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PROFESOR ZOFIA KASPRZYK (1917-2002)

Profesor doktor Zofia Kasprzyk urodziła się w podkrakowskich Bronowicach Małych 2 lutego 1917 roku. W  1936 roku 

podjęła studia na Wydziale Rolniczym Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tam też rozpoczęła swq 

pracę dyplomową pod kierunkiem prof. Michała Korczewskiego, w Zakładzie Fizjologii Roślin. Wybuch wojny spowodował 

przerwanie studiów, okupant bowiem zawiesił działanie wyższych uczelni i szkół stopnia licealnego. Wkrótce po wojnie Zofia 

Kasprzyk podjęła swe studia. Tytuł zawodowy magistra inżyniera rolnika uzyskała w roku 1945 na podstawie pracy pt. 

"Wpływ więdnięcia na pobieranie azotu i syntezę białka w liściach tytoniu", wykonanej pod kierunkiem swego przedwojen­

nego opiekuna naukowego. Równolegle z finalizowaniem pracy magisterskiej w Szkole Głównej Gospodarstwa Wiejskiego 

rozpoczęła studia w kierowanym przez prof. Kazimierza Bassalika Zakładzie Fizjologii Roślin Wydziału Matematyczno-Przy­

rodniczego Uniwersytetu Warszawskiego. Studia te ukończyła w 1949 roku uzyskując tytuł magistra biologii. W  roku 1948, a 

więc jeszcze przed uzyskaniem magisterium, rozpoczęła pracę w Zakładzie Biochemii Głównego Instytutu Chemii Prze­

mysłowej w Warszawie, pod kierunkiem prof. Ireny Chmielewskiej. Tam też przygotowała rozprawę doktorską pt. "Substancje 

czynne nagietka" obronioną w roku 1951 na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Warszawskiego. W  

roku 1956 przyznany Jej został tytuł docenta na podstawie prac wykonanych w Głównym Instytucie Chemii Przemysłowej, 

mających charakter aplikacyjny i w związku z tym tylko w niewielkiej części publikowanych. W  1953 roku, jeszcze w okresie 

zatrudnienia w Instytucie Chemii Przemysłowej, uruchomiła i poprowadziła, w Katedrze Fizjologii Roślin Uniwersytetu War­

szawskiego, pierwszą w historii Uniwersytetu Warszawskiego pracownię z biochemii dla studentów biologii. Uczestniczyła 

też później, pod kierunkiem prof. Ireny Chmielewskiej, w organizacji Katedry Biochemii na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi 

Uniwersytetu Warszawskiego, uruchomionej ostatecznie w 1958 roku.

Ważnym epizodem w biografii naukowej Zofii Kasprzyk był dwuletni staż naukowy, w latach 1958-00, w słynnym Ra­

diation Laboratory Uniwersytetu Kalifornijskiego w Berkeley, kierowanym przez późniejszego noblistę, prof. Melvina Calvina, 

gdzie uczestniczyła w badaniach nad cyklem fotosyntetycznej asymilacji CO2. Po powrocie z USA, od roku 1964, kierowała 

jednym z Zakładów Katedry Biochemii UW, przekształconej w 1968 roku w Instytut Biochemii UW. Zakładem tym, który od 

1976 roku nosi nazwę Zakładu Biochemii Roślin, kierowała aż do przejścia w 1987 roku na emeryturę. W  roku 1967 uzy­

skała tytuł naukowy profesora nadzwyczajnego a w roku 1974 tytuł profesora zwyczajnego.
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Biochemia roślin była wielkq pasjq Pani Profesor. Najważniejszym wqtkiem badań prowadzonych przez Niq i Jej 

współpracowników były badania struktury chemicznej, lokalizacji wewnqtrzkomôrkowej, biosyntezy, transportu i funkcji biolo­

gicznych terpenoidów roślinnych, a ulubionq roślinq modelowq w tych badaniach był nagietek lekarski [Calendula officina­
lis) -  roślina nadzwyczaj bogata w różnego rodzaju substancje natury terpenoidowej. Symbolicznq wymowę ma fakt, że 

pierwsza z Jej prac eksperymentalnych ogłoszona w 1951 roku w "Pracach Badawczych Głównego Instytutu Chemii Prze­

mysłowej" nosiła tytuł "Substancje czynne nagietka [Calendula officinalis)" a ostatnia, opublikowana w roku 1989, a więc 

już po przejściu na emeryturę, umieszczona w cenionym, międzynarodowym czasopiśmie "Steroids", była zatytułowana "Di­

stribution of oleanolic acid glycosides in vacuoles and celi walls isolated from protoplasts and cells of Calendula officinalis". 

Pomiędzy tq pierwszq a ostatniq pracq opublikowanq przez Paniq Profesor mieści się około 70 innych prac doświadczalnych, 

w ogromnej większości poświęconych terpenoidom roślin rodziny Compositae, a przede wszystkim terpenoidom nagietka le­

karskiego, opublikowanych w większości w prestiżowych czasopismach międzynarodowych, m.in. w Phytochemistry, Nature, 

Physiologia Plantarum, Steroids, Tetrahedron. Poczqtkowo prace te dotyczyły głównie występowania, budowy chemicznej 

oraz metod izolowania i oznaczania różnego rodzaju substancji terpenoidowych, później punkt ciężkości przesunqł się w kie­

runku wyjaśniania szlaków biosyntezy i przemian tych zwiqzkôw a jeszcze pćźniej w kierunku badań dotyczqcych subkomór- 

kowej lokalizacji tych substancji oraz ich transportu wewnqtrz- i międzykomórkowego. Wierność problematyce terpenoidów 

roślinnych i konsekwencja w rozwijaniu i unowocześnianiu tych badań sprawiła, ż e  kierowane przez Paniq Profesor laborato­

rium stopniowo zyskiwało sobie opinię jednego z ważniejszych w świecie ośrodków prowadzqcych prace w tym zakresie.

Bardzo owocna była również działalność dydaktyczna profesor Zofii Kasprzyk. Wychowała całq rzeszę biochemi­

ków. Pod Jej kierunkiem wykonało prace magisterskie 107 studentów. Wypromowała 8 doktorów. Wielu Jej wychowanków 

zajmuje obecnie stanowiska profesorskie w różnych uczelniach wyższych i innych instytucjach naukowych w kraju i zagra- 

nicq. Niektórzy z nich kontynuujq problematykę naukowq zapoczqtkowanq przez Paniq Profesor.

Profesor Zofia Kasprzyk zmarła nagle w Warszawie 24 lipca 2002, w wieku 85 lat. W  naszej pamięci pozostanie nie tyl­

ko jako wybitny naukowiec, lecz także jako mqdry i szlachetny Człowiek, mqdry doradca, życzliwy swoim studentom 

i współpracownikom opiekun.

Uczniowie i współpracownicy
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ARTYKUŁY

Segregacja materiału genetycznego u Prokaryota

DNA segregation in Prokaryota

DAGMARA JAKIMOWICZ l,a’b, JOLANTA ZAKRZEWSKA-
CZERWIŃSKA2’3

Spis treści: Contents:

I. W stęp
II. Segregacja  p la zm id ó w  do potom n ych  k om órek

I I - l .  S ekw en cja  parS
II-2. B iałko P arA
II-3. B iałko P arB
II-4. M ech an izm  seg regacji p lazm id u  PI do potom n ych  

k om órek
III. Segregacja  ch ro m o so m ó w  do potom n ych  k om órek

II I - l . R o zm ieszczen ie  sek w en cji parS  na chrom osom ie
II1-2 Bacillus subtilis
II1-3. Caulobacter crescentus
II1-4.E scherich ia  coli

IV. U w agi k oń cow e

I. In troduction
II. P lasm id  segregation

I I - l .  parS  sequ en ces
11-2. ParA  protein
II-3. ParB  protein
II-4. M echan ism  o f  PI p lasm id  segregation

III. C h rom osom e segregation
II I - l .  D istr ibution  o f  parS  sequ en ces
111-2 Bacillus subtilis
111-3. Caulobacter crescentus
I I1-4. E scherichia coli

IV. C on clu d in g  rem arks

W ykaz sto sow an ych  sk rótów : HTH —  helisa-skręt-helisa 
(ang. h elix -tu r  n -h e lix)\ IHF —  zasadow e białko „histonopodob- 
ne” (ang. In teg ra tio n  H ost Factor)', o riC  —  region inicjacji re­
plikacji chrom osomu (ang. orig in  o f  ch rom osom al replication)', 
p a rS  —  sekwencje centrom erow e (ang. p a rtitio n  sequences)', pz 
—  par zasad; ter  —  region term inacji replikacji.

I. Wstęp

Podział każdej komórki pro- i eukariotycznej 
musi być poprzedzony podwojeniem materiału gene­
tycznego oraz jego  segregacją do nowopowstających 
komórek. Replikacja kolistego chromosomu bakte­
ryjnego rozpoczyna się w ściśle określonym miejscu 
na chromosomie -  oriC  (ang. origin o f  chrom osom al

'Dr; 2prof. dr hab., aInstytut Im munologii i Terapii Doświad­
czalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polska A kadem ia Nauk, 
Zakład M ikrobiologii, ul. Weigla 12, 53-114 Wrocław, tel.: 071 
373 22 74; fax: 071 373 25; e-mail: zakrzew@ im m u- 
no.iitd.pan.wroc.pl, bJohn Innes Centre, Norwich Research 
Park, Colney, N orw ich NR4 7UH

replication) i postępuje dwukierunkowo do miejsca 
terminacji (ter), które jes t  położone naprzeciw oriC  
[1]. Wszystkie etapy replikacji chromosomu proka- 
riotycznego: inicjacja, elongacja oraz terminacja są 
stosunkowo dokładnie zbadane. Jednakże w przeci­
wieństwie do organizmów eukariotycznych, mecha­
nizm segregacji chromosomów bakteryjnych do ko­
mórek potomnych nie zostałjeszcze dobrze poznany. 
Wiadomo, że komórki bakteryjne nie mają aparatu 
mitotycznego, charakterystycznego dla komórek eu­
kariotycznych, tzn. nie odkryto u bakterii żadnego 
odpowiednika eukariotycznego wrzeciona po­
działowego. Do niedawna uważano, że segregacja 
bakteryjnych chromosomów jest  procesem pasyw­
nym, niewymagającym nakładu energii. Prawie 40 
lat temu, J a c o b  i wsp. [2 ] przedstawili hipotezę, 
która zakładała, że chromosomy w iążą się z błoną 
kom órkową lub ścianą komórkową, po czym roz­
dzielane są w wyniku wzrostu komórki. Obecnie 
wiadomo, że segregacja chromosomów do komórek 
potomnych u Prokaryota  zachodzi w sposób aktyw­
ny, co potwierdzono zarówno dla organizmów
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Gram-dodatnich (na przykładzie B acillus subtilis), 
jak i Gram-ujemnych (na przykładzie C aulobacter  
crescentus, E scherichia coli). Pierwsze prace do­
tyczące tego zagadnienia ukazały się zaledwie kilka 
lat temu. Koronnym doświadczeniem, dzięki które­
mu wykazano, że segregacja prokariotycznych chro­
mosomów jest procesem aktywnym, była subkomór- 
kowa lokalizacja poszczególnych regionów chromo­
somu w trakcie replikacji i podziału komórki bakte­
ryjnej. W tym celu przygotowano mutanty, w któ­
rych w różne regiony chromosomu wprowadzono se­
kwencje operatorową Oiac, po czym stransformowa- 
no je  plazmidem zawierającym fuzyjny gen lacl-gfp, 
kodujący represor operonu laktozowego LacI w fuzji 
z zielonym białkiem fluorescencyjnym GFP (ang. 
green fluorescent p ro te in )  [3, 4]. Fuzyjne białko 
Lacl-GFP wiąże się do sekwencji operatorowej 
wprowadzonej w dany region chromosomu. M ikro­
skopia fluorescencyjna wykazała, że fragmenty 
DNA zawierające sekwencje operatorowe zlokalizo­
wane w pobliżu nowozreplikowanych regionów oriC  
są przemieszczane z centrum komórki w stronę prze­
ciwległych biegunów komórki. Natomiast położenie 
sekwencji Oiac wprowadzonych w region terminacji 
replikacji {ter) ulega nieznacznej zmianie w trakcie 
replikacji chromosomu i po jej zakończeniu; se­
kwencje te pozostają w centrum komórki bakteryj­
nej. Proces aktywnej segregacji chromosomów bak­
teryjnych przypomina więc mitozę w tym, że regiony 
oriC  powstałe w trakcie replikacji chromosomu i 
pierwotnie umiejscowione w centrum (B. subtilis) 
lub najedym  z biegunów (E. coli) komórki m acierzy­
stej są przed podziałem komórkowym aktywnie 
przemieszczane w przeciwnych kierunkach, w po­
bliże biegunów komórki —  centrów przyszłych ko­
mórek.

Tabela 1

Późniejsze badania wykazały, że pomimo podo­
bieństwa mechanizmów segregacji chromosomów 
do potomnych komórek organizmów należących do 
odrębnych filogenetycznie grup, istnieją pewne 
istotne różnice zwłaszcza pomiędzy E. coli a pozo­
stałymi analizowanymi organizmami (B . sub tilis , 
C. crescentus i S. coelicolor) (p. II1-4).

U bakterii, proces segregacji zreplikowanego 
DNA został najlepiej poznany na przykładzie pla­
zmidów i dlatego na wstępie zostanie on szerzej 
omówiony. Wiedza na temat segregacji plazmidów 
do potomnych komórek w znaczny sposób ułatwiła 
zrozumienie analogicznego procesu dotyczącego se­
gregacji bakteryjnych chromosomów.

II. Segregacja plazmidów do potomnych 
komórek

Plazmidy występujące w kilku kopiach w komór­
ce są dogodnym modelem do badania mechanizmów 
segregacji prokariotycznego materiału genetyczne­
go do komórek potomnych. Najważniejszymi ele­
mentami odpowiedzialnymi za rozdział plazmidów, 
są krótkie sekwencje DNA, często nazywane proka- 
riotycznymi centromerami oraz dwa białka [5, 6 ]. 
Jedno z nich wiąże specyficznie sekwencje centro- 
merowe, natomiast drugie wykazuje aktywność 
ATP-azową, która jest niezbędna w procesie segrega­
cji. W zależności od rodzaju plazmidu, białka te i se­
kwencje centromerowe są oznaczane różnymi sym­
bolami (Tabela 1).

Mechanizm rozdziału plazmidów najlepiej wyja­
śniono na przykładzie plazmidu PI (profaga) w ko­
mórkach E. coli [4, 6 ]. Plazmid ten występuje w je d ­
nej lub dwóch kopiach na komórkę. Za jego  segrega­
cję do komórek potomnych są odpowiedzialne białka

Kluczowe elementy odpowiedzialne za segregację wybranych plazmidów i chromosomów do komórek potomnych

Plazmid
chromosom

Sekwencja

centromerowa
Białko wiążące 

centromer
Biało wykazujące 
aktywność ATP-zową

PI parS ParB ParA

F sopC SopB SopA

R K 2 0„3 KorB IncC

R I/R 100 parC ParR ParM

NR1 - StbA StbB

B. subtilis parS SpoOJ Soj

C. crescentus parS ParB ParA

S. coelicolor parS ParB ParA
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ParA-ATP-aza i ParB, wiążące sekwencję centrome- 
rową (ang. partit ion ) oraz sekwencja parS. Geny 
parA  i parB , kodujące odpowiednio białka ParA i 
ParB są zorganizowane w operon. W regionie pro- 
motorowym operonu (parO P) je s t  zlokalizowana se­
kwencja, do której specyficznie wiąże się białko 
ParA (ryc. 1). Natomiast za operonem znajduje się 
centromerp a rS  wiązany przez białko ParB (Ryc. 1).

wiążąc się do regionu promotorowego tego operonu 
(Ryc. 1). Wykazano, że białko ParB stymuluje prze­
jście postaci ParA-ATP w postać ParA-ADP [7]. Hy­
droliza ATP prawdopodobnie zwiększa zdolność 
tego białka do wiązania się z DNA, powodując, że 
staje się ono represorem wrażliwym na poziom stęże­
nia białka ParB. Natomiast postacią aktywną w pro­
cesie segregacji plazmidu do komórek potomnych

BI A l A 2 A 3 B 2  A4

segregacja
plazm idów

Ryc. 1. Regulacja ekspresji operonu p<3/vł fi plazmidu PI, wg B o u e t  i F u n n e l l  |7J. Powyżej przedstawiono schematycznie organizację centromeru 
parS, zaznaczając sekwencje A i B oraz miejsce wiązania białka IHF. Poniżej przestawiono nukleoproteinowy kompleks odpowiedzialny za se­
gregację plazmidu do komórek potomnych.

II-1. Sekwencja parS

Długość centromeru p a rS  plazmidu PI wynosi 
około 80 pz, a w jego obrębie wyróżniono cztery asy­
metrycznie rozmieszczone 7-merowe sekwencje A 
oraz dwie 6 -merowe sekwencje B (Ryc. 1, Tabela 2) 
[7]. Pomiędzy nimi jes t  zlokalizowana sekwencja 
specyficznie wiążąca zasadowe białko IHF.

II-2. Białko ParA

Białko ParA plazmidu PI składa się z 398 amino­
kwasów i, tak jak  inne białka z tej rodziny, wykazuje 
aktywność ATP-azową [5, 6 ]. ParA występuje w po­
staci związanej z ADP lub ATP. Wiązanie i hydroliza 
ATP wpływa na konformację oraz stabilność białka 
ParA. Białko ParA występuje w postaci dimeru i to 
zarówno wtedy, gdy jes t  związane z ATP, jak  i ADP. 
ParA-ADP pełni funkcję represora operonu parA B

jes t  ParA-ATP. Białko ParA-ATP nie wiąże się do 
regionu parS , ale przez oddziaływanie z ParB wcho­
dzi w skład nukleoproteinowego kompleksu, który 
uczestniczy w segregacji plazmidu PI do komórek 
potomnych.

II-3. Białko ParB

Białko ParB plazmidu PI składa się z 333 am ino­
kwasów. W roztworze występuje w postaci dimeru. 
Za tworzenie dimerów jes t  odpowiedzialna C-końco- 
wa domena białka ParB (Ryc. 2). Jednakże w białku 
tym nie stwierdzono obecności żadnych znanych 
motywów strukturalnych uczestniczących w dimery- 
zacji, np. zamka leucynowego. N-koniec ParB od­
działuje z białkiem ParA. Region ten jes t  również od­
powiedzialny za oligomeryzację białka ParB. W 
środkowym regionie białka znajduje się motyw HTH 
(helisa-skręt-helisa) (Ryc. 2). Region ten specyficz-
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Tabela 2

Sekwencje centromerowe wybranych plazmidów i chromosomów

Plazmid Sekwencja centromerowa

PI (parS)

FI (sopC)

B I

T i t c g c c a  t t c a a j Ja t t t c a c t a t t a a c t g a c t g t t t t t a a a g t a a a t t a c t

I H F

A2 A3 r -  E2
CTAAA A TTTC A ilciiTG A A A  TpG CCiłC^A TTTCA CtCTTG G

 >
GGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACG G TCCC^CTCGTATCGTC

RK2 (Ob 3) TTTAGCSGCTAAA 
*    ►

Chromosom Sekwencja konsensowa centromerów
B. burgdorferi 
B. subtilis 

C. crescentus 
M. tuberculosis 
S. coelicolor 
S. pyogenes

TGTTCCACGTGGAACA 

TGTTNCACGTGAAACA 

t  GTTNCACGTGAAACa 

TGTTTCACGTGAAACA 

t  GTTTCACGTGAAACa 

TGATTCACGTGAAACA

Strzałkami przerywanym i i ciągłym i zaznaczono odpow iednio sekwencje powtórzone i odwrotnie powtórzone.

nie rozpoznaje i wiąże sekwencje A centromeru 
parS. W C-końcowej domenie dimeryzującej dodat­
kowo występuje miejsce DRS (ang. discrim inator  
recogintion sequence ), odpowiedzialne za rozpozna­
wanie sekwencji B w obrębie p a rS  (Ryc. 2) [8 ], Nie 
wiadomo czy DRS oddziałuje bezpośrednio z se­
kwencją B, czy też zapewnia taką konformację 
białku ParB, dzięki której wiąże się ono do parS .

II-4. Mechanizm segregacji plazmidu PI do potom­
nych komórek

W segregacji plazmidu P I , poza parą białek ParA i 
ParB, bierze również udział białko IHF. Białka ParB 
i IHF wiążą się do DNA w sposób kooperatywny, 
przy czym IHF wiąże centralny region parS , nato­
miast ParB oddziałuje z sekwencjami A i B, które 
okalają miejsce wiązania IHF. Białko IHF powoduje

1 50  1 0 0  15 0

zagięcie DNA przybliżając do siebie sekwencje A i B 
dzięki temu, powinowactwo białka ParB do DNA 
zwiększa się około 1000 razy. W ten sposób powstaje 
kompleks podziałowy (ang .p a rtitio n  com plex) zbu­
dowany prawdopodobnie z rdzenia białkowego owi­
niętego przez DNA (Ryc. 1) [9]. W skład tego kom­
pleksu —  oprócz białek ParB i IHF —  wchodzi rów­
nież białko ParA [7], które oddziałuje z ParB [10]. 
Analiza mikroskopowa z zastosowaniem białka 
LacI-GFP (p. I) wiążącego się do sekwencji 0 [ac 
wprowadzonej w sąsiedztwo p a rS  wykazała, że w 
mniejszych komórkach ogniska fluorescencji obser­
wowane były głównie w centrum komórki [4]. N ato­
miast w komórkach o większych rozmiarach ogniska 
te były zlokalizowane w % i 3A  długości komórki.

Ostatnio zaobserwowano, że białko ParB ma zdol­
ność do wyciszania transkrypcji genów sąsia­
dujących z centromerem p a rS  [11]. Białko to po

20 0  25 0  300  333

i__________ i__________ i i__________ i i
ParA HTH DRS
oligomeryzacja dimeryzacja

Ryc. 2. Domenowa struktura białka ParB odpowiedzialnego za segregację plazmidu PI wg S u r t e e s  i F u n n e l l  [9], DRS —  motyw odpowiedzial­
ny za rozpoznawanie sekwencji B centromeru parS, HTH —  helisa-skręt-helisa, motyw wiążący sekwencje A centromeru parS, ParA -m iejsce 
oddziaływania z białkiem ParA.
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związaniu się z p a r S oddziałuje pośrednio lub bezpo­
średnio z DNA pozacentromerowym blokując tym 
samym dostęp innym białkom, np. polimerazie 
RN A. Stosując immunoprecypitację in vivo  oraz 
przeciwciało skierowane przeciwko ParB, wyizolo­
wano kompleksy tego białka z sekwencjami DNA 
oddalonymi nawet o parę tysięcy pz od parS . Praw­
dopodobnie związanie białka ParB z sekwencjami 
centromerowymi zapoczątkowuje wiązanie dodatko­
wych cząsteczek tego białka do pozacentromero- 
wych sekwencji DNA. Jednakże nie udało się uzy­
skać in vitro  kompleksów ParB z sekwencjami DNA, 
sąsiadującymi z parS . Świadczy to prawdopodobnie 
o tym, że ParB oddziałuje pośrednio z tymi sekwen­
cjami z udziałem dotychczas nieznanego białka.

Sekwencje plazmidowych centromerów są zróż­
nicowane (Tabela 2). Białko SopB plazmidu F wiąże 
12 powtórzonych sekwencji każda o długości 43 pz 
[12]. W każdym z tych odcinków wyróżnić można 
dwie sekwencje powtórzone oraz jeden palindrom 
(Tabela 2). Centromer Ob3 plazmidu RK2 ma rów­
nież charakter palindromu. Jego długość wynosi 13 
pz [13]. W przeciwieństwie do plazmidu PI, w iąza­
nie białek SopB i KorB do centromerów nie wymaga 
obecności białka IMF.

III. Segregacja chromosomów do potomnych 
komórek

Pierwsze badania nad rozdziałem chromosomów 
bakteryjnych do komórek potomnych dotyczyły 
E. coli [4, 14], Bacillus subtilis  [3, 15-17] i Caulo- 
bacter crescentus [18, 19]. W przypadku B. sub tilis , 
C. crescentus i Streptom yces coelicolor  [20] zidenty­
fikowano główne elementy odpowiedzialne za roz­
dział chromosomów: (i) 14-16-nukleotydowe palin- 
dromowe sekwencje parS , (ii) dwa białka: Soj i 
SpoOJ u B. subtilis  oraz Par A i ParB u C. crescentus , 
charakteryzujące się wysokim stopniem homologii 
w stosunku do plazmidowych białek ParA i ParB. W 
genomach innych Gram-dodatnich i Gram-ujemnych 
organizmów stwierdzono również obecność hom olo­
gicznych genów, które kodują potencjalne białka na­
leżące do rodziny białek ParA, B. Natomiast, u 
E. coli i H aem ophilus influenzae  geny takie nie w y­
stępują.

W przeciwieństwie do plazmidów delecje chro- 
mosomalnych g en ó w parA  i pa rB  —  z wyjątkiem —  
C. crescentus  [18] nie dają  wyraźnych efektów feno- 
typowych. Pomimo występujących zaburzeń w se­
gregacji chromosomu przeżywa znaczny odsetek ko­
mórek B. subtilis  [21] i S. coelicolor  [20]. Może to 
wskazywać, że białka te są jedyn ie  elementami w ięk­

szej maszynerii segregacyjnej. Obecnie sugeruje się, 
że ich rola ogranicza się do prawidłowej lokalizacji 
regionu oriC  po replikacji, a za transport chromoso­
mu i jego kondensacje odpowiadają inne białka (np. 
SMC, ang. structural m aintenance o f  chromosom es).

Dotychczas ukazało się zaledwie kilka prac 
przeglądowych dotyczących segregacji potomnych 
chromosomów [22-26].

W przedstawionych poniżej modelach segregacji 
chromosomów dla uproszczenia opisano segregację 
chromosomów w komórkach wolnorosnących. Jed­
nakże należy pamiętać, że inicjacja replikacji zależy 
od szybkości wzrostu komórek. Przy szybkim tempie 
wzrostu komórek, inicjacja drugiej rundy replikacji 
może rozpocząć się jeszcze przed zakończeniem 
pierwszej rundy. W takim przypadku komórki po­
tomne otrzymają chromosomy, które są już  częścio­
wo zreplikowane.

III-l. Rozmieszczenie sekwencji parS na 
chromosomie

Obecność sekwencji p a rS  s twierdzono u wielu 
bakterii, głównie Gram-dodatnich (Tabela 2). Są to
14-16 nukleotydowe palindromowe sekwencje. W 
przeciwieństwie do sekwencji plazmidowych centro­
merów charakteryzują się wysoką hom ologią (Tabe­
la 2). Liczba sekwencji p a rS  jes t różna dla różnych 
gatunków bakterii i waha się od dwóch u M ycobacte­
rium tuberculosis [27] do 21 u S. coelicolor  A3(2)
[20] (Ryc. 3). Sekwencje p a rS  są przeważnie umiej­
scowione w okolicy regionu oriC. U C. crescentus 6  

sekwencji p a rS  zlokalizowanych jes t  na odcinku o 
długości około 5 kpz, pomiędzy operonem p a r  AB  a 
regionem oriC  (Ryc. 3). U S. coelico lor  A3(2) więk­
szość sekwencji p a rS  położonych jes t  w środku li­
niowego chromosomu w pobliżu regionu oriC  
(Ryc. 3). Osiem sekwencji p a rS  B. subtilis  jes t roz­
mieszczonych centrycznie wokół oriC, ale w przeci­
wieństwie do innych bakterii na stosunkowo długim 
odcinku —  około 800 kpz, co stanowi 2 0 % chromo­
somu (Ryc. 3) [27].

III-2. Bacillus subtilis

Segregacja chromosomu B. subtilis  zachodzi z 
udziałem białek SpoOJ i Soj, zarówno podczas w zro­
stu wegetatywnego, jak  i wytwarzania endospor. 
Białka te są kodowane przez geny położone w opero- 
nie spoO J/soj leżącym w pobliżu regionu oriC  
(Ryc. 3) [28]. Białka SpoOJ i Soj w ykazują  wysoki 
stopień homologii w stosunku do plazmidowych 
białek ParA i ParB. Za pomocą immunoprecypitacji
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in vivo  wykazano, że białko SpoOJ wiąże silnie 5 se­
kwencji p a rS  [27]. Białko Soj oddziałuje ze SpoOJ 
[29] i ma aktywność ATP-azy [30, 31].

Oprócz udziału w segregacji chromosomu, białka 
Soj i SpoOJ (ang. sporulation p ro te in ) pełnią funk­
cje regulatorów sporulacji. Soj jes t  negatywnym re­
gulatorem promotorów odpowiedzialnych za ekspre-

Konstrukcja szczepu B. subtilis, w którym gen 
spoO J  lub so j został zastąpiony odpowiednio fuzyj- 
nym genem spoO J-gfp  lub soj-gfp, umożliwiła 
w ewnątrzkom órkową lokalizację białka SpoOJ oraz 
jego  kompleksów z sekwencjami p a rS  [15, 31, 32]. 
Zaobserwowano również, że białko Soj pulsowo 
przemieszcza się pomiędzy biegunami komórki [31].

S. c o e lic o lo r  A 3 (2 ) 8 .6  M b p

Ryc. 3. Rozmieszczenie sekwencji parS  na chromosomach wybranych bakterii. Po lewej stronie oraz na dole ryciny przedstawiono schematycznie lo­
kalizacje sekwencji parS  na koliście zamkniętych chromosomach: B. subtilis, C. crescentus i M. tuberculosis oraz liniowym chromosomie
S. coelicolor A3(2). Po prawej stronie przedstawiono organizację regionów parAB-oriC  wymienionych mikroorganizmów. Czarnymi 
strzałkami zaznaczono sekwencje parS  występujące w regionach parAB-oriC, natomiast szarymi sekwencje z poza tych regionów.

sję genów zaangażowanych w wytwarzanie endo- 
spor. Mutanty delecyjne genu sp o O J  nie sporulują. 
Wykazano, że SpoOJ hamuje represorową funkcję 
białka Soj umożliwiając tym samym inicjację sporu­
lacji [30].

Oddziaływanie Soj z białkiem SpoOJ, związanym z 
DNA jest  niezbędne do powstawania dużych nukle- 
oproteinowych agregatów. Zastosowanie m ikrosko­
pii fluoroscencyjnej pozwoliło prześledzić pozycje 
nukleoproteinowych kompleksów SpoOJ-paró' i re­
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gionu oriC  w komórce w czasie cyklu komórkowego 
i zaproponować model segregacji chromosom ów u 
B. subtilis (Rye. 4A) [3, 15-17]. Proces segregacji 
rozpoczyna się w podczas replikacji chromosomu, 
zaraz po inicjacji replikacji. Cząsteczki białka 
SpoOJ w iążą się do sekwencji parS , z lokalizow a­
nych w pobliżu nowozreplikowanych regionów 
oriC. Badania in vitro  wykazały, że wiązanie to ma 
charakter kooperatywny. W centrum komórki tworzą 
się nukleoproteinowe kompleksy uwidocznione w 
mikroskopii fluorescencyjnej jako dwa ogniska. N a­
stępnie kompleksy te wraz z potomnymi regionami 
oriC  przesuwają się w stronę przeciwległych biegu­
nów komórki. Komórka wydłuża się, a nowozrepli- 
kowane potomne regiony chromosomu sukcesywnie 
przesuwają się w kierunku biegunów komórki. Chro­
mosomy potomne ulegają kondensacji, a w płaszczy­
źnie podziału komórki tworzy się przegroda oddzie­
lająca zreplikowane chromosomy [17]. Jest ona zbu­
dowana z białka FtsZ, które jes t  bakteryjnym homo- 
logiem tubuliny. W późniejszej fazie przegroda zani­
ka i powstają dwie komórki potomne.

U mutantów z delecją genów spoOJ i so j zaobser­
wowano zaburzoną w ew nątrzkom órkow ą lokaliza­
cję regionów oriC. Następstwem tego było powsta­
wanie komórek potomnych pozbawionych chrom o­
somów; około 1 - 2 % komórek nie miało chrom oso­
mu; 1 0 0  razy więcej niż w niezmutowanych kom ór­
kach [2 1 ].

U B. subtilis  wykazano, że sekwencje centromero- 
w e p a rS  sklonowane w plazmidy działa ją  na nie sta­
bilizująco, umożliwiając precyzyjne przekazanie ko­
pii zreplikowanych plazmidów do komórek potom ­
nych.

B. subtilis  wytwarza formy przetrwalne —  endo- 
spory, zdolne do przetrwania okresów głodu czy su­
szy. Proces wytwarzania endospor je s t  złożony i w ie­
loetapowy. Rozpoczyna się on asymetrycznym po­
działem komórki; wewnątrz komórki macierzystej 
powstaje endospora. Poprzedza go replikacja chro­
mosomu; jeden z potomnych chromosom ów pozo­
staje w komórce macierzystej, natomiast drugi jest 
przekazywany do prespory. G łów ną różnicę pom ię­
dzy podziałem chromosomu do prespory, a po­
działem wegetatywnym stanowi miejsce tworzenia 
przegrody (Ryc. 4A,B).

Chromosom w trakcie transportu do prespory 
musi zostać odpowiednio „upakowany” tak, by mógł 
zmieścić się w presporze, która jes t  znacznie m niej­
sza od komórki macierzystej (Ryc. 4B). Białkiem od­
powiedzialnym za translokację potomnego chrom o­
somu do prespory jes t  SpoIIIE [33-35]. Białko to 
tworzy kanał wewnątrz przegrody, przez który chro­

mosom jest aktywnie przemieszczany do endospory 
(Ryc. 4B). Pierwotnie białku temu przypisywano je ­
dynie funkcję regulatora ekspresji genów zaanga­
żowanych w sporulację. Funkcja białek Soj, SpoOJ 
w przekazywaniu potomnego chromosomu do pre­
spory została określona na podstawie badań mutan-

Ryc. 4. Segregacja chromosomów do komórek potomnych u Bacillus 
subtilis wg Lin i wsp. j 17], Kolorem szarym schematycznie za­
znaczono chromosom. A. Komórki wegetatywne; B. Wytwarza­
nie endospor.

tów delecyjnych genów kodujących te białka. Mu­
tanty delecyjne so j/spoO J  w ykazują zaburzoną za­
wartość DNA w endosporze, prawdopodobnie na 
skutek niewłaściwej lokalizacji regionu oriC  pod­
czas tworzenia prespory.

III-3. Caulobacter crescentus

C. crescentus charakteryzuje się bardziej 
złożonym niż u innych bakterii cyklem rozwojo­
wym. Cykl ten polega na kolejnym występowaniu 
osiadłej komórki z łodyżką i powstającej z niej ko­
mórki ruchliwej, urzęsionej (Ryc. 5). Z komórki 
osiadłej w wyniku niesymetrycznego podziału po­
wstaje ruchliwa urzęsiona komórka oraz osiadła ko­
mórka łodyżkowa. Powstała komórka urzęsiona 
osiedla się, wytwarza łodyżkę i cały cykl się powta­
rza. Replikacja chromosomu zachodzi tylko w ko­
mórce osiadłej.

U C. crescentus za rozdział chromosomów odpo­
wiedzialne są białka ParA i ParB, kodowane przez 
geny występujące podobnie jak  u innych organi­
zmów w operonie p a r  AB  (Ryc. 2) [18]. Wykazano, że

Doili
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Ryc. 5. Segregacja chromosomów do komórek potomnych u Caulobacter crescentus wg M o h I i wsp. [19]. Schematycznie przedstawiono osiadłą ko­
mórkę z łodyżką oraz komórkę ruchliwą, urzęsioną.

w przeciwieństwie do B. subtilis, mutacje delecyjne 
genów parA  i parB  są śmiertelne dla C. crescentus. 
Zaobserwowano również zaburzoną segregację 
chromosomów w komórkach nadprodukujących 
białka ParA, B [18]. Podczas cyklu komórkowego 
stężenie białek ParB i ParA jest  stałe, ale zmienia się 
subkomórkowa lokalizacja obu białek. Zaobserwo­
wano, że w komórce osiadłej białko ParB jes t  zloka­
lizowane głównie na jednym  z biegunów komórki. 
Po replikacji, a przed podziałem komórkowym, kom ­
pleks białka z nowozreplikowanym regionem oriC  
przemieszcza się w stronę przeciwległego bieguna 
komórki, co powoduje rozdział zreplikowanego 
chromosomalnego DNA. Przemieszczenie kom plek­
sów jes t  możliwe dzięki oddziaływaniu białka ParB z 
białkiem ParA, które ma właściwości ATP-azy. 
Ostatnie badania wykazały, że białko ParA spełnia 
dodatkową funkcję, hamuje tworzenie przegrody ko­
mórkowej zanim chromosomy zostaną całkowicie 
rozdzielone (Ryc. 5) [19].

III-4. Escherichia coli

W genomie E. coli nie zidentyfikowano homolo- 
gów g e n ó w parA, p a rB , ani sekwencji hom ologicz­
nych do sekwencji p a rS  występujących u innych 
bakterii. Mikroskopia fluorescencyjna wykazała, że 
w trakcie replikacji potomny region oriC  wraz z se­
kwencjami Oiac w prow adzonym i w jego okolice 
(p. I) ulegają przesunięciu w stronę przeciwległego 
bieguna komórki [4]. Po zakończeniu replikacji po­
tomne regiony oriC  są  umiejscowione w pobliżu 
przeciwległych biegunów komórki (Ryc. 6 ). D o­
świadczenie to wskazuje, że w okolicy regionu oriC

występować powinny sekwencje centromerowe. Do­
tychczasowe próby zlokalizowania centromerów, 
polegające między innymi na wklonowywaniu róż­
nych fragmentów sąsiadujących z oriC  w plazmidy 
charakteryzujące się małą stabilnością (p. 1 1 1 -2 ), nie 
powiodły się.

Gen mukB  był pierwszym zidentyfikowanym ge­
nem, którego obecność sugerowała, że w komórkach 
E. coli istnieje odpowiednik eukariotycznego apara­
tu mitotycznego [36]. Mutacje w genie mukB  zabu­
rzają subkom órkow ą lokalizację regionów oriC. Wy­
kazano, że białko MukB wiąże DNA, ale w przeci­
wieństwie do białka ParB wiązanie to ma charakter 
niespecyficzny. Struktura dom enowa MukB przypo­
mina strukturę dom enow ąbia łek  SMC. Białka te wy­
stępują zarówno u prokariontów, jak  i u eukariontów. 
Białko MukB, analogicznie do białek SMC, jest 
prawdopodobnie odpowiedzialne za kondensację 
chromosom ów [36]. Ponadto, białko MukB w ykazu­
je  homologię do eukariotycznej dynaminy wiążącej 
mikrotubule i —  jak  wykazano doświadczalnie- 
wiąże bakteryjne białko FtsZ [37]. Innym opisanym 
białkiem, które prawdopodobnie bierze udział w se­
gregacji chromosom ów u E. coli jes t  białko SeqA. 
Początkowo białku temu przypisano rolę negatywne­
go regulatora częstości inicjacji replikacji. Białko to 
wiąże hem im etylowane (metylacja adeniny w se­
kwencji GA*TC) oriC , uniemożliwiając inicjatoro- 
wemu białku DnaA dostęp do miejsca inicjacji repli­
kacji [38]. Ostanie badania sugerują, że białko SeqA 
wiążąc się do nowozreplikowanych regionów oriC  
tworzy dwa białkowe kanały, przez które przechodzą 
kolejno zreplikowane fragmenty chromosomów po­
tomnych [39]. Wydaje się, że białka MukB i SeqA
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Rye. 6. Segregacja chromosomów do komórek potomnych u Escherichia coli wg J e n s e n a i S h a p i r o  [44]. Kolorem szarym schematycznie za­
znaczono chromosom.

wykazują antagonistyczne działanie. Mutacja w ge­
nie seąA  powoduje supresję niektórych fenotypo- 
wych cech mutantów genu mukB  i vice versa.

Obserwując migrację białek biorących udział w se­
gregacji chromosomów E. coli do potomnych komó­
rek, zaproponowano dwa modele koreplikacyjnego 
rozdziału chromosomalnego DNA, tzw. model „prze­
mieszczającego się aparatu replikacyjnego” (ang. 
translocating replication fa c to ry ) oraz „nieruchome­
go aparatu replikacyjnego” (ang .fixed  replication fa c ­
tory) [39]. W pierwszym modelu zakłada się, że po 
przyłączeniu białka SeqA, miejsce inicjacji replikacji 
oraz nowosyntetyzowane nici DNA wraz z widełkami 
replikacyjnymi są stopniowo rozdzielane i przemiesz­
czają się w przeciwnych kierunkach. Według drugie­
go modelu, kompleksy białka SeqA z nowosyntetyzo- 
wanymi nićmi DNA przemieszczają się w pozycje 'A i 
3A komórki, a aparat replikacyjny pozostaje w centrum 
komórki aż do terminacji replikacji.

Nieruchomy aparat replikacyjny stwierdzono w 
komórkach B. subtilis, natomiast przemieszczenie 
aparatu replikacyjnego z bieguna komórki do jej cen­
trum w początkowym stadium replikacji zaobserwo­
wano w komórkach C. crescentus.

W genomach B. subtilis, C, crescentus i S. coelico­
lor nie stwierdzono obecności genu kodującego 
białko SeqA. Ponadto, sekwencje GATC nie ulegają 
metylacji w tych organizmach. Sugeruje to, że białko 
ParB, analogicznie do białka SeqA, może tworzyć 
kanały białkowe. Zjawisko wyciszania genów przez 
białko ParB zaobserwowane na przykładzie plazmi­
du PI (p. II-4) częściowo potwierdza tę hipotezę.

IV. Uwagi końcowe

Analiza sekwencji genomów kilkudziesięciu ga­
tunków bakterii wykazała, że u większości z nich

obecne są homologi genów parA  i parB . Sekwencje 
tych genów są stosunkowo dobrze ewolucyjnie za­
chowane nawet w przypadku organizmów filogene­
tycznie bardzo odległych. Sugeruje to, że u organi­
zmów prokariotycznych segregacja materiału gene­
tycznego do potomnych komórek jes t  procesem 
ukształtowanym w stosunkowo wczesnych fazach 
ewolucji. Ostatnie badania wykazały, że mechanizm 
ten charakteryzuje się uniwersalnością działania; 
elementy odpowiedzialne za segregację funkcjonują 
nawet po przeniesieniu ich z organizmów Gram-do- 
datnich do Gram-ujemnych. Plazmid zawierający 
miejsce wiązania centromeru chromosomu B. sub ti­
lis oraz geny spoOJ i so j podlegał aktywnej segrega­
cji w komórkach E. coli [40].

Dotychczasowe badania nad segregacją bakteryj­
nych chromosomów dotyczyły chromosomów kol iś­
cie zamkniętych. Chromosomy Borrelia burgdorferi 
oraz Streptom yces coelicolor  występują w postaci li­
niowej typowej dla organizmów eukariotycznych. 
Chromosom S. coelicolor  ( 8 . 6  Mpz) jes t  prawie dzie­
sięciokrotnie większy od chromosomu B. burgdorfe­
ri (0.91 Mpz). Organizmy należące do rodzaju Strep­
tomyces charakteryzują się złożonym cyklem życio­
wym, który upodabnia te mikroorganizmy do niż­
szych organizmów eukariotycznych —  grzybów 
[41]. W czasie rozwoju tworzą one grzybnię, w któ­
rej nie dochodzi do tworzenia przegród kom órko­
wych pomiędzy nowozreplikowanymi chrom osom a­
mi. Ich precyzyjna segregacja jes t  niezbędna dopiero 
w trakcie tworzenia zarodników. U Streptom yces re­
plikacja rozpoczyna się w środku liniowego chrom o­
somu i podąża dwukierunkowo do końców chrom o­
somu (telomerów) [42, 43]. Nasze ostatnie badania 
wykazały, że białko ParB wiążąc kilkanaście se­
kwencji p a rS  w regionie oriC  (Rys. 3) tworzy duży 
nukleoproteinowy kompleks [20]. Obecnie badamy
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wewnątrzkom órkową lokalizację segregacyjnych 
kompleksów. Ponadto, interesującym wydaje się 
określenie położenia końców tak dużego liniowego 
chromosomu w trakcie replikacji oraz podziału ko­
mórek ■Streptom yces.
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cząsteczki snRNP; SnRNA —  mały jądrow y RNA; SR —  białka 
SR, bogate w serynowo-argininowe reszty aminokwasowe.

I. Wstęp

Macierz jądrow a (NM) jes t  strukturą szkieletową 
jądra komórkowego przesłanianą przez masy chro- 
matyny oraz frakcję białek rozpuszczalnych. Jej uwi­
docznienie wymaga sekwencyjnego przemywania 
oraz usunięcia zalegającego w jej strukturze DNA. 
Struktura ta jes t  definiowana jako  pozostałość jąd ro ­
wa, zrąb jądrow y czy tez frakcja biochemiczna opor­
na na działanie detergentów oraz wysokich stężeń 
soli. W czasopiśmiennictwie polskim została obszer­
nie opisana przez prof. Z o f i ę  K i l i a ń s k ą w  ko­
lejnych pracach [1-3].

Sposoby pozyskiwania NM wyw ołują wciąż żyw ą 
dyskusję nad faktem jej istnienia [4]. Sceptycy w ska­
zują, iż zastosowanie nieznacznie różniących się m e­
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tod izolacji prowadzi do otrzymania preparatów o 
zróżnicowanym składzie biochemicznym. Ponadto 
w trakcie pozyskiwania macierzy jądrow ej może do­
chodzić do licznych artefaktów w postaci strącania 
kompleksów białkowych, wypłukiwania ATP, zmia­
ny stopnia utlenienia poszczególnych składników 
NM oraz zjawiska niespecyficznej polimeryzacji ry- 
bonukleoprotein tworzących w ew nętrzną sieć fibry- 
larno-granularną. Jednakże, zakotwiczenie specy­
ficznej klasy sekwencji DNA w macierzy sugeruje 
jej udział w tworzeniu strukturalnych i funkcjonal­
nych przedziałów wewnątrzjądowych. Dlatego też, 
niezależnie od tego na ile macierz jąd row a odzw ier­
ciedla szkielet jądrowy istniejący in vivo, pozostaje 
ona niezwykle użyteczną strukturą w badaniu orga­
nizacji jądra  komórkowego i zachodzących tam pro­
cesów. Ponadto wyniki ostatnich doświadczeń, w 
których podobną strukturę NM pozyskiwano różny­
mi metodami izolacji [5], dow odzą iż jes t  ona realną 
częścią struktury szkieletowej komórki.

II. Metody izolacji macierzy jądrowej

Jedną z pierwszych obserwacji macierzy jądrowej 
było stwierdzenie obecności nierozpuszczalnej frak­
cji białek jądrowych w roztworach o dużej sile jo n o ­
wej [6 ], Późniejsze doświadczenia [7], w których do­
datkowo usunięto chromatynę przez trawienie nukle- 
azami, doprowadziły do wyizolowania ciągłej, prze­
strzennej struktury macierzy jądrowej. M etoda izola­
cji, rozwinięta przez B e r e z n e y ’ a i C o f f e  y ’a w 
latach siedemdziesiątych, była m odyfikowana tak, 
by zbliżyć warunki izolacji do fizjologicznych 
[8 - 1 0 ] i uniknąć powstawania licznych artefaktów w 
postaci strącania kompleksów transkrypcyjnych, czy 
też niespecyficznych interakcji DNA-NM  [8-9, 11]. 
W poszczególnych metodach zmienia się zarówno 
rodzaj, stężenie i czas działania związku 
wypłukującego frakcję białek rozpuszczalnych i hi- 
stony [ 8 , 10, 12-13], rodzaj enzymu użytego do usu­
nięcia frakcji DNA [7-8, 11], kolejność ekstrakcji 
DNA i białek [7-8, 11] oraz rodzaj detergentu 
wypłukującego lipidy [14]. Jedną z subteiniejszych 
metod izolacji struktury szkieletowej jąd ra  rozwinęli 
J a c k s o n  i in. (1988) [15]. Komórki z hodowli 
płynnej po zatopieniu w agarozowych mikrokap- 
sułkach poddawano lizie, a uzyskane jądra  kom órko­
we —  elektroelucji w obecności izotonicznego bufo­
ru. Struktura wyizolowana tą m etodą wykazywała 
znaczne podobieństwo do macierzy jądrow ych 
otrzymanych przy użyciu wyższych stężeń substan­
cji ekstrahujących [15].

Zachowanie w trakcie izolacji ciągłości struktury 
zrębu jądrow ego, szczególnie jego części wewnętrz- 
nej, w ym aga stabilizacji oddziaływań pomiędzy po­
szczególnymi jego  komponentami. Cel ten zostaje 
osiągnięty przez:
—  bezpośrednią modyfikację chem iczną części 

białkowej NM  związkami o właściwościach utle­
niających lub sprzęgających [ 1 0 , 14, 16-17],

—  poddanie szokowi cieplnemu komórek lub sa­
mych jąder  komórkowych [8 , 10, 13, 18],

—  inkubację jąder komórkowych w buforach zawie­
rających kationy dwuwartościowe [8 , 18]. 
Zastosowanie związków o właściwościach utle­

niających prowadzi do zmodyfikowania grup do ło ­
wych peptydów budujących NM, a w konsekwencji 
tworzenia wiązań dwusiarczkowych, stabilizujących 
oddziaływania białko-białko. Pogląd ten potwier­
dziły badania z użyciem związków blokujących gru­
py SH —  powodowało to rozpad wewnętrznej struk­
tury macierzy jądrowej [10, 14, 16]. N a zubożenie 
lub całkowity rozpad komponentu RNP będącego 
budulcem sieci fibrylarno-granularnej NM , jak  i za­
wieszonej w tej sieci struktury resztkowego jąderka, 
wpływa nie tylko zastosowanie enzymów rybonukle- 
olitycznych. Również zmiana kolejności etapu tra­
wienia rybonukleazami względem ekstrakcji bufora­
mi o wysokim stężeniu soli w trakcie preparatyki 
prowadzi do spadku procentowej zawartości RNA w 
preparacie i zaniku wewnętrznej części szkieletu 
jądrow ego [10, 14, 16]. Dlatego też otrzymanie 
pełnej struktury macierzy jądrowej wymaga zacho­
wania odpowiedniej kolejności poszczególnych eta­
pów izolacji oraz obecności związków hamujących 
aktywność RNaz. Postuluje się także, że we wzboga­
ceniu preparatów NM w składnik RNP dopomaga za­
stosowanie inhibitorów enzymów proteolitycznych 
[19].

Inkubacja jąder  komórkowych lub całych kom ó­
rek w podwyższonej temperaturze w środowisku jo ­
nów dwuwartościowych, jakkolw iek stabilizuje 
strukturę NM , może jednak wywoływać redystrybu­
cję białek wchodzących w jej skład. Ustalenie opty­
malnych warunków stabilizacji, często różnych dla 
każdego z białek, wymaga porównania dystrybucji 
białek macierzowych obserwowanej metodami im- 
munofluorescencyjnymi w permeabilizowanych ko­
mórkach z rozkładem białek w preparatach NM [18, 
20]. Jedynie w doświadczeniach, w których 
posłużono się metodą zatapiania całych komórek w 
mikrokapsułkach stabilizacja cieplna jes t  zabiegiem 
niecelowym i nie wywołuje efektu redystrybucji 
białek [ 1 5].
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III. Budowa macierzy jądrowej

Preparaty macierzy jądrow ych komórek kręgow­
ców wykazują znaczne podobieństwo na poziomie 
ultrastrukturalnym jak  i biochemicznym d o N M  izo­
lowanych z tak odległych filogenetycznie organi­
zmów jak pierwotniaki [21] czy rośliny [22]. Pozwa­
la to na przypuszczenie, iż macierz jądrow a jest 
strukturą uniwersalną u organizmów eukariotycz­
nych, homologiczną w budowie i zaangażowaną w te 
same wydarzenia jądrowe.

III-l. Skład biochemiczny macierzy jądrowej

Głównym składnikiem NM  (97-98%) są białka 
niehistonowe o kwaśnym charakterze. Tylko niektó­
re z nich jak  np. laminy są konstytutywnymi składni­
kami macierzy. Pozostałe ze względu na zależność 
umiejscowienia w macierzy od aktualnie za­
chodzących procesów jądrow ych zostały dokładniej 
omówione w punkcie IV-4. Kolejne frakcje stanowią 
RNA (1.2%), fosfolipidy (0.5%) i DNA (poniżej 
0.1%, omówienie w punkcie II1-3), wykryto także 
węglowodany [7, 23]. Udział procentowy poszcze­
gólnych składników w preparatach macierzy jąd ro ­
wej ulega wahaniom w zależności od metody izola­
cji, użytych enzymów proteolitycznych i nukleoli- 
tycznych lub ich inhibitorów [14, 19].

III-2. Ultrastruktura macierzy jądrowej

Struktura macierzy jądrowej po etapie ekstrakcji 
jąder komórkowych jes t  widoczna już  na poziomie 
mikroskopu świetlnego. Pozostaje kolistego 
kształtu, zajmując m niejszą przestrzeń niż jądro  ko­
mórkowe. Wjej wnętrzu są widoczne dwie struktury: 
pozostałość jąderka oraz sieć włókien [23]. Dokład­
niejsza analiza na poziomie ultrastrukturalnym po­
zwoliła na obserwację pozostałości otoczki jądrowej 
oraz laminy z widocznie zarysowanym kompleksem 
porowym —  tzw. peryferyczna macierz jądrow a. We 
wnętrzu NM  znajduje się elektronowo nieprzejrzysta 
pozostałość jąderka oraz silnie rozgałęziająca się 
ciągła sieć włókien o charakterze fibrylarno-granu- 
larnym —  tzw. macierz wewnętrzna [7, 17, 23-27]. 
Macierz wewnętrzna z pozostałością jąderkow ą 
łączy się z laminą tworząc nieprzerwaną polimor- 
ficzną strukturę [23-25]. Włókna NM są połączone z 
licznymi gęstymi, granularnymi i morfologicznie 
zróżnicowanymi skupiskami [17, 23-26]. D oświad­
czenia He i in. przeprowadzone w 1990 roku [25], w 
których wykonywano kolejne ekstrakcje wzra­
stającymi stężeniami soli, doprowadziły do odkrycia

rdzeniowej istoty sieci włókien macierzy jądrowej. 
Obecność f ilam entów N M  udokumentowali również 
J a c k s o n  i C o o k  [28] izolując szkielet jądrowy 
w środowisku izotonicznym w polu elektrycznym. 
Wyszczególniono grupy filamentów różniących się 
średnicą i zaobserwowano, iż rozgałęziają się one i 
łączą między sobą lub zmieniają swą wielkość prze­
chodząc ze średnicy 8-10 do 3-5 nm [27]. W tworze­
niu połączeń między filamentami nie uczestniczy 
specyficzne białko [27]. Brak morfologicznego zróż­
nicowania filamentów rdzeniowych obserwowano 
jedynie w doświadczeniach, w trakcie których stoso­
wano bufory izotoniczne [26]. Pomimo odnalezienia 
wśród białek NM  białek zdolnych do tworzenia 
struktury filamentu, takich jak  aktyna, keratyna i wi- 
mentyna [24, 25], nie wyróżniono białka struktural­
nego filamentów rdzeniowych NM [29]. W pracy 
T a n  i in. (2000) [30] stwierdzono, iż rolę tę 
mogłyby pełnić białka wiążące hnRNA. Dwa z nich, 
tworzące w kompleksach hnRNP tetramer (A2) 3 B1, 
po uwolnieniu z kompleksów RNP oddziałują ze 
sobą tworząc struktury filamentów podobne do ob­
serwowanych w NM [30]. Jednakże wymóg dysocja- 
cji białek z kompleksów z RNA może wskazywać na 
artefaktowy charakter obserwacji. Z filamentami 
rdzeniowymi NM pozostają zasocjowane niewielkie 
skupiska materiału fibrylarno-granularnego o cha­
rakterze RNP [25, 31]. Usunięcie składnika granular- 
nego z pozostałości jąderkowej zawieszonej w sieci 
filamentów prowadzi do odsłonięcia kolejnych czę­
ści tej struktury —  szkieletu wewnątrzjąderkowego, 
pozostałości gęstego składnika fibrylarnego oraz 
centrów fibrylarnych [26, 32].

Porównania budowy i składu biochemicznego 
NM izolowanych z użyciem różnych technik pro­
wadzą do wniosku, iż obserwowana niejednorodność 
struktury NM  wynika z artefaktów powstałych pod­
czas etapu izolacji jąder  komórkowych poprze­
dzającego ekstrakcję macierzy jądrowej [33]. Hipo­
tezę tę popierają również wyniki doświadczeń W a n 
i in. z 1999 roku [34], w których preparaty NM pozy­
skiwane z całych komórek, a nie izolowanych jąder, 
wykazują ultrastrukturalne podobieństwo mimo uży­
cia różnych metod ekstrakcji macierzy.

III-3. Sekwencje DNA związane z macierzą jądrową

DNA w jądrze interfazowym charakteryzuje się 
wysokim stopniem uporządkowania w formie chro- 
matyny, jednym  z poziomów organizacji są pętle czy 
też domeny chromatynowe [35, 36]. Ten stopień or­
ganizacji zostaje osiągnięty przez upakowanie DNA 
w struktury wyższego rzędu i ich zakotwiczenie po­
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przez specyficzne sekwencje w strukturze szkieleto­
wej jądra komórkowego [8 , 37] bądź chromosomu 
[38]. Podstawy pętli chromatynowych stanowi spe­
cyficzna klasa sekwencji DNA, pozostających w 
kontakcie ze strukturą szkieletową po ekstrakcji de­
tergentem lub wysokimi stężeniami soli [37]. W za­
leżności od metody użytej do ekstrakcji białek frak­
cji rozpuszczalnej jąd ra  interfazowego sekwencje ta­
kie nazwano MAR —  M atrix  A ttachm ent R egion  [7] 
lub SAR —  S ca ffo ld  A sso cia ted  R egion  [ 8 ]. Zbieżna 
lokalizacja obszarów SAR i MAR oraz ich podobie­
ństwo w strukturze i funkcji [37, 39-42] umożliwia 
zastosowanie wspólnej terminologii —  S/MAR. Se­
kwencje S/MAR początkowo sklasyfikowano jako 
obszary o losowym rozkładzie zakotwiczające pętle 
chromatyny w szkielecie macierzy jądrowej [43-44], 
Podstawy pętli stanowią obszary DNA o długości 
250 pz [37, 45], bogate w pary zasad AT [8 , 37, 
45-47], wiązane przez liczne miejsca w macierzy 
jądrowej [37] oraz niosące sekwencje rozpoznawane 
przez topoizomerazę II [37, 45-47]. Ponieważ obec­
ność topoizomerazy II stwierdzono zarówno w struk­
turze macierzy jądrowej [48] jak  i w szkielecie chro­
mosomowym [49], wydaje się, że miejsce cięcia dla 
tego enzymu może stanowić wskaźnik specyficznej 
klasy sekwencji S/MAR oraz obszarów zakotw i­
czających DNA w strukturze szkieletowej chromo­
somu. Część sekwencji S/MAR jes t  wspólna dla 
jądra interfazowego jak  i struktury chromosomu me- 
tafazowego [47].

Znaczenie miejsc wiązania do NM uwydatnia ich 
zachowywanie w toku ewolucji. Potwierdzają to re­
akcje wiązania in vitro [13, 37, 50] jak  i in vivo  [5 1] 
sekwencji DNA zdefiniowanych jako S/MAR do he- 
terologicznych preparatów macierzy jądrowej.

Miejscem wiązania DNA jes t  zarówno lamina 
ułożona brzeżnie w jądrze komórkowym, jak  i w ew ­
nętrzna sieć o charakterze RNP [13]. Zaobserw ow a­
no, że sekwencje S/MAR wykazują zróżnicowany 
potencjał wiązania się do białek NM [13]. Obserwa­
cje A m a t  i i wsp. (1990) [52] wskazują, że poten­
cjał wiązania sekwencji S/MAR powstaje w wyniku 
nagromadzenia miejsc wchodzących w oddziaływa­
nie z strukturą NM. Może to wskazywać na istnienie 
kilku klas sekwencji S/MAR różniących się pełnioną 
rolą strukturalną bądź regulatorową. Stwierdzono, że 
miejscami wiązania do macierzy jądrowej m ogą być 
sekwencje o specyficznym składzie nukleotydowym 
jak np. obszary homooligonukleotydowe, sekwencje 
powtórzone, w tym powtórzenia mikrosatelitarne i 
satelitarne, sekwencje o zmienionej konformacji 
DNA i zaburzonej strukturze nukleosomowej czy też 
obszary o podwyższonej częstości występowania se­

kwencji wiązanych przez czynniki regulatorowe [39,
42]. Ze strukturą macierzy jądrowej pozostają 
związane także sekwencje centromerowe [53] oraz 
telomerowe [54].

Sekwencje S/MAR stanowiące podstawy pętli 
chromatynowych nie tylko odgrywają rolę struktu­
ralną w organizacji materiału genetycznego. Se­
kwencja S/MAR może stymulować poziom soma­
tycznej hipermutacji [55] oraz rekombinacji w seg­
mencie V K genu IgK [56]. Jako elementy graniczne 
S/MARy izolują przyległe obszary od wzajemnego 
wpływu, co pozwala na zróżnicowanie aktywności 
wyznaczanych przez nie domen transkrypcyjnych 
[57] (omówienie rozdział IV-1).

Sekwencje S/MAR nie w ykazują ściśle określone­
go położenia względem sekwencji kodujących ge­
nów. Występują zarówno w obszarach regulatoro­
wych powyżej miejsca startu transkrypcji [8 , 58-60], 
w sekwencji samego genu [37, 50, 58-59, 61], w ob­
szarze poniżej części kodującej genu lub w jej bezpo­
średnim sąsiedztwie [58-60, 62-63]. Jako elementy 
graniczne zamykają w pętli część genu [47, 60-61], 
pojedynczy gen [63] lub grupę genów [8 ]. Rozmiar 
funkcjonalnych domen pozostaje w związku z wzor­
cem aktywności danego obszaru i waha się od 5 000 
do 250 000 pz [8 , 35-36, 38, 64-65].

IV. Rola macierzy jądrowej w procesach 
jądrowych

IV-1. Struktury macierzy jądrowej włączone w 
metabolizm RNA

Obserwacje wykonane przy użyciu konwencjo­
nalnej mikroskopii elektronowej dokumentują za­
sadnicze podobieństwo ultrastruktury jądra komór­
kowego oraz macierzy jądrowej. Regresywne bar­
wienie preparatów EDTA [66-67] prowadzące do 
wyróżnienia perichromatynowych fibry 1 i i interchro- 
matynowych ziarnistości (struktur zaangażowanych 
w metabolizm jądrow y) wykazało, iż są one odpo­
wiednikami filamentów NM oraz części zasocjowa- 
nych z nimi ciał gęstych [23].

IV -1 -1 . „ F a b r y k i tr a n sk r y p c y jn e ” m ie jsce m  sy n tez y  
R N A  na te re n ie  N M

Wykazano, iż nowo powstały transkrypt, wykryty 
dzięki zastosowaniu znakowanego nukleotydu, po­
zostaje zasocjowany ze strukturą NM  [68-69]. Jego 
synteza przebiega w domenach lub „fabrykach tran­
skrypcyjnych” złączonych ze strukturą szkieletu 
jądrowego [6 8 , 70]. Dysocjacja dużej podjednostki 
polimerazy RNA nie wywołuje zmian w ultrastruktu-
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rze NM. Sugeruje to, że polimeraza II RNA jest dy­
namicznym składnikiem struktury szkieletowej [5]. 
Izolacja NM nie wpływa na ułożenie przestrzenne 
jak  i aktywność enzymatyczną skupisk transkrypcyj- 
nych obserwowanych w jądrze komórkowym 
[68-69]. Nowo syntetyzowane cząsteczki RNA po­
zostają związane ze szkieletem jądrow ym  również w 
trakcie transportu na terenie jąd ra  komórkowego [69, 
71]. W mikroskopie fluorescencyjnym związek ten 
manifestuje się w postaci szlaków tworzących trój­
wymiarowo rozmieszczone kanały wyłaniające się z 
miejsca transkrypcji [72]. Zaangażowanie macierzy 
jądrowej w proces syntezy RNA potwierdza obec­
ność w jej strukturze licznych czynników transkryp- 
cyjnych [73-74] jak  i remodulujących strukturę chro- 
matyny [75]. Identyfikacja na terenie NM  białek 
CAP [76] oraz elementów strukturalnych jąderka su­
geruje włączenie macierzy jądrowej w syntezę i sze­
roko pojęty metabolizm RNA [32]. Wyniki doświad­
czeń P h i l i m o n e n k o  i wsp. (2001) [5] prowadzą 
do wniosku, że transkrypcja nie jes t  wymagana do 
utrzymania integralności struktury NM. Szkielet 
jądrowy jes t  obserwowany zarówno w komórkach 
wyciszonych jak  i aktywnych transkrypcyjnie.

Łączenie się DNA genów aktywnych transkryp­
cyjnie z rybonukleoproteinowym szkieletem macie­
rzy jądrowej potwierdza regulatorową rolę obszarów 
S/MAR [47, 58-59]. Zakotwiczenie sekwencji DNA 
w NM zmienia się wraz z postępem procesu tran­
skrypcji [26, 77]. Ostatnie badania dowodzą też, że 
zasocjowane z NM pozostają aktywne transkrypcyj­
nie kopie genów podlegających piętnowaniu rodzi­
cielskiemu [78].

S/MAR mogą być zależne od fazy rozwoju organi­
zmu [60], konstytutywne [47], jak  i wykazywać spe­
cyficzność kom órkową i tkankową, gdy wyznaczają 
domeny genów aktywnych w określonych tkankach 
[58-59]. S/MAR spełniają wówczas rolę sekwencji 
regulatorowych o charakterze wyciszaczy i w zm ac­
niaczy lub wykazują zbieżne z nimi położenie [46, 
60]. Wspólna lokalizacja elementów regulatorowych 
oraz S/MAR w genie ciężkiego łańcucha p. immuno- 
globuliny umożliwia precyzyjną regulację jego  eks­
presji [61]. W genie tym obszary S/MAR oskrzydlają 
intronowy wzmacniacz IgpE, a dzięki niesionym se­
kwencjom wyciszaczy biorą udział w powstaniu spe­
cyficznego komórkowo wzorca ekspresji [79]. 
Wzmacniacz IgpE samodzielnie jest zdolny do tw o­
rzenia miejsca nadwrażliwego na DNazęl, wymaga 
jednak obecności sekwencji S/MAR w spom a­
gających proces otwierania chromatyny w celu akty­
wacji genu oraz jego  regulacji w zależności od stanu 
rozwoju komórek limfocytów B [80-81]. Również w

genie lekkiego łańcucha immunoglobuliny myszy 
miejsce zakotwiczenia w NM mapuje się razem z ele­
mentem regulatorowym jakim jes t  intronowy, specy­
ficzny tkankowo wzmacniacz [37, 50]. Obszar 
S /M AR-wzmacniacz nie promuje samoistnie wyso­
kiego poziomu transkrypcji genu IgK  [82]. O d­
działywania obu sekwencji umożliwiają przeprowa­
dzenie demetylacji zależnej od stadium rozwojowe­
go, a w konsekwencji aktywacji genu w sposób spe­
cyficzny tkankowo [83]. Synergistyczne od­
działywanie obserwowane między opisywanymi ele­
mentami a wzmacniaczem położonym w obszarze 3 ’ 
poniżej części kodującej genu IgK  prow adządo silnej 
stymulacji, a w konsekwencji aktywacji genu [62]. 
Wprowadzanie mutacji do obszaru zdefiniowanego 
jako S/MAR w przypadku obu genów Ig prowadziło 
do spadku poziomu transkrypcji [80, 82, 84],

S/MAR jako element regulatorowy jes t  zdolny do:
—  wzmacniania ekspresji genu oraz selektywnego 

znoszenia efektu pozycji w miejscu integracji 
konstruktu [85-86],

—  oddziaływań z elementami regulatorowymi i 
wprowadzania zmian w aktywności przyległych 
obszarów [62, 80],

—  otwarcia chromatyny w wyniku stanu niesparo- 
wania obszaru rdzeniowego sekwencji S/MAR 
wywołanego naprężeniem torsyjnym [87],

—  przewijania naprężenia torsyjnego i umożliwienia 
swobodnego przebiegu transkrypcji [61],

—  zestawiania elementów regulatorowych, a przez 
to oddziaływania na długie dystanse [39].

IV - l-2 .  K o lo k a liz a c ja  p r o c e só w  tr a n sk r y p c ji  i sk ła d a n ia  
R N A  na te re n ie  N M

Obecność pośrednich oraz końcowych produktów 
procesu składania transkryptu w NM wskazuje na 
udział tej struktury w obróbce hnRNA [12, 88-89]. W 
NM stwierdzono zarówno obecność białek Sm, SR 
jak  i snRNA —  biorących udział w składaniu RNA 
[12, 15, 34, 90-91]. Czynniki te są obserwowane w 
domenach jądrow ych i niektórych skupiskach NM o 
charakterze granularnym [90, 92]. Skupiska te m ogą 
odpowiadać ziarnistościom interchromatynowym 
pozostającym w strukturze macierzy w trakcie jej 
izolacji. Zaś białko szkieletu jądrow ego NuM A, 
będące składnikiem filamentów rdzeniowych zdol­
nym do asocjacji z kompleksami zaangażowanymi w 
składanie RNA, mogłoby zakotwiczać je  w sieci fi- 
brylarno-granularnej [93]. Pierwotny skład splice- 
osomów związanych z m acie rzą jądrow ą nie jes t  w y­
starczający do składania RNA i wym aga uzupełnie­
nia w celu ich aktywacji [89]. Bezpośrednie 
powiązanie domen jądrow ych o obu rodzajach ak ­
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tywności tj. transkrypcji i składania RNA jest obec­
nie dyskutowane [94-96]. Może tego dowodzić 
wiązanie ze spliceosomami wysokoufosforylowanej 
formy podjednostki HO polimerazy II RNA, będącej 
białkiem NM [94, 97-98]. Proces fosforylacji pod­
jednostki 1 1 0  jes t  zależny od fazy cyklu kom órkowe­
go, a jej lokalizacja jes t  też wspólna z czynnikiem 
SC-35 [99]. Badania P a t t u r a j a n  i in. w 1998 
roku [95] doprowadziły do izolacji białka macierzo­
wego SCA F 8  odpowiedzialnego za to zjawisko. 
SCA F 8  (podobny do białek SR czynnik wiążący 
CTD) wykazuje wspólne położenie z miejscami tran­
skrypcji i bierze udział w montażu kompleksu spli- 
cingowego.

IV-2. Udział macierzy jądrowej w fazie S cyklu 
komórkowego

Pojawienie się części aparatu replikacyjnego na 
obszarze macierzy jądrow ej poprzedza wejście w 
fazę S i przypada na koniec fazy G| cyklu kom órko­
wego [26, 100-101]. Proces ten zbiega się z agrega­
cją, a w konsekwencji zmniejszeniem liczby skupisk 
aktywnych transkrypcyjnie, co nie prowadzi do 
całkowitego wyciszenia ich dotychczasowej aktyw­
ności. Wzajemne ułożenie domen replikacyjnych i 
transkrypcyjnych nie zostało jednoznacznie ustalo­
ne, jednak wydaje się być zbieżne. Zmiany konfor- 
macyjne chromatyny towarzyszące obu procesom 
mogą powodować swoisty dialog pomiędzy dom ena­
mi [69, 102-105]. Białka włączone w proces replika­
cji tworzą charakterystyczne skupiska nazwane „clu- 
stersom esn [ 1 0 0 ] lub „fabrykami replikacyjnymi” 
[106]. Na poziomie ultrastrukturalnym stanowią one 
klasę ciał gęstych macierzy jądrow ej wykazujących 
dynamikę objętości oraz aktywności w trakcie cyklu 
komórkowego [26, 101, 107], Porównanie rozmiesz­
czenia kompleksów replikacyjnych przed i po izola­
cji struktury NM dowodzi homologii między skupi­
skami obserwowanymi w jądrze komórkowym i m a­
cierzy jądrowej [26, 101, 107-109]. Stwierdzono, iż 
inicjację samego procesu syntezy DNA wywołuje 
włączenie w strukturę NM  białek enzymatycznych, 
między innymi polimerazy a  DNA, prymazy DNA, 
egzonukleazy 3 ’-5 ’, RNazy H i metylazy DNA [ 100,
110-111]. Korelacja czasowa procesu asocjacji czyn­
ników replikacyjnych i aktywacji istniejących sku­
pisk, a także ich poreplikacyjna redystrybucja suge­
rują, iż niektóre z tych cznników mogą pełnić rolę 
aktywatorów syntezy DNA [ 100, 112]. Aktywne sku­
piska replikacyjne obecne na terenie szkieletu jąd ro ­
wego są miejscem włączania znakowanego nukle- 
otydu i wykazują wspólną lokalizację z częścią frag­

mentów DNA pozostających po izolacji NM [103, 
108].

Ze strukturą macierzy jądrowej pozostaje 
związany nie tylko aparat enzymatyczny odpowie­
dzialny za syntezę DNA, lecz także nowo zrepliko- 
wane DNA [108-109] bez względu na wykorzysty­
waną metodę izolacji [113]. Obserwowany w czasie 
spadek poziomu znakowania nukleotydami w macie­
rzy jądrowej świadczy o dynamicznym charakterze 
asocjacji replikowanego DNA z tą strukturą, przewi­
janiu się replikowanego DNA przez kompleks repli- 
kacyjny zakotwiczony w NM [19, 108]. Wydaje się, 
że jedynym  miejscem stale zakotwiczonym w 
białkowej strukturze macierzy jądrowej jes t  obszar 
widełek replikacyjnych [19, 113].

W trakcie przebiegu procesu replikacji obserwo­
wano także wiązanie specyficznych sekwencji DNA 
do NM, co nasuwało przypuszczenia, iż niektóre z 
nich mogą pełnić rolę miejsc inicjacji tego procesu. 
Niektóre sekwencje S/MAR zmapowane w genach 
Drosophila m elanogaster  promowały przebieg pro­
cesu replikacji w preparatach macierzy jądrowej po­
chodzących z innych organizmów [114]. Sekwencje 
startu replikacji ARS u drożdży są obszarami wiąza­
nia do struktury macierzy jądrowej lub też występują 
w ich pobliżu. Stwierdzono, że drożdżowe ARS wy­
kazują powinowactwo do heterologicznych prepara­
tów macierzy jądrowych, co wskazuje na ich zacho­
wywanie w trakcie ewolucji [52-53, 114]. Sekwencje 
ARS i S/MAR wykazują pewien poziom homologii. 
Wynika on z obecności obszarów bogatych w nukle- 
otydy A/T, sekwencji homooligonukleotydowych, 
czy miejsc cięcia dla topoizomerazy II [52-53, 114]. 
Doświadczenia dotyczące położenia miejsca startu 
replikacji w kurzym genie a -g lobiny  wykazały, iż 
występuje ono w pobliżu miejsca oddziaływania 
DNA z macierzą jądrow ą [115] i wykazuje homolo- 
gię do ori wirusa SV40 [116]. Sekwencja zakotwi­
czająca genu a-g lobiny  wchodzi w ciągłe interakcje 
z NM na terenie komórek wielu tkanek, w tym komó­
rek spermy [116]. Miejsce startu replikacji nie tylko 
zbiega się w swym położeniu z sekwencją S/MAR, 
ale i elementami regulatorowymi promotora genu 
a-g lobiny  [117]. Obecność innych miejsc regulato­
rowych niż S/MAR jest  także wymagana do funkcjo­
nowania danego obszaru jako  replikonu [118]. Prze­
bieg procesu transkrypcji oraz odpowiednie napręże­
nie torsyjne w danym obszarze wywierają wpływ na 
miejsce startu replikacji, a poprzez jego  konformację 
na przebieg tego procesu [119]. Wzorzec aktywnych 
miejsc startu replikacji zmienia się wraz z rozwojem 
komórki i stopniem jej zróżnicowania [64, 118]. Jed­
nakże ostatnie prace nad rozmieszczeniem miejsc ori
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w ssaczym genomie dokum entują brak korelacji po­
między miejscami S/MAR, a miejscami startu repli­
kacji. Rozkład ori wydaje się być przypadkowy, a ich 
interakcje ze strukturą szkieletu jądrow ego przejś­
ciowe i zależne od fazy cyklu komórkowego [ 1 2 0 ].

IV-3. Procesy naprawy DNA przynajmniej 
częściowo są powiązane z NM

Proces naprawy indukowanych uszkodzeń DNA 
też wydaje się być powiązany ze strukturą macierzy 
jądrowej [39]. Konformacja chromatyny genów 
związanych z macierzą jąd row ą sprawia, iż sekwen­
cje DNA znajdujące się w podstawie pętli chromaty- 
nowej bądź jej pobliżu mogą częściej niż obszary he- 
terochromatynowe podlegać uszkodzeniom w wyni­
ku zadziałania czynników mutagennych [121]. Przy­
puszczenie to jes t  zgodne z obserwacjami przebiegu 
procesu naprawy fragmentów DNA uszkodzonych 
promieniowaniem UV na obszarze NM [39]. Część z 
enzymów naprawczych, jak  polimeraza poli(AD- 
P-rybozy) i polimeraza (3 DNA, jes t  konstytutywnie 
związana ze szkieletem jądra  komórkowego [39]. 
Przypuszcza się, iż pozostałe składniki systemów na­
prawczych mogłyby asocjować z NM  w wyniku 
zmiany swego stopnia ufosforylowania lub po rozpo­
znaniu uszkodzenia w sekwencji DNA. Nie wiadomo 
jednakże czy preferencyjny przebieg naprawy jest 
faktycznie związany ze strukturą szkieletu jąd row e­
go i czy dotyczy wszystkich typów uszkodzeń [39].

IV-4. Dynamika składu peptydowego macierzy 
jądrowej jest skorelowana z przebiegiem  
licznych procesów jądrowych

Białka macierzy jądrowej ze względu na 
właściwości jak  i spełniane funkcje można podzielić 
na: wiążące DNA bez ścisłego powinowactwa do se­
kwencji, czynniki transkrypcyjne, białka adaptoro- 
we, enzymy i peptydy o zdefiniowanej funkcji oraz 
peptydy, których rola nie została poznana [39].

Na każdym etapie rozwoju komórkowego w struk­
turze macierzy jądrowej wyróżniono frakcję białek 
konstytutywnych oraz specyficznych rozwojowo 
[122]. Także zakończenie okresu różnicowania i 
wzrostu komórki zbiega się z ustabilizowaniem 
składu peptydowego NM  i podziałem na dwie zasad­
nicze grupy białek —  białka konstytutywne i specy­
ficzne tkankowo bądź komórkowo [122, 123]. 
Wśród białek NM  wyróżniono:
—  enzymy o właściwościach oksydoreduktaz, trans- 

feraz [124] w tym acetylotransferaz histonowych 
[125], hydrolaz [126] w tym deacetylaz histono­

wych [127-128], liaz, izomeraz i ligaz [126] także 
w formie aktywnej [125-126],

—  białka opiekuńcze [129].
Zmiany w składzie peptydowym NM są skorelo­

wane nie tylko z przebiegiem procesu różnicowania i 
wzrostu komórkowego [ 1 2 2 ], ale także fazą cyklu 
komórkowego [100, 112, 130-133], starzeniem ko­
mórki [134], śmiercią komórki [135] oraz wkrocze­
niem na drogę nowotworzenia [136-137]. Ponadto 
NM jest  miejscem wiązania receptorów hormonów 
steroidowych. Ich oddziaływanie z akceptorowymi 
miejscami w macierzy pozwala na generowanie od­
powiedzi na hormon poprzez zmianę aktywności ge­
nów wyposażonych w odpowiedni element regulato­
rowy [138-139]. Redystrybucja białek NM w różnym 
stopniu wiąże się z poziomem ich syntezy oraz ro­
dzajem modyfikacji potranslacyjnej, jakiej u legająw  
danej fazie cyklu [130-135]. Dynamika ta dotyczy 
zarówno białek laminy —  lamin zaangażowanych w 
rozproszenie i rekonstytucję jąd ra  komórkowego, 
jak  i niektórych enzymów i białek wewnętrznej sieci 
NM [100, 112, 130-132]. Szczególnie wymownym 
efektem redystrybucji białek NM  i reorganizacji 
szkieletu jądrow ego jes t tworzona w trakcie podziału 
komórki struktura szkieletowa chromosomu. Część 
białek macierzy jądrowej pozostaje obecna w tej 
strukturze odpowiedzialnej za ułożenie przestrzenne 
chromatyny w trakcie podziału [ 140] i uczestniczy w 
restytuowaniu interfazowej postaci jądra kom órko­
wego [3 1, 141-142].

Rozpoczęcie procesu nowotworzenia skutkuje 
zmianami w elektroforetycznym wzorcu białek NM i 
jest związane z pojawieniem się peptydów najpierw 
charakterystycznych dla stanu dysplazji, a następnie 
zaawansowanego procesu nowotworowego [136- 
137]. Białka te obserwowane we wczesnych etapach 
normalnego rozwoju komórki [143] umożliwiają 
diagnozowanie rodzaju nowotworu [136], W trakcie 
nowotworzenia część białek szkieletu jądrowego zo­
staje uwolniona do krwi obwodowej, stanowiąc m ar­
ker tego procesu [135], podobnie jak  białka charakte­
rystyczne dla stanu dysplazii i nowotworzenia. 
Uwalnianie białek NM jes t  związane z apoptozą za­
chodzącą w komórkach nowotworowych i jes t  j e d ­
nym z pierwszych kroków w procesie apoptotycznej 
degradacji struktury jądra  komórkowego [144]. Do­
datkowo działalność proteolityczna i nukleolityczna 
enzymów aktywowanych w trakcie apoptozy prowa­
dzi do zniszczenia miejsc oddziaływań DNA-NM  u 
podstaw pętli chromatynowych [145-146]. Wyniki 
badań klinicznych wskazują, iż NM jest  także struk­
turą docelow ą dla leków o właściwościach antyno- 
wotworowych [ 1 2 1 ].
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Zdolność do reorganizacji składu peptydowego 
NM oraz fakt zakotwiczenia aktywnych transkryp- 
cyjnie genów w strukturze macierzy jądrowej przez 
sekwencje S/MAR [58-59] predysponuje NM do 
ustanowienia wielopoziomowej regulacji transkryp­
cji. Sekwencje S/MAR, mogą być jednocześnie se­
kwencjami regulatorowymi genów lub znajdują się 
w ich pobliżu, współdziałają z białkami macierzy i 
czynnikami związanymi z macierzą w wytworzeniu 
specyficznego wzorca transkrypcji, charakterystycz­
nego dla danej fazy rozwojowej.

V. Podsumowanie

Topografia jądra  komórkowego jes t  przedmiotem 
badań prowadzonych w wielu laboratoriach na całym 
świecie. Uzyskane wyniki jak  dotąd nie pozwalają na 
jednoznaczną odpowiedź, jakie mechanizmy/struk­
tury są zaangażowane w organizację domen jąd ro ­
wych, ich niezwykle precyzyjnego, skorelowanego 
w czasie i przestrzeni układu. W kontekście przedsta­
wionych informacji macierz jądrowa, jako  szkielet 
jądra  komórkowego o charakterze dynamicznym, de­
cydując o specyficznej organizacji chromatyny 
wpływałaby na przebieg procesów jądrowych oraz 
przepływ informacji niezbędny do ich skorelowania. 
Stanowiłaby więc kolejny, a być może nawet główny, 
poziom organizacji procesów jądrowych.

Artykuł otrzymano 4 kwietnia 2002 
Zaakceptowano do druku 24 czerwca 2002
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Import białek do mitochondriów 

Import of protein into mitochondria
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I. Wstęp

Białka mitochondrialne i chloroplastowe kodow a­
ne są głównie przez genom jądrow y w formie prekur-

'Mgr, 2prof. dr hab., Zakład Biologii M olekularnej Roślin, In­
stytut Biologii M olekularnej i Biotechnologii, U niw ersytet im. 
Adama M ickiewicza, ul. M iędzychodzka 5, 60-371 Poznań, 
e-mail: piekna@ m ain.am u.edu.pl

sorów, które są dostarczane z cytosolu do błon lipi­
dowych poszczególnych organelli. Badania procesu 
importu białek mitochondrialnych prowadzone są od 
przeszło 2 0  lat i dotyczą przeważnie białek mito­
chondrialnych grzybów. Poznanie translokacji 
białek do mitochondriów roślinnych jes t  szczególnie 
trudne ze względu na równoczesny import białek do 
chloroplastów. Występowanie zjawiska dostarcza­
nia poszczególnych białek do dwóch różnych orga­
nelli komórki roślinnej oznacza, że istnieje mecha­
nizm zabezpieczający przed ich kierowaniem do 
niewłaściwych organelli.

Celem niniejszego opracowania jes t  omówienie 
danych dotyczących importu białek do m itochon­
driów roślinnych. Ponieważ stan wiedzy na ten temat 
ogranicza się głównie do identyfikacji poszczegól­
nych białek, dla lepszego zilustrowania ich zaanga­
żowania w ten proces, dane te przedstawiono na tle 
wyników uzyskanych z badań nad importem w Sac­
charomyces cerevisiae  i N eurospora crassa.

Biogeneza mitochondriów zależy zarówno od 
ekspresji i importu prekursorów białek mitochon­
drialnych kodowanych przez genom jądrowy, jak  i 
ekspresji białek kodowanych przez genom mito- 
chondrialny. Błony mitochondrialne zostały wyposa­
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żone w zestaw białek o właściwościach translokaz 
umożliwiających import. W macierzy mitochon- 
drialnej natomiast występują białka uczestniczące w 
modyfikowaniu tych prekursorów oraz białka opie­
kuńcze, które wspom agają przyjęcie przez nie formy 
natywnej i wbudowanie w strukturę oligomeru [ 1 - 3 ].

Wszystkie prekursorowe białka mitochondrialne 
kodowane przez genom jądrow y są przenoszone 
przez zewnętrzną błonę mitochondrialną za pomocą 
translokazy błony zewnętrznej (kompleks TOM). W 
doprowadzeniu poszczególnych prekursorów
białkowych do składników kompleksu TOM biorą 
udział różne receptory i białka opiekuńcze w zale­
żności od miejsca docelowej lokalizacji importowa­
nego białka [4]. Uważa się, że w przenoszeniu przez 
błonę zewnętrzną prekursora białka, które będzie 
umiejscowione w macierzy mitochondrialnej,
istotną rolę odgrywają interakcje poszczególnych 
domen białek tworzących kompleks TOM z dodatnio 
naładowanym peptydem sygnalnym prekursora [3]. 
Po przeniesieniu prekursorów przez zewnętrzną 
błonę mitochondrialną poszczególne białka są kiero­
wane do miejsc docelowego funkcjonowania. Część 
z nich wprowadzana jes t  do błony zewnętrznej mito- 
chondriów, część pozostaje w przestrzeni mię- 
dzybłonowej, a część jes t  kierowana do macierzy mi­
tochondrialnej lub błony wewnętrznej (Ryc. 1).

W wewnętrznej błonie mitochondrialnej działają 
dwie translokazy nazywane kompleksami TIM23 i 
T1M22 [2]. Kompleksy te cechuje odmienna specy­
ficzność w stosunku do białek prekursorowych [5-8], 
TIM23 umożliwia translokację do macierzy mito­
chondrialnej tych prekursorów, które zostały zaopa­
trzone w sygnał transportu zlokalizowany przy ko­
ńcu aminowym niedojrzałego białka, natomiast 
TIM22 pośredniczy w transporcie białek, które mają 
wewnętrzny sygnał lokalizacji i są składnikami w e­
wnętrznej błony mitochondrialnej.

Występujący w wewnętrznej błonie mitochon­
drialnej kompleks O X A l jes t  odpowiedzialny za 
wprowadzanie w błonę zarówno białek kodowanych 
przez jądro, jak  i białek kodowanych przez genom 
mitochondrialny [9, 10].

Import białek z cytosolu do macierzy mitochon­
drialnej jes t  więc procesem wieloetapowym, na któ­
ry składa się: biosynteza w cytosolu prekursorowych 
białek mitochondrialnych, interakcja nowo po­
wstałego białka z cytosolowymi białkami opieku­
ńczymi, rozpoznanie prekursorowego białka przez 
receptory błony mitochondrialnej, translokacja pre­
kursora przez obie błony, proteolityczna obróbka 
prekursorowego białka z udziałem specyficznej pep- 
tydazy i składanie dojrzałej formy białka w funkcjo­

nalny oligomeryczny kompleks białkowy z udziałem 
mitochondrialnych białek opiekuńczych.

II. Transport prekursorów białek mitochon­
drialnych przez zewnętrzną błonę mito­
chondrialną

W 1975 roku K e l l e m s  i wsp. [11], używając 
mikroskopu elektronowego, zademonstrowali gro­
madzenie się w pobliżu mitochondriów grzybów 
tych rybosomów, które syntetyzowały prekursorowe 
białka mitochondrialne. Cząsteczki mRNA białek 
mitochondrialnych już  we wczesnej fazie translacji 
mogą być transportowane wraz z kompleksem rybo- 
somalnym do okolic mitochondriów. Wziąwszy pod 
uwagę dynamiczny charakter przestrzeni cytosolo- 
wej, wydaje się możliwe takie przemieszczenie kom­
pleksu mRNA/polisom w kierunku mitochondriów 
oraz zachodzenie procesu importu jeszcze w trakcie 
translacji (kotranslacja). Uważa się, że pojawiający 
się w trakcie translacji N-koniec białka prekursoro­
wego wchodzi w interakcję z kompleksem TOM i 
podlega importowi kotranslacyjnemu [ 1 ].

Przykładem białka, które jes t dostarczane do mi­
tochondriów wyłącznie przez import kotranslacyjny, 
jes t  forma prekursorowa enzymu cyklu Krebsa —  fu- 
marazy. W komórkach grzybów fumaraza występuje 
zarówno w cytosolu, jak  i w macierzy mitochondrial­
nej. Jednakże, jeżeli prekursor tego białka opuści ry- 
bosom, to cząsteczka ta nie może zostać przeniesiona 
do mitochondriów ze względu na N -końcow ą dom e­
nę prekursora, która przybiera strukturę wyższego 
rzędu. Białko prekursorowe fumarazy wchodzi w te­
dy w interakcję z kompleksem TOM, ale translokacji 
podlega jedynie N-końcowa część białka prekurso­
rowego, która zostaje odcięta. Pozostała w cytosolu 
część prekursora przyjmuje dojrzałą formę fumarazy 
cytosolowej. W przypadku, gdy import prekursora 
fumarazy zachodzi kotranslacyjnie, całe prekursoro­
we białko zostaje przeniesione przez dwie błony i do­
piero w macierzy mitochondrialnej ostatecznie 
przyjmuje dojrzałą formę fumarazy mitochondrial­
nej [ 1 2 ],

II-1. Sygnały determinujące umiejscowienie w  
mitochondriach białek prekursorowych

Jak już  wspomniano, mitochondrialne białka ko­
dowane przez genom jądrow y mogą funkcjonować 
zarówno w macierzy mitochondrialnej, przestrzeni 
międzybłonowej, jak  i w wewnętrznej i zewnętrznej 
błonie mitochondrialnej. Doprowadzenie białka do 
określonego miejsca w mitochondrium zależy od
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występowania w białku prekursorowym odpowied­
niego sygnału wskazującego na jego  lokalizację. Sy­
gnał ten może znajdować się przy końcu aminowym 
białka prekursorowego lub wewnątrz łańcucha poli- 
peptydowego tego białka. Szczególnie dobrze został 
scharakteryzowany sygnał lokalizacji występujący 
przy końcu aminowym prekursora białka, nazywany 
peptydem sygnalnym lub presekwencją. Wiadomo, 
że peptyd sygnalny zawierają te białka, które mają 
być dostarczone do macierzy mitochondrialnej, na­
tomiast sygnał lokalizacji znajdujący się wewnątrz 
prekursora białka wskazuje na umieszczenie w wew­
nętrznej błonie mitochondrialnej.

Długość peptydu sygnalnego w mitochondrial- 
nych białkach prekursorowych roślin jes t  bardzo 
zróżnicowana i waha się od 13 aminokwasów w 
przypadku oksydazy alternatywnej A rabidopsis tha- 
liana  [ 13] do 85 aminokwasów w podjednostce P de- 
karboksylazy glicynowej Pisum  sativum  [14]. Śred­
nia długość peptydu sygnalnego w białkach mito- 
chondrialnych roślin wynosi 40 aminokwasów i jest 
ona przeciętnie dłuższa o 7 do 9 reszt od peptydu sy­
gnalnego białek mitochondrialnych ssaków, a także 
S. cerevisiae  i N. crassa. Peptydy sygnalne roślin­
nych białek mitochondrialnych bogate są w takie 
aminokwasy, jak: seryna (17.1%), arginina ( 1 2 .6 %), 
alanina ( 1 2 .0 %) i leucyna ( 1 0 .6 %), a zawierają mało 
takich aminokwasów, jak: cysteina ( 1 .0 %), histydy- 
na (1.3%), tryptofan (1.4%), tyrozyna (1.4%), kwas 
glutaminowy (1.4%) oraz kwas asparaginowy 
(1.5%) [15]. Skład aminokwasowy peptydu sygnal­
nego roślinnych białek mitochondrialnych jes t po­
dobny do peptydu sygnalnego mitochondrialnych 
białek innych organizmów. Jedyną cechą wyróż­
niającą peptydy sygnalne roślinnych białek jest 
znacznie większa niż w przypadku peptydów sygnal­
nych białek grzybów zawartość seryny wynosząca 
17%. Peptydy sygnalne białek prekursorowych grzy­
bów zawierają tylko 7% seryny a ssaków —  3% [16].

W peptydach sygnalnych białek prekursorowych 
wyróżnia się domeny N- i C-końcowe. Domena 
N-końcowa peptydu sygnalnego, nazywana również 
domeną importu, jes t  istotna dla translokacji przez 
błonę i charakteryzuje się zdolnością formowania 
amfipatycznej a-helisy. [17]. Domena C-końcowa 
peptydu sygnalnego jes t  rozpoznawana przez pepty- 
dazę MPP i przyjmuje określoną strukturę drugorzę- 
dową isto tnądla procesu proteolizy [16]. Obie dom e­
ny N- i C- końcowe mogą na siebie nachodzić. Usu­
nięcie domeny C- końcowej z peptydu sygnalnego 
prowadzi do znacznie mniej efektywnego importu 
białka do mitochondriów [18], natomiast usunięcie

domeny N-końcowej całkowicie uniemożliwia jego 
import [19].

Badania mające na celu określenie funkcji po­
szczególnych aminokwasów w peptydzie sygnalnym 
białka prekursorowego wykazały, że istotną funkcję 
w imporcie takiego białka spełniają reszty argininy 
zawarte w pozycjach -2, -10, -20 i -30 (odległość li­
czona od domniemanego miejsca przecięcia przez 
peptydazę) peptydu sygnalnego. Żeby proces trans­
lokacji zachodził efektywnie peptyd sygnalny przyj­
muje strukturę amfipatycznej a-helisy, ale nie jes t to 
jedyny warunek jaki musi on spełniać. Podobnie jak 
prekursory białek mitochondrialnych, również pre- 
kursory białek chloroplastowych są wyposażone w 
sygnał lokalizacji umieszczony przy końcu amino­
wym niedojrzałego białka. Peptydy sygnalne prekur­
sorów białek mitochondrialnych i chloroplastowych 
wykazują pewne różnice w strukturze. Sądzi się, że 
prawidłowe rozpoznanie w cytosolu nowo po­
wstałego białka i zapobieganie skierowania go do 
niewłaściwych organelli jes t  uzależnione od wielu 
czynników [15].

Badania specyficzności procesu importu prekurso­
rów białek do organelli dowiodły, że chimeryczne 
struktury składające się z peptydu sygnalnego i białek 
różnego pochodzenia inaczej są kierowane w ukła­
dach in vitro niż w układach in vivo. Chimeryczny 
konstrukt zawierający peptyd sygnalny nośnika fosfo­
ranowego 3-fosfoglicerynianu (TPT) i 5- lub 23-ami- 
nokwasowy N-koniec dojrzałego białka TPT sprzę­
żony z transacetylazą chloramfenikolu (CAT) był im­
portowany do mitochondriów roślinnych w układzie 
in vitro. W układzie in vivo, konstrukt zawierający 5- 
aminokwasowy fragment dojrzałego białka TPT po- 
zostawałjednak w cytosolu, natomiast konstrukt z 23- 
aminokwasowym fragmentem TPT był importowany 
do chloroplastów [20]. Na tej podstawie przyjęto, że 
niektóre peptydy sygnalne prekursorów białek chloro­
plastowych mogą zawierać informacje istotne dla im­
portu do mitochondriów, jednakże w układzie in vivo 
informacje te nie mają wpływu na specyficzność im­
portu do chloroplastów. Peptydy sygnalne prekurso­
rów białek chloroplastowych jako jedyne podlegają 
fosforylacji z udziałem specyficznych kinaz i jedynie 
w formie ufosforylowanej mogą zostać związane 
przez błony chloroplastów. W a e g e m a n n  i wsp.
[2 1 ] sądzą, że proces defosforylacji warunkuje trans- 
lokację prekursora białka do chloroplastów. Prawdo­
podobnie cykliczne fosforylacje i defosforylacje sta­
nowią jeden z czynników zapewniających specyficz­
ność importu syntetyzowanych w cytosolu prekurso­
rów białek chloroplastowych.

264 POSTĘPY BIOCHEMII 48(4), 2002http://rcin.org.pl



II-2. Cytosolowe białka opiekuńcze

Prekursory białek mitochondrialnych kierowane 
do organelli są na ogół bardziej hydrofobowe aniżeli 
białka, które pozostają w cytosolu. Wiele z tych pre­
kursorów stanie się integralnymi białkami błony mi- 
tochondrialnej lub wejdzie w skład wielopodjednost- 
kowych kompleksów. Utrzymanie nowo powstałych 
prekursorów białek mitochondrialnych w stanie tzw. 
„kompetencji do importu” zapewniają cytosolowe 
białka opiekuńcze [22, 23]. Sądzi się, że cytosolowe 
białko Hsp70 wchodzi w interakcję z białkiem pre- 
kursorowym na całej jego  długości, utrzymując go w 
postaci rozfałdowanej [24]. Okazało się, że aż 97% 
peptydów sygnalnych białek prekursorowych roślin 
zawiera miejsce wiązania Hsp70 [25].

W komórkach roślinnych stwierdzono również 
występowanie w cytosolu białka (OM) Hsp70, które 
różni się od pozostałych białek tym, że jes t  związane 
z zew nętrznąbłonąm itochondria lną  [26]. Obecności 
takiego białka nie s twierdzono w komórkach N. cras- 
sa czy S. cerevisiae, natomiast w komórkach ssaków 
znaleziono białko homologiczne z (OM) Hsp70 [27]. 
Przypuszcza się, że (OM) Hsp70 występując w ko­
mórkach wyższych organizmów przejmuje funkcję 
cytosolowego białka Hsp70 [15].

W utrzymywaniu prekursorów białek mitochon­
drialnych w stanie „kompetencji do importu” zaan­

gażowane są też inne białka opiekuńcze. Spośród 
nich najlepiej scharakteryzowano czynnik zwany 
MSF z rodziny białek 14-3-3. [28, 29]. MSF przenosi 
prekursory białek do receptorów Tom70 i Tom37 
kompleksu TOM, które pośredniczą w imporcie 
białek do wewnętrznej błony mitochondrialnej [30].

II-3. Budowa translokazy zewnętrznej błony 
mitochondrialnej

Budowę kompleksu translokazy błony zewnętrz­
nej mitochondriów (kompleks TOM) najlepiej do­
tychczas scharakteryzowano w mitochondriach N. 
crassa  i S. cerevisiae  [31, 32] (Ryc. 1). Skład roślin­
nego kompleksu TOM jest  mniej poznany i nie okre­
ślono jeszcze funkcji wszystkich jego  składników. W 
tabeli 1 zebrano dane dotyczące znanych składników 
translokaz błon mitochondrialnych S. cerevisiae  i ro­
ślin.

Kompleks TOM zawiera dwie grupy białek. 
Pierwsza grupa białek określanych jako GIP stanowi 
rdzeń kompleksu i tworzy kanał umożliwiający prze­
chodzenie prekursorów do przestrzeni międzybłono- 
wej. W mitochondriach grzybów do tej grupy należą 
białka: Tom40, Tom5, Tom 6  i Tom7, które tworzą 
kompleks o średnicy około 138 A [33]. Białko 
Tom40 jes t głównym składnikiem kanału rdzenia, 
którego wielkość oszacowano na około 20-26 A [34].

Cylosot

P rzestrzeń  
m ię d zy  b ło n o w a

M acierz
mitochondrialna

Ryc. 1. Budowa kompleksów translokacyjnych mitochondriów. Kompleks TOM —  translokaza zewnętrznej błony mitochondrialnej; Kompleksy: 
1IM23, T1M22 i OXAl —  translokazy wewnętrznej błony mitochondrialnej; „Tiny” TIM —  kompleksy małych białek przestrzeni mię- 
dzybłonowej; Hsp70, MSF, Mge 1 p —  białka opiekuńcze. Rycina przedstawia stan wiedzy o budowie translokaz i drogach importu białek mito­
chondrialnych S. cerevisiae i N. crassa wg B a u e r  i w s p .  [53] (zmieniono).

POSTĘPY BIOCHEMII 48(4), 20 0 2 265http://rcin.org.pl



Drugą grupę białek kompleksu TOM  stanowią białka 
luźno związane z GIP, które zaangażowane są w 
przejściowe interakcje z rdzeniem kompleksu TOM. 
Białka te pełnią funkcję receptorów, których podsta­
wowym zadaniem jest  doprowadzenie prekursoro- 
wych białek mitochondrialnych do kanału kom plek­
su TOM. W mitochondriach S. cerevisiae  scharakte­
ryzowano następujące receptory TOM: Tom72, 
Tom70, Tom37, Tom22 i Tom20. Okazało się, że do­
meny cytosolowe receptorów Tom20 i Tom22 rozpo­
znają prekursory białek macierzy mitochondrialnej 
[32]. Związany z receptorem prekursor białka w cho­
dzi w interakcję z białkiem Tom5 rdzenia kompleksu 
TOM, które jes t prawdopodobnie odpowiedzialne za 
przeniesienie go do Tom40 —  głównego składnika 
translokacyjnego kanału błonowego [35], Z kolei, 
białko T om 6  uznano za czynnik stabilizujący kom ­
pleks TOM, gdyż umożliwia ono wiązanie receptora 
Tom22 z białkami GIP [36], podczas gdy białko 
Tom7 uważa się za czynnik destabilizujący kom ­
pleks TOM, gdyż wpływa ono na interakcje pom ię­
dzy Tom40 i Tom22 [37].

Funkcję receptorów spełniają także białka Tom70 
i Tom37, które tworzą heterodimer i rozpoznają pre- 
kursorowe białka wewnętrznej błony m itochondrial­
nej należące do rodziny białek nośnikowych. Wystę­
pujące w mitochondriach grzybów białko Tom72 zo­
stało uznane za izoformę białka Tom70. N a poziomie 
sekwencji aminokwasowej oba białka w ykazu ją  w y­
soką homologię oraz charakteryzują się obecnością 
krótkiej domeny transmembranowej zakotw i­
czającej białko w błonie i olbrzymiej domeny cyto- 
solowej pełniącej funkcję receptora. Różnice między 
Tom70 i Tom72 dotyczą krótkiej pętli odstającej od 
domeny cytosolowej, która u obu białek zlokalizo­
wana jes t  w innym rejonie [38].

Masa cząsteczkowa całego kompleksu TOM  nie 
została poznana, jednakże oszacowano masę jego  
subkompleksów. Na przykład białka Tom22, Tom40, 
Tom5, Tom 6  i Tom7 tworzą subkompleks o masie 
400 kDa, a białkaTom70 i Tom37 tworzą subkom ­
pleks o masie 170 kDa [36, 39].

W przypadku mitochondriów roślin poznane 
dotąd składniki kompleksu TOM w ykazują ograni­
czoną homologię ze swoimi odpowiednikami w m i­
tochondriach grzybów i ssaków. Spośród 9 znanych 
białek, które tworzą kompleks TOM grzybów, w mi­
tochondriach roślin zidentyfikowano 7 [40, 41]. 
Kompleks TOM Solarium tuberosum , jak  i A. thalia- 
na  wykazują podobną masę około 230 kDa [40, 42]. 
Wśród podjednostek kompleksu TOM S. tuberosum  
zidentyfikowano białka odpowiadające podjednost- 
kom kompleksu TOM grzybów, a mianowicie:

Tom70 S. tuberosum  to prawdopodobnie Tom70 
grzybów, Tom36 to Tom40, Tom23 to Tom20, Tom9 
to Tom22, Tom7 to Tom7. Białka T om 6  i T om 8  S. tu­
berosum  nie odpowiadają żadnym znanym białkom 
grzybów. Oczyszczony kompleks TOM A. thaliana  
składa się z podobnych białek, jednakże zamiast 
białka Tom9 występuje białko Tom 21, które okazało 
się izoformą Tom23 [42],

Największa różnica pomiędzy kompleksem TOM 
grzybów i kompleksem TOM roślin dotyczy wielko­
ści białka Tom22 (22 kDa), które w mitochondriach 
S. tuberosum  ma tylko około 9 kDa [40]. Tom22 
grzybów zawiera cztery domeny: domenę odpowie­
dzialną za transport do mitochondriów oraz domeny: 
„cis”, „transmem branową” i „trans”. Domena „cis” 
zwrócona jes t  w stronę cytosolu i pełni funkcję re­
ceptora rozpoznającego peptydy sygnalne mitochon­
drialnych białek prekursorowych. Domena „trans” 
skierowana jes t  w stronę przestrzeni międzybłono- 
wej i wchodzi w interakcję z peptydem sygnalnym 
białka prekursorowego, wspomagając jego translo- 
kację przez kanał błonowy kompleksu TOM 
(Ryc. 2). Ta część białka Tom22 wykazuje naj­
mniejszą zachowawczość. Domena „transmembra- 
nowa” białka Tom22 odpowiedzialna jest za od­
działywanie z białkami Tom40, Tom5, Tom 6  i Tom7 
w celu utworzenia kanału translokacyjnego [43].

Roślinne białko Tom9 odpowiadające białku 
Tom22 grzybów jes t  pozbawione domeny „cis”, co 
może wynikać z faktu występowania w komórce 
chloroplastów, do których również są importowane 
odpowiednie prekursory białek zaopatrzone w pep- 
tyd sygnalny. Usunięcie tej domeny z białka Tom9 
zapewne wynika z tego, że w komórce roślinnej nie 
byłaby ona zdolna precyzyjnie rozpoznać po­
wstające białko jako  mitochondrialne lub chloropla­
stowe. Domena „cis” mitochondrialnego białka 
Tom22 grzybów i innych organizmów wykazuje je d ­
nak duże powinowactwo do peptydów sygnalnych 
prekursorów białek mitochondrialnych. M a c a s e v  
i wsp. [43] sądzą, że brak domeny „ c is” w białku 
Tom9 roślin został zrekompensowany zm odyfikowa­
niem innego białka —  Tom23, które odpowiada 
Tom20 grzybów. Roślinne białko Tom23 różni się od 
Tom20 grzybów i zwierząt budow ą domeny recepto­
rowej oraz występowaniem C-końcowej domeny 
transmembranowej.

Ciekawe, że białka Tom20, Tom22 i Tom7 A. tha­
liana  kodowane są przez co najmniej dwie kopie 
genu. Liczne izoformy Tom20 wykazują raczej w y­
soką wzajem ną homologię, natomiast izoformy 
Tom22 różnią się zdecydowanie budow ą domeny 
„trans”, bo aż w 50% [42, 43]. Podstawowy składnik
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K om pleks TIM23

Ryc. 2. Interakcja domeny receptorowej białka Tim23 kompleksu TIM23 z peptydem sygnalnym prekursora białka wchodzącego do przestrzeni mię- 
dzybłonowej przez kompleks TOM. Wg Vo o s i w s p . [31] (zmieniono).

rdzenia kompleksu TOM, czyli białko Tom40 ziden­
tyfikowane w mitochondriach Vicia fa b a  wykazuje 
masę około 42 kDa [44], natomiast to samo białko w 
mitochondriach S. luberosum  ma masę około 36 kDa 
[40], Dotychczas w komórkach roślin nie znaleziono 
białka odpowiadającego białku T om 37 S. cerevisiae, 
co nie jes t  dużym zaskoczeniem, gdyż w komórkach 
N. crassa  również nie stwierdzono jego obecności 
[43],

III. Transport przez wewnętrzną błonę 
mitochondrialną

Wszystkie białka, które dostały się do przestrzeni 
międzybłonowej za pom ocą kompleksu TOM, zo­
stają następnie przeniesione do miejsc funkcjonowa­
nia. Uważa się, że białka z sygnałem lokalizacji 
umieszczonym w peptydzie sygnalnym prekursora 
zostają bezpośrednio przejęte przez translokazę 
TIM23 (kompleks TIM23). Proces ten zachodzi w 
wyniku interakcji dodatnio naładowanego peptydu 
sygnalnego białka mitochondrialnego z ujemnie 
naładowaną dom eną receptorow ą białka Tim23 
zwróconą do przestrzeni międzybłonowej [31] 
(Ryc. 2). Prekursory białek mitochondrialnych z we­
wnętrznym sygnałem lokalizacji zostają zaś przejęte 
przez kompleksy białek znajdujące się w przestrzeni

międzybłonowej. Białka tych kompleksów należą do 
rodziny małych białek Tim („tiny” Tim) (Ryc. 1).

III-l. Udział translokazy TIM23 w imporcie białek 
do macierzy mitochondrialnej

Proces importu białek prekursorowych zawie­
rających sygnał wskazujący na lokalizację w m acie­
rzy mitochondrialnej najlepiej poznano w mitochon­
driach grzybów. Składnikami translokazy TIM23 
(kompleks TIM23) grzybów są białka: Tim23, 
Tim 17, Tim44, mitochondrialne białko szoku ter­
micznego (mtHsp70), białko M g e lp  i inne dodatko­
we białka opiekuńcze [2] (Ryc. 1).

Tim23 jes t  integralnym białkiem wewnętrznej 
błony mitochondrialnej o masie 23 kDa. Około 100 
aminokwasów od końca aminowego tego białka tw o­
rzy domenę receptorową zw róconą w stronę prze­
strzeni międzybłonowej. Umiejscowiona w błonie 
C-końcowa część białka Tim23 zbudowana prawdo­
podobnie z czterech transmembranowych helis 
wchodzi w interakcję z innym białkiem —  Tim 17. 
Tim 17 wykazuje podobieństwo do domeny C-końco- 
wej Tim23 i prawdopodobnie zbudowany jes t  rów ­
nież z czterech helis transmembranowych. Oba 
białka tworzą kanał w błonie wewnętrznej, którego 
otwarcie zależy od potencjału błony i związania
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przez domenę receptorową białka Tim23 peptydu sy­
gnalnego białka prekursorowego [45-47]. Tim23 i 
T im l7  jako białka prekursorowe, które będą w pro­
wadzone do wewnętrznej błony mitochondrialnej, 
nie mają peptydów sygnalnych przy końcu amino­
wym, a sygnał lokalizacji mitochondrialnej umiej­
scowiony jes t  w środkowym rejonie białka [48, 49]. 
Na proces integracji w błonę białek T im l7  i Tim23 
ma wpływ potencjał błony (A T ) [47, 50].

Trzecim białkiem kompleksu TIM23 jes t  Tim44, 
które w odróżnieniu od Tim 17 i Tim23 syntetyzowa­
ne jes t jako  prekursor zaopatrzony w peptyd sygnal­
ny przy końcu aminowym. Z sekwencji aminokwa- 
sowej tego białka wynika, że nie ma ono charakteru 
hydrofobowego, a więc nie tworzy transmembrano- 
wych helis. Białko to związane jes t  z powierzchnią 
błony wewnętrznej od strony macierzy mitochon­
drialnej.

Kompleks TIM23 zbudowany jes t  z tej samej ilo­
ści trzech białek: Tim23, Tim 17 i Tim44, a także wie­
lu dodatkowych, jeszcze niezidentyfikowanych 
składników [51, 52]. Tim23 ma zdolność do dimery- 
zacji polegającej na interakcji transmembranowych 
C-końcowych domen w sposób zależny od poten­
cjału błony (AT) oraz dimeryzacji domen N-końco- 
wych tego białka [45]. Tim44 tworzy również dimer, 
ale prawdopodobnie poprzez interakcję domen 
N-końcowych tego białka [52]. Kompleks TIM23 
występuje zatem w formie dimeru lub oligomeru w y­
ższego rzędu. Domena N-końcow a białka Tim23 
kompleksu pełni funkcję receptora peptydu sygnal­
nego białka prekursorowego [45]. Liczne reszty ami- 
nokwasowe o ładunku ujemnym występujące przy 
końcu aminowym Tim23 ułatwiają interakcję z resz­
tami aminokwasowymi peptydu sygnalnego prekur­
sora mającymi ładunek dodatni. Związanie peptydu 
sygnalnego prowadzi do dysocjacji dimeru domen 
N-końcowych białka Tim23 i w konsekwencji do 
otwarcie kanału w błonie wewnętrznej [53] (Ryc. 2).

W macierzy mitochondrialnej funkcjonuje odręb­
ny zespół białek odpowiedzialnych za import prekur­
sorów, który wspom aga przeprowadzanie białka 
przez kompleks TIM23. Białka te, do których należą 
mtHsp70 oraz M gelp ,  w chodzą w interakcję z po­
wierzchniowym białkiem Tim44 kompleksu TIM23 
[54-57].

Dane dotyczące kompleksu TIM23 roślin są  nie­
zwykle skąpe. Potwierdzono jedynie występowanie 
niektórych składników kompleksu w przypadku kil­
ku gatunków roślin. N a przykład w mitochondriach 
A. thaliana  zidentyfikowano białko o masie 25 kDa 
jako Tim 17, natomiast białko o masie 20 kDa jako 
Tim23 [58]. Białko opiekuńcze mtHsp 70 zidentyfi­

kowano w mitochondriach Pisum  sa tivum , S. tubero­
sum  i P haseolus vulgaris  [59-61]. Pełnego obrazu 
budowy roślinnego kompleksu TIM23 dotychczas 
nie poznano, jednakże sądzi się, że również istnieje 
podjednostka homologiczna z białkiem Tim44.

III-2. Udział translokazy TIM22 w transporcie 
białek do wewnętrznej błony mitochon­
drialnej

Białka nośnikowe jako  integralne białka wew­
nętrznej błony mitochondrialnej są odpowiedzialne 
za transport metabolitów pomiędzy cytosolem a ma­
cierzą mitochondrialną. Prekursory białek nośniko­
wych są zaopatrzone w wewnętrzny sygnał lokaliza­
cji i w cytosolu w iążą się z białkami opiekuńczymi 
MSF oraz receptorami Tom70 i Tom37 kompleksu 
TOM. Wbudowanie tych białek do błony wewnętrz­
nej mitochondriów odbywa się z udziałem komplek­
su TIM22. W przestrzeni między błonowej białka no­
śnikowe wchodzą w interakcję z małymi białkami 
przestrzeni międzybłonowej („tiny” Tim). W mito­
chondriach S. cerevisiae  zidentyfikowano pięć 
małych białek Tim wykazujących podobieństwo w 
budowie. Są to białka: T im 8 , Tim9, Tim 10, Tim 12 i 
Tim 13 [6 - 8 , 62, 63] (Ryc. 1). Małe białka Tim cha­
rakteryzują się obecnością motywu C X 3 C, przypo­
minającego motyw palca cynkowego, które występu­
je  dwukrotnie w odległości około 11-16 am inokwa­
sów [2, 7, 62].

Jak dotąd w przypadku mitochondriów roślin nie 
wykazano udziału jakichkolw iek małych białek typu 
„tiny” Tim w interakcjach z białkami nośnikowymi 
w obszarze przestrzeni międzybłonowej. Poznano 
już  jednak  geny niektórych małych białek, na 
przykład w genomie A. thaliana  są to geny białek: 
Tim9, Tim 10, T im 8  i Tim 13 [A F 150111, A F 150093, 
A F150083, AF144703].

Proces importu białek z udziałem kompleksu 
TIM22 przedstawia się następująco; z prekursorem 
białka opuszczającym kompleks TOM w pierwszej 
kolejności w interakcję wchodzi prawdopodobnie 
kompleks o masie 70 kDa utworzony z trzech cząste­
czek Tim 10 i trzech cząsteczek Tim9 [7]. Przeniesie­
nie prekursora do kompleksu TIM22 odbywa się z 
udziałem kompleksu białek Tim, złożonego z trzech 
cząsteczek Tim9, dwóch Tim 10 i jednej Tim 12 [6 , 7]. 
Kompleks ten ma również masę 70 kDa [6 ]. Ponieważ 
w izolowanym kompleksie TIM22 zidentyfikowano 
białko Tim 12 uważa się, że jest ono peryferyjnym 
składnikiem tego kompleksu [8 ]. W mitochondriach 
S. cerevisiae w przestrzeni międzybłonowej wystę­
pują również białka Tim 8  i Tim 13, które tw orząkom -
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pleks o masie 70 kDa [62]. Jak wykazali L e u e n -  
b e r g e r i wsp. [5], kompleks Tim8/13 pośredniczy 
w imporcie prekursora białka Tim23. Sugerują oni, 
że oba kompleksy Tim9/10 i Tim8/13 funkcjonują 
równolegle w przestrzeni międzybłonowej.

Wprowadzanie białek nośnikowych do błony w e­
wnętrznej zachodzi za pośrednictwem białek Tim 1 8 , 
Tim22 i Tim54 tworzących kompleks TIM22, także 
w sposób zależny od potencjału (AT1). Masę kom­
pleksu oszacowano na około 300 kDa [63-65] 
(Ryc. 1). Białka Tim 18 i Tim54 jako  białka błonowe 
tego kompleksu zawierają segmenty transmembra- 
nowe. Białko Tim 18 ma trzy takie segmenty, nato­
miast Tim54 zawiera jeden lub dwa segmenty trans- 
membranowe [64, 65]. Wykazano również, że kom ­
pleks TIM22 wchodzi w bezpośrednią interakcję z 
prekursorem białka nośnikowego poprzez białko 
Tim22, które wykazuje podobieństwo w budowie do 
białek Tim23 i Tim 17 należących do kompleksu 
TIM23 [6 6 ].

W mitochondriach roślin nie poznano dotychczas 
budowy kompleksu TIM22.

III-3. Udział kompleksu OXA1 w procesie wbudo­
wywania białek w wewnętrzną błonę 
mitochondrialną

W mitochondriach roślin i w mitochondriach 
grzybów zidentyfikowano kompleks OXA1, który 
pośredniczy w procesie w budow yw ania białek w w e­
wnętrzną błonę mitochondrialną [67-69]. Podobny 
kompleks znaleziono również w chloroplastach [70]. 
Kompleks OXA1 roślin i grzybów wykazują nie­
wielkie podobieństwo w budowie tworzących je  
białek, jednakże oba kompleksy pełnią tę samą funk­
cję. Dotychczas poznano tylko jed n ą  podjednostkę 
tego kompleksu —  O x a lp ,  która je s t  białkiem osa­
dzonym w wewnętrznej błonie mitochondrialnej i za­
wierającym pięć segmentów transmembranowych. 
W mitochondriach drożdży wykazano, że kompleks 
O X A 1 pośredniczy w procesie wbudow yw ania w 
błonę zarówno białek kodowanych przez genom mi- 
tochondrialny, jak  i białek, które są importowane z 
cytosolu [10]. Białka wbudow yw ane z udziałem 
kompleksu OXA1 w ykazują różną topologię w 
błonie, bowiem ich końce aminowe są skierowane 
zarówno w stronę macierzy mitochondrialnej, jak  i w 
stronę przestrzeni międzybłonowej. Stwierdzono 
również, że białko, które ma zostać w budowyw ane w 
błonę, wchodzi w interakcje z kompleksem OXA1 
już  w trakcie biosyntezy w macierzy mitochondrial­
nej. H e 11 i wsp. [10] uważają, że proces ten zacho­
dzi kotranslacyjnie, tym bardziej, że stwierdzono

również asocjacje rybosomów z błoną mitochon­
drialną [71]. Brak kompleksu OXA1 w mitochon­
driach drożdży prowadzi do zaburzeń w procesie 
tworzenia się kompleksów III i IV łańcucha odde­
chowego, co powoduje utratę zdolności oddechowej 
[72].

IV. Dojrzewanie białek mitochondrialnych

IV-1. Peptydazy mitochondrialne

Dojrzewanie prekursorów białek mitochondrial­
nych wymaga obróbki proteolitycznej, podczas któ­
rej odcinane są fragmenty nie występujące w formie 
natywnej tego białka. Usuwanie tych fragmentów za­
chodzi z udziałem peptydaz, do których zalicza się: 
MPP, IMP i MIP.

Bardzo dobrze poznana peptydaza MPP odpowie­
dzialna jes t  za usunięcie peptydu sygnalnego z końca 
aminowego prekursora białka mitochondrialnego. 
Proces zachodzi w trakcie importu przez wewnętrzną 
błonę mitochondrialną lub tuż po przeniesieniu pre­
kursora do macierzy mitochondrialnej [73]. MPP ce­
chuje wysoka specyficzność w stosunku do swoich 
substratów, czyli peptydów sygnalnych, które stano­
wią zróżnicowaną grupę pod względem budowy. 
Peptydaza ta rozpoznaje miejsce proteolizy i precy­
zyjnie odcina peptyd sygnalny od pozostałej części 
białka. MPP nie wykazuje żadnej aktywności w sto­
sunku do dojrzałych form białek mitochondrialnych i 
do prekursorów białek kierowanych do innych orga­
nelli. Ciekawe, że prekursory mitochondrialnych 
białek N. crassa  podlegają obróbce proteolitycznej 
przez MPP z K fa b a  i B rassica oleracea  [74], nato­
miast prekursory białek chloroplastowych nie są sub- 
stratem w reakcji, którą katalizuje ten enzym [75].

Peptydaza MPP zbudowana jes t  z dwóch podjed- 
nostek, a -M P P  i [3-MPP, które wspólnie uczestniczą 
w procesie odcięcia peptydu sygnalnego. MPP nale­
ży do rodziny pitrilysin, grupy wysoko specyficz­
nych metaloendopeptydaz rozpoznających rejon cię­
cia na podstawie utworzonej struktury wyższego rzę­
du, a nie na podstawie sekwencji reszt aminokwaso- 
wych w peptydzie [76]. Rodzina metaloendopepty­
daz charakteryzuje się obecnością miejsca 
wiążącego jon metalu. W obrębie podjednostki 
P-MPP występuje specyficzny motyw sekwencji 
aminokwasowej w odwróconej orientacji HxxEH, 
który jes t  odpowiedzialny za powstanie miejsca 
wiązania jonu  metalu [77]. Motyw ten jes t  zachowa­
ny we wszystkich podjednostkach tego typu, nato­
miast w podjednostce a -M P P  jes t  on zdegenerowany
[78].
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Chociaż peptydy sygnalne cechuje brak zacho­
wawczości w sekwencji aminokwasów, to jednak w 
pozycji - 2  od miejsca odcięcia przez MPP najczę­
ściej występuje arginina. G l a s e r  i wsp. [ 15] sądzą, 
że obecność innych reszt argininy w rejonie oddalo­
nym od tego miejsca może mieć również duże zna­
czenie dla procesu odcięcia peptydu.

W spólnącechąpep tydów  sygnalnych białek mito­
chondrialnych jes t ich zdolność do tworzenia struk­
tury helikalnej, a jakiekolw iek zaburzenia w jej po­
wstawaniu utrudniają rozpoznanie przez MPP miej­
sca cięcia. Analizy z wykorzystaniem mutagenezy 
ujawniły, że dla procesu odcięcia peptydu sygnalne­
go istotne są aminokwasy leżące po obu stronach 
miejsca cięcia zarówno w mniejszej, jak  i większej 
odległości. Okazało się na przykład, że prekursor 
oksydazy alternatywnej wymaga obecności argininy 
w pozycji - 2  dla prawidłowego odcięcia peptydu sy­
gnalnego. Znane są jednak  prekursory roślinnych 
białek mitochondrialnych, które nie zawierają w po­
zycji - 2  reszty argininy, a podlegają hydrolizie przez 
MPP. Stwierdzono także, że prekursor podjednostki 
F)(3 syntazy ATP N. tabacum  nie zawiera reszty argi­
niny w pozycji -2 ,  ale w pozycji -5 ,  natomiast leżąca 
w dalszej odległości arginina nie wpływa na rozpo­
znanie przez MPP miejsca odcięcia peptydu sygnal­
nego. W przypadku prekursora alternatywnej oksy­
dazy Glycine max reszty argininy, które występują w 
pozycjach -3 0  i -35  są istotne dla procesu odcięcia 
peptydu sygnalnego i sądzi się, że ich obecność 
związana jes t  z utworzeniem przez peptyd sygnalny 
właściwej struktury wyższego rzędu [15].

Niektórzy autorzy uważają, że obie podjednostki 
a  i [3 peptydazy MPP działając wspólnie, angażują 
różne domeny tworząc miejsca wiązania peptydu sy­
gnalnego. Występowanie w MPP wielu domen 
mogących wiązać peptyd sygnalny ułatwia peptyda- 
zie dopasowanie się do ich zróżnicowanej budowy
[79].

Mitochondrialna peptydaza MPP roślin została 
wyizolowana z bulw S. tuberosum  , liści Spinacia  
oleracea  oraz z Triticum aestivum  [80-82]. Wykaza­
no, że w odróżnieniu od grzybów peptydaza roślin 
jest zintegrowana z kompleksem cytochromu bci 
łańcucha oddechowego [80, 83]. Kompleks bci/M PP 
Spinacia oleracea , S. tuberosum  i T. aestivum  składa 
się z 1 0  podjednostek, wśród których, są podjednostki 
kompleksu łańcucha oddechowego oraz podjednost­
ki peptydazy MPP. Oczyszczony kompleks MPP/bcj 
Spinacia oleracea  ma masę 550 kDa [84]. W 
układzie in vitro nie stwierdzono jednak  jak ie jko l­
wiek zależności pomiędzy aktywnością  peptydazy 
MPP a aktywnością cytochromu bci [81]. Roślinna

peptydaza MPP jest aktywna w szerokim zakresie pH 
obejmującym pH od 6  do 11, z optimum przypa­
dającym na pH 8-9. Jest również aktywna w szero­
kim zakresie temperatur od 10 do 50°C, chociaż opti­
mum jej działania wynosi 35°C. Inhibitorami tej pep­
tydazy są orto-fenantrolina i EDTA [81, 83, 84].

W mitochondriach roślin występuje również MPP 
nie związana z błoną i działająca w macierzy mito­
chondrialnej. Została ona jednak scharakteryzowana 
w znacznie mniejszym stopniu, chociaż stwierdzono 
na przykład, że w mitochondriach G lycine max 
udział tej peptydazy w odcinaniu peptydu sygnalne­
go jes t  znacznie większy niż w mitochondriach Spi­
nacia oleracea. Wiadomo również, że na aktywność 
MPP występującej w macierzy mitochondrialnej ro­
ślin hamująco wpływa NEM, podobnie jak  peptyda­
za MPP grzybów [85]. W przypadku MPP wystę­
pującej w macierzy mitochondrialnej drożdży i ssa­
ków stwierdzono, że jes t  ona heterodimerem, pod­
czas gdy odpowiednia peptydaza MPP N. crassa  wy­
stępuje prawdopodobnie jako monomer [8 6 , 87].

W mitochondriach grzybów oprócz MPP wystę­
pują także dwie inne peptydazy związane z obróbką 
prekursora białka, a mianowicie IMP i MIP. Tych 
peptydaz dotąd nie zidentyfikowano w mitochon­
driach roślin. Peptydaza IMP składa się z podjedno­
stek I mpl p  i Imp2p, które są tak osadzone w wew­
nętrznej błonie mitochondrialnej, że ich części kata­
lityczne skierowane są do przestrzeni międzybłono- 
wej [8 8 , 89]. IMP działa między innymi na białka 
prekursorowe cytochromu b 2 , cytochromu C| i pod­
jednostki oksydazy cytochromowej —  COXII [90, 
91]. Peptydaza MIP jes t  natomiast metalopeptydazą 
zlokalizowaną w macierzy mitochondrialnej funk- 
c jonującąjako białko monomeryczne o masie 75 kDa 
[92, 93]. Wiadomo, że MIP uczestniczy w dojrzewa­
niu prekursorów, z których został usunięty peptyd 
sygnalny przez MPP. Wiele białek wymaga zaanga­
żowania tych dwóch peptydaz w procesie dojrzewa­
nia swoich prekursorów. Są to między innymi pre­
kursory podjednostek kompleksów łańcucha odde­
chowego oraz enzymy cyklu Krebsa [92].

IV-2. M itochondrialne białka opiekuńcze

Transport prekursora białka przez w ewnętrzną 
błonę mitochondrialną z udziałem kompleksu 
TIM23 wymaga również zaangażowania wystę­
pujących w macierzy mitochondrialnej białek opie­
kuńczych takich jak  mtHsp70 i M g el .  Białko 
mtHsp70 występuje w macierzy mitochondrialnej w 
bardzo dużej ilości [52]. Stwierdzono, że od­
działywanie białka m tflsp70 z białkiem Tim44, na­
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leżącym do kompleksu T1M23, zależy od wielu 
czynników, a między innymi od ATP, białka M g e lp  
a nawet importowanego prekursora [54, 55, 94], Do­
tychczas nie poznano w jaki sposób dochodzi do od­
działywania tych białek, chociaż istnieją przypusz­
czenia, że w pierwszym etapie tych wzajemnych in-

Tim44 a M g e lp  umożliwia odłączenie ADP od 
mtHsp70. Białko mtHsp70 może ponownie związać 
ATP i ponownie przyłączyć się do Tim44 [53, 
55-57]. Proces ten przypomina poznany w bakteriach 
cykl interakcji białek opiekuńczych DnaJ, DnaK i 
GrpE [95, 96], Aby cały prekursor białka został

Ryc. 3. Oddziaływania białek opiekuńczych mtHsp70 i M gelp zpodjednostkąTim44 kompleksu TIM23, przy transporcie pekursora białka przez kom­
pleks TIM23 w głąb macierzy mitochondrialnej. Hsp60, HsplO —  białka opiekuńcze zaangażowane w proces dojrzewania białek mitochon­
drialnych. Wg B a u e r i w s p .  [53] (zmieniono).

terakcji następuje związanie białka Tim44 z 
białkiem mtHsp70, który ma przyłączoną cząsteczkę 
ATP (mtHsp70ATp) (Ryc. 3). Prekursor białka w trak­
cie przechodzenia przez kompleks TIM23 nie wcho­
dzi w bezpośredni kontakt z białkiem Tim44. Z pre­
kursorem oddziałuje natomiast białko mtHsp70, któ­
remu interakcję ułatwia Tim44. Hydroliza ATP um o­
żliwia utworzenie kompleksu m tHsp70ADp/Tim44. 
W następnej kolejności dochodzi do oddziaływania 
pomiędzy M gelp  i kompleksem m tHsp70ADP/ 
Tim44, po czym m tHsp70Aop oddysocjowuje od

wprowadzony do macierzy mitochondrialnej, musi 
zajść wiele takich cyklicznych oddziaływań. W 
ostatnim etapie fałdowanie białka prowadzi do po­
wstania jego  natywnej formy, a w przypadku podjed- 
nostek większego kompleksu, następuje ich wbudo­
wanie w strukturę oligomeru. W tym ostatnim proce­
sie zaangażowane są inne białka opiekuńcze, a mia­
nowicie białka HspóO i HsplO [97]. Kompleks 
HspóO/HsplO wymaga udziału ATP i przypomina 
bakteryjny system GroEL-GroES [32, 98].
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Tabela 1

Składniki kompleksów TOM i TIM S. cerexisiae i roślin

Saccharom yces cerexisiae R ośliny
nazw a b ia łka h ipo te tyczna  ro la b ia łka

odpow iadające
roślina

Tom72 nieznana (hom olog Tom70) nieznany
Tom70 receptor kom pleksu TOM 70kD a ?? S. tuberosum  [40]
Tom37 receptor kompleksu TOM nie znany
Tom40 głów ny składnik kanału (GIP) 36kDa

34kDa
42kDa

S. tuberosum  [40] 
A. thaliana [42]
V. fa b a  [44]

Tom22 receptor kom pleksu TOM 9kDa S. tuberosum  [40]
Tom20 receptor kom pleksu TOM 23kDa 

23kDa 
21 kDa

S. tuberosum  [41] 
A. thaliana [42]
A. thaliana [42]

Tom 7 czynnik destabilizujący TOM 7.6kDa S. tuberosum  [40]
Tom6 czynnik stabilizujący TOM nieznany
Tom 5 łącznik kompleksów: Tom 22/20/prckursor 

białka z GIP
nieznany

nieznany Tom8 S. tuberosum  [40]
nieznany Tom6 S. tuberosum  [40]
Tim44 składnik TIM 23 w iążący mtHsp70 nieznany
Tim23 błonowy składnik TIM23 z dom eną 

receptorow ą dla peptydu sygnalnego
2 Ok Da " A. thaliana [58]

Tim 17 błonow y składnik TIM23 25kDa A. thaliana [58]
Tim54 błonow y składnik T1M22 nieznany
Tim22 błonowy składnik TIM 22 nieznany
Tim 18 błonow y składnik TIM 22 nieznany
Tim 13 składnik kom pleksu Tim8/13 —  receptora gen —  [A F144703] A. thaliana

przestrzeni międzybłonowej gen —  [A F 144706] Pinus taeda
Tim 12 pow ierzchniowy składnik T1M22 nieznany
Tim 10 składnik kompleksu Tim 9/10 —  receptora gen —  [AF 15 0093] A. thaliana

przestrzeni m iędzybłonowej gen — [AF 150096] L. esculentum
Tim9 składnik kompleksu Tim 9/10 — receptora gen —  [AF150111] A. thaliana

przestrzeni międzybłonowej gen — (AF 150 U 3] Oryza saliva
Tim8 składnik kompleksu Tim8/13 —  receptora gen — [AF 150083] A. thaliana

przestrzeni międzybłonowej gen — [AF 150085] Brassica rapa

W mitochondriach roślin, pomimo że potwierdzo­
no występowanie mtHsp70, na przykład w: S. tube­
rosum, Lycopersicon esculentum , Phaseolus vulga­
ris i Spinacia oleracea, nie wykazano dotąd jego 
udziału w procesie importu prekursorów [59-61, 99]. 
Stwierdzono jedynie, że w mitochondriach Spinacia  
oleracea  i Phaseolus vulgaris mtHsp70 jes t  częścio­
wo związany z w ewnętrzną błoną mitochondrialną 
[61, 1 0 0 ],

Białko M gelp ,  które wykryto w mitochondriach 
A. thaliana  i N. tabacum  nazwano M GE [101, 102], 
W mitochondriach A. thaliana  wykazano również 
obecność innego białka zaangażowanego w dojrze­
wanie prekursora, a mianowicie białka DnaJ, które 
nazwano MDJ [101]. Występowanie białka Hsp60 
potwierdzono w mitochondriach kilku gatunków ro­
ślin, na przykład: A. thaliana, Zea mays, Cucurbita  
(cv. Kurokawa Am akuri) i B rassica  napus [103-105], 
natomiast obecność w mitochondriach białka HsplO 
potwierdzono dla Hordeum vulgare, S. tuberosum  i 
A. thaliana  [106-108].

V. Uwagi końcowe

Proces importu białek do mitochondriów nie 
byłby możliwy bez wyspecjalizowanych kom plek­
sów białkowych umożliwiających wbudowanie 
białek w błony mitochondrialne lub ich wprow adze­
nie do przestrzeni międzybłonowej i macierzy m ito­
chondrialnej. Dotychczas wszystkie badania prow a­
dzone nad importem białek mitochondrialnych sku­
piały się na identyfikacji składników kompleksów 
zaangażowanych w ten proces. Praktycznie brakuje 
danych na temat zmienności procesu importu w róż­
nych warunkach fizjologicznych komórki.

W przypadku grzybów uzyskano już  znaczną ilość 
informacji, które spośród białek zarówno zewnętrz­
nej, jak  i wewnętrznej błony mitochondrialnej mają 
„aktywność kanałową” . Takich wiadomości nie ma 
dotąd odnośnie białek związanych z importem do m i­
tochondriów roślinnych. Cała energia badaczy jes t  
skierowana natomiast na poszukiwanie białkowych 
składników kompleksów odpowiadających kom ­
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pleksom znanym w mitochondriach grzybów. Ponie­
waż w trakcie badań stwierdzono pewne różnice w 
budowie kompleksów w mitochondriach roślinnych, 
powstaje pytanie: czy droga importu i zaangażowa­
nie określonych białek w poszczególne etapy tego 
procesu jes t zawsze takie same, i w związku z tym, 
czy składniki kompleksów spełniają te same funkcje. 
Wątpliwości te wynikają  między innymi z faktu, że 
transport prekursorowych białek do mitochondriów 
nie zawsze określa peptyd sygnalny występujący 
przy końcu aminowym, czy wewnętrzny sygnał loka­
lizacji.

N a przykład w prekursorach białek błonowych 
Tom40 i Tim22 nie znaleziono peptydów sygnalnych 
na końcu aminowym, a mimo to prekursory tych 
białek są importowane z udziałem receptora Tom20, 
który jak wiadomo jes t  zaangażowany w import 
białek do macierzy mitochondrialnej [109, 110]. Pre­
kursor białka błony wewnętrznej Tim54, którego ko­
niec aminowy wykazuje podobieństwo do peptydu 
sygnalnego, jes t  importowany z udziałem receptora 
Tom70 rozpoznającego wewnętrzny sygnał lokaliza­
cji [ 1 1 0 ].

Nie wszystkie prekursorowe białka mitochon- 
drialne wymagają rozpoznania przez receptory kom­
pleksu TOM. Na przykład prekursor białka Tom20 
nie wymaga żadnych receptorów do przebiegu pro­
cesu importu, podobnie jak  małe białka przestrzeni 
między błonowej „tiny” Tim [110, 111]. Okazało się 
również, że niektóre białka w ym agają udziału kilku 
receptorów. Białko nośnikowe ADP/ATP na 
przykład wymaga do importu zarówno receptorów 
Tom20, jak  i Tom70 [112].

Artykuł otrzymano 13 maja 2002 
Zaakceptowano do druku 4 października 2002
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I. Wstęp

Lipoksygenazy są niehemowymi dioksygenazami 
(EC 1.13.11) wielonienasyconych kwasów tłuszczo­
wych. Ich substraty zawierają układ (IZ , 4Z)-pen- 
tadienowy, który jes t  utleniany do (lS)-hydropero- 
ksy-(2E, 4Z)-pentadienu przez lipoksygenazy roślin­
ne i ssaków oraz do (1 R)-hydroperoksy-(2E, 
4Z)-pentadienu przez lipoksygenazy morskich bez­
kręgowców [1, 2]. Wszystkie znane lipoksygenazy 
pochodzą z tej samej rodziny genowej. Do tej pory 
wyizolowano cDNA i zbadano sekwencje około 40 
lipoksygenaz roślin i ssaków [1, 3, 4].

Fizjologicznym substratem lipoksygenaz ssaków 
jes t  kwas arachidonowy, podczas gdy lipoksygenazy 
roślinne utleniają głównie kwas linolowy lub linole- 
nowy [1, 3, 5]. Hydronadtlenki tych kwasów 
tłuszczowych są następnie metabolizowane do wielu 
produktów o zróżnicowanej aktywności biologicznej 
np. leukotrienów u zwierząt, czy czynników regu­
lujących wzrost u roślin —  aldehydu i kwasu jasmo- 
nowego [3, 4]. Lipoksygenazy, dzięki swojej zdolno­
ści do katalizowania peroksydacji lipidów, mogą stać 
się również przyczyną zmian metabolicznych lub 
strukturalnych w komórkach.
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Lipoksygenazy stanowią dużą, heterogenną 
nadrodzinę enzymów utleniających wielonienasyco- 
ne kwasy tłuszczowe (PUFA). Podstawą podziału na 
rodziny jes t atom węgla, przy którym enzym w budo­
wuje tlen cząsteczkowy do łańcucha kwasu tłuszczo­
wego, będącego dla niego substratem. L ipoksygena­
zy ssaków zostały podzielone na cztery rodziny: 
5-lipoksygenazy (5-LOX), 8 -lipoksygenazy 
( 8 -LOX), 12-lipoksygenazy (12-LOX) i 15-lipoksy- 
genazy (15-LOX) [6 , 7].

W rodzinie 12-lipoksygenaz wyróżniamy z kolei 3 
typy: płytkowy (P-12LOX); leukocytarny
(L -12LOX) i epidermalny (e 12-LOX). N azwy typów
12-LOX pochodzą od nazw komórek, z których en­
zymy te zostały po raz pierwszy wyizolowane [3, 8 , 
9]. Poszczególne typy 12-LOX, odpowiadają izofor- 
mom tego enzymu. Różnią się one nie tylko miej­
scem ekspresji tkankowej, ale także aktywnością ka-

Tabela 1

talityczną, im munoreaktywnością i funkcjami biolo­
gicznymi [8 ].

Podział 12-LOX na typy —  płytkowy, leukocytar­
ny i epidermalny jakkolwiek praktyczny, nie jes t pre­
cyzyjny, ponieważ typ płytkowy enzymu jest znajdo­
wany także w innych komórkach niż płytki, na 
przykład w ludzkiej i mysiej skórze [3, 10, 11], nato­
miast nie jes t obecny w płytkach świni (Tabela 1) [9]. 
Typ leukocytarny enzymu nie jes t natomiast obecny 
w leukocytach ludzi czy królików. Z kolei typ leuko­
cytarny L-12LOX z leukocytów świni wykazuje aż 
65% homologii z ludzkim enzymem płytkowym 
P-12LOX [6 ].

Niektóre lipoksygenazy mogą wbudowywać tlen 
w dwóch różnych miejscach łańcucha kwasu 
tłuszczowego. Efektem ich działania jes t mieszanina 
dwóch rodzajów produktów. Na przykład 15-LOX 
ssaków katalizuje reakcję oksygenacji kwasu arachi-

Lokalizacja komórkowa i narządowa niektórych lipoksygenaz ssaków (wg [3] -  uzupełniona)

L ip ok sygen aza T k an k a L inia  kom órkow a P iśm ien n ictw o

5-L O X
granulocyty obojętnochlonnc 
(PM N), eozynofile, m onocyty, 
makrofagi, lim focyty, komórki 
tuczne

komórki białaczki 
bazofilowej 
u szczurów (RBL)

[3, 22, 92]

P -12L O X
płytki krwi, skóra (m in. ludzka i 
mysia), keratynocyty 
naskórkowe, makrofagagi płuc i 
śledziony, szyszynka, aorta, 
nadnercza (warstwa 
kłębuszkow ata kory), rdzeń 
kręgowy, komórki « trzustk i u 
szczurów

komórki tłE L , komórki 
nowotworowe (np. 
komórki raka płuc Lewisa 
3LL, melanoma B16a, 
komórki raka naskórka 
A431, komórki ze 
znacznikami
magakariocytowym i HEL 
i DAMI)

[3, 23, 30-38|

L -12L O X
leukocyty* (m.in. szczura, świni, 
krowy), makrofagi otrzewnej, 
komórki nabłonka, śródbłonek, 
komórki mięśni gładkich naczyń, 
szyszynka, mózg, komórki 
m ięśnia sercowego

[3, 23, 25, 26, 93]

e l2 L O X
różnicujące się keratynocyty', 
m ieszki włosowe [3, 10, 94]

1 5 -L O X -l
retikulocyty, eozynofile, 
nabłonek dróg oddechowych, 
m akrofagi pęcherzykowe, 
komórki piankowatc

komórki nowotworowe 
(np. komórki raka 
okrężnicy, raka sutka, raka 
prostaty')

[2, 3, 70]

15-L O X -2 mieszki w łosowe 12,3]

12(R )-L O X
skóra ssaków, transform ow ane 
limfocyty' B, nabłonki

[13 ,48 , 82]

8-L O X skóra myszy IN
12/15-L O X makrofagi, monocyty |85-87 |

* L-12LOX nie występuje w leukocytach u ludzi oraz u królików

276 POSTĘPY BIOCHEMII 48(4), 2 0 0 2http://rcin.org.pl



donowego przy 12 i 15 atomie węgla —  powstaje 
mieszanina produktów: 15-H PETEi 12-HPETE. Po­
nieważ jednak produktem dominującym jest 
15-HPETE (85-90%), więc enzym ten nazwano 
15-LOX. Leukocytarna L-12LOX może w budowy­
wać tlen zarówno przy 1 2  jak  i przy 15 atomie węgla, 
jednakże dominującym produktem w przypadku tego 
enzymu jes t  12-HPETE [3, 9]. 12-lipoksygenazę 
typu epidermalnego (e-12LOX) z komórek naskórka 
myszy charakteryzuje także podwójna specyficzność 
substratowa, 12/1 5-lipoksygenazowa (stosunek w y­
tworzonych produktów 12-H E T E /l5 -H E T E  wynosi 
około 6 : 1 ) [ 8 ],

Leukocytarna L-12LOX i 15-LOX-1 wykazują 
duże podobieństwo strukturalne i czynnościowe. Czę­
sto określa się je wspólną nazwą: 12/15-lipoksyge- 
naza (12/15-LOX), szczególnie wówczas, gdy produ­
kują takie same ilości obydwu produktów: 12-HPETE 
oraz 15-HPETE. Jako przykład mogą posłużyć lipok- 
sygenazy komórek wykazujących zdolność do fago- 
cytozy, na przykład makrofagów [2 , 1 2 ].

II. Lokalizacja narządowa i wewnątrz­
komórkowa

Lipoksygenazy są szeroko rozpowszechnione w 
królestwie roślin i zwierząt [3, 4, 9, 13]. Typowi 
przedstawiciele P rocaryota  nie posiadają lipoksyge- 
naz. Brakuje obecnie niepodważalnych dowodów na 
istnienie tych enzymów u owadów, chociaż u ich pry­
mitywnych przedstawicieli, owadów Thermobici d o ­
mestica, stwierdzono obecność pochodnej kwasu 
arachidonowego —  kwasu hydroksyeikozatetraeno- 
wego (HETE) [2]. Jednokom órkow a C hlorella  po­
siada lipoksygenazę, natomiast w cDNA u D ictyoste- 
lium discoideum  stwierdzono jedynie częściową se­
kwencję odpowiadającą temu enzymowi. Wyższe ro­
śliny zawierają wiele lipoksygenaz —  u soi (Glycine 
max) zidentyfikowano ich do tej pory osiem. U my­
szy stwierdzono obecność siedmiu genów, odpowia­
dających białkom lipoksygenaz. Pięć homologicz­
nych genów zostało opisanych u ludzi [14, 15].

Lipoksygenazy u ssaków były początkowo znaj­
dowane w różnych liniach komórkowych komórek 
szpiku kostnego [3]. Leukocytarna 5-lipoksygenaza, 
płytkowa 1 2 -lipoksygenaza, retikulocytarna i eozy- 
nofilowa 15-lipoksygenaza zostały odkryte około 25 
lat temu [3, 10].

Zawartość lipoksygenaz w różnych tkankach ro­
ślinnych i zwierzęcych jes t zróżnicowana. Stanowią 
one na przykład kilka procent białka nasion soi. W 
retikulocytach królika podczas anemii 15-LOX jest, 
obok hemoglobiny, głównym białkiem kom órko­

wym [2]. Natomiast izoenzymy lipoksygenaz obec­
ne w liściach soi, czy w skórze ssaków charaktery­
zują się znacznie słabszą ekspresją i występują w 
dużo mniejszych ilościach [16].

Początkowo 5-LOX została zidentyfikowana jako 
rozpuszczalne białko cytozolowe granulocytów obo- 
jętnochłonnych (PMN), a następnie stwierdzono jej 
obecność w otoczce jądrowej oraz we frakcji jąd ro ­
wej homogenatów komórek stymulowanych jonofo- 
rem (PMN i makrofagów).

W błonie jądrowej tych komórek występuje białko 
aktywujące 5-LOX (FLAP) o masie cząsteczkowej 
18 kD, ułatwiające przenoszenie kwasu arachidono­
wego do 5-LOX, umożliwiając tym samym za­
początkowanie reakcji syntezy 5-HPETE, a następ­
nie dalszych pochodnych kwasu arachidonowego, 
między innymi 5-HETE, czy leukotrienu A 4  [3, 17].

Rozmieszczenie 5-LOX oraz jej translokacja, są 
uzależnione od typu komórki [17, 18]. Można założyć 
przynajmniej trzy modele rozmieszczenia i transloka- 
cji 5-LOX:

1) w ludzkich spoczynkowych PMN 5-LOX wy­
stępuje w cytozolu i przemieszcza się do otoczki 
jądrowej w wyniku stymulacji jonoforem A23187. 
5-LOX przemieszcza się do określonych miejsc w 
otoczce jądrowej bezpośrednio, lub oddziaływuje z 
cytoszkieletem co prawdopodobnie ułatwia jej trans- 
lokację [3]. Niektórzy autorzy sugerują, że kinaza ty- 
rozynowa, poprzez fosforylację 5-LOX w komór­
kach PMN, może wpływać zarówno na jej transloka- 
cję, jak i na właściwości katalityczne [3, 19].

2) w makrofagach 5-LOX znajduje się w cytozolu 
oraz w przedziale jądrow ym. Obecnie są dowody in 
vivo jądrowej lokalizacji 5-LOX w makrofagach pę­
cherzykowych uzyskanych od pacjentów z idiopa- 
tycznym zwłóknieniem płuc [20]. Podczas stymulacji 
makrofagów jonoforem A23187 nie stwierdzono 
przemieszczania się enzymu cytozolowego. Nato­
miast izoenzym jądrowy, występujący pierwotnie w 
euchromatynowym regionie jądra, przemieszcza się 
do otoczki jądrowej [2 1 ].

3) w komórkach białaczki bazofilowej u szczurów 
(RBL) 5-LOX także znajduje się w cytozolu oraz w 
jądrze komórkowym. Po stymulacji jonoforem 
A23187 obydwa izoenzymy przemieszczają się w 
kierunku otoczki jądrowej [3]. Komórki tuczne po­
chodzące ze szpiku kostnego myszy (BMMC), feno- 
typowo podobne do komórek RBL, zawierają 5-LOX 
jedynie wewnątrz jądra. W zależności od rodzaju 
bodźca pobudzającego te komórki rozmieszczenie 
enzymu w jądrze jes t  różne. Stymulacja tych komó­
rek jonoforem powoduje powstanie modelu punkto­
wego rozmieszczenia 5-LOX w jądrze, w przeci­
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wieństwie do modelu okołojądrowego powstającego 
podczas pobudzania tych komórek kompleksem 
IgE/antygen [22].

Enzymy L-12LOX i 15-LOX występują w cyto- 
plazmie różnych typów komórek. Z jednym  
wyjątkiem: L-12LOX w komórkach nabłonka odde­
chowego owcy znajdowana jes t  w mikrosomach i jej 
aktywność regulowana jes t na drodze reakcji u tlenia­
nia i redukcji [3]. Typ leukocytarny 12-LOX 
(L-12LOX) w największych ilościach występuje w 
leukocytach świni i mysich makrofagach o trzew no­
wych [23]. Ekspresja L-12LOX została także stwier­
dzona w innych komórkach, takich jak  komórki m ię­
śni gładkich, czy komórki śródbłonka [24, 25].

15-LOX-l jes t  obecna w retikulocytach, eozyno- 
fllach, makrofagach pęcherzykowych, komórkach 
piankowatych oraz w komórkach nabłonka dróg od­
dechowych [10]. Natomiast 15-LOX-2 została w y­
izolowana z mieszków włosowych [2 ].

W komórkach naskórka oraz w mieszkach w łoso­
wych została odkryta lipoksygenaza epidermalna 
(e l2-LO X ), katalizująca reakcję 12S-lipoksygenacji 
[8 , 26]. O przypadkach wysokich stężeń 12-HETE w 
próbkach skóry pobranych od pacjentów z łuszczycą 
donosili H a m m a r s t r o m  i wsp. już  w 1975 roku 
[10]. Niedawno w komórkach nabłonkowych ssaków 
odkryto „nową” lipoksygenazę. Posiada ona cechy 
12(R)-lipoksygenazy czyli enzymu katalizującego 
syntezę związków o konfiguracj i R, będących stereo- 
izomerami produktów 12(S)-lipoksygenazy posia­
dających konfigurację S [27]. Z komórek skóry m y­
szy obok e-12LOX wyizolowano także 8 -LOX [8 , 
28, 29].

P-12LOX jest  obecna w płytkach krwi, keratyno- 
cytach naskórka, makrofagach płuc i śledziony, a ta­
kże w szyszynce, warstwie kłębkowatej kory nadner­
czy, aorcie, rdzeniu kręgowym i komórkach a  trzust­
ki szczurów [23]. Dużą aktywność P-12LOX stwier­
dza się także w komórkach niektórych nowotworów, 
m. in. raka naskórka A431, białaczki megakariobla- 
stycznej ze znacznikami megakariocytowymi (HEL, 
DAMI), raka prostaty, sutka, je l i ta  grubego i płuc 
[30-37]. W komórkach naskórka i komórkach 
białaczkowych ze znacznikami HEL i DAMI enzym 
znajduje się w cytozolu i w obrębie błon kom órko­
wych. W komórkach raka A43 1 P-12LOX jes t  zna j­
dowana głównie we frakcji mikrosomalnej [3, 23]. W 
płytkach krwi szczurów jony  Ca 2 1  i trombina pow o­
dują przemieszczenie P-12LOX do błon [3]. Po­
dobną Ca2+-zależną redystrybucję białka P - l2 L O X  
zaobserwowano w komórkach białaczkowych ze 
znacznikiem HEL i w komórkach raka płuc (3LL) [3, 
38]. W komórkach z HEL enzym związany z błonami

jest bardziej aktywny od enzymu cytozolowego, 
podczas gdy odwrotne relacje mają miejsce w ko­
mórkach raka 3LL.

III. Struktura enzymu

Białka lipoksygenaz zbudowane są z pojedyń­
czych łańcuchów polipeptydowych o masie 
cząsteczkowej wynoszącej około 75-80 kDa u 
zwierząt, oraz około 94-104 kDa u roślin.

N-końcowa domena izoenzymu 1 lipoksygenazy 
sojowej (L - l)  o strukturze (3-beczułki jes t  złożona ze 
146 reszt aminokwasowych. Globularna domena ka­
talityczna zbudowana jest z 693 reszt aminokwasów 
i składają się na nią 23 a-helisy  i 2 przeciwrówno- 
ległe P-harmonijki [37]. C-końcowa domena katali­
tyczna lipoksygenaz ssaków jes t  zbudowana analo­
gicznie jak  w przypadku enzymów roślinnych. W ich 
cząsteczce brakuje jednak  krótkiego fragmentu 
N-końcowej domeny występującego u roślin.

Katalityczne centrum lipoksygenaz zawiera jon 
żelaza niehemowego, które jak  wynika z analizy se­
kwencyjnej i krystalograficznej, jes t  wiązane przez 
trzy stałe reszty histydynowe, grupę karboksylową 
C-końcowej izoleucyny łańcucha polipeptydowego, 
cząsteczkę wody (jedynie w modelach struktur kry­
stalicznych, w rzeczywistości jes t  to ligand wolny 
dla oddziaływań z substratem) i zmienny szósty li­
gand, którym w enzymach roślinnych jest reszta 
asparaginy, a u ssaków reszta histydyny, asparaginy 
lub seryny [1, 39-42]. Arachidonianowa 8 (R)-lipo- 
ksygenaza P.homomalla  posiada, podobnie jak  S-li- 
poksygenazy, stałe reszty histydyny i asparaginy, ale 
C-końcowym aminokwasem zamiast izoleucyny jes t  
treonina [2]. Dotychczas poznano dokładnie struktu­
ry krystaliczne lipoksygenaz: sojowej L-l [2, 40,
43], sojowej L-3 [44] i króliczej retikulocytarnej 
15-LOX [40, 43].

Nie wiadomo dotąd, w jaki sposób substrat łączy 
się z centrum aktywnym lipoksygenaz [43], Domena 
katalityczna sojowej lipoksygenazy L-l posiada 
dwie hydrofobowe jam y prowadzące do ukrytego w 
centrum aktywnym jonu żelaza [45]. Żelazo w enzy­
mach nieaktywnych występuje na + 2  stopniu utlenie­
nia (forma żelazawa enzymu). Dla ujawnienia się ak­
tywności katalitycznej lipoksygenazy niezbędne jes t  
utlenienie żelaza (Rys. 1). Powoduje to wystąpienie 
tak zwanej fazy opóźnienia, która poprzedza 
w łaściwą reakcję lipoksygenazową [45].

Swoistość enzymu nie je s t  ściśle związana z se­
kwencją aminokwasów białka enzymatycznego. Na 
przykład struktura pierwszorzędowa enzymu sojo­
wego L -1 (15-lipoksygenaza) jes t  identyczna jedynie
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(AA-OO0)

Ryc. 1. Ogólny schemat procesu lipoksygenacji (wg [2] —  zmodyfiko­
wany). Kwas tłuszczowy: KT-H (kwas arachidonowy AA) ule­
ga przekształceniu do rodników': KT o (AA o) oraz K T -00  o 
(A A -0 0  o), a następnie do kwasu hydroperoksyeikozatetraeno- 
wego: HPETE. Proces ten jest sprzężony z utlenieniem Fe2+ do 
Fe3+, niezbędnym dla ujawnienia aktywności katalitycznej li- 
poksygenazy. Jon żelaza znajduje się w centrum aktywnym en­
zymu.

w 25% z 15-lipoksygenazami ssaków. Dwie ludzkie
15-lipoksygenazy są identyczne tylko w 35%. Struk­
tura pierwszorzędowa mysiej epidermalnej lipoksy- 
genazy 2 (eLOX-2) wykazuje 50, 8 % identyczności z 
ludzką 15-LOX-2, około 40% z 5-LOX oraz około 
35% z 12/15-LOX [14]. N atom iast lipoksygenazy 
katalizujące wbudowywanie atomu tlenu w sąsiedz­
twie różnych atomów węgla, tworzące odmienne 
grupy enzymów, mają w obrębie danego gatunku se­
kwencję identyczną w 70-95% [3].

IV. Funkcje katalityczne lipoksygenaz

W zależności od pozycji tlenu cząsteczkowego 
wbudowywanego do łańcucha kwasu arachidonowe-

go, lipoksygenazy ssaków zostały sklasyfikowane 
jako 5-, 8 -, 12- i 15-lipoksygenazy (Rys. 2). „Odli­
czają” one atomy węgla w łańcuchu substratu poczy­
nając od końca metylowego i w budow ująobydw a re­
agujące atomy tlenu w pozycji co- 6  [3].

Produktami reakcji katalizowanej przez lipoksy­
genazy ssaków są kwasy 5-, 8 -, 12- i 15-hydropero- 
ksyeikozatetraenowe (HPETE), które są następnie 
redukowane do odpowiednich kwasów hydroksy- 
eikozatetraenowych (HETE). Zarówno HPETE jak  i 
HETE mogą być metabolizowane w kierunku kolej­
nych pochodnych kwasu arachidonowego: leukotrie- 
nów, lipoksyn i hepoksylin [8 ]. Rodzaj powstających 
eikozanoidów, pochodnych AA, zależy od enzymów 
jakimi dysponuje komórka, a to z kolei wynika z 
funkcji ja k ą  ona pełni w warunkach fizjologicznych 
lub patologicznych.

Lipoksygenazy w budowują atom tlenu w 
cząsteczkę substratu z dużąstereospecyficznością  —  
HETE produkowane przy ich udziale mają głównie 
konfigurację S [46]. Ostatnio, ze skóry ssaków udało 
się jednak wyizolować 12(R)-lipoksygenazę. W w y­
niku jej działania powstają enancjomery 
12(R)-HPETE [27, 46-48].

12-LOX katalizują stereospecyficzne utlenianie 
kwasu arachidonowego (AA) do kwasu 12(S)-hydro- 
peroksy-5, 8 , 10, 14-eikozatetraenowego (12-HPETE) 
[49]. 12-HPETE jest  następnie przekształcany do 
12(S)-hydroksyeikozatetraenowego (12-HETE) lub 
do hepoksylin [23, 50].

12(S)-lipoksygenaza typu leukocytarnego 
(L-12LOX), katalizuje przekształcenie kwasu ara­
chidonowego głównie do kwasu 1 2 -hydroksyeikoza- 
tetraenowego (12-HETE), w mniejszym stopniu do 
kwasów 15- i 8 -hydroksyeikozatetraenowego (15- i

LEUKOTRIENY^- 5-HPETE 12-HPETE Ryc. 2. Ogólny schemat przemian kwasu arachidonowe­
go w tkankach ssaków pod wpływem lipoksyge­
naz (wg [3] zmieniony). W zależności od pozycji 
tlenu wbudowywanego do kwasu arachidonowe­
go lipoksygenazy zostały sklasyfikowane jako: 
5-lipoksygenaza (5-LOX), 8-lipoksygenaza 
(8-LOX), płytkowa 12-lipoksygenaza (P-12- 
LOX), leukocytarna 12-lipoksygenaza (L-12- 
LOX) i 15-lipoksygenaza (15-LOX). Produktami 
reakcji katalizowanej przez poszczególne lipok­
sygenazy są kwasy: 5-hydroperoksyeikozatetra- 
enowy (5-HPETE), 8-hydroperoksyeikozatetra- 
enowy (8-HPETE), 12-hydroperoksyeikozatetra- 
enowy (12-HPETE) i 15-hydroperoksyeikozate- 
traenowy (15-HPETE). Typ leukocytamy 12-li- 
poksygenazy (L-12LOX) obok głównego pro­
duktu jakim jest 12-HPETE, katalizuje także syn­
tezę 10-15% 15-HPETE. 15-lipoksygenaza obok 
15-HPETE katalizuje także syntezę 10-15%
12-HPETE.
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8 -HETE), natomiast kwasu linolowego —  do kwa­
sów 13- i 9-hydroksyoktadekadienowego (13- i
9-HODE). 12-lipoksygenaza typu płytkowego 
(P-12LOX) utlenia kwas arachidonowy do 12- i 
8 -HETE, a kwas linolowy do 13- i 9- HODE. 
12(S)-lipoksygenaza typu naskórkowego (e 12-LOX) 
katalizuje reakcję m onospecyficzną z kwasem ara- 
chidonowym, ale kwas linolowy utlenia z kolei do
13- i 9-HODE, przy czym są to prawie wyłącznie 
S-enancjomery [3, 46].

8 -HETE, uboczny produkt 12(S)-lipoksygenazy 
typu płytkowego, jes t  R enancjomerem. Natomiast S 
enancjomer 8 -HETE jest  ubocznym produktem typu 
leukocytarnego 12(S)-LOX. 9-HODE jest  R-enan- 
cjomerem w reakcji katalizowanej przez lipoksyge- 
nazę typu płytkowego i naskórkowego, natomiast 
S-enancjomerem w reakcji katalizowanej przez en­
zym typu leukocytarnego.

Stereochemia produktów 12-lipoksygenaz typu 
płytkowego i naskórkowego wynika z przestrzenne­
go ułożenia substratu w miejscu wiążącym obu enzy­
mów. Produkty reakcji enzymu typu leukocytarnego
12-LOX świadczą o odwrotnej orientacji przestrzen­
nej lub izomeryzacji rotacyjnej wokół długiej osi 
substratu [46].

Obecnie wiadomo, że R-lipoksygenazy tworzące 
produkty będące lustrzanym odbiciem produktów o 
konfiguracji S, są także szeroko rozpowszechnione. 
Znajdowane są wśród bezkręgowców wodnych i ro­
ślin, a ostatnio stwierdzono ich występowanie u ludzi 
[2, 27]. Sekwencje aminokwasow e R-lipoksygenaz 
oraz rozmieszczenie stałych ligandów żelaza są iden­
tyczne jak  w S-lipoksygenazach roślinnych i zw ie­
rzęcych [49]. Dotychczas nie wyjaśniono jak ie  czyn­
niki odpowiadają za stereospecyficzność R-lipoksy- 
genaz.

Izoenzym sojowej lipoksygenazy L-l jes t
15-lipoksygenazą, która podczas pierwszej reakcji 
oksygenacji, katalizuje powstanie z kwasu arachido- 
nowego jedynie 15(S)-HPETE, w przeciwieństwie 
do innych izoenzymów sojowych czy 15-lipoksyge- 
nazy typu retikulocytarnego ssaków. Jednak sojowa 
L-l może także katalizować specyficzną 5S i 8 S 
oksygenację. Początkowy produkt - 15-HPETE, jest 
przez nią oksygenowany do specyficznych, podw ój­
nie utlenionych produktów: 5S, 15S-di-HPETE oraz 
8 S, 15S-di-HPETE. Reakcja ta zachodzi jednak  ze 
znacznie mniejszą prędkością [2]. Ten sam enzym, 
przypuszczalnie w tym samym miejscu aktywnym, 
zdolny jes t  zatem do katalizowania stereospecyficz- 
nej reakcji: 15S-, 5S- i 8 S- lipoksygenazowej.

Ludzka retikulocytarna 15-LOX (15-L O X -1) i jej 
zwierzęce odpowiedniki tworzą mieszaninę produk­

tów 12-HPETE i 15-HPETE. Prawdopodobnie klu­
czową rolę w kontroli kolejnych reakcji oksygenacji 
pełni usytuowanie substratu w centrum aktywnym 
enzymu.

Płytkowa P-12LOX różni się od leukocytarnej 
L-12LOX specyficznością substratową. Typ płytko­
wy 12-LOX zużywa do syntezy 12(S)-HPETE pra­
wie wyłącznie kwas arachidonowy (AA) uwalniany 
z puli glicerofosfolipidów błonowych. Natomiast typ 
leukocytarny 12-LOX posiada szeroką specyficz­
ność substratową reagując z 18 i 2 2 -węglowym i, nie­
nasyconym i kwasami tłuszczowymi tak samo wydaj­
nie jak  z AA [2].

Kwasy arachidonowy i linolowy mają wartości 
pKa pomiędzy 7 i 8  [51], a zatem w fizjologicznym 
pH są one zaledwie częściowo zjonizowane i całko­
wicie nierozpuszczalne w wodzie. W tych warun­
kach, wolne kwasy tłuszczowe uwalniane przez lipa­
zę mają niewielką tendencję do opuszczania błony, 
chyba, że w połączeniu z nośnikiem. Kwasy 
tłuszczowe w błonach mają swoje łańcuchy węglo­
wodorowe zwrócone w kierunku hydrofobowej dwu- 
warstwy, a ich bardziej polarna grupa karboksylowa 
(zjonizowana lub nie zjonizowana) skierowana jest 
w kierunku środowiska wodnego lub łączy się wiąza­
niem estrowym z fosfolipidami.

W badaniach nad wykorzystaniem substratów 
przez lipoksygenazy stwierdzono, że izoenzymy so­
jowe L-l i L-2 nie metabolizują wolnych kwasów 
tłuszczowych zmieszanych z fragmentami błon bio­
logicznych. Z kolei enzym L-2 (ale nie L - l )  utlenia 
kwasy tłuszczowe estrów błonowych [2]. Natomiast 
aktywność 15-LOX ssaków w stosunku do wolnych 
kwasów tłuszczowych jes t  większa w obecności 
fragmentów błon [52]. Enzym ten metabolizuje także 
substraty zestryfikowane [2]. Lipoksygenazy 
e-12(S)-LOX i 12(R)-LOX wykazują słabą aktyw­
ność w stosunku do wolnego kwasu arachidonowego 
oraz linolowego —  znacznie lepiej metabolizują te 
kwasy w postaci zestryfikowanej [29].

Większość lipoksygenaz znajduje się w cytopla- 
zmie. Wymagają więc dostępu do substratu ulokowa­
nego w hydrofobowym środowisku błony. Prawdo­
podobnie istotną rolę w pozyskaniu i wiązaniu sub­
stratu odgrywa stała (3-beczułkowata domena lipok­
sygenaz [43].

Jedynie w przypadku 5-LOX dokładnie poznano 
procesy poprzedzające w łaściwą reakcję utleniania 
AA. 5-LOX znajduje się głównie w cytoplazmie nie- 
pobudzonych neutrofilów (PMN), a także w jądrze 
makrofagów [48]. Pobudzenie tych komórek prowa­
dzi do przemieszczenia 5-LOX w kierunku błony 
jądrowej i jej połączenia z FLAP (białkiem akty­

280 POSTĘPY BIOCHEMII 48(4), 200 2http://rcin.org.pl



wującym 5-lipoksygenazę). FLAP odgrywa jed n o ­
cześnie rolę białka przenoszącego kwas arachidono­
wy oraz eksponującego substrat 5-lipoksygenazie na 
błonie jądrowej leukocytu [2], Białko to jes t homolo­
giczne z syntazą leukotrienu C 4  i m ikrosomalną 
transferazą glutationu, chociaż samo nie posiada ak­
tywności enzymatycznej [3, 53]. Inhibitor M K 8 8 6  

wiąże FLAP i blokuje produkcję leukotrienów za­
równo z egzogennego jak  i endogennego kwasu ara- 
chidonowego w komórkach leukocytów. Inhibitor 
ten jes t nieaktywny w komórkach uszkodzonych 
oraz wobec 5-LOX wyizolowanej z komórki. FLAP 
wydaje się być białkiem unikalnym. Do tej pory, w 
przypadku żadnej innej oksygenazy kwasów 
tłuszczowych nie zostało odkryte białko o równow a­
żnej roli w przenoszeniu substratu. Niedawno ziden­
tyfikowano trzy dodatkowe białka współdziałające z 
5-LOX, jednak ich znaczenie dla tego enzymu nie 
zostało jeszcze wyjaśnione [54].

Istotnym jest pytanie, czy dochodzi do przeniesie­
nia substratu (np. AA) ze szlaku lipoksygenazowego 
na cyklooksygenazowy (i odwrotnie) oraz z jednej li­
poksygenazy na drugą. Wyniki uzyskane przez 
F u n k a  i wsp. podczas inkubacji makrofagów 
otrzewnowych z zymosanem lub w trakcie pobudza­
nia komórek tucznych pochodzenia szpikowego 
(BM M C) jonoforem A23187 w warunkach in vitro, 
nie wskazują na przesunięcie substratu w kierunku 
syntezy eikozanoidów powstających przy udziale 
cyklooksygenazy: PGE 2 lub PG D 2 (pomiaru dokona­
no metodą GC-MS) [3]. N atom iast G o u l e t  i wsp. 
zaobserwowali 2-3 krotny wzrost wydzielania PGE 2 

i TX B 2 przez makrofagi otrzewnowe stymulowane 
przez jonofor A23187 (oznaczenia wykonano me- 
todąradioim m unologiczną) [55]. Z kolei C a 1 z a d a 
i wsp. stwierdzili, że płytki poddane działaniu nano- 
molarnych stężeń 12(S)-HPETE w obecności ślado­
wych ilości kolagenu znacząco zwiększały syntezę 
TX B 2. W komórkach tych istotnie wzrastało stężenie 
endogennego kwasu arachidonowego [56].

W komórkach, w których obecne są dwie różne li­
poksygenazy, brak aktywności enzymów jednego 
szlaku metabolizmu kwasu arachidonowego może 
prowadzić do wzmożenia jego metabolizmu na dru­
gim szlaku, prawdopodobnie w wyniku przeniesienia 
substratu. Stwierdzono jednak, że ukierunkowanie 
metabolizmu AA na szlak L-12LOX w makrofagach 
uzyskanych od myszy nie posiadających 5-LOX 
(S-LOX'7') może budzić wątpliwości. Natomiast prze­
sunięcie w stronę przeciwną (w kierunku 5-LOX u 
myszy pozbawionych L-12LOX) jest możliwe pod 
warunkiem, że makrofagi będą dysponowały kwasem 
arachidonowym pochodzenia egzogennego [3].

V. Rola lipoksygenaz

V -l.  Tworzenie biologicznych mediatorów  
i cząsteczek sygnałowych

Rola ta polega na wykorzystaniu wolnych kwa­
sów tłuszczowych do syntezy specyficznych hydro- 
nadtlenków, czyli substancji pełniących funkcje sy­
gnalizacyjne u roślin: kwasu i aldehydu jasm onowe- 
go [13] i leukotrienów lub lipoksyn u kręgowców 
[57-59],

U ludzi aktywna 5-LOX leukocytów produkuje 
5-HPETE i LTA4, zapoczątkowując syntezę dalszych 
pochodnych: 5-HETE i LTC 4 , D 4  i E 4  (Tabela 2). Pro­
dukty 5-LOX odgrywają istotną rolę w patogenezie 
astmy i zapalenia dróg oddechowych na tle alergicz­
nym. Leukotrieny peptydylowe (LTC 4 , D4  i E4) są sil­
nymi związkami zwężającymi oskrzela [3].

Wydaje się, że nadreaktywność dróg oddecho­
wych nie jes t  wynikiem bezpośredniego wpływu leu­
kotrienów peptydylowych na mięśniówkę gładką 
dróg oddechowych [3]. Prawdopodobnie produkty 
5-LOX m ogą zmieniać niespecyficzną reaktywność 
dróg oddechowych poprzez nasilenie obrzęku, 
wpływ na produkcję cytokin lub poprzez zwiększe­
nie napływu komórek zapalnych (działanie chemo- 
taktyczne). W pływają one pośrednio na mięśniówkę 
gładką (powodując jej przerost) i nabłonek oddecho­
wy, prowadząc do przebudowy dróg oddechowych.

U myszy pozbawionych 5 -L O X "  zaobserwowano 
mniejszą eozynofilię zarówno w obrębie dróg odde­
chowych jak  i innych tkanek. W modelu zwierzęcym 
zapalenia na tle alergicznym (mysz), komórki tuczne 
oraz substancje produkowane przez pobudzone 
eozynofile są zaangażowane w rozwój nadreaktyw- 
ności dróg oddechowych [60, 61].

Istnieje pogląd, że produkty 5-LOX zmieniają im­
munologiczne funkcje komórek [3]. Jednakże bada­
nia powierzchniowych markerów komórek śledzio­
nowych T i B (CD3, CD4 i CD220) nie wykazały 
żadnych znaczących różnic ani w liczbie ani w budo­
wie tych komórek. Nie stwierdzono również żadnych 
zmian w budowie najważniejszych narządów limfa- 
tycznych, prekursorów tymocytów (obydwu 
CD4'CD8" i C D 4+CD8+) ani różnych klas tymocytów 
[3]. Konieczne są zatem badania dla ustalenia jed n o ­
znacznej funkcji immunologicznej produktów 
5-LOX.

Leukotrieny związane z mielopoezą oraz czynni­
kami stymulującymi tworzenie kolonii komórek 
szpikowych badano przy użyciu inhibitorów 5-LOX 
[3]. LTB4  podobnie jak  PGE 2  moduluje hematopoezę
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Tabela 2

Funkcje lipoksygenaz

Lipoksy-
genaza

Produkt
powstający z 

kwasu 
arachidonowego

Rola fizjologiczna Patologia’
Piśmien­
nictwo

5-LOX 5-HETE,
leukotrieny (LTA4,
l t b 4, l t ć 4, LTD4)

modulowanie 
hcmatopoczy poprzez 
udział we wzroście 
komórek
progenitorowych erytro i 
mielopoezy, pobudzenie 
produkcji cytokin, 
współdziałanie 
z czynnikiem 
aktywującym płytki 
(PAF)

zapalenie (wzrost 
przepuszczalności naczyń, 
działanie chemotaktyczne 
na neutrofile i eozynofile, 
wpływ na komórki tuczne 
-  wyzwalanie zjawiska 
nadreaktywności), 
zwężenie oskrzeli, zmiana 
funkcji immunologicz­
nych komórek, 
wzbudzanie reakcji 
wczesnej i opóźnionej 
nadwrażliwości na 
antygeny parazytów', 
zwężenie naczyń 
wieńcowych

[3 ,6 1 ,6 2 ,9 2 ,
95]

P-12LOX 12-HPETE
12-HETE

modulowmnie 
neurotransmisji, 
pobudzanie wydziela­
nia aldosteronu, 
pobudzanie adhezji 
komórek i angiogcnczy, 
wzrost wydzielania 
glukagonu

nadciśnienie pierwotne, 
zapalenie stawów, 
nowotwory okrężnicy, 
prostaty, sutka, trzustki, 
żołądka, skóry

[2 ,6 , 26, 
2 8 ,3 0 ,3 7 , 64, 

68, 69,
71, 72]

L-12LOX 12-HPETE
12-HETE

modulowanie 
wydzielania insuliny, 
regulacja transportu 
glukozy' w  mięśniu 
sercowym

anemia sierpowata, 
zapalenie, zakrzcpica, 
pobudzenie wzrostu 
fibroblastów mięśnia 
sercowego

[3, 73-76, 
93,961

el2-LO X 12-HPETE
12-HETE

kontrolowanie 
prawidłowej czynności 
naskórka, występuje we 
wczesnym okresie 
rozwoju osobniczego 
(funkcja nieznana)

łuszczyca i inne 
dcrmalozy

[3,16]

15-LOX 15-HPETE
15-HETE

dojrzew anie retikulo- 
cytów, dojrzewanie 
kcratynocytów, rozw'ój 
soczcwkowatych 
komórek nabłonka

miażdżyca (oksydacyjna 
modyfikacja LDL)

|2, 3, 80, 
83, 84]

12/15-
LOX

12-HPETE
15-HPETE
12-HETE
15-HETE

czynność makrofagów, 
fagocytoza, funkcje 
bakteriobójcze

zapalenie, miażdżyca 
(oksydacy jna m ody­
fikacja LDL)

[2, 10, 85-91J

* Stany patologiczne, w przebiegu których stw ierdzono zwiększone aktywności poszczególnych lipoksygenaz

u ludzi poprzez udział we wzroście komórek proge- 
nitorowych erytro- i mielopoezy [62-64].

Makrofagi pęcherzykowe, makrofagi otrzewnowe 
i komórki tuczne, czyli komórki biorące udział w 
procesach zapalnych posiadają 5-LOX i syntetyzują 
leukotrieny z endogennego i egzogennego kwasu 
arachidonowego [3]. Leukotrien B 4  (LTB4) jes t j e d ­
nym z najsilniejszych czynników chemotaktycznych 
dla granulocytów obojętnochłonnych (PMN).

Eozynofile i komórki tuczne są kluczowymi ko­
mórkami w reakcji obronnej gospodarza przed pa­
sożytami, w czym uczestniczą leukotrieny syntety­
zowane i uwalniane przez te komórki. Produkty

5-LOX są zaangażowane w reakcje wczesnej i opóź­
nionej nadwrażliwości na antygeny pasożyta, proli­
ferację komórek śledziony, wydzielanie cytokin 
(głównie interferonu y  oraz interleukiny 4) oraz poja­
wienie się eozynofili w wysięku otrzewnowym. Pro­
dukty 5-LOX są ważnymi, chociaż nie głównymi 
czynnikami uwalnianymi podczas ostrego zapalenia 
w odpowiedzi na zakażenie pasożytnicze [3]. W tej 
sytuacji produkowane są także cytokiny Th2, które 
wspólnie z IL-4 biorą udział w usuwaniu niektórych 
pasożytów z organizmu gospodarza, przy czym do 
reakcji tej potrzebna jes t także obecność produktów 
5-LOX. Prawdopodobnie IL-4 moduluje odpowiedź
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cholinergiczną mięśni gładkich je li ta  cienkiego za 
pośrednictwem komórek tucznych i mechanizmu za­
leżnego od leukotrienu D 4  [65].

Listeria m onocytogenes je s t  G ram -dodatnią bak­
terią, umiejscawiającą się wewnątrzkomórkowo w 
komórkach Kupffera, hepatocytach i makrofagach 
śledzionowych, w yw ołującą nacieczenie granulocy- 
tami, a następnie monocytami [3]. Produkty 5-LOX 
są ważne dla zapoczątkowania odpowiedzi immuno­
logicznej na zakażenie L. m onocytogenes, być może 
przez nasilanie gromadzenia się komórek (np. PMN) 
w miejscach infekcji (działanie chemotaktyczne) lub 
poprzez wspomaganie odpowiedzi makrofagów.

Leukotrieny w spółdziałają z czynnikiem akty­
wującym płytki (PAF). Powoduje on uwolnienie pro­
duktów 5-LOX, co prowadzi do śmierci myszy znaj­
dujących się w ostrym wstrząsie na tle gwałtownego 
obniżenia ciśnienia tętniczego (ze 100 mmHg do 25 
mmHg w ciągu 10 minut). Przypuszczalnie bezpo­
średnią przyczyną ich śmierci są  leukotrieny powo­
dujące zwężenie naczyń wieńcowych (znane 
działanie leukotrienów), czego konsekwencją jes t 
drastyczne zmniejszenie przepływu wieńcowego [3].

Lipoksyny, trihydroksylowe pochodne kwasu ara- 
chidonowego, powstające w wyniku jego  dwukrot­
nej oksygenacji katalizowanej przez różne lipoksy­
genazy, wykazują zbliżoną do leukotrienów, chociaż 
słabszą aktywność biologiczną. Antagonizują jednak 
działania prozapalne leukotrienów, co może sugero­
wać ich rolę jako endogennych inhibitorów tego pro­
cesu i czynników sygnalizujących jego  zakończenie 
[45]. ' ...................................

Liczne biologiczne aktywności przypisywane 
kwasom HPETE i HETE świadczą o tym, że także 
one odgrywają rolę jako cząsteczki sygnalizacyjne. 
Mogą działać szybko i silnie, za pośrednictwem re­
ceptorów lub kanałów na powierzchni komórki. B io­
logiczna aktywność HETE ujawnia się wówczas w 
zakresie stężeń nanomolowych. W modulowaniu 
neurotransmisji, 12-HETE i jego  pochodne działają 
bardzo szybko [2]. 12(S)-HETE aktywuje kinazę 
białkową C i za jej pośrednictwem działa na komórki 
efektorowe [2]. Uzasadnieniem takiego mechanizmu 
działania jes t  receptor dla 12-HETE sprzęgający 
białko G, obecny w komórkach czerniaka złośliwego 
[2].

Działanie produktów lipoksygenaz może także 
przebiegać wolno. Ciekawym jest, że płytkowa
12-LOX, przy ciągłym dostępie do substratu (AA), 
może podtrzymywać powstawanie 12-HETE przez 
godziny, podczas gdy płytkowa cyklooksygenaza 
odpowiada za krótkotrwały i intensywny przyrost 
stężenia produktów oraz ich szybką inaktywację. N a­

suwa się zatem wniosek, że P-12HETE wpływa na 
procesy trwające dłużej niż agregacja płytek, w któ­
rej bierze udział pochodna kwasu arachidonowego, 
produkt działania cyklooksygenazy płytkowej - 
tromboksan A 2  (TX A 2).

Związki powstające przy udziale P-12LOX:
12(S)-HPETE i 12(S)-HETE, są biologicznie aktyw­
nymi metabolitami, pośredniczącymi m. in. w inicjo­
wanym przez angiotensynę II wewnątrzkom órko­
wym przemieszczeniu wapnia w komórkach mię- 
śniówki gładkiej naczyń u szczurów. Według ostat­
nich doniesień, u szczurów z samorzutnym nadciś­
nieniem wzmaga się produkcja płytkowego 
12(S)-HETE. Wykazano również wzrost stężenia 
12(S)-HETE oraz białka P-12LOX u pacjentów z 
pierwotnym nadciśnieniem tętniczym [64, 6 6 ]. Wia­
domo również, że P-12HETE wpływa na zależną od 
angiotensyny II sekrecję aldosteronu przez komórki 
warstwy kłębkowatej kory nadnerczy [3].

W ysoką aktywność P-12LOX stwierdzono także 
w wielu liniach komórek rakowych m. in. okrężnicy, 
prostaty, sutka i trzustki. Obecnie prowadzi się bada­
nia nad ekspresją P-12LOX oraz jej wpływem na 
proliferację i przeżycie komórek dwóch linii ludz­
kiego raka żołądka (AGS i MKN-28). RT-PCR i w e­
stern biot, odpowiednio wykazują obecność mRNA 
dla P-12LOX oraz ekspresję białka w obydwu li­
niach komórkowych. Leczenie inhibitorem 12-LOX 
- baicaleiną, znacząco hamowało proliferację komó­
rek nowotworowych. Natomiast podanie 12-HETE 
odwracało efekt baicaleiny. Ponadto, inhibitor 
P-12LOX powodował apoptozę komórek raka 
żołądka [13, 67].

P-12HETE ułatwia inwazję i przerzuty nowotwo­
rowe poprzez zmniejszanie adhezji i wzmaganie ru­
chliwości komórek nowotworowych, a także nasila­
nie procesów angiogenezy i sekrecji proteinaz [6 , 25, 
36]. W raku prostaty u ludzi, poziom ekspresji 
P-12LOX koreluje z fazą nowotworu [26]. Płytkowa
12-LOX w ludzkich komórkach raka prostaty PC3 
stymuluje wzrost nowotworu, głównie poprzez po­
budzanie angiogenezy [30, 6 8 , 69]. Dobrym wska­
źnikiem rozwoju i wzrostu niektórych postaci nowo­
tworów jes t  także 15-LOX-1 [70].

Angiogeneza, czyli tworzenie nowych naczyń z 
ju ż  istniejących naczyń krwinośnych, jes t wieloeta­
powym procesem obejmującym kiełkowanie naczy­
nia, migrację komórek śródbłonka, proliferację i róż­
nicowanie naczynia. Eikozanoidy w ykazują dużą ak­
tywność biologiczną wobec komórek śródbłonka na­
czyniowego. Stwierdzono, że do stymulacji prolife­
racji komórek śródbłonka, ich migracji i różnicowa­
nia naczynia in vitro oraz angiogenezy in vivo, w y­
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magana jes t między innymi aktywność P-12LOX 
[25]. 12(S)-HETE może bezpośrednio pobudzać ko­
mórki śródbłonka, ich mitogenezę, migrację i po­
wierzchniową ekspresję integryny a v(33, która jest 
zaangażowana w procesy mitogenezy. Wyniki badań 
sugerują możliwość użycia inhibitorów w choro­
bach, w przebiegu których dochodzi do wzmożonej 
angiogenezy, takich jak  niektóre choroby nowotwo­
rowe, czy zapalenie stawów [25, 71].

12-LOX typu płytkowego wzmaga wydzielanie 
glukagonu przez komórki a wysp trzustkowych u 
szczurów. Natomiast hepoksylina, będąca pochodną 
szlaku leukocytarnej 12LOX pośredniczy w zale­
żnej od glukozy sekrecji insuliny [3, 72]. Wzrost ak­
tywności L-12LOX ma miejsce w przypadkach za­
mknięcia światła naczynia w przebiegu anemii sier- 
powatej, zapaleniu i zakrzepicy [73-75].

Typ naskórkowy 12-lipoksygenazy (e-12LOX) 
odgrywa rolę w prawidłowej czynności naskórka [3]. 
Prawidłowa ludzka skóra posiada zdolność do synte­
zy niewielkich ilości 12S-HETE i 12R-HETE, pod­
czas gdy znacznie wyższe stężenia, przede wszyst­
kim 12R-HETE, stwierdza się w przypadkach 
łuszczycy i wielu innych zapalnych typach dermatoz 
[10]. Typ naskórkowy 12-lipoksygenazy (e-12LOX) 
odgrywa także bliżej nieokreśloną rolę we wcze­
snym okresie rozwoju osobniczego [3].

F u n k i wsp. wykazali obecność mRNA ludzkiej 
12R-lipoksygenazy w transformowanych komór­
kach linii limfocytów B, chociaż odpowiadająca jej 
aktywność enzymatyczna nie była wykrywana [47]. 
Późniejsze badania wykazały obecność 12R-LOX w 
ludzkich migdałkach [27]. Funkcja 12R-LOX w mig- 
dałkach nie jes t jasna. Być może 12(R)-HETE w ska­
zuje na osłabienie prozapalnej aktywności komórek 
w nich występujących [76].

Spośród wszystkich dotychczas poznanych lipok- 
sygenaz ssaków jedynie 12/15-LOX posiada zdol­
ność bezpośredniego utleniania estrów lipidowych 
nawet wtedy gdy są one związane z błonami czy w y­
stępują w obrębie lipoprotein [77, 78]. Wiadomo 
również, że 12/15-LOX umożliwia wypełnianie pra­
widłowych czynności przez makrofagi (fagocytoza i 
funkcja bakteriobójcza) [2, 12, 79].

V-2. M odyfikacja struktury błon (reakcje 
peroksydacji)

Typowym jest tutaj związek lipoksygenaz z meta­
bolizmem zestryfikowanych substratów i często w y­
twarzanie mieszanin hydronadtlenków. Struktura 
produktów hydronadtlenkowych nie jes t  tu tak istot­
na, jak  wywoływanie przez nie zmian w strukturze

błon i powodowanie wtórnej oksygenacji (peroksy­
dacji lipidów błonowych katalizowanej enzymatycz­
nie). Koncepcja zakładająca, że lipoksygenaza może 
utleniać lipidy błonowe i wywoływać w komórce 
zmiany strukturalne, prowadzące do degradacji orga­
nelli wewnątrzkomórkowych, była pierwotnie roz­
wijana w odniesieniu do 15-LOX retikulocytów ssa­
ków i jej potencjalnej roli w dojrzewaniu erytrocy­
tów [2, 3]. W analogiczny sposób 15-LOX może być 
zaangażowana w procesy dojrzewania keratynocy- 
tów i rozwój soczewkowatych komórek nabłonko­
wych. Podobne koncepcje, w odniesieniu do roli li­
poksygenaz w procesach dojrzewania i starzenia się, 
rozwijały się niezależnie w literaturze fachowej do­
tyczącej roślin [2 ].

Obecność 15-LOX w komórkach piankowatych, 
może świadczyć pośrednio o roli, ja k ą  ta lipoksyge­
naza pełni w rozwoju zmian miażdżycowych [3, 80, 
81]. 12/15-LOX bierze udział w oksydacyjnej m ody­
fikacji cząstek LDL, procesie o kluczowym znacze­
niu w zapoczątkowaniu rozwoju miażdżycy [78, 82, 
83], W badaniach in vitro stwierdzono, że w procesie 
oksydacji LDL bierze udział 12/15-LOX obecna w 
monocytach i makrofagach [82, 84-86]. 12/15-LOX i 
utlenione kwasy tłuszczowe występują w zmodyfi­
kowanych oksydacyjnie cząstkach LDL [83, 87-89]. 
Oksydacja LDL powoduje ich przekształcenie w for­
my aterogenne i nasilenie procesów miażdżycowych 
[3, 78]. Stwierdzono, że zniszczenie genu dla 
12/15-LOX zmniejsza miażdżycę u myszy pozba­
wionych apoE, a nadmierna ekspresja tego genu na­
sila miażdżycę u myszy z wadliwym receptorem dla 
LDL [90].

V-3. Mobilizacja metabolizmu lipidowego

Lipoksygenazy katalizujące utlenianie nienasyco­
nych kwasów tłuszczowych zestryfikowanych w 
triacyloglicerolach, biorą udział w procesach kiełko­
wania u roślin oleistych [91]. Po specyficznej kon­
wersji do 13-hydroksyestrów kwasy tłuszczowe stają 
się dostępne dla procesu (3-oksydacji oraz w ykorzy­
stania jako źródła energii dla rozwijającego się za­
rodka. Równoważna funkcja nie została opisana u 
zwierząt. Wciąż jeszcze brakuje uzasadnienia dla 
wysokiej aktywności lipoksygenaz w zwierzęcych 
oocytach. Być może umożliwiają one wykorzystanie 
zapasów lipidowych przez rozwijający się zarodek 
[2].
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Budowa i rola białka tau 

Tau protein, structure and roles

MARTA BAKSALERSKA-PAZERA1, GRAŻYNA NIEWIADOMSKA2
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W ykaz stosow an ych  sk rótów : AD —  choroba A lzheim era 
(ang. A lzh e im er  's d isea se ); APP —  białko prekursorow e amylo- 
idu (ang. a m y lo id  p recu rso r  p ro te in );  CaM PK II —  kinaza zale­
żna od jonów  Ca2+ i kalm oduliny (ang. Ca2+/ca lm o d u lin -d ep en ­
den t p ro te in  k inase II); CBD —  zw yrodnienie korowo-podstaw- 
ne (ang. co rtico b a sa l degenera tion );  cdk2, cdk5 —  kinazy cy- 
klinozależne (ang. cyc lin -d ep en d en t kinases); FTD —  otępienie 
czolow o-skroniow e (ang. fro n to te m p o ra l dem entia ); FTDP-17
—  otępienie czolow o-skroniow e i parkinsonizm kodowany 
przez gen zlokalizowany w chrom osom ie 17 (ang. fro n to te m p o ­
ra l d em en tia  a n d  p a rk in so n ism  lin ked  to  chrom osom e 1 7); fyn
—  niereceptorowa kinaza tyrozyny; GSK3 —  kinaza syntazy 
glikogenowej 3 (ang. g lyco g en  syn th a se  k inase  3); kinazy MAP
—  kinazy białkowe aktyw ow ane mitogenam i (ang. m itogen  a c ­
tiva ted  p ro te in  kinases); MAP —  białka związane z mikrotubu- 
lami (ang. m icro tubu le  a sso c ia ted  pro te ins);  MARK —  kinazy 
regulujące pow inowactwo do m ikrotubul (ang. M icro tubule- a f­

f in i ty  reg u la tin g  kinase); m RNA —  informacyjny RNA (ang. 
m essen g er  RNA); MTOC —  „ośrodki organizacji m ikrotubul” 
(ang. m icro tubu le  organ izing  cen ters); NT —  sploty włókienek 
nerwowych (ang. NT —  n eu ro fib r illa ry  tangles); PDPK —  ki­
nazy zależne od proliny (ang. p ro lin e -d ire c te d  p ro te in  kinases); 
PHF —  parzyste spiralnie skręcone w łókienka (ang. p a ire d  h e li­
c a l fila m e n ts);  PiD —  choroba Picka (ang. P ic k s disease); PKA
—  kinaza zależna od cykicznego AM P (ang. cyc lic -A M P -d ep en ­
den t kinase); PLC —  fosfolipaza C, P P 1, PP2A, PP2B, PP2C —  
białkowe fosfatazy; Pro —  prolina, P S P —  postępujące poraże­
nie ponadjądrowe (ang. pro g ressive  su p ra n u c lea r  p a lsy);  R —

1 M g r ,2 dr, Zakład N eurofizjologii, Instytut N enckiego PAN w 
W arszawie, ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa; e-mail: mbak- 
sal@ nencki.gov.pl

domeny wiązania białka tau z mikrotubulami; Ser —  seryna; SH3 
—  domena homologii z białkami Src (ang. Src hom ology  dom a­
in); Src -niereceptorow a kinaza tyrozyny; Thr —  tyrozyna.

I. Wstęp

Białko tau jes t  białkiem cytoplazmatycznym, któ­
rego główną fizjologiczną funkcją jes t udział w pro­
cesach polimeryzacji tubuliny i stabilizacji mikrotu­
bul. Badania nad budową i rolą białka tau są ważne z 
uwagi na jego znaczenie dla funkcjonowania cytosz- 
kieletu komórek nerwowych. Szczególnego znacze­
nia nabrały one, gdy okazało się, że nieprawidłowa 
przemiana białka tau ma związek z chorobą Alzhe­
imera oraz z wieloma innymi chorobami układu ner­
wowego zwanymi zespołami otępiennymi typu tauo- 
patii. Jak wykazano, nadmierna fosforylacja białka 
tau zmniejsza jego  powinowactwo do mikrotubul i 
zapoczątkowuje proces jego  polimeryzacji we 
włókna. Uniemożliwia to wiązanie się białka tau z 
mikrotubulami, wskutek czego zaburzeniu ulega 
struktura cytoszkieletu i wewnętrzny transport ko­
mórkowy. Wysoko ufosforylowane białko tau jest 
głównym składnikiem wewnątrzkomórkowych, pa­
rzystych spiralnie skręconych włókienek (PHF, ang. 
p a ired  helical filam en ts). Są to struktury patologicz­
ne, które ulegają dalszej agregacji tworząc sploty 
włókienkowe (NT, ang. neurofibrilar tangles). Poja­
wianie się NT w neuronach jes t  przyczyną zmian 
neurodegeneracyjnych prowadzących do śmierci ko­
mórek w chorobie Alzheimera. Gęstość splotów
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włókienkowych koreluje z rozmiarami zaburzeń 
wywołanych tą chorobą. Zaburzenia w przemianie 
białka tau są także j e d n ą z  najczęstszych przyczyn in­
nych zespołów otępiennych związanych z wiekiem. 
Choroby te powodują znaczący spadek funkcji inte­
lektualnych i upośledzenie podstawowych funkcji 
życiowych. Stopniowe narastanie objawów otępie­
nia, tj. zespołu psychopatologicznego, w którym za­
burzone są wyższe funkcje kory mózgowej, powodu­
je  pogorszenie pamięci krótkotrwałej oraz długoter­
minowej pamięci semantycznej (szczególnie werbal­
nej). Pamięć dawna jes t  stosunkowo dobrze zacho­
wana, aż do późnych stadiów choroby. Objawem 
choroby jes t  także upośledzenie myślenia, orientacji, 
rozumienia, liczenia, mowy i oceny (np. samokryty­
cyzm). Uszkodzeniu funkcji poznawczych towarzy­
szy zwykle obniżenie kontroli nad reakcjami em o­
cjonalnymi i społecznymi oraz zachowaniem i moty­
wacją (spadek apetytu i libido), często prowadzące 
do depresji i frustracji. Niektórym tauopatiom towa­
rzyszą także symptomy choroby Parkinsona, pole­
gające na zaburzeniu aparatu mięśniowo-ruchowego 
organizmu. W miarę rozwoju choroby pacjenci nie są 
w stanie wypełniać samodzielnie podstawowych 
czynności fizjologicznych i w ym agają stałej opieki. 
Ostatecznie choroby te prowadzą do śmierci dotknię­
tych nimi osób.

II. Udział białka tau w transporcie 
aksonalnym

Transport aksonalny zachodzi w dużej mierze 
przy udziale aparatu mikrotubularnego aksonów. 
Elementy komórkowe są transportowane po mikro- 
tubulach przez białka motoryczne należące do 
dwóch nadrodzin: kinezyn i dynein. Wykazują one 
odmienne preferencje kierunku ruchu. Kinezyny w ę­
drują na ogół w kierunku zakończeń aksonalnych, a 
dyneiny w kierunku ciała perykarionu [1-3]. N ato­
miast strukturę cytoszkieletu aksonów i dendrytów 
tworzą głównie tubulina, białka neurofilamentów, 
białka związane z mikrotubulami MAP (ang. micro- 
tubule associated  p ro te in s) oraz aktyna i białka 
przyłączające się do aktyny [4]. Tubulina jes t  hetero- 
dimerem złożonym z a -  i [3-tubuliny, które układają 
się w postaci rureczek zwanych mikrotubulami. Ba­
dania in vitro wykazały, że wysoce oczyszczona i w 
pełni zdysocjowana tubulina polimeryzuje w mikro- 
tubule [5]. Tubulina w mikrotubulach ulega polime­
ryzacji na końcu (+) i depolimeryzacji na końcu (-). 
Tworzenie mikrotubul odbywa się w „ośrodkach or­
ganizacji m ikrotubul” MTOC (ang. microtubule or­
ganizing centers). Znana jes t  również y-tubulina,

która wchodzi w skład MTOC [6 ]. Mikrotubule są 
jednym  ze składników cytoszkieletu komórkowego. 
Przenikają one komórkę, utrzymują jej kształt, są 
również szlakami transportu pęcherzyków, organelli 
i substancji odżywczych. Stabilność mikrotubul w 
komórce zapewniają białka należące do rodziny 
białek związanych z aparatem mikrotubularnym ak­
sonów (ang. m icrotubule-associated  pro teins, 
MAPs). Jednym z takich białek jes t białko tau, które 
przyłącza się do tubuliny poprzez swoje domeny 
wiązania z mikrotubulami, dzięki czemu tubulina po­
zostaje w stanie spolimeryzowanym.

III. Synteza białka tau

Białko tau jest białkiem rozpuszczalnym, które w 
normalnych warunkach przyłącza się do mikrotubul 
[4,7]. Gen kodujący ludzkie białko tau zajmuje około 
1 0 0  kb na dłuższym ramieniu chromosomu 17 w po­
zycji 17 q 2 1 i zawiera 16 egzonów [8 ] (Ryc.l). Anali-

Gen kodujący ** 1 2 3 4 4A 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

ludzkie biaiko tau - O T I H E K I I I M I K j O I h

|  Domeny (R1-R4) wiązania białka tau z mikrotubulami 

jH Pierwsza insercja 

M Druga insercja
(zmodyfikowano wg. Buee a t  al.,2000)

Ryc. 1. Gen kodujący ludzkie białko tau zawiera 16 egzonów. W wyniku 
transkrypcji dochodzi do powstania pierwotnego transkryptu 
tau. Egzony 1 ,4 ,5 ,7 , 9 ,1 1 ,1 2 ,1 3 , to egzony konstytujące czyli 
kształtujące pierwszorzędową strukturę białka. W wyniku alter­
natywnego składania produktów' egzonów 2, 3 i 10 powstają 
izoformy białka tau. U ludzi zidentyfikowano 6 izoform białka 
tau, które różnią się między sobą liczbą aminokwasów w łańcu­
chu (352, 381, 383, 410, 412, 441) jak również obecnością in- 
sercji i domen wiązania z mikrotubulami (R l-4).
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za restrykcyjna i sekwencjonowanie genu wykazały 
obecność dwóch wysp CpG, z których jedna związana 
jest z obszarem promotora, a druga z egzonem 9 [9]. 
Transkrypcja tau mRNA obejmuje 16 egzonów, ale 
trzech z pośród nich nigdy nie znaleziono w mRNA 
ludzkiego mózgu. Są to egzony 4A, 6  i 8 , charaktery­
styczne dla obwodowej izoformy białka tau. Egzon 
4A jest długim egzonem, który generuje dodatkową 
sekwencję 253 aminokwasów. Egzon ten zidentyfiko­
wano nie tylko u ludzi, ale również u gryzoni i 
bawołów. Izoformę białka tau zawierającą sekwencję 
kodowaną przez egzon 4A nazwano „Dużym Tau” 
(ang. big tau). Jego masa cząsteczkowa wynosi 130 
kDa [10]. Tau mRNA zawierający egzon 8 , nie wy­
kryty w ludzkim mózgu, zidentyfikowano w mózgach 
gryzoni, bawołów i małp [11], Egzon „ - 1 ” (minus 1) 
jest częścią promotora, ulega transkrypcji, ale nie ule­
ga translacji. Egzony 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 i 13 sąegzo- 
nami konstytującymi istotnymi w kształtowaniu Urzę­
dowej struktury białka. Egzon 14 nie ulega translacji i 
występuje jedynie w mRNA [10,12]. Egzony 2, 3 i 10 
są charakterystyczne dla dojrzałego mózgu. Ich pro­
dukty tworzą 6  kombinacji opartych o występowanie 
(+) lub brak (-) poszczególnych produktów w łańcu­
chu białka tau (2-,3-, 10-; 2+,3-,10-; 2+,3+,10-; 
2-,3-,10+; 2+,3-,10+; 2+,3+,10+) [10,12,13], W wy­
niku alternatywnego składania produktów egzonów 2 , 
3 i 10 powstają izoformy białka tau.

IV. Izoformy białka tau

U ludzi zidentyfikowano 6  izoform białka tau. W 
ośrodkowym układzie nerwowym dorosłego 
człowieka występuje 5 izoform, które zawierają od­
powiednio 381, 383, 410, 412 i 441 aminokwasów. 
Izoforma białka tau zawierająca 441 aminokwasów 
występuje również w obwodowym układzie nerwo­
wym [14]. Poszczególne izoformy białka tau różnią 
się nie tylko liczbą am inokwasów w łańcuchu, ale 
również obecnością 3 lub 4 domen wiążących się z 
niikrotubulami oraz lokalizacją 1 lub 2  insercji, które 
mogą zawierać od 29 do 58 aminokwasów [4,7,15]. 
Dwie sekwencje zawierające każda po 29 am inokwa­
sów kodowane są przez egzony 2 i 3. Sekwencje te 
nazwane zostały insercjami i w ykazują wysoko kwa­
śny odczyn. Znana jes t  również płodowa izoforma 
białka tau, która zawiera 3 domeny i zbudowana jes t 
z 352 aminokwasów. Płodowa izoforma białka tau 
nie zawiera insercji. Ciężar cząsteczkowy izoform 
białka tau wynosi od 45 do 65 kDa [15].

N-koniec białka tau określany jes t  jako domena 
projekcyjna, ponieważ może on reagować z mikrotu- 
bulami i innymi elementami cytoszkieletu oraz z

błoną cytoplazmatyczną [16]. Odgrywa on znaczącą 
rolę w stabilizacji i organizacji pewnych typów akso­
nów [17]. Białko tau może pełnić rolę mediatora po­
między mikrotubulami, a błoną plazmatyczną. Inte­
rakcje takie zachodzą pomiędzy obszarem bogatym 
w prolinę w N-końcu białka tau, a dom eną SH3 w 
niereceptorowych kinazach tyrozyny rodziny src ta­
kich jak  np. fyn [18]. W przeprowadzonych przez 
H w a n g a  i współautorów [19] badaniach in vitro 
wykazano, że białko tau reaguje z domeną SH3 fos- 
folipazy PLC-y i wzmacnia jej aktywność w obecno­
ści nienasyconych kwasów tłuszczowych takich jak 
kwas arachidowy. Reakcji tej towarzyszy obecność 
jonów Ca2+. Proces ten jes t w znaczący sposób hamo­
wany przez fosfatydylocholinę. J e n k i n s  i J o h n ­
s o n  [20] wykazali asocjację białka tau i PLC-y bez 
obecności kwasu arachidowego [20], Wyniki te 
wskazują, iż białko tau może odgrywać rolę w 
transdukcji sygnału poprzez reagowanie z białkami 
takimi, jak  kinazy PLC-y i Src.

Domeny odpowiedzialne za przyłączanie białka 
tau do mikrotubul zlokalizowane są na C-końcu 
łańcucha, natomiast insercje znajdują się na N -ko­
ńcu. Białko tau przyłącza się do mikrotubul poprzez 
znajdujące się na jego  C-końcu powtarzające się se­
kwencje, zbudowane z 18 aminokwasów o wysokiej 
zachowawczości składu aminokwasowego. Te po­
wtarzające się sekwencje to domeny R1-R4 kodowa­
ne przez egzony 9-12 [21]. W poszczególnych izo- 
formach białka tau występują 3 lub 4 (3R lub 4R) do­
meny. Poszczególne domeny wiązania z mikrotubu­
lami rozdzielone są przez mniej konserwatywne w e­
wnętrzne domeny zbudowane z 13-14 aminokwasów
[22]. Izoformy białka tau występujące u dojrzałych 
osobników i zawierające 4R (R1-R4) efektywniej 
utrzymują integralność mikrotubul, niż płodowa izo- 
forma tau zawierająca 3R (R1, R3, R4) [21,23]. Ob­
szarem najskuteczniej stymulującym polimeryzację 
mikrotubul jes t  interregion pomiędzy domenami R1 i 
R2, gdzie występuje specyficzny peptyd 
274K V Q IIN K K 281 [24,25],

V. Fosforylacja białka tau

Białko tau ulega fosforylacji najczęściej w miej­
scach występowania seryny i treoniny. Stopień fos­
forylacji białka tau zmienia się wraz z rozwojem. Jej 
wysoki poziom występuje u płodu, po czym spada on 
wraz z wiekiem. Spowodowane to jes t  wzrostem ak­
tywności fosfataz w dojrzewającym organizmie od­
powiedzialnych za defosforylację białka tau [26]. 
Używając różnych technik, takich jak  stosowanie za­
leżnych od fosforylacji monoklonalnych przeciwciał
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skierowanych przeciw białku tau, spektroskopii ma­
sowej oraz sekwencjonowania wyróżniono nastę­
pujące miejsca fosforylacji białka tau: Thr39, Ser- 
46Pro, Thr50Pro, Thr69Pro, Thrl 75Pro, Thrl 81 Pro, 
Ser 198, Serl99Pro, Ser202Pro, Thr205Pro, Ser208, 
Ser210, T h r2 12Pro, S e r2 14, T h r2 17Pro, Thr23 1 Pro, 
Ser235Pro, Ser237, Ser241, Ser262, Ser285, Ser305, 
Ser324, Ser352, Ser356, Ser396Pro, Ser400, Thr403, 
Ser404Pro, Ser409, Ser412, Ser413, Ser416 i Ser- 
422Pro [27-32]. Większość z tych miejsc fosforyla­
cji znajduje się poza domenami wiązania białka tau z 
mikrotubulami z wyjątkiem Ser262, która znajduje 
się w domenie R l ,  Ser285 w interdomenie pomiędzy 
R1 a R2, Ser305 w interdomenie pomiędzy R2-R3, 
Ser324 w domenie R3, Ser352 w domenie R4 oraz 
Ser356 również w domenie R4 [10, 12, 31, 33].

Białko tau ulega fosforylacji regulowanej przez 
kinazy, spośród których większość to kinazy zależne 
od proliny PDPK (ang. pro line-d irec ted  pro tein  kina­
ses). Należą do nich kinazy MAP (ang. m itogen ac­
tivated protein kinases), GSK3 (ang. glycogen syn ­
thase kinase  3), kinaza tau-tubulina oraz kinazy cdk 2  

i cdk5 (ang. cyclin-dependent kinases) [32, 34-40]. 
Białko tau ulega również fosforylacji w miejscach, w 
których nie występują Ser-Pro czy Thr-Pro. W tych 
miejscach fosforylacja zachodzi przy udziale kinazy 
CaMKII (ang. Ca2+/calm odulin-dependent protein  
kinase  II), kinazy PKA (ang. cyclic-A M P -dependent 
kinase) i kinazy kazeiny II [41-45]. Stopień fosfory­
lacji białka tau regulowany jes t  także przez kinazy 
MARK (ang. m icrotubule-affin ity regulating kina­
ses) [15, 20, 46]. Z identyfikowano cztery kinazy 
MARK (MARKI —  MARK4) o ciężarze cząstecz­
kowym od 90 do 110 kDa [34]. Wykazano, że kinazy 
MARK fosforylują białko tau w miejscach bogatych 
w serynę i treoninę (Ser 262/356, Ser 422, 
Ser202/Thr 205), które są domenami KXGS wiąza­
nia białka tau z mikrotubulami [20, 47-49]. Kinazy 
MARK zawierają cztery domeny, w tym domenę ka­
talityczną o ciężarze 30 kDa. Analiza filogenetyczna 
tej domeny pozwala zaliczyć kinazy MARK do pod- 
rodziny Snfl/A M PK , należącej do grupy kinaz zale­
żnych od wapnia i kalmoduliny CaM K [50]. A ktywa­
cja endogennych kinaz M ARK prowadzi do wzrostu 
fosforylacji białka tau w domenach wiązania z mi­
krotubulami, do odłączenia białka tau od tubuliny 
oraz wzrostu niestabilności mikrotubul [47,48] i ro­
zerwania cytoszkieletu [47,49,51].

VI. Defosforylacja białka tau

Defosforylacja białka tau regulowana jes t poprzez 
endogenne fosfatazy [52-55]. N ależą do nich seryno-

wo/treoninowa fosfataza białkowa 1 (P P 1), 2A 
(PP2A), 2B (PP2B) i 2C (PP2C). Ich poziom w ko­
mórkach zmienia się wraz z rozwojem osobniczym 
[56, 57]. Fosfatazy przyłączają się do mikrotubul w 
sposób bezpośredni lub pośredni [56]. Fosfataza PP1 
defosfory luje formę białka tau występującą w mózgu 
osób z chorobą Alzheimera w miejscach niepra­
widłowej fosforylacji Serl99 , Ser202, Thr231, 
Ser393 i Ser404. Proces ten jes t  aktywowany przez 
jony M n2+ [58]. Z badań in vitro przeprowadzonych 
przez O n o i współautorów [59] oraz przez S a i t o i 
współautorów [60] wynika, że białkowe fosfatazy 
2A i 2B defosforylują długą izoformę białka tau w 
różnych miejscach występowania ufosforylowanej 
seryny. Białkowa fosfataza 2A defosforyluje tau w 
miejscu seryny 396, natomiast fosfataza 2B powodu­
je  odszczepienie cząsteczki fosforu od seryny 199 i 
202 [59,60]. Nieprawidłowe miejsca fosforylacji 
Ser46, Ser 199, Ser202, Ser235, Ser396 i Ser404 w y­
stępujące w chorobie Alzheimera ulegają defosfory- 
lacji przy udziale PP2B. Tylko niektóre z wymienio­
nych 6  miejsc fosforylacji mogą być defosforylowa- 
ne przez pozostałe fosfatazy PP 1 i PP2 A, co może su­
gerować, że to fosfataza PP2B jes t  odpowiedzialna 
za nieprawidłową defosforylację białka tau w choro­
bie Alzheimera. Fosfataza PP2C nie defosforyluje 
żadnego z wcześniej wymienionych miejsc, co suge­
ruje, że nie bierze ona udziału w defosforylacji ufos- 
forylowanych form białka tau występujących w cho­
robie Alzheimera, a jedynie defosforyluje białko tau 
występujące w normie [61].

VII. Hiperfosforylacja tau i tworzenie się 
PHF

Hiperfosforylacja w krytycznych miejscach 
białka tau przyłączonego do mikrotubul powoduje 
dysocjację białka od mikrotubul i depolimeryzację 
tubuliny [7], co w konsekwencji prowadzi do desta­
bilizacji mikrotubul (Ryc.2). Odczepione od mikro­
tubul agregaty tau łączą się w pary, ulegają skręceniu 
i tworzą PHF. Skutkiem zaburzeń w wiązaniu białka 
tau do tubuliny, stanowiącej szkielet mikrotubul, i 
zakłóceń w równowadze pomiędzy różnymi izofor- 
mami białka tau jes t  nagromadzenie się nadmiernych 
ilości wolnego, wysoce ufosforylowanego białka 
tau, które z przedziału aksonalnego zostaje przesu­
nięte do przedziału somato-dendrytycznego neuro­
nu. Struktury mikrotubularne nie funkcjonują w ów ­
czas prawidłowo, a złogi tau uniemożliwiają trans­
port komórkowy. W rezultacie tego neurony nie są w 
stanie przekazywać sygnału elektrycznego ani trans­
portować substancji odżywczych i innych ważnych
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Stabilizacja mikrotubul Powstawanie PHF i NT
przez białko tau

Transport aksonalny Fosforylacja tau prowadząca
po szlakach mikrotubul do depolimeryzacji mikrotubul

O  Fosforylacja tau w krytycznych miejscach

Ryc. 2. Transport aksonalny zachodzi w dużej mierze po szlakach mikrotubul. Białko tau przyłącza się do tubuliny poprzez swoje domeny wiązania z 
mikrotubulami (R l-4) i stabilizuje je. W wyniku hiperibsforylacji białka tau w specyficznych miejscach łańcucha dochodzi do oddysocjowa- 
nia białka tau od tubuliny. Tubulina ulega depolimeryzacji a struktury mikrotubularne zostają rozerwane. W wyniku tego neurony nie są w sta­
nie przekazywać sygnałów elektrycznych ani transportować ważnych dla siebie składników w obrębie komórki. Wysoce ufosforylowane 
cząsteczki białka tau mogą łączyć się w pary, ulegać skręceniu i tworzyć parzyste spiralnie skręcone włókienka (ang. PHF — pairedhelicalfi- 
laments). Duże ilości PHF zbijają się, skręcają i tworzą sploty włókienek nerwowych (ang. NT —  neurofibrillary tangles). Komórka nerwowa 
wypełniona splotami staje się komórką martwą.

składników w obrębie komórki [3]. W powstawaniu 
PHF udział biorą izoformy białka tau o ciężarze 
cząsteczkowym 55, 64, 69 i 74 kDa (Ryc.3). Izofor- 
ma Tau55 powstaje w wyniku fosforylacji płodowej 
izoformy białka tau. Tau64 to efekt fosforylacji izo- 
form o liczbie aminokwasów 383 i/lub 381. Tau69 
powstaje wskutek fosforylacji izoformy o liczbie 
aminokwasów 410 i/lub 412, natomiast Tau74 to w y­
nik fosforylacj najdłuższej izoformy o liczbie amino­
kwasów 441 [62,63]. Rozkład elektroforetyczny 
zdefosforylowanych izoform białka tau tworzących 
PHF jes t  podobny do rozkładu 6  izoformy po­
wstałych w wyniku alternatywnego składania tyle, 
że zajmują one nieco inne pozycje na żelu użytym do 
analizy [14].

VIII. Rola białka tau w chorobie Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD, ang. A lzheim er ś dise- 
cise) jes t najczęstszym zespołem otępiennym wystę­
pującym w populacji osób starych. Charakteryzuje j ą  
stopniowe pogarszanie się funkcji poznawczych, 
którym towarzyszą szeroko rozprzestrzenione pato­
logiczne zmiany morfologiczne w mózgu. Wymiera­
nie neuronów związane jes t  z odkładaniem się płytek 
starczych oraz pojawianiem się splotów włókienek

nerwowych. Patogeneza AD nie jes t dokładnie zna­
na, ale wiadomo, że rozwój choroby zależy zarówno 
od czynników genetycznych, jak  i środowiskowych. 
Obecnie za najbardziej kluczowe czynniki genetycz­
ne uważa się mutacje występujące w genie ko­
dującym presenilinę 1 (P S -1) położonym w chromo­
somie 14, genie kodującym presenilinę 2 (PS-2) w 
chromosomie 1 oraz w genie kodującym białko pre­
kursorowe amyloidu (APP, ang. am yloid precursor  
p ro te in ) zlokalizowanym w chromosomie 21. Te m u­
tacje towarzyszą odmianie choroby zwanej rodzinną 
formą choroby Alzheimera (FAD, ang. Fam ilial 
A lzh e im er’s D isease). Znane są jeszcze inne geny, w 
których mutacje stanowią czynnik ryzyka w AD. N a ­
leżą do nich: gen kodujący izoformę apolipoproteiny 
E (Apo E s4), gen a2-m akroglobuliny, gen kodujący 
komponent dehydrogenazy a-ketoglutaranowej oraz 
gen kodujący izoformę K butyrylocholinesterazy, a 
także kilka genów mitochondrialnych.

Prowadzone w latach osiemdziesiątych badania 
nad chorobą Alzheimera pozwoliły stwierdzić, że w 
mózgu chorych, poza złogami blaszek starczych zbu­
dowanych głównie z P-amyloidu, występują również 
inne zwyrodnienia znajdujące się wewnątrz komórek 
nerwowych i nazywane splotami włókienek nerwo­
wych (NT). Zwyrodnienia te przypominają wielo-
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: Tau74

( 'liczb a  am inokwasów) (*kDa)

Ryc. 3. W PHF znajdują się izoformy białka tau o ciężarze cząsteczkowym 55, 64, 69, 74 kDa. Powstały one wskutek nieprawidłowej fosforylacji izo- 
form białka tau, występujących w normie. Izoforma Tau55 to efekt wadliwej fosfory lacji izoformy płodowej, Tau64 to wynik nieprawidłowej 
fosforylacji izoformy o liczbie aminokwasów 381 i/lub 383. Tau69 powstaje, gdy dochodzi do nieprawidłowej fosforylacji izoformy o liczbie 
aminokwasów'410 i/lub 412, natomiast efektem wadliwej fosforylacji najdłuższej izoformy (441 aminokwasów) jest izoforma Tau74.

krotnie skręcone dwie, splecione ze sobą nici, 
tworzące spiralę i zbudowane są z wysoko ufosfory- 
lowanego białka tau. Wykazano, że w mózgu pacjen­
tów z chorobą Alzheimera nadekspresja białka tau i 
wzrost poziomu kinaz M ARK powoduje odłączenie 
tau od mikrotubul i tworzenie PHF. Jest to przyczyną 
uszkodzenia transportu organelli do zakończeń akso- 
nalnych i synaps, przede wszystkim mitochondriów, 
co prowadzi do poważnych zaburzeń równowagi 
energetycznej neuronów [64].

W oparciu o powyższe obserwacje powstały dwie 
hipotezy dotyczące przyczyn rozwoju choroby 
Alzheimera. Zgodnie z jed n ą  z nich, postępujące 
zmiany neurodegeneracyjne są wynikiem kaskady 
zdarzeń związanych z n ieprawidłową przemianą 
białka APP i powstawaniem toksycznych form 
P-amyloidu, powodujących śmierć neuronów [65]. 
Druga hipoteza upatruje przyczyn choroby A lzhe­
imera w uszkodzeniu z wiekiem cytoszkieletu ko­
mórkowego i tym samym zaburzeniu transportu ak- 
sonalnego, co również prowadzi do śmierci neuro­
nów. Znaczącą rolę w powstawaniu patologicznych 
złogów cytoszkieletu odgrywa białko tau. Wskutek 
zaburzenia równowagi pomiędzy procesami fosfory­
lacji i defosforylacji wzrasta ilość wysoce ufosfory- 
lowanych izoform tego białka niezdolnych do stabi­
lizacji aparatu mikrotubularnego neuronów [6 6 ]. Z 
uwagi na oba rodzaje patologicznych zmian obser­
wowanych w mózgu pacjentów, choroba Alzheimera 
klasyfikowana jes t  zarówno jako  amyloidopatia, jak  
i tauopatia [67]. Najnowsze dane doświadczalne 
wskazują, że istnieje związek pomiędzy patolo­
giczną przemianą białka APP a zaburzeniami w 
strukturze cytoszkieletu i tworzeniem się splotów 
włókienek nerwowych. Uważa się, że skutkiem m u­

tacji w genie kodującym presenilinę 1 jes t zmiana jej 
właściwości, co powoduje modulację procesu fosfo­
rylacji białka włókienkowego NF-H (ang. neurofila- 
m ent-H). Białko to reguluje z kolei proces fosforyla­
cji białka tau. Nadmierna fosforylacja tau zmienia 
jego powinowactwo do mikrotubul i prowadzi do ich 
destabilizacji. Skutkiem tego jes t  zaburzenie trans­
portu aksonalnego rozlicznych białek, w tym także 
białka APP. Powoduje to nadmierną akumulację 
białka APP i jego  nieprawidłową degradację. Patolo­
giczne przemiany białka tau ulegają w tym cyklu 
wzmocnieniu, wykazano bowiem, że zarówno białko 
APP, jak  i P-amyloid nasilają lub wręcz indukują 
proces hiperfosforylacji białka tau [68,69],

IX. Tauopatie —  zespoły otępienne związane 
z nieprawidłową przemianą białka tau

Badania białka tau nabrały ogromnego znaczenia, 
gdy okazało się, że nienaturalnie skręcone pary 
włókien białka tau występują nie tylko w chorobie 
Alzheimera (AD), ale również w chorobie zwanej 
otępieniem czołowo-skroniowym (FTD), w chorobie 
Picka (PiD), zespole Downa, parkinsonizmie kodo­
wanym przez gen zlokalizowany w chromosomie 1 7 
(FTDP-17), w postępującym porażeniu ponadjądro- 
wym (PSP) i zwyrodnieniu korowo-podstawnym 
(CBD). Wszystkie te choroby noszą nazwę tauopatii 
[70] i mogą mieć podłoże w nieprawidłowej fosfory­
lacji specyficznych izoform białka tau w komórkach 
nerwowych różnych struktur mózgu [7, 71, 72] 
(Ryc.4). W chorobie Alzheimera, zespole Downa i 
parkinsonizmie kodowanym przez gen zlokalizowa­
ny w chromosomie 17, w PHF występuje triplet izo­
form białka tau: Tau55, Tau64, Tau69. Ponadto w

292 POSTĘPY BIOCHEMII 48(4), 2002http://rcin.org.pl



Gen kodujący białko tau

1r i r

Mutacje
f  X

Polimorfizm

1r
Zmiany w sk ład an iu  U pośledzenie funkcji

taumRNA I b ia łka  tau

1
/  Uszkodzenia s tru k tu r  

/ komórkowych spowodowane \
I patologicznym i zm ianam i I 
\  w m orfologii i fizjologii J  

N. b ia łka  tau  S

Kliniczny fenotyp tauopatii - obecność PHF i NI

Ryc. 4. Polimorfizm lub mutacje zachodzące w genie kodującym ludz­
kie białko tau doprowadzić mogą do dwóch procesów: 1) zmia­
ny w składaniu tau mRNA lub 2) upośledzenia funkcji tau. W 
wyniku tych procesów może dochodzić do składania toksycz­
nych izoform białka tau lub zaburzeń w procesach fosforylacji i 
defosforyiacji, prowadzących do powstawania nadmiernych ilo­
ści wolnego, wysoce u fosfory lowanego białka tau. Zarówno w 
pierwszym, jak i w drugim przypadku mamy do czynienia z pa­
tologicznymi zmianami, które mogą uszkadzać struktury ko­
mórkowe zależne od prawidłowej morfologii i fizjologii białka 
tau, a więc głównie aparat mikrotubularny aksonów. Obecność 
form PHF i NT w mózgach chorych to kliniczny fenotyp tauopa­
tii. Do tauopatii zaliczamy między innymi: chorobę Alzheimera, 
zespół Downa, otępienie czołow'o-skroniowe, chorobę Picka, 
postępujące porażenie ponadjądrowe, zwyrodnienie koro- 
wo-podstawne oraz Parkinsonizm kodowany przez gen zlokali­
zowany na chromosomie 17.

PHF obecnych w mózgu pacjentów z AD występują 
niewielkie ilości Tau74. W postępującym porażeniu 
ponadjądrowym, otępieniu czolowo-skroniowym i 
zwyrodnieniu korowo-podstawnym w PHF jest 
obecny dublet Tau64 i Tau69. Postępujące porażenie 
ponadjądrowe po raz pierwszy zostało opisane w 
1964 roku przez S t e e l e ,  R i c h a r d s o n a  i O l ­
s z e w s k i e g o  [73]. Podobnie jak  pozostałe tauo- 
patie jes t  to heterogenna choroba neurodegeneracyj- 
na, prowadząca do rozwoju zespołu otępienia. W 
PSP wymieranie neuronów pojawia się po 40 roku 
życia i obejmuje pień mózgu oraz móżdżek. Otępie­
nie pojawia się w późniejszym stadium tej choroby.

Zwyrodnienie korowo-podstawne cechuje się po­
wstawaniem PHF w neuronach kory mózgu oraz sub­
stancji czarnej. Otępienie czołowo-skroniowe to 
choroba, w której PHF obserwuje się głównie w ko­
rze mózgu. U pacjentów z otępieniem czołowo-skro- 
niowym dochodzi do zmian behawioralnych, zaniku 
czynności wykonawczych i upośledzenia mowy. 
Znanych je s t  około 19 podtypów tej choroby. N ato­
miast w chorobie Picka PHF utworzone są z pary 
izoform Tau55 i Tau64. U chorych dochodzi do zani­
ku płatów czołowych i skroniowych kory mózgu. W 
chorobie Picka dochodzi do afazji, pojawiają się 
oznaki otępienia oraz zaburzenia zachowania. W 
miarę postępowania wszystkich z wymienionych 
chorób dochodzi do całkowitego zniedołężnienia pa­
cjentów prowadzącego do ich śmierci [15].

X. Podsumowanie

Białko tau należy do rodziny białek związanych z 
mikrotubulami. W układzie nerwowym występuje 
sześć różnych jego izoform. W normalnym stanie fi­
zjologicznym białko tau stabilizuje mikrotubule w 
aksonach neuronów, bierze udział w kotwiczeniu 
białek enzymatycznych, takich jak  kinazy i fosfata­
zy, moduluje wyrastanie neurytów i przekazywanie 
sygnałów w komórce oraz reguluje transport pęche­
rzyków plazmalemmalnych po elementach struktu­
ralnych cytoszkieletu komórkowego. Z uwagi na te 
funkcje odgrywa ono bardzo w ażną rolę w procesach 
plastyczności, zachodzących w układzie nerwowym. 
Nieprawidłowe modyfikacje białka tau, takie jak  hi- 
perfosforylacja, glikacja, oksydacja oraz skracanie 
łańcucha aminokwasowego mogą zaburzać te proce­
sy i powodować zmiany neurodegeneracyjne, będące 
przyczyną chorób otępiennych, w tym choroby 
Alzheimera. Ostatnio znaczenia nabiera pogląd, że 
przyczyną tych chorób są zaburzenia mechanizmów 
regulujących tzw. własną organizację strukturalną 
mózgu (ang. structural brain self-organization hypo- 
thesis). Hipoteza ta zakłada, że obserwowane w AD 
zmiany degeneracyjne są wynikiem nieprawidłowe­
go działania tzw. cząsteczek morforegulatorowych 
(ang. m orphoregulatory m olecules) odpowiedzial­
nych za utrzymanie właściwych połączeń pomiędzy 
neuronami, co ma wpływ na regulację przekaźnictwa 
synaptycznego i procesy plastyczności w mózgu
[74]. Badania tych procesów oraz udziału w nich 
białka tau prowadzi się w nadziei opracowania stra­
tegii terapeutycznych, mogących zatrzymać lub spo­
wolnić zmiany otępienne zachodzące u osób dotknię­
tych chorobami neurodegeneracyjnymi. Ustalenie 
związku pomiędzy tworzeniem się płytek starczych

i  \ f  y ' \ f
Chorobi Zespól Otępienie Choroba Zwyrodnienie Postępujące Parkinsonizm
Alzheimera Downa aołowoskroaiow e Picka korowopodstawoe porażenie kodowany przez gei

ponadjądrowe zlokafczowany
na chromosomie 1^
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oraz akumulacją splotów neurofibrylarnych może 
okazać się kluczem pomocnym w rozpoznawaniu 
przedklinicznej fazy choroby, a także w określeniu 
właściwych działań neuroprotekcyjnych możliwych 
do zastosowania w postępowaniu klinicznym.
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Prolaktyna (PRL) -  wielofunkcyjny, przysadkowy 
hormon peptydowy 

Prolactin (PRL) —  a pituitary peptide hormon of 
multiple functions

JOANNA MICHALIK1, ZBIGNIEW BARTOSZEWICZ2
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I. Wstęp

Prolaktyna (PRL), hormon wzrostu (GH) oraz lak- 
togen łożyskowy (LH) należą do rodziny trzech po­
krewnych hormonów peptydowych wywodzących 
się ewolucyjnie ze wspólnego genu, którego wiek 
szacuje się na 400 milionów lat [1 ]. Dalsze powolne 
zmiany sekwencji nukleotydów, głównie duplikacja, 
delecje i insercje doprowadziły do wytworzenia 
trzech niezależnie regulowanych genów. Gen ludz­
kiej prolaktyny zlokalizowany jes t  u człowieka na 
chromosomie 6  [2]. Zarówno P R L jak  GH występują
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powszechnie u wielu gromad kręgowców: ryb, ga­
dów, płazów, ptaków i ssaków [3-6] w tym naczel­
nych [ 7]. Prolaktyna pochodząca z różnych gatun­
ków charakteryzuje się znacznym stopniem homolo- 
gii sekwencji aminokwasów w pojedynczym łańcu­
chu peptydowym i podobnym ciężarem cząsteczko­
wym. U różnych gatunków ssaków homologia ta do­
chodzi do 74%, natomiast podobieństwo sekwencji 
między odległymi gromadami zwierząt jes t  znacznie 
niższe i wynosi tylko 36% [8 ]. Prolaktyna reguluje u 
człowieka ponad 300 procesów [9,10] i choć pełen 
zakres jej funkcji nie został jeszcze poznany wiado­
mo, że podstawową jej ro lą je s t  stymulowanie i pod­
trzymanie laktacji a także udział w procesie repro­
dukcji.

Prolaktyna (PRL) jes t  hormonem peptydowym 
syntetyzowanym i wydzielanym głównie przez w y­
specjalizowane komórki przedniego płata przysadki 
mózgowej —  komórki laktotropowe, ale występuje 
również w innych tkankach jak  błona doczesna maci­
cy, łożysko, jelito, mózg i tkanki układu immunolo­
gicznego. Co więcej —  PRL obecna jes t w mleku wy­
ższych kręgowców oraz innych płynach ustrojowych 
człowieka: mózgowo-rdzeniowym i owodniowym 
[ 1 1 ].
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II. Gen i struktura prolatyny ludzkiej

Gen prolaktyny wielkości 10 kilopar zasad składa 
się z 5 egzonów i 4 intronów (Ryc.l A). cDNA ludz­
kiej PRL (914 nukleotydów) koduje prekursor —  
preprolaktynę zbudow aną z 227 aminokwasów. Se­
kwencję sygnalną stanowi 28 aminokwasów obec­
nych naN -k o ń cu  cząsteczki prekursora. Model eks­
presji genu PRL opracowany został początkowo u

Białko fałduje się samoistnie w obrębie cząsteczki z 
wytworzeniem mostków dwusiarczkowych. Cztery 
domeny alfa-helikalne ułożone są tak, że helisy 1 i 2  

zajmują położenie antyrównoległe do helis 3 i 4 [14]. 
Strukturę trzeciorzędową opracowano w oparciu o 
modelowanie komputerowe i analogie do cząsteczki 
hormonu wzrostu [15]. Natomiast tworzenie kom­
pleksu receptora PRL z hormonem opisano na pod­
stawie wyników badań krystalograficznych z wyko-

A

B

C

Miejsce PiT- 1

D Miejsce receptora 
ekdy steroidowego

Egzon

Sekwencja syglania

Region nie 
podlegający trans­
krypcji końca 5’

Glikozylacja

R yc.l. Schemat budowy genu ludzkiej prolaktyny. Gen (A) oraz mRNA dla PRL trzustkowej i błonowej (B), różniących się wielkością cząsteczki. 
Struktura trzech form PRL: białka natywnego 23kDa, zmodyfikowanego postranslacyjnie w wyniku cięcia proteolitycznego lókDa oraz N-gli- 
kozylowanego w pozycji 32 łańcucha 23 kDa (C). Schemat zmodyfikowany wg [ 10].

szczura [12]. Obszar 2-2.5 kpz powyżej 5 ’ końca 
genu kontroluje zarówno jego  ekspresję zależną od 
hormonu jak  i tkankowo-specyficzną [13]. Ostatecz­
nie powstaje w przysadce cząsteczka dojrzałego hor­
monu w postaci pojedynczego łańcucha peptydowe­
go długości 199 aminokwasów, z których 6  reszt cy­
steiny tworzy trzy mostki dwusiarczkowe w pozy­
cjach Cys 4 -C ys" ,  C ys 5 8 -C y s 1 7 4  oraz C y s ,9 l-C y s 1 9 4  

łańcucha (Ryc.lC). Badania rekombinowanej pro­
laktyny produkowanej w systemie bakteryjnym po­
zwoliły stwierdzić, że modyfikacje posttranslacyjne 
nie są niezbędne dla zasadniczych funkcji hormonu.

rzystaniem laktogenu łożyskowego, ponieważ pro­
laktyny nie otrzymano dotychczas w postaci krysta­
licznej [16].

Badania struktury czwartorzędowej wskazują, że 
50% łańcucha aminokwasowego tworzy strukturę 
a-helikalną, pozostała zaś część uformowana jest w 
postaci pętli [14].

III. Formy prolaktyny

Powodem występowania różnych form PRL sąje j 
modyfikacje posttranslacyjne oraz obecność różnych
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wariantów genu prolaktyny wynikająca z występo­
wania więcej niż jednej jego  kopii lub alternatywne­
go składania genów.

Występowanie różnych form PRL związane jest 
ze stanem fizjologicznym organizmu.

III-l. W arianty genu

Transkrypcję genu PRL regulują dwa niezależne 
obszary promotora: region „bliski” kontroluje synte­
zę PRL specyficzną dla przysadki [17,18 ], podczas 
gdy promotor „dalszy” odpowiada za syntezę poza- 
przysadkową hormonu [19]. Funkcjonalnie wyróż­
nić można dwie domeny warunkujące ekspresję genu 
na terenie przysadki: promotor bliski w pozycji (-250 
+33) od miejsca startu transkrypcji i enhancer od­
legły, zlokalizowany między -1800 a -1300 nukle- 
otydem od miejsca startu transkrypcji [2 0 ,2 1 ], 
Ryc.lA . Cztery cis- elementy 1P-4P bliskiego pro­
motora i cztery enhancera 1D-4D w iążą sekwencję 
Pit -1 , transaktywującą domenę N-końca i homeodo- 
menę POU, reagującą z sekwencją konsensusową 
DNA [22]. Model ten ulega pewnej modyfikacji w 
przypadku genu ludzkiej PRL, w którym istnieje do­
datkowy niekodujący egzon 1 a, a miejsce startu tran­
skrypcji znajduje się w odległości 5,8 kpz powyżej 
miejsca startu transkrypcji na terenie przysadki [23].

III-2. Modyfikacje posttranslacyjne

PRL może ulegać licznym modyfikacjom post- 
translacyjnym: proteolizie, glikozylacji, fosforyla­
cji, sulfatacji i deamidacji, może też tworzyć dimery 
oraz kompleksy z innymi białkami. M odyfikacje te 
zmieniają jej aktywność biologiczną, w pływają na 
uwalnianie z komórki oraz szybkość degradacji w 
płynach ustrojowych.

Glikozylacja jest pow szechną formą modyfikacji 
cząsteczki prolaktyny. Glikozylowana prolaktyna 
(GPRL) może stanowić do 60 % całej puli tego hor­
monu. W przeciwieństwie do formy nieglikozylowa- 
nej GPRL nie jest magazynowana w organellach ko­
mórkowych, a natychmiast po zsyntetyzowaniu 
uwalniana jest na zewnątrz [23]. Łańcuchy oligosa- 
charydowe zbudowane są najczęściej z glukozy, ga- 
laktozy, mannozy, fukozy, N-acetyloglukozoaminy, 
N-acetylogalaktozoaminy i kwasu N-acetyloneura- 
minowego. Reszty cukrowe m ogą być przyłączone 
do polipeptydu wiązaniem O- lub N-glikozydowym. 
GPRL występuje u kilkunastu gatunków kręgowców 
[24, 25], między innymi u człowieka [26], ptaków 
[27] i gadów [28]. Glikozylacja wpływa na powino­
wactwo prolaktyny do receptora. Aktywność biolo­

giczna GPRL jest najczęściej obniżona [29, 30]. 
GPRL człowieka wiąże się z receptorem o 50% 
słabiej niż jej forma nieglikozylowana [31]. Stwier­
dzono również spowolnienie usuwania GPRL z oso­
cza w [32]. Modyfikacja ta może być jedną  z istot­
nych form regulacji aktywności prolaktyny.

Fosforylacja grup hydroksylowych seryny lub tre- 
oniny PRL zachodzi przy udziale ATP w pęcherzy­
kach wydzielniczych komórek laktotropowych. Zo­
stają one zestryfikowane przez przyłączenie reszty 
fosforanowej, której donorem jest adenozynotrifos- 
foran. Fosforylacji mogą ulegać również łańcuchy 
oligosacharydowe GPRL co wiąże się ze zmianą wy­
padkowego ładunku cząsteczki [33], Ten typ modyfi­
kacji opisano u wielu kręgowców, [34, 35, 36]. 
Przyłączenie reszty fosforanowej obniża aktywność 
biologiczną hormonu [23] i może hamować wydzie­
lanie formy niefosforylowanej z komórek linii GH 3 

w przysadce pełniąc rolę autokrynnego regulatora 
wydzielania prolaktyny. Ponieważ forma niefosfory- 
lowana jes t  również czynnikiem wzrostu dla komó­
rek linii GH3 fosforylacja hamuje ich proliferację 
[37].

Sulfatacji może ulegać tyrozyna łańcucha poii- 
peptydowego oraz oligosacharydowa część prolakty­
ny (najczęściej glukoza, galaktoza i N-acetylogluko- 
zoamina). Modyfikacja ta [38] może wpływać na 
wiązanie cząsteczki prolaktyny z receptorem.

Deamidację prolaktyny polegającą na usunięciu 
grupy amidowej z reszt asparaginy lub glutaminy 
opisano u człowieka [39] oraz innych kręgowców 
[40, 41, 42]. U gryzoni powoduje ona obniżenie ak­
tywności biologicznej hormonu [41, 42].

Enzymy proteolityczne generują trzy różne formy 
prolaktyny o masie 14, 16 i 22 kDa. Występujący w 
podwzgórzu fragment 14 kDa zawiera część prolak­
tyny pochodzącą z N-końca cząsteczki [43, 44], 
Fragment 16 kDa (pierwszych 148 aminokwasów) 
powstający w wyniku aktywności kalikreiny- 
trypsynopodobnej proteazy serynowej indukowanej 
estrogenami, obserwowano w przysadce gryzoni 
[42,44] i człowieka [45]. Obie formy —  14 i 16 kDa 
—  ham ują angiogenezę wiążąc się z krótką, rozpusz­
czalną formą receptora [46, 47]. Fragment 22 kDa 
(pierwszych 173 aminokwasów) powstały w wyniku 
działaniu karboksypeptydazy B znaleziono w przy­
sadce samicy szczura. Forma ta zależna najprawdo­
podobniej od płci jes t  hamowana przez dopaminę 
[23, 48] i charakteryzuje się obniżoną aktywnością 
biologiczną. Proteoliza zachodzi zarówno w tkan­
kach produkujących prolaktynę, jak  i w tkankach do­
celowych.
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Agregaty powstałe przez utworzenie wiązań ko­
walencyjnych lub niekowalencyjnych pomiędzy po­
jedynczym i cząsteczkami prolaktyny wykrywane są 
w przysadce i osoczu. Wiązania kowalencyjne 
tworzą mostki dwusiarczkowe lub wiązania glikozy- 
dowe pomiędzy resztami oligosacharydowymi mo­
nomerów hormonu [49]. Polimeryzacja obniża ak­
tywność biologiczną hormonu [23]. Stwierdzono 
również obecność prolaktyny związanej z białkiem 
wiążącym prolaktynę (PBP —  ang .p ro lac tin  binding  
p ro te in ), o wysokiej homologii do domeny zewnątrz- 
komórkowej receptora dla prolaktyny [50]. Prolakty­
na może wiązać się również ze skierowanymi prze­
ciw niej przeciwciałami. Znaczenie tej modyfikacji 
nie jes t do końca poznane, jednak  istnieją doniesie­
nia, że stymuluje ona proliferację limfocytów [51]. 
Wzrost poziomu polimerów prolaktyny („big”, o ma­
sie 50 kDa i „big-big” , o masie od 170 do ponad 600 
kDa) obserwuje się w przebiegu hiperprolaktynemii 
u ludzi [52-54]

IV. Mechanizm działania

Działanie prolaktyny na tkanki docelowe może 
następować klasyczną drogą endokrynną, w której 
syntetyzowany i wydzielany przez gruczoł hormon 
uwolniony zostaje do krwiobiegu. Wraz z krwią do­
ciera do odpowiednich narządów, łączy się z odpo­
wiednimi receptorami błonowymi i wywiera właści­
we sobie efekty. Prolaktyna może też działać w spo­
sób bardziej bezpośredni, z pominięciem etapu uwal­
niania hormonu do krwi na drodze parakrynowej lub

autokrynowej: jako czynnik wzrostu, neurotransmi- 
ter lub im munomodulator [55],

IV -1. Budowa i miejsce występowania 
receptora hormonu

Receptor prolaktyny (PRLR) jes t  białkiem 
transbłonowym należącym do nadrodziny recepto­
rów cytokinowych klasy I. Pomimo niskiej (30%) 
homologii sekwencji aminokwasowej wykazuje 
duże podobieństwo, zarówno strukturalne, jak  i 
funkcjonalne, do receptora hormonu wzrostu [56]. U 
człowieka zlokalizowany jes t  również w pobliżu 
genu receptora hormonu wzrostu na chromosomie 5. 
Gen PRLR jes t  zbudowany z przynajmniej 5 egzo- 
nów. Posiada trzy tkankowo specyficzne regiony 
promotorowe (region I odpowiada za jego ekspresję 
w gonadach, II za ekspresję w wątrobie, III za eks­
presję w innych tkankach) [56]. PRLR jest zbudow a­
ny z trzech domen: zewnątrzkomórkowej odpowie­
dzialnej za wiązanie z prolaktyną, transbłonowej ko­
twiczącej receptor w błonie komórkowej i cytopla- 
zmatycznej odpowiedzialnej za transdukcję sygnału 
(Ryc. 2). W tkankach występują trzy, różniące się 
wielkością, domeny cytoplazmatycznej, formy re­
ceptora: długa, średnia i krótka. Ich powstawanie jest 
spowodowane różnicami w miejscach rozpoczyna­
nia transkrypcji oraz alternatywnym składaniem ge­
nów [57, 58]. Poza wymienionymi, w osoczu wystę­
puje również rozpuszczalna forma PRLR zbudowana 
z 206 aminokwasów N-końcowej domeny zewnątrz­
komórkowej [14] utożsamiana z tzw. białkiem
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wiążącym prolaktynę PRLbp (ang .p ro lactin  binding  
p ro te in ).

Część zewnątrzkomórkowa PRLR składa się z 
dwóch około 1 OO-aminokwasowych domen Dl i D2 
zawierających dwa silnie konserwowane ewolucyj­
nie miejsca, kluczowe dla wiązania prolaktyny z jej 
receptorem. Są to cysteiny połączone mostkami 
dwusiarczkowymi w N-końcowym  fragmencie do-

Ryc. 3. Przekazywanie sygnału. Wiązanie PRL z receptorem, dimeryzacj;

meny Dl oraz motyw WS (o sekwencji: tryptofan-se- 
ryna-dowolny aminokwas-tryptofan-seryna) przy 
C-końcowej części domeny D2. Jest to region o w y­
sokiej homologii sekwencji pomiędzy różnymi typa­
mi receptorów należących do nadrodziny receptorów 
cytokinowych, nazywany regionem CRH (region ho­
mologii receptorów cytokinowych, ang. cytokine re­
ceptor hom ology region) [9]. Część transbłonowa 
PRLR składa się z krótkiego łańcucha peptydowego 
o charakterze a-helisy. Cześć cytoplazmatyczna za­
wiera dwa rejony o wysokiej homologii między róż­
nymi typami receptorów należącymi do omawianej 
rodziny —  boxl (bogaty w reszty proliny) i nie w y­
stępujący w formie krótkiej receptora box 2  

(składający się głównie z am inokwasów hydrofobo­
wych) [9]. Do domeny cytoplazmatycznej dołączone 
są cząsteczki kinazy. Zwykle domena zewnątrzko­
mórkowa PRLR posiada połączone z asparaginą 
łańcuchy oligosacharydowe ułatwiające wiązanie 
cząsteczki prolaktyny [59]. Formy deglikozylowane 
PRLR transportowane są do aparatu Golgiego, skąd 
po ponownej glikozylacji katalizowanej przez trans- 
ferazę N-acetyloglukozoaminy m ogą ponownie zo­
stać przetransportowane do błony komórkowej 
[59,60]. Obecność PRLR obserwowano u kręgow­
ców prawie we wszystkich tkankach. Ich poziom jest 
regulowany hormonalnie, między innymi przez hor­

mony płciowe oraz samą prolaktynę a efekt tego 
wpływu zależy od rodzaju tkanki [9, 61],

IV-2. Przekazywanie i hamowanie sygnału hormonu

Kluczowym procesem dla działania prolaktyny, 
niezbędnym do przekazania sygnału jest dimeryza- 
cja jej receptora (Ryc. 3). Przyłączenie pierwszej

FOSFORYLACJA

receptora i fosforylacja reszt tyrozyny. Szczegółowy opis w tekście pracy.

cząsteczki prolaktyny do receptora nie pobudza go, 
ale powoduje zmianę jego  konformacji i uwidocznia 
na powierzchni drugie miejsce wiążące. Miejsce to 
zostaje wykorzystane przez cząsteczkę prolaktyny 
do związania drugiej cząsteczki receptora. Dopiero 
tak powstały kompleks receptor-prolaktyna-receptor 
jes t w pełni aktywny [9]. Dimeryzacja uaktywnia ki­
nazy tyrozynowe Jak2 (kinazy Janusa 2), związane z 
fragmentem boxl domeny cytoplazmatycznej recep­
tora, które fosforylują się wzajemnie; jak  również 
fosforylują reszty tyrozynowe receptora (proces ten 
nie zachodzi na krótkiej formie PRLR). Taka m ody­
fikacja powoduje, że receptor może wiązać białka 
mające domenę SH2 (domena 2 homologii src) [38, 
39, 62] (Ryc. 4). Istnieje kilka dróg przekazywania 
sygnału indukowanego połączeniem cząsteczki pro­
laktyny z jej receptorem.
—  Ścieżka związana z białkami biorącymi udział w 

przekazywaniu sygnału i aktywacji transkrypcji 
STAT (ang. signal transducer and  activator o f  
transcription). Z 8  opisanych białek należących 
do rodziny białek STAT, białka 1, 3, 5a oraz 5b 
biorą udział w przekazywaniu informacji po­
chodzącej od PRL. Białka STAT posiadają dome­
nę SH2, która przyłącza się do ufosforylowanej 
tyrozyny w formie długiej receptora lub do kinazy 
Jak2 w formie krótkiej. Następnie jes t ono fosfo-
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Ryc. 4. Szlaki przekazywania sygnału w komórce (opis w tekście). Ścieżka wykorzystująca rodzinę białek STAT i kinazy Jak2 w przekazywaniu sy­
gnału hormonalnego. Ścieżka wykorzystująca kinazy MAP i system przekaźników Shc/Grb2/SOS oraz Ras/Raf/MAP. Ścieżka oparta na kina­
zach rodziny Ser (c-src oraz Fyn. Hamowanie przekazywania sygnału zachodzi poprzez działanie cytokin SOCS oraz indukowanego przez cy- 
tokiny białka CIS.

rylowane przez kinazę Jak2 i oddysocjowuje od 
receptora. Ufosforylowane białko STAT tworzy 
homo- lub heterodimer z innym ufosforylowanym 
białkiem STAT, łącząc się z jego  dom eną SH2 
przez ufosforylowaną resztę tyrozynową. Tak po­
wstały dimer przemieszcza się do jądra  kom órko­
wego, gdzie pełni funkcję czynnika transkrypcyj- 
nego. Oddziałuje tam z motywem GAS —  se­
kwencją aktywow aną przez interferon —  (ang. in­
terferon activa ted  sequence), który wchodzi w 
skład promotorów wielu genów) [56, 63].

—  Ścieżka związana z kinazami białkowymi akty­
wowanymi mitogenem MAP (ang. m itogen ac­
tiva ted  protein kinase). Białka adaptorowe 
Shc/Grb2/SOS (posiadające domeny SH2 i SH3) 
przyłączają się do ufosforylowanych reszt tyrozy- 
nowych formy długiej receptora, pośrednicząc 
między cząsteczką receptora a kaskadą 
Ras/Raf/kinaza MAP [64]. Kinaza MAP aktywuje 
wiele różnych czynników transkrypcyjnych oraz 
enzymów.
Prawdopodobnie wyżej opisane ścieżki przekazy­

wania sygnału nie są niezależne.
—  Ścieżka związana z k inaząc-src  i k inaząFyn. N ie ­

dawno zaobserwowano indukowaną przez prolak­
tynę szybką fosforylację reszt tyrozynowych .w 
cząsteczkach substratu receptora insuliny IRS-1 
(insulin receptor substrate-1) oraz w podjednost- 
ce kinazy fosfatydyloinozytolu. Obie cząsteczki 
w ydają się być związane z receptorem prolaktyny. 
Prawdopodobnie w procesie tym pośredniczą ki­

nazy c-src i Fyn należące do rodziny kinaz Src 
[65].

—  Wewnątrzkomórkowe zmiany stężenia jonów. Ki­
naza Jak2 receptora aktywuje zależne od kinazy 
tyrozynowej kanały potasowe, zaś C-koniec do­
meny wewnątrzkomórkowej receptora jes t  zaan­
gażowany w powstawanie 1,3,4,5-tetrafosforanu 
inozytolu (IP 4 ) oraz heksafosforanu inozytolu 
(IP 5 ), które to przekaźniki działając poprzez kina­
zę 3 fosfatydyloinozytolu (P13-K) powodują 
otwarcie niezależnych od napięcia kanałów w ap­
niowych [6 6 ],
W regulację przekazywania sygnału w komórce są 

zaangażowane białka hamujące przekazywanie sy­
gnału od cytokin, SOCS (ang. supressors o f  cytokine  
signa lingpro te in )  zawierające domenę SH2. PRL in­
dukuje szybką i krótkotrwałą ekspresję białek 
SOCS-1 i SOCS-3, które ham ują aktywność kinazy 
Jak2 i aktywację białek STAT. Dłuższe oddziaływa­
nie PRL powoduje ekspresję białka SOCS-2, które 
najprawdopodobniej podtrzymuje wrażliwość ko­
mórki na PRL, hamując białko SOCS-1. Efekt ha­
mujący wywiera również białko zawierające domenę 
SH2 indukowane przez cytokiny CIS (ang. cytoki- 
ne-inducible SH 2-containing pro te in ), które
współzawodniczy z białkami STAT o miejsca wiąza­
nia z receptorem. Niewielki wpływ hamujący mają 
również zawierające domenę SH2 fosfatazy tyrozy- 
nowe SHP-1 i SHP-2, które powodujądefosforylację 
cząsteczki receptora [67].
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PRL, w przeciwieństwie do innych hormonów 
przysadkowych, nie uległa specjalizacji we wcze­
snych stadiach filogenezy i dlatego jej spektrum 
działania jest niezwykle szerokie. Dotychczas opisa­
no ponad trzysta funkcji pełnionych przez prolakty­
nę. Być może bardziej odpow iednią nazwą dla tego 
hormonu jes t  proponowana w latach siedemdzie­
siątych wersatilina (od ang. versatile). Większość 
poznanych funkcji prolaktyny związana jes t  przede 
wszystkim z utrzymaniem homeostazy organizmu 
oraz rozmnażaniem [9, 10, 23, 61].

V-1. Rozmnażanie

PRL przysadkowa u ssaków zaangażowana jest w 
mammogenezę, oraz inicjację i podtrzymanie lakto- 
genezy. U niektórych gatunków ma wpływ na funk­
cjonowanie ciałka żółtego. U szczurów wywiera 
wpływ luteotropowy, podtrzymując funkcję ciałka 
żółtego poprzez w zrost wydzielania progesteronu 
[67]. U chomików natomiast, przy braku bodźców 
seksualnych, prolaktyna w ywiera wpływ luteolitycz- 
ny [6 8 ]. Stwierdzono jej wpływ na narządy płciowe. 
U samic PRL ułatwia implantację zarodka w macicy i 
pobudza rozwój i dojrzewanie oocytów oraz wpływa 
na regresję ja jn ików  powodując spadek ilości estro­
genów [69]. U samców syntetyczna PRL podnosi ak­
tywność jąder i pobudza spermatogenezę [ 10], U pta­
ków PRL stymuluje produkcję ptasiego mleczka po­
przez aktywację lipazy lipoproteinowej, dekarbok- 
sylazy ornitynowej i pobudzanie ekspresji anneksy- 
ny lep 35 (białka biorącego udział w procesie endo- 
cytozy) oraz wzrost ilości podziałów w warstwie roz­
rodczej nabłonka wyściełającego wole [70],

Oddziałując na różne rejony mózgu PRL wpływa 
na zachowania związane z rozrodem [9] i rodziciel­
stwem [71]. Podniesienie poziomu PRL wywołuje 
również hiperfagię [72]. U ptaków wzrost stężenia 
PRL powoduje w zmożone pobieranie pokarmu, 
w pływa na budowanie i wzrost częstości odwiedza­
nia gniazd, wysiadywanie jaj, karmienie młodych i 
przygotowania do migracji [73, 74].

Indukujący wpływ PRL na zachowania rodziciel­
skie stwierdzono też u niższych kręgowców —  u ryb
[75]. Indukuje ona opiekę nad ikrą polegającą na 
stałym wachlowaniu, budowanie gniazd z piany oraz 
produkcję śluzu służącego do karmienia narybku, 
wpływa również na migrację ryb [76]. Poziom recep­
torów prolaktyny w m ózgu wzrasta wraz z wiekiem, 
ekspozycją na estrogeny, wzrostem stężenia PRL w 
osoczu oraz kontaktem z młodymi [ 1 0 ].

V. Funkcje biologiczne

Prolaktyna bierze udział w wielu procesach 
związanych z przyrostem masy ciała i postnatalnym 
wzrostem organizmu. Jedną z ważniejszych jej funk­
cji jes t wpływ na rozwój żeńskich narządów rozrod­
czych. U ssaków stwierdzono pobudzający wpływ 
PRL na proliferację keratynocytów, hepatocytów, 
nabłonka kanalików nerkowych i nabłonka je litow e­
go, miocytów naczyń krwionośnych, komórek [3 
wysp Langerhansa, astrocytów oraz limfocytów [9, 
6 8 ]. U ptaków PRL wpływa na rozwój piór [77], pro­
liferację komórek epitelialnych w wolu [78] oraz 
spadek masy gonad [79]. U niższych kręgowców 
PRL hamuje metamorfozę poprzez oddziaływanie na 
hormony tarczycy. U płazów wpływa na rozwój 
skrzeli i ogona u kijanek. Podobny wpływ wywiera u 
ryb podlegających przeobrażeniu. U ryb, płazów i 
gadów PRL bierze udział w powstawaniu zabarwie­
nia godowego pobudzając proliferację i migrację 
melanocytów w skórze [9].

U ssaków PRL reguluje procesy energetyczne w 
neuronach i komórkach gleju poprzez modulację ak­
tywności ATP-az [80]. Prolaktyna reguluje również 
aktywność enzymów i wydzielanie hormonów 
związanych z metabolizmem cukrów i lipidów, w 
wątrobie wzmaga aktywność fosforylazy glikogenu 
[81], w trzustce pobudza wydzielanie insuliny [82], 
Zwiększa ona również aktywność glukokinazy i 
transportera glukozy GLUT2 [83], powoduje wzrost 
aktywności lipazy lipoproteinowej [84] i sekrecji 
żółci w wątrobie [85]. Prolaktyna wzmaga syntezę 
steroidów [8 6 ], prostaglandyn PGE i PGF 2 oraz 
IG F -1 [87]. Jej udział jes t też istotny w utrzymaniu 
homeostazy wapniowej w komórce [81].

Prolaktyna in vivo powoduje wzmożenie odpo­
wiedzi immunologicznej [9]. Usunięcie przysadki 
mózgowej powoduje zahamowanie odpowiedzi ko­
mórkowej i humoralnej, a podanie egzogennej pro­
laktyny znosi ten efekt [8 8 ]. PRL wywiera wpływ na 
odpowiedź immunologiczną, zarówno w stanach fi­
zjologicznych, jak  i patologicznych, oraz bierze 
udział w powstawaniu chorób autoimmunologicz- 
nych [9]. U ssaków stwierdzono, że powoduje ona 
wzrost masy śledziony i grasicy [89], a także wzrost 
wydzielania tymuliny w grasicy [90]. Aktywacja 
limfocytów T przez prolaktynę umożliwia inicjowa­
nie podziałów przez interleukinę 2  oraz mitogeny
[95]. Prolaktyna przeciwdziała apoptozie limfocy­
tów [96], aktywuje makrofagi [97], wzmaga cytotok- 
syczność komórek NK i produkcję niszczących pato­
geny anionów nadtlenkowych [98].

V -2 . U trz y m a n ie  ho m e o sta zy
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Podwyższony poziom PRL zaobserwowano rów­
nież podczas odrzucania przeszczepu. Podawanie su­
rowicy antylimfocytarnej zapobiegało jego  odrzuce­
niu [99].

PRL wykazuje również działanie mitogenne np. 
na komórki limfoblastycze Nb2. W ich błonie ko­
mórkowej występuje wysokie stężenie „średniego” 
receptora prolaktyny, który po połączeniu z hormo­
nem aktywuje szlak białek STAT. Dimer białek STAT 
wędruje do jądra komórkowego, gdzie aktywuje PRE 
(region wiążący się z prolaktyną, ang. prolactin  re- 
sponse elem ent) a -kaze iny  lub IRF-1 (region regulo­
wany przez interferon, ang. interferon regulatory  
factor-1 )  znajdujący się w promotorach wielu ge­
nów. W wyniku aktywacji tych genów dochodzi do 
podziału komórki. Tę właściwość prolaktyny w yko­
rzystano do określania jej aktywności biologicznej 
oraz aktywności laktogenicznej innych hormonów 
[ 1 0 0 , 1 0 1 ].

Stwierdzono, że PRL u kręgowców pełni funkcję 
hormonu osmoregulacyjnego i wpływa na transport 
różnych substancji (przede wszystkim jonów  sodu, 
chloru i wapnia) oraz wody przez błonę komórek 
nabłonkowych. Rodzaj wywieranego wpływu zależy 
od tkanki, gatunku zwierzęcia i jego stanu fizjolo­
gicznego [9, 10, 23]. U ssaków PRL hamuje wydala­
nie jonów  sodu i potasu przez nerki, powoduje 
wzrost wchłaniania wody i soli w jelicie, hamuje 
utratę jonów sodu i chloru z potem. Ma również 
wpływ na transport wody przez błonę owodniową. 
Być może utrzymywanie równowagi wodno-elektro- 
litowej ma również związek z procesem rozmna­
żania, poprzez oddziaływanie na transport różnych 
substancji do rozwijającego się płodu oraz do mleka 
[9]. U ptaków PRL wpływa na wzrost sekrecji soli 
przez gruczoły nosowe i wzrost poziomu mocznika 
w osoczu [102, 103]. Również u niższych kręgow­
ców PRL pełni istotne funkcje osmoregulacyjne. U 
płazów powoduje wzrost resorpcji wody i jonów  
sodu w kanalikach nerkowych i pęcherzu m oczo­
wym oraz wpływa na transport wody i elektrolitów 
przez skórę. U ryb słodkowodnych zmniejsza utratę 
sodu i potasu oraz wchłanianie wody w skrzelach [9].

Fragmenty 16 i 14 kDa PRL, oddziaływując na 
specyficzne receptory znajdujące się na komórkach 
nabłonkowych kapilar, ham ują angiogenezę. 
Właściwość ta jes t intensywnie badana pod kątem te­
rapii nowotworów. Forma natywna prolaktyny, nie­
zmieniona przez enzymy proteolityczne wydaje się 
wpływać na wzrost szybkości angiogenezy [43, 46, 
47].

PRL u ssaków jest wydzielana w odpowiedzi na 
stres. Wykazano również jej wpływ analgetyczny, co

może świadczyć o przystosowaniu w reakcji streso­
wej. Hormon ten powoduje też zmiany rytmu 
sen/czuwanie oraz wzrost częstości i długości wystę­
powania paradoksalnej fazy snu (REM, ang. rapid  
eye m ovem ent). W siatkówce PRL zmniejsza poziom 
fotoreceptorów oraz receptorów TRH. Jest ona rów­
nież niezbędna dla prawidłowego rozwoju systemu 
neuroendokrynowego. Zaobserwowano też wzrost 
poziomu prolaktyny po wysiłku fizycznym oraz po 
spożyciu pokarmu, szczególnie bogatego w białko 
[9, 1 0 ].

VI. Biotechnologiczny aspekt otrzymywania 
hormonu w systemie in vitro

Prolaktynę ludzką (hPRL) otrzymywano w kilku 
układach ekspresyjnych, zarówno prokariotycznym 
jak  i eukariotycznych. System bakteryjny oparty jest 
na syntezie PRL w komórkach E. coli. W komórkach 
bakterii białko gromadzi się w postaci wyraźnych, 
licznych granul obecnych na terenie cytoplazmy 
[104-107]. Produkt otrzymać można z dużą wydaj­
nością , jednak pozbawiony jes t  on modyfikacji po- 
stranslacyjnych, charakterystycznych dla cząsteczki 
występującej w tkankach eukariontów. Ponadto 
upłynnienie granul celem wydzielenia i oczyszcze­
nia zrekombinowanej prolaktyny otrzymanej w ko­
mórkach bakteryjnych wymaga użycia silnie denatu­
rujących warunków, 6 M chlorowodorku guanidyny 
czy 8 M mocznika. Opisany przez P a t e r s o n a  
[108] sposób renaturacji białka opiera się na stopnio­
wym i powolnym przywracaniu warunków natyw- 
nych środowiska i pozwala na uzyskanie produktu 
aktywnego biologicznie, lecz jes t  bardzo praco- i 
czasochłonne. PRL syntetyzowano również w syste­
mach eukariotycznych wykorzystujących komórki 
mysie [109], HCO (ang. Chineese ham ster ovary) 
[ 1 1 0 , 1 1 1 ] oraz komórki owadzie w systemie bakulo- 
wirusa [112, 113]. Prolaktyna syntetyzowana w ko­
mórkach CHO wykazuje wyraźną obecność odm ien­
nej N-glikozylacji. Stwierdzono co prawda w teście z 
komórkami Nb2, że aktywność biologiczna uzyska­
nego produktu nie jes t  niższa od PRL obecnej w tkan­
kach ludzkich, jednak  hormon służący jako wzorzec 
w testach klinicznych czy do celów terapeutycznych 
nie powinien różnić się od naturalnego białka hPRL 
występującego w organizmie człowieka. Produkt 
syntetyzowany w systemie bakulowirusa w komór­
kach owadzich, sprawdzony w teście z komórkami 
N b 2 nie wykazuje różnic aktywności w porównaniu z 
hormonem wyizolowanym z tkanek ludzkich. Otrzy­
many w ten sposób preparat może stanowić wzorzec 
używany w testach diagnostycznych. Test in vivo
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sprawdzający aktywność biologiczną PRL ludzkiej 
przeprowadzono na skrawkach gruczołu mlekowego 
królika (M i c h a 1 i k i wsp. w druku). Sposób pozy­
skiwania hormonu ludzkiego służącego do celów 
diagnostycznych i terapeutycznych drogą syntezy in 
vitro  znacznie obniża koszty otrzymania jego 
znaczących ilości. Dlatego system bakulowirusa za­
pewniający uzyskanie produktu z w ydajnośc ią35-40  
mg białka/ 1 medium wydaje się optymalnym syste­
mem pozyskiwania tego hormonu do celów farmako­
logicznych.

Artykuł otrzymano 8 kwietnia 2002 
Zaakceptowano do druku 15 lipca 2002
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Biologiczna aktywność galaniny i jej znaczenie w 
procesach fizjologicznych i patologicznych 

Biological action of galanin and its significance in 
physiological and pathological processes

JAROSŁAW RUCZYŃSKI PIOTR REKOWSKI2

Spis treści:

I. W stęp
II. O dk rycie  ga lan iny
III. R eceptory  ga lan in y
IV. M e c h a n iz m y  d z ia ła n ia  g a la n in y
V. F unkcje b io log iczn e  g a lan in y

V -l. W p ły w  g a lan in y  na fun k cję  w ew n ą trzw y d zie l-  
niczą trzu stk i

V-2. W p ływ  ga lan in y  na a k tyw n ość  m ięśn i g ładk ich  
przew od u p o k arm ow ego  

V-3. W pływ  galan in y  na w y d zie la n ie  h o rm on ów  przy­
sadki

V-4. G alan in a , a procesy  n eu ro p sy ch ia try czn e  
V-5. G alan in a , a e fek ty  p rzec iw b ólow e  
V-6. W p ływ  ga lan in y  na p o b iera n ie  p ok arm ów  
V-7. Inne b io log iczn e  a k tyw n ości ga lan in y
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I. Wstęp

W 1983 roku w laboratorium Victora Mutta w 
Sztokholmie wyizolowano z tkanek przewodu po­
karmowego świni nowy, biologicznie czynny pep­
tyd, który nazwano galaniną [1]. Galanina (GAL) 
jest neuropeptydem o szerokim spektrum aktywno­
ści biologicznej. GAL moduluje działanie hormonów 
przysadki, wpływa na sekrecję insuliny, procesy pa­
mięciowe, łaknienie, odczuwanie bólu i zachowania 
seksualne [2]. Znana jes t  także jako  modulator funk­
cji motorycznych mięśni przewodu pokarmowego. 
Możliwość zastosowania galaniny oraz jej analogów 
(szczególnie tych o charakterze antagon¡stycznym) 
w terapii oraz diagnostyce medycznej czynią galani- 
nę obiektem intensywnych badań wielu laborato­
riów. Niniejsza praca stanowi przegląd literaturowy 
dotyczący budowy, funkcji biologicznych oraz m e­
chanizmów działania galaniny, a także receptorów 
galaniny i ich ligandów.
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II. Odkrycie galaniny

Galanina jes t  amidem 29-peptydu, nie wyka­
zującym homologii z żadnym znanym neuropepty- 
dem [1]. Nazwa tego peptydu wywodzi się z nazwy 
N-końcowego aminokwasu glicyny oraz C-końco- 
wego aminokwasu alaniny [1]. Opisano wiele od­
mian gatunkowych galaniny. Wszystkie, z

Tabela 1

Struktury pierwszorzędowe znanych galanin niektórych kręgowców [1-7]

Gatunek SEKW ENCJA AMINOKW ASOW A

Człowiek GWTLNSAGYLLGPHA VG N H R S FS D K N G LT S -C O O H

Świnia GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHDKYGLA-A//-/2

Pies GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFHEKPGLT-A/A72

Owca GWTLNSAGYLLGPHA ID N H R SFH D KH G LA-/VH 2

Krowa GWTLNSAGYLLGPHA LDSHR SFQ DKHG LA-A//-/2

Szczur GWTLNSAGYLLGPHA IDN H R SFSD KH G LT-/VH 2

Mysz GWTLNSAGYLLGPHA IDN H R SFSD KH G LT-A/H 2

Kurczak GWTLNSAGYLLGPHA VD N H R SFN D KH G FT-/VH 2

Aligator GWTLNSAGYLLGPHA ID N H R SFN EKH G IA-/VH 2

Żaba GWTLNSAGYLLGPHA IDNHRSFNDKHGLA-A//-/2

Pstrąg GWTLNSAGYLLGPHG IDG H R TLSD KH G LA-A /H 2

Bowfin* GWTLNSAGYLLGPHA VD N HRSLNDKHG LA-A//72

* prastara ryba północnoam erykańska

do wody zaobserwowano, rozpoczynający się od 
C-końca galaniny, wyraźny proces zanikania konfor­
macji a-helikalnej [ 1 1 ].

Galanina jes t  ewolucyjnie starym, dobrze zacho­
wanym peptydem, obecnym w tkankach wielu 
narządów ludzi i zwierząt [1-7]. Neuropeptyd ten 
znaleziono zarówno w ośrodkowym, jak  i obwodo­
wym układzie nerwowym. Występuje w rdzeniu krę-

wyjątkiem galaniny pstrąga, m ają identyczny N-koń- 
cowy fragment 1-15 (Tabela 1) [1-7]. Galanina z tka­
nek człowieka jes t  30-peptydem, z wolną grupą kar­
boksylową na C-końcu. GAL powstaje z białka pre­
kursorowego —  preprogalaniny (prepro-GAL), zbu­
dowanego z 123/124 (w zależności od odmiany ga­
tunkowej) reszt aminokwasowych [8 , 9]. W wyniku 
działania enzymów proteolitycznych z prepro-GAL 
powstaje galanina oraz składający się z 59/60 reszt 
aminokwasowych peptyd informacyjny towa­
rzyszący galaninie (GM AP) [8 , 9].

Strukturę GAL badano przy pomocy technik spek­
troskopowych: NM R, IR, CD, FRET oraz teoretycz­
nych metod dynamiki molekularnej (MD), np. Monte 
Carlo [10-14]. Zaobserwowano, że w środowisku 
wodnym GAL nie wykazuje uporządkowanej struk­
tury drugorzędowej [11, 12]. Natomiast w środowi­
sku niewodnym (np. w 2,2,2-trifluoroetanolu (TFE), 
który symuluje środowisko błony komórkowej) GAL 
przyjmuje strukturę helikalną. Stwierdzono obec­
ność dwóch a-heliksów  połączonych zgięciem, 
utworzonym przez Pro w pozycji 13 [12, 13]. Dane 
eksperymentalne potwierdzają wyniki otrzymane 
metodami dynamiki molekularnej. Podczas symulo­
wanego przejścia ze środowiska niewodnego (TFE)

gowym, podwzgórzu, miejscu sinawym, hipokampie 
(rogu Ammona), ciele prążkowanym i opuszce w ę­
chowej [2, 4, 8 ]. Obecność GAL wykryto w tkankach 
wielu narządów układu oddechowego, pokarmowe­
go, moczowo-płciowego oraz w autonomicznych 
zwojach nerwowych unerwiających serce, nerki, 
wątrobę i śledzionę [2, 4, 8 ]. Tabela 2 przedstawia 
funkcje GAL związane z miejscami jej występowa­
nia [4, 8 ].

III. Receptory galaniny

Receptor galaninowy jes t  sprzężoną z białkiem G 
glikoproteiną o masie cząsteczkowej 54 kDa [15]. 
Galanina wykazuje silne powinowactwo do swoich 
receptorów. Wartość K& (równowagowa stała wiąza­
nia ligand-receptor) kompleksu galanina-receptor 
wynosi 0.8 nM. Nie zaobserwowano współzawod­
nictwa o wiązalność z receptorami GAL ze strony ta­
kich peptydów jak: naczyniowoczynny peptyd je l i to ­
wy (VIP), glukagon, insulina, substancja P i neuro- 
tensyna [15].

Badania przeprowadzone z użyciem hybrydo­
wych analogów GAL zawierających jej N-końcowy 
fragment (1-13) połączony z C-końcow ą częścią in-
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Tabela 2

Funkcje galaniny związane z miejscem jej występowania [4, 8]

OŚRODKOW Y UKŁAD NERWOWY OBWODOWY UKŁAD NERW OW Y

REGION FUNKCJA REGION FUNKCJA

1. Regulowanie procesu pobierania pokarmu
2. Stymulowanie procesu wydzielania hormonu 

Podwzgórze wzrostu
3. Flamowanic procesu wydzielania 

kortykosteronu

Trzustka
1. Hamowanie indukowanego 

glukozą wydzielania insuliny

Miejsce sinawe

1. Udział w blokowaniu neuronów 
produkujących noradrenalinę

2. Udział w procesie hiperpolaryzacji
Komórki RINm5F

1. Hamowanie wydzielania 
insuliny i somatostatyny

1. Hamowanie procesu wydzielania 
acetylocholiny

2. Hamowanie obrotu metabolicznego
Hipokamp fosfoinozytydu współpracującego z

(róg Ammona) receptorem muskarynowym
3. Udział w  procesie zamykania kanałów 

wapniowych

Część lędźwiowa 
rdzenia kręgowego

1. Tłumienie odruchów na bodźce 
wywołujące ból

Ciało
prążkowane

1. Stymulowanie procesu wydzielania 
acetylocholiny

Mięśnie gładkie 1. W pływ na funkcje motorycznc

nego peptydu, np. substancji P, umożliwiły wysunię­
cie hipotezy występowania podtypów receptorów 
GAL [5, 16]. W zależności od miejsca działania hy­
brydowe peptydy wykazywały działanie antagoni- 
styczne (np. w przysadce, hipokampie) lub agoni- 
styczne (np. w mięśniach gładkich przewodu pokar­
mowego) względem galaniny. Wyniki badań sugero­
wały obecność receptorów GAL różnych podtypów 
aktywujących odmienne, lecz specyficzne dla każde­
go podtypu receptora, wewnątrzkom órkowe szlaki 
sygnałowe [5, 16].

W 1994 roku sklonowano po raz pierwszy recep­
tor ludzkiej galaniny, oznaczony jako  GALR1 [17]. 
GALR1 zbudowany jes t  z pojedynczego łańcucha 
polipeptydowego zawierającego 349 reszt amino- 
kwasowych oraz z siedmiu domen wbudowanych w 
błonę plazmatyczną komórki. Z lokalizowano rów­
nież miejsca odpowiedzialne za wiązanie się galani­
ny z receptorem [18]. Stwierdzono, że wolna grupa 
aminowa reszty G ly 1 galaniny oddziałuje za pomocą 
wiązań wodorowych z resztą Glu 2 7 1  receptora. Po­
nadto reszta Trp 2 galaniny oddziałuje z wrażliwą na 
obecność jonów  Zn2+ parą reszt His 2 6 4  i H is267, zloka­
lizowaną w domenie VI receptora, zaś reszta Tyr9  w 
cząsteczce galaniny uczestniczy w oddziaływaniach 
hydrofobowych z resztą Phe282, obecną w domenie 
VII receptora. Ostatnie badania potwierdzają hipote­
zę na temat oddziaływań pomiędzy receptorem, a 
resztami: Trp 2  i Tyr9, w cząsteczce galaniny [19]. Su­

geruje się, że G ly 1 w cząsteczce galaniny oddziałuje 
raczej z resztą P he 1 1 5  receptora, a nie z G lu271, jak  
przypuszczano wcześniej.

Obecnie znane są 3 podtypy receptorów galanino- 
wych: GALR1, GALR2 oraz GALR3 [17, 20-23]. 
Drugi podtyp, oznaczany jako  GALR2, zbudowany 
jes t  z 372 reszt aminokwasowych i wykazuje 40% 
homologii w sekwencji z G A L R 1. W odróżnieniu od 
GALR1, GALR2 wykazuje duże powinowactwo do 
fragmentu GAL(2-29)N H2 sugerując, że reszta G ly 1 

nie jes t  istotna w tworzeniu kompleksu 
GAL-GALR2 [20-22]. GALR2 jes t  szeroko rozpo­
wszechniony w ośrodkowym układzie nerwowym i 
tkankach obwodowych (płuca, serce, śledziona, 
wątroba, mięśnie szkieletowe, je lito  cienkie), pod­
czas gdy GALR1 występuje tylko w m ózgu i rdzeniu 
kręgowym [20, 21]. Trzeci podtyp, oznaczany jako 
GALR3, zbudowany jes t  368 reszt aminokwasowych 
i wykazuje 36% homologii w sekwencji z GALR1 
oraz 54% homologii w sekwencji z GALR2 [20, 21, 
23]. GALR3, podobnie jak  GALR2, wykazuje w yso­
kie powinowactwo do fragmentu G A L(2-29)N H 2 
[20-21]. Stwierdzenie również, że obecność C-ko- 
ńcowego fragmentu GAL, tzn. obecność reszt ami­
nokwasowych znajdujących się w pozycjach: 17, 18, 
19 jes t  ważna dla zachowania w ysokiego powino­
wactwa do receptora GALR3 [20, 21].

Wyróżnione dotychczas trzy podtypy receptorów 
GAL klasyfikuje się na podstawie różnego powino­
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wactwa do fragmentów GAL(2-29) i GAL(1-16) 
[20-24], GAL(2-29) wiąże się do GALR2 i GALR3 z 
wysokim powinowactwem, w przeciwieństwie do ni­
skiego powinowactwa GALR1. G A L ( l - ló )  wiąże 
się z GALR1 i GALR2 z wysokim powinowactwem, 
a jej powinowactwo do GALR3 jest  znacznie niższe 
[24]. Obecność receptorów GAL różnych podtypów 
sugeruje, że pośredniczą one w różnych procesach 
biochemicznych. Prawdopodobnie jes t  to rezultat 
funkcjonowania różnych, lecz charakterystycznych 
dla każdego podtypu receptora, w ew nątrzkom órko­
wych szlaków sygnałowych. Mimo sklonowania 
trzech podtypów receptorów galaninowych, nie są 
jeszcze znane m echanizm y oddziaływania tych re­
ceptorów z białkami G.

IV. Mechanizmy działania galaniny

laniny, wynikająca z wiązania się GAL ze swoistymi 
receptorami, które poprzez białka G aktywują różne 
wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe, realizowana 
jes t poprzez [4, 8 , 25]:
—  wpływ GAL na otwieranie zależnych od ATP 

kanałów K+, co wywołuje hiperpolaryzację i po­
średnie działanie na zależne od potencjału kanały 
C a2+,

—  bezpośredni wpływ GAL na zamykanie dihydrok- 
sypirydyno-zależnych kanałów C a2+,

—  wpływ GAL na blokowanie cyklazy adenylowej, 
która katalizuje powstawanie cAMP,

—  wpływ GAL na aktywność fosfolipazy C, pod 
wpływem której powstaje DAG i IP 3 ,

—  kombinacje powyższych procesów.

V. Funkcje biologiczne galaniny

Efekty biologiczne w ywoływane przez galaninę 
są wynikiem oddziaływania tego neuropeptydu z re­
ceptorami GAL różnych podtypów, które poprzez 
białka G przekazują sygnał na różne układy efektoro- 
we powodując kom pleksow ą odpowiedź komórki. 
Wyróżniono kilka m echanizm ów działania galaniny 
(Ryc. I). Stwierdzono, że biologiczna aktywność ga-

V -l. W pływ galaniny na funkcję wewnątrzwydziel- 
niczą trzustki

Obecność galaniny stwierdzono we włóknach ner­
wowych wysp Langerhansa w trzustce psów, szczu­
rów, myszy i człowieka [2, 26-28]. Galanina jako lo­
kalny wewnątrzkomórkowy regulator wydzielania

Ryc. 1. Mechanizmy działania galaniny; AC —  cyklaza adenylowa; ATP —  adenozynotrifosforan; Cam —  kalmodulina; cAMP —  cykliczny adenozy- 
no-3’,5’-inonofosforan; DAG —  1,2-diacyloglicerol; ER —  retikulum endoplazinatyczne; G -  kompleks regulatorowy białka G; GAL —  gala­
nina; IP3 -  1,4.5-trifosforan inozytolu; P1P2 —  4 \ 5 ,-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (fosfoinozytyd); PLC —  fosfolipaza C [4, 8, 25],
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insuliny działa bezpośrednio na komórki [3, odpowie­
dzialne za produkcję hormonu. Obniża ona podsta­
wowy poziom insuliny we krwi oraz wpływa ha­
mująco na wydzielanie insuliny stymulowane glu­
kozą. Stwierdzono ponadto inhibitorowy wpływ ga­
laniny na wydzielanie innych hormonów trzustko­
wych: somatostatyny, polipeptydu trzustkowego i 
glukagonu [28].

Wpływ GAL na poziom wydzielania insuliny zba­
dano u ludzi i zwierząt [28]. Badania in vivo  oraz in 
vitro wykazały wpływ wieprzowej galaniny (pGAL) 
na wydzielanie insuliny u ludzi, myszy, szczurów, 
psów, królików, świń i pawianów [28]. W testach in 
vitro stwierdzono, że podanie pGAL powodowało 
spadek poziomu wydzielania insuliny we wszystkich 
przypadkach. Natomiast w testach in vivo, pGAL nie 
wykazywała aktywności w przypadku pawiana i 
człowieka [28]. Stwierdzono również hamujący 
wpływ ludzkiej i szczurzej galaniny (w dawce 
10 ' 8 M) na indukowane glukozą wydzielanie insuliny 
z izolowanych wysp Langerhansa szczura [29].

Hamujące działanie galaniny na wydzielanie insu­
liny z wysp trzustkowych w ywoływane jes t  przez 
blokowanie układu cyklazy adenylowej [30, 31] oraz 
aktywację zależnych od ATP kanałów K+, co 
wywołuje hiperpolaryzację błony komórkowej i po­
średnie działanie na zależne od potencjału kanały 
Ca2+ [31, 32], Badania sugerują również funkcjono­
wanie mechanizmów działania galaniny w trzustce, 
nie związanych z hiperpolaryzacją błony kom órko­
wej oraz blokowaniem aktywności cyklazy adenylo­
wej [31, 33].

V-2. W pływ galaniny na aktywność mięśni gładkich  
przewodu pokarmowego

Galanina wpływa na funkcje motoryczne tkanek 
mięśniowych [34]. Zależnie od gatunku zwierzęcia i 
rodzaju tkanki, GAL pobudza [1, 35-39] lub hamuje 
[ 1 ,9 ,  40-44] skurcze mięśni gładkich. Procesy te 
mogą przebiegać w dwojaki sposób. W pierwszym 
przypadku galanina wywiera bezpośredni wpływ na 
mięśniówkę gładką, co wywołuje zależne od stężenia 
GAL skurcze mięśni gładkich (np. żołądka, jelita  
cienkiego i grubego) [1, 35-39]. Ten rodzaj aktywno­
ści neuropeptydu związany jes t  z jego  wpływem na 
wydzielanie pozakomórkowych jonów  C a2+ oraz ak­
tywacją układu fosfolipazy C [45-47]. W drugim 
przypadku GAL działa jako  neuromodulator, 
wpływając na aktywność neuronów cholinergicz- 
nych i hamując uwalnianie acetylocholiny (Ach) z 
zakończeń neuronalnych [1 ,9 ,  40-44].

GAL wywołuje zależne od stężenia skurcze m ię­
śni gładkich jelita  krętego u świni, świnki morskiej, 
szczura i królika, natomiast u psa obserwuje się efekt 
odwrotny —  rozkurcz tych mięśni [39]. Galanina 
działa również kurcząco na mięśnie przewodu pokar­
mowego ludzi [36]. Kurczące działanie pGAL po­
twierdzają również badania na mięśniach gładkich 
dna żołądka, jelita  czczego, jelita  krętego, okrężnicy 
i pęcherza moczowego szczura, a także ludzkiego 
wyrostka robaczkowego i je lita  cienkiego oraz okrę­
żnicy myszy [35-39].

pGAL hamuje skurcze mięśni przewodu pokarmo­
wego stymulowane polem elektrycznym lub Ach u 
świnki morskiej i psa [9, 44]. Hamujący efekt galani­
ny został również potwierdzony podczas badań nad 
skurczami wywołanymi bodźcami elektrycznymi lub 
Ach, na izolowanych mięśniach zwieracza tęczówki 
oka królika [9] oraz mięśniach gładkich ludzkiego 
pęcherza moczowego [44], Okazało się przy tym, iż 
działanie galaniny redukowane było przez atropinę 
(antagona Ach), która hamuje kurczliwość mięśni 
gładkich [44]. M ożna zatem stwierdzić, że galanina 
jes t antagonem receptorów acetylocholinowych.

V-3. W pływ galaniny na wydzielanie hormonów  
przysadki

GAL odgrywa istotną rolę w regulacji funkcji 
układu podwzgórzowo-przysadkowego, co stwarza 
możliwość praktycznego zastosowania galaniny 
jako klinicznego markera wielu chorób tego układu 
[48]. Galanina reguluje czynność tylnego i przednie­
go płata przysadki mózgowej [4, 8 , 48-57]. Wpływa 
na sekrecję hormonu wzrostu (GH), kortykotropiny 
(ACTH) oraz hormonów gonadotropowych: prolak­
tyny (PRL), lutropiny (LH) i folikulotropiny (FSH) i 
prawdopodobnie tyreotropiny (TSH) [48],

Wpływ galaniny na wydzielanie hormonu wzrostu 
(GH), odpowiedzialnego za wzrost w okresie pouro- 
dzeniowym oraz za prawidłową przemianę węglo­
wodanów i lipidów, zbadano u ludzi i szczurów 
[53-56]. Stwierdzono, że podanie pGAL powoduje 
wzrost wydzielania GH, zaś jednoczesne podanie ar­
gininy oraz pGAL znacznie wzmaga działanie gala­
niny [54]. pGAL zwiększa również wydzielanie GH 
stymulowane przez podwzgórzowy czynnik uwal­
niający GH (GHRF) [54, 55]. Podobny efekt u 
człowieka wywołuje ludzka galanina (hGAL) [55]. 
Zaobserwowano, że wpływ GAL na wydzielanie GH 
u ludzi zależy od wieku i płci [56]. Wśród ludzi 
młodych (poniżej 40 lat) stwierdzono po podaniu 
GAL wyższy poziom GH u kobiet, niż u mężczyzn,
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natomiast w grupie ludzi starszych (powyżej 65 lat) 
wyższy poziom GH u mężczyzn. Ma to prawdopo­
dobnie związek z poziomem estrogenu [56].

Doświadczenia ze szczurami wykazały również, 
że galanina jes t  regulatorem funkcji komórek lakto- 
tropowych i stymuluje wydzielanie prolaktyny 
[49-53], Prolaktyna jes t  hormonem uczestniczącym 
w inicjacji i utrzymywaniu laktacji w okresie popo­
rodowym oraz powodującym przejściową fizjolo­
giczną niepłodność (brak owulacji) u ssaków. GAL 
stymuluje także uwalnianie lutropiny (hormonu od­
powiedzialnego za wytwarzanie progesteronu u sa­
mic i testosteronu u samców) [57].

V-4. Galanina, a procesy neuropsychiatryczne

Obecna w nerwach przodomózgowia galanina 
współwystępuje z acetylocholiną, odgrywającą 
ważną rolę w procesach neuropsychiatrycznych [4, 
8 , 48, 58-65]. Galanina hamuje wydzielanie acetylo­
choliny w hipokampie, który stanowi składową 
układu limbicznego, odpowiadającego za pamięć 
świeżą, emocje i powstawanie wrażeń [48]. W bada­
niach na szczurach wykazano wpływ galaniny na 
procesy uczenia się i zapamiętywania [8 , 58-60]. Do- 
mózgowe podanie galaniny osłabiało zdolność zdro­
wych zwierząt do pokonywania wodnego labiryntu 
(Morris sw im  m aze) [58]. Natomiast galanina 
wstrzyknięta do podwzgórza szczurów z uszkodzo­
nym przodomózgowiem hamowała indukowany ace­
tylocholiną postęp w umiejętności przejścia labiryn­
tu (T-maze) [58],

Hamujący wpływ galaniny na wydzielanie acety­
locholiny połączony ze wzmożonym przesyłaniem 
impulsów we włóknach galaninergicznych w przo- 
domózgowiu sugeruje związek galaniny z zaburze­
niami funkcjonowania włókien cholinergicznych, a 
więc udział w patofizjologii choroby Alzheimera [4, 
8 , 48, 61-65]. W chorobie Alzheimera degradacji 
ulegają cholinergiczne nerwy przodomózgowia, 
istotne w procesach uczenia się i zapamiętywania. 
Obserwuje się wówczas zanik kory mózgowej, co 
prowadzi do głębokiego upośledzenia fizycznego i 
psychicznego (demencji). U pacjentów chorych na 
chorobę Alzheimera stwierdzono podwyższony po­
ziom galaniny w mózgu, jak  również spowodowaną 
galaniną hipertrofię (przerost) neuronów oraz hiper- 
przewodzenie impulsów, prowadzące do szybkiej de­
gradacji neuronów [61]. Konsekw encją tych efektów 
jes t redukcja wydzielania acetylocholiny i szybki 
rozwój choroby. Inhibicja aktywności galaniny, po­
przez wprowadzenie antagonów blokujących recep­

tory galaninowe stwarza nowe możliwości w lecze­
niu choroby Alzheimera.

Galanina uczestniczy również w powstawaniu de­
presji [6 6 ]. W neuronach miejsca sinawego GAL 
współwystępuje z noradrenaliną. Galanina blokuje 
aktywność neuronów dopaminergicznych, produ­
kujących noradrenalinę. Następstwem tego efektu są 
typowe objawy depresji: obniżenie aktywności ru­
chowej, obniżenie zdolności odczuwania bodźców 
“przyjemnych” oraz spadek umiejętności ich oceny. 
Sugeruje się, iż zastosowanie silnych anatagonów 
GAL może wywierać korzystny efekt w leczeniu de­
presji.

V-5. Galanina, a efekty przeciwbólowe

Galanina i jej agony ham ują odruchy mięśniowe 
wywołane bodźcami nocyceptywnymi, co sugeruje 
związek GAL z działaniem przeciwbólowym 
[67-72]. U małp, uszkodzenie nerwów obwodowych 
powoduje wzrost poziomu galaniny [67]. Okazało 
się, że galanina blokuje odruchy mięśni spowodowa­
ne uszkodzeniem nerwów. U szczurów natomiast ga­
lanina wzmaga i wydłuża przeciwbólowe działanie 
morfiny [68-70]. N ajw iększą aktywność w proce­
sach tłumienia bólu wykazuje fragment GAL(1-15), 
a fragment pGAL( 16-29) jes t  prawie nieaktywny 
[69-70], Wynika stąd, że galanina lub jej agony mogą 
być użyteczne w leczeniu bólu wywołanego neuro- 
patią [71-72].

V-6. W pływ galaniny na pobieranie pokarmu

Galanina reguluje procesy łaknienia pokarmu po­
budzając apetyt na tłuszcze [73-76]. Dożylne i domó- 
zgowe podanie wieprzowej galaniny (pGAL) stymu­
luje pobieranie pokarmu przez szczury [75, 76]. 
Efekt ten wynika prawdopodobnie z aktywacji recep­
torów « 2 -adrenergicznych lub oddziaływania galani­
ny z innymi neurotransmiterami [73]. U ludzi nie 
stwierdzono znaczących różnic w stężeniu galaniny 
pomiędzy grupa pacjentów cierpiących na anoreksję 
lub bulimię, a grupą ludzi zdrowych [75, 77]. Znacz­
ny jednak wzrost stężenia galaniny zaobserwowano 
w grupie kobiet otyłych, w porównaniu z grupą kon­
trolną kobiet szczupłych [78].

V-7. Inne biologiczne aktywności galaniny

W badaniach wpływu pGAL na funkcje układu 
krwionośnego uśpionych kotów stwierdzono 
osłabienie akcji serca oraz spadek ogólnoustrojowe-

POSTĘPY BIOCHEMII 48(4), 20 0 2 311http://rcin.org.pl



go ciśnienia krwi [79, 80]. U ryb, płazów i ssaków 
zaobserwowano natomiast efekt przeciwny —  pod­
wyższanie ciśnienia krwi [81]. Galanina powoduje 
również wzrost produkcji śliny wydzielanej przez 
gruczoły ślinowe u ludzi [82], Przeprowadzone na 
szczurach badania behawioralne sugerują także, iż 
galanina może wywierać istotny wpływ na zachowa­
nia seksualne [83]. Dokomorowe podanie galaniny 
hamuje aktywność kopulacyjną samców szczurów. 
Natom iast podanie galantydu ( M 15), antagona gala­
niny, znosiło hamujący efekt galaniny i powodowało 
wzrost aktywności kopulacyjnej [84].

VI. Agony i antagony galaniny

Ogrom ną rolę w badaniach fizjologicznych 
właściwości galaniny odgrywają peptydy o 
właściwościach antagonistycznych [4]. Ich duże po­
winowactwo do receptorów galaninowych hamuje 
fizjologiczną aktywność GAL. Za rozpoznanie pep­
tydu przez receptory galaninowe odpowiedzialny 
jes t  N-końcowy fragment galaniny, zatem wszystkie 
peptydy o charakterze antagonistycznym m uszą za­
wierać ten fragment lub jego  modyfikacje [4], Pro­
jektując nowe analogi galaniny powinno się również 
uwzględniać rodzaj aktywności biologicznej. Zm ia­
na strukturalna korzystna d la jednego  rodzaju aktyw­
ności nie musi być korzystna dla innej, co sugeruje 
istnienie różnych podtypów receptorów GAL, po­
średniczących w różnych procesach biochemicz­
nych.

Pierwszym krokiem w kierunku znalezienia ko­
rzystnych zmian strukturalnych było wskazanie frag­
mentów odpowiedzialnych za aktywność biolo­
giczną oraz stwierdzenie, które reszty aminokwaso- 
we w sekwencji GAL są kluczowe dla jej aktywności 
biologicznej. W badaniach nad receptorami GAL 
analizowano między innymi wpływ skracania na- 
tywnego łańcucha galaniny oraz wpływ zamiany po­
szczególnych reszt aminokwasowych L-alaniną w 
aktywnym fragmencie GAL(1-16) na powinowac­
two do receptorów GAL z podwzgórza szczura [85] 
oraz rdzenia kręgowego [8 6 ]. Wnioski z tych badań 
są następujące:
—  za wiązanie z receptorami GAL, jak  i za więk­

szość funkcji biologicznych odpowiedzialny jest 
N-końcowy fragment GAL

—  najbardziej aktywnym fragmentem cząsteczki pep­
tydu jest N-końcowy fragment GAL(1-15), zaś 
najkrótszy fragment, który posiada jeszcze pewną 
aktywność to G A L(l-lO); fragment GAL(3-29) 
jes t nierozpoznawalny przez receptory

—  dla uzyskania pełnej aktywności wymagana jest 
pełna sekwencja peptydu; C-końcowy fragment 
nie jes t  niezbędny, lecz jego  obecność wzmaga 
działanie biologiczne oraz chroni N-końcowy 
fragment przed działaniem enzymów proteoli­
tycznych

—  dwie pierwsze reszty aminokwasowe tj. G ly 1 i 
Trp 2  w cząsteczce GAL oraz w jej fragmentach 
bądź analogach są kluczowe dla aktywności i po­
winowactwa do receptorów; usunięcie G ly 1, pod­
stawienie Trp 2  aminokwasem niearomatycznym 
(L-IIe lub L-Ala) obniża w sposób znaczący ak­
tywność neuropetydu

—  w ażną rolę w oddziaływaniu z receptorami GAL 
odgrywają również reszty: A sn5, Tyr9, L eu 10’11, 
G ly 1 2

—  dopuszczalne są zmiany w niektórych pozycjach: 
4, 6  oraz w pozycjach za 12 resztą aminokwa- 
sową, które nie prowadzą do zaniku aktywności 
GAL.
Zsyntezowano wiele analogów N-końcowego 

fragmentu GAL [4, 5, 8 , 16, 25, 29, 39, 85-91]. Tylko 
niektóre z nich w ykazują silną aktywność biolo­
giczną. Znany jes t  efekt działania analogów: [Ala , 
D-Trp 8 ]G A L (l- l  5)-ol i [D-Thr 6 ,D-Trp 8 >9 ]GAL- 
(1-15)-ol [29, 8 8 ]. Zbadano wpływ tych peptydów na 
indukowane glukozą wydzielanie insuliny z izolo­
wanych wysp trzustek szczurzych. Zastosowanie sa­
mych analogów nie wpływało na poziom insuliny. 
Natomiast podanie ich (0,1 /¿M) w obecności galani­
ny (1 nM) blokowało inhibitorowy efekt galaniny na 
wydzielanie insuliny indukowane glukozą. Analogi 
te okazały się silnymi antagonami galaniny, znosząc 
całkowicie efekt jej działania. Powyższe badania su­
gerują, że modyfikacje fragmentu galaniny 1-15 
m ogą odgrywać istotną rolę w poszukiwaniu analo­
gów galaniny, wykazujących silne powinowactwo 
do receptorów oraz selektywne agonistyczne lub an- 
tagonistyczne właściwości biologicznie.

Opisano również działanie biologiczne wielu hy­
brydowych analogów, zawierających fragment 
GAL(1-13) (lub jego  modyfikacje) oraz fragment in­
nego biologicznie czynnego peptydu, np. neuropep- 
tydu Y (NPY), scyliorhininy I (SCY I), substancji P 
(SP), bradykininy (BK) lub mastoparanu (MAS) [4, 
5, 8 , 25, 89-94]. Otrzymane w ten sposób peptydy hy­
brydowe łatwiej w iążą się z błoną kom órkową i/lub 
mogą być rozpoznawane przez receptory obu pepty­
dów [4]. Tabela 3 przedstawia sekwencje kilku biolo­
gicznie czynnych peptydów hybrydowych oraz po­
równanie ich powinowactwa do receptorów GAL z 
podwzgórza szczura [89, 90, 92] oraz obecnych w
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Tabela 3

Biologicznie czynne hybrydowe analogi galaniny [89, 90, 92, 93]

LIGAND K d [nM]
pGAL
GWTLNSAGYLLGP HAIDNHRSFHDKYGLA-/V/-/2 0.8/0.4*

GAL(1-13)NH2
g w t l n s a g y l l g p -/vf/2 150

M15; GAL(1-13)-SP(5-11)-/VH2 
GWTLNSAGYLLGP QQFFGLM-/VH2 0.1

M32; GAL(1-13)-NPY(25-36)-/VH2 
GWTLNSAGYLLGP RHYINLITRQRY-/VH2 0.1

M35; GAL(1-13)-BK(2-9)-A/H2 
GWTLNSAGYLLGP PPGFSPFR-/VH2 0.3

M40; GAL(1-13)-PPALALA-/VW2 
GWTLNSAGYLLGP PPALAIA-NH2 10

C7; GAL(1-13)-spantyd-NH2
GWTLNSAGYLLGP (D-R)PKPQQ(D-W)F(D-W)LL -NH2 0.2

Galparan; GAL(1-13)-MAS-A/H2 7.1*GWTLNSAGYLLGP INLKALAALAKKIL-A//-/2

‘powinowactwa do receptorów  GAL obecnych w kom órkach linii RINm5F szczurzych wysp trzustkow ych

komórkach linii RINm5F szczurzych wysp trzustko­
wych [93].

Pierwszym opisanym peptydem hybrydowym o 
charakterze antagonistycznym był peptyd 
GAL(1-13)-SP(5-11)NH2, zwany galantydem lub 
M 15 [92, 94]. Przedłużenie N -końcowego fragmentu 
GAL(1-13) o fragment substancji P(5-l 1) spowodo­
wało 1 0 0 0 -krotne zwiększenie powinowactwa pep­
tydu do receptorów galaninowych w porównaniu z 
fragmentem GAL(1-13)NH2. M l 5 wykazywał rów­
nież 1 0 -krotnie większe powinowactwo do recepto­
rów galaninowych, niż G AL( 1 -29)N H 2 oraz wysokie 
powinowactwo do receptorów substancji P, większe 
od fragmentu SP(5-11)NH2, lecz mniejsze od 
SP(1-10)NH2.

Galantyd w wielu przypadkach działa antagoni- 
stycznie w stosunku do GAL [94-97]. W testach na 
wydzielanie insuliny znosi hamujący efekt galaniny 
[94], blokuje w yw ołaną przez galaninę redukcję w y­
dzielania acetylocholiny w hipokampie [95] oraz ha­
muje wywołane galaninąpodw yższanie poziomu GH
[96]. Nie stwierdzono natomiast działania antagoni- 
stycznego galantydu w stosunku do galaniny w bada­
niach na mięśniach gładkich, w których M 15 był ak­
tywatorem odruchów mięśniowych [97]. Odmienna 
aktywność hybrydowych analogów galaniny w róż­
nych tkankach związana jes t  prawdopodobnie z ist­
nieniem kilku podtypów receptorów galaninowych 
oraz z różnym oddziaływaniem hybrydowych analo­
gów z tymi receptorami. Dalsze badania nad hybry­
dowymi analogami galaniny m ogą doprowadzić do 
odkrycia silnych ligandów receptorów GAL, w yka­

zujących ukierunkowane właściwości agonistyczne 
lub antagonistyczne.

Znaczącą rolę w badaniach nad fizjologicznymi 
właściwościami galaniny mogą również odgrywać 
małocząsteczkowe niepeptydowe ligandy recepto­
rów GAL. Dotychczas odkryto dwa niepeptydowe li­
gandy receptorów GAL. Jeden z nich, nazwany Sch 
202596, jes t  produktem przemiany materii grzybów, 
wyizolowanym w trakcie poszukiwań silnych ligan­
dów receptorów GAL pochodzenia naturalnego (np. 
z produktów fermentacji grzybów lub bakterii) [98]. 
Stwierdzono, że Sch 202596 wykazuje umiarkowane 
powinowactwo do ludzkiego receptora GALR1 (IC5o 
= 1.7 pM), otrzymanego z komórek ludzkiego czer­
niaka Bowena. Struktura Sch 202596 (Ryc. 2) może 
być dobrym punktem wyjściowym dla syntezy no-

OH

Ryc. 2. Struktura Sch 202596 [98],

wych małocząsteczkowych niepeptydowych ligan­
dów GAL, receptorów wykazujących silne specy­
ficzne właściwości agonistyczne lub antagonistycz-
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ne. Drugi z nich wykazuje właściwości antagoni- 
styczne względem ludzkiego receptora GALR1 w 
badaniach in vitro , jednakże jego  struktura nie zo­
stała dotychczas opublikowana [90, 91].

VII. Uwagi końcowe

Galanina wykazuje bardzo szeroki zakres aktyw­
ności biologicznych, które m ogą odgrywać istotną 
rolę w procesach fizjologicznych i patologicznych w 
organizmach ludzi i zwierząt. Między innymi galani­
na moduluje aktywność mięśni gładkich przewodu 
pokarmowego, wpływa na wydzielanie hormonów 
trzustki i przysadki, procesy uczenia się, zapamięty­
wania, łaknienia pokarmu, odczuwania bólu i zacho­
wania seksualne. Przypuszcza się, że galanina może 
mieć również związek z takimi stanami chorobowy­
mi jak: choroba Alzheimera, depresja i akromegalia. 
Hamowanie aktywności galaniny, poprzez zastoso­
wanie antagonów blokujących receptory galaninowe 
może stworzyć nowe możliwości w terapii oraz dia­
gnostyce medycznej.

Mimo dynamicznego w ciągu ostatnich kilku lat 
rozwoju technik biologii molekularnej, dokładny me­
chanizm działania galaniny na poziomie molekular­
nym nie jest nadal znany. Z tego względu wiele funk­
cji oraz zależności związanych z aktywnością biolo­
giczną galaniny pozostaje nadal niewyjaśnionych. 
Nie sąjeszcze znane dokładne profile oddziaływania 
receptorów galaniny (GALR1, GALR2 oraz GALR3) 
z białkami G. Brakuje również silnych selektywnych 
antagonów receptorów GAL. Znalezienie peptydo- 
wych lub małocząsteczkowych niepeptydowych li- 
gandów receptorów GAL, wykazujących selektywne 
właściwości antagonistyczne lub agonistyczne, może 
wnieść znaczący wkład do badań nad poznaniem mo­
lekularnych mechanizmów działania GAL. W najbliż­
szej przyszłości należy oczekiwać dalszych postępów 
w badaniach mających na celu dokładniejsze określe­
nie roli galaniny w funkcjonowaniu organizmów ludzi 
i zwierząt, a także dokładniejsze poznanie mechani­
zmów działania galaniny na poziomie molekularnym.

Czytelnicy zainteresowani tem atyką zw iązaną z 
aktywnością biologiczną galaniny mogą również 
skorzystać z anglojęzycznych artykułów przeglądo­
wych zaznaczonych w Piśmiennictwie numerami [2, 
5, 8 , 21, 25, 63, 71, 73].
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Oznaczanie hormonów w osoczu krwi techniką HPLC 

Determination of hormones in plasma by HPLC 
techniques

MAGDALENA GOZDOWSKA1, EWA KULCZYKOWSKA2
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fazy stałej (SP E )
I-2. R ozdzia ł R P -H P L C

II. R ozdział i o zn aczan ie  h o rm o n ó w  w  osoczu  krwi
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W ykaz stosow anych  sk rótów : ED —  detektor elektrochem icz­
ny; FD —  detektor fluorescencyjny; HPLC —  wysokospraw na 
chrom atografia cieczowa; MS —  spektrom etr masowy; ODS —  
żel oktadecylosililowy; OPA —  o-ftaldialdehyd, PAD —  m acie­
rzowy detektor fotodiodowy; RJA —  metoda radioim munolo- 
giczna; RP —  faza odwrócona; SPE —  ekstrakcja do fazy stałej.

I. Wstęp

Osocze tak jak  inne płyny ustrojowe zawiera w 
swym składzie wiele różnych związków chemicz­
nych. Wśród nich na szczególną uwagę zasługują 
hormony. Jest to duża grupa związków biologicznie 
czynnych różniących się pod względem budowy che­
micznej i funkcji fizjologicznych.

Ze względu na budowę i ich fizyczne właściwości 
można je  podzielić na trzy grupy:

1 Dr inż., :doc. dr hab., Instytut Oceanologii PAN, Zakład G ene­
tyki i Biotechnologii Morskiej w Gdyni, ul. Sw. W ojciecha 5, 
81-347 Gdynia, e-mail: niagda@ cbm pan.gdynia.pl, tel. (58) 
620-89-13, e-mail: ew akulcz@ cbm pan.gdynia.pl, tel. (58) 
620-29-01
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Hormony jako  tzw. przekaźniki chemiczne są w y­
twarzane przez gruczoły wydzielania wewnętrznego 
i uwalniane do płynów ustrojowych. Ich stężenie 
może się wahać w zależności od stanu fizjologiczne­
go organizmu, a w szczególnych przypadkach od od­
działywań czynników zewnętrznych. Najczęściej 
w ystępują  one w bardzo małych ilościach w osoczu 
krwi rzędu piko- czy femtomoli w ml osocza.

Oznaczenie tak niewielkich stężeń tych ważnych 
dla funkcjonowania organizmu związków stanowi 
prawdziwe wyzwanie dla analityka. Przez długi czas 
jed y n ą  skuteczną i odpowiednio czułą techniką ilo­
ściowego oznaczania hormonów były metody radio- 
immunologiczne (ang. radioim m unoassay) (R1A). 
A lternatywę dla tej metody stanowią techniki chro­
matograficzne. Ostatnie lata to okres ogromnego po­
stępu w tej dziedzinie. Dotyczy to szczególnie wyso- 
kosprawnej chromatografii cieczowej, chromatogra­
fii gazowej czy kapilarnej elektroforezy. Wśród nich 
w ysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) 
stanowi jed n ą  z najczęściej stosowanych technik. Jej
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podstawowe zalety to szybkość, powtarzalność oraz 
niski koszt w porównaniu z innymi metodami. Dys­
ponując bardzo czystym wzorcem oznaczanej sub­
stancji i sprzężonym z HPLC odpowiednim dla dane­
go problemu analitycznego detektorem można ozna­
czyć jakościowo i ilościowo hormony w stężeniach 
na poziomie nawet femtomol/ml osocza. Stosowane 
najczęściej rodzaje detektorów, to detektor UV, flu­
orescencyjny (FD), elektrochemiczny (ED) czy 
spektrometr masowy (MS).

Stosując metodę HPLC można wyróżnić kilka 
głównych etapów:
—  wstępne oczyszczanie i zagęszczanie próbki,
—  rozdział na kolumnie,
—  detekcję badanych związków,
—  komputerową analizę ilościową (Ryc. 1).

toda polega na przepuszczaniu ciekłej analizowanej 
próbki (np. o objętości od kilkudziesięciu pi do kilku 
ml, w zależności od dostępnych ilości) przez złoże 
adsorbentu w kolumience i adsorpcji oznaczanych 
związków w złożu. Po przemyciu kolumienki (w 
celu oddzielenia reszty zanieczyszczeń) zaadsorbo- 
wane substancje wym ywa się następnie niewielką 
ilością rozpuszczalnika. W taki sposób można otrzy­
mać nawet 1 0 0 0  krotne zagęszczenie analizowanej 
substancji. Stosuje się sorbenty niepolarne, polarne i 
jonowymienne. Niepolarne wypełnienia zawierają 
np. metylowe, oktylowe czy oktadecylowe grupy 
funkcyjne przyłączone do powierzchni żelu krze­
mionkowego mające na celu zwiększenie w łaściw o­
ści retencyjnych. Polarne wypełnienia kolumienki to 
niemodyfikowana krzemionka lub żel krzemionko-

próbka np.: 
osocze zawierające 
hormony

wstępne oczyszczanie i 
zagęszczanie próbki (np. SPE)

f
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1
1
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Ryc. 1. Schemat analizy za pomocą HPLC.

1-1. W stępne przygotowanie próbki —  ekstrakcja 
do fazy stałej (SPE)

Ważnym etapem analizy chromatograficznej jes t 
wstępne przygotowanie próbki, mające na celu uwol­
nienie substancji badanej od niepotrzebnych, często 
interferujących związków i zagęszczenie jej. Do me­
tod tych należą: ekstrakcja ciecz-ciecz, ekstrakcja do 
fazy stałej (SPE), metody strąceniowe (w przypadku 
białek) i metody membranowe tj. dializa, ultrafiltro- 
wanie [ 1 ].

Z wymienionych technik w ostatnich latach naj­
większe znaczenie zyskała metoda SPE [2-4]. Jej 
główne atuty to przede wszystkim: wysoka selek­
tywność zagęszczanej wybranej substancji, wysoki 
stopień powtarzalności ekstrakcji, łatwość i szyb­
kość wykonania, niski koszt.

Technika ta wykorzystuje kolumienki wypełnione 
krzemionką bądź zm odyfikowanym polimerem. M e­

wy z cyjano-, amino- czy diolowymi grupami funk­
cyjnymi. Jonowymienne sorbenty posiadają grupy 
kationowe bądź anionowe. W przeciwieństwie do 
wypełnień używanych w HPLC wielkość cząstek 
sorbentu jes t  znacznie większa w kolumienkach do 
SPE. Pozwala to na łatwe nanoszenie próbki i elucję 
z kolumny przy użyciu małego nadciśnienia lub pod­
ciśnienia.

Przy odpowiednim doborze w ypełnienia kolu­
mienki oraz rodzaju rozpuszczalnika m ożna zopty­
malizować warunki prowadzenia ekstrakcji prak­
tycznie dla każdej analizowanej próbki a dostępność 
przygotowywanych komercyjnie, wypełnionych 
mini -kolumienek czyni metodę SPE coraz częściej i 
chętniej s tosowaną w różnych laboratoriach anali­
tycznych. Przy czym spore koszty gotowych kolu­
mienek, szczególnie przy seryjnych analizach, m o­
żna znacząco zredukować poprzez w ielokrotne ich
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użycie. N iezbędne jes t  wówczas przemywanie kolu­
mienek między analizami.

1-2. Rozdział RP-HPLC

Optymalizacja warunków rozdziału na kolumnie 
chromatograficznej sprowadza się do doboru 
wypełnienia kolumny, fazy ruchomej i temperatury 
rozdziału.

HPLC m ożna ogólnie podzielić na chromatogra­
fię: że low o-permeacyjną, adsorpcyjną (tzw. faza 
normalna), podziałową (w tym z fazami odwrócony­
mi, RP), jonow ym ienną  oraz powinowactwa [5]. 
Chromatografia RP jes t  najbardziej wszechstronną i 
najczęściej używ aną m etodą HPLC. Faza stacjonar­
na jes t  tutaj chemicznie modyfikowanym żelem 
krzemionkowym połączonym z alkilosililowymi 
związkami dającymi niepolarną, hydrofobową po­
wierzchnię. Retencja związków rozdzielanych spo­
wodowana jes t  głównie hydrofobowymi interakcja­
mi pomiędzy nimi a w ęglow odorow ą powierzchnią 
sorbentu. Fazę ruchom ą(polarną) zazwyczaj stanowi 
wodny roztwór metanolu, acetonitrylu czy innych 
rozpuszczalników (mieszających się z wodą). 
Związki wym yw ane są w kolejności zmniejszającej 
się polarności (zwiększającej się hydrofobowości), a 
podwyższenie polarnego charakteru fazy ruchomej 
(przez zwiększenie ilości wody) wydłuża czas reten­

cji-
Najbardziej popularną fazę stacjonarną stanowi 

C i g (ODS), czyli oktadecylosilanowa grupa 
przyłączona do powierzchni żelu krzemionkowego. 
Jest sorbentem niepolarnym. Można go wykorzysty­
wać do rozdzielania różnych zw iązków —  od polar­
nych do niepolarnych. Dostępne są również 
wypełnienia o krótszych łańcuchach bocznych 
przyłączonych do powierzchni żelu. Faza Cg jes t 
fazą średnio polarną i może być wykorzystywana do 
wstępnego, orientacyjnego rozdzielania mieszanin o 
nieznanym składzie, zawierających także związki 
polarne. N atom iast faza C 2 je s t  stosowana zwłaszcza 
do rozdzielania związków wielkocząsteczkowych.

Kolumny z fazą  odw róconą są stabilne przy pH
2-7, ponieważ w zasadowych warunkach krzemion­
ka rozpuszcza się. Dotyczy to szczególnie wypełnień 
z krótszymi łańcuchami bocznymi (Ci czy C 2 ).

Oprócz zazwyczaj stosowanych rozpuszczalni­
ków metanol-woda, acetonitryl-woda często nie­
zbędne sądodatk i do fazy ruchomej w celu zwiększe­
nia selektywności. Dlatego też RP możemy podzielić 
na chromatografię: z sup resją jonow ą (zahamowanie 
dysocjacji jonow ej słabych kwasów i zasad poprzez 
dodatek innych silniejszych kwasów i zasad), z kon­

trolą jonizacji (dodatek odpowiednich buforów), jo- 
nowo-asocjacyjną czyli par jonow ych (dodatek hy­
drofobowych przeciwjonów tworzących z oznacza­
nymi jonami pary jonowe).

II. Rozdział i oznaczanie hormonów  
w osoczu krwi

II-1. Hormony peptydowe i białkowe

Hormony peptydowe i białkowe to duża grupa 
związków biologicznie czynnych. Różnią się one 
znacznie pod względem budowy chemicznej. Jedne 
są prostymi oligopeptydami, inne większe charakte­
ryzują się skom plikow aną budową przestrzenną. 
Systematycznie co parę lat ukazują się artykuły 
przeglądowe dotyczące analizy peptydów i białek za 
pomocą HPLC [6 - 8 ]. W niniejszej pracy przedsta­
wione zostaną ogólne założenia analizy tych 
związków z wykorzystaniem RP-HPLC.

I I - l .l .  HPLC peptydów i białek

Zachowanie się poszczególnych hormonów pod­
czas rozdziału chromatograficznego jes t uzależnione 
od ilości i właściwości reszt aminokwasowych w 
łańcuchu peptydowym. Dlatego też do ich rozdziału 
wykorzystuje się różne metody HPLC, takie jak: 
żelowo-permeacyjną, jonow ym ienną czy w fazie od­
wróconej. Chromatografia w fazie odwróconej sta­
nowi technikę dominującą.

Najczęściej stosowanymi fazami stacjonarnymi 
RP przy rozdziale tej grupy związków są ODS i żel 
oktasililowy (Cg). Średnica cząstki sorbentu wynosi 
zazwyczaj 5-10 pni a rozmiar porów 1 0 0  A —  dla 
małych związków (do 2 0  aminokwasów) i 300 A —  
dla peptydów zawierających powyżej 2 0  am inokwa­
sów w cząsteczce. Zazwyczaj im mniejsza jes t  ilość 
aminokwasów w cząsteczce, tym większą hydrofo- 
bowością powinna charakteryzować się faza stacjo­
narna. Dla większych peptydów preferowane są 
mniej hydrofobowe sorbenty (tj. C4) a nawet relatyw­
nie polarne (tj. CN). Faza ruchoma to wodne roztwo­
ry acetonitrylu, metanolu czy izopropanolu. W celu 
otrzymania wystarczających oddziaływań peptydu z 
hydrofobową powierzchnią fazy stacjonarnej, nie­
zbędne są dodatki do eluentu. I tak, aby zmniejszyć 
ładunek peptydu i wyeliminować hydrofilowe od­
działywania pomiędzy fazą nieruchomą a rozdziela­
nym związkiem, stosuje się bufory o pH 2-4. W tych 
warunkach zaham owana zostaje dysocjacja jonow a 
reszt kwasowych peptydu (np. kwasu asparaginowe­
go i glutaminowego). Natomiast aniony zawarte w 
buforze działają jako przeciwjony i tworzą pary jo ­
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nowe z zasadowymi, bocznymi łańcuchami amino­
kwasów takich jak  arginina, lizyna czy histydyna. 
Powoduje to maskowanie ładunku dodatniego. W y­
magania te spełniają trifluorooctany i fosforany. 
Kwas trifluorooctowy jes t  najczęściej stosowanym 
dodatkiem, normalnie dodawanym w stężeniu 0.05 
lub 0 . 1 %.

Najczęściej używane kolumny RP w analizie pep- 
tydów mają długość 100-250 mm i średnicę 4-4,6 
mm.

II-1.2. Detekcja

Wiązanie peptydowe, podobnie jak  aromatyczne 
reszty aminokwasowe (Tyr, Phe, Trp) silnie absor­
bują światło w zakresie ultrafioletu (odpowiednio 
210-220 nm i 250-290 nm). Dlatego też detektory 
UV są najczęściej wykorzystywane do oznaczeń 
peptydów. Jednak w przypadku wielu hormonów 
peptydowych, występujących w niskich stężeniach 
w płynach ustrojowych, detekcja UV nie wykazuje 
wystarczającej czułości. Rozwiązaniem jest zastoso­
wanie detektora fluorescencyjnego i elektrochemicz­
nego.

Przeprowadzając derywatyzację czyli modyfika­
cję chemiczną peptydów możemy oznaczać te 
związki na poziomie femtomoli [9,10,11]. Wykonuje 
się to przed kolumną lub za kolumną, dodając do ana­
lizowanej próbki lub do eluatu odczynniki, które re­
agując ze związkami analizowanymi, tw orzą ich flu­
oryzujące pochodne. Do najczęściej stosowanych 
odczynników o właściwościach fluorescencyjnych 
należą o-ftaldialdehyd (OPA), 2,3-naftalenodikar- 
boaldehyd (NDA), fluoreskamina, ninhydryna czy 
chlorek danzylu (Dns-Cl). G łów ną w adą metody jest 
możliwość powstawania kilku produktów reakcji (w 
przypadku obecności kilku wolnych grup funkcyj­
nych w cząsteczce peptydu). Pomimo tego technika 
ta stosowana jes t  coraz częściej. Wykorzystując laser 
(ang. laser induced fluorescence ) zamiast lampy kse- 
nonowej można zwiększyć poziom detekcji o jeden 
rząd wielkości [ 1 2 ].

W przypadku elektrochemicznej detekcji w yko­
rzystywany jes t fakt, że peptydy często posiadają 
aminokwasy z różnymi grupami funkcyjnymi zdol­
nymi do utleniania/ redukcji (tj. Tyr, Trp, Met czy 
mostek siarczkowy pomiędzy Cys-Cys). Zmieniając 
potencjał można selektywnie przeprowadzać reakcje 
elektrochemiczne na poszczególnych grupach funk­
cyjnych peptydu, przez co oznaczany związek może 
być ‘wyodrębniony’ z całej mieszaniny (rozróżniony 
od innych peptydów czy związków).

Ze względu na uzyskiwaną wysoką czułość ozna­
czeń coraz większego znaczenia nabiera również za­
stosowanie spektrometru masowego sprzężonego z 
HPLC.

II-1.3. Hormony tylnego płata przysadki

Hormony nerwowej części przysadki mózgowej, 
np. obecne u ssaków wazopresyna i oksytocyna, na­
leżą do nonapeptydów. Wszystkie posiadają mostek 
disiarczkowy pomiędzy 1 i 6  aminokwasem (cyste­
iną) i zachowane aminokwasy na pozycjach 1, 6, 7, 9 
sekwencji aminokwasów.

Przy analizie nonapeptydów próbkę przed w pro­
wadzeniem na kolumnę chromatograficzną oczysz­
cza się i zagęszcza za pom ocą ekstrakcji do fazy 
stałej [13, 14, 1 5]. Natomiast analizę RP-HPLC hor­
monów przysadkowych przeprowadza się najczę­
ściej w układzie izokratycznym, na kolumnie ODS, z 
wykorzystaniem detekcji UV [16, 17, 18]. Przykła­
dowo B i i wsp. oznaczali wazopresynę na poziomie 
50 pniol/ml osocza [19]. Jak dotychczas najlepszą 
czułość dla nonapeptydów udało się uzyskać sprzę­
gając z HPLC udoskonalony spektrometr masowy 
[20]. Poziom wykrywalności nonapeptydu wynosił 
50 fmol/ml.

W centrum zainteresowania naszej grupy badaw­
czej znajdują się nonapeptydy przysadkowe ryb: wa- 
zotocyna argininowa i izotocyna będące analogami 
wazopresyny i oksytocyny. Metoda pozwalająca na 
oznaczenie obydwu hormonów w jednej próbce zo­
stała opracowana w naszym laboratorium. K u l -  
c z y k o w s k a  [2 1 ] po ekstrakcji hormonów z oso­
cza pstrąga za pom ocą SPE a następnie rozdziale 
tych związków przy pomocy HPLC (Ryc. 2.) ozna­
czała wazotocynę i izotocynę (UV) na poziomie 1 0  

pmol/ml.
Aby oznaczyć hormony występujące w osoczu w 

niewielkich stężeniach niezbędne jes t zatężenie na­
wet 10 ml osocza. W praktyce oznacza to pobieranie 
krwi do jednej analizy od kilku ryb, co w znacznym 
stopniu ogranicza stosowalność metody. Sposobem 
uniknięcia przedstawionej niedogodności może być 
zwiększenie czułości metody przez zastosowanie de­
tekcji fluorescencyjnej. W tym celu należy przepro­
wadzić hormon we fluoryzującą pochodną. Prowa­
dzone przez nas wstępne prace wskazują, że odpo­
wiednim odczynnikiem do modyfikacji nonapepty­
dów jest  OPA (o-ftaldialdehyd). Może on być w pro­
wadzany do cząsteczki hormonu niemal ze 1 0 0 % w y­
dajnością.
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II-2. Pochodne aminokwasów (indoloaminy i ka- 
techolaminy)

Indoloaminy (np. melatonina) i katecholaminy 
(adrenalina, noradrenalina, dopamina) są neurohor­
monami lub/i neuroprzekaźnikami działającymi w 
centralnym układzie nerwowym (CUN) i w tkankach 
obwodowych.

Tak jak  w przypadku analizy innych związków 
biologicznie czynnych tak i tu integralną częścią me­
tody jes t  wstępne oczyszczanie próbki, zawierającej 
aminy biogenne, z zastosowaniem ekstrakcji do fazy 
stałej (SPE) [22] lub ciecz-ciecz [23, 24]. Sam roz­
dział HPLC przeprowadzany jes t  z wykorzystaniem 
kolumn ODS, najczęściej w układzie izokratycznym 
[23-24]. W procesie oznaczania pochodnych am ino­
kwasów najbardziej użyteczne są detektory fluore­
scencyjny i elektrochemiczny, które wykorzystują 
naturalną fluorescencję oraz zdolność katecholamin 
i indoloamin do stosunkowo łatwego utleniania się 
już  przy odpowiednio niskich potencjałach [22-23]. 
Zastosowanie obu typów detektorów daje porówny­
walne pod względem czułości wyniki. Przekształce­
nie hormonów w ich fluoryzujące pochodne [26-29] 
zwiększa poziom wykrywalności do dziesiątych czę­
ści femtomola (Tabela 1).

P e n i s t o n - B i r d  i wsp. [25] stosując 
SPE i HPLC z fluorescencyjną detekcją uzyskali li­
mit detekcji 1 1  fmol/ml, przy czym wydajność eks­
trakcji wynosiła tylko 70%. N atom iast C h a n u t i 
wsp. [23] oraz T o  r a n o i wsp. [24] wstępnie prze­
prowadzali ekstrakcję ciecz-ciecz za pom ocą dichlo­
rometanu z wydajnością  odpowiednio 96-98% i 
96%. Czułość detekcji elektrochemicznej i fluore­
scencyjnej w tych metodach, po rozdziale chromato­
graficznym, wynosiła odpowiednio 63.5 i 34 
fmol/ml osocza krwi.

Ryc. 2. Chromatogram typowej próbki osocza 
pstrąga tęczowego przygotowanej 
wstępnie metodą SPE; kolumna Ultra- 
sphere ODS, 5 pm, 45x4.6 mm, 
250x4.6 mm; elucja gradientowa przy 
użyciu mieszaniny 0.12% TFA w wo­
dzie (A) — 0.1% TFA w acetoni- 
tryl/woda (3:1) (B), 20-40% B w A w 
ciągu 20 min; natężenie przepływu fazy 
ruchomej —  1 ml/min; detektor U V, 215 
nm; temperatura 22°C, [21]; stosowane 
skróty i oznaczenia: AVT —  wazotocy- 
na argininowa, IT —  izotocyna, —  pro­
fil gradientu

Jedna ze stosowanych obecnie metod oznaczania 
melatoniny została opracowana w naszym laborato­
rium. K u 1 c z y k o w s k a i I u v o n e  [30] ekstra­
howali i zagęszczali melatoninę z osocza na kolu­
mienkach, C 1 8, przy wydajności metody 96%. N a­
stępnie dokonali rozdziału za pom ocą HPLC okre­
ślając poziom wykrywalności hormonu (detekcja 
fluorescencyjna) na 13 fmol/ml (Ryc. 3.). Wiarygod­
ność opracowanej metody sprawdzono stosując tech­
nikę HPLC z detekcją elektrochemiczną [31]. Zasto-

Ryc. 3. Chromatogram typowej próbki osocza storni po zastosowaniu 
SPE; kolumna Ultrasphere ODS, 5 /im , 45x4.6 mm, 250x4.6 
mm; eluent: 60% metanol z natężeniem przepływu fazy rucho­
mej —  0.6 ml/min; detektor fluorescencyjny, 286 nm (wzbudze­
nie), 352 nm (emisja); temperatura 22°C, [30]; stosowane skró­
ty: Mel —  melatonina.

sowanie obydwu metod w odniesieniu do tych sa­
mych próbek osocza krwi pozwoliło stwierdzić, że 
otrzymane wyniki są niezwykle zbliżone do siebie 
[30].
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II-3. Hormony sterydowe

Hormony sterydowe są to związki lipofilowe re­
gulujące różnorodne procesy biologiczne w organi­
zmie. W osoczu najczęściej oznaczane są kortyzol, 
kortykosteron, aldosteron, testosteron, estradiol i 
progesteron.

II-3.1. Oczyszczanie i zagęszczanie

Tak jak  w przypadku poprzednio omawianych 
grup hormonów, również sterydy w ym agają  wstęp­
nego oczyszczenia przed podaniem na kolumnę 
chromatograficzną. Podstawowe techniki to w ielo­
stopniowa ekstrakcja organiczna (ciecz-ciecz) i eks­
trakcja do fazy stałej (SPE). Przy doborze metody 
trzeba brać pod uwagę oprócz właściwości fizy­
ko-chemicznych badanych zw iązków  również fakt, 
że w osoczu są one częściowo związane z białkami 
(albuminami lub globulinami). Ekstrakcja rozpusz­
czalnikami organicznymi, np. chlorkiem metylenu 
czy eterem etylowym, prowadzi do wyizolowania 
wolnych sterydów [32]. Przeprowadzana dodatkowo 
hydroliza połączeń hormon-białko przed ekstrakcją 
pozwala oznaczyć całkowitą ilość hormonu (zw iąza­
nego i wolnego) [33]. Ekstrakcja do fazy stałej sku­
tecznie zatrzymuje zarówno wolne jak  i połączone z 
białkami hormony na sorbencie (najczęściej używ a­
ny —  ODS) a zanieczyszczenia są wym yw ane roz­
tworami wodnymi. Sterydy odzyskiwane są z fazy 
stałej po przemyciu kolumny metanolem. Metoda ta 
stosowana jes t do wstępnego oczyszczania m.in. an- 
drogenów i estrogenów [34, 35].

II-3.2. HPLC i detekcja

Przy rozdziale sterydów za pom ocą HPLC często 
wykorzystywana była krzemionka i tlenek glinu jako  
sorbenty umożliwiające satysfakcjonujące rozdziały. 
Obecnie popularne są kolumny z fazą  odw róconą w 
tym szczególnie ODS. Z pow odzeniem  m ożna rów ­
nież stosować wypełnienie z grupami fenylowymi 
[32]. Eluent w rozdziałach sterydów stanowi m iesza­
nina metanolu, dioksanu lub acetonitrylu z wodą. 
Hormony kory nadnerczy rozdzielane s ą w  m ieszani­
nie metanol-woda lub dioksan-w oda, zaś hormony 
gonadowe acetonitryl-woda. Przy rozdziale m iesza­
niny hormonów sterydowych najczęściej stosowany 
jest gradient stężeń. Typowe kolum ny mają długość 
100-350 mm i średnicę w ew nętrzną 5 mm.

Przy stosowaniu fazy odwróconej trzeba brać pod 
uwagę fakt, że niepolarny materiał (hormony) może 
nagromadzić się na kolumnie zm niejszając tym sa­
mym selektywność rozdziału. Z tego względu obo­

wiązkowe jes t stosowanie przedkolumny, podobnie 
jak  ma to miejsce w przypadku hormonów peptydo- 
wych.

Do detekcji i identyfikacji steroidów wykorzysty­
wane są wszystkie w spom niane we wcześniejszych 
rozdziałach detektory. Poziom wykrywalności stery­
dów może być znacznie poprawiony przy równocze­
snym użyciu dwóch uzupełniających się detektorów 
na przykład spektrometrów masowych (MS-MS) 
[32, 36, 37], Limit detekcji wynosi w tym przypadku 
kilka femtomoli i jes t  lepszy w porównaniu np. z 
RIA.

III. Porównanie czułości metod HPLC z 
innymi technikami —  wnioski

Przez długi czas metody radioimmunologiczne 
stanowiły podstawowe narzędzie analityczne stoso­
wane przy ilościowym oznaczaniu hormonów. Wy­
soka czułość (dziesiąte części fm ol/ml) jak  i dostęp­
ność w sprzedaży gotowych zestawów do oznaczeń 
sprawiają, że metody te są stosowane w rutynowych 
badaniach do dnia dzisiejszego. Dużym minusem 
metod radioimmunologicznych jes t  możliwość 
wystąpienia reakcji sieciujących i oddziaływań prze­
ciwciał z innymi substancjami mieszaniny, w rezul­
tacie czego otrzymywany wynik jes t  zawyżony. Z 
tego względu często niezbędne jes t  oczyszczanie 
próbek przed analizą RIA za pom ocą wysokospraw- 
nej chromatografii cieczowej.

Ilościowe techniki chromatograficzne w porów­
naniu z metodami radioim m unologicznym i wyka­
zują często słabszą czułość i z tego względu przegry­
wają w konkurencji z RIA. Szczególnie dotyczy to 
hormonów peptydowych (Tabela 1).

Problem niskiej czułości metod HPLC może być 
rozwiązany dzięki zastosowaniu nowych detektorów 
o coraz wyższej czułości. Dla porównania, metoda 
HPLC daje oznaczenia ilościowe na poziomie kilku 
lub kilkudziesięciu pmol/ml z detekcją UV, PAD (np. 
w przypadku nonapeptydów przysadkowych), zaś 
sprzęgając HPLC z udoskonalonym detektorem MS 
można podwyższyć czułość metody do kilkudziesię­
ciu fmol/ml [20]. Innym podejściem jes t  zastosow a­
nie wspomnianej wcześniej derywatyzacji hormo­
nów z czułą detekcją f luorescencyjną [ 12, 26-29, 40] 
(Tabela 1).

Konkludując technika HPLC może być godna po­
lecenia z uwagi na:
—  brak konieczności stosowania izotopów,
—  wysoką specyficzność,
—  prostotę,
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Tabela 1

Czułość różnych metod na przykładzie wybranych hormonów

M etoda

Horm on

RP-HPLC RIA

W azotocyna 10 pniol/m l (U V ), [21]

50 fm ol/m l (FT-ICR-M S), [20]

1 fm ol/m l, [38]

W azopresyna 0.28 pm ol/m l (PA D ), [39]

50 pm ol/m l (U V ), [19]

0.5 pm ol/m l (derywatyzacja, FD ), [40]

0.06 fm ol/m l, [41] 

0.3 fm ol/m l, [42]

M elatonina 13 fm ol/m l (FD), [30]

11 fm ol/m l (FD), [25]

34 fm ol/m l (FD), [24]

63.5 fm ol/m l (ED), [23]

0.5 fm ol/m l (deryw atyzacja,FD ), [29]

22 fm ol/m l, [43] 

22 fm ol/m l, [44]

—  unikanie wielu etapów pośrednich (np. w R1A- 
otrzymywanie specyficznych przeciwciał),

—  stosunkowo niski koszt przy wielu analizach wy­
konywanych seryjnie.
Należy się spodziewać, że technika ta zyska coraz 

większą liczbę zwolenników, zwłaszcza w sytuacji 
ciągłego udoskonalania metod detekcji.

Artykuł otrzymano 17 lutego 2002 
Zaakceptowano do druku 4 października 2002
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SPRAWOZDANIE Z IV KONFERENCJI IMIENIA 
JAKUBA KAROLA PARNASA

W dniach 15-17 września 2002 odbyła się we Wrocławiu IV Konferencja Parnasowska. Konferencje im. Ja­
kuba Karola Parnasa m ają charakter naukowych spotkań biochemików polskich i ukraińskich. O dbywają się 
dla uczczenia pamięci Jakuba Karola Parnasa, znakomitego polskiego biochemika, w latach 1920-1941 profe­
sora Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie, twórcy lwowskiej szkoły biochemicznej, tragicznie zmarłego 
w moskiewskim więzieniu. Pierwsza Konferencja Parnasowska odbyła się w 1996 roku we Lwowie. W m uro­
wano wtedy tablicę pam iątkową ku czci Profesora w budynku dawnej Chemii Fizjologicznej Uniwersytetu, tym 
samym, w którym przed laty pracował Profesor Parnas. Postanowiono, że konferencje będą odbywały się co 
dwa lata, naprzemiennie, w Polsce i na Ukrainie, a za ich organizację odpowiadać będzie Polskie i Ukraińskie 
Towarzystwo Biochemiczne. Zgodnie z tym, następna, druga Konferencja odbyła się w roku 1998 w Gdańsku, a 
jej głównym organizatorem był prof. Angielski (Gdańsk). Kolejna, III Konferencja odbyła się w roku 2000, 
znowu we Lwowie, a jej głównym organizatorem był prof. Stoika (Lwów).

W roku bieżącym IV Konferencja Parnasowska odbywała się we Wrocławiu, organizowana, tak jak  poprzed­
nio, przez Towarzystwa Biochemiczne obu krajów. Należy dodać, że współpracę tych Towarzystw uważa się za 
wzorową. Ponadto, w tym roku, Konferencja odbywała się w ramach obchodów 300-lecia Uniwersytetu 
Wrocławskiego, a jej głównym organizatorem był prof. Andrzej Dżugaj (Wrocław).

W IV Konferencji Parnasowskiej wzięło udział 50 naukowców polskich i 60 ukraińskich. Tak liczny udział 
kolegów z Ukrainy był możliwy dzięki finansowemu wsparciu licznych instytucji w Polsce. Dzięki ich pomocy 
35 kolegów z Ukrainy otrzymało stypendia, umożliwiające pobyt w Polsce. Były to głównie osoby młode, stu­
denci, doktoranci, czy młodzi pracownicy nauki. Taki liczny udział w Konferencji młodych ludzi był jednym z 
celów polskich organizatorów. Należy dodać, że nikt z przyjeżdżających na Konferencję gości ukraińskich nie 
płacił wpisowego, a ponadto dzięki władzom Uniwersytetu Wrocławskiego wszyscy ukraińscy uczestnicy 
Konferencji uzyskali specjalne zniżki za pobyt w Hotelu Studenckim.

Tematyka Konferencji dotyczyła molekularnych mechanizmów aktywacji komórki —  „M OLECULAR 
MECHANISM OF CELL ACTIVATION: BIOLOGICAL SIGNALS AND THEIR TARGET ENZY M ES” . 
Inauguracja Konferencji odbyła się w przepięknej Auli Leopoldynowskiej. Plenarne wykłady wygłosili: prof. 
Jacek Otlewski (Wrocław) „Structural and energetic aspects o f  serine protease-protein inhibitor interaction”, 
Parnas Lecture, (Zwycięzca w Konkursie na Nagrodę Parnasa w roku 2001); prof. Sergiy Komisarenko (Kijów) 
„Molecular mechanisms o f  lymphocyte activation” (Prezes Ukraińskiego Towarzystwa Biochemicznego) oraz 
prof. Kai Simons (Drezno) „Lipid rafts in membrane trafficking and cell polarity” (President o f  European Life 
Science Organization).

Tematyka kolejnych Sesji Konferencji, które odbywały się w gmachu Instytutu Chemii Uniwersytetu 
Wrocławskiego była następująca: I. Metabotropic receptors and cross-talk signalling, II. Signalling in cell 
differentiation, III. Immune system and intracellular signalling, IV. Target enzymes, V. Signalling mediated by 
ionotropic receptors, voltage dependent channels and low molecular weight molecules.

W Sesjach tych wygłoszono 30 wykładów, z tego 1 5 przez naukowców z Polski i 1 5 z Ukrainy. Należy dodać, 
że wszyscy uczestnicy Konferencji podkreślali stale rosnący poziom naukowy wykładów, jak  również wysoki 
poziom ich prezentacji.

Na sesji plakatowej wystawiono 5 1 posterów, z tego 1 8  zgłoszono do konkursu na najlepszą prezentację. Raz 
wywieszone plakaty były do wglądu przez cały czas trwania Konferencji. Komisja Konkursowa, której prze­
wodniczył prof. Andrzej Sybirny ze Lwowa i w skład której wchodzili polscy i ukraińscy naukowcy, wyłoniła 
dwie młode osoby z Polski i z Ukrainy, które prezentowały najlepsze plakaty. Nagrody dostały: Katerina Sho- 
stak (Kijów) za prezentację posteru: Shostak K.O., Dmitrenko V.V., Garifulin O .M., Rozumenko V.D., Kho- 
menko O.V., Zozulya Y. A., Zehetner G., Kavsan V.M. „Inactivation o f  putative suppresor gene Tsc-22 in human 
brain tumors”, oraz Rafał Czajkowski (Warszawa) za prezentację plakatu: Czajkowski R., Banachiewicz W., 
Sabała P., Ilnytska O., Drobot L., Barańska J. „Differential effects o f  P 2 Y 1 and on proliferation o f  glioma C 6  

cells” . Nagrody, po 1000 zł każda, zostały ufundowane przez Instytut Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego
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PAN, któremu organizatorzy pragną serdecznie podziękować, a w szczególności wyrazić wdzięczność prof. Je­
rzemu Duszyńskiemu.

Konferencja charakteryzowała się niezwykle miłą atmosferą. Sprzyjała jej ogromna życzliwość władz uni­
wersyteckich, miejskich i wojewódzkich. Na temat Konferencji ukazały się artykuły w miejscowej prasie i w y­
wiady w Telewizji. Honorowy patronat nad Konferencją objął Rektor Uniwersytetu Wrocławskiego, prof. 
Zdzisław Latajka, Rektor Akademii Medycznej we Wrocławiu, prof. Leszek Paradowski, Prezydent 
Wrocławia, p. Stanisław Husakowski, Wojewoda i Marszałek Regionu Dolnośląskiego, pp. Ryszard Nawrat i 
Emilian Stanczyszyn, Arcybiskup Wrocławia, Ksiądz Kardynał Henryk Gulbinowicz, oaz Wiceprezydent Pol­
skiej Akademii Nauk, prof. Włodzimierz Ostrowski, Ambasador Ukrainy w Polsce, p. 01exander Nykonenko, 
p. JanNowak-Jeziorański i p. Barbara Parnasowa. Wrocław jes t  miastem o starej, wielokulturowej tradycji i od­
bywająca się w tym właśnie mieście polsko-ukraińska Konferencja nabiera specjalnego znaczenia. Jesteśmy 
przekonani, że zadzierzgnięte w czasie jej trwania polsko-ukraińskie przyjaźnie oraz współpraca będą procen­
tować w przyszłości.

Należy dodać, że następna Konferencja Parnasowska odbędzie się w Kijowie w roku 2005. Przesunięcie o 
rok jes t spowodowane faktem wygrania przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne konkursu na organizację 
Konferencji Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS), która odbędzie się w 2004 roku w 
Warszawie i w której to przewidujemy liczny udział naszych wschodnich przyjaciół. Na obydwie konferencje, 
FEBSu i Konferencję Parnasowską, ju ż  teraz wszystkich Państwa zapraszamy.

Profesor Andrzej Dżugaj Profesor Jolanta Barańska

(Główny Organizator IV Konferencji (Prezes Polskiego Towarzystwa
Parnasowskiej we Wrocławiu) Biochemicznego)

Polscy Organizatorzy Konferencji wyrażają ogromną wdzięczność następującym Osobom i Instytucjom za 
pomoc finansową, bez której udziału zorganizowanie Konferencji byłoby niemożliwe. Są to: Rektor Uniwersy­
tetu Wrocławskiego, Komitet Badań Naukowych, Polska Akademia Nauk, Polska Sieć Biologii Komórkowej i 
Molekularnej UNESCO/PAN, Instytut Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego PAN, Prezydent Wrocławia i 
Marszałek Sejmiku Regionu Dolnośląskiego.
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Sprawozdanie z XXXVIII Zjazdu Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego

Kolejny Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbył się w dnach 18-22 września 2002 we 
Wrocławiu. Został włączony w uroczystości obchodów 300-lecia Uniwersytetu Wrocławskiego. Honorowy Pa­
tronat powierzono J.M.Rektorowi Uniwersytetu Wrocławskiego.

Program naukowy Zjazdu stanowiło XIII Sesji, o zróżnicowanej tematyce, składających się z wykładów i 
prezentacji plakatowych.

Organizację Sesji naukowych powierzono głównie Koleżankom i Kolegom ze środowiska wrocławskiego, 
reprezentującym Uniwersytet Wrocławski, Akademię Medyczną, Akademię Rolniczą, Politechnikę 
Wrocławską i Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej. Jednocześnie do przygotowania Sesji zaprosi­
liśmy profesorów z różnych środowisk naukowych w Polsce (np. z Warszawy, Poznania, Gdańska, Krakowa i 
Lodzi). I tak w programie naukowym Zjazdu znalazły się następujące tematy; STRUKTURA I FUNKCJA 
BIAŁEK (prof. dr hab. Jacek Otlewski); GLIKOBIOLOGIA I G LI KO PATOLOGIA (prof. dr hab. Elwira Li­
sowska, prof. dr hab. Iwona Kątnik-Prastowska i prof. dr hab. Jerzy Kościelak); STRUKTURA I FUNKCJA 
KWASÓW N U K LEIN O W Y C H  (prof. dr hab. Zofia Szweykowska-Kulińska); BIOLOGIA NOW O TW O RÓ W  
- ODDZIAŁYW ANIA ADH EZYJN E-A PO PTOZA  (prof. dr hab. Czesław Radzikowski, prof. dr hab. Maciej 
Ugorski i prof. dr hab. Ewa Sikora); GENO M IKA (prof. dr hab. Stanisław Cebrat i dr hab. Jacek Leluk); BIO­
TECHNOLOGIA: A G R O BIO TECH N O LO G IA  (prof. dr hab. Jan Szopa) I BIOTECHNOLOGIA W PRO DUK­
CJI ŻYW NOŚCI (prof. dr hab. Justyna Chrzanowska); M OLEKU LARNE PODSTAWY RUCHU KOMÓRKI 
(prof. dr hab. Maria M alicka-Błaszkiewicz i dr hab. Jolanta Rędowicz); BŁONY BIOLOGICZNE I TECH NO ­
LOGIA LIPOSOMOWA (prof. dr hab. Aleksander Sikorski i prof. dr hab. Arkadiusz Kozubek); BIOLOGIA 
CH LOROPLASTÓW  I M ITOCH O N DRIÓW  (prof. dr hab. Andrzej Szczepaniak i prof. dr hab. Hanna Jańska); 
BIOCHEMIA W D IA GNOSTYCE M EDYCZNEJ; (prof. dr hab. Teresa Banaś i dr hab. Danuta Kwiatkowska); 
M OLEKU LARNE PODSTAWY W YSIŁKU I TRENINGU W SPORCIE (prof. dr hab. Jerzy Popinigis i prof. 
dr hab. Jerzy Żołądź); DYD AKTYK A BIOCHEMII (prof. dr hab. Zofia Walter) i DONIESIENIA RÓŻNE oraz 
SESJA SPECJALNA „50 LAT PODW ÓJNEJ SPIRALI” (prof. dr hab. Jan Barciszewski i prof. dr hab. Jolanta 
Zakrzewska-Czerwińska), poświęcona przypadającej w przyszłym roku rocznicy opisania modelu struktury 
DNA.

Inauguracja Zjazdu odbyła się we Wrocławiu, w dniu 1 8  września o godz. 17-tej w nowo-wybudowanym ho­
telu Mercure-Panorama, dysponującym salą konferencyjną na 600 osób. Wykład inauguracyjny zat. „Białka 
szoku termicznego jako bufor ew olucyjny” wygłosił przy pełnej sali prof. dr hab. Maciej Żylicz.

W części oficjalnej po okolicznościowych wystąpieniach i powitaniach —  Prezes Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego prof. dr hab. Jolanta Barańska poinformowała zebranych o nagrodach przyznanych jak  co­
rocznie w różnych konkursach organizowanych pod patronatem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. N a­
grodę im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszą pracę doświadczalną, w ykonaną w polskim laboratorium, opubli­
kowaną w roku 2001 otrzymał prof. Czesław Cierniewski wraz z Zespołem: J. Bącela, I. Papiewska, I. 
Fijałkowska, B. Walkowiak. Nagrodę za badania w dziedzinie chemii i biochemii kwasów nukleinowych ufun­
dowaną przez Sigma-Aldrich przyznano Zespołowi —  A. Łochowska, R. Iwanicka-Nowicka, D. Płochocka, 
M. M. Hryniewicz. Nagrodę im. prof. Bolesława Skarżyńskiego uzyskali dr Andrzej Trzeciak i prof. Janusz 
Błasiak - za najlepszą pracę opublikowaną w „Postępach Biochemii” w roku 2001. Nagrodę profesora Antonie­
go Dmochowskiego za publikację o walorach dydaktycznych otrzymał Zespół —  A. Kozik, M. Rąpała-Kozik i 
I. Guevara-Lora. Specjalne wyróżnienie w tym konkursie za wkład w rozwój dydaktyki biochemii otrzymał 
prof. Stefan Angielski.

Inaugurację uświetnił Wrocławski Zespół Solistów „Ricordanza” pod dyrekcją Wiktora Kuzniecowa —  
racząc nas muzyką Antonio Vivaldiego, Tomaso Albinioniego i Georga Fridricha Haendla. Wieczór inaugura­
cyjny zakończyliśmy spotkaniem Uczestników Zjazdu w miłej i radosnej atmosferze, w wypełnionych po 
brzegi kuluarach hotelu M ercure-Panorama przy lampce wina i różnych smakołykach.

Wykłady i Sesje Plakatowe odbywały się wzorem roku 1993 (kiedy to miałam przyjemność przewodniczyć 
Komitetowi Organizacyjnemu XXIX Zjazdu PTBioch) —  na terenie Wydziału Chemii i Instytutu Matematyki
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Uniwersytetu Wrocławskiego, położonych obok siebie w malowniczej, ulubionej przez Wrocławian części 
miasta nad Odrą, pomiędzy Mostami Pokoju i Grunwaldzkim z widokiem na Ostrów Tumski —  najstarszą czę­
ść Wrocławia. Pogoda nam dopisała!

19 września rano rozpoczęliśmy obrady o godz. 8 -ej wykładem plenarnym Profesora Czesława Cierniew- 
skiego z Łodzi zat. „Inhibitor aktyw atorów  plazniinogenu —  wczoraj, dziś i ju tro” —  upamiętniającym 
otrzymaną przez Profesora wraz z Zespołem nagrodę J.K. Parnasa za osiągnięcia w roku 2001. Przyznam, że 
wczesna godzina wykładu budziła moje obawy, a jednak  wielka sala wykładowa Wydziału Chemii (240 miejsc) 
była wypełniona!

O godzinie 9-tej trwały ju ż  obrady w poszczególnych Sesjach. I tak czwartek 19 września i piątek 20 wrze­
śnia były dniami niezwykle pracowitymi. Obradowało równolegle sześć, a w piątek nawet siedem Sesji, z któ­
rych każda zawierała oprócz wykładów także „blok czasowy”—  poświęcony prezentacji prac w formie plaka­
tów (od godz. 12:15 do 13:1 5, lub od godz. 17 do 1 8 ). W sobotę 21 września zaplanowaliśmy wykłady i dysku­
sje przy plakatach tylko do godz. 14-tej, wiedząc, że wielu uczestników naszego Zjazdu zechce zdążyć na nie­
dzielę do domu!

Ogółem we wszystkich Sesjach wygłoszono 114 wykładów  i 12 krótkich komunikatów. Gościliśmy 
wykładowców z różnych polskich ośrodków naukowych i z zagranicy: USA, Francji, Niemiec, Anglii, Ukrainy 
i Białorusi. Niektóre Sesje —  jak  M OLEK U LA RN E PODSTAWY RUCHU czy GENO M IKA —  z uwagi na 
obecność wielu Gości z zagranicy odbywały się całkowicie w języku angielskim. N ajdalszą drogę —  aby 
uczestniczyć w naszym Zjeździe przebyli wykładowcy z Bethesdy NIH (USA) Edward D. Korn, James R. Sel- 
lers i Hanna Brzeska —  Goście Sesji nr VII „M O LEKULARNE PODSTAWY RUCHU K O M Ó RK I” .

We wszystkich Sesjach zaprezentowano ogółem 502 plakaty. I tak rekordową ich liczbę oglądaliśmy w Se­
sjach B IO L O G IA N O W O T W O R Ó W -O D D Z IA L Y W A N IA  A D H E Z Y JN E -A P O P T O Z A  (94); BIOCHEMIA 
W DIAGNOSTYCE M EDYCZN EJ (91); w SESJI RÓŻNE (83); STRUKTURA I FUNKCJA KWASÓW N U ­
KLEINOW YCH (76).

Na uwagę zasługuje wysoki poziom przygotowanych wykładów i posterów. Wszystkie Sesje cieszyły się 
dużym zainteresowaniem. Z uwagi na ich „upakowanie” w krótkim czasie wybory merytoryczne były trudne. 
Zgodnie z przewidywaniami, szczególnie „tłoczno” było w czasie obrad Sesji —  powstałej z połączenia pla­
nowanych wcześniej trzech Sesji w jed n ąza t .  „B IO LO G IA N O W O T W O R Ó W  —  ODDZIAŁYW ANIA A D H E­
ZYJNE —  APOPTOZA” .

Wydarzeniem szczególnym była zaplanowana na późne godziny wieczorne (od 1 8 -tej do 21-szej) Sesja Spe­
cjalna, poświęcona przypadającemu w roku 2003 jubileuszowi zaprezentowania modelu struktury DNA przez 
Watsona i Cricka. W ROK DNA, którego oficjalne obchody zaplanowano na rok 2003 weszliśmy tłumnie! W 
ostatniej chwili musieliśmy przenieść obrady (tj. wykład prof. dr hab. Włodzimierza Ostoji-Zagórskiego zat. 
„Podwójna spirala —  historia in tu icji” i film „Life story”), do największej z sal (250 osób) jakimi dyspono­
waliśmy! Wszyscy Uczestnicy Sesji otrzymali przywieziony z Poznania przez prof. Jana Barciszewskiego zna­
czek okolicznościowy —  przedstawiający model struktury DNA.

W czasie trwania Zjazdu zgodnie z w ieloletnią tradycją odbył się konkurs na najlepszą pracę prezentowaną 
przez Młodych Biochemików. I tak nagrodę im. Włodzimierza Mozołowskiego otrzymały J. Grybel i D. Ka- 
źmierczak z Wrocławia. Wyróżniono ponadto prace dwóch Zespołów- M. Kamiński, M. Karbowski, J. Kę­
dzior, Y. Miyazaki, M. Woźniak, T. Wakabayashi z Gdańska i R. Hordejuk, A. Szewczyk, K. Dołowy z Warsza­
wy. Nagrodę im. Janiny Opieńskiej-Blauth otrzymali studenci J. Kobiela i J. Krajewski z Gdańska. Wyróżniono 
także prace wykonane przez studentów z Koła Naukowego w Akademii Medycznej w Gdańsku i Zespół z In­
stytutu Onkologii w Gliwicach.

Podczas obrad Zjazdu mieliśmy też okazję do zapoznania się z bogatą ofertą wielu firm prezentujących 
wszystko to, co jes t potrzebne we współczesnym laboratorium. Mogliśmy też wysłuchać wykładów na temat 
najnowszych zastosowań oferowanego sprzętu np. wykładu o mikrodysekcji laserowej czy analizie materiału 
genetycznego pojedynczej komórki.

Oficjalne zakończenie obrad, połączone z wręczeniem nagród w konkursie dla Młodych Biochemików, oko­
licznościowymi podziękowaniami i zaproszeniem Wszystkich na kolejny Zjazd do Gdańska —  miało miejsce 
w Instytucie Chemii, o godz. 14-tej.

Pomimo bardzo napiętego programu obrad —  wieczorem, w czwartek 19 września, po godz. 20-tej, uczto­
waliśmy, a nawet tańczyli(!) w restauracji „Letnia”, pod pięknymi starymi dębami, na terenie wrocławskiego 
ZOO.
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Powodzeniem cieszyły się przygotowane przez Organizatorów imprezy kulturalne. Wielu Uczestników 
Zjazdu znalazło czas na zwiedzanie Wrocławia z przewodnikiem, czy też wizytę w Panoramie Racławickiej, 
której oglądanie za każdym razem dostarcza niezapomnianych wzruszeń. Trochę było nam smutno, że nie zna­
leźli się chętni do udziału w zaplanowanej sobotnio-niedzielnej wyprawie w Karkonosze —  z noclegiem w 
przepięknie położonym, zarezerwowanym dla nas schronisku „Samotnia” . Myślimy, że perspektywa zabiera­
nia specjalnego obuwia i spania w wieloosobowej sali nie była zbyt kusząca. Jest to również „znamię” prześla­
dującego nas ciągłego braku czasu. Wiele osób gościło bowiem we Wrocławiu jedynie przez dwa dni.

Dziękujemy wszystkim Instytucjom i Organizacjom, które wsparły XXXVIII Zjazd PTBioch finansowo tj. 
Komitetowi Badań Naukowych, Polskiej Sieci Biologii Komórkowej i Molekularnej UNESCO PAN, Fundacji 
na rzecz Rozwoju Glikobiologii, Rektorowi Uniwersytetu Wrocławskiego, firmom - Signia-Aldrich, Olympus 
Optical Polska, ICN Biomedicals. Bez tego wsparcia nie udałoby się nam zrealizować wszystkich planowa­
nych zamierzeń.

Dziękuję Wszystkim Zaangażowanym w przygotowanie Zjazdu we Wrocławiu —  Organizatorom tylu Sesji 
naukowych, Członkom Komisji ds. Nagród, Koleżankom, Kolegom i Studentom —  za pomoc w „najgoręt­
szych” chwilach. Przygotowaniom Zjazdu towarzyszyły bowiem różnej natury „trudności techniczne” i obawy 
o prawidłowe funkcjonowanie poszczególnych „pionów” organizacyjnych.

Dniem przełomowym była sobota 14 września 2002, kiedy do Instytutu Biochemii i Biologii Molekularnej 
Uniwersytetu Wrocławskiego przy ul. Przybyszewskiego 63 „przyjechały” (również z przygodami!) wydruko­
wane Materiały Zjazdowe i Programy. Wszystkim się podobały! W wielkiej sali ćwiczeń nastąpiło ekspresowe 
pakowanie „toreb zjazdowych” przy pomocy studentów i osób zaprzyjaźnionych z Organizatorami. Widok 80 
wielkich plastikowych worków, zawierających 800 toreb z wyposażeniem Uczestnika Zjazdu, gotowych do 
transportu na teren Biura Zjazdu w Instytucie Chemii —  sprawił nam wszystkim wielką radość!

Na zakończenie dziękuję wszystkim Miłym Uczestnikom Zjazdu za tak liczne przybycie. W XXXVIII Zje- 
ździe PTBioch uczestniczyło ponad 800 osób! Staraliśmy się uczynić Państwa pobyt we Wrocławiu intere­
sującym naukowo, miłym towarzysko i owocnym w przyszłości. Proszę nam wybaczyć ewentualne 
niedociągnięcia.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego, jeszcze raz Wszystkim za Wszystko dziękuję. Koleżankom i Kole­
gom z Gdańska —  organizatorom kolejnego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego życzymy suk­
cesu!

Z wyrazami szacunku
Przewodnicząca Wrocławskiego Oddziału PTBioch i
Komitetu Organizacyjnego XXXVIII Zjazdu

Prof. dr hab. Maria Malicka-Błaszkiewicz
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Sprawozdanie z 28 Zjazdu Federacji Europejskich 
Towarzystw Biochemicznych (FEBS)

28 Zjazd Federacji odbył się w Stambule w dniach 20-25 października 2002 r, zorganizowany przez Izrael­
skie Towarzystwo Biochemiczne. Według wcześniejszych ustaleń miał się on odbyć w Jerozolimie. Zmiana lo­
kacji Zjazdu w pewnej mierze odbiła się na frekwencji. W zjazdach Federacji dotąd brało na ogół udział ponad 
1500 osób, tym razem jednak  było tylko blisko 900 uczestników, w tym 107 z Izraela i 191 z Turcji. Polska dele­
gacja, dość liczna, obejmowała 30 uczestników. W programie naukowym znalazły się następujące Sympozja: 
Genes —  Structure to Function; Cellular Functions and Dynamics; Proteins: Life Machines; Regulatory Proces­
ses; Novel Concepts in Molecular Physiology; Coping with the Environment; Science and Society. Każde z 
sympozjów składało się z około siedmiu sesji (razem 42 sesje). Ponadto odbyły się warsztaty naukowe: Works­
hop Plant Transgenic Engineering, Enzyme Engineering, Nuclear Biology i Peptide Engineering. W dwóch se­
sjach posterowych przedstawiono około 500 plakatów.

Zjazd poprzedziło spotkanie młodych naukowców —  FEBS Young Scientists Forum na temat „Cytokines 
and chemokines, their receptors and response” . W tym spotkaniu uczestniczyło 97 młodych ludzi z Europy, w 
tym 5 z Polski. Wszyscy uczestnicy otrzymali stypendia od władz FEBS, co umożliwiło im uczestnictwo w ob­
radach Zjazdu FEBS.

W trakcie Zjazdu uczestnicy otrzymali First Announcement —  informujące o organizacji 29 Kongresu 
FEBS w 2004 w Warszawie przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne. Każdy uczestnik otrzymał tę informa­
cję już  z materiałami zjazdowymi. Jednocześnie w stoisku wystawowym FEBS rozdawano foldery turystycz­
ne, propagujące piękno naszego kraju. Uczestnicy z Polski zaangażowani w organizację Kongresu FEBS w 
2004 starali się poznać techniczną stronę organizacji Zjazdu, tak aby kongres warszawski wypadł jak  najlepiej.

Podczas posiedzenia Council Meeting odbyły się wybory nowych członków różnych Komisji FEBS. Prof. 
Jerzy Duszyński (Instytut Nenckiego, Warszawa) został powołany do Komisji Publikacyjnej (Publications 
Committee). Ogółem cztery osoby z Polski pełnią funkcje kierownicze w komisjach. Prof. Maciej Nałęcz 
(Przewodniczący FEBS Fellowship Committee), prof. Jan Barciszewski (członek Advanced Courses Com mit­
tee), prof. Jerzy Duszyński (członek Publications Committee) i prof. Jolanta Barańska (Working group on Ways 
to Assist Central and Eastern European Country).

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Prof. Jolanta Barańska
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Krajowa Nagroda Naukowa 
im. Stefana Barbackiego 

z Zakresu Genetyki Roślin 
2002

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roślin PAN w  Poznaniu ustanowiła Krajowq Nagrodę Na­
ukową z zakresu Genetyki Roślin im. Stefana Barbackiego.

Ideq nagrody jest wyróżnianie młodych naukowców zajmujących się genetyką roślin i promo­
wanie osiągnięć będących rezultatem badań prowadzonych w warunkach krajowych laborato­
riów.

Nagroda przyznawana jest przez Kapitułę Nagrody od 1994 roku corocznie za oryginalne 
prace badawcze udokumentowane publikacją w okresie ostatnich trzech lat, dotychczas niena- 
gradzane.

W  roku 2002 Kapituła przyznała

nagrodę II stopnia mgr KATARZYNIE NUC

(Katedra Biochemii i Biotechnologii Akademii Rolniczej im. Augusta Cieszkowskiego
w Poznaniu)

za; "Charakteryzowanie genów kodujących enzymy stanu symbiozy za pomocą metod
molekularnych i komórkowych".

Sponsorami funduszu nagród byli: Agencja Własności Rolnej Skarbu Państwa —  Warszawa, 
"Spójnia" Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze Nochowo, HR "Danko", HR Szelejewo, HR Ko­
bierzyce, Poznańska Hodowla Roślin.
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Wskazówki 
dla Autorów

W y d a w a n y  p rzez Polskie Tow arzystw o Biochem iczne kw ar­
talnik „Postępy Biochem ii" publikuje prace p rzeg lądow e  om a­
w ia jące  nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki badaw cze  w  
dziedzin ie  biochem ii i nauk pokrew nych; publikuje też noty z  hi­
storii biochemii, za sa d y  polskiego słownictwa b iochem icznego, 
recenzje nadesłanych książek o ra z  sp raw ozdan ia  ze zjazdów , 
konferencji i szkół, w  których b io rą  udzia ł członkow ie  Towarzy­
stwa.

Prace p rzeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" 
m ogą mieć charakter a rtyku łów  m onograficznych (do 2 0  stron 
tekstu licząc piśm iennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek­
stu), o raz krótkich not o  najnowszych osiągnięciach i pog lądach  
(do 5 stron tekstu).

A utorzy artykułu o d p o w ia d a ją  za p raw id łow ość i ścisłość 
podaw anych in form acji o raz  popraw ność cytow anego piśmien­
nictwa. U jęcie prac w inno  być syntetyczne, a przedstaw ione za­
gadnien ia  z ilustrow ane za pom ocą tabel, rycin: wykresy, schema­
ty, reakcje, w z o ry  i fo togra fie .

W skazany jest p o d z ia ł a rtyku łów  m onograficznych na roz­
dz ia ły  i p o d rozdz ia ły , których rzeczow e tytuły tw orzą  spis treści. 
Zgodnie z p rzy ję tą  konwencją ro zd z ia ły  noszą cyfry rzymskie, 
po d ro zd z ia ły  o d p o w ie d n io  rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po­
prawność log iczna  i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno­
znaczność i czytelność. A u to rzy przeto w inni unikać składni ob­
cojęzycznej, g w a ry  labora to ry jne j, a także og ran iczać stosowa­
nie doraźnie tw orzonych skrótów, naw et jeśli byw a ją  używ ane w  
pracach specjalistycznych. K ażda z  nadesłanych do  Redakcji 
prac p od lega  ocenie specjalistów  i op racow an iu  redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie m ożliw ość skrócenia tekstu i w p ro w a ­
dzenia zm ian nie w p ływ a ją cych  na treść pracy, deklaru je też g o ­
towość konsultowania tekstu z Autoram i.

Przekazanie artykułu do redakcji jest rów noznaczne z 
oświadczeniem , że nadesłana praca nie była  i nie będzie  publiko­
w ana w  innym czasopiśm ie, jeżeli zostanie og łoszona w  „Postę­
pach Biochem ii". W  przypadku, g d y  Autor(zy) zam ierza(ją ) 
w łączyć do  sw ego artykułu ilustracje pub likow ane przez auto­
rów prac cytow anych, należy uzyskać i p rzekazać nam o d p o ­
w iedn ią  z g o d ę  na przedruk.

Redakcja prosi A u to rów  o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółow ych:

TEKST: prosim y o  nadsyłanie dw óch egzem plarzy  wydruku 
o raz dyskietki z  tekstem zapisanym  jako * .d o c  w  form acie IBM 
PC. W yd ruk  pow in ien  być jednostronny z lewym  marginesem 
około 4  cm, z  zachow aniem  p o d w ó jn e g o  odstępu m iędzy w ie r­
szami, z  użyciem  czcionki A ria l CE 11 lub 12. W  przypadku  sto­
sowania w  tekście liter a lfabetu greckiego  prosimy o w pisanie 
ołówkiem  na m arginesie ich fonetycznego  brzm ienia.

Strona inform acyjna jest n ienum erowana, zaw ie ra  im iona i 
nazwisko (a) A utora  (ów), nazw y, adresy, telefony, adresy e-mail 
zakładów , w  których pracują Autorzy, adres do  korespondencji,

tytuł artykułu w  języku polskim i angielskim  o ra z  -  w  prawym  do l­
nym rogu: liczbę tabel, rycin, w z o ró w  i fo togra fii o raz skrócony 
tytuł pracy, zam ieszczany na ok ładce  czasopism a (do 25 zna­
ków).

Strona 1 (tytułowa) zaw ie ra  im iona i nazwiska Autorów, 
tytuł pracy w  języku polskim i angielskim , rzeczow y spis treści też 
w  obu językach, tytuł naukow y każdego  z A u to rów  i ich miejsce 
pracy z  adresem pocztow ym  i adresem e-mail o ra z  w ykaz stoso­
wanych skrótów w  porządku  a lfabetycznym .

Kolejno numerowane dalsze strony obe jm ują  tekst pracy, piś­
miennictwo, tabele, podpisy i ob jaśnienia rycin, w zo rów  i fo togra­
fii.

PIŚMIENNICTWO: W y k a z  piśm iennictwa obejm uje prace 
w  kolejności ich cytow ania  w  tekście, za zn a cza  się je liczbami 
porządkow ym i ujętymi w  naw iasy kw adra tow e, np. [3, 7, 9 -26], 
O dnośniki b ib liogra ficzne  pow inny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytow ania  czasopism (1), m onografii (2), roz­
d z ia łów  z książek jednotom ow ych (3), ro zd z ia łó w  z tom ów serii 
opracow anych przez tych samych redakto rów  (4), rozdz ia łów  z 
tom ów  serii op racow anych  przez różnych redaktorów  (5) wska­
zują poniżej podane  przykłady.

1. H i l d e b r a n d t  GR ,  A r o n s o n  N N  (1980) Bio- 
chim Biophys Acta 631: 4 9 9 -5 0 2

2. B o s t o c k  CJ ,  S u m m e r  A  T ( 1978) The Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, N orth -H o lland, Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M  (1979) W : F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  V B  (red) Hondbook on the 
Toxicology of Metals. Elsevier, N orth -H o lland, Amsterdam, str. 
5 4 1 -5 5 3

4. D e l e j J ,  K e s t e r s  K (1 9 7 5 ) W : F I o r k i n M , 
S t o t z E H  (red) Cm prehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
N orth-H olland, Amsterdam, str. 1-7

5. F r a n k s N  P, L i e b W  R (1981) W : K n i g h t C 
G  (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physiology, t. 7. 
Elsevier, N orth-H olland, Amsterdam, str. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: ryciny pow inny być zap isane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-b iałe  
(kontrastowe) pow inny być w ykonane na pap ie rze  m atowym . Ist­
nieje m ożliwość w ykonan ia  reprodukcji barw nych, ale ich koszty 
ponoszą Autorzy. N a  rycinach nie na leży um ieszczać opisów  
słownych, lecz posługiw ać się skrótami. O sie w ykresów  pow inny 
być opatrzone napisem ła tw o  zrozum ia łym . D ecyzję o stopniu 
zm niejszenia ryciny podejm uje w yd a w ca . Ilustracji nie należy 
w łą cza ć  w  tekst maszynopisu, lecz o d p o w ie d n io  ponum erow ać: 
ryciny noszą cyfry arabskiej, w z o ry  zaś rzymskie. N a  marginesie 
tekstu należy zazn a czyć  o łów kiem  pre ferow ane miejsce umiesz­
czenia ryciny czy w zoru. Słowne ob jaśnien ia  znaków  g ra ficz­
nych można umieścić w  podpisie  pod  ryciną, rysunkowe zaś je­
dynie na planszy ryciny. Tytuły i ob jaśnien ia  rycin sporządza się 
w  postaci o d dz ie lnego  w ykazu. W yd ru k i ilustracji należy na o d ­
w rocie  podpisać imieniem i nazwiskiem  p ierw szego  z Au to rów  i 
p ierwszym  słowem tytułu p racy o ra z  o znaczyć „góra-dó ł" (o łów ­
kiem, na odw rocie). Ze w zg lędu  na w ew nętrzną  spoistość a rty ­
kułu w skazane jest konstruowanie o ryg ina lnych  rycin i zb iorczych 
tabel na podstaw ie  danych z  piśm iennictwa.

W yd ruk  i za łączn ik i (w  dw u egzem plarzach) o raz dyskietkę, 
w łaściw ie zabezp ieczone  przed  uszkodzeniem  w  czasie trans­
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika „Postępy B iochem ii"
Polskie Towarzystwo B iochem iczne
ul. Pasteura 3
0 2 -0 9 3  W arszaw a
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KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO  

POLSKIEGO TOW ARZYSTW A BIOCHEMICZNEGO  

Dotyczący składek członkowskich i prenumeraty „Postępów Biochemii” w roku 2003

Składka członkowska w 2003 roku wynosi:
dla Członków rzeczywistych 80.- zł.
dla Członków studentów 40.- zł
w tym roczna prenumerata „Postępów Biochemii” .

Małżeństwa m ogą opłacać składki w wysokości 80. + 40. = 120 zł.
Członkow ie, którzy opłacą składkę członkow ską do 30 czerw ca 2003, m ają zapew nioną bezpłatną pre­

num eratę kw artaln ika Polskiego Tow arzystwa Biochem icznego „Postępy B iochem ii” . C złonkow ie, któ­
rzy opłacą składkę po tym  term inie, będą m ogli otrzym yw ać kw artaln ik  do czasu w yczerpania się zapa­
sów m agazynowych.

Powyższe zmiany nie dotyczą Członków Honorowych Towarzystwa.
Natomiast Członkowie-Emeryci -  nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej -  p łacą za prenumera­

tę „Postępów Biochem ii” 30.- zł.
Osoby niebędące członkami Towarzystwa m ogą być prenumeratorami „Postępów Biochem ii” . Koszt w 2003 

roku —  80 zł.
Biblioteki p łacą  za prenumeratę „Postępów Biochemii” w roku 2003 120.- zł.

Prosimy o wnoszenie opłat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. III Oddz. Warszawa nr 
11101053-411050000371.

Jolanta Barańska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOW ARZYSTW O BIOCHEMICZNE  

ZAPROSZENIE

Jeżeli chciałabyś/chciałbyś zapisać się na listę e-mailową Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyślij 
e-mail na adres: infoptbioch@ nencki.gov.pl. W polu „subject „ umieść swoje nazwisko i imię (w takiej kolejno­
ści i bez polskich znaków diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysyłając taki mail zgadzasz się na to, aby na 
Twój adres e-mailowy przychodziły  informacje ZG, listy pojedynczych lub grup członków do ogółu członków, 
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiały reklamowe. Lista będzie rozsyłać materiały kontrolowa­
ne przez moderatora, którym będzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, tak więc nie będzie Ci grozić zalew śmieciowej poczty i zawirusowanych „attachmentów” . 
Mam nadzieję, że tą  drogą poprawi się stan poinformowania naszych członków o różnych wydarzeniach nauko­
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywności poszczególnych oddziałów naszego Towarzystwa. Być 
może również „Listy do b iochem ików ” redagowane przez p. Teresę W esołowską będą obok wersji drukowanej 
kolportowane przez naszą  listę. Zapraszam także do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarządu Głównego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

http://rcin.org.pl

mailto:infoptbioch@nencki.gov.pl

	SPIS TREŚCI CONTENTS



