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W ykaz stosowanych skrótów: tR N A  transferowy RNA; 
m R N A  — informacyjny RNA ; rR N A  —  ryb osom alny  RNA; 
AH —  zm iana  entalpii; AS —  zm iana  entropii; AG —  zm iana  
energii sw obodnej; T m  —  tem p e ra tu ra  topnien ia  oligomeru; 
D SC  —  różnicow a ka lo ry m etr ia  skaningowa.

I. W stęp

Kwasy rybonukle inow e (RNA) sk ładają  się z k i lku­
dziesięciu do kilku tysięcy nukleotydów . Najmniejsze 
z nich —  transferowe kwasy rybonukle inow e (tRNA) 
zawierają ich p o n ad  70. Kwasy rybonukleinow e, 
w przeciwieństwie do  kw asów  deoksyrybonuk le ino- 
wych (DNA), oprócz  fragm entów  helikalnych (dwu- 
niciowych) zawierają wiele niehelikalnych elementów 
s truk tura lnych . Kwasy rybonukle inow e (tRNA,

1 Dr. 2 doc. d r  hab.; Ins ty tu t  Chemii Bioorganicznej P A N .
N oskow sk iego  12/14, 61-704 P o znań

m R N A , rRNA) biorą  udział we wszystkich procesach 
biologicznych kom órki,  a dla biologicznej funkcji 
is to tna  jest ich s t ru k tu ra  drugo- i trzeciorzędowa [1].

S tosunkow o  ła two określić s truk tu rę  pierwszorzę- 
dow ą RNA, czyli jego sekwencję. Ustalenie  s truktury  
drugorzędow ej jest bardziej złożone. Istnieją zasad­
niczo trzy podejścia do rozwiązania  tego problemu:

1) m etoda  filogenetyczna —  p orów nu jąca  sekwen­
cje wielu homologicznych RNA i p ró b u jąca  okreś­
lić wspólny dla nich schem at oddziaływ ań d ru g o ­
rzędowych

2) m etoda  m ap o w an ia  chemicznego i enzym atycz­
nego —  w ykorzystująca różną  reaktyw ność chemiczną 
i enzym atyczną  fragm entów  jednonic iow ych i dwu- 
niciowych RNA

3) m etoda  przewidywania  pofa łdow ania  RNA. 
O piera  się ona  na założeniu, że termicznie najtrwalsze 
są s truk tu ry  drugorzędow e RN A  o najniższej energii 
swobodnej (AG°). Z nając  u w aru n k o w an ia  określające
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trwałość te rm odynam iczną  fragm entów  helikalnych 
oraz wszystkich niehelikalnych m otyw ów  s t ru k tu ra l ­
nych R N A  możliwe jest przewidzenie s t ruk tu ry  drugo- 
rzędow;ej RN A  o najniższej energii swobodnej.

W sieci internetowej dostępne są dw a p rog ram y  
pozw ala jące  określić s truk tu rę  d rugorzędow ą 
RN A  na podstaw ie  ich sekwencji. Są one umiesz­
czone na  stronie internetowej D. H. T u r n e r ’ a 
(w w w .chem .roches ter .edu /Facu lty /T urne r .h tm l) oraz 
M. Z u c k e r ’ a (w w w .ibc.w ustl .edu/~ z u c k e r / r n a ).

I-1. Definicja struktury drugorzędowej RNA

W R N A  występują oddziaływ ania , k tórych  rzędo- 
wość t ru d n o  jest n ie jednokro tn ie  określić. W celu 
rozróżnien ia  oddziaływ ań drugo-  i trzeciorzędowych, 
sekwencję R N A  należy zapisać na  płaszczyźnie [2]. Po 
połączeniu  paru jących  się zasad liniami m ożna  ok reś­
lić rzędow ość oddziaływań. Jeżeli linie nie przecinają 
się, w R N A  występują jedynie  oddziaływanie  drugo- 
rzędowe, jeżeli n a tom ias t  krzyżują się —  występują 
oddz ia ływ ania  trzeciorzędowe. Jest to definicja o p a r ta  
na m odelu  „przecinających się s t ru n ” (ang. chord 
crossing). Schematycznie przedstawiono to na rycinie 1.

II. M etody oznaczania struktur drugorzędo- 
wych R N A

II-1. Analiza filogenetyczna

Analiza filogenetyczna porów nuje  sekwencje wielu 
hom ologicznych R N A  i p róbuje  określić wspólny dla 
nich szkielet oddziaływ ań drugorzędow ych  [3]. Z a ­
k łada  się, że jeśli w rodzinie hom ologicznych RNA 
pewne fragm enty są ze sobą  k o m plem en ta rne  to 
tw orzą  one s truk tu ry  helikalne. Najlepsze rezultaty 
uzyskuje się, gdy porów nuje  się sekwencje hom olog icz­

nych RN A  różniące się pom iędzy sobą od 20 do 40%  
składu nukleotydow ego, a zmianie sekwencji jednej 
nici potencjalnego fragm entu  helikalnego towarzyszy 
kom plem entarn ie  uzupełniająca zm iana  w sekwencji 
drugiej nici RNA. S truk tu ry  przewidziane na p o d ­
stawie podob ieńs tw a  sekwencji często różnią się od 
rzeczywistych i p row adzą  do zap ro p o n o w an ia  kilku 
s t ru k tu r  a lternatyw nych. W ynika  to stąd, że analiza 
filogenetyczna nie bierze pod uwagę oddziaływań 
innych niż W atsona-C ricka  o raz  wielu elementów 
s truk tu ra lnych  RNA, które  wpływają na trwałość 
term iczną RN A  i decydują o najtrwalszej te rm o d y n a ­
micznie s truk tu rze  RNA. Spośród  istniejących m etod  
analiza  filogenetyczna pozw ala  na najdokładniejsze 
określenie s truk tu ry  drugorzędowej RNA, dotyczy to 
zwłaszcza dużych cząsteczek R N A  takich, jak  16S 
i 23S rR N A  czy rybozym ów  grupy I.

II-2. Metody uwzględniające reaktywność enzy­
matyczną i chemiczną RNA

D rugorzędow ą s tru k tu ra  RN A  może być także 
wyznaczana  m etodam i w ykorzystującymi różnice 
w enzymatycznej i chemicznej reaktywności fragm en­
tów jedno-  i dwuniciowych RNA. M etody  te d o s ta r ­
czają także ograniczonych informacji o trzeciorzędo­
wej s truk tu rze  RN A  i s tanow ią  cenne uzupełnienie 
analizy filogenetycznej.

11-2.1. Enzymatyczna modyfikacja

Większość endonuk leaz  (T l ,  SI) przecina jedno- 
niciowe fragmenty RNA szybciej niż dwuniciowe [4], 
N a  tej obserwacji opiera  się m etoda  enzymatycznego 
m ap o w an ia  s truk tu ry  RNA. W tym celu znakow any  
R NA poddaje  się trawieniu endonuk leazą  w w a ru n ­
kach natywnych i pow-stałe fragmenty RNA analizuje

Ryc. 1. G ra f ic zna  m e to d a  r ozróż n ie n ia  oddz ia ły w ań  dru g o -  i t rzec iorzędow ych  na p rzykładzie  tR N A . Sekwencję tR N A  przedstaw ia  się w formie 
graficznej,  ja k  p o k a z a n o  na  powyższej rycinie. N uk leozydy  oddzia łu jące  (p rzedstaw ione  na  ry sunku  jako kropki)  z sobą  poprzez  
w iązan ia  w o d o ro w e  łączy się liniami. Jeśli linie nie przecinają  się to jest to o ddz ia ływ an ie  d ru g o rz ę d o w e  (Ryc. la), na tom ias t ,  gdy linie się 
krzyżu ją  świadczy to o oddz ia ływ an iach  t rzec io rzędow ych  w R N A  (Ryc. Ib).
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się m etodą  elektroforezy na  żelu po liakry loam idow ym . 
O d  kilku lat szeroko  stosuje się także inną metodę, 
k tó ra  w ykorzystuje  właściwości rybonukleazy  H do 
przecinania  jednon ic iow ego  fragm entu  RN A  na 
3 -końcu dup leksu  R N A /D N A . Pozw ala  to określić 
jednonic iow e fragm enty  występujące w s truk tu rze  b a ­
danego  RNA.

II-2.2. Chemiczna modyfikacja

Analiza s t ru k tu ry  drugorzędow ej R N A  m e to d ą  che­
micznej modyfikacji m oże być p rzep row adzona  d w o ­
m a  sposobam i. P o zw ala ją  one na  odróżnienie  s t ru k tu r  
jednonic iow ych i dw uniciow ych fragm entów  RN A  
przez reagenty użyte do  chemicznej modyfikacji. 
Pierwsza z m e to d  wykorzystuje  zdolność w iązania  się 
n iektórych k a t io n ó w  (P b 2 + , metali ziem rzadkich) 
z f ragm entam i jednonic iow ym i RNA, a następnie  
hydrolizy w iązań fosfodiestrowych [5-7], D ru g a  m e to ­
d a  określan ia  s t ru k tu r  d rugorzędow ych  wykorzystuje 
związki chemiczne (na ogół czynniki alkilujące), k tóre  
specyficznie reagują  z fragm entam i jednoniciow ym i 
R N A  [8, 9], O ddz ia ływ an ia  z kom p lem en ta rn ą  nicią 
ch ron ią  nuk leo tydy  uw ikłane w w iązania  w odorow e 
i dla tego nie ulegają one chemicznej modyfikacji. 
Oznaczenie  miejsca specyficznej modyfikacji nukleoty- 
dów  następuje  poprzez  za trzym anie  biosyntezy D N A  
podczas odw ro tne j  transkrypcji. Zas tosow anie  elek­
troforezy na żelu po liak ry loam idow ym  pozw ala  na 
określenie miejsc modyfikacji RNA.

II-3. Inne metody określania struktury drugorzę­
dowej

O m ów ione  wcześniej m etody  są najpowszechniej 
s tosow ane i n ie jako u k ie runkow ane  na ustalanie s t ru ­
k tu r  d rugorzędow ych  RNA. Istnieje także wiele m etod  
pozwalających określić mniej lub bardziej dokładnie  
s truk tu ry  trzeciorzędowe RNA oraz pewne elementy 
ich oddzia ływ ań drugorzędow ych. N ależą  do nich 
metody: krystalograficzne [10, 11], m agnetycznego 
rezonansu  jąd ro w eg o  (N M R ) [12], fluorescencyjne 
i d ichro izm u kołowego.

III. M etody przewidywania struktur drugo­
rzędowych R N A  oraz wyznaczania para­
metrów term odynam icznych określają­
cych trwałość term iczną R N A

III-I. Metoda graficzna

W 1970 r. T i n o c o  i w s p .  zap roponow ali  graficz­
ną m etodę usta lan ia  s t ru k tu ry  drugorzędowej RN A  na 
podstaw ie znajom ości jego sekwencji (bez uwzględ­
niania  wpływu sąsiadujących ze sobą pa r  zasad) [13, 
14]. Przyjęto wówczas następujące założenia:

1) en talp ia  (AH) oraz  en trop ia  (AS) są niezależne od 
tem pera tu ry  i pow iązane  z energią sw obodną  (AG)

równaniem :

AG = AH-TAS
2) tworzenie s t ruk tu ry  dwuniciowej zachodzi 

w dw óch etapach:
a) tworzenia  pierwszej pary  zasad (ang. initiation),
b) tworzenia  następnych  par  zasad (ang. propaga­

tion)',
3) oba  wym ienione etapy  tw orzenia  dup leksu  sk ła ­

da ją  się na  jego ca łkow itą  energię sw obodną  (AG);
4) najbardziej termicznie s tabilną jest s t ru k tu ra  

o najniższej energii sw obodnej (AG)
5) przejście dupleks -> łańcuch jednon ic iow y za ­

chodzi według schem atu  „zam k a”, tzn. nie m a s tanów  
pośrednich;

6) przyjęto następujące  wartości „ p u n k tó w ”, ok reś ­
lające s tabilność dupleksu  RNA: G -C  (4-2), A -U ( 4  1), 
G -U  (0), s t ruk tu ry  szpilkowe (od -5 do  -7), w ybrzusze­
nia wewnętrzne (od -4 do -7), w ybrzuszenia je d n o s t ro n ­
ne (od -2 do -6).

W artość  jednego  „ p u n k tu ” okreś lono  ja k o  rów ną  
-1.2 kcal/m ol (AG). Z ap ro p o n o w a n y  przez T i n o c o  
model zawierał pewne niedoskonałości,  wynikające 
z zastosow anych  przybliżeń. Najbardzie j  błędnym 
okazało  się założenie, że wartości „ p u n k tó w ” okreś­
lających stabilność dupleksów  R N A  są zawsze takie 
same dla każdej pary  zasad, niezależnie od rodzaju  
nukleo tydów , z k tórym i one sąsiadują.

III-2. Model najbliższego sąsiedztwa

W  roku  1974 B o r e r ,  D e n g l e r  i T i n o c o  
wykazali, że stabilność term iczna dup leksu  RNA zale-

A U C G
U A G C

A AA LA CA GA
U UU AU GU CU
U AU UU CU GU
A UA AA GA CA
C AC UC CC GC
G UG AG GG CG
G AG UG CG GG
C UC AC GC CC

Ryc. 2. W szystk ie  możliwe k o m b in ac je  p a r a m e t ró w  t e rm o d y n a m i­
cznych m od e lu  najb liższego sąs iedztw a dup leksów  RNA. 
N a  „sk rzyżow an iu"  p a r  zasad  zap isanych  p ionow o  i poz io­
m o  o t rzy m u je  się 16 m ożliwych kom binacji .  Pochyłym  
pismem, szarą  czc ionką p r zed s taw io n o  10 możliwych k o m ­
binacji , pozos ta łe  to uk łady  p o w ta rza jące  się.
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ży nie ty lko od długości łańcucha i sk ładu nuk- 
leozydowego, ale przede wszystkim od sekwencji czyli 
najbliższego sąsiedztwa danej pary zasad [15]. S twier­
dzili m ianowicie, że wartości tem p era tu r  topnienia  
pięciu różnych heksam erów  RNA, posiadających po 
dwie pary  G  C i po cztery pary  A • U zawierały się 
pom iędzy -1.3°C i +28 .3°C . U zyskane wyniki d o w o ­
dziły, że is to tna  jest także sekwencja dupleksu  i d latego 
zap roponow ali  model, k tóry  uwzględniał sekwencje 
pary  zasad  znajdującej w najbliższym sąsiedztwie. 
Nazwali go m odelem  najbliższego sąsiedztwa (ang. 
nearest neighbour model).

Sekwencję dow olnego dupleksu  R N A  m ożna  „zapi­
sać” za po m o cą  10 możliwych kombinacji,  bowiem 
każda  p a ra  zasad typu W atsona-C ricka , ze względu na 
swoje otoczenie, tworzy właśnie 10 możliwych u k ła ­
dów (Ryc. 2). Wszystkie pa ram etry  te rm odynam iczne  
(entalpia AH, en trop ia  AS, energia sw o bodna  AG) 
zostały wyznaczone w roku  1986 przez F  r e i e r [16], 
dzięki rozw iązaniu  uk ładu  rów nań  z 12 n iew iadom y­
mi. P a ram e try  te rm odynam iczne  uzyskano w oparc iu  
o wyniki topn ien ia  45 różnych dup leksów  RNA. 
W  osta tn im  czasie rozszerzono zbiór analizow anych  
dup leksów  RN A  do  90 [17]. W p ro w ad zo n o  także 
d o d a tk o w y  p a ra m e tr  te rm odynam iczny  rozróżniający 
dupleksy R N A  mające pary  zasad G -C  i A -U w pozycji 
terminalnej (Tab. 1).

D o obliczenia p a ram e tró w  te rm odynam icznych  
określających trwałość term iczną dupleksu  R N A  (np.: 
energii sw obodnej A G ° dup,eksu) należy uwzględnić cztery 
składniki: p a ra m e tr  związany z inicjacją tworzenia  
dupleksu  ( A G ° inicjacji) ,  p a ram e tr  związany z p ropagac ją  
dupleksu  ( A G ° p r0pagaCji) ,  pa ram e tr  symetrii zależny od 
tego, czy tworzący się dupleks jest sam okom plem en- 
ta rny  czy n iesam okom plem en ta rny  ( A G °symetrii), p a ra ­
m etr  uwzględniający efekt terminalnej pary  A - U

(AG terminalnej pary zasad)- Energia SWObodna (AG dupleksu)

dow olnego  o ligorybonuk leo tydu  jest więc sum ą czte­
rech cząstkow ych energii swobodnych:

A r °  _  A r °  i A r °  i a t  _i_dupleksu ' ' VI inicjacji • ‘ V J propagacji i '  ' ' *  symetrii ~r

i A r
t terminalnej pary zasad

Eksperym enta ln ie  zmierzone wartości entalpii (AH ) 
o raz  entalpii (AS ) służą do obliczenia energii sw o b o d ­
nej dla tem pera tu ry  37°C (AG°37) w oparc iu  o n a ­
s tępującą zależność:

A G  3 7  =  A H  - T A S  =  A H  —  3 1 0 . 1 5 A S

IV. M etody pomiaru parametrów term odyna­
m icznych dupleksów R N A

Istnieją dwie m etody  pozwalające na p om ia r  p a ra ­
m etrów  te rm odynam icznych  RNA:

1) m e toda  op tyczna  (topnienie m o n ito row ane  
zm ianą  właściwości UV dupleksu), ang. U V  melting 
technique

2) m e to d a  ka lo rym etryczna (różnicowa kalorym et-

T a b e la  1.
P a ra m e t ry  t e rm o d y n a m ic z n e  (en trop ia ,  en ta lp ia  i energia  s w o b o d ­
na) określa jące  trw ałość  dup lek só w  R N A  obl iczone  n a  podstaw ie  
m o d e lu  najbliższego sąsiedztwa [17].

Sekwencja A H° 
kcal/mol

A S 0
CU

A G  3 7 

kcal 'mol

AA
U U - 6 . 8 2 -  19.0 - 0 . 9 3

AU
UA - 9 . 3 8 - 2 6 . 7 - 1 . 1 0

UA
AU - 7 . 6 9 - 2 0 . 5 - 1 . 3 3

C A
G U - 1 0 . 4 4 - 2 6 . 9 - 2 . 1 1

C U
QA - 1 0 . 4 8 - 2 7 . 1 - 2 . 0 8

GA

c u
- 1 2 . 4 4 - 3 2 . 5 - 2 . 3 5

Gu
CA

- 1 1 . 4 0 - 2 9 . 5 - 2 . 2 4

C G

Q C
-  10.64 - 2 6 . 7 - 2 . 3 6

Gc
C G - 1 4 . 8 8 - 3 6 . 9 - 3 . 4 2

G G
cc - 1 3 . 3 9 - 3 2 . 7 - 3 . 2 6

Inicjacja 3.61 - 1 . 5 4.09
T e rm in a ln a 3.72 10.5 0.45

p a ra  AU
K o rek c ja  sy­
metrii  (samo-
ko m p lcm en - 0 -  1.4 0.43

tarny)
K orekc ja  sy­
metrii  (nie­

s a m o k o m p le ­
m en ta rny ) 0 0 0

ria skaningowa), ang. differential scanning calorimetry  
(DSC)

IV-1. Metoda topnienia dupleksów

Przejście pomiędzy formą n a ty w n ą  (dwuniciową) 
i zd en a tu ro w an ą  (jednoniciową) dup leksu  RN A  jest 
m on ito ro w an e  przez zm ianę absorpcji  U V  [15-17], 
Zależność zm iany absorbancji  UV i tem p era tu ry  p o ­
miaru  wyznacza tzw. krzywą topn ien ia  dupleksu  (Ryc.
3). Pom ia r  zm iany absorbancji dup leksu  p row adzi się 
przy długości fali 260 nm dla dup leksów  zawierających 
głównie pary A - U  lub przy 280 nm  dla dupleksów' 
zawierających głównie pary G - C ,  a obse rw ow ana  
zm iana  absorbancji jest funkcją tem p era tu ry  i p ro w a ­
dzi do  o trzym ania  tzw. krzywych to p n ien ia  dupleksu 
(Ryc. 3). W niskiej tem peraturze  dw;a k o m p lem en ta rn e  
jednonic iow e oligomery oddzia łu ją  ze sobą  tw orząc 
s truk tu rę  helikalną, wraz ze w zrostem  tem pera tu ry  
następuje  zaburzenie  sił s tabilizujących s t ruk tu rę  heli­
ka lną  (oddziaływań w odorow ych  i warstwowych) 
i rozp la tan ie  się dupleksu prow adzące  do  pow staw ania
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Ryc. 3. K rzyw e top n ien ia  d u p lek s ó w  R N  A: a) przejście n ie k o o p e ra ty w n e ,  b) przejście k o o p e ra ty w n e  (A-stan dw unic iow y, B-stan jednonic iow y) .  
P u n k t  T m  o d p o w ia d a  te m p e ra tu rz e  to p n ien ia  dup leksu .

fragm entów  jednoniciowych. Zerwanie  oddziaływ ań 
w odorow ych  i warstw ow ych fizycznie przejawia się 
przejściem s truk tu ry  dwuniciowej w jednonic iow ą, 
a spek tro skopow o  w zrostem  absorbancji  przy d łu g o ­
ści fałi, dla której d o k o n a n o  p om ia ru  (260 lub 280 nm). 
Rycina 3a pokazuje  typow y profil korelacji a b s o rb a n ­
cji R N A  i tem pera tu ry ,  będący rezulta tem  termicznego 
zaburzenia  s t ruk tu ry  helikalnej i przejścia w stan 
jednoniciowy. D la określonego stężenia dupleksu  tem ­
pera tu rę  dla której oc =  0.5 nazyw a się tem p era tu rą  
topnien ia  (Tm) (ang. melting temperaturę), fizycznie 
oznacza to  tem pera turę ,  w której 50%  dupleksu  ulega 
rozpleceniu. T em p era tu rę  topnien ia  dupleksu dla stę­
żenia 10 “ 4M przyjmuje się ja k o  po rów naw czą  dla 
trwałości termicznej różnych dupleksów  i oznaczaną  
przez T m.

D la  obliczenia wartości entalpii (AH ) ważne jest 
„ustalenie” linii podstaw ow ej krzywej topnienia , gdyż 
może to w istotny sposób  zmienić jej wartość. Z  tego 
też pow o d u  dla uzyskania  pop raw nych  w yników  w aż­
ne jest rozpoczęcie topnien ia  o ligom eru w te m p e ra tu ­
rze 0°C i zakończenie  w 90°C. Pozw ala to uzyskać 
d o b rą  do lną  i gó rną  linię podstaw ow ą, gdyż oligom er 
w pew nym  zakresie niskich i wysokich tem p era tu r  
utrzym uje odpow iedn io  s truk tu rę  podwójnej lub poje­
dynczej nici. T rudnośc i w uzyskaniu  popraw nej w a r to ­
ści AH° m ogą wynikać także z ch a rak te ru  topnien ia  
oligomeru. Jeśli topnienie  przebiega wg m odelu  d w u ­
stanowego, to uzyskuje się zazwyczaj pop raw n e  linie 
podstawowe. Takie  przejście nazyw ane jest k o o p e ra ty ­
wnym  i charak teryzuje  się tym, iż zm iana  absorbancji,  
zw iązana z przejściem ze s tanu  dwuniciowego do 
jednoniciowego, odbyw a się w wąskim zakresie tem ­
p era tu r  (Ryc. 3a). Jeśli jed n ak  topnienie  dupleksu  
przebiega z tworzeniem pewnej populacji s tanów’ 
przejściowych, to przejście zachodzi w znacznie szer­
szym zakresie tem pera tu r ,  a sam a krzywa nie wykazuje 
charak terys tycznego  „ sk o k u ”. Takie  przejście nazyw a­
ne jest n iekoopera tyw nym  (Ryc. 2b).

Tworzenie  dupleksu  z dw óch sam okom plem en ta r -  
nych lub n iesam okom plem entarnych  jednonic iow ych 
oligom erów RN A  jest procesem dwucząsteczkowym ,

co m ożna  obserw ow ać przez liniową zależność te m ­
pera tu ry  topnien ia  (Tm) od stężenia o ligom eru ( In C T) 
(Ryc. 4). Zależność In C x od 1 ,/Tm umożliwia obliczenie 
wartości entalpii (AH ) i entropii  (AS ) dla przejścia 
dupleksu  w s truk tu rę  jednoniciow ą. N a  rycinie 3 n a ­
chylenie prostej jest równe 2.3R/AH, a rzędna jest 
rów na  AS/AH. Są one pow iązane  z energią sw o bodną  
(na ogół ob liczoną dla tem pera tu ry  37 C i oznaczoną  
ja k o  A G °37) i s talą rów now agi (K) nas tępu jącą  zależ­
nością:

AG 37 =  —RTInK =  A H °-T A S °

Z w ykorzystaniem  param etró w  te rm o d y n am icz­
nych m odelu  najbliższego sąsiedztwa [16 ,17] ,  możliwe 
jest obliczenie wszystkich param etró w  te rm o d y n a m i­
cznych oraz tem pera tu ry  topnien ia  dow olnego  sam o- 
k o m plem en ta rnego  lub n iesam okom plem en ta rnego  
dupleksu. Przeciętne rozbieżności pom iędzy p a ra m e t­
rami te rm odynam icznym i przewidywanym i na p o d ­
stawie m odelu  najbliższego sąsiedztwa, a o trzym anym i 
eksperym entaln ie  wynoszą dla entalpii 6.0%, entro-

Ryc. 4. Z a leżność  o d w ro tn o śc i  t e m p e ra tu ry  to p n ien ia  ( l /T m )  od  
ca łkow itego  stężenia o l ig o ry b o n u k le o ty d u  (ln C,). L in iow a 
za leżność świadczy o d w u s ta n o w y m  ch a ra k te rz e  przejścia 
dup leks  <— ► s t ru k tu r a  jednon ic iow ą .  Z za leżności tej o b ­
liczyć m o ż n a  en ta lp ię  (AH ) i en trop ię  (AS ) tego przejścia.
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pii 6.8%, energii sw obodnej 3.2% i tem pera tu ry  to p ­
nienia 1.3 C.

Dla sam o k o m p lem en ta rn eg o  dupleksu  RNA tem ­
pera turę  topn ien ia  T m oblicza się z zależności [13-15]:

Tm( C) =
AH

AS +R In(C t)
273.15

gdzie: C, stężenie o ligom eru obliczone na podstawie 
absorbancji  w tem pera tu rze  80 C (jako formy jedno- 
niciowej).

D la dup leksu  n iesam okom plem en ta rnego  zasada  
obliczania p a ram e tró w  te rm odynam icznych  jest taka  
sama, różni się jedynie  pa ram e trem  dotyczącym  sy­
metrii dupleksu, na tom ias t  przy obliczaniu te m p e ra tu ­
ry topnien ia  uwzględnia się inne stężenie o ligom eru 
(0 /4 ) .

Dla n ie sam okom plem en ta rnego  dupleksu  RN A  te­
m pe ra tu rę  topnien ia  T m oblicza się z zależności 
[13-15]: ^

AH

'•"( n  W 4, 27,15

lV-2. Metoda kalorymetryczna

Do po m ia ru  rów now agi helisa <— > łańcuch jedno- 
niciowy wykorzystuje  się także m etodę różnicowej 
kalorym etrii  skaningowej (ang. dijferential scanning 
calorymetry  —  D S C ) [19], W metodzie  ka lo rym etrycz­
nej dla m o n ito ro w an ia  przejść fazowych mierzy się 
ciepło właściwe związane z przejściem dupleksu w for­
mę jednoniciow ą. Bada się termicznie indukow ane  
przejście endoterm iczne kuwety zawierającej badany  
oligom er względem kuwety  referencyjnej. M ierzona 
jest ilość energii elektrycznej, ja k ą  należy użyć do 
p o d grzan ia  kuwety eksperym entalnej,  aby jej tem ­
p e ra tu ra  była taka  sam a jak  kuwety referencyjnej. 
P ozw ala  to uzyskać krzywą obrazu jącą  zależność 
ciepła właściwego od tem peratury . W przeciwieństwie 
do  om awianej wcześniej m etody  optycznej, pom iar 
w artości AH° m etodą  kalo rym etryczną  jest niezależny 
od na tu ry  przejścia (tj. czy jest ono  koopera tyw ne  czy 
n iekooperatywne). Z p om iaru  kalorym etrycznego  
o trzym ujem y bezpośrednio  w artość  entalpii przejścia. 
P o ró w n an ie  wartości entalpii przejścia o trzym anych  
m e to d ą  op tyczną w oparc iu  o model v an ’t Hoffa 
(AH vll) i entalpii przejścia obliczonej z pom iarów  
ka lo rym etrycznych  (AH cal) pozw ala  ocenić na turę  
przejścia. Jeżeli w artość  A H ał jest mniejsza niż A H cal, 
to należy spodziewać się is totnego udziału s tanów  
pośredn ich  podczas przejścia helisa —► łańcuch jedno- 
niciowy. Jeżeli n a tom ias t  obie wartości AH są sobie 
równe, to należy wnioskować, iż przejście helisa -+ łań ­
cuch  jednonic iow y ma ch arak te r  dw ustanow y. M e to ­
da  różnicowej kalorym etrii  skaningowej m a kilka 
u jem nych stron: do  pom ia rów  po trzeba  ok. 2-3 mg 
o ligom erów  (ok. 50-70 O D 260), jest to 20 razy więcej 
niż do pom iarów  m etodą  optyczną, przy stosow anym

wyższym stężeniu o ligom eru może dochodzić  do  jego 
agregacji, wysokie stężenia oligom erów stosow ane  do 
pom iarów  kalorym etrycznych  znacznie odbiegają  od 
stężeń, w k tórych oligomery występują w uk ładach  
biologicznych.

V. Podsumowanie

Dla biologicznej funkcji kwasów rybonukle inow ych 
w ażna jest ich s t ru k tu ra  pierwszo-, drugo- i trzeciorzę­
dowa. W wielu przypadkach  już  znajom ość s t ruk tu ry  
drugorzędowej pozw ala  powiązać właściwości b io ­
logiczne ze s t ru k tu rą  RNA. Istnieje kilka m etod  wy­
znaczania  s truk tu ry  drugorzędowej, k tóre  z różną 
dokładnośc ią  pozwalają  określić fragmenty helikalne 
i niehelikalne RNA. Najbardziej znane m etody  to 
analiza filogenetyczna, m apow anie  enzym atyczne 
i chemiczne. Również znajom ość  u w aru n k o w ań  d e te r ­
minujących trwałość term odynam iczną  fragm entów  
helikalnych i niehelikalnych RNA pozwala przewi­
dzieć jego pofałdowanie. M eto d a  ta o p a r ta  jest na 
modelu najbliższego sąsiedztwa, według k tórego
0 trwałości term odynam icznej dupleksu RNA decy d u ­
je sekwencja oligomeru, nie tylko sum a par zasad  A-U
1 G -C  w oligomerze. Z ak ład a  się, że s t ru k tu ra  RNA 
o najniższej energii swobodnej (AG) jest s t ru k tu rą  
najtrwalszą i najbardziej zbliżoną do biologicznie 
aktywnej. Potrzebne  pa ram etry  te rm odynam iczne (en­
tropia , entalp ia  i energia sw obodna) zostały obliczone 
na podstawie analizy krzywych topnienia  o ligorybo- 
nukleotydów, obrazujących zmianę absorpcji UV 
RNA w wyniku jego przejścia ze s truk tu ry  dwu- 
niciowej w jednoniciow ą. Należy jednak  pam iętać, że 
równoczesne zastosow anie  kilku metod określan ia  
struk tu ry  drugorzędowej RNA pozwala na uzyskanie 
najlepszych wyników i najdokładniejsze określenie 
s t ruk tu ry  drugorzędowej RNA.
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W ykaz stosowanych skrótów: AG —  zm iana  energii s w o b o d ­
nej; N M R  —  m agnetyczny  rezonans  jądrow y; C D  d ich ­
ro izm  kołowy; Y —  nu k leo tyd  p irym idynowy; R nuk-
leotyd purynow y.

I. W stęp

Kwasy rybonukle inow e zbudow ane  są z po jedyn­
czego łańcucha, k tó ry  fałdując się tworzy oprócz 
fragm entów  helikalnych szereg drugo- i trzeciorzędo­
wych m otyw ów  s truk tura lnych . Najpowszechniej wy-

1 D r ,2 doc. d r  hab.; Ins ty tu t  C hemii Bioorganicznej PA N ,
N oskow sk iego  12/14, 61-705 P o z n a ń

stępującym  w drugorzędow ej s truk tu rze  RNA elem en­
tem s truk tu ry  jest p odw ójna  helisa (dupleks, spirala) 
(ang. double helix), zawierająca najczęściej 6-10 par 
zasad. Najważniejsze niehelikalne m otyw y s tru k tu ra l­
ne w R N A  to: pojedyncze n iesparow ania  (ang. single 
mismatches), wybrzuszenia jed n o s tro n n e  (ang. bulges), 
wybrzuszenia d w ustronne  (ang. internal loops), 5’- i 3’- 
n iesparow ane końce (ang. 3'- and 5 '-dangling ends), 
term inalne n iesparow ania  (ang. terminal mismatches), 
s truk tu ry  szpilkowe (ang. hairpin loops), współosiowe 
oddziaływania warstwowe (ang. coaxial stacking), pseu- 
dowęzły (ang. pseudoknots), wybrzuszenia wieloramien- 
ne (ang. multibranch loops) (Ryc. 1). Wszystkie one 
determinują całkowitą trwałość termiczną RNA [1],
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Poznanie  reguł de term inujących term iczną trwałość 
poszczególnych m otyw ów  struk tu ra lnych  RNA (wpły­
wu ich sekwencji, wielkości, symetrii, sąsiedztwa in­
nych fragm entów  RNA)  pozw ala określić ich wpływ na 
stabilność całego RNA. Term odynam iczn ie  na jtrw al­
sza jest s t ru k tu ra  RNA o najniższej energii swobodnej 
(AG°37), k tó ra  jest sum ą energii swobodnej fragm en­
tów' helikalnych i wszystkich niehelikalnych motywów 
struk tu ra lnych  występujących w7 cząsteczce RNA.

II. Podwójna helisa (spirala) R NA

G łów nym  m otyw em  s truk tu ra lnym  kwasów rybo­
nukleinowych jest podw ójna  helisa, u tw orzona  przez 
k om p lem en ta rn e  pary zasad G -C  i A-U, występująca 
w formie A lub A', z konform acją  cząsteczek rybozy 
-  C3'-endo. P o d w ó jn a  helisa RNA składa się z dwóch 

łańcuchów  polirybonukleotydow 'ych ułożonych anty- 
równolegle względem siebie i skręcających się w p raw o 
w okół wspólnej osi [2], W cząsteczkach RNA helisy 
s tanow ią  p o n ad  50%  wszystkich elem entów struk tu ry  
(dla p o ró w n a n ia  - D N A  występuje prawie wyłącznie 
w formie podwójnej helisy). W iązania  w odorow a i o d ­
działywania  warstw ow e to dw a podstaw ow e oddzia ły­
w ania de term inujące  s truk tu rę  podwójnej helisy. N a  
s tabilność te rm odynam iczną  helisy RNA m a wpływ'jej 
sekwencja.

III. N iesparow ania nukleotydów  

III-l. Pojedyncze niesparowania

Bardzo często w łańcuchach  o ligorybonuk leo tydo- 
wych, naprzeciw  siebie, występują  inne pary  zasad niż 
G  i C lub A i U. Pow sta ją  wtedy wybrzuszenia 
u tw orzone  przez pojedyncze nukleotydy, nazywane 
pojedynczymi n iesparow aniam i (Ryc. 1) (3], W ystę­
powanie  n iesparow ań G -U  i G-A jest szczególnie 
częste w RNA i zostanie om ów ione  poniżej bardziej 
szczegółowo.

Stabilizację dup leksu  pow odują  pojedyncze n iespa­
row ania  G -U  o ra z G -G .  N iesparow anie  C-A p rak tycz­

nie nie ma żadnego wpływu na trwałość termiczną 
dupleksu, a wszystkie pozostałe  wykazują efekt de­
stabilizujący. Wpływ pojedynczych n iesparow ań zale­
ży od sekwencji nuk leo tydów  znajdujących się po obu 
s tronach  niesparowania. Jeśli w obu k o m plem en ta r­
nych łańcuchach na 5’-końcu niesparow ania  znajdują  
się puryny to dupleks jest zawsze bardziej trwały (o ok. 
1.5 kcal mol) niż w przypadkach , gdy są to pirymidyny. 
G dy  zam ykającym i n iesparow anie  są pary zasad G -C  
to efekt zaburzenia  trwałości dupleksu jest mniejszy niż 
dla A-U. Praw idłow ość taką  obserw ow ano  dla kilku 
pojedynczych niesparow ań (U-U, A-A oraz G -G) 
i wydaje się być ogólną dla wszystkich pozostałych 
pojedynczych niesparowań. P o n ad to  dla dupleksów 
zawierających to sam o n iesparow anie  oraz te same 
zam ykające  pary zasad, jego wpływ' na stabilność 
dupleksu zależy od położenia w oligomerze. „P rzesu­
wanie” n iesparow ania  w k ie runku  końca helisy p o w o ­
duje zmniejszenie efektu destabilizacji. Analiza wielu 
sekwencji 16S i 23S r RNA wykazuje, że najczęściej 
występują w' nich te pojedyncze niesparowania , k tóre  
w najmniejszym stopniu  zaburzają  stabilność termicz­
ną dupleksów'. P o n a d to  dla każdego tego typu nie- 
sparow an ia  populac ja  pojedynczych niesparowań, są ­
siadujących od 5' końca z guanozyną, jest w iększa niż 
z cytydyną. Ciekawym  jest także spostrzeżenie, że 
pojedyncze n iesparow ania  oddzielone są najczęściej 
1-2 param i zasad od końców  fragm entów  niehelikal­
nych.

Najczęściej spo tykanym i pojedynczymi n iesparo­
waniami są G -U  i G-A. N a podstawie zebranych wy­
ników eksperym enta lnych  m ożna określić ich wpływ 
na stabilność termiczną dupleksu. S tw ierdzono że:
1) występowanie pojedynczych n iesparow ań G -U  
w pozycji terminalnej dupleksu zwiększa jego trwałość 
od 1.0 do 1.6 kcal mol (odpow iada  to zwiększeniu 
trwałości ja k ą  wnosi do dupleksu para  A-U), n a to ­
miast w pozycji wewnętrznej pary zasad zwiększa 
trwałość dupleksu od 0.6 do 1.9 kcal mol. w zależności 
od otoczenia, w k tó rym  występują [3-5], Spostrzeżenia 
te sugerują, iż o wpływie G -U  na trwałość termiczną 
dupleksu decydują oddzia ływ ania  nie tylko z sąsiadu-
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Ryc. 1. T y p o w e  m o ty w y  s t ru k tu r a ln e  w ys tępu jące  w R N A  na przyk ładzie  f ragm en tu  ludzkiego S R P -R N A B  (ang. Sicjiial R ecoynition  Particie  
R N  AB). N a  rycinie p rzedstaw ia jącej  s t ru k tu rę  S R P -R N A B  strza łkam i w sk azan o  m otyw y  s t ru k tu ra ln e  najczęściej spo ty k a n e  w R N A  
i o m ó w io n e  w pracy.
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jącym i param i zasad, lecz także oddzia ływ ania  wy­
kraczające poza najbliższych sąsiadów G -U  (tzw. 
oddzia ływ ania  dalekiego zasięgu).
2) w pojedynczych n iesparow aniach  G-A [3-6] p o ­
wstałe wybrzuszenia w szerokim zakresie wpływają na 
stabilność term iczną dupleksów  (obserw ow ano de ­
stabilizację wynoszącą nawet 7 kcal/mol). P o n a d to  
jeśli w tym sam ym  dupleksie występują dw a roz­
dzielone pojedyncze n iesparow ania  G-A, to efekt des­
tabilizacji zależy od odległości pomiędzy nimi.

III-2. Tandemowe niesparowania

W RN A  bardzo  często występują dwa n iesparow a­
nia sąsiadujące bezpośrednio  ze sobą, m ów im y wtedy
0 tzw. tandem ow ych  niesparow aniach. M ogą one być 
także rozpa tryw ane  ja k o  symetryczne podw ójne  wy­
brzuszenia, jed n ak  ze względu na ich specyficzność 
pozwolimy sobie om ów ić je osobno. Najbardziej roz­
powszechnione są tandem ow e n iesparow ania  zaw iera­
jące G -U  i G-A.

III-2.1. Tandemowe niesparowania G-U

Szczególnie ciekawe są tandem ow e niesparow ania  
typu G -U . Są one jednym i z najczęściej spo tykanych  
w RNA. Dla określenia ich wpływu na trwałość 
termiczną dupleksu b a d an o  wiele modelowych oligo- 
rybonuk leo tydów  [7-9]. U zyskane wyniki pozwalają  
stwierdzić, że wpływ jaki wywierają tandem ow e nie­
sparow ania  G -U  na trwałość dupleksów  w' dużym  
stopniu  zależy od sekwencji par  sąsiadujących z nie- 
sparow'aniem (tzw. par  zam ykających  niesparowanie). 
Stwierdzono, że tandem ow e n iesparow ania  zawsze 
stabilizują dupleks (A G °37) o 1.0 do  1.9 kcal/m ol i jest 
to niezależne od sekwencji pary zamykających. N a to ­
miast tandem ow e n iesparow ania  [)[• stabilizują lub 
destabilizują dupleks w zależności od sekwencji pary 
zamykającej n iesparowanie. S twierdzono, że S ugc

1 gugc o r a z  u u  g a  destabilizują dupleks o 1.0 do 1.6 
kcal/mol, na tom ias t  cugc  stabilizuje dupleks o 0.04 do
0.7 kcal/mol. Analiza częstotliwości w ystępow ania  
tandem ow ych  n iesparow ań G -U  w 23S i 16S r RNA [7] 
wykazuje, że tandem ow e niesparow ania  [.jC (które 
zawsze stabilizują dupleks RNA)  występują w nich 98 
razy, na tom iast tandem ow e n iesparow ania  ['<9 (które 
na ogół destabilizują dupleks) jedynie 10-krotnie. 
W idm a C D  i 'H  N M R  są p o d o b n e  i nie wyjaśniają 
przyczyn częstotliwości w ystępow ania  tandem ow ych  
n iesparow ań {’̂  i

III-2.2. Tandemowe niesparowania G-A

T andem ow e n iesparow ania  G-A podobn ie  jak  G -U  
są równie częste w RNA.  P odobn ie  jak  poprzednio  
zbadano  wiele modelowych o ligorybonuk leo tydów  
zawierających tandem ow e n iesparow ania  G-A i A-G

[10-14], Pom iary  wskazują, że trwałość dup leksów  
RNA zależy od sekwencji tandem ow ego  n ie sp a ro w a­
nia (A-G lub G-A). Średnia w artość zmiany energii 
swobodnej (A G °37) w yw ołana  przez ag wynosi -0.9 
kcal/mol, a dla (Y( -0.5 kcal mol. Dla p o ró w n an ia  
w artość  A G °37 dla aa jest rów na +  1.6 kcal/mol. Aby 
określić, jak  oddziałuje para  G-A d o k o n a n o  su b ­
stytucji g rup  funkcyjnych biorących udział w p a ro w a ­
niu G-A. Badania  wykazały, że do d a tk o w e  w iązania  
w odorow e powstające w niesparow aniu  GA stab ilizu ­
ją  dupleks RNA o 1.4 kcal mol.

Informacje o s truk tu rze  o l igorybonuk leo tydu  
(G G C G A G C C )2 uzyskano przy pom ocy  różnych te­
chnik dw uw ym iarow ego  N M R  [13], S tw ierdzono, że 
wszystkie n ieterminalne rybozy posiadają  k o n fo rm a ­
cję C3'-endo . na tom ias t wszystkie zasady w ystępują  
w konform acji ant i. Cala  helisa ma formę A. W obrębie  
tandem ow ych  n iesparow ań G-A stw ierdzono wystę­
pow anie  wiązań w odorow ych, w' k tórych  w guanozy- 
nie biorą udział g rupa  am inow a w pozycji 2 i a tom  
azotu  w pozycji 3. N a to m ias t  w adenozynie  w wiązania 
w odorow e zaangażow ana  jest g rupa  am inow a w po zy ­
cji 6 oraz a to m  azotu  w pozycji 7. Bardzo c h a rak te ry s ­
tyczne są oddzia ływ ania  w arstwowe w obrębie  G-A. 
Obserw uje  się silne, międzyłańcuchowe oddzia ływ ania  
G -G  i A-A w obrębie tandem ow ego  n iesparow ania  
a g , a  także słabe w arstwowe między G-A i pa ram i G -C  
sąsiadującymi z niesparowaniem . O becność ta n d e m o ­
wego n iesparow ania  Yg nie wnosi wyraźnych zaburzeń  
w część helikalną trzeciorzędowej s truk tu ry  dup leksu
(G G C G A G C C U

W struk tu rze  (G C G G A C G C ) ,  stw ierdzono istnie­
nie ¡minowych wiązań w odorow ych w obrębie  nie­
sparow an ia  a także brak wyraźnych zmian w s t ru k ­
turze helikalnej o ligorybonuk leo tydu  [14]. S truk tu ry  
(G G C G A G C C ) ,  i (G C G G A C G C ) ,  różnią się z a sa d ­
niczo w obrębie  tandem ow ego  n iesparow ania , p o ­
twierdzając tym sam ym  tezę, iz zam iana  dwóch par 
zam ykających n iesparowanie może mieć radykalny  
wpływ na s truk tu rę  dupleksu poprzez wprow adzenie  
zupełnie nowych oddziaływ ań [14].

P rzep row adzono  też bardziej szczegółowe badan ia  
dotyczące wpływu par  zasad sąsiadujących z ta n ­
dem ow ym  niesparow aniem  G-A na trwałość te rm o ­
dynam iczną  dupleksu. Badania te wykazały zależność 
p o d o b n ą  jak  w p rzypadku  tandem ow ych n iesparow ań 
G -U , tj. różną trwałość w zależności od sekwencji 
za m y k aj ą cej n ies pa r o w a nie.

W oligorybonuk leo tydach  zawierających sekwencje 
X GAY w artość A G (\ -  wybrzuszenia wynosi od -2.9 
do + 2 .0  kcal mol, przy czym wybrzuszenia są n a jb a r ­
dziej stabilne gdy XV to G C  (średnio -2.7 kcal mol), 
a dla XY będących U G  lub CG  wybrzuszenia G A  są 
nieznacznie stabilizujące. G dy zam ykającym i param i 
zasad-XY-są AU. UA lub G U  to obserwuje się de­
stabilizację wybrzuszenia od +0.1 do + 2 .0  kcal mol
[13].

Po przeanalizow aniu  częstotliwości występowania
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tandem ow ych  niesparow ań G-A w 16S i 23S rR N A  
m ożna  zauważyć, iż najczęściej spo tykane  są takie 
aranżacje  tandem ow ych  n iesparow ań GA, k tóre  na j­
bardziej s tabilizują dupleks, na 142 przypadki 123 
stanowiły te, k tóre  wnosiły największy wkład w t rw a­
łość dupleksu.

III-2.3. Inne tandemowe niesparowania

W cząsteczkach RNA najczęściej spo tykane  są t a n ­
dem ow e n iesparow ania  G -A  i G -U , jednakże  nie są 
one jedynym i występującymi. Badania  trwałości te r­
m odynam icznej wielu o ligorybonuk leo tydów  zaw iera­
jących inne tandem ow e n iesparow ania  pozwalają  
w nioskować, iż ich obecność zmienia stabilność d u p ­
leksu od -0.6 do + 2 .3  kcal/m ol [15, 16]. Są to duże 
różnice, zwłaszcza jeśli uśw iadom im y sobie, że dla 
wielu subop tym alnych  s tru k tu r  RNA, zawierających 
p rzyk ładow o 400 nukleo tydów , różnice energii sw o b o ­
dnej (A G °37) m ogą wynosić tylko kilka kcal/m ol [17]. 
U zyskane rezultaty sugerują [15], iż istnieją dwa 
rodzaje  tandem ow ych  n iesparow ań —  pierwsze to 
takie, k tó re  stabilizują dupleks RNA i pos iada ją  silne 
w iązania  w odorow e w obrębie  n iesparow ania . D o  tej 
g rupy  należą n iesparow ania  tandem ow e utw orzone 
przez G-A, A-G, G -U , U -G  i U-U, stabilizują one 
dupleks RNA o -0.1 do -0.6 kcal/mol. Drugi rodzaj 
tandem ow ych  niesparow ań destabilizuje dupleks, nie 
tw orzą  one wiązań w odorow ych  w obrębie  n iesparo ­
wania. D o  tej grupy  należą n iesparow ania  u tw orzone 
przez G -G , C-A, A-A, C-U, U-C, C-C  i A-C.

W przypadku  n iesparow ań stabilizujących dupleks 
tworzenie się wiązań w odorow ych potwierdziły widm a 
'H  N M R  i substytucja  a to m o w a  niektórych grup 
funkcyjnych zasad heterocyklicznych, n a tom ias t  
w p rzypadku  n iesparow ań destabilizujących dupleks, 
nie stw ierdzono  oddziaływ ań poprzez wiązania  w o d o ­
rowe. Z auw ażyć należy, że niektóre  o l igorybonuk- 
leotydy zmieniają trwałość te rm odynam iczną  w zależ­
ności od wartości pH , w której p row adzono  p o m ia r  (w 
s tan d ard o w y ch  pom iarach  w artość pH buforu  wynosi 
7.0). N a  przykład trwałość (C G C C C G C G )2 w pH 5.5 
zm ienia  w artość A A G °37 o -2.5 kcal/mol, a T M wzrasta 
o 12 C w s tosunku  do w arunków  standardow ych .

Eksperym enty  poszerzono także o badan ia  wpływu 
sekwencji zam ykających  tandem ow e n iesparow ania  
na trwałością te rm odynam iczną  dupleksów'. Po prze­
b a d a n iu  wielu o ligorybonuk leo tydów  zawierających 
tandem ow e niesparow ania  s twierdzono, że zarów no  
sekwencje n iesparow ań jak  i pary zasad zam ykających  
n iesparow anie  mają wpływ na jego trwałość. W o p a r ­
ciu o zebrane wyniki u łożono wszystkie tandem ow e 
n iespa row an ia  w „układ okresow y”, w k tó rym  ze­
s taw iono  sekwencje tandem ow ego  n iesparow ania  
z sekwencją zam ykającą  i efektem te rm odynam icznym  
jak i  wywołuje [15, 16]. Dane te wskazują, że stabilność 
tandem ow ych  niesparow ań maleje w następującym  
szeregu:

UG ^  G U  .  G A  .  A G  .  U U CA ^  CU ~  UC CC ~  AC AA
GU  UG ->  AG G A  ^  U l  ^  AC ->  UC =  CU — CC =  CA =  AA

N ato m ias t  wpływ sekwencji zasad zam ykających  t a n ­
dem ow e n iesparow ania  na trwałość te rm odynam iczną  
dupleksów  uk łada  się w następującej kolejności:

5 G ^  5 C ^  5 U 5 ’A
3 ’C ^  3 ‘G  ̂  3 ‘A ->  3 U

IV. 5 ’- i 3’-niesparowane nukleotydy

Często na 3’ i (lub) 5' końcach  fragm entów helikal- 
nych RNA występują n iesparow ane nukleotydy. N a ­
zywa się je 5’-n iesparow anym  końcem  (ang. 5 ’-dangling  
end) lub 3 '-n iesparow anym  końcem  (ang. 3'-dangling  
end) (Ryc. 1). P rzeprow adzone  badan ia  dotyczące ich 
wpływu na trwałość termiczną RN A  [18-20] pozw a la ­
ją  wyciągnąć następujące wnioski:
1) zarów no  5’- jak  i 3’-n iesparow any nukleo tyd  stabili­
zuje trwałość termiczną dupleksu  RNA, efekt s tab iliza­
cyjny, jak i wnosi do  trwałości dupleksu 3’-n iesparow a- 
ny nukleo tyd  jest większy niż ten, k tóry  pow oduje  
5’-niesparow any nukleotyd;
2) wielkość efektu stabilizacji 3’-n iesparow anego nuk- 
leotydu zależy od sekwencji pary  zasad zamykającej 
s truk tu rę  helikalną;
3) 3’-niesparow any nukleo tyd  w dupleksie z a k o ń c z o ­
nym I u X stabilizuje dupleks bardziej niż gdy z a k o ń ­
czony jest I ąX. W przypadku  obydw u dupleksów, gdy 
X jest pu ryną efekt stabilizacji dupleksu jest większy 
niż gdy X jest pirymidyną;
4) w p rzypadku  3’-niesparow anego nuk leo tydu  układ 
l [ x stabilizuje dupleks bardziej niż l £ x. Tuta j także, 
gdy X jest pu ryną  to efekt stabilizacji dupleksu jest 
większy niż gdy X jest pirymidyną;
5) efekt 5’-n iesparow anego końca jest prawie stały dla 
wszystkich dupleksów  RNA i nie zależy od rodzaju  
nukleozydu i od sekwencji zamykającej helisę.

Efekt stabilizacyjny 3’-niesparow anego końca  t łu ­
maczy się tym, iż 3’-n iesparow any nukleotyd znajduje  
się w przestrzeni dok ładn ie  nad przeciwległym ła ń ­
cuchem RNA i przez to  jego oddziaływanie warstw ow e 
jest zbliżone do tego, jakie  występuje w terminalnej 
parze zasad. Brak jest na tom ias t oddziaływań w o d o ­
rowych, dlatego efekt te rm odynam iczny  w noszony  
przez 3’-niesparow any koniec jest mniejszy niż ten, jaki 
wnosi te rm inalna  para  zasad. Inaczej przedstaw ia  się 
sytuacja dla 5’-niesparow anego nukleotydu, bowiem 
nie oddziałuje on w arstw ow o z przeciwległym łań ­
cuchem dupleksu, tym sam ym  efekt te rm odynam iczny  
przez niego w noszony jest o wiele mniejszy.

Analiza różnych RNA sugeruje, iż stabilność w n o ­
szona przez 3’-niesparow any nukleotyd może o d g ry ­
wać ważną rolę w stabilności trzeciorzędowej s t ru k ­
tury RNA. O to  kilka przykładów:
a) 3’-nukleo tydem  w s tosunku  do a n ty k o d o n u  w t R NA 
jest zawsze nukleotyd purynow'y. W s to sunku  do 
minihelisy k o d o n -an ty k o d o n  występuje on  ja k o  
3’-niesparow any nukleotyd. Purynow y 3’-n iesparow a- 
ny nukleo tyd  purynow y bardziej stabilizuje trwałość
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helisy niż p irym idynow y [21].
b) sugeruje się, że supresja am ber  (UAG) może być 
sp o w o d o w an a  efektem 3’-niesparow anego nukleoty- 
du, szczególnie że większa supresja obserw ow ana  jest 
dla U G A R  niż dla U A G Y  (gdzie, Y oznacza nukleo tyd  
pirymidynowy, a R nuk leo tyd  purynowy).
c) efekt 3’-n iesparow anego końca  uwidacznia  się 
w tRN A . W tR N A  12 nuk leo tydów  bezpośrednio  
sąsiaduje z f ragm entam i helikalnymi ram ion  tRNA. 
N a  podstawie s truk tu ry  krystalograficznej s tw ierdzo­
no, że dla 12 p rzypadków  w 7 obserwuje się o d ­
działywania  warstw ow e z sąsiadującymi uk ładam i 
helikalnymi. D o k ła d n a  analiza  tych 7 p rzypadków  
wskazuje, że są one usy tuow ane  ja k o  3’-niesparow ane 
końce i ich wkład w stabilizację fragm entów  helikal- 
nych wynosi ok. 1 kcal/m ol [20],

V. Terminalne niesparowane nukleotydy

G dy 5’- i 3’-n iesparow ane nukleo tydy  znajdują  się 
naprzeciw ko siebie i gdy nie są to pary  G C  lub AU. to 
mów im y wtedy o term inalnych  n iesparow aniach  [4, 
22], W przypadku  term inalnych  n iesparow ań pirymi- 
dyna-p irym idyna  oraz  CA pa ram e try  te rm odynam icz­
ne są sum ą wartości w noszonych przez o b a  3’- i 5’- 
-n iesparow ane nukleotydy. N a to m ias t  dla te rm ina l­
nych n iesparow ań p u ry n a -p u ry n a  te oddzia ływ ania  są 
mniejsze. Nie m a term odynam icznych  d ow odów  na 
oddziaływanie zasad w pozycji term inalnych n iesparo­
wań, wyjątkiem jest G U , gdzie obserw ow any efekt jest 
większy niż w ynikałoby to z sumy efektów 5’- i 3’- 
-n iesparow anych  nukleo tydów . Badania  wykazały, że 
te rm inalna  para  G U  w zm acnia  trwałość dupleksu 
RNA o 1.4 do 2.3 kcal/mol, co od p o w iad a  efektowi 
pary  AU i jest to oko ło  1 kcal/m ol mniej niż dla 
pary  GC.

VI. Terminalna para zasad

M odel najbliższego sąsiedztwa zakłada, że stab il­
ność term iczna wewnętrznych i term inalnych par  
zasad w dupleksie jest tak a  sama. Wcześniej sądzono, 
iż te rm inalna  pa ra  zasad jest mniej stabilna niż we­
w nętrzna, co t łum aczono  ekspozycją wiązań w o d o ­
rowych do  wody otaczającej o ligom er [23], J a k k o l­
wiek P a p a n i c o l a o u  i w s p .  nieco później suge­
rowali, że jest to teoria niesłuszna [24],

P o w tó rn a  analiza pa ram e tró w  te rm odynam icznych  
dla 90 różnych o l igorybonuk leo tydów  wykazała, że 
najlepszą zgodność  danych  eksperym enta lnych  i teo re­
tycznych uzyskuje się dla modelu, w k tó rym  przyjmuje 
się, że te rm ina lna  para  AU destabilizuje dupleks RNA 
o + 0 .45  kcal/m ol [25], Z tego też pow odu  w p a ra ­
grafie om aw iającym  model najbliższego sąsiedztwa 
odliczając wartości entalpii, entropii i energii sw o b o d ­
nej d o d a n o  p a ram e tr  uwzględniający sekwencje te r ­
minalnej pary zasad.

VII. Stabilność podwójnej helisy zawierającej 
wybrzuszenia

W ybrzuszenia  (pętle, ang. loops) są regionam i niepa- 
rujących się nuk leo tydów  ograniczonych przez je d n ą  
lub więcej helis [ 1 ]. Istnieją cztery rodzaje  wybrzuszeń: 
wybrzuszenia jed n o s tro n n e  (ang. bulge loop), w y b rzu ­
szenia dw ustronne  (wewnętrzne) (ang. infernal loop), 
s truk tu ry  szpilki (ang. hairpin loop), w ybrzuszenia  
rozgałęzione (ang. multibranched loop, junction).

W ybrzuszenia  występują głównie w RNA, cząstecz­
ka D N A  jest zasadniczo podw ójną  helisą i jedynie  
sporadycznie  tworzy s truk tu ry  wybrzuszone. O k r e ­
ślenia efektów te rm odynam icznych  wywołanych przez 
wybrzuszenie (np.: A G °37 wybrzuszenia) d o konu je  się przez 
pom iar  param etró w  te rm odynam icznych  oligorybo- 
nuk leo tydu  zawierającego wybrzuszenie i odjęciu od 
nich pa ram e tró w  term odynam icznych  zm ierzonych 
dla o ligorybonuk leo tydu  bez wybrzuszeń oraz  uwzglę­
dnieniu param etró w  te rm odynam icznych  m odelu  n a j­
bliższego sąsiedztwa, k tóre  zostały zaburzone  przez 
obecność wybrzuszenia. N a  przykład:

. A .
ą / ^ 0 _____ A r O  /G C G ’ ’G C G \
Z A C J 3 7  w y b rz u sz e n ia  A  —  Z A C J 3 7 t c G C  CGC )  ~

— A G ° 37 ( c g c c g c )  + A G ° 37 ( c c )

VII-1. Wybrzuszenia jednostronne

W ybrzuszenia  jed n o s tro n n e  pow sta ją  wtedy, gdy 
niesparow ane nukleo tydy  znajdują  się tylko w jednym  
łańcuchu  podójnej helisy (Ryc. 1). W na tu ra lnych  RNA 
najczęstszym przypadkiem  wybrzuszenia je d n o s t ro n ­
nego jest takie, k tóre  zawiera tylko jeden  nukleotyd 
i jest to najczęściej adenozyna. Sądzi się, iż fakt ten jest 
ważny dla oddziaływ ania RNA z białkami oraz tw o ­
rzenia s truk tu ry  przestrzennej RNA. Chem iczna  m o ­
dyfikacja cząsteczek RNA sugeruje, że s t ru k tu ra  wy­
brzuszenia jedno s tro n n eg o  może być zależna od sek­
wencji zam ykających  par  zasad [26], B adan ia  N M R  
wskazują, że gdy w ybrzuszonym  nukleo tydem  jest 
adenozyna  to interkaluje ona  z helisą RNA (ang. 
bulge-in), na tom ias t  dla wybrzuszeń tw orzonych przez 
C i U nukleotyd istnieje poza s truk tu rą  helikalną (ang. 
bulge-out).

Badania  wielu modelowych o ligorybonuk leo tydów  
[27] pozwoliło sform ułować prawidłowości, k tóre  
określają  wpływ sekwencji, wielkości wybrzuszenia 
oraz par  zasad sąsiadujących z wybrzuszeniem na 
trwałość dupleksu RNA. Stwierdzono, że:
1) wszystkie wybrzuszenia jed n o s tro n n e  destabilizują 

dupleks;
2) wybrzuszenia A i U zawierające taką  samą ilość 

nuk leo tydów  destabilizują dupleks RN A  w p o d o b ­
nym stopniu;

3) wybrzuszenia A 3 mniej destabilizują dupleks, gdy
G C G  CG C

sekwencją fragm entu  helikalnego jest c c c  niż g c g . 

Dla wybrzuszeń A i A 2 nie ma to dużego znaczenia,
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ale d la  A 3 jest korzystniej wtedy, gdy jest ono 
u lokow ane  pom iędzy G (A 3)G niż C (A 3)C. Różnica 
energii swobodnej wynosi około  2 kcal/mol;

4) oddz ia ływ ania  dalszego zasięgu niż z najbliższym 
sąsiadem  m ogą mieć wpływ na  trwałość te rm o ­
dynam iczną  dupleksu  zawierającego wybrzuszenie. 
Dla przykładu, wybrzuszenia  w G C G A nG C C A  
destabilizują  dupleks o 2 kcal/m ol bardziej niż w 
G C G A nG U C A . Z m iany  dw óch par  zasad nie sąsia­
du jących  bezpośrednio  z wybrzuszeniem wywołują 
is to tną  zm ianę w trwałości termicznej dupleksu.

5) dłuższe w ybrzuszenia nuk leo tydow e nie zawsze 
destabilizują  dupleks bardziej niż wybrzuszenia 
krótsze;

6) w ybrzuszenia  wywołują „zgięcie” s truk tu ry  dup lek ­
su RNA;

7) w ybrzuszenia  pow o d u ją  zmniejszenie oddziaływ ań 
w arstw ow ych w dupleksie.

VII-2. Wybrzuszenia dwustronne (wewnętrzne)

W ybrzuszenia  d w us tronne  pow sta ją  wtedy, gdy 
p o d w ó jn a  helisa jest p rzerw ana  przez nukleo tydy  
znajdujące  się naprzeciw' siebie w równoległych łań ­
cuchach  i nie tworzące pary  W atsona-C ricka  (Ryc. 1). 
O  wielkości wybrzuszenia dw ustronnego  informuje 
ogó lna  liczba nuk leo tydów  w wybrzuszeniu. W yb rzu ­
szenia są symetryczne, gdy liczba n iesparow anych  
n u k leo tydów  jest taka  sam a w obu  łańcuchach, a niesy­
m etryczne gdy liczba ta  jest różna. O so b n ą  grupę 
d w u s tronnych  w ewnętrznych wybrzuszeń s tanow ią 
p rzypadki,  gdy w dupleksie naprzeciw siebie m am y 
jedynie  po jednym  n iesparow anym  nukleotydzie  (poje­
dyncze niesparowania).

N a  podstaw ie pom iarów  dotyczących te rm o d y n a ­
micznej stabilności dupleksów  RNA zawierających 
d w u s tro n n e  wewnętrzne wybrzuszenia m ożna  wyciąg­
nąć następujące  wnioski [28-30]:
1) wewnętrzne wybrzuszenia destabilizują dupleks;
2) sym etryczne wybrzuszenia  destabilizują dupleks 

mniej niż asymetryczne. Różnica w destabilizacji 
wywołanej przez asymetryczne i symetryczne wy­
brzuszenia  zależy od sekwencji wybrzuszenia i od 
sekwencji fragm entów  helikalnych zam ykających 
wybrzuszenie. Różnice te wynoszą ok. 0.9 kcal/mol. 
Analiza  częstotliwości występow ania  d w u s t ro n ­
nych wewnętrznych wybrzuszeń w 16S i 23S rR N A  
potw ierdza, że dw ustronne  wybrzuszenia mniej 
destabilizujące dupleks występują częściej;

3) s tabilność term iczna wybrzuszenia nie zależy 
w prosty  sposób  od wielkości wybrzuszenia ani 
oddz ia ływ ań w arstw ow ych z pierwszą parą  zasad 
tw orzącą  dupleks.

VII-3. Wybrzuszenia szpilkowe

S tru k tu ry  szpilkowe pow stają  wtedy, gdy łańcuch 
kw asu  nukleinowego „zwinie się z p o w ro te m ” i u tw o ­

rzy dupleks, pozostaw iając n iesparow ane nukleotydy 
w pętli (Ryc. 1). Proces tworzenia  się s tru k tu r  szpil­
kowych jest procesem jednocząsteczkowym .

Param etry  te rm odynam iczne  s tru k tu r  szpilkowych 
określa się podobn ie  jak  dla s tru k tu r  dwuniciowych 
om ów ionych  wcześniej. Przejścia fazowe w s t ru k tu ­
rach szpilkowych są bardzo  koopera tyw ne, co um oż­
liwia w sposób  prosty  ustalenie linii podstawowej, a T m 
nie zależy od stężenia o ligorybonukleotydów .

N a  podstawie dostępnych  danych te rm odynam icz­
nych [31-34], dotyczących trwałości s tru k tu r  szpil­
kowych, m ożna  wyciągnąć następujące wnioski:
1) energia sw obodna  tworzenia  się pętli w s trukturze 

szpilkowej jest zawsze n iekorzystna  (A G °37 pętH 
dodatnie);

2) dla RNA najkorzystniejszymi s t ruk tu ram i szpil­
kowymi, tzn. pow odującym i najmniejszą destabili­
zację są pętle składające się z 4-6 nukleotydów;

3) trwałość s tru k tu r  szpilkowych zależy od: wielkości 
i sekwencji pętli, sekwencji pa r  zasad sąsiadujących 
z pętlą, sekwencji pa r  zasad zamykającej dupleks, 
sekwencji i długości dupleksu budującego trzon 
(fragment helikalny) s truk tu ry  szpilkowej. 

S truk tu ry  szpilkowe spo tykane  są bardzo  często
w na tu ra lnych  RNA. N a  przykład, blisko 70% całego 
RN A  w 16S rR N A  z E. coli występuje w formie małych 
s t ru k tu r  szpilkowych, w których  dla 85%  parą  zam y­
kającą trzon jest G -C  lub C -G  [34], B adania  te rm o ­
dynam iczne s truk tu ry  szpilki o sekwencji G G X AUA- 
A U A YCC, gdzie X i Y były odpow iednio  parami: C G , 
G C , AU, UA, G U , U G  [32-34] umożliwiają p o ró w ­
nanie energii swobodnej tworzenia  pętli (A G °37 pętii). 
O trzym ane  dla sześciu s t ru k tu r  szpilkowych wyniki 
pozw alają  stwierdzić, że:
1) stabilność s t ruk tu ry  szpilkowej zależy od pary 

zamykającej trzon;
2) s truk tu ry  szpilkowe należy podzielić na dw a ro ­

dzaje:
a) s truk tu ry  szpilkowe, w których dupleks zam ykają  
pary G C, C G  lub G U  i energia sw obodna  (A G °37) 
tworzenia  się pętli wynosi średnio 3.4 kcal/mol;
b) s truk tu ry  szpilkowe, w k tórych dupleks zam ykają  
pary AU, UA lub U G  i energia sw obodna  (A G °37) 
tworzenia  się pętli wynosi średnio 4.6 kcal/mol.

W ytłum aczeniem  różnicy w energii swobodnej tw o ­
rzenia się pętli s tru k tu r  szpilkowych wymienionych 
powyżej może być występowanie doda tkow ego  w ią­
zania w odorow ego  dla s t ru k tu r  szpilkowych, w k tó ­
rych trzon szpilki zam knię ty  jest przez pary G-C, 
C -G  i G-U.

VII-3.1. Wybrzuszenia szpilkowe zawierające 
czteronukleotydowe pętle

M eto d a  filogenetyczna o p a r ta  na analizie sekwen­
cyjnej p row adzi do  pow stan ia  d rugorzędow ych s t ru k ­
tu r  rR N A , w których  bardzo  często występują s t ru k ­
tury szpilkowe zawierające cz teronukleo tydow e pętle
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[34]. S tanow ią  one 55%  wszystkich s tru k tu r  szpil­
kowych występujących w rRN A . D ru g a  najczęściej 
sp o tykana  rodz ina  s t ru k tu r  szpilkowych zawiera pię- 
c ionuk leo tydow ą pętlę i stanowi 13% całej populacji. 
D la  23S rR N A  czteronuk leo tydow e pętle stanowią 
38% , a pętle p ięcionukleo tydow e 24%  całej populacji 
s t ru k tu r  szpilkowych.

C z te ronuk leo tydow e pętle typu  G N R A  i U N C G  
(gdzie N  =  A, C, G  lub U, a R =  A lub G) są często 
spo tykane  w s t ru k tu rach  szpilkowych 16S i 23S rRN A  
[34], P rzypuszczano, że je d n ą  z przyczyn częstego ich 
występow ania  może być ich trwałość termiczna, d la te­
go p rzeb ad an o  wiele s t ru k tu r  szpilkowych należących 
do tej rodziny. Z  analizy danych  [31] wynika, że pętla 
U U C G  jest najbardziej s tab ilna  z badanych , energia 
sw obodna  pętli (A G °37 pętii) wynosi +  1 kcal/mol. D ru ­
gą pod  względem stabilności jest U A C G , dla której 
A G °37 pętu jest rów ne + 1 .6  kcal/mol. Przypomnijmy, 
że dla innych s tru k tu r  szpilkowych, energia sw obodna 
pętli (A G °37 pętii) zaw ar ta  jest pom iędzy  + 3 .4  i + 4 .6  
kcal/mol. D ane  te dem onstru ją ,  iż dla pętli czteronuk- 
leotydowych is to tna  jest sekwencja wybrzuszenia oraz 
sekwencja p a r  zasad  zam ykających  trzon  s truktury  
szpilkowej. I tak na  przyk ład  zamknięcie trzonu  szpilki 
pa rą  C-G  zam iast G -C  zwiększa trw ałość (AG°37 pętu) 
o 1.9 kcal/mol.

Przyjmuje się, że pętle cz teronuk leo tydow e mogą 
te rm odynam icznie  stabilizować s truk tu rę  szpilkową 
(dane eksperym enta lne  wykazują, że A A G °37 pętii wy­
nosi około  -2.5 kcal/mol) oraz  być ważne dla o d ­
działywań z innymi fagm entam i rR N A  lub innymi 
b iom olekułam i i wywoływać zm iany  w oligomerze, 
w k tó rym  się znajdują.

VII. Podsum owanie

K w asy rybonukle inow e, w przeciwieństwie do kw a­
sów deoksynukleinow ych, oprócz  fragm entów  helikal- 
nych zawierają wiele fragm entów  niehelikalnych (tzw. 
m otyw y s truk tu ra lne  RNA). W szystkie one de te rm inu­
ją  d rugorzędow ą i trzeciorzędow ą struk tu rę  RNA. 
Najważniejsze niehelikalne motyw y s truk tu ra lne  RNA 
to: pojedyncze n iesparow ania , wybrzuszenia jed n o ­
stronne, wybrzuszenia dw ustronne , 5’- i 3’- niesparo- 
w ane końce, term inalne  n iesparow ania  par zasad, 
s truk tu ry  szpilkowe, współosiowe oddziaływ ania  w ar­
stwowe, pseudowęzly, w ybrzuszenia wieloramienne. 
Wszystkie one wpływają na trwałość te rm odynam icz­
ną dupleksów  RNA, w k tórych  się znajdują. Pozwala 
to określić ogólne ilościowe zależności determinujące 
trwałość te rm odynam iczną  RNA. U zyskane p a ram et­
ry te rm odynam iczne  (entropia, en ta lp ia  i energia swo­
bodna) zostały włączone do tzw. p rog ram u  Z u c - 
k e r ’ a służącego do przew idyw ania  pofałdowania 
dużych cząsteczek RNA. N a  podstaw ie  pom iarów 
stwierdzono, że: (i) większość m otyw ów  s truk tu ra l­
nych RN A  destabilizuje helisę, w której się znajduje, (ii) 
wielkość efektu destabilizującego w ywołanego przez

m otyw y s truk tu ra lne  RNA zależy od sekwencji i d łu ­
gości n iesparow ania  lub wybrzuszenia, sekwencji 
i orientacji par  zasad sąsiadujących z n iesparow aniem  
lub wybrzuszeniem, położenia n iesparow ania  lub  w y­
brzuszenia w dupleksie RNA, (iii) w n a tu ra lnych  R N A  
występują przeważnie takie rodzaje m otyw ów  s t ru k ­
turalnych, k tóre  spośród możliwych w najmniejszym 
stopniu  destabilizują RNA.
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W ykaz stosowanych skrótów: LS —  sekwencja liderowa; FS
-  z m ian a  ram ki odczytu; gR N A  g en om ow a nić RN A  

wirusów; sgR N A  —  su bg en o m o w a  nić R N A  wirusów; SG P
— sub gen om o w y  p ro m oto r ;  V Pg białko kowalencyjnie 

p rzy łączone  do genom ow ego  RNA; e lF  — eukario tyczne  
czynniki inicjacyjne; G U S  — p-g lukurunidaza; BM V —  wi­
rus m oza ik i stokłosy; T Y M V  —  wirus żółtej m ozaiki rzepy; 
A M V  — wirus mozaik i lucerny; T M V  wirus m ozaiki 
ty ton iu ;  TRV —  wirus kędzierzawki tytoniu; TEV —  wirus 
cę tkow anej p lamistości tytoniu.

I. W stęp

W irusy roślinne o genomie (4- )RNA, będącym m a t ­
rycą w procesie translacji, rozwinęły mechanizm y

1 M g r , 2 3 prof. d r hab. Z ak ład  Biochemii D rob no us tro jów ,
In s ty tu t  Biochemii i Biofizyki P A N  ul. Pawińskiego 5A.
02-106 W arszaw a e mail: dankahup« ibbrain.ibb.waw.pl

zarów n o  na p o z io m ie  tran sk ryp cji, jak  i tran slacji, 
u m o żliw ia ją ce  sy n tezę  produktów  n iezbędnych  w cyk lu  
ży c io w y m  tych  p atogenów  [ 1 ] ,  G en o m o w y  R N A  
(g R N A ) wirusów koduje  obok  białek niezbędnych 
w jego replikacji białka tw orzące wiriony. biorące 
udział w' rozprzestrzenianiu  się wirusów' w' roślinie, 
białka oddziałujące z w ektorem  i gospodarzem . P o ­
nad to  genom  zawiera sekwencje kontro lu jące  roz­
poczęcie replikacji, translacji i m odulu jące  ekspresję 
genów'. M im o s to sunkow o  prostej organizacji geno­
mów' w irusów proces ich ekspresji jest złożony. W pły­
wa na  to wiele czynników, takich jak: ogran iczona 
wielkość genom u, co pociąga za sobą ścisłe u p a k o w a ­
nie poszczególnych ramek odczytu, a często ich wzaje­
mne n ak ładan ie  się, zależność syntezy białek w iruso­
wych od ap a ra tu  translacyjnego gospodarza , s t ru k tu ra  
d rugorzędow a  i trzeciorzędowa RNA.
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II. Struktury R N A  wpływające na ekspresję 
genomu wirusowego

D la przedstaw ienia  m echan izm ów  ekspresji geno­
m ów  ( +  ) RN A  wirusów konieczne jest omówienie 
znaczenia przestrzennej s truk tu ry  RNA. Znaczenie 
pewnych sekwencji RNA, choćby kon teks t  zasad w o­
kół k o d o n u  inicja torowego, czy sygnały decydujące
0 poliadenylacji znane  były od daw na, na tom ias t 
wpływ drugo- i trzeciorzędowych s t ru k tu r  RNA na 
ekspresję genów stał się p rzedm iotem  intensywnych 
b ad ań  dop iero  w ciągu osta tn ich  lat [2], W iadom o, że 
odpow iednie  s truk tu ry  przestrzenne genom ow ego 
R N A  umożliwiające oddziaływanie  z b iałkam i wirusa
1 gospodarza , kon tro lu ją  przebieg cyklu życiowego 
wirusa, je d n y m  z dobrze  już  poznanych  zjawisk jest 
spowalnianie  procesów translacji przez s truk tu ry  pnia 
i pętli (ang. steru and loop). W tej pracy ograniczym y się 
do  k ró tk iego  przedstaw ienia  roli tych e lem entów prze­
strzennych, k tó rym  osta tn io  przypisuje się największe 
znaczenie, to jest s truk tu rze  pseudowęzła  i s trukturze 
przypom inającej tR N A  (ang. tR N A -l ike )  [3],

S tru k tu ra  pseudowęzła przedstaw iona  jest na ryci­
nie 1. S truk tu ry  takie wpływają za rów no  na replikację 
ja k  i translację wirusów [3], Pseudowęzły oddziaływu- 
ją  na translację zarów no  na etapie inicjacji, regulując 
jej wydajność, jak  również na etapie elongacji s tym ulu­
jąc  zmianę fazy ram ki odczytu  (ang . frameshift-FS) czy  
odczytywanie  k o d o n ó w  terminujących.

W ystępow anie  s truk tu ry  przypom inającej tRNA, 
zlokalizowanej po raz pierwszy w regionie 3’ nie 
ulegającym translacji u wirusa żółtej mozaiki rzepy 
(ang. turnip yellow mosaic virus —  T Y M  V) ja k o  tzw. 3’ 
U T R (an g .  3'-untranslated region). P o czą tkow o  uw aża­
no, że wpływ s truk tu ry  “tR N A - l i k e ” sprow adza  się 
jedynie do  stabilizacji RNA, ale prace g rupy  S k u z ę -

• G
• C
• C
• U
• A
• C
• A
• U
• A
• U

U

Ryc. 1. Schem atyczne  p rzedstaw ien ie  s t ru k tu ry  p s e u d o ­
węzła o raz  tR N A -p o d o b n e j  s t ru k tu ry  obecnej  na 
3’-k o ń cu  wirusa T M V . A: d ru g o rz ę d o w a  s t r u k ­
tu ra  pseudowęzła;  SI — pień 1; LI —  pętla  1; S2 

A —  pień 2; L2 —  pętla  2; o raz  —  schem at
C t rzeciorzędowej s t ru k tu ry  pseudow ęzła .  B —  m o ­

żl iwa t R N A  — p o d o b n a  s t ru k tu r a  3' k o ń c a  R N A  
wirusa T M V .

s k i ’ e g o wykazały, że am inoacylacja  końca  3’ wpły­
wa na ekspresję genom u [4],

Poniew aż replikacja wirusa zaczyna się od końca  3" 
sugerow ano, że s t ru k tu ra  p rzypom inająca  tR N A  może 
odgryw ać rolę w syntezie ujemnej nici RNA. P o tw ie r­
dziły to badan ia  in vitro replikacji RNA T Y M V , które 
wykazały, że jej b rak  prowadził do  zmniejszenia wy­
dajności syntezy po tom nych  nici RN A  o 50%  [5], 
W ystępowanie  s truk tu ry  przypom inającej tR N A  ro ­
dzaju s t ru k tu r  w regionach 3’ U T R  genom ów  stwier­
dzono  również u wielu innych wirusów, między innymi 
u wirusa mozaiki ty toniu  (ang. tobacco mosaic virus 

T M V ) [6], Dlaczego i jak  elementy te s tym ulują  
translację nie w iadom o, ale izolacja z rośliny białka 
102 kD a, specyficznie wiążącego się do regionów  5’ i 3’ 
wirusowego RNA i wykazanie, że inak tyw acja  tego 
białka w układzie in vitro przez swoiste przeciwciała 
ham uje  translację, sugeruje iż 3’ U T R  zawierające 
struk tu rę  tR N A  p o d o b n ą  kontro lu je  również t ran s la ­
cję [7]. Jednakże  u wielu wirusów np. u wirusa mozaiki 
stokłosy (ang. brome mosaic virus —  B M V )  s truk tu ry  
występujące na końcu 3’ wpływają głównie na rep lika­
cję a nie na translację [8],

III. Regulacja ekspresji genomu

Proces ekspresji genom ów  wirusowych podlega re­
gulacji na etapie transkrypcji, a także pos t transkryp-  
cyjnie, czyli na poziomie translacji i ten właśnie e tap  
odgryw a dom inu jącą  rolę w regulacji ekspresji geno­
m u ( +  ) RNA wirusów.

III-I. Regulacja transkrypcyjna

Typow ym  przykładem  regulacji ekspresji genów 
RN A  wirusów na poziomie transkrypcji jest synteza
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subgenom ow ych RNA. Subgenom ow e RNA (sgRNA) 
pow sta ją  w wyniku wewnętrznej inicjacji transkrypcji 
na ( —) nici RNA. sgR N A  koduje  3’ p roksym alne  geny 
polic istronow ego wirusowego RNA. T ranslac ja  e u k a ­
riotycznych m R N A  rozpoczyna się zwykle od pierw­
szego 5’ końca  in icja torowego k o d o n u  A U G . W poli- 
c is tronow ym  m R N A  odczyt o tw artych  ram ek odczytu 
(ORF), leżących w rejonie 3’ w ym aga więc istnienia 
swoistych mechanizm ów. Jednym  z nich jest tworzenie 
sgRN A  co „przybliża” dystalne ram ki do końca  5’, 
uła tw iając ich translację.

Pow staw anie  sgR N A  stw ierdzono u przedstawicieli 
kilku supergrup  wirusów (alpha-, carm o- i sobemo-) 
o znacznie różniącej się organizacji genom u i m echan i­
zmach ekspresji. W yniki badań  p row adzonych  za ró w ­
no in vitro jak  i in vivo wskazują, że sgR N A  jest 
syntetyzow ane pod  kon tro lą  wewnętrznych p ro m o to ­
rów przez wirusowe polim erazy RNA zależne od RNA, 
tzw. replikazy (RdRp).

P ro m o to r  sgR N A  (SGP) zwykle występuje w tzw. 
regionie m iędzycis tronow ym  (ang. intercistronic region 
—  IR),  ale zdarza  się również, że inicjacja t ra n sk ry p ­
cji zachodzi w 3’-term inalnym  regionie genu po p rze ­
dzającego IR. Po rów nan ie  sekwencji nukleotydowej 
końców  5' gR N A  z sgRNA, p rzeprow adzone  dla 
wielu wirusów w ykazało  występowanie  regionów h o ­
m ologicznych sięgających od paru  do k ilkunas tu  za ­
sad [9], Z achow aw czość  sekwencji, zwłaszcza p ierw­
szego nuk leo tydu  końca  5’ sgRNA, m a zasadnicze 
znaczenie [10].

Intesywne bad an ia  p row adzone  nad wirusem m o ­
zaiki lucerny (ang. alfalfa mosaic virus A MV )  i BMV 
[11, 12] doprow adziły  do  stwierdzenia, że w S G P  
wyróżnić m ożna  dwie dom eny  tzw. core promoter 

najmniejszy region umożliwiający rozpoczęcie 
transkrypcji sgRN A  — oraz tzw. regiony w zm ac­
niające (ang. — enhancer), k tóre  wpływają na zwięk­
szenie wydajności transkrypcji.

S G P  obejmuje średnio około  150 nt, a przeniesienie 
tego regionu w inne miejsce genom u inicjuje syntezę 
sgR N A  [11], Jak  już  wcześniej w spom niano , genom o- 
we i subgenom ow e RNA syntetyzowane są na  tej samej 
matrycy, ujemnej nici RNA. Również s t ru k tu ra  k o ń ­
ców 3’ ob u  RNA jest taka  sama. Jeśli genom ow e RNA 
zakończone  jest łańcuchem  poliA lub s t ru k tu rą  przy­
pom ina jącą  tR N A , to na subgenom ow ym  znajdow ać 
się będzie odpow iedn io  poliA lub s t ru k tu ra  p rzypom i­
nająca tRN A .

Jak  d o tąd  niewiele w iadom o o regulacji syntezy 
sgRNA. O b serw ow ano  m odulacje  syntezy sgRNA 
w zależności od miejsca lokalizacji p ro m o to ra .  N a ogół 
najwydajniej syntetyzow ane są te sgRNA, których 
p ro m o to ry  są z lokalizowane bliżej 3’-końca  genomu. 
Najlepiej poznane  są p ro m o to ry  saR N A  dwóch w iru ­
sów: A M V  i BMV [1],

Subgenom ow e RNA często są opłaszczane i wy­
stępują w wirionach, ale niekiedy np. u luteowirusów, 
czy potexw irusów  w kapsydzie znajduje  się tylko

gRNA, a sgRNA syntetyzowane są w kom órce  roślin­
nej. W przypadku T M V  i wirusa kędzierzawki ty toniu  
(ang. tobacco rattle virus ------ T R V ), z dwóch syn­
tetyzowanych sgRNA, tylko większy sgRNA ulega 
opłaszczeniu razem z gR N A  [1],

III-2. Regulacja translacyjna

Jak  już  wcześniej w spom niano  translacja odgrywa 
zasadniczą rolę w modulacji ekspresji genom u ( + )  
RNA wirusów i zależy nie tylko od ap a ra tu  translacyj- 
nego gospodarza , ale również od organizacji s truk tu ry  
genom u wirusa. T ranslac ja  składa się z trzech etapów,
a) inicjacji, kiedy dochodzi do  u tworzenia  kom pleksu 
rybosom alnego  80S i pow stan ia  pierwszego wiązania 
peptydowego; b) elongacji, gdzie ma miejsce transloka- 
cja rybosom ów  wzdłuż m R N A  z jednoczesną syntezą 
łańcucha po lipeptydow ego i c) terminacji — na tym 
etapie następuje uwolnienie u tw orzonego  peptydu 
i kom pleksu  rybosom alnego  80S.

III-2.1. Inicjacja translacji

G łów nym  etapem, na  k tó rym  dochodzi do regulacji 
ekspresji jest inicjacja. U większości ( +  ) RNA w iru ­
sów, podobn ie  jak  w p rzypadku  kom órkow ych  
m R N A , na końcu  5’ znajduje  się 7 -m etyloguanidyna 
(m 7 G ppp)  tzw. cząsteczka kap. T ranslac ja  rozpoczyna 
się od przyłączenia do  końca  5’ m R N A  czynników 
inicjujących (elF), pod jednostk i rybosom alnej 40S, do 
której dołączone są eIF2, m et- tR N A  i G T P . Powstaje 
wówczas kom pleks rozpoznający, zwany również ter­
nary complex  (Rye. 2). Jeden z czynników inicjujących 
e IF -4 F  przyłącza się do cząsteczki kap,  a następnie 
dołączają się czynniki eIF-4A i eIF-4B, k tóre  wykazują 
aktyw ność  helikazy. Po usunięciu s t ruk tu ry  d rugorzę­
dowej regionu 5’ w wyniku działania helikazy, n a ­
stępuje przesuwanie się kom pleksu  wzdłuż mR N A  
w poszukiw aniu  k o d o n u  inicjatorowego AUG. 
W miejscu tym dochodzi do dołączenia drugiej pod jed ­
nostki rybosom alnej 60S i powstaje aktywny kom pleks 
rybosom alny  80S zdolny do  rozpoczęcia translacji. 
Jest to  najczęściej sp o tykana  d roga  inicjacji translacji 
eukario tycznych mRNA.  M odel ten. nazwany „ska­
n ingow ym ” z a p ro p o n o w an y  został przez M. K o z a k  
w 1989 r. [13] i jest ogólnie przyjętym dla organizm ów  
eukariotycznych.

1II-2.2. Czynniki wpływające na inicjację trans­
lacji

Wpływ zasad otaczających kodon  inicjatorowy. 
T ranslac ja  nie zawsze rozpoczyna sie od pierwszego 
nap o tk an eg o  przez kom pleks rybosom alny  k odonu  
A U G . Inicjacja translacji zależy od rodzaju  zasad 
otaczających k o don  A U G , czyli jego kontekstu , przy 
czym największe znaczenie ma pozycja — 3 i + 4 .  licząc 
adeninę A k o d o n u  A U G  ja k o  + 1 .  Sekwencja
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Ryc. 2. M ode l  tw orzen ia  k o m p le k su  preinicjującego. S k ró ty  p rzedstaw ia ją  odpow iedn io :  40S —  m ała  p o d jc d n o s tk a  ry bosom u;  m G p p p
—  s t ru k tu r a  kap ; 4A —  in ic ja to row y  czynnik  eIF-4A ; 4B —  in ic ja to row y czynnik  eIF-4B: 4 F  - -  in ic ja torow y czynnik e IF -4 E ;  4G
—  in ic ja to row y czynnik  e IF -4 G ;  P A B  —  bia łka  wiążące się do  poliA; A U G  —  k o d o n  s ta r tu  translacji; U A G  — k o d o n  te rm inac j i  
translacji .

C A /G C C /IU G G  jest o p tym alnym  kon teks tem  dla 
eukario tycznych  m R N A . W p rzy p ad k u  roślinnych 
m R N A  sekwencja konsensusu  inicjacji jest n as tępu ją ­
ca: A A C A U G G  [14]. Często się zdarza, że ak tyw ny 
kom pleks mija pierwszy k o d o n  A U G  zlokalizowany 
w „złym” kontekście  i rozpoczyna translację od n as tęp ­
nego. Jest to tzw. model translacji „przeciekający” 
często spo tykany  u wirusów [1].

W pewnych p rzypadkach  inicjacja translacji może 
zaczynać się od k o d o n u  C U G . Jednakże  u wirusów 
roślinnych k o d o n  A U G  jest jedynym  inicja torowym  
kodonem , z jednym  jak  d o tąd  op isanym  wyjątkiem. 
W p rzy p ad k u  wirusa am erykańskiej m ozaiki pszenicy 
(ang. soil borne wheat mosaic virus —  S B M V ) gen 
białka płaszcza rozpoczyna się k o donem  C U G  [15], 
G ru p a  dr R h o d e’ g o wykazała, że w układach  
chimerycznych zawierających lider wirusa T M V  i gen 
reporterow y G U S  translacja  rozpoczyna się również 
od k o d o n u  A U U  występującego w sekwencji liderowej 
wirusa [16].

Sekwencje liderowe. Między końcem  5' genom u 
a kodonem  in icja torow ym  znajduje  się region nieule- 
gający translacji, zwany sekwencją liderową (SL) lub 
określany ja k o  5’ U T R  (ang. —  5 ’ untranslated region). 
Ten fragment genom u może wpływać na inicjację 
translacji biernie, przez swą wielkość czy s truk tu rę  
d rugorzędow ą, ale również aktyw nie  wiążąc białka 
regulujące translację. Wielkości sekwencji liderowych 
są różne, od k ilkunastu  do kilkudziesięciu n uk leo ty ­
dów  (od 9 do  193 nt), najczęściej 40-90 nt. Większość 
danych  o wpływie SL na translację pochodzi z prac nad 
wirusami RNA. Sekwencje liderowe są często bogate 
w nukleo tydy  A-U. N a  ogół nie obserwuje sę h o m o ­
logó pom iędzy różnymi SL, a zsekw encjonow ano  ich 
już  kilkadziesiąt [17],

Najwięcej p rac ukazało  się na tem at sekwencji 
liderowej wirusa T M V , zwanej również sekwencją 
Q [18]. Działanie sekwencji Q ja k o  s tym u la to ra  t r a n s ­
lacji s tw ierdzono zarów no  w systemach in vitro jak  i in 
vivo. [19-21]. O becność  sekwencji Q przed w p ro w a ­
dzonym  genem tzw. transgena pow o d o w ało  4-6-krot- 
ny wzrost ilości p ro d u k tu  transgenu  [22], Oczywiście,

wynik ten wzbudził duże zainteresowanie  b io tech ­
nologów.

Sekwencje liderowe innych wirusów również w yw o­
łują zwiększenie translacji, toteż często są one o k re ś ­
lane ja k o  s tym ula to ry  translacji (ang. translational  
enhancer) [21]. ale nie we wszystkich p rzypadkach  SL 
działa ja k o  s tym ula to r  translacji, np. SL T Y M V  nie 
wzm aga translacji [23, 24], a niekiedy, jak  wykazały 
nasze prace, SL działa ham ująco  lub zmienia s tosunek 
syntetyzowanych p ro d u k tó w  z poszczególnych ram ek 
[25], M echanizm  działania  SL ja k o  s tym ula to ra  t r a n s ­
lacji nie jest jeszcze znany.

Elementy s truk tu ra lne  końców genomu. Jak  już  
wyżej w spom niano  u większości ( + )  RNA wirusów na 
końcu  5' genom u znajduje  się cząsteczka kap  a koniec 
3’ jest poliadenylowany. Ale u wielu wirusów zam iast 
cząsteczki kap znajduje  się wirusowe białko VPg (ang. 
Viral protein genome linked) kowalencyjnie dołączone 
do  pierwszego nukleotydu. U niektórych zaś wirusów 
nie s tw ierdzono obecności ani cząsteczki kap  ani 
b iałka V Pg na końcu 5’ genomu.

O rganizacja  3’ U TR  genom u wirusów nie zaw iera ją­
cych poliA bywa również różna; niekiedy w ystępu­
je s t ru k tu ra  przypom ina jąca  t RNA (TMV, TYMV). 
niekiedy, np. w p rzypadku  luteovirusów koniec 3' 
nie tworzy swoistych s tru k tu r  drugo- czy trzeciorzę­
dowych.

II 1-2.3. Model translacji współzależnej

W osta tn ich  latach zauw ażono, że rola cząsteczki 
kap  i łańcucha  poliA nie sp row adza się jedynie do 
stabilizacji m atrycy w trakcie translacji. O kaza ło  się. 
że elementy s truk tu ra lne  występujące na końcach 
genom u oddzia ływ ają  na siebie [26], W roku 1996 
G a 11 i e zap ro p o n o w ał  model współzależnej t ra n s ­
lacji, k tóry  przedstawiony jest na rycinie 3. Synergizm 
elem entów s truk tu ra lnych  na 5' i 3' końcach genomu 
sugeruje wzajemne oddziaływanie poprzez zasocjowa- 
ne białka. M etodą  opóźnienia  wędrówki kom pleksu 
w żelu w ykazano  specyficzne wiązanie inicjatorowych 
czynników e IF -4 F  i eIF-4B z łańcuchem  poliA. a p o ­
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Ryc. 3. M o d e l  translacji  współzależnej z a p ro p o n o w a n y  przez Galliego. 
W szystk ie  sk ró ty  użyte w tym schemacie są op isane  na  rycinie 2.

n ad to  czynniki te stabilizują asocjację białka (ang. 
poly A binding protein -  P A B ) wiążącego się do łań ­
cucha poliA. W yniki te wskazują, że cząsteczka kap 
wraz z in ic ja torow ym i czynnikam i eIF-4F , i eIF-4B 
i poliA tw orzą  kom pleks, k tóry  jest stabilny dzięki 
oddz ia ływ aniu  b iałko —  RN A  i białko —  białko. Jest 
to  tzw. m odel współzależnej translacji (ang. termin-co- 
-dependent translation) [26]. In terakcja  między k o ń ­
cami 5’ i 3’ stabilizuje asocjację ap a ra tu  translacyj- 
nego z m R N A  i umożliwia ponow ne wykorzystanie 
matrycy.

P o n a d to  jest wiele grup  wirusów o innej niż wyżej 
om ów ionej s truk tu rze  końców  genomu. G enom y tych 
wirusów również ulegają wydajnej translacji. T M V  
(grupa to b a m o  wirusów) na końcu 5' zawiera kap  
na tom ias t  na końcu 3’ znajduje  się region (177 zasad) 
nie ulegający translacji i tworzący s truk tu rę  pięciu 
pseudowęzłów, z k tó rych  dwa końcowe tworzą s t ru k ­
turę  o przestrzennym  kształcie przypom inającym  
tRN A . Poprzedzające trzy pseudowęzły tworzą tzw. 
do m en ę  U P D  („upstream pseudoknot domain") wpły­
w ającą na wydajność translacji [27].

W roślinach w ykryto  białko 102kDa wiążące za ró w ­
no koniec 5’ genom u, jak  i U P D  [28]. Podobn ie  jak  
w p rzy p ad k u  genom ów  poliadenylow anych s tym ula­
cja translacji przez U P D  jest zależna od obecności kap 
na końcu  5’, a zatem s t ru k tu ra  występująca na końcu 3’ 
T M V  „zastępuje” łańcuch poliA w procesie współ­
zależnej translacji. Innym  przykładem  współdziałania  
końców  5’ i 3' genom u jest wirus cętkowanej p lam isto ­
ści ty ton iu  (ang. tobacco etch virus TEV). N a końcu 5’ 
R N A  tego wirusa występuje sekwencja liderowa a nie 
m a cząsteczki kap. Koniec 3’ jest poliadenylowany. 
Region lidera zastępuje funkcję cząsteczki kap  w funk­
cjonalnej interakcji z łańcuchem  poliA, jak  to wykazały 
b a d a n ia  z genem reporte row ym  w kom ó rk ach  roślin­
nych i zwierzęcych [29, 30]. P o dobną ,  współzależną 
stymulację translacji s tw ierdzono u BMV [31]. W sk a­
zuje to, że w celu ułatwienia translacji możliwe jest 
zastąpienie  funkcji łańcucha poliA inną s truk turą .

W trakcie ewolucji powstały ró żno rodne  mechanizm y 
umożliwiające interakcje między końcam i genomowe- 
go RNA m im o b raku  cząsteczki kap  i łańcucha poli-A, 
a co za tym idzie prow adzenie  wydajnej translacji 
genom u wirusów. Zatem , model współzależnej t ra n s ­
lacji wydaje się być ogólnym  m echanizm em  translacji 
w p rzypadkach  rozpoczynania  syntezy białka od p ier­
wszego k o d o n u  inicjatorowego.

IV. M echanizm y ekspresji genomu wiruso­
wego

Inicjacja translacji według om ów ionego  wyżej m o ­
delu (rozdział — 111-2.1) jest powszechnie spo tykanym  
m echanizm em  ekspresji m onocis tronow ych euk a r io ­
tycznych m R N A . W ystępow anie  wirusów o genomie 
podzielonym, z łożonym  z paru  m onocis tronow ych 
RNA kodujących  pojedyncze białka jest przykładem  
adaptacji wirusów do  m echanizm ów  translacji dz ia ła­
jących w systemach eukario tycznych. Policistronowe 
genom y wielu wirusów roślinnych zawierają zwykle 
parę o tw artych  ramek odczytów, k tórych wzajemne 
pozycje m ogą być różne, co umożliwia działanie 
różnych strategii ekspresji. N a  rycinie 4 przedstaw iono 
znane typy ułożeń o tw artych  ramek odczytu. Ze 
względu na ogran iczoną wielkość genom u nakładanie  
się ramek odczytu  jest często spo tykane  u wielu grup 
wirusów.

IV-1. „Mijający” skanning

Z godnie  z ogólnie przyjętym modelem translacji 
inicjacja rozpoczyna się od pierwszego ko d o n u  A U G , 
ale zdarza  się, że ten kodon  nie znajduje się w o d ­
powiednim  kontekście  zasad, wtedy kom pleks rybo- 
som alny omija pierwszy k odon  i przesuwa się dalej, 
a t ranslacja  startu je  z następnego  ko d o n u  o odpow ied ­
nim kontekście. Ten sposób  odna jdyw ania  właściwego 
inicjatora nosi nazwę „mijający” skanning  (ang. leaky  
scanning).
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skaning

“PRZECIEKAJĄCY”
SKANING

PRZECZYTYWANIE 
KODONU STOPU

D

Ryc. 4. S trategie  ekspresji  g e n o m u  wi­
rusów  RNA. A —  h ip o te tyczny  
polic is t ronow y RNA ; k lasycz­
ny model inicjacji translacji  
o raz  „m ija jący” skaning.  
B —  zm ian a  fazy ram k i  o d ­
czytu. C —  przeczy tyw anic  ko- 
d o n u  stopu.  D  —  o g ra n ic z o n a  
proteoliza. U ży w an e  sym bole  
i sk ró ty  w rysunkach :  
•  —  s t ru k tu r a  kapu\ 5’ U T R  

n iekodujący  fragm ent 5’ 
k ońca  R N A  O R F 1  —  ra m k a  
odczy tu  1; O R F 2  r a m k a  o d ­
czytu 2; linia ł a m a n a  —  ła ń ­
cuch poliA; A U G  k o d o n  s ta r tu  
translacji; U A G  —  k o d o n  ter- 
minacji  translacji;  f —  miejsce 
rozpoczęcia  skan ingu .

Rozpoczęcie translacji z dalszego A U G  zależy prze­
de wszystkim od kon teks tu  zasad, ale również i inne 
czynniki, jak  odległość między kodo n am i inicjatoro- 
wymi, czy obecność s tru k tu r  drugorzędow ych mają 
wpływ7 na wydajność inicjacji translacji. Ten sam 
m echanizm  może również działać kiedy dwie ramki 
odczytu wzajemnie się nakładają . W tym przypadku 
n iektóre  rybosom alne  kom pleksy 80S rozpoczynają  
translację z pierwszego A U G . a inne z ko d o n u  A U G  
drugiej ramki odczytu.

Jeśli kom pleks rybosom alny  mija pierwsze A U G  
z pew ną częstością i rozpoczyna proces translacji 
z nastęnego A U G  znajdującego się w tej samej fazie, 
wtedy pow sta ją  dw7a białka różniące się jedynie 
N-końcem . Jeśli nak ładające  się ram ki znajdują  się 
w różnych fazach to „mijający skan ing” prow adzi do 
pow stan ia  dwu zupełnie różnych peptydów. Przy­
kładem  może być translacja  drugiej ram ki odczytu 
w irusa zniekształcenia orzecha ziemnego (tłumaczone 
bezpośr. z ang. —  peanut clump virus). [32]. Innymi, 
dobrze  udo k u m en to w an y m i przykładam i, jest ekspre­

sja O R F 4  u wirusa liściozwoju ziemniaka, p rzed­
stawiciela drugiej grupy luteo. R am ka  ta znajduje się 
wew nątrz  O R F 3  białka płaszcza, ale w innej fazie 
odczytu [25],

IV-2. Zmiana ramki odczytu — frameshift

Innym  m echanizm em  ekspresji genom u często sp o ­
tykanym  u wirusów roślinnych jest zm iana  ramki 
odczytu (ang. frameshift) — FS. M echanizm  ten u m o ­
żliwia regulację ekspresji genów na poziomie elongacji 
translacji [33, 34], N a  jednym  m R N A  pow sta ją  dwa 
białka określane ja k o  „frame"  i Jransfram e”. Białka te 
są identyczne w części N-term inalnej a różnią  sie od 
siebie w części dystalnej w wyniku zm iany ramki 
odczytu. Z m ian a  ram ki odczytu przebiega na ogół 
z niewielką wydajnością. Znaczy to, że tzw. białka 
„transframe” są syntetyzowane w znacznie mniejszej 
ilości niż białka „fra m e” . Cofnięcie się rybosom u 
w kierunku 5’ prowadzi do — 1 FS i jest mechanizm em  
znacznie częściej spo tykanym  niż przesunięcie w kie-
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runku  k o ń c a  3’ +  1 FS. Ten rodzaj zm iany ram ki jest 
rzadko  sp o tykany  u wirusów roślinnych, p ra w d o p o ­
dobnie  występuje  tylko u closterowirusów.

Z m ian a  ram ki odczytu w k ie runku  końca 5' to 
znaczy —  1 FS wymaga:

a) O becność  charak terys tycznego  hep tanuk leo tydu  
tzw. miejsca poślizgu (ang. slippery site). W większości 
p rzy p ad k ó w  sekwencja ta jest następująca 
X.XXY.YYZ gdzie X =  A , G , U ;  Y =  A , U;  
Z =  A, C , U. H ipoteza  J a c k s  i w s p .  [35] zakłada, 
że dwie cząsteczki t RNA dołączone do  XXY w rybo- 
som ow ym  miejscu P i YYZ w miejscu A jednocześnie, 
z niewielką częstością cofają się o jeden  nukleo tyd  
i odczytyw ane są k o d o n y  XXX.YYY.Z,

b) M ożliwość tworzenia  przez m R N A  za miejscem 
poślizgu s t ru k tu r  pseudowęzła lub pnia i pętli,

c) O dp o w ied n ia  odległość (4-9 nukleotydów) mię­
dzy miejscem poślizgu a s t ruk tu rą  trzeciorzędową. 
Ciekawe jest, że w p rzypadku  niektórych wirusów 
(wirus M ziem niaka, wirus zachodniej żółtaczki b u ra ­
ka, wirus żółtej karłow atości jęczmienia i wirusy 
goździków) k o d o n  terminacyjny białka „fra m e”, wy­
stępujący bezpośrednio  za miejscem poślizgu, ma 
wpływ na wydajność procesu zm iany ram ki odczytu. 
Z m ian a  tego k o d o n u  w sensowny, czyli zdolny do 
odczytyw ania  przez t-RN A , pow oduje  znaczne o b ­
niżenie tworzenie b iałka „transfame” [1].

M echanizm  zm iany ram ki odczytu  jest często o d ­
powiedzialny za syntezę wirusowych polim eraz RNA 
zależnych od  RNA.

IV-3. Odczytywanie kodonu terminacyjnego (ang. 
„readthrough”)

O dczy tan ie  ko d o n u  stop U A G  lub U G A  ja k o  
sensownego przez odpow iednie  t RNA supresorow e 
jest m echanizm em  występującym u wirusów roślin­
nych. M echanizm  ten, zwany supresją k odonu  stop, 
umożliwia regulację ekspresji na poziomie terminacji. 
Supresja  k o d o n u  stop prow adzi do o trzym ania  dwóch 
białek tzw. „stop-protein  ’ i „readthrough-protein \  k tó ­
re na całej długości białka „s top” są identyczne. 
Supresja  s top  k odonu  przebiega z niewielką w ydajnoś­
cią toteż białka „ s top” są syntetyzowane w większej 
ilości niż białka „readthrough” białka p rzed łużone­
go odczytu.

S tosunkow o  m ało  w iadom o o regulacji wydajności 
odczy tyw ania  ko d o n ó w  stop. W iadom e jest, że dwa 
k o d o n y  położone poniżej k o d o n u  s top ulegającemu 
odczy tan iu  odgryw ają  rolę w wydajności supresji. Do 
tej pory  op isano  jedynie supresję k o d onów  U A G  
i U G A .

Swoiste supresorow e t RNA wyizolowano z tytoniu, 
pszenicy i łubinu. D wa tR N A tyr (an tykodon  S’-GT'A- 
-3’) zostały wyizolowane z ty toniu  i one, jak  wskazują 
wyniki doświadczeń in vitro i in vivo są odpowiedzialne 
za supresję k o d o n u  UAG. Supresja ko d o n u  U G A , 
której ram ka  wirusa T M V  i wirusa TRV  p rzep ro w a­

dzana  jest przez tR N A trp i tR N A cvs wyizolowane 
z ty toniu  [25, 36, 37],

IV-4. Obróbka proteolityczna

U wielu wirusów w wyniku translacji genom u 
powstaje jeden  polipeptyd, k tó ry  następnie ulega o g ra ­
niczonej proteolizie przez proteazy wirusowe lub gos­
podarza. Pow sta jące  p ro d u k ty  są aktywnym i białkami 
n iezbędnym i w cyklu życiowym wirusa. Proteoliza 
m oże zachodzić  za rów no  w trakcie jak  i po ukończeniu 
translacji. Poznanie  właściwości p roteaz wirusowych 
jak  i eukario tycznych  umożliwia w ykazanie p o d o b ień ­
stwa budow y i funkcji tych białek. Obecnie wyróżnia 
się cztery grupy pro teaz  w zależności od budow y 
cen trum  ak tyw nego p ro teaz  [38].

Do pierwszej g rupy  zaliczamy proteazy serynowe, 
w k tórych cen trum  katalitycznym  znajdują  się a m in o ­
kwasy His, Asp i Ser. W niektórych grupach  wirusów 
seryna może być zas tąp iona  cysteiną. M echanizm 
działania  pro teaz  serynowych jest dość dokładnie  
opisany. Ten typ pro teaz  jest charakterys tyczny dla 
w irusów roślinnych z rodziny: Potyniridae , Comotńri- 
dae , Nepoi iridae, Luteoniridae i Sobemoviridae [38].

D o drugiej grupy  należą proteazy  cysteinowe (tiolo- 
we). W ich cen trum  ak tyw nym  występują c ha rak te rys­
tyczne diady sąsiadujących ze sobą cysteiny i his- 
tydyny. I w tym p rzypadku  mechanizm  działania jest 
dok ładn ie  poznany. D o  grupy posiadającej ten rodzaj 
p ro te inaz  należą wirusy z rodziny Potyviridae , Furovi- 
ridae i Tymoniridae  [38],

Trzecią grupę tw órz  wirusowe proteinazy asparag i­
nowe, gdzie cen trum  aktyw ne tworzą dw a asparaginia- 
ny. M echanizm  działania tego typu prote inaz  jest 
nieznany, m im o że są dość rozpowszechnione w świe­
cie wirusów i występują u wirusów z rodziny Caulimo- 
idridae i Badmwiridae  [38],

U wirusów roślinnych nie znaleziono dotychczas 
pro teaz  typu czwartego czyli metaloproteinaz.

V. U wagi końcowe

P o dsum ow ując  w arto  zwrócić uwagę na niezwykłą 
różnorodność  m echan izm ów  ekspresji genom u ( +  ) 
RNA wirusów roślinnych i jego regulację. P o n a d to  
w arto  podkreślić  fakt, że właśnie badan ia  nad trans la ­
cją u wirusów doprow adziły  do  poznan ia  szeregu 
niekonw encjonalnych  strategii, k tóre  jak  wykazały 
późniejsze prace działają również w kom ó rk ach  gos­
podarzy. Często zdarza  się, że wirus wykorzystuje nie 
jed n ą  strategię, ale kilka w procesie ekspresji genomu. 
Przykładem  m ogą  być wirusy grupy luteo, u których 
stw ierdzono operow anie  niemal wszystkich znanych 
dróg  ekspresji genom u to jest: leaky seanning , zm iana 
ramki odczytu, supresja ko d o n u  stop i jak  os ta tn io  
wykazały nasze prace o b ró b k a  proteolityczna.

Należy podkreślić, że poznanie  organizacji i eks­
presji genom u wirusa jest n iezbędnym etapem  dla prac
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biotechnologicznych takich  jak  np. uzyskanie roślin 
odpornych  na infekcje w irusowe czy zastosow anie  
wirusów ja k o  wektorów.
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Oscylacje wapniowe uczestniczą w procesie regulacji 
ekspresji genów

Calcium oscillations participate in the regulation of gene 
expression

AGNIESZKA MAKOWSKA*
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W ykaz stosowanych skrótów: [ C a 2 + ] t — stężenie jo n ó w  
w apn ia  w cytosolu; I P3 -  tr isfosfoinozytol; ER —  re t iku lum
endop lazm atyczne ; N F A T  ang. n u c le a r  f a c t o r  o f  a c t iv a te d
T c e l l s , b ia łko  ją d ro w e  z ak tyw o w an ych  limfocytów T: N F k B

- ang. n u c le a r  f a c t o r  o f  k a p p a  c h a in  B  c e lls , czynnik 
t ranskrypcy jny  łańcuchów  k a p p a  limfocytów B; O c t /O A P
— ang. o c ta m e r / o c ta m e r -a s s o c ia te d  p r o te in , czynnik t r a n s ­

krypcyjny z limfocytów T; IL2 in terleuk ina  2; IL8
in te r leuk ina  8

I. O scylacje wapniowe jako elem ent szlaku  
sygnałow ego w kom órce

Jednym  z najciekawszych tem atów  bad ań  p ro w a ­
dzonych  w osta tn im  dziesięcioleciu w dziedzinie sy­
gnalizacji kom órkow ej są oscylacje wapniowe, czyli 
cykliczne zm iany stężenia jo n ó w  w apnia  w cytoplaz- 
mie. W ystępują  one w k o m órkach  niemal wszystkich 
typów, w7 tym również w kom órkach  niepobudliwych 
elektrycznie. Pobudzenie  każdej kom órk i  następuje  na 
skutek przyłączenia do receptora  b łonow ego specyfi­
cznego agonisty. W kom ó rk ach  niepobudliwych, 
w7 przeciwieństwie do kom órek  elektrycznie p o b u d ­
liwych, pobudzenie  nie wiąże się ze zm ianą potencjału 
e lektrycznego błony kom órkowej. Polega ono  na 
uruchom ien iu  wielu sekwencji następujących po sobie 
i wzajemnie zależnych procesów, k tórych efektem jest 
odpow iedź  kom órk i na pobudzenie. Te sekwencje

* M gr, Z ak ład  Biochemii K o m ó rk i ,  Ins ty tu t  Biologii D o ­
świadczalnej im. M. N enckiego P A N , ul. P as teu ra  3, 02-093 
W arszaw a

zdarzeń są nazyw ane szlakami sygnałowymi. Jednym  
z nich jest tzw. szlak sygnału wapniowego. N a  jego 
przebieg składają  się: hydroliza fosfatydyloinozyto- 
lo(4,5)bisfosforanu w błonie kom órkow ej i pow staw a­
nie trisfosfoinozytolu (1P 3), otwarcie I P 3 — zależnych 
kana łów  w apniow ych w błonie re tikulum  endoplaz- 
m atycznego (ER), opróżnienie  m agazynów  w ap n io ­
wych ER oraz  napływ jo n ó w  w apnia  do kom órki 
z zewnętrznego środow iska  [1, 2], W efekcie następuje 
podwyższenie stężenia jo n ó w  w apnia  w cytoplazmie 
kom órki. Jest ono  czynnikiem m odulu jącym  ak tyw ­
ność wielu enzym ów  kom órkow ych  i w7 ten sposób 
p row adzącym  do  uzyskania  fizjologicznej odpowiedzi 
kom órk i [3, 4],

Z jawisko oscylacji w apniow ych odkry to  po zas to so ­
waniu w badan iach  nad przekazywaniem  sygnału 
w apniow ego technik, takich jak  m ikroskop ia  kon- 
fokalna i k o m p u te ro w a  analiza fluorescencji w obrazie 
m ikroskopow ym , umożliwiających obserwację p roce­
sów zachodzących w pojedynczych kom órkach . Z a u ­
w ażono wtedy, że w pewnych określonych granicach 
stężeń w yw oływ ana przez nie zm iana stężenia jonów  
w apnia  w cytoplazmie nie ma cha rak te ru  stałego 
podwyższenia, lecz zachodzi w postaci oscylacji [5-10]. 
W wielu kom ó rk ach  oscylacje w apniow e mają stałą 
am plitudę, n a tom ias t  ich częstotliwość wzrasta wraz 
z intensywnością pobudzenia , czyli stężeniem agonis- 
tów. W innych kom ó rk ach  oscylacje m ogą mieć zm ien­
ną am plitudę  i częstotliwość [11, 12],

W chwili odkrycia  oscylacji w apniow ych pojawiły
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się dw a podstaw ow e pytania, k tórych wyjaśnienie 
stało się celem in tensywnych badań:
—  jak  pow stają  tego rodzaju  zm iany stężenia jonów  
w apnia  w kom órce?
—  jak ie  jest ich fizjologiczne znaczenie?

II. M echanizm  powstawania oscylacji wap­
niowych

W efekcie p row adzonych  bad ań  wysunięto wiele 
h ipotez próbu jących  opisać sposób  pow staw ania  i re­
gulacji oscylacji w apniow ych [13]. Jedne z nich za ­
kładają, że czynnikiem wywołującym oscylacyjne 
zm iany stężenia jo n ó w  w apnia  w cytoplazm ie są 
cykliczne w ahan ia  poz iom u trisfosfoinozytolu [14-16], 
Inne wyjaśniają pow staw anie  oscylacji w ystępow a­
niem sprzężenia zw rotnego  pom iędzy szybkością wy­
pływu jo n ó w  w apnia  z m agazynów  a stężeniem wapnia  
w cytoplazmie. P oczą tkow o  sprzężenie to tłum aczono  
istnieniem kana łów  w apniow ych innego niż I P 3 - za ­
leżne rodzaju, tzw. r ianodynow ych, k tóre  otw ierają  się 
pod  wpływem podw yższonego poz iom u w apnia  w cy­
toplazm ie [17]. N ow sze hipotezy opierają  się na 
odkryciu, że ak tyw ność  I P 3 - zależnych kanałów  
w apniow ych jest regu low ana  przez stężenie jonów  
w apnia  w cytoplazm ie [18, 19]. Pojedynczy kanał 
w apniow y może o tw orzyć się po  przyłączeniu cząste­
czki I P 3 oraz  jo n u  w apniowego. W miarę wzrostu 
[ C a 2 + ] c spow odow anego  wypływem w apnia  z ER 
coraz większa ilość kana łów  ulega o tw arciu  i całkowity 
wypływ jest coraz szybszy. G dy  [ C a 2 + ] c wzrośnie 
powyżej pewnej granicy, kanały  w apniowe przyłączają 
drugi jon  wapnia , co pow oduje  ich zamknięcie. Taka  
zależność, w połączeniu z aktyw nością  A T P -az  o b ­
niżających [ C a 2 + ] c przez pom pow an ie  jo n ó w  wapnia  
z pow ro tem  do m agazynów  oraz  na zew nątrz  k o m ó r ­
ki, może odpow iadać  za pow staw anie  oscylacji w ap­
niowych.

W osta tn ich  latach b ad an ia  ograniczały się w zasa­
dzie do  potwierdzenia  i rozwinięcia zap roponow anych  
wcześniej hipotez. B adano  na przykład jak i wpływ na 
oscylacje w apniow e m ają  aktywności kinazy trisfos­
foinozytolu i fosfotazy trisfosfoinozytolu, głównych 
enzym ów odpow iedzialnych za obniżanie poziom u 
I P 3 w cytoplazmie [20], S p raw dzano  czy zm iany pH 
[21] i tem pera tu ry  [22] m ogą w;pływać na procesy 
związane z przekazywaniem  sygnału wapniowego. 
O d k ry to  niepojemnościowy, czyli niezależny od s top­
nia opróżnien ia  m agazynów , napływ jonów' w apnia  do 
kom órki,  indukow any  przez kwas a rach idonow y i m a ­
jący miejsce tylko podczas oscylacji w apniow ych [23. 
24], Poszuk iw ano  również związku pom iędzy cechami 
morfologicznymi, takimi jak  wielkość i kształt k o ­
m órki oraz ją d ra  kom órkow ego , ilość i rozmieszczenie 
m agazynów  wapiennych o raz  miejsce w ytw arzania  
I P 3 na przebieg oscylacji w apniow ych [25]. Z a p ro p o ­
now an o  nawet hipotezę, według której kluczową rolę 
w procesie w ytw arzania  oscylacji [ C a 2 + ] c odgrywają

zm iany objętości kom órk i i potencjału b łonow ego , 
związane z uaktyw nien iem  C a 2+ —  zależnych k a n a ­
łów potasow ych [26]. Wiele prac dotyczyło zależności 
pom iędzy pojawieniem się oscylacji a s topniem  n a p e ł ­
nienia m agazynów  wapniowych ER oraz  stężeniem 
jo n ó w  w apn ia  w środow isku kom órk i  [23, 26, 27].

III. N ow e m etody badania roli oscylacji wap­
niowych

Chociaż  wysunięto tak wiele hipotez wyjaśniających 
pow staw anie  oscylacji w apniow ych w kom órce , fizjo­
logiczne znaczenie tego zjawiska pozostaw ało  nie­
znane. Barierę w badaniach  stanowił brak o d p o w ie d ­
niej m etody  pozwalającej na wytwarzanie  oscylacji 
w apniow ych o ściśle dob ranych  param etrach , takich  
ja k  częstotliwość i am plituda . Co  więcej, po b u d zan ie  
kom órk i  przez oddziaływanie na receptory b łonow e za 
pom ocą  różnych agonistów może uruchom ić  wiele 
d o d a tkow ych  szlaków sygnałowych. U zysk iw ana  
w ten sposób  odpow iedź kom órk i  nie mogła więc być 
in te rp re tow ana  jedynie ja k o  efekt oscylacji w a p n io ­
wych. Dlatego ważne stało się opracow anie  m etody  
zapewniającej pow tarzalność  doświadczeń i pozw a la ­
jącej na odniesienie wyników do określonych w a ru n ­
ków doświadczalnych. D opiero  w 1998 r. o p raco w an o  
dwie takie m etody, k tóre  jak  się wydaje, p o m o g ą  
wyjaśnić rolę oscylacji w regulacji procesów fizjo­
logicznych w komórce. Pozw alają  one sztucznie w y­
twarzać w kom órce  oscylacje wapniowe już na poz io ­
mie uw aln ian ia  C a 2+ z m agazynów  wapniowych, 
z ca łkow itym  pominięciem wszystkich wcześniejszych 
e tapów  przekazyw ania  sygnału wapniowego. U zys­
kiwane oscylacje mogą mieć precyzyjnie d o b ra n ą  
częstotliwość, am plitudę  i czas trwania. M etody  te 
mogą więc umożliwić odkrycie i zróżnicowanie zmian 
pojawiających się w kom órce  w odpowiedzi na  oscyla­
cje w apniow e o różnym  charakterze.

III-I. Metoda oparta na trwałym otwarciu kana­
łów wapniowych

Z godnie  z większością hipotez podłożem oscylacji 
w apniow ych jest przepływ jonów  w apnia  pomiędzy 
m agazynam i w apniow ym i ER a cytoplazm ą. W obec 
tego trwałe opróżnienie  m agazynów  w apniow ych p o ­
winno zab lokow ać  na tura lne  wytwarzanie oscylacji 
wapniowych. Jednocześnie kanały  wapniowe w błonie 
kom órkow ej zos taną  trwale otwarte. N a  tak im  założe­
niu opiera się doświadczenie przedstaw ione przez 
D o 1 m e t s c h ’ a, X u  i L e w i s ’ a [28], A TP-aza  
w apn iow a w ER k tó ra  pom puje  C a 2+ do m agazynów  
w apniowych, zostaje zah am o w an a  za pom ocą  tap- 
sygarginy. W wyniku tego następuje  całkowite o p ró ż ­
nienie m agazynów  na drodze  dyfuzji C a 2+ przez błonę 
ER, k tó ra  pow oduje  otwarcie kanałów  wapniowych 
w błonie kom órkow ej. Błona k o m ó rk o w a  staje się 
przepuszczalna dla jo n ó w  wapnia. Poprzez usuwanie 
bądź dodaw an ie  C a 2+ do środowiska, w którym
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znajduje  się kom órka ,  może w ytwarzać sztuczne os­
cylacje wapniowe. Taki rezultat osiągnięto hodując  
kom órk i w specjalnych kapilarach, przez k tóre  w cza­
sie trw an ia  eksperym entu  przepływa m edium  d o ­
świadczalne. M oże ono  naprzem iennie  wypływać 
z dw óch po jem ników  podłączonych  do kapilary. 
Z m ianę  m edium  z bezwapniowego na w apniowe m o ż­
na w tych w arunkach  przeprow adzić  otwierając wy­
pływ z jed n eg o  po jem nika  i zam ykając  drugi. O dbyw a 
się to szybko  i bez kłopotliwych p rocedur takich jak  
usuw anie  m edium  i p łukanie  kom órek . Cały proces jest 
zap ro g ram o w an y  i s terow any kom puterow o.

III-2. Metoda wykorzystująca fotolabilną pochod- 
na IP,

D ru g a  m etoda, o p raco w an a  w labo ra to r ium  
T  s i e n ' a [29], opiera  się na założeniu, że oscylacyjne 
zm iany [ C a 2 + ] c są efektem cyklicznych zm ian pozio­
m u I P 3. Aby móc w ytwarzać tego rodzaju  zmiany 
zsyn te tyzow ano  sztuczną p o ch o d n ą  I P 3, nieaktywną 
biologicznie, której aktyw acja  następuje  po naśw iet­
leniu UV. W cząsteczce tego związku do  grupy h y d ro ­
ksylowej w pozycji 6 trisfosfoinozytolu, odpow iedzia l­
nej za specyficzne wiązanie I P 3 z receptorem, jest 
p rzy łączona  w miejsce w odoru  g rupa  4,5-dimeto- 
ksy-2-nitrobenzylowa. W iązanie to jest wrażliwe na 
p rom ien iow anie  UV i ulega fotolizie w czasie naśw iet­
lania. W odróżn ien iu  od wcześniej s tosow anych p o d o ­
bnych pochodnych  I P 3 m a ona  wszystkie grupy fos­
foranow e estryfikowane propionyloksym etylem , co 
um ożliw ia jej sw obodne  przenikanie  przez błonę k o ­
m órkow ą . W kom órce  w iązania estrowe są hydro- 
lizowane przez niespecyficzne esterazy. Cząsteczki p o ­
chodnej, nie m ogąc już  dyfundow ać przez błony, 
n a g ro m a d z a ją  się w cytoplazmie. Są one jednak  nadal 
n ieak tyw ne i dopiero  naświetlanie kom órk i  pulsami 
UV pow o d u je  fotolizę określonej ilości pochodnej, 
k tó ra  staje się ak tyw na  biologicznie. Jej ak tyw ność 
o d p o w ia d a  75%  aktywności tej samej ilości n a tu ra l­
nego I P 3, co sprawia, że jest to najbardziej ak tyw na  
p o c h o d n a  I P 3 z wszystkich dotychczas zsyntetyzowa- 
nych. O dpow iedn ie  dob ran ie  mocy i długości trw ania  
pulsów UV pozwala na uzyskiwanie oscylacji w ap ­
niowych o określonych pa ram etrach . M eto d a  ta  u m o ­
żliwia w ytw arzanie  sztucznych oscylacji bez p rzeryw a­
nia ciągłości błon i sztucznego b lokow ania  kanałów, 
jest więc w; pełni nieinwazyjna w s tosunku  do kom órki.

IV. Badania przeprowadzone w oparciu o no­
we m etody

Przedm io tem  bad ań  z zastosow aniem  nowych m e­
tod był w'pływ pa ram etrów  oscylacji w apniow ych na 
stop ień  aktywacji czynników transkrypcyjnych. W y­
krycie takich  zależności s tanow iłoby  niepodw ażalny  
d o w ó d  na  to, że przekazywanie  sygnału w apniow ego 
w postac i oscylacji pełni bardzo  is to tną  funkcję b io ­

logiczną, pozw alając  na regulację m etabolizm u na tak 
podstaw ow ym  poziomie jak im  jest indukcja ekspresji 
genów.

IV-1. Doświadczenia wykorzystujące trwałe o t­
warcie kanałów wapniowych

G ru p a  L e w i s ’ a badała  aktywację trzech zależ­
nych od w apn ia  czynników transkrypcyjnych: N F A T . 
O ct O A P  i N F kB , o raz  genów kodujących inter- 
leukiny IF2 i IF8. k tórych transkrypc ja  jest in d u k o w a­
na przez te czynniki. D o m o n ito row an ia  aktywności 
czynników transkrypcyjnych  posłużyli sie ak ty w o w a­
nymi przez nie genami reporterowymi: lac Z  lub genem 
lucyferazy. M ia rę  aktywności danego czynnika trans- 
krypcyjnego stanowiła  ekspresja lac Z  lub genu lucyfe­
razy w kom órce , mierzone za pom ocą  s tandardow ych  
testów.

W k o m ó rk ach  zawierających gen reporterow y 
N F A T //a c  Z  wywoływano zm iany [ C a 2 + ] c dw ojak ie ­
go rodzaju: trwałe podwyższenie lub oscylacje. O scyla­
cje miały tak  do b rą  am plitudę , żeby średnie stężenie 
jo n ó w  w apnia  w cytoplazm ie było takie sam o jak  przy 
trwałym podwyższeniu. Przy średnim stężeniu w apnia  
wyższym niż 300nM  aktyw ność  czynnika transkryp- 
cyjnego była w obu p rzypadkach  jed n ak o w o  wysoka. 
G dy  obn iżono  średnie stężenie wapnia, tylko w k o ­
m órkach , w k tórych w ytw arzano  oscylacje wapniowe 
ak tyw ność  N F A T  u trzym yw ała  się na tym samym 
wysokim poziomie. Stałe [ C a 2 + ] c niższe niż 300nM 
ak tyw ow ało  ten czynnik transkrypcyjny  w znacznie 
słabszym stopniu . Wyniki te potwierdzają  hipotezę, że 
przekazyw anie  sygnału w apniow ego w postaci os­
cylacji w apniow ych pozwala uzyskać, przy niższym 
średnim [ C a 24] c, taką  sam ą odpow iedź k o m ó rk o w ą  
jak ą  wywołuje trwałe podwyższenie [ C a 2 ' ] c. Jest to 
korzystne dla kom órki, poniew aż długo utrzym ujący 
się wysoki poziom w apnia  zaburza  przebieg procesów 
k o m órkow ych  [30],

Dalsze badan ia ,  dotyczące aktywacji także dwóch 
innych czynników transkrypcyjnych  (O c t /O A P  
i N F k B) p rzep row adzono  w celu sprawdzenia, czy 
sygnał w apniow y przekazyw any w postaci oscylacji 
w jed n ak o w y m  stopn iu  oddziały wuje na różne procesy 
regulowane przez wapń. Już z wcześniejszych badań  
wynikało, że w wielu k o m ó rk ach  częstotliwość os­
cylacji, a w niektórych także am plituda , rośnie w miarę 
w zrostu  siły bodźca pobudzającego  [11, 12]. W ykaza­
nie związku pom iędzy pa ram etram i oscylacji w a p ­
niowych a ak tyw acją  określonych czynników tran s ­
krypcyjnych s tanow iłoby dow ód, że oscylacje mogą, 
w zależności od rodzaju  bodźca, indukow ać  specyficz­
ną odpow iedź  na  poziomie ekspresji genów. Zespół 
L e w i s ’ a potwierdził istnienie takiego zw iązku p o ­
rów nując  aktywację  trzech czynników transkrypcy j­
nych w zależności od am plitudy  i częstotliwości os­
cylacji. D o d a tk o w o  p o ró w n an o  indukcję w ytw arzania  
dw óch interleukin, IL2 i IF8. Jak  w iadom o, ekspresja
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genu kodującego IL2 jest regu low ana  przez wszystkie 
trzy badane  czynniki transkrypcyjne , n a tom ias t  genu 
kodującego  IL8 tylko przez N F k B. Różny stopień 
indukcji tych dwóch interleukin powinien wobec tego 
odzwierciedlać różnice w aktywacji czynników trans- 
krypcyjnych przez oscylacje w apniow e o określonych 
param etrach .

B adania  wykazały, że przy stałym podwyższeniu 
[ C a 2 + ] c aktywności b ad an y ch  czynników  transkryp-  
cyjnych są podobne , a w miarę rozw oju [ C a 2 + ] L. 
zmieniają się w taki sam sposób. N a to m ias t  oscylacje 
wapniowe, w zależności od  częstotliwości, m ają  z róż ­
nicow any wpływ na  s topień  aktywacji tych czynników. 
Aktywność N F A T  i O c t /O A P  u trzym yw ała  się na 
w ysokim poziom ie tylko przy oscylacjach o okresie 
poniżej 400 s, przy mniejszych częstotliwościach gw ał­
townie spadała. P odw yższona  ak tyw ność  czynnika 
N F k B u trzym yw ała  się dłużej, nawet przy dw ukro tn ie  
mniejszej częstotliwości oscylacji. Poniew aż w n a tu ra l ­
nych w arunkach  okres oscylacji m oże mieć rozpiętość 
od kilku sekund do  k ilkunas tu  m inu t [31, 32], m ożna  
wyciągnąć wniosek, że oscylacje o niskiej często tliwo­
ści induku ją  tylko N F k B i regulow ane przez ten 
czynnik geny, a oscylacje o wysokiej częstotliwości 
także pozostałe  dw a czynniki. P rzyjm ując założenie, że 
różna  wrażliwość na częstotliwość oscylacji dotyczy 
wielu występujących w kom órce  czynników transkryp- 
cyjnych, m ożna  w ysunąć hipotezę, że jest ona  czyn­
nikiem zapew niającym  specyfikę odpowiedzi w zależ­
ności od sygnału. W yn ika  to  z tego, że od rodzaju  
uak tyw nianych  czynników  transkrypcyjnych  zależy, 
j a k a  pula genów ulegnie ekspresji. O zn aczona  w b a d a ­
niach indukcja  p rodukcji  interleukin IL2 i IL8 d o k ła d ­
nie odpow iada ła  aktywacji regulujących ją  czynników 
transkrypcyjnych, co d o d a tk o w o  potw ierdza  taką  hi­
potezę.

U podstaw  zróżnicow anego wpływu częstotliwości 
oscylacji na ak tyw ność  różnych czynników t ran sk ry p ­
cyjnych może leżeć długość okresu  trw ania  w jądrze  
k o m ó rk o w y m  aktywnej formy danego  czynnika. 
W  przypadku  N F A T  cy toplazm atyczny  kom pleks 
tego związku jest defosforylowany przez C a 2 + -zależną 
fosfotazę, kalcyneurynę. A ktyw na  p o d jednos tka  prze­
mieszcza się do ją d ra  kom órkow ego ,  gdzie indukuje  
transkrypcję  określonych genów [33, 34]. P o d jed n o s t­
ka ta ulega w jąd rze  szybkiej refosforylacji i pow raca  
do  cy toplazm y w czasie kró tszym  niż jed n a  m inu ta  [35, 
36], dla tego utrzym anie  podwyższonej aktywności 
N F A T  w ym aga wysokiej częstotliwości impulsów w a­
pniowych. N a to m ias t  ak tyw ny  N F k B pozostaje  w j ą d ­
rze przez p o nad  16 min. [36], co tłum aczy u trzym ującą  
się, podw yższoną ak tyw ność  tego czynnika, nawet 
przy długim okresie oscylacji.

IV-2. Doświadczenia wykorzystujące nową po­
chodną IP3

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego  N F A T  była

również przedm iotem  badań  p rzep row adzonych  w la­
bo ra to r iu m  T s i e n a z w ykorzystan iem  nowej p o ­
chodnej I P 3. D o jej m o n ito ro w an ia  po s łu żo n o  się 
genem reporterow ym  (3-galaktozydazy. S tosu jąc  o d ­
powiednio  d o b rane  czas trw ania  i in tensyw ność  n a ­
świetlania UV uw aln iano  okreś loną  ilość I P 3. W  k a ż ­
dym eksperymencie całkowita  ilość uw aln ianego  I P 3 
była taka  sama, ale jego stężenie w kom órce  p o d w y ż ­
szało się w różny sposób. U zysk iw ano  jego  trwałe  
podwyższenie, k ró tko trw a łe  i wysokie lub niewielkie 
i rozciągnięte w czasie, albo w y tw arzano  oscylacje 
o różnych częstotliwościach. T akże  te b ad an ia  w y k a ­
zały, że w określonych granicach częstotliwości oscyla­
cje w większym stopniu  ak tyw ują  czynnik tran sk ry p -  
cyjny niż stałe podwyższenie stężenia jo n ó w  w apn ia  
w cytoplazmie, zwiększając w ten sposób  efektywność 
działania  słabych bodźców. W yniki tych dośw iadczeń 
pozwoliły grupie T  s i e n a w ysunąć hipotezę, że p rze ­
kazywanie  sygnału w postaci oscylacji wapniow ych, 
u podłoża  k tórych  leżą cykliczne zm iany  poz io m u  1P 3, 
zapobiega  odwrażliwieniu receptorów  I P 3.

V. Podsum owanie

B adania  oscylacji w apniow ych p rzep row adzone  
w obu lab o ra to r iach  s tanow ią  przełom  w próbach  
wyjaśnienia biologicznej funkcji tego zjawiska. M e to ­
dy uzyskiwania oscylacji o d o b ran y ch  pa ram etrach ,  
z ominięciem uak tyw nian ia  w ko m ó rce  szeregu róż­
nych szlaków sygnałowych, pozw ala ją  na p o w ta rza l­
ność eksperym entów  i in terpretację  w yników  w o d ­
niesieniu do  w arunków  doświadczalnych. Już  wcześ­
niejsze badan ia  wykazały, że oscylacyjne zm iany stęże­
nia w apnia  w cytoplazmie pow o d u ją  większy i dłużej 
trwający wzrost aktywności d ehydrogenaz  m itochon- 
dria lnych niż u trzym ujące się podwyższenie poziom u 
w apnia  [37], Potw ierdzało  to przypuszczenia, że prze­
kazywanie sygnału w apniow ego w postaci oscylacji 
może być sposobem  odróżnienia  rzeczywistego p o b u ­
dzenia od przypadkow ego, niewielkiego podwyższenia 
[ C a 2 + ] c oraz  zapobiegać odwrażliw ieniu  receptorów 
przy silniejszym pobudzen iu  kom órk i.  Nie było jednak  
wówczas możliwe znalezienie ścisłych pow iązań p o ­
między pa ram etram i oscylacji a zm ianam i aktywności 
enzymów. Wyniki uzyskane przez obie grupy  badaczy 
wykazują  taką  zależność. P o n a d to  m ożna  na ich 
podstawie wysunąć hipotezę, że oscylacje w apniowe są 
sposobem  zróżnicow anego przenoszenia  informacji 
pomiędzy powierzchnią k om órk i  i jej materiałem 
genetycznym. Częstotliwość oscylacji, w połączeniu 
z jej z różnicow anym  wpływem na aktywację czyn­
ników transkrypcyjnych, de term inu je  rodzaj genów, 
k tóre  ulegają ekspresji w odpow iedzi na pobudzenie 
kom órki. W ten sposób siła bodźca  pobudzającego 
znajduje  odzwierciedlenie w procesach  leżących u p o d ­
staw funkcjonow ania  kom órki. W przyszłości nowe 
m etody  zastosow ane w obu la b o ra to r iach  mogą się 
przyczynić do wyjaśnienia sposobu  regulacji wielu
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p r o c e s ó w  k o m ó r k o w y c h  z a le ż n y c h  o d  w a p n ia .
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Efekt Crabtree wyrazem strategii metabolicznej szybko 
rosnących nowotworów i innych komórek proliferujących

The Crabtree effect as a metabolic strategy of fast growing 
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I. W stęp

Podstaw ow ym  źródłem energii w k o m ó rk ach  o r ­
ganizm ów  o metabolizm ie tlenowym  jest m itochon- 
dria lny proces oksydacyjnej fosforylacji. D o sta rcza  on 
p o n ad  90%  ATP. Pozostałe  oko ło  10% powstaje 
w procesie glikolizy zachodzącej w cytosolu. W w a ru n ­
kach hipoksji kom órk i  m ogą przeżywać kosztem  prze­
m ian glikolitycznych. Podczas reoksydacji i włączenia 
m echanizm u oksydacyjnej fosforylacji szybkość g liko­
lizy ulega obniżeniu. Jest to tak zwany efekt Pasteura.

W k o m ó rk ach  proliferujących, w tym także w szyb­
ko rosnących now otw orach  niezróżnicowanych. n a ­
stępuje przełączenie m etabolizm u tlenowego na g liko­
lityczny. Jest to spow odow ane  między innymi w zm o­
żoną ekspresją genów kodujących  syntezę enzym ów 
glikolitycznych. W wyniku tego ponad  80%  A T P 
niezbędnego dla po trzeb  m etabolicznych kom órk i te 
czerpią z rozpadu  glukozy (glikolizy). G likoliza p o ­
zwala na przeżywanie kom órek  now otw orow ych  n a ­
wet kilkadziesiąt godzin w w aru n k ach  beztlenowych, 
a reoksydacja  nie prow adzi do jej zaham ow ania .  
W kom ó rk ach  tych g lukoza pow oduje  obniżenie in-

'D r .  2prof. Ins ty tu t  Biologii D oświadczalnej im. M. N en c ­
kiego PA N . ul. P as teu ra  3, 02-093 W arszaw a
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tensywności m etabolizm u tlenowego, zjawisko znane  
ja k o  efekt C rabtree, zwany również o d w ro tn y m  efek­
tem Pasteura .

W wolno rosnących now otw orach  nie obserwuje się 
przestawienia fenotypu tlenowego na glikolityczny. 
Należy dodać, że kom órk i szybko rosnących  n o w o ­
tworów', na przykład now otw orów  w ątroby , w przeci­
wieństwie do nie transform ow anych hepatocytów , m a ­
ją  niską ak tyw ność  enzym ów regulujących szlak glu- 
koneogenezy [1],

M im o  75-letniej historii badań  tyle bowiem czasu 
upłynęło od odkrycia  przez W a r b u r g a [2] przew a­
gi glikolizy nad oddychaniem  t lenow ym  w' n o w o ­
tw orach (nazywanej niekiedy efektem W arburga)  
-  zjaw isko to wciąż nie jest w pełni zrozumiałe. Wciąż 

mało wiemy o przyczynach, dla k tó rych  kom órki 
norm alne  u rucham iające  procesy proliferacji o raz 
transfo rm ow ane  n o w o tw orow o  rezygnują z niewspół­
miernie bardziej wydajnej energetycznie oksydacyjnej 
fosforylacji na  rzecz mniej efektywnej glikolizy oraz 
jakie  włączają mechanizm y w7 celu realizacji tej s tra te ­
gii. Jedną z tych przyczyn jest upośledzony dostęp  
tlenu. Dotyczy to zwłaszcza n o w o tw o ró w  wysięko­
wych oraz innych rosnących szybko i tworzących 
zbitki kom órek  (ang. clusters), w k tó rych  dyfuzja tlenu 
jest ograniczona. Na skutek tego ich wewnętrzne 
środow isko  znajduje się w stanie hipoksji.
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II. Przyczyny przestawienia kom órek z m eta­
bolizmu tlenowego na glikolityczny w pro­
cesach proliferacji i transformacji nowo­
tworowej

M im o znacznie gorszej wydajności energetycznej 
glikolizy w po ró w n an iu  z oksydacyjną fosforylacją, ta 
pierwsza pod  pewnymi względami może okazać  się 
korzystniejsza. D latego w toku ewolucji wykształcone 
zostały m echanizm y przekształcające jeden typ prze­
mian energetycznych w drugi. R ozpatrzym y tu dwa 
takie cele, k tó rym  może służyć przestawienie m etabo li­
zmu tlenowego na glikolityczny.

II-l. Utrzymanie wysokiego potencjału reduk­
cyjnego

W k o m ó rk a c h  transfo rm ow anych  now otw orow o  
i praw idłow ych szybko proliferujących obserwuje się 
korelację szybkości glikolizy z szybkością wzrostu 
i in tensyw nością  biosyntezy D N A , RNA, białek i lipi­
dów. Procesy te, poza zapo trzebow aniem  na energię 
w postaci A TP, wym agają  wysokiego s tosunku 
N A D (P )H /N A D (P )  czyli potencjału  redukcyjnego.

N a rycinie 1 przedstaw iono schematycznie współ­
zależność glikolizy (A), cyklu kwasów tró jkarbo-  
ksylowych (B) oraz oksydacyjnej fosforylacji (C). P ro ­
cesy te w spółzaw odniczą ze sobą o A D P. a glikoliza 
i cykl kwasów tró jkarboksylow ych dostarczają  sub ­
stra tów  i N A D (P)H  do  biosyntez. N A D H  pochodze­
nia glikolitycznego utlenia się w m itochondria lnym  
łańcuchu oddechow ym  dzięki istnieniu m echanizmów, 
przekazujących rów now ażnik i redukcyjne z cytosolu 
do  m itochondriów .

W k o m ó rk ach  proliferujących istnieje zatem k o n ­
kurencja  między zapo trzebow aniem  na energię a z a p o ­
trzebow aniem  na rów now ażnik i redukcyjne do p roce­
sów biosyntez. W związku z tym kom órki proliferujące 
muszą dysponow ać  specjalnymi m echanizm am i regu­
la torow ym i u trzym ującym i op tym alny  stosunek a k ­
tywności glikolizy do  aktywności oksydacyjnej fos­
forylacji w celu zachow ania  potrzebnego poziom u 
potencjału  redukcyjnego, a zarazem  uzyskiwania wy­
m aganych  ilości ATP. Zachodzi to na drodze częś­
ciowego przełączania  m etabolizm u tlenowego na gli­
kolityczny. W ar to  dodać, że przygotow anie  kom órek  
do zm iany fenotypu tlenowego na glikolityczny za ­
czyna się już w bardzo  wczesnych stadiach transfo r­

glu ko za

B
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macji now otw orow ej (przed proliferacją).

II-2. Ochrona przed stresem oksydacyjnym

Podczas tran sp o r tu  e lek tronów  przez łańcuch o d ­
dechowy około  2%  tlenu pob ieranego  przez kom órk i
0 metabolizm ie tlenowym  zostaje z redukow ane  do 
tzw. reaktyw nych form tlenu, przede wszystkim anio- 
n o ro d n ik a  ponad tlenkow ego  i nad tlenku  w odoru. 
Związki te pow sta ją  głównie w reakcjach z tlenem 
białek zawierających żelazo w „cyklu Q ” łańcucha 
oddechowego. Przy n iedoborze  an tyoksydan tów , 
a więc przy zachw ianiu  rów now agi p rooksydan -  
ty /an tyoksydan ty , oddziaływanie  reak tyw nych form 
tlenu z kw asam i nukleinowym i, b ia łkam i i lipidami 
może p row adzić  do  drastycznego zaburzenia  funkcji 
kom órki.  N iedaw no  B r a n d  i H e r m f i s s e  [ 3 ,4 ]  
opublikow ali  ciekawe dane  z doświadczeń nad  tymo- 
cytami. K o m ó rk i  te są zn akom itym  m odelem  w b a d a ­
niach przejścia m etabo lizm u tlenowego w glikolitycz- 
ny [5]. M o ż n a  bowiem  pobudzić  je do  wejścia w cykl 
k o m ó rk o w y  (proliferacji) przy pom ocy  m itogenów, 
kom órk i zaś n iepobudzone, spoczynkowe, trak to w ać  
ja k o  m ateria ł  porów naw czy. W yniki tych b ad ań  w yka­
zały, że w k o m ó rk ach  spoczynkow ych 88%  synte tyzo­
w anego A T P  było pochodzen ia  m itochondria lnego , 
podczas gdy w k o m ó rk a c h  proliferujących tylko 14%. 
Przejściu tym ocytów  ze s tanu  spoczynkow ego w cykl 
kom órk o w y  towarzyszy niemal całkowite z a h a m o w a ­
nie produkcji reak tyw nych form tlenu. P o d o b n e  w yni­
ki uzyskano w dośw iadczeniach z ludzkimi prom ielo- 
cytami HL-60 [3], Znacznie  obn iżona  zdolność do 
peroksydacji lipidów jest dobrze  u d o k u m e n to w a n ą  
cechą tkanek  szybko rosnących i szybko proliferują­
cych kom órek  now otw orow ych  [6]. Z a tem  przejście 
na m etabolizm  glikolityczny może być sposobem  na 
zm inim alizowanie  produkcji  reak tyw nych form tlenu 
podczas krytycznych stadiów wzmożonej biosyntezy
1 podziałów kom órkow ych . W d o d a tk u  przejście to nie 
tylko ogranicza p rodukcję  reaktyw nych form tlenu, ale 
także wzm acnia  system an tyoksydacyjny  przez w zm o ­
żoną p rodukcję  kw asu p irogronow ego, będącego nie­
zwykle ak tyw nym  w ym iataczem  tych związków [7-9], 
Potw ierdzają  to doświadczenia  z nieproliferującymi 
tym ocytam i inkubow anym i w obecności p irogronia-  
nu, k tóry  już  w stężeniu 10 p M  ham ow ał w tych 
k o m ó rk ach  p rodukcję  reaktyw nych form tlenu o 50%, 
a w stężeniu 1 m M  znosił ją  całkowicie.

Jest rzeczą znaną, że brak  glukozy w środow isku  
kom órek  now otw orow ych  wywołuje ich śmierć. P ra w ­
do p o d o b n ie  jest to spow odow ane  między innymi 
upośledzeniem funkcji kom órek  przez stres oksydacyj­
ny. Pracując  z ko m ó rk am i ludzkiego raka  su tka  
(M C F-7 /A D R ), L e e  i w s p. [10] wykazali, że kinaza 
b ia łkow a M A P K  (mitogen activated protein kinase) 
była ak tyw ow ana , kiedy kom órk i były pozbaw ione 
glukozy. Brak cukru  wywoływał po 3 godzinach stres 
oksydacyjny przejawiający się, między innymi, t rzy­

k ro tnym  wzrostem zawartości u tlen ionego  g lu ta t io n u .  
Podanie  glukozy ham ow ało  ak tyw ność  k inazy. 
W zm ożona  aktyw ność  M A P K  tow arzysząca  stresow i 
oksydacyjnem u sugeruje, że k inaza ta bierze udzia ł 
w przenoszeniu sygnału. Pow iązanie  m e tab o l izm u  
glukozy z przenoszeniem sygnału przez k inazę  a k ­
tyw ow aną  przez m itogen może przyczynić się do 
z rozum ienia  m echanizm u zmian feno typow ych  z w ią ­
zanych z now otw orzeniem .

Jak widać, fenotyp glikolityczny kom ó rek  p ro l i fe ru ­
jących zapew nia tym k o m ó rk o m  o b ro n ę  przed  stresem  
oksydacyjnym  przez wyłączenie ź ród ła  reak tyw nych  
form tlenu, w zm ożoną  produkcję  kw asu  p i ro g ro n o w e ­
go i u trzym anie  wysokiego potencja łu  redukcyjnego .

III. M echanizm y powodujące przestawienie  
się kom órek proliferujących na g likolizę

III-l. W mitochondriach

III-l.l. Redukcja liczby mitochondriów oraz 
zmiany aktywności enzymów oksydacyj­
nej fosforylacji

Już W a r b u r g  [11] przypuszczał, że po w o d em  
przewagi m etabolizm u glikolitycznego n ad  t lenow ym  
m ogą być zm iany w łańcuchu o d dechow ym  pow sta łe  
podczas transformacji now otw orow ej. H ipo teza  ta 
inspirow ała późniejsze bad an ia  porów naw cze  en e r­
getyki kom órek  norm alnych  i t ransfo rm ow anych . W y ­
kazały one, że m itochondria lny  D N A  jest bardziej 
po d a tny  na działanie czynników kancerogennych  niż 
jądrow y. Z a tem  mutacje  m ito ch o n d r ia ln eg o  D N A  
mogłyby być pow odem  pow staw ania  defektów w m e­
chanizmie oksydacyjnej fosforylacji [12-14], Wiele 
nowego w tej dziedzinie wniosły prace L u c i a k  o -  
v e j  i K u ż e l i  [15], którzy bada jąc  szybko rosnące 
now otw ory  w ą troby  zaobserwowali p a ra d o k sa ln ą  sy­
tuację w bioenergetyce tych kom órek . O k aza ło  się 
bowiem, że ekspresja genów jąd ro w y ch  kodujących  
niektóre  podjednostki m itochondria lne j F j F 0- 
-A TP-azy (syntazy ATP. kom pleksu  F , F 0) o raz  o k ­
sydazy cytochrom ow ej, a także ekspresja  genów mito- 
chondria lnych  kodujących n iek tóre  pod jednostk i 
kompleksów7 łańcucha oddechow ego  w now otw orach  
w ątroby  były nieoczekiwanie wyższe niż w hepatocy- 
tach zdrow;ej wątroby. Należało  zatem  oczekiwać, że 
ak tyw ność  oksydacyjnej fosforylacji w kom ó rk ach  
now otw orow ych  będzie wyższa niż w' k o m ó rk ach  
norm alnych. Tymczasem  była o n a  niższa. O kaza ło  się 
jednak , że półokres trw ania  syn te tyzow anych białek 
był krótszy w k o m órkach  now otw orów . W n io sk o w a­
no zatem, że przyczyną zmniejszonej ak tyw ności o d ­
dechowej now otw orów  m oże być z re d u k o w a n a  liczba 
m itochondriów  (opisywana już  dawniej [1]) sp o w o d o ­
w ana w zm ożoną  ich degradacją  na  skutek zwiększonej 
aktywności m itochondria lnych  p ro teaz  w no w o tw o ­
rach [16], L u c i a k  o v a  i K u ż e l a  [15] wykazali.
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że b ad an e  przez nich szybko rosnące now otw ory  
w ątroby  zawierały pięciokrotnie  mniej m itochondriów  
niż hepa tocy ty  norm alne j  wątroby.

Wielce p rzy d a tn y m  modelem w badaniach  p o ró w ­
nawczych nad m etabolizm em  energetycznym k o m ó ­
rek nieproliferujących i proliferujących. ale nietrasfor- 
m ow anych  n o w o tw o ro w o  jest regenerująca w ątroba. 
W procesie regeneracji hepatocyty  przechodzą przez 
s tad ium  przejściowe „re tro różn icow an ia” (ang. redif- 
ferentiation). W s tad ium  tym podstaw ow ym  źródłem 
energii jest glikoliza. Procesowi retroróżnicow ania , 
p o d obn ie  jak  w k o m ó rk a c h  proliferujących transfo r­
m ow anych  n o w o tw o ro w o , towarzyszy obniżenie a k ­
tywności kom p lek su  F  t F (̂ . Zgodnie  z wynikami badań  
zespołu P a p y  [19-23] obniżenie aktywności o k ­
sydacyjnej fosforylacji jest związane z upośledzeniem 
syntezy pod jed n o s tk i  /3 syntazy A T P  oraz peptydów  
k om pleksu  F 0, przy jednoczesnym  wzroście m R N A - 
-13F j .  O zn acza  to, że we wczesnej fazie re t ro ró ż ­
n icow ania  zachodzi ak tyw acja  replikacji D N A  oraz 
transkrypcji  genów  pod jednostk i (i i p raw do p o d o b n ie  
pep tydów  k om pleksu  F 0 . Zjawisko to w końcow ym  
efekcie p o d o b n e  jest  do  opisanego wyżej dotyczącego 
szybko rosnących  n ow otw orów  wątroby. Proces 
translacji pod jed n o s tek  syntazy A T P  był mniej a k ty w ­
ny w tej fazie re troróżnicow ania .  W drugiej fazie 
regeneracji w ą troby , mianowicie intensywnego wzros­
tu masy w ątroby , nie obserw ow ano  już  represji t ra n s ­
lacji p od jednos tk i  fi. Enzym y m echanizm u oksydacyj­
nej fosforylacji odzyskiwały n o rm a ln ą  aktyw ność  ró w ­
nolegle z odzyskiw aniem  pierwotnej masy wątroby. 
P o d o b n ie  dzieje się w w ątrob ie  now orodków . M ożna 
zatem  w nioskow ać, że podczas regeneracji oraz post- 
na ta lnego  rozw oju w ą troby  w ym agana  jest ha rm o n ij­
na ekspresja p o d jednos tek  kom pleksu  F j F 0 . Inaczej 
jest w k o m ó rk a c h  now otw orow ych , w których  zwięk­
szona ekspresja  genów  kodujących podjednostk i tego 
enzym u prow adzi do  „n iep roduk tyw nego” poziom u 
m R N A . M o żn a  za tem  wnioskować, że defekt w b io ­
syntezie F , F 0 w yrażający  się obniżeniem syntezy n a j­
ważniejszej (bo zawierającej cen trum  aktyw ne enzymu) 
pod jednostk i  fi o raz  a tak  enzym ów proteolitycznych 
na zsyn te tyzow ane już  białka m itochondria lne  są 
głównymi przyczynam i niskiej aktywności o d d ech o ­
wej now otw orów .

W rozw ażan iach  nad  zmniejszoną ak tyw nością  syn­
tazy A T P  w m itoch o n d r iach  now otw orów  nie sposób 
p om inąć  roli na tu ra ln eg o  inhibitora  tego enzymu. Jest 
to niewielki pep tyd  (około 10 kD a) [24-27], k tóry

* M ito c h o n d r ia ln y  k om pleks  enzymatyczny, oznaczony  
ja k o  F , F 0 , w energetycznie  sprzężonych i zenergizowanych 
m i to c h o n d r iach  funkc jonu je  j a k o  syntaza ATP; w m i to c h o n ­
d r iach  zdeenerg izow anych  katalizuje  reakcję od w ro tn ą ,  
czyli hydrolizę A T P .  i d la tego  byw a okreś lany ja k o  
F ,  F 0-A T P-aza .  W dalszym  kontekście  o b a  te terminy będą 
u żyw ane  wymiennie. C zyte ln ika  za in teresow anego  bu d o w ą  
i funkcją  k o m p lek su  F j F () odsy łam y do opub lik ow an ych  
przez a u to ró w  niniejszego o p raco w an ia  a r tyku łów  prze­
g lądow ych  [16, 17],

wiąże się odw racaln ie  z enzymem, pełniąc funkcje 
regu la to ra  jego aktywności. Podczas wzmożonej gli­
kolizy. na  skutek zakwaszenia  wnętrza kom órki, wy­
stępują szczególnie dogodne  warunki wiązania in­
hibitora. P o n ad to ,  zgodnie z danym i L u c i a k o v e j 
i K u  ż e  l i  [28], w kom ó rk ach  now otw orow ych  z a ­
chodzi w zm ożona  ekspresja genu kodującego ten 
inhibitorow y peptyd. Jego zaw artość w tych k o m ó r ­
kach jest cz te rokro tn ie  wyższa niż w kom órkach  
norm alnych , n ietransform ow anych. M oże być on z a ­
tem ważnym  czynnikiem w regulowaniu s tosunku 
aktywności oksydacyjnej fosforylacji do glikolizy 
w k o m ó rk a c h  now otw orow ych. Zgodnie z sugestią 
P a p y  i w s p. [29], którzy zsyntetyzowali segmenty 
peptydu  odpow iedzialne za ham ow anie  F j F 0- 
-ATP-azy, m ógłby on nawet odegrać ważną rolę 
w terapii now otw orów , bowiem poli- i m onok lona lne  
przeciwciała inh ib itora  m ogą mieć zastosowanie  
w diagnostyce now otw orów .

III-1.2. Rola jonów Ca2

M itochondr ia  tkanek  prawidłowych, z różnicow a­
nych, zdolne są do grom adzen ia  w matriks ogran iczo­
nych ilości jo n ó w  C a 2+ bez istotnych zmian w m echa­
nizmie oksydacyjnej fosforylacji [30-32], Inaczej jest 
w m itochondriach  now otw orów . Zaobserw ow ano , że 
po nag rom adzen iu  nawet niewielkich ilości w apnia  
w m itochondriach  raka  wysiękowego Ehrlicha oraz 
n ow otw orów  w ątroby  zachodzi ham ow anie  o d d y ch a ­
nia sprzężonego z oksydacyjną  fosforylacją [32-35], 
Należy dodać , że przy niemal całkowitym  zaham ow a-

EATC
1

R y c .  2. H a m o w a n ie  oksydacyjnej  fosforylacji przez jo n y  C a 2 '  
w u p rzepuszcza ln ionyeh  k o m ó rk a c h  rak a  wysiękowego 
Ehrlicha.  A —  Zużycie  tlenu m ierzone  przy  p om ocy  
e lek trody  tlenowej; B —  potencja ł  b łonow y m i to c h o n d ­
riów, A T ,  r e jes t row any  przy p om ocy  e lek trody  jo n o se le k ­
tywnej wrażliwej  n a  jo n  tetrafenylofosfoniowy. O znaczenia :  
E A T C  —  Z aw ies ina  k o m ó re k  r a k a  Ehrl icha uprzepuszczal-  
n ionych  d ig iton iną:  C C C P  —  karbo n y lo cy jan ek  m -ch loro-  
feny lohydrazonu .
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niu oksydacyjnej fosforylacji w m itochondriach  tych 
nie obserw ow ano  zm ian przepuszczalności błony mi- 
tochondria lnej indukow anej jo n am i w apn ia  (permea- 
bility transition effect), co m a miejsce w m ito ch o n d ­
riach tkanek  praw idłow ych „p rze ładow anych” jon am i 
C a 2+ i prow adzi do  sp adku  m itochondria lnego  p o te n ­
cjału b łonow ego (At//) i rozprzężenia  oksydacyjnej 
fosforylacji [36]. Jak  p o k azan o  na rycinie 2, po 
akum ulacji  C a 2+ i zah am o w an iu  oksydacyjnej fos­
forylacji AtJ/ w k o m ó rk ach  raka  wysiękowego Ehrlicha 
u trzym uje się na wysokim poziom ie i co więcej, nie 
ulega obniżeniu przez A D P. Jed n ak  czynniki roz- 
przęgające oksydacyjną  fosforylację w pełni znoszą 
efekt h am ow an ia  przez C a 2+ oddychan ia  m itochond-  
riów, co wyklucza ham ow an ie  łańcucha  oddechow ego 
przez jo n y  wapnia. W szystko to wskazuje, że w k o m ó r­
kach now otw orow ych  akum ulac ja  C a 2+ ham uje  o k ­
sydacyjną fosforylację nie na zasadzie jej rozprzęgania  
(jak w m itochondriach  tkanek  prawidłowych) lecz 
przez zaham ow an ie  syntazy ATP. P o dobn ie  działa np. 
używany często w badan iach  oksydacyjnej fosforylacji 
an tyb io tyk  oligomycyna.

Badając wpływ jo n ó w  w apnia  na ak tyw ność  k o m ­
pleksu F jF o  w ko m ó rk ach  rak a  wysiękowego Ehrlicha 
[37] oraz  w ą tro b iak a  Zajdela  [37A] au to rzy  niniej­
szego a r tyku łu  stwierdzili, że —  w przeciwieństwie do 
zdrowej w ą troby  —  jo n y  te już  w m ik rom ola rnych  
stężeniach ham ow ały  A TP-azę  m itochondria lną . Co 
więcej, okazało  się, że efekt h am o w an ia  m ożna  było 
obserw ow ać jedynie w cząstkach subm itochondria l-  
nych zawierających na tu ra ln y  inh ib itor  ATP-azy. P o ­
zbawienie m itochondriów  tego peptydu  znosiło h a m o ­
w ania  A TP-azy przez C a 2 + . M o żn a  zatem przypusz­
czać, że jony  w apn ia  sprzyjały w iązaniu się inhibitora  
z enzymem w m itochondriach  kom órek  n o w o tw o ro ­
wych. Być może, do h am ow an ia  enzym u przez C a 2 + 
przyczynia się także większa zaw artość  tego n a tu ra l­
nego inh ib itora  w k o m ó rk ach  now otw orow ych  niż 
w k o m ó rk ach  n ie transfo rm ow anych  [28], Przyczyny 
tak znacznej wrażliwości A TP-azy  m itochondria lnej 
n ow otw orów  na ham ujące  działanie jo n ó w  w apnia  nie 
są jed n ak  w pełni wyjaśnione.

III-2. W cytosolu

Badania  osta tn ich  dwudziestu  lat wykazały, że hek- 
sokinaza  (enzym rozpoczynający szlak przem ian  gli- 
kolitycznych), a szczególnie jej izoforma II, odgryw a 
kluczową rolę w inicjowaniu i zachow yw aniu  wysokiej 
szybkości glikolizy w szybko rosnących niezróżnico- 
wanych now otw orach  [38-40], Glukozo-6-fosforan, 
p rod u k t  reakcji heksokinazy i począ tkow y in term ediat 
szlaku przem ian glikolitycznych, jest również, poprzez 
cykl pentozowy, p reku rso rem  syntezy nuk leo tydów  
i kw asów  nukleinowych (Ryc. 1) a także dostarcza  
N A D P H , dawcy e lek tronów  dla redukcyjnych p roce­
sów biosyntez. W k o m ó rk ach  now otw orow ych  obser­
w ow ano  wzrost liczby kopii genu heksokinazy  typu II,

co wpływa na zwiększoną zaw artość tego izoenzym u 
w komórce. H eksokinaza  II ma szczególną w łaściwość 
w iązania  się z zewnętrzną b łoną  m i to ch o n d r ia ln ą .  
W iązanie to zachodzi przede wszystkim w m iejscach 
fuzji między błoną zewnętrzną a w ew nętrzną , tak 
zwanych miejscach k on tak tow ych  [41], W pobliżu  
tych miejsc z lokalizow ana jest również po ryna ,  b ia łko  
kanałow e błony zewnętrznej, o raz t ran s lo k aza  n u k ­
leotydów adeninowych, specyficzny t ra n sp o r te r  A T P  
i A D P  wewnętrznej błony m itochondria lne j.  Dzięki 
takiej topografii heksokinaza, związana z b łoną  m i to ­
chondria lną ,  ma łatwiejszy dostęp  do sy n te ty zo w an e ­
go w m itochondriach  ATP, na tom ias t  c h ro n io n a  jest 
przed obecnym  w cytosolu g lukozo-6-fosforanem , in­
hibitorem  tego enzymu. Innymi słowy, taki „ k a n a ło ­
wy” system tran sp o r tu  ułatwia heksokinazie  „p rze ­
chw ytyw anie” m itochondria lnego  A T P  [42-45].

W ym ienione szczególne właściwości h eksok inazy  II 
charakterystycznej dla kom órek  szybko rosnących  
now otw orów  pozwalają  przypuszczać, że m oże być 
ona  głównym ogniwem w łańcuchu  p rzem ian  za ­
chodzących w procesie „przełączania” m etabo lizm u 
tlenowego na glikolityczny.

Innym ważnym  enzymem w tych p rzem ianach  jest 
k inaza p irog ron ianow a [46], W zm ożona  ekspresja 
genu tego enzym u powoduje, że, p o dobn ie  jak  h ek ­
sokinaza, odgryw a on is to tną  rolę w m etabolizm ie  
energetycznym kom órek  now otw orow ych . Zw iększe­
nie zawartości enzym u w cytosolu wywołuje zw ięk­
szone zapo trzebow anie  na A D P  (substra t  kinazy piro- 
gronianowej). Pod trzym yw aniu  aktyw ności enzym u 
sprzyja zapewne w zm ożona ak tyw ność  heksokinazy, 
jednego  z „dostaw ców ” ADP. Jednak  g łów nym  d o ­
stawcą A D P  według R a c k e r a  [47] jest N a  + , 
K + -A TP-aza, której aktyw ność  w k o m ó rk a c h  n o w o ­
tw orów  jest wysoka.

N a  uwagę zasługuje też s tw ierdzona w niektórych 
now otw orach  w zm ożona  ekspresja genu kodującego  
izoformę A dehydrogenazy  mleczanowej, LDH-A, 
wywołana aktywacją  genu przez czynnik transkrypcyj- 
ny c-Myc [48] odpow iedzialny także za nadekspresję  
om ów ionych  wyżej enzym ów glikolitycznych [49],

EATC EATC
i J

Ryc. 3. Efekt C ra b t r e e  w k o m ó rk a c h  raka  w ys iękow ego  Ehrlicha 
wyw ołany  g lu k o /ą  (A) i d ezoksyg lukozą  (B). Oznaczenia:  
E A T C  zawiesina k o m ó rek  raka  Ehrl icha;  G  —  glukoza 
(ostateczne stężenie U) mM); D O G  — d ezoksyg lukozą  (10 
mM): C C C P  2 p M .
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Izoform a A enzym u kom órek  norm alnych , w przeci­
wieństwie do  izoformy B, wykazuje większe p o w ino ­
w actw o do p irogron ianu . Zatem  reakcja przekształ­
cenia p iro g ro n ia n u  w mleczan z jej udziałem przebiega 
szybciej.

W cytoso lu  k om órek  now otw orow ych  istnieją też 
inne m echan izm y m ogące ograniczać aktyw ność  o k ­
sydacyjnej fosforylacji. N a  przykład L a N o u e 
i w s p. [50] zwrócili uw agę, że oba znane m echanizm y 
przenoszenia  rów now ażn ików  redukcyjnych z cy to ­
solu do  m itochondriów , mianowicie glicerolo-3-fos- 
foranow y i jab łczanow o-asparag in ianow y, są mniej 
ak tyw ne  w k o m ó rk a c h  now otw orow ych niż w n o rm a l­
nych. U pośledzony  t ranspo r t  e lek tronów  z cytosolo- 
wego N A D H  na łańcuch oddechow y sprzyja u trzym a­
niu cy toso low ego potencjału redukcyjnego na wyso­
kim poziomie.

IV. E fekt Crabtree

IV-1. Hamowanie oddychania przez glukozę

W yrazem  przełączenia m etabolizm u energetyczne­
go z t lenow ego na glikolityczny w k o m ó rk ach  prolife- 
rujących jest ham ow an ie  przez glukozę intensywności 
ich oddychan ia ,  zjawńsko nazw ane od nazwiska jego 
odkryw cy efektem Crabtree. C r a b t r e e  [51] pierw­
szy zaobserw ow ał,  że zużycie tlenu przez skrawki 
n iek tórych  tk an ek  now otw orow ych  ulega obniżeniu 
po d o d a n iu  glukozy, podczas gdy w tk an k ach  n o rm a l­
nych, przeciwnie, obserwuje się nawet nieznaczną 
aktywację. Po latach s to sunkow o  m ałego za in tereso­
wania  efektem C rab tree  zaczął on przyciągać uwagę 
badaczy  dop ie ro  w latach 50-tych, kiedy to w ykazano  
ham ow an ie  od d y ch an ia  przez glukozę kom órek  raka  
wysiękowego F.hrlicha [52-58],

N a  rycinie 3 p rzedstaw iono  efekt C rab tree  w k o m ó r­
kach raka  Fhrlicha  zarejestrow any przy pom ocy elek­
trody  tlenowej. Jak  widać z przebiegu krzywych, glu­
koza  będąca substra tem  glikolizy i dezoksyglukoza 
będąca  jej inh ib ito rem  ham ują  oddychanie  kom órek  
po jego kró tko trw ałe j  aktywacji. H am o w an iu  o d d y ­
chan ia  przez glukozę towarzyszy zakwaszenie ś ro d o ­
wiska w w yniku  aktywacji glikolizy oraz redukcja  
n u k leo tydów  n iko tynam idow ych  (nie p o kazana  na 
rycinie). P o czą tk o w a  aktyw acja  pobieran ia  tlenu przez 
k om órk i  jest wynikiem fosforylowania obu  cukrów  
przez A T P  i pow stan ia  A D P. Aktywacja zaś z a h a m o ­
wanego pod wpływem obu cukrów  oddychan ia  przez 
czynnik rozprzęgający oksydacyjną fosforylację 
(C C C P) może świadczyć o przypuszczalnym  miejscu 
h a m o w an ia  kom pleksie  enzym atycznym  F x F ().

Zw raca  uwagę podob ieńs tw o  h am ow an ia  przez 
g lukozę od d y ch an ia  całych kom órek  do pokazanego  
na rycinie 2 h am o w an ia  pob ieran ia  tlenu przez izo­
lowane m ito ch o n d r ia  raka  Fhrlicha  pod wpływem 
jo n ó w  C a 2 + . Obecnie, kiedy wiemy już dużo  o fenoty­
pie glikolitycznym kom órek  now otw orow ych, efekt

C rab tree  wydaje się być jego n a tu ra ln ą  konsekwencją, 
a przebieg w ydarzeń prow adzących do ham ow ania  
oddychan ia  przez glukozę m ożna  przedstawić nas tę ­
pująco: 1) ak tyw acja  glikolizy po podan iu  glukozy; 2) 
na skutek aktywacji glikolizy zmniejsza sie podaż  A D P  
(substratu  syntazy ATP) oraz  fosforanu, których nie­
d o b ó r  powinien ograniczać oksydacyjną fosforylację;
3) m itochondria  przechodzą na wyższy poziom ener­
getyczny i następuje  ham ow anie  oddychan ia  sprzężo­
nego z oksydacyjną  fosforylacją. M odel ten zak łada  
zatem konkurencję  o A D P  i p raw do p o d o b n ie  fosforan 
nieorganiczny między glikolizą a oksydacyjną fos­
forylacją.

Jednakże  dokładniejsze badan ia  wykazały, że m e­
chanizm ten nie wyjaśnia wszystkich danych  d ośw iad ­
czalnych dotyczących efektu Crabtree. N a  przykład 
kwasy jo d o -  i b rom ooc tow y  oraz  aldehyd glicerynowy, 
inhibitory glikolizy, nie znoszą efektu ham ow an ia  
oddychan ia  przez glukozę [55]. Dezoksyglukoza, cu ­
kier łatwo t ran sp o r to w an y  do kom órek , k tóry  obniża 
w nich poziom  A T P  a podwyższa A D P  na skutek 
fosforylowania go przez heksokinazę, na tom ias t  nie 
ulega dalszym przem ianom  w szlaku glikolizy, w yw o­
łuje p odobny  do  glukozy efekt h am ow an ia  oddychan ia  
(patrz Ryc. 3). W skazuje  to, iż nie konkurenc ja  o A D P  
między glikolizą a oksydacyjną fosforylacją jest g łów ­
nym m echanizm em  efektu Crabtree. Nie należy jednak  
zapom inać , że drastyczny spadek A T P  w kom órce  
wywoływany przez fosforylowanie dezoksyglukozy 
może zaburzyć jej podstaw ow e funkcje. M oże się 
okazać, że m echanizm  h am o w an ia  oddychan ia  przez 
dezoksyglukozę jest inny niż w p rzypadku glukozy, 
a podob ieńs tw o  jest p rzypadkow e. Innym faktem 
doświadczalnym , trudnym  do  wyjaśnienia przy p o m o ­
cy „modelu  k onkurency jnego”, jest brak  znoszenia 
efektu C rab tree  przez podwyższenie stężenia fosforanu 
w' komórce. W niektórych p rzypadkach  obserwuje się 
nawet pogłębienie ham ow an ia  przez glukozę o d d y ch a ­
nia w obecności n ad m ia ru  fosforanu [57],

Ta sytuacja skłoniła do poszukiw ań innych m echa­
nizmów m ogących tłumaczyć efekt Crabtree.

IV-2. Udział jonów Ca2+ w efekcie Crabtree

Jedną z podstaw ow ych funkcji m itochondriów  (o- 
bok oksydacyjnej fosforylacji) jest zależne od energii 
g rom adzenie  jo n ó w  wapniowych. Wysoki potencjał 
(około - 180 mV) na błonie mitochondrialnej.  wraz 
z obecnością specyficznego t ranspo r te ra  jo nów  C a 2 ", 
stanowi niezwykle ak tyw ny system transpo r tu  C a 2 + 
do  m itochondriów . Do n iedaw na uważano, że system 
ten służy głównie do  regulowania  stężenia wolnego 
wapnia  w cytosolu. S tosunkow o niedawno w ykazano 
[59-73], że ważną funkcją tego systemu jest również 
przekazywanie  sygnałów C a 2 + do m atriks  m ito ch o n d ­
rialnej podczas zależnej od h o rm o n ó w  [59. 72. 73] lub 
A T P  (agonisty recep torów  purynergicznych) [65] m o ­
bilizacji jo n ó w  C a 2+ w cytosolu. M oże on zatem
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odgryw ać rolę czynnika regula torow ego m etabolizm u 
m itochondriów  in vivo.

Obecność  jo n ó w  C a 2+ w m atriks  m itochondria lne j 
aktywuje dehydrogenazy  a -ke tog lu ta ranow ą, izocyt- 
ryn ianow ą i p irogron ianow ą, pow odując  zwiększenie 
p odaży  rów now ażn ików  redukcyjnych na łańcuch 
oddechowy, co w efekcie p row adzi do  aktywacji oksy­
dacyjnej fosforylacji, a więc syntezy ATP. O s ta tn io  
R o b b - G a s p e r s  i w s p .  [73], badając  wpływ 
w azopresyny na  mobilizację C a 2+ w cytosolu hepato- 
cytów, stwierdzili, że niezależnie od aktywacji wym ie­
n ionych dehydrogenaz, również aktyw ność  łańcucha 
oddechow ego ulega stymulacji przez jony  C a 2 + . 
W k o m ó rk ach  prawidłowych stym ulacja  dehydroge­
naz o raz  łańcucha oddechow ego przez jony  w apn ia  
daje w rezultacie w zm ożoną  syntezę ATP, co u m o ż­
liwia podwyższenie aktywności pom py  wapniowej 
w błonie plazmatycznej. Inaczej jest p raw d o p o d o b n ie  
w k o m ó rk ach  now otw orow ych  (raka Ehrlicha, hepa- 
tom y Zajdela), w których  być może ham ujący wpływ 
jo n ó w  C a 2+ na syntazę A T P  przewyższa ich wpływ 
ak tyw ujący na  oksydacyjną  fosforylację, p row adząc  
w konsekwencji do  h am ow an ia  syntezy ATP.

A utorzy niniejszego a rtykułu  wraz ze w spó łp racow ­
nikam i wykazali istotnie, że jo n y  C a 2+ w prow adzone  
do  kom órek  raka  Ehrlicha (dzięki ich uprzepuszczal- 
nieniu) p ow odu ją  obniżenie szybkości syntezy A T P  już  
w stężeniach nieco wyższych od tych, jakie  występują 
w cytosolu [74], Już wcześniej jednak , stosując fluores­
cencyjną „sondę m o lek u la rn ą”, fura-2, k tó rą  m ożna  
przyżyciowo w prow adzić  do kom órki,  pokazaliśmy, że 
w kom ó rk ach  raka  wysiękowego Ehrlicha [75] oraz  
w ą trob iaka  Zajdela  [37A] g lukoza i dezoksyglukoza 
wywołują podwyższenie stężenia jo n ó w  C a 2+ w cy to ­
solu (Ryc. 4). W yniki te, o trzym ane  dla zawiesiny 
kom órek , udało  się następnie  potwierdzić, analizując 
za pom ocą  kom pu terow ego  systemu obróbk i obrazu ,

w pojedynczych ko m ó rk ach  now otw oru  [76], P o n ie ­
waż podwyższenie cytosolowego stężenia C a 2+ pod  
wpływem glukozy lub dezoksyglukozy zachodziło ró w ­
nież w środow isku bezwapniowym, m o żn a  było są ­
dzić, iż pojawiające się jony  wapnia pochodziły  z we­
w n ą trzkom órkow ych  m agazynów  C a 2+ a nie z ze­
wnątrz. Potwierdziły to obserwacje, że po podw yż­
szeniu stężenia wolnych jo nów  w apnia  w cytosolu 
przez glukozę, inne czynniki wywołujące mobilizację 
C a 2+ z m agazynów  siateczki endoplazm atycznej, jak  
A T P  (agonista receptorów  purynergetycznych) i tap- 
sigargina (inhibitor C a 2+ -ATP-azy), działały znacznie 
słabiej. M ożna  zatem przypuszczać, że podwyższenie 
pod wpływem glukozy lub dezoksyglukozy cy toso lo ­
wego stężenia jo n ó w  C a 2+ w kom ó rk ach  n o w o tw o ro ­
wych pociąga za sobą zwiększone pobieranie  tych 
jo n ó w  przez m itochondria ,  co z kolei wywołuje h a m o ­
wanie oksydacyjnej fosforylacji przez ham ow anie  
kom pleksu  F 1F 0 .

Przytoczone obserwacje nie wyjaśniają jednak  m e­
chanizm u, w jaki g lukoza pow oduje  podwyższenie 
stężenia jo n ó w  w apnia  w cytosolu. Jednym  z p ro p o n o ­
wanych wyjaśnień [77] jest w zm ożona w kom órkach  
now otw orow ych  ak tyw ność  heksokinazy (opisana w y­
żej) p row adząca  do  gw ałtow nego fosforylowania glu­
kozy (i dezoksyglukozy), a co za tym idzie, do szyb­
kiego spadku  stężenia A T P  wywołującego spadek 
szybkości usuw ania  jo n ó w  w apnia  przez obie C a 2 + - 
-A TP-azy —  w błonie plazmatycznej o raz  w' błonie 
siateczki endoplazm atycznej. H am ow anie  pierwszej 
z wymienionych m ogłoby prow adzić  do  upośledzenia 
procesu w ypom pow yw ania  jonów  C a 2+ z cytosolu na 
zewnątrz  kom órki, ham ow anie  zaś drugiej do o b ­
niżenia tran sp o r tu  w apnia  z cytosolu do m agazynów 
siateczki endoplazm atycznej. O b a  procesy mogłyby 
zakłócić istniejącą w norm alnych  w arunkach  ró w n o ­
wagę między napływem  C a 2+ a jego w ypom pow yw a-

Ryc. 4. W pływ g lukozy  (A) i d ezoksyg lukozy  (B) na  stężenie w olnych  jo n ó w  C a 2 T w cy toso lu  k o m ó re k  raka  Ehrlicha. Stężenie C a 2 + w cytosolu 
( [C a2  + ],) m ie rzo n o  f luorym etryczn ie  przy p o m o cy  sondy  m oleku la rne j  fura-2. Ś ro d o w isk o  in kubacy jne  zawierało  C a C l ,  w stężeniach:
(•) 2 m M , (o) 0 . 1 m M  lub (*) 0 m M  ( =  2 m M  EGTA). W ed ług  [75],
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niem. W  p rzy p ad k u  glukozy jednak  tłumaczenie takie 
nie wydaje się p raw d o p o d o b n e ,  gdyż wysoka ak ty w ­
ność glikolizy zapob iega  niedoborowi ATP. Innym 
możliwym wyjaśnieniem mechanizm u mobilizacji j o ­
nów C a 2+ przez oba  cukry  może być ham ow anie  obu 
C a 2 + -A T P -az  na  skutek ich nieenzymatycznej gliko- 
zylacji. Taki efekt glukozy na pom pę w apniow ą z a o b ­
serw ow ano  w błonie erytrocytów  [78, 79], G likozyla- 
cja C a 2 + -A T P-azy  w siateczce endoplazm atycznej 
m ogłaby  prow adzić  do  efektu podobnego  do  wywoły­
w anego przez tapsigarginę. N a to m ias t  glikozylacja 
C a 2 + -A TP-azy  w błonie plazmatycznej kom órek  n o ­
w otw orow ych  uniemożliw iałaby w ypom pow yw anie  
jo n ó w  C a 2+ z cytosolu  do środowiska. W obu p rzy p a­
dk ach  w zrasta łby  w cytosolu poziom  jo n ó w  C a 2 + , 
k tó re  przy dosta teczn ie  wysokim stężeniu mogłyby być 
pob ierane  przez m itochondria .  O sta tn ie  b ad an ia  is to t­
nie wykazały kowalencyjne wiązanie się glukozy i dez- 
oksyglukozy do  białek kom órek  raka  Ehrlicha oraz 
zwolnienie tem p a  usuw ania  C a 2+ z cytosolu po za ­
dzia łaniu  na  te kom órk i  glukozą [37A],

Po d su m o w u jąc  wyniki tych badań , m ożna  postawić 
tezę, że jony  w apn ia  pełnią w k o m ó rk ach  proliferują­
cych rolę w tórnego  przekaźnika  przełączającego m e­
tabolizm  energetyczny z tlenowego na glikolityczny. 
W myśl zap ro p o n o w an e j  hipotezy [37, 37A, 80] efekt 
C rab tree  jest wynikiem następującej sekwencji w yda­
rzeń:

1. G lu k o za  wywołuje uwolnienie jo n ó w  C a 2 + z m a ­
gazynów  siateczki endoplazm atycznej kom órek  n o ­
w otw orow ych  lub/i ich napływ do cytosolu ze ś ro d o ­
wiska.

2. Zwiększenie stężenia jo n ó w  C a 2+ w cytosolu 
pow oduje  ich akum ulac ję  w m itochondriach . Sprzyja 
tem u szczególnie ak tyw ny system transpo r tu  w apnia  
obserw ow any  w m itochondriach  now otw orow ych.

3. N a g ro m a d z o n y  w m itochondriach  wapń ham uje 
syntazę A T P  (kom pleks F j F q) p raw dopodobn ie  p o ­
przez wzm aganie  działania  natu ra lnego  inhibitora  
tego enzymu.

4. H am ow an ie  kom pleksu  F t F 0 prow adzi do o b ­
niżenia intensywności zużycia tlenu sprzężonego z syn­
tezą ATP, co jest istotą efektu Crabtree.

M ożna  również oczekiwać, że inne czynniki w yw o­
łujące mobilizację jo n ó w  C a 2 + w cytosolu, na przykład 
niek tóre  ho rm ony , będą miały podobny  efekt. P ro p o ­
no w an a  h ipo teza  może zatem przyczynić się do wyjaś­
nienia m echan izm u zm iany fenotypu m etabolicznego 
kom ó rek  w procesie nowotworzenia .

A rtyku ł  otrzymano 4 stycznia 1999 r.
Zaakceptowano do druku 4 lutego 1999 r.
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G M - C S F  czynnik s tymulujący ko lonie  g ranu lo cy ta rn o -  
-m akrofagow e; 1FN interferon; 1L interleukina; 
M -C S F  czynnik  s tymulujący kolonie  m akrofagow e; N G F

czynnik w zrostu  nerwu; P A I-1 inhib ito r ak ty w a to ró w  
p łazm inogenu  typu 1: PAI-2 inhib ito r ak tyw a to ró w  
p łazm inogenu  typu 2; P D G F  — p ly tk o p o ch o d n y  czynnik 
wzrostu; T G F f  transform ujący  czynnik w zrostu  (3; T N F  

czynnik m ar tw icy  now otw orów ; t-PA tk ankow y 
a k ty w a to r  p łazm inogenu; u -PA  a k ty w a to r  p łazm inogenu  
typu u rok inazow ego; u -PA R  recep tor a k ty w a to ra  plaz- 
m inogenu  typu u rok inazow ego.

I. W prowadzenie

Aktywacja  p łazm inogenu  stanowi nie tylko p o d ­
stawowy e tap  procesu fibrynolizy, ale także zachodzi 
wszędzie tam, gdzie pojawia się po trzeba  pro teolitycz­
nego rozpuszczenia barier biologicznych. M a to miejs­
ce podczas procesów  zapalnych, implantacji trofoblas- 
tu. owulacji, rozwoju tkanek, angiogenezy. regeneracji

1 Prof. d r hab., 3 dr hab.. Z ak ła d  Biofizyki, A kadem ia
M edyczna w Łodzi, ul. Lindleya 3. 90-131 Łódź. 2 mgr. 
C en tru m  M ikrobio log ii  i W irusologii PA N  w Łodzi, ul.
L odow a 106. Łódź.

nerwu, gojenia ran, procesów now otw orow ych  i in­
wazji kom órek  now otw orow ych  [1-4]. Tak olbrzym ia 
różno rodność  procesów związanych z działaniem p la ­
zminy podkreśla  znaczenie precyzyjnych m echaniz­
mów kon tro lu jących  jej ak tyw ność  i ograniczających 
jej miejsce oraz czas działania. O bejm ują  one zarów no  
inaktywację  plazminy, jak  i zaham ow anie  jej p o w sta ­
wania. Ten ostatn i mechanizm  jest szczególnie is totny 
podczas regulacji pojaw iania  się aktywności p ro teo li­
tycznej plazminy, a kon tro lo w an y  jest przez inhibitory 
ak tyw ato rów  płazm inogenu (PAI-1, PAI-2).

Przebieg wyżej wymienionych procesów u w a ru n ­
kow any jest także harm onijnym  oddziaływaniem wie­
ki białek błony kom órkow ej,  zwłaszcza receptorów 
in tegrynowych, z elementami macierzy zewnątrzko- 
m órkow ej [5-8], Tak więc, również i swoista adhezja 
kom órek  odgryw a w nich kluczową rolę. Z tego 
p ow o d u  białka błony kom órkow ej odpowiedzialne za 
adhezję kom órek  do macierzy zew nątrzkom órkow ej 
oraz składniki uk ładu  fibrynolitycznego znajdują  się 
w cen trum  zain teresow ania  wielu dziedzin biologii

* A rtykuł op raco w an y  na podstaw ie  w ykładu  wygłoszone­
go podczas  XXIV Z jazdu  Polskiego T ow arzystw a  Bio­
chem icznego w Białymstoku.
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i medycyny. O sta tn io ,  do grupy  białek odpow iedz ia l­
nych za adhezję i migrację k om órek  do łączono  ró w ­
nież receptor u rok inazow ego  ak ty w a to ra  plazminoge- 
nu, określany ja k o  u-PA R  [9]. T ak  spla ta ją  się ciągi 
reakcji, k tóre  z jednej s trony p ro w ad zą  do  specyficz­
nego „rozpoznan ia  cząsteczkow ego”, a z drugiej o d ­
powiedzialne są za pojawienie się aktyw ności p ro teo li­
tycznej. W ar to  tu wspomnieć, iż również PAI-1 oprócz  
funkcji inh ib itora  enzym ów  pro teolitycznych bezpo­
średnio m oże wpływać na  adhezję kom órek  [10]. 
K ró tk a  charak te rys tyka  u-PA R  oraz  udział tego b ia ł­
ka  w progresji now o tw o ró w  p rzedstaw iona  została  
os ta tn io  w Postępach Biochemii  w a rtykule  J. B ł a ­
s i a k a  i w s p. (zeszyt 1, tom  45, 1999).

II. Oddziaływanie kom órek z m acierzą ze­
wnątrz k o m ó r k o w ą podczas adhezji i m ig­
racji

W  zależności od typu  kom ó rk i  i sk ładu  macierzy 
zew nątrzkom órkow ej,  adhezja  kom ó rek  może z ach o ­
dzić dzięki różnym  zestaw om  receptorów  adhezyjnych. 
W śród  nich, w końcowej fazie zaangażow ane  są zawsze 
receptory  integrynowe. B udow a receptorów  integry- 
nowych, m echanizm  ich działania  i udział w syg­
nalizacji kom órkow ej, rozmieszczenie w k o m ó rk ach  
i specyficzność tkan k o w a , ekspresja o raz  ocena ich roli 
w adhezji kom órkow ej,  rodzaj rozpoznaw anych  przez 
nie ligandów, a także znaczenie dla morfologii i ru ch ­
liwości kom órek  —  były p rzedm iotem  wielu prac 
przeglądow ych [6, 11-14], Receptory integrynowe 
tw orzą dużą  rodzinę białek odpow iedzia lnych za roz­
poznaw anie  i przyleganie k om órek  do  elementów 
macierzy zew nątrzkom órkow ej oraz  oddziaływanie 
kom órek  między sobą. C harak te rys tyczną  cechą tych 
receptorów  jest to, że w ym agają  one aktywacji i w ten 
sposób  odw racalnie  zwiększają pow inow actw o  wiąza­
nia cząsteczek białek adhezyjnych, niezależnie od tego, 
czy są one un ie ruchom ione  w macierzy zew nątrz ­
kom órkow ej lub w błonie innych kom órek , czy też są

rozpuszczone w płynach ustrojowych. R ecep to ry  in­
tegrynowe m ają  heterodim eryczną cząsteczkę z b u d o ­
w aną z podjednostk i ot i (3. Najczęściej reagują  z fib- 
ronek tyną  (oc5(3j, a 4 (31), w itronek tyną  (ocv (33. a v(35), 
lam ininą (a 6 (3j), a także ko lagenem  (oc2 P Ł) (Ryc. 1).

Zestaw  receptorów biorących udział w adhezji za le­
ży również od rodzaju  ak ty w a to ra  k o m ó rk o w eg o .  
Aktywacja  receptorów  często wiąże się ze z m ian ą  
konform acyjną  cząsteczki receptora  w części z e w n ą trz ­
kom órkow ej, zachodzącą  pod  wpływem sygnałów  
wysłanych z wnętrza kom órki. Sam o przyłączenie  
liganda białkowego do receptora  również p o b u d z a  
wysłanie serii sygnałów, tym razem w przeciw nym  
kierunku , tj. do w nętrza kom órki.

M echanizm y pow odujące  wyjście kom ó rek  z tego 
pozornie  stabilnego stanu, w jak im  zna jdu ją  się p o d ­
czas adhezji, nie są jeszcze znane. Osłabienie przyczep­
ności o raz uk ie ru n k o w an a  migracja k o m ó re k  jest 
efektem harm onijnego  współdziałania  wielu białek 
kom órkow ych , w tym wielu odm iennych  recep to rów  
[13], k tó re  ze względu na budow ę i m echan izm  
działania  możem y ująć w pięć grup  (Ryc. 2), tj. (a) 
zbudow ane  z siedmiu transb łonow ych  do m en  (tzw. 
receptory serpentynowe), sprzężone i w spó łp racu jące  
z heterotr im etrycznym i białkami G. N ależą  tu  np. 
receptory trom biny, ka tepsyny G, adrenaliny, czyn­
nika ak tyw ującego płytki (PAF) i t ro m b o x a n u  A 2. (b) 
receptory zawierające dom enę  o aktywności kinazy 
tyrozynowej (receptory czynników wzrostu), (c) recep­
tory cytokin  pow iązane z uk ładem  kinaz  JAK i białek 
STA T (szlak JA K -STA T) oraz  ze szlakiem sfingolipi- 
dowym , (d) receptor u rok inazow ego ak ty w a to ra  plaz- 
m inogenu oraz  (e) receptory pozbaw ione aktyw ności 
kinazowej, ale mogące po związaniu liganda tworzyć 
kom pleksy z rozpuszczalnymi w ew n ą trzk o m ó rk o w y ­
mi kinazam i tyrozynowymi, jak  np. receptory in teg­
rynowe. Przyłączenie aktywującej cząsteczki do recep­
to ra  z pierwszych czterech grup  przekształca  ten, 
przeważnie uśpiony, receptor w s tan  aktywny. W y­
zwala to ciąg bardzo  szybkich reakcji, polegających na

Ryc. 1. O d d z ia ły w an ie  k o m ó re k  z m ac ie rzą  z e w n ą tr z k o m ó r k o w ą  podczas  p rocesu  adhezji . Recep tory  in tegrynow e b iorące  udział w adhezji: 
a 4p! —  recep to ry  f ib ronek tyny ; a v P3, a v P 5 — receptory  w itronek tyny ;  a (, p t —  recep to r  lamininy; 'x2 >̂l —  recep to r  kolagenu.
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fosforylacji i defosforylacji różnych białek, tworzeniu 
kom pleksów  dwu- i więcej cząsteczkowych oraz trans- 
lokacji różno rodnych  białek do odpow iednich, prze­
ważnie oko łob łonow ych  przestrzeni w komórce. D o ­
p ro w ad za  to do  szeroko rozumianej reakcji na prze­
słane sygnały, odmiennej w poszczególnych k o m ó r ­
kach. Z an im  je d n a k  nastąp ią  zm iany morfologiczne, 
u ru ch o m io n e  zostają  ciągi reakcji biochemicznych 
przesyłające sygnał o aktywacji. Receptory białek 
adhezyjnych, w tym receptory integrynowe, nie mają 
własnej drogi transdukcji sygnałów, a korzystają  
w tym  celu z białek zbierających sygnały z receptorów 
zawierających dom enę  kinazową. Są to receptory 
głównie czynników  wzrostu, k tóre  m ają  również z n a ­
czny wpływ na  poziom  ekspresji integryn, zmieniając 
często ich skład i tym sam ym  stan kom órki. Np. 
k o m ó rk i  śródb łonka , w stanie no rm alnym  mające 
wysoki poziom  receptora  w itronektyny  (av(33), tworzą 
m o n o m o le k u la rn ą  warstwę wyściełającą ścianę n a ­
czyń krwionośnych . P o d  wpływem czynnika wzrostu 
fibroblastów  b F G F ,  receptor a v(J3 zam ieniony zostaje 
przez otv(35, a kom ó rk i  ś ródb łonka  nab iera ją  zdolności 
do  przem ieszczania  się, zapoczątkow ując  proces an- 
giogenezy [15].

Sygnały przesyłane przez odpow iednie  receptory 
błony kom órkow ej docierają  do  uk ładu  białek Ras i po 
przekazan iu  do  jąd ra ,  m ogą wpłynąć na  poziom 
ekspresji integryn, jak  również i innych białek k o m ó r­
kowych. W niek tórych  p rzypadkach , sygnały zebrane 
z jednych  receptorów  integrynowych przez b iałka Ras, 
przekazyw ane są do innych integryn obecnych w b ło ­
nie m odyfikując ich ak tyw ność  l igandow ą [16]. Tak 
więc, ten pozorn ie  stabilny proces adhezji kom órkow ej 
obejm uje niezwykle złożony układ sygnalizacyjny, 
w k tó rym  sygnały generow ane przez różne receptory 
b łonow e są p rzetw arzane przez białka regulujące. 
Więcej szczegółów na tem at budow y i funkcji białek 
Ras w procesie adhezji m ożna  znaleźć w naszej o s ta t ­
nio opub likow anej pracy [17].

Tuż przed migracją, w kom órkach ,  k tóre  odrywają  
się od macierzy zew nątrzkom órkow ej obserwuje się 
wzrost w ew ną trzkom órkow ego  stężenia jo nów  Ca 
[18], fosforylację kilku białek [13], a także zmianę 
zestawu receptorów  integrynowych i ich aktywności 
na powierzchni błony kom órkow ej [11], wzrost eks­
presji u -PA R  [1], indukcję genu PAI-1 [19, 20] 
i ak ty w a to ró w  p lazm inogenu —  typu tkankow ego  lub 
urok inazow ego  [21], oraz wyłączenie genu kolagenu, 
indukcję genu kolagenaz  i zmianę ekspresji genu 
inh ib itorów  m eta lopro te inaz  [22], Powyższe zmiany 
pojaw iają  się w k o m ó rk ach  norm alnych , np. w fibro- 
b lastach podczas gojenia się ran, czy też w k o m órkach  
śró d b ło n k a  podczas angiogenezy, ale również w k o ­
m ó rk ach  now otw orow ych. Morfologicznie, kom órk i 
zmieniają swój wygląd, na biegunie przednim  (w 
k ierunku  poruszan ia  się) pojaw iają  się lam ellopodia  
(Ryc. 3), a na  ich powierzchni skupiają  się receptory 
in tegrynowe oraz u-PA R  [23], U w oln ione  z kom órk i 
ak ty w ato ry  i inhibitory  ak tyw ato rów  p lazm inogenu 
wiążą się z różnym i receptoram i, ograniczając w ten 
sposób  do  bezpośredniego sąsiedztwa tych receptorów 
strefę, w której pojawia się ak tyw ność  proteolityczna.

III. Aktywacja plazminogenu na powierzchni 
kom órek

Szczególną rolę w regulacji generacji plazminy na  
powierzchni kom órek  m ają  tzw. (a) receptory a k ­
tywujące czyli te, k tóre  przyczyniają się do lokalnego 
zagęszczenia ak ty w a to ró w  i inh ib itorów  ak tyw atorów  
plazm inogenu  na błonie kom órkow ej oraz (b) recep­
tory  umożliwiające „clearance” tych białek [24], W y­
kazano  obecność  receptorów  kom órkow ych  plazm i­
nogenu w płytkach krwi, m onocytach . g ranulocytach, 
limfocytach, k o m ó rk ach  śródbłonka, itp. W śród tych 
receptorów  należy wymienić a-enolazę, białko spo ­
krew nione z receptorem  LDL, am photerynę, białko 
o masie 45 kD a, a także aneksynę II, k tó ra  funkcjonuje

U -P A R

integryny

Receptory
cytokin

integryny
Ryc. 2. Szlaki p rzesy łan ia  sygnałów. R ecep tory  z ak tyw nośc ią  k inazy ty rozynow ej  (RTK), recep to ry  a k ty w a to r a  p lazm inogenu  typu 

u ro k in a z o w e g o  (u-PAR), recep to ry  se rpen tynow e  z b u d o w a n e  z s iedmiu t r a n sb ło n o w y c h  do m en .  Przyłączenie ak tywującej  cząsteczki 
do  recep to ra  (oprócz  recep to ra  in tegrynow ego)  p rzeksz ta łca  go  w stan  ak tyw ny,  co wyzwala  c iąg b a rd zo  szybkich reakcji , w zajemnie ze 
sobą p o w iązan y c h  i s am oczynn ie  regulujących się za p o m o c ą  wielu pętli u jem nego  i d o d a tn ie g o  sprzężenia zw ro tnego ,  przesyłających 
sygnał o aktywacji.
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również ja k o  receptor t-PA. Poszczególne rodzaje 
k om órek  charak te ryzu ją  się odm iennym  zestawem 
receptorów  plazm inogenu i tym m ożna  wytłumaczyć 
różne pow inow actw o, z jak im  p lazm inogen się do nich 
wiąże. S tosunkow o  wysokie pow inow actw o  jest w ów ­
czas, gdy wiązanie odbyw a się poprzez s truk tu ry  
kringle (głównie trzy pierwsze) z resztami Lys, najczę­
ściej znajdującym i się na C -końcu  łańcucha białka 
błonowego. A ktyw atory  i inhibitory  ak tyw ato rów  
plazm inogenu  usuw ane są z krążenia  w znacznym  
stopniu  za pom ocą  białka o budow ie podobnej do 
receptora  LDL. Receptor ten począ tkow o  opisany  byl 
ja k o  białko umożliwiające endocytozę  (3-YLDL i i 2- 
-m akroglobuliny, a os ta tn io  w ykazano  również, że 
usuwa kom pleksy t-PA-PAI-1 .

III-I. Receptor u-PA

Szczególne znaczenie fizjologiczne ma receptor uro- 
k inazowego ak ty w a to ra  p lazm inogenu ( u- PAR)  [25- 
-27]. Jest to pojedynczy łańcuch peptydow y o masie 55 
kD a. Aż 40%  masy u-PAR stanow ią  reszty cukrowe. 
Receptor u-PA nie posiada dom eny  transbłonow ej 
i związany jest z b łoną  k o m ó rk o w ą  poprzez glikozylo- 
fosfoinozytol. Pow inow actw o  w iązania  u-PAR z uro- 
k inazow ym  ak tyw ato rem  p lazm inogenu  opisane jest 
s tałą dysocjacji rów ną  5 x 1 0 “ 10 M. Ekspresja recep­
tora  u-PA wzrasta  w kom órce  pod wpływem różnych 
czynników, w tym b F G F ,  E G F , TGFfJ oraz estrów 
forbolu i osiąga wysoki poziom  w k o m ó rk ach  mig­
rujących, tak norm alnych  jak  i now otw orow ych  [28]. 
Ze wzrostem liczby cząsteczek receptora  u-PA na 
powierzchni kom órek  obserwuje się zwiększenie ich 
n ie jednorodności oraz spadek ich pow inow actw a wią­
zania  u rok inazow ego ak ty w a to ra  plazm inogenu. O b ­
serw ow ana n ie jednorodność  u-PA R  w takich w a ru n ­
kach wynika z różnego s topn ia  glikozylacji cząsteczek 
receptora  [28], W osoczu krwi spo tyka  się również 
rozpuszczalną  formę u-PAR.

Doświadczenia, w których  zas to sow ano  różne prze­
ciwciała do im m unoprecypitac ji  białek b łonowych

Ryc. 3. M ig rac ja  k o m órek .  Z m ian ie  przyczepności  
k o m ó rek  d o  m a tr ik su  tow arzyszy  po jaw ien ie  
się na  biegunie p rzedn im  (w k ie ru n k u  p o r u ­
szania  się) lam ellopodiów ,  a na  ich pow ie rz ­
chni skupia ją  się recep to ry  in teg ry n o w e  o raz  
u -PA R . U w oln ione  z k o m ó rk i  a k ty w a to ry  
i inh ib i to ry  a k ty w a to ró w  p laz m in o g e n u  w ią ­
żą się z różnym i recep to ram i,  og ran icza jąc  
w ten sposób  d o  b ezpoś re dn ie go  sąs iedz tw a  
tych recep to rów  strefę, w której  p o jaw ia  się 
a k ty w n o ś ć  proteolityczna .

wykazały, że u-PA R występuje w kom pleksie  z inte- 
g rynam i (3,, (32 lub (33, a także innymi b iałkami, np. 
kaweoliną [15, 29-31]. Tworzenie odw raca lnych  k o m ­
pleksów z określonym i białkam i błony jest w arunk iem  
właściwego funkcjonow ania  receptora  u-PA. D o w o ­
dzą tego ostatnie  obserwacje, k tóre  również d o k u m e n ­
tują znaczną rolę u-PA R w procesie adhezji i migracji 
kom órk i polegającą na: (a) bezpośrednim  udziale 
w generowaniu  aktywności proteolitycznej na  powie­
rzchni kom órki, (b) w iązaniu n iek tórych  sk ładników  
macierzy lub błony innych kom órek , a także (c) 
regulacji przyczepności kom órek  przez przesyłanie 
sygnałów, k tóre  m ogą m odu low ać  ekspresję recep­
torów  integrynowych.

III-1.1. Rola u-PAR w wytwarzaniu plazminy na 
powierzchni komórkowej

Proenzym  (pro-u-PA) oraz form a czynna u-PA 
wiąże się z receptorem przez N -końcow ą  dom enę 
cząsteczki o budow ie podobnej do s t ruk tu ry  E G F  [32, 
33]. W ystępow anie u-PA i p ro-u-PA , a także siado­
wych ilości plazminy powiązanej z b łoną  kom órkow ą, 
umożliwia bardzo  szybką kinetykę aktywacji plaz­
m inogenu (Ryc. 4).

Łańcuch  reakcji aktywujących rozpoczyna plazmi- 
na, k tóra  przekształca pro-u-PA , po hydrolizie poje­
dynczego wiązania peptydowego, w czynny u-PA. 
a ten z kolei aktywuje związany z b łoną  plazminogen. 
Rola receptora  u-PA w tym procesie polega na swois­
tym „zagęszczaniu” na powierzchni kom órki,  sub­
stra tów  i enzym ów biorących udział w generowaniu 
aktywności proteolitycznej [34], P lazm ina  powstała 
w ten sposób nie ulega inaktywacji przez 7.2-antyplaz- 
minę, na tom ias t u-PA nawet wówczas, gdy jest związa­
ny z receptorem, może być ham o w an y  przez PAI-1 
i PAI-2 [35-37], Powstałe  kom pleksy u-PA u-PAR są 
usuw ane na drodze internalizacji bądz degradacji [38], 
przy udziale receptora  7 2-m akrog lobu liny  [39].

Receptor u-PA w kompleksie z urokinazow ym  
ak tyw atorem  p lazm inogenu najczęściej znajduje się

112 POSTĘPY B i O C H E M I i  4 5 (2 ) ,  1999http://rcin.org.pl



pro
u-PA

p!a

pro
u-PA

u-PAR

\ o - V ^

u-PA

ES3
u-PAR

Ryc. 4. A k ty w ac ja  p lazm in o g cn u  na 
pow ierzchn i  ko m ó rek .  W y ­
s tę p o w an ie  z a ró w n o  u-PA 
ja k  i p ro -u -P A  na pow ierz ­
chni k o m ó rk i  um ożliw ia  b a r ­
dzo  sz ybką  k inetykę  a k ty w a ­
cji p lazm inogcnu .  Ś ladowe 
ilości p lazm iny  powiązane j  
z b łoną  k o m ó r k o w ą  m ogą  
a k ty w o w a ć  p ro -u -P A , po  hy ­
droliz ie  po jedynczego  w iąza­
nia p cp tydow ego .  d o  u-PA, 
k tó ry  z kolei ak tyw uje  zw ią­
zany z b ło n ą  p lazminogen.  
W tym m echan izm ie  a k ty w a ­
cji p lazm inogenu ,  receptor  
u -PA  służy j a k o  „m atryca" ,  
k tó ra  um ożl iw ia  zbliżenie 
u -PA  i p ro -u -P A  do  ich sub- 
s t r a tu  — p lazm inogenu ,  na 
pow ierzchn i  b łony  k o m ó r k o ­
wej. D z ia łan ie  u -PA  po jego 
z w iąza n iu  z recep torem  m oże 
być h a m o w a n e  przez inh ib i­
to ry  PAI-1 i PA 1-2.

w miejscach k o n ta k tu  kom órek  z m acierzą zewnątrz- 
k o m ó rk o w ą  [40], Ulega on przemieszczeniu w k o m ó r­
kach m igrujących do prowadzącej krawędzi lamel- 
lopod iów  (the leading edge). T a k a  lokalizacja receptora 
u-PA w raz z ligandem w migrujących k o m órkach  
norm alnych  i now otw orow ych, a także wzrost eks­
presji u -PA R  w takich k o m órkach  pozwala przypusz­
czać, że m oże on  być bezpośrednio  odpow iedzialny za 
inwazyjność kom órek  now otw orow ych  [23], Po tw ier­
dziły to dośw iadczenia  z liniami kom órek  no w o tw o ­
rowych, w których  zab lokow anie  powierzchniowej 
aktyw ności enzymatycznej u-PA za pom ocą  swoi­
stych przeciwciał, w znacznym  stopniu  ham ow ało  
zdolność  kom órek  do infiltracji różnych błon bio­
logicznych [41],

Ze względu na swoją rolę w generacji aktywności 
proteolitycznej na powierzchni kom órek , receptor 
u-PAR pośredn io  uczestniczy w aktywacji różnych 
cytokin  i w ten sposób  wpływa na przebieg proliferacji 
i różnicow ania  się kom órek  (Tab. 1). u-PA, a zwłaszcza 
p lazm ina przekształca  nieaktywne formy cytokin. k tó ­
re po uwolnieniu z kom órek  m ożna  znaleźć na p o ­
wierzchni kom órek . W iadom o, że plazmina i u-PA 
przekształcają  nieaktywne cząsteczki p rekursorow e 
odpow iedn io  IL-1 i T G F fł  o raz H G F /S F  do ak ty w ­
nych biologicznie cytokin, a te z kolei bezpośrednio  
indukują , p o dobn ie  jak  inne cytokiny, ekspresję genu 
u-PAR, u-PA i P A I-1 w różnych kom ó rk ach  [9], Co 
więcej, powstałe cytokiny zmieniają również ekspresję 
odpow iednich  pod jednostek  receptorów  in tegryno­
wych. przyczyniając się do zm iany „g arn i tu ru ” inte- 
gryn eksponow anych  na powierzchni kom órek . P o ­
wstaje w ten sposób  wiele pętli sprzężenia zw rotnego 
dodatn iego , k tóre  potęgują  działanie czynników sys­
temu fibrynolitycznego.

T ak  więc, ak tyw ność  proteolityczna pojawiająca się 
w pobliżu k om órk i  pochodzi zarów no  od plazminy.

Tabela 1.

Wpływ cytokin  na ekspresję białek układu fibrynolizy 
oraz  podjednostek integryn

u-PA R  T G F p .  1L-1, IL-2, • T G F p .  T N F x  IFN y,
1L-3. IL-6. b F G F . IL-1 (3, N G F
G M -C S F ,  M -C S F •  »2 T G F p ,  b F G F ,  HGF.

u-PA —  T G F p .  IFN y ,  1L-1. P D G F ,  I L- l p
IL-2, 11.-3. •  «5 T G F p ,  b F G F ,  IL - lp ,
G M -C S F ,  M -C S F IL-6, M -C S F

PAI-1 T G F (3, T N F ' / .  IL-1. T G F ,  1L-4
PA 1-2 T N F x  IL-1, IL-2 •  Ih T G F p ,  P D G F ,  IL-6

•  15, T N F x  b F G F .
G M -C S F ,  IF N y
(obniża)

u -PA  — a k ty w a to r  p lazm in o g en u  typu  urok inazow ego ;  u -PA R  
recep to r  a k ty w a to r a  p lazm in o g en u  typu urok inazow ego ,  PAI-1 
inh ib i to r  a k ty w a to ró w  p lazm inogenu  typu  1, PAI-2 inh ib i to r  

a k ty w a to ró w  p lazm in o g en u  typu  2. T G F  transfo rm ujący  czynnik 
wzrostu .  1L - in ter leukina .  b F G F  - zasadow y  czynnik w zrostu  
f ibroblas tów, G M - C S F  czynnik  s tym ulu jący  kolonie  g ranu locy-  
ta rn o -m a k ro fa g o w e .  M -C S F  czynnik  s tym ulu jący  kolonie  m ak-  
rofagowe, IF N  interferon, T N F  czynnik martwicy n o w o ­
tw orów , N G F  czynnik w zros tu  nerwu, H G F  n a sk ó rk o w y
czynnik  wzrostu ,  P D G F  p ły tk o p o c h o d n y  czynnik wzrostu.

jak  i u-PA. Plazm ina, ze względu na szersze spektrum  
działania, jest w stanie hydrołizować nie tylko fib­
ry nogen i włóknik, ale i większość sk ładników  m acie­
rzy zew nątrzkom órkow ej.  P onad to ,  gra bardzo  ważną 
rolę w uak tyw nian iu  cząsteczek p rekursorow ych cy to­
kin, a także podczas aktywacji p roenzym u u-PA. 
Z kolei u-PA, poza aktyw acją  p lazminogenu, może 
częściowo hydrołizow ać w itronektynę. W ten sposób 
odsłan ia  p raw d o p o d o b n ie  nowe epitopy tego białka 
i umożliwia jego oddziaływanie z innymi cząsteczkami 
białkowymi. Posiada  również ograniczony  wpływ na 
aktywację  n iektórych cytokin.

Receptor u-PA p ra w d o p o d o b n ie  bierze udział także 
w chem otaksji neutrofili, a m echanizm  tego działania
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nie zależy od  aktyw ności proteolitycznej [42], R ów ­
nież w neutrofilach, u -PA R  lokalizuje się na wiodącej 
krawędzi wędrujących k o m ó rek  w gradiencie czynnika 
chem otaktycznego . P re inkubac ja  m onocy tów  z prze­
ciwciałem blokującym  u-PA R  oraz antysensowymi 
oligonuk leo tydam i dla m R N A  u-PA R  znosi reakcję 
kom ó rek  na fo rm y loM et-L eu-P he  i chem otak tyczny  
peptyd  1 [43]. C hem o tak s ja  neutrofili nie zmienia się 
je d n a k  pod  wpływem przeciwciał neutralizujących 
ak tyw ność  u-PA.

III-1.2. Bezpośrednie oddziaływanie u-PAR ze 
składnikami macierzy

Inh ib ito ry  enzym ów  proteolitycznych, w tym PAI-1 
i PAI-2, a także przeciwciała dla u-PA, k tóre  n eu ­
tralizują ak tyw ność  tego enzymu, tylko częściowo 
ham u ją  migrację kom órek . O znacza  to, że oprócz  
aktyw ności proteolitycznej generowanej na pow ierz­
chni migrujących kom órek , migrację regulują jeszcze 
inne procesy zachodzące  na błonie kom órkow ej. W ia ­
dom o, że u -PA R  stanow i główne miejsce przyłączenia 
rozpuszczalnej w itronek tyny  do kom órek  śródbłonka, 
a oddziaływanie to  zachodzi przez inny region recep­
to ra  niż ten, z k tó ry m  wiąże się u-PA. Co więcej, 
pow inow actw o  w iązania  w itronektyny  wzrasta  o rząd 
wielkości wówczas, gdy receptor ten przyłączy na j­
pierw cząsteczkę u-PA  [44, 45], Receptor u-PA może 
więc bezpośrednio  oddzia ływ ać z macierzą zewnątrz- 
k o m ó rk o w ą  i w ten sposób  brać udział w adhezji 
kom órek . Co  więcej, dzięki u tworzeniu  kom pleksu 
z odpow iednim i integrynam i, u -PA R  może zmieniać 
nie tylko ich pow inow actw o  wiązania, ale również 
specyficzność w iązania  w s to sunku  do różnych sk ład­
ników  macierzy. W skazu ją  na to doświadczenia, 
w k tórych  t ransfekow ano  kom órk i em brionalne  nerki 
p lazm idem  zawierającym  c D N A  dla u-PA R  i w ten 
sposób  podw yższano  poziom  ekspresji u -PA R w b a d a ­
nych kom órkach .  T ak  zm ienione kom órk i  traciły 
zdolność adhezji do fibronektyny, a w zam ian za to 
przylegały do  w itronektyny. W ykazano  też, że w takich 
kom órkach ,  u -PA R  tworzył kom pleks z integrynami 
(3, i powstanie  takiego kom pleksu  było warunkiem  
pojawienia  się zdolności kom órek  do  reagow ania  
z w itronektyną. D ow odzi tego fakt, iż swoiste roz- 
dysocjowanie kom pleksu  u-PA R  z integrynami przy­
w racało  wyjściową zdolność  kom órek  do reakcji z fib- 
ronektyną. O ddzia ływ anie  u-PA R  z in tegryną (3j za ­
chodziło  znacznie łatwiej wtedy, kiedy receptor inte- 
grynow y był w formie aktywnej, np. wówczas, gdy 
przejście w stan ak tyw ny  receptora  w ym uszano  za 
pom ocą  przeciwciał aktyw ujących  (anty L1BS). P roce­
sy p row adzące  do  takiego fenotypu były odwracalne  
i m ożna  je było zah am o w ać  przeciwciałami b lokujący­
mi u-PA R. a także inh ib itoram i peptydowym i, k tóre  
uniemożliwiały tworzenie  kom pleksu  u-PAR z recep­
torem  in tegrynowym , a nie miały wpływu na wiązanie 
w itronek tyny  i u-PA do  u-PAR.

Bezpośrednie oddziaływanie u-PA R  z recep torem  
integrynowym, tym razem czM (3 , w yk azan o  także 
w m onocytach. W k om órkach  tych, po aktywacji 
estrami forbolu, pojawiają się na pow ierzchni ak tyw ne  
cząsteczki a M (32 o raz receptory in tegrynow e należące 
do  grupy (3t (30). Te pierwsze wiążą wiele ró ż n o ro d ­
nych ligandów, w tym fibrynogen. Te drugie  n a to m ias t  
umożliwiają adhezję m onocy tów  do  fibronektyny. 
Przeciwciała dla u-PA R  wybiórczo ham u ją  wiązanie 
fibrynogenu do  s tym ulow anych estram i fo rbo lu  m o ­
nocytów, a nie m ają  wpływu na  ich adhezję  do  
f ibronektyny [30], Również obniżenie  ekspresji 
u -PA R za pom ocą  antysensowych o l igonuk leo tydów  
wywoływało ten sam efekt, k tóry  m o żn a  było o d w ró ­
cić dodan iem  rozpuszczalnej formy recep to ra  u-PAR. 
T ak  więc zab lokow anie  syntezy u-PA R  i obniżenie 
stężenia receptora  na powierzchni k o m ó rek  wywołało 
w zm ocnioną  adhezję kom órek  do fibrynogenu, czyli 
w spom agało  funkcję a M(32, tj. adhezję  kom órek  do  
fibrynogenu.

TGFoc oraz P M A  podwyższają  ekspresję u -PA R 
i u-PA w k o m ó rk ach  now otw orow ych  linii F G  i ró w ­
nocześnie pobudza ją  ich migrację na pow ierzchniach 
opłaszczonych w itronek tyną  [46], M igracja  tych k o ­
m órek h am o w an a  jest przez (a) przeciwciała swoiste 
dla receptora  w itronektyny  a v (35, (b) przeciwciała dla 
u-PAR, k tóre  b lokują  wiązanie u -P A  do  u-PAR, (c) 
inhibitory  proteolityczne, w tym PA I-1, a także (d) 
rozpuszczalną formę u-PAR. P a l - l  wiąże się z w it­
ronek tyną  poprzez miejsce, k tó re  w cząsteczce w it­
ronektyny  znajduje  się w pobliżu sekwencji R G D , tj. 
motywu rozpoznaw anego  przez repep to ry  in tegryno­
we [47], W pobliżu tego miejsca znajdu je  się również 
region, poprzez k tóry  w itronek tyną  oddziałuje 
z u-PAR [48], Dzięki temu, p raw d o p o d o b n ie  przez 
zaw adę przestrzenną, P A I-1 może h am o w ać  nie tylko 
wiązanie w itronektyny  z u-PAR, ale także adhezję 
kom órek  do witronektyny. W arto  w spom nieć, że k o ­
m órki m ogą również przylegać do PAI-1. O znacza  to 
więc, że PAI-1 wpływa na przebieg adhezji i migracji 
kom órek  bezpośrednio, dostarczając  miejsc wiążących 
dla kom órek  oraz  pośrednio  —  h am u jąc  generację 
plazminy na powierzchni błony kom órkow ej.

III-1.3. u-PAR i transdukcja sygnału

Liczne obserwacje wskazują na to, że przyłączenie 
u-PA do u-PAR wiąże się z p rzekazan iem  ró ż n o ro d ­
nych sygnałów do w nętrza kom órk i.  W ykazano  bo ­
wiem, że u-PAR —  (a) współizoluje się z niektórymi 
kinazam i z rodziny src (p60fyn, p53 /p56 lyn, p56/p59hck, 
p59fgr) co wskazuje na to, że b iałka te mogą wy­
stępować w kompleksie z receptorem  urok inazy  [49], 

- (b) w niektórych ko m ó rk ach  u -PA R  powoduje 
aktywację szlaku JAK 1/STAT 1 [31], —  (c) indukuje 
fosforylację tyrozyny białka p38 [50], —  (d) wzmaga 
syntezę c A M P  [51] oraz —  (e) syntezę de novo 
diacyloglicerolu [52], —  (f) przyczynia się do  wzrostu
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w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o  stężenia jo n ó w  Ca [53], —  (g) 
podw yższa  ekspresję genu c-fos [50], —  (h) jest pow ią­
zany z cytoszkieletem [54],

R ecep to r  u-PA, j a k o  białko nie posiadające dom eny 
cy toplazm atycznej,  w celu przesłania sygnału do w nęt­
rza ko m ó rk i  musi tworzyć kom pleks z białkam i inte­
g ra lnym i błony, p raw d o p o d o b n ie  z integrynam i typu 
P x. P2 i P3 o raz  kaw eoliną, aby w ten sposób połączyć 
się z różnym i w ew ną trzkom órkow ym i szlakami syg­
nalizacyjnymi. P rzypuszcza się, że w zależności od typu 
kom ó rk i ,  u -PA R  m oże również w tym celu w ykorzys­
tywać kom órkow o-specyficzne  białka, tak  jak  np. 
w k o m ó rk a c h  n a b ło n k a  nerki w tym celu p ra w d o p o ­
do b n ie  służy g p l3 0  [31].

IV. U w agi końcowe

P rzedstaw ione  obserwacje jednoznacznie  wskazują 
na to, że u -P A R  jest białkiem wielofunkcyjnym, k tóre  
odg ryw a  nie ty lko pods taw ow ą rolę podczas k o m ó r­
kowej aktywacji p rocesu  fibrynolizy, ale także bierze 
udział w adhezji i migracji kom órek , bezpośrednio  
wiążąc w itronek tynę  o raz  pośrednio, przez m odyfiko­
wanie funkcji recep to rów  integrynowych. M igracja 
k o m ó rek  jest więc efektem w spółdziałania wielu róż­
n o ro d n y ch  białek, a u-PA R  umożliwia aktywację 
p lazm inogenu  na  powierzchni kom órek  i zmienia 
preferencje recep to rów  integrynowych w sto sunku  do 
białek adhezyjnych. G en e ro w an a  w pobliżu u-PAR 
ak tyw ność  pro teo lityczna  może być w ykorzystana  do 
usuw ania  barier  biologicznych, na k tóre  n ap o tyka  
k o m ó rk a ,  a także prow adzi do aktywacji wielu cyto- 
kin. W ten spo só b  układ u -P A R /u -P A  pośrednio  
wpływa na wiele funkcji kom órkow ych , w tym prolife­
rację i różnicow anie  się kom órek . u -PA R  przekazuje 
sygnały do  w nętrza  kom órk i  za pom ocą  t ransb łono-  
wego białka ad ap to ro w eg o ,  k tórym  w zależności od 
typu ko m ó rk i  m ogą  być integryny jak  i inne białka. 
u -PA R  bezpośredn io  wpływa na ruchliwość kom órek  
dzięki oddz ia ływ an iu  z w itronektyną. Przypuszcza się, 
że zm iany  w ekspresji elementów tego uk ładu  m ogą 
leżeć u p ods taw  m obilności kom órek , a w p rzypadku  
k om órek  now o tw o ro w y ch  ich inwazyjności.
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Białka choroby Alzheimera

Proteins of Alzheimer’s disease

AGNIESZKA PIEKIEŁKO*
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IV. Apolipoproteina E
V. Przebieg choroby na poziom ie molekularnym
VI. Podsumowanie

W ykaz stosowanych skrótów: AA— am inokw asy; A D  ch o ­
ro ba  A lzheim era (ang. Alzheimer's  disease): A [3— (3-amyloid; 
(3APP —białko  p rek u rso ro w e  (3-amyloidu (ang. amyloid pre­
cursor protein): A poE  ap o l ip o p ro te in a  E: k D a  tys. dal- 
tonów; koniec C — koniec  k a rboksy low y  białka; koniec 
N koniec  am inow y białka; PS— presenilina.

I. W stęp

C h o ro b a  Alzheimera (AD) jest najczęstszą formą 
postępującego zespołu otępiennego, pow odującego  
s topn iow ą  u tra tę  pamięci, zdolności myślenia i o r ien ­
tacji. C horob ie  tow arzyszą zm iany patologiczne w m ó ­
zgu. p row adzące  do neurodegeneracji i pow staw ania  
tzw. splo tów  neurofibrylarnych oraz  płytek amylo- 
idowych [1-4]. A D  najczęściej występuje w formie 
sporadycznej [ 2], znane  są również formy dziedziczne: 
wczesna (zachorow ania  przed 60 rokiem życia) i późna 
(zachorow ania  po 60 roku  życia) [1,3].

W ydaje  się, że m oleku la rnym  podłożem  AD jest 
wadliwe funkcjonow anie  w' układzie nerw ow ym  kilku 
białek. O becne badan ia  koncen tru ją  się na n as tępu ją ­
cych białkach: (3APP (ang. amyloid precursor protein).

* S tu d en tk a  V roku W ydzia łu  Biologii UW, Ins ty tu t  Bio­
chemii Z ak ład  Biologii M olekularne j,  ul. Żwirki i W igury  93 
02-089 W arszaw a
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presenilinie 1 (PS 1), presenilinie 2 (PS2), oraz apolipop- 
roteinie E (ApoE). Pow odem  szczególnego zain tereso­
wania (3APP jest fakt, że powstający z niego (3-amyloid 
jest głównym składnikiem płytek am yloidowych, p o d ­
stawowej zm iany patologicznej w chorobie  Alzheimera 
[2, 5], Jak  s twierdzono, mutacje  w genach presenilin 
odpow iada ją  za większość p rzypadków  wczesnej for­
my A D  [ 6, 7], N a to m ias t  apo lipopro te ina  E, a zwłasz­
cza jej form a alleliczna e4, została uznana  za „czynnik 
ryzyka”: hom ozygotyczność pod względem allelu e4 
predestynuje do zachorow ania  na AD [1, 3, 8, 9], 
Dotyczy to zarów no  form dziedzicznych choroby, jak 
i formy sporadycznej.

D otychczasow e dane  pozwoliły na skonstruow anie  
modelu  rozwoju AD. M odel ten przypom ina  m echa­
nizm cho rób  wywołanych przez priony, z a p ro p o n o w a ­
ny przez S. P r u s i n e r a  (Nobel w 1997 r.): normalnie 
występujące w organizm ie białko (w przypadku  AD: 
(3APP) przyjmuje konform ację  [3-kartki. co z kolei 
prowadzi do pow staw ania  nierozpuszczalnych agrega­
tów białkowych, indukujących szereg zmian, k o ń ­
czących się śmiercią kom órk i [ 10]. Możliwe, że m echa­
nizm ten nie jest czymś w yjątkow ym  lecz dotyczy wielu 
cho rób  neurodegeneracyjnych  (np. choroby  H unting­
tona. Parkinsona).

Niniejsza p raca  jest p ró b ą  zwięzłego podsum ow ania
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Tabela 1.
Udział białek w różnych fo rm ach  c h o ro b y  Alzheimera. p A P P :  b ia łko  p re k u rs o ro w e  P-amyloidu;  ApoH: a p o l ip o p ro te in a  K [wg 2. 3. 7. 44].

Forma choroby Charakterystyka Wzór d/ied/iczenia Gen Produkt

1. dziedziczna
1.1. wczesna 
(ang. early onset)

1.2. pó źn a  (ang. late 
o n se t)

•  z a c h o ro w an ia  przed 60. r o ­
kiem życia;

0 z a c h o ro w an ia  po 60. 
roku  życia;

•  a u to s o m a ln e ,  d o m in u ją ­
ce:

•  au to s o m a ln e ,  d o m in u ją ­
ce, wpływ wielu d o d a t k o ­
wych czynników;

•  21 q 2 1.2
•  14q 24.3
•  1q 3 1-42
•  19q 13.2
•  19q 13.2

•  p A P P
•  presenilina-1
•  presenil ina-2
•  ApoH
•  ApoH

2. spo rad y cz n a •  większość p rzypadków ; 
najczęściej zw iązana  z, u sz k o ­
dzeniam i głowy

•  19q 13.2 •  ApoH

obecnej wiedzy na temat udziału białek w patologii 
AD. K ró tk o  charakteryzuje  poszczególne białka 
i p rzedstaw ia m olekularny model choroby.

II. pA P P i p-amyloid

P A P P  jest p rekursorem  p-amyloidu —  głównego 
sk ładn ika  płytek amyloidowych [2. 5], G en  p-APP. 
znajdujący się na chrom osom ie  21 zawiera co najmniej 
19 eksonów  [11-14], F ragm enty  eksonów  16 i 17 
k od u ją  sekwencje P-amyloidu. [11, 15]. Dzięki kilku 
d rogom  sk ładania  p ierwotnego t ransk ryp tu  powstaje 
więcej niż 10 form PAPP. G łów nym i p roduk tam i,  
zawierającymi sekwencję P-amyloidu są formy: 695, 
714, 751 i 770 am inokw asow a  [ 1, 2, 12, 1 3, 16], G en  
P A P P  ulega ekspresji we wszystkich typach tkanek 
[11,  17], jednak  forma 695-am inokw asow a synte tyzo­
w ana  jest niemal wyłącznie w neuronach  [17, 18],

P A P P  jest t ransb łonow ą glikopro te iną  [2, 14, 19] 
o masie ~  90-130 k D a  [1, 18, 20], Zaczynając od 
N -końca  polipeptydu m ożna  wyróżnić w (3APP n a ­
stępujące rejony: 1. sekwencja sygnałowa, kierująca 
syntetyzow any peptyd do retikulum  endoplazm atycz- 
nego, 2. rejon bogaty  w reszty cysteiny, 3. dom ena  
o wysokiej zawartości am inokw asów  o ładunku  ujem ­
nym, 4. dom ena  transb łonow a, zawierająca sekwencję 
P-amyloidu. 5. dom ena  cy toplazm atyczna  (dane dla 
formy 695-aminokwasowej) [12, 14],

PA P P  jest kontranslacyjnie  tran sp o r to w an y  do reti­
ku l um endoplazm atycznego. a następnie do apa ra tu  
Golgiego. W trakcie tej podróży  białko podlega: 
fosforylacji, N- i O-glikozylacji oraz przyłączaniu grup 
siarczanowych [5, 18, 21-23], Po dotarc iu  do błony 
kom órkow ej P A PP poddaw any  jest dalszej obróbce  na 
jednej z dwóch możliwych dróg.

W pierwszej z tych dróg, tzw. nieamyloidogennej, 
sekretaza 7 rozcina łańcuch polipeptydowy [3APP 
między między Lys687 a Leu688, co odpow iada  pozy­
cjom 16 i 17 w sekwencji P-amyloidu (num eracja  formy 
770 aminokwasowej). W wyniku tego powstaje tzw. 
rozpuszczalny A P P  (sAPP7), o raz związany z b łoną 
fragm ent o masie 9-10-kDa, zawierający jedynie część 
sekwencji P-amyloidu [2. 5. 20,24. 25], Podczas drugiej

drogi obróbki, tzw. amyloidogennej, P A PP  ulega en- 
docytozie dzięki sekwencji Y F N P T Y  [25], N astępnie  
sekretaza P tnie P A PP między Met671 a Asp672, 
w wyniku czego powstaje rozpuszczalny sA P P p , oraz 
zakotw iczony w błonie fragm ent o masie 1 1-12-kDa. 
Ten ostatni jest dalej rozcinany przez sekretazę y. co 
daje w efekcie fragment będący P-amyloidem [2, 5, 21, 
23, 26-30],

Jak  wynika z powyższego schematu, dwie drogi 
ob róbk i proteolitycznej P A P P  prow adzą  do  całkow i­
cie różnych konsekwencji fizjologicznych. Efektem 
obróbk i na drodze nieamyloidogennej (częstszej) jest 
cząstka s A P P x  k tó ra  łącząc się ze swoim receptorem 
w błonie kom órkow ej neuronów , chroni te ostatnie 
przed zw yrodnieniem [31]. O b ró b k a  na drodze  a m y ­
loidogennej prowadzi do  pow stan ia  P-amyloidu, który 
następnie może agregować, indukując szereg zmian 
doprow adza jących  do  śmierci kom órek  nerwowych 
(patrz rozdz. V).

S tosowany przy opisie przekształceń [3APP termin 
„sekretazy” jest um owny, gdyż enzymy te nie zostały 
do tąd  zidentyfikowane. W ydaje się, że cięcia przypisy­
wane poszczególnym sekretazom  są w istocie wyni­
kiem działania ki lku enzym ów [25].

Funkcje  p A P P  nie są znane. W większości form 
P A PP stw ierdzono w części N-końcowej sekwencję 
hom ologiczną z sekwencją inhibitora  p ro te inaz  sery- 
nowych z rodziny K unitza  [12. 13, 16. 17. 19, 32], 
S tw ierdzono także, że sA P P 7  m a ak tyw ność  czynnika 
wzrostu i wywiera pozytywny wpływ na wzrost neu ro ­
nów w hodow lach  kom órkow ych  [33]. sA P P 7  s tym u­
luje kaskadę sygnałową kinaz M A P  w hodow lach  
kom órkow ych  [34], W ydaje się również, że sA P P 7  
może być składnikiem substancji zew ną trzkom órko-  
wej 1 pośredniczyć za rów no  w in terakcjach między­
kom órkow ych  jak i k o n tak tach  kom órki z innymi 
czynnikami [33, 35].

Znanych  jest szereg mutacji genu PAPP. M utacjom  
w pozycjach 670 671. 717 oraz 692 towarzyszy zwięk­
szony poziom p-amyloidu oraz pow staw anie  długich, 
bardziej am ylo idogennych  form tego białka [2, 36]. 
M ożna  przypuszczać, że opisywane mutacje  mogą 
wpływać na ob ró b k ę  pA PP . Przem aw ia za tym także
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to, że m utacje  z lokalizow ane są w pobliżu miejsc cięcia 
dla sekretaz  [ 2].

[3-amyloid (A0) jest pep tydem  o masie ~ 4  k D a  [29, 
37], S k łada  się z 39-43 am inokw asów . Płytki am ylo- 
idowe są zbudow ane  głównie z formy 42/43-am ino- 
kwasowej [14, 38], P-amyloid angiopatii  am yloidowej 
ma w większości długość 39/40 AA [39], ale znaleziono 
także formy 42-am inokw asow e [40], O becność  P-a- 
m yloidu (tzw. rozpuszczalnego p-amyloidu, sAP) 
stw ierdzono również w płynach ustrojowych i m ediach  
hodowli kom órkow ych  [1. 37, 41, 42], Pewne dane  
w skazują  na  to, że za agregację cząsteczek P-amyloidu 
może być odpow iedzia lna  dłuższa, 42 /43-am inokw a- 
sowa form a Ap [43], U sta lono , że P-amyloid indukuje  
ap op tozę  w hodow lach  neu ronów  na drodze związanej 
z generow aniem  wolnych rodn ików  i napływem  jo n ó w  
C a 2+ do  cytoplazm y [44-46].

III. Preseniliny

W iększość p rzypadków  wczesnej formy A D  wiąże

Rvc. 1. S chem at  o b ró b k i  p ro te o l i ty ­
cznej PA PP. a) d r o g a  niea- 
m ylo idogenna ,  b) d r o g a  am y- 
lo idogenna;  c z a rn y  p ro s to ­
kąt: sekwencja P -am ylo idu ;  a, 
P, y: sekretazy; l iczby  o z n a ­
czają pozycje w 7 70-am ino-  
kw asow ym  p A P P .  Szczegóły 
w tekście, [wg 2, 7, 16. z m o ­
dyf ikowane] .

się z m utacjam i w' genach presenilin: pierwszej (PSI )  
—  na chrom osom ie  14 i drugiej (PS2) — na c h r o m o ­
somie 1 [ 6 , 7, 47], K odu ją  one, odpow iedn io ,  467- 
-am inokw asow e białko PSI o masie 43-50 k D a  [47- 
-52] i białko PS2, zbudow ane  z 448 am inokw asów ,
0 masie 53-55 k D a  [7, 48]. O b a  białka w ykazują  
wysoki stopień homologii (63%), najwyższy w obrębie  
dom en  transb łonow ych  (61-95%) [7],

O becnie  znanych jest 45 mutacji w genie PSI
1 3 w genie PS2 [48, 53, 54], Ekspresja presenilin 
zachodzi w neu ronach  mózgu i wielu innych tk an k ach  
[3, 7 54],

Miejscem lokalizacji kom órkow ej presenilin jest 
b łona re tikulum  endop lazm atycznego  i a p a ra tu  G ol- 
giego [49, 54, 53]. Białka p raw d o p o d o b n ie  pos iadają  
6 do  8 dom en  transb łonow ych  [47, 49, 53, 55], 

Preseniliny podlegają  obróbce  proteolitycznej. W jej 
wyniku PSI jest cięta na dw a polipeptydy o masie 
27-28 k D a  (część N -końcow a) i 16-18 k D a  (część 
C -końcow a) [51, 52], O b ró b k a  PS2 p row adzi do 
pow stan ia  fragm entu  N -końcow ego  o masie 35 k D a
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i f ragm entu  C -końcow ego  o masie 20 k D a  [48], 
Preseniliny są również fosforylowane w resztach sery- 
ny [49],

Rolę presenilin  p róbuje  się ustalić poszukując  ho- 
mologii z innym i białkami o znanej funkcji, a także na 
podstaw ie  efektów fenotypowych mutacji w genach 
presenilin.

S tw ierdzono  hom ologię  genów presenilin do  dwóch 
genów Caenorhabditis elegans: spe4 i sel 12 [56, 57], 
spe4 reguluje t ra n sp o r t  białek w aparacie  Golgiego 
w procesie sperm atogenezy  [58], Być może preseniliny 
spełniają p o d o b n ą  funkcję, uczestnicząc w transporc ie  
(3APP. 80%  znanych  mutacji w genach presenilin 
dotyczy sekwencji konserwowanej w sel 12 [1, 57], 
Białko to  w spółdziała  z jednym  z receptorów  rodziny 
N otch , związanej z de te rm inow aniem  losów kom órek  
[57-59], R ola  sel 12 nie jest jed n ak  dok ładn ie  poznana. 
Myszy pozbaw ione  genu PSI w ykazują  fenotyp p o d o ­
bny do  obserw ow anego  u myszy z m utacjam i N o tch  
[60, 61], o raz  zaburzen ia  rozwoju cen tralnego uk ładu  
nerw ow ego [60], N a  związek presenilin z rozwojem 
m ózgu i funkc jonow aniem  n eu ronów  wskazują  też 
dane  o zmiennej na  różnych e tapach  rozwoju obróbce  
proteolitycznej tych białek [50].

Preseniliny wywierają też wpływ na  uwalnianie 
jo n ó w  w apn ia  z w nętrza re tikulum  endoplazm atycz- 
nego, na  co wskazują  zaburzenia  tego procesu w k o ­
m ó rk ach  eksprym ujących  zm u to w an ą  PSI [62],

S tw ierdzono, że mutacje w genach presenilin uw raż­
liwiają h o d o w an e  neurony  na  apop tozę  in d u k o w an ą  
(3-amyloidem [62, 63], Zw iększoną wrażliwość na 
apop tozę  zao b se rw ow ano  również w kom ó rk ach  
z nadekspresją  genu PS2 [64],

Preseniliny b io rą  p raw do p o d o b n ie  udział w o b ró b ­
ce (3APP. W hodow lach  kom órkow ych  i myszach 
transgenicznych mutacje  w genach presenilin p o w o d u ­
ją  wzrost p rodukcji  dłuższej, 42-am inokwasowej for­
my (3-amyloidu i zmniejszenie poziom u sAPPoc, dz ia ła­
jącego  ja k o  n eu ro p ro te k to r  [65-67], Być może m utacje 
w genach presenilin faworyzują w jakiś  sposób  jedną  
z sekretaz [50], M oże to stanowić wskazówkę co do 
roli presenilin w patologii A D  (patrz rozdz. V).

IV. Apolipoproteina E

A p o lipop ro te ina  E (ApoE) jest 299-am inokw asow ą 
g likopro te iną  o masie 34 kD a. Fizjologicznie związana 
jest z t ran sp o r tem  cholesterolu [ 68],

G e n  A poE  z lokalizowany jest na chrom osom ie  19 
i zawiera 4 eksony  [69], Ulega ekspresji w większości 
tkanek . G łó w n y m  miejscem syntezy A poE jest w ą­
troba ,  na drug im  miejscu pod tym względem znajduje 
się mózg [ 68]. Z nanych  jest kilka alleli ApoE, z k tó ­
rych najczęściej występują; s2, e3, e4. F o rm y  alleliczne 
b ia łka  różnią się między sobą jednoam inokw asow ym i 
podstaw ien iam i w pozycjach 112 i 158. Dla c3 są to: 
C ysl 12 i Arg 158, dla c2: Cysl 12 i C ysl58 , dla c4: Arg 
112 i Arg 158 [69], Ź ród łem  polimorfizmu białka

ApoE oprócz  istnienia alleli jest jego glikozylacja [ 68], 
ApoE a zwłaszcza forma Apoa4 jest uzn aw an a  za 

czynnik ryzyka w chorobie  Alzheimera. Częstość wy­
s tępow ania  allelu s4 w ogóle populacji wynosi 11-15%
[69], n a tom ias t  w grupie chorych na późną  formę AD, 
częstość jest zwiększona do  50%  [70]. Białko Apoe4 
wiąże się do  (3-amyloidu in vitro i jest sk ładnikiem  
płytek am ylo idow ych oraz splotów neurofibrylarnych 
[70-72].

S tw ierdzono silne powiązanie  allelu Apoc4 z wczes­
ną [ 8], pó źn ą  [70, 73, 74] i sporadyczną [73] formą 
choroby  Alzheimera. W ystępow aniu  Apoc4 tow arzy ­
szy zwiększone odk ładan ie  złogów [3-amyloidu [75]. 
Należy je d n a k  zaznaczyć, że nie wszyscy nosiciele 
allelu e4 zap ad a ją  na  cho robę  Alzheimera i odw rotnie , 
osoby nie pos iadające  tej formy A poE  także choru ją  na 
AD. Z m niejszoną częstość zacho row ań  zaobse rw ow a­
no wśród nosicieli allelu Apos2 [76].

Nie w iadom o, w jaki sposób  A poE bierze udział 
w patologii AD. U w aża się, że białko to jest czynnikiem 
ułatw iającym  rozwój i w pływającym na przebieg ch o ­
roby. E ksperym enty  na myszach transgenicznych p o ­
kazały, że A pos4 sprzyja agregacji (3-amyloidu in vivo 
[77], S tw ierdzono także, że A poE  wiąże się do roz­
puszczalnej formy (3-amyloidu in vitro [78], P ra w ­
d o p o d o b n ie  więc ap o lipopro te ina  E wiążąc się do 
(3-amyloidu zmniejsza jego rozpuszczalność, co może 
ułatwiać agregację peptydu. Sugeruje się, że ApoE 
pełni rolę tzw. patologicznego białka chaperonow ego, 
k tóre  wiążąc się do  innego b iałka —  w tym w ypadku 
(3-amyloidu —  wym usza zm ianę konform acy jną  p ro ­
wadzącą do  rozwoju choroby  [71].

V. Przebieg choroby na poziom ie m oleku­
larnym

Szereg danych  wskazuje na to, że k luczow ą rolę 
w rozwoju A D  odgryw a (3-amyloid. Zagregow any  
(3-amyloid jest toksyczny dla neu ronów  in vitro [79, 
80], o raz  kom órek  siatkówki in vivo [81],

Płytki am ylo idow e są głównie zb u dow ane  z d łuż­
szej, 42-am inokw asow ej formy (3-amyloidu (A(3,_42) 
[38, 82]. F o rm a  ta jest mniej rozpuszczalna  niż (3-amy­
loid 40-am inokw asow y (A(3,_40) [83, 84],

Badania  nad  agregacją różnych form (3-amyloidu 
wskazują na  to, że tworzenie płytek am yloidowych 
przez A(31_ 40 może być indukow ane  przez śladowe 
ilości form A(3, _ 43 i A(31 _ 42 [43].

U transgenicznych myszy, w k tórych kom ó rk ach  
zachodzi ekspresja zm utow anego  (3APP [85], lub jego 
C -końcow ego fragm entu  [ 86] rozwijają się zmiany 
patologiczne, charak terys tyczne  dla AD. Stwierdzono, 
że mutacje  (3APP w pozycjach: 717, 670/671, 692 
(num eracja  formy 770-aminokwasowej) związane są ze 
zwiększoną p rodukc ją  (3-amyloidu [36, 87-90], O m a ­
wiane m utacje  z lokalizow ane są w7 pobliżu  miejsc 
cięcia sekretaz. Sugeruje to wpływ mutacji na ob róbkę  
(3APP. a przez to na poziom  uw alnianego am yloidu
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mutacje w 
sekretazach

mutacje w PAPP

zmiany p H ; 
wolne rodniki; 
jony Zn2+ ,A13+;

sekretazy

mutacje w  presenilinach

• powstawanie A p, .42. 
•zwiększona produkcja A P M0
• zmiana konformacji Ap ;

agregacja Ap

indukcja apoptozy -*

inne białka
(al-antychymotrypsyna, 
glikozoaminoglikany itd.)

ApoE

smierc neuronów

i po tencja lną  agregację [ 2],
Agregacja (3-amyloidu może być zw iązana  ze zm ianą 

s truk tu ry  drugorzędowej peptydu. Pewne dane w ska­
zują na to, że sekwencja am inokw asow a  [3-amyloidu 
pozwala na p rzyjm ow anie w części N -końcow ej dwóch 
s tanów  konformacyjnych: a-heliksu i [3-kartki. R oz­
puszczalny (3-amyloid (sA[3), norm aln ie  występujący 
w' płynach ustrojowych ludzi, przyjmuje konform ację  
oc-helikalną. K onform acja  [3-kartki jest cha rak te ry s­
tyczna dla (3-amyloidu nierozpuszczalnego, tw orzące­
go złogi amyloidowe, występujące u osób chorych na 
A D  [90, 91], W ydaje się, że zm iana konformacji może 
zachodzić w wyniku działania  szeregu czynników 
związanych ze starzeniem (np. zm iany pH, obecność 
wolnych rodników), zwiększonego poziom u [3-amylo- 
idu, pow staw ania  formy A [3, _42, interakcji z pewnymi 
jonam i metali (np. Z n 2 + , Al 3+ ), modyfikacji posttrans-  
lacyjnych, obecności tzw. patologicznego białka cha- 
peronow ego [84, 90-92], W edług tej ostatniej hipotezy 
A poE wiąże się do  [3-amyloidu, wymuszając zm ianę 
konformacji, bądź w spom agając  u trzym anie  już  zm ie­
nionej s t ruk tu ry  [71], Za  tą os ta tn ią  możliwością 
p rzem awia fakt preferencyjnego wiązania ApoE do 
[3-amyloidu w konform acji [3-kartki [92],

Z przedstaw ionych tutaj danych  wyłania się n a ­
stępujący możliwy przebieg choroby: bezpośrednią  
przyczyną śmierci neuronów  wydaje się być ap o p toza  
indukow ana  zagregow anym  (3-amyloidem. Agregacja 
peptydu  może zachodzić na skutek zwiększonej produ-

Ryc. 2. Przebieg c h o ro b y  Alzhei­
m era  na po z io m ie  m ole­
ku la rnym . O pis  w tekście, 
[wg 7. 16. 85 ]

kcji [3-amyloidu, zwłaszcza formy A[3, _42 (powstającej 
w wyniku zmiennej obróbk i proteolitycznej p rek u r­
sora, (3APP), o raz  zm ian konformacyjnych, obe jm ują ­
cych przejście ot-helis —► [3-kartka. Pow odem  niepraw i­
dłowej obróbk i [3APP m ogą być: 1. mutacje  (3APP, 
z lokalizowane w pobliżu miejsc cięcia dla sekretaz. 2 . 
działanie zm utow anych  presenilin (np. poprzez fawo­
ryzowanie jednej z sekretaz), 3. mutacje w genach 
sekretaz. Z m iany  konformacji (3-amyloidu m ogą za ­
chodzić na skutek oddziaływania  z patologicznym 
białkiem chaperonow ym  (np. ApoF.).

VI. Podsum owanie

Przedstaw iony tutaj przebieg AD na poziomie mole­
kularnym  nie jest do końca potwierdzony. Stwier­
dzono. że podwyższone stężenie (3-amyloidu u myszy 
transgenicznych niekoniecznie musi prowadzić do 
agregacji peptydu  [93]. W ykazano, że nie ma wyraźnej 
korelacji między poziom em  [3-amyloidu w płynie m óz­
gow o-rdzeniow ym  a zapadalnością  na AD [42], M oż­
liwe więc, że w agregacji [3-amyloidu biorą również, 
udział inne czynniki.

(3APP i [3-amyloid. preseniliny oraz apo lipopro te ina  
E nie są jedynym i białkami związanymi z AD. Z p o ­
w stawaniem  płytek starczych wydają się też być zwią­
zane ApoJ [78], N A C  (nieamyloidowy składnik płytek 
starczych ang. non-A fi component Alzheimer's plaque 
= oL-synueleina) [94], osoczowy składnik  amyloid
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P [95], g likozoam inog likany  [96], a l-a n ty c h y m o try p -  
syna [97, 98], sk ładniki dopełniacza [98], O prócz  
płytek starczych, d ru g ą  główną zm ianą pato logiczną  
w m ózgu  ludzi chorych  na AD, są sploty neurofibrylar- 
ne, k tó rych  podstaw ow ym  składnikiem jest i -b ia łk o  
zw iązane z m ik ro tubu lam i,  ufosforylowane ponad  
n o rm a ln y  poziom  [99, 100],

M echan izm  ch o roby  Alzheimera jest z łożony i nie 
do ko ń ca  poznany. Stąd też problem  stanowi znalezie­
nie skutecznej m e tody  leczenia. Spośród wielu czyn­
ników uczestniczących w rozwoju choroby  cen tra lną  
rolę wydaje  się pełnić (3-amyloid i jego p rekurso r  
(3APP. O piera jąc  się na tej hipotezie S o  t o  i w s p. 
[101, 102] skonstruow ali  5-am inokw asow y peptyd, 
h am ujący  tworzenie włókien am yloidowych przez for­
my A p , _ 40 i A(3, _ 42 in vitro. Peptyd zapobiega  
również indukow anej zagregow anym  (3-amyloidem 
śmierci hodow anych  neuronów  i zmniejsza odk ładan ie  
z łogów am ylo idow yeh u szczurów, u k tórych  w yw oła­
no ob jaw y AD.

P ro p o n o w a n y  wyżej przebieg agregacji (3-amyloidu 
wskutek  zmiany s t ru k tu ry  drugorzędowej p rzypom ina  
p rzedstaw iony przez noblistę z 1997 r„ S. P r u s i n e -  
r a, m echanizm  rozwoju cho rób  prionowych, o p ie ra ją ­
cy się na przy jm ow aniu  konform acji (5-kartki przez 
białko P rP c  [10], Przejście konform acyjne ka ta l izo ­
wane jest przez hipotetyczne białko „X”. Być może 
m echanizm  ten dotyczy całego szeregu cho ró b  neuro- 
degeneracyjnych (np. P ark insona, H un tin g to n a ,  czy 
C reu tz fe ld ta -Jakoba)  [103], W skazuje na to również 
obecność  ApoE w złogach am yloidow ych o b se rw o w a­
nych w m ózgach ludzi chorych na cho roby  prionow e 
[72]. Intensywne bad an ia  p row adzone  obecnie nad 
rolą białek w rozwoju A D  m ogą więc pom óc w wyjaś­
nieniu patologii całej grupy  cho rób  a takujących  układ 
nerw ow y i w znalezieniu skutecznych m etod leczenia.
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I. W stęp

Przez wiele lat od wprow adzenia  penicyliny do 
użytku w 1942 r. antybio tyk  ten, o raz  jego liczne 
syntetyczne i półsyntetyczne pochodne, był głównym 
lekiem z w yboru w p rzypadku  wielu cho rób  sp o w o d o ­
w anych przez bakterie, przede wszystkim g ram doda t-  
nie. Jed n ak  już  pod  koniec lat czterdziestych opisano 
pierwsze przypadki bakteryjnej oporności na penicyli­
nę, spow odow ane  aktyw nością  [3-laktamazy (penicyli- 
nazy). Obecnie  oporność  taka  jest bardzo  szeroko 
rozpow szechniona [ 1] i w różnym stopniu  dotyczy 
prawie wszystkich s tosow anych an tyb io tyków  (3-lak- 
tam ow ych  — odsetek m etycylino-opornych szczepów 
g ro nkow ca  złocistego, p roduku jących  do d a tk o w e  b ia ­
łko wiążące penicylinę, PBP2, wzrósł w Stanach  Z jed­
noczonych  od 2%  w 1975 r. do 35%  w 1996 r„ 
a w Japonii  p o n ad  60%  wszystkich szczepów g ro n ­
kow ca złocistego, zbadanych  w latach 1992-1993, było 
op o rn y ch  na ten an tyb io tyk  [2], Obecnie w niektórych 
szpitalach w USA i Hiszpanii odsetek metycylino- 
-opornych  szczepów g ronkow ca  sięga nawet 90%. 
Szybko wzrasta liczba szczepów dwoinki zapalenia  
płuc wyizolowanych ze środow iska  szpitalnego (po to ­
cznie zwanych szczepami szpitalnymi), wobec których 
m in im alne  stężenie ham ujące  (MIC) penicyliny jest 
nawet do 5 tysięcy razy wyższe niż wobec szczepu 
s tandardow ego  R 6 [3]. P o d o b n a  jest sytuacja w przy­
p ad k u  wielu innych bakterii g ram dodatn ich , ale o p o r ­
ność na  be ta-lak tam y nie jest też. rzadkością  wśród 
bakterii gramujemnych. N a  to zjawisko nak łada  się, 
co raz  powszechniej sp o tykana  u bakterii, oporność  
wieloraka, zw ana też wielokrotną. Liczne szczepy 
dw oinki zapalenia  płuc, oprócz  oporności na penicyli­
nę, wykazują  równocześnie opo rność  na am inogliko- 
zydy, tetracyklinę oraz antyb io tyk i fluorochinolowe. 
Podobn ie  enterokoki, k tóre  zajm ują niechlubne trzecie 
miejsce, po gronkow cach  i Escherichia coli, j a k o  przy­
czyna zakażeń szpitalnych, są coraz częściej oporne  na 
praktycznie  wszystkie powszechnie s tosow ane a n ty ­
biotyki [4-6], W edług am erykańskiego  ośrodka  C D C  
w Atlancie, w 1996 r. w S tanach  Z jednoczonych na 
zwalczanie infekcji pow odow anych  przez bakterie 
o p o rn e  na an tybiotyki w ydano p onad  4 miliardy 
do la rów  [7],

W przypadku bakterii g ram doda tn ich  wydawało  
się, że rolę an tyb io tyków  [M aktam owych z pow odze­
niem przejmą an tybiotyki g likopeptydowe, przede 
wszystkim wyizolowana w 1956 r. wankom ycyna, 
a w 1978 r, te ikoplan ina  [ 8], W praw dzie  po wstępnych 
nadziejach związanych u w ankom ycyną, w prow adze­
nie metycyliny, bardzo  aktywnej wobec penicylino- 
-opornych  szczepów gronkow ca  złocistego, jak  ró w ­
nież toksyczność pierwszych p repara tów  samej w an ­
kom ycyny ze względu na stopień ich zanieczyszczenia, 
spow odow ało  odwrócenie się od w ankom ycyny  aż do 
m o m en tu  pojawienia się pierwszych g ronkow ców  
opornych  na metycylinę [9, 10], Po wielu latach

skutecznego s tosow ania  w ankom ycyny i innych gliko- 
peptydów, w drugiej połowie lat osiemdziesiątych 
w yizolow ano pierwsze en te rokoki niosące plazmido- 
w o -k o d o w an ą  oporność  zarów no  na w ankom ycynę, 
jak  i te ikoplaninę, a następnie opisano  pierwsze przy­
padki infekcji wywołanych przez w ankom ycyno-opor-  
ne szczepy Enterococcusfaecium  [11,12], O d 1989 r. do 
1993 r. liczba opornych  na w ankom ycynę enteroko- 
ków, izolow anych z m ateria łu  klinicznego, wzrosła 
26-krotnie [13], W 1993 r. wśród wszystkich en- 
te rokoków  izolowanych z krwi pacjentów w centrum  
medycznym University of Pennsylvania, 28%  wykazy­
wało o p o rn o ść  na w ankom ycynę. W szpitalu miejskim 
w Cincinatti ,  USA, 43%  wszystkich szczepów E. 
faecium, izolowanych z m ateria łu  klinicznego, było 
opornych  na wankom ycynę, a w ośrodku  dla w etera ­
nów w innym  dużym  mieście am erykańsk im  odsetek 
opornych  na w ankom ycynę  szczepów E. faecium  sięgał 
67%  [14], N ajbardziej niepokojące dane dotyczą 
dużego szpitala w N ow ym  Jo rk u  —  Cornell Medical 
Center, gdzie na  oddziale dziecięcym liczba opornych  
szczepów szpitalnych E. faecium  wzrosła od 16,7% 
w 1990 r. do 89,8% w 1995 r. [15].

D ane europejskie  są dużo korzystniejsze. Wywiad 
obejm ujący 70 ośrodków  m ikrobiologicznych w 9 k ra ­
jach Zachodnie j E uropy  wykazał obecność średnio 
2,3% szczepów en te rokoków  opornych  na w an k o m y ­
cynę, oraz 1,7% en te rokoków  opornych  na te iko­
planinę. O p o rn o ść  na antybio tyki glikopeptydowe 
występuje dziesięć razy częściej u E. faecium  niż u E. 
faecalis  [16], W jednym  z mniejszych szpitali w Szwe­
cji, po w prow adzen iu  m aksym alnych  środków  o s tro ­
żności, odsetek w ankom ycyno-opornych  szczepów 
szpitalnych E. faecium  wykazał nawet spadek do blisko 
zera na przestrzeni trzech lat. Jednakże  na dane 
europejskie może wpływać technika badan ia  entero- 
kokow ych szczepów szpitalnych. W prow adzenie  w kil­
ku ośrodkach  w Stanach  Zjednoczonych bardziej 
rygorystycznych technik badawczych zaow ocow ało  
znacznym  wzrostem  liczby izolowanych en te rokoków  
opornych  na an tyb io tyk i glikopeptydowe.

O po rn o ść  na  w ankom ycynę  nie jest ogran iczona do 
E. faecium i E. faecalis. Liczne szczepy Enterococcus 
gallinarum, E. casseliflavus, E. avium  i E. raffinosus 
również przejawiają s tosunkow o niski stopień o p o rn o ­
ści na w ankom ycynę, pozosta jąc  wrażliwymi na te iko­
planinę [17-19]. W latach 1989-1996 opisano  również 
szereg p rzypadków  oporności na w ankom ycynę szcze­
pów Staphylococcus haemolyticus  i S. epidermidis [20], 
wyrażając przy okazji obaw ę przed pojawieniem się 
opornych  na ten an tybio tyk  szczepów S. aureus, zwias­
tujących początek końca  ery antybiotykowej. O baw y 
te były prorocze. W latach 1987-1994 opisano  kilka 
szczepów g ronkow ca  złocistego o jedynie 4- do 8-krot- 
nie zmniejszonej wrażliwości na w ankom ycynę. In 
vitro z pow odzeniem  s tw arzano  też w arunki do przejś­
cia genów w arunku jących  oporność  na w ankom ycynę 
z E. faecium  do  Staphylococcus aureus  [21], W 1996 r.

POSTĘPY B IO C H E M I I  4 5 ( 2 ) ,  1999 123http://rcin.org.pl



w lab o ra to r iu m  A. T o m a s z a  [22] w wyniku presji 
an tyb io tykow ej o trzy m an o  spontan icznego m u ta n ta  
S. aureus o 66-krotnie  zwiększonej oporności na wan- 
kom ycynę  (wzrost M IC  w ankom ycyny  z 1,5 pg/ml do 
100 mg/ml) a p o d o b n e  m u tan ty  S. aureus uzyskano m. 
in. w p racow niach  R. D a u m a [23] i K. H i r a m a -  
t s u  [24]. W tym sam ym  roku  w Japonii,  a w rok 
później w Stanach  Z jednoczonych  i ponow nie  w J a p o ­
nii [5, 25], z identyfikow ano p rzypadki infekcji w yw o­
łanych  szczepem gronkow ca  złocistego o pośredniej 
opornośc i  na w ankom ycynę  (M IC  pom iędzy 8 i 16 
mg/ml). H odow la  szczepów o pośredniej oporności 
w obecności w ankom ycyny  prow adziła  do  zwiększenia 
M IC  wobec tych szczepów do 32 m g/m l [26], Z n a n a  
jest też n a tu ra ln a  o po rność  na an tybio tyki glikopep- 
tydow e bakterii należących do  rodzajów  Lactoccocus, 
Leuconostoc  i Pediococcus, jak  również bakterii Bacil­
lus popilliae s tosowanej z pow odzeniem  od k ilku­
dziesięciu lat do zwalczania żuka  Popilia japonica  
niszczącego wiele g a tu n k ó w  upraw  [27]. W 1997 r. 
pojawiły się pierwsze doniesienia —  o opornych  na 
w ankom ycynę  pac iorkow cach  —  Streptococcus bo­
vis, a w 1998 r. —  o opornych  szczepach Bacillus 
circulans [28].

W w aru n k ach  labora tory jnych , w wyniku presji 
an tybio tykow ej,  uzyskano  szczepy Listeria monocyto-  
genes  o pośredniej oporności na  w ankom ycynę 
( M a r k i e w i c z ,  dane  nie publikowane). Jeszcze ła t ­
wiej udaje się na d rodze  koniugacji w labo ra to r ium  
przekazać  plazmid kodujący oporność  z E.faecium  do 
L. monocytogenes , uzyskując klony listerii oporne  na 
526 mg w ankom ycyny /m l [29, 30 oraz  M a r k i e ­
w i c z ,  dane  nie pub likow ane].  O b y d w a  w spom niane  
ga tunk i  współżyją w przewodzie p o k a rm o w y m  bardzo  
wielu ludzi.

R ozpow szechnianie  się oporności bakterii gram - 
d o d a tn ich  na wankom ycynę, uw ażaną  za lek ostatniej 
szansy, ma też swój w ym iar ekonom iczny. Koszt 
leczenia jednego p rzypadku  bakteriemii wywołanej 
przez w anko m y cy n o -o p o rn e  en te rokoki wynosi od 30 
do  40 tysięcy dolarów , a i tak p o n ad  40%  przypadków  
kończy  się zgonem [31, 32],

II. Budowa wankom ycyny

W ank o m y cy n a  została w yizolow ana z p ro d u k tó w  
fermentacji p row adzonej przez Streptomyces orientalis 
(ga tunku  prom ieniow ca znalezionego w próbce gleby 
pochodzącej z dżungli na Borneo), ale poznan ie  jej 
s t ruk tu ry  było procesem tak trudnym , że zakończono  
go dopiero  w la tach 80-tych. Pom ija jąc  szczegóły 
budowy, k tóre  zostały już  wcześniej zaprezen tow ane  
w licznych pracach, również przeglądowych [17, 33], 
a nie są istotne dla om aw ianego  tutaj tem atu , należy 
jed n ak  nadmienić, że cząsteczka w ankom ycyny  jest 
z b u d o w an a  z liniowego szkieletu hep tapeptydow ego. 
Jest to  charak terys tyczna cecha budow y wszystkich 
an tyb io tyków  glikopeptydowych. W ankom ycyna , o d ­
k ry ta  ja k o  pierwszy an tybio tyk  g likopeptydow y, jest 
jedynym  an tybio tyk iem  z tej grupy, k tóry  zawiera 
tylko pięć pierścieni arom atycznych  —  pozostałe  mają 
ich siedem (Ryc. 1).

T e ikop lan ina  (wyizolowana również z p rom ien iow ­
ców —  Streptomyces teichomyceticus  —  ja k o  p rod u k t  
p row adzonej przez nie fermentacji) została  o dkry ta  
znacznie później, bo dopiero  w 1978 r. M a  ona bardziej 
łipofiłowy ch arak te r  niż w ankom ycyna , stąd lepiej 
penetru je  tkank i  i kom órki, dłuższy jest też jej okres 
pó łtrw an ia  w surowicy [34].

III. M echanizm  działania glikopeptydów

W ankom ycyna , tak  jak  i inne glikopeptydy, zaburza  
trzeci i osta tn i e tap  syntezy m ureiny  bakteryjnej, 
w k tó rym  (3-1,4-disacharydopentapeptyd, p rekursor 
peptydoglikanu , jest t ran sp o r to w an y  przez błonę cyto- 
p lazm atyczną i przyłączany do  już  istniejącej mureiny 
w reakcjach transglikozylacji (polimeryzacji p o w ta rza ­
jących się jednostek  d isacharydo-pen tapep tydow ych  
do  utw orzenia  liniowego łańcucha „now ego” pep ­
tydoglikanu) i t ranspeptydacji  (tworzenia wiązań p o ­
przecznych pomiędzy bocznymi łańcucham i peptydo- 
wymi [34] (Ryc. 2)).

T ranspep tydazy  o raz  D ,D -karboksypep tydazy , en ­
zymy tworzące wiązania poprzeczne między łańcucha-

NHj

Ryc. 1. B udow a cząsteczki teikoplaniny.  G r u p a  
R oznacza  specyficzną resztę kwasu t łusz­
czowego.
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C Y T O P LA Z M A
BŁO N A 

C Y TO P LA ZM ATYC ZN A
P O W IER ZC HN IA

KOM ÓRKI

I II

~ ~ ~ ~ ~  - bactoprenol

I, II, III - etapy biosyntezy mureiny

mi p ep tydog likanu ,  rozpoznają  D -alany lo -D -a lan inę  
p en tapep tydu .  Odszczepiają  D -alaninę w pozycji 
5 i najczęściej, tw orzą  wiązanie peptydow e pom iędzy 
g ru p ą  k a rb o k sy lo w ą  D-alaniny w pozycji 4 jednego  
pep tydu  bocznego a wolną g rupą am inow ą kwasu 
d iam inop im elinow ego  drugiego peptydu.

W przeciwieństwie do  an tyb io tyków  |3-laktamo- 
wych, k tóre  także  zaburzają  trzeci e tap  biosyntezy 
m ure iny  będąc an a logam i substra tów  enzym ów  ka ta l i­
zujących ten proces, w ankom ycyna  nie wchodzi w in­
terakcje z enzym am i biosyntezy mureiny, lecz wiążąc 
się w p rek u rso ram i peptydoglikanu. związanym i z ich 
l ipidowym  przenośnik iem  przez błonę cytoplazm aty- 
czną —  bak to p ren o lem , uniemożliwia ich w b u d o w a ­
nie do  m ureiny  [3, 33]. W iązanie to blokuje regenera­
cję b ak to p ren o lu ,  zatrzym ując  reakcje polimeryzacji 
pep tydog likanu  (PG ) i pow odując  nagrom adzen ie  
p rek u rso ró w  u n d ekapreno lo -d isacharydo-pen tapep -  
tydow ych (G lcN A c-M urN A c-pen tapep tydo-P -P - l i-  
pidowych) w k o m ó rce  bakteryjnej [36], Efektem dz ia ­
łania tego a n ty b io ty k u  jest więc obniżenie m echanicz­
nej wytrzym ałości bakteryjnej ściany kom órkow ej,  co

P-P- MurNAc-pentapeptyd
I

GIcNAc
I

MurNAc-pentapeptyd
I

GIcNAc

P-P-MurNAc- Pentapeptyd
I

GIcNAc

III

Ryc. 2. O gó ln y  schem at  sz laku biosyntezy pep tydo g l ik an u .

nieuchronnie  prow adzi do lizy kom órk i  na skutek 
ciśnienia osmotycznego.

Badając pow inow actw o w ankom ycyny do  różnych 
peptydów  wykazano, że wiązanie an tyb io tyku  z pre ­
kursoram i PG zachodzi przez term inalną, acy low aną 
D -alanylo-D -alaninę, k tó ra  dopasow uje  się prze­
strzennie do  „kieszonki" w cząsteczce an tyb io tyku . 
O ddziaływ anie  to zachodzi przez tworzenie pięciu 
wiązań w odorow ych pomiędzy te rm inalną  resztą 
N-acyl-D -A la-D -A la  p rekursora  PG  a pep tydow ym  
szkieletem cząsteczki w ankom ycyny  [33, 34] (Ryc. 3).

Taki sam jest m echanizm  działania  te ikoplaniny 
(oraz innych an tyb io tyków  glikopeptydowych), n a to ­
miast pow inow actw o cząsteczki tego an ty b io tyku  do 
D -Ala-D-Ala jest około  cz terokro tn ie  większe niż 
pow inow actw o w ankom ycyny.

Prawie wszystkie bakterie syntetyzują p rekursory  
peptydoglikanu  zakończone  D-Ala-D-Ala, poniew aż 
jed n ak  cząsteczka w ankom ycyny  jest zbyt duża  (ok. 1,5 
kD a) by przenikać przez poryny w błonie zewnętrznej, 
dla tego an tybio tyk  ten, ak tyw ny wobec praw'ie wszyst­
kich bakterii g ram dodatn ich , nie jest skuteczny wobec
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9 H CH,

AcHN

t  " Y  Y  0
H O H3C H

L-Lys-D-Ala-D-Lac

Ryc. 3. W iązan ie  te rm ina lnyc h  reszt p re k u rs o ró w  pep ty d cg l ik a -  
nu: p e n ta p ep ty d o w y ch  (zakończonych  N -acy lo -D -a lan y -  
lo -D -a lan iną)  i p e n tad ep s y p ep ty d o w y ch  (zakończonych  
N -acy lo -D -a lan y lo -D -m le czan em )  do  cząs teczki  w anko-  
mycyny. W iązan ia  tw o rzo n e  między cząs teczką  a n ty b io ty ­
ku a te rm ina lnym i resztami p r e k u rs o ró w  zazn a czo n o  
liniami przeryw anym i.  Z a m ia n a  g rupy  am idow e j  w cząs­
teczce p e n ta p e p ty d u  na  e s t row ą  w cząsteczce pen tadep-  
sypep tydu  eliminuje w iązanie zaznaczone  g rubszą  linią 
p rzeryw aną.

bakterii g ram ujem nych  [37-39].

IV. G enetyczne i biochem iczne podstawy 
oporności na wankom ycynę

A ktyw ność  w ankom ycyny i innych glikopeptydów  
jest zde te rm inow ana  przez specyficzność substra tow ą 
enzym ów  w arunku jących  s truk tu rę  p rekurso rów  pep- 
tydog likanu  [16]. M echanizm  oporności na ten a n ­
tybiotyk opisany dla szczepów bakterii z rodzaju  
Enterococcus  polega na syntezie zmienionych p rek u r ­
sorów P G  [20, 40] i jest zjawiskiem niezwykłym, bo 
w ym agającym  zm ian specyficzność n ie jednego  białka, 
ale całego zestawu enzymów uczestniczących w bio­
syntezie mureiny [41]. T ak  zmienione p rekursory  PG, 
syntetyzow ane (podobnie  jak  „n a tu ra ln e” prekursory) 
w cytoplazm ie k om órk i  bakteryjnej (I e tap  syntezy 
mureiny) i t rans lokow ane  przez błonę cytoplazm atycz- 
ną w cyklu b ak top reno lu  ( I I  e tap  syntezy mureiny) 
mają znacznie obniżone pow inow actw o  do w a n k o m y ­
cyny i innych an tyb io tyków  g likopeptydow ych [42], 
P o dobn ie  dzieje się, jak  się wydaje, także u pac io rk o w ­
ców z rodzaju  Streptococcus  [43]. N a tom ias t  wan- 
k om ycyno-oporne  (V M R) szczepy bakterii z rodzaju  
Staphylococcus  syntetyzują pog ru b io n ą  ścianę k o m ó r ­
kową i m ają  nieznacznie zm ienione ilościowe p ro p o r ­

cje białek związanych z osłonam i k o m órkow ym i [39].
Nie należy jednak  zapom inać , że oprócz, po jaw iają­

cych się os ta tn io  coraz częściej, szczepów bakterii 
wykazujących różny poziom  indukow anej oporności 
na an tyb io tyk i g likopeptydowe, istnieje wiele g a tu n ­
ków  m ik roo rgan izm ów  legitymujących się n a tu ra l­
nym, stałym poziom em  oporności na te antybiotyki. 
D otyczy to prom ieniow ców  (producen tów  g likopep­
tydów) i ga tu n k ó w  bakterii kwasu mlekowego z ro d za ­
jów  Leuconostoc, Pediococcus i Lactohacillus  (w ykazu­
jące wysoki poziom  oporności), a także szczepów 
Enterococcus gallinarum  i Enterococcus casseliflaims 
(wykazujących niski poziom  oporności)  [44],

IV-I. Enterokoki

Już wczesne wyniki badań  porów naw czych  p re p a ra ­
tów błon kom órkow ych  pochodzących z w ankom ycy- 
no -opornych  szczepów Enterococcusfaecalis  (wykazu­
jącego wysoki poziom oporności)  lub Enterococcus 
faecium  (wykazującego niski poziom oporności) w ska­
zywały, że w ankom ycyna  nie pow oduje  inaktywacji 
enzym ów bakteryjnych, lecz indukcję ekspresji genów 
odpow iedzialnych za pojawianie się nowych białek, 
k tóre  nie występują w błonie cytoplazmatycznej en- 
te rokoków  w ankom ycyno-w rażliw ych  [39, 45, 46],
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Tabela 1.
O p o r n o ś ć  e n te ro k o k ó w  na w ankom ycynę .

C echy  cha rak te rys tyczne
Klasa f eno typow a

VanA VanB V anC

C h a ra k te r  op o rn o śc i  M I C  (pg/ml) n a b y ta n aby ta n a tu ra ln a
w a n k o m y c y n y 64— 1000 4— 1000 2 -  32
te ikop lan iny

CMknIYO 0,5— 1 0,5— 1
Ekspres ja in d u k o w a n a in d u k o w a n a k o n s ty tu ty w n a / in d u k o w a n a
L okalizacja  genów  van plazm id p la z m id /c h ro m o s o m c h ro m o so m
T ransfe r  przez kon iugac ję + + -
E lementy  ru c h o m e  
G eny  k o d u ją c e

T n 1546 90— 250 kb —

specyficzne ligazy vanA vanB i:anC-1, canC-2, canC -3
P ro d u k ty  tych ligaz D -A la -D -L a c D -A la -D -L ac D -A la-D -Ser
G a tu n k i  e n te ro k o k ó w E nterococcus  spp. E. fa e c iu m , E. faeca lis E. gallinarum . E. cassiflavus, E. ftavescens

Białka te różnią  się nieznacznie m asą  (odpow iednio  39 
i 39,5 kDa), nie da ją  an tygenow ych reakcji k rzyżowych 
(co świadczy o istniejących między nimi różnicach 
struk tura lnych), a sk ierow ane przeciw nim przeciw­
ciała nie reagują  z b iałkam i z p rep a ra tó w  b łon  cyto- 
plazm atycznych kom órek , k tóre  nie były wcześniej 
inkubow ane  z w ankom ycyną  [47], W y k azan o  także, 
że frakcje osłon kom ó rk o w y ch  izolowane z w ankom y- 
cyno-opornych  szczepów E.faecalis  A256 (w ykazują­
cego wysoki poziom  oporności)  i E. faecium  D366 
(wykazującego niski poziom  oporności) miały zdo l­
ność w iązania  w ankom ycyny, jeśli hodow la  b ak te ry j­
na była p ro w ad zo n a  w podłożu  bez an tyb io tyku . Te 
same frakcje izolowane z hodow li p row adzonych  
w podłożach  zawierających niskie stężenie w a n k o m y ­
cyny (8 pg/ml) nie miały prawie zupełnie zdolności 
w iązania  an tyb io tyku , ale właściwość ta  była p rzy­
w racana  po zago tow aniu  próbek z 4 %  SD S w celu 
oczyszczenia p repa ra tów  z białek [48].

Białko o masie 39 k D a  nazw ano  VanA, a kodujący  
je gen —  vanA  [45] na tom ias t  dla b iałka o masie 39,5 
k D a  za p ro p o n o w a n o  nazwę VanB (vanB ).

Pod  względem oporności na w ankom ycynę  entero- 
roki nie są je d n o ro d n e  ani fenotypowo, ani g e n o ty p o ­
wo [49], N a  podstawie poziom u w ankom ycyno-opor-  
ności, możliwości jej indukow an ia  oraz opornośc i 
krzyżowej na w ankom ycynę/te ikop lan inę  w śród en ­
te rokoków  w ankom ycyno-opornych  w yróżnia  się trzy 
dobrze  poznane  klasy fenotypowe: VanA, VanB 
i V anC  [20, 50, 51] (Tab. 1). Całkiem  niedaw no  
op isano  en te rokok i o nowych cechach opornośc i na 
antyb io tyk i glikopeptydowe, k tóre  wstępnie zakla- 
s tyfikowano do  klasy VanD.

Zważywszy, że en te rokok i V m R pojawiły się nagle, 
dop ie ro  po około  30 la tach używania  w ankom ycyny  
do  celów klinicznych, niezwykle interesującym p y ta ­
niem jest: skąd się wzięły? [52], Rozprzestrzenianie  się 
tego typu oporności jest efektem p rzekazyw ania  ge­
nów van między ko m ó rk am i bakterii, o raz  eliminacji 
p rekurso rów  na tu ra ln ie  syntetyzow anych przez k o ­
m órkę  gospodarza  [53], Wiemy, że op o rn o ść  na 
w ankom ycynę  jest cechą kod o w an ą  chrom osom aln ie

lub  plazm idow o przez geny van, ale ich pochodzenie  
u en te ro k o k ó w  nadal jest zagadką.

Sekwencje am inokw asow e zarów no  VanA, jak  
i VanB, w ykazują  wysoki stopień podob ieńs tw a  do 
sekwencji ligaz D -a lany lo -D -a lan inow ych  (Ddl) p o ­
chodzących  ze Streptomyces orientalis (p roducen ta  
w ankom ycyny) i Streptomyces toyocaeusis  (p roducen ta  
innego glikopeptydu  —  A47934) — ponad  60%  p o d o ­
bieństwa. Ligaza D-Ala:D-Ala tego osta tn iego  w y k a ­
zuje przy tym zdolność w ykorzystyw ania  j a k o  sub- 
s tra tu  kwasu D -m lekow ego [54], Sugeruje to m o ż­
liwość pozyskiw ania  przez en te rokok i genów vanA 
i vanB  od bakterii wytwarzających an tybio tyki g liko­
peptydow e, być może poprzez jednego lub kilku 
„pośredn ików ” bakteryjnych [54]. W świetle takiego 
przypuszczenia niepokojące m ogą być doniesienia
0 w ykryw aniu  zanieczyszczeń niektórych partii  a n ­
tyb io tyków  przez D N A  bakterii systetyzujących te 
an tyb io tyk i [55],

IV-I.I. Wankomycyno-oporność klasy A

E nterokok i należące do  tej klasy wykazują  in d u k o ­
w an ą  oporność  zarów no  na wysokie stężenie w an ­
komycyny, jak  i te ikoplaniny [52, 56] (Tab. 1).

Dziewięć genów w arunku jących  fenotyp VanA wy­
k ry to  na niosącym wysoki poziom opornośc i  na 
w ankom ycynę, n ie-koniugacyjnym  plazmidzie p lP 816  
(34-kb) ze szczepu E. faecium  BM4147. Szczep ten 
został wyizolowany w 1986 r. z kom órek  bakterii 
znajdu jących  się we krwi pacjenta  zmarłego w wyniku 
infekcji en te rokokam i opornym i za rów no  na a n ty b io ­
tyki P-laktamowe, jak  i g likopeptydow e [57], W a n ­
kom ycyny i te ikoplaniny ham ujące  wzrost tych b a k ­
terii M i C były dram atyczn ie  wyższe (odpow iednio  
1024 (ig/ml i 512 fig/ml) w po rów n an iu  ze szczepem 
wrażliwym, wyleczonym z plazm idu (odpow iednio  
4 (ig/ml i 1 (ig/ml) [58], Plazmid p lP 8 16 jest pierwszym
1 stąd  najlepiej poznanym , ale nie jedynym  plazm idem  
n iosącym  oporność  na an tyb io tyk i glikopeptydowe. 
występującym  w tej grupie en terokoków . Prócz  niego 
z identyfikow ano też inne plazm idy w arunku jące  wy-

POSTĘPY B I O C H E M I I  4 5 ( 2 ) ,  1999 127http://rcin.org.pl



transpozaza resolwaza regulator kinaza dehydrogenaza ligaza dipeptydaza D,D-karboksy- ? 
odpowiedzi histydynowa peptydaza

 v ---------
transpozycja regulacja białka towarzyszące

Ryc.4. M a p a  T n 1546. K ole jne  strzałki o zn acza ją  sekwencje kodujące .  Strzałki op isane  IR, i IRr o zn acza ją  od p o w ie d n io  lewą i p ra w ą  sekwencję  
o d w ró c o n ą  (“inverted repea t”) t r an sp o zo n u .  Strzałki o g rubszych  k o n tu ra c h  o zn acza ją  geny n iezbędne i w ys ta rczające  d o  nabyc ia  
w a n k o m y c y n o -o p o rn o śc i  typu  VanA.

stąpienie w ankom ycyno-opornośc i ,  ale różniące się 
pod  względem wielkości, profilu restrykcyjnego, m oż­
liwości przekazyw ania  do  innych kom órek  bak te ry j­
nych oraz kodow anym i de te rm inan tam i an tyb io tyko-  
-oporności [30, 57, 59, 60]. S tw ierdzono też, że w nie­
k tórych  szczepach E.faecium  i E.faecalis  p rzekazyw a­
nie oporności na  w ankom ycynę  nie jest w ogóle 
związane z p lazm idow ym  D N A  [60],

Analizując sekwencje przylegające (ang. flanking  
regions) do  zespołu genów van na  plazmidzie p lP 8 16 
w ykazano  jego podob ieńs tw o  do t ranspozonów  z ro ­
dziny Tn3. C harak te ry s ty k a  m oleku larna  p lazm idu 
pozwoliła  na  indentyfikację odc inka  o długości 10851 
pa r  zasad, nazw anego Tn 1546 [40, 61]. T ranspozycja  
T n  1546 do  p lazm idów  koniugacyjnych, a następnie  ich 
transfer przez koniugację  do  innych k om órek  b a k ­
teryjnych, jak  również jego transpozycja  do innych 
replikonów, wydają  się być czynnikami decydującymi 
o rozprzestrzenianiu  się tego typu  w ankom ycyno- 
-oporności [40, 49], Z identyfikow ano najmniejszy 
odcinek D N A  plazm idu p iP 8 16 niezbędny do in­
d u k o w an ia  w ankom ycyno-opornośc i  typu VanA. Jest 
to  fragment 5,5-kb, w k tó rym  znajduje się skupisko  
pięciu genów (vanR , vanS, vanH , vanA  i vanX)  koniecz­
nych i wystarczających do  nabycia  wysokiego poz io ­
mu oporności na w ankom ycynę. Trzy z nich są genami 
s truk tu ra lnym i (vanH, vanA  i v a n X ), a dw a —  regu la to ­
rowymi (vanR  i vanS) [62],

Poza  tą g rupą  genów Tn 1546 koduje jeszcze cztery 
polipeptydy, z k tórych dwa, jak  już  w spom niano , 
pełnią rolę w transpozycji (ORF1 i O RF2), jeden 
—  uczestniczy w hydrolizie p rekursorów  P G  (białko 
VanY), a funkcja jednego  z nich (białka VanZ) jest 
d o tąd  n ieznana [50] (Ryc. 4).

Ja k o  pierwszy został zidentyfikowany gen vanA. 
F ragm en t restrykcyjny p lazm idu p iP 8 16, wielkości 
1,761 par  zasad, sk lonow ano  w E. coli i, w wyniku 
sekwencjonowania , znaleziono w nim jedną  o tw artą  
ram kę odczytu (O R F) wielkości 1,029 par  zasad, k tó rą  
nazw ano  vanA  [45]. Sekwencja am inokw asow a  białka 
VanA wykazuje podob ieńs tw o  do sekwencji ligaz 
D-Ala:D-Ala enterobakterii ,  to jest enzymów, k tóre  
syntetyzują w cytoplazm ie d ipeptyd  D -alanylo-D -ala-  
ninę, przyłączany następnie  do U D P -M u rN A c- tr ip ep -  
tydu przez enzymy dodające  [ang. adding enzymes]. 
Ligazy D -Ala:D-Ala są wysoce specyficzne su b s t ra to ­
wo jeśli chodzi o D-Ala w N -term inalnej części dipep-

tydu, a mniej — pod względem jego części C-term inal-  
nej [63],

W badan iach  in vitro s tw ierdzono, że V anA  syn­
tetyzuje d ipeptydy, ale w przeciwieństwie do  ligaz 
DdlA i DdlB bakterii  gram ujem nych, nie tylko 
z D-alaniny, ale także z D -izom erów  innych a m in o ­
kw asów  hydrofobowych: D -norwaliny, D -norleucyny, 
D -m etion iny  i D-fenyloalaniny. W arunk iem  koniecz­
nym aktywności enzymatycznej VanA była obecność 
D-Ala w mieszaninie i za po m o cą  H P L C  stw ierdzono, 
że znajduje  się ona  nawsze w N -term inalnej pozycji 
d ipeptydów  [56]. U d o w o d n io n o  też, że VanA nie ma 
aktywności D ,D -karboksypep tydazy , ani transferazy 
am inokw asow ej. Białko inkubow ane  z U D P -  
-M u rN A c-p en tap ep ty d em  o w yznakow anych  [ 14C] 
resztach alan inow ych ani nie odcina  Ala od pen tapep-  
tydu, ani nie zam ienia  ostatniej reszty Ala na jak iś  inny 
sk ładnik  [56],

T ak  więc VanA jest ligazą D ,D -d ipep tydow ą, s t ru k ­
turaln ie  i funkcjonalnie  p o d o b n ą  do  ligaz D-Ala:D-Ala 
występujących u Enterobacteriaceae , ale o znacznie 
rozszerzonym spek trum  substra tow ym  [56. 64], 
W przeciwieństwie do ligaz Ddl, ma także zdolność 
do kata l izow ania  tworzenia  w iązania estrow ego p o ­
między D-Ala i kwasam i D -hydroksykarboksy low ym i 
[52], Inne jest też miejsce występow ania  tych enzym ów  
w kom órce  bakteryjnej —  ligazy g ram ujem nych  b a k ­
terii jelitowych są enzym am i cytoplazm atycznym i, 
n a tom ias t  VanA leży w błonie cy toplazm atycznej [52]. 
Jednakże  zostało  udow odnione , że zam iana  tylko 
jednej reszty am inokw asow ej w pozycji 215 Ddlb 
z E. coli (z tyrozyny na fenyloalaninę) zdecydow a­
nie zmienia specyficzność subs tra tow ą  z m u to w a n e ­
go enzym u tak, że nabyw a on aktyw ności ligazy 
D -A la:D -Lac [65],

Analizując dalej plazmid p iP 8 16 powyżej k o d o n u  
inicjującego A T G  sekwencji vanA  znaleziono sekw en­
cję 983 pa r  zasad [67], Sekwencja ta, zachodząca  na 
sekwencję vanA  na odcinku  5 pa r  zasad [62] koduje  
białko składające się z 322 am inokw asów , nazw ane 
VanH. Sekwencja białka V anH  wykazuje 19 do  30%  
podob ieńs tw a  do  sekwencji am inokw asow ej N A D  + - 
-zależnych dehydrogenaz  kwasów hydro k sy k arb o k -  
sylowych, enzymów, k tóre  utleniają D -2-hydroksyk- 
wasy do odpow iednich  ot-ketokwasów [ 66], Jednakże  
charak te rys tyka  oczyszczonego V anH  i dalsze bad an ia  
wykazały, że enzym ten katalizuje reakcję o d w ro tn ą  tj.
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redukcję 7 -ketokw asów  i tworzenie kwasów D -a-hyd-  
roksykarboksy low ych , k tó re  m ogą być a l te rna tyw ­
nymi substra tam i dla b iałka VanA.

K ofak to rem  V anH  może być zarów no  N A D P H , jak  
i N A D H , n a tom ias t  najlepszymi substra tam i dla tego 
enzym u są kwas p irogronow y (redukow any do  kwasu 
mlekowego) i kwas 2-keto-masłowy. Obie te cechy, 
p o dobn ie  ja k  charak te rys tyka  kinetyczna, wskazują  na 
p odob ieńs tw o  V anH  do dehydrogenaz  kwasu D-mle- 
kow ego (D -LD H ), występujących u wielu ga tu n k ó w  
bakterii  z rodzajów  Lactobacillus  i Leuconostoc , co 
sugeruje ich pokrew ieństw o ewolucyjne. Aktywność 
oczyszczonego V anH  jest in vitro po rów nyw alna  z a k ­
tywnością  enzym ów  D -L D H  z Leuconostoc mesen-  
teroides i Lactobacillus leichmanii.

W celu identyfikacji kw asu D -hydroksykarboksy lo -  
wego tw orzonego  przez V anH  użyto szczepu E.faeca-  
lis JH2-2, zawierającego inak tyw ow any  insercyjnie gen 
vanH  sk lonow any  na  plazmidzie w ektorow ym  pATBO. 
T a  inak tyw acja  spek taku larn ie  redukow ała  M IC  w a n ­
kom ycyny dla E. faecalis  JH 2-2  (z 1024 pg/ml do 
1 pg/ml) [ 66], W praw dzie  in vitro najlepszymi, spośród  
hydroksykw asów , substra tam i dla VanA są kwas 
D -2-hydroksym asłow y i D -2-am inom aslow y, ale in 
vivo w ykorzystyw any jest przede wszystkim kwas 
D -2-hydroksym lekow y. D o d aw an y  do  hodowli szcze­
pu E. faecalis  JH2-2, zawierającego inak tyw ow any  
insercyjnie gen vanH , p rzywracał temu szczepowi 
oporność  na w ankom ycynę  w stężeniu pięciokrotnie  
mniejszym niż kwas D -2-hydroksym asłow y. D o d a t ­
kowym potwierdzeniem tej hipotezy było w yizolow a­
nie z cytoplazm y en tro k o k ó w  V m R prekurso rów  
U D P -M u rN A c- tr ip ep ty d o -D -A la -D -L ac  w kilku la­
bora to r iach  badawczych [15, 67], W ykazano  też in 
vitro [52], że jeśli wszystkie łańcuchy boczne m u re ­
iny kończą się depsypeptydem  D -alanylo-D -m le- 
czanowym  (D-Ala-D-Lac), to w ankom ycyna  wiąże 
się z nią z pow inow actw em  ok. 1000 razy mniejszym 
w po rów n an iu  do m ureiny natywnej. Z am ian a  grupy 
N H - w wiązaniu am idow ym  d ipeptydu  alanylo-alani- 
nowego na a to m  O  w wiązaniu estrow ym  depsypep- 
tydu eliminuje wiązanie w odorow e pom iędzy g rupą  
N H -d ipep tydu  a w ankom ycyną, jed n o  z pięciu, k tó ry ­
mi cząsteczka an tyb io tyku  wiąże się z N-acyl-D-Ala- 
-D-Ala (Ryc. 3).

Tak więc enzymy VanA i V anH  współuczestniczą 
w syntezie depsypeptydu  D -A la -O -D -L ac  [15, 52, 67, 
68], k tóry jest przyłączany do  cy toplazm atycznych 
p rekursorów  PG  w miejsce D-A la-D -A la przez, k o d o ­
wane chrom osom aln ie , enzymy dodające  [45], Jak 
wykazano dla enzym ów  dodających  E. coli (M urF), 
reakcja ta jest efektywniejsza kinetycznie niż reakcja 
przyłączania do U D P -M u rN A c - t r ip e p ty d ó w  a l te rn a ­
tywnych substra tów  VanA (D -A la-D -M et czy D-Ala- 
-D-Phe). Tak więc wiązanie am idow e D -A la-D -A la nie 
jest cechą w arunku jącą  rozpoznanie  subs tra tu  przez te 
enzymy [52]. Reakcja ta zachodzi jeszcze zanim pre- 
kursory zostaną  związane z ich lipidowym przenoś­

nikiem przez błonę cy top lazm atyczną —  baktopre-  
nolem [ 68 , 69],

Reasum ując, w k o m ó rk ach  en te rokoków  klasy 
VanA, d ipeptyd  D -A la-D -A la  jest syntetyzowany za ­
rów no  przez ligazy Ddl, jak  i białka VanA. N a tom ias t  
depsypeptyd  D -a lanylo-D -m leczanow y syntetyzuje 
tylko pa ra  V anA /V anH . Ponieważ VanA nie preferuje 
syntezy żadnego  z p roduk tów , nie jest możliwa repre­
sja syntezy D -A la-D -A la  wyłącznie przez represję 
transkrypcji  genu ddl. Jedynym  efektywnym sposobem  
eliminacji D -a lany lo -D -a lan iny  jest hydroliza tego 
d ipep tydu  i taki właśnie proces zachodzi za pośredn ic t­
wem białka V anX  [ 68].

Białko VanX, o masie 38 kD a, okazało  się być 
niezwykłą, zależną od Z n 2 ' d ipep tydazą  [6 8 , 70], 
k tó ra  nie tnie wiązań estrowych, lecz hydrolizuje 
wiązanie am idow e wyłącznie d ipeptydów  z wolnymi 
końcam i N H ,  i C O O H , a więc D -A la-D -A la [71, 72], 
VanX hydrolizuje d ipeptydy  D -A la-D -A la około  105 

razy efektywniej niż depsypeptydy  D -alanylo-D-m le- 
czanowe, co pow oduje  obniżenie poziom u syntetyzo­
wanych przez k o m ó rk ę  pen tapep tydów  i tym samym 
zwiększenie puli pen tadepsypeptydów . Skorelowane 
działanie enzym ów  VanA, V anH  i VanX prow adzi do 
tak  efektywnej syntezy pen tadepsypeptydów , że s tan o ­
wią one 98%  puli „późnych” p rekursorów  cy toplaz­
m atycznych (podczas gdy pen tapep tydy  tylko 2 %)
[70], D otychczas  nie jest jed n ak  poznane miejsce 
ak tyw ne  VanX, odpow iedzialne za selektywność su b ­
s tra tow ą  tego enzymu.

F unkcja  genu v a n X  pozostaw ała  dłużej nieznana 
gdyż sekwencja D N A  tego genu nie wykazywała 
znaczącego podob ieńs tw a  do  sekwencji żadnego ze 
znanych białek [61]. VanX nie jest podobne  do 
żadnych znanych  peptydaz, oprócz  D-stereospecyficz- 
nej am in opep tydazy  bakterii Ochrobactrum anthropi, 
hydrolizującej nie tylko d ipeptyd D-Ala-D-Ala, ale 
także tri- i te trapeptydy , am idy i estry. Jednakże 
ak tyw ność  tej ostatniej, w przeciwieństwie do VanX. 
jest h a m o w a n a  przez an tyb io tyk i (3-laktamowe. Białko 
VanX leży w błonie cytoplazm atycznej, ale nie zawiera 
żadnego  skupiska  am inokw asów  hydrofobowych, co 
wyklucza jego położenie t ransb łonow e [70]. O sta tn io  
p rzep row adzone  b ad an ia  krystalograficzne czystej for­
my VanX wykazały podob ieńs tw o  stereochemiczne 
tego białka do zależnej od Z n 2 + karboksypep tydazy  
D -a lanylo-D -alan inow ej ze Streptomyees albus  G [73].

C zw arty  gen s truk tu ra lny , vanY, koduje  białko (V a­
lí Y) o masie ok. 35 kD a, leżące transb łonow o  [74] 
w błonie cytoplazm atycznej. Jego synteza jest in d u k o ­
w ana  przez w ankom ycynę  [74-76], a insercyjna inak ­
tywacja genu vanR  pow oduje  zanik aktywności D.D- 
-ka rboksypep tydazy  w k o m ó rk ach  bakteryjnych [77. 
78], co sugeruje, że transkrypc ja  vanY  może być 
regulow ana tak, ja k  transkrypcja  o p eronu  van {vanH. 
van A i vanX). VanY odcina in vitro C -te rm ina lną  resztę 
D-Ala od U D P -m u ra m y lo -p e n ta p e p ty d u  [48, 75, 76] 
i C -te rm ina lną  resztę D -Lac od U D P -m u ram y lo -p en -
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tadepsypep tydu  [76]. Jest więc jednocześnie  D,D- 
-ka rboksypep tydazą  i D ,D -karboksyes te razą  [57], 
Enzym  ten nie m a aktywności transpep tydazy  ani 
(3-laktamazy [56], M im o  podob ieńs tw a  funkcjonal­
nego nie wykazuje jed n ak  podob ieńs tw a  s t ru k tu ra l­
nego do białek wiążących penicylinę (PBP), a jego 
ak tyw ność  nie jest h am o w an a  przez an tyb io tyk i (3-lak- 
tam ow e [75, 76]. VanY nie jest też białkiem koniecz­
nym do induk o w an ia  w ankom ycyno-opornośc i  typu 
VanA. Jego ak tyw ność  tylko nieznacznie (zaledwie 
czterokrotnie) podw yższa poziom  opornośc i  na ten 
an tyb io tyk  u en te ro k o k ó w  klasy VanA [37] i jest 
is to tna  dla ko m ó rk i  bakteryjnej właściwie tylko wtedy, 
gdy dipeptydy  D-A la-D -A la unikają  hydrolizy przez 
VanX. Być m oże jego rola ogran icza  się do  odcinania  
dowolnej C-term inalnej reszty am inokw asow ej tylko 
po  to, by ograniczyć pulę p rekursorów  P G  do U D P - 
-m uram ylo-te trapep tydów , do k tórych  w ankom ycyna  
nie m a pow inow actw a [42, 72].

N a  podstawie analizy sekwencji am inokw asow ej 
postu low ano , że b ia łka  VanS i V anR  (27 kD a) tw orzą  
dw usk ładn ikow y system regulujący ekspresję genów 
vanH, vanA  i va n X  na  poziomie transkrypcji, in­
d u k ow any  obecnością  w ankom ycyny  w pod łożu  h o ­
dow lanym  [62]. P o d o b n e  systemy są bardzo  często 
spo tykane  u bakterii ja k o  sposób  reagow ania  na  
zmiany w aru n k ó w  środow iska  [79, 80], N a  przykład 
w kom órce  E.coli może zna jdow ać się nawet 50 
różnych tego typu systemów. S tanow ią  je zwykle 
b iałko sensorowe —  kinaza  h is tydynow a, k tó ra ,  w n a j­
prostszym  przypadku , leży w błonie cy toplazm atycz- 
nej i regula tor  odpowiedzi, k tóry  jest białkiem cyto- 
p lazmatycznym .

Sekwencje am inokw asow e za rów no  VanS, jak  
i VanR zawierają dom eny  charak terys tyczne dla białek 
tworzących dw usk ładn ikow e systemy regulatorowe: 
VanS — N -te rm ina lną  dom enę  zawierającą dw a seg­
m enty  am inokw asów  hydrofobow ych (co wskazuje na 
jej cha rak te r  transbłonowy), pełniącą rolę sensora 
i C -te rm ina lną  dom enę  „ transm isy jną”, ch a rak te ry s­
tyczną dla kinaz h istydynowych, na to m ias t  VanR 
—  charak te rys tyczną  dla N-term inalnej dom eny  cyto- 
p lazm atycznych białek regulatorowych. Oczyszczone 
białko VanS ulega in vitro autofosforylacji (His 164), 
a następnie przenosi resztę fosforanow ą na resztę 
Asp53 białka VanR, wykazuje więc ak tyw ność  HPK.. 
Ufosforylowana forma VanR (P-V anR) jest s tabilna 
i selektywnie wiąże się z sekwencją D N A  zawierającą 
p ro m o to r  o peronu  v a n H A X  [51]. VanR wiąże się ok. 
pięciokrotnie  silniej do p ro m o to ra  transkrypcji  vanR  
(P R) niż operonu  v a n H A X  (PH), ale jego form a P-V anR 
wykazuje cz terdziestokrotnie  większe pow inow actw o  
do p ro m o to ra  genów w ankom ycyno-opornośc i  niż do  
p ro m o to ra  vanR. Fosforylacja białka V anR  zdecydo­
wanie podwyższa jego pow inow actw o  do  DNA: około  
pięćsetkrotnie —  do p ro m o to ra  transkrypcji  ope ronu  
v a n H A X  i około  sześćdziesięciokrotnie -  do p ro m o ­
to ra  vanR. Insercyjna inaktyw acja  vanR  znosi t ran s ­

krypcję genów oporności na w ankom ycynę, co w ska­
zuje na rolę VanR (w formie ufosforylowanej) jako  
ak ty w a to ra  transkrypcji [62]. N a to m ias t  insercyjna 
inaktyw acja  vanS nie wpływa na  poziom  w an k o m y cy ­
no-oporności chociaż w rezultacie obniża się poziom 
transkrypcji genów oporności na ten an tyb io tyk . W o ­
bec b raku  VanS w kom órce  bakteryjnej następuje  
całkowita  ak tyw acja  obu  p rom o to ró w , P K i P H, tak 
więc indukcja  op e ro n u  v a n H A X  zachodzi przez wiąza­
nie ufosforylowanej formy VanR do p ro m o to ra  P,, 
i wzmożenie transkrypcji  genów vanR  i vanS  [81]. 
W skazuje to także na zdolność VanR do  au to fos­
forylacji, być może przez acetylofosforan, lub m oż­
liwość fosforylacji tego białka przez jak ąś  inną kinazę 
histydynową.

W obec b raku  w ankom ycyny  w pod łożu  h o d o w ­
lanym VanS negatywnie reguluje ak tyw ność  VanR, 
p raw d o p o d o b n ie  za pom ocą  jego defosforylacji. Nie 
zostało jed n ak  ja k  do tąd  ostatecznie stwierdzone, czy 
sygnałem indukcji systemu V anS /V anR  są jedynie 
s truk tu ra lne  właściwości w ankom ycyny  i jej obecność 
w środow isku [50], czy in terakcja  w ankom ycyny  
z term inalnym i resztami D -alany lo -D -a lan iny  i z a ­
blokow anie  reakcji transglikozylacji, czy też jakieś 
p ro duk ty  degradacji mureiny, gdyż podobn ie  do  w a n ­
kom ycyny działają też inne związki (np. te ikoplan ina  
i m oenom ycyna).

F u nkc ja  białka V anZ pozostaje  n ieznana, gdyż nie 
wykazuje ono  znaczącego podob ieńs tw a  s t ru k tu ra l ­
nego do żadnego ze znanych białek [37, 61] wydaje się 
jednak , że jest ono  odpow iedzialne za op o rn o ść  na 
teikoplaninę. W yrażanie  się genu vanZ  sk lonow anego  
na plazmidzie w ektorow ym  w szczepie E.faecalis JH 2- 
-2, podwyższało cz te rokro tn ie  M IC  te ikoplan iny  tego 
szczepu, ale nie wpływało na M IC  w ankom ycyny  
wobec niego [82]. Sugeruje to istnienie jak iegoś innego 
m echanizm u niskiego poziom u oporności na  a n ty b io ­
tyki glikopeptydowe, kodow anego  przez transpozon  
Tn 1546, w k tó rym  uczestniczy białko VanZ. A ktyw ­
ność V anZ nie pow oduje  bowiem żadnych w ykryw al­
nych zm ian w puli rozpuszczalnych, cy toplazm atycz- 
nych p reku rso rów  PG, a jednocześnie  insercyjna inak ­
tywacja vanZ  znosi oporność  E. faecalis  JH 2-2 na 
te ikoplaninę [42, 82].

Poniew aż w os ta tn im  etapie polimeryzacji PG n a ­
stępuje odcięcie C-term inalnej reszty zm odyfikow ane­
go p rekursora ,  osta teczna s t ru k tu ra  „dojrza łego” PG 
pow inna  pozostaw ać nie zmieniona. T ak  jest w istocie. 
Badania  s truk tu ry  m ureiny w ankom ycyno-opornych  
szczepów E.faecium  (oporność  typu B), E. faecalis  oraz 
L. monocytogenes  hodow anych  bez w ankom ycyny  
wskazują, że reszta kwasu m lekowego nie zostaje 
w b u d o w an a  do  sakulusa  [20, 63. 83, M a r k i e w i c z ,  
dane  nie pub likow ane].  M ure ina  szczepów opornych  
charak teryzuje  się, w przeciwieństwie do  mureiny 
szczepów wrażliwych, całkowitym  brakiem  pentapep- 
tydowych łańcuchów  bocznych.
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IV-I.II. Wankomycyno-oporność klasy B

Szczepy Enterococcusfaecalis  i Enterococcusfaecium  
należące do  tej klasy fenotypowej wykazują  in d u k o w a ­
ną op o rn o ść  na różne stężenia w ankom ycyny  w dość 
szerokich granicach [84], (Tab. 1) ale, w przeciwień­
stwie do  en te rokoków  klasy VanA, są wrażliwe na 
te ikoplan inę  [42, 85], M echanizm  tolerancji na penicy­
linę (i inne antybio tyki (3-laktamowe) przejawianej 
przez te szczepy jest do tąd  niejasny. Nie jest on jednak , 
jak  o s ta tn io  s twierdzono, związany ani z niższym 
poz iom em  sekrecji enzym ów  autolitycznych, ani z ich 
ob n iżoną  aktyw nością  enzym atyczną [41].

D ane  dotyczące częstości w ystępow ania  szczepów 
klasy B m ogą być obarczone  błędem m etody  iden­
tyfikacji i przez to zaniżane, gdyż niezbyt d o g o d n a  jest 
s to sow ana  do ich wykrycia m e toda  dyfuzyjno-krąż- 
kową. A ntybiotyki g l ikopeptydow e słabo dyfundują  
w agarze i d la tego nasączone nimi krążki a n ty b io ty k o ­
we dają  z reguły małe strefy zah am o w an ia  wzrostu. 
Szczepy wykazujące wysoki (M IC  ^  256 pg/ml) 
poziom  oporności m ogą być identyfikowane tą m e to ­
dą, ale inne —  m ogą być błędnie zaklasyfikowane pod 
względem poziom u V m R, a przez to zaliczone do 
niewłaściwej grupy fenotypowej. D o d a tk o w e  różnice 
m ogą  wynikać ze s tosow ania  innego, niż zalecane 
przez N C C L S, podłoża, wielkości inoku lum  i czasu 
inkubacji [39],

M im o różnic w w artościach M IC  w ankom ycyny  dla 
poszczególnych szczepów z tej grupy, zalicza się je do 
jednej klasy fenotypowej na podstaw ie zdolności hy b ­
rydyzacji sondy vanB  do  ich to talnego D N A  [84] 
niezależnie od ich poziom u oporności na ten a n ­
tybiotyk.

W przeciwieństwie do grupy genów vanA, k o d o w a ­
nych przez t ranspozon  T n /5 4 6  lub jem u podobne , 
geny grupy vanB  przynależą do dużych (90-250 kb) 
elementów koniugacyjnych, k tóre  m ogą się znajdow ać 
na chrom osom ie  bakteryjnym  lub na p lazm idach [85, 
86]. Ponieważ hom ologia  pom iędzy genom am i E. 
faecium  i E.fecalis  wynosi zaledwie 20-30%, na jp raw ­
dopodobnie j proces rozprzestrzeniania  się genów g ru ­
py vanB zachodzi przez rekom binację  n ieupraw nioną  
[ 86]. Wydaje się obecnie, że może on być wynikiem 
dwóch m echanizm ów  [49]:

—  translokacji dużych elem entów chrom osom alnych  
z genom u do genom u, co prow adzi do przekazyw a­
nia w ankom ycyno-opornośc i  pomiędzy różnymi 
szczepami bakteryjnym i
transpozycji genów oporności na w ankom ycynę 
z replikonu do  replikonu w obrębie tego samego 
szczepu, jak o  części t ranspozonów  złożonych znaj­
dujących się w ew nątrz  elem entów koniugacyjnych.

N a  odcinku  D N A  wielkości 7.160 bp, w ch ro m o ­
somie E. faecalis  V583, z identyfikow ano siedem o tw a r­
tych ram ek odczytu, a kodow ane  przez nie geny, przez 
analogię do  skupiska genów vanA, nazwano: vanRB, 
vanSB, vanYB, vanW, vanH B, vanB i v a n X B [84] (Ryc. 5). 
P odobn ie  jak  w przypadku  grupy genów vanA, efek­
tem działania  grupy genów vanB  jest syntetyzowanie 
przez kom órk i V m R preku rso rów  peptydoglikanu  
w postaci U D P -M u rN A c-p en tad ep sy p ep ty d ó w , za­
kończonych resztami kwasu m lekowego [17, 88], 
Sekwencje am inokw asow e genów vanH B, vanB  i v a n X B 
wykazują  znaczny stopień podob ieńs tw a  do  sekwencji 
genów o p eronu  v a n H A X  —  odpow iednio  67% , 76%  
i 71% [38, 39], p o d o b n a  jest także ich ak tyw ność 
katalityczna [85, 88].

Jak wynika z analizy sekwencji am inokw asow ych, 
b iałko V an X B jest przypuszczalnie D ,D-dipeptydazą , 
a V a n H B —  dehydrogenazą, ale charak te rys tyka  b io­
chemiczna funkcji tych białek nie została dotychczas 
p rzep row adzona  [42].

G en  vanB  koduje  ligazę o specyficzności su b s tra to ­
wej podobnej do specyficzności VanA. Oczyszczone 
białko VanB syntetyzuje D-Ala-D-Ala z aktywnością  
ka tali tyczną zbliżoną do efektywności VanA. P o d o b ­
nie jak  VanA syntetyzuje mieszane d ipeptydy z D-Ala 
i innych am inokw asów  hydrofobowych: D-fenyloala- 
niny, D -m etioniny, D-waliny, D -norleucyny i D-izo- 
leucyny, ale wartości K m VanB są dla nich 2-5 razy 
wyższe w po rów n an iu  z VanA. Syntetyzuje też dep- 
sypeptydy preferując substra ty  z dłuższym łańcuchem 
bocznym — kwas D -2-hydroksym asłow y, D-2-hydro- 
ksywalerianowy i D-mlekowy, ale jego aktyw ność 
katalityczna wobec tych substra tów  jest 5-35 razy 
niższa w p o rów nan iu  do aktywności VanA. In vivo 
VanB. podobn ie  jak  dla VanA, syntetyzuje D-alanylo- 
-D-mleczan [85].

vanB

vanA

% identyczności
sekwencji 33 19
aminokwasowej

67 76 71 30

Ryc. 5. P orów nan ie  zespołu ge­
nów vanA /. T u l5 4 6  
i va n B z  E. faeca lis  V583. 
Kole jne  strzałki o z n a ­
czają sekwencje k o d u ­
jące. L inia gęsto p rze­
ry w an a  pokazu je  ró ż ­
nicę w położeniu  genu 
va n Y  wobec genów 
vanH , A , X .
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Znacznie  mniejsze podob ieńs tw o  sekwencji am ino- 
kwasowej w ykazują  białka VanS i V anS B oraz  VanR 
i V a n R B —  odpow iedn io  23 i 34%  podobieństwa. 
Jednak  oba  te b iałka są pod  względem struk tu ry  
p o d o b n e  do  białek tworzących dw usk ładn ikow e sys­
temy regulatorowe. V anSB m a w C-terminalnej części 
swojej sekwencji pięć grup  am inokw asów  charak te rys­
tycznych dla m odu łów  „transm isy jnych” kinaz his- 
tydynowych, a także charak terys tyczną resztę His, 
odpow iada jącą  ich miejscom autofosforylacji [ 88], 
Z aw artość  i uk ład  am inokw asów  hydrofobowych 
w sekwencji V anSB, p o d o b n y  do  tego, jak i występuje 
w sekwencji VanS i b ia łka E nvZ  (sensorowego białka 
w błonie cytoplazm atycznej Escherichia coli, k tóre  
wraz z białkiem O m p R  uczestniczy w regulacji syntezy 
po ryn  O m p F  i O m p C  w błonie zewnętrznej) sugeruje 
p o d o b n e  umiejscowienie tych białek w błonie cy to­
plazmatycznej. V a n R B na tom ias t  wykazuje w N-ter- 
minalnej części swojej sekwencji am inokw asow ej p o ­
dob ieństw o do  dom en  „ o db io rn ikow ych” regula torów  
odpowiedzi. Z aw iera  ono  także, charak terys tyczną dla 
tych białek, resztę Asp. Podob ieńs tw o  s truk tu ry  tych 
białek sugeruje, że m ogą one działać ja k  system 
regulacji transkrypcji p o d o b n y  do systemu EnvZ- 
-O m p R  [75]. A ktywacja  transkrypcji genów grupy 
vanB  wydaje się być zw iązana z funkcjonalną  ak ty w a­
cją kinazy histydynowej V anSB przez w ankom ycynę, 
p row adzącą  do fosforylacji i aktywacji regula tora  
odpowiedzi V a n R B. Indu k to rem  tego procesu (syg­
nałem aktyw ującym ) nie jest jednak , w przeciwieństwie 
do uk ładu  VanS-VanR, te ikoplan ina , a jedynie wan- 
kom ycyna [ 88],

Sekwencje am inokw asow e białek V anY B i YanY 
w ykazują  jedynie  30%  podobieństw a, ale oba  te białka 
są D ,D -karboksypep tydazam i indukow anym i obec­
nością w ankom ycyny  w podłożu  hodow lanym  i leżą­
cymi w błonie cytoplazmatycznej. Aktywność ka ta li ty ­
czna obu  tych białek nie jest h am o w an a  przez a n ­
tybiotyki (3-laktamowe. Nie w ykazano  żadnego zn a ­
czącego podob ieńs tw a  pom iędzy V anY B a innymi 
karboksypep tydazam i [ 88].

F unkcja  białka V anW  pozostaje na tom ias t nie­
znana, a jego sekwencja am inokw asow a  nie wykazuje 
znaczącego podob ieńs tw a  do sekwencji żadnego  ze 
znanych  białek.

M im o dużych podob ieńs tw  genów z grup  vanA  
i vanB  (wysoki stopień podob ieństw a  s truk tu ry  i funk­
cji białek, podo b n y  sposób  regulacji transkrypcji) nie 
m ożna  jednak  zapom nieć  o różnicach:

w każdej z tych grup  genów istnieją takie, które nie 
m ają wzajemnie swych odpow iedn ików  (vanZ  
i vanW )  co może nasuw ać  przypuszczenie, że 
w ankom ycyna  nie indukuje  syntezy białek „ d o d a t­
kow ych” (ang. accesory proteins), k tóre  o d p o w ia ­
dają, być może, za opo rność  na te ikoplaninę [42] 

—  geny van Y  i van YB znajdu ją  się w różnych miejscach 
w stosunku  do pozostałych genów w ankom ycyno- 
-oporności (Ryc. 5)

-  choć obie g rupy  genów występują w obręb ie  trans- 
p ozonów  [43, 48], to jednak  są one s truk tu ra ln ie  
i funkcjonalnie różne.

Niższy poziom  oporności na w ankom ycynę  szcze­
pów klasy vanB, w s tosunku  do szczepów klasy vanA, 
może być związany z niższym poz iom em  syntezy 
białek kodow anych  przez geny grupy  vanB  lub ich 
niższą aktyw nością  kata li tyczną w p o ró w n a n iu  z biał­
kam i kodow anym i przez geny grupy  van A.

N ato m ias t  ich wrażliwość na te ikoplan inę  m oże być 
wynikiem specyfiki systemu regulującego ekspresję 
genów grupy vanB, gdyż w ich p rzypadku  te ikop lan ina  
nie jest ind u k to rem  tego systemu. W przeciwieństwie 
do szczepów klasy VanA, u k tórych ak tyw ność  VanX 
i jednoczesna  obecność w kom órce  obu  typów  p re k u r ­
sorów  P G  (pen tapep tydow ych  i pen tadepsypep tydo-  
wych) jest w ykryw alna  nawet przy b ra k u  indukcji, 
w k o m ó rk ach  n ie indukow anych  szczepów klasy VanB 
nie w ykry to  znaczącego poziom u D ,D-dipeptydazy . 
W ydaje się więc, że ekspresja w ank o m y cy n o -o p o rn o -  
ści typu  VanB podlega ściślejszej kontro li  niż ekspresja 
w ankom ycyno-opornośc i  typu VanA [ 88].

IV-I.III. Wankomycyno-oporność klasy C

D ete rm inan ty  w ankom ycyno-opornośc i  typu  V anC 
znajdują  się na ch rom osom ie  szczepów z ga tunków  
ruchliwych en terokoków : Enterococcus casseliflavus, 
Enterococcusflavescens  i Enterococcus gallinarum  [89]. 
W ykazują  one niski poziom  na tura lnej opornośc i na 
w ankom ycynę (Tab. 1), ale są wrażliwe na te ikoplaninę 
[44, 50, 90], Z darza ją  się przypadki kolonizacji p rze­
w odu p o karm ow ego  przez te szczepy, lecz kliniczne 
przypadki infekcji w ywoływanych przez nie są n a d ­
zwyczaj rzadkie i s tanow ią  zaledwie <  1%  infekcji 
en te rokokow ych  [38, 90],

Szczepy tej klasy w ankom ycyno-opornośc i  syntety­
zują w s tosunku  3:1 dw a rodzaje p reku rso rów  PG: 
p rekursory  zakończone  D -a lanylo-D -seryną [17, 71, 
88] i p rekursory  natura lne , zakończone  D -a lany lo -D - 
-a laniną [71],

W k o m ó rk ach  E. gallinarum  wykry to  dw a geny 
kodujące białka po d o b n e  pod  względem s truk tu ry  
am inokw asow ej do  ligaz D -A la-D -A la [17, 89]. Jeden 
z nich, nazw any vanC-1, sk lonow ano  i zsekwen- 
c jonow ano  [89], G en  ten nie jest p rzekazyw any i zna j­
duje się w wysoce konserw ow anych  regionach c h ro ­
m osom ów  wszystkich zbadanych  szczepów E. gal­
linarum. Jego przew idyw ana sekwencja a m in o k w a so ­
wa wykazuje nieznaczny stopień podob ieńs tw a  do 
ligaz VanA (29%) i nieco większy do sekwencji ligaz 
Ddl z E. coli (38%) [64]; nie znaleziono go dotychczas 
u innych ga tu n k ó w  en te rokoków  poza E. gallinarum. 
O prócz  r anC-1, w kom ó rk ach  E. gallinarum w ykryto  
też aktywności D ,D -dipeptydazy  [70] i D ,D -karbo -  
ksypeptydazy zlokalizowane w cytoplazmie i nie h a ­
m ow ane  przez penicylinę. W spółdziałanie  wszystkich 
tych enzym ów  zapobiega  syntezie no rm alnych  p re k u r­
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sorów  P G  i syntezę p rekurso rów  o obniżonym  pow i­
now actw ie  do wankom ycyny, zakończonych  D-Ala- 
-D -Ser [39]. Insercyjna inaktyw acja  vanC-l  w szczepie 
E. gallinarum  BM 4174 (szczep wyizolowany z m a ­
teriału klinicznego, na tu ra ln ie  oporny  na niskie stę­
żenie w ankom ycyny) pow oduje  zanik aktywności 
D ,D -d ip ep ty d azy  i D ,D -karboksypep tydazy  w cy to ­
plazmie, syntezę p rekurso rów  P G  zakończonych  
D -A la-D -A la  i o śm iok ro tne  obniżenie M IC  w a n k o ­
m ycyny [39, 71 ]. N a  tej podstaw ie m ożna  wnioskować, 
że t ran sk ry p c ja  genów kodujących D ,D -dipeptydazę  
i D ,D -k a rb o k sy p ep ty d azę  jest w jakiś  sposób związana 
z t ransk rypc ją  genu vanC-l  chociaż pozycje genów 
kodu jących  te dw a białka w stosunku  do pozycji 
vanC-l  nie zostały usta lone  [39], Sugeruje to również 
istnienie w k o m ó rk ach  tego szczepu drugiej, chro- 
m osom aln ie  kodow anej ligazy, syntetyzującej n o rm a ­
lne, nie zm ienione prekursory  PG . We frakcji osłon 
k o m ó rk o w y ch  znaleziono też drugą, penicylino-wra- 
żliwą D ,D -karboksypep tydazę , k tó ra  być może należy 
do  białek PBP.

W an k o m y cy n o -o p o rn o ść  w szczepach E. gallinarum 
może być w yrażana  za rów no  indukcyjnie, jak  i k o n ­
sty tu tyw nie (zależnie od szczepu) [90, 91], co nasuw a 
przypuszczenie, że regulacja tego zjawiska może być 
różna  w różnych szczepach. W przypadku  k o n s ty tu ty ­
wnego w yrażania  się tej cechy ekspresja, z definicji, nie 
zależy od obecności an tyb io tyku  w środowisku, ele­
m enty  systemu regula torow ego m ogą więc być inne niż 
system sensor-regula tor  (VanS-VanR) z identyfikow a­
ny w szczepach klasy VanA. Szczepy, k tó re  są k o n ­
sty tu tywnie oporne  na w ankom ycynę  mają taki sam 
czas trw an ia  fazy logarytmicznego wzrostu niezależnie 
od tego, czy są hodow ane  w podłożu  zawierającym ten 
an tyb io tyk , czy też nie. N a tom ias t  faza logarytm icz­
nego wzrostu  hodowli szczepów, u k tórych oporność  
na w ankom ycynę  jest indukow ana , jest o 3-4 godziny 
dłuższa gdy hodow la  jest p ro w adzona  w obecności 
tego an tyb io tyku , w p o rów nan iu  do hodowli p ro w a­
dzonej bez w ankom ycyny [92], P o d o b n e  wyniki o trzy ­
m an o  dla badanych  szczepów E. casselijlavus, k tórych 
krzywe wzrostu  dow odzą, że również w przypadku  
tych szczepów oporność  na w ankom ycynę może być 
in d u kow ana  [92],

W przeciwieństwie do w ankom ycyno-opornych  
szczepów klasy VanA i VanB. w prekursorach  PG  
syntetyzowanych przez en te rokoki klasy VanC nie 
zachodzi zam iana  pen tapep tydów  na pentadepsypep- 
tydy, co byłoby równoznaczne z zam ianą  wiązania 
peptydow ego na estrowe i pow odow ałoby  w efekcie 
drastyczne obniżenie pow inow actw a w ankom ycyny 
do prekursorów  PG. Z am ian a  reszty D-alaninowej na 
D -serynow ą w kom ó rk ach  tych baterii nie zmienia 
więc także liczby wiązań w odorow ych tw orzonych 
między cząsteczką w ankom ycyny a zm ienionym  pre­
kursorem  PG , jednak  siła tego oddz ia ływ ania jes t  inna. 
Pow inow actw o cząsteczki w ankom ycyny  do  celu jej 
oddzia ływ ania jes t  największe gdy g rupą  R terminalnej

reszty am inokw asow ej p rek u rso ra  P G  jest g rupa  m e­
tylowa [73], na to m ias t  obecność grupy hydroksym e- 
tylowej w reszcie terminalnej seryny pow oduje  sześcio­
k ro tne  obniżenie  tego pow inow actw a w po rów nan iu  
do  szczepów V m s, co w konsekwencji wyjaśnia wyższe 
M IC  tego an ty b io tyku  [69], Nie pow oduje  to jednak  
znaczących zm ian  w pow inow actw ie  do teikoplaniny.

Nie znam y jak  do tąd  biochemicznych podstaw  
wyrażania  fenotypu V anC  przez E. casselijlavus i E. 
flavescens. W szczepach tych zidentyfikowano jedynie 
dw a geny, nazw ane odpow iedn io  vanC-2  i vanC-3 , 
wykazujące ok. 98%  identyczności nukłeotydowej, 
jednak  między nimi i między vanC-l  z E. gallinarum nie 
zachodzi krzyżow a hybrydyzacja  [18].

Również w k o m ó rk ach  E. casselijlavus znaleziono 
dw a geny kodu jące  ligazy, ddlEcass i vanC-2 , k tórych 
przew idyw ana sekwencja am inokw asow a  jest p o d o b ­
na do sekwencji ligaz Ddl g ram ujem nych bakterii 
jelitowych [18].

IV-I-IV. Wankomycyno-oporność klasy D

Jedyny dotychczas opisany szczep en te rokoka  za ­
klasyfikowanego do klasy D charakteryzuje  się k o n ­
s ty tu tyw ną opornośc ią  na  s to sunkow o wysokie stęże­
nia w ankom ycyny  (M IC  64 gg/ml) oraz na niskie 
stężenia te ikoplan iny  (M IC  4 pg/ml).

IV-II. Gronkowce i paciorkowce

O dkrycie  w ankom ycyny  było wynikiem p ro w ad zo ­
nego w latach 50-tych p ro g ram u  poszukiw ań nowych 
an tyb io tyków  skutecznych wobec pojawiających się 
wtedy coraz  częściej klinicznych szczepów S. aureus 
opornych  na erytrom ycynę, tetracyklinę i penicylinę. 
W obec pojawiających się w latach 80-tych licznych 
szczepów e n te ro k o k ó w  opornych  na wankom ycynę, 
powszechna była i jest obaw a przed pojawieniem się 
V m R szczepów gronkow ców , wobec których  a n ty b io ­
tyki g l ikopeptydow e są lekami najskuteczniejszymi 
[44], Szczepy takie, jak  w spom niano  we wstępie, 
jednak  się pojawiły.

Nie sposób  ich zaliczyć do jakiejkolwiek wspólnej 
klasy fenotypowej, gdyż poszczególne izolacje w ykazu­
ją  albo opo rność  jedynie  na  w ankom ycynę, albo tylko 
na teikoplaninę, a lbo  na oba te an tybio tyk i jednocześ­
nie. Z n an e  są również przypadki korelacji między 
opornośc ią  na w ankom ycynę  a opornością  na a n ­
tybiotyki (3-laktamowe [23], Jakkolw iek  wczesne 
szczepy S. aureus izolowane ze środow iska  szpitalnego 
wykazywały jedynie  oporność  na  te ikoplaninę [39], to 
jed n ak  in vitro (przez selekcję m u tan tó w  opornych  na 
w ankom ycynę  lub przez koniugacyjny transfer genów 
kodujących o po rność  na w ankom ycynę z en te ro k o ­
ków) o trzy m an o  już  V m R szczepy tego ga tunku  [5, 26],

Z obserwacji w m ikroskopie  e lek tronow ym  wynika, 
że kom órk i  V m R szczepów gronkow ców  mają, w s to ­
sunku  do kom ó rek  szczepów V m s, pogrub ioną  i n iere­
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gu larną  ścianę k o m ó rk o w ą  [22]. Nie w iadom o jednak  
czy jest to skutkiem, czy też przyczyną w ykazyw ania  
przez nie w ankom ycyno-opornośc i .  Są one również 
bardziej wrażliwe na  lizę lizozymem, a w ich frakcji 
osłon k om órkow ych  znajdują  się dw a nowe rodzaje 
białek o masie 35 i 39 kD a, m ają  także podw yższony 
poziom  białek wiążących penicylinę PBP-1 i PBP-2, 
a czasem również PB P-3  i PB P-4  [ 86]. Białko o masie 
39 kD a, a więc takiej samej jak  m asa  VanA, nie 
wykazuje jed n ak  podob ieńs tw a  sekwencji a m in o k w a ­
sowej do sekwencji VanA. Skład am inokw asow y i s to ­
pień usieciowania m ureiny  k om órek  szczepów o p o r ­
nych na te ikoplaninę nie różni się od cech P G  k om órek  
szczepów te ikoplanino-w rażliwych [23], a w k o m ó r ­
kach  szczepu Staphylococcus haemolyticus  opornego  
na an tybio tyki g likopeptydow e stwierdzono, że tylko 
1,7% p reku rso rów  P G  jest zakończonych  resztą 
D -L ac  [20]. Usieciowanie m ureiny  u jednych  m u ta n ­
tów V m R S. aureus jest zwiększone, u innych —  zm niej­
szone [23]. S tw ierdzono również zwiększony wzrost 
liczby n ie-am idow anych m u ro p ep ty d ó w  w mureinie 
szczepów V m R S. aureus [24], W m ostkach  pep- 
tydow ych m ureiny  szczepów o p ornych  część reszt 
glicyny zas tąp iona  jest przez serynę. Zmniejszonej 
amidacji zawsze towarzyszy zmniejszony stopień usie­
ciowania  m ureiny  [44]. T ak  więc b iałka 35 k D a  i 39 
k D a  nie wydają  się być ligazami D-Ala: D-Ala o roz ­
szerzonej specyficzności substratowej. O sta tn io  jed n ak  
w genomie V m R szczepu S. aureus udało  się z iden­
tyfikować gen ddh, kodujący  białko D dh  (37 kDa), 
k tórego  przew idyw ana sekwencja am inokw asow a  wy­
kazuje do  40%  identyczności i do  61%  podob ieńs tw a  
z sekwencjami białek należących do rodziny d eh y d ­
rogenaz D -2-hydroksykw asów , a więc tej samej, do 
której należą także V anH  i enzymy D -L D H  z Lac­
tobacillus i Leuconostoc.  Jest to  białko cytoplazm atycz- 
ne, ale jego cha rak te rys tyka  b iochemiczna nie została 
dotychczas p rzeprow adzona.

Pierwsze doniesienie o wyizolowaniu z m ateria łu  
klinicznego w an k o n o m y cy n o -o p o rn eg o  szczepu z ro ­
dzaju Streptococcus  pochodzi z 1997 r. Jest to szczep S. 
bovis wykazujący niski (M IC  64 fig/ml) poziom  o p o r ­
ności na w ankom ycynę  i wrażliwy na te ikoplaninę 
(M IC  ląg/ml), a opo rność  na  oba  te an tybio tyk i jest 
in d u k o w an a  przez w ankom ycynę. Za  pom ocą  PC R  
(amplikacja fragm entu  vanB ) wykry to  gen wykazujący 
96%  identyczności z częścią sekwencji am inokw asow ej 
vanB z E .faecalis  V583 [87],

IV-III. Inne bakterie gram-dodatnie

W śród bakterii kwasu m lekowego z rodzaju  Lac­
tobacillus., Leuconostoc  i Pediococcus n a tu ra ln a  o p o r ­
ność na wysoki poziom  za rów no  wankom ycyny, jak  
i teikoplaniny, występuje dość często. Z n an e  są p rzy p a ­
dki bakteriemii wywoływanej przez w ankom ycyno- 
-oporne  szczepy z rodzajów  Leuconostoc  i Lactobacil­
lus [9, 11], ale t ru d n o  jak  d o tąd  określić nasilenie tego

zjawiska. Ekspresja  cechy oporności na w ankom ycynę 
jest kons ty tu tyw na  [17, 93], a do tychczasow e dane 
wskazują na obecność w kom ó rk ach  tych szczepów 
tylko jednego rodzaju  ligazy D -alanylo: D-alaninowej 
[17, 91, 93],

P o rów nan ie  sekwencji am inokw asow ej ligaz D-Ala: 
D-Ala tych szczepów nie wykazuje znaczącego p o d o ­
bieństwa do  sekwencji VanA lub VanB (zaledwie 26%  
i 32%  homologii), a sondy vanA  i vanB  nie hybrydyzują  
z D N A  tych bakterii [ 86]. Z osta ło  jed n ak  ostatn io  
dowiedzione, że zam iana  tylko jednej reszty am in o ­
kwasowej (tyrozyny na fenyloalaninę) w sekwencji 
ligazy D-Ala: D-Ala (Ddl) z Leuconostoc mesenteroides 
powoduje , że zm utow any  enzym nabyw a zdolności do 
w ykorzystyw ania  ja k o  substra tu  zarów no  D-Ala, jak  
i D-Lac, p o d obn ie  ja k  to się dzieje w p rzypadku  
zm utow anego  białka D dl z E. coli [65].

W an k o m y cy n o -o p o rn e  szczepy z g a tu n k ó w  Lac­
tobacillus casei i Pediococcus pentosaceus syntetyzują 
p rekursory  P G  zakończone  resztami D-Lac. N a to ­
miast w k o m ó rk ach  badanego  szczepu Leuconostoc  
mesenteroides nie w ykryto  tego typu prekursorów . 
Nie w ykryto  też p rekurso rów  zakończonych  D-ala- 
nylo-D -alaniną . Stwierdzono, że p rekursory  m ure ­
iny tego szczepu s tanow ią  urydylo-d isacharydo-hek- 
sadepsypeptydy (U D P-M urN A c-L -A la-D -G lu-L -L ys- 
-(L-Ala)-D-Ala-D-Lac [93],

W chrom osom ie  na tura ln ie  opornej na  w an k o m y cy ­
nę bakterii B. popiliae występuje sekwencja D N A  
o blisko 70%  identyczności ze znanym i sekwencjami 
genów vanA  i vanB  [27], Z kolei w D N A  klonów 
szczepów V m R B. circulans izolowanych z m ateria łu  
klinicznego s tw ierdzono występowanie  zespołu genów 
w arunkujących  oporność  typu VanA [28].

V. Perspektywy

W ank o m y cy n a  jest dziś jedynym  skutecznym  le­
kiem w przypadku  wielu schorzeń pow odow anych  
przez gronkowce, paciorkow ce i inne bakterie gram- 
dodatnie . Niestety, szeroko rozprzestrzen iona o p o r ­
ność na ten an tyb io tyk  wśród en te rokoków , łatwość 
z ja k ą  opo rność  typu VanA przekazyw ana jest przez 
en te rokok i do takich bakterii jak  S. aureus czy L. 
monocytogenes,  obecność de te rm inan t  oporności 
wśród bakterii m lekowych oraz bakterii z rodzajów 
Leuconostoc  i Pediococcus powoduje, że wiele spec­
ja lis tów  mówi o początku  końca ery an tybiotyków . 
Pojawiły się też pierwsze doniesienia o w ankom ycyno- 
-zależności wśród en te rokoków  [94], O p isan o  p rzy p a­
dki, w k tórych d ługotrw ałe  podaw anie  w ankom ycyny  
doprow adziło  do gw ałtow nego rozwoju bakteriemii 
spow odow anej w ankom ycyno-zależnym  enteroko- 
kiem [95]. M echanizm  w ankom ycyno-zależności w y­
daje się polegać na zmianie w genie kodującym  ligazę 
D -alanylo: D -a lan inow ą [96], W każdym  razie z jawis­
ko w ankom ycyno-zależności wskazuje na możliwość 
daleko idących zmian adaptacyjnych u bakterii w obec­
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ności presji antybiotykow ej. W ankom ycyna  jest dziś 
s to so w an a  ba rdzo  powszechnie. W ydatk i na w a n ­
kom ycynę  s tanow ią  do  15% budżetu  na wszystkie leki 
w wielu szpita lach w Stanach  Z jednoczonych. T ak  
pow szechne stosow anie  tego an tyb io tyku  s tw arza z je ­
go s trony  presję, w wyniku której należy się spodzie­
wać dalszego, gw ałtow nego n a ras tan ia  oporności [97], 
N ied aw n o  op isano  przypadek, pacjenta  k tó ry  o trzy­
m ując  w ankom ycynę  w celu zwalczenia zakażenia  
m etycy lino -opornym  gronkow cem  złocistym zm arł 
w w yniku  rozw oju  listeriozy mającej postać  bakterie- 
mii. Izo low any  szczep L. monocytogenes  wykazywał in 
vitro jedynie  nieznacznie zmniejszoną poda tność  na 
w ankom ycynę  [98],

Sytuacja  jest o tyle groźna, że w ostatn ich  dziesięciu 
la tach  pojawił się tylko jeden  całkowicie nowy typ 
an ty b io tyku ,  Synercid, będący m ieszaniną dwóch stre- 
p to g ram in  [4], Jest on wciąż w fazie p rób  klinicznych. 
Jest też kilka zm odyfikow anych  an tyb io tyków  (3-lak- 
tam ow ych , często stosow anych  w połączeniu z in ­
h ib ito ram i (3-laktamaz (np. p iperacylina -l- tazobak- 
tam) oraz  now ych an tyb io tyków  fluorochinolowych. 
Wiąże się też nadzieje z ew erninom ycynam i, znanym i 
od 1964 r., k tó re  jed n ak  w obecnej s truk tu rze  c h a ra k ­
teryzują się w ysoką nefrotoksycznością [99], N ow ych 
klas an tyb io tyków  na  horyzoncie  nie widać, tym 
bardziej, że według danych  ASM , połow a firm far­
m aceutycznych w USA zaprzestała, bądź  planuje za ­
przestanie f inansow ania  b a d a ń  nad  nowych lekami 
przeciwbakteryjnym i. W prow adzenie  nowego a n ty ­
biotyku na rynek wym aga średnio około  12 lat bad ań  
o raz  nak ładów  w wysokości p o n ad  300 milionów 
dolarów. Ten nak ład  czasu i pieniędzy może w kró tk im  
czasie być zniweczony przez zmianę pojedynczego 
nuk leo tydu  w genie bak tery jnym  lub wymianę m a te ­
riału genetycznego pom iędzy różnymi bakteriami.

Do rozwoju oporności na antybio tyki glikopep- 
tydowe, tak jak w przypadku  innych an tybio tyków , 
przyczynia się przede wszystkim ich n iekon tro low ane  
przepisywanie i s tosowanie, jak  również dodaw anie  
do paszy dla zwierząt. Już obecnie am erykański k o m i­
tet H IC P A C  przy C D C  w Atlancie zaleca ich przepisy­
wanie jedynie w szczególnie uzasadnionych  p rzy p ad ­
kach. W p rzypadku  oporności na w ankom ycynę, 
połączonej z opornośc ią  na inne antybiotyki, np. 
(3-laktamowe, zaleca się sięganie po kom binacje  innych 
an tyb io tyków  (np. am inoglikozydow e +  fluorochino- 
lowe) lub wręcz po antybiotyki będące jeszcze w trakcie 
testow ania  (np. w spom niane  wyżej s treptogram iny)
[4], Największe nadzieje wiąże się jed n ak  z półsyn- 
tetycznymi an tyb io tykam i g l ikopeptydow ym i nowej 
generacji.

Z aobserw ow ano , że podstawienie  am inocukru  wan- 
kom ycyny łańcucham i lipofilowymi znacznie zwiększa 
aktyw ność an tyb io tyku  wobec opornych  en teroko- 
ków. Z kolei p -chlorobenzylow a p o ch o d n a  w a n k o m y ­
cyny, ulegając dimeryzacji, wiąże na powierzchni błony 
cytoplazmatycznej równocześnie dwie reszty D-Ala-

-D-Lac. P o n ad to ,  hydrofobow y łańcuch boczny tej 
pochodnej nadaje  jej korzys tną  właściwość kotwicze­
nia się na powierzchni błony. Należy tylko mieć 
nadzieję, że bakterie nie „zna jdą” sposobu  i na te 
zm odyfikow ane p ochodne  w ankom ycyny.

Pozosta je  jeszcze jed n a  możliwość, o której myśli się 
coraz częściej —  szczepionki przeciw wszystkim głów ­
nym g ram d o d a tn im  patogenom .

A rtyku ł  otrzymano 26 października 1998 r.
Zaakceptowano do druku  7 stycznia 1999 r.
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W ykaz stosowanych skrótów: hr hom ologous region, rejon 
homologiczny; O R F s  — o tw arte  ram ki odczytu; lef późne 
czynniki ekspresyjne; pe protein envelope , bia łko otoczki; 
A c M N P V  wirus poliedrozy jąd row ej larw sówki.

I. W stęp

Bakulowirusy z rodziny Baculoviridae  są dużą  rodz i­
ną wirusów patogennych  występujących u s taw o n o ­
gów. Infekują sporadycznie  skorupiak i, głównie je d ­
nak owady przede wszystkim z rzędów Lepidoptera, 
Diptera i Hymenoptera.  N ieznani są nosiciele wirusa 
spoza grupy s tawonogów. Przedrostek  baculo- o z n a ­
cza charakterystyczny, pa łeczkow aty  kształt kapsydu  
wirusa. W ew nątrz  kapsydu  D N A  w połączeniu z nie­
wielkim zasadow ym  białkiem bogatym  w argininy, 
zwanym białkiem p6.9, tworzy rdzeń (core). W irion 
bakulow irusa  pokry ty  jest zwykle g rubą  warstwą 
krystalicznego białka, syntetyzow anego w jądrze  k o ­
m órkow ym  gospodarza  [ 1, 2],

W irusowe ciała wtrętowe tw orzone są na terenie 
j ą d ra  kom órkow ego  i powlekają  wirion g rubą w arstw ą 
krystalicznego białka, tw orząc poliedry [3, 4], Wirusy

1 D r hab.. 2 dr. Ins ty tu t Biochemii i Biofizyki PA N, ul. 
Pawińskiego 5a, 02-106 W arszaw a, Ins ty tu t  Biologii, W SP, 
ul. K onopnickiej 15, 25-406 Kielce

z rodziny Reoriridae  (wirusy poliedrozy cy top lazm aty ­
cznej) tw'orzą pod o b n e  ciała wtrętowe w cytoplazmie 
zakażonych  kom órek  owadzich. Poliedry o tacza błona 
zewnętrzna, boga ta  w g likoproteiny i liczne grupy 
tiolowe, łączące tę błonę z białkiem otoczki. Błona 
zew nętrzna zwiększa znacznie stabilność poliedru.

Poza najpowszechniej występującymi wirusami p o ­
liedrozy jądrow ej istnieją również powleczone o toczką 
białkową wirusy granulozy. W przeciwieństwie do 
pierwszej grupy wirusów, charak teryzujących  się tw o ­
rzeniem dużych ciał w trętowych, wirusy granulozy 
w ytwarzają  niewielkie ciała wtrętowe zawierające p o ­
jedynczy wirion. O toczka  zb u d o w an a  jest z białka 
zwanego granuliną. Należy wspomnieć, że istnieje 
rów nież nieliczna g rupa  wirusów nie wytwarzających 
zewnętrznej białkowej warstwy ochronnej.

Duże zain teresow anie  baku low irusam i wy nika z p o ­
tencjalnych możliwości w ykorzystania  ich jak o  specy­
ficznych i bezpiecznych insektycydów, a także jak o  
w ektorów  do  w prow adzan ia  i ekspresji obcych genów
[5], Należy podkreślić, iż p ro d u k ty  białkowe, uzys­
kane w systemie baku low irusa  in vitro p o ddaw ane  są 
m odyfikacjom potranslacy jnym , charak terys tycznym  
dla kom órek  eukario tycznych. M ateria łem  genetycz­
nym baku low irusów  jest dwuniciowy, kolisty D N A  
pokaźnych  rozm iarów  od 80 do 200  tysięcy par  zasad,
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charak terys tyczny  dla konkre tnego  wirusa. Pierwszym 
zbad an y m  i całkowicie zsekw encjonow anym  geno­
m em baku low irusow ym  był genom  baku low irusa  po- 
liedrozy jądrow ej sówki Autographa californica —  M u ­
ltiple Nuclear Polyhedrosis Virus (M N P V ) wielkości 
134 tysięcy pa r  zasad, zawierający oko ło  150 genów 
[ 6]. O sta tn io  us ta lono  pełną sekwencję genom u d r u ­
giego baku low irusa  poliedrozy jąd row ej o zbliżonej 
wielkości z Orgyia pseudotsugata  [7],

II. Budowa bakulowirusa

II-1. Infekcja w organizmie owada

II-l.l. Fazy pierwotna i wtórna

N atu ra ln y  cykl infekcji gąsienic ow ad a  odbyw a się 
wg schem atu  przedstaw ionego  na  rycinie 1. Poliedry 
zjedzone wraz z pożywieniem przez ow ada  ulegają

rozpuszczeniu w alkalicznym środow isku  je li ta  ś rod­
kowego uwalniając  wiriony, k tóre  z kolei przedosta jąc  
się do ją d e r  k om órek  epitelialnych wyścielających 
je lito zakażają  je. D ochodzi tam  wkrótce  do  wy­
tw orzenia  formy pączkującej baku low irusa  (BV). W i­
rus ten pos iada  zdolność rozprzestrzenienia się w róż­
nych tk an k ach  ow ada  takich jak  hemocyty, kom órk i 
ciała tłuszczowego, mięśnie i nerwy [ 8, 9], N awet 
podczas zm asow anej infekcji wirusowej gąsienica o w a­
da  długo żeruje a wnętrze jej ciała może być podłożem  
dla dziesięciu kolejnych pokoleń  wirusa. O k o ło  25% 
suchej m asy ow ada  stanowić m ogą  poliedry.

II-1.2. Proces infekcji w owadzich liniach komór­
kowych i niektóre wektory ekspresyjne

Bakulowirusy m ogą  być w ykorzystyw ane ja k o  wek­
tory  ekspresyjne. G en poliedryny nie jest konieczny do 
replikacji D N A  wirusa w owadzich liniach kom ór-

Stroma błona plazmatyczna 
błona jądrowa 

por błony jądrowej

Ryc. 1. Cykl infekcyjny wirusa  pol iedrozy  jąd row ej .
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kowych. D la tego  konstruu jąc  bakulow irusow y system 
ekspresyjny, gen poliedryny zastąpić m ożna  genem 
hetero logicznym  pod k on tro lą  wydajnego p ro m o to ra  
poliedryny [10]. D o d a tk o w ą  zaletą takiej konstrukcji 
jest o trzym an ie  rek o m b in an ta  łatwego do odróżnien ia  
od formy dzikiej. Innym  powszechnie s tosow anym  
p ro m o to re m  jest p ro m o to r  dla genu plO syn te tyzow a­
nego z du żą  wydajnością  w bardzo  późnej fazie 
rozw oju bakulow irusa .  U zyskany  rekom binan t  za ­
chow uje zdolność  syntezy ochronnej otoczki białkowej 
[11, 12]. W  zakażeniu  linii kom órkow ych  w yróżniam y 
3 fazy; wczesną, późną  i bardzo  późną. W fazie 
wczesnej zachodzi in tensywna transkrypcja  przy 
udziale polim erazy  II kom órek  gospodarza , w iruso­
wych t ran sak ty w a to ró w  i sekwencji wzmacniających 
(enhancerów), umożliwiających rozpoczęcie replikacji 
w irusow ego DNA. W fazie późnej następuje in tensyw ­
na synteza D N A , ekspresja genów późnych i tworzenie 
cząstek wirusowych [13].

III. O rganizacja, regulacja i funkcjonowanie 
genom u bakulowirusa

III-l. Mapa genomu i obszary ORF

Regiony homologiczne w A c M N P V  (hrs) z iden­
tyfikowane po raz pierwszy przez C o h a n a  i F a u l ­
k n e r a  (1983) op isano  dokładniej w 1992 i latach 
nas tępnych  [14-16], Zaw ierają  one sekwencje palin- 
d rom ow e z miejscem restrykcyjnym Eco RI w cen tra l­
nej części każdego p a lind rom u  [17]. W genomie 
A c M N P V  występuje osiem takich regionów na terenie 
genom u a ich wielkość w aha  się od 0.2 do 1.0 tysięcy 
par  zasad a każdy z nich zawiera wielokrotnie p o ­
w tarzane (od dwóch do ośmiu razy), zbudow ane  z 30 
pa r  zasad n iedoskonałe  palindrom y. Pa lindrom y m ają 
cechy wspólne jak  np. sekwencję rdzenia długości 
10-12 pa r  zasad z 2 obszaram i niezgodności w nuk- 
leotydzie 4 lub 5 i 10 lub 11 od miejsca restrykcyjnego 
EcoR F Są one oddzielone 83-34 nukleotydam i. F u n ­
kcjonują  one jak o  enhancery  wczesnych genów p o d ­
czas transkrypcji i są p u nk tam i s tartu  replikacji D N A  
[18-21],

G eny  baku low irusa  ulegają ekspresji w kaskadowej 
transkrypcji, w której każdy następny e tap  uzależ­
niony jest od ekspresji genów e tapu  poprzedniego. 
G eny należące do grupy genów wczesnych ulegają 
transkrypcji przy udziale polimerazy II kom órek  gos­
podarza  [ 2 2 ] na tom ias t  geny „późne” transk rybow ane

(a)

(0 -1 3 1 )
22

Sekwencja
wtrącona

-3 0 - 20

Palindrom

(0 -131)

Sekwencja
wtrącona

(b)

- 22 -3 0 - +20
h r 3 - l TTTG-TAATCAAAATTCAACTC P ATGATCAAGGGATGATGTCA
h r 3 - 2 TTTGTTTTTGAAAACTAAACTC P ATAATCAAGAGATGATGTCA
h r 3 - 3 TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ATAATCAAGAGATGATGTCA
h r 3 - A TTTG TTTTTT AAAACTAAACTT P ATAATCAAGAAATGATGTCA
h r 3 - S T T T G I1 17 T T - AAACTGAACAT P ACAATCAAGAAATGATGTCA
6 r 3 - 6 TTTGTTTTTCAAAACCGAACTC P ACGATTAGTGGATGATGTCA
h r 3 - 7 TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ACGATCAATTATTAGTCATA
h r l - l TTTGTTTTTCAAAACTGAACTG P ATGATCAAGGGATGATGTCA
h r l - 3 T T T G I1111CAAAACCGAACTC P ATAATCGAAAGATGATGTCA
h r l - A TTTGTTTTTTAAAATTGAACTG P ACAATCGAGAGATGATGTCA
h r 2 - S TTTG 1 I 1 (1 CAAAACTAAACTC P ACGCCCAAGGGATGATGTCA
h r 2 - e TTTGTTTTTCAAAACTGAACTC P ACAAT CAAGCGATGATGTCA
h r 2 - 7 TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ACAATCAAGGGATGATGTCA
h r l - 4 TTTG-TTTTCAAAACTGAACTC P ACAATCAGGGGATGATGTCA
h r l - S T T T G I1111CAAAACTAAACTC P ACAATCGAGGGATAATGTCA
h rA b -2 TTG TT T TTTT AAAATTC AACTC P ACAATCGAGGGATGATGTCA
h r A b -3 TTTGTTTTTCAAAACCGAACTC P AAGATCGGTGGATGATGTCA
h r S - 1 TTTGTTTTTAAAATTGAA- CTG P ACAATCAAGTAT- -GAGTCA
hrS -A TTTG TTTTTC AA AA C C G A AC TT P ACAAT CAAAAAGATGATGT CA
h r 5 - 5 TTTGTTTTTCAAAACTGAACTC P ACAATCAAGAAATGATGTCA

consensus TTTGTTTTTCAAAACTAAACTC P ACAATCAAGGGATGATGTCA
Ryc. 2. Regiony h o m olog iczne  w genom ie  b a k u lo w iru sa  A utographa  californica  wg K o o la  i wsp. [17],

a) S chem at  bu d o w y  o b sz a ru  hom olog icznego .  30 par  zasad  n iedo sk o n a łeg o  p a l in d ro m u  o tacza  sekwencja 22 i 20 p a r  zasad. T akże  
sekwencje z b u d o w a n e  z 72 p a r  zasad  tw orzą  t a n d e m o w e  pow tó rzen ia ,  oddz ie lone  różnej d ługości f ragm en tam i D N A  od 0 do  131 par  
zasad.
b) Z g o d n o ść  20 najbardzie j  z a k o n se rw o w a n y c h  sekwencj i o taczających  p a l in d ro m  w re jonach  hom olog icznych .
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są przez specyficzną dla wirusa polim erazę RNA 
z un ika lnym  składem  podjednostek , o d p o rn ą  na  a-a- 
m anitynę  [23] inicjującą transkrypcję  od 5’ nukleoty- 
dow ego elem entu  późnego p ro m o to ra  tj. sekwencji 
A /G /T  T A A G  [24], Ekspresja  późnych genów zależy 
od replikacji w irusowego D N A  i nie zachodzi, gdy 
replikacja jest z a h a m o w a n a  [25, 26].

W  genom ie A c M N P V  zidentyfikow ano 18 genów 
późnych czynników ekspresji (lefs) niezbędnych do 
p o d trzy m an ia  op tym alnego  poz iom u ekspresji regulo­
wanej późnym  p ro m o to rem  (vp39) [27, 28]. Część 
z tych genów jest z aan g ażo w an a  w replikację D N A , 
k tó ra  jest n iezbędnym  w arunk iem  dla ekspresji póź ­
nych genów [29]. Pozostałe  geny p raw d o p o d o b n ie  
b io rą  udział w rozpoznaw an iu  późnych p ro m o to ró w  
lub stabilizacji późnych transkryp tów . Lef-8  i Lef-10  
b iorą  bezpośredni udział w transkrypcji  ja k o  pod jed ­
nostki polim erazy R N A  [30].

P o  u ruchom ien iu  replikacji D N A  większość póź­
nych genów jest t ran sk ry b o w an a  lecz poziom  ich 
ekspresji zmniejsza się z czasem. Jedynie ekspresja 
genu poliedryny kodującego  główne białko pow leka ją ­
ce wirion zachodzi z ba rdzo  w ysoką wydajnością 
w fazie b a rdzo  późnej po infekcji. Również gen k o d u ją ­
cy niewielkie białko plO biorące udział w tworzeniu 
otoczki i lizie ko m ó rk i  ulega ekspresji z bardzo  dużą  
wydajnością  w późnej i ba rdzo  późnej fazie po infekcji 
[3, 31]. U zyskane dane  dotyczące replikacji bakulow i- 
rusow ego D N A  pozw alają  zidentyfikować sekwencje 
D N A  umożliwiające replikację p lazm idom  w trans- 
fekowanych baku low irusem  ow adzich liniach k o m ó r­
kowych. O d  tych sekwencji na jp raw dopodobn ie j  roz­
poczyna się replikacja D N A . O p ra c o w a n o  również 
m etodę pozw ala jącą  identyfikować geny baku low irusa  
biorące udział w replikacji D N A  [17],

Miejsca s tar tu  replikacji baku low irusa  po raz pierw-

Ryc. 3. L okal izacja  genów  p o czą tk u  replikacji  o raz  ob sz a ró w  
hom olog icznych  (hrs) w genom ie  b a k u lo w iru sa  A utographa  
californica. Cyfry w skazu ją  ilość p o w tó rz e ń  w k ażdym  
o bszarze  hom olog icznym . D uże  i małe  s trzałki p o k azu ją  
k ierunek  ułożenia (orientację)  genów  a m ałe —  obszary  
hom olog iczne  (hrs). N a  pod s ta w ie  zm ody f ik o w an y ch  d a ­
nych A y r e s a  [6],

szy zidentyfikował B l i n o v  w 1983 r. Następnie  
określono  analogiczne regiony u wirusów Autographa  
californica (A cM N P V ) i Anagrapha falcifera  
(C fM N PV ) umożliwiające p lazm idom  replikację 
w uk ładach  eukario tycznych  in vitro [32], Obecnie 
stosuje się dwie strategie identyfikacji s ta r tu  replikacji 
bakulow irusa: pierwsza —  użycie wirusa z poważnym i 
delecjami w genom ie ale posiadającego  sekwencje 
aktywujące po trzebne do replikacji D N A  i druga 
—  o p a r ta  na bad an iu  zdolności sk lonow anych  sek­
wencji D N A  do  replikacji D N A  baku low irusa  w zain­
fekowanych k o m ó rk a c h  owadzich [33]. G en o m y  nie­
pełne (defective genomes) pow sta ją  przy w ielokrotnym  
pasażow aniu  A c M N P V  w k o m ó rk ach  S. frugiperda. 
Analiza D N A  tych m u tan tó w  wykazała, że pierwsze 
delecje w genom ie występują między pasażem  dzie­
siątym i p iętnastym. Dalsze pasażow anie  rozszerzało 
delecje do prawie 50%  genomu. Była to p ra w d o p o ­
dobnie  granica um ożliw iająca zachow anie  sekwencji 
niezbędnych w procesie replikacji, pak o w an ia  i zak a ­
żania [17].

III-2. Geny wpływające na replikację DNA

Stosując test przejściowej replikacji z identyfikowa­
no 6 genów niezbędnych i 3 geny stym ulujące z aan ­
gażow ane w replikację D N A . G eny niezbędne kodują  
następujące białka: D N A  polimerazę i helikazę k tó ­
rych funkcje przewiduje się na podstaw ie  homologii 
sekwencji LEF-3 , b ia łko wiążące jednonic iow y D N A
[34]; IE-1, ak ty w a to r  transkrypcji wiążący się z miejs­
cami s ta r tu  replikacji; LEF-1 zawierające m otyw  pry- 
m azy i tworzące z nim oligomery LEF-2. W arunkiem  
replikacji jest udział obu połączonych ze sobą białek
[35]. P ro d u k ty  genów stymulujących replikację to: 
dw a tran sak ty w ato ry  transkrypcji ie-1, ie-2 oraz pe-38 
biorące udział w ekspresji genów wczesnych, pełnią 
w replikacji D N A  pośrednią  rolę: IE-2 i PE38 oraz 
P35, odpow iedzialne za b lokow anie  apop tozy  [36].

III-3. Geny związane z wytwarzaniem otoczki 
i geny kodujące białka strukturalne

Poliedry z za topionym i w nich wirionami składają 
się z poliedryny i białka osłony. G eny specyficznie 
zaangażow ane  w wytwarzanie  formy okluzyjnej to 
polh, fp25, clx  i plO. W genomie znajduje się jedna  
kopia  genu polh kodującego białko wielkości 29 kD, 
s tanow iącego 95%  poliedru i p o nad  18% puli białek 
kom órkow ych . Polh jest najbardziej z akonse rw ow a­
nym genem a jego sekwencja u bakulow irusów  in­
fekujących Lepidoptera  jest w p o nad  80%  identyczna. 
Poliedry o tacza  osłonka zb u d o w an a  z w ęglowodanów, 
z k tó rą  związane jest białko PE [13] p ro d u k t  genu clx. 
Białko to jest ufosforylowane i może łączyć się w iąza­
niami tiolowymi z g likopro te inam i stanowiącym i d o ­
minujący składnik  osłony. D rugim  genem ulegającym 
hyperekspresji w późnej fazie po infekcji jest plO.
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P ro d u k t  tego genu tworzy włókniste s truk tu ry  w idocz­
ne w ją d ra c h  i cytoplazm ie zainfekowanych kom órek . 
B adania  m u ta n tó w  delecyjnych wykazały, że PIO jest 
z aangażow ane  w ją d ro w ą  dezintegrację i morfogenezę 
poliedrów.

P oró w n an ie  sekwencji genu plO  dziesięciu różnych 
baku low irusów  wykazuje niski s topień homologii 
przew idyw anych  sekwencji am inokw asow ych. N a t o ­
miast istnieje duże podob ieńs tw o  s tru k tu r  drugorzę- 
dowych i specyficznych dom en  [37],

W szystkie późne i bardzo  późne transk ryp ty  roz ­
poczynają  się od te tranuk leo tydu  TA AG [25], M o ­
tyw ten jest częścią 12 nukleotydowej sekwencji 
T A A A T A A G T A A G T A T T , k tó ra  jest silnie zak o n se r­
w o w ana  w genie poliedryny wszystkich b a k u lo w iru ­
sów i bardzo  zbliżona do s tartu  transkrypcji RNA plO 
(TA A TA A G A A TT). W genomie A c M N P V  m otyw  
TA A G  znajduje  się w odległości 50 i 70 nuk leo tydów  
przed miejscem sta r tu  translacji poliedryny i plO.

T ran sk ry p c ja  poliedryny jest ak ty w o w an a  przez 
przyłączenie czynników transkrypcyjnych  do  obszaru  
p ro m o to ra  wpływających na bardzo  wysoki poziom  
ekspresji w późnej fazie po  infekcji [38]. Z identyfiko­
w ano  pewne geny A c M N P V  zaangażow ane  w ekspre­
sję z udziałem p ro m o to ra  poliedryny [39, 40] a je d y ­
nym poznanym  dotychczas czynnikiem bezpośrednio  
oddzia łu jącym  z p ro m o to rem  jest bia łko —  P P B P  
[41], Pow stan ie  kom pleksu  P P B P  z nicią kodu jącą  
może utrzym yw ać obszar p ro m o to ra  w postaci jedno-  
niciowej po przejściu polimerazy, ułatwiając rozpoczę­
cie kolejnej rundy transkrypcyjnej. Postu low any  m e­
chanizm  tłumaczyłby w yją tkow ą ak tyw ność  p ro m o to ­
ra poliedryny.

Poznane  geny kodujące b iałka wirionu to vp39 , cor 
i gp64. G łów ne  białko kapsydu  p39 zawiera osiem 
cystein, tworzących mostki dw usiarczkow e decydujące 
o s truk tu rze  p39. Bakulow irusy m ają  duży genom, 
k tóry  ulega kondensacji i up ak o w an iu  w nuk leokap-  
sydzie w wyniku połączenia z boga tym  w argininę 
białkiem p6,9. W ysoką zawartośc ią  zasadow ych am i­
nokw asów  białko przypom ina  p ro tam iny  obecne w j ą ­
d rach  plemników, zaangażow ane  w pow staw anie  sil­
nie skondensow anego  DNA. G łów na  glikopro te ina  
formy pączkującej wirusa gp64 jest niezbędna do 
produkcji  infekcyjnych w irionów  i przenoszenia ich 
pom iędzy k o m ó rk am i gospodarza  [9, 43, 44],

III-4. Geny „niekoniecznie potrzebne”

Pewne geny A c M N P V  są konieczne do replikacji 
wirusa, podczas gdy obecność innych może być p o ­
minięta bez u tra ty  zdolności do jego nam nażan ia .  Do 
grupy  znanych obecnie k ilkunas tu  takich genów lub 
obszarów  o tw artych  ram ek odczytu  należą np. gen 
poliedryny, gen białka plO, gen egt , kodujący enzym 
blokujący m etam orfozę ow adów , clx  — kodujący 
białko związane z zew nętrzną osłoną  poliedru, pena 
kodujący hom olog  czynnika podziałów  k o m ó rk o ­

wych (proliferating celi nuclear antigen) oraz szereg 
innych [17],

IV. Oddziaływanie wirus —  gospodarz

Bakulowirusy m ogą wpływać na rozwój zainfeko­
wanego gospodarza  owadziego poniew aż genom  ich 
zawiera gen U D P-g lukozy lo transfe razę  ekdysteroi- 
dów  [45]. Enzym  ten katalizuje sprzęganie cząsteczki 
ekdystero idu  z g lukozą unieczynniając ho rm o n  i b lo ­
kuje w ten sposób  dalszą m etam orfozę ow ada  [46,47],

W procesie infekcji wirusowej ważną rolę odgryw a 
główne białko otoczki wirusa, g likopro te ina  gp 64, 
pośredniczące w penetracji wirusa do wnętrza k o m ó r ­
ki gospodarza  na drodze  endocytozy [48]. N-glikozy- 
lacja tego białka odgryw a zasadniczą rolę w jego 
transporc ie  na powierzchnię kom órki,  infekcyjność 
b aku low irusa  i jego ak tyw ność  fuzjogenna pow oduje  
zaham ow an ie  ekspresji genów gospodarza . Spadek 
poziom u m R N A  rozpoczyna się 12 godzin po infekcji, 
a po 18 godz. obserwuje się znaczny spadek syntezy 
białek gospodarza . Po 24 godz. od infekcji następuje 
wyłącznie ekspresja genów wirusa.

IV-1. Wpływ wirusa na ekspresję genów gospo­
darza

A pop toza  —  p ro g ram o w an a  śmierć kom órk i obser­
w ow ana  powszechnie u kręgowców zostaje zapoczą t­
k o w an a  w owadzich k om órkow ych  liniach zainfeko­
wanych bakulow irusem  A c M N P V  podczas replikacji 
w irusowego D N A  [49], P ro d u k t  wirusowego genu 
poliedrozy p35 A c M N P V  [50], a także gen iap polied- 
rozy O p M N P V  i g ranulozy Cydia pomonella C pG V  
[51] zapobiegają  procesowi apoptozy. M u tan t  b a k u ­
lowirusa z delecją genu p35 lub modyfikacją tego genu 
wykazywał większą zjadliwość w procesie uśmiercania 
różnych linii k om órkow ych  [52], O dpow iedź  kom órk i 
gospodarza  w postaci apop tozy  stanowi zabezpiecze­
nie przed infekcją w irusow ą na poziomie organizm u 
a gen p35 determ inuje  grupę potencjalnych g o sp o d a ­
rzy podczas infekcji bakulow irusem  [53]. A poptoza  
wyraźnie redukuje  tworzenie formy bezotoczkowej 
wirusa A c M N P V  i całkowicie ham uje  pow staw anie  
formy otoczkowej w linii kom órkow ej IPLB-Ld-65z 
r  Lymantria  [54], U w ażana  jest zatem za efektywną 
obronę  kom órk i gospodarza  przed infekcją wirusową. 
Funkcję  białka p35 ham ującego kaspazy tłumaczy się 
jego udziałem w indukow anej przez te enzymy apop- 
tozie. Innym  typem genu supresorow ego w procesie 
apop tozy  jest inh ib ito r  apop tozy  zidentyfikowany 
w bakulow irusie  granulozy (iap) [55],

IV-2. Czynniki determinujące krąg nosicieli baku­
lowirusa

Bakulowirusy m ają  s to sunkow o  wąski krąg gos­
podarzy. Z reguły m ogą infekować tylko kilka ta k so ­
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nomicznie zbliżonych owadów. Z asady  b lokow ania  
infekcji w irusem w k o m ó rk a c h  ssaków i ow adów  są 
inne, chociaż nuk leokapsydy  BV m ogą wnikać na 
d rodze  fagocytozy do  kom órek  ssaków, jednak  nigdy 
nie docierają  do  ją d ra  [56, 57]. Czynnikiem  de te r­
m inującym  krąg  potencjalnych gospodarzy  wirusa 
wydaje się być za rów no  w A c M N P V  jak  i B m N P V  gen 
helikazy [58-60]. Z identyfikow ano również gen hrf-1 
(host rangę fa c to r ) odpow iedzia lny  za replikację baku- 
łowirusa A c M N P V  w niepermisywnych liniach k o ­
m órkow ych  [61-63] oraz  gen zwiększający infekcyj­
ność wirusa w różnych liniach k om órkow ych  [64], 
N a d a l  jed n ak  m echanizm  selektywnego w yboru  gos­
p o d a rza  pozostaje  in trygującą zagadką.
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W ykaz stosowanych skrótów: B A E E aza  —  enzym ro zk ła d a ­
jący  ester e tylowy N -benzoilo-L-argin iny; (3GRP —  białko 
ro zpozna jące  (3-1,3 glukan; B LE E  — ester e tylowy N-ben- 
zoilo-L-lizyny; B O C -G ln -A la -A rg -M C A  —  N -te t ra b u to -  
k s y k a r b o n y l o - L - g l u t a m y l o - L - a l a n y l o - L - a r g i n y l o - 4 -  
-m e ty lok um aryn a ;  B P T I —  zasadow y trzus tkow y  inh ib ito r  
trypsyny  typu  K unitza , D O P A  — L-3,4-dihydroksyfenyloa- 
lanina; F P Í  inhib ito ry  p ro te inaz  grzybowych; H L E  

e las taza  z ludzkich leukocytów; H L T I  — inhib ito ry  
trypsyny  z hemolimfy M anduca sexta: K a —  ogó lna  ró w n o ­
w aga sta ła  asocjacji k om pleksu  enzym -inhibitor; LMC1 
— inh ib i to r  chy m otrypsyny  z Locusta migratoria: N a G a z a  

N -ace ty lo-g lukozam inidaza ; N P G P  4-nitrofenylo-4’- 
-g u an id yn ob enzo esan  sodu; P G R P  — białko rozpoznające  
pep tydog likan ; P P A E  —  enzym ak tyw ujący  p rooksydazę  
fenolową; P P E  —  elastaza z trzustk i wieprzowej; PSTI 

trzu s tko w y  wydzielniczy inh ib ito r  trypsyny typu Kazała; 
SCI inhib ito ry  chym otrypsyny  z hemolimfy B om byx  mory  
S W -A C hy  —  a n ty ch y m otry psyn a  z hemolimfy Bom byx  mory  
S W -A T  —  an ty tryp sy na  z hemolimfy Bom byx  mory  Tos- 
-A rg-M ety l-E ste r  —  ester mety low y.N -4 '- tosy lo-L-ar-  
gininy.

I. W stęp

O w ady  s tanow ią  grupę organ izm ów  mających z n a ­
czny wpływ na gospodarkę  człowieka. Są wśród nich 
szkodniki, o rganizm y pożyteczne, jak  również ow ady 
o znaczeniu ekonom icznym . O w ady  wytworzyły sze­
reg m echanizmów’ obronnych  przeciwko ich n a tu ra l ­
nym wrogom: grzybom  i bakteriom , często są to 
m echanizm y sw'oiste, charak terys tyczne tylko dla tej 
grupy  zwierząt. Z kolei o rganizm y a takujące  ow ady 
posiadają  szereg wyspecjalizowanych przystosowań, 
realizowanych poprzez syntezę tzw. czynników wiru- 
lentnych, k tóre  ułatwiają im opanow an ie  organizm u

1 Dr, 2 prof. d r  hab.,  Ins ty tu t  Biochemii i Biologii M o le k u ­
larnej U niw ersyte tu  W rocławskiego, ul. T a m k a  2. 50-137
Wrocław’

owada. Poznanie  tych przystosow ań, wraz z relacjami 
zachodzącym i między ow adam i i ich w rogam i m a duże 
potencjalne znaczenie w gospodarce, gdyż cechy te są 
często w ykorzystyw ane przez człowieka do  op racow y­
wania  łagodnych, proekologicznych m etod  walki ze 
szkodn ikam i upraw  roślinnych, lasów, p ro d u k tó w  
paszowych, czy wobec przenosicieli cho ró b  inwazyj­
nych. Z as tępow an ie  pestycydów, chemicznych ś ro d ­
ków ow adobójczych , środkam i biologicznymi, zw any­
mi b iopestycydam i w ym uszone jest za rów no  względa­
mi ekonom icznym i jak  i zdrow otnym i. Biopestycydy, 
to z różn icow ana  g rupa  p repara tów , w których czyn­
nikami ak tyw nym i są bądź żywe organizmy, najczę­
ściej m ikroorgan izm y, bądź syntetyzowane przez nie 
b iodegradow alne , organiczne związki chemiczne, wy­
kazujące działanie toksyczne wobec szkodników.

II. Czynniki wirulencji

O d dziesią tków  lat najpowszechniej w ykorzystyw a­
nymi m ik roo rgan izm am i do produkcji biopestycydów 
są różne szczepy Bacillus thuringiensis. T a  gram  d o ­
d a tn ia  bak te r ia  w ytw arza kilka substancji toksycz­
nych zwanych a, (3, y i 5, różniących się zarów no  
budow ą  chemiczną, ja k  i właściwościami biologicz­
nymi [1], Z uwagi na specyficzność i skuteczność 
działania  najwięcej uwagi poświęcono delta endo tok-  
synom. Jest to duża  g rupa  parakrystalicznych białek 
o charak te rze  pro toksyn , k tóre  powstają  w czasie 
sporulacji na zew nątrz  egzosporium  ja k o  ciała paras- 
poralne, w trętowe. M echanizm  działania toksycznego 
tych białek jest podobny . Kryształy po dostan iu  się per 
os do jelita ow ada  rozpuszczają się, a następnie 
w wyniku ograniczonej proteolizy ulegają aktywacji. 
Z m ien iona  konform acyjn ie  cząsteczka toksyny reagu­
je ze swoistymi recep to ram i na powierzchni kom órek
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szczoteczkowego n ab ło n k a  g ospodarza  [2], W sku tek  
działania  toksyny pow sta ją  zaburzenia  w selektywnej 
przepuszczalności ka tionów  przez błonę lipidową, 
w rezultacie następuje  pęcznienie kom órk i  i jej liza. 
Obecnie  użycie p rep a ra tó w  zawierających spory i k ry ­
ształy de lta toksyny, m im o ich specyficzności i zaledwie 
k ilkudniowej trwałości w środow isku, jest wciąż s to ­
sunkow o  małe. Pew nym  ograniczeniem  w stosow aniu  
po low ym  delta endo toksyny  jest jej p o d a tn o ść  na  
fo todegradację  wynikającą  z łatwości oksydacji w o l­
nymi rodn ikam i reszt am inokw asów  arom atycznych , 
szczególnie t ryp to fanu  [3].

W  licznej grupie m ik roo rgan izm ów  będących 
w przyrodzie na tu ra lnym i regu la to ram i populacji  
ow adów  w różnych ekosystem ach, is to tną  rolę o d ­
grywają bakulowirusy. W irusy te, ja k o  pa togeny  Lepi-  
doptera, dzięki swej specyficzności, s tanow ią  w y ją t­
kowe źródło  bioinsektycydów. Bakulowirusy j a k o  
jed y n a  g rupa  bezpiecznych dla ś rodow iska  w irusów  
została  dopuszczona  przez Światową O rganizację  
Z drow ia  do w ykorzystan ia  w kontro li  populacji o w a ­
dzich szkodników. Prak tyczne  w ykorzystanie  baku lo -  
w irusów ja k o  środków  k ontro li  ogranicza s to su n k o w o  
wolne ich działanie, gdyż o w adobójcze  efekty p o jaw ia ­
ją  się dopiero  po 5-10 dniach od chwili zastosow ania . 
Bakulowirusy stosuje się j a k o  p repa ra ty  wirusa szcze­
pu dzikiego lub ja k o  rekom binan ty , zawierające w ge­
nomie d o d a tk o w ą  sekwencję kodu jącą  toksyny, en ­
zymy lub neuropep tydy  zaburzające  podstaw ow e p r o ­
cesy fizjologiczne owada. R ekom binan ty  c h a ra k te ry ­
zują się zwykle wyższą skutecznością i szybszym 
działaniem niż szczepy dzikie [4, 5],

III. Grzybowe pasożyty owadów

W walce ze szkodliwymi ow adam i zaaw ansow ane  są 
również badan ia  nad w ykorzystaniem  pasożytniczych 
grzybów. Badania  te zaow ocow ały  p rodukc ją  insek­
tycydów zawierających zarodnik i lub ciała s trzępkow e 
takich grzybów ja k  Beauueria bassiana, Yerticillium 
lecani, Metarhisium anisopliae i Hirsutella thompsonii
[ 6], O p ra c o w a n o  wiele p repa ra tów  do  zwalczania  
ow adów  opartych  na grzybie Verticilium lecanii(M yco- 
tal, Vertalec). P repa ra t  o pa r ty  na  Beauueria brongniar- 
tii jest s tosow any w Szwajcarii do  zwalczania p ę d ­
raków  Melolontha melolontha. W Japonii  stosuje się 
p rep a ra t  Asper G  zawierający Aspergillus sp. do  zw al­
czania k o rn ika  Bursaphelenchus lignicolus. P rep a ra t  
BIO 1020, o pa rty  na szczepie grzyba M etarhizium  
anisopliae jest s tosow any przeciw ryjkowcowi Otior- 
hynchus sulcatus.

Istnieje również now a strategia  op racow yw an ia  
m ykoinsek tycydów  polegająca na w prow adzan iu  
zmian w genach en to m o p a to g e n a  wywołujących nade- 
kspresję toksycznej proteinazy. Celem podniesienia  
poz iom u pro te inazy  jest zwiększenie szybkości lik­
widacji ow ada  przez en tom opa togena .  D o k o n a n o  tego 
w przypadku  M etarhizium anisopliae, wstawiając w je ­

go genom  dod a tk o w e  kopie genu kodu jącego  protei- 
nazę PR-1. W wyniku manipulacji genetycznej protei- 
naza ta  jest konsty tu tyw nie  n a d p ro d u k o w a n a  po 
wniknięciu strzępek grzyba do hemolimfy M anduca  
sexta  (szkodnika tytoniu), o w ada  a tak o w an eg o  przez 
Metharizium. W niknięcie grzyba i n ad p ro d u k c ja  p ro ­
teinazy wywołują aktywację  systemu oksydazy  fenolo­
wej i śmierć owada. S twierdzono, że zarażenie  trans- 
genicznym grzybem  pow oduje  skrócenie czasu śmierci 
ow ada  o 25%  i redukcję konsum pcji  pożywienia o ok. 
40% , w po ró w n an iu  ze szczepem dzikim. Z a o b se r ­
w ow ano  również, że zarażone ow ady szybko p o k ry w a ­
ły się p igmentem, co pow odow ało  słabą sporulację 
grzyba, a w rezultacie redukcję puli transgenicznego 
grzyba w środow isku  [7]. M im o wysokiej skuteczności 
p repa ra ty  zawierające żywe kultury  grzybowe cechuje 
niewielka wybiórczość. P onad to ,  w ykazano , że p rep a ­
raty  te wywołują p rzypadkow e grzybice u zwierząt g o ­
spodarsk ich  i ludzi, więc technika  polegająca na  sprys­
k iw aniu  p rep a ra tam i zawierającymi żywe kom órk i  
grzybów budzi pow ażne zastrzeżenia. A lternatyw na 
s tategia to izolacja toksyn z grzybów ow adobójczych  
i opracow anie  na ich podstaw ie insektycydów bez­
piecznych dla otoczenia  i działających selektywnie.

IV. Rola hydrolaz w m echanizm ie wirulencji 
grzybów

G rzyby pasożytnicze w nikają  do  w nętrza ow ada  
przebijając zewnętrzne powłoki ciała gospodarza. 
O skórek  ow adów  zb u dow any  jest z fibrylii chityno- 
wych zanurzonych  w białkowym  matrix. Rodzaj białek 
tworzących m atrix  oraz ich ilość jest zm ienna i zależy 
od g a tu n k u  ow ada, tkanki oraz  stad ium  rozwojowego. 
Ogólnie  białka stanow ią  od 55 do 80%  wszystkich 
sk ładników  oskórka . Wiele białek osk ó rk a  tworzy 
z fibryllami chitynowym i trwałe połączenia. B adania  
u ltras tru k tu ra ln e  wykazały, że w penetracji grzyba 
przez oskórek  odgryw a rolę za rów no  m echaniczne 
parcie strzępek jak  i degradacja  jego sk ładników  przez 
z ew ną trzkom órkow e  hydrolazy wydzielane przez en ­
tom opa togena . To  ostatn ie  wydaje się posiadać  decy­
dujące znaczenie w tym procesie. W związku z koniecz­
nością p o k onyw an ia  barier o zróżnicow anym  składzie 
i s truk tu rze  grzyby pasożytnicze wydzielają zespół 
hydrolaz: chitynazy, p roteinazy i lipazy [ 8]. Rolę 
hydrolaz w m echanizmie wirulancji pasożytów  grzy­
bowych op isano  szczegółowo w pracy M. K o ł a c z ­
k o w s k i e j  i w s p .  [9],

V. M echanizm y obronne owadów

System o b ronny  ow adów  różni się od systemu 
im m unologicznego znanego u kręgowców. Nie pos ia ­
dają one pamięci immunologicznej, nie m ają  im m u n o ­
globulin, reagują tylko na kilka an tygenów  pow szech­
nie występujących na powierzchni ciała ich n a tu ra l ­
nych w rogów  ((3-1,3 glukan, lipopolisacharyd) [10, 11],
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U kład  odpornośc iow y ow adów  opiera  się o trzy, ści­
śle ze sobą powiązane, mechanizmy. Pierwszym z nich 
jest indukcja  kaskady  enzym ów  pro teolitycznych bę­
dąca  odpow iedzią  na  zakażenie m ikroorgan izm am i, 
bądź  w yw ołaną  zranieniem  owada. Są to kaskady  
krzepnięcia hemolimfy i aktywacji oksydazy fenolowej. 
D rugim  z m echanizm ów  jest reakcja  odpowiedzi k o ­
m órkow ej, polegająca na  fagocytozie, np. przez hemo- 
cyty oraz  opłaszczaniu n iepożądanych , obcych ciał 
(nodulacja, inkapsulacja). Trzeci sposób  o b ro n y  wy­
tw orzony  przez ow ady to p rodukc ja  peptydów  an- 
tybaktery jnych  i an tygrzybow ych, wydzielanych do 
hemolimfy (cekropiny, attacyny). C echa ta  jest cha-

T a b e la  1.
Inh ib i to ry  p ro tc in az  se rynow ych  z hem olim fy o w a d ó w  [15].

rakterystyczna  dla ow adów  stojących wyżej w ew o­
lucji [ 12].

V -l. Inhibitory proteinaz

Hemolimfa ow adów , podobn ie  jak  osocze krwi 
kręgowców zawiera inhibitory  enzym ów pro teolitycz­
nych. U w aża się, że wiele z ich fizjologicznych funkcji 
w organizmie ow ada  pok ryw a  się z tymi, k tóre  opisano 
w p rzypadku  kręgowców. [13, 14]. Jednakże  owady 
charak te ryzu ją  się k ilkom a swoistymi procesami, nie 
występującymi u k ręgow ców  jak  np. przeobrażenie  czy 
obecność systemu oksydazy fenolowej. Procesy te są

H a m o w a n e  enzym y Ź ró d ło  p o ch o d zen ia
M asa  czą ­
s teczkow a 

[ k D a ]

C e n tru m
reak ty w n e

C h a ra k t e r y ­
styka

N azw a
inh ib i to ra

R odz ina
in h ib i to rów

O d n o ś n ik

C h y m o t ry p s y n a M anduca  sex ta 48.0 — skład a-a,  sekw. 
N -k o ń c a

— Serpiny 39

C h y m o t ry p s y n a M anduca  sex ta 47.0 — skład a-a, sekw. 
N -k o ń c a

— Serpiny 39

T ry p s y n a M anduca  sex ta 46.0 — skład a-a, sekw. 
N -k o ń ca

— Serpiny 39

E las taza  t r zu s tk o w a M anduca  sex ta 47.0 Ala-Ser sekw. c D N A Ala-serp ina Serpiny 39, 40

T ry p s y n a B om byx mori 41.8 Lys-Val sekw. c D N A SW -A T Serpiny 38. 41

C h y m o t ry p s y n a B om byx mori 43.0 Thr-Ser sekw. c D N A SW -A chy  1 Serpiny 39, 42, 43

C h y m o t ry p sy n a B o m b yx  mori 41.0 P he-M et sekwencja S W -A chy  II Serpiny 44

T ry p s y n a M anduca sex ta 8.3 Arg-Ala skład  a-a,  sekw. 
N -k o ń ca

H L T I  A B P I  I 34

C h y m o try p sy n a .  p lazm ina ,  
P P A E

M anduca sex ta 9.1 Arg-Ala sk ład  a-a,  sekw. 
N -k o ń c a

H L T I  B BP TI 34

C h y m o t ry p s y n a B om byx mori 7.0 Phe-A la sekwencja SCI-I BPT I 45, 46

C h y m o t ry p sy n a B om b yx  mori 7.3 Phe-Ala sekwencja SCI-II B P T L 45, 46

C h y m o t ry p s y n a B om b yx  mori 7.2 P he-G ly sekwencja SCI-III BPTI 45, 47

C h y m o try p sy n a ,  p lazm ina ,  
t rypsyna,  t ro m b in a ,  P P A E

Sarcophaga bullata 6.4 — sekwencja — BPTI 48, 49

C h y m o t ry p sy n a L ocusta  m igratoria 3.7 Arg-Lys sekwencja L M C I- I — 35

C h y m o try p sy n a ,  P P A E Locusta  m igratoria 3.7 Leu-Lys sekwencja L M C I- I I — 35

Trypsyna .  HL E, 
c h y m o try p sy n a

H elio tis zea 18.0 Arg-X
M et-X

skład  a-a, sekw. 
N -k o ń c a

M u l t i s ta ty n a PSTI 50

K a tep sy n a  G, 
c h y m o try p sy n a

H elio tis zea 6.3 — skład a-a, sekw. 
N -k o ń c a

— BPTI 50

K a te p s y n a  G, 
c h ym otrypsyna ,  
p ro te inazy grzybow e

A pis mellifera 5.9 M et-G lin sekwencja A M C I Ascaris 52

Subtylizyna  BPN , 
p ro te inazy  grzybow e

B o m b yx  mori 6.1 T hr-V al sekwencja F P I - F Bom byx 19, 51
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k o n tro low ane  przez proteinazy, k tóre  m ogą je z a p o ­
czątkowywać, jak  również brać udział w ich am p- 
lifikacji poprzez kaskadę  aktywacji kolejnych zymoge- 
nów. Istnieje tu po tencja lna  możliwość udziału in­
h ib itorów  w zabezpieczaniu o rganizm u przed p rzy­
padk o w y m  uruchom ien iem  tych mechanizm ów. Spo­
śród poznanych  i scharak te ryzow anych  inh ib ito rów  
z hemolimfy zn ak o m itą  większość s tanow ią  inhibitory  
p ro te inaz  serynowych, zebrane  i opisane przez A. 
P o l a n o w s k i e g o  i T.  W i l u s z a  [Tab. 1] [15]. 
Inh ib itory  z hemolimfy ow adów  podzie lono  na  dwie 
zasadnicze grupy: inh ib ito ry  wielkocząsteczkowe (o- 
koło  45 ka), należące do  rodziny serpin oraz  inhibitory  
niskocząsteczkowe (poniżej 10 kDa), z reguły należące 
do  rodziny inh ib itorów  typu Kunitza.

U w aża się, że inh ib ito ry  proteinaz, s tanow iące z n a ­
czną część białek hemolimfy są również czynnikam i 
chroniącym i ow ady  przed a tak iem  pasożytniczych 
m ikroorgan izm ów . Stwierdzenie to sfo rm ułow ano  na 
podstawie wyników b a d a ń  wskazujących, że inh ib i to ­
ry z hemolimfy ow adów  ham u ją  ak tyw ność  pro te inaz  
pasożytniczych grzybów, u trudn ia jąc  ich w nikanie  do 
w nętrza  ciała ow ada, co stanow i k luczowy e tap  inwazji 
pasożyta. Inh ib ito ry  ham u ją  również p ro te inazy  grzy­
ba po jego wniknięciu do  hemolimfy [16]. N iek tó re  
inhibitory  z hemolimfy m ają  wpływ na  rozwój i roz­
m nażanie  pasożytniczego grzyba. Np. inh ib ito r  F  z Bo­
m byx  mori do d an y  do  hodowli Beauveria bassiana 
pow oduje  obserw ow ane  m ik ro sk o p o w o  skutki w p o ­
staci zah am o w an ia  w zrostu  strzępek grzyba oraz 
tw orzenia  konid iów  [17]. Inhibitory  oddziałujące 
z grzybowymi pro te inazam i F P I  (fungal prcteinase  
inhibitors) podzielono na grupę term ostab ilnych  in­
hib itorów  niskocząsteczkowych (M r 6300-12000) i ter- 
m owrażliwych inh ib ito rów  wysokocząsteczkowych 
(M r 43000) [18]. Spośród  wielu inh ib ito rów  h a m u ją ­
cych grzybowe prote inazy  dok ładn ie  sch arak te ryzo ­
w ano inh ib ito r  F P I - F  z B om byx mori. H am uje  on 
prote inazy  grzybowe (proteinazę z Beauveria bassiana 
z K a =  1.1 x 107 M _1) oraz  subtylizynę, wykazując 
n iską ak tyw ność  wobec chym otrypsyny  i trypsyny. 
Składa się z 55 reszt am onokw asow ych  (M r 6100), nie 
zawiera alaniny, m etion iny  i tryptofanu. P osiada  czte­
ry mostki dwusiarczkowe. C en trum  reaktyw ne tw orzą  
reszty T h r  (29) i Val (30). Nie udało  się ustalić jego 
hom ologii z żadnym  ze znanych  inhibitorów, dlatego 
z a p ro p o n o w a n o  utworzenie  nowej rodziny inh ib i to ­
rów —  rodziny B om byx  [19]. Trzy, częściowo sc h a ra k ­
teryzowane, izoinhibitory  mające zdolność h a m o w a ­
nia pro te inaz  Pr 1 oraz  P r  2 z M etarhizium anisopliae 
w ykazano  w hemolimfie Galleria mellonella [20]. Są to 
inhibitory  niskocząsteczkowe, lecz pobieżna c h a ra k ­
terystyka tych białek nie pozw ala  zaklasyfikować ich 
do  żadnej z gup inhibitorów.

V-2. Oksydaza fenolowa

Zupełnie  odm ienną  grupę białek biorących udział

w obronie  o rganizm u ow ada  przed ciałami obcymi 
stanow ią  oksydazy fenolowe, rodzina  białek zaw iera­
jących w swej s truk tu rze  miedź. Badania  nad nimi są 
p row adzone  od 50 lat. Enzym y te występują w o sk ć rk u  
i w hemolimfie i uczestniczą w sklerotyzacji. zabliź­
nianiu ran, w w ytw arzaniu  p igm entu  —  m elan iny  oraz 
w reakcjach o b rony  przeciwko obcym  ciałom. W zro­
zumieniu roli oksydaz  fenolowych p o ds taw ow e zna­
czenie m a poznanie  m echanizm u ich działania. O k ­
sydaza fenolowa jest enzym em  potencjalnie groźnym  
dla organ izm u ow ada, poniew aż utlenia o n a  fenole do 
odpow iednich  ch inonów , k tóre  są bardzo  reaktyw ne 
i niebezpieczne tak dla obcych ciał, k tóre  wniknęły do 
hemocelu, jak  i dla ow ada. U w aża się, że główny 
m echanizm  działania  oksydazy polega właśnie na 
w ytw arzaniu  ch inonów , reaktyw nych in term edia tów  
syntezy melanin. N iek o n tro lo w an a  ak tyw acja  oksyda­
zy prow adzić  może do  śmierci organizm u. D latego też 
enzym wydzielany jest w formie nieaktywnej. W szyst­
kie znane oksydazy występują  w formie p rekursorów  
i są ak tyw ow ane  poprzez selektywną proteolizę. A k ­
tywacja zachodzi w sposób  kaskadow y  zapo czą tk o w y ­
wany przez składniki ścian kom ó rk o w y ch  bakterii: 
(3-1-3-glukan, pep tydog likan  i l ipopolisacharyd. W o r ­
ganizm ach ow adów  znane są dw a typy oksydaz  feno­
lowych: typ lakazy (EC. 1. 10 3. 2, o k sy doreduk taza  
p-difenol: 0 2) o raz  typ tyrozynazy, nazwanej k ró tko  
oksydazą  fenolową (EC. 1. 10. 3. 1, o ksydoreduk taza  
o-difenol: O ,). L akaza  występuje w o sk ó rk u  owada 
i bierze udział w procesie sklerotyzacji. W hemolimfie 
występuje jeden  typ oksydazy fenolowej (tyrozynazy), 
zaangażow anej w procesy imm unologiczne, na tom iast  
dw a inne typy oksydazy występują w oskórku . Jest to 
oksydaza uczestnicząca w zabliźnianiu się ran oraz 
oksydaza  b io rąca  udział w pigmentacji o sk ó rk a  [2 1 ].

H om ogenne  p repa ra ty  prooksydazy  uda ło  się wy­
izolować z hemolimfy s to sunkow o  niewielu ga tunków  
ow adów , ze względu na takie jej właściwości jak: 
niestabilność, u tra ta  aktywności podczas oczyszcza­
nia, nierozpuszczalność, czy właściwość przylegania do 
powierzchni stałych. P rooksydaza  fenolowa z larw' 
Bom byx mori ma m asę cząsteczkową 80 k D a  (SDS- 
-P A G E ) i sk łada się z dwu pod jednostek  o m asach 40 
kD a. Zaw iera  0.15-0.16% miedzi [22], P ro o ­
ksydaza fenolowa z M anduca sexta  sk łada  się z pod jed­
nostek o m asach 71 i 77 k D a  tworzących heterodim er
0 masie od 100-150 kD a, zawiera 0 .18% miedzi [23]. 
Jak już  w spom niano , oksydaza  fenolowa posiada 
zdolność utleniania  monofenoli i difenoli, np. katecho- 
lamin do  chinonów , co prow adzi do  pow staw ania  
melaniny. Najlepszymi substra tam i dla oksydazy fe­
nolowej z M anduca sexta  są: N-(3-alanylodopamina
1 4-m etylokatechol, na tom ias t  D O P A  jest dużo g o r ­
szym substra tem  dla oksydaz, m im o tego jest najczęś­
ciej używ anym  substra tem  w badan iach  labo ra to ry j­
nych [24].

Jak  w spom niano , ak tyw acja  p rooksydazy  fenolowej 
jest procesem kaskadow ym , w k tó rym  udział biorą
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również proteinazy. Do tej pory w hemolimfie ow adów  
znaleziono dw a zymogeny proteinaz serynowych; p re ­
ku rso r  enzym u aktywującego p rooksydazę  fenolową 
(P P A F ) o raz  enzym mający zdolność hydrolizy BAEE 
(BzA rgO Etaza . BAEEaza).

U w ażano, że proB A E E aza , P P A E  oraz prooksyda-  
za fenolowa są kolejno ak tyw ow ane  w kaskadzie  
zapoczątkow anej przez dodanie  do plazmy ow ada  
sk ładników  ściany kom órkow ej bakterii. Z ao b se rw o ­
w ano  bowiem, że BAEEaza jest pierwszą serynową 
p ro te inazą  pojaw iającą  się po d o d an iu  pep tydog lika­
nu czy ß - 1 -3-glukanu. Jednakże, jak  d o tąd  nie udało się 
jednoznaczn ie  dowieść, że BAEEaza uczestniczy w k a ­
skadzie aktywacji p rooksydazy  fenolowej. BAEEaza 
d o d a n a  do plazmy nie ma zdolności aktywacji p ro o ­
ksydazy fenolowej. M asa  cząsteczkowa p roB A E E azy  
w yznaczona elektroforetycznie wynosi 39 kDa. Jej 
ak tyw acja  za pom ocą zym osanu  lub peptydog likanu  
w obecności jo n ó w  w apnia  prow adzi do pow stan ia  
b iałka o masie 38 kD a, co dowodzi, że aktyw acja  
zachodzi na d rodze  ograniczonej proteolizy. Nie z iden­
tyfikowano jednakże  czynnika bezpośrednio  ak ty w u ­
jącego proBA EEazę. Aktywny enzym posiada  specy­
ficzność wyższą niż trypsyna. Najlepiej hydrolizuje 
substra ty  z argininą w pozycji PI. Substraty  z lizyną są 
hydrolizowane znacznie wolniej. Właściwość a k ty w o ­
wania BAEEazy przez składniki ścian kom órkow ych  
bakterii  skłania wielu badaczy do uznania, że enzym 
ten odgrywa jak ąś  rolę w systemie obrony  u owada. 
P rzypuszcza się, że BAEEaza może uczestniczyć w sys­
temie krzepnięcia hemolimfy zapoczątkow nym  przez 
składniki ścian kom órkow ych  m ik roorgan izm ów  lub 
też, że podobn ie  jak trom bina , posiada  zdolność 
stymulacji kom órek  do hemokinezy. chemotaksji, re­
plikacji f ibroblastów czy opsonizacji [25],

Enzym aktyw ujący p rooksydazę  fenolową (PPA E) 
występuje w hemolimfie oraz w oskórku. PPA E 
z o sk ó rk a  B om byx mori jest p ro te inazą  serynową 
składającą sie z. dwu podjednostek  o masie 15 k D a  oraz 
32 k D a  połączonych m ostkiem  dwusiarczkowym . W y­
kazuje specyficzność t rypsynopodobną ,  bazującą na 
aktywności esterazowej. Hydrolizuje BAEE, Tos-Arg- 
-Metyl Ester, B oc-G ln-A la-A rg-M CA  z Km =  0.62 
m M  [33], ale nie hydrolizuje BLF.E ani Tos-Lys-M etyl 
Ester, nie hydrolizuje również substra tów  dla chymo- 
trypsyny, jak  Suc-A la-A la-Pro-Phe-pN a. W łaściwoś­
ciami tymi różni się on od trypsyny (jest enzymem 
bardziej specyficznym), ale jest zbliżony do M FP-1 
(moliing fluid proteinase), p roteinazy wydzielanej przez 
ow ady w trakcie wylinki [ 8], Jednakże  funkcja P PA E  
z oskó rka  pozostaje  niejasna mimo, iż u d o k u m e n ­
tow ano, że P P A E  z oskórka  aktywuje prooksydazę  
z hemolimfy. Nie ud o w o d n io n o  bowiem, żeby enzym 
ten mógł być tran sp o r to w an y  do  hemolimfy, chociaż 
s twierdzono, że łatwo uwalnia się z oskó rka  przy jego 
uszkodzeniu [26],

PPA E  z hemolimfy, o podobnych  właściwościach 
jak  P PA E  z oskórka , jest h am o w an a  przez inhibitory

pro teaz  serynowych: p -n itrofenylo-guanidynobenzoe- 
san i P M S F . Zym ogen tej proteinazy znaleziono 
w hemolimfie Bom byx mori. [27]

A ktywacja  prooksydazy  fenolowej była bad an a  na 
oczyszczonych p repara tach  tego zym ogenu i P PA E  
z o sk ó rk a  B. mori. Stwierdzono, że w trakcie o g ran i­
czonej proteolizy p roenzym u następuje uwolnienie 
pep tydu  o masie 5 k D a  i zym ogen przechodzi w formę 
ak tyw ną. A ktyw na oksydaza  fenolowa m a masę 70 
kDa. S twierdzono, że P P A E  z hemolimfy i P P A E  
z o sk ó rk a  hydrolizuje to sam o wiązanie w proo- 
ksydazie fenolowej, dlatego też w badan iach  nad 
ak tyw acją  p rooksydazy  z hemolimfy często stosuje się, 
łatwiejszą do uzyskania, P P A E  z oskórka. Niektórzy 
au to rzy  podają , że aktyw acja  p rooksydazy  zachodzi 
nie ty lko w obecności PPA E. Właściwość tę posiada 
również, oochymotrypsyna, a p o n ad to  wiele innych 
substancji organicznych np., SDS. kwasy tłuszczowe, 
e tanol i inne rozpuszczalniki organiczne. Jednakże, 
tylko dw u au to rów  podaje, że p rooksydaza  jest a k ­
tyw ow ana  nie przez PPAE: w' p rzypadku  aktywacji 
p rooksydazy  z Tenebrio molitor przez kwasy tłusz­
czowe C-18 oraz aktywacji prooksydazy  B. mori i M. 
sexta  przez oc-chymotrypsynę [23. 28], Aktywne cząs­
teczki oksydazy fenolowej m ają  tendencje do łączenia 
się ze sobą  oraz z innymi cząsteczkami w heterogenne 
agregaty. A dsorbu ją  się również na powierzchniach 
takich jak  szkło czy poliwęglany. W hemolimfie B. mori 
zaobse rw ow ano  tworzenie kowalencyjnych agregatów  
oksydazy z białkami plazmy [29], Opłaszczanie i tw o­
rzenie s trą tów  białkowych wokół obcych ciał, k tóre  
wniknęły do  hemocelu wydaje się is to tną właściwością 
oksydazy fenolowej. Straty  te zawierające bakterie czy 
strzępki grzybni są o taczane m elaniną p ro d u k o w an ą  
przez oksydazę  i w ten sposób  przestają być szkodliwe 
dla o rgan izm u owada.

N ieak tyw na  p rooksydaza  musi być w jakiś  sposób 
ak ty w o w an a  przez bakterie  czy grzyby wnikające do 
w nętrza ciała owada. P rooksydaza  fenolowa jest sp o n ­
tanicznie ak tyw ow ana  przy pobieran iu  hemolimfy 
przez nacięcie zewnętrznych powłok ciała. M ożna  tego 
un iknąć  wstrzykując owadowi przed pobran iem  he­
molimfy roz tw ór cukru  trzcinowego. Tak p o tra k to w a ­
ną hemolimfę używa się do badań  nad aktywacją  
p rooksydazy  za pom ocą  zym osanu, polisacharydu 
z drożdży  zawierającego (3-1-3-glukan. Z ym osan  nie 
posiada zdolności do bezpośredniej aktywacji p ro o ­
ksydazy. Aktywuje on tylko pewien e tap  kaskady. 
Z ym osan  w ym aga do działania  obecności dw uw arto -  
sciowego ka tionu  np. wapnia. Aktywacja przez zy m o ­
san jest h am o w an a  przez p-nitrofenylo-guanidynyno- 
benzoesan, co oznacza, że zym osan  aktywuje proteina- 
zę lub proteinazy, k tóre  ak tyw ują  prooksydazę. Jedną 
z tych p ro te inaz  wydaje się być P P A E  z hemolimfy. 
Raz zak ty w o w an a  P P A E  nie wym aga do dalszego 
działania  obecności jo nów  wapnia. O prócz  PPA E 
z hemolimfy, zym osan  aktywuje również inną seryno­
wą proteinazę: BAEEazę. Spośród  glukanów  system
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oksydazy ak tyw ują  związki z wiązaniem (3-1 -3-gliko- 
zydowym. Substancją  pochodzącą  z bakterii gram m - 
doda tn ich  ak tyw ującą  kaskadę  oksydazy fenolowej 
jest peptydoglikan. L ipopolisacharyd  nie we wszyst­
kich p rzypadkach  aktywuje kaskadę, a jeżeli to w dużo 
większych stężeniach niż pep tydoglikan  (pep tydo­
glikan w stęż. ng/ml, na tom ias t  l ipopolisacharyd 
w stęż. pg/ml). W iązanie  (3-1-3-glukanu do  białka 
rozpoznającego  zapoczątkow uje  kaskadę aktywacji 
p rooksydazy  fenolowej. Białko wiążące (3-1-3-glukan 
((3GRP), jak  się wydaje nie posiada  aktyw ności p ro te o ­
litycznej. W iązanie  (3-1-3-glukanu może pow odow ać  
zm ianę koform acyjną  białka rozpoznającego, k tó ra  
może wywoływać aktywację  zym ogenu proteinazy, 
dalszego sk ładnika  kaskady. W ydaje się, że istnieją 
dw a typy białek rozpoznających  zapoczątkow ujących  
k askadę  aktywacji prooksydazy , białka rozpoznające  
pep tydog likan  (P G R P )  oraz białka rozpoznające  (3-1- 
-3-glukan ((3GRP). T o  osta tn ie  białko zostało  wyizolo­
w ane z hemolimfy B. mori. Stwierdzono, że wykazuje 
ono  bardzo  silne pow inow actw o  do g lukanów  z wiąza­
niem (3-1-3-glikozydowym i nie wykazuje aktywności 
amidazowej wobec licznych syntetycznych substra tów  
różnych proteinaz. Nie jest niestety jasne  w jak i sposób 
białko rozpoznające  (3-1-3-glukan wpływa na ak ty w a­
cję następnego  sk ładn ika  kaskady. Białko o masie 19 
k D a  wyizolowane z hemolimfy B. mori ma pow inow ac­
two do peptydoglikanu , lecz nie s tw ierdzono zdolności 
w iązania (3-1-3-glukanu przez to białko. N azw an o  je 
białkiem rozpoznającym  peptydoglikan  (PRG P). 
W nieobecności P R G P  peptydoglikan  nie inicjuje

Peptydoglikan, LPS, (3-1,3 - glukan

X <--------------- C l-13 SWAT

Prooksydaza fenolowa

Trypsyna. chymotrypsyna, BAEE-aza
Ryc. I. Schemat przedstawiający zależności w systemie aktywacji 

oksydazy fenolowej B o m b yx  m ori. Strzałki  ciągłe w skazu ją  
na in terakcje  międz> s k ła d n ik a m i  kask ad y  w postaci  a k ­
tywacji lub inhibicji. S trza łka  p rz e ry w a n a  przedstaw ia  
częściowo u d o k u m e n to w a n ą  in terakcję  w ym ien ionych  e n ­
zym ów  z p ro o k s y d a z a  fenolową. S W A T  (Silk W o rm -A n ty -  
Trypsin).

kaskady  aktywacji p rooksydazy  fenolowej [30], Nie 
stw ierdzono do tej pory  w hemolimfie obecności białka 
rozpoznającego inny czynnik rozpoczynający kaskadę 
aktywacji oksydazy —  lipopolisacharydu. N a  pod ­
stawie obecnego stanu  b ad ań  m ożem y wnioskować 
o kolejności reakcji o b ronnych  zachodzących w hem o­
limfie w następstwie wniknięcia do  niej ciał obcych: 
peptydoglikan  lub (3-1-3-glukan wiąże się z rozpoz­
nającą je cząsteczką białka p row adząc  do następują­
cych po sobie aktywacji dwu pro te inaz  serynowych, 
BAEEazy oraz PPA E. O bydw ie proteinazy wymagają 
do aktywacji obecności jo nów  wapnia. N astępnie  
w7 wyniku selektywnej proteolizy zachodzi aktywacja 
p rooksydazy  fenolowej [Ryc. 1],

Stwierdzono, że kask ad a  aktywacji prooksydazy  
fenolowej może być ham o w an a  przez inhibitory  z he­
molimfy. D o tej pory  zbad an o  kilka przypadków  
takiego oddziaływania. Inhibitory  CI -13 z B. mori nie 
ham ują  aktywności oksydazy fenolowej, ale mają 
wpływ na jej aktywację. Z b a d a n o  trzy izoformy in­
h ibitora  C I - 13: C I - 13 a, b i c. Wszystkie składają się 
z 63 am onokw asów , ich masy cząsteczkowe wynoszą 
ok. 7 kD a, zawierają 6 reszt cysteiny [31]. Stwier­
dzono, że największy wpływ na ham ow anie  ak ty ­
wacji p rooksydazy  ma C I - 13 c. U w aża się, że hamuje 
on PPA E. Jednakże  w trakcie badań  wykazano, że 
C I - 13 ham uje  ak tyw ność  P P A E  wobec Boc-Gln- 
-A la-Arg-M CA tylko w połowie. P o n a d to  jak  w iado­
mo P P A E  jest wysokospecyficznym enzymem try- 
p synopodobnym , a inhibitory CI specyficznie ham ują 
chym otrypsynę. Testy wykazujące ak tyw ność  oksyda­
zy fenolowej, w ykonuje się w w arunkach  in vitro 
d oda jąc  do  mieszaniny, zawierającej p rooksydazę  oraz 
lizat hem ocytów  lub hom ogena t  o sk ó rk a  (zawierający 
składniki kaskady  aktywacji) enzymu aktywującego: 
chym otrypsyny lub trypsyny. P rooksydaza  z B. mori 
jest ak tyw ow ana  in vitro chym otrypsyną  a nie try ­
psyna. [26], W plazmie Locusta migratoria  aktywację 
p rooksydazy  wywołuje się in vitro trypsyna. Stwier- 
dzono. że inhibitor  z Locusta migratoria ham uje a k ­
tywację prooksydazy. M a on masę cząsteczkową 14 
kD a, ham uje chym otrypsynę z Ka =  8.3 x  10" M - 1 , 
HLF.: elastazę z ludzkich leukocytów z Ka =  5.5 x  10 
M ~ \  nie ham uje na tom ias t  trypsyny. trom biny, sub- 
tylizyny, ani PPF.: elastazy z trzustki wieprzowej. Jest 
więc wysoce specyficzny. Większość au to rów  uważa, że 
p rooksydaza  fenolowa nie jest bezpośrednio  ak ty w o ­
wana ani przez trypsynę, ani przez chym otrypsynę 
[32], Przypuszcza sie. że w aktywacji p rooksydazy  
między trypsyna a ak tyw nym  enzym em  musi być 
jeszcze jeden e tap  kaskady, musi tam  działać proteina- 
za ch y m o trypsynopodobna .  Jak do  tej pory nie wy­
kryto  w hemolimfie ow adów  zym ogenu takiej p ro te i­
nazy [33]. S tw ierdzono również, że kask ad a  aktywacji 
u ru chom iona  l ipopolisacharydem  lub (3-1,3-glukanem 
jest niewrażliwa na działanie inhibitorów. M oże to 
znaczyć, że są dwie drogi aktywacji, w k tórych uczest­
niczą różne enzymy [34], W hemolimfie M. sc.xtLi
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w ykry to  d w a  niskocząsteczkowe inhibitory: H L T I 
A oraz  H L T I  B. H L T I  A m a masę 14 kD a, n a tom ias t  
H L T I  B: 8 kD a .  O b y d w a  h am ują  trypsynę (K a H L T I 
A z trypsyną  wynosi 6.8 x 10 7 M _1), chym otrypsynę 
i plazminę, nie h am ują  elastazy, papainy, pepsyny, 
subtylizyny ani termolizyny. Stwierdzono, że inh ib ito ­
ry H L T I  h a m u ją  aktywację  p rooksydazy  fenolowej 
zainicjowanej przez P P A E  z o sk ó rk a  [35]. Z hemolim- 
fy Locusta  migratoria wydzielono niskocząsteczkowe 
inh ib ito ry  L M C I I o masie 3760 D a  oraz  L M C I II 
o masie 3800 Da. Zawierają  one 6 reszt cysteiny. 
H a m u ją  chym otrypsynę  ze stałymi asocjacji od p o w ie ­
dn io  8.3 x 109 M - 1  i 4 x 109 M ~ L  L M C I I ham uje  
H L E  ze stałą asocjacji 5.5 x 107 M “ 1, na tom ias t  
L M C I II ham uje  P P E  ze stałą asocjacji 2.5 x 107 M ~ 1. 
Ż ad en  z nich nie ham uje  trypsyny. W ykazano , że 
L M C I ham u ją  aktywację  prooksydazy  fenolowej 
w ek s trak tach  hem ocytów  z Locusta, nie ham ując  
równocześnie  samej oksydazy [36]. D w a  w ielkoczą­
steczkowe inh ib itory  aktywacji p rooksydazy  zna le ­
ziono  w Pacifastacus leniusculus. Są to  białka o m asach  
155 k D a  oraz  340 k D a  [37], W ykazano  także zdolność 
h a m o w an ia  spontan iczn ie  wywołanej aktywacji p ro ­
oksydazy  fenolowej przez alaserpinę, o masie 47 kD a, 
z M anduca sexta  [38],

Również B A E E aza  jest h am o w an a  przez inh ib ito ry  
z hemolimfy. M oże to  być pow odem , że ak tyw ność  
BAEEazy s to sunkow o  k ró tk o  u trzym uje się w hem o- 
limfie B. mori, w przeciwieństwie do  zym ogenu tej 
proteinazy, k tó ry  jest białkiem stabilnym. Z hemolimfy 
B. mori wyizolowano serpiny SW -A T oraz  SW -Achy 
(Silk Worm —  A n ty  Trypsin o raz  Silk Worm —  A nty  
chymotrypsiń). O k aza ło  się, że SW -AT, o masie cząs­
teczkowej 41 805 Da, przewidzianej z c D N A  [39], jest 
głównym  inh ib itorem  regulującym poziom  BAEEazy. 
Jest to, jak  do tąd ,  jedyny przypadek  ustalenia doce lo ­
wego enzym u dla serpiny z hemolimfy. S tw ierdzono 
p o nad to ,  że ani SW -A T ani SW -A Chy nie ham ują  
P P A E  [Ryc. 1].

A rtyku ł  otrzymano 5 stycznia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 18 stycznia 1999 r.
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Komunikat

Komitet Organizacyjny i Programowy I Krajowego Kongresu Biotechnologii mają 
zaszczyt poinformować, że Kongres odbędzie się we W rocławiu w  dniach od 20 do 25 
września br.

Celem Kongresu jest diagnoza polskiej biotechnologii w  świetle św iatowych osiągnięć, 
oraz integracja środowiska zajmującego się tą dziedziną nauki jak również pokazanie 
możliwości rozwoju biotechnologii w  Polsce.

Informacje o Kongresie można znaleźć w  Internecie'. 
h t tp : \ \w w w . i ic .p w r .w r o c .p l \~ c h e m ia - z ja z d y

Prof. Bronisława Morawiecka 
Prze w o dniczą ca 
Komitetu Programowego

Prof. Paweł Kafarski 
Prze w o dniczą c y 
Komitetu Organizacyjnego
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SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z Konferencji „Modyfikowane Kwasy 
Nukleinowe” poświęconej Profesorowi Bronisławowi 
Filipowiczowi

W dniach  12, 13 l is topada 1998 r. w Łodzi w ram ach  
Sekcji K w asów  N ukle inow ych Polskiego T ow arzys t­
wa Biochemicznego odbyła  się K onferencja „M odyfi­
kow ane K w asy N uk le inow e”. Była ona  poświęcona 
pamięci zm arłego przed 10 laty Profesora  Bronisława 
Filipowicza, d o k to ra  honoris  causa Akadem ii M ed y ­
cznej w Łodzi i członka honorow ego  Towarzystwa. 
Spo tkan ie  p rzygo tow ane  s taraniem  Jego uczniów z o r ­
ganizow ane przez A kadem ię M edyczną pod p ro te k ­
to ra tem  JM  R ektora  prof. H enryka  Stępnia  oraz przez 
O ddzia ł P.T. Bioch. w Łodzi. Celem konferencji było 
przedstawienie badań  s truk tu ry  i modyfikacji kwasów 
nukleinow ych oraz biologicznych aspektów  tych m o ­
dyfikacji.

Część spo tk an ia  dedykow ana  Profesorowi Broni­
sławowi Filipowiczowi rozpoczęła się od Mszy Świętej 
i złożenia kw iatów  na  grobie P rofesora  i Jego m ał­
żonki. W części konferencji poświęconej Profesorowi 
wzięło udział około  150 osób. P odstaw ow e fakty 
z życiorysu i sylwetkę Profesora  przypom nia ła  prof. 
W an d a  Leyko.

Profesor Bronisław Filipowicz (1904-1988) ukończył

studia  chemii na Uniwersytecie W arszaw skim  w 1930 

POSTĘPY BI OCHEMI I  4 5 ( 2 ) ,  1 9 9 9

roku. W trzy lata później uzyskał stopień d o k to ra  
filozofii na  podstaw ie rozpraw y na tem at hydrolizy  
skrobi pod wpływem amylazy —  w ykonanej pod  
k ierunkiem  Prof. Stanisława Przyłęckiego. W yniki jej 
opub likow ał wraz z p ro m o to rem  w czołowych w ó w ­
czas czasopism ach biochemicznych: Biochemical J o u r ­
nal i Biochemische Zeitschrift. W konspiracji i podczas 
pow stan ia  warszawskiego (pseudonim „ O c h o c k i” ) 
zajm ow ał się w ytw arzaniem  m ateria łów  w y b u c h o ­
wych i g rana tów , będąc w Armii Krajowej p o d k o m e n ­
dnym  swego od tąd  wieloletniego w spó łp racow nika  
i przyjaciela, Prof. Józefa Skarżyńskiego. W 1945 roku  
rozpoczął pracę w Łodzi w K atedrze  Chemii Ogólnej 
i Fizjologicznej W ydziału Lekarskiego Uniw ersy te tu  
Łódzkiego  kierowanej kolejno przez Prof. E rnes ta  
Syma i Prof. A ntoniego D m ochow skiego. Po  o d ­
dzieleniu W ydziału Lekarskiego i Farm aceu tycznego  
od U niw ersytetu  i u tworzeniu  Akademii M edycznej 
(1952) Prof. Filipowicz obejm uje K atedrę  Chemii 
Ogólnej i Fizjologicznej, k tó rą  kieruje do  przejścia na 
em ery turę  w roku 1974. Biochemia kw asów  n u k ­
leinowych i p rzem iana w ęglow odanow a były p rzed ­
miotem  jego zain teresow ań i w ykonyw anych pod  Jego 
kierunkiem  i z Jego inspiracji prac doświadczalnych, 
rozpraw  dok to rsk ich  i habilitacyjnych. O b o k  pracy 
nauczycielskiej i badawczej bardzo  w ażna była dla 
Niego działalność popu laryza to rska . O w ocem  jej było 
wiele ar tyku łów  i kilka książek z dziedziny biochemii, 
wśród nich „Chem ia i życie”. Pisanie ich spraw iło  
Profesorowi wiele radości, bo p ióro  miał lekkie 

i przyniosło zasłużone uznanie  szerokiego g ro n a  
czytelników.

W tej krótkiej, trwającej niespełna godzinę sesji, 
w dalszych wystąpieniach i rozm ow ach, także w n ad e ­
słanych do o rgan iza to rów  listach, mieści się wiele 
serdecznych i ciepłych wspom nień  dzieci i przyjaciół 
Profesora oraz  Jego uczniów. M ów iono  o tym, co jest 
własnością tych co G o  znali, a czego nie sposób  
wcisnąć w ram y spraw ozdania . Były to świadectwa 
tru d u  lat powojennych, budow y pracow ni un iw er­
syteckich i nie zawsze bezpiecznej wierności s tarym  
przyjaźniom, nocnych godzin spędzonych przy b iu rku  

-  to wtedy powstawały  książki i artykuły, ale także 
recenzje rozpraw' dok to rsk ich  i habilitacyjnych —  było 
ich ponad  dwieście... Były to świadectwa pogody d u ch a  
i poczucia hum o ru  Profesora, k tóry  nie wyłączał zeń
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własnej osoby. D o w o d em  tej au to iron ii  jest o p u ­
b likow any w Streszczeniach* szkic autobiograficzny 
Profesora. Były także świadectwa osta tn ich  lat życia, 
gdy do  własnej pracy sił nie stawało  —  czerpał radość 
z d o k o n a ń  swych uczniów i przeżywał ich n iepow odze­
nia —  piękny rys dobrego  nauczyciela.

Część n a u k o w ą  Konferencji o tworzył wykład prof. 
D av ida  S hugara  (W-wa) na  tem at kinaz b iałkowych 
wirusów i kom ó rek  gospodarza  ja k o  potencjalnych 
miejsc zaczepienia (receptorów) leków przeciwwiruso- 
wych. W ykład  W. J. Steca (Łódź) poświęcony był oligo- 
(nukleozydotiofosforanom ), k tó rych  s te reokon tro lo -  
w aną syntezę na  atom ie  fosforu o p raco w an o  w p raco ­
wni a u to ra  i w ykazano  is to tność stereochemii k o n ­
figuracji w iązania  fosfodiestrowego dla oddziaływ ań 
fizykochemicznych i biologicznych z k o m p lem en ta r­
nymi polinukleo tydam i. N a tu ra ln y m  m odyfikacjom 
R N A  poświęcony był referat W. Filipowicza (Bazylea) 
na  tem at now ego enzym u p raw d o p o d o b n ie  biorącego 
udział w posttranskrypcyjnej ob róbce  RNA, cyklazy 
3’-końcow ego fosforanu RN A  katalizującej jego prze­
m ianę w cykliczny 2’,3’-fosfodiester. J. Barciszewski 
(Poznań) zajął się oddziaływ aniem  R N A  białkam i na 
przykładzie oddzia ływ ań b iałka Tat, b iorącego m.in. 
udział w aktywacji transkrypcji genom u H IV  z rozpoz­
naw an ą  przez to białko sekwencją T A R -R N A . D w a 
następne referaty poświęcone były właściwościom 
zm odyfikow anych  syntetycznych fragm entów  pętli an- 
tyk o d o n ó w  tR N A  (A. Małkiewicz i wsp., Łódź, Rale- 
igh) i analogów  k o ń ca  5’ m R N A  (Darżynkiewicz i wsp., 
W arszawa). Prace  kojarzące syntezę ana logów  z b a d a ­
niami właściwości fizykochemicznych syntezowanych 
fragm entów  i ich kom pleksów  z odpow iednim i biał­
kam i pozw alają  na  poznanie  znaczenia poszczegól­
nych elem entów s tru k tu r  dla ich właściwości biologicz­
nych. Pierwszy dzień spo tk an ia  zam ykał referat Alek­
sandry  W odnar-F il ipow icz  (Bazylea) na  tem at m echa­
nizmu ekspresji czynników  w zrostow ych regulujących 
hematopoezę. Regulacja ta może następow ać  na p o ­
ziomie transkrypcji (erytropoetyna), translacji (inter- 
leukina 3) i po translacji, jak  to m a miejsce w p rzypad­
ku badanego  przez a u to rk ę  czynnika FL.

Drugi dzień konferencji poświęcony różnym  aspek ­
tom  modyfikacji D N A  otwierał referat R. Olińskiego 
(Bydgoszcz) na tem at właściwości m utagennych  utle­
nionych zasad azo tow ych w s truk tu rze  D N A . J. Kuś- 
mierek (W arszawa) om ów ił pow staw anie  cyklicznych 
ad d u k tó w  zasad D N A  i ich reperację. T ak  zmienione 
zasady m ogą być nie tylko wynikiem reakcji z D N A  
czynników środow iskow ych lecz także substancji en ­
dogennych  np. p ro d u k tó w  preoksydacji lipidów. C h a ­
rak terystykę  m echanizm ów  m olekularnych  działania 
cistplatyny przedstawiła Z. W alte r  (Łódź). D wa refera­

* M odyf ik ow ane  K w asy  N ukle inow e, Streszczenia, Ł ódź  
1998, str. 5-8. O bszerniejszy szkic biograficzny o Profesorze 
Fil ipowiczu tam że str. 3 a także Post. Biochem. (1989) 35, 
205.

ty z P oznan ia  poświęcone były m odyfikacjom  D N A  
pod  wpływem wielopierścieniowych w ęglow odorów  
arom atycznych . W pierwszym (W. B aer-D ubow ska) 
o m aw ian o  b ad an ia  doświadczalne ad d u k tó w  diben- 
zo(a ,j)antracenu z DN A . W drugim  (K. Szyfter i wsp.) 
o m aw ian o  b a d a n ia  D N A  w raku  kr tan i  zależnym od 
palenia  ty toniu . Spek trum  czynników modyfikujących 
w tym p rzy p ad k u  było oczywiści szersze i obejm ow ało  
inne genotoksyczne  składniki dym u tytoniowego. A. 
Płucienniczak i wsp. (W arszawa) przedstawili metodę 
w ykryw ania  w s truk tu rze  D N A  m ety low anych  w p o ­
zycji 6 adeniny  w oparc iu  o wysoką o p orność  metylo- 
wanej adeniny  podczas sekw encjonow ania  m etodą 
M a x a m a  i G ilberta . A nalogom  nuk leozydów  i n u k ­
leo tydów  ja k o  po tencja lnym  lekom przeciw now otw o- 
row ym  lub przeciwwirusowym  poświęcony był referat 
T. K ulikow skiego  (Warszawa). J. Rzeszowska-W olny 
(Gliwice) om ów iła  oddziaływanie  białek z D N A  uszko­
dzonym  w w yniku działania  leków przeciw now otw o- 
rowych i kancerogenów . O ddzia ływ ania  te m ogą p ro ­
wadzić do nap raw y  uszkodzenia  ale także do jego 
m askow ania .  W pływ leków now otw orow ych  na regu­
lację transkrypcji  może polegać na b lokow an iu  specy­
ficznych oddzia ływ ań czynników transkrypcyjnych 
z D N A  ale m oże też polegać na  tworzeniu  „n iena tu ra l­
nych” miejsc wiążących przez kowalencyjne adduk ty  
(M. G niazdow ski,  Łódź).

N a  konferencji p rzedstaw iono  26 k o m un ika tów  
w formie plakatowej, z k tórych  około  po łow a  uzupeł­
nia ła  tem atykę  referatów, pozostałe reprezentowały 
tem atykę  różną. W  bardziej specjalistycznych sesjach 
bra ło  udział 40-60 osób.

Pow odzen ie  konferencji zawdzięczać należy w sp ar­
ciu f inansow em u W ydziału II N a u k  Biologicznych 
i K o m ite tu  Biochemii i Biofizyki PAN, Doc. H .T . 
Panuszow i (Łódź), Powszechnem u Zak ładow i U bez­
pieczeń w Łodzi oraz  insty tucjom  z Warszawy: A.G.A. 
Analytical, Insty tu tow i Biotechnologii i A ntybio tyków  
i P rospec ta  sp. z o.o. a także gościnności Wydziału 
F arm aceu tycznego  A M  w Łodzi

M arek  Gniazdowski

Wydawca prosi 
o kontakt tych, 

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

D rodzy P .T . A utorzy

Cieszą nas, Redakcję Kwartalnika ,,Postępy B iochem ii” , liczne nadsyłane nam artykuły. Dziękujemy za nie 
z uznaniem.

Coraz częściej jednak w  wykazach piśmiennictwa znajdujemy błędy w  zapisie skrótów czasopism. 
Przypominamy zatem zasady cytowania piśmiennictwa. Tytuły jednowyrazowe zapisujemy w  pełnym 
brzmieniu, np. B io c h im i ja ,  C e l i ,  N a tu r w is s e n s c h a f te n .  Tytuły w ie lowyrazowe należy skracać tak, by nie 
zatracić sensu poszczególnych wyrazów, np. B io c h e m ic a l  and B iophys ica l Research C om m un ica t ions  
( B io c h e m  B io p h y s  Res C o m m , a także by zachować pisownię zależną od języka, w  jakim sformułowany 
jest tytuł, np. B io c h im ic a  et B io p h ys ica  A c ta  ( B io c h im  B io p h y s  A c ta ) ,  ale B io ch e m ica l C o m ­
m un ica t ions  ( B io c h e m  C o m m u n ) .  Zdarzają się czasopisma o tym samym brzmieniu, ale publikowane 
w  różnych miastach i w tedy po tytule w  nawiasie podajemy nazwę miasta, jak np. N a tu re  (L o n d ) ,  czy N a tu re  
(P a r is )  itp.

Poniżej wykaz skrótów przykładowo wybranych czasopism:

A c ta  B io c h im ic a  P o lon ica
A c ta  N e u ro b io lo g ia e  E x p e r im e n ta l
Advances in P ro te in  C hem is try
A n g e w a n d te  C hem ie  International Edition in English
A nna ls  of A pp lied  B io lo g y
Anna ls  of B io c h e m is try  and Experimental M e d ic in e  
Annales of B io c h im ie  C l in ique  du Quebec 
A n n u a l Rev iew  M ic r o b io lo g y
B io c h e m ica l  and B io p h ys ica l  Research C om m un ica t ion s
B io ch e m ica l  Journal
B io c h e m is t r y
B io c h im ic a  et B io p h ys ica  A c ta  
B io c h im ie  (P a r is )
Biochimija
C ell
C e ll  M o t i l i t y
C e l l  S tru c tu re  and Func t ion  
Cellu lar and M o lecu la r  B io lo g y  
Journal of B a c te r io lo g y  
Journal of B io ch e m is try  (Tokyo)
Journal of B io log ica l C hem is try  
Journal of C lin ica l B io c h e m is t r y  
Journal of Physical Chem is try  
N a tu ra  (A m s te rdam )
N a tu ra  (B u ch a re s t)
N a tu r e ( L o n d o n )
Nature  M ed ic ine
N a tu re  (P a r is )  obecnie Science P rog res  la N a tu re  (P a r is )
N a tu r w is s e n s c h a f te n  
P h o to s y n th e s is  Research 
Postępy B io c h e m i i
Proceedings and Env ironm en ta l B io p h ys ic s  
R a d io th e ra p y  and O n c o lo g y  
T re n d s  in B io c h e m ica l  Sciences 
T re n d s  in N eurosc iences

Zofia Zielińska
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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 m etodyczno-naukowe w  zakresie nauk biomolekularnych obejmujących biochemię, biologię 
i chemię strukturalną, biologię komórki i genetykę molekularną. Analiza białek i kwasów nukle inowych 
stanowi serce nowoczesnych badań biomolekularnych i dlatego jest szeroko reprezentowana w  naszej ofercie.

O feru jem y nasze usługi w  zakresie:

• chem ii białek (wysokoczułe sekwencjonowanie, analiza aminokwasowa oraz w ysoko­
rozdzielcza spektrometria masowa białek i peptydów, elektroforeza i elektroblot białek do 
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

• b iochem ii k w a s ó w  nukle inow ych (synteza i sekwencjonowanie DNA)
• techn ik  inżynierii genetycznej (konstrukcje i izolacja plazmidów, przygotowanie map 

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

• cy to m etr ii  p rze p ły w o w e j
• m ikroskopii konfokalnej

Ponadto posiadamy w  sprzedaży preparaty wysokooczyszczonych proteinaz i ich b ia łkowych inh ib itorów.

Szczeg ó łow e in form acje  znajdziecie P aństw o  w  In ternec ie  na stronach In ­
s ty tu tu  Biologii M o leku larn e j UJ h t tp : / /w w w .m o l.u j .e d u .p l  lub udzieli ich:
Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum Kraków, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Al. M ickiewicza 3, 31 -1 20
Kraków
e -m a i l :  d u b in @ m o l .u j . e d u .p l ; Fax: ( +  12)633-6907; Tel: ( +  1 2 )634 -1 3 -05  wew. 219

Nasze przedsięwzięcie nie jes t nastaw ione na zysk, a/e na zapewnienie ciąg/ej g o to w o śc i do pracy
posiadanych nowoczesnych przyrządów badawczych  —  dlatego tez nasze ceny są konkurencyjne.
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P o k w i t o w a n ie  dla w p ła c a ją c e g o

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

słownie ................................................

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

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym 

na rachunek

Polskie Tow arzys tw o  B iochem iczne 
02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3
PBK S A. X II I /0  W arszawa 
1 1 1 0 1 0 5 3 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -3 0

ste m p e l

podpis przyjmującego

O d c inek  dla posiadacza rachunku

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

słownie ...............................................

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

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym 

na rachunek

Polskie T ow arzys tw o  B iochem iczne 
02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3
PBK S.A. X II I /0  Warszawa 
1 1 1 0 1 0 5 3 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -3 0

ste m p e l

O d cinek  dla p oczty  lub banku

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

słownie ...........................................

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

Pobrano opłatę Pobrano opłatę Pobrano opłatę

z ł ................ z ł ................ z ł ................
podpis przyjmującego podpis przyjmującego

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym 

na rachunek

Polskie Tow arzystw o B iochem iczne 
02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3
PBK S.A. X II I /0  W arszawa 
1 1 1 0 1 0 5 3 -1 2 2 5 -2 7 2 0 -3 -3 0

ste m p e l

X
P o k w i t o w a n ie  dla w p ła c a ją c e g o O d c inek  dla posiadacza rachunku O d cinek  dla poczty  lub banku

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

słownie ...................... słownie ...................... słownie ......................

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

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

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Tow arzystw o  B iochem iczne Polskie T ow arzys tw o  B iochem iczne Polskie Tow arzystw o  B iochem iczne |
02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3 02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3 02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3 |
PKO BP V I1 I/O Warszawa PKO BP V II I /0  W arszawa PKO BP V II I /0  W arszawa |
1 0 2 0 1 0 8 4 -1 7 9 1 -2 7 0 -2 0 1 -1 1 1 1 0 2 0 1 0 8 4 -1 7 9 1 -2 7 0 -2 0 1 -1 1 1 1 0 2 01 0 8 4 -1 7 9 1 -2 7 0 -2 0 1 -1 1 1  |

Stem pel stem p e l ste m p e l

Pobrano opłatę Pobrano opłatę Pobrano opłatę

z ł ................ z ł ............... zł ..............
podpis przyjmującego podpis przyjmującego
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Prenumerata POSTĘPÓW 
BIOCHEMII rok 1999 
dla nie zrzeszonych w  PTBioch 40, —  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 ydaw any przez Polskie Tow arzys tw o  B iochem iczne kw a r­
ta ln ik  „P o s tę py  B io ch e m ii”  p u b liku je  prace przeg lądow e om a­
w ia jące  bieżące osiągn ięcia, koncepcje  i k ie runki badawcze 
w  dziedzin ie  b iochem ii i nauk pokrew nych ; p u b liku je  też no ty  
z h is to rii b iochem ii, zasady po lsk iego  s ło w n ic tw a  b io ch e m i­
cznego, recenzje nadesłanych książek oraz spraw ozdania  ze 
z jazdów , kon ferencji i szkół, w  któ rych  b iorą udzia ł cz łonkow ie  
Tow arzystw a.

Prace przeznaczone do pub likac ji w  „P os tępach  B io ch e m ii"  
m ogą m ieć charakter a rtyku łó w  m onogra ficznych  (do  20 stron 
tekstu licząc p iśm ie nn ic tw o  i tabe le), m in irev iew s (do  10 stron 
teks tu ), oraz k ró tk ich  no t o na jnow szych  os iągn ięc iach i p o ­
g lądach (do  5 stron tekstu ).

A u to rzy  a rtyku łu  odpow iada ją  za p ra w id ło w o ść  i ścisłość p oda ­
w anych  in fo rm acji oraz popraw ność  cy tow an ia  p iśm ienn ic tw a . 
U jęcie prac w in n o  być syntetyczne, a p rzedstaw ione zagadnienie 
z ilus trow ane  za pom ocą tabel, rycin , (w ykresy, schem aty, reak­
c je ), w zo ró w  i fo to g ra fii.

W skazany jes t podzia ł a rtyku łó w  m onogra ficznych  na rozdzia ły 
i podrozdzia ły, k tó rych  rzeczowe ty tu ły  tw o rzą  spis treści. Z g o d ­
nie z przyjętą konw enc ją  rozdzia ły noszą cy fry  rzymskie, pod roz­
dz ia ły  o d p o w ie d n io  rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2 . Popraw ność 
log iczna i s ty lis tyczna tekstu w a runku je  jego  jednoznaczność 
i czyte lność. A u to rzy  przeto w in n i un ikać składni obco języczne j, 
gw a ry  labora to ry jnej, a także ograniczać stosow an ie  doraźnie 
tw o rzo n ych  skró tów , naw et jeżeli byw a ją  używ ane w  pracach 
specja lis tycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega 
ocenie spec ja lis tów  i op racow an iu  redakcyjnem u. Redakcja 
zastrzega sobie m oż liw ość  skrócenia tekstu i w p row adzen ie  
zm ian nie w p ływ a ją cych  na treść pracy, deklaru je  też g o tow ość  
konsu ltow an ia  tekstu z A u to ram i.

Przekazanie a rtyku łu  do  redakcji jest rów noznaczne z o ś w ia d ­
czeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie pub likow ana  
w  innym  czasopiśm ie, jeżeli zostanie og łoszona w  „P ostępach  
B io ch e m ii" . W  przypadku, gdy A u to r(zy ) zamierza (ją ) w łączyć 
do  sw ego artyku łu  ilustracje  pub liko w a ne  przez a u to ró w  prac 
cy tow anych , należy uzyskać i przekazać nam o d p ow ie dn ią  zgodę 
na przedruk.

Redakcja prosi A u to ró w  o przestrzeganie następujących  
w skazó w ek szczegółow ych:

TEKST: M aszynopis p o w in ien  być napisany jednos tronn ie  
czc ionką w ie lkośc i s tandartow e j, z p o d w ó jn ą  in te rlin ią , z lew ym  
marginesem  ok. 4 cm.
W  tekście nie należy s tosow ać żadnych podkreśleń, ani roz­
strzelonego druku. Ewentua lne sugestie  co do charakteru czc io n ­
ki drukarskiej m ogą A u to rzy  zaznaczyć o łó w k ie m  na m arginesach 
m aszynopisu. W  przypadku stosow ania  w  tekście liter a lfabetu 
g reckiego trzeba na m arginesie w p isać  o łó w k ie m  ich fonetyczne  
brzm ienie.

Strona in form acyjna m aszynopisu jest n ienum erow ana, za­
w iera im iona i nazw isko (a) autora (ó w ), nazwy, adresy wraz 
z numerem te le fonu  zakładów  (w  języku po lsk im  i ang ie lsk im ), 
w  któ rych  pracują autorzy, adres do korespondencji, nr te le fonu

i ew en tua ln ie  fax, adresy p ryw atne  a u to rów , ty tu ł artykułu 
w  języku polskim  i angie lskim  oraz —  w  praw ym  do lnym  rogu 
—  liczbę tabel, rycin, w zo ró w  i fo to g ra fii oraz skrót ty tu łu  pracy 
(do  25 znaków ).

Strona 1 (ty tu ło w a ) zawiera im iona i nazw iska au to rów , ty tu ł 
pracy w  języku po lskim  i angie lskim , rzeczow y spis treści też 
w  obu językach, ty tu ł naukow y każdego z a u to ró w  i ich m iejsce 
pracy z adresem pocz tow ym  oraz w ykaz s tosow anych  skró tów . 
Kolejno num erow ane dalsze strony obejm ują  tekst pracy, 
p iśm ienn ic tw o , tabele, podp isy  i ob jaśn ienia  rycin, w zo rów  
i fo to g ra fii.

P IŚ M IE N N IC T W O : W ykaz p iśm ienn ic tw a  obe jm uje  prace 
w  ko le jności ich cy tow an ia  w  tekście, zaznacza się je  liczbam i 
porządkow ym i u ję tym i w  naw iasy kw adra tow e, np. [3 ,7 ,9 — 26 ]. 
O dnośn ik i b ib liog ra ficzne  w in n y  m ieć now ą  uproszczoną formę. 
Sposób cy tow an ia  czasopism  (1 ), m onogra fii (2 ), rozdzia łów  
z książek je d n o to m o w ych  (3 ), rozdzia łów  z to m ó w  serii o p raco ­
w anej przez tych  samych redakto rów  (4 ), rozdz ia łów  z to m ó w  
serii op racow anych  przez różnych redakto rów  (5 ) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. H ildenbrand t GR, A ronson NN (19 8 0 ) B ioch im  B iophys 
Acta  631 : 4 9 9 -5 0 2

2. B ostock CJ, Sum ner AT  (1 9 7 8 ) The Eukaryotic C hrom o­
some, Elsevier, N o r th -Holand, Am sterdam

3. N orberth T, Piscator M (19 7 9 ) W: Friberg L, Nordberg GF, 
Von VB (red) H andbook on the T ox ico lo g y  o f Metals. 
Elsevier, N o rth -H o lla n d , Am sterdam , str. 5 4 1 -5 5 3

4. D e le j'J , Kesters K (19 7 5 ) W: F lorkin M , S totz EH (red) 
Com prehensive B iochem istry  t  29B. Elsevier, N o r th -H o l­
land Am sterdam , str. 1 -77

5. Franks NP, Lieb WR (1 9 8 1 ) W: K n igh t CG (red) Research 
M onographs in Cell and Tissue Physio logy, t 7. Elsevier, 
N o rth -H o lla n d , Am sterdam , str. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: R yciny w in n y  być g o to w e  do reprodukcji. F o to ­
grafie czarno-b ia łe  (kon tra s tow e), p o w in n y  być w ykonane  na 
papierze m atow ym . Po porozum ien iu  z Redakcją można p ro p o ­
now ać reprodukcję  fo to g ra fii barw nych . Pozostałe ryc iny należy 
w ykonać tuszem na b ia łym  papierze lub kalce techniczne j. 
W skazane jest, aby ryc iny by ły  d w u k ro tn ie  w iększe od przyszłej 
reprodukcji, tj. w  skali 2 : 1 .  C yfry i lite ry służące do opisu rysunku 
p o w in n y  m ieć w ysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy umieszczać op isó w  s łow nych , lecz pos ług iw ać  się skró ta ­
mi. Osie w ykresów  w in n y  być opatrzone napisem ła tw o  zro ­
zum iałym . Decyzję o s topn iu  zm niejszenia ryc iny  podejm uje  
w ydaw ca . Ilustracji nie należy w łączać w  tekst m aszynopisu, lecz 
o d p o w ie d n io  ponum erow ać: tabele i ryc iny  noszą cyfry  arabskie, 
w zory  zaś rzymskie. Na m arginesie tekstu należy zaznaczyć 
o łów k iem  preferow ane m iejsce umieszczenia tabeli, ryc iny czy 
w zoru. Tabele o d p o w ie d n io  porub rykow ane , w in n y  być o p a t­
rzone jednoznacznym  ty tu łem  i ew en tua ln ie  także n iezbędnym i 
ob jaśn ieniam i. S łow ne  objaśnienia znaków  gra ficznych można 
um ieścić w  podpis ie  pod ryciną, rysunkow e zaś jedyn ie  na 
planszy ryciny. T y tu ły  i ob jaśn ienia  rycin sporządza się w  postaci 
oddzie lnego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazw iskiem  
pierw szego z a u to rów  i p ierw szym  słow em  ty tu łu  pracy oraz 
oznaczyć „g ó ra -d ó ł"  (o łów k iem , na o d w ro c ie ). Ze w zg lędu  na 
w ew nę trzną  spo istość a rtyku łu  wskazane jest konstruow an ie  
o ryg ina lnych  rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie  danych 
z p iśm ienn ictw a.

M aszynopis i załączniki (w  d w u  egzem plarzach), w łaśc iw ie  
zabezpieczone przed uszkodzeniem  w  czasie transportu , należy 
przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika  „P o s tę py  B io ch e m ii"
Polskie T ow arzystw o  B iochem iczne 
ul. Pasteura 3,
0 2 -0 9 3  W arszawa

http://rcin.org.pl
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