Po pobudzeniu kom órki przez agonistów  ulegają 
one hydrolizie i są źródłem  przekaźników drugiego 
rzędu. Bierze w tym udział PE  [15-17] w tym PE  
pochodząca z dekarboksylacji PS bogatej w kwas 
arachidonow y i dokozaheksaenow y [18], ale przede 
wszystkim PC [19].

II. Przemiany fosfatydyloseryny i produktu jej 
dekarboksylacji

II-l. Synteza fosfatydyloseryny

PS powstaje na drodze syntezy de novo tylko 
u Prokaryota  i niższych Eukaryota. N a rycinie 1 przed­
stawiono tę drogę a także jej powiązanie z innymi 
szlakami syntezy fosfolipidów. PS powstaje w wyniku 
przyłączenia seryny do cytydynodifosforanu diacylo- 
-1,2-sn-glicerolu (CD P-D A G ) [6]. Należy zwrócić 
uwagę, że C D P-D A G  jest fosfolipidowym substratem  
zarów no dla syntazy PS jak  i syntazy fosfatydylo- 
glicerofosforanu (PG P) (Ryc. 1). Tu rozwidlają się 
drogi prowadzące via PS do syntezy PE oraz via P G P  
do fosfatydyloglicerolu (PG) i kardiolipiny (CL).

W yróżniono dwie podklasy syntaz PS. Podklasa I to 
białka rozpuszczalne wiążące się z błonam i, a więc 
praw dopodobnie peryferyjnie białka błon. D ruga to 
integralne białka błonowe. Pomiędzy syntazam i pod­
klasy I i II nie m a homologii. Do podklasy I należą 
takie enzymy jak  syntaza PS z drożdży, bakteryjna 
syntaza kardiolipiny, nukleaza a także pochodząca 
z różnych źródeł fosfolipaza D [6] oraz syntaza PS u E. 
coli. Syntazę PS E. coli oczyszczono z frakcji rybo- 
somalnej [6]. Białko m a dwie hydrofobowe sekwencje, 
a oba końce niosą ładunek dodatni. G rupa białek, do 
której należy, charakteryzuje się obecnością identycz­
nej zduplikowanej sekwencji H K D , zawierające his- 
tydynę, lizynę i kwas asparaginowy, gdzie praw dopo­
dobnie wiązany jest kowalencyjnie substrat zawierają­
cy resztę fosforanową. Ta hipoteza jest zgodna z tzw. 
mechanizmem ping-pong reakcji syntezy PS zaobser­
wowanym u E. coli, tzn. najpierw odłączany jet C M P 
od C D P-D A G  a dopiero potem, do związanego z en­
zymem kwasu fosfatydowego, dołączana jest seryna 
i uwalniany produkt. Reakcja ta jest odwracalna,
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a więc w obecności C M P  zachodzi syntaza C D P-D A G  
[6]. Syntaza PS u E. coli może także przyłączać 
sn-glicero-3 fosforan a także glicerol, gdy występują 
one w wysokich stężeniach (odpowiednio 0.6 m M  
i 1 M). D latego m utanty, k tóre nie posiadają genu 
kodującego syntazę PG P , zawsze zawierają pewną 
ilość P G  i CL [ 6].

D o podklasy II syntaz należą syntazy PS z bakterii 
gram -dodatnich, Archebacteria i niższych Eukaryota. 
Enzymy podklasy II takie jak  wymienione wyżej 
syntazy PS, ale także syntazy P G P  i PI, oraz trans- 
ferazy d iacylo-l,2-sn-glicerol: fosfocholina i fosfoeta- 
noloam ina posiadają wspólną dla nich dużą konser­
wowaną sekwencję. Synteza PS katalizow ana przez 
enzym podklasy II zachodzi według sekwencyjnego 
m echanizm u typu Bi-Bi, w którym  wszystkie substraty 
biorące udział w reakcji m uszą być związane z en­
zymem przed uwolnieniem pierwszego produktu. 
Z danych tych wynika, że ewolucyjne pochodzenie 
syntazy PS podklasy I i podklasy II jest zupełnie różne.

U  wyższych Eukaryota  np. w w ątrobie szczura, PS 
syntetyzowana jest w wyniku wymiany zasady (etano- 
loam iny i choliny) na serynę w już istniejących fos­
folipidach, którym i są tylko PE  i PC  oraz w badaniach 
in vitro także PS (Ryc. 2). Reakcja wymaga obecności 
C a2+ [1]. Nie m a jasności, ile jest enzymów wymienia­
jących zasady u wyższych Eukaryota  [20]. W m utan ­
tach PSA-3 fibroblastów  z jajn ika chom ika chińskiego, 
auksotroficznych wobec PS, istnieją dwa enzymy wy­
mieniające zasady [21]. PSS I wymienia zasadę na 
serynę w PC  i praw dopodobnie także w PE, podczas 
gdy PSS II tylko w PE. Lipidowym substratem  dla 
częściowo oczyszczonego z m ikrosom ów  mózgu wołu 
enzymu jest także tylko PE  [22]. Synteza PS jest 
ham ow ana przez nadm iar p roduk tu  reakcji [22].

Badano [23] syntezę różnych rodzajów  m olekular­
nych PS w hepatocytach oraz m ikrosom ach [24] 
z w ątroby szczura. Stwierdzono, że nowo zsyntetyzo-

Ryc. 2. Synteza PS u wyższych Eukaryota zachodząca w wyniku 
przemian fosfolipidów PE — fosfatydyloetanoloamina; PC 
— fosfatydylocholina; PS — fosfatydyloseryna; ser — sery- 
na; etn — etanoloamina; cho — cholina; AdoMet — adeno- 
zylometionina; AdoHom — adenozylohomocysteina.
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Ryc. 3. Prawdopodobny schemat reakcji dekarboksylacji fosfatydylo- 
seryny. Pierwszym etapem reakcji jest związanie PS do grupy 
karbonylowej znajdującej się w miejscu aktywnym enzymu 
z utworzeniem zasady Schiffa (1). Następujące po tym 
przegrupowanie elektronów faworyzuje dekarboksylację 
z jednoczesnym utworzeniem azometinowego pośrednika 
reakcji (2). Dołączenie protonu tworzy produkt (3), a dołą­
czenie cząsteczki wody odtwarza grupę pirogronianową 
enzymu i uwalnia PE (5).

wana PS jest bogata w kwasy tłuszczowe —  arachido- 
nowy —  C 20:4 i dokozaheksaenow y —  C 22.6, i że 
niewielka pula fosfolipidów bierze udział w syntezie 
tego lipidu, a droga deacylacji i reacylacji nie jest drogą 
tworzenia jej m olekularnych rodzajów. W ydaje się 
więc, że reakcja syntezy PS jest specyficzna wobec 
lipidowych substratów  zawierających kwasy tłuszczo­
we C 18:0/C 20:4 i C 22:6, co więcej, następuje swoista 
selekcja rodzajów  m olekularnych PE  i PC do syntezy 
PS zwłaszcza, że w m ikrosom ach wątroby szczura 
znajduje się ich niewiele.

II-2. Dekarboksylacja fosfatydyloseryny

PS podlega reakcji dekarboksylacji katalizowanej 
przez dekarboksylazę PS. W wyniku reakcji powstaje 
PE. Oczyszczona z E. coli dekarboksylaza PS jest 
integralnym  białkiem  błonowym. Syntetyzowana jest 
jako  proenzym , które podlega proteolizie do podjed- 
nostki a  zawierającej pirogronianow ą grupę prostety- 
czną i podjednostki [3, k tó ra  jest praw dopodobnie 
zw iązana z błoną [10]. Takie am inokw asy jak: m etio­
nina, tyrozyna, tryptofan i arginina nie występują 
w podjednostce a  [10]. D ekarboksylacja PS u E. coli 
odbywa się przez utworzenie zasady Schiffa (Ryc. 3) 
pom iędzy am inow ą grupą substratu  a resztą kar- 
bonylową grupą prostetycznej enzymu [10, 25].

D ekarboksylaza PS z E. Coli nie wykazuje specy­
ficzności wobec określonych rodzajów  m olekularnych 
substratu, chociaż np. lizofosfatydyloseryna nie jest 
dekarboksylow ana [10]. Z drugiej strony ilość ro ­
dzajów m olekularnych fosfolipidów u E. coli jest 
stosunkow o ograniczona, bowiem głównymi kwasami
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tłuszczowymi są tu: kwas palm itynow y (C 16:0), pal- 
m itoolejowy (C 16:1, cis-A9) i cis-wakcenowy (C 18:1, 
cis-A11).

U  S. cerevisiae znaleziono dwie dekarboksylazy PS: 
PSD1 i PSD2. Sklonow ano i zsekwencjonowano droż- 
dżowe i ssacze cD N A  dla tego enzymu. G en droż- 
dżowy posiada 5’ sekwencje podlegające regulacji 
ekspresji przez cholinę i inozytol. Zarów no drożdżow a 
PSD1 jak  i ssacza PSD  zawierają sekwencję am ino- 
kwasow ą LGST, k tó ra  występuje także w proenzym ie 
u E. coli, a k tó ra  jest miejscem proteolizy i tworzenia 
reszty pirogronianow ej u tej bakterii. P onad to  zarów ­
no drożdżow a PSD1 jak  i ssacza PSD, posiadają 
sekwencje kierujące i kotwiczące białko w wewnętrznej 
błonie m itochondrialnej. Podjednostka a  i |3 dekar­
boksylazy PS tw orzone są dopiero po umieszczeniu 
tego białka w błonie. Reszta pirogronianow a leży we 
wszystkich trzech przypadkach w hydrofobowym  rejo­
nie podjednostki a  [10]. G en PSD2 koduje białko
0 ciężarze 130 kD A  i stosunkow o niewielkim podo­
bieństwie sekwencji am inokwasowej do p roduk tu  ge­
nu PSD1 u drożdży [10].

Podobnie do enzymu z E. coli, dekarboksylaza PS 
w w ątrobie szczura, nie wykazuje specyficzności sub­
stratowej [23]. D ekarboksyluje ona równie dobrze 
P yrxPS jak  i N B D -PS [10]. Pow stają więc takie same 
jak  substrat rodzaje m olekularne p roduk tu  [23]. M o­
głoby to świadczyć o tym, że p roduk t reakcji dekar- 
boksylacji nie powinien podlegać już dalszej deacylacji
1 reacylacji, chociaż nie m ożna tego wykluczyć [26]. 
Podobnie jak  u E. coli w m itochondriach m ózgu wołu 
lizofosfatydyloseryna, su-glicero-3-fosforan, fosfosery- 
na, czy seryna nie ulegają dekarboksylacji [27]. Należy 
też sądzić, że skoro reakcja dekarboksylacji PS jest 
reakcją tak  powszechnie występującą w świecie ży­
wym, to może one przebiegać według tego samego 
m echanizm u u Eukaryota  jak  u Prokaryota  (Ryc. 3). 
Zdają się to potw ierdzać analizy cD N A  dla białka 
dekarboksylazy u drożdży i w fibroblastach z jajn ika 
chom ika chińskiego [ 10].

II-3. Metylacja fosfatydyloetanoloaminy

De novo synteza PE  i PC  nie występuje u Prokaryota
[28]. U  drożdży główną drogą syntezy PC  jest m etyla­
cja PE powstałej w wyniku dekarboksylacji PS [29]. 
Reakcja metylacji u drożdży prow adzona jest przez 
dw a enzymy używające adenozylom etioniny jak o  do­
nora reszt metylowych. Enzymy te kodow ane są przez 
dw a oddzielne geny: PEM 1  koduje m etylotransferazę 
przeprow adzającą dwie ostatnie reakcje metylacji 
a P E M 2  koduje enzym katalizujący pierwszą reakcję
[29]. Geny te, podobnie jak  gen kodujący syntazę PS 
są regulowane na poziom ie transkrypcji przez inositol 
i cholinę a ich ekspresja zależy od fazy wzrostu 
kom órki drożdży.

W w ątrobie reakcję metylacji PE  do PC prze­
prow adzają praw dopodobnie dwa enzymy PEM T1

Ryc. 4. Wewnątrzkomórkowy transport i lokalizacja enzymów meta­
bolizmu fosfatydyloseryny i produktu jej dekarboksylacji 
w komórkach Eukaryota. M — mitochondrion, N — jądro 
komórkowe, L — lizosom, E — endosom wczesny, CV 
— pęcherzyk opłaszczony klatryną, CP — wgłębienie w bło­
nie plazmatycznej opłaszczone klatryną, RV — pęcherzyki 
powracające, ER — endoplazmatyczne retikulum, Ps — pę­
cherzyk sekrecyjny, G s — granula sekrecyjna, G — aparat 
Golgiego, MAM — frakcja błon retikulum endoplazmatycz- 
nego związanych z mitochondriami. PS — strzałki czarne; 
PE pochodzące z dekarboksylacji PS — strzałki szare; PC 
pochodzące z metylacji zdekarboksylowanej PS — strzałki 
szare przerywane.

i PEM T2, z których jeden, PEM T2, został oczysz­
czony [12]. W ykazuje on 44%  hom ologii do enzymu 
PEM 2 z drożdży. M etylotransferaza nie wykazuje 
specyficzności w stosunku do rodzajów  m olekular­
nych PE, jednak  m aksym alną aktywność m a w stosun­
ku do rodzajów  m olekularnych zawierających dwu, 
lub więcej, nienasycone kwasy tłuszczowe [12]. G łów ­
nym produktem  metylacji jest PC wzbogacona w C 22:6 
[12]. PE, k tó ra  zawiera tylko nasycone kwasy tłusz­
czowe nie jest m etylowana. M etylacja przeprow adza­
na jest według mechanizmu, gdzie pierwszym wiąza­
nym substratem  jest PE, a ostatnim  odłączanym  
produktem  —  PC  [12].

III. Lokalizacja enzymów metabolizmu fos­
fatydyloseryny

Chociaż u E. coli syntazę PS oczyszczono z frakcji 
zawierającej rybosom y to reakcja syntezy p roduktu  
zachodzi w błonie cytopłazmatycznej, do której enzym 
przyłącza się wówczas, gdy zawiera ona C D P-D A G , 
czyli lipidowy substrat enzymu oraz inne kwaśne 
fosfolipidy. Skłania to do przypuszczenia, że syntaza 
PS może być enzymem regulowanym  zm ianami 
w składzie fosfolipidowym błon [6].

U drożdży synteza PS zachodzi w endoplazm a- 
tycznym retikulum  oraz w zewnętrznej błonie m ito­
chondrialnej [30]. O ba enzymy oczyszczono i stwier­
dzono, że oba kodow ane są przez ten sam gen 
PSS/C  HO 1 [30],

W kom órkach wątroby szczura (Ryc. 4) synteza PS
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zachodzi w endoplazm atycznym  retikulum , głównie 
w szorstkim  [31], oraz we frakcji M AM  tj. endoplaz­
matycznym  retikulum  związanym z zewnętrzną błoną 
m itochondrialną [23]. Jak  dotychczas nie m a zgodno­
ści co do faktu [32], po której stronie —  luminalnej czy 
cytoplazmatycznej retikulum  zachodzi ten proces [33], 
Aktywność syntazy PSS I w kom órkach fibroblastów 
z jajn ika chińskiego chom ika zw iązana jest zarówno 
z m ikrosom am i jak  i z frakcją M AM . Obie syntazy 
PSS I i PSS II m ają sekwencję am inokwasow ą zako t­
wiczającą białko do endoplazm atycznego retikulum
[30]. W ew nątrzkom órkow a lokalizacja enzymów bio­
rących udział w syntezie poszczególnych fosfolipidów 
jest ciągle weryfikowana [6, 10, 20, 21].

Większość badaczy jest zgodna, że dekarboksylaza 
PS znajduje się w wewnętrznej błonie m itochondrial- 
nej w ątroby szczura [31, 34, 35], potw ierdzono też 
wcześniejsze obserwacje [34], że enzym jest dostępny 
dla substratu  od zewnętrznej strony tej błony [35, 36]. 
Aktywność dekarboksylazy PS znajdow ano jednak 
także w zewnętrznej błonie m itochondriów  w ątroby 
myszy [37], w błonie plazmatycznej płytek krwi [38] 
czy sarkolemm ie serca [39]. O statn io  odkryta dekar­
boksylaza PSD 2 występuje we frakcji kom órkowej 
zawierającej w akuole i pęchrzyki aparatu  Golgiego
[22]. Stw ierdzono też, że miejsca kon tak tu  zewnętrznej 
i wewnętrznej błony m itochondrialnej u drożdży [40] 
i myszy [41] są w zbogacone w ten enzym.

Jak już w spom niano, p roduk t reakcji dekarbo- 
ksylacji może być m etylowany do PC. Enzymy, katali­
zujące te reakcje, zostały jak  dotąd, znalezione u grzy­
bów, a z tkanek ssaczych tylko w wątrobie, zarów no we 
frakcji m ikrosom alnej, gdzie znajduje się PEM T1 jak  
i we frakcji M AM , gdzie znajduje się PE M T 2 [12]. By 
zlokalizować ten enzym w kom órce zastosow ano 
przeciwciała przeciwko C-końcow em u fragmentowi 
PE M T 2 oczyszczonej z m ikrosom ów, które jednak  nie 
rozpoznają PEM T1 [12]. M etylacja PE  katalizow ana 
przez PEM T1 odbywa się po cytoplazmatycznej stro ­
nie endoplazm atycznego retikulum  [ 12].

IV. Transport substratu i produktu dekarbo­
ksylazy fosfatydyloseryny

PS u Eukaryota  jest syntetyzow ana wewnątrz ko­
m órki, ale może także pochodzić spoza niej. W obu 
przypadkach PS musi być przetransportow ana do 
organelli, w których występuje, lub w których jest dalej 
m etabolizowana. B adano następujące mechanizmy 
transportu  nowozsyntetyzowanych fosfolipidów: p ą ­
czkowanie pęcherzyków i ich fuzja [41], transport 
m onom erów  na drodze spontanicznej [42] bądź sty­
m ulowanej białkiem  [43] i wreszcie dyfuzję lateralną 
przez miejsca kontaktow e tworzone przez błony róż­
nych organelli [44],

Endo- i egzocytoza pow odują, że błony plazmatycz- 
ne m uszą być ciągle odtw arzane bądź ulegać redukcji. 
Tworzące się z niej pęcherzyki w prow adzają do w nęt­

rza kom órki fosfolipidy wchodzące w skład ich błon 
(Ryc. 4). Z kolei pęcherzyki sekrecyjne tw orzą się 
w aparacie Golgiego, w którym  następuje też sor­
towanie fosfolipidów [45]. Stwierdzono, że błona 
plazm atyczna i apara t Golgiego są organellam i zawie­
rającymi w kom órce największą ilość PS [46]. U d roż­
dży np. obserwuje się w błonie plazmatycznej wzrost 
ilości PS w stosunku do pęcherzyków sekrecyjnych 
oraz w pęcherzykach sekrecyjnych w stosunku do 
retikulum  endoplazm atycznego [47]. W ydaje się więc, 
że pęcherzykowy transport PS zsyntetyzowanej w en­
doplazm atycznym  retikulum  powinien być skierow a­
ny głównie do błony plazmatycznej (Ryc. 4), gdzie po 
fuzji błon, fosfolipidy pęcherzyków wchodzą w skład 
tej ostatniej [48],

B adano także, czy transport fosfolipidów może 
zachodzić przy udziale białek. Stwierdzono, że PS 
może być przenoszona przez białko niespecyficzne 
transportu jące lipidy [49]. Jakkolw iek in vitro białka 
te wykazują zdolność transportu  fosfolipidów to 
okazało się, że in vivo pełnią one inne funkcje w kom ór­
ce [43],

N atom iast coraz więcej jest danych świadczących, że 
transport PS z miejsca jej syntezy do organelli odbywa 
się poprzez kon tak t z innymi organellam i [40, 41, 50, 
51]. M iędzyorganellowy transport lipidów (Ryc. 4) 
może zachodzić dzięki istnieniu wyspecjalizowanych 
m ikrodom en białkowo-lipidowych, k tóre biorą udział 
w tworzeniu miejsc transportu  zarów no w błonach 
retikulum  endoplazm atycznego, jak  i zewnętrznej b ło­
nie m itochondrialnej [50]. Z aham ow anie aktywności 
dekarboksylazy PS powoduje np. grom adzenie się te­
go fosfolipidu we frakcji M AM  [51]. Badano tran ­
sport PS z retikulum  endoplazm atycznego do m ito­
chondriów  w uprzepuszczalnionych saponiną fibro- 
blastach z jajn ika chom ika chińskiego [52] i stwier­
dzono, że zachodzi on na drodze kolizji błon. U  droż­
dży translokacja PS do m itochondriów  nie wymaga 
obecności ATP.

W ew nątrzm itochondrialny transport PS był w osta­
tnich latach bardzo intensywnie badany. U waża się, że 
i on zachodzi poprzez miejsca kontaktow e [50], tw o­
rzone przez zewnętrzną i wewnętrzną błonę m itochon­
drialną [53] a transport odbywa się w miejscach 
kontaktow ych na drodze dyfuzji lateralnej.

Wszyscy są zgodni [54], że PS jest nieom al symet­
rycznie rozmieszczona w błonach endoplazm atycz­
nego retikulum  w przeciwieństwie do błon plazmatycz- 
nych, gdzie aminofosfolipidy występują głównie po jej 
cytoplazmatycznej stronie [55]. Zarów no jednak  asy­
m etryczne jak  i symetryczne rozlokow anie fosfolipi­
dów w błonach biologicznych sprawia, że zarów no po 
ich syntezie, a większość fosfolipidów syntetyzow ana 
jest po cytoplazmatycznej stronie endoplazm atycz­
nego retikulum , jak  i po ich przetransportow aniu  do 
błon z innych miejsc, m uszą one podlegać trans- 
blonowem u przemieszczeniu. W erytrocytach asym et­
ria PS i PE  utrzym yw ana jest dzięki translokazie
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aminofosfolipidowej zależnej od A TP i dzięki białkom  
cytoszkieletu itp. [55]. W błonie plazmatycznej fibro- 
blastów  transport PS z zewnętrznej do wewnętrznej 
warstwy błony zachodzi dzięki procesowi zależnemu 
od A TP i wrażliwemu na N E M  [50]. Szybki trans- 
m em branow y ruch PS i innych fosfolipidów w endo- 
plazm atycznym  retikulum  zachodzi za pośrednictwem  
białek selektywnych dla glicerofosfolipidów [54], lub 
jest stym ulow any przez C a2+ [55, 56].

PE  pochodząca z dekarboksylacji PS pojawia 
się w zewnętrznej błonie mitochondrialnej [53, 57]. 
Stwierdzono, że PE  pochodząca z dekarboksylacji PS 
jest także transportow ana do endoplazmatycznego reti­
kulum  (Ryc. 4) w fibroblastach z nerki chińskiego 
chom ika [57] i w S. cerevisiae, gdzie transport ten 
wymaga ATP [50]. W  błonie plazmatycznej szybciej 
pojawia się PE  pochodząca z dekarboksylacji PS niż 
z syntezy de novo [51]. W iadom o tylko, że wewnątrz­
kom órkowy transport PE, pochodzący z syntezy de 
novo czy z dekarboksylacji PS, nie zachodzi poprzez 
aparat Golgiego [18]. Jaki mechanizm jest odpowie­
dzialny za transport PE  -z m itochondriów  do błony 
plazmatycznej —  nie wiadomo. Sądzono, że transport 
ten odbywa się na drodze dyfuzji lateralnej przez miejsca 
kontak tu  endoplazmatycznego retikulum  z błoną plaz- 
matyczną. Jednak w czasie mitozy transport PE w ko­
mórce nie ulega zakłóceniu, mimo że wszystkie organel- 
la ulegają w tym czasie znacznej fragmentacji [58].

Fosfatydylocholina pochodząca z metylacji zdekar- 
boksylowanej PS jest preferencyjnie w łączana w sekcję 
lipoprotein z hepatocytów  a więc może być tran sp o r­
tow ana na drodze egzocytarnej (Ryc. 4). Znajdow ano 
ją  bowiem zarów no w aparacie Golgiego jak  i błonie 
plazmatycznej [59].

V. Regulacja syntezy i dekarboksylacji fos­
fatydyloseryny

Geny syntezy PE  w E. coli wydają się być genami 
konstytutyw nym i. W m utantach  charakteryzujących 
się nadprodukcją enzymów błonow ych często nie 
obserwuje się ich zwiększonej aktywności. Istotnym  
elementem niezbędnym  do uzyskania przez enzymy 
błonowe aktywności jest bowiem fakt ich w budow ania 
w błonę. N a przykład m utan t E. coli charakteryzujący 
się zwiększoną syntezę dekarboksylazy PS produkuje 
jej 40 razy więcej niż szczep dziki [7], jednak  tylko 50% 
enzymu włączane jest w błonę cytoplazm atyczną, 
reszta jest z nią tylko luźno związana [60]. Aktywność 
syntazy PS zależy od obecności jej substratu, C D P- 
-DAG, jak  i kwaśnych fosfolipidów w błonie. Tak więc 
w regulacji aktywności enzymów m etabolizm u fos­
folipidów u E. coli dużą rolę wydaje się pełnić odpow ie­
dni skład lipidowy błony [6].

Pew ną wskazówką dotyczącą regulacji syntezy PS 
może być fakt, że PE  nie jest u E. coli fosfolipidem 
niezbędnym  do życia, o czym w spom niano we wstępie. 
Tak więc to szlak prow adzący do syntezy kardiolipiny

a nie PE  będzie ważny dla życia tej kom órki. W skazu­
ją  na to także właściwości obu syntaz wykorzys­
tujących ten sam lipidowy substrat (Ryc. 4). Reakcja 
katalizow ana przez syntazę fosfatydyloglicerofosfora- 
nu zachodzi bowiem ze 100% wydajnością [6].

U E. coli to szybkość syntezy PS wpływa na 
szybkość jej dekarboksylacji. PS występuje tu  w iloś­
ciach śladowych i dopiero m utanty, które pozbawione 
są genu kodującego dekarboksylazę, grom adzą ten 
fosfolipid [7]. N agrom adzenie PS następuje po znacz­
nym opóźnieniu we wzroście m utanta, co oznacza, że 
potrzebny jest czas na syntezę białka enzymu, i że nie 
występuje ono w kom órce w nadm iarze. Jest to więc 
enzym, którego synteza jest najpraw dopodobniej in­
dukow ana w m iarę potrzeb organizmu.

U ssaków reakcja syntezy PS drogą wymiany zasad 
zależy od stężenia C a2 + , a więc zm iany stężenia tego 
kationu w endoplazm atycznym  retikulum  regulują 
aktywność enzymu. Z kolei zm iany poziom u wapnia 
w kom órce m ogą być wywoływane przez różnego 
rodzaju agonistów oddziałujących na receptory błon 
plazm atycznych [60]. N a syntezę PS m ogą zatem 
wpływać różne substancje nie wnikające do kom órki, 
co obserwowano w kom órkach Ehrlicha [61], gliomy 
C 6 [62, 63] i w limfocytach Ju rk a ta  T [64]. Innym i 
czynnikami, które m ogą regulować syntezę PS a tym 
samym jej transport i dekarboksylację są cholina 
i etanoloam ina, które są rozpuszczalnymi substratam i 
w reakcji wymiany zasad. W pływają one bezpośrednio 
na włączanie seryny do fosfolipidów [23, 56] a więc na 
syntezę PS.

D ekarboksylacja PS w w ątrobie szczura zależy 
natom iast nie tylko od szybkości syntezy PS, ale także 
od szybkości jej transportu  do m itochondriów. D ekar­
boksylacja PS może być także regulow ana przez 
stężenie L-seryny w środowisku [23]. W badaniach 
przeprow adzonych na świeżo wyizolowanych szczu­
rzych hepatocytach, przy podwyższonej ilości seryny 
(2.5 mM) zsyntetyzowana z niej PS była 4-krotnie 
szybciej dekarboksylow ana do PE  niż w obecności 0.5 
m M  seryny.

N a syntezę i dekarboksylację PS i metylację po­
wstałej PE w kom órkach eukariotycznych wywiera 
także wpływ skład fosfolipidowy błon. Badania in vitro 
[65, 66] wykazały, że PS włączona do m ikrosom ów 
z w ątroby szczura na drodze fuzji, przy niskich jej 
stężeniach ham ow ała wymianę seryny, a bardzo znacz­
nie etanoloam iny [65]. N atom iast PS oraz PC włączo­
ne do zrekonstytuow anych w obecności detergentu 
m ikrosom ów, ham owały znacznie wymianę seryny, 
natom iast PE  ją  stym ulow ała [66].

T rudno nie doceniać roli dekarboksylazy PS, bo­
wiem to dzięki niej produkow ana jest PE i dalej 
etanoloam ina. Cała pula tego am inoalkoholu w świe­
cie organizmów żywych pochodzi z dekarboksylacji PS.

A rtykuł otrzymano 31 lipca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 1 lipca 1998 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: DC-CHOL — 3(3[N-(N,N- 
dimetyloaminoetano)carbamailo] cholesterol (ang. 3ft[N- 
-(N,N-dimethylaminoethane)carbamoyf\ cholesterol); DMR- 
IE — bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetylo-2,3- 
-bis(tetradecyloxy)-l-propanoiminowy (ang. N-{2-hydroxy- 
ei/zy /)-N ,N -dim ethyl-2 ,3-bis(tetradecyloxy)-l-propana- 
minium bromide); D O DAP — l,2-dioleilo-3-(dimetyloami- 
no)propan (ang. l,2-dioleoyl-3-dimethylaminopropane); DO- 
TAP — l,2-bis(olejoksy)-3-(trimetyloamonio)propan (ang. 
l,2-bis(oleoyloxy)-3-(trimethylammonio)propane); D O PE — 
dioleilo fosfatidyloetanoloamina (ang. dioleoyl phosphatidy- 
lethanolamine); DOSPA — sól 2-1,2-diolejpropylodimetylo- 
-bromamonio)-N-etylo-6-amidospermin kwasu tetra tri- 
fluorooctowego (ang. 2-(l,2-dioleoyloxypropyldimethyl- 
-ammonium bromide)-N-ethyl-6-amidospermine tetra trifluo- 
roacetic acid salt); DOTM A — chlorek N-[l-(2,3-diolejlok- 
sy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (ang. N-[l-(2,3~dio- 
leyloxy)propyf\-N,N,N-trimethylammonium chloride); GAP- 
-DLPIE — bromek N(3-aminopropylo)-N,N-dimetylo-2,3- 
-bis(dodecyloksy)-l-propaniminiowy (ang. N(3-aminopropyl)~ 
-N,N-dimethyl-2,3-bis{dodecyloxy)-l-propanaminium bromide).

I. Wstęp

Transfekcja to kontro low ana m odyfikacja genotypu 
kom órki pow stała w wyniku dostarczenia z zewnątrz 
i w budow ania do jąd ra  kom órkow ego dodatkow ej 
informacji genetycznej. Aby nastąpiła ekspresja prze­
noszonego genu cząsteczka D N A  musi pokonać barie­
rę błony cytoplazmatycznej, a po wniknięciu do w nęt­
rza kom órki, chroniona przed rozkładem , pow inna 
wniknąć do jąd ra  kom órkowego. Po znalezieniu się 
w jądrze kom órkow ym  m ateriał genetyczny musi 
zostać zintegrow any z m acierzystą pulą genów oraz 
odczytany przez kom órkę. W końcu, w prow adzona 
inform acja pow inna podlegać zwykłym procesom  
kontroli fizjologicznej [ 1].

W prowadzenie m ateriału  genetycznego do kom órek 
rozrodczych praktykuje się już od dawna. W tym 
przypadku powszechnie stosuje się m etodę mechanicz-

* Dr, K atedra Fizyki i Biofizyki, Akademia Rolnicza, ul. 
Norwida 25, 50-375 Wrocław

nej m ikrom anipulacji, polegającej na wprowadzeniu 
m ateriału genetycznego do kom órki przez nakłucie 
m ikropipetą błony cytoplazmatycznej. Jednakże m e­
tody tej nie da się zastosow ać do licznej populacji 
kom órek, nie ma także możliwości dostosow ania jej do 
warunków  panujących in vivo. Aby przeprowadzić 
transfekcję na licznej populacji kom órek stosuje się 
niszczące błonę cytoplazm atyczną czynniki fizykoche­
miczne (wysokie stężenie soli, elektropulsacja itp.). 
Poważnym  ograniczeniem tych zabiegów jest: wyno­
sząca zaledwie kilka procent wydajność transfekcji, 
głównie w wyniku wysokiej śmiertelności m odyfiko­
wanych kom órek. Również, podobnie jak  m ikrom ani- 
pulacja, procedury te nie m ogą być praktycznie stoso­
wane in vivo.

M ateriał genetyczny m ożna także wprowadzić do 
kom órki za pom ocą w ektora wirusowego (realne i po ­
tencjalne możliwości tej m etody przedstaw ione są 
w artykule S z a l i  [2]). Technika ta polega na integ­
racji przenoszonego fragm entu DN A z m ateriałem  
genetycznym wirusa. N astępnie, w wyniku natu ra l­
nych procesów, m ateriał genetyczny wnika do jąd ra  
kom órkow ego gdzie ulega ekspresji. M etoda ta, choć 
obiecująca, wydaje się być sprawą dalszej przyszłości, 
szczególnie w zastosow aniach klinicznych. P odstaw o­
wą trudnością, w tym przypadku, jest możliwa tok ­
syczność składnika wirusowego oraz reakcja układu 
immunologicznego, który rozpoznaje i eliminuje wiru­
sowy nośnik, a wraz z nim przenoszony m ateriał 
genetyczny.

M etodą najbardziej obiecującą, k tó ra  nie posiada 
wyżej wymienionych m ankam entów , wydaje się być 
technika w ykorzystująca nośniki liposomowe (lipo- 
somy są to sferyczne agregaty lipidowe [3, 4]). W ydaj­
ność transfekcji uzyskiwana tą drogą jest w ystar­
czająco wysoka, w niektórych przypadkach sięga 
nawet 10% -30%  [5-7]. D odatkow o, technika ta jest 
prosta, pow tarzalna, nie toksyczna oraz obojętna 
immunologicznie, co czyni ją  idealnym  narzędziem
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w zastosow aniach klinicznych [8-13].
W prezentow anym  opracow aniu pokazano ak tual­

ny stan wiedzy na tem at transfekcji za pom ocą noś­
ników liposomowych. O pisano głównie m etody for­
m ow ania kom pleksów lipid-D N A  oraz ich oddziały­
wanie z b łoną cytoplazm atyczną. Zachowanie się 
kom pleksu lipid-D N A  w cytoplazmie nie jest do końca 
zbadane, co znajduje swoje odbicie w pobieżnym 
potrak tow aniu  tego aspektu zagadnienia. W końcowej 
części tego opracow ania będą przedstawione przy­
kłady zastosow ania tej techniki do terapii genowej.

II. Powstawanie kompleksu lipid-DNA

O skuteczności transportu  m ateriału genetycznego 
do wnętrza kom órki za pom ocą liposom ów kationo­
wych decydują właściwości fizykochemiczne kom plek­
su lipid-DNA. Lipidy kationow e w fizjologicznym pH 
posiadają wypadkowy ładunek dodatni, co powoduje, 
że ujemnie naładow ana cząsteczka D N A  oddziałuje 
elektrostatycznie z obdarzoną ładunkiem  powierzch­
nią liposom u [9, 14, 15]. Efektem tego oddziaływania 
są zmiany konform acyjne zachodzące zarów no w dwu- 
warstwie lipidowej, jak  i w samej cząsteczce DNA. 
C harakter tych zm ian zależy od składu liposomów, 
gęstości ładunku na ich powierzchni, w arunków  panu­
jących w roztw orze (siła jonow a, pH , obecność jonów  
dwuwartościowych [16]), a także od ilości naładow a­
nego lipidu [9, 17]. W wyniku wzajemnych oddziały­
wań struk tu ra  liposm ów podlega modyfikacji, co może 
doprow adzić do ich fuzji lub zm iany stanu konfor- 
macyjnego dwuwarstwy. C harakter tych zmian zależy 
w dużej mierze od wzajemnych proporcji obdarzonych 
ładunkiem  lipidów i D N A  [15 ,18 ,19]. Sama cząstecz­
ka D N A  także doznaje przem ian konformacyjnych, 
w wyniku których drastycznie zmniejszają się jej 
efektywne rozm iary (tzw. „efekt kondensacji”). P o d ­
łożem tego zjawiska jest neutralizacja ujemnego ładun­
ku, którym  obdarzona jest helisa D N A  [15, 20, 21], 

Kom pleks lipid-D N A  powstaje w rezultacie zmian 
konform acyjnych zachodzących w helisie D N A  i w od­
działujących z nią liposomach. W wyniku oddziaływań 
elektrostatycznych liposom y agregują z cząsteczką 
D N A  tworząc struk tury  przypom inające kiście winog­
ron [21, 22]. N astępnie ujemne ładunki związane 
z helisą D N A  przyciągają lipidy kationow e, co pow o­
duje, że na powierzchni liposom ów tworzą się dom eny
[23], Pojawienie się takich dom en jest powodem  
destabilizacji dwuwarstwy lipidowej. Sądzi się także, że 
dom eny te m ogą również przeciwdziałać hydrolizie 
cząsteczki D N A  przez enzymy nukleolityczne [15]. 
O dpow iednio dobrany stosunek ilościowy lipid-D NA  
sprawia, że cząsteczka D N A  powoduje agregację lipo­
somów. W tym czasie zachodzą równocześnie fuzja 
liposom ów [21, 24] oraz zm iana konformacji prze­
strzennej cząsteczki D N A  [10, 15, 25, 26]. W wyniku 
tych procesów powstaje kompleks, w którym  cząstecz­
ka D N A  m a znacznie zredukow ane rozm iary efektyw­

ne co sprawia, że łatwiej może ona wniknąć do wnętrza 
kom órki. K onform acja składowej lipidowej kom plek­
su nie jest do tej pory dobrze zbadana. Zależy ona od 
wielu czynników, w tym na przykład od składu 
lipidowego, czy w arunków  panujących w roztworze. 
N iektóre badania wskazują na to, że fuzja liposomów 
prow adzi do pow stania ciągłej struktury  lipidowej 
otaczającej cząsteczkę D N A  [21], inne, że cząsteczka 
D N A  nie powoduje zniszczenia struktury  liposom u 
a raczej lokuje się na jego powierzchni [15], jeszcze 
inne sugerują, że w kompleksie lipidy nie tw orzą 
dwuwarstwy a uform ow ana struk tura  nie jest topo lo ­
gicznie ciągła [20, 22].

Jak już w spom niano wcześniej, wydajność transfek­
cji zależy w dużej mierze od składu frakcji lipidowej 
kompleksu. D o tej pory nie znaleziono jednoznacznej 
korelacji pom iędzy topologią kom pleksu, a w ydajno­
ścią transfekcji. Liposom y wykorzystywane do tw orze­
nia kom pleksów  lipid-D N A  z reguły formowane są 
z kilku składników. Jednym  z nich musi być lipid, lub 
inna cząsteczka amfifilowa, k tó ra posiada dodatni 
ładunek w swojej części hydrofilowej. W ielkość tego 
ładunku oraz budow a chemiczna, zarów no części 
hydrofobowej jak  i hydrofilowej składnika kationow e­
go m a wpływ na wydajność przeniesienia m ateriału  
genetycznego do wnętrza kom órki. Nie jest jak  dotąd 
do końca jasna zależność pom iędzy rodzajem  za­
stosowanego lipidu kationowego, a wydajnością trans­
fekcji [11, 27-31]. Pewne jest natom iast, że wydajność 
transfekcji zależy zarów no od rodzaju lipidów, wcho­
dzących w skład kom pleksu jak  i od rodzaju kom órek, 
będących objektem  transfekcji. Z łożona zależność p o ­
między struk tu rą  kom pleksu, rodzajem  kom órek, 
a wydajnością transfekcji stwarza poważne trudności 
w stosow aniu tej techniki, ale jednocześnie pozw ala 
mieć nadzieję, że możliwe jest osiągnięcie wysokiej 
selektywności tkankow ej tej metody.

K ationow e związki amfifilowe wykorzystywane do 
form ow ania kom pleksów lipid-D N A  posiadają różno­
rodną strukturę chemiczną. D o najczęściej stosow a­
nych kationow ych związków amfifilowych należą: 
DO D A B  (l,2-dioleilo-3-(dim etyolam ino)propan) [23]; 
D O T A P (l,2-dioleilo-3-(dim etyolam ino)propan) [22, 
32, 33]; D C -C H O L  (3f3[N-(N,N-dimetyloaminoeta- 
no)carbam ailo] cholesterol) [25, 29, 30, 34]; D M R IE  
(bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetylo-2,3-bis(te- 
tradecyloxy)-l-propanoim iniw y) [11, 15, 33, 34]; D O - 
TM A (chlorek N-[l-(2,3-diolejloksy)propylo]-N ,N , 
N -trim etyloam oniow y) [21, 27] oraz D O SPA  (sól
2-(l,2 -d io lejpropylodim etylo-brom am onio)-N -etylo- 
-6-am idosperm in kwasu tetra trifluorooctowego) [15, 
28, 33]. Ogólnie rzecz biorąc amfifilowa cząsteczka 
posiadająca ładunek dodatni składa się z trzech części. 
Części hydrofobowej, k tó ra  zapewnia lokalizację cząs­
teczki w dwuwarstwie lipidowej, dodatnio  naładow a­
nej części polarnej, k tó ra  oddziałuje z D N A  oraz części 
łączącej (Ryc. 1). G rupa łącząca decyduje o chemicznej 
stabilności związku oraz o jego możliwościach biode-
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Ryc. 1. Budowa lipidu kationowego (DOTMA; chlorek 
N-[l-(2,3-diolejloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamonio- 
wy). a, b i c oznaczają odpowiednio kationową grupę 
hydrofilową grupę łączącą i część hydrofobową.

gradacyjnych. N a przykład: łańcuchy alkilowe D O T ­
M A i D M R IE  są połączone z częścią po larną stabil­
nym  wiązaniem eterowym, nie poddającym  się łatwo 
procesom  hydrolizy. N atom iast D O T A P posiada nie­
stabilne wiązanie estrowe. Fizykochemiczne właściwo­
ści kom pleksów lipid-D N A  są zdeterm inowane przez 
wzajemne proporcje przedstawionych części oraz 
przez strukturę części polarnej. Pokazano, że amfifile 
kationow e posiadające wielo wartościowe grupy po lar­
ne są z reguły bardziej aktywne niż te obdarzone 
jednow artościow ym i grupam i polarnym i [14].

Budowa chemiczna kationow ego związku amfifilo- 
wego m a istotne znaczenie w form ow aniu się kom plek­

su lipid-DNA, decyduje o zachow aniu się kom pleksu 
lipid-DN A w roztworze, oraz wpływa na jego losy 
w cytoplazmie. Jednakże w arunkiem  koniecznym, aby 
powstał kom pleks lipid-D N A  jest posiadanie przez 
związek amfifilowy wypadkowego ładunku dodatn ie­
go. W ydajność transfekcji zdeterm inow ana jest w zna­
cznej mierze przez wzajemny stosunek lipidów katio ­
nowych do D N A  oraz przez stosunek związku katio ­
nowego do lipidu dopełniającego (liposomy używane 
do form ow ania kom pleksów tworzy się z lipidów 
kationow ych zmieszanych z innym lipidem, który 
zwany jest dopełniającym) [14, 17, 22, 34].

Z danych literaturow ych wynika, że na dobór ilości 
i rodzaju lipidu dopełniającego m ają wpływ dwa 
czynniki. Stabilność uzyskanej struktury  dwuwarstwy 
lipidowej oraz steryczne oddziaływanie D N A  z p o ­
wierzchnią liposomów. Powszechnie używaną miesza­
niną lipidów, dostępną także komercyjnie (preparat 
zwany Lipofektin™ ), jest kationow y D O T A P i neu­
tralny D O P E  (dioleilofosfatidyloetanoloamina) zmie­
szane w proporcjach 1:1 [32, 35].

Stabilność frakcji lipidowej kom pleksu lipid-DNA  
decyduje o jego właściwościach fizykochemicznych 
w roztworze. Jeżeli rodzaj lipidu kationowego jest 
ustalony, to cechy dwuwarstwy lipidowej m ogą być 
m odyfikowane przez dobór lipidu dopełniającego. 
Powszechnie stosowanym  fosfolipidem dopełniającym  
jest D O P E  (dioleofosfatydyloetanolamina), ponieważ 
jego część polarna jest neutralna, a nienasycone łań­
cuchy węglowodorowe powodują, że formowane z jego 
udziałem dwuwarstwy są bardzo niestabilne [36, 37]. 
Sądzi się więc, że lipid ten jest także odpowiedzialny za 
fuzję kom pleksu z błoną cytoplazm atyczną [19, 38]. 
Skłonności D O P E  do form ow ania agregatów  różnych 
od liposomów powodują, że kompleksy, w skład 
których wchodzi ten lipid, nie są stabilne w roztw orach 
fizjologicznych: agregują i w ytrącają się [39]. Problem  
ten staje się szczególnie uciążliwy gdy zawiesina kom ­
pleksów znajduje się w surowicy. Agregaty kom plek­
sów, ze względu na znaczne rozm iary (ich wielkość 
sięga tysięcy nm), nie są zdolne do wprow adzenia 
m ateriału genetycznego do wnętrza kom órek. W pły­
nach fizjologicznych dodatnio  naładow ane kompleksy 
wystawione są dodatkow o na działanie ujemnie nała­
dow anych białek, lipoprotein czy heparyny. Przyspie­
sza to ich agregację oraz powoduje rozdział frakcji 
lipidowej kom pleksu od D N A  w przestrzeni między­
kom órkowej co znacznie ogranicza wydajność tran s­
fekcji in vivo [22, 25, 29, 30], Nadm iernej agregacji 
kom pleksów m ożna zapobiec zm ieniając skład frakcji 
lipidowej kompleksu. N a przykład: użycie jako  lipidu 
uzupełniającego fosfatydylocholiny stabilizuje dwu- 
warstwę lipidową zapobiegając tym samym agregacji 
liposomów [22]. N atom iast zm iana sterycznych właś­
ciwości powierzchni dwuwarstwy lipidowej poprzez 
dodanie reszt hydrofilowych do części polarnej lipidów 
zapobiega wiązaniu się ujemnie naładow anych m akro­
cząsteczek surowicy. Przykładem  tego typu podejścia
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jest zastosow anie surfaktantów  (substancji aktywnych 
powierzchniowo) jako  składnika dopełniającego 
w kom pleksach. D obierając surfaktant o odpow ied­
nich właściwościach części polarnej m ożna regulować 
zachowanie kom pleksów w roztw orze fizjologicznym 
oraz wpływać na sposób, w jaki oddziałują one z błoną 
cytoplazm atyczną [25, 29, 30],

III. Przechodzenie kompleksu lipid-DNA  
przez błonę cytoplazmatyczną

W ypadkow y ładunek dodatni znajdujący się na 
powierzchni liposom ów winien przewyższać sum ary­
czny ładunek ujemny, którym  obdarzona jest helisa 
DNA. Ten nadm iarow y ładunek dodatni kom pleksu 
powoduje, że oddziaływuje on elektrostatycznie z uje­
mnie naładow aną pow ierzchnią błony cytoplazm aty- 
cznej [40]. W konsekwencji powierzchnia m odyfiko­
wanej kom órki pokry ta jest kom pleksam i lipid-DNA, 
co niewątpliwie leży u podstaw  dużej wydajności 
procesu prowadzącego do wniknięcia m ateriału  gene­
tycznego do wnętrza kom órki. D odatkow ym  czyn­
nikiem mającym  wpływ na oddziaływanie kom pleksu 
z powierzchnią błony cytoplazmatycznej jest amfi- 
filowy charak ter kompleksu. Oznacza to, że kompleks 
spontanicznie lokuje się na granicy faz (na powierzchni 
błony biologicznej) [7, 26],

W momencie gdy agregat znajdzie się już na powie­
rzchni błony cytoplazmatycznej pojaw iają się dwie 
możliwości wniknięcia m ateriału  genetycznego do 
wnętrza kom órki. M oże się to odbywać na drodze 
endocytozy lub poprzez fuzję kom pleksu z błoną 
cytoplazm atyczną. Z badań przedstaw ionych w litera­
turze wynika, że obydwie drogi są możliwe i że nie 
wykluczają się wzajemnie. Sądzi się, że o tym, w jaki 
sposób kom pleks w nika do kom órki decyduje przede 
wszystkim skład frakcji lipidowej kompleksu. Jak już 
wcześniej w spom niano, oprócz lipidu kationowego, 
w skład frakcji lipidowej używanej do form owania 
kom pleksów stosuje się przynajmniej jeszcze jeden 
składnik amfifilowy. D obór stopnia nasycenia oraz 
miejsca, gdzie znajdują się podw ójne wiązania w łań ­
cuchach węglowodorowych lipidu pozw ala wpływać 
nie tylko na stabilność kom pleksu ale także na za­
chowanie się kom pleksu we wnętrzu kom órki [34]. 
W sytuacji gdy kom pleks znajduje się na powierzchni 
błony, m ateriał lipidowy wchodzący w jego skład może 
spowodować spontaniczną fuzję kom pleksu z dwu- 
warstw ą lipidow ą błony cytoplazmatycznej, w rezul­
tacie czego m ateriał genetyczny wnika do cytoplazmy. 
Skutkiem  ubocznym  takiej fuzji jest zaburzenie asy­
m etrii błony m ogące prowadzić do obum ierania ko­
mórek. P aradoksalnie łatwość, z jak ą  kom pleks zawie­
rający D O P E  łączy się z błoną biologiczną jest prze­
szkodą w osiągnięciu selektywności transfekcji wtedy, 
gdy celem jej jest modyfikacja tylko wybranej popula­
cji kom órek.

Obecność w kom pleksie lipidu, który samoistnie

tworzy stabilne dwuwarstwy (np. fosfatydylocholiny) 
znacznie ogranicza fuzjogenność tego kompleksu, 
a tym samym pozw ala na wprow adzenie modyfikacji, 
k tó ra może podnieść selektywność transfekcji, przy 
jednoczesnym  ograniczeniu toksyczności p reparatu  
[22, 41, 42]. Stabilne w czasie preparaty  są także 
łatwiejsze w użyciu, oraz pozw alają na podniesienie 
dawki DNA. Pewnym  ograniczeniem stosow ania sta­
bilnych kom pleksów jest jednak  to, że wnikają one do 
kom órki głównie na drodze endocytozy, co ogranicza 
ich zastosow anie tylko do kom órek, k tóre posiadają 
aparat endocytotyczny [22, 25, 29, 30].

IV. Rozpad kompleksu i ekspresja genu

Jak stwierdzono w poprzednim  rodziale, kom pleksy 
lipid-D N A  wnikają do kom órki na drodze fuzji z jej 
błoną lub poprzez endocytozę. Efektywność ich w nika­
nia zależy z jednej strony od rodzaju kom órek, ich 
wieku oraz poziom u aktywności, z drugiej zaś strony 
od składu frakcji lipidowej kom pleksu [22, 27, 40, 
43-45]. Z przeprow adzonych do tej pory badań wyni­
ka, że wydajność przenikania kom pleksu przez błonę 
cytoplazm atyczną nie jest w prosty sposób sklorelowa- 
na z wydajnością transfekcji [46].

Po przekroczeniu bariery błony cytoplazmatycznej 
losy kom pleksu są w niewielkim stopniu poznane. 
W iadom o tylko, że we wnętrzu kom órki następuje 
rozdział lipidu od DNA. Cząsteczka D N A  może teraz 
wniknąć do jąd ra  kom órkow ego lub pozostać w cyto- 
plazmie w postaci agregatu. Lipid, pozostający po 
rozpadzie kom pleksów, w budowyw any jest w struk ­
tury błonowe kom órki [22]. N ie do końca są także 
zbadane procesy decydujące o separacji składników 
kom pleksu w cytoplazmie oraz mechanizmy tran sp o r­
tu D N A  do jądra . To właśnie brak  wiedzy na ten tem at 
u trudn ia dobranie składu kom pleksu pod kątem  zwię­
kszenia wydajności procesów wiodących do zoptym a­
lizowania ekspresji m ateriału  genetycznego do star­
czonego do cytoplazm y kom órki.

N a podstaw ie skąpych danych doświadczalnych na 
tem at losu kom pleksu po przekroczeniu błony cyto­
plazmatycznej oraz w oparciu o badania modelowe 
Z e l p h a t i  i S z o k a  zaproponow ali mechanizm 
przechodzenia D N A  z endosom ów  do cytoplazmy [47, 
48]. M odel ten opiera się na obserwacji, że warunkiem  
koniecznym aby nastąpiła ekspresja D N A  w kom órce 
jest oddzielenie lipidu od DNA. Samo wstrzyknięcie 
kom pleksów do cytoplazmy nie prow adziło do eks­
presji genów reporterowych [49, 50]. W oparciu
0 badania na układach modelowych, Z e l p h a t i
1 S z o k a  zaproponow ali mechanizm, który, może 
prow adzić zarów no do rozdziału m ateriału kom pleksu 
jak  i przechodzenie D N A  z endosom ów  do cytoplaz­
my. A utorzy postulują, że kationow e liposomy m ogą 
indukow ać spontaniczne przechodzenie lipidów an io ­
nowych (na przykład fosfatydyloseryny) z zewnętrznej 
do wewnętrznej m ono warstwy błony endosomalnej.
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K om pleksow anie się obu naładow anych lipidów p o ­
woduje zanik wypadkowego ładunku dodatniego, a to 
umożliwia oddzielenie D N A  od frakcji lipidowej. P ro ­
ces ten zachodzi jednocześnie z destabilizacją błony 
endosom ów. Pozbaw ione otoczki lipidowej D N A  wę­
druje do cytoplazmy, skąd może już w niknąć do jąd ra  
kom órkowego. Błona jąd ra  kom órkow ego jest już 
stosunkow o dobrze przepuszczalna dla m akrom olekuł 
[3, 51]. Z aproponow any mechanizm  poparty  został 
doświadczeniam i modelowymi, w których składniki 
wchodzące w skład kom pleksów  ulegały rozdziałowi 
w obecności liposom ów zawierających ujemnie n ała­
dow ane lipidy [38, 45].

Jakkolw iek przebiega proces w nikania cząsteczki 
D N A  do cytoplazm y to nie wydaje się, że krok ten jest 
decydujący o wydajności transfekcji. W  przypadku 
niektórych hodowli kom órkow ych wnikający m ateriał 
genetyczny odkłada się w cytoplazmie w postaci 
agregatów, a dostarczony m ateriał genetyczny nie 
ulega ekspresji [46]. Ponadto , wprowadzenie cząs­
teczek D N A  do cytoplazmy, czy to w czystej formie czy 
to w kom pleksach z lipidami, nie prow adzi au to ­
m atycznie do ekspresji przenoszonej informacji. Przej­
ście do cytoplazmy dostarczonego m ateriału genetycz­
nego z błony cytoplazmatycznej (w przypadku fuzji) 
czy z wnętrza endosom ów  (po endocytozie) powiązane 
jest w jakiś sposób ze strukturam i błonowym i ko­
mórki. W iadom o tylko, że aby transfekcja doszła do 
skutku musi nastąpić, przynajm niej częściowy, roz­
dział składników kom pleksu [18, 19, 47, 48]. D odato- 
wo, jeżeli wziąć pod uwagę chronologię czasową 
om awianych procesów, to okazuje się, że proces wni­
kania kom pleksu do kom órki oraz separacja DN A 
i lipidowego nośnika zachodzi względnie szybko (w 
przeciągu minut). N atom iast sam a ekspresja dostar­
czonego genu zachodzi nie wcześniej niż po kilku 
godzinach. W ydaje się więc, że krytyczny etap tran s­
fekcji związany jest z wniknięciem cząsteczki D N A  do 
jąd ra  kom órkow ego co powiązane jest w nieokreślony 
jeszcze sposób z naturalnym i procesam i kom órkow y­
mi. Świadczy o tym także obserwacja, z której wynika, 
że wydajność transfekcji zw iązana jest ściśle ze stanem 
kom órki. B adania przeprow adzone na hodow anych 
hepatocytach ludzkich pokazały, że transfekcja jest 
najwydajniejsza gdy kom órki znajdują się w fazie 
S (faza replikacji DNA , w której obserwuje się po d ­
niesioną aktywność metaboliczną). W ydajność trans­
fekcji maleje także z wiekiem hodowli [52].

Z przedstawionych powyżej faktów wynika, że wy­
dajność transfekcji zależy od rodzaju stosowanego 
lipidu obdarzonego ładunkiem  dodatnim  oraz od 
lipidu dopełniającego. Skład lipidowy kom pleksu wy­
daje się wpływać, nie tylko na formow anie się kom ­
pleksu i sposób w jak i przechodzi on przez błonę 
cytoplazm atyczną, ale także na wydajność przenosze­
nia dostarczonego D N A  do jąd ra  kom órkowego. N a 
przykład: zastosow anie G A P-D L R IE , zam iast D O - 
TAP, spow odowało podniesienie wydajności trans-

fekcji genu reporterow ego acetylotransferazy chloro- 
amfenikołowej (CAT) wbudow anego do plazm idu 
VR1332, w sytuacji gdy prepara t podaw any był do 
płuc myszy [31]. G A P-D L R IE  posiadając podwójny 
ładunek dodatni może wpływać zarów no na sposób 
oddziaływania lipidu z DNA, jak  i kom pleksu z błoną 
cytoplazm atyczną a także na zachowanie się kom ­
pleksu w cytoplazmie. Zastosow any rodzaj lipidu 
dopełniającego może natom iast wpływać nie tylko 
na właściwości fizykochemiczne kom pleksu w roz­
tworze, czy zdolność do fuzji z błonam i biologicznymi, 
ale także może mieć wpływ na modyfikację wydajności 
przenoszenia D N A  z endosom ów  do jąd ra  kom ór­
kowego [34].

V. Perspektywy na przyszłość

N a podstawie danych literaturow ych m ożna stwier­
dzić, że liposomy kationow e są wygodnym i wydajnym 
narzędziem w badaniach genetycznych na wszystkich 
poziom ach od hodowli kom órkow ych do zastosow ań 
in vivo. M etoda ta pozw ala niespecyficznie dostarczać 
m ateriał genetyczny do wybranych populacji kom órek 
[10, 12, 13, 33, 53, 54],

Jak  wynika z wcześniejszego opisu wydajność do­
starczania D N A  do kom órek za pom ocą liposomów 
kationowych jest bardzo wysoka. Praktycznie każda 
kom órka poddana transfekcji m a w swojej cytoplaz­
mie dostarczony m ateriał genetyczny. Jednak ekspre­
sja genów w jądrze nie jest już tak wydajna. Przyczyny 
tego m ogą tkwić w braku integracji czy niewłaściwym 
miejscem integracji w prow adzonego genu z macierzys­
tym m ateriałem  genetycznym. Postuluje się także 
istnienie, nieokreślonej jeszcze, bariery jak ą  napotyka 
DN A na drodze pomiędzy błoną cytoplazm atyczną 
i jądrem . Pewien postęp w tej dziedzinie uzyskano 
poprzez połączenie techniki liposomowej z w ekto­
rem wirusowym. N a przykład, zastosow anie fragm en­
tu wirusa Sendai jako  dodatkow ego składnika lipo- 
somu kationow ego podniosło znacząco wydajność 
transfekcji [55].

Brak wiedzy na tem at m echanizm ów m olekular­
nych związanych z transportem  cząsteczek D N A  w cy­
toplazmie powoduje, że zaprojektow anie optym alnego 
nośnika m ateriału genetycznego nie jest na razie 
możliwe. W  konsekwencji, badania prow adzi się m eto­
dą prób i błędów. Rezultatem  tej sytuacji jest projek­
towanie nowych preparatów , które pozwolą jedynie na 
dalsze podniesienie wydajności transfekcji poprzez 
zwiększenie ilości m ateriału genetycznego oraz pod­
niesienie selektywności m etody [50, 56]. Jedną z takich 
prób jest zastosow anie mikroemulsji. M ikroem ulsją 
jest zawiesina drobin oleju otoczonych m onow arstw ą 
lipidów kationowych i odpow iednio dobranych sur- 
faktantów  [25, 29, 30]. Przy okazji opracowywania tej 
techniki odkryto, że zm iany w części hydrofobowej 
surfaktanta nie m ają znaczącego wpływu na stopień 
agregacji i właściwości kom pleksu w roztw orze suro­
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wicy. M odyfikację właściwości fizykochemicznych 
emulsji m ożna uzyskać tylko na drodze modyfikacji 
ich części polarnych. Sugeruje się, że cząsteczka DNA 
wiąże się z pow ierzchnią mikrosfery w wyniku od­
działywań elektrostatycznych, a oddziaływania stery- 
czne pozw alają na precyzyjną regulację stopnia w iąza­
nia się D N A  z jej powierzchnią. M ikrosfery nie są 
wrażliwe, w przeciwieństwie do wielu preparatów  
liposomowych, na obecność surowicy, co powoduje, 
że kom pleks taki doskonale nadaje się do zastosow ań 
in vivo. Ponadto , p repara t ten pozw ala zastosować 
bardzo wysokie stężenia m ateriału genetycznego, co 
w nośnikach liposomowych nie zawsze jest możliwe 
[29, 30].

Liposom y kationow e stosowane są powszechnie 
jako  nośniki plazmidów, oligonukleotydów antysen- 
sowych [57, 58]. RNA [54, 59, 60] oraz białek do 
kom órek eukariotycznych [61]. Kom pleksy lipid- 
-D N A  znajdują zastosow anie jako  nośniki m ateriału 
genetycznego w terapiach, w których leczenie opiera 
się na modyfikacji genotypu zm utow anych kom órek 
i tkanek [32, 52-68]. M etoda ta  jest już zatw ierdzona 
do badań  klinicznych w leczeniu czerniaka (ang. 
malignant melanoma) [68, 69]. Przeprow adzane są 
także pierwsze próby wymiany genu kodującego biał­
ko C FT R  którego defekt jest odpowiedzialny za 
m ukowiscydozę (ang. cystic fibrosis) [70-72].

W ykonano już wiele doświadczeń in vivo mających 
na celu modyfikację genotypu kom órek w płucach [70, 
73, 74], w ątrobie [25, 75], m ięśniach [76], naczyniach 
krw ionośnych [65-67,77-79], oraz kom órek rakowych 
[68, 69, 80, 81]. W ydajność transfekcji wybranych 
kom órek w organizm ie bardzo zależy od sposobu, 
w jaki podaw ane są kompleksy. Kom pleksy m ogą być 
podaw ane dożylnie [25, 64, 75], przez drogi oddecho­
we w aerozolu [70, 72, 73] oraz stosowane powierzch­
niowo w leczeniu schorzeń skóry [82, 83]. Najlepsze 
rezultaty uzyskano gdy kom pleks podaw any był w po­
staci areozolu do płuc. B adania histologiczne pokaza­
ły, że gen reporterow y (3-galaktozydazy ulegał eks­
presji w kilku procentach kom órek epitaksjalnych 
pęcherzyków płucnych [31].

N a wstępie w spom niano już, że transfekcja za 
pom ocą liposom ów kationow ych m a pow ażną prze­
wagę nad transfekcją za pom ocą w ektora wirusowego. 
Stosowanie w ektora wirusowego aktywuje układ im ­
m unologiczny co uniemożliwia wielokrotne stosow a­
nie preparatu , liposom y są natom iast im m unologicz­
nie obojętne. Trzeba jednak  stwierdzić, że żadna 
z dotychczas stosowanych technik nie pozwoliła na 
trw ałą modyfikację genotypu kom órek in vivo. We 
wszystkich prezentow anych do tej pory badaniach in 
vivo, transfekcja jest tylko przejściowa, po początkowej 
ekspresji genu reporterow ego kom órki tracą nabyte 
właściwości. Zjawisko to wymaga dalszych badań, 
a jego rozwiązanie jest kluczem do efektywnego stoso­
wania terapii genetycznej.

Dotychczasowe badania nad systemowymi zastoso­

waniami kom pleksów  lipid-D N A  wskazują na znacz­
ną selektywność transfekcji. Kiedy kom pleksy D O T - 
M A/Tween 80/DNA podaje się dożylnie myszom, 
wówczas największy poziom  transfekcji występuje 
w kom órkach epitaksjalnych płuc [25]. T kankow ą czy 
kom órkow ą selektywność można, do pewnego stop­
nia, regulować poprzez dobór rozm iarów  kom plek­
sów, rodzaju lidpidów, czy ilością ładunku elektro­
statycznego. Podejście to  m a jednak  swoje oczywiste 
ograniczenia. Duże nadzieje wiąże się z możliwością 
zastosow ania białek jako  jednego ze składników  kom ­
pleksu [16, 75] oraz technik znakow ania im m unologi­
cznego [56, 68, 84-88]. Rozwój techniki w tym kierun­
ku pozwoli zapewne na podniesienie kom órkowej 
selektywności metody.

B adania zaprezentow ane w tej pracy pokazują, że 
technika liposom ow a może stać się jedną z po d ­
stawowych sposobów  dystrybucji leków w organizmie, 
a w szczególności, w szybko rozwijającej się terapii 
genowej. W  połączeniu z współczesnymi m etodam i 
detekcji nieinwazyjnej (NM R czy znakow anie izo­
topowe) będzie ona niewątpliwie potężnym  narzę­
dziem w rękach współczesnej farmakologii.
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Oligonukleotydy o właściwościach aptamerycznych

Oligonucleotides with aptameric properties
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wiący kopię mRNA; RNaza H — rybonukleaza H; Kd
— stała dysocjacji; AMV RT — odwrotna transkryptaza 
wirusa ptasiej białaczki; MMLV R T — odwrotna transkryp­
taza wirusa białaczki Moloney’a; HIV RT — odwrotna 
transkryptaza wirusa HIV; K¡ — stała inhibicji; IC 50 — stę­
żenie, przy którym następuje 50% inhibicja; IN — integraza 
retrowirusowa; FIV — koci wirus niedoboru odporności 
immunologicznej; SIV — małpi wirus niedoboru odporności 
immunologicznej; TAR — region RNA wirusa HIV, do 
którego przyłącza się białko Tat; RBE — minimalny frag­
ment RNA, do którego wiąże się wirusowe białko Rev; t 1/2
— czas, po którym następuje 50% degradacja oligonuk- 
leotydu; PEG  — glikol polietylenowy; HNE — ludzka 
elastaza neutrofilowa: RNaza T l — rybonukleaza T l; bFG F
— zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów; Tm — tem­
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VEC — ludzkie komórki śródbłonka żyły pępowinowej; 
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snRNA U l — cząsteczka jądrowego RNA zawierająca 
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macicy; SLE — układowy toczeń trumieniowaty.
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I. Wstęp

Rozwój technik biochemicznych i genetycznych, 
który nastąpił w ostatnich dwudziestu latach, spow o­
dował znaczny postęp w poznaw aniu m olekularnych 
podstaw  wielu chorób cywilizacyjnych takich jak  np. 
choroby wirusowe, nowotworow e czy schorzenia uk ła­
du krążenia. W iedza o przyczynach tych chorób 
ułatw ia poszukiwanie skutecznych m etod ich leczenia.

Jako  potencjalne terapeutyki rozważane są m.in. 
oligonukleotydy, czyli krótkie fragmenty D N A  lub 
RNA, które m ożna stosować w celu zaham ow ania 
syntezy niepożądanych białek bądź zm iany ich działa­
nia. D o oligonukleotydów , które mogą ham ow ać 
syntezę białek, należą: oligonukleotydy antysensowne, 
które wiążą się z kom plem entarnym i fragm entam i 
m RN A  kodującego sekwencję am inokwasow ą tych 
białek; oligonukleotydy antygenowe, które wiążą się 
z kom plem entarnym i fragm entam i DNA  i tw orzą 
struk tury  trójniciowe; oligonukleotydy o właściwoś­
ciach katalitycznych (rybozymy), posiadające właś­
ciwość katalizow ania degradacji kom plem entarnej ni­
ci mRNA. Podstaw ą działania tych trzech klas oligo­
nukleotydów  jest zdolność do asocjacji z kom plem en­
tarnym i fragm entam i D N A  lub RNA. Oprócz nich 
znane są oligonukleotydy o właściwościach aptam e­
rów, które wiążąc się bezpośrednio z określonym i 
białkam i ham ują ich działanie. Niniejszy artykuł za­
wiera przegląd literatury prezentującej sposoby po ­
szukiwania oligonukleotydow ych aptam erów  oraz b a­
dania nad ich struk turą  i efektami działania.
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A ptam eram i nazw ano cząsteczki kwasów nukleino­
wych, peptydów  oraz peptoidów , wykazujące wysokie 
powinowactwo i specyficzność wiązania ze ściśle okre­
ślonymi biom olekułam i, np. białkami. Słowo aptamer 
pochodzi od łacińskiego słowa „aptus”, co oznacza 
pasować. Podkreśla ono fakt, że aptam er może wiązać 
się z docelową cząsteczką, ponieważ jego struk tu ra 
przestrzenna „pasuje” do kształtu tej cząsteczki. O d­
działywania aptam eru z cząsteczką docelow ą są reali­
zowane przez w iązania niekowalencyjne (m.in. w iąza­
nia wodorowe, siły van der W aalsa oraz oddziaływ ania 
elektrostatyczne i hydrofobowe). W śród opisanych 
dotychczas oligonukleotydow ych aptam erów  są takie, 
które wiążą się z białkam i zaangażow anym i w m etabo­
lizm kwasów nukleinowych (takimi jak  np. czynniki 
transkrypcyjne, polimerazy, integraza wirusa HIV  
i inne), jak  również takie, które m ają duże pow inow act­
wo do białek nie wiążących się w w arunkach in vivo 
z kwasam i nukleinowym i (np. do trom biny i selektyn).

II. Poszukiwanie aptamerów oligonukleoty­
dowych

Pierwsze próby selekcji kwasów nukleinowych 
w w arunkach in vitro przeprow adzono w laboratorium  
S p i e g e l m a n a ,  który w latach sześćdziesiątych usi­
łował generować nowe, efektywnie replikujące formy 
RNA kolifaga Qß [1]. Jednakże dopiero w końcu lat 
osiemdziesiątych i na początku lat dziewięćdziesiątych 
nowoczesne techniki chemicznej syntezy oligonukleo- 
tydów, umiejętność otrzym yw ania fragm entów RNA 
na drodze transkrypcji in vitro, oraz powielania D N A  
m etodą PCR, pozwoliły na opracow anie efektywnych 
m etod identyfikacji cząsteczek o aktywności ap tam e­
rów i zastosow anie ich do analizy oddziaływ ań typu 
kwas nukleinow y-białko [2-10]. M etody te określane 
są jako  selekcja ligandów (SELEX —  Systematic Evolu­
tion o f Ligands by E xponentia l Enrichment), ukierun­
kowana ewolucja in vitro lub selekcja kombinatoryczna. 
Z olbrzymiej i bardzo różnorodnej populacji oligonuk- 
leotydów nazywanych ligandam i [ 11] dokonuje się 
wyboru tych cząsteczek, k tórych stru k tu ra  przestrzen­
na w arunkuje silne wiązanie się z docelowymi bio­
m olekułam i. Z tej samej, odpow iednio dużej, populacji 
m ożna uzyskać różne aptam ery dla różnych cząsteczek 
docelowych. Pożądane jest, aby każdy z nich, wykazu­
jąc  wysokie powinowactwo do określonej cząsteczki 
docelowej (np. enzymu), nie oddziaływał z innymi 
rodzajam i biom olekuł.

Poszukiw ania oligonukleotydow ych aptam erów  
stanow ią element szybko rozwijających się obecnie 
badań określanych jako  chemia kom binatoryczna. 
B adania te obejm ują syntezę populacji cząsteczek 
określonej klasy związków chemicznych oraz selekcję 
tych cząsteczek, które w ykazują pożądaną aktywność 
biologiczną. D la podkreślenia m olekularnej różnorod­
ności owych populacji określa się je m ianem  bibliotek 
kombinatorycznych. W  literaturze światowej m ożna

również spotkać określenie „biblioteki kształtów” (ang. 
shape library). Ponieważ jest to jednak dość uprosz­
czone określenie, w niniejszym opracow aniu w sposób 
zamierzony zrezygnowano z bezpośredniego tłum a­
czenia tego zw rotu i zastosow ano term in biblioteka 
kombinatoryczna, już wcześniej zresztą użyty w pol­
skim piśmiennictwie [ 12].

K om binatoryczne biblioteki zawierające fragmenty 
D N A  lub RNA umożliwiają poszukiw ania nie tylko 
aptam erów  oligonukleotydowych, ale także aptam e­
rów o strukturze białkowej. Należy w tym celu w pro­
wadzić syntetyczne fragmenty D N A  do odpow ied­
niego systemu ekspresyjnego, gdzie w wyniku trans­
lacji utw orzone zostaną odpowiednie białka fuzyjne 
o sekwencji aminokwasowej kodowanej przez te frag­
menty. G łónym  elementem obecnie znanych systemów 
ekspresyjnych stosowanych do otrzym yw ania owych 
białek są fagi, polisomy lub rybosom y, stąd odpow ied­
nie techniki są określane jako, odpowiednio, phage 
display, polysome display oraz ribosome display [13- 
-16]. Jednakże możliwości, jakie stw arzają te techniki, 
zostały zadem onstrow ane w pojedynczych zaledwie 
eksperym entach. Znacznie częściej stosow ana jest 
wspom niana już technika S E L E X  umożliwiająca p o ­
szukiwanie aptam erów  o strukturze D N A  lub RNA.

M etodę selekcji ligandów m ożna wykorzystać do 
poszukiwań aptam eru, który wiązałby się z docelową 
biom olekułą znacznie silniej niż ligand występujący 
w naturze [17], a także do poszukiwań aptam eru dla 
cząsteczki, k tó ra  w w arunkach in vivo nie oddziałuje 
z kwasami nukleinowymi. Teoretycznie istnieje m oż­
liwość wyselekcjonowania oligonukleotydowego ap ­
tam eru dla każdej docelowej biom olekuły [ 11].

K om binatoryczna selekcja in vitro obejmuje trzy 
kluczowe etapy: (1) utworzenie biblioteki oligonuk- 
leotydów, (2) selekcję oligonukleotydów wykazujących 
powinowactwo do docelowej cząsteczki, (3) powielanie 
wybranych ligandów. Etapy te są cyklicznie pow tarza­
ne i w każdym  cyklu następuje stopniowe wzbogacanie 
puli cząsteczek w ligandy o pożądanych właściwoś­
ciach (Ryc. 1).

II-1. Kombinatoryczne biblioteki oligonukleoty­
dów

Proces selekcji rozpoczyna się od utworzenia popu­
lacji różnych syntetycznych fragm entów DNA lub 
RNA zawierającej zazwyczaj pojedyncze cząsteczki 
o wysokim powinowactwie wobec cząsteczek docelo­
wych. Początkow a m olekularna różnorodność tej p o ­
pulacji wynika z użycia do jej syntezy mieszaniny 
m onom erów [12]. Daje to w efekcie oligonukleotydy 
o tzw. zdegenerowanych sekwencjach (ang. randomized 
synthesis). T aką pulę oligomerów otrzym uje się stosu­
jąc w każdym  kolejnym cyklu chemicznej syntezy 
rów nom olow ą mieszaninę wszystkich monomerów. 
Inną możliwość stanowi tzw. lim itow ana wariacja 
sekwencyjna, czyli użycie różnych ilości każdego z mo-
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A CYKL SELEKCJI DNA

Populacja cząsteczek DNA

Rozdział cząsteczek

Nieaktywne DNA Aktywne DNA

Powielanie PCR

Klonowanie i analiza

B CYKL SELEKCJI RNA

Populacja cząsteczek RNA

Rozdział cząsteczek

Nieaktywne RNA Aktywne RNA

Odwrotna
transkrypcja

Transkrypcja

Powielona pula cDNA

cDNA

Klonowanie i analiza

Powielanie PCR

Ryc. 1. A — Cykl selekcji DNA, 
B — Cykl selekcji RNA.

nomerów. W ybór m etody zależy od intencji ekspery­
m entatora. Ilość cząsteczek tworzących bibliotekę jest 
określona przez długość oligonukleotydu o zdegenero- 
wanej sekwencji (im jest dłuższy —  tym większa liczba 
cząsteczek) oraz przez ilość różnych m onom erów, 
które m ogą pojawić się w dowolnej pozycji łańcucha. 
D la naturalnego D N A  są to 4 m onomery: dA, dG, dC 
i dT, co w przypadku oligomeru zawierającego n nuk- 
leotydów daje w efekcie przynajmniej 4" możliwych 
sekwencji. M ożliwe jest również stosowanie w syntezie 
dodatkow ych, zm odyfikowanych m onom erów, co 
zdecydowanie zwiększa różnorodność sekwencyjną 
powstających fragm entów D N A  i wzbogaca bibliotekę 
kom binatoryczną. K ażda cząsteczka w bibliotece m o­
że mieć inną struk turę przestrzenną, co w sposób 
decydujący wpływa na jej pow inowactw o do docelo­
wych biomolekuł.

Zazwyczaj selekcję ligandów rozpoczyna się od 
chemicznej syntezy populacji cząsteczek DNA , gdyż 
jest ona bardziej efektywna i tańsza niż synteza RNA. 
Syntetyczne fragm enty D N A  zawierają przypadkow e 
sekwencje nukleotydów  tylko w środkowej części 
łańcucha oligonukleotydowego, natom iast 3’- i 5’- 
-końcowe fragm enty m uszą mieć zdefiniowaną sek­

wencję, ponieważ są to miejsca zaplanow ane dla 
w iązania się starterów  niezbędnych w reakcji pow iela­
nia D N A  m etodą PCR  lub inną m etodą amplifikacji. 
Jeśli przedm iotem  zainteresow ania jest aptam er oligo- 
rybonukleotydow y, to dodatkow o na 5’-końcu p lano­
wanej sekwencji musi się znaleźć sekwencja p rom oto ra  
polimerazy RNA. W prowadzenie do syntetyzowanych 
fragm entów D N A  sekwencji prom otorow ej rozpoz­
nawanej przez polimerazę RNA T7, SP 6 lub T3 
umożliwia przeprowadzenie w odpowiednim  m om en­
cie transkrypcji in vitro i otrzym anie odpowiednich 
fragm entów RNA.

II-2. Metody selekcji cząsteczek o specyficznym 
fenotypie (właściwościach fizycznych)

Kluczowym etapem  w trakcie selekcji ligandów jest 
efektywne rozdzielenie cząsteczek aktywnych i nieak­
tywnych, a następnie powielenie cząsteczek aktyw ­
nych. Rozdział odbywa się na podstawie zdolności 
ligandu do wiązania się z docelowymi cząsteczkami. 
Jedną ze stosowanych m etod jest procedura podobna 
do chrom atografii powinowactwa. W przypadku ap- 
tam eru trom biny cząsteczki aktywne i nieaktywne
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rozdzielono na złożu zawierającym  a-trom binę im- 
m obilizow aną za pom ocą konkanaw aliny A (eon A) na 
zmodyfikowanej agarozie [18]. W tym przypadku 
konieczne było wcześniejsze przeprowadzenie chrom a­
tografii na kolum nie wypełnionej agarozą zw iązaną 
z konkanaw aliną A w celu usunięcia z biblioteki 
kom binatorycznej ligandów wykazujących zwiększo­
ne pow inow actw o do samej konkanaw aliny. Inną 
m etodą izolowania potencjalnych aptam erów  jest filt­
racja na filtrach nitrocelulozowych. Filtrację stosow a­
no m.in. dla otrzym ania ligandów o wysokim pow ino­
wactwie do odwrotnej transkryptazy [19, 20]. Selekcję 
m ożna także przeprowadzić za pom ocą im m unop- 
recypitacji, gdzie mieszaninę oligomerów inkubuje się 
z docelowym białkiem  połączonym  z przeciwciałem, 
którego obecność ułatw ia izolowanie cząsteczek ligan­
dów wykazujących pow inow actw o do białka [21].

II-3. Powielanie wyselekcjonowanych cząsteczek

W arunkiem  przeprow adzenia procesu powielania

RNA

DNA

Fragment oligonukleotydu o 
znanej sekwencji

Startery DNA

Sekwencja promotorowa 
rozpoznawana przez 
polimerazę RNA

Ryc. 2. Powielanie metodą PCR.
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jest obecność na 5’- i 3’-końcach oligonukleotydu 
sekwencji, które umożliwiają wiązanie się starterów  
dla Taq polimerazy D N A  (reakcja PCR) oraz dla 
odwrotnej transkryptazy. Do powielania wyselekc­
jonow anych cząsteczek m ożna zastosować jedną 
z dwóch opisanych niżej metod.

W pierwszej m etodzie (Ryc. 2) podstaw ą jest reakcja 
PCR [22] przeprow adzana w sposób następujący: 
starter 1 poprzez hybrydyzację z kom plem entarnym  
miejscem znajdującym  się na 3’-końcu powielanej 
sekwencji RNA umożliwia rozpoczęcie syntezy poje­
dynczej nici DNA katalizowanej przez odw rotną 
transkrypcję. Jest to etap występujący tylko w przypa­
dku powielania RNA. D odanie do mieszaniny reakcyj­
nej startera 2, kom plem entarnego do 5’-końca tej 
samej sekwencji umożliwia rozpoczęcie reakcji PCR 
katalizowanej przez T aq polimerazę DNA. Jeśli przed­
miotem poszukiwań jest aptam er RNA, to otrzym any 
w wyniku reakcji PCR  dwuniciowy DNA należy 
poddać reakcji transkrypcji in vitro, co jest możliwe 
pod warunkiem , że 5’-koniec startera 2 zawiera sek­
wencję prom otorow ą rozpoznaw aną przez polimerazę 
RNA. Powielenie cząsteczek następuje zarów no w tra ­
kcie reakcji PC R  (przyrost 106-krotny), jak  i w trakcie 
transkrypcji (przyrost 102- 103-krotny). Dzięki temu 
liczba cząsteczek pożądanych ligandów zwiększa się 
około 108-krotnie. W ten sposób, rozpoczynając od 
nanogram owej czy femtogramowej ilości wyjściowego 
m ateriału, m ożna otrzym ać tą m etodą dziesiątki mik- 
rogram ów  RNA lub DNA. Rzeczywisty poziom  amp- 
lifikacji zależy od struktury  Il-rzędowej powielanych 
sekwencji, dobrania odpowiednich warunków  reakcji 
i początkowego stężenia nam nażanych cząsteczek.

D ruga m etoda (Ryc. 3) jest tzw. izoterm iczną m eto­
dą amplifikacji (ang. isothermal in vitro amplification 
lub transcription-based amplification system) [23], k tó ­
ra nadaje się do powielania cząsteczek RNA. Z asad­
niczą cechą tej metody, odróżniającą ją  do innych 
m etod amplifikacji jest fakt, że reakcje katalizow ane 
przez trzy enzymy (odw rotna transkryptaza, R N aza 
H i polim eraza RNA) są prow adzone w temp. 37°C, 
w tej samej probówce. Tak jak  w metodzie PCR (dla 
cząsteczek RNA), w ym agana jest m atryca RNA zawie­
rająca miejsca wiązania starterów . Reakcja rozpoczy­
na się od hybrydyzacji startera z m atrycą i syntezy 
nici D N A  katalizow anej przez odw rotną trans- 
kryptazę. Z chwilą pow stania dwuniciowej struktury 
RNA-DNA, RNaza H degraduje nić RNA, a następnie 
odw rotna transkryptaza katalizuje syntezę drugiej nici 
DNA. Kolejny etap (transkrypcja in vitro), odbywa się 
dzięki obecności sekwencji prom otorow ej rozpozna­
wanej przez polimerazę RNA na 5’-końcach starterów  
1 i 2. W ciągu 15 m inut trw ania tego procesu następuje 
105-krotne powielenie wyjściowego m ateriału. Jeśli 
jednak  synteza równom olowych ilości sensownej i an- 
tysensownej nici RNA jest niepożądana (tak jest 
w większości eksperymentów), to tylko starter 2 powi­
nien posiadać na 5’-końcu sekwencję prom otorow ą.
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W ten sposób m ożna specyficznie powielać RNA o tej 
samej sekwencji co wyjściowy, jednakże końcow a 
wydajność procesu jest niższa.

Obie te m etody stosow ano z powodzeniem  w eks­
perym entach selekcji in vitro. Za pom ocą m etody 
I m ożna otrzym ać znaczne ilości zarów no RNA jak  
i DNA. M etoda II (izotermiczna) jest szybsza i mniej 
skom plikow ana, ale umożliwia powielanie tylko RNA, 
a wydajność procesu jest o kilka rzędów niższa. 
Ponieważ Taq polim eraza D N A  oraz odw rotna trans- 
kryptaza nie wykazują zdolności naprawczych w sto­
sunku do nukleotydów  błędnie wprow adzonych do 
nowo syntetyzowanego DNA, w populacji cząsteczek 
powstających w wyniku reakcji katalizow anych przez 
te enzymy może nastąpić dodatkow e zróżnicowanie 
sekwencji ligandów.

Zależnie od w arunków , w jakich prow adzona jest 
selekcja (tem peratura, w arunki jonowe), trzy kluczowe 
etapy selekcji in vitro m ogą być w ielokrotnie p o ­
w tarzane (nawet 20-krotnie). Cząsteczki otrzym ywane 
w każdym  kolejnym  cyklu tw orzą now ą bibliotekę

Ryc. 3. Powielanie metodą izotermiczną.

kom binatoryczną wykazującą coraz mniejszą różno­
rodność sekwencyjną i coraz większe powinowactwo 
do cząsteczek docelowych. N a zakończenie całego 
procesu przeprow adza się klonow anie i sekwencjono- 
wanie DNA. To z kolei umożliwia dalsze badania, 
takie jak: m odelowanie kom puterow e struktury  II- 
i III-rzędowej, analiza krystalograficzna, analiza 
N M R , badanie selektywności oddziaływań, badanie 
miejsca wiązania aptam eru oraz jego zdolności in ­
hibitorowych.

III. Aptamery dla wybranych białek wiruso­
wych

O pracow anie m etody selekcji in vitro umożliwiło 
poszukiw ania aptam erów  o potencjalnym  działaniu 
terapeutycznym . T u e r k  i G o l d  jako  jedni z pierw­
szych [9] zastosowali tę m etodę do otrzym ania ap ­
tam eru RNA wiążącego się z polim erazą D N A  z faga 
T4. Polim eraza ta wiąże się w w arunkach in vivo 
z fragm entem  sekwencji Shine’a-D algarno swojego 
własnego mRNA. Rozpoczynając od początkowej po ­
pulacji 104 ligandów i stosując procedurę selekcji 
cząsteczek poprzez filtrację kom pleksów RNA-poli- 
m eraza D N A  za pom ocą filtrów nitrocelulozowych, 
autorzy przeprow adzili 4 cykle selekcji. Analiza sek­
wencji nukleotydowej wyizolowanych aptam erów  wy­
kazała, że otrzym ano dwa oligonukleotydy o wysokim 
powinowactwie do polimerazy DNA: jeden o takiej 
sekwencji jak  naturalna, znaleziona w fagowym 
m RN A  oraz drugi o zupełnie innej sekwencji, ale 
o identycznej stałej dysocjacji K d kom pleksu aptam er- 
-enzym.

III-l. Aptamery dla odwrotnych transkryptaz

Pierwsze udane eksperym enty selekcji in vitro za­
chęciły wielu badaczy do poszukiw ania w ten sposób 
specyficznych inhibitorów  białek wirusa HIV. P rzed­
m iotem  zainteresow ania stały się m.in. enzymy biorące 
udział we wczesnym etapie infekcji wirusem HIV, takie 
jak  odw rotna transkryptaza oraz integraza.

Stosowane obecnie jako  leki inhibitory odwrotnej 
transkryptazy, takie jak  3’-azydodeoksytym idyna 
(AZT), dideoksycytydyna (ddC) lub dideoksytym idyna 
(ddT) nie są w pełni skuteczne, gdyż pojaw iają się nowe 
szczepy wirusa HIV  odporne na działanie tych związ­
ków. P onadto , związki te wykazują znaczną toksycz­
ność. D latego w zespole G  o 1 d a rozpoczęto w 1992 r. 
poszukiw ania alternatyw nego inhibitora [19]. O dw ro­
tna transkryptaza wykazuje pow inow actwo do dwóch 
rodzajów  RNA: do tR N A Lys, którego fragm ent jest 
starterem  inicjującym syntezę DNA , oraz do w iruso­
wego m RN A  stanowiącego m atrycę do syntezy. Selek­
cję rozpoczęto od utw orzenia biblioteki fragm entów 
RNA, w których 32 pozycje były zdegenerowane. 
U tw orzono dwie populacje cząsteczek, z których tylko 
jedna zawierała sekwencję pętli antykodonow ej
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tR N A Lys, odpow iedzialną za wiązanie się do enzymu. 
Przeprow adzono 9 cykli selekcji. Zarów no z pierwszej 
jak  i z drugiej populacji cząsteczek wyizolowano 
równie efektywne aptam ery.

M otywem  strukturalnym  najczęściej pow tarzają­
cym się wśród wyselekcjonowanych oligonukleotydów  
był tzw. pseudowęzeł RNA (ang. pseudoknot). Ap­
tam ery zawierające tę struk turę charakteryzow ały się 
wysokim powinowactwem  do H IV  RT (Kd ~  5 nM). 
Stwierdzono, że wiążą się one z dom eną odwrotnej 
transkryptazy wirusa HIV, k tó ra  jest odpow iedzialna 
za wiązanie startera. D la przeprow adzenia testów 
spraw dzających właściwości inhibitorow e wyselekc­
jonow anych cząsteczek, został wybrany ap tam er o sek­
wencji: U C A A G A A U U C C G U U U U C A G U C G G -
GAAAACUGAACAA. Stwierdzono, że ham uje on 
polim erazow ą aktyw ność odwrotnej transkryptazy 
w irusa HIV  już przy stężeniu 20 nM . Co więcej, 
ap tam er ten jest wysoce selektywny, o czym świadczy 
fakt, że nie ham uje on aktywności odwrotnej trans­
kryptazy wirusa ptasiej białaczki (AMV RT) oraz 
odwrotnej transkryptazy wirusa białaczki M oloney’a 
(M M LV  RT). Istnieje opinia, że praw dopodobieństw o 
uodpornienia się w irusa na działanie takiego aptam eru 
jest niewielkie, ponieważ ta dom ena enzymu, k tó ra 
uczestniczy w kon tak tach  ze starterem  nie pow inna 
podlegać m utacjom . M ożna więc przypuszczać, że 
opisane wyżej aptam ery m ogą skutecznie ham ować 
aktywność odwrotnej transkryptazy wirusa HIV.

O dw rotna transkryptaza jest enzymem, k tóry  roz­
poznaje jako  m atrycę również DNA. D latego podjęto 
poszukiw ania ap tam eru  dla tego białka także wśród 
cząsteczek o strukturze jednoniciow ego D N A  [24]. 
Stosując m etodę selekcji wyizolowano oligodeoksyry- 
bonukleotydy o wysokim powinowactwie do odw rot­
nej transkryptazy wirusa HIV-1 (Kd =  l —11 nM ) 
i zdolności do specyficznego ham ow ania jej aktyw no­
ści polimerazowej (Kj =  0,3 — 62 nM). S trukturę wyse­
lekcjonowanych ligandów określono za pom ocą al­
gorytm u D a visa i algorytm u wyznaczającego naj­
m niejszą energię sw obodną cząsteczki [24]. N a tej 
podstaw ie wyróżniono sześć grup ligandów, wśród 
których nie stw ierdzono pow tarzającego się wspól­
nego m otyw u odpowiedzialnego za wysoce specyficzne 
oddziaływ ania z enzymem.

W roku  1994 wyselekcjonowano aptam ery RNA dla 
odw rotnych transkryptaz wirusa ptasiej białaczki oraz 
wirusa białaczki M oloney’a [20]. W ym agało to 12 
cykli selekcji z biblioteki zawierającej fragm enty oligo- 
rybonukleotydow e, w których trzy 12-nukleotydowe 
regiony o zdegenerowanej sekwencji były oddzielone 
od siebie fragm entam i o zdefiniowanej sekwencji. 
K ońcow ym  produktem  były aptam ery RNA tworzące 
z białkiem  odw rotnej transkryptazy trwałe kom pleksy 
o stałej dysocjacji K d =  0,5 — 7,3 nM . Cząsteczki o naj­
większym powinowactwie do AM V RT miały struk ­
turę podwójnej szpilki do włosów (ang. double hairpin). 
N atom iast ligandy, wykazujące najwyższe pow inow a­

ctwo do M M LV  RT miały strukturę trzon-pętla z we­
wnętrznym uwypukleniem  (ang. stem-loop with internal 
bulge). Badania nad ham ow aniem  aktywności polim e­
razowej obu transkryptaz przez wyselekcjonowane 
ligandy wykazały, że aptam er dla AM V RT (IC 50 =  25 
nM) hamuje również aktywność transkryptazy M M LV 
RT (IC50 =  120 nM). Świadczy to o jego niewielkiej 
specyficzności. Znacznie wyższą aktywność i specyficz­
ność wykazywał natom iast aptam er wyselekcjo­
nowany dla transkryptazy M M LV  RT (IC 50 =  9 nM).

Porów nując oligorybonukleotydow e aptam ery dla 
HIV  RT, AM V RT i M M LV  RT zaobserwow ano 
między nimi pewne podobieństw o strukturalne: wśród 
cząsteczek wyselekcjonowanych dla każdego z tych 
enzymów często występują ligandy o strukturze pseu- 
dowęzła. Przypuszcza się, że jest to spowodowane 
podobieństwam i, jakie istnieją w strukturze trzeciorzę­
dowej tych trzech transkryptaz.

III-2. Aptamery dla innych białek

Integraza (IN) katalizuje jedną z kluczowych reakcji 
w cyklu życiowym wirusa, mianowicie integrację wiru­
sowego D N A  z D N A  gospodarza. W śród ludzkich 
białek brak jest odpow iednika tego enzymu i dlatego 
stanowi on bardzo dobry cel interwencji terapeutycz­
nej. P o m m i e r  i ws p .  stwierdzili, że oligodeok- 
syrybonukleotyd posiadający w swojej sekwencji deo- 
ksytym idynę i deoksyguanozynę d [G T G G T G G G - 
T G G G T G G G T ] oraz tworzący strukturę tetrapleksu 
(Ryc. 4) może selektywnie ham ow ać katalityczną ak ­
tywność integrazy wirusa HIV-1 (IC 50 =  55 nM ) [25]. 
Za efekt inhibicji odpowiedzialne są dwie tetrady 
G  (ang. G tetrads), jak  również nukleotydy znajdujące 
się w pętli. Stopień inhibicji wzrasta, jeżeli w środowis­
ku reakcji znajdują się jony M g2 + lub M n 2 + . A ptam er 
ten ham uje zarówno odcinanie oligonukleotydu przez 
integrazę (ang. oligonucleotide cleavage lub 3’-proces­
sing) jak  i przeniesienie nici (ang. strand transfer)

5y

Ryc. 4. III-rzędowa struktura tetrapleksowa aptameru integrazy 
wirusa HIY-l [20]. Linia przerywana oznacza tetrady G.
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poprzez silne wiązanie się z N -term inalną dom eną 
enzymu tw orzącą m otyw palca cynkowego. Selektyw­
ność działania aptam eru została określona na pod­
stawie eksperym entów porównawczych z zastosow a­
niem różnych integraz retrowirusowych: HIV-2
(IC 50 =  90nM), FIV  (IC 50 =  175nM), SIV 
(IC 50 =  420nM).

O statnio opisano również oligorybonukleotydowe 
aptam ery dla takich białek regulatorow ych wirusa 
HIV jak  T at i Rev. Białko T at poprzez wiązanie się ze 
swoistą sekwencją wirusowego RNA zw aną TAR (ang. 
Trans Activation Response region) przyspiesza około 
100-krotnie transkrypcję prow irusa katalizow aną 
przez kom órkow ą polimerazę RNA klasy II. W 1995 
roku za pom ocą selekcji in vitro wyizolowano oligo- 
rybnonukleotydow e aptam ery dla białka T at [26], 
Przeprow adzono 11 cykli selekcji, w wyniku czego 
wyizolowano 64 ligandy. Analiza porównawcza sek­
wencji tych oligonukleotydów  pozwoliła podzielić je 
na dwie grupy, przy czym ligandy należące do pierw­
szej grupy zawierały fragm ent o sekwencji zbliżonej do 
naturalnej sekwencji regionu TAR RNA.

Białko regulatorow e Rev indukuje w kom órce syn­
tezę strukturalnych i enzymatycznych białek w iruso­
wych. E l l i n g t o n  i ws p .  podjęli próbę znalezienia 
aptam eru białka Rev w oparciu o sekwencję nuk- 
leotydową tzw. m inim alnego elementu wiążącego Rev 
(ang. Rev-binding element -  R B E ) występującego w na­
turze [27]. Spośród dwóch populacji oligorybonuk- 
leotydów o sekwencji zbliżonej do sekwencji elementu 
RBE, wyselekcjonowano ligandy o 10-krotnie wy­
ższym powinowactwie do białka Rev niż pow inow act­
wo, jakie wykazuje naturalny fragm ent RBE. W szyst­
kie aptam ery z populacji pierwszej posiadały charak­
terystyczny motyw struk turalny  trzon-wewnętrzna pęt- 
la-trzon (ang. stem-internal loop-stem), występujący 
także w RBE. W aptam erach pochodzących z drugiej 
puli, wiele razy pow tarzała się sekwencja C U Q N j ^ j  
G A G  nieobecna w naturalnie występującym elemen­
cie. W dalszych badaniach wykorzystano dwa ap­
tamery, k tóre nie wykazywały podobieństw a do n a tu ­
ralnego RBE ani pod względem sekwencji, ani pod 
względem struk tury  drugorzędowej [28]. Badania 
kom pleksu aptam er-peptyd Rev, przeprow adzone za 
pom ocą m agnetycznego rezonansu jądrow ego w yka­
zały, że powstaw anie tego kom pleksu jest związane 
z oddziaływaniam i bogatego w argininę fragm entu 
peptydu Rev z dużą bruzdą dwuniciowego fragm entu 
RNA [29].

IV. Aptamery dla wybranych białek krwi

Obserwowany obecnie rozwój chorób układu krąże­
nia skłania wiele ośrodków  naukow ych do podjęcia 
prac nad poszukiwaniem  nowych strategii terapeuty­
cznych. Interesującym  obiektem  badań jest m.in. trom - 
b ina-proteaza związana z procesem  krzepnięcia krwi. 
Zaham ow anie jej aktywności blokuje konwersję fib-

rynogenu do fibryny. Pom im o braku informacji o o d ­
działywaniach kwasów nukleinowych z trom biną, 
T o o 1 e i ws p .  podjęli prace nad poszukiwaniem  
aptam eru o strukturze oligodeoksyrybonukleotydu, 
k tóry  wiązałby się z tym białkiem  i ham ow ał jego 
aktywność [18]. Rozpoczynając od populacji 96-nuk- 
leotydowych cząsteczek o 60 zdegenerowanych pozyc­
jach, przeprow adzono 5 cykli selekcji. Spośród 32 
analizow anych oligomerów, w 28 znaleziono sekwen­
cję G G N T G G (N )2_ 5G G N T G G , natom iast pozostałe 
4 posiadały tylko jedno powtórzenie G G N T G G . Stała 
dysocjacji K d kom pleksu ap tam er-trom bina wynosiła 
ok. 200 nM . Stwierdzono, że jeden z aptam erów  
o takiej strukturze pow odow ał trzykrotne wydłużenie 
czasu krzepnięcia, natom iast syntetyczny oligonuk- 
leotyd o sekwencji d [G G T G G T G T G G T G G ] wydłu­
żał ten czas siedm iokrotnie. Stała IC 50 dla tego 
15-meru m iała wartość 25 nM .

Analiza struk tury  II-rzędowej tego syntetycznego 
oligodeoksyrybonukleotydu, przeprow adzona za p o ­
m ocą dwuwym iarowego magnetycznego rezonansu 
jądrow ego wykazała obecność tetrapleksu [30-31]. 
Stwierdzono, że aptam er trom biny przyjmuje sym et­
ryczną strukturę, składającą się z dwóch tetrad  guani- 
nowych i trzech pętli. W ykazano, że reszty dG  w każdej 
tetradzie są ułożone względem siebie syn-anti-syn-anti, 
przy czym cztery fragm enty oligonukleotydu tworzące 
tetrapleks są ułożone antyrównolegle w stosunku do 
siebie (Ryc. 5). Badania krystalograficzne [32] potw ier­
dziły, że jednoniciow y D N A  w kompleksie z ludzką 
a-trom biną tworzy struk turę tetrapleksow ą złożoną

Ryc. 5. A — III-rzędowa struktura tetrapleksowa aptam eru tro­
mbiny d [G 1G 2T 3T4G 5G 6T 7G 8T9G 10G 11T 12T 13G 14- 
G 15] [26]. Linia przerywana oznacza tetrady G.
B — Wiązania wodorowe w tetradzie G.
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z dwóch tetrad  G, w których reszty guaninowe od­
działy wuj ą między sobą poprzez wiązania wodorow e 
typu H oogsteen’a.

W dalszych badaniach B o l t o n  i ws p .  określili
III-rzędow ą struk turę kom pleksu trom bina-aptam er 
oligodeoksyrybonukleotydow y [33]. Cząsteczka ap- 
tam eru wiąże się z obdarzoną ładunkiem  dodatnim  
dom eną trom biny odległą od jej centrum  aktywnego 
i w efekcie nieznacznie zm ienia swą konformację. 
Stosując m etodę chemicznej modyfikacji D N A  oraz 
oznaczanie siły w iązania na fazie stałej (ang. solid- 
-phase binding assay), określano dokładnie miejsce 
wiązania się 15-meru z trom biną i udział poszczegól­
nych am inokw asów  w tym wiązaniu [34]. Silnie zaan­
gażowane w oddziaływ ania z aptam erem  są Lys-21 
oraz Lys-65. W iadom o, że obie te reszty am inokwaso- 
we biorą udział w w iązaniu fibrynogenu przez trom - 
binę [35]; ich wiązanie się z aptam erem  powoduje więc 
inhibicję kom petycyjną —  zaburza powstaw anie ak ­
tywnego kom pleksu fibrynogen-trom bina i pow oduje 
zaham ow anie procesu krzepnięcia. Za pom ocą ukie­
runkow anej m utagenezy otrzym ano zm utow ane cząs­
teczki trom biny i stwierdzono, że ważną rolę w od­
działywaniach z aptam erem  spełniają także Arg-70, 
H is-66, Tyr-71 oraz Arg-73 [36-37]. W szystkie te 
am inokw asy znajdują się w dom enie wiążącej fib- 
rynogen w tzw. miejscu egzo-I (ang. exosite I).

Pozytywne wyniki badań  in vitro pozwoliły na 
rozpoczęcie następnego etapu: badań in vivo, które 
przeprow adzono na m ałpach z rodzaju m akak [38]. 
Po infuzji aptam eru do krwiobiegu zaobserw ow ano 
efekt antykoagulacyjny z plateau osiągniętym po 10 
min. Stw ierdzono również liniową zależność pomiędzy 
ilością podaw anego aptam eru a przedłużeniem  okresu 
półtrw ania pro trom biny  w osoczu. W 10 m inut po 
zakończeniu infuzji okres półtrw ania portrom biny 
wrócił do norm y i na tej podstawie określono czas, po 
jak im  następuje w w arunkach in vivo 50% -owa de­
gradacja ap tam eru  (ok. 108 s). W eksperym entach ex 
vivo obserw owano wpływ aptam eru na zaham ow anie 
agregacji płytek krwi indukowanej przez trom binę, 
podczas gdy ten sam aptam er nie m iał wpływu na 
agregację płytek indukow aną kolagenem. Świadczy to 
o specyficzności działania aptam eru i o specyficzności 
jego w iązania się z określonym  fragm entem  cząsteczki 
trom biny.

W wielu ośrodkach badawczych poszukiw ano oli­
gonukleotydow ych aptam erów  trom biny i stw ierdzo­
no, że wszystkie wyizolowane m etodą selekcji in vitro 
cząsteczki D N A  wykazujące pow inow actwo do tego 
białka tworzyły struk tury  tetrapleksowe [18,34,36-37, 
39-42]. Zaobserw ow ano też, że fragm enty RNA o sek­
wencji analogicznej do sekwencji aptam erów  trom biny 
o strukturze D N A  nie wykazały właściwości aptam e- 
rycznych. Aptam ery trom biny o strukturze RNA miały 
inne właściwości oraz inną strukturę I- i II-rzędową
[43]. Z kom binatorycznej biblioteki, zawierającej oli­
gom ery o długości ok. 100 nukłeotydów, wyizolowano

po 12 cyklach selekcji oligorybonukleotydy o najwyż­
szym powinowactwie do trom biny. Następnie sekwen­
cja została skrócona do 24-meru otrzym anego drogą 
chemicznej syntezy. Budowę tego aptam eru określono 
jako  strukturę pętli z trzonem  (ang. stem-loop) z 16- 
-nukleotydowym  odcinkiem w pętli i 4-nukleotydo- 
wym w trzonie. Najistotniejsze dla oddziaływań z tro ­
m biną są nukleotydy występujące w pętli. Miejscem 
wiązania się aptam eru do białka jest obdarzona ładun­
kiem ujemnym dom ena wiążąca heparynę, tzw. miejsce 
egzo-II (ang. exosite II). Eksperym enty określające 
wpływ tego oligonukleotydu na proces konwersji 
fibrynogenu do fibryny wykazały, że 50% -owy efekt 
inhibitorow y występuje przy 200 nM  stężeniu 
(IC 50 — 200 nM), przy czym ham ow anie tej reakcji ma 
charakter niekompetencyjny.

A ptam ery o strukturze D N A  i RNA ham ują więc 
aktywność trom biny z różną efektywnością oraz po­
przez dwa różne mechanizmy: kom petycyjny (DNA), 
bądź niekom petycyjny (RNA), o czym świadczą poda­
ne wyżej wartości współczynnika IC 50. Przyczyną tego 
zróżnicowania są praw dopodobnie różne struktury
Il-rzędow e tych aptam erów  oraz odrębne miejsca ich 
wiązania się do trom biny.

Zaletą w badaniach in vivo nad aptam eram i trom ­
biny jest występowanie docelowego białka poza kom ó­
rką, w związku z czym cząsteczki aptam erów  nie 
muszą pokonyw ać istotnej przeszkody, jak ą  jest błona 
kom órkow a. Podobnie jest w przypadku aptam eru 
selektyny L - białka, które uczestniczy w rozwoju stanu 
zapalnego poprzez wiązanie się z leukocytam i i udział 
w ich migracji do tkanek. Związki o strukturze węg­
lowodanowej, stosowane dotychczas jako  inhibitory 
selektyny wykazują jednak  stosunkow o niskie powi­
nowactwo do tego białka. W 1996 roku za pom ocą 
selekcji in vitro wyizolowano oligonukleotydowe ap ­
tam ery dla selektyny L [43]. O trzym ane cząsteczki 
o strukturze jednoniciowego D N A  wykazywały wyso­
kie powinowactwo do selektyny L (Kd ~  1 nM ) —  ok. 
100 razy wyższe niż znaleziony wcześniej naturalny 
inhibitor węglowodanowy. Co więcej, były one rów ­
nież wysoce selektywne; wiązanie się otrzym anego 
aptam eru z selektyną L było ok. 200-600 razy silniejsze 
niż jego wiązanie się z selektyną E i ok. 104 razy 
silniejsze niż z selektyną P. Stwierdzono ponadto, że 
w w arunkach in vitro aptam er ham uje wiązanie się 
selektyny L z naturalnym  inhibitorem  węglow odano­
wym (IC 50 =  3 nM). Przed rozpoczęciem badań in vivo 
wybrany ligand, w celu zwiększenia jego stabilności we 
krwi, został chemicznie zm odyfikowany zarów no na 
5’- jak  i na 3’-końcu. M odyfikacja 5’-końca polegała na 
przyłączeniu reszty glikolu polietylenowego (PEG) 
o masie cząsteczkowej 20 kDa. N atom iast modyfikacja 
3’-końca ligandu polegała na połączeniu jego wolnej 
funkcji 3’-hydroksylowej wiązaniem internukleotydo- 
wym (3’-3’) z dodatkow ą resztą tymidyny zawierającej 
w pozycji C 6 grupę CH =  C (0 )N H (C H 2)6N H C 0 C F 3 
(ang. Amino Modifier C6 dT )  [44], Dzięki temu okres
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półtrw ania (t1/2) tego oligonukleotydu w osoczu zwię­
kszył się do 18 min. Stwierdzono, że po dożylnym 
podaniu  myszom aptam ery blokowały migrację ludz­
kich limfocytów do tkanki limfoidalnej w sposób 
zależny od dawki.

V. Aptamery zawierające modyfikacje che­
miczne

Pozytywne wyniki badań in vivo pozw alają mieć 
nadzieję na szybki postęp w pracach nad zastosow a­
niem aptam erów  w terapii. Jednakże główną prze­
szkodą może się tu  okazać nieefektywny transport 
oligonukleotydów przez błony kom órkow e oraz mała 
oporność naturalnych oligonukleotydów na działanie 
enzymów nukleolitycznych. W arunkiem  skutecznego 
działania tych połączeń jest ich trwałość w płynach 
ustrojow ych i we wnętrzu kom órek. Ich oporność na 
działanie nukleaz m ożna zwiększyć poprzez podsta­
wienie jednego z niem ostkowych atom ów  tlenu grupy 
fosforanowej atom em  siarki lub grupą m etylową [45, 
46]. Jednakże oligonukleotydy o zmodyfikowanym 
szkielecie fosforanow o-cukrowym  nie m ogą być obiek­
tem selekcji in vitro, ponieważ powielanie m ateriału 
w tym procesie następuje wskutek reakcji enzymatycz­
nych, a stosowane polimerazy nie posiadają zdolności 
syntezy oligonukleotydów  zawierających takie m ody­
fikacje w każdym  wiązaniu internukleotydowym . M o­
żna jednak  zastosow ać jako  substraty dla polim eraz 
trifosforany niektórych zm odyfikowanych nukleozy- 
dów, np. trifosforany cytydyny i urydyny zawierające 
zam iast grupy 2’-hydroksylowej (-OH) grupę am ino­
wą (-N H 2).

Populacja cząsteczek RNA zawierających tak  zm o­
dyfikowane jednostki nukleozydowe została wytwo­
rzona w celu wyizolowania aptam erów  dla ludzkiej 
elastazy neutrofilowej —  H N E  (ang. human neutrophil 
elastase) [47]. Jest to proteaza serynowa, k tó ra  po d ­
lega sekrecji w odpowiedzi na działanie czynników 
zapalnych. W  norm alnych w arunkach enzym ten 
uczestniczy w degradacji i fagocytozie chorobotw ór­
czych bakterii, natom iast jego nadm iar jest związany 
z wieloma chorobam i, takim i jak  np. sam oistna roze­
dm a płucna, zespół ostrego wyczerpania oddechowego 
dorosłych, chroniczny bronchit czy mukowiscydoza. 
Zm odyfikowane cząsteczki RNA, otrzym ane po 15 
cyklach selekcji in vitro, były bogate w reszty guano- 
zyny. N a podstaw ie degradacji enzymatycznych 
za pom ocą RN azy T l oraz elektroforezy na żelu 
poliakryloam idow ym  w w arunkach niedenaturują- 
cych stw ierdzono, że tworzyły one wewnątrzcząstecz- 
kowe struktury  tetrapleksowe. O kres ich półtrw ania 
w osoczu (t1/2) wzrósł do około 20 godzin (dla porów ­
nania —  okres półtrw ania niemodyfikowanych oligo- 
rybonukleotydów  o takiej samej sekwencji wynosił 
4 min.). Stała dysocjacji K d kom pleksów aptam er- 
-elastaza wynosiła ok. 70 nM . Jednakże, pom im o 
tworzenia stabilnego kom pleksu zm odyfikowane li-

gandy nie ham ow ały aktywności elastazy, podobnie 
jak  aptam er o strukturze D N A  wykazujący wysokie 
powinow actw o do enzymu (Kd =  15 nM ) [48]. Efek­
tywnym inhibitorem  elastazy okazał się natom iast ten 
sam oligodeoksyrybonukleotyd kowalencyjnie po łą­
czony z tetrapeptydem  N-m etoksybursztynylo-Ala-A - 
la-Pro-V al, który już wcześniej był znany jako  słaby 
inhibitor kom petycyjny elastazy. Wyżej wymieniony 
koniugat okazał się 5-krotnie silniejszym inhibitorem  
enzymu niż sam tetrapeptyd [48]. Kowalencyjne po łą­
czenie tego samego oligodeoksyrybonukleotydu z flu- 
oresceiną może z kolei znaleźć praktyczne zastosow a­
nie w diagnostyce chorób związanych z podwyższo­
nym poziom em  elastazy [49]. W wykrywaniu elastazy 
koniugat aptam er-fluoresceina okazał się równie efek­
tywny jak  przeciwciała m onoklonalne anty-H N E.

W poszukiw aniach efektywnego inhibitora elastazy 
zespół S m i t h a  [50, 51] zastosow ał zm odyfikowaną 
m etodę selekcji ligandów. M odyfikacja ta polegała na 
dodaniu  do p reparatu  oligomerów o zdegenerowa- 
nych sekwencjach (tzn. p repara tu  stanowiącego kom - 
binatoryczną bibliotekę fragm entów DNA) oligonuk­
leotydu kowalencyjnie związanego z waliną, a jed n o ­
cześnie kom plem entarnego do określonego fragm entu 
łańcucha wspólnego dla oligodeoksyrybonukleoty- 
dów tworzących bibliotekę. Dzięki tem u aptam er 
wyselekcjonowany z tej biblioteki składa się z dwóch 
oligonukleotydów  i zawiera w swej cząsteczce frag­
m ent o strukturze dwuniciowej. Tak wyizolowane 
aptam ery wykazują wysoką selektywność w rozpoz­
naw aniu elastazy. Stw ierdzono jednocześnie, że miejs­
ce wiążące aptam er wykazuje stereoselektywność, p o ­
nieważ aptam er zawierający L-walinę (IC 50 ~  20 nM ) 
jest 4-krotnie silniejszym inhibitorem  elastazy niż jego 
analog zawierający D-walinę.

K om binatoryczna biblioteka zawierająca cząsteczki 
RNA zm odyfikowane w pozycji 2’ grupą am inow ą 
została u tw orzona w celu wyselekcjonowania stabil­
nego ap tam eru  dla zasadowego czynnika wzrostu 
fibroblastów  (bFG F) [52], k tóry  uczestniczy w proce­
sie angiogenezy. Rozwój nowych naczyń krw ionoś­
nych rzadko występuje u zdrowych dorosłych osób, 
jednakże m a miejsce w pewnych stanach patologicz­
nych, takich jak  np. łuszczyca, reum atoidalne zapale­
nie stawów, re tinopatia cukrzycowa, czy rozwój now o­
tworu. M etodą selekcji in vitro wyizolowano cząsteczki 
o wysokim powinowactwie do bF G F . Pom im o obec­
ności czterech par guanozyny, wykluczono możliwość 
tworzenia struk tury  tetrapleksowej przez otrzym ane 
aptam ery. Stała dysocjacji K d dla najbardziej aktyw ­
nych aptam erów  wynosiła ok. 0,35 nM . Ligandy te 
były około 1000 razy bardziej stabilne w 90%  surowicy 
ludzkiej niż naturalny  RNA. W porów naniu z pięcio­
m a innymi białkam i z rodziny F G F  wykazywały one 
wysoką specyficzność w stosunku do bF G F . Dane te 
wskazują, że pom im o różnych sekwencji zm odyfiko­
wane aptam ery wykazują równie wysokie pow inow ac­
two i specyficzność w stosunku do b F G F  jak  natural-
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ne, niem odyfikowane cząsteczki wyselekcjonowane 
m etodą SELEX [53]. W eksperymencie z kom órkam i 
C H O  wykazano, że zmodyfikowane aptam ery ham ują 
wiązanie się czynnika b F G F  z jego receptorem  na 
powierzchni tych kom órek; 50% -owe zaham ow anie 
aktywności b F G F  obserwow ano już przy 1-3 nM  
stężeniu aptam eru. Poniew aż indukcja migracji kom ó­
rek śródbłonka m a zasadnicze znaczenie w procesie 
angiogenezy, zbadano również wpływ aptam eru dla 
b F G F  na migrację kom órek śródbłonka aorty  wołu 
(BAE, ang. bovine aorta endothelial cells). Stwierdzono, 
że proces ten jest ham ow any w 50% już przy jego 50 
nM  stężeniu. A ptam er dla b F G F  użyty w stężeniu 50 
nM  ham uje także proliferację ludzkich kom órek śród­
błonka żyły pępowinowej (HUVEC, ang. human umbi­
lical vein endothelial cells).

W badaniach nad aptam erem  trom biny T o o l e  
i w s p. wykorzystali kom binatoryczną bibliotekę skła­
dającą się również ze zm odyfikowanych oligorybonu- 
kleotydów [42]. D o ich syntezy użyto trzy naturalne 
nukleotydy A, G  i C oraz jeden zmodyfikowany: 
5-(l-pentynylo)-2’-deoksyurydynę. Stosując taką sam ą 
m etodę selekcji jak  poprzednio [18], po 6 cyklach 
otrzym ano aptam ery zawierające zm odyfikowane za­
sady. Ich wiązanie się do trom biny i ham ow anie jej 
aktywności w bardzo dużym  stopniu zależało od 
obecności zmodyfikowanej zasady, poniew aż ligand
0 tej samej sekwencji zasad zawierający urydynę 
zam iast 5-(l-pentynylo)-2’-deoksyurydyny był całko­
wicie pozbawiony właściwości aptam erycznych wobec 
trom biny [42].

Tiofosforanowe analogi oligonukleotydów  także 
m ogą wykazywać właściwości aptam eryczne. W  y a 11
1 w s p. poddali odpow iednim  testom  tiofosforanowe 
analogi wszystkich możliwych oktanukleotydów  
i stwierdzili, że oktam er d [T T G G G G T T ] ham uje 
proces nam nażania się w irusa H IV  [54]. Cztery cząste­
czki tego oligonukleotydu tw orzą tzw. tetrapleks rów ­
noległy. Zdolność do tw orzenia tetrapleksu oraz obec­
ność szkieletu tiofosforanowego wydają się być w arun­
kiem koniecznym  dla uzyskania aktywności przeciw- 
wirusowej przez tę cząsteczkę, k tó ra  wiąże się z pętlą 
V3 białka gp 120 wirusa HIV.

W  innych badaniach wykazano, że tiofosforanowe 
analogi okta- i heptanukleotydów , również bogate 
w reszty deoksyguanozyny, m ogą ham ow ać w w arun­
kach in vitro polimeryzację D N A  katalizow aną przez 
polim erazę D N A  z faga T7 albo przez odw rotną 
transkryptazę wirusa ptasiej białaczki [55]. Spośród 
tych fragm entów D N A  najsilniejszy efekt inhibitorow y 
wykazywały oligomery zawierające 8 nukleotydów, 
w tym cztery następujące po sobie reszty deoksyguano­
zyny. Tiofosforanowe oligonukleotydy użyte w stęże­
niu 0,13-0,25 pM  ham ow ały aktyw ność AM V RT, 
natom iast w stężeniu 1-2,5 pM  ham ow ały aktywność 
fagowej polim erazy DNA. Z am iana którejkolw iek 
reszty deoksyguanozyny na inny nukleotyd całkowicie 
likwidowała właściwości inhibitorow e oligomerów.

P om iar tem peratury mięknięcia (Tm) oraz elektro­
foreza na żelu poliakryloam idow ym  w w arunkach 
niedenaturujących dowiodły istnienia polimerycznych 
struk tu r wyższego rzędu, które praw dopodobnie są 
odpowiedzialne za efekt inhibitorow y tych oligonuk­
leotydów. Niewielka efektywność działania tych ap- 
tam erów  może wynikać z faktu, że były to zaledwie 
oktanukleotydy.

Niezależne badania przeprow adzone przy użyciu 
dłuższych fragm entów D N A  wykazały, że tiofosfora- 
nowy oligonukleotyd o sekwencji d[A G A TG TTTG A - 
G C T C T ] może ham ować aktywność odwrotnej tran s­
kryptazy AM V przy znacznie niższym stężeniu, przy 
czym jego efektywność zależy od konfiguracji absolut­
nej na atom ach fosforu tiofosforanowych wiązań inter- 
nukleotydowych: izomer all-Sp użyty w stężeniu 400 
nM  powoduje 70% zaham ow anie aktywności enzymu, 
natom iast izomer all-Rp powoduje tylko 30% ob ­
niżenie aktywności AM V RT [56]. Z kolei izomer 
all-Rp oligonukleotydu d[A A G C A T A C G G G G T G T ] 
zawierającego 4 następujące po sobie reszty deok­
syguanozyny, w 90% ham uje aktywność AMV RT już 
przy stężeniu 60 nM , podczas gdy izomer all-S 
powoduje w tych w arunkach zaledwie 10% zaham o­
wanie aktywności tego enzymu [56].

VI. Aptamery dla przeciwciał

Zainteresowanie aptam eram i dla przeciwciał jest 
związane z poszukiwaniam i sposobów leczenia chorób 
autoim m unizacyjnych. Pierwsza w zm ianka o oddzia­
ływaniach przeciwciał z kwasam i nukleinowymi p o ­
chodzi z prac S c h w a r t z a  i . S t o l l a r a  [57], 
którzy jednak  nie przeprowadzili szczegółowej analizy 
obserwowanych interakcji DNA-przeciwciała. W 1986 
roku opisano autoprzeciwciała wiążące tR N A Met 
i snRNA U l pochodzące z kom órek H eLa [58]. 
Wyniki te dały podstaw ę do przypuszczeń, że RNA 
może funkcjonować jako  epitop w stosunku do tych 
dom en przeciwciała, które wiążą antygen.

W następnych latach została rozwinięta strategia 
selekcji epitopów  o strukturze RNA, rozpoznających 
autoprzeciwciała pozyskane od pacjentów  z zespołem 
nakładającego się liszaja (ang. syndrom lupus-overlap) 
[59]. T s a i  i K e e n e ,  stosując m etodę selekcji ligan­
dów, otrzym ali również epitopy RNA skierowane 
przeciwko autoprzeciwciałom  powodującym  układo­
wy toczeń rum ieniowaty (SLE, ang. systemie lupus 
erythematosus) [60]. Po trzech cyklach procesu wysele­
kcjonowano oligorybonukleotydy, które swoją sek­
wencją oraz struk tu rą  II- i Ill-rzędow ą przypom inały 
naturalne regiony występujące w cząsteczkach snRNA 
U l (ang. smali nuclear R N A  U l, niskocząsteczkowy 
jądrow y RNA bogaty w reszty urydyny). Eksperym en­
ty kom petycyjne potwierdziły, że wyizolowane ligandy 
ham ują oddziaływania autoprzeciwciął z snRNA U l. 
W yselekcjonowana cząsteczka RNA może funkcjono­
wać zarów no jako  specyficzny inhibitor oddziaływań
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przeciwciało —  antygen, jak  i detektor obecności 
przeciwciał.

W 1996 roku W i e g a n d  i w sp ., stosując m etodę 
SELEX, otrzym ali oligonukleotydy, które efektywnie 
(Kd =  10 — 35 nM ) i selektywnie wiążą się z IgE [61], 
Ligandy te były izolowane z trzech różnych bibliotek: 
dwie zawierały cząsteczki RNA, posiadające zmodyfi­
kowane zasady (2’-aminopirymidyny), a trzecia pula 
zawierała cząsteczki jednoniciowego DNA. Analiza 
ich struktury  drugorzędowej sugerowała możliwość 
tworzenia tetrapleksu przez cząsteczki RNA oraz 
struktury  pętli z trzonem  przez cząsteczki DNA. Stwie­
rdzono, że opisane wyżej aptam ery wiążą się z im- 
m unoglobulinam i klasy IgE, k tóre są odpowiedzialne 
za rozwój chorób alergicznych.

VII. Aptamery dla cząsteczek o niskim cię­
żarze cząsteczkowym

N iektóre naturaln ie występujące kwasy nukleinowe 
m ają zdolność specyficznego wiązania się z substanc­
jam i niskocząsteczkowymi. Znane są np. oddziaływ a­
nia intronów  grupy I z guanozyną [62] i z L-argininą
[63]. W iadom o również, że element TAR w RNA 
wirusa HIV  tworzy specyficzny kom pleks z L-argininą
[64]. Od czasu odkrycia m etody selekcji in vitro 
zidentyfikowano wiele aptam erów  o strukturze RNA 
lub DNA, które specyficznie wiążą się z cząsteczkami 
o niskiej masie cząsteczkowej. W ten sposób otrzym a­
no oligonukleotydow e aptam ery takich naturalnych 
cząsteczek jak: barw niki organiczne [10, 65]; A TP [66, 
67]; alkaloidy [68]; antybiotyki aminoglikozydowe 
[69], czy am inokw asy (np. tryptofan [70], arginina 
[71-72] i walina [73]).

W  oddziaływaniach oligonukleotyd-białko m ogą 
uczestniczyć pojedyncze aminokwasy. W ykazano, że 
w procesie rozpoznaw ania przez białko T at regionu 
TAR w m RN A wirusa HIV-1 decydującą rolę odgrywa 
arginina znajdująca się wewnątrz zasadowej domeny 
T at [74]. Tak więc izolowanie sekwencji RNA zdol­
nych do specyficznego rozpoznaw ania pojedynczych 
am inokwasów pozwoliłoby lepiej zbadać oddziaływ a­
nia białko-kwasy nukleinowe. Poszukując aptam eru 
dla tryptofanu zespół S z o s t a k a  [70] wykazał, że 
cząsteczka RNA w sposób stereospecyficzny wiąże się 
z D -tryptofanem , natom iast w stosunku do L-tryp- 
tofanu wykazuje około 1000 razy mniejsze pow inow a­
ctwo. Podobne stereozróżnicowanie zaobserwow ano 
dla aptam eru argininy [75]. Stała dysocjacji kom plek­
su aptam er-arginina była 12 x 103 razy wyższa dla 
enancjom eru D  niż dla L. N atom iast w przypadku 
aptam eru waliny zaobserw ow ano L-stereoselektyw- 
ność [73], Powyższe dane świadczą o tym, że ap ­
tamery, podobnie jak  wiele enzymów, wykazują stere- 
oselektywność w stosunku do docelowych cząsteczek.

VIII. Podsumowanie

Podstaw ow ą cechą krótkich  fragm entów RNA lub

DN A  jest ich zdolność do hybrydyzacji z kom plem en­
tarnym i fragm entam i kwasów nukleinowych. Jednak­
że pojawiające się od pewnego czasu doniesienia 
o niespecyficznych oddziaływaniach antysensownych 
oligonukleotydów  z białkam i skłoniły wielu badaczy 
do poszukiw ania przyczyn tego zjawiska. W ostatnich 
latach wykazano, że fragm enty kwasów nukleinowych 
o określonej sekwencji zasad m ogą mieć właściwości 
aptam eryczne, dzięki którym  wiążą się silnie z biał­
kami. Obecnie tego typu oddziaływania stanow ią 
now ą dziedzinę badań, a dzięki opracow aniu wydaj­
nych m etod chemicznej syntezy oligonukleotydów 
oraz m etod powielania D N A  i RNA w w arunkach in 
vitro, wynaleziono efektywny sposób selekcji ap tam e­
rów. Z kolei znajom ość m etod sekwencjonowania 
kwasów nukleinowych oraz nowoczesne techniki an a­
lizy kom puterowej i N M R  umożliwiły precyzyjne 
badanie ich struktury, a także sposobu oddziaływania 
z innymi cząsteczkami. M iarą zainteresow ania ap- 
tam eram i i ich właściwościami jest szybko rosnąca 
liczba publikacji, zaś możliwość zastosow ania oligo- 
nukleotydow ych aptam erów  w terapii lub diagnostyce 
wielu chorób wydaje się w pełni realna.

A rtykuł otrzymano 16 marca 1998 r. 
Zaakceptowano do druku 10 września 1998 r.
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Roślinne geny odporności i ich rola podczas infekcji 

Plant Resistance genes and their role during infection

M A G D A L E N A  K R Z Y M O W S K A *
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Wykaz stosowanych skrótów: HR — reakcja nadwrażliwości: 
NBS — sekwencja wiążąca nukleotydy; LRR — powtórzenia 
bogate w leucynę; TMV — wirus mozaiki tytoniowej; MHC
— układ zgodności tkankowej; białka PR — białka in­
dukowane podczas patogenezy; SA — kwas salicylowy; SAR
— reakcja odporności wzbudzonej.

I. Wprowadzenie

Rośliny w swoim środow isku nieustannie narażone 
są na k on tak t z m ikroorganizm am i chorobotw ór­
czymi. Jednak tylko w nielicznych przypadkach do­
chodzi do infekcji i rozwoju zm ian chorobowych. 
Procesy w arunkujące odporność kom órek roślinnych 
są bardzo złożone i zależą od całej gamy reakcji, 
których celem jest uniemożliwienie patogenow i kolo­
nizacji a następnie porażenia rośliny. Odpowiedź 
rośliny m ożna podzielić na dwie fazy: wczesną obej­
m ującą rozpoznanie obecności patogena i powstanie 
sygnału o infekcji oraz późną związaną z aktywacją 
mechanizm ów obronnych. Decydująca różnica między 
reakcją rośliny odpornej i wrażliwej, jak  się powszech­
nie uważa, dotyczy czasu koniecznego dla rozpoznania 
obecności patogena co pociąga za sobą uruchom ienie 
późnych procesów. Roślina odporna zdolna jest p o d ­
jąć  natychm iastow ą i skuteczną obronę, podczas gdy 
reakcje rośliny wrażliwej są wolniejsze i słabsze, a tym 
samym niewystarczające by zaham ow ać wzrost czy 
rozprzestrzenianie się patogena. Tak więc, przełam anie 
odporności spow odowane jest na ogół niezdolnością

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 
5a, 02-106 Warszawa

rośliny do percepcji patogena a nie brakiem  m echaniz­
mów obronnych. O dporność rośliny może przejawiać 
się w różnych formach. Często towarzyszy jej reakcja 
nadwrażliwości (HR, ang. hypersensitive response). 
Polega ona na obum ieraniu kom órek w bezpośrednim  
sąsiedztwie miejsca infekcji, co m a zapobiegać dal­
szemu rozprzestrzenianiu się patogena.

W ostatnich trzech latach dokonano „milowego 
k roku” prow adzącego do wyjaśnienia procesów k o n t­
rolujących wczesne etapy odpowiedzi obronnej. W yi­
zolowano i scharakteryzow ano geny roślinne, których 
produkty  uczestniczą w rozpoznaniu obecności p a to ­
gena. Poznano też sekwencje wielu genów wirusowych, 
bakteryjnych i grzybowych, których produkty  syg­
nalizują roślinie obecność patogena. W przypadku 
niektórych patosystem ów  zaproponow ano model od­
działywania produktów  genów gospodarza i patogena. 
Jak  w spom niano wcześniej, rozpoznanie infekcji jest 
krytyczne dla odporności rośliny. Nie należy jednak 
zapom inać, że zapoczątkow uje ono złożoną kaskadę 
reakcji, których regulacja a także znaczenie jest ciągle 
jeszcze słabo poznane. Tak więc dopiero odkrycie 
m echanizm ów rządzących późną fazą odpowiedzi 
obronnej pozwoli na stworzenie kom pletnego modelu 
oddziaływań patogen-roślina.

II. Roślinne geny odporności

Już na początku XX wieku hodowcy zauważyli, że 
cecha odporności jest dziedziczna i segreguje zgodnie 
z praw am i M endla. F ak t ten wykorzystywano z pow o­
dzeniem do selekcji odpornych odm ian zbóż, w tym
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KLASA GEN ROŚLINA PATOGEN GEN Avr STRUKTURA*
1

Podklasa
1

RPS2

RPM1

Prf

I2C-1

Arabidopsis 
thaliana 
A. thaliana

Lycopersicon 
esculentum 
L. esculentum

Pseudomonas 
syringae pv. tomato 
P. syringae 
pv. maculicola 
P. syringae pv. 
tomato
Fusarium oxysporum f 
sp lycopersici

avrRpt2

avrRpml

avrPto

nieznany

Podklasa
II

N

L6

M
Rpp5

Nicotiana
tabacum
Linum
usitatissimum 
L. usitatissimum 
A. thaliana

TMV

Melampsora lini 

A/f. lini
Peronospora 
parasitica Noco2

replikazy
TMV?
AL6

AM
avrPpö

II

Cf-2
Cf-4
Cf-5
Cf-9
Hs1pro-1

L. esculentum 
L. esculentum 
L. esculentum 
L. esculentum 
Beta vulgaris

Cladosporium fulvum 
C. fulvum 
C. fulvum 
C. fulvum
Heterodera schachti 
Schmidt

Avr2
Avr4
Avr5
Avr9
nieznany

III Pto L. esculentum P. syringae pv tomato avrPto

IV Xa21 Oryza sativa Xanthomonas oryzae 
pv oryzae

nieznany

Ryc. 1. Zestawienie wyizolowanych roślinnych genów odporności.

BK-błona komórkowa
‘ termin struktura odnosi się do występowania 
w produkcie białkowym domen, o których obecności 
wnioskuje się na podstawie analizy sekwencji. 
Oznaczenia dla poszczególnych domen:

suwak leucynowy

•  region podobieństwa do białek Toll 
i receptora dla interleukiny 1

domena wiążąca nukleotydy

domena o aktywności kinazy serynowo-treoninowej

powtórzenie bogate w leucynę 
-o charakterze wewnątrzkomórkowym
powtórzenie bogate w leucynę, 
o charakterze zewnątrzkołnórkowym

[ ]  domena o charakterze transbłonowym

konstruow ania mieszańców m iędzygatunkow ych mię­
dzy zbożam i i spokrewnionym i gatunkam i roślin wy­
stępującymi w stanie dzikim. Jednak dopiero w latach 
dziewięćdziesiątych udało się wyodrębnić pierwsze 
geny w arunkujące odporność roślin (geny R). D o tej 
pory poznano sekwencję kilkunastu z nich, wyizolowa­
nych z różnych roślin i determ inujących odporność na 
chorobotw órcze wirusy, bakterie, grzyby czy nicienie. 
Interesującym  jest, że choć sklonowane geny pochodzą 
z niespokrewnionych gatunków  roślin i w arunkują 
odporność na choroby o różnej etiologii, kodują one 
białka wykazujące charakterystyczne cechy budowy.

W ykorzystując podobieństw a w strukturze i lokali­
zacji produktów  genów R podzielono je na cztery klasy 
(Ryc. 1). Pierwsza z nich obejmuje geny kodujące 
b iałka zawierające konserw ow aną ewolucyjnie sek­
wencję wiążącą nukleotydy (NBS ang. nucleotide bin­
ding sequence) oraz liczne pow tórzenia bogate w leucy­
nę (LRR ang. leucine reach repeat). W tej klasie m ożna 
wydzielić dalej dwie podklasy. W pierwszej z nich, 
oprócz wymienionych elementów produkty  posiadają 
na N -końcu białka sekwencję typow ą dla suwaka 
leucynowego. Do grupy tej należą geny: RPS2, RPM 1  
[1-3] z Arabidopsis thaliana (oba kodują odporność na 
Pseudomonas syringae, odpow iednio pv. tomato i pv. 
maculicola), P rf [4] z pom idora (odporność na P. 
syringae pv. tomato) oraz I2C-1 [5] także z pom idora 
(odporność na Fusarium oxysporum  f sp lycopersici). 
P rodukty  drugiej podklasy posiadają N -końcow ą do­
menę hom ologiczną do cytoplazmatycznej części biał­
ka Toll, związanego z program em  rozwojowym  i reak­
cją obronną Drosophila melanogaster oraz do recep­
to ra  dla interleukiny 1 systemu im munologicznego 
ssaków (tzw. dom ena TIR). W skład podklasy tej 
wchodzą: gen N  [6] z tytoniu (odporność na wirusa 
m ozaiki tytoniowej TMV), L 6 i M  [7, 8] z lnu 
(odporność na różne rasy grzyba Melampsora lini) oraz

Rpp5 [9] z A. thaliana (odporność na Peronospora 
parasitica, Noco2). D rugą klasę tw orzą geny: Cf-2 [10], 
Cf-4, Cf-5 [11] i Cf-9 [12] z pom idora (odporność na 
różne rasy Cladosporium fuluum ) oraz H s lpr0~' [13] 
z buraka cukrowego (odporność na Heterodera scha- 
chti Schmidt) kodujące białka przypom inające budo­
wą receptory kom órek zwierzęcych. N iem al w całości 
zbudow ane są one z jednostek LRR położonych 
zew nątrzkom órkow o, z hipotetycznej dom eny trans- 
błonowej oraz niewielkiej dom eny cytoplazmatycznej 
zlokalizowanej na C-końcu białka. D o trzeciej klasy 
zalicza się gen Pto  z pom idora [14] determ inujący 
odporność na P. syringae pv. tomato. P rodukt biał­
kowy Pto  wykazuje aktywność kinazy serynow o-treo­
ninowej. Jak wynika z badań  genetycznych, dla wy­
stąpienia cechy odporności oprócz Pto  niezbędna też 
jest obecność innego, wspom nianego powyżej, genu 
Prf. C zw artą klasę stanowi, jak  na razie, jeden gen 
Xa21 wyizolowany z ryżu, który nadaje odporność na 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae [15]. K oduje on 
białko o budowie zbliżonej do receptorów  błonowych 
kom órek zwierzęcych o aktywności kinazy. Receptory 
te zbudow ane są z zewnątrzkom órkow ej domeny 
wiążącej ligand, połączonej z cytoplazm atyczną dom e­
ną wykazującą aktywność kinazy. Aktywacja ich n a­
stępuje poprzez przyłączenie ligandu do dom eny ze­
w nątrzkom órkow ej, co pociąga za sobą zmianę kon­
formacji białka a tym samym zwiększenie aktywności 
katalitycznej dom eny cytoplazmatycznej. P roduk t ge­
nu Xa21 posiada N -końcow ą dom eną LRR ekspono­
waną na zewnątrz kom órki, dom enę transbłonow ą 
oraz cytoplazm atyczną dom enę o charakterze kinazy 
serynowo-treoninowej. Tak więc, białko to łączy cechy 
białek z klasy II i III.

W podanej klasyfikacji nie uwzględniono pierw­
szego wyizolowanego roślinnego genu odporności 
H m l z kukurydzy. W arunkuje on odporność na grzy-

POSTĘPY BIOCHEMII  44 (4 ) ,  1998 319http://rcin.org.pl



ba Cochliobolus carbonum, wytwarzającego toksynę 
Hc. M utacje znoszące produkcję toksyny są recesywne 
i korelują z u tra tą  zjadliwości patógena. Toksyna Hc 
ham uje in vitro aktywność deacetylazy histonowej 
z kukurydzy [16]. Stąd postuluje się, że mechanizm 
działania toksyny He in vivo polega na inhibicji 
deacetylazy histonowej. Zgodnie z tą hipotezą, trak ­
towanie em brionów oraz zawiesiny kom órkowej, 
z wrażliwej linii kukurydzy, toksyną Hc prowadzi do 
nagrom adzenia hiperacetylowanych form histonów 
H3 i H4. Podobnie, w odpowiedzi na toksynę lub 
infekcję szczepem C. carbonum, produkującym  tę to k ­
syn, wrażliwe linie kukurydzy akum ulowały hiper- 
acetylowane formy histonów  H3 i H4 [17]. Gen H m l 
z kukurydzy koduje zależną od N A D PH  reduktazę 
inaktyw ującą grzybową toksynę [18]. W tym przypad­
ku odporność rośliny opiera się nie na rozpoznaniu 
patógena, lecz na inaktywacji jednego z czynników 
odpowiedzialnych za jego zjadliwość. Nic więc dziw­
nego, że gen ten nie wykazuje jakichkolw iek podo­
bieństw do opisanych powyżej genów.

II.l. Funkcje przypisywane poszczególnym dome­
nom białek kodowanych przez roślinne geny 
odporności

II-l.l. Powtórzenia bogate w leucynę

N ajbardziej znam ienną cechą nieom al wszystkich 
opisanych powyżej białek R jest obecność powtórzeń 
bogatych w leucynę. M otywy LRR to seria pow tórzo­
nych ok. 24 am inokwasów. Zaw ierają one na ogół 
leucynę bądź inny hydrofobowy am inokw as w regular­
nych odstępach. M otywy LRR występują nie tylko 
w produktach  genów R  ale także w wielu poznanych 
dotąd  białkach i b iorą udział w oddziaływaniach 
białko-białko, białko-węglowodany oraz w wiązaniu 
peptydowych ligando w [19].

Rośliny transgeniczne ryżu wyrażające jedynie do­
menę LRR białka Xa21, nabyły częściową odporność 
na sześć szczepów X . oryzae [20], co sugeruje, że 
dom ena ta bierze udział w rozpoznaw aniu czynnika 
chorobotw órczego. Także wyniki analizy hybrydo­
wych alleli genu L  z lnu, kodujących różne kom binacje 
dom en oraz naturalnych wewnątrzgenowych rekom- 
binantów  silnie przem aw iają za tym, że dom eny LRR 
determ inują w głównej mierze specyficzność reakcji 
rozpoznania patógena [21]. Z kolei, delecje w obrębie 
dom eny LRR białka M  z lnu prow adzą do utraty 
odporności [ 8]. Różnice między czterem a sklonow a­
nymi genami C f (Cf-2, Cf-4, Cf-5 i Cf-9) z pom idora 
dotyczą głównie części kodującej dom enę LRR, co 
wskazuje, że również w przypadku tych genów dom ena 
LRR może odpow iadać za specyfikę oddziaływań 
z różnymi szczepami patógena.

Pojedyncze podstaw ienia am inokwasowe w dom e­
nie LRR białek Rps2, R pm l i N  prow adzą do zaniku 
reakcji nadwrażliwości (HR) [20]. Dow odzi to, że

nawet niewielkie zm iany w obrębie LRR pow odują 
zaburzenia w odpowiedzi obronnej rośliny. Jakko l­
wiek powszechnie przyjmuje się, że dom ena LRR 
związana jest z rozpoznaniem  czynnika chorobotw ór­
czego, nie m ożna wykluczyć, że dom ena ta umożliwia 
interakcję białka R z kolejnymi białkowymi skład­
nikam i w kaskadzie przekazyw ania sygnału. Ten osta t­
ni mechanizm  znany jest u Saccharomyces cerevisiae, 
kiedy na skutek aktywacji receptora dochodzi do 
oddziaływania białka Ras z dom eną LRR cyklazy 
adenylowej. M otywy LRR w białkach R pierwszej 
klasy (to jest w białkach R zawierających sekwencję 
wiążącą nukleotydy), posiadają niedokładne pow tó­
rzenia o sekwencji podobnej do sekwencji LRR wy­
stępującej w drożdżowej cyklazie adenylowej, podczas 
gdy motywy LRR pozostałych białek (klasa druga 
i czwarta) ściśle przystają do konsensusu i zawierają 
konserw ow aną glicynę charakterystyczną dla położo­
nych zew nątrzkom órkow o dom en z pow tórzeniam i 
leucynowymi. Stąd wydaje się praw dopodobne, że 
dom ena ta  m ogłaby pełnić odm ienne funkcje w róż­
nych typach białek R.

II-1.2. Sekwencja wiążąca nukleotydy

Miejsce wiązania nukleotydów  (NBS) stanowi ele­
m ent wielu białek (białek Ras, ATP-azy, czynników 
elongacyjnych translacji i białek G) krytycznych dla 
fundam entalnych procesów kom órkowych. Fakt, że 
również szereg białek R zawiera trzy konserwow ane 
m otywy charakterystyczne dla NBS sugeruje, że wią­
zanie trójfosforanów nukleozydów (ATP, G TP) ma 
znaczenie dla prawidłowego funkcjonow ania tych b ia­
łek. O pierając się na zm ianach fenotypowych różnych 
m utacji ras, poddano ukierunkow anej mutagenezie 
sekwencję NBS genu N  [21], a następnie tak zmodyfi­
kowane geny w prow adzono do tytoniu. W roślinach 
wrażliwych na infekcję TM V  były one niefunkcjonal­
ne. N atom iast w roślinach posiadających funkcjonalny 
gen N , m utacje te miały charakter dom inujący i nega­
tywny. N iektóre z nich prowadziły do obniżenia 
odporności bądź całkowitej jej utraty. Sugeruje to, że 
białko N  działa jako  dim er lub też jego form a zm uto­
wana inaktywuje białka pomocnicze uczestniczące 
w procesie rozpoznaw ania wirusa. Podobnie m utacje 
dotyczące am inokwasów krytycznych dla wiązania 
nukleotydów, w prow adzone do białka Rps2, pow odu­
ją  brak odpowiedzi typu H R [20]. D om ena ta jest więc 
niezbędna dla prawidłowego funkcjonow ania białka. 
N a podstaw ie dotychczasowych danych nie m ożna 
jednak  stwierdzić, czy dochodzi do przyłączenia nuk- 
leotydu i jego uwolnienia z rozszczepieniem wysoko­
energetycznego wiązania.

II-1.3. Suwak leucynowy

Jedynie hipotetyczne rozw ażania m ożna prowadzić 
nad znaczeniem sekwencji kodującej dom enę białka
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o strukturze suw aka leucynowego, k tó ra  znajduje się 
na 3' końcu niektórych genów klasy I. S truk tu ra ta 
umożliwia oddziaływania między białkam i poprzez 
wytworzenie konformacji zwiniętego kłębka (ang. coi- 
led-coil). Bierze ona udział w tworzeniu hom o- i hetero- 
dim erów eukariotycznych czynników transkrypcyj- 
nych. Jej obecność stwierdzono także w wielu białkach
0 różnych funkcjach takich jak: m iozyna czy podjed- 
nostki białek G  [22,23]. W chwili obecnej spraw dza się 
możliwość hom odim eryzacji produktów  genów R  
a także stosując drożdżow y system dwuhybrydow y 
poszukuje się innych białek, które mogłyby oddziały­
wać z nimi poprzez dom enę suw aka leucynowego.

II-1.4. Regiony wykazujące podobieństwo do bia­
łek Toll i receptora interleukiny 1

W produktach  genów R  jednej z podgrup klasy
1 występuje duża dom ena, zw ana TIR, wykazująca 
podobieństw o do cytoplazmatycznej sygnalnej części 
receptora dla interleukiny 1 (II-IR ) ssaków oraz 
receptora Toll Drosophila. Co ciekawe, aktywacja 
receptorów  Toll oraz I1-1R prow adzi do uruchom ie­
nia odpowiedzi obronnej skierowanej przeciw d ro b n o ­
ustrojom . M utacje w obrębie dom eny TIR  prow adzą 
do upośledzenia bądź zaniku funkcji produktów  ge­
nów L  i N  [21] wskazując, że dom ena ta jest niezbędna 
dla rozpoznania patogena przez roślinę.

II-1.5. Domena o aktywności kinazy serynowo- 
-treoninowej

O becność dom eny kinazy serynowo-treoninowej 
w białku P to  oraz Xa21 sugeruje ważką rolę procesu 
fosforylacji w przekazywaniu sygnału o infekcji. P ro ­
dukt genu Pto  wykazuje aktyw ność kinazy białkowej 
in vitro [24]. D oświadczenia z użyciem drożdżowego 
systemu dw uhybrydow ego sugerują, że p roduk t genu 
Pto  bezpośrednio oddziaływuje z czynnikiem A vrPto 
[25, 26]. K onstrukcja i analiza hybrydowych genów 
Pto  wskazuje, że jedna z dom en (dom ena VIII), 
nadająca białku specyficzność kinazy serynow o-treo­
ninowej, jest niezbędna dla interakcji białka P to 
z bakteryjnym  czynnikiem AvrPto. Ten sam region jest 
również konieczny dla wywołania odpowiedzi typu 
H R  w transgenicznych pom idorach po ich infekcji 
przez bakterię P. syringae posiadającą gen avrPto. 
T a n g  i w s p. [25] zaproponow ali, że rolą czynnika 
A vrPto jest umożliwienie oddziaływ ania dwóch cząs­
teczek białka Pto, co prow adzi do wzajemnej fos­
forylacji m onom erów  Pto. H ipoteza ta  została p o ­
tw ierdzona przy użyciu drożdżowego systemu trójhyb- 
rydowego [21]. Ufosforylowane białko P to, fosforylu- 
je kolejną w kaskadzie kinazę serynow o-treoninow ą 
p roduk t genu P til [27]. Z białkiem  P to  oddziaływują 
również białka Pti4, Pti5 oraz P ti6; które, jak  się 
przypuszcza, należą do rodziny czynników transkryp- 
cyjnych (białka EREB), regulujących aktyw ność ge­

nów w odpowiedzi na zm iany stężenia etylenu. W m o­
delu zaproponow anym  ostatnio przez M a r t i n a  
[21], P til reguluje odpowiedź HR, łącznie z Pti4, Pti5 
oraz P ti6, które bezpośrednio urucham iają ekspresję 
przynajmniej niektórych białek obronnych. Z badań 
genetycznych wynika, że w tym szlaku przekazywania 
sygnału bierze udział również p rodukt genu P rf  [4]. 
Brak jednak ciągle odpowiedzi na pytanie, jak ą  pełni 
on rolę. N asuw a się także pytanie, czy możliwa jest 
cytoplazm atyczną lokalizacja receptora o charakterze 
kinazy serynowo-treoninowej? W świetle ostatnich 
badań taka lokalizacja wydaje się wysoce praw dopo­
dobna. Fakt, że kinaza białkow a P to  wymaga białka 
Prf, zawierającego motywy LRR, do nadania roślinie 
odporności, skłania do zaproponow ania m odelu dw u­
składnikowego receptora. Receptor ten tworzyłaby 
kinaza serynow o-treoninow a (białko typu Pto) oraz 
białko zawierające dom eny LRR (jeden z produktów  
genu odporności klasy I czy II). U kład taki nasuwa 
skojarzenia do białka Xa21 z ryżu.

II-2. Ewolucja genów R

Przetrwanie większości organizm ów zależy od dzia­
łania systemów zapewniających zmienność w obliczu 
nowych warunków  środowiska. Podobnie, koniecz­
nym jest, by rośliny atakow ane przez szybko ewolu­
ujące m ikroorganizm y posiadały mechanizm nabyw a­
nia nowych cech odporności, a tym samym dostosow y­
wania się do innej sytuacji. Skuteczna obrona rośliny 
przeciw czynnikom  chorobotw órczym  zależy przede 
wszystkim od szybkiego rozpoznania obecności p a to ­
gena. Zdolność rozpoznaw ania patogenów  o danym  
genotypie jest dziedziczna, tak  więc dla zachowania 
gatunku, równie istotnym  jest, by w genomie rośliny 
znajdow ało się wiele genów, które zapewniałyby od­
porność przeciw wielu różnorodnym  patogenom .

B adania genetyczne pokazały, że organizacja roślin­
nych genów odporności w genomie może przybierać co 
najmniej cztery formy. Jedną z tych form jest obecność 
wielu alleli genu R, z których każdy warunkuje rozpoz­
nanie innych ras bądź szczepów tego samego patogena. 
Przykładem  jest locus L  z lnu z 13-oma allelami 
warunkującym i odporność wobec różnych ras grzyba 
M. lini. W innym  przypadku, pojedynczy gen R  może 
występować jedynie w roślinie odpornej, jak  R P M l  
z A. thaliana. Szereg ściśle sprzężonych genów może 
także budować złożone loci, jak  m a to miejsce w łocus 
M  z lnu zawierającym ok. 15 spokrewnionych genów. 
Taki schem at budow y cechuje loci N, P to, Xa21 oraz 
wszystkie cztery geny C f  Jeszcze inną konfigurację 
znaleziono w A. thaliana, gdzie w pewnych regionach 
genomu, np. na chrom osom ie 5, m apują się luźno 
ułożone geny zapewniające odporność na wirusy, 
grzyby i bakterie [28]. Jeden z nich: M R C -J  deter­
minuje odporność na wirusy, różne bakterie i jeden 
gatunek grzybów z klasy Oomycetes [21].

O pisano szereg m echanizm ów pozwalających na
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powstawanie niespotykanych dotąd  cech odporności 
oraz na tworzenie nowych kom binacji cech rodziciels­
kich. Praw dopodobnie, najczęściej odbywa się to  na 
drodze nierównocennego crossing-over poprzez sparo­
wanie się różnych genów R  w czasie mejozy. Do 
zm iany cech odporności dochodzi również na skutek 
konwersji genowej [29] oraz transpozycji [30]. Jak się 
wydaje, rośliny nie wytworzyły żadnego wyspecjalizo­
wanego m echanizm u zapewniającego wysoką zm ien­
ność genów R. B adania genetyczne złożonego locus 
R pl z kukurydzy w arunkującego odporność na grzyb 
Puccinia sorghi ujawniły, że na drodze nierów nocen­
nego crossing-over oraz w mniejszym stopniu konw er­
sji genowej dochodzi do częstej rekom binacji w tym 
regionie [29]. Prow adzi ona do pow stania wariantów  
łączących cechy odporności obu rodziców oraz tw o­
rzenia roślin o zm ienionym  fenotypie. W śród roślin 
potom nych zaobserw ow ano pojawianie się roślin nio­
sących cechę odporności nie posiadaną przez żadnego 
z rodziców i w arunkow aną przez nowy gen [29] oraz 
roślin wytwarzających nekrozy w nieobecności czyn­
ników chorobotw órczych [31]. Szczególnie korzystna, 
z punktu  widzenia ewolucji, jest tandem ow a organiza­
cja genów. Organizacja taka zapewnia, z jednej strony 
kum ulację cech odporności przeciw wielu patogenom , 
z drugiej zaś stanowi m ateriał genetyczny pozwalający 
na powstawanie genów kodujących białka o nowych, 
niespotykanych do tąd  właściwościach. Jednak, rów ­
nież w przypadku loci utw orzonych z pojedynczego 
genu zjawiska crossing-over oraz konwersji genowej 
odgrywać m ogą ważką rolę.

Do modyfikacji genów R  (zarówno w loci prostych, 
jak  i złożonych) dochodzić może wskutek wielu innych 
wymienionych poniżej procesów. Jak  opisano wcześ­
niej, istnieje wiele przesłanek wskazujących, że dom ena 
LRR nadaje specyficzność białkom  R. Z w ielokrot­
nienie bądź zmniejszenie liczby LRR może zmieniać 
właściwości percepcji patogena [32]. W ew nątrz dom e­
ny LRR białka M obecne są dwa pow tarzające się 
motywy o długości ok. 150 am inokwasów i wysokim 
stopniu identyczności (75%). Co ciekawe, w trzech 
niezależnie wyizolowanych m utantach  zaobserw ow a­
no identyczne rearanżacje, w których większa część 
pierwszego m otywu oraz część drugiego ulegały wypad­
nięciu [ 8]. W yniki te wskazują, że wewnątrzgenowa 
rekom binacja pom iędzy pow tórzeniam i albo zjawisko 
niewłaściwego sparow ania podczas replikacji (ang. 
slipped alignment) m ogą kreować nowe —  struk tu ral­
nie zmienione geny. Porów nanie sekwencji produktów  
czterech genów odporności pom idora —  Cf-2, Cf-4, 
Cf-5 i Cf-9 na różne rasy C.fulvum  wykazało, że różnice 
między nimi dotyczą głównie N-końcowej części do­
meny LRR. Region ten charakteryzuje się wysoką 
zmiennością, przypom inającą, miejsce wiązania pep- 
tydu przez cząsteczkę M H C  (układ zgodności tk an ­
kowej), co wskazuje na istnienie mechanizm u pozytyw­
nej selekcji zm ian [21]. Poszczególne dom eny tw orzą­
ce białka drugiej podgrupy klasy I (białka typu N)

kodow ane są przez odrębne egzony. T aka budow a 
genów sugeruje, że m echanizm tasow ania egzonów 
(ang. exon shuffling) może również prowadzić do 
tworzenia genów w arunkujących cechy o nowej specy­
ficzności. P onadto , introny transkryptów  genów L 6 
oraz N  są wycinane na różne sposoby (ang. alternative 
splicing), w rezultacie m ają powstaw ać białka nawet 
znacznie skrócone [6, 7], W chwili obecnej trudno  jest 
jednak rozstrzygnąć, czy białka te biorą udział w per­
cepcji tego samego czynnika chorobotw órczego, co 
białko pełnej długości czy determ inują specyficzność 
wobec innego szczepu bądź rasy patogena.

Analiza sekwencji siedmiu genów z wielogenowej 
rodziny Xa21  z ryżu [30] pozwoliła na zaproponow a­
nie m odelu ewolucji tej rodziny. Proces ten zapocząt­
kow ałaby duplikacja a następnie różnicowanie genów 
prow adzące do pow stania dwóch odrębnych klas. 
W dalszych etapach na drodze nierównocennej rekom ­
binacji pom iędzy elementami tej rodziny doszło do 
wzbogacenia rodziny o dodatkow e geny. Każdy ze 
scharakteryzow anych w tej grupie genów posiada 
wysoce konserw ow any region położony tuż za kodo- 
nem inicjacji translacji. Rekom binacja w tej części genu 
m ogła doprow adzić do wytworzenia nowych zesta­
wów prom otor/sekw encja kodująca. K olejna duplika­
cja, tym razem dotycząca kilku genów rodziny Xa21, 
przyczyniłaby się ponownie do zw ielokrotnienia liczby 
genów. Stosunkow o niedawnym  zdarzeniem  ewolucyj­
nym byłoby wbudow anie elementów insercyjnych ty­
pu transpozonów . W locus Xa21  odnaleziono ich 15 
a ich integracja spow odow ała praw dopodobnie p o ­
wstanie genów kodujących białka o nowych właś­
ciwościach.

M odel ten nasuwa pytanie skąd wyewoluowały geny 
odporności? W ydaje się, że ich najbardziej p raw dopo­
dobnym i przodkam i mogły być geny kodujące białka 
biorące udział w systemach, percepcji i przekazywania 
sygnału, koniecznych dla norm alnego wzrostu i roz­
woju rośliny [28]. Znaczące podobieństw o białka 
Xa21 do białek A. thaliana kodow anych przez geny 
Clavata i Erecta determ inujące kształt i rozm iar o r­
ganów kwiatowych wydaje się potw ierdzać popraw ­
ność tego rozum ow ania. P rodukty  obu genów uczest­
niczą w przekazyw aniu sygnału między kom órkam i 
z w ykorzystaniem  zew nątrzkom órkow ego ligandu 
[33, 28, 34]. Podobny typ budowy prezentuje również 
białko stanowiące przypuszczalnie receptor dla brasy- 
nosterydów  [35]. Z kolei, dom ena kinazy serynowo- 
-treoninowej białka Xa21 oraz P to  wykazuje podo­
bieństwo do białka SRK [36] z Brassica napus, bio­
rącego udział w reakcji odrzucenia własnego pyłku 
(ang. self-incompatibility).

III. Zdarzenia zainicjowane rozpoznaniem  
obecności patogena

Z aproponow ana przez F l o r a  [37] hipoteza „gen- 
-do-genu” zakłada, że do rozpoznania patogena i u ru ­
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chom ienia reakcji obronnej rośliny, dochodzi wyłą­
cznie gdy patogen niosący gen avr atakuje roślinę 
zawierającą ściśle odpow iadający mu gen R. Zanim  
poznano budowę m olekularną tych genów, przyjm o­
wano na ogół, że p roduk t genu R  stanow i rodzaj 
receptora, zaś gen avr (awirulencji) w arunkuje po­
wstawanie cząsteczki o charakterze ligandu. P rodukt 
genu awirulencji sygnalizuje więc roślinie obecność 
patogena (termin aw irulentny należy odróżnić od 
term inu niepatogenny, albowiem patogen posiadający 
gen nur jest patogenny wobec roślin nie posiadających 
odpowiedniego genu R).

Kiedy patogen niosący gen awirulencji avr atakuje 
kom órki rośliny posiadającej specyficzny gen o dpor­
ności R, dochodzi do rozpoznania go i uruchom ienia 
złożonej strategii obronnej. Wczesne reakcje obejm ują 
zm iany w przepuszczalności błony kom órkowej p ro ­
wadzące do wycieku jonów  potasowych i chlorkowych 
na zew nątrz kom órki oraz wnikania jonów  w odo­
rowych i wapniowych do wnętrza kom órki. N astępuje 
też wzm ożona synteza nadtlenku w odoru zw ana „wy­
rzutem  wolnych rodników ” (ang. oxidative burst) [ 11]. 
P rodukow any tą drogą nadtlenek w odoru bierze 
udział w szeregu procesów reakcji obronnej, to jest: 
w bezpośrednim  niszczeniu patogena, w „uszczelnie­
n iu” ściany kom órkowej poprzez jej lignifikację oraz 
poprzeczne usieciowanie białek w niej występujących 
oraz w uruchom ieniu program ow anej genetycznie 
śmierci kom órki podczas reakcji nadwrażliwości (HR). 
Aktywowane są także te szlaki m etaboliczne, które 
umożliwiają syntezę niskocząsteczkowych lipofilnych 
związków o właściwościach bakterio- i grzybobój­
czych, czyli fitoaleksyn. Percepcja patogena prowadzi 
bardzo często do uruchom ienia reakcji nadw rażliw o­
ści, jednej z bardziej skutecznych strategii obronnych 
stosowanych przez roślinę. Polega ona na wytworze­
niu nekroz w miejscu wniknięcia patogena, co zapobie­
ga jego dalszemu rozprzestrzenianiu się. Nie wiadom o 
dotychczas co jest bezpośrednią przyczyną lokalizacji 
infekcji. M ożna przyjąć, że obum arła tkanka stanowi 
fizyczną barierę dla dalszej inwazji. Możliwe jednak, 
że reakcja ta m a pozbawić patogena składników 
odżywczych lub unicestwić go enzymami hydrolity- 
cznymi uwalnianym i przez um ierające kom órki. Ba­
dania ostatnich lat wskazują, że śmierć kom órki 
w reakcji nadwrażliwości jest genetycznie program o­
w ana i następuje w konsekwencji transkrypcji i trans­
lacji specyficznych genów gospodarza [38], Choć 
istnieją pewne różnice morfologiczne proces ten przy­
pom ina apoptozę —  jeden z typów program ow anej 
śmierci kom órek zwierzęcych. Reakcji nadwrażliwości 
towarzyszy synteza wielu specyficznych białek, które 
m ogą brać udział w obronie rośliny przeciw d ro ­
bnoustrojom , zwanych białkam i PR [ang. Pathoge­
nesis Related] [39].

P ierw otna infekcja może prowadzić do wytworzenia 
w całej roślinie długotrwałej podwyższonej odporności 
(SAR ang. systemie acquired resistance) na kolejne

infekcje spowodow ane przez ten sam lub wiele innych 
często niespokrewnionych czynników chorobotw ór­
czych, w tym wirusy, bakterie i grzyby. M echanizm  ten 
nie zapewnia jednak ochrony przeciw wszystkim p a to ­
genom. SAR może rozwinąć się zarów no u rośliny 
odpornej w następstwie odpowiedzi HR, jak  również 
na skutek przebytej choroby u rośliny wrażliwej. Czas 
konieczny do pow stania odporności typu SAR oraz 
okres, w którym  się ona utrzym uje zależy od danego 
układu patogen-roślina. Niewiele w iadom o o kas­
kadzie zdarzeń prowadzącej do wytworzenia SAR. 
M ożna założyć, że zjawisko to obejmuje dwa etapy. 
W pierwszym dochodzi do rozpoznania patogena 
i wysłania sygnału o zakażeniu do innych, oddalonych 
części rośliny. W drugim, kom órki docelowe odbierają 
sygnał i urucham iają m echanizmy prow adzące do 
aktywacji genów SAR (wiele z nich należy do rodziny 
genów PR) i pow stania zwiększonej odporności. Sze­
reg danych eksperym entalnych wskazuje na ważką 
rolę kwasu salicylowego dla wytworzenia nabytej 
odporności [40]. Najbardziej przekonywających d o ­
wodów na krytyczne znaczenie kwasu salicylowego dla 
całego procesu patogenezy roślin przyniosły badania 
z wykorzystaniem  transgenicznych roślin tytoniu za­
wierających bakteryjny gen nahG z Pseudomonas puti- 
da [41]. P roduk t genu nahG, hydrolaza kwasu salicy­
lowego, katalizuje reakcję przekształcenia kwasu sali­
cylowego do katecholu. Tym samym, po zakażeniu 
rośliny z aktywnym  genem nahG zdolne były do 
grom adzenia tylko niewielkich ilości kwasu salicylo­
wego i w konsekwencji wykazywały ostrzejsze sym­
ptom y chorobowe, w porów naniu z roślinam i kon tro l­
nymi [41]. Rośliny te również nie były zdolne do 
wytworzenia odporności nabytej typu SAR. Powyższe 
dane potw ierdzają udział kwasu salicylowego, zarów ­
no w pow staniu odpowiedzi typu HR, jak  i SAR. 
Jednak, wbrew pierwotnym  przypuszczeniom, kwas 
salicylowy nie stanowi jedynej cząsteczki sygnalnej 
przemieszczającej się elementami sitowymi, by urucho­
mić odpowiedź w oddalonych częściach rośliny. D la 
pełnego poznania natury SAR pom ocna będzie charak­
terystyka m utantów  upośledzonych w funkcjach SAR. 
W yizolowano kilka klas takich m utantów  A. thaliana 
z zaburzeniam i na różnych etapach odpowiedzi. Feno­
typy determ inow ane przez te m utacje obejm ują zarów ­
no rośliny o podwyższonej syntezie SA i ekspresji 
genów SAR oraz odporności, jak  i niezdolne do 
syntezy SA i wytworzenia SAR. O statn io  scharak­
teryzowano na poziomie m olekularnym  jedną z klas 
tych m utantów . M utan t nimi, choć grom adzi kwas 
salicylowy na skutek infekcji, nie jest zdolny do 
indukcji genów SAR. Sugeruje to, że m utacja blokuje 
szlak przekazywania sygnału poniżej kwasu salicylo­
wego. Gen N I M I  został sklonowany niezależnie przez 
dwie grupy [42,43], O kazało się, że p rodukt tego genu 
wykazuje znaczącą hom ologię do Ix-B to jest in ­
hibitora transkrypcji genów związanych z odpow ie­
dzią im m unologiczną ssaków (p. niżej).
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IV. Reakcje obronne wspólne dla świata roślin 
i zwierząt

P rodukty  kilku z wyizolowanych genów R  (druga 
podgrupa klasy I) posiadają na swym N -końcu dom e­
nę wykazującą hom ologię do cytoplazmatycznej części 
receptora dla interleukiny 1 (II-IR ) systemu im m uno­
logicznego ssaków i receptora Toll z Drosophila mela- 
nogaster, związanego z program em  rozwojowym oraz 
odpornością wrodzoną. O ba receptory pośredniczą 
w aktywacji czynników transkrypcyjnych należących 
do rodziny Rei. Czynniki te, w norm alnych w arunkach 
wzrostu tw orzą wieloskładnikowe heterokom pleksy 
z białkam i inhibującymi, zlokalizowane w cytoplaz- 
mie. N a skutek niekorzystnych dla kom órki bodźców 
środowiskowych dochodzi do indukcji kaskady reak­
cji a jej skutkiem  jest częściowa degradacja kom pleksu 
białkowego prow adząca do uwolnienia i translokacji 
czynników transkrypcyjnych do jąd ra  kom órkowego. 
Tu aktyw ują geny związane z odpowiedzią obronną (w 
przypadku muszki owocowej ten sam receptor urucha­
mia również szlak przekazywania sygnału wiodący do 
ekspresji genów związanych z program em  rozw ojo­
wym). W kaskadach tych biorą udział kinazy białkowe. 
O ba szlaki wykazują uderzające podobieństw a nie 
tylko funkcjonalne, lecz również strukturalne. D om e­
na cytoplazm atyczna obu receptorów  wykazuje zna­
czącą homologię. Podobieństw o cechuje także czyn­
niki transkrypcyjne ssaczy: N F-xB  oraz czynniki 
z Drosophila: dorsal (morfogen) i D if (czynnik odpor­
ności pokrew ny do D orsal, ang. dorsal-r elated im­
munity factor), aktywow ane odpowiednio przez zwią­
zanie cytokiny do I I - IR  oraz przez związanie przez 
receptor Toll ligandu spatzle. P odobne są również 
białka inhibujące —  ssacze I-xB oraz cactus z Drosop­
hila. W końcu podobieństw o sekwencji łączy kinazy
—  kinazę IRA K  (związaną z receptorem  dla in ter­
leukiny, ang. IL-1R associated kinase) oraz pelle. Co 
ciekawe, niektóre z białek uczestniczących w odpow ie­
dzi obronnej roślin wykazują także strukturalne 
a przede wszystkim funkcjonalne pokrewieństwo nie 
tylko do białek receptorow ych kom órek zwierzęcych 
ale także do całej uruchom ionej kaskady zdarzeń.
I tak, dom ena kinazy serynowo-treoninowej białek 
P to  i Xa21 z białkam i pelle i IRAK; N IM I z białkam i 
inhibującym i, grzybobójczy peptyd z rzodkiewki
—  defensyna (R s-A FPl) z drosom ycyną, peptydem  
także o właściwościach grzybobójczych aktyw ow a­
nym przez kaskadę Toll u D. melanogaster [44, 45]. 
Z kolei w iadom o, że reaktywne formy tlenu oraz kwas 
salicylowy, których rola w procesie patogenezy roślin 
jest niepodw ażalna, m ogą wpływać na aktywację 
transkrypcji zależną od czynnika NF-xB. Fakty  te 
skłaniają nas ku interesującej hipotezie, że podobne 
szlaki przekazywania sygnału stanow ią część reakcji 
obronnych wyższych eukariontów .
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I. Wstęp

W roku 1983 na łam ach Postępów Biochemii ukazały 
się dwie obszerne prace przeglądowe podsum ow ujące 
stan wiedzy na tem at struk tury  i występow ania związ­
ków cyjanogennych [ 1], a także ich roli biologicznej 
w roślinach [2]. Zagadnienia związane z cyjanogenezą 
należą nadal do aktualnych problem ów  badawczych. 
Wiele roślin cyjanogennych jest wciąż wykorzystywa­
nych jak o  pokarm  dla zwierząt (np. koniczyna biała, 
len, sorgo), a w niektórych regionach św iata również 
dla człowieka (np. dzika fasola, kasawa) [3]. Rośliny 
cyjanogenne m ogą stanow ić zagrożenie dla konsu­
m entów  ze względu na toksyczność H C N  (cyjano­
wodoru), który jest uwalniany w wyniku hydrolizy

* Dr, Zakład Fizjologii Roślin, Instytut Biologii, Uni­
wersytet w Białymstoku, ul. Świerkowa 20B, 15-950 Bia­
łystok
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cyjanogenów. Możliwość zredukow ania poziom u 
związków cyjanogennych w tych roślinach m etodam i 
inżynierii genetycznej spow odow ała rozwój badań 
z zakresu biochemii, fizjologii i biologii molekularnej 
cyjanogenezy. Z drugiej strony wiadomo, że H C N  
pełni rolę regulacyjną w wielu procesach fizjologicz­
nych (np. kiełkowanie nasion, redukcja azotanów) [4, 
5]. W yniki tych badań m ogą dostarczyć dodatkow ych 
argum entów, pozwalających uznać H C N  za horm on 
roślinny [6]. W ostatnich latach, dzięki zastosow aniu 
najnowszych technik badawczych, nagrom adziło się 
wiele nowych danych dotyczących zagadnień związa­
nych z cyjanogenezą, które są przedm iotem  niniej­
szego artykułu.

Cyjanogeneza, czyli zdolność uwalniania H C N  
z tkanek roślin, została stw ierdzona dotychczas u p o ­
nad 2500 gatunków  roślin wyższych należących do 
paprotników , roślin nagosiennych i okrytosiennych 
(jednoliściennych i dwuliściennych) [7]. Uwalnianie
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Tabela 1.
Struktura niektórych glikozydów cyjanogennych (xglu — glukoza; 
ksy — ksyloza; api — apioza)

Ri OR3

R. r 2 r 3 Glikozyd

-CH3 - c h 3 P-D glukoza linamaryna

-c h 3 - c h 3 gencjobioza linustatyna

/C H 3
-c

\ c h 2
-H P-D glukoza proakacipetalina

ŁDoh -H P-D glukoza diuryna

o -H p-D glukoza prunazyna

o -H gencjobioza amygdalina

"O -H wicjanoza wicjanina

-O-0" -H xglu-ksyl-api-kwas
kawowy-glu

kserantyna

( *glu- g lukoza , ksy- ksy loza; api- ap ioza ,)

cyjanow odoru w tkankach  tych roślin jest najczęściej 
wynikiem hydrolizy glikozydów cyjanogennych, 
a w przypadku nasion niektórych roślin należących do 
Sapindaceae i Hippocastanaceae —  cyjanogennych 
lipidów (7-8).

Cyjanogeneza nie występuje wyłącznie u roślin 
charakteryzujących się obecnością cyjanoglikozydów, 
czy cyjanolipidów. W szystkie rośliny wyższe wytwa­
rzają cyjanow odór jak o  p roduk t uboczny w procesie 
biosyntezy etylenu [9]. P onad to  H C N  może pow sta­
wać z glioksalanu i hydroksyloam iny, produktów  
pośrednich odpow iednio fotooddychania i szlaku re­
dukcji azotanów  [2].

W szystkie spośród wykrytych dotąd  75 glikozydów 
cyjanogennych —  to 0-(3-glikozydy, pochodne a-hyd- 
roksynitryli. Zasadnicze różnice w budowie poszcze­
gólnych cyjanoglikozydów dotyczą budowy rodników  
R 1 i R 2, a także reszty cukrowej związanej z grupą 
a-hydroksylow ą (R3) (Tab. 1).

W większości glikozydów cyjanogennych rodniki 
R j i R 2 są różne, co pow oduje asymetrię atom u węgla 
a  i możliwość występowania par związków epimerycz- 
nych. Stw ierdzono występowanie szeregu takich epi- 
m erycznych par w naturze (np. (S) —  diuryna i (R) 
—  taksyfiłina), ale zazwyczaj nie występują one w tej 
samej roślinie [10].

W szystkie znane lipidy cyjanogenne są pochodnym i 
alifatycznych a-hydroksynitryli, a grupa a-hydroksy- 
lowa stabilizow ana jest przez nasycone lub nienasyco­
ne reszty kwasów tłuszczowych [1].

Znaczenie fizjologiczne związków cyjanogennych 
w m etabolizm ie roślin nie jest ostatecznie wyjaśnione.

W ykazanie dobowych i sezonowych zm ian ich pozio­
mu w trakcie rozwoju roślin [np. 11-13] przem awiają 
przeciw hipotezie, że są one końcowymi (odpadowymi) 
produktam i przem iany m aterii [14]. Koncepcja, że 
pełnią one rolę prekursorów  białek (poprzez (3-cyjano- 
alaninę i asparaginę) jest ciągle przedm iotem  sporów  
[15-17]. N atom iast dość dobrze udokum entow ana jest 
rola związków cyjanogennych w ochronie przed roś- 
linożercam i (szczególnie owadami) i atakiem  patoge­
nów [18-19]. W yniki niektórych badań, opracow ane 
przy użyciu m etod statystycznych wskazują, że wy­
stępowanie cyjanogenów w roślinach w arunkuje pew­
ną specyficzność pokarm ow ą roślinożerców (unikanie 
roślin cyjanogennych) [20], N a uwagę zasługuje rów ­
nież pogląd, że ochronne właściwości cyjanoglikozy­
dów nie są spow odow ane jedynie przez H CN, który 
jest skutecznym  inhibitorem  oddychania i enzymów 
zawierających metale, ale także przez inne produkty  
ich rozpadu (aldehydy, ketony), k tóre m ogą posiadać 
właściwości cytotoksyczne [19]. Pewne dane jednakże 
wskazują, że H C N  może szkodzić również roślinom  
cyjanogennym, osłabiając działanie innych m echaniz­
mów obronnych [21].

II. Biosynteza glikozydów cyjanogennych

W iększość glikozydów cyjanogennych pochodzi od 
pięciu L-aminokwasów: tyrozyny, fenyloalaniny, wali- 
ny, leucyny i izoleucyny. W pierwszym etapie biosyn­
tezy następuje N -hydroksylacja am inokwasu, przy 
udziale m onooksygenezy wymagającej tlenu 
i N A D PH . Pow stały N -hydroksyam inokw as ulega 
oksydacyjnej dekarboksylacji do aldoksym u, z k tó re­
go po dehydratacji powstaje nitryl. Stereospecyficzna 
hydroksylaza katalizuje następnie powstanie a-hydro- 
ksynitrylu, k tóry  w końcowym  etapie biosyntezy ulega 
glikozylacji przez O-glikozylotransferazę do glikozydu 
cyjanogennego [22],

W badaniach prow adzonych w ostatnich latach nad 
biosyntezą diuryny w etiolowanych siewkach sorga 
(,Sorghum bicolor) zidentyfikow ano dodatkow e formy 
pośrednie na drodze am inokwas —  a-hydroksynitryl: 
izomery (E)- i (Z)-oksymu p-hydroksyfenyloacetalde- 
hydu, jak  też l-ad-nitro-2-(p-hydroksyfenylo)etanu 
[23-26], (Ryc. 1). W doświadczeniach in vitro [25], 
opartych na jednoczesnym  pom iarze zużycia 0 2 i utle­
nienia N A D P H  wykazano, że na drodze prowadzącej 
od tyrozyny do (S)-p-hydroksym andelonitrylu wystę­
pują 3 etapy hydroksylacji, wymagające 0 2. D o prze­
kształcenia tyrozyny w oksym p-hydroksyfenyloaceta- 
ldehydu niezbędne są dwie cząsteczki tlenu. Zużycie 
jednej cząsteczki 0 2 na drodze między oksymem 
p-hydroksyfenyloacetaldehydu a p-hydroksybenzalde- 
hydem wskazuje, że konw ersja oksym u p-hydroksyfe- 
nyloacetaldehydu do p-hydroksyfenyloacetonitrylu 
zachodzi na drodze prostej dehydratacji. Fakt, że 
biosynteza diuryny w etiolownych siewkach sorga jest 
ham ow ana przez CO, a efekt ten jest odwracalny przez
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Ryc. 1. Biosynteza diuryny w siewkach sorga (Sorghum bicolor) (wg [33]).

prom ieniowanie o długości fali 450 nm, wskazuje na 
udział cytochrom u P-450. N astępnie zidentyfikowano 
dwie m onooksygenazy, zależne od cytochrom u P-450 
i wymagające obecności N A D PH  i 0 2: N -hydro- 
ksylazę katalizującą przekształcenie tyrozyny do 
N -hydroksytyrozyny i C -hydroksylazę odpowiedzial­
ną za stereospecyficzną konwersję p-hydroksyfenyloa- 
cetonitrylu do p-hydroksym andelonitrylu [25]. Rów­
nież w biosyntezie innych cyjanoglikozydów w ykaza­
no udział cytochrom u P-450 [27-28].

Enzymy, katalizujące poszczególne reakcje biosyn­
tezy cyjanoglikozydów, poza ostatnim  etapem, tworzą 
zwarty kom pleks (kanał metaboliczny), związany z fra­
kcjami m ikrosom alnym i. Spośród tych enzymów wyi­
zolowano jedynie niespecyficzną oksydoreduktazę za­
leżną od N A D P H  i cytochrom u P-450. E tapem  ogra­
niczającym syntezę aglikonu in vitro jest N -hydro- 
ksylacja am inokw asu [26, 30], a system enzymatyczny, 
katalizujący tę reakcję charakteryzuje się bardzo wyso­
ką specyficznością substratow ą, w odróżnieniu od 
enzymów katalizujących następne etapy [27], P repa­
raty  m ikrosom alne z lnu (Linum usitatissimum) [31] 
wykazują niską specyficzność substratow ą w stosunku 
do oksymów, a z kasawy (M anihot esculenta) —  zarów ­
no do oksym ów jak  i nitryli [27]. P reparaty  m ikro­
somalne, zdolne do katalizow ania biosyntezy aglikonu 
udaje się otrzym ać wyłącznie z roślin etiolowanych 
[23, 27]. Aktywność biosyntetyczna preparatów  z tk a ­
nek zielonych jest niewielka i nietrw ała [32].

Pierwszymi zbadanym i enzymami, uczestniczącymi 
w biosyntezie związków cyjanogennych, były enzymy 
katalizujące ostatn ią reakcję, tzn. glikozylację a-hyd-

roksynitrylu. Częściowo oczyszczono i scharakteryzo­
wano (3-glukozylotransferazy u kilku gatunków  cyja­
nogennych: lnu (Linum usitatissimum), sorga (Sorghum 
bicolor), czereśni amerykańskiej (Prunus serotina) i świ- 
bki morskiej (Triglochin maritima) [33]. Większość 
z nich —  to enzymy niestabilne, aktywne w pH 6.5-9.0, 
nie wymagające zwykle obecności jonów  metali i kofa- 
ktorów. Enzymy te wykazują absolutną specyficzność 
w stosunku do U D P G  (Km 0.029-1.0 mM), natom iast 
najlepszymi substratam i są cyjanohydryny. Większość 
oczyszczonych glukozylotransferaz wykazuje wyraźną 
specyficzność w stosunku do różnych cyjanohydryn. 
Enzym lnu, gatunku zawierającego linam arynę i lotau- 
stralinę, preferuje alifatyczne a-hydroksynitryle jako  
substraty, ale nie wykazuje stereospecyficzności. 
N atom iast u sorga, zawierającego tylko diurynę, 
U D PG -glukozylotransferaza wykazuje aktywność 
w stosunku do arom atycznych hydroksynitryli: 
p-hydroksy-(S)-m andelonitrylu i (S)-mandelonitrylu; 
ale nie glikozyluje odpowiednich (R) izomerów. Ab­
solutną stereospecyficznością charakteryzują się tak ­
że enzymy u Prunus serotina i Triglochin maritima, 
syntetyzujące odpowiednio (R)-prunazynę i (S)-tak- 
syfilinę. Dotychczas nie badano pod tym względem 
enzymów, które katalizują glikozylację monoglikozy- 
dów cyjanogennych do odpowiednich di-, tri- i tetrag- 
likozydów [33],

III. Katabolizm glikozydów cyjanogennych

Uwalnianie H C N  ze związków cyjanogennych jest 
procesem dwuetapowym , który zachodzi intensywnie
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R /3-glikozydazat R liaza hydroksyni trylowa R
N = C - Ć - 0 -  cukier,- cukier t  N = C -  Ç -  O H  „  HCN + N C = O

H cukier,-cukier2 H lub spontanicznie H

diglikozyd cyjanogenny a-hydroksynitryl

cukier2
J \ñ -g lik o zyd a za 2 ¡3 -glikozydaza

N s C - C - O  -  cukier, 
H

monoglikozyd cyjanogenny

hydrataza
nitrylu

O R
H2N -  Ć -  Ć -  O -  cukier 

H

amid monoglikozydu 
a-hydroksykwasu

Ryc. 2. Katabolizm glikozydów cyjanogennych (wg [46], zmodyfikowany).

cukier.

S2( V ' + HCN 

tiosiarczan 

rodanaza

S 032* + 'SCN 

siarczyn rodanek

cyjanowodór aldehyd

ç h 2sh

ĆHNH2 + HCN 
ĆOOH
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syntaza
/3-cyjanoalaniny 

CH2 - CN
ć h n h 2 + h 2s
ĆOOH

(3-cyjano-L-alanina

hydrolaza
fi-cyjanoalaniny

CONH2
ć h 2
ć h n h 2
ĆOOH

L-asparagina

dopiero po mechanicznym  uszkodzeniu tkanek rośliny 
cyjanogennej. Początkow o, w wyniku działalności 
jednej, lub kilku (3-glikozydaz, zostaje odłączona reszta 
cukrowa. N astępnie nietrwały a-hydroksynitryl (cyja- 
nohydryna) dysocjuje spontanicznie, lub jest enzym a­
tycznie rozkładany przy udziale liazy a-hydroksynit- 
rylowej, na H C N  i aldehyd lub keton [22] (Ryc. 2). 
Nieenzym atyczny rozkład cyjanohydryny zachodzi 
bardzo szybko jedynie w alkalicznym pH. N atom iast 
w zm acerowanej tkance, o kwaśnym  pH, niezbędny 
jest udział liazy a-hydroksynitrylow ej, k tó ra  może
10-20 krotnie zwiększyć szybkość uw alniania HCN, 
w porów naniu do szybkości reakcji nieenzymatycznej 
w tych w arunkach [34],

W arto  zwrócić uwagę na fakt, że glikozy cyjanogen- 
ne m ogą być również katabolizow ane w roślinach 
nieuszkodzonych (niezmacerowanych), bez uwolnienia 
gazowegoHCN. Dzieje się tak  np. podczas kiełkow a­
nia nasion drzewa kauczukowego (Hevea brasiliensis) 
[35], kiedy pow stały w wyniku hydrolizy cyjano- 
glikozydów H C N  jest natychm iast włączany, przy 
udziale syntazy (3-cyjanoalaniny i hydrolazy (3-cyjano- 
alaniny do związków niecyjanogennych (Ryc. 2). H C N  
może być również m etabolizow any przy udziale roda- 
nazy, ale aktyw ność tego enzymu jest bardzo niska 
w roślinach wyższych [36]. P raw dopodobnie glikozy­
dy cyjanogenne m ogą być również m etabolizow ane 
w nieuszkodzonych roślinach wyższych, bez odłącze­
nia reszty cukrowej. U kilku gatunków  roślin należą­
cych do Oliniaceae, obok cyjanoglukozydu prunazyny, 
stw ierdzono obecność odpowiedniego am idu, który 
powstał w wyniku hydratacji grupy nitrylowej, przy 
udziale hydratazy nitrylu [37].

III-I. Charakterystyka enzymów hydrolizujących

III-l.l. p-glikozydazy

W szystkie (3-glikozydazy uczestniczące w cyjano- 
genezie wykazują bardzo dużo podobieństw  pod 
względem właściwości kinetycznych i m olekularnych. 
Enzymy te charakteryzują się kwaśnym optim um  pH  
(pH 4.0-6.2), i poza kilkom a wyjątkam i, są gliko- 
proteinam i, o p i w zakresie pH  4.0-5.5. Pom im o 
znacznych różnic w natywnych m asach m olekular­
nych (40-600 kDa), większość z nich składa się z pod- 
jednostek o podobnej wielkości (55-65 kDa) [33]. 
|3-glikozydazy, w przeciwieństwie do glukozylotrans- 
feraz, są wysoce stabilne, wiele z nich może być 
przechowyw ana, bez u traty  aktywności w t. 4°C (w 
obecności azydku sodu) przez kilka miesięcy. N iektóre 
(3-glikozydazy (linam arazy z kasa wy i drzewa kauczu­
kowego) m ają szczególnie wysokie optim a tem peratu­
ry (55-62°C). Niezwykle wysoka stabilność i szczególne 
właściwości kinetyczne linam arazy z kasawy są wyni­
kiem potranslacyjnych modyfikacji białka [38-39]. Jak 
dotychczas sklonow ano linam arazę z młodych liści 
koniczyny białej (Trifolium repens) [40] i liścieni kasa­
wy (M anihot esculenta) [39]. O ba enzymy wykazują 
duży stopień podobieństw a (43% identycznych sek­
wencji aminokwasowych), oba zawierają podobne 
miejsca glukozylacji i hydrofobowe, N- końcowe sek­
wencje sygnalne [39-40]. Właściwości te są odpow ie­
dzialne za umiejscowienie enzymu w przestrzeni apop- 
lastycznej [39-40].

(3-glikozydazy hydrolizujące cyjanoglikozydy m oż­
na sklasyfikować na podstawie ich specyficzności 
substratowej. L inam arazy z niektórych roślin charak ­
teryzują się niską specyficznością substratow ą, są to 
raczej (3-glukozydazy, niż linam arazy [41-42]. Nieco 
wyższą specyficzność aubstra tow ą wykazuje linam ara-
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za (65 kDa) z kasawy, k tó ra  hydrolizuje prunazynę 
i syntetyczne m onoglikozydy ((3-glukopyranozyd 
p-nitrofenolu), ale nie wykazuje aktyw ności w stosun­
ku do diglikozydów cyjanogennych —  amygdaliny, 
czy linustatyny [43]. L inustatynaza z nasion lnu 
wykazuje aktyw ność nie tylko w stosunku do natyw- 
nych P-diglukozydów —  linustatyny i neolinustatyny, 
ale także diglukozydu amygdaliny; nie hydrolizuje 
jednak  odpowiednich m onoglukozydów. U zyskana 
z tego samego m ateriału  linam araza hydrolizuje cyja- 
nogenne p-m onoglukozydy linam arynę i prunazynę, 
ale jest nieaktyw na w stosunku do P-diglukozydów. 
O ba enzymy są aktywne w stosunku do niektórych 
syntetycznych m onoglukozydów  (np. P-D-glukopyra- 
nozyd p-nitrofenolu) [44], W iększość roślin cyjano­
gennych zawiera jednakże P-glikozydazy, charaktery­
zujące się wysoką specyficznością wobec natywnych 
glikozydów cyjanogennych. Są to P-glukozydazy wy­
kazujące specyficzność w stosunku do taksyfiliny (świ- 
bka m orska —  Triglochin marítima), triglochininy 
(alokazja olbrzym ia —  Alocasia macrorrhiza, Trig­
lochin marítima), wicjaniny (wyka w ąskolistna —  Vicia 
angustifolia, Davallia trichomanoides), diuryny (sorgo
—  Sorghum bicolor), am ygdaliny i prunazyny (czereś­
nia am erykańska —  Prunus serótina) [22].

H ydroliza diglikozydów cyjanogennych może prze­
biegać w ten sposób, że dwie reszty cukrowe odłączane 
są kolejno, bądź też jednocześnie w postaci dw ucukru 
(Ryc. 2). W pierwszym przypadku dwa etapy hydrolizy 
katalizow ane są przez różne p-glikozydazy, czego 
przykładem  jest hydroliza am ygdaliny u Prunus seróti­
na, linustatyny i neolinustatyny u Linum usitatissimum  
i M anihot esculenta. N atom iast hydroliza wicjaniny 
u Davallia trichomanoides i Vicia angustifolia odbywa 
się na drodze jednoetapow ej. Podczas kiełkowania 
nasion i wzrostu siewek Hevea brasiliensis hydroliza 
linustatyny, w zależności od potrzeb, może przebiegać 
jedno- lub dw uetapow o [45]. Znaczenie fizjologiczne 
tych zależności będzie rozważane w rozdz. V.

III-1.2. Liazy a-hydroksynitrylowe

Liazy a-hydroksynitrylow e, katalizujące dysocjację 
a-hydroksynitryli do H C N  i aldehydu lub ketonu, 
oczyszczono i scharakteryzow ano u roślin zaw ierają­
cych cyjanoglikozydy arom atyczne i aliafatyczne. E n­
zymy te w ykazują najwyższą, ale nie zawsze wyłączną, 
aktywność w stosunku do endogennych cyjanohydryn. 
W szystkie znane liazy wykazują kwaśne optim um  pH  
i punkt izoelektryczny między pH  3.9 a 4.8. Klasyfikuje 
się je ze względu na obecność FA D  i reszty węg- 
lowodoanowej, oraz ich stereospecyficzności [46].

Liazy (R)-( +  )-m andelonitrylowe, zawierające FAD 
i reszty cukrowe, wyizolowano wyłącznie z gatunków  
należących do Rosaceae z podrodzin Prunoideae i M a- 
loideae. Ich substratem  jest (R)-( +  )-m andelonitryl
—  produk t hydrolizy (R)-prunazyny lub amygdaliny 
[47]. G likoproteiny te, o masie 50-80 kD a, stanow ią do

10% rozpuszczalnych białek nasion, są serologicznie 
zbliżone do siebie i praw dopodobnie m ogą pełnić 
również funkcję białek zapasowych [48]. U wielu 
gatunków  występują różne izoformy liaz m andelonit- 
rylowych, praw dopodobnie różniące się nieznacznie 
struk tu rą pierwszorzędową, lub miejscem przyłączenia 
reszty cukrowej, ale znaczenie fizjologiczne tej m ikro- 
heterogeniczności nie zostało jeszcze wyjaśnione. En­
zymy te zawierają około 30% węglowodanów, połą­
czonych wiązaniem N-glikozydowym  z cząsteczką 
białka. W arunkiem  aktywności enzymu jest obecność 
FA D  w formie utlenionej, przyłączonego niekowalen- 
cyjnie w pobliżu miejsca katalitycznego, pom im o że 
liazy te nie katalizują typowych reakcji oksydo-reduk- 
cyjnych. P raw dopodobnie powstały one w toku ewolu­
cji z flawinowych oksydoreduktaz [49], które utraciły 
zdolność katalizow ania reakcji redox, a FA D  pozostał 
składnikiem  strukturalnym  enzymu. Fakt, że liaza 
m andelonitrylow a z czereśni amerykańskiej (Prunis 
serótina) wykazuje znaczną hom ologię w stosunku do 
oksydoreduktaz zależnych od FA D  potw ierdza tę 
hipotezę [50], Interesującym  wydaje się fakt, że FAD- 
-hydroksynitryliazę wyizolowano również z ciem 
(.Zygaena trifolii), żerujących na roślinach cyjanogen­
nych [51].

Liazy a-hydroksynitrylow e, nie zawierające FA D 
wyizolowano z tkanek wegetatywnych różnych roślin, 
należących zarów no do jedno- (np. sorgo), jak  i dwuliś­
ciennych (np. len, kasawa) i stanow ią one bardziej 
różnorodną grupę enzymów. Różnią się one między 
sobą m asą cząsteczkową, zaw artością węglowodanu, 
struk tu rą  pierwszorzędową, a także sposobem  połą­
czenia podjednostek. Białka te m ają zwykle wyższy 
ciężar cząsteczkowy niż liazy m andelonitrylowe, a nie­
które z nich (z lnu, kasawy) wykazują skłonność do 
agregacji. Większość liaz należących do tej grupy, nie 
jest glikoproteinam i ani nie jest spokrew niona z FAD - 
-hydroksynitryliazam i, ani na poziomie struktury  ami- 
nokwasowej ani immunologicznie. Ponadto , więk­
szość z nich nie jest także serologicznie podobna 
między sobą [52-53]. N atom iast w ykazano 75% ho- 
mologii sekwencji cDNA, kodujących białko liaz a-hy- 
droksynitrylowych, pochodzących z Hevea brasiliensis 
[54], i M anihot esculenta [55], (roślin należących do 
Euphorbiaceae).

Interesującym  enzymem jest liaza (S) m andelonit­
rylowa z liści Ximenia americana [56]. Podobnie jak  
liazy (R) m andelonitrylow e z gatunków  należących do 
Rosaceae jest ona glikoproteiną, natom iast nie zawiera 
FA D  i w odróżnieniu od liaz (R) m andelonitrylowych 
z Rosaceae, jest stereospecyficzna w stosunku do (S)-(-) 
m andelonitrylu.

IV. Cyjanogeneza u gatunków polimorficz- 
nych

Spośród wielu gatunków  roślin cyjanogennych wy­
różnić m ożna kilka, które są polimorficzne pod tym
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względem, tzn. charakteryzujące się występowaniem 
osobników cyjanogennych i acyjanogennych: koniczy­
na biała (Trifolium repens), kom onica zwyczajna (Lotus 
corniculatus), kom onica wąskolistna (Lotus tenuis) i fa­
sola limeńska (Phaseolus hunatus) [57]. U  najlepiej 
poznanej koniczyny białej (Trifolium repens) polim or­
fizm cyjanogenny kon tro lu ją  allele dwóch niezależnie 
segregujących się loci: Ac/ac odpowiedzialnych za 
syntezę linam aryny i lotaustraliny, i Li/li kon tro lu ją­
cych syntezę linam arazy —  enzymu hydrolizującego te 
glukozydy. Fenotyp cyjanogenny wymaga obecności 
funkcjonalnych alleli obu loci. W śród roślin acyjano­
gennych m ożna wyróżnić 3 fenotypy charakteryzujące 
się: 1) —  brakiem  cyjanoglukozydów, 2) —  brakiem  
(3-glukozydazy (linamarazy), 3) —  brakiem  zarówno 
cyjanoglukozydów, jak  i linam arazy [57]. W ykazano, 
że zarów no locus Ac jak  i L i charakteryzują się 
niepełną dom inacją, a zatem  heterozygoty m ają pośre­
dni poziom  linam arazy i cyjanoglukozydów [58-59]. 
Ekspresja genu Ac  i Li zależy od różnych czynników 
środowiska, szczególnie od tem peratury [10]. W roś­
linach acac brak jest co najmniej trzech enzymów, 
kierujących biosyntezą cyjanoglukozydów [60-61]. 
W ydaje się, że locus Ac składa się z kilku genów 
strukturalnych, odpowiedzialnych za biosyntezę cyja­
noglukozydów, a allel ac jest m utacją przynajmniej 
trzech z nich. M utacja ac może również dotyczyć 
sekwencji, regulującej ekspresją enzymów odpow ie­
dzialnych za biosyntezę cyjanoglukozydów [57]. W ię­
cej w iadom o na tem at locus Li, kierującego biosyntezą 
linam arazy [62], k tórą w yodrębniono z młodych liści 
koniczyny białej (genotyp L iL i acac), wykrystalizow a­
no i przeprow adzono wstępne analizy krystalograficz­
ne [63]. Różnice biochemiczne między roślinam i L iL i 
i liii wykorzystano do wyselekcjonowania klonów 
linam arazy z biblioteki cD NA  pochodzącej z tych liści 
[64]. K lony te posłużyły następnie do scharakteryzo­
wania alleli w locus Li. W ykazano m etodą N orthern  
biot, że najwięcej m RN A (który hybrydyzuje z linam a- 
razowym cDNA) syntetyzują rośliny hom ozygotyczne 
(LiLi), zaś heterozygoty (Liii) —  na średnim poziomie. 
N atom iast niewielki poziom  m RNA stwierdzano 
w niektórych organach roślin hom ozygotycznych (w 
liściach liii i korzeniach LiLi), w których nie obserwuje 
się aktywności enzymu. M oże to być wynikiem kom- 
plem entarności cD N A  linam arazy z m RNA  innych 
(3-glukozydaz, niehydrolizujących cyjanogenów, bądź 
też faktem, że m RN A  linam arazy jest produkow any 
w ilości oznaczalnej m etodą N orthern  biot, ale stoso­
wane m etody nie wykrywają syntetyzowanego w nie­
wielkich ilościach białka [57]. Pierwszą z tych m oż­
liwości zdają się potw ierdzać wyniki analizy D N A  
m etodą Southern biot, k tóre wykazały, że w genomie 
koniczyny białej występują 3 geny kom plem entarne do 
cD N A linam arazy, a przynajm niej 2 z nich segregują 
się niezależnie. Zidentyfikowano i ustalono sekwencję 
nukleotydów  jednego z genów (3-glukozydazy hydro- 
lizującej cyjanogeny (TRE104), na tej podstaw ie okreś­

lono sekwencję am inokw asow ą tego enzymu i porów ­
nano ją  z innymi (3-glikozydazami [40]. Enzym ten 
wykazuje wysokie podobieństw o do (3-glukozydazy 
z tej samej rośliny, niezdolnej do hydrolizy linam aryny 
(84% zgodności aminokwasowej), natom iast brak tej 
sekwencji hom ologicznych między nim a (3-glukozyda- 
zą A z gorzkich m igdałów (Prunis amygdalus), od­
pow iedzialną za hydrolizę diglukozydów cyjanogen­
nych. P onad to  w ykazano znaczną zgodność sekwencji 
am inokwasów (ponad 50%) między badaną (3-gluko- 
zydazą z koniczyny białej a różnym i (3-glikozydazami 
niektórych ssaków i bakterii [40]. O podobieństw ach 
między linam arazą koniczyny białej (Trifolium repens) 
i kasawy (M anihot esculenta) [39] w spom niano już 
w rozdziale I I I -1.1.

V. Lokalizacja glikozydów cyjanogennych i en­
zymów hydrolizujących w roślinach cyjano­
gennych

Z aw artość glikozydów cyjanogennych w tkankach 
zmienia się wraz z wiekiem i etapem  rozwoju rośliny 
cyjanogennej i jej organów  [27, 65-67], jak  również 
zależy od poziom u żywienia m ineralnego i wielu 
innych czynników środowiskowych [68-69, 12],

Związkom  cyjanogennym  towarzyszą w większości 
tkanek enzymy, zdolne do ich rozkładu. Jednakże ich 
lokalizacja w roślinie cyjanogennej jest bardzo zróż­
nicowana. U  koniczyny białej (Trifolium repens) zarów ­
no substrat, jak  i enzym znajdują się tylko w liściach 
[67], zaś u kasawy (M anihot esculenta) cyjanogenne są 
wszystkie wegetatywne części rośliny [70]. Cyjano- 
geneza u roślin nieuszkodzonych ograniczona jest 
jednak  na skutek przestrzennego rozdzielenia w kom ó­
rce substratów  i katabolizujących ich enzymów: cyja- 
noglikozydy grom adzone są w centralnej wakuoli 
kom órek roślin cyjanogennych, zaś enzymy hydro- 
lityczne m ogą występować w cytoplazmie lub prze­
strzeni apoplastycznej [45, 71], Ponadto , jak  wykaza­
no dla Sorghum bicolor, rośliny w której badano 
jednocześnie lokalizację enzymów hydrolitycznych 
i ich substratów , cyjanoglukozyd diuryna występuje 
w w akuolach tkanki epidermalnej, natom iast diuryna- 
za zlokalizow ana jest w plastydach i cytozolu kom órek 
mezofilu [72],

W iadom o, że biosynteza aglikonu ma miejsce w cy­
toplazm ie i jest katalizow ana przez enzymy związane 
z frakcjami m ikrosom alnym i (rozdz. II). O statn i etap, 
tj. glukozylacja niestabilnego hydroksynitrylu przy 
udziale U D PG -glukozylotransferazy, podobnie jak  
w przypadku biosyntezy flawonoidów, zachodzi praw ­
dopodobnie w lum en retikulum  endoplazm atycznego 
[73], a następnie cyjanoglukozydy są aktywnie trans­
portow ane do wakuoli [74], Za asocjację glukozylo- 
transferazy z błonam i retikulum  odpow iedzialna jest 
N -końcow a sekwencja sygnalna [75]. M ożliwe jest 
jednak, że podobnie jak  w przypadku m etabolizm u 
polifruktozydów, miejscem glukozylacji a-hydroksyni-
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trylu jest w akuola [37].
|3-glukozydazy, hydrolizujące glukozydy cyjanogen- 

ne, ale nie wykazujące wyraźnej specyficzności (np. 
w liściach Phaseolus lunatus [76], Hevea brasiliensis 
[71], czy M anihot escalenta [77]), w ystępują wyłącznie 
w przestrzeni apoplastycznej. U  wielu innych roślin 
cyjanogennych aktywność tych enzymów przynajm ­
niej częściowo związana jest z apoplastem  [78-79]. 
Jedynie specyficzna (3-glukozydaza (diurynaza) u Sorg- 
hum bicolor [72] i hydrolaza prunazyny w nasionach 
Prunus serótina [48], występuje wyłącznie w cytoplaz- 
mie. Podobnie, liazy hydroksynitryłow e odpowiedzial­
ne za uwolnienie HCN , zlokalizow ane są wewnątrz 
kom órek roślin cyjanogennych [80-81].

W ykazano, że zarów no glikozydy cyjanogenne [35, 
82], jak  i cyjanolipidy [8] m ogą być katabolizow ane 
w nieuszkodzonych roślinach, bez uwolnienia gazo­
wego HCN. Dzieje się tak  np. podczas kiełkow ania 
nasion i rozwoju siewek Hevea brasiliensis, kiedy to 
poziom  cyjanoglikozydów w pojedynczej siewce ob­
niża się o 85%, a pow stający podczas tych procesów 
H C N  nie uwalnia się, lecz jest wykorzystywany jako  
źródło azotu do syntezy am inokwasów , przez syntazę 
(3-cyjanoalaniny i hydrolazę P-cyjanoalaniny [35]. 
M onoglukozyd linam aryna zgrom adzony jest w biel­
mie nasion Hevea, natom iast wysoką aktyw ność syn­
tazy P-cyjanoalaniny, wiążącej H C N  stwierdzono 
w m łodych siewkach. Po zapoczątkow aniu kiełkow a­
nia linam aryna musi być więc przetransportow ana 
z bielma, poprzez liścienie, do m łodych rosnących 
siewek i tam  katabolizow ana. T ransport z bielma do 
liścieni odbywa się drogą apoplastyczną, a z liścieni do 
liści, poprzez system przewodzący. Ze względu na 
możliwość hydrolizy linam aryny przez występującą 
w apoplaście linam arazę [83], m onoglukozyd ten 
ulega glukozylacji w bielmie do diglukozydu linus- 
tatyny —  formy transportow ej odpornej na działanie 
linam arazy [78], L inustatyna, prtzetransportow ana 
„bezpiecznie” przez apoplast z bielm a do liścieni, 
a następnie do młodych liści (organów docelowych), 
jest tam  degradow ana przez „diglukozydazę rów no­
czesną”, zaś uwalniany w wyniku hydrolizy cyjanohyd- 
ryny H C N  jest niezwłocznie włączany do związków 
niecyjanogennych (aminokwasów) [35]. Funkcjono­
wanie tego tak zwanego „szlaku linustatyny” (Ryc. 3), 
potw ierdzają następujące obserwacje: a) linustatyna 
nie jest hydrolizow ana przez linam arazę [41, 78]; b) 
poziom  linustatyny w nasionach Hevea w zrasta po d ­
czas ich przechowywania [84]; c) linustatyna pojawia 
się w wydzielinie z bielm a na tym etapie rozwoju, kiedy 
zaw artość linam aryny się obniża, natom iast (d) w m ło­
dych tkankach  siewek w zrasta poziom  syntazy |3-cyja- 
noalaniny i diglikozydazy, hydrolizującej linustatynę 
[35]; e) linustatynę znaleziono w wydzielinach liś­
ciowych i floemowych [85]; oraz (i) [ 14C] linam aryna, 
naniesiona na powierzchnię liścienia Hevea, pojawia 
się w tkankach  tego organu w niewielkim stopniu, 
pozostała ilość jest praw dopodobnie m etabolizow ana

przez apoplastyczną linam arazę [83].
D o wyjaśnienia opisanych procesów przyczyniły się 

również wyniki badań, w których [ 14C] linustatynę 
nanoszono na jeden z liścieni Hevea brasiliensis [83]. 
D iglukozyd ten wchłaniał się bardzo wydajnie, co 
potwierdza, że jest on transportow ą form ą cyjanogenu, 
niewrażliwą na działanie apoplastycznej linamarazy. 
Początkow o większość radioaktyw ności w tkankach 
liścienia stanow iła [ 14C] linustatyna, kilka godzin 
później, znaczną jej część odnajdyw ano w [ 14C] 
linam arynie (m onoglukozydzie czasowo akum ulow a- 
nym w liścieniach) i nieco mniejszą —  w związkach 
niecyjanogennych. Podczas dalszej inkubacji, na sku­
tek ubytku linam aryny, poziom  radioaktyw ności w liś- 
cieniu obniżał się, a [ 14C] linam aryna, niewielkie ilości 
[ 14C] linustatyny i znakow anych związków niecyjano­
gennych pojawiały w pozostałych częściach młodej 
siewki (liście, pęd, korzenie). W yniki tych badań w ska­
zują, że linustatyna nie musi być m etabolizow ana 
w tkankach Hevea wyłącznie do związków niecyjano­
gennych. Znaczna część tego diglukozydu może ulec 
przekształceniu (ponownemu) do m onoglukozydu 
— linam aryny. A zatem, w siewkach Hevea poza tzw. 
„diglukozydazą rów noczesną” odpowiedzialną za od­
łączenie gencjobiozy, musi być aktyw na „diglukozyda- 
za etapow a”, zdolna do odłączenia od linustatyny 
tylko końcowej cząsteczki glukozy [83]. N a skutek

komórka
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przewodząca diglukozyd

komórka
liścienia

apoplast

komórka 
bielma 

( tk a n k a  zap aso w a)

diglukozyd
(linustatyna) 

mobilizacja poprzedzająca 

transport do komórek 
liścieni

monoglukozyd
(linam aryna) 
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powstawania nasion  J

( I  - „d ig lukozydaza  ró w n o czesn a” ; I I  - d ig lukozydaza e tap o w a”)

Ryc. 3. Przemiany metaboliczne mono- i diglukozydów cyjanogen­
nych podczas kiełkowania nasion i wzrostu siewek Hevea 
(wg [83], zmodyfikowany).
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różnych aktywności obu diglukozydaz, w zależności 
od zapotrzebow ania rośliny, linustatyna może pełnić 
zasadniczą rolę w m etabolizm ie linam aryny do związ­
ków niecyjanogennych, lub uczestniczyć w „zwykłym” 
transporcie tego m onoglukozydu do tkanki docelowej. 
W tkankach niektórych odm ian roślin Hevea brasilien- 
sis i innych gatunków  Hevea procesy te zachodzą 
równocześnie, p raw dopodobnie z różną intensyw noś­
cią [45, 84]. C ałokształt opisanych przem ian, zacho­
dzących podczas kiełkow ania nasion i wzrostu siewek 
Hevea przedstaw iono na rycinie 3.

N ależałoby się zastanowić, czy opisany dla Hevea 
sposób transpo rtu  i m etabolizow ania linam aryny, fun­
kcjonuje w przypadku innych roślin cyjanogennych 
i innych cyjanoglikozydów. Obecność linustatyny 
stw ierdzono w tkankach  wielu dotychczas badanych 
roślin cyjanogennych, zawierających linam arynę, np. 
M anihot esculenta, Linum usitatissimum, Trifolium re- 
pens, czy Phaseolus lunatus; a w przestrzeni apoplas- 
tycznej tych roślin stw ierdzono aktywność linam arazy 
[45]. Możliwe jest zatem , że występujący diglikozyd 
jest transportow ą form ą cyjanogenu, co wykazano już 
dla M anihot esculenta [ 86]. Również w tkankach siewek 
Sorghum bicolor poza diuryną, stwierdzono niewielką 
ilość diglikozydu (6’-glukozyd diuryny). Obecność tego 
związku w znacznych ilościach w kroplach gutacyjnych 
(wydzielina z apoplastu), może również potwierdzać 
hipotezę o diglikozydach jako  formie transportowej 
mongoglikozydów [87]. Zależności te m ogą być praw ­
dziwe nie tylko na etapie kiełkowania, ale także doj­
rzewania nasion niektórych roślin cyjanogennych [88, 
45], jak  również w przypadku transportu  cyjanogenów 
z jednych organów do drugich (np. ze starszych liści do 
młodszych) [83,86,89]. Translokacja cyjanogenu w po­
staci diglikozydu wydaje się być niezbędna nie tylko 
w przypadku transportu  przez apoplast, ale także 
w przypadku transportu  symplastycznego [71].

Pom im o tego, że minęło prawie 200 lat od odkrycia 
cyjanogenezy [90], m etabolizm  i znaczenie fizjologicz­
ne związków cyjanogennych nie zostały do końca 
wyjaśnione. M ożliwości badawcze, jakich  dostarcza 
inżynieria genetyczna, a także rozwój innych technik 
badawczych, stosow anych w biologii m olekularnej, 
biochemii i fizjologii roślin, zapewne przyczynią się 
w najbliższych latach do wyjaśnienia wielu zagadnień, 
związanych z cyjanogenezą, a także wykrycia kolej­
nych cyjanogenów.
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Rola proteaz szoku termicznego w usuwaniu zdenaturowa- 
nych białek z komórek E. coli

A role of heat-shock proteases in removal of denatured proteins 
from E. coli cells

E W A  L A S K O W S K A 1, 
A L IN A  T A Y L O R 2

Spis treści:

I. Wstęp
II. Cytoplazmatyczne proteazy szoku termicznego zależne 

od ATP i stymulowane przez substraty
II-l. Proteaza Lon
II-2. Udział proteaz Cip w degradacji i naprawie uszko­

dzonych białek 
II-3. Zależna od ATP proteaza ClpYQ (HslYU)

III. Rola periplazmatycznej proteazy HtrA, niezależnej od 
ATP

IV. Błonowa proteaza FtsH (HflB)
V. Zakończenie: charakter substratów

Wykaz stosowanych skrótów: aa — aminokwasy; Hsps 
— białka szoku termicznego; IM  — błona cytoplazmatycz- 
na; OM  — błona zewnętrzna.

I. Wstęp

N agły wzrost tem peratury  pow oduje denaturację 
i agregację białek w kom órkach prokariotycznych 
[1-4] i eukariotycznych [5-7]. K i n g  i ws p .  [ 8] 
stwierdzili, że nawet te b iałka które, w postaci dojrzałej 
są term ostabilne, ulegają agregacji, ponieważ ich inter- 
m ediaty fałdow ania są term olabilne.

K u c h a r c z y k  i ws p .  [1] wykazali jako  pierwsi, 
że agregaty zdenaturow anych, naturalnych białek ko ­
m órkowych m ożna izolować z Escherichia coli jako  
odrębną frakcję (frakcję S) m etodą ultraw irow ania 
w gradiencie gęstości sacharozy. Pozw ala to śledzić 
proces pow staw ania i zanikania frakcji zagregow a­
nych białek in vivo zależnie od genotypu kom órek 
i w arunków  doświadczenia. M aksim um  frakcji S w ko­
m órkach dzikich, E. soli WT, otrzym uje się po 15 min 
od m om entu przeniesienia bakterii z 30°C do 45°C. 
F rakcja S zanika w ciągu 10 min w 37°C (Ryc. 1). 
Proces usuw ania tych agregatów  z kom órek E. coli jest 
funkcją odpowiedzi stresowej [ 1], której indukcja 
znajduje się pod kon tro lą  b iałka a 32, p roduk tu  genu 
rpoH  (h tpR ) [9 ,10]. W kom órkach rpoH, frakcja S jest 
stabilna, nie zanika naw et w ciągu 45 min [1]. W dra-

1 Dr, 2 prof. dr hab., Katedra Biochemii, Pracownia Bio­
chemii Bakteryjnej, Uniwersytet Gdański, ul. Kładki 24, 
80-822 Gdańsk
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stycznych w arunkach (42°C, 1 godz) pow stają widocz­
ne w m ikroskopie elektronowym , ciała inkluzyjne [2]. 
M ogą one powstaw ać w różnych przedziałach kom ó­
rki, w cytoplazmie lub periplazm ie i zależnie od tego 
wykazywać różną morfologię, jak  to stw ierdzono na 
przykładzie (3-laktamazy w kom órkach E. coli [11].

Pojawienie się w kom órce nieprawidłowych dla niej 
polipeptydów  stanowi sygnał indukujący odpowiedź 
stresową, pow oduje wzm ożoną syntezę Hsps (H eat 
shock proteins), [12-17]. Polipeptydarni niepraw id­
łowymi dla kom órki są białka o nie-natywnej konfor­
macji jak  p rodukty  zm utow anych genów lub klonow a­
nych obcych genów a także białka zdenaturow ane 
działaniem  różnych czynników lub nieprzetworzone 
(■unprocessed) prekursory białek błonowych [16].

W  w arunkach fizjologicznych, Hsps są syntetyzow a­
ne na poziom ie konstytutyw nym  [18]. Biorą one 
udział w fałdow aniu nowo-syntetyzow anych polipep­
tydów [19, 20], transporcie białek przez błony [21], 
w tw orzeniu funkcjonalnych kom pleksów  białek 
i w rozpadzie takich kom pleksów [14], które np. 
m uszą być odnaw iane w każdym  cyklu kom órkowym . 
Uczestniczą też w specyficznej proteolizie niektórych 
białek regulacyjnych [22-24].

Pojawienie się po szoku term icznym  dużej ilości 
zdenaturow anych białek (frakcja S) niewątpliwie wy­
czerpuje pulę Hsps pochodzących z syntezy konstuty- 
wnej, co sprzyja przejściowemu tworzeniu się agrega­
tów białek kom órkow ych i stw arza zapotrzebow anie 
na indukow aną syntezę Hsps. Po podwyższeniu tem ­
peratury  hodowli następuje także denaturacja i agre­
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S O M  IM

Objętość (m l)
Ryc. 1. Powstawanie i zanikanie frakcji S w komórkach E. coli 

MC4100 (WT) po szoku termicznym.
Bakterie hodowano w bogatej pożywce (LB), w 30°C do 
O D 575 =  0,25, a następnie przenoszono do 45°C na 15 min 
(czas 0). Dalszą inkubację prowadzono w 37°C. Po prawej 
stronie wykresów zaznaczono czas pobrania prób, które po 
łagodnej lizie frakcjonowano metodą ultrawirowania w gra­
diencie stężeń sacharozy. Po ultrawirowaniu zbierano 30 
frakcji, w których oznaczano stężenie białka. Szczyty od­
powiadające błonie zewnętrznej (OM) i cytoplazmatycznej 
(IM) oznaczono nad wykresami, a frakcję S zacieniowano 
(wg Laskowskiej i wsp. [57]].

gacja podjednostki a 70 polimerazy RNA, k tó ra  k o n t­
roluje transkrypcję z prom otorów  większości genów E. 
coli. Białko to traci aktyw ność [25], podczas gdy rdzeń 
polimerazy RN Apozostaje zdolny do inicjacji trans­
krypcji jeżeli zostanie uzupełniony alternatyw ną pod- 
jednostką a  [25]. Podjednostka ct32, regulator od­
powiedzi stresowej, jest mniej wrażliwa na działanie 
podwyższonej tem peratury, a rozpoznaje tylko pro- 
m otory  genów szoku termicznego. Dzięki tem u n a ­
stępuje zaham ow anie ekspresji genów E. coli trans- 
krybow anych z prom otorów  rozpoznaw anych przez 
podjednostkę a 70 i indukcja transkrypcji z p rom oto ­
rów  szoku termicznego [26].

Zadaniem  białek opiekuńczych (molecular chapero­
nes), w w arunkach stresowych jest ochrona polipep- 
tydów  przed nieodw racalną denaturacją, zapobieganie 
agregacji, ułatwianie dysocjacji powstałych nieaktyw ­
nych agregatów  i przywracanie natywnej konform acji 
{refolding), co w ielokrotnie udow odniono in vivo i in 
vitro. Przykładem  może być działanie systemów białek 
D n aK /D n aJ/G rp E  i G roE L /G roE S  in vitro. W ykaza­
no, że chronią one różne białka m odelowe (luciferazę,

polimerazę RNA, rodanazę), przed term iczną inak- 
tywacją i um ożliwiają renaturację ich aktywności 
enzymatycznych [4, 27-29] lub zapobiegają agregacji 
[30, 31]. Hsps, o których m owa działają we wczesnych 
etapach fałdowania. Zarów no u Prokaryota  [17] jak  
i u Eukaryota  [32, 33] w późnych etapach fałdowania 
nowo-syntetyzow anych polipeptydów  i napraw y 
uszkodzonych białek, m ogą uczestniczyć m odulatory 
fałdowania, enzymy katalizujące utlenianie, redukcję 
i izomeryzację (tasowanie) wiązań dwusiarczkowych 
oraz enzymy izomeryzujące wiązania peptydowe reszt 
proliny. V i s i c k  i C i a r k ę  [17] sugerują, że peri- 
plazm atyczne izom erazy dwusiarczkowe DsbA i D sbC 
mogłyby uczestniczyć jako  system napraw czy w reok- 
sydacji białek periplazm atycznych, w których m ostki 
dwusiarczkowe uległy redukcji. Jednym  z białek które 
podobną funkcję m ogłoby pełnić w cytoplazmie jest 
D naJ, k tóre jak  się niedaw no okazało posiada aktyw ­
ność izomerazy dwusiarczkowej [34]. W kom órce E. 
coli zidentyfikow ano co najmniej 8 peptydylo-prolylo 
cic/trans izom eraz [35]. Należy do nich znany od 
daw na czynnik T F  (trigger factor), o którym  przypusz­
czano, że stymuluje wiązanie substratów  polipeptydo- 
wych z G roE L  [36]. T F  wiąże się z wyłaniającą się 
z rybosom u częścią N -term inalną białka chroniąc ją  
przed nieprawidłowym  fałdow aniem  dopóki nie jest 
zsyntetyzowany cały łańcuch polipeptydowy [37].

Czynniki stresowe m ogą uszkodzić strukturę polipe­
ptydów w takim  stopniu, że działanie białek opiekuń­
czych oraz enzymów katalizujących utlenianie grup 
tiolowych i izomeryzujących reszty proliny nie może 
przywrócić im natywnej konformacji. O becność w ko ­
m órce nieprawidłowych białek m ogłaby być szko­
dliwa ze względu na możliwość odziaływania z biał­
kami funkcjonalnym i i blokow ania ich funkcji. N ie­
norm alne białka stają się więc substratam i proteaz 
szoku termicznego. Okres półtrw ania większości b ia­
łek E. coli w porów naniu z czasem generacji (30-45 
min) jest długi: 5-20 godz. N atom iast białka niepra­
widłowe są szybko rozpoznaw ane i degradow ane 
(t 1/2 =  1-20 min) [15].

W ydaje się dotychczasowa klasyfikacja białek rodzi­
ny Hsps na białka opiekuńcze i proteazy szoku ter­
micznego m a znaczenie tylko formalne, gdyż wykaza­
no ostatnio na szeregu przykładów, że np. A TPazy Cip 
i ich hom ologi eukariotyczne, stanowiące podjednos­
tki kom pleksów proteolitycznych m ają aktywność 
opiekuńczą niezależnie od ich roli w tych kom pleksach 
[38-41]. Uważa się obecnie, że aktywność opiekuńcza 
podjednostek ATP-azowych umożliwia prezentację 
substratów  podjednostkom  proteolitycznym . Inne 
Hsps przypuszczalnie spełniają podobną rolę gdyż już 
we wczesnych pracach stwierdzono, że m utanty  E. coli 
dnaK, dnaJ, grpE są defektywne pod względem proteo- 
lizy nienorm alnych białek [43,46]. M ożna więc sobie 
wyobrazić, że w kom órce po szoku termicznym współ­
zawodniczą ze sobą procesy renaturacji i proteolizy 
oraz, że renaturacja wykorzystuje ten sam układ, który
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zapewnia fałdowanie białek skoordynow ane z ich 
biosyntezą.

II. Cytoplazmatyczne proteazy szoku termi­
cznego zależne od ATP i stymulowane 
przez substrat

W w arunkach szoku termicznego w kom órkach E. 
coli indukow ane są conajmniej trzy cytoplazm atyczne 
systemy proteolityczne zależne od A TP i stym ulowane 
przez substraty: Lon, ClpAP, C lpXP i nowo odkryty 
ClpYQ (Tab. 1) [15, 23, 24, 47-49],

II-l. Proteaza Lon

Lon jest p roteazą serynową, produktem  genu lon, 
znajdującego się pod kon tro lą  a 32 [47, 50-52]. Aktyw­
na form a jest m ultim erem  składającym  się z podjed- 
nostek o masie 88 kD a. W zależności od stosowanych 
systemów ekspresji lon uzyskiwano m ultim ery złożone 
z czterech lub ośmiu podjednostek [53]. Lon jest 
endopeptydazą, k tó ra  w obecności A TP i jonów  M g2 + 
in vitro degraduje b iałka do peptydów składających się 
z 10 do 20 aa (amino acids) [47].

W każdej podjednostce proteazy oprócz centrum  
proteolitycznego enzymu znajduje się miejsce allos- 
teryczne wiążące substrat [47, 53], Związanie ATP 
przez Lon pow oduje zmianę konform acji enzymu 
i „otwarcie” miejsca proteolitycznego, natom iast hyd­
roliza A TP powoduje „zamknięcie” miejsca proteolity­
cznego; inaczej ujmując, wg G o l d b e r g a  i w sp ., 
form a enzymu zw iązana z A TP jest „aktyw na”, a zwią­
zana z A D P jest „nieaktyw na” [52], Przyłączenie 
substratu  w miejscu allosterycznym  pow oduje wym ia­
nę A D P na ATP, na tym więc polega mechanizm 
stymulacji aktywności proteazy. W  tetram erze podjed- 
nostki Lon działają param i, wykonując, jak  się przypu­
szcza, na zm ianę cięcia proteolityczne.

Szczególną cechą Lon i innych proteaz szoku ter­
micznego jest rozpoznaw anie nie tylko białek zdenatu- 
rowanych w efekcie szoku termicznego, lecz także 
pewnych białek natywnych.

Inform acje o funkcji fizjologicznej Lon i jej natu ra l­
nych substratach, m imo obszernych badań  nad tym 
enzymem, są dość ograniczone. Poznanym i dotąd  
naturalnym i substratam i Lon są: SfiA (SulA) (inhibitor 
podziału kom órek indukow any w systemie SOS), 
RscA (pozytywny regulator transkrypcji genów od­
powiedzialnych za syntezę polisacharydów  otoczko­
wych), transpozaza Tn903, anty-term inatorow e białko 
N  faga X, oraz kodow ane przez plazm id F  białko 
CcdA, które blokuje działanie CcdB, inh ibitora gyrazy 
[47, 48, 54]. W arto  dodać, że w przeciwieństwie do 
kom pletnego białka, skrócona form a CcdA, CcdA41, 
nie posiadająca stabilnej struk tury  drugorzędowej, 
może być degradow ana w obecności analogów  A TP 
nie ulegających hydrolizie. W edług autorów  sugeruje 
to, że hydroliza A TP może prowadzić do zm iany

íuucia  i

Proteazy szoku termicznego

Proteazy Forma aktywna

cytoplazmatyczne 
zależne od ATP:

L o n tetramer

podjednostka 
/  proteolityczna

c / ®
^s''“ ATPaza

białka
opiekuńcze

< @ >

heptamer

heksamer 
oligomer (heksamer?)

podjednostka
proteolityczna

C l<®
\  ATPaza

heksamer 

heksamer (heptamer?)

proteaza błony IM 
zależna od ATP

F tsH
( H f lB )

multimer ?

periplazmatyczna 
niezależna od ATP

H trA tetramer

konform acji CcdA umożliwiającej proteolizę. D egra­
dacja CcdA, kazeiny i UN jest ham ow ana przez białko 
faga T4 PinA, k tóre wiąże się z proteazą w miejscu 
innym niż wcześniej opisane miejsca funkcyjne [55, 
56], P raw dopodobnie PinA  ham uje hydrolizę A TP 
uniemożliwiając zm iany konform acji Lon i rozwinięcie 
substratu  w arunkujące proteolizę.

D o degradow anych przez Lon in vivo zmienionych 
białek kom órki należą p rodukty  zm utowanych genów, 
białka zawierające analogi aa oraz fragm enty purom y- 
cynowe białek, k tóre pow stają w wyniku włączenia 
purom ycyny —  analogu am inoacylo-tRNA , co pow o­
duje przedwczesną term inację łańcucha polipeptydo- 
wego [47, 48]. D ane te oraz fakt, że transkrypcja lon 
znajduje się pod kon tro lą  a 32, wskazywały, że rolą 
proteazy Lon po szoku term icznym  jest degradacja 
zdenaturow anych białek. Potw ierdzają to nasze do­
świadczenia, z których wynika, że w kom órkach
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czas (min)
Ryc. 2. Powstawanie i zanikanie frakcji S w komórkach mutantów 

pozbawionych aktywności proteolitycznych.
W arunki doświadczenia opisano pod ryciną 1. N a wy­
kresach przedstawiono w %-tach zawartość białka we 
frakcji S w odniesieniu do sumy białek nierozpuszczalnych 
(OM +  IM + S =  100 %) (na podstawie pracy Laskows­
kiej i wsp. [57]).

m utan ta  lon frakcja S jest większa i jej usunięcie 
wymaga dłuższego czasu niż w kom órkach W T [57] 
(Ryc. 2-B). Stw ierdzono jednak, że proteaza ta  nie jest 
niezbędna do w zrostu i przeżycia bakterii w podwyż­
szonej tem peraturze [58-60] co nie jest zaskakujące, 
ponieważ funkcje kilku systemów proteolitycznych 
występujących u E. coli m ogą pokryw ać się wzajemnie.

II-2. Udział proteazy Cip w degradacji i naprawie 
uszkodzonych białek

Zależną od A TP proteazę Cip tw orzą podjednostka 
C lpP (21,5 kD a) z aktywnym  centrum  proteolitycznym  
proteazy serynowej i podjednostki ClpA (84 kD a) lub 
ClpX (46,3 kDa), które posiadają aktyw ność A TPaz 
[48, 49, 61, 62],

C lpP  jest cytoplazm atycznym  białkiem  szoku ter­
micznego syntetyzowanym  jako  prekursor składający 
się z 207 aa [63]. F orm a dojrzała pow staje po auto- 
katalitycznym  odcięciu N -term inalnego, złożonego 
z 14 aa, p ropeptydu [64]. In vitro C lpP  samodzielnie 
hydrolizje bardzo krótkie peptydy (3-6 aa). D o de­
gradacji dłuższych peptydów  i białek konieczna jest 
dostępność A TP oraz współdziałanie C lpP  z podjed- 
nostkam i ClpA lub ClpX swoiście rozpoznającym i 
i prezentującym i substrat kosztem  hydrolizy A TP 
[48, 65, 66].

ClpA jest jednym  z silnie konserwow anych białek 
rodziny HsplOO, obecnych u Prokaryota  i Eukaryota  
[47, 67] ale w przeciwieństwie do pozostałych przed­
stawicieli tej rodziny (jak ClpB i H spl04) nie jest 
białkiem Hsps [63]. W strukturze ClpA m ożna wyróż­
nić dwie domeny: I (N-term inalną) i II (C-terminalną), 
z których każda posiada miejsce wiążące A TP [68,69]. 
Przyłączenie A TP do I dom eny umożliwia powstanie

heksam eru ClpA i utworzenie kom pleksu z ClpP, 
natom iast związanie i hydroliza A TP w II-giej dom e­
nie jest niezbędna do proteolizy dużych białek [70].

Aktywny kom pleks ClpAP otrzym ano in vitro po 
zmieszaniu oczyszczonych białek ClpA (ATP-aza) 
i C lpP  (peptydaza), w obecności A TP i M g2 + . C lpP 
tworzy m ultim er złożony z 14 podjednostek uporząd­
kowanych w dwa pierścienie, siedmioczłonowe przyle­
gające do siebie wzdłuż osi symetrii. Z jednej lub z obu 
stron tetradekam eru C lpP  zasocjowane są heksamery- 
czne pierścienie ClpA (Ryc. 3). A utorzy [69], om awiają 
podobieństw o struktury  ClpA P do eukariotycznego 
proteasom u 26S, w którym  m ożna wyróżnić część 
proteoliczną (proteasom  20S) i kom pleks 19S zaw iera­
jący ATPazę [71] i sugerują, że z podobieństw a 
struk tury  wynika podobny mechanizm  działania obu 
typów proteaz.

ClpAP degraduje szereg białek fuzyjnych między 
innymi z P-galaktozydazą jak  ClpA-|3-galaktozydaza 
[68]. Inną grupę substratów  ClpA P stanow ią białka 
posiadające na końcu am inowym  jeden z aa: fenyloala- 
ninę, leucynę, tryptofan lub tyrozynę. Zgodnie z zasadą 
końca am inowego białek (the N-end rule) aa  te są 
charakterystyczne dla niestabilnych polipeptydów  
[72]. Białka eukariotyczne zawierające takie aa na 
końcu am inowym  ulegają proteolizie z udziałem pro te­
asom u 26S po wcześniejszym oznakow aniu ubikwity- 
ną [15]. O prócz miejsc wiążących A TP w podjednost- 
ce ClpA znajduje się allosteryczne miejsce, do którego 
przyłącza się substrat. Rolą ClpA jest prezentacja 
substratu  oraz wywołanie zm ian konform acyjnych 
w ClpP, tak aby centra proteolityczne m onom erów  
C lpP stały się dostępne dla substratów  [66].

S i n g h  i M a u r i z i  [70] zaproponow ali hipotezę, 
że dom ena I ClpA pełni funkcję opiekuńczą ułatwiając

B

c

proteasom  26S

Ryc. 3. Model kompleksu ClpAP (A) i schematy ClpAP (B) i protea­
somu 26S (C) na podstawie zdjęć z mikroskopu elektronowego
(wg Kessel i wsp. [69]).

POSTĘPY BIOCHEMII 44 (4 ) ,  1998 337http://rcin.org.pl



odzyskanie natywnej konform acji związanym substra- 
tom  co chroniłoby je przed proteolizą. W przypadku 
uszkodzenia struk tury  białka w stopniu uniem ożliwia­
jącym  renaturację, substrat byłby przekazywany do 
dom eny II, a następnie do centrum  aktywnego C lpP 
do degradacji. A rgum entów na korzyść tej hipotezy 
dostarczyli W i c k n e r  i ws p .  [73] wykazując, że 
Cip A, podobnie jak  D naK  i D naJ, aktywuje in vitro 
białka RepA (kontrolujące inicjację replikacji p laz­
m idu PI), co polegało na przekształceniu nieaktyw ­
nego dim eru RepA w aktyw ne m onom ery. Reakcji 
towarzyszyła hydroliza ATP. Stw ierdzono ponadto , że 
do aktywacji RepA w ystarcza jeden cykl wiązania 
substratu  z Cip A [74]. Dalszym potwierdzeniem  roli 
opiekuńczej ClpA była ochrona lucyferazy przed ter­
miczną inaktyw acją [73].

Funkcję b iałka opiekuńczego m oże pełnić również 
inna współdziałająca z C lpP podjednostka, A TPaza 
ClpX. K om pleks ClpXP, wykazuje struk turę analogi­
czną do ClpAP [75]. Poznanym i do tąd  naturalnym i 
substratam i proteazy C lpX P są fagowe białko inicjacji 
replikacji AO [61, 62] i podjednostka polim erazy RNA 
cts kontrolująca poziom  transkrypcji w stacjonarnej 
fazie w zrostu E. coli [76]. Substratem  ClpX P jest 
również Phd, k tóre działa jako  an tido tum  dla toksycz­
nego białka D oc [77]. P hd  i D oc kodow ane są przez 
plazm id P I i stanow ią mechanizm  zwiększający stabil­
ność plazm idu P I w kom órce. C lpX P nie degraduje 
kazeiny i białek fuzyjnych z f3-galaktozydazą, które są 
substratam i proteazy ClpAP. W yniki te sugerują, że 
podjednostki ClpA i ClpX decydują o rozpoznaniu 
substratu  dla podjednostki proteolitycznej C lpP [78, 
61, 62]. Nie wyklucza to  jednak  możliwości istnienia 
substratów  wspólnych dla obu proteaz.

W tym miejscu w arto zwrócić uwagę na najnowsze 
odkrycia dotyczące oznakow ania białek przeznaczo­
nych do degradacji w kom órkach prokariotycznych 
[79-81]. Stwierdzono, że b iałka syntetyzowane na 
uszkodzonych m RN A  jak  n.p. niedokończone trans- 
krypty, niezawierające kodonu term inacyjnego, zo­
stają oznaczone przez dodanie jedenasto-am inokw a- 
dowego peptydu na końcu karboksylow ym . Dedycuje 
to o skierow aniu ich do proteolizy. Ten sposób ozna­
czenia przypom ina znakow anie ubikw ityną białek 
kierowanych do degradacji przez proteasom  26S w k o ­
m órkach Eukaryota. M echanizm  oznakow ania jest 
jednak  zupełnie inny. W  kom órkach E. coli znacznik- 
-dekapeptyd A ND EN Y A LA A  jest kodow any przez 
stabilny SsrA RNA (lOSa RNA), p roduk t genu ssrA. 
SsrA RNA posiada jednocześnie cechy tRNA 
i m RNA, dlatego zaproponow ano alternatyw ną n a ­
zwę tm RN A  [82]. SsrA RNA rozpoznaje i wiąże 
alaninę, jest także zdolny do przenoszenia jej na 
rybosom , jak  tR N A Ala. N astępuje to, gdy kończy się 
synteza białka na transkrypcie bez kodonu stopu. 
Proces ten pozw ala na związanie z rybosom em  
tm R N A  tak, że na drodze tzw. „trans-translacji” może 
zostać odczytana jego dom ena kodująca dekapeptyd

i zawierająca sygnał term inacji UAA [83]. O statecz­
nym wynikiem jest więc kotranslacyjna m odyfikacja 
polegająca na przyłączeniu sygnału kierującego do 
degradacji, składającego się z 11. am inokwasów  (A- 
AND ENYALA A) i jednoczesne uwolnienie systemu 
translacyjnego od nienorm alnego białka (Ryc. 4).

W ykazano, że C lpA P i C lpXP degradują in vitro 
fragm ent represora cl faga X, do którego przyłączono 
peptyd-znacznik kodow any przez ssrA  RNA [79, 80]. 
P onad to  stwierdzono, że również proteaza F tsH  
(będzie om ów iona dalej) rozpoznaje ten sygnał de­
gradacji [81].

ClpX, podobnie jak  ClpA, posiada własności opie­
kuńcze i może działać in vitro niezależnie od C lpP 
chroniąc m odelowe białko XO (białko replikacyjne 
faga X) przed term iczną denaturacją i agregacją [22, 
38]. Zagregow ane białko XO ulegało także aktywacji 
przez ClpX przy jednoczesnej hydrolizie ATP. D o ­
świadczenia nad transpozycją i replikacją faga M u 
również potwierdziły rolę opiekuńczą ClpX, niezależ­
ną od ClpP. In vivo replikacja D N A  faga M u jest 
zablokow ana w kom órkach m utan ta  clpX, natom iast 
m utacja clpP nie zakłóca tej replikacji [84]. W ykazano

Ryc. 4. Naznaczanie białek prokariotycznych do degradacji syn­
tetyzowanych na mRNA np. nie zawierającym kodonu 
terminacyjnego (wg Keilera i wsp. [79]). (I) W trakcie 
translacji rybosom zatrzymuje się przy końcu 3' uszkodzo­
nego mRNA. (II) Taki kompleks jest rozpoznawany przez 
alanylo- ssrA RNA, który wiąże się w miejscu P rybosomu. 
(III) Alanina jest dołączana do łańcucha polipeptydowego, 
a translacja jest kontynuowana z wykorzystaniem fragmen­
tu ssrA RNA jako matrycy. (IV) Znacznik — AANDENY- 
ALAA zostaje kotranslacyjnie dodany do syntetyzowanego 
polipeptydu. (V) Przy kodonie terminacyjnym UAA  zawar­
tym w ssrA RNA (tm RNA) następuje uwolnienie na­
znaczonego białka (VI), które jest rozpoznawane i de­
gradowane m.in. przez proteazy ClpAP, ClpXP, FtsH. 
System ten przypomina naznaczanie ubikwityną białek 
eukariotycznych przeznaczonych do degradacji.
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również ze ClpX katalizuje dysocjację tetram eru  trans- 
pozazy M uA do aktywnych m onom erów  w reakcji 
zależnej od A TP i niezależnej od C lpP  [85]. W  części 
C-term inalnej transpozazy zidentyfikowano dekapep- 
tyd rozpoznaw any przez ClpX. Dołączenie tego frag­
m entu do represora faga P22, b iałka Arc, pow odow ało 
degradację białka fuzyjnego przez ClpXP, mimo że Arc 
norm alnie nie jest substratem  tej proteazy [86].

H om ologiem  ClpA, jak  już wspom niano, jest białko 
szoku termicznego ClpB [87,88]. O jego roli w kom ór­
ce wiadom o stosunkow o niewiele. ClpB posiada ak ­
tywność A TPazy stym ulow aną in vitro przez kazeinę
1 insulinę, nie może jednak  zastąpić białka ClpA 
w degradacji kazeiny przez C lpP  [89]. M ożna więc 
sądzić, że ClpB w spółdziała z inną, nieznaną jeszcze 
podjednostką proteolityczną lub wyłącznie spełnia 
rolę białka opiekuńczego. W ystępujące w drożdżach 
białko H spl04, hom olog ClpB, nie uczestniczyło w de­
gradacji lucyferazy (kodowanej w plazmidzie), ani nie 
chroniło jej przed term iczną denaturacją, natom iast 
umożliwiało dezagregację termicznie zdenaturow ane- 
go enzymu [60]. P a r k  i ws p .  [90] stwierdzili, że gen 
clpB E. coli koduje w tej samej ram ie odczytu dwa 
b iałka o masie 93 kD a (ClpB93) i 79 kD a (ClpB79). 
O ba posiadają po dwa miejsca wiążące ATP. Z lokali­
zowane są w cytoplazmie. Jednak in vitro kazeina 
stym ulow ała tylko aktywność ATPazy ClpB93. W ynik 
ten sugeruje, że za wiązanie substratu  jest odpow ie­
dzialna N -term inalna (148 aa) część ClpB93, której 
brakuje w ClpB79. O ba białka tw orzą p raw dopodob­
nie mieszany tetram er. O kazało się dalej, że ClpB79 
ham uje aktyw ność ATPazy ClpB93. A utorzy sugerują, 
że ClpB79 reguluje w ten sposób funkcję ClpB93 [90]. 
N adal jednak  pozostaje do wyjaśnienia szereg pytań 
na tem at m echanizm u działania i roli fizjologicznej 
obu białek ClpB.

U  Eukaryota  występuje hom olog ClpB79, białko 
m itochondrialne, Hsp78. Jest ono jednak  kodow ane 
przez oddzielny gen w odróżnieniu od prokariotycz- 
nego clpB93/79 [40, 91, 92].

W naszych doświadczeniach z odpow iednim i m u­
tan tam i wykazaliśmy, że b rak  C lpP  lub którejkolw iek 
podjednostki ATPazowej Cip, ham ow ał w różnym  
stopniu usuwanie frakcji S z kom órek [ 86] (Ryc.
2 C-F). W yniki ukazywały ważną rolę białek ClpA 
i ClpB w tym procesie (odpowiednio 33% i 47%  
agregatów  nieusuniętych po 45 min doświadczenia). 
M ożna przypuszczać, że białka te b iorą udział w usu­
waniu frakcji S jako  podjednostki pro teaz rozpoz­
nające i prezentujące substraty, lub/i jak o  białka 
opiekuńcze renaturujące zdenaturow ane polipeptydy. 
Stwierdziliśmy szczególnie silny efekt podwójnej m u ta­
cji clpBP. W kom órkach takiego m utan ta  pozostaw ało 
prawie 90%  nieusuniętych agregatów  frakcji S w 45. 
minucie doświadczenia (Ryc. 2-G). W przybliżeniu jest 
to sum a efektów wywołanych przez brak  każdego 
z tych białek osobno (Ryc. 2 C, F). Potw ierdza to 
wspom niany już wynik innych autorów  [47, 89]

uzyskany odm ienną techniką, że ClpB i C lpP nie 
tw orzą aktywnego kom pleksu.

II-3. Zależna od ATP proteaza CIpYQ (HsIVU)

ClpYQ jest wykrytą niedawno, proteazą zależną od 
ATP, złożoną z produktów  genów clpQ (hslV) i cipY  
(hslU), znajdujących się pod kon tro lą  podjednostki 
a 32 [93-95]. Białko C lpQ  (19 kDa) posiada aktywność 
peptydazy stymulowanej przez ATPazę, ClpY (50 
kDa). N aturalnym  substratem  tej protezy jest podjed- 
nostka a 32 polimerazy RNA, której poziom  w zrasta 
dw ukrotnie w szczepie AclpYQ [96]. P onad to  stwier­
dzono, że p roduk t klonowanego genu (ludzka prouro- 
kinaza), częściowo tylko sfałdowany, jest bardziej 
stabilny w kom órkach takiego m utan ta  delecyjnego 
niż w szczepie dzikim [96] a degradacja fragm entów 
purom ycynow ych zachodzi znacznie wolniej [97]. In  
vitro C lpYQ traw i niektóre, krótkie hydrofobowe 
peptydy [94] oraz fragm enty kazeiny uzyskane w wy­
niku częściowego traw ienia trypsyną [97]. Sekwencja 
aa C lpQ jest hom ologiczna do sekwencji podjednostki 
(3 proteasom u 20S (28,5%), natom iast sekwencja ClpY 
jest w 50% identyczna z ClpX [93, 95]. O kazało się 
także, że aktywność proteolityczna ClpQ  i podjednos­
tki (3 proteasom u ulega specyficznemu ham ow aniu 
przez ten sam syntetyczny inhibitor, pochodną winylo- 
-sulfonową trójpeptydu leucyny [98]. Zdjęcia z m ikro­
skopu elektronowego wykazały, że C lpQ  i ClpY 
tw orzą kompleks, którego struk tu ra  przypom ina stru­
kturę proteazy ClpAP a także eukariotycznego pro tea­
somu 20S [95]. Stwierdzono, ponadto , że w trakcie 
sączenia m olekularnego ClpQ  zachowuje się jak  oligo­
mer złożony z 12 podjednostek, co jest zgodne z ob­
razem z m ikroskopu elektronowego [99]. Białko ClpY 
natom iast tworzy kom pleks zawierający 8-10 podjed­
nostek, przy czym, podobnie jak  w przypadku ClpA, 
oligomeryzacja ClpY wymaga udziału ATP. R o h r -  
wi  1 d i ws p .  [94] przypuszczają, że in vivo proteaza 
ClpYQ, k tó ra  wykazuje właściwości pośrednie między 
eukariotycznym  proteasom em  a proteazą Cip, uczest­
niczy w degradacji białek uszkodzonych w trakcie 
szoku termicznego. Sugeruje się również, że ClpYQ 
może spełniać podobne funkcje jak  proteaza Lon 
ponieważ m utacje clpYQ i lon wywołują podobny efekt 
fenotypowy w postaci m ukoidalności kolonii. W  przy­
padku kom órek lon jest to  skutek podwyższenia 
poziom u regulacyjnego białka RscA, k tóre w kom ór­
kach dzikich jest substratem  proteazy Lon [48, 97].

III. Rola periplazmatycznej proteazy HtrA, 
niezależnej od ATP

Białko H trA  (DegP, Do) jest niezależną od ATP 
proteazą serynową E. coli, co zostało udow odnione na 
podstawie precyzyjnej m utagenezy zmieniającej cent­
rum  aktywne [100]. P ro teaza jest syntetyzow ana 
w formie prekursora (51 kDa), z którego po odcięciu
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sekwencji liderowej (26 aa) powstaje dojrzała form a 
białka (48 kDa) [101-106]. P ro teaza H trA  jest zlokali­
zow ana w przestrzeni periplazm atycznej jak o  białko 
peryferyczne błony wewnętrznej [107]. Aktywność 
proteolityczna H trA  jest absolutnie niezbędna do 
wzrostu kom órek w tem peraturze powyżej 42°C [100].

Gen htrA E. coli należy do regulonu szoku term icz­
nego kontrolow anego przez podjednostkę ct24 (cte) 
polim erazy RN A [10, 101]. M e c s a s  i ws p .  [108] 
stwierdzili, że nadprodukcja białek błony zewnętrznej 
prow adzi do wzrostu aktywności a E i w konsekwencji 
do indukow anej syntezy HtrA. N a tym spostrzeżeniu 
opiera się sugestia autorów , że regulon cte kontroluje 
procesy zachodzące w periplazm ie i błonie zewnętrz­
nej, co jest zgodne także z lokalizacją H trA  [107]. 
Regulon kontrolow any przez a 32 jest odpowiedzialny 
za zm iany zachodzące w cytoplazmie. Zagadnienie to 
jest szerzej om ów ione w pracach przeglądowych [109, 
110]. D a n e s e  i ws p .  (1995) [111] poszukując 
m utacji, k tóre wpływają na transkrypcję genu htrA  
wykryli dodatkow y element regulujący syntezę HtrA, 
system CpxAR. Sygnałem, k tóry  aktywuje ten system 
jest wzrost poziom u lipoproteiny N lpE  w błonie 
zewnętrznej E. coli. W zrost syntezy innych lipoprotein 
nie indukuje transkrypcji htrA. Inform acja zostaje 
przekazana za pośrednictw em  białka błony cytoplaz­
matycznej CpxA do regulatora CpxR, k tóry  indukuje 
transkrypcję htrA, w spółdziałając z Ecie. N a razie nie 
wiadom o, czy Cpx stymuluje transkrypcję również 
z innych prom otorów  cte czy też htrA  jest jedynym  
genem regulow anym  przez ten system.

O bserw ow ano podwyższenie poziom u H trA  w k o ­
m órkach m utan ta  sur A, pozbaw ionego aktywnej, peri- 
plazm atycznnej peptydylo-prolylo cis-trans izomerazy 
[112]. Białko SurA uczestniczy w fałdow aniu białek 
błony zewnętrznej E. coli OmpA, O m pF  i LamB. 
Autorzy sądzą więc, że wzrost poziom u H trA  w kom ó­
rkach sur A  był spow odow any pojawieniem  się nie­
prawidłow o sfałdow anych białek błony zewnętrznej. 
Niewykluczone, że i w tym przypadku w indukcji htrA  
uczestniczy system Cpx.

N arazie jedynym  zidentyfikowanym  naturalnym  
substratem  proteazy H trA  jest acylow ana form a pre­
kursora b iałka uwalniającego kolicynę A [113]. Stwie­
rdzono, poza tym, że m u tan t htrA  jest upośledzony 
w degradacji nieprawidłowych białek periplazm atycz- 
nych i błony wewnętrznej [105, 114].

P roteaza H trA  odgrywa ważną rolę w usuwaniu 
zagregowanych białek frakcji S, co stwierdziliśmy na 
podstawie doświadczeń in vivo i in vitro [57], W ko­
m órkach m utan ta  htrA63  35% agregatów  zdenaturo- 
wanych białek pozostaw ało nieusuniętych (Ryc. 2-H), 
w reakcji in vitro w 45°C, natom iast 30% białek frakcji 
S ulegało degradacji przez proteazę HtrA. D ośw iad­
czenia in vitro z użyciem frakcji S dostarczyły dalszych 
informacji o charakterze tej reakcji. P roteoliza za­
gregowanych białek była stym ulow ana przez jony  
M g2 4 i wyraźnie ham ow ana w obecności Hsp, DnaJ.

H am ow anie reakcji proteolizy zagregowanych białek 
przez D naJ może oznaczać, że D naJ chroni przed 
ekstensywną proteolizą te białka, których denaturacja 
nie przekroczyła progu wykluczającego ich renatura- 
cję. Efekt ten był swoisty w stosunku do agregatów  
białek z frakcji S i nie występował przy traw ieniu przez 
H trA  substratu  nienaturalnego, kazeiny. Z naszych 
doświadczeń wynika również, że H trA  nie rozpoznaje 
specyficznych sekwencji am inokw asow ych w zagrego­
wanych białkach frakcji S. M ożna przypuszczać, że 
rozpoznaje raczej charakterystyczny stan konform a- 
cyjny pow stający po szoku termicznym ponieważ 
substratam i H trA  są różne białka frakcji S, które 
w równym  stopniu ulegają degradacji, dzięki czemu 
elektroforegram y białek frakcji S przed i po traw ieniu 
frakcji S przez H trA  nie wykazują różnicy (Ryc. 5). 
Zaskoczeniem  był wynik reakcji traw ienia frakcji 
S izolowanej z m u tan ta  htrA63 {ShtrA). Oczekiwano, że 
frakcja ShtrA zawiera w większości substraty  H trA , 
k tóre w reakcji in vitro zostaną całkowicie strawione. 
Jednak tylko 6 % białek frakcji ShtrA zostało zde­
gradow anych in vitro. W ydaje się więc, że obecność 
białka H trA  jest niezbędna w momencie przeniesienia

Ryc. 5. Elektroferogramy białek frakcji S przed i po trawieniu in vitro 
proteazą HtrA.
Białka frakcji S (10 pg) były trawione przez HtrA (1 pg) w 20 
pl 50 mM Tris-HCL PH 8,0 zawierającego M gS 04 (10 mM) 
w 45°C, przez 3 godz. Białka rozdzielano w 15% żelu 
poliakrylamidowym z 0,1% SDS. Żel barwiono metodą 
srebrową. Ścieżka 1. — kontrola, 2 — frakcja S trawiona 
przez HtrA (wg Laskowskiej i wsp. [57]).

340 POSTĘPY BIOCHEMII 44 (4 ),  1998
http://rcin.org.pl



bakterii do podwyższonej tem peratury, aby utrzym ać 
(w oddziaływaniu pośrednim  lub bezpośrednim ) sub- 
straty  H trA  w konformacji umożliwiającej ich rozpoz­
nanie przez tę proteazę.

IV. Błonowa proteaza FtsH  (HflB)

Zakotw iczone w błonie cytoplazmatycznej białko 
F tsH  posiada dużą C -term inalną dom enę cytoplaz- 
m atyczną z sekwencjami wiążącymi A TP oraz jony 
Z n 2 + . D om ena ta  obejmuje 200 aa i jest hom ologiczna 
do sekwencji eukariotycznych ATPaz, z klasy AAA 
(ATPase associated with various activities), k tóre uczes­
tniczą w wielu różnych procesach: kontroli cyklu 
kom órkowego, degradacji, sekrecji białek, regulacji 
transkrypcji i biogenezie organelli kom órkow ych [24], 
Do A TPaz AAA należą między innymi niektóre pod- 
jednostki eukariotycznej proteazy 26S [49] oraz m eta- 
loproteazy m itochondriałne YtalO, Y ta l2  i Y ta ll .  
YtalO i Y ta l2  tw orzą w wewnętrznej błonie m itochon- 
drialnej heterooligom er o masie ok. 850 kD a od­
powiedzialnych za powstaw anie kom pleksu syntazy 
A TP i za proteolizę nadm iaru  wolnych podjednostek 
syntazy, jeżeli nie wejdą w skład kom pleksu [115].

T o m o y a s u  i w s p .  [116] wykazali, że F tsH  
uczestniczy w degradacji podjednostki polimerazy 
RNA a 32. W kom órkach m utan ta  f t s H l  wrażliwego 
na tem peraturę poziom  a 32 był wyższy 4-5-krotnie niż 
w szczepie dzikim. Stw ierdzono również proteolizę a 32 
katalizow aną przez F tsH  in vitro w reakcji zależnej od 
ATP. K a n e m o r i  i ws p .  [96] sugerują jednak, że 
za degradację er32 odpowiedzialne są również proteazy 
cytoplazm atyczne (Lon, ClpXP, ClpYQ). Tak więc 
przypuszczalnie funkcje F tsH  i proteaz cytoplazm aty- 
cznych częściowo nakładają się na siebie. Potw ierdzają 
to również doświadczenia in vitro, które wykazały 
degradację przez proteazy Cip i F tsH  fuzyjnego białka 
CI-SsrA, zawierającego fragm ent represora faga X, CI 
i dekapeptyd stanow iący sygnał kierujący do degrada­
cji w kom órkach prokariotycznych (produkt genu 
ssrA) [81]. Z kolei białko faga X Xis było substratem  
proteaz F tsH  i Lon [117]. Innym  naturalnym  sub­
stratem  F tsH  jest regulator transkrypcji faga X, nie­
stabilne białko cli, którego poziom  wewnątrz kom órki 
decyduje o jej lizogenizacji lub wzroście litycznym faga 
X. W  reakcji in vitro z udziałem F tsH  białko c li ulega 
proteolizie 10 razy szybciej niż a 32. W przeciwieństwie 
do a 32 degradacja c li nie wymaga udziału białek 
szoku termicznego D n aK /D n aJ/G rp E  [117]. W yka­
zano, że aktywność F tsH  może być regulow ana przez 
białka H slK  i HslC, k tóre znajdują się w błonie 
cytoplazmatycznej po stronie periplazm y i tworzą 
kom pleks z F tsH  [119]. In  vitro H slK C  ham uje 
proteolizę c li oraz degradację podjednostki trans- 
lokazy SecY [120]. Lokalizacja białek H slK C  może 
wskazywać na istnienie regulacji proteolizy w ew nątrz­
kom órkowej przez sygnały pochodzące z zewnątrz 
kom órki. W ydaje się, że m echanizm  regulacji aktyw ­

ności F tsH  jest bardzo złożony [121]. W ykazano, że 
białko regulatorowe, c l i i  stabilizuje c li umożliwiając 
rozwój lityczny faga X. Stwierdzono, że poziom  c li i  
wzrasta znacznie w kom órkach m utan ta  AftsH, co 
sugeruje, że c l i i  jako  substrat F tsH , może współ­
zawodniczyć z białkam i c li i a 32 o miejsce aktywne 
proteazy, ham ując w ten sposób ich proteolizę.

O statnie badania nad degradacją m RN A  w kom ór­
kach E. coli wskazują na jeszcze jedną funkcję FtsH . 
Stwierdzono, że w kom órkach f tsH  niektóre rodzaje 
m RNA są bardziej stabilne niż w szczepie W T i zasuge­
row ano udział F tsH  w aktywacji R N az przez proteoli­
zę [122]. Innym  proponow anym  wyjaśnieniem wol­
niejszej degradacji m RN A  w kom órkach m utan ta jest 
brak efektywnej degradacji przez F tsH  białka (lub 
białek) stabilizujących mRNA.

V. Zakończenie: charakter substratów

Om aw iane proteazy są bardzo niezwykłymi en­
zymami stanowiąc klasę enzymów różniących się 
znacznie od przykładów  klasycznych. Jak  wynika 
z przedstawionych badań różnych zespołów, a także 
naszego, in vitro i in vivo proteazy stym ulowane przez 
substraty i zależne od A TP (ClpAP, ClpXP, ClpYQ, 
Lon) a również niezależna od ATP proteaza HtrA, 
działając jako  enzymy degradujące nienaturalne biał­
ka, rozpoznają w nich nie specyficzne sekwencje am i­
nokwasów, lecz odpowiedni stan konformacji. Byłoby 
bardzo ciekawe znalezienie odpowiedzi na pytanie 
„jaki?”. M ożna tylko przypuszczać, że może to być stan 
określony jako  stopiona globula (kłębek statystyczny, 
ang. „molten globule”). Określenie to nie jest jedno­
znaczne. L e v i t t  i ws p .  [123] tak  opisują ten stan 
konformacyjny: a) cząsteczka białkow a jest mniej 
sfałdowana (ang. less compact) niż w stanie natywnym  
ale b) bardziej sfałdowana niż w stanie zdenaturow a- 
nym, całkowicie rozfałdowanym, c) posiada znaczne 
obszary struk tu r drugorzędowych (przeważa konfor­
m acja (3-harmonijki), d) wykazuje luźne kontak ty  
trzeciorzędowe bez ścisłego upakow ania łańcuchów 
bocznych aa. L e v i t t  i ws p .  zwracają uwagę, że 
struk tu ra  stopionych globuł może być bardzo zróż­
nicowana, nawet dla tego samego białka m ożna otrzy­
m ać stopione globuły o różnej konformacji. P rzy­
kładem  może być a-laktoalbum ina z której, zależnie od 
w arunków, m ożna otrzym ać dwie postacie stopionej 
globuły [123], istnieją także inne przykłady. S truktura 
stopionej globuły może odpow iadać chronionym  
przez Hsps prekursorom  dojrzałych białek, których 
fałdowanie wymaga dalszego udziału Hsps (np. Gro- 
EL/ES wg tego samego schematu). Jeżeli tak, to m ożna 
sądzić, że podany m echanizm działa po szoku termicz­
nym, a zadaniem  Hsps jest utrzym anie białek w takiej 
konformacji, k tó ra  um ożliwiałaby ich renaturację. 
M ożnaby tu  podsum ow ać spostrzeżenia na tem at 
właściwości białek frakcji S. Białka te jak  wykazano, są 
substratam i proteaz szoku termicznego, jednak  tylko
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wtedy gdy form ują się w obecności Hsps. N atom iast 
nie jest substratem  tych enzymów frakcja S uzyskana 
z m utantów  niezdolnych do indukcji odpowiedzi stre­
sowej rpoH, dnaK, dnaJ lub htrA  ani frakcja zdenatu- 
rowanych białek E. coli, k tó rą  m ożna uzyskać uwal­
niając rozpuszczalne białka cytoplazm atyczne i peri- 
plazm atyczne przez szok osmotyczny i następnie po­
ddając je denaturacji cieplnej in vitro w w arunkach 
analogicznych do wywołujących powstawanie frakcji 
S (15 min, 45°C). F rakcja S i p repara t białek denatu ro­
wanych in vitro różnią się np. gęstością pozorną 
odpow iadającą p =  1,26 g/ml roztw oru sacharozy 
i 1,07 g/ml odpowiednio. W skazuje to na różną 
konform ację białek w porów nyw anych frakcjach. P o ­
za tym frakcja S zawiera związane Hsps: D naJ, D naK  
[ 1] oraz niedaw no poznane i badane intensywnie male 
białka szoku termicznego (sHsps —  small H eat shock 
proteins) IbpA  i IbpB [124]. O grupie eukariotycznych 
sHsps obecnie wiadom o, że uczestniczą w zjawisku 
term ooporności co sugeruje, że odgrywają rolę 
w ochronie natywnej konformacji białek kom órko­
wych, że w kom órce poddanej szokowi termicznemu 
sHsps wiążą dużą część rozfałdowujących się białek 
i utrzym ują je w stanie kom petencji do renaturacji, 
k tó ra  będzie m ogła nastąpić po powrocie do fizjo­
logicznych w arunków  wzrostu.

We frakcji S nie udało się wykryć (m etodami im- 
m unoblotingu) Hsps G roE L, G roES i G rpE. M ogłoby 
to być zgodne z przytoczonym  modelem Langera 
rozwiniętym później przez B u c h b e r g e r a  i ws p .  
[126]. A utorzy ci wykazują, że układy białek opiekuń­
czych D n aK /D n aJ/G rp E  oraz G roE L /G roE S  współ­
działają ze sobą, w odpowiedniej kolejności w ielokrot­
nie wiążąc i uwalniając substraty ulegające fałdowaniu 
aż do uzyskania przez nie konform acji właściwej 
aktywnem u białku.

Łącząc om ówione fakty m ożna z pewną dozą praw ­
dopodobieństw a zaproponow ać kolejność wydarzeń 
w kom órce po szoku termicznym. F rakcja zagregowa­
nych białek (frakcja S) powstaje parę m inut po po d ­
wyższeniu tem peratury, jak  m ożna przypuszczać, z po ­
wodu chwilowego niedoboru Hsps, który w kom ór­
kach dzikich zostaje szybko (ok. 10 min) wyrównany 
w wyniku indukcji regulonów  szoku termicznego. N a 
podstaw ie literatury, doświadczeń z m utan tam i hsps 
i doświadczeń in vitro sądzimy, że agregaty są chronio­
ne przed zbyt efektywną proteolizą przez związanie 
białek D naJ i IbpA /B  i utrzym yw ane w formie nad ­
ającej się do renaturacji. W pierwszym etapie usuwania 
agregatów odgrywa w ażną rolę dezagregacja zdenatu- 
rowanych białek przez ClpB, uwolnione z agregatów 
cząsteczki m ogą oddziaływać z Hsps: D n aK /D n aJ 
wiążącymi ich niesfałdowane fragm enty i ułatw iający­
mi pow stawanie struk tu r drugorzędowych, G rpE  
przenoszącym  tak uform ow ane substraty na kom pleks 
G roE L/ES, k tóry  doprow adza je do kom pletnej rena­
turacji. Z tym procesem  konkuruje działanie systemów 
proteolitycznych cytoplazmatycznych, błonowych

i periplazm atycznych których podjednostki lub dom e­
ny posiadające centra aktywne A TPaz rozpoznają 
zdenaturow ane białka i prezentują proteolitycznym  
centrom  aktywnym. N arazie nie m a informacji w jaki 
sposób rozpoznaje substraty pro teaza HtrA , co pozos­
taje jedną z wielu zagadek do rozwiązania.

Artykuł powstał w trakcie realizacji projektu KBN 
386/P04/97/13.

W poprzednim numerze Postępów Biochemii ukazała się 
obszerna praca przeglądowa dotycząca białek szoku ter­
micznego „Rodzina genów stresu hsp70 ssaków” autorstwa 
Pani D r Lisowskiej i Pana Doc. Krawczyka.

A rtykuł otrzymano 9 lipca 1998 r. 
Zaakceptowano do druku 10 sierpnia 1998 r.
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Białko IHF jako regulator metabolizmu Escherichia coli 

IHF as a regulator of metabolism in Escherichia coli 

A G N IE S Z K A  SIR K O *
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Wykaz stosowanych skrótów: HU — prokario tyczne białko 
spokrewnione z IH F należące do grupy białek histono- 
-podobnych; ppGpp — czterofosforan guanozyny; RIP 
— palindromowe sekwencje DNA, do których wiąże się IHF; 
cr38/crs/RpoS — podjednostka sigma polimerazy RNA cha­
rakterystyczna dla fazy stacjonarnej.

I. Wstęp

Białko IH F  (skrót od ang. integration host factor) 
należy do rodziny białek histono-podobnych. Rodzina 
ta łączy szereg nie spokrew nionych ze sobą białek 
prokariotycznych o niewielkiej masie cząsteczkowej. 
Białka te wiążą się do D N A  i wywołują jego silną 
deformację (zgięcie). N ajbardziej znane białka należące 
do tej grupy zestawione zostały w tabeli 1. Białka

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, 02-106 Warszawa, 
ul. Pawińskiego 5A

histono-podobne biorą udział we wszystkich proce­
sach kom órkow ych, w których uczestniczy bezpośred­
nio DNA. Um ożliwiają one przyjęcie przez DNA 
odpowiedniej struktury  przestrzennej. Białka histono- 
-podobne bywają czasem określane term inem  białka 
opiekuńcze dla D N A  (ang. D N A  chaperons) [1]. 
W ostatnich latach pojawiła się olbrzym ia liczba 
publikacji dotyczących udziału IH F  i innych białek 
histono-podobnych w replikacji, rekombinacji, trans­
pozycji, transkrypcji itd. Świadczy to o powszechnym 
udziale białek tego typu w prawidłowej regulacji 
m etabolizm u kom órki.

Białko IH F, zostało zidentyfikowane początkow o 
jako  bakteryjny czynnik niezbędny do w budow ania 
DN A  bakteriofaga lam bda do genom u gospodarza 
(stąd angielska nazwa białka IH F  —  integration host 
factor) [2]. Obecnie powszechnie traktow ane jest ono 
jako  ogólny (ale jeden z wielu!) regulator tych wszyst­

POSTĘPY BIOCHEMII 44 (4 ) ,  1998 345http://rcin.org.pl



Tabela 1.
Białka histono-podobne u Escherichia coli

Białko
Forma

aktywna
Gen(y)/

/lokalizacja
Długość
białka Masa Pi Ilość białka w komórce

Specyficzność
wiązania

IH F heterodimer
(homodimery)

ihfA/ 38 min 
ihfB¡20 min

99 aa 
94 aa

11.4 kDa 
10.7 kDa

10.14
10.17

8.500— 17.000 dimerów w fazie 
logarytmicznej, 5— 10 razy więcej 
w fazie stacjonarnej

tak

HU heterodimer
hemodimery

hupA/90 min 
hupBf 10 min

90 aa 
90 aa

9.5 kDa 
9.2 kDa

10.36
10.48

30000 dimerów nie, ale rozpoznaje 
pewne struktury 
DNA

H-NS homodimer hns/21 min 136 aa 15.4 kDa 5.25 20000 dimerów tak, ale wiąże się też 
niespecyficznie

StpA ? stpA/60 min 134 aa 15.3 kDa 9.08 niewielka homolog H-NS, ale 
o dużej specyficzno­
ści do RNA

FIS homodimer fis¡12 min 98 aa 11.2 kDa 10.19 100 w fazie stacjonarnej 
50000 w fazie eksponencjonalnej

tak

Lrp homodimer lrp/ 20 min 164 aa 18.8 kDa 9.24 3000 w pożywce minimalnej tak

kich procesów kom órkow ych, w przebiegu których 
isto tną rolę odgrywa precyzyjnie ukształtow ana struk­
tu ra  DNA.

W niniejszej pracy om ówione zostaną następujące 
problemy: regulacja ekspresji genów kodujących pod- 
jednostki IH F , sposób wiązania białka do D N A  oraz 
wpływ IH F  na procesy kom órkowe. W szystkie om a­
wiane poniżej prace, z wyjątkiem podrozdziałów  wyra­
źnie zaznaczonych, dotyczą kom órek Escherichia coli.

II. Geny kodujące IH F

Niedaw no zaproponow ano ujednolicenie nom enk­
latury genów kodujących obie podjednostki białka 
IH F  [3]. N ow a nom enklatura dla tych genów: ihfA 
(poprzednio himA) oraz ihfB (poprzednio himD lub hip) 
będzie konsekwentnie stosow ana w niniejszej pracy.

II-l. Regulacja ekspresji ihfA i ihfB u E. coli

Geny ih f są zlokalizowane w różnych miejscach 
chrom osom u E. coli (Tab. 1). Gen ihfA jest ulokowany 
bezpośrednio za grupą genów (thrS infC rplT  pheS 
pheT) kodujących białka związane z translacją. Eks­
presja tych genów jest wyjątkow a złożona i zależna od 
w arunków  wzrostu bakterii. W ykazano, że ihfA może 
ulegać ekspresji zarów no z prom otora, z którego 
inicjowany jest policistronowy transkrypt zawierający 
także geny pheS i pheT  kodujące dwie podjednostki 
syntetazy fenylo-alanylo-tRN A jak  i z p rom otora 
specyficznego dla ihfA i zlokalizow anego wewnątrz 
genu pheT\A, 5]. W edług niektórych autorów  gen ihfA 
może ulegać wspólnej transkrypcji nawet z genami 
poprzedzającym i geny pheS i pheT  [ 6]. Gen ihfB 
zlokalizowany jest bezpośrednio za genem rpsA  kodu­
jącym  rybosom alne białko SI [7], Podobnie jak

w przypadku ihfA, kilka prom otorów  jest zaangażow a­
nych w ekspresję genu ihfB [ 8].

W  fazie w zrostu logarytm icznego hodowli sekwen­
cje odpow iadające ihfA i ihfB są obecne głównie na 
transkryptach policistronowych, zawierających oprócz 
transkryptów  ih f także sekwencje odpow iadające ge­
nom  ulokow anym  bezpośrednio przed nimi. W w arun­
kach hodowli stacjonarnej geny ih f ulegają transkryp­
cji głównie z własnych, specyficznych prom otorów . 
Z prom otorów  tych inicjowane są krótkie transkrypty  
m onocistronow e (nie opublikow ane obserwacje włas­
ne oraz [4, 5, 8]). Aktywność prom otorów , z których 
inicjowane są transkrypty  policistronowe nie będzie 
w tej pracy om awiana. W yniki dyskutowane poniżej 
dotyczą jedynie transkrypcji inicjowanej z p rom oto ­
rów specyficznych dla genów ih f które określane 
bywają czasem w literaturze jako  P 4 (ihfA) i P 5 (ihfB). 
M iejsca startu  transkrypcji dla obu prom otorów  zo­
stały zlokalizow ane [9]. Użycie fuzji transkrypcyjnych 
z genomem reporterow ym  lacZ  oraz bezpośrednio 
pom iary ilości RNA wykazały, że aktywność obu 
prom otorów  w zrasta kilkakrotnie w fazie stacjonarnej 
[9 ,10]. W zrost transkrypcji obu genów zależny jest od 
czterofosforanu guanozyny (ppGpp) oraz podjednos­
tki <7S polim erazy RNA specyficznej dla fazy stacjonar­
nej (znanej także pod nazwą a 38 lub RpoS) [9]. 
Stosując w spom niane powyżej techniki wykazano au ­
toregulację genów ih f [ 9 ,10]. T ranskrypcja inicjowana 
z prom otorów  P 4 (ihfA) i P 5 (ihfB) jest negatywnie 
regulow ana przez białko IH F. W arto podkreślić, iż 
z badań z użyciem fuzji ihf-lacZ  wynika, że gen ihfB jest 
mniej wrażliwy na autoregulację przez IH F  aniżeli gen 
ihfA. W nieobecności funkcjonalnego białka IH F  
transkrypcja ihfB w zrasta zaledwie dwukrotnie, n a to ­
m iast transkrypcja genu ihfA co najmniej cz terokro t­
nie [10]. W regionach regulatorow ych obu p rom oto ­
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rów zlokalizow ano miejsca w iązania b iałka IH F  [9, 
10]. W iązanie IH F  w regionie p rom oto ra  P 5 (ihfB) 
wywołuje bardzo silne zm iany konform acji DNA. 
P rom otor ten zawiera 6 miejsc specyficznie wiążących 
białko IH F  [10]. W regionie p rom oto ra  P 4 (ihfA) 
zlokalizow ano jednosilne oraz dwa nieco słabsze miej­
sca wiązania IH F  [10].

II-2. Geny kodujące IHF u innych bakterii

Geny kodujące IH F  zostały zidentyfikowane u n a ­
stępujących bakterii gramujemnych: Salmonella typ- 
himurium, Erwinia chrysanthemi, Haemophilus influen­
zae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, 
Pasteurella haemolityca, Rhodobacter capsulatus oraz 
Serratia marcescens (dane z bazy danych EM BL, 
Release 54.0). Białko IH F  nie występuje natom iast 
u bakterii gram ododatnich. N a krótkie omówienie 
zasługuje strategia klonow ania genów kodujących 
IH F  z różnych bakterii [11, 12]. M etoda ta  opiera się 
na obserwacji, że bakteriofag lam bda nie nam naża się 
w szczepach E. coli z nieaktywnym i białkam i H U  
(podwójne m utanty  hupA i hupB) oraz IH F. Szczep 
z po tró jną m utacją hupA hupB ihfA stosowany był do 
klonow ania genów ihfA, zaś szczep z po tró jną m utacją 
hupA hupB ihfB stosowano do klonow ania genów ihfB. 
Poszukiw ano klonów z bibliotek (skonstruow anych 
na w ektorach pochodzących z faga lam bda) genom o- 
wego D N A  poszczególnych gatunków  bakterii, które 
były w stanie nam nażać się na użytych szczepach E. 
coli. Sekwencja D N A  zidentyfikow anych w ten sposób 
genów kodujących podjednostki IH F  była następnie 
określana oraz porów nyw ana z sekwencją genów ihfE. 
coli [11, 12]. Pom im o braku  danych dotyczących 
sekwencji genów ih fu  innych, niż wymienione powyżej, 
bakterii gram ujem nych obecność IH F  u wielu innych 
bakterii z tej grupy jest dobrze udokum entow ana. 
W iadom o np. że białko to pozytywnie reguluje geny 
wirulencji u Shigella flexneri [13] oraz jest koak- 
tyw atorem  transkrypcji pilE  u Neisseria genorrhoeae 
[14]. Ponadto , białko IH F  zostało wyizolowane z ko­
m órek Acinetobacter junii oraz Proteus vulgaris [15].

III. Białko IH F

III-l. Budowa białka

Białko IH F  jest białkiem  heterodim erycznym , skła­
dającym  się z podjednostek IhfA (a) o masie cząstecz­
kowej 11350 oraz IhfB ((3) o masie cząsteczkowej

10650. Podjednostki wykazują jedynie ok. 30% iden­
tycznych am inokw asów  natom iast ich struk tu ra  dru- 
gorzędowa jest bardzo zbliżona (Ryc. 1). Istnieją dane 
wskazujące na możliwość tworzenia hom odim erów  a a  
i (3|3 oraz ich oddziaływania z DNA. Prace te zostaną 
omówione w rozdziale IV.4.

III-2. Iłość białka IHF w komórkach a liczba jego 
miejsc wiązania w genomie E. coli

K om órki bakteryjne w fazie wzrostu logarytm icz­
nego zawierają 8500-17000 dim erów IH F, co przy 
założeniu, że objętość kom órki wynosi 2 pm 3, od­
pow iada stężeniu 7-14 pM  (0.5 do 1 ng IH F  na pg 
wszystkich białek kom órkowych) [16], Ilość białka 
IH F  wzrasta 5- do 10-krotnie w w arunkach hodowli 
stacjonarnej [16], osiągając wartość 5-6 ng/pg cał­
kowitego białka obecnego w komórce. Liczba hetero- 
dimerów IH F  w kom órce jest porów nyw alna z liczbą 
rybosom ów  oraz ilością białka HU natom iast znacznie 
przekracza ilości innych białek wiążących się specyficz­
nie do D N A  [17]. Poziom  obu podjednostek zmienia 
się w sposób skoordynow any [16, 18].

D o określenia liczby miejsc wiążących IH F  w geno­
mie E. coli zastosow ano interesującą technikę badaw ­
czą [19, 20]. M etoda ta  polega na dw ukierunkowym  
rozdziale elektroforetycznym  D N A  genomowego, po­
dzielonego uprzednio na niewielkie fragm enty i in- 
kubowanego z białkiem IH F. W pierwszym kierunku 
kom pleksy białko-D N A  rozdzielane są w niskiej tem ­
peraturze. Elektroforeza w drugim  kierunku przep­
row adzana jest w wysokiej tem peraturze (60°C) pow o­
dującej rozbicie kompleksów. Porów nanie wzoru ta ­
kiej elektroforezy ze wzorem elektroforezy uzyskanej 
bez badanego białka (w tym w ypadku IH F) pozwala 
na określenie liczby fragm entów D N A  wiążących dane 
białko. Przy użyciu powyżej opisanej techniki okreś­
lono, że jest około 70 specyficznych miejsc w chrom o­
somie E. coli, do których z dużym  powinowactwem  
wiąże się IH F  [19, 20]. Inni badacze ustalili, że 
w chrom osom ie E. coli jest ok. 100 kopii tzw. sekwen­
cji R IP  (zwanych również RIB) tj. palindrom owych 
sekwencji wiążących IH F. Sekwencje te zlokalizowane 
są zawsze w regionach ulegających transkrypcji ale nie 
ulegających translacji [21, 22]. Lokalizacja sekwencji 
R IP  sugeruje, że m ogą one wpływać na stabilizację 
transkryptów . Sugerowano również, że sekwencje te 
m ogą mieć znaczenie w utrzym aniu odpowiedniej 
struktury  D N A  [22], W spom niane powyżej sekwen­
cje, to praw dopodobnie miejsca, do których IH F

— ^  a 1 |— ^  a 2 ^  p 1 2 Ramii; P 3 | a 3
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Ryc. 1. Struktura pierwszo- i drugorzędowa podjednostek IHF.
Powyżej sekwencji aminokwasowej obu białek zaznaczono schematycznie poszczególne domeny: trzy struktury typu alfa-hełisy (al-oc3) 
oraz trzy struktury typu beta-kartki ((31-(33). Pomiędzy strukturami p2 i P3 znajduje się tzw. ramię posiadające również strukturę 
beta-kartki.
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posiada największe powinowactwo. D i  11 o i ws p .  
[16] sugerują, że faktyczna liczba miejsc, do których 
wiąże się IH F  (praw dopodobnie z mniejszym pow ino­
wactwem) jest w rzeczywistości dużo wyższa. Uw ażają 
również, że większość białka IFÍF obecnego w ko­
mórce pozostaje w formie związanej z DNA, głównie 
w miejscach, do których białko to posiada stosunko­
wo niskie powinowactwo. H ipotezę tę wspierają do­
świadczenia przeprow adzone przez innych badaczy 
[23], którzy spraw dzali stan wysycenia kilku wy­
branych miejsc wiązania IH F  w w arunkach in vivo. 
Z doświadczeń tych wynika, że w w arunkach wzrostu 
logarytm icznego niektóre miejsca nie są w pełni zajęte 
przez IH F , natom iast w fazie stacjonarnej, gdy ilość 
białka IH F  w zrasta 5-10-krotnie, miejsca te są wysyco- 
ne przez IH F.

IV. Wiązanie IH F z D N A

IV-1. Sekwencja DNA odpowiedzialna za wiąza­
nie białka IHF

M echanizm  oddziaływania IH F  z D N A  był in ten­
sywnie badany. Jedna cząsteczka białka wiąże się 
w małym row ku D N A  [24], rozpoznając sekwencję 
najwyższej zgodności zw aną sekwencją kanoniczną 
(ang. consensus). K ilka sekwencji kanonicznych dla 
białka IH F  zaproponow anych przez różnych autorów  
zostało zestawionych w tabeli 2. Ścisła konserwacja 
nukleotydów  w sekwencji kanonicznej dla IH F  doty­
czy tylko ich bardzo niewielkiej liczby (Tab. 2), jed n ak ­
że fakt specyficzności w iązania IH F  do określonych 
sekwencji D N A  jest niepodważalny. Białko to wiąże się 
103-104 razy bardziej wydajnie do takich miejsc 
w D N A  niż do miejsc przypadkow ych [26-28].

IV-2. Zdolność do zginania DNA

M echanizm  oddziaływ ania IH F  z D N A  był stosun­
kowo dobrze poznany jeszcze przed ustaleniem  struk­
tury krystalicznej. Jedną z najważniejszych cech białka 
IH F  jest jego zdolność do zginania DNA. Stwier­
dzono, że jedna cząsteczka białka IH F  wiąże się na 
obszarze co najmniej 25 par nukleotydów  DNA, co 
przy niewielkich rozm iarach białka sugerowało, że 
cząsteczka D N A  jest zgięta dookoła dim eru białka 
IH F  [24]. F ak t zginania D N A  przez białko IH F  był 
potw ierdzony za pom ocą kilku technik badawczych: 
badania opóźnienia migracji fragm entu D N A  podczas 
elektroforezy w żelu [29], cyklizacji przez IH F  frag­
m entu D N A  zawierającego odpow iednio ulokow ane 
miejsca wiązania IH F  [30] oraz identyfikacji m etoda­
mi foto-chemicznymi miejsc kon tak tu  pom iędzy IH F  
a D N A  [31]. Za pom ocą doświadczeń genetycznych 
ustalono, k tóre am inokwasy obu podjednostek są 
niezbędne do rozpoznania poszczególnych nukleoty­
dów w sekwencji kanonicznej [18, 32, 33] oraz za­
proponow ano precyzyjny m odel w iązania się IH F

Tabela 2.
Proponowane sekwencje najwyższej zgodności w DNA dla białka IH F

Sekwencja w DNA Referencja

T N P y A A N N N P u T T G a T * [97]

Y A A N N N N T T G A T W [25]

y a a n n w n y t g w 4 n 7w 6 [66]

tn ta n 6T A A cT tn T T G A T T ttaa tn aan ttn a tn 6a** 
a t c  t a a a t g a

[98]

Objaśnienia symboli: N — dowolny nukleotyd, Py — pirymidyna, 
Pu — puryna, Y — T lub C, W — A lub T 
* — nukleotydy oznaczone dużymi literami były konserwowane we 
wszystkich pięciu porównywanych w cytowanej pracy [97] sekwenc­
jach, nukleotyd oznaczony małą literą był konserwowany tylko 
w czterech sekwencjach.
** — nukleotydy oznaczone dużymi literami są silnie konserwowane 
(występują częściej niż w 63% porównywanych miejsc wiązania 
IHF), nukleotydy oznaczone małymi literami są słabo konser­
wowane (występują w 44-63% porównywanych sekwencji). Zdarza 
się, że dwa nukleotydy w określonej pozycji spełniają powyższe 
kryteria — wtedy pokazane są oba.

do D N A  [31, 34].

IV-3. Struktura krystaliczna IHF-DNA

Ustalenie struk tury  krystalicznej kom pleksu białka 
IH F  z dwuniciowym fragm entem  D N A  o długości 35 
par zasad, zawierającym jedno z najlepiej scharak­
teryzowanych i najsilniejszych miejsc w iązania IH F, 
pozwoliło na precyzyjne określenie oddziaływania 
IH F -D N A  [35]. Uzyskanie bardzo silnego (o ponad  
160°) zgięcia cząsteczki D N A  możliwe jest dzięki 
dwojakiego rozdziału oddziaływaniu białka IH F  na 
struk turę DNA. Po pierwsze, pozytywny ładunek 
powierzchni rdzenia dim eru białka, znajdującego się 
wewnątrz zgięcia DNA, zobojętnia negatywny ładu ­
nek grup fosforanowych helisy D N A  pozw alając na 
zawężenie row ków  w D N A  od strony białka i deform a­
cję helisy DNA. Po drugie, hydrofobowe ram iona 
„wciskające się” w mały rowek na zewnątrz miejsca 
zgięcia stabilizują rozszerzenie małego row ka na ze­
w nątrz kom pleksu i odgięcie D N A  w stronę rdzenia 
białka. S truktura kompleksu, k tó ra  została ustalona 
w laboratorium  H. N ash’a [35] i udostępniona w bazie 
danych PDB [36], pokazana jest na rycinie 2.

IV-4. Mutanty w podjednostkach kodujących 
IHF, dimeryzacja a zdolność do wiązania 
się z DNA. Czy homodimery IHF są aktyw­
ne?

Podjednostki IH F  nie są rów nocenne w ich sposobie 
wiązania się do DNA. Szereg m utantów  w każdej 
z podjednostek zostało wyizolowanych oraz scharak­
teryzowanych pod względem możliwości tworzenia 
dimerów, asocjacji z DNA, a także funkcjonow ania in 
vivo [18, 26, 33]. Za dimeryzację podjednostek od­
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powiedzialna jest N -końcow a część białek. Ramię 
jednej z podjednostek (a) rozpoznaje dłuższą część 
sekwencji kanonicznej, a boczna część drugiej podjed­
nostki (P) wiąże się z drugą (krótszą) częścią konser­
wowanej sekwencji kanonicznej [34, 35].

Delecja jednego z genów ih f pow oduje obniżenie 
ilości drugiej niezm utowanej podjednostki. Sugeruje 
to, że tworzenie heterodim erów  stabilizuje podjednos­
tki in vivo [18, 37]. H om odim ery a a  i (3(3 są w stanie 
rozpoznaw ać specyficznie te samej miejsca, do których 
specyficznie wiąże się heterodim er IH F  [38, 39]. 
Stabilność kom pleksów tw orzonych przez wiązanie 
hom odim erów  do D N A  jest jednak  w ielokrotnie niż­
sza niż stabilność kom pleksów IH F  z DNA. W ynika to 
raczej z faktu niestabilności hom odim erów , a nie 
z faktu ich ograniczonej zdolności do w iązania DNA.

W sposób pośredni w ykazano niedaw no, że hom o­
dimery (3(3 są wystarczające do zapewnienia wzrostu 
bakteriofaga T4 [40] oraz właściwej kontro li liczby 
kopii plazm idu p l5 A  in vivo [41].

V. Fenotypy mutantów ih f

Białko IH F  nie jest niezbędne do wzrostu bakterii 
w w arunkach laboratoryjnych. W optym alnej tem ­
peraturze (37°C) oraz w bogatej pożywce m utan ty  ih f 
rosną równie dobrze co szczep niezm utowany. P ro ­
blemy wzrostowe zaczynają się pojaw iać u m utantów  
ih f podczas w zrostu w niższej lub wyższej niż optym al­
na tem peraturach (np. 20°C lub 42°C). W zrost na 
pożywkach m inim alnych zawierających „nieoptym al­
ne” lub obecne w lim itujących ilościach źródło węgla, 
siarki itp. również manifestuje się zaburzeniam i wzros­
tu (obserwacje własne oraz [42]).

D o potw ierdzenia obecności m utacji ih f użyteczne 
m ogą być inne, łatwiejsze do obserwacji cechy m utan ­
tów. Jedną z nich jest niezdolność do utrzym yw ania 
plazm idów posiadających miejsce inicjacji replikacji

Ryc. 2. Struktura krystaliczna IH F z DNA wg Rice i wsp. [35], 
Jedna z podjednostek IH F została zaznaczona ciemniejszym 
kolorem.

z plazm idu pSCIOl [43]. K olejną cechą jest obserw a­
cja, że bakteriofag M u nie może nam nażać się (tworzyć 
łysinek) w m utantach  ih f [2], W iadom o ponadto , że 
m utan ty  ih f nie rosną bez izoleucyny i waliny w obec­
ności egzogennie dodanej leucyny [44].

VI. Rola białka IH F w metabolizmie komórki 
bakterii gramujemnych

VI-1. Plazmidy 

VI-1.1. Koniugacyjny transfer plazmidów

W ykazano, że IH F  jest potrzebny do transferu 
plazm idów koniugacyjnych R100 i F  [45-47]. IH F  
wiąże się w regionie inicjacji replikacji koniugacyjnej 
(oriT) tych plazm idów  [45, 48, 49]. W m utantach  ih f 
występuje również zredukow ana ilość transkryptów  
genów tra, których p rodukty  potrzebne są do transferu 
pom iędzy bakteriam i D N A  plazm idowego [45]. P o ­
nadto, na przykładzie plazm idu F  wykazano, że IH F  
stymuluje przeprow adzenie przez plazm idow ą helika- 
zę specyficznego przecięcia jednej nici D N A  w obrębie 
onT [50]. Przecięcie to jest niezbędne do zainicjowania 
transferu D N A  plazmidowego.

VI-1.2. Replikacja plazmidów

W iązanie IH F  w regionie miejsca inicjacji replikacji 
jest udokum entow ane dla kilku plazm idów m.in. 
pSCIOl [51], R 6K  [52] oraz p l5 A  [53]. Plazm id 
pSCIOl jest gubiony po w prow adzeniu do szczepu 
m utacji ih f [43]. Efekt ten wydaje się być w dużym 
stopniu związany ze stanem  superskręcenia plazm ido­
wego D N A  [54, 55]. Funkcjonow anie jednego z trzech 
obecnych na plazmidzie R 6K  miejsc inicjacji replikacji 
(on gamma) jest całkowicie zależne od IH F. Plazm idy 
R 6K  z delecją dwóch pozostałych miejsc inicjacji 
replikacji nie replikują się w m utantach  ih f [52]. 
W m utantach  ih f występuje zwiększona liczba kopii 
plazm idu p l5A  [41]. Różnica w ilości kopii tego 
plazm idu pom iędzy szczepem dzikim a m utantam i ih f 
jest szczególnie widoczna w fazie stacjonarnej tj. wtedy 
kiedy w kom órce w zrasta ilość białka IH F.

P onadto , IH F  jest potrzebny do właściwego roz­
dzielenia do kom órek potom nych plazm idów/profa- 
gów bakteriofaga P I [56] oraz P7 [57].

VI-2. Bakteriofagi 

VI-2.1. Mu

IH F  jest niezbędny do wzrostu litycznego bakterio­
faga Mu. Efekt ten jest skutkiem  aktyw ow ania przez 
IH F  transkrypcji z fagowego p rom otora  P e [58]. 
W iązanie IH F  w tym regionie aktywuje transkrypcję
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zarów no pośrednio, poprzez zniesienie „wyciszające­
go” efektu białka H-N S [59], jak  i bezpośrednio, 
zm ieniając konform ację D N A  i ułatwiając polimerazie 
RNA związanie się w regionie p rom oto ra  [60].

VI-2.2. Lambda

Bakteriofag lam bda może przechodzić zarów no cykl 
lityczny jak  i lizogeniczny. K ażdy z tych cykli związany 
jest z precyzyjną regulacją ekspresji odpowiednich 
genów fagowych, w której uczestniczą zarów no białka 
pochodzenia fagowego jak  i czynniki bakteryjne. Biał­
ko IH F  jest potrzebne do integracji oraz wycięcia 
profaga z chrom osom u bakteryjnego [61], do pakow a­
nia D N A  w główki fagowe [62] oraz regulacji ekspresji 
pewnych genów fagowych. Wcześnie podczas infekcji 
kom órki bakteryjnej fagiem lam bda, IH F  stymuluje 
translację fagowego białka c li [63, 64], aktywuje 
transkrypcję z prom otorw a P L [65] oraz negatywnie 
reguluje transkrypcję z p rom oto ra  pR ’ [66]. Udział 
IH F  w regulacji ekspresji genów fagowych prowadzi 
zatem  raczej do w spom agania cyklu lizogenicznego 
i utrzym ania stanu lizogenii w komórce. Miejsce att 
bakteriofaga lam bda odpowiedzialne za integrację 
profaga do genom u E. coli jest jednym  z najlepiej 
poznanych przykładów  sekwencji D N A  zawierających 
silne miejsca wiązania IH F. Sposób w iązania i defor­
macji D N A  przez IH F  był w tym systemie badany 
bardzo dokładnie [67]. IH F  oraz inne białka w prow a­
dzają w tym regionie trzy silne zgięcia D N A  u ła t­
wiające związanie integrazy fagowej.

VI-2.3. Inne bakteriofagi

IH F  jest potrzebny do rozwoju innych bakterio­
fagów m.in T4 [40], H K 022 [68] oraz filamentującego 
faga cp [69]. Pakow anie wirusowego D N A  faga P I  do 
otoczek fagowych wymaga udziału białka IH F  [70]. 
Ponadto , IH F  wiąże się do miejsca att lam bdoidalnych 
bakteriofagów  cp80 oraz P22 [25] i jest niezbędny do 
rozwoju tych fagów [71].

VI-3. Transpozycja i inwersja

IH F  wiąże się do elementów insercyjnych: IS1 [72], 
IS10 [73], IS50 [74] oraz jest potrzebny do trans­
pozycji dużych elementów transpozycyjnych: TnlO 
[73], Tn5 [74] oraz transpozonu gam m a delta [75]. 
Bardzo dobrze udokum entow any jest jego udział 
w inicjacji cyklu litycznego oraz transpozycji bak terio ­
faga M u [76, 77] (patrz też rozdział V I-1.2). IH F  
stymuluje ponad to  specyficzną inwersję D N A  k o n t­
rolującą zmianę ekspresji fimbrii typu 1, k tó ra  jest 
katalizow ana przez dwie rekombinazy: FimB i FimE. 
W m utantach ih f obserwow ano zmniejszenie, w p o ró ­
w naniu ze szczepem niezm utowanym , zarów no re­
kom binacji z udziałem FimB (100-krotne) jak  i rekom ­
binacji z udziałem Fim E (15 000-krotne) [78].

VI-4. Replikacja chromosomalnego DNA

IH F  jest jednym  z wielu białek wiążących się do 
miejsca inicjacji replikacji (oriC) chrom osom alnego 
D N A  E. coli. IH F  wspom aga rozdzielenie nici i u tw o­
rzenie widełek replikacyjnych [79]. Skład kom pleksu 
białkowo-nukleinow ego w regionie oriC  zmienia się 
w zależności od stanu fizjologicznego kom órki i fazy 
w zrostu hodowli bakteryjnej. P raw dopodobnie zm ia­
ny ilościowe białek FIS i IH F  związanych w regionie 
oriC  w dużym  stopniu regulują tworzenie kom pleksu 
replikacyjnego lub blokowanie replikacji D N A  [80].

VI-5. Regulacja ekspresji genów

Rola białka IH F  w regulacji ekspresji genów była 
tem atem  artykułów  przeglądowych [42, 83]. Starałam  
się zatem  skoncentrow ać na problem ach nie porusza­
nych poprzednio oraz podać aktualną listę genów E. 
coli regulow anych przez IH F. Sprawdzenie wpływu 
m utacji ih f A  na ekspresję genów (mierzoną poziom em  
mRNA) zlokalizow anych w około 400 segmentach 
genom u E. coli sklonow anych w odpowiednich wek­
torach fagowych [81] było jedną z niewielu dotąd 
opublikow anych m etod zastosow anych do badania 
„globalnego” efektu IH F  na ekspresję genów. Inną 
możliwością jest porów nanie wzoru dwukierunkowej 
elektroforezy białek kom órkow ych w m utantach  ih f ze 
wzorem białek w szczepie niezm utowanych [ 10, 82]. 
Białka, których ilość jest w istotny sposób zm ieniona 
w szczepach z m utacją ih f m ogą zostać następnie 
zidentyfikowane, a geny je kodujące sprawdzone pod 
względem bezpośredniego wpływu IH F  na ich ekspre­
sję. Najczęściej jednak  potencjalne miejsce w iązania 
IH F  jest lokalizow ane na podstaw ie obecności sek­
wencji kanonicznej dla IH F  w regionie regulatoro­
wym. Efekt IH F  na ekspresję badanego genu jest 
następnie spraw dzany in vivo lub/i in vitro. Tabela 
3 zawiera zestawienie genów E. coli bezpośrednio 
regulow anych przez IH F.

VI-6. IHF a stacjonarna faza hodowli bakteryj­
nych

Ilość IH F  w zrasta w kom órce w fazie stacjonarnej 
a więc m ożna założyć, że jego rola jest ważniejsza w tej 
fazie hodowli niż w czasie intensywnego wzrostu. IH F  
jest wym agany do przeżycia bakterii w w arunkach 
głodzenia oraz potrzebny jest do produkcji co najmniej 
14-tu białek indukow anych w w arunkach limitującej 
ilości glukozy [82]. M utanty  ih f nie wykazują w pełni 
pewnych charakterystycznych fenotypów fazy stac­
jonarnej np. zwiększonej oporności na podwyższoną 
tem peraturę czy nadtlenek w odoru (obserwacje włas­
ne). Efekt ten może być spow odowany bezpośrednim  
udziałem IH F  w indukcji wielu genów fazy stacjonar­
nej [84-86], ale nie m ożna wykluczyć, że obserwowane 
plejotropow e efekty obecności m utacji ih f wynikają
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Tabela 3.
Geny Escherichia coli regulowane przez IH F

Gen Funkcja produktu Efekt IH F Referencja

aceBAK wzrost na octanie pozytywny (6 x ), znosi represję [99]

acHA dekarboksylaza argininy pozytywny [129]

cadBA dekarboksylaza lizyny pozytywny [129]

aroL biosynteza aromatycznych aminokwasów pozytywny, znosi represję [101]

car AB biosynteza argininy i piramidyn pozytywny w warunkach indukcji, negatywny 
w warunkach represji

[102]

dmsABC reduktaza DM SO/TM AO pozytywny [103]

dps białko wiążące DNA w fazie stacjonarnej pozytywny

1--1
00 

1_1

daaABCDE adhezyna z fimbrii pozytywny (24 x ) [104]

dppABCD transport dipeptydów pozytywny (10 x ) [105]

fis białko histono-podobne pozytywny [106]

glnHPQ synteza glutaminianu pozytywny (in vitro) [107]

glpTQ wykorzystanie fosfoglicerolu negatywny (3 x ) [108]

hpm flavohemoglobina negatywny (1.5 x ) [109]

htrE synteza pilii typu P pozytywny (5—6 x ) [86]

hemA biosynteza hemu pozytywny w warunkach tlenowych, 
negatywny w warunkach beztlenowych

[111]

hycA oddychanie beztlenowe pozytywny (2—3 x ) [112]

hypA oddychanie beztlenowe negatywny [112]

ilvBN biosynteza izoleucyny pozytywny [113]

ilvGMEDA biosynteza izoleucyny pozytywny [114]

kpsEDUCS biosynteza antygenu K5 pozytywny (5 x ) [115]

mtr negatywny [116]

narGHIJ reduktaza azotanowa pozytywny [117]

narK regulacja ekspresji reduktazy azotanowej pozytywny (4 x ) [118]

narX L regulacja ekspresji reduktazy azotanowej pozytywny (2 x ) [118]

ndh NADH dehydrogenaza II negatywny [119]

nuoA-N łańcuch oddechowy pozytywny w warunkach beztlenowych, brak efek­
tu w warunkach tlenowych

[120]

ompB regulator biosyntezy poryn negatywny [121]

ompC poryna negatywny [122]

ompF poryna negatywny (15 x ) [123]

osmE regulowany przez warunki osmotyczne negatywny [124]

osmY regulowany przez warunki osmotyczne negatywny [85]

Pfi oddychanie beztlenowe pozytywny [125]

pheST syntetaza tRNA negatywny [5]

pspA pozytywny (3 x ) [110]

sodA dysmutaza nadtlenkowa zależna od Mn pozytywny [126]

sucABCD enzym cyklu TCA negatywny (3 x ) [127]

tdcABC degradacja treoniny pozytywny (10 x ) [128]
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z wpływu IH F  na regulację ilości białka RpoS, czyli 
podjednostki sigma polim erazy RNA charakterystycz­
nej dla stacjonarnej fazy hodowli bakterii. IH F  nie 
wywiera bezpośredniego wpływu na transkrypcję genu 
rpoS, ponieważ nie wiąże się w regionie p rom otora 
tego genu (nie opublikow ane wyniki własne), ale 
m ógłby regulować stabilność transkryptu  rpoS albo 
stabilność białka RpoS.

Przy okazji om aw iania bezpośredniego udziału IH F  
w transkrypcji genów zależnych od RpoS w arto pod­
kreślić, że prom otory  zależne od tej podjednostki 
bardzo często zawierają naturalne miejsce zgięcia 
D N A  [87]. Być może rola IH F  w aktyw ow aniu 
transkrypcji prom otorów  zależnych od RpoS polega 
na zginaniu D N A  (jeśli dany p rom otor nie zawiera 
naturalnego miejsca zgięcia) w celu um ożliwiania 
rozpoznania p rom oto ra  przez tę podjednostkę polim e­
razy RNA.

VII. H U  —  białko podobne do IH F

Białko IH F  należy do grupy białek dość silnie 
konserwowanych u różnych bakterii. Białka te w yka­
zują silne podobieństw o sekwencji oraz bardzo zbliżo­
ną struk turę cząsteczki. Białka należące do tej grupy są 
aktywne w formie dimerycznej. Białko H U , w ystępują­
ce w kom órkach w dużej ilości (ok. 30000 dime- 
rów/kom órkę) wiąże D N A  w sposób niespecyficzny 
lub rozpoznaje pewne określone struk tury  D N A  [88, 
89]. N a uwagę zasługuje fakt, że u wszystkich bad a­
nych bakterii z wyjątkiem E. coli i Salmonella typ- 
himurium, H U  występuje jako  hom odim er. U  E. coli 
H U  składa się z dwóch podjednostek wykazujących 
69% identyczności sekwencji. Ok. 90%  cząsteczek 
białka występuje w formie heterodimerycznej, jednak 
jego hom odim ery są funkcjonalne in vivo [90]. W yka­
zano, że białko H U  może przyjąć częściowo funkcje 
białka IH F  pom im o braku  specyficzności do okreś­
lonych sekwencji D N A  [91]. U  wielu bakterii, w tym 
bakterii gram dodatnich np. Bacillus subtilis [92] zi­
dentyfikow ano białka HU.

VIII. Białka podobne do IH F w systemach 
eukariotycznych

Pewne podobieństw o pom iędzy dom enam i w iążą­
cymi D N A  białka IH F  oraz eukariotycznego czynnika 
transkrypcyjnego T F IID  zostało zauważone już dość 
daw no tem u [93]. Podobieństw o to jednakże wydaje 
się wynikać z faktu, iż oba białka wiążą się do D NA 
poprzez oddziaływanie z m ałym  rowkiem  helisy DNA, 
a nie z faktu ich jakiegokolw iek filogenetycznego 
pokrewieństwa.

Znacznie bardziej interesujące są przykłady innych 
białek eukariotycznych, k tóre wydają się być spokrew ­
nione z podjednostkam i IH F. Pochodzące z w irusa 
zwierzęcego (ang. African swine fever virus) białko 
p i  1.6, które składa się z 104 am inokwasów  wykazuje

znaczny stopień podobieństw a sekwencji do białek 
H U  i IH F  [94]. Białko to jest aktywne p raw dopodob­
nie w formie hom odimerycznej. Niezwykle interesują­
ce z punk tu  widzenia ewolucji systemu im m unologicz­
nego jest wykazanie istnienia silnego podobieństw a 
sekwencji pom iędzy białkam i RAG II oraz podjednos­
tkam i IH F  [95] oraz białkam i RAG I a białkam i 
potrzebnym i do w budow ania wirusowego D N A  do 
genom u kom órki bakteryjnej. Białka RAG II (wspól­
nie z białkam i RAG I) wym agane są do rozpoznania 
i m anipulow ania segm entami D N A  genów kodują­
cych im m unoglobuliny a zatem  są niezbędne do praw i­
dłowego funkcjonow ania układu im munologicznego 
kręgowców. M ożliwe zatem, że ewolucja całego uk ła­
du im m unologicznego kręgowców została zapocząt­
kow ana poprzez nabycie (transfer genetyczny) przez 
ich przodka genów kodujących bakteryjne integrazy 
oraz IH F.

IX. Uwagi końcowe

Poszczególne białka h istono-podobne przynajmniej 
częściowo dają się zastępow ać przez inne białka zdolne 
do zginania D N A  lub sekwencje zawierające sam oist­
nie występujące w D N A  miejsce zgięcia [91, 96]. 
G łów ną rolę białek histono-podobnych (w tym IH F) 
jest ułatwienie innym  regulatorom  białkowym  specyfi­
cznego wiązania się do D N A  oraz stabilizacja złożo­
nych kom pleksów białkowo-nukleinow ych poprzez 
wywołanie odpowiedniej deformacji (zgięcia) DNA. 
Poszczególne białka histono-podobne wydają się p o ­
siadać pewnego rodzaju „specyficzność”, dotyczącą 
pozytywnej bądź negatywnej regulacji charakterys­
tycznych grup genów, pozw alającą określić ich rolę 
jako  globalnych regulatorów  m etabolizm u kom órki 
w pewnych określonych w arunkach środowiska. 
W  wielu w ypadkach specyficzną rolę, pełnioną przez 
b iałka tego typu, trudno  jest kreślić. W ynika to m.in. 
z faktu nakładania się funkcji białek h istono-podob­
nych oraz ich udziału w bardzo wielu procesach 
kom órkowych. N ie ulega wątpliwości, że udział IH F  
w m etabolizm ie kom órki bakteryjnej jest bardzo roz­
legły. Białko to aktywuje ekspresję wielu genów zwią­
zanych z wirulencją i patogennością oraz tych, które 
mogłyby być pom ocne dla kom órki bakteryjnej w od­
działywaniach bakteria-gospodarz. W ydaje się, że is­
to tną  rolą IH F  jest przedstawienie m etabolizm u k o ­
m órki bakteryjnej na funkcjonow anie wewnątrz o r­
ganizm u gospodarza.

A rtykuł otrzymano 9 lipca 1998 r.
Zaakceptowano do druku 1 października 1998 r.
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wiceprezes —  prof. dr hab. Jolanta Barańska
sekretarz —  doc. dr hab. M ałgorzata  Balińska

(rezygnacja z funkcji od 26.10.1997) 
skarbnik —  prof. dr hab. Zofia Porembska

C złonkow ie Prezydium  Zarządu: prof. dr hab. Edward Bańkowski
prof. dr hab. S tanisław  Bielecki 
prof. dr hab. Roman Tarnawski 

C złonkow ie Zarządu: prof. dr hab. Jan G łogowski
prof. dr hab. Teresa Jakubow icz  
prof. dr hab. Aleksandra Kubicz 
prof. dr hab. Piotr Laidler 
prof. dr hab. M acie j Nałęcz 
prof. dr hab. Ryszard Oliński 
prof. dr. hab. Jerzy Popinigis  
prof. dr hab. Tomasz Tw ardow ski 
dr Teresa W esołowska  

Zarząd Główny XV kadencji działał poprzez O ddziały te ren o w e PTBioch  
w  Białym stoku —  przewodniczący doc. dr hab. Jerzy Pałka 
w  Gdańsku —  przewodniczący doc. dr hab. M ichał W oźniak  
w  Katow icach —  przewodnicząca doc. dr hab. Iw ona Żak 
w Krakow ie —  przewodniczący prof. dr hab. Zdzisław  Żak 
w  Lublinie — przewodnicząca dr M aria  Sanecka-Obacz
w Łodzi —  przewodnicząca prof. dr hab. W anda M . Krajewska
w Olsztynie —  przewodniczący prof. dr hab. Jan G łogowski 
w  Poznaniu —  przewodniczący prof. dr hab. W ito ld  W alerych  
w  Szczecinie —  przewodniczący dr Tadeusz Ogoński 
w  Toruniu —  przewodniczący dr Antoni Leźnicki
w W arszaw ie  — przewodnicząca prof. dr hab. Barbara G rzelakow ska-Sztabert 
we W ro c ław iu  —  przewodnicząca prof. dr hab. M aria  M alicka-B łaszk iew icz

W końcu XV kadencji liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, zgrupowanych w 12 
oddziałach terenowych, osiągnęła liczbę 1778 osób (Tab. 1) i zwiększyła się o 171 osób w  stosunku do roku
1 995 (Tab. 2). W roku 1 995,1 996,1997 i pierwszej połowie roku 1 998 przyjęto, odpowiednio 76, 66, 67 i 33
nowych członków, w  tym, odpowiednio 41, 29, 30 i 13 członków studentów (Tab. 3). Członków, którzy 
z różnych pow odów zalegali ponad 2 lata z płaceniem składek przeniesiono w  poczet tzw. członków biernych, 
tracących jednocześnie część przywilejów, jak ulgi w  prenumeracie „Postępów Biochemii” , opłacie za 
uczestnictwo w  zjazdach PTBioch itp. Liczba członków biernych utrzymywała się na poziomie 27— 30%, 
a w  roku sprawozdawczym wynosi aż 658 osób. Pozostali członkowie Towarzystwa płacą składkę regularnie. 
Jej wysokość w  minionej kadencji wynosiła 15 zł w  latach 1995-1997 i 20 zł w  roku 1998. Składka dla 
członków studentów wynosiła odpowiednio 5 zł i 7 zł Członkowie honorowi i emeryci składek członkowskich 
nie płacą.
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Tabela 1.
Polskie Towarzystwo Biochemiczne stan osobowy w  dniu 30 czerwca 1998 r.

Oddział

Liczba 
członków 
ogółem 

(S +  4 +  5 +  7)

W tym członkowie

honorowi emeryci

płacący składki

zawieszeni
ogółem

w  tym 
studenci

1 2 3 4 5 6 7

Białystok 57 — 5 30 3 22

Gdańsk 110 1 — 61 6 48

Katowice 105 — 2 80 10 23

Kraków 104 1 6 62 5 35

Lublin 114 1 11 80 7 22

Łódź 165 — 7 112 11 46

Olsztyn 54 — 1 32 1 21

Poznań 191 — 4 98 8 89

Szczecin 71 1 6 59 8 5

Toruń 37 — — 19 1 18

Warszawa 632 6 35 326 81 265

W rocław 138 1 5 68 13 64

RAZEM 1778 11 82 1027 154 658

Tabela 2.
Liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  latach 1995-1998

Oddział 1995 1996 1997 1998*

Białystok 54 55 57 57

Gdańsk 88 100 106 110

Katowice 83 90 100 105

Kraków 93 95 98 104

Lublin 105 109 115 114

Łódź 161 161 161 165

Olsztyn 54 52 54 54

Poznań 171 179 184 191

Szczecin 50 52 58 71

Toruń 32 35 35 37

Warszawa 590 602 618 632

W rocław 126 131 133 138

Ogółem 1607 1661 1720 1778

w  tym zawieszeni 459 455 529 658

* Stan na 30 czerwca
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Tabela 3.
Liczba nowoprzyjętych członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  latach 1995-1998

Oddział

Przyjęci w  roku:

1995 Wy tym 
studenci

1996 W tym 
studenci

1997 W tym 
studenci

1998
do

30.06.95

W tym 
studenci

Białystok 3 1 1 — 3 2 — —

Gdańsk 2 — 12 5 6 1 3 1

Katowice 4 2 5 2 10 4 3 2

Kraków 1 1 1 — 4 1 5 3

Lublin 4 2 7 4 6 3 1 —

Łódź 13 9 2 — 3 — 1 —

Olsztyn 6 1 — — 2 — —

Poznań 4 1 12 3 3 — 7 3

Szczecin 4 2 — — 6 6 2 —

Toruń — — 2 — — — 2 1

Warszawa 28 17 20 12 18 10 9 3

W rocław 7 5 4 3 6 3 — —

Razem 76 41 66 29 67 30 33 13

Ogólnie sprawy finansowe Towarzystwa układały się zadawalająco. Dzięki dofinansowaniu ze strony 
Komitetu Badań Naukowych możliwe było regularne i na wysokim poziomie wydawanie naszych czasopism 
i monografii oraz organizacja zjazdów i sympozjów. Ważną pozycję w  budżecie Towarzystwa stanowi od 2 lat 
dotacja Molecular Research Center z San Sineti, USA, prowadzonego przez naszego kolegę Piotra 
Chomczyńskiego, a przeznaczona na najważniejszą nagrodę Towarzystwa — im. J. K. Parnasa oraz dotacja 
firmy A ldrich-Sigma przeznaczona na nagrodę za najlepszą pracę z polskiego laboratorium, z dziedziny chemii 
i biochemii kwasów nukleinowych. W okresie sprawozdawczym budżet Towarzystwa wspierany był także 
przez Instytut B iologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego i Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN 
w  Warszawie oraz Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w  Poznaniu.

Zarząd Główny, przy współpracy z Zarządami Oddziałów, prowadził działalność statutową poprzez sekcje, 
komisje i zespoły powołane do zadań szczegółowych. Zgodnie ze Statutem Towarzystwa, każdego roku 
odbyły się cztery plenarne posiedzenia Zarządu Głównego z udziałem przedstawicieli Oddziałów, or­
ganizatorów zjazdów naukowych i innych zapraszanych gości.

Dyżury członków Prezydium odbywały się we wtorki w  siedzibie Zarządu Głównego, która od roku 1993 
mieści się w  gościnnych murach Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3 
(pokój 633). Dzięki dobrym warunkom lokalowym i pomocy materialnej IBD możliwe było wyposażenie 
siedziby Zarządu Głównego w  sprzęt pozwalający na sprawne działanie sekretariatu i ła twy kontakt 
z Oddziałami terenowymi i ośrodkami naukowymi w  kraju i za granicą (tel: 658-20-99, fax: 22-53-42, 
e-m ail: p tb ioch@ nencki.gov. pl). Od roku 1997 Towarzystwo ma własne strony internetowe: 
( h ttp ://w w w .p tb io c h .e d u .p l). Biuro Zarządu Głównego oraz redakcje „Acta Biochemica Polonica”  
i „Postępów Biochem ii" są obecnie zlokalizowane w  jednym budynku, co usprawnia pracę i daje możliwość 
znacznych oszczędności przez korzystanie ze wspólnych pomieszczeń i sprzętu elektronicznego. Zarząd 
Główny dysponuje już odpowiednią nowoczesną bazą danych pozwalającą na prowadzenie elektronicznej 
ewidencji członków Towarzystwa. Ułatwi to z pewnością pracę sekretariatu Zarządu Głównego następnych 
kadencji.

Głównym statutowym celem Towarzystwa jest popieranie rozwoju biochemii, popularyzacja jej osiągnięć 
oraz integracja środowiska biochemicznego. Zarząd Główny XV Kadencji realizował te cele poprzez:

—  działalność wydawniczą: „Postępy Biochemii” , „Acta Biochimica Polonica” , seria „M onografie 
Biochemiczne”  i „L is ty  do Członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego"

—  premiowanie najbardziej wartościowych osiągnięć naukowych poprzez konkursy i nagrody:
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im. prof. Jakuba Karoia Parnasa 
im. prof. Bolesława Skarżyńskiego 
im. prof. Włodzimierza Mozołowskiego 
im. prof. Janiny Opieńskiej-Blauth 
im. prof. Antoniego Dmochowskiego
nagrody za najlepszą pracę z dziedziny biochemii i chemii kwasów nukleinowych

— popularyzację osiągnięć nauki światowej poprzez konkursy na najlepiej przygotowany i wygłoszony 
wykład z dziedziny biochemii i b iologii molekularnej

—  popularyzację i popieranie staży naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS
—  współorganizację dorocznych Zjazdów Towarzystwa
—  inspirowanie i organizowanie monotematycznych sesji naukowych
—  popieranie działalności związanej z unowocześnianiem nauczania biochemii i biotechnologii, na 

poziomie akademickim, poprzez organizację sesji i spotkań poświęconych dydaktyce, a także ustanowienie 
w  roku 1996 nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego za wybitne osiągnięcia dydaktyczne.

—  integrację środowiska biochemicznego poprzez redakcję „L is tów  do Członków Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego”  oraz redakcję „Postępów Biochemii” .

Działalność wydawnicza

K w arta ln ik  ,.Postępy B iochem ii"  rozwija się pomyślnie. W XV Kadencji redaktor naczelny prof. Zofia 
Zielińska oraz pozostali redaktorzy —  prof. Grażyna Palamarczyk, prof. Andrzej Jerzmanowski, prof. Liliana 
Konarska (od 1997), dr Anna Szakiel i dr Iwona Fijałkowska (od 1997), inż. Jolanta Grzybowska oraz sekretarz 
redakcji Barbara Zarzycka, a od roku 1997 mgr Hanna Laskowska, dbali o punktualne ukazywanie się pisma 
oraz o wysoki poziom merytoryczny i nowoczesną szatę graficzną. Prace publikowane w  kwartalniku zawierają 
informacje z zakresu współczesnych kierunków badań w  naukach biologicznych, przybliżając najnowsze 
osiągnięcia światowych pracowni z wielu dziedzin, takich jak biochemia, patobiochemia, biologia molekular­
na, genetyka molekularna, biotechnologia oraz medycyna molekularna. Kwartalnik jest cennym uzupełnieniem 
podręczników akademickich. Stanowi on pomoc w  nauczaniu studentów wydziałów biologicznych Uniwer­
sytetów, a także Akademii Rolniczych, Akademii Medycznych i Politechnik. Kwartalnik jest dotowany przez 
KBN i wspierany przez IBD PAN. Dzięki temu może ukazywać się regularnie i w  nowoczesnej formie. „ Postępy 
Biochem ii" indeksowane są w  Medline i Agrolibrex.

Zainteresowanie kwartalnikiem jest bardzo duże zarówno ze strony autorów jak i czytelnków. W pływy ze 
sprzedaży są jednak coraz mniejsze. Mimo niskiej ceny (od dwóch lat cena całego rocznika wynosi 15 zł dla 
członków Towarzystwa, 30 zł dla niezrzeszonych i 60 zł dla instytucji) liczba osób prenumerujących jest 
bardzo mała (Tab. 4). Stale prowadzona jest sprzedaż pojedynczych numerów i całych roczników kwartalnika 
w  Zarządzie Głównym oraz podczas zjazdów i sympozjów organizowanych przez PTBioch. Część egzemplarzy 
rozprowadzana jest nieodpłatnie wśród nowoprzyjmowanych członków i jako egzemplarze reklamowe.

W okresie sprawozdawczym do redakcji wpłynęły 163 artykuły, z których 118 ukazało się drukiem. W roku 
1995 i 1997 wydane zostały zeszyty specjalne ,.Postępów  B iochem ii". Nr 5, t. 41 (1995) wydany został

Tabela 4.
Prenumerata Postępów B iochem ii w  latach 1995-1998

Oddział

Rok

1995 1996 1997
1998 

(do 30 VII)

Białystok 10 10 9 7
Gdańsk 15 17 22 21
Katowice 23 23 26 22
Kraków 18 27 25 27
Lublin 36 39 32 27
Łódź 38 33 38 28
Olsztyn 9 8 9 8V
Poznań 16 22 20 12
Szczecin 14 15 15 21
Toruń 8 6 5 6
Warszawa 59 66 68 55
W rocław 14 18 16 12

RAZEM 260 284 285 246
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w języku angielskim i dedykowany był profesorowi Dawidowi Shugarowi z Instytutu Biochemii i Biofizyki 
PAN w  Warszawie, członkowi honorowemu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, z okazji 80 rocznicy 
urodzin. Nr 5, t. 43 (1997) w  całości poświęcony jest profesorowi Jakubowi K. Parnasowi (1884-1949), 
zawiera obszerne sprawozdanie z dedykowanej Jego pamięci I Polsko-Ukraińskiej Konferencji Biochemicznej 
(Lwów, 9-11 września, 1996) a także wiele nieznanych dotąd faktów z życia tego wielkiego uczonego.

Informacje o kwartalniku, wraz ze spisem treści kolejnych zeszytów, znajdują się w  Internecie na stronach 
wwwPTBioch.

K w arta ln ik  „A cta  Biochim ica Polonica” publikuje oryginalne prace doświadczalne w  języku 
angielskim. Kwartalnik redagowany jest przez zespół: Daniela Barszcz, Alicja Drabikowska, Jarosław 
Kuśmierek, Piotr P. Stępień, Kazimierz L. Wierzchowski, Lech Wojtczak. Redaktorem naczelnym jest prof. 
Konstancja Raczyńska-Bojanowska, sekretarzem redakcji Małgorzata Basaj, a 18-osobowej Radzie Redakcyj­
nej przewodniczy prof. Lech Wojtczak. Od grudnia 1992 roku czasopismo jest wydawane przez Polskie 
Towarzystwo Biochemiczne wspólnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. Kwartalnik jest wydawany 
z pomocą finansową KBN, co zapewnia regularne ukazywanie się czasopisma i nowoczesną szatę graficzną. 
„Acta Biochimica Polonica”  indeksowany jest przez Current Contents, BIOSIS, Chemical Abstracts, Excerpta 
Medica, Medline.

W okresie sprawozdawczym do redakcji wpłynęło ponad 380 prac, z których drukiem ukazało się, w  tomie 
43 (1996), 44 (1997) i 45 (1998), odpowiednio 85, 88 i 111 prac autorów polskich i zagranicznych. 
Oryginalne prace doświadczalne stanowiły, odpowiednio 80%, 60% i 70%, krótkie doniesienia 9%, 15% 
i 18%, a prace przeglądowe typu „m in i-rev iew ” , odpowiednio 11 %, 25% i 12% wszystkich prac. Objętość 
wydanych arkuszy systematycznie rosła od 94 w  roku 1996,140 w  1997 do ok. 170 w  roku sprawozdawczym 
1998.

Informacje o Acta Biochim ica Polonica, wraz z instrukcją dla autorów i streszczeniami prac znajdują się 
w Internecie na stronach Current Contents oraz na stronach w w w  PTBioch.

Monografie Biochemiczne

Dzięki pomocy finansowej Komitetu Badań Naukowych kontynuowano wydawanie monografii. Redak­
torem serii jest prof. Liliana Konarska. W okresie sprawozdawczym ukazały się następujące pozycje:
W roku 1995
—  „  Molekularne mechanizmy przekazywania sygnałów w komórce" —  praca zbiorowa pod red. L. Konarskiej, 
wydawca PWN, ISBN 83-01-11943-8
— „  Włodzimierz Mozołowski. W stulecie urodzin" —  Monografia opracowana przez prof. W. Makarewicza, 
wydawca PTBioch, Oddział Gdański, Nr 40, ISBN 83-903580-O -X
w roku 1996
— „ Hormony g iikoproteinowe: struktura, biosynteza i  funkcja ich oligosacharydów". Autorzy: Iwona Żak 
i Marian Drożdż, wydawca: PTBioch, Zarząd Główny, Nr 41, ISBN 83-903580-1-8
w roku 1997
—  rozpoczęte zostały i nadal trwają prace nad „ Leksykonem nowych nazw i  pojęć w  biochem ii i  b io log ii 
molekularnej", jednocześnie w  wersji skryptowej i Internetowej. Wersja Internetowa jest już dostępna, na razie 
tylko w  formie słownika polsko-angielskiego. Objaśnienia haseł będą umieszczane sukcesywnie po 
opracowaniu przez autorów, po recenzjach i ostatecznym zredagowaniu przez redaktora serii.
w roku 1998
— ,,Rola białek motorycznych w  m itozie"
Autorzy: Katarzyna Krauze i Robert Makuch, wydawca: PTBioch, Zarząd Główny, Nr 42, ISBN 83-903580- 
- 2 - 6 .

Publikacje PTBioch zawierają najnowsze informacje dotyczące omawianych tematów. Stanowią cenne 
uzupełnienie podręczników akademickich. Mogą z nich korzystać zarówno wykładowcy i asystenci, jak 
i studenci oraz nauczyciele szkół średnich.

Wszystkie wydawnictwa spotkały się z przychylną oceną recenzentów i czytelników.

Biuletyn Towarzystwa  
„Listy do Członków PTBioch"

Biuletyn jest redagowany przez dr Teresę Wesołowską i wydawany w  Szczecinie. W ciągu, XV Kadencji 
ukazało się 12 Listów (Nr 38-49) informujących o działalności naszego Towarzystwa. Biuletyn przekazuje 
aktualne wiadomości dotyczące pracy Zarządu Głównego, pracy Oddziałów oraz informuje o naukowych 
imprezach w  kraju i za granicą. Biuletyn jest otwarty na wszelkie informacje z Oddziałów i oczekuje na
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ściślejszą współpracę. Forma redagowania listów, życzliwy i ciepły stosunek redaktora biuletynu do 
Czytelników zjednuje sympatię członków naszego Towarzystwa, powiększa grono czytelników i integruje 
środowisko biochemiczne.

Nagrody

Nagroda im. prof. Jakuba Karola Parnasa, za najlepszą pracę doświadczalną z zakresu biochemii 
wykonaną w  pracowni na terenie Polski, była przyznawana regularnie i wręczana podczas uroczystości 
otwarcia dorocznego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W okresie sprawozdawczym otrzy­
mali ją:
—  w roku 1996
Alicja W aw rzyn ó w  i M aciej Żylicz, za pracę pt. „D ivergent effects of ATP on the binding of the DnaK and 
DnaJ chaperones to each other, or to their various native and denatured protein substrates”  opublikowaną 
w  J. Biol. Chem. 270 (33)
—  w  roku 1997
Danuta Płochocka, M arek W ełn icki, P iotr Z ie lenkiew icz i W łodzim ierz Zagórski-Ostoja, za pracę 
pt. „Three-dimensional model of the potyviral genome-linked protein”  opublikowaną w  Proc. Natl. Sci. USA 
93 (1996) 12150-12154.
—  w  roku 1998
M arek Napierała i W łodzim ierz J. Krzyżosiak, za pracę pt. „CUG repeats present in myotonin kinase RNA 
form metastable „slippery”  hairpins”  opublikowaną w  J. Biol. Chem. 272 (1997) 31079-31085.

Konkurs mógł się odbywać dzięki pracy wielu osób, które wchodziły w  skład komisji. W kolejnych latach 
1996-1998, byli to:

Przew ód n iczący :

1. Prof. Jan Barciszewski (1996) ICB PAN, Poznań
2. Prof. Grzegorz Węgrzyn (1997 1 998) UG, Gdańsk

Członkow ie:

1. Prof. Joianta Barańska (1996) IBD PAN, Warszawa
2. Prof. Tomasz Biliński (1997) WSP, Rzeszów
3. Prof. Piotr Cegłowski (1997) IBB PAN, Warszawa
4. Prof. Wiesław Deptuła (1998) US, Szczecin
5. Prof. Mieczysław Chorąży (1997) Centrum Onkologii, Gliwice
6. Prof. W itold Filipowicz (1996) Fridrich Miescher Inst., Basel
7. Prof. Marek Gniazdowski (1996) AM, Łódź
8. Dr Anna Goc (1997) UMK, Toruń
9. Dr Monika Hryniewicz (1998) IBB PAN, Warszawa

10. Prof. Mariusz Jaskólski (1998) ICB PAN, Poznań
11. Prof. Adam Jaworski (1997) CMW PAN, Łódź
12. Prof. Andrzej B. Legocki (1997) ICB PAN, Poznań
13. Prof. Zbigniew Lorkiewicz (1997) UMCS, Lublin
14. Prof. Ryszard Oliński (1996) AM, Bydgoszcz
15. Prof. Marta Pasenkiewicz-Gierula (1998) UJ, Kraków
16. Dr Jan A. Rafalski (1996) E. I. Pont, USA
17. Prof. Joanna Rzeszewska-Wolny (1998) Centrum Onkologii, Gliwice
18. Prof. Anna Skorupska (1996) UMCS, Lublin
19. Prof. Kazimierz Strzałka (1996) UJ, Kraków
20. Prof. Jan Szopa (1997) UW, W rocław
21. Prof. Zofia Szweykowska (1998) UAM, Poznań
22. Prof. Wacław Szybalski (1998) Univ. Wisconsin, USA
23. Prof. Grzegorz Węgrzyn (1996) UG, Gdańsk
24. Prof. Krystyna I. Wolska (1998) UW, Warszawa
25. Dr Jolanta Zakrzewska-Czerwińska (1996 i 1998) IITD PAN, W rocław
26. Dr Alicja Ziemienowicz (1998) Friedrich Miescher Inst., Base
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Nagroda im. prof. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądowy opublikowany w  „ Po­
stępach B iochem ii" otrzymali:

— w  roku 1996
Barbara G rzelakow ska-Sztabert za pracę pt. „Regulacja cyklu komórkowego —  udział białkowych 
inhib itorów kinaz cyklino-zależnych" t. 41, Nr 2.

— w  roku 1997
Bogdan Falkiew icz i Bogdan Liberek za prace: pt. „Budow a i funkcja antygenów zgodności tkanko­
wej (M HC) klasy I", t. 42, Nr1 i pt. „Budow a i funkcja antygenów zgodności tkankowej (M HC) klasy II” , t. 42, 
Nr 4

— w roku 1998
Andrzej Kasprzak za pracę pt. „Jak funkcjonuje miozyna?” , t. 43, Nr 3 
W skład komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1996) UW, Warszawa
2. Prof. Grażyna Palmarczyk (1997) IBB PAN, Warszawa
3. Prof. Zofia Zielińska (1998) IBD PAN, Warszawa

Członkowie:

1. Doc. Grażyna Adler (1996) CMKP, Warszawa
2. Doc. Małgorzata Balińska (1996) IBD, Warszawa
3. Doc. Joanna Rzeszewska-Wolny (1996) Centrum Onkologii, Gliwice
4. Prof. Krzysztof Staroń (1996) UW, Warszawa
5. Doc. Jerzy Bal (1997) IMD, Warszawa
6. Prof. Krzysztof Zwierz (1997) AM , Białystok
7. Prof. Tadeusz Szumiło (1997) AM, Lublin
8. Prof. Zdzisław Żak (1997) UJ, Kraków
9. Prof. Mariusz Żydowo (1997) AMG, Gdańsk

10. Prof. Grzegorz Bartosz (1998) UŁ, Łódź
11. Dr Iwona Fijałkowska (1998) IBB PAN, Warszawa
12. Doc. Zdzisław Krawczyk (1998) Inst. Onkologii, Gliwice
13. Doc. Jarosław Marszałek (1998) AMG, Gdańsk
14. Prof. Jerzy Popinigis (1998) AWF, Gdańsk

W konkursie im. prof. W łodzim ierza M ozołow skiego za najlepszą pracę przedstawianą na corocznym 
Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przez młodego biochemika (do lat 30), nagrodzeni zostali:

— w  roku 1995
Agnieszka Szalew ska-Pałasz, za prezentację dwóch prac:
„Niezdolność faga X do lizogenizacji mutantów Escherichia co/i rpoA341 wynika z drastycznie obniżonej 
transkrypcji z promotorów pozytywnie regulowanych przez aktywator CU” i „Obniżony poziom wczesnych 
transkryptów litycznych faga X w  mutancie Escherichia co/i rpoA341 nie zakłóca rozwoju litycznego faga” .
— Adam Sokala (wyróżnienie)
—  Grażyna Mosieniak (wyróżnienie)
— Alicja Węgrzyn (wyróżnienie)

— w  roku 1996
nagrodę otrzymała Ewa Missol, za prezentację pracy pt. „Wykorzystanie liposomów kationowych do 
wprowadzenia in vivo samobójczego genu dezaminazy cytozyny z E. co/i"
Alicja Węgrzyn (wyróżnienie)
Mariusz Więckowski (wyróżnienie)

— w  roku 1997
dwie równorzędne nagrody otrzymali:
M arcin  Schm idt, za prezentację pracy pt. „Ludzki homolog genu lethal(2) neighbour of tid Drosophila 
me/anogaster jako nowy marker zmian now otw orow ych”
M agdalena Pęska, za pracę pt. „W spółdziałanie (cross-ta/k) różnych dróg sygnałowych w  regulacji
ekspresji genu dekarboksylazy ornitynowej (ODC) w  nerce mysiej"
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W skład komisji konkursowych wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Lech Wojtczak (1995) Warszawa
2. Prof. Andrzej Klejn (1996) Kraków
3. Prof. Jerzy Popinigis (1997) Gdańsk

Członkow ie:

1. Prof. Halina Augustyniak (1995) Poznań
2. Prof. Ewa Bartnik (1995) Warszawa
3. Prof. Grzegorz Bartosz (1997) Łódź
4. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1995) Warszawa
5. Prof. Barbara Kłapcińska (1997) Katowice
6. Prof. Janina Kwatkowska-Korczak (1996) Wrocław
7. Prof. Barbara Lipińska (1997) Gdańsk
8. Doc. Anna Lityńska (1996) Kraków
9. Prof. Jerzy Papinigis (1996) Gdańsk

10. Prof. Zofia Walter (1997) Łódź
11. Prof. Mariusz Żydowo (1995, 1996) Gdańsk

Nagrodę im. prof. Janiny O pieńskiej-B lauth za szczególnie wartościowe prace badawcze, zgłoszone 
i przedstawione na Zjeździe PTBioch przez studentów, otrzymali:
— w  roku 1995
Krzysztof Kobielak, za prezentację pracy pt. „Podłoże molekularne zespołu Christ-Siemens-Touraine”  
ponadto wyróżnienia otrzymali: Dobrawa Lisiecka, Magdalena Stańczyk i Dorota Ścieglińska, 
w  roku 1996
nagrodę otrzymał M acie j W iznerow icz, za prezentację pracy pt. „Konstrukcja dwucistronowych wektorów 
retrowirusowych dla celów terapii genowej now otworów  u ludzi” , wyróżnienie otrzymał Borys Wróbel
—  w  roku 1997
nagrodzony został Tomasz W ojciechow ski, za prezentację pracy pt. „Histochemiczna metoda wykrywania 
produktów peroksydacji lip idów ”

W skład komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Tomasz Borkowski

Członkowie:

1. Prof. Jerzy Duszyński
2. Prof. Zygmunt Machoy
3. Dr Tadeusz Ogoński
4. Dr Maria Sanecka-Obacz
5. Prof. Roman Tarnawski
6. Dr Teresa Wesołowska
7. Doc. Iwona Żak
8. Prof. Zdzisław Żak

(1995, 1996, 1997) Lublin

(1995) Warszawa
(1997) Szczecin
(1997) Szczecin
(1995, 1996, 1997) Lublin
(1995) Katowice
(1995, 1996, 1997) Szczecin
(1995) Katowice
(1 996) Kraków

Od roku 1996 przyznawana jest, co dwa lata, nagroda im. prof. A ntoniego Dm ochow skiego, za wybitne 
osiągnięcia dydaktyczne w  dziedzinie biochemii.
Nagroda ta ustanowiona została z inicjatywy Łódzkiego Oddziału PTBioch. W jej skład wchodzi dyplom 
i medal z brązu, ufundowany przez Zarząd Główny PTBioch, wykonany w  Łodzi staraniem kolegów z Oddziału 
Łódzkiego.
—  W pierwszej edycji konkursu, w  roku 1996, nagrodę otrzymała
prof. Leokadia K łyszejko -S tefanow icz za podręcznik pt. „C ytob iochem ia", PWN, 1995, 
a wyróżnienie prof. Grzegorz Bartosz za książkę pt. „ Druga twarz tlenu” . PWN, 1995.
— W drugiej edycji konkursu (1998)
nagrodę za podręcznik pt. ,,Nowe tendencje w  b io log ii molekularnej i  inżynierii genetycznej oraz w  medycy -
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nie", praca zbiorowa, SORUS, Poznań, 1996, przyznano jego redaktorom: Janow i Barciszewskiem u, 
K rzysztofow i Łastow skiem u i Tom aszow i Tw ardow skiem u

W skład komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Zofia Walter (1996, 1998) Łódź 

Członkowie:

1. Prof. Tomasz Borkowski (1996, 1998) Lublin
2. Prof. Jerzy Chmielowski (1998) Katowice
3. Prof. Magdalena Fikus (1998) Warszawa
4. Prof. Leokadia Kłyszejko-Stefanowicz (1998) Łódź
5. Prof. Jerzy Popinigis (1996, 1998) Gdańsk
6. Prof. Zofia Porembska (1996) Warszawa
7. Prof. Zdzisław Żak (1996, 1998) Kraków

Od roku 1997 Zarząd Główny PTBioch przyznaje nagrodę za najlepszą pracę z chem ii i biochem ii 
kw asów  nukleinow ych, wykonaną głównie w  Polsce. Inicjatorem nagrody jest Sekcja Kwasów Nuk­
leinowych PTBioch kierowana przez prof. Jana Barciszewskiego, a sponsorem nagrody i okazałego dyplomu
— Sigma-Aldrich Polska.

Kandydatów do nagrody wyłania Kapituła w  składzie:
Jan Barciszewski (Poznań), Edward Darżynkiewicz (Warrszawa), W itold Filipowicz (Basel), Ryszard Kole 
(Chapel Hill NC, USA), Maria M. Konarska (New York NY, USA), Jarosław Kuśmierek (Warszawa), Wojciech 
T. Markiewicz (Poznań), Antoni J. Rafalski (W ilm ington DE, USA), Jacek Stawiński (Sztokholm), Wojciech 
J. Stec (Łódź), Leroy Townsend (Arbor M l, USA), Zygmunt Wasylewski (Kraków), Jolanta Zakrzewska- 
-Czerwińska (W rocław), Maciej Żylicz (Gdańsk)
W roku 1997, w  pierwszej edycji konkursu, nagrodę otrzymali:
L. W oźniak, J. Pyzowski i W . J. Stec, za pracę ot. ,,New approach to the synthesis o f oiigo(nucieoside  
methanphosphonatejs" opublikowaną w  Journal of Organie Chemistry 61, 879-881, 1996;
— w roku 1998 przyznano dwie nagrody, otrzymali je:
1. Prof. M acie j W iew ió ro w sk i za całokształt osiągnięć w  badaniach kwasów nukleinowych (nagroda 
specjalna z okazji 80 rocznicy urodzin, wręczona podczas otwarcia międzynarodowej konferencji nt. „ Nucleic 
acids and their constituents chemical evolution undergoing b io logical evo lu tion", w  Poznaniu, 10 maja 1 998)
2. M ariusz Popenda, Ewa Biała, Jan M ileck i, Ryszard W . Adam iak, za pracę pt. „ Solution structure o f 
RNA duplexes containing alternating CG base paits: NM R study o f r(CGCGCG)2 a n d 2 -0-M E(C G C G C G )2  
under low  salt conditions", opublikowaną w  Nucleic Acids Research 22, 4589-4598, 1977.

Nagrody PTBioch stanowią nie tylko prestiżowe wyróżnienie, od trzech lat związana jest z nimi dość 
znaczna kwota.

Konkurs na najlepiej przygotowany i wygłoszony wykład akademicki

Konkursy na najlepiej przygotowany i wygłoszony wykład z dziedziny nauk biologicznych, biochemii 
i b iologii molekularnej mają na celu popularyzację osiągnięć nauk biologicznych. Odbywały się corocznie od 
1993 do 1996 roku.
W roku 1996 dwie równorzędne nagrody uzyskali:
Hanna Czeczot za wykład pt. „B iochemia nasienia”
Zygm unt Pojda za wykład pt. „C ytokiny w  regulacji i odpowiedzi układu krw iotwórczego”
W roku 1997 i 1998, z powodu braku zgłoszeń konkurs nie został przeprowadzony.

Ważniejsze uchwały organów statutowych towarzystwa

1. Utworzenie Sekcji Kwasów Nukleinowych i powołanie prof. Jana Barciszewskiego na jej przewod­
niczącego;

2. Ustanowienie konkursu o nagrodę za najlepszą pracę z dziedziny chemii i biochemii kwasów nuk­
leinowych, sponsorowaną przez Sigma-Aldrich-Polska oraz zatwierdzenie jej regulaminu i składu komisji 
konkursowej, a następnie Kapituły Nagrody;

3. Decyzja nawiązanie kontaktów z biochemikami lwowskich placówek naukowych, organizacja wspólnej 
polsko-ukraińskiej konferencji naukowo-wspom nieniowej poświęconej Jakubowi K. Parnasowi we Lwowie
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oraz wykonania tablicy pamiątkowej ze składek biochemików polskich;
4. Decyzja o organizacji polsko-ukraińskich konferencji im. Jakuba K. Parnasa, co drugi rok, na przemian 

w  Polsce i na Ukrainie oraz zatwierdzenie Oddziału Gdańskiego PTBioch jako organizatora „The 2nd Parnas 
Conference”  w  roku 1998;

5. Decyzje o organizacji Zjazdów PTBioch w  roku 1997 (Katowice), 1998 (Białystok), 1999 (Olsztyn) 
i 2000 (Poznań);

6. Przeniesienie redakcji Postępów B iochem ii" do nowego pomieszczenia (p. 632) w  małym budynku 
Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN, im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3, w  Warszawie;

7. Decyzja o doprowadzeniu sieci Internetowej do siedziby Zarządu G łównego oraz redakcji ,,Acta 
Biochim ica Polonica" i „ Postępów B iochem ii

8. Decyzja o stworzeniu internetowej strony w w w  PTBiochu;
9. Decyzje o niewielkich koniecznych zmianach wysokości składek członkowskich;

10. Decyzje o przedstawieniu Walnemu Zebraniu Członków PTBioch poprawnych pod względem formalnym 
wniosków o nadanie godności członka honorowego (w  kolejności zgłoszeń): prof. M ieczysławowi 
Chorążemu, prof. Jerzemu Chmielowskiemu, prof. Konstancji Raczyńskiej-Bojanowskiej i prof. Bronisławie 
Morawieckiej.

Działalność organizacyjno-naukowa towarzystwa

1. Zjazdy Polskiego T o w arzys tw a  B iochem icznego

W bieżącej Kadencji odbyły się trzy Zjazdy PTBioch:
XXXII Zjazd w  Krakowie 1996
XXXIII w  Katowicach 1997
XXXIV w  Białymstoku 1998

Spotkania te cieszyły się dużym zainetresowaniem, czego dowodem była wysoka frekwencja (600— 800 
osąb), oraz liczba i różnorodność nadsyłanych komunikatów. Już od pewnego czasu w  programach Zjazdu 
znajdują się sesje poświęcone biotechnologii, biochemii klinicznej oraz dydaktyce. Coraz liczniejszy jest 
również udział w  Zjeździe osób nie będących członkami naszego Towarzystwa. Liczny jest również udział 
młodych kolegów-biochem ików oraz studentów pracujących naukowo w  Studenckich Kołach Naukowych.

2. P o lsko-U kra ińsk ie  K on fe renc je  B iochem iczne im. Jakuba Karola Parnasa

Pierwszą Konferencję zorganizował Zarząd Główny PTBioch we Lwowie, w  dniach 8-11 września 1 996 r. 
Przewodniczącą Komitetu Naukowo-Organizacyjnego była prof. Liliana Konarska ze strony polskiej i prof. 
Rostislaw Stoika, ze strony ukraińskiej. Konferencja połączona była z wmurowaniem w  budynku, w  którym 
pracował Jakub K. Parnas, tablicy pamiątkowej, wykonanej w  Polsce ze składek polskich biochemików. 
Obszerne sprawozdanie z tej Konferencji, w  której wzięło udział 65 osób z Polski, zawiera specjalny zeszyt 
„ Postępów B iochem ii" 43 (5) 1 997.

Drugą Konferencję {The 2nd Parnas Conference) zorganizował Oddział PTBioch w  Gdańsku, w  dniach
11-13 września 1998 r. Przewodniczącym Komitetu Naukowo-Organizacyjnego był prof. Stefan Angielski, ze 
strony polskiej i prof. Rostislaw Stoika, ze strony ukraińskiej. Obrady odbywały się w  Dworze Artusa i miały 
wyjątkowo uroczystą oprawę i wysoki poziom naukowy. Konferencja została włączona w  program III Dni 
Kultury Ukraińskiej w  Polsce. W tym drugim polsko-ukraińskim spotkaniu naukowym wzięło udział ok. 70 
osób z Polski, 40 z Ukrainy (z Kijowa, Lwowa i Charkowa), a także z Litwy i Łotwy. Zaproszeni byli 
wykładowcy ze Szwajcarii, Włoch, Szwecji, Norwegii, Austrii i USA.

3. M o no tem atyczne  sesje naukow e

W XV kadencji odbyło się kilkadziesiąt m ini-sympozjów i konferencji naukowych zorganizowanych poprzez 
sekcje tematyczne i Oddziały terenowe.

4. S potkania  w y k ła d o w c ó w  b iochem ii i b iochem ii k lin iczne j

Coroczne spotkania kierowników Zakładów Biochemii Akademii Medycznych z terenu Polski w  bieżącej 
Kadencji odbyły się:
—  w  Rokitnicy (1966) —  organizowane przez prof. Romana Tarnawskiego
—  w  Lublinie (1997) —  organizowane przez prof. Marię Stryjecką-Zimmer i prof. Tomasza Borkowskiego
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— w  Łodzi (1998) —  organizowane przez prof. Janusza Gregera 
Tematem Konferencji były programy nauczania biochemii i b iologii molekularnej w  uczelniach medycznych 

w  Polsce i w  Europie.

Staże naukowe

Staże naukowe są gorąco popierane przez Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. 
Członkowie naszego Towarzystwa brali udział w  wielu krajowych i zagranicznych Zjazdach, Sympozjach, 
kilku miesięcznych lub rocznych pobytach naukowych w  placówkach zagranicznych. Współpraca z FEBS 
rozwija się pomyślnie. Każdego roku ze stypendiów FEBS korzystało 12-15 osób (Tabela 5).

Tabela 5.
Liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego korzystających z kursów i stypendiów FEBS 
w  latach 1995-1997

1995 1996 1997

1 Advanced courses and youth travel found 9 11 12

2 Short-term fellowships 3 2 1

3 Summer fellowships — — —

4 Long-term fellowships — 2 1

•  ŁĄCZNIE 12 15 14

Przynależność do Organizacji Międzynarodowych

1. Polskie Towarzystwo Biochemiczne od roku 1963 jest członkiem Europejskiej Federacji Towarzystw 
Biochemicznych (FEBS). W roku 1995, po wielu latach przerwy, przedstawiciel PTBioch —  prof. Maciej J. 
Nałęcz został wybrany do władz FEBSu i jest członkiem Advanced Courses Committee (kadencja do 1999 r.).
2. W roku 1995 Sekcja Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego została przyjęta w  poczet 
Członków Europejskiej Federacji Biotechnologii.
3. Sekcja Bioenergetyczna PTBioch należy do Międzynarodowej Grupy Bioenergetycznej (IU BM B/IU PAB).

Ogólna ocena pracy w  XV Kadencji

Miniona, XV Kadencja władz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przebiegała pomyślnie. Odbyło się 
wiele interesujących imprez naukowych, dydaktycznych, uzyskano niezaprzeczalne sukcesy wydawnicze. 
Niewątpliwym osiągnięciem było wyposażenie biura Zarządu Głównego oraz redakcji „Postępów Biochemii” , 
„Acta Biochimica Polonica" i Monografii „B iochem icznych" w  ich nowej siedzibie na terenie Instytutu 
Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego, w  sprzęt elektroniczny i odpowiednie oprogramowanie. 
N iewątpliwym osiągnięciem było przyjęcie przedstawiciela naszego Towarzystwa do władz FEBS oraz Sekcji 
Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego do Europejskiej Federacji Biotechnologii.

Wszystkie te zmiany prowadzą do większej integracji naszego biochemicznego środowiska. Dzięki 
entuzjazmowi i zaangażowaniu naszych koleżanek i kolegów w  prawdziwie bezinteresowną pracę społeczną 
udało się zrealizować wiele in icjatyw i akcji na rzecz rozwoju naszej dyscypliny, co jest Statutowym celem 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Członkom Zarządu Głównego oraz wszystkim tym, którzy poświęcili swój czas i energię włączając się 
w działalność Polskiego Tpwarzystwa Biochemicznego, a w  szczególności organizatorom naszych zjazdów, 
sympozjów i konferencji, przewodniczącym Oddziałów i Sekcji Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 
członkom wszystkich Komisji Konkursowych w  minionej kadencji, serdecznie dziękuję za wspólną pracę 
i satysfakcję z wielu owocnych in icjatyw na rzecz naszego środowiska naukowego.

Prezes Zarządu Głównego 
XIV Kadencji 

prof. dr hab. Liliana Konarska

Białystok, 16 września 1998 r.
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Protokół 
z XVI Walnego Zebrania Członków Polskiego Towarzystwa  

Biochemicznego

Walne Zebranie członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zostało zaplanowane przez Zarząd 
G łówny PTBioch. na dzień 16 września 1998 roku o godz. 15:00 w  pierwszym terminie lub o godz. 15:15 
w  drugim terminie, w  sali wykładowej Collegium Universum Akademii Medycznej w  Białymstoku, podczas 
XXXIV Zjazdu PTBioch. 14 sierpnia 1 998 roku. Zarząd Główny przesłał członkom PTBioch, uprawnionym do 
głosowania, zaproszenie do udziału w  Walnym Zebraniu oraz jego program (w  załączeniu). Zaproszenie to 
stanowiło kartę wstępu na Zebranie oraz mandat wyborczy na podstawie którego, członkom Towarzystwa 
wydano przy wejściu na salę karty do głosowania.

Walne Zebranie rozpoczęło się w  drugim terminie o godz. 15:15, bowiem w  pierwszym terminie o godz. 
15:00 nie uzyskano quorum. Zgodnie ze statutem Towarzystwa uchwały podjęte w drugim terminie są 
prawomocne bez względu na liczbę obecnych.

W zebraniu uczestniczyło 109 członków Towarzystwa uprawnionych do głosowania. Na wstępie 
Przewodniczący Oddziału PTBioch w  Białymstoku, dr hab. Jerzy Pałka zaproponował w imieniu Zarządu 
Głównego oraz Oddziałów: Lubelskiego, Olsztyńskiego i Białostockiego PTBioch. powołanie Prof. Tomasza 
Borkowskiego na Przewodniczącego Walnego Zebrania. Kandydat wyraził zgodę. Przewodniczącym Zebrania 
wybrano jednogłośnie w  wyborach jawnych Prof. Tomasza Borkowskiego (AM Lublin) a sekretarzem dr 
Elżbietę Pawlicką (AM Białystok).

Prof. Tomasz Borkowski zaproponował kandydatury Zarządu Głównego oraz przyjął kandydatury z sali do 
Komisji Matki, Komisji Skrutacyjnej i Komisji Wniosków. W głosowaniu jawnym wybrano jednogłośnie 
Komisje w  następującym składzie:

Komisja Matka Prof. Janina Kwiatkowska, Prof. Zofia Walter,
Prof. Roman Tarnawski 

Komisja Skrutacyjna Przewodniczący: Prof. Krystyna Olczyk
Członkowie: Dr Bolesław Floriańczyk,

Dr Marzanna Cechowska-Pasko,
Dr Puchalska

Komisja W niosków Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert,
Prof. Janusz Greger, Dr Teresa Wesołowska, 
mgr Justyna Steinbrich

Przystąpiono do realizacji 4 punktu porządku dziennego zebrania. Przyjęto protokół z poprzedniego XV 
Walnego Zebrania w  dniu 7 września 1995 roku. Wyciąg z tego protokołu został zamieszczony w  Postępach 
Biochemii, 1996, 4 2 (I), 96. Następnie wysłuchano sprawozdania ustępującego Prezesa PTBioch prof. Liliany 
Konarskiej z działalności ustępującego Zarządu oraz sprawozdania Przewodniczącej Komisji Rewizyjnej prof. 
Marty Stryjeckiej-Zimmer. Prof. Liliana Konarska przypomniała zebranym, że w  bieżącym roku obchodzimy 
40-lecie istnienia Towarzystwa. Powstało ono 12 grudnia 1958 roku. Obecnie Towarzystwo liczy 1778 
członków. Poruszyła sprawę nieopłacania składek członkowskich. Z tego powodu zawieszono w  prawach 
członkowskich 658 osób. W minionej kadencji Zarząd Główny przyczynił się do dalszego rozwoju 
Towarzystwa poprzez założenie strony internetowej, zdobycie środków finansowych (KBN, sponsorzy 
indyw idualni) na wydanie czasopism i nagrody statutowe oraz promocje młodych talentów biochemicznych. 
Ponadto Zarząd Główny zorganizował polsko-ukraińskie spotkanie biochemików poświęcone pamięci prof. 
Jakuba Parnasa. W 1996 roku ustanowił nagrodę im. Antoniego Dmochowskiego w  postaci medalu 
pamiątkowego i dyplomu, a w  1997 roku nagrodę za najlepszą pracę w  dziedzinie kwasów nukleinowych.

W sprawozdaniu Komisji Rewizyjnej prof. Marta Stryjecka-Zimmer zwróciła uwagę, że w  latach 
1995— 1998 liczba członków Towarzystwa wzrostła o 178 osób. Gospodarka zasobami finansowymi i księga 
finansowa prowadzone były prawidłowo. Teksty sprawozdań zostaną zamieszczone w  najbliższym numerze 
„Postępów Biochemii” .

Udzielono absolutorium ustępującemu Zarządowi i przeprowadzono wyborych nowych władz Towa­
rzystwa.

Przewodnicząca Komisji Matki, prof. Janina Kwiatkowska poprosiła o zgłaszanie kandydatur do funkcji 
Prezesa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Prof. Mariusz Żydowo zgłosił kandydaturę Prof. Edwarda 
Bańkowskiego motywując swoją propozycję wieloma zaletami kandydata: umiejętnościami organizacyjnymi, 
wybitnym i zasługami naukowymi, wrażliwością społeczną. Pan Prof. Edward Bańskowski odm ówił m otyw u­
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jąc swoją rezygnację olbrzymią liczbą funkcji jakie pełni w  rodzimej Uczelni i w  Towarzystwach między­
narodowych. Następnie Pan Prof. Kazimierz Zakrzewski prosił Prof. Edwarda Bańkowskiego o wycofanie 
odmowy. Prof. Edward Bańkowski ponownie odm ów ił przyjęcia kandydatury na funkcję Prezesa PTBioch. 
M otywował swoją decyzję lojalnością wobec decyzji Zarządu Głównego (w  skład którego wchodzi) 
zgłaszającego inną kandydaturą.

Zarząd G łówny zgłosił kandydaturę prof. Jo lanty  Barańskiej do funkcji Prezesa PTBioch. a prof. Mariusz 
Żydowo zgłosił kandydaturę prof. Liliany Konarskiej do funkcji wiceprezesa PTBioch. Innych zgłoszeń 
z sali nie było. Następnie przystąpiono do przyjmowania zgłoszeń kandydatów do Komisji Rewizyjnej i na 
członków Zarządu. Wpłynęły następujące propozycje Zarządu Głównego do Komisji Rewizyjnej:

Prof. Marta Stryjecka-Zimmer (Lublin)
Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert (Warszawa)
Prof. Jerzy Popinigis (Gdańsk)

Propozycji z sali nie było.

W dalszej kolejności wpływały z sali następujące kandydatury na członka Zarządu Głównego:

Dr Teresa Wesołowska (Szczecin)
Prof. Roman Tarnawski (Katowice)
Prof. Edward Bańkowski (Białystok)
Dr hab. Piotr Laidler (Kraków)
Dr Ewa Turska (Łódź)
Dr hab. Kazimierz Pasternak (Lublin)
Dr hab. Henryk Berbeć (Lublin)
Prof. Stanisław Bielecki (Łódź)
Prof. Aleksandra Kubicz (W rocław)
Prof. Teresa Jakubowicz (Lublin)
Dr hab. M ichał Woźniak (Gdańsk)
Dr hab. Jan Głogowski (Olsztyn)
Prof. Lech Wojtczak (Warszawa)
Prof. D. Stempkowski (Warszawa)
Prof. Julian Świerczyński (Gdańsk)
Dr hab. Małgorzata Balińska (Warszawa)
Prof. Janusz Siedlecki (Warszawa)
Dr hab. Robert Stępkowski (Warszawa)
Dr Artur Jarmołowski (Poznań)

W tajnym głosowaniu wybrano Prezesa, Wiceprezesa, Członków Zarządu i Komisję Rewizyjną Zarządu 
Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego:

Prezes: Prof. Jolanta Barańska —  100 głosów

W iceprezes: Prof. Liliana Konarska — 99 głosów

Komisja Rewizyjna Prof. Marta Stryjecka-Zimmer —  105 głosów
Prof. Barbara-Grzelakowska-Sztabert —  102 głosy
Prof. Jerzy Popinigis —  95 głosów

C złonkow ie Zarządu: Dr Teresa Wesołowska —  105 głosów
Prof. Roman Tarnawski —  95 głosów
Prof. Edward Bańkowski —  94 głosy
Dr hab. Piotr Laidler — 94 głosy
Dr Ewa Turska —  88 głosów
Prof. Stanisław Bielecki —  83 głosy
Prof. Aleksandra Kubicz — 83 głosy
Prof. Teresa Jakubowicz —  82 głosy
Dr hab. M ichał Woźniak —  79 głosów
Dr hab. Jan Głogowski —  78 głosów
Prof. Lech Wojtczak — 77 głosów
Prof. Julian Świerczyński —  74 głosy
Dr hab. Robert Stępkowski — 4 głosy
Dr Artur Jarmołowski —  70 głosów
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Następnie przystąpiono do regulaminowych procedur nadania godności członka honorowego Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego następującym Profesorom:

1. Prof. Konstancji Raczyńskiej-Bojanowskiej
2. Prof. Bronisławie Morawieckiej
3. Prof. M ieczysławowi Chorążemu
4. Prof. Jerzemu Chmielowskiemu

Laudacje wygłosili odpowiednio:
Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert (Warszawa)
Prof. Maria Malicka-Błaszkiewicz (W rocław)
Prof. Roman Tarnawski (Katowice)
Prof. Sylwia Łabużek (Katowice)
Pełne teksty „laudacji”  w  załączeniu.

W wyborach tajnych nadano większością głosów Członka Honorowego Polskiego Towarzystwa B io­
chemicznego następującym Profesorom:

1. Prof. Konstancji Raczyńskiej-Bojanowskiej (IHiAR, Błonie) —  94 głosy
2. Prof. Bronisławie Morawieckiej (Uniwersytet W rocławski) —  93 głosy
3. Prof. M ieczysławowi Chorążemu (Instytut Onkologii G liw ice) — 97 głosów
4. Prof. Jerzemu Chmielowskiemu (Uniwersytet Śląski, Katowice) —  93 głosy

W dalszej części spotkania, zgodnie z porządkiem dziennym zebrania dyskutowano na temat dotychczasowej 
i przyszłej działalności Towarzystwa i zgłaszano wnioski.

W dyskusji poruszono sprawy wysokości składek członkowskich, opłaty za prenumeratę w ydaw nictw  
Towarzystwa, regulaminu konkursu nagród i statutu Towarzystwa. Ustalono wysokość opłaty członkowskiej 
dla członków zwyczajnych Towarzystwa w  kwocie 30 zł a dla członków studentów w  kwocie 10 zł. Podobnie 
przegłosowano wysokość opłaty za prenumeratę „Postępów Biochemii”  w  kwocie 20 zł i inne wydawnictwa 
Towarzystwa w  kwocie 40 zł.

Pani Dr Teresa Wesołowska zgłosiła wniosek o uregulowanie statusu członkowstwa Towarzystwa poprzez 
wyszczególnienie kategorii członka PTBioch:

— członka zwyczajnego
—  członka studenta
—  członka emeryta
— członka honorowego
—  członka wspierającego

Ponadto wystąpiono z wnioskiem, aby wybory odbywały się we wrześniu, a początek urzędowania nowego 
Zarządu nastąpił od nowego roku kalendarzowego. Pozwoliłoby to ustępującemu Zarządowi na rozliczenie się 
z działalności finansowej w  danym roku kalendarzowym. Wniosek został poparty sugestią, aby dokonać zapisu 
w  Statucie Towarzystwa, że kadencja władz trwa trzy lata, licząc od nowego roku kalendarzowego. Decyzją 
Walnego Zebrania postanowiono powołać Komisję Statutową, która opracuje zmiany w  Statucie zgodnie 
z wnioskami członków Towarzystwa.

Sekretarz Walnego Zebrania 
dr Elżbieta Pawlicka

Białystok, 16 września 1998

Redakcja informuje P. T. Autorów  o możliwości zamieszczenia w  artykułach barwnych rycin. 
Jednakże wobec wysokich cen ich reprodukcji koszty wykonania ponoszą autorzy.

Przewodniczący Walnego Zebrania 
prof. dr hab. Tomasz Borkowski
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Informacja o XXXV Zjeździe Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego

XXXV Zjazd PTBioch odbędzie się w  Olsztynie w  dniach 13— 16 września 1999 roku. Zjazd organizują 
członkowie Oddziału Olsztyńskiego pracujący w  trzech Instytucjach Naukowych: Instytucie Rozrodu Zwierząt 
i Badań Żywności Polskiej Akademii Nauk (IRZiBŻ), Wyższej Szkole Pedagogicznej (WSP) oraz Akademii 
Rolniczo-Technicznej (ART).

Powołany Komitet Organizacyjn Zjazdu ukonstytuował się w  następującym składzie: 
prof. dr hab. Jan Głogowski (IRZiBŻ) —  przewodniczący 
prof. dr hab. Elżbieta Kostyra (WSP) —  w-ce przewodnicząca 
dr Maria M łot (WSP) —  sekretarz
prof. zw. dr hab. Jerzy Strzeżek (ART) —  przewodniczący Komitetu Naukowego 
prof. dr hab. Henryk Kostyra (IRZiBŻ) —  w-ce przewodniczący Komitetu Naukowego 
prof. dr hab. Krystyna Żółtkowska (WSP) —  członek 
dr hab. Zofia Luberda-Bieńkowska (ART) —  członek 
dr Władysław Kordan (ART) —  członek
dr Dariusz Hołody (ART) —  członek

Powołano także Komitet Zjazdu w  skład którego wchodzą: wojewoda olsztyński, prezydent Olsztyna oraz 
Rektorzy wyższych uczelni i Dyrektorzy placówek naukowych, mających swoje siedziby na terenie Olsztyna.

Obrady Zjazdu odbywać się będą na terenie Olsztyna-Kortowa, w  obiektach Akademii Rolniczo-Technicznej. 
W domach akademickich, zlokalizowanych na terenie kampusu tej Uczelni istnieje możliwość zalwaterowania 
wszystkich Uczestników a w  stpłówce akademickiej możliwość wyżywienia.
Prof. Jerzy Strzeżek, przewodniczący Komitetu Naukowego, zwrócił się z pismem do wszystkich Oddziałów 
naszego Towarzystwa o zgłaszanie propozycji Sesji Tematycznych. W ramach Zjazdu przewidziane jest 
spotkanie towarzyskie oraz organizacja wycieczek po atrakcyjnych terenach Warmii i Mazur.

Uprzejmie informujemy, że pismo Acta Biochimica 
Polonica jest indeksowane przez C urrent Contents 
(ISI, USA) Biochemistry & Biophysics C itation Index 
(ISI, USA), BIOSIS (USA), Chemical A bstract (Colu­
mbus, USA), C urrent Awareness in Biological Scien­
ces (England), Excerpta M edica (Elsevier, Holland), 
M edline (USA).
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INFORMACJE

BioCentrum Kraków

Badawcze Laboratoria Usługowe 
Uniwersytetu Jagiellońskiego

Szanowni Państwo,

Wychodząc naprzeciw potrzebom krajowego środowiska naukowego oraz biorąc pod uwagę konieczność 
pełniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagielloński utworzył 
Biocentrum-Kraków. Jednostka ta skupia obecnie sześć laboratoriów badawczych Instytutu Biologii 
Molekularnej oraz Wydziału Chemii UJ, które podjęły się pełnić funkcje usługowe oraz szeroko pojęte 
doradztwo metodyczno-naukowe w  zakresie nauk biomolekularnych obejmujących biochemię, biologię 
i chemię strukturalną, biologię komórki i genetykę molekularną. Analiza białek i kwasów nukleinowych 
stanowi serce nowoczesnych badań biomolekularnych i dlatego jest szeroko reprezentowana w  naszej ofercie.

Oferujemy nasze usługi w  zakresie:

• chemii białek (wysokoczułe sekwencjonowanie, analiza am inokwasowa oraz w ysoko­
rozdzielcza spektrometria masowa białek i peptydów, elektroforeza i e lektroblot białek do 
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

• biochemii kwasów nukleinowych (synteza i sekwencjonowanie DNA)
• technik inżynierii genetycznej (konstrukcje i izolacja plazm idów, przygotowanie map 

restrykcyjnych, ekspresja genów, izolacja RNA i DNA, analiza Southern and Northern 
biot)

• cytometrii przepływowej
• mikroskopii konfokalnej

Ponadto posiadamy w  sprzedaży preparaty wysokooczyszczonych proteinaz i ich białkowych inhibitorów.

Szczegółowe informacje znajdziecie Państwo w  Internecie na stronach In­
stytutu Biologii Molekularnej UJ http://www.mol.uj.edu.pl lub udzieli ich:
Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum Kraków, Instytut B iologii Molekularnej UJ, Al. Mickiewicza 3, 31 -120 
Kraków
e-m ail: dub in@ m ol.u j.edu.p l; Fax: ( +  12)633-6907; Tel: ( +  12)634-13-05 wew. 219

Nasze przedsięwzięcie nie jest nastawione na zysk, aie na zapewnienie ciągłej gotowości do pracy 
posiadanych nowoczesnych przyrządów badawczych —  dlatego też nasze ceny są konkurencyjne.
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Prenumerata POSTĘPÓW 
BIOCHEMII rok 1999 
dla nie zrzeszonych w  PTBioch 4 0 ,— zł 
dla członków PTBioch 20, —  zł
dla zakładów i bibliotek 70, —  zł

Składka P.T.Bioch.
za rok 1 999 30, —  zł
studenci 10, —  zł
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Wskazówki 
dla autorów

W ydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
talnik „Postępy Biochem ii”  publikuje prace przeglądowe oma­
wiające bieżące osiągnięcia, koncepcje i kierunki badawcze 
w  dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty 
z historii biochemii, zasady polskiego słownictw a biochem i­
cznego, recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze 
zjazdów, konferencji i szkół, w  których biorą udział członkowie 
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochem ii" 
mogą mieć charakter artykułów  monograficznych (do 20 stron 
tekstu licząc piśm iennictwo i tabele), m inireviews (do 10 stron 
tekstu), oraz krótkich not o najnowszych osiągnięciach i po­
glądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za praw idłowość i ścisłość poda­
wanych informacji oraz poprawność cytowania piśmiennictwa. 
Ujęcie prac w inno być syntetyczne, a przedstawione zagadnienie 
zilustrowane za pomocą tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak­
cje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na rozdziały 
i podrozdziały, których rzeczowe ty tu ły  tworzą spis treści. Zgod­
nie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, podroz­
działy odpow iednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawność 
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczność 
i czytelność. Autorzy przeto w inn i unikać składni obcojęzycznej, 
gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie 
tworzonych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w  pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega 
ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja 
zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowadzenie 
zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też gotowość 
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z ośw iad­
czeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowana 
w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach 
Biochemii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamierza (ją) włączyć 
do swego artykułu ilustracje publikowane przez autorów prac 
cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę 
na przedruk.

Redakcja prosi A u to ró w  o  p rzestrzeg a n ie  n a stęp u ją cy ch  
w sk a zó w ek  sz c z e g ó ło w y c h :

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostronnie 
czcionką wielkości standartowej, z podwójną interlinią, z lewym 
marginesem ok. 4 cm.
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani roz­
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion­
ki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołówkiem  na marginesach 
maszynopisu. W przypadku stosowania w  tekście liter alfabetu 
greckiego trzeba na marginesie wpisać ołówkiem  ich fonetyczne 
brzmienie.

Strona in form acyjna maszynopisu jest nienumerowana, za­
wiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy wraz 
z numerem telefonu zakładów (w  języku polskim i angielskim), 
w  których pracują autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autorów, ty tu ł artykułu 
w  języku polskim i angielskim oraz —  w  prawym dolnym rogu 
—  liczbę tabel, rycin, wzorów i fotografii oraz skrót tytu łu pracy 
(do 25 znaków).

Stron a  1 (ty tu łow a)*zawiera imiona i nazwiska autorów, tytu ł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w  obu językach, ty tu ł naukowy każdego z autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrótów. 
K olejno n u m ero w a n e  d a lsze  s tro n y  obejmują tekst pracy, 
piśm iennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów 
i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśm iennictwa obejmuje prace 
w  kolejności ich cytowania w  tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w  nawiasy kwadratowe, np. [3 ,7 ,9 — 26]. 
Odnośniki bibliograficzne w inny mieć nową uproszczoną formę. 
Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziałów 
z książek jednotom owych (3), rozdziałów z tom ów  serii opraco­
wanej przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z tom ów 
serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys 
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo­
some, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

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

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, N o rth -H o l­
land Amsterdam, str. 1 -77

5. Franks NP, Lieb WR (1981 ) W: Knight CG (red) Research 
Monographs in Cell and Tissue Physiology, t 7. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: Ryciny w inny być gotowe do reprodukcji. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe), pow inny być wykonane na 
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcją można propo­
nować reprodukcję fotografii barwnych. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotn ie większe od przyszłej 
reprodukcji, tj. w  skali 2 :1 . Cyfry i litery służące do opisu rysunku 
pow inny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skróta­
mi. Osie wykresów w inny być opatrzone napisem łatwo zro­
zumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje 
wydawca. Ilustracji nie należy włączać w  tekst maszynopisu, lecz 
odpow iednio ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, 
wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy 
wzoru. Tabele odpow iednio porubrykowane, w inny być opat­
rzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także niezbędnymi 
objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków graficznych można 
umieścić w  podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na 
planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w  postaci 
oddzielnego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem 
pierwszego z autorów i pierwszym słowem tytu łu pracy oraz 
oznaczyć „gó ra -d ó ł" (ołówkiem , na odwrocie). Ze względu na 
wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w  dwu egzemplarzach), w łaściw ie 
zabezpieczone przed uszkodzeniem w  czasie transportu, należy 
przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy B iochem ii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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