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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy biochemii”publikuje artykuty przegladowe z biochemii i nauk pokrew-
nych. Artykuty winny w spos6b syntetyczny omawia¢ wybrany temat na podstawie mozliwie petnego
pismiennictwa z kilku ostatnich lat. Objeto$¢ takich artykutéw nie powinna przekracza¢ 20 stron
maszynopisu (nie liczac ilustracji i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu
minireviews, do 10 stron maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie
najnowszego piSmiennictwa, wystarczajgcego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik
publikuje krétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujace o nowych, interesujgcych osiggnieciach
oraz noty przyblizajace historie badan w zakresie réznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu
do Redakcji jest rownoznaczne z os$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byfa i nie bedzie
publikowana w innych czasopismach, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowosc¢ i $cistos¢ podanych informacji. Autoréw obowigzuje korekta
autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedéw drukarskich) ponosza
autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych stawek. Autorzy otrzymuja 25 odbitek swego
artykutu: zamoéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po
korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzempla-
rzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, czcionkg wielkosci standardowej, z
podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm. po lewej i ok. 1 cm. po prawej stronie. Maszynopis
powinien zawiera¢ (zgodnie z Norma Polska) nie wiecej niz 30 wierszy na stronie oraz 60 znakéw w
jednym wierszu (co odpowiada sumie liter i odstepéw). Odstepy pomiedzy wyrazami powinny
odpowiadac jednemu znakowi. Wydawnictwo nie przyjmuje wydrukéw komputerowych z czcionka
obca, drobng i sporzagdzong linia punktows.

Uktad maszynopisu: strona informacyjna nienumerowana, zawiera imiona i nazwisko (a)
autora (6w), adres (y) Zaktadu (6w) wjezyku polskim iangielskim, w ktdrych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktéry autorzy zycza sobie otrzymywac korespondencje, adres prywatny, telefon miejsca
pracy, tytut artykutu (wjezyku polskim iangielskim) oraz— w prawym dolnym rogu — liczbe stron,
liczbe rycin, wzordéw i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakoéw drukarskich).

Strona tytutowa (1): imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko (a) autora (6w), tytut pracy wjezyku
polskim iangielskim,-rzeczowy spis tresci wjezyku polskim iangielskim, tytut naukowy autora (6w) i
jego (ich) miejsce (a) pracy, wykaz skrétow stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy, piSmiennictwa, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuty i
objasnienia do rycin.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowaé rzeczowo winny o przedstawionych treSciach. Rzeczowy spis tresci publikujemy
bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy rzymskimi, a podrozdziaty odpowiedniag
rzymska iarabska (np. 1-1). Tytutéw podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowac.
W teks$cie nie nalezy stosowaé zadnych podkre$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie
maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek$cie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie
wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory
rzymskimi. W tek$cie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zagdanym
miejscu pozostawi¢ wolny wiersz izaznaczy¢: Tabela 1. Ryc. 1. Wz6r litp. Numeracje wzoru w tekscie
nalezy podawaé¢ po nazwie zwigzku, np. kwas glutaminowy (1).

Redakcja prosi autoréw o zwracanie szczeg6lnej uwagi na poprawos$¢jezykowa tekstu a takze na
Scistos¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz niewprowadzanie do tekstu
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JANINA KWIATKOWSKA*

Biatka G jako ,uniwersalny tgcznik” w transmisji sygnatéw z
receptorow btonowych na ich efektory — Minireview

G proteins as ,,universal connection” in signal transmission from the membrane
receptors on their effectors. — Minireview

Procesy metaboliczne, wzrost, roznicowanie i funkcje fizjologiczne komadrek
zwierzecych podlegajg wewnatrzkomdrkowej oraz ,,zdalnie sterowanej” regula-
cji. Regulatorami ,lokalnymi” sg przejsciowe i koricowe metabolity, koenzymy,
jony i inne substancje drobnoczasteczkowe. Zaleznie od ich stezenia zachodzi
modulacja aktywnos$ci enzymoéw allosterycznych, funkcji biatek transportowych,
kurczliwych i innych. Dzieki temu ciagi przemian oraz funkcje fizjologiczne
dostosowujg sie szybko do aktualnych warunkéw panujacych w komorce.

Regulacja ,,zdalnie sterowana” odbywa sie za pomocg sygnatéw chemicznych
i fizycznych: hormondw, neuromediatoréw, czynnikdw wzrostowych, kwantéw
Swietlnych itp. W wielu przypadkach substancje sygnatowe i czynniki fizyczne
dziatajg jedynie na powierzchnie komaérki, wigzac sie lub okazujac wplyw na
swoiste receptory i nie wnikajg do btony ani cytoplazmy. Sygnat odbierany przez
receptor jest nastepnie przekazywany na efektor docelowy lub posredni. Za
efektor docelowy mozna uwaza¢ kanaty jonowe i translokazy, a skutkiem ich
dziatania jest zmiana stezenia jondw i innych substancji drobnoczasteczkowych
w komorce, co pocigga za sobg okre$lony efekt biologiczny.

Efektory posrednie sg to enzymy, syntezujace lub rozktadajace substancje
chemiczne, spetniajace funkcje przekaznikéw wtérnych. Z kolei te ostatnie
przenosza informacje do rdéznych czeSci komdrki, pobudzajgc lub hamujac
aktywno$¢ enzymdw, zmieniajac przepuszczalnos¢ bton, regulujagc wewnatrz-
komoérkowe stezenie jonéw itp. Do powszechnie wystepujacych efektoréow
posrednich, przekazujacych sygnaty odbierane przez receptory licznych substa-
ncji czynnych zaliczamy:

a) cyklazy adenylanowg i guanylanowag, syntetyzujgce cAMP i cGMP. Oba
wtorne przekazniki aktywujg kinazy biatkowe, odpowiednio A i G;

b) fosfolipaze C, hydrolizujaca inozytolofosfatydy z utworzeniem dwu przeka-
znikéw wtornych: trisfosfoinozytolu, mobilizujgcego jony wapnia w komarce
oraz diacyloglicerolu, aktywatora kinazy biatkowej C;

*Prof. dr hab., Zaktad Biochemii AM, ul, Chatubiriskiego 10, 50-368 W roctaw
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c) fosfodiestraze cyklicznego GMP, efektor rodopsyny. Aktywacja rodopsyny
przez Swiatto powoduje rozktad cGMP, co jest niezbednym elementem powsta-
nia hyperpolaryzacji btony precikdw siatkdwki i procesu widzenia;

d) fosfolipaze A2 uwalniajgcg arachidonian z fosfolipidéw i w tym samym
rozpoczynajgcg synteze prostaglandyn.

We wszystkich wymienionych uktadach role tacznika miedzy receptorem a
efektorem spetniajg biatka G (dawniej zwane tez biatkami N). Wystepujg one w
kilku formach molekularnych o jednakowej strukturze podjednostkowej, podo-
bnej budowie pierwszorzedowej i odmiennej swoisto$ci funkcjonalnej (1-5).
Biatka G sprzegaja tez receptory z ich docelowymi efektorami, miedzy innymi —
— kanatami potasowymi i wapniowymi (6, 7).

Biatka G nalezg do rodziny homologicznych, wielopodjednostkowych biatek
wigzacych i hydrolizujagcych GTP. Zalicza sie do niej czynniki elongacji EF-TU
uczestniczace w syntezie biatka, biatka ras, jak np biatka p21, produkty
onkogenu ras u ssakéw i drozdzowe biatka RAS, a takze tzw biatka pokrewne
ras, miedzy innymi R-ras i rho u ludzi, rai u matp itp [1, 8].

W stanie niepobudzonym podjednostka a biatek G wigze sie silnie z GDP.
Przekazanie sygnatu z receptora na efektor odbywa sie droga nastepujacej
sekwencji wydarzen: po stymulacji receptora, GDP zostaje wyparty z miejsca
wigzacego w pojednostce i zastgpiony przez GTP. Pocigga to za sobg zmiane
konformacji i dysocjacje biatka G na wolng podjednostke a i kompleks (3y, a w
nastepstwie — modulacje efektora. Modulacja ta jest krotkotrwata, gdyz podje-
dnostka a ma aktywno$¢ GTPazowg. Hydroliza GTP prowadzi do reasocjacji
podjednostek biatka G i powrotu do stanu wyjsciowego [1,9]. Schemat dziatania
biatek G przedstawia Ryc. 1

(o) podjednostkowa struktura biatek G

Ryc. 1. Schemat dziatania biatka G. S— sygnat chemiczny lub fizyczny; R — receptor; E — efektor;
E'— efektor po modulacji.
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Biatka G sg niezbednymi mediatorami tak waznych i r6znorodnych proce-
s6w biologicznych jak wzrost i proliferencja komorek, przewodzenie nerwowe,
widzenie, smak, wech, synteza biatka, sekrecja, metabolizm cukréw, ttuszczéw,
aminokwasow itp. Istnienie biatek G wykazano w wielu tkankach i narzgdach,
miedzy innymi w watrobie, erytrocytach, miesniu serca [1, 10], tkance tlusz-
czowej [11], leukocytach [4, 5, 12], aorcie [13], mozgu [10, 14], trzustce [15],
ptytkach krwi [16], tozysku [17], zewnetrznych segmentach precikéw siatkowki
[2] itp.

Biatka G wigza sie z receptorami wielu substancji czynnych. Nalezy tu
wymieni¢ receptory a- i {3 adrenergiczne [18, 19], cholinergiczne [20, 21],
receptory trombiny [22, 23], chemosensoryczne receptory wechu i smaku [24],
receptory neurotransmiterow takich jak GABA, peptydy opiatowe i inne,
tyreoliberyna, cholecystokinina [25-28], receptory czynnika natriurytycznego
[13], peptydéw chemotaktycznych [12], rodopsyna [1,2] i inne. Warto nad-
mienié, ze receptory sprezone z biatkiem G, a przynajmniej te, ktore udato sie
poznaé, jak beta-adrenergiczny, muskarynowy cholinergiczny i rodopsyna
odznaczajg sie daleko idgcym podobiefAstwem struktury i sposobu utozenia w
btonie. We wszystkich tych receptorach krotkie, glikozylowane N-koncowe
odcinki utozone sg na zewnetrznej stronie btony, C-kohcowe sekwencje na jej
powierzchni cytoplazmatycznej, za$ siedem hydrofobowych petli ma polozenie
transemembranowe. Uwaza sig, ze C-terminalny odcinek, tgczacy po cytopla-
zmatycznej stronie petle transmembranowe, oddziatywuje z biatkami G. C-ko-
niec odznacza sie daleko idgcym konserwatyzmem i homologig budowy we
wszystkich poznanych receptorach [29].

Do znacznego postepu w badaniach nad biatkami G przyczynito sie
znalezienie odpowiedniego instrumentu badawczego. Okazato sie mianowicie, ze
inhibitorami biatlek G sg toksyny bakteryjne, pochodzace z Vibrio cholerae i
Bordatella pertussis. Ta ostatnia znana jest jako IAP —czynnik aktywujacy
wysepki. W obecnosci NAD toksyny te katalizujg ADP-rybozylacje podjedno-
stki a w biatkach G. Rybozylacja podjednostki a zachodzi jednak jedynie w jej
potaczeniu z @ i y. Rybozylacja uniemozliwia oddziatywanie biatek G z
receptorami i odbiér sygnatow. Jak sie wydaje, nie pozbawia onajednak biatek G
ich zdolnosci wigzania i hydrolizy nukleotydéw guaninowych [21]. Naturalne
substraty toksyny pertussis uwaza sie za tozsame z biatkami G, a fakt blokowania
jakiegos$ efektu biologicznego przez te toksyne — za potwierdzenie udziatu biatek
G w danym procesie. Stosujgc znakowany NAD mozna w obecnosci toksyny
pertussis fatwo zlokalizowaé biatka G w caltych komorkach, nietknietych
btonach, a takze w trakcie preparowania, oczyszczania, na elektroforegramach
itp [16].

Stosujgc biochemiczne metody wydzielania biatek, techniki immunologiczne
oraz klonowanie gendw wykazano istnienie kilku homologicznych biatek G. Do
dobrze zdefiniowanych nalezg: Gs, G,, G0i Gf. Biatko Gsuczestniczy w aktywacji
cyklazy adenylanowej, G,— w jej hamowaniu [1]. G, okazalo sie tozsame z
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transducyng, sprzegajacg rodopsyne z fosfodiesterazg cGMP [30] oraz z
fosfolipazg A2 [2]. Biatko GOprzekazuje sygnaty z muskarynowego receptora
acetylocholiny na kanaly potasowe [20] oraz z receptoréw neurotransmiteréw,
np GABA na odpowiednie efektory [14, 17]. Jak sie wydaje, w modulowaniu
fosfolipazy C uczestniczy zaréwno biatko Gx jak i GO [3, 4, 22, 24]. Udziat
wymienionych biatek G w r6znych uktadach regulacyjnych przedstawia schemat
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Ryc. 2. Udziat biatek G w uktadach regulacyjnych. S— sygnat chemiczny; R — receptor; InsPj —
inozytolo-1,4,5-trifosforan; DG — diacyloglicerol.

2. Biatka uczestniczace w transmisji sygnatow podlegaja modulacji kowalen-
cyjnej. Coraz wiecej danych wskazuje na to, ze tak receptory jak i biatka G moga
ulega¢ metylacji, acetylacji i fosforylacji. W fosforylacji uczestniczg kinazy
tyrozynowe i kinaza biatkowa C. Procesy te moga przyczyniaé sie do wyboru
wiasciwego biatka efektorowego przez biatka G, hamowania lub nasilania
odpowiedzi komdrkowej na sygnaty.

Wszystkie znane biatka G sg zwiazane z btong. Izolowanie biatek Gs, Gt i GO
wymaga detergentéw. Biatka te uwazano za btonowe integralne, cho¢ obecnie
poglad ten ulega zmianie. Chabre uwaza, ze jedynie receptory sg biatkami
transmembranowymi, natomiast biatka G nalezg do peryferyjnych i oddziatywu-
ja z cytoplazmatycznymi domenami receptoréw [31]. Poglad ten jest zgodny z
wynikami badan nad strukturg receptorow [29]. Biatko G, jest bardzo stabo
zwigzane z btong, tatwo wydziela sieje za pomoca soli z zewnetrznych segmentéw
btony siatkéwki i zawsze uwazano je za biatko peryferyjne [14].

Pierwszorzedowa struktura roznych typéw biatek G jest bardzo podobna.
Gt, GO i Gj cechuje pokrewienstwo immunologiczne i funkcjonalne, wieksze za$
réznice wystepuja miedzy nimi a Gs. Receptor a-adrenergiczny tgczy sie zar6wno
zQ jak i GO, ajedynie bardzo stabo reaguje z Gs. Rodopsyna reaguje z GO réwnie
sprawnie jak z G,. W btonach neuronéw, potraktowanych toksyng pertussis,
(3-receptory GABA tracg zdolno$¢ odbierania sygnatdéw, a przywracajg dodanie
do uktadu biatek Gt lub GO [25]. Dziatanie réznych biatek G nie jest jednak
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nawet w przypadku podobienstwa identyczne. | tak np muskarynowy receptor
cholinergiczny osadzony na liposomach reaguje zaréwno z GO jak i z Q,
zachowujac zdolno$¢ wiazania karbacholu (agonisty). Jednak czas uptywajacy
od zwigzania karbacholu do dysocjacji biatka G i hydrolizy GTP jest w obu
przypadkach rézny [21].

Ostatnio naptywa coraz wiecej doniesien o wystepowaniu biatek G odmie-
nnych od wyzej opisanych. Nalezy tu wymieni¢ Gp, regulujagce wigzanie
tyreoliberyny przez receptor i aktywacje lipazy C [27], G~ wydzielone i
wstepnie zcharakteryzowane z réznicujacych sie leukocytéw ludzkich [5],
»howe” biatka G znalezione w obojetnochtonnych granulocytach [32], erytrocy-
tach, watrobie i innych tkankach [33].

Wszystkie znane biatka G sg heterotrimerami i sktadajg sie z podjednostek a,
@iy. Podjednostki a poszczegdlnych typow biatek G rdznig sie miedzy sobg
budowg pierwszorzedowg, odznaczajac siejednak znaczng homologia struktura-
Ing. Stosujac techniki klonowania molekularnego wykazano, ze kazdy z typéw
podjednostek a: 0, i wystepuje conajmniej wdwu, a — w trzech formach
molekularnych [1, 34, 35]. Masa czasteczkowa €owynosi wedtug Cerione i wsp.
42-45 kDa, [18], wedtug Kurose iwsp. — 45 kDa [21]; z adipocytéw — 40-42
kDa [11], zaorty — 40 kDa [13], z m6zgu — 41 kDa [20]; zmo6zgu — 39 kDa
[21]; z leukocytéw — 40 kDa [5]; ,,nowego” erytrocytarnego biatka G — 43
kDa [33]. Wzgledng mase czasteczkowa podjednostki a z transducyny (aj
podaje sie jako 39000 [20] lub 40000 [36]; wyliczona ze sktadu aminokwasowe-
go wynosi ona 39945 Da. [30].

Podjednostki a odgrywajg istotng role w mechanizmie dziatania biatek G. W
nich to miesci sie obszar wiazania receptora, centrum wigzace nukleotydy
guaninowe o aktywnos$ci GTPazowej, a w niektérych typach biatlek G — takze
obszar wigzania efektora. Na podstawie sekwencji aminokwasowej i danych o
strukturze wtornej transducyny Hingorani i Ho przedstawili model budowy o"
Okreslili oni potozenie trzech domen funkcjonalnych tego biatka. Domena 1,
wigzgca nukleotydy guaninowe sklada sie z 157 reszt aminokwasowych. Liczba
odcinkéw o strukturze beta réwnolegtej i beta-skretéw jest w domenie 1
identyczna jak w domenie wigzania GTP w biatku EF-TU Domena 2 stuzy
wigzaniu efektora, fosfodiesterazy cGMP. Domena ta sktada sie z 127 reszt, a 8
odcinkéw antyréwnolegtej struktury beta przypomina budowe dysmutazy
ponadtlenkowej. W domenie 3 miesci sie obszar wigzania receptora (rodopsyny)
oraz podjednostek @iy. Domena ta ma charakter hydrofilny, wchodzg w nig N- i
C-terminalne odcinki tancucha polipeptydowego. Kompleks podjednostek Ply
wigze sie przy koncu C-koncu tej domeny [30]. Przewidywang strukture
podjednostek a i ich domen funkcjonalnych G podajg Masters i wsp. [37].

Jak wida¢ z podanego modelu, podjednostka a transducyny taczy sie
bezposrednio z efektorem. Przypuszcza sie, ze rowniez o* i  13czg sie z cyklazg
adenylanowa, modulujgc bezposrednio jej aktywno$¢' [38]. Przypuszczano, ze
oddziatywanie podjednostki z efektorem ma miejsce we wszystkich typach biatek
G. Zgodnie z og0lnie przyjeta hipotezg dziatania biatek G sgdzono, ze przed
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stymulacja receptora przez agoniste biatko G wiaze sie z efektorem. Interakcja
receptora z odpowiednig substancjg czynng powoduje przytaczenie biatka G do
receptora, co pocigga za sobg wyparcie GDP z podjednostki a przez GTP oraz
dysocjacje podjednostek. Wolna podjednostka a tgczy sie wowczas z efektorem i
moduluje jego aktywno$é. Po hydrolizie GTP, z podjednostkg a tgczg sie
podjednostki p iy iw ten sposob biatko G pozostaje w kompleksie z efektorem
[38]. Hipoteza ta nie jest jednak uniwersalna, okazato sie bowiem, ze modula-
torem efektora moze by¢ kompleks podjednostek P/y. Kompleks ten taczy sie z
kanatlem potasowym migsnia serca po pobudzeniu receptora muskarynowego
przez acetylocholine. Wykazano to bezposrednio w uktadach wydzielonych. Do
btony komdrkowej, zawierajacej receptory i kanaty potasowe dodawano oczy-
szczone podjednostki biatka G, wykazujac, ze jedynie kompleks P/y powoduje
otwarcie kanatdw potasowych po stymulacji receptora przez acetylocholine
[39]. Przypuszcza sig, kompleks p/y moze by¢ aktywatorem fosfolipaz C i A2
oraz modulatorem ,,obojetnych” kanatéw wapniowych [6,39]. Nie jest tez wcale
pewne, czy w stanie niepobudzonym bialko G wigze sie z efektorem, czy
receptorem. Zachodzi wiec mozliwo$¢, ze o ile odbiér sygnatu z receptora,
wigzanie i hydroliza GTP zalezg od podjednostki a, o tyle do modulacji efektora
wykorzystywane sg wszystkie podjednostki. Nalezy przy tym nadmienié, ze w
warunkach niedenaturujgcych podjednostki P iy wystepujg w kompleksie i sg
silnie ze sobg zwigzane.

Poczatkowo sgdzono, ze kompleksowi P/y przypada jedynie bierna rola w
zakotwiczaniu biatka G w btonie. Role taka gra ten kompleks z catag pewnoscia.
Asocjuje on catkowicie z liposomami, podczas gdy podjednostka a faczy sie z
lipidami dopiero po osadzeniu w nich P/y (14). Nie jest to jednak w zadnej mierze
jedyna rola podjednostek P i y w biatku G. Kompleks P/y uczestniczy w
rozpoznawaniu receptora przez podjednostki a, wzmaga tez interakcje tych
ostatnich z obszarami wiazacymi receptoréw [14,20, 35]. Wolnemu komplekso-
wi Ply przypisuje sie tez wazne znaczenie w regulacji pobudzania receptora.
Bokoch wyraza przypuszczenie, ze wszystkie podjednostki p iy, niezaleznie od
tego zjakich biatek G pochodzg sg funkcjonalnie identyczne. Wolny kompleks
P/ly moze taczy¢ sie z podjednostkami a uwolnionymi z r6znych biatek G i tym
samym nie dopuszczac¢ do ich oddziatywania z efektorem. Decydujace znaczenie
ma przy tym stopied powinowactwa kompleksu i r6znych podjednostek a [12].
Zdaniem tego autora, a takze Evansa i wsp., stabe dziatanie adrenaliny na cyklaze
adenylanowga w obojetnochtonnych leukocytach wigze sie z wysokg zawartoscia
kompleksu p/y w tych komoérkach, i ,,wytapywaniem” przezen podjednostek a,
uwalnianych pod wptywem hormonu [12, 17]. Kompleks Ply jest tez stabiliza-
torem podjednostek a, ktére chroni przed denaturacjg i trawieniem [10].

Wielu autoréw podaje, ze podjednostki p biatek Gs i Gtsg strukt iralnie
identyczne i ze ich wzgledna masa czasteczkowa wynosi 35000 [ 8, 21].
Hildebrand i wsp. wydzielili podjednostki p z biatek Gs i Gxerytrocytéw .udzkich,
mdzgu wotu i zaby oraz z transducyny. Utrzymujg oni, ze mapy peptydowe
wszystkich tych polipeptyddw sg nierozréznialne, niezaleznie od gatunku, tkanki
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i typu biatka G [40]. Inne doniesienia wskazuja jednak, ze podjednostka @3
transducyny o masie czasteczkowej 36 kDa jest immunologicznie odmienna od
podjednostek o masie 35 kDa [17]. Rowniez w biatkach GO i G~ znaleziono
podjednostki 30 masie czgsteczkowej 36 kDa [5].

Jak sie wydaje, podjednostki y biatek Gs i Gt sg identyczne, lub bardzo sobie
bliskie. Ich mase czasteczkowa okresla sie na 5-7 kDa [18], 8 kDa [21], a nawet
1 kDa [20]. Podjednostka y z G, rd6zni sie od nich immunologicznie i
strukturalnie [14, 36]. Obserwowano réznice map peptydowych podjednostek y
pochodzacych z tkanek roznych gatunkéw zwierzat [40].

Ze wzgledu na szczeg6lna role biatek G w procesach regulacji podjeto proby
prze$ledzenia ich zachowania sie w réznicujacych sie komérkach 3T3-al5ktére w
ciggu 8 dni hodowli przechodza z komorek o cechach fibroblastéw w zr6znico-
wane adipocyty. Stwierdzono, ze w ciggu tych 8 dni zawarto$¢ podjednostek
wzrasta w komdrkach 8-krotnie, -4 krotnie, a zawarto$¢ @zaledwie dwukro-
tnie. Wydaje sie, ze w trakcie rdznicowania komérek zmienia sie stosunek
podjednostek a do p [41].

Biatka G zdajag sie by¢ uniwersalnymi tgcznikami i posrednikami miedzy
receptorami btonowymi, odbierajagcym réznorodne sygnaty chemiczne i fizyczne
a biatkami efektorowymi, takimi jak kanaty jonowe, enzymy generujace
przekazniki wtorne itp. Odmienna struktura podjednostek réznych typow biatek
G pozwala na rozréznianie receptoréw i selekcjonowanie sygnatéw. Zdolnos¢
réznych podjednostek do oddziatywania z efektorami daje dodatkowe mozliwo-
§ci sterowania roznymi rodzajami odpowiedzi komérkowej na bodZce. Specyfi-
cznos$¢ dziatania biatek G moze by¢ regulowana droga modyfikacji kowalen-
cyjnej — fosforylacji, metylacji itp. Gospodarujgc nadzwyczaj oszczednie, natura
wykorzystuje uniwersalny mechanizm w réznych uktadach regulacyjnych.
Niewielkie roznice strukturalne i modyfikacje biatek posredniczacych pozwalajg
skierowac sygnat odebrany przez receptor do réznych kanatow informacyjnych i
uruchamiaé réznorodne efekty biologiczne.

Artykut otrzymano 22 stycznia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 9 lutego 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrotow: elF2, elF3, elF4B — eukariotyczne czynniki inicjujace 2, 3, 4B;
EGF — naskérkowy czynnik wzrostowy; PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostowy; FGF —
fibroblastyczny czynnik wzrostowy; NGF — czynnik wzrostu nerwu; PGF2a— prostaglandyna
F2a; RSV — wirus migesaka Rousa; AbMu LV — wirus biataczki mysiej Abelsona; PRV — wirus
rzekomej wscieklizny; ViPK — kinaza indukowana pod wptywem infekcji wirusem rzekomej
wécieklizny.

l. Wstep

Posttraslacyjna modyfikacja biatek, poprzez ztozone mechanizmy fosforyla-
cji/defosforylacji, odgrywa istotng role w regulacji aktywnosci enzymow. Klasy-
cznym przyktadem moze by¢ regulacja metabolizmu glikogenu poprzez odwra-
calng fosforylacje syntazy czy fosforylazy glikogenu. Ten rodzaj modyfikacji
odgrywa réwniez role w biochemicznych procesach zwigzanych ze skurczem
miesni, regulacja wzrostu, transportem przez btony plazmatyczne, w transforma-
cji nowotworowej, transkrypcji i biosyntezie biatka.

Jesli chodzi o biosynteze biatka, zmiany w poziomie fosforylacji obserwowa-
ne sa w przypadku wielu sktadnikéw aparatu translacyjnego. Przyktadem moga
by¢ czynniki inicjujace elF2, elF3, elF4B, kompleksy mRNP czy biatka
rybosomowe. Jednakze funcjonalne znaczenie tej modyfikacji nie zostato dotad
w petni wyjasnione. Wyjatek stanowi uktad z retikulocytéw, w ktorym mechani-
zm jak rowniez rola fosforylacji elF2 zostaty w duzym stopniu poznane [1, 2],

Substratami fosforylacji w komorkach Eukaryota sg niektdre biatka ryboso-
mowe. Szczegdlne znaczenie odgrywa fosforylacja biatka S6 mniejszej podjedno-
stki rybosomu. Poziom fosforylacji tego biatka ulega dynamicznym zmianom w
zalezno$ci od warunkow hodowli i fazy wzrostu organizmu. Do jego fosforylacji
dochodzi w szybkorosngcych komoérkach wielu organizméw, w hodowlach
tkankowych stymulowanych surowicg i czynnikami wzrostu. Brak fosforylacji
S6 obserwowany jest natomiast w komdrkach spoczynkowych i formach
przetrwalnych wielu organizméw. Jest catkiem prawdopodobne, ze z fosforylacja
biatka S6 rybosomu wigze sie wzrost biosyntezy biatka w stymulowanych
komorkach. Badania fizykochemiczne wykazyty, ze biatko to wystepuje w
miejscu wigzania aatRNA imRNA do podjednostki 40 S co sugerowaé moze jego
istotng role w regulacji inicjacji biosyntezy biatka.

Il. Charakterystyka biatka S6

Rybosomowe fosfoproteiny po raz pierwszy wykazano w retikulocytach
krolika i watrobie szczura w pracowni Kabata [3] oraz Loeba i Blata [4].
Fosforylacje biatek rybosomowych organizméw eukariotycznych wykazano
zaréwno w dosSwiadczeniach in vivo, jak in vitro. Obecno$¢ rybosomowych
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fosfoproteidéw wykazano u stawonogow [5, 6], kregowcéw [7, 8, 9, 10, 11], w
Swiecie roslin [12,13] oraz u prostych Eukaryota jak drozdze [14,15], Physarum
polycephalum [16], Tetrahymena pyriformis [17, 18] i Dictyostelium discoideum
[19].

cposrdod ponad 70-u indywidualnych biatek rybosomowych jedynie 3 ulegaja
intensywnej fosforylacji. Dwa z nich to kwasne biatka wiekszej podjednostki
rybosomowej oznaczone jako P1/P2 w watrobie szczura [20], eL12/eL12’ [8]
lub P1/P2 u Artemia salina [21], L44/L45 u drozdzy [22] czy LA1-LA3 u roslin
[13]. Biatka te sg funkcjonalnymi i strukturalnymi analogami kwasnych biatek
rybosomowych L7/L12 E. coli [23]. Jednak najwiecej uwagi poswiecono
badaniom nad fosforylacjg biatka matej podjednostki rybosomowej, oznaczone-
go S6 wg. nomenklatury Mc’ Conkey’a [11]. Jest to biatko o charakterze
zasadowym i masie czasteczkowej 30000 — 35000. Biatko ulega fosforylacji
zaréwno invivojak invitro ajedynym aminokwasem ulegajacym modyfikacji jest
seryna [24]. W czasteczce biatka S6 watroby szczura wykryto 15 reszt seryny
przy czym w zaleznosci od warunkoéw S$rodowiska, fosforylacji ulegaja tylko
niektére z nich. Wykazano, ze zmodyfikowane w biatku S6 reszty seryny,
zlokalizowane sa w regionie C-kofAca omawianej czasteczki biatka, ztozonej z 249
aminokwaséw. Nizej przedstawiomo osiemnastoaminokwasowy fragment
C-konca biatka S6 z zaznaczeniem potencjalnych miejsc fosforylacji wg Wetten-
halla i Morgana [25],

N 12 3 £ 5
.......... Arg Arg Leu Sei’ ISer Leu Arg Ala Selr Thr ISer Lys Ser *

® ® ® ® ®

6
Glu Glu Ser Glu Lys

I
®

Ryc. 1. Sekwencja aminokwaséw fragmentu C — kofica biatka Se watroby szczura (25).

W zalezno$ci od stopnia ufosforylowania biatko S6 moze wystepowaé w
réznych formach. Formy te mozna rozdzieli¢ droga elektroforezy dwukierunko-
wej w zelu poliakryloamidowym [26,27] poniewaz obecno$¢ kazdej dodatkowej
grupy fosforanowej zwalnia szybko$¢ migracji biatka w pierwszym kierunku
elektroforezy podczas gdy szybkos¢ wedréwki biatka w kierunku drugim
pozostaje nie zmieniona [28].”Tak wiec na barwionych zelach czy autoradiogra-
mach obserwowa¢ mozna od jednej do pieciu réznych form biatka S6 [29, 30, 31,
32, 33, 34], Na zamieszczonym dla przyktadu zdjeciu przedstawiono biatko S6
komorek BHK w pojedynczej, nieufosforylowanej formie (Ryc. 2a) i w pieciu w
réznym stopniu ufosforylowanych jego pochodnych (Ryc. 2b).
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Ryc. 2. Elektroforetyczna analiza biatek rybosomowych komérek BHK. wg (31):
A — komoérki starych hodowli — pojedyncza forma biatka Se,
B — komérki stymulowane surowica (lh) — 5 réznych form biatka Se.

1. Fosforylacja biatka S6 in vivo

Badajgc stan fosforylacji biatka S6 in vivo wykazano, ze r6zne czynniki
wptywajg na zréznicowany stopien ufosforylowania tego biatka w komoérce.
Stwierdzono, ze hormon peptydowy glukagon oraz prostaglandyna El, ktérych
dziatanie podnosi stezenie cAMP w komorce [35, 36, 37, 38] jak roéwniez
bezposrednie podanie cCAMP lub jego analogéw [35, 36, 39, 40, 41] stymuluje
fosforylacje biatka S6. Dziatanie omawianych czynnikéw prowadzi do utworze-
nia pochodnych biatka S6 z jedng badz dwiema zmodyfikowanymi resztami
seryny w czasteczce biatka [40, 41].

W odréznieniu od omawianych wyzej, szereg czynnikoéw takich jak insulina,
EGF, PDGF, prostaglandyna F2a i wiele innych stymulujgcych wzrost i
podziaty komérkowe czynnikéw prowadzi do powstawania pochodnych oma-
wianego biatka z piecioma resztami fosfoseryny w czasteczce. W tabeli 1
przedstawiono wykaz czynnikow, ktére w optymalnych warunkach wptywajg na
modyfikacje 5 reszt serynowych biatka S6 w r6znych komorkach itkankach. Na
podstawie wynikéw badan kinetycznych prowadzonych na komérkach 3T3
stymulowanych czynnikami wzrostu surowicy [29] wykazano, ze powstawanie
réznych form biatka S6 zachodzi stopniowo od mniej do bardziej fosforylowa-
nych pochodnych. Maksymalny poziom fosforylacji obserwuje sie po uptywie 30
min. Wysoki poziom fosforylacji biatka S6 utrzymuje sie przez 2 godziny a
nastepnie zachodzi jego stopniowa defosforylacja. Podobne obserwacje uzyska-
no dla stymulowanych surowicg komorek HelLa [30] i BHK [31].

http://rcin.org.pl
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Tabela 1

Czynniki wptywajace na powstawanie pieciu fosforylowanych form biatka Sé in vivo (czeSciowo

wg 54)

Rodzaj materiatu biologicznego

Fibroblasty — komaérki 3T3

Fibroblasty— BHK

Fibroblasty zarodkéw kurczecia

Komorki HelLa

Komoérki hepatoma Reuber H35

W atroba

Retikulocyty

Oocyty Xenopus laevis

Czynnik stymulujacy

surowica

EGF

PDGF

prostaglandyna F 2ot
ortowanadan

insulina

transformacja AbMuLV

surowica
infekcja PRV

estry forbolowe
transformacja RSV

insulina

insulina
estry forbolowe

regeneracja

gorgczka Q (Coxiella burneti)
cycloheximid
dwumetylonitrozamina

nieznaczny spadek pH
NaF (5mM)

progesteron

iniekcja pp60v src

iniekcja AbMuLV
nieznaczne podwyzszenie pH

Pismiennictwo

29
54
42
43
44
43
45

31
46,47

48
49,50

60

51,52
51,52

53
54
28
55

56
56

24,57
58
45
59

Zwraca uwage fakt, ze czynniki, ktérych dziatanie podnosi stezenie CAMP w
komorce wptywajg na modyfikacje dwaéch reszt serynowych biatka S6. Z kolei
czynniki stymulujgce wzrost i podziaty komorkowe prowadzg do powstawania
wysokofosforylowanych jego pochodnych. Sktonito to Lasticka i Mc’ Conkey’a
[60] do wysuniecia hipotezy o istnieniu dwéch alternatywnych szlakéw zaanga-
zowanych w fosforylacji biatka S6: szlak zalezny od cAMP i szlak niezalezny od

cyklicznych neukleotyddéw.

Nalezy jeszcze dodac, ze wzrost inkorporacji fosforanu do omawianego
biatka obserwuje sie w takich warunkach jak: regenerujgca watroba szczura [53],
komérki transformowane wirusami nowotworowymi [49, 50], kietkujace spory
drozdzy [61] i Mucor racemosus [62] i zaptodnione jaja jezowca [63].

Na podstawie wszystkich przedstawionych tutaj obserwacji wysnuto kolejng
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hipoteze, ze fosforylacja biatka jest niska, badz zupetnie jej brak w komorkach
spoczynkowych oraz formach przetrwalnikowych wielu organizméw a jego
fosforylacja poprzedza wzrost szybkosci syntezy biatka oraz zwigzang z tym
stymulacje wzrostu komarki. Wysunieto nawet przypuszczenie, ze stan fosforyla-
cji biatka S6 moze by¢ gtownym elementem regulacyjnym komorkowego
wzrostu i réznicowania [64].

Warto dodac, ze ciekawych danych na temat stanu fosforylacji biatka S6 in
vivo dostarczyty badania skutkow szoku cieplnego. Glover [65] i Olsen [66]
wykazali, ze odpowiedzi na szok cieplny towarzyszy szybka defosforylacja biatka
S6 matej podjednostki rybosomowej Drosophila melanogaster . Podobne obser-
wacje uzyskano z badan nad komdérkami roslin wyzszych [34], ssakow [67,68] i
drozdzy [69]. Co wiecej, przywrdceniu optymalnej temperatury wzrostu towa-
rzyszy refosforylacja biatka S6. Zjawisko stresu cieplnego wydaje sie by¢ bardzo
dobrym modelem do badan regulacji aktywnosci enzyméw zaangazowanych w
modyfikacji tego biatka jak réwniez jednym z mozliwych sposobdw badan nad
kontrolg translacji na etapie selekcji okreslonych mRNA.

IVV. Udziat kinaz fosfobiatkowych w fosforylacji S6 in vitro

IV-1. Fosforylacja biatka S6 przez kinazy zalezne od cyklicznych nukleotydéw

Doswiadczenia in vitro wydajg sie potwierdzaé¢ hipoteze wysunieta przez
Lasticka i Mc’Conkey’a [60]. Wykazano mianowicie, ze oczyszczona podjedno-
stka katalityczna kinazy zaleznej od cAMP (kinaza A) wybiérczo fosforyluje
biatko S6 podjednostki 40S [40,41,70,71]. Enzym katalizuje modyfikacje dwdch
reszt serynowych w pozycjach 1i 2 C-kohAcowego biatka S6 [25, 71]. Warto
podkreslié, ze te same pozycje seryny sg modyfikowane in vivo w odpowiedzi na
dziatanie czynnikéw podnoszacych stezenie cAMP w komorce [71]. Kinaza
zalezna od ¢cGMP rowniez fosforyluje biatko S6 ale tylko 1 reszta fosforanu
wbudowywana jest do czasteczki biatka [54],

1V-2. Kinazy niezalezne od cyklicznych nukleotydéw zaangazowane w fosforylacji biatka S6

W pismiennictwie naukowym przez dtugi czas nie byto danych odnosnie
fosforylacji biatka S6 poprzez kinazy biatkowe niezalezne od cyklicznych
nukleotydéw. Badania ostatnich lat przyniosty znaczny postep w tej dziedzinie.
Wyizolowano i scharakteryzowano Kkilka takich enzyméw. Sg to: kinaza
aktywowana drogg ograniczonej preteolizy PAK-II, kinaza C i kinaza specy-
ficzna dla biatka S6.

a) kinaza aktywowana drogg ograniczonej proteolizy PAK-II
W stymulowanych insuling komérkach 3T3-L1 wykazano obecno$¢ kinazy
fosfobiatkowej, ktérej aktywacje, in vitro mozna przeprowadzi¢ drogg ograni-
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czonej proteolizy przy uzyciu trypsyny [56]. Tak zaktywowana forma enzymu
moze fosforylowa¢ biatko S6 oraz inne substraty takie jak: elF2, histon HI,
syntaza glikogenu, kazeina, biatko ppl2 wirusa RSV iniekiedy biatko rybosomo-
we SIO, ktdre nie ulega fosforylacji w warunkach fizjologicznych. Analogiczny
enzym zostat wyizolowany ioczyszczony z retikulocytow krolika [72] i watroby
szczura [54]. Stwierdzono, ze wystepuje on w komorce w formie nieaktywnego
proenzymu o masie czgsteczkowej 80 000 podczas gdy masa czasteczkowa jego
zaktywowanej formy oszacowana zostata na 45000 — 55000. W optymalnych
warunkach enzym katalizuje inkorporacje 3 reszt fosforanowych na czasteczke
biatka S6 [73]. Modyfikacji ulegajg reszty seryny oznaczone 1,2 i3 narye. 1

b) kinaza C

Wykazano ze, estry forbolowe wptywajg na wzrost fosforylacji biatka S6 w
komoérkach wielu organizmow in vivo [48, 74]. Réwnocze$nie wiadomo, Ze estry
forbolowe sg induktorami kinazy C. Nasuneto to przypuszczenie o mozliwosci
udziatu kinazy C w modyfikacji biatka S6. W wielu pracowniach udato sie
wykazaé, ze ten wystepujacy w btonie plazmatycznej, zalezny od fosfolipidow i
jonow wapnia enzym, moze rzeczywiscie wykorzystywaé¢ S6 jako substrat do
fosforylacji [75,76,77]. Fosforylacje biatka S6 katalizuje réwniez pochodna tego
enzymu powstajaca droga ograniczonej proteolizy tzw. kinaza M [75]. Jest to
enzym obecny w cytoplazmie, ktory w odr6znieniu od kinazy C nie wymaga
jonow Ca ++ i fosfolipidéw jako kofaktoréw. Fakt, ze kinaza M i opisany wyzej
PAK Il sg aktywowane drogg ograniczonej proteolizy nasuwa pytanie — czy jest
to jeden czy dwa rozne enzymy? Zdaniem niektérych badaczy [75], ten sam
mechanizm aktywacji, ta sama masa czasteczkowa, zdolno$¢ do fosforylacji
histonu HI, elF2 i oprécz biatka rybosomowego S6 rowniez biatka S10
(charakterystyczne, ze nie fosforylowanego w warunkach fizjologicznych) moze
wskazywac, ze kinaza M i PAKU to ten sam enzym. Inni natomiast przedstawia-
ja dowody na odrebnos¢ tych dwoch aktywnosci. Miedzy innymi mozliwos¢ ich
rozdzielenia na P-celulozie czy tez fakt, ze poliklonalne przeciwciata przeciw
kinazie C rozpoznajg PAK Il [54].

Wykazano, ze kinaza C katalizuje inkorporacje dwoch [76] lub trzech [75]
reszt fosforanowych do biatka S6 in vitro. Co wiecej, uzywajac podjednostek 40S
ufosforylowanych uprzednio przez kinaze Ajako substratu, wykazano, ze kinaza
C katalizuje modyfikacje dalszych reszt serynowych biatka S6 [75]. Prowadzi to
w konsekwencji do uzyskania czterech a niekiedy pieciu pochodnych tego biatka.
Dane te wskazujg posrednio, ze kinaza C modyfikuje inne niz kinaza A miejsca
serynowe biatka S6.

Kwestia bezposredniego udziatu kinazy C w modyfikacji S6 budzi kontrowe-
rsje. W pracowni Traugh [54] uzywajac oczyszczonej kinazy C z retikulocytow,
mdzgu czy watroby szczura nie obserwowano fosforylacji biatka S6 in vitro.
Wielu badaczy [78,79] opierajac sie ha obserwowanej korelacji aktywacji kinazy
C i fosforylacji S6 in vivo sugeruje posredni udziat tego enzymu w ztozonym
mechanizmie fosforylacji biatka S6, co bedzie dyskutowane w dalszej czesci
artykutu.

2 Postepy biochemii 3/88
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c) kinaza specyficzna dla biatka S6 (kinaza S6)

W 1984 r. w laboratorium Thomasa [29] wykazano, ze ekstrakty bezkomor-
kowe, wyizolowane ze stymulowanych surowicg czy EGF komoérek 3T3,
cechowata prawie trzydziestokrotnie wyzsza zdolnos$¢ fosforylacji biatka S6 in
vitro, niz ekstrakty z komorek kontrolnych, nie poddanych dziataniu wiw
czynnikéw. (Analiza elektroforetryczna modyfikowanego biatka wykazata piec,
w réznym stopniu ufosforylowanych pochodnych, co jest odzwierciedleniem
sytuacji in vivo.). Tak wysoka aktywnos$¢ preparatu uzyskano dzieki zastoso-
waniu p— glicerofosforanujako czynnika buforujgcego ijednoczes$nie inhibitora
fosfataz. Stabilizacja aktywnos$ci enzymu, okre$lonego mianem Kkinazy S6,
poprzez P— glicerofosforan, a jak wykazano pdzniej i inne inhibitory fosfataz
wykazuje, ze enzym sam moze ulegaé fosforylacji [44]. Swiadczyé to moze takze,
ze jego aktywno$¢ jest regulowana przez fosforylacje. Jednakze enzym odpowie-
dzialny za fosforylacyjna modyfikacje kinazy S6 nie zostat dotagd wykazany.

Kinaza S6 zostata wyizolowana i oczyszczona z komoérek 3T3-L1 stymulo-
wanych insuling [80], z komorek BHK stymulowanych surowicg [31], z
fibroblastéw zarodkéw kurczecia infekowanych wirusem transformujgcym RSV
[81] i innych. Dla uproszczenia w tabeli 2 przedstawiono wykaz opisanych
dotychczas kinaz zaangazowanych w fosforylacji S6 z uwzglednieniem materiatu
biologicznego, z ktérego zostaty one wyizolowane oraz czynnikéw aktywu-
jacych. W odréznieniu od opisanej wczesniej kinazy C i kinazy aktywowanej
droga ograniczonej proteolizy (PAK Il), omawiany tutaj enzym wykazuje bardzo
wysoka specyficznos¢ substratowa. Enzym nie fosforyluje, powszechnie stosowa-
nych w badaniach, substratow kwasnych, jak kazeina i fosfityna, ani tez
zasadowych histonéw czy protaminy. Nie fosforyluje innych biatek rybosomo-
wych z wyjatkiem S6. Ostatnio w pracowni Krebsa zastosowano do badan
syntetyczny, oSmio-aminokwasowy peptyd o sekwencji identycznej z fragmen-
tem C koricowego regionu biatka S6 watroby szczura: Arg Arg Leu Ser Ser Leu
Arg Ala [86]. Wykazano tez, ze enzym moze, cho¢ w mniejszym stopniu niz
kinaza A, fosforylowac inny syntetyczny peptyd (ang. kemptide) o sekwencji Leu
Arg Arg Ala Ser Leu Gly [85].

Z przedstawionych w tabeli 2 danych zwraca uwage wielkie zr6znicowanie
mas czasteczkowych kinazy S6 izolowanej w réznych pracowniach: wartosci
wahajg sie w granicach 29000—95000. Czy to moze wskazywaé na istnienie
wielu kinaz S6? Wiadomo, ze wielko$¢ oznaczonej masy czasteczkowej zalezy
czesto od stosowanej techniki. Przyktadem moze by¢ kinaza S6 z jaj Xenopus
laevis. Jej masa czgsteczkowa oznaczona drogg jednokierunkowej elektroforezy
w SDS oszacowana zostata na 92 000; mcz. enzymu poddanego filtracji zelowej
na kolumnie Sephacryl S200 oznaczono na 70 000— 80 000, a podczas wirowania
w gradiencie glicerolu na 55000 [85, 89]. Trudno zatem odpowiedzie¢ czy
opisane dotychczas preparaty sg r6znymi enzymami, a wiec czy istnieje wiele czy
tylkojedna kinaza S6. Nie wykluczone, ze badania genetyczne nad identyfikacjg i
sekwencjonowaniem gendw kinazy S6 dostarczg w przysztosci jednoznacznej
odpowiedzi na to pytanie.
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V. Mechanizm aktywacji kinazy S6

W Swietle przedstawionych danych literaturowych powstaje pytanie: w jaki
sposéb tak roznorodne czynniki jak insulina, czynniki wzrostowe, estry for-
bolowe itd, wiazac sie z roznymi receptorami na powierzchni komarki, wywotujg
te samg fizjologiczng odpowiedZz prowadzacg do aktywacji kinazy S6, a
w konsekwencji do fosforylacji biatka S6. Wiadomo, ze receptory niektérych
czynnikéw wzrostowych czy insuliny cechuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej
[90]. Infekcja fibroblastow zarodka kurczecia wirusem RSV, ktdra prowadzi
miedzy innymi do syntezy kinazy tyrozynowej w transformowanych komorkach
[49, 50] rowniez prowadzi do aktywacji kinazy S6. Ponadto iniekcja kinazy
tyrozynowej wirusow transformujacych RSV [58], AbMu LV [45] czy receptora
insuliny [90] do oocytéw Xenopus laevis takze powoduje wzrost aktywnosci
kinazy S6. Wskazywac by to mogto na udziat kinaz tyrozynowych w aktywacji
kinazy S6. Fakt, ze 1 mM ortowanadan, specyficzny inhibitor fosfataz fosfoty-
rozynowych stabilizuje aktywno$¢ surowych preparatow kinazy S6 moze
rowniez o tym Swiadczy¢ [44]. Nie ma jednak bezposrednich danych dos$wiad-
czalnych wskazujgcych, ze kinaza S6 jest substratem kinaz tyrozynowych.

Wykazano, ze w komérkach 3T3 [80] astrocytach [79] i fibroblastach
zarodkow kurczecia [81] estry forbowe rowniez stymulujg aktywnos¢ kinazy S6.
Wiadomo, ze receptorem estrow forbolowych jest kinaza C, a wiec enzym, ktdry
w odréznieniu od kinaz tyrozynowych katalizuje fosforylacje reszt serynowych i
treoninowych substratéw biatkowych. Moze to wiec wskazywaé na istnienie
alternatywnej drogi aktywacji kinazy S6 via kinaza C. Podobnie jak w
przypadku kinaz tyrozynowych fosforylacja kinazy S6 przez ten enzym nie
zostata eksperymentalnie wykazana. Ostatnie badania Evansa i Farrara [78]
przeprowadzone na mysich limfocytach T traktowanych interleuking 2 i
diacylogricerolem réwniez sugeruje udzial kinazy G w aktywacji kinazy S6.

Wszystkie te dane wskazujgce posrednio na zaangazowanie kinaz tyrozyno-
wych oraz serynowo/treoninowej kinazy C w aktywacji kinazy S6 wydajg sie
sugerowaé, ze w komaérce regulacja aktywnos$ci tego enzymu przebiega kilku
drogami.

Warto ponadto wspomnieé, ze poziom fosforylacji biatka S6 zalezy od pH
[63]. Z obserwacji Wassermanna i Houle’a [59] wynika, ze w obecnosci
progesteronu, ktérego dziataniu towarzyszy alkalizacja cytoplazmy komérki w
oocytach Xenopus laevis, poziom fosforylacji biatka S6 rosnie 6—8krotnie.
Wydaje sie, ze moze to mie¢ zwigzek ze wzrostem wymiany N a+/H + w btonach
plazmatycznych tych komorek, poniewaz wiadomo, ze czynniki te wptywajg na
wzrost poziomu fosforylacji S6 [91].

VI. Rola biatka S6 w regulacji translacji

Komérki spoczynkowe poddane dziataniu surowicy lub czynnikéw wzro-
stowych odpowiadajg zwiekszeniem szybkosci biosyntezy biatka [92] oraz
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zwigzanym z tym szybkim wigczeniem endogennego mRNA i80S rybosoméw do
polisoméw [93].

Szereg obserwacji wskazuje, ze fosforylacja biatka S6 prowadzi do wzrostu

Ostatnio przebadano wptyw fosforylacji biatka S6 na zdolnos$¢ wiazania
syntetycznych i naturalnych mRNA do podjednostek 40S modyfikowanych
kinaza A i PAK Il. Wykazano znacznie wyzszy poziom translacji poli (A, U. G)
[73] oraz naturalnego globinowego mRNA [97] przez podjednostki modyfiko-
wane przez PAK Il w poréwnaniu z podjednostkami nieufosforylowanymi.
Natomiast podjednostki 40S ufosforylowane przez kinaze A nie réznity sie ani
poziomem wigzania ani translacji obydwu rodzajéw mRNA [73,97]. Omo6wiony
tutaj wptyw fosforylacji wydaje sie by¢ specyficzny dla okreslonych klas mRNA,
gdyz jak wykazano wcze$niej, fosforylacja S6 zarowno przez PAK Il jak ikinaze
A nie zmienita poziomu syntezy kolagenu w bezkomdrkowym systemie trans-
lacji. Na podstawie wiasnych obserwacji Traugh i Pendegrast [54] wyrdzniaja
trzy klasy mRNA, ktore mogg by¢ w zréznicowany sposéb rozpoznawane przez
40S w zaleznosci od stopnia fosforylacji biatka S6:

1 mRNA wykorzystywane w sposéb wybidrczy przez 40S modyfikowane
kinaza S6 (aktywowang mitogenami)

2. mMRNA wykorzystywane w komdrce w spos6b ciggly niezaleznie od
stopnia fosforylacji S6

3. mMRNA wybiorczo wykorzystywane przez 40S modyfikowane kinazg A
Sugeruje sie, ze ta zréznicowana wybidrczos¢ podjednostek 40S jest zwigzana z
ich zmianami konformacyjnymi pod wptywem fosforylacji. O mozliwosci takich
zmian donoszono juz wczesniej [98], a ostatnie badania w pracowni Thomasa
[99] wskazuja, ze fosforylacja S6 wptywa na zmiany konformacyjne 18 S RNA w
tym regionie rybosomowego kwasu nukleinowego, ktéry jak sie obecnie
sugeruje, odpowiedzialny jest za wigzanie mRNA z 40S [100]. Nalezy tutaj
pamietaé, ze w selekcji mMRNA istotng role odgrywa réwniez sama czasteczka
messenger RNA a w szczegolnosci struktura pierwszorzedowa oraz konformacja
sekwencji liderowej znajdujacej sie na kohcu 5’mRNA [101, 102, 103], a takze
czynniki inicjujgce [1, 2, 104].

Przedstawione wyzej dane wskazujace na istotng role fosforylacji S6 w
inicjacji translacji nie sgjednoznaczne. [105,106,107,108]. Wydaje sie, ze wyniki
badan in vitro sg niedo$¢ przekonywujgce. Nie wykluczone, ze ostateczne
wnioski mozna bedzie wyciggna¢ po zbadaniu zdolnosci translacji naturalnych
mRNA przy uzyciu podjednostek 40S modyfikowanych przez opisang ostatnio
specyficzng dla biatka S6 kinaze (kinazy).

VII. Podsumowanie

Ponizej przedstawiony zostat schemat, ktory stanowi prébe podsumowania
uzyskanych dotychczas danych dotyczacych mozliwych drog fosforylacji biatka
S6 w komorce oraz biologicznego znaczenia tej modyfikacji.
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surowica estry forbolowe
insulina diacyloglicerol
EGF interleukina 2
transformacja RSV FGF

transformacja AbMuLV
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Ryc. 3. Schemat mechanizmu fosforylacji biatka S6 in vivo.
Linie ciggte (grubsze) — enzymy zaangazowane w bezposredniej fosforylacji S6.
Linie przerywane — enzymy pos$rednio zaangazowane w modyfikacje S6.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach koordynowanych
tematow: RP.11.13.1.11 i CPBR 3.13.1.3.2.

Artykut otrzymano 29 pazdziernika 1987 r.
Zaakceptowano do druku 7 marca 1988 r.
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LESZEK SZMIGIERO™*

Topoizomeraza Il jako komorkowy receptor niektorych lekow
przeciwnowotworowych

Topoisomerase Il as a cellular target of some anticancer drugs

Aktywnos¢ biologiczna wielu lekéw przeciwnowotworowych wynika z ich
zdolnosci do oddziatywania z DNA. Powstata niedawno koncepcja, ze komar-
kowym receptorem pewnych lekéw wiazacych sie z DNA jest topoizomeraza Il.

Topoizomerazy sg enzymami kontrolujgcymi superhelikalno$¢ czasteczki
DNA [1], Jakkolwiek wystepowanie w formie superhelikalnej jest typowg cechg
kolistych, stosunkowo niewielkich czasteczek prokariotycznego DNA [2], to
réwniez olbrzymie czasteczki DNA eukariotycznego zawierajg takie struktury
[3]. Dany odcinek superhelikalnego DNA moze wystepowaé w ré6znych formach
topologicznych (topological isomers, topoisomers). Rdznig sie one liczbg
superhelikalnych skretéw oraz stopniem skrecenia dwuniciowego heliksu okre-
S$lonego tzw. liczba wigzania (linking number) [3]. Przejsciu jednego topo-
izomeru DNA w drugi towarzyszy obnizenie lub podwyzszenie liczby wigzania.
Reakcja ta, zwana przemiang topologiczng (topological change, topological
interconversion), katalizowana jest przez topoizomerazy. W oparciu o sposéb
dziatania wyréznia sie topoizomerazy | oraz topoizomerazy Il. Topoizomeraza |
katalizuje przeciecie jednej nici DNA i przylgcza sie kowalencyjnie w miejscu
przeciecia. W wigzaniu tym uczestniczy grupa hydroksylowa tyrozyny biatka
i grupa fosforanowa konca 3° DNA [1]. Przez miejsce pekniecia przechodzi
komplementarna ni¢ DNA, po czym enzym reperuje pekniecie wykorzystujac
energie wigzania fosforoestrowego tyrozyny. Powstaty topoizomer DNA uzy-
skuje w wyniku reakcji obnizong o 1 liczbe wigzania. Topoizomeraza Il
powoduje jednoczesne pekniecie w obu niciach DNA. Enzym, ktéry jest
homodimerem pozostaje kowalencyjnie zwigzany w miejscu pekniecia z obu
konncami 5’ komplementarnych nici DNA [1], Potaczenie enzymu z przecietym
heliksem nazywane jest w literaturze ,kompleksem rozcinalnym” (cleavable
complex). Mimo przerwania nici, fragmenty heliksu nie oddzielaja sie od siebie

Wykaz skrétow: m-AMSA — 4°-(9-akrydynyloamino)metanosulfono-m-anizydyd;
VP-16 — etylideno-j}-D-glukopiranozylo-4’-demetyloepipodofylotoksyna;
VM-26 — tienylideno-P-D-glukopiranozylo-4’-demetyloepipodofylotoksyna.

* Dr n. przyr., Zaktad Chemii Ogdlnej, Instytut Fizjologii i Biochemii w todzi, ul. Lindego 3,
90-131 t6dz.
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dzieki oddziatywaniom miedzy podjednostkami enzymu. Kompleks ten mozna
zdysocjowaé¢ za pomoca detergentow: ulegajg wowczas ostabieniu wigzania
miedzy podjednostkami enzymu, co powoduje ujawnienie peknie¢ DNA [1].
Odlegtosci miedzy podjednostkami enzymu ulegajg zwiekszeniu w wyniku jego
przemian konformacyjnych, ktére zachodza w nastepnym etapie reakcji. Przez
powstatg w ten sposob szczeline przesuwa sie potozony dalej fragment dwuni-
ciowego heliksu DNA (patrz Schemat 1). Etap ten nazywany jest ,,przejsciem
nici” (strand passage) i wymaga udziatu ATP. Po odtworzeniu wigzan fosfodwu-
estrowych, co tak jak w przypadku topoizomerazy | zachodzi kosztem kowalen-
cyjnych wigzan enzym-DNA, powstaje topoizomer o zmienionej (podwyzszonej
lub obnizonej o 2) liczbie wigzania. Do obnizenia liczby wigzania dochodzi
w przypadku rozluzniania struktur superspiralnych, katalizowanego przez oba
typy topoizomeraz. Tworzenie struktur superhelikalnych wymaga podwyzszenia
liczby wigzania. Jak dotagd wykazano zdolno$¢ do katalizowania takiej reakcji
tylko dla bakteryjnej topoizomerazy Il (gyrase) [1].

Wiele danych eksperymentalnych wykazuje, ze cytotoksyczna aktywnos$é
niektorych stosowanych klinicznie lekéw przeciwnowotworowych wynika z ich
zdolnosci do zaburzenia dziatania topoizomerazy Il. Do lekdw tych nalezg
czynniki interkalujgce: m-AMSA, adriamycyna, aktynomycyna D oraz nie
wigzace sie z DNA epipodofylotoksyny. Mimo, ze wymienione zwigzki réznig sie
strukturalnie, ich wsp6lng cechajest indukcja peknie¢ DNA maskowanych przez
biatka (protein associated DNA breaks, lub: protein — concealed DNA breaks).
Pekniecia DNA maskowane przez biatka nie sa mozliwe do wykrycia bez jego
enzymatycznej hydrolizy. O obecnosci biatka w miejscu pekniecia heliksu
$wiadczy zachowanie sie DNA w trakcie alkalicznej elucji [4, 5]. Metoda ta stuzy
do wykrywania niektorych typéw uszkodzenn DNA i oparta jest o pomiar
szybkosci przechodzenia przez filtr zdenaturowanego alkaliami DNA [6].
Indukowane przez interkalatory (miedzy innymi: eliptycyne, aktynomycyne D,
adriamycyne, bromek etydyny) pekniecia w DNA komdrek L 1210 mozna byto
wykry¢ dopiero po trawieniu materiatu zaadsorbowanego na filtrze za pomocg
proteinazy K [4, 5]. Sugerowato to, ze biatko potgczone mocnym (kowalencyj-
nym?) wiagzaniem z DNA, nie pozwala na rozejscie sie fragmentéw peknietych
nici.

Jak wiadomo, czynniki interkalujgce powodujg rozwijanie sie heliksu, co
prowadzi do obnizenia liczby wigzania i przemian topologicznych DNA [7].
W pierwszych pracach na temat uszkodzeh DNA indukowanych przez interka-
latory sugerowano, ze pekniecia DNA sg efektem dziatania enzyméw zmniejsza-
jacych w ten sposob rozwiniecie heliksu, a biatko maskujace pekniecie, zwigzane
z DNA, moze by¢ takim wiasnie enzymem [4, 5]. Ross i Bradley stwierdzili wiecej
peknieé dwuniciowych niz jednoniciowych w DNA komérek L 1210 traktowa-
nych eliptycyng i zaproponowali, ze pekniecia powoduje topoizomeraza Il [8].
Zgodnie z tg koncepcjg wywolane przez interkalacje znieksztalcenie DNA
aktywuje topoizomeraze Il, a ostatni etap dziatania enzymu — potaczenie nici
DNA, blokowany jest przez obecny w miejscu pekniecia ligand [8],
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Zwelling i wsp. wykazali, ze jeden z najwazniejszych obecnie lekow przeciw-
biataczkowych, m-AMSA (amsakryna), jest bardzo efektywny w indukcji
maskowanych przez biatka peknie¢ DNA [9]. Lek ten byt badany w ostatnich
latach szczeg6lnie intensywnie. Dalszych danych wskazujgcych na topoizo-
meraze Il jako mediatora dziatania lekow interkalujagcych dostarczyty prace
Filipskiego i wsp. [10, 11]. Autorzy ci wyekstrahowali z jader komérek L 1210
biatko, ktére pod wptywem eliptycyny i m-AMSA formuje stabilne kompleksy
z DNA powodujac jednocze$nie pekanie jego nici. Biatko to, zostato wyizolo-
wane i oczyszczone w pracowni Kohna, gdzie stwierdzono identycznos¢ biatka
z topoizomerazg 1l [12]. Doswiadczenia z wysokooczyszczonymi preparatami
topoizomerazy Il w uktadach bezkomdrkowych prowadzone byly niezaleznie
przez zespdt Liu [13—17]. Grupa ta wykazata, ze w obecno$ci m-AMSA
stymulowana jest aktywno$é tngca DNA topoizomerazy Il, a enzym wiaze sie
kowalencyjnie z koricem 5’ przecietej nici. ldentyfikacji biatka maskujacego,
indukowane przez interkalatory pekniecia DNA dokonano za pomocg surowicy
antytopoizomeraza Il [15].

Okazuje sie, ze nie tylko czynniki interkalacyjne powodujg maskowane przez
biatka pekniecia heliksu DNA. Epipodofylotoksyny: VP-16 oraz VM-26 — zwia-
zki nie oddziatywujace z DNA wywotujg ten sam rodzaj uszkodzenia chroma-
tyny. Odkrycie to zwrdcito uwage badaczy na mozliwos¢ bezposredniej interakcji
lekéw z topoizomeraza Il.

Poglady ttumaczace mechanizm indukcji maskowanych przez biatka peknieé
przedstawiono na rycinie 1 Istotg dziatania interkalatoréw oraz epipodo-
fylotoksyn jest zablokowanie reakcji katalizowanej przez topoizomeraze Il na
etapie formowania przez enzym ,,kompleksu rozcinalnego”. Kompleks ten pod
wpltywem lekéw staje sie stabilny, uniemozliwiajgc zachodzenie nastepnych
etapdw reakcji. Wydaje sie, ze epipodofylotoksyny dziatajg wytacznie na biatko
enzymatyczne, utrwalajgc kompleks enzymu z peknietym DNA [16]. Mimo
niewyjasnionych jeszcze wielu szczeg6téw blokowania topoizomerazy Il ssakow
przez epipodofylotoksyny wydaje sie prawdopodobne, ze mechanizm ich
dziatania podobny jest do mechanizmu dziatania kwasu nalidyksowego (sktad-
nik niektorych lekéw przeciwbakteryjnych). Zwigzek ten oddziatywujac z
bakteryjna topoizomeraza Il zatrzymuje bowiem reakcje na tym samym, co
epipodofylotoksyny etapie [1]. Warto w tym miejscu przypomnie¢ hipoteze
Filipskiego [19]. Ttumaczyta ona efekty bilogiczne zwigzkéw interkalujgcych i
pokrewnych, bezposrednim ich dziataniem na enzymy odwracalnie nacinajace i
zamykajace DNA. Badania ostatnich lat potwierdzajg ten poglad w odniesieniu
do epipodofylotoksyn i topoizomerazy Il [16,18,20]. O ile w przypadku VP-16 i
VM-26 stabilizacja ,,kompleksu rozcinalnego” jest prawdopodobnie skutkiem
efektu allosterycznego tych zwiazkow, to mechanizm dziatania interkalatorow
jest mniej poznany. Nie wiadomo, jakie znaczenie dla zaburzenia dziatania
topoizomerazy Il, ma sam proces interkalacji ligandu, a jakie ewentualne jego
oddziatywanie z biatkiem enzymu. Starsze poglady zaktadajace, ze znieksztatce-
nie przez interkalator heliksu DNA aktywuje topoizomeraze Il [3] okazaty sie
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4 4 4

Rycina 1. Schemat blokowania DNA topoizomerazy Il przez niektére leki przeciwnowotworowe.
A. Wstepny kompleks enzymu z DNA; B. Kompleks ,rozcinalny”: DNA z dwuniciowym peknie-
ciem, podjednostki enzymu zwiazane sg kowalencyjnie z koricami 5 DNA; C. Etap ,przejscia nici”:
Podjednostki enzymu rozsuwajg si¢, a przez luke miedzy nimi przechodzi ramie petli DNA;
D. Odtworzenie wigzan fosfodwuestrowych heliksu DNA; E. Utrwalenie kompleksu ,rozcinal-
nego” przez wiazace sie z biatkiem leki przeciwnowotworowe np. epipodofylotoksyny; F. Utrwalenie
kompleksu ,rozcinalnego” przez leki wigzace sie¢ z DNA np. interkalatory.

btedne. Wykazano bowiem niezaleznos¢ formowania stabilizowanego przez leki
kompleksu od stopnia superhelikalnosci [13, 17]. Trudno roztrzygnaé, czy
oddziatywanie miedzy interkalatorem a topoizomerazg Il zachodzi bezposred-
nio [19, 20], czy tez po zwiazaniu ligandu z DNA [12, 17]. Jedna z nowszych
hipotez zaktada zwigzanie interkalacyjne ligandu z fragmentem heliksu przecho-
dzacym przez szczeling miedzy jednostkami enzymu [12]. W przypadku
odpowiedniej struktury przestrzennej ligandu moze wowczas powstaé stabilny
kompleks: ligand-DNA-enzym [12]. Stabilizacja takiego kompleksu moze
zachodzi¢ przy przecietej jednej lub obu niciach. Zalezy to od wiasciwosci
sterycznego potgczenia ligand-DNA [12]. O ztozono$ci mechanizmu oddzia-
tywania lekéw przeciwnowotworowych z topoizomerazg Il Swiadczg tez poja-
wiajgce sie coraz czesciej dane o wplywie lekow na inne niz formowanie
.kompleksu rozcinalnego” etapy reakcji [16, 20, 21].

Bardzo waznym zagadnieniem w chemioterapi nowotworow jest zrozu-
mienie mechanizmu zabijania komérek nowotworowych przez lek. Dla prepa-
ratow zaburzajacych dziatanie topoizomerazy Il przyjmuje sie istnienie zwigzku
miedzy cytotoksycznos$cig lekdw, a ich zdolnoscig do stabilizacji ,,kompleksu
rozcinalnego” [19, 20, 22]. O stusznosci tego pogladu $wiadczg wyniki dos-
wiadczen przeprowadzonych z bromkiem etydyny i 0o-AMSA. Oba te stabo
cytotoksyczne interkalatory nie stabilizujg ,,kompleksu rozcinalnego” i powo-
duja bardzo nieznaczne pekanie nici DNA [9, 13, 17]. Efekt cytotoksyczny
interkalatorow stabilizujgcych ,kompleks rozcinalny” jest wielokrotnie sil-
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niejszy od efektu bromku etydyny i o-AMSA oraz jest skorelowany z czestoscig
peknie¢é DNA [9, 23, 24]. Nie wiadomo dlaczego stabilizacja ,kompleksu
rozcinalnego” przez pewne leki przeciwnowotworowe prowadzi do $mierci
komérek. Najnowsze badania wykorzystujgce linie komdrek zmutowanych
opornych na czynniki interkalacyjne oraz epipodofylotoksyny potwierdzity
posrednictwo topoizomerazy Il w cytotoksycznym dziataniu lekdw, nie wyjasni-
ty jednak do kofnca mechanizmu ich dziatania. Pommier i wsp. [25] poréwnali
ekstrakty jadrowe z komdrek chomika opornych i wrazliwych na m-AMSA,
stwierdzili dwukrotnie nizszg zawarto$¢ topoizomerazy Il w komérkach opor-
nych i mniejsza zalezno$é jej aktywnosci tngcej DNA od m-AMSA. Poniewaz
oczyszczone enzymy z obu ekstraktow miaty identyczne wiasciwosci, autorzy
wyrazili przypuszczenie, ze w chromatynie obok topoizomerazy Il znajdujg sie
dodatkowe czynniki wplywajace na ostateczny efekt dziatania leku [25]. Grupa
Rossa uzywajac innej linii opornych na interkulatory komoérek chomika doszta
do wniosku, ze przyczyng opornosci na leki mogg by¢ zmiany wiasciwosci biatka
enzymatycznego [20, 21]. Identyczny powdd opornosci zaproponowano dla
komadrek biataczki ludzkiej [26].

Innym niewyjasnionym zagadnieniem pozostaje specyficzna wobec komorek
mowotworowych cytotoksycznosé lekéw blokujacych topoizomeraze Il. Wia-
domo, ze omawiane leki majg szerokie spektrum dziatania a ich efekty
w komdrkach proliferujgcych sa silniejsze, niz w komaérkach w stacjonarnej fazie
wzrostu [27,28]. Prawdopodobnie jest to wynikiem wyraZnie nizszej zawartos$ci
topoizomerazy Il w komdrkach fazy stacjonarnej [27]. Inng mozliwg przyczyne
specyficznosci omawianych lekow wobec komorek proliferujacych sugeruja
Wojnarowski i Beerman [29]. Autorzy ci wykazali preferencyjne powstawanie
peknieé obu nici w nowo syntezowanym (nascent) DNA pod wptywem VM-26,
VP-16 i m-AMSA. Moze to sugerowac, ze najbardziej ,,narazonym” na dziatanie
lekow blokujacych topoizomeraze Il jest replikujacy DNA. Warto w tym miejscu
dodaé niedawno odkrytg zdolno$¢ m-AMSA, eliptycyny i adriamycyny do
selektywnego blokowania jednego z etapdw replikacji DNA SV-40 — rozdzie-
lania sie chromytyd siostrzanych [30]. Pewne znaczenie przypisuje sie réwniez
zaleznosci efektu cytotoksycznego od fazy cyklu komérkowego. Najnowsze
prace w tej dziedzinie wykazaty, ze zalezno$¢ ta ma ztozony, trudny do
wyjasnienia charakter, a dla pewnych linii komdérkowych nie udaje sie jej
zaobserwowac [28, 31].

W podsumowaniu nalezy stwierdzic, ze topoizomeraza Il rzeczywiscie moze
by¢ komérkowym receptorem niektérych lekéw przeciwnowotworowych, oraz
ze ich cytotoksyczne dziatanie polega na przechwytywaniu (trapping) enzymu, w
momencie gdy jest on kowalencyjnie zwigzany z peknietym heliksem DNA.
Utworzenie stabilizowanego przez lek kompleksu topoizomerazy Il w DNA
wydaje sie by¢ koniecznym warunkiem zabicia komorki nowotworowej.

Artykut otrzymano 22 sierpnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 7 marca 1988 r.
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Wykaz skrotéw: TdTaza — terminalna transferaza deoksyribonukleotydowa

l. Wstep

Wraz z postepem wiedzy i iloScia gromadzonych informacji na temat
replikacji i naprawy DNA zmienily sie poglady na sposob realizacji tych
procesow w komaorce eukariotycznej. Wiemy juz dzis, ze zarowno replikacja jak
i naprawa prowadzone sg przez wielosktadnikowe kompleksy zawierajace
skomplikowany aparat enzymatyczny i biatka nieenzymatyczne. Ciggle jednak
duze zainteresowanie towarzyszy podstawowemu elementowi tych kompleksow
a mianowicie polimerazom DNA — enzymom syntetyzujagcym DNA.

Polimerazy DNA [E.C.2.7.7.7] katalizujg reakcje syntezy DNA na drodze
polikondensacji deoksyrybonukleotydo-5'-trifosforanéw w obecnosci jednoni-
ciowej matrycy i potgczonego z nig startera. Synteza DNA rozpoczyna sie od
grupy 3'OH startera i przebiega w kierunku 5'[1]:

jednoniciowe DNAstarter-3'OH + 4 dNTP->dwuniciowe DNA + PP,.

W komorkach wyzszych eukariontow mozna wyrézni¢ trzy podstawowe
grupy polimeraz DNA:

1 Polimerazy DNA zalezne od DNA

2. Polimerazy DNA zalezne od RNA

3. Polimerazy DNA niezalezne od matrycy

Tabela 1
Stownictwo polimeraz DNA
Typ polimerazy Stara nazwa Nowa nazwa
Polimerazy DNA zalezne Cytoplazmatyczna polimeraza DNA Polimeraza DNA a
od DNA Wysokoczasteczkowa polimeraza DNA  Polimeraza a
6—8 S polimeraza
Jadrowa polimeraza DNA Polimeraza DNA P
Niskoczasteczkowa polimeraza DNA Polimeraza P
3,3 S polimeraza
Mitochondrialna polimeraza DNA Polimeraza DNA y
R-DNA polimeraza Polimeraza y
Brak Polimeraza DNA 5
Polimeraza 5
Polimerazy DNA zalezne Odwrotna transkryptaza Rewertaza
od RNA Wirusowa R-DNA polimeraza Odwrotna transkryptaza

Polimeraza DNA nieza- Terminalna dezoksynukleotydylo trans- Terminalna transferaza
lezna od matrycy feraza deoksynukleotydow
Terminalna transferaza Terminalna transferaza
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Nomenklature tych enzymdw zaproponowang w 1975 r. [2] przedstawiono
w tabeli 1.

Praca ta poswiecona jest przede wszystkim polimerazom DNA komoérek
prawidtowych wyzszych eukariontow oraz niektérym polimerazom DNA
pojawiajacym sie w komdrce po infekcji wirusami DNA lub RNA.

Il. Zmiany poziomu polimeraz DNA w komorce w zaleznosci od aktywnosci
proliferacyjnej i od cyklu zyciowego komorki

Poziom aktywnos$ci polimerazowej w komdrce zmienia sie w cyklu zyciowym
komorki. We wczesnej fazie S obserwuje sie w pierwszym rzedzie narastanie
aktywnosci polimerazy DNA y a nastepnie podgzajacy za nim wzrost aktywnosci
polimerazy DNA a. Polimeraza a osigga maksimum aktywnosci w p6znej fazie S
po czym jej poziom w fazie G2 spada do warto$ci wyjsciowej i pozostaje bez
zmian az do nastepnej fazy S. Wahania w poziomie aktywnosci polimerazy DNA
P w czasie catego cyklu komorkowego sg nieznaczne [3-7].

Jezeli przyjmiemy poziom aktywnosci polimerazowej za 100 to wzgledna
procentowa zawarto$¢ aktywnosci polimeraz DNA a, p i y w komérkach
dzielgcych sie wynosi odpowiednio 80—90%, 10—20% i 1—2% a w komérkach
spoczynkowych 0—50%), 50— 100% i 1—2% [8,9]. Nalezy jednak pamietac, ze
bezwzgledna ilos¢ aktywnosci polimerazowej (gtownie polimeraza DNA a) w
komorkach dzielgcych sie jest kilka do kilkunastu razy wieksza niz w komarkach
spoczynkowych [10-18].

I11. Wystepowanie polimeraz DNA w komdrce

Usytuowanie materiatu genetycznego komérki wjadrze i mitochondrium (a
w komérkach roslinnych dodatkowo w chloroplascie) sugerowato obecnos¢
polimeraz w obrebie tych organelli komérkowych. Tymczasem wyniki wcze-
snych prac byly bardzo niejednoznaczne. Znaczna cze$¢ autorow znajdowata
polimeraze DNA a w cytoplazmie [14,19—23], natomiast polimeraze DNA pw
jadrze [19, 24, 25]. Zastosowanie w poOzniejszych latach innych technik
izolowania organelli komo6rkowych wskazywato na obecnos$¢ obu polimeraz w
jadrze komoérkowym [26—32].

Prawdziwy przetom przyniosto zastosowanie metod immunochemicznych.
Stosujac przeciwciato poliklonalne wykazano obecno$¢ polimerazy DNA o
gtéwnie w jadrze lecz réwniez i w cytoplazmie [33]. W 1982 r. w laboratorium
Korna wytworzono pierwsze przeciwciata monoklonalne przeciwko oczyszczo-
nej do stanu homogennego polimerazie DNA a komoérek KB [34]. Stosujac te
przeciwciata stwierdzono, ze w komdrkach W138, BeWo i KB 95% enzymu
znajduje sie w jadrze przez caly cykl komoérkowy. Jedynie w trakcie mitozy
wykazano jego obecnos¢ w cytoplazmie [35]. Doktadniejsze badania struktury
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jadra wykazaly, ze polimeraza DNA a wystepuje w peryferyjnie ulokowanych
skupiskach skondensowanej chromatyny na obwodzie jadra [35]. Podobne
wyniki uzyskano w dwu innych laboratoriach [36—38].

Stosujagc wiekszos¢ znanych technik frakcjonowania komérki wykazano
obecno$¢ polimerazy DNA Pwijgdrze komérkowym [19,24—26,39]. Enzym ten
zwigzany jest z chromatyng [31—40] co potwierdzity réwniez badania immuno-
chemiczne [36]. Podobnie do polimerazy a sugeruje sie przynajmniej chwilowg
obecnos$é polimerazy @w cytoplazmie w czasie mitozy [41, 42].

Polimeraza DNA y odnajdywana jest wjgdrze komorkowym, cytoplazmie i
mitochondrium, a w komdrkach roslinnych takze w chloroplascie [43]. Wydaje
sie, ze enzym ten jest transportowany z cytoplazmy do organelli komorkowych.

IV. Struktura polimeraz DNA

1V-1. Polimeraza DNA a

W 1960 r. Bollum opisat izolowany z grasicy cielecej enzym, ktéry wykazywat
aktywnos$¢ polimerazowga [44]. Poczatkowo nazywano go cytoplazamatyczng
lub wielkoczasteczkowg polimerazg DNA a pdzniej polimeraza DNA a
Dotychczas enzym ten wyizolowano z wielu réznych Zrodet [11,12,16,17,19,45,
46].

Oczyszczanie i badanie molekularnej budowy polimerazy DNA a natrafia
na szereg trudnos$ci natury technicznej. Enzym wykazywat ogromng heterogen-
no$¢, a oznaczana metodg wirowania w gradiencie sacharozy lub glicerolu
jego stata sedymentacji wynosita 6—8 S [8, 9, 16, 17]. Podobne rozbieznosci
obserwowano przy wyznaczaniu ciezaru czasteczkowego5 przez saczenie mole-
kularne lub elektroforeze. C.cz. wyznaczony w preparacie polimerazy a z
komorek MOPC-104E wynosit 190000, a z grasicy cielecej 150000 [8, 12, 45].
Porownanie promienia czesteczki z ciezarem czasteczkowym wyznaczonym
metodg wirowania oraz zachowaniem sie enzymu podczas saczenia przez
Sephadex wskazuje na niesferyczny ksztalt czgsteczki polimerazy DNA a (18).

Elektroforeza preparatu polimerazy a na denaturujagcym zelu poliakryloa-
midowym wskazywata na podjednostkowg budowe enzymu. Podobnie jednak
jak w przypadku catego polipeptydu uzyskiwano rézne dane o wielkoSci
podjednostek; 47000 i 50000 w przypadku enzymu izolowanego z komodrek
MOPC-104E [45], 54000 i 60000 w przypadku enzymu izolowanego z
regenerujacej watroby [17], 60000 w przypadku enzymu z grasicy cielecej [8,12]
oraz 66 000 i 76000 w przypadku enzymu zkomdrek KB [16]. W 1981 r. Wilson i
wsp. badajac mape trypsynowa polimerazy DNA a i zestawiajac jg z mapa
trypsynowg podjednostek sugerowali, ze obserwowane na zelu podjednostki
powstajg wskutek proteolitycznego naciecia polipeptydu o c.cz. okoto 140000
[47].

§poréwnaj odnosnik na str. 245.
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Inng technike pozwalajagcg na badanie budowy polimeraz DNA opracowat
Spanos i wsp. [48]. Technika ta pozwala na oznaczenie aktywno$ci enzymaty-
cznej polimeraz DNA po elektroforezie w warunkach denaturujgcych. Niezale-
znie od zrddia z ktérego byta izolowana polimeraza a obserwowano pasmo
aktywnosci enzymatycznej odpowiadajgce ciezarowi czgsteczkowemu 125000.

Zastosowanie techniki przeciwciat monoklonalnych do badania budowy
enzymu pozwolito na stwierdzenie, ze w wiekszosci badanych preparatow
polimerazy DNA wystepuje polipeptyd o cigzarze czasteczkowym okoto 190000
[49]. Polipeptyd ten zawiera bardzo silnie skompleksowane dwie aktywnosci
enzymatyczne: polimeraze DNA a (c.cz. 120000) i tzw. primaze (c.cz. 47000).
Primazajest polimerazag RNA majaca zdolno$¢ do budowania krétkich fragmen-
tbw RNA startera [51—58]. Dalsze badania wykazaty, ze kompleks ten jest
czescig wiekszego kompleksu enzymatycznego zwanego holoenzymem polime-
razy a kompleksem replikacyjnym lub w skrocie replikoza. W skiad kompleksu
replikacyjnego wchodzg prawdopodobnie nastepujgce aktywnosci enzymatycz-
ne: topoizomeraza DNA Il—enzym zdolny do rozwijania superhelikalnie
zwinietego DNA [59], helikaza DNA Il —enzym rozwijajacy helise DNA [60],
aktywno$¢ wigzaca hipotetyczng czasteczke-starter Ap4A§ [61], aktywnos$¢
egzonukleazy 3'—5'i 5'—»3' [51] oraz caty szereg innych biatek o stabo poznanej
funkcji. Skad replikaz izolowanych z réznych zrddet jest zadziwiajagco podobny
[53, 58, 62]. Jedna z najlepiej scharakteryzowanych jest replikaza izolowana z
komdrek muszki owocowej. Zawiera ona polipeptydy: a— o c.cz. 182000, p— o
c.cz. 60000, y— o c.cz. 50000 oraz polipeptyd o c.cz. 73000, ktdry zachowuje sie
przy rozdziale chromatograficznym tak samo jak pierwsze trzy ale antygenowo
niejest im pokrewny” [58]. Podjednostka a ma aktywno$¢ polimerazy DNA a a
podjednostki p iy wptywaja na zwiekszenie zdolno$ci polimerazy a do syntezy
DNA bez oddysocjowania od matrycy (ang. processivity).

Z przedstawionych powyzej danych wytania sie pewien og6lny obraz budowy
kompleksu replikacyjnego. Podstawowym jego elementem jest tzw. kompleks
rdzeniowy, ktéry ma aktywnos$¢ polimerazy a i primazy. Ciezar czasteczkowy
kompleksu rdzeniowego jest wiekszy niz 120000 a prawdopodobnie réwny
180000— 190000. Polipeptydy o ciezarach czgsteczkowych mniejszych niz
120000 a wiekszych niz 50000 prawdopodobnie powstajg wskutek proteolity-
cznej degradacji kompleksu rdzeniowego. Polipeptyd o ciezarze czasteczkowym
okoto 120000 jest prawdopodobnie odpowiednikiem kompleksu rdzeniowego
pozbawionego aktywnosci primazy. W skad kompleksu replikacyjnego wchodzi
okoto 10—15 biatek, z ktérych oprécz kompleksu rdzeniowego, ktdrego

8Ap4A — diadenozyno 5'5"' —P 1—P4 — tetrafosforan. Zwigzek uwazany za wewnatrzkomor-
kowga molekute sygnatowa. Wg hipotezy niektérych autoréw narastanie ilosci Ap4A w fazie G1 do
krytycznego poziomu (~ 1|iM) powoduje zainicjowanie syntezy DNA i przejscie komérki z fazy G 1
do fazy S. Uwaza sie, ze syntezy Ap4A jest uzalezniona od wewngatrzkomdérkowego poziomu ATP.

"Wszelkie podobienstwo oznaczen stosowanych przez autoréw do nomenklatury polimeraz
DNA jest catkowicie przypadkowe.
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obecnos$¢ stwierdzono ponad wszelkg watpliwo$é, obecnos¢ pozostatych aktyw-
nosci enzymatycznych, jak np. topoizomerazy IlI, ATPazy oraz biatek nie-
enzymatycznych takich jak biatka wigzace jedno lub dwuniciowe DNA, nie jest
jeszcze w peini udokumentowana.

Istniejg rowniez pewne dane wskazujace na potranslacyjng modyfikacje
polimerazy DNA a. Polipeptyd rdzeniowy ulega glikozylacji [63, 64] i fosfo-
rylacji [65]. StopieA ufosforylowania polipeptydu rdzeniowego reguluje ak-
tywno$¢ enzymatyczng polimerazy DNA a. Zarowno fosforylacja jak i gliko-
zylacja moga byé prawdopodobng przyczyng obserwowanej heterogennosci
polipeptydu rdzeniowego.

IV-2. Polimeraza DNA p

W 1971 r. Weissbach i wsp. opisali niskoczgsteczkowg polimeraze DNA
wyizolowang zjagder komorek HelLa[ 19]. W tym samym czasie opisano podob-
ny enzym izolowany z jader komorek watroby szczura [66]. Enzym ten
nazywany pézniej polimerazag DNA |3 wyizolowano jak dotychczas z wielu
zrodet [18—20, 67— 70]. Obecnosci tego enzymu nie stwierdzono u pierwot-
niakéw, wyzszych roslin i grzybéw [71—73] i w zarodkach owadzich [49, 88].
Chociaz, jak juz wspomniano, ilo$¢ polimerazy DNA @w jadrze jest znacznie
mniejsza niz ilos¢ polimeiazy DNA a, jej oczyszczanie nie byto kiopotliwe.
Wyizolowany zjagder komorkowych enzym ma ciezar czgsteczkowy okoto 40 000
[70, 74, 75]. Ciezary czasteczkowe okre$lane metodg saczenia przez Sephadex i
wirowania w gradiencie sacharozowym sg podobne, co wskazuje na sferyczny
ksztatt czasteczki enzymu.

Analiza podjednostkowej budowy enzymu zaréwno na zelu poliakrylo-
amidowym jak i metodg badania aktywnosci na Zzelu denaturujgcym wskazy-
wata, ze enzym zbudowany jest z pojedynczego taficucha polipeptydowego o
ciezarze czasteczkowym okoto 40000 [75, 76]. Mapa trypsynowa homogennej
polimerazy P kurczecia i szczura wykazywata bardzo duzg homologie frag-
mentdw peptydowych wskazujgc na duzg ewolucyjng stato$¢ biatka enzy-
matycznego [74]. Potwierdzono to stosujac monospecyficzne przeciwciato
przeciwko homogennej potymerazie DNA P i wykazujgc reakcje krzyzowg z
polimerazami DNA /2 innych kregowcow [72, 77, 78].

Osobnego omoOwienia wymaga polimeraza DNA P izolowana z komdrek
watrobiaka NovikofTa [69, 79, 80]. Enzym ten ma cigzar czgsteczkowy 32000.
Tworzy on kompleks w stosunku 1.1 z egzonukleaza zwang DNazag V,
hydrolizujgcg dwuniciowy DNA w obu kierunkach 3'—6' i 5'—3' [80]. Ponadto
z ekstraktu watrobiaka NovikofFa wydzielono pie¢ chromatograficznie réznych
frakcji o aktywnos$ciach ATPazowych. Jedna z nich, nazwana ATPazg IllI,
oczyszczona zostata do stanu homogennosci [81]. Enzym ten jest dimerem
podjednostki o ciezarze czasteczkowym 65000. Nie posiada on aktywnosci
topoizomerazy DNA 1l i helikazy. Za to swoiscie stymuluje polimeraze DNA p.
Stymulacja ta jest nawet wieksza w obecnosci biatka wigzacego swoiscie
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jednoniciowy DNA [81, 82]. Podobng aktywno$¢ ATPazy opisali Boxer i Korn
[83], cho¢ w tym przypadku stymulowata ona obie polimerazy DNA a i @

Podsumowujac wydaje sie wielce prawdopodobne, ze podobnie jak w
przypadku polimerazy DNA a, istnieje w komorce wielosktadnikowy kompleks
naprawczy, zawierajacy oprécz polimerazy DNA (Begzonukleaze 3'—=5'i5'-* 3,
ATPaze Ill, biatka wigzace sie zjedno i dwuniciowym DNA [80, 83—86] i inne
blizej nieznane skiadniki.

IV-3. Polimeraza DNA y

W 1968 r. wyizolowano z frakcji mitochondrialnej enzym nazwany po-
czatkowo polimeraza DNA mitochondrialng [87]. Proby jego oczyszczenia nie
doprowadzity jednak do otrzymania homogennego preparatu [88,89]. W 1973 .
opisano nowa izolowang z frakcji jadrowej polimeraze DNA, ktéra nazwano
polimerazag DNA y [90]. Cechg szczeg6lng tego enzymu byta zdolnos$é do
syntezy z duzg wydajno$cig na matrycy poli(A)oligo(dT)12_18. Ze wzgledu na
te szczeg6lng wiasnos¢ enzym nazwano réwniez komorkowg R-DNA polimera-
za. W 1977 r doniesiono prawie jednoczesnie, ze polimeraza DNA yjest tozsama
z enzymem izolowanym z mitochondrium [91—93]. Polimeraze DNA vy
wyizolowano z wielu réznych zrodet [94—98].

Badania strukturalne nad prawie homogennym praparatem polimerazy
DNA vy izolowanym z embrionéw kurczecia wykazaty, ze jego ciezar czastecz-
kowy wynosi 180000. Enzym jest tetramerem podjednostki o c.cz. 47000.
Aktywnos¢ katalityczng wykazuje zar6wno monomer, dimer jak i petna
tetrameryczna forma enzymu [97]. Inny wysokooczyszczony preparat polimera-
zy DNA yizolowany z zarodkéw muszki owocowej, ma dwa polipeptydy;jeden o
cigzarze 125000 wykazujgcy aktywno$¢ polimeryzujgcg i drugi o c.cz. 35000 bez
aktywnosci enzymatycznej. Stata sedymentacji tego enzymu wynosi 7,6 S, co
odpowiada ciezarowi czgsteczkowemu 180000 i wydaje sie sugerowac, ze biatko
35000 jest zasocjowane z podjednostka katalityczng [98]. Stosunkowo niski
ciezar czasteczkowy polimerazy DNA vy jelita cienkiego krolika (105000) moze
by¢ wynikiem rozpadu multimerycznej formy enzymu do formy dimerycznej
[96]. Podobny, niski ciezar czasteczkowy obserwowano dla preparatow polime-
razy DNA vy izolowanych z komorek HelLa[94] i ludzkich limfocytéw [95].
Jeszcze nizszy ciezar czasteczkowy stwierdzono dla enzymu z komdérek watroby
szczura. Oznaczony metodg wirowania ciezar czasteczkowy wynosit 60000 [91].
By¢ moze w tym przypadku obserwowano aktywnos$¢ formy monomeryczne;j.

IV-4. Polimeraza DNA 6

W 1976 r. Byrns i wsp. opisali zalezng od DNA polimeraze wyizolowang ze
szpiku kostnego krdélika [99, 100]. Enzym ten, nazwany polimeraza DNA 8,
odrdzniat sie od wszystkich znanych dotychczas polimeraz DNA posiadaniem
dodatkowej aktywnosci egzonukleolitycznej 3'->5'. Poczatkowo sadzono, ze
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enzym ten wystepuje jedynie w szpiku kostnym. P6zZniej jednak, wraz z
dopracowaniem techniki oczyszczania tego enzymu znaleziono go w komorkach
szpiczaka mysiego i grasicy cielecej. lzolowany ze szpiku kostnego krolika
enzym, oczyszczony do stanu homogennego okazat sie pojedynczym polipepty-
dem o ciezarze czasteczkowym 122 000 [103]. Polimeraza DNA 5wyizolowana z
komorek szpiczaka miata ciezar czasteczkowy 190000, a na denaturujagcym zelu
poliakryloamidowym obserwowano polipeptydy (podjednostki lub produkty
proteolizy) o ciezarach czasteczkowych 48000 i 52000. Enzym izolowany
z grasicy cielecej miat c.cz. 152000, a na zelu denaturujacym obserwowano
polipeptydy 49000 i 60000. W 1986 r. opisano izolowane z grasicy cielecej dwa
typy polimerazy DNA 8 wykazujace dodatkowo aktywnos$¢ primazy. Polime-
raza 8 1ma cigzar czasteczkowy 240 000 a polimeraza 8 11 c.cz. 290 000 (104). Oba
enzymy byly stymulowane przez wysokie stezenia ATP [105]. Rowniez z grasicy
cielecej wyizolowano biatko specyficznie stymulujace polimeraze 8 [106]. Biatko
to, zidentyfikowane jako cyklina, bierze udziat w blizej niesprecyzowany sposéb
w syntezie DNA [107—109].

Ciezary czasteczkowe roznych form molekularnych polimeraz DNA

Nazwa Ciezar czasteczkowy polimerazy DNA
FORMY a P v 8
Holoenzym ~ 500000 nieznany nieznany nieznany
Kompleks rdzeniowy 190000 nieznany nieznany 190000
Polipeptyd aktywny
katalitycznie 120000 40000 180000 120000
Podjednostka Brak nie ma 47000 brak
ostatecznych danych
danych

Polimeraza DNA 8 wykazuje ogromne podobiefAstwo w swojej chara-

kterystyce biochemicznej do polimerazy DNA a. Oba enzymy posiadajg:
i. wysoki zblizony do siebie ciezar czasteczkowy,

ii. stowarzyszong aktywnos$¢ primazy,

iii. podobng wrazliwo$é na inhibitory zwyjatkiem p-n-butylo-fenylo-dGTP
(BuPdGTP), jedynego analogu nukleotydowego roznicujgcego te dwa enzymy
[110],

iiii. podobng zdolnosé do przytgczania deoksynukleotydéw bez oddysocjo-
wywania od nici matrycy (ang. processiuity).

Wydaje sie zatem prawdopodobne, ze moga one powstawaé z tego samego
kompleksu enzymatycznego, od ktérego, w trakcie procedur oczyszczania na
skutek np. proteolizy aktywnos$¢ egzonukleolityczna zostaje odszczepiona. Fakt,
ze polimeraza DNA 8 stanowi w pewnych warukach 30—40% catkowitej
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aktywnosci polimeryzujgcej w komdrce grasiczej [104, 105] wydaje sie po-
twierdzaé taka hipoteze.

IV-5. Terminalna transferaza deoksyrybonukleotydylowa (TdTaza)

Terminalna transferaza (2.7.7.31) wystepuje w komérkach grasicy i grasiczo-
zaleznych [111,112]. Jej obecnos¢ stwierdzono réwniez w szpiku kostnym [113],
komorkach linii Molt 4 [114] oraz w komorkach réznych biataczek [115,116].
Ta szczeg6lna polimeraza DNA nie wymaga obecnosci matrycy i syntetyzuje
DNA przez dotgczanie reszt deoksyrybonukleotydylowych do grupy 3'OH
startera wg nastepujgcej reakcji:

(starter) —3'OH + ndNTP ->starter(dNMP),, + nPP,

Enzym ten moze syntetyzowac tancuch polideoksyrybonukleotydowy w obe-
cnosci zaréwno jednego (homopolimer), jak i w obecnosci dwdch, trzech i
czterech deoksynukleotydéw (heteropolimery).

Terminalna transferaza wydzielona z ludzkich i mysich komdrek limfo-
blastycznych ma ciezar czasteczkowy 58000—60000 [117]. Podobny ciezar
czagsteczkowy enzymu obserwowano w homogenatach grasic: cielecej, szczurzej,
mysiej, kociej i kurczecia [118]. Tymczasem dalsze oczyszczanie enzymu do
stanu homogennego prowadzi do otrzymania preparatow o ciezarze czastecz-
kowym 32000. W czasie elektroferezy na zelu poliakryloamidowym w warun-
kach denaturujgcych polipeptyd ten rozdziela sie na dwa o c.cz. odpowiednio
26000 i 8000. Polipeptyd 26000 wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng [119].
Badania strukturalne wykazaty jednak, ze polipeptydy 32 000,26 000i 8000, jak i
obserwowane w homogenatach grasiczych polipeptydy 44 000 i 42 000 powstaja
w wyniku proteolitycznej degradacji polipeptydu 58000 [118, 120].

1V-6. Polimerazy DNA komérek roslinnych

Chociaz pierwsze proby oczyszczania polimeraz DNA komérek roslinnych
pochodzg z potowy lat siedemdziesigtych [121— 124] ich charakterystyka ciggle
jeszcze jest we wstepnej fazie. Czesciowo oczyszczone preparaty otrzymano z
kietkéw pszenicy [121], szpinaku (Spinacia oleacea) [124— 126], grochu (Pisum
sativum) [127], narosli guzowatej ro$lin (ang. crown gall tumor) [123] iinnych. W
przebadanym dotychczas materiale roslinnym wykryto obecno$¢ polimeraz
DNA typu a iy [121—126]. Obecnos¢ polimerazy DNA P w jadrach komoérek
roslinnych stwierdzajg tylko niektorzy autorzy [128, 129].

IV-7. Wirusowe polimerazy DNA

IV-7.1. Polimerazy wirusow DNA

Mate wirusy takie jak Polyoma lub SV40 nie majg wiasnej polimerazy DNA.
Korzystaja one z systemu replikacyjnego komorki gospodarza [130]. Ich
whniknieciu do komorki towarzyszy wzrost poziomu komérkowych polimeraz
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DNA [131]. Infekcji komérki przez wieksze wirusy takie jak adenowirus, wirus
opryszczki (Herpes Simplex Virus— HSV), czy wirus ospy towarzyszy poja-
wienie sie nowej polimerazy DNA, niezaleznie od wzrostu aktywnosci komar-
kowych polimeraz DNA wywotanych infekcjg [8].

W 1966 r. Keir i wsp. opisali nowag polimeraze DNA pojawiajacg sie w
komorkach zainfekowanych wirusem opryszczki typu 1 (HSV 1) [132]. Czes-
ciowo oczyszczony enzym miat ciezar czgsteczkowy 180000—200000 [133].
Podobny ciezar czasteczkowy miat enzym oczyszczony z komorek zainfekowa-
nych wirusem typu 2 (HSV 2) [131]. Dalsze badania wykazaty, ze polimeraza
DNA wirusa opryszczki jest pojedynczym polipeptydem o ciezarze czastecz-
kowym 150000 [134,135]. Enzym jest dodatkowo zasocjowany zdwoma innymi
polipeptydami o c.cz. 7400029 000, ktérych funkcjajest nieznana. Podobnie jak
polimeraza 5 polimeraza wirusa HSV ma aktywno$¢ egzonukleolityczng 3'->5'
[134],

Polimeraza izolowana z komérek zainfekowanych wirusem ospy jest réwniez
pojedynczym polipeptydem o ciezarze czasteczkowym 110000-115000 [136,
137]. Enzym ma réwniez aktywnos$é egonukleolityczng 3' ->5' [136].

Polimerazy wirusow DNA maja charakterystyke biochemiczng podobng do
polimeraz komérkowych. Réznig sie od nich gtownie tym, ze sg stymulowane
przez sole w bardzo wysokim stezeniu [131].

IV-7.2. Polimeryazy wiruséw RNA

Infekcji wirusem RNA (retrowirusem) komorki zwierzecej towarzyszy poja-
wienie sie polimerazy DNA zaleznej od RNA. Enzym ten nazywany jest
odwrotng transkryptaza lub rewertazg. Jego budowa jest dosy¢ skomplikowana.
Odwrotna transkryptaza wirusa AM V zbudowana jest zdwdch podjednostek a i
B o ciezarach czasteczkowych odpowiednio 65000 i 95000. Aktywna forma
enzymu powstaje z dwdch podjednostek B. Odszczepiony od jednego z tancu-
chow R silnie ufosforylowany fragment B ma ciezar czasteczkowy 32000 i
wykazuje aktywno$¢ endonukleazy. Powstata po odszczepieniu fragmentu B
podjednostka a ma dwie aktywnosci: polimerazy DNA i rybonukleazy H.
Diugotrwata proteoliza podjednostki a prowadzi do powstania tzw. fragmentu A
0 ciezarze czasteczkowym 24000, ktory ma jedynie aktywnos$é rybonukleazy H.
Dla maksymalnej aktywnosci odwrotnej transkryptazy AMV konieczny jest
kompleks podjednostki a i B, chociaz sama podjednostka 8 ma roéwniez
aktywnos¢ enzymu [1, 138].

Odwrotna transkryptaza izolowana z komdrek mysich zainfekowanych
wirusem MLV zbudowana jest z pojedynczej podjednostki o ciezarze czgsteczko-
wym 80000 majacej aktywnos$¢ polimerazy DNA i RNazy H [138, 139].
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V. Funkcja biologiczna polimeraz DNA

Obecno$¢ w prawidtowej komdrce ssaka réznych polimeraz DNA nasuwa
pytanie z ktorym procesem biologicznym: replikacjgjadrowego DNA, replikacjg
mitochondrialnegb DNA i naprawg DNA zwigzane jest dziatanie poszczegol-
nych enzyméw. W przeciwienstwie do komérek prokariotycznych, gdzie do-
stepnos$é mutantdw polimeraz DNA pozwolita na ustalenie ich fizjologicznej roli
[140, 141], w komérkach wyzszych eukariontow opisano dotychczas jednego
temperaturo-zaleznego mutanta polimerazy DNA a [142]. Wnioski dotyczace
funkcji polimeraz DNA komorek eukariotycznych muszag wiec by¢ wyciggane
z badan posrednich.

Wysoka aktywno$¢ polimeraz DNAa i y w komorce proliferujgcej
w poréwnaniu z komorka spoczynkowa [8, 9] oraz wzrost poziomu tych
enzymow w fazie S cyklu zyciowego komdarki [4, 6] sktaniajg do postawienia
hipotezy o udziale polimerazy DNA a w replikacji jadrowego DNA. Hipoteze te
potwierdzajg nastepujace fakty eksperymentalne. Po pierwsze synteza replika-
cyjna jest hamowana prawie w 100% przez specyficzny inhibitor polimerazy
DNA a — afidikoline [143]. Po drugie polimeraza a jako jedyna z komérkowych
polimeraz DNA wykazuje zdolno$¢ do przedtuzania RNA startera [144]. Uwaza
sie, ze taki starter, budowany in vivo przez primaze, enzym silnie zasocjowany
z polimerazg & w tzw. kompleksie rdzeniowym, inicjuje synteze fragmentu
Okazaki [1], Po trzecie wykazano, ze replikujgce chromosomy matych wirusow
DNA zawierajg zasocjowang z nimi komorkowa polimeraze DNA a [145— 148].
W przypadku wirusa SV40 polimeraza a stanowi 95% [146], a w przypadku
adenowirusa 2 jedynie 50% [149] catkowitej aktywnosci polimeraz obecnych
w kompleksie replikacyjnym.

Rowniez badania immunochemiczne dostarczajg faktow przemawiajgcych
na korzys¢ hipotezy o replikacyjnej funkcji polimerazy DNA a. Mikroiniekcja
przeciwciat monoklonalnych przeciwko polimerazie DNA a do jagdra komarki
powoduje zahamowanie syntezy replikacyjnej. Jednoczesne wprowadzenie in-
nych kontrolnych przeciwciat monoklonalnych nie wptywa na poziom syntezy
DNA [150, 151].

Ostatnio jednak pojawity sie doniesienia o mozliwej roli polimerazy 8
w replikacji DNA i ewentualnej kooperacji polimeraz a i 5. Dane te wymagaja

jednak dalszego potwierdzenia [108, 109].

Obecno$é polimerazy DNAY w jadrze komérkowym stanowi do dzi$ nie
wyjasniony problem. Enzym ten lokalizowany jest ponadto w mitochondrium

i chloroplascie [91, 93, 125, 127, 152]. Replikacja DNA mitochondrialnego
przebiega wedtug mechanizmu przemieszczajgcej sie petli [1]. Synteza rozpo-
czyna sie od utworzenia w punkcie startu (ang. origin) petli (ang. D-loop).
Nastepnie odpowiednia polimeraza katalizuje synteze nowopowstajgcego poli-
nukleotydu na matrycy DNA, jednocze$nie powodujgc przemieszczanie sie petli
przez odsuwanie niereplikowanej nici. Replikacja przebiega w sposéb ciggty az
do powielenia znacznej czeSci genomu. Wowczas nastepuje niezalezna replikacja
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drugiej nici. Badania nad mechanizmem dziatania polimerazy DNA y wykazaty,
ze enzym ten ma zdolno$¢ syntezy bardzo dtugich fragmentéw DNA (nawet do
4000 nukleotydéw) [153]. Zdolno$¢ katalizowania syntezy bez oddysocjowy-
wania od matrycy jest szczeg6lng cechg polimerazy y. Dla poréwnania
polimerazy a i P zwykle syntetyzujg odcinki od kilku do kilktiset nukleotyddw.
W Swietle powyzszych danych wydaje sie, ze udzial polimerazy DNAy
w replikacji mitochondrialnego i chloroplastowego DNA nie podlega dyskusji.
Pozostaje jednak ciggle kwestia roli tego enzymu w jadrze komorkowym.
Obecnos$¢ polimerazy y w replikujagcych chromosomach wiruséw SV40
i adenowirus 2 wydaje sie wskazywac¢ na udziat w replikacji wirusowego DNA.
Zaréwno DNA wirusowy jak i DNA w organellach komérkowych sg w postaci
kotowego DNA. Mozna wiec zaryzykowaé hipoteze, ze polimeraza DNAYy
katalizuje replikacje pozachromosomalnych kotowych DNA, niezaleznie od tego
czy sg one zlokalizowane w jadrze czy w organellach komorkowych.

Brak wyraznych rdéznic w zawartosci polimerazy DNA P w komorce
spoczynkowej i proliferujacej, a takze w miare staty poziom podczas cyklu
zyciowego komorki [3—7] sugerowat udziat tego enzymu w naprawie DNA.
W limfocytach stymulowanych fitohemaglutyning wykazano, ze najwyzszy
poziom polimerazy P przypada na okres maksymalnej zdolnosci do syntezy
naprawczej i minimalnej zdolnosSci do syntezy replikacyjnej [7]. Rowniez
w jadrach neuronéw 60-dniowych szczuréw pobudzonych do syntezy napraw-
czej promieniowaniem ultrafioletowym stwierdzono obecno$¢ jedynie polime-
razy DNA p [154].

W Swietle powyzszych danych pod koniec lat siedemdziesigtych rysowat sie
dosyé klarowny schemat funkcji biologicznej polimeraz DNA. Polimeraza a
uznana zostata za enzym uczestniczacy w replikacji jadrowego DNA, polimera-
za P uznana zostata za enzym uczestniczacy w naprawie DNA a polimeraza y za
enzym odpowiedzialny za synteze DNA w mitochondrium i chloroplascie.
Jednak dalsze badania z lat osiemdziesigtych, gtéwnie z zastosowaniem specy-
ficznych inhibitoréw polimeraz DNA wykazaty, ze w syntezie naprawczej moga
uczestniczy¢ polimerazy DNA a i p. O tym ktdry z enzyméw zsyntetyzuje
nowopostajgce DNA decyduje rodzaj czynnika uszkadzajgcego i typ uszko-
dzenia [155— 159]. Sugeruje sie nawet, ze w naprawie DNA moga uczestniczy¢
obie polimerazy, dziatajagc jedna po drugiej [156]. Ta sugestia znajduje pewne
oparcie w danych doswiadczalnych dotyczacych zdolnosci do katalizowania
syntezy naprawczej DNA zawierajgcego przerwy i naciecia w strukturze
dwupasmowej. Wykazano w nich, ze reakcje syntezy naprawczej mogg podjaé
obie polimerazy DNA a i P w przypadku, gdy wielkos¢ przerwy przekracza
30 nukleotydow [46]. Gdy przerwa w DNA jest mniejsza lub gdy DNA zawiera
jedynie naciecie w pojedynczej nici, synteze naprawczg jest w stanie podjac
jedynie polimeraza DNA P [160— 164]. Ponadto ustalono, ze synteza prowa-
dzona przez polimeraze DNA P na matrycy zawierajagcej matg przerwe nie
konczy sie po jej wypetnieniu, lecz biegnie dalej po odsunieciu nici nierepliko-
wanej (ang. displacement mechanism). Nowopowstaty produkt jest znacznie
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dluzszy od przerwy w matrycy ijest komplementarny do nici matrycy poza
przerwa [165]. Podobng zdolno$¢ polimerazy (3obserwowano, gdy matrycg byt
DNA naciety przez apurynowg endonukleaze Il z komorek Hela, powodujacg
powstanie w DNA przerwy jednonukleotydowej [83]. Dodanie DNazyV
bedacej egzonukleazg 3'-+5' i 5'->3" (patrz powyzej) specyficzng dla dwunicio-
wego DNA, znacznie zwiekszylo te synteze i upodobniato jag do syntezy
z przesuwaniem naciecia (ang. nick translation) charakterystycznej dla polime-
razy | komorek E. coli — enzymu o znanej reperacyjnej funkcji w komarkach
prokariotycznych [84].

Na zakonczenie warto wspomnie¢ jeszcze o pracach badajgcych wiernosé
kopiowania matrycy przez polimerazy DNA. W oparciu o te badania ustalono,
ze enzymy biorgce udziat w replikacji cechuje wyzsza wierno$¢ kopiowania.
Najwyzsza jest ona tam gdzie brak jest systemu naprawczego (mitochondrium,
chloroplast). Zdziwienie budzi jedynie fakt, ze polimeraze (3uznawang za jeden
z enzymOw naprawczych cechuje bardzo niska wierno$¢ kopiowania. Aie tez
trzeba pamieta¢, ze synteza naprawcza obejmuje stosunkowo niewielkie frag-
menty DNA w poréwnaniu z replikacjg, a wiec mozliwo$é popetnienia pomyi#ki
jest wielokrotnie mniejsza [166, 167].

Tabela 3
Biatka biorgce udziat w tworzeniu kompleksu replikacyjnego i naprawczego
Biatka kooperujace z aktywnoscia Polimeraza DNA
polimeryzujacag a p y 5
Primaza + bd +
Egzonukleaza 5' -»3' + + bd -
Egzonukleaza 3'-* 5' + + bd
ATPaza + + bd
Topoizomeraza DNA + bd bd bd
Helikaza DNA + bd bd bd
Biatko stabilizujace jednoniciowe DNA + + bd bd
Biatko stabilizujgce jednoniciowe i dwu-
niciowe DNA + + bd bd
Aktywnos$¢ wigzaca molekute Ap4A + - - bd

H----stwierdzono obecno$¢ przynajmniej w jednym z badanych komplekséw
------ brak obecnosci
bd — brak danych

VI. Klonowanie genéw polimeraz DNA

Jednym z najbardziej obiecujacych podejs¢ do badan nad biologia moleku-
larng polimeraz DNA jest wykorzystanie technik rekombinacyjnego DNA.
Pozwalajg one na wyizolowanie genu polimerazy, poznanie jego struktury,
a nastepnie otrzymanie wiekszych ilosci homogennego preparatu enzymatycz-
nego w okreslonym systemie ekspresji genu.
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Prace nad sklonowaniem genéw polimeraz DNA rozpoczely sie we wczes-
nych latach osiemdziesigtych. Izolowane z komdrek eukariotycznych poli(A) +
RNA przeprowadzano przy pomocy odwrotnej transkryptazy w cDNA. To
DNA rekombinowano z DNA bakteriofaga X szczep gt 11. W szczepie tym
zrekombinowane DNA ulega ekspresji. Tak otrzymanag biblioteke genéw mozna
wiec przeszukiwac stosujgc odpowiednie przeciwciato. Przeszukujac biblioteke
gendw otrzymang z ludzkich komdrek limfoblastycznych przy pomocy przeciw-
ciata przeciwko terminalnej transferazie deoksynukleotydéw znaleziono klon
bakteryjny w ktérym ekspresji ulegat gen TdTazy (2100 pz) [168]. Rekombinacja
cDNA kodujacego petng sekwencje enzymu z plazmidem pUC 19, a nastepnie
transformacja komorek E. coli tak otrzymanym rekombinacyjnym DNA,
pozwolita na otrzymanie tzw. rekombinacyjnej terminalnej transferazy [169].
Dalsze badania nad tym enzymem sg w toku.

Przeszukujac biblioteke gendw otrzymang z cDNA moézgu nowonarodzo-
nych szczuréw w Xgt 11 przy pomocy poliklonalnego przeciwciata przeciwko
polimerazie DNA ji znaleziono klon bakteryjny w ktérym ekspresji ulegat gen
polimerazy DNA j3 [170]. Zrekombinowany cDNA liczyt 1197 par zasad.
Ramka odczytu rozpoczynata sie 44 nukleotydy od 5' konca i odpowiadata
biatku liczacemu 318 aminokwaséw. Odpowiada to ciezarowi czasteczkowemu
36375. Stosujgc ten fragment jako sonde molekularng wyizolowano z biblioteki
genéw ludzkich komoérek teratocarcinoma klon zawierajagcy fragment DNA
liczacy 1257 pz [171]. Zawieral on identyczng ramke odczytu (318 amino-
kwas6w) a nukleotydowa homologia pomiedzy sekwencjami obu fragmentéw
siegata 95%. Dalsze badania pozwolity na zlokalizowanie genu ludzkiej polime-
razy p wchromosomie 8 w potozeniu 8pter-2922 (na krotkim ramieniu w poblizu
ramienia diugiego). Badania genomowego DNA wskazujg, ze gen polimerazy,
wielko$ci rzedu 25—30 kpz, wystepuje w pojedynczej kopii [172]. Analiza
komputerowa sekwencji nukleotydowej genu polimerazy DNA P ujawnita
istnienie obszaru (od 42 do 215 nukleotydu) o znacznej homologii (72%)
z regionem 195—366 w genie innej komorkowej polimerazy DNA a mianowicie
TdTazy [173]. Zdaniem autoréw tak wyrazna homologia moze sugerowac
istnienie wspdlnego praprzodka-genu obu tych enzyméw. Badania nad ekspresja
genu polimerazy DNA p ujawnity istnienie przynajmniej dwu transkryptéw 14
i 40 kz u szczura, lecz tylko jeden transkrypt 14 kz byt obserwowany
w komadrkach teratocarcinoma i fibroblastach ludzkich [170, 171, 174]. Trans-
krypt 1,4 kz stanowit w komdrkach fibroblastéw ludzkich okoto 0,004% catej
puli mMRNA. Odpowiada to mniej wiecej 6-ciu czagsteczkom mRNA na komorke
[175].

Przeszukujac biblioteke genéw skonstruowang z cDNA grasicy cielecej
w Xgt 11 przy pomocy przeciwciata przeciwko holoenzymowi polimerazy DNA a
znaleziono klon produkujacy biatko hybrydowe, ktdrego cze$¢ stanowita
fragment holoenzymu reagujacy z przeciwciatem. Zaréwno zel aktywnoS$ciowy
jak i eksperymenty z hamowaniem aktywnos$ci polimeryzujacej biatka hybry-
dowego przez inhibitory polimerazy DNA a potwierdzity, ze klon zawierat
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przynajmniej czes¢ genu polimerazy DNA a [176]. Rowniez SenGupta i wsp.
doniesli ostatnio o otrzymaniu klonu polimerazy DNA a (z biblioteki genow
otrzymanych z moézgu nowonarodzonych szczuréw). Insert zawierat 1183 pz
i stanowit 3' koricowy fragment genu. Hybrydyzacja z poli(A)+RNA z mdzgu
szczuréw ujawnita, ze odpowiedni mMRNA ma dtugos¢ 5,6 kz [177].

VII. Uwagi koncowe

Na podstawie danych doswiadczalnych zebranych z zastosowaniem tak
réznych technik badawczych uksztattowat sie pewien obraz funkcji biologicznej
polimeraz DNA. Bezspornym wydaje sie poglad, ze gtowng role w replikacji
DNA jadrowego w komérkach wyzszych eukariontéw gra polimeraza DNA a.
Czy, i na ile wspomaga jg polimeraza DNA 5 pozostaje otwartg kwestig.
Podobnie bezspornym pozostaje poglad, ze w replikacji DNA mitochondrial-
nego i chloroplastowego uczestniczy polimeraza DNA y. Udziat w niej pozosta-
tych polimeraz mozna catkowicie wykluczy¢. Najmniej jasny jest obraz syntezy
naprawczej. Wiemy juz dzisiaj, ze mogg w niej uczestniczy¢ polimerazy DNA a
i p. Problem, ktéry z tych enzymdw zostanie ,,uzyty” i dlaczego ciagle jeszcze
pozostaje do rozwigzania. Ewentualny udziat polimerazy DNA 'y w procesach
naprawczych wydaje sie w obecnej chwili catkowicie poza nurtem badan.

Pytanie, na ile jedna polimeraza moze zastepowaé inne w przypadku na
przyktad mutacji w obrebie genu polimerazy, pozostaje ciggle jeszcze bez
odpowiedzi. | nie wydaje sie by mozna na nie odpowiedzie¢ bez odpowiednich
mutantow. W tym przypadku wydaje sie, ze odpowiedZ na to pytanie przybliza
zastosowanie technik rekombinacyjnego DNA, a szczegdlnie techniki sterowane;j
mutagenezy.

Artykut otrzymano 16 czerwca 1987 r.
Zaakceptowano do druku 12 stycznia 1988 r.
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. Wstep

W 1948 roku Bueker stwierdzit, ze komorki migsaka myszy wszczepione do
zarodkow kurczat wzmagajg wzrost zwojow wspoétczulnych i kregowych tych
zarodkéw [1], Kilka lat p6zniej wykazano, ze obserwowang przez Bueker’a
hypertrofie wywotluje czynnik o charakterze biatkowym, uwalniany z komorek
miesaka myszy. Nazwano go czynnikiem wzrostu nerwu— NGF (ang. nerve
growth factor— NGF) [2, 3]. Biatka dziatajagce na neurony identycznie lub
bardzo podobnie do NGF wyizolowano w czystej postaci z wielu tkanek
zwierzecych [3—21]. Obecnie mianem czynnikdw wzrostu nerwu okresla sie
biatka pobudzajgce komérki nerwowe do tworzenia neurytéw. Z tego powodu
mowigc o NGF, nalezy poda¢ tkanke lub narzad, z ktorych ten czynnik
wyizolowano. Na przykiad: czynnik wzrostu nerwu z mysich $linianek pod-
zuchwowych (SMG-NGF) lub czynnik wzrostu nerwu z jadu zmiji Vipera
lebetina.

Czysty NGF wyizolowany ze $linianek podzuchwowych myszy ma budowe
podjednostkowg [4, 5, 21, 22]. W 1983 roku zsyntetyzowano komplementarny
DNA, kodujacy jednga z jego podjednostek (podjednostke pNGF), oraz wyka-
zano jego znaczne podobieAstwo do ludzkiego genu NGF [23].

Il. Geny podjednostki p czynnikdw wzrostu nerwu i jej budowa chemiczna
11-1. Gen kodujacy podjednostke (@ mysiego i ludzkiego czynnika wzrostu nerwu

Budowe genow kodujgcych NGF opisano stosunkowo niedawno. Najlepiej
poznano sekwencje nukleotydowa mysiego komplementarnego DNA podjed-
nostki pPNGF (pNGF cDNA) i ludzkiego genu NGF. Komplementarny DNA
kodujacy podjednostke P mysiego NGF sktada sie z 1164 nukleotydow. Zawiera
on odcinek o dtugosci 327 nukleotydow, ktéry koduje aminokwasy od 1do 118
podjednostki PNGF (23). Pozostata cze$¢ wspomnianego tarficucha cDNA
koduje aminkokwasy prekursora podjednostki /?NGF, o masie czasteczkowej
okoto 22000, zwanego prepro-PNGF (23). Takiej sekwencji nie ma w cDNA
kodujagcym mysig podjednostke pNGF. Miejsca rozpoczecia i zakohczenia
transkrypcji sa takie same w DNA kodujagcym mysig podjednostke PNGF, jak i
genie ludzkiego NGF. Geny kodujace podjednostke P ludzkiego i mysiego NGF
réznig sie w sekwencjach nukleotydowych kodonéw 12 aminokwasow. Réznice
w sekwencji aminokwasowej nie powodujg jednak réznic w aktywnosci biolo-
gicznej kodowanych biatek [23].

11-2. Metody sprawdzania biologicznej aktywnos$ci czynnikéw wzrostu nerwu

Biologiczng aktywnos$¢ czynnikdw wzrostu nerwu bada sie w hodowlach
tkankowych lub komérkowych. Do testowania w hodowlach tkankowych
stosuje sie zwoje wspotczulne wypreparowane z siedmiodniowych zarodkéw
kurzych. Aktywnos$¢ biologiczng badanej substancji uznaje si¢ za dodatnig
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wtedy, gdy wokot zwojow powstajg geste otoczki utworzone z roshacych
neurytéw. Gestos$¢ i Srednica otoczek wskazuja na poziom aktywnosci biolo-
gicznej badanej substancji [24]. W hodowlach komérkowych dziataniu testo-
wanego czynnika najczesciej poddawane sg komorki guza chromochtonnego
PC 12 szczura lub komorki neuroblastoma myszy. Kryterium aktywnosci
biologicznej badanej substancji jest liczba komoérek tworzacych neuryty oraz
dtugos¢ tych neurytéw.

11-3. Budowa czasteczki czynnika wzrostu nerwu z mysich $linianek podzuchwowych

Czynnik wzrostu nerwu z mysich $linianek podzuchwowych jest biatkiem
zbudowanym z kilku podjednostek. Masa czgsteczkowa tego biatka wynosi
okoto 100000 [21—27]. Przy pH nizszym od 5,0 lub wyzszym od 8,0 czasteczka
NGF dysocjuje na trzy podjednostki. Rozdzielone elektroforetycznie podjed-
nostki nazwano a, P i y. Wymienione podjednostki wyizolowano przy uzyciu
chromatografii na kolumnach jonowymiennych i oznaczono aktywnos$¢ biolo-
giczng kazdej z nich. Podjednostka P wykazywata 25% aktywnosci rodzimej
czasteczki mysiego NGF. Dwie pozostate podjednostki nie wykazywaty aktyw-
nosci biologicznej takiej jak podjednostka p. Podjednostka y wykazywata
wiasciwosci esterazy argininowej. Podjednostki a iy sg zdolne do tgczenia sie
z podjednostkg p. Kompleksy podjednostek a-P i y-p charakteryzuje stata
sedymentacji 7S; majg one wyzszg aktywnos¢ biologiczng niz sama podjednostka
P tego biatka.

Podjednostka PNGF jest polipeptydem o masie czasteczkowej 13259
zbudowanym z 118 aminokwasow. Wystepujg w niej trzy wigzania dwusiarcz-
kowe, a mianowicie miedzy cysteinami 15 i 80, 58 i 106, oraz 68 i 110 (Ryc. la).
Miejscem aktywnym tej podjednostki jest prawdopodobnie rejon w poblizu
wigzania dwusiarczkowego pomiedzy cysteinami 15 i 80. Zsyntetyzowano
fragment podjednostki PNGF skiadajgcy sie z dwdch tancuchéw peptydowych
[28]. Oba tancuchy peptydowe taczyto wigzanie dwusiarczkowe identyczne
z polgczeniem miedzy cysteinami 15 i 80 w rodzimej podjednostce PNGF
(Ryc. Ib). Syntetyczny peptyd pobudzat komorki nerwowe do tworzenia
neurytow. Jednakowy efekt wywotywany przez podjednostke pNGF i jej
syntetyczny analog pozwala sadzi¢, ze warunkiem biologicznej aktywnosci
podjednostki PNGF jest obecnos$¢ wigzania dwusiarczkowego pomiedzy cyste-
inami 15 i 80.

Potozenie wigzan dwusiarczkowych w podjednostce PNGF jest podobne do
ich rozmieszczenia w ludzkiej proinsulinie i insulinie $winki morskiej (Ryc. 2).
Kolejno$é aminokwaséw w podjednostce PNGF, od aminokwaséw 10do 25i 75
do 80, jest podobna do kolejnosci aminokwaséw w tafcuchach A i B
w proinsulinie. £ancuchy te, podobnie jak taricuchy A i B w proinsulinie, sg
rozdzielone odcinkiem peptydu zbudowanym z 35, tylko nieznacznie réznych
aminokwasow tak, jak w tafcuchu C proinsuliny (Ryc. 2) [29], Obecnos¢
podobnych odcinkéw peptydowych oraz wystepowanie wigzan dwusiarczko-
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wych w zblizonych miejscach czasteczek PNGF, ludzkiej proinsuliny i taiAcu-
chach insuliny $winki morskiej, wskazujag na podobng konformacje miejsc
aktywnych tych polipeptyddéw.

I11. Receptory czynnikéw wzrostu nerwu

N GF wykazuje duzg zdolno$¢ wybidrczego wigzania sie z btong komorkowa
wiekszosci neuronéw wspdétczulnych i neurondw czuciowych. Czyste receptory
NGF (NGFR) wyizolowano z réznych komoérek, miedzy innymi z komdrek
czerniaka (melanoma A785) i komdérek PC 12 wykorzystujac chromatografie
powinowactwa [30]. Receptory z komérek PC 12 sg identyczne z receptorami
obecnymi w btonie neuronéw wspétczulnych i czuciowych [31—34]. Receptory
N GF wystepujace na powierzchni roznych komarek sg specyficzne wobec NGF
i nie wykazujg powinowactwa wobec innych czynnikdw wzrostowych, jak na
przyktad nabtonkowego czynnika wzrostowego — EGF (ang. epidermal growth
factor) [35—37]. Laczenie sie NGF z receptorem komoérek PC12 jest bardzo
szybkie (okoto 0,2nM w ciggu 5 minut), a potaczenie to jest trwate przy
odpowiednim pH i osmolarnosci pozywki. Przy niskim pH i zwiekszonej
osmolarnosci pozywki nastepuje rozpad potgczenia kompleksu NGF-NGFR
[36]. We wnetrzu komdrek PC12 NGF pojawia sie po okoto 2 minutach od
momentu potaczenia z NGFR. Opd4znienie to jest prawdopodobnie spowodo-
wane przemieszczaniem kompleksu NGF-NGFR w btonie komorkowej. Wysu-
nieto dwie koncepcje wyjasniajgce sposéb wnikania NGF do komaérki. Pierwsza
zaktada, ze NGF wnika poprzez ,,odwracanie sie” kompleksu NGF-NGFR do
wnetrza komorki i dysocjacje NGF do cytoplazmy, druga zaktada, ze po
potaczeniu sie NGF z receptorem kompleksy NGF-NGFR sg wchtaniane do
wnetrza komarki na drodze endocytozy [37].

Biatko receptorowe z komérek czerniaka charakteryzuje masa czasteczkowa
okoto 200 000. Ma ono budowe podjednostkowg, ajedna z podjednostek o masie
czasteczkowej okoto 75000, wykazuje powinowactwo wobec NGF [38]. Biatko
o wiasciwosciach receptorowych i takiej samej masie czasteczkowej wyizolo-
wano rowniez z komoérek PC 12. Okazato sie jednak, ze podjednostki recep-
torowe tego biatka majg mase czasteczkowg 80000 do 87000 i wykazujg
odmienne wiasciwosci immunologiczne, niz podjednostka o masie czasteczkowej
75000 pochodzaca z komérek czerniaka [30, 39, 40]. Swiadczy to o rézno-
rodnosci form receptora NGF. Réznorodno$¢ NGFR rozumiana jest w dwojaki
sposdb. Autorzy wczesniejszych prac zaktadali istnienie jednego biatka recep-
torowego o zmiennym powinowactwie wobec NGF i zmiennej szybkosci
przytaczania NGF do receptora [37, 38, 41]. Nowsze doniesienia sugeruja
wystepowanie w btonie komoérek wrazliwych na dziatanie NGF receptoréw o
duzym (NGFR typ I) oraz receptoréw o matym (NGFR typ Il) powinowactwie
wobec NGF [42].
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IV. Miejsca syntezy i transport czynnika wzrostu nerwu

Czynnik wzrostu nerwu nagromadza sie w komorkach wielu narzadéw
kregowcow [3— 16] oraz w komdrkach tkanek nowotworowych [18]. Stwier-
dzono jego wystepowanie rdwniez w surowicy dzieci chorych na neuroblastoma
[17], w preparatach trombiny [19] i w plazmie nasienia wotowego [20]. Miejsca
nagromadzenia sie NGF nie sg identyczne z miejscem syntezy tego czynnika
wzrostu. Bezposrednim wskaznikiem mozliwosci syntezy okre$lonego biatka w
komaérkach jest obecno$¢ w nich mRNA tego biatka. mMRNA czynnika wzrostu
nerwu (MRNANGH) nie znaleziono dotad w komarkach i tkankach gromadza-
cych NGF. Poszukiwania mRNANGFdostarczyty jednak wynikéw wskazujacych
na miejsca syntezy NGF. Wykazano, ze NGF nagromadzony w neuronach
pochodzi z komorek narzgdéw unerwianych przez te neurony. Fakt ten
wykazano w obwodowym uktadzie nerwowym. Poziom syntezy NGF zalezy od
wieku zwierzecia i gestosci unerwienia wspotczulnego narzadu wytwarzajgcego
NGF [43, 44]. W o$rodkowym uktadzie nerwowym NGF jest syntetyzowany
przez komdarki astrogleju w obszarach mézgu zawierajgcych cholinergiczne
zakonczenia nerwowe [45—48]. Wysokie stezenie mMRNANGF w moézgowiu
szczura stwierdzono w korze mézgowej i hipokampie [49]. NGF natomiast jest
gromadzony przez neurony podstawy przodomoézgowia oraz opuszki wechowej,
ktore wysylajg neuryty o zakorczeniach cholinergicznych do kory médzgowej i
hipokampa. Struktury te przy duzym stezeniu NGF prawie nie zawieraja
mRNANGF [49]. NGF gromadzony w zwojach wspoétczulnych jest syntety-
zowany w tkankach unerwionych przez witékna pochodzace z tych zwojow [43,
44]. Z miejsca syntezy do komorki nerwowej NGF jest przenoszony za
posrednictwem wstecznego transportu aksonalnego. Zablokowanie wstecznego
transportu aksonalnego przy pomocy kolchicyny lub winblastyny prowadzi do
3—4-krotnego wzrostu stezenia NGF w unerwionym narzgdzie, a nieznacznego
obnizenia w poréwnaniu z kontrolg stezenia NGF w komoérkach zwojowych,
ktorych widkna nerwowe unerwiaja ten narzad [50, 51]. Transport aksonalny
nie jest jednak jedynym sposobem przenoszenia NGF z miejsca syntezy do
miejsca dziatania. Moze on sie odbywac¢ réwniez poprzez krew. W ten spos6b
NGF wytworzony w komérkach $linianek podzuchwowych myszy jest prze-
noszony do rdzenia nadnerczy [52],

V. Biologiczna rola czynnikéw wzrostu nerwu— wplyw na morfologie i meta-
bolizm komorek nerwowych

Podczas hodowli zwojoéw wspotczulnych w pozywce z dodatkiem NGF
wzrasta ich wielkos¢ oraz liczba wyrastajacych z nich neurytéw. Obserwowane
powiekszenie zwojoéw wspotczulnych jest wynikiem zaréwno wiekszej liczby
komdrek w zwojach, jak i wiekszych rozmiaréw tych komdrek [29].
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Obrazy komoérek (z hodowli w pozywce z dodatkiem NGF) uzyskane w
mikroskopie elektronowym wykazaty wyrazne zmiany w ich ultrastrukturze [53,
54]. Obserwowano powiekszenie takich struktur, jak siateczka s$rodplazma-
tyczna i aparat Golgi’ego oraz zwiekszenie ilosci mikrotubuli i mikrofilamentow.
Zmianom morfologicznym i ultrastrukturalnym towarzyszyt wzrost intensyw-
nosci metabolizmu komorkowego. Przejawiat sie on wiekszym nasileniem
utlenienia glukozy na drodze fosforylacji oksydacyjnej [50], modyfikacjg
fosforylacji niektérych biatek cytoplazmatycznych ijgdrowych [56—61], zwiek-
szonym wbudowywaniem urydyny do RNA i aminokwaséw do biatek [62],
zwiekszong acetylacjg lipidow [63] oraz modyfikacja glikozylacji biatek [64].
Komérki hodowane w obecnosci NGF charakteryzowato podwyzszone, w
poréwnaniu z kontrola, stezenie Na+ [65] oraz wzmozona aktywno$¢ acety-
lotransferazy cholinowej [66]. Obecnos¢ NGF w pozywce indukuje w komér-
kach PC12 wzrost stezenia cyklicznego 3', 5 — adenozyno-monofosforanu
(cAMP), poprzez zwiekszenie aktywnosci cyklazy adenylowej [64]. Dodatni
wptyw NGF na aktywno$¢ cyklazy adenylonowej jest silniejszy, gdy jest ona
wczesdniej zaktywowana przez adenozyne [64].

W jadrach komorek PC 12 hodowanych w pozywce z dodatkiem NGF,
zachodzi fosforylacja specyficznych niehistonowych biatek o masie czasteczko-
wej okoto 30000 i matej ruchliwosci elektroforetycznej [61]. Donorem fosforu
w procesie fosforylacji tych biatek byt ATP. Wydajno$¢ fosforylacji pobudzanej
przez NGF zalezata od obecnosci Mg2+. Zbyt wysokie stezenie tego kationu,
oraz obecnos$¢ innych kationéw dwuwartosciowych, hamowaly jednak fosfory-
lacje biatek jadrowych w komoérkach PC 12 [58]. Enzymami fosforylujgcymi
biatka sg kinazy. Nie wiadomo, jednak dotychczas, ktéry z enzyméw katalizu-
jacych fosforylacje biatek jadrowych jest aktywowany przez NGF. Badania,
w ktérych uzywano réznych substancji pobudzajacych i hamujgcych aktywnosé
kinaz wykazaly, ze kinaza katalizujgca fosforylacje biatek jadrowych pod
wptywem NGF nie jest podobna do kinazy biatkowej C ani do kinazy ka-
zeinowej [58].

Zmiany metabolizmu komoérek nerwowych wywotane obecnoscia NGF sg
modyfikowane przez Ca2+ i Mg2+. Inne kationy dwuwartoSciowe takie jak
Mn2+, CuM+, Co2+, Ba2+, Sr2+ i Ni2+ nie sg potrzebne do dziatania NGF i nie
wplywajg na przebieg reakcji wewngtrzkomorkowych wzbudzanych przez NGF
[60]. Obecnos¢ Mg2+ w pozywce komérek PC 12 hodowanych w obecnosci
NGF jest jednym z warunkéw fosforylacji niehistonowanych biatek jadrowych.
Od obecnosci Ca2+ zalezy natomiast fosforylacja rozpuszczalnego biatka
cytoplazmatycznego o masie czasteczkowej okoto 100000 (NsplOO), ktérego
synteza jest réwniez pobudzana przez NGF [61]. Do prawidtowego wzrostu
neurytow pod wptywem NGF potrzebna jest obecno$¢ obu kationéw. Przy
przewadze Mg2+ powstajg neuryty dtugie i cienkie, odwrotnie niz w przypadku
gdy w pozywce przewaza Ca2+ [59, 60]. Zmiany w morfologii neurytéw sg
spowodowane wptywem Mg2+ i Ca2+ na szybko$¢ polimeryzacji mikrotubuli,
ktora zachodzi szyhciej w obecnosci Mg2+,ajest hamowana przez Ca2+[62,63].
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VI. Uwagi koricowe

Czynniki wzrostu nerwu sg produkowane w tkankach narzadéw unerwio-
nych czuciowo i wspétczulnie, natomiast w mézgu sg one najprawdopodobniej
wytwarzane przez komorki glejowe obszaréw zawierajgcych cholinergiczne
zakonczenia nerwowe. Najwieksze z dotychczas stwierdzonych stezenie NGF
wystepuje w S$liniankach podzuchwowych myszy. Ilos¢ NGF w S$liniankach
i 0soczu samcOw myszy jest wyzsza niz u samic. Jest to spowodowane dodatnim
wptywem androgendéw na synteze NGF. R6znic poziomu NGF zaleznych od pici
nie obserwowano w innych tkankach myszy, ani w tkankach wytwarzajacych
NGF u innych gatunkow ssakdéw.

Wykazano dwa sposoby transportu NGF z miejsc syntezy do narzadow i
tkanek gromadzacych czynniki wzrostu nerwu. Jednym z nich jest wsteczny
transport aksonalny, a drugim przenoszenie przez krew. NGF wnika do komorki
nerwowej za posrednictwem specyficznego receptora btonowego. W komorce
nerwowej NGF wystepuje jako zwigzany z frakcja mikrosomalng i stanowi
0,1—0,2 mg% biatek tej frakcji. Czynniki wzrostu nerwu nie sg sg specyficzne
tkankowo ani gatunkowo. NGF z tkanek réznych ssakow i z jadu zmiji sa
strukturalnie i funkcjonalnie bardzo podobne i wykazujg tylko nieznaczne
réznice immunologiczne. R6znig sie one jedynie iloscig potrzebng do wywotania
identycznego efektu. Czynniki wzrostu nerwu sg pod wzgledem ewolucyjnym
biatkami konserwatywnymi, co znajduje potwierdzenie w podobnej budowie
gendw kodujgcych mysi i ludzki NGF.

Badania nad czynnikami wzrostu nerwu prowadzone sg od ponad 40 lat. W
1986 roku za caloksztatt badan nad NGF Rita Levi-Montalcini otrzymata
nagrode Nobla z dziedziny medycyny i fizjologii [69—70]. Badania nad
czynnikami wzrostu nerwu sg obecnie kontynuowane przez wiele zespotow
badawczych na catym Swiecie. Mimo rosnacej liczby faktow dotyczacych tych
czynnikdw, ciaggle jeszcze pozostaje wiele pytan, na ktore nie znamy odpowiedzi.

Artykut otrzymano 24 wrze$nia 1987 r.
Przekazano do druku 6 marca 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrétéw: KD—pozorna stata dysocjacji; KA— pozorna stata asocjacji;
SDS — siarczan dodecylu sodu; EDTA —sél sodowa kwasu etylenodiaminoczterooctowego;
EGTA — kwas etylenoglikolo-bis(P-amino-etylowy eter)-N,N'-czterooctowy; ADP — adenozyno-
difosforan; Fg— fibrynogen; Fn — fibronektyna; GP — glikoproteina.

Zewnetrzna btona ptytek krwi zawiera liczne systemy receptorowe, swoiscie
wigzace rézne nisko- i wysoko-czasteczkowe substancje. Ze wzgledu na funkcje
jak i mechanizm dziatania receptory te mozemy podzieli¢ na dwie grupy.

Pierwszg grupe stanowig receptory substancji bedacych aktywatorami
ptytkowymi (Rye. 1). Skompleksowanie czasteczek takich substancji z recepto-
rami jest sygnatem inicjujgcym aktywacje ptytek, przesytanym do ich wnetrza na
drodze dwoch ciggdw reakcji zachodzacych w btonie komdrkowej. W jednym
z nich bierze udziat cyklaza adenylowa i wiadomo$¢ o zadzialaniu swoistego
bodzca przekazywana jest za posrednictwem zmiany wewnatrzptytkowego
stezenia CAMP. Warto tu wspomnie¢, ze w ptytkach krwi wzrost poziomu cAMP
towarzyszy zahamowaniu ich zdolnosci do agregacji. W drugim natomiast
bodziec przekazywany jest poprzez produkty dziatania fosfolipazy na fosfaty-
dyloinozytol, tj. diacyloglicerol oraz trifosfoinozytol. W efekcie pobudzenia
nastepuje gwattowna zmiana ksztattu plytek, ich agregacja i wydzielanie
ré6znorodnych sktadnikdéw z wewnatrzptytkowych ziarnistosci.

Do drugiej grupy receptoréw zaliczy¢é mozemy te, ktdre — dzieki swoistemu
kompleksowaniu biatek adhezywnych, gtéwnie fibrynogenu i czynnika
von Willebranda— umozliwiajg agregacje i adhezje ptytek krwi. Receptory te sg
nieczynne w ptytkach bedacych w stanie spoczynku. Mechanizm ich aktywacji
niejest do tej pory poznany. Wiadomo, ze wymagajg one wczesniejszej aktywacji
ktorego$ z receptoréw grupy pierwszej (receptor fibrynogenu), badz tez zadzia-
tania jakiego$ innego czynnika (receptor czynnika von Willebranda).

W prawidtowym przebiegu poszczegdlnych etapow aktywacji ptytek nie-
zwykle istotng role odgrywaja liczne biatka zwtaszcza glikoproteiny, wystepujace
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Ryc. 1. Schemat piytki krwi ukazujgcy typy receptoréw, ktére uczestnicza w poszczegdlnych
funkcjach ptytek. Receptory pierwszej grupy reaguja z aktywatorami ptytkowymi (ADP, adrenalina,
trombina, kolagen, czynnik aktywujacy ptytki). Reakcji tej towarzyszy wzrost wewnatrzkomoérko-
wego poziomu jondw Ca2+. Druga grupe receptoréw stanowig kompleksy glikoprotein takich jak:
GPIb/IX, GPla/lla oraz GPIlb/Illa, ktére majg zdolno$¢ wigzania wysokoczasteczkowych biatek.
Kompleks GPIb/IX jest receptorem czynnika von Willebranda (VIII vVWF), za pos$rednictwem
ktorego, phytki krwi moga przylega¢ do wiokien kolagenowych (subendotelium) po uszkodzeniu
komorek $rédbtonka. W procesie adhezji ptytek prawdopodobnie zachodzi réwniez oddziatywanie
kompleksu GPla/lla z wtdknami kolagenowymi. Kompleksy GPIlIb/lIlla sg receptorami fibryno-
genu (Fg), fibronektyny (Fn) oraz czynnika von Willebranda (VIII vWF). Oddziatywanie GPIlb/llla
z tymi biatkami umozliwia agregacje ptytek krwi.

zaréwno w zewnetrznej btonie plazmatycznej jak i w btonach wewnatrzptytko-
wych ziarnistosci [1—3], Szczegdlna rola glikoprotein bton ptytek krwi polega
na tym, ze sg one receptorami licznych substancji, w tym wielu biatek biorgcych
udziat w réznych etapach procesu krzepniecia krwi i fibrynolizy, np. plazmino-
genu, wysokoczasteczkowego kininogenu czy czynnika V. Struktura i funkcje
tych ostatnich receptoréw nie jest jeszcze dobrze poznana.

5 Postepy biochemii 3/88
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I. Budowa i whasnosci najwazniejszych glikoprotein btony ptytkowej

Po zastosowaniu czutych metod pozwalajacych wykryé sladowe ilosci reszt
cukrowych w biatkach rozdzielanych elektroforetycznie w zelu poliakryloami-
dowym, w btonie ptytkowej zidentyfikowano okoto 30 glikoprotein. Do tej pory
tylko kilka z nich zostalo scharakteryzowanych wystarczajgco dobrze, aby
mozna byto je uwzgledni¢ w tej pracy (Tabela 1).

Tabela 1
Masy czasteczkowe gtdwnych glikoprotein biony ptytkowej
Glikoproteiny Podjednostki Masy czast. Pismiennictwo
GPla jeden tancuch 167000 4
GPlb aip 143 000 100
22000
GPlc aiP 134000 100
27000
GPlla jeden tancuch 157000 100
GPIIb aip 125000 55, 60, 61
21000
GPllla jeden tancuch 108000 80
GPV jeden tancuch 82000 150, 151, 163
GPIX jeden tancuch 17000—22000 100

Znaczenie niektérych glikoprotein dla funkcji hemostatycznej ptytek krwi
jednoznacznie wykazaty wrodzone anomalie plytek, w ktérych obnizenie
zawartosci glikoprotein lub ich catkowity brak w blonie manifestuje sie
niezdolnoscig ptytek do adhezji i agregaciji.

I1-1. Glikoproteina la (GPla)

GPla zbudowana jest z pojedynczego tancucha polipeptydowego o masie
167 000, ktory zawiera liczne wewnatrztancuchowe mostki dwusiarczkowe [4].
Znaczna cze$¢ GPla utozona jest na powierzchni ptytek krwi [5, 6, 7], ale biatko
to kontaktuje sie réwniez z elementami cytoszkieletu [8]. Przypuszcza sig, ze
GPla uczestniczy w pierwszych etapach aktywacji ptytek krwi indukowanej
kolagenem i trombing [9, 10]. Przemawiajg za tym nastepujace obserwacje:

a) u chorych wykazujacych zaburzenia w odpowiedzi ptytek na kolagen
wystepuje niedobdér GPla w btonie ptytkowej;

b) przeciwciata specyficzne dla GPla silnie hamujg trombinowg agregacje
ptytek [10].

Ostatnie obserwacje pozwalajg sadzi¢, ze GPla moze by¢ receptorem dla
kolagenu [11, 12].
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1-2. Glikoproteina Ib (GPIb)

1-2.1. Budowa i wiasnosci

Czasteczka GPIb zbudowana jest z dwoch podjednostek polipeptydowych
(GPlba i GPIbP) potgczonych mostkami dwusiarczkowymi [13, 14]. Masa
czasteczkowa wiekszej podjednostki wynosi 143000, a mniejszej 22000. GPlb
wyrdznia sie znaczng zawartoscia kwasu sjalowego [15]. Obie podjednostki
polipeptydowe GPIb sg glikozylowane. Z czasteczki GPIb pochodzi jedno-
tancuchowy fragment peptydowy o masie czasteczkowej 148 000 [16] nazywany
glrkokalicyng, ktory jest uwalniany z btony plytkowej w wyniku dziatania
endogennej kalpainy ptytkowej [15]. GPIb przejawia cechy charakterystyczne
dla biatka amfifilnego [17, 18], podczas gdy jej fragment — glikokalicyna dzieki
duzej zawartosci cukrow (40—60%), zachowuje sie jak typowe biatko hydro-
filowe [19, 16]. Stezenie glikokalicyny w osoczu wzrasta podczas procesu
aktywacji i krzepniecia krwi [20].

Czasteczka GPIb przebija dwuwarstwe lipidowg btony ptytkowej ijej grupy
reaktywne znajdujg sie zaréwno na zewnetrznej jak i wewnetrznej powierzchni
btony [21] (Ryc. 2). Transbtonowe utozenie GPIb potwierdzajg liczne obser-
wacje:
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Ryc. 2. Schemat czasteczki GP b dziatajacej jako receptor czynnika von Willebranda oraz trombiny.
Obie podjednostki, a i P, zakotwiczone sg w dwuwarstwie lipidowej.
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a) jako jedyna glikoproteina btony ulega endogennej fosforylacji na wewne-
trznej powierzchni btony [22];

b) kontaktuje sie z cytoszkieletem poprzez biatko wiazace aktyne [23];

c) jej duzy NH2— koncowy fragment— glikokalicyna, jest utozony na
zewnetrznej powierzchni btony plytkowej i tatwo ulega uwolnieniu w wyniku
ograniczonej proteolizy;

d) funkcjonuje jako receptor czynnika von Willebranda i trombiny [24, 25].

GPIb znajduje sie w bezposrednim kontakcie z elementami cytoszkieletu
ptytkowego [23, 21]. Niektérzy uwazajg, ze kompleksowanie GPIlb z cyto-
szkieletem ma miejsce dopiero po zaktywowaniu ptytek krwi, np. pod wptywem
estru forbolu (phorbol-12-o-tetradecanoylphorbol 13-acetate; TPA) [26] lub
trombiny. Aktywacji ptytek indukowanej tymi czynnikami towarzyszy rowniez
fosforylacja GPIb spowodowana prawdopodobnie dziataniem kinazy biatkowej
C. Inni sgdza, ze GPIb wigze sie rdwniez z elementami cytoszkieletu takze w
ptytkach krwi bedgcych w stanie spoczynku [8,21,23], a czynnikiem limitujgcym
oddziatywanie GP1b z cytoszkieletem jest kalpaina. Zaobserwowano bowiem, ze
GPIb jest potgczona tylko z nierozpuszczalnym w Tritonie X-100 cytoszkieletem
nieaktywnych ptytek wéweczas, gdy ptytkowa kalpaina jest nieczynna.

W btonie ptytkowej czgsteczki GPIb wystepujg prawdopodobnie w kom-
pleksie stechiometrycznym 1:1 z GPIX [27].

Dowodzg tego badania:

a) przeciwciata monoklonalne rozpoznajagce GPIb lub GPIX wytracaja z
ekstraktu tritonowego ptytek ekwimolarny kompleks tych glikoprotein,

b) obie glikoproteiny wystepuja w tej samej ilosci, tj. okoto 25000 na ptytke,

c) kompleks GPIb-IX obserwowany w mikroskopie elektronowym ma
strukture wydtuzong, z obu stron zakonczong domenami globularnymi (28),

d) ptytki oséb chorych z zespotem Bernarda-Soulier’a charakteryzuja sie
brakiem lub znacznym niedoborem obu glikoprotein [29—32].

1-2.2. GPIb jako receptor czynnika von Willebranda

Phytki krwi, ktére w wyniku defektu genetycznego nie zawierajg GPIlb, lub
zawierajg obnizong jej ilos¢, tracg zdolno$¢ adhezji do wiokien kolagenowych.
Ten sam efekt mozna uzyskac po kontrolowanym trawieniu ptytek trypsyng lub
plazmina, w wyniku czego odczepiona zostaje czes¢ czasteczki GPIb odpowia-
dajgca strukturalnie glikokalicynie (Ryc. 2). Wiasnie ta cze$é czasteczki GPIb
bezposrednio wigze czasteczki trombiny i czynnika von Willebranda [24].
Hydroliza trypsynowa powoduje dalszg fragmentacje czasteczki glikokalicyny i
utworzenie dwdch segmentéw peptydowych. Wiekszy z nich ma mase 120000 i
zawiera duzg ilos¢ cukréw, a mniejszy o masie 45000, ktory jest stabiej
glikozylowany wystepuje w postaci petli z jednym wewnatrztancuchowym
wigzaniem dwusiarczkowym. Ten ostatni fragment stanowi zewnatrzkomor-
kowg cze$¢ GPIb izawiera miejsca wigzace trombine iczynnik von Willebranda
[9, 33]. Oddziatywanie formy polimerycznej czynnika von Willebranda z
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ptytkami in vivo posredniczy w adhezji ptytek krwi do wiokien kolagenowych
odstonietych przez uszkodzenie komorek endotelialnych. Wyodrebniony czyn-
nik von Willebranda nie wiaze sie bezposrednio z ptytkami, ktére sg w
spoczynku. Przytaczanie tego biatka do receptoréw ptytkowych wymaga
obecnosci ristocetyny lub innej niefizjologicznej substancji kationowej, neutra-
lizujacej silnie ujemny tadunek powierzchniowy plytek. Bezposrednie wigzanie
czynnika von Willebranda z ptytkami obserwuje sie wéwczas, gdy doswiadczenie
prowadzone jest w ukiadzie heterologicznym, tzn. czynnik von Willebranda
wyodrebniony zostat z osocza wotowego, a ptytki z krwi ludzkiej. Wykazano, ze
ludzki czynnik von Willebranda po odszczepieniu kwasu sjalowego oraz
patologiczne odmiany czynnika von Willebranda rowniez wigzg sie z GPIb.
Kompleksowanie czynnika von Willebranda z ptytkowym GPIlb w obecnosci
ristocetyny prowadzi do biernej aglutynacji ptytek [34]. Zdolno$¢ plytek do
zlepiania sie w takich warunkach zostaje zniesiona po ograniczonej proteolizie
plazminowej GPIb [35—37]. Przytgczanie swoiste czynnika von Willebranda do
ptytek krwi mozna réwniez spowodowac przytaczaniem czasteczki jednego z
aktywatoréw ptytkowych, zwiaszcza trombiny lub ADP, do receptoréw grupy
pierwszej (Ryc. 1). Ten drugi mechanizm prowadzi jednak do kompleksowania
czynnika von Willebranda z ptytkami poprzez receptor fibrynogenu. Obecnos¢
dwoch roznych mechanizmow wigzania czynnika von Willebranda przez ptytki
[25] wykazano jednoznacznie w doswiadczeniach, w ktérych zastosowano
przeciwciata monoklonalne przeciw GPIb i GPIIb/llla. W ten spos6b stwier-
dzono, ze plytki krwi z zespotem Bernarda-Soulier’a in vitro majg zdolnos¢
wigzania czynnika von Willebranda mechanizmem drugim, tj. poprzez receptory
fibrynogenowe woéwczas, gdy zostang zaktywowane trombing lub ADP.

Uwaza sie, ze oddziatywanie czynnika von Willebranda z GPIb ma
pierwszorzedowe znaczenie we wstepnych etapach aktywacji ptytek krwi, nie
tylko dlatego, ze umozliwia adhezje ptytek do subendotelium, ale takze
uaktywnia receptory fibrynogenu. Odgrywa w ten sposdb rowniez role w
nastepnych etapach prowadzacych do formowania skrzepu w miejscu uszko-
dzenia naczynia [29, 33, 38].

1-2J. GPIb jako receptor trombiny

Jednym z centralnych probleméw w badaniach oddziatywania trombiny z
ptytkami bylo wyjasnienie, czy mechanizm dziatania trombiny indukujacy
agregacje i reakcje uwalniania uwzglednia proteolize okreslonego substratu
w btonie, czy tez jest podobny do oddziatywania typu hormon—receptor [39].
Dotychczasowe obserwacje pozwalajg przypuszczaé, ze zmiany zachodzgce w
ptytkach aktywowanych trombing nie wynikajg zjej proteolitycznego dziatania,
a sg efektem kompleksowania jej czasteczki z powierzchniowym receptorem
btony plytkowej. Do chwili obecnej natura oddziatywania trombiny
z receptorem ptytkowym nie zostata w pelni wyjasniona. Czasteczka trombiny
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nie przenika przez dwuwarstwe lipidowga btony iaktywuje ptytki nawet wowczas,
gdy jest kowalencyjnie zwiazana ze ztozem agarozowym [40]. Badania nad
identyfikacja receptora ptytkowego trombiny wykazaty, ze najprawdopodobniej
funkcje takg spetnia GPIb [41, 42]. Czasteczka trombiny przytacza sie do tej
czesci GPIb, ktéra stanowi glikokalicyne (Ryc. 2). Przeciwciata monoklonalne
i poliklonalne specyficzne dla tej czeSci GPIb hamujg kompleksowanie trombiny
z plytkami. W ich obecnos$ci phytki krwi stajg sie niewrazliwe na dziatanie
trombiny, tj. nie wigzg tego enzymu i nie agreguja. W przeciwienstwie do innej
glikoproteiny — GPV, tez proponowanej jako receptor trombiny, GPIb nie jest
wrazliwa na dziatanie proteolityczne tego enzymu.

Badania ilosciowego oddziatywania trombiny z ptytkami wykazaty, ze jej
czasteczki reagujg z receptorami, ktore ze wzgledu na powinowactwo wigzania
nalezg do dwoch klas. W blonie plytkowej znajduje sie 200—500 miejsc
wigzacych trombine o wysokim powinowactwie (Kjj = InM)oraz2000—20000
miejsc o niskim powinowactwie (KD= I(iM) [43, 44]. Pomiary wigzania
wykonane w spos6b pozwalajacy na szybkie oddzielenie zwigzanej od niezwia-
zanej trombiny wykazaty, ze przylgczanie trombiny do powierzchni plytek
odbywa sie bardzo szybko (5—15s). Zgodne to jest ze znang szybka i silng
aktywacja ptytek pod wptywem trombiny. Przytgczanie trombiny do receptoréw
ptytkowych moze by¢ catkowicie zablokowane hirudyng, ktéra jest swoistym
inhibitorem trombiny. Hirudyna dodana w odpowiednim czasie, tj. przed
rozpoczeciem sekrecji sktadnikéw ptytkowych, powoduje uwolnienie trombiny
z kompleksu, jaki tworzy ona z receptorem btony ptytkowej. Dzieki zastoso-
waniu hirudyny do badan oddziatywania trombiny z receptorem udato sie
czeSciowo wyjasni¢ mechanizm, poprzez ktéry nastepuje generacja sygnatu
pobudzajacego ptytki [45, 46]. Ustalono, ze trombina powoduje okreslone
modyfikacje w ptytkach krwi po skompleksowaniu z receptorem. Zmiany te
pojawiaja sie w okreslonej sekwencji: a) rozpad fosfatydyloinozytolu, b) wzrost
wewngatrzkomdérkowego stezenia Ca2+, oraz c) fosforylacja dwdch biatek
wewngatrzkomdrkowych — lekkiego tanicucha miozyny i biatka o masie 47 000.
Na podstawie tych obserwacji mozna sadzi¢, ze sygnat o pobudzeniu po
skompleksowaniu trombiny z receptorem przesytany jest do wnetrza plytek
gtownie za posrednictwem produktéw rozktadu fosfatydyloinozytolu, tj. diacylo-
glicerolu i trifosfoinozytolu.

1-3. Glikoproteina Ic (GPIc)

GPlc zbudowana jest z dwdch podjednostek polipeptydowych (GPlca i
GPIlc (90 masach czasteczkowych odpowiednio 134 000 i 27 000, ktére powigza-
ne sg mostkami dwusiarczkowymi. Biatko to wystepuje w niewielkich ilosciach w
btonie ptytkowej, stabo uwidacznia sie w zelu poliakryloamidowym po rozdziale
elektroforetycznym nawet wowczas, gdy zele barwione sg srebrem. GPIc moze
by¢ usunieta z powierzchni ptytek po ekstrakcji 0.1 M roztworem NaOH [47].
Przypuszcza sie, ze GPIc jest biatkiem peryferyjnym [4, 5]. Ostatnie badania
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wykazaty, ze GPIlc wystepuje w kompleksie z GPIlla. Przypuszcza sig, ze
kompleks GPIlc-lla stanowi receptor dla fibronektyny na niestymulowanych
ptytkach [48].

14. Glikoproteiny Ilb i lila (GPIIb i GPIlla)

1-4.1. Budowa i wiasciwosci heterodimeru C I*11b Illa

Podczas elektroforezy w zelu poliakryloamidowym zawierajgcym SDS,
GPIIb i GPIllla wedrujg jako odrebne biatka. Istnieje jednak wiele danych
przemawiajacych za tym, ze mogga to byé dwie podjednostki jednej i tej samej
czasteczki biatkowej, ktére w btonie ptytkowej sg niekowalencyjnie powigzane ze
soba. Wskazuja na to: a) wystepowanie GPIIb i GPIlIla w kompleksie 1:1 po
rozpuszczeniu ptytek w buforach zawierajgcych detergenty niejonowe, b) two-
rzenie kompleksu GPIlb i GPIIla w btonie ptytek bedgcych w stanie spoczynku,
c) uzaleznienie aktywnosci receptorowej od wystepowania obu glikoprotein
w kompleksie, d) réwnoczesny brak GPIIb i GPIlla w ptytkach krwi oséb
chorych na trombastenie Glanzmanna [49—57].

GPIlb*i GPIlla sa gtéwnymi i najlepiej scharakteryzowanymi sktadnikami
bton ptytkowych, stanowig one okoto 18% catkowitej zawartosci biatek
btonowych [4, 58, 59]. Czasteczka GPIlb o m.cz. 136000 sktada sig¢ z tancucha
alfa (m.cz. 125 000), ktéry jest potgczony mostkami dwusiarczkowymi z mniejsza
podjednostka beta (m.cz. 21 000) [55, 60, 61] (Ryc. 3). GPIlla jest zbudowana z
pojedynczego tancucha polipeptydowego, ktéry zawiera wiele wewnetrznych
mostkéw dwusiarczkowych [9]. Redukcja GPIllla powoduje zatem znacznag
modyfikacje ksztattu czasteczki, co uzewnetrznia si¢ obnizeniem ruchliwosci
elektroforetycznej. Stad, wyznaczona na drodze elektroforezy w zelu poli-
akryloamidowym z SDS m.cz. GPIlla przed redukcjg wynosi 95000, a po
redukcji 105000 [61]. Skiad aminokwasowy GPIlIb i Ilia wykazuje duze
podobienstwo [62—64], jednakze mapy peptydowe tych glikoprotein sg kom-
pletnie rézne. Z tego wynika, ze GPIlla nie jest fragmentem powstatym podczas
proteolizy GPIIb [65—67], a obie glikoproteiny sg produktami odrebnych
genow. Ostatnio podano sekwencje aminokwasowe Kilku fragmentéw pepty-
dowych GPIIb i GPllla [67, 68], ktore takze nie wykazaty zadnych homologii
strukturalnych. ROwniez badania immunologiczne z zastosowaniem przeciwciat
poliklonalnych przeciw GPIlb i GPIlla wykluczaly podobieristwo antygenowe
tych biatek. Petna sekwencja aminokwasowa endotelialnej GPIlla zostata juz
wyznaczona. Poznane sekwencje aminokwasowe fragmentéw plytkowych
i endotelialnych GPIlla wykazujg catkowitg homologie. Na podstawie badan
wspotczynnika hydrofobowosci poszczegdlnych regionéw GPIllla podatnosci
na proteolize trypsynowga nienaruszonych plytek oraz morfologii komplekséw
GPIIb/llla wbudowanych w liposomy wnioskuje sie, ze czasteczka GPIlla
zawierajagca 762 aminokwasy sktada sie z

1) dtugiego NH2— koricowego, zewnatrzkomoérkowego segmentu zawie-
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rajgcego powtarzajgce sie domeny bogate w cysteine, sktadajace sie z okoto 40
aminokwasow kazda;

2) silnie hydrofobowego fragmentu transbtonowego zawierajgcego 29
aminokwaséw (poz. 693—721);

3) krotkiej COOH — koricowej domeny cytoplazmatycznej zawierajacej 41
aminokwasow.

Struktura GPIIb i GPIlla przedstawiona jest schematycznie na Ryc. 3.
Wewnatrzkomdrkowy fragment GPl1la zawiera potencjalne miejsce fosforylacji
tyrozyny (w pozycji 747). Nie wiadomo jednak, czy GPIlla jest fosforylowana
in vivo.

b
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Ryc. 3. Schemat czasteczki kompleksu GPIIb/Illa. GPIIb sktada sie z dwdch podjednostek
potagczonych mostkiem dwusiarczkowym. Podjednostka a dzieki obecno$ci struktur zblizonych do
kalmoduliny, kompleksuje jony Ca2+, ktdre réwniez sa niezbedne do utrzymania GPIlb i llia
w kompleksie. tancuch polipeptydowy GPIlla tworzy liczne wewnatrztanicuchowe petle stabilizo-
wane mostkami dwusiarczkowymi.

Kompleksowanie GPIlb i GPIlla zachodzi wytacznie w obecnosci jonéw
wapnia lub magnezu [69]. Obie glikoproteiny wigzg jony Ca2+ [70, 71] i
wystepujag w kompleksie w bionach natywnych piytek krwi tak dilugo, jak
stezenie jonow wapnia utrzymuje 8ie powyzej 10-6 mol/l [72, 73]. Zwigzki
chelatujgce jony dwuwartosciowe powodujg rozbicie kompleksu GPIIb/Illa
[58, 61, 74—76], a nastepnie nieodwracalng polimeryzacje GPIIb i lila [73],
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GPIlb agreguje znacznie szybciej niz GPIlla co sugeruje, ze obie glikoproteiny
moga polimeryzowac niezaleznie od siebie. Dysocjacja kompleksu w piytkach
bedacych w stanie spoczynku wywotana obecnoscia EDTA jest zalezna od
temperatury oraz pH [73, 76—79].

Obserwacje w mikroskopie elektronowym preparatéw GPIllb i Ilia — wy-
odrebnionych z bton ptytek ludzkich, a nastepnie whudowanych w liposomy
[80] — wykazaty, ze pojedyncze kompleksy GPIIb/Illa przyjmujg forme, w
ktérej mozna wyrézni¢ dwie domeny. Jedna z nich ma ksztatt sptaszczonej
globuli (,,gtowa”) o wymiarach 8 x 10 nm. Od niej odchodzg dwie nici (,,ogony™)
rozciggajace sie na dtugosci od 14do 17 nm. Pod wptywem EDTA obie domeny
dysocjowaty i po ich rozdzieleniu na drodze ultrawirowania w gradiencie
sacharozy zostaty zidentyfikowane jako poszczeg6lne skiadniki kompleksu
GPIlIb/llla. Poréwnujgc obserwowane w mikroskopie elektronowym obrazy
izolowanych GPIlb i GPIlla oraz heterodimeru GPIlIb/lIlla stwierdzono, ze
gtowe tej struktury stanowi GPIIb, a ,,pretopodobnymi” ogonami jest GPIlla.
GPIlIb/Illa w $rodowisku pozbawionym detergentu agregujg tworzac ,,klastery”
lub ,rozety” zawierajgce od 2—20 kopii kompleksu. W poszczeg6lnych agre-
gatach heterodimery GPIIb/Illa oddziatywaly za posrednictwem GPllla,
a globularne formy GPIlb skierowane byly na zewnatrz. Przypuszcza sie, ze
heterodimery GPIIb/llla powstajg w obecnosci Ca2+ w wyniku potaczenia
globularnej GPIIb z czescia $srodkowag wydtuzonej czasteczki GPIllla. W
nieobecnosci detergentu agregacja heterodimeréw posredniczona jest oddzia-
tywaniem koncowych regionéw fibrylarnej formy GPIllla Przypuszcza sig, ze
wiasnie te regiony GPIllla sg miejscami przytgczenia heterodimeru do dwu-
warstwy lipidowej btony [80]. Z taka koncepcja utozenia GPIllb i GPIlla w
btonie zgodne sg ostatnie obserwacje wykazujace, ze wiekszos$¢ czasteczki GPI11b
znajduje sie na zewnetrznej powierzchni btony plytkowej [69]. Kompleks
GPIlIb/Illa jest zatem potaczony z biong ptytkowa hydrofobowym kohcem
czasteczki GPIlla, z ktérg zwigzana jest GPIIb wystajgca ponad zewnetrzng
powierzchnie biony ptytkowej. Nie wiadomo jeszcze w jaki spos6b czasteczka
GPIllb zakotwiczona jest w dwuwarstwie btony. Potgczenie takie musi takze
istnie¢, poniewaz po dysocjacji heterodimeru spowodowanej EGTA obie
glikoproteiny pozostaja w btonie. Przypuszcza sie, ze albo GPIlb taczy sie
z btong fosfolipidowg zaréwno w kompleksie z GPllla jak i w stanie zdysocjo-
wanym, czego nie uwidocznity obserwacje w mikroskopie elektronowym. By¢
moze dysocjacja heterodimeru GPIIb/llla powoduje odstoniecie nowych miejsc
hydrofobowych na czasteczce GPIllb, poprzez ktére moze ona oddziatywaé
z btong ptytkows.

Kompleks GPIlIb/Illa wigze sie selektywnie z cytoszkieletem otrzymanym z
ptytek agregowanych trombing [81—85]. Przyfagczanie sie heterodimeru
GPIlIb/llla do cytoszkieletu sugeruje jego specyficzne oddziatywanie z biatkami
kurczliwymi ptytek [84, 86]. Aktywacja ptytek innymi czynnikami, np. kwasem
arachidonowym, réwniez powoduje inkorporacje heterodimeru do cytoszkieletu
w ilosciach siegajgcych 26% catej puli tego biatka [81].
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1-4.2. Heterodimer GPIIb/Illa jako receptor fibrynogenu
1-4.2.1. Oddziatywanie fibrynogenu z ptytkami krwi aktywowanymi réznymi agonistami

Podstawowga reakcja, ktora umozliwia agregacje phytek i w rezultacie
utworzenie czopu hemostatycznego, jest przytgczenie dimerycznych czasteczek
fibrynogenu do receptoréw pobudzonych ptytek krwi. Fibrynogen kompleksu-
jac nastepnie z innymi biatkami adhezywnymi, tj. czynnik von Willebranda,
trombospondyna i fibronektyna, ktore réwniez sg dwu i wiecej warto$ciowe,
tworzy spoiwo zlepiajace zagregowane ptytki. Z wczesnych badan nad mecha-
nizmem agregacji ptytek krwi stymulowanej ADP wynikato, ze podczas tej
reakcji rozne ilosci radiojodowego fibrynogenu przytaczaja sie do powierzchni
ptytek. Najwiecej fibrynogenu wigze sie wowczas, gdy osiggniete zostaje
maksimum agregacji. Liczne pézniejsze badania wykazaly, ze oddziatywanie
fibrynogenu z ptytkami zachodzi tylko wowczas, gdy ulegajg one aktywaciji.
Inkubacja ptytek krwi przez 30 min. w temperaturze 22°C w nieobecnosci
aktywatora prowadzi do zaadsorbowania na powierzchni pojedynczej ptytki
mniej niz 1000 czasteczek fibrynogenu. W tym samym czasie ptytki inkubowane
w obecnosci 10 uM ADP wigzg okoto 40000 (20000 do 50000) czasteczek
fibrynogenu z pozorng statg asocjacji réwng 3.3x106M _1. Oddzialywanie
fibrynogenu z ptytkami krwi jest specyficzne i wymaga obecnosci jonéw Ca2+.
W pigciu réznych laboratoriach wykazano, ze w wigzaniu fibrynogenu uczestni-
czg receptory jednej klasy [74, 87—90]. W trzech innych laboratoriach na
podstawie ksztattu krzywej Scatcharda zaproponowano zaangazowanie w tej
reakcji receptoréw dwoch klas, réznigcych sie powinowactwem wigzania [75,78,
91]. Okres$lono je receptorami fibrynogenu o wysokim powinowactwie wigzania
(KA= 3x 107M _1; 1300 miejsc) oraz o niskim powinowactwie wigzania
(KA= 18x 105M _1; 80000 miejsc). Wystepowanie receptoréw fibrynogenu
dwoch klas w ptytkach krwi jest trudne do pogodzenia z ostatnimi badaniami,
w ktérych opisano przeciwciata monoklonalne hamujace catkowicie wigzanie
fibrynogenu z ptytkami.

Prawie wszystkie badania mechanizmu oddziatywania fibrynogenu z ptyt-
kami krwi przeprowadzone byty na preparatach ptytek wymytych z osocza krwi.
Metody izolowania ptytek krwi prowadzg zwykle do czesSciowej ich aktywac;ji.
Z tego powodu niezwykle waznym byto wykazanie, ze rdéwniez ten sam
mechanizm wigzania dziata woéwczas, gdy ptytki krwi wystepujg w naturalnym
srodowisku, tj. w osoczu. Tego typu doswiadczenia zostalty przeprowadzone po
zawieszeniu plytek w osoczu uzyskanym od pacjenta z afibrynogenemig [92].
Rowniez w takich warunkach wigzanie fibrynogenu do ptytek krwi byto
specyficzne, zalezne od jonéw Ca2+ i opisane statg asocjacji KA= 1.8 x 106M ~1
(32000 miejsc).

Obecnie wiadomo, ze inne aktywatory — adrenalina, trombina, kolagen,
kwas arachidonowy, pewne pochodne prostaglandyn — PGH?2, czynnik akty-
wujacy ptytki (PAF), a takze jonofor wapniowy A23187 moga pobudzi¢ wigzanie
fibrynogenu do receptoréw ptytkowych. Wszystkie wyzej wymienione substancje
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stymuluja receptory fibrynogenowe prawdopodobnie wedtug tego samego
mechanizmu. Wynika to z nastepujagcych obserwacji: a) wigzanie fibrynogenu
zalezy od jonéw dwuwarto$ciowych (Ca2+, M g2+), b) stata asocjacji opisujaca
to oddziatywanie miesci sie w zakresie (2-"4) x 106M _1, c¢) ilo$¢ miejsc wigza-
cych fibrynogen wyznaczona w ptytkach aktywowanych poszczegdlnymi ago-
nistami wynosi od 20000 do 80000. Fibrynogen wiaze sie bardzo szybko
z ptytkami aktywowanymi ADP, trombing, jonoforem wapniowym oraz PAF,
podczas gdy kinetyka wigzania fibrynogenu przez kolagen i adrenaling jest
znacznie wolniejsza. Wiekszo$¢ z aktywatoréw reagujacych z receptorami grupy
pierwszej (Ryc. 1) powoduje uwolnienie ADP z plytek krwi. Poczatkowo
sagdzono, ze aktywacja receptoréw fibrynogenu wywotana tymi aktywatorami
zachodzi za posrednictwem dziatania na ptytki uwolnionego ADP [93]. Ostatnie
obserwacje dowodzg funkcjonowania rowniez mechanizméw aktywacji recep-
torow fibrynogenu, ktére sa niezalezne od ADP. Adrenalina jak i kwas
arachidowy powodowaty indukcje receptoréw fibrynogenu w obecnosci apyrazy
lub CP/CPK, tj. enzymow rozktadajgcych ADP [88, 94].

Funkcjonowanie receptoréw fibrynogenowych wydaje sie by¢ pod kontrola
szlaku prostagladynowego. Wskazuje na to fakt, ze oddziatywanie fibrynogenu z
ptytkami jest hamowane przez indometacyne i aspiryne. Zgodny z taka
koncepcjg jest takze z jednej strony hamujacy wptyw PGEt i PGI12na agregacje
ptytek krwi i wigzanie fibrynogenu do ptytek aktywowanych ADP i trombing,
a z drugiej aktywujacy wptyw nadtlenku PGH2 na te same reakcje.

1-4.2.2. Kompleks GPIIb/llla jako receptor fiborynogenu

Na trop GPIIb/Illa jako potencjalnego receptora ptytkowego fibrynogenu
naprowadzity analizy budowy i funkcji plytek pochodzacych z krwi oso6b
chorych na trombastenie Glanzmanna [95—97]. Plytki te nie sg wrazliwe na
dziatanie aktywatoréw agregacji tj. ADP, adrenalina, trombing czy kolagen. Nie
wigzg tez fibrynogenu, a rownocze$nie w wyniku defektu genetycznego chara-
kteryzuja sie brakiem lub znacznie obnizong zawartoscig glikoprotein Ilb i llia
[54—57]. Funkcjonowanie kompleksu GPI1Ib/llla, jako ptytkowego receptora
fibrynogenu w blonie ptytkowej, wskazane zostato pozniej przez liczne doswiad-
czenia, w ktérych réwniez stwierdzono, ze kompleks ten jest takze receptorem
pozostatych biatek adhezywnych [13, 14]. Heterodimer GPIlIb/Illa petni wiec
centralng role w agregacji i adhezji ptytek, a tym samym w procesie hemostazy
i krzepniecia krwi.

Ostatecznych danych na to, ze GPIlb i Ilia sg receptorami fibrynogenu
dostarczyty prace, w ktdrych zbadano oddziatywanie fibrynogenu z komplek-
sami tych glikoprotein wyodrebnionymi z bton ptytkowych, a nastepnie
wbudowanymi w liposomy [98, 99]. Bardzo duzo informacji na temat ekspresji
heterodimeru GPIIb/Illa w ptytkach dostarczaty badania, w ktérych uzyto
specyficznych przeciwciat poliklonalnych i monoklonalnych [55, 74, 98— 104].
Juz w jednych z pierwszych prac w tej serii wykazano, ze przeciwciata
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monoklonalne reagujace swoiscie z GPIlb rozpoznajg na pojedynczej ptytce u
zdrowych ludzi 39000 miejsc, podczas gdy ptytka chorych na trombastenie
zawiera tylko 2000 takich miejsc [55]. Przeciwciata te nie hamowaty wigzania
fibrynogenu z plytkowym receptorem ani tez agregacji ptytek. W licznych
pbzniejszych badaniach w tym samym celu zastosowano przecwciata monoklo-
nalne reagujace selektywnie z epitopem charakterystycznym tylko dla heterodi-
meru GPIIb/llla. W badaniach tych potwierdzono wystepowanie okoto 40000
kopii tego kompleksu na pojedynczej ptytce [105]. Przeciwciata dla GPI1lb/Illa
silnie hamowaty wigzanie fibrynogenu z receptorem ptytkowym, a takze
agregacje ptytek [51,106— 113]. Taka samg liczbe kopii receptora fibrynogenu w
normalnych plytkach stwierdzono w doswiadczeniach, w ktérych badano
wigzanie radiojodowanego fibrynogenu do ptytek aktywowanych trombina,
ADP, epinefryng, kolagenem i kwasem arachidonowym [62, 90, 107, 108, 114],
Wigzanie fibrynogenu zachodzi wylgcznie wowczas, gdy GPIllb i llia sg
skompleksowane [49, 115]. Ptytki w spoczynku, mimo ze zawierajg takg samg
liczbe kopii heterodimeru GPI1Ib/Illa wykrywang immunologicznie praktycznie
nie wigzg fibrynogenu [50—53, 116]. Warunkiem wigzania fibrynogenu przez
ptytki jest wiec nie tylko wystepowanie GPIllb i Ilia w kompleksie, ale rowniez
jego odpowiednia konformacja.

Bezwzglednym warunkiem wigzania fibrynogenu jest obecnos$¢ w $rodo-
wisku ptytek krwi jondw Ca2+ lub Mg2+, przy czym maksymalne wigzanie
zachodzi przy stezeniu jonéw Ca2+ wynoszagcym 0.5 mmol/1 lub M g2+ réwnym
2.5 mmol/1 i zmniejsza sie powyzej i ponizej tych wartosci [117]. Poczatkowo
sadzono, ze uwolnienie wewngtrzkomdérkowych jonéw Ca2+ jest niezbedne na
to, aby podtrzymacé tworzenie komplekséw GPI11b/Il1a w btonie stymulowanych
ptytek. Ostatnie badania z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych roz-
poznajacych epitopy, ktére wystepuja tylko na kompleksie wykazaty, ze rowniez
w btonach ptytek bedacych w spoczynku GPIIb i GPIllla sg powigzane ze sobg
[50, 51, 53, 116]. W wyniku zastosowania odpowiednich przeciwciat mono-
klonalnych wykazano, ze okoto 90% GPIIb i Ilia wystepuje w kompleksach
zaréwno w piytkach niestymulowanych jak i stymulowanych trombing [73,
108]. Rozwazano trzy mechanizmy reorganizacji GPIlIb i GPIllla w btonach
niestymulowanych ptytek oraz zmian, jakim ulegajg podczas aktywacji [73,118].
Sg to: 1) Zmiany w zdysocjowanych podjednostkach, 2) tworzenie sie kom-
pleksu GPIIb/Illa podczas stymulacji ptytek, 3) zmiany konformacyjne kom-
plekséw GPIlIb/Illa, ktore istniejg juz na nieaktywnych ptytkach. Obecnie
przyjmuje sie, ze najblizszy prawdzie jest mechanizm, wedtug ktérego aktywacja
ptytek wywotuje bardzo subtelne zmiany konformacyjne w czgsteczce hetero-
dimeru GPIIb/llla, w wyniku ktérych staje sie on receptorem fibrynogenu [51].

Innym sposobem przeksztatcania kompleksu GPI1lb/Illa w receptor fibryno-
genu jest ograniczona proteoliza ptytek krwi chymotrypsyna, pronaza lub
elastazg [91, 119]. Mechanizm tej reakcji nie jest do konca wyjasniony.
Przypuszcza sie, ze ograniczona proteoliza GPIIb/Illa powoduje: a) zmiany
konformacyjne czasteczki, b) inne ich rozmieszczenie w btonie lub ¢) mo-
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dyfikuje ich oddziatywanie z innymi biatkami cytoplazmatycznymi lub btono-
wymi. Trawienie ptytek chymotrypsyna, pronaza lub elastazg prowadzi do
pojawienia sie na powierzchni btony polipeptydu o masie czasteczkowej ss ooo
pochodzacego z rozktadu GPIlla [119—122]. Zaobserwowano bezpos$redni
zwigzek miedzy pojawieniem sie fragmentu o masie ss 000 izdolnoscig ptytek do
agregacji indukowanej samym fibrynogenem.

1-4.2.3. Regiony czasteczki fibrynogenu bezposrednio oddziatywujace z receptorem ptytkowym

W poszukiwaniu struktur, poprzez ktére fibrynogen wigze sie z GPIIb/Illa
wykazano we wstepnych badaniach, ze podjednostki polipeptydowe gamma
i alfa po wyodrebnieniu z czasteczki macierzystej zachowuja zdolno$é oddziaty-
wania z ptytkami [123]. Ltancuchy te hamowaty wigzanie radiojodowanego
fibrynogenu z plytkami, ale nie zastepowaly fibrynogenu podczas agregacji.
Aktywnosci kofaktorowej nabieralty dopiero woéwczas, gdy wystepowaty
w postaci agregatow wieloczgsteczkowych [124], W badaniach, w ktérych
zastosowano catg serie fragmentéw peptydowych, wyodrebnionych z produktéw
rozktadu tancucha gamma lub zsyntetyzowanych wykazano, ze aktywnos¢ tego
tarncucha pozostaje we fragmencie His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-GIn-Ala-Gly-
Asp-Val odpowiadajacym segmentowi gammasoo_411 [125]. Peptyd ten jest
silnym inhibitorem wigzania fibrynogenu z receptorem ptytkowym, jednak stata
dysocjacji regulujacajego oddziatywanie z ptytkamijest 10 -krotnie wyzsza od tej,
ktora opisuje wigzanie fibrynogenu przez phytki.

Kolejnym fragmentem peptydowym, tym razem pochodzacym z tancucha
alfa fibrynogenu, ktory jest inhibitorem wigzania fibrynogenu z ptytkami okazat
sie by¢ Arg-Gly-Asp-Ser. Peptyd ten pochodzi z fragmentu fancucha
alfas7._s7s, a w skroconej wersji jako Arg-Gly-Asp znajduje sie tez w
alfa9s_97. Arg-Gly-Asp-Ser wystepuje réwniez w innych biatkach adhezyw-
nych, tj. fibronektyna, vitronektyna i czynnik von Willebranda [126— 128]. Oba
peptydy hamuja nie tylko wigzanie fibrynogenu z receptorami ptytkowymi, ale
takze fibronektyny i czynnika von Willebranda. Te trzy biatka hamujg rowniez
wzajemnie swoje oddziatywanie z receptorami w ptytkach aktywowanych
trombing, co wskazuje, ze wiagzg sie z tym samym receptorem [129— 134].
Ostatnie badania ujawnily, ze oba peptydy —gammaasoo_ 411 0raz Arg-Gly-
Asp-Ser moga wigzac¢ sie z tym samym miejscem kompleksu GPIIb/llla [126].
Sadzi sie, ze oddzialywanie peptydow, a takze czasteczki fibrynogenu, z
kompleksem GPIIb/lIlla ma nature elektrostatyczng i bardzo istotnym wa-
runkiem jest nie tyle charakter bocznych reszt aminokwasowych budujgcych
miejsce wigzace, co wystepowanie w odpowiedniej odlegtosci zdysocjowanej
grupy dodatniej i ujemnej. Wykazano réwniez ostatnio [135], ze zardwno peptyd
pochodzacy z faficucha gamma fibrynogenu, jak i RGDS powodujg zmianeg
konformacji oczyszczonego heterodimeru GPIIb/Illa. Zmiany konformacyjne
heterodimeru GPIIb/llla okre$lano poprzez zmiany w podatnosci na proteolize
trombinowg oraz wiasciwosci hydrodynamicznych. Interesujace jest, ze peptyd
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Arg-Gly-Asp-Ser oraz Ser-Asp-Gly-Arg majg podobny wptyw hamujacy na
oddziatywanie makroczgsteczek z receptorami, co wykazano w doswiadczeniach
nad wigzaniem fibronektyny z fibroblastami [126].

Rowniez inny krotki peptyd, Gly-Pro-Arg-Pro, ktéry jest analogiem fra-
gmentu Gly-Pro-Arg-Val odstanianego w NH2— koicowym regionie tafcucha
alfa przez trombine podczas konwersji fibrynogenu we widknik, jest inhibitorem
agregacji [136].

1-4.3. Heterodimer GPIIb/Illa jako receptor innych biatek adhezywnych
1-43.1. GPIIb/llla jako receptorfibronektyny

Kompleks GPIIb/Illa, ktéry rozpoznaje sekwencje Arg-Gly-Asp, jest row-
niez receptorem fibronektyny [126, 137]. Wynika to miedzy innymi z: a) braku
wigzania fibronektyny z ptytkami chorych na trombastenie Glanzmanna,
b) zalezno$ci wigzania fibronektyny do zdrowych plytek aktywowanych trom-
bing od zawarto$ci jon6w wapnia, ¢) hamowania wigzania fibronektyny przez
przeciwciata monoklonalne reagujagce z GPIIb/Illa, fibrynogen oraz przez
krétkie peptydy (RGDS, Y400-4iiX d) kompleksowania fibronektyny z hetero-
dimerem GPIIb/lIlla wbudowanym w liposomy. Te ostatnie badania ostatecznie
wykazaty, ze 125I-Fn specyficznie przytacza sie do GPIlIb/Illa [137]. Fibro-
nektyna nie wigze sie natomiast z ptytkami aktywowanymi ADP czy adrenaling.

Mozna sadzi¢, ze kompleksowanie fibronektyny z heterodimerem
GPIlIb/lIlla odbywa sie poprzez to samo miejsce co fibrynogen. Wynika to
z nastepujacych obserwacji: a) peptyd syntetyzowany w oparciu o sekwencje
tancucha y fibrynogenu (y400_411) hamuje wigzanie fibrynogenu i fibronektyny
zreceptorem bton ptytkowych; b) tetrapeptyd otrzymany w oparciu o sekwencje
Arg-Gly-Asp-Ser pierwotnie wykryta w czasteczce fibronektyny, rowniez hamuje
wigzanie obu biatek do ptytek; c) niektore przeciwciata przeciw kompleksowi
GPIIb/Illa hamujg wigzanie zaréwno fibronektyny jak i fibrynogenu [129].
1251-Fn wigze sie z heterodimerem GPIIb/llla w znacznie wiekszych ilosciach
w obecnosci Mg2+ niz Ca2+. Po aktywacji trombing ptytka krwi zawiera okoto
26000 miejsc wigzacych fibronektyne [129]. Znaczenie fizjologiczne przytacza-
nia fibronektyny do receptoréw aktywowanych plytek nie jest wyjasnione.
Przeciwciata dla fibronektyny hamuja adhezje ptytek do subendotelium, a takze
agregacje indukowang trombing czy jonoforem wapniowym A23187. Przy-
puszcza sig, ze fibronektyna utatwia rozptaszczanie sie ptytek krwi na widknach
kolagenowych.

1-43.2. Kompleks GPIIb/Illa jako receptor czynnika von Willebranda

Czynnik von Willebranda jest glikoproteing osoczowg biorgcg udziat w
adhezji ptytek do sciany uszkodzonego naczynia. W wielu pracach wykazano, ze
peptydy zawierajgce sekwencje RGDS hamujg réwniez wigzanie tego biatka do
ptytek. Analiza sekwencji aminokwasowej czynnika von Willebranda wskazuje,
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ze zawiera on fragment RGDS w swojej strukturze. Przy pomocy przeciwciat
rozpoznajacych rozne epitopy czynnika von Willebranda zidentyfikowano
fragmenty czasteczki, ktére bezposrednio kompleksujg z receptorem ptytkowym.
I tak np. domena wigzgca czasteczke z plytkami aktywowanymi trombing
znajduje sie w COOH — koncowym fragmencie czynnika von Willebranda.
Wiasnie w tej czeSci czasteczki wystepuje sekwencja Arg-Gly-Asp (poz.
1744— 1747) [127] i prawdopodobnie posredniczy w kompleksowaniu czynnika
von Willebranda z powierzchnig plytki. Peptydy zawierajgce sekwencje RGDS, a
takze dekapeptyd pochodzacy z COOH — kofica taricucha y czasteczki fibry-
nogenu, oddziatujgc prawdopodobnie z tym samym miejscem w kompleksie
GPIlIb/Illa (127, 131) hamujg wigzanie tego biatka z ptytkami.

Badania roli ADP i fibrynogenu w wigzaniu czynnika von Willebranda z
ptytkami in vitro wykazaly, ze wigze sie on specyficznie w sposob zalezny od
czasu i stezenia, osiggajac rGwnowage w ciggu 20 min. [131] oraz nasycenie przy
stezeniu 12 ng/ml. Ptytki aktywowane trombing wigza okoto 50 ng 1251-vWF na
108ptytek (129). Wigzanie czynnika von Willebranda bylo hamowane przez
EDTA i prostacykline 12— znany aktywator ptytkowej cyklazy adenylowej.
Apyraza oraz w znacznie silniejszym stopniu FSBA (analog ADP) hamujg
wigzanie czynnika von Willebranda do ptytek pobudzonych trombina, jono-
forem A23187 lub kolagenem [131]. Ani fibrynogen, ani tez przeciwciata dla
kompleksu GPIlIb/llla nie majg wptywu na ilos¢ przytagczonego czynnika von
Wi illebranda do powierzchni niepobudzonych ptytek lub do ptytek aktywo-
wanych w nieobecnosci jonéw Ca2+. Przeciwciata przeciw GPIlIb/Illa hamujg
natomiast w okoto 72% wigzanie czynnika von Willebranda z ptytkami
aktywowanymi trombing w obecnosci 5 mmol/L Ca2+. Wowczas przeciwciata
dla GPIb (6D1) nie maja zadnego wptywu na wigzanie czynnika von Willebranda
z powierzchnig ptytek, co oznacza, ze w takich warunkach, tj. do plytek
aktywowanych trombing lub ADP w obecnoscijonéw Ca2+, biatko to przytacza
sie poprzez kompleks GPIIb/llla.

1-4.4. GPlIb/111a jako przedstawiciel cytoadhezyn

GPIllb i GPIllla syntetyzowane sg przez megakariocyty [141—143]. Poza
zewnetrznymi btonami ptytkowymi obecnos¢ ich wykazano rowniez w btonach
ziarnistosci typu alfa. Ostatnie badania wykazaty, ze biatka reagujace krzyzowo z
przeciwciatami dla GPIlIb i GPIllla wystepujg réwniez w btonach innych
komérek, np. komoérek endotelialnych [144], HELA, fibroblastach i klonach
komdrek nowotworowych [60, 144— 147], Czasteczki tych biatek sg immu-
nologicznie, strukturalnie i prawdopodobnie funkcjonalnie zblizone do ptyt-
kowego kompleksu GPIIb/llla. Przemawiajg za tym nastepujace obserwacje:
a) wszystkie sg biatkami powierzchniowymi, co wykazano przez immunofluo-
rescencje oraz metode znakowania powierzchniowego, b) ich masy czastecz-
kowe sg bardzo zblizone, ¢) ruchliwosci elektroforetyczne podjednostek odpo-
wiadajacych GPIllla malejg po redukcji, d) obie podjednostki analogiczne do
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GPIIb i GPIlla wystepuja w kompleksie [60], e) dajag sie wyodrebni¢ z
homogenatu komorkowego na drodze chromatografii powinowactwa uzywajac
ztoza z kowalencyjnie zwigzanym peptydem Arg-Gly-Asp-Ser. Czasteczki biatek
pochodzacych z komoérek réznych typow nie sg jednak identyczne, co wynika
z odmiennego oddziatywania z odpowiednimi przeciwciatami. Sadzi sie, ze moga
one posredniczy¢ podczas oddziatywania komorek réznego typu ze sobg jak
i z tkanka taczng. Przemawiajg za tym dane, zgodnie z ktérymi: a) receptory
fibroblastow reagujace z fibronektyng nalezg do tej samej grupy co ptytkowe
GPIlIb/llla, tj. rozpoznajg sekwencje Arg-Gly-Asp-Ser, b) GPIlb odgrywa role
w adhezji ptytek do widkien kolagenu [148], a wiec jest mozliwe, ze GPIIb
wystepujgca, np. w komdrkach endotelialnych moze odgrywa¢ wazng role
w przytgczaniu tych komoérek do widkien kolagenowych S$ciany naczynia.
Ostatnie badania wykazaty, ze kompleks GPI1lb/ll1a wystepujagcy w komdrkach
endotelialnych tak samo jak w plytkach, jest receptorem powierzchniowym
biatek adhezywnych [149]. Zaproponowano nazwanie catej rodziny czasteczek
podobnych do GPIllb/Illa— cytoadhezynami [144].

1-5. Glikoproteina V (GPV)

GPV jest zbhudowana z jednego taficucha polipeptydowego o masie 82000 i
ma typowy charakter hydrofobowy. Cukry stanowig okoto 48% catkowitej masy
tej glikoproteiny. GPV jest biatkiem peryferyjnym, moze by¢ eluowane z ptytek
buforami o wysokiej sile jonowej. GPV jest substratem trombiny w niesty-
mulowanych ptytkach [15]. Przypuszczano wiec, ze moze by¢ receptorem tego
enzymu. W wyniku dziatania trombiny nastepuje fragmentacja GPV z réwno-
czesnym uwolnieniem z ptytek produktu o masie 69 500. Hydroliza tej gliko-
proteiny obserwowana jest dla wyzszych stezeri trombiny niz warto$¢ progowa
wymagana do wywotania agregacji ptytek. Pomiary szybkos$ci hydrolizy GPV
wykazujg, ze rozktad tej glikoproteiny poprzedza agregacje ptytek aktywo-
wanych trombing [152], nie ma miejsca natomiast podczas stymulacji innymi
czynnikami, np. ADP czy adrenaling. GPV ulega réwniez tatwo trawieniu przez
inne proteazy, m.in. chymotrypsyne oraz elastaze dajgc hydrofilowe produkty
rozktadu [15]. Proteazy, ktére nie aktywuja ptytek, np. kalpaina i chymo-
trypsyna, powodujg usuwanie wiekszych fragmentow z GPV niz proteazy, ktére
sg aktywatorami ptytkowymi (trombina, trypsyna). Ptytki pacjentow z zespotem
Bernarda-Soulier’a nie zawierajgce powierzchniowej GPV, wykazujg zreduko-
wang odpowiedz na dziatanie trombiny [5, 153]. Znaczenie hydrolizy GPV dla
aktywacji ptytek pozostaje w dalszym ciggu nie w petni wyjasnione.

1-6. Glikoproteina IX (GPIX)

Badania nad funkcjg GPIX, czasami okres$lanej tezjako G P 17, rozpoczely sie
w ostatnich latach [5, 6, 27, 34, 153], Rézni autorzy podajg wartosci masy
czagsteczkowej GPIX w zakresie od 17000 do 22000. GPIX wystepuje w
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kompleksie z GPIb w stosunku 1:1, w liczbie 25000 Kkopii/ptytke [154].
Obserwuje sie brak tej GP w ptytkach pacjentéw z zespotem Bernarda-So-
ulier’a [30, 31].

1. Inne glikoproteiny

I1-1. Receptory ADP

Plytki krwi majg na swojej powierzchni receptory adenozynodifosforanu
(ADP), ktéry oprocz trombiny jest gtbwnym fizjologicznym czynnikiem induku-
jacym agregacje ptytek [155]. ADP jest wydzielany w duzych ilosciach z ptytek
krwi podczas reakcji uwalniania i na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego
wzmaga agregacje ptytek [156]. Przypuszcza sie, ze ADP taczy sie z okreSlonymi
miejscami receptorowymi, obecnymi na powierzchni nieaktywowanych ptytek.
Doktadny mechanizm, jakim ADP indukuje agregacje nie jest dotychczas
poznany [157], Wiadomo, ze na powierzchni ptytki wystepuje 100000 [158] do
200000 [156] miejsc wigzacych ADP. Zaobserwowano $cistg zalezno$é przy-
taczania tego nukleotydu do miejsc receptorowych od temperatury i obecnosci
jonow dwuwartosciowych (Ca2+, Mg2+) [156]. Najefektywniej proces ten
zachodzi w temperaturze 37°C i stabnie w miare obnizania temperatury. W celu
zlokalizowania oraz zbadania struktury receptorow ADP postuzono sie w
badaniach znakowanym 14C-ADP, jak rowniez radioaktywnie znakowanymi
analogami ADP z podstawnikami w pozycji drugiej np. 2-chloro, 2-thio,
2-metylo ADP oraz |3-32P-2-azido-ADP. Wszystkie analogi silnie indukowaty
agregacje ptytek [159]. Analog 32P-2-azido-ADP jest 5-krotnie silniejszym
czynnikiem agregujagcym niz ADP i 10—20-krotnie silniejszym inhibitorem
PGE! [159]. Na to, ze analog ten reaguje z receptorem ADP wskazuje fakt, ze
ADP hamuje kompetycyjnie wigzanie 2-azido-ADP z ptytkami. Inny analog
ADP, tj. PMBS (p-mercuribenzenesulfonate) réwniez w 100% hamuje przy-
taczanie ADP do ptytek. Blokuje on tez dziatanie ADP na cyklaze adenylowa,
lecz nie znosi zdolnosci ADP do wywotywania zmiany ksztattu ptytki. Opisano
biatko btony ptytkowej o masie czasteczkowej 61 000, ktére wigze ADP i
odpowiedzialne jest za hamujacy wptyw tego nukleotydu na cyklaze adenylowa.
Biatko to wyodrebnione zostato z ptytkowej cyklazy adenylowej [160], ktora
posredniczy w aktywujacym dziataniu niektérych aktywatoréw. Wiadomo, ze
wysoki poziom cAMP hamuje agregacje ptytek i wszystkie niemal czynniki
indukujace agregacje ptytek, w tym ADP itrombing, odznaczajg si¢ zdolnoscig
do obnizania poziomu cAMP [160]. PMBS odznacza sie rowniez zdolnoscia
hamowania innego enzymu btony ptytkowej, nukleozydodifosfoesterazy. Enzym
ten katalizuje konwersje ADP do ATP, jak réwniez innych difosforanéw do
trifosforanow, ktore podobnie jak ATP sg silnymi czynnikami hamujgcymi
proces agregacji ptytek [155]. Podobnie jak w przypadku cyklazy adenylowej,
takze z nukleozydo difosfoesterazy wyodrebniono biatko o m.cz 61 000, kt6re
najprawdopodobniej stanowi ptytkowy receptor dla ADP. Badania wykazaty, ze

6 Postepy biochemii 3/88
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réowniez w tym przypadku receptor ten nie jest odpowiedzialny za indukcje
zmiany ksztattu ptytki [160]. Przypuszcza sig, ze sa dwa rodzaje receptorow
ADP w piytkach krwi [155]: a) biatko o m.cz. 61000 odpowiedzialne za
hamowanie cyklazy adenylowej stymulowanej przez PGEi i PGI12oraz b) od-
powiedzialny za indukcje zmiany ksztattu ptytki. Z uwagi na to, ze ptytka zawiera
duzg ilo$¢ biatek kurczliwych: aktyne i miozyne, przypuszczano, ze receptory dla
ADP odpowiedzialne za zmiane ksztattu ptytki moga by¢ zwigzane z systemem
kurczliwym ptytki. W celu potwierdzenia tej hipotezy, prowadzono badania z
uzyciem znakowanej 14C 5'-p-fluorosulfonylbenzoyl-adenozyny (5'FSBA), ana-
logu ADP [155, 161, 162]. Zwigzek ten poprzez grupe fluorosulfonowg tworzy
trwate wigzanie kowalencyjne z resztami aminokwasowymi Tyr, Lys i His [155].
5'FSBA hamuje czeSciowo zmiang ksztattu ptytki wywotang przez ADP poprzez
oddysocjowanie fibrynogenu od jego miejsc wigzacych na plytce. Aktywacja
ptytek ADP lub trombing w obecnosci 5'FSBA nie prowadzi do whudowywania
sie tego zwigzku do polipeptydow biony plytkowej [161]. Inkubacja catych
ptytek lub bton ptytkowych z 5'FSBA przed dodaniem ADP niemal w 100%
hamuje wigzanie sie ADP do ptytek, co Swiadczy o wystepowaniu wspolnych
miejsc wigzacych dla ADP i 5'FSBA W przypadku uzycia do badan catych
phytek, 5'FSBA znakuje tylko polipeptyd o masie 100000, za$ w przypadku bton
ptytkowych polipeptydy — 200000, 135000, 100000 i 43000. Te ostatnie
zidentyfikowano odpowiednio jako ciezki tancuch miozyny, winkuline, glikopro-
teing ptytkowa i aktyne [161]. Na podstawie tych badan zasugerowano, ze
specyficznym receptorem ptytkowym ADP, odpowiedzialnym za zmiane ksztat-
tu phytki podczas aktywacji moze by¢ glikoproteina o masie 100000. taczy sie
ona z aktyng (43 000) i miozyna (200 000), biatkami cytoszkieletarnymi wystepu-
jacymi po wewnetrznej stronie btony plytkowej. Przytgczenie ADP do tego
receptora powodowatoby transbtonowe pobudzenie biatek kurczliwych, sku-
tkiem czego ptytka zmienia ksztatt z dyskowatej na sferyczng [156, 161].

Na powierzchni ptytki funkcjonujg zatem dwa rézne mechanizmy odpo-
wiedzialne za interakcje ptytki z ADP. Jeden z nich odpowiedzialny za
indukowanie zmiany ksztattu ptytki i zwigzany z polipeptydem o masie
czasteczkowej 100000, za$ drugi zwigzany jest z hamowaniem aktywnosci
enzymatycznej cyklazy adenylowej i nukleozydodifosfoesterazy. Polipeptyd
0 masie czgsteczkowej 61 000 wydaje sie by¢ odpowiedzialny za te oddziatywania
[155, 161].

Artykut otrzymano 24 wrze$nia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 6 marca 1988 r.
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. Wstep

Termin proteoglikany (PG) pojawit sie w piSmiennictwie biochemicznym
u progu lat siedemdziesiatych dla okre$lenia potaczen glikozoaminoglikano-
biatkowych, opisanych miedzy innymi przez Hascalla i Sajdera [1] oraz Muir
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i wsp. [2]. Pierwszych informacji o ich skomplikowanej strukturze przestrzennej
dostarczyty elektronomikroskopowe badania Rosenberga i wsp. [3]. Obecnie
wiadomo, ze PG obejmuja grupe wysoce zréznicowanych zwigzkéw wysoko-
czasteczkowych, zbudowanych z centralnie potozonego taricucha polipeptydo-
wego nazywanego rdzeniem biatkowym, do ktérego wigzaniem O- lub N-gliko-
zydowym przytgczony jest jeden lub wiele tancuchéw glikozoaminoglikanowych
(GAG), a takze w niektérych przypadkach przytgczone sg i inne oligosacharydy.
Jak wynika z licznych badan, w budowie PG uczestniczag monomery biatkowe
0 m.cz. od 20.000 do 400.000, a wielko$¢ poszczegdlnych tancuchéw polisacha-
rydowych waha sie od kilku tysiecy do okoto 100.000 [4]. R6znorodnos¢
strukturalng PG zwiekszajg zmiany w skiadzie i sekwencji aminokwasowej
centralnego tancucha polipeptydowego oraz r6znice w budowie bocznych
tanicuchéw GAG i podstawnikdw oligosacharydowych.

Obecnos¢ PG wykazano niemal we wszystkich tkankach, szczeg6lnie wiele
uwagi poswiecajac tkance tgcznej. Ich synteza opisana w licznych opracowaniach
naukowych [5,6, 7], rozpoczyna sie od rdzenia biatkowego, w ktérym nastepnie
dochodzi do glikozylowania okreslonych grup hydroksylowych lub aminowych
seryny i asparaginy, formowania odpowiednich tancuchow poli i oligosachary-
dowych oraz dalszych zmian posttranslacyjnych. PG bton komérkowych i PG
wydzielane do przestrzeni pozakomérkowej warunkujg szereg metabolicznych
Imechanicznych wiasciwosci komorek itkanek. Prawdopodobnie zalezy od nich
proliferacja, réznicowanie i dojrzewanie komorek. Silnie anionowy tadunek
tancuchow GAG sprawia, ze PG biorg udziat w selektywnej przepuszczalnosci
bton granicznych, w regulacji stopnia uwodnienia tkanki, a przez interakcje
z biatkami wibdkienkowymi zabezpieczajg strukture i wiasnosci mechaniczne
substancji miedzykomorkowej tkanki fgcznej. Szereg badan wskazuje réwniez na
udziat PG w wielu procesach metabolicznych, takich jak kalcyfikacja kosci oraz
krzepniecie krwi.

Niejednorodnos¢ strukturalna oraz liczne funkcje biologiczne przypisywane
PG stwarzajg duze trudnos$ci w ich systematyce i klasyfikacji. Z kilku mozliwych
kryteriow klasyfikacji, niewatpliwie najbardziej jednoznaczne bytyby oparte na
genetycznie uwarunkowanych réznicach i homologiach w sekwencjach amino-
kwasowych rdzenia biatkowego lub jego form prekursorowych. Trudnosci
metodyczne w izolowaniu natywnych PG sprawiajg jednak, ze dotychczas
opisano kompletng sekwencje aminokwasowag tylko tancucha polipeptydowego
jednego typu PG [8], W przedstawionym opracowaniu przyjeto klasyfikacje
oparta na rodzaju sktadnika GAG dominujacego w strukturze PG. Zasadnicze
elementy struktury GAG uczestniczagcych w budowie PG przedstawiono w ta-
beli 1, pamietajac, iz w rzeczywistosci budowa natywnych proteoglikandw jest
bardziej skomplikowana.
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1l. Proteoglikany chondroityno-siarczanowe

Najwiecej informacji na temat proteoglikanéw chondroityno-siarczanowych
(PG-CS) dostarczyty badania preparatéw izolowanych z chrzastki [9, 10].
Okazato sie, ze wystepujg réwniez w innych tkankach, miedzy innymi w kos$ciach
[11], sciegnach [12], $cianie naczyniowej [13,14], mie$niach szkieletowych [15],
mozgu [16] i skérze [17]. Stanowig niezwykle heterogenna grupe zwiazkéw,
réznigcych sie masg czasteczkowg oraz rodzajem i zawartoscig sktadnika
weglowodanowego. Wyrdznikiem umozliwiajgcym podziat na dwie podgrupy
jest zdolno$¢ do tworzenia kompleksow z kwasem hialuronowym (HA). W ta-
beli 2 przedstawiono orientycyjng charakterystyke PG-CS agregujacych
i nieagregujacych z kwasem hialurowym.

Tabela 2
Niektére witasciwosci proteoglikanéw chondroityno-siarczanowych
Wzgledna masa czgsteczkowa Liczba o
Tkanka . tancuchow Pl(.smlen-
PG Rdzen GAG GAG nictwo
biatkowy
Agregujace z kwasem hia-
luronowym
Chrzastka -2,5 x 106 —200.000 - 20.000 -100 10, 20
Sciana naczyniowa - 1-2 X 106 - 200.000 -43.000 - 12 11, 36
Sciegna —1-2 X 106 - 200.000 -17.000 - 50 14, 29
Nieagregujace z kwasem
hialuronowym
Miesnie szkieletowe 2,5 x 106 ? -70.000 ? 15
Skora —1,0 X 106 ~ 50.000 - 20.000 - 50 17, 50
Przynasadowy odcinek —1,0 X 106 - 200.000 -40.000 - 20 51
kosci
Chrzastka 75-120 x 103 - 42.000 -35.000 2-3 4
Kosci ~70 x 103 - 35.000 -35.000 1-2 12, 28

I1-1. Agregujace proteoglikany chondroityno-siarczanowe

Cechg wsp6lng PG agregujacych z kwasem hialuronowym jest obecnos$¢ w
czesci N-konicowej centralnego taricucha polipeptydowego regionu wykazujg-
cego powinowactwo do HA i biatek wigzacych [18]. W PG-CS izolowanych z
chrzastki, ktorych rdzenn biatkowy ma mase czasteczkowg okoto 200.000 i
dtugos¢ rzedu 400 nm, na region wigzania HA przypada 25—30% tancucha
polipeptydowego [19]. Okoto 10% diugosci taincucha stanowi region wigzania
kilkudziesieciu reszt keratano-siarczanowych, podczas gdy pozostaty odcinek
C-koncowy jest miejscem wigzania wiasciwych tancuchéw chondroityno-4- i
-6-siarczanowych [20]. Liczba tych tancuchéw moze siega¢ 100, a ponadto w
czagsteczce PG wystepuje 50—60 reszt oligosacharydowych, wystepujacych
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Ryc. 1 Struktura niektorych oligosacharydéw uczestniczacych w budowie PG. | — pentasacharyd
potaczony z peptydem wigzaniem O-glikozydowym utworzonym miedzy grupg N-acetylogalakto-
zoaminy a grupg hydroksylowa seryny lub treoniny; oligosacharydy: Il — bogatomannozowy, Il1 i

IV — hybrydowe, V— pentadekasacharyd ztozony — potgczone z taAcuchem polipeptydowym
wigzaniem N-glikozydowym utworzonym miedzy grupa N-acetyloglukozoaminy i grupa aminowga
asparaginy.

gtobwnie w regionie wigzania HA [21, 22]. Przyktadowg strukture oligosacha-
rydéw uczestniczacych w budowie PG-CS przedstawia rycina 1

Wielko$¢ agregujagcych monomerdéw PG-CS chrzastki, rodzaj i liczba
bocznych tancuchdéw poli- i oligosacharydowych, wykazuje pewne zréznico-
wanie gatunkowe, anatomiczne, a takze zalezne od stopnia dojrzatosci tkanki
[23, 24, 25, 26]. W chrzastce embrionalnej obserwuje sie wysokg zawarto$¢
oligosacharydow uwazanych przez niektérych za forme prekursorowg siarczanu
keratanu [27]. W miare starzenia ro$nie zawartos¢ siarczanu keratanu, skro-
ceniu ulegajg tancuchy CS, w ktérych puli zwieksza sie udziat chondroityno-
6-siarczanow [28]. Zmienna jest réwniez liczba reszt fosforanowych estryfiku-
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jacych niektore grupy hydroksylowe seryny oraz niektére reszty ksylozy [29,30].
Uwaza sie, ze reszty fosforanowe sg niezbedne dla wewngtrzkomorkowej
translokacji i endocytozy PG-CS do przestrzeni pozakomdrkowej.

Obok wysokoczasteczkowych PG-CS chrzastki, ktérych catkowita m.cz.
siega 2.5 x 106, podobnie duze PG-CS agregujace z HA izolowano ze Sciegien
[12,31,32] oraz ze Sciany tetniczej [13,14,33]. Ich m.cz. waha sie od 1do 2 x 106,
a rdzen biatkowy wykazuje znaczng homologie z rdzeniem PG-CS chrzastki,
zwiaszcza w regionie wigzania HA [34]. R6znig sie natomiast liczbg, rodzajem i
wielkoscig bocznych tancuchéw polisacharydowych. Schematyczny model
struktury wysokoczasteczkowych, agregujacych PG-CS chrzastki, Sciany tetni-
czej i Sciegna, oparty o wyniki badan elektronomikroskopowych przedstawia
rycina 2.
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Ryc. 2 Schematyczny model struktury proteoglikanéw chondroityno-siarczanowych: A — chrzastki,
B — $ciany tetniczej, C — $ciegna; r — region wigzania kwasu hialuronowego w rdzeniu biatkowym.

W warstwie $srodkowej i wewnetrznej $ciany aorty PG-CS stanowia okoto
20% catkowitej puli PG i wystepujag prawdopodobnie w Kkilku postaciach
réznigcych sie liczbg i dtugosciag tancuchow CS [35]. Z aorty wotu izolowano
agregujgce PG-CS, ktérych monomery o m.cz. okoto 1x 106 majg zawieraé
19—25 taincuchéw CS o m.cz. okoto 40.000 [36]. Nieco inne monomery
agregujacych PG-CS otrzymano ze $ciany aorty $wini [37] i ludzi [13, 38].
Nieliczne dane na temat agregujacych PG-CS $ciegna pozwalajg przypuszczac,
ze stanowig one tylko cze$¢ PG tej tkanki icharakteryzuja sie podobnie wysokim
ciezarem czasteczkowym [12,* 31]. W tkance nerwowej znaleziono PG-CS
agregujagce z HA o m.cz. zaledwie okoto 150.000, w ktérych do rdzenia
biatkowego o m.cz. okoto 70.000 przytgczone sg 1—2 polisacharydowe tan-
cuchy CS.

Agregujace PG-CS in vivo tworzg z HA makroczastki zawierajgce od kilku,
nawet do 100 monomerycznych podjednostek PG-CS, o tgcznej m.cz. docho-
dzacej do setek milionow [3,4, 39]. W niekowalencyjnym wiazaniu udziat bierze
globularny fragment N-koncowego odcinka taricucha polipeptydowego oraz
2—5 dwucukrowcowych podjednostek taricucha polisacharydowego HA [40].
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Odlegtos¢ pomiedzy przytgczonymi monomerami determinuje wzajemne od-
dziatywanie sasiadujgcych tancuchéw CS, a wigzanie stabilizujg biatka wiazace
[41, 42], Sa to glikoproteiny o m.cz. 41—48.000 i powinowactwie zaréwno do
regionu wigzania w rdzeniu biatkowym PG, jak i polisacharydowego tafcucha
HA. Szczegdlnie duze agregaty PG-CS z HA obecne sg w chrzgstce stawowej.

Struktura agregatéw PG-CS, powodujgca przestrzenne zageszczenie ujem-
nych tadunkéw polianionéw GAG, zabezpiecza szczeg6lne witasciwosci makro-
czastek. Sg one w stanie wigza¢ wewnatrzczasteczkowo ilosci wody kilkudzie-
sieciokrotnie przekraczajgce suchg mase. W chrzastce, ktérej struktura usztyw-
niona jest siatkg wiokien kolagenowych, powstajagce ciSnienie hydratacyjne
zabezpiecza znaczna wytrzymato$é na Sciskanie oraz zdolno$¢ przejmowania
zmiennych obcigzen w czasie ruchu stawow [43, 44]. Duze zageszczenie PG-CS
w warstwach chrzastki podlegajacych kalcyfikacji pozwala przypuszczac, ze
biorg one posredni lub bezposredni udziat w inicjacji tego procesu i depozycji
fosforanbw wapnia w substancji podstawowej kosci [45].

Proteoglikanowe agregaty Sciany naczyniowej lub Sciegien, zawierajgce jak
sie wydaje mniej podjednostek monomerycznych, speiniajg nieco odmienne
funkcje biologiczne. Wykazujgc powinowactwo do widkien kolagenu i elastyny,
a takze do bton plazmatycznych komdrek miesni gtadkich, integrujg strukture
substacji miedzykomdrkowej, zabezpieczajgc w ten sposob wytrzymatos¢ na
zmienne obcigzenie hydrodynamiczne, lub umozliwiajgc przenoszenie znacz-
nych sit fizycznych [46]. Podobna role strukturalng, integrujaca takie elementy
tkanki nerwowej jak widkna nerwowe, neurony i astrocyty, wydajg sie spetniaé
agregaty niskoczasteczkowych PG-CS moézgu. Wiele prac poswieconych inter-
akcji PG-CS ze zwigzkami o mniejszej masie czasteczkowej pozwala przy-
puszczad, ze biorg one rdwniez udziat w procesach metabolicznych, uczestniczac
w selektywnym transporcie substratow i produktéw przemian komoérkowych,
lub w procesach powierzchniowych, takich jak np. krzepniecie krwi [47,48,49].

11-2. Nieagregujace proteoglikany chondroityno-siarczanowe

Wysokoczagsteczkowe PG-CS o m.cz. rzedu 1x 106, nie wykazujace jednak
powinowactwa do HA, izolowano ze skory [50], miedzybeleczkowej tkanki
mezenchymalnej przynasadowych odcinkow kosci [51], a 0 m.cz. powyzej
2.5 x 106 z miesni szkieletowych [52]. Ich centralny tancuch polipeptydowy,
rézniagcy sie m.cz., charakteryzuje sie wspélnym dla wszystkich PG-CS niekom-
pleksujacych, brakiem cysteiny i metioniny. Uwaza sie, ze obecno$¢ tych
aminokwasow w sekwencji regionu wigzania determinuje pofatdowanie tan-
cucha niezbedne dla wigzania HA [53]. Proteoglikany izolowane ze skory,
zawierajg liczne (okoto 50) tancuchy GS, o m.cz. rzedu 20.000, w ktorych
prawdopodobnie wystepujg dwusacharydowe sekwencje charakterystyczne dla
siarczanu dermatanu. Proteoglikany przynasadowej tkanki kostnej majg
wiekszy rdzen biatkowy i okoto 20 tancuchéw CS o m.cz. okoto 40.000.
Izolowane z miesni kurczecia PG-CS nieagregujace z HA, charakteryzujg sie
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wysokg m.cz. i obecnoscig dtugich fancuchdéw CS, o m.cz. okoto 70.000, ktérych
80—90% stanowig chondroityno-6 siarczany.

Niskoczasteczkowe PG-CS nieagregujace z HA otrzymano z chrzastki
i z kosci. Z kosci ptodowych cielagt i szczuréw izolowano monomery PG-CS
0 m.cz. 80— 120.000, zbudowane z pojedynczego tancucha polipeptydowego
0 m.cz. okoto 38.000 i 1—2 réznych tancuchéw CS o przecietnej m.cz. okoto
40.000 [54, 55]. Wykazano réwniez obecno$¢ oligosacharydéw zwigzanych
wigzaniem O- lub N-glikozydowym z rdzeniem biatkowym PG, ktérego
wiasnosci immunologiczne okazaly sie odmienne od niskoczasteczkowych,
nieagregujacych PG-CS chrzastki. Z kosci osobnikéw dojrzatych izolowano
PG-CS o m.cz. okoto 90.000, zawierajace taficuchy CS o m.cz. rzedu 25—35.000
[11]. W PG-CS kosci dominuja chondroityno-4-siarczany stanowigce okoto
90% polisacharydowego sktadnika PG. Analogiczne niskoczasteczkowe PG-CS
chrzastki majg podobng m.cz. [76— 120.000], a do rdzenia biatkowego o m.cz.
okoto 42.000 przytgczone sg 2—3 tancuchy CS z przewagg chondroityno-4
siarczanéw [56]. Centralny tafncuch polipeptydowy niskoczgsteczkowych
PG-CS wykazuje pewne homologie z tancuchem polipeptydowym PG rogéwki
ltwardéwki oraz z rdzeniem biatkowym niskoczasteczkowych PG-DS tkanki
kostnej i chrzastki [4, 57].

Biologiczna funkcja nieagregujagcych PG-CS nie jest w pelni wyjasniona.
Moga mie¢ one pewne znaczenie strukturalne, warunkowane powinowactwem
do biatek wiokienkowych [58]. Niektére doniesienia wskazujg na ich role
w réznicowaniu i rozwoju komorek miesni poprzecznie pragzkowanych, w
starzeniu sie tkanki oraz w regulacji proceséw kalcyfikacji, oparte gtéwnie na
obserwacji roznic ilosciowych i jakoSciowych w tkankach ptodowych i doj-
rzatych [4, 20].

I1l. Proteoglikany dermatano-siarczanowe

Proteoglikany w ktérych reszty serynowe centralnego tancucha polipepty-
duowego podstawione sg polisacharydowymi faricuchami siarczanu dermatanu
(DS), wystepujg w przestrzeni pozakomaérkowej wielu tkanek, miedzy innymi
w Scianie naczyniowej [59, 60], skorze [61, 62, 63, 64], sciegnach [12, 65],
twardoéwce i rogoéwce [66, 67] oraz w chrzastce [68]. Obecno$¢ PG-DS
wykazano réwniez w tozysku [69, 70], ptynie pecherzykéw jajnikowych [71]
oraz w niektérych tkankach patologicznych [72, 73]. Podobnie jak PG-CS
stanowig one niejednorodng grupe zwigzkdéw, roznigcych sie m.cz., liczbg
i dlugosciag tarncuchow polisacharydowych oraz budowa rdzenia biatkowego.
Cechg szczegblng jest zmienna zawarto$é reszt kwasu iduronowego i obecnosé
kwasu glukuronowego w podjednostkach tancuchéw polisacharydowych.
W tabeli 3 przedstawiono charakterystyke lepiej poznanych PG-DS, wprowa-
dzajagc umowny podziat na bogato i ubogo-iduronowe.
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I11-1. Bogato-iduronowe proteoglikany dermatano-siarczanowe

Proteoglikany, w ktérych reszty kwasu iduronowego stanowig 35—85%
reszt kwaséw uronowych fancuchéw polisacharydowych, wystepuja w wie-
kszych iloSciach w substancji miedzykomérkowej tkanki tgcznej skory, Sciany
tetniczej, Sciegien, chrzastki i twarddwki. Ich m.cz. waha sie od 70.000 do 140.000,
a m.cz. tancuchéw polisacharydowych od 15.000 do 24.000. Do centralnego
taricucha polipeptydowego PG-DS przytgczonych jest 1—2 tancuchy GAG oraz
niekiedy 2—3 reszty oligosacharydowe zwigzane wigzaniem O- lub N-gliko-
zydowym [74].

Badania sktadu aminokwasowego oraz wiasnosci immunologicznych sktad-
nika biatkowego PG-DS wykazaty, ze majg one zblizong budowe fancuchow
polipeptydowych, z kwasem asparaginowym w pozycji N-koncowej i gliko-
zylowang seryng w pozycji 4 [75]. Centralny tancuch polipeptydowy PG-DS tej
grupy wykazuje znaczng homologie z rdzeniem biatkowym PG-CS o niskigj
m.cz. oraz znaczne roznice w skladzie aminokwasowym w pordwnaniu
z tancuchem polipeptydowym wysokoczgsteczkowych PG-CS.

Informacji na temat ewentualnych funkcji biologicznych PG-DS dostarczajg
prowadzone ostatnio badania histochemiczne i immunohistochemiczne [76,77].
Wykazano, ze in vivo bogato-idurowane PG-DS wigza kolagen typu I i II,
regulujgc by¢ moze fibrylogeneze i zabezpieczajgc, podobnie do agregujacych
PG-CS, prawidiowg strukture i biochemiczne wiasciwosci tkanki [78]. W
chrzgstce bogato-iduronowe PG-DS zlokalizowane w warstwach powierzch-
niowych orientujg widkna kolagenowe réwnolegle do powierzchni i by¢ moze
poprzez swoj tadunek ujemny hamujg procesy kalcyfikacji [79]. Zdolnosé do
samoasocjacji i tworzenia komplekséw dermatano-siarczanowych [80] pozwala
przypuszczaé, ze w skorze, sciegnach i $cianie tetniczej integrujg one struktury
widkienkowe i stabilizujg siatke przestrzenng. Duze powinowactwo PG-DS do
lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) pozwala przypuszczaé, ze od zawartosci tej
frakcji zalezy penetracja LDL do S$ciany tetniczej i zwigzana z tym inicjacja
procesu miazdzycowego [81].

111-2. Ubogo-iduronowe proteoglikany dermatano-siarczanowe

Proteoglikany zawierajagce w swojej strukturze GAG dermatano-siarcza-
nowe, jednak z mniejszg zawartos$cig kwasu iduronowego, wystepujg réwniez
w wielu tkankach i reprezentujg jeszcze bardziej zréznicowane formy mo-
lekularne.

Na rycinie 3 schematycznie przedstawiono proponowang strukture PG-DS
ubogo-iduronowych, ptynu pecherzykéw jajnikowych, fibroblastow, twardowki,
rogowki i chrzastki. Niektore z tych PG-DS zawierajg w centralnym taincuchu
polipeptydowym odcinki wykazujace powinowactwo do HA i odpowiadajace w
przyblizeniu regionowi wigzania HA tafcucha polipeptydowego agregujacych
PG-CS [82]. Niskoczasteczkowe PG-DS rog6wki zawieraja oprécz rdzenia
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Ryc.3 Schematyczny model struktury proteoglikanéw dermatano-siarczanowych ubogoidurowych:
A — ptynu pecherzykéw jajnikowych, B— fibroblastéw, C — twardéwki, D — rogéwki; n — oligo-
sacharydy zwigzane wigzaniem N-glikozydowym, o — oligosacharydy zwigzane wigzaniem N-gliko-
zydowym, o — oligosacharydy zwigzane O-glikozydowo.

biatkowego tylko jeden tancuch polisacharydowy stanowigcy okoto 50% m.cz.
monomeru. PG-DS rogéwki wspdlnie z PG-KS uczestniczag w tworzeniu
uporzadkowanej struktury widkien kolagenowych, ktéra umozliwia przepu-
szczalnos$¢ Swiatta [4], W zmetnieniowym zbliznowaceniu rogowki stwierdza sie
powiekszenie przestrzeni miedzyfibrylarnych, spadek zawarto$ci PG-KS oraz
zmiany strukturalne PG-DS, ustepujace po wyleczeniu [83, 84]. Szczeg6lny
rodzaj PG-DS izolowano z chrzastki. Obok matych PG-DS bogatoiduronowych
i PG-DS ubogoiduronowych charakterystycznych dla chrzgstki embrionalnej
[85, 86], opisano PG-DS, w ktérych role rdzenia biatkowego petnig tancuchy
alfa-kolagenu, do ktérych przytaczone sg 1lub 2 ubogoiduronowe taincuchy DS
[871].

Wysokoczgsteczkowe PG-DS bogate w reszty kwasu glukuronowego, syn-
tetyzowane w proliferujgcych komérkach glejowych, agregujg z HA i podobnie
jak agregujace PG-CS wykazujg in vitro powinowactwo do biatek wiazacych
[72]. W plynie pecherzykowym wystepujg wysokoczasteczkowe PG-DS o m.cz.
rzedu 2—3 x 106, w ktérych dtugie i liczne tancuchy polisacharydowe wigze
rdzen biatkowy o m.cz. okoto 500.000 [71]. Czasteczka zawiera 300—400 reszt
oligosacharydowych zwigzanych O-glikozydowo oraz okoto 50 reszt potgczo-
nych wigzaniem N-glikozydowym. Rozmiary czasteczki i wysoki stopien hydra-
tacji pozwalajg przypuszczaé, iz odgrywa ona istotng role w utrzymywaniu
odpowiedniej lepkoSci ptynu. Lancuch polipeptydowy PG-DS ptynu pecherzy-
kéw jajnikowych wykazuje wyjatkowa wrazliwos¢ na enzymy proteolityczne,
zwlaszcza plazrrtine, co mie¢ moze znaczenie w procesie dojrzewania i ewolucji
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[88]. Stosunkowo dobrze poznano budowe wysokoczasteczkowych PG-DS
izolowanych z ptynu wysiekowego protiferujagcego worka zéttkowego szczuréw
[73]. Czasteczki o m.cz. 400.000—800.000 zawierajg krotki rdzen biatkowy
zbudowany ze 104 aminokwasoéw, w ktérym wyréznié mozna 49-aminokwasowy
centralny region wigzania DS, w ktérym dominujg przemienne sekwencje reszt
seryny i glicyny. Odcinek N-koncowy zawierajacy 14 aminokwasow wykazuje
powinowactwo do kolagenu i fibronektyny, natomiast funkcja 41-aminokwaso-
wego odcinka C-konncowego nie zostata dotychczas wyjasniona.

IV. Proteoglikany keratano-siarczanowe

tancuchy siarczanu keratanu uczestnicza w budowie réznych proteoglika-
néw, zwilaszcza PG-CS chrzastki, natomiast stosunkowo nieliczng grupe stano-
wig PG-KS zawierajgce obok centralnego tancucha polipeptydowego wytgcznie
polisacharydowe fafncuchy siarczanu keratanu. Zwigzki tego typu izolowane z
rogéwki majag m.cz. w granicach 30.000—75.000, a do rdzenia biatkowego
przytgczonych jest 1—3 tarhcuchy KS o m.cz. 7.000— 10.000 [84, 89, 90, 91]. W
odréznieniu od PG innego typu w PG-KS tancuchy polisacharydowe potaczone
sg z biatkiem wigzaniem N-glikozydowym. W czasteczce PG-KS moga wystepo-
waé takze podobnie zwigzane oligosacharydy.

Proteoglikany keratano-siarczanowe wspolnie z niskoczgsteczkowymi
PG-DS uczestniczag w budowie substancji podstawowej rogowki, zabezpieczajac
wyjatkowe witasnosci optyczne tej tkanki. Na ich szczeg6lne znaczenie wskazuje
fakt, ze defekt syntezy PG-KS, a zwlaszcza uposledzona sulfatacja odpowiednich
reszt heksozaminowych, moze byé przyczyng wrodzonych lub nabytych zmian
patologicznych [92, 93, 94]. Poza rogbéwka, znaczne ilosci PG-KS znaleziono
w dysku miedzykregowym [95, 96]. Strukturalnie sg one podobne do agregu-
jacych PG-CS chrzastki, jednak majg znacznie skrécony region wigzania CS, lub
znacznie zmniejszong liczbe tancuchdéw chondroityno-siarczanowych w czas-
teczce PG-KS [97],

V. Proteoglikany heparano-siarczanowe

Szczegolna rola proteoglikanéw heparano-siarczanowych (PG-HS) wynika
z faktu, iz stanowig one skiadnik bton komdrkowych lub zwigzane sg ze
strukturami btonowymi. Taka lokalizacja sprawia, ze biorg one udziat w
procesach zachodzacych w warstwach powierzchniowych oraz w interakcjach
pomiedzy komérka, a otaczajagcym ja Srodowiskiem. Proteoglikany powierz-
chniowe bton komdrkowych izolowano miedzy innymi z hepatocytéw [98,99], z
fibroblastéw [100, 101] i komoérek tkanki nerwowej [102]. Ich obecnosé
wykazano w btonach podstawnych kiebkéw nerkowych [103, 104, 105, 106],
$ciany tetniczej [107, 108, 109], a takze w hodowlach komérkowych pheo-
chromocytoma [110], miesaka Engelbretha-Holma-Swarma [111, 112] i raka



Tabela 4
Niektére wiasciwosci proteoglikanédw heparano-siarczanowych

Masa czasteczkowa

Li ismi ic-
Tkanka Rdzen : lczba, Pismiennic
PG . GAG fanicuchow two
biatkowy

Powierzchniowe

Hepatocyty ~ 73.5 x 103 ~ 17.000 -14.000 3-4 98, 99
Fibroblasty -350 x 103 2 x 90.000 - 20.000 8-12 100, 101
Pecherzyki synaptyczne 100-200 X 103 - 105.000 ? ? 102, 110"
Komoérki raka okreznicy 850-950 x 103  -240.000 -30.000 30-40 115, 121
Bton podstawnych

Kiebki nerkowe 130-250x 103 90-170.000 -25.000 4-5 103, 104
Miesak EHS 750-800 x 103 350-400.000 -65.000 6-12 107, 111
Pheochromocytoma ~350 x 103 -80.000 -15.000 18 107, 110
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Ryc. 4 Schemat struktury proteoglikanéw heparano-siarczanowych powierzchniowych: A— hepa-
tocytow, B— fibroblastow, C — komorek raka okreznicy oraz bton podstawnych: D — miesaka
EHS, E— kiebkéw nerkowych, F— Pheochromocytoma; h— hydrofobowy region fafncucha
polipeptydowego, n— oligosacharydy zwigzane wigzaniem N-glikozydowym, o-oligosacharydy
zwigzane O-glikozydowo, r— region wigzania bialek wiokienkowych.

[221]
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okreznicy [113]. Dostepne informacje dotyczace m.cz. PG-HS, wielkosci rdzenia
biatkowego oraz liczby i wielkosci tancuchéw polisacharydowych zebrano w
tabeli 4 natomiast proponowang strukture tych PG przedstawia rycina 4.

Najmniejsze PG-HS izolowane z hepatocytow szczurzych majg 3—4 tan-
cuchy polisacharydowe o m.cz. okoto 14.000 potaczone z pojedynczym tancu-
chem polipeptydowym [99]. Proteoglikany fibroblastow majg rdzen biatkowy
zbudowany z dwéch tancuchéw polipeptydowych potaczonych mostkiem dwu-
siarczkowym, do ktérego przytgczonych jest 8— 12 tancuchéw HS oraz liczne
oligosacharydy [100, 101]. Wysokoczasteczkowe PG-HS izolowano z hodowli
komarek raka okreznicy, miesaka EHS i komdrek warstwy ziarnistej pecherzyka
jajnikowego szczurdéw [107, 114, 115]. Badania tafncucha polipeptydowego tych
PG prowadzone przy uzyciu metod immunologicznych pozwolity wyodrebnié
domeny o wiasciwosciach hydrofilowych i sekwencjach z duzg liczba reszt seryny
i glicyny, wigzace taicuchy polisacharydowe i oligosacharydy, krétki odcinek o
wiasciwosciach hydrofobowych i lipofilnych oraz N-koncowy, wykazujacy
powinowactwo do niektorych biatek, zwilaszcza widkienkowych [114, 116].
Uwaza sig, ze ten ostatni region wigze PG-HS z wewnatrzkomoérkowymi
biatkami ektoplazmy i mikrofilamentami cytoplazmatycznymi, natomiast sg-
siedni odcinek lipofilny utatwia ,,przejscie” czasteczki przez struktury btonowe.
Usytuowany pozakomérkowo region wigzacy czes¢ polisacharydowa tworzy
wypustki dtugosci 40—220 nm [113], warunkujgce prawdopodobnie wiele
wiasnosci komérki. W PG-HS fibroblastow, obok domen wigzacych poli i
oligosacharydy wystepuje region wigzania transferyny, odcinek miedzytancu-
chowego mostka dwusiarczkowego i koricowa domena hydrofitowa.

Przypuszcza sie, ze PG-HS moga taczyé sie z btonami komoérkowymi przy
udziale mechanizmow receptorowych i zaangazowaniu bocznych tancuchéw HS
[117, 118]. Wigzanie takie ma mie¢ charakter jonowy i zalezy od prawidtowej
zawartosci reszt siarczanowych [119]. Z wigzan receptorowych PG-HS wypie-
rane sg in vitro przez inne polianiony, np. przez heparyne.

Proteoglikany heparano-siarczanowe sg statym skitadnikiem bton podstaw-
nych, oddzielajgcych warstwy komaérek nabtonkowych i komérek $rédbtonka
od S$rodowiska pozakomoérkowego [104, 106, 120]. W bionie podstawnej
ktebkow nerkowych wystepujg PG-HS niskoczgsteczkowe, zbudowane z krdt-
kiego tancucha polipeptydowego i4—>54aricuchéw HS o m.cz. okoto 25.000 [121,
122, 123]. Ich tancuch polipeptydowy daje reakcje krzyzowe z przeciwciatami
wobec rdzenia biatkowego znacznie wiekszych PG-HS blony podstawnej $ciany
tetniczej oraz miesaka EHS [124, 125, 126]. Z hodowli komdrek miesaka EHS
wyizolowano dwa PG-HS, jeden o m.cz. 350.000—400.000 i rdzeniu biatkowym
0 m.cz. rzedu 95.000—130.000, drugi wysokoczgsteczkowy o m.cz. okoto 800.000
lczterokrotnie wiekszym centralnym tancuchu polipeptydowym. Na podstawie
wynikéw badan z uzyciem znakowanej metioniny autorzy sadza, ze postaé
niskoczasteczkowa jest produktem czeSciowej degradacji PG-HS, zachodzacej
réwniez in vivo.
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Proteoglikany heparano-siarczanowe wykazujg szereg wiasciwosci warun-
kujacych zapewne ich funkcje biologiczne. Wykazujg silne powinowactwo do
kolagenu | i lamininy, a reakcja wigzania zachodzi w fizjologicznych warunkach
pH isityjonowej [111,127]. Ocenia sig, ze jedna czasteczka PG-HS wigza¢ moze
80—200 monomerow kolagenu lub 2— 10 czagsteczek lamininy [107, 120]. W
btonach podstawnych PG-HS wigzg réwniez kolagen typu Il i V, stabo
natomiast kolagen 1V [128, 129, 130]. Duze zainteresowanie budzi interakcja
PG-HS z fibronektyng [131, 132, 133, 134]. Uwaza sieg, ze biatko to wspdlnie z
innymi elementami pozakomorkowej substancji podstawowej moze by¢ sktad-
nikiem makroczasteczkowego ,,adheronu”, odpowiedzialnego za adhezje ko-
marek. Powierzchniowe PG-HS bton komorkowych majg by¢ w tym przypadku
receptorem odpowiedzialnym za przyleganie [134, 135]. Inng interesujaca
wiasciwosciag PG-HS jest zdolno$¢ do samoagregacji, umozliwiajgca wigzanie
komorek zawierajagcych powierzchniowe PG nie tylko ze strukturami podtoza,
lecz réwniez miedzy sobg [136, 137]. W wigzaniach tych, podobnie jak w
wigzaniu biatek wtdkienkowych uczestniczg boczne taficuchy HS. Réwniez rdzen
biatkowy moze bra¢ udziat w interakcji PG-HS z innymi substancjami wysoko-
czasteczkowymi. Powinowactwo taficucha polipeptydowego PG-HS do HA
obserwowano w preparatach izolowanych z ptuca i okreznicy [115, 138].
W PG-HS bton komoérkowych koricowy fragment rdzenia biatkowego uczes-
tniczy¢ ma w wigzaniu z filamentami cytoplazmatycznymi w rodzaju aktyny
[111,116].

Duze zageszczenie PG-HS na powierzchni bton komérkowych i w btonach
podstawnych oraz ich silny tadunek sprawia, ze odgrywajg one istotng role w
przepuszczalno$ci i transporcie substancji wysoko i drobnoczgsteczkowych
[139, 140, 141]. W badaniach przepuszczalnosci btony podstawnej kiebkdéw
nerkowych wykazano, ze dziatanie enzymoéw degradujacych PG-HS powoduje
przechodzenie do moczu albuminy i ferytyny. Silny tadunek powierzchniowy
odpowiedzialny jest rowniez za wigzanie niektérych enzyméw btonowych, ktére
jak np. lipaza lipoproteinowa lub trombina dziata¢c mogag na powierzchni
srédbtonka naczyn krwionosnych [108, 109, 142, 143]. Uwaza sie, ze PG-HS
bton komdrkowych uczestniczace w transporcie substratéw i metabolitow sg
czynnikiem regulujagcym wzrost i réznicowanie komorek [144, 145, 146].
Proteoglikany heparano-siarczanowe wystepujace w szczegélnie duzych ilos-
ciach w tkance nerwowej odpowiedzialne sg prawdopodobnie za integracje
komérek z otaczajagcym Srodowiskiem, a zwilaszcza za wigzanie pecherzykow
synaptycznych z btonami plazmatycznymi tkanek docelowych [147, 148].
Przypuszcza sie rowniez, ze PG-HS biorg udziat w utrzymywaniu integralnosci
bton synaptycznych obcigzonych ciagtym procesem sekrecji i endocytozy
[149,150]. Proteoglikany heparano-siarczanowe znaleziono réwniez w struk-
turach subkomorkowych, miedzy innymi we frakcji jadrowej otrzymanej
z hodowli komorek melanoma i hepatocytéw [151, 152]. Poniewaz in vitro HS
hamuje aktywnos$¢ polimerazy DNA, wysuwane sg przypuszczenia, ze PG-HS
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moga by¢ czynnikiem regulujagcym synteze DNA oraz podziat i replikacje
komérek [153, 154].

Zblizone wiasnosciami do PG-HS proteoglikany heparynowe izolowano
z komdrek tucznych [155]. Maja one wysokag mase czagsteczkowg rzedu 1x 106,
a do krétkiego taincucha polipeptydowego o m.cz. okoto 20.000 z powtarzajg-
cymi sie sekwencjami seryny i glicyny, przylgczonych jest 9—12 polisacha-
rydowych tancuchéw heparyny o m.cz. w granicach 50.000— 100.000 [156].Pod
wptywem endoglikozydaz, PG komoérek tucznych uwalniajg heparyne, stano-
wigc by¢ moze naturalny magazyn tej substancji in vivo [157].

W podsumowaniu podkresli¢ nalezy duze trudnosci w badaniu PG. Ich
szczeg6lne powinowactwo do innych substancji wysokoczgsteczkowych i ele-
mentéw komérkowych oraz wielko$¢ makroczasteczek, wymaga stosowania
drastycznych metod izolowania, naruszajgcych by¢é moze strukture czastek
natywnych. Stad tez, mimo bardzo licznych badan, porownywanie i uogdlnianie
ich wynikow w celu stworzenia spdjnego pogladu na strukture i funkcje jest
sprawa trudng. Niemniej jednak, udziat PG w tworzeniu miedzykomérkowych
ipozakomdrkowych struktur tkankowych, a zwtaszcza wykazane réznice sktadu
i struktury proteoglikanéw tkanek prawidtowych i patologicznych wskazuja, ze
sg one waznym elementem homeostazy organizmu. Nalezy mie¢ nadzieje, ze
dalsze badania rzucg nowe Swiatto na udziat proteoglikanéw w patogenezie
wielu chordb, zwilaszcza przebiegajacych z uszkodzeniem tkanki tgcznej, a by¢
moze, wytyczg rowniez nowe kierunki terapeutyczne.

Artykut otrzymano 30 kwietnia 1981 r.
Zaakceptowano do druku 6 marca 1988 r.
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I. Wprowadzenie

Zawarto$¢ zwigzkéw organicznych nagromadzonych w osadach geolo-
gicznych przekracza 10.000 razy mase ,zywej”, organicznej materii Ziemi.
Badania dotyczgce struktury i pochodzenia, a takze roli organicznych substancji
obecnych w ztozach osadowych rozpoczety sie w latach 60-tych i przerodzity
w bardzo preznie rozwijajacg sie gatgz wiedzy zwang poleontologig molekularna.

*Dr hab., Zaktad Systematyki i Geografii Roélin Instytut Botaniki UW. Warszawa,
Al. Ujazdowskie 4.
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Osady (tupki, kerogen, wegiet, ropa) zawierajg bardzo ztozone mieszaniny
substancji o charakterze lipidowym. Wiele z nich stanowi oczywiste ,,moleku-
larne skamieniatosci” tj. zwiazki, ktére nie wystepujg obecnie w zywych
organizmach. Struktura tych lipidow wykazuje jednak bez zadnych watpliwosci,
ze s one pochodzenia biologicznego; ulegly one przemianom chemicznym
w trakcie dojrzewania osadéw [1].

Przyblizenie Czytelnikom tej dziedziny badan wydaje sie celowe, bowiem na
tamach ,,Postepéw Biochemii” nie byto dotad publikacji dotyczacej struktury
i pochodzenia lipidéw kopalnych, a takze roli ich analogdw w obecnie zyjacych
organizmach. Rozwazania te pozwalajg rowniez na przedstawienie drzewa
filogenetycznego politerpenoidowych lipidéw btonowych.

Il. Struktura podstawowych lipidéw kopalnych

11-1. Hopanoidy

W koncu lat 50-tych z zywicy drzew tropikalnych z rodziny Dipterocarpaceae
rosngcych w Indonezji wyizolowano pieciocykliczne pochodne triterpenowe
(C29 i C30) o nowym, nieznanym dotad rodzaju szkieletu [2]. Szkielet ten
nazwano hopanem, natomiast zwigzki zawierajace taki szkielet — hopanoidami.

W Kkilka lat pézniej triterpeny te znaleziono w paprociach [3, 4], mchach [5,
6], porostach [7] i grzybach [8, 9]. W 1966 r. Hills i Whitehead natrafili na
hopanoidy w wysokowrzgcej frakcji nigeryjskiej ropy naftowej [10]. Rozwdj
metod badawczych, a zwtaszcza spektroskopii masowej i chromatografii gazowej
potwierdzit powszechnos¢ wystepowania hopanoidéw w osadach [11]. Zwigzki
te nazwano geohopanoidami w odrdznieniu od biohopanoidéw izolowanych
z zyjacych organizmow. Stwierdzono réwniez duze podobienstwo strukturalne
geohopanoidow (wyizolowano obecnie ponad 150 zwiazkéw o tym szkielecie)
pochodzacych z kopalin wydobytych w roznych miejscach $wiata. Geoho-
panoidy znajdowano w tupkach ilastych, glinach, wapniu, weglu i ropie; wiek
wielu z tych osadéw przekracza 500 min. lat [12]. llo$¢ samych tylko
hopanoidéw (nie liczac innych zwigzkéw pochodzenia terpenoidowego) szacuje
sie na 1012 ton, co wynosi mniej wiecej tyle, ile masa catego wegla organicznego
w zyjacych obecnie organizmach. Znalezienie tak ogromnej ilosci i r6znorod-
nosci hopanoidéw w osadach wymagato wyjasnienia ich pochodzenia. Pamietaé
bowiem nalezy, ze hopanoidy, w odrdznieniu od triterpenéw o innych szkie-
letach, nie wystepujag powszechnie w ros$linach. Odkrycie C30 hopanoidéw
w bakteriach isinicach [13] sugerowato mozliwos¢ mikrobiologicznego pocho-
dzenia tych zwigzkoéw, dajgc jednocze$nie wyjasnienie tak duzej zawartosci
geohopanoidéw. Prawdopodobne biologiczne pochodzenie nie wyjasniato
jeszcze wystepowania wsrdd geohopanoidéw zwigzkéw o czasteczce zawiera-
jacej ponad 30 atomdéw wegla (tj. od 31 do 35). Czasteczki kolejnych identy-
fikowanych biohopanoiddw nie przekraczaty 30 atoméw wegla. Mozna sobie
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wyobrazi¢ przegrupowania i degradacje czasteczek podczas starzenia sie osa-
déw, ale dotgczenie w tych warunkach od 1do 5atoméw wegla byto catkowicie
nieprawdopodobne. Geohopanoidy o czasteczce zawierajgcej powyzej 30 ato-
mow wegla pozostawaty, jak mdéwiono, ,,0sieroconymi lipidami”, czyli zwigz-
kami, ktorych prekursorow dotgd nie znano [14]. Byla to sytuacja bez
precedensu w nauce, polegajaca na tym, ze cata rodzina substancji naturalnych
pozostata niezauwazona, a na jej istnienie wskazywaty dopiero ,,molekularne
skamieniatosci”.

Dopiero w roku 1973 Forster i wspotpracownicy [15] wyizolowali z bakterii
Acetobacter xylicum i Bacillus acidocaldarius zwigzek nazwany bakteriohopano-
tetraolem (C35). Czasteczka bakteriohopanotetraolu zawiera tetrahydroksy-
lowy tancuch boczny dotgczony do szkieletu hopanu.

H CH
OH
OH

Hcpon Bakteriohopanotetraol

Ryc. 1. Hopanoidy.

Takie wysoko utlenione bakteriohopanoidy stanowigce nowg grupe lipidéw
bakteryjnych uwaza sie za potencjalne prekursory wszystkich hopanoidéw
kopalnych. Ich szerokie rozpowszechnienie w bakteriach i sinicach, a takze
odpornos¢ na degradacje pomimo rozgatezionej struktury, ttumacza powszech-
nos¢ i obfito$¢ wystepowania w osadach hopanoiddw o czasteczce zawierajacej
powyzej 30 atoméw wegla.

11-2. Lipidy archebakteryjne

Archebakterie réznych typow zawierajg fitanylowe dietery i specyficzne
bis-fitanylowe tetraetery gliceroli i innych polioli jako lipidy btonowe [16]. W
osadach znaleziono 20-weglowy weglowod6r— fitan-, ktéry czesciowo
magtby takze pochodzi¢ z degradacji fitolu chlorofilowego. Natomiast jego C40
dimer — bis-fitan- niewatpliwie pochodzi z archebakterii. Zaréwno bisfitan jak
i jego pochodne zawierajgce w czasteczce pierscienie cyklopentanowe lub
cykloheksanowe sg bardzo rozpowszechnione w osadach [17—19]. Zwigzki te
przedstawiono na rycinie 2.

11-3. Tricyklopoliprenole

Tricykliczne poliprenole, a zwiaszcza powstate z nich weglowodory tzw.
»,rozciggniete diterpeny” wystepujg powszechnie w osadach [20]. Ich strukture
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Ryc. 2. Lipidy archebakteryjne.
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Ryc. 3. Tricyklopoliprenole.

przedstawia rycina 3. Zwigzki tej klasy zawierajg od 19 do 30 atomdéw wegla
w czasteczce ijako podstawe majg charakterystyczny szkielet tricykliczny [21,
22].

11-4. Karotenoidy bakteryjne

Wiele bakterii zawiera charakterystyczne pochodne karotenoidowe. Ro6znig
sie one od typowych karotenoidéw roslinnych obecnos$cig wysokopolarnych
reszt na koncach tancucha weglowodorowego. Przyktady takich zwiazkdéw
przedstawiono na rycinie 4. Rozpatrzenie struktury lipidow wystepujgcych w
osadach geologicznych pozwala na wyprowadzenie dwéch wnioskéw o cha-
rakterze ogélnym:

— W osadowej materii organicznej lipidy mikrobiologiczne stanowi
znaczng pule. Oczywistg przyczyng tego jest fakt, ze kazdy organizm po Smierci
ulega bakteryjnemu procesowi rozpadu, gtéwnie do dwutlenku wegla. Ta czes¢
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Ryc. 4. Karotenoidy bakteryjne.

materii organicznej, ktdra uniknie catkowitej tlenowej konwersji do C 02, jest
poczatkowo przerabiana do metabolitow bakteryjnych. Btonowe politerpenoidy
sg strukturami znacznie trwalszymi niz biatka, weglowodany czy kwasy ttusz-
czowe i po pewnych przeksztatceniach pozostajg na trwate w osadach.
— Wszystkie omawiane struktury sg politerpenoidami. Zwiazki te, czesto

o0 bardzo skomplikowanych strukturach, uwaza sie za typowe metabolity wtérne.
Jest to oczywiScie pewne uproszczenie, na co wskazuje generalna rola takich
zwigzkow jak dolichole czy ubichinon. Jednakze powszechno$¢ wystepowania
w osadach lipidéw pochodzenia mikrobiologicznego pozwala na postawienie
hipotezy, ze wszystkie pochodne omawianej drogi metabolicznej maja podobne
znaczenie w organizmach. Temu pogladowi zostanie poswiecona pozostata czes¢
artykutu.

I1l. Rownowazno$¢ strukturalna steroli i hopanoidéw

Sterole sg powszechne u eukariontéw, a ich nieobecno$é u prokariontow jest
znaczaca. Istnieje jeden wyjatek od tej reguty, ktéry zostanie omoéwiony pozniej.
Poszukiwanie steroli w bakteriach doprowadzito do wykryciajedynie $ladowych
ilosci, nie wykazano ponadto mozliwosci syntezy steroli de novo w zadnym z
przebadanych prokariontéw [23]. Biohopanoidy sg strukturalnymi odpowied-
nikami steroli. Wyraza sie to w analogicznych wymiarach molekularnych,

8 Postepy biochemii 3/88
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ksztatcie czasteczki, sztywnosci uktadu oraz wiasciwosciach amfifilicznych.
Wydaje sie, ze jedng z przyczyn péznego odkrycia biohopanoidéw jest ich
amfifiliczny charakter i wynikajace stad problemy z izolowaniem. Amfifilicznos¢
jest jednocze$nie kluczem do biologicznego znaczenia hopanoidéw. Wymiary
molekularne sterolu i hopanoiddw zostaty przedstawione na rycinie 5. Réwno-
wazno$¢ strukturalna tych zwigzkdw wyraza sie rownowaznoscig funkcjonalng
zaréwno in vitro jak i in vivo.

NS ?
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Ryc. 5. Rdwnowazno$¢ strukturalna steroli i hopanoidow.

In vitro niektdre hopanoidy (podobnie do cholesterolu) wptywajg na
wiasciwosci pojedyniczych i podwojnych bton fosfolipidowych lub pecherzykéw
lipidowych (liposomoéw) [24— 26]. In vivo wzrost zaleznej od steroli mykoplazmy
przedtuza dodanie do podtoza diplopterolu zamiast cholesterolu [27]. Jezeli
pierwotniak Tetrahymena pyriformis (eukariont) jest hodowany na pozywce
zawierajgcej sterole, uzywa je do budowy swoich bton. Jednak, gdy pozywka jest
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pozbawiona steroli, Tetrahymena pyriformis biosyntetyzuje diplopterol (hopa-
noid) oraz tetrahymanol (zwigzek pokrewny typowym hopanoidom) w ilosciach
poréwnywalnych ze sterolami [28]. Tetrahymanol znajduje sie w btonach, gdzie
uzupetnia ich sktad lipidowy nadajac btonie prawidtowg ptynnosc¢. Przyktad ten
wskazuje na takie same mozliwo$ci hopanoidéw w btonach prokariontow.

Z bakterii niektorych szczepéw wyizolowano takze bardziej ztozone hopa-
noidy. R6znia sie one od typowych biohopanoidéw obecnoscig grup aminowych
w tafdcuchu bocznym [29, 30], ktdre moga by¢ dodatkowo potgczone z
ugrupowaniami polarnymi typu tryptofanu i ornityny, ewentualnie glukozo-
aminy, N-acetyloglukozoaminy [31] lub adenozyny [32]. Znaczenie tych
zwigzkdéw nie jest znane. By¢ moze odgrywaja one jaka$ bardziej specyficzna role
niz zastepowanie steroli w btonach, bedac czym$ w rodzaju ,bakteryjnych
sterydow”.

IV. Ewolucja cyklazy skwalenu

Wszystkie C30 hopanoidy wyodrebnione z bakterii, paproci, mchéw, po-
rostdw i grzyboéw sg pozbawione grupy funkcyjnej zawierajacej tlen na C-3.
Natomiast triterpeny eukariotyczne o innych szkieletach, a takze hopanoidy z
ro$lin nasiennych majg grupe OH na C-3. Pochodzi ona z cyklizacji epoksydu
skwalenu, podczas gdy 3-dezoksy hopanoidy powstajg w procesie bezposrednigj
enzymatycznej cyklizacji skwalenu inicjowanej przez proton. Wykazano to
doswiadczalnie w przypadku hopanoiddéw z Polypodium vulgare [33] i Tetra-
hymena pyriformis [34].

Zardwno cechy strukturalne hopanoidéw bakteryjnych, jak tez duzo pro-
stszy charakter ich biosyntezy pozwala na sformutowanie hipotezy, ze hopanoidy
sg nie tylko strukturalnymi i funkcjonalnymi odpowiednikami steroli w btonach,
lecz takze ich filogenetycznymi prekursorami. Nastepujace cechy biosyntezy
hopanoidéw przemawiajg za bardziej pierwotnym charakterem ich biosyntezy w
stosunku do biosyntezy steroli [35].

— w biosyntezie hopanoiddw cyklizacji ulega prostszy substrat, tj. skwalen,
a nie jego pochodna 2,3-epoksydowa [36, 37].

— konformacja substratu w biosyntezie hopanoidéw (catkowicie pre-krze-
stowy skwalen) jest mniej wymuszona termodynamicznie niz konformacja
substratu w biosyntezie steroli, ktéra musi by¢ czesciowo pre-tdédkowa. Tak wiec
cyklizacja katalizowana przez enzym, ktorego substratem jest skwalen jest
najmniej niekorzystna termodynamicznie ze wszystkich pre-cyklizacyjnych
konformacji tego weglowodoru [38, 39].

— biosynteza hopanoidéw jest prostg cyklizacja, podczas gdy biosynteza
steroli wymaga dalszych przegrupowarn i degradacji po zakonczeniu etapu
cyklizacji [40, 41].

— przebadane cyklazy skwalenu z Acetobacter pasteurianum [42] i Tetra-
hymena pyriformis wykazujg stosunkowo niska specyficznos$¢ substratowg. Moga
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one cyklizowa¢ zardwno skwalen, jak i oba enancjomery jego epoksydu.
Eukariotyczna cyklaza epoksydu skwalenu dziata specyficznie na 3S enancjomer
epoksydu, nie cyklizujac jednak ani 3R enancjomeru epoksydu ani samego
skwalenu [44].

Przedstawione argumenty sugerujg wyraznie, ze cyklaza skwalenu jest
filogenetycznym prekursorem cyklazy epoksydu skwalenu. Cyklazy skwalenu sg
typowymi enzymami prokariotycznymi. Jedynym wyjatkiem ws$rod prokarion-
téw jest Methylococcus capsulatum [45], ktéra oprdcz hopanoidéw, zawiera
3BR-hydroksypochodne lanosterolu. Jest to zatem jedyny znany prokariont
zawierajacy analogi steroli. Nie sg to co prawda sterole wiasciwe, lecz ich
4a-metylopochodne stanowigce posredniki biosyntetyczne pomiedzy lanostero-
lem a sterolami wiasciwymi. Wskazuje to na obecno$¢ w tym organizmie dwoch
réznych uktadéw biosyntetycznych:

— nieoksydacyjnej cyklizacji skwalenu prowadzacej do hopanoidow,

— utleniania skwalenu do epoksydu i dalszej cyklizacji do pochodnych
lanosterolu w sposéb typowy dla organizméw eukariotycznych.

V. Hipotetyczne drzewo filogenetyczne politerpenoidowych lipidéw btonowych

Zaproponowanie drzewa filogenetycznego politerpenoidéw btonowych po-
zwala z jednej strony na przeSledzenie prawdopodobnej drogi ewolucji tych
zwigzkow, z drugiej za$ na — prawdopodobne w przysztosci — ujawnienie
posrednikow (brakujgcych ogniw), ktore do tej pory nie zostaty wyodrebnione z
zyjacych organizméw, a ktore prawdopodobnie sg lipidami bakteryjnymi.
Zostato to przedstawione na rycinie 6.

Najprostszymi politerpenoidami, ktére mogtyby udoskonala¢ lub nawet
tworzy¢ btony sg uwodnione produkty kondensacji reszt prenylowych (o
dtugosci tancucha od 5 do 9 takich reszt). Ta liczba reszt prenylowych daje
odpowiednig wielko$¢ czasteczki. Powstanie takich politerpenoidéw nie wy-
maga zadnych innych ukladéw biosyntetycznych niz te, ktére biorg udziat w
tworzeniu taficucha poliprenowego i wysycaniu wigzania podwojnego. Tak samo
prymitywne sg tricyklopoliprenole. Jako ciekawostke mozna podaé fakt, ze
ekstrakty bezkomérkowe z Tetrahymena pyriformis [46] moga przeprowadzac
catkowicie trans pentaprenylowe etery metylowe do sesterpenow typu skalaranu
oraz cyklizowa¢ catkowicie trans heksaprenylowe etery metylowe do pochod-
nych di-, tri-, tetra-, i pentacyklicznych. Jest to pierwsze bezposrednie wykazanie
enzymatycznej cyklizacji pochodnych diugotancuchowych alkoholi izopreno-
idowych. Wydaje sie, ze taka cyklizacja moze odbywac sie przy udziale cyklazy
skwalen-hopanoid tego pierwotniaka, co dodatkowo moze $wiadczy¢ o malej
specyficznosci pierwotnych cyklaz. Proces ten jest termodynamicznie réwnie
korzystny, jak cyklizacja skwalenu, a droga biosyntezy poliprenoli jest prostsza.
Przemawia to za przypuszczeniem, ze poliprenylowe usztywniacze btonowe sg
jeszcze bardziej pierwotne niz produkty cyklizacji skwalenu. Na podobnym
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Ryc. 6. Hipotetyczne drzewo filogenetyczne politerpenoidowych lipidéw btonowych.

szczeblu rozwoju ewolucyjnego sg wszelkiego rodzaju karotenoidy bakteryjne i
archebakteryjny bisfitanol. Zaden z tych zwigzkéw nie wymaga etapu cyklizacji
w swojej biosyntezie.

Kolejnym etapem rozwoju poliizoprenoidéw byta zapewne reakcja dime-
ryzacji pirofosforanu farnezylu i pirofosforanu geranylogeranylu. W wyniku
dimeryzacji tworzy sie skwalen oraz rédznego typu tetraterpeny. Wyniki badan
wskazuja, ze dziatajg tu dwa bardzo podobne enzymy, pochodzace od jednego
wspolnego i powstate w wyniku punktowej mutacji [47].

Cyklizacja skwalenu jest procesem bardziej zaawansowanym ewolucyjnie w
poréwnaniu z biosyntezg niecyklicznych usztywniaczy btonowych. Po pierwsze,
powstanie skwalenu wymaga dodatkowego enzymatycznego procesu dimeryza-
cji, po drugie jego cyklizacja jest juz troche mniej korzystna termodynamicznie
niz cyklizacja poliprenoli, cho¢ pozostaje termodynamicznie faworyzowana w
poréwnaniu z cyklizacjqg epoksydu skwalenu. Struktura cyklaz skwalenu i
epoksydu skwalenu nie jest jeszcze catkowicie poznana, badania sg w toku [48,
49].

Gtéwna zmiana $rodowiskowa nastgpita wraz z pojawieniem sie tlenu
atmosferycznego. Cyklizacja epoksydu skwalenu przez pierwotng cyklaze skwa-
len-hopanoid, ktéra moze zachodzié¢ ze wzgledu na prawdopodobng matg
specyficznos¢ enzymu prowadzi do dioli nieprzydatnych dla stabilizacji bton.
Prawdopodobnie punktowa mutacja w cyklazie doprowadzita do zmiany
pozwalajacej na tworzenie z epoksydu skwalenu trzech zasadniczych produktow:

— izoaborinolu, pieciocyklicznego triterpenu wystepujacego w kilku rosli-
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nach tropikalnych oraz wyodrebnionego w stanie nienaruszonym z kilku osadow
[50]. Do tej pory brak danych na temat udziatu izoarborinolu w btonach. Nie
znaleziono go takze w bakteriach tlenowych.

— cykloartenolu, biogenetycznego prekursora steroli w organizmach foto-
syntetyzujacych. Ostatnie badania wykazaty jednak jego obecnos¢ w niektorych
pierwotniakach [51, 52]. Cykloartenol moze zastepowac sterole w btonach.

— lanosterolu, bedacego izomerem cykloartenolu i biogenetycznym pre-
kursorem steroli u zwierzat i grzybow. Lanosterol jest nieaktywny w testowanych
btonach.

zzzzo |0 X250
fosfolipid C mci)
hopanoid C : :
karotenoid, poliprenol .
G o
Ww-.
karotenoid, uwodniony poliprenol m mﬁ
eter bisfitanylowy m m
karoten
Ryc. 7. Uszlachetnianie bton przez po-
uktad sztywny literpenoidy. (Lewa kolumna zawiera
objasnienia znakéw, prawa kolumna
uktad gietki pokazuje strukture biony).

W zaleznosci od rozmiaréw molekularnych oraz od obecnos$ci ugrupowan
polarnych, omdwione filogenetyczne prekursory steroli mogg w rézny sposob
udoskonala¢ btony fosfolipidowe, co przedstawiono na rycinie 7. Porownujac
model z pojeciami z techniki uwaza sie, ze uszlachetniacze struktury btony peinig
role nitow, kotkow, klamer i pretéw zbrojeniowych.

Artykut otrzymano 17 listopada 1987 r.
Zaakceptowano do druku 10 marca 1988 r.
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RECENZJE KSIAZEK

~Lehrbuch der Pflanzenphysiologie”
Eike Libbert: 4 Auflage, VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 1987,

381 str. tekstu, S2 str. literatury i skorowidza.

E. Libbert jest od lat znanym z nowoczesnosci autorem piszagcym w NRD (Uniwersytet w
Rostoku), dlatego ukazanie sie nowego, znacznie rozszerzonego 4 wydania Fizjologii ro$lin nalezy
przyja¢ z uwaga. Wprawdzie zgodnie z tytutem, trescig ksigzki winny by¢ w zasadzie podstawowe
zagadnienia fizjologii ro$lin, ale pierwsze 4 rozdzialy, czyli prawie 60% tekstu poswieca autor
witasciwie przemianie materii. Jest wiec ona bogatym zrédtem wiedzy biochemicznej, jakkolwiek o
charakterze niestety do$¢ encyklopedycznym. Z punktu widzenia dydaktyki biochemicznej kon-
strukcja ksigzki nie jest najszczesliwsza, gdyz po krétkim, wprowadzajacym rozdziale 1, rozdziat 2
przedstawia ,,podstawy przemiany materii”, ale poczatkowo tylko w zakresie utleniania biologicz-
nego, asymilacji C 02 i niektérych zagadnien filogenetycznych. Rozdziat 3 omawia z kolei podstawy
regulacji biologicznej, a rozdziatl 4, o najbardziej encyklopedycznej konstrukcji — szczeg6towe
aspekty przemiany materii. | wiasciwie dopiero w tych 2 rozdziatach czytelnik dowiaduje si¢ o
podstawowych wtasno$ciach enzymoéw, o czeéci koenzymoéw (o koenzymach oksydoreduktaz byta
bowiem mowa juz przy utlenianiu biologicznym). Natomiast chemizm przemian podstawowych jest
nie zawsze traktowany dostatecznie doktadnie, a nawet czasem wrecz encyklopedycznie (np.
metabolizm wtérny). Wreszcie rozdziat 5 (Wzrost i rozw6j) oraz 6 (ruch), stanowigce razem okoto
40% tekstu, dotyczg aspektéow typowo fizjologicznych, jakkolwiek i tu biochemik moze znalezé
interesujagce go fragmenty, takie jak strukture i przemiany hormondéw ros$linnych, substancji
hamujacych, fitochromu, fitoaleksyn, dziatania herbicydéw retardantéw, morfaktyn i in.

Jak z tego wyszczegoélnienia wynika, ksiazka nie moze stanowi¢ podstawy do systematycznego
studiowania biochemii, a przypuszczalnie ifizjologii roélin dla studentéw nie majgcych dostatecznego
przygotowania, mimo takiej deklaracji ztozonej we wstepie przez autora. Wada jej jest proba
wiaczenia do tresci ogromnej liczby terminéw i zagadnien, wynikajgca zreszta z potrzeby
unowoczesnienia dzieta przy spontanicznym rozwoju biologii molekularnej w ostatnich latach.
Dlatego wiele zagadnieri jest potraktowanych pobieznie, lub nawet ogranicza sie do definicji
zjawiska, czy sktadnika. To oczywiscie uniemozliwia systematyczne studiowanie, z drugiej jednak
strony pozwala traktowa¢ materiatjako rozwiniety zbiér wiedzy hastowej, co jest znacznie utatwione
przez obszerny i bardzo szczegétowy skorowidz rzeczowy. Dzieto jest przy tym wzglednie
nowoczesne, gdyz cytowana na koncu literatura (ok. 500 pozycji) siega roku 1984, a nawet pojedynicze
pozycje dotyczg roku 1985.

Trzeba jednak wskazaé na szczegélnie obszernie i nowocze$nie opracowane fragmenty
dotyczace utleniania biologicznego wraz z pozyskiwaniem energii (35 str.) oraz chemizmu ienergetyki
fotosyntezy (65 str.). Szczegétowo i nowoczeénie wydaja sie tez by¢ przedstawione aspekty wzrostu i
rozwoju (110 str.) oraz ruchu (45 str.). W zakresie wym. zagadnien Czytelnik znajdzie gtebsze
potraktowanie tre$ci oraz wiele nowych szczegétéw, a wiec w petni nadaja sie one do wzbogacenia
wiedzy w tym zakresie. Pozostate za$, jak np. podstawy regulacji biologicznej, czy metabolizm
szczegOtowy wprawdzie zawierajg wiele szczeg6tow i terminoéw, a nawet przyktadéw, ale wymagatyby
do petnego zrozumienia literatury uzupeiniajacej. Cze$¢ dotyczgca przemiany materii jest ilustro-
wana licznymi wzorami i schematami, na og6t czytelnymi i dobrze objasnionymi, ale nie zawsze
nowoczesnymi. Natomiast cze$¢ fizjologiczna zawiera liczne rysunki i wykresy uzupetniajagce w
spos6b pogladowy teorie.
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W podsumowaniu pragne wyrazi¢ poglad, ze opiniowane dzieto ma wiele zalet, z ktérych
najwazniejsza jest ogromna ilo§¢ nowego materiatu i z tego wzgledu nalezy jg poleci¢ badaczom i
studentom zaawansowanym w studiowaniu podstawowych nauk biologicznych. Niestety ma ona
réwniez wady polegajace na nie w petni systematycznym omawianiu opisywanych tematéw.

Jerzy Kaczkowski

»Methoden zur Pflanzenhormonanalyse”
Red. G. Sembdner, G. Schneider, K. Schreiber

Gustaw Fischer Verlag, Jena, 1988, 2% str. 77 rysunkéw, 64 tabele.

Recenzowana monografia jest praca zbiorowa. Redaktorzy sg pracownikami Instytutu Bio-
chemii Ros$lin Niemieckiej Akademii Nauk w Halle/Saale; stamtad réwniez rekrutuje sie wigkszo$¢
autoréw podrozdziatéw, jakkolwiek znajdujg sie wérdd nich tez specjalisci zinnych osrodkéw NRD a
takze Czechostowacjii oraz (jeden) z ZSRR.

Ksigzka ma uktad metodyczny. Omoéwiono kolejno: ekstrakcje i oczyszczanie, chromatografie
kolumnowa, chromatografie cienkowarstwowg i bibutowg, chromatografie cieczowg wysokocisnie-
niowa, chromatografie gazowa, biotesty oznaczania hormonéw ro$linnych, testy oznaczania
substancji indukujacych i wptywajacych na kwitnienie, metody immunologiczne, metody enzyma-
tyczne, spektroskopie absorbcyjna, spektrofluorymetrie, spektroskopie masowa, metody izotopowe.
W kolejnych rozdziatach przedstawiono zaréwno metody oznaczania najbardziej znanych endo-
gennych regulatoréw wzrostu, jak: auksyny, cytokininy, gibereliny, kwas abscysynowy i etylen, jak
réwniez zwigzkéw grupy kwasu jasmonowego, brasynosterydow i poliamin. Kazdy podrozdziat
konczy bibliografia przedmiotu. Na zakonczenie catosci, na 25 stronach, podano uzywane w ksigzce
skroty, a takze wzory chemiczne hormon6éw oraz ich metabolitéw i form zwigzanych. W sumie
ksigzka omawia — skrétowo ale wszechstronnie — stosowane obecnie metody, zaréwno fizyko-
chemiczne jak biologiczne, oznaczania hormonow roslinnych.

W najnowszej literaturze $wiatowej nie ma pozycji, ktéra by tak catosciowo obejmowata sprawe
oznaczania endogennych, roslinnych regulatoréw wzrostu. Nalezy sig cieszy¢, ze ksigzka ukazata sie
witasnie w kraju demokracji ludowej, co zwiekszajej dostepnos¢ dla polskiego czytelnika. ,,Methoden
zur Pflanzenhormonanalyse” stanowi niezwykle cenng pozycje dla wszystkich interesujgcych sie ta
dziedzina, a jest ich wielu. Sadze, ze bytoby celowe jak najszybsze jej przettumaczenie.

M. Bielinska-Czarnecka

»Elementy filozofii zjawiska biologicznego”
Piotr Lenartowicz

Wydawnictwo Apostolstwa Modlitwy, Krakéw, 1986, 476 str.

Zjawiska biologiczne i organizmy zywe stanowig od dawna przedmiot refleksji filozoficznej.
Zwykle dotycza one przede wszystkim powstania zycia i jego ewolucji. Autor wiekszg wage
przywiazuje do analizowania zjawisk zyciowych takich, jakie mozemy obserwowac obecnie. Stara si¢
uchwyci¢ istote tych zjawisk w ich catoSciowosci. ,,Catosciowos$¢” jest dla autora podstawowg cechga
organizméw zywych, u ktérych cykl zyciowy stanowi jednostke proceséw zyciowych. W cyklu
zyciowym na szczeg6lng uwage zastuguje jego epigenetycznos$é, przechodzenie uktadéw rozwo-
jowych w uktady funkcjonalne. Autor stara sie starannie odrézni¢ zjawiska zachodzace w uktadach
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biologicznych od zjawisk zachodzacych w materii nieozywionej. W tym celu bardzo rozbudowuje
system ztozony z takich poje¢ jak jednorodnos$é, porzadek, ztozono$¢, informacja, hierarchicznos¢,
celowos¢, przyczynowo$¢, skutek itd., starajgc sie pokazac ich swoisty sens w przypadku zjawisk
zyciowych. Stosuje rozwinietg w duchu filozofii arystotelesowsko-tomistycznej kategoryzacje bytow i
zjawisk postugujac sie terminami zaczerpnietymi z réznych dziedzin (biologia, filozofia, informatyka).
Pojawiaja sie przy tym terminy, ktére robig wrazenie termindw biologicznych, chociaz w biologii nie
sg normalnie stosowane. Tak np. obok stosowanego w biologii terminu cechy adaptacyjne pojawiaja
sie cechy identyfikacyjne, czy traumatyczne. Stosujac tak przygotowany warsztat pojeciowo-termi-
nologiczny autor analizuje ogromng ilo$¢ danych zaczerpnietych z wielu dziatéw biologii takich jak
embriologia, anatomia, ewolucjonizm, biochemia czy biologia molekularna, niejednokrotnie z
oryginalnych prac eksperymentalnych. Czyni to zapewne chcac mocno oprze¢ swoje wywody na
materiale zrodtowym i bedac przekonany, ze czytelnik sam do niego nie dotrze. Nie jestem jednak
przekonany czy byto to najszcze$liwsze rozwiazanie poniewaz czytelnik nie znajgcy biologii
przynajmniej na poziomie uniwersyteckim nie bedzie w stanie przedrzec sie przez spore partie ksiazki,
a juz zupeinie oceni¢ poprawnos$¢ wnioskowania autora. Z kolei czytelnik o przygotowaniu
biologicznym czyta o wielu znanych sobie faktach, niejednokrotnie opisywanych zmienionym nieco
jezykiem. Napotka przy tym szereg sformutowan co najmniej dyskusyjnych. Biologowi np. trudno
moéwi¢ o czesciach embrionéw jako o prekursorach organéw w tym samym sensie, co o
aminokwasach jako prekursorach biatek jak tez rozdziela¢ uktady funkcjonalne i rozwojowe w
spos6b sugerowany przez autora. Trudno zgodzi¢ sie na stawianie na jednej ptaszczyznie hipotezy
pola morfogenetycznego i hipotezy ,,sity zyciowej”, poniewaz pierwsza, w przeciwieAstwie do drugiej,
nadaje sie do eksperymentalnej weryfikacji. Hipoteza pola magnetycznego ttumaczy tylko okre$lony
zbiér zjawisk biologicznych i jest ona komplementarna z innymi hipotezami tlumaczacymi
morfogeneze. Niektére zagadnienia genetyczne przedstawione sg btednie, ale trudno omawiac je tu
szczegbtowo.

Przewodnig mys$lg autora jest pokazanie, ze zjawisk zyciowych (cyklu zyciowego) nie da sie
wyttumaczy¢ bez zatozenia istnienia ,,czynnika integrujgcego”. Upatruje go on w genomie, ale termin
ten uzywany jest w innym znaczeniu niz w genetyce, zastepujac raczej ,dusze wegetatywng”
Arystotelesa lub ,site zyciowg”, chociaz autor traktuje genom jako byt materialny. Swoiste
stosowanie terminéw wzietych z biologii pozwala autorowi formutowac zdania typu: ,, Teoria mutacji
zaktada, ze a) organizm sktada sie z dwéch elementéw materialnych, fenotypu i genomu”, ktére
wypowie niewielu biologéw. Sadze tez, ze niewielu zgodzi si¢ ze stwierdzeniem, ze plemnik nie jest
zywy. Stwierdzenia tego typu sa, jak mi sie wydaje, wynikiem epistemologicznych i filozoficznych
zatozen autora, a nie ,obiektywnymi” wnioskami wycigganymi z materiatu doswiadczalnego. Same
postulowanie ,czynnika integrujgcego” nie wydaje si¢ konieczne do interpretacji przedstawianych
zjawisk i nie jest, jak sadze zgodne z zasadg Ockhama, na ktérg autor czesto sie powotuje.

P. Lenartowicz podjat sie niewatpliwie bardzo ambitnego zadania przedstawienia i wyjasnienia
w sposob uogdlniajacy bardzo obszernego materiatu biologicznego stad nic dziwnego, ze trafiajg sie
pewne btedy inieporozumienia. Ksigzkajest trudna, dla biologa czesto prowokujaca w pozytywnym
sensie. Bardzo pozyteczne jest w niej usystematyzowane przedstawienie historii pogladéw na
zjawiska zyciowe, réznych hipotez i teorii, a takze zwrdcenie uwagi na btedy interpretacyjne
popetniane przez biologédw oraz ich, czesto naiwne, filozofowanie. Wielokrotnie przytacza autor
przyktady antropomorfizacji w ttumaczeniu zjawisk zyciowych, wydaje mi sie jednak, ze stosujacy ja
badacze, zwykle robig to $wiadomie, uzywajac jej jako skrétu myslowego.

Niewatpliwie bardzo interesujace bylyby refleksje filozofa na temat prezentowanej ksigzki, a
zwlaszcza omoéwienie przedstawionego materiatu w $wietle innej niz arystotelesowsko-tomistyczna
tradycji filozoficznej.

Andrzej Paszewski
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SEOWNICTWO

Komunikaty Komisji Stownictwa Biochemicznego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

|. Zalecenia dla Autoréw

Zalecenia Komisji Stownictwa Biochemicznego obowigzujace Autoréow przekazujacych arty-

kuty do druku w ,,Postepach Biochemii” mozna znalez¢ w nastepujacych publikacjach:

1 Nowe Polskie Stownictwo Biochemiczne*, red. A. Morawiecki, PWN, Warszawa 1983.

. Stownictwo witamin D. Post. Biochem., 1983, 29, 397—408.

. Jednostki aktywnos$ci enzymatycznej. Post. Biochem., 1983, 29, 409—411.

. Stownik nazw enzymoéw. Post. Biochem., 1985, 31, 95— 205.

. Zmiany w stownictwie enzyméw. Post. Biochem., 1986, 32, 375.

. Wybrane symbole wielkos$ci ijednostek. Wykaz skr6téw. Post. Biochem., 1983, 29, 412—413.

. Zalecenia dotyczace pomiaréw i przedstawienia danych réwnowag biochemicznych. Post.

Biochem., 1984, 30, 487—499.

. Stownictwo monosacharydéw rozgatezionych. Post. Biochem., 1985, 31, 649—656.

9. Stownictwo monosacharydéw nienasyconych. Post. Biochem., 1985, 31, 656—661.

10. Skrécone nazwy tancuchéw oligosacharydowych. Post. Biochem., 1985, 31, 662—672.

Il. Stownictwo polisacharydéw. Post. Biochem., 1985, 31, 672—677.

12. Symbole okreslajagce konformacje taricuchéw polisacharydowych. Post. Biochem., 1985, 31,
677—684.

13. Stownictwo okreslajagce konformacje piecio- i sze$ciocztonowych form pierécieniowych mono-
sacharydéw i ich pochodnych. Post. Biochem., 1985, 31, 684—690.

N oo~ w N

0]

II. Wykazy skrotéw i nazw potocznych

Komisja Stownictwa Biochemicznego przedstawia wykazy symboli grup chemicznych, skrétéow
nazw zwigzkéw chemicznych i metod, oraz potocznych nazw buforéw, ktére mozna stosowac bez
podania definicji.

(Eur. J. Biochem., (1987), 167, A 10-11).

* Komisja Stownictwa przypomina, ze obecnie obowigzuje termin ,,wzgledna masa czastecz-
kowa” zamiast dawniej stosowanego terminu ,ciezar czasteczkowy”.



246

Standardowe symbole grup chemicznych, nie wymagajace definicji

Symbol

1

Al), Ado
Ac

Ala
Arg
Asn
Asp
Asx

C>, Cyd
tys lub Cys
Cys

Doi

Et

Fru

Gal
GT Guo
Gic
GlIcN
GIcNAc
Gin

Glu
Glx

Gly

His

Hyl
Hyp

1°, Ino
lle

Leu

Lys
Man
Me

Met

N°

Neu
Orn

P, P
Phe

Pr

Pro

R"

Rib

Ser

T\ Thd

Thr
Trp
Tyr

Nazwa
2
adenozyna
acetyl
alanina
arginina
asparagina

kwas asparaginowy

kwas asparaginowy lub asparagina (nie okre$lone)
cytydyna

cystyna (potowa)

cysteina

dolichol

etyl

fruktoza

galaktoza

guanozyna

glukoza
2-amino-2-deoksy-D-glukoza
2-deoksy-2-N-acetyloamino-D-glukoza
glutamina

kwas glutaminowy

kwas glutaminowy lub glutamina (nie okre$lone)
glicyna

histydyna

hydroksylizyna

hydroksyprolina

inozyna

izoleucyna

leucyna

lizyna

mannoza

metyl

metionina

nieokreslony nukleozyd

kwas neuraminowy

ornityna

fosforan

fenyloalanina

propyl

prolina

nieokreslony nukleozyd purynowy
ryboza

seryna

Tabela 1

rybozylotymina (nie tymidyna, ktérag symbolizuje dT" lub

dThd
treonina
tryptofan
tyrozyna



c.d. tabeli 1

U Urd
TO, ¥ rd
Val
XI* Xao
Xaa
Xyl
Y >
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urydyna

pseudourydyna (5-rybozylouracyl)
walina

ksantozyna

nieokre$lony aminokwas

ksyloza

nieokre$lony nukleozyd pirymidynowy

0 nalezy uzywac wytacznie na okredlenie nukleozydu, a nie zasady (w strukturach chemicznych). Mozna uzywaé¢ w sekwencjach
kwaséw nukleinowych dla opisania porzadku zasad przytaczonych do szkieletu cukrowo-fosforanowego ,,0d lewego do prawego”

(przyjmujac wigzanie 3'-5').

Tabela 2

Standardowe skréty pot-systematycznych i potocznych nazw, nie wymagajgce definicji

Skroét
1
ADP-Rib
AMP, ADP i ATP*
bp

CAMP, cykliczny AMP
CD

CMP, CDPiCTPD»
CoA (lub CoASH)
CoASAc
DEAE-celuloza

DNA, cDNA, mtDNA, nDNA

EDTA
EGTA
ELISA

EPR
ESR
FAD
FMN
FPLC

GLC
GMP, GDP i GTP*>
Hb, HbCO i HbO02

HPLC

IEF
IgA itp

IMP, IDP i ITPY
kb

Nazwa

2

adenozyno (5") difosfo (5)-P-D-ryboza

5'-mono-, di-, i trifosforan adenozyny

pary zasad (base pairs)

3'-5-monofosforan adenozyny

dichroizm kotowy

5'-mono-, di-, i trifosforan cytydyny

koenzym A

acetylo-koenzym A

0-(dietyloaminoetylo)-celuloza

kwas deoksyrybonukeinowy, komplementarny DNA,
mitochondrialny DNA, jadrowy DNA
etylenodiaminotetraoctan

kwas [(etylenobis(oksonitrylo)] tetraoctowy

test immunoenzymatyczny, immunologiczny test na podtozu,
sprzezony z enzymem (enzyme-linked immunoabsorbant as-
say)

paramagnetyczny rezonans elektronowy

spinowy rezonans elektronowy

dinukleotyd flawino-adeninowy

5'-fosforan ryboflawiny, mononukleotyd flawinowy

szybka chromatografia cieczowa biatek (fast protein liquid
chromatography)

chromatografia gazowo-cieczowa

5'-mono-, di-, i trifosforan guanozyny

hemoglobina (odtlenowana), karboksyhemoglobina i oksyhe-
moglobina

wysoko rozdzielcza chromatografia cieczowa (high perfo-
rmance liquid chromatography)

ogniskowanie izoelektryczne

immunoglobulina A itp

5'-mono-, di-, i trifosforan inozyny

103zasad
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c.d. tabeli 2

Mb, MbCO i Mb02
MS
NAD, NAD+, NADH

NADP, NADP+, NADPH

NMN
NMR
NOE

ORD

PAGE

P,

PP,

poly(A), itp

RNA, hnRNA, mRNA,
mtRNA, nRNA, rRNA, tRNA

RNP

SDS

TLC

TMP, TDP i TTP)
UDPGIc

UMP, UDP i UTP®
XMP, XDP i XTP

SEtOWNICTWO

2

mioglobina, karboksymioglobina i oksymioglobina
spektrometria masowa

dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy, jego forma utleniona
i zredukowana

fosforan dinukleotydu nikotynoamidowe-adeninowego, jego
forma utleniona i zredukowana

mononukleotyd nikotynoamidowy

jadrowy rezonans magnetyczny

jadrowy efekt Overhausera (nuclear Overhauser enhance-
ment)

dyspersja skrecalnosci optycznej

poliakryloamidowa elektroforeza zelowa

nieorganiczny fosforan

nieorganiczny pirofosforan

(3'-5" poli (kwas adenylowy), itp

kwas rybonukleinowy, heterogenny jadrowy RNA,
informacyjny RNA, mitochondrialny RNA, jadrowy

RNA, rybosomalny RNA, transportujacy RNA
rybonukleoproteina

s6l sodowa siarczanu dodecylu

chromatografia cienkowarstwowa

5'-mono-, di-, i trifosforan rybozylotyminy?2)

urydyno (5') difosfo (I)-a-D-glukoza

5'-mono, di-, i trifosforan urydyny

5'-mono-, di-, i trifosforan ksantozyny

1INa okreslenie odpowiedniego fosforanu deoksynuklezydu mozna uzywac przedrostka d. np dADP. W przypadku mozliwej nie-
jednoznacznosci rézne izomery moga by¢ oznaczane: 2’'NMP, 3'NMP lub 5'NMP.
;i Pochodne tymidyny, zawierajace deoksyryboze nalezy oznacza¢ odpowiednio: dTMP, dTDP.i dTTP.

Potoczne nazwy buforéw, nie wymagajace definicji

Tabela 3

Nazwa handlowa

dimetyloa-

Nazwa
Nazwa systematyczna
potoczna
1 2

Aces kwas 2-[(2-amino-2-oksoetylo) amino] eta-
nosulfonowy

Ada kwas [(karbamoilometylo) imino] dioctowy

Bes kwas 2-[bis(2-hydroksyetylo) amino] etano-
sulfonowy

Bicine N, N-bis (2-hydroksyetylo) glicyna

Bistris 2 [bis (2-hydroksyetylo) amino]-
-2-(hydroksymetylo) propan-1, 3-diol

Chaps kwas 3-[(cholamidopropylo)
monio]-1-propanosulfonowy

Hepes kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoeta-
nosulfonowy

Hepps kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynopro-

panosulfonowy

kwas Af-(2-acetamido)-2-aminoetano-
-sulfonowy

kwas Af-(2-acetamido)-2-iminooctowy
kwas N, N-b\s (2-hydroksyetylo)-2-ami-
noetanosulfonowy

bis (2-hydroksyetylo) iminotris (hydro-
ksymetylo) metan

kwas Ar2-hydroksyetylopiperazyno- N’
-2-etanosulfonowy

kwas Ai-2-hydroksyetylopiperazyno-Ar
-3-propanosulfonowy



c.d. tabeli 3

Taps

Tes

Tricine

Tris

SEOWNICTWO

2

kwas 4-morfolinoetanosulfonowy
kwas 4-morfolinopropanosulfonowy

kwas 1, 4-piperazynodietanosulfonowy

kwas 3-{[-2-hydroksy-I, 1-bis (hydroksyme-
tylo) etylo]-amino}-1-propanosulfonowy
kwas 2-{[2-hydroksy-I, 1-bis (hydroksyme-
tylo) etylo] amino} etanosulfonowy
jV-[2-hydroksy-l, 1-bis (hydroksymetylo)
etylo]-glicyna

2-1 mino-2-hydroksymetylopropan-1,
3-diol

249

kwas 2-(Af-morfolino) etanosulfonowy
kwas 2-(A-morfolino) propanosulfono-
wy

kwas piperazyno-N-N'-bis (2-etanosul-
fonowy)

kwas 3-[tris (hydroksymetylo) mety-
lo]-amino-propanosulfonowy

kwas N-tAs [hydroksymetylojmetylo-
-2-aminoetanosulfonowy

N-tis (hydroksymetylo) metyloglicyna

tris (hydroksymetylo) aminometan

I1l. Propozycja dotyczaca peptydow o nazwie angielskiej: growth factors

W porozumieniu z Komisjg Stownictwa Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemi-
kéw oraz po konsultacji zjezykoznawcg Komisja Stownictwa Polskiego Towarzystwa Biochemicz-

nego propo

nuje Kolegom:

1 termin czynniki wzrostowe traktowaé jako nazwe potoczna peptydéw pobudzajacych wzrost

kom

orek in vitro,

2.termin czynnik wzrostu stosowa¢ we wszystkich przypadkach omawiania konkretnych czynni-
kéw wzrostu o w/w dziataniu, podajgc w formie rzeczownikowej tkanke docelowg (np. czyn-
nik wzrostu nerwu, fibroblastéw, czy tp.), a w formie przymiotnikowej podajac tkanke pocho-
dzenia (np. naskérkowy czynnik wzrostu, fibroblastyczny czynnik wzrostu i tp.), lub— jesli
Autor tekstu woli— piszac: czynnik wzrostu z... (np. z ptytek krwi, z fibroblastow i tp.).

9 Postepy biochemii 3/88
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ZJAZDY | KONFERENCJE NAUKOWE

Sprawozdanie z XXIIl Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
9— 11 wrze$nia 1987, Biatystok

XXIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, byl jednym z najwiekszych w jego trzy-
dziestoletniej historii. Uczestniczyto w nim okoto 600 oséb, w tym goscie zagraniczni zZSRR, Belgii i
Austrii.

Wyktad inauguracyjny pt.: ,Przypuszczalna funkcja biologiczna struktur weglowodanowych
wystepujacych w krwinkach czerwonych” wygtosit Prof. Jerzy Koscielak.

Zjazd obradowatl w 10 sekcjach. Zorganizowano 9 sympozjéw o nastepujacej tematyce:

— ,,Biochemia nowotworow”
Organizator: Prof. Ryszard Farbiszewski
— ,Procesy bioenergetyczne”

Organizator: Prof. Lech Wojtczak

— ,Enzymy proteolityczne i mechanizmy proteolizy”
Organizator: Prof. Krzysztof Worowski

— ,Metabolizm wapniowo-fosforanowy”
Organizator: Prof. Roman Lorenc

— ,Struktura i funkcja bton biologicznych”

Organizator: Doc. Zofia Porembska

— ,Biochemia kliniczna”
Organizator: Prof. Jan Prokopowicz
— ,Procesy biotechnologiczne”
Organizator: Prof. Kazimierz Zakrzewski
— ,,Glikokoniugaty”
Organizator: Prof. Jerzy Koscielak
— ,Badania biochemiczne w naukach rolniczych”
Organizator: Prof. Jerzy Kaczkowski.

Obok wyzej wymienionych sympozjéw zorganizowano sesje plakatowa na tematy rézne.

tacznie przedstawiono 34 referaty sympozjalne oraz 391 komunikatéw.

W ramach sympozjum pt.: ,Biochemia nowotworéw”, przedstawiono referat na temat udziatu
czynnikéw wzrostowych i substancji agregujacych ptytki krwi w powstawaniu przerzutéw nowo-
tworowych oraz 41 komunikatéw na temat réznych aspektéw biochemicznych choroby nowo-
tworowej.

Syjnpozjum pt.: ,,Procesy bioenergetyczne” byto poswigcone réznym aspektom bioenergetyki.
Wygtoszono 9 referatow przegladowych oraz przedstawiono w formie komunikatow 26 prac
eksperymentalnych.

W ramach sympozjum pt.: ,Enzymy proteolityczne” wygtoszono referat na temat wiasciwosci
biologicznych produktéw proteolizy oraz 20 komunikatéw dotyczacych aktywacji proteaz, inhibi-
toréw proteolizy, proteaz roslinnych i bakteryjnych.

Sympozjum p.t.: ,Metabolizm wapniowo-fosforanowy” byto poSwiecone metabolitom witaminy
D, transportowi jonéw wapniowych i fosforanowych przez btony biologiczne, patobiochemii
zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej. W ramach tego sympozjum przedstawiono 30
komunikatéw.
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W ramach sympozjum p.t.: ,Struktura i funkcja bton biologicznych” przedstawiono dwa referaty
oraz 23 komunikaty na temat sktadu bton biologicznych, ich wtasciwosci antygenowych itransportu
metabolitéw przez te btony.

Obrady sympozjum p.t.: ,,Biochemia kliniczna” koncentrowaty sie gtdwnie wokdt nastepujacych
zagadnien:

— biochemia krwinek czerwonych

— enzymologia kliniczna

—- zaburzenia gospodarki lipidowej i miazdzyca

— diagnostyka biochemiczna zatru¢

— patobiochemia choroby alkoholowej.

tacznie przedstawiono jeden referat oraz 52 komunikaty.

Szczegblne zainteresowanie wzbudzito sympozjum p.t.: ,Procesy biotechnologiczne”. Przed-
miotem referatow, komunikatéw i dyskusji byty teoretyczne podstawy biotechnologii ijej zastoso-
wanie w dziatalnosci praktycznej, gtdwnie w medycynie. W ramach tego sympozjum odbyta sie sesja
na temat mutagenezy Srodowiskowej. Omowiono wspoéitczesne poglady na temat molekularnych
mechanizméw mutagenezy, czynnikéw mutagennych i ich biotransformacji. W ramach tego
sympozjum przedstawiono 16 referatow i 48 komunikatow.

Sympozjum pt.. ,Glikokoniugaty” byto poswiecone glikoproteinom i glikolipidom oraz
enzymom uczestniczagcym w ich metabolizmie. PoSwiecono tym problemom dwa referaty i 27
komunikatow.

Sympozjum pt.: ,Badania biochemiczne w naukach rolniczych” obejmowato prezentacje
osiggnie¢ réznych dziedzin biochemii zwigzanych z rolnictwem. Przedstawiono jeden referat i 33
komunikaty.

Pozostate komunikaty, nie mieszczace sie w tematyce wyzej wymienionych sympozjow,
przedstawiono w ramach sesji plakatowych na tematy rézne.

Obradom Zjazdu towarzyszyly wystawy sprzetu laboratoryjnego, odczynnikéw i literatury
biochemiczne;j.

Edward Bankowski

o*
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Z DZIALALNOSCI
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Nagrody

Zarzagd Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przyznat w roku 1987 nagrody za
wyrdzniajace sie osiggniecia w dziedzinie biochemii:

Nagroda im.Jakuba karola parnasa — za najlepsza prace doswiadczalng w dziedzinie biochemii

wykonang w Polsce i opublikowang w r. 1986:

— Lech Wojtczak, Anna Z6tkiewska i Jerzy Duszyhski z Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im.
Nenckiego w Warszawie za pracg pt. ,,Energy-storage capacity of the mitochondrial proton-
motivw force” opublikowang w Biochem. Biophys. Acta 851, 313— 321, 1986.

Nagroda im. Bolestawa skarzynskiego — za najlepszy artykut ogtoszony w roczniku 32

Postep6w Biochemii:

— Jacek Kuznicki z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie za prace:
,Fosforylacja miozyny in vive i in vitro” (Post. Biochem., tom 32 Nr 1i 2, 1986 r.).

Nagroda im. W+todzimierza mozotowskiego — dla mtodych biochemikéw za prezentacje prac na

XXI1l Zjezdzie PTBioch. w Biatymstoku — wrzesiei 1987 r.:

— Anna Filipek z Instytutu Biol. Dosw. im. Nenckiego w Warszawie za prace: ,,Wtasciwosci biatka
wigzacego wapn (CaBP) z komérek raka wysiekowego Ehrlicha”

— Renata Jasinska z Inst. Biol. Dosw. im. Nenckiego w Warszawie za prace ,,Dekarboksylacja
liposomalnej fosfatydyloseryny przez mitochondria watroby szczura i raka Ehrlicha”

— Piotr Jasicki z Z-du Genetyki Molekularnej Inst. Bioch. Uniwersytetu t6dzkiego za prace:
»Rozdziat platyny miedzy subfrakcje komérkowe limfocytéw krwi obwodowej $wini po inkubacji
z cis i transdiaminodichloro-platyng (11)”

— Jacek Borkowski z Z-du Biochemii AWF Wroctaw za prace ,Inhibitor trypsyny z moczu
powysitkowego”

— Maria Ktodynska z Putawskich Z-dow Przem. Bioweter. pt. ,Tworzywo poliamidowe jako
nos$nik do immobilizacji biatek”.

Prezes Zarzadu Gidwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
doc. dr hab. Zofia Porembska



Naktadem i staraniem Komitetu Biotechnologii przy Prezydium Polskiej Akademii Nauk, a
takze Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN i O$rodka Informacji Naukowej PAN, wydano w
grudniu 1988 r. pierwsze w Polsce czasopismo poswiecone biotechnologii, kwartalnik

Biotechnologia — Przeglad Informacyjny

Pismo adresowane jest przede wszystkim do $rodowisk naukowych zainteresowanych proble-
matyka biotechnologiczng ido pracownikéw przemystu biotechnologicznego. Swa oferte wydawni-
czg kierujemy zaréwno do teoretyk6w jak ido praktykéw, a takze do wszelkich oséb pasjonujacych
sie biotechnologig.

Periodyk wydawany bedzie 4 razy w roku w objeto$ci 48 stron formatu A-4, w naktadzie 500 egz.
Wiasnie z powodu niskiego naktadu najlepszym sposobem zapewnienia sobie zakupu pisma jest
prenumerata w Oddziatach ORW PAN. Zaméwienia mozna sktada¢ na adres redakcji:

Biotechnologia — Przeglad Informacyjny

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

61-704 Poznan, Noskowskiego 12
Cena egzemplarzowa jednego numeru wynosi 450 zt., w prenumeracie p6trocznej 900 zt., a w

rocznej 1800 zt.

W kolejnych najblizszych numerach bedag omoéwione m.in. nastepujace bloki tematyczne:
* bioinformatyka,
* mikrobiologia przemystowa,
* medycyna,
* rolnictwo,
* synteza i mutageneza.



IV Ogo6lnopolska Konferencja Biologii Komarki
odbedzie sie w 1990 r. w Poznaniu.
Blizsze informacje mozna uzyska¢ piszac na adres:
Komitet Organizacyjny IV Ogdélnopolskiej Konferencji
Biologii Komorki
Katedra Histologii i Embriologii, 60-671 Pozan
ul. Swiecickiego 6
tel. 6999-181 w 557
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ARTICLES:

J. Kwiatkowska — G proteins as ,universal connection” in signal transmission from the
membrane receptors on their effectors (Dep. of Biochemistry, School of Medicine,
WWEOCHAW) ottt bbb bbb bbb bbbkt bbb

T. Jakubowicz — Mechanism and function of ribosomal protein S6 phosphorylation in
Eukaryotes (Dept, of Molecular Biology, Inst, of Mikrobiology, University of M.
Curie-Sktodowska, LUDBIIN) o

L. Szmigiero — Topoisomerase Il as a cellular target(of some anticancer drugs (Dept, of
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J. Siedlecki — Eucaryotic DNA polymerases (Dept, of Cell Biology and Experimental
Therapy, Cancer Center of the M. Curie-Sktodowska Institute, W arszaw a)....

A. Sieron, J. Lewin-Kowalik — Nerve growth factor, chemical structure and biological
function (Dept, of Physiology, Silesian Medical School, Katowice) ...
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tworzonych doraznie skrotéw, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach obco-
jezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrocenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wptywa-
jacych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajac przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artyku-
téw opublikowanych w,,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawacjedynie nazwiska badaczy,
ktérych prace maja podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba
numerowa¢ w kolejnosci ich cytowania w tekécie. Wykaz piSmiennictwa obejmuje zatem prace
opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzgdkowane alfabetycznie. Odno$niki bibliograficzne
winny mie¢ forme zalecang przez Komisje wydawcdw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej
Unii Biochemikow (IUB). Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow z ksigzek
jednotomowych (3), rozdziatéw z toméw serii opracowanej przez tych samych redaktoréw (4),
rozdziatow z tomoéw serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5)— podane na nastepujacych
przyktadach:

1 Hildenbrandt G.R., Arensen N.N., (1980), Biochim. Biophys. Acta, 631, 499-502.

2. Bosteck C.J., Sumner A.T., (1978), The Eukarietic Chromosome, str. 233-268; North-Holland,
Amsterdam.

3. Norbeth T., Piscator M., (1979), w Handbook on the Texicology of Metals (red. Friberg L.,
Nordberg G.F., Vonk V.B.)), str. 541-553; Elsevier/North-Holland, Amsterdam.

4. De Ley J., Kersters., (1975), w Comprehensive Biochemistry, (red. Florkin M., Stotz E.H.)),
tom 29 B, str. 1-77; Elsevier, Amsterdam.

5. Franks N.P., Lieb W.R., (1981), w Research Monographs in Cell and Tissue Physiology, tom 7
(red. Knight C.G.)), str., 243-272; Elsevier/North-Holland, Amsterdam.

Zakgczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzié w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi uzytemu w tek$cie oraz oznaczy¢ (na gérze stronicy
otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowac cyframi arabskimi. Tytuty tabel i nagtdwki rubryk powinny
jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajac, z jakich(jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja w kolejnosci ich
omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzoréw cyframi
rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym.
Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny
nie powinien by¢ mniejszy niz 10x15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig cienszg niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do
opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢
opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone
napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowac nastepu-
jace symbole: O O A # m A-Rycine nalezy oznaczy¢ na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i
pierwszym stowem tytutu oraz wskazaniem ,,géra” i ,,dét” (otéwkiem). Decyzje o stopniu zmniejsze-
nia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia,
ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginalnych
rysunkéw i zbhiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma
zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed wiaczeniem
tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji w,,Postepach Biochemii”
nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢ maszynopis iilustracje przed
pogieciem.
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